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Аннотация

Штаммы Micrococcus sp. PNS1, Ochrobactrum sp. PNS5, Stenotrophomonas  
sp. PNS6, Pseudomonas sp. PNB3, Brevibacterium sp. PNB5, Achromobacter sp. PNB6 и Bosea  
sp. PNB7, выделенные из ассоциаций PN2 и PN2-B, осуществляют разложение моно-ги-
дроксилированных бифенилов, содержащих в качестве заместителя гидрокси-группу у 3 
или 4 атома в молекуле бифенила. Максимальная эффективность деструкции 3‑гидрокси-
бифенила составляла 98 %, а 4-гидроксибифенила – 100 % у разных штаммов. У всех ис-
следуемых штаммов был амплифицирован фрагмент гена bphA, кодирующего биосинтез 
бифенил-2,3-диоксигеназы. Показано, что последовательности гена bphA, полученные в 
настоящем исследовании, формируют самостоятельную ветвь на графической модели, 
отображающей их уровень сходства с известными последовательностями данного гена. 
У штамма Pseudomonas sp. PNB3 выявлено наличие гена benA, кодирующего биосинтез 
бензоат-1,2-диоксигеназы, и располагающегося в одной ветви эволюционного дерева с 
геном benA известного штамма-деструктора Pseudomonas putida KT2440. Анализ полу-
ченных результатов показал, что трансформация 3‑гидрокси- и 4-гидроксибифенилов 
исследуемыми штаммами происходит в результате диоксигенирования незамещенного 
кольца молекулы бифенила с последующим расщеплением на 3- и 4-гидроксибензойные 
кислоты соответственно. Таким образом, исследованные штаммы являются перспектив-
ными для применения в технологиях разложения не только хлорбифенилов, но и гидрок-
силированных бифенилов.

Ключевые слова: гидроксибифенил, полихлорбифенилы, аэробные бактерии, 
штаммы.

Введение

Полихлорированные бифенилы (ПХБ) широко использовались в промыш-
ленности как самостоятельная группа веществ для заполнения конденсаторов 
и трансформаторов, а также в качестве сырья для производства лаков, красок, 
пластиков [1–5]. Исследования, проведенные в рамках международного сотруд-
ничества, показали, что полихлорированные бифенилы являются особо опас-
ными поллютантами для окружающей среды и человека [6–11]. В связи с этим  
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в 2001 г. принята Стокгольмская конвенция о запрете производства и примене-
ния данных соединений [12]. Несмотря на реализацию международной програм-
мы странами, ратифицировавшими Стокгольмскую конвенцию, ПХБ остаются в 
значительном количестве в объектах окружающей среды (почвы, донные отло-
жения) [1, 3, 13, 14]. 

Установлено, что ПХБ могут подвергаться трансформации под действием 
абиотических и биотических факторов. В результате такого воздействия фор-
мируются гидроксилированные и/или метоксилированные производные хлор-
бифенилов [15–19]. Гидроксипроизводные ПХБ образуются в незначительных 
количествах в результате фотохимических реакций, протекающих в объектах 
окружающей среды, в результате окисления в донных отложениях и воде, а также 
в результате ферментативного окисления в живых организмах [16–22]. В резуль-
тате воздействия ферментов подклассов моно- и диоксигеназ образуются моно- 
и дигидроксипроизводные бифенила/полихлорированных бифенилов. Фермен-
ты данных подклассов выявлены в организмах животных, растений, грибов и 
бактерий [16, 18, 20, 22–24]. При этом часть образовавшихся гидроксибифени-
лов попадает в окружающую среду, так как не подвергается дальнейшей транс-
формации имеющимися ферментативными системами. Кроме того, гидроксиби-
фенилы оказываются в объектах окружающей среды как конечные метаболиты 
ряда сложных органических соединений [22, 25]. В литературе встречаются 
немногочисленные сведения о том, что гидроксилированные бифенил/ПХБ под 
действием ферментативных комплексов ряда бактерий, таких как Achromobacter  
sp. NBTU2 и Bacillus subtilis VCIB 3610, трансформируются в метоксипроизводные, 
при этом находясь в природных резервуарах гидрокси- и метоксибифенил/ПХБ  
могут превращаться друг в друга [18, 26].

