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(54) METHOD FOR DETOXIFICATION OF WHITE PHOSPHORUS USING MICROORGANISM STRAIN
Trichoderma asperellum VKPM F-1087
(57) Abstract:

FIELD: biotechnology.
SUBSTANCE: invention relates to biotechnology,

specifically to a method for detoxification of white
phosphorus in contaminated soil. Decontamination is
performed by treatment of white phosphorus-
contaminated soil with a strain of Trichoderma

asperellum VKPM F-1087. Method enables
detoxification of soil containing white phosphorus in
concentration up to 1.0 wt%, exceeding the maximum
allowable concentration 5,000 times.

EFFECT: method enables detoxification of soil.
1 cl, 1 dwg
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Предлагаемое изобретение относится к области удовлетворения жизненных
потребностей человека.Может быть использовано для обезвреживания или уменьшения
вредности химических отравляющих веществ биологическими способами.

Известен способ биоразложения фосфорорганических соединений [1]. По [1]
детоксикацию продуктов гидролиза боевого отравляющего вещества VX -
метилфосфоновой кислотыи ее эфиров производят при помощиферментов, выделенных
из специализированного штамма микроорганизмов. Недостатком [1] является
неприменимость для биодеградации белого фосфора и его производных. Недостаток
ограничивает область применения способа [1].

Известен способ извлечения элементного фосфора из шлама [2]. Шлам, состоящий
из воды, белого фосфора (свыше 5%) и примесей, нагревают до температуры выше
точки плавления белогофосфора (приблизительно плюс 55…75°С). Затем вшлам вносят
воднуюхромовуюкислоту концентрацией 3…4%.Смесь перемешивают до образования
непрерывной фазы белого фосфора. Суть подхода заключается в том, что хромовая
кислота окисляет поверхностную пленку на поверхности дисперсных частиц белого
фосфора, несущую электрический заряд, и способствует их коагуляции в непрерывную
фазу. Осевший слой фосфора замораживают и отделяют фильтрованием или
центрифугированием. Способ не эффективен в случае низких концентраций белого
фосфора в среде. Недостатком [2] является применимость только для шламов,
содержащих 5% белого фосфора и выше, но не для следовых загрязнений. Недостаток
ограничивает область применения способа [2].

Известен способ [3] превращения белого фосфора в загрязненной воде путем
окисления смесью серной и азотной кислот. Белый фосфор при этом окисляется до
фосфата. Недостатком [3] является необходимость внесения в сточные воды опасных
для окружающей среды реагентов.

Наиболее близким по существу заявляемого изобретения, прототипом, является
способ биодеградации белого фосфора [4]. Недостатком прототипа [4] является его
неприменимость при низкой (менее 0,1%) концентрации белого фосфора в среде, где
производят биодеградацию. Недостаток ограничивает область применения способа
[4], поскольку прототип неприменим при сильных загрязнениях.

Целью предлагаемого изобретения является создание способа обезвреживания
(детоксикации) белого фосфора и его производных антропогенного происхождения в
загрязненной почве и осадках сточных вод.

Цели достигают тем, обезвреживание белого фосфора выполняют с применением
штаммамикроорганизма - грибов Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМиз депозитария
Всероссийской Коллекции Промышленных Микроорганизмов (ВКПМ).

Заявляемое изобретение осуществляют, например, следующим путем, с
использованием штамма микроорганизма Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ [5].

Берут культуральную среду и размещают ее в емкостях, например в лабораторных
колбах объемом 50 мл. Берут посевной материал - споры микроскопических грибов
Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ.

Споры высевают в колбы на культуральную среду, например, состава: глюкоза - 5
г; (NH4)2SO4 - 2.64 г;MgSO4 - 0.49 г; CuSO4·05H2O - 0.1 г; FeSO4·7H2O - 0.02 г;MnCl2·7H2O
- 0.12 г; (в перерасчете на 1 л). Получают посев штамма.

Далее описан пример хода процесса взаимодействия штамма Trichoderma asperellum
F-1087 ВКПМ с фосфорсодержащей культуральной средой. Берут 5 колб, например,
объемом 50 мл, содержащих по 20 мл культуральной среды различающихся составов.
Производят посев штамма Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ на среду в колбах.
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Схема посева Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ на культуральные среды показана
на Фиг., где 1 - контроль первый, без соединений фосфора; 2 - контроль второй, с
нетоксичной смесью фосфатов; 3…5 - опыты с присутствием в культуральной среде
белого фосфора в различной концентрации.

