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Лакказа (п-дифенол:кислород оксидоредуктаза, КФ
1.10.3.2) катализирует окисление орто-, пара-дифено-
лов, аминофенолов, полифенолов, полиаминов, лигни-
нов, а также некоторых неорганических ионов с сопут-
ствующим восстановлением молекулярного кислорода
до воды [1–3].

Известно, что в состав лакказы входят 4 иона меди,
находящиеся в различном окружении. По принятой
классификации эти активные центры делятся на три
типа: Т1, Т2, Т3 [1, 2, 4, 5]. Для некоторых лакказ
строение активных центров и их свойства хорошо
изучены  [1–3, 5–9]. Показано, что медь первого типа
обеспечивает голубой цвет фермента. Данный центр
на спектрах поглощения характеризуется максимумом
поглощения в области 600 нм, а ЭПР-спектры харак-
теризуются следующими параметрами:  g|| ≈ 2,2 и А|| =
43–9510–4 cм–1. Медь второго типа спектрофотометри-

чески не детектируется, но обеспечивает характерный
ЭПР-спектр лакказ (g||  ≈ 2,3; А|| 160–210.10–4 cм–1). Бия-
дерный медный кластер (медь третьего типа) диамагни-
тен. На спектре поглощения он обеспечивает плечо в
области 330 нм, для него также характерны спектры
флуоресценции и возбуждения флуоресценции [7, 9].

Одной из важнейших характеристик лакказы являет-
ся стандартный редокс-потенциал T1-центра фермента.
Ранее было показано, что эффективность катализа
окисления некоторых субстратов зависит от потенциа-
ла Т1-центра [10, 11]. Поэтому лакказы с высоким
окислительно-восстановительным потенциалом пред-
ставляют значительный интерес. В настоящий момент
редокс-потенциал T1-центра определен у значительно-
го числа ферментов этого класса, выделенных из раз-
личных источников, и составляет от 420 до 770 мВ
[11–15]. Одним из критериев эффективности действия
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лакказ является изучение их электрокаталитической ак-
тивности в реакциях восстановления кислорода. Так, в
работе [16] было показано, что потенциал начала элект-
ровосстановления кислорода на электроде с адсорбиро-
ванной лакказой зависит от используемого фермента.

Возможности широкого использования лакказ в био-
технологических системах требуют как проведения по-
иска и изучения новых ферментов, так и дальнейшего
накопления и систематизации экспериментальных дан-
ных по уже описанным лакказам.

Целью настоящей работы являлось изучение окисли-
тельно-восстановительных и спектральных свойств ак-
тивных центров “голубых” лакказ трех базидиальных
грибов, а также систематизация и последующее сравне-
ние основных характеристик данных ферментов.

Методы исследования
Штаммы-продуценты  внеклеточной  лакказы

Coriolus hirsutus, Coriolus zonatus были предоставлены
из лабораторной коллекции Федерального государ-
ственного унитарного предприятия “ГосНИИсинтезбе-
лок”. Частично очищенный препарат внеклеточной
лакказы Cerrena maxima был предоставлен доктором
О.В. Королевой и доктором В.П. Гавриловой в рамках
проведения совместных исследований по гранту INCO
Copernicus № ICA2-CT-2000-10050. Культивирование
базидиомицетов Coriolus hirsutus и Coriolus zonatus, а
также получение гомогенных по SDS-электрофорезу
препаратов лакказ осуществляли по ранее описанным
методикам [8, 15].

Все виды колоночной хроматографии низкого давле-
ния проводили с помощью комплекта стандартного
оборудования для жидкостной хроматографии низкого
давления фирмы (“LKB”, Sweden) при температуре 4°.
Для проведения жидкостной хроматографии высокого
давления использовали HPLC-system “Стайер” (“Акви-
лон”, Россия) при температуре 20°.

Спектры оптического поглощения записывали на
спектрофотометре “Hitachi-557”, спектры флуоресцен-

ции и возбуждения флуоресценции на спектрофлуори-
метре МРF-4 (“Hitachi”, Япония). Cпектры ЭПР реги-
стрировали на ЭПР-спектрометре ESC-106 (“Bruker”,
Германия).

Для измерения и контроля рН использовали микро-
электрод и иономер “Orion” 701A (США).

Изоэлектрофокусирование проводили по методу [17]
при естественном градиенте рН, стабилизированном
глицерином.

Для определения потенциала Т1-центра лакказ ис-
пользовали метод окислительно-восстановительного
титрования, описанный в работе [15].

Циклические вольтамперограммы с адсорбированны-
ми лакказами записывали в 0,1 М цитрат-фосфатном
буфере при разных значениях рН на вольтамперометри-
ческом анализаторе CV-50W (“BAS”, США). Адсорб-
цию фермента проводили на рабочем электроде из
спектрального графита (Ringsdorff Werke GmbH, Bonn,
Germany, type RW001, 3.05 diameter), как описано в
работе [16]. В качестве электрода сравнения использо-
вали хлорсеребряный электрод “BAS”, в качестве вспо-
могательного электрода – платиновую проволочку.

