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Актуальність дисертаційної роботи. Для сучасної біотехнології важли-

вими є ензими, що каталізують гідролітичне розщеплення О-глікозидного 

зв’язку у оліго- та полісахаридах, глікополімерах, глікокон’югатах. Ці ензими 

утворюють основу біологічного апарату обміну вуглеводів як макро-, так і мік-

роорганізмів, виконуючи різноманітні функції. Пошук продуцентів біотехноло-

гічно важливих ензимів серед мікроорганізмів базується на даних про їхню 

ключову роль у метаболічних процесах наземних та водних екосистем. Особли-

вої уваги заслуговують мікроорганізми екстремальних екосистем, облігатні 

морські бактерії та гриби, як продуценти ензимів з унікальними властивостями. 

Дослідження поширеності глікозидаз серед мікроорганізмів різних таксономіч-

них груп, порівняльний аналіз їхніх властивостей та умов функціонування, 

встановлення субстратної специфічності та окреслення шляхів стабілізації 

сприяє створенню біотехнології отримання конкурентоздатних ензимних пре-

паратів. Розробка фундаментальних засад отримання вітчизняних ензимних 

препаратів є актуальною, своєчасною та сприятиме високотехнологічному роз-

витку економіки України.  

Дисертантка поставила за мету встановити особливості поширення і про-

дукції глікозидаз у мікроорганізмів різних таксономічних груп, охарактеризу-

вати їхні властивості, умови функціонування, специфічність дії та розробити 

наукові засади отримання стабільних препаратів біотехнологічно важливих α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз. 

Характеристика розділів дисертації, оцінка роботи в цілому. Дисерта-

ція написана за класичною схемою і включає всі необхідні розділи - «Вступ», 

«Огляд літератури», «Матеріали і методи досліджень», 7 розділів результатів 

власних досліджень, «Аналізу та узагальнення результатів» і «Висновків». Ро-

боту викладено на 399 сторінках тексту, ілюстровано 53 таблицями та 145 ри-

сунками. Список використаної літератури включає 489 джерел. 

У огляді літератури представлено відомості щодо положення α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз у сучасній класифікації ензимів. Описано роз-

повсюдження та особливості продукції  цих ензимів у мікроорганізмів різних 

таксономічних груп, виділених із різних екологічних ніш. Охарактеризовано 

їхні фізико-хімічні, катілітичні та кінетичні властивості, а також відмічено ши-

року субстратну специфічнісь α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз різних проду-

центів. Проведено оцінку біотехнологічного потенціалу ензимів для різних га-

лузей промисловості. 

Розділ 2 Матеріали та методи. Об’єктами досліджень були α-

галактозидази та α-L-рамнозидази штамів мікроміцетів Penicillium restrictum, P. 

canescens, Eupenicillium erubescens, Aspergillus niger, Cladosporium cladospo-

rioides та дріжджів Cryptococcus albidus.  Матеріали та методи досліджень до-



сить детально описано широкий спектр застосованих самих сучасних методів 

виділення та очистки ензимів, іонобмінну хроматографію, рехроматографію, 

ПААГ-електрофорез, біохімічні методи визначення глікозидазних активностей, 

кількісного визначення протеїну, кількісного та якісного аналізу флавоноїдів, 

олігосахаридів та моносахаридів, кінетичні параметри, іммобілізацію ензимів,  

інкапсулювання α-галактозидази в лецитинові ліпосоми. Статистичну обробку 

експериментальних даних проводили з використанням t-критерію Стьюдента, 

обчислювали середні значення величин і стандартні похибки (М±m), значення 

при Р0,05 розглядали як достовірні. 

