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С того момента, когда Коэн и Габриель в 1982 г.
впервые показали, что грибы могут расти непо�
средственно на угле и метаболизировать его [1],
процессы биологической конверсии угля, прежде
всего, бурого, являются предметом многочислен�
ных исследований [2–7]. 

В последнее время интерес к биоконверсии уг�
ля неуклонно растет, что обусловлено негативны�
ми последствиями для окружающей среды, воз�
никающими при использовании угля в качестве
источника энергии. Особенно актуальна эта про�
блема для стран, характеризующихся высоким
уровнем производства угля, к которым относится
и Россия, занимающая второе место после ФРГ
по этому показателю. Производство бурого угля в
нашей стране составляет около 90 млн. т в год [8].
По сравнению с конверсией химическими или
физическими методами, микробиологические и
энзиматические способы обладают рядом преиму�
ществ, такими, как отсутствие необходимости со�
здания повышенных температур и давления [9].

Несмотря на перспективность использования
биологического подхода для конверсии угля, его
разработка требует тщательного выбора микроор�
ганизма, на основе которого планируется создание
технологий биоконверсии. Это обусловлено осо�
бенностями угля как субстрата, накладывающими
целый ряд ограничений на предлагаемый микро�
организм. Одно из основных свойств угля – его

токсичность, которая затрудняет его биодеграда�
цию, объясняется присутствием труднодеградиру�
емых соединений, например, полиядерных арома�
тических углеводородов, а также высокая гетеро�
генность структуры и твердофазное состояние [8].
Указанные негативные, с точки зрения биотранс�
формации, свойства угля определяют относитель�
но небольшой спектр микроорганизмов, способ�
ных к его разложению, к которым, прежде всего,
относятся базидиальные грибы – продуценты
лигнолитических ферментов. Они принадлежат
к немногочисленной группе микроорганизмов,
обладающих уникальной системой экстрацел�
люлярных лигнолитических ферментов и спо�
собных благодаря этому разрушать труднодегра�
дируемые вещества со сложной структурой фе�
нольной природы, такие, как лигнин и уголь.
Установлено, что ведущую роль в этом процессе
играет лигниндеградационная система, в кото�
рую входят ферменты лигнолитического ком�
плекса: лигнинпероксидаза, Mn�пероксидаза и
лакказа, а также низкомолекулярные вторичные
метаболиты [10–14]. Эффективность процесса
деградации лигнина под действием этой систе�
мы в значительной мере зависит от доступности
источника углерода. Показано, что присутствие
в питательной среде легкодоступного источника
углерода интенсифицирует процесс биодеграда�
ции лигнина [14]. Однако взаимосвязь между

ТРАНСФОРМАЦИЯ ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ ВЫСОКООКИСЛЕННОГО 
БУРОГО УГЛЯ БАЗИДИАЛЬНЫМИ ГРИБАМИ

Trametes hirsuta И Trametes maxima

© 2013 г.   О. И. Кляйн*, Н. А. Куликова*, **, А. И. Константинов***, Т. В. Фёдорова*, 
Е. О. Ландесман*, О. В. Королёва*

*Институт биохимии им. А.Н. Баха РАН, Москва, 119071
e�mail: klein_olga@list.ru

**Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, факультет почвоведения, Москва, 119991
***Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, химический факультет, Москва, 119991

Поступила в редакцию 19.09.2012 г.

Исследована способность базидиальных грибов белой гнили Trametes hirsuta и Trametes maxima транс�
формировать гуминовые вещества (ГВ) угля в условиях твердофазного культивирования в присут�
ствии и отсутствие легкодоступного источника углерода (глюкоза). Показано, что в процессе роста
выбранных штаммов грибов на средах, содержащих ГВ, одновременно протекают деструктивные и
конденсационные процессы трансформации ГВ. На основании сравнительного физико�химического
анализа исходных и трансформированных грибами ГВ установлено, что, хотя внесение глюкозы мо�
жет способствовать более глубокой трансформации ГВ базидиомицетами, общее направление их мо�
дификации – преимущественное восстановление или окисление – определяется физиолого�биохи�
мическими особенностями штамма. 

