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АНОТАЦІЯ 

Борзова Н.В. Поширення та функціональні особливості глікозидаз у 

мікроорганізмів різних таксономічних груп – Кваліфікаційна наукова праця на 

правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.07 «Мікробіологія» (091 – Біологія). Інститут мікробіології і 

вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, Київ, 2023. 

 

Дисертація присвячена комплексному дослідженню α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз мікроорганізмів різних таксономічних груп, яке включає вивчення 

поширення ензимів, порівняльну характеристику функціональних властивостей 

біотехнологічно важливих глікозидаз та розробку стратегії їхньої стабілізації. 

Дослідження розповсюдження глікозидаз, зокрема α-галактозидази та α-L-

рамнозидази, амілази, целюлозо- та геміцелюлозолітичних ензимів проводили серед 

1330 колекційних та свіжовиділених штамів мікроорганізмів: 801 мікроміцетів, 275 

дріжджів, 254 бактерії. Штами з глікозидазною активністю складали 53 % серед 

досліджених мікроміцетів, 39 % – серед дріжджів та 38 % – серед бактерій. 

Домінуючими групами продуцентів α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз були 

колекційні та свіжовиділені грунтові мікроміцети родів Aspergillus, Fusarium та 

Penicillium. У 50 % штамів роду Aspergillus, переважно видів Aspergillus niger, 

A. flavipes, A. ochraceus та A. flavus відмічали наявність двох манан-деградувальних 

ензимів (α-галактозидази та β-мананази). Вперше у штамів видів Rhizomucor oryzae, 

Penicillium cyclopium та P. expansum, що були виділені з гнилих овочів та деревини, 

була виявлена β-мананазна і α-галактозидазна активності. Вперше описана α-L-

рамнозидазна активність для видів P. restrictum та P. roseopurpureum. Широкий 

спектр целюлозо-деградувальних активностей відмічали у представників 

термофільних грибів видів Acremonium thermophilum, Chrysosporium thermophilum, 

Corynascus sepedonium та Thermomyces thermophilus. В результаті скринінгу серед 

мікроміцетів нами було виділено 4 штами з високою α-L-рамнозидазною та α-

галактозидазною активністю: Eupenicillium erubescens, P. restrictum, P. tardum та 
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P. commune. Серед мезофільних дріжджових культур родів Candida, Сryptococcus, 

Debariomyces, Metchnikowia, Pichia, Saccharomyces, Williopsis найпоширенішою була 

β-мананазна активність (48 % активних культур). α-Галактозидазна активність була 

відмічена тільки у двох штамів Debariomyces polymorphus й D. hansei var. fabryi. У 4 

штамів роду Cryptococcus була виявлена α-L-рамнозидазна активність, 

найактивнішу культуру Cryptococcus albidus було відібрано в якості продуцента 

ензиму. Серед психротолерантних дріжджів було виділено перспективні продуценти 

(Rhodotorula mucilaginosa) целюлозодеградувальних ензимів: β-N-

ацетилглюкозамінідази, β-D-ксилозидази, α- та β-глюкозидази. У 

психротолерантних бактерій найчастіше відмічалася α-амілазна та β-мананазна 

активності. Найширший спектр (7 активностей), в тому числі α-L-рамнозидазна 

активність була виявлена у ґрунтового антарктичного штаму Pseudomonas mandelii. 

Показано, що 58 % штамів морських бактерій проявляли α−L-рамнозидазну 

активність. Найбільш активні продуценти відносились до видів Alteromonas 

macleodii, Pseudoalteromonas citrea, P. undina, Shewanella baltica, Bacillus sp.  

Встановлено, що ензиматична активність мікроорганізмів не корелювала з 

видовою приналежністю ізолятів, а мультиензимність і висока активність окремих 

культур була штамовою ознакою, що укладається у сучасні уявлення щодо 

продукції екзоферментів вільноживучими мікроорганізмами. Показано, що 

виділення мікроорганізмів з багатих на глікополімери субстратів підвищує відсоток 

виходу активних продуцентів та розширює діапазон відбору. 

Дослідженнями продуктивності культур P. commune, P. tardum, P. restrictum, 

E. erubescens та C. albidus показано, що вихід α-L-рамнозидаз у присутності рамнози 

або нарингіну був на 1-2 порядки вище, ніж на таких моносахаридах як глюкоза і 

галактоза. Соєве борошно (10 г/л) може бути успішно використано як для скринінгу 

продуцентів α-галактозидази, так і для максимального накопичення ензиму у грибів 

і бактерій. 

З культуральної рідини продуцентів методами фракціонування та 

хроматографії були отримані гомогенні препарати α-L-рамнозидази P. commune, 

P. tardum, P. restrictum, E. erubescens та C. albidus, а також α-галактозидази 
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P. restrictum. Всі ензими мали мономерну будову та молекулярну масу 120, 105, 95, 

50, 50, 40, 17 кДа відповідно. Також були виділені олігомерні α-галактозидази A. 

niger, P. canescens та Cladosporium cladosporioides.  Всі глікозидази, за винятком α-

L-рамнозидази P. commune, характеризувалися високою активністю та стабільністю 

в діапазоні рН 4,0-6,0 та термооптимум за 60 та 65 оС. Очищені ензими були 

стабільними під час зберігання за 4 оС та при заморожуванні.  

Виділені α-L-рамнозидази мали високий вміст гідрофобних амінокислот (30-

36 %), подібно до α-галактозидаз A. niger, P. canescens та C. cladosporioides. У 

C. albidus і E. erubescens відмічено високий вміст кислих амінокислот, в той час як 

для двох ензимів P. commune – основних. Значення співвідношення 

Глу+Асп/Арг+Ліз зменшувалося у ряді C. albidus> C. cladosporioides >E. erubescens 

> A. niger > P. canescens >P. commune, що вказує на зменшення гнучкості молекули 

ензимів та підвищення лабільності. В складі α-L-рамнозидаз P. commune, P. tardum, 

C. albidus і E. erubescens виявлено вуглеводи, вміст яких складає 15, 12, 5 та 1% від 

сухої маси препаратів відповідно. Моносахаридний склад представлений рамнозою, 

ксилозою, манозою, галактозою, глюкозою, рибозою та арабінозою.  

Вперше встановлено змішаний характер глікозилювання у α-галактозидаз 

A. niger, P. canescens та C. cladosporioides. Показано, що інгібування N-

глікозилювания цих α-галактозидаз тунікаміцином не супроводжується зниженням 

рівня секреції ензимів та призводить до втрати активності α-галактозидази A. niger. 

О-деглікозилювання ензимів спричиняє значну інактивацію α-галактозидаз, 

зниження стабільності (до 20 %) при інкубації за 55 оС протягом 3 год та 

прискорення термоденатурації за присутності протеаз та гуанідинхлориду. 

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

вирощуванні на різних джерелах вуглецю (рамнозі чи нарингіні), проявляли різну 

стабільність в умовах термоденатурації, що вказує на важливість джерела вуглецю 

для формування і кількості сайтів глікозилювання протеїну. 

Вперше встановлено, що кінетика термоінактивації α-галактозидаз A. niger та 

C. cladosporioides за 55 та 60 оС є дво- та трьохстадійною і відповідає кінетичному 

механізму двостадійної дисоціативної термоінактивації олігомеру. Отримані 
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результати вказують на існування, як найменше, трьох різних стадій у процесі 

інактивації: активний олігомер, інактивований димер, який здатний до реінактивації 

та необоротно інактивований мономер. Термоінактивація α-галактозидази 

P. canescens за температур 55 та 60 оС відбувається за механізмом послідовних 

перетворень першого порядку. Зі зростанням температури процес термоінактивації 

проходить за механізмом необоротної денатурації. 

Процес термоінактивації α-L-рамнозидаз E. erubescens відповідає кінетиці 

першого порядку, що характерно для низькомолекулярних протеїнів. Втрата 

стабільності в цьому випадку є наслідком розгортання поліпептидного ланцюга 

через ослаблення внутрішньомолекулярних зв’язків. Внесок гідрофобних та 

електростатичних взаємодій у стабільність ензиму приблизно рівний. 

Термоінактивація α-L-рамнозидази C. albidus за 20-60 оС відбувається за 

механізмом послідовних перетворень з активною проміжною формою, за 70-80 оС 

спостерігається необоротна інактивація послідовних стадій першого порядку. 

Домінуючу роль у підтримці активної конформації молекули протеїну відіграють 

гідрофобні взаємодії. 

Розробка стратегії стабілізації глікозидаз базувалася на даних інгібіторного 

аналізу та модифікації реакційно здатних груп молекул ензимів. Було показано, що 

всі 8 досліджуваних глікозидаз інгібуються карбодіімідами (від 30 до 70 %), що 

може вказувати на важливу роль карбоксильних груп у прояві каталітичної 

активності досліджуваних ензимів. Різниця у ступені інгібування ймовірно є 

наслідком різної кількості та унікальності розташування амінокислотних залишків, а 

також конформаційних особливостей протеїнів. Функціонально активними групами 

в усіх випадках передбачаються імідазольна група гістидину (електрофіл) та 

карбоксильні групи аспарагінової або глютамінової кислоти (нуклеофіл). Результати 

дослідження впливу модифікаторів сульфгідрильних груп цистеїну свідчить про 

їхню важливу роль у підтримці активної конформації як α-галактозидаз, так і α-L-

рамнозидаз. 

Аналіз впливу іонів металів, аніонів та ЕДТА показав, що досліджені 

глікозидази відносяться до металонезалежних ензимів, крім α-L-рамнозидаз 
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E. erubescens та P. commune, динаміка термоінактивації яких у присутності ЕДТА 

дозволяє припустити, що в її молекулі може бути присутній катіон металу, який 

відіграє певну структурну роль. 

Вперше досліджено вплив новосинтезованих координаційних сполук металів 

на каталітичну активність α-L-рамнозидаз P. tardum, P. restrictum, E. erubescens та 

C. albidus. Ефекти, що спостерігали, залежали як від походження ензиму, так і від 

природи катіону та аніону комплексів. Вперше встановлено активуючий вплив 

ксиланатогерманатних комплексів металів [Ni(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-HXylar)4Ge2(-

OH)2]∙20Н2О∙2C2H5OH; [Cu(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Cu(H2O)2}2]2H2O та 

[Zn(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Zn(H2O)2}2]2H2O, а також комплексних сполук цинку з 

N-заміщеними тіокарбамоїл-N′-пентаметиленсульфенамідами на активність α-L-

рамнозидаз, а також інгібуючий вплив останніх на α-галактозидази A. niger, 

C. cladosporioides, P. canescens. Дані УФ-спектрів дозволяють зробити висновок, 

що ці сполуки призводять до незначних топологічних змін в молекулах ензимів 

внаслідок розриву водневих зв’язків без утворення ковалентних зв’язків, або це 

може бути обумовлено адсорбцією протеїну на поверхні комплексу внаслідок 

зв'язування хромофорів протеїну з вільними карбонільними та карбоксильними 

групами сполуки. Результатом такої взаємодії є індукція компліментарності 

реагуючих груп субстрату та ензиму, яка сприяє збільшенню швидкості гідролізу. 

Передбачається, що комплекси, які складаються з катіону 1,10-фенантролін з d-

металом і тартратостанатного (IV) аніону здатні активувати різні функціональні 

групи субстрату та активного центру α-L-рамнозидази P. restrictum, а також 

моделювати їхню геометричну конформацію. 

На підставі отриманих даних про структурно-функціональні особливості 

протеїнів різних мікроорганізмів та закономірності їхньої термоінактивації були 

запропоновані методи стабілізації досліджених ензимів. Найбільш ефективними 

методами стабілізації α-галактозидаз були іммобілізація на целюлозах, декстранах, 

осадження на поліетиленгліколях та гідрофобна модифікація спиртами та янтарним 

ангідридом. Інкапсулювання α-галактозидази  C. cladosporioides у лецитинові 

капсули дозволило отримати високостабільні препарати ензиму. Стратегія 
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стабілізації α-L-рамнозидаз полягала в пригніченні первинних оборотних стадій 

термоінактивації, гідрофобній модифікації та агрегації. Зшиті ензимні агрегати α-L-

рамнозидаз, одержані в результаті осадження поліетиленгліколем 6000 та 

наступною обробкою глутаровим альдегідом, характеризувалися стабільністю та 

високою активністю. Таким чином, запропоновані методи дозволили отримати 

препарати α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз тривалого та багаторазового 

використання. 

Встановлені особливості субстратної специфічності до глікону, аглікону та 

типу зв’язку природних та синтетичних субстратів ензимів різного походження. α-

Галактозидаза A. niger та α-L-рамнозидаза E. erubescens мали найвищу 

специфічність до п-нітрофеніл-α-D-галактозиду та п-нітрофеніл-α-L-рамнозиду 

відповідно. α-Галактозидази P. restrictum та C. cladosporioides мали широку 

субстратну специфічність і високу швидкість гідролізу галактооліго- та 

полісахаридів. Продемонстрована ефективність біотрансформації α-1,6 та α-1,2-

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

Функціональні властивості та субстратна специфічність досліджених ензими 

свідчать про перспективність їхнього використання в технологіях модифікації 

рамно- та галактоглікозидів у переробній, харчовій, кормовій та фармацевтичній 

промисловості. 

Ключові слова: мікроміцети, дріжджі, α-L-рамнозидаза, α-галактозидаза, 

поширення, функціональні особливості, специфічність дії, глікозилювання, 

стабілізація, хімічна модифікація 
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SUMMARY 

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

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

manuscript copyright. 

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. 

 

The dissertation is dedicated to a comprehensive study of α-galactosidases and α-L-

rhamnosidases from microorganisms of different taxonomic groups, which includes the 

study of the enzymes distribution, comparative characterization of physicochemical and 

functional features of glycosidases important for biotechnology, and the development of a 

protein stabilization strategy for practical use. 

The study of the distribution of glycosidases, in particular, α-galactosidase and α-L-

rhamnosidase, amylase, cellulolytic and hemicellulolytic enzymes, has been carried out 

among 1330 collection and freshly isolated strains of microorganisms: 801 micromycetes, 

275 yeasts, 254 bacteria. The strains with glycosidase activity accounted for 53 % 

micromycetes, 39 % yeasts, and 38 % bacteria. 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. In 50 % of the strains 

of the genus Aspergillus, mainly the species Aspergillus niger, A. flavipes, A. ochraceus, 

and A. flavus, two mannan-degrading enzymes (α-galactosidase and β-mannanase) were 

noted. The mesophilic Rhizomucor oryzae, Penicillium cyclopium, 

and P. expansum  produced active pool of cellulose-degrading enzymes. All strains were 

isolated from rotten vegetables and wood. For the first time, β-mannanase and α-

galactosidase activities were detected in these species. α-L-Rhamnosidase activities was 

firstly described for the species P. restrictum and P. roseopurpureum. A wide range of 

cellulose-degrading activities was observed in some thermophilic fungi of species 

 Acremonium thermophilum, Chrysosporium thermophilum, Corynascus sepedonium and 

Thermomyces thermophilus.  As a result of the screening among micromycetes, we 
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isolated four strains with high α-L-rhamnosidase and α-galactosidase 

activity: Eupenicillium erubescens, P. restrictum, P. tardum, and P. commune. 

Among the mesophilic yeast cultures of genera Candida, Сryptococcus, 

Debariomyces, Metchnikowia, Pichia, Saccharomyces, and Williopsis, β-mannanase 

activity was the most common (48% of active cultures). The α-galactosidase activity was 

noted only in two strains of Debariomyces polymorphus and D. hansei var. fabryi. 

Detected α-L-rhamnosidase activity in 4 strains of the genus Cryptococcus, and the most 

active Cryptococcus albidus culture was selected as the producer of the enzyme. Among 

psychrotolerant yeasts, promising producers (Rhodotorula mucilaginosa) of exo-type 

cellulose-degrading enzymes were identified: β-N-acetylglucosaminidase, β-D-

xylosidases, α- and β-glucosidases. 

In psychrotolerant bacteria, most often noted were α-amylase and β-mannanase 

activities. The broadest spectrum (7 activities), including α-L-rhamnosidase, was found in 

the Antarctic soil strain Pseudomonas mandelii. 58% of marine bacteria strains showed α-

L-rhamnosidase activity. The most significant number of producers was identified among 

species Alteromonas macleodii, Pseudoalteromonas citrea, Pseudoalteromonas undina, 

Shewanella baltica, and Bacillus sp. 

It was established that the enzymatic activity of microorganisms is not species-

specific. The high level and multi enzymatic spectrum of activity of individual culture was 

a strain feature, which fits into modern concepts about exoenzymes production by free-

living microorganisms. It was shown that approach of isolating microorganisms from 

substrates rich in glycopolymers increases the percentage of active producers and expands 

the selection range. 

Studies of the productivity of P. commune, P. tardum, P. restrictum, E. erubescens, 

and C. albidus showed that the yield of α-L-rhamnosidases in the presence of rhamnose or 

naringin was 1-2 fold higher than on glucose and galactose. Soybean flour (10 g/l) can be 

used for screening of a-galactosidase producers as well as to maximize accumulation of 

the enzyme. 

Homogeneous preparations of P. commune, P. tardum, P. restrictum, E. erubescens, 

and C. albidus α-L-rhamnosidases, as well as P. restrictum α-galactosidase, were obtained 
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from the culture fluid of producers by fractionation and chromatography methods. All 

enzymes had a monomeric structure and molecular weight of 120, 105, 95, 50, 50, 40, and 

17 kDa, respectively. Oligomeric α-galactosidases of A. niger, P. canescens and 

Cladosporium cladosporioides were also isolated. 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. The purified enzymes were stable during storage at 

4 oC and during freezing. 

The isolated E. erubescens and C. albidus α-L-rhamnosidases had a high content of 

hydrophobic amino acids (30-36%), similar to α-galactosidases of A. niger, P. canescens, 

and C. cladosporioides. High content of acidic amino acids was noted in α-L-

rhamnosidases from C. albidus and E. erubescens, while for the two enzymes 

of P. commune  basic ones were prevalent. The value of the Glu+Asp/Arg+Lys ratio 

decreased in the following order: C. albidus > C. cladosporioides > E. erubescens > 

A. niger > P. canescens >P. commune, which indicates a decrease in the flexibility of the 

enzyme molecule and an increase in lability. In the composition of α-L-rhamnosidases 

of P. commune, P. tardum, C. albidus, and E. erubescens, carbohydrates were found, the 

content of which was 15, 12, 5, and 1 % of the dry weight of the preparations, 

respectively. The monosaccharide composition was represented by rhamnose, xylose, 

mannose, galactose, glucose, ribose, and arabinose. 

For the first time, the mixed pattern of glycosylation of α-galactosidases from 

A. niger, P. canescens, and C. cladosporioides was established. It was shown that 

inhibition of N-glycosylation of these α-galactosidases by tunicamycin is not accompanied 

by a decrease in the level of enzyme secretion, and leads to the loss of A. niger α-

galactosidase activity. O-deglycosylation of enzymes causes a significant inactivation of 

α-galactosidases, a decrease in stability (up to 20 %) when incubated at 55 oC for 3 hours, 

and acceleration of thermal denaturation in the presence of proteases and guanidine 

chloride. 

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), 
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display different stability under thermal denaturation conditions. It indicates the 

importance of carbon source for forming of glycosylation sites and their number. 

It was established for the first time that thermal inactivation of A. niger and 

C. cladosporioides  α-galactosidases  at 55 and 60 oC has two- and three-stage kinetics and 

corresponds to the kinetic mechanism of two-stage dissociative thermal inactivation of the 

oligomer. Obtained results indicate the existence of at least three stages in the inactivation 

process: an active oligomer, an inactivated dimer capable of reactivation, and an 

irreversibly inactivated monomer. Thermoinactivation of P. canescens  α-galactosidase at 

55 and 60 oC occurs by the mechanism of consecutive transformations of the first order. 

With the temperature increase the process of thermal inactivation occurs by the 

mechanism of irreversible denaturation. 

Thermal inactivation of α-L-rhamnosidase from C. albidus at 20-60 oC occurs by 

the mechanism of consistent transformations with an active intermediate form; at 70-80 oC 

irreversible inactivation of consecutive stages of the first order is observed. Hydrophobic 

interactions play a dominant role in maintaining active conformation of the protein 

molecule. 

The development of a strategy for stabilizing glycosidases was based on the 

inhibitory analysis data and modification of enzyme molecules' reactive groups. It was 

shown that all eight studied glycosidases were inhibited by carbodiimides (from 30 to 

70 %). It may indicate the important role of carboxyl groups in the manifestation of the 

catalytic activity of the studied enzymes. The difference in the degree of inhibition is 

probably a consequence of the different number of amino acid residues and their locations, 

as well as the result of conformational features of the proteins. The imidazole group of 

histidine (electrophile) and carboxyl groups of aspartic or glutamic acids (nucleophile) are 

assumed to be functionally active groups of all glycosidases. The results of the study on 

the effect of modifiers of sulfhydryl cysteine groups indicates their essential role in 

maintaining active conformation of both α-galactosidases and α-L-rhamnosidases. 

The analysis of the effect of metal ions, anions, and EDTA showed that the studied 

glycosidases belong to metal-independent enzymes, except for α-L-rhamnosidases 

from E. erubescens and P. commune,  for which the dynamics of thermal inactivation in 
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the presence of EDTA suggests that a metal cation may be present in its molecules and 

plays a specific structural role. 

The influence of newly synthesized metal coordination compounds on the catalytic 

activity of α-L-rhamnosidases of P. tardum, P. restrictum, E. erubescens, and 

C. albidus was investigated for the first time. The observed effects depended on the origin 

of the enzyme and the nature of the cation and anion complexes. The activating effect of 

xylanatogermanate metal complexes [Ni(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-HXylar)4Ge2(-

OH)2]∙20Н2О∙2C2H5OH; [Cu(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Cu(H2O)2}2]2H2O and 

[Zn(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Zn(H2O)2}2]2H2O, as well as complex zinc compounds with 

N-substituted thiocarbamoyl-N′-pentamethylene sulfenamides on the activity of α-L-

rhamnosidases was established, as well as the inhibitory effect of the latter on α-

galactosidases of A. niger, C. cladosporioides, P. canescens. The UV spectra data allows 

us to conclude that these compounds lead to minor topological changes in the enzyme 

molecule due to breaking of hydrogen bonds without forming covalent bonds. Also,  the 

observed effect can be the result of protein adsorption on the surface of the complex due to  

binding of protein chromophores to free carbonyl and carboxyl groups of the compound. 

Such interaction  results in the induction of complementarity of reacting groups of 

substrate and enzymes, which contributes to an increase in the rate of hydrolysis. It was 

presumed that the complexes consisting of the 1,10-phenanthroline cation with d-metal 

and tartratestan (IV) anion can activate various functional groups of the substrate and the 

active center of P. restrictum α-L-rhamnosidase, as well as model their geometric 

conformation. 

Based on the obtained data on the structural and functional features of the proteins 

of various microorganisms and the regularities of their thermal inactivation, methods of 

stabilization of the investigated enzymes were proposed. The most effective stabilization 

methods of α-galactosidases were immobilization on celluloses, dextrans, precipitation on 

polyethylene glycols, and hydrophobic modification with alcohols and succinic anhydride. 

Encapsulating C. cladosporioides α-galactosidase in lecithin capsules allowed to obtain 

highly stable enzyme preparations. The stabilization strategy of α-L-rhamnosidases 

consisted of inhibiting primary reversible stages of thermal inactivation, hydrophobic 
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modification, and aggregation. Cross-linked enzyme preparations of α-L-rhamnosidases, 

obtained as a result of precipitation with polyethylene glycol 6000 and subsequent 

treatment with glutaraldehyde, demonstrated stability and high activity. Therefore,  

proposed methods made possible obtaining of α-galactosidases and α-L-rhamnosidases 

preparations for long-term storage and repeated use. 

Characteristics of substrate specificity for glycone, aglycone, and the type of bond 

of natural and synthetic substrates of enzymes of various origins have been established. α-

Galactosidase from A. niger and α-L-rhamnosidase from E. erubescens had the highest 

specificity for p-nitrophenyl-α-D-galactoside and p-nitrophenyl-α-L-rhamnoside, 

respectively. α-Galactosidases from P. restrictum and C. cladosporioides had broad 

substrate specificity and  high rate of hydrolysis of galactooligo-, polysaccharides. The 

efficiency of biotransformation of α-1,6 and α-1,2-rhamnosylated flavonoids by α-L-

rhamnosidases from P. tardum and C. albidus was demonstrated. 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 pharmaceutical industry. 

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

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

modification 
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ВСТУП 

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 [1-3].  

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 [4-6], залучена для подолання проблеми відторгнення ксенотрансплантантів, 

для біотрансформації еритроцитів крові людини групи В (ІІІ) та ензимотерапії 

деяких вроджених порушень обміну сфінголіпідів та розладів травлення [7-9]. 

α-L-Рамнозидаза широко впроваджується у харчові технології покращення 

якості фруктових соків та отримання нових функціональних продуктів з 

підвищеним вмістом біодоступних флавоноїдів [10, 11]. Гідролізуючи терпенові 

глікозиди, а саме рутинозиди, ензим сприяє вивільненню ароматичних сполук, які 

посилюють аромат виноградних соків та вин [12]. 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 [13, 14], зокрема і 

вітчизняний препарат «Корвітин». 

Пошук продуцентів біотехнологічно важливих ензимів серед мікроорганізмів 

базується на даних про їхню ключову роль у метаболічних процесах наземних та 
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водних екосистем. Швидка відповідь мікроорганізмів на екологічні зміни 

забезпечується їхнім синтетичним апаратом, який є джерелом різноманітних 

вторинних метаболітів, в тому числі ензимів. 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 

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 
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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; 

– вивчити шляхи хімічної модифікації глікозидаз та розробити ефективні підходи 

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

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 
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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. 

відділу біохімії мікроорганізмів ІМВ НАН України, доктором біологічних наук, 
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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-
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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-

Ukrainian Conference on Molecular and Cell Biology (Київ, 2022), ІІ міжнародній 

науково-практичній конференції «Фундаментальні та прикладні дослідження у 

галузі фармацевтичної технології» (Харків, 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). 

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.  
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РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

ГЛІКОЗИДАЗИ МІКРООРГАНІЗМІВ: РОЗПОВСЮДЖЕНІСТЬ, 

ВЛАСТИВОСТІ, ПРАКТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 

 

На сучасному етапі розвитку промисловість все частіше залучає до 

виробництва біотехнологічні процеси та засоби. Ензиматична модифікація є одним з 

пріоритетних напрямків в отриманні продуктів харчування покращеної якості, 

харчових добавок, біологічно активних речовин для людини та кормів для тварин. 

На противагу неорганічним каталізаторам ензими мають ряд цінних властивостей. 

Це, на сам перед, висока специфічність дії та селективність до певних субстратів, а 

також – надзвичайна ефективність в умовах помірних температур, нормального 

тиску та нейтральних значень рН. 

Сучасні промислові біотехнологічні компанії приділяють значну увагу 

розробці нових ензимів для впровадження у різних галузях, пошуку нових 

промислово цінних ензимів, що не порушують рівновагу навколишнього 

середовища. До того ж різноманітність мікроорганізмів та їх системи адаптування, 

які забезпечують існування мікробів у самих екстремальних умовах, дозволяють 

знаходити серед них продуцентів ензимів з будь-якими  необхідними 

властивостями. Крім того, сучасні методи генної та молекулярної інженерії дають 

змогу успішно модифікувати їх для покращення технологічних властивостей. 

О-глікозил-гідролази, тобто ензими, що здатні розщеплювати глікозидний 

зв’язок, в останні роки знаходять все більше застосування у сучасних 

біотехнологічних процесах, поступаючись тільки протеазам [1, 2]. Більшість таких 

ензимів використовується у технологіях переробки різноманітної рослинної 

сировини [3]. 

Традиційна номенклатура глікозидаз (IUBMB) базується тільки на їхній 

субстратній специфічності і лише іноді враховує молекулярний механізм дії. Ця 

класифікація не підходить для ензимів, які діють на декілька субстратів, як нерідко 

буває у глікозидаз. Тому в останні десятиріччя позначилась чітко визначена 
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тенденція щодо перегляду номенклатури глікозил-гідролаз. Сучасні систематики все 

більш ґрунтуються не тільки на субстратній специфічності, але і на структурних 

ознаках ензимів. Ця тенденція цілком обгрунтована. По-перше, центральна 

парадигма традиційної номенклатури – вузька або абсолютна субстратна 

специфічність щодо типу глікозидного зв’язку – серйозним чином ревізована 

знаходженням численних прикладів ензимів, здатних проявляти декілька типів 

активностей в одному активному центрі (наприклад деякі групи целюлаз-ксиланаз). 

По-друге, молекулярна структура ензимів з загальною специфічністю виявилась 

вельми різноманітною, причому в багатьох випадках такі ензими відрізняються один 

від одного значно сильніше, ніж від глікозил-гідролаз зовсім іншої специфічності. 

Нарешті, знайдено багато прикладів модульних ензимів-хімер, які несуть на С- і N-

кінцях однієї молекули два активних центра різної специфічності [15, 16]. 

Особливості глікозил-гідролаз проявляються у наступному. По-перше, їхні 

гени піддаються дуплікаціям, елімінації та горизонтальному переносу (незвична 

філогенія, особливості екологічної ніші). По-друге, більшість протеїнів мають 

полідоменну структуру. Також спостерігаються однакові активності у 

неспоріднених протеїнів, а близькоспоріднені мають різну субстратну 

специфічність. Все це спонукало шукати інші підходи до класифікації глікозил-

гідролаз. 

Накопичення даних щодо первинної структури глікозидаз дозволило 

запропонувати нову класифікацію, яка базується на гомології амінокислотних 

послідовностей [17]. Ця класифікація регулярно оновлюється і на сьогодні доступна 

на сайті CAZy (http://www.cazy.org). Вона охоплює біля 340000 амінокислотних 

послідовностей глікозидаз і їх гомологів, які об’єднуються в 130 родин. 

Молекулярний механізм (зі збереженням або обертанням оптичної конфігураці) дії 

ензимів консервативний в межах кожної родини. Дана класифікація на сьогодні 

дозволяє найбільш вичерпно характеризувати глікозидази виходячи з їхніх 

структурно-функціональних особливостей. Ретельний аналіз первинних і третинних 

структур протеїнів дозволяє виявити еволюційні зв’язки  між представниками різних 

родин. Споріднені родини, які характеризуються загальним механізмом, 

http://www.cazy.org/CAZY/fam/acc_GH.html
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запропоновано об’єднати в клани [18]. На сьогодні описано 18 кланів (GH-A − GH-

N), які об’єднують 164 родини (табл. 1.1). Найбільш значний з них (клан GH-A) 

містить 26 родин, клани GH-Е та GH-G – по 4, а інші – по 2-3. В CAZу класифікації 

ніколи два клани не були об’єднані в один навіть після виявлення їх суттєвої 

схожості. Але стало відомо, що еволюційно спорідненими можуть бути навіть 

глікозидази, які характеризуються різним механізмом гідролізу. Наприклад, 

запропонувано [19] виділити фуранозидазну (або β-фруктозидазну) суперродину, 

яка об’єднує клани GH-F (які змінюють конфігурацію глікозидного зв’язку) і GH-J 

(зберігає конфігурацію), а також родину ензиматично не охарактеризованих 

протеїнів – GHLP (COG2152 або DUF377). 

Отже, як вже зазначено вище, глікозидази можуть каталізують реакції двох 

типів: перенесення глікозильного залишку з невідновлювального кінця 

олігосахариду на воду (гідроліз) та на молекулу рецептора (трансглікозилювання). 

Формально вони є реакціями нуклеофільного заміщення при насиченому атомі 

вуглецю С1 аномерного центру і можуть відбуватися як із збереженням, так і з 

інверсією аномерної конфігурації продукту (табл. 1.1). 

TIM-барел (бочонок тріозофосфатізомеразного типу), який містить вісім β/α 

мотивів, складених в циліндричну структуру, є однією з розповсюджених 

тривимірних структур протеїнів [20]. Припускається, що всі (β/α)-домени протеїнів 

мають загальне еволюційне походження [21]. Згідно цієї гіпотези, вони виникли від 

предкового (β/α)4-домена шляхом тандемной дуплікації гена з подальшим 

об’єднанням двох копій в один ген і послідуючою дивергенцією. Біля 50% всіх 

глікозидаз мають каталітичні домени (β/α-типу) [22]. Вони відносяться до 5 кланів 

(GH-A, GH-D, GH-H, GH-K, GH-R) і цілого ряду інших родин, які не включені до 

складу кланів. Ієрархічну класифікацію глікозил-гідролаз з TIM-типом третинної 

структури (рис. 1.1) запропонував Naumoff DG [23, 24]. 
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Таблиця 1.1 – Ієрархічна класифікація глікозил-гідролаз (http://www.cazy.org) 

Клан Родина (GH) Оптична конфігурація 
Третинна 

структура 

GH-A 

1 2 5 10 17 26 30 35 39 

42 50 51 53 59 72 79 86 

113 128 147 148 157 158 

164 167 169 

Зі збереженням 

(екваторіальна орієнтація) 
(β/α)8 – барел 

GH-B 7, 16 
Зі збереженням 

(екваторіальна орієнтація) 

β-сендвіч 

jelly-roll 

GH-C 11, 12 
Зі збереженням 

(екваторіальна орієнтація) 

β-сендвіч 

jelly-roll 

GH-D 27, 31, 36 
Зі збереженням (осьова 

орієнтація) 
(β/α)8 – барел 

GH-E 33, 34, 83, 93 
Зі збереженням 

(екваторіальна орієнтація) 

6-лопатевий 

β-пропелер 

GH-F 43, 62, 117 
З обертанням 

(екваторіальна орієнтація) 

5-лопатевий 

β-пропелер 

GH-G 37, 63, 100 
З обертанням (осьова 

орієнтація) 
(α/α)6 

GH-Н 13, 70, 77 
Зі збереженням (осьова 

орієнтація) 
(β/α)8 – барел 

GH-І 24, 80 
З обертанням 

(екваторіальна орієнтація) 
α + β 

GH-J 32, 68 
Зі збереженням  

(β-фуранозид) 

5-лопатевий 

β-пропелер 

GH-К 18, 20, 85 
Зі збереженням 

(екваторіальна орієнтація) 
(β/α)8 – барел 

GH-L 15, 65, 125, 178 
З обертанням (осьова 

орієнтація) 
(α/α)6 

GH-M 8, 48, 78 
З обертанням 

(екваторіальна орієнтація) 
(α/α)6 

GH-N 28, 49 
З обертанням (осьова 

орієнтація) 
(β)3-соленоїд 

GH-O 52, 116 Зі збереженням (α/α)6 

GH-P 127, 146 Зі збереженням (α/α)6 

GH-Q 94, 149, 161 З обертанням (α/α)6 

GH-R 29, 107 Зі збереженням (β/α)8 – барел 

 

 

 

http://www.cazy.org/CAZY/fam/acc_GH.html
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Рис. 1.1 Ієрархічна класифікація (β/α)8-глікозил-гідролаз [24]. 
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1.1. Класифікація, структура та механізм дії α-галактозидаз 

 

α-Галактозидази (мелібіази) (ЕС 3.2.1.22) – глікозил-гідролази, здатні 

відщеплювати, як правило зі збереженням їх оптичної конфігурації, термінальні 

нередукуючі залишки α-D-галактози від α-D-галактозидів, в тому числі від 

галактоолігосахаридів, галактомананів й галактоліпідів. Їхніми найпростішими 

природними субстратами є дисахарид мелібіоза і трисахарид рафіноза. У деяких із 

них виявлена трансгалактозидазна активність. До α-галактозидаз біохімічно та 

еволюційно близкі α-N-ацетилгалактозамінідази (ЕС 3.2.1.49). 

Як вже було сказано вище, традиційна класифікація α-галактозидаз базується 

на субстратній специфічності ензиму, а сучасна ієрархічна – на подібності 

амінокислотних послідовностей протеїну. На основі субстратної специфічності Dey 

[25] поділяв α-галактозидази на дві групи. Перша об’єднувала ензими, що 

гідролізували тільки невеликі субстрати (п-нітрофеніл-α-галактопіранозид (п-НФГ), 

мелібіозу, рафінозу, стахіозу, галактоолігосахариди), а друга – ензими, які крім того 

були здатні вивільняти галактозу з високополімеризованих субстратів типу 

галактомананів. 

На основі будови каталітичного домену усі α-галактозидази були віднесені до 

шести родин: GH4, GH27, GH36, GH57, GH97 та GH110 (згідно з базою даних CAZy 

(http://www.cazy.org/): 

GH4 – α-галактозидази із Escherichia coli та біфункціональні ензими з α-

галактозидазною та α-глюкозидазною (ЕС 3.2.1.20) активностями із Thermotoga 

maritime та Thermotoga neapolita; 

+ мальтозо-6-фосфат глюкозидаза (ЕС 3.2.1.122) із Eubacteria; 

+ 6-фосфо-α-глюкозидази (ЕС 3.2.1.122) із Eubacteria; 

+ 6-фосфо-β-глюкозидази (EC 3.2.1.86) із Eubacteria; 

+ ORFs із Archaea. 

GH27 – в основному α-галактозидази еукаріот (рослин, тварин, грибів) та 

деяких Eubacteria; 

+ α-N-ацетилгалактозамінідази еукаріот (рослин та тварин); 

http://www.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.22
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BB%D0%B8%D0%BA%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%BB-%D0%B3%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D0%B7%D1%8B
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B0
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%B4&action=edit
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B3%D0%BE%D1%81%D0%B0%D1%85%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%B4&action=edit
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%BC%D0%B0%D0%BD%D0%BD%D0%B0%D0%BD&action=edit
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BF%D0%B8%D0%B4&action=edit
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%83%D0%B1%D1%81%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B8%D1%81%D0%B0%D1%85%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%B4
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9C%D0%B5%D0%BB%D0%B8%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D0%B7%D0%B0&action=edit
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A2%D1%80%D0%B8%D1%81%D0%B0%D1%85%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%B4&action=edit
http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%A0%D0%B0%D1%84%D1%84%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%B7%D0%B0&action=edit
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BB%D1%8C%D1%84%D0%B0-N-%D0%B0%D1%86%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B3%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
http://www.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.49
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%BE%D0%BC%D0%B5%D0%BD
http://www.cazy.org/fam/GH4.html
http://www.cazy.org/fam/GH27.html
http://www.cazy.org/fam/GH36.html
http://www.cazy.org/fam/GH57.html
http://www.cazy.org/fam/GH110.html
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BB%D1%8C%D1%84%D0%B0-N-%D0%B0%D1%86%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B3%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
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+ ізомальто-декстранази (ЕС 3.2.1.94) із Arthrobacter globiformis; 

+β-L-арабінопіранозидази (ЕС 3.2.1.88) із Streptomyces avermitilis. 

GH36 – в основному α-галактозидази із Eubacteria та Eukaryota (грибів та 

рослин); 

+ α-N-ацетилгалактозамінідази із Clostridium perfringens; 

+ α-галактозилтрансферази (ЕС 2.4.1.67 та ЕС 2.4.1.82) із рослин; 

+ ORFs із Archaea. 

GH57 – α-галактозидази із Pyrococcus furiosus та Thermococcus alcaliphilus 

+ α-амілази (ЕС 3.2.1.1), амілопулуланази (ЕС 3.2.1.41) та 4-α-

глюконотрансферази (ЕС 2.4.1.25) із Eubacteria та Archaea. 

GH97 – α-галактозидази із Bacteroides thetaiotaomicron; 

+ α-глюкозидаза (ЕС 3.2.1.20) із B. thetaiotaomicron та Tannerella forsythia; 

+ ORF-протеїн із двох видів роду Sulfolobus. 

GH110 – α-галактозидази із Bacteroides fragilis, B. thetaiotaomicron та 

Streptomyces avermitilis; 

+ α-1,3-галактозидаза (ЕС 3.2.1.-) із B. fragilis, B. thetaiotaomicron, 

Pseudoalteromonas distincta. 

Всі багатоклітинні організми і більшість досліджених одноклітинних еукаріот 

і бактерій мають α-галактозидази, однак серед архей вони виявлені лише у окремих 

видів. Більшість α-галактозидаз еукаріот відносяться до родини GH27, а більшість 

α-галактозидаз бактерій – до родини GH36. Ці дві родини містять майже виключно 

α-галактозидази і α-N-ацетилгалактозамінідази. Аналіз філогенезу родини GH36 

показав його поліфілетичне походження, що дозволило розбити цю родину на 

чотири нові. Ці чотири родини разом з родинами GH27 і GH36 були об'єднані в α-

галактозидазну суперродину (рис. 1.1). Родини GH27 і GH36 на вищому 

ієрархічному рівні утворюють клан GH-D, та мають, як вважають [17, 24], спільний 

предковий ген. Консервативні каталітичні домени цього клану мають тривимірну 

структуру у вигляді (β/α)8-барелу, також відому як TIM-барел, та С-кінцевий β-

структурний домен (рис. 1.2) [26]. Ця тривимірна структура є найпоширенішою 

серед каталітичних доменів всіх глікозил-гідролаз, а також однією з найбільш 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BB%D1%8C%D1%84%D0%B0-N-%D0%B0%D1%86%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B3%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BB%D1%8C%D1%84%D0%B0-N-%D0%B0%D1%86%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B3%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D0%B7%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D1%83%D0%BA%D0%B0%D1%80%D0%B8%D0%BE%D1%82%D1%8B
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%B8
http://www.cazy.org/fam/GH31.html


48 

 

поширених серед всіх протеїнів. Такі кристалічні структури на сьогодні описані для 

α-галактозидаз Trichoderma reesei, Umbelopsis vinacea та Saccharomyces cerevisiae, 

Geobacillus stearothermophilus, Streptomyces sp., Aspergillus nidulans [27-33]. α-

Галактозидази родини GH36 мають додатковий N-кінцевий домен, відсутній у 

ензимів родини GH27. Також α-галактозидази з родин GH4, GH27, GH36 і GH57 

можуть використовувати глутамінову кислоту як каталітичний нуклеофіл [17, 26, 

34] (табл. 1.2).  

 

 

 

Рис. 1.2 Тривимірна структура α-галактозидази Thermotoga maritima [26] 

 

Каталітичні домени родини GH57 мають структуру, подібну з TIM-барелом, а 

саме (β/α)7-барел. Родина GH57 містить обидві відомі до теперішнього часу α-

галактозидази архей, а також ряд прокаріотичних глікозил-гідролаз з іншими 

активностями. Родина GH4 об'єднує бактеріальні глікозидази з широкою 

субстратною специфічністю, які використовують НАД+ та Mn2+ як кофактори [35]. 

Для трьох з них було показано наявність α-галактозидазної активності. Родина 

GH110 включає єдину відому α-галактозидазу, здатну відщеплювати залишки α-D-

галактози із інвертуванням (обертанням) їхньої оптичної конфігурації. Цей ензим 

виявлений у бактерії Bacteroides fragilis. За сучасними уявленнями, гени α-

галактозидаз родин GH27, GH36 і GH57 мають спільне еволюційне походження. 

На цей час існують експериментально обґрунтовані уявлення про те, що в 

активних центрах глікозидаз можна умовно виділити дві ділянки: сорбційну, так 

http://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Bacteroides_fragilis&action=edit
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званий вуглеводзв’язуючий домен (ВЗД), та каталітичну (каталітичний домен - КД). 

Сорбційна ділянка забезпечує утворення комплексу субстрату з ензимом, вона 

відповідає за селекцію субстрату та специфічність ензиму. КД є сукупністю 

функціональних груп, які здійснюють перерозподіл електронної густини та перенос 

груп безпосередньо у хімічному каталітичному акті. 

 

Таблиця 1.2 – Електрофільно-нуклеофільна система активного центру α-

галактозидаз 

Джерело GH  Електрофіл Нуклеофіл Структура 

Солодкий мигдаль [36] нв NH+ (His) COO- (Asp) нв 

Кокосовий горіх [37] нв СOOH (Glu) COO- (Asp) нв 

Trichoderma reesei [38] нв SH (Cys) COO-(Asp,Glu) нв 

Mortierella vinacea [28] 27 СOOH (Asp) COO- (Asp) тетрамер 

Trichoderma reesei [27] 27 СOOH (Asp) COO- (Asp) мономер 

Saccharomyces cerevisiae [29] 27 СOOH (Asp) COO- (Asp) тетрамер 

Pseudoalteromonas sp. [39] 36 СOOH (Asp) COO- (Asp) димер 

Geobacillus stearothermophilus[40] 36 СOOH (Asp) COO- (Asp) тетрамер 

Lactobacillus acidophilus [41] 36 СOOH (Asp) COO- (Asp) тетрамер 

Ruminococcus gravus [42]  36 СOOH (Asp) COO- (Asp) тетрамер 

Thermotoga maritime [26] 36 СOOH (Asp) COO- (Asp) мономер 

Thermus thermophiles [43] 36 СOOH (Asp) COO- (Asp) гексамер 

Bacteroides fragilis [44] 110 СOOH (Asp) нв нв 

Лізосомальна  

α-галактозидаза [45] 

27 СOOH (Glu) COO- (Glu) димер 

Примітка «нв» – не встановлено 

 

Дослідження кристалічної структури α-галактозидаз з GH27 та 36 у комплексі 

з їхніми субстратами дозволили виявити деякі закономірності механізму зв’язування 
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субстрату з активним центром ензиму. Мономерні ензими T. reesei та T. maritima 

утворюють неглибоку кишеню активного центру, а тетрамерні α-галактозидази 

L. acidophilus та R. gnavus – глибокі і вузькі [41, 42]. Заміна одного амінокислотного 

залишку, що бере участь у формуванні активної порожнини ензиму, може суттєво 

впливати як на субстратну специфічність, так і на стабільність ензиму. Це було 

показано в результаті кристалоструктурних та мутаційних досліджень двох α-

галактозидаз G. stearothermophilus [40]. Кристалоструктурний аналіз α-

галактозидази з B. thetaiotaom з родини GH97 показав, що молекула ензиму 

складається з трьох доменів, як і α-галактозидази родини GH36 [46]. Крім того, 

ензим містить іон кальцію, який важливий для прояву каталітичної активності. 

