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ТОКСИКОлОГІЧНА ОЦІНКА БІОПРЕПАРАТІВ 
НА ОСНОВІ АЗОТФІКСУЮЧИХ БАКТЕРІЙ

Проведено порівняльний аналіз результатів токсикологічної оцінки мікробних препаратів на основі 
різних видів асоціативних мікроорганізмів родів Azotobacter, Аgrobacterium, Azospirillum і патогенних 
властивостей штамів-продуцентів. Обґрунтовується можливість удосконалення методичних основ 
токсикологічної оцінки і гігієнічного регламентування асоціативних азотфіксуючих мікроорганізмів-
продуцентів і препаратів на їх основі в об’єктах виробничого і навколишнього середовищ.
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Численні наукові дослідження і практичний світовий досвід свідчать про перспективність 
застосування в сільському господарстві біопрепаратів, основу яких складають азотфіксуючі 
мікроорганізми. Ці мікроорганізми мають здатність фіксувати атмосферний азот і переводити 
його в сполуки, які засвоюються рослинами. Частка у врожаю біологічного азоту, що фіксу-
ється мікроорганізмами-азотфіксаторами (як симбіотичними, так і асоціативними), складає 
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60–90 % [1, 2, 12, 13]. Біодобрива є альтернативою азотним мінеральним добривам, вони без-
печніші для людини порівняно з мінеральними добривами [8, 9, 10, 11].

На основі асоціативних азотфіксуючих мікроорганізмів створено ряд вітчизняних мі-
кробних препаратів, які пропонуються для використання в рослинництві як біологічні до-
брива. Серед асоціативних азотфіксуючих мікроорганізмів – основного діючого інгредієнту 
біопрепаратів – найбільшого поширення набули ґрунтові мікроорганізми родів Azotobacter, 
Аgrobacterium і Azospirillum. На основі цих мікроорганізмів розроблені біопрепарати – азото-
бактерин, азогран, агробактерин, діазофіт, діазобактерин.

Відповідно до існуючих вимог, до державної реєстрації будь-якого нового хімічного чи 
біологічного препарату необхідно проводити токсиколого-гігієнічне вивчення препарату і 
обґрунтування гігієнічних регламентів його безпечного виробництва і використання (ГДК 
в повітрі робочої зони і в об’єктах навколишнього середовища). Для цього обов’язково до-
сліджуються патогенні властивості для теплокровних організмів штамів мікроорганізмів, які 
входять до складу біологічного препарату як діючий інгредієнт, і токсичність товарної форми 
препарату. Ці дослідження проводять в гострих і субхронічних експериментах, і вимагають 
значних коштів [3-7]. 

У той же час накопичено значний фактичний матеріал з оцінки патогенних властивостей 
різних штамів азотфіксуючих мікроорганізмів родів Azotobacter, Аgrobacterium і Azospirillum, 
який свідчить про нешкідливість їх і препаратів на їх основі для теплокровних організмів 
[8, 9, 10, 11, 12]. У зв’язку з цим виникає необхідність у проведенні порівняльного аналізу 
патогенних властивостей штамів різних видів цих мікроорганізмів із метою удосконалення 
методичних основ токсикологічної оцінки і гігієнічного регламентування азотфіксуючих 
мікроорганізмів-продуцентів і препаратів на їх основі в об’єктах виробничого і навколиш-
нього середовищ і зниження вартості цих досліджень.

Матеріали і методи. Проведено аналіз результатів вивчення патогенних властивостей 
15 штамів азотфіксуючих бактерій – діючого чинника біопрепаратів для забезпечення рос-
лин азотом. Серед вивчених бактерій 8 штамів роду Аgrobacterium (види: Аgrobacterium 
tumefaciens  – 6 штамів, Аgrobacterium radiobacter – 2 штами), 4 штами роду Azotobacter (види: 
Azotobacter vinelandii – 1 штам, Azotobacter chroococcum - 3 штами), 3 штами виду Azospirillum 
brasilеnse, а також результатів токсикологічного вивчення біопрепаратів на основі таких 
штамів – агробактерину (продуцент – Аgrobacterium tumefaciens 10), діазофіту (ризоагрину) 
(продуцент  – Аgrobacterium radiobacter 204), азограну (продуцент – Azotobacter vinelandii 
7), азотобактерину (продуцент – Azotobacter chroococcum 3064), діазобактерину – (продуцент 
– Azospirillum brasilеnse 18-2, 410). Штами азотфіксуючих мікроорганізмів одержані нами 
в різні роки для токсиколого-гігієнічного вивчення від різних наукових установ України і 
Росії: Аgrobacterium tumefaciens – від Всеросійського науково-дослідного інституту сільсько-
господарської мікробіології (м. Санкт-Петербург), Аgrobacterium radiobacter – від Південної 
філії Інституту сільськогосподарської мікробіології (Крим), Azotobacter chroococcum – від 
Інституту біотехнології (м. Москва) і Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболот-
ного, Azotobacter vinelandii  – від Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного, 
Azospirillum brasilеnse - від Інституту сільськогосподарської мікробіології (м. Чернігів). 

