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Основан ая на поразительных совершенстве и гиб сти метаболических п тей [1] микробов,
биодеградация является одним из наи олее з ачимых и часто применяемых на практике методов
обезвреживания промышленных стоков [2]. На ри унке 1, продемонстрирована показательная схема
усвоения сразу нескольких токсичных веществ в едином м таболическом пути, демонстрир щий
совершенство биохимии микроорганизмов, изображенная на основе л ературных источнико [3–7].
Включен сразу двух токсичных ксенобиотиков (формальдегид и синильная кислота) в состав
сахаров и аминокислот, является, пожалуй, наибол е показательным примером биодеградации. Это
является весомым фундаментальным аргу ентом в пользу возможности биодеградации даже такого
опасного ксенобиотика, как белый фосфор.
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Рис. 1. Включение формальдегида, цианида и индола в состав сахаров и аминокислот –
убедительный пример био еградации. Синтез метанола из метана (который сам является продуктом
микробн г метаболиизма [8]) осуществляется метанотр фными бактериями, серина и фруктозы з
метанола – некоторыми метилотрофными бактериями и дрожжами, триптофана з индола –
бактериями, астениями рибами, -циано-L-аланина з ин ной ислоты ерина – актериями
Chromobacte um violaceum, аспарагина из цианоаланина – рядом растений. Рисунок А.З.
Миндубаева.

Наши более ранние работы [9, 10] посвящены микробиологическому превращению
токсичнейшего элементного (белого) фосфора в биогенный фосфат. Фактически, выполненная нашим
коллективом работа является ервым задоку ентированным примером усвоения искусственного
кс нобиотика б ого фосфора биосферой, то есть возможности применения метода еще далеко
не исчерпаны. данной работе представлено дальнейшее развитие исследований биодеградации
белого фосфора.
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Пересев культуры A. niger АМ1 произведен по стандартной схеме, в трех повторах. Через 49 
суток во всех повторах колонии были покрыты черной россыпью спор. Это доказывает, что и в среде 
с белым фосфором аспергилл может сохранять нормальную фертильность. Обращает на себя внимание 
тот факт, что в одном повторе колония стала развиваться быстрее, чем в других, хотя условия были 
совершенно идентичны. Возможно, это следствие мутации, обеспечившей лучшую приспособленность 
к необычным (и экстремальным) условиям существования. 

Для сравнения устойчивости к белому фосфору нескольких культур черного аспергилла, 
применялся наш штамм Aspergillus niger АМ1, а также три штамма из Всероссийской коллекции 
микроорганизмов при ИБФМ им. Г.К. Скрябина: FW-650, FW-2664 и FW-2731, выделенные из 
арктических вечномерзлых грунтов. Культуры высевались в планшеты Corning, скорость роста 
оценивалась микропланшетным ридером Infinite F200 Pro, Tecan (Австрия) по интенсивности 
поглощения света λ 550 нм. Максимальная концентрация белого фосфора достигала 1 %. 
Для сравнения высевались культуры бактерий Achromobacter xylosoxidans, Pseudomonas aeruginosa, 
Bacillus firmus и Salmonella typhimurium. Целью данных исследований являлось обнаружение 
минимальной ингибирующей концентрации (МИК) белого фосфора для перечисленных 
микроорганизмов. 

SOS-тест на генотоксичность был выполнен, как описано в работе [11]. Делали серию 
разведений среды, содержащей вначале 0.2 % белого фосфора (2000 мкг/мл). Сначала смешивали 
пополам с культурой сальмонелл, при этом концентрация падала до 1000 мкг/мл. С этой концентрации 
начинали измерение общей токсичности и генотоксичности. В конце серии разведений доводили 
концентрацию Р4 до 1 мкг/мл (0.0001 %). Ночную культуру штамма, выращенную в питательном 
бульоне с ампициллином (100,0 мкг/мл), вносили в планшеты по 0,1 мл в лунку и добавляли в каждую 
раствор среды с Р4 в различных концентрациях. В качестве позитивного контроля использовали 
митомицин C. Определяли интенсивность биолюминесценции с помощью микропланшетного ридера 
Infinite F200 Pro, Tecan (Австрия). Для каждой концентрации в каждой точке времени брали три пробы. 
Интенсивность биолюминесценции измеряли в относительных световых единицах (ОСЕ) 
рассчитанных как число световых единиц в секунду, деленное на оптическую плотность клеточной 
культуры (OD) при 550 нм. 

