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В работе проанализированы образцы почв из регионов с различной 
техногенной нагрузкой. Более подробно изучен микробный состав почвенных 
образцов ООПТ «Осинская лесная дача» и г. Чапаевска Самарской области. 
Получены ассоциации аэробных бактерий, эффективно разлагающие ДДТ и 
линдан. Выделены штаммы, способные разлагать несколько соединений 
группы СОЗ. Установлено, что внесение культуры штамма Rhodococcus 
wratislaviensis Ch628 в почву приводит к снижению концентрации основных 
загрязнителей (ДДТ, линдан, другие изомеры гексахлорциклогексана) и 
эффективному снижению уровня токсичности почвы для растений и животных. 

Ключевые слова: полихлорированные бифенилы, бактериальные штаммы, линдан, 
гексахлорбензол, ДДТ, деструкция, ремедиация, метаболиты. 

 

Введение 
Одними из наиболее острых проблем 

современности являются вопросы, свя-
занные с экологической ситуацией, со-
хранением окружающей среды и ее вос-
становлением. Результатом признания 
данного факта явилось принятие миро-
вым сообществом в 2001 г. Стокгольм-
ской конвенции. В данном документе вы-
делена группа веществ – стойких органи-
ческих загрязнителей (СОЗ), представ-
ляющих серьезную угрозу для окружаю-

щей среды и подлежащих уничтожению 
(http://chm.pops.int). В настоящее время 
конвенцию ратифицировали 176 стран, в 
том числе и Российская Федерация. 

Линдан, гексахлорциклогексан 
(ГХЦГ), ДДТ – пестициды, широко при-
менявшиеся при обработке сельскохозяй-
ственных культур и территорий, для 
уничтожения вредителей. Начиная с 50-х 
годов XX века были произведены и выне-
сены в окружающую среду сотни тысяч 
тонн данных соединений. В связи с этим 
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остро стоит проблема очистки и ремедиа-
ции обширных территорий в России, и в 
том числе в Пермском крае, от хлорорга-
нических пестицидов (http://www.ecoac-
cord.org). 

Полихлорированные бифенилы (ПХБ) – 
хлорароматические вещества, получившие 
применение в разных областях химиче-
ской, электротехнической и лакокрасочной 
промышленности. Заводы, использовавшие 
данные соединения в своих технологиче-
ских процессах, были расположены по всей 
территории России. В Перми основными 
потребителями ПХБ являлись «Нефтеорг-
синтез» и завод смазок и охлаждающих 
жидкостей, (http://www.ecoaccord.org; 
http://www.siteresources.worldbank.org). 
Проведенные ранее исследования выявили 
наличие ПХБ в почве и в плазме крови по-
пуляций птиц, обитающих на территории 
города [2]. 

Известно, что одними из наиболее пер-
спективных способов снижения содержа-
ния СОЗ в окружающей среде являются 
биологические методы [1, 6]. Преимуще-
ства и ограничения биодеструкции иссле-
дуются на протяжении нескольких десяти-
летий. К настоящему моменту выделены и 
описаны штаммы бактерий, осуществляю-
щих разложение ПХБ, ДДТ, линдана и 
α (β)-гексахлорциклогексана [3–5, 7–14]. 
Однако анализ литературных данных по-
казал, что существует ряд проблем, в при-
менении описанных штаммов для очистки 
территорий, загрязненных хлорароматиче-
скими пестицидами и ПХБ. 

В связи с этим цель исследования – по-
иск штаммов, способных разлагать не-
сколько соединений группы СОЗ как в ла-
бораторных условиях, так и в природных. 

 
Методы 

Культивирование штаммов-деструкто-
ров осуществляли в селективных услови-
ях (на минеральных средах, где в качест-
ве единственного источника углерода и 
энергии присутствовал ДДТ, линдан, би-
фенил, хлорбензойная кислота). 

Скрининг штаммов на способность к 
разложению одного или нескольких соеди-

нений группы СОЗ проводился в условиях 
эксперимента с «отмытыми клетками». 

