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Ëàêêàçû (ï-äèôåíîë:êèñëîðîä îêñèäîðåäóêòàçà, ÊÔ
1.103.2) îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå “ãîëóáûõ” îêñèäàç è êà-
òàëèçèðóþò ðåàêöèè îêèñëåíèÿ øèðîêîãî êðóãà îðãàíè-
÷åñêèõ è íåîðãàíè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ ìîëåêóëÿðíûì
êèñëîðîäîì ñ ñîïóòñòâóþùèì âîññòàíîâëåíèåì  ïîñ-
ëåäíåãî äî âîäû, ìèíóÿ ñòàäèþ îáðàçîâàíèÿ ïåðîê-
ñèäà âîäîðîäà [1, 2]. Â àêòèâíûé öåíòð ëàêêàç âõîäÿò
÷åòûðå èîíà ìåäè, êîîðäèíèðîâàííîå âçàèìîäåéñòâèå
êîòîðûõ ïðèâîäèò ê ñîïðÿæåíèþ ïðîöåññà îäíîýëåêò-
ðîííîãî îêèñëåíèÿ ñóáñòðàòîâ-äîíîðîâ ñ ÷åòûðåõý-
ëåêòðîííîé ðåàêöèåé âîññòàíîâëåíèÿ äèêèñëîðîäà.
Èîíû ìåäè ïðèíÿòî ðàçäåëÿòü íà òðè òèïà: Ò1 –
“ãîëóáîé” ìåäíûé öåíòð, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ ïîëîñîé
ïîãëîùåíèÿ íà ýëåêòðîííûõ ñïåêòðàõ â îáëàñòè 600
íì è ñëàáûì ñâåðõòîíêèì ðàñùåïëåíèåì â ñïåêòðàõ
ÝÏÐ; Ò2 – ìîíîÿäåðíûé öåíòð, íå äåòåêòèðóþùèéñÿ
â ÓÔ è âèäèìîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ôåð-
ìåíòà, íî èìåþùèé õàðàêòåðíûé ñïåêòð ÝÏÐ; Ò3 –
áèÿäåðíûé äèàìàãíèòíûé öåíòð, êîòîðûé ïðîÿâëÿåò
ñåáÿ íà ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ â îáëàñòè 330 íì â
âèäå äîñòàòî÷íî ðàçìûòîãî ïëå÷à. Öåíòðû Ò2 è Ò3
îáúåäèíåíû â òðåõúÿäåðíûé ìåäíûé êëàñòåð, îòâåò-
ñòâåííûé çà âîññòàíîâëåíèå äèêèñëîðîäà äî âîäû [3].
Â çàâèñèìîñòè îò îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîãî
ïîòåíöèàëà èîíà ìåäè òèïà Ò1 ëàêêàçû ïðèíÿòî ïîä-
ðàçäåëÿòü íà âûñîêî- è íèçêîïîòåíöèàëüíûå [4]. Ïðè-
íÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî ìåõàíèçì êàòàëèçà ëàêêàçàìè
âêëþ÷àåò òðè ñòàäèè: 1) âîññòàíîâëåíèå èîíà ìåäè
òèïà Ò1 ñóáñòðàòîì-äîíîðîì ýëåêòðîíà; 2) âíóòðèìî-
ëåêóëÿðíûé ïåðåíîñ ýëåêòðîíà èîíàìè ìåäè àêòèâíîãî
öåíòðà; 3) âîññòàíîâëåíèå ìîëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà ñ
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Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ãîìîãåííûõ êàòàëèòè÷åñêèõ è ãåòåðîãåííûõ áèîýëåêòðîêàòàëèòè÷åñêèõ
ñâîéñòâ âûñîêîïîòåíöèàëüíûõ ãðèáíûõ è íèçêîïîòåíöèàëüíîé äðåâåñíîé ëàêêàç. Ïîêàçàíî
ïðèíöèïèàëüíîå ðàçëè÷èå â êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïî ñóáñòðàòàì-äîíîðàì ýëåêòðîíîâ è
äîíîðàì àòîìîâ âîäîðîäà è ýëåêòðîíîâ äëÿ ãðèáíûõ è äðåâåñíûõ ëàêêàç ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷å-
íèÿõ ðÍ, à òàêæå â áèîýëåêòîðîêàòàëèòè÷åñêîé ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî êèñ-
ëîðîäà. Âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î çàâèñèìîñòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó áèîêàòàëèòè÷åñêèìè ñâîé-
ñòâàìè èçó÷åííûõ ôåðìåíòîâ è èõ ðîëüþ â ïðîöåññàõ ìåòàáîëèçìà ëèãíèíà.

