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Резюме
Цель.  Поиск  и  отбор  микроорганизмов,  обладающих  активными 
ферментативными свойствами для возможной биодеструкции пиретроидов. 
Материалы  и  методы.  Для  эффективного  скрининга  и  отбора  наиболее 
активных  изолятов  для  последующей  разработки  биотехнологических 
способов деструкции пестицидов и снижения их токсичности были отобраны 
пробы филосферы и ризосферы сельскохозяйственных культур, продовольст‐
венных  продуктов  и  др.  Из  отобранных  проб  было  выделено  23  изолята. 
Изоляты  оценивали  по  внутриклеточному  метаболизму  и  выработке 
экзоферментов.  Выделенные  микроорганизмы  были  идентифицированы  на 
основе  «Определителя  бактерий  Берджи».  Скрининг  микроорганизмов  для 
разработки  биотехнологических  способов  снижения  токсичности 
экотоксикантов  включал  следующие  этапы:  выбор  источников,  отбор  проб, 
посев  на  плотную  среду  для  выделения  чистой  культуры,  пересев  чистой 
культуры, исследование биологических свойств выделенных штаммов. 
Результаты.  С  целью  поиска  микроорганизмов  способных  утилизировать 
пиретроиды  получены  изоляты  микроскопических  грибов  и  бактерий.  Из    
23 штаммов 12 обладали наиболее широким спектром активности, 5 штаммов 
показали наиболее выраженную и стабильную антагонистическую активность 
в  отношении  патогенных  микроорганизмов  при  различных  температурных 
параметрах от 30°С до 42°С (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus). Для отобранных штаммов была проведена 
оптимизация  среды  для  активации  обменных  процессов  в  клетке. 
Оценивалась  активность  амилаз,  протеаз,  ксиланаз  и  целлюлаз  гриба 
Trichoderma,  и  протеаз  L.  plantarum,  L.  lactis,  B.  subtilis  и  Propionibacterium. 
Проведены  исследования  влияния  на  синтез  гидролитических  ферментов 
различных концентраций в культуральной среде в присутствии полисахаридов 
ксилана, целлюлозы, крахмала и белка казеина.  
Заключение.  Проведены  токсикологические  исследования  отобранных 
изолятов  и  композиции,  состоящей  из  этих  изолятов  в  виде  культуральной 
суспензии,  на  простейших  стилонихиях.  Биотестирование  на  водных 
обитателях выделенных микроорганизмов (Trichoderma, L. plantarum, L. lactis, 
B.  subtilis  и  Propionibacterium)  показало,  что  процент  гибели  инфузорий    
(S.  mytilus)  в  опыте  и  контроле  не  имел  значительных  отличий.  Создана 
микробиологическая  композиция,  которую  возможно  использовать  для 
защиты  окружающей  среды  при  воздействии  токсикантов  агротехногенного 
происхождения. Отобранные штаммы были протестированы на возможность 
осуществлять биодеградацию пиретроидов на примере циперметрина. 
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Abstract 
Aim. Search and selection of microorganisms with active enzymatic properties 
for possible biodestruction of pyrethroids. 
Materials  and  Methods.  For  effective  screening  and  selection  of  the  most 
active  isolates,  for  the  subsequent development of  biotechnological methods 
for the destruction of pesticides and reduction of their toxicity, samples of the 
phylosphere  and  rhizosphere  of  agricultural  crops,  food  products,  etc.  were 
taken.  The  isolates  were  evaluated  by  intracellular  metabolism  and  the 
production of exoenzymes. The isolated microorganisms were identified on the 
basis of the "Bergi Bacteria Determinant". Screening of microorganisms for the 
development  of  biotechnological  methods  to  reduce  the  toxicity  of 
ecotoxicants  included  the  following  stages:  selection  of  sources,  sampling, 
seeding  on  a  dense medium  for  isolation  of  pure  culture,  replanting  of  pure 
culture and investigation of biological properties of isolated strains. 
Results. In order to search for microorganisms capable of utilising pyrethroids, 
isolates  of microscopic  fungi  and  bacteria were  obtained. Of  the  23  selected 
strains, 12 had the widest spectrum of activity, while 5 strains showed the most 
pronounced and stable antagonistic activity against pathogenic microorganisms 
at  various  temperature  parameters  from  30°C  to  42°C  (Escherichia  coli, 
Enterococcus  faecalis,  Pseudomonas  aeruginosa,  Staphylococcus  aureus).  For 
the  selected  strains,  the  environment  was  optimised  to  activate  cellular 
metabolic  processes.  The  activity  of  amylases,  proteases,  xylanases  and 
cellulases of  the fungus Trichoderma, and proteases of L. plantarum, L.  lactis,   
B.  subtilis  and Propionibacterium was evaluated.  Studies  of  the effect on  the 
synthesis  of  hydrolytic  enzymes  of  various  concentrations  in  the  culture 
medium in the presence of xylan polysaccharides, cellulose, starch and casein 
protein were carried out. 
Conclusion. Toxicological studies of the selected isolates and of a composition 
consisting of these isolates in the form of a culture suspension on the simplest 
stylonychia  were  carried  out.  Biotesting  on  isolated  aquatic  microorganisms 
(Trichoderma, L. plantarum, L. lactis, B. subtilis and Propionibacterium) showed 
that the percentage of dead infusoria (S. mytilus)  in both the experiment and 
the  control  showed  no  significant  differences.  A microbiological  composition 
has been created that can be used to protect the environment when exposed 
to toxicants of agrotechnogenic origin. The selected strains were tested for the 
possibility of biodegradation of pyrethroids using the example of cypermethrin. 
 
