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Промышленная деятельность человека на пла-

нете связана с накоплением значительных объемов 

опасных для окружающей среды синтетических со-

единений. В 2001 году мировым сообществом при-

нята Стокгольмская конвенция, согласно которой 

ряд стойких органических загрязнителей (СОЗ), в 

том числе полихлорированные бифенилы (ПХБ), 

подлежат полному выведению из производства, 

применения и должны быть уничтожены [11]. Од-

ним из наиболее загрязненных хлорорганическими 

соединениями городов России является г. Чапаевск 

(Самарская область), население которого составляет 

около 72 тысяч человек [16]. В ХХ веке в течение 

нескольких десятилетий до конца 80-х годов на терри-

тории города Чапаевска на химическом предприятии 

«Средне-Волжский завод химикатов» (ОАО «СВЗХ») 

осуществлялся выпуск различных хлорооганических 

соединений, таких как линдан (смесь гексахлорци-
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наиболее эффективные бактериальные ассоциации, разлагающие ПХБ. В пробах грунтов, отобранных на территории предприятия, 
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численности бактерий-деструкторов. Установлено, что бактериальные сообщества деструкторов состоят из представителей родов 
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клогексанов), гексахлорбензол, пентахлорфенол, а 

также 1,2,4-трихлорбензол, который использовался 

для изготовления содержащей ПХБ смеси – «Со-

втол-10» [8]. В результате интенсивной произ-

водственной деятельности произошло загрязнение 

территории предприятия и прилегающих городских 

территорий токсичными поллютантами. В 2005 году 

завод был ликвидирован, однако из-за устойчивости 

хлорароматиков, в частности ПХБ, их способности к 

аккумуляции почвами и грунтами территория завода до 

настоящего времени остается источником загрязнения 

и неблагоприятного воздействия на людей. Проведен-

ные c 1998 года комплексные исследования выявили 

высокое содержание ПХБ в грудном молоке женщин, 

крови людей, пищевых продуктах местного произ-

водства [16]. Также установлено, что в результате 

загрязненности территории города ПХБ отмечаются 

неблагоприятные изменения различных показателей 

состояния здоровья населения, в частности высокий 

уровень злокачественных новообразований, нару-

шений эндокринной системы, врождённых пороков 

развития, нарушений репродуктивной функции и др. 

[7]. Поэтому для предотвращения данного негатив-

ного воздействия на человека необходима разработка 

технологий очистки загрязненных ПХБ территорий. 

Основным методом очистки и восстановления почв и 

грунтов, загрязненных ПХБ, является биоремедиация, 

основанная на применении микроорганизмов-деструк-

торов, разрушающих ПХБ до безопасных соединений 

[17]. Наиболее перспективной технологией, которая 

может быть использована для детоксикации (уничто-

жения) и восстановления загрязненных ПХБ почв и 

грунтов на территории ОАО «СВЗХ» и в черте города 

Чапаевска, может быть использование ассоциаций 

аборигенных микроорганизмов-деструкторов. 

Цель работы – изучение бактериальных сообществ 

деструкторов ПХБ загрязненных грунтов предприятия 

ОАО «СВЗХ», а также оценка возможности исполь-

зования бактериальных ассоциаций для восстановле-

ния загрязненных территорий. Задачи исследования: 

оценка численности бактерий-деструкторов ПХБ 

загрязненных грунтов предприятия ОАО «СВЗХ»; 

определение таксономического состава бактерий-

деструкторов ПХБ загрязненных грунтов; отбор 

наиболее эффективных бактериальных ассоциаций, 

разлагающих ПХБ, для дальнейшего их использования 

при очистке загрязненных почв и грунтов.

Методы

С промышленных площадок ОАО «СВЗХ» были 

отобраны 6 проб грунтов, обозначенные Ch1, Ch2, 

Ch3, Ch4, Ch5, Ch6 (рис. 1). Пробы отбирались из 

верхнего слоя 20 см глубины по ГОСТ 17.4.4.02-84 [2]. 

