
Технические характеристики древесины об-

условливают ее широкое использование в строи-

тельстве, внутренней отделке помещений, изго-

товлении мебели и в иных целях [3]. Однако,

огромное количество трудноразлагаемых отхо-

дов лесозаготовительной и деревообрабатываю-

щей промышленности, сельского хозяйства и дру-

гих отраслей экономики в подавляющем боль-

шинстве направляются в отвалы, что влечет за

собой существенный экономический и экологи-

ческий ущерб. Например, в Российской Федера-

ции ежегодно образуется порядка 35,5 млн. м

древесных отходов [6].

3

Введение

В современных условиях, с учетом требова-

ний рационального природопользования, необ-

ходимо внедрение новых малоотходных ресур-

сосберегающих технологий. Поэтому вовлече-

ние трудноразлагаемых лигнинсодержащих отхо-

Древесина обладает высокой прочностью и

устойчивостью к разложению благодаря лигни-

ну, который наряду с целлюлозой является основ-

ным компонентом клеточных стенок растений.

Лигнин, будучи высокомолекулярным вещест

вом, практически не растворим в воде и биологи-

чески инертен. В природе в процессах разложе-

ния древесины участвуют различные животные,

бактерии и грибы. Бактерии, несмотря на то, что

обладают широким набором целлюлаз, гемицел-

люлаз и пектиназ, в очень ограниченной степени

разлагают лигнин [8]; животные самостоятельно

на это не способны. Основную же роль в данных

процессах играют ксилотрофные грибы благода-

ря мощному неспецифичному внеклеточному

-

дов, в том числе древесных, в биокаталитические

процессы конверсии является важным звеном

обеспечения экологической безопасности.

А.В. Чайка, А.В. Гусак

ЗАГРЯЗНЕНИЯ ПОЧВЫ ФТОРИДАМИ И СУЛЬФИТАМИ

ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ПРОДУКТА ТРАНСФОРМАЦИИ
ЛИГНИНСОДЕРЖАЩИХ ОТХОДОВ ГРИБАМИ ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ

КАЛЕНДУЛЫ ЛЕКАРСТВЕННОЙ В УСЛОВИЯХ

Ключевые слова: загрязнение почвы, лигнинсодержащие отходы, деструкция, стимуляторы роста
растений, ксилотрофные грибы

Установлен оптимальный срок культивирования штамма Th-11, проведена предвари-
тельная оптимизация состава сред с лигнинсодержащими отходами с целью повышения эффектив-
ности окислительной деструкции. В вегетационном эксперименте показано существенное влияние
культурального фильтрата гриба Th-11, который культивировался на средах с лигнин-
содержащими отходами, и лузги семян подсолнечника, конвертированной штаммом

Trametes hirsuta

Trametes hirsuta
Pleurotus

ostreatus НК-35, на рост надземной и подземной части, интенсивность перекисного окисления липи-
дов и активность пероксидазы проростков L. в условиях загрязнения почвы фто-
ридами и сульфитами. Обнаружены рост-стимулирующие и стресс-протекторные свойства некото-
рых вариантов продукта трансформации лигнинсодержащих отходов грибами, обогащенного биоло-
гически активными метаболитами грибного происхождения. Не выявлено единой закономерности
влияния исследуемых средств на изучаемые физиолого-биохимические показатели проростков ка-
лендулы лекарственной.

Calendula officinalis
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ферментативному комплексу. В результате транс-

формации лигнина грибами образуются разнооб-

разные гидрофильные продукты с меньшей моле-

кулярной массой, обладающие биологической

активностью. Основными из таких соединений

являются гуминовые вещества [4], которые широ-

ко применяются в различных отраслях промыш-

ленности, а также в животноводстве и растение-

водстве в качестве стимуляторов роста.

