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РОЛЬ ЦИТОХРОМ Р450-ЗАВИСИМЫХ МОНООКСИГЕНАЗНЫХ 
ФЕРМЕНТНЫХ СИСТЕМ В БИОДЕГРАДАЦИИ АРОМАТИЧЕСКИХ 

ГАЛОГЕНСОДЕРЖАЩИХ КСЕНОБИОТИКОВ
The influence of atom of halogen in substrate on the level of cytochroms b5 and - 

P450 in Rhodococcus opacus was discussed.
В окружающей среде в результате хозяйственной деятельности постоянно накап

ливаются ксенобиотики, которые вызывают реальную и потенциальную опасность для 
человека и для биосферы в целом. Это различные пестициды, растворители и мономе
ры для органического синтеза, красители и другие. Многие из них являются галогени- 
рованными ароматическими соединениями. Наличие атома или атомов галогена обу
славливает их высокую токсичность и устойчивость в окружающей среде. Основным 
фактором их детоксикации в почве и воде является деятельность микроорганизмов, 
главным образом бактерий, и в частности тех, которые обладают специальными фер
ментами, осуществляющими стадию дегалогенирозания, -  дегалогеназами. В литера
туре отмечена способность осуществлять дегалогенирование для многих родов основ
ных почвенных бактерий: Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium, Nocardia, Rhodococ
cus, Streptomyces, Arthrobacter и др. У бактерий существуют разные механизмы дегало- 
генирования различных соединений. Чаще всего важные в промышленном отношении 
галогенированные органические соединения являются хлорированными; их деградация 
и трансформации были изучены достаточно подробно. Имеется большое количество 
литературных обзоров, посвященных этому вопросу [1- 6].

Известны три метаболических пути удаления атома хлора из ароматических со
единений: 1) окислительное расщепление кольца, сопровождаемое либо нет стадией 
дегалогенирования; 2) дегалогенирование через гидроксилирование. Расщепление 
кольца может иметь место прежде,чем все хлор-заместители будут удалены, или аро
матическое кольцо расщепляется после того, как все атомы галогена удалены; 3) вос
становительное дегалогенирование. Ароматическое кольцо атакуется после удаления 
атома галогена. В последнее время некоторые исследования демонстрируют, что ана
эробная обработка сточных вод с высокой нагрузкой по органическим галогенирован- 
ным соединениям может быть более эффективна в их удалении, чем аэробная обработ
ка [7]. Однако основные данные о биодеградации хлорированных соединений были 
главным образом получены для первого пути (окислительного),

Часто в состав ферментных систем бактерий, ответственных за аэробные процес
сы разложения ксенобиотиков, входит уникальный гемопротеин -  цитохром Р450. В 
присутствии доноров электронов (НАД(Ф)Н-Н+) цитохром Р450 способен активировать 
молекулярный кислород, один атом которого восстанавливается до воды, а другой вне
дряется в молекулу окисляемого субстрата в виде гидроксильной группы. Такая моди
фикация галогенированных ксенобиотиков, многие из которых являются труднодос
тупными для клеток микроорганизмов в силу своей гидрофобности, увеличивает их 
растворимость и обуславливает ключевую роль цитохрома Р450 в метаболизме галоге
нированных ароматических соединений.
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Известно, что цитохром Р450 может работать в отсутствие молекулярного кис ни 
рода, при наличии в среде пероксидов, сульфитов, дитионитов, иодбензола и др. (7, Н| 
Атом кислорода, внедряемый в молекулу субстрата, происходит в этом случае из воды

В электронтранспортных цепях бактерий существует еще один гемопротеин цн 
тохром Ь$. В последнее время накапливается все больше данных о том, что он вовлечен 
как в НАДН-Н+-, так и НАДФН-Н+-специфичные электронтранспортные цепи цитохром 
Р450-содержащей ферментной системы. Поэтому содержание цитохрома. Ь5 также мо 
жет являться показателем степени вовлеченности его в процесс окисления субстрата. 
Кроме того, от содержания цитохрома bs может зависеть монооксигеназная активность 
цитохрома Р450 [9, 10].

В большинстве случаев цитохром Р450 является индуцибельным ферментом, 
причем индукторами могут быть как субстраты, так и не субстраты.

Что касается клеточной локализации бактериального цитохрома Р450, то он мо
жет быть как мембранно-связанным, так и цитоплазматическим, иногда это определя
ется химической природой (структурой) индуктора.

В данной работе измеряли содержание цитохромов Р450 и 65 в клетках бактерий 
Rhodococcus opacus, выращенных на различных галогенированных субстратах. Штамм 
был получен из коллекции микроорганизмов ИМБ НАНБ и обозначен там как способ
ный использовать в качестве единственного источника углерода хлорбензол. Нами бы
ла установлена способность этого штамма утилизировать ряд других соединений -  
бром- и йодбензола, орто- и пара-хлор(бром)бензойных кислот, а также бензола. В ка
честве начальных модельных соединений были взяты бензол, хлорбензол, бромбензол 
и йодбензол. Выбор этого ряда обусловлен тем, что, во-первых, хлорбензол и бромбен
зол являются структурными элементами многих ксенобиотиков, во-вторых, в литерату
ре не встречалось данных о зависимости содержания и активности цитохрома Р450 от 
типа галогена.

Данные о содержании цитохромов Р450 и bs в клетках бактерий Rhodococcus opa
cus в стационарной и логарифмической фазах роста, выращенных на соответствующих 
субстратах в качестве единственного источника углерода, представлены в таблице.