Для установления природы устойчивости аспергилла к Р4 произведен посев в среду с фосфатом 
в качестве источника фосфора. Подросшую культуру снова пересеяли в среду с 0.2 % белого фосфора. 
В качестве контроля посеяли также A. niger АМ1, до этого росший в среде с белым фосфором. 

Мы впервые применили стерилизацию белого фосфора ацетоном. В шленк с навеской белого 
фосфора (0.95 г.) влили 20 мл ацетона и выдержали 15 мин при перемешивании (ручное взбалтывание) 
без нагрева. Слив ацетон, влили в шленк 50 мл дистиллированной воды, стерилизованной 
автоклавированием. Затем приготовили 2 % эмульсию белого фосфора в этой воде. 

С целью оценки цитогенетического действия фосфора использовали тест-систему Allium cepa. 
На каждом препарате учитывали общее количество клеток, количество делящихся клеток, 
находящихся в той или иной стадии митоза. На основании полученных данных определили 
митотический индекс (MI), распределение клеток по стадиям митоза. Митотический индекс 
показывает отношение числа клеток, находящихся в митозе, к общему числу проанализированных 
клеток, исследованных на препарате изучаемой ткани [12]. 

Очень интересно спонтанное появление в среде с белым фосфором культуры A. niger АМ1 
с измененной морфологией и окраской, быстрее растущей в среде с исследуемым ксенобиотиком. 
Возможно, это результат мутации и дальнейший этап адаптации микроорганизма к среде, содержащей 
белый фосфор. 

На 53 день между лидирующей в росте культурой и остальными накопилось еще больше 
различий. Через 55 суток после посева лидирующая культура стала вырабатывать пигмент 
и приобретать более насыщенную желтую окраску [13]. Колонии в остальных двух повторах растут 
медленнее и имеют гораздо более светлую окраску (рис. 2). Окрасилась не только колония, 
но и культуральная среда, т. е. пигмент хорошо растворим в воде. Примерно в это время мы дали этому 
аспергиллу неофициальное название «рыжий гриб». 
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Рис. 2. Второй посев A. niger АМ1. Крайняя справа колба – стерильная среда. Крайняя слева – 
культура аспергилла, отличающаяся от прочих усиленным ростом («рыжий гриб»). Обращает на 
себя внимание необычно яркая окраска этой культуры. Две колбы в центре – остальные повторы 
посева, растущие медленнее. Снимок сделан через 73 суток после посева. 

Культура, судя по виду и окраске спор, безусловно, является черным аспергиллом, 
но морфология колонии необычная. Воздушный мицелий низкий, споры формируются почти 
на поверхности среды. В первые двое суток культура отличалась от предковой выделением в среду 
желтого пигмента, но после созревания спор становилась такой же черной и неотличимой. Это 
является еще одним свидетельством того, что в культуре произошла мутация. Детальное изучение 
морфологии этого аспергилла продемонстрировало его сходство с предковым АМ1. А судя по тому, 
что «рыжий» гриб эффективнее набирал биомассу в среде с белым фосфором, эта мутация повышает 
его приспособленность к существованию в данной среде. Мы назвали этот штамм АМ2. 

Оказалось, что все четыре штамма A. niger выдерживают концентрацию белого фосфора 1 %. 
МИК для них так и не была найдена. По-видимому, высокая устойчивость к белому фосфору – 
признак, характеризующий все или многие черные аспергиллы. Тем не менее, при концентрациях 0.5 
и 0.25 % штамм АМ1 рос быстрее, т. е. оказался более устойчивым (рис. 3). Для бактерий МИК была 
найдена и составила для A. xylosoxidans 0.125 %, B. firmus 0.25 %, Pseudomonas aeruginosa и S. 
typhimurium 0.5 %. Из этого следует вывод, что черные аспергиллы более устойчивы к белому фосфору 
по сравнению с бактериями. 

