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Найдена культура спорообразующих бактерий
Bacillus sр. ВН4�2, проявляющая лакказную актив�
ность в отношении сирингалдазина. Установлено,
что лакказная активность культуры коррелирует со
спорообразованием бактерий. Обнаружено, что
споры бактерий в оптимальных условиях (рН 7.6 и
60 оС) катализируют процесс полимеризации пиро�
катехина. На основе спор Bacillus sр. ВН4�2 и бакте�
риальной целлюлозы разработан биокомпозит с
лакказной активностью. Полимеризация пирокате�
хина в присутствии биокомпозита протекает более
эффективно, чем с использованием суспензии спор
Bacillus sр. ВН4�2. Показана возможность много�
кратного использования биокомпозита.

Ключевые слова: бактериальная целлюлоза; био�
катализ; иммобилизация; лакказа; пирокатехин;
полимеризация.

New spore�forming bacterium Bacillus sp. BH4�2 with
laccase activity towards syringaldazine was found. A
correlation between laccase activity and sporulation
rate is established. It is found that in optimal
conditions (pH 7.6, temperature 60 оC) bacterial
spores catalyze catechol polymerization. A biocom�
posite material showing laccase activity based on
bacterial cellulose combined with Bacillus sp. BH4�2
spores was designed. It is found that catechol
polymerization provided by the biocomposite is more
effective than by the spore suspension. The possibility
of multiple reuse of the biocomposite was shown.

Key words: bacterial cellulose; biocatalysis catechol;
immobilization; laccase; polymerization.

Лакказы (бензендиол:кислород оксидоре�
дуктазы, EC 1.10.3.2) способны катализировать
окисление большого спектра химических соеди�
нений (фенолы, п� и о�дифенолы, полифенолы,
ароматические амины и полиамины, тиофенолы и
др.) молекулярным кислородом 1–5.  Благодаря
своей широкой субстратной специфичности, а
также способности работать как в мягких, так и
экстремальных условиях, лакказы нашли приме�
нение в различных промышленных процессах, та�
ких как биодеградация ксенобиотиков, отбелива�

ние и окрашивание тканей, приготовление пище�
вых продуктов, синтез биологически активных ве�
ществ, производство красителей, электропрово�
дящих полимеров 1–6.

Особый интерес вызывает способность лак�
каз осуществлять окислительную полимериза�
цию органических соединений 7–12. Такие процес�
сы могут быть использованы в очистке сточных
вод от токсичных соединений, поскольку образу�
ющиеся олигомеры и полимеры, как правило, ме�
нее токсичны по сравнению с мономерами, и их
можно легко удалить путем фильтрования или
осаждения 8. Кроме того, с помощью лакказ мож�
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но синтезировать практически важные полимеры,
обладающие антиоксидантной активностью, ан�
тимикробным действием, электропроводностью,
способные служить носителем для адресной дос�
тавки лекарственных соединений 6, 9–12.

Показано, что полимеризация наиболее эф�
фективно протекает с участием лакказ, иммоби�
лизованных на носителях, которые стабилизиру�
ют активность фермента, а также контролируют
региоселективность процесса, влияют на молеку�
лярную массу и степень разветвленности продук�
тов 7, 9. Примечательно также, что с помощью им�
мобилизованной лакказы можно осуществлять
модификацию самого носителя (биографтинг),
улучшая или придавая ему новые свойства 9, 12.

В качестве перспективного носителя для им�
мобилизации лакказ рассматривается бактери�
альная целлюлоза – природный полимер, приме�
нение которого в области создания смарт�матери�
алов 1 в настоящее время активно исследуется 3. В
частности, на основе бактериальной целлюлозы
разрабатываются энзиматически активные ком�
позиты (биокатализаторы), содержащие клетки
или ферменты микроорганизмов 6, 14–18. Показано,
что иммобилизацией лакказ на бактериальной
целлюлозе могут быть получены биокатализато�
ры для деградации синтетических красителей 18,
полимеризации органических соединений 6.