 Розділі 3 «Особливості розповсюдження глікозидаз у мікроорганіз-

мів різних таксономічних груп». Дослідження глікозидазної активності про-

водено в 1330 штамів мікроорганізмів: 801 — мікроміцетів, 275 — дріжджів, 

254 — бактерій. Їх оцінювали за спектром α-галактозидазної, α-L-

рамнозидазної, α-амілазної, глюкоамілазної, целюлазної, β-мананазної, α- та β-

глюкозидазної, β-галактозидазної, α- та β-манозидазної, β-глюкуронідазної, α- 

та β-ксилозидазної, α-фукозидазної, α- та β-N-ацетилглюкозамінідазної та β-N-

ацетилгалактозамінідазної. Показано, що серед досліджених продуцентів α-

галактозидаз були переважно мікроміцети, менше 1% дріжджів та 2% бактерій. 

α-L-Рамнозидазна активність була виявлена у всіх досліджених групах мікроор-

ганізмів майже з однаковою частотою. Хоча у колекційних штамів спектр глі-

козидазної активності зазвичай був вужчим, ніж у свіжовиділених, але за абсо-

лютними значеннями окремих активностей ці культури успішно конкурували зі 

свіжовиділеними ізолятами. Відмічена мультиензимність і висока активність 

окремих культур мікроміцетів, дріжджів та бактерій є штамовою ознакою, що 

укладається у сучасні уявлення про продукцію екзоферментів мікроорганізма-

ми. В результаті масштабного скринінгу за глікозидазною та полісахарид-

деградувальною активністю відібрані високоактивні штами-продуценти α-L-

рамнозидаз та α-галактозидаз, що відносяться до видів Eupenicillium erubescens, 

Penicillium restrictum, P. commune, P. tardum, Cryptococcus albidus. 

У розділі 4 Виділення і характеристика α-l-рамнозидаз і α-

галактозидаз мікроміцетів і дріжджів наведено результати роботи з отриман-

ня високоочищених α-галактозидази та α-L-рамнозидази. З культуральної ріди-

ни продуцентів методами хроматографії було очищено до гомогенного стану α-

L-рамнозидази та α-галактозидази мікроміцетів та дріжджів. Встановлено мо-

лекулярні маси та мономерну будову усіх виділених протеїнів. Максимальну 

активність всі досліджені глікозидази проявляли за 50-60 
о
С (α-L-рамнозидаза 

P. restrictum — за 65 
о
С) та рН 4,0-5,0, з робочим діапазоном рН  3,0-6,0. Всі до-

сліджені α-галактозидази стійкі до дії серинових та металопротеаз різної спе-

цифічності. Кількісні показники вмісту окремих амінокислот у молекулах глі-

козидаз варіювали у широкому діапазоні. Всі досліджені ензими містять у скла-

ді молекул вуглеводний компонент (від 1 до 16,5%), в тому числі ключовий мо-

носахарид манозу та D-глюкозамін. Встановлено, що α-L-рамнозидази Crypto-

coccus albidus, Penicillium commune, P. tardum та Eupenicillium erubescens є мо-

номерними глікопротеїнами.  

Розділ 5 «Вплив глікозилювання на секрецію, каталітичну актив-



ність і стабільність α-галактозидаз мікроміцетів» 

Показано, що вивчені α-галактозидази глікозильовані за змішаним типом. 

Встановлені значні відмінності за ступенем впливу вуглеводного компонента 

на секрецію та властивості α-галактозидаз із різних джерел. N-

деглікозилювання не впливало на секрецію екзоензиму Aspergillus niger, проте 

зменшувало його термостабільність. Порушення нормального N-

глікозилювання α-галактозидаз Penicillium canescens і Cryptococcus 

cladosporioides навпаки призводило до зниження виходу ензимів, але при цьому 

практично не впливало на їхні каталітичні властивості. Активність деглікози-

льованої α-галактозидази Aspergillus niger повністю втрачалася в процесі очи-

щення, а у α-галактозидаз P. canescens та C. cladosporioides була показана важ-

лива роль вуглеводного компонента у прояві каталітичних та кінетичних влас-

тивостей та відзначалося зниження стійкості до дії протеолітичних ензимів, 

термо- та хімічної денатурації. Порівняльне вивчення рН-, термостабільності, 

активності по відношенню до субстратів дає підстави зробити висновок про 

суттєвий внесок вуглеводного компонента у прояві структурно-функціональних 

властивостей даних глікозидаз. 