DOI: 10.7868/S0555109913030100

УДК 579.222



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 49  № 3  2013

ТРАНСФОРМАЦИЯ ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ ВЫСОКООКИСЛЕННОГО БУРОГО УГЛЯ 293

эффективностью деградации угля и составом
питательной среды остается неизученной.

Цель работы – сравнительное изучение биоде�
градации бурого угля под действием продуцентов
высокоактивных пероксидаз и лакказ – базидио�
мицетов Trametes hirsuta и Trametes maxima на пол�
ной питательной среде и при недостатке легкодо�
ступного источника углерода (бедная среда). 

МЕТОДИКА

При проведении экспериментов использовали
штаммы T. hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil. и T. maxima
(Mont.) David & Rajchenb из коллекции культур
Ботанического института им. В.Л. Комарова
РАН. Для изучения деградации угля выбранными
штаммами базидиальных грибов проводили их
твердофазное культивирование на угле высокой
степени разложения – леонардите (Солнцевское
месторождение, о. Сахалин) согласно [15]. 

При твердофазном культивировании в колбы
объемом 750 мл вносили 20 г измельченного лео�
нардита с размером частиц ≤1 мм и 5 мл полной или
бедной питательной среды. При выращивании
грибов на полной среде использовали питательную
среду следующего состава (г/л): глюкоза – 10.0;
пептон 3.0; – NaNO3 – 3.0; КН2РО4 – 0.6; ZnSО4 ⋅

⋅ 2Н2О – 0.001; K2НРО4 – 0.4; FeSО4 ⋅ 7Н2О – 0.0005;
MnSО4 ⋅ 7Н2О – 0.05; MgSО4 ⋅ 7Н2О – 0.5; CaCl2 –
0.5; CuSО4 – 0.25; рН 6.0). Среда без легкодоступ�
ного источника углерода (бедная) имела анало�
гичный состав, но не содержала глюкозы. Далее
проводили засев субстрата мицелием базиди�
альных грибов (объем инокулята 20 мл). В ходе
эксперимента влажность в колбах поддержива�
ли на уровне 80–90%. Стерилизацию угля про�
водили путем автоклавирования (120°С, 1 атм.,
30 мин). Культивирование проводили в течение
30 сут при 28°С.

Для оценки функционального состояния вы�
ращиваемых базидиальных грибов при культиви�
ровании проводили мониторинг основных фер�
ментов, входящих в лигнолитический комплекс:
лигнинпероксидазы, Mn�пероксидазы и лакказы. 

Определение активности лигнинпероксидазы.
Активность фермента оценивали по скорости
окисления вератрового спирта до вератрового
альдегида, измеряя снижение поглощения при
310 нм в 0.1 М Na�тартратном буфере, рН 3.0 [16]. 

Определение активности Mn7пероксидазы. Ак�
тивность фермента определяли согласно [17], ис�
пользуя в качестве субстрата Mn2+. За единицу ак�
тивности принимали окисление 1 мкмоль Mn(II)
за 1 мин.

Определение активности лакказы. Активность
лакказы определяли спектрофотометрически при
длине волны 410 нм, используя в качестве хромо�
генного субстрата 10 мМ катехол в 0.1 М Na�аце�

татном буфере, рН 4.5 [18]. За условную единицу
активности принимали увеличение оптической
плотности на 1 ед. за 1 мин. Скорости фермента�
тивных реакций регистрировали на спектрофото�
метре “PerkinElmer” (США). Для перевода фер�
ментативных активностей в международные еди�
ницы (МЕ) проводили нормирование условных
единиц на коэффициент экстинкции использо�
ванного субстрата.

