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Аннотация. Активное использование синтетических красителей неотрывно связано с увеличивающимися темпами индустриализа-
ции. Однако из-за недостаточной результативности работы очистных сооружений до 40% красителей попадают в сточные воды в не-
измененном виде, загрязняя тем са  мым окружающую среду. Красители трифенилметанового ряда, в частности малахитовый зеленый, 
являются токсичными, аллергенными и канцерогенными. Способность к деколоризации и деградации синтетических красителей по-
казана для некоторых бактерий и грибов, являющихся продуцентами фенол окисляющих ферментов, в том числе и для бактерий рода 
Azospirillum. Многие факторы способны индуцировать и ингибировать эффективность биодеградации, в частности ферментативные 
системы, вовлеченные в процессы обесцвечивания. Представлены результаты исследования влияния типичных деактивирующих 
агентов фенолоксидаз, таких как H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин и азид натрия на активность фенолоксидаз 
азоспирилл и способность к деколоризации малахитового зеленого. Обнаружено, что твин и азид натрия не оказывают ингибирующего 
воздействия на ферменты азоспирилл и проявляют стабилизирующее действие на весь комплекс в целом. Ингибирующий эффект от 60 
до 100% отмечен для лакказной и Mn-пероксидазной активности под действием β-меркаптоэтанола, дитиотреитола и ЭДТА, что прямо 
пропорционально отражается на степени деколоризации малахитового зеленого. При сравнении полученных сведений с данными 
литературы для ферментов фенолоксидазного комплекса азоспирилл выявлены не характерные для классических фенолокисляющих 
ферментов свойства.
Ключевые слова: Azospirillum, фенолоксидазы, малахитовый зеленый, деколоризация
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Abstract. Synthetic dyes are widely used in various branches of light industry. Due to the insuffi  cient effi  ciency of industrial painting processes, 
a large percentage of dyes end up in the wastewater of enterprises in an unmodifi ed form, which creates a huge risk of environmental pollution 
with these compounds. Triphenylmethane dyes, in particular malachite green, are toxic, allergenic and carcinogenic compounds. To date, bio-
degradability of triphenylmethane dyes has been shown for some bacteria and fungi producing phenol oxidase complex enzymes, including soil 
associative bacteria of the genus Azospirillum. Many factors are capable of inducing and inhibiting the biodegradation effi  ciency, in particular the 
enzymatic systems that are involved in bleaching processes. In the present work we studied the eff ects of typical deactivating agents of phenol 
oxidases, such as H2O2, EDTA, SDS-Na, β-mercaptoethanol, dithiothreitol, Tween, and sodium azide, on the azospirilla’s phenol oxidases activity 
and the ability to decolorize malachite green. It was found that Tween and sodium azide do not have an inhibitory eff ect on azospirillum enzymes 
and exhibit a total stabilizing eff ect on the entire complex. An inhibitory eff ect from 60 to 100% was noted for laccase and Mn-peroxidase activ-
ity under the action of β-mercaptoethanol, dithiothreitol and EDTA, which is directly proportional to the decolorization rate of malachite green. 
Compared with the latest issues on classical phenol-oxidizing enzymes, our data revealed non-typical properties of the phenol oxidase complex 
enzymes of azospirillum.
Keywords: Azospirillum, phenol oxidases, malachite green, decolorization
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М. А. Купряшина и др. Влияние ингибиторов фенолоксидаз на эффективность деколоризации 

Введение

В последние годы особое внимание уде-
ляется токсикологии окружающей среды из-за 
злоупотребления в использова нии синтетиче-
ских красителей и серьезных последствий от 
их воздействия на водные и земельные ресурсы 
[1, 2]. К сожалению, обычные физико-химиче-
ские методы обработки промышленных стоков, 
включающие сорбцию, химическую флокуля-
цию, фильтрацию или коагуляцию, оказались 
малоэффективны [3, 4]. В качестве альтернати-
вы начались активные исследования редукции 
красителей различными биологическими объ-
ектами. Ранее мы показали, что непатогенные ас-
социативные микроорганизмы рода Azospirillum 
обладают фенолоксидазной активностью [5–8]. 
Окислительная способность бактериальных фе-
нолоксидаз несколько ниже грибных, при этом 
отмечаются различия не только в кинетических, 
но и в каталитических свойствах ферментов [9]. 
Учитывая опыт применения фенолоксидаз в 
различных отраслях промышленности, перво-
степенное значение имеет поиск ферментов с 
нетипичными свойствами [10, 11]. Знания об 
активаторах и ингибиторах фенолоксидаз акту-
альны в контексте промышленного применения, 
так как ряд органических и неорганических 
соединений, присутствующих в окружающей 
среде, способен оказывать воздействие на 
ферментативную активность [12]. Ранее нами 
обнаружена способность азоспирилл, благода-
ря наличию пула фенолокислящих ферментов, 
обесцвечивать малахитовый зеленый – синте-
тический краситель трифенилметанового ряда, 
обладающий мутагенными и канцерогенными 

