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1. Introduction

Multicopper Oxidases, MCO are a family of enzy-
mes that catalyse oxidation reactions of a substrate with 
simultaneous reduction of molecular oxygen to water. 
The universal catalytic centre is responsible for these 
reactions for all MCOs, composed of 4 or more copper 
atoms which form T1, T2 types and diatomic T3 types. 
Although the structure of the catalytic centre of most 
enzymes classified as MCO is similar, their biological 
functions and catalytic properties may be completely 
different. 

So far (according to the UniProt database) circa 
50  thousand various enzymes characterized by the 
presence of a catalytic centre typical of MCO and the 
ability to oxidize organic and inorganic compounds 
have been recognised. Many researchers have sought 
to analyse the characteristics on the basis of which it is 
possible to properly classify a newly identified enzyme 

which displays MCO properties. However, this pro-
blem still seems to be unresolved for most MCOs due 
to the highly similar properties of most substrates and 
considerable homology of amino acid sequences (espe-
cially within the catalytic centre). The most commonly 
described MCOs include laccases (especially from fungi 
belonging to the Basidiomycota division), and so-called 
Laccase-like Multicopper Oxidases (LMCO), ascorbate 
oxidase (mainly described in higher plants), bilirubin 
oxidase (e.g. Myrothecium verrucaria), some fungal 
pigments and ferroxidases (e.g. Fet3p of Saccharomyces 
cerevisiae yeasts) [12, 26, 44]. 

The very high oxidation-reducing potential of MCOs 
and the diversity of reactions they catalyse have cau-
sed these enzymes to become highly popular among 
researchers worldwide and offer many possibilities of 
application. MCOs are relatively stable enzymes, easy 
to separate from a culture and purify, which, combi-
ned with their low substrate specificity, makes them 
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a valuable tool in drug production processes [5], elimi-
nation of phenolic compounds from alcohol products 
[13], dye synthesis [19], degradation and decolorization 
of wood pulp [93] or detoxification of xenobiotics [40]. 
It is mainly laccases and laccase-like enzymes that have 
attracted the attention of both the scientific commu-
nity and industry [40, 93, 94]. Little attention has been 
devoted so far to other groups of MCO enzymes, which, 
although relatively less widespread in the natural envi-
ronment, are an equally interesting object of research 
and offer a possibility of practical application.

2. Multicopper oxidases – classification, structure
 and properties

A common feature of all enzymes included in the 
MCO family is the presence of a catalytic centre compo-
sed of at least four copper atoms divided – on account 
of their spectroscopic and magnetic properties – into 
three types: T1 and T2 types – containing one copper 
atom and the diatomic T3 type [67]. Type T1 gives the 
enzyme molecule a blue colouring and exhibits intense 
light absorption at a wavelength of 610 nm, resulting 
from a covalent copper-cysteine bond. In turn the 
T2  type is colourless and, similarly to the T1 type, 
detectable by means of electroparamagnetic resonance 
spectroscopy (EPR). The T3 type does not exhibit acti-
vity in EPR spectroscopy as a result of antiferroma-
gnetic coupling of copper atoms. However, it is distin-
guished by a light absorption band at a wavelength of 
330 nm [9] (Fig. 1).

In the T1 centre, where the substrate undergoes 
oxidation, the copper atom is bound to two histidine 
residues and one cysteine forming a distorted trigonal 
pyramid structure. The His-Cys-His sequence mentio-
ned, which is characteristic of MCO, links T1 with T3. 
Sometimes the fourth amino acid residue, with weaker 
binding (most commonly methionine, leucine or phe-
nylalanine), may occur in an axial position, which 
affects the oxidoreduction potential of the enzyme, 
stabilizes it and regulates its activity. The copper atom 
of T2 type and two atoms of T3 type, located in close 
proximity, are coordinated by the so-called interdomain 
copper binding sites, composed of 2 and 6 histidine 
residues respectively, and forming a triatomic copper 
cluster (known as Trinuclear Cu Cluster, TNC). It is 
a structure unique for the MCO family and is the place 
where binding and the four-electron reduction of mole-
cular oxygen into water occurs [76].

The majority of MCOs contains about 500 amino 
acid residues and adopts the β-sheet layout in its secon-
dary structure, shaped into the characteristic motif of 
the Greek Key [32, 43]. Typically, an MCO molecule 
consists of three domains formed in this manner. The 
T1 copper centre is located in domain 3 (blue copper-
-binding domain), and the T2/T3 triatomic copper 
cluster is located at the interface between domains 1 
and 3, which is farther away from the protein surface 
compared to domain 3. However, apart from the three-
-domain MCOs, proteins possessing two or six domains 
have also been characterized [61].

The MCO catalytic mechanism includes (1) the 
reduction of the T1 Cu site by capturing an electron 
from the oxidized substrate, (2) transferring the elec-
tron from the T1 site to the TNC and (3) reduction of 
O2 with formation of two water molecules (Fig. 2). 

MCOs oxidize a wide spectrum of substrates, such 
as phenol, methoxyphenol, aromatic amines, multi-aro-
matic compounds, metal ions [39, 51]. MCO-cataly-
sed reactions may occur directly (reactions of simple 
phenolic compound oxidation) or in the presence of 
a compound called a mediator, which mediates the 
transfer of electrons from the substrate to the active 
enzyme centre (Fig. 3). If direct oxidation of the phe-
nolic substrate leads to the formation of its reactive Fig. 1. Model of the catalytic cluster of MCO.

Fig. 2. Schematic of the catalytic mechanism of laccase.
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and unstable radicals, these may, in the process of non-
-enzymatic, spontaneous coupling reactions combine to 
form dimers, oligomers or polymers [66].

MCOs are a very diverse group of enzymes pro-
duced by both prokaryotic organisms and Eukaryota, 
and are characterized by various, not yet fully under-
stood, biological functions. Although all MCOs exhibit 
the capability for oxidizing aromatic compounds, two 
functional classes can be distinguished among them 
[86]. The first one is the enzymes that oxidize orga-
nic substrates more readily than metal ions. The group 
consists mainly of laccases and laccase-like enzymes. 
The latter, in turn, oxidize metal ions, such as Fe (II), 
Cu (I) and/or Mn (II), with higher efficiency, compared 
to organic substrates. The latter enzymes are referred to 
as metal oxidases, and the most common ones among 
them are human ceruloplasmin (Cp) and yeast ferroxi-
dase (Fet3p) [53]. The MCO division is not permanent 

and systematic, as there are no clear criteria for classi-
fication. For example, according to Hoegger et al. [26] 
multicopper oxidases form 10 enzyme groups: Basidio
mycota laccases, Ascomycota laccases, insect laccases, 
MCO fungal pigments, fungal ferroxidases, plant and 
fungal ascorbate oxidases, plant-like enzymes like lac-
case, cooper resistance proteins (CopA), bilirubin oxi-
dases and copper efflux proteins (CueO) (Table I). In 
turn, Sirim et al. [83] distinguished within the MCO 
family: laccases, ferroxidases, ascorbate oxidases (AO) 
and bilirubin oxidases (BOD). After integration of 
the sequence data and MCO structures, the Laccase 
Engineering Database (LccED) was constructed (https:  
/lcced.biocatnet.de/). Currently, the database contains 
16 MCO superfamilies containing over 14,000 amino 
acid sequences of 10,415 various proteins (Tab. I). 

The identification of laccases from among multi-
-copper oxidases has remained ambiguous so far. Reiss 

Fig 3. Mechanisms of reactions catalyzed by MCO.
I – reactions occurring directly, II – reactions occurring in the presence of a mediator, III – coupling reactions

[Polak i Jarosz-Wilkołaka [66], modified].

Basidomycota laccases Trametes pubescens pH 3–4.5; DMP, syringaldazine [21]
Ascomycota MCOs Aspergillus niger pH 5–6; DMPPDA [90]
Insects laccases Anopheles gambiae pH 6; ABTS [46]
Fungal pigments MCOs Aspergillus niger pH 5; DMPPDA [90]
Fungal ferroxidases (Fet3p) Saccharomyces cerevisiae pH 5; p-phenylendiamine [86]
Ascorbate oxidases Brassica oleracea var. italica pH 7 ascorbic acid solution [80]
Plants laccases  Rhus vernicifera pH 9; syringaldazine [96]
Bilirubin oxidases Myrothecium verrucaria pH 8; syringaldazine [96]
Copper efflux proteins (CueO) Escherichia coli pH 6.5; DMP [72]
Bacterial laccases (CotA) Bacillus subtilis T ½ in 80°C after 2–4 h [61]
Copper-resistance proteins (CopA) Pseudomonas syringae pH 5; DMP [84]

Table I
Classification of multicopper oxidases

Group of MCOs Microorganism Enzyme characteristic References

MCO classification according to Hoegger et al. [26] with characteristic of enzymes and examples of organisms producing them
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et al. [71] proposed using the term “laccase” only for the 
enzyme isolated from the sap of Rhus vernicifera tree 
and introducing the term “laccase-like multi-copper 
oxidases” (LMCO) to account for the potential diffe-
rences in their biological functions and biochemical 
features. In addition, Brander et al. [6] state that the 
term “laccases” was originally used in relation to plant-
-origin multicopper oxidases possessing three domains. 
Ihssen et al. [30] recommends classifying as laccases 
only those MCOs that have been isolated with urushiol 
– unsaturated alkyl catechol. The classification of enzy-
mes in the MCO family is complex due to their broad 
substrate specificity, however, detailed biochemical 
characterization is necessary in order to organize the 
divisions proposed by the researchers. The division of 
MCOs is not permanent and systematic, as there are 
no clear criteria for classification. The division accep-
ted by Hoegger et al. seems to be the most appropriate 
[26], however, due to slightly different biochemical pro-
perties and not fully specified biological functions, it 
seems reasonable to distinguish among the MCO also 
the group of laccase-like LMCO enzymes.