В одной из колб, контрольной, культуральная среда не содержит соединенияфосфора
(Фиг., позиция 1 - контроль первый, без соединений фосфора). Во второй колбе в
культуральнуюсреду добавляютнетоксичнуюсмесьфосфатов - в качестве необходимого
дляжизнедеятельностиштамма источникафосфора: K2HPO4·3H2O - 7.4 г, KH2PO4 - 2.38
г, в перерасчете на 1 л (Фиг., позиция 2 - контроль второй, с нетоксичной смесью
фосфатов). В три другие колбы сначала вносят культуральную среду, одинаковую по
составу с культуральной средой в контрольной колбе. Затем в эти три колбы добавляют
токсичный диспергированный белый фосфор в различной концентрации, а именно в
концентрации 0,1%; 0,5%; 1,0% по массе (Фиг., позиции 3, 4, 5 - опыты с присутствием
белого фосфора в различной концентрации). Белый фосфор диспергируют, например,
в ультразвуковом диспергаторе «Сапфир» (г. Кострома, Россия) при максимальной
интенсивности ультразвука, температуре плюс 50°C, частоте колебаний 30 кГц, вшленке,
в стерилизованной автоклавированием дистиллированной воде.

В каждую из 5 колб с культуральной средой производят посев штамма грибов
Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ. Колбы с посевами помещают в термостат с
аэробнымиусловиями, напримерподдерживающийтемпературуплюс37°C, и выжидают.

В среде без источниковфосфора (первая колба с контрольной культуральной средой)
за весь период наблюдений - 600 час (25 суток) признаки жизнедеятельности штамма
грибов Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ не наблюдаются (отсутствуют).

На среде с неядовитыми фосфатами в качестве источника фосфора (вторая колба с
контрольной культуральной средой) через 24 час проявились признаки
жизнедеятельностиштамма грибов Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМв виде мелких
колоний гриба на и в массиве культуральной среды. Далее, через 140 час, наблюдалось
спопороношение гриба, продолжавшееся до окончания одногожизненного цикла гриба
- 600 час (25 суток), предположительно до исчерпания питательных компонентов
культуральной среды в колбе. Это означает, что штамм грибов Trichoderma asperellum
F-1087ВКПМвблагоприятных условияхжизнеспособен в присутствии белогофосфора.

В содержащих белый фосфор в различной концентрации трех опытных колбах
наблюдают следующее.

Через 24 часа (1 сутки) рост посеянных микроорганизмов не наблюдается.
Через 96 часов (4 суток) на поверхности культуральной среды с концентрацией в

0,1% (500-кратное превышениеПДК [6]) белогофосфора выросла одна крупная колония
грибов триходермы Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ. Далее рост колонии
триходермыTrichoderma asperellum F-1087 ВКПМна поверхности культуральной среды
с белымфосфором продолжается до окончания одногожизненного цикла гриба (около
20 суток), предположительно до исчерпания питательных компонентов культуральной
среды в колбе. После завершения жизненного цикла выполняют определение остатков
белого фосфора в культуральной среде колбы. Анализ культуральной среды методом
газовой хроматографии и масс-спектроскопии (ГХМС) выявил отсутствие следов
токсичного белого фосфора (в культуральной среде). Это показывает способность
грибов Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ усваивать токсичный белый фосфор.

Через 170 час (восьмые сутки) наблюдается начало роста колонии триходермы на
поверхности культуральной среды с белым фосфором в концентрации 0,5% (2500-
кратное превышение ПДК [6]). Далее рост колонии грибов Trichoderma asperellum F-
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1087 на поверхности культуральной среды с белым фосфором продолжается до
окончания одного жизненного цикла гриба (около 23 суток), предположительно до
исчерпания питательных компонентов культуральной среды в колбе, ибо анализ
культуральной среды выявил отсутствие следов токсичного белого фосфора как
необходимого для жизнедеятельности штамма источника фосфора.

Через 265 час (одиннадцатые сутки) наблюдается начало роста колонии триходермы
на поверхности культуральной среды с белым фосфором в концентрации 1,0% (5000-
кратное превышениеПДК [6]). Далее рост колонии триходермы Trichoderma asperellum
F-1087 ВКПМна поверхности культуральной среды с белым фосфором продолжается
до окончания одного жизненного цикла (около 25 суток) гриба. После завершения
жизненного цикла выполняется определение остатков белогофосфора в культуральной
среде колбы, предположительно до исчерпания питательных компонентов
культуральной среды в колбе, ибо анализ культуральной среды выявил отсутствие
следов токсичного белого фосфора как необходимого для жизнедеятельности штамма
источника фосфора.