Розділ 6 Кінетика і механізм інактивації глікозидаз 

Встановлено, що термостабільність α-L-рамнозидаз Cryptococcus albidus 

знаходиться в прямій залежності як від ступеня очистки ензиму, так і від індук-

тора синтезу. Використання нарингіну дозволяє отримувати більш стабільні α-

Lрамнозидази. Отримані дані опосередковано свідчать про незначні конформа-

ційні відмінності між формами ензимів (кількість сайтів глікозилювання, дос-

тупності цистеїну або інших амінокислотних залишків), отриманими за різних 

умов вирощування культури продуцента. Значний внесок у стабілізацію струк-

тури α-Lрамнозидаз Cryptococcus albidus та Eupenicillium erubescens вносять 

гідрофобні взаємодії та залишки цистеїну. Показано, що α-L-рамнозидаза C. 

albidus ефективно гідролізує нарингін у високих концентраціях та при підви-

щених температурах. 

Розділ 7 «Стабілізація глікозидаз хімічними методами» 

Показано, що модифікація карбоксильних груп С-термінальної амінокис-

лоти та імідазольної групи гістидину призводить до інактивації досліджуваних 

глікозидаз, що дозволило автору припустити участь цих груп у каталітичному 

акті. Інактивація ензимів в результаті модифікації сульфгідрильних груп дозво-

ляє зробити висновок про їхню важливість для прояву активності, але знахо-

дяться вони, наймовірніше, поза активним центром. Координаційні сполуки ме-

талів можуть бути ефективними модифікаторами активності α-L-рамнозидаз за 

рахунок забезпечення каталітично активної просторової конформації молекули 

ензиму, але вплив таких сполук важкопрогнозований та залежить від структур-

них особливостей протеїну. Модифікація ПЕГ 20000 приводить до збільшення 

термостабільності ензимів Eupenicillium erubescens та Cryptococcus albidus. 

Ефективним може бути також підхід, що базується на гідрофобній модифікації 

молекул досліджених глікозидаз ацилюванням аміногруп лізину і гліцину. Ці 

результати свідчать про те, що досліджені глікозидизи не відносяться до проте-

їнів, що функціонують у частково розгорнутому стані. Отримані дані заклада-



ють базис для розробки препаратів модифікованих α-галактозидаз та αL-

рамнозидаз різного біотехнологічного призначення. 

Розділ 8 «Отримання препаратів глікозидаз пролонгованої дії» 

Iнкапсулювання -галактозидази Cryptococcus cladosporioides в лецити-

нові ліпосоми дозволило дисертантці отримати активний та стабільний ензим-

ний препарат. Інкапсульований ензим мав широкий рН-оптимум, в діапазоні рН 

від 3,5 до 8,0 спостерігалося 90-100% активності препарату. Показано, що тер-

мооптимум зв’язаного ензиму зміщується до 60 
о
С, а в діапазоні від 50 до 70 

о
С 

спостерігається понад 70 % від максимальної активності. Термостабільність 

препарату за 52 
о
С зростала і зберігалася на рівні 70% від початкової після 3 

годин інкубації.  Осадження α-L-рамнозидаз E. erubescens та P. tardum сульфа-

том амонію та ПЕГ 6000 з наступною обробкою глутаровим альдегідом дозво-

лило отримати ЗЕА з активністю 85-98% від вихідної, які не відрізнялися від 

нативних за значеннями рН- та термооптимуму, однак характеризувалися під-

вищеною термостабільністю. 