Наращивание биомассы штаммов-де-
структоров проводилось в режиме перио-
дического культивирования в селектив-
ных условиях. 

Таксономическую принадлежность ра-
нее не идентифицированных активных 
штаммов определяли с использованием 
современных генетических методов: 
ПЦР-анализа, определения нуклеотидной 
последовательности гена 16S рРНК. 

Экологическая безопасность активных 
штаммов установлена на основании ана-
лиза их таксономической принадлежно-
сти и списков патогенных и условно-па-
тогенных штаммов, отраженных в между-
народных и российских нормативных до-
кументах (http://www.zakonobase.ru; 
http://www.osha.europa.eu; http://www.bio-
safty.be). 

Особенности разложения ПХБ, ДДТ, 
линдана и гексахлорциклогексана бакте-
риальными штаммами изучали в опытах с 
«отмытыми клетками». 

Определение концентраций ПХБ, 
ДДТ, линдана и гексахлорциклогексана 
осуществляли методом газовой хромато-
графии с применением трех типов детек-
торов: пламенно-ионизационного, элек-
тронно-захватного и масс-спекторометри-
ческого; продуктов расщепления – мето-
дами хромато-масс-спектрометрии, высо-
коэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) и спектрофотометрии. 

Амплификацию функциональных ге-
нов с использованием тотальной ДНК ис-
следуемых штаммов и праймеров осуще-
ствляли на приборе MyCycler («Bio-Rad 
Laboratories», США). Пробоотбор образ-
цов почв с исследуемых территорий осу-
ществлен в соответствии с государствен-
ной нормативной документацией. Ток-
сичность почвы определяли методами 
биотестирования по методикам, зарегист-
рированным в реестре природоохранной 
нормативной документации. Модельные 
почвенные эксперименты проводили с 
использованием образцов почв, более 40 
лет загрязненных смесью изомеров ГХЦГ 
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и ДДТ. В качестве бактериального аген-
та-деструктора использовали штамм 
Rhodococcus wratislaviensis Ch628. 

 
Результаты и их обсуждение 

Для поиска новых активных бактери-
альных штаммов-деструкторов были ото-
браны образцы почв с территорий, с раз-
личной техногенной нагрузкой. 

Установлено, что наибольшее разно-
образие загрязняющих веществ присутст-
вует в почвах г. Березники (территория 
г. Березники, прилегающая к промышлен-
ным предприятиям, Пермский край): хло-
рароматические и хлорциклические угле-
водороды, полиароматические и заме-
щенные алифатические углеводороды. 

В пробах почв с территории предпри-
ятия ОАО «СВЗХ» (г. Чапаевск Самар-
ской области), ранее производившего ве-
щества группы СОЗ, выявлено высокое 
содержание ПХБ (0,4 мг/кг), линдана 
(5,5 мг/кг), гексахлорбензола (0,8 мг/кг). 

Почвы ООПТ «Осинская лесная дача» 
содержат высокие концентрации гекса-
хлорциклогексана, в том числе линдана, 
хлорбензолов и ДДТ. 

По составу загрязнителей почвы лесо-
парковых зон г. Перми качественно ана-
логичны. В почве присутствуют бромиро-
ванные и хлорированные ароматические 
соединения, в том числе хлорбифенилы, 
ДДТ и ДДЕ, входящие в группу СОЗ, а 
также ряд тяжелых алифатических угле-
водородов. 

Анализ показал, что почвы заказника 
«Предуралье» не содержат синтетических 
химических соединений, в том числе вхо-
дящих в группу СОЗ, и могут служить 

контрольными при проведении скринин-
говых исследований. 

Более подробно были изучены мик-
робные сообщества почв ООПТ «Осин-
ская лесная дача» и г. Чапаевска. 