Key Words 
Pesticides, pyrethroids, biodegradation, microorganisms, bacteria, microscopic 
fungi, amylases, xylanases, cellulases, proteases, casein, cellulose, xylan, starch, 
cypermethrin, toxins, stylonychia. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Для  защиты  растительного  сырья  и  достижения 
высокой  урожайности  сельскохозяйственных  культур, 
ненормированное  использование  почвенных  концент‐
ратов  и  пестицидов,  может  привести  к  необратимым 
изменениям  в  окружающей  природной  среде,  к 
различным  патологиям  у  людей,  теплокровных живот‐
ных  и  уничтожению  биологического  равновесия.  На 
данном  этапе  развития  агрохимического  сектора 
количество  соединений  направленного  действия 
постоянно  растет,  и  список  их  пополняется  соедине‐
ниями  высокой опасности,  способными  в малых дозах 
вызывать  изменения  функционирования  органов  и 
систем  организма  как  у  млекопитающих,  так  и  птиц      
[1;  2]. Преобладающее большинство  хлорорганических 
пестицидов  обладают  стабильностью  в  окружающей 
среде  [3;  4],  в  связи  с  этим  все  более  широкое 
применение  в  сельском  хозяйстве  находят  инсекти‐
циды, относящиеся к группе синтетических пестицидов 
или  пиретроидов,  которые  имеют  более  короткий 
период жизни в окружающей среде [5; 6]. 

Синтетические  пиретроиды  масштабно 
применяются  как  инсектициды  для  защиты  клубней 
картофеля, плодовых и огородных культур, для борьбы 
с  паразитарными  болезнями  сельскохозяйственных 
животных,  с  вредителями  запасов  продовольствия  в 
быту  [7;  8].  Наличие  инсектоакарицидов  включает 
около  270  наименований,  из  них  12  являются 
пиретроидами,  история  которых  насчитывает  всего       
40  лет.  Пиретроиды  являются  4‐м  поколением 
пестицидов,  пришедшим  на  смену  хлорорганическим 
(ДДТ,  гексахлорциклогексан),  фосфороганическим 
соединениям  и  карбаматам.  Рынок  пиретроидов 
превышает  10  млрд  долларов  США,  а  их  ежегодное 
производство  составляет  более  100000  т  в  расчёте  на 
активное  начало.  Существенным  преимуществом 
пиретроидов  является  их  незначительная  токсичность 
для теплокровных [9; 10]. 

По  параметрам  стабильных  свойств 
синтетические перитроиды  существенно отличаются от 
своих  предшественников,  но  стабильность  ципермет‐
рина  варьирует  в  зависимости  от  физико‐химических 
условий  окружающей  среды  [11–13].  Многие  произ‐
водные пиретроидов плохо растворимы в воде и лучше 
растворимы  в  полярных  растворителях,  что  дает 
возможность  в  пиретроидах  использовать  галогены, 
тем  самым,  обеспечивая  большую  остаточную 
инсектицидную  активность.  Наличие  в  пиретроидах 
различных элементов увеличивает вероятность влияния 
на  биосферу  и  возможность  к  биодеструкции 
эндофитной микрофлорой [14; 15]. 

Основным фактором появления пиретроидов на 
муниципальных  территориях  является  внесение  в 
вегетирующие растения, а в продовольственном сырье 
–  обработка  животных  и  амбары  для  складирования 
растительного  сырья  [16–18].  В  воздушную  среду 
муниципальных  и  городских  участков  пестициды 
попадают  при  опрыскивании  наземными  средствами 
или  авиацией.  Благодаря  химической  структуре 
пиретроиды  обладают  низким  испарением  от 
поверхности  [19–22].  По  многим  исследованиям 
показана,  что  пиретроиды  в  неизменном  виде 
находятся  в  растениях  в  течение  2–3  недель  после 
распыления  [23–26].  В  агробиоценозе  распад 

пестицидов  наступает  в  зависимости  от  микробной 
обсемененности, а так же от химического состава почвы 
в  течение  90–180  дней  [27–30].  Пестициды  и  их 
метаболиты  могут  образовывать  в  окружающей  среде 
стойкие  комплексы,  которые  при  незначительных 
количествах  могут  вызвать  острые  и  хронические 
отравления  потребителей.  Остатки  пестицидов  могут 
сохраняться  в  течение  длительного  времени  на  полях 
после  применения  из‐за  их  сниженных  свойств  к 
биологическому  разложению  [31–34].  Они  могут 
поглощаться  водными  организмами,  такими  как  рыба, 
что приводит к негативному влиянию на их здоровье и 
качество  мяса,  что  негативно  сказывается  на  здоровье 
человека  [35;  36].  Кроме  того,  они  обладают  быстрой 
скоростью  биодеградации  в  водной  среде,  где 
существуют  водоросли  и  макрофиты.  Эти  пестициды 
более  чем  в  100  раз  более  ядовиты  для  рыбы  из‐за 
повышенной чувствительности её к токсичным агентам, 
из‐за  их  прямого  контакта  с  водой  через  жабры  и 
отсутствия  или  недостаточного  количества 
гидролитических ферментов для пиретроидов [37; 38]. 

Исследовательскими  работами  показано,  что 
растворимость пиретроидов в полярных растворителях 
проявляет  их  инсектицидную  активность  и  нейроток‐
сичность [39; 40].  

Биологический  метод  деградации  является 
идеальным  подходом  для  удаления  остатков 
циперметрина  из‐за  ее  высокой  эффективности, 
экологичности  и  низкой  стоимости  [41;  42].  На 
сегодняшний  день  выделено  множество  микроор‐
ганизмов,  способных  разлагать  техногенные 
соединения  и  циперметрин  (бактерии,  микроско‐
пические грибы и актиномицеты) [43–46]. 

В  биотрансформации  пиретроидов  основную 
роль  играют  биохимические  процессы  гидролазных 
ферментов [47; 48].  

В  связи  вышесказанным  актуальным  является 
поиск  и  отбор  микроорганизмов,  обладающих 
активными  ферментативными  свойствами  для 
возможной  биодеструкции  пиретроидов,  что  и  стало 
целью данной работы. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Для  эффективного  скрининга  и  отбора  наиболее 
активных  изолятов,  для  последующей  разработки 
биотехнологических способов деструкции пестицидов и 
снижения  их  токсичности,  были  отобраны  пробы 
филосферы  и  ризосферы  сельскохозяйственных 
культур,  молока  и  кисломолочных  продуктов, 
содержимого  желудочно‐кишечного  тракта  телят.  Из 
отобранных  проб  было  выделено  23  изолята.  Изоляты 
оценивали  по  внутриклеточному  метаболизму  и 
выработке  экзоферментов.  Выделенные  микроор‐
ганизмы  были  идентифицированы  на  основе 
«Определителя бактерий Берджи» [49]. 