В ідентифікації типів активних центрів гідролаз принципово важливим є 

визначення нуклеофільної групи, яка безпосередньо бере участь в активації води. 

Для багатьох гідролаз такою групою є імідазольна група гістидину. Каталітичний 

центр у цьому випадку включає групи активації води або гідроксильної 

(сульфгідрильної) групи серину або цистеїну, і часто ланцюг переносу протону у 

вигляді імідазольної групи гістидину та карбоксильної групи аспарагінової або 

глутамінової кислоти. Більшість глікозидаз на цей час віднесені як до групи 

імідазол-карбоксилатних гідролаз, так і до карбоксильних гідролаз [47, 48]. Для α-

галактозидаз родин GH27 та 36 характерним є механізм узгодженої дії двох 

карбоксильних груп, що виступають як нуклеофіл (активатор води) та електрофіл 

(активатор субстрату) (табл. 1.2).  

Згідно сучасним даним α-галактозидази каталізують ензиматичні реакції через 

механізм збереження або інверсії (обертання) аномерної конфігурації субстрату 

(рис. 1.3) [49]. Большість α-галактозидаз здійснюють гідроліз через двоступінчастий 

механізм, в якому одна з каталітичних груп діє як нуклеофіл, утворюючи 

проміжний глікозил-ензим, а інша, як загальний кислотно-основний каталізатор, 

який сприяє утворенню та розпаду інтермедіату [27]. У повному двоступінчастому 

механізмі, ймовірно, мають місце дві інверсії Вальдена, що сприяє збереженню 

аномерної конфігурації продукту, який утворюється. Однак, утворення іону 

карбонію на проміжному етапі не обов’язково призводить до рацемізації, 
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конфігурація може бути стабілізована через специфічне зв’язування інтермедіата з 

ензимом. На сьогодні тільки для α-галактозидаз з нової родини GH110 було 

показано, що вони діють за механізмом інверсії [50, 51]. 

 

 

 

 

Рис. 1.3 Механізми гідролізу, що здійснюють глікозидази: а) одностадійний 

механізм з інверсією стереохімії; б) двостадійний механізм зі збереженням 

стереохімії [52] 

 



52 

 

Хоча в останні роки з’явилося більше даних про структури активних центрів 

α-галактозидаз та все ще залишається багато питань щодо субстратної 

специфічності цих ензимів. Все це свідчить про необхідність накопичення та 

систематизації фактів у цій області досліджень. 

 

1.2 Поширення у природі та фізіологічне значення α-галактозидаз 

 

-Галактозидаза досить широко розповсюджена у природі. Її знайдено у 

бактерій [26, 39, 41, 42, 50, 53-58], актинобактерій [59], міцеліальних грибів [27, 28, 

32, 60-66], дріжджів [29, 67-69], вищих рослин [36, 37, 70, 71], в організмі тварин і 

людини [45, 72]. Також виявлена -галактозидаза і у архей [73]. Екстремальні 

(температура, pH) екологічні ніші, в яких живуть більшість археїв, зазвичай не 

містять істотної кількості вуглеводів. Як результат, геноми архей, як правило, дуже 

збіднені (або зовсім позбавлені) генами, що кодують глікозидази. Sulfolobus може 

бути унікальним організмом, що зберіг -галактозидазний ген, який втрачений 

рештою археїв. Найбільш близькі біохімічно охарактеризовані гомологи цього білка 

– -галактозидази і -галактозил-трансферази квіткових рослин. 

Як свідчать дані літератури [2, 3, 54], серед мікроорганізмів найбільш 

активними біосинтетиками є гриби. Серед переваг мікроміцетів як продуцентів 

ензимів можна назвати високу позаклітинну продуктивність та активність, а також 

відносну простоту виділення ензимів. Рівень активності ензиму в культуральній 

рідині мікроміцетів знаходиться в межах 0,2-6,0 од/мл і перевищує відповідний 

рівень бактеріальних (0,02-0,569 од/мл) і дріжджових (0,6-0,8 од/мл) культур. Іноді у 

мікроміцетів відмічають продукцію ізоензимів α-галактозидаз, як наприклад у 

Aspergillus terreus, A. foetidus, Penicillium simplicissum [74-76]. Для культивування 

грибних продуцентів однаково успішно використовують як глибинну, так і 

твердофазну ензимацію [77-79]. Як джерела вуглецю та індуктори використовують 

зазвичай моносахариди, галактоолігосахариди, галактоманан та відходи сільсько-

господарського виробництва. Гіперпродукції α-галактозидази успішно досягали за 
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використання мутантних штамів грибів A. niger, Penicillium sp. та Thalaromyces 

emersonii [80-82]. У порівнянні з мікроміцетами, α-галактозидази з дріжджів менш 

досліджені. Внутрішньо- та позаклітинні α-галактозидази описані у Candida 

guilliermondii і Debaryomyces hansenii при вирощуванні на середовищі з мелібіозою 

та галактозою [83, 84]. Високоактивні продуценти α-галактозидаз описані також і 

серед бактерій [39-41, 85, 86]. Попри всі переваги мікробного синтезу ензимів слід 

пам’ятати, що головною умовою для використання таких продуцентів є їхня 

безпечність для людини. Пошук продуцентів біотехнологічно цінних метаболітів 

повинен відповідати двом головним умовам: висока продуктивність та 

нешкідливість. Тому дуже перспективними продуцентами α-галактозидаз сьогодні 

розглядаються лактобактерії, які є невід’ємною складовою шлунково-кишкового 

тракту людини. Було показано, що деякі молочнокислі бактерії (L. acidophilus, 

L. reuteri та L. fermentum) продукують α-галактозидази здатні гідролізувати 

галактоолігосахариди [41, 87]. 

Оскільки у рослин галактозовмісні оліго-, полісахариди та ліпіди 

розповсюджені дуже широко, закономірно, що в їхніх тканинах зазвичай 

спостерігається і присутність -галактозидази. Олігосахариди, що містять 

галактозильні залишки, є складовими насіння, кореневища, кореня і бульби рослин 

[88, 89]. Так у достигаючому насінні проходить паралельний синтез похідних 

галактозилвуглеводів на фоні значного збільшення -галактозидазної активності. 

Під час проростання насіння ензим безпосередньо бере участь у гідролізі цих 

олігосахаридів, які є розчинним резервом енергії, що може легко метаболізуватися. 

-Галактозидаза також є ключовим ензимом метаболізму рослинних 

галактоліпідів. Показано [25], що листя квасолі мають всі необхідні ензими, не 

виключаючи і -галактозидазу, для повного розкладу цих речовин до жирних 

кислот, гліцерину та галактози. Галактоліпіди мембран хлоропластів також є 

субстратами для α-галактозидаз. Вивчаючи реакцію Хілла в ізольованих 

хлоропластах шпінату, автори відмітили [36], що неочищений препарат, який 

містить галактоліпази та α-галактозидази, здатний змінювати фізіологічну 
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активність органел. Відомо, що у вищих рослин -галактозидаза також бере участь в 

осмотичній регуляції (синтезі та розщепленні ізофлоридозиду або -галактозил-

11-гліцерину) [90].  

Відповідно до активності в діапазоні рН -галактозидази рослин поділяють на 

кислі та лужні. Зазвичай у геномі рослин представлені як і перші, так і другі. 

Відповідно до субклітинної локалізації кислі -галактозидази поділяються на 

апопластні та вакуолярні [91]. Сигнальний пептид апопластичних α-галактозидаз 

бере участь у секреторному шляху, який спрямовує їх у позаклітинний простір для 

гідролізу асоційованого з клітинною стінкою галактоманану під час дозрівання або 

проростання насіння [92]. Апопластичні α-галактозидази також відіграють важливу 

роль у розвитку листя, дозріванні плодів або формуванні аеренхіми [89]. Вакуолярні 

α-галактозидази високоспецифічні щодо олігосахаридів родини рафінози, які є 

джерелом відновлювальних цукрів у рослин, та можуть бути швидко перетворені 

для отримання енергії. Натомість лужні α-галактозидази демонструють найвищу 

спорідненість до стахіози та відповідальні за швидкий метаболізм 

галактоолігосахаридів під час пророщування насіння [93]. Крім того, накопичення 

лужних α-галактозидаз відмічається у рослин під час голодування або обезводнення 

[94]. 

Але слід зазначити, що більш поширеними ці ензими є у тваринному світі. 

Вони зустрічаються майже у всіх тканинах та органах людини та тварин; найбільша 

їхня активність відмічається в слизовій оболонці кишечника, печінки та мозку [45, 

72]. Про важливість для організму процесів, які протікають за участю -

галактозидази, свідчить хоча б той факт, що зі спадковою відсутністю 

лізосомальних глікозидаз пов’язано більш ніж 30 хвороб людини, серед яких і 

хвороба Фабрі та дитяча нейроаксональна дистрофія (хвороба Шиндлера): спадкові 

порушення метаболізму сфінголіпідів, причиною яких є нестача -галактозидази та 

--ацетилгалактозамінідази [7, 95, 96]. Зміна рівня активності цих ензимів у крові 

людини може бути зручним та корисним показником для діагностики деяких 

розладів печінки [97]. 
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Фізіологічна роль -галактозидази у мікроорганізмів є малодослідженою і 

пов’язана з задоволенням їхніх трофічних потреб. Вважається, що основна роль α-

галактозидази у мікроорганізмів полягає у забезпеченні клітини необхідними для 

виживання джерелами вуглецю і енергії [98].  

Функції та властивості мікробних α-галактозидаз тісно пов’язані з 

локалізацією ензиму у клітині. De la Fuente G. [99] встановив, що у S. carlsbergensis 

активність -галактозидази локалізована у зовнішній частині мембрани, де її 

функція, скоріш за все полягає у гідролізі субстратів, які іншим чином не змогли б 

перетнути клітинну мембрану. Дослідженнями Lazo P. та співав. [100] показано, що 

в культурі S. carlsbergensis присутні внутрішньоклітинна та позаклітинна -

галактозидази, що дозволяє їм припустити місцем локалізації ензиму простір між 

мембраною та клітинною стінкою, звідки він і виділяється у культуральну рідину. У 

дріжджів Papiliotrema flavescens показано, що довголанцюгова α-галактозидаза 

наявна на поверхні клітини і у цитозолі [101] Для дріжджів виду D. hansenii, 

бактерій роду Bifidobacterium та Lactоbacillus також була показана 

внутрішньоклітинна локалізація ензиму [84, 102, 103]. У P. atlantica [104] неактивна 

-галактозидаза локалізована у периплазмі, активна ж форма ензиму утворюється у 

цитоплазматичній мембрані. Активність -галактозидази у Micrococcus sp. 

визначали у цитоплазмі [105].  

У переважної більшості мікроміцетів (A. ficuum, A. flavipes, A. nidulans, 

Thermomyces lanuginosus, T. reesei) описані позаклітинні α-галактозидази [106-107]. 

 

1.3 Фізико-хімічні та каталітичні властивості, специфічність дії -

галактозидаз різних мікроорганізмів 

 

α-Галактозидази, виділені з різних мікроорганізмів, можуть значно 

відрізнятися за своїми біохімічними властивостями та субстратною специфічністю. 

Навіть ізоформи ензиму, що були виділені з однієї культури, іноді відрізняються за 

своїми властивостями. Ця варіабельність фізико-хімічних властивостей є дуже 
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важливою з огляду на успішне використання α-галактозидаз у різних 

біотехнологічних процесах. 

На відміну від рослинних глікозидаз, які звичайно представлені двома 

молекулярними формами: однією високомолекулярною (167, 159, 121 кДа) та 

іншою, низькомолекулярною (50, 23, 32 кДа) [36], для мікробних глікозидаз 

характерна лише одна молекулярна форма (табл. 1.3). 

Стосовно бактеріальних -галактозидаз відомо, що їх молекулярні маси 

одного порядку (125 кДа у T. maritima, 80 та 152 кДа у B. breve, 85,2 кДа у R. gnavus 

і 165 кДа у B. stearothermophilus. [108, 109, 110], а у грибних ензимів мають більш 

широкий діапазон: від 400 кДа у P. canescens [111], 210 кДа у Rhizopus sp. [112], 108 

кДа А. terreus [79], і 54, 99, 350 та 430 кДа у A. niger [80, 113-115]. 

Для багатьох описаних на сьогодні глікозидаз, як бактеріального, так і 

грибного походження, характерною є олігомерна структура молекули ензиму (табл. 

1.2, 1.3). Серед α-галактозидаз описані мономерні форми (T. maritimа, Acinetobacter 

sp., T. reesei), димери (Pseudoalteromonas sp.), тримери (Rhizopus sp., Sulfolobus 

solfataricus), тетрамери (L. acidophilus), пентамери (A. terreus), гексамери (T. 

thermophilus) та октамери (Thermus sp). В табл. 1.3 наведені деякі властивості 

гомогенних препаратів -галактозидаз мікробних продуцентів. На жаль, найчастіше 

наводяться дані про молекулярну масу ензимів, які одержані виключно методом 

гель-фільтрації у нативній системі, або денатуруючій у ДСН-ПААГ, і дуже рідко – 

різними методами, що ускладнює порівняння -галактозидаз з різних джерел і не 

дає повної уяви про активну конформацію молекули ензиму. Також складно 

порівнювати продуцентів за вихідною активність, оскільки дуже часто автори не 

наводять даних щодо активності ензиму у культуральній рідині. 

Моносахаридний склад α-галактозидаз мікроорганізмів. Вивчення будови та 

амінокислотного складу молекул мікробних -галактозидаз показало, що більшість 

досліджених позаклітинних ензимів є глікопротеїнами, але відсоток вуглеводної 

частини значно варіює у діапазоні 1,67-57 %, а основними моносахридами є маноза, 

галактоза та D-галактозамін (табл. 1.4). 
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Таблиця 1.3 – Продукція та біохімічні властивості мікробних продуцентів α-

галактозидаз 

Мікроорганізм 

Ін
д

у
к
то

р
 

М
м

, 
к
Д

а 

Т
ер

м
о

- 

о
п

ти
м

у
м
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о
С
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Н
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м

у
м

 

А
к
ти

в
н

іс
ть

 

Ін
гі

б
іт

о
р

 

1 2 3 4 5 6 7 

A. awamori [116] 
Кукурудзяні 

висівки 
нв 55 4,8 

0,35 

од/мг 

Na+, Li+, Ag+, 

Hg2+, Zn2+ 

A. awamori [117] 
Пшеничні 

висівки 
18 55 5,0 22 од/мг дв 

A. foetidus [74] 

Соєве та 

пшеничне 

борошно 

106 60 5,0 
101 

од/мг 

Ag+, Cu2+, 

ДСН 

A. niger [80] 

Пшеничні 

висівки, 

глюкоза 

99 45 

4,0-

6,5 

рІ 

4,5 

92 од/г дв 

A. niger [113] 

Пшеничний 

арабіно-

ксилан 

54 50-55 

4,5 

рІ 

4,2 

0,8 

од/мг 

Галактоза, 

маноза 

А. terreus [79] 
Камедь 

гуару 
108 65 5 

1,9 

од/мг 

  Ag+, Hg2+, 

Cu2+,  N-

бромсукцині-

мід 

Bacillus sp. [86] Галактоза нв 40 7,0 
0,56 

од/мл 

Ag+, Hg2+, 

Cu2+, ДСН 

Bifidobacterium 

breve [102] 
Рафіноза 80 37 

5,5-

6,5 

3,8 

од/мп 
Hg2+, Cu2+ 

D. hansei [84] Галактоза 60 60 
5, рІ 

4,1 

11,9 

од/мг 

Ag+, Cu2+, 

галактоза 

Humicola sp. [118] 
Пшеничні 

висівки 
87 65 5 

1,3 

од/мг 

Ag+, Hg2+, 

галактоза 

S. griseoloalbus [119] 
Соєве 

борошно 
72 65 5 

0,78 

од/мг 

Ag+, Hg2+, 

Cu2+, 

мелібіоза 
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продовження табл.1.3 

1 2 3 4 5 6 7 

T. flavus [120] 
6-дезокси-

D-глюкоза 
63 50 

3,5-

4,5 

5,7 

од/мг 

галактоза, 

ксилоза, 

мелібіоза, 

метил-α- і β-

галактоза, 

лактоза 

T. lanuginosus [78] Сахароза 93 65 
5-5,5 

рІ 3,9 

15,9 

од/мл 

Ca2+, Zn2+, 

Hg2+, Ag+ 

Thermotoga 

neapolitana [121] 

Гуарова 

камедь 
61 105 

7,3 

рІ 4,9 

0,5 

од/мг 
дв 

Ruminococcus 

gnavus [85] 
дв 85,2 55 6 

104 

од/мг 
дв 

P. chrysogenum 

[122] 

Соєве 

боршно 
нд 50 

4,5 

рІ 

0,46 

од/мг 
дв 

B. 

stearothermophilus 

[108] 

Галактоза 
165 

(80) 
65 

6,5 

рІ 4,9 
1 од/мг 

Ag+, Cu2+, 

Hg2+, п-ХМБ, 

галактоза 

Pseudoalteromonas 

sp. [123] 
дв 80 20 

6,7 

рІ 5,6 

0,87 

од/мг 
дв 

Acinetobacter sp. 

[124] 
Рафіноза 

65 і 

37 

50-

60 
7,0 

8-12 

од/мг 

Ag+, Hg2+, п-

ХМБ, ДСН 

Pleurotus djamor 

[125] 
дв 60 53,5 5,0 

52,18 

од/мг 

K+, Cd2+, Cu2+, 

Hg2+, Al3+, Fe3+, 

Ag+, N-
бромсукцинімід 

п-ХМБ 

Pseudobalsamia 

microspora [126] 
дв 62 55 5 

11 

од/мг 

Hg2+, Cd2+, 

Cu2+, Fe3+, N-

бромсукцині-

мід 

Thielavia terrestris 

[127] 

Насіння 

нуту 
82 70 6,5 

85,8 

од/мг 

ЕДТА, 

арсенат 

натрію, L-

цистеїн, 

йодацетат 

Примітка: «дв» - дані відсутні 
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Таблиця 1.4 – Вуглеводний компонент -галактозидаз мікроорганізмів 

Джерело ензима Моносахариди Література 

A. niger маноза, -ацетилглюкозамін (3(4):1) [128] 

A. tamarii 
маноза, глюкоза, галактоза, D-

глюкозамін (1:9:5:6) 
[130] 

S. carlsbergensis 
маноза, глюкоза, D-глюкозамін (9:7:1), 

30-40 % вуглеводів 
[67, 100, 132] 

D. hansenii 34 та 40 % вуглеводів* [84] 

Umbelopsis vinacea 2,7% D-глюкозаміну та 10,8% гексоз [28] 

P. canescens 
маноза, D-глюкозамін, арабіноза, 

рамноза (4:1:7:16) 
[111] 

С.  аcremonium 
-ацетилглюкозамін, маноза, галактоза, 

-ацетилнейрамінова кислота (2:7:3:11) 
[133] 

T. lanuginosus 5,3 % вуглеводів* [78] 

Phanerochaete 

chrysosporium 
15 % вуглеводів* [134] 

T. reesei 
D-глюкоза, D-маноза та D-галактоза, -

ацетилглюкозамін 
[135] 

Примітка: «*» моносахаридний склад не ідентифіковано 

 

Методом диск-електрофорезу і специфічного фарбування гелів на вуглеводи 

доведена глікопротеїнова природа -галактозидази A. niger [128], Pycnoporus 

cinnabarinus [129]. Встановлено, що до складу вуглеводного компоненту -

галактозидази з A. niger входить маноза та -ацетилглюкозамін у співвідношенні 

3(4):1, причому автори припускають, що аміносахарид зв’язаний з білковою 

частиною молекули ензиму через амінну групу аспарагінового залишка. Є також 

дані про моносахаридний склад вуглеводного компонента -галактозидази A. tamarii 

[130] та M. vinaceae [131], де показано наявність манози, глюкози, галактози і D-

глюкозаміну, причому ензим з A. tamarii містить вказані вуглеводи у молярному 

співвідношенні 1:9:5:8 відповідно. Дані про вуглеводний склад деяких дріжджових 

-галактозидаз, зокрема з S. carlsbergensis, свідчать, що вони мають глікопротеїнову 

природу, і їх молекула складається з 43 % протеїну та 57 % вуглеводів, причому 
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вуглеводний компонент, який представлений переважно манозою (90 - 95 %), 

містить також близько 7 % глюкози та 1 % D-глюкозаміну. 

У складі вуглеводних компонентів P. canescens та C. cladosporioides, крім 

манози та глюкозаміну, вперше було виявлено арабінозу та рамнозу [111]. 

Співвідношення вуглеводів до протеіну у молекулах цих -галактозидаз становило 

1:6 та 1:11 відповідно. 

У складі молекули -галактозидази C. acremonium було виявлено -

ацетилнейрамінову кислоту [133]. За даними вуглеводного аналізу методом газо-

рідинної хроматографії молярне співвідношення -

ацетилгюкозамін:маноза:галактоза:-ацетилнейрамінова кислота в молекулі -

галактозидази C. acremonium становило 2:7:3:11. Слід зазначити, що саме високим 

ступенем глікозилювання молекули вказаного ензиму (27 % від загальної маси 

молекули ензиму) пояснюється утворення ним міцного активного комплексу з 

конканаваліном А [136]. 

При дослідженні хімічної природи -галактозидази A. awamori (вміст 

вуглеводів в молекулі ензиму за даними хімічного деглікозилювання – 30 %) 

встановлено, що досліджуваний глікопротеїн містить луголабільні О-вуглеводні 

ланцюги, кількість яких приблизно 30, причому близько половини з них зв’язані із 

залишками серину [137]. Крім того, для досліджуваної глікозидази встановлено 

також і -тип глікозилювання, а число вуглеводів, які з’єднуються з протеїном -

глікозидними зв’язками, становить 3 на молекулу ензиму. Таким чином, для -

галактозидази цього продуцента характерним є змішаний тип глікозилювання, хоча 

для більшості екзоглікозидаз притаманним є приєднання вуглеводного компонента 

тільки -глікозидними зв’язками. Показано, що вуглеводи, які з’єднані з протеїном 

за цим типом зв’язку, відіграють важливу роль у секреторному процесі [138]. Щодо 

О-типу глікозилювання встановлено, що його інгібування не впливає на вихід 

ензиму з клітини, однак при цьому спостерігається значне зниження його термо- та 

рН-стабільності, що дає змогу припустити наявність конформаційних змін у 

протеїновій молекулі. На підставі таких даних Неустроєвим зі співавт. [138] 
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зроблено припущення про суттєвий внесок О-глікозильно-зв’язаної компоненти в 

стабілізацію доменної структури ензиму. 

Глікозилювання за змішаним типом встановлене також у α-галактозидази 

T. reesei [135]. На молекулу протеїну припадало 6 О-гліканів, які приєднувалися до 

серину та треоніну та могли вивільнюватися шляхом β-елімінації. Среди них 

мономери: глюкоза, маноза та галактоза; димери: α-1,6-манопіранозил-α-D-

глікопіранозид та α-1,6-глюкопіранозил-α-галактопіранозид, а також один тример: 

α-глюкопіранозил-α-1,2-манопіранозил-α-1,6-галактопіранозид. N-зв’язані глікани 

відносилися до типу, багатого манозою, та вивільнувалися при обробці протеїну 

ендо-β-N-ацетилглікозамінідазою F або шляхом гідразинолізу. 

Термо- та рН-оптимум дії, стабільність ензимів різного походження. 

Оптимум рН бактеріальних -галактозидаз знаходиться в діапазоні рН 6,0-7,5 [59, 

108, 123], а дріжджових – 3,5-5,0 [84, 101]. Бактеріальні ензими зазвичай 

проявляють максимальну активність та стабільність у нейтральному діапазоні рН 

[85, 139-141], хоча деякі також активні в широкому діапазоні pH [102, 108, 142]. 

Як свідчать дані літератури [54, 78, 110-112, 142-144], грибні -галактозидази 

(T. lanuginosus, A. niger, P. canescens, Gibberella sp., Rhizomucor miehei) – це кислі 

протеїни із значенням рІ, що знаходяться у межах рН 4,0-6,2  (табл. 1.3). 

Незважаючи на кислий оптимум pH, деякі грибні α-галактозидази стабільні у 

широкому діапазоні значень рН (рН 3–12), що є цінною властивістю з точки зору 

технологічного використання [107, 142, 145]. Для деяких -галактозидаз, зокрема A. 

niger [80] і T. flavus [120], характерний один широкий рН-оптимум, що є 

характерною особливістю позаклітинних грибних глікозидаз та вигідно відрізняє їх 

від внутрішньоклітинних аналогів. Слід зазначити, що множинні форми ензиму, які 

продукуються однією культурою, також можуть різнитися за своїми фізико-

хімічними властивостями: молекулярною масою, ступенем глікозилювання та 

оптимумами дії [75, 106, 119]. 

Температурний оптимум дії більшості -галактозидаз відмічають за 37 – 55 оС 

(табл. 1.3). Однак для -галактозидази із P. cinnabarinus [146] максимум активності 
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знаходиться за 75 оС, проте лише 68 % активності спостерігається після інкубації за 

цих умов протягом 5 хв. Більш термостабільними є -галактозидази термофільних 

мікроміцетів Humicola sp., А. terreus, T. terrestris, T. lanuginosus [66, 78, 79, 127] та 

P. duponti [147], які зберігають 100 % активності протягом 1 та 2 год за 60 оС та 15 

хв – за 65 оС. α-Галактозидази дріжджів дещо поступаються мікроміцетам, але також 

демонструють досить високу термостабільність у діапазоні 55-60 оС [67, 84]. 

α-Галактозидази термофільних бактерій Thermotoga sp., Thermus sp. та 

S. solfataricus зберігають активність за екстремально високих температур – 90 оС і 

вище [43, 73, 148]. Такі ензими можуть бути використані у цукровій та 

целюлозообробній промисловості, де виробничі потреби вимагають довготривалого 

використання високих температур. Описані також α-галактозидази морських 

бактерій, які високоактивні за низьких температур (20-30 оС) [39, 149]. Такі морські 

бактерії є перспективним джерелом стабільних при фізіологічних значеннях рН та 

температури ензимів для медицини [123]. 

Стабільність ензимів також залежить від ступеню очищення протеїну. 

Позбавлений клітин препарат малоочищеної -галактозидази із E. coli є дуже 

нестабільним, але в той самий час, очищений ензим можна ліофілізувати та 

зберігати за 4 оС до двох місяців без втрат активності. Аналогічно, ензими з A. niger, 

S. oleracea, P. amygdalus, C. ensiformis та бичачої печінки зберігаються за низьких 

температур, однак ензим із V. faba повністю інактивується при заморожуванні [54]. 

Позаклітинні -галактозидази грибного походження  відрізняються високою 

стабільністю при зберіганні (до 1-2 років без втрати активності у фосфатно-

цитратному буфері (ФЦБ) рН 4,5, за 4 оС [107, 115, 150]. Автори пов’язують це з 

глікопротеїновою природою їх молекули та високим вмістом гідрофобних 

амінокислот. Також для деяких -галактозидаз встановлена стабілізуюча дія 

альбуміну сироватки людини та конканаваліну А. 

Мікробні -галактозидази чутливі до присутності вуглеводів: галактоза та -

галактозиди є сильними і конкурентними інгібіторами багатьох -галактозидаз 

(табл. 1.3). Так показано, що галактоза і п-НФГ (1 мМ) пригнічували активність -
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галактозидази P. purpurogenum [151]. -Галактозидазу із A. ficuum NRRL 

конкурентно інгібують галактоза (Кі = 64мМ) та фруктоза (Кі = 60,3 мМ), і 

неконкурентно – глюкоза (Кі = 83,2 мМ) та маноза (Кі = 64 мМ) [152]. Значення Кі 

галактозидів близько співвідносяться з константами Міхаеліса при використанні цих 

сполук як субстратів. В той самий час α-галактозидази A. niger, R. miehei та 

S. griseoloalbus проявляли високу толерантність до концентрацій галактози до 100 

мМ [119, 153, 154]. Структурні аналоги D-галактози, такі як L-арабіноза та D-фукоза 

також інгібують ензими, в той час як їх енантіомери неефективні. Насьогодні 

більшістю досліджень показано, що 2-дезокси-D-галактоза, D-глюкоза, D-маноза, D-

фруктоза, D-ксилоза і D-рибоза не викликають інгібування -галактозидаз [142]. 

Більшість досліджених α-галактозидаз сильно інгібують йони металів, 

особливо K+, Cd2+, Cu2+, Hg2+, Al3+, Fe3+, Ag+ (табл. 1.3). Для деяких ензимів 

встановлено характер інгібування та розраховані кінетичні константи (табл. 1.5). 

Інгібування іонами срібла та ртуті може бути пов’язане з впливом на залишки 

цистеїну в активному центрі ензиму, що у свою чергу порушує ензим-субстратну 

взаємодію. Важливість цистеїну для прояву каталітичної активності 

підтверджується також інгібуванням ензиму у присутності п-хлормеркурібензоату 

(п-ХМБ) [108, 114, 124, 125]. Для деяких α-галактозидаз показано інгібування N-

бромсукцинімідом [79, 125, 126], що вказує на важливу роль залишку триптофану. 

Для олігомерних α-галактозидаз характерним є інгібування додецилсульфатом 

натрію (ДСН).  

Для значної кількості α-галактозидаз мікроорганізмів показана висока 

резистентність до дії таких протеаз як трипсин, пепсин, субтилізин А, протеїназа К, 

лужна протеаза, колагеназа та α-хімотрипсин [58, 125, 112, 155]. 

Слід відмітити недостатність даних щодо механізмів інактивації-стабілізації α-

галактозидаз. В кращому випадку автори вказують на факт інактивації ензиму за 

певних умов, наприклад, температури, або на характер інгібування певною 

речовиною (конкурентний/неконкурентний), але найчастіше присутні дані тільки 

про ступінь інгібування. Хоча дані щодо механізмів інактивації і денатурації ензимів 

необхідні для їхнього успішного використання у різних технологічних процесах. 
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Таблиця 1.5 – Інгібування мікробних -галактозидаз деякими іонами металів 

Іон 

металу 

Джерело 

-галактозидази 

Концентрація 

металу (мМ) 

Інгібуван-

ня (%) 

Характер 

інгібування 

Кі (М) 

Ag+ A. ficuum [152] 21,5  10-3 90 конкурентний - 

 Streptomyces 

olivaceus [36] 
2  10-3 50 конкурентний - 

 P. cinnabarinus [146] 1,0 95 - - 

 C. guillermondii [36] 1,0 90 - - 

 P. canescens [165] 2  10-3 100 конкурентний 3,3  10-5 

 A. niger [113] 1,0 95 неконкурентний 2,5  10-4 

Hg2+ S. olivaceus [36] 2  10-4 63 - - 

 Diplococcus 

pneumonia [36] 
2  10-4 100 - - 

 M. vinaceae [131] 10-4 23 неконкурентний - 

 T. reesei [27] 2  10-2 100 конкурентний 2  10-5 

 C. cladosporioides [54] 1,0 95 неконкурентний 5,7  10-7 

 A. niger [113] 1,0 95 неконкурентний 4,5  10-6 

Cu2+ D. pneumonia [36] 0,2 100 - - 

 C. cladosporioides [54] 1,0 8 - - 

 A. ficuum [152] 0,48 90 конкурентний - 

Zn2+ C. acremonium [133] 1,0 79 - - 

 A. ficuum [152] 0,11 85 конкурентний - 

Mg2+ C. acremonium [133] 1,0 45 - - 

Ge4+ A. niger [114] 1,0 50 - - 

Примітка: "-" дані не наведено 

Як вже зазначено, -галактозидаза розщеплює термінальні -галактозидні 

зв’язки, відщеплюючи відповідні залишки з невідновлюючого кінця глікозидів: 

олігосахаридів, полісахаридів, гліколіпідів, глікопротеїнів, мукополісахаридів. При 

цьому розщеплюється зв’язок між С-1 атомом моносахаридного залишку та 

глікозидним атомом кисню, як це було показано з використанням 18О. -

Галактозидази гідролізують такі природні та синтетичні -D-галактозиди (рис. 1.4): 

– галактозиди: метил-, етил-, п-пропіл-, феніл-, о-нітрофеніл-, п-нітрофеніл-, м-

нітрофеніл-, о-крезил-, п-крезил-, м-хлорфеніл-, 1-нафтил-, 2-нафтил- та 6-

бромо-2-нафтил -D-галактозиди, 1-о- та 2-о--галактозил гліцероли, 

галактинол, дигалактозил гліцерол, -D-галактозил фторид; 
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– олігосахариди: мелібіоза, епімелібіоза, о--D-гал(1,4)-D-гал, мелібіїтол, 

мелібіонова кислота, рафіноза, умбелліфероза,  плантеоза, манотріоза, 

манотреїтол, манотріонова кислота, стахіоза, вербаскоза та вищі гомологи, 

ліхноза, ізоліхноза та вищі гомологи; 

– полісахариди: галактоманани; 

– -D-галактозиди специфічної речовини групи крові В (ІІ): Galα1-3(Fucα1-

2)Gal и тетрасахарид, Galα1-3(Fucα1-2)Galβ1-4GlcNAc. 

 

 

 

 

 

Рис. 1.4 Різні субстрати мікробних α-галактозидаз: А) олігосахариди родини 

рафінози; Б) полісахариди галактоманану; В) трисахарид антигену групи крові B з α-

1,3-зв’язаною D-галактозою. Гал – галактоза; Глю – глюкоза; Фру – фруктоза; Ман –  

маноза; Фук – фукоза. Стрілки вказують на місця розщеплення зв’язку α-

галактозидазою 
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Деякими авторами проводилася кількісна оцінка специфічності глікону [25]. 

Показано, що спорідненість ензимів до субстрату в основному залежить від 

гліконового фрагмента і розташовується у ряді: -D-галактозид > -D-фукозид > -

L-арабінозид. Це дозволяє припустити, що однією з специфічних ділянок 

прикріплення субстрату до ензиму є первинна спиртова група у структурі галактози. 

Дослідження специфічності -галактозидази P. canescens показало, що ензим, 

як і більшість грибних -галактозидаз, проявляє вузьку специфічність відносно 

структури глікону, гідролізуючи тільки -D-галактозиди [111]. Конфігурація біля С-

1 та С-4 атомів субстрату, а також наявність замісників у С-2 та С-6 положенні є 

суттєвими для взаємодії з ензимом. На відміну від цього ензиму, специфічність -

галактозидази із C. cladosporioides відносно глікону значно ширша: крім -D-

галактозидів, вона гідролізує й нітрофенільні похідні аміносахаридів у -

конфігурації, а також -D-глюкозиди [156]. 

Як правило, агліконова група не здатна повністю інгібувати гідроліз. 

Показано, що взагалі арил--D-галактозиди є більш придатними субстратами, ніж 

алкільні похідні чи дисахариди. Взаємозв’язок між Km та Vmax може суттєво 

різнитися для різних агліконів, причому висока спорідненість ензиму до будь-якого 

субстрату не обов’язково співпадає з високим значенням Vmax і навпаки. Доведено, 

що фактори, які впливають на спорідненість, комплексні і включають положення і 

розмір заміщуючих груп, їх електронний ефект та ступінь гідратації [25]. В 

гомологічній серії -D-галактозидів швидкість гідролізу зменшується при 

збільшенні довжини ланцюга, але серед мікробних ензимів є і деякі виключення. 

Показано, що положення нітрогрупи в фенольному кільці -D-

галактопіранозиду є критичним для швидкості гідролізу, який здійснюється α-

галактозидазами [157]. За афінністю до різних субстратів більшість -галактозидаз 

можна розмістити в такій послідовності: о-НФГ > п-НФГ >> рафіноза > метил--D-

галактопіранозид. 

В межах широкого розуміння специфічності між окремими -

галактозидазами, які виділені з різних джерел, спостерігаються суттєві відмінності. 
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Як правило, -галактозидази різного походження поряд з природними субстратами 

– мелібіозою, рафінозою та стахіозою гідролізують і синтетичні субстрати [39, 43, 

58, 61, 125, 111, 158]. Більше того, є повідомлення про те, що -галактозидази 

A. niger гідролізують лише синтетичні субстрати і не гідролізують термінальну -

1,6-зв’язану галактозу в лінійних структурах типу мелібіози, стахіози, рафінози та 

галактомананів [159]. 

З огляду на те, що -галактозидаза бере участь у процесах синтезу і розкладу 

таких конститутивних компонентів мікробних клітин і клітинних мембран як 

гліколіпіди, що містять -галактозильні зв’язки, надзвичайно цікавими є 

дослідження фізіологічної ролі ензимів, здатних розщеплювати гетерогалактозиди, 

що не синтезуються у природі.  

Різні α-галактозидази, виділені від A. niger, мали різні ензиматичні 

характеристики [80, 113, 154, 159]: дві з них відносилися до родини GH27, а одна – 

до родини GH36. α-Галактозидази родини GH27 відомі як ключові ензими гідролізу 

галактомананів. Причому дріжджові α-галактозидази відщеплювали тільки кінцеву 

галактозу [29, 69], в той час як ензими мікроміцетів здатні атакувати галактозу 

бокових ланцюгів галактоманану [160, 161]. Високі концентрації субстратів (о- та п-

НФГ, 1-нафтил та 6-бром-2-нафтил-α-галактозиди, а також 1-фтор-α-

галактозилфторид) інгібували ензими A. niger, подібно до ензиму Phanerocaete 

chrysosporium [134, 160]. 

Узагальнюючи ці дані можна зробити висновок, що для більшості -

галактозидаз, одержаних за допомогою мікробіологічного синтезу, характерним є 

те, що вони гідролізують з більшою ефективністю синтетичний субстрат порівняно 

з природними -галактозидами. Ефективність гідролізу в деяких випадках 

відрізняється на порядок.  

Спорідненість до одних і тих самих субстратів для ензимів різних продуцентів 

також варіює у широкому діапазоні, про що свідчать абсолютні величини Кm (табл. 

1.6). Щодо специфічності до типу зв’язку, то найчастіше зустрічаються -

галактозидази, які здатні гідролізувати -1,2-; -1,4-; -1,6-зв’язану галактозу [43, 
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67, 142, 162-166]. Більш унікальними є -галактозидази, які атакують -1,3-зв’язок 

[39, 44, 51, 111]. Саме ензими такої специфічності необхідні для проведення 

трансформації еритроцитів групи крові В (ІІІ). Хоча не завжди специфічність до α-

1,3-зв’язку означає здатність гідролізувати антиген еритроцитів, як це показано для 

α-1,3-активної α-галактозидази Pseudoalteromonas родини 110 [51]. Широку 

специфічність відносно типу зв’язку проявляє -галактозидаза C. acremonium, 

відщеплюючи з різною швидкістю -1,3-, -1,4-, -1,6-зв’язану галактозу [167]. 

Деякі α-галактозидази проявляють синергізм з β-мананазами та β-манозидазами при 

гідролізі галактомананів, що дозволяє їм вивільняти більші кількості моносахаридів 

[161, 168]. 

 

Таблиця 1.6 – Кінетичні параметри -галактозидаз із різних джерел 

Джерело виділення Кm мМ 

п-НФГ мелібіоза рафіноза стахіоза 

T. maritima [26] 0,08 - - - 

A. terreus [79] 0,1 - 0,42 0,33 

A. terreus [75] 0,72 1,92 27,93 54,74 

B. thetaiotaomicron[46] 0,31 - - - 

Bacillus sp. [162] 1,0 7,9 24,1 - 

S. cerevisiae [29] 4,5 11,2 54,1 - 

B. breve [110] 0,27 4,1 - - 

Gibberella sp. [163] 1,06 1,75 54,26 8,23 

Flavobacterium sp. [164] 2,47 12,58 - 14,76 

P. canescens [165] 0,48 - 0,49 0,22 

T. lanuginosus [78] 1,13 - 1,61 1,17 

T. reesei [166] 1,2 1,3 3,8 1,8 

P. cinnabarinus [129] 0,31 0,8 2,16 - 

C. acremonium [133] 0,7 7,8 100 - 

Примітка: "-" дані не наведено 

 

Як вже зазаначено вище, деякі α-галактозидази можуть каталізувати 

зворотню реакцію, або реакцію трансглікозилювання. Вперше така активність була 

описана у рослинної -галактозидази [36]. На сьогодні трансферазна активність 

показана для деяких бактеріальних (Bifidobacterium bifidum, B. stearothermophilus, 
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L. reuteri) та грибних (A. parastiticus, A. fumigatus, A. niger) -галактозидаз [169, 

170]. За допомогою п-НФГ показано (рис. 1.5), як в результаті 

трансглікозилювання α-галактозидазами A. parasiticus, A. tamarii, A. flavipes, T. 

flavus, T. avellaneus утворювалися п-НФ-α(1,2)-галактобіоза, п-НФ-α(1,3)-

галактобіоза та п-НФ-α(1,6)-галактобіоза [170].  

 

Рис. 1.5 Утворення п-НФ-α(1,2)-галактобіози, п-НФ-α(1,3)-галактобіози та п-

НФ-α(1,6)-галактобіози грибними α-галактозидазами [170] 

 

Встановлено, що α-галактозидаза L. plantarum має високу регіоселективність, 

ефективність та різноманітність щодо залучених донорів та акцепторів субстратів 

для синтезу α-галактоолігосахаридів через реакції трансглікозилювання [171], при 

чому перевагу має перенос галактозильних залишків на С6-гідроксильну групу 

галактози, що подовжує ланцюг галактоолігосахариду, який має кінцеву сахарозу 

(рафіноза, стахіоза) або термінальну глюкозу (мелібіоза, манотріоза, 
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вербаскотетраоза). Висока трансглікозилювальна активність та синтез нових 

глікозидів показана для ензиму мутантного штаму B. thetaiotaomicron [172]. 

Додавання гліцеролу до суміші глікозидів, що утворилися в результаті гідролізу 

камеді гуару α-галактозидазою A. niger, дозволило отримати високий вихід 

галактозил-гліцеролу [173]. 

 

1.4 Практичне значення α-галактозидаз 

 

Ензими мікроорганізмів мають величезний потенціал у різних промислових 

галузях, що в останні роки призвело до зростання їхнього комерційного 

використання. На сьогодні накопичено достатньо багато даних щодо фізіологічної 

ролі α-галактозидази у людини, тварин і рослин, а також її розповсюдження серед 

мікроорганізмів. Оптимізацією умов вирощування мікробних продуцентів та 

застосуванням ефективних методів очистки можна досягти значного збільшення 

виходу ензимів, що здешевлює їхнє масштабне отримання. Популярності набуває 

також клонування нових генів α-галактозидази та їхня гетерологічна експресія у 

підходящому хазяїні. Крім того, іммобілізація ензиму дозволяє отримувати 

каталізатори пролонгованої дії з винятковою термостабільністю та активністю, 

толерантністю до рН та концентриції солей. Все це робить використання мікробних 

ензимів комерційно привабливим. 

Оскільки -галактозидаза є високоспецифічним ензимом, ця його властивість 

може бути використана у структурному аналізі складних природних та синтетичних 

глікокон’югатів, що містять D-галактозильні залишки [106, 107, 141]. 

Екзоглікозидази дозволяють дізнатися більше про структуру глікопротеїнів плазми 

крові людини [174]. Використання трансглікозилювальних властивостей 

ендоглікозидаз дає можливість синтезувати нові олігосахариди [175, 176]. Крім того 

відомо, що глікопротеїни, до складу яких входять серин та треонін, які зв’язані О-

глікозидними зв’язками, як у муцині, справляють значний вплив на міжклітинну 

взаємодію, багато з них є глікопротеїнами слизу та сироватки, які беруть участь в 

формуванні імунної відповіді організму [177]. Тому не дивно, що ролі -



71 

 

галактозидази в обміні речовин в організмі людини та тварин, а також можливості її 

практичного застосування в області медицини присвячено значну кількість робіт 

останніх десятиліть. 

Вуглеводи, через свою здатність утворювати значне різноманіття структур з 

невеликої кількості мономерів, використовуються природою як речовини, що здатні 

впізнаватися комплементарними структурами інших клітин або макромолекул. 

Відомо, що речовини крові груп В (ІІІ) містять -1,3-зв’язану D-галактозу [178].  

