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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

Актуальність теми. Комплексні дослідження функціональних властивостей 

біологічно активних молекул, зокрема ензимів, є необхідним етапом на шляху 

вирішення проблеми отримання стабільних препаратів з високою селективністю дії 

для використання у технологічних процесах різних галузей промисловості (Yi, 2021, 

Singh, 2016, Choi, 2015).  

Для сучасної біотехнології важливими є О-глікозил-гідролази (ЕС 3.2.1.) – 

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 мікроорганізмів, виконуючи 

різноманітні функції: клітинний біосинтез, формування імунної відповіді, деградація 

біомаси тощо. Перспективними для промисловості ензимами цієї групи є α-

галактозидаза (ЕС 3.2.1.22), яка відщеплює α-зв’язану D-галактозу, та α-L-

рамнозидаза (ЕС 3.2.1.40), специфічна щодо термінальних невідновлених залишків 

L-рамнози, присутніх як у синтетичних, так і у природних глікозидах. α-

Галактозидаза може бути задіяна у харчових технологіях покращення якості соєвих 

продуктів та у процесах переробки сировини з метою збільшення виходу цукру з 

меляси (Li, 2020, Bayraktar, 2019, Аlvarez-Cao, 2019), залучена для подолання 

проблеми відторгнення ксенотрансплантантів, для біотрансформації еритроцитів 

крові людини групи В (ІІІ) та ензимотерапії деяких вроджених порушень обміну 

сфінголіпідів та розладів травлення (Lenders, 2021, Rahfeld, 2020, Galili, 2018). 

α-L-Рамнозидаза широко впроваджується у харчові технології покращення 

якості фруктових соків та отримання нових функціональних продуктів з підвищеним 

вмістом біодоступних флавоноїдів (Bodakowska-Boczniewicz, 2019, Alvarenga, 2014). 

Гідролізуючи терпенові глікозиди, а саме рутинозиди, ензим сприяє вивільненню 

ароматичних сполук, які посилюють аромат виноградних соків та вин (Zhang, 2018). 

На основі дерамнозильованих рослинних флавоноїдів, таких як ікаритин, рутин, 

кверцитрин, гесперидин, створюються протипухлинні, противірусні, імунотропні 

препарати, а також адьювантні засоби для лікування серцево-судинних захворювань 

(Huang, 2022, Erlund, 2004), зокрема і вітчизняний препарат «Корвітин». 

Пошук продуцентів біотехнологічно важливих ензимів серед мікроорганізмів 

базується на даних про їхню ключову роль у метаболічних процесах наземних та 

водних екосистем. Швидка відповідь мікроорганізмів на екологічні зміни 

забезпечується їхнім синтетичним апаратом, який є джерелом різноманітних 

вторинних метаболітів, в тому числі ензимів. Крім того, особливої уваги 

заслуговують мікроорганізми екстремальних екосистем, облігатні морські бактерії та 

гриби як продуценти ензимів з унікальними властивостями та специфічністю. Їх 

генетичний матеріал може бути основою створення рекомбінантних протеїнів, а 

сучасні методи, що ґрунтуються на знанні залежності між амінокислотною 

послідовністю, тривимірною структурою та каталітичною активністю ензимів, дають 

змогу успішно модифікувати їх для покращення технологічних властивостей. 

Дослідження поширеності глікозидаз серед мікроорганізмів різних 

таксономічних груп, порівняльний аналіз їхніх властивостей та умов 

функціонування, встановлення субстратної специфічності та окреслення шляхів 

стабілізації сприяє як розширенню уявлень про взаємозв’язок структури і функції 
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біополімерів, так і створенню біотехнології отримання конкурентоздатних ензимних 

препаратів. Це особливо важливо з огляду на обмеженість виробництва мікробних 

ензимів в Україні та високу вартість залучення препаратів іноземного походження до 

виробничих процесів, а отже, розробка фундаментальних засад отримання 

вітчизняних ензимних препаратів є актуальною і своєчасною, та сприятиме 

високотехнологічному розвитку економіки країни. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Роботу 

виконано у відповідності з напрямком науково-дослідних робіт відділу біохімії 

мікроорганізмів Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН 

України в рамках проведення досліджень за темами: «Дослідження молекулярних 

основ функціональної та біологічної активності полімерів (ліпо-, полісахаридів, 

ферментів) мікробної клітини» (№ держреєстрації 0103U0005876, шифр теми за 

планом Інституту 07.80, 2002-2007 рр.), «Мембранні та позаклітинні глікополімери 

мікроорганізмів: біохімічні і молекулярно-біологічні властивості» (№ держреєстрації 

0108U002094, шифр теми за планом інституту 07.84, 2008-2012 рр.), «Структурно-

функціональна характеристика протеому і глікому мікроорганізмів – продуцентів 

ензимів і гліканів» (№ держреєстрації 0113U001217, шифр теми за планом інституту 

07.50, 2013-2017 рр.), «Функціональні, біологічні та фізико-хімічні властивості 

мембранних та позаклітинних макромолекул мікроорганізмів та їх залежність від 

особливостей первинної структури» (№ держреєстрації 0118U000214, шифр теми за 

планом інституту 07/01, 2018-2022 рр.) та цільової комплексної міждисциплінарної 

програми наукових досліджень НАН України «Фундаментальні основи 

молекулярних та клітинних біотехнологій» (2010-2014 рр.) за темою «Протеази і 

глікозидази мікроорганізмів як основа нових медичних препаратів пролонгованої 

дії».  

Мета роботи: 

Встановити особливості поширення і продукції глікозидаз у мікроорганізмів 

різних таксономічних груп, охарактеризувати їхні властивості, умови 

функціонування, специфічність дії та розробити наукові засади отримання 

стабільних препаратів біотехнологічно важливих α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз. 

Відповідно до поставленої мети були сформульовані наступні завдання: 

– охарактеризувати спектр глікозидазних активностей у мезофільних, 

термофільних та психротолерантних мікроорганізмів, виділенних із різних 

екотопів, відібрати високоактивні штами-продуценти α-L-рамнозидаз та α-

галактозидаз; 

– встановити особливості продукції α-L-рамнозидаз та α-галактозидаз у різних 

мікроорганізмів; 

– виділити α-галактозидази та α-L-рамнозидази мікроорганізмів в гомогенному 

стані, охарактеризувати їхні фізико-хімічні, кінетичні, каталітичні властивості; 

– встановити роль вуглеводного компонента у процесах секреції та каталітичній 

активності α-галактозидаз мікроміцетів; 

– вивчити особливості механізму термоденатурації олігомерних α-галактозидаз та 

мономерних α-L-рамнозидаз; 

– дослідити функціонально важливі та реакційно здатні групи молекул окремих 

глікозидаз та встановити їхню роль у каталізі; 
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– вивчити шляхи хімічної модифікації глікозидаз та розробити ефективні підходи 

до стабілізації α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз; 

– охарактеризувати субстратну специфічність та визначити області практичного 

використання α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз мікроорганізмів різних 

таксономічних груп. 

Об’єкт дослідження – функціональні особливості позаклітинних α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз мікроміцетів та дріжджів. 

Предмет дослідження – розповсюдження та продукція α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз у мікроорганізмів, компонентний склад, фізико-хімічні, каталітичні та 

кінетичні властивості, специфічність дії, механізми інактивації та шляхи стабілізації 

глікозидаз. 

Матеріали та методи дослідження. Поставлені задачі вирішували за 

допомогою мікробіологічних, біохімічних, хроматографічних, 

спектрофотометричних методів, методів інгібіторного аналізу та препаративної хімії, 

а також статистичних методів.  

Наукова новизна одержаних результатів. Комплексний підхід до 

встановлення структурно-функціональних особливостей α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз мікроорганізмів різних таксономічних груп дозволив вирішити 

актуальну наукову проблему – створити фундаментальні засади отримання 

високоактивних та високоспецифічних ензимів для біотехнологічних цілей. В 

результаті широкомасштабного скринінгу ензиматично охарактеризовані грунтові 

мікроміцети, виділені з Чорнобильської зони відчуження, термофільні мікроміцети, 

антарктичні дріжджі і бактерії, бактерії із води та донних осадів Чорного моря, а 

також отримані нові дані щодо поширення α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз серед 

мікроорганізмів різних таксономічних груп. Вперше виявлені штами видів 

P. restrictum та P. roseopurpureum з α-L-рамнозидазною, а також R. oryzae, 

P. cyclopium та P. expansum з β-мананазною та α-галактозидазною активностями. 

Вперше проведено порівняльний аналіз складу, функціональної активності, 

стабільності та субстратної специфічності α-галактозидаз P. restrictum, P. canescens, 

A. niger, C. cladosporioides та α-L-рамнозидаз P. commune, P. tardum, P. restrictum, 

E. erubescens та C. albidus.  

Вперше встановлено характер глікозилювання α-галактозидаз P. canescens, 

A. niger, C. cladosporioides та проведено оцінку його впливу на секрецію, каталітичні 

і кінетичні властивості ензимів. Вперше досліджено механізми термоінактивації 

олігомерних α-галактозидаз P. canescens, A. niger, C. cladosporioides та мономерних 

α-L-рамнозидаз E. erubescens та C. albidus, встановлені та охарактеризовані 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. Експериментально доведена 

висока ефективність залучення новосинтезованих комплексних сполук 

[Ni(phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O, [Ni(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-

HXylar)4Ge2(-OH)2]∙20Н2О∙2C2H5OH, [Cu(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Cu(H2O)2}2]2H2O 

для отримання активних форм α-L-рамнозидаз. Показана перспективність 
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координаційних сполук цинку з N-заміщеними тіокарбомоїл-N'-

пентаметиленсульфенамідами як інгібіторів α-галактозидази. Закладений 

теоретичний базис 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. Виділені активні 

продуценти β-мананази (Пат. на корисну модель UA 119522 U Штам Williopsis 

californica – продуцент β-мананази 25.09.2017), α-галактозидази (Пат. на корисну 

модель UA 140612 U Штам Penicillium restrictum – продуцент позаклітинної α-

галактозидази.10.03.2020) та α-L-рамнозидази (Пат. на корисну модель UA 139909 U 

Штам Penicillium restrictum – продуцент позаклітинної α-L-рамнозидази 27.01.2020). 

Розроблені схеми очищення практично важливих α-галактозидаз і α-L-рамнозидаз з 

культуральної рідини мікробних продуцентів. На підставі даних про механізми 

інактивації ензимів запропоновані дієві підходи до стабілізації ензимів. В результаті 

хімічної модифікації координаційними сполуками двовалентних металів отримано 

активні форми α-L-рамнозидаз. Шляхом включення у лецитинові ліпосоми отримані 

високостабільні препарати α-галактозидази С. сladosporioides. Показана придатність 

методики отримання протеїнових агрегатів з використанням біфункціональних 

реагентів для одержання стабільних препаратів пролонгованої дії α-L-рамнозидаз з 

P. tardum та E. erubescens. Встановлена ефективність гідролізу галактоолігосахаридів 

та галактоманану α-галактозидазами P. restrictum та C. cladosporioides, що може бути 

використано в технологіях отримання дієтичних продуктів для людини, кормів для 

тварин, препаратів для покращення травлення. 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 

дозволить залучати їх до технологій покращення якості фруктових соків та 

отримання деглікозильованих флавоноїдів фармацевтичного призначення. 

Результати вивчення каталітичних властивостей та субстратної специфічності 

глікозидаз мікроміцетів та дріжджів створюють засади для їхнього використання у 

біоконверсії рослинної сировини та створенні на їхній основі комерційних 

біотехнологічних препаратів для харчової, кормової, переробної, фармацевтичної 

промисловості та медицини. Узагальнені дані проведеної роботи увійшли до 

лекційних курсів, практичних та лабораторних робіт з дисциплін «Технологія 

мікробного синтезу лікарських засобів клітин», «Харчова біотехнологія» та 

«Іммобілізовані ферменти і клітини в біотехнології» для бакалаврів та магістрів 

Національного університету харчових технологій. 

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота спланована та зроблена 

автором особисто. Здобувачу належать основні ідеї, визначення мети і завдань 

дослідження, розроблення теоретико-методичних підходів під час мікробіологічних і 

біохімічних дослідженнь. Здобувачем самостійно здійснено аналіз теоретичних та 

практичних положень, підготовлено текст дисертації та науково обґрунтовано 

положення дисертаційної роботи. Планування основних напрямків роботи, 

обговорення концепції роботи та експериментальних даних здійснено спільно з зав. 
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відділу біохімії мікроорганізмів ІМВ НАН України, доктором біологічних наук, 

професором Варбанець Л.Д. Дослідження в рамках планових НДР проводилися 

автором особисто та у співпраці зі співробітниками Інституту мікробіології і 

вірусології ім Д.К Заболотного к.б.н. Гудзенко О.В, к.б.н. Броварською О.С., к.б.н. 