3. Identification methods of MCOs

Until recently, the identification of enzymes inclu-
ded in the MCO was based mainly on the characteri-
stics of their biochemical features and catalytic abilities. 
MCO interactions with substrates can be broadly divi-
ded into two categories and one can distinguish enzy-

mes with low substrate specificity and enzymes with 
high specificity. The plant and fungal laccases belong 
to the first category and they can oxidize diphenols, 
aryl amines and aminophenols, and their Km values are 
generally within the range of 1–10 mM. The remaining 
MCOs have a significant degree of substrate specificity 
(Km < 1 mM) [85]. 

Some substances such as guaiacol, diammonium 
salt of 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
acid) (ABTS), 2,6-dimethoxyphenol (DMP) and cate-
chol have long been termed model laccase substrates 
[71]. However, it turned out that many of them are also 
oxidized by other enzymes from the MCO group, e.g. 
LMCO or bilirubin oxidases. Syringaldazine used to be 
considered to be a specific laccase substrate [64]. Syrin-
galdazine and ABTS can be converted by MnP or LiP. 
However, the oxidation which depends on H2O2 allows 
for distinguishing these enzymes from MCO. MCO can 
also be distinguished from MnP using the leucober-
belin blue dye test. This compound reacts specifically 
with manganese ions released by MnP, resulting in the 
emergence of blue colour exhibiting the maximum 
absorption of light at the wavelength of 620 nm [18]. 
Figure 4 presents a scheme for the identification and 
differentiation of laccases from other ligninolitic enzy-
mes proposed by Fernandes et al. [18]. 

While the ability to oxidize specific substrates allows 
one to quickly determine the activity of a given enzyme 
from the MCO group, in the era of the development of 
highly advanced molecular techniques, it should not be 
the only method of identification and characterization 

Fig. 4. The proposed scheme for the differentiation of laccases from other ligninolitic enzymes.
According to Fernandes et al. [18], modified.
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of the newly recognized protein. The development of 
omics techniques, such as genomics, transcriptomics 
and proteomics has contributed to determining the 
genes responsible for encoding enzymes, studying their 
expression at the level of the transcriptome and quan-
titative and qualitative analysis of the MCO against the 
background of other proteins in the body. Perry et al. 
[65] was the first to identify two genes encoding lacca-
ses Agaricus bisporus and found that these enzymes may 
exist as isoforms and be encoded by multigene gene 
families. Hence, hundreds of genes encoding MCO have 
been identified in both fungi and bacteria. The pre-
sence of many genes encoding enzyme isoforms in one 
strain may indicate the involvement of these enzymes 
in various physiological processes. The confirmation of 
this hypothesis may be the fact that individual enzyme 
isoforms often differ in substrate specificity and their 
activity may be different in different pH or temperature 
variants. Some of them have a constitutive character, 
and some may be induced, for example, by aromatic 
compounds or copper ions. Genomic and proteomic 
techniques have made it possible to identify consen-
sus sequences for MCOs which distinguish them from 
other enzymes. These sequences contain four (L1, L2, 
L3, L4) contiguous fragments of copper-binding amino 
acid residues, whose degree of similarity, depending on 
the organism from which the enzyme is derived, can 
range from 75 to 85%. The L2 and L4 regions allow the 
enzyme to be classified as MCO, whereas the L1 and 
L3 sequences indicate the subgroup of the enzyme [23]. 

4. Laccases vs. others MCOs

Among the microbial MCOs, laccases constitute the 
most studied and described group, being also the most 
numerous one. These are three-domain MCOs which 
were isolated for the first time by H. Yoshid in 1883 
from resin from the Rhus vernicifera tree. Plant lacca-
ses, owing to the dehydrogenation mechanisms, play an 
important role in the polymerization of lignin-forming 
phenolic compounds, regeneration of damaged tissues 
and iron oxidation by converting Fe (II) to Fe (III) [15]. 
Although according to some researchers, the term lac-
case should be reserved exclusively for enzymes obta-
ined from plants, also other three-domain MCOs, e.g. 
of microbial origin, are called laccase if only they exhi-
bit the ability to oxidize aromatic compounds [61]. 

Laccases of fungal origin most often occur in the 
form of several monomers which oligomerize and 
then form multimeric complexes. The average mole-
cular weight of the monomer ranges from about 50 
to 110 kDa. An important feature of fungal laccases is 
a  carbohydrate group with covalent binding, usually 
constituting 10 to 45% of the total enzyme molecule and 

consisting mainly of mannose, N-acetylglucosamine and 
galactose. All these features protect fungal laccases aga-
inst proteolysis, high temperatures, extremely high or 
low pH values and other unfavourable factors [15, 74]. 

Among the fungi capable of the biosynthesis of lac-
cases, the most numerous groups are those from the 
Basidiomycota division, e.g. Lentinus tigrinus, Agaricus 
bisporus, Trametes versicolor [82]. Amongst them, there 
occur quite often the so-called fungi of white wood 
rot, incl. strains of the species Phlebia radiate, Pleuro
tus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Cerrena 
unicolor [87]. The synthesis of these enzymes has also 
been described in the fungi belonging to the Ascomy
cota division, e.g. Aspergillus niger, A. oryzae, Neuro
spora sp., Trichoderma atroviride and T. harzianum 
[87]. In fungi, laccases are involved in the processes of 
morphogenesis, lignin degradation and defence reac-
tions to stress. These enzymes produced by saprophytic 
and mycorrhizal fungi are involved in the circulation 
of organic matter in the soil by degrading plant litter 
polymers or the formation of humic compounds [26]. 
Bacterial laccases have been identified in the cultures 
of strains including Azospirillum lipoferum, Escherichia 
coli, Bacillus subtilis and several species of Streptomyce
tes [7]. They were also described in Anabaena azollae 
cyanobacteria. Bacterial laccases are characterized by 
greater activity and stability than fungal enzymes at 
high temperatures, at alkaline pH and in the presence 
of high concentrations of chlorine and copper ions [15]. 

Both phenol and non-phenol substrates can undergo 
laccase-mediated catalytic reactions. In the case of 
molecules with high redox potential and with large size 
particles, which are not able to independently penetrate 
into the active enzyme centre, the action of the so called 
mediators is indispensable. They are organic compounds 
of low molecular weight which, when oxidized by lac-
case, form highly active cationic radicals capable of oxi-
dising non-phenolic compounds. The most commonly 
used synthetic mediators are ABTS, hydroxyanthranilic 
acid (HAA), hydroxybenzotriazole (HBT) and hydroxy-
phthalimide (NPI). Natural mediators such as vanillin 
and syringaldehyde also have a similar effect [66].

Laccase-like multicopper oxidases (LMCO), similar 
to laccases, catalyse the oxidation of various substrates 
combined with the reduction of the O2 molecule to two 
molecules of H2O. Their biological functions are simi-
lar to the role of laccases, but not all of them have yet 
been recognized. LMCO have been described in many 
bacteria and fungi. The average molecular weight of 
LMCO is in the range of 51–66 kDa, while the num-
ber of amino acid sequences of enzymes is 470–600 aa. 
LMCO of Streptomyces bacterium have also been 
described, whose molecular mass is 32.6 kDa, and the 
amino acid sequence length is 297 aa. LMCOs of gram-
-negative bacteria differ from all other LMCOs through 
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the presence of proline between the two histidines and 
the additional histidine in the second position after 
the HXH motif. LMCOs of bacterial origin are con-
sidered to be more effective in the decomposition of 
organic compounds than fungal LMCOs. On the other 
hand, fungal LMCOs have a wider substrate range than 
LMCOs from gram-negative bacteria [49].

The optimum pH value for LMCO activity is not the 
same because it depends on the substrate used for its 
measurement [49]. For example, three types of LMCO 
originating from Aspergillus niger: McoA, McoB and 
McoG were purified and characterized for their bio-
catalytic potential. All three enzymes were monomers 
with molecular weights in the range of 80 to 110 kDa. 
The highest McoA activity was observed in the pH 5.0 
environment, while pH 6.0 was optimal for McoB and 
McoG. Additionally, McoA and McoB oxidized DMP-
PDA (N, N-dimethyl-p-phenylenediamine) in a wider 
pH range than McoG [89]. The LMCO isolated from 
Myrothecium roridum showed activity of both MCO 
and bilirubin oxidase [35].

Bilirubin oxidase is a thermostable enzyme conta-
ining a disulphide bond. BOD catalyses the oxidation 
of tetrapyrroles, e.g. bilirubin to biliverdin as well as 
diphenols or aryl diamines with simultaneous reduc-
tion of four oxygen atoms to water [10]. This enzyme 
was discovered in the non-ligninolytic fungus Myrothe
cium verrucaria MT-1 in 1981 by Noriaki Tanaka and 
Sawao Murao. Unlike laccases, BODs are characterized 
by higher activity and stability at neutral pH and high 
temperature, however not higher than 60°C. They are 
also characterised by high tolerance to chloride anions 
and other chelators [52]. For example, bilirubin oxidase 
isolated from Myrothecium verrucaria (MvBOD) exhi-
bited the highest catalytic activity in the temperature 
range of 30–60°C and pH from 7 to 8.5. However, in 
solutions with pH above 9, a decrease in BOD catalytic 
activity by as much as 50% has been observed [91].

