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Биодеградация хлорсoдержащих 
Ароматических соединений БАКТЕРИЯМИ, выделенными 

из Азербайджанского побережья Каспийского моря�

Аннотация. Выделенные из прибрежных вод и грунтов Каспийского моря Азербай-
джанского побережья бактерии из родов: Pseudomonas, Arthrobacter, Micrococcus, Bacillus 
активно утилизировали некоторые хлорсодержащие ароматические соединения в качес-
тве единственного источника углерода в лабораторных условиях. Методами обращенно-
фазовой жидкостной хроматографии, ИК и ЯМР1 Н спектроскопии изучены продукты 
деградации вышеуказанных продуктов. Установлено, что при трансформации галогенсо-
держащих ароматических соединений под воздействием бактерий образуются продукты, 
полученные окислением алкильного радикала по боковой цепи ароматического кольца, а 
также его гидроксилированием и раскрытием.
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В настоящее время остро стоит проблема очистки окружающей среды от устой-
чивых ксенобиотиков. К числу таких соединений относятся галогенпроизводные орга-
нические соединения, широко используемые в промышленности и сельском хозяйстве. 
Поступая в водную среду, указанные вещества угнетают жизнедеятельность гидробион-
тов, трансформируют структуру их сообществ и в большинстве случаев заметно снижа-
ют выживаемость водных организмов [4; 9; 11; 12]. В связи с этим большое внимание 
уделяется исследованию путей разложения различных по химической природе галоген-
производных бактериями как в аэробных [10; 14], так и в анаэробных условиях [3; 13]. 
Использование способности микроорганизмов деградировать ксенобиотики позволяет 
решить ряд экологических проблем, связанных с применением химических пестицидов, 
а также со сбросом промышленных стоков [1]. Активные «местные» культуры микроор-
ганизмов, адаптированные к конкретным абиотическим условиям, могут быть использо-
ваны не только для очистки сточных вод, но и для интенсификации процессов ремедиа-
ции экосистем в случае хронического загрязнения [6]. 

Как известно, Каспийское море наиболее сильно подвержено загрязнению обще-
го характера [9; 11]. Помимо нефти, в море поступает огромное количество других, не 
менее опасных поллютонтов, ксенобиотиков, канцерогенов [2; 4; 7; 11]. Роль фенолусва-
ювающих бактерий в очистке Каспийского моря от галогенсодержащих ароматических 
соединений, в том числе фенолов, изучена недостаточно. Это и предопределило нашу 
цель – изучить способность бактерий, выделенных из прибрежных участков Каспия, де-
градировать галогенсодержащие ароматические соединения.

Материалы и методы

Объектом настоящего исследования стали бактерии, выделенные из воды и грунта 
прибрежных участков Каспийского моря Азербайджанской территории. Родовой состав 
выделенных фенолусваивающих бактерий установили на основании их морфологичес-
ких и физиолого-биохимических признаков по определителю Берджи [8]. Для изучения 
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способности роста на средах, содержащих в качестве единственного источника углерода 
хлорсодержащие ароматические соединения, использовали четыре наиболее активных 
штамма фенолусваивающих бактерий (Micrococcus sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Ar-
throbacter sp.). 

Динамику биодеградации хлорсодержащих ароматических соединений растущими 
клетками изучали в среде следующего состава (г/л): Na2HPO4 -0,7 г, KH2PO4 -0,5 г, NH4NO3 
-0,75 г, MgSO4 x 7H2O-0,2 г, MnSO4-0,01 г; FeSO4-0,02 г, NaCl-13 г в колбах емкостью 250 
мл со 100 мл питательной среды. в качестве единственного источника углерода и энергии 
в колбы вносили исследуемые соединения (п-хлорфенол, тетрахлорпирокатехин, п-, м-, 
о-хлортолуол, хлорбензол) в концентрации 50, 100, 300 мг/л. Культивирование проводи-
ли при температуре 28°С, интенсивность процесса деградации была показана на основе 
полученных результатов по биомассе микроорганизмов, развивающихся на хлорсодер-
жащих ароматических соединениях в течение 30 дней. 