В ряде работ показано, что гидроксилированные бифенилы/ПХБ оказыва-
ют негативное воздействие на метаболические процессы как в прокариотиче-
ских, так и в эукариотических клетках [15–17, 27–29]. В эукариотических клет-
ках гидрокси-ПХБ ингибируют митохондриальную и АТФ-азную активность, 
в прокариотических клетках вызывают токсические процессы. Таким образом, 
гидроксилированные бифенилы являются в настоящий момент вторичными пол-
лютантами, а вопросы, связанные с их уничтожением в объектах окружающей 
среды, приобретают актуальность. 

Цель настоящего исследования – установить возможность разложения  
3‑гидроксибифенила и 4-гидроксибифенила аэробными штаммами бактерий, 
проявляющих деградативную активность к хлорированным бифенилам. 

1. Материалы и методы 
1.1. Бактериальные штаммы. Штаммы Micrococcus sp. PNS1, Ochrobactrum 

sp. PNS5, Stenotrophimonas sp. PNS6, Pseudomonas sp. PNB3, Brevibacterium  
sp. PNB5, Achromobacter sp. PNB6 и Bosea sp. PNB7 выделены из бактериальных 
ассоциаций, полученных на основе образцов почв, загрязненных алифатически-
ми и ароматическими поллютантами [30].

1.2. Среда культивирования, реактивы. Минеральная среда К1, состава (г/л):  
K2HPO4×3H2O – 3.2, NaH2PO4×2H2O – 0.4, (NH4)2SO4 – 0.5, MgSO4×7H2O – 0.15, 
Ca(NO3)2 – 0.01. Для получения плотных питательных сред вносили агар‑агар 
до конечной концентрации 1.5 %. В работе использовали аналитически чистые  
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химические реактивы, бифенил (>98 %), 3-гидроксибифенил (>98 %), 4-гидрок-
сибифенил (>98  %), 3‑гидроксибензойную кислоту (>98  %), 4-гидроксибен-
зойную кислоту (>98  %), 3,4-дигидроксибензойную кислоту (>98  %), катехол 
(>98 %) фирмы Sigma-Aldrich (Германия).

1.3. Деструкция гидроксилированных бифенилов. Разложение моноги-
дроксилированных бифенилов осуществляли в экспериментах с отмытыми клет-
ками. Бактериальную культуру, предварительно выращенную в минеральной 
среде К1 с бифенилом в качестве источника углерода до оптической плотности  
1.0–1.05 о.е. (длина волны 600 нм, длина кюветы 10 мм), центрифугировали (9660 g,  
3 мин, центрифуга MiniSpin (Eppendorf, Германия)). Клетки бактериальной 
культуры, отмытые от бифенила в среде К1, концентрировали до А600 = 2.0 о.е.  
и помещали по 1 мл во флаконы с завинчивающимися крышками. Моногидрок-
сибифенилы вносили в виде ацетонового раствора до конечной концентрации 
0.5 г/л. Образцы для анализа отбирали на 3, 7, 10 и 14 сут, а также сразу после 
внесения субстрата.

1.4. Аналитические методы. Количественный анализ гидроксибифени-
лов проводили в условиях газовой хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием на газовом хроматографе Agilent 6890N с масс-селективным 
детектором и кварцевой капиллярной колонкой НР-5MS (длина 30 м, диаметр 
0.25 мм) (Agilent Technology, США) при программировании температуры соглас-
но [31]. Расчет содержания гидроксибифенила в каждом исследуемом образце 
проводили методом внутренней нормализации. На основании полученных рас-
четных площадей пиков оценивали содержание гидроксибифенила после про-
цесса биодеструкции. Наличие гидроксибензойных кислот, бензойной кислоты и 
катехола определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. 
Для анализа культуральную жидкость отделяли от бактериальных клеток цен-
трифугированием (9660 g в течение 3 мин на центрифуге miniSpin (Eppendorf, 
Германия)). Наличие в надосадочной жидкости бензойной и гидроксибензойных 
кислот, катехола определяли на хроматографе LC-20A (Shimadzu, Япония) с ко-
лонкой Discovery C18 (150 × 4.6 мм или 250 × 4.6 мм) (Supelco, Sigma-Aldrich, 
США) и УФ-детектором при 205 нм, а также на хроматографе LicArt («Лабкон-
цепт», Россия) с колонкой Inspire C18 (5 мкМ, 250 × 4.6 мм) (Dicma Technologies 
Inc., Китай) и детектором UV-62 при 205 нм. В качестве подвижной фазы исполь-
зовали смесь ацетонитрил–0.1%‑ная Н3РО4 (70:30). Идентификацию проводили 
путем сравнения времен удерживания на колонке исследуемых и стандартных 
соединений.