Ascorbate oxidase catalyses the oxidation of ascor-
bate to dehydroascorbic acid with formation of H2O 
in the presence of oxygen. It has been isolated from 
higher plants, in which it occurs in the largest amount 
in the cell wall and is involved in their growth [80, 85]. 
Ascorbate oxidase also participates in defence reactions 
by modifying the apoplastic space [26]. Its activity and 
expression are induced by auxin and light, which sug-
gests that it is involved in signal transduction [95]. AO 
has also been described in microorganisms, including 
Myrothecium verrucaria, Aerobacter aerogenes, Acremo
nium sp. HI-25 [60, 80]. In contrast to laccases which 
act as monomers, it is necessary to create a homodimer 
structure for proper functioning of the AO. Such a pro-
tein structure also performs stabilizing functions [61].

The copper efflux oxidase (CueO), which is pre-
sent in periplasm in E. coli, may oxidize p-phenylene-

diamine and 2,6-dimethoxyphenol. Like some other 
three-domain MCOs, it possesses ferroxidase activity. 
As a result, the enzyme not only protects the cell against 
the adverse effects of copper ions (through the oxida-
tion of Cu+ to less harmful Cu2+), but also participates in 
iron homeostasis. CueO has been shown to oxidize the 
catechol groups of 2,3-dihydroxybenzoic acid, which is 
a precursor of enterobactin [24]. CueO has a structure 
similar to laccase and AO, but the conformation of the 
TNC makes it different from other MCOs. In addition, 
within the third domain, CueO contains methionine-
-rich regions which act as a copper ion sensor, in the 
presence of which the enzyme activity increases signi-
ficantly [61, 72].

Another bacterial MCO is the copper resistance 
protein (CopA), consisting of three domains, described 
in Pseudomonas syringae or Xanthomonas campestris 
[26]. The activity of this enzyme was determined based 
on the ability to oxidize 2,6-dimethoxyphenol [84]. As 
reported by Nakamura and Go [61], in aerobic condi-
tions CopA and CueO control copper metabolism by 
exporting the excess of Cu (I) from the cytoplasm and 
oxidation to Cu (II), which is less toxic.

The B. subtilis strain is capable of producing a ther-
mostable protein – CotA, which coats endospores. 
CotA consists of more than 30 types of polypeptides 
and is resistant to both physical and chemical factors. It 
results from the function it performs, namely the pro-
duction of melanin pigment, which protects against 
UV radiation and hydrogen peroxide [17, 29]. In addi-
tion, the protein is highly stable because the half-life of 
activity at 80°C was determined to be 2–4 hours [61]. 
According to Rajeswari [69], CotA laccase is similar to 
CueO in E. coli based on the construction of the cata-
lytic centre, however, the cross-domain loop possesses 
sites at which allow for tighter packaging, which impro-
ves the stability of the entire structure and increases 
thermostability [61]. According to Enguit et al. [16], 
this segment contains only 4 of the 46 proline residues 
constituting the entire CotA. Therefore, it may suggest 
that the proline content both determines the thermo-
stability of the protein and significantly increases it in 
combination with increased packaging [16].

MCO fungal pigments, found mainly in Ascomy
cota, including Aspergillus nidulans [90] are responsible 
for the oxidation of dihydroxyphenylalanine (DOPA) 
to dopaquinone along the melanin synthesis pathway. 
These enzymes differ significantly from other MCOs 
in the construction of the S2 region [44]. They oxidize 
typical laccase substrates, among others p-phenylene-
diamine, pyrogallol, gallic acid or ABTS [89]. 

MCO includes also ferroxidases, characterized by 
affinity to Fe (II), which is not shown by other multi-
copper oxidases. The most frequently described ferro-
xidases are the plasma membrane protein of Saccha
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romyces cerevisiae (Fet3p) and human ceruloplasmin 
(hCp) consisting of six domains. Based on X-ray exa-
mination of the crystal structure of ceruloplasmin, it 
was established that in the second, fourth and sixth 
domains there occurs a copper binding site, while the 
first and sixth domain divide the tri-nuclear, inter-
-domain copper binding site to form a pseudosymme-
tric C3 structure [61]. Cp exhibits the ability to oxidize 
aromatic diamines and other aromatic compounds [85]. 
Ferroxidases play an important role in iron homeosta-
sis in yeasts and mammals [86]. Fet3p participates in 
the Fe (II) transport system with high affinity in yeast. 
Initially, Fe  (III) is reduced to Fe  (II) by ferroxidase, 
after which it is transported in the cell. Fet3p performs 
a protective role by suppressing the cytotoxic action of 
copper and iron [26, 85]. 

Another example of MCO is SLAC, a two-domain 
multicopper oxidase described in Streptomyces coeli
color, which exhibits the ability to oxidize aromatic 
and non-aromatic compounds containing amino and 
hydroxyl groups. Due to the similarity of the sequence 
to fungal laccases, but also smaller size, this enzyme 
has been defined as a small laccase. On the basis of the 
comparative analysis of protein sequences, the simila-
rity of SLAC and other laccases in the position of metal 
ligands has been established. However, the occurrence 
of 24 histidine residues in the SLAC sequence has been 
established, which may indicate its role in binding the 
excess of intracellular copper ions in order to transfer 
them during export through the TAT secretory system 
[50]. SLAC is characterized by resistance to reducing 
compounds and thermal stability. In addition, this 
enzyme exhibits the highest activity in the environment 
with pH 9 [11, 50]. Owing to these features, SLAC have 
found their application in the pulp and paper industry 
for dye decolorization [11].

5. Application of multicopper oxidases

On account of the ability to oxidize many substra-
tes, extracellular character and fairly high stability in 
a wide range of pH and temperatures, the MCO enzy-
mes are characterized by a high application potential. 
So far enzymes from this group have found application 
in environmental protection, medicine, pharmaceutical 
industry, cosmetics and in the food industry. Laccases 
and laccase-like enzymes, which are the most common 
and characterized MCO group, are mainly used as bio-
catalysts in the synthesis reactions of new compounds, 
detection, biotransformation and biodegradation of 
toxic impurities (Table II). 

MCO enzymes have been applied in many areas of 
the food industry, like baking, vegetable and fruit pro-
cessing, winemaking and brewing. The bakery industry 

commonly uses laccases to improve bread structure, 
as well as the flavour and durability of pastries [73]. 
However, it has been proven that other MCOs, such as 
bilirubin oxidase, can be used to cross-link biopolymers 
by improving the physicochemical properties of food 
products [98]. The process increases the durability and 
stability of dough, at the same time reducing its visco-
sity. This effect was noted especially when using lower 
quality flour [51]. MCO is used, e.g., for cross-linking 
arabinoxylans so that the created network of transverse 
polymer bonds has a positive effect on crumb and cru-
stiness of bread [40]. Laccases can be used instead of 
physical adsorbents like SO2 to eliminate undesirable 
phenol derivatives, causing darkening and clouding of 
fruit juices, beers and wines [13, 40]. New reports have 
appeared lately, indicating the possible use of MCOs 
isolated from cultures of lactic acid fermentation bac-
teria, among others for removing biogenic amines from 
wine and some oriental cuisine products [2, 8, 25]. The 
use of MCO in the food industry is quite common. Pre-
parations available on the market, such as Falouvorstar, 
Suberase or LACCASE Y120, which are based on lac-
case activity, are successfully used in brewing, produc-
tion of corks for the wine industry and improvement 
of the colour values of food products [40].

Enzymes from the MCO group are used as bioca-
talysts in the reactions yielding many active substances 
which are components in the composition of household 
chemistry, body care products and medicines characte-
rized by antimicrobial and antioxidant activity [79, 93]. 
Such activity is exhibited by molecular iodine (I2), whose 
preparation through oxidising I– has been described for 
MCOs isolated from the culture of Alphaproteobacte
rium sp. Q-1 and Roseovarius sp. A-2 [81, 88]. Strong 
antifungal activity has also been proven for iodinated 
phenolic compounds obtained in the reaction cataly-
sed by laccase [31, 78]. Laccases are also successfully 
used as biocatalysts in the synthesis of drugs, among 
others β-lactam antibiotics and anti-cancer agents, e.g. 
vinblastines or mitomycin [45, 56]. Since 2006, when 
antiproliferative activity of laccase was demonstrated for 
the first time, intensive research has been conducted 
on the use of this enzyme as an anti-cancer agent [92]. 
The ability to inhibit cell division of breast, liver, colon 
and prostate cancer has been proven for laccases from 
various species of basidiomycetes [68, 70]. The applica-
tion of laccase manufactured by Cerena unicolor in the 
treatment of blood and cervical cancer has been demon-
strated and covered by patent protection [37, 54]. This 
enzyme, added in the right concentration, had a strong 
cytotoxic effect on cervical cancer cells of the SiHa and 
CaSki line and did not affect adversely the fibroblast 
cells constituting the reference system [59]. The same 
enzyme exerted pro-apoptotic action on blood cancer 
cells of Jurkat and RPMI 8226 lines [55]. MCOs may 
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also have antiviral effects. Lentinus tigrinus, a fungal 
laccase, inhibits the activity of HIV-1 reverse transcrip-
tase, without which the virus is unable to transcribe 
genetic material from RNA to DNA [96]. 

