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Проведен поиск и изучение бактериальных штаммов-деструкторов арома-
тических соединений в почвах, отличающихся уровнем углеводородного за-
грязнения. Установлено, что штаммы-деструкторы принадлежат родам 
Rhodococcus, Bacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Achromobacter, Microbacterium, 
Psychrobacter, Exiquobacterium, Pseudomonas, Halomonas. 

Штаммы Rhodococcus wratislaviensis КТ112-7, Rhodococcus sp. B7a, 
Rhodococcus sp. MD1, Rhodococcus sp. MD2, Pseudomonas sp. MD8 осуществ-
ляют разложение широкого спектра полихлорированных бифенилов без накоп-
ления токсичных метаболитов. Впервые показана возможность применения 
бактериальной деструкции в аэробных условиях к смесям, образованным в ре-
зультате химической модификации технической смеси полихлорбифенилов 
торговой марки «Совол» под действием полиэтиленгликолей в присутствии 
гидроксида калия или под действием 2-аминоэтанола. 

Штамм R. wratislaviensis KT112-7 обладает уникальным сочетанием метабо-
лических путей трансформации бифенила и бензойной кислоты. Эксперимен-
тально показана возможность ремедиации ПХБ-загрязненных почв с примене-
нием штаммов-деструкторов (R. wratislaviensis KT112-7) и их ассоциаций 
(Rhodococcus sp. B7a/Rhodococcus sp. G12a). 
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Одной из наиболее актуальных про-

блем современности является загрязне-
ние окружающей среды токсичными ус-
тойчивыми соединениями, образующи-
мися в результате промышленной дея-
тельности человека. К числу таких со-

единений относятся ароматические, по-
лиароматические углеводороды и их га-
логенированные производные, которые 
являются продуктами ряда химических 
производств, содержатся в отходах кок-
сохимической, нефтеперерабатывающей 
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промышленности, имеют низкую раство-
римость в воде и способны прочно ад-
сорбироваться биологическими материа-
лами. В 2011 г. Россия ратифицировала 
Стокгольмскую конвенцию, где опреде-
лен состав стойких органических загряз-
нителей (СОЗ), особо опасных для чело-
века, запрещенных к производству и ис-
пользованию (http://chm.pops.int). В осно-
ве большинства соединений группы СОЗ 
лежат циклические углеводороды, в том 
числе хлорированные производные моно-, 
ди- и полиароматических соединений. 

Наиболее актуальной проблемой для 
России является ситуация, сложившаяся 
(поли)хлорированными бифенилами (ХБ) и 
полиароматическими углеводородами 
ПАУ. Предприятия по производству про-
мышленных смесей хлорированных бифе-
нилов были сосредоточены в центральной 
части России, а предприятия-потребители 
ХБ размещались более широко, в том чис-
ле и на территории Поволжского и Ураль-
ского регионов (Оренбург, Пермь, Екате-
ринбург, Челябинск). На территории дан-
ных регионов сосредоточено около 7 тыс. т 
ХБ (http://www.siteresources.worldbank.org). 
Проведенные ранее исследования показа-
ли, что хлорированные бифенилы присут-
ствуют в почвах г. Перми, в том числе и 
диоксиноподобные ХБ, а также выявлены в 
плазме крови популяций птиц, обитающих 
на территории города [1]. 

ПАУ, обладающие выраженными ток-
сическими, мутагенными и канцероген-
ными свойствами, многочисленны. Наи-
более распространенными и токсичными 
в ряду ПАУ являются бенз(а)пирен (БП), 
аценафтен и пирен. Не смотря на высокий 
уровень загрязненности окружающей сре-
ды данными соединениями, ПАУ продол-
жают поступать в природу, поскольку яв-
ляются как прямым, так и побочным про-
дуктом многочисленных производств. 

К настоящему времени известно, что 
одним из наиболее перспективных спосо-
бов снижения содержания СОЗ в окру-
жающей среде является их переработка с 
использованием метаболического потен-
циала природной микрофлоры. 

Способность к трансформации отдель-
ных хлорбифенилов описана для широкого 
круга природных бактерий [2–4]. Однако в 
литературе имеются лишь ограниченные 
данные о бактериальных штаммах, способ-
ных разлагать ХБ до нетоксичных соеди-
нений [5–8]. Также известно, что аэробные 
бактерии предпочтительней окисляют низ-
кохлорированные бифенилы [9, 10]. 

В литературе имеются данные о спо-
собности ряда грамположительных бакте-
рий к утилизации широкого спектра поли-
циклических ароматических углеводоро-
дов, в частности нафталина, фенантрена, 
флюорена, антрацена и пирена бактериями 
родов Rhodococcus, Mycobacterium, Bacil-
lus, Arthrobacter [11–13]. Известна способ-
ность грамположительных бактерий к де-
струкции ксенобиотиков, принадлежащих 
к разным классам органических соедине-
ний, в частности, возможность катаболиз-
ма алифатических углеводородов (алка-
нов) наряду с нафталином штаммами рода 
Arthrobacter [14] и способность к исполь-
зованию в качестве ростового субстрата 
нафталина, бифенила и его хлорирован-
ных производных бактериями рода Bacil-
lus [15]. Описана способность ряда штам-
мов Rhodococcus sp. к утилизации различ-
ных ароматических и хлорированных али-
фатических углеводородов, таких как наф-
талин, бифенил, трихлорэтилен, толуол, 
бензол, а также ряда алканов от пропана 
до гексодекана. Проводимые коллектива-
ми (участниками проекта) на протяжении 
нескольких лет исследования штаммов-де-
структоров ПАУ, бифенила (ПХБ), галоге-
нароматических соединений также гово-
рят о перспективности использования де-
градативного потенциала природных бак-
терий для разложения токсичных соедине-
ний [16–19, 7]. 

