
МИКРОБИОЛОГИЯ, 2020, том 89, № 4, с. 453–461

453

СПОСОБНОСТЬ БАКТЕРИЙ РОДА AZOSPIRILLUM К ДЕКОЛОРИЗАЦИИ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ КРАСИТЕЛЕЙ

© 2020 г.   М. А. Купряшинаa, *, Е. Г. Пономареваa, В. Е. Никитинаa

aИнститут биохимии и физиологии растений и микроорганизмов 
Российской академии наук, Саратов, 410049 Россия

*e-mail: kupryashina_m@mail.ru
Поступила в редакцию 23.01.2020 г.

После доработки 11.03.2020 г.
Принята к публикации 13.03.2020 г.

Получены приоритетные данные о способности бактерий рода Azospirillum к обесцвечиванию синтети-
ческих красителей. В результате скрининга бактерий выявлен штамм A. brasilense SR80 с наиболее высо-
кой эффективностью деколоризации. В отношении ремазола ярко-голубого максимальный процент
обесцвечивания составил 50%, малахитового зеленого более 90%. Установлены условия культивирова-
ния бактерий, влияющие на эффективность деструкции изучаемых красителей.
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Современными темпами индустриализации
обусловлены ежегодно растущие объемы произ-
водства синтетических красителей, которые на-
ходят свое применение в текстильной, космети-
ческой, полиграфической, фармацевтической и
пищевой промышленности (Liu et al., 2004; Ja-
mee, Siddique, 2019). Вследствие недостаточной
эффективности процессов окраски, большой
процент красителей попадает в сточные воды
предприятий в неизменном виде, что является
причиной активного загрязнения окружающей
среды данными соединениями (Pearce et al., 2003;
Mourid et al., 2017). К сожалению, обычные физи-
ко-химические методы обработки промышлен-
ных стоков, включающие сорбцию, химическую
флокуляцию, фильтрацию или коагуляцию, ма-
лоэффективны (Forgacs et al., 2004; Jadhav et al.,
2010). В целях минимизации экологических рис-
ков в последние годы активно ведется поиск и
разработка новых методов биоредукции синтети-
ческих красителей (Rai et al., 2005; Jadhav et al.,
2010). Биодеколоризация осуществляется либо
путем адсорбции на микробной биомассе, либо
ферментативной деструкцией (Forgacs et al., 2004;
Agarry et al., 2011; Asgher et al., 2014). До 60% от
производимых красителей это азокрасители, в
связи с этим наибольший пласт работ, посвящен
изучению деколоризации именно этой группы
(Guo et al., 2014). Исследований по биодеграда-
ции трифенилметановых и антрахиноновых кра-
сителей значительно меньше, однако они пред-
ставляют серьезную опасность для окружающей

среды и здоровья человека, так как многие из них
обладают канцерогенными, мутагенными и даже
тератогенными свойствами (Bhatt et al., 2000; Sri-
vastava et al., 2004; Shedbalkar et al., 2011; Gopina-
than et al., 2015).

В последнее десятилетие появились факты и
доказательства участия ферментов фенолокси-
дазного комплекса грибов и бактерий в деграда-
ции красителей (Kariminiaae-Hamedaani et al.,
2007; Lewańczuk et al., 2015; Munir et al., 2015; Sha-
heen et al., 2017). Учитывая обнаруженную ранее
способность почвенных ассоциативных микро-
организмов рода Azospirillum к продукции фено-
локисляющих ферментов (Никитина и соавт.,
2010; Купряшина и соавт., 2012; Петров и соавт.,
2014), была предпринята данная работа.

