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GLIVNE LAKAZE: ENCIMI 
NEVERJETNIH SPQSQBNQSTI 
Fungal laccases: enzymes of incredible abilities 

Povzetek: Lakaze so zunajcelični encimi, ki spadajo med bakrove oksidaze. V naravi so prisotne pri mnogih organizmih ter 
opravljajo različne naloge. Pri lesnih glivah so lakaze sestavni del ligninolitičnega encimskega sistema, ki glivam omogoča 
razkroj lignina. Lakaze katalizirajo enoelektronske oksidacije številnih organskih substratov, obenem pa poteče redukcija 
molekularnega kisika do vode. Pri reakciji nastanejo kationski prosti radikali. Zaradi nespecifične oksidacijske sposobnosti so 
lakaze uporabne za številne biotehnološke procese, sistem lakaze in mediatorjev pa možnosti njihove uporabe še dodatno 
povečuje. 

Ključne besede: glive, lakaze, mediatorji, sistem lakaze in mediatorjev. 

Abstract: Laccases are extracellular enzymes, belonging to copper-containing oxidases. They are ubiquitous in nature and 
thus found in many organisms, where they have different functions. Fungal laccases are part of the ligninolytic system, 
which enables fungi the degradation of lignin. Laccases catalyze monoelectronic oxidation of various organic substrates, 
which occurs concomitantly with the reduction of molecular oxygen to water. The reaction generates cation free radicals. 
Because of their high nonspecific oxidative capacity, laccases are useful for a wide range of biotechnological applications, 
which may be broadened with the use of laccase-mediatorsystem. 
Keywords: fungi, laccase, mediators, laccase-mediator system. 

UVOD 

Lakaze (Lac; EC 1.10.3.2.), benzendiol:kisik-oksidoredukta-
ze, uvrščamo v skupino polifenolnih oksidaznih encimov, 
ki v svojem katalitičnem centru vsebujejo atome bakra, 
zaradi česar jih imenujemo tudi (multi)bakrove oksidaze. 
Lakaze je že v 19. stoletju opisal japonski znanstvenik Yo-
shida (1883), ki je preučeval kemijsko sestavo rastlinskega 
soka drevesa Rhus vernicifera, kar pomeni, da so lakaze eni 
izmed najstarejših preučevanih encimov. Prisotne so pri 
rastlinah, glivah in bakterijah, odkrili pa so jih tudi pri in-
sektih (Martfnez in sod., 2005; Baldrian, 2006; Hoegger in 
sod., 2006; Sharma in Kuhad, 2008). Rastlinske lakaze so-
delujejo v procesu sinteze lignina, glivne lakaze pa, ravno 
nasprotno, lignin v olesenelih celičnih stenah razgrajujejo. 
Poleg tega imajo glivne lakaze tudi številne druge vloge, 
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saj sodelujejo pri biosintezi pigmentov, morfogenezi, 
sporulaciji, odzivu na stres. Sposobne so tudi razgradnje 
toksičnih spojin, ki so strukturno podobne ligninu (Salo-
mon in sod., 1996; Gianfreda in sod., 1999; Baldrian, 2006). 

Lakaze katalizirajo oksidacijo substratov (najpogosteje fe-
nolnih spojin) ob sočasni redukciji kisika do vode. Zaradi 
svoje relativno nizke substratne specifičnosti lahko oksi-
dirajo širok nabor aromatskih substratov. Tako katalizira-
jo oksidacijo orto- in para- benzendiolov, aminofenolov, 
mono- in polifenolov, aromatskih aminov in ob prisotno-
sti kelatorjev tudi nekatere anorganske ione (na primer 
Mn2+ do Mn3+) (Thurston, 1994; Yaropolov in sod., 1994; 
Morozova in sod., 2007 Giardina in sod., 2010; Majeau in 
sod., 2010). Pri enoelektronski oksidaciji substrata z lakazo 
nastane kationski prosti radikal (Thurston, 1994). 

