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АНОТАЦІЯ 

Дімова М.І. Мікробіоценози  забруднених гексахлорбензолом грунтів 

України та шляхи їх біоремедіації. – Кваліфікаційна наукова праця на правах 

рукопису.  

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за 

спеціальністю 091 «Біологія» (09 – Біологія). – Інститут мікробіології і 

вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, Київ, 2023 р. 

Дисертаційну роботу присвячено визначенню впливу гексахлорбензолу 

(ГХБ) на мікробні угруповання і біологічну активність різних типів ґрунтів 

України, виділенню та ідентифікації мікроорганізмів, потенційно здатних до 

розкладу  цього токсиканту, дослідженню їх адаптивних фізіологічних 

реакцій, розробці науково обґрунтованих  комплексних заходів очищення 

ґрунтів від хлорорганічного забруднення з використанням деструкційного 

потенціалу виділених штамів і рослин-фіторемедіантів. 

Ґрунтові мікробні угруповання беруть активну участь у біогеохімічних 

процесах ґрунту, а також виступають індикатором його екологічного стану. 

Проблема відновлення біологічної активності ґрунтів, забруднених внаслідок 

інтенсивного застосування хлорорганічних пестицидів, є актуальною у світі і 

в Україні. Актуальним напрямком досліджень є виділення і вивчення 

мікроорганізмів, здатних до деструкції  цього полютанту  і  подальшого 

застосування їх у заходах біоремедіації. На сьогодні вплив гексахлорбензолу 

на  мікробні угруповання і біологічну активність різних типів грунтів 

України, адаптивні фізіологічні реакції  до нього мікробних клітин, а також 

здатність мікробних штамів розкладати цей персистентний забрудник 

залишаються невивченими.  

Наукова новизна роботи полягає в тому, що вперше визначено вплив 

гексахлорбензолу на чисельність і активність ґрунтової мікробіоти, 

встановлено, що мікробні угруповання трьох найпоширеніших типів ґрунтів 

України (чорноземного, темно-каштанового та дерново-підзолистого) є 

ДІМОВА
МАРІЯ

ІВАНІВНА
Ідентифікаційний

код
3370316685

   



2 
 

чутливими до цього пестициду. Виділено та ідентифіковано нові штами 

Comamonas testosteroni УКМ В-400 і В-401, вивчено їх адаптивні реакції, що 

зумовлюють резистентність до ГХБ. Вперше для представників виду  C. 

testosteroni встановлено здатність до деструкції ГХБ.  Отримано нові дані 

щодо позитивного впливу виділених штамів на розвиток рослин і їх стійкість 

до захворювань за умов росту у  забрудненому гексахлорбензолом ґрунті. 

Отримані результати розширюють знання про взаємодію мікроорганізмів зі 

стійкими хлорорганічними  полютантами і є науковою основою для більш 

ефективного застосування потенційних штамів-деструкторів у біоремедіації 

ґрунтів, забруднених хлорорганічними сполуками. 

Проведеними дослідженнями вперше встановлено, що мікробіоценози 

чорноземного, темно-каштанового та дерново-підзолистого грунтів чутливі 

до впливу гексахлорбензолу. Чисельність бактерій еколого-функціональних 

груп за експериментального забруднення дозою ГХБ 10 гранично 

допустимих концентрацій (ГДК) знижувалась на 10 – 15% порівняно з 

незабрудненим контролем у всіх трьох типах ґрунтів. Одними з найбільш 

чутливих до високих доз забруднення виявилися фосфатмобілізувальні 

бактерії. За умов токсичного навантаження 500 ГДК ГХБ чисельність цієї 

групи знизилась на 40 і 46% від контролю, відповідно, у дерново-

підзолистому та темно-каштановому ґрунтах. За найвищої дози забруднення 

(10 000 ГДК) зменшення чисельності у трьох типах ґрунтів складало 47,9 – 

82,7% від контролю.  Стрептоміцети також виявилися дуже чутливими до 

ГХБ, за дії дози 500 ГДК чисельність зменшувалася на 52 – 56%, а за дози 

ГХБ 10 000 ГДК на 70 – 90% від контролю. Чутливі групи мікроорганізмів 

запропоновано використовувати, як індикаторні у мікробіологічному 

моніторингу. 