свойствами [13]. Многие факторы способны 
индуцировать и ингибировать эффективность 
биодеградации, воздействуя на ферментативные 
системы бактерий, вовлеченные в процессы 
обесцвечивания. Выяснение влияния различных 
эффекторов на активность ферментов фенол-
оксидазного комплекса и процесс биодеколо-
ризации имеет важное значение для разработки 
прикладных технологий.

Цель работы – оценка влияния таких со-
единений, как H2O2, ЭДТА (этилендиаминте-
траацетат), ДДС-Na (додецилсульфат натрия), 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол на активность 
фенолоксидаз азоспирилл и эффективность де-
колоризации малахитового зеленого.

Материалы и методы

В настоящей работе в качестве биообъекта 
был взят штамм Azospirillum brasilense SR80 
из коллекции ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН. Культивирование бактерий про-
водили в жидкой малатно-солевой среде при 
37°C. Для оценки действия типичных деакти-
вирующих агентов фенолоксидаз на уровень 
ферментативной активности и эффективности 
обесцвечивания малахитового зеленого, бакте-
рии культивировали в стационарных условиях 
без постоянного перемешивания в течение 48 ч, 
далее осаждали центрифугированием  в течение 
15 мин при 7000 g, супернатант использова-
ли для дальнейших анализов. В эксперимент 
были взяты соединения: H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин 80 и азид 
натрия. Вещества вносили в инкубационную 
смесь в конечной концентрации 2 мМ (концен-
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трация была выбрана исходя из данных литера-
турных источников). Оценку влияния данных 
соединений на активность лакказ, лигнин- и 
Mn-пероксидаз проводили в соответствии со 
стандартной методикой [8]. Удельную актив-
ность выражали в единицах на 1 мг белка. О 
содержании белка судили по количественной 
реакции с реактивом Бредфорд [14]. Образец 
культуральной жидкости прединкубировали 
с исследуемым соединением в течение 10 мин 
при комнатной температуре с последующем 
измерением удельной активности ферментов. 
Кинетическое измерение начинали с добавле-
ния субстратов в соответствующем буферном 
растворе. В качестве контроля выступала удель-
ная активность фермента, детектируемая в об-
разцах без внесения исследуемых соединений. 
Параллельно, для того чтобы подтвердить, что 
исследуемые соединения не участвуют в нефер-
ментативных реакциях с вератриловым спиртом 
и 2,6-диметоксифенолом, проводили измерение 
оптической плотности в инкубационной смеси 
без добавления образца. 

Оценку эффективности обесцвечивания 
малахитового зеленого проводили в 96-луноч-
ных планшетах с плоским дном. Сначала в лун-
ки вносили образцы культуральной жидкости, 
инкубировали с исследуемым соединением в 
течение 10 мин при комнатной температуре, 
далее добавляли малахитовый зеленый в конеч-
ной концентрации 1мМ. Показания оптической 
плотности проводили на планшетном спектро-
фотометре Spark 10 M («Tecan», Швейцария), 
в режиме фотометрии при 620 нм в цикле 
3 измерений с интервалом 3 ч при термостатиро-
вании при 27°C. Эффективность деколоризации 
рассчитывали по формуле [15]:

%деградации = 100 ×
Анач − Акон

Анач
.

Эксперименты выполняли минимум в трех 
повторностях в трех независимых эксперимен-
тах, полученные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистического пакета анализа 
данных программы Excel Microsoft Offi ce XP. 

