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Фенолоксидазна активність бактерій родів Pseudomonas та Klebsiella, їх здатність до детоксикації фенолу. —
 Н. М. Копча, А. М. Садляк, О. Я. Бокшан. — Досліджено фенолоксидазну активність бактерій родів Pseudomonas 
та Klebsiella. Встановлено здатність бактерій родів Pseudomonas та Klebsiella здійснювати деструкцію фенолу в 
широкому діапазоні концентрацій. Швидкість біодеструкції залежить від виду бактерій та концентрації фенолу. 
Найвишу здатність щодо детоксикації фенолу у концентраціях 20–500 мг/л проявили псевдомонади P. fluorescens 
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Вступ 
У світі гостро постала проблема очищення довкілля 
від забруднювачів, що виробляються і використову-
ються у великих кількостях. До таких забруднювачів 
належить фенол та його похідні. Феноли потрапляють 
у біосферу з виробничими і побутовими відходами, 
вони містяться в стічних водах коксохімічного, мета-
лургійного, газового, лісопереробного, меблевого, це-
люлозопаперового виробництва, в продуктах переро-
бки нафти, торфу та ін. [10]. Фенольні сполуки також 
широко застосовуються в сільському господарстві в 
якості діючих речовин великої кількості пестицидів 
(хлорпохідні, галагенопохідні та багато ін. [7, 4]. До 
пестицидів, що найбільш часто використовуються в сіль-
ськогосподарській практиці, належить 2,4-дихлорфенок-
сиоцтова кислота, при розкладі якої утворюється фенол 
[10, 2, 4]. Небезпека надходження сполук фенольної при-
роди у довкілля пов`язана з їх токсичністю для біологіч-
них об’єктів та значною стійкістю до розкладу [1]. 

У процесі деструкції фенолів в навколишньому 
середовищі головну роль відіграють мікроорганіз-
ми [1, 3]. Мікробіологічна детоксикація фенолів є 
одним з найбільш безпечних і перспективних ме-
тодів очищення довкілля, в процесі якої відбува-
ється розщеплення ароматичного кільця та утво-
рення нетоксичних сполук, вуглекислоти та води, 
що в подальшому включаються в кругообіг елеме-
нтів в біосфері [1, 4, 11]. В зв`язку з цим продов-

жується пошук найбільш активних мікроорганіз-
мів-деструкторів, здатних розкладати фенол у до-
вкіллі, ведуться роботи по розробці методів їх ін-
тродукції на забруднені території [2]. 

Бактерії родів Pseudomonas та Klebsiella відіграють 
важливу роль у довкіллі: вони розповсюджені в гру-
нтах та водоймах і є асоціантами широкого кола ва-
жливих сільськогосподарських та декоративних рос-
лин. Багаточисельні за видовим складом бактерії роду 
Pseudomonas продукують біологічноактивні речовини, 
тому відіграють важливу роль у захисті рослин від 
бактеріальних і грибних захворювань. Вони широко ви-
користовуються у різних сферах народного господарст-
ва, зокрема, застосовуються у процесах мінералізації 
органічних сполук та очищення навколишнього 
середовища [9, 13]. Клебсіели здатні стимулююче 
впливати на ріст і розвиток вищих рослин, приско-
рювати регенераційні процеси тканин рослин та 
здатні фіксувати атмосферний азот [8].  

Вказане вище робить актуальним дослідження 
здатності бактерії родів Pseudomonas та Klebsiella 
до детоксикації сполуки фенольної природи з ме-
тою подальшого їх використання для біоремедації 
забруднених територій.  

Нашим завданням було дослідити наявність фер-
менту фенолоксидази у бактерій родів Pseudomonas, 
Klebsiella та встановити рівень їх деструктивної ак-
тивності щодо фенолу. 
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Матеріали та методи досліджень 

В дослідженнях використовували колекційні штами 
бактерій, отримані з відділу фітопатогенних бактерій 
Інституту мікробіології і вірусології ім. Заболотного 
НАН України та кафедри мікробіології медичного фа-
культету УжНУ НАН України – P. fluorescens (V. Trevi-
san) Migula, шт. 8655; P. aeruginosa (V. Trevisan) Migula, 
шт. 7; Kl. planticola V. Trevisan, шт. 33531; Kl. terrigena 
V. Trevisan, шт. 8008; Kl. oxytoca V. Trevisan, шт. АТСС 
13183; Kl. pneumonia subsp. pneumonia V. Trevisan, 
шт. 3785, вирощені протягом доби на ПА. 