Мацелюх О.В., к.б.н. Авдіюк K.В., к.б.н. Рзаєвою О. М., к.б.н. Гладкою Г.В. Штами 

мікроорганізмів були люб’язно надані співробітниками відділів фізіології і 

систематики мікроміцетів д.б.н. Ждановою Н.М., д.б.н. Курченко І.М., д.б.н. Тугай 

Т.І., к.б.н. Соколовою О.В., к.б.н. Харкевич О.С., пров. інж. Наконечною Л.Т., 

антибіотиків д.м.н. Авдєєвою Л.В., д.б.н. Кіпріановою О.А., пров. інж. Ярошенко 

Л.В., інновацій та трансферу технологій д.б.н. Сафроновою Л.А, фізіології 

промислових мікроорганізмів д.б.н. Підгорським В.С., к.б.н. Янєвою O.Д., біології 

екстремофільних мікроорганізмів д.т.н. Таширевим О.Б. Ідентифікацію штамів 

мікроміцетів проводила пров. інж. відділу фізіології і систематики мікроміцетів ІМВ 

НАН України Наконечна Л.Т. Координаційні сполуки металів отримані від 

співробітників Одеського національного університету д.х.н. Сейфулліної І.Й., к.х.н. 

Марцинко О.Е., к.х.н. Пєсарогло О.Г., к.х.н. Хитрич М.В, к.х.н. Чебаненко Е.А., 

к.х.н. Пірожок О.В. Гідроліз пектинів α-L-рамнозидазами проводила доцент 

Одеської національної академії харчових технологій к.т.н. Нікітчина Т.І. ВЕРХ для 

визначення продуктів гідролізу проводили на базі центру загального користування 

НАН України у співпраці з к.б.н. Хархотою М.А.  

Апробація результатів. Матеріали дисертації були представлені на Х, ХІІ, 

ХІV з’їздах Товариства мікробіологів України (Одеса, 2004, Ужгород, 2009, Одеса, 

2017), ІХ, Х, ХІ Українських біохімічних з’їздах (Харків, 2006, Одеса, 2010, Чернівці 

2014), 15 та 18 європейському вуглеводному симпозиумі (Відень, 2009, 2015), 

науково-практичній конференції «Науково-технологічні пріоритети та їхній вплив на 

розвиток української економіки» (Київ, 2009), ХІ конференції молодих вчених (Київ, 

2010), міжнародній науково-практичній конференції «Новейшие достижения 

биотехнологии» (Київ, 2010), XXI міжнародному симпозиумі по глікокон’югатам 

(Відень, 2011), симпозиумі по морським ензимам та полісахаридам (Нячанг, 2012),  

III, ІV міжнародних наукових конференціях «Microbiology and Immunology – the 

development outlook in the 21st century» (Kиїв, 2018, 2022), всеукраїнскій науково-

практичній конференції «Синтез і аналіз біологічно активних речовин та лікарських 

субстанцій» (Харків, 2018), І Міжнародній науково-практичній інтернет-конференції 

«Науково-практичні засади загально-інженерної підготовки фахівців фармації» 

(Харків, 2018), ІІ Міжнародній науково-практичній інтернет-конференції 

«Біотехнологія: досвід, традиції та інновації» (Київ, 2018), VІІ і Х науково-

практичних дистанційних конференціях з міжнародною участю «Сучасні досягнення 

фармацевтичної технології і біотехнології» (Харків, 2018, 2022), ХІІ Українському 

біохімічному конгресі (Тернопіль, 2019), V Міжнародній науково-практичній 

конференції «Стан і перспективи харчової науки та промисловості» (Тернопіль, 

2019), науково-практичній конференції «Актуальні проблеми мікробіології, 

вірусології і імунології» (Киів, 2019), ІV-VІ міжнародних науково-практичних 

конференціїях «Новітні досягнення біотехнології» (Київ, 2020, 2021, 2022), 5 

міжнародній науковій онлайн конференції «Аgrobiodiversity for improving the 

nutrition, health, life quality, and spiritual development of people» (Нітра, 2021), All-
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Ukrainian Conference on Molecular and Cell Biology (Київ, 2022), ІV міжнародній 

науково-практичній конференції «Європейські виміри сталого розвитку» (Київ, 

2022), XІ міжнародній науково-технічній конференції «Наукові проблеми харчових 

технологій та промислової біотехнології в контексті Євроінтеграції» (Київ, 2022), ІІ 

міжнародній науково-практичній конференції «Фундаментальні та прикладні 

дослідження у галузі фармацевтичної технології» (Харків, 2022). 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 82 наукові праці, в тому числі 

45 статтей у фахових виданнях (33 Indexed in Scopus), 3 патенти на корисну модель 

та 1 монографія. 

Структура і обсяг роботи. Дисертація складається з «Вступу», «Огляду 

літератури», «Матеріалів і методів», 7 розділів результатів власних досліджень, 

«Аналізу та узагальнення результатів» і «Висновків». Роботу викладено на 399 

сторінках тексту, ілюстровано 53 таблицями та 145 рисунками. Список використаної 

літератури включає 489 джерел. 

 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

Огляд літератури, який складається з семи підрозділів, відображає сучасні дані 

щодо глікозил-гідролази мікроорганізмів: α-галактозидазу та α-L-рамнозидазу. 

Представлені відомості щодо їхнього положення у сучасній класифікації ензимів. 

Описано розповсюдження та особливості продукції  цих ензимів у мікроорганізмів 

різних таксономічних груп, виділених із різних екологічних ніш. Охарактеризовані 

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

субстратну специфічнісь α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз різних продуцентів. 

Проведено оцінку біотехнологічного потенціалу ензимів для різних галузей 

промисловості. 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 Об’єктами досліджень були α-галактозидази та α-L-рамнозидази мікроміцетів 

Penicillium restrictum Gilman et Abbott (1927) ІMB F-100139, P. tardum Thom (1930) 

ІMB F-100074, P. canescens Sopp (1912) 239, Eupenicillium erubescens Scott & D.B. 

(1968) 248, Aspergillus niger Thom (1926) F-16694, Cladosporium cladosporioides 

(Fresen.) G.A. de Vries (1952) 189, та дріжджів Cryptococcus albidus Vuill. (1901) 1001. 

Вирощування культур мікроміцетів та бактерій під час скринінгу проводили на 

базовому середовищі наступного складу (в г/л): KH2PO4 - 1,6; MgSO4 × 7Н2О - 0,75; 

CaCl2 - 0,3; сечовина – 0,3; (NH4)2SO4 – 1,4; рН 5,0. Як індуктор додавали 

варіативну складову: соєве борошно (20 г/л), картопляний крохмаль (20 г/л), 

галактоманан камеді гуару (5 г/л), нарингін (5 г/л), мальтозу (10 г/л) або рамнозу (5 

г/л).  Для культивування бактерій також використовували середовище складу, в г/л: 

пептон – 1,0; дріжджовий екстракт – 5,0; рамноза – 10,0. Культивування 

мікроміцетів проводили глибинним способом у колбах або пробірках на качалці зі 

швидкістю обертання 220 об/хв протягом 5-8 діб за 25 оС (42 оС для термофільних 

грибів). Глибинне культивування бактерій відбувалося протягом 2-7 діб за 15-42 оС 

в залежності від культури. 



7 

 

Для культивування дріжджів використовували як базове мінеральне 

середовище, так і рідке сусло, розведене в 2 рази з додаванням 5 г/л рамнози, рН 

6,5; а також середовище складу, в г/л: мальтозний екстракт – 3,0, дріжджовий 

екстракт – 3,0; рамноза – 5,0; пептон – 5,0; рН 6,4. Вирощування мезофільних та 

антарктичних дріжджів відбувалося в глибинних умовах в пробірках, що містили 10 

мл відповідного поживного середовища, за 20-25 оС та швидкості обертання 

качалки 220 об/х протягом 4-5 діб. 

Для отримання деглікозильованих α-галактозидаз культури мікроміцетів 

попередньо вирощували протягом 48 год на базовому середовищі з соєвим 

борошном, міцелій відокремлювали центрифугуванням і переносили в вихідне 

середовище, що містило інгібітор глікозилювання (100-150 мкг/мл 2-дезокси-D-

глюкози або 15 мкг/мл тунікаміцину). Далі культури вирощували у звичайних 

умовах протягом ще 3 діб.  

Методи виділення та очистки ензимів. Виділення ензимів із супернатанту 

культуральної рідини продуцентів проводили шляхом фракціонування сульфатом 

амонію (30-90 % насичення). Одержаний в результаті осад піддавали гель-

фільтрації на колонці (1,850 см) з нейтральним TSK-гелем – Toyopearl HW-60 

фірми «Toson» (Японія), урівноваженій 0,01 М фосфатним буфером рН 6,0 (для 

грибних) або 0,01 М Тріс-НСl буфером 7,0 (для дріжджової) культур, зі швидкістю 

елюції 20 мл/год. Вміст протеїну реєстрували на СФ-26 при 280 нм, фракції, що 

проявляли ензиматичну активність, об’єднували та концентрували ( в 10 разів) 

упарюванням під вакуумом. 

Іонобмінну хроматографію проводили на колонках (2,540 см) з Fractogel 

DEAE-650-s або Toyopearl DEAE-650 (М) фірми «Toson» (Японія), урівноважену 

0,01 М Тріс-НСl буфером рН 7,5. Зразок (близько 100 мг протеїну) наносили на 

колонку, елюювали тим самим буфером в лінійному градієнті NaСl (0–1 М, по 200 

мл) зі швидкістю 30 мл/год. Фракції, що проявляли ензиматичну активність, 

збирали, об’єднували і концентрували під вакуумом.  

Рехроматографію проводили на колонці (1,3×52 см) з Sepharose 6B, 

урівноважену 0,01 М фосфатним буфером рН 6,0, швидкість елюції 60 мл/год. На 

колонку наносили 1 мл зразка (≈ 10-20 мг протеїну). 

Молекулярну масу (Мм) визначали за допомогою гель-фільтрації на колонці 

(1,350 см) з Sepharose 6B. Як протеїни-маркери використовували рибонуклеазу 

(13,7 кДа), протеїназу К (25 кДа), овальбумін курячий (43 кДа), бичачий 

сироватковий альбумін, БСА (67 кДа). Вихід протеїнів реєстрували за поглинанням 

при 280 нм на спектрофотометрі-флуориметрі DeNovix DS-11. 

ПААГ-електрофорез в системі ДСН проводили згідно методу Laemmli (1970). 

Досліджувані протеїни визначали в гелі після фарбування кумасі G-250. 

Біохімічні методи. Для визначення глікозидазних активностей 

використовували синтетичні п-нітрофенільні похідні моносахаридів (зокрема п-

нітрофеніл-α-D-галактопіранозид (п-НФГ) та п-нітрофеніл-α-L-рамнопіранозид (п-

НФР)), кількість п-нітрофенолу, який було відщеплено в результаті гідролізу, 

визначали колориметричним методом за поглинанням при 400 нм  (Chaplin, 1982). α-

L-Рамнозидазну активність також визначали методом Davis (1985), використовуючи 

як субстрат флавоноїди. β-Мананазну, амілазну, целюлазну та α-галактозидазну 
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активності оцінювали за кількістю відповідного моносахариду, що утворилася в 

результаті гідролізу 1 % субстрату, з використанням динітросаліцилового методу 

(Miller, 1959). Як субстрати використовували галактоманан, розчинний крохмаль, 

карбоксиметил-целюлозу(КМ-целюлозу), мелібіозу, рафінозу, стахіозу. За одиницю 

активності ензиму приймали таку його кількість, яка гідролізує 1 мкмоль субстрату 

за хвилину в умовах досліду. 

Кількісне визначення протеїну проводили згідно методу Lowry (1951). 

Визначення кількості вуглеводів здійснювали за Dubois (1956). Ідентифікацію 

нейтральних моносахаридів проводили після гідролізу препаратів у 2 N розчині HCl 

протягом 5 год за 100 оС. Обробку зразків здійснювали за методом Albersheim 

(1976). Для визначення амінокислот і аміносахаридів 1 мг препарату гідролізували 

6 N HСl у вакуумованих ампулах протягом 20 год за 100 оС. Гідролізат 

центрифугували, нейтралізували і випаровували під вакуумом. Визначення вмісту 

амінокислот проводили на аналізаторі амінокислот KLA («Hitachi», Японія): 

аміносахариди – на колонці (0,9×15 см) з катіонітом «Остіон 0803» в натрій-

цитратному буфері рН 5,28 за 55 оС, а амінокислоти – за стандартною методикою 

аналізу гідролізату. Для визначення кількості сульфгідрильних груп 

використовували реактив Елмана (1959). 

Кількісний та якісний аналіз флавоноїдів, олігосахаридів та моносахаридів 

проводили у хромато-мас-спектрометричній системі Agilent 1200 HPLC з діодно-

матричним детектором. Розділення зразків проводили на колонці Zorbax SB C18 

(2,5×150 мм; 3,5 мкм). Температура термостату 27 оС. Для побудови калібрувальної 

кривої в якості стандартів використовували комерційні препарати флавоноїдів, 

рафінозу та стахіозу («Sigma-Aldrich», США). Детекція відбувалася при 280 нм. 

Кінетичні параметри (Vmax та Km) визначали за методом Лайнуівера-Берка із 

кривих залежності швидкості ензиматичної реакції від концентрації субстрату. 