Результаты и их обсуждение

В ходе данной работы было исследовано вли-
яние H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, β-меркаптоэтанола, 
дитиотреитола, твина 80 и азида натрия на 
внеклеточную лакказную, лигнин- и Mn-
пероксидазную активность азоспирилл и эф-

фективность деколоризации синтетического 
красителя – малахитового зеленого. В экспе-
римен т был взят штамм Azospirillum brasilense 
SR80, для которого ранее показаны высокие 
уровни продукции фенолокисляющих фер-
ментов. В качестве модельного синтетическо-
го красителя был взят малахитовый зеленый 
(тетраметил-4,4-диаминотрифенилметан). Как 
видно из представленных графиков, типичные 
деактивирующие агенты фенолоксидаз оказы-
вали как стимулирующее, так и ингибирующее 
действие на активность ферментов в нашем 
эксперименте (рис. 1). На эффективность обес-
цвечивания малахитового зеленого выбранные 
деактивирующие агенты также оказывали раз-
личное влияние (рис. 2).

Наиболее сильным деактивирующим эф-
фектом в отношении всех исследуемых фермен-
тов фенолоксидазного комплекса азоспирилл 
обладал β-меркаптоэтанол. Широко известно, 
что многие белки денатурируют в присутствии 
β-меркаптоэтанола из-за восстановления дис-
ульфидных связей. Поэтому меркаптоэтанол 
часто используют при исследовании структуры 
белков, например, для перевода всех молекул 
белка из олигомерного в мономерное состояние 
[16]. Прединкубация образцов культуральной 
жидкости SR80 с меркаптоэтанолом снижала 
активность лигнин- и Mn-пероксидаз в 1.5 раза 
(см. рис. 1), в то время как для Aspergillus terreus, 
Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium 
была показана полная дезактивация лигнин- и 
Mn-пероксидаз под действием аналогичных 
концентраций β-меркаптоэтанола [17–19]. Вне-
клеточная активность лакказы азоспирилл под 
действием β-меркаптоэтанола инактивирова-
лась на 90% (см. рис. 1), аналогичная тенден-
ция отмечалась для термофильной бактерии 
Cohnella sp. Снижение активности фермента 
в присутствии β-меркаптоэтанола может быть 
связано с восстановлением окисленного суб-
страта сульфгидрильной группой [20]. В то же 
время присутствие β-меркаптоэтанола в среде 
культивирования лишь незначительно снижало 
эффективность деколоризации малахитового 
зеленого взятым в эксперимент штаммом.

Иная картина наблюдалась в отношении 
азида натрия. Для большинства лакказ и пе-
роксидаз лигнинолитических комплексов 
грибов было показано полное ингибирование 
ферментативной активности в присутствии 
азида натрия [11, 19, 21, 22]. Предполагается, 
что азид натрия блокирует перенос электронов, 
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Рис. 1. Удельная активность внеклеточной лигнин-пероксидазы (а), 
лакказы (б), Mn-пероксидазы (в) A. brasilense SR80: 1 – контроль, 2 – ЭДТА, 
3 – дитиотрейтол, 4 – азид натрия, 5 – Na-ДДС, 6 – Н2О2, 7 – твин 80, 

8 – β-меркаптоэтанол
Fig. 1. Activity of extracellular lignin peroxidase (a), laccase (b), Mn-peroxidase 
(c) A. brasilense SR80: 1 – control, 2 – EDTA, 3 – dithiothreitol, 4 – sodium 
azide, 5 – sodium dodecyl sulfate, 6 – Н2О2, 7 – twin 80, 8 – β-mercaptoethanol
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из-за чего фермент теряет свою окислительную 
способность [23]. NaN3 снижет активность 
бактериальных лакказ на 45–48% [20, 24]. Од-
нако для исследуемого штамма установлено 
лишь незначительное снижение лакказной и 

Mn-пероксидазной активности под действием 
азида натрия, при этом на активность лигнин-
пероксидазы данное соединение не оказывало 
влияния вовсе (см. рис. 1). Стоит отметить, что 
на лакказную активность Bacillus sp. NaN3 так-

М. А. Купряшина и др. Влияние ингибиторов фенолоксидаз на эффективность деколоризации 
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же не оказывал никакого эффекта [24]. Обесц-
вечивание синтетического красителя в среде 
снижалось на 30% (см. рис. 2).

