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ИЗУЧЕНИЕ МИКРОБНОЙ ДЕГРАДАЦИИ 2,4-Д И ПЕСТИЦИДОВ ГРУППЫ 
СУЛЬФОНИЛМОЧЕВИНЫ В МОДЕЛЬНЫХ СИСТЕМАХ 

Для увеличения урожайности сельскохозяйственных культур путем уничтожения сорных 
растений используются гербициды, которые по объемам применения являются серьезными ис-
точниками загрязнения окружающей среды. Производство и применение пестицидов влияет на 
состояние среды и представляет потенциальную опасность для здоровья населения. Огромная 
роль в деградации циркулирующих в окружающей среде ксенобиотиков принадлежит почвен-
ным бактериям. Целенаправленное их использование позволяет осуществить ремедиацию при-
родных объектов без образования продуктов вторичного загрязнения. Поэтому современный 
этап исследований микробиологической деструкции ксенобиотиков характеризуется выражен-
ным интересом к изучению физиологических, биохимических и генетических особенностей 
штаммов-деструкторов, анализу путей биотрансформации указанных соединений. В настоящее 
время одними из наиболее широко применяемых гербицидов являются химические соединения 
на основе сульфонилмочевины, а также 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д). В настоя-
щей работе показана возможность использования бактерий-деструкторов для деградации оста-
точных количеств пестицидов в объектах окружающей среды. Особое внимание уделено меха-
низмам биотрансформации указанных ксенобиотиков, а также изучению кинетических парамет-
ров процесса деградации пестицидов в модельных системах. Разработана методика определения 
химических соединений на основе сульфонилмочевины и 2,4-Д при их совместном применении.  

Ключевые слова: пестициды, 2,4-Д, трибенурон-метил, метсульфурон-метил, бактерии-
деструкторы, биодеградация, ферменты, интермедиаты, ВЭЖХ-МС. 
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STUDY OF MICROBIAL DEGRADATION OF 2,4-D AND PESTICIDES  
OF SULFONYLUREA GROUP IN MODEL SYSTEMS 

To increase the yield of crops by destroying weeds, herbicides are used, which are the serious 
sources of environmental pollution. Production and use of pesticides affect the state of the environment 
and poses a potential hazard to public health. A huge role belongs to the soil bacteria in the xenobiotics 
degradation than are circulating in the environment. Purposeful use of this bacteria makes it possible to 
carry out the remediation of natural objects without the formation of secondary pollution products. 
Therefore, the modern stage of studies of microbiological xenobiotics destruction is characterized by a 
pronounced interest in studying of the physiological, biochemical and genetic characteristics of the de-
structor strains, analyzing the pathways of biotransformation of these compounds. Currently, one of the 
most widely used herbicides are chemical compounds based on sulfonylurea, and 2,4-dichloro-
phenoxyacetic acid (2,4-D). In this paper, the possibility of using of the bacterium-destructors for the 
degradation of residual amounts of pesticides in environmental objects is demonstrated. The particular 
attention is paid to the mechanisms of biotransformation of these xenobiotics, as well as to the study of 
the kinetic parameters of the process of the pesticides degradation in model systems. The method for 
the determination of chemical compounds based on sulfonylurea and 2,4-D when they are used together 
has been developed. 

Key words: pesticides, 2,4-D, tribenuron-methyl, methsulfuron-methyl, bacteria-destructors, bio-
degradation, enzymes, intermediates, HPLC-MS. 

Введение. Базовым этапом разработки тех-
нологий ремедиации почв от ксенобиотиков 
является поиск и выделение микроорганизмов, 
способных использовать их в качестве источ-
ника углерода. Галогенароматические соедине-
ния широко применяются в сельском хозяйстве 
в качестве пестицидов различного действия и 
являются серьезным источником загрязнения 

окружающей среды. В настоящее время суще-
ствует несколько приемов получения бактерий-
деструкторов галогенароматичиских соедине-
ний, среди которых наиболее распространены 
способ накопительной культуры и генетиче-
ские in vitro и in vivo. 

Почти все известные бактерии-деструкторы 
хлорированных фенолов выделены способом 



162 Èçó÷åíèå ìèêðîáíîé äåãðàäàöèè 2,4-Ä è ïåñòèöèäîâ ãðóïïû ñóëüôîíèëìî÷åâèíû â ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ 

Òðóäû ÁÃÒÓ   Ñåðèÿ 2   №2   2018 

накопительных культур из окультуренных 
почв, сточных вод и активного ила. В реальных 
природных условиях объекты окружающей 
среды подвергаются загрязнению смесью ксе-
нобиотиков. Деградация отдельных компонен-
тов этих смесей может ингибироваться присут-
ствием других компонентов. Это приводит к 
накоплению токсикантов в среде. Поэтому с 
практической точки зрения для очистки при-
родных объектов наиболее рационально ис-
пользование штаммов микроорганизмов, спо-
собных усваивать смесь токсикантов [1–3]. 