Качественный состав и концентрацию ПХБ в 

грунтах определяли на хромато-масс-спектрометре 

Agilent 6890/5973N («Agilent», США) с кварцевой 

колонкой RESTEK RTx-5MS («Restek», США) в 

соответствии с ГОСТ Р 53217-2008 [3]. 

Известно, что биохимические пути деструкции ПХБ 

и бифинила у микроорганизмов совпадают, и, как пра-

вило, бактерии, способные к разрушению бифенила, 

могут разлагать ПХБ [17]. Выделение ассоциаций 

бактерий-деструкторов и чистых культур, учет чис-

ленности деструкторов проводили с использованием 

бифенила в качестве источника углерода и энергии. 

Ассоциации бактерий-деструкторов бифенила полу-

чали методом накопительного культивирования с 

использованием минеральной среды К1 [4]. Образцы 

грунта (1 г) вносили в колбы (объем 250 мл), со-

держащие 100 мл минеральной среды К1 и бифенил 

(1 г/л). Инкубация проводилась один месяц при 28 °С. 

Выделение штаммов-деструкторов из полученных 

бактериальных ассоциаций, а также учет численности 

деструкторов бифенила в грунтах проводили путем 

высева на агаризованную минеральную среду К1. 

Для получения агаризованной среды К1 вносили агар 

(«Sigma», США) до конечной концентрации 1,5 %. 

Бифенил в виде кристаллов добавляли на крышку 

перевернутой чашки Петри. Численность бактерий 

выражали в количестве колониеобразующих единиц 

(КОЕ) на 1 г грунта.

Бактерии идентифицировали с помощью ана-

лиза нуклеотидных последовательностей гена 16S 

рРНК. Амплификацию гена 16S рРНК проводили 

с использованием бактериальных праймеров 27F 

(5′-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3′) и 1492R 

(5′-АСGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT-3′). Поли-

меразную цепную реакцию (ПЦР) выполняли как 

описано [9]. Определение нуклеотидных последо-

вательностей гена 16S рРНК проводили с приме-

нением набора реактивов Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit v 3.1 («Applied Biosystems», США) на 

автоматическом секвенаторе Genetic Analyser 3500XL 

(«Applied Biosystems», США) в соответствии с реко-

мендациями производителя. Последовательности 16S 

Рис. 1. Места отбора проб на территории бывшего завода ОАО 

«СВЗХ» (г. Чапаевск) 
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рДНК выравнивали с помощью программы CLUSTAL 

W [18]. Филогенетический анализ нуклеотидных по-

следовательностей осуществляли как описано [9].

Предварительный отбор наиболее эффективных 

ассоциаций микроорганизмов-деструкторов осущест-

вляли по скорости роста на минеральной среде К1 с 

добавлением бифенила в качестве источника углерода 

в количестве 1 г/л. Рост бактерий оценивали путем 

изменения оптической плотности при 600 нм (ОП
600

), 

которую измеряли в течение 14 суток роста культур в 

жидкой среде К1 при инкубировании на термостати-

руемом шейкере (100 об/мин) при температуре 28 °С.

Способность к деструкции ПХБ выделенных бакте-

риальных ассоциаций оценивали в опытах с отмытыми 

клетками. Культуры выращивали в жидкой среде К1 

с бифенилом (1 г/л) при 28 °С до ОП
600 

= 1,0. От-

мытые дважды в среде К1 клетки (1 мл, ОП
600 

= 2,0) 

переносили во флаконы с тефлоновыми крышками. 

В качестве субстрата вносили технические смеси 

ПХБ: «Делор 103» – 140 мг/л, «Совол» – 530 мг/л. 