Результати та їх обговорення. При порівняльній оцінці патогенних властивостей штамів 
мікроорганізмів враховували вірулентність, токсигенність, інфекційність, можливість дис-
емінації мікроорганізмів у внутрішні органи, патоморфологічні зміни внутрішніх органів, 
алергенні властивості і дія на нормальну мікрофлору організму при різних шляхах надход-
ження мікроорганізмів в організм (пероральний, внутрішньоочеревинний, інтраназальний, 
інгаляційний).

Результати визначення вірулентності штамів роду Аgrobacterium наведено в табл. 1.
Як свідчать наведені дані всі досліджені штами агробактерій відносяться до невірулент-

них: ЛД50 цих культур при внутрішньоочеревинному введенні мишам і щурам, як правило, 
більше 108, при пероральному – >1010, при інтраназальному – > 109 КУО/тварину. 
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Т а б л и ц я  1 
Вірулентність мікроорганізмів роду Аgrobacterium для теплокровних організмів  

(білих мишей, щурів)
Назва виду 

бактерій
Но мер 
шта му

Значення лД50 при різних шляхах надходження в організм 
лабораторних тварин (КУО/тв.)

внутрішньоочере винно перорально інтраназально
миші Щури миші щури миші щури

А. tumefaciens 10 >7,0×109 >1,0×1011 >9,0×1010 >1,0×1011 >1,0×109 >3,0×1010

А. tumefaciens 11 >7,9×108 >1,2×1011 >1,0×1010 >1,2×1011 >9,9×109 >3,6×1010

А. tumefaciens 13 >2,0×109 >1,5×1011 >9,0×1010 >1,1×1011 >7,0×109 >2,1×1010

А. tumefaciens 24 >2,8×109 >9,5×1010 >5,0×1010 >1,9×1011 >1,2×109 >3,8×1010

А. tumefaciens 30 >1,7×109 >4,7×1010 >9,0×1010 >1,6×1011 >1,1×109 >2,1×1010

А. tumefaciens 37 >1,7×109 >1,2×1011 >1,0×1011 >1,2×1011 >1,3×109 >1,8×1010

А. radiobacter 204 >8,0×109 >1,0×1010 > 3,1×1011 > 6,0×1010 > 3×109 > 6×109

А. radiobacter 170 >2,0×109 >5,0×1010 >1,0×1011 >1,0×1011 >1,0×109 >5,0×109

Мікроорганізми роду Azotobacter також не вірулентні (табл. 2). Так, ЛД50 цих культур при 
внутрішньоочеревинному і пероральному введенні мишам і щурам > 109 КУО/тварину, при 
надходженні через верхні дихальні шляхи – для мишей > 108, для щурів > 109 КУО/тварину. 

Т а б л и ц я  2

Вірулентність мікроорганізмів роду Azotobacter та Azospirillum для теплокровних організмів 
 (білих мишей, щурів)

Назва виду 
бактерій

Номер
штаму

Значення лД50 при різних шляхах надходження в організм 
лабораторних тварин (КУО/тв.)

внутрішньо очеревинно перорально інтраназально
миші Щури миші щури миші щури

Azotobacter 
chroococcum

3064 >1,0×109 >1,0×109 >1,5×109 >3,9×109 >1,0×108 >1,0×109

9т >5,0×109 н.д. >5,0×109 н.д. н.д. н.д.
20 >5,0×109 н.д. >2,5×1010 н.д. н.д. н.д.
10 >3,0×109 н.д. >5,0×109 н.д. н.д. н.д.

A. vinelandii 7 > 5×109 > 6×109 >1,5×1010 >3×1010 >3×108 >1,2×109

Azospirillum
brasilеnse

18-2 >1×108 >1×109 >1×1010 >1×1010 >1×108 >1×108

410 >1×108 >1×109 >1×1010 >1×1010 >1×108 >1×108

102 >5×109 н.д. >5×109 н.д. н.д. н.д.
Примітка: н.д. – не досліджувалось.

