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токсическое и мУтАгенное деЙствие 
гексАхлорциклогексАнА и продУктов его микробноЙ 

дестрУкции нА микробныЙ ценоЗ почвы 
Культуры-деструкторы Pseudomonas putida 9, Stenotrophomonas maltophilia ИМВ В-7288 разлагали 

инсектицид гексахлорциклогексан (ГХЦГ) на 31,1-76,6 % и 30,7-73,2 % соответственно. Гексахлорцик-
логексан (ГХЦГ) и продукты его деструкции культурами P. putida 9 и S. maltophilia ИМВ В-7288 ока-
зывают токсическое и мутагенное действие на природные микробные сообщества почвы, снижая их 
выживание на 6,9-21,7 % от исходного уровня и действуя на уровне слабых мутагенов. Применение 
культур-деструкторов открывает перспективы для использования их в составе биопрепаратов для ре-
медиации загрязнённых территорий.

Использование почвенного ценоза в качестве тест-системы дало возможность получить детализи-
рованную картину токсических и мутагенных свойств ГХЦГ и продуктов его деструкции.
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Хлорорганический инсектицид гексахлорциклогексан (ГХЦГ) – распространенный загряз-
нитель почв и водоёмов во всём мире, γ-изомер линдан – его действующее вещество. ГХЦГ 
имеет 8 стабильных изомеров, различающихся положением (аксиальным - а или экваториаль-
ным - е) атомов Сl по отношению к плоскости цикла: α (ааееее) β (ееееее), γ (аааеее), δ (аеееее), 
ε (аееаее); ξ (ааеаее), η(аееаае) и θ(аеаеее). Технический ГХЦГ, содержащий обычно 60-70 % 
α-изомера, 7-10 % – β, 10-15 % – γ, 6-7 % – δ-изомера и около 5 % других изомеров, получают 
в промышленности фотохимическим хлорированием бензола. Продукт устойчив к действию 
света, окислителей, в том числе кислот. Гексахлорциклогексан, будучи ядом политропного 
действия, токсичен для теплокровных. Попадая в организм с пищей или через органы ды-
хания, ГХЦГ вызывает, среди прочих нарушений, поражение системы кроветворения. Так, 
даже в результате острого отравления у мышей и кроликов наступает анемия со снижением 
насыщенности крови кислородом на фоне выраженного лейкоцитоза. Как следствие остро-
го отравления могут развиться агранулоцитоз, лейкемические состояния, анемия [9]. Кро-
ме того, ГХЦГ изменяет проницаемость фосфолипидных мембран, что нарушает генерацию 
трансмембранного потенциала и, как следствие, АТФазную и фосфокиназную активность. 
В результате наблюдается энергетическое истощение клетки [10]. 

Период полураспада γ-изомера линдана составляет 2-13 дней в воздухе, 30-300 дней в 
воде, 50 дней в отложениях и 2 года в почвах. Он сохраняет свои свойства при воздействии 
света, высоких температур и кислотной среды, но может подвергаться гидролизу в случае 
высоких показателей рН. Процесс разложения линдана в микробной среде идет довольно 
медленно. Линдан в большей степени растворяется в воде и является более летучим соеди-
нением, нежели другие хлорированные органические химические вещества, чем объясняется 
его присутствие во всех экологических средах (вода/снег, воздух, почвы/отложения) [13]. Та-
ким образом, накопление ГХЦГ создает проблему мирового масштаба с угрозой для здоровья 
людей, поскольку ГХЦГ и его производные являются высокотоксичными для иммунной, не-
рвной и репродуктивной систем органов, а также накапливаются в биологических объектах 
разного уровня организации [17].

Вопрос о мутагенности и безопасности продуктов микробной деструкции изомеров ГХЦГ 
также актуален, как и эффективность самой деструкции. Это объясняется накоплением в ок-
ружающей среде большого количества генетически опасных соединений, что неблагоприят-
но влияет на здоровье людей.

