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Гуминовыми веществами (ГВ) называют совокупность гетерогенных и полидисперсных соедине-
ний, образующихся при трансформации органических остатков в почвах и других природных сре-
дах. Роль свободнорадикальных реакций конденсации (вторичного синтеза) в образовании ГВ яв-
ляется предметом дискуссий. Изучена возможность синтеза ГВ из мономеров в динамических усло-
виях и при низких концентрациях веществ в присутствии лакказы гриба Coprinus comatus F-2940.
Лакказу иммобилизовывали на каолините, модифицированном гидроксидом алюминия. Исследо-
ваны некоторые свойства фермента, субстратная специфичность в отношении фенольных кислот-
предшественников ГВ, влияние природы аминокислот на способность к образованию комплексов с
фенольными кислотами в присутствии лакказы. При иммобилизации лакказы рН оптимум с 2.6-диме-
токсифенолом (2.6-ДМФ) смещался с рН 6.0 в кислую область (рН 4.4), уменьшалась термостабиль-
ность фермента, кинетические параметры окисления 2.6-ДМФ не менялись. По реакционной способ-
ности (процент конверсии кислот свободной лакказой) индивидуальные фенольные кислоты образо-
вывали ряд: кофейная (72) > феруловая (53) > галловая = сиреневая (43) > протокатеховая (5.5) >
> ванилиновая = п-гидроксибензойная (0). В смеси кислот наиболее эффективно окислялась галловая
кислота (50%), остальные кислоты в сопоставимых количествах (13–17%). Конверсия фенольных
кислот в их смеси увеличивалась в присутствии лизина. При пропускании смеси галловой, протока-
теховой, сиреневой, феруловой кислот (0.01 мМ каждой) и лизина (0.02 мМ) через проточную мик-
роколонку иммобилизованная лакказа эффективно окисляла фенольные кислоты, продукты реак-
ции связывались с минеральной фазой, окрашивая ее в темный цвет. По данным высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии молекулярные массы веществ, экстрагированных с поверхности
минерала, составляли 270–900 Да, то есть образовывались низкомолекулярные вещества типа
фульвокислот. Установлена важная роль свободнорадикальных гетерофазных реакций в формиро-
вании молекулярного состава жидкой фазы и органо-минеральных комплексов.
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ВВЕДЕНИЕ

Почвы являются главным резервуаром орга-
нического вещества в наземных экосистемах. За-
пасы углерода в почвенном гумусе (1500 Гт С) втрое
превышают таковые в биомассе (550 Гт С) [19]. Гу-
мус обусловливает плодородие почв и их функции
в биосфере [9]. Процессы образования и деструк-
ции веществ гумуса во многом сформировали и
определяют современный климат, однако их при-
рода и состав, а также механизмы стабилизации
остаются предметом дискуссий [1, 10, 29, 37, 47].

Традиционно считается, что основу гумуса со-
ставляют гуминовые вещества (ГВ) – гетероген-
ная совокупность веществ, образующихся de novo
(вне живых организмов) в процессе разложения и
трансформации биомолекул органических остат-
ков (гумификации) [5, 8]. Согласно гипотезам,
важную роль в образовании ГВ почв играют реак-
ции конденсации [5, 8, 20, 65]. Эта точка зрения
отражена в одном из определений ГВ как “серии
относительно высокомолекулярных веществ от
желтой до темной окраски, образующихся в ре-
зультате вторичного синтеза” [65]. По принципу
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растворимости в щелочах ГВ принято делить на
гуминовые кислоты (ГК, растворимы в щелочных
условиях, осаждаются при рН < 2), фульвокислоты
(ФК, растворимы при всех значениях рН) и гумин
(нерастворимый остаток). Гуминовые и фульво-
кислоты обогащены полярными функциональны-
ми группами и считаются наиболее реакционно-
способными компонентами гумуса [8, 65].

Ранее ГВ описывали как относительно высо-
комолекулярные (5–100 кДа) темноокрашенные
вещества, устойчивые к биодеструкции [8, 9]. В
настоящее время это представление пересматри-
вается [47]. Практически общепринята теория о
ГВ как надмолекулярных ассоциатах небольших
молекул (около 2–6 кДа) [59, 66]. Предложена
модель почвенного континуума, согласно кото-
рой органическое вещество почв рассматривается
как совокупность биомолекул на разных стадиях
деструкции [47]. Реакции вторичного синтеза от-
рицаются, равно как и существование ГВ как
массовых продуктов этого процесса [47]. Между-
народным обществом по изучению гуминовых
веществ (IHSS) ГВ в настоящее время определе-
ны как “комплексная и гетерогенная смесь поли-
дисперсных материалов, образующихся в резуль-
тате биохимических и химических реакций в про-
цессе деструкции и трансформации растительных
и микробных остатков (гумификации)” (www.
humic-substances.org, 2020).

В результате возобновившейся дискуссии о
природе гумуса опубликован ряд обзоров в защи-
ту ГВ как специфических соединений почв и дру-
гих природных сред [28, 37, 56], а также реакций
вторичного синтеза как играющих важную роль в
образовании этих соединений [29]. Классиче-
ским примером таких реакций, лежащим в осно-
ве конденсационной теории гумификации [5, 65],
является окисление фенольных соединений до
фенокси-радикалов и хинонов c последующими
спонтанными свободнорадикальными реакциями
при участии азотистых и других предшественников
[5, 20, 65]. Окисление фенолов – каталитический
процесс, который осуществляется в присутствии
внеклеточных ферментов – фенолоксидаз и перок-
сидаз микроорганизмов [5, 21, 36] или абиогенных
катализаторов – например, ионов Fe3+, Mn4+ в со-
ставе почвенных минералов [41]. Образование тем-
ноокрашенных ГК-подобных веществ из мономер-
ных фенольных и азотистых предшественников по-
казано во многих работах, в частности in vitro в
присутствии пероксидазы [5, 14], лакказы [52, 75],
тирозиназы [55] или почвенных минералов [41,
43]. Образование ГК-подобных темноокрашен-
ных веществ из грибных фенольных метаболитов
и азотистых соединений показано in vivo в жидко-
фазных культурах микроскопических грибов Epi-
coccum nigrum, Stachybotrys atra, S. chartarum, Asper-
gillus sydowi (работы Haider and Martin, 1967; Mar-
tin and Haider, 1969; Haider and Martin, 1970; цит.

по [61]). Ферментативный катализ реакций кон-
денсации эффективнее абиогенного, молекуляр-
ные массы продуктов выше [12, 21, 58, 55].

Процессам конденсации способствует наличие
границы раздела фаз. В присутствии глинистых
минералов увеличивается количество ГК-подоб-
ных веществ, образующихся в культурах грибов
(Martin et al., 1972; цит по [61]); в присутствии им-
мобилизованной лакказы образуются более высо-
комолекулярные продукты из низкомолекулярных
фенольных и азотистых предшественников, чем в
гомогенной системе [75, 76]. Показано образова-
ние ГК-подобных веществ при твердофазном
культивировании базидиомицета белой гнили [73],
а также ре-полимеризация продуктов деструкции
ГК на грибном мицелии при погруженном культи-
вировании лигнолитического гриба [77].