Происходящие при биодеградации структурные преобразования исследуемых аро-
матических проб изучались хроматографическим анализом (методом обращенно-фазо-
вой жидкостной хроматографии). Использовали жидкостной хроматограф фирмы «Kovo» 
(Чехия), с УФ-спектрофотометрическим детектором с рабочей длиной волны λ=254 нм; 
использованы две хроматографические колонки размером 3.3 х 150 мм, заполненные об-
ращенной неподвижной фазой «Separon SGX-C18», c размером частиц 7 мкм, темпера-
тура среды 20-25°С; элюент метанол:вода (75:25 об. %), скорость подвижной фазы 0,3 
мл/мин. Идентификация компонентов выполнялaсь сопоставлением параметров удержи-
вания стандартной смеси и продуктов биотрансформации. Стандартные растворы с кон-
центрацией 1-1.5 мг/мл готовили в элюриующей системе метанол: вода (75:25 об. %). 

Структурный состав биодеградации галогенсодержащих ароматических соедине-
ний определяли методами: ИК-спектроскопии (UR-20) (тонкий слой) в диапазоне спек-
тра 4000-700 см-1; съемка спектров ЯМР1Н производилось на приборе «Tesla BS - 487B» 
с рабочей частотой 80 мГц в ССl4 c использованием гексаметилдисилоксана (ГМДС) в 
качестве внутреннего стандарта. Для всех экспериментов проведены контрольные опыты 
(без внесения биодеструкторов-бактерий) [5; 7].

Результаты и их обсуждения

Из отобранных проб воды и грунта прибрежных участков Апшеронского полуост-
рова Каспия были выделены фенолусваивающие бактерии из родов Micrococcus, Bacillus, 
Pseudomonas, Arthrobacter, Mycobacterium, Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio, Sarcina, 
Alcaligenes. 

Результаты проведенных экспериментов показали, что исследуемые бактерии из 
родов Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter активно усваивали галогенсодер-
жащие ароматические соединения в качестве единственного источника углеводорода. 
Полное исчезновения этих соединений было зафиксировано в опытных образцах с кон-
центрациями 50-100 мг/л. При увеличении количества хлорсодержащих ароматических 
соединений в пробе до 300 мг/л деструкция не начиналась в течение всего времени на-
блюдения.

Процесс деградации хлорсодержащих ароматических соединений более четко на-
блюдался при использовании метода обращенно-фазовой хроматографии.

Процесс биотрансформации хлорпроизводных бензола и толуола протекает ана-
логично по ранее установленному нами идентичному механизму деградации бензола и 
толуола [4]. Так, в обоих случаях продуктами биотрансформации оказались те же хлор-
производные аналогичных ароматических соединений, получившихся в первом случае. 
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Сходство обнаруживается даже в количественных соотношениях продуктов деградации. 
Из представленной хроматограммы рис. 1 (кривая а) видно, что хлорбензол в промежу-
точной стадии процесса деградации превращается в 3-хлорпирокатехин (30 %) и м-хлор-
фенол (65%) (пики 1 и 2). 
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Рис. 1. Хроматографические кривые биодеградации хлорбензола (а) и п-хлортолуола

а) пики1 и 2: 4-хлорпирокатехин, п-хлорфенол; 
б) пики 1-5: 2,3-дигидрокси-п-хлорбензойная кислота, 4-хлорсалициловая кислота, 

2,3-дигидрокси-п-хлортолул, п-хлорбензойная кислота, 3-гидрокси-п-хлоролуол (пунк-
тиры-исходные хлорбензол и п-хлортолуол).

В случае п-хлортолуола (кривая б) деградация преимущественно происходит по 
смешанному механизму, т.е. по боковой цепи и ароматическому кольцу одновременно, 
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что приводит к образованию фенолкарбоновых кислот: 2,3-дигидрокси-п-хлорбензойной 
(20 %), 4-хлорсалициловой (27 %), и п-хлорбензойной кислоты (30 %) (пики 1, 2 и 4). А 
деградация, происходящая при окислении ароматического кольца, сопровождается обра-
зованием 2,3-дигидрокси-п-хлортолула (7 %) и 3-гидрокси-п-хлоролуола (18 %) (пики 3 
и 5). Как следует из полученных данных, на начальной стадии деградации хлорбензола и 
хлортолуола разложение ионов хлора не происходит, что указывает на их устойчивость в 
составе продуктов трансформации в подобранных условиях. При деградации о-хлорто-
луола воздействием указанных бактерий в составе продуктов его трансформации были 
обнаружены 6-гидрокси-о-хлорбензойная (25 %) и м-хлорбензойные кислоты (20%), а 
также 6-гидрокси-о-хлортолуол (15 %). Аналогичные соединения зафиксированы в слу-
чае м-хлортолуола: 4-хлорсалициловая (25%) и м-хлорбензойная кислоты (23%) и 6-гид-
рокси-м-хлортолуол (20%):

. -

6- - -  (25 %) -  (20%), 

6- - -  (15 %). 