Белок определяли спектрофотометрическим методом,
описанным в работе [18]. Для приготовления всех ра-
створов использовали воду “Milli Q”.
Реактивы, использованные в работе: Toyopearl

HW-55 (“Toyo Soda”, Япония); 2-меркаптоэтанол
(“Ferak”, ФРГ); амфолины (“LKB”, Швеция); трис,
глицин (“ICN”, США); кумасси голубой G-250 и R-
250, наборы белков-метчиков для гель-хроматографии
и электрофореза (“Serva”, ФРГ); Сервацел ДЕАЕ 52,
акриламид, N,N-метиленбисакриламид, аммоний над-
сернокислый (“Reanal”, Венгрия) (реактивы для элек-
трофореза (“Reanal”) были предварительно перекрис-
таллизованы); catechol (“Sigma”, USA); 2,2′- бихино-
лин, Na2HPO4, K3Fe(CN)6, K4Fe(CN)6  (“Merсk”, ФРГ);
глицерин, уксусная кислота, метанол, этанол, MoO2,
HCl, H3PO4, Na2CO3, КН2РО4, KCl, (NH4)2SO4 (отече-
ственные препараты марки “ос.ч” и “х.ч.”).

Т а б л и ц а  1

Основные характеристики окислительно-восстановительного титрования лакказ (пояснения в тексте)
b – угол наклона кривой титрования

Лакказа E0, (мВ) T1 (pH 6,0) b (мВ) Отношение
концентраций
(медиатор/лакказа)

E*, O2 (мВ) (pH 3,0)

Coriolus zonatus 805 32 50/1 770

Coriolus hirsutus 800 49 100/1 800

Cerrena maxima 750 56 120/1 760
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Результаты и их обсуждение
По ранее разработанным методикам были получены

в гомогенном состоянии лакказы Coriolus zonatus,
Coriolus hirsutus и Cerrena maxima.

Были определены потенциалы меди первого типа
данных ферментов (табл. 1). Показано, что исследуе-
мые лакказы относятся к группе высокопотенциальных
лакказ и поэтому могут с успехом использоваться в
разных областях биотехнологиии.

Установлено, что для лакказ угол наклона прямой E
– lg[Ox/Red] титрования составляет от 49 мВ (для
Coriolus hirsutus) до 56 мВ (для Cerrena maxima), т.е.
около 59 мВ (табл. 1). Можно предположить, что про-
текает одноступенчатый, одноэлектронный процесс вос-
становления меди первого типа. Это хорошо согласует-
ся с литературными данными, полученными для лакказ
из других источников [1, 2, 11–15].

Было показано, что процесс титрования центра Т1
лакказы Coriolus zonatus по своим параметрам значи-
тельно отличается от процесса титрования ферментов
из других источников (табл. 1). Угол наклона прямой
E – lg[Ox/Red] составляет приблизительно 32 мВ, что
указывает на сложный характер электронного переноса
с участием центра Т1 данного фермента. На основании
литературных данных можно предположить, что про-
цесс восстановления меди Т1-центра является двухсту-
пенчатым. Двустадийность процесса восстановления и
высокий окислительно-восстановительный потенциал
Т1-центра лакказы Coriolus zonatus связаны, возможно,
с аномальными характеристиками лигандного окруже-
ния меди в активном центре фермента. Уменьшение
угла наклона линейного участка кривой титрования

может быть связано с тем, что имеет место реакция, не
относящаяся к непосредственному восстановлению
иона меди. Известно, что электродные процессы с уча-
стием сложных органических соединений могут проте-
кать при наличии предшествующей или последующей
неэлектрохимической реакции, что отражается на углах
наклона участков кривых в координатах E – lg[i], где
Е – редокс-потенциал электрода, а i – плотность тока
[19]. Необходимо отметить, что при окисилительно-вос-
становительном титровании регистрации тока не проис-
ходит, поэтому применение приведенных в данной ра-
боте уравнений неправомерно. В настоящей работе
выведено уравнение, отражающее возможное влияние
неэлектрохимической стадии на угол наклона кривой
титрования.

Для выяснения строения активных центров лакказ
из базидиомицетов Coriolus zonatus, Coriolus hirsutus и
Cerrena maxima были проведены их спектроскопические
исследования. Спектры поглощения лакказ, используе-
мых в настоящей работе, типичны для нативных голу-
бых лакказ базидиальных грибов. В них присутствуют
сигналы обоих центров меди (Т1 и Т3). Спектры флу-
оресценции и возбуждения флюоресценции (T3-центр),
а также ЭПР-спектры (рис. 1) лакказ Coriolus zonatus,
Coriolus hirsutus и Cerrena maxima также незначитель-
но различаются между собой. Данные по спектральным
характеристикам ферментов представлены в табл. 2.

Таким образом, несмотря на имеющиеся отличия в
спектральных параметрах исследуемых ферментов мож-
но утверждать, что общий характер строения активных
центров всех исследованных голубых лакказ, содержа-
щих в своем составе 4 атома меди, приблизительно
одинаков.