MCOs can be used for analytical purposes, inclu-
ding biological, enzymatic and immunochemical tests 
[94]. Laccase is used to detect the presence of mor-
phine [5]. In turn, bilirubin oxidase-based (BOD) 
biosensors, designed in order to precisely determine 
the level of bilirubin, whose excessively high concen-
tration in human serum is lethal, are characterized by 
high sensitivity and efficacy [28]. Furthermore, biliru-
bin and ascorbate oxidases have been used for clini-
cal trials aimed at eliminating the effect of ascorbate, 
which adversely affected the liver [76]. The MCO cata-
lytic activity, which is accompanied by the reduction of 
oxygen to water molecules, is used to obtain electrons, 
i.e. the driving force of biocells [52, 77]. 

In the cosmetics industry laccase is used for the pro-
duction of dyes and can be used in non-toxic hair dyes 
instead of the oxidizing agent – hydrogen peroxide [4]. 
Such preparations are more convenient to use and less 
irritating to the organism due to the replacement of 
the oxidizing agent, which weakens hair and destroys 
their structure [13]. Moreover, laccases can be used in 
skin lightening preparations by reducing the content 
of melanin [40].

Biosynthesis of dyes using laccase is an environ-
mentally friendly alternative to chemical synthesis 
of textile dyes and allows for reducing process costs. 
Substances obtained in this way are characterized by 
a wide range of colours and durability comparable to 
synthetic dyes [33]. On the other hand, these enzymes 
can also be used for decolorization of fabrics (e.g. jeans) 
or transforming dye precursors into their active forms, 
increasing the efficiency of the dyeing process [66]. This 
allows for limiting the application of chemical bleaches 
and is particularly useful for fabrics sensitive to chemi-
cal compounds [94].

Due to the ability to remove toxic phenols formed 
during the degradation of lignin, laccase participates in 
the reactions of its depolymerization [93]. In addition, 
these enzymes may be useful in the modification of cel-
lulose fibres [40]. In order to improve the oxidation of 
non-phenolic compounds, laccase activity is supported 
by mediators, e.g. ABTS, TEMPO or HBT. However, 
the cost of synthetic mediators is an important limiting 
factor [94]. 

Mostly laccases of fungal origin have been widely 
applied to the process of bioremediation of contami-
nated areas [36]. These enzymes are used both in a free 
and immobilized form to eliminate a wide spectrum of 
toxic compounds, such as: phenolic compounds, chlo-
rophenols, cyclic aromatic hydrocarbons or alkenes 
being components of, among others, pesticides. MCO 

enzymes can also be used for neutralization of compo-
unds belonging to the group of the so-called hormone 
modulators (EDCs), i.e. compounds adversely affec-
ting the function of the endocrine system of humans 
and animals [58]. The research carried out by Garcia-
-Morales et al. [22] demonstrated a high biocatalytic 
efficiency of the protein mixture (LacI and LacII) of the 
CS43 Pycnoporus sanguineus fungus, which was used 
in the biotransformation of EDCs such as bisphenol A, 
4-nonylphenol, 17-α-ethinylestradiol and triclosan. The 
capabilities of different laccases, LMCO enzymes and 
bilirubin oxidase for decolorization of industrial dyes 
and their elimination from wastewater have also been 
widely explored [34, 94]. For example, a crude extract 
of the laccase derived from the fungus P. nebrodensis 
has shown effective decolorization (82.69%) of mala-
chite green after just one hour of incubation [99].

6. Summary

MCO proteins are enzymes containing from one to 
six atoms of copper per molecule. Multicopper oxidases 
include laccases, ferroxidases, ascorbate oxidase, biliru-
bin oxidase, some fungal pigments with multicopper 
oxidase character and the so-called laccase-like enzy-
mes. MCOs possess the ability to oxidize both organic 
and inorganic compounds. The reactions catalysed by 
MCO are accompanied by the reduction of molecular 
oxygen to water. These properties make them a valuable 
tool in bioremediation processes, medicine, pharma-
ceutical industry, cosmetics and food industry.
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1. Wstęp

Wielomiedziowe oksydazy (Multicopper Oxidases, 
MCO) to rodzina enzymów katalizujących reakcje utle-
niania substratu z jednoczesną redukcją tlenu cząstecz-
kowego do wody. Za te reakcje odpowiada uniwersalne 
dla wszystkich MCO centrum katalityczne, w którego 
skład wchodzi 4 lub więcej atomów miedzi tworzących 
typy T1, T2 i dwuatomowy T3. Chociaż budowa cen-
trum katalitycznego większości enzymów zaliczanych 
do MCO jest zbliżona, ich funkcje biologiczne oraz 
właściwości katalityczne mogą być zupełnie odmienne. 

Jak dotąd poznano (wg bazy UniProt) ok. 50 tys. 
różnych enzymów charakteryzujących się obecnością 
typowego dla MCO centrum katalitycznego i zdolnoś-
cią do utleniania związków organicznych i nieorganicz-
nych. Wielu badaczy starało się przeanalizować cechy 
na podstawie, których możliwe jest odpowiednie zakla-
syfikowanie nowo zidentyfikowanego enzymu o właści-
wościach MCO. Jednak ze względu na bardzo zbliżone 
właściwości wobec większości substratów oraz dużą 

homologię sekwencji aminokwasowych (zwłaszcza 
w obrębie centrum katalitycznego) dla większości MCO 
problem ten nadal wydaje się być nierozwiązany. Do 
najczęściej opisywanych MCO należą lakazy (zwłaszcza 
pochodzące z grzybów zaliczanych do gromady Basi
diomycota), oraz tzw. enzymy lakazopodobne (Laccase-
-like Multicopper Oxidases, LMCO), oksydaza askor-
binianowa (opisywane głównie u roślin wyższych), 
oksydaza bilirubinowa (np. u Myrothecium verrucaria), 
niektóre pigmenty grzybowe i ferroksydazy (np. Fet3p 
drożdży Saccharomyces cerevisiae) [12, 26, 44]. 

Bardzo wysoki potencjał utleniająco-redukujący 
MCO oraz różnorodność katalizowanych przez nie 
reakcji sprawiły, że enzymy te cieszą się dużym zain-
teresowaniem badaczy na całym świecie i wykazują 
wiele możliwości aplikacyjnych. MCO są enzymami 
stosunkowo stabilnymi, łatwymi do wydzielenia z ho- 
dowli oraz oczyszczenia, co w połączeniu z ich niską 
specyficznoś cią substratową czyni je cennym narzę-
dziem w  procesach produkcji leków [5], eliminacji 
związków fenolowych z wyrobów alkoholowych [13], 
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syntezy barwników [19], degradacji i odbarwiania 
pulpy drzewnej [93] lub detoksykacji ksenobiotyków 
[40]. Uwagę zarówno środo wiska naukowego, jak 
i  przemysłu, skupiły na sobie głównie lakazy oraz 
enzymy lakazo-podobne [40, 93, 94]. Niewiele uwagi 
poświęcono jak dotąd innym grupom enzymów 
z rodziny MCO, które, mimo że są stosunkowo słabiej 
rozpowszechnione w środowisku naturalnym, stanowią 
równie interesujący obiekt badań oraz charakteryzują 
się możliwością zastosowania w praktyce.

2. Wielomiedziowe oksydazy – klasyfikacja,
 struktura i właściwości

Cechą wspólną wszystkich enzymów zaliczanych 
do rodziny MCO jest obecność centrum katalitycznego 
zbudowanego z co najmniej czterech atomów miedzi 
podzielonych, z uwagi na ich spektroskopowe i magne-
tyczne właściwości, na trzy typy: typy T1 i T2 – zawiera-
jące po jednym atomie miedzi oraz dwuatomowy typ T3 
[67]. Typ T1 nadaje cząsteczce enzymu niebieskie 
zabarwienie i wykazuje intensywną absorpcję światła 
przy długości fali 610 nm wynikającą z kowalencyjnego 
wiązania miedź-cysteina. Z kolei typ T2 jest bezbarwny 
i podobnie jak typ T1, wykrywalny za pomocą spek-
troskopii rezonansu elektroparamagnetycznego (EPR). 
Typ T3 w wyniku antyferromagnetycznego sprzężenia 
pary atomów miedzi nie wykazuje aktywności w spek-
troskopii EPR, odznacza się jednak pasmem absorpcji 
światła przy długości fali 330 nm [9] (Ryc. 1). 

W centrum T1, gdzie następuje utlenienie substratu, 
atom miedzi związany jest z dwiema resztami histydyny 
i jedną cysteiną tworząc zniekształconą strukturę pira-
midy trygonalnej. Wymieniona sekwencja His-Cys-His, 
charakterystyczna dla MCO, łączy T1 z T3. Niekiedy 
może występować w pozycji osiowej, czwarta, słabiej 
związana reszta aminokwasowa (najczęściej metionina, 
leucyna lub fenyloalanina), która wpływa na potencjał 
oksydoredukcyjny enzymu, stabilizuje go oraz reguluje 
jego aktywność. Położone w bliskim sąsiedztwie atom 
miedzi typu T2 i dwa atomy typu T3 koordynowane 
są przez tzw. międzydomenowe miejsca wiązania mie-
dzi, zbudowane odpowiednio z 2 i 6 reszt histydyny 
i tworzące trójatomowy miedziowy klaster (Trinuclear 
Cu Cluster, TNC). Stanowi on strukturę unikatową 
dla rodziny MCO i jest miejscem, w którym następuje 
wiązanie i czteroelektronowa redukcja tlenu cząstecz-
kowego do wody [76].

