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По литературным данным сделано предположение, что степень биодеградации лигноуглеводного комплекса 
древесины может коррелировать с накоплением пероксидазы, входящей в комплекс лигнолитических фер-
ментов дереворазрушающих грибов. Проведен скрининг дереворазрушающих грибов в целях выявления 
микроорганизмов с высоким и устойчивым уровнем содержания пероксидазы. Установлено, что лучшие ре-
зультаты по накоплению пероксидазы наблюдались у гриба Phellinus igniarius — 2,3…2,5 мкмоль⋅мин–1⋅мл–1. 
Получена микологически разрушенная древесина путем культивирования гриба Phellinus igniarius на раз-
личных лигнинсодержащих субстратах: древесине и коре сосны, древесине и коре березы методом твердо-
фазной ферментации. Методом экстракции из нее выделена пероксидаза. Наряду с пероксидазой из мице-
лия гриба Phellinus igniarius в раствор также переходили полифенольные соединения. Указано, что скорость 
накопления биомассы гриба Phellinus igniarius коррелирует с содержанием полифенольных пигментов и 
пероксидазы в экстракте, а продукты деструкции лигнина ингибируют пероксидазу, подтверждая ее физио-
логическое значение при миколизе древесины.
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В научной литературе имеются сведения о  
большом разнообразии микроорганизмов, 

способных разрушать древесину. Это прежде все-
го дереворазрушающие грибы, которые образуют 
на поверхности гниющего дерева четыре вида 
гнили: бурую, белую, пеструю и мягкую [1–3]. 

Возбудители бурой гнили принадлежат к 
классам высших грибов (Ascomycetes, Basido-
mycetes, Deuteromycetes), в частности березовая 
губка (Piptoporus betulinus), серно-желтый тру-
товик (Laetíporus sulphúreus), базидиальный гриб 
(Forties onnatus) и др. Основными компонентами 
древесины, которые разрушаются этими базиди-
альными грибами, являются целлюлоза, гемицел-
люлоза и в меньшей степени лигнин. 

К возбудителям белой гнили относят грибы ви-
дов Phellinus, Coriolus, Inonotus: траметес разно-
цветный (Polyporus versicolor), вешенка обыкно-
венная (Pleurotus ostreatus), ирпекс молочно-белый 
(Poria subacide), вид гриба, входящий в род Фане-
рохета — Phanerochaete chrysosporium, траметес 
разноцветный (Trametes versicolor), флебия ради-
альная (Phlebia radiata), трутовик ложный (Phéllinus 
igniárius). Микроорганизмы, вызывающие образо-
вание белой гнили действуют в первую очередь на 
лигнин, а целлюлозу деструктируют в малой сте-
пени. Следует отметить, что они не осуществляют 
полное ферментативное разрушение лигнина.

Теоретическая часть
Дереворазрушающие грибы, образующие 

бурую гниль, содержат комплекс целлюлолити-

ческих ферментов. Субстратом для такого ком-
плекса служит целлюлоза. Целлюлазный ком-
плекс содержит несколько групп ферментов, в 
основном это эндоглюконазы, экзоглюканазы и 
глюкозидазы.

Эндоглюконазы обеспечивают разрыв глюко-
зидных связей, удаленных от конца цепи молекул 
полисахаридов. Экзоглюканазы, наоборот, осу-
ществляют отщепление концевых элементарных 
звеньев от молекул полисахарида. Глюкозидазы 
катализируют гидролиз глюкозидных связей в 
молекулах ди- и олигосахаридов. 

Следует отметить, что глубокий гидролиз цел-
люлозы осуществляется в результате согласован-
ного действия всей полиферментной системы 
целлюлазного комплекса. Первый этап такого 
процесса обеспечивает разрушение надмолеку-
лярной структуры полисахарида. Очевидно, это 
обусловлено сложными физико-химическими 
взаимодействиями, происходящими при сорбции 
фермента на целлюлозной матрице и фрагмента-
ции макромолекул. Второй этап включает в себя 
процессы химических превращений частично 
деструктурированной целлюлозы. Результатом 
таких превращений являются низкомолекуляр-
ные продукты распада полисахарида  — ди-  
и олигосахариды.

В литературе описаны несколько моделей воз-
действия целлюлазного комплекса ферментов 
дереворазрушающих грибов на углеводы древе-
сины, и среди них невозможно выделить осново-
полагающую. 
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В целом ферменты целлюлазного комплекса 
действуют синергично. Коэффициент синергизма 
зависит от концентрации субстрата и соотноше-
ния концентраций ферментов в комплексе и при 
воздействии ферментов целлюлазного комплекса 
на нерастворимую целлюлозу древесины связан 
с адсорбционной способностью действующей 
полиферментной системы [4]. 