- : 4-  (25%)   -

(23%)   6- - -  (20%):

Cl
3

Pseudomonas sp. 

COOH
Cl

+
3

+
OH

Cl
COOH

Cl

OH

-

Cl

3
Pseudomonas sp. 

Cl

COOH

+

Cl

+
3

OH OH

Cl

COOH

-

-

 ( . 2) -

 4-  (15%)  2,3-

- -  (25%) ( ),

-

( ). ,

,

.

Cl

OH

Pseudomonas sp. 

OH

Cl

OH

+

OH

Cl

OH

OH

-

Наиболее быстрое разложение было установлено в случае п-хлорфенола и тетрах-
лорпирокатехина (рис. 2) Так, в случае п-хлорфенола продуктами его биотрансформа-
ции в основном оказались 4-хлорпирокатехин (15%) и 2,3-дигидрокси-м-парахлорфенол 
(25%) (кривая а). а в случае тетрахлорпирокатехина лишь одно соединение – тетрахлор-
муконовая кислота (кривая б). Установлено, что в этих случаях деградации исследуемых 
соединений, в отличие от предыдущих, происходят одновременно с дехлорированием и 
разрывом фенольного кольца. 
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Рис. 2. Хроматографические кривые биодеградации хлорфенола (а) 
и тетрахлорпирокатехина (б)

а) пики1-3: 4-хлорпирокатехин, 2,3-дигидрокси-п-хлорфенол и исходной хлорфе-
нол;

б) пики 1 и 2: тетрахлормуконовая кислота и исходный тетрахлорпирокатехин.
Помимо хроматографического анализа, строение продуктов биодеградации хлорсо-

держащих ароматических соединений анализировалось также на основе данных спект-
ров ИКС и ПМР (протонно-магнитный резонанс). В ИК – спектрах полосы поглощения 
при 1600-1640 и 3030-3045 см-1 характеризуют наличие ароматического кольца. Полосы 
при 740-770 см-1 характерны для С-Сl связи. Присутствие же полос поглощения в области 
1710-1735 см-1 (С=О) и 3450-3600 см-1 (О-Н) указывает на карбоксильную группу [13].

В ПМР- спектрах имеются сигналы химических сдвигов 6.70-6.85; 7.50-7.70; 10.10-
10.50 м.д., характерные, соответственно, протонам ароматического кольца, гидроксиль-
ной и карбоксильной групп [14]. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
выделенные активные штаммы фенолусваивающих бактерий из родов: Pseudomonas, 
Arthrobacter, Micrococcus, Bacillus способны активно деградировать галогенсодержащие 
ароматические соединения. По результатам хроматографических, ИК и ЯМР1Н спект-
роскопических анализов продуктов биодеградации установлено, что при трансформации 
галогенсодержащих ароматических соединений под воздействием бактерий образуются 
продукты, полученные окислением алкильного радикала по боковой цепи ароматическо-
го кольца, а также его гидроксилированием и раскрытием.
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M. Salmanov, M. Veliyev, A. Babashly, H. Bektashi
BIODEGRADATION OF HALOGEN STRUCTURED AROMATIC ASSOCIATIONS 

WITH BACTERIA ISOLATED FROM AZERBAIJAN COSTS OF CASPIAN
Abstract. Bacteria due to Pseudomonas, Arthrobacter, Micrococcus, Bacillus species 

isolated from coastal waters and silts of Caspian of Azerbaijan actively utilized some xlor 
structured aromatic associations as the only carbon source under laboratory conditions. By the 
reversed- phase liquid chromatography, NMR1H and IR spectroscopy methods there were stud-
ied the biodegradation of above the mentioned products. It was found that while the transforma-
tion process of halogen structured aromatic associations affected by bacteria, there are created 
products obtained from alkenes radical oxidation of edge site chain and by hydroxylation and 
opening aromatic ring as well.

Key words: Caspian Sea, bacteria, aromatic associations, biotransformation, biodegrada-
tion, liquid chromatography.