Для контроля структурных изменений леонар�
дита при культивировании базидиальных грибов,
после окончания эксперимента проводили выде�
ление из него гуминовых веществ (ГВ) и последу�
ющую характеристику их физико�химических
свойств. Для этого к леонардиту прибавляли 0.1 М
NaOH в весовом соотношении 1 : 2, получаемую
кашеобразную массу количественно переносили
в диализный мешок с размером пор 12–14 кДа и
диализовали против дистиллированной воды 48 ч
с многократной сменой воды при комнатной
температуре для удаления избытка щелочи. За�
тем ГВ центрифугировали в течение 20 мин при
3000 g и собирали супернатант. Полученный рас�
твор ГВ высушивали в сушильном шкафу при
температуре 50°С. В качестве контрольного об�
разца использовали ГВ, полученные из леонар�
дита, прошедшего аналогичную обработку (ав�
токлавирование, добавление питательных сред,
инкубирование), но без внесения грибов. Харак�
теристику основных физико�химических свойств
ГВ проводили по таким параметрам, как элемент�
ный состав, молекулярная масса и структурно�
групповой состав.

Элементный анализ. Анализ C, H и N был вы�
полнен на элементном анализаторе модели 1106
фирмы “Carlo Erba Strumentazione” (Италия). Со�
держание кислорода рассчитывали по разнице
между массой навески и суммарным содержани�
ем золы и СНN. Зольность определяли сжигани�
ем препарата в муфельной печи (850°С, 40 мин). 

Определение молекулярной массы. Молекуляр�
ную массу ГВ определяли с помощью эксклюзи�
онной хроматографии по методике, описанной в
работе [19]. Фракционирование препаратов осу�
ществляли на колонке, заполненной гелем Toyo�
pearl�HW�50(S) (Япония), в качестве калибровоч�
ных веществ использовали полистиролсульфона�
ты с молекулярными массами 4.48, 14.0, 20.7, 45.1
и 80.8 кДа (“Polymer Standard Service” Германия).
Концентрация ГВ в анализируемых пробах со�
ставляла 40 мг/л. Подвижной фазой служил фос�
фатный буфер (0.028 M, pH 6.8), скорость элюиро�
вания составляла 1 мл/мин. Регистрацию ГВ на
выходе из колонки проводили с помощью УФ�де�
тектора по поглощению при 254 нм. Расчет сред�
невесовых молекулярных масс (ММ) проводили с
помощью программы GelTreat [20].
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КЛЯЙН и др.

Структурно7групповой состав ГВ. Анализ
структурно�группового состава ГВ проводили ме�
тодом 13С ЯМР�спектроскопии. Спектры реги�
стрировали на спектрометре Avance (“Bruker”,
ФРГ) при времени задержки 4 с. Указанное вре�
мя задержки позволяет достичь полной релакса�
ции ядер углерода практически всех типов, что
обеспечивает количественность получаемых 13С
ЯМР�спектров [21]. Концентрация ГВ в измеряе�
мых пробах составляла около 30 г/л. Содержание
углерода различных структурных фрагментов опре�
деляли интегрированием соответствующих спек�
тральных областей (м.д.): 5–108 – атомы С�незаме�
щенных, O� и N�замещенных алифатических
фрагментов (ΣCAlk), 108–165 – атомы С�незаме�
щенных, O� и N�замещенных ароматических фраг�
ментов (ΣCAr), 165–187 – атомы С карбоксильных
и эфирных групп (CCOO), 187–220 – атомы С кетон�
ных и хинонных групп (CC=O). 