Większość MCO zawiera około 500 reszt aminokwa-
sowych i przyjmuje w swej strukturze drugorzędowej 
układ harmonijki β (β-sheet) uformowanej w charakte-
rystyczny motyw klucza greckiego (Greek Key) [32, 43]. 
Z reguły cząsteczka MCO składa się z  trzech domen 
uformowanych ten sposób. Centrum miedzi T1 znaj-
duje się w domenie 3 (blue copper-binding domain), 
a  trójatomowy klaster miedziowy T2/T3 znajduje się 
na styku domeny 1 i 3, dalej od powierzchni białka 
w  porównaniu do domeny 3. Jednak oprócz trójdo-
menowych MCO scharakteryzowano również białka 
posiadające dwie lub sześć domen [61].

Mechanizm katalityczny MCO obejmuje (1) reduk-
cję miejsca T1 Cu poprzez przyjęcie elektronu z utle-
nionego substratu, (2) przeniesienie elektronu z miejsca 
T1 do TNC i (3) redukcję O2 z wytworzeniem dwóch 
cząsteczek wody (Ryc. 2).

MCO utleniają szerokie spektrum substratów, takich 
jak fenol, metoksyfenol, aromatyczne aminy, związki 
wieloaromatyczne, jony metali [39, 51]. Reakcje kata-
lizowane przez MCO mogą zachodzić bez pośrednio 
(reakcje ulteniania prostych związków fenolowych) lub 
w obecności związku zw. mediatorem, który pośred-
niczy w przekazywaniu elektronów z substratu do 
centrum aktywnego enzymu (Ryc. 3). Jeśli bezpośred-

Ryc. 2. Schemat cyklu katalitycznego lakazy

Ryc. 1. Schemat budowy centrum katalitycznego MCO
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nie utlenienie substratu fenolowego doprowadzi do 
powstania jego reaktywnych i niestabilnych rodników, 
mogą one w procesie nieenzymatycznej, spontanicznej 
reakcji sprzęgania łączyć się ze sobą tworząc dimery, 
oligomery lub polimery [66].

MCO stanowią bardzo zróżnicowaną grupę enzy-
mów produkowanych zarówno przez organizmy pro-
kariotyczne, jak i Eukaryota, i charakteryzujących się 
różnymi, nie do końca jeszcze poznanymi funkcjami 
biologicznymi. Chociaż wszystkie MCO wykazują zdol-
ność do utleniania związków aromatycznych, można 
wśród nich wyróżnić dwie klasy funkcjonalne [86]. 
Pierwszą stanowią enzymy, które utleniają substraty 
organiczne chętniej, niż jony metali. Grupę tę tworzą-
głównie lakazy i enzymy lakazopodobne. Drugie z kolei 
utleniają jony metali, takie jak Fe  (II), Cu  (I) i/lub 
Mn (II), z wyższą wydajnością w porównaniu z sub-
stratami organicznymi. Te ostatnie enzymy są okreś lane 
jako metalooksydazy, a najbardziej powszechne wśród 
nich to ludzka ceruloplazmina (Cp) i  ferroksydaza 
drożdżowa (Fet3p) [53]. Podział MCO nie jest stały 
i usystematyzowany, ponieważ brakuje jasnych kryte-
riów klasyfikacji. Na przykład według Hoegger i wsp. 
[26] wielomiedziowe oksydazy tworzy 10 grup enzy-
mów: lakazy Basidiomycota, lakazy Ascomycota, lakazy 
owadów, pigmenty grzybowe MCO, ferroksydazy grzy-
bowe, roślinne i grzybowe oksydazy askorbinianowe, 
enzymy roślinne podobne do lakaz, białka oporne na 
miedź (CopA), oksydazy bilirubiny i białka wydziela-
nia miedzi (CueO) (Tabela I). Z kolei Sirim i wsp. [83] 
w obrębie rodziny MCO wyróżnili: lakazy, ferroksydazy, 
oksydazy askorbinianowe (AO) i oksydazy bilirubinowe 
(BOD). Po zintegrowaniu danych na temat sekwencji 
i struktur MCO skonstruowano bazę danych The Lac-
case Engineering Database (LccED) (https:/lcced.bio-
catnet.de/). Obecnie w bazie wyróżniono 16 nadrodzin 

MCO, zawierających ponad 14 000 sekwencji amino-
kwasowych 10 415 różnych białek (Tab. I). 

Identyfikacja lakaz spośród wielomiedziowych 
oksydaz dotychczas pozostaje niejednoznaczna. Reiss 
i wsp. [71] zaproponowała używanie pojęcia „lakazy” 
jedynie dla enzymu wydzielonego z soku drzewa Rhus 
vernicifera i wprowadzenie pojęcia „lakazopodobnych 
wielomiedziowych oksydaz” (LMCO), w celu uwzględ-
nienia potencjalnej odmienności ich funkcji biologicz-
nych i cech biochemicznych. Ponadto Brander i wsp. 
[6] podaje, iż termin “lakazy” pierwotnie był używany 
w stosunku do roślinnych wielomiedziowych oksydaz 
posiadających trzy domeny. Natomiast Ihssen i  wsp. 
[30] zaleca klasyfikowanie jako lakaz jedynie tych 
MCO, które zostały wyizolowane w obecności uru-
shiolu – nienasyconego alkilokatecholu. Klasyfikacja 
enzymów z rodziny MCO jest złożona z uwagi na ich 
szeroką specyficzność substratową, niemniej szcze-
gółowa charakterystyka biochemiczna jest niezbędna 
w celu uporządkowania proponowanych przez badaczy 
podziałów. Podział MCO nie jest stały i usystematy-
zowany, ponieważ brakuje jasnych kryteriów klasyfi-
kacji. Najbardziej odpowiedni wydaje się być podział 
przyjęty przez Hoegger i wsp. [26], jednak z uwagi na 
nieco odmienne właściwości biochemiczne i nie do 
końca sprecyzowane funkcje biologiczne, uzasadnio-
nym wydaje się być wyróżnienie wśród MCO także 
grupy enzymów lakazopodobnych LMCO.

3. Metody identyfikacji enzymów z rodziny MCO

Do niedawna identyfikacja enzymów zaliczanych 
do MCO opierała się głównie na charakterystyce ich 
cech biochemicznych oraz uzdolnień katalitycznych. 
Interakcje MCO z substratami można ogólnie podzielić 

Ryc. 3. Mechanizmy reakcji katalizowanych przez MCO
I – reakcje zachodzące bezpośrednio, II – reakcje zachodzące w obecności mediatora, III – reakcje sprzęgania.

Na podstawie Polak i Jarosz-Wilkołaka [66], zmodyfikowany.
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na dwie kategorie i wyróżnić enzymy o niskiej specy-
ficzności substratowej i enzymy o wysokiej specyficz-
ności. Roślinne i grzybowe lakazy należą do pierwszej 
kategorii i mogą one utleniać difenole, aminy arylowe 
i aminofenole, a ich wartości Km mieszczą się ogólnie 
w  zakresie 1–10 mM. Pozostałe MCO mają znaczny 
stopień specyficzności substratowej (Km < 1 mM) [85]. 

Niektóre substancje takie jak gwajakol, sól diamo-
nowa 2,2’-azyno-bis (3-etylobenzotiazolino-6-kwasu 
sulfonowego) (ABTS), 2,6-dimetoksyfenol (DMP) 
i katechol od dawna są określane jako modelowe sub-
straty lakaz [71]. Jednak jak się okazało wiele spośród 
nich jest również utlenianych przez inne enzymy 
z grupy MCO np. LMCO lub oksydazy bilirubinowe. 
Za specyficzny substrat lakazy uznawana była syryn-
galdazyna [64]. Syryngaldazyna i ABTS mogą być 
przekształcane przez MnP lub LiP. Jednak zależne od 
H2O2 utlenianie pozwala na rozróżnienie tych enzy-
mów od MCO. MCO można również odróżnić od 
MnP za pomocą testu z barwnikiem leucoberbelin blue. 
Związek ten specyficznie reaguje z jonami manganu 
uwalnianymi przez MnP, co skutkuje pojawieniem się 
niebieskiego zabarwienia wykazującego maksymalną 
absorbcję światła przy długości fali 620 nm [18]. Na 
Rycinie 4 przedstawiono schemat identyfikacji i różni-
cowania lakaz od innych enzymów ligninolitycznych 
zaproponowany przez Fernandes i wsp. [18]. 