îáðàçîâàíèåì âîäû òðåõúÿäåðíûì ìåäíûì êëàñòå-
ðîì [2].

Ëàêêàçû øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â ðàçëè÷íûõ ãðè-
áàõ [5] è ðàñòåíèÿõ [6]. Ëàêêàçîïîäîáíûå îêñèäàçû
îáíàðóæåíû òàêæå â ìèêðîîðãàíèçìàõ [7] è â îðãà-
íèçìå æèâîòíûõ [2]. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ëàêêàçû ðàñòå-
íèé ó÷àñòâóþò â ñâîáîäíî-ðàäèêàëüíûõ ðåàêöèÿõ ñèí-
òåçà ëèãíèíà, â òî âðåìÿ êàê ôóíêöèè ãðèáíûõ ëàêêàç
çíà÷èòåëüíî øèðå. Îíè ó÷àñòâóþò â ìîðôîãåíåçå ãðè-
áîâ, çàùèòå èõ îò ñòðåññà, à òàêæå â äåãðàäàöèè ëèã-
íèíà [8]. Âîçìîæíî, ëîêàëèçàöèÿ ëàêêàç â êëåòêå è
ðÍ ñðåäû, ïðè êîòîðîé ôóíêöèîíèðóþò ýòè ôåðìåíòû,
êîððåëèðóþò ñ èõ ôèçèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, ÷òî
â ñâîþ î÷åðåäü îïðåäåëÿåò íàáîð ñóáñòðàòîâ äëÿ
ýòèõ ôåðìåíòîâ è óñëîâèÿ èõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ. Â
ïðîÿâëåíèè ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè ëàêêàç îñî-
áóþ ðîëü èãðàåò ðåäîêñ-ïîòåíöèàë Ò1 – öåíòð ôåð-
ìåíòîâ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – ïðîâåäåíèå ñðàâíèòåëü-
íûõ èññëåäîâàíèé áèîêàòàëèòè÷åñêèõ ðåàêöèé, ïðîòå-
êàþùèõ ñ ó÷àñòèåì âûñîêî-ðåäîêñ-ïîòåíöèàëüíûõ
ãðèáíûõ ëàêêàç Trametes hirsuta è Cerena maxima è
íèçêî-ðåäîêñ-ïîòåíöèàëüíîé  ëàêêàçû èç ñîêà ëàêîâîãî
äåðåâà Rhus vernicifera.

Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ
Óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ îðãàíèçìîâ

è î÷èñòêà ôåðìåíòîâ
Ãëóáèííîå êóëüòèâèðîâàíèå øòàììîâ-ïðîäóöåíòîâ

áàçèäèàëüíûõ ãðèáîâ T. hirsuta è C. maxima ïðîâîäè-
ëè ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó â ðàáîòå [9]. Èñïîëüçîâàëè
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ñëåäóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñòàäèé î÷èñòêè ôåð-
ìåíòîâ: îñàæäåíèå áåëêîâ èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè
ñóëüôàòîì àììîíèÿ â äèàïàçîíå íàñûùåíèÿ 0–90%;
èîíîîáìåííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ íèçêîãî äàâëåíèÿ íà
íîñèòåëå “Ñåðâàöåë ÄÝÀÝ 52”  (”Reanal”, Âåíãðèÿ);
àäñîðáöèîííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ íà íîñèòåëå “HTP Bio-
Gel” (“Bio-Rad”, ÑØÀ); ðåõðîìàòîãðàôèÿ íà íîñèòå-
ëå “DEAE-Toyopearl 650Ì” (“Toyo Soda”, ßïîíèÿ).
Çàêëþ÷èòåëüíûé ýòàï î÷èñòêè âñåõ ôåðìåíòîâ – ñòà-
äèÿ æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî äàâëåíèÿ íà
êîëîíêå “BioSep-SEC-S 2000 Phenomenex” (ÑØÀ) ñ
èñïîëüçîâàíèåì HPLC – ñèñòåìû “Ñòàéåð” (“Àêâè-
ëîí”, Ðîññèÿ). Âñå ñòàäèè î÷èñòêè ôåðìåíòíîãî ïðå-
ïàðàòà ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå 4°Ñ.

 Ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò èç ëàòåêñà ëàêîâîãî äåðåâà
R. vernicifera áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí  ïðîô.
B. Ðåéíõàììåðîì (Øâåöèÿ). Îí òàêæå áûë äîïîëíè-
òåëüíî î÷èùåí ìåòîäîì õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî
äàâëåíèÿ. Âñå èññëåäóåìûå ôåðìåíòíûå ïðåïàðàòû
áûëè ãîìîãåííû ïî äàííûì ÄÄÑ-ýëåêòðîôîðåçà.

Îïðåäåëåíèå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ìîëåêóëÿð-
íóþ ìàññó ëàêêàç îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÄÄÑ-ýëåêòðî-
ôîðåçà â ãðàäèåíòå ÏÀÀÃ. Â êà÷åñòâå áåëêîâ-ìåò÷è-
êîâ èñïîëüçîâàëè (êÄà): öåëëþëàçó (94,6), ÁÑÀ (66,2),
îâàëüáóìèí (45,0), êàðáîàíãèäðàçó (31,0), èíãèáèòîð
òðèïñèíà (21,5), ëèçîçèì (14,4). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â
èñïîëüçîâàííûõ ðàñòâîðàõ îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó, îïè-
ñàííîìó â ðàáîòå [10].

Êèíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ. Àêòèâíîñòü ëàêêàç
â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ îðãàíè÷åñêèõ è íåîðãàíè÷åñêèõ
ñóáñòðàòîâ îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî
ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ ïðîäóêòà è ýëåêòðîõèìè÷åñêèì
ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì  êèñëîðîäíîãî ýëåêòðîäà
òèïà Êëàðêà ïî óìåíüøåíèþ òîêà âîññòàíîâëåíèÿ äè-
êèñëîðîäà, ïîòðåáëÿåìîãî â ïðîöåññå ôåðìåíòàòèâíîé
ðåàêöèè ïðè ïîòåíöèàëå ðàáî÷åãî ýëåêòðîäà –600 ìÂ.
Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèé îêèñëåíèÿ ñóáñòðà-
òîâ ðàññ÷èòûâàëè ñ ó÷åòîì ñòåõèîìåòðèè ïðîòåêàþ-
ùèõ ðåàêöèé.

Ôåðìåíòàòèâíûå ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìûå ëàêêàçà-
ìè, ïðîâîäèëè â 40 ìÌ óíèâåðñàëüíîì áóôåðíîì ðà-
ñòâîðå ïðè âûáðàííîì çíà÷åíèè ðÍ.

Áèîýëåêòðîêàòàëèòè÷åñêèå ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè íà âîëüòàìïåðîìåòðè÷åñêîì àíàëèçàòîðå
“CV-50W” (“Bioanalytical Systems”, ÑØÀ), èñïîëüçóÿ
òðåõýëåêòðîäíóþ ýëåêòðîõèìè÷åñêóþ ÿ÷åéêó. Â êà÷å-
ñòâå ðàáî÷åãî ýëåêòðîäà èñïîëüçîâàëè ñòåðæåíü ñïåê-
òðàëüíîãî ãðàôèòà (“Ringsdorff Werke”, Ãåðìàíèÿ).
Èììîáèëèçàöèþ ôåðìåíòîâ íà ïîâåðõíîñòè ðàáî÷åãî
ýëåêòðîäà îñóùåñòâëÿëè ïóòåì àäñîðáöèè 10 ìêë
òîãî èëè èíîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà â òå÷åíèå

30 ìèí. Íåàäñîðáèðîâàííûé ôåðìåíò óäàëÿëè ïóòåì
ìíîãîêðàòíîé ïîìûâêè ýëåêòðîäà ðàáî÷èì áóôåðíûì
ðàñòâîðîì.

Öèêëè÷åñêèå âîëüòàìïåðîãðàììû çàïèñûâàëè íà
îáíîâëåííîé ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà ïðè ðàçëè÷íûõ
çíà÷åíèÿõ ðÍ ðàáî÷åãî áóôåðà â èíòåðâàëå ïîòåíöèà-
ëîâ îò –200 äî 1000 ìÂ îòíîñèòåëüíî Ag/AgCl (ïî-
òåíöèàë 210 ìÂ îòíîñèòåëüíî íîðìàëüíîãî âîäîðîä-
íîãî ýëåêòðîäà (îòí. ÍÂÝ)) ïðè ñêîðîñòè ðàçâåðòêè
ïîòåíöèàëà 10 ìÂ/ñ.

