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ЭКОтОКСИКОлОгИЯ

В настоящее время значительно возрос ин-
терес к исследованию разложения лигнинсо-
держащих отходов микроорганизмами, и к се-
годняшнему моменту активно изучается и ис-
пользуется целый ряд биологических препа-
ратов бактериального состава, пригодных для 
этих целей [1]. Несмотря на доказанную эф-
фективность препаратов бактериального про-
исхождения, их применение невозможно для 
случаев комплексных отходов, когда наряду с 
лигнином в обрабатываемом субстрате одно-
временно присутствуют токсичные ксеноби-
отики и / или тяжёлые металлы. Единствен-
ной группой микроорганизмов, пригодной для 
целей утилизации комплексных лигнинсодер-
жащих отходов, являются базидиальные гри-
бы «белой гнили», которые, с одной стороны, 
способны иммобилизовать тяжёлые металлы 
и разлагать ксенобиотики, а, с другой, облада-
ют высоким деградационным потенциалом по 

отношению к лигнину. Уникальной особенно-
стью базидиальных грибов является экстра-
целлюлярное выделение этими организмами 
ферментов, обладающих широкой субстрат-
ной специфичностью. Именно эта особенность 
позволяет базидиальным грибам разлагать в 
природных условиях не только лигнин, но и 
ксенобиотики различной химической приро-
ды, что определяет возможность использова-
ния биопрепаратов на их основе для интенси-
фикации биодеградации лигнинсодержащих 
отходов в условиях высокого техногенного за-
грязнения [2] .

Установлено, что процесс деградации лиг-
нина грибами «белой гнили» осуществляется 
по трём основным путям, включая фермента-
тивную деградацию, опосредованно фермен-
тативную и неферментативную деградацию. 
Наибольшую практическую значимость име-
ет ферментативный путь разложения, а сре-
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ди множества внеклеточных ферментов, при-
нимающих участие в процессе модификации 
и разрушения лигнина (лигнинпероксидазы, 
марганецпероксидазы, лакказы, полифунк-
циональные пероксидазы), наиболее перспек-
тивной системой для использования в техноло-
гиях детоксификации и деградации в настоя-
щее время являются системы на основе лакказ 
[2]. Поэтому одним из перспективных путей 
повышения эффективности грибных биопре-
паратов для биодеградации лигнинсодержа-
щих отходов является интенсификация син-
теза лакказы базидиомицетами, что достига-
ется путём введения в среду для выращива-
ния базидиомицетов ионов меди [3]. Одна-
ко присутствие меди в препарате может обу-
словливать его токсичность, т. к. она способ-
на образовывать прочные хелатные комплек-
сы с белками. Поэтому одним из важнейших 
этапов создания биопрепаратов является про-
верка их биобезопасности, которая заключа-
ется, в частности, в биотестировании с целью 
получения оценки их токсичности по отноше-
нию к стандартизованным тест-объектам, ре-
комендованным для целей государственного 
экологического контроля.

Основная задача работы заключалась 
в оценке биобезопасности разрабатывае-
мых биопрепаратов, получаемых на основе 
культуральной жидкости штаммов Tramets 
hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil. и T. maxima (Mont.) 
David & Rajchenb, выращенных на стандарт-
ной глюкозо-пептонной среде и среде с до-
бавлением меди – индуктора биосинтеза лак-
казы. Данные штаммы базидиомицетов были 
выбраны в качестве объектов исследования 
благодаря их способности разлагать трудно-
деградируемые субстраты с высокой эффек-
тивностью, обусловленной продуцировани-
ем высокоактивных лакказ и пероксидаз [3].  
В частности, было показано, что за 45 сут. 
культивирования потери лигнина в соломе, на 
которой осуществляли рост грибов, составля-
ли 38,9% и 35,4% под воздействием T. hirsuta 
и T. maxima соответственно.