Данных о генетической активности промежуточных продуктов деградации ГХЦГ для 
биологических объектов недостаточно, потому мы считали необходимым исследовать их му-
тагенность по сравнению с мутагенностью исходного препарата ГХЦГ. 
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материалы и методы. В отделе общей и почвенной микробиологии Института мик-
робиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины селекционированы штам-
мы микроорганизмов – эффективных деструкторов комплекса изомеров ГХЦГ. Самые пер-
спективные из них были идентифицированы как Psеudomonas putida 9 и Stenotrophomonas 
maltophilia ІМВ В-7288 [2]. Штамм Psеudomonas putida 9 разлагал комплекс изомеров ГХЦГ 
на 13,5-31,8 % от исходного содержания пестицида, а штамм Stenotrophomonas maltophilia 
ІМВ В-7288 – на 22,9-53,5 % (табл. 1). 

таблица 1

остаточное содержание изомеров гхцг в супернатантах культуральных жидкостей 
штаммов-деструкторов после разложения 

Штамм
микроорганизмов

содержание изомера гхцг, % от исходного содержания
α-гхцг β-гхцг γ-гхцг, 

(линдан)
δ-гхцг

S. maltophilia ИМВ В-7288 32,1 53,5 26,3 22,9
P. putida 9 27,1 31,8 21,2 13,5
ГХЦГ , без деструкции 100 100 100 100

Исходный инокулят указанных культур выращивали 48 часов на жидкой модифициро-
ванной среде Менкиной [4,5] с добавлением коммерческого препарата гексахлорана 20 мг/л 
(д.в. – 7 % ГХЦГ). Плотность полученных клеточных суспензий измеряли на КФК-3, уравни-
вали и после этого пересевали на описанную выше среду с пестицидом. При этом концент-
рация инокулята составляла 10 % от объёма среды. Культивирование проводили на качалках 
при 28 0С при перемешивании 280 об/мин. После 10 суток культивирования клетки отделяли 
центрифугированием при 5600 g 30 мин [3].

На следующем этапе изучали мутагенное действие супернатантов указанных культур на 
микробное сообщество чернозёмной почвы. Исследования проводили ранее разработанным 
нами способом [5]. Суть способа состоит в том, что на природные ассоциации микроорганиз-
мов, содержащиеся в водной суспензии почвы, действуют растворами пестицидов и опреде-
ляют процент выживших микроорганизмов, что характеризирует токсичность пестицидов, 
и частоту появления стрептомициноустойчивых мутантов, что характеризирует мутагенное 
действие препаратов. 

Таким образом, естественные микробные асоциации почвы выращивали на жидкой пи-
тательной среде Менкиной при добавлении в нее супернатантов культуральных жидкостей 
культур-деструкторов в количестве 10, 20, 30 и 40 % по объёму. После культивирования мик-
робные суспензии высевали на почвенный агар с добавлением стрептомицина и без него. 
В этих посевах учитывали: 1) процент жизнеспособных клеток, что характеризует токсич-
ность продуктов деструкции; 2) частоту появления стрептомицин устойчивых клеток (Str+), 
что характеризует генетическую (мутагенную) активность исследуемых продуктов деструк-
ции. При этом от значений, полученных в опыте, отнимали значения контроля, поскольку 
показатели контроля указывают на численность микроорганизмов, характеризующих при-
родной устойчивостью к данному антибиотику (рис. 1).

Кроме того, определяли мутагенность гексахлорана и супернатантов в полуколичествен-
ном тесте Эймса с использованием ауксотрофных штаммов S. typhimurium TA100 и TA98 [6]. 
Позитивными контролями были сильные мутагены прямого действия N-метил-N'-нитро-N-
нитрозогуанидин (3 мкг/мл) и K2Cr2O7 (в концентрации 100 мкг/мл в в жидкой культуре и 
100 мкг/чашку) [1].
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рис. 1. схема опыта по определению токсического и мутагенного действия 
супернатантов с продуктами распада гхцг на микробное сообщество почвы.

Эффективность микробной деструкции ГХЦГ в жидкой культуральной среде опреде-
ляли методом газовой хроматографии согласно рекомендациям environmental protection 
Association (UsA)[16]. 