Существенным ограничением лабораторных
экспериментов по вторичному синтезу является
то, что они проводятся в замкнутых системах и
при высоких концентрациях предшественников.
Концентрация мономеров составляет обычно 1–
10 мг/мл [5, 64], что соответствует 5–50 мМ при
молекулярной массе предшественников (феноль-
ных кислот, аминокислот) около 200 г/моль. Это
на несколько порядков больше, чем концентрации
фенольных кислот в почвенных растворах, состав-
ляющие от долей до десятков микромолей [7, 57].
На свободные аминокислоты в почвенных раство-
рах приходится менее 1% от растворенного органи-
ческого азота, их концентрации обычно составляют
0.1–50 мкM [46, 74]. Возникает вопрос о возможно-
сти протекания биокаталитических реакций вто-
ричного синтеза при низких концентрациях суб-
страта и о степени полимеризации предшественни-
ков в таких условиях.

Скорость и эффективность биокатализа опре-
деляется природой фермента. К биокатализато-
рам свободнорадикальных реакций, распростра-
ненным в почвах, относятся лакказа, тирозиназа,
пероксидаза [23, 63]. Лакказа (КФ 1.10.3.2, бен-
зендиол : кислород оксидоредуктаза) принадле-
жит семейству медьсодержащих оксидаз, содержит
4 атома меди в активном центре и катализирует
окисление широкого ряда фенольных субстратов и
ароматических аминов молекулярным кислоро-
дом, который восстанавливается до воды [33, 45].
Фенокси-радикалы и хиноны, образующиеся при
каталитическом окислении субстратов, могут под-
вергаться реакциям спонтанной конденсации с
образованием олигомеров и полимеров [45, 72].
Лакказа продуцируется аскомицетами, базидио-
мицетами и дейтеромицетами [16, 72], лакказо-по-
добные ферменты обнаружены в бактериях [45].
Фермент проявляет высокую активность в под-
стилках и гумусовых горизонтах почв [17, 30], что
предполагает его участие в гетерофазных реакци-
ях при гумификации.
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Цель настоящей работы – изучить особенно-
сти биотрансформации фенольных кислот лакка-
зой и возможность синтеза макромолекулярных
гуминоподобных веществ в динамических усло-
виях при низких концентрациях предшественни-
ков. В качестве продуцента фермента взят поч-
венный базидиомицет Coprinus comatus F-2940.
Лакказу иммобилизовали на каолините, модифи-
цированном гидроксидом алюминия. Ранее уста-
новлено, что при иммобилизации лакказы на этом
сорбенте образуются более высокомолекулярные
продукты из низкомолекулярных предшественни-
ков, чем при иммобилизации на “чистых” глини-
стых минералах [75, 76]. Изучены некоторые свой-
ства свободного и иммобилизованного фермента,
субстратная специфичность в отношении феноль-
ных кислот – предшественников, влияние приро-
ды аминокислот на способность к образованию
комплексов с фенольными соединениями. Экспе-
римент по синтезу ГВ в присутствии иммобилизо-
ванной лакказы проводили в проточной микроко-
лонке. Нами показана эффективность ее использо-
вания для изучения сорбции фенольных кислот
модифицированным каолинитом при низких кон-
центрациях веществ [3, 4].

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Минерал. В работе использовали каолинит
(Просяновское месторождение, Украина), моди-
фицированный аморфной гидроокисью алюми-
ния (каол-Al(OH)x) в количестве 2.5 ммоль Al/г.
Некоторые физико-химические свойства мине-
рала описаны ранее [3].

Фенольные кислоты и аминокислоты. Исполь-
зовали галловую (GAL), протокатеховую (PCAT),
п-гидроксибензойную (HDB), ванилиновую
(VAN), феруловую (FER) и сиреневую (SYR) кис-
лоты (Sigma-Aldrich, США). Некоторые свойства
кислот описаны ранее [4]. В качестве аминокис-
лот использовали тирозин, L-ДОФА, глицин, ли-
зин, аргинин, триптофан. Все эксперименты с
кислотами проводили в 5 мМ Na-ацетатном бу-
фере (рН 4.5) – буфер A.

Лакказа. Штамм Coprinus comatus VKM F-2940
был взят во Всероссийской коллекции микроор-
ганизмов (ВКМ, http://vkm.ru/). Лакказа гриба
С. comatus 2940 была наработана и очищена до
электрофоретически гомогенного состояния. Для
наработки фермента инокулят выращивали 7 дней
на среде (г/л): пептон – 2; дрожжевой экстракт – 2;
MgSO4 – 0.2; KH2PO4 – 0.3; глюкоза – 2%. Ино-
кулят вносили в колбы на 750 мл, содержащие
200 мл среды Кирка с высоким азотом в 20 мМ
тартратном буфере (рН 4.5) (г/л): CaCl2 – 0.01;
MgSO4 – 0.1; KH2PO4 – 0.3; глюкоза – 1%;
Твин 80 – 0.05%; α-аспарагин – 0.9; NH4NO3–0.5
и индукторы лакказы – ионы Cu2+ (0.1 мМ) и

Mn2+ (0.5 мМ). На 10 сутки культуральную жид-
кость отделяли и проводили очистку фермента.

Стадии очистки следующие: 1 – высаливание.
Фермент осаждали из культуральной жидкости
(NH4)2SO4 при 90% насыщения с последующим
центрифугированием при 15000 g 30 мин. Осадок
растворяли в 20 мМ Na-ацетатном буфере рН 5.0
(буфер B) и диализовали против этого буфера
(мембрана 10 кДа); 2 – ионообменная хроматогра-
фия (на DEAE-Toyopearl). Белковый препарат на-
носили на колонку, уравновешенную буфером B,
промывали тремя объемами этого буфера и элюи-
ровали со скоростью 1 мл/мин градиентом NaCl
0–1 М; 3 – гель-фильтрация нa HiLoad 26/60 Su-
perdex 200 column (GE Healthcare, USA). На ко-
лонку, уравновешенную буфером B, содержащим
0.1 M NaCl, наносили белковый препарат и элюи-
ровали со скоростью 1 мл/мл. Активные фракции
диализовали против буфера А; 4 – ионообменная
хроматография на колонке UNOQ6 (Bio-Rad, Her-
cules, CA, США). Диализованный препарат нано-
сили на колонку, уравновешенную буфером B,
промывали тремя объемами буфера и элюировали
линейным градиентом 0–1 M NaCl в буфере B.
Очищенный препарат диализовали против буфе-
ра B и использовали в дальнейшей работе.

