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(57) Изобретение относится к экологической биотехнологии и микробиологической промышленности. 

Задачей изобретения является получение продуцента бактериального препарата с широким спектром воздействия против ряда хлорорганических пестицидов используемых в защите растений от вредных организмов в сельском хозяйстве.
Задача решается получением ассоциаций штаммов бактерий Lysinibacillus fusiformis, Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas sp.
Предлагаемые штаммы позволяют очистить остаточное количество пестицидов в почве, приближая их к минимальному содержанию либо до предельно допустимых концентраций (ПДК). На сегодняшний день известно, что практически все синтезированные препараты подвергаются микробной деструкции. Других способов альтернативной микробной очистки биосферы от пестицидных загрязнений в настоящее время не существует. Метод очистки почв, загрязненных пестицидами, применением микроорганизмов-биодеструкторов отличается несомненной эффективностью и экономичностью. Проблема разложения остаточных количеств пестицидов в почве является важным вопросом охраны окружающей среды.

1 н. п. ф., 3 табл., 1 рис.

Изобретение относится к экологической биотехнологии и микробиологической промышленности. Задачей изобретения является получение продуцента бактериального препарата с широким спектром воздействия против ряда хлорорганических пестицидов, используемых в защите растений от вредных организмов в сельском хозяйстве. Задача решается путем получения новых видов ассоциаций штаммов бактерий Lysinibacillus fusiformis, Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas sp., которые были выделены из почв ядомогильников Сузакского района, с мест захоронения, устаревших и запрещенных к использованию пестицидов, а также один штамм, выделенный с почвенных образцов, отобранных с участка «Сельхозхимия» склад с устаревшими пестицидами г. Балыкчи. 

Предлагаемые штаммы позволяют очистить остаточное количество пестицидов в почве, приближая их к минимальному содержанию либо до предельно допустимых концентраций. На сегодняшний день известно, что практически все синтезированные препараты подвергаются микробной деструкции. Других способов альтернативной микробной очистки биосферы от загрязнения пестицидами в настоящее время не существует. Метод очистки почв, загрязненных пестицидами, применением микроорганизмов-биодеструкторов отличается несомненной эффективностью и экономичностью. Проблема разложения остаточных количеств пестицидов в почве является важным вопросом охраны окружающей среды.

Наиболее близким техническим решением (прототипом) является патент US №5429949, кл. C12N 1/20, 04.07.1995 «Бактерии, деградирующие s-триазин» авторов Radosevich Mark, Tuovinen Olli H., Traina Samuel J. Описаны имеющие все идентифицирующие характеристики штамма М91-3, АТСС55551, способного деградировать гербицид атразин до диоксида углерода, биурета, мочевины и аммиака. Недостатком данного изобретения является относительно узкий спектр утилизирующей способности.

Известно изобретение «Способ быстрой деструкции галогенированных углеводородов с помощью метанотрофных бактерий» авторов Richard S. Hanson и John D. Lipscomb по патенту США №5196339, который был выбран в качестве прототипа способа утилизации пестицидов. Для микробиологической деструкции галогенированных углеводородов последние приводят в контакт с достаточным количеством метаноокисляющих бактерий, чтобы полностью разрушить галогеноводороды. Бактерии получают непрерывным культивированием в подходящих условиях. Недостатком данного изобретения является то, что для культивирования и процесса утилизации пестицида нужны подходящие (анаэробные) условия и особо специализированные устройства и оборудование.

Известна также группа изобретений «Культуры микроорганизмов, применяемые для расщепления гексахлорциклогексана и других полихлорированных циклических углеводородов, способ получения и применения» авторов Heirich Steffen, Brugemann Holger, Rollin Johanna, Mensel Wolfram по патенту Германии №4212479, как способ получения микробного препарата. Культуры микроорганизмов расщепляют циклические хлорорганические вещества, например, β и δ-изомеры гексахлорциклогексана. Для этого их культивируют аэробным или анаэробным способом на минеральной среде с указанными веществами в качестве единого источника углерода. В качестве исходных материалов для получения таких микроорганизмов используют пробы естественных мест, в которых имеются такие труднорасщепляемые вещества. Предусмотрено применение культур микроорганизмов для биологической очистки загрязненной воды и почвы. Недостатком данного изобретения является сложность использования его в практических целях.