Следует отметить, что в биотопах, под-
верженных высокой техногенной нагрузке, 
формируется уникальная микрофлора, спо-
собная к утилизации ряда труднодоступ-
ных соединений [6, 19]. Изучение механиз-
мов разложения токсичных соединений 
((хлор)бензолов, (хлор)бифенилов, ПАУ) у 
бактерий, выделенных из биотопов с раз-
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ной техногенной нагрузкой, в чем состоит 
одна из задач предлагаемого проекта, по-
зволит расширить знания об особенностях 
аэробной бактериальной деструкции аро-
матических соединений. Исследование ге-
нов, обусловливающих свойства активных 
штаммов-деструкторов, представляет не-
сомненный интерес для оценки распро-
страненности и разнообразия генетических 
детерминант, ответственных за разложе-
ние труднодоступных веществ. 

Расширение коллекций микроорганиз-
мов с биотехнологически значимым уров-

нем утилизации различных поллютантов 
является актуальным как для Пермского 
края, так и для России в целом. 

Цель работы – исследование новых 
физиологических и молекулярно-биоло-
гических свойств штаммов аэробных бак-
терий, способных разлагать широкий 
спектр органических поллютантов, на 
примере биотрансформации устойчивых 
к микробному разрушению ароматиче-
ских соединений – полициклических 
(ПАУ), бициклических ((хлор)бифенилы) 
и моноциклических ((хлор)бензоаты). 
 

МЕТОДЫ 
 
При выполнении исследования ис-

пользовали традиционные и современные 
микробиологические, биохимические, ге-
нетические и аналитические методы. 

Выделение микроорганизмов-деструк-
торов устойчивых ароматических поллю-
тантов из образцов почв и донных отло-
жений, отобранных в районах с различ-
ной техногенной нагрузкой, проводили с 
использованием метода накопительного 
культивирования на минеральных средах 
с добавлением в качестве источника угле-
рода одного из следующих соединений: 
орто-фталат, нафталин, бифенил, а также 
путем прямого высева на агаризованные 
минеральные среды с соответствующим 
субстратом. 

Культивирование изолированных бак-
терий и штаммов из лабораторных коллек-
ций осуществляли на селективных средах. 

Таксономическую принадлежность ра-
нее не идентифицированных активных 
штаммов выявляли с использованием со-
временных генетических методов – 
ПЦР-анализа, определения нуклеотидной 
последовательности гена 16S рРНК. Ам-
плификацию со специфичными праймера-
ми осуществляли на приборе MyCycler 
(BioRad, США, для определения нуклео-
тидной последовательности использовали 
автоматический секвенатор Genetic Ana-
lyser 3500XL («Applied Biosystems», 
США) и соответствующие фирменные на-
боры реактивов (Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit, DYEnamic ET Terminator 
Sequencing Kit). 

Физиологические особенности разложе-
ния моно(поли)ароматических соединений 
бактериальными штаммами исследовали в 
условиях периодического культивирования 
и в опытах с «отмытыми клетками» при 
различных экологических факторах. 

Утилизацию токсичных соединений 
определяли методами хромато-масс-спек-
трометрии (хроматограф Agilent GC7890A 
MSD 5975C inert XLEI/CI, Agilent Techno-
logies), высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (хроматограф LC-10ADvp, 
Shimadzu), газовой хроматографии (хро-
матограф GC 2010, Shimadzu), спектрофо-
тометрически (спектрофотометр UV-Vi-
sible BioSpec-mini, Shimadzu), при этом ис-
пользовали методики, разработанные ра-
нее авторским коллективом выполняемого 
проекта. 

Изучение метаболических путей бак-
териальной деградации исследуемых со-
единений проводили с использованием 
биохимических методов (определение ки-
нетических характеристик ключевых фер-
ментов, участвующих в деструкции ток-
сикантов) и аналитических методов 
(идентификация метаболитов с использо-
ванием ВЭЖХ, спектрофотометрии). 

Пути разложения ароматических со-
единений анализировали, основываясь 
на базах данных Brenda (http:// 
www.brenda-enzymes.info), KEGG (http:// 
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www.genome.jp), ExplorEnz (http:// 
www.enzyme-database.org), GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), с учетом 

экспериментальных результатов по мета-
болическому профилю и исследованию 
функциональных генов. 
 

ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ-ДЕСТРУКТОРОВ АРОМАТИЧЕСКИХ 
СОЕДИНЕНИЙ, ИЗОЛИРОВАННЫХ ИЗ ПОЧВ С РАЗЛИЧНЫМ 

 УРОВНЕМ ЗАГРЯЗНЕНИЯ 
 
Проанализированы пробы почвы, ото-

бранной на территории промышленных 
предприятий г. Березники, Пермский 
край (2001 г.), электрораспределительно-
го предприятия, г. Пермь (2009 г.), у 
оз. Котокель, Бурятия (2009 г.), хранили-
ща химических отходов г. Калуш, Украи-
на (2012 г.). ГХ-МС-анализ показал, что 
наибольшее количество алифатических и 
ароматических УВ содержится в почвах 
г. Березники и г. Калуш, в остальных об-
разцах присутствуют следовые количест-
ва алифатических УВ. 

Методом прямого высева на минераль-
ную среду К1, содержащую в качестве ис-
точника углерода одно из ароматических 
соединений (ортофталат, бифенил, нафта-
лин, бензоат) получены чистые культуры 
штаммов гетеротрофных бактерий. На ос-
новании данных анализа 16S рДНК, мор-
фо-физиологических, хемотаксономиче-
ских и биохимических характеристик 
штаммы идентифицированы как предста-
вители родов Rhodococcus, Bacillus, 
Arthrobacter, Micrococcus, Achromobacter, 
Microbacterium, Psychrobacter, Exiquobac-
terium, Pseudomonas, Halomonas. 