O ile zdolność do utleniania specyficznych substra-
tów pozwala szybko ustalić aktywność danego enzymu 
z grupy MCO, o tyle w dobie rozwoju wysokozaawan-
sowanych technik molekularnych nie powinna ona sta-
nowić jedynej metody identyfikacji i charakterystyki 
nowopoznanego białka. Rozwój technik omicznych 
takich jak genomika, transkryptomika i proteomika 
przyczynił się do ustalenia genów odpowiedzialnych 
za kodowanie enzymów, badanie ich ekspresji na pozio-

mie transkryptomu i analizę ilościową i jakościową 
MCO na tle pozostałych białek organizmu. Perry i wsp. 
[65] jako pierwszy zidentyfikował dwa geny kodujące 
lakazy Agaricus bisporus i stwierdził, że enzymy te mogą 
występować jako izoformy i być kodowane przez wie-
logenowe rodziny genów. Od tego czasu setki genów 
kodujących MCO zidentyfikowano zarówno u grzy-
bów, jak i bakterii. Obecność u jednego szczepu wielu 
genów kodujących izoformy enzymów może wska-
zywać na udział tych enzymów w różnych procesach 
fizjologicznych. Potwierdzeniem tej hipotezy może być 
fakt, że poszczególne izoformy enzymów często różnią 
się specyficznoś cią substratową, a ich aktywność może 
być odmienna w różnych wariantach pH czy tempera-
tury. Część z nich wykazuje charakter konstytutywny, 
a część może być indukowana np. związkami aroma-
tycznymi lub jonami miedzi. Techniki genomiczne 
i  proteomiczne pozwoliły na zidentyfikowanie dla 
MCO sekwencji konsensusowych odróżniających je od 
innych enzymów. Sekwencje te zawierają cztery (L1, L2, 
L3, L4) ciągłe fragmenty reszt aminokwasowych wiążą-
cych miedź, których stopień podobieństwa w zależności 
od organizmu z jakiego pochodzi enzym może wynosić 
od 75 do 85%. Regiony L2 i L4 pozwalają na zaklasyfi-
kowanie enzymu do MCO, podczas gdy sekwencje L1 
i L3 wskazują na podgrupę enzymu [23]. 

4. Lakazy vs. inne MCO

Spośród drobnoustrojowych MCO najlepiej zba-
daną i opisaną, a zarazem najliczniejszą grupę stano-
wią lakazy. Są to trójdomenowe MCO po raz pierwszy 
wyizolowane przez H. Yoshida w 1883 roku z żywicy 
pochodzącej z drzewa Rhus vernicifera. Roślinne lakazy 
dzięki mechanizmom dehydrogenacji odgrywają ważną 

Tabela I
Klasyfikacja wielomiedziowych oksydaz (MCO) wraz z przykładami organizmów zdolnych do ich produkcji i charakterystyką enzymu

Lakazy Basidomycota Trametes pubescens pH 3–4,5; DMP, syryngaldazyna [21]
MCO Ascomycota Aspergillus niger pH 5-6; DMPPDA [90]
Lakazy owadów Anopheles gambiae pH 6; ABTS [46]
Pigmenty grzybowe MCO Aspergillus niger  pH 5; DMPPDA [90]
Grzybowe ferroksydazy (Fet3p) Saccharomyces cerevisiae pH 5; p-fenylenodiamina [86]
Oksydazy askorbinianowe Brassica oleracea var. italica pH 7,0 roztwór kwasu askorbinowego [80]
Roślinne lakazy Rhus vernicifera pH 9; syryngaldazyna [96]
Oksydazy bilirubinowe Myrothecium verrucaria pH 8; syryngaldazyna [96]
Bakteryjne oksydazy wydzielania miedzi (CueO) Escherichia coli pH 6,5; DMP [72]
Bakteryjne lakazy (CotA) Bacillus subtilis T ½ w temp. 80°C 2-4 godziny [61]
Bakteryjne białka oporne na miedź (CopA) Pseudomonas syringae pH 5; DMP [84]

Grupa MCO Przykład organizmu Charakterystyka enzymu Piśmien-
nictwo

Klasyfikacja MCO wg Hoegger i wsp. [26]
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rolę w polimeryzacji związków fenolowych tworzących 
ligninę, regeneracji uszkodzonych tkanek i  utlenia-
niu żelaza poprzez przekształcanie Fe (II) do Fe (III) 
[15]. Pomimo że wg niektórych badaczy termin lakaza 
powinien być zarezerwowany wyłącznie dla enzymów 
pozyskiwanych z roślin, również inne trójdomenowe 
MCO np. pochodzenia drobnoustrojowego, nazywane 
są lakazami jeśli tylko wykazują zdolność do utleniania 
związków aromatycznych [61].

Lakazy pochodzenia grzybowego najczęściej wystę-
pują w postaci kilku monomerów, które oligomeryzują 
tworząc multimerowe kompleksy. Średnia masa czą-
steczkowa monomeru mieści się w zakresie od około 
50  do 110 kDa. Ważną cechą lakaz grzybowych jest 
związana kowalencyjnie grupa węglowodanowa, sta-
nowiąca zwykle od 10 do 45% całej cząsteczki enzymu 
i składająca się głównie z mannozy, N-acetyloglukoza-
miny oraz galaktozy. Wszystkie te cechy chronią grzy-
bowe lakazy przed proteolizą, działaniem wysokich 
temperatur, skrajnie wysokich lub niskich wartości pH 
i innych niekorzystnych czynników [15, 74]. 

Spośród grzybów zdolnych do biosyntezy lakaz naj-
liczniejszą grupę stanowią te z gromady Basidiomycota 
np. Lentinus tigrinus, Agaricus bisporus, Trametes ver-
sicolor [82]. Wśród nich dość licznie występują tzw. 
grzyby białej zgnilizny drewna, m.in. szczepy z gatunku 
Phlebia radiate, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete 
chrysosporium, Cerrena unicolor [87]. Syntezę tych 
enzymów opisano również u grzybów należących do 
gromady Ascomycota np. Aspergillus niger, A. oryzae, 
Neurospora sp., Trichoderma atroviride i T. harzianum 

[87]. U grzybów lakazy uczestniczą w procesach morfo-
genezy, degradacji ligniny oraz reakcjach obronnych na 
stres. Enzymy te wytwarzane przez saprofityczne oraz 
mikoryzowe grzyby są zaangażowane w obieg materii 
organicznej w glebie poprzez degradację polimerów 
ściółkowych czy tworzenie związków humusowych 
[26]. Lakazy bakteryjne zidentyfikowano w hodowlach 
szczepów m.in. Azospirillum lipoferum, Escherichia coli, 
Bacillus subtilis oraz kilku gatunków Streptomycetes [7]. 
Opisano je również u cyjanobakterii Anabaena azollae. 
Bakteryjne lakazy odznaczają się większą niż enzymy 
grzybowe aktywnością i stabilnością w wysokich tem-
peraturach, przy alkalicznym pH oraz w  obecności 
wysokich stężeń jonów chloru i miedzi [15]. 

Reakcjom katalizy, którym pośredniczy lakaza, 
mogą ulegać zarówno substraty fenolowe, jak i niefe-
nolowe. W przypadku cząsteczek o wysokim potencjale 
oksydoredukcyjnym oraz cząstek o dużych rozmiarach, 
które nie są zdolne do samodzielnego przenikania do 
centrum aktywnego enzymu, niezbędne jest działa-
nie tzw. mediatorów. Są to związki organiczne o małej 
masie cząsteczkowej, które ulegając utlenianiu przez 
lakazę, tworzą wysoce aktywne rodniki kationowe 
zdolne do utleniania związków niefenolowych. Najpow-
szechniej stosowanymi mediatorami syntetycznymi są 
ABTS, kwas hydroksyantranilowy (HAA), hydroksy-
benzotriazol (HBT) i hydroksyftalimid (NPI). Podobne 
działanie wykazują także mediatory naturalne np. wani-
lina i syryngaldehyd [66]. 

Lakazopodobne wielomiedziowe oksydazy (LMCO), 
tak samo jak lakazy, katalizują utlenianie różnych 

Ryc. 4. Proponowany schemat identyfikacji lakaz od innych enzymów lignino litycznych
Na podstawie Fernandes i wsp. [18], zmodyfikowany.
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substratów połączone z redukcją cząsteczki O2 do 
dwóch cząsteczek H2O. Ich funkcje biologiczne są 
zbliżone do roli lakaz, ale nie wszystkie zostały jeszcze 
poznane. LMCO zostały opisane u wielu bakterii 
i grzybów. Średnia masa cząsteczkowa LMCO mieści 
się przedziale 51–66 kDa, natomiast ilość sekwencji 
aminokwasowych enzymów wynosi 470–600 aa. Opi-
sano także LMCO bakterii Streptomyces, których masa 
cząsteczkowa wynosi 32,6 kDa, a długość sekwencji 
aminokwasów 297 aa. LMCO bakterii Gram-ujemnych 
różnią się od wszystkich innych LMCO obecnością pro-
liny między dwoma histydynami i dodatkową histydyną 
w pozycji drugiej po motywie HXH. LMCO pochodze-
nia bakteryjnego uważa się za bardziej skuteczne w roz-
kładzie związków organicznych niż LMCO grzybowe. 
Natomiast LMCO grzybowe mają szersze spektrum 
substratów niż LMCO z bakterii Gram-ujemnych [49].

Optymalna wartość pH dla działania LMCO nie 
jest jednakowa, ponieważ zależy od wykorzystanego 
do jej pomiaru substratu [49]. Na przykład trzy typy 
LMCO pochodzące z Aspergillus niger: McoA, McoB 
i McoG oczyszczono i scharakteryzowano pod kątem 
potencjału biokatalitycznego. Wszystkie trzy enzymy 
były monomerami o masach cząsteczkowych w zakresie 
od 80 do 110 kDa. Najwyższą aktywność McoA odnoto-
wano w środowisku o pH 5,0, podczas gdy pH 6,0 było 
optymalne dla McoB i McoG. Ponadto McoA i McoB 
utleniały DMPPDA (N,N-dimetylo-p-fenylenodiaminę) 
w szerszym zakresie pH niż McoG [89]. LMCO wyizo-
lowana Myrothecium roridum wykazywała aktywność 
zarówno MCO, jak i oksydazy bilirubiowej [35].

