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Введение
Перфторкарбоновые кислоты (ПФКК) подвергают-

ся строгому регулированию со стороны международ-
ных надзорных органов по причине высокой подвиж-
ности, способности к биоаккумуляции, и стойкости, 

ПРАКТИКА

УДК 579.841.11:579.222 || EDN: THEYPO 
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Изучен потенциал штаммов Pseudomonas sp. 2,4-D и P. mosselii 5(3) (UIB-53 и UIB-251 из коллекции микроорганизмов УИБ УФИЦ РАН), 

выделенных из загрязненных пестицидами и галогенорганическими соединениями почв, в качестве деструкторов перфторкарбоновых 

кислот (ПФКК) и выполнен анализ полных геномов этих штаммов. Геномы длиной 5,68 и 5,86 млн пар нуклеотидов у штаммов 5(3) и 2,4-D 

соответственно содержат гены белков, потенциально участвующих в деструкции (дегалогенировании) фторорганических соединений: 

галоалкандегалогеназы (dhaA), галоацетатдегалогеназы H-1 (dehH1), переносчика ионов фтора (CrcB) и алкансульфонатмонооксигеназы 

(SsuE). Штаммы за 7 суток культивирования в жидкой среде с различными (C
7
–C

10
)-ПФКК в качестве единственного источника 

углерода и энергии полностью их утилизировали. Результаты анализа с помощью ЖХ-МС показали, что разложение ПФКК доходит до 

перфторгексановой кислоты с высвобождением, при различных стехиометрических соотношениях в зависимости от ПФКК, индикаторов 

минерализации ионов фтора, определяемых хроматографией с кондуктометрическим детектированием. Таким образом показано, что 

изученные штаммы бактерий рода Pseudomonas имеют большой генетически подтвержденный потенциал деструкции ПФКК.
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Pseudomonas strains 2,4-D and P. mosseli 5(3) designated as UIB-53 and UIB-251 in the Ufa Institute of Biology (UIB) Collection of Microorganisms 

were isolated from soils contaminated with pesticides and halogen-containing organic compounds and were evaluated for their potential ability 

to degrade perfluoroorganic acids (PFOA). Whole genome sequencing of their DNA (5.68 and 5.86 bp for 5(3) and 2,4-D strains respectively) 

showed the presence of genes whose products may be implicated in degradation (dehalogenation) of fluoroorganic compounds: haloalkane 

dehalogenase (dhaA), H-1 haloacetate dehalogenase (dehH1), fluorine ion transporter (CrcB), and alkanesulfonate monooxyganase (SsuE). After 

7 days of cultivation in a liquid medium containing different C
7
-C

10 
PFOA species as the sole carbon and energy sources, the strains utilized them 

completely. LC-MS results suggest that PFOA decomposition leads to perfluorohexanoic acid formation associated with the generation, at different 

stoichiometric ratios depending on PFOA species, of indicators of fluorine ion mineralization, which were detected using chromatography with 

conductometric detection. The results suggest that the Pseudomonas strains studied possess potentially high potential for PFOA decomposition, 

which is confirmed by genomics data.
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включая биостойкость, основанной на силе взаимо-
действия углерода и фтора в самой прочной связи, из-
вестной в органической химии [1]. Выявление этих 
свойств, характеризующих токсичность ПФКК по от-
ношению к живой природе, привело к их включению в 
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органической молекулы, являющуюся прямым резуль-
татом его крайней электроотрицательности, а также 
повышает вероятность того, что образующиеся мета-
болиты будут разлагаться легче [28].

Как правило, в качестве бактерий-деструкторов 
в исследованиях фигурируют представители рода 
Pseudomonas. Псевдомонады разлагают различные 
ксенобиотики, используя их в качестве единственно-
го источника углерода и энергии. Охарактеризова-
ны геномы штаммов Pseudomonas, принадлежащих 
к разным видам, например, P. protegens (штамм Pf-
5), P. fluorescens (штаммы Pf-01, SBW25), P. azelaica 
(штаммы HBP1, Aramco J), P. putida (штамм L48),  
P. mendocina (штамм YMP) и др. Размер геномов Pseu-
domonas составляет около 6 Мб [29], и многие гены 
участвуют в катаболизме различных молекул-источ-
ников углерода для адаптации к существованию в 
определенной экологической нише.