Методом накопительных культур 
(среда К1, бифенил 1 г/л) с последующим 
рассевом до чистых культур из образцов 

оз. Котокель получено 1,2×106 КОЕ/г су-
хой почвы и выделено 2 штамма-деструк-
тора, принадлежащих роду Pseudomonas; 
из почв г. Перми получено 2,8×104 КОЕ/г 
сухой почвы, из них – 3 штамма-деструк-
тора родов Pseudomonas и Rhodococcus; из 
почв г. Березники – 3,1×106 КОЕ/г сухой 
почвы, из них 8 штаммов-деструкторов, 
принадлежащих родам Pseudomonas, Ar-
throbacter, Rhodococcus, Microbacterium, 
из почв г. Калуш – 88,75×106 КОЕ/г сухой 
почвы, из них 8 штаммов-деструкторов, 
принадлежащих родам Pseudomonas, 
Rhodococcus и Bacillus. Наибольшей ак-
тивностью к УВ обладали штаммы, изоли-
рованные из образцов почв г. Березники и 
г. Калуш. Таким образом, выявлена зави-
симость между количеством, разнообрази-
ем почвенных бактерий-деструкторов и 
содержанием углеводородов в почве. 

Особенности разложения ароматиче-
ских соединений и их производных под-
робно изучали у штаммов, отобранных в 
результате скрининга новых выделенных 
штаммов, а также коллекций бактериаль-
ных культур лаборатории молекулярной 
микробиологии и биотехнологии ИЭГМ 
УрО РАН и лаборатории энзиматической 
деградации органических соединений 
ИБФМ РАН им. Г.К. Скрябина. 
 

ШТАММ-ДЕСТРУКТОР АРОМАТИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ – 
RHODOCOCCUS WRATISLAVIENSIS КТ112-7 

 
Штамм КТ112-7 выделен из техноген-

но-минеральных образований калийного 
производства (г. Березники, Пермский 
край) путем накопительного культивиро-
вания. Штамм обладает культурально-
морфологическими признаками, характер-
ными для рода Rhodococcus. Штамм рас-

тет при температуре от 10–45 ºС с оптиму-
мом роста 28 ºС. Анализ нуклеотидной по-
следовательности гена 16S рРНК штамма 
КТ112-7 размером 1400 п.н., показал 
100 %-ное сходство с аналогичным геном 
типового штамма Rhodococcus wratisla-
viensis NCIMB 13082T (GenBank Z37138). 
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На основании морфофизиологических и 
молекулярно-генетических признаков 
штамм идентифицирован как Rhodococcus 
wratislaviensis. 

В клетках штамма KT112-7, выращен-
ных на БСР, методом пульс-электрофоре-
за обнаружено две мега-плазмиды разме-
ром около 470 и 500 т.п.н. (рис. 1). Стоит 
отметить, что плазмидный профиль 
штамма КТ112-7 не изменялся при куль-
тивировании как в полноценной среде, 
так и на ароматических субстратах: бифе-
нил, БК, о-ФК. 

В результате проведенных исследова-
ний было установлено, что штамм 
R. wratislaviensis КТ112-7 эффективно 
разлагает конгенеры ПХБ, содержащие 
заместителей в одном из колец молекулы 
(табл. 1). Уровень деструкции составил 
69,0–96,9 %. При этом эффективность 
разложения зависела не от положения за-
местителя (орто-, мета-, пара-), а от ко-
личества заместителей во втором кольце 
молекулы бифенила. Так, уровень дест-
рукции монозамещенных ХБ (ПХБ1, 
ПХБ2, ПХБ3) составил 96,7–96,9 %, а  
ди- и три-замещенных (ПХБ12, ПХБ29, 
ПХБ30) – 69,0–89,0 %. 

Анализ деградационной активности 
по отношению к дихлорированным бифе-

нилам, содержащим по одному замести-
телю в каждом кольце в орто- и/или  
пара- положении (ПХБ4, ПХБ8, ПХБ15), 
а также по отношению к трихлорирован-
ным бифенилам, у которых в одном из 
колец также располагается один замести-
тель в орто- или пара- положении, пока-
зал, что штамм КТ112-7 предпочтитель-
нее окисляет ортохлорированное кольцо 
молекулы ПХБ (табл. 1). На эффектив-
ность деструкции, в случае если замести-
тели располагаются в обоих кольцах мо-
лекулы, влияют оба фактора: и располо-
жение заместителей, и их количество. 

Таким образом, эффективность разло-
жения ПХБ штаммом КТ112-7 изменяет-
ся в ряду незамещенное > орто-замещен-
ное > пара-замещенное кольцо и мо-
ноХБ > диХБ ≥ триХБ. 

Анализ метаболического профиля по-
казал, что трансформация хлорированных 
бифенилов происходит через стадии обра-
зования (хлор) ГОФДК и хлорбензойных 
кислот (ХБК) (см. табл. 1). Также в среде 
были зафиксированы катехол, 4-ГБК, 
3,4-ГБК и свободные ионы хлора. Полу-
ченный результат свидетельствует о том, 
что у штамма КТ112-7 при разложении 
хлорированных бифенилов индуцируются 
не только ферменты окислительного пути 
разложения бифенила, но и ферменты, от-
ветственные за метаболизм моноаромати-
ческих соединений, в частности хлорбен-
зойных кислот. Таким образом, происхо-
дит разложение ПХБ до соединений основ-
ного обмена клетки, а ХБК не являются ко-
нечным продуктом трансформации ПХБ. 