Oksydaza bilirubinowa jest enzymem termostabil-
nym, zawierającym mostek dwusiarczkowy. BOD kata-
lizuje utlenianie tetrapyrroli np. bilirubiny do biliwery-
dyny oraz difenoli czy diamin arylowych z jednoczesną 
redukcją czterech atomów tlenu do wody [10]. Enzym 
ten został odkryty w nieligninolitycznym grzybie Myro
thecium verrucaria MT-1 w 1981 roku przez Noriaki’ego 
Tanaka i Sawao Murao. W odróżnieniu do lakaz, BOD 
charakteryzują się wyższą aktywnością i stabilnoś-
cią w neutralnym pH oraz w wysokiej temperaturze, 
jednak nie większej niż 60°C. Odznaczają się również 
wysoką tolerancją na aniony chlorkowe i inne chelatory 
[52]. Na przykład oksydaza bilirubinowa wyizolowana 
z  Myrothecium verrucaria (MvBOD) wykazała naj-
wyższą aktywność katalityczną w zakresie temperatur 
30–60°C i w pH od 7 do 8,5. Natomiast w roztworach 
o pH powyżej 9 zaobserwowano spadek aktywności 
katalitycznej BOD aż o 50% [91].

Oksydaza askorbinianowa katalizuje utlenianie as- 
korbinianu do kwasu dehydroaskorbinowego z wytwo-
rzeniem H2O w obecności tlenu. Została wyizolowana 
z roślin wyższych, u których występuje w największej 
ilości w ścianie komórkowej i zaangażowana jest w ich 
wzrost [80, 85]. Poprzez modyfikacje przestrzeni apo-

plastycznej oksydaza askorbinianowa uczestniczy rów-
nież w reakcjach obronnych [26]. Jej aktywność i eks-
presja są indukowane auksyną i światłem, co pozwala 
przypuszczać, iż uczestniczy ona w transdukcji sygnału 
[95]. AO opisano również u mikroorganizmów m.in. 
Myrothecium verrucaria, Aerobacter aerogenes, Acremo
nium sp. HI-25 [60, 80]. W przeciwieństwie do lakaz, 
które działają jako monomery, do prawidłowego funk-
cjonowania AO niezbędne jest utworzenie struktury 
homodimeru. Taka struktura białka pełni ponadto 
funkcje stabilizujące [61].

Oksydaza wydzielania miedzi (CueO) występująca 
w peryplazmie u E. coli może utleniać p-fenylenedia-
minę, 2,6-dimetoksyfenol i podobnie jak niektóre inne 
trójdomenowe MCO posiada aktywność ferrooksydazy. 
Dzięki temu enzym nie tylko chroni komórkę przed nie-
korzystnym wpływem jonów miedzi (poprzez utlenia-
nie Cu+ do mniej szkodliwych Cu2+), lecz także bierze 
udział w homeostazie żelaza. Wykazano, iż CueO utlenia 
grupy katecholowe kwasu 2,3-dihydoksybenzoesowego, 
prekursora enterobaktyny [24]. CueO posiada budowę 
zbliżoną do lakazy i AO, jednak konformacja TNC różni 
ją od pozostałych MCO. Dodatkowo w obrębie trzeciej 
domeny CueO zawiera bogate w  metioninę regiony, 
które działają jak czujnik jonów miedzi, w obecności 
których znacznie wzrasta aktywność enzymu [61, 72].

Kolejną bakteryjną MCO jest białko wydzielania 
miedzi (CopA), składające się z trzech domen, opisane 
u Pseudomonas syringae czy Xanthomonas campestris 
[26]. Aktywność tego enzymu określono na podsta-
wie zdolności do utleniania 2,6-dimetoksyfenolu [84]. 
Jak podaje Nakamura i Go [61] w warunkach tleno-
wych CopA oraz CueO kontrolują metabolizm miedzi 
poprzez eksport nadmiaru Cu (I) z cytoplazmy i utle-
nianie do Cu (II), która jest mniej toksyczna.

Do produkcji termostabilnego białka opłaszczają-
cego endospory – CotA zdolny jest szczep B. subtilis. 
CotA składa się z ponad 30 rodzajów polipeptydów i jest 
oporne na działanie czynników fizycznych jak i  che-
micznych. Wynika to funkcji jaką ono pełni, mianowi-
cie wytwarzania melaninowego pigmentu, który chroni 
przed promieniowaniem UV i nadtlenkiem wodoru [17, 
29]. Ponadto białko jest wysoce stabilne, ponieważ okres 
półtrwania aktywności w temperaturze 80°C ustalono 
na 2–4 godziny [61]. Jak podaje Rajeswari [69] lakaza 
CotA wykazuje podobieństwo do CueO u E. coli na 
podstawie budowy centrum katalitycznego, jednakże 
międzydomenowa pętla posiada miejsca umożliwia-
jące ściślejsze upakowanie, co poprawia stabilność całej 
struktury oraz zwiększa termostabilność [61]. Jak podaje 
Enguita i wsp. [16] segment ten zawiera tylko 4 z 46 reszt 
proliny składających się na cały CotA. Dlatego może to 
sugerować, iż zawartość proliny, zarówno warunkuje 
termostabilność białka jak i w połączeniu ze zwiększo-
nym upakowaniem znacznie ją wzmaga [16].
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Pigmenty grzybowe MCO występujące głównie 
u Ascomycota m.in. u Aspergillus nidulans [90] odpo-
wiedzialnie są za utlenianie dihydroksyfenylolaniny 
(DOPA) do dopachinonu podczas szlaku syntezy mela-
niny. Enzymy te różnią się istotnie od innych MCO 
w budowie regionu S2 [44]. Utleniają typowe substraty 
lakaz m.in. p-fenylenodiaminy, pyrogallol, kwas gallu-
sowy czy ABTS [89]. 

Do MCO zaliczane są również ferroksydazy, cha-
rakteryzujące się powinowactwem do Fe (II), którego 
nie wykazują pozostałe wielomiedziowe oksydazy. Naj-
częściej opisywanymi ferroksydazami są białko błony 
plazmatycznej u Saccharomyces cerevisiae (Fet3p) oraz 
ludzka ceruplazmina (hCp) składająca się z  sześciu 
domen. Na podstawie rentgenograficznych badań 
struktury krystalicznej ceruloplazminy ustalono, iż 
w drugiej, czwartej i szóstej domenie występuje miej-
sce wiązania miedzi, zaś pierwsza i szósta domena 
dzielą trójjądrowe międzydomenowe miejsce wiązania 
miedzi tworząc pseudosymetryczną strukturę C3 [61]. 
Cp wykazuje zdolność utlenianiania aromatycznych 
dia min i innych związków aromatycznych [85]. Ferro-
ksy dazy odgrywają istotną rolę w homeostazie żelaza 
u drożdży i ssaków [86]. Fet3p uczestniczy w systemie 
transportowym Fe  (II) o wysokim powinowactwie 
u  drożdży. Początkowo Fe  (III) jest redukowane do 
Fe (II) przez ferroksydazę, po czym transportowane jest 
w komórce. Fet3p pełni rolę ochronną poprzez znosze-
nie cytotoksycznego działania miedzi i żelaza [26, 85]. 

Kolejnym przykładem MCO jest SLAC, czyli dwu - 
domenowa wielomiedziowa oksydaza opisana u Strep
tomyces coelicolor, wykazująca zdolność do utleniania 
aromatycznych i niearomatycznych związków zawie-
rających grupy aminowe i hydroksylowe. Ze względu 
na podobieństwo sekwencji do lakaz grzybowych, 
lecz mniejszy rozmiar, enzym ten określono jako mała 
lakaza. Na podstawie analizy porównawczej sekwen-
cji białkowych ustalono podobieństwo SLAC i innych 
lakaz w pozycji ligandów metali. Stwierdzono nato-
miast występowanie 24 reszt histydyny w  sekwencji 
SLAC, co może wskazywać na jej udział w  wiązaniu 
nadwyżki wewnątrzkomórkowych jonów miedzi w celu 
przeniesienia ich podczas eksportu przez system sekre-
cyjny TAT [50]. SLAC charakteryzuje się opornoś cią 
na związki redukujące oraz stabilnością termiczną. 
Ponadto enzym ten wykazuje najwyższą aktywność 
w  środowisku o pH 9 [11, 50]. Dzięki tym cechom 
SLAC znalazły zastosowanie w przemyśle celulozowo-
-papierniczym do odbarwiania barwników [11].

5. Zastosowanie wielomiedziowych oksydaz

Z uwagi na zdolność utleniania wielu substratów, 
zewnątrzkomórkowy charakter i dosyć wysoką stabil-
ność w szerokim zakresie pH i temperatury enzymy 

z  grupy MCO odznaczają się wysokim potencjałem 
aplikacyjnym. Enzymy z tej grupy znalazły jak dotąd 
zastosowanie w ochronie środowiska, medycynie, 
prze myśle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz 
w  przemyśle spożywczym. Głównie lakazy i enzymy 
lakazo podobne, które są najbardziej rozpowszechnioną 
i scharakteryzowaną grupą MCO, wykorzystywane są 
jako biokataliztory reakcji syntezy nowych związków, 
detekcji, biotransformacji i biodegradacji toksycznych 
zanieczyszczeń (Tabela II).