«Делор 103» и «Совол» представляют собой коммер-

ческие смеси ПХБ, выпускавшиеся промышленностью 

Чехословакии и СССР соответственно. «Делор 103» 

содержит дихлорбифенилы (10 %), трихлорбифени-

лы (50 %), тетрахлорбифенилы (30 %), а также 

в небольших количествах – пентахлорбифенилы, 

гексахлорбифенилы, гептахлорбифенилы [12]. «Со-

вол» состоит из смеси тетрахлорбифенилов (20 %), 

пентахлорбифенилов (50 %), гексахлорбифенилов 

(20 %), в незначительных количествах в смеси 

присутствуют также три- и гептахлорбифенилы [1].

Количественный анализ ПХБ в клеточных куль-

турах проводили с использованием газового хрома-

тографа GC6890N («Agilent Technology», США) с 

масс-селективным детектором MSD5973N («Agilent 

Technology», США). Культуральную жидкость экс-

трагировали смесью конц. Н
2
SO

4
 – 12,5 % доде-

цилсульфат натрия – гексан (1:10:25) в течение 60 

мин при 30 оС, скорость перемешивания 200 об/

мин. Полученные экстракты обезвоживали Na
2
SO

4 

и анализировали.

Продукты деградации хлорбифенилов в клеточных 

культурах определяли спектрофотометрически и 

методом ВЭЖХ [14]. Культуральную жидкость очи-

щали от бактериальных клеток центрифугированием 

(9 660 г в течение 3 мин на центрифуге miniSpin 

(«Eppendorf», Германия). Надосадочная жидкость ис-

пользовалась для дальнейших анализов. Образование 

продуктов мета-расщепления ароматического кольца 

хлорбифенилов – 2-гидроксо-6-оксо-(хлорфенил)

гекса-2,4-диеновые кислоты (ГОФДК) определя-

ли на спектрофотометре UV-Visible BioSpec-mini 

(«Shimadzu», Япония) при l
макс

 от 390 нм до 440 

нм. Наличие в супернатанте хлорбензойных (ХБК) 

и гидроксибензойных ((ОН)БК) кислот определяли 

на хроматографе LC-20A («Shimadzu», Япония) с 

колонкой Discovery C18 (150×4,6 мм) («Supelco», 

«Sigma-Aldrich», США) и УФ-детектором при 205 

нм. Анализ проводили в системе ацетонитрил-0,1 % 

Н
3
РО

4 
(70:30). Идентификацию проводили с по-

мощью сравнения времени удержания на колонке 

исследуемых и стандартных соединений. Количество 

образовавшихся продуктов оценивали по величине 

площади и высоты пиков на хроматограмме отно-

сительно данных величин стандартных соединений.

Статистическую обработку данных проводили с 

помощью программы STATISTICA 6.0. Для описания 

результатов исследования применяли стандартные 

методы параметрической статистики: рассчитывали 

среднее арифметическое (M), стандартное откло-

нение (SD). Сравнение двух групп проводилось при 

помощи двустороннего критерия Стьюдента. Крити-

ческим уровнем значимости принимался в данном 

исследовании 0,05.

Результаты 

Территория ОАО «СВЗХ» (г. Чапаевск) длительное 

время загрязнялась полихлорированными бифенилами 

[16]. Во всех пробах грунта, отобранных на территории 

предприятия, отмечено превышение ПДК по ПХБ. 

Наиболее загрязненными являлись пробы Ch2 и Ch4, 

уровень ПДК в которых превышен в 17,9 и 12,2 раза 

соответственно (табл. 1). Менее загрязненными были 

пробы грунтов Ch1, Ch3, Ch5, Ch6 с превышением 

концентрации ПХБ по ПДК в 3,6; 5,4; 4,8 и 6,8 

раза соответственно. Спектр ПХБ, обнаруженных в 

пробах, соответствовал составу коммерческой смеси 

ПХБ «Совол». 