STRUKTURA IN DELOVANJE GLIVNIH LAKAZ 

Velika večina glivnih lakaz je zunajceličnih monomernih 
globularnih beljakovin z molekulsko maso med približno 
60 in 70 kDa in izoelektrično točko (p/) okoli vrednosti pH 
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4. Navadno so glivne lakaze glikozilirane in vsebujejo med 
10 in 25 odstotkov ogljikovih hidratov, katerih sestava je 
slabo raziskana (Thurston, 1994; Solomon in sod., 1996; 
Baldrian, 2006). Ogljikovi hidrati, vezani na lakazo, najver-
jetneje zagotavljajo konformacijsko stabilnost globular-
nega proteina ter obenem lakazo ščitijo pred proteolizo 
in inaktivacijo s prostimi radikali (Morozova in sod., 2007). 
Lakaze vsebujejo štiri atome bakra, ki se nahajajo na raz-
ličnih mestih v strukturi encima in jih razvrščamo v tri sku-
pine glede na njihove spektroskopske in elektronsko pa-
ramagnetne lastnosti (Duran in sod., 2002; Alcalde, 2007; 
Giardina in sod., 2010). Večina lakaz vsebuje po en bakrov 
ion tipa 1 (Cu1, na mestu T1) in tipa 2 (Cu2, na mestu T2) 
ter dva bakrova iona (Cu 3) tipa 3 (na mestu T3). Značilno 
modro barvo lakazam daje Cu1. Atomi bakra na mestih T2 
in T3 so zelo blizu in skupaj tvorijo triatomski grozd. 

Danes so znane kristalne strukture lakaz nekaterih gliv 
prostotrosnic, med drugim Coprinopsis cinerea, Trametes 
versicolor, Rigidoporus lignosus, Lentinus tigrinus in Trametes 
trogii, ter le ene zaprtotrosnice, Melanocarpus albomyces 
(Piontek in sod., 2002; Giardina in sod., 2010) (slika 1). La-
kaze iz vseh omenjenih gliv so sestavljene iz treh domen. 
Cu1 se nahaja na domeni 2, triatomski grozd pa med 
domenama 1 in 3. Struktura lakaz je pri prostotrosnicah 
stabilizirana z dvema disulfidnima mostičkoma med do-
menama 1 in 3 ter domenama 1 in 2. 

Kot že omenjeno, lakaze katalizirajo enoelektronsko oksi-
dacijo substrata, pri čemer se bakrovi atomi reducirajo in 
nastanejo kationski radikali (Thurston, 1994; Yaropolov in 
sod., 1994). V prvotno stanje se encim povrne z redukcijo 
molekularnega kisika do vode (Hammel, 1997; Solomon 
in sod., 1999; Baldrian, 2006). Pri reakciji nastaneta iz ene 
molekule kisika dve molekuli vode, pri čemer se morajo 
do ustreznih radikalov oksidirati štiri molekule substrata 
(Riva, 2006) (sliki 2 in 3). Pri oksidaciji substrata se reduci-
ra Cu2+ na mestu T1, odvzeti elektron pa se preko visoko 
ohranjenega tripeptidnega zaporedja His-Cys-His, ki po-
vezuje baker na mestu T1 z bakri v triatomskem grozdu, 

Slika 1. Kristalna zgradba lakaze iz glive pisana plos-
kocevka (Trametes versicolor, levo) in glive gnojiščna 
tintnica (Coprinopsis cinerea, desno) (www.pdb.org). 

Slika 2. Katalitični cikel lakaz. Sub: molekula sub-
strata, Sub«: prosti radikal substrata (prirejeno po 
Riva, 2006). 

0 2 + 4 H + + 4 e ~ 2 H 2 0 

Slika 3. Redukcija molekularnega kisika do vode 
(prirejeno po Call in Mücke, 1997). 

prenese na mesto T2/T3. Tam se zgodi redukcija mole-
kularnega kisika, saj triatomski grozd služi kot vezavno 
mesto za kisik (Baldrian, 2006; Kilaru in sod., 2006; Alcalde, 
2007). Pri reakciji nastali kationski prosti radikal lahko nato, 
odvisno od razmer v okolju, spontano polimerizira ali pa 
nadalje cepi vezi v organskem substratu (Alcalde, 2007; 
Giardina in sod., 2010). Lakaze na nek način delujejo kot 
baterije, saj shranjujejo elektrone, pridobljene s posame-
znimi enoelektronskimi oksidacijami substrata, ki jih nato 
porabijo za redukcijo molekularnega kisika. Natančen po-
tek redukcije kisika kljub številnim raziskavam še vedno ni 
povsem razjasnjen. 