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние способности бактерий рода Azospirillum к де-
колоризации малахитового зеленого и ремазола
ярко-голубого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Организмы и условия их культивирования. В ра-

боте использовали штаммы бактерий рода Azospi-
rillum: A. brasilense Sp245, Sp107, Sp7, SR80, A. li-
poferum Sp59b и A. thiophilum Bv-S из коллекции
ризосферных микроорганизмов ИБФРМ РАН
(http://collection.ibppm.ru). Культивирование бакте-
рий проводили в колбах Эрленмейера (250 мл) на
жидкой малатно-солевой среде следующего со-
става (г/л): KH2PO4 – 0.1; K2HPO4 – 0.4; NaCl –
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0.1; Na2MoO4 · 7H2O – 0.002, MgSO4 · 7H2O – 0.2;
FeSO4 · 7H2O – 0.02; яблочная кислота – 5.0;
NaOH – 1.7; NH4Cl – 1.0; CaCl2 – 0.02; pH 6.8.
Среду стерилизовали в течение 30 мин при 121°C.
Посевным материалом служила 12-часовая куль-
тура, выращенная на среде того же состава. Бак-
терии для исследования культивировали в термо-
стате при температуре 30°C.

В условиях эксперимента культивирование
проводилось при внесении красителей в конеч-
ной концентрации 1, 0.1, 0.05 и 0.01 мМ.

Определение эффективности деградации краси-
телей. Способность азоспирилл к деколоризации
исследовали в отношении малахитового зеленого
(“Вектон”, Россия) и ремазола ярко-голубого
(“Sigma-Aldrich”, США). Бактериальную культу-
ру осаждали центрифугированием, а супернатант
использовали для анализа.

Степень обесцвечивания анализировали спек-
трофотометрически на приборе Specord 250 (“An-
alytik Jena, Германия”) при длине волны 600 и
595 нм для малахитового зеленого и ремазола яр-
ко-голубого соответственно. Степень разруше-
ния красителя выражали в процентах и рассчиты-
вали по формуле:

где Анач – начальное поглощение, Акон – конечное
поглощение красителя после культивирования
(Nidadavolu et al., 2013; Joshi and Mhatre, 2015).

Статистическая обработка результатов. Все
эксперименты проводились минимум в трех по-
вторностях в трех независимых экспериментах.
При оценке полученных результатов пользова-
лись методом расчета стандартного отклонения
среднего арифметического с использованием
программы Microsoft Office Excel 2010; данные
имеют соответствующие доверительные интерва-
лы при уровне доверительной вероятности 0.95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование способности бактерий рода Azo-

spirillum к деколоризации синтетических красите-
лей. В эксперимент были взяты 7 штаммов бакте-
рий рода Azospirillum: A. brasilense Sp245, Sp107,
Sp7, SR80, A. lipoferum Sp59b и A. thiophilum Bv-S, с
высоким уровнем продукции фенолокисляющих
ферментов (Купряшина и соавт., 2015). Культи-
вирование бактерий проводилось в присутствии в
среде ремазола ярко-голубого и малахитового зе-
леного в конечной концентрации 1, 0.1, 0.05 и
0.01 мМ. В водном растворе малахитовый зеле-
ный обесцвечивается при рН 11.6–13.6 из-за при-
соединения гидроксила с образованием трифе-
нилкарбинола (Теренин, 2013). Для того чтобы
исключить влияние pH среды на обесцвечивание
красителя на всех этапах исследования проводи-

нач кон нач% деградации 100 А А А ,= × −

лось измерение pH опытных растворов, и их диа-
пазон pH составил от 6.8 до 8.

