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С целью получения высокоактивных внеклеточных
препаратов лакказы гриба F. fomentarius F�1531
изучено влияние начального рН среды, а также на�
личия эффективного индуктора/стимуляторов в
среде (сульфата меди, лигносульфоната, пирокате�
хина, экстракта опилок, этанола, глицерина, льня�
ной муки) на продукцию оксидазных ферментов с
лакказной активностью в процессе жидкофазного
роста. Оптимальные условия синтеза соответство�
вали максимальной лакказной активности культу�
ральных жидкостей, полученных при росте гриба
на модифицированной глюкозо�пептонной среде
(200 мг/л CuSO4) в присутствии этанола (1%) или
экстракта опилок лиственных пород (1%). Полу�
ченные неочищенные и очищенные препараты лак�
казы F. fomentarius F�1531 использованы для изуче�
ния деградации фенола в концентрации
250�500�1000 мг/л, в результате которой формиро�
вались нерастворимые в воде осадки продуктов
окисления темно�бурого цвета с выходом 60–80 %.
Основным мономерным продуктом окисления фе�
нола очищенной лакказой (760 ед/мл) являлся пи�
рокатехин, обнаруженный методом хромато�масс�
спектрометрии в супернатантах реакционной
смеси в начальный период трансформации.

Ключевые слова: базидиомицеты; гриб Fomes
fomentarius; деструкция; лакказа;  оптимизация; по�
ликатехолы; фенол.

In order to obtain highly active extracellular
preparations of laccase from the fungus F. fomentarius
F�1531, we studied the effect of the initial pH of the
medium, the presence of effective inducer/stimulators
in the medium (copper sulfate, lignosulfonate,
catechol, sawdust extract, ethanol, glycerin, flax flour)
on the production of oxidase enzymes with laccase
activity during liquid cultivation. The optimal
synthesis conditions corresponded to the maximum
laccase activity of culture liquids, which were obtained
during the cultivation of strain on a modified glucose�
peptone medium (200 mg/l CuSO4) in the presence of
ethanol (1%) or hardwood sawdust extract (1%). The
crude and purified laccase of F. fomentarius F�1531
were used to study the degradation of phenol at a
concentrations of 250�500�1000 mg/l, with the
formation of water�insoluble precipitates of dark
brown oxidation products with a yield of 60–80 %. The
main monomeric product of phenol oxidation with
purified laccase (760 U/ml) was pyrocatechin, which
was detected by chromato�mass spectrometry in the
supernatants of the reaction mixture in the initial
period of transformation.

Key words: basidiomycetes; destruction; laccase;
optimization; mushroom Fomes fomentarius;
polycatechols; phenol.
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Лакказы базидиомицетов являются мощным
инструментом в вопросах  биоремедиации окру�
жающей среды от ксенобиотиков, в первую оче�
редь, фенола и фенолсодержащих продуктов, от�
носящихся к наиболее  распространенным и ток�
сичным  веществам после нефтепродуктов и тяже�
лых металлов 1–3. При этом медьсодержащие
ферменты лакказы, как известно, катализируют
одноэлектронное восстановление О2 до Н2O и од�
ноэлектронное окисление органических субстра�
тов, преимущественно фенольных соединений, в
соответствующие феноксирадикалы, отличающи�
еся нестабильностью и повышенной токсичнос�
тью, которые далее вступают в реакции полимери�
зации с образованием высокомолекулярных про�
дуктов, что приводит к удалению их из среды 4–6.

Современное направление, связанное с ис�
пользованием оксидазных ферментов микроорга�
низмов, например, в области экологии, для удале�
ния фенолов из продуктов питания, детекции и
мониторинге фенолсодержащих продуктов в про�
блемных акваториях/территориях, биологичес�
кой очистки сточных вод и выбросов промышлен�
ных предприятий и т.п. направлено на интенсифи�
кацию производства таких ферментных препара�
тов и их удешевление 7,8.

В качестве объекта изучения рассматривали
выделенный нами изолят ксилотрофного базиди�
омицета штамм F. fomentarius F�1531 – продуцент
лакказных ферментов.

В настоящей работе с целью оптимизации ус�
ловий синтеза внеклеточных фенолоксидазных
ферментов гриба F. fomentarius F�1531 исследова�
но влияние начального показателя рН среды и
стимуляторов синтеза лакказы.