Tipični substrati lakaz so fenoli, saj so njihovi redoks po-
tenciali dovolj nizki (od 0,5 V do 1 V), da Cu1 dopuščajo 
odvzem elektrona. Cu1 se nahaja v vdolbini encima, ki je 
dovolj široka za številne raznolike substrate, zaradi česar je 
Cu1 primeren akceptor elektronov (Giardina in sod., 2010). 

Oksidacija substratov je odvisna od razlike njihovega re-
doks potenciala in redoks potenciala Cu1. Z naraščanjem 
vrednosti pH se standardni redukcijski potencial fenolov 
zniža, vendar pa je aktivnost lakaze pri visokih vrednostih 
pH zmanjšana, saj se na ione bakra v triatomskem grozdu 
veže hidroksidni anion (OH-), ki prepreči prenos elektro-
na z mesta T1 na T2/T3 (Baldrian, 2006). Tudi sicer različni 
anioni, kot so azidi, halidi, cianidi in tiocianidi, na podoben 
način močno inhibirajo delovanje lakaz (Gianfreda in sod., 
1999; Alcalde, 2007). 
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SISTEM LAKAZ IN MEDIATORJEV 

Lignin je izredno heterogen in kompleksen polimer, se-
stavljen iz fenilpropanskih enot, ki so med seboj pove-
zane z različnimi vezmi C-C in C-O. Dolgo časa je veljalo 
prepričanje, da razgradnjo lignina glivam bele trohnobe 
omogočajo lignin-peroksidaze in mangan-peroksidaze. 
Lignin-peroksidaze so namreč sposobne oksidirati tako 
fenolne kot nefenolne spojine, medtem ko lakaze same 
ne morejo oksidirati nefenolnih podenot lignina. Lakaze 
so, tako kot ostali encimi, prevelike, da bi prehajale v ole-
senelo celično steno, zato je njihovo delovanje omejeno 
na površino olesenele celične stene. Kljub temu pa gli-
ve bele trohnobe razgrajujejo lignin v notranjosti celične 
stene še preden je ta razkrojena do stopnje, pri kateri bi 
encimi lahko prodirali vanjo (Call in Mücke, 1997; Hammel, 
1997). Takšen posreden razkroj olesenele celične stene 
je možen z oksidacijami substratov z majhno relativno 
molekulsko maso - mediatorjev (angl. laccase mediator 
system, LMS). Ti lahko prodirajo v lignocelulozni matriks 
in neodvisno od encima delujejo kot oksidanti. Mediator-
ji so uporabni tudi za oksidacijo substratov, ki imajo višji 
redoks potencial in jih lakaze same niso sposobne oksi-
dirati. Lakaze imajo nizek redoks potencial (0,4 V do 0,8 
V) v primerjavi z ligninolitičnimi peroksidazami (okoli 1 V) 
(Alcalde, 2007). Zaradi tega lahko neposredno oksidirajo 

Slika 4. Sistem oksidacije substrata z lakazo in mediatorji (prirejeno 
po Riva, 2006). 

Slika 5. Mediatorji lakaz: (a) 3-hidroksiantranilna kislina (HAA); (b) 
2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) (ABTS); (c) 
N-hidroksibenzotriazol (HBT); (d) N-hidroksiftaimid (HPI); (e) violu-
ronska kislina (VLA); (f) N-hidroksiacetanilid (NHA); (g) metil ester 
4-hidroksi-3,5-dimetoksi-benzojske kisline; (h) 2,2,6,6-tetrametilpi-
peridin-1-oksil (TEMPO) (prirejeno po Riva, 2006). 

le fenolne spojine z nizkimi redoks potenciali, ne pa tudi 
obstojnih aromatskih spojin z višjimi redoks potencia-
li. Kljub temu so lakaze udeležene v njihovo razgradnjo, 
saj namreč oksidirajo mediatorje, ki pa nato delujejo kot 
difuzivni oksidanti. Ti lahko nato sami oksidirajo številne 
substrate, vključno z nefenolnimi spojinami in velikimi 
molekulami, kot je lignin (slika 4). 

