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UNICOLOR В УСЛОВИЯХ РОСТА НА ЦЕЛЛЮЛОЗЕ И ГЛЮКОЗЕ
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Микробная деструкция лигноцеллюлозы и органического вещества почв – важнейший процесс,
контролирующий потоки CО2 в атмосферу и осуществляемый в основном грибами. Около 30–70%
Сорг почв составляет растворимая в щелочах фракция, в основном представленная ароматическими
темноокрашенными соединениями фенольной природы – гуминовыми кислотами (ГК). Нами
впервые показана возможность эффективной деструкции ГК почв в целлюлолитических условиях
и доказана ключевая роль окислительного фермента целлюлолитического комплекса – целлобио-
зодегидрогеназы (ЦДГ) в этом процессе. Дереворазрушающий гриб Cerrena unicolor в условиях роста
на среде с целлюлозой (продукция ЦДГ и лакказы) вызывал обесцвечивание ГК на 60%, а на среде
с глюкозой (продукция лакказы) – на 20%. В экспериментах с культуральной жидкостью и чистыми
ферментами методом гель-фильтрации показана деполимеризация ГК в присутствии ЦДГ и поли-
меризация – в присутствии фермента лакказы. Деструкцию ГК в присутствии ЦДГ ингибировали
уловители радикалов, что указывает на радикальную природу процесса (предположительно реакция
Фентона). Деполимеризация ГК ЦДГ снижалась в присутствие лакказы, а полимеризация ГК лак-
казой снижалась при наличии ЦДГ. Таким образом, на трансформацию ГК в целлюлолитических
условиях влияет взаимодействие этих двух ферментов. Результаты работы существенно расширяют
представления о механизмах деградации ароматических веществ почвенного гумуса микроорганиз-
мами, а также об экологических функциях дереворазрушающих грибов при их росте в условиях де-
градации целлюлозы.
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Растительная биомасса и почвенное органиче-
ское вещество (гумус) составляют главные резер-
вуары Сорг в биосфере (550 и 1500 Гт соответствен-
но; Batjes et al., 2006). Микробная деструкция лиг-
ноцеллюлозы и почвенного гумуса – важнейшие
биосферные процессы, контролирующие потоки
СO2 в атмосферу. Известно, что деструкция осу-
ществляется в основном грибами, и наиболее эф-
фективными являются грибы белой гнили древе-
сины и родственные им базидиомицеты лесных
подстилок (Osono, 2019). Уникальная роль этих
микроорганизмов заключается в способности к
разрушению как полисахаридов клеточных сте-
нок (целлюлозы и гемицеллюлоз), так и лигнина
до CO2 и растворимых фрагментов. Деструкция
лигноцеллюлозы осуществляется комплексом
внеклеточных гидролаз и оксидоредуктаз (Andlar

et al., 2018), а также активными формами кисло-
рода (  •OH) продуцируемыми в гидрохинон
редокс цикле при окислении гидрохинонов лак-
казами или пероксидазами (Gomez-Toribio et al.,
2009). Установлено также, что лигнолитические
оксидоредуктазы, к которым относятся Mn-зави-
симая пероксидаза (EC 1.11.1.13), лигнин перок-
сидаза (EC 1.11.1.14), универсальная пероксидаза
(EC 1.11.1.16) и лакказа (EC 1.10.3.2), эффективно
обесцвечивают и деполимеризуют гуминовые кис-
лоты различного происхождения (Grinhut et al.,
2007, 2011). Природа гуминовых кислот является в
настоящее время предметом дискуссий (Leh-
mann, Kleber, 2015), тем не менее, эти темноокра-
шенные ароматические соединения, обогащен-
ные фенольными и карбоксильными группами,
составляют основу щелочных экстрактов, в кото-
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 3  2020

ТРАНСФОРМАЦИЯ ГУМИНОВОЙ КИСЛОТЫ ГРИБОМ CERRENA UNICOLOR 301

рые переходит 30–70% Сорг почв, торфов и углей
(Орлов, 1990). Оценка устойчивости веществ ще-
лочных экстрактов к микробной деструкции
представляет большое значение для понимания
глобального цикла углерода и прогнозов эмиссии
парниковых газов в атмосферу.