Растровая сканирующая электронная микроско7
пия (РСЭМ). Для визуализации изменений, про�
исходящих с леонардитом, использовали метод
РСЭМ. Частицы леонардита после окончания сов�
местного культивирования исследуемых штаммов
высушивали до постоянной массы при 50°С, поме�
щали на титановый столик и фиксировали при по�
мощи проводящего двухстороннего скотча. Для
получения изображений поверхности угля исполь�
зовали сканирующий электронный микроскоп вы�

сокого разрешения с автоэмиссионным катодом
JSM�7500F фирмы “JEOL” (Япония). Изображе�
ния получали в режиме низкоэнергетических вто�
ричных электронов, поскольку этот режим обес�
печивал наиболее высокое разрешение. При
энергии первичного пучка 1 кэВ разрешение со�
ставляло 1.5 нм, при 5 кэВ – 1 нм. Перед микро�
скопированием на образцы наносили металличе�
скую пленку платины толщиной порядка 5 нм ме�
тодом магнетронного распыления. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как показали результаты РСЭМ, исследован�
ные штаммы базидиальных грибов активно взаи�
модействовали с леонардитом, что приводило к за�
метному разрыхлению его поверхности (рис. 1а–1в),
что является прямым доказательством способно�
сти базидиальных грибов деградировать угли высо�
кой степени разложения, используя их в качестве
источника питательных веществ. Ранее способ�
ность к биосолюбилизации углей была продемон�
стрирована у таких базидиальных грибов, как Gym�
nopus erythropus [22], Clitocybula dusenii и Nematoloma
frowardii [23], Phanerochaete chrysosporium [24], Tram�
etes versicolor и Lentinula edodes [25].

При большем увеличении (рис. 1г, д, е) хорошо
видно систему гиф, демонстрирующую рост ис�
следуемых грибов на леонардите. На среде без
глюкозы видны отдельные гифы на поверхности

(а) 1 мм

0.41 мм
0.44 мм

0.32 мм

0.24 мм

0.35 мм

0.34 мм

0.47 мм

0.25 мм

(б) 1 мм (в) 1 мм

(г) 10 мкм (д) 10 мкм (е) 10 мкм

Рис. 1. РСЭМ образцов леонардита после взаимодействия со штаммами T. hirsuta + T. maxima; а, г – контроль; б, д –
на среде без глюкозы; в, е – на среде с глюкозой, а, б, в – ×25, г, д, е – ×300.
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и гифы, проросшие внутрь частиц леонардита,
тогда как на полной среде, где рост грибной куль�
туры был более интенсивный, мицелий образо�
вывал пленку на поверхности угля. Интенсивный
поверхностный рост базидиомицетов не позво�
лил визуализировать их рост внутрь леонардита. 

Исследование элементного состава исходных
и трансформированных ГВ леонардита показало,
что наблюдаемые изменения определяются толь�
ко использованным штаммом, но мало зависят
от наличия в среде легкодоступного источника
углерода. В случае культивирования T. hirsuta из�
менения содержания углерода и водорода прак�
тически не наблюдали, в то время как для T. max�
ima происходило снижение содержания водоро�
да и углерода в ГВ (табл. 1). Принимая во
внимание, что содержание азота практически не
изменялось, можно предположить, что культи�
вирование T. hirsuta сопровождается частичным
восстановлением ГВ, а культивирование T. max�
ima – их окислением. 

Для проверки высказанного предположения
были рассчитаны атомные отношения O/C и
H/C, позволяющие оценить степень окисленно�
сти и степень ненасыщенности ГВ. Результаты
расчетов, представленные на диаграмме ван Кре�
велена (рис. 2), показывают, что изменение
свойств ГВ происходило в двух направлениях. В
случае T. hirsuta одновременно снижались оба ис�
следуемых атомных отношения, т.е. модифика�
ция ГВ этим штаммом базидиомицета протекала
по пути восстановления и дегидратации. При
трансформации ГВ под действием T. maxima или
в варианте совместного культивирования T. hirsu�
ta и T. maxima также наблюдали снижение отно�
шения H/C, но при этом одновременно происхо�
дил рост показателя O/C, т.е. можно предполагать
протекание окислительных процессов, таких, как
карбоксилирование. 

