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Цель работы – разработка методики определения лакказной и пероксидазной активности грибных и раститель-

ных экстрактов. Для подбора оптимальных условий и получения кинетических данных процесса окисления субстратов-
маркеров с помощью спектрофотометрического и хемилюминесцентного методов использовали модельные ферменты 
– лакказу из Trametes versicolor (Трутовика разноцветного) и пероксидазу из Armoracia rusticana (Хрена обыкновен-
ного). Апробацию разработанного подхода при определении лакказной и пероксидазной активности проводили на бел-
ковой смеси, выделенной из водного экстракта мицелиально-субстратного комплекса Pleurotus ostreatus (Вёшенки 
обыкновенной) HK-35.  

Использование субстратов-маркеров разной природы (гетероциклических соединений, ароматических аминов, 
фенолов) повышает надежность определения активности с учетом различной субстратной специфичности ферментов 
природных объектов. Применение хемилюминесцентного метода для анализа ферментативной активности позволяет 
работать с мутными и интенсивно окрашенными пробами, затрудняющими спектрофотометрию. В отличие от традици-
онных методик на основе люминол-зависимой хемилюминесценции в присутствии пероксидазы в работе исследовалось 
свечение, возникающее при окислении многоатомных фенолов.  

Все использованные субстраты, за исключением фенола, окисляются в присутствии внеклеточных ферментов P. 
оstreatus HK-35, однако их активность по сравнению с модельными очень мала. Окисление флороглюцина в присут-
ствии внеклеточных ферментов P. оstreatus HK-35, так же, как и в присутствии модельных ферментов, сопровождается 
хемилюминесценцией.  
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Введение 

Основной экологической ролью дереворазрушающих макромицетов является биодеградация компо-
нентов древесины, например, таких природных полимеров, как лигнин и целлюлоза. Экстрацеллюлярные 
пероксидазы и лакказы составляют важную часть лигнолитического комплекса дереворазрушающих грибов 
[1]. Широкая субстратная специфичность, высокая активность по отношению к веществам различной при-
роды позволяет использовать их при решении целого ряда технологических задач. Например, при очистке 
воды, почвы и других сред от разнообразных ксенобиотиков [1–7], создании ферментных биосенсоров [8, 
9], синтезе органических веществ и полимеров [10–13].  

С практической точки зрения интерес представляет использование мицелия как продуцента необхо-
димых ферментов. Различные штаммы P. оstreatus активно культивируются в пищевых целях, а продуктив-
ность их мицелия устанавливают при использовании в качестве маркеров ферментов класса оксидоредуктаз 
и гидролаз [14–16]. Для поиска эффективных продуцентов, подбора условий их культивирования, а также 
способов извлечения, очистки и концентрирования ферментов необходимы методики определения активно-
сти ферментов на разных этапах работы с культуральными средами и их экстрактами. К таким методикам 
выдвигается ряд требований: экспрессность и простота, приемлемая селективность и точность измерений.  

 
* Автор, с которым следует вести переписку. 
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Оксидазную и пероксидазную активность ферментных систем, выделенных из разных природных ис-
точников, как правило, оценивают по параметрам уравнения Михаэлиса-Ментен с использованием данных 
о превращении одного или двух модельных субстратов. В данной работе предлагается сравнивать окисли-
тельную эффективность ферментов из различных природных источников, применяя несколько субстратов 
разной химической природы и относительные параметры, определяемые из кинетических данных. 

Экспериментальная часть 

Подбор субстратов и оптимальных условий эксперимента проводили с использованием модельных, 
коммерчески доступных ферментов: лакказы из Trametes versicolor (трутовика разноцветного) (Trametes ver-
sicolor) и пероксидазы из Armoracia rusticana (Хрена обыкновенного), оба препарата фирмы «Sigma». Пред-
ложенная система определения активности была апробирована на ферментах, которые содержатся в водном 
экстракте мицелиально-субстратного комплекса Pleurotus ostreatus (Вёшенки обыкновенной) HK-35. Ги-
бридный штамм HK-35 базидиального ксилотрофа был выделен в чистую культуру из зернового посевного 
мицелия фирмы «Sylvan» (Венгрия). Культура гриба поддерживается на скошенном картофельно-глюкоз-
ном агаре (КГА) [17] с добавлением опилок из тополя при температуре +4 °С. 