Поиск оптимальных условий биосинтеза
осуществляли в процессе поверхностного культи�
вирования гриба F. fomentarius F�1531 на жидких
средах в стационарных условиях при 22 оС. В ка�
честве контрольного варианта использовали оп�
тимизированную глюкозо�пептонную среду
(ГПС), содержащую 1.4% глюкозы 9–11.

Известно, что индукторами многочисленных
индуцибельных ферментов являются субстраты, а
также отдельные соединения, влияющие на эксп�
рессию генов, кодирующих синтез ферментов. Син�
тез ферментов лакказы у микроорганизмов кодиру�
ется семейством генов и продуцируется в форме
множества изоферментов 12. Так, в ряде работ было
показано, что для ксилотрофных базидиомицетов,
продуцирующих, в первую очередь, оксидазные
ферменты лакказы, гены, кодирующие изофермен�
ты лакказы, могут регулироваться по�разному 8–10.
Наиболее часто среди индукторов лакказы выступа�
ет медь как главный элемент каталитического цент�
ра лакказы, осуществляющий перенос электронов 13.

Для представителей наиболее изученных
продуцентов лакказы – грибов рода Trametes (T.
versicolor, T. hirsita и др.) получены данные по сти�
мулированию синтеза лакказ в присутствии спир�
тов: этанола, глицерина, толуола; лигнинных со�
единений на основе экстрактов опилок или натив�
ных опилок; субстратов действия лакказы (галло�
вой кислоты, гваякола, АВТS и др.). Так,
некоторые из них экспрессируются конститутивно,
другие экспрессируются при индукции такими аро�
матическими соединениями лигнинов, как крафт�
лигнин, ксилидин, вератриловый спирт и др. 14–16.

О синтезе внеклеточных фенолоксидазных
ферментов в процессе культивирования судили
по уровню окислительной активности культу�
ральной жидкости в реакции окисления пирока�
техина. Данные в пользу введения в состав среды
ГПС (КС), этанола или глицерина с целью повы�
шения внеклеточной фенолоксидазной активнос�
ти, в том числе гриба F. fomentarius F�1531, были
показаны ранее 9–11.

Известны работы по исследованию условий
оптимизации синтеза лакказ ксилотрофного гри�
ба Fomes fomentarius. Так, для штамма Fomes
fomentarius MUCL 35117 показана индукция син�
теза лакказы гриба на среде, содержащей пшенич�
ные отруби с 2 мМ сульфата меди. При этом лак�
казная активность препарата составила 27 ед/мл 17.
Оптимизация среды для максимальной продук�
ции лакказы грибом F. fomentarius ВМ�745 прове�
дена в присутствии только комплексных источни�
ков органического азота – дрожжевого экстракта
и пептона 18. Для штамма Fomes fomentarius
(CCBAS 534) показано, что для высокого синтеза
лакказы необходима целлюлоза в качестве источ�
ника углерода без внесения азота в среду 19.

Ранее нами были изучены условия синтеза
лакказ в присутствии ионов меди и определена
оптимальная концентрация в среде, соответству�
ющая 200 мг/л  (0.8 мМ), рис. 1А 20.

С целью получения высокоактивных препа�
ратов лакказы гриба F. fomentarius F�1531 и срав�
нения полученных максимальных активностей
изучали влияние описанных в литературе разно�
образных стимуляторов и индукторов синтеза
лакказ для лигнинразрушающих грибов, в том
числе, учитывая видовую принадлежность иссле�
дуемого гриба, те субстраты и индукторы, что ока�
зывали заметное влияние на другие штаммы гри�
ба F. fomentarius. Изучаемый ряд индукторов (эта�
нол, глицерин; лигносульфонат; пирокатехин,
льняная мука; опилки) вносили при засеве моди�
фицированной питательной среды ГПС, содержа�
щей 1.4 % глюкозы и соли меди (200 мг/л). Ионы
меди во избежание ингибирования роста гриба
вносили в питательную среду на 3 сут.
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Изучение динамики фенолоксидазной ак�
тивности культуральной жидкости гриба F.
fomentarius F�1531, полученной в присутствии
различных индукторов показала, что практически
для всех изучаемых потенциальных стимулято�
ров синтеза лакказы гриба, максимальная лакказ�
ная активность зарегистрирована примерно на 8�е
сутки роста.