Способ получения грибных препаратов

Штаммы базидиальных грибов Т. hirsuta 
и Т. maxima из коллекции Ботанического ин-
ститута им. В. Л. Комарова РАН ЛЕ(БИН) 
хранили на агаризованных косяках, которые 
готовили путём разбавления сусла водой в объ-
ёмном соотношении 1:4 с добавлением 2% ага-
ра при температуре +4 оС. Среду стерилизова-
ли при 0,5 атм. в течение 1 ч. Среду разливали 

горячей в стерильные пробирки и оставляли 
скошенными на 6 ч. Затем производили рас-
сев грибных культур методом агаровых бло- 
ков и оставляли на 7–9 сут. при температуре 
+27 оC, пока образующийся мицелий не за-
крывал поверхность агара. В таком виде куль-
тура может храниться без пересева от 6 мес. 
до одного года без потери биосинтетической 
активности. Для получения грибных биопре-
паратов проводили первоначальное наращи-
вание культур с агара методом статическо-
го жидкофазного культивирования (поверх-
ностный способ) с последующим пересевом 
на глубинное культивирование.

При поверхностном способе культивиро-
вания выращивание посевного материала про-
водили на питательной среде с начальным зна-
чением рН 6,0 следующего состава (г/л): глю-
коза 10,0; пептон 3,0; КН

2
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4
 0,6; ZnSO

4
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2
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0,001; К
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НРО
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O 0,05; MgSO
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2
O 0,5. При 

выращивании посевного материала грибов 
Т. hirsuta поверхностным способом в колбу 
объёмом 750 мл, содержащую керамические 
бусы и 150 мл питательной среды, вносили ку-
сочки мицелия с агарового косяка и инкуби-
ровали при 26–28 оC в течение 6–8 сут. Колбы 
с поверхностной плёнкой мицелия могут хра-
ниться 6–8 дней при +4 оC.

Для статического жидкофазного куль-
тивирования грибной инокулюм (кусоч-
ки мицелия с агарового косяка) вносили в 
глюкозо-пептонную питательную среду следу-
ющего состава (г/л): глюкоза 10,0; пептон 3,0; 
КН

2
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O 0,5. Начальное значение рН 6,0 

среды доводили титрованием винной кисло-
той, после чего стерилизовали автоклавиро-
ванием при 1 атм в течение 30 мин. Выращи-
вание поверхностным способом проводили  
в колбах объёмом 750 мл, содержащих кера-
мические бусы и 150 мл питательной среды, 
инкубируя в течение 6–8 сут при 26–28 оC. 
В дальнейшем поверхностную плёнку мице-
лия использовали для глубинного культиви-
рования. При температуре +4 оC поверхност-
ная плёнка мицелия в колбах может хранить-
ся 6–8 сут без признаков автолиза.

глубинное жидкофазное культивирова-
ние грибных культур. При глубинном куль-
тивировании мицелиальную плёнку, получен-
ную при поверхностном выращивании культу-
ры, размельчали керамическими бусами, на-
ходящимися в колбе, до малых размеров. По-
лученный таким образом инокулюм вносили 
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в качалочные колбы в количестве 10–15% от 
объёма среды и инкубировали на круговых 
лабораторных качалках при 120–160 об/мин 
и 27–28 оС в тёмной аэрируемой камере. Для 
индукции биосинтеза внеклеточной лакка-
зы Т. maxima и T. hirsuta в питательную сре-
ду перед стерилизацией дополнительно вно-
сили сульфат меди (CuSO

4
)

 
до концентра-

ции 0,25 г/л. 
По окончании инкубации грибных куль-

тур в питательной среде культуральную жид-
кость отделяли от мицелия центрифугирова-
нием (8000 g, 15 мин). Готовый препарат пред-
ставлял собой разбавленную в 100 раз культу-
ральную жидкость базидиомицетов, выращен-
ных описанным выше способом. Концентра-
ция белка в исходной культуральной жидко-
сти обеих культур (до разбавления) составля-
ла 0,60±0,05 мг/мл.

Оценка экотоксичности грибных препа-
ратов. Проверку биобезопасности биопрепара-
тов на основе культуральной жидкости грибов 
T. hirsutа и T. maxima проводили на 4 стандар-
тизованных тест-культурах разной таксономи-
ческой принадлежности: протококковых микро-
водорослях сценедесмус, простейших инфузори-
ях парамециях, низших ракообразных дафниях 
и на культуре подвижных половых клеток мле-
копитающих (сперматозоидах быка). 