Молекулярная масса белка (SDS-ПААГ) со-
ставляла 71.3 кДа; концентрация белка в получен-
ном препарате (по Бредфорд) – 0.03 мг/мл. Ак-
тивность фермента определяли спектрофото-
метрически (спектрофотометр Shimadzu 1800,
Япония) по скорости окисления субстрата АБТС
(2.2-азино-бис-(3-этилбензтиазолин-6-сульфонат)
в буфере А при 420 нм. Коэффициент экстинкции
АБТС – ε420 = 36.000/М/см [38]. За единицу ак-
тивности лакказы (ЕД) принимали количество
фермента, катализирующего окисление 1 микро-
моля АБТС в минуту.

Иммобилизация лакказы. Лакказу иммобили-
зовывали путем добавления аликвоты фермента
в буфере А к навеске минерала. Минерал предва-
рительно уравновешивали с буфером A, встря-
хивая суспензию 5 мин при 1400 об./мин на тер-
мошейкере (TS-100C, Biosan, Латвия). Смесь
центрифугировали 1 мин при 18000 g (центрифу-
га Elmi CM-50, Латвия). Надосадочный раствор
заменяли 0.5 мл буфера A, содержащего фер-
ментный препарат, и встряхивали на шейкере в
течение 1 ч при 25°С. Далее измеряли актив-
ность в равновесном растворе в условных едини-
цах (ΔA420/(мин мл)) с 1 мМ АБТС в буфере A.
Минерал промывали 1 мл буфера A и оценивали
активность в промывке. Эффективность иммо-
билизации (%) определяли как:
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При характеристике свойств иммобилизованно-
го фермента использовали навеску минерала 2 мг, в
эксперименте в проточной колонке – 20 мг.
При количествах белка 0.08 мкг/2 мг минерала
и 0.71 мкг/20 мг эффективность иммобилизации
составляла 90–100%.

Активность иммобилизованной лакказы изме-
ряли, добавляя 1.5 мл 1.0 мМ АБТС в буфере A к
минералу с ферментом. Смесь встряхивали на тер-
мошейкере (2 мин), центрифугировали (1 мин), от-
бирали пробу супернатанта (100 мкл) и процедуру
повторяли трижды. Пробы супернатанта разбав-
ляли в 900 мкл буфера и измеряли оптическую
плотность при 420 нм. Активность оценивали по
линейному приросту оптической плотности и рас-
считывали в ЕД/навеску минерала, взятую для экс-
перимента.

Свойства лакказы. Все реакции проводили в
буфере А. рН оптимум свободного и иммобили-
зованного фермента определяли с фенольным
субстратом 2.6 диметоксифенолом (2.6-ДМФ) –
2 мМ в 5 мМ Na-ацетатном буфере в диапазоне
рН 4.0–5.8. Термостабильность определяли, ин-
кубируя фермент при заданной температуре
30 мин на термошейкере (1400 rpm, 25°С) и изме-
ряя активность с 1 мМ АБТС. Кинетические
константы определяли с 2.6-ДМФ в буфере А
при рН 4.5.

Окисление индивидуальных фенольных кислот
свободной лакказой. Субстратную специфичность
в отношении фенольных кислот определяли для
свободного фермента по убыли субстрата (% от
исходного). Реакционные смеси объемом 1 мл со-
держали 2 мМ кислот и 0.05 ЕД лакказы. Реакцию
проводили 1, 3 и 5 ч, затем останавливали с помо-
щью 10 мМ NaN3. Концентрацию кислот опреде-
ляли методом обратнофазовой жидкостной хро-
матографии (RP-HPLC) как описано ниже.

Окисление смеси фенольных кислот свободной
лакказой С. comatus в присутствии и отсутствии
аминокислот. Эксперименты проводили в буфе-
ре А. Готовили контрольную смесь фенольных
кислот – галловой, протокатеховой, ванилиновой,
феруловой, сиреневой по 2 мМ каждой. Также го-
товили аналогичную смесь фенольных кислот с до-
бавлением аминокислоты в концентрации 2 мМ –
тирозина, глицина, L-ДОФА, лизина, аргинина,
или триптофана. В 1 мл смеси вносили 0.08 ЕД лак-
казы и инкубировали 1 час при 25°С. Фенольные
кислоты до и после эксперимента определяли ме-
тодом RP-HPLC. Влияние аминокислот на транс-
формацию фенольных кислот лакказой оценивали

по убыли фенольных кислот в системах с амино-
кислотами по сравнению с контролем.

Трансформация фенольных кислот в присут-
ствии иммобилизованной лакказы в проточной мик-
роколонке. Использовали тефлоновую микроко-
лонку внутренним диаметром 7 мм, высотой 28 мм,
объемом 1 мл. Принципиальная схема колонки
приведена в работе [1]. Для удерживания образца
минерала в колонке использовали двойные филь-
тры “синяя лента” (Апекслаб, Россия) на входе и
выходе с колонки. Колонку подключали к хрома-
тографической системе низкого давления Bio-
Logic LP (BioRad, США) c коллектором фракций
(Model 2110, BioRad, США).

Для приготовления исходного раствора фе-
нольных кислот (галловой, протокатеховой, си-
реневой, феруловой) навески кислот в эппендор-
фах растворяли в 200 мкл этанола и количествен-
но переносили в мерную колбу на 100 мл, объем
доводили буфером А. Также готовили исходный
раствор лизина 0.2 мМ в 100 мл буфера А. Аликво-
ты исходных растворов использовали для приго-
товления рабочих растворов (в 200 мл буфера А).
Рабочий раствор смеси фенольных кислот содер-
жал 0.01 мМ каждой кислоты в буфере А; рабочий
раствор смеси кислот с лизином содержал 0.01 мМ
каждой кислоты и 0.02 мМ лизина в буфере А.

В проточном эксперименте 20 мг минерала,
содержащего 0.03 ЕД активного фермента (24 мкл
препарата, соответствующего 0.72 мкг белка) или
то же количество инактивированной лакказы
(фермент инактивировали перед иммобилизаци-
ей нагреванием 30 мин при 80°С), помещали в ко-
лонку, и промывали 3 мл буфера А. Далее раствор
откачивали и прокачивали через колонку 50 мл рас-
твора фенольных кислот на скорости 0.1 мл/мин.
На выходе из колонки собирали фракции по 2 мл
и определяли в них концентрацию кислот мето-
дом RP-HPLC. Некоторые фракции объединяли.

Суммарную убыль фенольных кислот в рас-
творе, прошедшем через колонку (нмоль), рас-
считывали по формуле:

где Сисх – исходная концентрация (0.01 мМ =
= 10 нмоль/мл), Сэлюат – концентрация в элюате
(нмоль/мл), V – объем фракции (мл).

По окончании проточного эксперимента остат-
ки раствора откачивали из колонки и проводили
десорбцию кислот при скорости 0.5 мл/мин снача-

( )( )− + ×активность в исходном растворе активность в равновесном растворе промывке 100
.

