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Аннотация. В последние годы особое внимание уделяется разработке технологий биоразрушения органополлютантов и поиску новых 
биодеструкторов. Накопление лигниноподобных соединений и синтетических красителей в окружающей среде представляет огром-
ную опасность не только для эко  систем и биоразнообразия, но и угрожает здоровью человека. Фенолоксидазы – это группа фермен-
тов, обладающих широкой субстратной специфичностью, способных к окислению многих полифенолов и ароматических аминов, их 
каталитические свойства обеспечивают возможность применения в качестве агентов биоремедиации. В данной работе представлены 
результаты исследования влияния ионов металлов на активность ферментов фенолоксидазного комплекса азоспирилл и способность 
к биоредукции органополлютантов. На примере двух штаммов Azospirillum baldaniorum Sp245 и Azospirillum brasilense SR80 показано, 
что внеклеточные лакказы, лигнин- и Mn-пероксидазы данных бактерий достаточно стабильны в присутствии исследуемых солей 
металлов. Отмечено снижение энзиматической активности исследуемых штаммов и угнетение эффективности биодеградации ор-
ганополлютантов ионами Zn2+. Установлена инду кция лакказной и лигнин-пероксидазной активности ионами меди, положительно 
коррелирующая со способностью азоспирилл к деградации лигнина. Анализ полученных данных показал, что для ферментов азо-
спирилл характерны ингибиторы и индукторы, аутентичные внеклеточным фенолоксидазам как грибного, так и бактериального 
происхождения.
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Abstract. Recently, much attention has been paid to the development of technologies for biodegradation of organopollutants and the search 
for promising biodestructors. The environmental accumulation of lignin-like compounds and synthetic dyes poses a huge threat not only to 
ecosystems and biodiversity, but also to human health. Phenol oxidases are enzymes with broad substrate specifi city, with oxidizing ability 
towards various polyphenols and aromatic amines. Therefore the use of phenol oxydases as bioremediation agents is promising due to their 
unique catalytic properties. In this work we present the results of a study of the eff ect of metal ions on the activity of the azospirilla phenol oxidase 
complex. It was demonstrated that extracellular laccases of lignin- and Mn-peroxidases of strains Azospirillum baldaniorum Sp245 and Azospirillum 
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brasilense SR80 are quite stable in the presence of the studied metal salts. The enzymatic activity decreased and the eff ectiveness of the organo-
pollutants’ biodegradation effi  cacy was inhibited in the presence of Zn2+ ions. The laccase and lignin-peroxidase activity induced by copper ions 
positively correlated with the ability of lignin degradation by azospirillum. Analysis of the obtained data showed that inhibitors and inducers of 
authentic extracellular phenol oxidases of both fungi and bacteria are typical for azospirillum enzymes.
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Введение
В последние годы не ослабевает интерес к 

исследованию ферментов, входящих в фенолок-
сидазные и лигнинолитические комплексы гри-
бов и бактерий, в связи с их каталитическими 
особенн остями и возможностью широкого при-
кладного использования [1]. Лакказы, лигнин- и 
Mn-пероксидазы обладают большим потенциа-
лом для применения в сельском хозяйстве при 
деградации целлюлозы, гемицеллюлозы, лиг-
нина, а также в биоремедиации, в частности в 
деструкции органических загрязнителей, таких 
как полициклические ароматические углеводо-
роды, хлорфенолы, промышленные красители 
и нитроароматические соединения [2, 3]. Акту-
альным остается не только поиск продуцентов 
данных ферментов, но и изучение физиологии 
их синтеза [4]. Исследования, проведенные на 
сегодняшний день, демонстрируют как сход-
ства, так и различия каталитических свойств 
данной группы ферментов, продуцируемых 
различными организмами [5]. В наших преды-
дущих работах была обнаружена способность 
диазотрофов рода Azospirillum к продукции ряда 
внеклеточных фенолокисляющих ферментов. 
Ранее нами была установлена способность ряда 
штаммов бактерий родов Azospirillum к продук-
ции оксидаз и пероксидаз фенолоксидазного 
комплекса, показано участие данных бактерий 
в деструкции модельных препаратов лигнина и 
азокрасителей [6–9].