Скрининг  микроорганизмов  для  разработки 
биотехнологических  способов  снижения  токсичности 
экотоксикантов  включал  следующие  этапы:  выбор 
источников,  отбор  проб,  посев  на  плотную  среду  для 
выделения  чистой  культуры,  пересев  чистой  культуры, 
исследование  биологических  свойств  выделенных 
штаммов. 

Целлюлазную  (ЦА),  ксиланазную  (КА)  и 
амилазную  (АА)  активность  ферментов  определяли 
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согласно  калориметрическому  методу,  который 
основан  на  определении  восстанавливающих 
углеводов,  образующихся  при  их  воздействии  на 
субстрат  карбоксиметилцеллюлозу,  ксилан  и  крахмал, 
[50–52].  При  установлении  ЦА  и  КА,  реакционную 
смесь,  содержащую  0,2  мл  раствора  неочищенного 
фермента,  0,5  мл  1%‐го  (мас./об.)  раствора  субстрата, 
приготовленного  в  0.1  М  ацетатном  (pH  5,0)  и  0,05  М 
фосфатном  (pH  6,0),  соответственно,  буферных 
растворах  и  0,3  мл  указанных  буферов,  выдерживали 
при  50°С  в  течение  15  мин.  При  установлении  АА, 
реакционную  смесь,  содержащую  1.0  мл  раствора 
неочищенного  фермента  и  1,0  мл  1%‐го  (мас./об.) 
раствора крахмала в 0,1 М фосфатном буфере (pH 6,0), 
инкубировали  при  37°C  в  течение  15  минут.  Для 
предотвращения  гидролиза  и  установления  содержа‐
ния  восстанавливающих  углеводов  применяли           
DNS‐реагент  (реагент  3,5‐динитросалициловая  кислота) 
[50–53].  Активность  гидролаз  выражали  в  междуна‐
родных  единицах.  За  1  единицу  принимали 
определенное количество ферментов, катализирующее 
процесс образования 1 мкмоль продукта за 1 мин. 

Активность  протеазы  устанавливали  согласно 
универсальной методике  с  использованием  в  качестве 
субстрата  казеина  [54;  55].  Гидролазную  активность 
выражали в ед/мл.  За 1 единицу активности фермента 
принимали  определенное  его  количество,  катализи‐
рующее  отщепление  1  мкмоль  тирозина  за  1  мин  в 
опытных условиях (37°С, рН 7.5). 

Микроорганизмы культивировали на различных 
жидких  (МПА,  бульон  Сабуро)  и  плотных  (МПА,  сусло 
агар,  Сабуро  агар,  MRS,  М9)  питательных  средах  с 
последующим  изучением  их  морфологических, 
тинкториальных,  биологических  свойств.  Антагонис‐
тическую  активность  изолятов  в  отношении  некоторых 
бактерий,  контаминирующих  корма  растительного 
происхождения,  устанавливали  с  помощью  методов 
агаровых блоков [56–60]. 

Исследование токсичности микроорганизмов на 
водных  обитателях  проводили  методом  биотести‐
рования  на  простейших  стилонихиях  (Stylonychia 
mytilus)  в  соответствии  с  государственным  нормам  и 
правилам ГОСТ 31674‐2012. Каждую пробу исследовали 
в пяти повторностях. Оценка результата биотеста дается 
по реакции гибели инфузорий. 

Исследуемые  препараты  содержали  бактерии  в 
виде  культуральной  суспензии.  Для  испытания 
использовали  культуры  микроорганизмов  второго  или 
третьего  пассажа,  которые  инкубировали  на  плотных 
питательных  средах:  Trichoderma  на  среде  сабуро; 
Lactobacillus  spp.  и  Propionibacterium  на  среде  MRS; 
Bacillus  subtilis  –  на  МПА  при  температуре  37°С. 
Отобранные  пробы  суспензий  бактерий  в  количестве     
2  мл  тщательно  перемешивали  и  осаждали 
центрифугированием  при  3000  об/мин  15  минут. 
Надосадочную  жидкость  отбирали,  а  осадок  бактерий 
ресуспендировали в 2 мл физраствора. Таким образом, 
получали  исходные  пробы  культуральной  жидкости, 
содержащей  растворенные  метаболиты  –  продукты 
микробиологического синтеза. 

Отобранные  штаммы  были  протестированы  на 
возможность  осуществлять  биодеградацию  пирет‐
роидов  на  примере  циперметрина  [45–62].  Находя‐
щиеся  в  воде  микроорганизмы  в  процессе  своей 
жизнедеятельности  используют  растворенный  в  воде 

кислород для биохимического окисления органических 
соединений,  в  том  числе  загрязняющих  веществ. 
Количество  кислорода,  израсходованное  в  опреде‐
ленный  промежуток  времени  в  процессе 
биохимического  окисления  органических  веществ, 
содержащихся  в  анализируемой  воде,  называется 
биохимическим  потреблением  кислорода  (далее  –    
БПК  BOD5).  Этот  показатель  является  некоторой 
условной  мерой  загрязнения  вод  органическими 
соединениями,  в  особенности  достаточно  легко 
подвергающимися  биохимической  деградации. 
Скорость  биодеградации  органических  загрязняющих 
веществ зависит от множества факторов. При неполном 
окислении  органических  веществ  для  сопоставимости 
величин  БПК  его  определение  должно  проводиться  в 
некоторых  стандартных  условиях.  В  качестве  таковых 
приняты  следующие:  продолжительность  инкубации  5 
суток, температура (20±1)°C, отсутствие доступа света и 
воздуха.  Потребление  кислорода,  определенное  при 
этих  условиях  называется  пятисуточным  биохими‐
ческим  потреблением  кислорода  (BOD5).  Его  находят 
как  разность  между  содержанием  кислорода  в 
анализируемой пробе воды до и после инкубации.  

Расчет  потребленного  кислорода  проводили 
согласно  методике  РД  52.24.421‐2012  «Химическое 
потребление кислорода в водах. Методика выполнения 
измерений титриметрическим методом». Вычисление и 
оформление результатов измерений (BOD5) проводили 
по  следующей  схеме.  Массовую  концентрацию 
растворенного в  воде кислорода X, мг/дм3, находят по 
формуле:  

X=(M×Cm×Vm×V×1000)/(50(V‐V1)), 
где  М  –  молярная  масса  КВЭ  кислорода,  равная                
8  мг/ммоль;  Cт  –  концентрация  раствора  тиосульфата 
натрия, моль/дм3 КВЭ; Vт – объем раствора тиосульфата 
натрия, пошедший на титрование, см3; V – вместимость 
кислородной  склянки,  см3;  V1  –  суммарный  объем 
растворов  хлорида  марганца  и  йодида  калия, 
добавленных  в  склянку  при  фиксации  растворенного 
кислорода, л. 