результаты и их обсуждение. Оценка безопасности ксенобиотиков и продуктов их де-
струкции важна на этапе прогнозирования результатов применения технологий биоремеди-
ации загрязнённых территорий. С этой целью используются природные, наиболее характер-
ные для зоны загрязнения, биологические объекты. В почве именно природные сообщества 
микроорганизмов первыми подвергаются действию полютантов. Поэтому, используя их в 
качестве тест-системы для оценки токсичности и мутагенности загрязнителей, мы ожидаем 
получить объективные результаты, которые позволяют оценить влияние уровня загрязнён-
ности экосистемы на биологические объекты. 

В проведённых нами исследованиях мы полагали, что супернатанты, полученные после 
культивирования деструкторов в среде содержащей ГХЦГ, являются сложным комплексом, 
в состав которого входят: остаточные количества неразложеного пестицида, продукты его 
деструкции, а также метаболиты культур. Этим комплексом соединений мы воздействовали 
на природные ассоциации почвенных микроорганизмов.

Супернатант S. maltophilia ИМВ В-7288 оказывал токсическое воздействие на природные 
ассоциации при добавлении 10 % его (по объёму) в жидкую среду Менкиной для культивиро-
вания природных микробных ассоциаций. Выживание микроорганизмов почвенного ценоза 
уменшалось до 6,9-21,7 % от контроля (рис. 2). При увеличении концентрации супернатанта 
S. maltophilia ИМВ В-7288 в среде до 40 % от общего объёма, выживание почвенных микроор-
ганизмов снижалось в 5 раз по сравнению с контролем. Мутагенное действие супернатантов 
определяли по количеству Str+-микроорганизмов. В контроле количество микроорганизмов, 
имеющих естественную устойчивость к стрептомицину, составляло 5,6 %. При действии су-
пернатантов деструкторов на микробные сообщества почвы, количество Str+- популяций воз-
растало до 17 % (супернатант S. maltophilia ИМВ В-7288) и до 60 % (супернатант P. putida 9). 
Увеличение процента микроорганизмов, устойчивых к антибиотику, свидетельствует о ток-
сическом действии интермедиатов ГХЦГ, и об угнетении репарационных процессов в микро-
бных клетках в условиях пестицидного стресса (происходит увеличение процента устойчи-
вых от количества выживших). 



53ISSN 0201-8462. Мікробіол. журн., 2011, Т. 73, № 6

При воздействии на естественные почвенные ассоциации микроорганизмов супернатанта 
P. putida 9 в количестве 10 % наблюдали очень высокую частоту появления Str+-микроорга-
низмов – 3/5 от числа выживших, тогда как их выживание составляло 75,6 % от общего коли-
чества культивируемых форм в контроле. Это свидетельствует о том, что при относительно 
низкой токсичности, интермедиаты деструкции ГХЦГ культурой P. putida 9 способны инду-
цировать генетические события у микроорганизмов почвенного ценоза в 10,7 раза больше, 
чем в контроле.

Кроме того, генетическая активность супернатантов культуры P. putida 9, значительно 
превышала аналогичную активность супернатантов культуры S. maltophilia ИМВ В-7288 и 
составляла 60 % против 17 %. Хотя токсичность интермедиатов S. maltophilia ИМВ В-7288 
была значительно выше (44,9 %) по сравнению с токсичностью интермедиатов P. putida 9 
(75,6 % от общего количества) (рис. 2). 

При увеличении содержания супернатанта в питательной среде до 30 % выживание поч-
венных микроорганизмов снижалось до 36 % (супернатант S. maltophilia ИМВ В-7288) и до 
6,9 % (супернатант P. putida 9). В результате уменьшалось относительное содержание Str+-
микроорганизмов – 13,8 % и 1,8 %, соответственно. Следует отметить, что при добавлении 
40 % супернатанта S. maltophilia ИМВ В-7288 в жидкую среду культивирования, существен-
но снижалось количество Str+-микроорганизмов – до 3,6 %. Объяснить такой результат можно 
тем, что при высокой концентрации продуктов деструкции изомеров ГХЦГ в среде, микро-
организмы с нарушениями генетического аппарата, например Str+, проявляют наибольшую 
чувствительность к токсикантам, что сказывается на снижении их выживания. 