1.5. Удельная скорость деструкции гидроксибифенилов. Удельная ско-
рость деструкции субстрата рассчитывали по формуле

где с0 – концентрация гидроксибифенила в начальный момент времени, мг/л,  
сi – концентрация гидроксибифенила в конечный момент времени, мг/л, ti – ко-
нечный момент времени, сут, t0 – начальный момент времени, сут.

1.6. Статистический анализ. Все эксперименты проводили в трехкратной 
повторности. Полученные данные обрабатывали с использованием стандартных 
пакетов компьютерных программ Microsoft Excel и STATISTICA 6.0.
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1.7. Выделение ДНК. Тотальную ДНК из бактериальных культур выде-
ляли с использованием коммерческого набора реактивов FastDNA Spin Kit 
(MP Biomedicals, USA). Концентрацию ДНК определяли на приборе QubitTM 
Fluorometer (Invitrogen, США) с использованием реактивов производителя.

1.8. Амплификация функциональных генов. Амплификацию гена bphA, 
кодирующего биосинтез α-субъединицы бифенил диоксигеназы (праймеры:  
F: 5 -AAGGCCGGCGACTTCATGAC-3 ; R: 5 -TGCTCCGCTGCGAACTTCC-3),  
и гена benA, кодирующего биосинтез α-субъединицы бензоат ди-
оксигеназы (праймеры: F: 5 -GCCCACGAGAGCCAGATTCCC-3  и  
R: 5 ‑GGTGGCGGCGTAGTTCCAGTG-3), проводили на матрице ДНК, выде-
ленной из бактериальных штаммов [32, 33]. Протокол исследования подробно 
описан в [34].

1.9. Визуализация амплифицированных фрагментов ДНК. Продукты 
ПЦР разделяли электрофоретически в 0.8%-ном агарозном геле в 1× Трис-бо-
ратном буферном растворе (Thermo scientific, Литва) при напряжении 10 В/см  
и визуализировали в проходящем УФ-свете с использованием системы  
Gel Doc XRtm («Bio-Rad Laboratories», США) после окрашивания в растворе бро-
мистого этидия.

1.10. Определение нуклеотидных последовательностей амплифици-
рованных фрагментов ДНК. Определение нуклеотидных последовательно-
стей генов bphA и benA осуществляли на автоматическом секвенаторе Genetic 
Analyzer 3500xl (Applied Biosystems, США), с применением реактивов Big Dye 
Terminator Ready Reaction Kit v 3.1 (Applied Biosystems, США) согласно реко-
мендациям производителя в молекулярно-генетической лаборатории кафедры 
ботаники и генетики растений Пермского государственного национального ис-
следовательского университета.

1.11. Анализ нуклеотидных последовательностей амплифицированных 
фрагментов функциональных генов. Поиск гомологичных последовательно-
стей был производен по базе данных GenBank. С применением пакета программ 
Mega 7.0 выявленные по базе данных и секвенированные в настоящем иссле-
довании нуклеотидные последовательности были выровнены с последующим 
расчетом их сходства, которое было отображено в виде графической модели эво-
люционного дерева.

1.12. Размещение нуклеотидных последовательностей в международ-
ных базах данных. Нуклеотидные последовательности фрагментов генов bphA 
и benA, полученные в настоящем исследовании, депонированы в международ-
ной базе данных GenBank. Номера, присвоенные данным последовательностям, 
представлены в разделе «Результаты и обсуждение».