Связь между трансформацией ГВ и восстанови�
тельной способностью грибов была ранее проде�
монстрирована для большого количества базидио�
мицетов, включая представителей родов Polystictus,
Hypholoma, Trametes и Polyporus [10]. На основании
скрининга более чем 20 штаммов грибов было
установлено, что способностью обесцвечивать
растворы ГВ обладают только штаммы, в присут�
ствии которых наблюдается восстановление окси�
бензойных и метоксибензойных кислот до первич�
ных спиртов. Таким образом, восстановление сле�
дует рассматривать как обязательный этап
деградации ГВ базидиальными грибами. Предпо�
лагается, что за процессы восстановления может
отвечать целлобиозодегидрогеназа – флавоцито�
хром, способный осуществлять процессы одно�

Таблица 1. Элементный состав и ММ исходных и трансформированных базидиальными грибами T. hirsuta и T. max�
ima ГВ

Вариант
Содержание, %

ММ, кДа
C H N зольность

Контроль 72.4 5.8 3.3 22.4 14.3

Среда без глюкозы

T. hirsuta 75.3 5.9 3.6 22.5 26.9

T. maxima 70.4 5.1 3.1 20.2 28.5

T. hirsuta + T. maxima 69.5 5.1 2.9 19.9 25.1

Среда с глюкозой

T. hirsuta 73.9 5.6 3.7 21.2 31.0

T. maxima 69.2 5.2 3.0 19.7 22.7

T. hirsuta + T. maxima 70.0 4.9 3.2 19.5 25.7

Н/С
0.98

0.94

0.90

0.86

0.82
0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
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Рис. 2. Диаграмма Ван Кревлена для исходных (1) и
трансформированных базидиальных грибами T. hir�
suta и T. maxima ГВ леонардита. 2–4 – среда без глю�
козы, 5–7 – среда с глюкозой. 
2, 5 – T. hirsuta; 3, 6 – T. maxima; 4, 7 – T. hirsuta +
+ T. maxima. 
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электронного восстановления ароматических ра�
дикалов или двухэлектронного восстановления
хинонов с параллельным окислением полуаце�
тального гидроксила сахаров до карбонила [26].
Следовательно, восстановление ароматических
кислот до спиртов можно считать первым этапом
трансформации ГВ базидиальными грибами.

Во всех исследованных вариантах было отме�
чено снижение отношения H/C, что указывает на
уменьшение доли алифатических цепочек в
структуре ГВ. Интересно отметить, что измене�
ния, наблюдаемые при модификации ГВ в при�
сутствии T. hirsuta, аналогичны изменениям, ха�
рактерным при переходе от фульво� к гуминовым
кислотам почв, тогда как трансформация ГВ под
действием T. maxima аналогична процессам, про�
текающим при формировании фульвокислот из
растительных остатков [27].

Возрастание ММ ГВ во всех исследованных
вариантах (табл. 1) указывает на процессы поли�
меризации, происходящие при трансформации
ГВ и связанные, по�видимому, с процессами опо�
средованной ферментативной деградации, базиру�
ющейся на формировании радикалов в качестве
основных и побочных продуктов ферментативных
реакций с последующим запуском радикальных
процессов [28]. Другим объяснением отмеченной
полимеризации продуктов частичной деградации
ГВ может являться такая особенность лигнолити�
ческого ферментативного комплекса выбранных
для исследования штаммов, как присутствие высо�
коредокспотенциальных лакказ, которые, как
правило, обладают конденсирующей активно�
стью по отношению к широкому ряду субстратов
фенольной природы [28]. В любом случае, полу�
ченные данные свидетельствуют об одновремен�
ном протекании деструктивных и конденсацион�
ных процессов в ГВ при их трансформации T. hirsuta
и T. maxima. Аналогичная разнонаправленность
процессов была ранее показана при изучении взаи�

модействия базидиальных грибов белой гнили с
лигнинами [26]. Было установлено, что лигнины
осиновой и лиственничной древесины, подверг�
шиеся трансформации под действием Phanerochae�
te sanguinea, могли иметь ММ, превышающие ММ
лигнинов исходной древесины в 1.5 раза. Анализ
показал, что конденсационные процессы преиму�
щественно идут через C5 ароматического кольца.