Кинетику расходования субстратов и накопления продуктов регистрировали на спектрофотометре 
SPECORD S 300 UV-VIS. Реакцию проводили непосредственно в кварцевой кювете спектрофотометра с 
термостатированием и перемешиванием реакционной смеси. Для исследования хемилюминесценции при 
ферментативном окислении пирогаллола и флороглюцина использовалась оригинальная хемилюминесцент-
ная установка [18].  

Модельные ферменты, лакказа из Trametes versicolor (TvL), пероксидаза из A. rusticana (HRP), а также 
субстрат – диаммонийная соль 2,2′-азино-бис-(3-этилбензтиазолин-6-сульфоната), или ABTS, производи-
теля Sigma-Aldrich, использовались без дополнительной очистки. Гидрохинон и пирогаллол очищали суб-
лимацией; фенол – перегонкой; о-фенилендиамин – перекристаллизацией из воды, с применением активи-
рованного угля; о-дианизидин – переосаждением водой из 96% этанола; флороглюцин – перекристаллиза-
цией из водно-спиртовой смеси. Чистоту полученных веществ подтверждали измерением температур плав-
ления и спектрофотометрически. Исследования проводились в цитратном, фосфатном и карбонатном бу-
ферных растворах, приготовленных на бидистиллированной воде в соответствии со стандартными методи-
ками [19]. Все рабочие растворы готовили также на бидистиллированной воде. Раствор H2O2 стандартизо-
вали перманганатометрией. 

Растворы субстратов использовали свежеприготовленные, за исключением ABTS, который хранили 
при 4 °С не более 2 недель, в течение которых вещество стабильно. Растворы модельных ферментов хранили 
не более недели при 4 °С или более долгое время в замороженном состоянии. В отдельных экспериментах 
показано, что несколько циклов заморозки-разморозки растворов модельных ферментов не влияют на их 
активность.  

Для определения оксидазной и пероксидазной активности твердофазной культуры P. ostreatus HK-35 
гриб культивировали на лузге семян подсолнечника. Навески воздушно-сухой лузги (10 г) помещали в колбы 
Эрленмейера (объемом 250 мл), увлажняли 40 мл водопроводной воды, стерилизовали 1 ч при 1.0 атм. (по 
факту атм. давл + 0.6–0.8 атм.). Инокуляцию остывшего субстрата осуществляли семисуточным маточным 
мицелием P. ostreatus, выращенным на КГА в чашках Петри. Культивирование макромицета проводили в пол-
ной темноте при 26 °С в течение 15 суток до полного обрастания субстрата мицелием. 

Ферменты извлекали из 10 г питательного субстрата с мицелием путем настаивания в 100 мл дистил-
лированной воды при 4 °С в течение 1 ч с периодическим перемешиванием. В экстракт добавляли (NH4)2SO4 
до насыщения, выдерживали в течение 6–8 ч при 4 °С и отделяли осадок центрифугированием при 4000 
об./мин. Осадок сушили на воздухе. Навеску высушенного осадка массой 0.0113 г растворяли в 3.0 мл би-
дистиллированной воды, полученный концентрат белка использовали для исследований. Реакционная смесь 
объемом 2.5 мл содержала 0.2 мл концентрата белка. 

Результаты и обсуждение 

Экстрацеллюлярные оксидазы и пероксидазы макромицетов, как правило, являются ферментами с 
низкой субстратной специфичностью, а их окисляющая способность сильно варьирует. Поэтому для 
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сравнения активности ферментов, продуцируемых мицелием макромицетов, предлагается использовать 
набор из нескольких субстратов, регистрируя кинетику их расходования или накопления продуктов и при-
меняя при анализе легкоопределяемые кинетические параметры.  