Свме здатність α-галактозидази відщеплювати вуглеводну детермінанту від 

еритроцитів крові груп В (ІІІ) може бути використана у гематологічній практиці для 

розробки технології створення універсальної донорської крові (рис. 1.6) [8].  

 

 

 

Рис. 1.6 Ензиматична конверсія B-антигенів у H-антиген  [8]. GH 27, GH110 – 

eкзо-α-галактозидази, GH 98 – ендо-α-галактозидаза,  RBC – червоні клітини крові 
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Це питання має важливе практичне значення, оскільки з’являється можливість 

уникнути деяких ускладнень, що виникають під час переливання крові, особливо в 

екстремальних ситуаціях. На сьогодні можливість проведення біоконверсії 

еритроцитів ІІІ групи у донорські еритроцити І групи показано для ензимів, що 

отримані з рослин [179, 180] та деяких мікроміцетів та бактерій [39, 44, 51, 57, 111]. 

Однак найбільш дослідженим є лише один препарат -галактозидази, придатний для 

використання у гематологічній практиці – це препарат із зелених бобів кави 

(“Sigma”, США). Вже проведено ряд успішних випробувань ензиматично 

трансформованих еритроцитів на групі добровольців [181]. Крім того, в США вже 

розроблена та пройшла успішне випробування на еритроцитах рекомбінантна форма 

-галактозидази [180]. Але пошуки більш перспективних та дешевих ензимів, 

придатних для здійснення широкомасштабної трансформації крові, активно 

продовжуються. 

Дуже перспективними завдяки своїм каталітичним властивостям (активність 

за нейтрального рН, висока питома активність, субстратна специфічність) є нові α-

галактозидази родини GH110 [50]. Такі ензими будуть корисними у гемотерапії та 

ксенотрансплантації. На сьогодні вважається, що причиною всіх, або більшості 

реакцій відторгнення чужерідних органів, є присутність у людини великої кількості 

антитіл до вуглеводного епітопу Gal-1,3-Gal [9, 182]. У людини і людиноподібних 

мавп ген α-1,3-галактозилтрансферази інактивований, хоча їхня імунна система 

продукує антитіла IgM/IgG, націлені на цей епітоп. Показано [9, 50, 183], що -

галактозидаза та -1,2-фукозилтрансфераза можуть ефективно зменшувати прояв 

цих глікотопів на поверхні клітини і тому можуть бути використані для одержання 

трансгенних тварин з незначним вмістом зв’язаної галактози на поверхні клітин їх 

органів, які не будуть взаємодіяти з сироваткою людини, що значно підвищить їх 

приживляємість. 

З наявністю Gal-1,3-Gal олігосахариду у тканинах неприматів пов’язана ще 

одна проблема, а саме алергози людини. Вживання м’яса свиней та великої рогатої 
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худоби у деяких людей може викликати харчову алергію через наявність 

специфічних IgE проти цього глікозиду [184]. 

Також важливе значення має є -галактозидаза як засіб замісної ензимотерапії. 

У основі багатьох генетичних хвороб людини лежать молекулярні зміни, які 

пов’язані з порушенням метаболізму вуглеводів, найчастіше - складних 

глікокон’югатів. Причиною порушення обміну сфінголіпідів є спадковий дефіцит 

лізосомальної -галактозидази, це так звана хвороба Фабрі, та деякі інші порушення 

обміну сфінголіпідів [7]. При цих захворюваннях у крові спостерігається 

накопичення надлишку триглікозилцераміду, тому одним із можливих підходів для 

лікування хвороба Фабрі може бути введення препаратів -галактозидази [185]. Вже 

є повідомлення про певні успіхи в лікуванні хвороби Фабрі за використання 

мікрокапсульованих препаратів рекомбінантної -галактозидази мікробного 

походження (Fabrazyme™ та Replagal™) [186]. 

Важливе прикладне значення мають препарати -галактозидази у харчової 

промисловості, зокрема в цукровому виробництві, де за їхньою допомогою 

досягається збільшення виходу цукру з меляси та покращується його якість [106, 

107, 148]. В процесі виробництва цукру з цукрових буряків спостерігається 

зростання концентрацій рафінози, стахіози та вербаскози. Ці олігосахариди 

ускладнюють кристалізацію сахарози. Гідроліз -галактозидазою зазначених 

галактоолігосахаридів призводить до утворення галактози та сахарози, остання 

виділяється з меляси традиційним способом у вигляді товарного цукру. Таким 

чином, застосування так званого мелібіазного процесу не тільки усуває перешкоди 

при кристалізації, які обумовлені високою концентрацією галактоолігосахаридів в 

мелясі, але також сприяє формуванню кристалів цукру [142]. В багатьох країнах, 

зокрема США та Японії, для збільшення виходу цукру використовують препарати 

ензиму з Absidia sp., Circenella sp., M. vinaceae [6, 107, 187].  

Використання промислових препаратів -галактозидази робить можливим 

більш широко застосовувати різні соєві продукти у харчуванні людини і тварин [4, 

5, 145, 188]. Соя містить до 55% повноцінного протеїну, амінокислотний склад 
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якого за своїми властивостями близький до тваринного та засвоюється на 90 % , 

однак у складі соєвих продуктів присутні сполуки, які в організмі людини 

викликають негативні реакції і роблять продукти із сої непридатними для 

використання. До таких сполук належать протеїни - інгібітори трипсину і 

низькомолекулярні олігосахариди стахіоза та рафіноза. Присутність таких важко 

засвоюваних організмом олігосахаридів значно ускладнює процес травлення, 

оскільки рафіноза та стахіоза у нативному стані не перетравлюються у кишечнику 

ссавців, та призводить до надлишкового газоутворення. Обробка соєвого борошна 

та молока -галактозидазиою сприяє розщепленню рафінози та стахіози до глюкози, 

галактози і фруктози та усуває цей недолік соєвих продуктів [189-192].  

Донедавна глікозидази не дуже активно залучалися до промисловості синтезу 

сполук, в основному вони використовувалися для розщеплення вуглеводів. Зі 

створенням технології глікосинтази та трансглікозидази за допомогою генної 

інженерії погляд на глікозидази як на інструменти промислової біотехнології почав 

змінюватися. Їхня простота отримання, доступність, надійність та специфічність у 

поєднанні з можливістю контролю небажаного побічного гідролізу за допомогою 

ензимної інженерії зробили глікозидази конкурентоспроможними синтетичними 

інструментами. Перспективні напрямки застосування глікозидаз включають 

виробництво чітко визначених хітоолігомерів, цінних галактоолігосахаридів або 

спеціальних хімічних речовин, таких як глікозильовані флавоноїди, олігосахариди 

грудного молока або реконструйовані антитіла [140, 154, 171, 175, 193]. 

Дуже широко використовують α-галактозидази у сучасних технологіях 

отримання функціональних харчових добавок на основі галактоолігосахаридів 

(ГОС). В результаті трансглікозилювальної активності α-галактозидаз пробіотичних 

бактерій B. thetaiotaomicron, B. adolescentis та L. plantarum з мелібіози та рафінози 

утворюються нові пребіотичні трисахариди α-D-Galp-(1→6)-α-D-Galp-(1→6)-D-

Glcp, що метаболізуються кишковою мікробіотою [140, 169, 172]. Здатність 

утворювати ГОС також була показана для ензимів A. nidulans та A. niger [32, 154]. 

Високий вихід α-ГОС, що складаються з α-галактобіози, α-галактотріози, стахібіози 

та більших олігосахаридів, дозволяє сподіватися на перспективність комерційного 
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виготовлення на їхній основі нових функціональних продуктів харчування [193, 

194]. 

Термостабільні -галактозидази також знаходять широке застосування у 

паперовій промисловості поряд з препаратами геміцелюлаз [195-197]. Гідролізуючи 

бічні галактозильні залишки, α-галактозидаза полегшує гідроліз основного ланцюга 

геміцелюлози ксиланазами та мананазами. Показано, що використання α-

галактозидази P. simplicissimum у комбінації з β-мананазою призводить до 

збільшення виходу галактози при обробці целюлози хвойних дерев [76], α-

галактозидаза з P. fluorescens посилювала комбіновану дію ксиланази та β-мананази 

[195], синергічна дія β-мананази T. reesei та α-галактозидази і β-глюкозидази 

B. subtilis прискорювала гідроліз галакто- та глюкомананів соснової деревини та 

пульпи [196]. 

За допомогою α-галактозидази можна покращувати здатність до 

гелеутворення галактоманану гуару. Це дозволить замінити у харчовій 

промисловості більш дорожчу сировину, якою є камедь ріжкового дерева, на 

доступнішу камедь гуару [92, 168, 198]. Крім того, ензиматичний гідроліз 

галактомананів, що у великій кількості присутні у рослинній біомасі, може 

забезпечити біопереробні заводи достатньою кількістю сировини для виробництва 

етанолу. На сьогодні на ринку наявна певна кількість препаратів α-галактозидаз 

різного призначення (табл. 1.7), однак вони не можуть задовільнити всіх потреб. 

Отже, широкі перспективи використання мікробних глікозидаз потребують як 

розробки технологій отримання активних продуцентів (шляхом відбору і генно-

інженерними методами), так і розробки стратегії стабілізації ензимних препаратів 

для багаторазового використання. Ефективними підходами є різні форми 

іммобілізації ензимів, інкапсулювання та отримання зшитих агрегатів, які 

дозволяють отримувати стабільні і активні форми ензимів для практичного 

застосування у медицині та харчовій промисловості [5, 194, 199]. 
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Таблиця 1.7 – Комерційні препарати α-галактозидаз 

Джерело Застосування Назва препарату Виробник 

A. niger Покращення 

травлення і 

усунення 

метеоризму;  

цукрова 

промисловість 

VeganZyme, 

Nutriteck, 

Vitacost, 

Beano,  

Vitaactives  

Parchem 

Beano 

GHC ND Licensing, 

Ltd., 

LeaderPharma, 

AkPharma, Inc., 

GlaxoSmithKline, 

Deerland enzymes 

S. cerevisiae Для покращення 

засвоюваності 

бобових кормів для 

птиці та свиней 

Capsozyme SB 

Plus 

 

Industrial Technical 

Pecuaria SA 

(ITPSA), Spain 

M. vinaceae 

 

Виробництво 

цукру (сахарози) 

з цукрових буряків  

(не має назви) US Patent 

Publication No. US 

3957578 

Гуар, 

B. longum, 

B. fragilis 

T. maritima, 

B. halodurans 

Біохімічні та 

діагностичні 

аналізи  

α-Galactosidase MEGAZYME 

NZYTech 

Людська 

рекомбінантна 

Для лікування 

хвороби Фабрі 

Fabrazyme  Genzyme 

Людська 

рекомбінантна 

Для лікування 

хвороби Фабрі 

Replagal Shire 

manufacturers 

 

 

1.5 Іерархічна класифікація α-L-рамнозидаз, поширення та регуляція 

синтезу ензиму у мікроорганізмів 

 

До класу глікозидаз належить і α-L-рамнозидаза (α-L-рамнозид-

рамногідролаза – К.Ф. 3.2.1.40), яка гідролітично відщеплює кінцеві невідновлені α-

1,2, α-1,4 та α-1,6 зв’язані залишки L-рамнози в α-L-рамнозидах. Усі зареєстровані α-

L-рамнозидази діють за механізмом інверсії конфігурації, і на основі подібності 

амінокислотної послідовності вони віднесені до трьох родин глікозидаз GH28, GH78 

і GH106 (http://www.cazy.org/) [200]: родини GH28 і GH106 містять α-L-

рамнозидази, які беруть участь у метаболізмі пектинів, родина GH78 об’єднує α-L-
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рамнозидази, які каталізують відщеплення рамнози, яка зв’язана α(1→2), α(1→6) та, 

рідше, α(1→3) зв’язками з глюкозою флавоноїдів [201-203]. Для пятьох ензимів 

родин GH78 та 106 була показана, крім α-L-рамнозидазної, ще й дуже рідкісна α-L-

манозидазна активність [204]. Використання ензиматичного гідролізу за допомогою 

α-L-рамнозидази для отримання L-моносахаридів (зокрема L-рамнози та L-манози), 

які надзвичайно рідко зустрічаються у природі, є дуже привабливим для 

фармацевтичної та харчової промисловості, які потребують такі моносахариди для 

синтезу багатьох активних сполук [205].  

Слід відмітити дуже обмежені дані щодо структурно-функціональних 

особливостей α-L-рамнозидаз. До теперішнього часу було клоновано та 

охарактеризовано шістнадцять генів, що кодують бактеріальні α-L-рамнозидази 

родини GH78, більшість з яких стосується молочнокислих бактерій, таких як 

Bifidobacterium [206, 207], Lactobacillus [208, 209], і Pediococcus acidilactici [210]. На 

сьогодні у Protein Data Bank зареєстровано тільки 4 структури α-L-рамнозидаз GH78 

і дві GH106: ензими виділені з Bacillus sp. GL1 [211], B. thetaiotaomicron [212], 

S. avermitilis [213], Klebsiella oxytoca [214], Sphingomonas paucimobilis [215] і 

Novosphingobium sp. [216]. Найбільшою структурою є протеїн SaRha78a з S. 

avermitilis, який містить шість доменів, включаючи каталітичний домен і вуглевод-

зв’язувальний домен CBM67 [213]. Ензим з Bacillus sp. GL1 складається з п’яти 

різних доменів [211], а α-L-рамнозидаза B. thetaiotaomicron містить чотири домени. 

Натомість α-L-рамнозидаза K. oxytoca складається лише з двох доменів і не містить 

субстрат-зв’язувального домену CBM67 [214]. Каталітичний домен ензимів родини 

GH78 має типову (α/α)6-барел структуру. Як показано шляхом сайт-спрямованого 

мутагенезу нуклеофільно-електрофільну пару для таких ензимів складають дві 

карбоксильні групи залишків глутамінової кислоти [211, 213]. Для K. оxytoca також 

встановлена участь глутамінової та аспарагінової кислоти [214]. Для ензиму родини 

GH106 показано, що у його структурі є висококонсервативні залишки, які зв’язують 

рамнозу та кальцій у неглибокому активному центрі, а каталітичний домен має 

структуру (β/α)8-барелу [216].  
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Основнийм субстратом для α-L-рамнозидаз є L-рамнозид, який входить до 

складу рослинних глікозидів, гліколіпідів, камедей, пігментів, смол, специфічних 

імунополісахаридів, гетерополісахаридів бактеріальних клітинних стінок, 

цитотоксичних сапонінів, протигрибкових глікоалкалоїдів, факторів вірулентності 

деяких бактерій [217-219]. Але найчастіше L-рамноза зустрічається в таких 

продуктах життєдіяльності рослин, як біофлавоноїди, які входять, зокрема, до 

складу ароматичних терпенових глікозидів винограду та цитрусових [220]. Крім 

того, високий вміст біофлавоноїдів присутній у листках чаю, квітках і листках 

гречки, софори японської, плодах шипшини, чорноплідної горобини, чорної 

смородини, суниці, малини, вишні, обліпіхи, деяких сортів яблук, слив, червоного 

перцю, які є сировиною для виробництва медичних препаратів [221]. Біологічна дія 

флавоноїдів пров’язана з їхньою здатністю гальмувати пероксидне окиснення 

ліпідів, окислення аскорбінової кислоти, що каталізується іонами важких металів, з 

якими вони утворюють хелати, високою протизапальною, капілярозміцнюючою, а 

також спазмолітичною дією на гладенькі м’язи, впливом на секреторну активність 

шлунка і печінки [222, 223]. 

α-L-Рамнозидазу виявляють у різних груп організмів: у бактерій, грибів, 

вищих рослин і тварин [224-229]. Вона є вторинним метаболітом, що бере участь у 

процесах синтезу та деградації таких компонентів клітинних оболонок, як 

гліколіпіди та глікопротеїни. Питання локалізації ензиму в мікробних клітинах, а 

також умови його біосинтезу досліджені мало, однак більшість робіт присвячена 

позаклітинним α-L-рамнозидазам мікроміцетів (A. aculeatus, A. nidulans, Fusarium 

moniliforme) та бактерій (Bacillus sp.) [230-233]. Внутрішньоклітинні α-L-

рамнозидази описані у антарктичних бактерій Ralstonia pickettii та 

Pseudoalteromonas sp., грибів Alternaria alternata, дріжджів Pichia angusta та 

Papiliotrema laurentii  [12, 234-236]. 

Хоча α-L-рамнозидазу виділяють з бактерій (Sphingomonas sp. [237], 

Bacteroides JY-6 [238], лактобактерій [226]), і у деяких навіть вивчена її первинна 

структура (Clostridium stercorarium [212]), Bacillus sp. Gl1 [239]), найбільш 

вивченими є α-L-рамнозидази грибного походження. Саме на основі грибних 
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ензимів розроблено технології застосування α-L-рамнозидаз у харчовій 

промисловості для усунення гіркоти з цитрусових соків [10, 235, 240-243], 

видалення кристалів гесперидину з апельсинових соків [244] та підсилення аромату 

вина ензиматичним гідролізом терпенових глікозидів [233, 245]. Проте, не 

дивлячись на значний промисловий інтерес, тільки декілька неочищених препаратів 

α-L-рамнозидази з представників родів Aspergillus та Penicillium (гесперидиназа та 

нарингіназа) випускаються на даний момент (“Sigma”, USA). Однак такі препарати 

крім α-L-рамнозидази містять -D-глюкозидазу, як супутній компонент, що лімітує 

їхнє використання. 

α-L-Рамнозидазна активність описана у чисельних штамів родів Penicillium, 

Aspergillus, Mucor, Emericella, Talaromyces, Trichoderma та Fusarium (табл. 1.8). 

Monti D. зі співавт. [246] створили базу даних, в якій узагальнено відомості стосовно 

α-L-рамнозидаз, для яких встановлена субстратна специфічність, а також вивчена 

стабільність в органічних розчинниках. Ці дані використовують для селективної 

модифікації деглюкорусцину, природного глікозиду з фармакологічними 

властивостями, який використовують для лікування хронічної венозної 

недостатності [247]. 

Оскільки α-L-рамнозидаза, як і більшість глікозидаз, є індуцибельним 

ензимом, для збільшення виходу ензиму застосовують різні індуктори, найчастіше – 

L-рамнозу. Проте активно досліджується вплив також інших індукторів, особливо 

флавоноїдної природи, на синтезу цього ензиму. В результаті скринінгу, 

проведеного Monti D. зі співавт. [246], були відібрані штами грибів (табл. 1.8), які 

демонстрували здатність утворювати α-L-рамнозидазу в присутності ряду 

рамнозидів: рутину, гесперидину та нарингіну. Жоден з використаних штамів не 

утворював α-L-рамнозидазу за відсутності індукторів. Також відомо, що нарингін, 

рутин і рамноза індукують синтез α-L-рамнозидази у A. terreus, разом з тим 

арабіноза, ксилоза, арабіногалактан, фруктоза, пектин, целюлоза, ксилан та арабани 

не впливають на синтез ензиму [248]. Проте синтез α-L-рамнозидази у деяких 

грибів, зокрема A. persicinium та M. alpinа не індукувався L-рамнозою. Інші могли 

бути визначені як потенційні продуценти α-L-рамнозидази тільки при використанні 
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таких індукторів, як гесперидин для A. aculeatus або рутин для F. oxysporum. Також 

для вирощування культур-продуцентів (A. terreus) з успіхом використовують 

відходи виробництва соків [249]. 

 

Таблиця 1.8 – Позаклітинна α-L-рамнозидазна активність мікроміцетів за 

використання різних індукторів біосинтезу [246] 

Штам 

Активність, од/мл 

Індуктор 

L-Рамноза Рутин Гесперидин Нарингін 

A. persicinum CCF 1850 - 2,3 - - 

A. aculeatus CCF 108 19,0 4,5 60,0 14,0 

A. aculeatus CCF 3134 12,0 5,5 46,0 - 

A. aculeatus CCF 3138 4,1 - 3,1 - 

A. niger CCIM K2 12,0 5,6  6,2 

A. terreus CCF 3059 230,0 170,0 64,0 110,0 

Circinella muscae CCF 2417 - 5,7 - - 

Emericella nidulans CCF 2912 46,0 - 130,0 76,0 

Eurotium amstelodami CCF 2723 - 2,5 - - 

F. oxysporum CCF 906 - 49,0  3,7 

M. alpinа CCF 2514 - 5,1 - - 

Mucor circinelloides griseo-cyanus 

CCIM 
- 8,5 - - 

P. oxalicum CCF 2430 8,3 - - - 

R. arrhizus CCF 100 - 3,2 - - 

T. flavus CCF 2686 1,6 - - 24,0 

T. harzianum CCF 2687 - 1,8 - - 

Примітка: «-» – не досліджували, aктивність у ензимаційному середовищі 

визначали з використанням п-НФР як субстрату. 

 

Можливість утворення α-L-рамнозидази за допомогою механізму вуглецевої 

катаболітної репресії (ВКР) у A. nidulans визначали при додаванні до 

рамнозовмісного середовища інших джерел вуглецю [250]. У дикого штаму A. 

nidulans у середовищі з рамнозою був присутній репресор Cre A, який кодується 
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геном cre A [251]. У цій системі арабіноза, гліцерин, етанол і лактоза не були 

репресуючим джерелом вуглецю, тоді як глюкоза та ксилоза виявились сильними 

репресорами. Як не дивно, всі результати ВКР з додаванням, крім рамнози, і інших 

джерел вуглецю (включали арабінозу, гліцерин, етанол та лактозу, ксилозу, 

глюкозу), вказували на те, що при синтезі α-L-рамнозидази у цьому випадку 

репресор Cre A не був причетним до ВКР. Для перевірки цієї гіпотези утворення α-

L-рамнозидази вивчали в умовах суворої катаболітної дерепресії на мутантному 

штамі з алелем creAd30 [252], в якого репресор Cre A не утворюється, і отримали ті 

ж самі результати. Відповідно до даних, наведених у таблиці 1.9, в умовах 

катаболітної репресії (рамноза + глюкоза), дикий штам A. nidulans проявляв 2,96 % 

питомої активності, одержаної в умовах індукції (рамноза).  

 

Таблиця 1.9– α-L-Рамнозидазна активність A. nidulans при вирощуванні на 

середовищах з різними джерелами вуглеводів [250] 

Джерело вуглеводів Активність (од/мл) 
Питома активність 

(од/мг протеїну) 

Арабіноза 2,598  0,170 0,061  0,007 

Глюкоза 2,139  0,820 0,101  0,039 

Гесперидин 4,316  0,339 0,138  0,003 

Нарингін 30,935  5,989 0,270  0,045 

Рамноза 588,320  55,563 9,320  1,962 

Рутин 3,318  0,735 0,101  0,023 

Ксилоза 2,398  0,339 0,036  0,006 

Рамноза+арабіноза 31,814  4,296 0,516  0,076 

Рамноза+етанол 38,688  7,234 0,879  0,333 

Рамноза+глюкоза 15,027  5,427 0,276  0,082 

Рамноза+гліцерол 31,014  0,904 0,968  0,214 

Рамноза+лактоза 54,515  6,557 0,935  0,112 

Рамноза+ксилоза 22,222  6,556 0,333  0,115 

 

Подібний результат (3,44 % від специфічної активності) був отриманий для 

штаму creAd30. Це дало змогу зробити висновок про те, що вуглець-катаболітна 
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репресія α-L-рамнозидази A. nidulans здійснюється за Cre-незалежним механізмом 

[250]. Подібні результати щодо пригнічення глюкозою та ксилозою синтезу α-L-

рамнозидази та відсутності такого ефекту в присутності арабінози та лактози було 

одержано і іншими дослідниками для A. niger [253]. 

Крім того, відомо, що синтез різних позаклітинних ензимів підпорядковується 

регулювальній дії рН. У кислих умовах вирощування (рН 5,5) специфічна активність 

α-L-рамнозидази аспергілів в 2 рази вища, ніж у лужних (рН 7,6). Такі дані 

пояснюються тим, що у лужних умовах синтез позаклітинного протеїну значно 

інтенсивніший, ніж за кислих умов. Цікаво зазначити, що штам A. terreus був взагалі 

неспроможним продукувати α-L-рамнозидазу при значеннях рН, нижчих за 5,8, що є 

нехарактерним для мікроміцетів [254]. 

Отже, умови біосинтезу α-L-рамнозидази для різних штамів мікроорганізмів 

різноманітні та залежать від застосовуванного індуктора. Слід брати до уваги і той 

факт, що від вибору індуктора буде залежати в певній мірі ступінь глікозилювання 

ензиму, його стабільність та субстратна специфічність. 

 

1.6 Виділення, властивості та субстратна специфічність мікробних α-L-

рамнозидаз  

 

Отримання високоактивних ензимів, зокрема α-L-рамнозидаз, у гомогенному 

стані – надзвичайно складне завдання, оскільки на багатьох його етапах необхідно 

контролювати зміну активності ензимів, щоб запобігти значним її втратам. 

Водночас для кожного продуцента потрібна своя, індивідуальна послідовність 

етапів очистки. Оскільки бактеріальні й особливо грибні продуценти є 

поліензимними, α-L-рамнозидаза, як правило, синтезується в комплексі з іншими 

глікозидазами [255], що може ускладнювати отримання кінцевого продукту.  

На сьогодні виділено досить широке коло ензимів з -L-рамнозидазною 

активністю з культуральної рідини мікроміцетів, бактерій та дріжджів. Для очистки 

внутрішньоклітинних ензимів на початкових етапах використовують різні методи 

руйнування клітин, частіше – ультразвукові апарати. Так α-L-рамнозидаза з 
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Bacteroides sp. JY-6 була виділена після ультразвукового руйнування клітин з 

наступним висолюванням сульфатом амонію. Для очиски отриманого препарату 

було використано послідовну хроматографію на DEAE-целюлозі, Silica-PAE, 

Sephacryl S-300 та гідроксиапатиті [238]. Для очистки α-L-рамнозидази з бактерії 

Fusobacterium sp. K-60 було використано колонкову хроматографію на Butyl-

Toyopearl, гідроксиапатиті, Sephacryl S-300 та Q-Sepharose [256]. Подібну схему 

виділення і очистки використовували і для очистки α-L-рамнозидаз Bacillus sp. та 

L. plantarum [208, 232], що дозволило отримати гомогенні препарати ензимів та 

охарактеризувати їх. З дріжджової культури P. angusta також було отримано 

високоочищену внутрішньоклітинну α-L-рамнозидазу. Для цього було використано 

гель-фільтрацію, іонообмінну та афінну хроматографію на конкавалін А-сефарозі, 

DEAE Bio Gel A агарозі, Rhamnose-Sepharose 6B і гідроксиапатиті [236]. За 

допомогою афінної хроматографії було отримано і найвищий рівень очистки при 

розділенні компонентів ензимного комплексу Pseudomonas paucimobilis [257]. 

Головним завданням очистки позаклітинних глікозидаз є розділення ензимів 

різної специфічності. Іноді з культуральної рідини продуцента виділяють кілька 

молекулярних форм ензиму, які відрізняються не тільки за масою, але і за 

біохімічними властивостями (табл. 1.10). Такі ензими були виділені з A. aculeatus 

[219]: один ензим гідролізував п-НФР, а інший проявляв активність до 

рамногалактуронану. З культуральної рідини A. kawachii було виділено дві α-L-

рамнозидази з різною молекулярною масою [258]. 

Фізико-хімічні властивості α-L-рамнозидаз, виділених з різних джерел, також 

можуть значно варіювати. Так, за даними літератури (табл. 1.10), Мм ензиму 

становить від 36 до 135 кДа для грибних продуцентів та від 12 до 500 кДа – для 

бактеріальних. Термооптимуми мезофільних бактерій та грибів переважно 

вівдмічали за 50-60 оС, тоді як для термофілів – за 70-95 оС. Переважна кількість 

ензимів були стабільними під час зберігання за 0-4 оС. Відомо також, що під час 

заморожування до -20 оС α-L-рамнозидаза з P. paucimobilis залишалась стабільною 

протягом декількох місяців за оптимальних значень рН [257]. 
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 Таблиця 1.10 – Біохімічні властивості α-L-рамнозидаз мікроорганізмів. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 

Bacillus sp. [232] Пентамер 500 7,0 50 54 0,119 гелан 

B. thetaiotaomicron 

[242] 
- 86 6,5 60 48,7 0,53 - 

Bacteroides sp. [238] Димер 240 7,0 - 89,9 0,29 - 

D. thermophilum 

[259] 

Мономер 
106 5,0 95 - 0,054 - 

Fusobacterium sp. 

[256] 

Тетрамер 
170 5,0-6,5 40 3,4 0,057 

соєве 

борошно 

Novosphingobium 

sp. [260] 

Мономер 
12 6-7,5 

35-

45 
- 0,157 - 

Thermomicrobia 

bacterium [261] 

Димер 
210 5,0 70 109 0,46  

Absidia sp. [262] - 68 5,0 50 2,44 - рамноза 

A. aculeatus [202] 

Мономер 

Глікопротеїн 

(15-24 %) 

85 

90 
4,5 - 13 

0,3 

2,8 
гесперидин 

A. tubingensis [243] 
Мономер 

Глікопротеїн (12%) 
110 4,0 50 - - - 

A. kawachii [258] 
- 

Глікопротеїн (22%) 

68 

90 
4,0 50 - 17,9 - 

Fusarium 

moniliforme [233] 
Мономер 36 9,5 50 - 0,5 - 

A. oryzae [263] - 75 4,5 65 
224 

од/мл 
5,2 - 

A. alternata [12] Димер 135 5,5 60 21,7 4,16 - 

Acrostalagmus 

luteo albus [264] 
- 109 8 55 526 3,38 рамноза 

P. decumbens [265] - - 4,0 50 13,3 6,1 нарингін 

Penicillium sp. [266] - 90 3,5 57 - 1,52 нарингін 

T. longibrachiatum 

[267] 
- - 4,5 60 3,9 - рамноза 

P. angusta [236] Мономер 88 6,0 40 33,9 - рамноза 

Примітки: “ - “ дані відсутні 
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Ряд сполук було проаналізовано з точки зору інгібування активності α-L-

рамнозидаз. Серед інгібіторів α-L-рамнозидази були моносахариди, іони металів, 

групоспецифічні речовини: L-рамноза (Кі=3,5 мМ) [238], (Кі=2,5 мМ) [202, 237, 248]; 

глюкоза (21 %) – знижує активність рамнозидази на 20 % [236, 248]; двовалентні 

катіони Hg2+, Cu2+ [248], Cd2+ [257],   Pb2+ [238, 257], Ba2+, Zn2+, Mn2+ [235, 261], Mg2+ 

[231]; етанол (42 %) – знижував активність ензиму на 20 % [268]; кальцієві хелатори 

ЕДТА і EГTA в концентрації 1 мМ – знижували активність до 0,7 і 10 %, відповідно 

[257]; п-ХМБ [237]; SO2 мав незначну інгібувальну дію [250]. α-L- Рамнозидаза 

Dictyoglomus thermophilum була високотолерантною до присутності різних 

розчинників (ацетонітрілу, диметилсульфоксиду тв диметилформаміду) та 30 % 

метанолу [259]. 

Стимулюють α-L-рамнозидазну активність: 2-валентні катіони Ca2+ [11], Zn2+, 

Mg2+, Co2+ [248]. 10 мМ ЕДТА має незначний активуючий ефект (126 %), що дає 

змогу зробити висновок про незалежність активності ензиму від наявності іонів 

металів в активному центрі ензиму. Дитіотрейтол не впливав на активність α-L-

рамнозидази у A. terreus, що дало змогу дійти висновку про незначну роль SH-груп в 

її активності [248]. 

Як і у випадку з α-галактозидазами, даних щодо механізмів інактивації-

стабілізації α-L-рамнозидаз дуже мало. Досліджено кінетику інактивації у α-L-

рамнозидази P. decumbens при різних температурах і рН середовища, і 

припускається механізм інактивації через утворення проміжного стану [265]. 

Проміжний стан передбачає розгортання протеїнової глобули та часткову втрату 

вуглеводного компоненту. Описані підходи стабілізізації ензиму A. terreus в умовах 

термоденатурації у присутності багатоатомних спиртів [263]. Показана висока 

стабільність зшитих глутаровим альдегідом агрегатів α-L-рамнозидаз [11]. 

Природними субстратами для α-L-рамнозидаз з різних джерел є α-L-

рамнозовмісні флавоноїди та сапоніни рослин, глікопротеїни, камеді, смоли, 

пігменти, в яких залишок L-рамнози з’єднаний α-1,2-; α-1,4- і α-1,6-зв’язками з -D-

глюкозидом або приєднаний безпосередньо до аглікону в положенні С1 (рис. 1.7).  
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Рис. 1.7 Структурні формули найбільш поширених субстратів для α-L-

рамнозидаз [224]. 

 

Найбільш поширеними є нарингін, понцирин, неогесперидин (α-1,2-зв’язок), 

рутин, гесперидин (α-1,6-зв’язок), сайкосапонін, азіатікозид (α-1,4-зв’язок), 

кверцитрин і просцилларидин А, в якому залишок L-рамнози з,єднаний з агліконом. 

У таблиці 1.11 представлені дані щодо здатності гідролізувати деякі природні 

рамноглікозильні субстрати ензимами, виділеними з різних мікроорганізмів. Так, α-

L-рамнозидаза з A. niger [224] гідролізує нарингін, рутин, але не гесперидин і 

кверцитрин; в той час як ензим з іншого штаму A. niger [269] був здатний 

гідролізувати також і гесперидин. Ензим з морського черевоногого Тurbo cornutus 

діяв на рутин, гесперидин і кверцитрин, але не на нарингін [269]. 

α-L-Рамнозидаза з Bacteroides JY 6 [238] діяла на неогесперидин, нарингін, 

понцирин, гесперидин, рутин, сайкосапонін С. α-L-Рамнозидаза з P. paucimobilis FP 
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2000 краще за все гідролізувала гесперидин, потім просцилларидин А, рутин, 

нарингін, кверцитрин, сайкосапонін С [257].  

 

Таблиця 1.11 – Специфічність різних α-L-рамнозидаз до рамноглікозидних 
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α-1 (α-1,2) (α-1,4)    (α-1,6) (α-1,6) (С1) (С1) (α-1,2) (α-1,2) 

A. aculeatus 

[202] 
+ +  + + –    

A. nidulans 

[231, 250] 
+ +  + +     

A. niger [269] + +  + + –    

A. niger [224] + +  + – –    

A. terreus [254] + +  + –     

Penicillium sp. 

[221] 
+ + * * * * * * * 

Bacteroides JY6 

[238] 
+ + + + +   + + 

C. stercorarium 

[212] 
+ +   +     

P. paucimobilis 

[257] 
+ + + + + + +   

P. angusta [236] - +  + + +    

Sphingomonas 

sp. R [237] 
+ +  + + +    

T. cornutus 

[269] 
+ –  + + +    

Примітки: “+” – ензим гідролізує субстрат; “–” – ензим не гідролізує субстрат; 

“” – дані не наведено 
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Спорідненість α-L-рамнозидаз різних продуцентів до різних субстратів може 

сильно відрізнятися в залежності від їхньої специфічності. Значення Кm для п-НФР 

варіює у діапазоні 0,057–2,8 мМ, для нарингіну 0,021–1,9 мМ, для гесперидину 0,02–

1,33 мМ, для рутину 0,028–1,44 мМ, для кверцитрину 0,077–0,89 мМ і для понцірину 

0,02–0,93 мМ. Ці дані свідчать про те, що спорідненість ензиму до природних 

флавоноїдних рамноглікозидів вища, ніж до синтетичних субстратів. Більшість α-L-

рамнозидаз атакують α-1,2-глікозидний зв’язок, деякі гідролізують крім того 

субстрати з α-1,6 зв’язаною рамнозою. α-L-Рамнозидази, які гідролізують α-1,4– та 

інші зв’язки, зустрічаються вкрай рідко.  

Незважаючи на стеричні перешкоди через прямий зв’язок α-L-рамнозильного 

залишку з агліконом, ензими, отримані з M. alpinа, P. oxalicum, та T. flavus, були 

здатні використовувати кверцитрин як субстрат, тоді як його гідроліз раніше було 

відмічено лише у бактеріальних [237] та тваринних [269] глікозидаз. 

Комплексний глікозид гінзенозид Re ефективно дерамнозилювали препарати з 

A. аculeatus, E.  nidulans, P.  oxalicum. Цікавим є те, що раніше лише α-L-

рамнозидаза, яку отримали з штаму Absidia sp. 39, який культивували в присутності 

водного екстракту з коренів женьшеню [270], була здатна гідролізувати гінзенозид, 

втім препарати з трьох вищезгаданих штамів було отримано на індукторі іншої 

природи. Терпеновий глікозид азіатикозид дерамнозилювали α-L-рамнозидази з 

A. terreus, E. nidulans, F. oxysporum, T. flavus, A. аculeatus, A. niger. 

В деяких випадках ензими, які отримували з одних штамів в присутності 

різних індукторів, показували різну субстратну специфічність. Наприклад, α-L-

рамнозидаза, отримана при індукції нарингіном з T. flavus CCF 2686, мала широку 

субстратну специфічність, тоді як ензим, що був отриманий на середовищі з L-

рамнозою, гідролізував тільки рутин та кверцитрин. Препарати, отримані з 

E. nidulans CCF 2912, при індукції L-рамнозою, гесперидином, нарингіном виявили 

також різну субстратну специфічність [246]. Препарат, що було отримано з 

гесперидином, як індуктором синтезу, був здатний дегліколізувати ширше коло 

субстратів. α-L-Рамнозидази з A. niger [269] і P. decumbens [268] здатні гідролізувати 
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також монотерпенілові дисахариди з винограду: гераніол--D-рутинозид і 2-

 фенілетил--D-рутинозид. 

Субстратами для α-L-рамнозидази можуть бути також α-L-рамнозовмісні 

дисахариди, що містять α-D-ксилозу, -D-фукозу, α-D-галактозу і α-N-ацетил-D-

глюкозамін в редукованих терміналях: О-α-рамнопіранозил-α-1,3-α-D-ксилоза; О-α-

L-рамнопіранозил-α-1,2--D-фукоза, О-α-L-рамнопіранозил-α-1,2-α-D-галактоза, О-

α-L-рамнопіранозил-α-1,4-α-D-галактоза, О-α-L-рамнопіранозил-α-1,3-N-ацетил-D-

глюкозамін, О-α-L-рамнопіранозил-α-1,6-N-ацетил-D-глюкозамін, О-α-L-

рамнопіранозил-α-1,4-N-ацетил-D-глюкозамін.  

Конкретних даних щодо механізму дії α-L-рамнозидаз дуже мало, оскільки 

механізм та кінетика реакцій ензимів рідко досліджувалися. Хоча за аналогією з 

іншими глікозидазами ймовірно, що має місце розщеплення зв’язків між С-атомом 

рамнози і киснем субстратів. Так, встановлено [212], що розрив зв’язку проходить з 

того напряму атому кисню, до якого прилягає нередукуючий залишок оліго- і 

полісахариду і до якого глікозидаза виявляє найбільшу специфічність. Відомо, що α-

L-рамнозидаза у субстратах діє на С1–О або О–Сn (для α-L-рамнозидаз n=2, 4, 6). 

Під час вивчення типу ензиматичного механізму рамнозидазної реакції 

продукти гідролізу п-нітрофеніл--L-рамнопіранозиду (п-НФР) були проаналізовані 

за допомогою 1Н-ЯМР-спектру. Аномерні протони, які відщеплювались від рамнози, 

проявлялись у вигляді піків при 5,06 мільйонних долей () та 4,83 мільйонних долей 

() [212]. У дослідженнях після взаємодії субстрату та ензиму, пік, який визначали 

як -ізомер рамнози, з’являється дещо раніше за -пік. Однак, площа піку в межах 

від - до -протонів збільшувалась від 0,36 до 0,88, та вони були врівноважені між 

обома ізомерними формами -рамнопіранози. 

Такий характер кінетичної поведінки визначає механізм гідролізу, в якому -

рамноза набуває форми -рамнозиду через єдиний механізм зміщення, стихійно 

мутаротуючи у -форму. Подібний механізм відзначався у рамногалактуронан-

гідролази з A. aculeatu [219]. 
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1.7 Сфери практичного використання рамнозидаз 

 

Сучасні ензимні технології – це альтернатива хімічним процесам деструкції 

важкорозчинних сполук та синтезу нових біологічно активних препаратів. -L-

Рамнозидаза знаходить використання у структурному аналізі складних 

глікокон’югатів оліго- і полісахаридів, глікозидів, гліколіпідів, а також може бути 

залучена до отримання шляхом гідролізу пруніну з нарингіну, L-рамнози та L-

манози з природних глікозидів [204, 271-273]. Ензим може бути використаний для 

відщеплення рамнозильних залишків, наявних у флавоноїдних глікозидах, для 

покращення якості харчових продуктів. Так здатність α-L-рамнозидази 

модифікувати нарингін застосовується для усунення гіркоти деяких цитрусових 

соків, ензиматичне дерамнозилювання гесперидинового глюкозиду дає змогу 

уникнути його кристалізації при виробництві апельсинового і мандаринового соку 

[274-278]. Використання α-L-рамнозидаз для обробки фруктово-ягідних та овочевих 

пюре та соків, а також зеленого чаю, дозволяє отримувати функціональні напої з 

високим вмістом біодоступних флавоноїдних глюкозидів [240]. 

Широко використовують α-L-рамнозидазу і в процесі виноробства для 

підсилення аромату кінцевого продукту [235]. Однією з важливих характеристик 

якості вин є ароматичний букет, істотний вклад у створення якого вносять присутні 

у винограді монотерпени. Ці компоненти частково містяться у вигляді вільних 

летючих форм і частково як глікозидзв’язані нелетючі попередники. Останні 

представлені -D-глюкопіранозидами і диглікозидами, а саме: 6-О-α-L-

арабінофуранозил--D-глюкопіранозидом і 6-О-α-L-апіофуранозил--D-

глюкопіранозидом, які є потенційним джерелом букету в традиційному процесі 

виноробства. Глікозидзв’язані летючі речовини можуть бути вивільнені 

двостадійним ензимним гідролізом [245]. На 1-й стадії глікозидний зв’язок може 

бути розщепленим α-L-рамнозидазою, α-L-арабінофуранозидазою або -D-

апіозидазою, з вивільненням відповідного монотерпеніл--D-глюкозиду, а на 2-й 

стадії -D-глюкозидаза вивільняє монотерпенол. Orejas та ін. [250] показали, що 
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активність α-L-рамнозидази A. nidulans дуже слабо піддається інгібуванню 

глюкозою та SO2 і частково інгібується етанолом, що вказує на потенціал 

використання ензиму для підсилення аромату вина. Також високу толерантність до 

значних концентрацій  глюкози та етанолу показано для α-L-рамнозидаза з 

P. angusta [236]. 

α-L-Рамнозидаза може бути залучена до виробництва багатьох лікарських 

засобів та їхніх попередників [230]. Показано, що сайкосапоніни та їх метаболіти 

збільшують рівень кортикостероїдів у крові [13]. Гідролізуючи сапонін, α-L-

рамнозидаза вивільнює рамнозу та діосгенін, які використовуються у синтезі 

клінічно корисних стероїдних препаратів, таких як прогестерон [279, 280]. Клінічне 

значення мають і інші деглікозильовані стероїди, такі як десглюкорусцин, 

гінзенозид-Rg2 тощо [246, 281]. Встановлено вплив гінзенозиду Rg 1, який 

отримували з гінзенозиду Rе під дією α-L-рамнозидази, на кількість інсулінових 

рецепторів у мембранах печінки та мозку, а також на вміст позаклітинного 

циклічного аденозин-монофосфату (цАМФ) [282]. Здатність ензиму модифікувати 

такі біофлавоноїди, як рутин і кверцитрин, може бути використана для 

попередження та лікування геморагічних діатезів, капіляротоксикозів, крововиливів 

при гіпертонічних станах, атеросклерозі, а також за променевої хвороби [283]. 

Дерамнозильовані флавоноїди кверцитин та гесперитин проявляють 

антиоксидантну, антиканцерогенну, протизапальну, антиагрегаційну та 

судинорозширювальну дію [284].  

Різке збільшення в біосфері кількості нових хімічних сполук – продуктів 

промислового та лабораторного синтезу, які є по суті ксенобіотиками та мають 

потенційні алергенні властивості, призводить до зростання розповсюдженості 

професійних та інших алергозів. Посприяти вирішенню цієї проблеми можуть і 

дерамнозильовані флавоноїди байкалеїн та кверцитин, які є потужними інгібіторами 

синтезу лейкотрієнів, вивільнення гістаміну з стимульованих антигеном базофілів та 

тучних клітин людини та тварин, секреції лізосомальних ензимів та активних 

радикалів кисню нейтрофілами [282]. Рослинні флавоноїди впливають на 

ліпооксигеназне та циклооксигеназне каскадне окиснення арахідонової кислоти 
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[285]. Кверцитин у вигляді гранул виробляється фармакологічною промисловістю 

України. Він не лише пригнічує синтез та секрецію медіаторів анафілаксії, але й має 

пряму розслаблюючу дію на анафілактичні скорочення гладеньких м’язів, 

індукованих гістаміном, ацетилхоліном та простогландином E2. 