Следует отметить, что большинство упомя�
нутых выше работ в области полимеризации орга�
нических соединений выполнено с использовани�
ем препаратов грибных лакказ, которые зачастую
характеризуются низкой стабильностью при вы�
сокой температуре и повышенных значениях рН
среды, что ограничивает их применение в услови�
ях промышленного производства 19. Вместе с тем,
известно, что лакказы, локализованные на поверх�
ности спор бактерий рода Bacillus, отличаются вы�
сокой термостабильностью, галорезистентнос�
тью, устойчивостью к органическим растворите�
лям и другим физико�химическим факторам 19, 20.
Учитывая также, что производство ферментных
препаратов экономически более затратно по срав�
нению с получением биомассы микроорганизмов,
актуальным является изучение возможности при�
менения спор бацилл, иммобилизованных в бак�
териальной целлюлозе, в процессах полимериза�
ции фенолов.

Целью данной работы явилось получение
иммобилизованного биокомпозита с лакказной
активностью на основе спор Bacillus sр. ВН4�2
и гель�пленки бактериальной целлюлозы, а также
исследование возможности его применения для
полимеризации пирокатехина.

В качестве продуцента лакказы была использо�
вана спорообразующая культура Bacillus sр. ВН4�2,

выделенная из сточных вод нефтехимического
предприятия (рис. 1).

а

б
Рис. 1. Морфология колоний (а) и клеток со спорами (б)
культуры Bacillus sр. ВН4"2

Исследование трансформации сирингалда�
зина (специфического субстрата лакказ 21) с по�
мощью биомассы различного возраста показало
наличие лакказной активности у клеток культуры
Bacillus sр. ВН4�2 (рис. 2).

Рис. 2. Динамика спорообразования и изменения лакказ"
ной активности биомассы бактерий Bacillus sр. ВН4"2
при росте на агаризованной среде



50                                        Башкирский химический журнал. 2023. Том 30. №4

Установлено, что изменение лакказной ак�
тивности биомассы в зависимости от продолжи�
тельности культивирования коррелирует с про�
цессом спорообразования (рис. 2). В молодых
культурах с низким содержанием спор скорость
окисления субстрата очень низкая. В старых куль�
турах, состоящих на 93–97 % из спор, окислитель�
ная активность биомассы достигает максимального
значения. Это показывает, что споры бактерий
Bacillus sр. ВН4�2 обладают лакказной активностью.

С целью подбора оптимальных условий для
лакказной активности спор Bacillus sр. ВН4�2
было исследовано влияние температуры и кислот�
ности среды на окисление сирингалдазина в при�
сутствии биомассы десятисуточной культуры.
Было обнаружено, что наиболее активно реакция
протекает при 60 оС и рН 7.6 (рис. 3).

Т, оС
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б
Рис. 3. Зависимость лакказной активности суспензии
спор Bacillus sр. ВН4"2: а – от температуры; б – кис�
лотности среды

Десятисуточная культура Bacillus sр. ВН4�2
была протестирована на способность к полимери�
зации пирокатехина в подобранных условиях
(60 оС и рН 7.6). Биомассу бактерий в концентра�
ции 200 мг/мл (по сырому весу) вносили в 0.05 М
фосфатный буфер, содержащий 2 г/л пирокатехи�

на, и инкубировали при интенсивном перемеши�
вании. За ходом реакции следили по изменению
УФ и видимой области спектров образцов суперна�
тантов реакционной смеси, а также по появлению в
ней окрашенных продуктов полимеризации 22, 24–26.

Известно, что под действием лакказы проис�
ходит одноэлектронное окисление пирокатехина
с образованием радикала о�бензосемихинона 1, 7,

22–26, который путем последующего фермента�
тивного окисления  или некаталитического дис�
попорционирования может превращаться в о�бен�
зохинон 1, 22, 23, а также может вовлекаться в реак�
ции некаталитической полимеризации (соместно
с исходным субстратом или образовавшимся хи�
ноном), образуя димеры, олигомеры и полимеры,
в которых мономеры могут быть соединены меж�
ду собой с помощью С–С или С–О–С связей 22.
Со временем полимерные продукты осаждаются в
виде осадка темно�коричневого или черного цвета
22, 24–26.