Число обертів ензиму (kcat) визначали на основі розрахованих значень Vmax та [E]0 

(концентрації активних центрів ензиму) за формулою kcat=Vmax/[E]0, де [E]0 це 

відношення кінцевої концентрації протеїну до його молекулярної маси. 

Ефективність гідролізу оцінювали за відношенням kcat до Km та Vmax до Km. 

Дослідження впливу температури та рН середовища проводили в інтервалі 

температур від 4 до 80 оС та рН від 2,0 до 12,0, останній створювали 0,05 М 

універсальним фосфатним, фосфатно цитратним (ФЦБ) або Трис-HCl буферами. 

Для хімічного деглікозилювання 0,5 мг/мл ензиму (25 од/мл, 0,1 М ФЦБ) 

обробляли 0,5 мл 10 мМ розчину перйодату натрію протягом 15 хв у темряві. 

Окислення зупиняли шляхом додавання етиленгліколю з розрахунку 0,25мл на 1 мл 

зразка. Далі реакційну суміш піддавали гель-фільтрації на Sepharose 6B та 

діалізували за кімнатної температури проти 0,1 М ФЦБ, рН 5,2. 

Стійкість до протеолізу тестували з використанням комерційних препаратів 

протеолітичних ензимів: протеїнази К, пронази Е, колагенази, трипсину («Merk», 

Німеччина), протосубтиліну Г3Х («Ензим», Україна), а також лабораторних зразків 

еластази та  протеази Вacillus sp. у співвідношенні 1:1 за протеїном, час експозиції 

1-24 год, 20 та 55 оС. 

Уф-опромінення розчинів ензимів (2 мг протеїну в 0,01 М ФЦБ, рН 5,2) 

проводили в темряві за 20 оС та безперервному перемішуванні за допомогою 



9 

 

ртутно-кварцевої лампи типу БУФ-15, *=254 нм. Дози опромінення становили 450-

7200 Дж/м2. Вивчення УФ-спектрів поглинання нативних та опромінених ензимів 

проводили на спектрофотометрі-флуориметрі DeNovix DS-11 в діапазоні 240-340 

нм. 

Вивчення кінетики та розрахунок констант термоінактивації проводили 

відповідно до роботи Полторак (1998). Для розрахунку ефективної константи 

швидкості денатурації kден і константи дисоціації Кдис будували кінетичні криві 

термоінактивації в напівлогарифмічних координатах lnVτ/V0 від t, де V0 – швидкість 

ензиматичної реакції при t = 0. Константу швидкості денатурації kден (kін) визначали 

за формулою kден = kэфф(V0 + Vτ)/2(V0 – Vτ). Період напівжиття (у хв) розраховували 

з констант швидкості інактивації першого порядку, які були отримані з лінійної 

регресії в логарифмічних координатах. Для розрахунку використовували формулу 

t1/2 = (ln 0,5)/(-kден). 

Модифікацію функціонально активних та реакційно здатних груп молекул 

глікозидаз проводили за допомогою специфічних хімічних реагентів: 1-[3-

(диметиламіно)пропіл]-3-етилкарбодіімід метіодиду, n-толуолсульфонат-1-

циклогексил-3(2-морфоліноетил)карбодіміду, діетилпірокарбонату натрію (ДЕПК), 

п-хлормеркурібензоату (п-ХМБ), фериціаніду калію, N-етилмалеіміду, Н2О2, 

глутатіону, дитіотреїтолу (ДТТ), β-меркаптоетанолу, етилендіамінтетраацетату 

(ЕДТА) та о-фенантроліну. Хімічні реагенти використовували у концентрації 10-3-

10-5 М, концентрація ензиму становила 0,2 мг протеїну/мл. Катіони 

використовували у вигляді хлоридів, сульфатів або ацетатів, лише Ag+ – у вигляді 

нітрату, аніони – у вигляді солей калію або натрію (концентрація 10-2-10-3 М). Усі 

маніпуляції проводили у 0,1 М ФЦБ рН 5,0, якщо не зазначено інакше. Оцінку 

впливу проводили на основі інгібіторного та кінетичного аналізу методами Діксона 

та Луйнуівера-Берка. 

Фотоінактивацію проводили за температур 30 і 40 оС, рН 4,0 і 6,0, у 

захищеній від світла термошафі та у відкритому термостаті. Як джерело світла 

використовували лампу розжарення (200 Вт) з червоним світлофільтром. 

Контролями слугували проби, що 1) містять фотосенсибілізатор, але інкубовані в 

темряві, та 2) освітлені, але без синього метиленового. 

Як модифікатори активності ензимів також використовували 

координаційні сполуки металів, склад і будову яких встановлено з використанням 

сукупності фізичних та хімічних методів дослідження: елементного аналізу, 

термогравіметрії, ІЧ-спектроскопії та рентгеноструктурного аналізу (Khitrich 2010, 

Chebanenko, 2018, Chebanenko, 2020). 

Для модифікації та стабілізації глікозидаз використовували декстрани Т500 і 

Т70, поліетиленгліколі (ПЕГ) 1500, ПЕГ 4000, ПЕГ 6000, ПЕГ 20000 (5 г/л), 

цетилтриметиламоній бромід (ЦТАБ, в концентрації 10-2-10-6 М), п-ХМБ (10-3-10-5 

М), гліцин (0,1 М), 2,6-діамінопімелінову кислоту (10-3 М), ДЕПК (1 %), янтарний 

ангідрид (10-2-10-5 М), ДТТ (10-3 М), L-цистеїн (10-3 М), гліцерол (5-40%) та 

сорбітол (0,1–5 М). Активність отриманих ензимних препаратів оцінювали за 37 С 

і в умовах термоденатурації. 

Іммобілізацію ензимів на похідних целюлози проводили за співвідношення 

полімер (5, 10, 15, 20 і 25 мкг): протеїн (10 мкг). Витримували суміші за 32 С і 
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постійному перемішуванні 24 год, нерозчинний компонент відділяли 

центрифугуванням (2,5×g, 5 хв). 

Інкапсулювання α-галактозидази проводили у лецитинові ліпосоми. Для цього 

50 мг лецитину суспендували у 4 мл хлороформу, переносили у 100-мл колбу та 

випаровували до утворення плівки. Плівку розчиняли у 4 мл діетилового ефіру, 

випаровували у темряві до повного висихання. Процедуру повторювали кілька 

разів. Додавали розчин ензиму (4 мг/2мл 0,1 М ФЦБ) до ліпідної плівки та 

перемішували до утворення ліпідних капсул. Розчин капсул переносили до 

морозильної камери (- 18 оС) до повного замерзання. Після чого розчин 

термостатували за 35 оС та постійному перемішуванні. Процедуру проводили 7-10 

разів. Для відділення незв’язаних молекул ензиму було проведене 3-разове 

центрифугування розчину ліпосом з відмиванням капсул буфером. Для відділення 

незв’язаних молекул ензиму проводили триразове центрифугування розчину 

ліпосом з відмиванням капсул буфером.  

 Для отримання зшитих ензимних агрегатів (ЗЕА) α-L-рамнозидаз 

використовували осадження протеїнів сульфатом амонію (50 %), ПЕГ 6000 (20 %) 

та третбутиловим спиртом з наступним накладанням зшивок глутаровим 

альдегідом (25 %). Вихід активності зв’язаного ензиму розраховували у % за 

формулою: вихід активності (%) = (загальна активність ЗЕА, од/загальна активність 

використаного ензимного препарату, од)×100. 

 Для гідролізу олігосахаридів родини рафінози до соєвого молока (100 мл) 

додавали 1 мг (≈30 од) α-галактозидази, витримували протягом 5-24 год за 30-50 оС. 

Ефективність гідролізу оцінювали методом високоефективної рідинної 

хроматографії (ВЕРХ) за кількістю залишкової рафінози та стахіози у соєвому 

молоці та гідролізаті, а також за зростанням редукції. 

 Здатність α-рамнозидаз деградувати природні флавоноїди (нарингін, рутин, 

неогесперидин, гесперидин, нарирутин) досліджували на зразках свіжовичавлених 

цитрусових соків (грейпфрутового, апельсинового, мандаринового та помелового) 

та екстрактах листя зеленого чаю. 0,1 мл розчину ензиму (3-12 од) додавали до 2 мл 

відповідного соку, потім інкубували за 40-50 оС протягом 60 хв. Контрольні зразки 

містили 0,1 мл 0,1 М ФЦБ+2 мл відповідного соку. Реакцію зупиняли додаванням 

до 2 мл гідролізату 1 мл зневодненого етанолу, далі центрифугували при 6×g 

протягом 10 хв, супернатант фільтрували та аналізували методом ВЕРХ.  

 Статистичну обробку експериментальних даних проводили з використанням 

t-критерію Стьюдента при 5 % рівні значущості (Лакин, 1980). В роботі 

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

які наведені графічно, отримували за допомогою програми Microsoft Exсel 2010. 

Значення при Р0,05 розглядали як достовірні. 

 

ОСОБЛИВОСТІ РОЗПОВСЮДЖЕННЯ ГЛІКОЗИДАЗ У 

МІКРООРГАНІЗМІВ РІЗНИХ ТАКСОНОМІЧНИХ ГРУП 

Дослідження глікозидазної активності проводили серед бактерій, 

мікроміцетів та дріжджів, що були виділені з різних джерел: ґрунтів помірної та 

антарктичної зони, ґрунтів посушливих та високогірних регіонів, ґрунтів, що 

зазнали вплив іонізуючого випромінення, донних осадів та води Чорного моря, 
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дерев’яних поверхонь, овочів, фруктів, трави, лишайників, тканин бджіл та 

молюсків, відходів харчової та деревопереробної промисловості тощо. Серед 

досліджених штамів були мезофільні, психротолерантні та термофільні культури. 

Загалом протестовано 1330 штамів мікроорганізмів: 801 мікроміцет, 275  дріжджів, 

254 бактерії. Всі культури були перевірені на здатність проявляти α-галактозидазну 

та α-L-рамнозидазну активність, а також їх оцінювали за спектром інших 

активностей: 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. Активні штами (ті, що проявляли принаймні одну з 

досліджуваних полісахарид-деградувальних або глікозидазних активностей) 

складали: 53 % серед мікроміцетів, серед дріжджів – 39 %, а серед бактерій – 38 %, 

але розподіл активних штамів був неоднорідним серед представників різних родів 

та видів. 

Cеред мікроміцетів 65 родів близько 20 та 36 % штамів, більшість з яких були 

виділені з ґрунтів помірної зони, проявляли α-галактозидазну та α-L-рамнозидазну 

активності відповідно (рис. 1а, б). На штами, виділені з відходів, припадало близько 

3 % активних культур. Продуценти α-галактозидази виявлені серед мезофільних 

мікроміцетів 9 родів та термофільних штамів 3 родів (рис. 2). Штами з α-L-

рамнозидазною активністю таксономічно були представлені більш широко: 

активність визначено у представників 51 роду. Найбільша кількість активних 

штамів як з α-галактозидазною, так і з α-L-рамнозидазною активностями 

відносилися до різних видів Aspergillus, Penicillium, Fusarium та Phoma (рис. 2, 3).   

 

 

Рис. 1 Розподіл штамів мікроміцетів з α-галактозидазною (а) та α-L-

рамнозидазною (б) активністю в залежності від джерела виділення культури 

 

Активні культури проявляли від 4 до 13 глікозидазних активностей одночасно, 

в тому числі і α-галактозидазну (0,4-2,6 од/мл) та α-L-рамнозидазну (0,3-1,54 од/мл) 

(рис. 4). Крім того, для грибних продуцентів α-L-рамнозидаз характерною була 

здатність деградувати крохмальвмістні полісахариди, тоді як паралельно з α-

галактозидазною найчастіше відмічали β-мананазну активність. Серед продуцентів 
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α-L-рамнозидаз вперше виявлені штами видів P. restrictum та P. roseopurpureum. 

Також вперше відмічена β-мананазна та α-галактозидазна активність у представників 

Rhizopus oryzae, P. cyclopium та P. expansum. 

 

 
Рис. 2 Розподіл штамів з α-галактозидазною активністю серед мікроміцетів 

різних родів 

 

 
Рис. 3 α-L-Рамнозидазна активність колекційних штамів мікроміцетів 

  

α-L-Рамнозидазну активність проявляли близько 20 % дріжджових культур, 

але діапазон їхньої активності (0,05-0,35 од/мл) був дещо нижчим, ніж у нитчастих 

грибів. Ця активність майже з однаковою частотою зустрічалася у мезофільних 

штамів виділених з ґрунту та з рослин (рис. 5а), що відносяться до родів 

Metschnikowia, Pichia, Cryptococcus та Debariomyces. Натомість α-галактозидазну 

активність проявили тільки два штами роду Debariomyces. 
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Рис. 4 Спектр глікозидазних активностей мікроміцетів при глибинному 

культивуванні (5 діб, 25 оС) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Рис. 5 Розподіл штамів дріжджів (а) та бактерій (б) з α-L-рамнозидазною 

активністю в залежності від джерела виділення культури  

 

Близько 10 % активних культур припадало на психротолерантні антарктичні 

дріжджі роду Rhodotorula та неідентифіковані ізоляти, які, крім α-L-рамнозидазної, 

проявляли комплекс целюлозо-деградувальних активностей: β-N-

ацетилглюкозамінідазну, β-D-ксилозидазну, α- та β-глюкозидазну, що вказує на 

перспективність цієї групи як продуцентів ензимів для переробки сировини та 

відходів. 