Ионы металлов могут играть роль как 
катализаторов, так и ингибиторов фенол окис-
ляющих ферментов [10, 11]. Актуальным явля-
ется исследование влияния ионов металлов на 
ферментативную биодеградации органопол-
лютантов, поскольку в промышленных стоках 
зачастую присутствуют ионы различных ме-
таллов [12]. 

Цель работы – изучение влияния солей 
металлов на продукцию внеклеточных лакказ, 
Mn- и лигнин-пероксидаз азоспириллами и 
эффективность бактериальной биодеструкции 
лигнина Классона и малахитового зеленого.

Материалы и методы
В настоящей работе были использованы два 

штамма азотфиксирующих ассоциативных бак-
терий рода Azospirillum: A. baldaniorum Sp245 и 
A. brasilense SR80, предоставленные коллекцией 
ризосферных микроорганизмов ИБФРМ РАН. 
Культивирование бактерий проводили при 37°C в 
колбах Эрленмейера (100 мл) на жидкой малатно-
солевой среде. При пассаже бактериальной куль-
туры в опытные колбы вносили CaCl2, CuSO4, 
MnSO4, MgSO4, NaCl, ZnSO4, в концентрации 1, 
5 и 10 мМ. В качестве модельного красителя, был 
выбран трифенилметановый краситель – малахи-
товый зеленый, рабочая концентрация 0,01 мМ. 
Пробы для определения лакказной, лигнин- и 
Mn-пероксидазной активности отбирали через 
7 дней. Удельную активность ферментов опреде-
ляли спектрофотометрически с использованием 
специфических субстратов согласно методике, 
описанной ранее, и выражали в единицах на 
1 мг белка [9]. 

Степень обесцвечивания красителя оцени-
вали через 7 суток культивирования по измене-
нию оптической плотности раствора при длине 
волны 600 нм, эффективность деколоризации 
рассчитывали по формуле [13, 14]:

%деградации  = 100 × 
Анач – Акон

Анач

и выражали в процентах от контроля. 
Лигниндеградирующую способность бак-

терий оценивали с использованием нитриро-
ванного лигнина. В работе использован мо-
дельный препарата лигнина (лигнин Классона), 
полученный из метанолизных опилок. Опре-
деление способности ферментов к деструк-
ции лигнина проводили в полистироловых 
96-луночных планшетах, на иммунофермент-
ном анализаторе Multiskan Ascent («Thermo 
Electron», China) в Центре коллективного 
пользования в области физико-химической био-
логии и нанобиотехнологии при длине волны 
414 нм («Симбиоз», ИБФРМ РАН), согласно 
методике [9]. 
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Эксперименты выполняли минимум в трёх 
повторностях в трёх независимых эксперимен-
тах, полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистического пакета анализа 
данных программы Excel Microsoft Offi ce XP. 

Результаты и их обсуждение
Было исследовано влияние ионов металлов 

на активность основных ферментов фенолок-
сидазного комплекса азоспирилл, а именно 
лакказ, лигнин- и Mn-пероксидаз, а также на 
способность данных бактерий к деградации 
лигнина Классона и малахитового зеленого. В 
предыдущих работах нами было показано, что 
штаммы A. baldaniorum Sp245 и A. brasilense SR80 
имеют высокую ферментативную активность и 
выраженную способность к деструкции модель-
ных соединений лигнина и биодеколоризации 
синтетических красителей [8, 9]. 

Воздействие ионов металлов на каталити-
ческие свойства ферментов многообразно и не 
всегда поддается четкой интерпретации. Ионы 
металлов участвуют в ферментативном катализе, 
играя важную роль во взаимодействии белка с 
лигандом, в результате чего могут изменяться 
как свойства центра связывания лиганда, так и 
самого каталитического центра [15]. В зависимо-
сти от типов взаимодействия ионов металлов с 
ферментом меняется его каталитическая актив-
ность, наибольшее значение при этом имеют 
ионы, участвующие в этапах биосинтеза фер-
мента, в том числе уже на уровне трансляции. 
В связи с этим исследования влияния ионов 
металлов на ферментативную активность имеют 
существенное прикладное значение. 