Рис. 1. Электрофореграмма плазмидных ДНК 
ма R. wratislavensis KT112-7, выраще

на БСР: 1 – маркер молекулярных масс «DNA 
Size Markers – Yeast Chromosomal» («Bio-Rad 

Laboratories», США), 2 – плазмидные ДНК 
штамма КТ112-7 

штам нного 

Установлено, что штамм КТ112-7 ути-
лизирует не только индивидуальные ПХБ, 
но и их смеси, в частности технические 
смеси торговых марок «Делор 103» и «Со-
вол». В «остром» эксперименте за 5 суток 
культивирования штамм КТ112-7 разлага-
ет 95 % «Делора 103» и 93,8 % «Совола», 
проявляя активность ко всем конгенерам 
ПХБ, входящим в состав смесей. Также 
показано, что штамм КТ112-7 способен 
разлагать высокие концентрации «Делора 
103» (до 2,0 мг/мл). При этом эффектив-
ность деструкции снижалась на 20 %. 
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Таблица 1 
Разложение конгенеров ПХБ штаммом R. wratislaviensis КТ112-7 

Промежуточные продукты 

ГОФДК Положение 
заместителей  
в молекуле 

Хлорбен-
зойные 
кислоты, 
мкг/л 

Гидрокси-
бензойные 
кислоты, 
мкг/л 

Время,  
ч 

№ ПХБ ПХБ, 
Длина 
волны 

макс, н.м. 

(по IUPAK) мг/л ОП, 
о.е. 

0 94,25 – – – – 
2 20,6 390 0,268 – – ПХБ1 2-(орто-) 
24 3,0 390 0,247 – – 
0 94,25 – – – – 
2 26,2 392 0,401 – – ПХБ2 3-(мета-) 
24 2,9 392 0,235 – – 
0 94,25 – – – – 
2 41,7 416 0,196 18,7 25,9 ПХБ3 4-(пара-) 
24 3,1 416 0,291 23,0 19,2 
0 22,3 – – – – 
2 7,68 390 0,372 5,51 0,48 ПХБ12 3,4- 
24 5,57 390 0,235 0,53 0,19 
0 12,5 – – – – 
2 – 394 0,652 7,9 – ПХБ29 2,4,5- 
24 1,37 394 0,292 4,8 – 
0 12,5 – – – – 
2 – 449 0,349 – – ПХБ30 2,4,6- 
24 3,87 449 0,297 – – 
0 22,3 – – – – 
2 1,42 394 0,962 86,8 – ПХБ4 2,2'- 
24 0,81 394 0,761 12,3 – 
0 22,3 – – – – 
2 15,4 390 0,246 1,2 2,5 ПХБ8 2,4'- 
24 2,2 390 0,245 0,7 0,6 
0 22,3 – – – – 
2 11,6 428 0,274 3,2 0,5 ПХБ15 4,4'- 
24 4,9 428 0,508 0,3 0,3 
0 12,5 – – – – 
2 6,25 449 0,277 3,8 – ПХБ17 2,4,2'- 
24 1,38 449 0,209 2,4 – 
0 12,5 – – – – 
2 – 392 0,067 0,2 4,7 ПХБ28 2,4,4’- 
24 4,12 392 0,271 0,1 2,7 

Примечание : «– » – вещества не определены. 

 
УТИЛИЗАЦИЯ ХИМИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫХ СМЕСЕЙ 

ПОЛИХЛОРИРОВАННЫХ БИФЕНИЛОВ  
 

Изучена способность штамма Rhodo-
coccus wratislaviensis КТ112-7 разлагать 
смесь гидроксипроизводных (три-пен-
та)хлорированных бифенилов. Установле-
но, что за 5 суток в «остром» эксперимен-
те происходит разложение 0,134 мг/мл 
смеси. Штамм проявлял активность ко 
всем компонентам смеси (рис. 2). Следует 

отметить, что в среде не были зафиксиро-
ваны промежуточные продукты трансфор-
мации гидроксилированных полихлорби-
фенилов, но происходило накопление сво-
бодных ионов хлора. 

Впервые показана возможность при-
менения бактериальной деструкции в 
аэробных условиях (на примере штамма 
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а б 

Рис. 2. ГХ-хроматограмма смеси (три-пента)хлорированных гидроксибифенилов до (а)  
и после (б) бактериальной деструкции с использованием штамма R. wratislaviensis КТ112-7 

R. wratislaviensis KT112-7) к смесям, об-
разованным в результате химической мо-
дификации технической смеси полихлор-
бифенилов (ПХБ) торговой марки «Со-
вол» под действием полиэтиленгликолей 
(ПЭГ) в присутствии гидроксида калия 
или под действием 2-аминоэтанола. 

По данным газожидкостной хромато-
графии с пламенно-ионизационым и 
масс-спектрометрическим детектирова-
нием, штамм Rhodococcus wratislaviensis 
KT112-7 осуществляет разложение всех 
химических соединений, присутствую-
щих в смесях С1 и С2, образованных в 
результате взаимодействия «Совола» с 
ПЭГ различной молекулярной массы 
(МПЭГ-4 ~ 200, МПЭГ-22 ~ 1000) (рис. 3, 4). 

Установлено, что за 5 суток экспери-
мента штамм КТ112-7 разлагает 100 % мо-
нополиэтиленгликолоксипроизводных и 
полихлорбифенилолов и 90–95 % конгене-
ров ПХБ в смесях С1 и С2, при этом в сре-
де не обнаружены продукты трансформа-
ции и накапливаются свободные ионы хло-

ра (72–94 % от максимально возможного). 
Достигнута 100 %-ная деструкция сме-

си продуктов взаимодействия «Совола» и 
2-аминоэтанола за 14 суток. Методом га-
зовой хроматографии с пламенно-иониза-
ционным детектированием (ГХ-ПИД) ус-
тановлено, что штамм R. wratislaviensis 
КТ112-7 в первую очередь разрушает 
производные с аминоэтоксигруппой, так 
как характерные для них пики не регист-
рируются на хроматограмме уже на 7-е 
сутки эксперимента. При этом показано, 
что в среде не происходит накопления 
токсичных продуктов биоразложения 
(рис. 5, 6). 

