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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 
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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 



12 
 

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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Перелік умовних позначень 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Мікроорганізми є важливим компонентом ґрунту і 

відіграють провідну роль у системі ґрунт – мікроорганізми – рослина [1]. 

Мікробні угруповання ґрунту беруть участь у багатьох біогеохімічних 

процесах, трансформуючи сполуки азоту, фосфору, сірки та інших 

біофільних елементів, що формує також умови для розвитку 

сільськогосподарських рослин.  Для захисту рослин від фітопатогенів в 

минулому активно використовували пестициди хлорорганічної групи, серед 

них одним з широко застосовуваних був гексахлорбензол (ГХБ). Зважаючи 

на токсичність для живих організмів ГХБ був заборонений до використання 

[2 – 5]. Проте донині він потрапляє у навколишнє середовище у складі 

неутилізованих відходів хімічної промисловості. Через високу  

персистентність і здатність акумулюватися ГХБ накопичився у ґрунтах у 

значних кількостях.  Реакція мікробних угруповань на вплив антропогенних 

чинників є важливим індикатором стану довкілля  [1]. Відомо про 

негативний вплив пестицидів на мікробні угруповання ґрунту, проте до 

нинішнього часу залишаються невивченими питання стійкості 

мікробіоценозів різних типів ґрунтів України до високих доз забруднення 

ГХБ. Отже, проблеми, пов’язані з забрудненням ґрунтів  гексахлорбензолом, 

потребують найскорішого вирішення. 

Дієвими шляхами  очищення ґрунтів від пестицидного забруднення 

можуть бути заходи на основі використання метаболічного потенціалу 

мікроорганізмів, їхньої здатності до розкладу токсичних хлорорганічних 

сполук. У мікробіоценозах грунтів, забруднених хлорароматичними, 

нітроароматичними та аміноароматичні сполуками, одними з переважаючих 

є представники роду Comamonas (клас Betaproteobacteria) [6].  Зокрема, 

C.testosteroni відомі як деструктори хлорорганічних циклічних сполук, таких 

як  хлорбензол, пентахлорфенол, 4-хлорнітробензол та інші [7 – 9].  Дані про 

здатність цих бактерій до адаптації і розкладу ГХБ відсутні.  
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Інтродукція у агроценози мікроорганізмів  ̶  деструкторів пестицидів є 

одним з важливих заходів очищення земель сільськогосподарського 

призначення  [10]. Ефективність мікробної деструкції значно підвищується за 

умов комплексного застосування з рослинами-фіторемедіантами [8]. 

Дослідниками продемонстровано ефективність ремедіації забруднених 

ґрунтів за допомогою бактерій і рослин, де ключова роль в детоксикації 

належить бактеріям. Комплексні заходи біологічного очищення ґрунтів від 

ГХБ до нинішнього часу залишаються нерозробленими. 

Отже, актуальними є питання встановлення чутливості мікробіоценозів 

ґрунтів України до ГХБ,  виділення нових активних штамів-деструкторів 

ГХБ, вивчення  їхніх фізіологічних особливостей та  визначення перспектив 

застосування мікробної і фіторемедіації у заходах очищення забруднених 

ґрунтів. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційне дослідження виконано у відповідності до плану в науково-

дослідних робіт Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного 

НАН України в межах  бюджетних тематик  відділу загальної і ґрунтової 

мікробіології: «Функціональна активність та перспективи використання у 

біотехнології ґрунтових мікроорганізмів природних, техногенних і 

агроекосистем», 2016-2019 рр. № держреєстрації 0116U006319 і 

«Функціональний потенціал ґрунтового мікробіому агроценозів і 

техногенних екотопів», 2020-2024 рр., № держреєстрації 0120U000220. 

Мета і завдання досліджень. Встановити вплив ГХБ на мікробні 

угруповування та біологічну активність основних типів грунтів України та  

розробити наукове обгрунтування застосування мікроорганізмів у 

біоремедіаційних заходах.   

Для досягнення мети дослідження були поставлені наступні завдання: 

 дослідити вплив гексахлорбензолу на мікробні угруповання і 

біологічну активність чорноземного, темно-каштанового і дерново-

підзолистого ґрунтів України; 
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 виділити та ідентифікувати бактерії, резистентні до високих 

концентрацій гексахлорбензолу;  

 дослідити фізіологічні реакції виділених штамів на вплив 

гексахлорбензолу; 

 вивчити активність виділених штамів розкладати гексахлорбензол;  

 дослідити вплив культуральної рідини  виділених штамів на рослини, 

які вирощують у ґрунті, забрудненому гексахлорбензолом; 

 визначити у польових умовах ефективність біоремедіації забрудненого 

ґрунту  штамом-деструктором у монокультурі та  у комплексі з 

фіторемедіантом. 

Об’єкт дослідження – формування мікробних угруповань забруднених 

грунтів, мікробна деструкція гексахлорбензолу, очищення від забруднень. 

Предмет дослідження – чутливість мікробних угруповань ґрунту до 

гексахлорбензолу, фізіологічна реакція і здатність розкладати 

гексахлорбензол штамів Comamonas testosteroni УКМ В-400 і В-401, вплив 

штамів-деструкторів на розвиток рослин, біоремедіаційні заходи зниження 

токсичного навантаження у ґрунті.  

Методи дослідження. Робота виконана на основі застосування 

мікробіологічних (визначення чисельності мікроорганізмів у грунті, 

виділення і культивування штамів, мікроскопія), біохімічних (визначення 

фізіолого-біохімічних і хемотаксономічних властивостей штамів, 

фізіологічної реакції мікробних клітин на дію гексахлорбензолу), фізико-

хімічних (визначення вмісту гексахлорбензолу у культуральній рідині, 

ґрунті, рослинах) і статистичних (двофакторний дисперсійний аналіз, 

кореляційний аналіз Пірсона, тест Тьюкі) методів. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше виявлено, що 

мікробні угруповання трьох найпоширеніших типів ґрунтів України є 

чутливими до гексахлорбензолу, встановлено найбільшу вразливість до дії 

ГХБ фосфатімобілізувальних мікроорганізмів та стрептоміцетів. Виділено та 

ідентифіковано нові штами Comamonas testosteroni УКМ В-400 і В-401, 
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резистентні до цього пестициду. Вперше з’ясовано механізм стійкості цих 

штамів до ГХБ, який базується на регуляції плинності цитоплазматичних 

мембран. Це відбувається за рахунок зменьшення індексу ненасиченості 

ліпідів та збільшення вмісту насичених  гептадеканової, гексадеканової і 

С17-циклопропанової кислот. Вперше для представників виду  C. testosteroni 

встановлено здатність до деструкції гексахлорбензолу. Отримано нові дані 

щодо позитивного впливу виділених штамів на розвиток рослин і їх 

резистенність до захворювань за умов росту у  забрудненому ГХБ ґрунті. 

Розроблено нові підходи до комплексної мікробної і фіторемедіації 

забрудненого гексахлорбензолом ґрунту.  

Результати. Встановлено чутливість еколого-функціональних груп 

мікроорганізмів грунту до гексахлорбензолу (ГХБ). Найбільш чутливими 

виявилися стрептоміцети і фосфатмобілізувальні бактерії. За найвищої дози 

забруднення (10 000 ГДК) ГХБ зменшення їх чисельності у грунтах трьох  

типів коливалося у діапазоні 47,9 – 82,7%, від контролю.  Чисельність 

стрептоміцетів за дози ГХБ 10 000 ГДК зменшувалася на 70 – 90% від 

контролю. Ґрунтові мікроміцети проявили  найбільшу стійкість до ГХБ, 

найбільше зниження (на 62,9% від контролю) було у темно-каштановому 

ґрунті  за дії дози ГХБ 10000 ГДК. Виділено та ідентифіковано нові штами 

потенційні деструктори ГХБ. Встановлено їх таксономічну належність до 

виду Comamonas testosteroni. Вперше показано, що нововиділені штами  C. 

testosteroni УКМ В-400 і В-401 здатні розкладати ГХБ. Рівень деструкції 20 

мг/л ГХБ штамами C. testosteroni УКМ В-400 і В-401 складав відповідно 64,0 

і 69,4% від вихідної концентрації, відповідно. Основним механізмом 

резистентності до ГХБ у C. testosteroni УКМ В-400 і В-401 було підвищення 

рівня насиченості ліпідів, а також у штаму В-401 ̶ зростання каталазної 

активності. Внесення культуральної рідини досліджуваних штамів у 

забруднений ґрунт позитивно впливало на розвиток рослин, що було 

підтверджено підвищенням усіх біометричних показників, особливо маси 

рослин: на 17,5 та 20,0 % відповідно для штамів В-400 та В-401. Інтродукція 
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штамів C. testosteroni сприяла підвищенню стійкості до  Clavibacter 

michiganensis УКМ В-629 на 28 – 36%, а також до Alternaria alternata УКМ F-

16866 на 32%, порівняно з контролем. У польових умовах ефективність 

біоремедіації грунту, забрудненого ГХБ, за умов застосування культуральної 

рідини C. testosteroni УКМ B-400 становила 70%, у комплексі з  Zea mays L. – 

82%, а вирощування рослин без мікроорганізмів деструкторів  – 27,3%. 

Отримані результати експериментально підтвердили ключову роль 

мікроорганізмів у зменшенні вмісту токсичних сполук у грунті. 

Практичне значення отриманих результатів. Запропоновано 

використання у моніторингу забруднення грунтів ГХБ показники кількості 

фосфатмобілізувальних мікроорганізмів та стрептоміцетів як індикаторні до 

цього пестициду. Рекомендовано застосування Comamonas testosteroni УКМ 

В-400 і В-401 для ефективних біоремедаційих заходів як окремо, так і разом з 

фіторемедіантом.  Виділені штами С. testosteroni УКМ B-400 і В-401 

поповнили Українську колекцію мікроорганізмів Інституту мікробіології і 

вірусології ім. Д.К.Заболотного НАН України.  

Особистий внесок здобувача. Усі теоретичні та практичні результати 

досліджень, що виносяться на захист, отримані автором самостійно. Пошук 

та аналіз джерел літератури для розкриття теми дисертаційного дослідження, 

виконані дисертантом і відображені в публікаціях та в дисертації. Матеріали, 

опубліковані у співавторстві, мають пропорційний внесок здобувача. Права 

співавторів не порушено. У друкованих працях, опублікованих у 

співавторстві, автору дисертації належать – 8 статтей. 

Планування основних напрямків роботи, концепції, обговорення 

результатів і структури дисертаційної роботи здійснено із науковим 

керівником – доктором біологічних наук, професором, членом 

кореспондентом НАН України  Іутинською Г.О., за що автор висловлює 

щиру вдячність.  

Визначення таксономічного положення  штамів C. testosteroni УКМ В-

400 і В-401 виконували разом з к.б.н. Данкевич Л.А,   вивчення дослідження 
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здатності досліджуваних штамів до деструкції ГХБ та ефективності 

біоремедіації у польових умовах проводили разом з к.б.н.  Ямборко Н.А.,   

адаптивні реакції штамів C. testosteroni УКМ В-400 і В-401 до впливу ГХБ 

визначали разом з к.б.н. Тугай А.В. Усі вони є співавторами відповідних 

публікацій і автор висловлює їм вдячність за консультативну  і практичну 

допомогу.  

Апробація результатів дисертації. Основні теоретичні положення та 

практичні результати досліджень були обговорені на вітчизняних: 

«Актуальні питання сільськогосподарської мікробіології» (Чернігів, 2019), 

«Мікробіологія в сучасному сільськогосподарському виробництві»  

(Чернігів, 2020), і міжнародних наукових конференціях: «Шевченківська 

весна: досягнення біологічної науки/BioScience Advances» (Київ, 2019), 

«Priority directions of science development» (Lviv, 2019), «Topical issues of the 

development of modern science» (Sofia, Bulgaria, 2019),  «Topical issues of the 

methods of teaching natural sciences» (Lublin, Poland, 2019), «Biologically active 

preparations for plant growing: Scientific background – Recommendations» 

(Minsk, Belarus, 2020),  «Youth and modern problems of microbiology and 

virology» (Kyiv, 2019), «Youth and modern problems of microbiology and 

virology» (Kyiv, 2020), «Youth and modern problems of microbiology and 

virology» (Kyiv, 2021), «Youth and modern problems of microbiology and 

virology» (Kyiv, 2022), «Микробные биотехнологии: фундаментальные и 

прикладные аспекты. XII Международная научная конференция посвященная 

55-летию Институтата микробиологии НАН Беларуси (Минск, 2021), «IV 

International Scientific Conference Microbiology and Immunology – the 

development outlook in the ХХІ century» (Kyiv, 2022). 

Публікації. Результати дисертаційних досліджень опубліковані у 20 

публікаціях. Серед них – 8 статей, що індексуються міжнародною базою 

даних SCOPUS (3 статті у вітчизняному фаховому виданні і 4 у міжнародних 

виданнях), 2 статті, що індексується міжнародною базою даних WEB of 
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SCIENCE, 1 стаття – PUBLONS, у збірках матеріалів і тезах доповідей: 2 – у 

вітчизняних і 12 – у міжнародних.  

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів 

експериментальних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих 

результатів, висновків і додатків. До кожного розділу оформлено список 

використаних джерел, загальна кількість яких налічує 178 найменувань. 

Зміст дисертації викладено на 178 сторінках друкованого тексту. Вона 

містить 18 рисунків, 19 таблиць. 
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РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

МІКРОБІОТА ҐРУНТОВИХ ЕКОСИСТЕМ ЗА УМОВ ЗАБРУДНЕННЯ  

ГЕКСАХЛОРБЕНЗОЛОМ ТА ІНШИМИ ХЛОРОРГАНІЧНИМИ 

ПЕСТИЦИДАМИ 

1.1 Забруднення агроценозів хлорорганічними сполуками  

Хлорорганічні сполуки (ХОС) – це галопохідні поліциклічних 

вуглеводнів і вуглеводнів аліфатичного ряду. Раніше широко 

застосовувалися як пестициди. Найбільш поширеними є 

гексахлорциклогексан (C6H6Cl6), гексахлорбензол (C6H6Cl6), 

дихлордифенілтрихлоретан (C14H9Cl5). Гексахлорциклогексан 

використовувався для протруювання насіння, а також для боротьби зі 

шкідниками овочевих, плодових та технічних культур. Гексахлорбензол 

використовували, як фунгіцид та інсектицид. Дихлордифенілтрихлоретан –  

інсектицид, що діє проти комарів, сарани, шкідників бавовни сої, арахісу. 

Хлорорганічні пестициди (ХОП) є найбільш стійкими в навколишньому 

середовищі, оскільки вони містять у  молекулі п’ять або більше атомів хлору, 

тому для них характерний довготривалий період напіврозпаду. Залежно від 

періоду напіврозпаду пестицидам присвоєно різні рівні стійкості у ґрунті, 

починаючи від низької стійкості (період напіврозпаду <30 днів) до дуже 

високої (період напіврозпаду >100 днів). Згідно класифікації EPA 

(Environmental protection Association) багато хлорорганічних пестицидів, 

включаючи гексахлородиметанонафталін (альдрин або ГХДН), гексахлоро-

епокси-октагідродіметанонафталін (дільдрин або ГЕОД), 

октахлорогексагідрометаноінден (хлордан), п,п-дихлордифенілтрихлоретан 

(ДДТ), додекахлорпентациклодекан (мірекс), гексахлорбензол (ГХБ), 

гексахлорциклогексан (ГХЦГ), гептахлор (тетрогідрометано-

гептахлоринден) віднесено до стійких біоакумулятивних та токсичних (CБT)  

хімічних речовин, які зберігаються у навколишньому середовищі та 

біоакумулюються у харчових ланцюгах і, таким чином, становлять ризик для 



35 
 

здоров’я людини та екосистем [1, 2]. Ці пестициди, як правило, міцно 

зв’язуються з частинками ґрунту і можуть залишатися на його поверхні від 

кількох місяців до багатьох років [1]. У сільському господарстві пестициди 

застосовують, як засоби  хімічного захисту посівів від захворювань і 

шкідників, певна частина цих речовин потрапляє у ґрунт [3]. 

Одним із найрозповсюдженіших хлорорганічних пестицидів є ГХБ 

(C₆Cl₆), період напіврозпаду у грунті 2 – 6 років. В даний час ГХБ 

заборонений в США та Європі за його доведений негативний вплив на 

здоров'я людини і навколишнє середовище [4, 5]. Незважаючи на заборону 

виробництва ГХБ в  багатьох  країнах, він є важливим побічним продуктом 

або проміжним матеріалом у процесі виготовлення деяких пестицидів [5]. 

Значна кількість ГХБ зосереджена у ґрунтах [6] і за рахунок випаровування з 

них надходить в атмосферу [7]. 

Рівень впливу пестицидів на живі організми залежить від їхньої 

біодоступності, зокрема, швидкості їх десорбції, оскільки експериментально 

доведено, що фракція, яка швидко десорбується корелює з біодоступною 

фракцією [81 – 83].   

Досліджено адсорбційно-десорбційну здатність ГХБ у червоноземному 

ґрунті з різними початковими концентраціями ГХБ (0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 

1,50, 2,50, 3,00, 5,00 мг/л). Показано, що інтенсивність адсорбції зі 

збільшенням початкової концентрації ГХБ посилювалась, оскільки органічні 

забруднювачі в низькій концентрації здебільшого зв’язуються із сорбентом, 

тоді як у високій концентрації відбувається тільки поверхнева адсорбції [84]. 

Вивчення характеру взаємодії ГХБ з компонентами ґрунту показало, 

що ГХБ зв’язується з органічною речовиною грунту сильніше, ніж з 

мінералами, при цьому  відмічено його зв’язок з алкілованими ароматичними 

фенолами, мономерами лігніну та гідрофобними аліфатичними сполуками 

[85]. 
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Інтенсивне використання  хлорорганічних сполук у агропромисловому 

виробництві призвело до забруднення ґрунтів аграрного призначення, що 

вплинуло на якість харчової продукції. Наприклад, експериментально було 

підтверджено здатність ГХБ накопичуватися у рослинах рису, що створює 

ризик для тварин та  життя людей [8]. ХОС та продукти їх розпаду є 

високотоксичними для екосистем і живих організмів у трофічному ланцюгу 

[9, 10]. Завдяки високій хімічний токсичності та розчинності в ліпідах, ХОС 

накопичуються в жировій тканині тварин і таким чином переходять до вищих 

трофічних рівнів [11, 12].  Так, ГХБ було виявлено у ґрунтах і тваринних 

рештках із найвіддаленіших арктичних та антарктичних регіонів, а саме у 

тканинах полярних ведмедів, пінгвінів, лисиць, тощо [13 – 15, 7]. 

Потрапляючи в організм людини, ХОС здатні викликати ряд захворювань.  

Гексахлорбензол може викликати у людини кистоутворення на руках, 

свербіж, псоріаз, екзему, лейкодермію, висипання на шкірі [16]. 

Повідомлялося і про виникнення ракових захворювань печінки, нирок, 

виникнення захворювань імунної та репродуктивної системах  в організмі 

людини [17]. Встановлено, що ХОС, в тому числі і  ГХБ, було виявлено у 

грудному молоці жінок у Мексиці [18]. 

Проведене дослідження в Китаї показало, що пренатальний вплив ДДТ, 

ГХБ призводить до зниження маси тіла немовлят, тобто ХОП здатні долати 

гемато-енцефалічний бар'єр [19]. Повідомлялося, що залишки β-ГХЦГ, ГХБ и 

ДДТ можуть накопичуватися у материнскій та пуповинній сироватці, а від 

материнскої кровї вони можуть переноситись через плаценту та впливати на 

рівень гормонів щитоподібної залози у новонароджених [20]. 

Таким чином, ГХБ має токсичний вплив на живі організми еколого-

трофічного ланцюгу та організм людини. 

Хлорбензоли (ХБ) широко використовують у фармацевтичній, 

поліграфічній, фарбувальній, шкіряній, хімічній (у виробництві пестицидів) 

промисловостях в усьому світі. Прямим шляхом потрапляння ХБ в стічні 

води є використання їх, як розчинників для барвників і допоміжних речовин 
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у текстильній промисловості. Завдяки атмосферному транспору на великі 

відстані, персистентності, біоакумулятивності ХБ представляють собою 

загрозу для екосистем [21 – 23]. 

Гексахлорбензол існує у різних природних середовищах, як правило в 

асоційованій формі з іншими хлорованими сполуками, наприклад, одним з 

основних місць зосередження ХБ у довкіллі вважаються донні осадження [24, 

25]. Через інсектицидну та фунгіцидну активності ГХБ та ХБ, їх 

довготривало використовували у сільському господарстві, що призвело до 

забруднення ґрунту агроценозів [26]. 

Відомо багато досліджень про наявність ХБ та ГХБ у ґрунті, осадах та 

мулі [27, 28].  Показано, що трихлорбензол, тетрахлорбензол, 

пентахлорбензол і гексахлорбензол були повсюдно виявлені у стічних водах 

після фарбування текстилю, і їх розподіл був подібним. У стоках 

трихлорбензол є основною забруднюючою речовиною, на його частку 

припадає 39,51% усіх ХБ [29]. 

Забруднення ГХБ – серйозна екологічна проблема, через його широке 

використання в минулому. Крім того, ГХБ все ще потрапляє в навколишнє 

середовище як побічний продукт хімічних процесів виробництва 

розчинників, внаслідок неповного згоряння і як домішок в пестицидах, а 

також із запасів і видалення відходів ГХБ [30]. Переважна кількість (88% 

загальної концентрації) забруднення гексахлорбензолом та його похідними в 

навколишньому середовищі міститься саме у ґрунті [31, 32]. Це обумовлено 

широким використанням хлорбензольних сполук у різних галузях 

промисловості, наприклад, у виробництві знежирювачів, розчинників та 

дезодорантів [33], а також як домішки у виготовленні пестицидних 

препаратів [5]. Найбільш високий рівень забруднення ГХБ спостерігається  

переважно в місцях, де його застосовували або виготовляли. Це 

підтверджено результатами досліджень ґрунтів Китаю, у місцях, де 

розташовувались заводи з виробництва пестицидних препаратів на основі 

ГХБ та інших хлорорганічних сполук, або у зонах зосередження 
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промислових відходів [13, 32]. Шляхом випаровування із ґрунту забруднених 

ділянок ГХБ надходить до атмосфери, порушуючи екологічний стан 

екосистеми в цілому [7]. 

Проблема забруднення ХОС актуальна і для родючих грунтів Італії, на 

яких протягом багатьох століть вирощують різноманітні фрукти та овочі. 

Метод систематичної сітки та геостатистика були використані для 

дослідження просторового розподілу, потенційних екологічних ризиків і 

ризиків для здоров’я людини від залишків гексахлорбензолу і хлорованих 

циклодієнових пестицидів у ґрунтах Кампанської рівнини. Середні 

геометричні (Gmean) концентрації ГХБ і циклодієнових сполук було 

розташовано у порядку  (гептахлор, гептахлор епоксид, трансхлордан і 

цисхлордан) > (алдрин, дільдрин та ендрин) >(ендосульфан, b-ендосульфан 

та ендосульфану) > ГХБ. Залишкові рівні більшості циклодієнів у 

сільськогосподарських ґрунтах загалом були вищими, ніж у відповідних 

аналогах в інших землекористуваннях [26]. 

Головними чинниками екологічної нестабільності в Україні є 

заборонені та непридатні для використання пестициди, а також відходи 

хімічної промисловості. Пестициди, які не можуть бути використані у 

сільськогосподарському виробництві за своїм призначенням через втрату 

терміну придатності, складають небезпечну групу отрутохімікатів. Значна 

кількість отрутохімікатів знаходиться у п’яти областях: в Сумській (2527,7 т), 

Київській (1932,9 т), Одеській (1500,6 т), Кіровоградській (1310,076 т) та 

Запорізькій (1214,0 т) [34]. Згідно офіційних даних, оприлюднених після 

проведення 9 і 10 Міжнародних форумів з пестицидів та хімікатів, в Україні 

накопичилось більше 36 тис. т непридатних для використання пестицидів, 

серед яких 11 тис. т ГХБ [35]. 

Рушійною силою для запровадження заходів ліквідації ХОП стало 

прийняття світовою спільнотою Стокгольмської конвенції про стійкі 

органічні забруднювачі (СОЗ). Положення цього міжнародного документу 

були спрямовані на обмеження застосування та поступову ліквідацію 12 
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високотоксичних сполук хлорорганічної природи, у тому числі ГХБ. В 

Україні Стокгольмську конвенцію було ратифіковано 18 квітня 2007 року 

[36]. Гексахлорбензол ˗ один з найбільш високотоксичних пестицидів з ряду 

СОЗ. Продукти неповного розпаду ГХБ у довкіллі завдають високий ризик 

для збереження здоров’я людей [37, 38]. 

В Україні протягом ХХ сторіччя інтенсивно використовували ХОС для 

захисту рослин від шкідників, що призвело до їх накопичення в грунтах 

агроценозів. Залишки пестицидів у грунті, які перевищують гранично 

допустимі концентрації, виявлено при дослідженні зразків грунту, відібраних 

не тільки  із земель сільськогосподарських угідь, але із заповідних територій 

[39]. Наприклад, у ґрунтах на території заповідника «Асканія-Нова» були 

наявні ДДТ (дихлорфенілтрихлоретан)  та суміші ізомерів ГХЦГ 

(гексахлорциклогексан), застосування яких було лімітовано на початку 90-х 

років. В орному шарі ґрунту мінімальний склад зазначених ХОС складав 8,5 

мкг/кг ГХЦГ та 27,9 мкг/кг ДДТ, а на глибині 100 см зростав у 3 – 4 рази, що 

демонструє здатність ХОС мігрувати у глибокі шари ґрунту, завдяки 

адсорбції на колоїдних частках і переміщення з ґрунтовими розчинами. У 

зразках ґрунту санітарної зони недіючого складу  (1 – 50 м від стіни складу) 

було визначено більш високі концентрації ГХЦГ і ДДТ, ніж у ґрунтах 

сільськогосподарських угідь. Так, у зразках відібраних на відстані 1 – 50 м 

вміст суміші ізомерів ГХЦГ складав 50,3 – 616,5 мкг/кг, а суміші ізомерів 

ДДТ –  від 132,9  до 1646,5 мкг/кг [40]. 

Враховуючи зазначене вище, можна сказати, що в Україні забруднення 

ґрунтових екосистем ГХБ та іншими ХОС виникло внаслідок їх інтенсивного 

і довготривалого застосування у минулому сторіччі. Велика кількість 

непридатних пестицидів для використання у сільському господарстві, та 

промислових відходів, до складу яких входить ГХБ та інші хлорбензоли, 

становить значну екологічну загрозу  для екосистем України. 
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1.2 Реакція мікробних угруповань на забруднення ґрунтів 

гексахлорбензолом та іншими хлорорганічними ксенобіотиками. 

Мікроорганізми є важливим компонентом ґрунту, який відіграє 

провідну роль у системі ґрунт – рослина – атмосфера. Мікробні угруповання 

ґрунту беруть участь в багатьох біогеохімічних процесах, трансформуючи 

сполуки азоту, фосфору, сірки та інших біофільних елементів. Тому, реакція 

мікробних угруповань на забруднення пестицидами та іншими 

ксенобіотиками є важливим індикатором стану довкілля  [41].  