Ðåàêòèâû. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðå-
àêòèâû: áîðíàÿ êèñëîòà, ÀÁÒÑ (äèàììîíèåâàÿ ñîëü
2,2�-àçèíî-áèñ-(3-ýòèëáåíçòèàçîëèí-6-ñóëüôîíàòà))
(“Sigma”, ÑØÀ), ãèäðîõèíîí (“Roth”, Ãåðìàíèÿ),
K4Fe(CN)6

.3H2O (“Alfa Aesar”, Ãåðìàíèÿ), NaOH
(“Fluka”, Ãåðìàíèÿ), H3PO4, CH3COOH, NaF, ïèðî-
êàòåõèí (îòå÷åñòâåííûå ïðåïàðàòû ìàðêè “îñ.÷.”),
ñåðèíãàëäàçèí (“ICN”, Ãåðìàíèÿ), ãâàÿêîë (“Acros
Organics”, ÑØÀ).

Âñå ðàñòâîðû, çà èñêëþ÷åíèåì ðàñòâîðîâ äëÿ ôåð-
ìåíòàöèè, ãîòîâèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äåèîíèçèðîâàí-
íîé âîäû, ïîëó÷åííîé íà óñòàíîâêå “Milli Q”
(“Millipore”, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Îäíèì èç ïîäõîäîâ äëÿ ïîíèìàíèÿ ôèçèîëîãè÷åñ-

êîé ðîëè ãðèáíûõ è äðåâåñíûõ ëàêêàç ÿâëÿåòñÿ âûÿñ-
íåíèå àêòèâíîñòè ýòèõ ôåðìåíòîâ ïî ðàçëè÷íûì ñóá-
ñòðàòàì ïðè ðàçíûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ ðàñòâîðà êàê â
ãîìîãåííûõ, òàê è ãåòåðîãåííûõ ñèñòåìàõ. Ïðîôèëè
çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè âûñîêîïîòåíöèàëüíûõ ôåð-
ìåíòîâ èç áàçèäèàëüíûõ ãðèáîâ T. hirsuta è
C. maxima îò ðÍ ðàñòâîðà, ïðåäñòàâëåííûå â ðÿäó
ðàçëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ, âåñüìà áëèçêè è îòëè÷àþòñÿ
ëèøü ôîðìîé äëÿ ñóáñòðàòîâ-äîíîðîâ òîëüêî ýëåêò-
ðîíîâ è ñóáñòðàòîâ-äîíîðîâ îäíîâðåìåííî âîäîðîäà è
ýëåêòðîíîâ.

Êàê âèäíî èç ðèñ. 1, âûñîêîïîòåíöèàëüíàÿ ãðèáíàÿ
ëàêêàçà áàçèäèàëüíîãî ãðèáà T. hirsuta îáëàäàåò êà-
òàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ ïðè çíà÷åíèÿõ ðÍ ðàñòâîðà
äî 6,5 ïî îáîèì òèïàì ñóáñòðàòîâ. Äëÿ ñóáñòðàòîâ-
äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ (ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ÀÁÒÑ è
K4Fe(CN)6) àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ ïðè âîçðàñòàíèè
ðÍ ðàñòâîðà ñíà÷àëà ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿåòñÿ, à
çàòåì ìîíîòîííî óìåíüøàåòñÿ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ ôåðìåíòîâ îðãàíè÷åñêèõ ñîåäè-
íåíèé-äîíîðîâ àòîìîâ âîäîðîäà (íàïðèìåð, ãèäðîõèíî-
íà, ñåðèíãàëäàçèíà) çàâèñèìîñòü àêòèâíîñòè ãðèáíûõ
ëàêêàç îò ðÍ ðàñòâîðà èìååò êîëîêîëîîáðàçíûé âèä.
Ðàçëè÷èå â ðÍ-çàâèñèìîñòè äëÿ ñóáñòðàòîâ ëàêêàç,
îòíîñÿùèõñÿ ê ðàçëè÷íûì òèïàì äîíîðîâ, ìîæíî
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îáúÿñíèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì. Äëÿ îáîèõ òèïîâ
ñóáñòðàòîâ íà÷àëüíàÿ ñêîðîñòü ôåðìåíòàòèâíûõ ðå-
àêöèé ïðè ñäâèãå ðÍ ðàñòâîðà â ñòîðîíó ùåëî÷íûõ
çíà÷åíèé óìåíüøàëàñü çà ñ÷åò èíãèáèðîâàíèÿ ðåàê-
öèè ãèäðîêñèë-èîíàìè, êîòîðûå ñâÿçûâàþòñÿ ñ
òðåõúÿäåðíûì Ò2/Ò3 êëàñòåðîì ëàêêàç [2]. Äëÿ
îðãàíè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ ãðèáíûõ ëàêêàç (äîíîðîâ
àòîìîâ âîäîðîäà), îòíîñÿùèõñÿ ê ôåíîëüíûì ñóá-
ñòðàòàì, ïîòåíöèàë èîíèçàöèè óìåíüøàåòñÿ ïðè óâå-
ëè÷åíèè ðÍ ðàñòâîðà, è, ñëåäîâàòåëüíî, ñêîðîñòü ðå-
àêöèè âîçðàñòàåò. Êîìáèíàöèÿ ýòèõ äâóõ ïðîöåññîâ
îáúÿñíÿåò êîëîêîëîîáðàçíóþ ôîðìó êðèâîé ðÍ-çàâè-
ñèìîñòè ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè äëÿ ñóáñòðàòîâ-äî-
íîðîâ àòîìîâ âîäîðîäà. Äëÿ ÀÁÒÑ è ãåêñàöèàíîôåð-
ðàòà (ÀÀ) êàëèÿ, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ äîíîðàìè ýëåêò-
ðîíîâ, ïîòåíöèàë èîíèçàöèè ñóáñòðàòîâ íå èçìåíÿåòñÿ