Vsi mediatorji so hkrati substrati lakaz in tvorijo reaktivne 
proste radikale, ki nato oksidirajo tudi bolj stabilne sub-
strate. Učinkovit mediator lakaze mora imeti dovolj dolgo 
življenjsko dobo, da lahko difundira do substrata, in dovolj 
visok redoks potencial, da lahko dotični substrat tudi oksi-
dira, obenem pa mora biti tudi sam ustrezen substrat za 
lakazo (Giardina in sod., 2010; Majeau in sod., 2010). Upo-
raba lakaznih mediatorjev je v preteklih letih dodatno raz-
širila obseg uporabe lakaz, saj lahko s tem sistemom kata-
liziramo potek reakcij, katerih lakaze same niso sposobne 
katalizirati. Uporaba mediatorjev pa ima tudi slabosti, saj 
so mediatorji pogosto toksični, nestabilni in dragi, lahko 
pa tvorijo tudi stranske produkte, ki inaktivirajo encim (Al-
calde, 2007; Majeau in sod., 2010). 

Eden izmed prvih uporabljenih mediatorjev lakaze je 
bil ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfon-
ska kislina)). Danes so v uporabi sintetični mediatorji tipa 
N-OH, kot so HBT (1-hidroksibenzotriazol), violuronska 

kislina, TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpi-
peridin-1-oksil) in N-hidroksiacetani-
lid, ki so najbolj povečali učinkovitost 
lakaze pri razgradnji lignina (Baldrian, 
2006) (slika 5). Znano je, da kot medi-
atorji lakaz delujejo številne spojine, ki 
nastanejo pri razgradnji lignina. Narav-

ni mediatorji lakaz so na primer anilin, 
siringaldehid, acetosiringon, vanilin 
in p-kumarična kislina (Baldrian, 2006; 
Majeau in sod., 2010). 

IZRAŽANJE LAKAZ 

Kot za vse druge snovi, glive za sintezo 
zunajceličnih encimov porabljajo ener-
gijo. Zaradi tega je izražanje genov, ki 
nosijo zapis za ligninolitične encime, 
regulirano s količino hranil v okolju. 
Omenjeni geni se večinoma izražajo v 
primeru, ko gliva na voljo nima dovolj 
hranil in mora kot vir energije oziroma 
ogljika uporabiti rastlinske polimere. 
Večina genov, ki kodirajo zapis za li-
gninolitične encime, se ob prisotnosti 
enostavno dostopnih virov ogljika, kot 
je glukoza, ne izraža (Aro in sod., 2005). 

l e s 63(2011) št. 5 
249 



Geni za lakaze so edini izmed ligninolitičnih encimov, ki 
se v mnogih prostotrosnicah v nizki ravni izražajo kon-
stitutivno (glive nenehoma sintetizirajo lakaze v majhnih 
količinah neodvisno od dejavnikov v okolju, kar jim, ob 
ustreznih pogojih, omogoča začetek razgradnje lignina). 

Sinteza lakaz je v veliki meri odvisna od količine hranil, 
razmer gojenja in razvojne stopnje, v kateri se gliva na-
haja, prav tako pa lahko nanjo vplivajo določene kemij-
ske spojine - induktorji. Ti na nastajanje lakaz vplivajo na 
nivoju transkripcije genov. Na indukcijo izražanja genov 
za lakaze tako vplivajo kovine, predvsem baker, pa tudi 
Cd2+, Ag+ in Mn+, in aromatske spojine, ki so strukturno 
podobne ligninu ali njegovim derivatom (2,5-ksilidin, 
ferulna ksilina, siringaldazin, veratril alkohol ...) (Cullen, 
1997; Gianfreda in sod., 1999). Na sintezo lakaz močno 
vpliva tudi količina hranil v gojišču, predvsem dušika in 
ogljika. Vpliv dušika na izražanje lakaz je vprašljiv, saj so 
empirično dokazali večjo lakazno aktivnost tako v gojiščih 
s pomanjkanjem kot z zadostno količino vira dušika, na 
splošno pa naj bi dušik zaviral ekspresijo lakaz (Majeau in 
sod., 2010). Nasprotno pa je znano, da visoke koncentra-
cije glukoze zavirajo transkripcijo genov za lakaze pri pro-
stotrosnicah (Baldrian, 2006; Giardina in sod., 2010; Majeau 
in sod., 2010). Povečanje lakazne aktivnosti se zgodi šele, 
ko koncentracija glukoze v gojišču pade in nastopi njeno 
pomanjkanje (Galhaup in sod., 2002). 