Гербициды на основе хлорфеноксиалкан-
карбоновых кислот (ФКК) интенсивно приме-
няются при уничтожении сорняков. Среди гер-
бицидов этой группы широко применяются 
препараты натриевой и аммонийной солей, а 
так же 2,4-Д [4]:  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2,4-Д – хлорорганическое соединение, ис-
пользуется как гербицид и регулятор роста рас-
тений, входит в состав более 1500 гербицидов. 
2,4-Д рекомендуется для контроля широколи-
ственных сорняков при выращивании злаковых 
культур, обработке газонов и пастбищ [5].  
Отметим, что норма внесения гербицида со-
ставляет обычно в среднем 1 кг/га в расчете на 
активное начало, а на сорную растительность 
попадает не более 5% от этого количества. Ос-
таточное количество гербицида подвергается 
воздействию абиотических и биотических фак-
торов, основным из которых является деятель-
ность почвенной микробиоты.  

В последнее время широкое распростране-
ние приобрели гербициды ряда сульфонилмо-
чевины. Общая формула этих соединений:  

где R1 – ароматический и иные радикалы; R2,  
R3 – различные заместители. Зачастую, после 
многократного применения разных гербицидов, 

в объектах окружающей среды создается си-
туация, когда приходится говорить об остаточ-
ных количествах не одного ксенобиотика, а не-
скольких. В связи с тем что вышеуказанные 
гербициды по масштабам потребления превос-
ходят остальные химические средства защиты 
растений, нами была поставлена цель изучить 
возможность применения почвенных бактерий-
деструкторов для создания биопрепаратов, спо-
собных осуществлять ремедиацию почв при 
комплексном загрязнении 2,4-Д и пестицидами 
группы сульфонилмочевины.  

Основная часть. Объектами исследования 
в данной экспериментальной работе являлись 
почвенные микроорганизмы-деструкторы пес-
тицидов на основе 2,4-Д кислот и производных 
сульфонилмочевины (трибенурон-метил и мет-
сульфурон-метил). Ранее нами были выделены 
8 штаммов бактерий, способных осуществлять 
деградацию указанных ксенобиотиков при их 
совместном применении в почвах [6]. Из лите-
ратурных данных известно, что бактерии родов 
Achromobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., 
Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Sphingo-
monas sp., Streptomyces sp. способны использо-
вать 2,4-Д в качестве единственного источника 
углерода, а бактерии родов Bacillus sp. и Pseu-
domonas sp. – пестициды на основе сульфонил-
мочевины. 

Используя данные для идентификации, выде-
ленные микроорганизмы охарактеризовали до 
рода по морфологическим и физиолого-биохи-
мическим признакам: форма клеток, подвиж-
ность, окраска по методу Грама, оксидазная и 
каталазная активности, способность формировать 
гранулы поли-β-оксимасляной кислоты и наличие 
эндоспор. Культурально-морфологическая и фи-
зиолого-биохимическая характеристика выде-
ленных бактерий позволила установить, что они 
являются представителями родов Pseudomonas 
sp. Д2, Д3, Д5 Д6, Д8, Bacillus sp. Д1, Д4, Д7. 
Наиболее активный рост на среде указанными 
пестицидами демонстрировал штамм Д8, кото-
рый обладал следующими характеристиками: 
прямые подвижные короткие палочки, грамотри-
цательные, обладают каталазной и оксидазной 
активностью, способны формировать гранулы 
поли-β-оксимасляной кислоты. Для дальнейших 
исследований был отобран штамм Д8.  

На следующем этапе исследований был 
осуществлен подбор оптимальных условий 
культивирования (аэрация, температура, рН). 
Критерием отбора являлась удельная скорость 
роста клеток культур при использовании ксе-
нобиотиков в качестве источника углерода.  
В ходе эксперимента варьировались следую-
щие факторы: температура, степень аэрации, 
концентрация пестицидов.  
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Влияние гербицидов на рост чистой культу-
ры бактерий изучали путем их посева штрихом 
на плотную глюкозосолевую среду ММ9 с раз-
личными концентрациями гербицидов: 100, 200 
и 300 мг/л. Результаты, полученные после инку-
бирования посевов при 30°С в течение 48 ч, по-
казали, что присутствие в среде гербицидов в 
концентрации 200 и 300 мг/л оказывает ингиби-
рующее действие на бактерии, выделенные из 
почвенных образцов. В связи с этим в дальней-
ших исследованиях использовали питательные 
среды, содержащие 100 мг/л 2,4-Д и 100 мг/л 
пестицидов группы сульфонилмочевины. 