Цель исследований – изучить возможность

применения продукта трансформации лигнинсо-

держащих отходов грибами, обогащенного био-

логически активными метаболитами грибного

происхождения (ПТО) при выращивании кален-

дулы лекарственной L. в

условиях загрязнения почвы фторидами и суль-

фитами. Задачи: оценить динамику эффектив-

ности окислительной деструкции (ЭД) веществ

культуральным фильтратом (КФ) штамма кси-

лотрофного базидиомицета

(Wulfen) Lloyd Th-11 на средах, содержащих

сельскохозяйственные отходы; провести предва-

рительную оптимизацию состава сред для увели-

чения ЭД исследуемого штамма; оценить влия-

ние на физиолого-биохимические показатели и

перспективность использования КФ штамма

Calendula officinalis

Trametes hirsuta

T. hirsuta Th-11 для полива, а также субстрата, кон-

Цель и задачи исследований

В результате активной промышленной и сель

скохозяйственной деятельности человека поми-

мо прочего происходит загрязнение эдафотопов

различными токсикантами, что приводит к нару-

шению химического равновесия почвы, отража-

ется на ее водно-физических свойствах и сопро-

вождается угнетением микробиологических про-

цессов [12]. Это негативно сказывается на физио-

логическом состоянии, росте и развитии, продук-

тивности растений; происходит накопление в тка-

нях несвойственных для них химических ве-

ществ [9]. Одним из способов компенсации или

нейтрализации подобного влияния может слу-

жить применение продуктов деструкции лигно-

целлюлозы. Обогащение таких продуктов био-

массой и биологически активными веществами

грибного происхождения может значительно уси-

лить их воздействие на растения, как прямое, так

и опосредованное – через повышение биологи-

ческой активности почвы.

-

Объекты и методики исследований
Calendula officinalis – однолетнее травянистое

растение семейства астровые (Asteraceae), куль-

тивируется как лекарственное и декоративное

растение. Цветки содержат кароти-

ноиды, флавоноиды, аскорбиновую кислоту, сли-

зи, горечи, органические кислоты, тритерпено-

вые сапонины [1]. Материалом для исследования

служили проростки календулы лекарственной.

Культивацию проводили в полиэтиленовых сосу-

дах объемом 500 мл с 350 г почвы на протяжении

тридцати дней при продолжительности светово-

го дня 14 часов (освещенность 12000 люкс), тем-

пературе 20–22°С и влажности грунта около

70 %. В качестве загрязнителей были использова-

ны концентрации сульфита натрия в количестве

2 г и фторида натрия – 0,2 г/кг почвы [5].

C. officinalis

В качестве ПТО использовали КФ штамма

T. hirsuta Th-11, выращенного на различных сре-

дах с лигнинсодержащими отходами, а также лиг-

ноцеллюлозный субстрат (лузга семян подсол-

нечника), конвертированный штаммом НК-35

вешенки обыкновенной .Pleurotus ostreatus

В ходе эксперимента определяли абсолютно

сухую биомассу (АСБ) растений весовым мето-

дом. Полученные данные пересчитывались на

1 м посевов. ЭД штамма Th-11 опреде-

ляли по разрушению модельного соединения –

красителя methyl orange C N NaO S (CAS 547-

58-0) культуральным фильтратом штамма [11].

Интенсивность перекисного окисления липидов

(ПОЛ) определяли по содержанию продуктов

ПОЛ, активных к тиобарбитуровой кислоте

(ТБК-АП) [10]. Определение активности перок-

сидазы проводили колориметрически по методу

А.Н Бояркина [2]. Эксперименты проводили в

трехкратной повторности. Полученные экспери-

ментальные данные обрабатывали с использова-

нием общепринятых методов статистической

обработки результатов биологических экспери-

ментов.

2
T. hirsuta

14 14 3 3H

вертированного штаммом НК-35 вешенки обык-

новенной (Jacq.: Fr.) Kumm.

(лузги семян подсолнечника) в качестве добавки

в грунт при выращивании календулы лекарствен-

ной в условиях загрязнения почвы фторидами и

сульфитами.