У ґрунтах трьох типів чисельність амілолітичних, амоніфікувальних і 

олігонітротрофних бактерій  зменшувалась за дії дози 500 ГДК на  21 – 

56,4%, а найвищої дози (10000 ГДК)  –  на 46,8 – 74,4% від контролю. 

Ґрунтові мікроміцети були найбільш стійкими до ГХБ.  У чорноземному і 
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дерново-підзолистому ґрунтах  їхня чисельність за дії доз ГХБ у всьому 

досліджуваному діапазоні від 10 до 10000 ГДК зменшувалась не більше, ніж 

на 26,2 – 37% порівняно з незабрудненим контролем. 

За дії 10000 ГДК ГХБ швидкість базального дихання зменшувалась у 

чорноземному, темно-каштановому та дерново-підзолистому ґрунтах  

відповідно на 50, 47, 36%.  За додавання енергетичного субстрату (глюкози) 

зростала активність субстрат-індукованого дихання, що  свідчило про 

підвищення фізіологічної активності мікроорганізмів. За найбільшого 

забруднення 10000 ГДК швидкість субстрат-індукованого дихання 

знижувалась порівняно з контролем у чорноземному та темно-каштановому 

ґрунтах втричі, дерново-підзолистому – у 2,6 рази. 

Чутливість  грунтових мікробіоценозів до ГХБ засвідчила про 

необхідність проведення біоремедіаційних заходів.  

Одним з важливих етапів розробки наукових основ вирішення 

проблеми забруднення ґрунтів є виділення та ідентифікація нових штамів 

бактерій, здатних до деструкції  токсичних речовин, для подальшого 

застосування їх у процесах біологічного відновлення ґрунту. Із ґрунту 

полігону захоронення хлорорганічних відходів хімічного підприємства (м. 

Калуш, Івано-Франківської області) було ізольовано бактеріальні культури № 

46 і 47, резистентні до ГХБ іздатні до його деструкції. Таксономічне 

положення ізолятів було встановлено, використовуючи дані про 

морфологічні, фізіолого-біохімічні властивості, хемотаксономічну  

характеристику та   послідовність генів 16S рРНК. За морфологічними 

ознаками ізоляти № 46 і 47 є грамнегативними паличками   розмірами 0,4 × 

2,5 мкм і 0,3 × 2,1 мкм, відповідно.  Встановлено наступні фізіолого-

біохімічні властивості досліджуваних ізолятів: аеробні, каталазопозитивні та 

оксидазопозитивні, здатні до підлуження лактату та сукцинату, проявляють 

тірозинариламідазну, пірролідон-ариламідазну активності, нездатні 

асимілювати малонат, цитрат натрія, глюкозу, лактозу, трегалозу та інші 

цукри, відсутня продукція сірководню.  
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Хемотаксономічні властивості було визначено за спектром жирних 

кислот загальних клітинних ліпідів. У жирнокислотних спектрах 

досліджуваних ізолятів №  46 і 47 виявлено жирні кислоти з довжиною 

вуглецевого ланцюгу від С10 до С18, а саме: ненасичені – гексадеценову 

(С16:1cis 9) та cis-9 октадеценову кислоти (C18:1 cis 9); насичені – додеканову 

(C12:0), тетрадеканову (С14:0), гексадеканову (С16:0), гептадеканову (C17:0), 

октадеканову (C18:0) кислоти; оксикислоти – 2-гідроксигексадеканову (C16:0 

2OH) та 3-гідроксидеканову (C10:0 3OH). Домінуючими за кількістю у 

жирнокислотних спектрах були ненасичені – гексадеценова (С16:1cis 9) і cis-9 

октадеценова кислоти (C18:1 cis 9) та насичена – гексадеканова (С16:0) кислоти, 

вміст яких у ліпідах клітин становив понад 70%, що є характерним для роду 

Comamonas. Виявлення у жирнокислотному спектрі обох ізолятів таких 

маркерних кислот, як  2-гідроксигексадеканової (C16:0 2OH) та 3-

гідроксидеканової (C10:0 3OH) у межах 2 – 5% від загального вмісту жирних 

кислот, підтвердили їх приналежність до представників роду Comamonas. 