Но на сегодняшний день имеется мало информации 
о бактериальных штаммах, у которых были бы обна-
ружены и описаны гены, кодирующие ферменты, рас-
щепляющие ПФКК. Исключение составляют штам-
мы P. parafulva YAB-1 и Delftia acidovorans D4B (род 
Delftia близок к роду Pseudomonas) – деструкторы с 
идентифицированными вероятными дегалогеназами 
галогенкислот и со фторацетатдегалогеназой, кото-
рые могут участвовать в деградации фторированных 
соединений [30, 31]. При этом известны лишь единич-
ные штаммы бактерий, способные к трансформации 
перфторкарбоновых кислот. И они могут подвергать 
биодеградации только ПФОК и ПФОС. Упоминания 
о них в контексте других ПФКК в литературе не най-
дены. Отмеченный выше штамм P. parafulva YAB-1 
утилизирует 32,2% перфтороктановой кислоты при ее 
начальной концентрации 500 мг/л, а P. aeruginosa HJ4 
способен разрушать ПФОС на 67% при концентрации, 
не превышающей 2 мг/л [23].

Внимание исследователей биодеградации ПФКК 
направлено в основном на соединения С8, но потен-
циал биоаккумуляции растет с увеличением длины 
углеродной цепи [32]. Также сообщалось, что ПФКК 
с короткой цепью более подвижны, водорастворимы 
и даже более стойки [33, 34], чем длинноцепочечные.

Следовательно, оценки биодеструкции не нужно ог-
раничивать ПФОК и ПФОС; вероятно, список стой-
ких фторсодержащих органических загрязнителей в 
Стокгольмской конвенции в будущем будет увеличен 
в связи с вновь открываемыми токсичными свойства-
ми ПФКК. И, тогда как адаптация микроорганизмов 
к ПФОС и ПФОК уже представлена в публикациях, 
еще только предстоит оценить устойчивость микро-
организмов к промежуточным продуктам дефториро-
вания и распада ПФКК, а также к выделяемым ионам 
фтора, с одной стороны, и к их высокомолекулярным 
предшественникам – с другой.

Приложение В Стокгольмской конвенции по стойким 
органическим загрязняющим веществам1.

Основные представители этого класса соединений – 
перфтороктановая кислота (ПФОК) и перфтороктан-
сульфонат (ПФОС) – это синтетические химические 
соединения с высокой стабильностью, широко ис-
пользуемые в производстве фторполимеров для ан-
типригарных поверхностей, пестицидов, защитных 
средств для тканей, упаковки пищевых продуктов, 
гальванических покрытий и, в силу их поверхност-
ной активности, в качестве компонентов противопо-
жарных пен [2–7], в результате чего ПФКК распро-
странены повсеместно в окружающей среде по всей 
планете, перемещаясь через почву и водные системы 
[8, 9]. Токсикологические воздействия ПФКК на чело-
века включают канцерогенные эффекты, нарушения 
функций иммунной системы и работы печени, влия-
ние на рост, развитие и репродукцию [10, 11].

Поэтому разработка способов разложения ПФКК 
является актуальной задачей. Известны способы раз-
ложения ПФОС химической обработкой, сжиганием 
при высокой температуре, ультразвуком, но они до-
рогостоящие и малоэффективные [12–15]. Биодеграда-
ция ПФКК затруднена их необычными химическими 
свойствами, а именно сложностью строения и больши-
ми размерами молекул, поглощение которых бактери-
ями требует участия специализированных активных 
путей транспорта. Ранее считалось, что у микроор-
ганизмов не было времени эволюционировать к спо-
собности разлагать ПФКК (особенно при сравнении 
с дегалогенированием полихлорированных молекул 
[16]) благодаря возникновению ферментативных сис-
тем, воздействующих на них. Это связывалось с недо-
статком природных аналогов ПФКК, которые стиму-
лировали бы эволюцию необходимых катаболических 
ферментов [17]. Но в последнее время было показано, 
что дефторирование ПФКК все же возможно. И про-
исходит оно преимущественно, когда микроорганиз-
мы атакуют углеродные ковалентные связи (например, 
C–S, C–O), не содержащие фториды, как показано при 
биодеградации ПФОК и ПФОС в аэробных [18, 19] и 
анаэробных [20–22] условиях. В некоторых работах 
показана деструкция ПФОС и (или) ПФОК, не под-
тверждаемая выделением ионов фтора. Это позволяет 
предполагать, что в результате этих процессов пред-
почтительно образуются минорные полифторирован-
ные соединения [23–26]. Эффективное расщепление 
связей C–F уже давно признано критически узким ме-
стом в биодеградации фторорганических соединений, 
включая ПФКК [27]. Удаление фторида устраняет вли-
яние этого гетероатома на химическую стабильность 
1  Report of the Conference of the Parties of the Stockholm Convention on 

