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   В работе описана способность штаммов Рseudomo-

nas plecoglossicida 2.4-Д и Pseudomonas sp. DD4 ути-

лизировать в почве 2,4-дихлорфеноксиуксусную кис-

лоту (2,4-Д) с высокой степенью эффективности. Изу-

чена динамика роста бактерий и убыли концентрации 

2,4-Д в почве. В модельном эксперименте с почвой 

загрязенной 2,4-Д показано, что при высоких концен-

трациях  загрязнения (до 100 мг/кг) после периода 

адаптации исследуемые штаммы утилизировали ксе-

нобиотик с эффективностью до 100%. 

   Также были подобраны и предложены условия про-

ведения анализа для хроматографического разделения 

2,4-Д и промежуточных метаболитов методом ВЭЖХ-

МС, отработана методика оценки биодеструкции 

2,4-Д в почве. 

   На основе полученных результатов штаммы бакте-

рий Рseudomonas plecoglossicida 2.4-Д и Pseudomonas 

sp. DD4 могут быть рекомендованы для их примене-

ния в качестве основы для биопрепаратов для очистки 

загрязенных 2,4-Д почв при концентрациях поллю-

танта до 100 мг/кг. 

   Ключевые слова: 2,4-Д ◆ биодеградация ◆ 

галогенорганические соединения ◆ Pseudomonas 
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   The article describes the ability of Pseudomonas 

plecoglossicida 2.4-D and Pseudomonas sp. DD4 strains 

to efficiently utilize 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

(2,4-D) in soil. The dynamics of bacterial growth and the 

decrease in the concentration of 2,4-D in the soil were 

studied. In a model experiment with contaminated 2,4-D 

soil, it was shown that at high concentrations of 

contamination (up to 100 mg/kg) after the adaptation 

period, the studied strains utilized xenobiotic with an 

efficiency approaching to 100%. 

   The conditions of chromatographic analysis of 2,4-D 

and intermediate metabolites of its destruction by HPLC-

MS were determined, and a methodology for assessing 

the biodegradation of 2,4-D in soil was developed. 

   Studied bacterial strains can be recommended for use as 

the basis of biological products-destructors of 

organohalogen compounds.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Количество используемых гербицидов неуклонно растет. Согласно отчету компании 

«Август» объем продаж гербицидов по итогам 2020 года, не смотря на упадок экономики из-

за пандемии, составил 415 млн. рублей, что на 12,8% больше по сравнению с 2019 годом. 

Для борьбы с сорными растениями, особенно когда речь идет о пшенице, наиболее 

распространенными и применяемыми являются препараты на основе 
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2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) [Журнал “Агроинвестор”, 2021: 

https://www.agroinvestor.ru/]. Однако, появление устойчивых к гербицидам сорняков, 

фактическое отсутствие контроля за содержанием в почве остаточных количеств химикатов 

является причиной завышения фермерами регламентированных норм применения, 

что является причиной накопления в почве остаточных количеств гербицидов. Помимо 

дополнительного стрессового воздействия на сами с/х культуры, это негативно сказывается 

на микробиоме почв [Moretto et al., 2017; Meena et al, 2020]. Из-за слабой адсорбции 

и высокой растворимости в воде 2,4-Д легко вымывается с полей и часто обнаруживается 

в поверхностных и подземных водах, что представляет существенную экологическую 

проблему и опасность для здоровья [Gaultier et al., 2008; Kearns et al., 2014; Shareef, Shaw, 

2008]. 

В научной литературе имеются сообщения о разработке и планируемом внедрении 

устойчивых к 2,4-D сельскохозяйственных культур (например, новых сортов кукурузы 

и сои), что может привести к более широкому использованию гербицида и потенциально 

небезопасному уровню его остатков в окружающей среде [Schutte et al., 2017]. 

Также актуальна проблема рекультивации (санации) территорий предприятий-

производителей продуктов галогенорганической химии, находящихся в стадии ликвидации, 

в частности, ОАО «Уфахимпром». На сегодняшний день площадь загрязнения на территории 

предприятия составляет 142,9 га, а в его шламонакопителях находится около 500 тыс. куб. м 

неочищенных отходов. При этом шлам и ил шламонакопителей, почва и грунт на территории 

«Уфахимпрома» загрязнены хлорфеноксиуксусными гербицидами (2,4-Д и 2,4,5-Т), 

хлорбензолами, хлорфенолами, полихлорированными бензолами, дифенилсульфоном, 

диоксинами, нефтепродуктами и тяжелыми металлами [Шамсутдинова, и др., 2010]. 