Для типичных фенолоксидаз как грибов, 
так и бактерий характерна стабилизация 
белковой глобулы в нативном состоянии за 
счет ионов кальция [16, 17]. Однако в нашем 
исследовании наблюдалось снижение актив-
ности лигнин-пероксидазы и лакказы для 
обоих взятых в эксперимент штаммов в при-
сутствии CaCl2 в среде (рис. 1). Активность 
Mn-пероксидазы A. baldaniorum Sp245 несу-
щественно повышалась при внесении в среду 
культивирования 1 мМ CaCl2, однако сни-
жалась прямо пропорционально увеличению 
концентрации соли (см. рис. 1). Присутствие 
NaCl в среде (даже в низких концентрациях) 
оказывало ингибирующий эффект на фермен-
тативный статус азоспирилл, активность всех 
исследуемых ферментов снижалась на 50%. 
Согласно данным литературы, продукция лак-
каз различными биообъектами ингибируется 
хлорид-ионами [18]. 

Мощными ингибиторами многих энзи-
матических реакций являются ионы тяжелых 
металлов [19, 20]. Культивирование азоспи-
рилл в среде с ZnSO4 в большей степени вли-
яло на продукцию Mn-пероксидаз и лакказ, 
чем лигнин-пероксидаз. Mn-пероксидазная и 
лакказная активность A. baldaniorum Sp245 и 
A. brasilense SR80 снижались на 50–90% по 
сравнению с контролем (см. рис. 1). Аналогич-
ное воздействие ионов цинка на продукцию 
оксидаз и пероксидаз фенолоксидазного ком-
плекса отмечалось для псевдомонад [12].

Медь, путем индукции окислительного 
стресса, вызывающего повреждение белков, 
также является ингибитором мн огих ферментов. 
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Рис. 1. Активность внеклеточной лигнин-пероксидазы (а), лакказы (б), Mn-пероксидазы (в) 
A. baldaniorum Sp245 ( ) и  A. brasilense SR80 ( ): 1 – контроль, 2 – 1 мМ MnSO4, 3 – 5 мМ MnSO4, 
4 –10 мМ MnSO4, 5 – 1 мМ CaCl2, 6 – 5 мМ CaCl2, 7 – 10 мМ CaCl2, 8 – 1 мМ ZnSO4, 9 – 5 мМ ZnSO4, 
10 – 10 мМ ZnSO4, 11 – 1 мМ MgSO4, 12 – 5 мМ MgSO4, 13 – 10 мМ MgSO4, 14 – 1 мМ CuSO4, 

15 – 5 мМ CuSO4, 16 – 10 мМ CuSO4, 17 – 1 мМ NaCl, 18 – 5 мМ NaCl, 19 – 10 мМ NaCl
Fig. 1. Activity of extracellular lignin peroxidase (a), laccase (b), Mn-peroxidase (c) A. baldanio-
rum Sp245 ( ) и A. brasilense SR80 ( ): 1 – control, 2 – 1 мМ MnSO4, 3 – 5 мМ MnSO4, 4 –10 мМ 
MnSO4, 5 – 1 мМ CaCl2, 6 – 5 мМ CaCl2, 7 – 10 мМ CaCl2, 8 – 1 мМ ZnSO4, 9 – 5 мМ ZnSO4, 
10 – 10 мМ ZnSO4, 11 – 1 мМ MgSO4, 12 – 5 мМ MgSO4, 13 – 10 мМ MgSO4, 14 – 1 мМ CuSO4, 

15 – 5 мМ CuSO4, 16 –  10 мМ CuSO4, 17 – 1 мМ NaCl, 18 – 5 мМ NaCl, 19 – 10 мМ NaCl

б/b

в/c

В то же время ионы Cu2+ являются кофакторами 
некоторых фенолоксидаз, например, в катали-
тическом центре голубых лакказ присутствуют 
четыре атома меди [21–23]. В ряде работ по-
казано, что внесение сульфатов меди в среду 