активность в исходном растворе

( )
( )

=
= Σ исх элюат фракции

Убыль вещества нмоль
С – С · ,V
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ла 16 мл буфера А, затем 24 мл 50 мМ Na-ацетатно-
го буфера (рН 4.5). Перед сменой буфера раствор
откачивали из колонки. Собирали фракции по
2 мл. После эксперимента по десорбции минерал
количественно извлекали из колонки. Суспен-
зию центрифугировали (2 мин, 18000 g), суперна-
тант отделяли. Проводили экстракцию веществ,
связанных с минералом, сначала 1 мл 0.1 М HCl
(30 мин, 1400 об./мин, термошейкер) и затем 1 мл
0.1 М NaOH в атмосфере азота (30 мин, 1400 об./мин,
термошейкер). К экстрактам добавляли 20 мг NaF
для связывания в комплекс ионов Al. В экстрак-
тах определяли концентрацию кислот методом
RP-HPLC и молекулярно-массовые распределе-
ния методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии (HPLC) как описано ниже.

Анализ фенольных кислот. Кислоты определя-
ли с помощью RP-HPLC на хроматографе Agilent
1100 с диодно-матричным детектором, насосом
(QuatPump), термостатом для колонок и инжекто-
ром (Rheodyne, Cotati, США). Для разделения фе-
нольных кислот использовали колонку SunergiHy-
dro-RP (150 × 4.6 мм, 4 мкм, Phenomenex, США).
Стартовый раствор (раствор А) содержал 90% H2O,
5 об. % ацетонитрила и 5 об. % (0.1 мас. %) 3-фторук-
сусной кислоты. Градиент создавали раствором B,
содержащим 95% ацетонитрила и 5 об. % 0.1 мас. %
3-фторуксусной кислоты: 0–20 мин – 5–15% B,
20–30 мин – 15–40% B, 30–40 мин – 40% В. Ско-
рость элюирования составляла 0.5 мл/мин, объем
пробы – 20 мкл. Температура колонки – 30°С.
Кислоты количественно определяли по площа-
дям хроматографических пиков [3].

Молекулярно-массовые распределения продук-
тов реакции, сорбированных на минерале. Анализ
щелочных экстрактов проводили на хроматогра-
фической системе высокого давления Agilent 1100
(см. выше) и колонке TSK-2000 SW, используя
0.1 М фосфатный буфер (pH 7.0) с добавлением
0.1% SDS и 0.05% NaN3. Скорость потока состав-
ляла 0.5 мл/мин. Перед нанесением на колонку,
реакцию рН в щелочных пробах доводили до 7.0
путем добавления микроколичеств HCl (15%) и
контролируя рН микроэлектродом HI 1330 (Han-
na Instruments, США). Колонку калибровали по
глобулярным белкам – цитохром (12.5 кДа), рибо-
нуклеаза А (17.8 кДа), химотрипсиноген А (25 кДа),
овальбумин (45 кДа), бычий сывороточный аль-
бумин (67 кДа) (Sigma, США), а также полисти-
ролсульфоновым кислотам (ПСК) с массами 6.8,
10, 17, 32, 77 кДа (Sigma-Aldrich, США). Свобод-
ный объем колонки (Vo) определяли по голубому
декстрану (2000 кДа), конечный объем (Vt) – по об-
ратному пику растворителя. Молекулярные массы
(MW) веществ (кДа) находили по уравнениям:

=
= − +е o

калибровка по ПСК: lg
2.14 6.96,

MW
V V

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Иммобилизация лакказы Coprinus comatus и

свойства фермента. Ферменты в почвах в основ-
ном связаны с твердой фазой [23], реакции про-
текают в гетерогенных системах. Распространен-
ными неорганическими сорбентами ферментов
являются глинистые минералы, а также слабо-
окристаллизованные гидроксиды, которые могут
существовать как дискретные фазы или осаждаться
на поверхности минералов [42]. Каолинит, моди-
фицированный гидроксидом алюминия, может
поэтому служить приемлемой моделью комплекс-
ных минеральных фаз. При модификации каоли-
нита увеличивается площадь поверхности [3], и она
приобретает положительный заряд за счет гидрок-
сида алюминия (PZC 8.0–9.2 [40]). Это способ-
ствует сорбции лакказы (pI 3–3.5; www.brenda-en-
zymes.org), фенольных кислот [4], и продуктов их
окисления [76].

Эффективность иммобилизации лакказы C. co-
matus на минерале составляла 90–100%. Ранее бы-
ло показано, что при иммобилизации лакказы
гриба Panus tigrinus на данном сорбенте и чистом
каолините сорбция на первом была на порядок
выше [76], таким образом, лакказа связывается
преимущественно с гидроксидом алюминия. Вы-
сокое сродство к гидроксиду алюминия (изотер-
мы сорбции H-типа) показано и для лакказы
Trametes villosa [13].

Оптимум окисления фенольного субстрата
2.6-ДМФ для свободной лакказы находится в об-
ласти рН 6.0 (табл. 1), что согласуется с литера-
турными данными [18, 34]. У иммобилизованного
фермента рН-оптимум смещался в кислую об-
ласть (рН 4.4). Смещение рН-оптимума – извест-
ное явление [49], связанное с возможными кон-
формационными изменениями фермента при
сорбции и изменением степени ионизации со-
ставляющих его аминокислот [32]. Иммобилиза-
ция часто приводит к уменьшению чувствитель-
ности фермента к высоким температурам [31,
50], однако термостабильность свободной лак-
казы С. comatus была больше, чем иммобилизо-
ванной. Фермент полностью терял активность за
30 мин при 80°С. При иммобилизации ферментов
каталитическая активность может уменьшаться
или увеличиваться вследствие конформационных
изменений белка при сорбции, влияющих на ак-
тивный центр [31, 72]. Кинетические параметры
окисления 2.6-ДМФ при иммобилизации практи-
чески не менялись, что было показано также для
лакказы T. villosa при иммобилизации на гидрок-
сиде алюминия [13]. В настоящей работе это мо-
жет быть связано со смещением рН-оптимума

=
= − +е o

калибровка по белкам: lg
2.74 7.55.

MW
V V
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при иммобилизации. Кинетические константы
были измерены при рН 4.5, что близко к оптиму-
му иммобилизованного фермента (рН 4.4), тогда
как у свободной лакказы при этом рН активность
составляла 70% от максимальной (данные не по-
казаны).

Таким образом, лакказа C. comatus при иммо-
билизации на минеральном сорбенте сохраняет
высокую каталитическую активность, рН-опти-
мум смещается в область значений, характерных
для кислых почв, что должно благоприятствовать
участию фермента в биокаталитических процес-
сах в таких почвах.

Субстратная специфичность лакказы C. comatus
в отношении фенольных кислот – предшественни-
ков ГВ. Фенольные кислоты, изученные в работе,
являются типичными продуктами деструкции
лигнина и считаются предшественниками гуму-
совых кислот [65]. Реакционная способность этих
соединений во многом определяет состав образу-
ющихся гуминовых веществ.