микроводоросли. При действии био-
препаратов на микроводоросли Scenedesmus 
quadricauda (Turpin) Breb. исследовали от-
клонение прироста численности популяции 
клеток в опыте относительно контроля за 72 ч 
экспозиции стационарной культуры на свету 
(4000 лк), световой период 24 ч. Учёт проводи-
ли прямым счётом клеток (ценобиев) при ми-
кроскопировании суспензии в камере Горяе-
ва. Критерием токсичности в тест-системе с во-
дорослями считали подавление прироста чис-
ленности клеток в опыте на 20% относительно 
контроля или чрезмерную стимуляцию разви-
тия водорослей (на 30% и более).

Инфузории. В биотестах с использова-
нием инфузорий Paramecium caudatum Ehr. 
токсичность устанавливали по выживаемо-
сти особей за 24-ч экспозицию культуры при 
22–24 оС в темноте. Согласно методике, ток-
сичной признавали пробу, в которой гибель в 
опыте составляла 10% и более от первоначаль-
ной численности при условии, что контроль 
соответствовал норме, т. е. выживаемость осо-
бей в контрольной выборке инфузорий была 
не менее 90%. 

Дафнии. В биотестах с низшими ветви-
стоусыми рачками Daphnia magna Straus. ток-

сичность определяли по выживаемости маль-
ков через 96 ч экспозиции в исследуемых про-
бах. В соответствии со стандартной методикой 
пробу считали токсичной при выживаемости 
дафний менее 90% по сравнению с контролем.

Сперматозоиды быка. В биотестах 
на культуре подвижных половых клеток 
быка Bos taurus L. токсичность оценивали 
in vitro путем мониторинга подвижности спер-
матозоидов с помощью цифрового анализатора 
микроскопических видеоизображений АТ-05 
пр-ва БМК-ИНВЕСТ. Тест-параметром слу-
жил безразмерный индекс токсичности I

t
, от-

ражающий динамику снижения скорости под-
вижности клеток в опыте относительно кон-
троля. Проба признавалась нетоксичной, если 
диапазон значений индекса I

t
 лежал в диапа-

зоне 80–120%. 
Исследование токсичности проб микро-

биологических препаратов проводили в сер-
тифицированной лаборатории (ЛЭТАП МГУ,  
№ РОСС RU.0001.513050) по аттестованным 
методикам выполнения измерений (МВИ, 
Токсикологические методы контроля), реко-
мендованным для целей государственного эко-
логического контроля и мониторинга.

Результаты и обсуждение

При выращивании грибов в условиях глу-
бинного культивирования состав культураль-
ной жидкости и, следовательно, её токсич-
ность, может определяться как присутствием 
веществ, изначально входящих в состав пита-
тельной среды (в нашем случае, присутстви-
ем ионов меди), так и соединениями, выделяе-
мыми базидиомицетами в процессе роста. По-
этому токсичность биопрепаратов оценивали 
для двух случаев наращивания грибов: в от-
сутствие меди и при её внесении.

Результаты испытаний биопрепаратов, по-
лученных на основе культуральных жидко-
стей базидиомицетов, выращенных на среде 
без добавления меди, показали их нетоксич-
ность (табл. 1).

Полученные результаты указывают на то, 
что исследуемые грибные биопрепараты яв-
ляются безопасными и могут быть рекомен-
дованы для дальнейшего изучения в качестве 
активаторов разложения лигноцеллюлозных 
отходов. 

Во второй серии экспериментов биоте-
стированию подвергали препараты, получен-
ные на основе культуральной жидкости гри-
бов T. hirsutа и T. maxima, выращенных на пи-
тательной среде с добавлением ионов меди в 
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качестве индукторов биосинтеза лакказы. Ре-
зультаты биотестирования препаратов, при-
ведённые в таблице 2, показали, что биопре-
парат на основе культуральной жидкости 
T. hirsutа оказался токсичен по отношению 
к микроводорослям, а биопрепарат на осно-
ве культуральной жидкости T. maxima обла-
дал токсичностью по отношению к P. caudatum 
и D. magna. 