Саме пошук речовин з антибактеріальною дією серед природних сполук 

привернув увагу науковців до гесперидину та його аглікону гесперитину, які були 

отримані з відходів переробки цитрусових. Встановлено, що гесперидин у 

досліджених концентраціях має незначну антибактеріальну дію, в той час як його 

агліконова форма - гесперитин, виявляє виражену антибактеріальну  дію та 

пригнічує ріст усіх досліджуваних патогенних стафілококів та бацил. Відомий 

глікопептидний антибіотик хлороспорин С отримують шляхом дерамнозилювання 

хлороспорину В [286]. Протизапальну та противірусну активність проявляє також і 

прунін, продукт ензиматичного гідролізу нарингіну [287]. 

Отже, мікроорганізми як продуценти промислово важливих ензимів 

безумовно мають багато переваг. Це і позаклітинна секреція, множинні форми 

протеїну, високий рівень експресії. Крім того, вихідні рівні продуктивності 

культури можна значно покращити шляхом оптимізування умов вирощування. 

Однією з головних задач, вирішення якої потребує використання ензимних 

технологій, є зниження вартості отримання ензиму та підвищення його ефективності 

за рахунок високої активності та стабільності за необхідних технологічних умов. А 

для цього необхідне розуміння механізмів інактивації ензимів, щоб на цій основі 

розробляти ефективні способи їхньої стабілізації. Хоча α-галактозидази та α-L-

рамнозидази привертають увагу дослідників вже понад 7 десятиліть, але деякі 

питання досі залишаються недостатньо вивченими у порівнянні з іншими ензимами 

[288]. Це стосується перш за все досліджень кінетики та механізму каталітичної дії, 

взаємозв’язку їхньої структури і функції, субстратної специфічності. Майже не 

проводилося вивчення молекулярного механізму каталізу. Все це вказує не 

необхідність продовження досліджень для розуміння особливостей функціонування 

цих біотехнологічно важливих ензимів. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

 

РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1 Об’єкти досліджень 

 

Об’єктами досліджень були позаклітинні α-галактозидази та α-L-рамнозидази, 

виділені з культуральної рідини мікроміцетів Penicillium restrictum Gilman et Abbott 

(1927) ІMB F-100139, Penicillium tardum Thom (1930) ІMB F-100074, Penicillium 

canescens Sopp (1912), Eupenicillium erubescens Scott & D.B. (1968),  Aspergillus 

niger Thom (1926), Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries (1952), та 

дріжджів Cryptococcus albidus Vuill. (1901). 

 

2.2 Культивування продуцентів ензимів  

 

Культури мікроміцетів для скринінгу глікозидаз отримували з колекції живих 

культур відділу фізіології та систематики мікроміцетів Інституту мікробіології і 

вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України. Змішані культури мікроміцетів 

були виділені з дерев’яних поверхонь льоху, віника, з шкірки баклажана і картоплі 

(м Ніжин, Чернігівська обл.), з тканин загиблих бджіл (м. Київ). Колонії чистих 

культур грибів (13 штамів) були виділені шляхом розсіву на чашки з картопляно-

глюкозним агаром і середовищем Чапека згідно методів експериментальної 

мікології. Ідентифікацію мікроміцетів на підставі морфологічних і культуральних 

характеристик [289, 290] проводила Наконечна Л.Т., пров. інженер відділу 

фізіології та систематики мікроміцетів ІМВ НАН України.  

Культури бактерій для скринінгу глікозидаз отримували з колекції живих 

культур відділів антибіотиків та біології екстремофільних мікроорганізмів 

Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України. 
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Дріжджові культури для скринінгу глікозидаз отримували з колекції живих 

культур відділів фізіології промислових мікроорганізмів та біології 

екстремофільних мікроорганізмів Інституту мікробіології і вірусології ім. Д.К. 

Заболотного НАН України. 

Вирощування культур мікроміцетів під час скринінгу проводили на 

середовищі № 1 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), або рамнозу (5 г/л). Середовище 

засівали кусочком міцелію, вирощеного на сусло-агарі. Культивування 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). 

Морські бактерії для скринінгу глікозидаз вирощували на середовищі такого 

складу, в г/л: КН2РО4 –1,6; MgSO4×7H2O – 0,75; ZnSO4×7H2O – 0,25; (NH4)2SO4 – 

0,5; мальтоза – 10,0; дріжджовий автолізат – 0,5. Культивування для скринінгу α-L-

рамнозидази проводили на двох середовищах: середовище №2, г/л (КН2РО4 –1,6; 

MgSO4×7H2O – 0,75; ZnSO4×7H2O – 0,25; (NH4)2SO4 – 0,5; рамноза – 5,0; 

дріжджовий автолізат – 1,5); середовище №3, в г/л  (пептон – 1,0; дріжджовий 

екстракт – 5,0; рамноза – 10,0).  

Культивування антарктичних бактерій для скринінгу глікозидаз проводили на 

середовищі  № 4 , г/л: KH2PO4 – 1,6; MgSO47Н2О – 0,75; ZnSO47Н2О – 0,25; 

(NH4)2SO4 – 0,5; дріжджовий автолізат – 0,15; мальтоза – 1,0; соєве борошно – 20, 

рН 6,0. Також як джерело вуглецю були використані рамноза (5 г/л) і ксилоза (5 

г/л). 

Вирощування бактеріальних культур проводили глибинним способом у 

колбах або пробірках на качалці зі швидкістю обертання 220 об/хв протягом 2-7 діб 

за 15–42 оС в залежності від культури. 

Для культивування антарктичних дріжджів та дослідження їхнього спектру 

глікозидазних активностей використовували середовище № 4. Для дослідження α-

L-рамнозидазної активності використовуваль також середовище № 5, г/л: рідке 
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сусло, розведене в 2 рази, рамноза – 5,0; рН 6,5; та середовище № 6, г/л: 

мальтозний екстракт – 3,0, дріжджовий екстракт – 3,0; рамноза – 5,0; пептон – 5,0; 

рН 6,4. Середовище № 6 також використовували для дослідження активности α- та 

β-глюкозидазної, β-N-ацетилглюкозамінідазної, α- та β-D-ксилозидазної активності 

деяких штамів дріжджів. 

Культивування дріжджів для пошуку α-галактозидазної та β-мананазної 

активності проводили на середовищі № 5, де замінювали рамнозу на 1 % 

галактоманан камеді гуару.  

Вирощування 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 дослідження впливу різних джерел азоту та вуглецю на α-

галактозидазну, α-L-рамнозидазну та манан-деградувальну активність 

використовували базове середовище для скринінгу в яке додавали різні джерела 

вуглецю та азоту. Як джерела вуглецю використовували галактоманнана гуару – 

0,5%, галактозу, рамнозу, манозу, мальтозу, сахарозу, грейпфрутову макуху, – 1%. 

Як джерела азоту використовували сечовину, NaNO2, NaNO3, NH4Cl, (NH4)2SO4, 

(NH4)2NO3, дріжджовий екстракт, дріжджовий автолізат в концентрації 1,0 г/л, а 

також пептон – 5,0 г/л. Культивування проводили в глибинних умовах в колбах 

Ерленмейера на качалці (швидкість обертання 241 об / хв, 100 мл середовища, 

рівень аерації 16,76 мг О2/л×ч) за 25-28 ° С протягом 5-7 діб. Засів поживного 

середовища проводили 5% (v/v) дводобовим інокулюму. 

Для дослідження залежності ензиматичної активності у культуральній рідині 

P. restrictum від концентрації мінеральних сполук та джерела вуглецю було 

використано 10 середовищ наступного складу (в г/л): 1) KH2PO4 – 1,6; 

MgSO4×7Н2О – 0,8; (NH4)2SO4 – 0,8;  CaCl2 – 0,3; дріжджовий автолізат – 0,15; соєве 

борошно – 10,0; рамноза – 5,0; 2) KH2PO4 – 1,6; MgSO4×7Н2О – 0,8; (NH4)2SO4 – 0,8;  

CaCl2 – 0,3; дріжджовий автолізат – 0,15; рамноза – 5,0; 3) KH2PO4 – 1,6; 

MgSO4×7Н2О – 0,8; (NH4)2SO4 – 0,8;  CaCl2 – 0,3; дріжджовий автолізат – 0,15; 

сахароза – 10,0; рамноза – 5,0; 4) KH2PO4 – 10,0; MgSO4×7Н2О – 3,0; (NH4)2SO4 – 
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2,0;  CaCl2 – 1,0; дріжджовий автолізат – 0,15; соєве борошно – 10,0; рамноза – 5,0; 

5) KH2PO4 – 10,0; MgSO4×7Н2О – 3,0; (NH4)2SO4 – 2,0;  CaCl2 – 1,0; дріжджовий 

автолізат – 0,15; рамноза – 5,0; 6) KH2PO4 – 10,0; MgSO4×7Н2О – 3,0; (NH4)2SO4 – 

2,0;  CaCl2 – 1,0; дріжджовий автолізат – 0,15; сахароза – 10,0; рамноза – 5,0; 7) 

KH2PO4 – 1,6; MgSO4×7Н2О – 0,8; (NH4)2SO4 – 0,8;  CaCl2 – 0,3 г/л; грейпфрутова 

макуха – 20,0; рамноза – 5,0; 8) KH2PO4 – 10,0; MgSO4×7Н2О – 3,0; (NH4)2SO4 – 2,0;  

CaCl2 – 1,0; грейпфрутова макуха – 20,0; рамноза – 5,0; 9) KH2PO4 – 1,6; 

MgSO4×7Н2О – 0,8; (NH4)2SO4 – 0,8;  CaCl2 – 0,3; грейпфрутова макуха – 20,0; 10) 

KH2PO4 – 1,6; MgSO4×7H2O – 0,75; ZnSO4×7H2O – 0,25; (NH4)2SO4 – 0,5; 

дріжджовий автолізат – 0,15, галактоманан гуару – 10, 0, рН 6,0. 

Для накопичення α-галактозидаз культури A. niger, C. cladosporioides, 

P. canescens вирощували на середовищі наступного складу (г/л): соєве борошно – 

15,0; сечовина – 0,3; (NH4)2SO4 – 1,4; KH2PO4 – 2,0; MgSO47H2O – 0,3; CaCl2 – 0,3; 

дріжджовий автолізат – 0,5; рН 5,2. Культивування проводили глибинним 

cпособом в колбах Ерленмейера (100 мл середовища) протягом 96 годин за 25 оС і 

швидкості перемішування 220 об/хв. 

Для накопичення α-L-рамнозидаз штами C. albidus, P. tardum і E. еrubescens 

вирощували глибинним способом впродовж чотирьох (дріжджі) або восьми діб 

(мікроміцети) за температури 26 і 28 С, на качалках (220 об/хв) в колбах 

Ерленмейера (500 мл), які містили 100 мл середовища. C. albidus культивували на 

оптимізованому раніше середовищі наступного складу, г/л: рамноза (або нарингін) 

– 5, пептон – 5, дріжджовий екстракт – 3, мальтекстракт – 3, рН 6,0; а E. еrubescens 

та P. tardum – на середовищі, г/л: NaNO3 – 2; KH2PO4 – 1; KCl – 0,5; MgSO4×7H2O – 

0,5; FeSO4 ×7H2O – 0,015; рамноза (або нарингін) – 5, рН 6,0.  

Для накопичення α-L-рамнозидази та α-галактозидази культуру P. restrictum 

вирощували глибинним способом впродовж 5 діб за 25 С, на качалках (220 об/хв) 

в колбах Ерленмейера (100 мл середовища), які містили 100 мл середовища, в г/л: 

KH2PO4 – 1,6; MgSO4 × 7Н2О – 0,8; CaCl2 – 0,3; (NH4)2SO4 – 0,8; соєве борошно – 

10,0; рамноза – 5 г/л, рН 5,0.  
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Для отримання деглікозильованих α-галактозидаз культури мікроміцетів 

A. niger, C. cladosporioides, P. canescens попередньо вирощували протягом 48 год 

на базовому середовищі, міцелій відокремлювали центрифугуванням і переносили 

в середовище, що містило відповідний інгібітор глікозилювання. Вирощування 

проводили у присутності 2-дезокси-D-глюкози в концентрації 100 та 150 мкг/мл 

або тунікаміцину – 15 мкг/мл. Далі культури вирощували протягом 3 діб за 

стандартних умов.  

 

2.3. Методи виділення та очистки ензимів 

 

Виділення ензимів проводили: шляхом фракціонування сульфатом амонію. До 

культуральної рідини додавали суху сіль до 30 % насичення під контролем рН. 

Суміш витримували протягом 2-х год за 4 оС, потім центрифугували (2,5×g) 

впродовж 30 хв. Осад відкидали, до супернатанту додавали сульфат амонію до 

кінцевої концентрації 90 %. Суміш витримували 6 год за 4 оС, центрифугували у тих 

самих умовах. Осад збирали, розчиняли у трикратному об’ємі 3 М сульфату амонію, 

додавали 0,01 М азиду натрію для консервації. Для виділення α-L-рамнозидази P. 

tardum, а також α-галактозидази і α-L-рамнозидази P. restrictum використовували 

однократне висолювання 90 % сульфатом амонію. 

Очистка ензимів на нейтральних та заряджених TSK-гелях 

Для одержання високоочищених ензимів були використані методи 

іонообмінної хроматографії та гель-фільтрації. Осад, отриманий в результаті 

фракціонування сульфатом амонію, центрифугували, розчиняли в 1,5 об’ємах 

відповідного буфера, рН 6,0 - 7,5. Зразки 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. Елюцію проводили зі швидкістю 20 

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

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

упарюванням під вакуумом. 
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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 приблизно в 5 разів.  

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

урівноважену 0,01 М фосфатним буфером рН 6,0. Елюцію проводили тим самим 

буфером з 0,1 М NaСl зі швидкістю 60 мл/год. На колонку наносили 1 мл зразка (≈ 

10-20 мг протеїну). 

Молекулярну масу визначали за допомогою гель-фільтрації на колонці (1,350 

см) з Sepharose 6B. Вільний об’єм колонки, який був встановлений за допомогою 

блакитного декстрану 2000, становив 20 мл. Колонку було урівноважено 0,01 М 

фосфатним буфером рН 6,0. На колонку наносили 1 мл розчину ензиму (10 мг), 

збільшивши попередньо густину розчину додаванням сахарози в кінцевій 

концентрації 0,5 М. Елюцію проводили тим самим буфером з додаванням 0,1 М 

NaCl. Швидкість елюції – 0,3 мл/хв. Калібрувальну криву для розрахунку 

молекулярної маси будували за допомогою високомолекулярних білків маркерів 

фірми “Pharmacia”, Швеція: рибонуклеаза (13,7 кДа), протеїназа К (25 кДа), 

овальбумін курячий (43 кДа), бичачий сироватковий альбумін (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 [300]. 

Препарати ензимів розчиняли в буфері для зразків (0,5 М Тріс-НСl з 2-

меркаптоетанолом, рН 8,8, який містив 10 % ДСН, 20 % гліцерину та 0,001 % бром-

фенолового синього), кип’ятили протягом 1 хв, після чого наносили на гель (50 - 

100 мкг на лунку). Електрофорез проводили у 5%-вому концентруючому та 12%-

вому розділяючому акриламідних гелях при постійній силі струму 30 мА. 

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

 

Для визначення глікозидазних активностей використовували синтетичні 

субстрати: п-нітрофеніл-- та -D-галактопіранозид («Sigma-Aldrich», США); п-

нітрофеніл-- та -D-глюкопіранозид («Sigma-Aldrich», США); п-нітрофеніл-2-

ацетамідо-2-дезокси--D-галактопіранозид («Koch-Light», Великобританія); п-

нітрофеніл-2-ацетамідо-2-дезокси-- та -D-глюкопіранозид («Koch-Light», 

Великобританія); п-нітрофеніл--D-ксилопіранозид («Sigma-Aldrich», США); п-

нітрофеніл-β-D-глюкуронід («Sigma-Aldrich», США), п-нітрофеніл- та -D-

манопіранозид («Sigma-Aldrich», США); п-нітрофеніл--D-фукопіранозид («Sigma-

Aldrich», США), п-нітрофеніл-α-L-рамнопіранозид («Sigma-Aldrich», США). До 0,1 

мл розчину ензиму додавали 0,2 мл 0,1 М фосфатно-цитратного буферу (ФЦБ) рН 

5.2 та 0,1 мл 0,01 М розчину субстрату у ФЦБ. Реакційну суміш інкубували 

протягом 10 хв за 37 оС. Реакцію зупиняли додаванням 2 мл 1 М розчину 

бікарбонату натрію. До контролю додавали ті ж самі компоненти, але у зворотному 

порядку. Кількість п-нітрофенолу, який було відщеплено в результаті гідролізу, 

визначали колориметричним методом за поглинанням при 400 нм . За одиницю 

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

за хвилину в умовах досліду [291]. 

β-Мананазну активність оцінювали за кількістю манози, що утворилася в 

результаті гідролізу 1 % галактоманану камеді гуару, з використанням 

динітросаліцилового методу [292]. Реакційну суміш, що містила 0,5 мл 

супернатанту культуральної рідини і 0,5 мл 1 % галактоманану у 0,1 М у ФЦБ рН 

6,0, інкубували 20 хв за 37 оС, потім додавали 2 мл динітросаліцилового реактиву 

та кип’ятили 10 хв. Інтенсивність забарвлення оцінювали спектрофотометрично 

при 540 нм. Як стандарт використовували манозу. За одиницю активності ензиму 

приймали таку його кількість, яка сприяє утворенню 1 мкмоля манози за хвилину в 

умовах досліду. 
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α-Амілазну активність визначали динітросаліциловим методом, як описано 

вище. Як субстрат використовували 1 % розчинний крохмаль. За одиницю 

активності ензиму приймали таку його кількість, яка сприяє утворенню 1 мкмоля 

глюкози за хвилину в умовах досліду. 

Визначення глюкоамілазної  активності проводили за ГОСТ 20264.4-89 [293]. 

За одиницю активності приймали таку кількість ензиму, яка, діючи на нерозчинний 

крохмаль, за 37 оС в умовах досліду протягом 1 хв вивільняла 1 мкмоль глюкози. 

Целюлазну (карбоксиметил(КМ)-целюлазну) активність також визначали 

динітросаліциловим методом, як субстрат використовували 1 % Na-КМ-целюлозу 

(25-75 mPas, «Millipore»), як стандарт – глюкозу. За одиницю активності ензиму 

приймали таку його кількість, яка сприяє утворенню 1 мкмоля глюкози за хвилину 

в умовах досліду. 

α-L-рамнозидазну (нарингіназну) активність визначали методом Davis [294], 

використовуючи як субстрат нарингін. Реакційна суміш містила 0,1 мл розчину 

ензиму в 0,1 М ФЦБ, рН 5,2, 0,1 мл 2,5 мМ розчину субстрату. Суміш інкубували 

протягом 30 хвилин за 37 °С. Реакцію зупиняли додаванням 3 мл 4 М розчину 

NaOН. Через 30 хв вимірювали інтенсивність фарбування реакційної суміші при 

довжині хвилі 310 нм на спектрофотометр СФ-26. За одиницю активності ензиму 

приймали таку його кількість, що гідролізує 1 мкмоль субстрату за 1 хв за умов 

досліду. 

Визначення швидкості розщеплення рафінози, стахіози проводили за 

оцінкою кількості галактози, що утворилася в результаті гідролізу відповідного 

субстрату. Кількість галактози визначали динітросаліциловим методом [292]. 

Реакційну суміш, що містила 0,25 мл ензимного розчину та 0,25 мл субстрату (50 

мМ рафінози та стахіози в 0,1 М ФЦБ, рН 5,2), інкубували 20 хв за 40 оС, потім 

додавали 1 мл динітросаліцилового реактиву й кип’ятили протягом 10 хв. 

Інтенсивність забарвлення оцінювали спектрофотометрично при 500 нм. Як 

стандарт використовували галактозу. 

Відносну активність (%) визначали як відношення залишкової активності до 

початкової. 
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Кількісне визначення протеїну проводили згідно методу Lowry et al. [295] з 

використанням реактиву Фоліна. Інтенсивність забарвлення проб вимірювали при 

довжині хвилі 750 нм. Як стандарт використовували бичачий сироватковий 

альбумін. 

Визначення вмісту нуклеїнових кислот здійснювали за методом Спіріна [296].  

Визначення кількості вуглеводів здійснювали за Dubois et al. [297]. До 0,1 мл 

досліджуваного розчину додавали 0,4 мл Н2О, 0,5 мл 5 % фенолу і 2,5 мл Н2SO4  

(конц.). Витримували суміш за кімнатної температури впродовж 40 хв. Вміст 

вуглеводів визначали на спектрофотометрі СФ-26, при 490 нм в кюветах товщиною 

1 см. Вміст вуглеводів визначали у відповідності зі стандартними кривими, які 

попередньо будували за глюкозою, рамнозою або галактозою. Оцінку результатів 

проводили за зміною забарвлення розчину при реакції фенолу з сірчаною кислотою 

на спектрофотометрі при 490 нм. Вміст вуглеводів визначали за стандартними 

калібрувальними кривими.  

Ідентифікацію нейтральних моносахаридів проводили після гідролізу 

препаратів у 2 N розчині HCl протягом 5 год за 100 оС. Обробку зразків 

здійснювали за методом Albersheim зі співав. [298]: після гідролізу проби 

висушували (під вакуумом) та тричі промивали дистильованою водою, далі до 

проби додавали боргідрид натрію та залишали на 10 год за кімнатної температури 

(в захищеному від світла місці). Нейтралізували за допомогою іонообмінної смоли 

КУ-2 в Н+ формі, фільтрували, висушували і тричі обробляли метанолом (по 1 мл), 

випаровуючи. До проби додавали 0,5 мл піридину (перегнаного) та 0,5 мл 

оцтовокислого ангідриду і гідролізували протягом 15 хв за 100 оС. Висушували, 

додавали 2-3 мл перегнаного хлороформу, центрифугували в скляних пробірках 

при 2,5×g, 20 хв. Після чого супернатант, який містив суміш нейтральних 

моносахаридів у вигляді ацетатів поліолів, розділяли на хромато-мас-

спектрометричній системі Agilent 6890N/5973 inert, колонка DB-225 mS 

30м×0,25мм×0,25мкм, газ носій – гелій, потік через колонку 1 мл/хв. Температура 

випаровування – 250 оС, інтерфейса – 280 оС, термостата – 220 оС (режим 

ізотермічний). Пробу вводили з діленням потоку 1:100. Ідентифікацію 
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моносахаридів проводили шляхом порівняння часу утримання ацетатів поліолів 

стандартних і досліджуваних зразків, а також з використанням комп’ютерної бази 

даних ChemStation. Кількісне співвідношення окремих моносахаридів визначали у 

відсотках від сумарної їх кількості за співвідношенням площ всіх піків 

моносахаридів.  

Для визначення амінокислот і аміносахаридів 1 мг препарату гідролізували за 

допомогою 6 N розчину 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 [299]. 

 

2.5 Методи розрахунку кінетичних параметрів 

 

При визначенні кінетичних параметрів ензимів реакційна суміш містила 0,1 

мл розчину субстрату відповідної концентрації (від 0,1 до 4 мг/мл) у 0,01 М ФЦБ, 

рН 5,2 та 0,1 мл розчину досліджуваного ензиму (концентрація 0,5 мг/мл). Для 

кожної концентрації субстрату (S) реакцію вели вищеописаним способом за 37 оС. 

Максимальну швидкість (Vmax) та константу Міхаеліса (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. 
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Вивчення кінетики та розрахунок констант термоінактивації проводили 

відповідно до роботи Полторак та ін [301]. 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. По перетину дотичних, проведених до 

лінійних ділянок, визначали точку зламу до t=τ. За тангенсами кутів нахилу 

дотичних визначали kеф (константи швидкості дисоціації олігомеру та асоціації 

мономерів). Kдис розраховували за формулою:  

Кдис = 4[Е0] (V0 – Vτ)
2/V0Vτ, 

де Е0 – концентрація олігомерної форми ензиму в початковий момент часу,  

V0 и Vτ – максимальні швидкості контрольної каталітичної реакції в початковий 

момент часу та в момент часу τ, що відповідає точці зламу. 

Константу швидкості денатурації (термоінактивації) 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). 

 

2.6 Методи вивчення впливу факторів реакційного середовища на 

активність ензимів 

 

Дослідження впливу температури та рН середовища проводили в інтервалі 

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

універсальним фосфатним, ФЦБ або Трис-HСl буферами. 

Термостабільність препаратів визначали за температур 20, 37, 50, 60, 65, 70, 

75 оС (час експозиції - 210 хв), рН-стабільність – при показниках рН середовища 

6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 (час експозиції 24 години). Після вичерпання часу дії на 

ензими відповідного фактору відбирали аліквоти по 0,1 мл і визначали активність 

як описано вище. 
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Механізм термоінактивації α-галактозидаз досліджували в діапазоні 

температур 54-65 °С, рН 5,2 ФЦБ. Зразки нативного і модифікованого ензиму 0,05-

0,5 од/мл в 1 мМ ФЦБ, рН 5,2, витримували при заданій температурі протягом 1,5-

3 год. Через певні проміжки часу (10-30 хв) відбирали аліквоти по 0,1 мл і 

вимірювали α-галактозидазну активність. 

 Концентрацію різних форм ензиму від часу розраховували так: [Е] - активний 

ензим (Е = RА (активність) після термообробки); [R] - оборотно інактивований 

ензим, кількість ензиму здатного до реінактивації ([R] = RАR–RА) RАR – 

активність після реінактивації); [І] – незворотно інактивований ензим ([Е]0–RAR). 

Активність α-галактозидази визначали з допомогою субстрату реакції – п-НФГ як 

описано вище. 

 Зразки ензиму 0,9–22 од/мл у 0,1 мМ ФЦБ (рН 5,2) витримували за різних 

температур протягом трьох годин. Через певні проміжки часу (10–30 хв) відбирали 

аліквоти по 0,1 мл та вимірювали α-галактозидазну активність. Для реінактивації 

після термообробки зразки інкубували за 40 °С протягом 5-24 год. 

Механізм термоінактивації різних форм α-L-рамнозидаз E. erubescens та 

C. albidus досліджували за 20, 50, 60, 65 оС, рН 5,2 (0,1 М ФЦБ). Зразки нативного і 

модифікованого ензиму (1,5 од/мл) в 1 мМ ФЦБ, рН 5,2, витримували за 

відповідної температури протягом 3 год. За тих самих умов досліджували вплив 

БСА (0,5 %), глутатіону, β-меркаптоетанолу, дитіотреїтолу (ДТТ) та  

етилендіамінтетраацетат (ЕДТА) (10-3 М) на динаміку термоінактивації ензимів. 

Через певні проміжки часу (15-180 хв) відбирали аліквоти по 0,1 мл і вимірювали 

α-L-рамнозидазну активність. 

Термоінактивацію ензимів P. restrictum досліджували за 55-75 оС в діапазоні 

рН 4,0-6,0. Зразки ензимів витримували при заданій температурі протягом 3 годин. 

Через певні проміжки (кожні 15 хв) часу відбирали аліквоти по 0,1 мл і вимірювали 

залишкову активність. 

Eнергію активації гідролізу субстратів визначали графічним методом в 

координатах рівняння Арреніуса lnkден= f(1/T) в інтервалі 20-70 оС. 
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Деглікозилювання перйодатом натрію проводили згідно з наступною 

методикою. Ензимний препарат (0,5 мг/мл за протеїном, 25 од/мл) 0,1 М ФЦБ 

обробляли 0,5 мл 10 мМ розчину йоднокислого натрію. Реакційну суміш 

інкубували протягом 15 хв у темряві. Процес окислення зупиняли шляхом 

додавання етиленгліколю з розрахунку 0,25мл на 1мл зразка. Далі реакційну суміш 

піддавали гель-фільтрації Sepharose 6B та діалізували при кімнатній температурі 

проти 0,1 М ФЦБ, рН 5,2. 

Залежність активності вихідної та деглікозильованої -галактозидази 

C. cladosporioides від концентрації п-нітрофенильного субстрату (від 0,1 до 10,0 

мг/мл) проводили в стандартних умовах (37 оС, рН 5,2). 

Інактивацію ензиму гуанідинхлоридом проводили наступним чином. До 

розчину α-галактозидази з концентрацією 1,5 од/мл у 0,1 М фосфатно-цитратному 

буфері (ФЦБ, рН 5,2) додавали різні концентрації гуанідинхлориду (від 0,1 до 4 М) 

та через певні проміжки часу реєстрували активність ензиму. 

Реактивацію ензиму проводили шляхом діалізу розчинів ензимів, оброблених 

гуанідинхлоридом проти 0,1 М ФЦБ, рН 5,2. Зміну активності нативних та 

модифікованих ензимів реєстрували протягом кількох днів. 

Вплив спиртів (метанол, етанол, пропанол, гліцерол) вивчали за стандартних 

умов (37 оС, рН 5,2) за різних концентрацій реагентів (0-80 %) і концентрації 

ензимів 0,2 мг/мл. 

Визначення стабільності глікозидаз до дії протеолітичних ензимів. У роботі 

були використані комерційні та лабораторні препарати протеаз: протеїназа К, 

проназа Е (Streptomyces griseus), колагеназа, трипсин («Merk», Німеччина), 

протосубтилін Г3Х («Ензим», Україна), лабораторні зразки еластази (В. ), протеази 

Вacillus sp. 

Реакційна суміш містила однакові кількості відповідної глікозидази та 

протеази (≈ 1 мг). Розчини ензимів у 0,1 М ФЦБ рН 5,2 змішували, витримували 

при перемішуванні 1-24 год. Вимірювали глікозидазну активність як описано вище. 

Термоінактивацію глікозидаз у присутності протеаз проводили згідно методики 

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

проводили в темряві за 20 оС та безперервному перемішуванні за допомогою 

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

900, 1350, 1800, 2100, 2400, 2700, 3000, 3600, 5400 та 7200 Дж/м2. Опромінені 

зразки наносили на колонку Sepharose 6 B, елюцію проводили, 0,1 М фосфатним 

буфером. Молекулярну масу окремих фракцій визначали як описано вище. 

Вивчення УФ-спектрів поглинання нативних та опромінених, модифікованих 

координаційними сполуками ензимів проводили на спектрофотометрі-флуориметрі 

DeNovix DS-11 в діапазоні 240-340 нм, концентрація протеїну 1,2 мг/мл. 

 

2.7 Методи хімічної модифікації глікозидаз 

 

2.7.1 Модифікація глікозидаз аніонами, катіонами та 

групоспецифічними реагентами 

Для вивчення модифікуючої дії катіонів, аніонів і хімічних реагентів на 

активність ензимів використовували очищені протеїни в концентрації 0,2-1 мг/мл. 

Оцінку впливу проводили на основі інгібіторного та кінетичного аналізу методами 

Діксона та Луйнуівера-Берка. Катіони використовували у вигляді хлоридів, 

сульфатів або ацетатів, лише Ag+ – у вигляді нітрату, аніони – у вигляді солей 

калію або натрію в кінцевій концентрації 10-3 М і 10-2 М. Специфічні хімічні 

реагенти додавали до суміші для отримання кінцевих концентрацій 10-3-10-5 М, це: 

ЕДТА, о-фенантролін, ДТТ, β-меркаптоетанол, L-цистеїн, глутатіон, Н2О2, арсеніт 

натрію, фериціанід калію, діетилпірокарбонату натрію (ДЕПК), N-етилмалеімід, п-

ХМБ, сульфіт натрію, 1-[3-(диметиламіно)пропіл]-3-етилкарбодіімід метіодіду, n-

толуолсульфонат-1-циклогексил-3(2-морфоліноетил)карбодіміду. Усі маніпуляції 

проводили у 0,01 М ФЦБ рН 5,0, якщо не зазначено інакше. Через рівні проміжки 

часу відбирали аліквоти та вимірювали їхню ензиматичну активність. Інкубацію 

ензимів з реагентом проводили протягом 60-90 хв за 15-20 оС або 30 хв за 37 ºС, рН 

5,0. Для розрахунку констант інгібувания використовували графічні методи 
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Лайнуівера-Берка та Діксона. Утворення N-етоксиформілідазола реєстрували за 

збільшенням показаників поглинання при 240 нм. 

Також використовували фотоокислення ензимів у присутності метиленового 

синього (5×10-8 М). Фотоінактивацію проводили за температури 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, що 

знаходиться на відстані 15 см від поверхні розчину. Контролями слугували проби, 

що 1) містять фотосенсибілізатор, але інкубовані в темряві, та 2) освітлені, але без 

синього метиленового. Після закінчення часу інкубування відбирали аліквоти і 

визначали залишкову активність. 

 

2.7.2 Модифікація активності ензимів координаційними сполуками 

металів 

Як модифікатори активності ензимів використовували 12 координаційних 

сполук германію, склад і будову яких встановлено з використанням сукупності 

фізичних та хімічних методів дослідження: елементний аналіз, термогравіметрія, 

ІЧ-спектроскопія та рентгеноструктурний аналіз [303, 304]. Структури 7-ми сполук 

задепоновані у Кембриджській кристалографічній базі даних: 1883675 (1), 1999455 

(2), 1999453 (3), 1883677 (6), 1569267 (7), 1569266 (8), 1883676 (9).  

(Hphen)4[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·13H2O                          (1) 

[CuCl(phen)2]4[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O                   (2) 

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

[Cu(bipy)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·14H2O·2C2H5OH    (4) 

[Zn(bipy)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·18H2O·2C2H5OH     (5) 

[Ni(Phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O                        (6) 

[Ni(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-HXylar)4Ge2(-OH)2]∙20Н2О∙2C2H5OH       (7) 

[Fe(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-HXylar)4Ge2(-OH)2]∙12Н2О∙2C2H5OH       (8) 

[Fe(phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·6H2O·C2H5OH          (9) 

[Cu(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Cu(H2O)2}2]2H2O                                     (10) 
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[Ni(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Ni(H2O)2}2]2H2O                                    (11) 

[Zn(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Zn(H2O)2}2]2H2O                                   (12) 

Усі комплекси є сполуками катіон-аніонного типу. У 1-9 реалізується 

однаковий гомометалевий чотириядерний ксиларатогерманатний аніон 

[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2], а у 10-12 – гетерометалевий триядерний аніон 

[Ge(3-Xylar)2{М(H2O)2}2]2-. Заряд аніонів компенсується такими катіонами: 

протоновані молекули 1,10-фенантроліну (Hphen+) (1), комплексні катіони 3d-

металів (2-9) і гексааквакатіони 3d-металів (10-12). Схеми будови сполук наведені 

на рис. 2.1. 

При вивченні впливу різних сполук на активність ензимів використовували 

концентрації 0,1 та 0,01%, час експозиції 0,5 та 24 год. Досліджувані сполуки 

розчиняли 0,1% ДМСО. 
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Рис. 2.1 Структурні схеми координаційних сполук 1-12 

 

Як модифікатори активності ензимів використовували хлоридні, бромідні 

та роданідні комплекси цинку з N-заміщеними тіокарбамоіл-N′- 

пентаметиленсульфенамідами: [Zn(L1)Br2] (1), [Zn(L1)Cl2]) (2), [Zn(L1)(NCS)2  (3), 

[Zn(L2)Br2] (4), [Zn(L2)Cl2] (5), [Zn(L3)Br2] (6), [Zn(L3)Cl2] (7), [Zn(L3)(NCS)2] (8), 

[Zn(L4)Br2] (9), [Zn(L4)Cl2] (10). L1 – N,N-диметилтіокарбамоїл-N′-пентаметилен-

сульфенамід; L2 – N,N-діетилтіокарбамоїл-N′-пентаметиленсульфенамід; L3 – N-

пиперидинтіокарбамоїл-N′-пентаметиленсульфенамід; L4 – N-гексаметиленимінтіо-

карбамоїл-N′-пентаметиленсульфенамід. 

При вивченні впливу різних сполук цинку їх використовували у концентрації 

0,01 та 0,04 %, час експозиції з препаратом ензиму становив 60 хв та 20 год. 

Активність ензиму визначали як описано вище. 

Як ефектори також були використані координаційні сполуки германію, що 

містять бісцитратогерманатні (а) та бісцитратостанатні (б) аніони в 

комплексах: [M(H2O)6][Ge(НCitr)2]4H2O (M = Mg(1), Mn(2), Co(3), Ni(4), Zn(5)), які 

містять бісцитратогерманатний аніон ([Ge(НCitr)2]
2-), та 

[M(H2O)6][Sn(НCitr)2]4H2O (M = Mg(6), Co(7), Ni(8)) − бісцитратостанатний аніон 

та різні гексааквакатіони ([M(H2O)6]
2+, М= Mg, Mn, Co, Ni, Zn) (рис. 2.2 ). 
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Рис. 2.2 Структури комплексних бісцитратогерманатних (а) та 

бісцитратостанатних (б) аніонів у комплексах 1-8. 

 

При вивченні впливу різні сполуки використовували у концентрації 0,01 та 

0,001 %, час експозиції з препаратом ензиму становило 20 год. Активність ензиму 

визначали як описано вище. 

Супрамолекулярні солі з Fe/Co/Ni/Cu/Zn, 1,10-фенантролін катіонами та 

тартратостанатними (ІV) аніонами були використані як ефектори активності 

α-L-рамнозидаз мікроміцетів. Були досліджені ізоструктурні комплекси 

[M(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], де M(II)=Fe(1), Co(2), Ni(3), Cu(4), Zn(5). 

Для дослідження впливу різні сполуки використовували у концентрації 0,01 

та 0, 1 %, час експозиції з препаратом ензиму становило 1 та 24 год. Активність 

ензимів визначали як описано вище. 

 

2.8 Методи стабілізації глікозидаз 

 

Для 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 натрію (1 %), 

а б 

Sn(II) 

Ge(IV) 
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янтарний ангідрид (10-2–10-5 М), ДТТ (10-3 М), L-цистеїн (10-3 М), гліцерин (5-40%) 

та сорбітол (0,1 – 5 М).  

Обробку декстранами і ПЕГ здійснювали наступним чином: до 1 мл розчину 

ензиму (1 мг/мл) у ФЦБ, рН 5,2, додавали 1 мл розчину полімеру (50 мг/мл) у ФЦБ, 

рН 5,2. Реакцію проводили за 20 оС протягом 24 год при постійному 

перемішуванні. Потім ензим-полімерні комплекси відділяли від 

низькомолекулярних реагентів гель-фільтрацією на Sepharose 6B. 

Реакцію з ЦТАБ проводили у розчині ФЦБ рН 6,0. До 1 мл розчину ензиму (1 

мг/мл), додавали 1 мл розчину ЦТАБ, с концентрацією 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 і 10-6 М. 

Після інкубації протягом 24 год незв’язаний реагент відділяли діалізом проти ФЦБ. 

Гідрофобну модифікацію за допомогою янтарного ангідриду проводили 

наступним чином: до інкубаційної суміші, що містила 1 мг протеїну додавали 

розчин янтарного ангідриду різної концентрації (10-2, 10-3, 10-4, 10-5 М). 

Витримували протягом 8 год при постійному перемішуванні. Модифікований 

ензим відділяли від низькомолекулярного реагенту методом діалізу проти  ФЦБ, 

рН 5,2 [302]. 

Інкубацію ензимів (1 мг/мл) з п-ХМБ, гліцином, 2,6-діамінопімеліновою 

кислотою, ДЕПК натрію, ДТТ, L-цистеїном відповідної концентрації проводили у 

ФЦБ (рН 5,2) за 20 оС протягом 24 год. Активність отриманих ензимних препаратів 

вивчали за 37 С і в умовах термоденатурації. 

 

2.9 Отримання препаратів ензимів пролонгованої дії 

 

2.9.1 Іммобілізація ензимів на похідних целюлози 

Зв’язування глікозидаз на целюлозі, мікрокристалічній целюлозі (МК-

целюлозі), карбоксиметилцелюлозі (КМ-целюлозі), діетиламіноетилцелюлозі 

(ДЕАЕ-целюлозі) та сервацелі КМ 32 проводили, змішуючи полімери з ензимами в 

ФЦБ в кінцевій концентрації 5, 10, 15, 20 і 25 мкг на 10 мкг протеїну. Витримували 

суміші за 32 С і постійному перемішуванні 24 год, нерозчинний компонент 

відділяли центрифугуванням (2,5×g, 5 хв). 
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2.9.2 Інкапсулювання α-галактозидази C. cladosporioides  

Включення в ліпосоми α-галактозидази відбувалося наступним чином: 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 декілька 

разів. Розчиняли 4 мг ензиму у ФЦБ (рН 5,2) до 2 мл. Додавали розчин ензиму до 

ліпідної плівки та ставили на перемішування для утворення ліпідних капсул з 

ензимом. Розчин капсул переносили до морозильної камери (-18 оС) до повного 

замерзання. Після чого розчин термостатували за 35 оС та постійного 

перемішування. Процедуру проводили 7-10 разів. Під час такої обробки 

відбувається утворення більших за розміром капсул з великої кількості маленьких. 

Для відділення незв’язаних молекул ферменту було проведене 3-разове 

центрифугування розчину ліпосом з відмиванням капсул буфером.Для відділення 

незв’язаних молекул ензиму було проведене триразове центрифугування розчину 

ліпосом з відмиванням капсул буфером. 

Включення у ліпосоми α-галактозидаз стабілізованих декстраном проводили 

як описано вище, але попередньо додавали до ензиму розчин декстрану у 

концентрації 5 г/л. 

Для визначення рН-стабільності рівні по активності проби вільного і 

включеного ензиму інкубували в 0,1 М ФЦБ та Na-фосфатному буферному 

розчині. 

 

2.9.3 Отримання зшитих ензимних агрегатів (ЗЕА) α-L-рамнозидаз 

 Для отримання агрегатів α-L-рамнозидаз використовували три методики: 

1) в пробірки вносили по 0,5 мл ензима (0,5 мг/мл) та додавали по 0,5, 1,0, 1,5 та 

2 мл 50% (в/о) сульфату амонію та ацетатний буфер (рН 4,0) до кінцевого об’єму 

2,5 мл. Через 2, 6, 24 та 48 год у кожну пробірку додавали по 0,5 мл 25% 

глутарового альдегіду. Оцінювали утворення осаду візуально. 

2) 2 мл розчину ензиму (0,5, 1,0, 1,5 та 2,0 мг/мл) в ацетатному буфері рН 4,0 

додавали до 20 % ПЕГ 6000 та перемішували при 60 об/хв. протягом 1 год. Потім 
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додавали по 0,5 мл глутарового альдегіду (25 %) та перемішували ще 2 год і 

залишали на 48 год. Суміш центрифугували при 5000 об 10 хв. Супернатант 

видаляли, додавали 20 мМ ацетатногоий буфер, перемішували та знову 

центрифугували. Повторювали процедуру 3 рази.  

3) 2 мл ензима в концентрації 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 4,0, 6,0 та 8,0 мг/мл 20 мМ 

ацетатному буфері змішували з 2 мл третбутилового спирту та перемішували 

протягом при 60 об/хв. протягом 1 год. Додавали по 0,3 та 0,5 мл глутарового 

альдегіду (25 %) та перемішували протягом 2 год. Через 48 год центрифугували за 

2,5×g 20 хв. Відмивали осад, як описано у п.2. 

Вихід активності зв’язаного ензиму розраховували у % за формулою: 

Вихід активності (%) = (Загальна активність ЗЕА в од./Загальна активність 

використаного ензимного препарату в од.)×100 

Вплив температури та pH на активність ЗЕА α-L-рамнозидаз 

Активність ЗЕА, отриманих на основі різних ензимів та технік осадження 

вимірювали в діапазоні температур 10-80 оС і рН 5,0 протягом години як описано 

вище. Вплив рН на активність ЗЕА  α-L-рамнозидаз визначали в діапазоні рН 3,0-

8,0 за 20 оС як описано вище. 

Можливість багаторазового використання ЗЕА α-L-рамнозидаз було 

перевірено 5-тиразовою інкубацією агрегатів за 40 оС у ФЦБ рН 5,0 у присутності 3 

мМ субстратів протягом 60 хв. Після кожного циклу ЗЕА центрифугували за 5×g 

протягом 10 хв, відмивали трикратно ФЦБ рН 5,0. 

 

 2.10 Гідроліз соєвого молока 

 

У проби соєвого молока (100 мл) додавали по 1 мг α-галактозидази. 

Витримували протягом 5-24 год за 30-50 оС. Оцінювали гідролізат за загальним 

вмістом моносахаридів, а також за вмістом рафінози та стахіози. Після відбору 

проби (по 5 мл) реакцію зупиняли кип’ятінням (10 хв), додавали 0,1 мл 2М HCl для 

осадження протеїнів. Після центрифугування (6×g, 5 хв) у супернатанті визначали 

вміст редукуючи цукрі динітросаліциловим методом. Ефективність гідролізу 
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оцінювали за наростанням редукції. Також гідроліз оцінювали методом ВЕРХ за 

кількістю рафінози та стахіози у соєвому молоці та гідролізаті. Кількісний та 

якісний аналіз олігосахаридів проводили на рідинному хроматографі 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. Детекція 

відбувалася при 280 нм. Для побудови калібрувальної кривої в якості стандартів 

використовували комерційні препарати рафінози та стахіози («Sigma-Aldrich», 

США). 