В результате накопительного культи-
вирования с использованием бифенила в 
качестве селективного фактора из почв 
ООПТ «Осинская лесная дача» выделено 
30 морфотипов аэробных бактерий. В 
случае, когда селективным фактором вы-
ступал ДДТ, выделено и описано 40 мор-
фотипов, распределенных на 40 геномог-
рупп, при этом в индивидуальную куль-
туру выделено 97 штаммов. На основании 
анализа нуклеотидной последовательно-
сти гена 16S рРНК установлено, что в 
микробных сообществах данных почв 
присутствуют представители родов 
Cupriavidus, Bosea, Kokuria, Sphingobium, 
Chryseobacterium, Mesorizobium, 
Terrabacter (табл. 1). 

Установлено, что 22% выделенных 
штаммов способны разлагать два и более 
сложных ароматических субстрата. Среди 
них 47% осуществляют деструкцию 
(хлор)бифенила, ДДТ, (хлор)бензойной ки-
слоты, 53% – двух из перечисленных со-
единений в разном сочетании. Показано, 
что бактериальные ассоциации, в состав 
которых входят исследованные штаммы, 
осуществляют аэробное разложение ДДТ – 
89,3–100% за 10 месяцев периодического 
культивирования. Однако проведенные 
исследования не позволили выделить чис-
тый штамм бактерий, осуществляющий 
эффективное разложение нескольких со-
единений группы СОЗ, который можно 
было бы рекомендовать для использова-

Таблица 1 
Анализ нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК, штаммов-
деструкторов, изолированных из почв ООПТ «Осинская лесная дача» 

Штамм Типовой штамм Сходство, % 
WD4p Cupriavidus basilensis CCUG 49340T 99,90 
WD5p Bosea thiooxidans DSM 9653T 99,68 
WD24 Kocuria rosea DSM 20447T 99,37 
WD25 Kocuria rhizophila DSM 11926T 99,87 
WD100 Sphingobium yanoikuyae ATCC 51230T 100 
WD13p Mesorhizobium qingshengii CCBAU 33460T 96,69 
WD16p Terrabacter carboxydivorans PY2T 100 
WD10.1 Cupriavidus basilensis CCUG 49340T 99,88 
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ния в экобиотехнологиях очистки почв. 
Иная картина получена при исследо-

вании микробного сообщества почв, ото-
бранных на территории г. Чапаевска. 

В результате накопительного культи-
вирования с использованием линдана 
(гамма-гексахлорциклогексана) в качест-
ве источника углерода и энергии получе-
ны шесть аэробных бактериальных ассо-
циаций. Данные ассоциации росли в ми-
неральной среде с 0,03% линдана, при 
этом зафиксировано увеличение оптиче-
ской плотности культур и выделение в 
среду свободных ионов хлора (от 1,0 до 
5,2% от теоретически возможного у раз-
ных ассоциаций). Установлено, что за 6 
месяцев культивирования две ассоциации 
полностью разлагают линдан, в осталь-
ных случаях количество линдана значи-
тельно снижается, так как линдан – труд-
нодоступный субстрат для бактерий, дан-
ный уровень деструкции можно считать 
довольно высоким. 

Методом культивирования на твердой 
минеральной среде с линданом из бакте-
риальных ассоциаций выделено 159 чис-
тых культур. На основании анализа по-
следовательности гена 16S рРНК уста-
новлено, что данные штаммы являются 
представителями родов Agrobacterium, 
Pseudomonas, Rizobium, Ochrobactrum, 
Pseudoxanthomonas, Brevundimonas, Ste-
notrophiminas, Achromobacter, Alcaligenes, 
Arthrobacter, Micrococcus, Rhodococcus. 

Из тотальной ДНК бактериальных ас-
социаций получены фрагменты генов 
benA и linA, кодирующие ферменты пер-
вичной атаки труднодоступных субстра-
тов. Установлен высокий уровень гомо-
логии исследованных генов с уже извест-
ными последовательностями (табл. 2). 