Обработку  результатов  измерений  (COD) 
проводили  следующим  образом.  ХПК  является 
общепринятым,  важным  и  достаточно  быстро 
определяемым  показателем  для  характеристики 
загрязнения  природных  и  сточных  вод  органическими 
соединениями.  Химическое  потребление  кислорода 
(ХПК,  COD)  –  количество  кислорода,  расходуемого  на 
окисление  содержащихся  в  воде  органических  и 
неорганических веществ сильными окислителями. 

Величину  ХПК  (бихроматной  окисляемости)        
X, мг/дм3, находят по формуле:  

X=(8,0×(V1‐V2)×Mm×1000)/V, 
где V1 – объем раствора соли Мора, израсходованный 
на  титрование  холостого  опыта,  см3;  V2  –  объем 
раствора  соли  Мора,  израсходованный  на  титрование 
пробы  воды,  см3;  V  –  объем  аликвоты  пробы  воды, 
взятый  для  выполнения  анализа,  см3;  8,0  –  масса 
миллимоля КВЭ кислорода, мг/ммоль [63]. 
 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Гидролазная и антагонистическая активности 
изолятов 
Результаты  исследования  биохимических  свойств 
изолятов микроорганизмов представлены в таблице 1. 
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Таблица 1. Биохимические показатели изолятов микроорганизмов 
Table 1. Biochemical parameters of isolates of microorganisms 

Изолят 
Isolate 

Показатель / Indicator 

Целлюлозо‐
литическая 
Cellulolytic 

Амило‐
литическая 
Amylolytic 

Протео‐
литическая 
Proteolytic 

Липо‐литическая 
Lipolytic 

Способность  
к выработке 
каталазы 

Catalase production 

1  ‐  +  +  ±  ‐ 

2  ‐  +  ±  ‐  ‐ 

3  ‐  +  +  +  ‐ 

4  ‐  ±  +  ±  ‐ 

5  ‐  ‐  ±  ±  ‐ 

6  ±  +  ±  ±  ‐ 

7  ‐  ±  +  ‐  ‐ 

8  ‐  +  +  ±  ‐ 

9  ‐  +  +  ±  ‐ 

10  ‐  +  ‐  ±  + 

11  ±  ‐  +  ±  ‐ 

12  ±  +  +  ±  ‐ 

13  ‐  +  +  ±  ‐ 

14  ‐  +  ±  ‐  ‐ 

15  ‐  +  +  ‐  ‐ 

16  ‐  ±  +  ±  ‐ 

17  ‐  +  ±  ‐  ‐ 

18  ‐  +  +  ±  ‐ 

19  ‐  +  +  ±  ‐ 

20  ±  +  ‐  ‐  + 

21  +  ‐  ‐  ‐  + 

22  ±  ‐  ±  ‐  ‐ 

23  ‐  +  +  ±  ‐ 

Примечание: (+) – ярко выраженная активность; (±) – умеренно или слабо выраженная активность;  
(‐) – отсутствие активности 
Note: (+) – pronounced activity; (±) – moderate or weakly expressed activity; (‐) – lack of activity 

 
Как  видно  из  таблицы  1,  наиболее широким  спектром 
активности обладали 12 штаммов № 1, 3, 6, 8, 9, 11, 12, 
13,  16,  19,  21  и  23.  Продуцируемые  ими  гидролазы 
позволяют эффективно расщеплять белковые субстраты 
и  полисахариды. Данные штаммы показали  потенциал 
применения  в  промышленном  производстве  и  были 
отобраны  для  дальнейших  исследований  по  оценке 
биологических свойств. 

Известно,  что  разные  микроорганизмы  могут 
менять  свои  антагонистические  свойства  при 
воздействии  различных  факторов,  в  том  числе  при 
изменении  температуры  окружающей  среды.  Поэтому 
нами  проведены  исследования  в  разных  темпера‐
турных  диапазонах.  Результаты  исследования  антаго‐
нистических  свойств  изолятов  при  различных 
температурах  (37°С,  30°С  и  40°С)  представлены  в 
таблицах 2 и 3. 

 
Таблица 2. Антагонистическая активность изолятов в отношении патогенных штаммов бактерий (t=37°С) 
Table 2. Antagonistic activity of isolates against pathogenic bacterial strains (t=37°C) 

Изолят 
Isolate 

Патогенный штамм / Pathogenic strain 

E. coli  E. faecalis 
Pseudomonas 
aeruginosa 

Staphylococcus 
aureus 

1  1,26±0,07  1,28±0,07  1,25±0,08  1,14±0,08 

2  0,21±0,06  0,16±0,07  0,22±0,07  0,06±0,06 

3  1,38±0,07  1,32±0,08  1,30±0,08  1,35±0,08 

4  1,25±0,08  1,13±0,07  1,02±0,08  1,10±0,07 

5  1,34±0,11  1,12±0,11  1,46±0,10  1,04±0,11 

6  1,34±0,11  1,46±0,09  1,41±0,10  1,41±0,11 

7  1,61±0,10  1,64±0,11  1,62±0,11  1,68±0,10 
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8  1,30±0,09  1,42±0,09  1,35±0,07  1,40±0,07 

9  1,43±0,11  1,12±0,10  1,35±0,10  1,21±0,11 

10  1,22±0,06  1,17±0,04  1,21±0,06  1,19±0,06 

11  1,50±0,11  1,53±0,10  1,46±0,09  1,41±0,09 

12  1,39±0,09  1,41±0,10  1,43±0,10  1,46±0,11 

13  1,30±0,10  1,35±0,17  1,28±0,12  1,40±0,10 

14  1,16±0,04  1,21±0,06  1,18±0,06  1,20±0,06 

15  1,43±0,09  1,48±0,10  1,37±0,09  1,34±0,09 

16  1,84±0,12  1,78±0,11  1,82±0,11  1,81±0,11 

17  1,47±0,10  1,53±0,11  1,51±0,09  1,49±0,10 

18  1,54±0,11  1,51±0,09  1,46±0,12  1,50±0,10 

19  1,80±0,11  1,82±0,11  1,77±0,10  1,78±0,11 

20  1,33±0,07  1,29±0,12  1,37±0,16  1,38±0,10 

21  1,86±0,12  1,87±0,12  1,74±0,11  1,79±0,11 

22  1,14±0,06  1,12±0,05  1.16±0,06  1,20±0,06 

23  1,86±0,12  1,90±0,12  1,79±0,11  1,82±0,12 

 
 