Известно, что деструкция лигнина и гумусо-
вых кислот лигнолитическими грибами – про-
цесс ко-метаболический, протекающий в присут-
ствии легкоусвояемых субстратов. Однако про-
филь ферментов, секретируемых грибами, может
быть различным в зависимости от источника уг-
лерода, используемого для роста. Большая часть
исследований по деструкции лигнина и гумусо-
вых кислот проводилась на культурах грибов, рас-
тущих на моносахаридах, в первую очередь глю-
козе (Grinhut et al., 2007). В этих условиях грибы
продуцируют лакказу и, при дефиците источников
С, N или S, – лигнолитические пероксидазы. В от-
личие от роста на моносахаридах, при росте в усло-
виях разложения целлюлозы грибы продуцируют
полисахарид-разрушающие гидролазы (Lynd et al.,
2002), литические полисахаридмонооксигеназы
(Jagadeeswaran et al., 2016), а также целлобиозоде-
гидрогеназу (EC 1.1.99.18). Целлобиозодегидроге-
наза (ЦДГ) – окислительный вспомогательный
фермент целлюлолитического комплекса, специ-
фически связывающийся с целлюлозой и катали-
зирующий окисление целлобиозы до целлобио-
нолактона хинонами, которые в ходе реакции
восстанавливаются до гидрохинонов (Fang et al.,
1998; Zamocky et al., 2006). Кроме хинонов, ак-
цепторами электронов при окислении целлобиозы
могут быть ионы Fe3+ (которые восстанавливаются
до Fe2+), Сu2+, фенокси-радикалы и, в слабой степе-
ни, молекулярный кислород, который восстанавли-
вается до перекиси (Adler, 1994; Henriksson et al.,
2000). Субстратами ЦДГ, кроме целлобиозы, могут
быть другие редуцирующие дисахариды, а также
олиго- и полисахариды с глюкозой или маннозой
на редуцирующем конце, но не моносахариды
(Henriksson et al., 2000). Фермент ЦДГ широко рас-
пространен в грибах белой гнили, а также был обна-
ружен в грибах-целлюлолитиках – грибах бурой
гнили, аскомицетах и почвенных микромицетах
(Henriksson et al., 2000; Zamocky et al., 2006). Показа-
но, что ЦДГ участвует не только в деструкции
целлюлозы, но и лигнина (Henriksson et al., 2000).

Можно предполагать, что в условиях роста гри-
бов на целлюлозе ЦДГ может участвовать в де-
струкции гуминовых кислот почв, что существен-
но расширяет экологические функции микроорга-
низмов-целлюлолитиков. Однако работ по
деструкции гуминовых веществ грибами при уча-
стии фермента ЦДГ нами не найдено. Определен-
ный интерес представляет взаимодействие ЦДГ с
ферментом лакказой в этом процессе. Внеклеточ-
ная лакказа продуцируется грибами белой гнили

при наличии индукторов (Baldrian, 2006), кото-
рыми могут быть и ГК (Zavarzina et al., 2018). Лак-
каза катализирует окисление фенольных субстра-
тов молекулярным кислородом с образованием
фенокси-радикалов, хинонов и семихинонов, ко-
торые могут подвергаться спонтанной полимери-
зации или инициировать деструкцию фенольных
субстратов через продукцию активных форм кис-
лорода (Baldrian, 2006; Gomez-Toribio et al., 2009).
Роль лакказ при деструкции лигнина и
гуминовых кислот до конца не установлена, од-
нако нами показано, что грибная лакказа способ-
на к полимеризации/деполимеризации ГК in vitro
(Zavarzina et al., 2004) и in vivo (Zavarzina et al.,
2018). В целлюлолитических условиях за счет ак-
тивности лакказы фенольные группы в ГК могут
окисляться до хинонов, необходимых для окис-
лительного действия ЦДГ.