Застосування пестицидів передбачає їхню токсичну дію на збудників 

захворювань і шкідників, але впливає і на нецільові організми, створюючи 

ризик для екосистеми. Загалом, реакція ґрунтових мікроорганізмів на 

пестицидне забруднення залежить від дози, властивостей ґрунту та різних 

факторів навколишнього середовища. Пестицидне навантаження погіршує 

якість органічної речовини ґрунту, тому може призводити до зміни видової 

різноманітності мікробних угруповань. Оскільки,мікроорганізми беруть 

участь у різних процесах рециркуляції та трансформації елементів, будь-яка 

зміна їх кількості чи співвідношення потенційно може лімітувати або 

посилити той чи інший ланцюг реакцій, важливий для родючості ґрунту [42, 

43]. Зміни у чисельності та біорізноманітності мікробіоти ґрунту 

спостерігали під впливом фунгіциду гексахлорбензолу та інсектициду 

гексахлорциклогексану [4].  

Пестициди, потрапляючи в ґрунт, активно взаємодіють з резидентною 

мікробіотою, впливаючи на їх метаболічну активність і фізіолого-біохімічні 

властивості. Одним із основних факторів, що впливає на ґрунтову мікробіоту, 

є біодоступність пестицидів. Рівень біодоступності, біоактивність та 

здатність до розкладання у ґрунтовому середовищі залежать від процесів 

адсорбції та десорбції забруднювача в ґрунтовому розчині [44, 45]. 

Грунтові мікроорганізми є найбільш чутливими до пестицидного 

забруднення [4, 5, 7].  У складі мікробного угруповання є популяції, які  

пригнічуються або усуваються за дії токсиканту, а також більш толерантні, 
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які стають домінуючими, що свідчить про їх високу екологічну пластичність. 

Штами стійких до пестицидного забруднення мікроорганізмів можуть бути 

перспективними у біоремедіації ґрунту [4]. 

В літературі  наявні дані про негативний вплив ХОС на різні показники 

стану мікробних угруповань: базальне і субстрат-індуковане дихання, 

мікробну біомасу та активність ферментів грунту [46]. Крім того, зміни у 

різноманітності мікробних угруповань у ґрунті на 28,3% залежать від рівня 

забруднення ХОС [32].  

Вплив ХОС на мікробіоту грунту  в значній мірі залежить від 

застосованих концентрацій. Наприклад, інсектициди, такі як ліндан і унден, 

при застосуванні у підвищених концентраціях (156 і 125 г га -1) пригнічували 

мікробну активність, в той час як при нижчих дозах такої дії не 

спостерігалося [47]. 

У дослідженні мікробного угруповання болотистого ґрунту  було 

показано, що за впливу 1,2-дихлорбензолу (у концентраціях 100, 400 і 800 

мкг/г сухого грунту) мікробне угруповання не змінюється пропорційно з 

часом та збільшенням концентрації. При цьому визначали біологічну 

активність (за поліфенолоксидазною активністю), чисельність 

мікроорганізмів (за підрахунком колоній) та біорізноманітність (за 

полімеразною ланцюговою реакцією). Після першого тижня інкубації 

пригнічення мікробного угруповання було на 14,7, 30,4, 31,5%, відповідно 

для доз 100, 400 і 800 мкг/г, через два тижні – за дії середньої концентрації 

(400 мкг/г) спостерігалося підвищення активності на 16,6%, проте, 

відмінність профілів за інших  доз збільшилася ще на 5%, відносно 

незабрудненого контролю [33]. 

Повідомлялося, що такі ХОС, як хлороталоніл, трихлорфенол та 

пентахлорфенол впливають на дихання ґрунту [48]. Дослідження активності 

кислих фосфатаз ґрунту показало, що за фунгіцидної обробки 

пентахлорфенолом (100*FR) активність цих ферментів знижувалась на  40 – 

70% [49]. Застосування  трихлорфенолу (500*FR) призводило до інгібування 
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кислих фосфатаз ґрунту більше як на 70% [50]. Вплив інсектициду 

ендосульфану (200*FR) у ґрунті за рН4,8 викликав зниження активності 

кислих фосфатаз до 40%. У слабко кислих умовах (рН – 6,4) негативного 

ефекту не спостерігалось, тим не менш, виявлявся позитивний вплив 

ендосульфану (200*FR) на лужні фосфатази – підвищення активності від 40 

до 70%  [51]. 

Отже, у різних дослідженнях спостерігали, що за дії ХОС відбуваються 

зміни  чисельності, структури та активності мікробних угруповань, які 

залежать від типу пестициду, його дози, кількості застосувань, а також від 

якості ґрунту (фізичні параметри та вміст поживних речовин). 

 

1.2.1 Фізіологічна реакція мікробної клітини на дію токсичних 

сполук 

Широке використання пестицидів у сільському господарстві 

спричинило серйозне забруднення навколишнього середовища та небезпеку 

для здоров’я, включаючи випадки важких гострих та хронічних отруєнь 

людей [52]. Пестициди можуть викликати у клітині окислювальний стрес, що 

призводить до утворення вільних радикалів і впливають на ферментативні 

системи і перекисне окиснення ліпідів [53]. Перекисне окиснення ліпідів 

було запропоновано як основний молекулярний механізм дії ГХЦГ на живі 

клітини. Зокрема, мікросомальна індукція інсектицидом може призвести до 

зміни генерації O2 цією субклітинною фракцією, що викликає окислювальну 

дію [52].  

Підвищення вмісту продуктів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) за 

дії ХОС свідчить про активацію процесів вільнорадикального окиснення. 

Надлишкове утворення цих продуктів негативно впливає на функціональний 

стан мембран, що може призвести до їх фрагментації та руйнування [54].  

Первинними продуктами перекисного окиснення ліпідів є гідро 

перекиси. У випадку розвитку радикальних окисних процесів в утворюваних 

молекулах гідроперекисів поліненасичених жирних кислот (ПНЖК) 



43 
 

виникають системи сполучених подвійних зв'язків, – утворюються дієнові 

коню’гати (ДК). Відношення загальної кількості виникаючих гідроперекисів 

до числа молекул ДК складає приблизно 2:1, тобто ДК можна вважати 

інтегральним якісним показником розвитку процесів ПОЛ в ліпідних 

структурах [55]. Залежно від будови ліпіду можуть утворюватися первинні 

продукти – дієнові кон'югати та вторинні продукти – трієнові кон'югати (ТК). 

ДК утворюються при поєднанні двох подвійних зв'язків, а ТК – при 

поєднанні трьох подвійних зв'язків у ланцюгах жирних кислот фосфоліпідів.  

За більш глибокого ступеня окиснення при розпаді молекул жирних 

кислот з'являються низькомолекулярні неокиснені продукти, молекули з цис- 

та транс-кон'югованими подвійними зв'язками, – малоновий діальдегід 

(МДА). Рівень МДА залежить від рівня насиченості лідів, оскільки перекисне 

окиснення відбувається лише тоді, коли ліпіди знаходяться у ненасиченій 

формі [58]. При дослідженні стану цитоплазматичної мембрани у P. ananatis 

після обробки мезотроном (гербіцид). Результати цього дослідження 

свідчили про зміни в бік зниження проникності мембрани, що, можливо, 

забезпечувало захист проти цитотоксичності гербіциду [59]. МДА з 

формулою CH2 (CHO)2 утворюється в клітинах при деградації 

поліненасичених жирів активними формами кисню, є маркером перекисного 

окиснення ліпідів [56]. Підвищення рівня МДА свідчить про надлишкову 

активацію процесів вільнорадикального окиснення ліпідів, зниження норми – 

про пригнічення ліпідного обміну. МДА дуже токсичний і хімічно активний, 

шкідливо впливає на порушення структурно-функціонального стану 

біомембран, сприяє збільшенню їх проникності для іонів кальцію, 

збільшення вмісту яких спричиняє шкідливу дію. Виведення кальцію з 

клітини відбувається з дуже низькою швидкістю, тому він порушує 

функціональний стан біомембран клітин [54]. 

Кінцевим продуктом окиснення ліпідів є основи Шиффа (ОШ). Між 

карбонільними похідними, які утворилися при окисненні полі ненасичених 

жирних кислот (в першу чергу МДА, а також іншими альдегідами і 
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кетонами) та аміновмісними компонентами (амінокислоти та їх ефіри, білки, 

нуклеїнові кислоти, фосфатидилетаноламін, фосфатидилхолін) утворюються 

ковалентні міжмолекулярні сшивки. При цьому синтезуються ненасичені 

речовини, що містять 1-аміно-3-іміно-группу, загальної структури R-N=CH-

CH=CH-NH-R, так звані Шиффові основи.  Тобто, Шиффові основи 

(азометини) - N-заміщені іміни, органічні сполуки загальної формули 

R1R2C=NR3, в яких азот пов'язаний з арильною або алкільною групою, але 

не з воднем. Таким чином, у мембрані клітини утворюється зв'язок між 

вуглеводами фосфоліпіду та азотним угрупованням, що входить до складу 

білків [55, 56].  

На думку деяких дослідників підвищення рівня основ Шиффа є 

адаптивним процесом, направленим на виведення з клітин більш токсичних 

метаболітів – дієнових кон'югатів і МДА [57]. 

Ogliari зі співавторами [60] продемонстрували, що пестицид мезотріон 

сприяє диференціальній активації первинної протонної транспортної системи 

для ферментативної детоксикації цього гербіциду в рослинах кукурудзи, що 

може викликати  зміни ліпідної конформації після оброблення мезотріоном. 

Заморожування та сольовий стрес викликають стрес вироблення десатураз, 

які змінюють ненасичені жирні кислоти в мембранах рослин і дріжджів [61].  

Відновники, такі як глутатіон або сульфіт, можуть активувати Н+-

АТФази або запобігати їх інгібування прооксидантами, і ці ефекти можуть 

бути пов’язані з розташуванням Н+-АТФази у ліпідному бішарі [62]. Залежно 

від умов стресу, склад мембранних залишків жирних кислот може запобігти 

перекисному окисненню ліпідів і виробленню МДА [58]. 

Отже, дослідниками встановлено, що за дії пестицидів у мікробних 

клітинах відбуваються певні зміни на фізіологічному рівні, в той же самий 

час активуються реакції адаптації для подолання фізіологічного стресу. 
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1.2.2 Зміни ліпідного складу мембран, як адаптивна реакція до дії 

токсикантів 

Відомо, що мікроорганізмам властива широка екологічна пластичність, 

яка забезпечує адаптацію до несприятливих умоа навколишнього 

середовища. Адаптивні реакції мікроорганізмів дуже різноманітні и 

проявляються комплексом морфологічних змін і фізіолого-біохімічних 

реакцій.  

Одним з ефективних адаптивних механізмів є зміна плинності 

клітинних мембран шляхом регулювання їх ліпідного складу, зокрема, за 

рахунок співвідношення між ізо/анти-ізо розгалуженими жирними кислотами 

та ізомеризації цис-ненасичених жирних кислот у відповідні транс-ізомери 

[63]. Плинність цитоплазматичної мембрани є найбільш важливим 

параметром, який визначає виживання клітини за стресових умов. Плинність 

забезпечується поєднанням різних типів мобільності мембранних 

компонентів і визначається співвідношенням між ненасиченими та 

насиченими жирними кислотами у складі мембранних ліпідів і постійною 

рухомістю жирнокислотних хвостів [64, 65].  

Клітинні механізми регулюють плинність мембрани, за дії токсичних 

чинників, шляхом зміни рівня насиченості ліпідів, однак  цей захист є лише 

частковим [66]. Здатність бактерій компенсувати зміни плинності мембран, 

спричинені токсичними сполуками, називають «гомеовискозною 

адаптацією». Варіації довжини жирних кислот, ступеня насичення та 

цис/транс конфігурації ненасичених жирних кислот є основними факторами, 

які впливають на плинність мембран [67].  Модифікація профілю жирних 

кислот є одним із механізмів, за допомогою яких клітини адаптуються до 

протидії негативного впливу токсичних сполук, включаючи поліциклічні 

ароматичні сполуки, ХОС. Зміни плинності клітинної мембрани, пов’язані зі 

збільшенням вмісту ненасичених, або насичених, розгалужених, циклічних і 

гідроксинасичених жирних кислот, відбуваються внаслідок реакції клітин на 

присутність ароматичних сполук в середовищі існування [68, 69]. 
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Одним із механізмів гомеофазної адаптації бактерій до впливу 

негативних чинників навколишнього середовища є зміна ступеня 

ненасиченості ліпідів [65, 70].Ступінь ненасиченості ліпідів є важливим 

механізмом підтримання необхідного рівня плинності цитоплазматичної 

мембрани і, відповідно, адаптації мікроорганізмів до несприятливих 

чинників середовища. Цей механізм характерний для  грам негативних 

бактерій [71, 72]. 

У бактерій встановлено і досліджено також інші механізми регуляції 

плинності мембрани, зокрема, вкорочення або подовження ланцюга жирної 

кислоти (довші ланцюги жирних кислот зменшують плинність мембрани), 

зміни вмісту жирних кислот з розгалуженим карбоновим ланцюгом чи 

жирних кислот, які містять циклопропанове кільце, ізомеризація подвійного 

зв’язку жирних кислот із  цис- у транс-конфігурацію [70, 73]. Такі зміни у 

цитоплазматичній мембрані перешкоджають проникненню токсичних 

речовин у клітину. 

Слід зазначити, що зміни ліпідного складу мембран можуть бути 

різними для представників  одного роду або навіть виду. Вплив різних 

токсичних сполук, що мають подібну токсичність і гідрофобність, на 

властивості поверхні та зміни вмісту ліпополісахаридів бактеріальної 

мембрани не мають загального характеру, що було продемонстровано у P. 

putida шляхом порівняння реакції на н-алканоли та хлорфеноли [67, 74]. У 

дослідженнях механізмів толерантності до фенолу представників роду 

Comamonas було показано, що у одних штамів цього роду може бути 

переважним один механізм, а у інших – виражено декілька, наприклад, зміни 

цис- ізомерів на транс-ізомери гексадеценової кислоти, наявність, або 

відсутність жирних кислот з циклопропановим кільцем [75]. 

Зростання вмісту циклопропаноктанової кислоти дослідники 

розглядають як важливий механізм пристосування до дії  несприятливих 

хімічних факторів [76, 77]. Перетворення ненасичених жирних кислот на 

циклопропанові розглядають як основну адаптивну відповідь бактерійної 
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клітини на стресові умови середовища шляхом стабілізації плинності 

цитоплазматичної мембрани [78, 79]. Показано, що зростання ригідності 

мембран за наявності жирних кислот із циклопропановим кільцем зумовлено 

вищою температурою плавлення цих кислот порівняно з ненасиченими 

жирними кислотами [70]. 

Результати дослідження реакції на толуол штаму Pseudomonas putida 

KT 2440 дикого типу та  нокаут-мутант (knockout mutant in the cyclopropane 

synthase) циклопропансинтази (фермент, що відповідає за синтез CFAs) 

показали, що більш стійким до толуольного шоку є штам дикого типу в 

стаціонарній фазі росту, що вказує на те, що синтез циклопропанових 

жирних кислот виступає як адаптивна реакція до ароматичних вуглеводнів 

[80].  

 

1.3 Мікробна трансформація хлорорганічних ксенобіотиків 

1.3.1 Деструкція пестицидів мікроорганізмами 

Пестициди, як правило, токсичні сполуки за своєю природою, тому їх 

присутність у ґрунті створює стресові умови для мікроорганізмів. Однак 

безперервне застосування цих токсичних хімічних речовин у ґрунті створює 

стрес, який призводить до розвитку стійкості та адаптації серед резидентних 

мікробних популяцій.  

Багатьом мікроорганізмам властива здатність до розкладу токсичних 

сполук. Деградація пестицидів – це розщеплення токсичних хімічних 

речовин на нетоксичні сполуки, а в деяких випадках – до вихідних елементів. 

Найпоширеніший спосіб деградації пестицидів у ґрунті – це мікробна 

деструкція, зокрема грибами і бактеріями.  

Ряд пестицидів, які мікроорганізми можуть використовувати як 

джерело енергії або поживних речовин, трансформуються або руйнуються. У 

той же час багато інших пестицидів, які не можуть служити джерелом енергії 
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або поживних речовин для мікробіоти ґрунту, також можуть руйнуватися 

мікроорганізмами в процесі кометаболізму [46, 86]. 

Повідомлялося, що бетапротеобактерії здатні руйнувати 

хлорароматичні, нітроароматичні та аміноароматичні сполуки у аеробних 

умовах [87].  У мікробних угрупованнях грунтів, забруднених 

ксенобіотиками, часто домінують представники родів Pseudomonas і 

Comamonas. Дані про здатність P. maltophilia, P. putida і C. testosteroni 

руйнувати бензол і ксилол представлені в літературі [88]. Досліджено та 

показано вищу метаболічну активність Comamonas testosteroni у поєднанні з 

Bacillus subtilis DKT щодо руйнування хлорбензолів та толуолів [89]. У 

видовому складі бактеріальних угруповань із забруднених нітробензолом 

річкових відкладень домінуючими були представники родин 

Comamonadaceae та Clostridiaceae, оскільки представники цих родів беруть 

участь у біодеградації забруднень [90]. У забрудненому пестицидами 

сільськогосподарському ґрунті переважали 11 родів бактерій: Pseudomonas, 

Bacillus, Acinetobacter, Flavobacterium, Comamonas, Achromobacter, 

Rhodococcus, Ochrobactrum, Aquamicrobium, Bordetella та Microbacterium. 

Толерантність цих бактерій до ксенобіотиків дозволяє зробити припущення 

про потенціал розкладу цих токсичних речовин [91]. Відзначається, що 

інтродукція C. testosteroni у забруднений поліциклічними ароматичними 

вуглеводнями (ПАВ) ґрунт, посилює мікробну активність до їхнього 

метаболізму, змінюючи структуру мікробіоценозу та посилюючи взаємодію 

між бактеріями, здатними до розкладання ПАВ [92].  

Представники роду Comamonas у заходах біоремедіації 

використовуються, як перспективні деструктори екологічно небезпечних 

забруднювачів, зокрема хлорбензольних та інших сполук бензольного ряду. 

У безперервно працюючому біоплівковому реакторі з фіксованим шаром C. 

testosteroni використовували для розкладання 4 толуолсульфонової кислоти. 

Повідомлялося про деструкційну активність штаму C. terrigena N3H до 

аніонної поверхнево-активної речовини дигексилсульфосукцинату. В 
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реакторах з іммобілізованими клітинами м- і п-нітробензоат руйнували за 

допомогою Comamonas JS46 і JS47. Досліджено і визначено шляхи 

метаболізації Comamonas sp. хлорорганічних сполук.: хлорнітробензолу, 4-

хлорнітробензолу [93, 94]. Повідомлялося про здатність Comamonas sp 

використовувати 4-хлорнітробензол як єдиние джерело вуглецю та енергії 

[95]. 

У результаті вивчення біологічних властивостей бактерій C. 

testosteroni, які були виділені з полів під посівами твердих сортів пшениці, 

встановлено їх здатність трансформувати нерозчинні фосфатні форми, калій 

та цинк і були рекомендовані, як інокулянти для підвищення продуктивності 

рослин [96]. 

1.3.2 Деструкція мікроорганізмами гексахлорбензолу 

Гексахлорбензол є персистентним органічним забруднювачем, проте в 

останні кілька десятиліть була вивчена мікробна біодеградація ГХБ, як 

механізм перетворення ГХБ на нешкідливі сполуки. Одним з шляхів 

деструкції є мікробне відновне дехлорування ГХБ. Наприклад культура 

Dehalococcoides sp. CBDB1 [97] здатна в анаеробних умовах відновлювати 

ГХБ дехлоруванням до менш хлорованих бензолів, таких як 1,3,5- 

трихлорбензол і 1,2-, 1,3- і 1,4-дихлорбензол. Однак отримані продукти не 

можуть бути розкладені далі, і, крім того, вони можуть призвести до 

серйозного вторинного забруднення навколишнього середовища.  

Здатність утилізувати ГХБ в аеробних умовах бактеріями 

Methylobacterium і Pseudomonas, як єдиного джерела вуглецю, було показана 

шляхом додавання в середовищі культивування ГХБ з (13C) міченим 

вуглецем. Підтвердженням метаболічної активності було виявлення 

бактеріальної ДНК з (13C) міченим карбоном [98]. 

Мікробний метаболізм ГХБ в аеробних умовах вивчено недостатньо. 

Відомі поодинокі дані про здатність бактерії Nocardioides sp. PD653 

мінералізувати ГХБ [99]. При аеробному культивуванні штаму Nocardioides 



50 
 

sp. PD653 у мінеральному середовищі, що містило ГХБ з початковим вмістом  

8,0 мкМ ГХБ за 9 днів досліду концентрація його знизилася до 1,5 мкМ і 

спостерігали накопичення хлорид-іонів до 34,0 мкМ.  У наступних 

дослідженнях мінералізацію ГХБ вивчали з використанням 3,6 мкМ міченого 

ізотопом карбону 14C-ГХБ [99].  Наявність або відсутність 14C-ГХБ у зразку 

визначали за допомогою високоефективної рідинної хроматографії, 

оснащеної проточним детектором радіоактивності. У 14-добовій 

культуральній рідині радіоактивність знизилася на 39,5% від початкового 

значення. Радіоактивний ГХБ не було виявлено в культуральній рідині, а 

радіоактивні 14C продукти знаходили переважно в невідомих водорозчинних 

метаболітах після 1-ї доби культивування. Адсорбований залишок 14C-ГХБ 

на стінках колби становив лише 2,2%. Колонка хроматографа захопила 13,1% 

залишку, що було встановлено за випаровуванням ГХБ під час 

культивування. За допомогою  NaOH відновили 36,8%, а 84,7% захопленої 

радіоактивності було осаджено у вигляді Ba14CO3 шляхом додавання BaCl2, 

що вказує на те, що радіоактивність віднесена до радіоактивного диоксиду 

вуглецю (14CO2) [99].   

Оксидативне дехлорування ГХБ  досліджували шляхом інкубації 

штаму PD653 з ГХБ, під час якого спостерігали зниження вмісту  ГХБ та 

підвищення кількості метаболіту, ідентифікованого як пентахлорфенол 

(ПХФ) за часом утримання ВЕРХ (високо-ефективна рідинна хроматографія) 

та УФ-спектром; В інкубаційній рідині було виявлено стехіометрично рівну 

кількість хлорид-іонів, що відповідало утвореному ПХФ. Хоча єдиним 

метаболітом, який можна виявити за допомогою ВЕРХ, був ПХФ, аналіз за 

допомогою газової хроматографії-масс-спектрометрії дозволив виявити інші 

метаболіти. Для виявлення мінорних метаболітів ПХФ інкубацію штаму 

проводили протягом короткочасного періоду (2 год). Хоча зниження ПХФ 

було дуже незначним, 2,3,5,6-тетрахлоргідрохінон та 2,6-дихлоргідрохінон 

були виявлені як ацетильовані похідні. Деградація ГХБ та поява цих 
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метаболітів у контрольній культурі з автоклавованими клітинами штаму не 

спостерігалися [99]. 

Встановлено, що катаболізм гексахлорбензолу у Nocardioides PD653 

включає нуклеофільне ароматичне заміщення та утворення флавін-N5-

оксиду. Під час проведення дослідження деградації цієї сполуки, був 

виділений і секвенований катаболічний оперон, який бере участь у 

перетворенні ГХБ в пентахлорфенол (ПХФ). Цей кластер генів кодував три 

ферменти – флавінмонооксигеназу (HcbA1) і дві флавінредуктази (HcbA2 і 

HcbA3). Описано механізм дії гексахлорбензолмонооксигенази (HcbA1). У 

цій реакції  гідропероксид флавіну додає до бензольного кільця з високим 

рівнем збіднення електронами, щоб отримати проміжний продукт 

Мейзенгеймера (представляє собою аддукт реакції 1:1 між ареном з 

електроноакцепторними групами і нуклеофілом, ці комплекси виявляються 

як реакційні проміжні продукти нуклеофільного ароматичного заміщення) 

[100]. У наступних етапах відбувається вилучення хлориду з подальшим 

видаленням флавіну з утворенням перокисиду. Розщеплення цього пероксиду 

вилученим флавіном дає кінцевий продукт і флавін-N5-оксид [101, 102]. 

Окрім чистих культур мікроорганізмів виявлено здатність до розкладу 

ГХБ в аеробних умовах мікробним угрупованням, виділеним із забрудненого 

екотопу, де домінуючими були бактерії Azospirillum і Alcaligenes. 

Ефективність деградації ГХБ (як єдиного джерела карбону) відбувалася в 

порядку зміни pH 7,0 > pH 8,0 > pH 9,0 > pH 6,0. Вплив на ефективність 

деградації температури інкубації  змінювався у ряду: 37°C > 30°C > 20°C > 

4°C.  У залежності від вихідних концентрацій субстрату ефективність 

деградації становила 55%, 51% і 51% при початкових концентраціях 

відповідно  5 мг/л, 10 мг/л і 25 мг/л [103]. 

В літературі відсутні дані щодо повного процесу метаболізаціїї ГХБ. 

Nocardioides sp. PD653 був першим зазначеним в літературі штамом, здатним 

розкладати ГХБ в аеробних умовах через проміжні сполуки пентахлорфенол, 

2,3,5,6-тетрахлор-п-гідрохінону та 2,6 дихлор-п-гідрохінону [99]. C. 
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testosteroni та інші представники Betaproteobacteria вважаються 

мікроорганізмами з великим деструкційним потенціалом ксенобіотиків. В 

літературі є повідомлення про здатність Alcaligenes sp. strain K 

мінералізувати пентахлорфенол. Alcaligenes sp. та Comamonas sp. відносяться 

до одного порядку Burkholderiales, класу Betaproteobacteria [104].  Тому, 

можна вважати, що C.testosteroni здатний розкладати ГХБ. Здатність  до 

деструкції C.testosteroni широкого ряду ароматичних сполук відомо в 

літературі, але мало вивченими є щляхи метаболізації. Відомо, що 

C.testosteroni здатний розкладати пентахлорфенол, але метаболічний шлях не 

досліджено [105]. Проте, в літературі є дані щодо інтермедіатів метаболізації 

пентахлорфенолу іншими грам негативними бактеріями, а саме, Escherichia 

coli PCP1 and Acinetobacter sp. PCP3. Проміжні продукти: 2,3,5,6-

тетрахлоргідрохінон (ТХГХ) і 2-хлор-1,4-бензолдіол (DCBE). Найбільш 

детально досліджено метаболізацію пентахлорфенолу грамнегативними 

бактеріями Sphingobium chlorophenolicum ATCC 39723, кінцевими 

продуктами розкладу є ацетил-СоА та сукценіл-СоА, що є субстратами циклу 

трикарбонових кислот [106]. Повний механізм розкладу бактеріями 

C.testosteroni відомий для 4-хлорфенолу [107], де одним з проміжних 

продуктів є малеілацетат з наступним утворенням бензольної кислоти, що є 

спільним для повного механізму розкладу пентахлорфенолу.   

У доступній нам літературі ми не знайшли відомостей щодо деструкції 

ГХБ бактеріями Comamonas. Відомі результати щодо  здатності цих бактерій 

розкладати інші хлорбензольні сполуки  [93, 94], наприклад, 4-

хлорнітробензол [95]. Вивчено шлях біодеградації 4-хлорнітробензолу 

штамом Comamonas sp.CNB-1, який використовував цей субстрат, як єдине 

джерело вуглецю та азоту. Подальший аналіз показав, що кластери генів cnb 

(cnbB-orf2-cnbA, cnbR-orf1-cnbCaCbDEFGHI і cnbZ), які розташовані на 

новій плазміді IncP-1 плазмідної ДНК штаму CNB1 (близько 89 kb), 

детермінують біодеградацію 4-ХНБ. Спочатку ця сполука  перетворювалась 

у 2-аміно-5-хлорфенол, а потім після розщеплення кільця утворювався 2-
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аміно-5-хлормуконовий напівальдегід, який каталізувався новою 2-

амінофенол-1,6-діоксигеназою. Потім 2-аміно-5-хлормуконовий 

напівальдегід послідовно перетворювався на 5-хлор-4-гідрокси-2-оксоветат. 