Все взятые в эксперимент штаммы оказались
способны в той или иной степени деколоризиро-
вать модельные соединения красителей (рис. 1,
2). Однако внесение красителей в среду культиви-
рования в конечной концентрации 1 мМ оказы-
вало ингибирующее действие на рост всех иссле-
дуемых штаммов. Малахитовый зеленый уже в
концентрации 0.1 мМ снижал рост и развитие
бактерий, что обусловлено токсическим действием
данного соединения. Известно, что реакционно-
способные группы сульфоновой кислоты (SO3H) на
ароматических кольцах синтетических красите-
лей значительно ингибируют рост микроорганиз-
мов (Gopinathan et al., 2010). Как видно из рис. 1,
штаммы A. brasilense Sp245, Sp107, Sp7, SR80 ока-
зались способны к обесцвечиванию малахитово-
го зеленого в концентрации от 0.01 до 0.1 мМ.
При этом отмечалось снижение эффективности
деколоризации красителя с увеличением концен-
трации вносимого вещества, что объясняется ли-
бо возрастанием концентрации красящего веще-
ства по отношению к обесцвечивающим агентам,
либо блокированием активных центров окисли-
тельных ферментов, участвующих в деструкции
молекулы красителя (Jadhav et al., 2008; Saratale
et al., 2009). Для A. thiophilum Bv-S, A. lipoferum 59b
установлено снижение роста при культивирова-
нии в присутствии малахитового зеленого даже в
концентрации 0.01 мМ, поэтому данные штаммы
обесцвечивали краситель не выше 30%. Макси-
мальная степень деградации малахитового зеле-
ного отмечалась для штамма A. brasilense SR80, и
составила 80% (рис. 1а).

Наиболее эффективное обесцвечивание рема-
зола ярко-голубого осуществлялось в концентра-
циях 0.1 и 0.05 мМ (рис. 2). Для большинства
штаммов деколоризация красителя в концентра-
ции 0.05 мМ была максимальна. Наибольшая
способность к обесцвечиванию ремазола ярко-
голубого отмечалась для штаммов A. brasilense Sp7
и SR80, превышающая 65%. Минимальная поте-
ря цвета красителя в данной концентрации на-
блюдалась у A. lipoferum 59b, не превышающая
21%. Штаммы A. brasilense Sp107 и Sp245 обесцве-
чивали ремазол примерно в равной степени, при-
чем независимо от концентрации. По-видимому,
присутствие красителя в среде выращивания в
концентрации от 0.1 и 0.05 мМ не оказывало угне-
тающего воздействия на рост бактерий. Возможно,
это можно объяснить тем, что данные концентра-
ции являлись менее токсичными для бактерии и не
вызывали активации механизмов резистентности.

Образцы, содержащие 0.05 мМ ремазол ярко-
голубой и 0.01 мМ малахитовый зеленый, после
48 ч культивирования со штаммами A. brasilense
Sp245 и SR80 были проанализированы методом
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УФ-видимой спектроскопии на приборе Specord
250 (“Analytik Jena”, Германия) в диапазоне длин
волн от 200 до 1000 нм. Было детектировано сни-
жение основного максимума поглощения рема-
зола ярко-голубого (рис. 3), однако полученные
данные выявили, что обесцвечивание красителя
вероятнее всего не связано с деструкцией молеку-
лы красителя, а скорее опосредовано адсорбцией
ремазола микробными клетками. В случае ад-
сорбции пики поглощения ультрафиолетового и
видимого излучения уменьшаются примерно
пропорционально друг другу. Однако по данным
литературы при биодеградации красителя основ-
ной пик в видимой области поглощения полно-
стью исчезает, и появляется новый пик в ультра-
фиолетовой области (Asad et al., 2007). Стоит от-
метить, УФ-видимая спектроскопия образцов,
содержащих 0.01 мМ малахитовый зеленый, до и
после культивирования в присутствии азоспирилл
показала снижение основного максимума погло-
щения красителя при 550–650 нм, при этом другие
пики в видимом диапазоне не появлялись, но воз-
никали в УФ области при 220–260 нм (рис. 4). Эта

абсорбция, скорее всего, объясняется образовани-
ем метаболитов деструкции молекулы красителя.

Влияние состава среды и условий культивирова-
ния азоспирилл на обесцвечивание малахитового
зеленого и ремазола ярко-голубого. Была показана
эффективность лигнинолитических ферментов
грибов в биодеградации малахитового зеленого и
ремазола ярко-голубого (Palmieri et al., 2005;
Shedbalkar et al., 2011; Sumandono et al., 2015).
Предполагается, что в энзимологии бактериальной
деградации синтетических красителей ведущую
роль играют ферменты, аналогичные грибным лиг-
нинолитикам (Kalyani et al., 2008, 2012; Du et al.,
2011). Известно, что состав среды и условия куль-
тивирования оказывают большое влияние на ме-
таболизм микроорганизмов и, соответственно, на
активность ферментов (Pollegioni et al., 2015).