Серед азоспірил на сьогоднішній день тільки один вид цих мікроорганізмів, а саме 
Azospirillum brasilеnse, використовується для виготовлення мікробних препаратів – біо-
добрив. Дані, наведені в табл. 2, свідчать, що ці штами не вірулентні для теплокровних 
тварин. ЛД50 штамів 18-2 і 410 при внутрішньоочеревинному введенні в організм для бі-
лих щурів >1×109 КУО/тв. і для мишей >1×108 КУО/тв., при інтраназальному введенні – 
>1×108 КУО/ тв. і при пероральному введенні – >1×1010 КУО/тв. для щурів і мишей. Штам 
Azospirillum brasilеnse 102 також не вірулентний для білих мишей як при внутрішньоочере-
винному введенні, так і при введенні в шлунок (ЛД50 >5×109 КУО/тварину).

За своїм фізіологічним станом і поведінкою, температурою, масою тіла всі дослідні тва-
рини, яким вводили азотфіксуючі мікроорганізми, не відрізнялись від контрольних тварин. 
При бактеріологічному дослідженні методом відбитків внутрішніх органів, відібраних при 
розтині забитих тварин, в жодному випадку не було виявлено досліджуваних бактерій. Це 
свідчить про те, що агробактерії, азотобактери та азоспірили не проникають всередину клітин 
внутрішніх органів і не розмножуються в них, вони не викликають інфекційного процесу у 
тварин. Дослідні тварини суттєво не відрізнялись від контрольних за морфологічним скла-
дом периферійної крові. Імунологічні показники (активність інтралейкоцитарного лізоциму, 
фагоцитарна активність і фагоцитарний індекс) дослідних тварин також не відрізнялись від 
аналогічних показників контрольних тварин, штами не мають алергенної дії. Асоціативні 
азотфіксуючі мікроорганізми не викликають запалення слизової оболонки (кон’юнктиви) ока 
кролів при внесенні 0,1 мл мікробної суспензії (108 КУО/мл) в кон’юнктивальний мішок ока. 
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Змін із боку рогівки та райдужної оболонки ока не виявлено. Патоморфологічних змін вну-
трішніх органів дослідних тварин порівняно з контрольними також не було виявлено. 

Вивчення токсигенності досліджених культур усіх трьох родів свідчить, що ці мікроорга-
нізми не токсигенні (табл. 3). ЛД50 фільтратів 3–10-добових культур при внутрішньоочеревин-
ному введенні білим мишам складає 1,4–2,3 мл/тварину, при пероральному введенні для всіх 
досліджених штамів – більше 1,0 мл/тв.

Т а б л и ц я  3

Токсигенність штамів азотфіксуючих бактерій для білих мишей 

Родова 
назва 

бактерій

Видова назва 
бактерій

Номер
штаму

Тривалість
Вирощу-

вання
культури

(доба)

Значення лД50 фільтрату культуральної 
рідини бактерій при різних шляхах 

надходження в організм лабораторних 
мишей (мл/тв.)

внутрішньо очеревинно перорально

Аgro
bacterium

tumefaciens 10 3 2,0 >1,0
tumefaciens 11 3 2,0 >1,0
tumefaciens 13 3 1,4 >1,0
tumefaciens 24 3 2,0 >1,0
tumefaciens 30 3 1,9 >1,0
tumefaciens 37 3 1,4 >1,0
radiobacter 204 3 2,3 2,6

Azoto
bacter

chroococcum 3064 4, 10 > 2,0 > 2,0
chroococcum 9т 3 > 1,0 > 1,0
chroococcum 20 7 > 1,0 > 1,0
chroococcum 10 10 > 1,0 > 1,0

vinelandii 7 3 > 1,0 > 1,0
Azo

spirillum
brasilеnse 18-2 10 > 0,5 > 1,0
brasilеnse 410 10 > 0,5 > 1,0

Товарні форми мікробних препаратів, діючу основу яких складають асоціативні азотфік-
суючі мікроорганізми, крім цих мікроорганізмів, містять залишки поживного субстрату, напо-
внювачі (торф, вермикуліт, глинистий мінерал, тощо). У деяких випадках мікробний препарат 
може бути збагачений мінеральними речовинами, мікроелементами. Титр будь-якого препа-
рату на основі асоціативних бактерій-азотфіксаторів за основним діючим інгредієнтом  – не 
менше 109 КУО/г.

Результати дослідження токсичності товарних форм мікробних препаратів у гострих екс-
периментах свідчить про їх нетоксичність (табл. 4). У більшості випадків не вдається ви-
значити ЛД50 препаратів при введенні в організм у максимальних фізіологічно допустимих 
об’ємах.