Виявлено гени, що відповідають за ці перетворення, і підтверджено ці 

реакції: 4-CNB до 2-аміно-5-хлормуконової кислоти (каталізується CnbA, 

CnbB, CnbCa, CnbCb, CnbD); 2-аміно-5-хлорфенол до 2-аміно-5-

хлормуконового напівальдегіду (каталізується CnbCa, CnbCb); 2-аміно-5-

хлормуконова кислота до 2-оксогекс-4-ен-5-хлор-1,6-діоату (каталізується 

CnbH, CnbZ). Тим не менш, лише сім ферментів (CnbA, CnbCa, CnbCb, CnbD, 

CnbE, CnbF і CnbZ) були ідентифіковані в клітинах, вирощених на 4-ХНБ. 

Встановлено, що продукт частково відновного шляху біодеградації 4-ХНБ5-

хлор-4-гідрокси-2-оксоветат далі бере участь у циклі трикарбонових кислот 

або інших метаболічних процесах [108]. 

 

1.4. Біоремедіація ґрунтів, забруднених хлорорганічними 

сполуками 

Біоремедіація – це сукупність процесів відновлення забруднених 

екосистем, яка включає видалення пестицидів з екотопів та їх оздоровлення з 

використанням фізіолого-біохімічної активності рослин та мікроорганізмів, 

які виконують функцію ремедіантів [109, 110]. Біоремедіаційні методи 

відновлення ґрунтів є екологічно безпечними, економічно вигідними та 

ефективними. Тому дедалі більше досліджень присвячується  біологічному 

відновленню грунтових екосистем. Найбільш поширеними методами 

біоремедіації є мікробна ремедіація, а саме, біоаугментація, тобто внесення 

мікробної біомаси мікроорганізма-декструктора у забруднене середовище 

[111], а також фіторемедіація за допомогою рослин, яка включає в себе 

ризоремедіацію [112]. Ризоремедіація – процес видалення токсичних 

речовин, за рахунок метаболічної активності мікроорганізмів ризосфери 

рослини [113].  
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Природні ґрунтові екосистеми та агроценози постійно зазнають 

великого навантаження пестицидами, а той обсяг пестицидів, який вже 

накопичився, потребує заходів для його видалення з грунтів. До таких 

пестицидів, які потребують видалення належить хлорорганічний пестицид – 

гексахлорбензол (ГХБ), який входить у перелік заборонених для 

використання Стокгольмською конвенцією [114]. В умовах пестицидного 

навантаження у мікробіоценозах ґрунтів відбуваються зміни у якісному 

кількісному складі представників еколого-функціональних груп 

мікроорганізмів. Стресові умови стимулюють у мікроорганізмів активацію 

біохімічного потенціалу до метаболізації токсичних речовин.  Тому, 

інтродукція мікроорганізмів у агроценози є одним з важливих компонентів 

біодеградації пестицидів [109].       

Біоаугментація є одним з найефективніших методів біоремедиації 

[111]. Відомо, що бактерії Comamonas testosteroni є деструкторами 

ароматичних сполук, таких як нітробензоли, хлорбензоли та пентахлорфенол 

[87, 89, 115]. Зважаючи на високий деструкційний потенціал цих бактерій 

було проведено багато досліджень з використанням їх, як ремедіантів 

забруднених ґрунтів. Визначено здатність штаму Bacillus subtilis DKT та 

Comamonas testosteroni KT5 утворювати біоплівку та рокладати хлорбензоли 

та толуоли. Вивчення двовидової біоплівки C. testosteroni KT5 та B. subtilis 

DKT продемонструвало високий рівень розкладання хлорбензолу і 2-

хлортолуолу, а також можливість видалення із забруднених екотопів суміші 

токсичних органічних сполук, які не можуть метаболізуватися біоплівками 

одного організму [89]. Досліджено біодеградацію пентахлорфенолу (ПХФ) 

штамом Comamonas testosteroni CCM 7530 у чорноземних ґрунтах і показано 

зниження вмісту ПХФ у ґрунті, що забезпечило зменшнення токсичної дії на 

чисельність резидентної мікробіоти, та підвищило якість та родючість ґрунту 

[105]. Отже підтверджено здатність бактерій Comamonas testosteroni 

розкладати хлорбензоли та інші ароматичні сполуки, а також зменшувати 

їхню токсичну дію на мікробіоту та рослини в ґрунті. 
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Досліджено фіторемедіаційну здатність рослин Zea mays, Cucurbita 

pepo та Lactuca sativa до забруднень ГХЦГ та ГХБ, в результаті чого рослини 

Zea mays було рекомендовано для застосування у заходах фіторемедіації 

грунтів, забруднених  вище зазначеними ХОС [24]. 

Вивчення кількості мікроорганізмів різних еколого-функціональних 

груп показало, що внесення C. testosteroni впливає на структуру 

мікробіоценозу ґрунту. Так, у дослідженні [92] повідомлялося що внесення 

цих бактерій у ґрунт, забруднений поліциклічними ароматичними 

вуглеводнями (ПАВ), посилює взаємодію між бактеріями, здатними 

руйнувати ПАВ.  

Використання потенціалу рослин і  ризосферної мікробіоти для 

ремедіації грунтів також є перспективним способом біоремедіації, але в 

умовах присутності великої кількості пестицидів та інших токсичних 

речовин, розвиток рослин лімітується, що може знизити ефективність 

фіторемедіації [116].  У літературних даних зазначено, що один і той самий 

фіторемедіант може поглинати різну кількість токсичних речовин, в 

залежності від їх складу та концентрації у грунті [117]. Зазначається, що 

рослини можуть поглинати лише певну кількість токсиканта [118]. Важливим 

аспектом фіторемедіації є те, що  рослина забезпечує ризосферну мікробіоту 

корисними речовинами кореневих ексудатів, що допомагає виживати та 

збільшувати чисельність толерантним мікроорганізмам, які мають механізми 

для зменшення вмісту токсичних речовин [119]. 

Gentry зі співавторами [120] вивчали ефективність біоаугментації C. 

testosteroni в забрудненому 3-хлорбензоатом ґрунті і показали, що ці штами 

не тільки знижували вміст токсичних речовин, але й зменшували негативний 

вплив на резидентну мікробіоту ґрунту. 

Враховуючи переваги мікробної ремедіації та фіторемедіації було 

проведено багато досліджень комбінованого використання рослин і бактерій 

для підвищення ефективності санації ґрунтів, забруднених органічними 

забруднювачами, включаючи СОЗ [121]. Бактерії Comamonas відомі як 
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деструктори токсичних поліциклічних ароматичних сполук. Одним з таких 

штамів є Comamonas sp. CNB-1, виділений з активного мулу очисних споруд 

від 4-хлоронітробензолу (4-ХНБ). Для видалення  ксенобіотиків із ґрунтів 

використовували бактерії роду Comamonas окремо або  з Bacillus spp., а 

також у комбінації бактерій з рослинами люцерни [89, 93, 122] та як 

монокультуру бактерії [105, 123] У всіх випадках повідомлялося про високу 

ремедіаційну здатність досліджуваних бактерій. Систему Comamonas – 

люцерна, що було застосовано для ремедіації забрудненого 

тетрахлорнітробензолом (4ХНБ) ґрунту, продемонструвало деградацію 4ХНБ 

та зменшення фітотоксичності 4ХНБ штамом Comamonas sp. CNB-1 [93]. 

Даний штам був впроваджений у систему «рослина – мікробний штам-

деструктор 4-ХНБ»  для біоремедіації забрудненого середовища. В результаті 

було показано, що саме штам  Comamonas sp. CNB-1 грає ключову роль у 

деградації 4-ХНБ. 

Відомі позитивні результати щодо відновлення забруднених 

гексахлорбензолом ґрунтів за допомогою тандему мікроорганзмів з 

рейграсом. Як було зазначено раніше, ексудати коренів рослин можуть 

впливати на мікробне угруповання, надаючи доступні джерела вуглецю. 

Виявлено, які саме мікроорганізми виступали деструкторами ГХБ, зокрема, 

збільшення відносної чисельності представників Comamonadaceae, 

Azohydromonas і Pseudomonas, могло свідчити, що саме ці мікроорганізми   

відігравали роль у деструкції забруднювача [6, 124].      

Перевага мікробного рослинно-асоційованого методу біоремедіації 

полягає в тому, що бактерії здатні до метаболізації ГХБ або інших токсичних 

речовин, а рослини забезпечують бактеріям високу фізіологічну активність 

завдяки  постачанню через кореневі ексудати корисних речовин, а також 

забезпечують киснем, який необхідний для бактеріальної метаболізації 

токсичних речовин, тобто стабільність біофізичних процесів залежить від 

рослини [125]. Повідомлялося про високу ефективність видалення ізомерів 

гексахлорциклогексану, що також відноситься до переліку хлорорганічних 
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пестицидів заборонених Стокгольмською конвенцією, за допомогою 

комплексної біоремедіації грунту мікробною асоціацією з бобовими 

рослинами Cytisus striatus (жарновець) [121]. 

Фіторемедіанти можуть розвиватися в умовах токсичного 

навантаження, хоча ксенобіотики можуть транспортуватися в ризосферу 

через транспіраційний потік та пригнічувати розвиток кореневої системи. 

Тому, певна кількість токсиканта може накопичуватись рослиною. Проте, 

для рослин важливою умовою існування є колонізація бактеріальними 

клітинами кореневої системи, в результаті бактерії утворюють на поверхні 

біоплівки, які  можуть функціонувати як захисний бар’єр, фільтруючи та 

руйнуючи забруднюючі речовини [93]. З іншої сторони, кореневі ексудати 

рослини стимулюють збільшення резидентної мікробіоти, а також впливають 

на їх активність, що призводить до зміни співвідношення функціональних та 

систематичних груп мікробіоценозів грунтів [126]. Повідомлялося, що через 

кореневі ексудати передається в ризосферу майже 20 % всього 

фотосинтетично зв’язаного  вуглецю, що використовується  як джерело 

карбону та енергії [127].  

Таким чином, аналіз існуючих у літературі даних свідчить, що 

повсюдне забруднення персистентними і токсичними  хлорорганічними 

сполуками, серед яких і ГХБ, становить загрозу стабільному 

функціонуванню екосистем. Більшість забруднень ГХБ реєструється у грунті, 

що впливає на його родючість, стан мікробіоти,  і якість отриманої 

рослинницької продукції. До нинішнього часу залишаються невивченими 

питання стійкості мікробіоценозів різних типів грунтів України до високих 

доз забруднення ГХБ. Накопичені проблеми, пов’язані з забрудненням 

грунтів  України ГХБ, потребують найскорішого вирішення, при цьому 

дієвими шляхами  можуть бути заходи на основі використання метаболічного 

потенціалу мікроорганізмів, їхньої здатності до розкладу токсичних 

хлорорганічних сполук. Дослідниками продемонстровано ефективність 

ремедіації забруднених ґрунтів за допомогою рослин і бактерій, де ключова 
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роль в детоксикації належить бактеріям. У літературі дані про бактерії-

деструктори ГХБ та їх активність нечисленні, мало відомостей щодо шляхів 

їх адаптації до дії цього токсиканта. Тому наші дослідження було присвячено 

вивченню стійкості мікробіоценозів різних типів грунтів України до ГХБ,  

виділенню нових штамів-деструкторів ГХБ, вивченню  їхніх фізіологічних 

особливостей, що зумовлюють стійкість до токсиканту, визначенню 

перспектив застосування виділених штамів у ремедіаційних заходах. 
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РОЗДІЛ 2 МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1. Мікроорганізми, досліджені у роботі 

 Мікроорганізми різних еколого-функціональних і таксономічних 

груп: педотрофні, олігонітротрофні та азатфіксувальні, 

фосфатмобілізувальні, амілолітичні, амоніфікувальні бактерії, 

стрептоміцети, мікроміцети. 

 Два штами, які були виділені з Калушського полігону 

захоронення хлорорганічних пестицидів (ХОП), систематичне 

положення яких було нами  встановлено і віднесено до виду 

Comamonas testosteronі. Нововиділені та ідентифіковані штами 

було зареєстровано в Українській Колекції Мікроорганізмів, як 

Comamonas testosteronі УКМ В-400, Comamonas testosteronі УКМ 

В-401. 

 Референтні штами, використані при виконанні досліджень з 

ідентифікації нововиділених штамів: Pseudomonas putida B-115, 

Comamonas testosteronі УКМ В-213, C. terrigena УКМ В-363 і 

Delftia acidovorans УКМ В-197, з Української Колекції 

Мікроорганізмів.  

 

2.2 Умови вирощування мікроорганізмів. 

2.2.1 Поживні середовища для зберігання і культивування 

мікроорганізмів 

Зберігання чистих культур бактеріальних штамів проводили на 

скошеному агаризованому поживному середовищі М17 (Oxoid Ltd, United 

Kingdom) наступного складу у г/л: триптон – 5,0, пептон соєвий – 5,0, м'ясна 

витяжка – 5,0, дріжджовий екстракт – 2,5, аскорбінова кислота – 0,5, сульфат 

магнію – 0,25, динатрій-гліцерофосфат – 19,0, агар – 11,0. 
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Для зберігання штамів Comamonas testosteronі  використовували 

агаризоване середовище L-arap (LA)  наступного складу (г/л): триптон – 10, 

дрожджовий екстракт – 5, NaCl – 10, агар – 15. 

Для глибинного культивування мікроорганізмів-деструкторів та 

накопичення біомаси використовували мінеральне середовище Менкіної та 

LB. 

Cклад мінерального середовища Менкіної  (г/л):  NaNO3 – 2,0 г,KCl – 

0,6 г, 10% MgSO4 – 5,0 мл, 50% глюкоза – 10,0 мл, 20% К2НРО4 – 15,0 мл.  

Cклад мінерального середовища LB (г/л): (NH4)2SO4 – 5; КН2РО4 – 2,93; 

К2НРО4 – 5,87; MgSO4*7H2O – 0,3; NaCl – 2; CaCl2 – 0,01; FeSO4 – 0,01 [1]. 

Визначення мікроорганізмів еколого-функціональних груп ґрунту 

проводили на класичних поживних середовищах: грунтовий агар для 

визначення чисельності педотрофних мікроорганізмів, крохмало-аміачний 

агар для визначення чисельності амілолітичних бактерій. Середовище Ешбі 

застосовували  для визначення чисельності  олінітротрофних та 

азотфіксувальних бактерій. Фосфатмобілізувальні бактерії визначали на 

середовищі Мєнкіної з фенолфталеїн фосфатом натрія. Стрептоміцети 

визначали  на картопляно-глюкозному агарі. Середовище Чапека 

використовували  для визначення мікроміцетів. Визначення кількості 

амоніфікувальних бактерій проводили на агаризованому середовищі М17 

(Oxoid Ltd, United Kingdom) [2, 3]. 

 

2.2.2 Умови культивування бактерій у поживному середовищі з 

ГХБ 

Бактерії вирощували глибинним способом у рідкому поживному 

середовищі LB medium. Як  джерело карбону додавали сукцинат натрію у 

кількості 4 г/л. Дослід проводили за такою схемою: а) контроль 1 – 

вирощування  штаму у мінеральному середовищі LB (чистий контроль), б) 

контроль 2 – вирощування штаму у середовищі з додаванням об’єму ацетону, 

необхідного для розчинення 10 мг/л ГХБ, в) контроль 3 – вирощування 
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штаму у середовищі з додаванням об’єму ацетону, необхідного для 

розчинення 20 мг/л ГХБ, г) Контроль 4 – вирощування штаму у середовищі з 

додаванням об’єму ацетону, необхідного для розчинення 50 мг/л ГХБ, ґ) 

вирощування штаму у середовищі з додаванням 10 мг/л ГХБ, д) вирощування 

штаму у середовищі з додаванням 20 мг/л ГХБ, е) вирощування штаму у 

середовищі з додаванням 50 мг/л ГХБ.   Дослідження для кожного з штамів 

проводили у трьох повтореннях. Бактерії культивували на качалках 

(121об/хв) протягом 7 діб при температурі 28 ºС. Після 7-добового 

культивування визначали титр клітин методом десятикратних розведень і 

виражали у КУО/мл.  

 

2.3 Методи дослідження впливу гексахлорбензолу на мікробні 

угруповання ґрунту 

2.3.1 Характеристика досліджуваних ґрунтів  різних типів  

Зразки чорноземного (Київська область), темно-каштанового 

(Херсонська область) та дерново-підзолистого (Чернігівська область) ґрунтів 

України було відібрано в агроценозах за інтенсивних систем землеробства.  

Досліджувані ґрунти  мали такі характеристики:  

- чорноземний ґрунт (Київська область): рН 7,6 ± 0,3, вміст поживних 

речовин, мг/кг: азот лужногідролізований – 119,2 ± 11,9, фосфор рухомий – 

60,9 ± 9, калій обмінний –168,8 ± 16,9;  

- темно-каштановийй ґрунт (Херсонська область): рН 6,4 ± 0,15, вміст 

поживних речовин, мг/кг: азот лужногідролізований – 79,2 ± 8,0 фосфор 

рухомий – 235 ± 28,2, калій обмінний –77,5 ± 11,6;  

- дерново-підзолистий ґрунт (Чернігівська область): рН 4,0 ± 0,15, вміст 

поживних речовин, мг/кг: азот лужногідролізований – 79,2 ± 8,0 фосфор 

рухомий – 332,3 ± 49,8мг/кг, калій обмінний –136,3 ± 13,6. 
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2.3.2 Дослід з визначення впливу ГХБ на мікробіоту грунту у 

лабораторних умовах 

Досліди проводили у лабораторних умовах. У пластикові ємності 

вносили  наважки просіяного через сито (очки діаметром 2 мм) ґрунту масою 

250 г, зволожували до 70% від повної вологоємності і витримували 12 діб для 

стабілізації біологічних процесів.  

Підготовлений таким чином ґрунт експериментально забруднювали 

промисловим відходом хімічного промислового комплексу «Оріана-Галев» 

м. Калуша Івано-Франківської області, який містив 90% гексахлорбензолу та 

10% різних промислових домішків [4]. Кількість внесеного полютанта 

розраховували на вміст ГХБ у таких дозах гранично допустимих 

концентрацій (ГДК): 10, 500, 1000, 2500, 5000, 10000, враховуючи, що ГДК 

гексахлорбензолу становить 0,03 мг/кг ґрунту [5]. Контрольними були зразки 

ґрунтів без внесення ГХБ. Дослідні і контрольні зразки культивували 

протягом 60 діб за кімнатної температури (+20 ± 2°C), підтримуючи 

вологість 70% від повної вологоємності. На 60-ту добу досліду проводили 

мікробіологічні дослідження ґрунту.  

Загальну біологічну активність ґрунтової мікробіоти оцінювали за 

швидкістю базального (БД) і субстрат-індукованого дихання (СіД) з 

використанням адсорбційного методу; за отриманими результатами 

розраховували вміст мікробної біомаси [6 – 9].  

Для визначення VБД 20 г ґрунту поміщали у хімічний стакан, 

розміщували в склянці об’ємом 500 мл, в якій попередньо вносили 20 мл 0,1н 

розчину NaOH. Паралельно ставили контрольну пробу ˗ склянку з 20 мл 

NaOH без ґрунту. Великі склянки закривали герметично. Після 24 годин 

інкубації, проводили облік залишкового об’єму лугу, який не прореагував з 

СО2 методом титрування 0,1н розчином Н2SO4 за наявності індикатора 

бромтимолблау до появи жовто-зеленого забарвлення. 

На другу добу визначали швидкість субстрат індукованого дихання 

(VСІД), для цього до зразків ґрунту додавали органічний субстрат –  5 мл 1 % 
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розчину глюкози, а у великі склянки додавали 20 мл 0,1н NaOH, закривали 

герметично, інкубували 24 години. Після цього визначали залишкову 

кількість лугу за описаним вище методом. Швидкість базального і субстрат 

індукованого дихання виражали у мг СО2 на 1 кг ґрунту  1 за годину. Дослід 

проводили у трьох повтореннях. 

Кількість виділеного СО2 вираховували за формулою: 

К⨯1000/20⨯Квол = m (маса СО2г/кг грунту), де    (2.1) 

Квол – коефіцієнт вологості;  

К = (а˗в)⨯4,4, де а – середній за повторюваностями об’єм Н2SO4, 

витрачений на титрування лугу контрольного зразка; в – середній за 

повторюваностями об’єм Н2SO4, витрачений на титрування лугу дослідного 

зразка; 4,4 – коефіцієнт, вирахований із значення молярної маси СО2. 

Швидкіть базального і субстрат індукованого дихання визначали за 

формулою: V(БД /СІД) = m/t, m – маса СО2, t – час експозиції. 

Значення мікробної біомаси ґрунту визначали за формулою: 

Смікроб  = (СІД – БД)⨯40,04 + 0,37,      (2.2) 

де СІД і БД відповідні значення маси СО2 за базального і субстрат 

індукованого дихання (г/кг).  

За даними швидкості дихання грунту розрахвували коефіцієнт 

мікробного дихання (Qr), що визначали за відношенням показника швидкості 

базального дихання (БД) до показника швидкості субстрат індукованого 

(СІД), – інтегральний показник стану ґрунту та його мікробного пулу за 

антропогенного навантаження. Благодатською з співавт. було запропоновано 

шкалу показників Qr, які відображають  стан мікробного угруповання у 

певних ґрунтових умовах [10]. Так, величини Qr в інтервалі 0,1 – 0,2 свідчать 

про сприятливий стан ґрунтового мікробного угруповання; значення Qr 

менше 0,1 відображають знижену активність угруповання в умовах нестачі 

поживних речовин, за несприятливих  кліматичних або антропогенних 

впливів  Qr перевищує 0,2 – 0,3.  Коефіцієнт мікробного дихання ґрунту 

визначали за методом Благодатської [10].  
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За  даними чисельності мікроорганізмів вираховували коефіцієнт 

мінералізації та мінералізації  розраховували за  Є.М. Мішустіним і Є.В. 

Руновим, як співвідношення кількості амілолітичних бактерій до кількості 

амоніфікувальних бактерій [11]. Індекс педотрофності розраховували за  Д.І. 

Нікітіним та В.С. Нікітіною, як співвідношення кількості педотрофних до 

кількості амоніфікувальних бактерій [12].  

 

2.4 Методи виділення та ідентифікації ізолятів бактерій 

2.4.1 Виділення бактеріальних ізолятів, толерантних до ГХБ та 

визначення їхніх морфологічних, культуральних, фізіолого-біохімічних 

властивостей. 

Зразки ґрунту  було відібрано з поверхневого шару 2 – 50 см полігону 

токсичних відходів, виробничого концерну «Оріана-Галев» біля міста Калуш 

Івано-Франківської області. Скринінг ізолятів, стійких до гексахлорбензолу 

(ГХБ) проводили шляхом їх культивування у мінеральному середовищі 

Менкіної. До середовища додавали ГХБ у дозах 50 мг/л та 100 мг/л. Шляхом 

висіву грунтової суспензії на агаризоване поживне середовище М17 (Oxoid 

Ltd, United Kingdom), що містило гексахлорбензол у концентраціях від 100 до 

1000 мг/л було виділено мікробнi ізоляти, стійкі до високих доз цього 

токсиканту.  

У мінеральне середовище Менкіної,  яке містило  50 та 100 мг/л ГХБ 

засівали 1-добовою культурою досліджуваних  культур  з титром ізоляту  46 

– 3,9*109,  і  47 – 4,0*107 КУО/мл. Інкубували протягом 168 годин, після чого 

визначали кінцевий титр клітин методом висіву десятикратних розведень 

суспензій на агаризоване середовище М17 з наступним підрахуванням 

колоній-утворюючих одиниць, які відповідали кількості живих клітин у 

суспензії. 

Морфологію бактеріальних ізолятів досліжували за допомогою 

світлової мікроскопії пофарбованих за Грамом 1-добових культур, 
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вирощених на агаризованому поживному середовищі М17. Фізіолого-

біохімічні властивості і первинну ідентифікацію ізолятів було виконано за 

допомогою API тест-систем 20Е bioMérieux (France). Дослідження 

біохімічних властивостей ізолятів також проводили шляхом порівняльного 

аналізу з типовими штамами з Української колекції мікроорганізмів: D. 

acidovorans  УКМ В-197, C. testosteronі УКМ В-213, P. putida B-115 у 

автоматизованій системі VITEK® 2 System bioMérieux (France) відповідно до 

інструкції виробника із застосуванням карти VITEK® 2: Gram-Negative 

identification card (GN), розробленої  для ідентифікації грамнегативних 

паличок.  

 

2.4.2. Аналіз спектру жирних кислот 

Спектр жирних кислот  загальних ліпідів визначали методом аналізу їх 

метилових ефірів. Для хемотаксономічного аналізу бактерії вирощували на 

картопляно-глюкозному агарі при 28 ºС протягом 24 годин. Гідроліз клітин 

проводили  у  5% розчині ацетилхлориду у метанолі протягом години при 

100 ºС, з наступною екстракцією сумішшю ефір-гексан (1:1). Ідентифікацію 

метилових ефірів жирних кислот здійснювали з використанням хромато-

масс-спектрометричної системи Agilent 6800N/5973 inert. (Aglient 

Technologies, США). Метилові ефіри ідентифікували автоматично за часом їх 

утримання порівняно зі стандартами (Supelco Analytical Products, USA). 

Вміст жирних кислот визначали за допомогою програмного забезпечення 

Agilent ChemStation і відображали у відсотках від загальної площі піків [13, 

14]. 

 

2.4.3  Визначення генетичних характеристик ізолятів 

ДНК з бактеріальних клітин екстрагували експрес-методом. Для цього 

1 мл суспезії клітин центрифугували при 13,5 тис. об/хв на центрифузі 

Minispin (Eppendorf) впродовж 2 хв і видаляли супернатант. Бактеріальний 

осад ресуспендували у 200 мкл ТЕ-буферу та інкубували у термостаті за 
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температури 95°С впродовж 5 хв. Клітинний дебріс осаджували 

центрифугуванням при 5,0 тис. об/хв впродовж 2 хв і відбирали 180–190 мкл 

супернатанту, 2 мкл якого використовували для дослідження у полімеразній 

ланцюговій реакції  (ПЛР).  

Ген 16S pPHK ампліфікували з використанням універсальних 

бактеріальних праймерів pА-5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (8-27, 

нумерація за E.coli) і рН-3'-ААGGAGGTGATCCAGCCGCA-5 '(1542-1523, 

нумерація за E. coli) [15]. ПЛР-суміш, загальним об’ємом 25 мкл, містила: 2 

мкл бактеріальної ДНК; 1 x DreamTaq™ Green Buffer (Thermo Fisher 

Scientific); 0,4 мМ кожного dNTP; 0,4 мкМ кожного праймера та 1U 

DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Амліфікацію проводили 

з використанням термоциклеру 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, 

США) за експериментально підібраних умов (35 циклів): початкова 

денатурація 95°С – 3 хв.; основна денатурація – 95°С/ 30 с., відпал праймерів 

– 59° С/25 с., елонгація – 72°С/1хв. 30с.) та заключний синтез ДНК – 72°С/2 

хв. Наявність ампліфікатів у зразках визначали шляхом електрофорезу у 

1xTAE буфері та 1% агарозному гелі з додаванням розчину бромистого 

етидію. Фрагмент вирізали з агарозного гелю та виділяли ДНК за допомогою 

Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (ThermoFisher Scientific, Lithuania). 

Концентрацію ДНК визначали за допомого спектрофотометру NanoDrop 

2000 (ThermoFisher Scientific). Послідовності 16S рPHК секвенували з 5'- і 3'-

кінців на автоматичному секвенаторі 3130 Genetic Analyzer (фірми Applied 

Biosystems/HITACHI) з використанням набору BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing kit (Applied Biosystems).  