По скорости окисления свободной лакказой
C. comatus индивидуальные фенольные кислоты
образовывали ряд: CAF > FER > GAL = SYR >
> PCAT > VAN = HDB (рис. 1а). Наиболее эффек-
тивно окислялись коричные кислоты – кофейная
и феруловая (72 и 53% за 1 ч), затем гидроксибен-
зойные – галловая и сиреневая (43%). Ванилино-
вая кислота реагировала очень слабо (6% через 5 ч
инкубации), п-гидроксибензойная кислота изу-
ченной лакказой не окислялась.

Скорость-лимитирующей стадией окисления
субстратов лакказами является перенос 1е- от суб-
страта на медь T1-центра фермента [27]. Реакци-
онная способность лакказы определяется разно-
стью окислительно-восстановительных потенци-
алов (E°') T1 центра фермента и субстрата [54], а
также стерическими факторами [70]. Окисли-
тельно-восстановительный потенциал Т1-центра
у лакказ из разных продуцентов составляет 0.4–
0.8 В. Наиболее высоким редокс-потенциалом
обладают лакказы грибов белой гнили древесины
(0.78 В), средним – лакказы почвенных базидио-
мицетов и аскомицетов (0.47–0.71 В), низким
(0.42 В) – лакказы бактерий [27, 54]. Окислитель-
но-восстановительный потенциал фенольных со-

единений находится в диапазоне 0.5–1.2 В [33].
Небольшие электронодонорные заместители
(ОН-, NH2-, Cl-, OCH3- CH3-), особенно в орто-
положении, повышают электронную плотность
на фенокси-группе и облегчают процесс окисле-
ния [67, 70]; стерические факторы у таких заме-
стителей играют небольшую роль [70]. Электро-
ноакцепторные заместители (СООН, СОН, СОR,
NO2) оттягивают на себя электронную плотность
и замедляют окисление [26, 70]. Наличием двух
электронодонорных OH-групп в галловой кисло-
те и двух OCH3 групп в сиреневой кислоте в орто-
положении к фенокси-группе можно объяснить их
высокую скорость окисления по сравнению с про-
токатеховой и ванилиновой кислотами (рис. 1а).
Отсутствие электроноакцепторной COOH-группы,
непосредственно связанной с бензольным коль-
цом, а также позитивный эффект Сα=Сβ связи на
делокализацию электронов [26] способствует эф-
фективному окислению кофейной и феруловой
кислот. Лакказа С. comatus очень слабо окисляла
ванилиновую кислоту, которая является типичным
субстратом лакказ грибов белой гнили [24]. Это
скорее всего связано с низким редокс-потенциа-
лом лакказ С. comatus [34].

Трансформации каждой из фенольных кислот
лакказой в их смеси (рис. 1b) значительно отлича-
лась от реакций лакказы с индивидуальными кис-
лотами (рис. 1а). В смеси порядок был следующий
(% конверсии за 1 ч): GAL (49.9) > FER (16.9) > SYR
(14.7) > PCAT (13.5) > VAN (13.0) (рис. 1b). По ве-
личинам окислительно-восстановительных по-
тенциалов (В), определенных разными методами,
кислоты образуют ряды: CAF (0.53) < SYR (0.75) <
< FER (0.82) < VAN (0.88) [39]; GAL (0.26) < CAF
(0.31) < FER (0.53) (vs. Ag/AgCl, [26]); CAF (0.45) <
< SYR (0.49) < VAN (0.73) [62]. Преимуществен-
ное окисление галловой кислоты в смеси поэтому
можно объяснить ее более низким окислительно-
восстановительным потенциалом по сравнению с
другими кислотами. В смеси кислот окислялась и
ванилиновая кислота, что может быть связано с
действием остальных кислот, как редокс-медиа-
торов [24].

Влияние природы аминокислот на взаимодей-
ствие с фенольными кислотами в присутствии лак-
казы C. comatus. Конденсация аминокислот с фе-

Таблица 1. Некоторые свойства свободной и иммобилизованной лакказы C. comatus 2940

* Процент от активности при 30°С при инкубации 30 мин при заданной температуре.

Лакказа рН оптимум,
2.6-ДМФ

Термостабильность, %* Кинетические константы, 2.6-ДМФ

40°С 50°С 60°С Км, мМ Vmax, ЕД/мг kcat, c–1

Свободная 6.0 92 83 62 0.23 ± 0.02 22.59 ± 1.11 27.84 ± 0.69

Иммобилизованная 4.4 84 62 14 0.22 ± 0.04 22.71 ± 0.81 26.99 ± 0.96
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Рис. 1. Трансформация фенольных кислот свободной лакказой C. comatus в 5 мМ Na-ацетатном буфере (рН 4.5):
(а) окисление индивидуальных фенольных кислот (2 мМ каждой) лакказой (0.05 ЕД активности): 1 – 1 ч реакции;
2 – 3 ч; 3 – 5 ч; (b) окисление фенольных кислот (ФК) лакказой в отсутствии и присутствии аминокислот (2 мМ каж-
дого вещества, 0.08 ЕД лакказы). Реакции проводили на термошейкере (25 С, 1100 rpm) в инкубационных смесях
объемом 1 мл. Кислоты: 1 – галловая; 2 – протокатеховая; 3 – ванилиновая; 4 – сиреневая; 5 – феруловая. Амино-
кислоты: 6 – L-ДОФА; 7 – триптофан.
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нольными соединениями считается одним из ме-
ханизмов включения азота в структуру гумусовых
кислот [5, 65]. В качестве модельных аминокис-
лот были взяты алифатическая нейтральная –
глицин, алифатические основные – лизин и ар-
гинин, ароматические кислоты – тирозин, трип-
тофан и L-ДОФА (дигидроксифенилаланин). Все
эти кислоты обнаруживаются в почвенных рас-
творах [25, 68, 69]. Лизин, аргинин и триптофан
относятся к наиболее реакционноспособным, так
как они содержат свободные аминогруппу (–NH2),
гуанидиновую группу (–С(NH2)2) и индольное
кольцо. Эти группы легко вступают в реакции с
карбонильной группой (С=O) альдегидов, кето-
нов и липидов, образуя темноокрашенные кон-
денсаты (реакция Майара) [6], или в реакции с
хинонной группой, образуя N-cодержащие гете-
рокомплексы (ГК и ФК-подобные соединения).
L-ДОФА является предшественником мелани-
нов – пигментов, сходных с ГВ по свойствам.

