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Аннотация. Проведено изучение оптимальных условий действия фермента лакказы Trametes Versicolor, 

определен оптимум рН и температуры. Рассчитаны максимальная скорость реакции Vmax, константа Михаэлиса-

Ментен Km и эффективная константа скорости kcat. для потенциальных субстратов лакказы. Проведено 

сопоставление активности лакказы в реакции окисления изучаемых субстратов.  
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Annotation. The study of the optimal conditions for the action of the enzyme laccase Trametes Versicolor. The 

pH and temperature  optimum was been identified. The maximum reaction rate Vmax, Michaelis-Menten constant Km, 

and kcat effective rate constant with the potential substrates for laccase have been calculate. The laccase activity in the 

reaction of substrate oxidation has been done.  
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Введение. В настоящее время одной из актуальных проблем ферментативного катализа и биотехнологии 

является изучение каталитических свойств лакказ, выделенных из грибов [1-3]. Известно, что эти ферменты 

эффективно разрушают лигнин, извлекая из растительных объектов низкомолекулярные вещества, обладающие 

в том числе и антиоксидантными свойствами. Лакказа (п.-дифенол: кислород оксидоредуктаза) относится к 

группе медьсодержащих оксидаз, катализирующих восстановление молекулярного кислорода до воды. В 

качестве восстановителей используются различные по природе соединения, которые выступают субстратами 

лакказы. Формально этот процесс можно представить уравнением: 
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Лакказа гриба Trametes Versicolor, находит широкое применение в самых разных технологических 

процессах, благодаря высокой удельной активности и относительно низкой субстратной специфичности [4]. 

Это значит, что число субстратов, которые фермент может использовать в качестве восстановителей кислорода, 

может определяться широким кругом органических веществ.  

Целью данной работы является расширение круга субстратов лакказного окисления и получение 

кинетических параметров окисления возможных субстратов фермента, определение оптимумов температуры и 

рН лакказы Trametes Versicolor. 

Экспериментальная часть. В качестве объектов исследования ферментативной реакции окисления 

использовались двух-, трехатомные фенолы: пирокатехин (1), гидрохинон (2), метилгидрохинон (3), трет.-

бутилгидрохинон (4), 4-трет.-бутил – пирокатехин (5), резорцин (6), пирогаллол (7), флороглюцин (8). 
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R1=R2=OH, R3=R4=R5=H – пирокатехин  (1) 

R1=R4=OH, R2=R3=R5=H – гидрохинон  (2) 

R1=R4=OH, R3=R5=H, R2= CH3 – метилгидрохинон  (3) 

R1=R4=OH, R3=R5=H, R2= (CH3)3С – трет.-бутилгидрохинон  (4) 

R1=R2=OH, R3= R5=H, R4= (CH3)3С – 4-трет.-бутил – пирокатехин (5) 

R1=R3=OH, R2=R4=R5=H – резорцин  (6) 

R1=R2=R3=ОH, R4=R5=H – пирогаллол (7) 

R1=R3=R5=ОH, R2=R4=H – флороглюцин (8) 

 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ, БИОФИЗИЧЕСКАЯ И МЕДИЦИНСКАЯ ХИМИЯ                          БФФХ-2016 149 

Контроль за скоростью реакции осуществляли спектрофотометрическим методом по убыли реактанта или 

накоплению продукта реакции. Кинетические исследования проводили в термостатируемых кварцевых 

кюветах, снабженных системой перемешивания. Все кинетические исследования проводили в цитратном 

буферном растворе pH 4.6 при 308±0,1 К. Исследования выполнены на приборе Specord S – 300 (Германия). 

Концентрацию соединений в исследуемой пробе определяли, используя коэффициенты экстинкции, 

полученные из калибровочных графиков. Начальную скорость ферментативного окисления рассчитывали по 

тангенсу угла наклона начального линейного участка кинетических кривых. Параметры ферментативного 

процесса вычисляли из уравнений линейной регрессии, полученных из зависимостей начальной скорости 

окисления от концентрации исследуемых соединений в двойных обратных координатах. Для расчетов 

использовали уравнение Лайнуивера-Берка:  
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где V0 – начальная скорость реакции (M∙c-1); Km – константа Михаэлиса-Ментен (М); [S]0 – начальная 

концентрация субстрата (M); Vmax – максимальная скорость реакции [M∙c-1].  