ñ èçìåíåíèåì ðÍ ðàñòâîðà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íà ãðà-
ôèêå ðÍ-çàâèñèìîñòè íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå ïëàòî,
à çàòåì ïëàâíîå ïàäåíèå ñêîðîñòè ðåàêöèè îêèñëåíèÿ
ñóáñòðàòîâ.

Äîïîëíèòåëüíûì ïîäòâåðæäåíèåì îïèñàííûõ âûøå
îñîáåííîñòåé ãðèáíûõ ëàêêàç ÿâëÿåòñÿ èíãèáèðîâàíèå
ôòîðèä-àíèîíàìè êàòàëèòè÷åñêèõ ðåàêöèé  îêèñëåíèÿ
îáîèõ òèïîâ ñóáñòðàòîâ (ðèñ. 2, à, á). Ôòîðèä-àíèîí
ïîäîáíî ãèäðîêñèë-àíèîíó ñâÿçûâàåòñÿ ñ òðåõúÿäåð-
íûì Ò2/Ò3 êëàñòåðîì è íàðóøàåò âíóòðèìîëåêóëÿð-
íûé ïåðåíîñ ýëåêòðîíîâ îò ñóáñòðàòà ôåðìåíòà íà
ìîëåêóëÿðíûé êèñëîðîä. Èíãèáèðîâàíèå ôåðìåíòà-
òèâíûõ ðåàêöèé îêèñëåíèÿ ÀÁÒÑ è ãèäðîõèíîíà 1 ìÌ
NaF ñîñòàâëÿåò 95 è 96%, ñîîòâåòñòâåííî.

Èíàÿ êàðòèíà íàáëþäàåòñÿ ïðè ôåðìåíòàòèâíîì
îêèñëåíèè ñóáñòðàòîâ îáåèõ ãðóïï â ïðèñóòñòâèè íèç-
êîïîòåíöèàëüíîé ëàêêàçû èç ëàêîâîãî äåðåâà
R. vernicifera. Â îòëè÷èå îò âûñîêîïîòåíöèàëüíûõ
ãðèáíûõ ëàêêàç T. hirsuta è C. maxima, íèçêîïîòåíöè-
àëüíàÿ  äðåâåñíàÿ ëàêêàçà ñïîñîáíà êàòàëèçèðîâàòü
îêèñëåíèå îðãàíè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ-äîíîðîâ àòîìîâ
âîäîðîäà â íåéòðàëüíûõ è ñëàáîùåëî÷íûõ ðàñòâîðàõ,
îñòàâàÿñü ïðè ýòîì êàòàëèòè÷åñêè íåàêòèâíîé ïðè
êèñëûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ. Â òî æå âðåìÿ äàííûé ôåð-
ìåíò ïðîÿâëÿåò êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ïî îòíî-
øåíèþ ê ñóáñòðàòàì-äîíîðàì ýëåêòðîíîâ òîëüêî â
êèñëîé îáëàñòè ðÍ (ðèñ. 3). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî äëÿ
ñóáñòðàòîâ-äîíîðîâ àòîìîâ âîäîðîäà äàííûé ôåð-
ìåíò ñëàáî èíãèáèðóåòñÿ ãèäðîêñèë-àíèîíàìè. Â îò-
ëè÷èå îò âûñîêîïîòåíöèàëüíûõ ãðèáíûõ ëàêêàç, àê-
òèâíîñòü íèçêîïîòåíöèàëüíîé äðåâåñíîé ëàêêàçû ñëà-
áî èíãèáèðóåòñÿ èîíàìè ôòîðà â íåéòðàëüíîé è ùå-
ëî÷íîé îáëàñòè ïðè èñïîëüçîâàíèè ñóáñòðàòîâ-äîíî-
ðîâ àòîìîâ âîäîðîäà. Îäíàêî ïîäîáíî âûñîêîïîòåíöè-

