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Введение. Способность микроорганизмов утилизировать биогенные и
абиогенные соединения зависит от заложенной в них генетической программы, а
именно, от присутствия ферментов, участвующих в процессах биодеградации
различных веществ [1].

Большинство известных нефтеокисляющих микроорганизмов могут
разлагать легкие углеводороды нефти простого строения, и  только некоторые
могут деградировать более сложные по структуре компоненты [1]. Поиск таких
микроорганизмов и представляет особый интерес в плане практического
использования их деструктивного потенциала.

Нами был проведен анализ геномов на наличие в них генов, кодирующих
ферменты, принимающие участие в деструкции углеводородов нефти и
нефтепродуктов.

Материал и методика исследований. Компьютерный анализ проводили
с использованием программ базы данных KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) (Pathway maps) [2], ENTREZ Genome Database, Pseudomonas
Genome Database V2. Геномы бактерий были заимствованы из базы данных
Национального центра информации по биотехнологии (NCBI) ENTREZ Genome
Database, которая обеспечивает доступ к нуклеотидным и белковым
последовательностям [3], из Pseudomonas Genome DatabaseV2 (Database Search)
[4]. Геномы дрожжей - из базы данных Genome Statistics - Candida.

Результаты и обсуждение исследований. Проведенный скрининг
показал, что представители рода Pseudomonas, Burkholderia, Corynebacterium
имеют гены деградации нафталена, который содержится в сырой нефти и
нефтепродуктах  и известен как канцероген (таблица 1).

Кроме того, для генома бактерии, относящихся к родам Pseudomonas,
Burkholderia, Corynebacterium, Ralstonia, Bdellovibrio характерно наличие генов
(nahF, doxA, nahW, phnE, ndoB, ndoA) метаболизма метилнафталена до
нафтоевой кислоты.

Способность использовать в качестве источника углерода широкий
диапазон n-алкилбензенов (C2-C7) присуща различным видам Pseudomonas sp.,
благодаря наличию в их геноме генов (cnbR, orf1, cnbCb, cnbI). Эта деградация
инициируется окислением ароматического кольца, проходящего по
экстрадиоловому пути  [5].

Pseudomonas sp., Sphingomonas sp. и Brevibacterium sp. содержат гены,
ответственные за процесс деградации флуорена (ndoA, dbfA). У Pseudomonas sp.
и Staphylococcus auricularis DBF63 инициирует метаболизм флуорена фермент
нафталиндиоксигеназа.
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У бактерий рода Pseudomonas присутствуют гены деградации бифенила.
Бактерии могут начать превращение бифенила, добавляя молекулярный
кислород к кольцу. Ключевую роль в деградации этого соединения играет
бифенилдиоксигеназа (bphB).

У бактерий рода Pseudomonas sp обнаружены гены трансформации
капролактама. В недавних работах сообщалось, что были выделены штаммы
Pseudomonas aeruginosa, способные к использованию капролактама в качестве
единственного источника углерода и азота [6]. У 36,8 % штаммов
деградирующая способность связана с плазмидами [6].

Благодаря наличию в геноме генов (сarB, сarA) штаммы Pseudomonas sp.,
Sphingomonas sp., Escherichia coli способны к утилизации карбазола -
гетероциклического соединения ароматического ряда, содержащего
дибензопиррольную систему.

Представители родов Burkholderia, Nocardia, Rhodococcus, Mycobacterium
и Pseudomonas по набору имеющихся генов могут быть отнесены к
потенциальным деструкторам нафталена, фенантрена, антрацена.

В результате проведенного анализа геномов установлено, что одними из
наиболее активных деструкторов углеводородов нефти и нефтепродуктов
являются бактерии рода Pseudomonas.