Persistent Organic Pollutants on the work of its fourth meeting, 4-8 May 
// UNEP/POPS/COP.4/38. Geneva: Stockholm Convention Secretariat, 
2009. P. 66–69. 
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SPAdes версии 3.15.4 [37]. Для исправления ошибок 
использовались программы Pilon версии 1.23 [38] и 
Bowtie2 версии 2.3.5.1 [39]. Чтобы подтвердить нали-
чие собранного кольцевого репликона, мы проана-
лизировали наличие перекрывающихся концов. Для 
идентификации штаммов использованы параметры 
средней нуклеотидной идентичности (ANI) (https://
www.ezbiocloud.net/tools/ani [40]) и цифровой ДНК-
ДНК гибридизации (DDH) (https://ggdc.dsmz.de/ggdc.
php [41]) с настройками по умолчанию. 

Контиги короче 500 п. н. были удалены. Аннотиро-
вание выполнено с помощью программы Prokka вер-
сии 1.14.5 [42]. Анализ последовательностей целевых 
генов был выполнен с помощью сервиса BLAST NCBI 
[43], при использовании базы данных nr/nt и WGS.

Для построения минимального эволюционного 
древа на основе полученных межгеномных рассто-
яний использована программа FASTME 2.1.6.1 [44]. 
Древо было укоренено посередине [45] и визуализи-
ровано с помощью https://itol.embl.de/ (дата обраще-
ния: 2 октября 2024 года) [46]. Виды и подвиды были 
сгруппированы в соответствии с [47] и [48] соответ-
ственно. Для расчета средней нуклеотидной иден-
тичности геномов (ANI) между штаммами и родст-
венными штаммами использован алгоритм OrthoANI 
[49].

Среды и условия выращивания
Штаммы выращивали на орбитальном шейкере-ин-

кубаторе ES-20/60 (SIA BIOSAN, Рига, Латвия) при 180 
об/мин и 28 °С в жидкой минеральной среде Раймонда 
(граммы на литр дистиллированной воды): NH4NO3 – 
2,0; MgSO4 × 7H2O – 0,2; KH2PO4 – 2,0; Na2H PO4 – 3; 
CaCl2 × 6H2O – 0,01; Na2CO3 – 0,1 [50], с ПФДК, либо 
ПФНК, либо ПФОК, либо ПФГпК, либо ПФОС (250 
мг/л) в качестве единственного источника углерода 
и энергии. 

Для получения инокулята штамм выращивали на 
минеральной среде Раймонда с добавлением пепто-
на (1 г/л) в течение 24 ч. Биомассу осаждали и перед 
инокуляцией в экспериментальные колбы промыва-
ли стерильной дистиллированной водой. Полученный 
осадок ресуспендировали в минеральной среде и до-
бавляли в экспериментальные колбы до достижения 
оптической плотности (OD600) 0.1.

Для получения отдельных колоний и оценки чи-
сленности бактерий использовали среду LB [51], 
содержащей (на литр дистиллированной воды) 10 г 
триптона, 5 г дрожжевого экстракта, 5 г NaCl и 15 г 
агара (PanReac, Барселона, Испания). 

Для оценки эффективности деградации ПФКК куль-
тивировали бактерии при 28 °С в жидкой минераль-
ной среде с индивидуальными (С7–С10)-ПФКК в те-
чение 7 суток. Все эксперименты проведены в трех 
независимых повторах.