В предварительных экспериментах на нескольких субстратах лакказы Trametes versicolor были опре-
делены ее температурный и рН-оптимумы. На основании полученных данных предлагается использовать 
буферные растворы с рН 4.6. Согласно [20], оптимальные значения рН для многих лакказ макромицетов 
находятся в пределах 2.2–7.0, следовательно, подобранное значение рН соответствует медиане данного ин-
тервала. Согласно той же работе, температурный оптимум варьирует при использовании различных суб-
стратов лакказы в пределах 25–80 °С. Однако рабочее значение температуры, видимо, следует брать близкое 
к минимальному для данного интервала, чтобы максимально снизить эффект автоокисления, характерный 
для некоторых из предлагаемых субстратов. При окислении двухатомных фенолов в присутствии лакказы 
Trametes versicolor температурные оптимумы находятся в пределах 35–45 °С.  

Температурная зависимость активности пероксидазы хрена имеет сложный, неклассический вид (рис. 
1). При 35 °С скорость окисления ABTS практически не отличается от максимальной. В присутствии перок-
сидазы хрена рН-оптимумы окисления исследованных веществ варьируют в пределах от 3.6 для ABTS до 
7.2 для гидрохинона (рис. 2). Однако и в кислой среде скорость пероксидазного окисления всех исследован-
ных субстратов достаточно высока и составляет не менее половины от максимальной. Состав буферного 
раствора (цитратный, фосфатный, ацетатный) при постоянном значении рН практически не влияет на ско-
рость ферментативного процесса окисления как в случае лакказы Trametes versicolor, так и в случае перок-
сидазы хрена.  

На основании проведенных исследований для тестирования оксидазной и пероксидазной активности 
предложены следующие условия: рН 4.6, 0.1 М цитратный буфер, температура 35 °С. В предложенных усло-
виях оксидазная активность исследуемого экстракта мицелиально-субстратного комплекса, полученная при 
использовании в качестве субстрата ABTS, хоть и не максимальна, но не сильно отличается от экстремума. 

Для работы с модельными ферментами и исследуемыми экстрактами были выбраны следующие суб-
страты: ABTS, о-фенилендиамин, о-дианизидин, фенол, гидрохинон, пирогаллол, флороглюцин. Включение 
в исследование флороглюцина и пирогаллола связано с наличием хемилюминесценции при их фермента-
тивном окислении [21], что дает возможность применять вместе со спектрофотометрическим хемилюми-
несцентный метод для анализа оксидазной и пероксидазной активности. Некоторые из предложенных суб-
стратов уже используется по отдельности для тестирования природных экстрактов на предмет лакказной и 
пероксидазной активности [22, 23]. Например, гидрохинон является классическим субстратом лакказ для 
лабораторного анализа [24], ABTS и о-дианизидин широко используются для определения пероксидазной и 
оксидазной активности [15, 25]. 

Рис. 1. Зависимость начальной 
скорости пероксидазного окисления 
ABTS от температуры. Цитратный 
буфер рН 3.6, [ABTS]0 = [H2O2]0 = 32 
мкМ, [HRP]0 = 0.1 мг/л  
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Рис. 2. Зависимость начальной скорости пероксидазного окисления субстратов от рН. Т = 35 °С;  
а) о-фенилендиамин; б) о-дианизидин; в) гидрохинон; г) ABTS 

Для работы с модельными ферментами и исследуемыми экстрактами были выбраны следующие суб-
страты: ABTS, о-фенилендиамин, о-дианизидин, фенол, гидрохинон, пирогаллол, флороглюцин. Включение 
в исследование флороглюцина и пирогаллола связано с наличием хемилюминесценции при их фермента-
тивном окислении [21], что дает возможность применять вместе со спектрофотометрическим хемилюми-
несцентный метод для анализа оксидазной и пероксидазной активности. Некоторые из предложенных суб-
стратов уже используется по отдельности для тестирования природных экстрактов на предмет лакказной и 
пероксидазной активности [22, 23]. Например, гидрохинон является классическим субстратом лакказ для 
лабораторного анализа [24], ABTS и о-дианизидин широко используются для определения пероксидазной и 
оксидазной активности [15, 25]. 