Т а б л и ц а  2

Спектральные параметры Т1-, Т2- и Т3-центров лакказ, полученные на
основании данных спектрофотометрии, ЭПР- спектроскопии

и флуоресцентного анализа

T1 (спектрофотометрия и ЭПР) T2  (ЭПР) T3 (флуоресценция)Лакказа

Максимум
поглощения
(нм)

g || A ||  (cм–1) g || A || (cм–1) Максимум
испускания
(нм)

Максимум
возбуждения
(нм)

Coriolus
zonatus

608 2,20 94⋅10–4 2,24 194⋅10–4 422 315

Coriolus
hirsutus

607 2,19 95⋅10–4 2,26 186⋅10–4 418 344

Cerrena
maxima

607 2,18 94⋅10–4 2,24 193⋅10–4 425 322
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Ранее в литературе было высказано предположе-
ние о существовании в растворе двух форм лакказы
– активной и неактивной [1]. Природа форм и их
взаимные превращения окончательно не выяснены.
Однако можно предположить, что при наличии в ра-
створе неактивной формы фермента окислительно-
восстановительное титрование лакказ может осуще-
ствляется по следующей схеме:

где Sn – неактивная форма, Sox – активная окисленная
форма, Sred – восстановленная форма лакказы, x – ко-
эффициент.

Легко показать, что с учетом наличия в растворе
нескольких форм фермента (например, активной и не-
активной), в простейшем случае зависимость кажуще-
гося окислительно-восстановительного потенциала от
соотношения окисленных и восстановленных форм
фермента преобразуется в следующее уравнение:

где k – константа равновесия процесса перехода активной
и неактивной формы фермента друг в друга  (k = k1/k2).

Очевидно, что множитель x/k влияет на множитель
RT/F, а значит и на наклон кривой редокс-титрования
исследуемых ферментов.

б

в

а

Рис. 1. ЭПР-спектры лакказ Coriolus zonatus (а), Cerrena maxima (б) и
Coriolus hirsutus (в); 0,1 М фосфатный буфер рН 6,0; Х – диапазон,
микроволновая мощность 20 мВ; амплитуда модуляции 0,5; темпера-
тура  77 К (а – усиление 1.10-4, 8 накоплений; б – усиление 1.10-4,

 4 накопления; в – усиление 1.10-4, 8 накоплений

20 mT

Среди изученных лакказ наиболее высокий потенци-
ал меди первого типа имеет лакказа Coriolus zonatus
[1, 2, 11–15]. Определение редокс-потенциалов меди
первого типа лакказ из разных источников необходимо
для выявления наиболее высокопотенциальных фермен-
тов, которые, участвуя в реакциях окисления субстра-
тов, приводят к образованию высокопотенциальных ин-
термедиатов.

Одним из критериев ферментативной эффективности
лакказ является изучение их электрокаталитической ак-
тивности в реакциях восстановления кислорода. Для
исследования этого процесса на графитовом электроде
с адсорбированной лакказой в растворе, насыщенном
кислородом, использовали метод циклической вольтам-
перометрии.

На рис. 2 представлены циклические вольтамперог-
раммы, записанные на электродах из спектрального
графита в насыщенном кислородом цитрат-фосфатном
буфере (вольтамперные кривые электрода спектрально-
го графита с адсорбированной лакказой Coriolus hirsutus
не представлены). Как видно из табл. 1, значения окисли-
тельно-восстановительных потенциалов меди типа T1 и
начальные потенциалы электровосстановления кислорода
на электродах с адсорбированными лакказами близки. Со-
впадение значений окислительно-восстановительного по-
тенциала  центра Т1 фермента и потенциала электровос-
становления кислорода для большинства лакказ можно
объяснить тем, что именно ион меди центра Т1 является
первичным акцептором электронов в молекуле фермента.
Из полученных данных можно сделать вывод о том, что
ферментативный процесс электровосстановления кислоро-
да для конкретной лакказы определяется потенциалом
меди типа T1.

Таким образом, в биотехнологических целях более
рационально использовать высокопотенциальные
грибные ферменты, так как в этом случае фермента-
тивный процесс окисления смещается в область, бо-
лее близкую к равновесному кислородному потенци-
алу, что дает основание перейти к исследованию ши-
рокого круга органических и неорганических соеди-
нений для ферментативного получения высокопотен-
циальных интермедиатов. Последние могут найти
широкое промышленное применение при фермента-
тивной деградации ксенобиотиков, при органическом
синтезе, а также могут быть использованы в разных
аналитических системах.

Авторы выражают благодарность доктору О.В. Ко-
ролевой и доктору В.П. Гавриловой за предоставление
препарата внеклеточной лакказы Cerrena maxima.
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Рис. 2. Циклические вольтамперограммы электровостановления кислорода на графитовом электроде с адсорбированны-
ми лакказами Coriolus zonatus (а) и Cerrena maxima (б) в насыщенном кислородом буфере (0,1 M цитрат-фосфатный

буфер рН 3,0; скорость развертки потенциала 10 мВ/ с–1)
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