В настоящем исследовании проведено секвениро-
вание геномов и изучены генетические особенности 
и деградационный потенциал штаммов псевдомонад 
2,4-D и 5(3), выделенных из загрязненных пестици-
дами и галогенорганическими соединениями почв, 
по отношению к (С7-С10)-ПФКК. Эти результаты мо-
гут быть применены в биотехнологиях реабилитации 
окружающей среды при загрязнении фторорганиче-
скими соединениями.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы

Штамм 5(3) был выделен из почвы, загрязнен-
ной пестицидом, в Янаульском районе Респу-
блики Башкортостан. Пестицидное загрязнение 
представляло собой смесь, включающую фосфор-
содержащий глифосат (действующее вещество 
(д. в.) – N-(фосфонометил)глицин), хлорсодержа-
щий октапон (д. в. – 2-(2,4-дихлорфенокси)-уксус-
ная кислота) и фторсодержащий флуорсулам (д. 
в. – N-(2,6-дифторфенил)-8-фтор-5-метокси-[1,2,4]
триазоло[1,5-c]пиримидин-2-сульфонамид). Штамм 
2,4-D выделен из почвы с территории предприятия 
производства галогенорганических соединений. 
Штаммы 2,4-D и 5(3) были выделены в результате 
обширного предварительного скрининга различ-
ных объектов и депонированы в Коллекции микро-
организмов УИБ УФИЦ РАН под номерами UIB-53 
и UIB-251 соответственно.

Химикаты и реагенты
Перфторкарбоновые кислоты перфтордекановая 

кислота (ПФДК), перфторнонановая кислота (ПФНК), 
перфтороктановая кислота (ПФОК), перфторгепта-
новая кислота (ПФГпК) и перфтороктансульфоно-
вая кислота (ПФОС) – все высокой чистоты (> 98%) –   
были приобретены у компании Sigma Aldrich (Сент-
Луис, Миссури, США). Ацетонитрил (качество для 
ВЭЖХ) был приобретен у компании Merck (Дарм-
штадт, Германия). Все остальные реагенты имели 
квалификацию «ч. д. а.».

Секвенирование, сборка и 
аннотирование генома

Геномную ДНК штаммов выделяли из биомассы 
фенол-хлороформным методом [35]. Секвенирова-
ние выполнено на оборудовании DNBSEQ-G50 (MGI, 
Китай), получены парноконцевые прочтения длиной 
100 пар нуклеотидов (п. н.).

Контроль качества прочтений проведен методом 
HTQC (High-Throughput Quality Control) [38]. Низко-
качественные (Q < 25) и короткие (<100 п. н.) прочте-
ния и адаптерные последовательности были удалены 
с использованием программы Trimomatic версии 0.39 
[36]. Геномы были собраны с помощью программы 

ПРАКТИКА
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Статистический анализ
Статистический анализ был выполнен с использо-

ванием Microsoft Office Excel 2021. На рисунках ди-
намики роста микроорганизмов и изменения концен-
траций ПФКК и ионов фтора данные представлены 
в виде среднего значения ± стандартная ошибка (р ≤ 
0,05), n = 3.

Результаты и их обсуждение
Идентификация и функциональная 

аннотация генома штаммов
Геномы штаммов 2,4-D и 5(3) были собраны до кон-

тигов; параметры сборок представлены в табл. 1. По-
лучены достоверные предварительные сборки гено-
мов чистых культур, которые были использованы для 
идентификации и последующего функционального 
анализа.

Проект генома для штамма 5(3) депонирован в 
GenBank под номером JAUHUJ000000000 и номерами 
BioSample SAMN36271085 и BioProject PRJNA990579.

Проект генома для штамма 2,4-D депонирован в 
GenBank под номером JAUHUI000000000 и номерами 
BioSample SAMN36271038 и BioProject PRJNA990562.

На основании предварительного анализа физиоло-
го-биохимических данных и гена 16S рРНК изучае-
мые штаммы были отнесены к роду Pseudomonas. Для 
псевдомонад есть большое число сборок, представ-
ленных в различных базах данных, таких как NCBI, 
BV-BRS, TYG и Pseudomonas.com [52]. Несмотря на 
долгую историю изучения и обширные базы данных 
подробная систематика этого рода до сих пор отсут-
ствует и постоянно пополняется новыми результата-
ми. На основе полногеномного секвенирования была 
предпринята попытка определить филогенетическое 
родство между изучаемыми штаммами и их ближай-
шими типовыми штаммами. Штамм 5(3) достоверно 
относится к Pseudomonas mosselii (рис. 1); значения 
ключевых параметров идентификации относительно 
референса (P. mosselii DSM17497T) следующие: ANI 
97,40%, DDH 80,30% (при видовых порогах > 95% и  
> 70% соответственно [53]). Штамм же 2,4-D ни по 
одному из параметров не проходит видовой порог для 
отнесения его к определённому виду (ANI ниже 90%, 
DDH ниже 60%) и, вероятно, является представителем 

Выделение и идентификация 
продуктов деструкции ПФКК

Содержание ПФКК в среде и идентификацию их 
метаболитов оценивали в Центре коллективного 
пользования оборудования AGIDEL УФИЦ РАН на 
жидкостном тандемном хромато-масс-спектрометре 
LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Япония) в ультрафильтра-
тах (≤3 кДа) культуральных жидкостей, полученных 
на установке Vivaflow 50 (Sartorius AG, Геттинген, 
Германия), как описано [18].