Для сравнения результатов, полученных при оценке мутагенного действия продуктов 
микробной деструкции комплекса изомеров ГХЦГ на микробный ценоз почвы, применяли 
также тест Эймса – общепризнанный микробный тест с использованием культур Salmonella 
typhimurium ТА 100 и ТА 98 [1]. 

В тесте Эймса изучали мутагенность рекомендованной дозы гексахлорана (д.в. ГХЦГ) 
и супернатантов исследуемых культур-деструкторов после его деструкции. Гексахлоран без 
деструкции индуцировал мутации, превышая спонтанные реверсии в контроле на 56,5 % у 
S. Typhimurium ТА100, у S. typhimurium ТА98 – на 34,4 %. После процесса разложения му-
тагенная активность продуктов распада ГХЦГ была ниже по сравнению с мутагенностью 
исходного вещества и превышала на 15,4-38,5 % показатели контроля (табл. 2). Сравнивая 
мутагенность N-метил-N'-нитро-N-нитрозогуанидина и К2Сr2O7, относящихся к классу силь-
ных мутагенов, с мутагенностью исследуемого пестицида и продуктов его деструкции, сле-
дует отметить, что последние действовали на уровне слабых мутагенов, согласно принятой 
классификации [1, 12]. 

таблица 2
мутагенность супернатантов микроорганизмов-деструкторов 

 после деструкции гексахлорана (гхцг) в тесте Эймса

варианты 
среднее количество колоний ревертантов на чашку

salmonella typhimurium 
ТА 100

salmonella typhimurium 
ТА 98

Контроль (спонтанные мутации) 78±5 32±3
К2Сr2O7, (100 мкг/чашку) 9467±79 3410±73
N-метил-N’-нитро-N-нитрозогуанидин 
(3 мкг/чашку)

5440±56 276±12

Гексахлоран, 20 мкг/мл 122±8 43±4
Супернатанты (после деструкции 20 мкг/мл 
гексахлорана)
P. putida 9 108±7 42±3
S. maltophilia 6 90±5 38±3

Таким образом, промежуточные и конечные продукты микробной деградации изомеров 
ГХЦХ индуцируют мутации на уровне слабых мутагенов, но токсичность их в рекомендован-
ных к применению дозах достаточно высока для почвенных микроорганизмов. Кроме того, 
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можно сделать вывод, что микроорганизмы, в клетках которых уже произошли генетические 
перестройки (в данном случае – устойчивость к стрептомицину), оказываются более чувстви-
тельными к токсическому действию ксенобиотика (рис. 2). 
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рис. 2. влияние продуктов деструкции гхцг культурами –деструкторами  
А – s. maltophilia імв в-7288; б – P. putida 9 на выживание и устойчивость 

к стрептомицину микробных ассоциаций почвы.
Комплексное применение выбранных нами микробных тестов дает возможность более 

полно оценить токсические и мутагенные свойства как исходного инсектицида ГХЦГ, так и 
продуктов его биодеструкции.

Данных о чёткой взаимосвязи между химической структурой пестицида и его токсичнос-
тью по отношению к почвенным микроорганизмам в литературе недостаточно. Однако воп-
росы применения пестицидов тесно связаны с объективной оценкой рисков для микробного 
ценоза почвы. Как правило, трудно прогнозировать, как химическая структура пестицида 
может быть связана эффектом его действия на разные группы почвенных микроорганизмов. 
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Часто для этой цели наряду с лабораторными маркерными тест-культурами микроорганиз-
мов (например S. typhimurium тесте Эймса) используют отдельных представителей почвен-
ной микрофлоры. Так, для оценки токсического влияния фосфорорганических пестицидов 
глифосата, линурона, карбофурана, фенамифоса, диурона, хлоротолурона были взяты азот-
фиксирующие бактерий родов Azospirillum и Azotobacter [8]. 