Целью работы было изучить возможность
окислительной трансформации ГК почв в целлю-
лолитических условиях, установить роль фермен-
та ЦДГ в этом процессе и выяснить, как взаимо-
действие ферментов лакказы и ЦДГ влияет на
трансформацию ароматических фенольных суб-
стратов (таких как ГК) грибами. В качестве объ-
екта исследований был выбран дереворазрушаю-
щий базидиомицет Cerrena unicolor, который яв-
ляется активным продуцентом глюкогидролаз,
лакказы, ЦДГ (Michniewicz et al., 2006; Белова и
соавт., 2014; Sulej et al., 2015).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Микроорганизм. Гриб Cerrena unicolor (Bull.)
Murrill ВКМ F-3196 был получен из Всероссийской
коллекции микроорганизмов (http://vkm.ru/). Куль-
туру гриба поддерживали на чашках Петри с сусло-
агаром, которые хранили при 4°С и пересевали
один раз в месяц.

Гуминовые кислоты. В работе использовали
препарат гуминовой кислоты (ГКДN2), получен-
ный экстракцией 0.1 М NaOH в атмосфере
азота из дерново-подзолистой почвы (Москов-
ская обл.). Выделение, очистка и физико-хими-
ческая характеристика препарата приведены в ра-
боте (Заварзина и соавт., 2019). Общее содержа-
ние золы в препарате составляло 4.8%.
Элементный состав золы определяли методом
масс-спектрометрии с индуктивно связанной
плазмой на приборе 5110 Agilent ICP-OES (“Agi-
lent Technologies”). Для этого навеску золы рас-
творяли в 1.2 мл смеси HClконц и HNO3конц (3 : 1),
нагревали 12 ч на водяной бане при 100°С, пере-
носили в мерную колбу на 15 мл, куда вносили
0.2 мл HF (40%) для растворения кремний-содер-
жащих соединений, через 30 мин доводили объем
раствора до метки. Общее содержание Fe в препа-
рате составило 1.5%.
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Культивирование гриба на средах с глюкозой
(среда G) и микрокристаллической целлюлозой
(среда С). Погруженное культивирование гриба
проводили в качалочных колбах Эрленмейера объе-
мом 750 мл при 28°С на качалке при 120 об./мин.
Объем среды в колбе составлял 100 мл. Использо-
вали среду следующего состава (г/л): пептон – 2;
дрожжевой экстракт – 2; KH2PO4 – 0.2; MgSO4 ·
· 7H2O – 0.2; глюкоза (среда G) или микрокристал-
лическая целлюлоза (среда C) – 20. Указанные
компоненты растворяли в 20 мМ Na-тартратном
буфере, рН 4.5. В качестве индуктора лакказы в сре-
ды вносили CuSO4 · 5H2O в концентрации 0.1 мМ.

Для получения инокулята мицелий гриба вы-
ращивали на чашке Петри с сусло-агаром при
28°С в течение 7 сут, вырезали из мицелия про-
бочным сверлом диски диаметром 1 см. Далее
вносили в среду G диски мицелия – из расчета
пять дисков на колбу со 100 мл среды G и выра-
щивали в течение 5 сут в условиях, как указано
выше. Выросший мицелий инокулята отмывали
от среды G стерильным Na-тартратным буфером,
гомогенизировали фарфоровыми бусами и вно-
сили в среды для опыта – из расчета 1 мл гомоге-
низированного мицелия на 100 мл среды.

Определение активности ферментов. Активность
ферментов определяли спектрофотометрически на
спектрофотометре Shimadzu UV-2800. Активность
лакказы определяли по скорости окисления АБТС в
20 мМ Na-ацетатном буфере (рН 4.5) при длине вол-
ны 420 нм (ε420 = 36000 M–1 cм–1) (Heinfling et al.,
1998). Активность ЦДГ определяли по скорости
восстановления 2,6-дихлорофенолининдофено-
ла в аналогичном буферном растворе при длине
волны 520 нм (ε520 = 7300 M−1 cм−1) (Pricelius et al.,
2009). За единицу активности принимали количе-
ство фермента, катализирующего превращение
одного микромоля субстрата за одну минуту.