Сообщается 22, что в процессе трансформа�
ции пирокатехина с помощью лакказы гриба
Trametes versicolor на спектрах в ультрафиолето�
вой области появляется хорошо выраженный пик
при 410 нм, соответствующий о�бензохинону.
Пик почти линейно увеличивался в течение пер�
вых 3 ч реакции и исчез только через 24 ч, как по�
лагают, вследствие полимеризации хинона 22.  По�
явление пика при 408–410 нм отмечалось также
при трансформации пирокатехина в присутствии
ферментов грибов Aspergillus nidulans 24 и
Myceliophthora thermophila 25, 26.  Однако в случае
лакказы Myceliophthora thermophila пик, соответ�
ствующий о�бензохинону, был небольшим и на�
блюдался только в начале реакции 25, 26.

Исследование трансформации пирокатехина
с помощью суспензии спор Bacillus sр. ВН4�2 ме�
тодом УФ�видимой спектроскопии показало уве�
личение полосы поглощения при 410 нм в ходе
реакции, однако пик, соответствующий о�бензо�
хинону, не образуется (рис. 4). Возможно, он не�
большой и маскируется другими соединениями,
образующимися в ходе реакции.

Вместе с тем было выявлено, что пик погло�
щения, увеличивающийся в ходе реакции, нахо�
дится в более коротковолновой области ультра�
фиолетовой части спектра (315–330 нм, рис. 4).
Кроме того, в конце трансформации появляется
пик при 360–380 нм. Полученные данные согласу�
ются с представленными в литературе результата�
ми исследования полимеризации пирокатехина с
помощью лакказы гриба Myceliophthora thermophila,
для которой также было выявлено значительное
увеличение поглощения в области около 300 нм
(315 и 365 нм) 26. Аналогия прослеживается также
и в видимой части спектра.  В обоих случаях на�
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блюдается увеличение интенсивности поглощения
во всем диапазоне длин волн (от 450 до 700 нм), что,
как полагают, связано с появлением окрашенных
продуктов 26.  В пользу такого предположения сви�
детельствует развитие окраски от бесцветного к
коричневому цвету реакционной смеси со спора�
ми бактерий Bacillus sр. ВН4�2 в ходе реакции.

Установлено также, что, как и в случае гриб�
ных лакказ 22, 24–26, при использовании спор
Bacillus sр. ВН4�2 образуются нерастворимые в
воде продукты, выпадающие в виде осадка черно�
го цвета.

Таким образом, полученные результаты по�
казывают, что споры бактерий Bacillus sр. ВН4�2 с
лакказной активностью способны катализировать
полимеризацию пирокатехина. Это делает перс�
пективной разработку иммобилизованного био�
катализатора с целью многоразового использова�
ния спор бактерий.

Следует отметить, что успешные попытки
иммобилизации бацилл на бактериальной целлю�
лозе уже предпринимались ранее 27, однако вопро�
сы, связанные с использованием полученного
биокомпозита для трансформации органических
соединений, еще не изучались.

Для получения биокомпозита очищенную
пленку бактериальной целлюлозы, предваритель�
но пропитанную питательной средой, инокулиро�
вали культурой бактерий Bacillus sр. ВН4�2 и
культивировали при 30 оС для увеличения чис�
ленности микроорганизмов и формирования
спор. Спорообразование контролировали в гидро�
лизатах пленок, полученных с помощью целлюло�
литического препарата Целлолюкс F. Для полиме�
ризации пирокатехина использовали биокомпо�

зит с выходом спор не менее 90%. В качестве конт�
роля использовали гель�пленку целлюлозы без мик�
роорганизмов и суспензию спор без целлюлозы.

В результате исследования динамики изме�
нения поглощения при 320 нм было обнаружено,
что в присутствии только бактериальной целлю�
лозы без клеток происходит медленное окисление
пирокатехина (рис. 5). Использование суспензии
спор или биокомпозита значительно ускоряют
процесс, причем в присутствии биокомпозита дос�
тигается наибольшая скорость трансформации
пирокатехина (рис. 5, 1 цикл). В присутствии сус�
пензии спор пик поглощения увеличивается мо�
нотонно на протяжении всей реакции, тогда как
при использовании биокомпозита после 1.5 ч про�
исходит снижение поглощения, сопровождающе�
еся изменением окраски среды от бесцветной
до коричневой, что указывает на дальнейшее
превращение промежуточного продукта.