Enzymy z grupy MCO stosowane są w wielu obsza-
rach przemysłu spożywczego jak piekarnictwo, prze-
twórstwo warzyw i owoców, winiarstwo i browarnic-
two. Przemysł piekarniczy powszechnie wykorzystuje 
lakazy do poprawy struktury chleba, a także polepsze-
nia smaku i trwałości ciast [73]. Udowodniono jednak, 
że także inne MCO takie jak oksydaza bilirubinowa 
mogą być stosowane w celu sieciowania biopolimerów 
poprawiając właściwości fizykochemiczne produktów 
spożywczych [98]. Proces ten zwiększa wytrzymałość 
i  stabilność ciasta obniżając zarazem jego lepkość. 
Efekt ten zaobserwowano zwłaszcza w przypadku 
korzystania z gorszej jakości mąk [51]. MCO stosuje 
się np. do sieciowania arabino ksylanów, dzięki czemu 
utworzona sieć poprzecznych wiązań polimerów 
wpływa pozytywnie na miękisz i chrupkość pieczywa 
[40]. Lakazy, zamiast fizycznych adsorbentów jak SO2, 
mogą być wykorzystywane do eliminacji niepożąda-
nych pochodnych fenolowych, powodujących ciem-
nienie i zmętnienie soków owocowych, piw i win [13, 
40]. W ostatnim czasie pojawiły się nowe doniesienia 
wskazujące możliwe zastosowanie MCO wyizolowa-
nych z hodowli bakterii fermentacji mlekowej m.in. 
do usuwania amin biogennych z  wina i  niektórych 
wytworów kuchni orientalnej [2, 8, 25]. Wykorzystanie 
MCO w przemyśle spożywczym jest dość powszechne. 
Preparaty dostępne na rynku, takie jak Falouvorstar, 
Suberase, LACCASE Y120, których działanie opiera 
się na aktywności lakazy są z powodzeniem stosowane 
w piwowarstwie, produkcji korków dla przemysłu 
winiarskiego i polepszaniu walorów kolorystycznych 
wyrobów spożywczych [40].

Enzymy z grupy MCO stosowane są jako biokata-
lizatory w reakcjach otrzymywania wielu substancji 
aktywnych wchodzących w skład chemii gospodar-
czej, produktów do pielęgnacji ciała oraz leków cha-
rakteryzujących się działaniem przeciwdrobnoustro-
jowym i przeciwutleniającym [79, 93]. Takie działanie 
wykazuje jod cząsteczkowy (I2), którego otrzymywanie 
poprzez utlenienie I– opisano dla MCO wyizolowanych 
z hodowli Alphaproteobacterium sp. Q-1 i Roseovarius 
sp. A-2 [81, 88]. Silną aktywność przeciwgrzybiczą udo-
wodniono także dla jodowanych związków fenolowych 
otrzymywanych w reakcji katalizowanej przez lakazę 
[31, 78]. Lakazy z powodzeniem wykorzystywane są 
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również jako biokatalizatory w syntezie leków m.in. 
antybiotyków β-laktamowych i substancji przeciw-
nowo tworowych np. winblastyny lub mitomycyny [45, 
56]. Od 2006 roku, kiedy to po raz pierwszy wyka- 
zano aktywność antyproliferacyjną lakazy, trwają inten-
sywne badania nad wykorzystaniem tego enzymu jako 
czynnika przeciwnowotworowego [92]. Zdolność do 
hamowania podziałów komórek raka piersi, wątroby, 
jelita grubego i prostaty udowodniono wobec lakaz 
pochodzących od różnych gatunków podstawczaków 
[68, 70]. Zastosowanie lakazy wytwarzanej przez Cer
rena unicolor w leczeniu nowotworów krwi oraz raka 
szyjki macicy zostało wykazane i objęte ochroną paten-
tową [37, 54]. Enzym dodany w odpowiednim stężeniu 
charakteryzował się silnie cytotoksycznym działaniem 
wobec komórek raka szyjki macicy linii SiHa i CaSki, 
jednocześnie nie wpływając niekorzystnie na komórki 
fibroblastyczne stanowiące układ odniesienia [59]. Ten 
sam enzym działał proapoptotycznie na komórki nowo-
tworów krwi linii Jurkat oraz RPMI 8226 [55]. MCO 
mogą również działać przeciwwirusowo. Lakaza grzyba 
Lentinus tigrinus hamuje aktywność odwrotnej trans-
kryptazy HIV-1, bez której wirus nie jest zdolny trans-
krybować materiału genetycznego z RNA na DNA [96].

MCO mogą być wykorzystane do celów analitycz-
nych m.in. testów biologicznych, enzymatycznych 
i  immu nochemicznych [94]. Lakazę wykorzystuje się 
do wykrywaniu obecności morfiny [5]. Z kolei biosen-
sory oparte na oksydazie bilirubinowej (BOD) zapro-
jektowane w celu dokładnego określenia poziomu bili-
rubiny, której zbyt wysokie stężenie w ludzkiej surowicy 
jest śmiertelne, charakteryzują się wysoką czułością 
i skutecznością [28]. Co więcej oksydaza bilirubinowa 
i oksydaza askorbinianowa zostały wykorzystane do 
badań klinicznych, których celem było wyeliminowa-
nie efektu askorbinianu, który niekorzystnie oddzia-
ływał na wątrobę [76]. Aktywność katalityczną MCO, 
której towarzyszy redukcja tlenu do cząsteczek wody, 
wykorzystuje się do pozyskania elektronów, czyli siły 
napędowej bioogniw [52, 77]. 

Lakaza w przemyśle kosmetycznym służy do pro-
dukcji barwników i może być stosowana w nietoksycz-
nych farbach do włosów zamiast czynnika utleniającego 
– nadtlenku wodoru [4]. Takie preparaty są wygodniej-
sze w użyciu i mniej drażniące dla organizmu z uwagi na 
zastąpienie czynnika utleniającego, który osłabia włosy 
i niszczy ich strukturę [13]. Co więcej lakazy, poprzez 
zmniejszenie zawartości melaniny, mogą być wykorzy-
stywane w preparatach rozjaśniających skórę [40].

Biosynteza barwników z wykorzystaniem lakazy 
stanowi przyjazną dla środowiska alternatywę do che-
micznej syntezy barwników tekstylnych i pozwala zre-
dukować koszty procesu. Substancje otrzymane w ten 
sposób odznaczają się szeroką gamą barw i trwałością 
porównywalną z barwnikami syntetycznymi [33]. 

Z drugiej strony enzymy te można wykorzystywać także 
do odbarwiania tkanin (np. jeansu) lub przekształca-
nia prekursorów barwników do ich aktywnych form, 
zwiększając wydajność procesu barwienia [66]. Pozwala 
to na ograniczenie użycia chemicznych wybielaczy i jest 
szczególnie użyteczne dla tkanin wrażliwych na związki 
chemiczne [94].

Dzięki zdolności usuwania toksycznych fenoli 
powstających podczas degradacji ligniny lakazy uczest-
niczą w reakcjach jej depolimeryzacji [93]. Dodatkowo 
enzymy te mogą być użyteczne w modyfikacji włókien 
celulozowych [40]. W celu usprawnienia procesów utle-
niania niefenolowych związków działanie lakaz wspo-
magane jest mediatorami np. ABTS, TEMPO, HBT. 
Jednak największym ograniczeniem pozostaje koszt 
syntetycznych mediatorów [94]. 

W procesach bioremediacji skażonych terenów szcze - 
gólne zastosowanie znalazły lakazy, głównie pochodze-
nia grzybowego [36]. Enzymy te stosowane są zarówno 
w formie wolnej, jak i immobilizowanej do eliminacji 
szerokiego spektrum toksycznych związków takich jak: 
związki fenolowe, chlorofenole, cykliczne węglowo-
dory aromatyczne, alkeny wchodzących w skład m.in. 
pestycydów. Enzymy z grupy MCO mogą być również 
wykorzystywane w unieszkodliwianiu związków zali-
czanych do grupy tzw. modulatorów hormonalnych 
(EDCs), czyli związków niekorzystnie wpływających 
na działanie układu wewnątrzwydzielniczego ludzi 
i zwierząt [58]. Badania przeprowadzone przez Garcia- 
-Morales i wsp. [22] wykazały wysoką wydajność bio-
katalityczną mieszaniny białek (LacI i LacII) grzyba 
Pycnoporus sanguineus CS43, którą wykorzystano do 
biotransformacji EDCs takich jak bisfenol A, 4-nony-
lofenol, 17-α-etynyloestradiol i triklosan. Szeroko zba-
dane zostały również możliwości wielu lakaz, enzymów 
LMCO oraz oksydazy bilirubinowej w dekoloryzacji 
barwników przemysłowych i eliminacji ich ze ścieków 
[34, 94]. Na przykład surowy ekstrakt lakaz pochodzący 
z grzyba P. nebrodensis wykazywał efektywną dekolo-
ryzację (82,69%) zieleni malachitowej już po godzinie 
inkubacji [99].

6. Podsumowanie

Białka MCO to enzymy, zawierające od jednego do 
sześciu atomów miedzi w cząsteczce. Do grupy wielo-
miedziowych oksydaz zaliczane są lakazy, ferroksydazy, 
oksydaza askorbinianowa, oksydaza bilirubinowa, nie-
które pigmenty grzybowe o charakterze wielomiedzio-
wych oksydaz oraz tzw. enzymy lakazo-podobne. MCO 
posiadają zdolność do utleniania zarówno związków 
organicznych, jak i nieorganicznych. Reakcjom kata-
lizowanym przez MCO towarzyszy redukcja tlenu 
cząsteczkowego do wody. Właściwości te czynią je 
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cennym narzędziem w procesach bioremediacji, medy-
cynie, przemyśle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz 
w przemyśle spożywczym.
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