Механизм действия эндокглюконаз на полиса-
хариды хорошо изучен. Предполагается, что эн-
доглюконазы в своем активном центре содержат 
несколько сорбционных центров моносахарид-
ных остатков, а каталитический участок актив-
ного центра содержит две карбоксильные группы 
и обеспечивает сродство сорбционных участков 
к конформации «полукресло» глюкопиранозных 
колец [5–8]. 

Известна последовательная цепь фермента-
тивных превращений: искажение пиранозного 
кольца глюкозы до конформации «полукресла», 
что способствует образованию карбкатиона, об-
щий кислотно-основной катализ карбоксильной 
группой активного центра фермента и стабили-
зация образующегося карбокатиона карбоксилат 
анионом [9, 10].

Разложение лигнина происходит под действи-
ем ферментного лигнолитического комплекса 
дереворазрушающих грибов, образующих белую 
гниль древесины. Лигнин представляет собой 
высокомолекулярное соединение ароматической 
природы, которое не может быть выделено из дре-
весины неизменным и не встречается в природе 
в чистом виде. Это создает трудности в изучении 
лигнолитических ферментов. 

Лигноуглеводный ферментный комплекс де-
реворазрушающих грибов белой гнили включает 
в себя лигнинпероксидазу, Мn-пероксидазу, фе-
нолоксидазы (лакказу, пероксидазу, тирозиназу) 
и ферменты, генерирующие пероксид водорода 
(глюкозооксидазы).

Биологическое окисление лигнина происходит 
под действием кислорода воздуха или пероксида 
водорода, катализируемое ферментами лигноу-
глеводного ферментного комплекса грибов. При-
чем эти окислительные ферменты выделяются 
клетками дереворазрушающих грибов в окружа-
ющую среду и действуют независимо от самого 
тела гриба, т. е. являются экзолитическими. Раз-
рушение лигнина начинается с появления вне-
клеточных ферментов пероксидазной природы.

Наиболее активными разрушителями лигнина 
являются лигнинпероксидаза, Мn-пероксидаза и 
фенолоксидаза и, в частности, пероксидаза. Уста-
новлено, что пероксидаза из дереворазрушаюцих 
грибов обладает не только пероксидазными, но и 
оксидазными свойствами. Предполагается, что у 
дереворазрушающих грибов функция пероксида-

зы заключается в разрушении лигнина путем его 
окисления, а необходимый для этого процесса 
пероксид водорода образуется при окислении 
сахаров соответствующими оксидазами [11, 12].

Растительные же пероксидазы участвуют в 
декарбоксилировании индолилуксусной кислоты, 
биосинтезе лигнина в стресс-реакциях растений 
и т. д. [13]. 

Цель работы
Работа посвящена поиску микроорганизмов, 

наиболее эффективно разрушающих древесину, а 
также определению ферментативной активности 
лигнолитического комплекса дереворазрушающих 
грибов, получению микологически разрушенной 
древесины березы и выделению из нее лигноли-
тического фермента — пероксидазы и изучению 
влияния на его активность продуктов деструкции 
лигноуглеводного комплекса древесины. 

Материалы и методы
Исследованы культуры дереворазрушающих 

грибов порядков Hyphomycetales, Sphaeropsidales, 
Aphyllophorales, Coriolus, Agaricales, Pleurotus, 
Stropharia. Культуры грибов получены из коллек-
ции Кафедры микологии и альгологии Биологиче-
ского факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. 
Их поддерживали на твердой агаризованной сре-
де, содержащей сусло. Жидкая питательная сре-
да для культивирования грибов — продуцентов 
пероксидазы содержала глюкозу, пептон и сусло 
[15, 16]. Культивирование грибов осуществляли 
в стационарных условиях в колбах, содержащих 
по 100 мл жидкой питательной среды. После 
10–12 сут инкубации при температуре 24 °С, об-
разовавшийся мицелий отделяли от культураль-
ной жидкости фильтрованием через бумажный 
фильтр. 