1.13. Моделирование пути деструкции гидроксибифенилов. По-
строение схемы пути деструкции гидроксибифенилов выполнено с при-
менением программы ChemSketch на основании анализа полученных 
данных, а также баз данных Brenda (http://www.brenda-enzymes.info),  
KEGG (http://www.genome.jp), ExplorEnz (http://www.enzyme-database.org),  
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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2. Результаты и обсуждение
2.1.  Бактериальная деструкция моногидроксилированных бифени-

лов. Бактериальные штаммы Micrococcus sp. PNS1, Ochrobactrum sp. PNS5, 
Stenotrophomonas sp. PNS6, Pseudomonas sp. PNB3, Brevibacterium sp. PNB5, 
Achromobacter sp. PNB6 и Bosea sp. PNB7, выделенные в результате селекции из 
почв, загрязненных углеводородами различных химических групп, осуществля-
ют разложение моно- и дихлорированных бифенилов [30]. В настоящем исследо-
вании установлено, что данные штаммы также способны осуществлять деструк-
цию моногидроксилированных бифенилов (рис. 1).

Рис. 1. Динамика деструкции 3-гидрокси- (а) и 4-гидрокси- (б) бифенилов исследуемы-
ми штаммами: 1 – Brevibacterium sp. PNB5, 2 – Micrococcus sp. PNS1, 3 – Pseudomonas  
sp. PNB3, 4 – Stenotrophomonas sp. PNS6, 5 – Achromobacter sp. PNB6, 6 – Bosea sp. PNB7, 
7 – Ochrobactrum sp. PNS5

Как видно из рис. 1, штаммы проявляли разную активность к субстрату, 
в зависимости от расположения гидроксильного заместителя в молекуле би-
фенила. В случае, когда гидроксильная группа находилась у С3 атома молеку-
лы бифенила, наибольшую активность с достижением 96–98 % деструкции 
проявляли штаммы Brevibacterium sp. PNB5 и Micrococcus sp. PNS1, в то вре-
мя как уровень деструкции 4-гидроксибифенила у данных штаммов составлял  
48–58 %. Обратный результат показывает штамм Bosea sp. PNB7 (рис. 1). Эффек-
тивность деструкции 3-гидроксибифенила у данного штамма составляла 7 % за  
14 сут, тогда как аналогичный показатель в случае использования в качестве суб-
страта 4-гидроксибифенила достигал 99 % уже на 3 сутки культивирования. Штам-
мы Ochrobactrum sp. PNS5 и Achromobacter sp. PNB6 не проявили деградативную 
активность по отношению к 3-гидрокси- и 4-гидроксибифенилам соответственно.

На основании результатов настоящего исследования, а также представлен- 
ных в [30], рассчитана удельная скорость деструкции монозамещенных бифенилов  
(табл. 1). В результате анализа расчетных данных установлено, что удельная скорость 
деструкции гидроксибифенилов у штаммов Micrococcus sp. PNS1, Stenotrophomonas 
sp. PNS6, Pseudomonas sp. PNB3, Brevibacterium sp. PNB5 и Bosea sp. PNB7 выше 
аналогичного показателя при деструкции монохлорированных бифенилов данными 
штаммами в 1.8–65.9 раза. Можно предположить, что наличие гидроксильного ради-
кала делает молекулу замещенного бифенила более доступной для ферментативных 
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систем исследуемых штаммов. Исключение составляют штаммы Ochrobactrum sp. 
PNS5 и Achromobacter sp. PNB6. Для данных штаммов подобная закономерность не 
выявлена. Напротив, штамм PNS5 осуществлял разложение 3-хлорбифенила, но не 
3-гидроксибифенила, а штамм PNB6 не проявлял активности к 4‑гидроксибифени-
лу, но осуществлял деструкцию 4-хлорбифенила [30].