Нами оценено влияние на процесс деколори-
зации красителей таких параметров, как время и
температура культивирования. В условиях экспе-
римента культивирование проводилось в течение
2–10 сут при внесении красителей в конечной
концентрации 0.05 мМ (ремазол ярко-голубой) и

Рис. 1. Деколоризация малахитового зеленого (а) и ремазола ярко-голубого (б) (  – 0.1 мМ;  – 0.05 мМ;  –
0.01 мМ) азоспириллами: 1 – A. thiophilum; 2 – A. brasilense Sp107; 3 – A. brasilense Sp7; 4 – A. brasilense Sp245; 5 – A. li-
poferum Sp59b; 6 – A. brasilense SR80.
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0.01 мМ (малахитовый зеленый), в температурном
диапазоне от 25 до 45°С с шагом в 5°С. Степень обес-
цвечивания оценивали как описано ранее.

Для всех взятых в эксперимент штаммов было
характерно увеличение уровня деколоризации
красителей с течением времени (рис. 3). Обесцве-
чивание малахитового зеленого начиналось уже
через 18 ч культивирования штаммов A. brasilense
Sp245, Sp107, Sp7, SR80. На 8 сут выращивания
штаммы A. brasilense Sp107 и A. brasilense SR 80
обесцвечивали среду на 90%, в то время как для
A. thiophilum Bv-S и A. lipoferum 59b и через 8 сут
культивирования обесцвечивание составило
всего 30%. При изучении влияния времени куль-
тивирования на деколоризацию ремазола было
установлено, что максимум обесцвечивания у
большинства штаммов наблюдался на 6 сут, сре-
ди них самые высокие показатели, более 77%,
отмечены у A. brasilense Sp245 и SR80. Минималь-
ную эффективность в обесцвечивании ремазола
показал штамм A. lipoferum Sp59b, достигнувший

своего максимума в 30% на 4 сут культивиро-
вания.

Нами обнаружено статистически значимое
влияние температуры культивирования на эф-
фективность биодеколоризации синтетических
красителей азоспириллами (диапазон от 20–50°С
с шагом в 5°С). Максимальный процент деграда-
ции малахитового зеленого от 50 до 80% (для раз-
ных штаммов) отмечался при культивировании
при 30–35°С. Стоит отметить, что в эксперимент
были взяты эндофитные и эпифитные представи-
тели рода, т.к. мы предполагали, что их физиоло-
гическая активность будет различаться: обычно
энзиматические системы эпифитов более толе-
рантны к изменению температур. Однако, как
представители эпифитов, так и эндофитов по-
разному реагировали на изменение температуры.
Обнаружено, что исследуемые штаммы обесцве-
чивали ремазол ярко-голубой, также как и мала-
хитовый зеленый, наиболее эффективно при тем-
пературе 35°С. При повышении температуры
культивирования деградация обоих красителей
снижалась. Культивирование бактерий при 20°С,
также приводило к снижению биодеградации, что
связано с угнетением метаболической активно-
сти азоспирилл при температурах ниже опти-
мальных для активного наращивания биомассы.
Полученные результаты согласуются с данными,
представленными в литературе для других микро-
организмов. Так, рядом исследователей отмеча-
ется возрастание скорости обесцвечивания син-
тетических красителей при приближении темпе-
ратуры культивирования к оптимальной для
роста бактерий с последующим понижением ак-
тивности обесцвечивания при дальнейшем повы-
шении температуры. Предполагается, что подоб-
ный эффект может быть связан либо с потерей
жизнеспособности клетками микроорганизмов,
либо с денатурацией окисляющих краситель фер-
ментов (Chang et al., 2001; Saratale et al., 2009).