Таблица 3. Антагонистическая активность изолятов в отношении патогенных штаммов  
бактерий при различной температуре 
Table 3. Antagonistic activity of isolates against pathogenic bacterial strains at different temperatures 

t°С 
Изолят 
Isolate 

Патогенный штамм / Pathogenic strain 

E. coli  E. faecalis  P. aeruginosa  S. aureus 

30°С 

9  1,83±0,11  1,75±0,10  1,75±0,11  1,80±0,12 

16  1,43±0,11  1,73±0,10  1,56±0,11  1,50±0,12 

19  1,34±0,11  1,42±0,11  1,35±0,10  1,67±0,10 

20  1,65±0,11  1,70±0,11  1,62±0,10  1,56±0,11 

23  1,62±0,10  1,71±0,11  1,68±0,11  1,73±0,11 

42°С 

9  1,01±0,10  1,05±0,10  0,98±0,09  0,61±0,11 

16  1,77±0,11  1,75±0,10  1,72±0,09  1,74±0,10 

19  1,82±0,11  1,82±0,11  1,79±0,10  1,78±0,11 

20  1,90±0,12  1,91±0,12  1,78±0,10  1,84±0,12 

23  1,82±0,11  1,84±0,11  1,72±0,11  1,75±0,11 

 
Установлено,  что  наиболее  выраженную  антагонисти‐
ческую активность при 37°С проявили 5 и 23 изолятов:    
№9,  16,  19,  20,  и  23.  Данные штаммы  были  отобраны 
для дальнейших экспериментов при 30°С и 40°С. 

Из данных таблицы 3 видно, что при понижении 
температуры  среды до  30°С  выраженных  изменений  в 
антагонистической активности всех изученных изолятов 
отмечено  не  было,  однако  отмечается  тенденция  к  ее 
снижению. 

Напротив,  при  повышении  температуры  среды 
до 42°С наблюдаются выраженные изменения в антаго‐
нистической  активности  различных  изолятов  как  в 
сторону  увеличения,  так  и  понижения.  Так,  у  изолята 
№20  наблюдается  повышение  антагонистической 
активности,  а  изоляты  №  9,  16  и  23  показали  ее 
понижение. 
 
Подбор оптимальной среды культивирования 
микроорганизмов для повышения процесса 
образования гидролаз 
Выделенные микроорганизмы под № 9, 16, 19, 20 и 23 
были идентифицированы как микроскопические  грибы 
и бактерии. 

Микроскопический  гриб  Trichoderma  (изолят     
№9)  возможно  применять  в  качестве  защиты  от 
фитопатогенных  микроорганизмов,  а  также  и  для 
возможной деструкции токсикантов [64–67]. Остальные 
изоляты представляли бактерии: Lactobacillus plantarum 
(изолят  №  16),  Lactococcus  Lactis  spp.  (изолят  №19),              
B.  subtilis  (изолят  №20)  и  Propionibacterium  (изолят 
№23).  Изоляты  №16,  19,  20  и  23  из  гидролаз  в 
значимом количестве синтезируют протеазы [68–74]. 

Для  развития  и  синтеза  ферментов  микроор‐
ганизмами в питательной среде должны присутствовать 
источники азота и углерода. В связи с этим проведены 
работы  по  воздействию  на  биосинтез  ферментов 
различных  концентраций  в  культуральной  среде  в 
присутствии  полисахаридов  ксилана,  целлюлозы, 
крахмала и белка казеина. 

 
Оптимизация среды культивирования Trichoderma  
для повышения образования гидролаз 
Для начала мы изучили динамику накопления гидролаз 
при  выращивании  штамма  Trichoderma  на  среде, 
содержавшей 5 г/л белка и 5 г/л ксилана (рис. 1). 

Из представленных данных рисунка 2 видно, что 
синтез  ферментов  снижается  к  48  часам,  динамика 
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биосинтеза  протеазы  невысокая,  поэтому  при 
проведении  дальнейших  исследований  продолжи‐

тельность  культивирования  бактерий  была  ограничена 
до 48 часов. 

 

 

 
Рисунок 1. Кинетика биосинтеза ферментов при культивировании Trichoderma на среде,  
содержавшей ксилан 5 г/л и белок 5г/л 
Figure 1. Kinetics of enzyme biosynthesis during Trichoderma cultivation  
on a medium containing xylan 5 g/l and protein 5 g/l 
 
 

 
Рисунок 2. Активность ксиланаз Trichoderma в присутствии целлюлозы и ксилана 
Figure 2. Trichoderma xylanase activity in the presence of cellulase and xylanase 

 
Результаты  по  влиянию  различных  концентраций 
ксилана  и  белка  для  выращивания  и  синтеза 
гидролазных  ферментов  Trichoderma  показала  что 
ксиланазная  активность  увеличивается  при  концент‐
рации  белка  до  5  г/см3. Медленный  дальнейший  рост 
ксиланазной  активности  культуральной  жидкости 
прослеживался  вплоть  до  увеличения  содержания 
ксилана  в  исходной  среде  до  10  г/л.  Оптимальное 
содержание  белка  составило  5  г/л.  Максимальная 
ксиланазная  активность  культуральной  жидкости  была 
полученная  при  исходной  концентрации  белка  5  г/л  и 
ксилана 10 г/л и составила 4,86 Ед/мл (табл. 4). 

Результаты  исследования  эффективности 
целлюлозы  и  ксилана  в  качестве  источников  углерода 

для  синтеза  ксиланазы  бактериями  Trichoderma 
представлены в таблице 5.  