Табл. 1

Удельная скорость деструкции(сут–1) монозамещенных бифенилов

Субстрат PNS1 PNS5 PNS6 PNB3 PNB5 PNB6 PNB7
3-гидроксибифенил 6.88 0 2.05 2.32 7.01 1.52 0.51
4‑гидроксибифенил 3.42 2.21 6.59 4.28 4.17 0 7.13

3-хлорбифенил 0.36 0.16 0.69 0.57 2.27 2.03 0.26
4-хлорбифенил 0.47 0.08 0.10 1.05 2.27 0.82 0.44

2.2. Основные продукты метаболизма моногидроксилированных бифе-
нилов у исследуемых штаммов. Известно, что за деструктивную активность 
по отношению к ароматическим углеводородам у аэробных бактерий отвечают 
ферменты подклассов ди- и монооксигеназ [23, 24, 27, 35]. В зависимости от 
того, какое кольцо молекулы моногидроксибифенила (замещенное или не заме-
щенное) подвергается окислению под действием оксигеназ, в качестве метабо-
литов образуются бензойная или гидроксибензойные кислоты с последующей 
их трансформацией до соединений основного обмена клетки. В настоящем ис-
следовании проведен качественный анализ метаболитов, образующихся при де-
струкции 3-гидрокси и 4-гидроксибифенилов (табл. 2, 3).

Табл. 2

Основные метаболиты биодеструкции 3-гидроксибифенила

Штамм Бензойная
кислота

3-гидроксибензойная 
кислота катехол

PNS1 – + +
PNS5 – + –
PNS6 – + –
PNB3 – + +
PNB5 – + –
PNB6 – + –
PNB7 – + –

Табл. 3

Основные метаболиты биодеструкции 4-гидроксибифенила

Штамм Бензойная
кислота

4-гидроксибензойная 
кислота

3,4-дигидроксибензойная 
кислота катехол

PNS1 – + + –
PNS5 – + + –
PNS6 – + + –
PNB3 – + + –
PNB5 – + + –
PNB6 – – – –
PNB7 – + + –
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Как видно из полученных результатов, разложение моногидрокси-бифени-
лов идет с образованием моногидроксибензойных кислот и их последующим 
окислением. Бензойная кислота не зарегистрирована ни в одном из вариантов 
экспериментов. Полученные результаты позволяют предположить, что происхо-
дит окисление незамещенного кольца исследуемых гидрокси- бифенилов. Одна-
ко остается открытым вопрос о том, моно- или диоксигеназы участвуют в про-
цессе трансформации гидроксибифенилов у исследуемых штаммов.

2.3. Генетическая основа биодеградативной активности исследуемых 
штаммов к монозамещенным бифенилам. В результате проведенных генети-
ческих исследований установлено, что все штаммы несут ген bphA, кодирую-
щий биосинтез классической бифенил-2,3-диоксигеназы (рис. 2).

Рис. 2. Дерево сходства генов α-субъединицы бифенил-2,3-диоксигеназ, построенное с 
использованием метода Neighbor-Joining. Показано оптимальное дерево с суммой длин 
ветвей = 2.92. Дерево отображено в масштабе, длина ветвей выражена в тех же едини-
цах, что и эволюционные расстояния, используемые для построения филогенетического 
дерева. Эволюционные расстояния рассчитаны с использованием метода максимального 
полного правдоподобия и выражены в единицах количества замен оснований на сайт. 
Доля сайтов, где хотя бы одно однозначное основание присутствует хотя бы в одной 
последовательности для каждой потомковой клады, показана рядом с каждым внутрен-
ним узлом дерева. В анализе использовано 20 нуклеотидных последовательностей. 
1-й+2-й+3-й+Некодирующий – включенные позиции кодонов. Все позиции, содержащие 
пробелы и недостающие данные, исключены. Всего в окончательном наборе данных 
было 112 позиций.

Следует отметить, что гены bphA у исследуемых в настоящей работе штам-
мов формируют отдельную ветвь на филогенетическом дереве (рис. 2). Уро-
вень сходства нуклеотидных последовательностей выявленных генов с генами 



Т.Д. КИРЬЯНОВА, Д.О. ЕГОРОВА466

bphA штаммов Pseudomonas sp. VRP2-6, Pseudomonas sp. VRP2-2, Rhodococcus 
wratislaviensis P13 и Rhodococcus wratislaviensis Р12, изолированных ранее из 
территориально близких экотопов, составил 82.32–99.76 %.

Так как среди промежуточных соединений биодеградации моногидрок-
си-бифенилов выявлен катехол, который может образоваться из гидроксибензой-
ных кислот под действием фермента бензоат-1,2-диоксигеназы, нами проведен 
скрининг исследуемых штаммов на наличие гена benA, кодирующего биосинтез 
α-субъединицы бензоат-1,2-диоксигеназы (рис. 3).