Встановлені важливі каталітичні властивості α-галактозидаз мікроміцетів 

в процесі отримання нових форм ензимів багаторазового використання дозво-

ляють розробляти ефективні способи отримання різних форм ензимів для біот-

рансформації. Одержання препаратів пролонгованої дії на основі 

αгалактозидази, стабілізованих на полімерах або інкапсульованих, дозволить 

використовувати їх тривалий час за рахунок збільшення періоду напівжиття 

ферменту, стійкості до дії протеаз за рахунок багатоточкового зв’язування з но-

сієм та поступовим вивільненням ензимів. Встановлено, що утворення попере-

чних зв’язків між аміногрупами протеїну за допомогою глутарового альдегіду 

допомагає стабілізації активної конформації молекули α-L-рамнозидази та за-

безпечує утворення агрегатів з підвищеною активністю порівняно з нативними 

ензимами, що закладає базис для отримання на їхній основі промислових пре-

паратів пролонгованої дії. 

Розділ 9 «Субстратна специфічність глікозидаз» 

Встановлено, що α-L-рамнозидаза Cryptococcus albidus демонструє висо-

ку ефективність гідролізу α-1,2-зв’язаних рамнозидів і характеризується біль-

шою спорідненістю до нарингіну і неогесперидину, ніж до синтетичних суб-

стратів. α-L-Рамнозидази Eupenicillium erubescens та Penicillium tardum показа-

ли високу спорідненість до п-НФР. Глікозидаза P. tardum майже з однаковою 

швидкістю гідролізувала п-НФГ та нарингін, а також мала вищу спорідненість 

до α-1,2-зв’язаної рамнози, ніж до α-1,6-рамнозидів. За специфічною активніс-

тю ензим E. erubescens значно переважав не тільки інші досліджені α-L-

рамнозидази, але й комерційні нарингіназу Penicillium decumber «Sigma-

Aldrich» та α-L-рамнозидазу Рenicillium sp. «Creative enzyme». Близькою за ак-

тивністю до досліджених ензимів є прокаріотична α-L-рамнозидаза виробницт-

ва «Megazym». 



Дисертантка продемонструвала, що на основі біотехнологічно важливих 

α-галактозидази та α-L-рамнозидази різної специфічності можна отримувати 

нові препарати для біотрансформації для потреб різних галузей. α-

Галактозидаза A. niger та α-L-рамнозидаза Eupenicillium erubescens, через висо-

ку специфічність до глікону можуть бути цінним інструментом структурних 

досліджень. α-Галактозидази Penicillium restrictum та Cryptococcus 

cladosporioides мають перспективи у харчовій промисловості та профілактиці 

розладів травлення. Продемонстрована ефективність щодо трансформування α-

1,6 та α-1,2-рамнозильованих флавоноїдів αL-рамнозидазами P. tardum та C. 

albidus дозволяє рекомендувати ці препарати для технології покращення якості 

фруктових соків та отримання деглікозильованих флавоноїдів фармацевтичного 

призначення. 

 

Основні результати дисертаційної роботи є новими. А.В. Борзова сфо-

рмувала фундаментальні засади отримання високоактивних та високоспецифіч-

них ензимів для біотехнологічних цілей. Отримано нові дані щодо поширення 

α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз серед мікроорганізмів різних таксономічних 

груп та виявлено нові штами мікроміцетів з β-мананазною та α-

галактозидазною активностями. Вперше проведено порівняльний аналіз складу, 

функціональної активності, стабільності та субстратної специфічності α-

галактозидаз досліджуваних мікроорганізмів.  

Вперше встановлено характер глікозилювання α-галактозидаз 

P. canescens, A. niger, C. cladosporioides та проведено оцінку його впливу на се-

крецію, каталітичні і кінетичні властивості ензимів. Вперше досліджено механі-

зми термоінактивації олігомерних α-галактозидаз, встановлені та охарактеризо-

вані окремі етапи інактивації. Запропоновані ефективні способи стабілізації α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз за допомогою сполук різних класів. Вперше 

виявлені активуючі/інактивуючі ефекти координаційних сполук Ge(IV), Fe(II), 

Co(II), Ni(II), Cu(II), Zn(II) з ксиларатогерманатними, бісцитратогерманатними, 

бісцитратостанатними та тартратостанатними аніонами. Показана перспектив-

ність координаційних сполук цинку з N-заміщеними тіокарбомоїл-N'-

пентаметиленсульфенамідами як інгібіторів α-галактозидази. Закладено теоре-

тичну основу для отримання модифікованих препаратів α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз тривалого та багаторазового використання. 