Pleurotus ostreatus
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Результаты исследований и их обсуждение
В исследовании в качестве деструктора лиг-

нинсодержащих отходов использовали штамм

T. hirsuta Th-11, являющийся высокоактивным

продуцентом экзогенных продуктов перекисного

окисления липидов [7], который характеризуется

высокой полифенолоксидазной активностью и

эффективностью деструкции красителя methyl

orange культуральным фильтратом при глубин-

ном культивировании на жидкой питательной

среде, содержащей глюкозу, лигносульфонат, пеп-

тон, твин-80 и минеральные элементы [11].

Динамика ЭД штамма Th-11 на жид-

ких средах с лигнинсодержащими отходами (дре-

весные опилки акации белой либо пшеничная

солома в количестве 8,1 г/л) в качестве источни-

ков углеродного и азотного питания при глубин-

ном культивировании представлена на рис. 1.

T. hirsuta

Наибольшие значения исследуемого показа-

теля на всех средах характерны для конца культи-

вирования (8-е сутки). Наибольший уровень ЭД

отмечен при росте штамма Th-11 на

контрольной среде (76,52±5,48 у.е.). При росте

исследуемого штамма на среде с древесными

опилками уровень ЭД в конце культивирования

был практически вдвое ниже (41,17±2,46 у.е.),

а на более ранних сроках – выше (на 2-е сутки в

6,2, на 4-е сутки – в 1,4 раза), чем на контрольной

среде. При росте штамма Th-11 на среде

с пшеничной соломой уровень ЭД был значи-

тельно ниже, чем на остальных средах в течение

T. hirsuta

T. hirsuta
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Следовательно, на средах с лигнинсодержа-

щими отходами эффективность деструкции ве-

ществ штаммом Th-11 была достаточно

низкой, что требовало поиска путей ее индукции.

С этой целью на втором этапе исследования про-

водили подбор дополнительных компонентов в

средах. Вносили лигносульфонат (в количестве

10 г/л), твин-80 (1 г/л) и раствор минеральных

элементов по Кирку [14] (70 мл/л).

T. hirsuta

всего срока культивирования. Максимальное зна-

чение ЭД здесь составило 7,84±1,55 у.е. на 8-е сут-

ки роста, что практически в 10 раз меньше кон-

трольного значения.

Результаты исследований показали (рис. 2), что

внесение в среду, содержащую опилки, лигносуль-

фоната и твин-80 в исследуемых концентрациях

приводило к снижению эффективности деструк-

ции ксенобиотика methyl orange штаммом T. hir

suta

-

Th-11. Добавление минеральных элементов

приводило к увеличению ЭД штамма

Th-11 в полтора раза. Внесение в среду с пшенич-

ной соломой минеральных элементов не оказыва-

ло влияния на исследуемый показатель, внесение

твин-80 приводило к его снижению, а внесение

лигносульфоната – к увеличению в 2,4 раза.

T. hirsuta

С целью изучения влияния ПТО на физиоло-

го-биохимические показатели календулы лекар-

ственной в условиях загрязнения почвы фтори-

дами и сульфитами, использовали для полива раз-

веденный в 2 раза КФ гриба Th-11, кото-

рый культивировался на жидкой питательной сре-

T. hirsuta
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Fig. 1. ED of Th-11 strain on media with lignin-
containing wastes in comparison with the control media [11]

T. hirsuta

Рис. 1. ЭД штамма Th-11 на средах с лигнинсодер-
жащими отходами в сравнении с контрольной средой [11]

T. hirsuta

Fig. 2. ED of Th-11 strain on media with lignin-
containing wastes upon application of lignosulfonate ( ),
tween-80 (TB) and trace elements (MK)

T. hirsuta
ЛС

Рис. 2. ЭД штамма Th-11 на средах с лигнинсодер-
жащими отходами при внесении лигносульфоната (ЛС),
твин-80 (ТВ) и микроэлементов (МК)