Характерним для виду C. testosteroni є вміст (2 – 7%) 2-

гідроксигексадеканової (C16:0 2OH), тетрадеканової (С14:0) (< 1%) кислот, 

відсутність пентадеканової (С15:0) кислоти, що відрізняє цей вид від інших 

представників цього роду. Саме такий вміст маркерних жирних кислот 

виявлено у клітинних ліпідах досліджуваних ізолятів.  

Філогенетичний аналіз генів послідовності 16S рРНК показав, що 

ізолят № 47 має подібність на 98,05 до штаму Comamonas testosteronі LMG 

1800 (депонований референтний штам у базі GenBank ), а ізолят № 46 

споріднений до Comamonas testosteronі LMG 1800 на 97,77%, що дає підстави 

віднести ці два ново виділені штами до виду Comamonas testosteronі. Штами 

зареєстровано в Українській колекції мікроорганізмів під номерами УКМ В-

400 та В-401, депоновано у базі GenBank під номерами MW861636 та 

MW861637. 

  Оскільки ці штами були толерантними до високого вмісту ГХБ у 

середовищі культивування, було проведено вивчення їх здатності до 
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деструкції цього пестициду. Після 7-ми добового культивування у рідкому 

середовищі LB з додаванням 10, 20 і 50 мг/л ГХБ, його концентрації 

зменшились відповідно у культуральій рідині C.testosteroni УКМ В-400 на 

70,2%, 64,0%, 58,5%, а C.testosteroni УКМ В-401 – на 70,1%, 68,7%, 56,2%. 

Отже, нами вперше встановлено здатність представників виду C.testosteroni 

знижувати концентрацію ГХБ. Експериментальне підтвердження потенційної 

деструкційної активності нововиділених штамів дозволяє віднести їх до 

культур, які мають перспективу використання у заходах відновлення ґрунтів 

від хлорорганічного забруднення. Проте для цього необхідно було вивчити 

фізіологічні адаптивні реакції штамів до дії ГХБ. 

Однією з найбільш поширених фізіологічних реакцій бактерій до дії 

токсичних речовин є зміна кількісного складу і співвідношення жирних 

кислот мембранних ліпідів шляхом збільшення відносного вмісту насичених 

кислот, що призводить до зменшення проникності мембрани. У бактерій C. 

testosteroni УКМ B-400 і B-401 у відповідь на присутність ГХБ в середовищі 

культивування було відзначено збільшення відносного вмісту С17-

циклопропанової (2-гексил-циклопропаноктанової) кислоти. Було проведено 

розрахунок індексів ненасиченості ліпідів, плинності та середньої довжини 

карбонового ланцюга жирної кислоти, які характеризують ліпідний склад 

мембран. Індекс ненасиченості ліпідів мембрани для штамів C. testosteroni 

УКМ B-400 і В-401 у чистому контролі культури становив 0,52 і 0,6, а за дії 

дози 20 мг/л ГХБ знизився відповідно до 0,36 і 0,56. Це сприяло зниженню 

плинності цитоплазматичної мембрани, що зменшувало  токсичний вплив 

ГХБ. Найбільш виражено індекс ненасиченості ліпідів змінився за дії дози 20 

мг/л ГХБ, при цьому вміст гексадеканової кислоти збільшився на 8,4 % у 

штаму В-400  і на 4,5% у штаму В-401, порівняно з  контролем.  

Наявність ГХБ у середовищі культивування спричиняла оксидативний 

стрес у досліджуваних штамів, про що свідчили показники перекисного 

окиснення ліпідів. Фізіологічна реакція C. testosteroni  В-400 і В-401 на 

присутність ГХБ відрізнялася більш високим порівняно з контролем вмістом 
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у бактеріальних клітинах первинних продуктів перекисного окиснення 

ліпідів – дієнових кон’югатів (за дози 20 мг/л ГХБ  у  штаму  В-400, а у 

штаму  В-401 – у всіх дослідних варіантах). Вміст вторинних продуктів –  

триєнових кон’югатів і третинних продуктів – основ Шиффа був значно 

значно нижчим за токсичного навантаження ГХБ, що свідчить про активацію 

механізмів резистентності. Вміст малонового діальдегіду (МДА)  у штаму В-

400 був нижчим, ніж у чистому контролі.  Нами було показано, що за 

присутності ГХБ індекс ненасиченості ліпідів мембрани у штаму В-400 

значно зменшився, порівняно з чистим контролем, а МДА утворюється при 

взаємодії вільних радикалів з СН3-кінцями ненасичених жирних кислот, тому 

вміст МДА значно знизився. Такі ж фізіологічні реакції спостерігали і у 

штаму В-401. Для оцінки антиоксидантної відповіді на ГХБ у штамів В-400 і 

В-401 було досліджено активність каталази та пероксидази. Активність 

каталази у C. testosteroni В-401 була значно вищою, ніж у штаму В-400. 