Все указанные выше субстраты окисляются в присутствии исследуемых ферментов и сравнительно 
стабильны в их отсутствие – скорость неферментативного окисления как минимум на два порядка меньше 
скорости ферментативной реакции в условиях эксперимента. Первичные исследования проводили, исполь-
зуя в качестве субстрата ABTS. За реакцией можно достоверно следить как по кинетике расходования ABTS 
при λ = 342 нм, так и по накоплению ABTS+●-радикала при λ = 414 нм. Второй вариант предпочтительнее, 
так как эта область спектрального диапазона не перекрывается с областью поглощения экстракта. Для ка-
тион-радикала коэффициент экстинкции устанавливали окислением исходного ABTS персульфатом калия 
до продукта одноэлектронного окисления [26] с дальнейшей стандартизацией раствора ABTS+● с помощью 
аскорбиновой кислоты окислительно-восстановительным титрованием. 

Исследование лакказной активности проводили при равновесной концентрации второго субстрата, 
молекулярного кислорода, которая при обычном атмосферном давлении составляет примерно 0.2 мМ.  

Увеличение концентрации H2O2 при пероксидазном окислении ABTS, гидрохинона и о-дианизидина 
приводит к повышению начальной скорости, но лишь до некоторого предела. Для максимальной эффектив-
ности фермента необходимо использовать концентрацию H2O2, превышающую концентрацию субстратов в 
1.5–2 раза. Высокие концентрации H2O2 использовать нецелесообразно, так как они ингибируют 
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пероксидазу [6]. Влияние концентрации окислителя на выход продукта для трех исследованных субстратов, 
ABTS, гидрохинона и о-дианизидина, сходно. Во всех трех случаях накоплению 1 моль продукта (или 
0.5 моль бисазобифенила, 1 молекула которого образуется при окислении 2 молекул о-дианизидина) соот-
ветствует расходование 1 моль Н2О2.  

Двухэлектронный механизм имеет место при окислении гидрохинона, который окисляется до сравни-
тельно стабильного п-бензохинона [18], и о-дианизидина, первичным продуктом окисления которого является, 
по-видимому, соответствующий хинондиимин, рекомбинирующий в дальнейшем без окисления с образова-
нием конечного продукта – бисазобифенила [27]. ABTS вследствие одноэлектронного окисления превраща-
ется в катион-радикал, который в условиях эксперимента стабилен. Продукт двухэлектронного окисления, ди-
катион [28], спектрофотометрически не зафиксирован. Кроме того, выход катион-радикала, вычисленный по 
значению оптической плотности, которое не меняется в конце реакции, близок к 100%.  

Кинетические параметры, полученные при исследовании активности модельных ферментов по отно-
шению к подобранным субстратам, представлены в таблице 1. Наибольшую ферментативную активность 
лакказа Trametes versicolor и пероксидаза хрена проявляют по отношению к ABTS, в связи с чем он взят в 
качестве внутреннего стандарта. Параметром, характеризующим активность фермента, было отношение 
начальной скорости окисления субстрата к начальной скорости окисления ABTS (табл. 1). Из-за большой 
разницы в активности модельных ферментов невозможно было проводить кинетические исследования при 
их одинаковых концентрациях. Поэтому для сравнения активности двух ферментов по отношению к одному 
и тому же субстрату была вычислена относительная активность:  
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где [E]0 – молярные концентрации модельных ферментов. 
Таким образом, по окислительной способности лакказа Trametes versicolor значительно уступает пе-

роксидазе хрена, что характерно для всех исследованных субстратов. 
В отдельных экспериментах показано, что при наличии обоих ферментов в реакционной смеси ско-

рости лакказной и пероксидазной реакции аддитивны. Это, а также факт использования сравнительно вы-
соких концентраций субстратов, позволяет определять лакказную и пероксидазую активность в одной реак-
ционной смеси, инициируя пероксидазную реакцию в дополнение к лакказной введением раствора перок-
сида водорода.  

Все исследованные вещества, за исключением фенола, достоверно окисляются в условиях экспери-
мента в присутствии концентрата белка. Наиболее активно оксидазным превращениям подвергается ABTS. 
Скорость окисления о-дианизидина меньше примерно в 3 раза, а остальных субстратов – на порядок, однако 
все еще достоверно фиксируется (табл. 2). Реакционная способность субстратов в реакции пероксидазного 
окисления в этой же системе иная. Так, с наибольшей скоростью окисляются о-фенилендиамин и о-диани-
зидин, а скорость превращения ABTS и остальных субстратов меньше. Вклад пероксидазной активности в 
суммарную скорость окисления субстратов изменяется от 7% для ABTS до 40–90% для остальных субстра-
тов (табл. 2).  