Для определения оптимума рН лакказы Trametes Versicolor использовали набор цитратных и фосфатных 

буферных растворов  с интервалом рН 3,5-7,0. Для определения температурного оптимума действия лакказы 

кинетические измерения проводили в диапазоне 296-323 К с шагом измерения 5 К. В качестве субстрата 

лакказы для определения оптимумов температуры и рН использовали гидрохинон с исходной концентрацией 

2,0∙10-4 М. За кинетикой реакции следили спектрофотометрическом методом по уменьшению концентрации 

гидрохинона при λ=288 нм. Активность лакказы характеризовали величиной константы скорости kкат, с–1 

ферментативного окисления гидрохинона. 

Результаты и их обсуждение. Известно, что активность ферментов значительно зависит от значения рН и 

температуры. В связи с этим были проведены предварительные опыты, в которых установлен pH оптимум 

фермента на примере реакции ферментативного окисления гидрохинона. Показано, что начальная скорость 

лакказного окисления  гидрохинона зависит от значения рН реакционной среды. Зависимость максимальной 

скорости окисления Vmax гидрохинона от pH реакционной смеси, имеет классический для ферментативных 

реакций колоколообразный вид. Было установлено, что оптимум pH лакказы Trametes Versicolor равен 4,6.  

 

 
Рисунок 1 – Зависимость максимальной скорости реакции  лакказного окисления гидрохинона от температуры 

среды. [E]0=4.0 мг/л, цитратный буферный раствор рН = 4,6 

 

На рисунке 1 приведена зависимость максимальной скорости окисления гидрохинона от температуры (Т) 

реакционной смеси. Как видно из рисунка 1, каталитическая активность лакказы Trametes Versicolor имеет 

наибольшее значение при температуре 313 К в цитратном буферном растворе  

рН = 4,6. За реакцией окисления гидрохинона и его производных следили по кинетике расходования 

реактантов, а за окислением пирокатехина, флороглюцина – по кинетике накопления продуктов.  

Продуктами лакказного окисления о.– и п.–замещенных дигидроксибензолов пирогаллола являются 

соответствующие хиноны. Кинетические кривые накопления продукта реакции имеют вид кривых с 

насыщением (см. рис. 2), а кривые расходования субстрата монотонно убывают по ходу процесса (см. рис.3). 

Кинетические зависимости прямых в обратных двойных координатах (метод Лайнуивера – Берка) являются 

линейными для всех субстратов (1-8). 

Основные кинетические параметры изучаемых процессов – максимальная скорость реакции Vmax, 

константа Михаэлиса Km , эффективная константа скорости kкат представлены в таблице 1.  
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Рисунок 2 – Кинетические кривые накопления 

продукта окисления 4-трет.-бутилпирокатехина 

молекулярным кислородом в присутствии лакказы. 

Цитратный буфер pH=4.6, 308 К, [E]0=20 мг/л.  

[4-трет-бутилпирокатехин]0: 1. – 0,6 мМ; 2. – 0,36 мМ; 

 3. – 0,204 мМ; 4. – 0,12 мМ, 5.– 0,06 мМ 

Рисунок 3 – Кинетические кривые расходования при 

окислении метилгидрохинона молекулярным 

кислородом в присутствии лакказы. Цитратный буфер 

pH=4.6, 308 К, [E]0=20 мг/л. [Метилгидрохинон]0: 

 1. – 0,6 мМ; 2. – 0,36 мМ; 3. – 0,204 мМ; 4. – 0,12 мМ,  

5. – 0,06 мМ 

 

Таблица 1 – Кинетические параметры лакказного окисления многоатомных фенолов (цитратный буферный 

раствор pH 4.6, 308 К) 

№ Субстраты лакказы Vm мкМ*с-1 Km, мМ kкат, с-1 λ, нм 

1 Пирокатехин  6,50 0,73 21,7 275 

2 Гидрохинон 2,54 0,53 8,5 288,5 

3 Метилгидрохинон 5,81 0,26 19,4 288 

4 Трет.-бутилгидрохинон 2,41 0,02 8,0 289 

5 4-трет.-бутилпирокатехин 0,16 0,37 5,4 400 

6 Пирогаллол 2,24 0,41 7,5 410 

7 Резорцин 0,05 0,12 1,6 275 

8 Флороглюцин 1,03 0,19 3,4 266,5 

 

Как видно из данных таблицы, все изученные многоатомные фенолы являются эффективными 

восстановителями молекулярного кислорода в ферментативном процессе. Значение kкат не сильно изменяется 

при варьировании структуры двухатомных фенолов. о.-замещенные фенольные соединения являются более 

лучшими субстратами для лакказы Trametes Versicolor, чем м.- и п.-, что коррелирует с литературными 

данными [4]. Лакказа Trametes Versicolor на порядок быстрее катализирует окисление двухатомных фенолов, 

чем трехатомных. Наиболее оптимальными субстратами лакказного окисления оказались метилгидрохинон и 

пирокатехин. 
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