Таблица 1 - Перечень микроорганизмов, содержащих гены ответственные за
деградацию углеводородов

Штамм Локали-
зация

Субстрат Ген Кодируемый белок

1 2 3 4 5
нафталин nahAa нафталинредуктаза
нафталин nahAb Ферредоксин

диоксигеназа
нафталин nahB cis-нафталиндигидро-

диол дегидрогеназа
нафталин,
2-метилнафтален

nahF Салецилальдегидде-
гидрогеназа

нафталин nahC 1,2-дигедроксинафта-
леноксидаза

Pseudomo-
nas putida

Плаз-
мида
NAH7

салицилат nahG cалицилатгидроксилаза
ndoA Нафталиндиоксигеназа

ndoB Нафталиндиоксигеназа

Pseudomo-
nas putida
NCIB9816

Плаз-
мида

нафталин

ndoC Нафталиндиоксигеназа
нафталин nagB нафталин cis-дигидро-

диол диоксигеназа
Pseudomo-
nas sp.
strain U2

Плаз-
мида

нафталин nagF Салицилальдегид
диоксигеназа

Burkhold-
eria sp.

Плаз-
мида

нафталин,
фенантрен

phnF альдегиддигидрогеназа
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нафталин,
фенантрен,
метилнафтален

phnE гидротаза-альдолаза

нафталин,
фенантрен

phnB Дигидродиол
диоксигеназа

нафталин,
фенантрен

pahAa Ферредоксин редуктаза

нафталин,
фенантрен

pahB cis-дигидродиол-
диоксигеназа

Pseudomo-
nas putida
OUS82

Хромо-
сома

нафталин,
фенантрен

pahE гидратаза-альдолаза

салицилат nahG Салицил-1-гидроксилазаPseudomo-
nas stutzeri
AN10

Хромо-
сома 2-метил-нафталин nahW Салицил-1-

монооксигеназа
фенантрен phdA α-диоксигеназа
фенантрен phdB β-диоксигеназа
фенантрен phdD Ферредоксин редуктаза

Noca
rdio-des sp.
strain KP7

Хромо-
сома

фенантрен phdK 2-карбоксибенальдегид
диоксигеназа

нафталин, толуол nidA Нафталин
индуцибельная
диоксигеназная система

нафталин, толуол nidB диоксигеназа

Rhodococ-
cus sp.
strain 124

Хромо-
сома

нафталин, толуол nidC cis-дигидродиолде-
гидрогеназа

антроцен nidD альдегиддигидрогеназаMycobacte-
rium sp.
PYR-1

Хромо-
сома фенантрен nidB nidB - диоксигеназа

фенантрен pbhA диоксигеназа
антрацен,
бензофлуорантен

pbhB мультикомпонентная
диоксигеназа

нафталин pbhC Гидратаза - альдолаза

Sphingomo-
nas
paucimobil-
is var.

Плаз-
мида

Флуорантен,
пурин

pbhD пируватфосфат
дикиназа

Нитробензен 4-
хлор-нитробензен

cnbR Регуляторный белок

Нитробензен 4-
хлор-нитробензен

orf1 ферредоксин

Нитробензен 4-
хлор-нитробензен

cnbCb 2-аминофенол-1,6-
диоксигеназа

Pseudomon
as  putida
HS12/pNB1

Плаз-
мида

Нитробензен 4-
хлор-нитробензен

cnbE 2-кето-4-
пентоатгидратаза

Нитробензен 4-
хлор-нитро-

cnbI 2-оксопент-4-
диеноатгидратаза



4

бензен
Хромо-
сома

Нафталин,
антрацен

cyp23
(picK)

cyp23 - цитохром Р450-
монооксигеназа

Pseudomo-
nas
aeruginosa
UCBPP-
PA14

Хромо-
со-ма

Нафталин,
антрацен

adhC
(fdh)

Алкагольдегидрогеназа

P.
aeruginosa
PAO1

Нафталин,
антрацен

цитохром Р450-
монооксигеназа

Corynebac-
terium sp.
(7E1C)