 

2.5 Методи визначення активності культур до розкладу 

гексахлорбензолу  

Для визначення здатності культур до деструкції ГХБ рідкі поживні LB 

середовища (контрольне без  ГХБ та середовища з вмістом ГХБ 10, 20 і 50 

мг/л засівали бактеріями, вирощеними на середовищі без ГХБ.  
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Після 7-добового культивування біомасу відділяли з культуральної 

рідини центрифугуванням  (протягом 30 хв, при режимі 5000 об/хв). 

Мікробну біомасу промивали від залишків культуральної рідини 

дистильованою водою.  Біомасу гідролізували у 5% метанольному розчині 

ацетил хлориду при 95 ⁰C, протягом 3 годин.  

Активність культур до розкладу ГХБ визначали по залишковому вмісту 

ГХБ у супернатанті та адсорбованому у біомасі.  

Хімічний аналіз зразків супернатантів культуральних рідин проводили 

в методом газової хроматографії згідно з рекомендаціями Environmental 

protection association [16]. Використовували в роботі стандарти ДСЗУ, 

розчини із стандартною концентрацією діючої досліджуваної речовини 0,1 

мг/мл.  

Пробопідготовка полягала в збільшенні концентрації аналіту 

екстракцією в фазі органічного розчинника (н-гексан). Попередньо до 

розчину супернатанта додавали насичений розчин NaCl, у пропорції 6:5 

(насичений розчин NaCl: досліджуваний розчин), для зв’язування важких 

органічних макромолекул, що забезпечує чистоту аналізу. Далі суміш 

збовтують в колбі Ерлєнмаєра об’ємом 100 мл з високою  інтенсивністю 

протягом 5 хв, додають 10 мл гексану і повторюють збовтування ще 

протягом 5 хв. Суспензію залишають до розшарування фаз, нижню фракцію 

повторно екстрагують за наведеною схемою ще двічі, а верхню гексанову 

кількісно переносять в роторну колбу об’ємом 50 мл.  

Екстрагування гексаном проводили тричі, усі порції гексанової фракції 

збирали разом і висушували на роторному випаровувачі Heidolph Laborota 

4000 efficient за температури водяної бані 40 оС та залишковому вакуумі 20-

30 мм рт.ст.  

Одержаний сухий залишок у роторній колбі тричі екстрагували 

гексаном по 2 мл і збирали у роторну колбу об’ємом 10 мл, концентрували 

під вакуумом і знову тричі змивали гексаном по 0,5 мл, далі переносили усі 
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порції гексанового концентрату у віалу, об’єм рідини у віалах, враховуючи 

втрати розчинника, доводили гексаном до 1,5 мл. 

Мікробну біомасу, після відокремлення шляхом центрифугування 

промивали від залишків культуральної рідини дистильованою водою.  

Біомасу гідролізували у 5% метанольному розчині ацетил хлориду при 95 ⁰C, 

протягом 3 годин. Гідролізат клітин переносили у пробірки і додавали по 5 

мл дистильованої води та гексану для розділення фаз. Гексанову фракцію 

відбирали в окремі пробірки для хімічного аналізу вмісту ГХБ, який 

проводили таким же чином, як вказано вище. 

Інтенсивність деструкції (Д) розраховували за формулою: 

Д = А (Б В)×
А

 , %              (2.3) 

А – вихідний вміст ГХБ, мг/л; Б – вміст ГХБ у супернатанті після 

культивування, В – вміст ГХБ у біомасі після культивування. 

 

2.6 Методи визначення фізіологічних реакцій мікроорганізмів до 

впливу гексахлорбензолу 

2.6.1 Визначення змін у жирнокислотному складі мембранних  

ліпідів клітин  

Дослідження проводили зі штамами C. testosteroni УКМ В-400 і В-401, 

В-213. Умови культивування та визначення жирно кислотного складу 

зазначені в підрозділі  2.4.2.   

Індекс ненасиченості ліпідів розраховували за формулою [17]:  

,
100

)3()2(I СВА 


                      (2.4) 

де:     I – індекс ненасиченості ліпідів; 

A – вміст мононенасичених жирних кислот, %; 

В – вміст диненасичених жирних кислот, %; 

С – вміст триненасичених жирних кислот, %. 

Індекс в’язкості мембрани розраховували за формулою [18]: 
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  ,/I СВBА цистрансVM             (2.5) 

де:     ІVM – індекс в’язкості мембрани; 

А – вміст насичених жирних кислот, %; 

Втранс – вміст транс-ненасичених жирних кислот, %; 

Вцис – вміст цис-ненасичених жирних кислот, %; 

С – вміст жирних кислот, які містять циклопропанове кільце, %. 

Середню довжину карбонового ланцюга жирних кислот розраховували за 

формулою [20]: 

  ,
100

CFAL  


                                     (2.6) 

де:    L – середня довжина карбонового ланцюга; 

FA – вміст жирної кислоти у клітинах, %; 

С – кількість атомів карбону у прямому ланцюзі жирної кислоти. 

 

2.6.2 Методи визначення оксидативного стресу і ферментів 

антиоксидантного захисту у бактерій під впливом гексахлорбензолу 

Визначення в клітинах бактерій вмісту дієнових і трієнових 

кон’югатів, основ Шиффа. Метод полягає у визначенні кількості продуктів 

перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) у бактеріальній клітині за поглинанням 

ліпідним екстрактом монохроматичного світлового потоку в 

ультрафіолетовій області спектра. Дієнові кон’югати (ДК), трієнові 

кон’югати (ТК) і основи Шифа (ОШ) екстрагували, отмуючи гептан-

ізопропанові фракції. Базуючись на тому, що гептаном екстрагуються, в 

основному, нейтральні ліпіди, а  ізопропанолом – фосфоліпіди, то гептанова 

фракція демонструє  активність ПОЛ в нейтральних ліпідах,  відповідно, 

ізопропанольна фракція – у фосфоліпідах. 

Після завершення інкубування клітини осаджували за допомогою 

центрифугування (20 хв., 5000 об/хв). Дезінтеграт клітин отримували шляхом 



85 
 

руйнування осаджених клітин за допомогою розтирання у ступці з  рідким 

азотом. 

Визначення дієнових кон’югатів проводили способом, описаним у [20], 

додавання до 1 г дезінтеграту клітин 9 мл суміші гексану та ізопропанолу 

(1:1), утворений осад видаляли  центрифугуванням (10 хв, 5,500 об/хв.). 

Супернатант переносили у градуйовані пробірки та додавали дистильовану 

воду (1:10) для розділення фаз. Після 2-разового струшування відбирали 

верхню та нижню фракції та визначали оптичну густину при λ=232 нм та 

λ=220 нм.  

Для визначення основ Шиффа та трієнових кон’югатів екстракцію 

ліпідів проводили  гептан-ізопропановою сумішшю у співвідношенні 3:7. Як 

контроль використовували суміш гексану та ізопропанолу з таким же 

співвідношенням [21]. 

Вимірювання оптичної густини (Е) проводили на спектрофотометрі 

(СФ-26). Кожна фаза оцінювалася проти відповідного контролю при 

довжинах хвиль 220 нм (поглинання ізольованих подвійних зв’язків), 232 нм 

(поглинання дієнових конюгатів), 278 нм (поглинання трієнових конюгатів) і 

400 нм (поглинання Шиффових основ). Вміст дієнових конюгатів, трієновиї 

кон’югантів і Шиффових основ оцінювали за відносними співвідношеннями 

між величинами Е232/Е220, Е278/Е220 , Е400/ Е220  та виражали у відносних 

одиницях [21]. 

Визначення вмісту малонового  диальдегіду (МДА) у безклітинних 

екстрактах бактеріальних клітин. Принцип методу визначення малонового 

диальдигіду полягає у тому, що за високої температури у кислому 

середовищі МДА реагує з 2-тіобарбітуровою кислотою, утворюючи 

забарвлений  триметиловий комплекс з максимумом поглинання λ=532 нм 

[21]. 

Біомасу бактерій отримували шляхом центрифугування (5000 об/хв., 20 

хв.) культуральної рідини бактеріальних клітин, які вирощували на 

середовищі LB протягом 7 діб. Клітини руйнували за допомогою розтирання 
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у ступці з  рідким азотом. Отриманий дезінтеграт гомогенізували з 3 мл 

фосфатного буферу (рН 7,2). Гомогенат зливали у пробірку. У дослідну 

пробірку до 3 мл гомогенату додавали 1 мл 0,67% тіобарбітурової кислоти 

(ТБК) та 2 мл 20%  трихлороцтової (ТХО) кислоти. У контрольну пробірку 

(проба на реактиви) додавали лише буфери за тим самим співвідношенням. 

Після додавання реактивів інкубували на киплячій водяній бані 100⁰C зі 

зворотним охолодженням 30 хв. 

Оптичну густину вимірювали за довжини хвилі 532 нм проти 

контролю. Концентрацію МДА розраховували за коефіцієнтом екстинції за 

формулою: С=D/εl,де С – концентрація МДА, кмоль; D – оптична густина; ε – 

коефіцієнт молярної екстинції (1,56×105 см-1М-1); l – товщина шару розчину в 

кюветі (1 см).  

Визначення каталазної активності бактерій Безклітинний екстракт 

готували шляхом розтирання у ступці з  рідким азотом. Каталазну активність 

визначали спектрoметричним методом, принцип якого полягає у здатності 

пероксиду водню утворювати з солями молібдену стійкий забарвлений 

комплекс, який вимірювали за довжини хвилі 410 нм [22]. За умовну 

oдиницю активності приймали зниження оптичної густини у 1мл реакційної 

суміші, перерахoваної на 1мг внесеного білку. Каталазну активнісь виражали 

в ммолях розкладеного Н2О2 хв-1 мг-1 білку [22].  Вміст білка визначали за 

методом Бредфорда [23]. Для цього у пробірки додавали по 2 мл реактиву 

Бредфорда відповідно для кожного зразка. У якості контролю 

використовували реактив Бредфорда. Оптичну густину визначали за довжини 

хвилі 565 нм [23].  

Величину каталазної активності в дослідних зразках вираховували за 

формулою [23]: 

310





PDA
,                       (2.7) 

де: А – активність ферменту, в МЕ [моль/хв.*мл]; 
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ΔD – зміна оптичної густини за 1 хв (характеризується тангенсом кута 

нахилу кінетичної кривої); Р – фактор розведення; 

 - молярний коефіцієнт екстинції субстрату при довжині хвилі 

реєстрації, для пероксиду водню  становить 22,2 М-1  см-1. 

 Визначення пероксидазної активності бактерій Безклітинний екстракт 

біомаси готували як описано вище у п.р. 2.7.3. Величину пероксидазної 

активності визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 436 нм [24].  

Як субстрат використовували 2,2'-азино-біс(3-етилбензотіазолін-6-

сульфонову кислоту (АБТС) виробництва фірми “Sigma” у aцетатному 

буфері, рН 5,5. Реакцію запускали 5 мкл 3% перoксиду водню.  За умовну 

одиницю активності приймали приріст оптичної густини у 1мл реакційної 

суміші, перерахованої на 1мг внесеного білку [24]. Вміст білка визначали за 

методом Бредфорда [23].  

Величину пероксидазної активності в дослідних зразках вираховували 

за формулою: 

310





PDA
,         (2.8) 

де: А – активність ферменту, в МЕ [моль/хв.*мл]; 

ΔD – зміна оптичної густини за 1 хв (характеризується тангенсом кута 

нахилу кінетичної кривої); Р – фактор розведення; 

 - молярний коефіцієнт екстинції субстрату при довжині хвилі 

реєстрації, для АБТС  становить 29500 М-1 см-1. 

 

2.7 Методи дослідження ефективності застосування бактерій 

Comamonas testosteroni у біоремедіації ґрунтів, забруднених 

гексахлорбензолом 

Лабораторний дослід проводили у таких варіантах: 1 – незабруднений 

ґрунт; 2, 3 – внесення культуральної рідини C. testosteroni УКМ B-400 та B-

401 у незабруднений ґрунт; 4, 5 – забруднений ґрунт ГХБ у дозах 30 і 100 
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мг/кг; 6, 8 – ґрунт, з внесеним ГХБ у дозах 30 та 100 мг/кг, відповідно, у який 

вносили культуральну рідину C. testosteroni УКМ B-400; 7 і 9 – забруднений 

ґрунт ГХБ у дозах 30 і 100 мг/кг, відповідно, у який вносили культуральну 

рідину C. testosteroni УКМ B-401. В усі  варіанти досліду висаджували 

насіння  томатів сорту «Лагідний». Біометричні параметри: довжину рослин 

(см), довжину коренів (см), масу коренів (г), масу рослин (г) визначали на 

стадії формування 3-4 листка.  

Чисельність мікроорганізмів у ризосферному ґрунті томатів  визначали 

у фазі формування трьох справжніх листочків, як описано  у підрозділі 2.2.2. 

 Для визначення вмісту хлорофілу у листі томатів наважку листя (0,25 

г), відібраного у фазу 3-4 листка подрібнювали і розтирали товкачем в ступці. 

Екстракцію проводили 96% етанолом (25 мл). Аліквоти екстракту 

використовували для спектрофотометричного визначення загального 

хлорофілу та вмісту хлорофілів a і b. Показання поглинання вимірювали при 

649, 654 і 665 нм, результати виражали у мг хлорофілу/г тканини листя. 

Розрахунок вмісту хлорофілу проводили за формулою [25]. 

Chla = 13,70×D665－5,76×D649;  

Chlb = 25,80×D649－7,60×D665 ; 

TotalChl (Chla + Chlb) = 6,10×D665 + 20,04×D649 = 25,10×D654    (2.9) 

Де: Chla – хлорофіл а; 

Chlb – хлорофіл b; 

TotalChl (Chla + Chlb) – загальний вміст хлорофілу; 

D665  D649;  D649  D665 ; D654 – значення оптичної густини при  довжинах 

хвиль відповідно для хлорофілу a і b, а також загального вмісту хлорофілу. 

Визначення резистентності рослин до фітопатогенів проводили у 

лабораторних умовах шляхом штучного зараження листової пластинки 

окремими культурами фітопатогенів  за методом Крайнцбурга-Еггерта [26].  

Листочки з рослин, на стадії формування 3-4 листка, відбирали 

безпосередньо перед зараженням фітопатогенами. Попередньо підготувавши 

вологі камери (стерильні чашки Петрі зі зволоженими фільтрами), 
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розкладали листочки з кожного варіанта у 5 повтореннях для кожного 

фітопатогена і розпиляли по поверхні листкової пластини суспензію 

фітопатогена. Титр клітин Clavibacter michiganensis subs. michiganensis УКМ 

В-629 складав 109 КУО/мл, Alternaria alternata УКМ 1156 – 105 спор/мл. 

Листочки, заражені Clavibacter michiganensis subs. michiganensis УКМ В-629 

у вологих камерах інкубували при температурі 24 ⁰C протягом 5-ти діб, а 

зразки з Alternaria alternata УКМ 1156 у тому ж температурному режимі 

протягом 8-ми діб. Після інкубації визначали рівень ураження листочків за 5-

ти бальною шкалою: 

0 – немає ознак ураження; 

1 – незначні некрози; 

2 – ураженням охоплено до 5% листкової поверхні; 

3 – ураженням охоплено до 20% листкової поверхні; 

4 – ураженням охоплено до 50% листкової поверхні; 

5 – ураженням охоплено більше 50% листкової поверхні. 

Загальний ступінь ураження кожного варіанта виражали у % за 

наступною формулою: 

R= ,              (2.10) 

де R – рівень ураження; к – кількість справжніх листків; N – найвищий 

бал в шкалі. 

Дослід  у польових умовах проводили на забрудненій залишками 

некондиційних пестицидів території, біля складських приміщень, де 

зберігали пестициди. Схема досліду передбачала варіант (ділянка 1м×1м), де 

як фіторемедіат висівали кукурудзу сорту «Олена», у іншому варіанті 

мікробним деструктором ГХБ був Comamonas testosteroni УКМ В-400, 

комплексна ремедіація передбачала сумісне застосування кукурудзи і штаму 

Comamonas testosteroni УКМ В-400. Варіант без ремедіантів був 

контрольним. Культуральну рідину мікроорганізму-деструктора Comamonas 

testosteroni УКМ В-400 одержували в результаті культивування у рідкому 
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середовищі Менкіної впродовж 48-72 годин до експоненційної фази росту. 

Концентрацію біомаси в препараті, визначали колориметрично (λ=490 нм, 

товщина кювети 3 мм), що відповідало 0,6 г/л в перерахунку на суху біомасу. 

Культуральну рідину Comamonas testosteroni УКМ В-400 вносили в ґрунт 

зразу після посіву насіння фіторемедіантів, із розрахунку 1л на 1 м2. 

Визначали біометричні показники (висоти (см), маси рослини (г), довжину 

кореневої системи (см), маси кореневої системи (г)) рослин-ремедіантів на 

стадії сьомого листка та після збору врожаю. Мікробіологічний аналіз ґрунту 

після ремедіації проводили, як зазначено у підрозділі 2.2.2 

Для хімічного аналізу вмісту гексахлорбензолу у грунті  дослідних 

ділянок використовували газовий хроматограф Agilent 6890 N у комплексі із 

програмним забезпеченням НР Chemstation, двома 

мікроелектронзахоплюючими  детекторами, двома інжекторами з розподілом 

і без розподілу потоку (Split/Splitless) автосамплером на 100 зразків, із 

синхронним введенням проб, що дозволяє вводити зразки без розподілу 

потоку одночасно [16, 27]. Аналіз ГХБ проводили з використанням колонки 

НР-5 (довжина 30 м, внутрішній діаметр 0,32 мм, товщина фази 0,25 мкм (НР 

кат. № 19091J-413). Для аналізу компонентного складу зразків 

використовували мас-селективний детектор газового хроматографа, який дає 

можливість визначати мас-спектри компонентів у сумішах полютантів. Для 

ідентифікації отримані спектри порівнювали із позиціями в бібліотеках даних 

NIST i AMDIS [28]. Використання мас-спектрометрії для підтвердження та 

ідентифікації речовин має високу результативність і приймається у сучасних 

аналітичних дослідженнях як основний метод [27]. 

Хімічний аналіз рослин на вміст пестицидів проводено шляхом 

екстрагування цих сполук з фітомаси. Для цього поміщають в колбу 2 г 

подрібненої фітомаси та додавали 30 см3 н-гексану та струшували на шутелі 

1-1,5 години. Екстракт фільтрували через паперовий фільтр у круглодонну 

колбу зі шліфом. Колбу, в якій проводили екстрагування та фільтр 

ополоснули 5 см3 гексану, який об’єднали з екстрактом. Отриманий екстракт 
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випарювали на ротаційному випарювачі при температурі 40ºС під низьким 

тиском до 3 см3, які далі наносили в патрон для твердофазної екстракції. 

Підготовка патрона для твердофазної екстракції. В пустий патрон насипали 

шар активованого флорисілу висотою 2 см, шар безводного сульфату натрію 

висотою 2 см і змочували його 10 см3 гексану. Наносили отриманий екстракт 

у підготовлений патрон. Елювали патрон для твердофазної екстракції, який 

знаходився в твердофазному екстракторі, н-гексаном об’ємом 50 см3 зі 

швидкістю не більше 5 мл/хв. Елюат випаровували до об’єму 2 – 3 см3 та 

використовували для хроматографічного аналізу [29]. 

 

2.8 Статистичні методи 

Статистичну обробку результатів чисельності мікроорганізмів 

проводили за програмним забезпеченням MicrosoftExel для визначення 

довірчого інтервалу коливань,  коефіцієнтів непараметричної кореляції 

Спірмена та дисперсійного двофакторного аналізу [Microsoft Exel, ANOVA]. 

Статистичний аналіз результатів зміни жирнокислотного профілю під 

впливом ГХБ з вирахування середнього арифметичного (M) та стандартного 

відхилення від середнього (SD) було проведено за допомогою програмного 

забезпечення MSExcel 2010. Кореляційний аналіз даних було проведено 

методом Пірсона за допомогою програмного забезпечення GraphPadPrism 

8.0.1. Різниця між групою вважалася достовірною при p<0.05. 

Для аналізу даних з генетичної ідентифікації штамів  побудову 

компліментарної послідовності здійснювали з використанням програми 

Sequence Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2/). Редагування 

і вирівнювання послідовностей проводили за допомогою програми Multalin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Встановлення спорідненості 

нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК досліджуваних штамів із 

гомологічними нуклеотидними послідовностями типових штамів родин 

Comamonadaceae, Burkholdereaceae і Pseudomonadaceae, що розміщені у 

GenBank, здійснювали використовуючи програму BLAST 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Для побудови дендрограми 

філогенетичних зв’язків застосовували програму MEGA 5 [30]. Дендрограму 

будували за допомогою методу найближчого зв’язування (Neighbor Joining) з 

використанням двопараметричної моделі Кімури за 100 репліками 

«bootstrap» аналізу. 

Дані біометричних показників представлені як середнє значення (М) ± 

стандартне відхилення (СВ). Статистичний аналіз проводили за допомогою 

програмного забезпечення GraphPad Prism 8.0.1. Дані аналізували за 

допомогою t-критерію Стьюдента, і P ≤ 0,05 вказувало на достовірну 

різницю.  
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РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 

РОЗДІЛ 3 ВПЛИВ ГЕКСАХЛОРБЕНЗОЛУ НА МІКРОБНІ 

УГРУПОВАНННЯ РІЗНИХ ТИПІВ ГРУНТІВ УКРАЇНИ 

 

3.1 Мікробні угруповання ґрунтів різних типів, їх резистентність до 

ГХБ 

Ґрунтові мікробіоценози  привертають значну увагу дослідників, 

завдяки їх великому значенню у функціонуванні агроценозів. Нами 

досліджено чисельність мікроорганізмів  у найпоширеніших ґрунтах 

України: чорноземному, темно-каштановому та дерново-підзолистому.  

За даними проведених досліджень було показано, що досліджувані 

типи ґрунтів відрізняються за значеннями чисельності мікроорганізмів 

основних еколого-трофічних і окремих систематичних груп (Рис. 3.1). 

Чисельність педотрофних мікроорганізмів була найбільш високою у 

чорноземному ґрунті, що перевищувала її показник у темно-каштановому і 

дерново-підзолистому ґрунтах у 1,7 і 3,0 рази, відповідно. У дерново-

підзолистому ґрунті виявлено найбільшу кількість мікроміцетів −  1,7×106 

КУО/г ґрунту, що було вище за їх вміст у чорноземному і каштановому 

ґрунтах відповідно на 49 і 46%.  
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Рис. 3.1 Чисельність мікроорганізмів еколого-трофічних і 
систематичних груп у ґрунтах різних типів    

Важливою групою є фосфатмобілізувальні бактерії, які здатні 

розкладати важкодоступні органофосфати за допомогою фосфатаз і 

неорганічні фосфати завдяки продукуванню органічних кислот та 

перетворювати їх в доступні для рослин форми фосфору. Кількість цієї групи 

бактерій у чорноземному, темно-каштановому та дерново-підзолистому 

ґрунтах була наступною: 7,1×106 , 5,3×106 , 2,6×106  КУО/г ґрунту, відповідно. 

Стрептоміцети, які виконують активну роль у мінералізації і трансформації 

органічної речовини завдяки здатності синтезувати широкий спектр 

ферментів та інших біологічно активних сполук, відіграють важливу роль у 

формуванні продуктивних мікробно-рослинних систем та підвищують 

супресивність ґрунту до фітопатогенів. Чисельність стрептоміцетів була у 

чорноземному і темно-каштановому ґрунтах відповідно  3,9×106  і 3,3×106  

КУО/г, у  дерново-підзолистому – суттєво нижчою 2,5×106  КУО/г.  

Слід зауважити, що у мікробних угрупованнях всіх досліджених 

ґрунтів чисельно переважали педотрофні мікроорганізми.  
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3.2 Чутливість грунтових угруповань мікроорганізмів до 

гексахлорбензолу 

Результати отриманих даних розвитку мікробіоти за умов 

експериментального забруднення різними дозами ГХБ показали, що 

мікробіоценози досліджених грунтів не є резистентними до цього 

токсиканту. Найбільш чутливими виявились фосфатмобілізувальні бактерії і 

стрептоміцети. За мінімальної дози забруднення 10 ГДК кількість 

фосфатмобілізувальних бактерій  у ґрунтах всіх досліджених типів 

змінювалась несуттєво, проте за збільшення пестицидного навантаження 

спостерігали істотне пригнічення розвитку фосфатмобілізаторів. При 

забрудненні у дозі 500 ГДК у темно-каштановому і дерново-підзолистому 

ґрунтах їхня чисельність зменшувалась на 46,1 та 40,6% від контролю 

відповідно; менше пригнічення спостерігали у чорноземному ґрунті – на 

23,3%. За максимальної дози забруднення 10000 ГДК чисельність 

фосфатмобілізувальних бактерій зменшувалась у ґрунтах всіх типів: у 

чорноземному –  на 47,9, у каштановому  – на 75%, у дерново-підзолистому – 

на 82,7% від контролю, отже, найменше пригнічення реєстрували у 

чорноземному ґрунті (Рис. 3.2 А). 

Чисельність стрептоміцетів за дії  дози 500 ГДК у ґрунтах всіх типів 

зменшувалась на 52,5 − 56,2% від контролю, а при подальшому підвищенні 

дози забруднення до 2500 і 10000 ГДК – знижувалась до критичних 

показників на 69,6-92% порівняно з незабрудненим контролем (Рис. 2 Б). 

Отже, визначені як найбільш чутливі мікроорганізми – фосфатмобілізувальні 

бактерії і стрептоміцети можуть бути індикаторними для моніторингу 

ґрунтів,  забруднених хлорорганічними пестицидами.   



100 
 

 
Рис. 3.2 Чисельність фосфатмобілізувальних бактерій (А) і 

стрептоміцетів (Б) за дії різних доз ГХБ у чорноземному (1), темно-

каштановому (2), дерново-підзолистому (3) ґрунтах 

Амілолітичні бактерії, які беруть участь у трансформації рослинних 

решток, виявили дещо більшу стійкість до дії ГХБ. За дії дози забруднення 

500 ГДК найбільшу стійкість цих мікроорганізмів  виявлено у чорноземному 

ґрунті, де спостерігали незначне зниження кількості на 21% порівняно з 

контролем, у той час як у темно-каштановому і дерново-підзолистому 

ґрунтах при цій же самій дозі забруднення чисельність знижувалась 

відповідно на 32,8 та 38,0% відносно контролю. Майже однакову у різних 

ґрунтах чутливість амілолітичні бактерії проявили при дозі забруднення 2500 

ГДК – зниження чисельності більше, ніж на 30% від контролю. Зменшення 

кількості амілолітичних бактерій за дії найвищої дози забруднення (10000 

ГДК) коливалось в межах 46,8 – 61,2% від контролю з найбільшою 

чутливістю у темно-каштановому ґрунті (Рис. 3.3А). 

Важливу роль у оптимізації азотного режиму ґрунтів відіграють 

азотфіксувальні і олігонітротрофні бактерії. У чорноземному, темно-

каштановому і дерново-підзолистому ґрунтах чисельність цих 

мікроорганізмів зменшувалась відповідно за дії дози 500 ГДК на  43, 23,3, 

22,5%, середньої дози (2500 ГДК) – на 51,8, 39, 22,4%, а найвищої дози 
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(10000 ГДК)  –  на 56,9, 58,1, 74,4% від контролю (Рис. 3В). Отже, найбільш 

високу чутливість цих мікроорганізмів виявлено у чорноземному ґрунті. 