Для хроматографического разделения применя-
ли колонку Shim-pack XR-ODS (75 mm × 2.0 mm id, 
2.2 μm) (Shimadzu, Киото, Япония), используя в каче-
стве подвижной фазы 5 мМ ацетата аммония в ацето-
нитрила (А) и 0,1% (об./об.) уксусную кислоту в воде 
(В). Элюирование в линейном градиенте проводили 
следующим образом: от 0 до 10 мин, 60–30% В; от 10 
до 20 мин, 30–60% B; скорость потока 0,25 мл/мин, 
объем вводимой пробы 5 мкл. Масс-спектры получа-
ли методом ионизации электрораспылением (ESI) в 
режиме отрицательных ионов со следующими пара-
метрами: высоковольтный зонд – 3,5 кВ; поток рас-
пыляющего газа 1,5 л/мин; температура CDL 200 °C; 
температура термоблока 50 °C; давление газа-осу-
шителя 150 кПа; напряжение детектора TOF 1,57 кВ. 
Раствор трифторуксусной кислоты использовался в 
качестве стандартного образца для настройки чувст-
вительности и разрешения, а также для выполнения 
калибровки массового числа (ионная ловушка и вре-
мяпролетный анализатор).

Структуры полученных соединений определяли по 
совокупности данных анализа масс-спектров, осно-
ванных на распаде молекулярного иона, и сравнения с 
данными литературы. Фторидный баланс определяли 
методом ионной хроматографии с использованием си-
стемы ВЭЖХ LC-20 Prominence с кондуктометриче-
ским детектором CDD-10Avp (Shimadzu, Japan). Разде-
ление аналита проводили на колонке Shodex (Shodex, 
New York, NY, USA) при скорости потока 1 мл/мин 
элюента следующего состава: 1,8 мМ Na2CO3 + 1,7 мМ 
NaHCO3, с применением супрессора Xenoic® XAMS 
ASUREX-A100 (Diduco AB, Умеа, Швеция). Метабо-
лические пути изображены с помощью ChemDraw 
Ultra v. 12.0.2.1076.

Табл. 1 
Метрики сборки геномов штаммов

Штамм
Число 

контигов 
> 1000 п. н.

Размер 
генома, млн 

п. н.

N50, 
п. н.

Самый 
короткий 

контиг, п. н.

Самый 
длинный 

контиг, п. н.

N75, 
п. н.

N90, 
п. н.

GC-
состав, %

2,4-D 94 5,86 112,669 1086 453,475 69,882 35,829 61,81
5(3) 76 5,69 165,927 1040 455,784 92,844 51,388 64,38
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участвующие в декарбоксилировании и декарбони-
лировании ПФКК, были обнаружены в исследуемых 
геномах поровну. Из генов, которые могли бы участ-
вовать в деструкции фторорганических соединений 
(дегалогенирования), выделяются галоалкандегало-
геназы (dhaA) и галоацетатдегалогеназы H-1 (dehH1). 
Они, как и охарактеризованные до сих пор фтораце-
татдегалогеназы [55], могут опосредовать дефториро-
вание ПФКК по альфа-углероду молекулы.

Механизмы устойчивости к ПФКК могут быть опос-
редованы наличием:

– декарбоксилазы (NovR), которая может осуществ-
лять несколько последовательных этапов окислитель-
ного декарбоксилирования ПФКК; это для подобных 
соединений ранее было описано и показано только хи-
мическим методом [56];

– алкансульфонатмонооксигеназы (SsuD), катализи-
рующей десульфонирование различных органосуль-
фонатных субстратов в условиях сульфатного голо-
дания и также могущей выполнять защитную роль в 
условиях окислительного стресса [57];

– переносчика ионов фтора (CrcB); эти «фторидные 
рибопереключатели» увеличивают экспрессию ни-
жестоящих генов при повышении уровня фторида, 
и предполагается, что они помогают смягчить ток-
сические эффекты очень высоких уровней фторида 
[58]. Предполагается также, что этими фторидными 
рибопереключателями регулируются многие гены. По 
данным [59] эффективная деятельность по дефториро-

нового вида бактерий рода Pseudomonas. Его видовая 
идентификация и характеризация – тема отдельной 
большой работы.