Таблица 1

Географическое положение, суммарное содержание ПХБ 

и численность бактерий-деструкторов бифенила 

в исследованных грунтах

Название 

проб

Географиче-

ское поло-

жение точек 

отбора проб

Концентрация 

ПХБ, мг/кг

(превышение 

ПДК)*

Численность 

бактерий-деструк-

торов бифенила, 

КОЕ/г

Ch1
53°00’02.5”N 

49°42’00.4”E
0,21±0,03 (3,5) (4,0±0,2)×106

Ch2
52°59’39.4”N 

49°41’37.4”E
1,07±0,09 (17,8) (1,5±0,1)×107 

Ch3
52°59’56.8”N 

49°41’13.0”E 
0,33±0,02 (5,5) (6,8±0,3)×106

Ch4
53°00’03.5”N 

49°41’09.9”E
0,73±0,08 (12,2) (8,2±0,4)×106

Ch5
53°00’08.7”N 

49°41’11.0”E
0,29±0,02 (4,8) (4,6±0,2)×106

Ch6
53°00’18.2”N 

49°41’32.0”E
0,41±0,06 (6,8) (8,6±0,4)×106

Примечание. * – для почв, загрязненных ПХБ, ПДК состав-

ляет 0,06 мг/кг [6].

В исследованных пробах грунтов были выявлены 

сообщества бактерий-деструкторов бифенила. При 

этом численность бактерий-деструкторов бифенила в 

грунтах зависела от концентрации в них ПХБ. Наи-

большее количество бактерий-деструкторов (1,5×107) 

выявлено в образце Ch2, содержавшем наиболее 

высокую концентрацию ПХБ, наименьшее (4,0×106 

и 4,6×106) – в образцах Ch1 и Ch5 с наименьшим 

содержанием ПХБ (см. табл. 1). 



6

Экология человека 2016.03Окружающая среда

Методом накопительного культивирования из за-

грязненных грунтов были получены 6 ассоциаций 

бактерий-деструкторов бифенила, обозначенные 

аналогично пробам грунта (Ch1, Ch2, Ch3, Ch4, Ch5, 

Ch6). Изучение состава ассоциаций бактерий-де-

структоров бифенила показало, что в ассоциации Ch1 

преобладают представители родов Achromobacter, 

Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus, ассоциации 

Ch2 – штаммы родов Pseudomonas, Arthrobacter, 

Microbacterium, Ch3 – штаммы рода Pseudomonas, 

Ch4 – штаммы рода Acinetobacter, Ch5 – штаммы, 

принадлежащие родам Acinetobacter, Bacillus, Ch6 

– штаммы, принадлежащие родам Pseudomonas, 

Rhodococcus (табл. 2).

Таблица 2

Идентификация бактерий, выделенных 

из бактериальных ассоциаций

Штамм

Близкородственные типовые 

штаммы 

(по гену 16S рРНК)

Сходство,

%

Ch1-2 Achromobacter marplatensis B2Т 99,9

Ch4-6, Ch5-1
Acinetobacter calcoaceticus 

DSM 30006Т 99,9

Ch1-С1, Ch2-7 Arthrobacter oryzae KV-651Т 99,9

Ch5-7
Bacillus cereus ATCC 14579Т

Bacillus anthracis ATCC 14578Т

100

100

Ch1-С6, Ch5-6 Bacillus simplex NBRC 15720Т 100

Ch2-8 

Microbacterium maritypicum 

DSM 12512Т

Microbacterium oxydans DSM 

20578Т

100

100

Ch3-2 
Pseudomonas benzenivorans 

DSM 8628Т 100

Ch3-4 
Pseudomonas geniculata ATCC 

19374Т 98,6

Ch1-С3, 

Ch1-С7, Ch2-1, 

Ch3-9, Ch6-5, 

Ch6-7 

Pseudomonas monteilii CIP 

104883Т

Pseudomonas plecoglossicida 

FPC951Т

99,7

Ch6-511

Rhodococcus wratislaviensis 

BCIMB 13082T

Rhodococcus opacus DSM 

43205T

100

100

Примечание. Жирным шрифтом выделена часть номера 

штамма, соответствующая обозначению ассоциации бактерий, из 

которой данный штамм был выделен.