Т а б л и ц я  4 

Токсичність товарних форм мікробних препаратів

Назва препарату 
 і діючого чинника

лД50 (лК50 ) при різних шляхах надходження в організм

перорально (КУО/тв.) через верхні дихальні шляхи 
(КУО/м3)

миші щури миші щури
агробактерин, Аgrobacterium 
tumefaciens 10 >2×109 >2×109 >9,3×109 >9,3×109

діазофіт (ризоагрин), 
Аgrobacterium radiobacter 204 >1010 >6×1010 >1,1×1012 >1,9×1011 

азотобактерин, Azotobacter 
chroococcum 3064 >5,2×109 >5,2×109 >2,4×1011 >2,08×1010

азогран,
Azotobacter vinelandii 7 >2,4×107 >1,2×108 >1,1×106 >2×107 

діазобактерин, Azospirillum 
rasilеnse 18-2, 410 >5×108 >2,5×109 н.д. >3,2×109 

Примітка: н.д. – не досліджувалось.
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При встановленні ГДК мікробних препаратів у різних об’єктах розрахунки проводяться 
за основним діючим чинником – виробничим штамом мікроорганізмів, і величина подається 
в мікробних клітинах (КУО) на одиницю виміру об’єкта середовища, для якого пропонується 
норматив. Ця величина встановлюється виходячи із лімітуючого порогу патогенної дії в суб-
хронічному експерименті (алергенного, дисбіотичного) [3]. 

Препарати на основі асоціативних азотфіксуючих мікроорганізмів у більшості випадків 
не впливають на стан нормальної мікрофлори організму (аутомікрофлори) лабораторних тва-
рин, не викликають дисбактеріотичної дії. Деякі препарати (діазофіт, діазобактерин) у висо-
ких концентраціях у повітрі можуть спричиняти слабку алергенну дію.

Аналіз матеріалів з обґрунтування ГДК мікробних препаратів на основі азотфіксуючих 
мікроорганізмів у повітрі робочої зони і в атмосферному повітрі свідчить, що для них ця 
величина мала б бути на рівні 106–108 КУО/м3. Наприклад ГДК препарату діазофіту (ризоа-
грину) в повітрі робочої зони мала б бути 5,2×108 КУО/м3 з приміткою “алерген”, агробакте-
рину – 2,7×108 КУО/м3. Але враховуючи, що величина ГДК мікробного препарату за проду-
центом не може бути більша, ніж прийнята для непатогенних сапрофітних мікроорганізмів, 
максимальна величина ГДК азотфіксуючих мікроорганізмів, як і всіх інших мікроорганізмів-
продуцентів, в повітрі робочої зони обмежується величиною 5×104 КУО/м3, в атмосферному 
повітрі – 5×103 КУО/м3 [3]. Ці препарати віднесено до ІV класу небезпеки. 

Проведені дослідження з оцінки впливу мікробних препаратів на основі азотфіксуючих 
мікроорганізмів на процеси мікробного самоочищення ґрунту і води відкритих водойм свід-
чать, що такі препарати не погіршують процеси самоочищення цих об’єктів навколишнього 
природного середовища. В зв’язку з цим відпадає необхідність нормування цих препаратів в 
ґрунті і воді.

Що ж до нормування мікробних препаратів у повітрі робочої зони і атмосферному по-
вітрі, то, беручи до уваги непатогенність (авірулентність, нетоксигенність, неінфективність, 
неімуногенність) штамів ґрунтових азотфіксуючих мікроорганізмів, нетоксичність препара-
тів на їх основі, нездатність до кумуляції, вважаємо доцільним зменшити обсяг проведення 
токсиколого-гігієнічних досліджень таких препаратів, обмеживши їх дослідами з визначення 
патогенної дії мікроорганізмів-продуцентів в гострих експериментах і гострої токсичності 
біопрепаратів, не вдаючись до субхронічної затравки лабораторних тварин. Враховуючи не-
шкідливість вказаних препаратів можливе обґрунтування гігієнічних нормативів допустимої 
кількості їх в об’єктах виробничого середовища на основі одержаних даних гострих експери-
ментів, що, в свою чергу, призводить до зниження вартості таких досліджень. 

Таким чином обґрунтована можливість проведення за скороченою схемою токсикологіч-
них досліджень і гігієнічного регламентування асоціативних азотфіксуючих мікроорганізмів-
продуцентів і препаратів на їх основі в об’єктах виробничого і навколишнього середовищ. 
Застосування таких препаратів зменшує хімічне навантаження на ґрунт та рослини, сприяє 
збереженню навколишнього середовища, забезпечує людину екологічно безпечною продук-
цією, що актуально сьогодні.
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Резюме
Проведен сравнительный анализ результатов токсикологического исследования микробных препаратов 

на основе штаммов разных видов азотфиксирующих асоциативных микроорганизмов родов Azotobacter, 
Аgrobacterium, Azospirillum и патогенных свойств штаммов-продуцентов. Обосновывается возможность 
упрощения методической схемы токсикологической оценки и гигиенического регламентирования 
микроорганизмов-продуцентов и препаратов на их основе в объектах производственной и окружающей 
среды. 
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