Указанные тенденции повышают актуальность разработки мер по удалению из почвы 

остатков 2,4-Д и ликвидации локальных очагов загрязнения сельскохозяйственных угодий 

этим гербицидом, возникающих в случае нарушения техники безопасности во время 

приготовления рабочих растворов, очистке оборудования и утилизации неиспользованных 

препаратов. Одно из эффективных, экономически выгодных и безопасных направлений 

в этой области – применение микроорганизмов-деструкторов [Nayak et al., 2018; Yang et al., 

2018], в том числе ассоциированных с растениями бактерий [Germaine et al., 2006]. 

Основными факторами, влияющими на ход биоразрушения органических 

загрязнителей, являются их химическая природа (которая обусловливает возможные пути 

биотрансформации), концентрация и взаимодействие с другими загрязнителями (на уровне 

их непосредственного взаимодействия или взаимного влияния на биотрансформацию) 

[Limbert, Betts, 1996]. 

К неблагоприятным физико-химическим условиям, лимитирующим деградацию 

микроорганизмами ксенобиотиков в окружающей среде, можно отнести низкую или 

чрезмерную влажность почвы, недостаточное содержание кислорода, неблагоприятную 

температуру и рН, низкую концентрацию или доступность ксенобиотиков, их плохую 
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растворимость в воде, наличие альтернативных, более предпочтительных субстратов 

и дополнительное ингибирование ксенобиотиками метаболизма микробных клеток через 

окислительный стресс [de Oliveira et al., 2021]. С другой стороны, пластичность метаболизма 

бактерий делает возможным биодеградацию токсичных соединений [Rovida et al., 2021].  

Таким образом, интродукция активных деструкторов гербицидов может значительно 

улучшить способность микробиома почвы к деградации поллютанта путем преодоления 

окислительного стресса и разложения его до менее токсичных компонентов. 

Цель работы: оценка потенциала биодеградации 2,4-Д в почве штаммами-

деструкторами галогенорганических соединений. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектами исследования являлись почвенные бактерии-деструкторы 

галогенорганических соединений Рseudomonas plecoglossicida 2.4-Д (штамм запатентован 

в качестве деструктора перфтороктансульфоновой кислоты) [Четвериков и др., 2017, 2018] 

и Pseudomonas sp. DD4 (штамм для деструкции галогенсодержащих ПАВ и гербицидов) 

[Шарипов, Четвериков, 2021]. 

Для экспериментов использовали 3-х суточные культуры бактерий, выращенные 

на среде следующего состава, г/л: пептон – 15, NaCl – 5, на орбитальном термостатируемом 

шейкере Biosan ES-20/60 (Biosan, Латвия). 

Для проведения эксперимента использовали серую лесную почву, которую 

предварительно просеивали через сито с размером ячеек 2 мм. Эксперимент проводили 

в полипропиленовых емкостях с размерами 24х21х18 см (ВхШхГ) с 2 кг почвы. В почву 

вносили бактерии-деструкторы и 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту в концентрациях 10, 

50, 100 мг/кг и инкубировали при температуре 28-30°С на протяжении 8 недель (схема 

представлена в таблице 1). Почву периодически увлажняли, добавляя 100 мл 

дистиллированной воды, и перемешивали. 

Таблица 1. Схема эксперимента 

Контроль (без инокуляции 

бактерий) 10 мг/кг 2.4-Д 

+10 мг/кг 2.4-Д 

+ штамм 2.4-Д 

+10 мг/кг 2.4-Д 

+ штамм DD4 

Контроль (без инокуляции 

бактерий) 50 мг/кг 2.4-Д 

+50 мг/кг 2.4-Д 

+ штамм 2.4-Д 

+50 мг/кг 2.4-Д 

+ штамм DD4 

Контроль (без инокуляции 

бактерий) 100 мг/кг 2.4-Д 

+100 мг/кг 2.4-Д 

+ штамм 2.4-Д 

+100 мг/кг 2.4-Д 

+ штамм DD4 

 

Численность микроорганизмов определяли высевом последовательных разведений 

водной суспензии образцов на агаризованную среду: для определения количества 

гетеротрофных микроорганизмов на среду мясопептонный агар (МПА), для деструкторов на 

среду Цукамуры с 2,4-Д в качестве единственного источника углерода и энергии. 