Для вивчення фенолоксидазної активності та зда-
тності бактерій до деструкції фенолу використовува-
ли рідке синтетичне середовище такого складу: 
Na2HPO4 – 2,0 г; KH2PO4 – 2,0 г; NaCl – 0,5 г; (NH4 
)2HPO4 – 0,5 г; MgSO4 – 0,5 г; вода водопровідна – 
1000 мл. Джерелом вуглецю та ростовим субстратом 
для бактерій був фенол, який додавали в середовище 
в діапазоні концентрацій від 20 мг/л до 10000 мг/л. 
Культивування бактерій здійснювали при темпера-
турі 24–260С. Контролем слугувало середовище з 
фенолом без додавання бактерій. 

Досліджували фенолоксидазну активність бак-
терій за методом Sunaga Takashi із співавторами 
[12]. Наявність фенолоксидази в культуральній рі-
дині визначали на 10 добу (спостерігали зміну ко-

льору культуральної рідини внаслідок додавання 
реагентів у середовище). 

Здатність бактерій до деструкції фенолу дослі-
джували при вихідних концентраціях фенолу 20, 100, 
200 та 500 мг/л. Для кількісного визначення залишків 
фенолу у середовищі використовували кольорову 
реакцію взаємодії 4-аміно-антипірина з фенолом і 
щоденно, протягом 10 діб, вимірювали оптичну гус-
тину розчинів на фотоелектрокалориметрі КФК-2 
при λ-540 нм. [6]. Побудову калібрувального графіка 
проводили згідно Лурьє і Рибнікової [5]. 
Результати досліджень та їх обговорення 

Здатність бактерій до деструкції фенолу пов`язана із 
наявністю у них ферменту фенолоксидази. В наших 
дослідженнях наявність фенолоксидази відмічали у 
культуральній рідині після 10 діб культивування бак-
терій родів Klebsiella та Pseudomonas в присутності 
фенолу в межах 20–500 мг/л (табл. 1). При збільшенні 
концентрації фенолу у середовищі до 1000 мг/л фено-
локсидазну активність проявили тільки P. fluorescens, 
P. aeruginosa та Kl. terrigena. В присутності 10000 мг/л 
фенолу в культуральній рідині, де були внесені дослі-
джувані бактерії, наявність фенолоксидази не спосте-
рігали у жодного виду. Така висока концентрація фе-
нолу у синтетичному середовищі проявляла бактери-
цидну дію на досліджувані бактерії.  

 
Таблиця 1. Фенолоксидазна активність бактерій 

Види бактерій Вихідна 
концентрація 
фенолу, мг/л 

Kl. planticola Kl. terrigena Kl. pneumonia Kl. oxytoca P. fluorescens P. aeruginosa 
Контроль 

20 + + + + + + – 
100 + + + + + + – 
200 + + + + + + – 
500 + + + + + + – 

1000 – + – – + + – 
10000 – – – – – – – 

Примітка: "–" – відсутність фенолоксидази в культуральній рідині; "+" – наявність фенолоксидази в культуральній рідині 
 
Згідно санітарного законодавства, ГДК фенолу 
становить 0,001 мг/л, а у водоймах господарсько-
побутового призначення допускається присутність 
фенолів не більше 0,05 мг/л [10]. У наших дослі-
дженнях, бактерії родів Pseudomonas та Klebsiella 
проявляли фенолоксидазну активність у концент-
раціях, які перевищували гранично-допустимі у 
тисячі разів, що вказувало на їх потенційну здат-
ність до деструкції сполук фенолу. 

При спостереженні у динаміці здатності бакте-
рій розкладати фенол на початкових етапах куль-
тивування (в присутності фенолу) відмічали інгі-
бування деструктивної активності культур, при 
цьому вміст фенолу у середовищі фактично не 
змінювався (рис.). Тривалість цього процесу зрос-
тала із збільшенням концентрації фенолу, що, 
ймовірно, пов’язане із затримкою росту бактерій у 
період їх адаптації до умов середовища (лаг-
період) (рис.). Крім того, тривалість лаг-періоду 
варіювала в залежності від штама-деструктора. 

Найбільш активними щодо деструкції фенолу 
були псевдомонади: P. fluorescens, P. aeruginosa. 
Так, при інкубуванні цих бактерій у середовищі з 
початковою концентрацією 20 мг/л фенолу, вже на 
3 добу відмічали лише слідові залишки фенолу у 
культуральній рідині, а на 4 добу – повну деструк-
цію фенолу. При вихідних концентраціях 100 та 
200 мг/л повну деструкцію фенолу під дією куль-
тур спостерігали на 6 та 9–10 добу. З підвищенням 
початкової концентрації до 500 мг/л залишкова кі-
лькість фенолу на 10 добу становила 39,8% та 
43,4% відповідно. 