 

 

Рис. 3.3 Чисельність амілолітичних (А), олігонітротрофних і 

азотфіксувальних (В) та амоніфікувальних (С) бактерій під впливом ГХБ у 

чорноземному (1), темно-каштановому (2), дерново-підзолистому (3) ґрунтах. 

Амоніфікувальні бактерії, що трансформують органічні азотовмісні 

сполуки, переважали за чисельністю у темно-каштановому і дерново-

підзолистому ґрунтах при дозах 500 – 1000 ГДК, де відмічали зниження їх 

кількості на 25,4 – 30,8 та 36,9 – 44,4% відповідно. За дії доз ГХБ у діапазоні 

від 2500 ГДК  до 10000 ГДК найбільшу резистентність амоніфікаторів 

спостерігали у дерново-підзолистому ґрунті − зниження чисельності було не 

більше, ніж на 54,6%. Найбільшу чутливою ця група виявилася у 

чорноземному ґрунті – кількість знизилась на 69,2 % (Рис. 3.3С). 

Ґрунтові мікроміцети продемонстрували найбільшу стійкість до ГХБ.  

У чорноземному і дерново-підзолистому ґрунтах  їхня чисельність за дії доз 

ГХБ у всьому досліджуваному діапазоні від 10 до 10000 ГДК становила 62,9 

– 73,8% порівняно з незабрудненим контролем (Рис. 3.4). 
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Рис. 3.4 Чисельність ґрунтових мікроміцетів під впливом доз ГХБ  

Тільки у темно-каштановому ґрунті за найвищої дози у 10000 ГДК їхня 

чисельність зменшилась на 62,2%. Мікроскопічні гриби беруть активну 

участь у мінералізації органічних залишків рослин та тварин, а також у 

ґрунтоутворенні, синтезуючи меланінови пігменти, які за своєю будовою 

близькі до гумусових сполук [1]. 

Узагальнені дані щодо співвідношення чисельності культивованих 

форм мікроорганізмів досліджених груп свідчать, що за дії невисоких доз 

забруднення (10 ГДК) у всіх типах ґрунтів структура мікробного 

угруповання зберігає відносну стабільність (Pис. 3.5). 
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Pис. 3.5 Вплив ГХБ на ґрунтові мікробіоценози чорноземного (А), темно-

каштанового (Б), дерново-підзолистого (В) ґрунтів. 1 – Педотрофні, 2 –  

мікроміцети, 3 – стрептоміцети, 4 – фосфатмобілізувальні, 5 – 

олігонітротрофні та азотфіксувальні, 6 – амілолітичні, 7 –  амоніфікувальні 

бактерії. 

Проте, збільшення хімічного пресінгу викликає суттєві і незворотні 

зміни у співвідношенні чисельності компонентів мікробіоценозу, зокрема, у 

бік збільшення вмісту мікроміцетів та зменшення в найбільшому ступені 

стрептоміцетів і фосфатмобілізувальних бактерій. За найвищої дози (10000 

ГДК) також олігонітротрофні та азотфіксувальні бактерії проявили дуже 

високу чутливість, порівняно з двома іншими групами бактерій циклу азоту.  

Співвідношення чисельності мікроорганізмів окремих еколого-

функціональних груп визначає напрямок біологічних процесів у грунті. 

Коефіцієнти педотрофності і мінералізації та іммобілізації азоту є 

показниками якості та родючості ґрунту. Коефіцієнти педотрофності 

визначаються за співвідношенням чисельності педотрофних і 

амоніфікувальних бактерій, а  коефіцієнти мінералізації та іммобілізації азоту 

– амілолітичних і амоніфікувальних. Це в певній мірі відображає напрямок 

мікробіологічних процесів. У досліджених ґрунтах були виявлені зміни 
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зазначених коефіцієнтів за дії різних доз ГХБ в порівнянні з контролем 

(Таблиця 1). 

Таблиця 3.1  

Індекси педотрофності і мінералізації та іммобілізації азоту у різних 

ґрунтах  

Варіант 

досліду 

Індекс педотрофності у 
грунтах 

Індекс мінералізації та 
іммобілізації азоту у грунтах 

чорно-
земний 

темно-
каштано
-вий 

дерново-
підзолис-
тий 

чорно-
земний 

темно-
каштано-
вий 

дерново-
підзолис-
тий 

контроль 2,57 2,0 2,37 1,3 1,4 1,18 

10 ГДК 2,28 1,92 2,35 1,3 1,38 1,04 

500 ГДК 1,81 1,26 2,12 1,6 1,25 1,16 

1000 

ГДК 2,16 0,85 2,86 1,2 1,22 1,51 

2500 

ГДК 2,25 0,82 2,34 1,6 1,2 0,94 

5000 

ГДК 2,25 0,79 2,93 1,6 1,13 1,04 

10000 

ГДК 2,73 0,62 2,85 1,9 0,79 1,38 

 

Проведені розрахунки показали, що процеси трансформації органічної 

речовини ґрунту у чорноземноу і дерново-підзолистотму ґрунтах за 

значеннями коефіцієнтів педотрофності різнилися незначно (2,57 і 2,37 

відповідно); за дії різних доз ГХБ зміни коефіцієнтів також були 

несуттєвими. У темно-каштановому ґрунті за дії ГХБ у дозах 1000 - 10000 

ГДК відмічали зменшення коефіцієнтів педотрофності зі збільшенням 
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пестицидного навантаження, що свідчило про пригнічення процесів 

трансформації органічної речовини. Індекси мінералізації в умовах 

проведеного досліду у всіх типах ґрунтів не перевищували 2,0, що 

підтверджує збалансованість процесів іммобілізації-мінералізації як у 

контрольних, так і забруднених варіантах. 

Для визначення залежності чисельності кожної еколого-трофічної 

групи мікроорганізмів від дози забруднення ГХБ, були розраховані 

коефіцієнти непараметричної кореляції Спірмена (R), які показали чіткий 

зворотній зв’язок між чисельністю мікроорганізмів і дозою забруднення ГХБ. 

Для ґрунтових мікроміцетів, стрептоміцетів, фосфатмобілізувальних та 

амілолітичних бактерій він був негативним і становив R = -0,96 ± 0,03 у всіх 

типах ґрунтів. Для педотрофних, олігонітротрофних і азотфіксувальних 

бактерій коефіцієнт кореляції коливався в діапазоні  від R = -0,64 ± 0,03 до 

R= -0,96 ± 0,03, для амоніфікувальних – від R = -0,67 ± 0,03 до  -0,75 ± 0,03.  

Розрахований ступінь впливу дози ГХБ (фактор А) і типу ґрунту 

(фактор Б) на дисперсію чисельності мікроорганізмів показали, що в умовах 

проведеного досліду вирішальний вплив на чисельність мікроорганізмів мав 

фактор А – дози ГХБ, у той час як дія фактору Б – тип ґрунту, була менш  

значущою.  

Таблиця 3.2  

Вплив  дози ГХБ і типу ґрунту на чисельність ґрунтових 

мікроорганізмів 

Еколого-функціональна  
група мікроорганізмів 

Фактор А– доза 
ГХБ, % 

Фактор Б – тип 
ґрунту, % 

Похибка 

Амоніфікувальні 
бактерії 

87 8 5 

Амілолітичні бактерії 91 1 8 
Олігонітротрофні і 
азотфіксувальні бактерії 

81 5 14 

Фосфатмобілізувальні 
бактерії 

71 18 11 

Стрептоміцети 95 1 4 
Мікроміцети 61 24 14 
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3.3  Біологічна активність і загальна мікробна маса ґрунтів за дії 

ГХБ 

Загальну біологічну активність ґрунтової мікробіоти оцінювали за 

швидкістю базального і субстрат-індукованого дихання.  

Швидкість базального дихання у контрольних зразках чорноземного і 

темно-каштанового ґрунтів дорівнювала 42,0 мкг СО2/г грунту/год. і 37,6 мкг 

СО2/г ґрунту/год. відповідно, а в менш збагаченому гумусом дерново-

підзолистому – 37,9 мкг СО2/г ґрунту/год. За умов токсичного навантаження, 

за дії  найбільшої дози забруднення 10000 ГДК швидкість базального 

дихання зменшувалась у ґрунтах зазначених вище типів відповідно на 50, 47, 

36%.  За додавання енергетичного субстрату (глюкози) зростала активність 

субстрат-індукованого дихання, що  свідчило про підвищення фізіологічної 

активності мікроорганізмів. У темно-каштановому і чорноземному ґрунтах 

контрольних зразків виявлено найбільшу швидкість продукції СО2, яка 

дорівнювала 112,8 і 111,1 мкг СО2 /г ґрунту/год. 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 разів.  

Коефіцієнт мікробного дихання (Qr) у контрольних зразках 

перевищували 0,3, що свідчить про несприятливий стан ґрунтів, зразки яких 

було відібрано у сучасних агроценозах за інтенсивних систем землеробства, 

особливо у дерново-підзодистому ґрунті. За умов забруднення ґрунтів 

різними дозами ГХБ значення Qr перевищували такі у контрольних 

варіантах, що свідчило про  значне пригнічення загальної біологічної 

активності мікробіоценозів (таблиця 3.3).  
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Таблиця 3.3  

Коефіцієнт мікробного дихання досліджуваних ґрунтів 

Варіант 

експерименту 

Коефіцієнт мікробного дихання ґрунтів 

чорноземний темно-

каштановий 

дерново-

підзолистий 

Контроль 0,38 0,33 0,45 

500 ГДК 0,45 0,38 0,58 

2500 ГДК 0,50 0,40 0,62 

10 000 ГДК 0,57 0,53 0,67 

 

Вміст мікробної біомаси є одним з основних мікробіологічних 

індикаторів ґрунту. У чорноземному і темно-каштановому ґрунтах 

контрольних зразків мікробна біомаса була вищою порівняно з дерново-

підзолистим ґрунтом  у 1,5 – 1,6 рази. За експериментального забруднення 

різними дозами ГХБ вміст мікробної біомаси зменшувався у 1,5 – 4,3 рази. 

Найнижчу біомасу спостерігали виявлено у дерново-підзолистому ґрунті за 

найвищої дози забруднення (10000 ГДК) – 7,5 г/кг ґрунту (Таблиця 3.4). 

Таблиця 3.4  

Мікробна біомаса у ґрунтах різних типів за дії ГХБ 

Варіант 

експерименту 

Мікробна біомаса у ґрунтах  (г/кг грунту) 

чорноземний темно-

каштановий 

дерново-

підзолистий 

Контроль 47,7 ± 2,3 51,9 ± 2,4 31,9 ± 1,88 

500 ГДК 30,9 ±1,85 34,1 ± 1,94 17,0 ± 1,37 

2500 ГДК 17,6 ± 1,4 25,4 ± 1,68 13,8 ± 1,24 

10 000 ГДК 11,0 ± 1,1 12,1 ± 1,16 7,5 ± 0,91 

Примітка: р<0,05 
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Із отриманих значень видно негативний вплив забруднення ГХБ на 

накопичення мікробної біомаси − за дії найбільшої дози 10000 ГДК вона 

зменшувалась у досліджуваних ґрунтах у 4,3 рази порівняно з контролем.  

Отже у  результаті проведених досліджень нами вперше отримані дані 

щодо резистентності мікробіоти ґрунтів України до ГХБ. Отримані дані 

засвідчили, що негативний вплив проявляється у зменшенні чисельності 

мікроорганізмів основних еколого-функціональних і систематичних груп 

мікроорганізмів,  пригніченні швидкості мікробного дихання, зниженні 

накопичення мікробної біомаси. Отримані результати свідчать про 

необхідність проведення ремедіаційних заходів на забруднених  ГХБ 

територіях. 

Основні положення розділу викладено у наукових працях розділу 3 [2-

10]. 
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РОЗДІЛ 4 ІДЕНТИФІКАЦІЯ ШТАМІВ, ВИДІЛЕНИХ З 

ЗАБРУДНЕНОГО ГЕКСАХЛОРБЕНЗОЛОМ ҐРУНТУ 

4.1 Cтійкість бактеріальних ізолятів до ГХБ  

На агаризованому поживному середовищі М17, що містило різні дози 

ГХБ було виділено більш як 60  ізолятів, серед яких для подальшого 

дослідження було відібрано ізоляти № 46 та № 47, як найбільш резистентні  

до ГХБ-забруднення. Дослідження стійкості відібраних ізолятів до різних доз 

ГХБ показало, що вони здатні рости у рідкому середовищі Менкіної за 

присутності надвисоких доз 50 та 100 мг/л ГХБ, що відповідає 1650 та 3300 

гранично допустимим концентраціям. Після 168 годин культивування  у 

середовищі, що містило 50 мг/л і 100 мг/л ГХБ  титри клітин  ізоляту № 46 

складали 8,8×106 та 6,1×105, а ізоляту № 47 – 1,2×106 та 1,0×105, відповідно. 

Вихідні титри, якими засівали середовища складали: ізоляту № 46 – 3,9×109,  

і № 47 – 4×107 КУО/мл. 

4.2 Фенотипова ідентифікація досліджуваних штамів 

Актуальною задачею є ізолюваня нових штамів бактерій для 

застосування їх у процесах біологічного відновлення ґрунтових екосистем. 

Це передбачає виділення та ідентифікацію штамів з використанням методів 

поліфазного аналізу. Нами проведено дослідження зі встановлення 

систематичного положення двох виділених резистентних до ГХБ штамів 

використовуючи дані про біохімічні властивості, хемотаксономічну  

характеристику та послідовність генів 16S рРНК ізолятів 46 і 47, виділених з 

полігону захоронення хлорорганічних пестицидів м. Калуш, які виявили 

резистентність до високих доз забруднення ГХБ і здатних до його розкладу. 

За морфологічними ознаками ізоляти № 46 і 47 є грамнегативними 

паличками   розмірами 0,4 × 2,5 мкм і 0,3  × 2,1 мкм, відповідно. Аеробні, 

каталазопозитивні та оксидазопозитивні. Первинне встановлення фізіолого-

біохімічних ознак  було проведено за допомогою API test systems Bio-Mérieux 

(Таблиця 4.1). За результатами тестування штами були близькі до 
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представників родини Comamonadaceae. Подальшу ідентифікацію було 

здійснено в атоматизованій системі Vitek 2 System Bio-Mérieux, результати 

якої виявили приналежність ізоляту № 46 до Delftia acidovorans 

(достовірність 95%), а ізоляту № 47 до Comamonas testosteroni (достовірність 

99%). Одночасно з досліджуваними ізолятами проведено порівняльне 

вивчення у автоматизованій системі Vitek 2 System типових штамів 

мікроорганізмів Comamona stestosteronі УКМ В-213 та Delftia acidovorans 

УКМ В-197  Pseudomonas putida УКМ B-115 з Української колекції 

мікроорганізмів.   

Таблиця 4.1  

Фенотипові ознаки ізолятів в порівнянні з типовими спорідненими 

колекційними штамами 

Рекція/Ферменти Pseudomona

s putida 

УКМ B-115 

Delftia 

acidovorans 

УКМ В-197 

Comamonas 

testosteronі 

УКМ В-213 

Ізолят

№46 

Ізолят

№47 

β-галактозидаза - - - - - 

Аргінін-

дигідролаза 
+ - - - - 

Лізин-

декарбоксилаза 
- - - - - 

Орнітин-

декарбоксилаза 
- - - - - 

Утилізація цитрату + - - - - 

H2S продукція - - - - - 

Уреаза - - - - - 

Триптофан- 

деаміназа 
- + + + + 

Продукція індола - - - - - 

Примітка: за результатами API тест-системи bioMérieux «+» – 

позитивна реакція; «-» – негативна реакція 
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Продовження таблиці 4.1 

Продукція 

ацетоіна 
- + + + + 

Желатиназа - - - - - 

D-глюкоза 

ферментація/ 

окиснення 

+ - - - - 

D-манітол фермен-

тація/окиснення 
- - - - - 

Інозитол 

ферментація/ 

окиснення 

- - - - - 

D-сорбітол 

ферментація/ 

окиснення 

- - - - - 

L-рамноза - - - - - 

D-сахароза - - - - - 

D-мелібіоза - - - - - 

Амигдалін - - - - - 

L-арабіноза - - - - - 

NO2продукція - - + + + 

N2продукція + + - - - 

Примітка: за результатами API тест-системи bioMérieux «+» – 

позитивна реакція; «-» – негативна реакція 

Аналіз результатів тестування у Vitek 2 SystemBio-Mérieux на основі 

взаємодії досліджуваних штамів з диференціюючими субстратами дозволив 

визначити для кожного з них маркери аутентичності, які необхідні для 

встановлення їх приналежності до певних видів мікроорганізмів. Для Delftia 

acidovorans УКМ В-197 було встановлено наступні маркери аутентичності: 
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асиміляція лактату та малату, під луження сукцинату, ферментація елману, а 

також ферментативні активності: глютамілариламідазна, пірролідон-

ариламідазна, тірозинариламідазна,  гама-глютамілтрансферазна. 

Характерними ознаками для Comamonas testosteronі УКМ В-213 були 

здатність до підлуження лактату та сукцинату, тірозинариламідазна, 

пірролідон-ариламідазна активності. Обидва колекційні штами не 

асимілювали глюкози, лактози, трегалози та інші цукри, не утилізували 

малонату, цитрату натрія, не продукували сірководню. 

Отримані результати показали ідентичність нововиділеного ізоляту №  

47 до штаму Comamonas testosteronі УКМ В-213 на 99%.  Ізолят №  46 був 

подібний до  Delftia acidovorans УКМ В-197 на 95%, що є недостатнім для 

остаточного встановлення його видової приналежності. 

4.3 Хемотаксономічна ідентифікація досліджуваних штамів 

Важливим для визначення таксономічного положення є спектр 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), пентадеканову (С15:0), гексадеканову (С16:0), 

гептадеканову (C17:0), октадеканову (C18:0) кислоти; оксикислоти – 2 

гідроксигексадеканову (C16:0 2OH) та 3 гідроксидеканову(C10:0 3OH) кислоти. 

Домінуючими за кількістю у жирнокислотних спектрах були ненасичені – 

гексадеценова (С16:1cis 9) іcis-9 октадеценова кислоти (C18:1 cis 9) та насичена – 

гексадеканова (С16:0) кислота. Їх вміст у ліпідах клітин становив понад 70%, 

що співвідноситься з літературними даними щодо жирнокислотного спектру 

представників роду Comamonas spp (Tamaoka et al, 1987). Вміст же 

маркерних для типових видів родів Comamonas spp та Delftia spp оксикислот: 

2-гідроксигексадеканової (C16:0 2OH) та 3- гідроксидеканової(C10:0 3OH) у ліпідах 

клітин досліджуваних ізолятів № 46 і 47 коливався у межах 2-5% від 
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загальної площі піків (Таблиця 4.2), що відповідає їх вмісту у представників 

цих родів.  

Таблиця 4.2  

Жирнокислотний склад клітинних ліпідів референтних та 

досліджуваних штамів (% від загального вмісту)  

Жирна 
кислота 

Comamo-
nas 
testosteroni 
УКМ  
В-213 

Delftia 
acidovorans 
УКМ  
В-197 

Comamo-
nas 
terrigena 
УКМ  
В-363 

Pseudomo-
nas putida 
УКМ  
B-115 

Ізолят 
№46 

Ізолят 
№47 

C10:0 3OH 3,82 ± 0,25 2,36 ± 0,20 4,01 ± 
0,49 

4,18 ± 
0,37 

2,57 ± 
0,32 

2,33 ± 
0,02 

C12:02OH - - - 4,77 ± 0,2 - - 
C12:03OH - - - 1,95 ± 0,1 - - 
С12:0 3,31 ± 0,27 3,23 ± 0,80 3,95 ± 

0,31 
t 2,93 ± 

0,38 
2,67 ± 
0,33 

С14:0 0,35 ± 0,05 0,46 ± 0,21 3,17 ± 
0,62 

0,50 ± 
0,03 

0,39 ± 
0,08 

0,46 ± 
0,02 

С15:0 - - 1,45 ± 
0,60 

t t t 

C16:0 29,80 ± 
1,73 

23,73 ± 
0,18 

34,8 ± 
1,01 

24,73 ± 
1,37 

29,56 ± 
0,48 

30,28 ± 
0,64 

C16:02OH 2,72 ± 0,58 - t t 2.56 ± 
0.34 

1.83 ± 
0.05 

C16: 1 cis 9 30,83 ± 
1,81 

39,47 ± 
0,46 

37,49 ± 
0,97 

17,61 ± 
1,27 

30,77 ± 
1,0 

32,78 ± 
0,3 

C17:0cyclo 2,40 ± 0,39 t 0.50 ± 
0.16 

t 2.57 ± 
0.26 

2.46 ± 
0.4 

C17:0 1,37 ± 0,46 t 0,59 ± 
0,12 

t 1,28 ± 
0,1 

1,05 ± 
0,05 

C18:1 cis9 22,52 ± 0,5 29,98 ± 
0,82 

12,56 ± 
0,85 

24,49 
±1,48 

24,54 ± 
0,45 

23,50 ± 
1,09 

C18:0 0,76 ± 0,04 0,26 ± 0,03 t 2,21 ± 
0,17 

0,43 ± 
0,08 

1,17 ± 
0,03 

Примітка: “-“ – не виявлено, “t” – слідові кількості 

Порівнявши кількісний та якісний склад жирних кислот досліджуваних 

ізолятів № 46 і 47 з референтними штамами Comamonas testosteronі УКМ В-

213 та  Delftia acidovorans УКМ В-197, дійшди висновку про подібність 

жирнокислотного складу ізолятів № 46 і 47 до Comamona stestosteronі та 
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відмінність від Comamonas terrigena УКМ В-363 і Pseudomonas putida УКМ 

B-115.  

4.4 Генетична ідентифікація досліджуваних штамів 

За результатами сиквенування   гену 16S рРНК ізолятів №  46 і 47 були 

побудовані дендрограми, які встановлюють генетичні зв’язки з іншими 

представниками Pseudomonadaceae, Burkholderiaceae, Comamonadaceae. 

Порівняння подібності нуклеотидних послідовностей ізольованих штамів та 

представників зазначених вище родин,  що зберігаються у базі GenBank  

показало високу геномну  подібність та відсоткову ідентичність (Таблиця 4.3) 

з представниками родини Comamonadaceae.  

Таблиця 4.3  

Ідентичність (%) нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК 

ізольованих штамів 46 і 47 та нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК 

типових представників родин Comamonadaceae, Burkholdereaceae і 

Pseudomonadaceae, що зберігаються у базі GenBank 

Ро
ди

на
 Рід, вид, штам що зберігаються у базі 

GenBank 
Ідентичність послідовностей, 

(%)* 
ізоляту 46 ізоляту 47 

Ps
eu

do
m

o-
 

na
da

ce
ae

 Pseudomonas aeruginosaDSM 50071 86,62 83,03 

Pseudomonas fluorescens IAM 12022 86,24 82,96 

Pseudomonasputida IAM 1236 86,03 83,10 

Bu
rk

ho
ld

er
i- 

ac
ea

e 

Burkholderia cepaciaLMG 1222 87,96 87,58 

Paraburkholderia graminis DSM17151 87,32 87,88 

Ralstonia pickettii ATCC 27511 88,21 87,81 

Pandoraea apista LMG 16407 88,99 88,42 

C
om

am
on

ad
ac

ea
e 

Hydrogenophaga flava NBRC 102514 94,7 93,03 

Xylophilus ampelinus ICMP 8920 95,08 92,52 

Variovorax paradoxus АТСС 17713 95,01 93,14 

Acidovorax  facilis DSM 649 93,68 91,72 
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Продовження таблиці 4.3 

 

В результаті порівняння нуклеотидних послідовностей ізолятів № 46 і 

47 з нуклеотидними послідовностями типових штамів роду  Comamonas 

філогенетичний аналіз продемонстрував великий відсоток ідентичності зі 

штамом Comamonas testosteronі LMG 1800 (Рис. 4.1). 

Ро
ди

на
 C

om
am

on
ad

ac
ea

e 
Рід, вид, штам що зберігаються у базі 

GenBank 
Ідентичність 

послідовностей, (%)* 
ізоляту 46 ізоляту 47 

Diaphorobacter nitroreducens DSM 15985 95,73 93,98 

Ramlibacter tataouinensis DSM 14655 93,61 92,15 

Comamonas testosteroni LMG 1800 97,77 98,05 

Comamonas terrigena LMG 1253T 94,69 94,19 

Delftia acidovorans LMG 1226 95,25 93,91 

Delftia lacustrisDSM 21246 95,39 93,98 

Delftia litopenaei DSM 27241 94,91 94,34 

Delftia tsuruhatensis ATCC BAA-554 95,37 94,05 
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Рис. 4.1 Спорідненість нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК ізолятів 

46 і 47 та нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК типових 

представників родин Comamonadaceae, Burkholdereaceae і 

Pseudomonadaceae, що зберігаються у базі GenBank 

Таким чином, філогенетичний аналіз показав, що ізолят № 47 має 

подібність до штаму Comamonas testosteronі LMG 1800 на 98,05%, а також за 

біохімічними властивостями на 99% до штаму Comamonas testosteronі УКМ 

В-213. Фізіолого-біохімічні властивості ізоляту № 46 подібні до штаму 

Delftia acidovorans УКМ В-197 лише на 95%, але порівняння геному зі 

штамом  Delftia acidovorans LMG 1226 показало спорідненість лише 95,25%, 

що заперечує приналежність нововиділеного ізоляту № 46 до виду Delftia 

acidovorans. Проте філогенетично ізолят № 46 споріднений до Comamonas 

testosteronі LMG 1800 на 97,77%, що дає підстави віднести його до виду 

Comamonas testosteronі (Рис. 4.2). 
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Таблиця 4.4  

Спорідненість нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК ізолятів 46 

і 47 та нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК типових представників 

роду Comamonas, що зберігаються у базі GenBank 

 

Рід, вид, штам що зберігаються у базі 

GenBank 

Ідентичність послідовностей, 

(%)* 

ізоляту 46 ізоляту 47 

Comamonas testosteroni LMG 1800 97,77 98,05 

Comamonas thiooxydans IMCC34946 97,92 98,13 

Comamonas aqutica LMG 2370T 93,12 94,9 

Comamonas badia IAM 14839 93,03 91,3 

Comamonas composti DSM 21721 96,09 95,17 

Comamonas denitrificans АТСС 700936 92,83 94,11 

Comamonas granuli DSM 18411 94,56 93,92 

Comamonas humi DSM 28451 94,53 93,37 

Comamonas jiangduensis DSM 100319 95,40 95,41 

Comamonas kersterii LMG 3475T 93,54 93,71 

Comamonas koreensis DSM 18232 94,91 94,46 

Comamonas nitrativorans DSM 13191 92,78 93,80 

Comamonas odontotermitis DSM 22023 96,45 95,30 

Comamonas phosphati DSM 26017 95,27 95,25 

Comamonas sediminis JMC 31169 95,27 95,15 
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Продовження таблиці 4.4 

 

 
Рис. 4.2 Спорідненість нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК ізолятів 

№ 46 і 47 та нуклеотидних послідовностей гена 16S рРНК представників 

роду Comamonas, що зберігаються у базі GenBank. 

Рід, вид, штам що зберігаються у базі 

GenBank 

Ідентичність послідовностей, 

(%)* 

ізоляту 46 ізоляту 47 

Comamonas serinivorans DSM 26136 95,96 95,11 

Comamona sterrae DSM 27221 94,95 94,82 

Comamonas zonglianii DSM 22523 94,42 93,71 
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Отже, нами виділені штами, які здатні толерантні до гексахлорбензолу,  

та ідентифіковано як Comamonas testosteronі, зареєстровано в Українській 

колекції мікроорганізмів під номерами УКМ В-400 та В-401, задепоновано у 

базі GenBank під номерами Comamonas testosteroni 46 MW861636 та 

Comamonas testosteroni  MW861637.  Зазначені штами представляють інтерес 

для вивчення здатності розкладати гексахлорбензол з метою подальшого 

застосовування їх у  біоремедіації грунтів від хлорорганічного забруднення. 