Практичне значення одержаних результатів. Проведені дослідження 

дозволили запропонувати ефективні підходи до пошуку продуцентів глікозил-

гідролаз серед мікрооорганізмів різних таксономічних груп. Виділено та запа-

тентовано активні продуценти β-мананази, α-галактозидази, позаклітинної α-

галактозидази та α-L-рамнозидази. Розроблено схеми очищення практично ва-

жливих α-галактозидаз і α-L-рамнозидаз, запропоновано дієві підходи до стабі-

лізації ензимів, отримано активні форми α-L-рамнозидаз. Шляхом включення у 

лецитинові ліпосоми отримано високостабільні препарати α-галактозидази 

С. сladosporioides. Висока селективність α-галактозидази A. niger та α-L-



рамнозидази E. erubescens дозволяє рекомендувати їх в якості інструменту для 

структурних досліджень. Здатність до біотрансформування α-1,6 та α-1,2-

рамнозильованих флавоноїдів α-L-рамнозидазами P. tardum та C. albidus дозво-

ляє залучати їх до технологій покращення якості фруктових соків та отримання 

деглікозильованих флавоноїдів фармацевтичного призначення. Результати ви-

вчення каталітичних властивостей та субстратної специфічності глікозидаз мік-

роміцетів та дріжджів створюють засади для їхнього використання у біоконвер-

сії рослинної сировини та створенні на їхній основі комерційних біотехнологіч-

них препаратів для харчової, кормової, переробної, фармацевтичної промисло-

вості та медицини. 

Ступінь обґрунтованості і достовірності наукових положень, виснов-

ків і рекомендацій підтверджуються комплексним підходом до вирішення пос-

тавлених задач, репрезентативною кількістю методів досліджень, статистич-

ною обробкою отриманих результатів. 

Ідентичність змісту автореферату і основних наукових положень ди-

сертації. У тексті автореферату відображено основні положення, зміст, резуль-

тати і висновки виконаної Борзовою Н.В. дисертаційної роботи. Зміст авторе-

ферату та основні положення дисертації є ідентичними. 

Повнота викладу основних наукових положень, висновків, практич-

них рекомендацій в опублікованих роботах автора. За темою дисертації опу-

бліковано 82 наукові праці, в тому числі 45 статей у фахових виданнях (33 ін-

дексовані в науково-метричній базі Scopus), 32 тези, 3 патенти на корисну мо-

дель та одна монографія. 

 

Зауваження, побажання, дискусійні питання. Дослідження виконано 

на високому рівні з використанням сучасних методик,  текст дисертації змісто-

вно викладено чітко і зрозуміло. Але, як це характерно для наукових дослі-

джень робота не позбавлена певних недоліків, а деякі положення потребують 

уточнень: 

1. Розділ 2. Методи дослідження  описані дуже детально, хоча на відомі методи 

достатньо було б дати посилання.  У той же час бажано було більше приді-

лити уваги характеристиці використаних в дисертації колекційних та свіжоі-

зольованих 1330 штамів та їх ідентифікації, особливо це стосується 7 шта-

мів, які використано як продуценти досліджуваних глікозидаз. 

2. У цьому розділі як і в подальшому в багатьох випадках (стор. 93, 135, 148, 

149, 153, 154, …) при викладенні результатів наводяться видові назви мікро-

організмів без вказання назви конкретного штаму продуцента.  Наприкінці 

розділу 3 автор пише: «В результаті скринінгу нами було відібрано ряд шта-

мів з високою α-галактозидазною та α-L-рамнозидазною активністю. Це мік-

соміцети  P. restrictum, P. tardum, E. erubescens, P. commune та дріжджова 

культура С. albidus», але штамова приналежність їх не вказується, хоча 

представників цих видів у роботі використано багато і тому не зрозуміло про 

який саме штам йде мова. 