 

 2.11 Визначення здатності α-рамнозидази деградувати природні 

флавоноїди 

 

При визначенні α-L-рамнозидазної активності з використанням природних 

субстратів нарингіну, неогесперидину використовували метод Davis [294]. Для 

визначення активності до 1 мл розчину ензиму додавали 1 мл 0,05 % нарингіну в 

0,1 М фосфатно-цитратному буфері рН 5,2. Реакційну суміш інкубували протягом 

60 хв за температури 37 оС. Відбирали аліквоти по 0,2 мл, додавали по 10 мл 

діетиленгліколю, по 0,2 мл 4М NaOH. Суміш витримували за кімнатної 

температури 10 хв, інтенсивність жовтого забарвлення вимірювали на 

спектрофотометрі при 420 нм. За одиницю активності ензиму приймали таку його 

кількість, яка гідролізує 1 мкмоль субстрату  за 1 хв в умовах досліду. 

Грейпфрутовий, апельсиновий, мандариновий та помеловий сік отримували 

зі свіжих фруктів. Зразки соків екстрагували та фільтрували для видалення насіння 

та шкірок. Розчини стандартів флавоноїдів (рутин, нарингін, неогесперидин, 

нарінгенін, кверцетин, прунін, нарірутин, гесперидин) готували в концентрації 1 мг 

в 1 мл 50 % етанолу. Ензимний препарат розчиняли у 0,1 М ФЦБ в концентрації 1 

мг/мл (3-12 од). 0,1 мл розчину ензиму 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 зразка 1 мл 

зневодненого етанолу та енергійно перемішували. Далі зразки центрифугували при 
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6×g протягом 10 хв, супернатант фільтрували та аналізували методом 

високоефективної рідинної хроматографії.  

 Обробку листя зеленого чаю проводили наступним чином: 1,5 г чаю 

кип’ятили протягом 5 хвилин у 150 мл води з 0,5 мл диметилсульфоксиду. Далі 

проводили обробку ензимом як описано вище. Контрольний зразок містив 0,1 мл 

0,1 М ФЦБ+2 мл чайного розчину.  Кількісний та якісний аналіз флавоноїдів 

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

матричним детектором в умовах описаних вище. Для побудови калібрувальної 

кривої в якості стандартів використовували комерційні препарати флавоноїдів 

(Sigma-Aldrich, США). 

 Кількісний та якісний аналіз флавоноїдів, оліго- та моносахаридів проводили 

на обладнанні Центру колективного користування приладами при Інституті 

мікробіології і вірусології НАН України. 

  

2.12 Статистичні методи 

 

Всі дослідження проводили в 3-8 повторностях. Статистичну обробку 

експериментальних даних проводили з використанням t-критерію Стьюдента при 

5 % рівні значущості [305]. 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. 
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РОЗДІЛ 3 

 

ОСОБЛИВОСТІ РОЗПОВСЮДЖЕННЯ ТА УМОВИ ПРОДУКЦІЇ 

ГЛІКОЗИДАЗ У МІКРООРГАНІЗМІВ РІЗНИХ ТАКСОНОМІЧНИХ ГРУП 

 

Широко відомим фактом на сьогоднішній день є здатність мікроорганізмів 

деградувати найрізноманітніші природні і синтетичні субстрати. Для забезпечення 

своїх фізіологічних потреб ними виділяється в навколишнє середовище величезна 

кількість метаболітів, в тому числі і ензимів. Завдяки цим властивостям, а також 

відносній простоті культивування і контрольованим умовам біосинтезу, 

мікроорганізми вже довгі роки залишаються найбільш використовуваними 

джерелами для широкомасштабного отримання ензимів [2]. 

Гідролітичні ензими є невід’ємною складовою мікроорганізмів наземних та 

водних екосистем. Глікозидази та протеази об’єднують велику та складну групу 

ензимів, що відіграють важливі трофічні та регуляторні ролі як на рівні клітини, так 

і екосистеми в цілому. Вони є фізіологічно невід’ємним елементом функціонування 

клітини, який дозволяє їй адаптуватися та виживати у різних, в тому числі 

трофічнообмежених умовах. Діапазон ензиматичної активності мікроорганізму 

може залежати від багатьох факторів, перш за все, від генетичних та фізіологічних 

особливостей мікроорганізмів [306, 307]. 

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 відкладень та води Чорного моря, 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, було протестовано 

1330 штамів мікроорганізмів: 801 мікроміцет, 275 дріжджів, 254 бактерій. Всі 

культури були перевірені на здатність проявляти α-галактозидазну та α-L-

рамнозидазну активність, але переважну більшість культур оцінювали також за 
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спектром інших глікозидазних 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 45 % загальної кількості штамів. Серед 

мікроміцетів було виявлено 53 % активних культур, серед дріжджів – 39 %, а серед 

бактерій – 38 %, але розподіл активних штамів був неоднорідним серед 

представників різних родів та видів. 

 

Таблиця 3.1 – Виявлені глікозидазні активності у представників різних родів 

мікроорганізмів 

№ 

п/п 
Рід мікроорганізма 

Загальна 

кількість 

досліджуваних 

штамів 

Кількість 

активних 

штамів 

Виявлені ензиматичні 

активності 

1 2 3 4 5 

Мікроміцети 

1 Absidia Teigh. 1 1 α-L-Rham-ase 

2 Acremonium Link. 

11 7 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

GA-ase, α-Gal-ase, 

CM-Cel-ase 

3 Alternaria Nees: Fr 
11 3 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

GA-ase 

4 Aphanocladium W. Gams 1 1 α-L-Rham-ase 

5 Arachniotus J. Schröt. 3 2 α-L-Rham-ase 

7 Armillariella P. Karst. 1 0 н/в 

8 Arthrinium Kunze 3 2 α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

9 Aspergillus Micheli: Fr 

130 51 

α-L-Rham-ase, α-Gal-

ase, β-Mannanase, β-

Glu-ase, GA-ase 

10 Aureobasidium Viala et Br 1 1 α-L-Rham-ase 

11 Bipolaris Shoemaker 2 1 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

12 Botrytis P. Micheli ex 

Haller 
1 1 

α-L-Rham-ase 

13 Chaetomium Kunze 9 8 α-L-Rham-ase, α-A-ase 
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продовження таблиці 3.1 

1 2 3 4 5 

14 Chrysosporium  Corda 
10 9 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

CM-Cel-ase 

15 Cladosporium Link 
4 3 

α-A-ase, α-L-Rham-ase, 

α-Gal-ase 

16 Colletotrichum Corda 1 1 α-A-ase 

17 Coprinus Pers. 2 0 н/в 

18 Corynascus Arx 

2 2 

α-L-Rham-ase, α-Gal-

ase, CM-Cel-ase, β-

Mannanase 

19 Cunninghamella Matr. 1 1 α-L-Rham-ase 

20 Curvularia Boedijn 2 2 α-L-Rham-ase 

21 Cylindrocarpon Wollenw. 2 1 α-A-ase 

22 Cytospora Ehrenb. 2 0 н/в 

23 Doratomyces Corda 2 1 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

24 Drechslera S. Ito 1 1 α-A-ase 

25 Embellisia 2 2 α−L-Rham-ase, α-A-ase 

27 Emericella Berk. et Br 7 2 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

27 Epicoccum Link 1 0 н/в 

28 Eurotium Link: Fr 
7 5 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

α-Gal-ase, β-Mannanase 

29 Eupenicillium Ldwig 
7 6 

α-L-Rham-ase, α-Gal, 

α-A-ase, β-Mannanase  

30 Fusarium Link: Fr 
112 54 

α-L-Rham-ase, β-Glu-

ase, α-A-ase, GA-ase 

31 Gilmaniella G.L. Barron 1 1 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

32 Gloeosporium Desm. & 

Mont. 4 1 
α-L-Rham-ase 

33 Gliocladium Corda 
10 7 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

GА-ase 

34 Humicola Traaen 2 2 α-L-Rham-ase, α-A-ase  

35 Hypomyces (Fr.) Tul. & C. 

Tul. 1 1 
α-A-ase 

36 Malbranchea Sacc. 
1 1 

α-L-Rham-ase, CM-Cel-

ase 

37 Melanocarpus Arx 
6 4 

α-L-Rham-ase, CM-Cel-

ase 
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продовження таблиці 3.1 

1 2 3 4 5 

38 Metarhizium Sorokin 1 0 н/в 

39 Mortierella Coem 7 4 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

40 Muсor 15 4 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

41 Mycelia 7 3 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

42 Myriococcum Fr. 2 1 α-L-Rham-ase 

43 Myrothecium Tode: Fr 6 3 α-L-Rham-ase, GA-ase 

44 Nigrospora Limm 1 1 α-L-Rham-ase 

45 Oidiodendron Robak 1 0 н/в 

46 Paecilomyces Bainier 3 0 н/в 

47 Papulaspora Preuss 1 1 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

48 Penicillium Link: Fr 

134 74 

α-L-Rham-ase, α-Gal-

ase, α-A-ase, GA-ase, β-

Mannanase, N-Ac-β-Gal-

ase, N-Ac-β-Glu-ase, β-

Glu-ase, α-Man-ase, β-

Man-ase 

49 Phoma Sacc. 
14 5 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

GA-ase 

50 Pseudallescheria Negroni 

& I. Fisch 1 1 
α-L-Rham-ase 

51 Rhizomucor Lucet & 

Costantin 5 4 
α-L-Rham-ase, CM-Cel-

ase, β-Mannanase 

52 Rhizopus Ehrenb. 

4 3 

α-Gal-ase, β-Mannanase, 

N-Ac-β-Gal-ase, N-Ac-

β-Glu-ase, β-Glu-ase 

53 Scopulariopsis Bainier 3 2 α-L-Rham-ase 

54 Sclerotinia Fuckel 2 1 α-L-Rham-ase, α-A-ase 

55 Sclerophoma Höhn. 1 1 α-L-Rham-ase 

56 Scytalidium Pesante 
2 2 

α-L-Rham-ase, CM-Cel-

ase,β-Mannanase 

57 Sordaria Ces. et de Not 1 1 α-L-Rham-ase 
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продовження таблиці 3.1 

1 2 3 4 5 

58 Stemphylium Wallr. 1 1 α-L-Rham-ase 

59 Talaromyces C.R. Benj. 
10 4 

α−L-Rham-ase, α-A-

ase, CM-Cel-ase 

60 Thermoascus Miehe 
14 6 

α-L-Rham-ase, CM-

Cel-ase, α-Gal-ase 

61 Thermomyces Tsikl. 
7 4 

α-L-Rham-ase, CM-

Cel-ase, α-Gal-ase 

62 Thielavia Zopf 
3 2 

α-L-Rham-ase, CM-

Cel-ase 

63 Trichoderma Pers. 
16 8 

α-L-Rham-ase, α-Gal-

ase, β-Mannanase 

64 Trichothecium Link 2 2 α-L-Rham-ase 

65 Zygorhynchus Vuill. 2 1 α-A-ase 

66 Неідентифіковані 
171 104 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

GA-ase 

Дріжджі 

67 Candida 41 11 β-Mannanase 

68 
Cryptococcus 100 25 

α-L-Rham-ase, β-

Mannanase 

69 
Debaryomyces Lodder & 

Kreger-van Rij ex Kreger-

van Rij 

23 4 

α-Gal-ase, α-L-Rham-

ase, β-Mannanase, α-

Xyl-ase, α-Fuc-ase, β-

Gluc-ase 

70 

Exophiala J.W. Carmich. 2 2 

β-Glucuron-ase, N-Ac-

α-Glu-ase, N-Ac-β-Glu-

ase, α-L-Rham-ase, α-

Man-ase  

71 
Leucosporidium Fell 1 1 

β-Glu-ase, α-Fuc-ase, α-

Xyl-ase 

72 Metschnikowia T. 

Kamieński 
23 7 

β-Mannanase, α-L-

Rham-ase 

73 Nadsoniella Haase & de 

Hoog 
1 1 

α-Xyl-ase, N-Ac-β-Glu-

ase, N-Ac-β-Gal-ase 

74 
Pichia 25 19 

β-Mannanase, α-L-

Rham-ase 
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продовження таблиці 3.1 

1 2 3 4 5 

75 

Rhodotorula F.C. Harrison 3 3 

α-Glu-ase, β-Glu-ase, β-

Gal-ase, α-L-Rham-ase, 

β-Glucuron-ase, α-Man-

ase, β-Xyl-ase, α-Fuc-

ase, N-Ac-α-Glu-ase,  

N-Ac-β-Glu-ase, N-Ac-

β-Gal-ase 

76 

Rhodosporidium  1 1 

α-Glu-ase, β-Glu-ase, β-

Gal-ase, β-Glucuron-

ase, α-Man-ase, β-Xyl-

ase, α-Fuc-ase, N-Ac-α-

Glu-ase, N-Ac-β-Glu-

ase, N-Ac-β-Gal-ase 

77 Saccharomyces 17 7 β-Mannanase 

78 Torula Pers. 1 0 н/в 

79 Tremella Pers. 1 1 
β-Glu-ase, N-Ac-β-Glu-

ase 

80 Williopsis Zender 20 8 
β-Mannanase, α-L-

Rham-ase 

 81 Неідентифіковані 

16 16 

α-Glu-ase, β-Glu-ase, β-

Gal-ase, β-Glucuron-

ase, α-Man-ase, α-Xyl-

ase, β-Xyl-ase, α-Fuc-

ase, N-Ac-α-Glu-ase, 

N-Ac-β-Glu-ase, N-Ac-

β-Gal-ase 

Бактерії 

82 Alteromonas Baumann 

29 23 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

CM-Cel-ase, α-Gal-ase, 

α-Xyl-ase 

83 Bacillus Cohn 
159 16 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

β-Mannanase 

84 Halomonas Vreeland et al. 
1 1 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

CM-Cel-ase 

85 Marinomonas Espinosa et 

al. 
2 1 

α-L-Rham-ase, N-AC-

α-Gal-ase 

86 Oceanimonas Brown et al. 1 1 α-L-Rham-ase 
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продовження таблиці 3.1 

1 2 3 4 5 

87 Pseudoalteromonas 

Gauthier et al.  

20 18 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

CM-Cel-ase, β-

Clucuron-ase, β-Glu-

ase, N-AC-β-Glu-ase, 

N-AC-β-Gal-ase  

88 Psychrobacter Juni & 

Heym 4 4 

β-Gal-ase, α-L-Rham-

ase, α-A-ase, CM-Cel-

ase, β-Xyl-ase 

89 Shewanella MacDonell & 

Colwell 
7 7 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

CM-Cel-ase, β-Glu-ase, 

N-AC-β-Glu-ase, β-Gal-

ase  

90 Pseudomonas Migula 
2 2 

α-Fuc-ase, α-L-Rham-

ase  

91 Microbacterium Orla-

Jensen  1 1 

β-Glu-ase, β-Xyl-ase, α-

Fuc-ase, α-Xyl-ase, β-

Gal-ase 

92 Sporosarcina Kluyver & 

van Niel 1 1 

N-AC-β-Glu-ase, α-

Fuc-ase, α-Xyl-ase, β-

Glucuron-ase, β-Gal-ase 

93 Rothia Georg & Brown  
1 1 

β-Glu-ase, α-Fuc-ase, α-

Xyl-ase 

94 Неідентифіковані 

26 21 

α-L-Rham-ase, α-A-ase, 

α-Glu-ase, β-Glu-ase, 

N-AC-β-Glu-ase, N-

AC-α-Glu-ase, N-AC-β-

Gal-ase, α-Xyl-ase, β-

Xyl- ase, α-Fuc-ase, α-

Man-ase, β-Mannanase 

Примітки: α−L-Rham-ase – α-L-рамнозидазна, α-A-ase – α-амілазна, GA-ase – 

глюкоамілазна, α-Glu-ase – α-глюкозидазна, β-Glu-ase – β-глюкозидазна, N-AC-β-

Glu-ase – β-N-ацетилглюкозамінідазна, α-Gal-ase – α-галактозидазна, β-Gal-ase – β-

галактозидазна, N-AC-α-Glu-ase – α-N-ацетилглюкозамінідазна, N-AC-β-Gal-ase – β-

N-ацетилгалактозамінідізна, α-Xyl-ase – α-ксилозидазна, β-Xyl- ase– β-ксилозидазна, 

α-Fuc-ase – α-фукозидазна, α-Man-ase – α-манозидазна, β-Man-ase – β-манозидазна, 

β-Mannanase – β-мананазна, β-Glucuron-ase – β-глюкуронідазна, CM-Cel-ase – КМ-

целюлазна активність, н/в – не виявлено 
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3.1 Глікозидазна активність мезофільних та термофільних міцеліальних 

грибів 

 

Міцеліальні гриби мають великий потенціал у галузі мікробного синтезу 

завдяки здатності продукувати широкий набір ензимів гідролітичної дії. Нами 

досліджувалася ензиматична активність як колекційних штамів мікроміцетів, які 

зберігалися в колекції від 5 до 20 і більше років, так і свіжовиділених ізолятів. Серед 

цієї групи було протестовано 801 штами, з яких близько 700 – колекційні.  

Переважна більшість досліджених мікроміцетів була представлена 

мезофільними штамами (695). На жаль, для деяких вже неможливо встановити 

точне походження, але загалом переважали ґрунтові представники. 

Практично всі штами проявляли ту чи іншу глікозидазну активність. Жодна 

глікозидазна активність не відмічена тільки у штамів роду Armillariella, Coprinus, 

Cytospora, Epicoccum, Metarhizium, Oidiodendron, Paecilomyces, що може бути 

наслідком як фізіологічних особливостей штамів, так і обмеженим колом 

досліджених ізолятів.  

Представники родів Penicillium та Aspergillus проявляли високу геміцелюлазну 

активність (табл. 3.2). У переважної більшості культур домунуючою була β-

мананазна активність, а у 49 % штамів в культуральній рідині відмічали як β-

мананазну, так і α-галактозидазну активності, але тільки у двох культур відмічено 

одночасно три манан-деградувальні активності: ендо-β-мананазну, екзо-β-

манозидазну та екзо-α-галактозидазну, однак ці культури гідролізували 

галактоманан з меншою швидкістю, ніж деякі інші, які не проявляли активність до 

термінальних β-зв’язаних залишків манози. На думку деяких авторів [161], 

присутність двох і більше ензимів, що атакують той самий субстрат, може 

викликати антисинергізм дії через конкуренцію за субстрат, що значно знижує 

гідролітичну ефективність комплексу.  

Показано, що джерело виділення може мати істотне значення при виявленні 

продуцентів маннан-деградувальних ензимів. Найбільш активні культури 

мікроміцетів були виділені з лісового ґрунту, а також харчових та промислових 
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відходів (P. aculeatum 2975, P. aculeatum 2979, P. aculeatum 329, P. tardum 60, 

P. tardum 2964, P. tardum 27, P.commune), у половини з них реєстрували в 

супернатанті культуральної рідини наявність як β-мананазної, так і α-

галактозидазної активності. Однак присутність високої мананазної активності 

відмічена також у штамів, виділених із синтетичних субстратів. Так культури 

P. aculeatum 217, P. aculeatum 2746 і P. aculeatum 2974 мали β-мананазну активність 

на рівні 110, 90 та 50 од/мл, відповідно, при цьому виділені були з кіноплівки, 

дзеркала та ущільнювача холодильника. 

 

Таблица 3.2 – Спектр геміцелюлазної активності найбільш активних штамів 

мікроміцетів 

Продуцент 
β-Мананазна 

активність, од/мл 

α-Галактозидазна 

активність, од/мл 

β-Манозидазна 

активність, од/мл 

A. niger 185 15 ± 0,7 5,5 ± 0,07 - 

A. niger 181 20 ± 0,5 0,6 ± 0,01 - 

P. aculeatum 2975 60 ± 0,8 0,1 ± 0,005 - 

P. aculeatum 329 73 ± 1,1 0,03 ± 0,001 - 

P. aculeatum 2979 60 ± 0,7 0,5 ± 0,01 - 

P. aculeatum 2974 50 ±0,5 0,02 ± 0,001 0,1 ± 0,005 

P. aculeatum 2746 90 ± 2,2 0,1 ± 0,005 - 

P. aculeatum 217 110 ± 4,5 0,05 ± 0,001 - 

P. tardum 2965 80 ± 3,1 2,3 ± 0,09 - 

P. tardum 2964 50 ± 0,8 0,15 ± 0,01 - 

P. tardum 2777 45 ± 0,8 0,1 ± 0,005 0,05 ± 0,001 

P. tardum 60 75 ± 2,1 0,15 ± 0,01 - 

P. rugulosum 2766 40 ± 0,5 0,15 ± 0,01 - 

P. rugulosum 2775 50 ± 0,4 0,1 ± 0,005 - 

Примітка: «-» – активність не виявлена 

 

Слід зазначити, що манан-деградувальна активність культури значною мірою 

залежить від субстратної специфічності α-галактозидази до типу зв'язку, що 

розщеплюється [195]. Максимально ефективно деградація галактоманану буде 

проходити за присутності α-галактозидази, що специфічно відщеплює α-1,6-зв'язану 

галактозу [197]. 
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Велика група мікроміцетів проявила глюкоамілазну активність. Продуценти 

глюкоамілаз були виділені серед грибних культур Acremonium (A. kiliense), 

Alternaria (A. alternata), Eupenicillium (E. erubescens), Gliocladium (G. solani), 

Myrothecium (M. verrucaria, M. roridum), Penicillium (P. adametzii, P. canescens, P. 

purpurogenum, P. varians), Rhizopus (R. oryzae). Найбільш активними біосинтетиками 

були представники родів Aspergillus, Fusarium та Phoma (табл. 3.3), переважно видів 

A. niger, A. oryzae, F. poae, F. heterosporum, F. javanicum, F. solani var. argilaceum, F. 

sambucinum, Phoma fimeti.  

Найактивнішими були неідентифіковані ізоляти, свіжовиділені із зерна та 

картоплі. Ймовірно, це можна пояснити адаптацією культур до субстрату, що 

містить специфічний індуктор (крохмаль). Однак слід відмітити, що в процесі 

нетривалого зберігання (2-3 місяці) рівень активності деяких штамів знизився майже 

на порядок. Натомість активність колекційних штамів, наприклад, роду Aspergillus, 

була стабільною протягом усього часу спостереження. Відмічено, що картопляний, 

кукурудзяний крохмаль та мальтоза забезпечували найвищі показники 

глюкоамілазної активності мікроміцетів, на відміну від висівок. Серед досліджених 

культур бактерій та дріжджів нам не вдалося знайти активних культур з цією 

активністю. 

 

Таблиця 3.3 – Скринінг продуцентів глюкоамілази серед мікроміцетів 

Родина 

мікроміцетів 

Кількість 

досліджених 

штамів 

Активні 

штами, % 

Діапазон 

глюкоамілазної 

активності, од/мл 

Acremonium 11 27 0,004–0,06 

Alternaria 4 25 0,012 

Aspergillus 43 28 0,03–0,147 

Fusarium 49 39 0,1–0,139 

Gliocladium  10 20 0,05–0,1 

Myrothecium 6 15 0,04–0,09 

Penicillium 45 16 0,013–0,04 

Phoma 8 25 0,09–0,54 

Unidentified 150 60 0,02–1,3 
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Переважна більшість штамів поряд з глюкоамілазною мала і α-амілазну 

активність. Культури з амілолітичною активністю відносилися до родів Alternaria, 

Emericella, Eupenicillium, Eurotium, Fusarium, Gliocladium, Humicola, Mortierella, 

Penicillium, Phoma. 

Хоча здатність проявляти α-L-рамнозидазну активність була відмічена у 

широкого кола досліджених культур мікроміцетів (представники 51 роду) при 

вирощувані на середовищі з рамнозою або нарингіном, але ця активність в більшості 

випадків була не дуже високою (табл. 3.4), за винятком культур роду Aspergillus, 

Eupenicillium, Penicillium.  

 

Таблиця 3.4 – Позаклітинна α-L-рамнозидазна активність деяких 

представників мезофільних мікроміцетів 

 Мікроміцети родів: α-L-рамнозидазна активність, од/мл 

Alternaria 0,01-0,07 

Aspergillus 0,01-0,335 

Aureobasidium 0,03 

Emericella 0,16 

Eupenicillium 0,19-0,3 

Eurotium 0,05-0,16 

Fusarium 0,01-0,17 

Gliocladium 0,015-0,065 

Humicola 0,1-0,15 

Mortierella 0,01-0,16 

Myrothecium 0,16-0,18 

Nigrospora 0,145 

Penicillium 0,005-3,5 

Phoma 0,05-0,13 

Sordaria 0,16 

Trichoderma 0,01-0,17 

Trichothecium 0,02-0,13 

 

α-Галактозидазна активність зустрічалася тільки у представників родів 

Aspergillus, Cladosporium, Eupenicillium, Eurotium, Penicillium, Phoma та Trichoderma 

зі значеннями в діапазоні 0,05-0,1 од/мл. Грибні продуценти α-L-рамнозидаз як 

правило проявляли здатність деградувати крохмальвмістні полісахариди, тоді як 
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паралельно з α-галактозидазною активністю найчастіше зустрічалася специфічність 

до манополісахаридів. 

Ще однією групою досліджених музейних мікроміцетів були термофільні 

гриби, що мають унікальну властивість виживати та синтезувати у навколишне 

середовище ензими при підвищених температурах. Термостабільність таких 

біокаталізаторів дозволяє прискорювати та модифікувати технологічні процеси у 

різних галузях промисловості, зводячи до мінімуму риск небажаної контамінації 

ферментера в процесі культивування, та забезпечувати деградацію сировини за 

підвищених температур [307]. Термофільні мікроміцети є досить нечисленною в 

таксономічному відношенні, але поширеною групою мікроскопічних грибів. Інтерес 

до їхньої ензиматичної активності пов’язаний з тим фактом, що їхні позаклітинні 

ензим відрізняються підвищеною іонною взаємодією та більш міцним гідрофобним 

ядром, наслідком чого є їхня тривала стабільність за термоденатурації [307-309]. 

Нами досліджено α-галактозидазну і α-L-рамнозидазну активність 50 штамів 

термофільних мікроміцетів (табл. 3.5). Штами були виділені протягом 1970-2005 

років. На жаль ми не маємо даних щодо гідролазної активності цих штамів на 

момент їх виділення і не можемо оцінити, як змінилася їхня активність у процесі 

зберігання. Однак можна зазначити, що деякі штами (M. albomyces 2048 і F-62164, 

C. thermophilum 2050, C. sepedonium 1899, R. tauricus 1909, T. terrestris 62 і 1920, T. 

lanuginosus 2042, які знаходяться в колекції понад 20–50 років, мали активність 

вищу за середню. 

 

Таблиця 3.5 – Джерела виділення термофільних грибів 

№ 

п/п 
Видова назва штаму 

Джерело виділення 

(1970-2005 рр.) 

1 2 3 

1 Acremonium thermophilum 1963 Київська обл., лісовий ґрунт, 1998 р. 

2 Chrysosporium thermophilum Житомирська обл., відходи деревини, 1998р. 

3 C. thermophilum 2050 Волинська обл., ґрунт, 1998 р. 

4 Corynascus sepedonium 65068 Полтавська обл., ґрунт, 2001 р. 

5 C. sepedonium 1899 Крим, ґрунт, 1998 р. 

6 Сoprinus delicatus 2053 Житомирська обл., компостна яма, 1998 р. 

7 С. delicatus 2007 Житомирська обл., компостна яма, 1998 р. 

8 Melanocarpus albomyces 62366 Сахалін, деревопереробний комбінат, 1998р. 
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продовження таблиці 3.5 
1 2 3 

9 M. albomyces 2048 Херсонська обл., ґрунт, 1970 р. 

10 M. albomyces 2056 Волинська обл., ґрунт, 1998 р. 

11 M. albomyces 1937 Київ, ґрунт 

12 M. albomyces F-62164 Миколаївська обл., ґрунт 2000 р. 

13 M. albomyces 2057 Кременчуг, нафтопереробний завод, 2007 

14 Malbranchea cinnamomea 1985 Херсон, ґрунт 

15 Rhizomucor pussillus 1979 Полтавська обл., ґрунт, 2000 р. 

16 R. tauricus 1909 Коктебель, ґрунт, 1998 

17 R. tauricus 61908 Миколаївська обл., ґрунт 2000 р. 

18 R. tauricus 23 Миколаївська обл., ґрунт 2000 р. 

19 Rhizomucor miehei 61992 Київська обл., пріле зерно 

20 Scylalidium thermophilus 1911 Миколаївська обл., ґрунт, 2000 р. 

21 S thermophilus 1738 Миколаївська обл., ґрунт, 2000 р. 

22 Thiеlavia terrestris 62 Миколаївська обл., ґрунт, 2000 р. 

23 T. terrestris 60 Миколаївська обл., ґрунт, 2000 р. 

24 T. terrestris 1920 Миколаївська обл., ґрунт, 2000 р. 

25 Talaromyces emersonii 1944 Івано-Франківська обл., лісовий ґрунт 

26 T. emersonii 2043 Запорізька обл., лісовий ґрунт, 2002 р. 

27 T. emersonii 143 Полтавська обл., яма з жомом, 1972 

28 T. emersonii 2044 Молдова, тирса і відходи, 1996 р. 

29 T. thermophilus 2047 Запоріжжя, відходи виробництва, 1996 р. 

30 Thermomyces lanuginosus 1982 Полтавська обл., ґрунт 

31 T. lanuginosus 2046 Волинська обл., ґрунт, 1996 р. 

32 T. lanuginosus 2023 Херсонська обл., компостна яма, 2001 р. 

33 T. lanuginosus 63 298 Ґрунт, 2005 р. 

34 T. lanuginosus 63 298 Ґрунт, 2005 р. 

35 T. lanuginosus F-63286 Ґрунт, 2005 р. 

36 T. lanuginosus 2023 Херсонська обл., компостна яма 

37 Thermoascus aurantiаcus 2045 Молдова, ґрунт, 1996 р. 

38 T aurantiаcus 2049 Херсонська обл., компостна яма 

39 T. aurantiаcus 2051 Запоріжжя, відходи виробництва, 1996 р. 

40 T. aurantiаcus F-62111 Миколаївська обл., ґрунт 2000 р. 

41 T. aurantiаcus 2022 Миколаївська обл., ґрунт 2000 р. 

42 T. aurantiаcus 64802 Ґрунт, Україна, 1999 р. 

43 T. aurantiаcus 2052 Полтавська обл., ґрунт 

44 T. crustaceous 8 Т Сахалін, деревообробний комбінат, 2000 р. 

45 T. crustaceous 65599 Київська обл., зерно, 2006 р. 

46 T. crustaceous 65561 Ізраїль, 2005 р. 

47 T. thermophilus 1946 Сахалін, целюлозно-паперовий комбінат,1998р. 

48 T. thermophilus 92 Сахалін, 2005р. 

49 T. thermophilus 91 T Cad Сахалін, 2005р. 

50 T. thermophilus 89 T Cad Сахалін, целюлозно-паперовий комбінат,1998р. 

 

Термофільні культури продемонстрували досить високу ензиматичну 

активність: 94 % штамів виявляли хоча б одну активність, 34 % - 2 активності, 26 % 
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- від 3-х до 5-ти гідролазних активностей. α-L-Рамнозидазна активність була 

відмічена у 30 штамів, α-галактозидазна – у 6 (рис. 3.1). Крім того, відмічали 

целюлазну (19 штамів) та β-мананазну (4 штами) активність (рис. 3.2), при чому 68 

% целюлозодегдувальних штамів проявляли і α-L-рамнозидазну активність, а 

найбільш активні штами з α-галактозидазною активністю мали високу β-мананазну 

активність (30 та 130 од/мл) (рис. 3.1, 3.2). Найширший спектр активностей 

відзначався у представників родів Acremonium, Chrysosporium, Corynascus, 

Melanocarpus, Thermomyces та Thermoascus, які є поширеними представниками 

термофільних грибів з полісахарид-деградувальною активністю [310-313]. Найбільш 

активними були види A. thermophilum, C. sepedonium, R. tauricus, S. thermophilum, T. 

lanuginosus, T. thermophilus, T. terrestris. В літературі серед представників видів T. 

lanuginosus на сьогодні вже описані продуценти ксиланаз, целюлаз, пектиназ та α-

галактозидаз [78, 313], а штами S. thermophilum та R. tauricus – відомі як продуценти 

целюлозо-деградувальних ензимів [314, 315]. За рівнем α-L-рамнозидазної 

активності найбільш продуктивні з досліджених культур C. sepedonium, R. tauricus 

та T. terrestris можна порівняти з такими продуцентами, як A. flavipus, P. decumbens, 

R. nigricans [229]. На підставі отриманих результатів можна виділіти ряд 

перспективних термофільних штамів-продуцентів гліколітичних ензимів: C. 

sepedonium 65068, R. tauricus 23 та T. terrestris 62 з високою α-L-рамнозидазною 

активністю, C. sepedonium 1899 та 65068 з високою β-мананазною активністю, а 

також ряд штамів M. albomyces та T. lanuginosus з целюлазною активністю. Варті 

уваги і культури A. thermophilum 1963, C. thermophilum 2050, C. sepedonium 1899 та 

65068, T. thermophilus 1946, які продукують в культуральну рідину комплекс протеаз 

(дані не наведено) та глікозидаз, а це може свідчити про перспективи використання 

цих штамів як деструкторів в технологіях переробки сировини змішаного складу. 

Така властивість цих мікроміцетів може знайти використання в процесах отримання 

поживних кормів та переробки відходів цілої низки виробництв. 
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Рис. 3.1 α-Галактозидазна та α-L-рамнозидазна активність термофільних 

мікроміцетів (6 доба культивування, 42 оС)  

 

Високу здатність деградувати природні полісахаридні та синтетичні глікозидні 

субстрати виявлено у свіжовиділених культур мікроміцетів. Дана група 

представлена штамами виділеними з субстратів, багатих на рослинні та тваринні 

рештки, як то харчові відходи, дерев’яні поверхні, рештки бджіл та ґрунти. 

Свіжовиділені штами видів Aspergillus sp., R. oryzae, P. cyclopium та P. expansum 

мали досить широкий спектр глікозидазної активності (рис. 3.3), в середньому 

продукуючи від 5 до 10 різних глікозидазних активностей в умовах досліду. Вужчий 

спектр відмічено у P. citreonigrum, P. glubrum та P. viridicatum, однак з 

домінуванням α-L-рамнозидазної активності. Відмічений високий відсоток 

виявлення α-галактозидазної та α-L- рамнозидазної активності (92 та 69 % 

відповідно). 
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Рис. 3.2 КМ-целюлазна та β-мананазна активність термофільних мікроміцетів 

(6 доба культивування, 42 оС)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.3 Спектр ензиматичної активності свіжовиділених мікроміцетів при 

глибинному культивуванні (5 діб, 25 оС) 
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Штами P. cyclopium характеризувалися найширшим і найактивнішим пулом 

манан-деградувальних ензимів (α-манозидазна, α-галактозидазна, β-мананазна 

активності), тоді як у R. oryzae переважала целюлозодеградувальна активність. 

Вперше для видів R. oryzae, P. cyclopium та P. expansum нами описана β-мананазна 

та α-галактозидазна активності. 

Серед свіжовиділених культур також було досліджено 40 штамів мікроміцетів 

(27 видів, 6 родів), ізольованих з ґрунтів 10-тикілометрової зони ЧАЕС. Всі вони є 

типовими ґрунтовими грибами, і були представлені як евритопними (A. versicolor та 

A. flavipes, T. koningii), так і патогенними видами (A. flavus, E. herbariorum). 75% 

досліджених штамів проявляли α-L-рамнозидазну (0,01-1,1 од/мл), 70 % – α-

галактозидазну (0,05-3,0 од/мл), 40 % – β-мананазну активності. α-L-Рамнозидазна 

активність представників родів Cladosporium, Trichoderma та Eurotium була 

невисокою і коливалася в діапазоні від 0,01 до 0,11 од/мл (рис. 3.4). Максимальну α-

L-рамнозидазну активність відмічали у E. pinetorum  (0,32 од/мл). Даний штам також 

проявляв високу α-галактозидазну (2,25 од/мл) активність.  

 

 

 Рис. 3.4 Глікозидазна активність представників родів Cladosporium, 

Trichoderma, Eurotium, Eupenicillium 
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α-Галактозидазну активність проявляли 75 % штамів Aspergillus, її наявність 

демонстрували всі представники виду A. ochraceus. Із 12 штамів мікроміцетів роду 

Aspergillus найменш активними були культури A. sulphureus (рис. 3.5). В 

супернатанті культуральної рідини A. flavipes 2, A. ochraceus 261, A. ochraceus 3045, 

A. ochraceus 3048 та A. flavus 3051 відмічали три глікозидазні активності (α-L-

рамнозидазну, α-галактозидазну та β-мананазну), у чотирьох культур домінуючою 

була α-L-рамнозидазна. Наявність обох манан-деградувальних ензимів була 

показана у 50 % штамів, найвищу активність відмічали у A. flavipes 1.  

 

 

Рис. 3.5 Глікозидазна активність представників роду Aspergillus 

 

Штами роду Penicillium були представлені 20 культурами 15 видів (рис. 3.6). 

30 % пеніцилів проявляли дві досліджувані активності, а 15 % – три активності. α-L-

Рамнозидазну активність відмічали у 85 % досліджених культур, α-галактозидазну – 

у 80 %, β-мананазну – у 17 %. Три штами (P. decumbens зр. 7, P. restrictum зр. 7, P. 

sacculum) проявляли високу α-галактозидазну активність (більше 2 од/мл). Висока 

активність культур роду Penicillium потребує подальшого дослідження, оскільки 

їхня α-галактозидазна активність є вищою за відомих грибних продуцентів A. niger, 

A. awamori, A. nidulans, P. purpurogenum, M. vinacea, T. reesei [107]. 
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15 з 20 штамів роду Penicillium проявляли α-L-рамнозидазну активність в 

діапазоні від 0,01 до 1,1 од/мл (рис. 3.7), а найбільш активними були P. adametzii зр. 

8, P. decumbens зр. Г4, P. restrictum зр. 7, P. roseopurpureum 9, P. sacculum, чия 

активність первершує відомих продуцентів A. terreus, A. nidulans, A. niger, А. 

аculeatus, Penicillium sp., P. decumbens [224]. Слід відмітити, що нами вперше для 

видів P. restrictum та P. roseopurpureum описана позаклітинна α-L-рамнозидазна 

активність. 

 

 

Рис. 3.6 Глікозидазна активність представників роду Penicillium 

 

Таким чином, серед активних продуцентів α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз, 

як колекційних, так і свіжовиділених, домінують штами мікроміцетів родів 

Aspergillus та Penicillium. У цих мікроміцетів відмічено як висока зустрічаємість, так 

і високі показники активності цих глікозидаз у складі їхніх ензиматичних систем. 

Висока активність полісахариддеградувальних та глікозидазних активностей у 

мікроміцетів Aspergillus, Penicillium, Eupenicillium та Trichoderma ще раз підкреслює 

їхнє важливе значення як ґрунтових деструкторів. α-Галактозидазна активність 
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часто (≈ 50 %) відмічається поряд з β-мананазною, α-L-рамнозидазна – з 

амілолітичною активністю культури.  

Тільки α-L-рамнозидазна активність була виявлена у представників родів 

Absidia, Aphanocladium, Arachniotus, Aureobasidium, Botrytis, Cunninghamella, 

Curvularia, Gloeosporium, Myriococcum, Nigrospora, Pseudallescheria, Scopulariopsis, 

Sclerophoma, Sordaria, Stemphylium, Trichothecium, але її активність була дуже 

невисокою (до 0,05 од/мл). У найбільш активних штамів-продуцентів α-L-

рамнозидаз відмічали здатність гідролізувати від 4 до 13 глікозидних субстратів 

(табл. 3.6).  

 

Таблиця 3.6 – Глікозидазна активність мікроміцетів при глибинному 

культивуванні, 28 оС, 5 діб  

Штам Активність, од/мл 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

A. niger 0,03 0 0,14 0,4 0, 5 0 0 0 0 1,35 0,59 0 0 

E. erubescens  1,54 0,48 0,35 0,55 0,82 0,48 0 0,59 0,05 0,57 0,77 0,47 0,59 

P. aculeatum 0,75 0 2,25 1,8 0,48 0 0,05 0 0 1,3 1,15 0,04 0 

P. cyclopium 0,3 0 0,12 2,6 0 0 0 0,05 0 0,16 0,1 0 0 

P.commune 0,58 0 0,49 0,08 0 0 0,37 0,29 0 0,18 0 0 0 

P. tardum  0,4 0 0,26 0 0,14 0 0 0 0 0,2 0 0 0 

P. palitans 3,5 0,6 3,0 0,88 0,85 0,75 0,78 1,13 0,75 0,6 0,78 0,85 0,75 

P. restrictum 1,1 0 0,9 2,6 0,1 0 0,02 0 0,05 0,26 0,23 0 0 

P. 

roseopurpureum 
0,7 0,3 1,35 1,13 0,75 0,4 0,38 0,3 0,41 0,8 0,2 0,12 0,3 

R. oryzae 2 0 0 0,49 0,48 0 0 0 0 0 0,5 0,44 0 0 

R. oryzae 3 0 0 0,45 0,2 0 0 0 0 0 0,68 0,45 0 0 

Примітка: Субстрати: n-НФР – 1, п-нітрофеніл--D-глюкопіранозид – 2, п-нітрофеніл--D-

глюкопіранозид – 3, п-НФГ – 4, п-нітрофеніл--D-галактопіранозид – 5, п-нітрофеніл--D-

ксилопіранозид – 6, п-нітрофеніл--D-ксилопіранозид – 7, п-нітрофеніл--D-манопіранозид – 8, п-

нітрофеніл--D-фукопіранозид – 9,  п-нітрофеніл--N-ацетил-D-глюкозамінід – 10, п-нітрофеніл-

-N-ацетил-D-галактозамінід – 11; п-нітрофеніл-α-N-ацетил-D-галактозамінід – 12; п-нітрофеніл-

α-N-ацетил-D-глюкозамінід – 13. Середнє значення 3-х повторностей 

  

На підставі даних про активність окремих глікозидаз та загальний 

ензиматичний спектр були відібрані три культури мікроміцетів з α-L-

рамнозидазною активністю (Eupenicillium erubescens, P.commune та P. tardum) та 



136 

 

одна культура з максимальною α-L-рамнозидазною та α-галактозидазною 

активностями (P. restrictum). β-Глюкозидазна активність останньої також може бути 

проявом нарингіназної активності культури, що є додатковою перевагою 

продуцента, оскільки вказує на здатність відщеплювати дисахарид рутинозу від 

рослинних флавоноїдів. Наявність комплексу α- та β-галактозидази, β-глюкозидази, 

N-ацетил-β-D-глюкозамінідази та N-ацетил-β-D-галактозамінідази також свідчить 

про здатність P. restrictum гідролізувати широкий спектр рослинних субстратів та 

частково деградувати целюлозу й геміцелюлозу. 

 

3.2 Спектр глікозидазної активності дріжджів 

 

Іншою групою мікроорганізмів, серед яких проводився пошук продуцентів α-

галактозидаз і α-L-рамнозидаз, були дріжджі. Ця група була менш активною, у 

порівнянні з нитчатими грибами. Переважна більшість штамів, що були виділені зі 

стічних вод, злаків, фруктів та овочів, ґрунтів та шлунково-кишкового тракту 

людини та тварин, не проявляли α-галактозидазної або α-L-рамнозидазної 

активностей, хоча демонстрували високий рівень β-мананазної активності (0,2 до 75 

од/мл). Так 28 % штамів С. albidus, 100% С. gastricus , 11 % С. humicolus, 27 % C. 

magnus, 66 % C. terreus и 29 % C. laurentii проявляли β-мананазну активність. 

Відмічено 41 % активних культур S. cerevisiae, 40 % та 30% – серед Williopsis 

californica и Metschnikowia pulcherrima відповідно. Найменшу кількість активних 

штамів було відмічено серед представників виду C. krusei – 14 % та роду 

Debaryomyces – 13,6%, а найбільш активною групою виявилися дріжджі виду P. 

anomala – 76 % активних штамів (рис. 3.7). Нами зафіксована велика кількість 

дріжджових культур з β-мананазною активністю порівняно з іншими 

дослідженнями, де відмічалося, що лише 7 % штамів роду Cryptococcus та менше 3 

% штамів роду Pichia виявляють позаклітинну β-мананазну активність [316, 317]. Це 

може бути обумовлено походженням штамів та використаними нами джерелами 

живлення, оскільки позаклітинна ензиматична активність часто залежить від 

індукторів і субстратів, що знаходяться в зовнішньому середовищі. Висока 
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позаклітинна β-мананазна активність одного з штамів  W. californica дозволяє 

розглядати його як технологічно перспективного продуцента. В супернатанті 

культуральної рідини лише двох дріжджових культур D. polymorphus 152 і D. 

hansenii var. fabryi 2400 виявлена невисока α-галактозидазна активність. Натомість 

серед представників родів Cryptococcus, Metschnikowia та Pichia α-L-рамнозидазна 

активність відмічалася у 25, 30 та 64 % штамів відповідно. Найбільш активний штам 

(0,24 од/мл) відносився до виду C. albidus. 