Основні положення розділу викладено у наукових працях розділу 4 

[1-4]. 
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РОЗДІЛ 5 ДЕСТРУКЦІЯ ГЕКСАХЛОРБЕНЗОЛУ ШТАМАМИ 
COMAMONAS TESTOSTERONI УКМ В-400 І УКМ В-401 

Здатність до росту штамів C.testosteroni УКМ В-400, В-401 і В-213 у 

середовищі з токсикантом було вивчено шляхом культивування вказаних 

штамів у рідкому середовищі LB з додаванням трьох концентрацій ГХБ: 10, 

20 і 50 мг/л. Титр клітин був найвищим у контрольних зразках з культурами 

штамів, які виросли у середовищі без додавання розчинника і ГХБ. Відносно 

вихідного титру (1×106 КУО/мл) титр клітин у контрольних варіантах 

підвищився на три порядки (Таблиця 5.1). 

 

Таблиця 5.1  

Титр клітин C.testosteroni за додавання ГХБ у середовищє культивування 

Варіант Штами C.testosteroni 

УКМ В-400 УКМ В-401 УКМ В-213 

Контроль 1 1,50 ± 0,30×109 1,77 ± 0,21×109 9,03 ± 0,35×108 

Контроль 2 7,67 ± 1,50×108 1,00 ± 0,10×109 7,93 ± 0,15×108 

Контроль 3 4,53 ± 0,59×108 4,93 ± 0,61×108 3,8 ± 0,25×108 

Контроль 4 2,67 ± 0,35×108 2,70 ± 0,36×108 8,40 ± 0,30×107 

10 мг/л ГХБ 1,23± 0,32×108 1,70 ± 0,20×108 6,87 ± 0,35×107 

20 мг/л ГХБ 7,43± 0,45×107 7,43 ± 0,36×107 4,07 ± 0,47×107 

50 мг/л ГХБ 1,73 ± 0,25×107 1,80 ± 0,30×107 1,10 ± 0,33×107 

Примітка: контроль1 –  середовище без внесення ГХБ, 2 – у 

середовище доданий об’єм ацетона, необхідний для розчинення 10 мг/л ГХБ, 

контроль 3 – у середовище доданий об’єм ацетона, необхідний для 

розчинення 20 мг/л ГХБ, контроль 4 – у середовище доданий об’єм ацетона, 

необхідний для розчинення 50 мг/л ГХБ; різниця між показниками  

достовірна р<0,01. 

Порівняно з контролем 1 за умов культивування з 10 мг/л ГХБ титр 

штамів В-400 та В-401 знижувався на 1 порядок;  з 20 мг/л ГХБ –  на 2 
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порядки. Відносно вихідного титру (1×106 КУО/мл) спостерігався  приріст 

клітин.   Титр неадаптованого штаму В-213 також підвищувався у всіх 

варіантах культивування, проте за присутності 50 мг/л ГХБ його показник 

був нижчим на 1 порядок, відносно чистого контролю культури (Таблиця 

5.1). Таким чином, за показниками титрів відмічено толерантність до ГХБ 

усіх досліджуваних штамів.  

Результати визначення залишкових кількостей ГХБ показали, що у 

клітинній біомасі містилася незначна кількість токсиканту. У клітинах 

штамів C. testosteroni УКМ В-400 і В-401 від 5,4 до 9,5% від внесеної 

кількості ГХБ. У клітинах штаму C. testosteroni УКМ В-213 містилось  − від 

15,1 до 21,2%  внесеного ГХБ. У супернатантах, отриманих з культуральних 

рідин кожної культури після культивування, вміст ГХБ значно знизився 

(Таблиця 5.2). Зменшення загального вмісту ГХБ свідчить про потенційну 

здатність C.testosteroni УКМ В-400, В-401, В-213 розкладати ГХБ. 

 

Таблиця 5.2 

Зміни вмісту ГХБ у поживному середовищі за культивування штамів C. 

testosteroni  

Штам Вихідний 
вміст 
ГХБ, 
мг/л 

Вміст ГХБ після культивування штамів, 
мг/л 

% 
розкла
ду ГХБ 

Супернатант Біомаса Загальний 
C. 

testosteroni 
УКМ В-400 

10 2,03 ± 0,11 0,95 ± 0,09 2,98 ± 0,18 70,17 
20 5,50 ± 0,13 1,69 ± 0,15 7,19 ± 0,24 64,06 
50 17,16 ± 0,26 3,59 ± 0,89 20,75 ± 1,13 58,50 

C. 
testosteroni 
УКМ В-401 

10 2,35 ± 0,11 0,64 ± 0,13 2,99 ± 0,24 70,11 
20 5,09 ± 0,04 1,19 ± 0,19 6,26 ± 0,23 68,70 
50 18,29 ± 0,53 3,61 ± 0,21 21,90 ± 0,70 56,19 

C. 
testosteroni 
УКМ В-213 

10 3,93 ± 0,19 1,76 ± 0,15 5,69 ± 0,25 43,09 
20 9,82 ± 0,53 3,02 ± 0,42 12,85 ± 0,41 35,77 
50 23,62 ± 0,71 10,54 ± 0,68 34,16 ± 0,24 31,69 

Примітка: всі дані представлені, як середнє арифметичне трьох 

повторностей кожного варіанта ± стандартне відхилення; % розкладу ГХБ 
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розраховано згідно вихідної  та середнім арифметичним залишкової 

концентрацій ГХБ; різниця між показниками  достовірна р<0,05 

Після 7-ми добового культивування у рідкому середовищі LB з 

додаванням концентрацій ГХБ: 10, 20, 50 мг/л, у культуральній рідини 

перших двох штамів залишкова концентрація ГХБ була значно нижчою (Рис. 

5.1).  Так, внаслідок метаболічної активності  C.testosteroni УКМ В-400 у 

культуральній рідині з вихідними концентраціями 10, 20, 50 мг/л було 

встановлено їх зменшення, відповідно, на 70,2%, 64,0%, 58,5%.  
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Рис. 5.1 Деструкція ГХБ C.testosteroni  УКМ В-400, В-401, В-213, 

різниця між показниками достовірна р<0,01. 

Приблизно такий самий рівень зниження ГХБ був за культивування 

штаму C.testosteroni УКМ В-401, проте за дози 20 мг/л ГХБ зниження 

вихідної концентрації на 68,7%, що було найвищим рівнем деградації ГХБ за 

вказаної дози. Колекційний штам C.testosteroni УКМ В-213 проявив значно 

меншу активність до деструкції ГХБ. За наявності у поживному середовищі 

LB 10,0, 20,0, 50,0 мг/л ГХБ концентрації в культуральній рідині 

знижувалися, відповідно, на 43,0, 35,8, 31,7%.  

Таким чином, базуючись на отриманих результатах дослідження можна 

вважати, що виділені штами Comamonas testosteroni УКМ В-400 та УКМ В-
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401 є потенційними деструкторами ГХБ,  які можуть бути перспективними  

до застосування у заходах біоремедіації ґрунтів,  забруднених 

хлорорганічними сполуками. 
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РОЗДІЛ 6 ФІЗІОЛОГІЧНА РЕАКЦІЯ COMAMONAS 

TESTOSTERONI УКМ В-400 І В-401 ЗА ВПЛИВУ 

ГЕКСАХЛОРБЕНЗОЛУ 

6.1 Зміни кількісного складу жирних кислот клітинних ліпідів 

C.testosteroni УКМ В-400 і В-401 

У спектрах жирних кислот штамів C.testosteroni В-400, В-401, В-213 за 

умов культивування у середовищі, що містило  ГХБ, не було виявлено 

якісних змін, були наявні всі маркерні кислоти, характерні для цього виду. 

Проте було виявлено різницю у кількісному співвідношенні кислот, 

порівняно з показниками у чистому контролі культури (контроль 1), а також 

у варіантах з додаванням ацетону, який був необхідний для розчинення доз 

ГХБ: 10, 20 мг/л (контроль 2 і контроль 3 відповідно). 

У спектрі жирних кислот штаму C.testosteroni В-400 після 7-добового 

культивування у середовищі, що містило 10 мг/л ГХБ порівняно з 

контрольними варіантами суттєвих змін у кількісному складі не відмічено, за 

винятком статистично суттєвого зменшення вмісту ненасиченої   олеїнової 

(С18:1)і збільшення відносного вмісту насиченої гептадеканової (С17:0) 

кислоти. Більш помітні зміни відбувались у складі жирних кислот за 

культивування у середовищі з 20 мг/л ГХБ, де вміст ненасичених кислот 

гексадеценової (С16:1) і октадеценової (С18:1) був нижчим (17,12 і 14,02%), 

ніж в інших дослідних варіантах, але вміст насиченої гексадеканової (С16:0) 

– вищим (38,61%), відносно контролю (Таблиця 6.1). За культивування у 

присутності у середовищі ГХБ підвищувався вміст С-17 циклопропанової (2-

гесил-циклопропаноктанової або 9,10-метиленгексадеканової) кислоти, що є 

одним із захисним механізмів до токсичного навантаження. Проте, вміст 

насичених кислот: додеканової і октадеканової,в умовах культивування з 

ГХБ та за його відсутності. майже не відрізнявся.  
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Таблиця 6.1  

Жирнокислотний склад загальних ліпідів штаму C.testosteroni В-400 за 

різних умов культивування, % від загального складу 

Жирна 

кислота 
Контроль 1 Контроль 2 Контроль 3 10 мг/л ГХБ 

20 мг/л 

ГХБ 

С10:3ОН 1,36 ± 0,18 1,38 ± 0,37 1,13 ± 0,44 1,53 ± 0,14 2,19 ± 0,1 

С12:0 2,03 ± 0,66 2,30 ± 0,31 2,43 ± 0,69 2,54 ± 0,15 2,44 ± 0,49 

С14:0 0,35 ± 0,01 0,35 ± 0,07 0,54 ± 0,12 0,56 ± 0,05 0,65 ±0,03 

С16:1 20,49 ± 0,26 21,90 ± 4,4 18,80 ± 1,88 19,14 ± 0,41 
14,02 ± 

0,50 

С16:0 30,21±1,45 29,48 ± 0,75 32,78 ± 1,10 32,52 ± 0,35 
38,61± 

0,77 

С16:2ОН 2,12 ± 0,45 3,32 ± 0,09 3,50 ± 0,06 2,66 ± 0,63 2,10 ± 0,69 

 

С17cyclo 
13,34 ± 0,32 13,03 ± 3,72 15,81 ± 1,44 16,53 ±0,47 

17,49 ± 

0,86 

С17:0 0,17 ± 0,04 0,92 ± 0,13 1,35 ± 0,07 1,92 ± 0,05 2,17 ± 0,10 

С18:2 1,65 ± 0,27 2,3 ± 0,92 2,86 ± 0,03 2,50 ± 0,05 2,51 ± 0,10 

 

С18:1 
27,78 ± 0,33 24,59 ± 0,66 20,32 ± 1,53 19,05 ± 0,36 

17,12 ± 

0,67 

С18:0 0,50 ± 0,04 0,44 ± 0,04 0,50 ± 0,09 0,49 ± 0,01 0,40 ± 0,11 

Примітка: p <0.05, ± – стандартне відхилення 

Кількісний склад жирнокислотного профілю C.testosteroni В-401 за дії 

ГХБ виявився більш стабільним порівняно  зі штамом В-400. За 

культивування у середовищі  з 20 мг/л ГХБ,відбулося підвищення вмісту 

насиченої гексадеканової (С16:0) кислоти  до 34,55 ± 0.27% порівняно з 

контролем, де її відносний вміст становив 30,54 ± 0,84%. Вміст 

октадеценової кислоти знизився майже на 2,5% відносно контролю. Слід 

відмітити, що вміст циклопропаноктанової кислоти за додавання ГХБ 

зменшився майже на 0,5%, порівняно з контролем та контролями ацетону 

(Таблиця 6.2). 
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Таблиця 6.2  

Спектр жирних кислот загальних ліпідів штаму C.testosteroni В-401 за 

різних умов культивування, % від загального складу  

Жирна 

кислота 

Контроль 1 Контроль 2 Контроль 3 10 мг/л ГХБ 20 мг/л 

ГХБ 

С10:3ОН 1,39 ± 0,08 0,76 ± 0,19 0,73 ± 0,25 1,30 ± 0,35 1,49 ± 0,10 

С12:0 3,43 ± 0,78 1,28 ± 0,22 1,91 ± 0,38 1,75 ± 0,39 1,55 ± 0,29 

С14:0 0,35 ± 0,02 0,44 ± 0,10 0,61 ± 0,19 0,43 ± 0,1 0,39 ± 0,08 

С16:1 31,83 ± 0,43 33,84±0,95 32,75 ±1,37 33,4 ± 0,06 
32,14 ± 

1,04 

С16:0 
30,54 ± 0,84 

31,62±1,7 

32,17 ± 1,25 33,0 ± 0,71 

34,55 ± 

0,27 

С16:2ОН 1,60 ± 0,28 2,09 ±0,89 2,90 ± 0,92 2,61 ± 0,38 2,43 ± 0,41 

С17cyclo 3,64 ± 0,11 3,09 ±0,70 3,86 ±0,60 2,65 ± 0,44 2,92 ± 0,13 

С17:0 0,33 ± 0,04 0,45 ± 0,18 1,30 ± 0,85 0,78 ± 0,29 0,54 ± 0,06 

С18:2 0,45 ± 0,19 0,45 ± 0,23 1,01± 0,63 0,70 ± 0,07 0,71± 0,3 

С18:1 26,04 ± 0,61 25,26 ± 0,42 21,39 ± 1,58 24,74 ± 1,70 
23,61 ± 

0,59 

С18:0 0,41 ± 0,20 0,73 ± 0,16 0,79 ± 0,19 0,68 ± 0,11 0,68 ± 0,08 

Примітка: p <0.05, ± – стандартне відхилення 

Колекційний штам C.testosteroni В-213 порівняно зі штамами, 

виділеними з ґрунту з високим ГХБ навантаженням, в умовах культивування 

за присутності 10 і 20 мг/л ГХБ відрізнявся найбільш високим відносним 

вмістом насиченої гексадеканової кислоти (С16:0) – до 38,33 – 40,7% і 

гептадеканової (С17:0) – до 0,66-0,70%. При цьому, склад ненасиченої 

гексадеценової (С16:1) кислоти був вищим ніж у В-400 (18,80 – 21,90%), але 

нищим порівняно з В-401 (31,83 – 33,84%). Вміст ненасиченої 

октадеценовоїкислоти (С18:1) зменшився за доз ГХБ 10 і 20 мг/л на 1,5 – 2%, 

порівняно з контролем (таблиця 6.3). 
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Таблиця 6.3  

Жирнокислотний склад  загальних ліпідів штаму C.testosteroni В-213 за 

різних умов культивування, % від загального складу 

Жирна 

кислота 

Контроль 1 Контроль 2 Контроль 3 10 мг/л 

ГХБ 

20 мг/л 

ГХБ 

С10:3ОН 3,04 ± 1,21 1,77 ± 0,70 4,06 ± 0,43 2,25 ± 0,36 2,60 ± 1,03 

С12:0 3,30 ± 0,32 1,96 ± 0,23 3,68 ± 0,38 2,63 ± 0,51 3,06 ± 1,14 

С14:0 0,75 ± 0,03 0,31 ± 0,02 0,37 ± 0,10 0,50 ± 0,19 0.53 ± 0,04 

С16:1 
27,64 ± 

0,05 

25,02 ± 

0,55 

29,82 ± 

0,32 

28,31 ± 

0,11 
28,0 ± 0,69 

С16:0 
35,46 ± 

1,20 

36,30 ± 

1,83 

37,86 ± 

0,60 

38,33 ± 

0,69 

40,70 ± 

1,94 

С16:2ОН 2,98 ± 0,87 3,39 ± 0,51 3,14 ± 0,12 2,43 ± 0,50 2,56 ± 0,17 

С17cyclo 1,83 ± 0,30 1,93 ± 0,27 1,98 ± 0,63 2,06 ± 0,05 2,50 ± 1,25 

С17:0 0,32 ± 0,05 0,41 ± 0,27 0,59 ± 0,08 0,66 ± 0.03 0,70 ± 0,14 

С18:2 1,51 ± 0,11 2,18 ± 0,01 1,33 ± 0,11 1,37 ± 0,16 1,49 ± 0,03 

С18:1 
21,65 ± 

0,60 
22,61± 0,75 

19,94 ± 

1,76 

18,53 ± 

0,54 

17,34 ± 

0,76 

С18:0 0,59 ± 0,17 0,64 ± 0,09 0,59 ± 0,09 0,61 ± 0,10 0,64 ± 0,04 

Примітка:p <0.05, ± – стандартне відхилення 

Для узагальненої характеристики впливу ГХБ на ліпідний склад 

мембран і визначення механізму адаптації для кожного штаму вираховано 

індекс ненасиченості ліпідів, індекс в’язкості мембрани та середню довжину 

карбонового ланцюга жирної кислоти (Таблиця 6.4). 
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Таблиця 6.4  

Індекси, що характеризують стан ліпідних мембран штамів C. 

testosteroni УКM B-400, B-401 i B-213 

Варіант досліду UІ* IVM ** L*** 

C. testosteroni УКМ B-400 

Контроль 1 0,52 50,08 16,56 

Контроль 2 0,51 51,20 16,51 

Контроль 3 0,45 56,32 16,48 

10 мг/л ГХБ 0,46 58,03 16,47 

20 мг/л ГХБ 0,36 66,35 16,33 

C. testosteroni УКМ B-401 

Контроль 1 0,60 40,45 16,47 

Контроль 2 0,60 41,13 16,46 

Контроль 3 0,60 41,16 16,44 

10 мг/л ГХБ 0,59 41,68 16,38 

20 мг/л ГХБ 0,56 44,84 16,35 

C. testosteroni УКМ B-213 

Контроль 1 0,52 49,19 16,38 

Контроль 2 0,52 50,18 16,19 

Контроль 3 0,50 50,87  16,18 

10 мг/л ГХБ 0,50 51,51 16,17 

20 мг/л ГХБ 0,50 51,79 16,01 

Примітка: * UІ – індекс ненасиченості ліпідів,  **IVM – індекс в’язкості 

мембрани, ***L – середня довжина карбонового ланцюга жирних кислот 

Значення індексу ненасиченості ліпідів засвідчили, що у штаму C. 

testosteronі УКМ B-400 за дії доз 10 і 20 мг/л ГХБ цей показник зменшився 

порівняно з контролями (з додаванням  об’єму розчинника)  на 9,8 і 20% 

відповідно. Зменшення значень UІ  було пов’язане із зростанням відносного 

вмісту гексадеканової (С16:0) і С17-циклооктанової кислот.  Зміни 
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жирнокислотного спектру ліпідних мембран також характеризувались 

вкороченням середньої довжини карбонового ланцюга та підвищенням 

індексу в’язкості мембрани. У штаму C. testosteronі УКМ B-401 індекс 

ненасиченості ліпідів був стабільним і не змінювався за дії 10 і 20 мг/л ГХБ. 

Не відмічено також суттєвих змін індексу в’язкості мембрани та середньої 

довжині карбонового ланцюга жирної кислоти. Що стосується штаму C. 

testosteronі УКМ B-213, то спостерігали тенденцію до зменшення індексу 

ненасиченості та індексу плинності мембрани. При цьому  у 

жирнокислотному складі цього штаму була наявна С17-циклооктанової 

кислота, яка за дози 20 мг/л  була найвищою. Збільшення вмісту лінолевої 

(С18:2) жирної кислоти, відносно контролю, також свідчило про адаптацію 

до токсичної речовини. 

Таким чином, у бактерій C. testosteroni УКМ B-400, B-401 і B-213 за 

умов вирощування у середовищі, що містило ГХБ виявлено зменшення рівня 

ненасиченості ліпідів та збільшення відносного вмісту С17-циклопропанової 

(2-гексил-циклопропаноктанової) кислоти, що можна вважати важливими 

механізмами регуляції плинності цитоплазматичної мембрани. Обидва 

механізми призвели до зниження плинності цитоплазматичної мембрани для 

зменшення токсичного впливу ГХБ. Вперше показано, що у найбільшій мірі 

адаптаційні реакції були виражені у C. testosteroni УКМ B-400, який було 

виділено із ґрунту, забрудненого ГХБ. Проте у штамів УКМ B-401 

(виділений із забрудненого ґрунту) і  УКМ B-213 неадаптований 

колекційний) також відмічено адаптаційні реакції, хоча вони проявлялись у 

меншій мірі, отже, прояв захисних реакцій мав штамову ознаку. 

6.2 Активність ферментів антиоксидантної системи у штамів C. 

testosteroni В-400 і В-401 за впливу гексахлорбензолу 

Одним з основних ферментів антиоксидантної системи є каталаза, 

основна функція якої полягає у каталізі реакції розпаду пероксиду водню, що 

утворюється внаслідок біологічного окиснення, до води і молекулярного 

кисню. Активність цього ферменту у C. testosteroni УКМ В-400 після 7-
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добового культивування була найнижчою у чистому контролі, що цілком 

очікувано. В той же час, каталазна активність  була найвищою у варіанті з 

додаванням ацетону10 мл/л, що вірогідно зумовило невеликий вміст дієнових 

кон’югатів і основ Шиффа у цьому варіанті. За присутності  

гексахлорбензолу каталазна активність була у 3 – 4 рази вищою відносно 

чистого контролю, але нижчою, ніж у контролях з ацетоном для відповідних 

концентрацій, оскільки за отриманими результатами під впливом ГХБ 

активно працювали інші реакції адаптації, такі як підвищення рівня 

насиченості ліпідів, що знижувало рівень ПОЛ (рис. 6.1). 

 

Рис. 6.1 Каталазна активність Comamonas testosteroni В-400 і В-401 

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, 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 незначним зниженням індексу ненасиченості ліпідів, 

відносно чистого контролю (рис. 6.1).  Таким чином, каталазна активність у 

штамів C. testosteroni В-400 і В-401 змінювалась  в залежності від дози 

токсиканта та штамової чутливості до нього.  

Не менш важливим ферментом системи антиоксидантного захисту є 

пероксидаза, яка виконує функцію розщеплення  токсичних пероксидів, 
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утворених внаслідок окисного стресу. Активність пероксидази у штама 

C.testosteroni УКМ В-400 була невисокою, в порівнянні з активністю 

каталази. Активність цього фермента була  найвищою  (в 1,4 рази, ніж в 

чистому контролі) у клітинах, що росли у середовищі з вмістом 10 і 20 мг/л 

ГХБ (рис. 6.2).  

 

Рис. 6.2 Пероксидазна активність C. testosteroni  В-400 і В-401    

Зниження рівня активності пероксидази та каталази за дози 20 мг/л 

ГХБ свідчило про те, що за такого токсичного навантаження активно 

працюють і інші механізми резистентності, за рахунок зміни кількісного 

складу жирних кислот мембранних ліпідів,що показано у підрозділі 6.1 [1]. 

Також для подалання оксидативного стресу штами мікроорганізмів не 

задіюють  всі ферменти антиоксидантної системи, тому високої активності 

пероксидази не відмічено.  

Отже, результати дослідження активності ферментів антиоксидантного 

захисту внаслідок впливу ГХБ на клітини штамів C. testosteroni УКМ B-400, 

B-401 показали, що другий штам відрізнявся більш високою активністю 

каталази, тоді як активність пероксидази була приблизно на одному рівні.   
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6.3 Перекисне окиснення ліпідів у C. testosteroni УКМ В-400 і В-401 

в умовах токсичного впливу гексахлорбензолу 

Відомо, що за несприятливих умов навколишнього середовища у 

клітинах бактерій утворюються продукти перекисного окиснення ліпідів 

(ПОЛ), такі як, дієнові кон’югати (ДК), триєнові кон’югати, основи Шиффа, 

малоновий діальдегід (МДА). Дієнові кон’югати відносяться до первинних, а 

триєнові кон’югати і МДА– до вторинних продуктів ПОЛ, які пошкоджують 

ліпопротеїни, білки-ферменти та нуклеїнові кислоти.  В результаті 

приєднання вільних радикалів ланцюги жирних кислот розриваються на 

фрагменти, які мають альдегідні групи з високою реакційною здатністю. 

Якщо розрив відбувається з двох сторін ланцюга, то утворюється вторинний 

продукт – малоновий диальдегід. МДА може реагувати NH2-групами 

фосфоліпідів і глюкозамінів, N-кінцевими амінокислотами білків, 

утворюючи внутрішньо- і міжмолекулярні зшивки типу основ Шиффа, які є 

третинними продуктами ПОЛ. Вплив ГХБ на стан клітинних ліпідів 

залишається майже недослідженим, тому наступним етапом роботи було  

вивчення фізіологічних показників, що характеризують відповідь клітин на 

дію цього токсиканта, включаючи рівень утворення продуктів перекисного 

окиснення ліпідів та ферменти  антиоксидантного захисту [2]. 

Результати дослідження підтвердили  чутливість штамів C. testosteroni 

В-400 і В-401 до впливу ГХБ на фізіолого-біохімічному рівні. Підвищення 

активності ПОЛ було відмічено за присутності ГХБ. 

Реакція штаму C.testosteroni В-400  на присутність у середовищі ГХБ 

(рис. 6.3) характеризувалася утворенням дієнових кон’югатів особливо за 

дози 20 мг/л, порівняно з чистим контролем та контролем ацетону, 

необхідного для розчинення 20 мг/л ГХБ. 
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Рис. 6.3 Показники ПОЛ у клітинах штаму В-400. ДК – дієнові 

кон’югати, ТК – триєнові кон’югати, ОШ – основи Шиффа 

Слід відзначити, що рівень дієнових кон’югатів був вищим у чистому 

контролі, ніж у контролі ацетону 20 мг/л (рис. 6.3), що можна пояснити 

активацією механізмів резистентності, а саме, підвищенням рівня 

насиченості ліпідів, що продемонстровано у підрозділі 6.1. При цьому 

спостерігався більш високий рівень вмісту основ Шиффа, які є третинними 

сполуками ПОЛ (рис. 6.3). Деякі дослідники вважають, що утворення основ 

Шиффа є механізмом адаптації, оскільки формуються внаслідок утворення 

зв’язків між NH2- кінцевими залишками амінокислот, білків та аміногруп 

фосфоліпідів, частково блокуються ферменти активного транспорту, пори 

клітини збільшуються, що призводить до виведення з цитоплазми МДА та 

ДК, які є дуже токсичними. Малоновий діальдегід утворюється при взаємодії 

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

підвищенням рівня насиченості ліпідів продукція МДА знижується, що 

підтверджується нашими результатами.  

Слід відзначити, що за результатами наших досліджень (розділ 5), 

активність розкладання дози 10 мг/л ГХБ ГХБ була вищою, при цьому рівень 

насиченості ліпідів був вищим, порівняно з чистим контролем, оскільки 

клітини пристосовувалися і до ацетону, і до ГХБ, тому спостерігався нижчий 

вміст продуктів ПОЛ, порівняно з іншими варіантами (рис. 6.3). За умов 
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підвищення концентрації ГХБ до 20 мг/л  спостерігали значне підвищення 

рівня дієнових кон’югатів, але рівень вторинних і третинних продуктів ПОЛ 

(триєнових кон’югатів та основ Шиффа) залишався приблизно однаковим, як 

за  концентрації 10 мг/л ГХБ. Імовірно, це можна пояснити тим, що у 

відповідь на більш токсичні умови збільшився синтез первинних продуктів  

(дієнових кон’югатів), що індукувало високу активність захисних реакцій, які 

детально описані у підрозділах 6.1, 6.3[3].   