Таблица 1. Кинетические параметры процесса окисления субстратов в присутствии модельных ферментов  

Субстрат TvL HRP Аотн V0(S), мкM/с V0(S)/V0(ABTS) V0(S), мкM/с V0(S)/V0(ABTS) 
ABTS (3.0±0.1) 1.00 (0.78±0.11) 1.00 17 
о-дианизидин (0.72±0.07) 0.24 (0.69±0.07) 0.88 63 
о-фенилендиамин (0.17±0.03) 0.056 (0.50±0.07) 0.65 193 
фенол* (0.012±0.001) 0.004 (0.05±0.01) 0.064 274 
гидрохинон (0.76±0.03) 0.25 (0.64±0.05) 0.82 55 
пирогаллол (0.65±0.10) 0.22 (0.27±0.02) 0.34 27 
флороглюцин (0.012±0.001) 0.004 (0.010±0.002) 0.013 55 

Условия реакции: [S]0 = 200 мкМ, [Н2О2]0 = 200 мкМ, [TvL]0 = 10 мг/л (231 U/л), [HRP]0 = 0.1 мг/л (15.0 U/л). *Лакказ-
ное окисление фенола проводилось при [TvL]0 = 150 мг/л, в таблице приведено пересчитанное значение скорости. 
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Таблица 2. Кинетические параметры процесса окисления субстратов в присутствии концентрата белка 

Cубстрат 
лакказная активность (ЛК) пероксидазная активность (ПО) 

%100
)()(

)(
00

0 ⋅
+ ЛКVПОV
ПОV  

V0(S), нM/с V0(S)/V0(ABTS) V0(S), нM/с V0(S)/V0(ABTS) 
ABTS 472 1.00 36 1.00 7% 

о-Дианизидин 166 0.35 113 3.14 41% 
о-Фенилендиамин 38 0.08 250 6.95 87% 

Фенол – – – – – 
Гидрохинон 9.3 0.02 31 0.87 77% 
Пирогаллол 40 0.09 78 2.16 66% 

Флороглюцин 14 0.03 34 0.94 71% 
Условия реакции: [S]0 = 200 мкМ, [Н2О2]0 = 200 мкМ, T 35 °С, рН 4.6. 

На примере реакции окисления ABTS термически денатурированный концентрат белка не проявляет 
ни оксидазной, ни пероксидазной активности. Этот факт, а также наличие температурного и рН-оптимумов 
(рис. 3), подтверждают, что окисление субстратов в присутствии концентрата белка связано именно с фер-
ментативным катализом. 

Температурный оптимум лакказы Вёшенки обыкновенной практически совпадает с условиями экс-
перимента (рис. 3б), в отличие от рН-оптимума (рис. 3а). Однако разница активностей при оптимальном рН 
и примененном в эксперименте отличается не сильно.  

Зависимости начальной скорости накопления продуктов окисления ABTS и о-фенилендиамина от 
концентрации модельных лакказы и пероксидазы линейны. Используя уравнения линейной регрессии этих 
зависимостей, определили активность ферментов в международных единицах (табл. 3). Активность исполь-
зуемого препарата пероксидазы хрена по отношению к ABTS на порядок выше, чем активность препарата 
лакказы Trametes versicolor. Лакказная активность неочищенного осадка экстракта мицелиально-субстрат-
ного комплекса отличается от модельных ферментов примерно в 200 раз при определении скорости окисле-
ния двух субстратов, ABTS и ОФ. Пероксидазная активность исследуемого осадка сильно различается при 
использовании двух этих веществ, но в любом случае она ниже активности модельных ферментов в не-
сколько тысяч раз. 

Следует учитывать, что определение этих параметров проведено не в оптимальных для ферментов 
мицелиально-субстратного комплекса P. ostreatus HK-35 условиях, значения активности приведены к об-
щей массе осадка, не очищенного от сульфата аммония, других низкомолекулярных веществ и балластных 
белков, а в качестве модельных ферментов использовались коммерческие препараты достаточно высокой 
степени очистки.  