культивирования увеличивает лакказную актив-
ность как бактерий, так и грибов [4, 20, 24–26]. 
Медь регулирует продукцию лакказы уже на 
уровне транскрипции [27]. В ходе исследова-
ния мы также отмечали увеличение лакказной 
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активности азоспирилл в присутствии ионов 
меди (см. рис. 1). В большей степени присутствие 
меди в среде стимулировало активность внекле-
точной лакказы штамма A. brasilense SR80, по 
сравнению с A. baldaniorum Sp245. Относитель-
но мало данных о влиянии меди на продукцию 
пероксидаз фенолоксидазного комплекса. Так, в 
некоторых работах показано, что внесение суль-
фатов меди в среду культивирования базидиоми-
цетов не влияет на продукцию Mn-пероксидазы 
и снижает активность лигнин-пероксидазы, в 
других, наоборот, увеличивает продукцию фер-
ментов [20, 24, 28, 29]. Данные о воздействии ио-
нов меди на активность пероксидаз бактериаль-
ного происхождения отсутствуют. При внесении 
сульфата меди в среду выращивания мы отме-
чали увеличение лигнин-пероксидазной актив-
ности более, чем на 50% для штамма A. baldanio- 

rum Sp245, и на 80% для A. brasilense SR80. В то 
же время ионы меди снижали Mn-пероксидазную 
активность, при этом отмечалась концентраци-
онная зависимость. 

Показано, что культивирование базидиоми-
цета Phanerochaete chrysosporium в присутствии 
солей марганца стимулирует продукцию перок-
сидаз лигнинолитического комплекса [30]. Вли-
яние ионов Мn2+ на продукцию Mn-пероксидаз 
идет на уровне транскрипции [31]. При анализе 
полученных нами данных установлена общая 
тенденция индукции ферментативной активности 
в присутствии низких концентраций марганца в 
среде (см. рис. 1). Высокие концентрации марганца 
снижали удельную активность Mn-пероксидазы 
A. brasilense SR80 на 20%, A. baldaniorum Sp245 
– на 50% и полностью ингибировали лакказную 
активность азоспирилл (рис. 2, 3). 

Рис. 2. Эффективность биодеградации малахитового зеленого A. baldaniorum Sp245 (а) 
и A. brasilense SR80 (б) в присутствии солей металлов: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 
4 – MgSO4, 5 – CuSO4, 6 – NaCl в концентрации 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ) 
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Внесение ионов магния в культуральную 
среду снижало фенолоксидазную активность 
взятых в эксперимент штаммов, исключением 
является стимуляция продукции лакказы и Mn-
пероксидазы штаммом A. baldaniorum Sp245 при 
выращивании бактерий в присутствии 1 мМ 
MgSO4. Стоит отметить, что для Pseudomonas 
aeruginosa также показано снижение активности 
лакказ, лигнин- и Mn-пероксидаз при внесении 
сульфата магния в среду культивирования [12].

Далее мы проанализировали влияние ионов 
 металлов на способность азоспирилл к деколо-
ризации малахитового зеленого и разложению 
лигнина Классона. Оценку влияния ионов 
металлов на лигнинолитическую активность 

азоспирилл проводили с помощью детекции из-
менения оптической плотности раствора, проис-
ходящего вследствие образования окрашенных 
продуктов при деструкции молекулы лигнина. 
В работе использован лигнин Классона, ха-
рактеризующийся повышенным содержанием 
метоксильных групп и мономерных, димерных 
и олигомерных производных фенолов. 

Выращивание бактерий в присутствии NaCl 
во всем диапазоне исследуемых концентраций 
не оказывало существенного влияния на про-
цесс обесцвечивания красителя как штаммом 
A. baldaniorum Sp245, так и A. brasilense SR80 
(см. рис. 3), однако ингибировало лигнинде-
градацию. Ионы Mn2+ снижали эффективность 

Рис. 3. Деградация модельного препарата лигнина A. baldaniorum (а) и A. brasilense SR80 
(б)  в присутствии солей металлов: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 4 – MgSO4, 5 – CuSO4, 

6 – NaCl в концентрации 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ), контроль 
Fig. 3. Degradation of the model preparation of lignin by A. baldaniorum Sp245 (а) и A. brasi-
lense SR80 (b) in the presence of metal salts: 1 – MnSO4, 2 – CaCl2, 3 – ZnSO4, 4 – MgSO4, 