Из  полученных  данных  таблицы  5  видно,  что  в 
результате  проведенных  исследований  во  второй 
группе  при  добавлении  совместно  в  культуральную 
среду  ксилана  и  белка  синтез  фермента  ксиланазы  и 
целлюлазы было выше, чем в первой группе (контроль) 
на 16,0 и 18,3%. В третьей  группе при повышении кон‐
центрации  ксилана  при  культивировании  Trichoderma 
концентрация  ксиланазы  и  целлюлазы  повысилась  на 
18,6 и 26,7% в сравнении с первой группой. В четвертой 
группе  при  добавлении  совместно  в  культуральную 
среду белка и целлюлозы синтез фермента ксиланазы и 
целлюлазы  микроскопическим  грибом  было  ниже 
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контроля  на  38,0  и  25,3%.  В  пятой  группе  при 
добавлении  совместно  в  культуральную  среду  белка  и 
целлюлозы  в  концентрации  10  гр/л  синтез  фермента 
ксиланазы  и  целлюлазы  микроскопическим  грибом 
было  ниже  контроля  на  39,0  и  20,0%.  В  ходе 
исследований  выявлено,  что  ксилан  является  более 
сильным,  чем  целлюлоза  индуктором  целлюлаз.  При 

культивировании  микромицета  на  ксилане  и  белке 
полученные  препараты  проявляли  целлюлазную 
активность на 25% большую, чем на целлюлозе и белке 
(рис. 3). 

Исследование  влияние  крахмала  на  синтез 
фермента амилаз микромицетом Trichoderma представ‐
лена в таблице 6. 

 
Таблица 4. Влияние ксилана и казеина на биосинтез ферментов Trichoderma (n=3, ≤ 0.05) 
Table 4. The effect of xylan and casein on the biosynthesis of Trichoderma enzymes (n=3, ≤ 0.05) 

№ 
Ксилан 
Xylan 

Белок 
Protein 

Биомасса 
Biomass 

Ксиланазная 
активность 
Xylanase 
activity 

Целлюлазная 
активность 
Cellulase 
activity 

Протео‐ 
литическая 
активность 

Proteolytic activity 

Амилазная 
активность 
Amylase 
activity 

 
г/л / gr/l  г/л / gr/l 

мг/мл / 
mg/ml 

Ед/мл / 
Units/ml 

Ед/мл / 
Units/ml 

Ед/мл / Units/ml  Ед/мл / Units/ml 

1  0  2.5  0.260.05  3.060.38  1.190.12  0.370.13  3.020.38 
2  0  5.0  0.320.02  3.930.39  1.280.13  0.430.20  3.130.31 
3  0  7.5  0.320.05  3.390.40  1.200.12  0.670.15  3.310.40 
4  5.0  2.5  0.480.08  4.330.45  1.420.14  0.750.19  3.330.35 
5  5.0  5.0  0.480.08  4.520.20  1.420.12  0.800.19  3.720.20 
6  5.0  7.5  0.490.10  4.510.40  1.520.14  0.800.18  3.510.30 
7  10.0  2.5  0.450.05  4.220.45  1.420.13  0.810.20  3.220.35 
8  10.0  5.0  0.440.04  4.220.40  1.430.13  0.930.18  3.220.30 
9  10.0  7.5  0.420.05  4.570.45  1.320.12  0.980.20  3.490.34 

 
Таблица 5. Влияние ксилана и целлюлозы на биосинтез ферментов Trichoderma (n=3, ≤ 0.05) 
Table 5. The effect of xylan and cellulose on the biosynthesis of Trichoderma enzymes (n=3, ≤ 0.05) 

№ 
Ксилан, г/л 
Xylan, gr/l 

Белок 
(казеин), г/л 
Protein, gr/l 

Целлюлоза, 
г/л 

Cellulase, gr/l 

Биомасса, 
мг/мл 
Biomass, 
mg/ml 

Ксиланазная 
активность, Ед/мл 
Xylanase activity, 

Units/ml 

Целлюлазная 
активность, Ед/мл 
Cellulase activity, 

Units/ml 

1  0  5.0  0  0.360.04  3.930.39  1.200.06 
2  5.0  5.0  0  0.440.04  4.560.20  1.420.12 
3  10.0  5.0  0  0.440.04  4.660.40  1.520.14 
4  0  5.0  5.0  0.320.03  1.620.13  0.900.08 
5  0  5.0  10.0  0.320.03  1.600.11  0.960.12 

 

 
Рисунок 3. Активность целлюлаз Trichoderma в присутствии целлюлозы и ксилана 
Figure 3. Activity of Trichoderma cellulases in the presence of cellulase and xylanase 
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Таблица 6. Исследование влияние крахмала на синтез фермента амилаз микромицетом Trichoderma (n=3, ≤ 0.05) 
Table 6. Study of the effect of starch on the synthesis of the enzyme amylase of micromycetes Trichoderma (n=3, ≤ 0.05) 

№ 
Белок (казеин), г/л 
Protein (casein), g/l 

Крахмал, г/л 
Starch, g/l 

Амилазная активность, Ед/мл 
Amylase activity, Units/ml 

1  5,0  0  0,80,20 
2  5,0  1,25  3,60,20 

3  5,0  2,50  2,50,07 

4  5,0  3,75  1,130,02 

5  5,0  5,0  0,110,01 

 
Из  результатов  представленных  таблицы  6  видно,  что 
во  второй  группе  при  повышении  концентрации 
крахмала  на  1,25  г/л  в  культуральной  среде,  синтез 
амилазы  микромицетом  повысился  более  3  раза  в 
сравнении с контрольной группой. В третьей группе при 
повышении  концентрации  крахмала  на  2,50  г/л  в 
культуральной  среде  синтез  амилазы  микромицетом 
повысился в 2 раза в сравнении с контрольной группой. 
При  повышении  концентрации  крахмала  на  3,75  г/л  в 
культивируемой  среде  синтез  амилазы микромицетом 

повысился 41,0% в сравнении с контрольной группой. В 
пятой  группе  при  повышении  концентрации  крахмала 
на  5,0  г/л  в  культуральной  среде  синтез  амилазы 
микромицетом  понизился  на  86,0%  в  сравнении  с 
контрольной  группой.  Анализируя  полученные  данные 
можно  сказать,  что  при  высоких  концентрациях 
крахмала  амилазная  активность  снижается  в 
отрицательную  сторону  в  сравнении  с  контролем      
(рис. 4).  