Исследование структурно�группового состава
ГВ методом 13С ЯМР�спектроскопии (рис. 3,
табл. 2) подтвердило ранее установленные зако�
номерности и позволило установить более де�
тально изменения, происходящие с ГВ при взаи�
модействии с исследованными штаммами бази�
диомицетов. Было обнаружено, что снижение
содержания углерода в ГВ практически во всех ва�
риантах обусловлено, главным образом, уменьше�
нием относительного содержания алифатических
структурных фрагментов. Об этом свидетельству�
ет как уменьшение показателя ΣCAlk, так рост сте�
пени ароматичности ΣCAr/ΣCAlk. Исключение со�
ставил вариант T. hirsuta + T. maxima на среде с
глюкозой, где падение доли углерода было обу�
словлено одновременным уменьшением содержа�
ния углерода как алифатических, так и ароматиче�
ских фрагментов, что привело к отсутствию роста
показателя степени ароматичности ΣCAr/ΣCAlk.
Следовательно, можно предположить, что при ис�
пользовании базидиальными грибами ГВ в каче�
стве источника питательных веществ, прежде все�
го, происходит отщепление именно алифатических
цепочек, а не ароматических структур. Более выра�
женное снижение содержания алифатических
групп в ГВ при трансформации штаммами T. hirsuta
и T. maxima наблюдали в вариантах полной пита�
тельной среды. Это может быть обусловлено как
ускоренным ростом биомассы и, как следствие,
увеличением продукции лигнолитических фер�
ментов, так и использованием глюкозы в качестве
субстрата радикальных реакций. 

Таблица 2. Структурно�групповой состав исходных и трансформированных базидиальными грибами T. hirsuta и
T. maxima ГВ

Вариант
Содержание, %

ΣCAr/ΣCAlk
ΣCAlk ΣCAr CCOO CC=O

Контроль 31.7 46.0 18.3 4.5 1.5

Среда без глюкозы

T. hirsuta 27.7 52.8 15.3 4.2 1.9

T. maxima 28.3 45.3 18.1 8.3 1.6

T. hirsuta + T. maxima 19.9 56.1 18.6 5.4 2.8

Среда с глюкозой

T. hirsuta 26.5 47.6 18.3 7.5 1.8

T. maxima 21.2 53.8 18.9 6.1 2.5

T. hirsuta + T. maxima 28.1 42.8 16.7 12.5 1.5
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При культивировании T. hirsuta на среде без
глюкозы было отмечено снижение содержания в
ГВ углерода карбоксильных групп CCOO, что согла�
суется с данными элементного анализа по умень�
шению содержания кислорода в ГВ в этих услови�
ях. Это подтверждает высказанное предположение
о восстановлении карбоксильных групп до спирто�
вых на первом этапе деградации ГВ. В присутствии
глюкозы содержание углерода карбоксильных
групп не изменялось, а кетонных и хинонных

групп – возрастало. Возможно, это указывает на
более глубокие процессы деградации ГВ, включаю�
щие в себя также окисление спиртов, образовав�
шихся на первом этапе трансформации, до кето�
нов. Снижение степени окисленности ГВ, установ�
ленное при анализе элементного состава (рис. 2),
обусловлено, по�видимому, потерей ГВ кислород�
замещенных алифатических фрагментов. Таким
образом, присутствие легкодоступного источника

K

ppm

250 200 150 100 50 0

I II(а)

ppm

250 200 150 100 50 0

ppm

250 200 150 100 50 0

(б)

ppm

250 200 150 100 50 0

ppm

250 200 150 100 50 0

(в)

ppm

250 200 150 100 50 0

ppm

250 200 150 100 50 0

Рис. 3. Спектры 13С ЯМР исходных (К) и трансформированных базидиальными грибами T. hirsuta (а) и T. maxima (б),
T. hirsuta + T. maxima (в) ГВ; Ι – среда без глюкозы, ΙΙ – среда с глюкозой.
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углерода способствует более глубокой трансформа�
ции ГВ этим штаммом базидиальных грибов. 