Фізіологічна реакція штаму C. testosteroni В-401 дещо відрізнялася від 

такої у штаму В-400. Відмічено, що  порівняно до чистого контролю, у 

дослідних варіантах рівень дієнових кон’югатів був вищим,  а саме, у 

мінеральному середовищі  з ацетоном (10 і 20 мл/л) та 20 мг/л ГХБ – у 6,5, 

5,2 та 8,0 разів, відповідно. У той же самий час, у чистому контролі 

відмічався майже однаковий вміст диєнових і триєнових кон’югатів. Схожа 

реакція відмічена і у варіанті з 10 мг/л ГХБ (рис. 6.3). Це може бути 

пов’язано з активацією механізмів резистентності, тому вторинних продуктів 

ПОЛ  утворилось значно менше. 

 

Рис. 6.4 Вміст (МДА) малонового діальдегіда у клітинах штаму C. 

testosteronі  В-400 та В-401. 

Утворення третинних продуктів (основ Шиффа) у клітинах  штаму C. 

testosteronі  В-401 було відмічено у всіх варіантах, але найвищий вміст їх був 

у варіантах з ацетоном 20 мл/л  та 10 мг/л ГХБ.  Оскільки утворення основ 
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Шиффа призводить до збільшення пор клітини, що дає можливість виводити 

з клітини токсичні продукти ПОЛ, рівень ДК був найнижчий з усіх дослідних 

варіантах, а рівень ТК – вищим у 1,9 рази в порівнянні з чистим контролем. 

Вміст малонового діальдегіду у клітинах C. testosteronі  В-401, як 

вторинного продукту ПОЛ, був вищим у дослідних варіантах, ніж у чистому 

контролі. Наявність його в клітині свідчить про високу ймовірність 

утворення триєнових кон’югатів, основ Шиффа, які викликають суттєві 

порушення функціонування мембран клітини. Тим не менш, деякі дослідники 

[4] вважають, що показник МДА – це останнє, на що треба звернути увагу, 

при обґрунтуванні фізіологічної реакції клітини на стрес, оскільки його 

високий рівень свідчить про подальше утворення ПОЛ, але якщо зі 

збільшенням концентрації токсичної речовини, МДА не збільшується, це 

означає, що механізми резистентності активно функціонують (рис. 6.4). Слід 

відмітити, що за дози 10 і 20 мг/л ГХБ у клітинах штаму В-400 показник 

МДА був нижчим, ніж у чистому контролі, а у штаму  В-401 – вищий майже 

у 2 рази, проте при подальшому збільшенні дози до 20 мг/л ГХБ  він не 

збільшувався, порівняно з 10 мг/л. Можливо, що за присутності ГХБ індекс 

не насиченості ліпідів мембрани у штама В-400 значно зменшився, порівняно 

з чистим контролем, а МДА утворюється при взаємодії вільних радикалів з 

СН3-кінцями ненасичених жирних кислот, тому його рівень значно знизився. 

Вміст МДА в клітинах штаму В-401 не відрізнявся за доз 10 і 20 мг/л ГХБ, 

що також можна пояснити незначним збільшенням рівня насиченості ліпідів 

клітинних мембран, як було показано нами у підрозділірозділі  6.1.   

Таким чином, фізіологічна реакція досліджуваних штамів C. testosteroni 

В-400 і В-401 на присутність ГХБ у середовищі культивування відрізнялася 

високим вмістом дієнових кон’югатів за дози 20 мг/л ГХБ для першого, а для 

другого – у всіх дослідних варіантах, відносно чистого контролю, а також 

вмістом малонового діальдегіда, який  у штама B-400 був нижчим, ніж у 

чистому контролі.  

Основні положення розділу викладено у науковій працях [1,3]. 
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РОЗДІЛ 7 ВПЛИВ COMAMONAS TESTOSTERONI НА МІКРОБНІ 

УГРУПОВАННЯ І РОЗВИТОК РОСЛИН ТОМАТІВ, ВИРОЩУВАНИХ 

У ЗАБРУДНЕНОМУ ГХБ ГРУНТІ 

Проведені дослідження довели здатність виділених нами штамів 

C.testosteroni УКМ B-400 та B-401 розкладати ГХБ за умов росту у рідкому 

поживному середовищі.  Наступним етапом досліджень було вивчення 

можливості  практичного застосування виділених бактерій у 

природоохоронних технологіях. Для цього культуральну рідину зазначених 

штамів було використано для аугментації грунту, забрудненого ГХБ, у якому 

вирощували томати сорту Лагідний. 

Позитивний ефект внесення в ґрунт культуральної рідини штамів 

C.testosteroni УКМ B-400 та B-401 продемонстровано на розвитку усіх 

еколого-функціональних та систематичних груп мікробіоценозу. Отримані 

результати (табл. 7.1) показали відносну чутливість грунтових 

мікроорганізмів до негативного впливу ГХБ, що особливо у варіанті з 

більшою дозою токсиканту. Однак за умов внесення у забруднений ґрунт 

C.testosteroni УКМ B-400 або B-401 відбулося певне збільшення чисельності 

мікроорганізмів  еколого-функціональних груп у мікробіоценозах. Кількість 

педотрофних мікроорганізмів, як представників резидентної мікробіоти 

ґрунту, збільшилась на 80% відносно забрудненого варіанту  без аугментації. 

Збільшення кількості амоніфікувальних бактерій засвідчило зростання 

інтенсивності мінералізації азоту в ґрунті, що також покращило його якість. 

Це було продемонстровано у варіантах з біоаугментацією незабрудненого 

ґрунту. У колообігу азоту беруть участь азотфіксувальні і олігонітротрофні 

та амілолітичні бактерії, кількість яких відображає баланс азоту в ґрунті, що 

дуже важливо для розвитку рослин. Чисельність оліготрофних бактерій, 

здатних рости на бідних субстратах, у всіх варіантах, куди вносили 

культуральні рідини досліджуваних штамів, значно зменшувалася, що 

засвідчило про активні процеси трансформації органічної речовини.  

Кількість у грунті стрептоміцетв збільшилася після аугментації у 
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забруднений грунт в 2,5 рази, порівняно з забрудненим контролем. Відомо, 

що ґрунтові стрептоміцети є продуцентами біологічно-активних сполук, що 

стимулюють розвиток рослин. Мікроміцети також беруть участь в утворенні 

гумусу, що є прямим показником родючості ґрунту. Мікроміцети за 

чисельністю переважали у варіантах без забруднення. Таким чином, кількість 

мікроорганізмів еколого-функціональних груп зростала за умов 

біоаугментації, що позитивно вплинуло на розвиток рослин. 

Таблиця 7.1  
Кількість мікроорганізмів у забрудненому ГХБ ґрунті та за біоаугментації  

В
ар

іа
нт

и 

П
ед

от
ро

фн
і 

N
×1

07  

А
мо

ні
фі

ку
ва

ль
ні

 
N

 ×
10

7  

А
мі

ло
лі

ти
чн

і 
N

 ×
10

7  

А
зо

тф
ік

су
ва

ль
ні

 
і 

ол
іг

он
іт

ро
тр

оф
ні

 
Ф

ос
фа

тм
об

іл
із

у-
ва

ль
ні

 
N

 ×
10

6  
О

лі
го

тр
оф

и 
N

 ×
10

7  

С
тр

еп
то

мі
це

ти
 

N
 ×

10
5  

М
ік

ро
мі

це
ти

 
N

 ×
10

4  
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5,3 ± 

0,5 

3,9 ± 

0,2 

3,0 ± 

0,2 

3,6 ± 

0,2 

1,2 ± 

0,1 

3,4 ± 

0,1 

1,6 ± 

0,4 

4,8 ± 

0,5 

2 
3,6 ± 

0,2 

2,7 ± 

0,3 

2,6 ± 

0,5 

2,7 ± 

0,2 

0,8 ± 

0,1 

2,6 ± 

0,2 

1,0 ± 

0,1 

3,9 ± 

0,2 

3 
3,7 ± 

0,2 

3,3 ± 

0,2 

2,5 ± 

0,1 

2,6 ± 

0,2 

0,7 ± 

0,1 

3,0 ± 

0,2 

0,9 ± 

0,1 

3,3 ± 

0,3 

4 
6,7 ± 

0,3 

4,5 ± 

0,2 

4,2 ± 

0,5 

5,0 ± 

0,6 

1,6 ± 

0,1 

1,5 ± 

0,1 
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0,3 

3,9 ± 

0,1 

5 
7,1 ± 

0,3 

5,4 ± 

0,5 

3,6 ± 

0,2 

5,6 ± 

0,7 

1,5 ± 

0,1 

1,3 ± 

0,1 

2,9 ± 

0,5 

4,0 ± 

0,4 

6 
4,4 ± 

0,1 

2,9 ± 

0,4 

3,9 ± 

0,3 

3,9 ± 

0,1 

1,0 ± 

0,1 

1,4 ± 

0,1 

2,7 ± 

0,3 

3,5 ± 

0,3 

7 
4,4 ± 

0,3 

5,0 ± 

0,7 

3,6 ± 

0,2 

4,1 ± 

0,1 

0,7 ± 

0,1 

1,3 ± 

0,1 

2,5 ± 

0,2 

3,1 ± 

0,4 
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Продовження таблиці 7.1 
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8 
3,9 ± 

0,2 

4,5 ± 

0,2 

3,9 ± 

0,3 

4,8 ± 

0,2 

0,8 ± 

0,1 

1,2 ± 

0,1 

2,7 ± 

0,4 

3,2 ± 

0,3 

9 
4,0 ± 

0,2 

4,6 ± 

0,1 

3,9 ± 

0,2 

3,9 ± 

0,1 

0,8 ± 

0,1 

1,2 ± 

0,1 

2,4 ± 

0,2 

3,2 ± 

0,6 

Примітки: 1 – незабруднений грунт; 2 – забруднення 30 мг/кг ГХБ у грунті; 3 

– забруднення 100 мг/кг ГХБ у грунті; 4 – інтродукція C.testosteroni УКМ B-

400 в незабруднений грунт; 5 – інтродукція  C.testosteroni УКМ B-401 в 

незабруднений грунт; 6 – 30 мг/кг ГХБ ґрунт + внесення культуральної 

рідини C. testosteroni УКМ B-400; 7 – 30 мг/кг ГХБ ґрунт + внесення 

культуральної рідини C. testosteroni УКМ B-401; 8 – 100 мг/кг ГХБ + 

внесення культуральної рідини C. testosteroni УКМ B-400; 9 – 100 мг/кг ГХБ 

+ внесення культуральної рідини C. testosteroni УКМ B-401. p< 0,05  

У рослин, що росли на забрудненому ГХБ ґрунті, спостерігалося 

пригнічення росту, найбільш виражене у варіантах із 100 мг/кг ГХБ, де маса 

рослин зменшилась на 46 % порівняно з контрольними рослинами без ГХБ 

навантаження (рис. 7.1). Отримані результати засвідчили, що внесення 

культуральної рідини досліджуваних штамів у забруднений ґрунт позитивно 

впливало на розвиток рослин, що підтверджувалося підвищенням усіх 

біометричних показників, особливо маси рослин: на 17,5 та 20,0 % 

відповідно для штамів В-400 та В-401.  
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30 мг/кг ГХБ забруднений грунт

 
Рисунок 7.1 Вплив ГХБ на масу рослин, вирощуваних у забрудненому грунті 

та за внесення C.testosteroni УКМ B-400 та B-401, p< 0,05. 

Довжина рослин за внесення культуральних рідин зросла на 15–18%, 

порівняно з незабрудненим  контролем, у той час як у варіантах забрудненого 

ґрунту вона зменшилась на 29 та 33 %. У той же час у варіантах з 

біоугментацією забрудненого грунту ця величина зменшилась лише на 3 – 

8% (рис. 7.2).  

 
Рисунок 7.2 Вплив ГХБ на довжину рослин, вирощуваних у забрудненому 

ґрунті та за  внесення C.testosteroni УКМ B-400 або  B-401, p< 0,05. 
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Відзначено максимальне збільшення довжини кореня, яке становило 

10% у варіанті з внесенням C. testosteroni УКМ B-400 у ґрунті без 

забруднення. Найбільше пригнічення за цим показником – 27% 

спостерігалося у ґрунті, забрудненому  дозою 100 мг/кг ГХБ  (рис. 3). 

 
Рисунок 7.3 Довжина кореня рослин вирощуваних у забрудненому грунті та з   

внесенням C.testosteroni УКМ B-400 або B-401, p< 0,05. 

Внесення культуральної рідини C. testosteroni в забруднений ґрунт 

зменшило негативний вплив пестицидного навантаження. Так, порівняно з 

рослинами, що розвивалися у забрудненому ґрунті без внесення бактерій, 

при застосуванні C. testosteroni УКМ B-400 маса кореня збільшилася на 19 та 

24 % відповідно при дозах забруднення  30 та 100 мг/кг ГХБ. Використання 

штаму C. testosteroni УКМ B-401 сприяло підвищенню показників маси 

коренів у варіанті з 30 мг/кг  ГХБ до 24,4%, а у варіанті зі 100 мг/кг ГХБ до 

14,6% (рис. 7.4). Проте, всі біометричн іпоказники були нижчими на 7,5 – 

23% порівняно з рослинами, що росли у незабрудненому ґрунті. 
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Рисунок 7.4 Вплив ГХБ на масу кореня рослин, вирощуваних у забрудненому 

грунті та з   внесенням C.testosteroni УКМ B-400 або B-401, p< 0,05.  

Вміст хлорофілу є одним з основних показників здатності листя до 

фотосинтезу та здоров’я рослин. В умовах біоугментації незабрудненого 

грунту C. testosteroni вміст хлорофілу у листях дослідних рослин підвищився 

на 65% порівняно з незабрудненим контролем, що свідчило про підвищення 

рівня фотосинтезу. Проте в умовах забруднення ГХБ вміст хлорофілу 

зменшився майже на 40 % порівняно з незабрудненим контролем. За умов 

вирощування томатів у забрудненому ГХБ ґрунті з наступним внесенням 

культуральної рідини C. testosteroni вміст хлорофілу у листях рослин був 

таким, як у контрольним рослинам із незабрудненого ґрунту. Тобто 

культуральні рідини C. testosteroni УКМ B-400 і B-401 сприяли підвищенню 

стійкості рослин до стресу, а з іншого боку зменшували навантаження ГХБ, 

що також покращувало умови розвитку рослин. 

Ми також провели дослідження стійкості томатів, що зростали у 

забрудненому грунті, до фітопатогенів у контрольних варіантах (Рис. 7.5). В 

умовах застосування штамів C. testosteroni стійкість до  Clavibacter 

michiganensis УКМ В-629 зросла до 28 – 36% порівняно з варіантам без 

обробки культуральною рідиною. У варіантах із ГХБ забрудненням з 

подальшим внесенням культуральної рідини бактерій спостерігалося 

підвищення стійкості до Clavibacter michiganensis УКМ Ас-629 на 8 – 16%. 
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30 мг/кг ГХБ ґрунт 
Alternaria alternata 
УКМ F-16866 + C. 
testosteroni УКМ В-400 

30 мг/кг ГХБ ґрунт 
Alternaria alternata 
УКМ F-16866 

30 мг/кг ГХБ ґрунт 
Alternaria alternata 
УКМ F-16866 + C. 
testosteroni УКМ В-400 

 
100 мг/кг ГХБ ґрунт 
Clavibacter 
michiganensis УКМ Ас-
629 + C. testosteroni 
УКМ В-400 

100 мг/кг ГХБ ґрунт 
Clavibacter 
michiganensis УКМ Ас-
629 

100 мг/кг ГХБ ґрунт 
Clavibacter 
michiganensis УКМ Ас-
629 + C. testosteroni 
УКМ В-401  

Рис. 7.6 Стійкість листків томатів до фітопатогенів за умов внесення рідких 

культур C. testosteroni УКМ В-400 та В-401 у грунт, забруднений ГХБ 

Стійкість до Alternaria alternata УКМ F-16866 у варіантах з 

біоугментацією незабрудненого грунту становила до 32%. Також 

спостерігали стійкість листя томатів у варіантах із біоаугментацією 

забрудненого ГХБ ґрунту до 20 – 28 % порівняно з контролем. 

Таким чином, інтродукція штамів C. testosteroni УКМ В-400 та В-401 у 

грунт, забруднений ГХБ, сприяла покращенню умов для розвитку рослин, 

чинила фітостимулювальну і протекторну дію на рослини томатів сорту 

Лагідний. 

76% 96%
6 

80%
%% 

100% 84% 88% 
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РОЗДІЛ 8 БІОРЕМЕДІАЦІЯ ГРУНТУ, ЗАБРУДНЕНОГО 
ГЕКСАХЛОРБЕНЗОЛОМ ІЗ ЗАСТОСУВАННЯМ COMAMONAS 
TESTOSTERONI ТА ZEA MAYS L. 

В результаті проведеного дослідження було отримано дані про 

ефективність застосування ремедіантів на контамінованому пестицидом 

ґрунті. Ефективність біоремедіаційних заходів оцінювали за наступними 

показниками: чисельність мікроорганізмів еколого-функціональних груп 

ґрунтового мікробіоценозу, оцінка напрямку мікробіологічних процесів у 

ґрунті за показниками еколого-трофічних коефіцієнтів, різниця концентрацій 

токсичних речовин у зразках ґрунту на початку та в кінці досліду. 

Концентрація ГХБ у грунті після проведення ремедіаційних заходів 

знизилася в порівнянні з початковою. Так, внаслідок застосування 

комплексної біоремедіації на основі кукурудзи-ремедіанта сорту Олена та 

культуральної рідини штаму С. testosteroni УКМ B-400, зниження 

концентрації ГХБ становило 82%, у варіанті з інтродукованої монокультурою 

С. testosteroni УКМ B-400 – 70%, а застосування фіторемедіанта дало 

зниження на 27,3%. Вміст ГХБ у грунті без ремедіантів змінився на рівні 

статистичної похибки (Таблиця 8.1). 

Таблиця 8.1  

Вміст ГХБ у зразках грунту  за різних методів біоремедіації 

Метод біоремедіації 
Вміст ГХБ, мкг/кг ґрунту Зменшення від 

початкового 
рівня, % 

На початку 
досліду У кінці досліду 

Без ремедіантів 1854,0 ± 7,66 1804,0 ± 10,33 3,0 
С. testosteroni УКМ 

B-400 і Zea mays 
сорт Олена 

1854,0 ± 7,66 516,4 ± 1,03 82,0 

Zea mays сорт Олена 1854,0 ± 7,66 1237,4 ± 0,77 27,3 
С. testosteroni УКМ 

B-400  1854,0 ± 7,66 555,2 ± 0,65 70,0 

Примітка: М (середнє арифметичне) ± стандартне відхилення (СВ), р<0,05 

Оцінку ефективності застосування фіторемедіанта та комплексу 

«фіторемедіант-мікробна культура» проводили шляхом порівняння наявності 
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ГХБ в зеленій масі. Також перевіряли наявність ГХБ у зерні, але в цих 

зразках токсикант не був виявлений. Проте, у варіанті з комплексною 

ремедіацією С. testosteroni УКМ B-400 та кукурудзи Олена в зеленій масі 

було детектовано на 50% більше ГХБ, ніж у варіанті з фіторемедіантом без 

внесення культуральної рідини мікроорганізму.  

Таким чином, отримані нами результати підтверджують факт того, що 

ключову роль у метаболізації токсичних речовин грають бактерії, але певну 

кількісну частину також накопичують рослини-ремедіанти. Перспективність 

застосування комплексної ремедіації полягає в тому, що з одного боку 

бактеріальна культура здатна розкладати ГХБ, а з іншої сторони – 

фіторемедіант забезпечує живлення мікроорганізмів кореневими ексудатами  

під час детоксикації цільових забруднень. 

Провідну роль у якості грунту відіграють мікроорганізми, які 

виконують різні функції для підтримки стабільності грунтових екосистем. 

Нами було визначено чисельність основних еколого-трофічних груп 

грунтових мікробіоценозів (таблиця 8.2). 

Таблиця 8.2 

Чисельність мікроорганізмів еколого-функціональних і таксономічних 

груп у грунті за різних способів біоремедіації 

 

Групи 

мікроорганізмів 

Метод біоремедіації 

Без 

ремедіантів 

С. testosteroni 

УКМ B-400 і 

кукурудза 

сорту Олена 

Кукурудза 

сорту 

Олена 

С. 

testosteroni 

УКМ B-400 

Педотрофні 
1,59 ± 0,11 

×108 

2,52 ± 0,09 

×108 

2,32 ± 0,03 

×108 

2,45 ± 0,01 

×108 

Азотфіксувальні і 

олігонітротрофні 

2,12 ± 0,09 

×107 

3,20 ± 

0,21×107 

3,07 ± 

0,23×107 

2,45 ± 

0,14×107 
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Продовження таблиці 8.2 

 

Групи 

мікроорганізмів 

Метод біоремедіації 

Без 

ремедіантів 

С. testosteroni 

УКМ B-400 і 

кукурудза 

сорту Олена 

Кукурудза 

сорту 

Олена 

С. 

testosteroni 

УКМ B-400 

Амілолітичні 
1,51 ± 0,21 

×108 

1,94 ± 0,40 

×108 

1,56 ± 0,01 

×108 

1,90 ± 0,08 

×107 

Амоніфікувальні 

8,88 ± 0,16 

×107 

1,03 ± 0,48 

×108 

1,03 ± 0,15 

×108 

1,05 ± 0,15 

×108 

Фосфатмобілізу 

вальні 

7,12 ± 0,18 

×106 

8,56 ± 0,54 

×106 

9,12 ± 0,3 

×106 

8,85 ± 0,42 

×106 

Стрептоміцети 

6,08 ± 0,30 

×106 

7,56 ± 0,48 

×106 

8,10 ± 0,36 

×106 

9,76 ± 0,54 

×106 

Мікроміцети 

1,52 ± 0,18 

×104 

2,12 ± 0,30 

×104 

2,18 ± 0,32 

×104 

1,90 ± 0,12 

×104 

Примітка: М (середнє арифметичне) ± стандартне відхилення (СВ), р<0,05. 

Педотрофні бактерії, які грають важливу роль у формуванні ґрунтової 

родючості, збільшували свою чисельність у кожному з дослідних варіантів в 

порівнянні з варіантом без ремедіації. Слід відзначити, що у варіантах з 

інтродукованою культуральною рідиною штаму С. testosteroni B-400, приріст 

сягав 30%, що, опосередковано, дає підстави вважати, що саме метаболічна 

активність бактерій сприяє покращенню умов розвитку шляхом зменшення 

вмісту токсичних речовин у ґрунті (таблиця 8.2). 

Найбільш високу чисельність азотфіксувальних і олігонітротрофних 

бактерії виявлено у варіанті з кукурудзою Олена разом з інтродукцією 

культуральної рідини бактеріального штаму С. testosteroni B-400, майже, на 

50% більше, відносно варіанту без ремедіації. У варіантах з кукурудзою 

Олена або інтродукованою бактеріальною рідиною штаму С. testosteroni B-

400 підвищилась чисельність на 20 і 16%, відповідно (таблиця 8.2). 
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Кількість амілолітичних бактерій, які виконують функцію 

трансформації рослинних решток, була вищою у всіх варіантах ремедіації, в 

порівнянні з показником контрольного варіанта без ремедіації. Так, у варіанті 

з фіторемедіантом (кукурудза Олена) чисельність вказаної групи 

підвищилась на 15%, у варіанті з інтородукцією штаму С. testosteroni B-400 – 

на 21%. Найбільший приріст (49,7%) чисельності амілолітичних бактерій 

спостерігався у варіанті комплексної ремедіації (С. testosteroni B-400 і 

кукурудза Олена). Амоніфікувальні бактерії, що трансформують органічні 

азотовмісні сполуки, також відіграють важливу роль у циклі азоту. За 

ремедіації з використанням культуральної рідини бактерій або комплексу з 

кукурудзою, їх чисельність значно збільшується, що відображено таблиці 8.2. 

Стрептоміцети, які відіграють важливу роль у формуванні 

продуктивних мікробно-рослинних систем та підвищують супресивність 

ґрунту до фітопатогенів, також відзначилися приростом у чисельності. У 

варіанті з внесенням культуральної рідини чисельність збільшилася до 62%, а  

в комплексному застосуванні та з монокультурою кукурудзи  –  на 27,5 і 

34%, відповідно (таблиця 8.2). У процесах ґрунтоутворення відіграють не 

менш важливу роль мікроміцети. За результатами дослідження мікроміцети 

також продемонстрували збільшення чисельності (таблиця 8.2). 

Таким чином, кількісний склад аборигенного мікробіоценозу ґрунту 

змінюється в результаті проведення заходів біоремедіації. У всіх варіантах ре 

медіації спостерігалося збільшення чисельності досліджених груп 

мікроорганізмів. Тому, практичне застосування біоремедіантів, врешті-решт, 

буде призводити до відновлення родючості грунтів агроценозів. 

Еколого-трофічні коефіцієнти педотрофності та мінералізації азоту є 

показниками якості та родючості ґрунту, які визначаються за 

співвідношенням чисельності конкретних груп мікроорганізмів, що в певній 

мірі відображає напрямок мікробіологічних процесів. У досліджених ґрунтах 

були виявлені зміни індексів педотрофності та іммобілізації азоту за дії 

різних методів відновлення грунту в порівнянні з контролем (таблиця 8.3). 
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Таблиця 8.3  

Індекси педотрофності та іммобілізації-мінералізації азоту у різних 

варіантах ремедіації 

Варіант Коефіцієнт 
педотрофності 

Коефіцієнт 
мінералізації-

іммобілізації азоту 
Без ремедіантів 1,80 ± 0,15 2,13 ± 0,02 

С. testosteroni УКМ B-
400 і кукурудза сорту  

Олена 
2,45 ± 0,03 1,89 ± 0,07 

С. testosteroni B-400 2,33 ± 0,02 1,80 ± 0,05 
Кукурудза сорту Олена 2,25 ± 0,06    1,71 ± 0,02 
Примітка: М (середнє арифметичне) ± стандартне відхилення (СВ), р<0,05 

Результати розрахунків показали, що процеси трансформації органічної 

речовини ґрунту після проведення ремедіаційних заходів стабілізувалися, 

проте у варіанті без ремедіантів, відмічали зменшення коефіцієнту 

педотрофності (1,80), що свідчило про пригнічення процесів трансформації 

водорозчинних фракцій гумусу. Індекси мінералізації  після проведених 

заходів ремедіації  у всіх варіантах не перевищували 2,0, що підтверджує 

збалансованість процесів іммобілізації-мінералізації. Тільки у варіанті без 

ремедіації цей показних трохи завищений (2,13),  тобто підкреслює дезбаланс 

у азотному режимі, внаслідок навантаження пестицидами. 

Ефективність заходів біоремедіації також оцінювали за біометричними 

показниками рослин ремедіантів, що дало можливість оцінити характер дії 

монокультури С. testosteroni УКМ B-400 на фіторемедіант та оцінити 

ремедіаційний потенціал кукурудзи сорту Олена без інтродукції 

бактеріальної культури.  На початку вегетаційного періоду були відібрані 

рослини кукурудзи у фазі 6 – 7 листків для аналізу їх біометричних 

показників. Так, довжина рослини у варіанті з внесенням культуральної 

рідини Comamonas testosteroni УКМ В-400 була вищою на 5%. Проте, маса 

рослини з коренем і маса кореневої системи була більшою на 46,5 і 33,6%, 

відповідно, в порівнянні з контрольним варіантом без обробки 

культуральною рідиною штаму-деструктора (Рис. 8.1).  
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Рис. 8.1 Вплив культуральної рідини штаму-деструктора ГХБ на масу 

фіторемедіанта (кукурудзи Zea mays L.), р<0,05 

Після повного дозрівання рослини-ремедіанти були відібрані повторно, 

показники також були визначені (таблиця 8.4), які підтвердили наявність 

стимулювальної дії культури Comamonas testosteroni УКМ В-400 на ріст і 

розвиток рослин-ремедіантів. Висота рослини у варіанті з обробкою 

культуральною рідиною Comamonas testosteroni УКМ В-400  статистично 

достовірно переважала над рослиною без обробки. Маса одного качана 

рослини  без обробки була меншою на 9% в порівнянні з варіантом 

обробленим культуральною рідиною. 