Для дальнейшей работы были отобраны ассоциации 

бактерий-деструкторов Ch2 и Ch6, показавшие наи-

более активный рост на среде с бифенилом. Через 

14 суток оптическая плотность ассоциации бактерий, 

полученной из накопительной культуры почвы Ch2, 

составляла 0,572 о. е., а из накопительной культуры 

почвы Ch6 – 0,642 о. е. (рис. 2). В опытах с отмы-

тыми клетками было установлено, что ассоциации 

Ch2 и Ch6 разлагают 99,98 % смеси ПХБ «Делор 

103» и 99,96 % смеси ПХБ «Совол» в течение 8 

суток, при этом в среде культивирования фиксируется 

накопление промежуточных продуктов деструкции 

ПХБ (ГОФДК, ХБК, (ОН)БК) с последующей их 

утилизацией (табл. 3). 

Рис. 2. Рост ассоциаций бактерий на среде К1 с бифенилом (1 

г/л) через 14 суток 

Таблица 3

Деструкция коммерческих смесей ПХБ 

ассоциациями бактерий

Ассо-

циа-

ция

Время 

деструк-

ции, 

сутки

Концен-

трация 

смеси 

ПХБ, мг/л

Промежуточные продукты

ГОФДК, 

о.е.

ХБК, 

мкг/л

(ОН)БК, 

мкг/л

«Делор 103»

Ch2

1 0,58±0,02 6,45±0,01 0,06±0,02 0,15±0,02

4 0,47±0,02 4,91±0,02 0,05±0,02 0,05±0,02

8 0,03±0,01 4,12±0,01 0,02±0,01 0,02±0,01

Ch6

1 1,17±0,03 1,97±0,01 0,29±0,01 0,99±0,01

4 0,66±0,02 1,29±0,01 0,08±0,02 0,47±0,01

8 0,03±0,01 0,86±0,02 0,04±0,01 0,07±0,01

«Совол»

Ch2
4 0,51±0,02 0,47±0,04 0,03±0,01 0,04±0,01

8 0,23±0,02 0,53±0,03 0,02±0,01 0,03±0,01

Ch6
4 0,49±0,01 0,32±0,04 0,06±0,02 0,04±0,01

8 0,19±0,01 0,14±0,02 0,04±0,01 0,02±0,01

Примечание. о.е. – оптические единицы; ГОФДК – 2-гидроксо-

6-оксо-(хлорфенил)гекса-2,4-диеновые кислоты; ХБК – хлорбен-

зойные кислоты; (ОН)БК – гидроксибензойные кислоты.

Обсуждение результатов

Несмотря на опасность ПХБ из-за их токсичности 

и широкой распространенности, микробные сообще-

ства деструкторов ПХБ загрязненных экосистем из-

учены недостаточно. В результате проведенных нами 

исследований показано, что бактерии-деструкторы 

бифенила/полихлорированных бифенилов (ПХБ) яв-

ляются частью микробного сообщества загрязненных 

грунтов на территории ОАО «СВЗХ» (г. Чапаевск, 

Самарская область). Численность бактерий-деструк-

торов бифенила, которые потенциально способны раз-

лагать ПХБ, в исследованных загрязненных грунтах 

составляла 4,0×106–1,5×107. При этом с увеличением 

концентрации в грунтах ПХБ отмечено повышение 

численности бактерий-деструкторов бифенила. Сход-

ные результаты были получены на примере морских 

экосистем, для которых установлено, что численность 

ПХБ-трансформирующих и ПХБ-толерантных бакте-

рий также зависит главным образом от загрязненности 

ПХБ [5]. Наличие бактерий-деструкторов ПХБ в 



7

Экология человека 2016.03 Окружающая среда

загрязненных средах свидетельствует о способности 

экосистем к самоочищению, в то же время длительное 

сохранение ПХБ в исследованных грунтах указывает 

на медленную скорость данного процесса и на не-

обходимость проведения мероприятий по их очистке. 