5 – CuSO4, 6 – NaCl, 1 мМ ( ), 5 мМ ( ) и 10 мМ ( ), control 
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биодеградации малахитового зеленого бакте-
риями на 50% только при высоких концентра-
циях. По-разному влияло присутствие ионов 
Mg2+ на способность исследуемых штаммов к 
обесцвечиванию малахитового зеленого, для 
A. baldaniorum Sp245 отмечалась стимуля-
ция биодеколоризации на 10%, а для штамма 
A. brasilense SR80 – снижение эффективности 
обесцвечивания красителя на 18–36%. При этом 
высокие концентрации магния снижали также 
и лигнинолитическую активность взятых в экс-
перимент штаммов. 

Присутствие ионов Cu2+
 в среде культиви-

рование резко снижало обесцвечивание среды 
штаммом A. brasilense SR80. В то время как 
для A. baldaniorum Sp245 деколоризация инги-
бировалась только высокими концентрациями 
сульфата меди. Полученные нами данные со-
гласуются с рядом работ, в которых показано, 
что внесение CuSO4 в среду культивирования 
бактерий снижает процесс биоредукции син-
тетических красителей [32–34]. Известно, что 
при внесении 0,1 мМ CuSO4 степень деграда-
ции синтетических красителей представите-
лями Halomonas sp. снижается до 17,5%, а при 
0,5 мМ – ингибируется полностью [12], в то 
время как в нашей работе эффективность био-
деградации красителя штаммом A. baldaniorum 
Sp245 снижалась при внесении 10 мМ CuSO4, 
а при использовании более низких концентра-
ций наблюдалась стимуляция эффективности 
обесцвечивания. Отмечено, что присутствие в 
среде культивирования CuSO4 повышало эффек-
тивность окисления нитрированного лигнина 
(см. рис. 3), что коррелирует с увеличением 
уровня лакказной и лигнин-пероксидазной ак-
тивности (см. рис. 1). 

Присутствие солей цинка в среде выращива-
ния даже в концентрации 1мМ оказывало резкий 
ингибирующий эффект на способность азоспи-
рилл к обесцвечиванию малахитового зеленого, 
эффективность биодеградации снижалась более 
чем в 8 раз (см. рис. 2 ). Лигнинолитическая ак-
тивность взятых в эксперимент штаммов снижа-
лась под действием ионов цинка в 2  раза.

Заключение
Таким образом, в ходе проведенной экспе-

риментальной работы выявлено влияние ионов 
металлов на активность фе рментов фенолокси-
дазного комплекса азоспирилл. При сравнении 
полученных сведений с данными литературы 
выявлено, что для фенолоксидаз азоспирилл 
характерны ингибиторы и индукторы, аутен-
тичные внеклеточным ферментам фенолокси-

дазных комплексов как бактерий, так и грибов. 
Установлены общие закономерности индукции 
фенолоксидазной системы азоспирилл ионами 
меди и ингибирования энзиматического статуса 
бактерий при внесении хлорид-ионов. Показано, 
что ионы Zn2+ снижают активность лакказ и Mn-
пероксидаз азоспирилл, но не влияют на лигнин-
пероксидазную активность, при этом отмечается 
угнетение эффективности биодеградации синте-
тических красителей и модельных препаратов 
лигнина. Культивирование бактерий в среде с 
высоким содержанием марганца приводило к 
ингибированию активности всех исследуемых 
ферментов, однако в низких концентрациях 
Mn2+ стимулировал ферментативную активность 
азоспирилл. Установлена индукция лакказной и 
лигнин-пероксидазной активности ионами меди, 
положительно коррелирующая со способностью 
азоспирилл к деградации лигнина Классона. 
Полученные данные косвенно свидетельст ву-
ют о разнонаправленном действии ферментов 
фенолоксидазного комплекса в энзимологии раз-
ложения лигнина и деградации синтетических 
красителей.

На сегодняшний день в различные отрасли 
промышленности активно внедряются биоката-
литические методы и подходы, основанные на 
применении бактериальных ферментативных 
систем. В связи с этим главными тенденциями 
биотехнологии являются поиск новых биоката-
лизаторов, дизайн и исследование их свойств. 
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