Секвенирование и полная сборка генома 
Pseudomonas mosselii штамма 5(3) (штамма 2,4-D) вы-
явили 5134 (5388) кодирующих последовательностей 
CDS, 4 (3) кластера rРНК и 65 (54) кластеров tРНК. 
Геномы собраны из 73 (92) контигов общей длиной 
5676241 (5852124) п. н. с соотношением GC 64,38% 
(61,81%).

Из 5134 генов 2895 (56,8%) были функционально ан-
нотированы (рис. 2).

Результат функциональной аннотации показывает, 
что исследуемые штаммы обладают генами всех ме-
таболических путей, необходимых для существова-
ния автономной культуры.

Категория «Деградация и метаболизм ксенобио-
тиков» для штаммов 5(3) и 2,4-D содержит более 
60 генов. Большая часть в этой категории связана с 
деградацией различных ароматических соединений 
(этилбензол, ксилолы, стирен, нафталин, полицикли-
ческие ароматические углеводороды, диоксины, атра-
зин). По данным [54] наиболее вероятными фермен-
тами-кандидатами для деструкции ПФОК являются 
лакказы и дегалогеназы. Эти ферменты в настоящее 
время находятся под пристальным вниманием уче-
ных, исследующих биокатализ как инструмент для 
удаления стойких загрязнителей, в том числе ПФКК. 
Действительно, предполагаемые ферменты, вероятно 

Рис. 1. Полногеномное древо положения штаммов 2,4-D и 5(3) в пределах рода Pseudomonas 
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Нельзя также забывать, что геномы Pseudomonas 
кодируют >25% белков с неизвестной функцией, что 
позволяет предположить, что новая дефторирующая 
активность может иметь отношение и к ним [60, 61].

Рост на (C
7
–C

10
)-ПФКК  

и их дефторирование
Для роста на ПФКК бактериям необходимо тран-

спортировать ее в клетку; выработать активный фер-
мент, катализирующий разрыв связи С−F; обнаружить 
токсичный ион фтора и удалить его из клетки. И похо-
же, что для изучаемых штаммов Pseudomonas это – не 
проблема. Штаммы активно росли на минеральных 
средах, содержащих в качестве единственного источ-
ника углерода (C7–C10)-перфторкарбоновые кислоты 
(рис. 3 А-Д), достигая максимального показателя оп-
тической плотности культуральной жидкости через 
6–7 суток, причем максимум оптической плотности 
находился в интервале 0,7–1,0 в зависимости от кис-

ванию потребует высокого уровня толерантности к 
повышенным внутриклеточным концентрациям F- у 
микробного хозяина. 

Геномы Pseudomonas кодируют различные типы 
ферментов, которые потенциально могут катализиро-
вать дефторирование как в процессах биодеградации, 
опосредованных оксигеназой, так и благодаря актив-
ностям, обычно участвующим в анаэробном метабо-
лизме. Хотя фактическую активность этих ферментов 
в процессах дефторирования еще предстоит полно-
стью раскрыть, кажется правдоподобным, что такие 
деградирующие ферменты также могут играть роль 
в формировании реакции Pseudomonas на внутрикле-
точное высвобождение фторидов.

Ни в одной из предыдущих публикаций по деструк-
ции перфторорганических соединений не найдены 
упоминания о подтвержденном наличии представ-
ленного комплекса ферментов у какого-либо микро-
организма-деструктора.

Рис. 2. Численности генов, отнесенных к общим функциональным категориям в геномах по классификации KEGG (представлено 
для штамма 5(3))
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это соединение превалировало в культуральной 
жидкости. Аналогичная серия реакций проходила 
при превращении гомологичных кислот ПФОК (m/z 
413) (рис. 3Ж), ПФНК (m/z 463) (рис. 3З), ПФДК (m/z 
513) (рис. 3И). Промежуточные продукты отличались 
между циклами на величину массы отщепляемой 
группы CF2

-, то есть на m/z 50. Везде в качестве 
конечного превалирующего продукта деструкции 
обнаруживались ПФГкК в количестве от 50 до 95% 
от суммы продуктов деструкции. Для разложения 
ПФОК потребовалось два таких цикла реакций, для 
разложения ПФНК – три цикла, для ПФДК – четыре.