Изучение трансформации ГК при росте гриба
C. unicolor на средах G и C. Готовили исходный
раствор ГК с концентрацией 20 мг/мл, для чего
ГК растворяли в 0.1 М NaOH, рН доводили до 4.5
путем титрования 1 М NaCl. ГК стерильно – путем
фильтрации через мембранный фильтр (0.22 мкм,
“Watman”, США) – вносили в культуральные сре-
ды в момент максимальной активности оксидоре-
дуктаз до конечной концентрации ГК 1 мг/мл.
Обесцвечивание ГК отслеживали в течение трех
суток культивирования путем измерения погло-
щения при 465 нм на спектрофотометре
Shimadzu UV 1800 (Япония). Контролем служили
среды без ГК.

Изучение трансформации ГК в культуральной
жидкости сред G и C. Для проведения этого экспе-
римента была отобрана культуральная жидкость
(КЖ) сред C и G; мицелий отделяли центрифуги-
рованием. Для удаления низкомолекулярных
компонентов КЖ диализовали против 20 мМ аце-

татного буфера, рН 4.5 (размер пор мембраны
12 кДа, “Sigma”, США). Далее в КЖ вносили ГК
до конечной концентрации 1 мг/мл и проводили
реакцию в течение 48 ч при 30°С. Проводили не-
сколько серий опытов: (1) c исходной КЖ сред G
и C; (2) с КЖ сред G и C, в которой подавляли ак-
тивность лакказы внесением ингибитора лакказы
NaN3 в концентрации 10 мМ; (3) c КЖ среды С, куда
вносили субстрат ЦДГ целлобиозу в концентрации
10 мМ. Контролем служила реакция  ГК с КЖ,
инактивированной нагреванием 1 мин на кипящей
водяной бане. Изменение молекулярно-массового
распределения ГК во всех вариантах опыта исследо-
вали с помощью гель-фильтрации на носителе Seph-
adex G-75, в 25 мМ Трис-HCl буфере (pH 8.2) с до-
бавлением 50 мM NaCl и 0.1% додецилсульфата
натрия, как описано ранее (Zavarzina et al., 2018).
Использовали колонку размером 2 × 42 см, под-
ключенную к системе AKTA pure (“GE Health-
care”, США).

Изучение трансформации ГК препаратами лак-
казы и ЦДГ. Препараты ферментов были получе-
ны, как описано ранее (Lisova et al., 2010; Lisov
et al., 2018). Реакцию ферментов с ГК проводили в
20 мМ Na-ацетатном буфере (рН 4.5) при 30°С в
течение 48 ч. Концентрация ГК была 1 мг/мл, ко-
личество фермента – 1 Ед/мл. Объем реакционной
смеси – 2 мл. Для проверки роли радикалов в транс-
формации ГК ферментом ЦДГ в инкубационную
смесь вносили уловители радикалов маннитол и ди-
метилсульфоксид в концентрации 5 мМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для достижения поставленной в работе цели
были проведены эксперименты с культурой гриба
C. unicolor, выращенной на средах с микрокристал-
лической целлюлозой и глюкозой; c культуральной
жидкостью, свободной от мицелия; и чистыми фер-
ментами лакказой и ЦДГ, выделенными из этого
гриба.

Обесцвечивание гуминовых кислот культурой
С. unicolor на средах G and C. Лакказа продуциру-
ется грибами при их росте как на моносахаридах,
так и олигосахаридах, но для продукции фермен-
та у базидиомицетов необходимы индукторы
(Baldrian, 2006). Фермент ЦДГ не продуцируется
грибами при росте на моносахаридах, но продуци-
руется при росте на целлюлозе (Henriksson et al.,
2000). Поэтому использование сред с различными
сахарами в качестве основного источника углеро-
да способствует продукции либо лакказы, либо
лакказы и ЦДГ, что позволяет оценить действие
этих ферментов на ГК.