Согласно данным литературы, также до-
статочно сильным ингибитором общей фено-
локсидазной активн ости является дитиотрей-
тол [11]. Однако в ряде работ показано, что по-
давление активности лакказы дитиотреитолом 
имеет обратимый характер, и с увеличением 
времени инкубации в реакционной смеси на-
блюдается образование окисленных катион-ра-
дикалов. Предполагается, что в данном случае 
дитиотрейтол выступает не в роли ингибитора 
ферментативной реакции, а является конкурен-
том по отношению к хромагенному субстрату 
[11]. Активность Mn-пероксидазы снижа-
лась в 4.3 раза в присутствии дитиотрейтола 
(см. рис. 1), аналогичное влияние отмечалось 
и для грибных Mn-пероксидаз [25, 26]. В то же 
время данное вещество проявляло стимулиру-
ющий эффект в отношении лигнин-перокси-
дазы, в ходе эксперимента мы детектировали 
увеличение ферментативной активности более, 
чем в 2.5 раза (см. рис. 1). Повышенная актив-
ность фермента в присутствии дитиотреитола 
может указывать на важную роль восстанов-
ленных SH-групп в осуществлении каталити-
ческого процесса. Также нами не отмечалось 
снижение способности бактерии к деколори-
зации красителя.

Этилендиаминтетраацетат является хела-
тором ионов двухвалентных металлов, в связи 

с чем выступает в роли ингибитора многих 
металлсодержащих ферментов, и, в свою оче-
редь, не обладает строгой специфичностью к 
блокированию активности фенолоксидаз. Как 
для грибных, так и для бактериальных лакказ 
ЭДТА является сильнейшим ингибитором, 
полностью подавляющим активность фермента 
даже при низких концентрациях (0.02–0.1 мМ) 
[11, 20]. Для внеклеточной лакказной актив-
ности азоспирилл также отмечалось полное 
ингибирование активности фермента под 
действием ЭДТА. В работе Vandana с соавто-
рами при исследовании стимулирующего/ин-
гибирующего действия данного соединения в 
отношении лигнин-пероксидазы Phanerochaete 
chrysosporium отмечалось нетипичное увели-
чение активности фермента [19], аналогичные 
данные были получены в нашей работе. Лиг-
нин-пероксидазная активность азоспирилл 
в условиях эксперимента увеличивалась в 
3 раза (см. рис. 1). Во многих работах сообща-
ется о частичном ингибировании активности 
Mn-пероксидазы ЭДТА за счет образования 
комплекса с железопротопорферином, являю-
щимся кофактором фермента [17, 18, 22]. Для 
Mn-пероксидазы азоспирилл было характерно 
снижение активности фермента до 70% от на-
чального уровня. Снижение эффективности 
обесцвечивания красителя отмечалось более 
чем на 50% от контроля (см. рис. 2).

Перекись водорода, несмотря на то что она 
является природным субстратом как лигнин-, 

Рис. 2. Эффективность деколоризации малахитового зеленого A. brasilense SR80: 1 – контроль, 2 – ЭДТА, 3 – ди-
тиотрейтол, 4 – азид натрия, 5 – Na-ДДС, 6 – Н2О2, 7 – твин 80, 8 – β-меркаптоэтанол

Fig. 2. Effi ciency of decolorization of malachite green A. brasilense SR80: 1 – control, 2 – EDTA, 3 – dithiothreitol, 4 – so-
dium azide, 5 – sodium dodecyl sulfate, 6 – Н2О2, 7 – twin 80, 8 – β-mercaptoethanol
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так и Mn-пероксидаз, способна ингибировать 
данные ферменты. Показано, что в случае вне-
сения большего количества перекиси водорода 
лигнинолитические пероксидазы инактивиру-
ются с разрушением гема. При этом грибные 
лигнин-пероксидазы более чувствительны к 
инактивации перекисью водорода, по сравне-
нию с Mn-пероксидазами [25]. В ходе нашего 
исследования при прединкубировании ис-
следуемых образцов культуральной жидкости 
азоспирилл с перекисью водорода отмечалось 
снижение лигнин-пероксидазной активности 
более, чем на 50% (см. рис. 1). При этом эф-
фективность обесцвечивания красителя резко 
снижалась (см. рис. 2). 