Способность аминокислот к взаимодействию
с фенольными кислотами оценивали косвенно по
увеличению конверсии фенольных кислот лакка-
зой в смесях с аминокислотами по сравнению с
контролем без них (рис. 1b). Лакказа С. comatus
окисляла L-ДОФА и триптофан. В присутствии
всех изученных аминокислот за исключением ли-
зина и L-ДОФА количество окисляемых лакка-
зой фенольных кислот значимо не менялось. В
присутствии L-ДОФА существенно снижалось
количество метаболизированной галловой кис-
лоты (в 1.4 раза). В присутствии лизина степень
конверсии каждой из фенольных кислот увели-
чивалась примерно в 1.5 раза по сравнению с кон-
тролем без аминокислот. Это свидетельствует о
том, что лизин вступает в реакцию со всеми фе-
нольными кислотами в смеси. Высокая реакци-
онная способность лизина при взаимодействии с
фенольными субстратами была показана и ранее
[35]. Глицин, часто используемый при моделиро-
вании конденсационных реакций гумификации
[43, 65], не реагировал с фенольными кислотами
в их смеси.

Динамический проточный эксперимент. В дина-
мическом эксперименте использовали кислоты,
которые хорошо окислялись лакказой C. сomatus в
гомогенной системе, а также лизин, так как в его
присутствии существенно увеличивалась конвер-
сия кислот лакказой (рис. 1b).

В варианте с инактивированным ферментом
кислоты образовывали следующий ряд по убыли
в растворе, прошедшем через колонку: GAL >
> PCAT  FER > SYR (табл. 2, рис. 2). Убыль кис-
лот была связана с их сорбцией минералом. Ак-
тивная сорбция галловой и протокатеховой кис-
лот модифицированным каолинитом показана
нами ранее [3, 4] и обусловлена скорее всего обра-
зованием хелатных комплексов этих кислот с Al.

@

В данной работе возможна также сорбция кислот
на поверхности иммобилизованного белка [60].
Феруловая и сиреневая кислоты очень слабо сор-
бировались минералом в присутствии орто-дифе-
нольных кислот, что обусловлено конкуренцией
за места связывания [3, 4].

В варианте с активной лакказой убыль фе-
нольных кислот в растворе, прошедшем через ко-
лонку, связана с: 1) сорбцией исходных веществ;
2) их окислением/конденсацией с образованием
растворимых конъюгатов; 3) сорбцией продуктов
окисления. Лакказа эффективно окисляла фе-
нольные кислоты в динамических условиях, не-
смотря на низкие концентрации веществ. В присут-
ствии лакказы существенно уменьшалось количе-
ство сиреневой и феруловой кислот в элюате – в 7.0
и 3.2 раза соответственно по сравнению с контро-
лем с инактивированным ферментом (табл. 2). В
наименьшей степени присутствие лакказы было
выражено для протокатеховой кислоты, что хорошо
согласуется с субстратной специфичностью сво-
бодного фермента (рис. 1а).

Для всех кислот, кроме галловой, эффект при-
сутствия биокатализатора наблюдали уже в первой
фракции элюата. Убыль галловой кислоты в начале
эксперимента была в основном связана с ее сорб-
цией, о чем свидетельствуют близкие значения
потери этого вещества в вариантах с активной и
инактивированной лакказой. Сорбция умень-
шала концентрацию галловой кислоты в растворе
и, соответственно, скорость ее окисления лакказой.
Негативное влияние сорбции на окисление галло-
вой кислоты снижалось при заполнении активных
центров минерала. С другой стороны, удаление гал-
ловой кислоты из реакционной смеси, а также за-
полнение сорбционных центров минерала спо-
собствовало эффективному окислению сирене-
вой и феруловой кислот уже в первых порциях
раствора, проходящего через колонку. В гомоген-
ной системе присутствие галловой кислоты ме-
шало окислению сиреневой и феруловой кислот
(рис. 1b). Таким образом, высокое сродство суб-
страта к минеральной фазе [3], оказывает суще-
ственное влияние на гетерофазный ферментатив-
ный катализ, определяя состав продуктов реакции.

Вклад лакказы в трансформацию кислот с уче-
том сорбции оценивали по разности между об-
щей убылью фенольных кислот в варианте с ак-
тивным ферментом и контроле с инактивирован-
ной лакказой. По степени конверсии лакказой в
проточных условиях кислоты образовывали ряд
GAL > FER > SYR > PCAT (табл. 2), который со-
гласуется с закономерностями, установленными в
гомогенной системе, однако при низких концен-
трациях субстрата разница в скорости окисления
галловой кислоты и остальных кислот была не
столь существенной, как при высоких (рис. 1b),
что обусловлено причинами, о которых говори-
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Таблица 2. Убыль фенольных соединений (ФС) в растворе, прошедшем через колонку, и количество кислот, де-
сорбированных с поверхности минерала (нмоль)

* GAL – галловая кислота, PCAT – протокатеховая, SYR – сиреневая, FER – феруловая.
** Среднее ± стандартное отклонение.

*** Конверсия рассчитана как разность между общей убылью фенольных кислот в смесях с активным ферментом и контро-
лем с инактивированным ферментом.
**** В круглых скобках процент от общей убыли мономеров в растворе, прошедшем через колонку.

Вариант опыта Состав смеси
Количество вещества, нмоль

GAL* PCAT SYR FER

Убыль кислот в растворе, прошедшем через колонку в первой порции элюата (2 мл)

Лакказа ФС 11.49 ± 0.05** 7.56 ± 0.09 4.21 ± 0.31 4.89 ± 0.26

ФС + лизин 11.98 ± 0.05 7.53 ± 0.09 3.55 ± 0.37 4.89 ± 0.25

Инактивированная лакказа ФС 10.92 ± 0.04 9.34 ± 0.11 1.28 ± 0.11 2.20 ± 0.12

ФС + лизин 12.66 ± 0.05 10.51 ± 0.12 0.80 ± 0.07 2.21 ± 0.11

Всего (в 50 мл)

Лакказа ФС 133.97 ± 8.76 56.90 ± 7.14 34.79 ± 9.52 47.52 ± 1.54

ФС + лизин 157.78 ± 10.11 52.78 ± 6.58 41.61 ± 11.32 58.36 ± 1.88

Инактивированная лакказа ФС 77.17 ± 5.32 36.75 ± 5.29 4.96 ± 1.46 14.84 ± 0.89

ФС + лизин 70.13 ± 5.00 35.23 ± 4.88 3.15 ± 0.65 12.32 ± 0.68

Конверсия кислот лакказой***

ФС 56.80 20.15 29.84 32.68

ФС + лизин 87.65 17.55 38.46 48.03

Десорбция кислот, связанных с минералом 
5 мМ Na-ацетатный буфер

Лакказа ФС 1.00 2.09 0.42 2.83

ФС + лизин 0.56 2.31 0.51 1.97

Инактивированная лакказа ФС 5.70 7.85 1.87 3.13

ФС + лизин 4.08 4.02 1.46 3.88

50 мМ Na-ацетатный буфер

Лакказа ФС 0.00 2.95 0.00 1.16

ФС + лизин 0.21 2.27 0.25 1.30

Инактивированная лакказа ФС 12.41 13.29 0.00 0.78

ФС + лизин 9.16 11.52 0.28 1.65

Экстракция 0.1 М HCl

Лакказа ФС 4.21 6.70 0.15 0.03

ФС + лизин 3.60 5.16 0.29 0.09

Инактивированная лакказа ФС 21.11 9.54 0.12 0.09

ФС + лизин 26.27 12.85 0.06 0.06

Всего десорбировано и экстрагировано кислот

Лакказа ФС 5.21 (4)**** 11.74 (21) 0.57 (2.0) 4.02 (8)