Иная закономерность разложения 
смеси продуктов ПХБ марки «Совол» и 
2-аминоэтанола штаммом КТ112-7 полу-
чена при использовании ПАВ для пред-
варительного перевода соединений в 
водную фазу. В качестве ПАВ использо-
ваны сульфонол  и  Berol LFG 61 (соот-
ношение 1:2,5 по массе). При этом полу-
чена  стабильная  эмульсия. В результате  
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а 
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Рис. 3. Хроматограмма смеси С1 до (а) и после (б) бактериальной деструкции:  
II – тетрахлорбифенилолы, III – пентахлорбифенилолы, IV – монозамещенные производные 
ПЭГ-4 из пента- и гексахлорбифенилов. Жирным шрифтом указаны номера конгенеров ПХБ

не вступивших в реакцию 

разложения полученной эмульсии штам-
мом R. wratislaviensis КТ112-7 концентра-
ция смеси ПХБ с 2-АЭ в культуральной 
среде понизилась на 85 % за 14 суток 
(рис. 7). При этом установлено, что про-
исходит разложение не только смеси про-
дуктов ПХБ с 2-АЭ, но и присутствую-
щих ПАВ. Динамика убыли смешанного 
ПАВ описывается экспоненциальной кри-
вой (величина достоверности аппрокси-
мации 0,94), тогда как динамика убыли 
смеси соединений ПХБ с 2-АЭ носит ли-

нейный характер (величина достоверно-
сти аппроксимации 0,99) (см. рис. 7). Ве-
роятно, изменение тенденции убыли ис-
следуемых соединений связано с появле-
нием дополнительного источника углеро-
да для бактериальных клеток в виде пред-
ставленных в эмульсии ПАВ. При этом 
скорость деструкции ПАВ штаммом 
R. wratislaviensis КТ112-7 составляет 0,09 
(мг/мл)/сут., что на порядок выше скоро-
сти деструкции смеси соединений (1а,б-4) 
в составе эмульсии (0,009 (мг/мл)/сут.). 
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а 

б 
Рис. 4. Хроматограмма смеси С2 до (а) и после (б) бактериальной деструкции:  

II – тетрахлорбифенилолы, III – пентахлорбифенилолы. Жирным шрифтом указаны номера 
конгенеров ПХБ, не вступивших в реакцию 

 
БИОРЕМЕДИАЦИЯ ПОЛИХЛОРБИФЕНИЛ-ЗАГРЯЗНЕННОЙ ПОЧВЫ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МЕТОДА БИОАУГМЕНТАЦИИ 
 
Штамм R. wratislaviensis КТ112-7 эф-

фективно разлагает присутствующие в 
почве в результате длятельного химиче-
ского загрязнения конгенеры ПХБ, по 
своему составу близкие к смесям «Со-
вол» и «Трихлорбифенил». В результате 
внесения культуры штамма КТ112-7 
(0,75×109 КОЕ/г почвы) в почву с дли-
тельным загрязнением хлорароматиче-

скими соединениями концентрация ПХБ 
за два месяца снижается с 485 до 
15,45 мг/кг почвы. Эффективность дест-
рукции составляет 96,8 % (рис. 8). Ана-
лиз конгенерного состава ПХБ в почве 
при биоремедиации показал, что проис-
ходит снижение всех, в том числе высо-
кохлорированных, ПХБ. 

Установлено, что в результате биоре-
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Рис. 5. Хроматограммы (ГХ-ПИД) анализа экстрактов продуктов 
взаимодействия «Совола» и 2-аминоэтанола (1а,б – ПХБ, 2а-в – гидрокси-ПХБ, 

3а,б – аминоэтокси-ПХБ, 4а,б – гидрокси-аминоэтокси-ПХБ) после 
микробиологической деструкции штаммом R. wratislaviensis КТ112-7:  

0 сут. (I), 7 сут. (II), 14 сут. (III) 

Рис. 7. Динамика разложения смеси 
продуктов ПХБ марки «Совол»  
с 2-аминоэтанолом штаммом-

деструктором R. wratislaviensis КТ112-7  
в присутствии ПАВ 

Рис. 6 тов 
вза  

. Динамика разложения смеси продук
имодействия «Совола» и 2-аминоэтанола

штаммом-деструктором R. wratislaviensis 
КТ112-7 

медиации происходит снижение ток-
сичности почвы, что ведет к развитию 
микрофлоры (рис. 9). На первых эта-
пах при высоком уровне токсичности 
наблюдается значительное снижение 
количества жизнеспособных клеток 
аугментированного штамма, а так же 
практически отсутствует динамика в 
численности гетеротрофных бактерий. 

Однако в результате снижения концен-
трации ПХБ к концу первого месяца реме-
диации до уровня 260 ПДК в течение вто-
рого месяца эксперимента отмечается зна-
чительное понижение токсичности и пере-
ход почвы в категорию среднетоксичных, 
что обусловливает положительную дина-
мику в развитии численности бактериаль-
ной популяции. 
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Рис. 9. Динамика изменения численности 
бактерий в почве и индекса ингибирования 

почвы в процессе биоремедиации:  
1 – численность гетеротрофных бактерий,  

2 – численность штамма КТ112-7,  
3 – индекс ингибирования почвы 

Рис. 8. Концентрация ПХБ в почве в процессе 
емедиации при биоаугментации штам

R. wratislaviensis КТ112-7 
биор ма 

 
МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ПУТИ ТРАНСФОРМАЦИИ 

АРОМАТИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ В РАЗЛИЧНЫХ ОСМОТИЧЕСКИХ 
УСЛОВИЯХ 

 
На основании результатов предыду-

щего этапа исследования проведен ана-
лиз метаболического профиля штамма 
КТ112-7 при культивировании на бифе-
ниле, о-фталевой (о-ФК) и бензойной ки-
слотах (БК) в условиях различной соле-
ности среды с учетом данных о наличии 
в геноме штамма функциональных ге-
нов, ответственных за основные этапы 
трансформации данных субстратов. В 
результате предложена схема метаболи-
ческих путей деструкции бифенила, 
о-ФК и БК (рис. 10). 