Порівняно з чистим контролем у всіх варіантах з додаванням  ацетону (як 

розчинника ГХБ), а також  10 мг/л ГХБ каталазна активність  зростала майже 

у 2,5 рази. За впливу  дози 20 мг/л ГХБ активність каталази була дещо 

нижчою, що можна пояснити підвищенням рівня насиченості ліпідів, 

відносно чистого контролю. Пероксидазна активність у штамів C.testosteroni 

В-400 і В-401  була невисокою, в порівнянні з активністю каталази. 

Активність пероксидази у штаму В-400 за умов росту у середовищі з вмістом 

10 і 20 мг/л ГХБ була  в 1,4 рази вищою, ніж у чистому контролі. Активність 

пероксидази у штаму В-401 була вищою у 6,5 і 4,8  разів, ніж у контролі, 

відповідно для доз 10  і 20 мг/л ГХБ. Зниження рівня активності пероксидази  

за дози 20 мг/л ГХБ, відносно чистого контролю, свідчило про активність 

інших механізмів резистентності, а саме,  підвищення рівня насиченості 

мембранних ліпідів. Активність ферментів антиоксидантного захисту  була 

більш вираженою у штаму C.testosteroni В-401. 

Біоаугментація грунту штамами бактерій, потенційних деструкторів 

цільових полютантів, є ефективним підходом для оздоровлення забрудненого 
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пестицидами середовища. У вегетаційних дослідах з експериментальним 

забрудненням грунту було показано, що внесення культуральної рідини 

досліджуваних штамів позитивно впливало на розвиток рослин томатів, що 

підтверджувалося підвищенням усіх біометричних показників. Порівняно з 

рослинами, що розвивалися у забрудненому ґрунті (доза забруднення 30 мг 

ГХБ/кг ґрунту), при застосуванні штамів В-400 та В-401 зростали відповідно: 

маса рослин – на 17,5 та 20,0 %,  маса кореня на 19 та 24,4%. У той час як  у 

рослин, вирощуваних у забрудненому ГХБ ґрунті, спостерігалося 

пригнічення накопичення маси рослин до 46%, порівняно з незабрудненим 

варіантом. Використання штаму C. testosteroni УКМ B-401 сприяло 

підвищенню маси коренів у варіанті з 30 мг/кг  ГХБ на 24,4%, а у варіанті зі 

100 мг/кг ГХБ на 14,6%. 

Біоаугментація штамами C. testosteroni УКМ B-400 і B-401 сприяла 

підвищенню стійкості до фітопатогенів рослин томатів. Застосування 

культуральної рідини штамів C. testosteroni підвищувало стійкість до  

фітопатогенів Clavibacter michiganensis УКМ В-629 у рослин, вирощуваних у 

незабрудненому грунті на  28 – 36% порівняно з контролем, де штами не 

застосовувались. У варіантах із ГХБ забрудненням з подальшою 

інтродукцією культуральної рідини бактерій стійкість до Clavibacter 

michiganensis УКМ Ас-629 підвищувалась на 8 – 16%. Стійкість томатів до 

Alternaria alternata УКМ F-16866 у варіантах з біоаугментацією 

незабрудненого ґрунту зростала на 32%, від контролю з незабрудненим 

ґрунтом. Рівень ураження  мікозом листя томатів у варіантах із 

біоаугментацією забрудненого ГХБ ґрунту зменшився на 20 – 28%, 

порівняно з забрудненим контролем, де штами не було застосовано. 