Определение пероксидазной активности про-
водили с использованием диаммониевой соли 
2,2’-азино-бис-(3-этилбензтиозолин-6-сульфо-
кислоты) (AБТС) [17, 18]. Реакционная смесь 
содержала 50 мкл культуральной жидкости, 5 мл 
натрий-ацетатного буферного раствора pH 5,0, 
содержащего 0,2 мг/мл АБТС. Реакцию начинали 
добавлением 0,08 % раствора пероксида водоро-
да. При наличии пероксидазы в культуральной 
жидкости реакционная смесь приобретала бирю-
зово-зеленый цвет, в зависимости от содержания 
фермента в культуральной жидкости. Количе-
ственное определение содержания пероксидазы 
в культуральной жидкости грибов проводили на 
спектрофотометре «Shimadzu UV-120-02» при 
длине волны 405 нм, используя молярный коэф-
фициент поглощения окисленной формы АБТС, 
равный 36,8 м⋅М–1⋅см–1. Активность фермента 
выражали в мкмоль⋅мин–1⋅мл–1.  
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Результаты и обсуждение

По окончании проведения исследований дере-
воразрушающие грибы были охарактеризованы 
способностью к биосинтезу пероксидазы (табл. 1).

Установлено, что гифомицеты обладали отно-
сительно низкими значениями пероксидазной ак-
тивности. У дереворазрушающих базидиальных 
грибов родов Coriolus, Fomes, Cerrena, Pleurotus 
наблюдалась высокая лакказная активность, кото-
рая проявлялась в появлении окраски окисленной 
формы АБТС без добавления пероксида водорода. 

Полученные данные показывают, что в куль-
туральной жидкости грибов из различных систе-
матических групп наиболее высокое содержание 
пероксидазы наблюдалось у грибов рода Phelli-
nus. Культуры Ph. igniarius и Ph. tremulae были 
выделены из плодовых тел грибов с древесины 
березы в Красноярском крае и древесины осины 
на Звенигородской биостанции в Московской 
области соответственно. В качестве источника 
углерода для синтеза пероксидазы служили глю-
коза и ксилоза, а источником азота — пептон.

Для дальнейших исследований был выбран 
гриб Ph. igniarius, имеющий высокую и воспро-
изводимую пероксидазную активность.  

Для получения микологически разрушенной 
древесины гриб Ph. igniarius культивировали на 
различных лигнинсодержащих субстратах: дре-
весине и коре сосны, древесине и коре березы 
методом твердофазной ферментации. Щепу древе-
сины увлажняли водой, содержащей 1 % пептона, 
и инокулировали культурой гриба. Твердый суб-
страт прорастал мицелием дереворазрушающего 
гриба за 10–12 сут при температуре 24–25 °С. 
Затем мицелий обрабатывали 0,1 М трис-HCl 
буферным раствором, pH 6,0, и инкубировали в 
течение одного часа при комнатной температуре. 
После этого пероксидазу выделяли экстракцией по 
стандартной методике, описанной в работе [15].

Лучшие результаты культивирования гриба 
Ph. igniarius достигались на древесине березы 
с добавлением 1%-ного раствора пептона. Дре-
весина прорастала мицелием за 10–12 сут при 
температуре 24 °С. 

Установлено, что наряду с выделением перок-
сидазы из мицелия гриба Ph. igniarius в раствор 
также переходили полифенольные соединения. 
Скорость роста и накопления биомассы гриба 
Ph. igniarius коррелировала с содержанием поли-
фенольных пигментов и пероксидазы в экстракте. 
Это подтверждает предположение о содействии 
прорастания древесины мицелием дереворазру-
шающих грибов частичной биодеградации нера-
створимого лигноуглеводного комплекса субстра-
та, что и приводит к образованию растворимых 
полифенолов.

Присутствующие в культуральной жидкости 
полифенольные соединения ингибировали ак-
тивность пероксидазы. Удаление растворимых 
полифенолов из экстракта хромотографией и 
рехромотографией на ДЭАЭ-целлюлозе привело 
к увеличению удельной активности фермента, что 
было связано с удалением ингибитора (табл. 2).