Расщепление о-ФК происходит через 
стадию образования 3,4-дигидрокси-фта-
левой кислоты с последующей ее транс-
формацией до 3,4-дигидроксибензойной 
кислоты (3,4-ГБК). 

Разложение бифенила осуществляет-
ся по классическому пути, через стадию 
образования 2-гидроксо-6-оксо-фенил-
гекса-2,4 диеновой кислоты (ГОФДК) до 
расщепления молекулы бифенила на 
пентадиеновую и бензойную кислоты. 

Интересный результат получен при 
анализе метаболического пути разложе-
ния БК (как самостоятельного субстрата, 
так и метаболита бифенила) штаммом 
КТ112-7. При высоких концентрациях 
соли (60 г/л), для которых отмечено сни-
жение эффективности деструкции бифе-
нила, среди возможных метаболитов 
бензойной кислоты фиксировался только 
катехол, тогда как при более низких кон-
центрациях хлорида натрия в среде  
(10–50 г/л) в качестве метаболитов были 
обнаружены 4-ГБК, 3,4-ГБК и катехол. 
По-видимому, в штамме R. wratislavien-
sis КТ112-7 присутствуют два метаболи-
ческих пути разложения бензоата и при 
высоком уровне осмотической нагрузки 
на клетки штамма активируется только 
классический путь трансформации БК. 
Образовавшиеся продукты (3,4-ГБК и 
катехол) трансформируются далее фер-
ментными системами штамма КТ112-7 
до соединений основного обмена клетки. 
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Рис. 10. Схема метаболических путей разложения бифенила, БК и о-ФК 
штаммом R. wratislaviensis КТ112-7. Выделены соединения и гены, 

детектированные в настоящем исследовании

ОСОБЕННОСТИ РАЗЛОЖЕНИЯ ТЕХНИЧЕСКИХ СМЕСЕЙ 
ПОЛИХЛОРИРОВАННЫХ БИФЕНИЛОВ (ПХБ) РАЗЛИЧНЫХ 

ТОРГОВЫХ МАРОК У АКТИВНЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
 ШТАММОВ-ДЕСТРУКТОРОВ 

 
Штамм Rhodococcus sp. В7а осущест-

вляет деструкцию технических смесей 
полихлорированных бифенилов (ПХБ) 

торговых марок «Делор 103» (0,3 мг/мл) 
и «Совол» (0,5 мг/мл) в условиях «остро-
го» опыта. К концу 5-х суток количество 
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«Совола» и «Делора 103» в культураль-
ной среде составляло 13 % (рис. 11). 

Штаммы Pseudomonas sp. MD8, 
Rhodococcus sp. MD1 и Rhodococcus sp. 
MD2 проявляют деградативную актив-
ность ко всем конгенерам ПХБ, входя-
щим в состав смесей «Совол» и «Делор 
103». Уровень деструкции данных сме-
сей составляет 87,5–98,3 % при началь-
ной концентрации 0,6 мг/мл (табл. 2). 
Так же установлено, что данные штаммы 

способны утилизировать бифенил в при-
сутствии в среде повышенного содержа-
ния хлорида натрия (до 60 г/л). 

Таким образом, штаммы Rhodococcus 
sp. В7а, Pseudomonas sp. MD8, Rhodo-
coccus sp. MD1 и Rhodococcus sp. MD2 
эффективно разлагают технические сме-
си ПХБ торговых марок «Делор 103» и 
«Совол» и могут быть рекомендованы 
для использования в технологиях пере-
работки данных поллютантов. 

 

а 

б 

Рис. 11. Разложение технических смесей ПХБ марки «Делор 103» (а) и «Совол» (б) 
штаммом Rhodococcus sp. B7a 
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Таблица 2 
Разложение технических смесей ПХБ штаммами-деструкторами Pseudomonas sp. 

MD8, Rhodococcus sp. MD1 и Rhodococcus sp. MD2 
Штаммы 

Время, сут 
MD1 MD2 MD8 

«Делор 103», мг/мл 
0 0,6±0,01 0,6±0,01 0,6±0,01 
1 0,026±0,001 0,17±0,01 0,112±0,002 
5 0,021±0,002 0,16±0,01 0,107±0,003 
8 0,007±0,002 0,05±0,01 0,100±0,002 

«Совол», мг/мл 
0 0,6±0,01 0,6±0,01 0,6±0,01 
1 0,087±0,002 0,197±0,002 0,093±0,001 
5 0,076±0,002 0,070±0,002 0,074±0,001 
8 0,075±0,002 0,062±0,002 0,059±0,002 

 
РЕМЕДИАЦИЯ ПОЧВЫ, ЗАГРЯЗНЕННОЙ ПХБ, ПРИ ВНЕСЕНИИ 

БАКТЕРИАЛЬНЫХ ШТАММОВ-ДЕСТРУКТОРОВ 
 

Штаммы Rhodococcus sp. B7a и Rhodo-
coccus sp. G12a в составе консорциума эф-
фективно разлагают промышленную смесь 
хлорированных бифенилов торговой марки 
«Совол» в лесной подзолистой почве (мо-
дельные условия). 