Рис. 3. Дерево сходства генов α-субъединицы бензоат-1,2-диоксигеназ, построенное 
с использованием метода Neighbor-Joining. Показано оптимальное дерево с суммой длин 
ветвей = 2.92. Дерево отображено в масштабе, длина ветвей выражена в тех же едини-
цах, что и эволюционные расстояния, используемые для построения филогенетического 
дерева. Эволюционные расстояния рассчитаны с использованием метода максимального 
полного правдоподобия и выражены в единицах количества замен оснований на сайт. 
Доля сайтов, где хотя бы одно однозначное основание присутствует хотя бы в одной 
последовательности для каждой потомковой клады, показана рядом с каждым внутрен-
ним узлом дерева. В анализе использовано 19 нуклеотидных последовательностей. 
1-й+2-й+3-й+Некодирующий – включенные позиции кодонов. Все позиции, содержащие 
пробелы и недостающие данные, исключены. Всего в окончательном наборе данных 
было 485 позиций

Положительная амплификация с праймерами к гену benA была получена 
только с ДНК штамма Pseudomonas sp. PNB3 (на рис. 3 выделено жирным шриф-
том). Следует отметить, что нуклеотидная последовательность benAPNB3 при по-
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строении филогенетического дерева была расположена в одной ветви с геном 
benA известного штамма-деструктора ароматических соединений Pseudomonas 
putida KT2440 [36, 37]. Таким образом, можно предположить, что у штаммов 
Micrococcus sp. PNS1, Ochrobactrum sp. PNS5, Stenotrophomonas sp. PNS6, 
Brevibacterium sp. PNB5, Achromobacter sp. PNB6 и Bosea sp. PNB7 трансформа-
ция гидроксибензойных кислот до соединений основного обмена клетки проис-
ходит под действием иных ферментов.

2.4. Метаболический путь биодеструкции 3-гидрокси- и 4‑гидроксиби-
фенилов. На основании полученных результатов и известных путей бактери-
альной трансформации ароматических соединений составлена схема метабо-
лического пути 3-гидрокси- и 4-гидроксибифенилов у штаммов Micrococcus sp. 
PNS1, Ochrobactrum sp. PNS5, Stenotrophomonas sp. PNS6, Pseudomonas sp. PNB3, 
Brevibacterium sp. PNB5, Achromobacter sp. PNB6 и Bosea sp. PNB7 (рис. 4).

Рис. 4. Схема биодеструкции 3-гидрокси- (3НО-бифенил) и 4-гидроксибифенила 
(4ОН-бифенил). Жирным шрифтом обозначена бифенил-2,3-диоксигеназа (BphA), 
идентифицированная на генетическом уровне у исследуемых бактериальных штаммов;  
BphB, BphC, BphD – ферменты классического пути бактериальной деструкции бифе-
нила, 3НО-БК и 4НО-БК – 3-гидрокси- и 4-гидроксибензойная кислоты соответственно
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Бифенил-2,3-диоксигеназа исследуемых штаммов осуществляет окисление 
незамещенного кольца моногидроксилированных бифенилов, в результате чего 
образуется молекула, содержащая две гидроксильные группы в одном кольце и 
одну гидроксильную группу в другом кольце молекулы бифенила. Дальнейшая 
трансформация происходит по классическому пути бактериального разложения 
бифенила с образованием соответствующих моногидроксибензойных кислот. 
Полученные результаты позволяют предположить, что 3-гидрокси- и 4‑гидрок-
сибензойные кислоты не являются конечными метаболитами, а подвергаются 
дальнейшей трансформации до соединений основного обмена клетки.