Пробы отбирали массой 1 г из разных участков для усреднения и высевали на 

твердую питательную среду. Культивирование микроорганизмов осуществляли при 
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температуре 28°C в течение 5 суток. Подсчитывали число выросших колоний с учетом 

разведения суспензии (считали, что каждая колония вырастает из одной бактериальной 

клетки). Численность выражали в колониеобразующих единицах на грамм воздушно-сухого 

грунта (КОЕ/г). 

Для определения содержания 2,4-Д в почве отбирали пробы массой 1 г из разных 

участков для усреднения. Навеску сухой почвы экстрагировали хлористым метиленом, 

полученный экстракт упаривали досуха, сухой остаток растворяли в 1 мл подвижной фазы 

и анализировали методом ВЭЖХ-МС. 

Пробы анализировали в системе ВЭЖХ LC-20 Prominence с диодно-матричным 

детектором SPD-M20A («Shimadzu», Япония). Для хроматографического разделения 

использовали колонку PerfectSil Target ODS-3 HD 5µm (150x4,6 mm) («MZ-Analysentechnik», 

Германия). В качестве подвижной фазы использовали 50%-ный раствор ацетонитрила 

в 0,1%-ной уксусной кислоте при скорости элюирования 0,4 мл/мин. Объем вводимой пробы 

– 5 мкл. 

Анализ ВЭЖХ-МС проводили на жидкостном тандемном хромато-масс-спектрометре 

LCMS-IT-TOF (“Shimadzu”, Япония) в ЦКП УФИЦ РАН «Агидель». Прибор LCMS-IT-TOF 

работал с использованием ионизации электрораспылением (ESI) в режиме отрицательных 

ионов со следующими параметрами: высоковольтный зонд: 3,5 кВ; поток распыляющего 

газа: 1,5 л/мин; температура CDL: 200 °C; температура термоблока: 200 °C; давление газа-

осушителя: 100 кПа; напряжение детектора TOF: 1,6 кВ. Раствор трифторуксусной кислоты 

использовался в качестве стандартного образца для настройки чувствительности 

и разрешения, а также для выполнения калибровки массового числа (ионная ловушка 

и времяпролетный анализатор). 

Концентрацию 2,4-Д определяли по калибровочной кривой, построенной 

с использованием стандарта (Sigma-Aldrich, США), в интервале концентраций 

50-100000 нг/мл. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Уменьшение концентраций введённого в почву гербицида 2,4-Д происходит двумя 

путями: биологическим (деструкция) и абиотическим (связывание). Способность почвы 

к адсорбции зависит от минерального состава, рН, гранулометрического состава и других 

факторов [Buerge, et al., 2020]. 

В эксперименте без интродукции штаммов-деструкторов содержание экстрагируемого 

гербицида через 8 недель снижалась на 40% (наблюдалось снижение субстрата с 10 

до 6 мг/кг, с 50 до 33 мг/кг, со 100 до 63 мг/кг (рис. 1)). Число микроорганизмов-

деструкторов в 1 г сухой почвы в начале эксперимента без интродукции активных штаммов 

составляло 2•10
7
 КОЕ/г. 
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Рис. 1. Динамика снижения концентрации 

2,4-D в почве под воздействием штаммом 

бактерий-деструкторов при исходном 

загрязнении: (а) – 10 мг/кг, (б) – 50 мг/кг, 

(в) - 100 мг/кг. 