T. hirsuta
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Результаты изучения влияния исследуемых

ПТО на биомассу календулы лекарственной в

условиях загрязнения почвы фторидами и суль-

фитами (рис. 3, 4) свидетельствуют о следую-

щем. Загрязнение почвы фторидами снижает

АСБ на 39 %, загрязнение сульфита-

ми не оказывает достоверного влияния на АСБ

надземной части, но усиливает рост корней на

95 %. Все варианты КФ Th-11, кроме Г,

оказывают угнетающее воздействие на рост ка-

лендулы лекарственной на чистой почве, причем

C. officinalis

T. hirsuta

де [11] (Г), жидкой среде с древесными опилками

(О), пшеничной соломой (С), соломой и лигно-

сульфанатом (СЛ), опилками и лигносульфана-

том (ОЛ), соломой и твин-80 (СТ), опилками и

твин-80 (ОТ); либо добавляли в грунт лузгу се-

мян подсолнечника, конвертированную штам-

мом НК-35 (Л) в количестве 50, 25, 10

и 5 % (рис. 3–6).

P. ostreatus

сильнее угнетался рост корней, чем надземной

части. Наибольшее угнетение роста установлено

при использовании СТ. В этом варианте общая

АСБ была на 62 % ниже контроля (надземная

часть – на 58 %, а подземная – на 86 %). Высокие

концентрации лузги семян подсолнечника также

оказывают негативное воздействие на показатель

АСБ. Стимуляция роста установлена

при добавлении в почву 5 и 10 % лузги: общая

АСБ увеличилась на 8 и 19 % (надземная часть –

на 4 и 12 %, подземная – на 45 и 87 %) соответ

ственно.

C. officinalis

-

На почве, загрязненной сульфитами, значи-

тельный стимулирующий эффект на рост C. offi

cinalis T. hirsuta

-

оказывает полив КФ штамма

Th-11, который культивировался на жидкой пита-

тельной среде (Г). Увеличение общей АСБ соста-

вило 110 % (прирост надземной массы 154 % при

снижении массы корней на 61 %). Также положи-

Рис. 3. Биомасса надземной части . в
условиях загрязнения почвы фторидами и сульфитами при
использовании ПТО

C fficinalisalendula o L

Fig. 3. L. aboveground biomass under
fluoride and sulрhite soil contamination conditions using WTP

Calendula officinalis

Рис. 4. Биомасса корневой системы . в
условиях загрязнения почвы фторидами и сульфитами при
использовании ПТО

C officinalisalendula L

Fig. 4. L. root system biomass under
under fluoride and sulрhite soil contamination conditions using
WTP

Calendula officinalis

Рис. 5. Содержание ТБК-АП в проростках Calendula
officinalis L. в условиях загрязнения почвы фторидами и
сульфитами при использовании ПТО
Fig. 5. Calendula officinalis L. TBA-AP content under fluoride
and sulрhite soil contamination conditions using WTP

Рис. 6. Пероксидазная активность проростков Calendula
officinalis L. в условиях загрязнения почвы фторидами и
сульфитами при использовании ПТО
Fig. 6. Calendula officinalis L. peroxidase activity under
fluoride and sulрhite soil contamination conditions using WTP
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При более токсичном фторидном загрязнении

индукция роста наблюдалась при использовании

КФ штамма Th-11, культивируемого на

средах Г (25 %), СТ (15 %) и ОТ (11 %). Стоит от-

метить, что применение СТ оказывает положи-

тельное влияние на рост не только надземной, но

и подземной части календулы лекарственной.

Другие варианты КФ Th-11 ингибируют

рост корней. Внесение в почву конвертирован-

ной штаммом НК-35 лузги семян под-

солнечника в количестве 5 и 10 % стимулирует

рост как надземной, так и подземной части

T. hirsuta

T. hirsuta

P. ostreatus

C. officinalis. Общая АСБ при минимальной дозе

лузги возросла на 62 %, а при дозе 10 % – на 19 %.

Добавление в почву 25 % лузги стимулирует рост

корней (на 66 %), но не оказывает влияния на над-

земную биомассу.

Результаты исследования влияния ПТО на

содержание продуктов ПОЛ в проростках C. offi

cinalis

-

в условиях загрязнения почвы фторидами

и сульфитами представлены на рис. 5.