 

 
 

Рисунок 4. Изменение амилазной активности Trichoderma при добавлении крахмала 
Figure 4. Change in the amylase activity of Trichoderma when starch is added 

 
Оптимизация среды культивирования Lactobacillus 
plantarum, Lactococus lactis, B. subtilis и Propionibac‐
terium для повышения образования протеаз 
Изначально  для  всех  бактерий  проведено  изучение 
кинетики  накопления  протеаз  в  процессе 
культивирования на среде,  содержавшей 5  г/л белка и   
5 г/л ксилана (рис. 5). Исследование показало, что после 
2  суток  роста  протеолитическая  активность  растет 
незначительно  либо  снижается,  поэтому  при 
проведении  дальнейших  исследований  продолжи‐
тельность  культивирования  штаммов  бактерий                
L.  plantarum,  L.  lactis  и  B.  Subtilis  была  ограничена             
2  сутками.  Оптимизация  компонентов  культуральной 
среды  не  проводилась  для  бактерий  Propionibacterium 
поскольку  их  протеолитическая  активность  была 
незначительная  и  как  продуценты  протеаз  данные 
микроорганизмы не представляют интереса. 

Далее  проведены  исследования  влияния 
концентрации ксилана и казеина в культуральной среде 
на синтез протеолитических ферментов (табл. 7). 

Результаты  эксперимента  показали  нарастание 
протеазной  активности  культуральной  жидкости  при 
увеличении содержания белка в интервале 0–5 г/л при 
всех  концентрациях  ксилана  для  всех  исследуемых 
бактерий.  Дальнейший  рост  протеазной  активности  (с 
незначительными  отличиями  у  разных  штаммов) 
культуральной  жидкости  прослеживается  вплоть  до 
увеличения  содержания  белка  в  исходной  среде  до      
7,5  г/л.  Максимальная  протеазная  активность  культу‐
ральной  жидкости,  полученная  при  исходной 
концентрации белка 7,5  г/л и ксилана 10  г/л составила 

0,720,21  Ед/мл для  L.  plantarum,  0,440,19  Ед/мл для   
L.  lactis  и  0,570,17  Ед/мл  для  B.  subtilis.  Для  всех 
штаммов  оптимальное  содержание  белка  составило       
5 г/л.  
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Рисунок 5. Кинетика биосинтеза протеаз при культивировании бактерий на среде содержавшей  
ксилан 5 г/л и белок 5 г/л 
Figure 5. Kinetics of protease biosynthesis during bacterial cultivation on a medium containing  
xylan 5 g/l and protein 5 g/l 

 
Таблица 7. Влияние ксилана и казеина на биосинтез протеолитических ферментов бактерий (n=3, α ≤ 0.05) 
Table 7. The effect of xylan and casein on the biosynthesis of proteolytic enzymes of bacteria (n=3, α ≤ 0.05) 

Название  
штамма 
Strain 

№ 
Ксилан 
Xylan 

Белок 
(казеин) 
Protein 

Биомасса 
Biomass 

Протеолитическая 
активность 

Proteolytic activity 

L. plantarum 

  г/л / g/l  г/л / g/l  мг/мл / mg/l  Ед/мл / Units/ml 

1  0  2.5  0.240.06  0.180.07 
2  0  5.0  0.320.03  0.290.09 

3  0  7.5  0.320.04  0.520.12 

4  5.0  2.5  0.490.09  0.450.13 

5  5.0  5.0  0.500.07  0.400.14 

4  5.0  7.5  0.520.12  0.440.15 

7  10.0  2.5  0.410.08  0.540.15 

8  10.0  5.0  0.420.06  0.710.13 

9  10.0  7.5  0.420.06  0.720.21 

L. lactis 

1  1  2.5  0.140.05  0.150.04 
2  0  5.0  0.120.02  0.290.10 

3  0  7.5  0.140.05  0.320.11 

4  5.0  2.5  0.280.08  0.250.15 

5  5.0  5.0  0.290.08  0.400.15 

4  5.0  7.5  0.390.10  0.430.14 

7  10.0  2.5  0.250.05  0.240.13 

8  10.0  5.0  0.260.04  0.410.12 

9  10.0  7.5  0.360.08  0.440.19 

B. subtilis 

1  0  2.5  0.120.06  0.130.05 
2  0  5.0  0.120.08  0.290.09 

3  0  7.5  0.150.06  0.420.12 

4  5.0  2.5  0.290.09  0.240.14 

5  5.0  5.0  0.310.12  0.510.14 

4  5.0  7.5  0.390.11  0.530.12 

7  10.0  2.5  0.280.08  0.260.13 

8  10.0  5.0  0.320.06  0.480.13 

9  10.0  7.5  0.380.10  0.570.17 
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Изучение токсичности микроорганизмов на водных 
обитателях 
Для создания биологических препаратов, используемых 
для  защиты  окружающей  среды,  необходимо 
исследование  их  токсикологических  свойств.  Поэтому 
это  стало  следующим  этапом  исследований  для 
отобранных  микроорганизмов,  проявивших  выра‐
женную антагонистическую активность по отношению к 

патогенной  и  условно  патогенной  микрофлоре, 
загрязняющей  окружающую  среду.  Также  проведены 
токсикологические исследования композиции изолятов, 
состоящей  из  этих  изолятов  в  виде  культуральной 
суспензии, взятых в равных пропорциях. 

Процент  выживания  простейших  Stylonychia 
mytilus  при  экспозиции  с  клеточной  суспензией 
суточной культуры изолятов представлены в таблице 8. 

 
Таблица 8. Выживаемость простейших Stylonychia mytilus при экспозиции с клеточной суспензией  
суточной культуры изолятов, % 
Table 8. Survival of the protozoa Stylonychia mytilus when exposed to a cell suspension of a daily culture of isolates, % 

Изолят 
Isolate 

Титр микроорганизмов / Titer of microorganisms 

1х109 КОЕ/мл 
1х109 КОЕ/ml 

1x1010 КОЕ/мл 
1х1010 КОЕ/ml 

1x1011 КОЕ/мл 
1х1011 КОЕ/ml 

Trichoderma  95,2  93,7  92,8 

L. plantarum  93,6  93,1  92,8 

L. lactis  94,7  93,3  92,6 

B. subtilis  94,2  93,7  92,8 

(Trichoderma, Lactobacillus spp.,  
B. subtilis, Propionibacterium) 

93,2  91,5  92,4 

Контроль / Control  95,7 

 
Установлено,  что  выживаемость  инфузорий  после 
экспозиции с изолятами составила для Trichoderma spp. 
–  92,8–95,2%;  L.  plantarum  –  92,8–94,7%;  B.  subtilis  – 
92,1–94,2%;  для  композиции  –  92,6–94,7%,  что 
незначительно отличается от контроля – 95,7%. 