 

При внесении исследуемых штаммов в почву биологическая декомпозиция 2,4-Д 

выходит на первый план. При загрязнении 10 мг/кг и внесении штаммов-деструкторов 

(рис. 1а) деструкция уже через 2 недели доходила до уровня 80%, было достаточно 4 недель 

для разложения более 90% токсичного субстрата. Численность деструкторов в контрольном 

варианте резко повышалась только при снижении количества экстрагируемого 2,4-Д, тогда 

как в вариантах с экзогенным внесением бактерий, способных к разложению токсичного 

вещества, данный показатель снижался только в первые две недели эксперимента, а затем 

резко возрастал. По рис. 1б и рис. 1в заметно увеличение адаптационного периода при более 

высоких дозировках загрязнителя (2,4-Д). Так при загрязнении 50 мг/кг (рис. 1б) 

микроорганизмам потребовалась трехнедельная адаптация к субстрату, после чего 

деструкция ещё через 2 недели доходила до уровня не ниже 90%. В варианте загрязнения 

100 мг/кг (рис. 1в) подготовительный адаптационный период составил не более 14 суток, 

через 3 недели деструкция доходила до 75%, а через 4 недели остаточное количество 
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составляло не более 15%. Численность бактерий при этом резко возрастала только 

по прошествии адаптационного периода. 

Помимо анализа изменения концентрации внесённого 2,4-Д в почве, контролировали 

общую численность микроорганизмов (среда МПА) (рис. 2) и изменение численности 

микроорганизмов-деструкторов 2,4-Д (среда Цукамуры) (рис. 3). 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

Рис. 2. Динамика изменения общей 

численности микроорганизмов в почве (среда 

МПА), загрязненной 2,4-D, с интродукцией и 

без штаммов бактерий-деструкторов при 

исходном загрязнении: (а) – 10 мг/кг, 

(б) – 50 мг/кг, (в) – 100 мг/кг. 

 

Число жизнеспособных бактерий в 1 г сухой почвы в начале эксперимента 

без интродукции деструкторов составляло до 2 • 10
8
 КОЕ/г, на среде Цукамуры высевалось 

2 • 10
7
 КОЕ/г. Их численность в процессе эксперимента практически не изменялась. 

В вариантах опыта с интродукцией штаммов деструкторов наблюдали увеличение 

числа жизнеспособных бактерий в 1 г сухой почвы в 5-15 раз к середине эксперимента 

(к периоду активной деструкции) и последующим торможением роста (при загрязнении 50 

и 100 мг/кг) или снижением титра микроорганизмов (при загрязнении 10 мг/кг) в связи 

с истощением в среде основного источника питания. 
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Рис. 3. Динамика изменения численности 

микроорганизмов-деструкторов 2,4-D в почве 

(среда Цукамуры), загрязненной, 

с интродукцией и без штаммов бактерий-

деструкторов при исходном загрязнении: (а) – 

10 мг/кг, (б) – 50 мг/кг, (в) – 100 мг/кг. 

 

Наличие периода адаптации, как и его увеличение при повышенных концентрациях 

2,4-Д, может быть связано с окислительным воздействием гербицида, который ввиду своего 

состава и строения способен оказывать стрессовое воздействие на микробиом почвы 

повреждая липиды, генетический материал и протеины микроорганизмов, и для штаммов-

деструкторов требуется больше времени для выработки факторов защиты от негативного 

влияния [Song, et al., 2020]. 

При масс-спектрометрическом анализе почвенного экстракта, помимо ионов 2,4-Д, 

зарегистрированных в отрицательной области, обнаруживались ионы, принадлежавшие 

разным соединениям. По результатам интерпретации электронных и масс-спектров этих 

соединений установили наличие предположительно интермедиата биодеструкции – 2,4-

дихлорфенола, что коррелирует с исследованиями других авторов [Serbent, et al., 2019]. 

На рисунке 4 представлены типовые хроматограммы экстрактов почвы в начале и конце 

эксперимента. 



Экобиотех, 2022, Том 5, № 4 С. 208-217 Худайгулов Г.Г. и др. «Оценка потенциала биодеградации 2,4-д в почве штаммами-деструкторами…» 

215 

 

Рис. 4. Типовые хроматограммы экстрактов почвы: 

(а) - контроль со 100 мг/кг 2,4-Д (исходная), (б) – со 100 мг/кг 2,4-Д и интродукцией штамма 2.4-

Д бактерий-деструкторов (через 8 недель эксперимента) 

 

На основе полученных данных, исследуемые штаммы показали близкую к 100% 

эффективность в качестве деструктора 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты и могут 

рассматриваться как кандидаты для создания на их основе биопрепаратов для санации почв 

загрязненных галогенорганическими соединениями. 
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