У польових умовах було підтверджено біоремедіаційну ефективність C. 

testosteroni УКМ B-400, як монокультури так і у комплексі з  кукурудзою 

(Zea mays L.) сорту Олена. Внаслідок застосування комплексної біоремедіації 

на основі кукурудзи-ремедіанта та культуральної рідини штаму С. testosteroni 

УКМ B-400 протягом вегетаційного періоду, зниження вмісту ГХБ у грунті 
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становило 82%, у варіанті з інтродукованої монокультурою С. testosteroni 

УКМ B-400 – 70%, а застосування фіторемедіанта без бактерій дало 

зниження тільки на 27,3%. Концентрація ГХБ у забрудненому варіанті без 

ремедіантів змінилася на рівні статистичної похибки. Ці результати 

підкреслили ключову роль мікроорганізмів у зменшенні токсичного 

навантаження  грунту. 

Практичне значення отриманих результатів. Виявлено найбільш 

чутливі до ГХБ  групи ґрунтових мікроорганізмів, які запропоновано  

використовувати у моніторингу екологічного стану забруднених 

пестицидами ґрунтів. На підставі отриманих експериментальних результатів 

про здатність виділених штамів знижувати вміст гексахлорбензолу і 

позитивно впливати  на розвиток рослин в умовах забруднення розроблено 

наукові основи практичних заходів комплексної мікробної і фіторемедіації 

грунтів, забруднених ГХБ. Виділені штами C.testosteroni УКМ В-400 та В-

401 поповнили Українську колекцію мікроорганізмів Інституту мікробіології 

і вірусології ім. Д.К.Заболотного НАН України, а послідовність генів 16S 

рРНК задепоновано у базі GenBank.  

Ключові слова: мікроорганізми, гексахлорбензол, стреси, деструкція, 

мікробіоценоз, ідентифікація, жирні кислоти, Comamonas testosteronі УКМ В-

400 і В-401, біоремедіація, антиоксидантна система захисту, фітотоксичність, 

стресова толерантність, консорціум грунтових мікроорганізмів, 

мікробіологічна активність, сільськогосподарські рослини.  

 

SUMMARY 

Dimova M.I. Microbiocenoses of hexachlorobenzene contaminated soils in 

Ukraine and its bioremediation measures. – Qualifying scientific work on 

manuscript rights. 

Dissertation for obtaining the scientific degree of Philosophy Doctor in 

specialty 091 "Biology" (09 - Biology). – Institute of Microbiology and Virology 
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named after D.K. Zabolotny National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 

2023. 

The dissertation is devoted to the determination of the hexachlorobenzene 

effect on the microbial communities and biological activity of different soil types 

in Ukraine, the isolation and identification of microorganisms potentially capable 

of degrading this toxicant, the studying its adaptive physiological reactions, the 

development of scientifically based comprehensive measures to clean soils from 

organochlorine pollution using the destructive potential of the selected strains and 

plant-phytoremediators. 

Soil microbial communities take an active part in the biogeochemical 

processes in soil, and also act as a clear indicator of ecological soil state. The 

problem of recovering the soil biological activity due to the active using 

organochlorine pesticides is relevant in Ukraine and in the world. The biochemical 

potential in microorganisms of individual taxa for the pollutant destructions and 

their subsequent using in bioremediation measures are promising for study. 

Currently, the hexachlorobenzene impact on soil microbial communities and the 

microbial cell resistance mechanisms to it, as well as the ability of microbial 

strains to degrade this persistent pollutant, remain unexplored. The obtained results 

expand the knowledge about the interaction of microorganisms with persistent 

pollutants and will be useful for more effective using destructor strains in the 

bioremediation of soils contaminated with organochlorine compounds. 

Scientific novelty. It was found for the first time that the HCB influence on 

the number and activity of soil microbiota was determined, it was established that 

the microbial communities of the three most common types of soils in Ukraine 

(chernozem, dark-kastanozem and sod-podzolic) are sensitive to 

hexachlorobenzene. New strains Comamonas testosteroni UCM B-400 and B-401 

resistant to this pesticide were isolated and identified. For the first time, the ability 

to destroy hexachlorobenzene was established for representatives of the species C. 

testosteroni. New data were obtained regarding the positive effect of the selected 

strains on the development of plants and their resistance to diseases under the 
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conditions of growth in hexachlorobenzene contaminated soil. New approaches to 

complex microbial and phytoremediation of soil contaminated with 

hexachlorobenzene have been developed. The obtained results expand knowledge 

about the interaction of microorganisms with persistent organic pollutants and are a 

scientific basis for more effective use of potential destructor strains in the 

bioremediation of soils contaminated with organochlorine compounds. 