Серед бактерій позаклітинну α-L-рамнозидазну активність відмічено у 20 % 

штамів, переважно виділених з води, керна та безхребетних Чорного моря, і тільки 

трохи більше 2 % припадало на наземні ґрунтові культури (рис. 5б). Загалом 58 % 

штамів морських бактерій родів Alteromonas,  Bacillus, Halomonas, Marinomonas, 
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Oceanimonas, Pseudoalteromonas, Psychrobacter та Shewanella проявляли α-L-

рамнозидазну активність в діапазоні 0,01-0,2 од/мл. Однак α-галактозидазну 

активність (0,01 од/мл) відмітили тільки у 5 штамів Alteromonas macleodii та 

Alteromonas sp. У культуральній рідині цих бактерій також з високою частотою 

виявляли α-амілазну, β-D-глюкуронідазну, β-N-ацетилглюкозамінідазну, α-N-

ацетилгалактозамінідазну, β-N-ацетилгалактозамінідазну, β-галактозидазну, α-

галактозидазну, β-глюкозидазну, КМ-целюлазну активності. Продукції широкого 

спектру гліколітичних ензимів морськими мікроорганізмами та різним аспектам 

їхнього використання присвячується все більше робіт в останні десятиліття 

(Rebuffet, 2011, Bruno, 2019), що вказує на технологічні перспективи таких 

продуцентів. 

 Отже,  найбільш активними продуцентами α-галактозидаз були ґрунтові 

мікроміцети, і менше 1 % дріжджів та 2 % бактерій продукували цей ензим. α-L-

Рамнозидазна активність була виявлена у всіх досліджених групах мікроорганізмів 

майже з однаковою частотою. Хоча у колекційних штамів спектр глікозидазної 

активності зазвичай був вужчим (3-5 активностей), ніж у свіжовиділених (до 14 

активностей), але за абсолютними 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 

мікроорганізмами. В результаті масштабного скринінгу за глікозидазною та 

полісахарид-деградувальною активністю охарактеризовані 1330 колекційних 

мікроорганізмів та відібрані високоактивні штами-продуценти α-L-рамнозидаз та α-

галактозидаз, що відносяться до видів E. erubescens, P. commune, P. tardum, 

P. restrictum, C. albidus. 

 

ВИДІЛЕННЯ І ХАРАКТЕРИСТИКА α-L-РАМНОЗИДАЗ І  

α-ГАЛАКТОЗИДАЗ МІКРОМІЦЕТІВ І ДРІЖДЖІВ 

З культуральної рідини продуцентів методами хроматографії було очищено до 

гомогенного стану α-L-рамнозидази та α-галактозидази мікроміцетів та дріжджів 

(табл. 1). Для виділення і очистки α-L-рамнозидаз E. еrubescens та C. albidus 

використовували супернатанти культуральної рідини, які отримані в результаті 

вирощування культур на середовищах, що містили рамнозу (5 г/л) або нарингін (5 

г/л) як єдиного джерела вуглецю. Інші глікозидази отримані за вирощування на 

одному середовищі. Також за відповідною схемою одержані дві α-L-рамнозидази 

P. commune (115 (1) та 45 (2) од/мл) та α-галактозидази A. niger, C. cladosporioides, 

P. canescens (15, 34 та 55 од/мл відповідно). 

Відомо, що ензими різного походження демонструють функціональну 

різноманітність та відрізняються з точки зору оптимальних параметрів дії та 

лабільності (Zhao, 2018, Zhou, 2016, Bayraktar, 2019, An, 2019, Stratilova, 2018). За 

даними ДСН-ПААГ та гель-фільтрації на сефарозі 6В встановлено молекулярні маси 

та мономерну будову усіх виділених протеїнів (табл. 2), найменша з яких визначена 

у α-галактозидази P. restrictum (17 кДа). За цим параметром ензим значно 

відрізняється від α-галактозидаз інших мікроміцетів з Мм 200-430 кДа (Liu, 2012, 
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Awan, 2009, Shankar, 2009, Борзова, 2003, Маланчук, 1995). Хоча низькомолекулярна 

α-галактозидаза (18 кДа) описана і у A. awamori (Vidya, 2020). 

Таблиця 1 

Очистка α-L-рамнозидаз та α-галактозидази мікроорганізмів 

Етапи очистки 
Загальний 

протеїн, мг 

Загальна 

активність,од 

Специфічна 

активність,од/мг 

Вихід, 

% 

Ступінь 

очистки 

α-Ram R E. erubescens 

Супернатант 

культуральної 

рідини (1,0 л) 

210 
45,5* 

5,04** 

0,22* 

0,024** 
100 1,0 

Очищений ензим 0,1 12,3* 121,5* 0,05* 552,3* 

α-Ram N E. erubescens 

Супернатант 

культуральної 

рідини (1,0 л) 

125 
51,8* 

1,05** 

0,41* 

0,008** 
100 1,0 

Очищений ензим 0,14 18,9* 130,6* 0,12* 318,5* 

α-Rham R C. albidus 

Супернатант 

культуральної 

рідини (1,0 л) 

812 
232,0* 

87,9** 

0,29* 

0,11** 
100 1,0 

Очищений ензим 5,8 
69,9* 

22,6** 

12,5* 

3,89** 
0,71* 

43,1* 

35,4** 

α-Rham N C. albidus 

Супернатант 

культуральної 

рідини (0,5 л) 

640 
198,4,0* 

83,2** 

0,31* 

0,13** 
100 1,0 

Очищений ензим 5,12 
67,5* 

20,2** 

13,2* 

3,95** 
0,8* 

42,6* 

30,4** 

α-L-рамнозидаза P. tardum 

Супернатант 

культуральної 

рідини (0,1 л) 

175 
210* 

128** 

1,2* 

0,73** 
100 1 

Очищений ензим 2,9 96* 33,1* 1,7* 27,6* 

α-Lрамнозидаза та α-галактозидаза P. restrictum 

Супернатант 

культуральної 

рідини (0,5 л) 

450 

550* 

400** 

3000*** 

1,2* 

0,9** 

6,7*** 

100 1 

Очищений ензим 
4,3* 

20*** 

120* 

1045*** 

27,8* 

49,1*** 

0,09* 

4,4*** 

23,1* 

7,3*** 

Примітка: * − α-L-рамнозидазна активність; ** − β-глюкозидазна активність; 

*** − α-галактозидазна активність. α-Ram R та α-Rham R − ензими, отримані за 

вирощування на середовищі з рамнозою; α-Ram N та α-Rham N − ензими, отримані 

за вирощування на середовищі з нарингіном 
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 Максимальну активність всі досліджені глікозидази проявляли за 50-60 оС (α-

L-рамнозидаза  P. restrictum – за 65 оС) та рН 4,0-5,0, з робочим діапазоном рН  3,0-

6,0 (табл. 2). Найбільш термостабільними були рамнозидази C. albidus та 

E. erubescens, а найменш – ензими 1 і 2 P.  commune. Висока стабільність 

досліджуваних ензимів за температур 20-60 оС, а також за нейтральних і 

слабокислих значень рН є вагомим аргументом для подальших перспектив 

використання їхніх препаратів у харчовій та фармацевтичній промисловості. 

 

Таблиця 2 

Фізико-хімічні властивості глікозидаз 

Параметр 

α-L-Рамнозидаза 

C. albidus E. 

erubescens 
P. tardum 

P.  commune P. 

restricrum 1 2 

Мм, кДа 
50±2,1 

мономер 

40±1,9 

мономер 

95±3,8 

мономер 

120±5,2 

мономер 

105±2,9 

мономер 

50±2,4 

мономер 

Вуглеводний 

компонент, % 
5,0±0,2 1,0±0,02 12,0±0,5 15,0±0,5 15,0±0,5 нв 

рН-оптимум 5,0±0,2 5,0±0,1 5,0±0,2 4,0±0,2 4,2±0,2 4,0±0,1 

рН-стабільність 3,0-6,0 3,0-6,0 3,0-6,0 3,0-6,0 3,0-6,0 4,0-6,0 

Термооптимум,°С 60±1,5 60±2,1 60±1,2 60±2,4 60±2,1 65±0,9 

Термостабільність 

рН 5,0-5,5 

60 % (180 

хв, 65 оС) 

60% (60 

хв, 70 оС) 

50 % (90 

хв, 70 оC) 

50 % 

(120 хв, 

50 оС) 

45 % (120 

хв, 50 оС) 

50 % (45 

хв, 70 оС) 

 
α-Галактозидаза 

P. restricrum P. canescens (Маланчук, 1995) 

Мм, кДа 17±0,4  

гексамер 

400±2,5 

гексамер 

рН-оптимум 4,0±0,1 5,0±0,2 

рН-стабільність 4,0-6,0 4,0-7,0 

Термооптимум,°С 60±2,1 50±2,5 

Термостабільність 

рН 5,0 

50 % 

(210 хв, 60оС) 

50 % 

(120 хв, 60 оС) 

Примітка: «нв» — не встановлено 

Всі досліджені α-галактозидази стійкі до дії серинових та металопротеаз різної 

специфічності: протеїнази К, протеази Вacillus sp., трипсину, пронази Е, 

протосубтиліну, еластази та колагенази за 20 оС, однак не в умовах термоінактивації 

(55 оС). Стійкіть до протеолізу описана і для деяких інших мікробних α-галактозидаз 

(Hu, 2017, Zhao, 2018, Lee, 2012, Katrolia, 2012, Wang, 2020). 

Кількісні показники вмісту окремих амінокислот у молекулах глікозидаз 

варіювали у широкому діапазоні. Якщо для α-L-рамнозидаз C. albidus і E. erubescens 

був показаний високий вміст аспарагінової (14,8/16,4 % відповідно), глутамінової 



17 

 

кислот (17,5/9,1 відповідно) та гліцину (15,5/9,5 % відповідно), то для α-L-

рамнозидаз P. commune 1 та 2 – гістидину (16,9/15,5 відповідно). Вміст гліцину був 

найвищим у α-L-рамнозидази C. albidus, а найнижчим – у ензимів 1 і 2 P. commune 

(6,7 і 3,1 % відповідно). За співвідношенням вмісту основних та кислих амінокислот 

α-L-рамнозидази C. albidus та E. erubescens подібні до α-галактозидаз мікроміцетів 

A. niger, P. canescens та C. cladosporioides. Відсоток гідрофобних амінокислот, які 

відповідають за стабільність молекули протеїну, у досліджених α-L-рамнозидазах 

складає від 30 до 36 % від загального вмісту. Однак слід відмітити, що у α-L-

рамнозидаз C. albidus, E. erubescens та P. commune 1 переважний внесок належить 

аліфатичним амінокислотам (74, 78 та 74 % відповідно), а у α-L-рамнозидази  

P. commune 2 серед гідрофобних амінокислот переважають фенілаланін та пролін 

(загалом 63 %). Характерною особливістю α-L-рамнозидази P. commune 1 є 

відсутність проліну, а ензим  P. commune 2, навпаки, містив майже в 4 рази більше 

проліну, ніж інші досліджені глікозидази. Присутність значних кількостей проліну 

може формувати менш гнучку конформацію молекули α-L-рамнозидази  P. commune 

2. Про відносну жорсткість свідчать і показники співвідношення деяких кислих і 

основних амінокислот (рис. 6) у молекулах цих ензимів в порівнянні з іншими 

дослідженими глікозидазами. Ці особливості амінокислотного складу очікувано 

знаходять відображення у властивостях α-L-рамнозидаз P. commune, насамперед 

низькій термостабільності порівняно з іншими глікозидазами.  

 

 

Всі досліджені α-L-рамнозидази містили у складі молекул вуглеводний 

компонент (від 1 до 15 %), в тому числі ключовий моносахарид манозу та D-

глюкозамін, через які відбувається посттрансляційне глікозилювання молекули 

протеїну (табл. 2, рис. 7). Цікаво відмітити, що високий ступінь глікозилювання у 

ензимів P. commune (15 %), тим не менш супроводжується найнижчою, серед 

досліджених протеїнів, термостабільністю. 
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Рис. 7 Моносахаридний склад глікозидаз мікроорганізмів 

 

ВПЛИВ ГЛІКОЗИЛЮВАННЯ НА СЕКРЕЦІЮ, КАТАЛІТИЧНУ 

АКТИВНІСТЬ І СТАБІЛЬНІСТЬ α-ГАЛАКТОЗИДАЗ МІКРОМІЦЕТІВ 

Глікозилювання – одна з найбільш важливих посттрансляційних модифікацій 

як інтегрованих мембранних, так і секреторних протеїнів (Xie, 2022, Strasser, 2016, 

Bechor, 2008). Дослідженню складу, структури, процесу синтезу і ролі вуглеводного 

компонента в процесах функціонування протеїнів присвячується все більше робіт 

останніх років (Rubio, 2019, Kudoh, 2015, Wei, 2013). 

