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Разработан ферментативный синтез интерполиэлектролитного комплекса полианилин (ПАНИ)/поли-
стиролсульфонат натрия (ПСС), в котором ПАНИ допирован ионами Cu(II). Биокатализатором
полимеризации анилина (АНИ) являлась грибная лакказа Trametes hirsuta, а окислителем – атмо-
сферный кислород. Полученный комплекс ПАНИ-Cu/ПСС был исследован методами УФ-види-
мой и FTIR-ATR спектроскопии и рентгенофлуоресцентного анализа. Весовое содержание меди в
ПАНИ-Cu/ПСС составляло ~8 вес. %. Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) ком-
плекса ПАНИ-Cu/ПСС, блокирующего рост грамотрицательных (Escherichia coli) и грамположи-
тельным (Staphylococcus aureus) бактерий составляла 2.65 мг/мл и 0.66 мг/мл соответственно.
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В последние десятилетия большое внимание
уделяется гибридным системам и композитам
на основе электропроводящего полианилина
(ПАНИ), что связано с перспективностью их ис-
пользования в различных областях [1–5]. Свой-
ства ПАНИ можно изменять в широких пределах
в зависимости от условий проведения синтеза
[6, 7]. Обычно ПАНИ синтезируют химическим
или электрохимическим окислением анилина
(АНИ) в сильнокислой среде [1, 2, 8, 9]. Также опи-
сан ферментативный метод получения электропро-
водящего ПАНИ, отвечающий требованиям “бе-
лой” биотехнологии [1, 10–15]. С экологической
точки зрения ферментативный синтез ПАНИ явля-
ется хорошей альтернативой традиционным мето-
дам синтеза.

Перспективным катализатором окислитель-
ной полимеризации АНИ является лакказа, так
как окислителем в реакции является кислород воз-
духа. Лакказа (п-дифенол:кислород оксидоредук-
таза, КФ 1.10.3.2) относится к медь-содержащим
оксидазам и катализирует окисление различных
органических соединений, в результате которого
образуются радикалы, вступающие в реакции со-
четания с образованием олигомерных/полимер-
ных продуктов [16–18].

Электрические и оптические свойства ПАНИ
можно обратимо контролировать редокс реакци-

ями или протонированием [19, 20]. Окислительное
состояние ПАНИ может изменяться от полностью
окисленного (пернигранилин) до полностью вос-
становленного (лейкоэмеральдин). Полуокислен-
ное состояние основной цепи полимера называют
эмеральдином [1, 2]. Электропроводящую форму
ПАНИ, эмеральдиновую соль, можно получить
как протонированием [1, 2, 21], так и допирова-
нием цепи полимера различными допантами, та-
кими как кислоты Льюиса, йод, соли переходных
металлов [22–26]. Допантами полимеров называ-
ют доноры или акцепторы электронов, которые
при взаимодействии с основной цепью полимера
приводят к образованию на ней зарядов, обуслав-
ливающих электропроводность полимера.

В ряде работ было показано, что химически
синтезированный ПАНИ обладает антимикроб-
ными свойствами [27–32]. Эффективность хими-
чески синтезированного ПАНИ подавлять рост
грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий и грибов впервые была описана в работе [27]:
хлопчатобумажные ткани, покрытые электро-
проводящим ПАНИ, подавляли рост S. aureus на
95%, E. coli на 85% и грибов Candida albicans на
92%. Авторы связывали антибактериальные эф-
фекты ПАНИ с электростатическим взаимодей-
ствием между молекулами полимера и клетками
бактерий, что приводило к разрушению клеточ-
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ных стенок и гибели клеток. Ши с соавт. [28] по-
казали, что пленки поливинилового спирта, со-
держащие 1–10 вес. % ПАНИ полностью подав-
ляли рост бактерий E. coli и S. aureus.

Известно, что медь и ее сплавы являются анти-
микробными материалами [33, 34]. Можно пред-
положить, что ионы меди Cu2+ в качестве допанта
основной цепи полимера могут усиливать анти-
микробные свойства ПАНИ.