Лакказное окисление трехатомных и некоторых двухатомных фенолов сопровождается хемилюми-
несценцией [21]. Эмиттерами свечения являются соответствующие хиноны или их производные, образую-
щиеся в электронно-возбужденном состоянии в актах рекомбинации радикалов, видимо, выходящих из ак-
тивного центра фермента или образующихся за его пределами неферментативно. Интенсивность хемилю-
минесцентного свечения возрастает с концентрацией ферментов (рис. 4), что можно использовать для 
оценки содержания фермента в природном объекте.  

Как известно из литературных данных, пероксидазное окисление многоатомных фенолов также со-
провождается хемилюминесценцией [29]. В наших экспериментах при окислении в присутствии перокси-
дазы хрена трехатомных фенолов тоже отмечено это явление.  

Показано, что пирогаллол и флороглюцин окисляются с образованием окрашенных продуктов в при-
сутствии водного экстракта мицелиально-субстратного комплекса P. ostreatus HK-35, а добавление к реак-
ционной смеси пероксида водорода увеличивает скорость процесса. Было целесообразно проверить наличие 
хемилюминесценции в этом процессе. Как выяснилось, введение концентрата белка в реакционную смесь, 
содержащую флороглюцин, при условиях, оптимальных для ферментативной активности, приводит к мо-
ментальному возрастанию интенсивности свечения (рис. 5, кривая 1). Если в системе содержится пероксид 
водорода, интенсивность свечения примерно вдвое больше (рис. 5, кривая 2). В обоих случаях свечение 
очень кратковременно, но его интенсивность значительно превышает темновой ток (рис. 5).  

При введении термически денатурированного концентрата белка к реакционной смеси, содержащей 
флороглюцин, без и в присутствии Н2О2, хемилюминесценция отсутствует. В отдельных экспериментах по-
казано, что введение Н2О2 не влияет на интенсивность свечения при окислении флороглюцина в 
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присутствии лакказы Trametes versicolor. Следовательно, хемилюминесценция в присутствии концентрата 
белка связана именно с лакказным и пероксидазным окислением флороглюцина.  

При окислении пирогаллола в присутствии концентрата белка свечение не зафиксировано, в том 
числе и при введении Н2О2.  

  
Рис. 3. Зависимость начальной скорости оксидазного окисления ABTS в присутствии водного 
экстракта мицелиально-субстратного комплекса P. ostreatus HK-35 а) от pH среды, [ABTS]0 = 
30 мкМ, 35 °С; б) от температуры, [ABTS]0 = 30 мкМ, pH 3.2 

Таблица 3. Активность модельных ферментов и ферментов биообъекта 

Фермент Условия определения Активность, 
U/мг 

Модельные ферменты 
Лакказа Trametes versicolor Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ABTS]0 = 0.5 мМ 24.3 

Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ABTS]0 = 0.2 мМ 18.3 
Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ОФ]0 = 0.2 мМ 1.4 

Пероксидаза хрена Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ABTS]0 = 0.5 мМ, [Н2О2]0 = 0.5 
мМ 

710 

Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ABTS]0 = 0.2 мМ, [Н2О2]0 = 0.2 
мМ 

469 

Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ОФ]0 = 0.2 мМ, [Н2О2]0 = 0.2 мМ 155 
(NH4)2SO2-осадок водного экстракта мицелиально-субстратного комплекса P. ostreatus HK-35 

оксидазная активность Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ABTS]0 = 0.2 мМ 0.094 
Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ОФ]0 = 0.2 мМ 0.008 

пероксидазная активность Цитратный буфер рН 4.6, 35 °С, [ABTS]0 = 0.2 мМ, [Н2О2]0 = 0.2 
мМ 

0.007 

Цитратный буфер рН 4,6, 35 °С, [ОФ]0 = 0.2 мМ, [Н2О2]0 = 0.2 мМ 0.051 

 
 