Більшість описаних на сьогодні α-L-рамнозидаз мікроміцетів глікозильовані за 

N-типом (Manzanares, 1998, Manzanares, 2001), а для α-галактозидаз більш 

характерним є глікозилювання за змішаним типом (Savel'ev, 1997, Zeilinger, 1993). За 

використання інгібіторів глікозилювання (тунікаміцину та 2-дезокси-D-глюкози) 

встановлено, що -галактозидази A. niger, C. cladosporioides та P. canescens 

глікозильовані за змішаним типом, і містять як N-, так і О-зв’язані вуглеводи. 

Інгібування глікозилювания по N-типу майже не супроводжувалося зниженням рівня 

секреції досліджених α-галактозидаз, однак призводило до суттєвої втрати як 

активності, так і стабільності α-галактозидази A. niger (рис. 8).  

Дані моносахаридного складу O-деглікозильованих ензимів демонструють 

значне зменшення кількості манози у ензимах A. niger та C. cladosporioides, а також 

арабінози і рамнози – у P. canescens (табл. 3). Водночас нами відзначалося різке 

зниження активності О-деглікозильованих ензимів в порівнянні з нативними (рис. 8). 

Зміна нормального глікозилювання також призводила до незначного зниження 

термостабільності та до прискорення термоденатурації α-галактозидаз за присутності 

протеаз та гуанідинхлориду. 

Зниження на 1/3 вмісту вуглеводної частини α-галактозидази C. cladosporioides 

в результаті окислення перйодатом натрію супроводжувалося зменшенням 

спорідненості ензиму до синтетичних та природних субстратів, а також зниженням 

його каталітичної активності у робочому діапазоні рН і температури. Ці ефекти 
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можуть бути наслідком зменшення кількості сайтів глікозилювання, що призводить 

до формування менш стабільної конформації протеїну (Sola, 2007, Schwarz, 2011, Qi, 

2014). 

 
Таблиця 3 

Вміст вуглеводів у модифікованих препаратах α-галактозидаз 

-Галактозидаза 

вуглеводи 

(% глікозилювання, без інгібітора – 100 %) 

Маноза Галактоза Арабіноза Рамноза 

A. niger 

N-модифікована 28,5±0,5 44,01±0,9 - - 

О-модифікована 52,28±1,1 12,3±0,3 - - 

P. canescens 

N-модифікована 81,19±2,3 - 81,08±0,5 50,93±0,4 

O-модифікована 95,1±1,5 - 48,83±,5 5,21±0,02 

C. cladosporioides 

N-модифікована 94,46±1,1 - 120,1±1,1 94,2±1,8 

O-модифікована 30,77±0,6 - 115,6±1,3 95,1±1,2 

Примітка: «-» — відсутній 

 

Опосередковані дані щодо впливу глікозилювання α-L-рамнозидаз 

Е. erubescens та C. albidus на їхні властивості отримано в результаті дослідження 

ензимів, одержаних за різних умов вирощування продуцентів, а саме, джерел 

вуглецю. Використання нарингіну дозволило отримати більш активні та 

термостабільні форми α-L-рамнозидаз (рис. 9, 10). Ці 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. Подібні результати отримано і 

для α-L-рамнозидази A. terreus (Soria, 2002), яка має підвищену стабільність за 

вирощування на нарингіні, у порівнянні з рамнозою. 
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      Рис. 9 Термостабільність α-L-

рамнозидаз С. albidus (α-Rham N та α-

Rham R), pH 5,2, отриманих за 

використання різних джерел вуглецю 

      Рис. 10 Термостабільність  α-L-

рамнозидаз E. erubescens (α-Ram N та 

α-Ram R) в залежності від джерела 

вуглецю при культивуванні, pH 5,2 

 

Таким чином, порівняльне вивчення рН-, термостабільності та швидкості 

гідролізу субстратів у ензимів різного ступеню глікозилювання дає підстави зробити 

висновок про суттєвий внесок вуглеводного компонента у функціональні властивості 

даних глікозидаз. 

 

КІНЕТИКА І МЕХАНІЗМ ІНАКТИВАЦІЇ ГЛІКОЗИДАЗ 

Кінетичні властивості α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз в літературі 

представлені не дуже широко, проте саме ці дослідження необхідні для розуміння 

механізму дії і управління ензиматичним каталізом. 

Кінетичні параметри гідролізу синтетичних та природних субстратів 

досліджених α-галактозидаз подібні до значень інших грибних ензимів (Katrolia, 

2014, Miller, 2001, Ademark, 2001). Спорідненість до галактоолігосахаридів у α-

галактозидаз C. cladosporioides та P. restrictum була приблизно у 2 рази вищою, ніж у 

α-галактозидази P. canescens. Для всіх ензимів показано, що ефективність гідролізу 

(Vmax/Km та kcat/Km) синтетичного субстрату була вищою за ефективність дії на оліго- 

та полісахариди (табл. 4). Встановлено, що максимум швидкості гідролізу п-НФГ 

для досліджених ензимів знаходиться в інтервалі концентрацій від 3,0 до 5,0 мг/мл і 

не залежить від концентрації ензиму. Реакція утворення неактивного проміжного 

ензим-субстратного комплексу α-галактозидази A. niger оборотна і рівновага в цій 

реакції наступає відносно швидко,  склад неактивного комплексу відповідає формулі 

ES2. 

Кm та Vmax для гідролізу субстратів різними α-L-рамнозидизами варіювали в 

широкому діапазоні (табл. 5). α-L-Рамнозидаза E. erubescens ефективніше 

гідролізувала синтетичний субстрат, ніж нарингін та неогесперидин, на відміну від 

ензимів P. tardum та C. albidus.  

Синтетичний субстрат п-НФР у високих концентраціях відомий як інгібітор 

багатьох α-L-рамнозидаз (Yadav, 2010, Zhang, 2018, Mueller, 2018, Kumar, 2019). 
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Таблиця 4 

Кінетичні параметри гідролізу субстратів α-галактозидазами 

Субстрат 
Тип 

зв’язку 
kcat (с

-1) 
kcat/Km  

(с-1/мМ) 
Vmax/ Km 

P. canescens 

п-НФГ α-1 1163±25 930±51 174,4±5,9 

Мелібіоза α-1,6 66,7±2,3 16,7±0,9 2,52±0,05 

Рафіноза α-1,6 48,2±1,9 8,5±0,08 1,28±0,04 

Стахіоза α-1,6 60,7±2,6 17,3±0,15 2,6±0,06 

А. niger 

п-НФГ α-1 181±3,5 152,1±4,2 20,6±1,5 

C. cladosporioides 

п-НФГ α-1 226±7,9 376±23 36,4±1,3 

Мелібіоза α-1,6 10,6±0,48 6,23±0,15 0,94±0,01 

Рафіноза α-1,6 22,1±0,38 7,1±0,02 0,87±0,03 

Стахіоза α-1,6 16,7±0,05 6,7±0,06 0,52±0,02 

 

 Тип 

зв’язку 
Km, мM 

Vmax, 

мкмоль/хв/мг 
Vmax/Km 

P. restrictum 

п-НФГ α-1 0,9±0,05 90,1±2,5 100,1±4,1 

Рафіноза α-1,6 2,2±0,08 134,6±3,8 61,3±1,7 

Стахіоза α-1,6 2,4±0,08 116,5±4,5 48,1±2,2 

Галактоманан α-1,6 3,8±0,11 27,5±1,4 7,1±0,2 

 

Таблиця 5 

Кінетичні параметри гідролізу синтетичних та природних субстратів α-L-

рамнозидазами 

Субстрат 
Тип 

зв’язку 
Km, мM 

Vmax, 

мкмоль/хв/мг 
Vmax/Km 

α-L-рамнозидаза C. albidus 

п-НФР α-1 4,48±0,21 14,8±0,32 3,3±0,12 

п-НФ-

глюкопіранозид 
β-1 10,38±0,35 5,2±0,11 0,5±0,02 

Нарингін α-1,2 0,78±0,03 35,9±0,55 46,8±0,68 

Неогесперидин α-1,2 3,27±0,15 10,1±0,05 3,1±0,03 

α-L-рамнозидаза E. erubescens 

п-НФР α-1 1,09±0,05 98,5±0,8 90,4±1,1 

Нарингін α-1,2 4,95±0,09 50,3±0,45 10,1±0,33 

Неогесперидин α-1,2 3,01±0,1 25,3±0,12 8,43±0,25 

α-L-рамнозидаза P. tardum 

п-НФР α-1 0,7±0,04 38,3±1,55 54,7±1,2 

Нарингін α-1,2 1,34±0,03 43,7±1,68 32,6±0,96 
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Встановлено, що концентрації п-НФР вище 1 мМ конкурентно пригнічують 

активність усіх досліджених α-L-рамнозидаз. Показано, що L-рамноза (Ki
 5,2×10-2 М) 

та D-глюкоза в концентрації 10-3 М інгібували α-L-рамнозидазу E. erubescens на 25 

%. Конкурентний характер інгібування активності ензиму L-рамнозою свідчить, що і 

субстрат, і продукт реакції зв’язуються з одним центром на молекулі ензиму, що 

призводить до зниження швидкості гідролізу. Так само було показано, що L-рамноза 

в концентрації 10-3 М є інгібітором α-L-рамнозидаз С.albidus, P. tardum i 

P. restrictum. Також відмічено інгібування досліджених глікозидаз глюкозою. 

Конкурентне інгібування продуктом реакції L-рамнозою та моносахаридами L-

фукозою та D-глюкозою встановлено для  α-L-рамнозидаз багатьох мікроорганізмів 

(Eliades, 2011, Li, 2018). 

Кінетика і механізм термоденатурації олігомерних α-галактозидаз 

Дослідження механізму термоінактивації ензимів представляють особливу 

цінність як базис для розробки найкращої стратегії їхньої термостабілізації, оскільки 

дозволяють як окреслити області використання ензимів, так і розширити їх, 

підібравши умови стабілізації ензиму шляхом пригнічення первинних оборотних 

стадій денатурації.  

Показано, що швидкість термоденатурації α-галактозидаз прискорюється в 

процесі очищення ензимів та при зниженні концентрації протеїну. Внесення 

нейтрального протеїну (0,5 % БСА) мало захисний ефект для α-галактозидаз А. niger, 

P. canescens та C. cladosporioides за 55-65 оС, ймовірно, забезпечуючи стабілізацію 

молекули протеїну за рахунок додаткових внутрішньо- або міжмолекулярних 

зв’язків.  

Встановлено, що процес термоінактивації досліджених α-галактозидаз 

складається з кількох елементарних стадій, дві з яких (початкову та кінцеву) можна 

оцінити кількісно. За температур 55 та 60 оС на кінетичних кривих (V/V0 від часу) 

наявний індукційний період, який є наслідком незмінності активності ензиму у цей 

проміжок часу (рис. 11).  

Спираючись на дані динаміки термоінактивації α-галактозидаз А. niger та 

С. cladosporioides можна зробити висновок, що механізм термоінактивації цих 

ензимів за 55 та 60 оС відбувається за дисоціативним типом, при якому оборотні 

стадії дисоціації передують необоротній денатурації. Це пов’язано з тим, що 

олігомерні протеїни можуть існувати у формах з різною кількістю субодиниць, які 

проявляють, відповідно, різну активність. Ці форми за впливу високих температур 

перетворюються з високою швидкістю, що не завжди дозволяє виділити їх у чистому 

вигляді та дослідити. Термоінактивація α-галактозидази P. canescens за температур 

55 та 60 оС відбувається скоріше за все за іншим механізмом, а саме, послідовних 

перетворень першого порядку, про це свідчить і характер кінетичних кривих у 

напівлогарифмічних координатах. Отримані дані дозволили розрахувати кінетичні 

параметри (табл. 6) та кількісно оцінити всі стадії процесу термоінактивації α-

галактозидаз. Енергія активації переходу окремої субодиниці α-галактозидази 

С. cladosporioides та α-галактозидази P. canescens із нативного стану у 

денатурований дорівнювала 165 кДж/моль та 120 кДж/моль відповідно. 
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Таблиця 6 

Кінетичні константи термоінактивації α-галактозидаз 

Т, 
о

С kдис, с-1 kас, с-1 kден
, с-1 Кдис, мкМ 

А. niger 

50 1,8×10-4 1,5×10-5 1,5×10-5 11,9 

55 6,3×10-4 3,2×10-5 1,7×10-5 19,1 

60 - - 4,1×10-6 392 

60+БСА (0,5 %) 1,9×10-4 4,5×10-5 2,6×10-5 4,16 

65 - - 4,7×10-6 398 

65+БСА (0,5 %) 1,08×10-3 1,8×10-4 7,8×10-5 5,9 

C. cladosporioides 

55 6,5×10-5 9,3×10-5 5,35×10-5 0,7 

60 4,45×10-4 2,7×10-4 9,5×10-5 1,67 

65 - - 1,94×10-4 29,20 

P. canescens 

60 1,7×10-4 2,8×10-4 3,6×10-5 2,3 

65 - - 2,97×10-5 98 
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       Рис. 11 Графіки залежності 