Для создания модельных условий в 
почву вносили смесь ПХБ «Совол» до ко-
нечной концентрации 100 мг/кг и биомассу 
штаммов до концентрации 0,4 г/кг почвы. 
Установлено, что внесение бактериального 
консорциума приводит к значительному, 
статистически достоверному по отноше-
нию к контролю, снижению уровня загряз-

ненности почвы полихлорированными би-
фенилами. К концу третьего месяца экспе-
римента в почвенных образцах, содержа-
щих консорциум, обнаруживалось 3,8 мг/кг 
«Совола», тогда как в образцах, содержа-
щих только аборигенную микрофлору, ко-
личество «Совола» составляло 62,4 мг/кг. 

Таким образом, исследованный бакте-
риальный консорциум эффективно разлага-
ет хлорбифенилы в условиях модельного 
почвенного эксперимента и может служить 
основой для разработки биопрепаратов, на-
правленных на ремедиацию ПХБ-загряз-
ненных почв. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
Основной целью проекта являлось ис-

следование новых физиологических и мо-
лекулярно-биологических свойств штам-
мов аэробных бактерий, способных раз-
лагать широкий спектр органических 
поллютантов, на примере биотрансфор-
мации устойчивых к микробному разру-
шению ароматических соединений. 

На основании генетического, морфо-
физиологического и хемотаксономиче-
ского анализов показано, что почвы с раз-
личным уровнем загрязнения содержат 
гетеротрофные бактерии-деструкторы 
ароматических соединений, принадлежа-
щих родам Rhodococcus, Bacillus, Arthro-

bacter, Micrococcus, Achromobacter, Mic-
robacterium, Psychrobacter, Exiquobacte-
rium, Pseudomonas, Halomonas. 

Установлена прямая корреляционная 
зависимость между уровнем загрязнения 
почвы и количеством бактерий-деструк-
торов бифенила, содержащихся в данных 
почвах. 

Выявлено уникальное сочетание мета-
болических путей разложения ароматиче-
ских соединений в условиях повышенной 
солености среды у штамма Rhodococcus 
wratislaviensis KT112-7. На основании ана-
лиза метаболического профиля и нуклео-
тидных последовательностей генов bphA1, 
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benA и phtB установлено, что штамм 
KT112-7 осуществляет разложение о-ФК 
через стадии образования 3,4-дигидрок-
сифталевой и 3,4-дигидроксибензойной 
кислот, разложение бифенила – через БК и 
далее, при низких концентрациях NаCl (до 
50 г/л) через образование 4-гидроксибен-
зойной кислоты с последующим ее окисле-
нием, а при высоких концентрациях NaCl 
(от 60 г/л) – путем прямого окисления бен-
зойной кислоты до катехола. 

Впервые на примере штамма 
Rhodococcus wratislaviensis KT112-7 пока-
зана возможность полной утилизации 
гидрокси-производных хлорированных 
бифенилов, а также всех соединений, об-
разующихся при химической модифика-
ции технической смеси ПХБ торговой 
марки «Совол» под действием полиэти-
ленгликолей (ПЭГ) или 2-аминоэтанола 
(2-АЭ). Установлено, что штамм КТ112-7 

разлагает 100 % смеси соединений ПХБ с 
2-АЭ за 14 суток, а также 100 % монопо-
лиэтиленгликолоксипроизводных и поли-
хлорбифенилолов и 90–95 % конгенеров 
ПХБ в смесях ПХБ с ПЭГ. 

Штамм Rhodococcus wratislaviensis 
KT112-7 эффективно разлагает как инди-
видуальные конгенеры ПХБ, так и их тех-
нические смеси, проявляя активность ко 
всем конгенерам. Установлено, что разло-
жение происходит до продуктов основно-
го обмена клетки, исключая возможность 
накопления токсичных метаболитов. 

Практически и теоретически обоснова-
на возможность ремедиации ПХБ-загряз-
ненной почвы путем внесения в нее как 
индивидуальных штаммов-деструкторов 
ПХБ (на примере Rhodococcus wratislavien-
sis KT112-7), так и консорциумов штаммов 
(на примере консорциума Rhodococcus sp. 
B7a и Rhodococcus sp. G12a). 

 
Библиографический список 
1. Рыбкин А.В., Рыбкина Д.О. Оценка уровня загрязненности хлорорганическими соединениями крови 

мухоловки-пеструшки (Ficedula hypoleuca) на территории крупного промышленного центра // 
Поволжский экологический журнал. – 2006. – № 1. – С. 51–60. 

2. Strategies for bioremediation of polychlorinated biphenyls / Y. Ohtsubo, T. Kudo, M. Tsuda, Y. Nagata // 
Appl Microbiol Biotechnol. – 2004. – Vol. 65. – P. 250–258. 

3. Васильева Г.Н., Стрижакова Е.Р. Биоремедиация почв и седиментов, загрязненных 
полихлорированными бефинилами // Микробиология. – 2007. – Т. 74. – № 6. – С. 725–741. 

4. Организация метаболических путей и молекулярно-генетические механизмы биодеградации 
ксенобиотиков у микроорганизмов / В.Г. Хоменков, А.Б. Шевелев, В.Г. Жуков, Н.А. Загустина,  
А.М. Безбородов, В.О. Попов // Прикладная биохимия и микробиология. – 2008. – Т. 44. – № 2. – 
С. 133–152. 

5. Kim S., Picardal F.W. A novel bacterium that utilizes monochlorobiphenyls and 4-chlorobenzoate as a 
growth substrates // FEMS Microb. Letters. – 2000. – Vol. 185. – P. 225-229. 