Цель работы – провести ферментативный мат-
ричный синтез и изучить физико-химические и
антибактериальные свойства полианилина, до-
пированного ионами меди(II).

МЕТОДИКА
Лимонная кислота, NaH2PO4, KH2PO4, NaOH –

производства “Riedel-de Haën” (Германия),
CuSO4 · 5H2O, полистиролсульфонат (ПСС, 30 вес. %)
“Sigma-Aldrich” (США) были использованы без
дополнительной очистки. АНИ (“Sigma-Aldrich”,
США) был очищен вакуумной перегонкой.

Лакказа была выделена из культуральной
жидкости базидиального гриба Trametes hirsuta
(Wulfen) Pilát (штамм T. hirsuta 56) согласно ме-
тоду [35]. Фермент был гомогенен по данным
ДДС-электрофореза и имел удельную активность
161 МЕ/мг белка. Активность фермента опреде-
ляли спектрофотометрически, используя в каче-
стве хромогенного субстрата 1 мМ раствор АБТС
(λ = 420 нм; ε = 36000 M–1 см–1) в 0.1 М Na-цит-
ратно-фосфатном буфере, рН 4.5. За единицу ак-
тивности принимали количество фермента, ката-
лизирующего превращение 1 мкмоль АБТС за
1 мин при температуре 22°С. Концентрация бел-
ка, измеренная согласно методу [36], составляла
7.8 мг/мл.

Все растворы готовили с использованием во-
ды, очищенной на установке Simplicity (“Milli-
pore”, США).

Синтез ПАНИ/ПСС проводили следующим
образом. К 10 мл раствора ПСС в 0.1 М цитратно-
фосфатном буфере, рН 3.5 (концентрация 11 мМ
на повторяющееся звено полимера), добавляли
10 мкл АНИ (концентрация 11 мМ) и перемеши-
вали в течение 1 ч. Полимеризацию АНИ ини-
циировали добавлением фермента, удельная
активность которого в реакционной смеси была
~1 МЕ/мл. Реакцию проводили при комнатной
температуре (21–22°С) и постоянном перемеши-
вании со скоростью 400 об./мин на магнитной
мешалке RT-10 (“IKA®-Werke GmbH & Co”, Гер-
мания) в течение 24 ч. Затем реакционную смесь
диализовали против деионизированной воды для
удаления низкомолекулярных соединений.

Дедопирование интерполимерного комплекса
ПАНИ/ПСС проводили, добавляя к диализован-
ному раствору 1 М NaOH до рН 10.0. Через 12 ч

раствор диализовали против воды, рН которой
доводили до значения 7.8 раствором NaOH. Для
редопирования комплекса ионами меди к раство-
ру добавляли 27.5 мг CuSO4 · 5H2O (молярное со-
отношение АНИ/CuSO4 · 5H2O = 1 : 1), переме-
шивали при комнатной температуре (21–22°С) на
магнитной мешалке со скоростью 400 об./мин в
течение 12 ч и диализовали против деионизиро-
ванной воды.

УФ-видимые спектры регистрировали на спек-
трофотометре UV1240 mini (“Shimadzu”, Япо-
ния). Анализ образцов методом спектроскопии
нарушенного полного внутреннего отражения в
инфракрасной области с преобразованием Фу-
рье (FTIR-ATR) проводили на спектрометре
FT/IR-67000 (“Jasco”, Япония). Содержание меди
в образцах определяли методом энергодисперси-
онной рентгеновской спектроскопии (EDX) с
использованием сканирующего электронного
микроскопа JSM-6510LV (“JEOL Ltd”, Япония),
оснащенного энергодисперсионной приставкой
сX-MAX (“Oxford Instruments”, Великобритания).
Для определения содержания меди и исследова-
ний методом FTIR-ATR спектроскопии образцы
высушивали при 60°С до постоянного веса.