 

Рис. 3.7 Співвідношення активних (тих, що мають β-мананазну, α-

галактозидазну або α-рамнозидазну активність) та неактивних штамів серед 

представників різних родів дріжджів. 

 

Дріжджі антарктичного регіону були представлені переважно 

неідентифікованими пігментованими культурами, виділеними з ґрунтово-рослинних 

зразків: 5 ізолятів бурих, 3 – чорних, 5 – рожевих, 8 – червоних та 5 – білих та 

непігментованих дріжджів (табл. 3.7).  
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Таблиця 3.7 – Штами дріжджів, виділених у Західній Антарктиці, 2008 р. 

№ 

штамму/ 

ізоляту 

Вид 
Пігментація 

колоній 
Джерело ізоляції 

1 2 3 4 

U5 Cryptococcus terricola  Тілесні Лишайник з мулом 

U8 Cryptococcus victoriae  Бурі 
Трава Deschampsia 

antarctica 

S181 Cryptococcus victoriae Світло-бурі Біоплівка обростання скелі 

209с1 н/і Світло-бурі о. Galindez, чорні лишайники 

2299 
Nadsoniella nigra var. 

hesuelica  
Чорні  о. Galindez, чорні лишайники 

182с1 Rhodotorula mucilaginosa  Червоні  о. Galindez, чорні лишайники 

183с1 н/і Бурі  о. Galindez, чорні лишайники 

183с2 н/і Бурі  о. Galindez, чорні лишайники 

244с1 н/і Рожево-персикові о. King-Georgе, лишайник 

14с1  Rhodosporidium diobovatum Червоні о. Three little pig, лишайник 

14с2 н/і  Червоні о. Three little pig, лишайник 

15с н/і Рожево-персикові о. Three little pig, лишайник 

31с н/і Червоні о. Lippmann, лишайник 

40р1с2 н/і Бурі Лишайник  

130с Tremella moriformis Бурі o. Booth, лишайники на скелі 

237 Exophiala nigra  Чорні 
м. Rassmussen, глинистий 

ґрунт 

33с3 н/і Червоні о. Lippmann, ґрунт/мох 

33с Rhodotorula mucilaginosa Червоні о. Lippmann, ґрунт/мох 

36с Exophiala nigra. Чорні о. Irizar, каменистий ґрунт  

Кр5с н/і  Рожево-помаранчеві Херсонська обл., ґрунт 

48с3 Rhodotorula mucilaginosa  Червоні о. Darboux, мох на скелі 

48с4 н/і Червоні о. Darboux, мох на скелі 

6р1с н/і Білі Мох  

10р1с н/и Білі Мох  

11р5г1 Leucosporidium scottii Білі Мох  

11р5г2 Debaryomyces hansenii Яскраво-білі Мох  

4р5с2 н/і Розовые Трава D. аntarctica  

4р1с н/і Не пігментовані Трава D. аntarctica  

5р5с1 н/і Рожеві Трава D. antarctica  

Примітка: н/і – не ідентифіковані 

 

Тільки 13 штамів були раніше ідентифіковані до виду філогенетичними 

методами, всі вони відносяться до циркумполярних і космополітних видів дріжджів. 

Вивчення широкого спектра із 17 глікозидазних активностей показало, що культури 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=52867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=52867
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психротолерантих дріжджів демонстрували наявність різноманітних комплексів 

глікозидаз: виявляли від однієї (для штамів 15с, S181), двох (для штамів 183с2 та 

33с3, U5, U8,) до 10 (штам 33с) активностей (рис. 3.8).  

 

 

Рис. 3.8 Глікозидазна активність антарктичних дріжджів (t=15, 24 оС, 120 год 

культивування, показники активності кожного ензиму - середнє арифметичне 3-5 

повторностей) 

 

Гліколітична специфічність культур не залежала від джерела їх виділення та 

видової приналежності. Відзначено (рис. 3.8, табл. 3.7), що найвужчий спектр 
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відзначався у чорних дріжджів, а найширший – у червоних. Проте загалом, кожна 

група була неоднорідною і кореляції між активністю певних глікозидаз та 

пігментацією культур не виявлено. Мультиензимність і висока активність певних 

культур була скоріше штамовою ознакою, що укладається у сучасні уявлення про 

продукцію екзоензимів мікроорганізмами. Серед досліджених дріжджів було 

виділено перспективні продуценти целюлозо-деградувальних ензимів екзо-типу: β-

N-ацетилглюкозамінідази, β-D-ксилозидази, α- та β-глюкозидази. Всі ці ензими 

характеризуються специфічністю до термінальних залишків моносахаридів та 

аміносахаридів целюлози, целобіози, целоолігосахаридів, глюканів та ксиланів. За 

своєю активністю в супернатанті культуральної рідини їх можна порівняти з раніше 

описаними культурами A. niger, Lactococcus lactis ssp. lactis, R. mucilaginosa [317, 

318]. Інтерес також представляє психротолерантний УФ-резистентний штам R. 

mucilaginosa 33с, який демонстрував широкий спектр глікозидазних активностей, у 

тому числі високий рівень α-L-рамнозидазної активності. 

 Профілі вторинних метаболітів, у тому числі ензимів, можуть відображати 

фізіологічні та регуляторні відмінності у видів, які важко ідентифікувати 

морфологічно. Кількість ідентифікованих штамів у нашій роботі була недостатньою 

для аналізу, однак хотілося б відзначити наступне: обидва штами E. nigra виявляли 

β-D-глюкуронідазну та β-N-ацетилглюкозамінідазну активності, а три штами R. 

mucilaginosa (β-D-глюкозидазну та α-D-манозидазну активність незалежно від 

джерела виділення культури. При цьому такіж активності були відмічені у штаму R. 

diobovatum, більш того, у штамів R. diobovatum 14с1 та R. mucilaginosa 33с ми 

відзначали практично ідентичні спектри з 9 глікозидазних активностей. Цікавим нам 

представляється факт однакових спектрів у двох різних видів: Leucosporidium scottii 

та D. hansenii. У цих штамів загальними були джерело виділення (мох), пігментація 

колоній (білі) та глікозидазні активності (α-D-ксилозидазна, α-L-фукозидазна і β-D-

глюкозидазна). Також показано, що всі білі дріжджі, виділені з моху, проявляли α-L-

фукозидазну активність (табл. 3.7, рис. 3.8). Всі культури, виділені з трави, мали, 

крім інших, α- та β-N-ацетилглюкозамінідазну, β-N-ацетилгалактозамінідазну, α-

фукозидазну активності.  
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Таким чином, показано, що дріжджові культури, які широко представлені 

серед психротрофних мікроорганізмів різних фітоценозів Антарктики, можуть бути 

джерелом практично важливих глікозил-гідролаз, активних та стабільних в 

екстремальних умовах реакційного середовища, в тому числі при низьких 

температурах. 

 

3.3 Скринінг глікозидазної активності у наземних та морських бактерій 

  

Бактерії відносяться до організмів з надзвичайно широкими колонізуючими 

можливостями. Вони заселяють усі наземні, водні та підземні екологічні ніші 

завдяки адаптації метаболічних процесів для ефективного виживання в умовах 

фізіологічного стресу [319-321]. Охарактеризовані бактеріальні культури були 

виділені з ґрунтово-рослинних угруповань помірної зони України, Східної та 

Західної Антарктики, високогорних біотопів Еквадору, узбережжя Мертвого моря, 

але переважна кількість штамів було виділено з морської води та донних осадів 

Чорного моря.  

 Дослідження 15 глікозидазних активностей 84 бактеріальних штамів, 

виділених з води, керна та безхребетних Чорного моря показали, що 58 % штамів 

проявляли α-L-рамнозидазну активність в діапазоні 0,01-0,2 од/мл в залежності від 

штаму (табл. 3.8). Найбільшу кількість продуцентів відмічали серед представників 

Alteromonas macleodii. У культуральній рідині цих штамів також була виявлена α-

амілазна (21 культура), β-D-глюкуронідазна (2 штами), β-N-ацетилглюкозамінідазна 

(6 штамів), α-N-ацетилгалактозамінідазна (1 штам), β-N-ацетилгалактозамінідазна (3 

штами), β-галактозидазна (2 штами), α-галактозидазна (5 штамів), β-глюкозидазна (5 

штамів), КМ-целюлазна (16 штамів) активність. α-Амілазна активність відмічена у 

більшості штамів роду Alteromonas, Pseudoalteromonas та Shewanella, які мали з α-L-

рамнозидазну активність. Продукція широкого спектру гліколітичних ензимів 

морськими мікроорганізмами описувалали в даних літератури і раніше [322, 323], 

що зумовило інтерес до цієї групи як до можливих промислових продуцентів.  
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 Таблиця 3.8 – Діапазон виявленної α-L-рамнозидазної та α-галактозидазної 

активності морських бактерій 

Вид бактерій α-L-Рамнозидазна 

активність, од/мл 

α-Галактозидазна 

активність, од/мл 

Alteromonas macleodii 

Alteromonas sp. 

0,01-0,2 

0,05 

0,01 

0,01 

Bacillus atrophaus 

В. licheniformis  

B. subtilis 

Bacillus sp. 

0,03 

0,035-0,055 

0,06 

0,04-0,18 

0 

0 

0 

0 

Halomonas variabilis 0,2 0 

Marinomonas communis 

M. pontii 

0 

0,06 

0 

0 

Oceanimonas smirnovii 0,07 0 

Pseudoalteromonas citrea 

P. elyacovii 

P. flavipulchra 

P. haloplanktis 

P. nigrifaciens 

P. tetraodonis 

P. undina 

Pseudoalteromonas sp. 

0,1 

0,03 

0 

0,01-0,025 

0,02 

0,01 

0,12 

0,01-0,075 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Psychrobacter sp. 0,01-0,04 0 

Shewanella baltica 

S. putrefaciens 

Shewanella sp. 

0,01-0,08 

0,02 

0,025 

0 

0 

0 

 

 Також було досліджено 25 штамів та ізолятів, виділених з екстремальних 

екотопів (табл. 3.9). Аналіз ензиматичної активності показав наявність глікозидазної 

активності у 19 з 25 вивчених штамів (рис. 3.10). Більшість культур проявляли лише 

по одній глікозидазній активності, а домінуючими були α-амілазна та β-мананазна 

активності (рис. 3.9). α-Глюкозидазну активність відмічали у 3 культур, β-

глюкозидазну – у 4, α-фукозидазну – у 4, β-N-ацетилгалактозамінідазну – у 2, β-N-

ацетилглюкозамінідазну – у 4, β-ксилозидазну – у 1, α-ксилозидазну – у 3, α-

манозидазну – у 1, β-глюкуронідазну – у 1, β-галактозидазну – у 1. Найширший 

глікозидазний спектр (7 активностей) відмічено у P. mandelii. Це була єдина 

культура з α-L-рамнозидазною активністю у цій групі мікроорганізмів.  
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Таблиця 3.9 – Бактерії, що ізольовані з екстремальних екосистем (Антарктика, 

Еквадор, Ізраїль) 

№ штаму/ізоляту Біотоп та умови виділення штаму 

Західна Антарктика, о. Галіндез (2010 р.) 

(температура виділення 1-5 °С) 

3271 Трава Colobanthus (пункт Тр10) 

3278 Трава Deshampcia antarctica (пункт Тр11) 

3458, 3456 Мох (пункт 016) 

3462, 3472 Мох (пункт 017) 

Pseudomonas fluorescens 

180n1 

Чорні лишайники, скеля (Тск-1) 

Microbacterium foliorum 181n2 Чорні лишайники, скеля (Тск-2) 

Sporosarcina aquimarina 

188n2 

Чорні лишайники, скеля (Тск-9) 

Rothia sp. 190n2 Чорні лишайники, скеля (Тск-11) 

Західна Антарктика, о. Галиндез (2011 р.) 

(температура виділення 30 °С) 

3498 Коричневі лишайники, (Тск-8) 

3485 Помаранчеві накипні лишайники (Тск-0) 

3477 Ґрунт коричневий. Полігон (Lp 3. Gas-1) 

Pseudomonas mandelii U1 Мохи 

Східна Антарктика (2011 р.) 

(температура ізоляції 30 °С) 

3228 Мохові подушки Bryum рseudotriquetrum, 

земля Королеви Мох, оазис Ширмахера, 

ст. Новолазаревська 
3230 

Высокогірні біотопи Эквадору (2013 р.) 

(температура ізоляції 30 °С) 

Ла-Фаворита, гірські джунглі, висота 1600м 

3429 Лишайник зелено-помаранчевий 

3441 Лісовий ґрунт 

Вулкан Тунгурауа, висота 4200 м 

3443 Вулканічний попіл 

3444 Суміш попелу з піском 

Гірський масив, Папаякта, висота 4200 м 

3449 Ґрунт чорний з коренями  

3453 Лишайник с часточками скельної породи 

Ботсад «Las Orquideas», висота 950 м 

3141 Ґрунт з перегнилою деревиною 

Узбережжя Мертвого моря (Ізраїль) 

3237 Солоний ґрунт 
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 α-Галактозидазна активність не відмічалася у жодної з культур. Враховуючи, 

що більшість із штамів були виділені із ґрунтово-рослинних зразків, целюлозо-

деградувальна (і ліхенан-деградувальна) активність цілком вписується в концепцію 

залежності ензиматичної активності культури від джерела виділення [323, 324]. 

 

 

  

 Рис. 3.9 Спектр глікозидазної активності бактерій з високогірних районів 

Еквадору і узбережжя Мертвого моря (а), а також психротолерантних антарктичних 

культур (б, в). Середнє значення 4-х повторностей 

   

 Також була досліджена глікозидазна активність свіжовиділених ґрунтових 

УФ-резистентних бактерій помірної зони. Вивчені ізоляти виявили широкий спектр 

глікозидазних активностей під час вирощування на мальтозі (рис. 3.10а). Ксилоза 

індукувала глікозидазну активність лише у двох культур (рис. 3.10б), однак і в 

цьому випадку їх рівні були нижчими, ніж на мальтозі. Усі ізоляти проявляли від 5 

до 7 глікозидазних активностей. Шість із семи культур мали α-амілазну активність, 
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5 – α-L-рамнозидазну. Штами 8g3 і 9g1 секретували комплекс із чотирьох целюлозо-

деградувальних ензимів. Крім того, культура 9g1 проявляла високу β-ксилозидазну 

активність при вирощуванні на мальтозі. 

 

 

 

 

Рис. 3.10 Спектр глікозидазних активностей бактерій помірної зони на 

середовищі з мальтозою та з ксилозою. Культивування 48 год, 28 оС. Середнє 

значення 3-х повторностей 

 

Підсумовуючи результати скринінгу можна зазначити, що α-галактозидазна 

активність відмічалася у близько 20 % колекціних штамів мікроміцетів, більшість з 
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яких були виділені з грунтів помірної зони, а також харчових та промислових 

відходів (рис. 3.11а). α-L-Рамнозидазна активність зустрічалася у 36 % штамів 

мікроміцетів, теж переважно виділених з грунтів (рис. 3.11б). Однак, слід зазначити, 

що серед свіжовиділених культур α-галактозидазна та α-L-рамнозидазна активності 

відмічали майже в три та два рази, відповідно, частіше, ніж серед тих, що тривалий 

час зберігаються у колекції. 

 

 

 

Рис. 3.11 Розподіл штамів мікроміцетів з α-галактозидазною (а) та α-L-

рамнозидазною (б) активністю в залежності від джерела виділення культури. 

 

Також близько 20 % дріжджових культур проявляли α-рамнозидазну 

активність, яка майже з однаковою частотою зустрічалася у штамів виділених з 

грунту та з рослин (рис. 3.12а). Натомість α-галактозидазна активність була 

відмічена менш ніж у 1 % дріжджів. Серед бактерій позаклітинну α-L-рамнозидазну 

активність проявляли 20 % штамів, переважно виділених з води, керна та 

безхребетних Чорного моря і тільки трохи більше 2 % припадало на наземні 

грунтові культури (рис. 3.12б). α-Галактозидазну активність відмітили тільки у 5 

морських штамів. 
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Рис. 3.12 Розподіл штамів дріжджів (а) та бактерій (б) з α-L-рамнозидазною 

активністю в залежності від джерела виділення культури  

 

3.4 Особливості продукції глікозидаз у мікроорганізмів в залежності від 

умов вирощування 

 

Дослідження α-галактозидазної та α-L-рамнозидазної активності 

представників мікроміцетів, дріжджів та бактерій в динаміці дозволили нам зробити 

певні узагальнення щодо особливостей продукції цих ензимів у мікроорганізмів. 

Беручи до уваги той факт, що позаклітинні глікозидази для мікроорганізмів не 

є конститутивним метаболітом, при пошуку активних продуцентів таких ензимів 

слід керуватися наступним. По-перше, зосереджуватися на відборі мікроорганізмів, 

що виділені з ніш, які потенційно містять субстрати для таких ензимів. Оскільки 

відомо, що за довготривалої відсутності субстрату мікроорганізми можуть втрачати 

гени, які кодують синтез таких «надлишкових» ензимів [48]. Тому штами одного 

виду, виділені з різних джерел, можуть відрізнятися не тільки за рівнем активності 

певних ензимів, але і за їхнім якісним складом. По-друге, додавання відповідного 

субстрату/індуктору у середовище росту може значно підвищувати продуктивність 
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індуцибельних ензимів у мікроорганізмів та сприяти виділенню активних 

продуцентів.  

Продукція досліджених глікозидаз в значній мірі залежала від джерела 

вуглецю у середовищи живлення. Було вивчено α-L-рамнозидазну активність деяких 

відібраних штамів за присутності різних моно-, дисахаридів та нарингіну (табл. 

3.10). 

 

Таблиця 3.10 – α-L-рамнозидазна активність мікроорганізмів за різних джерел 

вуглецю 

 

 

Джерело 

вуглецю 

Ензиматична активність, од/мл 

E
. 

e
ru

b
e
sc

e
n

s 

P
. 

ta
rd

u
m

 

P
. 

re
st

ri
ct

u
m

 

C
. 

a
lb

id
u

s 

B
a
c
il

lu
s 

sp
. 

P
. 

a
c
u

le
a
tu

m
 

Глюкоза 0,02±0,001 0,01±0,001 0,01±0,001 0,01±0,001 0,01±0,001 0,05±0,003 

Галактоза 0,01±0,001 0,01±0,001 0,01±0,001 0,01±0,001 0 0 

Рамноза 0,42±0,02 0,65±0,03 0,92±0,04 0,21±0,01 0,12±0,01 0,15±0,002 

Ксилоза 0,01±0,001 0,01±0,001 0,1±0,001 0,01±0,001 0,09±0,01 0 

Арабіноза 0,01±0,001 0,01±0,001 0,05±0,003 0,08±0,01 0 0,03±0,002 

Маноза 0,15±0,001 0,01±0,001 0,105±0,01 0,01±0,001 0 0,02±0,001 

Лактоза 0,01±0,001 0,01±0,001 0,1±0,001 0,01±0,001 0,03±0,001 0,01±0,001 

Мальтоза 0,01±0,001 0,01±0,001 0,18±0,005 0,05±0,003 0,02±0,001 0,1±0,04 

Сахароза 0,01±0,001 0,005±0,001 0,05±0,002 0,01±0,001 0 0,01±0,001 

Нарингін 0,4±0,015 - - 0,21±0,01 - - 

Соєве 

борошно 

0,01±0,001 - 1,2±0,1 0,01±0,001 0,01±0,001 - 

 Грейпфрут. 

 макуха 

- - 0,36±0,02 - - - 

Примітка: «-» не визначали 
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 Так само показники α-галактозидазної активності у культуральній рідині 

мікроміцетів варіювали у широкому діапазоні в залежності від використаного 

джерела вуглецю (табл. 3.11).  

 

Таблиця 3.11 – α-Галактозидазна активність мікроміцетів за різних джерел 

вуглецу та субстратів 

Субстрат 

Ензиматична активність, од/мл 

P
. 

re
st

ri
ct

u
m

 

A
. 

n
ig

er
 [

3
2

5
] 

P
. 

c
a

n
e
sc

e
n

s 
[3

2
6
] 

C
. 

c
la

d
o

sp
o

ri
o

id
e
s 

[3
2

6
] 

R
. 

o
ry

za
e 

P
. 

e
x

p
a

n
su

m
 

P
. 

c
y
c
lo

p
iu

m
 

Глюкоза 0,1±0,02 0 0,1±0,001 0,1±0,001 - - - 

Галактоза 0,1±0,01 0,01±0,001 0,1±0,001 0,1±0,001 0,07±0,003 0,08±0,01 0,52±0,02 

Маноза - - - - 0,02±0,001 0,06±0,001 0,13±0,01 

Рамноза 0,8±0,03 0 0 0 0,12±0,01 0,16±0,01 0,73±0,04 

Мальтоза - - - - 0,09±0,01 0,32±0,03 0,39±0,03 

Лактоза - 0 0 0 - - - 

Сахароза 0,1±0,01 0 0,1±0,01 1,1±0,3 - - - 

Галактоманан 0,3±0,02 0,1±0,01 - - 0,4±0,02 0,6±0,02 2,5±0,13 

Соєве борошно 6,0±0,25 0,3±0,01 3,0±0,15 3,2±0,12 0,48±0,03 0,8±0,04 2,6±0,11 

Грейпфрутова 

макуха 
0,2±0,01 - - - - - - 

Примітка: «-» не досліджували 

 

Як бачимо, в обох випадках відмічалася індукція синтезу глікозидаз у 

присутності рамнози, яка мала як специфічний, так і неспецифічний характер. Так 

індукція синтезу α-L-рамнозидази (нарингінази) може бути пояснена специфічністю 

до субстрату, а підвищення виходу манан-деградувальних ензимів дріжджів та 

мікроміцетів при культивуванні на середовищі з рамнозою пов’язано з іншим 
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фізіологічним механізмом і особливостями метаболізму мікроорганізмів. При 

збільшенні концентрації рамнози відмічали збільшення продукції протеїну 

культурою, але ензиматична активність при цьому стрімко знижувалася. 

Індукційний ефект рамнози може бути пов’язаним як з фізіологічними 

особливостями мікроміцету, так і з впливом безпосередньо на ензим. Ці питання 

потребують подальшого дослідження, особливо беручи до уваги той факт, що 

рамноза не є субстратом або продуктом реакції для α-галактозидази. Показано, що 

використання складних субстратів, на кшталт соєвого борошна, дозволяє 

отримувати як широкий спектр глікозидаз, так і високу продуктивність у 

мікроорганізмів. 

Крім того, під час скринінгу слід брати до уваги і субстратну специфічність 

ензиму. Використання синтетичного субстрату, як п-НФГ і п-НФР дозволяє 

оцінювати культуру тільки за здатністю відщеплювати певний моносахарид без 

визначення типу зв’язку. Якщо метою є відбір продуцентів α-галактозидази, 

специфічної щодо α-1,6-зв’язаної галактози, тоді доречним буде використовувати як 

для вирощування, так і для визначення активності такі вуглеводи як рафіноза або 

галактоманан. Використання нарингіну або рутину (у випадку α-L-рамнозидаз) 

також дозволяє відбирати культури-продуценти ензимів певної специфічності щодо 

зв’язку. 

Дослідження деяких параметрів продукції глікозидаз мікроорганізмів 

дозволяють зробити висновок про те, що накопичення протеїну та ензиму не 

співпадають у часі. Так у мікроміцетів ми відімічали максимум продукції протеїну 

на 4-6 добу культивування в залежності від культури, а зростання ензиматичної 

активності продовжувалося до 7 доби. На рис. 3.13 наведені характерні криві 

накопичення протеїну та продуктивності на прикладі α-галактозидази P. restrictum.  

Динаміка синтезу α-L-рамнозидази за тих самих умов дещо відрізнялася. 

Показано (рис. 3.14), що при вирощуванні P. restrictum на поживних середовищах № 

1, 2, 4, 5 максимальний рівень активності спостерігався на 7 добу культивування. 

Найвищі показники відмічали для середовища 1, дещо нижчою була активність на 

середовищі 2 та середовищі 4. 
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Рис. 3.13 Накопичення протеїну (а) та продуктивність (б) P. restrictum на 

різних середовищах (1 – соєве борошно+рамноза (10+5 г/л), 2 – рамноза (5 г/л), 4 – 

соєве борошно+рамноза за збільшеної концентрації мінеральних солей(10+5 г/л), 5 – 

рамноза (5 г/л) за збільшеної концентрації мінеральних солей) в залежності від часу 

культивування 

 

 

Рис. 3.14 α-L-Рамнозидазна активність P. restrictum на базовому мінеральному 

середовищі за різних джерел вуглецю в динаміці. 1 – соєве борошно+рамноза (10+5 

г/л), 2 – рамноза (5 г/л), 3 – сахароза+рамноза (10+5 г/л); 4 – соєве борошно+рамноза 

за збільшеної концентрації мінеральних солей(10+5 г/л), 5 – рамноза (5 г/л) за 

збільшеної концентрації мінеральних солей, 6 –  сахароза+рамноза (10+5 г/л) за 

збільшеної концентрації мінеральних солей, 7 – грейпфрутова макуха+ рамноза 

(20,0+5,0 г/л), 8 – грейпфрутова макуха+ рамноза (20,0+5,0 г/л) за збільшеної 

концентрації мінеральних солей, 9 – грейпфрутова макуха (20,0 г/л) 
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Приблизно такою самою була динаміка накопичення α-галактозидази і у 

інших досліджених мікроміцетів (А. niger, R. oryzae, P. cyclopium). Так само у пізню 

стаціонарну фазу відмічено максимум α-L-рамнозидазної активності у 

психротолерантних бактерій та дріжджів (рис. 3.15). Оптимальна температура для 

максимального виходу ензимів, як правило, співпадала с оптимальною 

температурою росту мікроорганізмів і для мезофільних грибів була 25-28 оС, 

термофільних мікроміцетів – 42 оС, психротолерантних бактерій та дріжджів – 15-25 

оС. 

 

 
 

 Рис. 3.15 Динаміка накопичення протеїну та α-L-рамнозидазна активність 

психротолерантних мікроорганізмів (16 оС) 

 

Всі використані джерела азоту, крім нітриту натрію, забезпечували продукцію 

α-галактозидази. Найвища активність була показана за використання сульфату та 

нітрату амонію (рис. 3.16). На природних азотних джерелах ензиматична активність 

була нижчою, ніж на мінеральних, а найвищий рівень накопичення протеїну та 

ензиму спостерігався при додаванні пептону як єдиного джерела азоту. Однак 
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найбільш ефективною була комбінація сульфату амонію (2 г/л) та соєвого борошна 

(10 г/л). В цьому випадку активність була вищою більш ніж на 80 % у порівнянні з 

використанням однієї сполуки. Ефективність соєвого борошна пояснюється як 

високим вмістом джерел органічного азоту, так і значною кількістю вуглеводів. Всі 

ці фактори необхідні як для росту мікроорганізму, так і для біосинтезу ензимів. 

 

 
Рис. 3.16 Залежність активності α-галактозидази P. restrictum від джерела 

азоту (7 доба культивування, 22 оС) 

 

Дані щодо впливу джерел азоту на α-L-рамнозидазну активність даного 

продуцента наведені на рис. 3.17. Слід відмітити, що чотири останні є складними 

сполуками, вплив яких не обмежується тільки присутністю органічного азоту.   
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Рис. 3.17 Вплив різних джерел азоту на α-L-рамнозидазну активність 

P. restrictum 

 

Одже, нами було показано, що максимуми ензиматичної активності та 

продуктивності на різних середовищах для різних ензимів не співпадали у часі, що є 

характерним для синтезу вторинних метаболітів. Так, активність продовжувала 

збільшуватися на фоні зниження загальної секреції протеїну, що може бути 

наслідком або індукції активності невідомими новоутвореними метаболітами 

культури, або навпаки, руйнуванням інгібіторів. Таким чином, це питання потребує 

додаткових досліджень для виявлення зв’язку між активністю α-галактозидази за 

одиницю часу та продукцією ензиму. Також слід відмітити, що збільшення 

концентрації мінеральних солей дозволяло отримувати вищі показники α-

галактозидазної, але не α-L-рамнозидазної, активності протягом всього періоду 

ферментації. 

Отже, наші дослідження показали, що для пошуку продуцентів α-галактозидаз 

та α-L-рамнозидаз серед мікроміцетів придатним є базове (або з незначними 

модифікаціями) середовище Чапека, де як джерело вуглецю використано галактозу, 
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рамнозу, нарингін, галактоманан гуару. Додавання до середовища культивування 

соєвого борошна дозволяє у більшості випадків підвищити як синтез протеїнів в 

цілому, так і синтез α-галактозидаз зокрема. Для продукції α-L-рамнозидаз 

оптимальним джерелом вуглецю є рамноза. Джерела азотного живлення є менш 

вагомими для синтезу глікозидаз, і, як правило, неорганічні солі забезпечують 

високі рівні активності глікозидаз у культуральній рідині продуцентів. На підставі 

даних про вплив джерел живлення на прояв культурою тієї чи іншої активності, 

можна розробляти стратегію отримання переважно того чи іншого ензиму з 

культуральної рідини продуцентів шляхом варіювання умов культивування. 

Таким чином, під час масштабного скринінгу було досліджено здатність 

деградувати полісахаридні та глікозидні субстрати мікроорганізмами різних 

таксономічних груп, виділених із помірних та екстремальних екотопів. 

Продемонстровано, що позаклітинна глікозидазна активність відмічалася у 

більшості досліджених культур в умовах досліду, але спектр цієї активності сильно 

варіював в залежності як від місця виділення, так і від штаму мікроорганізму. 

Показано, що скринінг продуцентів глікозидаз доцільно проводити у місцях, багатих 

на полісахариди та глікозиди. І хоча протягом зберігання культур мікроорганізмів у 

колекції спостерігається деяке зниження їхньої глікозидазної активності, однак у 

більшості випадків воно не супроводжується повною втратою активності навіть за 

тривалого зберігання (≈20-30 років). Показано, що ґрунтові мікроміцети є 

активними продуцентами як α-галактозидаз, так і α-L-рамнозидаз, однак активність 

культур варіює у широкому діапазоні у штамів одного виду і роду. Встановлено 

значний біотехнологічний потенціал психротолерантних дріжджів та  морських 

бактерій як продуцентів α-L-рамнозидаз, так і широкого спектру целюлозо-

деградувальних ензимів. Зважаючи на особливості будови протеїнів таких 

мікроорганізмів, які сформувалися у відповідь на умови існування, можна очікувати 

на отримання промислових ензимів із цих джерел з новими властивостями, 

особливо термо-, гало-, баростійкістю. Використання складних органічних джерел 

вуглецю та азоту, як галактоманан гуару, соєве борошно, нарингін, дозволяє 

індукувати широкий спектр  глікозидазних активностей у мікроорганізмів різних 
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таксономічних груп. Моносахариди рамноза, галактоза та дисахарид мальтоза 

дозволяють отримувати високі показники α-галактозидазної та α-L-рамнозидазної 

активності за відповідних умов культивування мікроорганізмів.  

В результаті скринінгу нами було відібрано ряд штамів з високою α-

галактозидазною та α-L-рамнозидазною активністю. Це мікроміцети P. restrictum, 

P. tardum, E. erubescens, P. commune та дріжджова культура С. albidus. Висока 

ензиматична активність вивчених культур дозволяє розглядати їх як продуцентів α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз для використання в біотехнологічних процесах 

переробки рослинної сировини в різних галузях: паперовій, харчовій, кормовій, 

фармацевтичній промисловості, виробництві біопалива. 

Результати, викладені у розділі, опубліковані у наступних роботах: [328-361]. 
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РОЗДІЛ 4 

ВИДІЛЕННЯ І ХАРАКТЕРИСТИКА α-L-РАМНОЗИДАЗ І α-ГАЛАКТОЗИДАЗ 

МІКРОМІЦЕТІВ І ДРІЖДЖІВ 

 

Для успішного дослідження властивостей ензимів необхідно провести 

виділення та очистку їх із культуральної рідини продуцентів. Для досягнення цієї 

мети використовують різні методи препаративної хімії: осадження, 

ультрацентрифугування, розділення на колонках за масою та зарядом. 

 Для виділення α-L-рамнозидаз та α-галактозидази було використано 

розроблену нами схему очистки з незначними варіаціями в залежності від культури 

продуцента (рис. 4.1). Виділення протеїна проводили за допомогою фракціонування 

сульфатом амонію, з наступним розділенням на ТСК-гелях та сефарозі. 

 

 

  Рис. 4.1 Основні етапи виділення і очистки глікозидаз 
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4.1 Виділення та очистка α-L-рамнозидаз E. еrubescens C. albidus, P. tardum 

та P. restrictum 

 

Для виділення і очистки α-L-рамнозидаз E. еrubescens та C. albidus 

використовували супернатант культуральної рідини, отриманий в результаті 

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

г/л) як єдиного джерела вуглецю. В процесі очистки використовували 

фракціонування сульфатом амонію, гель-фільтрацію, іонообмінну хроматографію і 

рехроматографію на сефарозі 6В з незначними варіаціями.  

На початкових етапах препарати α-L-рамнозидаз E. еrubescens проявляли крім 

α-L-рамнозидазної й інші глікозидазні активності: β-галактозидазну, β-глюкозидазну 

та β-N-ацетилглюкозамінідазну. В результаті іонообмінної хроматографії на 

Fractogel DEAE-TSК-650-s з використанням градієнта NaCl (0-1 М) та 

рехроматографії на сефарозі 6В були отримані ензимні препарати, в яких виявлена 

активність тільки α-L-рамнозидази (табл. 4.1). Активні фракції були вільними від 

нуклеїнових кислот і містили близько 5 % вуглеводів. 

 Очистка 2-х форм α-L-рамнозидази C. albidus відбувалася за подібною схемою 

(рис.4.1, табл. 4.1). Однак фінальні активні фракції проявляли крім α-L-

рамнозидазної ще і β-глюкозидазну активності. Загалом специфічна активність 

ензимів, отриманих за використання різних джерел вуглецю, відрізнялася дуже 

незначною мірою, в межах статистичної похибки. 

Була показана гомогенність ензимів E. еrubescens та C. albidus у нативній та 

денатуруючій системах (рис. 4.2, 4,3). Мм протеїну E. еrubescens (α-Ram R) склала 

40 кДа, що може свідчити про мономерну будову молекули ензиму. Мм протеїну 

C. albidus (α-Rham R) склала 50 кДа в обох системах, що також дозволяє припустити 

мономерну будову ензиму. Результати електрофорезу у ДСН-ПААГ та гель-

фільтрації у нативній системі свідчать про прояв двох активностей  ензимом 

C. albidus: α-L-рамнозидазної та β-глюкозидазної. Це дозволяє припустити, що 

даний ензим є нарингіназою. Але в подальшому, при характеристиці даного ензиму 

ми будемо притримуватися все ж більш широкої назви – α-L-рамнозидаза. 
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Таблиця 4.1 – Виділення і очистка α-L-рамнозидаз E. erubescens та C. albidus 

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** 

4,2*** 

6,3**** 

0,22* 

0,024** 

0,02*** 

0,03**** 

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** 

0,24*** 

0,12**** 

0,41* 

0,008** 

0,002*** 

0,001**** 

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** 

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

***– β-галактозидазна активність; **** – β-N-ацетилглюкозамінідазна активність. α-

Ram R/α-Rham R – ензим, отриманий за вирощування на середовищі з рамнозою; α-

Ram N/α-Rham N – ензим, отриманий за вирощування на середовищі з нарингіном 
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 Рис. 4.2 Молекулярна маса α-L-рамнозидази E. erubescens (α-Ram R): а – у 

системі ДСН-ПААГ, б – у нативній системі. а) 1 – білки маркери: бичачий 

сироватковий альбумін (67,0 кДа), овальбумін курячого яйця (43,0 кДа), 

карбоангідраза (30,0 кДа), інгібітор трипсину сої (20,0 кДа), 2 – α-L-рамнозидаза 

E. erubescens; б) рибонуклеаза (13,7 кДа) (1), протеїназа К (25 кДа) (2), овальбумін 

курячий (43 кДа) (3), бичачий сироватковий альбумін (67 кДа) (4), Е – ензим 

E. erubescens  

 

 

Рис. 4.3 Молекулярна маса α-L-рамнозидази C. albidus (α-Rham R): а – у 

нативній системі, б – у системі ДСН-ПААГ: а) 1 – білки маркери (як на рис. 4.2), Е – 

ензим C. albidus  
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За дещо відмінною схемою очистки було отримано ще два препарати α-L-

рамнозидаз  – P. tardum та P. restrictum. Так у цих випадках для виділення ензимів 

використовували тільки один етап висолювання, а саме 90 % насичення 

культуральної рідини сульфатом амонію, а також не проводили повторну гель-

фільтрацію на сефарозі α-L-рамнозидази P. tardum (табл. 4.2). Крім того, для 

іонообмінної хроматографії P. restrictum було використано ТСК-гель Тoyoperl 650М 

(табл. 4.3).  

 

Таблиця 4.2 – Виділення і очистка α-L-рамнозидази P. tardum 

Етапи очистки 

Загальний 

протеїн,  

мг 

Загальна 

активність, 

од 

Специфічна  

активність, 

од/мг 

Вихід, 

% 

Ступінь 

очистки 

Супернатант 

культуральної 

рідини (0,1 л)  

175 

210* 

128** 

81,5*** 

97,5**** 

1,2* 

0,73** 
100* 1 

90 % сульфат 

амонію 
126,9 

190,4* 

105** 

69*** 

83**** 

1,5* 

0,82** 
72,5* 1,25 

TSK-гель 

Toyopearl HW-60. 
44,45 

180,1* 

61,2** 

45,3*** 

51,1**** 

4,01* 

1,38** 
25,4* 3,4 

Fractogel DEAE-

650-s  
2,9 96* 33,1* 1,7* 27,6 

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

***–β-галактозидазна активність; **** – β-N-ацетилглюкозамінідазна активність 

 

В результаті 27,6-кратного очищення з культуральної рідини P. tardum була 

отримана протеїнова фракція α-L-рамнозидази зі специфічною активністю 33,1 

од/мг. В очищеному препараті були відсутні β-глюкозидазна, β-галактозидазна та β-

N-ацетилглюкозамінідазна активності, які відзначалися на початкових етапах 

очищення. На електрофореграмі у системі ДСН-ПААГ була присутня одна смуга з 

Мм 95 кДа (рис. 4.4а). Молекулярна маса α-L-рамнозидази за даними гель-фільтрації 
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на сефарозі 6В, також склала близько 95 кДа (рис. 4.4б). На підставі цих результатів 

можна зробити висновок про мономерну структуру отриманого ензиму. Більшість 

описаних на цей час грибних α-L-рамнозидаз також є мономерними ензимами з Мм 

40-240 кДа [362-365].  

 

 

Рис. 4.4 а) Мм α-L-рамнозидази P. tardum у системі ДСН-ПААГ. 1. –Маркери 

Мм, 2. – ензимний препарат після гель-фільтрації, 3 – ензимний препарат після 

іонообмінної хроматографії; б) рибонуклеаза (13,7 кДа) (1), протеїназа К (25 кДа) 

(2), овальбумін курячий (43 кДа) (3), бичачий сироватковий альбумін (67 кДа) (4), Е 

– препарат P. tardum 

 

Із культуральної рідини P. restrictum нам вдалося отримати два ензимні 

препарати – з -галактозидазною та α-L-рамнозидазною активностями (табл. 4.3). 

На етапі гельфільтрації обидві ензиматичні активності спостерігали в одному 

протеїновому піці. На етапі іонообмінної хроматографії нам вдалося розділити 

фракції з різними активностями та отримати окремо ензимні препарати з α-

галактозидазною та α-L-рамнозидазною активністю. За даними гель-фільтрації Мм 

α-L-рамнозидази та α-галактозидази P. restrictum склали 50 та 17 кДа відповідно 

(рис. 4.5). 
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Таблиця 4.3 – Очистка α-Lрамнозидази та α-галактозидази P. restrictum 

Етапи очистки 
Загальний 

протеїн, мг 

Загальна 

активність, 

од 

Специфічна 

активність, 

од/мг 

Вихід, 

% 

Ступінь 

очистки 

Супернатант 

культуральної 

рідини (0,5 л) 

450 

550* 

400** 

3000*** 

1,2* 

0,9** 

6,7*** 

100 1 

90 % сульфат амонію 390 

500* 

390** 

2700*** 

1,3* 

1,0** 

6,9*** 

86 1,1 

TSK-gel Toyopearl 

HW-55. 
120 

264* 

192** 

2123*** 

2,2* 

1,83** 

17,69*** 

26 

1,8* 

2,03** 

2,64*** 

Toyopearl DEAE-

650М 

20* 

52*** 

171* 

1444*** 

8,57* 

27,76*** 

4,4* 

12*** 

7,14* 

4,1*** 

Sepharose 6B 
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  

 

 

Рис. 4.5 Мм α-галактозидази (E1) та α-L-рамнозидази (E2) P. restrictum, 

визначена у нативній системі. Молекулярні маркери: рибонуклеаза (13,7 кДа) (1), 

протеїназа К (25 кДа) (2), овальбумін курячий (43 кДа) (3), бичачий сироватковий 

альбумін (67 кДа)(4) 
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Таким чином, всі виділені α-L-рамнозидази були мономерними протеїнами з 

молекулярними масами від 40 до 95 кДа. Єдина виділена α-галактозидаза 

P. restrictum мала Мм ≈ 17 кДа та відрізнялася від раніше описаних та виділених α-

галактозидаз A. niger, C. cladosporioides, P. canescens, які були тетрамерами з Мм 

400 та 430 кДа [115, 366, 367]. Ці α-галактозидази та α-L-рамнозидази P. commune 

також були виділені і очищені за раніше описаними схемами [115, 348, 366] для 

проведення порівняльної характеристики властивостей глікозидаз різних 

мікроорганізмів. Специфічна активність α-L-рамнозидаз P. commune склала 115 (1) 

та 45 (2) од/мг, α-галактозидаз A. niger, C. cladosporioides, P. canescens – 15, 34 та 55 

од/мл відповідно. 

 

4.2 Порівняльна характеристика амінокислотного та моносахаридного 

складу глікозидаз 

 

Результати дослідження амінокислотного складу різних глікозидаз (рис. 4.5) 

продемонстрували певні кількісні відмінності між α-L-рамнозидазами C. albidus,  

E. erubescens та P. commune. Якщо для перших двох ензимів був характерним 

високий вміст аспарагінової (14,8/16,4 % відповідно), глутамінової кислот (17,5/9,1 

відповідно) та гліцину (15,5/9,5 % відповідно), то для α-L-рамнозидаз P. commune 1 

та 2 встановлено високий вміст гістидину (16,9/15,5 відповідно). Вміст гліцину був 

найвищим в α-L-рамнозидази C. albidus, а найнижчим у P. commune (6,7/3,1 %). За 

співвідношенням вмісту основних та кислих амінокислот α-L-рамнозидизи 

C. albidus та E. erubescens дуже подібні до α-галактозидаз мікроміцетів A. niger, P. 

canescens та C. cladosporioides (рис. 4.5), компонентний склад яких досліджено 

раніше [115, 366]. 

Показано, що відсоток гідрофобних амінокислот у досліджених α-L-

рамнозидаз, які відповідають за стабільність молекули протеїну, складає від 30 до 36 

% від загального вмісту (рис. 4.6). Однак слід відмітити, що у α-L-рамнозидаз 

C. albidus, E. erubescens та P. commune 1 переважний внесок належить аліфатичним 
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амінокислотам (74, 78 та 74 % відповідно), а у α-L-рамнозидази  P. commune 2 серед 

гідрофобних амінокислот переважають фенілаланін та пролін (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 всі інші 

досліджені глікозидази. Присутність значних кількостей проліну може формувати 

менш гнучку конформацію молекули α-L-рамнозидази  P. commune 2.  

 

 

Рис. 4.5 Співвідношення різних груп амінокислот у молекулах α-L-рамнозидаз 

та α-галактозидаз  

 

Рис. 4.6 Відносний вміст гідрофобних амінокислот α-L-рамнозидаз різних 

продуцентів 
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Про відносно меншу гнучкість свідчать і показники співвідношення деяких 

кислих і основних амінокислот (рис. 4.7) у цього ензиму в порівнянні з інщими 

дослідженими глікозидазами. Ці особливості амінокислотного складу очікувано 

будуть знаходити відображення у властивостях ензимів, насамперед 

термостабільності. 