При выращивании гриба С. unicolor на среде с
микрокристаллической целлюлозой и ионами
меди как индукторами лакказы (среда С), в куль-
туральную жидкость продуцировались ЦДГ и
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лакказа, а на среде с глюкозой и ионами меди
(среда G) – только лакказа. Активность оксидо-
редуктаз при выращивании C. unicolor в данных
условиях достигала максимума на 5-е сут (рис. 1).
Активность лакказы в культуральной жидкости
(КЖ) среды G на 5-е сут составляла 24 Ед/мл, ак-
тивность лакказы в КЖ среды С составляла
17 Ед/мл, активность ЦДГ – 7 Ед/мл. В этот момент
в культуру стерильно вносили ГК до конечной кон-
центрации 1 мг/мл и отслеживали обесцвечивание
ГК в течение 3 сут. По обесцвечиванию часто судят
о деградации ГК. Обесцвечивание ГК в культу-
ральной жидкости более активно происходило на
среде С, чем на среде G (рис. 2). За 3 сут в среде С
(продукция ЦДГ и лакказы) происходило обес-
цвечивание более 60% ГК, в то время как в
среде G (продукция только лакказы) обесцветилось
порядка 20% ГК. Таким образом, можно предпола-
гать, что ЦДГ способствует деградации ГК. Инте-
ресно, что в присутствии лакказы в культуре гриба
C. unicolor ГК обесцвечивались в меньшей степе-
ни, чем в присутствии лакказы в культуре дерево-
разрушающего гриба Lentinus tigrinus, где наблю-
дали 60% потерю окраски ГК из дерново-подзо-
листой почвы, 10% которой было связано с
сорбцией ГК на мицелии (Zavarzina et al., 2018).
Мицелий оказывал частичное влияние на потерю
окраски ГК и в данной работе. В среде G мицелий
становился темным и оставался таким до конца
эксперимента. Однако в среде С (ЦДГ + лакказа)
мицелий оставался светлым. Аналогичный эффект
обесцвечивания мицелия наблюдали в культуре гри-
ба L. tigrinus при деструкции ГК в присутствии уни-
версальной пероксидазы (Zavarzina et al., 2018). Ре-
зультаты настоящей работы показывают, что эф-
фективная деструкция сорбированных на мицелии
ГК возможна не только в лигнолитических услови-
ях, но и в целлюлолитических условиях.

Tрансформация ГК культуральной жидкостью
сред G и C без мицелия. Поскольку в присутствии

мицелия деструкция ГК может зависеть не только
от активности внеклеточных ферментов лакказы
и ЦДГ, но и процессов на клеточных стенках, бы-
ли проведены эксперименты по трансформации
ГК культуральной жидкостью сред C и G без ми-
целия. Под воздействием КЖ среды G происхо-
дила полимеризация ГК (рис. 3а). Внесение в КЖ
NaN3, ингибитора лакказы, полностью предот-
вращало полимеризацию ГК, что указывает на
главную роль лакказы в этом процессе. Полимери-
зующая роль лакказы в отношении ГК была пока-
зана нами и ранее (Zavarzina et al., 2004, 2018). Если
в КЖ среды С не вносили целлобиозу – субстрат
ЦДГ, то происходила полимеризация ГК, как в
случае КЖ среды G (рис. 3б). В случае внесения
целлобиозы в КЖ среды C происходила деполи-
меризация ГК, что указывает на роль ЦДГ в этом
процессе. Совместное использование целлобиозы
и NaN3 приводило к еще большей деполимериза-
ции ГК, что так же указывает на важную роль в
этом процессе ЦДГ, поскольку NaN3 ингибирует
лакказу, но слабо влияет на ЦДГ (Sulej et al., 2015).