Плаз-
мида

н-октан CYP153 CYP153 - цитохром
Р450-монооксигеназа

Acinetobac-
ter sp.
EB104

Плаз-
мида

незамешенные н-
алканы

CYP153 CYP153 - цитохром
Р450-монооксигеназа

Corynebac-
terium
glutamicum
ATCC

Хромо-
сома

Нафталин,
антрацен

cgl0553 cgl0553 - цитохром
Р450-монооксигеназа

Corynebact
erium
jeikeium

Хромо-
сома

Нафталин,
антрацен

cypX cypX - цитохром Р450-
монооксигеназа

ndoA Нафталин-1,2-
диоксигеназа

Pseudomo-
nas sp

флуорен

dbfA флуорен - 9-
дегидрогеназа
Бифенил-1,2-
диоксигеназа

Pseudomo-
nas sp.
strain
LB400

бифенил

bphB 2,3-дегидро-2,3-
дигидроксибифенилде-
гидрогеназа

ST1118 Капролактам -
лактамаза

Pseudomo-
nas
aeruginosa

Плаз-
мида

капролактам

adh алкагольдегидрогеназа
Pseudomon
as sp. CA10

карбазол сarA Карбазол-1,9 а-
диоксигеназа

Pseudomon
as sp. CA10

сarB 2-аминобифенил-2,3-
диол- 1,2-диоксигеназа

Некоторые представители дрожжей также проявляют
углеводородокисляющую способность и могут расщеплять углеводороды
преимущественно С10-С20 ряда [7]. Деградация углеводородов дрожжевыми
клетками осуществляется с помощью ферментной системы цитохрома Р450. В
состав цитохрома Р450 входит семейство распространенных гем-содержащих
монооксигеназ, катализирующих реакции распада различных углеводородных
компонентов. Алканы являются одним из субстратов для цитохрома Р450.
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Но только в начале 60-х годов, после того как исследователи показали
возможность практически применять углеводородокисляющие микроорганизмы,
началось интенсивное изучение дрожжей. Особое внимание в последние годы
Candida привлекли к себе тем, что дрожжи некоторых видов (С. guilliermondii, С.
tropicalis, С. lipolytica) хорошо растут на углеводородах, синтезируя при этом
много белка, липидов и других ценных веществ.

Дрожжам, окисляющим углеводороды нефти, посвящено значительное
количество исследований и в настоящее время известно, что дрожжи могут
использовать углеводороды лишь с определенной длиной цепи чаще от С12 до
С22 [8].

Имеющиеся на сегодняшний день сведения о секвенированных геномах
этого рода дрожжей не полны. Еще меньше информации об аннотированных
белоккодирующих последовательностях, что затрудняет оценку генетического
потенциала этих организмов [9].

С использованием программ базы данных ENTREZ Genome Database, был
проведен скрининг на наличие в геномах дрожжей генов, кодирующих
ферменты реакций деструкции некоторых углеводородов нефти и
нефтепродуктов. При анализе в составе геномов дрожжей обнаружены гены,
кодирующие Р450 оксигеназы (alk1(CYP52A1), alk2(CYP52A2), alk3(CYP52A3),
alk4 (CYP52A4), CYP52A14, CaALK8) в углеводородокисляющих дрожжах
Candida tropicalis, Candida maltosa, Candida albicans и Yarrowia lipolytica (табл.
2).