тельное влияние имело внесение в почву конвер-

тированной лузги семян подсолнечника в коли-

честве 5 и 10 %. Прирост общей АСБ составил в

этих вариантах соответственно 16 и 34 % при бо-

лее значительном увеличении надземной массы

и небольшом снижении подземной массы.

При сульфитном загрязнении применение КФ

T. hirsuta Th-11 приводит к значительному сниже-

нию интенсивности процессов ПОЛ в пророст

ках календулы лекарственной – от 42 до 95 % (кро-

ме варианта Г, который не оказывал влияния на

данный показатель). Незначительное увеличение

количества ТБК-АП (на 24 %) наблюдалось толь-

-

Из графика следует, что загрязнение почвы

фторидами приводило к увеличению концентра-

ции продуктов ПОЛ в проростках календулы ле-

карственной на 37 %, а сульфитами – на 63 %. На

чистой почве использование композиций СЛ и

ОЛ не оказывало влияние на содержание ТБК-

АП в проростках , а использование

фильтрата С снижало уровень ТБК-АП на 37 %.

Применение остальных фильтратов, а также луз-

ги семян подсолнечника во всех концентрациях

приводило к активации ПОЛ и увеличению кон-

центрации ТБК-АП. Наибольшее такое влияние

установлено при использовании лузги семян под-

солнечника в концентрациях 10–50 %. При этом

увеличение концентрации продуктов ПОЛ соста-

вило более 100 %.

C. officinalis

Установлено, что загрязнение почвы оказыва-

ет значительное воздействие на пероксидазную

активность проростков календулы лекарствен-

ной. При сульфитном загрязнении активность

фермента снижалась на 30 %, а при фторидном –

повышалась на 87 %.

На почве, загрязненной фторидами, исполь-

зование вариантов КФ Th-11 с лигнин-

содержащими отходами приводит к падению со-

держания ТБК-АП в проростках .

Наибольшее снижение уровня ПОЛ – на 49 и

45 %, установлено при применении фильтратов

О и СЛ. Повышение уровня ПОЛ

наблюдалось при действии культурального фи-

льтрата Г. Внесение в почву конвертированной

штаммом НК-35 лузги семян подсол-

нечника в высоких концентрациях (25 и 50 %) уве-

личивало содержание продуктов ПОЛ на 108 и

167 %.

T. hirsuta

C. officinalis

C. officinalis

P. ostreatus

ко при использовании лузги семян подсолнечни-

ка в максимальной концентрации. Внесение дру-

гих концентраций этого субстрата не оказывало

влияния на уровень ПОЛ проростков C. offici

nalis

-

.

Влияние ПТО на активность пероксидазы про-

ростков календулы лекарственной при различ-

ных условиях роста неоднозначно. На незагряз-

ненной почве снижают пероксидазную актив-

ность варианты КФ: СЛ (на 35 %),C. officinalis

Важную роль в обеспечении устойчивости

растительного организма к изменяющимся усло-

виям окружающей среды играют антиоксидан-

тные ферменты, в частности, пероксидаза [1].

Результаты исследования пероксидазной актив-

ности проростков в условиях загряз-

нения почвы фторидами и сульфитами при ис-

пользовании ПТО представлены на рис. 6.

C. officinalis

Уровень ПОЛ часто используется для диа

гностики условий среды, а значительное увели-

чение уровня ПОЛ считается следствием воздей-

ствия стрессовых факторов [10]. В связи с этим

снижение уровня ПОЛ проростков в

условиях загрязнения почвы фторидами и суль-

фитами под действием КФ гриба Th-11,

который культивировался на средах с лигнинсо-

держащими отходами, может свидетельствовать

о стимуляции защитных механизмов и повыше-

нии устойчивости исследуемого растения. Сле-

довательно, КФ гриба Th-11 может обла-

дать стресс-протекторными свойствами.