Процент  гибели  инфузорий  в  опыте  и  контроле 
не имел значительных отличий, что свидетельствует об 
отсутствии  токсического  действия  суспензии  в 
отношении  одноклеточных  водных  обитателей  на 
примере  S.  mytilus.  Таким  образом  созданную 
микробиологическую  композицию  возможно 
использовать  для  защиты  окружающей  среды  при 
воздействии  токсикантов  агротехногенного 
происхождения.  

 
Тестирование биодеградации пиретроидов на 
примере циперметрина 
Последим  этапом  исследования  было  тестирования 
микроорганизмов  осуществлять  биодеградацию 
пиретроидов.  В  качестве  целевого  пестицида  был 
выбран  типичный  представитель  пиретроидов  – 
циперметрин.  Высокое  соотношение  биохимической 

потребности  в  кислороде  через  5  дней  (BOD5)  и 
химической  потребности  в  кислороде  (CODcr)  является 
показателем  лучшей  биоразлагаемости  циперметрина. 
Способность  к  биологическому  разложению  можно 
разделить  на  четыре  категории:  легко  поддающиеся 
биологическому  разложению,  биоразлагаемые,  трудно 
поддающиеся биологическому разложению и с трудом 
поддающиеся  биологическому  разложению,  в  которых 
соотношение BOD5/CODcr составляет > 0,45, >0,3, <0,3 и 
< 0,2 соответственно.  

Биодеградация  циперметрина  микроорга‐
низмами  на  основе  соотношения  биохимической 
потребности  в  кислороде  через  5  дней  (BOD5)  и 
химической  потребности  в  кислороде  (CODcr) 
представлены в таблице 9. Наиболее активным биораз‐
лагаемым  действием  обладают  изоляты  микроско‐
пического  гриба  и  спорообразующей  бактерии                
B.  subtilis.  Этот  результат  намного  лучше,  чем  у  других 
представленных  микроорганизмов,  которые  возможно 
в  биологическом  консорциуме  будут  эффективней 
разлагать синтетические пиретроиды [45; 67–75]. 

 
Таблица 9. Биодеградация циперметрина микроорганизмами на основе соотношения биохимической  
потребности в кислороде через 5 дней (BOD5) и химической потребности в кислороде (CODcr) 
Table 9. Biodegradation of cypermethrin by microorganisms based on the ratio of biochemical oxygen  
demand after 5 days (BOD5) and chemical oxygen demand (CODcr) 

Микроорганизмы 
Microorganism 

БПК5 

(BOD5) 
(mg L) 

ХПКcr 
(CODcr) 
(mg L) 

Биодеградация, % 
Biodegradation, % 

Остаток, % 
Residue, % 

Trichoderma  11525  64038  18,04,1  82,039,7 
L. plantarum  4020  78544  5,102,4  94,909,2 

L. lactis  3021  79539  3,773,1  96,239,3 

B. subtilis  10026  70043  14,293,6  85,718,6 
(Trichoderma, Lactobacillus spp.,  
B. subtilis, Propionibacterium) 

14524  60037  24,23,3  75,88,2 
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На  5  сутки  биодеградация  циперметрина  составила 
18,0%  для  изолята  микроскопическиого  гриба 
Trichoderma,  5%  для  L.  plantarum,  3,7%  для  L.  lactis  и 
14,3%  для  B.  subtilis.  Композиция  микроорганизмов 
подвергла циперметрин максимальной биодеградации, 
которая составила 24,2%. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В  настоящее  время  в  условиях  активного 
сельскохозяйственного  производства  особое  значение 
отводится  новым  способам  утилизации  агротех‐
ногенных  токсикантов  различного  происхождения, 
которые  дают  возможность  быстро  и  безопасно 
обезвреживать  токсические  вещества,  не  нанося  вред 
окружающей  среде  и  его  обитателям.  Изучение 
биологических  свойств,  в  том  числе и ферментативной 
активности,  является  основным  показателем  метабо‐
лизма  микроорганизмов,  которая  является  основным 
механизмом дальнейшего разложения пестицидов и их 
промежуточных  продуктов.  В  результате  проведенной 
работы  выявлено,  что  из  23  выделенных  изолятов 
наибольшей  ферментативной  активностью  обладало  5 
изолятов, продуцируемые ими гидролазы позволяют не 
только  эффективно  расщеплять  биологические 
субстраты,  но  так  же  предоставляют  возможность 
применения  данных  штаммов  в  деструкции 
пестицидов.  Отобранные  на  первом  этапе  работы 
изоляты,  обладающие  наибольшей  ферментативной 
активностью,  показали  и  высокую  антагонистическую 
активность  в  отношении  некоторых  бактерий 
контаминирующих  в  окружающей  среде  и 
представляющих  условно‐патогенную  микрофлору. 
Биотестирование  на  водных  обитателях  выделенных 
микроорганизмов  показало,  что  процент  гибели 
инфузорий  (S.  mytilus)  в  опыте  и  контроле  не  имел 
значительных  отличий.  Были  выделены  микроорга‐
низмы,  способные  к  биодеструкции  пестицидов  из 
класса  синтетических  пиретроидов.  Исследования 
также  показали,  что  усиленная  деструкция  ципермет‐
рина может быть достигнута смешанными микробными 
популяциями  при  оптимальных  режимах  окружающей 
среды. 

Таким  образом,  проведенные  исследования 
указывают  на  возможность  считать  перспективными 
для  дальнейшей  работы  по  отбору  штаммов  для 
применения  в  разработке  препаратов  для  защиты 
окружающей среды от загрязнителей агротехногенного 
происхождения. 

Однако  для  полного  понимания  механизмов 
биодеструкции  пестицидов  требуется  идентификация 
ферментов, ответственных за деградацию пиретроидов.  
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