 

 

Рис. 4.7 Співвідношення деяких кислих і основних амінокислот у α-L-

рамнозидаз різних продуцентів 

 

До складу α-L-рамнозидаз P. commune, P. tardum, C. albidus і E. erubescens 

також входять вуглеводи, вміст яких складає 15, 12, 5 та 1% від сухої маси 

препаратів відповідно. Досліджені α-L-рамнозидази різнились за кількісним та 

якісним вмістом моносахаридів (рис. 4.8). Так, домінуючими моносахаридами α-L-

рамнозидази C. albidus були арабіноза і маноза, в той час як у α-L-рамнозидази 

E. erubescens  маноза, фукоза, глюкоза і рамноза містилися майже в однакових 

кількостях. Для α-L-рамнозидаз P. commune 1 і 2 домінуючими були галактоза та 

рамноза відповідно. D-Глюкозамін було виявлено тільки у α-L-рамнозидаз P. 

commune 1. Для порівняння, досліджені α-галактозидази мікроміцетів мали вужчий 

набір моносахаридів [115, 366] та всі містили D-глюкозамін та манозу (рис. 4.8), які 

є ключовими залишками N- та О-глікозилювання протеїну відповідно. 
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Рис. 4.8 Порівняльний вміст моносахаридів у складі глікозидаз різних 

мікроорганізмів (% до загальної суми площ піків)  

 

4.3 Фізико-хімічні властивості глікозидаз (рН- та термооптимум, 

стабільність) 

  

Важливою характеристикою будь-яких ензимів є оптимальні умови їхньої дії, 

які в першу чергу визначаються залежністю активності і стабільності ензимів від рН 

і температури. У всіх отриманих ензимів були досліджені фізико-хімічні 

властивості. Порівняння фізико-хімічних властивостей α-галактозидази P. restricrum 

проводили з характеристиками виділених раніше α-галактозидаз мікроміцетів [115, 

366]. 

Було показано, що термооптимуми дії для всіх досліджених α-L-рамнозидаз і 

α-галактозидаз відмічали за 60 оС, крім α-L-рамнозидази P.restrictum, для якої 

термооптимум становив 65 оС (табл. 4.4).  
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Таблиця 4.4 – Фізико-хімічні властивості α-L-рамнозидаз та α-галактозидаз 

Параметр 

α-L-Рамнозидаза 

C
. 

a
lb

id
u

s 

E
. 

er
u

b
es

ce
n

s 

P
. 

ta
rd

u
m

 P.  commune 

P
. 

re
st

ri
cr

u
m

 

1 2 

Молекулярна 

маса, кДа 
50±2,1 40±1,9 95±3,8 120±5,2 105±2,9 50±2,4 

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
. 

re
st

ri
cr

u
m

 

A
. 

n
ig

er
  

[1
1
5

] 

P
. 

ca
n
es

ce
n
s 

[3
6

6
] 

C
. 

cl
a
d
o
sp

o
ri

o
id

es
 

[3
6

6
] 

Молекулярна 

маса, кДа 
17±0,4 430±2,8 

(гексамер) 

400±2,5 

(гексамер) 

400±3,2 

(гексамер) 

Вуглеводний 

компонент, % 
нв 10±0,2 16,5±0,3 10,9±0,3 

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

рН-стабільність 4,0-6,0 3,0-7,0 4,0-7,0 4,0-7,0 

Термооптимум, °С 60±2,1 60±3,1 50±2,5 50±1,8 

Термостабільність

рН 5,0 

50 %  

(60 оС, 210 хв)  

50 %  

(50 оС, 90 хв) 

50 %  

(60 оС, 120 хв) 

50 % 

(60 оС, 210 хв) 

Примітка: «нв» – не визначали 

 

Близькі значення термооптимумів показані і для ряду α-L-рамнозидаз інших 

мезофільних мікроміцетів, наприклад, T. longibrachiatum, A. kawachii, 

P. aurantiogriseum, A. tubingensis, A. oryzae [243, 263, 267]. Вищі показники 
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термооптимумів відзначаються лише в ензимів термофільних бактерій та грибів. 

Так, у α-L-рамнозидази термофільної бактерії D. thermophilum [259] з діапазоном 

активності 37-95 оС термооптимум знаходиться при 95 оС, а у α-L-рамнозидази 

T. maritima MSB8 за 86,5 оС [368]. 

α-L-Pамнозидаза P. tardum була стабільна протягом 3 годин у діапазоні 

температур від 45 до 55 оС за рН 4,0-6,0, а протягом 90 хв зберігала від 80 до 50 % 

вихідної активності за 60 і 70 оС (рис. 4.9). При підвищенні температури до 75 оС 

протягом 60 хв активність знижувалася на 50 %, а після 2,5 години інкубації за цих 

умов залишалося до 5 % від вихідної активності. 

 

 

Рис. 4.9 Термостабільність α-L-рамнозидази P. tardum, рН 5,2 

 

Високу термостабільність демонстрували також інші досліджені α-L-

рамнозидази., при чому, термостабільність α-L-рамнозидаз Е. erubescens та 

C. albidus залежала також від способу вирощування продуцента, а саме джерела 

вуглецю. Відомо, що якісний і кількісний склад вуглеводного компонента 

глікопротеїну може варіювати залежно від складу поживного середовища. А це в 

свою чергу може впливати на конформаційну стабільність ензиму. Так для α-L-

рамнозидази A. terreus [254] показана підвищена стабільність у випадку 

використання нарингину як джерела вуглецю, у порівняння з вирощуванням на 
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рамнозі. Наші результати також свідчать про відмінності в термостабільності двох 

α-L-рамнозидаз при різних способах вирощування культури (рис. 4.10, 4.11). Обидві 

форми ензимів цих продуцентів зберігали 80-100 % активності за 20-50 оС протягом 

3 годин інкубації. 

 

Рис. 4.10 Термостабільність α-L-рамнозидаз С. albidus (α-Rham N та α-Rham 

R), pH 5,2, отриманих за використання різних джерел вуглецю  

 

 

Рис. 4.11 Термостабільність α-L-рамнозидаз E. erubescens (α-Ram N та α-Ram 

R) в залежності від джерела вуглецю при культивуванні, pH 5,2 
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Високу термостабільність проявляли також α-L-рамнозидаза та α-

галактозидаза Р. restrictum. В діапазоні рН 4,0-6,0 період напівжиття α-

галактозидази за 60 оС складав 180-210 хв, а за 65 оС – 20 хв (рис. 4.12). 

Термостабільність ензиму була вищою, ніж у описаних раніше α-галактозидаз 

мікроміцетів (табл. 4.4). За значень рН 5,0 період напівжиття α-L-рамнозидази 

Р. restrictum за 65 оС складав 60 хв, а за 70 оС – 45 хв (рис. 4.13). Найменшу 

стабільність в умовах термоденатурації проявляли α-L-рамнозидази P. commune, які 

були швидко втрачали активність за температур вищих за 40-50 оС. При тому, що 

дані протеїни містили у своєму складі найвищий відсоток вуглеводів. Зазвичай 

високий ступінь глікозилювання супроводжується підвищеною стабільністю 

протеїну до термоденатурації, а також протеолізу. Однак серед досліджених α-L-

рамнозидаз найвищу термостабільність проявив ензим С. albidus зі ступенем 

глікозилювання 1 %. 

 

 

 Рис. 4.12 Термостабільність α-галактозидази P. restrictum за різних 

температур і рН  
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Рис. 4.13 Термостабильность α-L-рамнозидази Р. restrictum за різних 

температур (pH 5,0). 

  

 Оптимуми рН для α-L-рамнозидаз мікроміцетів зазвичай знаходяться в кислій 

області. Показано, що для більшості α-L-рамнозидаз аспергілів рН-оптимум 

знаходився в діапазоні значень 4,0 – 5,0 [243, 258, 267, 362-364]. Також описані α-L-

рамнозидази у яких рН-оптимум зрушений в нейтральну та слабо лужну область, як 

у P. decumbens з рН-оптимум 6,7 та A. terreus з рН-оптимум 6-8 [369, 370]. Є дані і 

про луготолерантні α-L-рамнозидази A. clavato-nanicus MTCC-9611 та F. moniliforme 

MTCC-208 з рН-оптимумом 10,0 та 10,5 [233, 362]. Для α-L-рамнозидази P. tardum 

було показано, що рН-оптимум дії знаходиться при 5,0 (табл. 4.4), а в діапазоні рН 

4.0 - 6,0 за 37 оС ензим зберігає активність на рівні 90-100% протягом 300 хв, а за 

20 оС – понад 48 годин. Для α-L-рамнозидаз E. erubescens та C. albidus рН-оптимум 

також знаходився при 5,0 (табл. 4.4), а в діапазоні рН 4,0 – 6,0 також відмічали 

високу стабільність ензимних препаратів (рис. 4.14, 4.15). 

Є дані і про луготолерантні α-L-рамнозидази A. clavato-nanicus MTCC-9611 та 

F. moniliforme MTCC-208 з рН-оптимумом 10,0 та 10,5 [233, 362]. Для α-L-

рамнозидази P. tardum було показано, що рН-оптимум дії знаходиться при 5,0 (табл. 

4.7), а в діапазоні рН 4.0 - 6,0 при 37 оС ензим зберігає активність на рівні 90-100% 

протягом 300 хв, а за 20 оС – понад 48 годин. Для α-L-рамнозидаз E. erubescens та 
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C. albidus рН-оптимум також знаходився при 5,0 (табл. 4.4), а в діапазоні рН 4,0 – 

6,0 також відмічали високу стабільність ензимних препаратів (рис. 4.14, 4.15). 

 

  

Рис. 4.14 Вплив рН на стабільність α-L-рамнозидази E. erubescens (α-Ram R), 

20 oC, 0,1 М ФЦБ  

 

 

Рис. 4.15 Вплив рН на стабільність α-L-рамнозидази C. albidus (α-Rham R), 

20 oC, 0,1 М ФЦБ 
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Показано, що ензим P. tardum активний в інтервалі значень рН від 4,0 до 6,0, 

але оптимум його дії знаходиться при рН 5,0. За значень рН 4,0–6,0 при 37оС 

протягом 90 хв інкубації зберігається до 90–100% від вихідної активності ензиму 

(рис. 4.16). α-Галактозидаза та α-L-рамнозидаза P. restrictum зберігали 100 % 

активності за рН 4,0-5,0 у діапазоні температур 20-50 о протягом 4 годин інкубації та 

під час зберігання при 4 оС. Іншими дослідниками [224] показано, що значення рН 

оптимуму дії α-L-рамнозидази грибних і бактеріальних продуцентів варіюють у 

широкому діапазоні від 2,0 до 11,0. Але на відміну від бактеріальних ензимів, які 

діють в області, близькій до нейтральної або лужної, грибні α-L-рамнозидази більш 

активні за слабокислих значень. 

 

  

Рис. 4.16 рН-стабільність α-L-рамнозидази P. tardum за 37 оС, 0,1 М ФЦБ 

  

Отримані дані щодо високої стабільності досліджуваних ензимів при 

температурах від 15 до 60 оС, а також за нейтральних і слабокислих значень рН є 

вагомими для подальших перспектив їхнього використання у харчовій та 

фармацевтичній промисловості. 
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4.4 Стійкість α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз до дії протеолітичних 

ензимів 

 

 Активність α-галактозидази P. restrictum оцінювали після обробки протеазою 

S. griseus, протеїназою К, протеазою Вacillus sp. та трипсином (табл. 4.5). Показано, 

що α-галактозидази P. restrictum зберігала понад 90 % активності через 24 год 

інкубації з протеазами. Висока стійкість до дії протеолітичних ензимів була 

відмічена і для інших α-галактозидаз. Так встановлено (табл. 4.5), що олігомерні α-

галактозидази з A. niger, C. cladosporioides P. canescens, також мають високу 

стійкість до дії таких металопротеазпротеаз як еластаза та колагеназа, а також 

серинових протеаз – протеїнази К, пронази Е, протосубтиліну та трипсину.  

  

Таблиця 4.5 – Активність глікозидаз за присутності протеолітичних ензимів, 

(24 год, 20 оС, рН 5,0) 
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P. restrictum - 99,8±3,1 109,5±4,1 104,2±2,8 - 95,2±2,5 - 

А. niger 112,8±3,5 91,3±3,5 - 95,5±1,5 90,1±4,1 88,9±3,4 93,9±2,5 

P. canescens 92,8±2,6 105,5±3,7 - 101±3,1 110,8±2,3 110,6±3,3 96,4±3,2 

C. cladosporioides 105±5,5 103,5±2,6 - 96,7±2,9 96,3±1,7 103,4±4,1 102,5±1,9 

Примітка: «-» не досліджували 

 

Ми не спостерігали зниження активності всіх α-галактозидаз при 

витримуванні їх у розчині з протеазами за 20 °С протягом 24-48 годин. Однак при 

підвищенні температури відзначено деякі відмінності. Так α-галактозидаза A. niger 

була найменш стійка до протеолізу в умовах термоденатурації, всі протеази сприяли 

прискоренню інактивації ензиму (рис. 4.17а). Протеїназа К та проназа Е також 
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повністю інактивували α-галактозидази P. canescens та C. cladosporioides за 

підвищення температури. У присутності трипсину також прискорювалася 

термоденатурація α-галактозидази C. cladosporioides (рис. 4.17б,в). 
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Рис. 4.17 Активність -галактозидаз A. niger (а), P. canescens (б) та 

C. cladosporioides (в) у присутності протеолітичних ензимів за 20 оС та 55 оС 

 

4.5 УФ-резистентність глікозидаз мікроміцетів 

 

Встановлення механізму впливу ультрафіолетового (УФ) опромінення на 

протеїни має важливе загальнобіологічне значення [371, 372]. Деструктивно-

модифікуюча дія ультрафіолетового світла пов’язана з фотохімічними 

ушкодженнями протеїнової макромолекули. У механізмі УФ-інактивації провідну 

роль грають протеїнові хроматофори (триптофан, тирозин, фенілаланін, гістидин, 

цистин) та їхнє розташування. Деструкція амінокислотних залишків, що входять до 

активного центру ензиму або впливають на їх конформацію, може призвести до 

втрати функціональної активності протеїну. 

В результаті вивчення зміни каталітичної активності α-галактозидази 

P. canescens під впливом УФ-світла було показано, що протягом перших 30 хв 

опромінення в дозі 900 Дж/м2 спостерігали достовірне зниження активності на 20 % 

(рис. 4.18). При збільшенні дози до 7200 Дж/м2 відмічено зниження активності 

вдвічі порівняно з контролем. Процес інактивації ензиму являє собою суму кількох 

експонент, що, можливо, пов'язано з четвертинною будовою молекули ензиму та 
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наявністю порівнянних кількостей модифікованих та немодифікованих УФ-світлом 

ділянок протеїну. 

 

Рис. 4.18 УФ-індуковані зміни активності α-галактозидази P. canescens (20 оС, 

рН 5,0) 

 

Також проводили опромінення інших ензимів. Показано, що всі досліджені 

глікозидази проявляли достатньо високу стійкість до опромінення, за винятком α-L-

рамнозидази P. tardum (рис. 4.19) і, в цілому, динаміка інактивації для різних 

глікозидаз відрізнялася ступенем, але не характером.  

Інактивація протеїну може супроводжуватися такими ефектами, як 

розгортання молекули та агрегація молекул протеїну, які можуть супроводжуватися 

зниженням, так і підвищенням активності. Внаслідок розриву дисульфідних зв'язків 

протеїн може втратити четвертинну структуру, що також призведе до його 

денатурації. Розглянемо деякі етапи УФ-інактивації на прикладі α-галактозидази P. 

canescens. Раніше було встановлено, що α-галактозидаза P. canescens є 

гомогексамером з молекулярною масою 400 кДа [366]. Ензим функціонує в 

олігомерному стані, у той час як окремі субодиниці активності не проявляють. В 

результаті гель-фільтрації на Sepharose 6B було показано (рис. 4.20а), що профілі 
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елюції по протеїну та активності нативних та опромінених зразків практично 

збігалися. При цьому спостерігалося деяке зниження концентрації протеїну та поява 

фракцій з нижчою молекулярною масою, що може бути наслідком існування 

одночасно двох форм ензиму: активного гексамеру та неактивних ди- або 

мономерів. Однак, оскільки показано досить високу стійкість до фотодеструкції, ми 

припускаємо, що переважно реалізується механізм УФ-інактивації через вплив на 

ароматичні амінокислоти та цистеїн, а не через розрив дисульфідних зв'язків. Така 

сама картина спостерігалася і для інактивованих α-галактозидаз A. niger (рис.4.20б) 

та С. сladosporioides. 

 

 

Рис. 4.19 Динаміка зміни активності глікозидаз під час УФ-опромінення 

(20 оС, рН 5,0) 
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Рис. 4.20 Гель-хроматографія нативних та УФ-інактивованих α-галактозидаз 

P. canescens (а), A. niger (б) на Sepharose 6В 

 

 Показано, що спектри поглинання та дії α-галактозидаз P. canescens схожі за 

формою (рис. 4.21а). Відомо, що в області 200-230 і 270-300 нм поглинання протеїну 
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обумовлено в основному ароматичними амінокислотами, а в області 240-250 нм – 

сульфгідрильними групами цистеїну та дисульфідними групами цистину. Можна 

відзначити, що у випадку α-галактозидаз P. canescens та C. сladosporioides (рис. 

4.21) ефективність поглинання в області ароматичних амінокислот (можливо 

тирозину та триптофану, меншою мірою гістидину) вища, ніж в області поглинання 

-SH-груп. Для α-галактозидази A. niger, навпаки, показаний значний внесок -SH-

груп (рис. 4.22) 

 

  

Рис. 4.21 Спектр поглинання α-галактозидази і спектр інактивации α-

галактозидаз P. canescens (а) та C. cladosporioides(б) під дією УФ-опромінення 

 

 Отримані результати укладаються в сучасні уявлення щодо механізму 

фотоінактивації олігомерних білків, до яких відносяться досліджені α-

галактозидази. Вплив у дозах до 600 Дж/м2 не призводить до значних змін 

активності ензимів, при дозах вище 900 Дж/м2 спостерігаються достовірні зміни 

функціональної активності ензимів, які можуть бути спричинені як з фотохімічним 

руйнуванням ароматичних амінокислот, так і з руйнуванням не тієї групи, яка 

поглинула світло, а тієї, що вступила в реакцію з первинним фотопродуктом.  
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Рис. 4.22 Спектр поглинання α-галактозидази і спектр інактивации α-

галактозидази A. niger під дією УФ-опромінення 

 

Внаслідок останньої реакції спостерігається інактивація ензиму через зміни 

просторової структури протеїну. Таким чином, можна припустити, що 

фотодеструкції активного центру в результаті УФ-опромінення не відбувається, а 

фотомодифікація ароматичних та сірковмісних амінокислот призводить до 

конформаційних перебудов, які супроводжуються зниженням каталітичної 

активності α-галактозидаз при високих дозах опромінення. 

Отже, в результаті проведеної роботи отримані високоочищені α-

галактозидази та α-L-рамнозидази. Встановлено, що α-L-рамнозидази С. albidus, 

P. commune, P. tardum та E. erubescens є мономерними глікопротеїнами. З 

культуральної рідини P. restrictum було отримано два ензими: з α-галактозидазу та 

α-L-рамнозидазу з Мм 17 та 50 кДа відповідно. Отримані ензими проявляли високу 

термостабільність у діапазоні рН 4,0-6,0, а також стійкість до дії протеолітичних 

ензимів та фотодеструкції.  

Результати, представлені у розділі, опубліковані у наступних роботах: [373-

385].  
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РОЗДІЛ 5 

ВПЛИВ ГЛІКОЗИЛЮВАННЯ НА СЕКРЕЦІЮ, КАТАЛІТИЧНУ 

АКТИВНІСТЬ І СТАБІЛЬНІСТЬ α-ГАЛАКТОЗИДАЗ МІКРОМІЦЕТІВ 

 

Глікозилювання - одна з найбільш важливих посттрансляційних модифікацій 

протеїну. Глікозилюванню піддаються як інтегровані мембранні, так і секреторні 

протеїни. Дослідження складу, структури, процесу синтезу і біологічного значення 

глікопротеїнів є надзвичайно важливими, оскільки вони можуть допомогти 

встановити структурно-функціональні наслідки глікозилювання і роль вуглеводного 

компонента в процесі функціонування протеїну [386, 387]. Глікозильовані білки 

відіграють важливу роль в біорегуляції, транспорті, впізнаванні біологічних 

макромолекул. 

 

5.1 N- і О-деглікозилювання -галактозидаз A. niger, C. cladosporioides, 

P. canescens 

 

Вплив інгібіторів глікозилювання досліджували на прикладі трьох -

галактозидаз: A. niger, C. cladosporioides, P. canescens. Оскільки нам не був відомий 

характер глікозилювання цих протеїнів, було проведено як N-деглікозилювання за 

допомогою тунікаміціну, так і О-деглікозилювання за допомогою 2-дезокси-D-

глюкози. Культури мікроміцетів були вирощені за присутності цих інгібіторів в 

стандартному поживному середовищі. Із супернатантів культуральних рідин 

A. niger, C. cladosporioides і P. canescens, вирощених в звичайних умовах і в 

присутності інгібіторів глікозилювання, були виділені і очищені методами 

хроматографії α-галактозидази. Вплив тунікаміціну досліджували в концентрації 15 

мкг/мл, оскільки високі концентрації (більше 50 мкг/мл) викликали зменшення 

росту міцелію. Показано (табл. 5.1), що в цьому випадку спостерігається зниження 

α-галактозидазної активності в культуральній рідині всіх трьох мікроміцетів, проте 

зменшення кількості загального секреторного протеїну відмічали тільки у 

C. cladosporioides і P. canescens (на рівні 15-18 %).  
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 Таблиця 5.1 – Вплив тунікаміцину і 2-дезокси-D-глюкози на секрецію і 

активність α-галактозидаз  

Показники 

Вміст протеїну, активність (% від контролю) 

Тунікаміцин, 

15 мкг/мл 

2-Дезокси- D-

глюкоза, 

100 мкг/мл 

2-Дезокси-D-

глюкоза, 

150 мкг/мл 

-Галактозидаза A. niger 

Протеїн 120 ± 5  110 ± 5  103 ± 6  

Активність 97 ± 2  104 ± 4  86 ± 2  

-Галактозидаза C. cladosporioides 

Протеїн 83 ± 3  102 ± 5  106 ± 5  

Активність 95 ± 5  140 ± 8  104 ± 5  

-Галактозидаза P. canescens 

Протеїн 85 ± 4  104 ± 5  102 ± 4  

Активність 58 ± 3  98 ± 5  108 ± 5  

 

Для того, щоб стверджувати, що зниження активності пов’язане з 

пригніченням секреції глікозидаз перевіряли кінетичні характеристики очищених 

ензимів (Кm і Vmax). Розрахунки Km для модифікованих ензимів показали, що 

спорідненність α-галактозидази A. niger до нітрофенільного субстрату не змінилась 

(Km нативного ензиму складав 1,1 ± 0,02 мМ, а модифікованого – 1,09 ± 0,02 мМ). 

При цьому спостерігали зниження значення Km для ензимів P. canescens (1,9 ± 0,03 

мМ) і C. cladosporioides (0,9 ± 0,01 мМ) в порівнянні з нативними ензимами (Km 

1,25±0,01 та 0,8±0,01 мМ відповідно). Слід зауважити, що показники питомої 

активності для всіх α-галактозидаз знижувалися (в 2 рази для A. niger, на 10-15 % 

для P. canescens і C. сladosporioides (рис. 5.1). 

В подальшому не спостерігалось зниження термостабільності (55-60 оС) і 

стійкості до протеолізу N-модифікованих глікозидаз P. canescens і 

C. cladosporioides. Це може свідчити про те, що зниження N-глікозилювання перш 

за все впливає на зміну вмісту цих ензимів в культуральному середовищі, а не на 

стабільність в умовах термоденатурації. Можна припустити, що секреція α-

галактозидази A. niger або не залежить від ступеня N-глікозилювання білкової 

молекули, або можливо, що в умовах експерименту зниження секреції було 
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настільки незначним, що потрапляло в діапазон похибки досвіду. Однак було 

відзначено зменшення періоду напівжиття ензиму за 55-60 °С з 70 до 30 хв. 

 

 

 Рис. 5.1 Специфічна активність нативних і модифікованих α-галактозидаз  

 

 У літературі є дані про те, що не завжди інгібування глікозилювания по N-

типу супроводжується зниженням рівня екзоензимів, тобто не спостерігається 

кореляції між N-глікозилюванням і секрецією [138, 388, 389]. У нашому випадку, 

можливо, спостерігається саме така ситуація. 

 Відомо [138], що використання 2-дезокси-D-глюкози викликає значне 

інгібування О-глікозилювання секреторних протеїнів. Так, за концентрації 

інгібітору 80 мкг/мл О-глікозилювання пригнічується на 20 %, при концентрації 160 

мкг/мл – на 40-55 % [138]. Однак навіть за таких значних змін у вуглеводній 

структурі зниження рівня секреції може і не спостерігатися. У наших експериментах 

(табл. 5.1) такого зниження і не було відмічено, крім варіанту використання 150 

мкг/мл 2-дезокси-D-глюкози при культивуванні A. niger. Однак і в цьому випадку, 

мова може йти про зміну каталітичних властивостей ензиму в результаті втрати 

вуглеводного компонента, так як в процесі очищення і зберігання протягом 2 

місяців активність -галактозидази A. niger була практично повністю втрачена і 

склала 0,02 од/мл. 
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 Водночас, N- та O-деглікозилювання призводило до зниження кількісного 

вмісту як окремих моносахаридів (табл. 5.2), так і загального вмісту вуглеводів.  

  

Таблиця 5.2 – 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 - - 

A. niger 

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 

P. canescens  

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 

C. cladosporioides  

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

 Примітка: «-» – моносахарид відсутній 

 

Так у -галактозидази P. canescens вміст вуглеводів знижувався з 16,5 % 

(нативний ензим) до 11,7 % (N-модифікований ензим) і 8,2 % (О-модифікований 

ензим). У A. niger відсоток вуглеводів у N-модифікованому ензимі складав 3,6, а у 

О-модифікованому – 3,2, тобто майже третину від нативного (10 %). N- та О-

глікозилювання майже не знижувало відсоток вуглеводів (11 %) у α-галактозидази 

C. cladosporioides (9,8 та 8,1 % відповідно). Дані моносахаридного складу (табл. 5.2) 

демонструють також значне зменшення кількості окремих моносахаридів в 

препаратах ензимів. В результаті N-деглікозилювання показано зниження вмісту 

манози на 5-70 % в залежності від ензиму (табл. 5.2). Найбільше зниження вмісту 

манози (на 70 %) відмічали у -галактозидази A. niger. В наслідок О-

деглікозилювання спостерігали зниження вмісту манози у ензимах A. niger та 

C. cladosporioides, та арабінози та рамнози – у P. canescens. Одночасно відзначалося 

різке зниження активності отриманих протеїнів в порівнянні з нативними (рис. 5.1). 
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Так, активність -галактозидази A. niger склала 0,33 од/мг, що майже в 9 разів 

менше активності нативного ензиму (2,6 од/мг). Активність частково 

деглікозильованих α-галактозидаз C. cladosporioides (3,3 од/мг) і P. canescens (19,66 

од/мг) також була нижче активності немодифікованих ензимів (відповідно 33,5 

од/мг і 53,1 од/мг). 

Зміна нормального О-глікозилювання часто супроводжується зниженням 

термо-, рН-стабільності, а також стійкості до дії протеаз, що може вказувати на 

конформаційні зміни, в той час, як N-зв’язані моносахариди, є, перш за все, 

сигналом для забезпечення нормального секреторного процесу. 

Дослідженнями термостабільності О-деглікозильованих -галактозидаз за 

55 оС встановлено зниження стабільності (до 20 %) усіх ензимів за інкубації в 

умовах досліду протягом 3 год (рис. 5.2).  

Також встановлено, що зниження кількості вуглеводів в молекулах α-

галактозидази P. canescens і C. cladosporioides супроводжується зниженням 

стійкості цих ензимів до дії протеаз в умовах температурного впливу (рис. 5.3, 5.4). 

При цьому α-галактозидаза P. canescens проявила вищу стійкість до дії трипсину, 

колагенази і протосубтилина, ніж до дії протеїнази К і пронази Е. 

  

 

Рис. 5.2 Залежність активності О-модифікованих α-галактозидаз A. niger, 

P. canescens, C. cladosporioides від часу при термоінактивації (рН 5,2, t=55 оС) 
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Рис. 5.3 Зміна активності -галактозидази P. canescens при обробці 

протеолітичними ензимами (а – 20 оС, б– 55 оС) 
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Рис. 5.4 Зміна активності -галактозидази C. cladosporioides при обробці 

протеолітичними ензимами - (а – 20 оС, б – 55 оС) 
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Вплив глікозилювання на термодинамічні і кінетичні властивості протеїнів на 

сьогодні вивчено мало. Однак, значення вуглеводного компонента в забезпеченні 

стабільності і процесах фолдинга протеїнів знаходить все більше підтвердження в 

роботах останніх років, де показано, як деглікозилювання протеїнів може 

призводити як до незначних змін їхніх властивостей, так і до повної втрати 

функціональної активності [390, 391]. Більш того, все більшого поширення 

набувають роботи, спрямовані на підвищення стабільності шляхом хімічного 

глікозилювання протеїнів [392].  

 

 5.2 Деглікозилювання α-галактозидази C. cladosporioides перйодатом 

натрію 

 

 Ще одним методом впливу на вуглеводний компонент глікозильованого 

протеїну є хімічна модифікація за допомогою окислення перйодатом натрію, який 

сприяє розкриттю піранозного кільця з утворенням С3, С4-діальдегідів. Даний 

метод придатний для неселективного впливу на N- та О-зв'язані олігосахариди при 

мінімальному впливі на поліпептидний ланцюг [393]. 

Окислення перйодатом натрію дозволило отримати модифіковану форму α-

галактозидази C. cladosporioides зі зниженим вмістом вуглеводної частини (32 % від 

вихідної). Більш значне видалення вуглеводів призводило практично до повної 

втрати ензиматичної активності α-галактозидази. В результаті дослідження впливу 

концентрації субстрату на активність нативної і модифікованої α-галактозидази 

показано зниження таких показників як максимальна швидкість гідролізу субстрату 

і спорідненість до субстрату. Активність щодо синтетичного субстрату знижувалася 

з 23,8 од/мг протеїну до 3,9 од/мг, також спостерігалося і зменшення швидкості 

гідролізу мелібіози, рафінози і стахіози (табл. 5.3). Одночасно зазначалося і 

зниження спорідненості ензиму до нітрофенільних та природних субстратів. Однак, 

оскільки спостережувані відмінності були незначними, можна припустити, що в 

результаті зменшення глікозилювання не були порушені субстратзв’язуючі сайти, а 

зниження каталітичної активності пов'язано з конформаційними змінами протеїну. 
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Таблиця 5.3 – Кінетичні параметри глікозильованої і модифікованої α-

галактозидази С. сladosporioides 

Показник, субстрат 
Глікозильована 

α-галактозидаза 

Модифікована α-

галактозидаза 

Vmax, мкмоль/мин/мг 

протеїну, п-НФГ 
32,8 ± 0,50 3,9 ± 0,10 

Km, мМ, п-НФГ 0,9 ± 0,03 1,14 ± 0,05 

Vmax, мкмоль/мин/мг 

протеїну, мелібіоза 
1,6 ± 0,05 0,8 ± 0,02 

Km, мМ, мелібіоза 1,7 ± 0,06 2,0 ± 0,06 

Vmax, мкмоль/мин/мг 

протеїну, рафіноза 
3,3 ± 0,08 2,7 ± 0,05 

Km, мМ, рафіноза 2,2 ± 0,04 3,1 ± 0,07 

Vmax, мкмоль/мин/мг 

протеїну, стахіоза 
2,5 ± 0,05 1,3 ± 0,03 

Km, мМ, стахіоза 1,8 ± 0,03 2,5 ± 0,05 

 

Відмічено зниження активності і стабільності модифікованого ензиму 

С. сladosporioides в порівнянні з нативним. Термооптимум модифікованої α-

галактозидази, як і нативної, спостерігали за 50 оС (рис. 5.5), однак на фоні 

зниження активності ензиму спостерігали і звуження діапазону температур, за яких 

була активною α-галактозидаза. 

 Нативний ензим зберігає понад 50 % від максимальної активності в діапазоні 

20-60 °С, в той час як для модифікованого ензиму в тих же умовах цей діапазон 

становить 30-50 °С. Однак за нейтральних значеннь рН каталітична активність 

модифікованого ензиму порівняна з нативним. Дослідження рН-оптимуму α-

галактозидази С. сladosporioides показали (рис. 5.6) зсув діапазону активності 

модифікованого ензиму з кислої в нейтральну зону. 
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  Рис. 5.5 Залежність активності нативної і модифікованої α-галактозидази 

С. сladosporioides від температури за різних значень рН, n=5 

 

 

Рис. 5.6 Залежність активності нативної і модифікованої α-галактозидази 

С. сladosporioides від рН, 37 оС. n=5 

 

 Дослідження термостабільності глікозильованого і модифікованого ензимів 

при різних значеннях рН свідчить, що глікозильований ензим був більш активним і 

стабільним в умовах досліду. Встановлено, що стійкість ензимів до 

термоденатураціі безпосередньо залежала від рН реакційного середовища (рис. 5.7). 

Причому і тут спостерігали термостабільність модифікованого ензиму в нейтральній 
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зоні рН, на відміну від глікозильованої α-галактозидази. Ці дані опосередковано 

можуть вказувати на те, що в результаті обробки перйодатом натрію зменшилася 

кількість сайтів глікозилювання ензиму. Відповідно до останніх експериментальних 

даних [391], ступінь термостабілізації протеїну в значній мірі залежить від стану і 

кількості сайтів глікозилювання і практично не залежить від розміру прикріпленого 

глікана. 

 

 

 

 

 

Рис. 5.7 Криві термоінактивації модифікованої перйодатом натрію α-

галактозидази С. сladosporioides при різних значеннях рН, а – 40 оС, б – 50 оС. 
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Показано, що ензим С. сladosporioides проявляє високу стійкість до дії 

органічних розчинників (рис. 5.8). Так залишалося близько 30 % активності ензиму 

при обробці 70 % (v/v) метанолом, етанолом та пропанолом. Біля 50 % від вихідної 

активності реєструвалося при використанні 40 % етанолу і пропанолу, а також 50 % 

пропанолу. Аналізуючи криві інактивації можна зробити висновок про те, що за 

рівних інших умов інгібуюча дія посилюється зі збільшенням довжини 

вуглеводневого ланцюга спирту. Було відзначено також зниження активності α-

галактозидази в присутності гліцеролу. Це ще раз може вказувати на те, що 

відбулися конформаційні зміни, викликані видаленням вуглеводного компонента 

глікопротеїну. 

 

 

 Рис. 5.8 Вплив концентрації спирту на активність модифікованої α-

галактозидази С. сladosporioides (20 оС, рН 5,2, час експозиції – 24 год, n=3). 

 

Таким чином, в результаті проведених досліджень була показана важлива роль 

вуглеводного компонента в прояві каталітичних і кінетичних властивостей α-

галактозидази С. сladosporioides. Порівняльне вивчення рН, термостабільності, 

активності по відношенню до синтетичного і природних субстратів дає підставу 

зробити висновок про істотний внесок вуглеводного компонента в прояв 
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структурно-функціональних властивостей даної глікозідази. Нами відмічено 

зниження не тільки активності ензиму, але й його стабільності в умовах термо- і 

хімічної денатурації. Нативний ензим виявляв найбільшу активність в кислому 

діапазоні рН, тоді як для модифікованого оптимальними були нейтральні значення. 

 

5.3 Денатурація деглікозильованої та нативної α-галактозидази 

P. canescens гуанідинхлоридом 

 

Денатурація олігомерних ензимів може відбуватися також під дією 

гуанідинхлорида або сечовини [394]. Цей процес може проходити як в одну 

необоротну стадію, так і включати кілька оборотних стадій. Після видалення 

денатуруючого агента іноді спостерігається поступове відновлення активності. 

При додаванні гуанідінхлориду до розчинів α-галактозидази P. canescens (N-, 

О-дегликозильованого та нативного протеїну) у всіх випадках спостерігалося 

поступове зниження активності ензимів (рис. 5.9). Однак були значні відмінності в 

кінетиці інактивації нативних і деглікозільованих протеїнів під дією денатуруючого 

агента. Перш за все, слід зазначити, що ступінь денатуруючої дії гуанідинхлориду 

залежала від ступеню глікозилювання ензиму. Так нативний препарат був найбільш 

стійким і в усьому діапазоні концентрацій гуанідинхлориду (від 0,1 до 3,0 М) 

зберігав не менше 50 % від вихідної ензиматичною активності протягом 3 діб. 

Деглікозильовані ензими були набагато менш стійкими до дії високих концентрацій 

денатуруючого агента і за концентрацій вище 1 М стрімко втрачали активність 

протягом 5-30 хв. При нижчих концентраціях у нативного ензиму спостерігається 

поступове зниження активності протягом перших 150 хв, потім її зростання, знову 

зниження, а надалі швидкість інактивації була невисокою. Ймовірно, в цьому 

випадку спостерігається зміна декількох конформаційних станів ензиму при 

переході до менш стабільній формі ензиму. Але так як зниження активності 

становить близько 20-30 % можна припустити, що часткове розгортання протеїнової 

молекули не впливає на активний центр ензиму. 
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Рис. 5.9 Кінетичні криві інактивації нативної (а) та деглікозильованих (б – О-

деглікозильована; в – N-деглікозильована) α-галактозидаз Р. canescens 

гуанідинхлоридом у напівлогарифмічних координатах, рН 5,2, 25 оС. V – швидкість 

каталитичної реакції  в момент часу t, V0 – швидкість в початковий момент часу  

 

Реінактивація відмічена тільки у нативной α-галактозидази за умови 

видалення гуанідинхлориду протягом перших трьох годин, тобто до точки зламу 

(рис. 5.10). Це свідчить про присутність в середовищі мономерів (або димерів?), 

здатних до оборотної ренатурації. На більш пізніх термінах спостерігається 

незворотна денатурація. У частково деглікозильованих ензимів взагалі не відмічали 

здатності до реінактивації. 
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Рис. 5.10 Реінактивація нативної α-галактозидази Р. canescens після видалення 

гуанідинхлориду (рН 5,2, 20 оС, n=3) 

 

Розрахунок кінетичних констант інактивації α-галактозидази 

гуанідинхлоридом проводили згідно Полторак О.М. і Чухрай Е.С. [301], які 

докладно досліджували закономірності інактивації олігомерних білків. Константи 

швидкості дисоціації нативних і деглікозільованих препаратів відрізнялися на 1-2 

порядки (табл. 5.4). Також були розраховані інші кінетичні параметри інактивації 

нативної α-галактозидази P. canescens. При концентрації гуанідинхлориду 0,5 М 

вони склали kдис = 7,3 × 10-5 хв-1, kас = 7,4 × 10-5 хв-1, Кдис = 3,8 мкМ; при 1,0 М - kдис = 

8,5 × 10-5 хв-1, kас = 7,4 × 10-6 хв-1, Кдис = 29 мкМ; при 3,0 М - kдис = 2,3 × 10-3 хв-1, kас = 

1,8 × 10-4 хв-1, Кдис = 92 мкМ. Константи швидкості інактивації для деглікозільованих 

ензимів при концентрації гуанідинхлориду 1,0 М склали 1,4 × 10-2 хв-1 (О-

деглікозильований ензим) і 7,1 × 10-3 хв-1 (N-деглікозильований ензим), а при 

концентрації 2,0 М - 9,7 × 10-2 і 7,5 × 10-3 хв-1 відповідно. 
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 Таблиця 5.4 – Значення констант швидкості дисоціації для α-галактозидаз, 

оброблених гуанідинхлоридом (хв-1) 

Ензим 

P. canescens 

Концентрація гуанідинхлориду, М 

0,25 0,8 1 2 

Нативний 6,3×10-5 8,2×10-5 8,5×10-5 1,9×10-4 

О-

модифікований 
5,4 ×10-4 1,3 ×10-3 - - 

N- 

модифікований 
4,4 ×10-4 6,3 ×10-3 - - 

Примітка: «-» дисоціація відбувалася дуже швидко 

 

Таким чином, встановлено, що вивчені α-галактозидази глікозильовані за 

змішаним типом. Встановлені значні відмінності за ступенем впливу вуглеводного 

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

деглікозилювання не впливало на секрецію екзоензиму A. niger, проте зменшувало 

його термостабільність. Порушення нормального N-глікозилювання α-галактозидаз 

P. canescens і C. cladosporioides навпаки призводило до зниження виходу ензимів, 

але при цьому практично не впливало на їхні каталітичні властивості. Використання 

2-дезокси-D-глюкози не впливало на вихід екстрацелюлярних ензимів, проте 

призводило до значного зниження активності і стабільності глікозидаз. Активність 

деглікозильованої α-галактозидази A. niger повністю втрачалася в процесі очищення, 

а у α-галактозидаз P. canescens та C. cladosporioides була показана важлива роль 

вуглеводного компонента у прояві каталітичних та кінетичних властивостей та 

відзначалося зниження стійкості до дії протеолітичних ензимів, термо- та  хімічної 

денатурації. Порівняльне вивчення рН-, термостабільності, активності по 

відношенню до субстратів дає підстави зробити висновок про суттєвий внесок 

вуглеводного компонента у прояві структурно-функціональних властивостей даних 

глікозидаз.  

Результати цього розділу опубліковані в наступних роботах [373, 377, 395-

397].  
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РОЗДІЛ 6 

КІНЕТИКА І МЕХАНІЗМ ІНАКТИВАЦІЇ ГЛІКОЗИДАЗ 

 

6.1 Кінетика гідролізу субстратів α-галактозидазами, інгібування 

продуктом реакції 

 

 Кінетичні властивості α-галактозидази в літературі представлені не дуже 

широко, оскільки тільки невелике число ензимів представлене в гомогенному стані. 

Проте саме ці дослідження необхідні для розуміння механізму дії і управління 

каталізом, здійснюваного ензимами. Важливим підходом у вивченні механізму 

каталітичної дії глікозидаз є дослідження особливостей гальмування швидкості 

ензиматичної реакції продуктом реакції і субстратом.  

 На цей час в літературі є дані про те, що синтетичні п-нітрофенільні субстрати 

інгібують у високих концентраціях багато з досліджених α-галактозидаз [54, 107, 

142]. Криві залежності активності α-галактозидази P. restrictum  від часу мали 

звичайний вигляд, де спостерігається поступове збільшення активності ензимів, 

проте, через певний проміжок часу швидкість реакції стає постійною і криві 

виходять на плато (рис. 6.1). 

 

 

Рис. 6.1 Залежність швидкості гідролізу п-НФГ α-галактозидазою P. restrictum  

від часу 
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Для вивчення залежності швидкості реакції від концентрації ензимів було 

проведено 4 серії дослідів. Результати визначення початкової швидкості реакції 

наведені в табл. 6.1. З отриманих даних видно, що швидкість ензиматичного 

гідролізу прямо пропорційна концентрації ензимів. 

 

Таблиця 6.1 – Залежність швидкості реакції від концентрації ензиму 

Серія 

дослідів 

Концентрація 

субстрату, 

мг/мл 

Концентрація ензиму, мг/мл 

0,01 0,02 0,025 0,05 

Активність A. niger (од/мл) 

I 0,5 0,07±0,001 0,098±0,005 0,128±0,01 0,176±0,01 

IІ 1,0 0,075±0,002 0,104±0,003 0,144±0,03 0,205±0,001 

III 2,0 0,082±0,005 0,103±0,025 0,154±0,01 0,224±0,01 

IV 3,0 0,075±0,003 0,096±0,002 0,142±0,02 0,294±0,01 

Активність P. restrictum  (од/мл) 

І 1,0 0,22±0,01 0,36±0,02 0,4±0,02 0,45±0,03 

ІІ 3,0 0,3±0,02 0,42±0,03 0,5±0,025 0,6±0,045 

 

Встановлено, що високі концентрації субстрату здатні інгібувати активність 

ензиму A. niger (табл. 6.2), а зі збільшенням концентрації п-НФГ швидкість 

ензиматичного гідролізу спочатку зростає, а потім знижується. По 

експериментальній кривій, побудованій за цими даними встановлено, що максимум 

швидкості знаходиться в інтервалі концентрацій субстрату від 3,0 до 4,0 мг/мл і його 

положення за даних умов досвіду не залежить від концентрації ензиму. Швидкість 

гідролізу п-НФГ α-галактозидазою P.restrictum виходила на плато за концентрації 

субстрату 4-5 мг/мл або 1,5 мМ (рис. 6.2) за різних рН. Інгібування реакції 

спостерігали за концентрації субстрату > 10 мг/мл.  
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Таблиця 6.2 – Залежність швидкості реакції -галактозидази A. niger від 

концентрації п-НФГ 

С
ер

ія
 д

о
сл

ід
у

  

К
о

н
ц

ен
тр

ац
ія

 

ен
зи

м
у

, 
м

г/
м

л
  

Концентрація субстрату, мг/мл 

0,5  1,0  2,0  3,0  4,0  5,0  6,0  7,0  8,0  9,0  10,0  

I  0,05  
0,14  

0,15  

0,26  

0,26  

0,25  

0,29  

0,28  

0,286  

0,28  

0,285  

0,259  

0,256  

0,25  

0,251  

0,254  

0,235  

0,15  

0,16  

0,13  

0,142  

0,05  

0,05  

II  0,025  
0,09  

0,08  

0,16  

0,15  

0,169  

0,172  

0,182  

0,172  

0,188  

0,162  

0,156  

0,153  

0,146  

0,14  

0,138  

0,139  

0,11  

0,10  

0,09  

0,09  

0,04  

0,03  

 Примітка: середні значення 4 повторностей 

 

 

Рис. 6.2 Залежність швидкості реакції α-галактозидази P. restrictum від 

концентрації субстрату за різних рН 
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 Наявність максимуму швидкості ензиматичної реакції пов'язують з 

утворенням неактивного проміжного комплексу ензиму з субстратом. Згідно 

принципу Ле Шателье, із збільшенням концентрації субстрату повинна зростати 

частка ензиму, зв'язаного в неактивному комплексі, і відповідно з цим знижуватися 

неактивна концентрація ензиму. Саме з цим пов'язано зменшення швидкості реакції 

при збільшенні концентрації субстрату вище Сs max. При описі кінетики реакції 

важливо знати наскільки стабільний цей неактивний комплекс. У зв'язку з цим 

проведені досліди з розведенням реакційної суміші. 