Предполагается, что ПФКК, содержащие еще и 
связи С−S (сульфонат) и С−С (карбоксилат), которые 
считаются более слабыми, чем связь С−F, могут под-
вергаться одноэлектронному восстановлению или 
окислению с образованием углерод-центрированно-
го радикала с последующим гидроксилированием.

Также и мы предполагали, что в ПФОС сначала ра-
зорвется связь C−S (сульфонатная) c высвобождени-
ем сульфита для метаболизирования бактериями и 
образованием перфтороктана с последующими реак-
циями гидроксилирования, декарбоксилирования и 
дефторирования с образованием перфторгептановой 
кислоты, как это оказалось в нашей предыдущей ра-
боте [18]. Но в реалиях эксперимента все было иначе. 
При разложении ПФОС (m/z 499) (рис. 3К), вероятно, 
при участии галоацетатдегалогеназы H-1, происхо-
дит атака свободных электронов на наиболее уязви-
мое место, на атом фтора в α-положении алкильной 
цепи, при этом заменяются 2 атома фтора на атомы 
водорода с последующим разрывом связи C–C ал-
кильной цепи через промежуточный не идентифи-
цированный продукт с m/z 461, то есть с укорачи-
ванием цепи на CH2, высвобождением этой группы 
и образованием перфторгептансульфоната (m/z 
449) к 2 суткам культивирования; затем происходит 
аналогичный цикл и к 4-м суткам образуется 
перфторгексансульфонат (m/z 399). И только после 
этого под вероятным действием алкансульфонатмо-
нооксигеназы разрывается связь С−S и высвобожда-
ется SO3

– с образованием соединения с m/z 319 и его 
трансформацией в перфторгексановую кислоту; к 
7-м суткам она составляет не менее 70% от суммы 
продуктов деструкции.

Таким образом, по окончании культивирования в 
среде обнаруживалась идентифицированная по диссо-
циированному кислотному иону перфторгексановая 
кислота. Полученные результаты позволили предпо-
ложить схему деструкции (C7–C10)-ПФКК, показан-
ную на рис. 5. Определить дальнейшее разложение 
для исследуемых штаммов сейчас не представляется 
возможным. Требуется продолжать изучение их ката-
болических возможностей. Более низкомолекулярные 
фрагменты деструкции ПФКК наблюдали только в ра-

лоты и был обратно пропорционален числу атомов 
углерода у ПФКК. При росте штаммов на (C7–C10)-
перфторкарбоновых кислотах происходило их пол-
ное разложение через 7 суток, для разложения ПФОС 
бактериям хватало 5 суток.

Полученные в настоящем исследовании результаты 
значительно превышают то, что было представлено 
ранее. Так, ближайший к нашему результат достигнут 
с использованием штамма бактерий Acidimicrobium 
sp. А6 для удаления ПФОК и ПФОС в аэробной сре-
де, где степень биодеструкции не превышала 63% для 
концентрации 100 мг/л за 100 дней [20].

Только в отличие от этого мы наблюдали высво-
бождение ионов фтора в среду, что является про-
явлением частичной минерализации и, возможно, 
оказывает ингибирующий эффект на дальнейшую 
деструкцию промежуточных фторированных сое-
динений. Конверсия перфторированных субстратов 
сопровождалась выходом в среду свободных ионов 
фтора, а начало высвобождения коррелировало с на-
чалом линейного снижения их концентрации в среде. 
Отсутствие ингибирующего эффекта на рост бакте-
рий как раз объясняется наличием переносчика ионов 
фтора (CrcB), позволяющего перешагнуть физиологи-
ческий барьер фторидной токсичности при разложе-
нии ПФКК и продолжать дефторирование на уровне 
дехлорирования полихлорированных соединений не-
смотря на разницу между окислительно-восстанови-
тельными потенциалами процессов.