Опыты показывают и доказывают, что заявляемый штамм грибов Trichoderma
asperellum F-1087 ВКПМ жизнеспособен в благоприятных условиях, когда в
культуральной среде содержится необходимыйдляжизнедеятельностиштаммаисточник
фосфора. И таким источником может быть белый фосфор.

По результатам опытов с триходермой Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ
прослеживается четкая зависимость: чем вышеконцентрация белогофосфора в субстрате
и выше токсичность среды, тем медленнее растет гриб. На 12-е сутки после посева на
0,1% белого фосфора гриб уже спороносит и имеет розовую окраску, на 0,5% колония
еще бесцветная, но уже всплыла на поверхность субстрата и имеет форму, близкую к
правильному кругу, а на 1,0% колония бесформенная и растет в толще среды. То есть
содержащиебелыйфосфор в концентрации до 1,0%масс. культуральные средыпригодны
для культивированияштамма грибов триходермыTrichoderma asperellum F-1087 ВКПМ.
Это выявленное, ранее неизвестное, свойство штамма Trichoderma asperellum F-1087
ВКПМ позволяет применять его для детоксикации сред, содержащих белый фосфор в
количествах, до 5000 раз превышающихПДК.Выявленное свойствоштаммаприменяют
в практической деятельности людей, например для устранения последствий попадания
белого фосфора в окружающую природную среду, например в почву.

Обработку загрязненной белымфосфоромпочвывыполняют, например, следующим
путем. Работы выполняют в соответствующей защитной одежде. Берут
порошкообразный препарат триходермы с титром не менее 109 КОЕ в 1 г препарата.
Для обработки почвы, например весной при температуре почвы от плюс 10°C, берут
80 г препарата и разводят в 10 л технически чистой теплой воды, дают постоять около
часа, получают суспензию (взвесь) препарата в воде. Берут опрыскиватель, например
применяемый для защитной химической обработки сельскохозяйственных культур. В
опрыскиватель заливают суспензию препарата триходермы. Загрязненные белым
фосфором участки почвы опрыскивают суспензией исходя из расхода 300 л/га. По
завершении опрыскивания выполняют взрыхление поверхностного слоя почвы,
например, на глубину до 0,05 м. На обработанном участке почвы через некоторое
время спорытриходермыпрорастаютиначинается процесс биологической детоксикации
белого фосфора. Опрыскивание повторяют, например, 1 раз в месяц или по мере
необходимости. Оптимальная температура обрабатываемой почвы - от плюс 10 до
+30°C. Ход процесса детоксикации и его итоги контролируют путем отбора и анализа
проб почвы на наличие белого фосфора.
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Способы получения, хранения и применения препарата триходермы подобны
используемым в области сельского хозяйства для профилактики и лечения заболеваний
растений от фитопатогенов. Срок годности сухого препарата триходермы - до 5 лет.

Не известныболее ранниефактыи случаи культивированияштамма гриба триходерма
Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМвприсутствии высокотоксичного белого фосфора.
Следует подчеркнуть, что триходерма Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМв аэробных
условиях (в присутствиикислорода воздуха) адаптировалась к указаннымконцентрациям
белого фосфора (от 0,1 до 1,0%) без применения известных способов адаптации
микроорганизмов к неблагоприятным условиям - предварительного культивирования
с рядомпересевов. Экспериментально определенная концентрация 1,0%белогофосфора
в культуральной среде, когда штамм гриба триходерма Trichoderma asperellum F-1087
ВКПМ сохраняет жизнеспособность и производит детоксикацию белого фосфора,
соответствует 5000-кратному превышению ПДК фосфора в сточных водах.

Экспериментально выявленное свойство штамма грибов Trichoderma asperellum F-
1087 ВКПМ - способность в аэробных условиях произрастать в среде с высоким
содержанием высокотоксичного белого фосфора обладает новизной и высокой
полезностьюдля практики ликвидации последствий непредвиденного или умышленного
появления сильнейшего токсиканта в природных средах, преимущественно на и в почве.
Выявленное, ранее неизвестное свойство штамма грибов Trichoderma asperellum F-1087
ВКПМвесьма полезно для детоксикации белого фосфора в местах проживания людей,
напримерфосфораи его соединений, попадающихвприроднуюсреду с промышленными
отходами и стоками, для устранения последствий производственных аварий, применения
фосфорных боеприпасов [7, 8, 9, 10, 11].