Можно предположить, что токсичность 
биопрепаратов в данном случае была обуслов-
лена, в первую очередь, присутствием в куль-
туральной жидкости ионов меди. Высказанное 
предположение хорошо объясняет не обнару-
женную токсичность биопрепаратов по отно-
шению к подвижным половым клеткам быка 
(табл. 2), которые характеризуются наимень-
шей чувствительностью к меди среди выбран-
ных тест-объектов. Согласно существующим 
данным, минимальная концентрация сульфа-
та меди, которая может определяться с исполь-
зованием биотеста по подвижности спермато-
зоидов (в работе использовали половые клет-
ки кроликов), составляет 3,7 мг/л, т. е. около 

2×10–2 М меди [4]. В то же время установлено, 
что 100% гибель инфузорий P. caudatum мо-
жет наблюдаться уже при концентрации меди 
10–6 М [5], а 50% гибель рачков – при концен-
трации меди около 2×10–6 М [6]. Концентрация 
меди, угнетающая рост микроводоросли рода 
Scenedesmus на 50%, составляет около 5×106 М 
[7]. Таким образом, по чувствительности к 
меди исследуемые объекты можно располо-
жить в следующий ряд: P. caudatum > D. magna 
> S. quadricauda > сперматозиоды B. taurus. 
Поэтому возможное присутствие остаточных 
количеств меди в культуральной жидкости не 
объясняет результатов оценки токсичности в 
случае с биопрепаратом на основе T. hirsura, 
когда была обнаружена токсичность по отно-
шению к микроводоросли S. quadricauda, но не 
по отношению к P. caudatum и D. magna. Кроме 
того, вывод о токсичности по отношению к во-
доросли сделан на основании стимулирующей 
активности биопрепарата, тогда как в токсич-
ных концентрациях медь обладает ингибирую-
щим действием по отношению к микроводорос-
лям, связанным со способностью Cu2+ замещать 

таблица 1
Результаты оценки токсичности биопрепаратов на основе культуральной жидкости базидиомицетов 

T. hirsutа и T. maxima, выращенных на питательной среде без добавления меди

Тест-объект

Препарат на основе культуральной жидкости 

T. hirsuta T. maxima
значение 

тест-функции
токсичность

значение 
тест-функции

токсичность

S. quadricauda
прирост 

численности 28 %
нет

прирост 
численности 22 %

нет

P. caudatum
выживаемость 

100 %
нет

выживаемость 
100 %

нет

D. magna
выживаемость 

100 %
нет

выживаемость 
100 %

нет

таблица 2
Результаты оценки токсичности биопрепаратов на основе культуральной жидкости базидиомицетов 

T. hirsutа и T. maxima, выращенных на питательной среде с добавлением ионов меди в качестве 
индукторов биосинтеза лакказы

Тест-объект

Препарат на основе культуральной жидкости 

T. hirsuta T. maxima

значение 
тест-функции

токсичность
значение 

тест-функции
токсичность

S. quadricauda
прирост 

численности 82%
есть

прирост 
численности 12%

нет

P. caudatum
выживаемость 

100%
нет

выживаемость 
3,3%

есть

D. magna
выживаемость 

97%
нет

выживаемость 
0%

есть

Сперматозоиды
B. taurus

It = 96,7 нет It = 90,0 нет
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ионы Mg2+ в хлорофилле, что приводит к инги-
бированию фотосинтеза и, как следствие, угне-
тению остальных ростовых процессов [8]. Сле-
довательно, проведённые исследования указы-
вают на то, что токсичность биопрепаратов была 
обусловлена не остаточным количеством меди 
в культуральной жидкости, а метаболитами ба-
зидиомицетов, выделяемыми в процессе роста. 

Таким образом, отобраны наиболее пер-
спективные с точки зрения пригодности для 
переработки лигноцеллюлозных субстратов 
штаммы T. hirsuta и T. maxima, обнаружив-
шие существенную активность в процессах 
деградации лигнина и целлюлозы при твёр-
дофазном культивировании. Проверка биобе-
зопасности проб, проведённая в соответствии 
со стандартными методиками и актуализиро-
ванными природоохранными нормативными 
документами, регламентирующими выполне-
ние исследований токсичности образца не ме-
нее, чем в двух тест-системах по тест-реакциям 
организмов разной таксономической принад-
лежности показала, что можно получить эко-
логически безопасные грибные препараты, 
пригодные для компостирования раститель-
ных отходов, оптимизируя условия культиви-
рования. В данном случае, следует отказаться 
от искусственной индукции лакказы добавле-
нием к питательной среде ионов меди. 

Авторы благодарят к.б.н. Попутнико-
ву Т. О., асп. Тимофеева М.А., ст. инж. Ва-
вилову В.М. за помощь в работе. 
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