Установлено, что биокомпозит может быть ис�
пользован повторно для трансформации пирокате�
хина, по крайней мере, в течение 8 циклов. При этом
скорость накопления продукта, характеризующего�
ся максимумом поглощения в области 320 нм, уве�
личивается в последующих циклах, достигая макси�
мального значения в течение 1 ч (рис. 5).

Обнаружено, что продукты полимеризации
пирокатехина сорбируются пленкой бактериаль�
ной целлюлозы. После второго цикла гель�пленка
целлюлозы становится коричневой, а после
восьмого – черной (рис. 6).

Сравнение УФ�видимых спектров поглоще�
ния жидкой фракции двухчасовых образцов, по�
лученных после первого и восьмого цикла транс�
формации, показало существенное увеличение

 

Рис. 4. УФ"видимые спектры поглощения субстрата и промежуточных продуктов при трансформации пирокате"
хина с помощью суспензии спор бактерий Bacillus sр. ВН4"2
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сигнала в области 400–700 нм и появление пика
при 400 нм после многократного использования
биокомпозита (рис. 7).

Рис. 7. УФ"видимый спектр субстрата (1) и продуктов
после первого (2) и восьмого (3) цикла трансформации
пирокатехина в присутствии биокомпозита

Можно полагать, что это различие может
быть связано с разными скоростями образования
или дальнейшего превращения промежуточных
продуктов в первом и восьмом циклах. Однако
нельзя исключить, что в первом цикле полимери�
зации промежуточные продукты сорбируются
гель�пленкой целлюлозы более эффективно, чем
после ее многократного использования.

Таким образом, показана перспективность ис�
пользования иммобилизованных на бактериальной
целлюлозе спор бактерий Bacillus sр. ВН4�2
с лакказной активностью в качестве биокатализа�
тора окислительной полимеризации пирокатехи�
на. Для установления состава полученных про�
дуктов полимеризации требуются дополнитель�
ные исследования.

Полученные результаты могут представлять
интерес для разработки методов очистки стоков
от токсичного пирокатехина, который широко ис�

Рис. 5. Динамика оптической плотности образцов при 320 нм, отобранных в процессе окисления пирокатехина с
помощью биокомпозита и суспензии спор бактерий Bacillus sр. ВН4"2

          

                        а                                                            б                                                              в
Рис. 6.Фотографии биокомпозита: а – перед трансформацией; б – после второго; в – после восьмого цикла транфор�
мации пирокатехина
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пользуется при производстве резины, красителей,
пестицидов, пластиков, лекарственных и космети�
ческих средств 28.

Экспериментальная часть

В работе использовали спорообразующие
бактерии Bacillus sр. ВН4�2 и уксуснокислые бак�
терии Komagataeibacter sp. НЦ�13 из рабочей кол�
лекции культур микроорганизмов кафедры био�
химии и технологии микробиологических произ�
водств УГНТУ.

Бактерии Bacillus sр. ВН4�2 выращивали на
плотной питательной среде, содержащей панкреа�
тический гидролизат рыбной муки и 1.5% агара.
Уксуснокислые бактерии культивировали на сре�
де Хестрина�Шрамма (глюкоза – 2%, пептон –
0.5%, дрожжевой экстракт – 0.5%, натрий фосфор�
нокислый двузамещенный – 0.27%, лимонная
кислота – 0.15%) 29, содержащей 1% этанола.  Пи�
тательные среды стерилизовали в автоклаве в те�
чение 30 мин при температуре 120 оС.