For the first time, it was established that the microbiocenoses of chernozem, 

dark-kastanozem, and sod-podzolic soils are sensitive to the hexachlorobenzene 

influence. The number of ecologically functional groups of bacteria was reduced 

by 10-15% compared to the uncontaminated control in all three types of soil under 

experimental contamination with HCB dose of 10 maximum permissible 

concentrations (MPC). Phosphate-mobilizing bacteria turned out to be one of the 

most sensitive. Under the toxic conditions of 500 MPC HCB load, the number of 

this group decreased by 40 and 46%, compared to the control, respectively, in sod-

podzolic and dark-kastanozem soils. At the highest HCB dose of contamination 

(10 000 MPC), the decrease in numbers in the three soil types were from 47.9 to 

82.7% of the control. Streptomycetes also turned out to be very sensitive to HCB, 

under the action of 500 MPC dose, the number decreased by 52 – 56%, and with 

10,000 MPC HCB dose the number decreased by 70 – 90% of the control. 

Sensitive groups of microorganisms are proposed to be used as indicators in 

microbiological monitoring. 

In soils of three types, the number of amylolytic, ammonifying, and 

oligonitrotrophic bacteria decreased by 21 – 56.4% under the influence of a 500 

MPC dose, and by 46.8 – 74.4% of the control at the highest dose (10,000 MPC). 

Soil micromycetes were the most resistant to HCB. In chernozem and sod-podzolic 

soils, their abundance decreased no more than by 26.2 – 37% under the influence 

of HCB doses in the entire investigated range from 10 to 10,000 MPC compared to 

the uncontaminated control. 

Under the action of 10,000 MPC HCB, the rate of basal respiration 

decreased by 50, 47, and 36%, respectively, in chernozem, dark-kastanozem, and 
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sod-podzolic soils. With the addition of an energy substrate (glucose), the 

substrate-induced respiration  activity increased, which indicated an increase in the 

physiological activity of microorganisms. At the highest level of pollution with 

10,000 MPC, the rate of substrate-induced respiration decreased three times 

compared to the control in chernozem and dark-kastanozem soils, and 2.6 times in 

sod-podzolic soils. 

The sensitivity of soil microbiocenoses to HCB testified to the need for 

bioremediation measures. 

One of the important stages in the development of the scientific basis for 

solving the soil pollution problem is the isolation and identification of new bacteria 

strains capable of destroying toxic substances, for its use in the biological 

remediation processes in soil ecosystems. Bacterial cultures 46 and 47 were 

isolated from organochlorine wastes landfill of chemical enterprises in Kalush, 

Ivano-Frankivsk region, to show resistance to HCB and the ability to decompose it. 

The systematic position of the isolates using data on biochemical properties, 

chemotaxonomic characterization and 16S rRNA gene sequence was established. 

According to morphologycal properties, isolates # 46 and # 47 are aerobic gram-

negative rods with sizes 0.4 × 2.1 μm and 0.3 × 2.1 μm, respectively. Aerobic, 

catalase-positive and oxidase-positive. The preliminary identification of 

physiological and biochemical characteristics was carried out using API test 

systems Bio-Mérieux. According to the results of testing, the strains were close to 

representatives of the Comamonadaceae family. Further identification was carried 

out in the Vitek 2 System Bio-Mérieux automated system and the following 

biological properties were established: ability to alkalinize lactate and succinate, 

tyrosine arylamidase, pyrrolidone-arylamidase activities, inability to assimilate 

malonate, sodium citrate, glucose, lactose, trehalose and other sugars, inability to 

hydrogen sulfide production. 