Рис. 2. Динамика синтеза лакказ гриба F. fomentarius
F11531 в присутствии потенциальных индукторов

В результате изучения динамики фенолокси�
дазной активности культуральной жидкости гри�
ба F. fomentarius F�1531 в присутствии изучаемых
стимуляторов�индукторов, максимальную актив�
ность наблюдали в присутствии опилок (1%), что
в 2 раза больше варианта среды без добавок (конт�
роль). Аналогично повышенный уровень актив�
ности гриба (в 1.5 раза больше контроля) наблю�
дали в присутствии глицерина (1%) и пирокатехи�
на (0.0025%) как показано на рис. 2.

Таким образом, наиболее эффективным ин�
дуктором для синтеза лакказы гриба F. fomentarius
F�1531 может быть добавление опилок (или их эк�
стракта) к составу модифицированной среды
ГПС. При этом продуктивность примерно в 2 раза
больше, чем в контрольной среде (без опилок).

Наибольшую фенолоксидазную активность
гриба F. fomentarius F�1531 на 8�е сутки наблюда�
ли в вариантах среды с начальным показателем
среды pH 4.5 и pH 5.0, что соответствовало актив�
ности 9.7 ед/мл и 10.5 ед/мл соответственно (рис.
3). Таким образом, в варианте питательной среды
с начальным рН 5.0 формируется пул оксидазных
ферментов, который достигает максимального
значения ( 10.5 ед/мл на 8�е сутки).

Рис. 3. Лакказная активность КЖ гриба F. fomentarius
F11531, выращенного на среде ГПС с разным началь1
ным pH в течение 8 сут

Повышенные концентрации фенолов в сточ�
ных водах могут встречаться при залповых сбро�
сах нефтехимических и химических производств,
а также в сточных водах целлюлозно�бумажной
промышленности (200–250 мг/л).

 

Рис. 1. А – Профиль лакказной активности культуральной жидкости гриба F. fomentarius F11531, полученный в
процессе роста в присутствии различных концентраций CuSO4 ; Б – Электрофореграмма очищенных препаратов
лакказ F. fomentarius F11531: М – маркерные белки (масса, кДа); 1 – очищенный ферментный препарат 20
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В результате исследования процесса окисле�
ния фенола (250–500–1000 мг/л) препаратом
лакказы (10 ед/мл) обнаружено, что в течение 60
мин в присутствии повышенных концентраций
фенола скорость его деструкции тем выше, чем
выше концентрация фенола в среде (рис. 4). Ана�
лиз скорости окисления фенола в зависимости от
начальной концентрации указывает на наиболее
интенсивные процессы окисления препаратами
лакказы при повышенных концентрациях (1000
мг/л) – до 60% в течение 60 мин.  Вследствие за�
метного снижения скорости окисления фенола
после 60�минутной инкубации и малозаметной
(еще на 5–7 %) в течение последующих 3 ч для ва�
рианта 1000 мг/л фенола и подобный же характер
замедления скорости в других вариантах, мы
предполагаем достаточно сильное ингибирование
лакказы продуктами окисления фенола во всех
исследуемых его концентрациях.

Анализ результатов деградации фенола
(250–500–1000 мг/л) методом Фолина�Чокалтеу,
в отличие от спектрофотометрического анализа в
УФ�области, указывает на более высокую ско�
рость окисления фенола (детекция фенольных
групп) в случае более низкой начальной его кон�
центрации – 250 мг/л (рис. 5).

Анализ остаточной активности приведен на
рис. 6.

В результате трансформации фенола во всех
вариантах его концентрации (250–500–1000 мг/
л) через 15–20 мин наблюдалось интенсивное об�
разование красно�бурого (с черным оттенком)
осадка. (рис. 7).

Рис. 5. Динамика окисления фенола (250–500–1000 мг/
л) препаратами культуральной жидкости гриба F.
fomentarius F11531), детектируемого  по методу Фоли1
на1Чокалтеу

Условия трансформации: перемешивание
(120 об/мин) реакционной смеси препаратов
ЭПК с  фенолом (250–1000 мг/л) в ацетатном бу�
фере рН 5.0 в течение 3 ч.

По�видимому, выпадающие в осадок продук�
ты окисления фенола могут быть результатом об�
разования как ди� или тримеров на основе фе�
нольных радикалов (рис. 8), так и полимеров, как
описывают  подобные продукты для лакказ бази�
диомицетов 7, 12.