Отношение микроорганизмов к температуре 
окружающей среды устанавливали путем куль-
тивирования бактерий в жидкой среде ММ9 с 
пестицидом 2,4-Д и трибенурон-метилом 
(100 мг/л). Опыты проведены при следующих 
температурах: 20, 25, 30°С. По результатам 
экспериментов был сделан вывод, что самую 
высокую удельную скорость роста клетки 
культур демонстрировали при 20°С. Данный 
факт объясняется тем, что культуры бактерий-
деструкторов выделены из сельскохозяйствен-
ных почв, среднесуточная температура которых 
составляет 16–18°С.  

Для определения оптимальной степени 
аэрации бактерии-деструкторы культивировали 
в жидкой солевой среде ММ9 с пестицидами 
при следующих параметрах: температура – 
20°С, скорость оборотов качалки – 0, 100 и 
200 об/мин. Наиболее высокую скорость роста 
клетки бактерий-деструкторов штамма Д8 де-
монстрировали при скорости 100 об/мин.  
Таким образом, оптимальные условия культи-
вирования бактерий-деструкторов следующие: 

температура – 20°С, концентрация пестицидов 
в среде – 100 мг/л, аэрация – 100 об/мин. 

Следующим этапом НИР явилось изучение 
кинетики и механизма деградации 2,4-Д и три-
бенурон-метила бактериями-деструкторами.  
К настоящему времени описаны несколько под-
ходов, позволяющих анализировать дихлорфе-
нольные ксенобиотики и пестициды группы 
сульфонилмочевины в различных объектах ок-
ружающей среды [7–11]. Среди них – метод 
тонкослойной хроматографии, который исполь-
зуется для анализа смесей пестицидов, требует 
наличия стандартных веществ, однако точность 
определений очень невысока. Данный метод не 
позволяет идентифицировать интермедиаты и 
исследовать механизмы биодеградации. Метод 
газожидкостной хроматографии требует специ-
альной пробоподготовки и перевода анализи-
руемых соединений в легколетучие производ-
ные. С этих позиций наиболее приемлемым с 
точки зрения исполнения и информативности 
является метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии в сочетании с масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС), поскольку из анализа 
масс-спектров образующихся ионов можно по-
лучать достоверную информацию о структурах 
как субстрата, так и интермедиатов.  

Динамику превращения 2,4-Д в модельной 
системе изучали с помощью метода ВЭЖХ-МС, 
используя пестициды в качестве ростового суб-
страта бактерий-деструкторов. Содержание пес-
тицидов в среде контролировали по калибровоч-
ному графику, построенному на основе стандарт-
ных веществ. На рис. 1 представлены хромато-
грамма культуральной жидкости штамма Д8 на 
первые (а) и третьи (б) сутки культивирования.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Хроматограмма культуральной жидкости  
на первые (а) и третьи (б) сутки культивирования

а 

б 
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Рис. 2. Электронный (а) и масс-спектры  
в области положительных (б) и отрицательных (в) ионов трибенурон-метила

Рис. 3. Кинетическая кривая деградации 2,4-Д  
и трибенурон-метила (ТУМ) бактериями-деструкторами в модельной системе 

 
Трибенурон-метил обнаруживается на хро-

матограмме в виде четкого пика со временем 
удерживания 9,20 мин, пик со временем удер-
живания 5,35 мин соответствует 2,4-Д. На рис. 2 
представлены электронный (а) и масс-спектры 
(б, в) трибенурон-метила. 

В масс-спектре в области положительных 
ионов (рис. 2, б) обнаруживается пик с 
m/z = 396,5, а в области отрицательных ионов – 

(рис. 2, в) с m/z = 394,5, соответствующие  
молекулярным ионам трибенурон-метила 
[M + H]+  и [M – H]– соответственно.  

Динамика биодеградации пестицидов бак-
териями штамма Д8 представлена на рис. 3. 

В ходе культивирования в течение первых 
шестидесяти часов деградация 2,4-Д бакте-
риями-деструкторами шла активно и состави-
ла около 73%. Остаточное количество 2,4-Д в 
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среде составляло порядка 12%, дальнейшее 
разложение ксенобиотика шло довольно мед-
ленно и полного исчезновения из среды не на-
блюдалось. Содержание трибенурон-метила в 
среде к окончанию культивирования состави-
ло порядка 50%.  

Заключение. Таким образом, можно сде-
лать вывод, что штамм бактерий Д8, выделен-
ный из почв, можно использовать для разра-
ботки биопрепарата, предназначенного для  

ремедиации объектов окружающей среды, за-
грязненных 2,4-Д и трибенурон-метилом. Ме-
тод ВЭЖХ-МС можно использовать для кон-
троля остаточного количества указанных пес-
тицидов в почве, а также в водных системах.  
На следующем этапе НИР планируется изуче-
ние ключевых ферментов биодеградации ксе-
нобиотиков, а также анализ механизмов дегра-
дации 2,4-Д и трибенурон-метила и идентифи-
кация всех промежуточных интермедиатов.  
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