При трансформации ГВ штаммом T. maxima на
бедной среде происходило увеличение относитель�
ного содержания углерода кетонных и хинонных
групп при одновременном незначительном сниже�
нии алифатических, ароматических и карбоксиль�
ных фрагментов. Принимая во внимание общее
увеличение окисленности по данным элементного
анализа (рис. 2), можно предположить, что транс�
формация ГВ в данном случае протекала по меха�
низму окисления спиртовых групп до кетонов. Так
как содержание карбоксильных групп, которые
могут служить источником спиртовых групп, при
этом не уменьшалось, окислению подвергались

алифатические фрагменты. В присутствии глюко�
зы содержание CC=O также возрастало, однако при
этом параллельно происходило также и увеличение
карбоксильных групп. Это указывает на то, что, как
и в случае T. hirsuta, внесение легкодоступного
источника углерода приводит к более глубокой
трансформации ГВ.

Таким образом, проведенный анализ измене�
ний основных физико�химических свойств ГВ
при трансформации их исследованными штам�
мами базидиальных грибов позволяет предполо�
жить следующую последовательность основных
процессов деградации ГВ под действием фермен�
тов лигнолитического комплекса базидиальных
грибов:

Ароматические
кислоты

восстановление Спирты окисление Кетоны
Альдегиды

окисление Алифатичесие
кислоты

Мониторинг ферментативной активности куль�
туральных жидкостей показал, что динамика ак�
тивности всех трех исследуемых ферментов имела
сложный характер и зависела от фазы развития
культуры. Поэтому для сравнения использовали
средние значения активностей за изучаемый пери�
од трансформации ГВ (табл. 3).

Данные, представленные в табл. 3, показыва�
ют, что в лигнолитическом комплексе T. hirsuta и
T. maxima наблюдалась преимущественная лак�
казная активность, что характерно для выбранных
штаммов [15]. На среде без глюкозы исследован�
ные штаммы обладали одинаковыми активностя�
ми лигнинпероксидазы и лакказы, но различались
по активности Mn�пероксидазы, которая была зна�
чительно выше у T. hirsuta. Ранее было показано,
что в этих условиях под действием T. hirsuta проис�
ходит уменьшение содержания карбоксильных
групп в ГВ (табл. 2). Трансформация в этих услови�
ях под действием T. maxima не приводила к сниже�
нию карбоксильных групп, но способствовала ро�

сту количества кетонных и хинонных фрагментов в
ГВ. Следовательно, можно предположить, что под
действием Mn�пероксидазы происходило де�
карбоксилирование ГВ. Действительно, проведен�
ный корреляционный анализ показал, что суще�
ствует обратная линейная зависимость (r2 = –0.86)
между активностью присутствующей в среде Mn�
пероксидазы и содержанием карбоксильных групп
в трансформированных ГВ (рис. 4). Полученная за�
висимость хорошо согласуется с данными других
исследователей, отмечавших декарбоксилирова�
ние ГВ под действием грибной Mn�пероксидазы,
катализирующей образование низкомолекулярно�
го медиатора с высоким редокс�потенциалом – хе�
латированного иона Mn(III) [23].