Стабильность развития почвенных экосистем в условиях применения хлорорганических 
пестицидов и симтриазинов оценивают также по активности продукции СО2 и интенсивнос-
ти нитрификации [7]. Но причинами изменения данных показателей могут быть как микро-
бная активность, так и физико-химические процессы в почве. 

При ведении устойчивого земледелия, а также при ремедиации загрязнённых территорий 
необходима экотоксикологическая характеристика функционирования экосистемы. Важней-
шим индикатором здоровья почвы является состояние её микробного ценоза, включая такие 
показатели как микробное разнообразие, функциональная стабильность и микробная актив-
ность [7]. Следовательно, использование микробного сообщества почвы в качестве тест-сис-
темы для оценки токсичности и мутагенности полютантов и продуктов их деструкции для 
почвенных экосистем является объективным и актуальным методом оценки безопасности 
загрязнителей [5].

Использование микробной тест-системы на основе учёта индукции устойчивости к 
стрептомицину у отдельных представителей почвенного ценоза дало возможность устано-
вить закономерности токсического действия и мутагенной активности инсектицида ГХЦГ 
и промежуточных продуктов его разложения микроорганизмами-деструкторами P. putida 9 
и S. maltophilia ИМВ В-7288. Так, при трансформации ГХЦГ разными культурами-деструк-
торами наблюдали разницу как в токсичности продуктов распада, так и в их генетической 
активности. Сегодня всё больше исследователей в научном мире настаивают на необходи-
мости переоценки фактической и потенциальной опасности для здоровья человека и окружа-
ющей среды использующихся средств химической защиты [11]. Для реализации поставлен-
ных целей необходимы новые чувствительные, дифференцированные тест-системы, в том 
числе микробные. Одной из таких тест-систем может выступать предложенный нами метод 
использования микроорганизмов почвенного ценоза для оценки безопасности пестицидов и 
здоровья почвы [5].

Японские учёные [15] показали зависимость токсичности интермедиатов хлорорганичес-
ких соединений от биохимического пути деструкции, который осуществляется микроорга-
низмом. Порядок окисления и отщепления функциональных групп хлорорганического суб-
страта напрямую определяет его токсичность для живых объектов окружающей среды, в том 
числе для тест-культур микроорганизмов и для почвенной микрофлоры. 

Как показали результаты наших исследований, продукты деструкции ГХЦГ штаммами 
Р. putida 9 и S. maltophilia ИМВ В-7288 были менее токсичны и мутагенны по сравнению с 
исходными веществами (ГХЦГ) и проявили себя как слабые мутагены.

Таким образом, исследуемые культуры целесообразно использовать в составе биопрепа-
ратов для ремедиации загрязнённых ГХЦГ территорий ввиду относительной безопасности 
продуктов деструкции. 

Н.А. Ямборко , А.А. Піндрус

Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, 
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токсичнА і мУтАгеннА дія гексАхлорциклогексАнУ 
і продУктів Його мікробноЇ дестрУкціЇ нА мікробниЙ ценоЗ 

ҐрУнтУ
Р е з ю м е

Культури-деструктори Pseudomonas putida 9, Stenotrophomonas maltophilia ІМВ В-7288 розкладали 
інсектицид гексахлорциклогексан (ГХЦГ) на 31,1-76,6 % і 30,7-73,2 % відповідно. Гексахлорциклогексан 
(ГХЦГ) і продукти його деструкції культурами P. putida 9 и S. maltophilia ІМВ В-7288 виявляють токсич-
ну і мутагенну дію на природні мікробні угруповання ґрунту, знижуючи їх виживання до 6,9-21,7% від 
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вихідного рівня і діючи як слабкі мутагени. Застосування культур-деструкторів відкриває перспективи 
використання їх у складі біопрепаратів для ремедіації забруднених територій.

Використання мікробного ценозу ґрунту в ролі тест-системи дало можливість одержати деталізовану 
картину токсичних і мутагенних властивостей ГХЦГ і продуктів його деструкції.