Лакказная активность исследуемого штам-
ма азоспирилл незначительно повышалась в 
присутствии перекиси водорода, в то время как 
для грибных лакказ Psilocybe castanella, Lentinus 
crinitus, Trametes villosa, Pleurotus ostreatus, As-
pergillus niger показана инактивация фермента-
тивной активности на 40–80% под воздействием 
H2O2 (см. рис. 1) [26].

При исследовании влияния поверхностно-
активных веществ на активность ферментов 
фенолоксидазного комплекса в качестве дезак-
тивирующего агента был выбран твин 80. Как 
оказалось, присутствие данного соединения в 
инкубационной среде незначительно влияло 
на обесцвечивание малахитового зеленого. 
Показано, что на фенолоксидазную активность 
актиномицета Nonomuraea gerenzanensis сильно 
влияло присутствие твина 80 в реакционной 
среде, инактивируя ферменты в 2 раза [27]. 
Также резкий ингибирующий эффект отмечался 
для лакказ и Mn-пероксидаз Trametes polyzona 
[22]. Полученные данные о влиянии твина на 
ферменты фенолоксидазного комплекса азо-
спирилл согласуются с работой Shafi eia с со-
авторами, в которой показано стимулирующие 
действие на активность бактериальных лакказ 
от внесения в инкубационную смесь данного 
поверхностного вещества в концентрации от 
0.1 до 5 мМ [20]. 

Неожиданные данные были получены при 
исследовании влияния другого поверхностно-
активного вещества, а именно ДДС-Na, на ак-
тивность фенолоксидаз азоспирилл (см. рис. 1). 
Согласно данным литературы, ДДС-Na в кон-
центрации от 0.5 до 25 мМ стимулирует уве-
личение активности лакказы термофильной 
бактерии Cohnella на 41%, а также вызывает 
индукцию активности A. lipoferum. [20, 28, 29]. 

Однако полученные нами данные свидетель-
ствуют о снижении ферментативной активности 
как оксидаз, так и пероксидаз фенолоксидазного 
комплекса азоспирилл при воздействии ДДС-
Na, что характерно для грибных ферментов 
[30]. При этом происходило практически полное 
ингибирование деколоризации малахитового 
зеленого (см. рис. 2).

Заключение 

Таким образом, в ходе проведенной экс-
периментальной работы исследовано влияние 
типичных деактивирующих агентов фенол-
оксидаз, таких как H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин и азид 
натрия, на степень деколоризации малахито-
вого зеленого и активность лакказ, лигнин-  и 
Mn-пероксидаз. Обнаружено, что твин и азид 
натрия не оказывают ингибирующего воздей-
ствия на ферменты азоспирилл и проявляют 
стабилизирующее действие на весь комплекс 
в целом. Типичные деактивирующие агенты 
фенолоксидаз, такие как H2O2, ЭДТА, ДДС-Na, 
β-меркаптоэтанол, дитиотреитол, твин и азид 
натрия, оказывали как стимулирующее, так 
и ингибирующее действие на внеклеточную 
ферментативную активность азоспирилл и 
обесцвечивание малахитового зеленого. Ин-
гибирующий эффект от 60 до 100% отмечен 
для лакказной и Mn-пероксидазной активности 
под действием β-меркаптоэтанола, дитиотре-
итола и ЭДТА, что прямо пропорционально 
отражается на степени деколоризации ма-
лахитового зеленого. Показано, что данные 
соединения не вызывают дестабилизации 
лигнин-пероксидазы, что свидетельствует 
об атипичном строении молекулы фермента, 
вследствие чего белок не теряет активность 
при взаимодействии с хелатором и не денату-
рирует из-за восстановления дисульфидных 
связей. Отмечено, что аналогичные хелаторы 
и поверхностно-активные вещества приводят 
к полной дезактивации процесса обеспечи-
вания синтетических красителей для многих 
биообъектов, для A. brasilense SR80 100% 
ингибирование деградации малахитового зе-
леного установлено только для ДДС-Na. При 
сравнении полученных сведений с данными 
литературы для ферментов фенолоксидазного 
комплекса азоспирилл выявлены свойства не 
характерные для классических фенолокисля-
ющих и лигнинолитических ферментов.

М. А. Купряшина и др. Влияние ингибиторов фенолоксидаз на эффективность деколоризации 
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