Таблиця 8.4  

Біометричні показники фіторемедіанта після повного дозрівання 

Характеристика Фіторемедіант Фіторемедіант+культуральна 
рідина 

 С. testosteroni УКМ B-400 
Висота рослини, 

см 218,5 ± 2,65 226,0 ± 1,58 

Маса качанів на 
1 м2, кг 7,59 ± 0,36 8,26 ± 0,24 

Примітка: М (середнє арифметичне) ± стандартне відхилення (СВ), р<0,05 

Таким чином, за застосування мікробної інтродукції спостерігався 

фітостимулювальний ефект на рослини-ремедіанти, при цьому зростала 

здатність рослин акумулювати ГХБ у фітомасі, але у зерні вміст токсиканту 

не перевищував санітарно-гігієнічних норм. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

Минуле сторіччя визначається, як період активного використання 

хімічних засобів захисту рослин для підвищення врожайності 

сільськогосподарських культур. Особливо небезпечними і забороненими до 

використання є персистентні хлорорганічні пестициди, які накопичились у 

навколишньому середовищі у результаті  їх широкого використання у 

попередні роки, починаючи з 40-х років до кінця 20 сторіччя. 

Гексахлорбензол – одних з широко застосовуваних хлорорганічних 

пестицидів  у минулому, основне призначення якого було фунгіцидна 

активність. На сьогодні використання ГХБ заборонено, але джерелами 

забруднення  є його утворення як побічного продукту хімічних процесів, 

внаслідок неповного згоряння, а також як домішок в пестицидних препаратах 

для сільського господарства. Таким чином, велика кількість ГХБ все ще 

зосереджена в екосистемі [1].  

Дані експериментальних робіт  свідчать про зниження чисельності 

бактерій, мікроміцетів, актиноміцетів [2, 3], а також целюлозолітичних та 

фосфатмобілізувальних мікроорганізмів  [4]  внаслідок впливу 

хлорорганічних пестицидів (гексахлорциклогексан, 

діхлордіфенілтрихлоретан, хлорбензол та 1,4-трихлорбензол на ґрунтових 

ділянках території занедбаного інсектицидного заводу). Відмічено, що ДДТ, 

ендосульфан та інші пестициди, що входять до групи хлорорганічних, здатні 

інгібувати фіксацію N2 ґрунтовими діазотрофними мікроорганізмами, такими 

як Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum [4]. Хлорорганічні пестициди ліндан 

та дільдрин мають високу токсичність щодо Nitrsomonas, Nitrobacter, 

Thiobacillus [5]. Іншими дослідниками [6] повідомлялося про негативний 

вплив застосування пестицидів на кількісне співвідношення еколого-

функціональних груп мікроорганізмів грунту. Пестициди, впливаючи на 

мікробіоценоз, порушують такі життєво важливі процеси, як дихання, 

біосинтетичні реакції, а також на ріст та поділ клітин [7 – 9].   
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Дослідження щодо  визначення чутливості мікробіоти грунтів різних 

типів України  до ГХБ раніше не проводились. Нами вперше досліджено 

вплив гексахлорбензолу на ґрунтові угруповання чорноземного, темно-

каштанового та дерново-підзолистого ґрунтів  України. Отримані результати 

засвідчили, що внаслідок впливу ГХБ  спостерігається зниження чисельності 

мікроорганізмів основних еколого-трофічних груп,  пригнічення швидкості 

респірації грунту, зменшення накопичення мікробної біомаси [10,1,12].  У 

мікробному угрупованні найбільш чутливими до ГХБ  виявились 

стрептоміцети та фосфатмобілізувальні бактерії; ці мікроорганізми можна 

рекомендувати як індикаторні у мікробіологічному моніторингу забруднених 

грунтів. Отримані результати щодо чутливості грунтових мікробіоценозів до 

ГХБ наголошують на необхідності наукового обгрунтування ремедіаційних 

заходів на забруднених агроценозах [13]. 

Оскільки найбільш перспективними і економічно доцільними є 

біологічні заходи очищення грунтів, ми вважали за необхідне провести 

пошук стійких до  ГХБ мікроорганізмів, які здатні його розкладати. З грунту 

полігону захоронення хлорорганічних відходів (м. Калуш) нами було 

виділено ізоляти № 46 і 47, які виявили резистентність до високих доз 

забруднення ГХБ і здатних до його розкладу [14]. 

 Встановлення систематичного положення виділених ізолятів 

проводили на основі поліфазного аналізу з використанням морфологічних, 

фізіолого-біохімічних і хемотаксономічних  характеристик, а також даних 

про  послідовність генів 16S рРНК. Дослідження проводили з 

нововиділеними ізолятами у порівнянні з колекційними культурами 

споріднених таксонів. Вивчення фізіолого-біохімічних ознак, яке було 

проведено за допомогою API test systems 20Е bioMérieux та автоматизованої 

системи Vitek 2 System bioMérieux дало можливість встановити, що ізоляти 

№ 46 і 47 були споріднені з типовими представниками родини 

Comamonadaceae . 
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Значну увагу нами було приділено вивченню хемотаксономічних ознак 

досліджуваних ізолятів. Згідно даних літератури для жирнокислотного 

складу клітинних ліпідів представників Comamonas характерна наявність 

трьох мажорних (за кількісним вмістом складать більше 70%) кислот: 

гексадеканової, гексадеценової, октадеценової, і однієї мінорної – 3-

гідроксидеканової кислоти. Важливим показником для представників цього 

роду є наявність 2-гідроксигексадеканової кислоти, але у різній кількості. 

Наприклад, у типового представника цього роду – C. terrigena її вміст 

складає менше 1%, у C. testosteroni – від 2 до7%, у C.koreensis – менше 4% 

[15]. Наявність у складі ліпідів клітин 2-гідроксигексадеканової кислоти 

відрізняє представників видів C. testosteroni від D. acidovorans, у 

жирнокислотних спектрах яких вона відсутня. Лише в одному дослідженні 

вказано, що у деяких штамів D.acidovorans кількість 2-

гідроксигексадеканової кислоти складає менше 1%, тобто це лише штамова 

особливість, яка не стосується більшості представників виду вцілому. На 

підтвердження цього можна навести більш сучасне дослідження з 

поліфазного таксономічного аналізу штаму D. аcidovorans ESM-1 [16], де 2-

гідроксигексадеканову кислоту у жирнокислотному складі не виявлено. Роди 

Delftia та Acidovorax, окрім маркерних кислот, загальних для родини 

Comamonadaceae, мають також 3-гідроксиоктанову кислоту, що їх відрізняє 

від представників роду Comamonas [17]. За даними наших досліджень 

ізоляти 46 і 47 характеризувались наявністю в жирно кислотному профілі 2-

гідроксигексадеканову кислоти. 

Аналіз спорідненості нуклеотидних послідовностей гену 16S рРНК 

ізолятів 46 і 47 із задепонованими послідовностями представників родин 

Pseudomonadaceae, Burkholderiaceae, Comamonadaceae встановив, що за 

даною ознакою вони  найбільш споріднені з видами родини 

Comamonadaceae. 

За результатами аналізу нуклеотидної послідовності гену 16S рРНК 

ізоляти 46 та 47споріднені з типовими штамами C. thiooxidans IMCC 34946 
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(98,13 – 97,92%) та C. testosteroni LMG 1800 (98,05 – 97,77%). Але для 

представників виду C.thiooxidans характерна здатність асимілювати цукри: 

глюкозу, лактозу, галактозу, деякі амінокислоти, а також продукувати Н2S, 

що не є характерним для представників виду C. testosteroni і ізолятів 46 і 47. 

Щодо хемотаксономічних ознак, то при порівняльній характеристиці цих 

двох видів, окремими дослідниками було показано, що представники виду C. 

thiooxidans відрізняються від представників виду C. testosteroni наявністю у 

ліпідах клітин таких жирних кислот як:  гептадеценова (C17:1 x8c), 2-

гідрокситетрадеканова (C14:0 2OH), і  2-октил-циклопропаноктанової (C19:0 

cyclo x8c) [18], які не виявлені у ліпідах клітин  ізолятів 46 і 47, що зближує 

їх саме з представниками виду C. testosteroni [14].  

Враховуючи філогенетичну характеристику на основі сиквенсу гену 

16S рРНК та фенотипові властивості досліджуваних штамів ізолятів 46 та 47, 

ми звернули увагу, що на дендрограмі C.thiooxidans знаходиться в одному 

кластері з C. testosteroni. Для C.thiooxidans характерна здатність асимілювати 

цукри: глюкозу, лактозу, галактозу, деякі амінокислоти, а також продукувати 

Н2S, що  не є характерним для C. testosteroni. Щодо хемотаксономічних 

ознак, то при порівняльній характеристиці цих двох видів, було показано, що 

C.thiooxidans відрізняється від C. testosteroni продукуванням таких жирних 

кислот: C17:1 x8c, 2-гідрокситетрадеканова (C14:0 2OH), and C19:0 cyclo x8c 

[18]. 

За даними філогенетичного аналізу (гомологія нуклеотидних 

послідовностей гену 16Sр РНК) ізолят 47 споріднений на 98,05% з типовим 

штамом C. testosteronі LMG 1800, а за комплексом біохімічних властивостей 

на 99% – зі штамом C. testosteronі УКМ В-213. Аналіз нуклеотидної 

послідовності гену 16S рРНК ізоляту 46 з типовим штамом D. acidovorans 

LMG 1226 виявив спорідненість лише на 95,25%, що ставить під сумнів його 

приналежність до виду D. аcidovorans. Проте філогенетично даний штам 

споріднений з C. testosteronі  LMG 1800 на 97,77%, що дає підстави віднести 

його до саме виду C. testosteronі. 
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Отже, проведені дослідження дали можливість визначити, що 

досліджувані штами № 46 і № 47  відносяться до виду Comamonas 

testosteroni, Comamonas genus, Comamonadaceae family, Burkholderiales order, 

Betaproteobacteria clas:, Proteobacteria phylum, Bacteria kingdom [14].  

Дослідження адаптаційних механізмів у ґрунтових бактерій до дії 

токсичних сполук  є важливим питанням з огляду на постійно зростаюче 

антропогенне навантаження на грунти  сільськогосподарського призначення, 

зокрема підвищення рівня їх забруднення пестицидами. Одним з важливих 

механізмів адаптації до несприятливої дії  хімічних факторів середовища 

вважається зменшення проникності ліпідних мембран завдяки зміні  їх 

жирнокислотного складу [19]. Встановлено, що у  Pseudomonas stutzeri при 

вирощуванні на середовищі з нафталіном співвідношення насичених і 

ненасичених жирних кислот збільшується з 1,1 до 2,1, у іншого штаму  

Pseudomonas sp. JS150 воно збільшилось з 7,5 до 12,0 [20]. У наших 

дослідженнях за дії ГХБ спостерігали також зменшення індексу 

ненасиченості ліпідів. Зокрема відмічено збільшення відносного вмісту 

насиченої гексадеканової кислоти у ліпідах штамів C. testosteronі УКM B-

400, B-401 і B-213. Це можна вважати важливим механізмом адаптації [21]. 

Зростання вмісту циклопропаноктанової кислоти дослідники 

розглядають як важливий механізм пристосування до дії  несприятливих 

хімічних факторів [22, 23]. У наших дослідженнях у жирнокислотному складі 

загальних ліпідів досліджених штамів C.testosteroni  спостерігали зростання 

вмісту циклопропаноктанової кислоти  зі збільшенням діючої дози ГХБ у 

поживному середовищі. Такі зміни відмічали у деяких фенолтолерантних 

штамів  Comamonas testosteroni [24].  Перетворення ненасичених жирних 

кислот на циклопропанові розглядають як основну адаптивну відповідь 

бактерійної клітини на стресові умови середовища шляхом стабілізації 

плинності цитоплазматичної мембрани [25, 26]. У наших дослідженнях у всіх 

трьох досліджуваних штамів синтез С17-циклопропанової кислоти було 
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зафіксовано, а також встановлено що зі збільшенням дози ГХБ, вміст цієї 

кислоти підвищувався [21]. 

Отже, у бактерій C. testosteroni УКM B-400, B-401 і B-213 за умов 

вирощування у середовищі, що містило ГХБ виявлено зменшення індексу 

ненасиченості ліпідів та збільшення відносного вмісту С17-циклопропанової 

(2-гексил-циклопропаноктанової) кислоти, що можна вважати важливими 

механізмами регуляції плинності цитоплазматичної мембрани. Обидва 

механізми призвели до зниження плинності цитоплазматичної мембрани для 

зменшення токсичного впливу ГХБ. Вперше показано, що у найбільшій мірі 

адаптаційні реакції були виражені у C. testosteroni УКM B-400, який було 

виділено із грунту, забрудненого ГХБ. Проте, у штамів УКM B-401 

(виділений із забрудненого грунту) і  УКM B-213 (неадаптований 

колекційний) також відмічено адаптаційні реакції, хоча вони проявлялись у 

меншій мірі, отже, прояв захисних реакцій мав штамову ознаку [21]. 

У присутності окиснювачів, стабільність біологічних мембран 

зменшується, і активність антиоксидантних ферментів може сповільнювати 

або пригнічувати реакції перекисного окиснення ліпідів, тим самим 

посилюючи стабільність мембрани. Зміни конформації насичених і 

ненасичених жирних кислот мембрани  вважається захисним механізмом 

бактерій, які контактують з гербіцидами [27]. Повідомляли  [28] про 

зниження вмісту ненасичених ліпідів у мембрані E. coli HB101 після обробки 

гербіцидом на основі 2,4-дихлорфеноксіоцтової кислоти, і ці автори вважали 

зниження плинності мембрани як можливий захисний механізм проти 

пошкодження клітин. Крім того, показано [29], що підвищення рівня 

насиченості мембранних ліпідів у Klebsiella planticola DSZ дало можливість 

збільшення титру клітин в культуральному середовищі, що містило гербіцид 

симазин. У наших дослідженнях [21] було показано, що за токсичної дії ГХБ, 

індекс ненасиченості ліпідів у штамів Comamonas testosteronі УКM B-400 та 

B-401 значно зменшувався. Оскільки перекисне окиснення відбувається лише 

тоді, коли ліпіди знаходяться у ненасиченій формі рівень МДА залежить від 



162 
 

рівня насичення ліпідами [30]. Отже, нижчі рівні МДА у дослідних варіантах, 

порівняно з контролем, свідчить про активацію механізмів резистентності.  

У літературі обґрунтована думка про те, що підвищення рівня основ 

Шиффа є адаптивним процесом, спрямованим на виведення з клітин більш 

токсичних метаболітів – дієнових кон'югатів і МДА [31]. На підставі цього 

твердження можна припустити, що підвищення рівня вмісту основ Шиффа, 

яке ми спостерігали за дії ГХБ у дослідних штамів С. testosteronі, також є 

адаптивним процесом в токсичних умовах [32]. 

Слід відмітити, що зміна індексу ненасиченості мембранних ліпідів був 

головним механізмом резистентності для штама УКМ В-400, а для штама 

УКМ В-401 була характерна комбінована захисна реакція: активність 

каталази, як переважний механізм, а зі збільшенням дози ГХБ до 20 мг/л – 

підвищення рівня насиченості мембрани [21].  

Відомо, що представників роду Comamonas застосовують у 

природоохоронних технологіях – деструкції полютантів для біоремедіації 

забруднених територій. Відома здатність метаболізації Comamonas spр. 

хлорорганічних сполук: хлорнітробензолу, 4-хлорнітробензолу (4-ХНБ) [33, 

3]. Повідомлялося про здатність Comamonas spр до використання 4-

хлорнітробензолу, як єдиного джерела вуглецю та енергії [35]. Отже, 

представники роду Comamonas  є перспективними для вивчення їхньої 

здатності до деструкції екологічно небезпечних забруднень, у тому числі 

хлорорганічних сполук. В літературі відсутні дані щодо здатності бактерій 

роду Comamonas розкладати ГХБ. Nocardioides sp. PD653 був першим 

зазначеним в літературі штамом, здатним розкладати ГХБ в аеробних умовах 

через проміжні сполуки пентахлорфенол, 2,3,5,6-тетрахлор-п-гідрохінону та 

2,6 дихлор-п-гідрохінону [36]. C.testosteroni та інші представники 

Betaproteobacteria вважаються мікроорганізмами з великим деструкційним 

потенціалом ксенобіотиків. В літературі є повідомлення про здатність 

Alcaligenes sp. strain K мінералізувати пентахлорфенол. Alcaligenes sp. та 
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Comamonas sp. відносяться до одного порядку Burkholderiales, класу 

Betaproteobacteria [37].   

Нами вперше експериментально доведено, що штами C.testosteroni В-

400 і В-401 продемонстрували потенційну деструкційну активність. В 

нашому дослідженні початкові концентрації складали 10 мг/л, 20 мг/л, 50 

мг/л, а відповідний рівень деградації 70,2%, 64,0 – 69,4%, 56,2 – 58,5% для 

C.testosteroni В-400 і В-401, які були виділені з забрудненого ГХБ ґрунту. 

Така активність розкладу ГХБ  відповідає  рівню активних деструкторів 

інших видів бактерій [38]. 

Наступним етапом нашої роботи було вивчення in vivo впливу 

культуральної рідини виділених штамів C. testosteroni на рослини, 

вирощувані у забрудненому ГХБ грунті. Результати дослідження впливу C. 

testosteroni на рослини томатів сорту «Лагідний» показали позитивний вплив 

двох нововиділених штамів Comamonas testosteroni на розвиток рослин. 

Іншими дослідниками, які провели визначення кількості еколого-

функціональних груп ґрунту показало, що C. testosteroni впливає структуру 

мікробіоценозу. Так, у дослідженні [39] повідомлялося про внесення цих 

бактерій у забруднений ґрунт поліциклічними ароматичними вуглеводнями 

(ПАВ), і в результаті показано, що C. testosteroni посилює взаємодію між 

бактеріями, здатними руйнувати ПАВ. Gentry зі співавторами [40] вивчали 

ефективність біоаугментації C. testosteroni у забрудненому 3-хлорбензоатом 

ґрунті і показали, що внесені  штами не тільки знижували вміст токсичних 

речовин, але й зменшували негативний вплив на резидентну мікробіоту 

ґрунту.  

Результати нашого дослідження також показали зростання чисельності 

аборигенної мікробіоти після внесення штамів в ґрунт, забруднений ГХБ, що 

сприяло покращенню якості ґрунту. Чисельність педотрофних 

мікроорганізмів підвищилася на 80%, порівняно з незабрудненим контролем. 

За умов внесення культуральних рідин досліджуваних штамів чисельність 

усіх еколого-функціональних груп була вищою, ніж в чистому контролі. За 
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умов біоаугментації забрудненого ГХБ грунту, порівняно з забрудненими 

контролями, також спостерігалося підвищення чисельності мікроорганізмів.  

[41]. Ці результати розширюють наші уявлення про деструкцій потенціал 

бактерій  C.testosteronі у грунті.  

Khalofah та співавтори [42] показали позитивний вплив C. testosteroni 

на розвиток рослин Linum usitatissimum L. в умовах окисного стресу. Бактерії 

підвищували рівень фотосинтетичних пігментів, сприяли накопиченню 

розчинних цукрів, амінокислоти проліну та розчинних білків, а рівні 

показників окисного стресу, таких як H2O2 та малоновий діальдегід, 

знижувалися. Бактерії C.testosteronі, виділені з грунту, де вирощували 

твердих сортів пшеницю, виявили здатність трансформувати нерозчинні 

фосфатні форми, калій та цинк і були рекомендовані, як інокулянти для 

підвищення продуктивності рослин [43]. У проведених нами дослідження 

також відмічено підвищення біометричних показників томатів і вмісту 

фотосинтетичних пігментів за наявності в ґрунті бактерій C. testosteronі [41]. 

Зважаючи на позитивний вплив виділених нами штамів на рослини, 

предсталяло інтерес дослідити, як діє сумісний вплив рослини-

фіторемедіанта і бактерії-деструктора на  вміст забруднюючої речовини у 

ґрунті.  З літератури відомо, що Comamonas sp. CNB-1, виділений з 

активного мулу очисних споруд від 4-хлоронітробензолу (4-ХНБ), був 

впроваджений у систему «рослина – мікробний штам-деструктор 4-ХНБ»  

для біоремедіації забрудненого середовища. Найвищу ефективність 

деградації 4-ХНБ було виявлено у системі «люцерна – Comamonas sp. CNB-

1», де токсикант був повністю видалений протягом 2 днів. У варіанті лише з 

інокуляцією штамом – деградація 4-ХНБ тривала більше 6 днів, а в третьому 

варіанті – лише люцерна – видалення полютанта не спостерігалося після 8 

днів експозиції.  Ці результати виявили те, що люцерна стимулювала 

Comamonas sp. CNB-1до деградації 4-ХНБ [43].  

В нашому дослідженні було показано, що у варіанті з комплексною 

ремедіацією  (кукурудза + С. testosteroni УКМ B-400 ) був найбільший 
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відсоток деградації ГХБ. Порівнюючи деградацію ГХБ у варіантах з 

фіторемедіантом та C. testosteroni УКМ В-400, можна стверджувати, що саме 

завдяки досліджуваному нами штаму зменшується вміст токсиканта у грунті. 

Наші висновки збігаються з висновками дослідників [44, 45] про те, що 

перевага мікробного та рослинно-асоційованого методу біоремедіації полягає 

в тому, що бактерії здатні до метаболізації ГХБ або інших токсичних 

речовин, а рослини забезпечують бактеріям високу фізіологічну активність 

завдяки  постачанню через кореневі ексудати корисних речовин, а також 

забезпечують киснем, який необхідний для бактеріальної метаболізації 

токсичних речовин [46, 47]. 

Відомо, що певна кількість токсиканта може накопичуватись 

рослиною, що було також показано і в нашому дослідженні. Проте, для 

рослин важливою умовою існування є колонізація бактеріальними клітинами 

кореневої системи, в результаті бактерії утворюють на поверхні біоплівки, 

які  можуть функціонувати як захисний бар’єр, фільтруючи та руйнуючи 

забруднюючі речовини [43]. В результатах нашого дослідження також 

спостерігалася позитивна динаміка розвитку мікроорганізмів  різних 

функціональних груп у варіанті з фіторемедіантом [48]. Рослини здатні 

поглинати обмежену кількість токсичної речовини. Наприклад, це було 

продемонстровано у дослідженні ефективності фіторемедіації грунту від 

важких металів за допомогою Arabidopsis thaliana [49]. Результати наших 

досліджень показали, що рослини кукурудзи Олена накопичили невеликий 

відсоток ГХБ. У варіанті комплексної біоремедіації рослина у фітомасі 

накопичила на 50% більше ГХБ ніж у варіанті з фіторемедіантом без 

використання культуральної рідини C.testosteroni УКМ В-400. Проте вміст 

токсичної речовини у зерні не перевищувала санітарно-гігієнічних вимог. 

Таким чином, отримані дані  дають підставу вважати, що виділені 

штами Comamonas testosteroni УКМ В-400 та УКМ В-401 є потенційними 

деструкторами ГХБ,  що  у подальшому потребує глибокого вивчення 

механізму цього явища. 
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ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі визначено негативний вплив гексахлорбензолу 

на чисельність мікроорганізмів і біологічну активність основних типів 

грунтів України,  виділено нові штами бактерій Comamonas testosteroni УКМ 

В-400 і УКМ В-400, вивчено їх адаптивні фізіологічні реакції. Вперше для 

представників цього виду виявлено здатність до потенційної деструкції 

токсиканту, показано перспективність використання штамів у заходах 

біоремедації грунтів, забруднених гексахлорбензолом. 

1. Вперше виявлено чутливість мікробіоценозів 

чорноземного, темно-каштанового, дерново-підзолистого ґрунтів 

України до забруднення ГХБ у дозах від 10 до 10 000 ГДК, при цьому 

знижуються чисельність мікроорганізмів, швидкість базального дихання 

(на 28,5 – 62,7%), субстрат-індукованого (у 2 – 3 рази), накопичення 

мікробної біомаси (у 1,5 – 4,3 рази). Найбільш чутливі до забруднення 

фосфатмобілізувальні бактерії і стрептоміцети запропоновано 

використовувати як індикаторні у мікробіологічному моніторингу 

забруднених ґрунтів.  

2. Із ґрунту полігону захоронення хлорорганічних відходів 

виділено резистентні до високих концентрацій (до 100 мг/л)  

гексахлорбензолу нові бактеріальні ізоляти, які на основі морфолого-

культуральних, фізіолого-біохімічних властивостей і аналізу генів 16S 

рРНК  ідентифіковано як Comamonas testosteroni УКМ В-400 і 

C.testosteroni УКМ В-401, депоновано у GenBank під номерами 

MW861636 і MW861637. 

3. Адаптивними фізіологічними реакціями C. testosteroni 

УКМ B-400 та УКМ B-401 на дію ГХБ є збільшення співвідношення 

насичених жирних кислот до ненасичених за рахунок  підвищення 

відносного вмісту насичених  гептадеканової, гексадеканової і С17- 

циклопропанової кислот, а також зростання активності каталази (у 2,5 
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рази) і пероксидази (у 1,4 – 6,5 рази) порівняно з незабрудненим 

контролем.  

4. За дії ГХБ в клітинах C. testosteroni УКМ B-400 та УКМ B-

401 підвищується вміст первинних продуктів перекисного окиснення 

ліпідів – дієнових кон’югатів, але унаслідок зростання активності 

ферментів антиоксидантного захисту і змін ліпідного складу мембран  

вміст вторинних (малоновий диальдегід)  і третинних  (основи Шиффа) 

продуктів перекисного окиснення знижується, що свідчить про 

ефективний прояв адаптивних реакцій. 

5. Вперше у представників виду C.testosteroni виявлено 

здатність знижувати вміст гексахлорбензолу. Потенційна деструкційна 

активність штамів, виділених із забруднених грунтів є вищою, порівняно 

з неадаптованим колекційним штамом. Найбільш активним потенційним 

деструктором є C. testosteroni УКМ B-401, який у рідкому поживному 

середовищі за вихідної концентрації 20 мг/л ГХБ розкладає його 

протягом 7 діб на 68,7%. 

6. Біоугментація забрудненого ГХБ ґрунту культуральними 

рідинами штамів C. testosteroni УКМ B-400 або B-401 чинить 

фітостимулювальну і протекторну дію на томати сорту «Лагідний», 

сприяє підвищенню стійкості рослин до фітопатогенів Alternaria 

alternata УКМ F-16866 та  Clavibacter michiganensis subs. michiganensis 

УКМ Ас-629. 

7. Застосування комплексної  біоремедіації забрудненого 

грунту з використанням C.testosteroni УКМ В-400  разом з кукурудзою 

(Zea mays L.) сорту «Олена» сприяє зменшенню вмісту ГХБ у грунті 

протягом вегетаційного періоду на 82%, підвищує адсорбційну здатність 

рослин на 50% у фітомасі, при цьому вміст токсиканту у зерні не 

перевищує санітарно-гігієнічних норм. Отримані дані свідчать про 

перспективність застосування виділених штамів у заходах відновлення 

грунтів, забруднених ГХБ.  
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ДОДАТКИ  

Додаток А 
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