ФС + лизин 4.37 (3) 9.74 (18) 1.05 (2.5) 3.36 (6)

Инактивированная лакказа ФС 39.22 (51) 30.68 (83) 1.99 (40) 4.00 (27)

ФС + лизин 39.51 (56) 28.39 (81) 1.80 (57) 5.59 (45)
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лось выше. Степень конверсии всех фенольных
кислот, кроме протокатеховой, увеличивалась в
присутствие лизина. Таким образом, свободно-
радикальные реакции взаимодействия азоти-
стых и фенольных соединений могут осуществ-
ляться в условиях промывного режима и при
низких концентрациях веществ, характерных для
почв.

Десорбция фенольных кислот и состав органо-ми-
неральных комплексов. Об образовании продуктов
свободнорадикальной конденсации и их составе
можно косвенно судить по количеству и составу
мономеров, десорбированных с поверхности ми-
нерала в вариантах с активным и инактивирован-
ным ферментом. Для этого проводили десорбцию
ацетатным буфером возрастающей концентрации
и затем экстракцию 0.1 М HCl. 5 мМ буфер предпо-
ложительно десорбирует кислоты, связанные элек-
тростатическими и водородными связями, 50 мМ
буфер десорбирует кислоты, образующие внутри-
сферные комплексы [4]. В присутствии HCl проис-
ходит растворение гидроксида алюминия, кото-
рым модифицирована поверхность каолинита, и
переход в раствор связанных с ним веществ.

Феруловая и сиреневая кислоты в основном
десорбировались 5 мМ ацетатным буфером, гал-
ловая и протокатеховая – 50 мМ буфером и 0.1 М
HCl (рис. 3, табл. 2), что согласуется с данными,
полученными ранее [4]. Количество кислот, десор-
бированных с поверхности минерала ацетатным
буфером, было существенно ниже в вариантах с
активной лакказой (рис. 3a, 3b, табл. 2) по срав-
нению с контролем с инактивированным фер-
ментом (рис. 3c, 3d). Та же тенденция наблюда-
лась и в кислых экстрактах. Общее количество
галловой, сиреневой и феруловой кислот извле-
ченных с поверхности минерала в варианте с инак-
тивированным ферментом составляло 27–56% от
их убыли в растворе, протокатеховой кислоты –
около 80% (рис. 4). В варианте с активной лакка-
зой эти величины резко уменьшались, составляя
5–8% для галловой, сиреневой и феруловой кис-
лот и 30–40% для протокатеховой, что соответ-
ствует субстратной специфичности фермента.
Наблюдаемую разницу можно считать косвен-
ным показателем конденсации фенольных кис-
лот и сорбции продуктов конденсации минера-
лом. Можно предполагать, что среди последних
преобладали продукты окисления галловой кис-

Рис. 2. Трансформация фенольных кислот (0.01 мМ каждой) иммобилизованной лакказой C. comatus в отсутствии (от-
крытые символы) и присутствии (темные символы) лизина (0.02 мМ) в проточной микроколонке. Круглые символы –
активный фермент (0.03 ЕД, 0.7 мкг белка), треугольные – контроль с инактивированным ферментом (0.7 мкг белка).
GAL – галловая кислота, PCAT – протокатеховая кислота, SYR – сиреневая кислота, FER – феруловая кислота. Об-
щую убыль вещества в элюате (нмоль) рассчитывали как Ʃ(Сисх – Сэлюат) · Vфракции, где Сисх – исходная концентрация
кислоты (0.01 мМ = 10 нмоль/мл), Сэлюат – концентрация кислоты на выходе из колонки (нмоль/мл), V – объем фрак-
ции (мл).
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Рис. 3. Десорбция кислот, сорбированных на минерале, 5 и 50 мМ ацетатным буфером в проточном эксперименте:
(a) смесь кислот без лизина, лакказа 0.08 ЕД; (b) смесь кислот с лизином, лакказа 0.08 ЕД; (c) смесь кислот без лизина,
инактивированная лакказа; (d) смесь кислот с лизином, инактивированная лакказа.
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Рис. 4. Количество фенольных мономеров, извлеченных (десорбированных ацетатным буфером и экстрагированных
0.1 М HCl) с поверхности минерала в опыте в проточной микроколонке в вариантах с активной и инактивированной
лакказой (% от общей убыли в растворе, прошедшем через колонку).
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Рис. 5. Молекулярно-массовые распределения веществ, связанных с поверхностью минерала и десорбированных
0.1 М NaOH после экстракции 0.1 M HCl: (a) – варианты без лизина, (b) – с лизином. Хроматографическая система
высокого давления Agilent 1100, колонка TSK-2000 SW, 0.1 М фосфатный буфер (pH 7.0) с добавлением 0.1% SDS и
0.05% NaN3.

0

1

2

3

4

5

6

–1

10 20 30 40

0

2

4

6

250 350 450 550

t, мин

λ, нм

mAu

mAu

0

1

2

3

4

5

6

–1

10 20 30 40

0

2
3

1

4
5
6

250 350 450 550

t, мин

λ, нм

mAu

mAu

Vo Vt

32
33

17
12

6.8
3.0

0.9
0.2

кДа (по ПСК)
кДа (по белкам)

Vo Vt

32
33

17
12

6.8
3.0

0.9
0.2

кДа (по ПСК)
кДа (по белкам)

Лакказа Инактивированная лакказа

Лакказа Инактивированная лакказа

(а)

(b)



ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 7  2022

ГЕТЕРОФАЗНЫЙ СИНТЕЗ ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ 855

лоты, о чем свидетельствует убыль ее в растворе,
относительно малое количество мономеров, де-
сорбированных с поверхности минерала (рис. 3,
табл. 2), а также окрашивание поверхности мине-
рала в темный цвет.