Для исследований на антимикробную актив-
ность водные растворы комплексов были скон-
центрированы упариванием при 37°C до 5.8 мг/мл
(ПАНИ/ПСС) и 5.3 мг/мл (ПАНИ-Cu/ПСС).
Минимальную ингибирующую рост концентра-
цию (МИК) синтезированных комплексов опре-
деляли по стандартной методике серийных (дву-
кратных) разведений в питательной среде LB
(Luria-Bertani, Miller, “Sigma”, США). В качестве
тест-культур использовали грамположительные
бактерии Staphylococcus aureus 209P и грамотрица-
тельные бактерии Escherichia coli K-12. 200 мкл
предварительно стерильно приготовленных сред
LB, содержащих различные концентрации ком-
плексов, вносили в лунки 96-луночного планше-
та в 3-кратной повторности для каждой концен-
трации. Затем в каждую лунку вносили 4 мкл кле-
ток тест-культур стационарной фазы роста (1 сут)
и инкубировали при 28°C и перемешивании на
роторной качалке (150 об./мин). После 24 ч инку-
бации измеряли оптическую плотность каждой
лунки относительно контролей (без инокулята)
при 540 нм с использованием Ao Absorbance Mi-
croplate Reader (“Azure Biosystems”, UK). Рост
микроорганизмов оценивали по изменению опти-
ческой плотности по сравнению с начальным зна-
чением (сразу после инокуляции среды). МИК
определяли как наименьшую концентрацию со-
единения, подавляющую рост бактерий в течение
24 ч. Каждую культуру тестировали трижды.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Одна из ключевых проблем использования
электропроводящего ПАНИ – плохие эксплуа-
тационные характеристики полимера (нераство-
римость, неплавкость, плохие механические свой-
ства), которые препятствуют его широкому про-
мышленному использованию. Одним из вариантов
решения этой проблемы является синтез ПАНИ с
использованием водорастворимой матрицы [1, 2,
37, 38]. В настоящей работе в качестве матрицы
был использован ПСС.

В результате катализируемой лакказой окис-
лительной полимеризации АНИ на матрице ПСС
был получен электропроводящий интерполи-
электролитный комплекс ПАНИ/ПСС, УФ-ви-
димый спектр которого представлен на рис. 1
(кривая 1). На спектре ПАНИ/ПСС присутство-
вали полосы, характерные для электропроводя-
щего ПАНИ: полоса в области 340 нм, соответ-
ствующая π–π* электронным переходам в арома-
тических кольцах, и две полосы поглощения (420
и 787 нм), указывающие на формирование поля-
рона в структуре ПАНИ [39, 40]. При дедопирова-
нии комплекса эти полосы исчезали, и появля-
лась полоса поглощения в области 510 нм, соот-
ветствующая ПАНИ в неэлектропроводящей
форме эмеральдинового основания (рис. 1, 2).
При этом переходе цвет раствора менялся с зеле-
ного на голубой. Так как дедопирование/допиро-
вание процесс обратимый, то после диализа на
спектре снова появляются полосы, характерные
для электропроводящей формы ПАНИ (рис. 1, 3).
Однако при рН 7.8 основная полоса поглощения,
соответствующая полярону, смещалась в более ко-
ротковолновую область (755 нм). При редопирова-
нии полимера ионами Cu2+ (рис. 1, 4) происходил
сдвиг этой полосы до 764 нм, что являлось косвен-
ным доказательством взаимодействия ионов меди
с основной цепью ПАНИ.

Исследование ПАНИ-Cu/ПСС методом энер-
годисперсионной рентгеновской спектроскопии
(рис. 2) показало, что содержание меди в ком-
плексе, рассчитанное как среднее значение по че-
тырем измерениям, составляло 1.66 ± 0.31 ат. %
или 6.81 ± 1.18 вес. %.