Биодеградация (C
7
–C

10
)-ПФКК

Биологическая деградация ПФКК может включать 
серию реакций декарбоксилирования, гидроксилиро-
вания, дефторирования. С учетом того, что методоло-
гия определения ПФКК и их метаболитов отличается 
от методов оценки других «традиционных» стойких 
органических загрязнителей в связи с их особыми 
свойствами, их анализ ведется методами жидкостной 
хроматографии/тандемной масс-спектрометрии (рис. 
4А). Но нужно еще обнаружить высвобождающийся 
фторид-ион, что мы делали при помощи ВЭЖХ с кон-
дуктометрическим детектированием (рис. 4Б).

При хроматографическом анализе с масс-спектро-
метрией в исходной КЖ при культивировании бак-
терий в среде с ПФГпК мы наблюдали ее диссоци-
ированные кислотные ионы (молекулярный ион с 
отношением m/z 363) (рис. 3Е). Через сутки в уль-
трафильтрате обнаруживалось соединение с m/z 319, 
что возможно в результате реакции элиминирова-
ния диоксида углерода (m/z 44) из карбоксильной 
группы. Его концентрация увеличивалась в срок до 
4 суток, после чего в среде, вероятно, под действи-
ем фермента галоалкандегалогеназы стал появлять-
ся компонент с m/z 313, идентифицированный как 
перфторгексановая кислота (ПФГкК). Через 6 суток 
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Рис. 3. Динамика роста (по OD600) штамма-деструктора (штамм 5(3) в данном случае), высвобождения ионов фтора, изменений 
концентрации ПФКК (графики слева) и процентных соотношений между ПФКК и продуктами деструкции (по m/z) (гистограммы 
справа) при культивировании в жидкой минеральной среде. А, Е – с ПФГпК, Б, Ж – с ПФОК, В, З – с ПФНК, Г, И – с ПФДК, Д, К – 
с ПФОС
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Рис. 4. Временные характеристики и хроматограммы разделения ПФКК на хромато-масс-спектрометре (А) и обнаружения 
высвобождающихся ионов фтора хроматографией с кондуктометрическим детектированием (Б)

боте [23], но без подтверждения описанным генетиче-
ским потенциалом и частичной минерализацией при 
выделении фтора. Литература по токсичности ПФКК 
указывает на то, что чем короче цепочка F–C, тем бо-
лее благоприятен токсикологический профиль. Соот-
ветственно имеется определенный смысл в плане сни-
жения токсичности ПФКК для человека, в том, чтобы 
сократить цепочку хотя бы на одно звено [62–64].

Заключение
Впервые описаны штаммы бактерий рода Pseu-

domonas, способные к деструкции (C7–C10)-
перфторкарбоновых кислот. Их геномы полностью 
секвенированы. Они содержат комплекс генов, про-
дукты которых участвуют в деструкции фтороргани-
ческих соединений (дегалогенировании) – гены га-
лоалкандегалогеназы (dhaA), галоацетатдегалогеназы 
H-1 (dehH1), переносчика ионов фтора (CrcB) и алкан-
сульфонатмонооксигеназы (SsuE), не упоминаемые в 
таком составе у микроорганизмов ранее. Штамм Pseu-
domonas за 7 суток культивирования в жидкой среде 
с различными (C7–C10)-перфторкарбоновыми кисло-

тами в качестве единственного источника углерода 
и энергии полностью их утилизировали. Результаты 
анализа с помощью ЖХ-МС показали, что разложе-
ние проходит до перфторгексановой кислоты с выс-
вобождением, при разных стехиометрических со-
отношениях в зависимости от ПФКК, индикаторов 
минерализации ионов фтора, определенных ионной 
хроматографией. По полученным результатам можно 
утверждать, что механизм деградации ПФКК штам-
мами Pseudomonas состоит в образовании продуктов 
деградации с более короткими алифатическими це-
пями за счет удаления группы –CF2. Таким образом, 
штаммы бактерий рода Pseudomonas демонстриру-
ет генетически подтвержденный большой потенци-
ал разложения ПФКК, а полученные результаты по-
могут как в фундаментальном изучении процессов, 
происходящих в клетках штаммов, так и в разработ-
ке биотехнологий реабилитации окружающей среды 
при загрязнении фторорганическими соединениями.
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Рис. 5. Схема путей деградации ПФКК бактериями рода Pseudomonas, основанная на данных масс-спектрометрии, ионной 
хроматографии и результатов полногеномного секвенирования
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