Т аблица
Содержание цитохромов Р450 и Ь5 в клетках бактерий Rhodococcus opacus

Субстрат
С одержание цитохрома Ь5, 

нмоль/мг белка
С одерж ание цитохрома Р450, 

нмоль/мг белка

Экспоненциальная  
фаза роста

Стационарная 
фаза роста

Экспоненциальная  
фаза роста

Стационарная 
фаза роста

Б ен зол 0 ,0 1 0 0 ,0 0 3 0 ,0 3 3 0 ,0 1 2

Х л о р б ен зо л 0 ,0 1 6  " -  ■ 0 ,0 7 7 -

Б р о м б ен зо л 0 ,0 2 0 0 ,0 0 9 0 ,0 4 0 0 ,0 1 6

Физиологическая и биохимическая активность клеток, содержание и активность 
почти всех ферментов в клетке зависят от ее фазы развития. Поэтому содержание цито
хромов Р450 и 65 определяли в логарифмической и стационарной фазах роста клеточ
ной популяции. ' ■. ч

Стационарная фаза роста клеток обусловлена истощением субстрата в среде.
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Измерение содержания цитохромо в bs и Р450 проводили на спектрофотометре 
Specord М-40 по методу Омуры и Сато [11].

Содержание цитохромов bs и Р450 в клетках в логарифмической фазе выше, чем в 
стационарной, что соответствует общим представлениям о состоянии клеток в этих фа
зах.

Увеличение содержания цитохрома Р450 при переходе от негалогенированного 
субстрата (бензола) к галогенированному (хлорбензолу) объясняется наличием атома 
галогена в последнем. Причины (механизмы) такого его влияния могут быть различ
ными. Наиболее вероятными мы склонны считать следующие: 1) уменьшение суб
стратной специфичности активного центра цитохрома Р450 к хлорбензолу по сравне
нию с бензолом, что вызывает необходимость синтеза дополнительного количества 
фермента для метаболизации субстрата (это объяснение работает как для случая синте
за в клетке одной и той же изоформы цитохрома Р450, так и для случая, когда различ
ные субстраты индуцируют различные изоформы одного и того же фермента); 
2) ингибирование активности цитохрома Р450 образующимися продуктами фермента
тивного превращения хлорбензола, среди которых могут быть и радикальные, что в ко
нечном счете также приводит к снижению субстратной специфичности.

Уменьшение содержания цитохрома Р450 при переходе от хлорбензола к бром- 
бензолу можно объяснить обратными причинами (обратным образом).

Содержание цитохрома bs, от которого передается электрон, зависит, вероятнее 
всего, от того, какой субстрат связан с активным центром цитохрома Р450. Это может 
быть как исходный субстрат, так и частично метаболизированный, в зависимости от 
того, какую стадию превращения катализирует цитохром Р450. Кроме того, на ком
плекс субстрат-цитохром Р450-кислород электрон может передаваться не от цитохро
ма bs, а от цитохром Р450-редуктазы, и соотношение участвующих в этом процессе 
ферментов зависит от тонких энергетических характеристик Процесса.
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БИОСОРБЦИОННАЯ ОЧИСТКА ГАЗОВЫХ ВЫБРОСОВ И ЖИДКИХ 
ОТХОДОВ ГИДРОЛИЗНОГО ПРОИЗВОДСТВА

Sorption properties of different carriers towards bacterial microflora and furfural as 
a main component of hydrolysis production gaseous wastes were investigated. The effi
ciency of furfural removal from water phase using immobilized microflora was deter
mined. The advisability of carbon fibres as a carrier in the furfural removal processes 
from gaseous and liquid hydrolysis production wastes was shown.
Гидролизные производства отличаются наличием больших количеств парогазо

вых выбросов (ПГВ), в составе которых фурфурол, метанол, уксусная кислота и другие 
примеси, а также фурфуролсодержащих конденсатов. В расчете на 1 т перерабатывае
мого сухого древесного сырья ПГВ содержат 3-6 кг фурфурола, около 1 кг органиче
ских кислот, 0,5 кг метанола [1]. На действующих предприятиях ПГВ частично очища
ют в конденсационных установках. Наиболее эффективны биологические методы очи
стки газовых выбросов, которые основаны главным образом на абсорбции загрязняю
щих компонентов' жидкостью, содержащей микроорганизмы, или адсорбции загрязни
телей растительными (торф, измельченный камыш и др.) либо синтетическими (поли
амидное волокно) материалами, орошаемыми питательным раствором, обеспечиваю
щим развитие микрофлоры [2].

В настоящей работе поставлена задача создания биосистемы с иммобилизованной 
микрофлорой, обеспечивающей эффективную очистку парогазовых выбросов или жид
ких отходов гидролизного производства, основным токсичным компонентом которых 
является фурфурол.

В основу нами положено предположение, что при биосорбционной очистке газов 
или жидкостей иммобилизованной на носителе микрофлорой наиболее эффективными 
будут биосистемы, у которых носитель не только удерживает на своей поверхности 
значительное количество микробных клеток, но и способен одновременно к эффектив
ной сорбции деструктируемых микрофлорой компонентов.

Для решения поставленной задачи эксперимент проводили в несколько этапов: 
экспериментальный подбор носителей с высокой сорбционной способностью по бакте
риальной микрофлоре; оценка сорбционной емкости носителей по основному компо
ненту газовых выбросов гидролизного производства -  фурфуролу; определение эффек
тивности удаления фурфурола из водной фазы микрофлорой, иммобилизованной на 
носителе. Все эксперименты осуществляли в идентичных по основным параметрам ус
ловиях. В качестве носителей использовали насадку «ВИЯ» (полиамидное волокно),