V glivah je pogosto najti več različnih genov za lakaze in 
v skladu s tem je bilo pri številnih glivah opaženih več la-
kaznih izoencimov (Kilaru in sod., 2006). S čedalje večjim 
številom določenih nukleotidnih zaporedij genoma raz-
ličnih vrst gliv pa so bolj dostopni tudi podatki o samih 
genih za lakaze. Tako so na primer ugotovili, da gene za 
lakazo vsebuje tudi gliva rjave trohnobe Postia placenta 
(Martinez in sod., 2009; Wei in sod., 2010). Domnevno gli-
ve potrebujejo več tipov lakaz zaradi različnih funkcij, ki jih 
te imajo v stopnji razvoja glive. 

UPORABA LAKAZ V BIOTEHNOLOGIJI 

Zaradi dokaj nespecifičnega delovanja so lakaze upo-
rabne v mnogih biotehnoloških procesih. Lakaze so za 
takšne namene bolj primerne od ostalih glivnih lignino-
litičnih encimov, na primer peroksidaz, ki za svoje delo-
vanje potrebujejo vodikov peroksid, saj kot končni preje-
mnik elektronov uporabljajo kisik, ki je načeloma vedno 
prisoten v okolju. Lakaze lahko uporabljamo za številne 
namene: delignifikacijo papirne kaše, biobeljenje papirja, 
obdelavo industrijskih odpadnih vod, encimatsko modifi-
kacijo vlaken in beljenje tekstila, encimsko odstranjevanje 
fenolnih spojin iz pijač ter kot biosenzorje ali biogorivne 
celice (Giardina in sod., 2010). 

Z izrazoma tehnologija rekombinantne DNA ali genskim 
inženirstvom opisujemo uporabo različnih načinov in teh-
nik izolacije genov, njihovo spreminjanje in razvrščanje v 
nova zaporedja, njihov vnos in pomnoževanje v izbranih 
gostiteljskih celicah in tudi izražanje v obliki beljakovin-
skih produktov. Izražanje vnešenih genov v gostiteljskih 
celicah, ki sicer normalno teh genov ne vsebujejo, ime-
nujemo heterologno izražanje ali heterologna ekspresija. 
Industrijska uporaba lakaz zahteva velike količine encima, 
ki jih lahko proizvedemo s tehnologijo rekombinantne 
DNA v ustreznih gostiteljskih celicah. Pri lakazah so to na-
vadno nižje vrste gliv, kot je Aspergillus. Poročali so tudi o 
heterolognem izražanju lakaz v kvasovkah Saccharomyces 
cerevisiae in Pichia pastoris, vendar pa ne poročajo, da bi s 
tem postopkom dosegli bistveno večje količine encima 
(Olempska-Beer, 2004; Alcalde, 2007; Majeau, 2010). Mo-
žno je, da raziskovalci podatkov o morebitnih uspešnih 
transformacijah zaradi poslovnih razlogov ne želijo javno 
objaviti. Ker na sintezo lakaz lahko vplivamo z dodajanjem 
induktorjev, je pridobivanje lakaz s heterologno ekspresijo 
primerna strategija za pridobivanje večjih količin encima. 
Pri tem je zelo pomembna izbira proizvodnega organiz-
ma, prav tako pa na izkoristke močno vpliva tudi celoten 
postopek proizvodnje, od sestave gojišča do postopkov 
ekstrakcije in čiščenja encimov. Glikozilacija glivnih lakaz 
je ena izmed večjih težav pri heterologni ekspresiji enci-
ma. Ker so lakaze večinoma zunajcelični encimi, je njihova 
izolacija preprosta, prav tako pa so lakaze v zunajceličnem 
okolju stabilne (Baldrian, 2006). 