Таблица 2 - Перечень дрожжей, содержащих гены ответственные за деградацию
н-алканов

Микроорг
анизм

Субстрат Ген Кодируемый белок

1 2 3 4
н-декан, н-гексадекан,
н-додекан

alk1(CYP52A1) P450alk-оксигеназа

н-гексадекан alk2(CYP52A2) CYP52A2 - P450alk-
гидроксилаза

н-декан, лауриновая
кислота

alk5(CYP52A5) CYP52A5 - P450alk-
оксигеназы

Candida
maltosa

н-алканы (С10-С16) NCP NADPH-цитохром P-
450 редуктаза

н-алканы (С10-С16) CT-T3A тиолаза ІCandida
tropicalis н-алканы (С10-С16) CT-T1B тиолаза  ІІ

н-алканы (С10-С16) NCP NADPH-цитохром P-
450 редуктаза

н-алканы (С10-С16) CYP52A12 CYP52A12 - P450
монооксигеназа

Yarrowia
lipolytica

н-декан, н-гексадекан,
н-додекан,  лауриновая
кислота

alk1 P450alk-оксигеназа
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н-декан, н-гексадекан,
н-додекан,  лауриновая
кислота

YAS2 Фермент,
инициирующий
транскрипцию гена
alk1

н-декан, н-гексадекан,
н-додекан,  лауриновая
кислота

alk2 P450alk-гидроксилаза

н-алканы (С10-С16) CaALK8(CYP52
A21)

CYP52A21- алкан-
индуцибильная
цитохром P450
монооксигеназа

Candida
albicans

н-алканы (С10-С16) CYP52А3
(ALK3)

CYP52A3- P450
монооксигеназа

Заключение. Показано, что в деструкции углеводородов участвует
большое количество микроорганизмов. Наиболее часто встречающиеся
относятся к родам: Actinomyces, Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium,
Desulfotomaculum, Micrococcus, Pseudomonas, Sarcina, Sphingomonas,
Mycobacterium Burkholderia, Rhodococcus, Alcaligenes, Marinobacter, Alcanivorax,
Sphingomonas, и др. Наиболее многочисленны бактерии рода Pseudomonas.
Грибы, способные аэробно разрушать такие соединения, относятся к родам
Phanerochaete, Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Candida, Yarrowia,
Pichia.

Но наибольший  углеводородокисляющий потенциал характерен для
бактерий родов Pseudomonas, Burkholderia, Corynebacterium и дрожжей рода
Candida, Yarrowia.
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Түйін

Бұл жұмыста компьютерлік анализ әдістерімен мұнай және мұнай
өнімдеріндегі көмірсутектердің деструкциясын кодтайтын ферментер, мұнайдың
тотықтыратын микроорганизмдер геномында скрининг өткізілді.

 Осы талдау KEGG, Pseudomonas Genome Database V2, NCBI, Genome
Statistics - Candida деректер қоры программалар бойынша өткізілді.

Компютерлік талдау бойынша көптеген микроорганизмдерде мұнай және
мұнайй өнімдердің көмірсутектерді ыдырату қабілеті бар. Олар Actinomyces,
Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Sphingomonas,
Burkholderia, Rhodococcus туыстарына жататын бактерияларға және Penicillium,
Aspergillus, Candida, Yarrowia, Pichia туыстарына жататын ашытқыларға жатады.

Бірақ микроорганиздердің арасында ең күшті көмірсутектотықтыратын
потенциалы Pseudomonas, Burkholderia, Corynebacterium туысына жататын
бактериялар және Candida, Yarrowia туысына жататын ашытқыларда көрсетілді.

Summary

In the methods of computer analysis was carried out screening for the presence
of oxidizing microbial genomes of genes encoding enzymes of degradation of
petroleum hydrocarbons and petroleum products.

Computer analysis showed that the degradation of petroleum hydrocarbons and
petroleum uchastvtsuyut large number of microorganisms. The most common belong
to: Actinomyces, Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium, Micrococcus,
Pseudomonas, Sphingomonas, Burkholderia, Rhodococcus and other fungi that can
aerobically destroy these compounds belong to Penicillium, Aspergillus, Candida,
Yarrowia, Pichia.

We have shown that the destruction of hydrocarbons involves a large number of
microorganisms. The highest hydrocarbon potential is typical for bacteria of
Pseudomonas, Burkholderia, Corynebacterium, and yeasts of Candida, Yarrowia.