Tрансформация ГК препаратами ЦДГ и лакказы.
Для проверки роли лакказы и ЦДГ в трансформа-
ции ГК были проведены эксперименты с чисты-
ми ферментами. Установлено, что ЦДГ деполи-
меризовала ГК, как это и наблюдали в КЖ
среды С (рис. 4б). Для ЦДГ известна способность
деполимеризовать лигнин с помощью генерируе-
мых гидроксильных радикалов (Ander 1994; Hen-
riksson et al., 2000). Образование радикалов ЦДГ
возможно несколькими путями, все они основа-
ны на реакции Фентона. Если акцептором элек-
тронов при окислении целлобиозы служит кис-
лород, то ЦДГ восстанавливает O2 до H2O2, кото-
рая далее взаимодействует с Fe2+ с образованием
Fe3+ и гидроксильных радикалов. Однако, уста-
новлено, что кислород является слабым акцепто-
ром для ЦДГ (Henriksson et al., 2000). Более веро-

Рис. 1. Продукция лакказы и ЦДГ грибом C. unicolor
при росте на средах C и G: 1 – лакказа, среда G; 2 –
лакказа, среда С; 3 – ЦДГ, среда С.
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ятно образование •ОН радикалов в гидрохинон
редокс цикле, как это описано для грибов бурой
гнили (Arantes, Goodell, 2014). Если ЦДГ окисля-
ет целлобиозу хинонами, то хиноны восстанавли-
ваются до гидрохинонов, которые могут окис-
ляться до семихинон-радикалов в присутствии
хелатных комплексов Fe3+. В этой реакции Fe3+

восстанавливается до Fe2+, а семихиноны спон-
танно образуют хиноны, восстанавливая O2 до
•OOH, которые дисмутируют до H2O2. Далее Fe2+

реагирует с перекисью с образованием •ОН ради-
калов. На модельных соединениях лигнина уста-
новлено, что ЦДГ разрушает β-эфирные связи, спо-
собствует деметоксилированию ароматических
структур лигнина и включению гидроксильных
групп в нефенольные структуры, доминирующие
в нативных лигнинах (Henriksson et al., 2000).

Для ГК возможность деструкции ее ЦДГ уста-
новлена впервые. Роль радикалов и реакции Фен-
тона в деполимеризации ГК подтверждается тем,
что уловители радикалов маннитол и диметилсуль-
фоксид ингибировали этот процесс (рис. 4). В реак-
ционную смесь не вносили ионы Fe2+. Однако, в
препарате ГК содержится 1.5% Fe, частично в виде
силикатов (данные не показаны), частично в форме
Fe2+ (данные 57Fe-Мёссбауэровской спректроско-
пии, не показаны). Присутствие Fe3+ в форме хе-
латных комплексов также хорошо известно для
ГК (Stevenson, 1994). Таким образом, акцепторами
электронов при реакции ЦДГ c целлобиозой в при-
сутствии ГК могут служить хинонные группировки,
присутствующие в ГК (Заварзина и соавт., 2019),

Fe3+ в виде хелатов в ГК или молекулярный кисло-
род. Образующиеся в реакции Фентона •ОН ради-
калы могут способствовать разрыву эфирных связей
в ГК, подобно действию ЦДГ на лигнин. Кроме то-
го, потеря окраски ГК в присутствии ЦДГ, показан-
ная в экспериментах с культурой гриба C. unicolor,
свидетельствует о деструкции системы сопряжен-
ных двойных связей, которые отвечают за окрас-
ку ГК (Stevenson, 1994).