Tako lakaze kot tudi sistem lakaz in mediatorjev danes 
uporabljamo v različnih postopkih. Dansko podjetje No-
vozymes na primer proizvaja komercialne mešanice laka-
ze in mediatorja za beljenje tekstila (DeniLite®), obdelavo 
plute za plutovinaste zamaške (Suberase®) in delignifikaci-
jo papirne kaše (Novozymes® 51003). Tudi sicer se številne 
raziskovalne skupine ukvarjajo z odstranjevanjem lignina 
iz papirne kaše, lakaze in mediatorje pa lahko uporabimo 
tudi za modifikacijo lignoceluloznih materialov, tako da 
pridobijo nove lastnosti. Poleg naštetega se lakaze upo-
rabljajo tudi v prehrambni industriji, sintetični kemiji, koz-
metični industriji ter za bioremediacijo (Couto in Herrera, 
2006; Alcalde, 2007). Imobilizirane lakaze lahko v nanobio-
tehnologiji uporabljamo tudi kot biosenzorje za detekcijo 
fenolnih spojin, kisika ali azidov (Yaropolov in sod., 1994; 
Couto in Herrera, 2006). 

Stroge okoljske zahteve, kot tudi predpisi za varovanje 
zdravja, so povzročili razvoj izdelovanja lesnih ploščnih 
kompozitov z manjšo vsebnostjo škodljivih ali dragih lepil 
ter nadomeščanje sintetičnih lepil z okolju bolj prijaznimi 
in bolj varnimi alternativami. Ena takšnih je tudi uporaba 
glivnih encimov pri lepljenju lesa, s čimer se izognemo 
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uporabi škodljivih sintetičnih lepil. Premreženje lesa lahko 
namesto z lepili dosežemo z radikalsko reakcijo, ki jo pov-
zročijo glivne oksidaze, predvsem lakaze. Prosti radikali na 
funkcionalnih skupinah lignina ob stiskanju in segrevanju 
omogočijo ponovno premreženje in nastanek ustrezne-
ga lepilnega sloja (Humar in Pohleven, 2005). 

Okolju prijazne metode modificiranja površine lesa, pa-
pirne kaše in ostalih lignoceluloznih materialov z vezavo 
fenolov in drugih molekul z majhno relativno molekulsko 
maso omogoča encimska tehnologija. Uporaba lakaze 
na omenjenih substratih je omogočila mnoge izboljšave, 
kot so povečanje trdnosti papirja, mikrobno odpornost, 
povečano hidrofobnost, UV stabilnost in požarno zašči-
to, ki jih dosežemo z vezavo molekul z majhno relativno 
molekulsko maso na lignin (Widsten in sod., 2008). Nare-
jenih je bilo že veliko raziskav, kjer so s pomočjo lakaze na 
lignocelulozne materiale vezali tehnični lignin in različne 
aromatske monomere ter modificirali površino tekstilnih 
vlaken z namenom vezave barvil ali doseganja bakterij-
ske odpornosti (Lund in sod., 2001; Chandra in sod. 2002; 
Grönqvist in sod., 2006; Fackler in sod., 2008; Kudanga in 
sod., 2010). 

SKLEP 

Lakaze so nedvomno encimi, ki jih je in jih bo mogoče ko-
ristno uporabiti v industrijskih aplikacijah velikega obse-
ga. V številnih biotehnoloških procesih, v skladu z vse bolj 
prisotno zeleno tehnologijo, bodo lakaze predstavljale 
pomembno konkurenčno prednost podjetij, saj bo s pre-
hodom na uporabo biotehnologije pomembno zmanj-
šan negativni vpliv njihovega delovanja na okolje. Poleg 
že sedaj široke palete aplikacij lakaze v industrijskih proce-
sih, preučevanje povezanosti njihove strukture s funkcijo 
ter iskanje novih načinov uporabe še vedno predstavljajo 
dovolj velik izziv in zahtevajo visoko znanstveno odlič-
nost. Kljub mnogim odkritjem pa lakaze, skriti potencial 
biotehnologije, še vedno predstavljajo izziv za uporabo v 
procesih, katerih koristi si še ne znamo predstavljati. 
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