логарифму відносної швидкості 

ln(V/V0) від часу термоінактивації 

за різних температур  (а − А. niger; 

б − C. cladosporioides; в − 

P. canescens) 
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Кінетика та механізм термоінактивації α-L-рамнозидаз Е. erubescens та 

C. albidus 

Дослідження закономірностей термінактивації проводили для двох форм α-L-

рамнозидаз, отриманих при вирощуванні на різних джерелах вуглеводів: рамнозі або 

нарингіні. Показано, що процес термоінактивації α-L-рамнозидази Е. erubescens 

слідує кінетиці першого порядку, що, власне, є характерним для 

низькомолекулярних ензимів (рис. 12). Втрата стабільності в цьому випадку може 

пояснюватися розгортанням поліпептидного ланцюга внаслідок ослаблення 

внутрішньомолекулярних зв’язків. Кінетику термоінактивації C. albidus вивчали за 

20-80 оС (рис. 13). Слід зазначити високу стабільність обох форм ензиму в цих 

умовах, хоча α-L-Rham N має вищу початкову активність, як було показано на 

препаратах різного ступеню очищення. Проте динаміка термоденатурації різних 

форм ензиму має спільні риси. Характер кривих термоінактивації за 20-60 оС 

дозволяє припустити, що для даної α-L-рамнозидази слід враховувати одну або 

кілька "стабільних та нестабільних" форм, і, отже, має місце інактивація за схемою 

послідовних перетворень з активною проміжною формою. За температури 70-80 оС 

спостерігається необоротна денатурація послідовних стадій першого порядку. Було 

розраховано деякі кінетичні константи процесу термоінактивації. Так константи 

швидкості інактивації за 60 оС для α-L-Rham R та α-L-Rham N C. albidus склали 

відповідно 1,3×10-6 та 1,6×10-6, за 65 оС — 5,1×10-5 і 6,4×10-5 с-1, за 70 оС - 8,7×10-5 та 

1,4×10-4 с-1. 

 

 
 

 

 

 

Дослідженнями активних та інактивованих форм α-L-Rham R та α-L-Rham N 

C. albidus встановлено зменшення Мм ензиму у процесі термоденатурації (з 50 до 30 

кДа). Це дозволяє припустити, що активна форма ензиму існує в асоційованому 

стані, проте протеїнові агрегати під дією температури розпадаються, внаслідок чого 

відмічається зниження каталітичної активності. 
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      Рис. 12 Кінетика термоінактивації 

α-L-Ram N E. erubescens за різних 

температур 

      Рис. 13 Кінетика термоінактивації 

α-L-Rham N C. albidus за різних 

температур 
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Також показано, що підвищення діелектричної проникності середовища 

призводить спочатку до ослаблення електростатичних взаємодій у α-рамнозидаз 

Е. erubescens та C. albidus, а потім, зі збільшенням концентрації солі, стабільність 

знову починає зростати, оскільки посилюються гідрофобні взаємодії. Аналіз кривих 

залежності константи інактивації від концентрації буфера дозволяє зробити 

висновок про те, що для α-рамнозидази Е. erubescens внесок гідрофобних та 

електростатичних взаємодій у стабільність ензиму приблизно рівний, а у  α-L-

рамнозидази C. albidus домінуючу роль у підтримці активної конформації відіграють 

гідрофобні взаємодії.  

 Як і у випадку α-галактозидаз, у досліджених α-L-рамнозидаз спостерігалося 

зниження термостабільності в процесі очистки, однак внесення 0,5 % БСА 

стабілізувало α-L-Rham N та α-L-Rham R C. albidus в умовах термоденатурації, 

збільшуючи період напівжиття ензимів на 50 %. 

 

СТАБІЛІЗАЦІЯ ГЛІКОЗИДАЗ ХІМІЧНИМИ МЕТОДАМИ 

Для подолання проблеми денатурації ензимів у неприродних умовах 

реакційного середовища можуть бути використані різні підходи хімічної 

модифікації. Відсутність даних про всі суттєві аспекти механізму денатурації 

протеїнів не дозволяє на сьогодні запропонувати універсальні шляхи їхньої 

стабілізації та потребує індивідуального підходу для вирішення цієї проблеми 

відповідно до структурно-функціональних особливостей протеїну.  

Відмічена широка варіабельність щодо чутливості різних глікозидаз до 

присутності катіонів металів (табл. 7), але їхній вплив переважно був 

неспецифічним. Найбільш чутливими до дії катіонів металів були α-L-рамнозидази 

P. commune та P. tardum, а також α-галактозидаза P. restrictum. Всі глікозидази були 

чутливими до  Hg2+ та Ag+ (інактивація на 40-100 %), які є модифікаторами 

сульфгідрильних та карбоксильних груп амінокислот, що вказує як на важливість 

цих груп для підтримки активної конформації α-L-рамнозидаз, так і на їхню різну 

доступність у окремих ензимів. Відмічена повна інактивація α-галактозидази 

P. restrictum та активація α-L-рамнозидаз P. tardum, P. restrictum та P. commune 2 

іонами Ca2+ на 63, 19 та 15 % відповідно. Відомо, що катіони Са2+ беруть участь у 

стабілізації третинної структури деяких α-L-рамнозидаз, що відносяться до родини 

GH110 (Liu, 2008, McGuire, 2020) та α-галактозидази B. coagulans (Zhao, 2018). 

Аналіз результатів щодо впливу хелаторів дозволяє припустити металозалежність 

ензимів P. commune та E. erubescens, але не інших глікозидаз. Вплив аніонів суттєво 

не впливав на активність -L-рамнозидаз, за винятком інгібувальної дії сульфіту (58 

та 73 %) на активність -L-рамнозидаз C. albidus та P. tardum, що також може 

свідчити про присутність в активному центрі ензимів, або поблизу від нього, 

реакційно здатних SH-груп. 

Дані щодо структури активних центрів гідролізу дозволили на цей час 

виділити обмежене число функціональних груп, які утворюють нуклеофільно-

електрофільні пари у α-галактозидаз родин GH27, GH31, GH36, GH57, GH97 та α-L-

рамнозидаз родини GH78 (http://www.cazy.org/): -SН групи цистеїну; -NН групи 

гістидину; -СООН групи глутамату и аспартату (Merceron, 2012, Fredslund, 2011, 

O'Neill, 2015, Chen, 2020). 

http://www.cazy.org/
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Модифікація карбодіімідами, що мала оборотний конкурентний характер, 

призводила до інгібування всіх досліджених глікозидаз, що вказує на наявність 

функціонально активних залишків глутамінової та/або аспарагінової амінокислоти 

(табл. 7).   

Таблиця 7 

Вплив хімічних реагентів та катіонів на активність глікозидаз 

Концентрація реагенту, 

10-3 М 

Залишкова активність, % 

1 2 3 4 5 6 7 

1-[3-(диметиламіно) пропіл]-

3-етилкарбодіімід метіодід 
50±1,4 60±1,5 33±0,8 71±2,2 - - 72±3,3 

ДЕПК 25±0,5 35±0,3 31±0,3 72±3,1 - - 76±2,4 

п-ХМБ 40±1,2 90±2,3 82±2,4 69±1,5 60±2,1 64±1,7 0 

N-Етилмалеімід 30±0,5 96±2,8 110±5,5 93±3,4 - - 102±2,8 

Н
2
О

2
 - - - 82±3,1 - - 87±3,3 

Фериціанід калію - - - 63±1,4 - - 108±3,5 

ДТТ 42±1,1 93±3,5 141±4,5 100±2,8 100±1,2 83±2,2 100±3,1 

β-Меркаптоетанол 93±2,8 97±4,1 97±2,3 95±4,5 95±3,8 98±3,1 100±2,2 

ЕДТА 31±0,9 100±3,2 100±4,2 98±3,2 68±3,1 55±1,7 101±3,4 

о-Фенантролін 43±1,9 100±3,1 120±4,5 99±3,4 68±2,5 75±3,6 99±4,5 

Ag+ 290,7 280,7 0 5,10,2 462,4 651,5 0 

Cd2+ 870,6 850,6 0 1663,4 - - 0 

Ca2+ 1043,4 1000,4 1635 1194,1 713,2 1154,9 0 

Со2+ 900,9 900,9 381,1 - 723,1 924,4 - 

Pb2+ 721,9 981,9 220,4 - 713,1 561,7 - 

Hg2+ 542,3 1000,4 350,9 752,4 460,9 843,2 0 

Fe2+ 762,0 962,0 150,3 - 1004,5 902,4 - 

Fe3+ 761,8 931,8 130,1 633,1 1024,4 1033,9 108±5,3 

Al3+ 1184,6 804,6 80,1 - - - - 

Примітки: 1 − α-L-рамнозидаза E. erubescens; 2 − α-L-рамнозидаза C. albidus; 3 

− α-L-рамнозидаза P. tardum; 4 − α-L-рамнозидаза P. restrictum; 5 − α-L-рамнозидаза 

P. commune 1; 6 − α-L-рамнозидаза P. commune 2; 7 – α-галактозидаза P. restrictum; 

«−» – не досліджували. Наведені дані є середнім значенням 5 повторностей 

 

Фотоокисленням у присутності метиленового синього (рН 4,0-6,0) та реакцією 

з ДЕПК показано важливість залишків гістидину для каталізу досліджених 

глікозидаз. Модифікатори сульфгідрильних груп цистеїну мали різноманітний вплив 

на ензими, однак інгібіторним аналізом встановлено, що залишки цистеїну 

відіграють важливу конформаційну роль, але не присутні у активному центрі жодної 

з досліджених глікозидаз. Розрахунок кількості сульфгідрильних груп у молекулах 

глікозидаз показав, що α-галактозидаза A. niger містила 1,1×10-4 М SH-груп на 1 мг 

протеїну, α-галактозидаза P. canescens – 8,5×10-4 М, а α-галактозидаза 
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C. cladosporioides – 6,0×10-4 М. Для α-L-рамнозидаз E. erubescens і C. albidus 

розрахована кількість SН-груп в молекулі склала 7,210-6 мМ і 8,6410-7 мМ на мг 

протеїну відповідно. Встановлено, що у присутності агентів тіосульфідного обміну 

(глутатіон, β-меркаптоетанол і ДТТ) та модифікаторів гістидину і SH-груп (ДЕПК і 

п-ХМБ) значною мірою прискорюється термоденатурація як α-L-рамнозидаз 

C. albidus і E. erubescens, так і α-галактозидаз мікроміцетів. 

Також  як модифікатори активності глікозидаз протестовані новосинтезовані 

біокоординаційні комплекси германію (IV) та двовалентних металів, де як ліганди 

використовувалися сполуки (лимонна та ксиларова кислота, фенантролін, 

біпіридин), що широко застосовуються у медицині й харчовій промисловості, та 

відносяться до низько токсичних речовин з широким спектром фармакологічної дії. 

В результаті були отримані різноманітні як за якісними, так і за кількісними 

показниками ефекти в залежності від природи катіону і аніону комплексу, а також 

ензиму. Так, показана активація α-L-рамнозидаз в 3-10 разів комплексами Ge та 

супрамолекулярними солями Fe/Co/Ni/Cu/Zn (рис. 14), але відсутність ефектів цих 

сполук на всі досліджені α-галактозидази. 

 

 
Рис.14 Вплив комплексних сполук металів на активність ензимів (0,1 %,  24 

год, 20 оС, рН 5,0): 1 − (Hphen)4[(OH)2Ge2(µ-Xylar)4Ge2(µ-OH)2]·13H2O; 2 − 

[Ni(phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O; 3 − [Ni(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-

HXylar)4Ge2(-OH)2]∙20Н2О∙2C2H5OH; 4 − [Fe(рhen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-

OH)2]·6H2O·C2H5OH; 5 − [Cu(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Cu(H2O)2}2]2H2O; І − 

[Fe(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], ІІ − [Со(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], ІІІ − 

[Ni(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], IV − Cu(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], V − 

[Zn(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2] 

 

Встановлена інгібувальна дія координаційних сполук цинку з N-заміщеними 

тіокарбомоїл-N'-пентаметилен-сульфенамідами на α-галактозидази A. niger, 

P. canescens та C. cladosporioides. Аналіз  УФ-спектрів та характер впливу вказують 

на нековалентні взаємодії між цими сполуками та глікозидазами. Різкі відмінності у 

ступені впливу комплексних сполук на активність вивчених ензимів ймовірно є 

наслідком різного розташування залишків ароматичних амінокислот та їхньої 
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доступності у молекулах α-L-рамнозидаз та α-галактозидаз різних продуцентів, що 

підкреслює їхні конформаційні та каталітичні особливості. 

Таким чином, слід зазначити, що хоча модифікація реакційно здатних груп 

глікозидаз якісно була більш менш однорідною, але характер та динаміка 

інгібування хімічними сполуками в кожному випадку мали свої особливості, що 

вказує на широку варіабельність кількості та розташування цих груп в молекулах 

ензимів різних мікроорганізмів. 