Лакказа катализировала полимеризацию ГК
(рис. 4а), что наблюдали ранее с другими препа-
ратами ГК (Zavarzina et al., 2004) и что подтвер-
ждает роль этого фермента в полимеризации ГК в
опытах с КЖ. При воздействии на ГК совместно
лакказы и ЦДГ происходила деполимеризация
ГК, однако в меньшей степени, чем это наблюда-
ли для ЦДГ без лакказы. ЦДГ, вероятно, препят-
ствовала полимеризации ГК лакказой за счет вос-
становления фенокси-радикалов, возникающих
в ГК под воздействием лакказы. Подобное взаи-
модействие между ЦДГ и оксидоредуктазами при
окислении лигнина описано ранее (Cameron,
Aust, 2001). Таким образом, полимеризация/де-
полимеризация ГК в культуре гриба зависит от
взаимодействия лакказы и ЦДГ. В условиях роста
гриба на целлюлозе и продукции ЦДГ наблюдает-
ся деполимеризация ГК. В случае наличия в среде
лакказы деполимеризация ГК под воздействием
ЦДГ снижается. Однако при этом так же снижа-
ется и полимеризация ГК под воздействием лак-
казы за счет ЦДГ.

В настоящей работе впервые установлена воз-
можность окислительной деструкции ГК почв в

Рис. 3. Трансформация ГК культуральной жидкостью гриба C. unicolor по данным гель-фильтрации на Сефадексе G-75.
(а) – КЖ среда c глюкозой (среда G): 1 – взаимодействие ГК с КЖ среды G; 2 – исходная ГК; 3 – ГК контроль с  КЖ,
нагретой 1 мин при 100°С; 4 – взаимодействие ГК с КЖ среды G в присутствии 10 мМ NaN3. (б) – КЖ среда c целлюлозой
(среда C): 1 – взаимодействие ГК с КЖ среды C без целобиозы; 2 – исходная ГК; 3 – ГК контроль с КЖ, нагретой 1 мин
при 100°С; 4 – взаимодействие ГК с КЖ среды C в присутствии 10 мМ целлобиозы; 5 – взаимодействие ГК с КЖ среды C
в присутствии 10 мМ целлобиозы и 10 мМ NaN3.
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целлюлолитических условиях и доказана ключевая
роль фермента ЦДГ в этом процессе. Это суще-
ственно расширяет представления о биологических
и экологических функциях дереворазрушающих
грибов в условиях их роста на целлюлозе, а также
расширяет представления о механизмах деградации
темноокрашенных ароматических веществ гумуса
грибами. Установлено, что присутствие лакказы
снижает деполимеризующее действие ЦДГ в отно-
шении ГК, а ЦДГ снижает полимеризацию ГК
лакказой. Таким образом, общее направление
трансформации ГК в целлюлолитических усло-
виях зависит от взаимного действия этих двух
ферментов.
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Abstract—Microbial degradation of lignocellulose and soil organic matter is an important process controlling
CО2 f low into the atmosphere, which is mostly carried out by fungi. The alkali-soluble fraction, which is rep-
resented mostly by the so-called humic acids (HA), dark-colored compounds of phenolic nature, constitute
~30–70% of soil Corg. This is the first report on efficient degradation of soil HA under cellulolytic conditions;
cellobiose dehydrogenase (CDH), an oxidative enzyme of the cellulolytic complex, was shown to play the key
role in this process. Growth of a wood-decomposing fungus Cerrena unicolor on cellulose (CDH and laccase
production) and glucose (laccase production) resulted in HA decolorization by 60 and 20%, respectively. HA
depolymerization in the presence of CDH and its polymerization in the presence of laccase were shown by
gel filtration experiments with the culture liquid and pure enzyme preparations. HA degradation in the pres-
ence of CDH was inhibited by radical scavengers, indicating the radical nature of this process (probably the
Fenton’s reaction). HA depolymerization by CDH decreased in the presence of laccase, while HA polymer-
ization by laccase decreased in the presence of CDH. Thus, the interaction of these enzymes affects HA
transformation under cellulolytic conditions. These results improve our understanding of the mechanisms of
microbial degradation of the aromatic components of soil humus and of the ecological functions of wood-
decomposing fungi grown under cellulolytic conditions.

Keywords: cellulolytic conditions, laccase, humic acids, cellobiose dehydrogenase, Fenton’s reaction
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