На рис. 3а представлена общая формула ПАНИ.
Соотношениe фенилендиаминных (бензеноид-
ных) и хиноиддииминных (хиноидных) структур
в цепи ПАНИ обуславливает несколько возмож-
ных редокс-состояний полимера: лейкоэмераль-
дин (полностью восстановленное состояние),
эмеральдин (полуокисленное состояние) и пер-
нигранилин (полностью окисленное состояние).

Рис. 1. УФ-видимые спектры ферментативно синте-
зированного комплекса ПАНИ/ПСС (1, рН 3.5), де-
допированного комплекса (2, рН 10.0), (комплекса
после диализа (3, рН 7.8) и редопированного ионами
меди комплекса ПАНИ-Cu/ПСС (4).
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При кислотном допировании (рис. 3б) протоны
взаимодействуют с иминными атомами азота, что
приводит к образованию поликатиона. Положи-
тельные заряды, локализованные на атомах азота,
повышают общую энергию полимерной системы,
в результате чего происходит перераспределение
электронной плотности и распаривание неподе-
ленной электронной пары атомов азота. В цепи по-
лимера появляются делокализованные электроны и
возникает электронная проводимость, которая за-
висит от степени протонирования ПАНИ и от при-
роды допирующей кислоты. Таким образом элек-
тропроводность ПАНИ обусловлена наличием в
полимерной цепи катион-радикалов (поляро-
нов), локализованных на атомах азота хиноид-
дииминных колец. Допирование цепи ПАНИ

ионами переходных металлов относится к окис-
лительному допированию. Основываясь на ре-
зультатах экспериментов с солями переходных
металлов, которые могут действовать как окис-
литель, Димитриев [25] предложил следующий
механизм окислительного допирования эме-
ральдинового основания ПАНИ. Ионы переход-
ных металлов окисляют атомы азота бензеноид-
ных фрагментов; после этого восстановленные ио-
ны металла координируются с иминными атомами
азота хиноидных фрагментов. Затем происходит
окисление восстановленных катионов металлов и
восстановление иминных групп, что приводит к об-
разованию допированной (электропроводящей)
формы ПАНИ и окисленного катиона.

Рис. 3. Общая формула ПАНИ (а): y = 1 – лейкоэмеральдин; y = 0.5 – эмеральдин и y = 0 – пернигранилин; схемати-
ческое изображение взаимопревращений различных редокс-состояний ПАНИ (лейкоэмеральдин, эмеральдин, пер-
нигранилин) при кислотном допировании (б).
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На рис. 4 приведены FTIR-ATR спектры мат-
рицы ПСС (кривая 1) и комплексов ПАНИ/ПСС
(кривая 2) и ПАНИ-Cu/ПСС (кривая 3). Полосы
в области 600–1150 см–1 соответствовали колеба-
ниям связей в молекуле ПСС, что подтверждало
образование комплекса ПАНИ/ПСС в результате
ферментативной реакции. Наиболее существен-
ные различия в спектрах ПАНИ/ПСС и ПАНИ-
Cu/ПСС наблюдались в области 1150–1600 см–1.
На обоих спектрах присутствовала полоса в обла-
сти 1496 см–1, относящаяся к колебаниям С‒С свя-
зи бензеноидных фрагментов в структуре ПАНИ
[41, 42]. В то же время интенсивность полосы по-
глощения, соответствующей колебаниям С=С
связи хиноидных фрагментов, значительно увели-
чивалась при допировании ПАНИ ионами меди, а
положение полосы смещалось сторону меньшего
волнового числа (от 1581 см–1 в ПАНИ/ПСС до
1567 см–1 в ПАНИ-Cu/ПСС), что указывало на
увеличение относительного количества хиноид-
ных фрагментов в цепи ПАНИ [24]. Также проис-
ходил сдвиг полосы, соответствующей колебани-
ям структуры ‒NH+=, от 1173 до 1163 см–1. Кроме
того на спектре ПАНИ-Cu/ПСС появлялись до-
полнительные полосы, соответствующие колеба-
ниям связи С‒N рядом с хиноидным кольцом

(1324 и 1358 см–1), и полоса, относящаяся к коле-
баниям связей катион-радикала C‒N•+ (1259 см–1).
При допировании ПАНИ ионами меди увеличи-
валась интенсивность полосы, относящейся к ко-
лебаниям C‒N связи вторичных ароматических
аминов в области 1307 см–1. Такие изменения в ИК-
Фурье спектрах свидетельствовали о допировании
основной цепи ПАНИ ионами меди.