Методом прямого высева установле-
но, что в образцах почв из г. Чапаевска в 
значительном количестве присутствуют 
бактерии, способные расти на минераль-
ной среде с бифенилом (8,6×106 КОЕ/г 
почвы). Методом накопительного культи-
вирования с последующим рассевом до 
единичных колоний из образцов СН по-
лучено 25,9×106 КОЕ/г почвы, способных 
использовать бифенил в качестве росто-
вого субстрата. Для дальнейшего иссле-
дования отобран штамм Сh628. Анализ 
нуклеотидной последовательности гена 
16S рРНК длиной 1390 п.н. и сравнение с 
гомологичными последовательностями 
выявил филогенетическую близость ис-
следуемого штамма с типовым штаммом 
Rhodococcus wratislaviensis NCIMB 
13082T (GenBank Z37138). 

Согласно СП 1.3.2322-08 и СП 
1.3.3118-13, а также классификации мик-
роорганизмов по степени риска, опреде-
ляемой на основании таксономического 
положения и возможных патогенных 
свойств штамма, разработанной Нацио-
нальным институтом здоровья (США), 
Европейской федерацией биотехнологии 
и ОЕСD (Оrganization of economical coop-
eration & development), выделенный в 
данной работе штамм является безопас-
ным и может быть использован в биотех-
нологиях. 

Установлено, что штамм R. wratislavi-
ensis Ch628 проявляет высокую актив-
ность к хлорированным бифенилам, лин-
дану, ДДТ и хлорбензолу (табл. 3). 

Так как данные вещества особо устой-
чивы как к химическому, так и к биологи-
ческому разложению, то уровень деструк-
ции, показанный данным штаммом, несо-
мненно, является значимым. 

Таблица 2 
Анализ сходства гена linA с известными последовательностями 

Штамм Номер  
в GenBank 

Длина 
фрагмента, н Сходство, % 

Sphingobium sp. TKS CP005088.1 382 99 
Sphingobium sp. MI1205 CP005191.1 382 99 
Sphingobium japonicum UT26S AP010803.1 382 99 
Sphingobium francense strain Sp+ AY690622.3 382 99 
Sphingomonas paucimobilis strain B90 AY150580.3 382 99 
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Модельные почвенные эксперименты 
показали, что внесение культуры штамма 
R. wratislaviensis Ch628 в почву, длитель-
ное время загрязненную ДДТ и гекса-
хлорциклогексаном, приводит к значи-
тельному снижению концентрации за-
грязнителя в почве, а также снижению 
токсичности почвы для растительных и 
животных тест-объектов. 

Таким образом, штамм R. wratislavien-
sis Ch628 обладает уникальным сочетани-
ем деградативных свойств в отношении 
ряда соединений группы СОЗ и может 
быть рекомендован для применениея в 
экобиотехнологиях, направленных на 
биоремедиацию окружающей среды, в ча-
стности почвы. 
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Таблица 3 
Разложение соединений группы СОЗ штаммом R. wratislaviensis Ch628 

Вещество Начальная 
концентрация, мкг/мл 

Концентрация через  
4 суток, мкг/мл Деструкция, % 

Хлорбензол 10±0,1 0 100 
Линдан 0,2±0,01 0,15±0,01 20,7 
ПХБ 18,9±0,2 0,05±0,01 99,7 
ДДТ 0,2±0,01 0,13±0,01 30,5 
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Soil samples from regions with a various technogenic load were analyzed in this paper. A more 
detailed study of microbial composition of soil samples from «Osinskaya lesnaja dacha» and from 
the town of Chapayevsk, Samara Oblast is studied. The associations of aerobic bacteria, effectively 
decomposing DDT and lindane, were obtained. The strains, capable of degrading several compounds 
of CO3, were singled out. It was established that the introduction of the culture strain 
Rhodococcuswratislaviensis Ch628 into the soil reduces the concentrations of the main pollutants 
(DDT, lindane and other hexachlorocyclohexane isomers) and leads to effective reduction of soil 
toxicity levels for plants and animals. 
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