 
Рис. 3. Сравнение роста четырех штаммов A. niger в присутствии белого фосфора. На оси абсцисс 
указаны концентрации Р4 в %, на оси ординат оптическое поглощение при λ 550 нм. Заметно, что 
штамм АМ1 намного более устойчив к белому фосфору по сравнению со штаммами из ВКМ 
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Ожидалось, что после роста в багоприятных условиях – в среде с фосфатом – A. niger АМ1 мог 
утратить устойчивость к белому фосфору. В действительности, гриб, росший до пересева на фосфате, 
продолжал расти. Из этой картины можно сделать вывод, что резистентность к белому фосфору у 
исследуемого нами штамма черного аспергилла закреплена в геноме, и является наследуемым 
признаком, передающимся в ряду поколений даже в отсутствие Р4. 

Одной из серьезнейших проблем, с которой мы до сих пор сталкивались, производя посевы 
микроорганизмов в среды с белым фосфором, было отсутствие эффективного метода стерилизации 
последнего от присутствующих в нем спор A. niger. Был предложен метод стерилизации Р4 в мягких 
условиях, без применения высоких температур. Для этого навеска ксенобиотика должна погружаться 
на 15 минут в липофильный органический растворитель, который легко проникает через гидрофобные 
оболочки микробных спор и умерщвляет их. Мы предпочли пользоваться ацетоном [14] по причине 
сравнительно низкой растворимости в нем белого фосфора. В стерильльных средах рост отсутствовал 
даже спустя 117 дней, они остались прозрачными без опалесценции и взвесей. Это указывает на то, что 
стерилизация навесок Р4 ацетоном эффективна. 

В представленной работе SOS-lux тест продемонстрировал генотоксичность белого 
фосфора [15]. Несмотря на то, что величина ДНК повреждающей активности оказалась низкой (рис. 4), 
этот результат получен впервые – во всех найденных нами источниках сообщается об отсутствии 
генотоксических свойств у белого фосфора. Показано, что у смеси белого фосфора и перекиси 
водорода генотоксичность резко возрастает по сравнению с одним белым фосфором, т. е. продукты 
окисления Р4 пероксидом, по-видимому, обладают большей генотоксичностью по сравнению 
с исходным веществом. Наибольшую ДНК повреждающую активность белый фосфор проявляет 
в диапазоне концентраций 25–250 мкг/мл. 

 
Рис. 4. Влияние белого фосфора на SOS-индукцию с перекисью водорода и негативным контролем 
(среда без мутагена) 

Показано, что корешки лука в присутствии белого фосфора отставали в росте. Установлено 
также, что присутствие Р4 существенно снижает митотическую активность тканей по сравнению 
с контролем и, следовательно, обладает митотоксической активностью. Анализ соотношений фаз 
митоза показал увеличение доли клеток на стадии профазы с соответствующим уменьшением 
процентного отношения других стадий (табл. 1). Это может быть связано с блокировкой деления 
клеток в конце стадии профазы. 
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Таблица. 1. Митотический индекс при различных концентрациях белого фосфора. 

Характер митозов в клетках 
корешка лука Контроль Белый фосфор в концентрации, % 

0.008 0.012 0.016 
Число проанализированных 

клеток 6181 3378 4483 5426 

Митотический индекс (MI) 7.25 ± 1.15 3.31 ± 0.88 2.35 ± 0.65 1.35 ± 0.25 
M/P (соотношение метафаза / 

профаза) 0.77 0.72 0.64 0.42 

Процент аберрантных клеток (тип 
аберраций) 0.78 (мост) 1.79 (отставание) 5 (отставание, фрагмент) 7.69 

(мост) 

Обнаружение у белого фосфора генотоксических свойств не является неожиданностью. Тем 
не менее, в более ранних работах генотоксичность у Р4 обнаружена не была. Возможно, это результат 
недостаточной глубины исследования. Судя по всему, мы первые применили для этой цели Allium 
тест, и этим методом генотоксичность белого фосфора впервые была продемонстрирована. 
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