Ðèñ. 2. Èíãèáèðîâàíèå íà÷àëüíîé ñêîðîñòè ðåàêöèé îêèñëåíèÿ ÀÁÒÑ (à) è ãèäðîõèíîíà (á), êàòàëèçèðóåìûõ ëàêêàçîé
Cerrena maxima. 1, 1' – â îòñóòñòâèè èíãèáèòîðà; 2, 2' – â ïðèñóòñòâèè 1 ìÌ NaF; 3, 3' – ôîí â îòñóòñòâèå ëàêêàçû. Óñëîâèÿ:

êîíöåíòðàöèÿ ëàêêàçû 3,3.10–8 Ì, 0,04 Ì óíèâåðñàëüíûé áóôåð ðÍ 4,0, 1 ìÌ ÀÁÒÑ, 10 ìÌ ãèäðîõèíîí

Ðèñ. 1. ðÍ-Çàâèñèìîñòü ðåàêöèé îêèñëåíèÿ äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ
(1 – ÀÁÒÑ, 2 – K4Fe(CN)6) è äîíîðîâ àòîìîâ âîäîðîäà (3 – ñå-
ðèíãàëäàçèí, 4 – ãèäðîõèíîí) â ïðèñóòñòâèè ëàêêàçû
Trametes hirsuta. Óñëîâèÿ: 0,04 Ì óíèâåðñàëüíûé áóôåð; êîí-
öåíòðàöèÿ ëàêêàçû 0,8.10 8 Ì, ÀÁÒÑ – 1 ìÌ, K4Fe(CN)6  –

10 ìÌ, ãèäðîõèíîíà – 10 ìÌ, ñåðèíãàëäàçèíà – 0,025 ìÌ
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àëüíûì ôåðìåíòàì èç áàçèäèàëüíûõ ãðèáîâ, ëàêêàçà
R. vernicifera òåðÿåò ñâîþ àêòèâíîñòü â ïðèñóòñòâèè
ãàëîãåíèä-àíèîíîâ â ðåàêöèÿõ îêèñëåíèÿ ñóáñòðàòîâ-
äîíîðîâ ýëåêòðîíà â êèñëûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ ðàñòâîðà.

Ñðàâíåíèå ðÍ-çàâèñèìîñòåé âûñîêîïîòåíöèàëüíûõ
ãðèáíûõ è íèçêîïîòåíöèàëüíîé äðåâåñíîé ëàêêàç äàåò
âîçìîæíîñòü îáúÿñíèòü èõ ôèçèîëîãè÷åñêóþ ôóíê-
öèþ, â ÷àñòíîñòè èõ ðîëü â ðåàêöèÿõ äåãðàäàöèè èëè
ñèíòåçà ëèãíèíà. Âûñîêîïîòåíöèàëüíûå ëàêêàçû èç
äðåâîðàçðóøàþùèõ ãðèáîâ, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ ãðè-
áû áåëîé ãíèëè T. hirsuta è C. maxima, èìåþò ðå-
äîêñ-ïîòåíöèàë 780±20 è 750±20 ìÂ îòí. ÍÂÝ [4, 11]
ñîîòâåòñòâåííî, â òî âðåìÿ êàê ëàêêàçà èç ëàòåêñà
ëàêîâîãî äåðåâà R. vernicifera îòíîñèòñÿ ê íèçêîïî-
òåíöèàëüíûì ëàêêàçàì è èìååò ðåäîêñ-ïîòåíöèàë
440±20 ìÂ îòí. ÍÂÝ  [4, 12].