Молекулярно-массовые распределения про-
дуктов реакции, связанных с поверхностью мине-
рала. На хроматограммах щелочных экстрактов,
полученных для вариантов с активной лакказой
и инактивированным ферментом, присутство-
вали основной пик, выходящий близко к обще-
му объему колонки, а также ряд “сорбционных”
пиков, выходящих за разделяющим объемом ко-
лонки (рис. 5a, 5b) и принадлежащих, судя по спек-
трам, мономерам феруловой и сиреневой кислот
(данные не показаны). Молекулярную массу ос-
новного пика оценить было трудно в связи с его по-
ложением близко к разделяющему объему колон-
ки. При калибровке по глобулярным белкам она
составляла около 270 Да, при калибровке по ПСК –
900 Да. Спектр веществ основного пика в варианте
с активной лакказой существенно отличался как от
спектров мономеров, так и от спектра основного
пика в варианте с инактивированным ферментом
значительным увеличением поглощения в види-
мой области (см. вставку на рис. 5). Это может
свидетельствовать об образовании темноокра-
шенных олигомеров. Для фенольных соедине-
ний, в том числе ванилиновой и сиреневой [48],
галловой [11], феруловой [22], кофейной [15] кис-
лот хорошо известно образование димеров и
тримеров (включая хинон-димеры) посредством
С–С и С–О–С связей при их окислении лакка-
зой и пероксидазой, а также димеризация с обра-
зованием сопряженных двойных связей [53]. В
настоящей работе об образовании димеров/оли-
гомеров и их связывании с твердой фазой свиде-
тельствует существенная разница между количе-
ством десорбированных мономеров в смесях с ак-
тивным и инактивированным ферментом (рис. 4,
табл. 2).

Ранее [75] нами показано образование полимер-
ных ГК-подобных веществ (с массами 10–75 кДа,
гель-фильтрация) в статических условиях в при-
сутствии лакказы гриба белой гнили Panus tigri-
nus, иммобилизованной на модифицированном
каолините. Смесь предшественников содержала
кофейную, галловую, ванилиновую, феруловую,
п-гидроксибензойную кислоты (0.15 мг или 0.8 мМ
каждой), аминокислоты триптофан (0.10 мг или
0.5 мМ), фенилаланин (0.1 мг или 0.6 мМ) и арги-
нин (0.05 мг или 0.3 мМ) и 0.08 ЕД лакказы. Эф-
фективная полимеризация могла быть обуслов-
лена несколькими причинами: 1) более высокой
концентрацией субстратов; 2) высокой реакци-
онной способностью фермента – лакказа P. tigri-
nus окисляет фенольные кислоты эффективнее,
чем лакказа С. comatus (данные не показаны); 3) со-
ставом фенольных и азотистых мономеров, вклю-

чая кофейную кислоту, которая окисляется быст-
рее, чем галловая (рис. 1а); 4) более длительным
временем взаимодействия.

В проточном эксперименте фактором, ограни-
чивающим полимеризацию, может быть низкая
концентрация субстрата, определяющая скорость
ферментативной реакции. Концентрация 0.01 мМ
была на 1–2 порядка меньше значений Км (0.13–
10 мМ) для лакказ при окислении фенольных со-
единений [70]. Тем не менее, даже в этих условиях
происходит эффективная конверсия галловой, си-
реневой и феруловой кислот лакказой (рис. 2, 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлено, что в проточных условиях, моде-
лирующих промывной режим почв гумидного
климата, при концентрациях мономеров в преде-
лах значений, характерных для почвенных раство-
ров и в присутствии иммобилизованной лакказы
почвенного продуцента образуются низкомолеку-
лярные вещества типа фульвокислот. Показана
важная роль гетерофазных реакций в формирова-
нии состава жидкой фазы и органо-минеральных
комплексов. В отсутствие лакказы ведущую роль в
распределении фенольных кислот между твердой
и жидкой фазой играет структура кислот. Орто-
дифенолы (галловая, протокатеховая кислоты)
значительно эффективнее взаимодействуют с ми-
неральной фазой, содержащей гидроксид алюми-
ния, чем метоксизамещенные соединения (сире-
невая и феруловая кислоты). В присутствии им-
мобилизованной лакказы распределение кислот
между твердой и жидкой фазами определяется
как способностью кислот к окислению, завися-
щей от окислительно-восстановительного потен-
циала, так и взаимодействиями с минеральной
фазой. При свободных сорбционных центрах на
минерале и низких концентрациях субстрата се-
лективная сорбция одного из субстратов может
как мешать (в случае галловой кислоты), так и
способствовать (в случае феруловой и сиреневой
кислот) ферментативному катализу в гетероген-
ной системе, определяя состав продуктов реак-
ции. Наибольшей реакционной способностью в
смеси кислот обладала галловая кислота, затем си-
реневая и феруловая кислоты. Установлена важная
роль лизина в формировании коньюгатов с фе-
нольными соединениями в присутствии лакказы
как в статических, так и проточных условиях.
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Heterophase Synthesis of Humic Substances at Low Substrate Concentrations
and Flow-Through Conditions

A. G. Zavarzina1, *, V. V. Demin1, O. V. Belova2, A. A. Leontievsky2, and A. V. Lisov2

1 Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119992 Russia
2 FRC “Puschino scientific centre of biological research RAS”, Skryabin Insitute of biochemistry and physiology

of microorgamisms, Puschino, 142290 Russia
*e-mail: zavarzina@mail.ru

Humic substances (HS) are defined as heterogeneous and polydisperse compounds formed in soils, sedi-
ments and waters during the decay and transformation of organic residues (the process called humification).The
role of free-radical condensation reactions (secondary synthesis) in the formation of HS is a subject of debate.
In this work we have studied the formation of HS from a mixture of monomers under dynamic conditions and
at low substrate concentrations in the presence of laccase from the fungus Coprinus comatus F-2940. The laccase
was immobilized on kaolinite modified with aluminum hydroxide. We have studied some properties of the
enzyme, reactivity of phenolic acids and the ability of amino acids to form complexes with phenolic acids in
the presence of laccase. The pH optimum with 2.6-dimethoxyphenol (2.6-DMP) shifted from pH 6.0 to the
acidic region (pH 4.4) upon laccase immobilization, the thermal stability decreased, however the kinetic pa-
rameters of 2.6-DMP oxidation were not changed. In terms of reactivity (% of substrate conversion by free
laccase) the individual phenolic acids formed a series: caffeic (72) > ferulic (53) > gallic = syringic (43) > pro-
tocatechuic (5.5) > vanillic = p-hydroxybenzoic (0). In the mixture of phenolic acids, gallic acid was most
efficiently oxidized (50%), while the other acids were oxidized in comparable amounts (13–17%). The con-
version of phenolic acids increased in the presence of lysine. When a mixture of gallic, protocatechuic, syrin-
gic, ferulic acids (0.01 mM each) and lysine (0.02 mM) was passed through a f low-through microcolumn, the
immobilized laccase effectively oxidized the phenolic acids, the reaction products bound to the mineral
phase, staining it dark. According to high performance liquid chromatography, the molecular weights of com-
pounds extracted from the mineral surface were 270–900 Da, i.e. fulvic acid-like compounds were formed. We
have shown that free-radical heterophasic reactions largely determine the molecular composition of the liquid
phase and organo-mineral complexes under the conditions simulating those in natural soil environment.

Keywords: soil organic matter, humus, natural organic matter, humic acids, fulvic acids, oxidative coupling
reactions, phenoloxidase
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