Т а б л и ц а  1
Пероксидазная активность 

дереворазрушающих грибов
Peroxidase activity of wood-destroying fungi

Вид Активность, 
мкмоль⋅мин–1⋅мл–1

Hyphomycetales
Acremonium charaotica 0,3…0,4 
Botrytis cinerea 0,5…0,6
Fusarium solani 0,3…0,4

Sphaeropsidales
Ascochyta pisi 0,7…0,9 
Septoria rumicus 0,4…0,5
Phoma exigua 0,4…0,6

Aphyllophorales
Abortiporus biennis 0,9…1,0
Anisomyces oboratus 0,2…0,3 
Cerrena unicolor 1,3…1,5

Coriolus
Diadealea quersina 1,0…1,3
Phellinus igniarius 2,3…2,5
Phellinus tremulae 2,1…2,3
Fomes fomentarius 0,1…0,2

Agaricales
Agaricus campestris 1,1…1,3
Lentinus edodes 1,2…1,4
Pleurotus eryngii 1,5…1,7
Stropharia hornemannii 0,9…1,1 
Suillus grevillei 0,1…0,2

Т а б л и ц а  2
Выделение пероксидазы из гриба Ph. igniarius

Discharge of Peroxidase from Ph. igniarius

Стадия 
очистки

Общая 
активность, 
мкмоль/мин 
(субстрат — 

гваякол)

Удельная 
активность, 
мкмоль/мин 
на мг белка 
фермента

Экстракция 
проросшей мицелием 
древесины

7500 1

ДЭАЭ-хроматография 9000 3

Диализ 4500 4

Рехроматография 
на ДЭАЭ-целлюлозе 2250 12
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Разрушение лигноуглеводного комплекса дре-
весины березы, а следовательно, и присутствие 
полифенольных компонентов в экстракте объяс-
няется физиологической функцией пероксидаз. 
Пероксидазы грибов являются индуцибельными 
ферментами и входят в состав лигнолитического 
комплекса ферментов. Выполнение ими физиоло-
гической функции предусматривает сорбцию на 
лигнинсодержащих субстратах с последующим 
частичным разрушением ими лигноуглеводного 
комплекса. При этом происходит образование 
растворимых полифенолов, являющихся инги-
биторами активности пероксидазы. 

Таким образом, наблюдается регуляция актив-
ности лигнинолитического фермента продуктами 
деструкции лигнина по типу обратной связи: 
с возрастанием степени деструкции субстрата 
ферментом происходит ингибирование его актив-
ности и снижение скорости реакции деструкции.

Выводы
По литературным данным сделано предполо-

жение о том, что степень биодеградации лигно-
углеводного комплекса древесины может корре-
лировать с накоплением фермента пероксидаза, 
входящего в состав комплекса лигнолитических 
ферментов дереворазрушающих грибов [19–25]. 
Проведен скрининг дереворазрушающих грибов 
в целях выявления микроорганизмов с высоким 
и устойчивым уровнем содержания пероксидазы. 
Установлено, что лучшие результаты по накопле-
нию пероксидазы наблюдались у гриба Ph. igni-
arius. Получена микологически разрушенная гри-
бом Ph. igniarius древесина. Методом экстракции 
из нее была выделена пероксидаза и проведена 
ее очистка методом колоночной хроматографии. 
Показано, что продукты деструкции лигнина 
ингибируют пероксидазу, что подтверждает ее 
физиологическую роль при миколизе древесины. 
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BIODEGRADATION OF WOOD BY WOOD-DESTROYING FUNGI  
ENZYME COMPLEXES

A.N. Verevkin, G.N. Kononov, Ju.V. Serdyukova, V.D. Zaytsev
BMSTU (Mytishchi branch), 1, 1st Institutskaya st., 141005, Mytishchi, Moscow reg., Russia

verevkin@mgul.ac.ru  

As a result of the study of the literature data, it was suggested that the degree of wood lignocarbohydrate complex 
biodegradation can correlates with the accumulation of the enzyme peroxidase, which being a part of the complex 
of lignolytic enzymes of wood-destroying fungi. A screening of wood-destroying fungi was carried out to identify 
a microorganism with a high and stable level of peroxidase content. It was found that the best results on the 
accumulation of peroxidase were observed in the fungus Phellinus igniarius, and was 2,3–2,5 µmol⋅min–1⋅ml–1. 
Mycologically destroyed wood was obtained by cultivating the fungus Phellinus igniarius on various lignin-
containing substrates: pine wood, pine bark, birch wood, birch bark by solid-phase fermentation. Peroxidase was 
isolated by extraction. Polyphenolic compounds also passed into the solution from the mycelium of the fungus 
Phellinus igniarius along with the peroxidase. It was found that the rate of the fungus Phellinus igniarius biomass 
accumulation correlated with the polyphenolic pigments and peroxidase content in the extract. It is shown, that 
lignin destruction products inhibit peroxidase, that confirms its physiological role in wood mycolysies. 
Keywords: lignin, cellulose, mycologically destroyed wood, lignincarbohydrate complex, polyphenolic 
compounds, wood-destroying fungi
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