3. Стор. 164. «Єдина виділена α-галактозидаза P. restrictum мала Мм ≈ 17 кДа 

та відрізнялася від раніше виділених α-галактозидаз A. niger, C. 

cladosporioides, P. canescens, які були тетрамерами з Мм 400 та 430 кДа 

[115, 364]». На стор. 168, табл. 4.4 – з посиланнями на ті самі джерела, стве-

рджується, що вони є гексамерами.  

4. Показана суттєва активація α-L-рамнозидаз координаційними сполуками Ge 

з супрамолекулярними солями Fe/Co/Ni/Cu/Zn. Авторка цілком логічно по-

яснює цей вплив можливими конформаційними змінами активного центру 

ферменту. Однак залишається не поясненою роль нікелю у складі координа-

ційних сполук германію (сполуки 6 та 7), які на відміну від   Fe, Co, Cu і Zn 

виявилися набагато більш ефективними активаторами α-L-рамнозидаз.  

5. Розділ 8. Чи відомо як забезпечується взаємодія субстрату з інкапсульованим 

у ліпосоми ензимом: субстрат проникає усередину ліпосом, або ліпосоми 

руйнуються у середовищі інкубації та фермент вивільняється назовні? Чи не 

розглядали ви можливість включення ензиму у мембрану ліпосом? Не коре-

ктно писати про розчин ліпосом, скільки ліпосоми - це нерозчинні у воді ча-

стинки.  

6. Стор. 79. Цитата: «Оскільки α-L-рамнозидаза …., як і більшість глікозидаз, є 

індуцибельним ензимом, для збільшення виходу ензиму застосовують різні 

індуктори, найчастіше L-рамнозу». Але як відомо у індуцибельних фермен-

тів індуктором виступає субстрат, або модифікований субстрат (прикладом 

може бути регуляція β-галактозидази).  L-рамноза є продуктом реакції, а не 

субстратом. Продукти реакції, як правило, виступають репресорами синтезу 

ферментів на шляхах біосинтезу, наприклад, амінокислот.  

Запитання: Як можна пояснити цей ефект L-рамнози? Якщо їх синтез регу-

люється, то чи залежить експресія генів глікозидаз (а відповідно їх спектри, 

що виявляються) від складу органічних компонентів середовища?  

7. Що відомо про механізми регуляції синтезу α-галактозидаз у мікроорганіз-

мів? Чи задіяний тут регуляторний механізм катаболітної репресії? Треба 

відзначити, що кукурудзяні і пшеничні висівки, як і соєве та пшеничне бо-

рошно не можна відносити до індукторів (стор. 57), оскільки індуктори це 

низькомолекулярні сполуки (як і репресори), які задіяні в молекулярних ме-

ханізмах регуляції на рівні генів.   

8. Стор. 19 реферату. Отримані «результати підтверджують наявні дані про те, 

що якісний і кількісний склад вуглеводного компонента глікопротеїну може 

варіювати залежно від складу поживного середовища, що в свою чергу 

впливає на конформаційну стабільність ензиму».  

Тож виникає запитання: чи детермінується цей процес генетично і які меха-

нізми задіяні в синтезі вуглеводневого компонента молекули ферменту, чи 

це процес стохастичний?  

9. Невдалою є нумерація координаційних сполук кожного з трьох класів, почи-

наючи кожного разу з номера 1 (розділ 7).  Більш коректною була б наскріз-

на нумерація сполук. Оскільки досліджені координаційні сполуки мають різ-

ні молекулярні маси, у тому числі, в межах одного класу, слід було викорис-

товувати не відсоткові, а молярні концентрації.  



IlepepaxoBaHi 3ayBa)l(eHID1 He MaIOTb rrpHHQHrroBoro xapaKTepy i He 3MiHID
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H51 Ta cpyHKQiOHa.JlbHi oco6JIHBOCTi rJiiK03H.IJ:a3 y MiKpoopraHi3MiB pi3HHX TaKCOHO
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