Рис. 4. Зависимость максимальной интенсивности хемилюминесценции от концентрации фермента 
в реакции лакказного окисления многоатомных фенолов. а) флороглюцин, [S]0 = 0.1 мМ; б) 
пирогаллол, [S]0 = 0.5 мМ 
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Рис. 5. Кинетические кривые хемилюминесценции в реакции окисления флороглюцина в присутствии 
концентрата белка. Цитратный буфер рН 4.6; 35 °С, [флороглюцина]0 = 200 мкМ. 1 – без Н2О2; 2 – 
[Н2О2]0 = 200 мкМ 

Наличие хемилюминесценции при окислении флороглюцина в присутствии концентрата белка поз-
воляет использовать для определения ферментативной активности дополнительный метод исследования, 
который может быть эффективен, например, при работе с пробами с высокой мутностью и оптической плот-
ностью, спектрофотометрическое исследование которых затруднено.  

Несмотря на то, что спектрофотометрическим данным окисление пирогаллола в присутствии концен-
трата белка происходит с достаточно высокой скоростью, хемилюминесценция при этом не наблюдается. 
Тот факт, что окисление пирогаллола в присутствии модельных ферментов сопровождается свечением, а в 
присутствии концентрата белка – нет, может объясняться отличиями в механизмах превращения субстратов.  

Выводы 

Предложена система оптимальных условий для определения активности лакказ и пероксидаз с ис-
пользованием в качестве субстратов коммерчески доступных веществ: ABTS, о-фенилендиамина, о-диани-
зидина, гидрохинона, пирогаллола, флороглюцина и фенола. Система апробирована при определении ак-
тивности ферментов мицелиально-субстратного комплекса P. ostreatus HK-35. Водный экстракт этого ми-
целиально-субстратного комплекса проявляет лакказную и пероксидазную активность. Она сравнительно 
низкая, но характеризуется широкой субстратной специфичностью. Сульфат аммония высаливает белки из 
водного экстракта этого мицелия с сохранением ферментативной активности, но полученный препарат нуж-
дается в дальнейшей очистке.  

Обнаружена хемилюминесценция при лакказном и пероксидазном окислении флороглюцина фер-
ментами мицелия Вёшенки обыкновенной НК-35. Показана возможность использования этого эксперимен-
тального факта для определения ферментативной активности. 
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Kravchenko Ye.M.*, Demchenko S.I., Odaryuk I.D. A COMPLEX APPROACH TO THE ASSAY OF OXIDASE AND 

PEROXIDASE ACTIVITY OF THE SOLID-STATE CULTURE OF PLEUROTUS OSTREATUS HK-35 
Donetsk State University, Universitetskaya st., 24, Donetsk, 283001, Russia, elena_kravchenko1994@mail.ru 
The aim of this work is to develop the method to assay activity of laccase and peroxidase in plant and fungal extracts. 

We use laccase from Trametes versicolor and peroxidase from Armoracia rusticana as model enzymes to select the optimal 
conditions and to get the kinetic data by spectrophotometrical method. The approach was tested on assay the laccase and perox-
idase activity in protein precipitate, isolated from aqueous extract of mycelial-sybstrate complex (solid-state culture) of Pleurotus 
ostreatus, strain HK-35. 

Meaning the different substrate specifity of isoenzymes in natural objects, use the different types of substrates (hetero-
cyclic compounds, aromatic amines, phenols) improves reability of activity assay. Application of chemiluminescence to assay 
the enzymatic activity allows to work with mucous and highly colored samples, when spectrophotometry is difficult. In contrast 
to traditional luminol-depended chemiluminescent methods to peroxidase activity assay, the current study discover luminescence 
by oxidation the polyhidric phenols without activators. 

All used substrates except the phenol oxidise in presence of extracellular enzymes of strain HK-35, P. ostreatus. During 
oxidation of floroglucinol by these enzymes, as well as model enzymes take place chemiluminescence. 

Keywords: laccase, peroxidase, spectrophotometry, chemiluminescence, Pleurotus ostreatus. 
For citing: Kravchenko Ye.M., Demchenko S.I., Odaryuk I.D. Khimiya Rastitel'nogo Syr'ya, 2025, no. 2, pp. 300–310. 

(in Russ.). https://doi.org/10.14258/jcprm.20250215908. 
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