При выращивании на полной питательной сре�
де активность Mn�пероксидазы и лигнинперокси�
дазы была выше у T. hirsuta, чем у T. maxima. Изме�
нение ферментативного профиля привело к тому,
что при трансформации ГВ T. hirsuta наблюдали
более выраженное увеличение содержания кетон�

Таблица 3. Сравнительная оценка активности лигнинпероксидазы, Mn�пероксидазы и лакказы базидиальных
грибов T. hirsuta и T. maxima при культивировании на леонардите

Вариант
Активность, МЕ

лигнинпероксидаза, ×103 Mn�пероксидаза, ×103 лакказа

Среда без глюкозы

T. hirsuta 5 18 0.2

T. maxima 6 8 0.3

T. hirsuta + T. maxima 3 7 0.1

Среда с глюкозой

T. hirsuta 15 10 0.2

T. maxima 4 8 0.2

T. hirsuta + T. maxima 10 14 1.9
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ных и хинонных групп. Следовательно, можно
предположить, что лигнинпероксидаза, синтезиру�
емая T. hirsuta, отвечает за окисление спиртовых
фрагментов в ГВ до кетонов, что соответствует суб�
стратной специфичности лигнинпероксидаз [28]. 

Интересно отметить, что на двух выбранных
питательных средах, наблюдалась положительная
линейная зависимость (r2 = 0.73) между активно�
стью лигнинпероксидазы и ММ ГВ (рис. 5). Веро�
ятно, установленное влияние лигнинпероксида�
зы на ММ ГВ свидетельствует о роли этого фер�
мента в полимеризации продуктов частичной
деградации ГВ.

Проведенное исследование показало, что в слу�
чае T. hirsuta наличие легкодоступного источника
углерода влияет, главным образом, на соотноше�
ние в продуцируемом мультиферментном ком�
плексе лигнинпероксидазы и Mn�пероксидазы.
При отсутствии глюкозы отмечалась более высо�
кая активность Mn�пероксидазы, а в ее присут�
ствии – лигнинпероксидазы. Изменение соотно�
шения этих ферментов приводило к тому, что про�
цесс восстановительного декарбоксилирования
ГВ, преобладающий в условиях бедной среды и яв�
ляющийся, по�видимому, первым этапом транс�
формации ГВ, менялся на более глубокие процес�
сы окислительной деструкции, приводящие к об�
разованию кетонных фрагментов и алифатических
карбоновых кислот. Несмотря на наличие окисли�
тельных процессов при трансформации ГВ иссле�
дуемым штаммом T. hirsuta, в целом как на среде
с глюкозой, так и без нее, преобладали восстано�
вительные процессы.

При выращивании T. maxima влияние легко�
доступного источника углерода на продукцию
компонентов мультиферментного комплекса бы�
ло менее выражено: активность Mn�пероксидазы
не менялась, а активность лигнинпероксидазы
немного уменьшалась при внесении в питатель�

ную среду глюкозы. Это приводило к меньшему
образованию кетонных групп в ГВ и росту содер�
жания карбоксильных фрагментов. 

Таким образом, полученные результаты свиде�
тельствуют о том, что наличие глюкозы в среде
способствует более глубокой трансформации ГВ
исследованными штаммами базидиальных гри�
бов, однако общее направление модификации –
преимущественное восстановление или окисле�
ние – определяется физиолого�биохимическими
особенностями штамма. Можно предположить,
что преобладание восстановительных процессов
при трансформации ГВ определялось присут�
ствием в составе комплекса внеклеточных целло�
биозодегидрогеназ, однако для проверки этого
предположения требуется проведение дополни�
тельных исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки РФ в рамках
ФЦП “Научные и научно�педагогические кадры
инновационной России на 2009–2013 годы” (Со�
глашение 8111).
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Abstract—The ability of the white rot basidiomycetes Trametes hirsuta and Trametes maxima to transform
coal humic substances (HS’s) under the conditions of solid phase cultivation in the presence or absence of an
easily available source of corbon (glucose) has been studied. It was shown that during the growth of the fungal
strains used in media containing HS’s, destructive and condensation processes of HS transformation pro�
ceeded simultaneously. Based on a comparative physicochemical analysis of the initial HS’s and HS’s trans�
formed by the fungi, it was established that, despite the introduction of glucose may favor a deeper transfor�
mation of HS’s by basidiomycetes, the general direction of their modification is dominant reduction or oxi�
dation and is determined by the physiological biochemical peculiarities of the strain used.
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