Известно, что для ферментов фенолоксидаз-
ного комплекса, как бактерий, так и грибов, ха-
рактерно увеличение активности ферментов при
культивировании на бедной по азоту и углероду
среде, при этом присутствие в среде культивирова-
ния сложных органических соединений, например,
дрожжевого экстракта, несмотря на увеличение
биомассы, существенно снижает активность фено-
локсидаз (Ахмедова, 1996; Ahammed, Prema, 2002).
На следующем этапе работы, мы исследовали
влияние источников азота и углерода в среде
культивирования на эффективность обесцвечи-
вания азоспириллами малахитового зеленого и
ремазола ярко-голубого. В качестве объектов бы-
ли выбраны штаммы A. brasilense SR80, проявля-
ющий наибольший деструктивный потенциал в
отношении красителей, и A. brasilense Sp245, как
типичный представитель рода. В условиях экспе-
римента культивирование бактерий проводилось

Рис. 2. УФ-видимые спектры образцов, содержащих
ремазол ярко-голубой (а) и малахитовый зеленый (б)
до и после культивирования в присутствии азоспи-
рилл: 1 – краситель; 2 – A. brasilense Sp245; 3 – A. bra-
silense SR80.
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при внесении малахитового зеленого и ремазола
ярко-голубого в конечной концентрации 0.01 и
0.05 мМ соответственно. В качестве источников
углерода в среду культивирования вносили малат
натрия, глюкозу или фруктозу в концентрации 5,
10, 25 г/л, а в качестве источников азота – хлорид
аммония, нитрат калия и дрожжевой экстракт в
концентрации 1, 2, 5 г/л. Изменение эффектив-
ности биодеградации выражали в процентах от
контроля (биодеградация при выращивании на
стандартной малатно-солевой среде) (рис. 4).

Эффективность биодеградации малахитового
зеленого A. brasilense SR80 снижалась при исполь-
зовании в качестве источника углерода глюкозы
примерно на 20% и фруктозы на 10%, при этом
концентрация сахаров не оказывала влияния на
процесс обесцвечивания. На среде с малатом натрия
деградирующий потенциал бактерии был макси-
мальным, но в тоже время увеличение концентра-
ции до 15 г/л приводило к снижению эффективно-
сти биодеградации малахитового зеленого в два раза.
Для штамма A. brasilense Sp245 отмечалось сниже-
ние эффективности деколоризации красителя

при внесении в среду культивирования дрожже-
вого экстракта. Ранее нами было показано, что
выращивание A. brasilense Sp245 на среде с дрож-
жевым экстрактом приводит к снижению актив-
ности ферментов фенолоксидазного комплекса
(Купряшина и соавт., 2012). Также уменьшение
степени обесцвечивания малахитового зеленого
вызывало присутствие нитрата калия, что инте-
ресно, так как нитрат калия является специфиче-
ским ингибитором активности фенолоксидаз, в
частности, лакказ Aureobasidium pullulans (Hui,
Khachatourians, 1995). Однако качественное и коли-
чественное изменение источников азота и углерода
в составе среды выращивания не оказывало значи-
мых эффектов на обесцвечивание ремазола ярко-
голубого.

Анализ эффективности обесцвечивания синте-
тических красителей бесклеточными экстрактами.
Основываясь на нашем предположении об уча-
стии фенолоксидаз в деколоризации синтетиче-
ских красителей, мы решили проанализировать
способность бесклеточных экстрактов A. brasi-
lense Sp245, Sp107, Sp7, SR80, A. lipoferum Sp59b и

Рис. 3. Зависимости деколоризации малахитового зеленого (а) и ремазола ярко-голубого (б) от времени культивиро-
вания (  – 24 ч;  – 48 ч;  – 144 ч;  – 192 ч) азоспирилл: 1 – A. thiophilum; 2 – A. brasilense Sp107; 3 – A. brasilense
Sp7; 4 – A. brasilense Sp245; 5 – A. lipoferum Sp59b; 6 – A. brasilense SR80.
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A. thiophilum Bv-S к обесцвечиванию малахитово-
го зеленого и ремазола ярко-голубого. Бактерии
выращивали на малатно-солевой среде в течение
48 ч, далее клетки осаждали центрифугированием,
а в супернатант вносили красители в конечной
концентрации 1, 0.1, 0.05 мМ. Эффективность де-
колоризации оценивали спектрофотометрически
(как описано ранее).