Для антимикробных исследований водные
растворы ПАНИ/ПСС и ПАНИ-Cu/ПСС были
сконцентрированы до 5.8 и 5.3 мг/мл соответ-
ственно. Исследования показали, что матрица
ПСС не обладала антимикробной активностью,
а комплекс ПАНИ/ПСС, хотя и проявлял анти-
микробную активность в отношении S. aureus и
E. coli, однако его МИК для обоих микроорганиз-
мов выше, чем максимально достигнутая в иссле-
довании концентрация (2.9 мг/мл). Необходимо
отметить, что в литературе крайне мало данных о
МИК “чистого” ПАНИ, что, по-видимому, свя-
зано с его плохой растворимостью. В статье [29]
было показано, что МИК суспензии в питатель-
ной среде химически синтезированного ПАНИ
для E. coli и S. aureus выше 10 мг/мл. Шалини с со-
авт. [31] показали, что МИК суспензии ПАНИ в

Рис. 4. FTIR-ATR-спектры матрицы ПСС (1), ПАНИ/ПСС (2) и ПАНИ-Cu/ПСС (3).
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диметилсульфоксиде для E. coli и S. aureus была
10 и 2.5 мг/мл соответственно.

Комплекс ПАНИ-Cu/ПСС показал более высо-
кую ингибирующую активность, чем ПАНИ/ПСС.
МИК ПАНИ-Cu/ПСС по отношению S. aureus
составляла 0.66 мг/мл, а E. coli – 2.65 мг/мл. По-
скольку в литературе отсутствуют данные о значе-
ниях МИК для композитов, в состав которых вхо-
дит ПАНИ, допированный ионами меди, провести
прямое сравнение с полученными нами результата-
ми не представляется возможным. Однако можно
сделать вывод, что ионы меди в составе комплекса
ПАНИ-Cu/ПСС усиливали антимикробные свой-
ства полимера и использование их в качестве до-
панта основной цепи ПАНИ перспективно для раз-
работки антимикробных пленочных покрытий.

Авторы выражают благодарность Ю.А. Нико-
лаеву и Е.В. Демкиной за помощь в проведении
микробиологических экспериментов. При прове-
дении исследований использовалось оборудова-
ние Центра коллективного пользования “Про-
мышленные биотехнологии” ФИЦ Биотехноло-
гии РАН.
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Enzymatically Synthesized Polyaniline Doped with Copper Ions:
Physico-Chemical and Antimicrobial Properties of the Product

I. S. Vasil’evaa, G. P. Shumakovicha, O. V. Morozovaa, and A. I. Yaropolova, *
a Bach Institute of Biochemistry, Research Centre of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: yaropolov@inbi.ras.ru

An enzymatic synthesis of the polyaniline (PANI)/sodium polystyrenesulfonate (PSS) interpolyelectrolyte
complex, in which PANI is doped with Cu(II) ions, has been developed. The biocatalyst for aniline (ANI)
polymerization was the fungal laccase Trametes hirsuta, and the oxidizing agent was atmospheric oxygen. The
resulting PANI-Cu/PSS complex was studied by UV-visible and FTIR-ATR spectroscopy, and X-ray f luo-
rescence analysis. The copper weight content in PANI-Cu/PSS was ~8 wt %. The minimum inhibitory con-
centrations (MIC) of the PANI-Cu/PSS complex against gram-negative (Escherichia coli) and gram-positive
(Staphylococcus aureus) bacteria were 2.65 and 0.66 mg/mL, respectively.

Keywords: polyaniline, Cu(II)-dopant, biocatalysis, laccase, antibacterial activity
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