Заключение

В результате проведенных исследований установлено, что штаммы 
Micrococcus sp. PNS1, Ochrobactrum sp. PNS5, Stenotrophomonas sp. PNS6, 
Pseudomonas sp. PNB3, Brevibacterium sp. PNB5, Achromobacter sp. PNB6 и Bosea 
sp. PNB7 эффективно разлагают моно-гидроксилированные бифенилы до соеди-
нений, безопасных для окружающей среды и человека.
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Abstract

Micrococcus sp. PNS1, Ochrobactrum sp. PNS5, Stenotrophomonas sp. PNS6, Pseudomonas  
sp. PNB3, Brevibacterium sp. PNB5, Achromobacter sp. PNB6, and Bosea sp. PNB7 were isolated from 
the PN2 and PN2-B associations and screened for their ability to degrade mono-hydroxylated biphenyls 
with hydroxyl groups at the C3 or C4 atoms in the biphenyl molecule. The maximum degradation effi-
ciency was 98 % for 3‑hydroxybiphenyl and up to 100 % for 4-hydroxybiphenyl with various strains. 
All strains showed amplification of a fragment of the bphA gene encoding biphenyl-2,3-dioxygenase 
biosynthesis. Sequence analysis of the bphA gene revealed a distinct branch on the tree topology, indicat-
ing its similarity level with known sequences of this gene. Pseudomonas sp. PNB3 was found to possess 
the benA gene encoding benzoate-1,2-dioxygenase biosynthesis and positioned on the same evolutionary 
branch as the benA gene from the well-known biphenyl degrader Pseudomonas putida KT2440. The re-
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sults obtained demonstrate that the transformation of 3-hydroxy- and 4-hydroxybiphenyls by the isolated 
strains occurs through dioxygenation of the unsubstituted ring of the biphenyl molecule, with subsequent 
cleavage into 3- and 4‑hydroxybenzoic acids, respectively. Therefore, the strains that were examined are 
promising for potential application in technologies aimed at degrading both chlorobiphenyls and hydrox-
ylated biphenyls.

Keywords: hydroxybiphenyl, polychlorinated biphenyls, aerobic bacteria, strains
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Figure Captions

Fig. 1. Dynamics of the degradation of 3-hydroxy- (a) and 4-hydroxybiphenyls (b) by the studied strains:  
1 – Brevibacterium sp. PNB5, 2 – Micrococcus sp. PNS1, 3 – Pseudomonas sp. PNB3,  
4 – Stenotrophomonas sp. PNS6, 5 – Achromobacter sp. PNB6, 6 – Bosea sp. PNB7, 7 – Ochrobactrum 
sp. PNS5.

Fig. 2. Genetic similarity tree for the α-subunit of biphenyl-2,3-dioxygenases, which was inferred using 
the neighbor-joining method. The optimal tree with sum of branch lengths = 2.92 is shown. The tree 
is drawn to scale, with the branch lengths expressed in the same units as those of the evolutionary  
distances used to infer the phylogenetic tree. Evolutionary distances were calculated using the maxi-
mum likelihood method and expressed as the number of base substitutions per site. The proportion of 
sites where at least one unambiguous base is present in at least one sequence for each descendant clade 
is shown next to each internal tree node. The analysis involved 20 nucleotide sequences. The codon 
positions included were 1st+2nd+3rd+noncoding. All positions containing gaps and missing data were 
eliminated. There was a total of 112 positions in the final data set.

Fig. 3. Genetic similarity tree for the α-subunit of benzoate-1,2-dioxygenases, which was inferred using 
the neighbor-joining method. The optimal tree with sum of branch lengths = 2.92 is shown. The tree 
is drawn to scale, with the branch lengths expressed in the same units as those of the evolutionary 
distances used to infer the phylogenetic tree. Evolutionary distances were calculated using the max-
imum likelihood method and expressed as the number of base substitutions per site. The proportion 
of sites where at least one unambiguous base is present in at least one sequence for each descendant 
clade is shown next to each internal tree node. The analysis involved 19 nucleotide sequences. The 
codon positions included were 1st+2nd+3rd+noncoding. All positions containing gaps and missing 
data were excluded. There was a total of 485 items in the final data set.

Fig. 4. Scheme of biodegradation of 3-hydroxy- (3НО-byphenyl) and 4-hydroxybiphenyls (4НО‑byphenyl). 
The enzyme biphenyl-2,3-dioxygenase (BphA), identified at the genetic level in the investigated bac-
terial strains, is indicated in bold. BphB, BphC, BphD are the enzymes of the classical pathway of 
bacterial biphenyl degradation. 3HO-BA and 4HO-BA are 3-hydroxybenzoic and 4-hydroxybenzoic 
acids, respectively.
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