Chemotaxonomic properties were determined by the fatty acid spectrum of 

total cellular lipids. The fatty acids composition of total cellular lipids is important 

for determining the taxonomic bacterial position. In the cellular lipids of the 
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studied isolates # 46 and # 47, fatty acids with a carbon chain length from C10 to 

C18 were detected, namely: unsaturated – hexadecenoic (C16:1cis 9) and cis-9 

octadecenoic acid (C18:1 cis 9); saturated – dodecane (C12:0), tetradecane 

(C14:0), hexadecane (C16:0), heptadecane (C17:0), octadecanoic (C18: 0) acids; 

hydroxy acids – 2 hydroxyhexadecanoic (C16:0 2OH) and 3-hydroxydecanoic 

(C10:0 3OH) acids. Unsaturated hexadecenoic (C16:1cis 9) and cis-9 octadecenoic 

acids (C18:1 cis 9) and saturated hexadecanoic (C16:0) acids were dominant in the 

fatty acid spectra. Its content in cell lipids was over 70%, which corresponds to the 

literature data on the fatty acid spectrum of the genus Comamonas bacteria. 

Detection of such marker acids as 2-hydroxyhexadecanoic (C16:0 2OH) and 3-

hydroxydecanoic (C10:0 3OH) in the fatty acid spectrum of both isolates # 46 and 

# 47  in the 2 – 5% range from the total fatty acids content confirmed its belonging 

to representatives of the genus Comamonas. Comamonas testosteroni is 

characterized by the content (2 – 7%) of 2-hydroxyhexadecanoic (C16:0 2OH), 

tetradecanoic (C14:0) (< 1%) acids, and the absence of pentadecanoic acid 

(C15:0), to distinguishe this species from other representatives of this genus. 

Phylogenetic analysis of the 16S rRNA sequence genes showed that isolate 

#47 is similar up to 98.05% to Comamonas testosteroni strain LMG 1800 

(deposited reference strain in the GenBank database), and isolate  #46 is related to 

Comamonas testosteroni LMG 1800 to 97.77%, to give reasons to attribute these 

two newly isolated strains belong to the species Comamonas testosteroni. The 

strains are registered in the Ukrainian Collection of Microorganisms under 

numbers UCM B-400 and B-401, deposited in the GenBank database under 

numbers MW861636 and MW861637.  

Since these strains were tolerant to high levels of HCB in the culture 

medium, its ability to degrade this pesticide was studied. As a research result, the 

ability of C.testosteroni UCM B-400, B-401 to decompose HCB was revealed, 

which is evidenced by this pesticide residual concentrations compared to the initial 

content in the culture liquid. After 7 days cultivation in a liquid LB medium with 

the HCB addition in the concentrations: 10, 20 and 50 mg/l, the corresponding 
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decrease was for C.testosteroni UCM B-400 by 70.2%, 64.0%, 58.5 %, and for 

C.testosteroni UCM B-401 – 70.1%, 68.7%, 56.2%. It should be noted, first time, 

the ability of the C.testosteroni  species to reduce HCB content was established by 

us.  Experimental confirmation of the potential destructive activity for newly 

isolated strains makes it possible to relate its to cultures that have the prospect to 

be used in measures to remediate soils from organochlorine pollution. 

One of the most common physiological reactions of bacteria to the toxic 

substances action is a change in the quantitative composition and ratio of fatty 

acids in membrane lipids by increasing the relative content of saturated acids, 

which leads to a decrease in membrane permeability. In the bacteria C. testosteroni 

UСM B-400 and B-401, in response to the HCB presence in the culture medium, 

an increase in the relative content of C17-cyclopropanoic (2-hexyl-

cyclopropanoctanoic) acid was noted. The indices of lipid unsaturation, fluidity 

and average length of the fatty acid carbon chain, which characterize the lipid 

composition of membranes, were calculated. The membrane lipid unsaturation 

index for C. testosteroni UСM B-400 and B-401 strains in pure culture control was 

0.52 and 0.6, and under the influence with 20 mg/l HCB dose decreased to 0.36 

and 0.56 respectively. This contributed to the cytoplasmic membrane fluidity 

decreasing, which reduced the toxic HCB effect. The most pronounced index of 

lipid unsaturation changed under the influence of a dose of 20 mg/l HCB, while the 

content of hexadecanoic acid increased by 8.4% in the B-400 strain and by 4.5% in 

the B-401 strain, compared to the control. 