Ìàðãàíåö â ìèêðîêîëè÷åñòâàõ ïðèñóòñòâóåò â ðàç-
ëè÷íûõ ëèãíîöåëëþëîçíûõ ìàòåðèàëàõ. Èîíû ìàðãàí-
öà Mn3+ ÿâëÿþòñÿ ñèëüíûìè îêèñëèòåëÿìè è ñïîñîá-
íû íåïîñðåäñòâåííî îêèñëÿòü íåôåíîëüíûå ïîäñòðóê-
òóðû ëèãíèíà, ñïîñîáñòâóÿ äåãðàäàöèè ïîñëåäíåãî.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî[13], ÷òî èîíû Mn3+ îáðàçóþòñÿ
ïðè ôåðìåíòàòèâíîì îêèñëåíèè èîíîâ Mn2+ â ïðèñóò-
ñòâèè õåëàòèðóþùèõ àãåíòîâ (ùàâåëåâîé, âèííîé è
ôóìàðîâîé êèñëîò). Ïîñëåäíèå, êàê áûëî ïîêàçàíî â
ðàáîòå [14], íåîáõîäèìû äëÿ ïîíèæåíèÿ ðåäîêñ-ïî-
òåíöèàëà ïàðû Mn2+/Mn3+, òåì ñàìûì äåëàÿ âîçìîæ-
íûì îêèñëåíèå Mn2+ ìîëåêóëÿðíûì êèñëîðîäîì â
ïðèñóòñòâèè âûñîêî ðåäîêñ-ïîòåíöèàëüíûõ ëàêêàç.
Òàê, ïîòåíöèàë íà÷àëà ðåàêöèè îêèñëåíèÿ êîìïëåêñà
Mn2+-òàðòðàò â Mn3+-òàðòðàò  ñîñòàâëÿåò ïðèáëèçè-
òåëüíî 950 ìÂ, ÷òî äåëàåò òåðìîäèíàìè÷åñêè âîç-

ìîæíûì åãî îêèñëåíèå äèêèñëîðîäîì â ïðèñóòñòâèè
âûñîêîïîòåíöèàëüíûõ ëàêêàç èç ãðèáîâ áåëîé ãíèëè,
èìåþùèõ çíà÷åíèå ðåäîêñ-ïîòåíöèàëà â èíòåðâàëå îò
750 äî 800 ìÂ [4, 11−13]. Òàêèì îáðàçîì, âûñîêîïî-
òåíöèàëüíûå ëàêêàçû ñïîñîáíû íåïîñðåäñòâåííî ó÷à-
ñòâîâàòü â ðåàêöèÿõ äåãðàäàöèè ëèãíèíà íå òîëüêî
ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîãî îêèñëåíèÿ ôåíîëüíûõ ïîä-
ñòðóêòóð ëèãíèíà, íî è îïîñðåäîâàííî, â ðåçóëüòàòå
îêèñëåíèÿ íåôåíîëüíûõ ïîäñòðóêòóð èîíàìè òðåõâà-
ëåíòíîãî ìàðãàíöà, îáðàçóþùèìèñÿ â ïðîöåññå ôåð-
ìåíòàòèâíîé ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé ãðèáíûìè ëàê-
êàçàìè. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íèçêîïîòåíöèàëüíûé ôåð-
ìåíò èç ëàêîâîãî äåðåâà R. vernicifera, èìåþùèé ðå-
äîêñ-ïîòåíöèàë 440 ìÂ, íå ñïîñîáåí êàòàëèçèðîâàòü
ýòó ðåàêöèþ è êàê ñëåäñòâèå íå ìîæåò ó÷àñòâîâàòü
â ïðîöåññàõ äåãðàäàöèè ëèãíèíà. Îäíàêî â îáëàñòè
íåéòðàëüíûõ è ñëàáîùåëî÷íûõ çíà÷åíèé ðÍ ëàêêàçà
èç ëàêîâîãî äåðåâà ýôôåêòèâíî êàòàëèçèðóåò îêèñëå-
íèå ãâàÿêîëà, ãèäðîõèíîíà è äèìåòîêñèôåíîëà, êîòî-
ðûå ÿâëÿþòñÿ ñòðóêòóðíûìè åäèíèöàìè ëèãíèíà. Òà-
êèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå ïðîòåêàíèÿ ñâîáîäíî-ðàäè-
êàëüíûõ ðåàêöèé ýòîò ôåðìåíò ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â
ñèíòåçå ëèãíèíà èç ìîíîìåðîâ.

Áèîýëåêòðîêàòàëèòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
Èññëåäîâàííûå ëàêêàçû áûëè èììîáèëèçîâàíû

ïóòåì ôèçè÷åñêîé àäñîðáöèè íà ïîâåðõíîñòè ãðàôèòî-
âîãî ýëåêòðîäà, ÿâëÿþùåãîñÿ â äàííîì ñëó÷àå ñóá-
ñòðàòîì-äîíîðîì ýëåêòðîíîâ â ðåàêöèè ýëåêòðîâîñ-
ñòàíîâëåíèÿ äèêèñëîðîäà. Îáà ôåðìåíòà êàòàëèçèðó-
þò ðåàêöèþ ýëåêòðîâîññòàíîâëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî
êèñëîðîäà äî âîäû. Ïîòåíöèàë ïîëóâîëíû ðåàêöèè
ýëåêòðîâîññòàíîâëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà áëè-
çîê ê ðåäîêñ-ïîòåíöèàëó èîíîâ ìåäè Ò1 òèïà èññëå-
äîâàííûõ âûñîêî- è íèçêîðåäîêñ-ïîòåíöèàëüíûõ ôåð-
ìåíòîâ (ðèñ. 4).

Ïîäîáíî ãîìîãåííîé ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé íèç-
êîïîòåíöèàëüíîé ëàêêàçîé èç ëàêîâîãî äåðåâà, áèîêà-
òàëèòè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ ýëåêòðîâîññòàíîâëåíèÿ äèêèñ-
ëîðîäà â ïðèñóòñòâèè ýòîãî ôåðìåíòà ïðàêòè÷åñêè
ïîëíîñòüþ èíãèáèðóåòñÿ ôòîðèä-àíèîíàìè â êèñëîé
îáëàñòè ðÍ è ñëàáî â íåéòðàëüíîé (ðèñ. 4, à). Ïðè
ýòîì àêòèâíîñòü ëàêêàçû C. maxima  ïîëíîñòüþ èíãè-
áèðóåòñÿ ôòîðèä-àíèîíàìè â êèñëûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ
ðàñòâîðà (ðèñ. 4, á). Êðîìå òîãî, ãðèáíûå ëàêêàçû íå
ïðîÿâëÿþò àêòèâíîñòü â íåéòðàëüíûõ è ñëàáîùåëî÷-
íûõ ðàñòâîðàõ.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò êàíä. áèîë. íàóê. À.Â. Ñîôüè-
íà çà îêàçàíèå ïîìîùè â ïðîöåññå î÷èñòêè ôåðìåíò-
íûõ ïðåïàðàòîâ.

Ðèñ. 3. ðÍ-Çàâèñèìîñòü ðåàêöèé îêèñëåíèÿ äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ
(1 – ÀÁÒÑ, 2 – K4Fe(CN)6) è äîíîðîâ àòîìîâ âîäîðîäà (3 – ãâàÿ-
êîë, 4 – ãèäðîõèíîí, 5 – ïèðîêàòåõèí) â ïðèñóòñòâèè ëàêêàçû
Rhus vernicifera. Óñëîâèÿ: 0,04 Ì óíèâåðñàëüíûé áóôåð. Êîíöåí-
òðàöèÿ ëàêêàçû 9,2.10–8 Ì, ÀÁÒÑ – 1 ìÌ, ïèðîêàòåõèíà – 10 ìÌ,

ãèäðîõèíîíà – 10 ìÌ, K4Fe(CN)6 – 10 ìÌ, ãâàÿêîëà – 10 ìÌ
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COMPARATIVE STUDIES OF BIOCATALYTIC REACTIONS OF
HIGH- AND LOW-REDOX POTENTIAL LACCASES IN
HOMOGENEOUS AND HETEROGENEOUS REACTIONS
M.A. Gorbacheva1, G. P. Shumakovich1, O.V. Morozova1, A.V. Streltsov1, E.A. Zaitseva2,
S.V. Shleev1

(A.N. Bach Institute of Biochemistry, RAS)

The comparison of homogeneous catalytic and heterogeneous bioelectrocatalytic properties of
high- and low-redox potential fungal and trees laccases  has been performed. The significant
differences in the catalytic activity of fungal and trees laccases towards electron-donor and
proton-electron-donor substrates at different pH, as well as bioelectrocatalytic activity of oxygen
reduction by these enzymes, were shown. A suggestion about dependence of different
biocatalytical properties of studied enzymes and their possible roles in the metabolism of lignin
was given.

Ðèñ. 4. Öèêëè÷åñêèå âîëüòàìïåðîãðàììû ðåàêöèé ýëåêòðîâîññòàíîâëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî êîñëîðîäà íà ãðàôèòîâûõ ýëåêò-
ðîäàõ, ìîäèôèöèðîâàííûõ íèçêîïîòåíöèàëüíîé ëàêêàçîé Rhus. vernicifera (à) è âûñîêîïîòåíöèàëüíîé ãðèáíîé ëàêêàçîé
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