Известен «Способ регенерации загрязненных грунтовых вод» авторов Hazen Т., Fliermans С. по патенту США №94/05604 A1. Предложен способ регенерации на месте подповерхностной почвы и грунтовой воды, загрязненных хлорированными углеводородами (например, трихлорэтиленом). Стимулируют рост и воспроизведение поверхностных микроорганизмов, способных аэробно разрушать загрязнения. Питательной средой может быть метан, а оксигенированной средой – воздух, чтобы стимулировать рост метанфоров для разрушения углеводородов. Недостатком данного изобретения заключается в трудности культивирования данного биологического продукта.

В отличие от имеющихся с прототипными штаммами, предложенная ассоциация штаммов Lysinibacillus fusiformis, Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas обладает широким спектром утилизационной способности и способствует снижению остаточного количества до минимально или предельно допустимых концентраций таких опасных химических веществ, как ДДТ, дильдрин, эндрин, гептахлор, эндосульфан и т. д. Установлено деструктивная активность этой ассоциации штаммов в отношении 19 видов пестицидов, среди них устаревших и запрещенных к использованию пестицидов, а также современных видов. В отличие от существующих прототипов, предлагаемые нами бактерии способны разлагать высокие концентрации пестицидов за короткий срок (в течение 3 месяцев) времени, в аэробных условиях, не создавая при этом сложных соответствующих технологических условий и не требуя особых затрат. 
При создании данного изобретения ставилась задача получения продуцента бактериального препарата, очищающего и оздоровляющего почву от токсического воздействия химически синтезированных соединений пестицидов, которые широко применяются в сельском хозяйстве в защите растений от вредных организмов. Благодаря применению предлагаемой ассоциации бактериального препарата уменьшается остаточное количество пестицидов, обогащается почвенная микрофлора, что положительно сказывается, на рост и развитие растений. Особенный эффект и экономическая выгода при применении этого препарата на основе вышеуказанных штаммов получиться в очищении и оздоровлении почв вокруг могильников, старых хранилищ устаревших пестицидов.

Задача решается получением новых видов штаммов бактерий Lysinibacillus fusiformis, Enterobacter cloacae.
Номенклатурные данные ассоциации бактерий:

Семейство Bacillaceae, род Lysinibacillus, вид Lysinibacillus fusiformis (Ahmed et al., 2007); 

Семейство Enterobacteriaceae, род Enterobacter, вид Enterobacter cloacae (Jordan (1890), Hormaeche and Edwards 1960);

Семейство Xanthomonadaceae, род Stenotrophomonas, вид Stenotrophomonas sp. (Palleroni & Bradbury 1993);
Культурально-морфологические признаки штамма SA-4 Lysinibacillus fusiformis: этот штамм был выделен из почвенных образцов хвостохранилища Сузак А.

Штамм SA-4. Lysinibacillus fusiformis – это грамположительные, спорообразующие палочки. Размеры клеток колеблются от 0,5 до 1 мкм в диаметре, до 1,5-4,0 мкм в длину. При росте на плотных средах образуют крупные колонии с ровными краями, часто слизистые, поверхность колоний чуть выпуклая, край колоний волнистый. Цвет колоний кремово-желтый. Клетки неподвижные. Оптимальные условия для роста и развития, рН – 7.0-7.2, Т – 26-28(C, очень хороший рост на мясопептонном агаре (МПА) и в жидком виде в мясопептонном бульоне (МПБ). После посева рост колоний наблюдается на 2-е сутки, 48-часовая культура содержит в 1 мл МПБ – 108 кл/мл (спектрофотометр 6705 UV/Vis. JENWAY). 

Физиолого-биохимические: температура роста 26-28(C, штамм может расти при температуре – +15(C – +42(C. 
Отношение к источникам углерода (табл. 1): 

Таблица 1

Физиолого-биохимические свойства штаммов бактерий

	№
	
	штамм SA-4
	штамм SB-2
	штамм PS-B

	1
	Окраска по Грамму
	Грам позитив (+)
	Грам негатив (-)
	Грам негатив (-)

	2
	Н2S
	-
	-
	+

	3
	Фенилаланин
	-
	-
	-

	4
	Инозит 
	+
	+
	+

	5
	Уреаза
	-
	-
	+

	6
	Сорбит
	+
	+
	-

	7
	β-галактоза
	+
	+
	+

	8
	Лизин
	-
	-
	+

	9
	Цитрат –Na
	-
	+
	-

	10
	Фогес-Проск
	+
	+
	-

	11
	Малонат –Na
	-
	+
	+

	12
	Орнитин
	-
	+
	-

	13
	Оксидаза 
	-
	-
	_

	14
	Индол
	-
	-
	+

	15
	Подвижность 
	-
	+
	+

	16
	Разжижение желатина
	-+
	+
	+

	17
	Т – 4(C
	-
	-
	-

	18
	T – 42(C
	+
	+
	+


Примечание: «+» – штаммы усваивают источники углерода; 
«-» – не усваивают источники углерода.