6. Extensive biodegradation of highly chlorinated biphenyl and Aroclor 1242 by Pseudomonas aeruginosa 
TMU56 isolated from contaminated soils / A. Hatamian-Zarmi, S.A. Shojaosadati, E. Vasheghani-
Farahani, S. Hosseinkhani, A. Emamzadeh // Int. Biodeter.Biodegrad. – 2009. – Vol. 63. – P. 788–794. 

7. Новый аэробный грамположительный микроорганизм с уникальными свойствами деструкции 
орто- и пара-хлорированных бифенилов / Д.О. Рыбкина, Е.Г. Плотникова, Л.В. Дорофеева,  
Ю.Л. Мироненко, В.А. Демаков // Микробиология. – 2003. – Т. 72. – № 6. – C. 759–765. 

8. Плотникова Е.Г., Рыбкина Д.О., Демаков В.А. Штамм бактерий Rhodococcus ruber – деструктор 
полихлорированных бифенилов. – Патент RU 2262531 С2. 2005. Бюл. № 29. 

9. Pieper D.H. Aerobic degradation of polychlorinated biphenyls // Appl. Microbiol. Biotechnol. – 2005. – 
Vol. 67. – P. 170–191. 

10. Seeger M., Pieper D.H. Genetics of Biphenyl Biodegradation and Co-Metabolism of PCBs // in Handbook 
of Hydrocarbon and Lipid Microbiology. 2010. 

11. Wattiau P. Microbial Aspects in Bioremediation of Soils Polluted by Polyaromatic Hydrocarbons //  
in Biotechnology for the Environment: Strategy and Fundamentals. 2002. 

12. Variation in stable carbon isotope fractionation during aerobic degradation of phenol and benzoate by 
contaminant degrading bacteria / M.J. Larkin, C.C.R. Allen, J.A. Hall, R.M. Kalin, D.B. Harper // Organic 
Geochemistry. – 1999. – Vol. 30. I. 8. Part 1. – P. 801–811. 

13. Varyability of enzyme system of Nocardioform bacteria as a basis of their metabolic activity /  
I.P. Solyanikova, V.M. Travkin, D.O. Rybkina, E.G. Plotnikova, L.A. Golovleva // J. Environmental 
Science and Health. Part B. – 2008. – Vol. 43. – P. 241–252. 

 67



ВЕСТНИК  ПЕРМСКОГО  НАУЧНОГО  ЦЕНТРА  2/2014  
14. Manilal V.B., Alexander M. Factors affecting the microbial degradation of phenanthrene in soil // Appl. 

Microbiol. Biotechnol. – 1991. – Vol. 35. – P. 401–405. 
15. Analysis of changes in congener selectivity during PCB degradation by Burkholderia sp. strain TSN101 

with increasing concentrations of PCB and characterization of the bphBCD genes and gene products /  
G. Mukerjee-Dhar, T. Hatta, M. Shimura, K. Kimbara // Arch Microbiol. – 1998. – Vol. 169. – P. 61–70. 

16. Бабошин М.А., Головлева Л.А. Повышение концентрации 1-гидрокси-2-нафтойной кислоты как 
причина временной остановки роста Arthrobacter sp. K3: кинетический анализ // Микробиология. – 
2009. – Т. 78. – № 2. – С. 213–219. 

17. Бабошин М.А., Головлева Л.А. Деградация полициклических ароматических углеводородов (ПАУ) 
аэробными бактериями и ее кинетические аспекты // Микробиология. – 2012. – Т. 81. – № 6. – С. 695. 

18. Рыбкина Д.О., Гусев В.А., Плотникова Е.Г. Почвенные микроорганизмы, разлагающие ароматические 
углеводороды и карбоновые кислоты // Вестник Пермского ун-та. – 2005. – Вып. 6. – С. 115–122. 

19. Характеристика микроорганизмов, выделенных из техногенных почв Прикамья / Е.Г. Плотникова, 
Д.О. Рыбкина, Л.Н. Ананьина, О.В. Ястребова, В.А. Демаков // Экология. – 2006. – № 4. – С. 261–268. 

 
NEW PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR BIOLOGICAL PROPERTIES OF 

BACTERIA-DESTRUCTORS OF (CHLORO)AROMATIC COMPOUNDS 
 

D.O. Egorova 
 

The isolation and study of bacterial strains – destructors of aromatic compounds from soils with 
different levels of hydrocarbon contamination has been carried out. It has been found that the strains 
belong to the genera Rhodococcus, Bacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Achromobacter, 
Microbacterium, Psychrobacter, Exiquobacterium, Pseudomonas, Halomonas. 

Strains Rhodococcus wratislaviensis KT112-7, Rhodococcus sp. B7a, Rhodococcus sp. MD1, 
Rhodococcus sp. MD2, Pseudomonas sp. MD8 is decomposed a wide range of polychlorinated 
biphenyls, without the accumulation of toxic metabolites. 

The paper demonstrates for the first time the possibility to apply bacterial degradation under 
aerobic conditions to mixtures formed by chemical modification of the technical mixture of 
polychlorinated biphenyls of «Sovol» trademark under the influence of polyethylene glycol in the 
presence of potassium hydroxide or with the action of 2-aminoethanol. 

The possibility of remediation of PCB-contaminated soils using strains-destructors (R. 
wratislaviensis KT112-7) and their associations (Rhodococcus sp. B7a/Rhodococcus sp. G12a) has 
been experimentally demonstrated. 

Experimentally demonstrated the possibility of remediation of PCB-contaminated soils using 
strains-destructors (R. wratislaviensis KT112-7) and their associations (Rhodococcus sp. B7a/ 
Rhodococcus sp. G12a). 
 

Keywords: Rhodococcus, polychlorobiphenyls, degradation, bioremediation. 
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