-

C. officinalis

T. hirsuta

T. hirsuta
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Добавление в почву КФ гриба Th-11,

который культивировался на средах с лигнинсо-

держащими отходами, и лузги семян подсолнеч-

ника, конвертированной штаммом

НК-35, оказывает существенное влияние, как по-

ложительное, так и отрицательное, на рост над-

T. hirsuta

P. ostreatus

При сульфитном загрязнении только исполь-

зование фильтрата ОТ приводит к ингибирова-

нию пероксидазной активности на 58 %. Все

остальные ПТО увеличивают активность данно-

го фермента. Наибольшее воздействие установ-

лено в вариантах О (на 114 %), СЛ (на 109 %), а

также Л-50 % (на 207 %) и Л-25 % (на 215 %).

В результате исследования установлено, что

оптимальным сроком культивирования штамма

T. hirsuta Th-11 с наибольшими значениями эф-

фективности окислительной деструкции (ЭД) на

средах с добавлением лигнинсодержащих отхо-

дов являются 8-е сутки. По итогам предваритель-

ной оптимизации состава этих сред с целью повы-

шения ЭД необходимо добавлять в среду с опил-

ками минеральные элементы, а в среду с пшенич-

ной соломой – лигносульфонат.

Обратное влияние исследуемых фильтратов и

добавок установлено при фторидном загрязне-

нии почвы. Здесь применение любых вариантов

КФ и любых исследуемых концентраций конвер-

тированной лузги приводит к снижению перок-

сидазной активности Наибольшее

ингибирование установлено при действии Г (на

60 %), СЛ (на 57 %), ОТ (на 59 %).

C. officinalis.

Выводы

ОЛ (на 25 %) и ОТ (на 54 %). К значительному по-

вышению активности фермента приводит обра-

ботка календулы лекарственной фильтратами

КФ гриба Th-11: О (на 77 %) и С (на

61 %), а также конвертированной штаммом

T. hirsuta

P. os

treatus

-

НК-35 лузги семян подсолнечника в коли-

честве 10 % (на 101 %).

Изменение активности антиоксидантного

фермента пероксидазы наряду с изменением ин-

тенсивности ПОЛ под действием ПТО указывает

на перестройку метаболических путей исследуе-

мого растения, что имеет адаптационное значе-

ние в условиях загрязнения почвы. Сравнитель-

ный анализ накопления биомассы, уровня ПОЛ и

активности пероксидазы проростков

показал отсутствие корреляционной зависимос-

ти данных показателей.

C. officinalis

земной и подземной частей, интенсивность ПОЛ

и активность пероксидазы проростков C. offi

cinalis

-

в условиях загрязнения почвы фторидами

и сульфитами. Среди наиболее перспективных

для дальнейших исследований выделяются ПТО,

обладающие рост-стимулирующими (Л-5 % и

Л-10%) и стресс-протекторными (О, С, СЛ, СТ и

ОТ) свойствами. Однако единой закономерности

влияния исследуемых ПТО на изучаемые физио-

лого-биохимические показатели проростков ка-

лендулы лекарственной не выявлено.
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EXPERIENCE WITH THE USE OF FUNGI TRANSFORMATION PRODUCT OF LIGNIN-
CONTAINING WASTES DURING THE CULTIVATION OF

UNDER FLUORIDE AND SULPHITE SOIL CONTAMINATION
CALENDULA OFFICINALIS

A.V. Chaika, A.V. Gusak

State Educational Institution of Higher Professional Education «Donetsk National University»

The optimal cultivation period of the Th-11 strain was established, preliminary

optimization of media with lignin-containing wastes composition was carried out with a view to increase the

destruction efficiency. The vegetation experiment showed a significant effect of Th-11

fungus cultivated on media with lignin-containing wastes culture filtrate, and sunflower seed husk converted

by NK-35 on the aboveground and underground parts growth, lipid peroxidation

intensity, peroxidase activity of L. seedlings under fluoride and sulрhite soil

contamination conditions. The growth-stimulating and stress-protective properties of some lignin-containing

wastes products transformed by fungi and enriched with fungal biologically active metabolites modifications

were found. The study showed no unified pattern of the investigated substance influence on the physiological

and biochemical parameters of seedlings under study.
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Calendula officinalis
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Key words: soil contamination, lignin-containing wastes, destruction, plant growth stimulators, xylotrophic
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