Для исследования спорообразования и лак�
казной активности культуры Bacillus sр. ВН4�2 го�
товили суспензию микроорганизмов из биомассы,
собранной с поверхности агаризованной пита�
тельной среды. Количество спор и вегетативных
клеток бактерий в суспензии оценивали с помо�
щью фазово�контрастной микроскопии. Содержа�
ние спор определяли по процентному соотноше�
нию количества спор от общего количества кле�
ток. Лакказную активность суспензии спор
Bacillus sр. ВН4�2 определяли при 55 оC с исполь�
зованием сирингалдазина в качестве субстрата.
Окисление сирингалдазина контролировали
спектрофотометрически на спектрофотометре
(СФ�2200, Россия), измеряя увеличение погло�
щения при 525 нм в течение 5 мин. Реакционная
смесь (3 мл) содержала 100 мкл споровой суспен�
зии (20 мг влажной биомассы), 2.4 мл фосфатного
буфера (0.1 М, рН 7) и 0.5 мл раствора сирингал�
дазина (0.5 мМ). Одна единица активности сус�
пензии спор была определена как количество фер�
мента, необходимое для окисления 1 моля суб�
страта в минуту. Влияние показателя рН на лакказ�
ную активность суспензии спор Bacillus sр. ВН4�2
определяли в диапазоне рН 3.8–9.4 с использова�
нием сирингалдазина в качестве субстрата в 0.1 М
цитратном буфере (рН 3.8–6.4), фосфатном буфе�
ре (рН 6.0–8.0) и боратном буфере (рН 8.0–9.4)
при температуре 55 оC. Оптимальную температу�
ру исследовали в диапазоне температур от 20
до 70 оC при оптимальном значении рН 7.6.

Исследование трансформации пирокатехина
с помощью суспензии спор Bacillus sр. ВН4�2 осу�
ществляли при 60 оС в 0.05 М фосфатном буфере
(рН 7.6).   Биомассу семисуточной культуры бак�
терий в концентрации 200 мг/мл (по сырому весу)
вносили в фосфатный буфер, содержащий 2 г/л
пирокатехина, и инкубировали при интенсивном
перемешивании. УФ�видимые спектры продук�
тов окисления субстрата записывали на спектро�
фотометре (СФ�2200, Россия). Образование ок�
рашенных продуктов полимеризации субстрата
оценивали визуально.

Биосинтез целлюлозы проводили в процессе
культивирования уксуснокислых бактерий
Komagataeibacter sp. НЦ�13 в статических услови�
ях при 30 оС в колбах емкостью 250 мл, содержа�
щих 100 мл среды Хестрина�Шрамма с 1% этано�
ла, в течение 12 сут. По окончании синтеза пленки
полимера извлекали из культуральной жидкости,
промывали дистиллированной водой и помещали
в 0.5 М раствор NaOH для разрушения клеток
продуцента, которое осуществляли в автоклаве
при температуре 121 оС в течение 30 мин. Затем
полимерные пленки промывали дистиллирован�
ной водой и использовали для иммобилизации
бактерий Bacillus sр. ВН4�2.

Для получения биокомпозита 1 мл суспензии
клеток Bacillus sр. ВН4�2 наносили на поверхность
гель�пленки бактериальной целлюлозы, пропи�
танной жидкой питательной средой для культи�
вирования бацилл (10 мл), и выращивали культу�
ру спорообразующих бактерий при 30 оС в тече�
ние 10 сут. О ходе спорулирования культуры су�
дили по содержанию спор в суспензии клеток,
полученной после гидролиза целлюлозы с помо�
щью ферментного препарата Целлолюкс F (НПО
«Сиббиофарм», Россия).

Для трансформации пирокатехина использо�
вали пленки целлюлозы массой около 7 г, в кото�
рых содержание спор составляло не менее 90% от
общего количества клеток. Трансформацию про�
водили при 60 оС в 20 мл фосфатного буфера
(0.05 М, рН 7.6), содержащем 2 г/л пирокатехина,
при интенсивном перемешивании. При повтор�
ном использовании биокатализатора жидкую
фазу после окончания предыдущего цикла заме�
няли на свежий буфер, содержащий 2 г/л пирока�
техина.

Все эксперименты проводили в трех повторно�
стях. Полученные данные обрабатывали с использо�
ванием компьютерной программы MS Excel.
Стандартное отклонение не превышало 5% от
средних значений.
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