Термостабілізація глікозидаз за допомогою хімічних реагентів 

Дослідження механизмів термоінактивації глікозидаз дозволили окреслити 

шляхи та підходи до стабілізації α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз. Вирішення задач 

збереження інтактності третинної та четвертинної структури протеїнів відбувалося 

через залучення методів іммобілізації, модифікації реакційно здатних 

амінокислотних залишків, гідрофобної модіфікації, підходів до запобігання 

процесам агрегації та дисоціації.  

Вдалося стабілізувати α-галактозидази та α-L-рамнозидази в умовах 

термоденатурації та протеолізу шляхом багатоточкового зв’язування через залишки 

лізину на розчинних полімерах та полісахаридах, які містять великі кількості 

гідроксильних груп. Для цієї мети залучали декстрани та ПЕГ різного ступеню 

полімерізації, які широко використовуються у фармакології (Кашпур, 2010). 

Показана висока ефективність м’якої іммобілізації глікозидаз на целюлозі та її 

похідних, в результаті чого за оптимальних співвідношень ензим:полісахарид 

спостерігали підвищення термостабільності та зниження констант денатурації 

ензимів майже на порядок. 

Гідрофобна модифікація янтарним ангідридом α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз за оптимальних концентрацій ефектора призводила до зниження 

константи термоінактивації в 1,5-5 разів. Стабілізація в цьому випадку відбувалася 

за рахунок посилення нековалентних міжсубодиничних або міжмолекулярних 

взаємодій шляхом ацилювання аміногруп залишків лізину протеїнів, а відмінності у 

ступені стабілізації були наслідком різної доступності цих груп. 

Для запобігання агрегації олігомерних ензимів, яка нерідко є причиною втрати 

активності, використовували додавання до реакційної суміші вуглеводів та 

багатоатомних спиртів. Такий підхід забезпечує збільшення в’язкості розчину, що 

дозволяє зменшити частоту зіткнень між молекулами ензиму та уповільнити 

інактивацію. В результаті було встановлено виражений захисний ефект мелібіози, 

рафінози та стахіози щодо активності α-галактозидаз P. canescens та 

C. cladosporioides. Використання високих концентрацій гліцеролу (25-40%) та 

сорбітолу (2-5 М) дозволяло запобігати термоінактивації α-галактозидаз P. canescens 

та C. cladosporioides, але не А. niger. Цей підхід так само був ефективним і для 

стабілізації всіх досліджених α-L-рамнозидаз, особливо P. restrictum. 

Ще одним способом стабілізації протеїнів є накладання 

внутрішньомолекулярних та міжмолекулярних зшивок на їхні молекули за 

допомогою 2,6-діамінопімелінової кислоти та глутарового альдегіду (Illanes, 2021, 

Torabizadeh, 2018). Цей спосіб був більш придатний для підтримання активної 

конформації мономерних α-L-рамнозидаз, ніж олігомерних α-галактозидаз, 

ймовірно,  через блокування активного або субстратзв’язувального центрів 
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внаслідок ковалентної зшивки просторово наближених ділянок однієї протеїнової 

молекули, або різних молекул ензимів.  

Отже встановлено, що модифікація функціонально активних залишків 

амінокислот (аспарагінової або глутамінової кислоти, гістидину, цистеїну) 

призводить до інактивації досліджуваних глікозидаз, що потребує підходів до їх 

захисту під час підбору способів стабілізації. Координаційні сполуки металів 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 структурних особливостей 

як протеїну, так і комплексу. Іммобілізація на біополімерах дозволяє стабілізувати як 

олігомерні α-галактозидази, так і мономерні α-L-рамнозидази. Також ефективними є 

підходи, що базуються на гідрофобній модифікації через ацилювання аміногруп 

лізину і гліцину, а також ковалентна агрегація. Отримані дані є базисом для 

одержання модифікованих препаратів α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз 

технологічного призначення. 

 

ОТРИМАННЯ ПРЕПАРАТІВ ГЛІКОЗИДАЗ ПРОЛОНГОВАНОЇ ДІЇ 

Iнкапсулювання -галактозидази C. cladosporioides в лецитинові ліпосоми 

дозволило отримати активний та стабільний ензимний препарат. Інкапсульований 

ензим мав широкий рН-оптимум, в діапазоні рН від 3,5 до 8,0 спостерігалося 90-100 

% активності препарату (рис. 15). Показано, що термооптимум зв’язаного ензиму 

зміщується до 60 оС, а в діапазоні від 50 до 70 оС спостерігається понад 70 % від 

максимальної активності (рис. 16). Термостабільність препарату за 52 оС зростала і 

зберігалася на рівні 70 % від початкової після 3 годин інкубації (нативний ензим 

втрачав 50 % активності за 90 хв). Кm для для нативного ензиму та його ліпосомної 

форми були 0,9 і 1,11 мМ відповідно. 
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       Рис. 15 Залежність активності 

інкапсульованого та нативного ензиму 

C. cladosporioides від рН 

        Рис. 16 Термооптимум 

інкапсульованого та нативного 

ензиму C. cladosporioides  
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Попередня обробка α-галактозидази ПЕГ 1500 та декстраном 500Т сприяли 

підвищенню активності (до 25 %) і стабільності інкапсульованого ензиму (табл. 8). 

Активність одержаних ліпосом зберігалася протягом 2 років (t  4 оС) майже без 

втрат. Отже, інкапсуляція α-галактозидази дозволила отримати стабільний ензимний 

препарат з розширеними робочими діапазонами рН і температури.   
 

Таблиця  8 

α-Галактозидазна активність різних форм лецитинових капсул 

Препарат, включений 

у ліпосоми 

Вихідна активність 

(100 %), од/мл 

Активність, 7 

діб, % від 

вихідної 

Активність, 

2 роки, % від 

вихідної 

Ензим (1,5 мг/мл ) 31,1±1,2 129±2,3 110±2,4 

Ензим+декстран 

(1,5+5 мг/мл) 
38,2±1,4 131±3,2 135±1,8 

Ензим+ПЕГ 

(1,5+5 мг/мл) 
41,3±1,1 150±2,5 142±1,8 

Ензим+етанол 

(1,5 мг +5 мкл/мл) 
19,8±0,9 125±2,1 106±3,1 

 

Зшиті ензимні агрегати (ЗЕА) α-L-рамнозидаз та їхні властивості 

Осадження α-L-рамнозидаз E. erubescens та P. tardum сульфатом амонію та 

ПЕГ 6000 з наступною обробкою глутаровим альдегідом (ГА) дозволило отримати 

ЗЕА ензимів з активністю 85-98 % від вихідної, які не відрізнялися від нативних за 

значеннями рН- та термооптимуму, однак характеризувалися підвищеною 

термостабільністю (рис. 17). 

 

 
Рис. 17 Термостабільність нативної, обробленої ГА та ЗЕА α-L-рамнозидази 

P. tardum за 70 оС. Субстрат п-НФР, рН 5,0 

 

Порівняльна характеристика кінетичних параметрів гідролізу нарингіну 

нативними та ЗЕА α-L-рамнозидазами також свідчить про підвищення ефективності 

останніх майже в 10 разів (табл. 9) за рахунок підвищення спорідненості ензимів до 

субстрату нарингіну. 
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Таблиця 9 

Кінетичні параметри нативних та ЗЕА α-L-рамнозидаз (субстрат нарингін) 

Ензим 
Vmax 

(мкмоль*хв−1) 
Km (M) kcat (s

−1) Vmax/Km 
kcat/Km 

(M−1 s−1) 

E. erubescens 

Нативний 50,0±1,3 5,0×10-2 2,29×102 10,0×10-2 4,6×103 

ЗЕА 48,0±1,5 4,5×10-3 1,9×102 10,6×10-3 4,2×104 

P. tardum 

Нативний 43,7±1,9 1,34×10-2 3,36×102 54,7×10-2 2,5×104 

ЗЕА 45,2±1,5 1,2×10-3 3,06×102 37,7×10-3 2,6×105 

 

Після 5-ти циклів використання отриманих ЗЕА активність гідролізу для 

препаратів обох продуцентів залишалася на рівні 40 % від початкової. Подібні дані 

отримані і для інших мікробних ензимів (Alvarenga, 2014, Ribeiro, 2011). Відмічене 

зниження активності може бути наслідком механічного руйнування агрегатів під 

час багаторазової відмивки та центрифугування. Отримані результати вказують на 

високий потенціал ЗЕА α-L-рамнозидаз завдяки можливості багаторазового 

використання та підвищеної термостабільності. 

 

СУБСТРАТНА СПЕЦИФІЧНІСТЬ ГЛІКОЗИДАЗ 

α-L-Рамнозидаза C. albidus демонструвала високу ефективність гідролізу α-1,2-

зв’язаних рамнозидів і характеризувалась більшою спорідненістю до нарингіну і 

неогесперидину, ніж до синтетичних нітрофенільних субстратів (рис. 19). За 

специфічністю дії ензим близький до нарингіназ дріжджів, які гідролізують як α-L-

рамнозильні, так і -D-глюкозильні залишки (Yadav, 2010, Singh, 2015). 

 

 
Рис. 19 Ефективність гідролізу субстратів α-L-рамнозидазами (% 

прогідролізованого субстрату, 60 хв, 40 оС) 

 

α-L-Рамнозидази E. erubescens та P. tardum показали високу спорідненість до 

п-НФР. Глікозидаза P. tardum майже з однаковою швидкістю гідролізувала п-НФГ 

(38,3 од/мг) та нарингін (43,7 од/мг), а також мала вищу спорідненість до α-1,2-

зв’язаної рамнози, ніж до α-1,6-рамнозидів. За специфічною активністю (120 од/мл) 

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

але й комерційні нарингіназу P. decumber «Sigma-Aldrich» з активністю 0,3 од/мг та 
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α-L-рамнозидазу Рenicillium sp. «Creative enzyme» – 0,2 од/мг. Близькою за 

активністю до досліджених ензимів є прокаріотична α-L-рамнозидаза виробництва 

«Megazym» – 110 од/мг. 

Досліджені α-L-рамнозидази також дерамнозилювали біофлавоноїди 

(нарингін, прунін, нарирутин, гесперидин) свіжовичавлених цитрусових соків  та 

рутин зеленого чаю. Спостерігали зниження концентрації нарингіну на 98 та 94 % 

від вихідної під дією α-L-рамнозидази C. albidus (рис. 20а), при цьому утворення 

пруніну значно переважало над утворенням нарингеніну. В результаті гідролізу α-L-

рамнозидазами E. erubescens та P. tardum спостерігали утворення тільки пруніну 

(рис. 20б). Тобто, на відміну від ензиму C. albidus, ці ензими є типовими α-L-

рамнозидазами. 

 

 
Рис. 20 Продукти гідролізу нарингіну у грейпфрутовому (а) та помеловому (б) 

соці під дією α-L-рамнозидаз C. albidus (а) та P. tardum (б) (40 оС, 60 хв), визначені 

методом ВЕРХ. «—» хроматограма свіжого соку, «- - -» хроматограма соку після 

обробки ензимом 

 

Також показано, що α-L-рамнозидази C. albidus та P. tardum гідролізували 

нарирутин, нарингін та гесперидин у апельсиновому та мандариновому соках (рис. 

21), подібно до α-L-рамнозидази A. aculeatus (González-Barrio, 2004). Зафіксовано 

зменшення кількості рутину на 70-90 % у екстракті зеленого чаю після обробки α-L-

рамнозидазами C. albidus та E. erubescens (1 год, 40 оС). 