The HCB presence in the cultivation medium caused oxidative stress in the 

studied strains, which was evidenced by the lipid peroxidation indicators. The 

physiological reaction of C. testosteroni B-400 and B-401 to the HCB presence 

was higher compared to the control by the content of primary products of lipid 

peroxidation – diene conjugates in bacterial cells (at a dose of 20 mg/l of HCB in 

the B-400 strain, and in the B-401 strain – in all experimental variants). The 

content of secondary products – triene conjugates and tertiary products - Schiff 

bases were significantly lower than the toxic load of HCB, which indicates the 
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activation of resistance mechanisms. The content of malondialdehyde (MDA) in 

strain B-400 was lower than in the pure control. We showed that in the HCB 

presence, the membrane lipid unsaturation index in the B-400 strain significantly 

decreased, compared to the pure control, and MDA is formed by the interaction of 

free radicals with the CH3 ends of unsaturated fatty acids, so the MDA content 

significantly decreased. The same physiological reactions were observed for the 

strain C. testosteroni B-401. To evaluate the antioxidant response to HCB in 

strains B-400 and B-401, the catalase and peroxidase activities were investigated. 

Bioaugmentation of soil with bacterial strains that destroy target pollutants is 

an effective approach to remediate pesticide-contaminated environments. In 

vegetation experiments with experimental soil contamination, it was shown that the 

introduction of culture liquid of the studied strains had a positive effect on the 

development of tomato plants, which was confirmed by an increase in all biometric 

indicators. Compared to plants growing in contaminated soil (pollution dose of 30 

mg HCB/kg soil), when strains B-400 and B-401 were used, they grew, 

respectively: plant mass – by 17.5 and 20.0%, root mass by 19 and 24.4%. While 

plants grown in HCB-contaminated soil showed inhibition of plant mass up to 

46%, compared to the uncontaminated variant. The use of C. testosteroni UCM B-

401 strain contributed to an increase in root mass in the variant with 30 mg/kg 

HCB by 24.4 %, and in the version with 100 mg/kg HCB by 14.6%.  

Bioaugmentation of C. testosteroni UСM B-400, B-401 contributed to the 

increasing resistance to phytopathogens of tomato plants growing in contaminated 

soil. Under the conditions of the using C. testosteroni strains, resistance to 

Clavibacter michiganensis UCM B-629 increased to 28 – 36% compared to the 

control, without strains applying. In variants with HCB contamination with the 

subsequent introduction of bacterial culture liquid, an increase in resistance to 

Clavibacter michiganensis UCM As-629 was observed to 8 – 16 %. Resistance to 

Alternaria alternata UCM F-16866 in variants with bioaugmentation of 

uncontaminated soil was up to 32%. It was also observed that the resistance of 

tomato leaves in variants with bioaugmentation of HCB-contaminated soil also 
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increased to 20 – 28%, compared to the contaminated control, without strains 

applying.   

In field conditions, the bioremediation efficiency of C. testosteroni UCM B-

400 was confirmed, both as a monoculture and in a complex with Zea mays L. As a 

result of the application of complex bioremediation based on the remediator corn 

variety Olena and the culture liquid of the strain C. testosteroni UCM B-400, the 

decrease in the HCB concentration in the soil was 82%, in the variant with the 

introduced monoculture of C. testosteroni UCM B-400 – 70%, and the using 

phytoremediator resulted in a decrease to 27,3%. The concentration in the 

contaminated version without remediantors changed at the level of statistical error. 

These results emphasized the key role of microorganisms in reducing the toxic 

load in the soil. 

Practical significance of the obtained results. The most sensitive soil 

microbial groups to HCB were identified, to be proposed for using in monitoring 

the ecological state of soils. Based on the obtained experimental results about the 

ability of the newly isolated strains to reduce the hexachlorobenzene content and 

positively influence the plants growth in contaminated soil, the approaches 

practical measures for soil bioremediation from organochlorine pollution have 

been developed. The isolated strains Comamonas testosteroni UCM B-400 and 

UCM B-401 addited the Ukrainian Collection of Microorganisms of the D.K. 

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology of National Academy of 

Sciences of Ukraine, and deposited in the GenBank database under  Comamonas 

testosteroni MW861636 and Comamonas testosteroni MW861637.   

Key words: microorganisms, hexachlorobenzene, stresses, destruction, 

microbiocenosis, identification, fatty acids, Comamonas testosteroni UСM B-400 

and B-401, bioremediation, antioxidant defense system, phytotoxicity, stress 

tolerance, consortium of soil microorganisms, microbiological activity, agricultural 

plants. 
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