За деструктивною активністю сапрофітна Kl. terri-
gena фактично не відрізнялась від псевдомонад: відсут-
ність фенолу у культуральній рідині фіксували також 
на 4 добу при початковій концентрації 20 мг/л, на 7 до-
бу – при початковій концентрації 100 мг/л та на 10 добу 
– при 200 мг/л фенолу. При культивуванні бактерій у 
середовищі з 500 мг/л фенолу залишкова кількість фе-
нолу на 10 добу становила 44,2%. 
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Високою деструктивною активністю характе-
ризувалась і сапрофітна Kl. planticola в умовах ін-
кубації у середовищі з початковими концентраці-
ями 20 та 100 мг/л фенолу: відсутність фенолу у 
культуральній рідині відмічали на 5 та 9 добу від-
повідно. Лише при збільшенні вихідної концент-

рації фенолу деструктивний потенціал цих бакте-
рій дещо знижувався: в умовах культивування ба-
ктерій у середовищі з 200 та 500 мг/л фенолу на 10 
добу спостережень залишкова кількість фенолу 
становила 40% та 61,2% відповідно.   
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Рис. Динаміка деструкції фенолу бактеріями родів Pseudomonas та Klebsiella: а – P. fluorescens, б – P. аeruginosa, в – 
Kl. terrigena, г – Кl. planticola, д – Kl. рneumonia, е – Kl. oxytoca 

 
Нижча здатність щодо деструкції фенолу серед клеб-
сіел відмічена для Kl. pneumonia та Kl. oxytoca. При 
інкубації цих культур у середовищі з 20 мг/л фенолу 
відсутність фенолу у культуральній рідині фіксували 
на 6 та 7 добу. В умовах культивування з 100 мг/л 
фенолу під дією бактерій Kl. pneumonia спостерігали 
повну деструкцію фенолу у середовищі на 9 добу, а в 
присутності Kl. oxytoca залишкова кількість фенолу 
на 10 добу становила 5%. З підвищенням початкової 
концентрації до 200 мг/л залишкова кількість фенолу 
на 10 добу становила 54% та 56%; з підвищенням 
концентрації до 500 мг/л – 78% та 98,6% відповідно. 

У контрольних пробірках рівень фенолу протя-
гом періоду спостережень залишався без змін. 

Як показали результати наших досліджень щодо 
динаміки біодеструкції фенолу, при різниці між вихі-
дними концентраціями у 5 разів (20, 100, та 500 мг/л) 
тривалість процесу детоксикації фенолу в середовищі 
зростала приблизно у 1,5 – 2 рази (рис.). Г.Ю. Димит-
риєва з співавторами [3], на прикладі виділених з при-
бережної зони моря бацил, показують, що при висо-
ких концентраціях фенолу, коли культури існують в 
екстремальних умовах, вони до певної межі майже не 
реагують на різницю в концентраціях токсиканта, так 
як їх фізіологічна відповідь знаходиться далеко за ме-
жами норми і вони працюють в режимі не адаптації, а 
виживання. Цим, на нашу думку, можна пояснити і 
дану залежність у наших дослідженнях. 
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На основі результатів проведених досліджень 
можна сказати, що у синтетичному середовищі, яке 
за своїм складом є близьким до природнього, дослі-
джувані бактерії родів Pseudomonas та Klebsiella 
брали активну участь у детоксикації фенолу, процес 
біодеструкції фенолу залежав від виду бактерій-
деструкторів та вихідної концентрації фенолу.  
Висновки 

Фермент фенолоксидазу виявлено у представників 
бактерій родів Pseudomonas та Klebsiella при кон-
центрації фенолу 20 – 1000 мг/л у середовищі.  

Швидкість біодеструкції фенолу залежить від 
виду бактерій-деструкторів та концентрації фенолу. 

Найвищу здатність щодо детоксикації фенолу в 
концентраціях 20 –500 мг/л проявили псевдомона-
ди P. fluorescens 8607 та P. аeruginosa 7, серед кле-
бсіел – сапрофітні культури Kl. terrigena 8008 та 
Kl. planticola 33531. 

Представники бактерій з родів Pseudomonas та 
Klebsiella є стійкими до умов фенольного наван-
таження, що дозволяє вважати їх перспективними 
для розробки методів біоремедації забруднених 
ґрунтів та вод сполуками фенольної природи.  

____________________ 
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