Крім того, встановлено, що в результаті ферментолізу α-L-рамнозидазами 

P. tardum та E. еrubescens відбувається деградаціїя цитрусового та яблучного 

пектинів, ймовірно, за рахунок їхньої ендо-рамнозидазної активності. Це вказує на 

перспективність використання α-L-рамнозидаз E. еrubescens та P. tardum в якості 

інструментів для отримання цінних пребіотичних олігосахаридів із пектинів. 
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Рис. 21 ВЕРХ хроматограма продуктів, отриманих в результаті 

біотрансформації флавоноїдів: а) апельсинового соку α-L-рамнозидазою P. tardum, б) 

екстракту зеленого чаю α-L-рамнозидазою  E. erubescens. «—» хроматограма свіжого 

соку та екстракту, «- - -» хроматограма після обробки ензимом (50 oC 60 хв) 

Субстратна специфічність α-галактозидаз 

Досліджені α-галактозидази відрізнялися за специфічністю дії щодо 

синтетичних та природних субстратів. Всі ензими гідролізували п-НФГ (P. canescens 

(55 од/мг) > P. restrictum (49 од/мг) > C. cladosporioides (34 од/мг) > A. niger (15 

од/мг. α-Галактозидази C. cladosporioides, P. canescens та P. restrictum з різною 

ефективністю відщеплювали α-1,6-зв’язану галактозу олігосахаридів родини 

рафінози (табл. 4), але тільки остання була здатною відщеплювати галактозильні 

залишки бокових ланцюгів галактоманану. Ефективність гідролізу олігосахаридів 

зменшувалася зі зростанням їхньої молекулярної маси. Також швидкість 

відщеплення галактози від основного ланцюга рафінози та стахіози була значно 

вищою, ніж при розщепленні галактозидного зв’язку бічних ланцюгів полісахариду 

галактоманану. Показники спорідненості дочірніх сайтів для ензима P. canescens (Аі, 

і=1-4) склали А1=27,5; А2=1,73; А3=-0,42 и А4=0,45 ккал/мол, константа дійсної 

швидкості гідролізу глікозидного зв’язку kint склала 54,5 с-1, а для   α-галактозидази 

C. cladosporioides − А1=0,75; А2=1,124; А3=0,298 и А4=-0,05 ккал/мол, kint 26,3 с-1. В 

обох випадках встановлено, що каталітичний сайт ензимів розташований між 

субсайтами А1 и А2. Як було показано раніше (Маланчук, 2001), α-галактозидаза 

P. canescens також здатна відщеплювати α-1,3-зв’язану галактозу. Ензими з такою 

унікальною специфічністю представляють інтерес як інструменти біотрансформації 

еритроцитів групи В(ІІ) та здатні запобігати відторгненню ксено трансплантатів 

завдяки здатності зменшувати прояв їхніх глікотопів Gal-1,3-Gal. 
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 Показана здатність α-галактозидаз C. cladosporioides та P. canescens 

гідролізувати галактоолігосахариди у соєвому молоці протягом 2-х годинної 

інкубації (1 мг ензиму/100 мл молока) за 40 оС. Відмічено зниження вмісту рафінози 

та стахіози 5,7 та 19,3 мг/мл до 0,1 та 0,3 мг/мл відповідно за використання α-

галактозидази C. cladosporioides. Гідроліз α-галактозидазою P. canescens відбувався 

майже в 2 рази повільніше, залишок рафінози після 1 год інкубації склав 3,1, а 

стахіози — 12,7 мг/мл, або 54 та 65 % від початкового відповідно. Використання 

високих концентрацій α-галактозидази (понад 0,5 од/мл) викликало сповільнення 

швидкості гідролізу, ймовірно, за рахунок реакцій трансгалактозування.  

Активність отриманих α-галактозидаз знаходиться на рівні або переважає такі 

комерційні препарати як α-галактозидаза з бобів кави (9 од/мг) та з Escherichia coli 

(20-30 од/мг) «Sigma-Aldrich», α-галактозидаза (2 од/мг) «Bestzyme», α-

галактозидази з A. niger (30 та 15 од/мл) виробництва «Vitaactives» та «Parchem», 

відповідно. Специфічна активність α-галактозидаз P. restrictum, C. cladosporioides та 

P. canescens щодо рафінози та стахіози (10-130 од/мг) також є достатньою для 

рекомендації їхнього використання у складі препаратів для покращення травлення, 

які містять зазвичай 60-500 од α-галактозидази у добовому дозуванні («Beano Ultra», 

«Doctor's Best Digestive Enzymes», «Vitacost Gas Enzyme Alpha-galactosidase»). 

Таким чином, виділені і охарактеризовані технологічно важливі мікробні α-

галактозидази та α-L-рамнозидази різної специфічності для біотрансформації  рамно- 

та галактозидів, галактоолігосахаридів, галактомананів, пектинів та флавоноїдів. 

Одержані результати є підгрунтям для впроваження ензимів до вітчизниних 

промислових технологій виробництва продуктів харчування, кормів та 

фармацевтичних препаратів. 

 

ВИСНОВКИ 

Використання комплексного підходу до отримання ензимних препаратів 

біотехнологічного призначення на основі мікробних продуцентів, який полягав у 

залученні ефективних методів виділення і очистки позаклітинних α-галактозидаз та 

α-L-рамнозидаз, дослідженні їхніх фізико-хімічних та каталітичних властивостей, а 

також встановленні кінетичних механізмів інактивації та стабілізації, дозволило 

створити фундаментальні засади отримання високоактивних препаратів 

пролонгованої дії з α-галактозидазною та α-L-рамнозидазною активністю. 

1. Аналіз спектра глікозидазних активностей дозволив ензиматично 

охарактеризувати мікроорганізми різних таксономічних та екологічних груп із 

Колекції живих культур Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного, 

що є фундаментальним базисом для відбору продуцентів метаболітів 

біотехнологічного призначення.  

2. Порівняльними дослідженнями властивостей очищених глікозидаз встановлено 

широку варіабельність їх молекулярної будови, компонентного складу, ступеню 

глікозилювання, термо- та рН-стабільності у мікроорганізмів різних 

таксономічних груп, що характеризує їхню каталітичну активність за різних умов 

реакційного середовища. 

3. Вперше встановлено, що зміна нормального N-глікозилювання не впливає на 

секрецію та активність α-галактозидаз P. canescens та C. сladosporioides, однак 
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знижує функціональну активність та стабільність глікозидази A. niger. О-

деглікозилювання та деглікозилювання перйодатом натрію призводить до 

порушення насиченості протеїнової молекули сайтами глікозилювання та, як 

наслідок, активної конформації ензимів. 

4. Вперше показано, що α-L-рамнозидази С. albidus і E. erubescens, отримані за 

культивування на різних джерелах вуглецю (рамнозі або нарингіні), проявляли 

різну стабільність в умовах термоденатурації, що вказує на важливість джерела 

вуглецю для формування сайтів глікозилювання протеїну, а також їхньої кількості. 

5. Групоспецифічною модифікацією α-L-рамнозидаз та α-галактозидаз встановлено 

важливу роль карбоксильних груп дикарбонових амінокислот та імідазольних 

груп гістидину у прояві каталітичної активності досліджуваних ензимів, що 

співвідноситься з наявними даними щодо мікробних α-галактозидаз родин GH27 

та GH36, а також α-L-рамнозидаз родини GH78. Аналіз впливу модифікаторів 

сульфгідрильних груп свідчить про важливу роль останніх у підтримці активної 

конформації молекул ензимів. Ароматичні амінокислоти забезпечують 

стабільність α-галактозидаз в умовах УФ-опромінення. Ступінь інгібування 

модифікаторами варіює в залежності від природи протеїну, що підкреслює 

конформаційні особливості молекул ензимів різного походження. 

6. Вперше встановлені основні етапи та механізми термоінактивації гексамерних α-

галактозидаз A. niger, C. cladosporioides та P. canescens: показано, що за 

температур, близьких до термооптимуму, інактивація відбувається внаслідок 

дисоціації олігомеру з наступною денатурацією дисоційованої форми. 

Термоінактивація мономерних α-L-рамнозидаз E. erubescens та C. albidus 

відбувається за механізмом інактивації послідовних стадій першого порядку та 

послідовних перетворень з активною проміжною формою. Дестабілізація α-L-

рамнозидаз є наслідком розгортання поліпептидного ланцюга в результаті 

ослаблення внутрішньомолекулярних зв’язків. Стабільність ензимів 

забезпечується гідрофобними та електростатичними взаємодіями. Отримані дані 

закладають базис для розробки стратегії стабілізації глікозидаз в умовах 

різноманітних денатуруючих впливів. 

7. На підставі даних щодо впливу на каталітичну активність α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз ефекторів різної структури вперше створено базу активаторів та 

інгібіторів серед новосинтезованих різнолігандних та гетерометальних 

комплексних сполук германію(IV) та двовалентних металів, які в подальшому 

можуть бути використані для з’ясування субстратної специфічності ензимів, ролі 

окремих функціональних груп у підтримці активної конформації молекули 

протеїну та встановленні механізму дії ензимів різної специфічності.  

8. Встановлені підходи до стабілізації олігомерних глікозидаз A. niger, 

C. cladosporioides та P. canescens, які полягають в запобіганні агрегації їхніх 

молекул, багатоточковому зв’язуванні на полімерах, гідрофобній модифікації та 

інкапсулюванні у лецитинові ліпосоми. Високоефективним способом стабілізації 

α-L-рамнозидаз мікроміцетів пропонується отримання зшитих ензимних агрегатів. 

Такі стратегії дозволяють розширити робочі діапазони ензимів та отримати 

препарати α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз пролонгованої дії та багаторазового 

використання. 
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9. Встановлені особливості гідролізу дослідженими глікозидазами синтетичних 

субстратів, а також рослинних флавоноїдів та галактоолігосахаридів, мають 

виняткове значення для окреслення сфери можливого використання мікробних α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз. 

10.  Вперше показана висока ефективність усунення гіркоти цитрусових соків α-L-

рамнозидазами P. tardum та C. аlbidus, висока швидкість дерамнозилювання 

рутину зеленого чаю ензимами E. еrubescens та C. albidus, придатність ензимів 

P. tardum та E. еrubescens для отримання пребіотичних олігосахаридів з пектинів, 

а також можливість використання α-галактозидази P. restrictum для деградації 

галактоманану та олігосахаридів родини рафінози.  

11.  Отримані результати є фундаментальним підгрунтям для залучення глікозидаз до 

харчових технологій виробництва дієтичних та функціональних продуктів, соків 

та вин покращеної якості, а також фармацевтичного виробництва біологічно 

активних сполук. 
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SUMMARY 

Borzova N.V. Distribution and functional features of glycosidases in 

microorganisms of different taxonomic groups. – Qualifying scientific work on the 

rights of manuscript. 

The thesis for a doctor degree in biological sciences by specialty 03.00.07 

“Microbiology” (091 — Biology). D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and Virology 

of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2023. 

As a result of the screening of glycosidase activities among 1,330 strains of 

micromycetes, yeasts, and bacteria isolated from soils of temperate latitudes, Antarctica, 

the Chornobyl Exclusion Zone, the water of rivers and seas, bottom sediments of the Black 

Sea, plants, invertebrates, and industrial waste new data were obtained on distribution of α-

galactosidases and α-L-rhamnosidases among microorganisms of different taxonomic and 
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ecological groups. The dominant groups of α-galactosidase and α-L-rhamnosidases 

producers were both collection and freshly isolated soil micromycetes of the 

genera Aspergillus, Fusarium, and Penicillium. For the first time, β-mannanase and α-

galactosidase activities were detected for the species Rhizomucor oryzae, Penicillium 

cyclopium, and P. expansum, and α-L-rhamnosidase activities were described for the 

species P. restrictum and P. roseopurpureum. 

Glycosidases were isolated from the culture fluid of Eupenicillium erubescens, 

P. commune, P. tardum, P. restrictum, P. canescens, Cryptococcus albidus, Aspergillus 

niger, Cladosporium cladosporioides and purified to a homogeneous state. A comparative 

study of the component composition, physicochemical, catalytic, and kinetic properties 

made it possible to show a wide variability of characteristics of glycosidases in 

microorganisms of different species. All glycosidases, except α-L-rhamnosidases of  

P. commune,  had high activity and stability in the pH range of 4.0-6.0 and thermal 

optimum at 60 and 65 oС.  It was shown for the first time that α-L-rhamnosidases of 

C. albidus and E. erubescens, obtained when grown on different carbon sources (rhamnose 

or naringin), display different stability under thermal denaturation conditions. In the 

composition of P. commune, P. tardum, C. albidus, and E. erubescens α-L-rhamnosidases 

the carbohydrates were found, the content of which was 15, 12, 5, and 1 %, respectively. 

The mixed pattern of glycosylation of α-galactosidases from A. niger, P. canescens, and 

C. cladosporioides was established. The process of thermal inactivation of microbial 

oligomeric α-galactosidases and monomeric α-L-rhamnosidases was studied. It was 

established that the thermal inactivation of A. niger and C. cladosporioides  α-

galactosidases  at 55 and 60 oC corresponds to the kinetic mechanism of two-stage 

dissociative thermal inactivation of the oligomer. The imidazole group of histidine 

(electrophile) and the carboxyl group of dicarboxylic acids (nucleophile) are assumed to be 

functionally active groups of all glycosidases, as well as the conformational role of the SH-

groups of cysteine. It was established that complex compounds of germanium and divalent 

metals are effective activators of E. erubescens, P. tardum, P. restrictum, and C. albidus α-

L-rhamnosidases. Complex zinc compounds with N-substituted thiocarbamoyl-N′-

pentamethylene sulfenamides had an inhibitory effect on A. niger, C. cladosporioides, and 

P. canescens α-galactosidases. The most effective stabilization methods of α-

galactosidases were immobilization on celluloses, dextrans, precipitation on polyethylene 

glycols, hydrophobic modification with alcohols and succinic anhydride, and encapsulating 

in lecithin capsules. The stabilization strategy of α-L-rhamnosidases consisted of inhibiting 

primary reversible stages of thermal inactivation, hydrophobic modification, and 

aggregation. Therefore, the proposed methods made it possible obtaining of α-

galactosidases and α-L-rhamnosidases preparations for long-term storage and repeated use. 

Advantageous functional properties and substrate specificity of studied enzymes for 

modifying rhamno- and galactoglycosides suggest their broad-range applicability for food 

and animal feed processing, as well as the pharmaceutical industry 

Keywords: micromycetes, yeast, α-L-rhamnosidase, α-galactosidase, distribution, 

functional features, specificity of action, glycosylation, stabilization, chemical 

modification 
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