Данные по растворимости образовавшегося
осадка приведены в табл. 1.

В результате анализа осадков методом ИК�
Фурье спектроскопии на базе лаборатории ИОХ
УФИЦ РАН были получены спектры, представ�
ленные на рис. 9.

Рис. 4. Динамика окисления фенола (250–500–1000 мг/л) в реакции трансформации препаратом культуральной
жидкости гриба F. fomentarius F11531: А  – детекция фенола в УФ�области (ОД286); Б –  деструкция фенола (%) в
течение 1 ч
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Рис. 6. Динамика фенолоксидазной активности в реакции трансформации фенола (250–500–1000 мг/л) препара1
том лакказы  (10 ед/мл)

Рис. 7. Осадки продуктов реакции трансформации фенола (250–500–1000 мг/л) препаратами лакказы гриба
F. fomentarius F11531
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Рис. 8. Схема вероятного механизма образования полифенолов под действием лакказы 6

Таблица 1
Растворимость* осадка, образующегося при окислении фенола

Растворитель Описание состояния Оценка  
(баллы 1-4) 

Вода Не растворяется 0 
Хлороформ  Слабо растворяется 1 
Четыреххлористый углерод  Плохо растворяется 1 
Бензол Средняя растворимость 2 
Этилацетат  Средняя растворимость 2 
Ацетон  Хорошо растворяется, раствор фиолетово-коричневатой окраски 4 
Спирт этиловый Хорошо растворяется, раствор коричневой окраски 4 

*Растворение при комнатной температуре
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Рис. 9. ИК�спектр фенольного осадка, образовавшегося в результате биодеградации фенола препаратом лакказы 
гриба F. fomentarius F�1531  

Таблица 2  
Волновые колебания в  ИК�спектре продуктов трансформации фенола лакказами  

гриба  F.  fomentarius  F�1531 
 

Область колебаний 

Волновые колебания осадка 
продукта окисления фенола, 

полученного в реакции с лакка-
зой F. fomentarius F-1531 

Описание функциональной группы соединений,  
соответствующей области колебаний 

3700-3300 см-1 3330.24 см-1 Внутри- и межмолекулярные водородные связи  
в димерах и полимерах 

2926 и 2872 см-1 (Пики) 2929 см-1 Колебания метильной группы 
1400-1300 см-1 и около 700 см-1 1377 см-1и 1462 см-1 Деформационные колебания С-Н-связей. 

3200-2800 см-1 2929 см-1 Слабые (средние) валентные колебания С-Н связей  
в ароматических соединениях 

1608-1400 см-1 1462 см-1 Валентные колебания ароматического кольца в аренах  
и кислоты с Н- связами 

1295-1005 см-1 1210.38 см-1 Плоскостные деформационные колебания С-Н связей  
1,2-, 1,4- и 1,2,4-замещенных 

1000-630 см-1 755.16 см-1 
Внеплоскостные деформационные колебания С-Н связей  
в аренах, колебания гидроксильной группы и С-О связей  

в карбоновых кислотах 
 
 
В табл. 2 представлены значения частот ИК�

спектров осадков – продуктов ферментативного 
окисления фенола, которые коррелируют с резуль�
татами анализа смолообразных продуктов радио�
физического окисления фенола 21. 

Анализ ИК�спектров исследуемого осадка и 
продуктов радиолиза фенола указывает на совпа�
дение регистрируемых полос поглоще�
ния/колебания в области 3330.24 см�1, свидетель�
ствующих о наличии внутри� и межмолекулярных 
водородных связей в молекулах, характерных для 
полимерной структуры изучаемых веществ. Таким 
образом, на основании ИК�структурного анализа 
полимерная природа осадка кажется вероятной.   

Дополнительным подтверждением полимернй 
структуры осадка является обнаружение методом 
хромато�масспектрометрии в составе промежуточ�
ных продуктов трансформации фенола пирокате�
хина, который обнаруживался также при окисле�
нии фенола (250–500–1000 мг/л) очищенным пре�
паратом лакказы (1072 ± 3 ед/мл) в начальный мо�
мент времени, начиная с 10–15 мин реакции.  