Культурально-морфологические признаки штамма SB-2 Enterobacter cloacae. Этот штамм был выделен из почвенных образцов хвостохранилища Сузак В.
Штамм SB-2. Enterobacter cloacae – это грамотрицательная бактерия, клетки прямые, короткие палочки, с обрубленными концами. Размеры клеток колеблются от 0,5 до 1,2 мкм в диаметре, до 1,2-2,0 мкм в длину. При росте на плотных средах образуют колонии с ровными краями. Цвет колоний сначала светло-кремовый, затем переходит в темно-кремовый. Клетки подвижные. Оптимальные условия для роста и развития, рН – 7.0-7.2, Т – 26-28(C, очень хороший рост на мясопептонном агаре (МПА) и в жидком виде в мясопептонном бульоне (МПБ). После посева рост колоний наблюдается на 2-е сутки, 48-часовая культура содержит в 1 мл МПБ – 108 кл/мл (спектрофотометр 6705 UV/Vis. JENWAY).

Физиолого-биохимические: температура роста +28( +37(C, штамм может расти при температуре – +15(C – +42(C.
Отношение к источникам углерода (табл. 1)
Культурально-морфологические признаки штамма Ps-B, Stenotrophomonas sp. Этот штамм был выделен с почвенных образцов, отобранных с участка «Сельхозхимия» склад с устаревшими пестицидами г. Балыкчи.

Штамм Ps-B. Stenotrophomonas – грамотрицательная бактерия, клетки обычно прямые, или слегка изогнутые, палочковидной формы. Размеры клеток колеблются от 0,5 до 1 мкм в диаметре, до 1,5-4,0 мкм в длину. При росте на плотных средах образуют крупные колонии с ровными краями, часто слизистые, выделяют в среду насыщенно желто-зеленый пигмент, поверхность колоний выпуклая, с металлическим блеском, край колоний ровный. Цвет колоний кремово-желтый, иногда они опалесцируют. Клетки подвижные, особенно в молодых культурах. Оптимальные условия для роста и развития, рН – 7.0-7.2, Т – 26-28(C, очень хороший рост на мясопептонном агаре (МПА) и в жидком виде в мясопептонном бульоне (МПБ). После посева рост колоний наблюдается на 2-е сутки, 48-часовая культура содержит в 1 мл МПБ – 108 кл/мл (спектрофотометр 6705 UV/Vis. JENWAY).

Физиолого-биохимические: температура роста 26-28(C, штамм может расти при температуре – +15(C – +42(C.

Отношение к источникам углерода (табл. 1)
Изобретение поясняется следующими конкретными примерами получения ассоциации штаммов бактерий, и их использование для очистки остаточных количеств пестицидов в почве. 

Пример 1. Посевной материал – штаммы бактерий Lysinibacillus fusiformis, Enterobacter cloacae и Stenotrophomonas культивируют на мясопептонном агаре. Биомассу микроорганизмов петлей переносим в мясопептонный бульон для получения маточной культуры. Маточную культуру штаммов выращивают в 250 мл колбах Эрленмейера, на качалке (инкубационный шейкер Sl-600) со скоростью вращения 200-220 об /мин, в течение суток (24-часовая культура). В качестве жидких питательных сред были использованы среды следующего состава:

1. Na Cl – 5 г/л

Питательный бульон – 8 г/л

Глюкоза – 7 г/л

Вода – 1000 мл

pH – 7,0-7,4

2. Панкреатический гидролизат рыбной муки – 8 г/л

Пептон сухой ферментативный – 8 г/л

NaCl – 4 г/л

Вода – 1000 мл

pH – 7,0-7,4

В 1 мл жидкой среды образуется 2,7*106 кл/мл. Далее готовую маточную культуру загружают в биореактор (LAMBDA 7l) и выращивают в течении 48-часов, при температуре 26-28(C. Готовая продукция биопрепарата содержит примерно 5,7*108 жизнеспособных клеток на 1 мл среды. Полученный биопродукт заливают в стерильные бутыли и хранится при низкой температуре +4(C, срок хранения 1 месяц. При дальнейшем использовании готовый биопрепарат разбавляется водой, температура воды должна быть 18-24(C. Используется в концентрации 1 %, 5 %, 10 %. Применяется путем опрыскивания увлажненной почвы. Для более длительного хранения биопрепарат замораживается при температуре -20(C.

Пример 2. Исследовали in vitro биодеградирующую способность штаммов SA-4, SB-2, Ps-B на жидкой среде, содержащей различный диапазон концентраций хлорорганических соединений. Культивирование микроорганизмов проводили в колбах, содержащих 100 мл 1 % мясопептонного бульона и различные концентрации хлорорганических соединений. Так, в жидкую питательную среду добавляли 4,4 ДДТ (дихлордифенилтрихлорметилметан) ((хч-химически чистый) – ПДК (предельно-допустимая доза) – 0,1 мг/кг), в концентрации 0,5 мг/кг почвы – в 5 раз ˃ ПДК; 1 мг – в 10 раз ˃ ПДК; 5 мг – в 50 раз ˃ ПДК. Чувствительность штаммов бактерий к содержанию высоких концентраций 4,4 ДДТ выражали характером роста колоний и численностью колониеобразующих единиц (КОЕ). Инокулирование колб с содержанием 4,4 ДДТ производили суспензией штаммов (каждый по отдельности) односуточными культурами 2-5*106 кл/мл (5 мл на 100 мл среды). Оптическую плотность (ОП) определяли на спектрофотометре (6705 UV/Vis. JENWAY) при длине волны 540 Нм и толщине кюветы 5,075 см.

Пример 3. Биодеградирующий потенциал штаммов с различными видами пестицидов: ураган (глиофосат), тербуфос (органофосфат), альдикарб (карбомат); исследовали на плотных питательных средах. Использовали дозы пестицидной нагрузки на 1 кг/га, на 5 кг/га, 10 кг/га. Также применяли метод агаровых блочков. На средах содержащие различные концентрации пестицидов показатели резко варьируют. Так, в вариантах с пестицидной нагрузкой 1 кг/га, на 5 кг/га, во всех вариантах отмечался бурный рост микроорганизмов. Самое значительное увеличение клеток наблюдалось у штамма SА-4 (132 тыс. кл.), и только, в дозе 10 кг/га, отмечалось ингибирование клеток, в особенности у штамма SB-2 (2 тыс. кл.), как и в методе с агаровым блочком, лизис клеток. Штамм Ps-B, был относительно стабилен во всех вариантах различных доз пестицидов. 
Результаты исследований показали, что даже, при высокой пестицидной нагрузке 10 кг/га – полное угнетение роста клеток не наблюдается, уменьшается количество клеток, но полного их ингибирования нет.

Пример 4. Были проведены модельные опыты, экспериментальная очистка биопрепаратом, на основе ассоциаций штаммов от остаточных соединений пестицидов. Отбирались почвы, где в большом количестве встречались устаревшие пестициды, и с этими же

почвами велись модельные опыты о микробной деструкции токсических веществ. Так, при хроматографическом анализе хлорорганических соединений, было установлено, что в почвах содержатся такие вещества как, гептахлор, альдрин, эндосульфан и др. (табл. 2).

В сосуды, наполненные почвой с ядомогильника, вносили 5 % чистой темно-каштановой почвы на 500 гр загрязненной почвы, затем хорошо увлажненную почву обрызгивали биопрепаратом на основе ассоциаций штаммов (SA-4, SB-2, Ps-B) 5 мл на 1 кг почвы, 1мл биопрепарата содержит 108 кл/мл. Сосуды выдерживали при комнатной температуре, в течение 3 месяцев. Опыт проведен в трехкратной повторности. Перед началом опыта на всех почвенных образцах провели хроматографический анализ на хлорорганические соединения (табл. 2).