В бактериальном сообществе деструкторов би-

фенила/ПХБ загрязненных грунтов на террито-

рии ОАО «СВЗХ» выявлены представители ро-

дов Achromobacter, Pseudomonas, Arthrobacter, 

Microbacterium, Acinetobacter, Bacillus, Rhodococcus. 

Проведенные исследования состава микробного со-

общества почв/грунтов, загрязненных ПХБ, в окрест-

ностях г. Виттенберг (Германия) показали, что большая 

часть сообщества была представлена микроорганиз-

мами, относящимися к классу Betaproteobacteria, в 

частности к родам Burkholderia, Variovorax, Xylophilus, 

Nevskia и Sphingomonas [15]. В меньшем количе-

стве были представлены бактерии, относящиеся к 

классам Alphaproteobacteria (Rhodopila globiformis) 

и Acidobacteria (Acidobacterium capsulatum). Пред-

ставители класса Actinobacteria присутствовали в не-

значительном количестве. Наибольшей деградативной 

активностью по отношению к ПХБ в данных почвах 

обладали бактерии рода Burkholderia. В другом иссле-

довании загрязненных почв/грунтов, отобранных в раз-

личных областях Германии, напротив, было показано 

доминирование представителей класса Actinobacteria 

(роды Rhodocoсcus, Nocardiopsis, Terrabacter) с пре-

обладанием Rhodocoсcus opacus, в меньшей степени 

были представлены роды Bacillus (класс Bacilli), 

Alcaligenes (класс Betaproteobacteria) и Yersinia (класс 

Gammaproteobacteria) [19]. В сообществах бактерий-

деструкторов бифенила/ПХБ, которые были получены 

из грунтов, отобранных в разных местах на территории 

ОАО «СВЗХ» (см. рис. 1), доминировали представите-

ли классов: Actinobacteria – в ассоциациях Ch1, Ch2 и 

Ch6, Alphaproteobacteria – в ассоциации Ch1, Bacilli 

– в ассоциации Ch1, Ch5, Gammaproteobacteria – 

в ассоциациях Ch1, Ch2, Ch3, Ch4, Ch5, Ch6 (см. 

табл. 2). Данные различия таксономического состава 

бактерий сообществ деструкторов бифенила/ПХБ об-

условлены, вероятно, отличием экологических условий 

(влажностью, содержанием элементов минерального 

питания, концентрацией сопутствующих загрязнителей 

и т. д.).

Следует отметить, что в реальности почвы и 

грунты, как правило, загрязнены не отдельными 

конгенерами ПХБ, а их смесями различного состава. 

Выделенные нами бактериальные ассоциации Ch2 и 

Ch6 способны к эффективному разложению смесей 

«Делор 103» и «Совол». Ранее описана способность 

к деструкции промышленной смеси ПХБ «Делор 103» 

для трех бактериальных сообществ, выделенных из 

районов, загрязненных ПХБ [10]. Два микробных 

сообщества осуществляли деградацию изомеров ПХБ 

с небольшим количеством заместителей в молекуле 

(ди- и трихлорбифенилов), одно из бактериальных 

сообществ осуществляло 50 % деструкцию 28 изо-

меров ПХБ, входящих в состав данной коммерческой 

смеси. При этом известно лишь несколько штаммов, 

эффективно разлагающих широкий спектр ПХБ [13], 

и до настоящего времени отсутствуют коммерческие 

биопрепараты для эффективной очистки почв и грун-

тов, загрязненных смесью «Совол». Таким образом, 

выделенные бактериальные ассоциации могут быть 

использованы для разработки новых экобиотехно-

логий очистки загрязненных ПХБ почв и грунтов.

Работа выполнена при поддержке Министер-

ства образования и науки Российской Федера-

ции в рамках Соглашения № 14.574.21.0028 от 

17 июня 2014 г. (уникальный идентификатор 

RFMEFI57414X0028).
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