Использование штамма грибов Trichoderma asperellum F-1087 ВКПМ расширяет
перечень способовобезвреживания или уменьшения вредности химическихотравляющих
веществ, причем с использованием биотехнологии, с наименьшим ущербом природной
среде обитания, ибо заявляемый штамм является естественным обитателем почвы.

Далее приведены примеры непредвиденного или умышленного загрязнения
территорий (акваторий) белым фосфором, в которых потенциально может быть
использованметодбиодеградации токсиканта с применениемштамма грибовTrichoderma
asperellum F-1087 ВКПМ.

Единственное предприятие по производству технического белого фосфора в РФ
ОАО«Фосфор» (г. Тольятти) обанкротилось в 2002 г. Теперь территория предприятия,
где на 180 га хранятся 6 тыс.тонн фосфорного шлама, является причиной частых
возгораний, неблагоприятной экологической обстановки в городе и его окрестностях:
требуются меры по ее очистке [7]. С января по август 2014 г. на территории ОАО
«Фосфор» зафиксировано 16 случаев самовозгораний.

16 июля 2007 г. в 16 ч 55 мин на 12-м километре перегонаОжидов-КрасноеЛьвовской
железной дороги произошла крупная авария товарного поезда. Эшелон в составе 58
вагонов следовал из Казахстана в Польшу транзитом через Россию и Украину. 15
цистерн товарного эшелона содержали белыйфосфор.Срельсов сошли только цистерны
с фосфором. В момент аварии нарушена герметизация шести цистерн, из которых
вылился горящий жидкий фосфор [8].

Тяжелейшая экологическая ситуация сложилась на обанкротившемся химическом
заводе «Фосфор» в г. Шымкенте (бывший Чимкент, Казахстан), территория которого
окружена шламовыми озерами площадью в 30 га и содержащими более 500000 тонн
фосфорного шлама. Кроме того, фосфор содержится и в донных отложениях реки
Бадам, протекающей по территории предприятия. Здесь неоднократно происходили
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несчастные случаи отравлений и ожогов, ведется нелегальная и без соблюдения
элементарной техники безопасности работа по добыче белого фосфора из шлама [9].

Сильнейшие загрязнения происходят в окрестностях военных полигонов США,
например Орлиная река на Аляске [10], где меры очистки не принимаются вообще.
Проводимые на полигоне исследования экологов показали, что белый фосфор легко
накапливается вжировой ткани, богатыхжироморганах и кожных покровах. Особенно
страдают от загрязнения водоплавающие птицы - утки, гуси и лебеди, поскольку белый
фосфор проникает в их организм из водной среды во время кормежки. Кроме того,
водоплавающие птицы накапливают в организме много жира. В организм хищных
птиц белый фосфор также проникает с пищей и зачастую накапливается в летальных
концентрациях.

Министерство обороныРоссии официально заявило, что располагает достоверными
данными, подтверждающими факты использования вооруженными силами Украины
так называемыхфосфорных бомб [11] против своих граждан, живущих наюго-востоке
страны. Авиаудары по Славянску, Лисичанску, Донецку украинская военная авиация
проводила именно фосфоросодержащими снарядами. Зафиксированы время, даты и
названия населенных пунктов каждого такого налета.

Приведенный пример применения предлагаемого изобретения показывает его
полезность для природоохранной деятельности путем детоксикации и обезвреживания
белого фосфора и его соединений в окружающей среде. Применение заявляемого
изобретения способствует улучшению среды обитания живых организмов.

Предлагаемое изобретение удовлетворяет критериям новизны, так как при
определении уровня техники не обнаружено средства, которому присущи признаки,
идентичные (то есть совпадающие по исполняемой ими функции и форме выполнения
этих признаков) всем признакам, перечисленным в формуле изобретения, включая
характеристику назначения.

Способ детоксикации белого фосфора имеет изобретательский уровень, поскольку
не выявлены технические решения, имеющие признаки, совпадающие с отличительными
признаками данного изобретения, и не установлена известность влияния отличительных
признаков на указанный технический результат.

Заявленное техническое решение можно реализовать в промышленных масштабах
посредством использования известных стандартных технических устройств и
оборудования. Это соответствует критерию «промышленная применимость»,
предъявляемому к изобретениям.
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Формула изобретения
Способ детоксикации белого фосфора в загрязненной почве, отличающийся тем,

что обезвреживание белого фосфора выполняют с применением штамма
микроорганизма Trichoderma asperellum ВКПМ F-1087.

Стр.: 8

RU 2 603 259 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



Стр.: 9

RU 2 603 259 C1


	Биб.поля
	Реферат
	Bibliography
	Abstract
	Описание
	Формула
	Чертежи