Таким образом, для интенсификации синтеза 
препаратов высокоэффективных лакказ гриба F. 
fomentarius F�1531 найдены оптимальные условия 
культивирования на модифицированной среде 
ГПС в присутствии экстракта опилок и начальном 
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рН 5.0 с получением препаратов лакказы 10–
12 ед/мл. При этом препараты культуральной
жидкости окисляли фенол в концентрации до
1000 мг/л с выведением 60–80 % фенола в виде
осадка полимерной природы, основным мономер�
ным компонентом которого являлся пирокатехин,
обнаруживаемый методом хромато�масс�анализа.
Достаточно сильное ингибирование ферментов
(до 50–60 %) в течение 1 ч  при повышенных (бо�
лее 250 мг/л)   концентрациях фенола требует раз�
работки методов иммобилизации ферментов с це�
лью снижения ингибирующего действия и воз�
можности повторного использования.

Экспериментальная часть

Гриб F. fomentarius F�1531 выращивали на
модифицированной глюкозо�пептонной среде
(ГПС) следующего состава, г/л: глюкоза – 20; пеп�
тон – 3; KH2PO4⋅12H2O – 1; K2HPO4⋅2H2O – 1.0;
MgSO4⋅7H2O – 0.25; CuSO4⋅7H2O – 0.2.

Культивирование гриба F. fomentarius Э�14
при исследовании синтеза фенолоксидазных фер�
ментов осуществляли при температуре 22±1 оС
при перемешивании на качалке (120 об/мин) в те�
чение 10–14 сут.

В качестве инокулята использовали восьми�
суточную культуру гриба, полученную культиви�
рованием на поверхности сусло�агара (6 оБ). Ино�
кулят вносили в жидкую питательную среду в
виде двух агаровых блоков размером 1×1 см.

Лакказную активность (ед/мл) определяли
спектрофотометрически по скорости окисления
10 мМ пирокатехина (ε 740 мМ/см�1) в 0.1 М аце�
татном буфере при оптимальном рН. Измерение
оптической плотности реакционной смеси осуще�
ствляли при длине волны 410 нм на спектрофото�
метре ПЭ�5400 УФ (ООО «ЭКРОСХИМ», Рос�
сия). За единицу активности принимали количе�
ство ферментов, катализирующих окисление 1
мкмоль субстрата в течение 1 мин в оптимальных
условиях 20.

Концентрацию белка в культуральной жид�
кости определяли по методу Бредфорда 20.

Оптимизацию продукции лакказы гриба F.
fomentarius F�1531 по отношению к начальному
рН среды проводили в условиях роста  на глюко�
зо�пептонной среде (ГПС) в течение 8 сут. Значе�
ния начальных pH питательной среды варьирова�
ли в пределах 3.5–6.0 с шагом 0.5. Заданные значе�
ния начального показателя pH питательной среды
доводили с помощью стерильных растворов 0.5% �
ной H2SO4.

Для исследования биодеградации фенола
(0.25–0.5–1.0 г/л) использовали препараты 14�ти
суточных культуральных жидкостей гриба с ис�
ходной активностью 10 ед/мл, полученные на мо�
дифицированной среде ГПС в присутствии экст�
ракта опилок в условиях жидкофазного роста при
перемешивании.

Для анализа концентрации фенола использо�
вали следующие методы: спектрофотометричес�
кий в УФ�области (286 нм) и метод по Фолину�
Чокалтеу 6.

Осушенный и промытый водой осадок про�
дуктов окисления фенола анализировали методом
ИК�Фурье�спектроскопии в лаборатории физи�
ко�химических методов анализа ИОХ УНЦ РАН
на спектрофотометре IR�Prestige�21 Shimadzu в ва�
зелиновом масле в диапазоне волн 4000–400 см�1.

Промежуточные растворимые продукты
окисления фенола анализировали в супернатан�
тах (10 тыс об/мин) реакционной смеси каждые
10–15 мин в течение 60 мин методом хромато�
масс спектрометрии на приборе Shimadzu GCMS�
QP2010S (электронная ионизация при 70 Эв, диа�
пазон детектируемых масс 33–500 Да): капилляр�
ная колонка HP�1MS (30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм),
температура испарителя 300 оС, температура ис�
парителя 200 оС; режим программирования тем�
пературы: от 500 до 300 оС со скоростью 10 оС/
мин, затем при 300 оС в течение 5 мин, газ�носи�
тель – гелий с расходом 1.1 мл/мин.
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