Эффективность обесцвечивания ремазола яр-
ко-голубого бесклеточными экстрактами всех
взятых в эксперимент штаммов была низкой и не
превышала порог в 5% даже с увеличением време-
ни инкубации. Однако для малахитового зеленого
мы отмечали иную тенденцию. Уже спустя 1 ч инку-
бации, степень обесцвечивания малахитового зеле-
ного составляла 80% для штаммов A. brasilense
Sp245, Sp107, Sp7 и SR80. Увеличив концентрацию
красителя до 1 мМ, мы обнаружили, что малахито-

вый зеленый через 5 ч инкубации обесцвечивается
полностью (рис. 5). Отметим, что данная концен-
трация была токсичной для бактерии, и при выра-
щивании азоспирилл в присутствии 1 мМ малахи-
тового зеленого в среде культивирования степень
его деградации составила 0%.

Таким образом, на примере нескольких штам-
мов обнаружена способность азоспирилл к обес-
цвечиванию ремазола ярко-голубого и малахито-
вого зеленого. В ходе проведенного скрининга
выявлен штамм A. brasilense SR80 с высокой эф-
фективностью деколоризации исследуемых кра-
сителей. Максимальный процент обесцвечива-
ния ремазола ярко-голубого составил около 50%,
малахитового зеленого более 90%. Установлено,
что присутствие высоких концентраций красите-
лей в среде культивирования вызывает угнетение
роста микроорганизмов. Однако способность не-

Рис. 4. Влияние источников азота и углерода на эффективность биодеградации малахитового зеленого штаммом
A. brasilense SR80 (а) и A. brasilense Sp245 (б): 1 – малат натрия; 2 – глюкоза; 3 – фруктоза; 4 – хлорид аммония; 5 – нит-
рат калия; 6 – дрожжевой экстракт.
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которых штаммов переносить повышенные кон-
центрации красителей делает их использование
перспективным в биоремедиации. Изучено влия-
ние условий культивирования бактерий на эф-
фективность обесцвечивания. Установлена деко-
лоризация высоких концентраций малахитового
зеленого (1 мМ) с использованием бесклеточных
экстрактов азоспирилл. Вероятнее всего, обес-
цвечивание азоспириллами среды, содержащей
ремазол ярко-голубой, идет за счет сорбции кра-
сителя бактериальными клетками. Косвенно дан-
ный факт, наряду с данными УФ-видимой спек-
троскопии, подтверждает отсутствие обесцвечи-
вания растворов красителя бесклеточными
экстрактами азоспирилл, обладающими Mn-пе-
роксидазной, лакказной и лигнин-пероксидаз-
ной активностями (Купряшина и соавт., 2015).
Полученные результаты являются значимыми
как в фундаментальном, так и прикладном аспек-
тах и могут быть использованы при разработке
новых технологий для минимизации экологиче-
ских рисков от загрязнений синтетическими кра-
сителями.
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Ability of Bacteria of the Genus Azospirillum to Decolorize Synthetic Dyes
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Abstract—This is the first report on ability of bacteria of the genus Azospirillum to degrade synthetic dyes.
Screening revealed A. brasilense strain SR80 to exhibit the highest decoloration activity. The decoloration de-
gree was as high as 50% for remazol brilliant blue and over 90% for malachite green. The cultivation condi-
tions affecting the efficiency of degradation of the studied dyes were determined.
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