Таблица 2

Результаты хромотографического анализа почвы ядомогильника Сузак Б
Модельный эксперимент в лабораторных условиях

	№
	Хлорорганические соединения
	в начале опыта

количество

[мг/кг]
	через 3 месяца

количество

[мг/кг]

	1
	A-BHC
	979,504
	–

	2
	B-BHC
	577,502
	–

	3
	G-BHC
	910,548
	–

	4
	D-BHC
	2283,103
	0,048

	5
	Гептахлор
	1371,921
	0,024

	6
	Альдрин
	1326,939
	–

	7
	Гептахлор-епокс
	15418,160
	–

	8
	Эндосульфан-1
	462,358
	2,24

	9
	4.4 DDE
	654,768
	–

	10
	Дельдрин 
	268,031
	0,004

	11
	4.4 DDD
	266,593
	1,928

	12
	Эндосульфан-2
	743,211
	0,096

	13
	Эндрин
	–
	0,432

	14
	Эндосульф+4.4 DDT
	567,780
	0,144


Как показывают данные табл. 2, в течение 3 месяцев в результате применения биопрепарата, созданного на основе микроорганизмов, содержание различных хлорорганических соединений различаются. Полная деградация, почти до 99,0 % таких пестицидов как A-BHC, B-BHC, G-BHC, D-BHC, 4.4 DDE, Гептахлор, Альдрин, Гептахлор-епокс, Дельдрин, Эндосульфан-2 и др. Произошла за короткий срок времени, т. е. за 3 месяца.

Пример 5. В с. Чым-Коргон находится бывшие разрушенные складские помещения с загрязненной ядохимикатами почвой, примерно 0,4 га земли, специфичный запах разносится в радиусе 1 км. В начале исследования при хроматографическом анализе почво-опытного участка с. Чым-Коргон, были обнаружены следующие показатели хлорорганических соединений (табл. 3). Хроматографические анализы выполнены в ОсОО НПО Илим, хроматограф MASTER GC.
Таблица 3

Результаты хроматографического анализа почвы

полевого опытного участка с. Чым-Коргон

	№
	Наименования пестицидов
	В начале опыта

мг/кг почвы (08.05.2021)
	Через 2 месяца применения биопрепарата, мг/кг почвы (22.07.2021)

	1
	A-BHC
	0,409
	0,028

	2
	B-BHC
	0,380
	0,105

	3
	G-BHC
	0,233
	0,017

	4
	D-BHC
	0,953
	0,073

	5
	Heptachlor
	0,878
	0,031

	6
	Aldrine
	2,404
	0,084

	7
	G-Chlordane
	4,399
	0,189

	8
	Endosul-1-A-Chlordane
	3,410
	0,150

	9
	4,4 DDE
	3,373
	0,143

	10
	Dieldrine
	4,347
	0,192

	11
	Endrine
	3,678
	0,221

	12
	Endosulfane-2
	2,235
	0,487

	13
	4,4 DDD
	15,210
	1,173

	14
	Endrine-Adehid
	3,285
	0,219

	15
	Endosulfan-sulfat
	6,214
	0,856

	16
	4,4 DDT
	6,087
	0,169

	17
	Endrine-ketone
	3,474
	0,147

	18
	Metoxichlor
	1,740
	–

	19
	Heptachlor-epox
	2,544
	–


При применении биопрепарата на основе ассоциаций бактерий, были получены результаты, показанные в таблице 3. Как показывают результаты полевых испытаний, высокие концентрации многих пестицидов снизились до предельно-допустимых концентраций. Например, в начале опыта концентрация соединения Эндрина составила 3,678 мг/кг почвы, а через 2 месяца после применения биопрепарата, концентрация этого пестицида составила всего 0,221 мг/кг почвы. У пестицида 4,4 DDD до обработки была 15,210 мг/кг почвы, после применения биопрепарата 1,173 мг/кг. Хлорорганическое соединение 4,4 DDT в почве до обработки было 6,087 мг/кг, а после применения биопрепарата 0,169 мг/кг и т. д.
Формула изобретения
Ассоциация штаммов почвенных бактерий Lysinibacillus fusiformis, Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas sp., используемых в биодеградации и в очистке почвы от загрязнений хлорорганических соединений пестицидов.
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Рис. 1. Исследование биодеградирующей способности штаммов в жидкой 

среде с различными концентрациями 4,4 ДДТ в лабораторных условиях
Выпущено отделом подготовки официальных изданий
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