К л ю ч о в і   с л о в а : тест-система, мікробна деструкція, ГХЦГ, мутагенність, токсичність, 
ремедіація. 
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toXIc ANd MUtAgeNIc INflUeNce of heXAchlorocycloheXANe 
ANd Its MIcroBIAl destrUctIoN prodUcts oN soIl MIcroBIAl 

ceNosIs

S u m m a r y
Microbial strains Pseudomonas putida 9, Stenotrophomonas maltophilia IМV В-7288  destructed 

hexachlorcyclohexane (HCH) isomers  complex by  31.1-76.6  and 30.7-73.2%, respectively, in comparison 
with given level. HCH and its destruction intermediates had toxic and mutagenic influence on soil microbial 
associations decreasing their survival to 6.9-21.7%. The investigated destruction products and intermediates 
obtained by Pseudomonas putida 9, Stenotrophomonas maltophilia IМV В-7288 have demonstrated weak 
mutagenic properties.  The use of cultures-destructors opens the prospects for application of the mentioned 
strains as the components of microbial biopreparations for remediation of polluted soils. The use of soil microbial 
cenosis as the test-system for ecotoxicological assessment permitted to obtain more detailed pattern of toxic and 
mutagenic properties of HCH and products of its destruction.       

The paper is presented in Russian.
K e y  w o r d s: test system, microbe destruction, HCH, mutagenicity, toxicity, remediation. 
T h e  a u t h o r ’s  a d d r e s s:  Yamborko N.A., Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, 

National Academy of Sciences of Ukraine; 154 Acad. Zabolotny St., Kyiv, MSP, D03680, Ukraine . 
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обнАрУЖение бАктериофАгов семеЙствА sIphoVIrIdAe  
У eRWinia CaROtOVORa sUBsp CaROtOVORa

Установлено, что фаговая система полилизогенной культуры Erwinia carotovora subsp. carotovora 
91П включает: а) дефектные бактериофаги семейства Myoviridae, которые проявляются как макро-
молекулярные каротоворицины; б) полноценный крайне нестабильный умеренный фаг, который можно 
отнести к семейству Myoviridae, и который, возможно, представляет собой аналог фага ZF40 [6]; 
в) устойчивый к осмотическому шоку умеренный фаг семейства Siphoviridae. Этот фаг, названный 
TIR1, состоит из изометрической головки с диаметром 50 нм и ригидного хвостового отростка длиной 
203 нм. Характерной особенностью фагового отростка является четко выраженное наличие дисков, 
что показательно также для хвостового отростка дефектного умеренного фага штамма 48А-7/4b. В 
целом фаговая система E. carotovora subsp. carotovora похожа на такую у Pseudomonas aeruginosa с её 
R- и F-бактериоцинами, а также фагами семейства Myoviridae и Siphoviridae.

Ключевые слова: Erwinia carotovora, вирусоподобные частицы, умеренные бактериофаги, Myoviridae, 
Siphoviridae.

бактериофаги порядка Caudovirales разделены на три семейства: Myoviridae, Siphоviridae 
и Podoviridae. Вирусы этих семейств имеют принципиально различное строение хвостового 
отростка. Семейство Myoviridae включает фаги со сложными сократимыми отростками, тог-
да как два других семейства характеризуют фаги, у которых хвостовые отростки не способ-
ны сокращаться. При этом для Siphоviridae характерны длинные, ригидные отростки, а для 
Podoviridae – короткие, конусовидные.

Известно, что жизнеспособные бактериофаги фитопатогенной бактерии Erwinia carotovora 
встречаются в окружающей среде не так часто, как умеренные и вирулентные вирусы других 
энтеробактерий. Вообще, число эрвиниофагов ограничено единицами, поэтому любая инфор-
мация об этих вирусах представляет значительный интерес.

Однозначно установлено, что полилизогенное состояние Erwinia carotovora subsp. 
carotovora (Есс) представлено дефектными профагами, экспрессия которых приводит к синте-
зу отдельных компонентов вирионов – хвостовых отростков, капсидов и базальных пластинок, 
которые не способны собираться в полноценные частицы [7]. В подавляющем большинстве 
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