Встановлено, що після розведення реакційної суміші швидкість ензиматичної 

реакції не тільки не зменшилася, а навпаки, зросла, не дивлячись на дворазове 

зменшення концентрацій ензиму і субстрату. Цей факт пояснюється збільшенням 

активної концентрації ензиму за рахунок часткового розкладання неактивного 

комплексу. Збіг швидкостей реакції в розбавленій і контрольній суміші дає підставу 

вважати, що швидкість утворення неактивного комплексу при змішуванні розчинів 

субстрату і ензиму (контрольна суміш) – одного порядку із швидкістю розпаду 

неактивного комплексу при розбавленні концентрованої суміші. Результати даних 

дослідів показують (табл. 6.3), що реакція утворення неактивного комплексу 

оборотна і рівновага в цій реакції наступає відносно швидко. 

 

Таблица 6.3 – Дослідження стабільності  неактивного ензим-субстратного 

комплексу -галактозидази A. niger 

Реакційна  

суміш  

Концентрація 

ензиму  

Концентрація 

п-НФГ  

Швидкість реакції,  

мкмоль/хв/мг  

30 хв  60 хв  

Концентрована  0,02  4  0,024±0,001  0,026±0,002 

Розведена  0,01  2  0,042 ±0,002 0,042±0,003  

Контрольна  0,01  2  0,044±0,002  0,04±0,003 

 

 У основі наших досліджень лежить припущення про утворення двох 

проміжних комплексів ензиму Е з субстратом S: активного ЕS і неактивного ЕSп+1. 
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Вважається, що неактивним комплексом є продукт взаємодії  активного комплексу 

ЕS з молекулами субстрату. Ці молекули, притягуючись до активного комплексу під 

дією залишкових сил спорідненості ензиму, перешкоджають взаємодії активного 

комплексу з водою. Використовуючи виведене Бресткіним кінетичне рівняння для 

гідролізу фенилфосфату під дією лужної фосфатази [398]:  

1/С + bCn=f/V – а,  

де, С – концентрація субстрата; V – швидкість реакції; n – довільно вибрані цілі 

числа; b – 1/Сmax
n+1.  

шляхом математичної обробки експериментальних даних методом ітерактивной 

лінеаризації було проведено дослідження неактивного комплексу ЕSn+1. 

Результати, графічно зображені на рис. 6.3, показують, що експериментальні 

дані у вказаній системі координат дають пряму при n=1. Таким чином, можна 

зробити висновок, що склад неактивного комплексу повинен відповідати формулі 

ES2. 

 

  

Рис. 6.3 Діаграма 1/С + bCn = 1/V для знахождення формули неактивного 

ензим-субстратного комплексу ЕSn.  
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  Константи Міхаєліса та максимальну швидкість гідролізу галактозильних 

субстратів для α-галактозидаз визначали з використанням синтетичних та 

природних субстратів (табл. 6.4). 

 

Таблиця 6.4 – Кінетичні параметри гідролізу субстратів α-галактозидазами  

Субстрат Тип 

зв’язку Km, мM 

Vmax, 

мкмоль/х

в/мг  

Vmax/ Km 

kcat (с
-1) kcat/Km 

(с-1/мМ) 

А. niger 

п-НФГ α-1 1,1±0,05 22,8±1,1 20,6±1,5 181±3,5 152,1±4,2 

C. cladosporioides 

п-НФГ α-1 0,9±0,06 32,8±0,9 36,4±1,3 226±7,9 376±23 

п-НФ--ацетил--D-

глюкопіранозид  

β-1 *0,85 *2,93 3,4±0,2 - - 

п-НФ--D-

глюкопіранозид  

β-1 *0,91 *5,31 5,8±0,2 - - 

п-НФ--ацетил--D-

галактопіранозид  

β-1 *1,1 *1,13 1,02±0,01 - - 

Мелібіоза  α-1,6 1,7±0,06 1,6±0,05 0,94±0,006 10,6±0,48 6,23±0,15 

Рафіноза  α-1,6 3,1±0,05 2,7±0,02 0,87±0,03 22,1±0,38 7,1±0,02 

Стахіоза  α-1,6 2,5±0,05 1,3±0,03 0,52±0,02 16,7±0,05 6,7±0,06 

P. canescens 

п-НФГ α-1 1,3±0,01 218±4,5 174,4±5,9 1163±25 930±51 

Мелібіоза  α-1,6 *4,0 *10,1 2,52±0,05 66,7±2,3  16,7±0,9 

Рафіноза  α-1,6 *5,7 *7,27 1,28±0,04 48,2±1,9  8,5±0,08 

Стахіоза  α-1,6 *3,5 *9,1 2,6±0,06  60,7±2,6  17,3±0,15 

Примітка: «-» – не встановлено, «*»дублюються дані [192] 

 

α-Галактозидаза P. restrictum з високою швидкістю відщеплювала α-1,6-

зв’язану галактозу від оліго- та полігалактозидів. Показано, що швидкість та 

ефективність гідролізу галактозовмісних природних субстратів α-галактозидазою 

P. restrictum зменшувалася зі зростанням їхньої молекулярної маси (табл. 6.5). 

Також швидкість відщеплення галактози від основного ланцюга олігосахаридів 
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(рафінози та стахіози) була значно вищою, ніж при розщепленні галактозидного 

зв’язку бічних ланцюгів манану. Також відмічено інгібування α-галактозидази (рис. 

6.4) за присутності ряду моно- та дисахаридів в концентриції 10-2 та   10-3 М. 

 

Таблиця 6.5 – Кінетичні параметри α-галактозидази P. restrictum  

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 6.4 Вплив вуглеводів (0,001 М) у реакційній суміші на активність α-

галактозидази P. restrictum, 60 хв, рН 5,2, 37 oC 

 

Інгібування ензиму галактозою виникало швидко (впродовж 30 хв), і протягом 

подальшої години активність ензиму відновлювалася до близьких до початкових 
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ізомальтотріоза

N-ацетилгалактозамін, 0,01 M

N-ацетилгалактозамін

галактоманан

Залишкова активність, %

Субстрат Тип 

зв’язку 
Km, мM 

Vmax, 

мкмоль/хв/мг 
Vmax/ Km 

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 
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значень. Можна припустити, що тут має місце перерозподіл молекул субстрату між 

центрами зв’язування ензиму. 

За допомогою методу Лайнуівера-Берка було встановлено, що галактоза 

конкурентно інгібує α-галактозидазу A. niger. Константа інгібування (Кі) продуктом 

реакції становили 0,9×10-2 М (табл. 6.6). 

 

Таблиця 6.6 – Константи інгібування α-галактозидаз продуктом і субстратом 

Речовина  A. niger P. canescens 

[192] 

C.cladosporioides 

[192] 

Характер 

інгібування 

D-Галактоза 0,9×10-2 М 6,7×10-3 М 6,3×10-3 М конкурентний 

п-НФГ 1,26×10-3М 0,7×10-3 М 1,0×10-3 М конкурентний 

Мелібіоза - 5,0×10-2 М 1,5×10-2 М конкурентний 

 

Слід зазначити відсутність інгібувальної дії на активність α-галактозидази 

A. niger галактоолігосахаридів родини рафінози, до складу яких входить α-1,6-

зв’язана D-галактоза. Цей факт може свідчити про те, що даний ензим не здатний 

використовувати вказані субстрати і діяти на такий тип зв'язку. Для α-галактозидаз 

P. canescens та C. cladosporioides раніше [192] також був показаний конкурентний 

характер інгібування галактозою, мелібіозою та п-НФГ (табл. 6.6). 

 

6.2 Кінетичні параметри α-L-рамнозидаз, інгібування субстратом та 

продуктом реакції 

 

Константи Міхаеліса та Vmax для гідролізу субстратів різними α-L-

рамнозидизами варіювали в широкому діапазоні (табл. 6.7). α-L-Рамнозидиза 

E. erubescens більш ефективно гідролізувала синтетичний субстрат, ніж нарингін та 

неогесперидин. Ензим P. tardum поступався за активністю щодо синтетичного 

субстрату α-L-рамнозидазі E. erubescens (табл. 6.8) та більш ефективно гідролізував 

нарингін. Згідно даних літератури α-L-рамнозидази переважно проявляють вищу 

спорідненість до рослинних флавоноїдів, а не синтетичних субстратів [224, 246]. Кm 

для мікробних ензимів знаходиться в межах 0,057-2,8 мМ для п-НФР, 0,021-1,9 мМ 
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– для нарингіну, 0,02-1,3 мМ – для геспередину, 0,028-1,44 мМ – для рутину, 0,077-

0,89 мМ – для кверцитрину, 0,02-0,93 мМ – понцирину [220, 224, 227]. 

Синтетичний субстрат п-НФР у високих концентраціях відомий як інгібітор 

багатьох α-L-рамнозидаз [399-402]. Встановлено, що концентрації п-НФР вище 1 

мМ конкурентно пригнічують активність усіх досліджених α-L-рамнозидаз.  

 

Таблиця 6.7 – 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 (α-Rham R) 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 (α-Ram R) 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 
 

Таблиця 6.8 – Кінетичні параметри гідролізу нарингіну та п-НФР α-L-

рамнозидазою P. tardum 

Субстрат Тип 

зв’язку 
Km, мM 

Vmax, 

мкмоль/хв/мг  
Vmax/ Km 

kcat (с
-1) kcat/Km 

(с-1/мМ) 

п-НФР α-1 0,7±0,04 38,3±1,55 54,7±1,2 294 ±8,65 420±15,3 

Нарингін α-1,2 1,34±0,03 43,7±1,68 32,6±0,96 336±10,21 250±10,1 

 

Продукт реакції L-рамноза та моносахариди L-фукоза та D-глюкоза 

конкурентно інгібують α-L-рамнозидази багатьох мікроорганізмів [229, 400]. 

Показано, що L-рамноза та D-глюкоза в концентрації 10-3 М інгібували α-L-

рамнозидазу  E. erubescens на 25 %. Константа інгібування (Кі) α-L-рамнозидази 

продуктом становила 5,2×10-2 М. Ці значення дещо вищі за Кm для п-НФР, тобто 

Кm< Кі. Таке співвідношення кінетичних констант дозволяє протеїну продуктивно 
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функціонувати. Тим не менш, 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 інгібує α-L-рамнозидазу С. albidus, 

P. tardum i P. restrictum. Також відмічено інгібування досліджених глікозидаз 

глюкозою. 

 

6.3 Кінетика і механізм термоденатурації олігомерних α-галактозидаз 

 

Результати дослідження механізму термоінактивації ензимів представляють 

особливу цінність для розробки найкращої стратегії їхньої термостабілізації. Ці дані 

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

підібравши умови стабілізації ензиму шляхом пригнічення первинних оборотних 

стадій денатурації.  

Дослідження кінетики термоінактивації олігомерних α-галактозидаз 

P. canescens, C. cladosporioides та A. niger проводили використовуючи п-НФГ у 

діапазоні температур 50 – 65 оС та оптимального рівня рН 5,2.  

Відомо, що термостабільність ензиму залежить від ступеню його очистки та 

способу вирошування продуцента, а складні джерела вуглецю, у випадку глікозидаз, 

дозволяють одержувати більш активні та стабільні ензими. Досліджувані α-

галактозидази були одержані шляхом глибинного культивування мікроміцетів на 

середовищі з соєвим борошном.  

Було оцінено залежність процесу термоінактивації глікозидаз від ступеню 

очистки та концентрації ензимів (табл. 6.9). В усіх випадках за 65 оС спостерігається 

практично повна термоденатурація α-галактозидази P. canescens, а за 60 оС та 55 оС 

у реакційному середовищі домінують активна та здатна до реінактивації форми 

ензиму. Показано і пряму залежність термостабільності за 60 оС α-галактозидази 

А. niger від її концентрації у реакційному середовищі. (рис. 6.5). Крім того, 

показано, що після 60 хв термообробки реінактивації ензиму практично не 

спостерігалося. 
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Таблица 6.9 – Термоінактивація α-галактозидази P. canescens різного ступеню 

очистки 

Зразок Інактивація 
Залишкова активність, % 

1 год 2 год 3 год 

Культуральна  

рідина  

65оС 

Реінактивація*  

55 оС 

Реінактивація *  

10,56±0,5 

12,5±0,3 

118±5,1 

102±3,8 

1,76±0,01 

2,1±0,02 

113±4,5 

102,5±5,2 

0,84±0,02 

1,3±0,02 

103,3±4,9 

101,4±2,5 

Частково 

очищений ензим 

(фракціонування 

сульфатом амонію)  

65 оС 

Реінактивація *  

60 оС 

Реінактивація *  

55 оС 

Реінактивація *  

2,3±0,05 

2,2±0,02 

89±3,5 

98±2,9 

121±5,2 

121,8±3,5 

1,3±0,05 

1,02±0,01 

56±2,1 

96,7±2,8 

113±4,5 

110±5,3 

0,9±0,03 

1,0±0,05 

52±1,8 

96±3,4 

87,8±2,5 

105,6±4,2 

Очищений ензим 

(фракціонування 

сульфатом амонію 

+  хроматографія)  

65 оС 

Реінактивація *  

60 оС 

Реінактивація *  

55 оС 

Реінактивація*  

1,1±0,05 

0,9±0,02 

91±2,7 

92,2±3,3 

82,7±3,5 

95,4±2,8 

1,21±0,02 

0,98±0,03 

87±3,4 

71,1±2,2 

80,1±4,0 

90,1±3,6 

0,8±0,02 

0,5±0,01 

86±3,3 

66,7±2,3 

57,6±1,1 

86,5±2,3 

Примітки: * реінактивація за 40 оС 

Рис. 6.5 Термоінактивація та реінактивація препаратів α-галактозидази А. niger 

різного ступеню очистки 

 В результаті реінактивації α-галактозидази С. cladosporioides показано, що 

протягом 3-хгодинної термоінактивації за 55 та 60 оС ензим зберігав здатність 

відновлювати активність на 7-10 %. Однак за 65 оС ензим практично миттєво весь 
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переходив у необоротно денатуровану форму. При оцінці впливу ступеню очистки 

ензиму на стійкість до високих температур було показано, що очищений ензим 

характеризувався вищою термостабільністю. 

Причиною цього може бути вплив присутніх у культуральній рідині і 

препаратах грубої очистки продуктів реакції та субстратів, що інгібують ензим та 

посилюють термоденатурацію. Високі ж концентрації ензиму забезпечують 

стабілізацію молекули протеїну за рахунок додаткових внутрішньо- або 

міжмолекулярних зв’язків, що дозволяє ензиму ефективно гідролізувати субстрат за 

високих температур. На користь цього припущення свідчать і інші результати. Так 

спостерігали значний захисний ефект  на препарат α-галактозидази А. niger за 55, 60 

та 65 оС (рис. 6.6). Також відмічено, що присутність нейтрального протеїну (0,5 % 

БСА) частково захищала під час термоінактивації за 55 та 60 оС як ензим 

P. canescens (рис. 6.7), так і C. cladosporioides.  

 

 

Рис. 6.6 Кінетичні криві термоінактивації α-галактозидази А. niger у діапазоні 

температур 55-65 оС (–– очищений ензим, ----- ензим, ліофілізований у присутності 

1 % БСА) 
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Рис. 6.7 Термостабільність α-галактозидази P. canescens у присутності 0,5 % 

БСА (55 оС) 

 

Також показано, що рівень залишкової активності прямо залежить від часу 

інкубації ензиму при заданій температурі (рис. 6.8). Процес термоінактивації всіх 

галактозидаз складається з кількох елементарних стадій, дві з яких (початкову та 

кінцеву) можна оцінити кількісно. Це звичайна картина при наявності у системі 

дисоціативно-асоціативної рівноваги. В процесі термоінактивації проходить 

дисоціація олігомерів на субодиниці та їх необоротна денатурація, яка 

характеризується відповідним значенням константи швидкості денатурації kден. За 

температури 55 та 60 оС на кінетичних кривих (V/V0 від часу) наявний індукційний 

період, який є наслідком незмінності активності ензиму у цей проміжок часу. 

Індукційний період відповідає стадії прихованих змін – плавленню 

конформаційного замка. Було розраховано кількість мінімальних стадій у цьому 

процесі, що відповідають n=3 для α-галактозидази P. canescens та n=4 для α-

галактозидази А. niger, що узгоджується зі схемами, які передбачають три активних 

інтермедіата, що відрізняються за стабільністю, і утворених за допомогою одного, 

двох та трьох міжглобулярних контактів. Показано, що кінетика термоінактивації α-

галактозидаз за 55 та 60 оС є дво- та тристадійною і відповідає кінетичному 
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механізму двостадійної дисоціативної термоінактивації активного лабільного 

гексамера                                або                                                        .    

 

 

 

Рис. 6.8 Графіки залежності логарифму відносної швидкості ln(V/V0) від часу 

термоінактивації α-галактозидаз за різних температур (а – А. niger; б – 

C. cladosporioides; в – P. canescens) 
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Всі ці результати вказують на існування щонайменше трьох різних стадій у 

процесі інактивації: активний олігомер, інактивований димер, який здатний до 

реінактивації та необоротно інактивований мономер (рис. 6.9). 

 

  

Рис. 6.9 Залежність концентрації різних форм α-галактозидаз P. canescens від 

часу термоінактивації. (1 - нативна форма Е6; 2 - Денатурована форма ензиму; 3 -

форма 6Е1, здатна до реінактивації ) 

 

На підтвердження існування проміжної форми α-галактозидази вказують і 

результати дослідів по реінактивації. Спостерігалася часткова реінактивація α-

галактозидази P. canescens після інактивации протягом 3 годин за 55 и 60 оС (рис. 

6.10). 

Спираючись на дані динаміки термоінактивації галактозидаз А. niger та 

С.cladosporioides можна зробити висновок, що механізм термоінактивації цих 

ензимів при 55 та 60 оС відбувається за дисоціативним типом. Тобто, як було 

показано, оборотні стадії дисоціації передують необоротній денатурації. Це 

пов’язано з тим, що олігомерні протеїни можуть існувати у формах з різною 
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впливу високих температур перетворюються з високою швидкістю, що не завжди 

дозволяє виділити їх у чистому вигляді та дослідити. 

 

Рис. 6.10 Активність  α-галактозидаз P. canescens після реінактивації при 

40 оС, 5 год. ІЕ – активність ферменту після інактивації, РІЕ – активність після 

реінактивації. 1 – інактивація за 55 оС, 2 – інактивація за 60 оС (концентрація 

ферменту 13 од/мл), 3 – інактивація за 60 оС (концентрація ензиму 1,9 од/мл), 4 – 

інактивація за 65 оС.) 

 

На кінетичних кривих інактивації у напівлогарифмічних координатах  

одержаних за 55-65 оС для α-галактозидаз С. cladosporioides, P. canescens та А. niger 

(рис. 6.8) є перегин, що свідчить про наявність швидкої та повільної стадії, і який 

виявляється тільки в температурному інтервалі, коли kдис>> kден. На цій основі були 

розраховані кінетичні параметри термоінактивації α-галактозидаз А. niger, 

P. canescens та С.cladosporioides (табл. 6.10). Ці дані дозволяють кількісно оцінити 

всі стадії процесу термоінактивації. 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 (рис. 6.8). Зниження активності за 

температури 65 оС відбувається у відповідності з кінетичною реакцією першого 

порядку по механізму необоротного розгортання білкової глобули без дисоціації на 
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окремі субодиниці (Е6 → Еден) для всіх α-галактозидази. Константа швидкості 

денатурації є істинно мономолекулярною, оскільки не залежить від концентрації 

ензиму. 

 

Таблица 6.10 – Кінетичні константи термоінактивації α-галактозидаз  

Т, 
о

С  kдис, с-1  kас, с-1  kден
, с-1

 
 Кдис, мкМ 

α-галактозидаза 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  

α-галактозидаза 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 

α-галактозидаза P. canescens 

60 1,7×10-4  2,8×10-4  3,6×10-5  2,3  

65 - - 2,97×10-5 98
 

 

 

Визначено енергію активації переходу окремої субодиниці α-галактозидази 

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

денатурований. Для цього будували графік у координатах рівняння Ареніуса lnkден= 

f(1/T) (рис. 6.11). Вони дорівнюють 165 кДж/моль та 120кДж/моль. Отримати пряму 

у цих координатах для α-галактозидази А. niger не було можливим, ймовірно, тут 

має місце більш складний характер протікання реакції. 
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Рис. 6.11 Залежність констант швидкості денатурації α-галактозидаз 

С. cladosporioides (а) та P. canescens (б) від температури: ---- ln(kден/Т), –– ln kден 

  

Вивчення шляхів гальмування термоінактивації проводили у присутності 

деяких вуглеводів та субстратів α-галактозидаз. Виражений захисний ефект для α-

галактозидаз P. canescens та С.cladosporioides відмічався у присутності ГОС, які є 

субстратами багатьох галактозидаз (табл. 6.11). Найефективнішим протектором цих 

ензимів був дигалактозид мелібіоза. Однак показано, що для у α-галактозидази 

А. niger термоінактивація сповільнювалася за присутності стахіози. Це може 

вказувати на різницю у конформаційній будові активних центрів цих ензимів. 

У присутності сухої бичачої крові захисний ефект у випадку α-галактозидаз P. 

canescens та A. niger спостерігався тільки протягом першої години інкубації за 55 оС 

та за 60 оС. Загалом, майже всі досліджені вуглеводи можна використовувати для 

захисту від термоінактивації α-галактозидази A. niger (табл. 6.12), хоча за 60 оС 

ефективними виявилися тільки галактоза, стахіоза, трегалоза та суха бичача кров. 
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Таблица. 6.11 – Термостабільність α-галактозидази P. canescens у присутності 

вуглеводів та БСА за 55 та 60 оС, рН 5,0 

Захисний 

реагент, 0,5 % 

Залишкова активність, % (55 оС) Залишкова активність, % (60 оС) 

1 год 2 год 3 год 30 хв 60 хв         90 хв 

Сахароза 47,7 ± 2,4 22,7 ± 1,1 6,8 ± 0,3 40,0 ± 1,9 17,1 ± 0,8 7,46 ± 0,4 

Галактоза 41,7 ± 2,3 14,6 ± 0,7 2,1±0,1 49,1 ± 2,3 12,9 ± 1,4 4,1 ± 0,2 

Глюкоза 42,6 ± 2,3 19,2 ± 0,9 6,0 ± 0,3 34,6 ± 1,6 14,2 ± 1,5 8,0 ± 0,3 

Мелібіоза 87,9 ± 4,4 63,6 ± 3,2 39,4±1,9 60,9 ± 3,0 41,6 ± 1,9 28,8 ± 1,4 

Рафіноза 51,7 ± 2,7 34,5 ± 1,7 18,9± 0,99 51,1 ± 2,4 26,4 ± 1,3 23,6 ± 1,2 

Стахіоза 64,6 ± 3,3 52,1 ± 2,6 20,8 ± 1,1 30,9 ± 1,5 18,3 ± 0,9 11,7 ± 0,6 

Трегалоза 27,1 ± 1,8 8 ± 0,4 2,9 ± 0,1 5,0 ± 0,15 2,8 ± 0,09 0,5 ± 0,02 

Мальтоза 43,1 ± 2,3 9,1 ± 0,4 5,9 ± 0,3 9,2 ± 0,4 4,5± 0,12 0,2± 0,02 

 Бичача кров 62,9± 3,1 17,1 ± 0,8 6,3 ± 0,3 12,2 ± 0,51 7,9 ± 0,15 1,1± 0,01 

Контроль 36,5± 2,1 34,1±1,91 27,2 ± 1,1 5,9 ± 0,25 1,8 ± 0,06 0,3 ± 0,01 

 

Таблица 6.12 – Термостабільність α-галактозидази A. niger у присутності 

деяких речовин за 55 та 60 оС 

Захисний 

реагент, 0,5 % 

Залишкова активність, % (55 оС) Залишкова активність, % (60 оС) 

1 год 2 год 3 год 30 хв 60 хв 90 хв 

Сахароза 101 ± 4,4 88,1 ± 4,1 84,8 ± 4,3 6,6± 0,2 1,2 ± 0,05 1,1 ± 0,01 

Галактоза 49,1 ± 2,5 52,5 ± 2,7 50,1 ± 2,4 30,7 ± 2,3 12,6 ± 1,3 10,1 ± 0,8 

Глюкоза 108,6±2,3 89,2 ± 4,9 84,6 ± 4,3 4,6 ± 0,6 3,5 ± 0,05 3,6 ± 0,05 

Мелібіоза 76,7 ± 3,4 71,2 ± 3,3 67,8 ± 2,9 6,6 ± 0,04 4,4 ± 0,05 4,5 ± 0,04 

Рафіноза 77,9 ± 3,7 76,2 ± 2,7 69,5 ± 3,9 4,3 ± 0,04 3,4 ± 0,04 3,4 ± 0,03 

Стахіоза 89,8± 4,3 98,5 ± 4,8 84,7 ± 4,1 20,9 ± 1,5 12,3 ± 0,9 3,7 ± 0,6 

Трегалоза 89,8± 4,5 101,7±5,1 97,5 ± 4,9 35,4 ± 2,2 20 ± 0,9 15 ± 1,1 

Мальтоза 88,1 ± 4,4 84,6 ± 4,5 81,4 ± 3,3 31,3± 2,1 11,4 ± 1,3 4,5 ± 0,3 

 Бичача кров 122,1±6,3 101,6±4,8 94,9 ± 5,1 50,5 ± 2,3 15,3 ± 1,2 8,2 ± 0,3 

Контроль 36,5 ± 2,1 18,3±0,91 6,3 ± 0,3 8,25 ± 0,2 3,3± 0,05 3,1 ± 0,01 
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Таким чином, нами було досліджено кінетику термоденатурації трьох грибних 

α-галактозидаз та встановлено, що при температурах, близьких до термооптимуму 

процес відбувається за механізмом дисоціативно-асоціативної інактивації та 

послідовних перетворень першого порядку. Розраховано, що кількість стадій, які не 

супроводжуються втратою активності, для цих ензимів є не менш ніж 3. Також за 

цих температур встановлені кінетично відмінні 2 стадії: оборотна дисоціація та 

необоротна денатурація. Зі зростанням температури процес термоінактивації 

проходить за механізмом необоротної денатурації. 

Показано, що ряд сполук: глюкоза, галактоза, мелібіоза, стахіоза, трегалоза, 

суха бичача кров та БСА можуть бути використані для стабілізації цих ензимів під 

час термоінактивації. Отримані результати допоможуть розробити найбільш 

придатну стратегію стабілізації олігомерної молекули ензимів шляхом пригнічення 

первинних оборотних стадій інактивації, що дозволить їх більш ефективно 

використати у різноманітних технологічних процесах. 

 

6.4 Кінетика та механізм термоінактивації α-рамнозидази Е. erubescens 

 

Для дослідження закономірностей термінактивації було проведене 

порівняльне вивчення двох форм α-L-рамнозидази, α-L-Ram R та α-L-Ram N, 

отриманих при вирощуванні на різних джерелах вуглеводів. Показано, що процес 

термоінактивації обох ензимів слідує кінетиці першого порядку, що, власне, 

характерно для низькомолекулярних ензимів [403], до яких відноситься і α-L-

рамнозидаза E. erubescens (Мм 40 кДа) (рис. 6.12). Втрата стабільності в цьому 

випадку може пояснюватися розгортанням поліпептидного ланцюга внаслідок 

ослаблення внутрішньомолекулярних зв'язків. 

Для визначення внеску електростатичних та гідрофобних взаємодій у 

стабільності грибних α-L-рамнозидаз було проведено дослідження процесів 

термоінактивації у розчинах з різною іонною силою та за різних концентрацій 

хлориду натрію. У першому випадку варіювалася концентрація ФЦБ від 0,01 до 1 М 

(рН 5,2), тоді як у другому – концентрація NaCl від 0,025 до 4,5 М (рН 5,2). 
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Рис. 6.12 Кінетика термоінактивації α-L-Ram N E. erubescens за різних 

температур 

 

Встановлено (рис. 6.13), що при збільшенні іонної сили розчину відбувається 

поступове зниження стабільності обох рамнозидаз (α-L-Ram R та α-L-Ram N), проте 

динаміка цього процесу відрізняється. Підвищення діелектричної проникності 

середовища призводить спочатку до ослаблення електростатичних взаємодій, 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 у разі α-

L-Ram R внесок гідрофобних та електростатичних взаємодій у стабільність ензиму 

приблизно рівний. Для α-L-Ram N відзначається велика роль гідрофобних 

взаємодій. 
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Рис. 6.13 Залежність константи швидкості термоінактивації двох форм α-L-

рамнозидаз E. erubescens від концентрації ФЦБ (рН 5,2, 60 оС) 

 

 Термоденатурацією ензимів при зростаючих концентраціях NaCl 

продемонструвано експоненційне зниження термостабільності α-L-Ram R та α-L-

Ram N (рис. 6.14). Цей ефект може бути пов'язаний з меншими розмірами хлорид 

іону порівняно з фосфатом, що дозволяє першому при високих концентраціях 

проникати вглиб протеїнової глобули і викликати цим дестабілізацію ензиму. 

При практичному використанні α-L-рамнозидаз і досягнення більшої кількості 

циклів необхідно використовувати високі концентрації субстратів. Зогляду на це 

проведені дослідження термоінактивації α-L-Ram R та α-L-Ram N за різних 

концентрацій субстрату нарингіну. В результаті спостерігали початкову 

дестабілізацію ензимів, потім незначна стабілізація і при концентраціях понад 3 М – 

стрімке зниження стабільності (рис. 6.15). Ці дані підтверджують важливу роль 

гідрофобних взаємодій у стабільності α-L-Ram R та α-L-Ram N, причому для α-L-

Ram N їхня роль набагато сильніша. З іншого боку, показано, що в діапазоні 

концентрацій нарингіну від 1 до 2,5 М, які використовують на практиці [404], не 

відбувається дестабілізації нарингіназ. Використання як стабілізуючого агенту 

продукту реакції – рамнози не чинило жодного захисного ефекту. 
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Рис. 6.14 Залежність константи швидкості термоінактивації α-L-рамнозидаз 

E.erubescens від концентрації NaCl (рН 5,2, 60 оС). 

 

 

Рис. 6.15 Залежність константи швидкості термоінактивації α-L-рамнозидаз 

від концентрації субстрату, рН 5,2, 37 оС 
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Відомо [301], що інактивація ензимів, особливо низькомолекулярних, може 

відбуватися за рахунок агрегації молекул протеїнів. Протеїн-протеїнові взаємодії 

можна послабити шляхом розведення розчинів ензимів. Однак нами було показано, 

що термостабільність α-L-Ram R та α-L-Ram N при розведенні знижувалася (рис. 

6.16). Результати хроматографії на Sepharose 6B нативних та інактивованих 

препаратів α-L-Ram R та α-L-Ram N також показали відсутність агрегації за рахунок 

ковалентних взаємодій, що свідчить про інший механізм денатурації цих ензимів. 

 

 

Рис. 6.16 . Залежність активності α-L-рамнозидаз E. erubescens α-L-Ram R (a) -

L-Ram N (б) від часу за різних концентрацій ензиму (60 оС, рН 5,2). 

 

 Високотемпературна інактивація дозволяє робити висновки про механізми 

денатурації та розробляти стратегію збільшення напівжиття ензимів. Оскільки 

раніше нами було показано (амінокислотний склад), що у молекулі ензиму присутні 

залишки цистеїну, було проведено дослідження впливу реагентів тіосульфідного 

обміну за 20 та 60 оС. В результаті показано (рис. 6.17), що глутатіон, дитіотреїтол і 

β-меркаптоетанол у концентрації 10-3 М знижують період напівжиття α-L-Ram R і α-
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L-Ram N у кілька разів, при цьому спостерігаюли деякі відмінності у швидкості 

інактивації ензимів в залежності від способу вирощування продуцента. Таким 

чином, можна зробити висновок про важливий внесок окислення цистеїну в 

стабільність α-L-Ram R та α-L-Ram N. 

 

 

 

Рис. 6.17 Залежність активності α-L-рамнозидаз E.erubescens у присутності 

реагентів тіосульфідного обміну (10-3 М) за 60 оС, рН 5,2 

 

 Важливо також відзначити вплив ЕДТА на термостабільність α-L-рамнозидаз. 

Показано, що 10-3 М ЕДТА у реакційному середовищі призводили до зниження 

активності ензимів на 50 % протягом 60 хв. Присутність ЕДТА значно впливала і на 

термостабільність ензимів за 20 і 60 оС (рис. 6.18). Ці дані дозволяють припустити, 

що α-L-рамнозидаза E. erubescens є металозалежним ензимом, або у молекулі 

присутній катіон металу, що відіграє певну структурну роль. 
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Рис. 6.18 Динаміка інактивації α-L-рамнозидаз E. erubescens за присутності 

10 -3 М ЕДТА, рН 5,2 

 

 Таким чином, в результаті проведених досліджень були відзначені деякі 

відмінності в активності та стабільності α-L-рамнозидаз E. erubescens, отриманих за 

різних умов вирощування. Встановлено, що в стабільності α-L-Ram N домінуючу 

роль відіграють гідрофобні взаємодії, тоді як для α-L-Ram R внесок 

електростатичних та гідрофобних сил приблизно рівний. Показано, що причиною 

інактивації не є агрегація молекул як у α-L-Ram R, так і у α-L-Ram N. Слід зазначити 

важливу роль цистеїну та, можливо, катіону металу у підтримці активної 

конформації рамнозидазу E. erubescens. 

 

6.5 Термоінактивація α-L-рамнозидази C. albidus 

 

Дослідження особливостей термоденатурації α-L-рамнозидази C. albidus 

також проводили на двох формах ензиму, отриманих за різних умов вирощування 

продуцента. 

Вивчення динаміки процесу термоінактивації α-L-рамнозидаз C. albidus 

різного ступеня очищення показало, що інактивація ензиму залежить від джерела 
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вуглецю, який використовували при його отриманні. Загалом можна відзначити, що 

ензим α-L-Rham N був стабільнішим протягом перших 3 годин інкубації, а потім 

активність частково очищеного препарату знижувалася (до 50%), як і активність 

супернатанту (рис. 6.19).  

 

 

Рис. 6.19 Динаміка термоінактивації α-L-рамнозидаз C. albidus різного ступеня 

очищення за 65 °С. (КР – супернатант культуральної рідини, ЧО – частково 

очищений ензимний препарат) 

 

 α-L-Rham R була менш термостабільною. І хоча активність супернатанту 

протягом перших 3 годин інкубації не змінювалася, проте за наступну годину вона 

стрімко знижувалася (до 10 % від вихідної). Активність очищеного препарату 

починала знижуватися після 60 хв інкубації. Такі результати можуть бути пов’язані 

як з відмінностями глікозилювання протеїну в залежності від джерела вуглецю в 

середовищі зростання, так і з протективним ефектом домішок, що містяться у 

неочищених препаратах. Також показано, що внесення 0,5 % нейтрального протеїну, 
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такого як БСА, стабілізує α-L-Rham N та α-L-Rham R в умовах термоденатурації, 

збільшуючи період напівжиття ензимів на 50% (рис. 6.20). 

 

 

Рис. 6.20 Залежність активності α-L-Rham R та α-L-Rham N від часу 

термоінактивації при 65 °С за додавання 0,5% БСА 

 

Надалі всі дослідження проводили на очищених препаратах α-L-Rham N та α-

L-Rham R C. albidus. Показано (рис. 6.21), що форма α-L-Rham N більш ефективно 

гідролізувала високі концентрації субстрату, оптимум активності припадав на 3,5 

мМ. 

 

Рис. 6.21 Активність α-L-рамнозидаз C. albidus за різних концентрацій 

нарингіну, рН 5,2, 37 оС 
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Показано (рис. 6.22), що α-L-Rham R C. albidus повністю гідролізувала 2 мМ 

нарингіну за 60 оС за 3 години, при зниженні температури до 50 оС час гідролізу 

збільшується до 4 годин. Подібна динаміка спостерігалася і для α-L-Rham N. Також 

показано, що у присутності 0,5 % рамнози термоінактивація α-L-Rham R та α-L-

Rham N прискорюється (рис. 6.23). Таким чином, надалі слід враховувати, що при 

зростаючих концентраціях продукту реакції, стабільність ензиму знижуватиметься, 

що вимагатиме своєчасного видалення рамнози з реакційного середовища. 

 

 

Рис. 6.22 Динаміка гідролізу нарингіну α-L-Rham R C. albidus за різних 

температур 

 

 

Рис. 6.23 Динаміка термоінактивації α-L-Rham R та α-L-Rham N C. albidus за 

присутності рамнози 0,5 % (рН 5,2, 65 С) 
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Кінетику термоінактивації C. albidus вивчали за 60 оС (рис. 6.24). Слід 

зазначити високу стабільність обох форм ензиму в цих умовах, хоча препарат α-L-

Rham N виявляє більш високу вихідну активність, як було показано вище на 

препаратах різного ступеня очищення. Проте динаміка термоденатурації очищених 

препаратів має спільні риси. Характер кривих термоінактивації за 20-60 оС дозволяє 

припустити, що для даного ензиму 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 склали відповідно 

1,3×10-6 та 1,6×10-6, при 65 оС – 5,1×10-5 і 6,4×10-5 с-1, при 70 оС - 8,7×10-5 та 1,4×10-4 

с-1. 

 

 

Рис. 6.24 Кінетика термоінактивації α-L-Rham N C. albidus при різних 

температурах 

 

Вивчення Мм активних та інактивованих форм α-L-Rham R та α-L-Rham N 

продемонструвало зменшення молекулярної маси препаратів у процесі 
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термоденатурації (з 50 до 30 кДа). Можливо активна форма ензиму існує в 

асоційованому стані, проте ці протеїнові агрегати під дією температури 

розпадаються, що спричиняє зниження каталітичної активності. 

Дослідженнями динаміки термоінактивації обох форм α-L-рамнозидази 

C. albidus у розчинах різної іонної сили показано (рис. 6.25), що домінуючу роль у 

підтримці активної конформації молекули протеїну відіграють гідрофобні взаємодії, 

про що свідчить незначне зменшення стабільності ензимів при підвищенні 

концентрації буферу. Ці дані дозволять надалі підібрати умови та реагенти для 

стабілізації α-L-рамнозидази C. albidus. 

 

 

Рис. 6.25 Залежність константи швидкості термоінактивації α-L-рамнозидаз 

C. albidus від концентрації ФЦБ (рН 5,2, 60 оС) 

 

Для з’ясування ролі тіол-дисульфідного обміну у стабільності α-L-

рамнозидази C. albidus були проведені дослідження процесу термоденатурації у 

присутності β-меркаптоетанолу, ДТТ та глутатіону. Показано (рис. 6.26), що 

присутність агентів тіосульфідного обміну значно прискорює процес інактивації 

обох форм α-L-рамнозидази C. albidus, як і у випадку ензимів E. erubescens.  
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 Рис. 6.26 Інактивація двох форм α-L-рамнозидаз C. albidus  за присутності 

агентів тіосульфідного обміну («–— » - 20 оС; «----» - 60 оС) 

 

Таким чином, встановлено, що термостабільність α-L-рамнозидаз C. albidus 

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

синтезу. Використання нарингіну дозволяє отримувати більш стабільні α-L-

рамнозидази. Отримані дані опосередковано свідчать про незначні конформаційні 

відмінності між формами ензимів (кількість сайтів глікозилювання, доступності 

цистеїну або інших амінокислотних залишків), отриманими за різних умов 

вирощування культури продуцента. Значний внесок у стабілізацію структури α-L-

рамнозидаз C. albidus та E. erubescens вносять гідрофобні взаємодії та залишки 

цистеїну. Показано, що α-L-рамнозидаза C. albidus ефективно гідролізує нарингін у 

високих концентраціях та при підвищених температурах.  

Результати, представлені у розділі, опубліковані у наступних роботах: [373-

375, 381, 405-409].  
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РОЗДІЛ 7 

СТАБІЛІЗАЦІЯ ГЛІКОЗИДАЗ ХІМІЧНИМИ МЕТОДАМИ 

 

Підвищення стабільності промислово важливих протеїнів, яке дозволяє 

ефективно використовувати біокаталізатори тривалий час з мінімальними втратами 

їх активності – це безумовно пріоритетна задача сучасної прикладної ензимології. 

Для подолання проблеми денатурації ензимів у неприродних умовах реакційного 

середовища можуть бути використані різні підходи, в тому числі і хімічна 

модифікація, яка має суттєвий вплив на гідрофільно-ліпофільний баланс поверхні 

протеїну наслідком чого є певні зміни їхньої активності і стабільності [410]. 

Відсутність даних про всі суттєві аспекти механізму денатурації протеїнів не 

дозволяє на сьогодні запропонувати універсальні шляхи їхньої стабілізації та 

потребує індивідуального підходу для вирішення цих проблем відповідно до 

структурно-функціональних особливостей протеїну. 

  

7.1 Вплив аніонів і катіонів на активність глікозидаз 

 

 Багато ензимів для прояву каталітичної активності потребують присутності 

специфічно діючих катіонів (кофакторів). В цій ролі можуть виступати іони металів 

або коферменти, які є органічними речовинами. Близько третини всіх відомих 

ензимів містять іон металу або активується ним, але для більшості α-галактозидаз і 

α-L-рамнозидаз залежність від активності від присутності металів не є характерною, 

хоча нерідко й відмічається неспецифічне інгібування ензимів за їхньої присутності 

у реакційному середовищі. 

Найбільш чутливою до присутності іонів металів у середовищі була α-L-

рамнозидаза P. tardum, і за цією характеристикою вона відрізнялася від усіх інших 

досліджених α-L-рамнозидаз (табл. 7.1). Показано, що іони Ag+
 та Cd2+ повністю 

інгібували активність α-L-рамнозидази P. tardum та α-галактозидази P. restrictum, 

водночас за присутності Cd2+ відмічено активацію у 1,66 рази  α-L-рамнозидази 

P. restrictum. Значну інгібувальну дію мали Hg2+, Co2+, Cu2+ Mn2+, Mn2+, Pb2+, Fe2+, 
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Fe3+ та Al3+ в концентрації 10-3 М на ензими P. tardum та P. commune. Майже всі 

досліджені глікозидази були чутливими до Hg2+ та Ag+, які є модифікаторами 

сульфгідрильних та карбоксильних груп амінокислот. В результаті їхнього впливу 

спостерігали зниження активності від 40 до 100 % в залежності від ензиму, за 

винятком ензиму C. albidus. Ці дані вказують як на важливість сульфгідрильних 

груп для підтримки активної конформації α-L-рамнозидаз та α-галактозидаз, так і на 

різну доступність цих груп у різних протеїнів.  

 

Таблиця 7.1 – Активність глікозидаз в присутності катіонів металів та амонію, 

20 оС, рН 5,0  

Катіон, 

10-3М 

Активність, % від контролю 

1 2 3 4 5 6 7 

Контроль 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 

NH4
+ 95,52,4 88,51,4 921,4 71,2±2,8 79,83,4 77,12,5 105±2,1 

K+ 86,52,3 88,51,3 962,2 60,01,5  84,22,2 105,13,8 89±1,5 

Na+ 100,00,1 100,00,1 690,4 62,01,7 92,02,8 115,35,4 111±3,2 

Li+ 100,00,2 102,00,2 944,1 60,11,5 92,03,5 100,23,3 100±4,1 

Ag+ 27,50,7 28,570,7 0 46,42,4 65,11,5 5,10,2 0 

Cd2+ 85,30,6 87,30,6 0 - - 166,33,4 0 

Ca2+ 99,70,4 104,73,4 1635,9 71,23,2 115,04,9 119,14,1 0 

Mg2+ 77,11,9 87,11,9 771,8 98,94,4 101,75,1 119,44,4 108±3,2 

Hg2+ 99,70,4 53,72,3 350,9 46,40,9 84,13,2 75,22,4 0 

Ni2+ 98,50,9 85,21,9 853,1 83,62,2 101,74,3 125,51,9 100±2,8 

Mn2+ 85,53,7 85,83,7 772,9 55,71,9 0 - - 

Zn2+ 98,52,0 87,72,0 652,5 84,52,8 98,24,8 - - 

Co2+ 89,80,9 89,80,9 381,1 72,53,1 92,04,4 - - 

Cu2+ 85,01,0 82,01,3 721,9 55,82,2 89,52,3 - - 

Ba2+ 94,13,2 64,10,2 641,8 72,12,5 0 - - 

Pb2+ 97,71,9 71,71,9 220,4 70,63,1 56,11,7 - - 

Fe2+ 95,62,0 75,62,0 150,3 100,14,5 89,52,4 - - 

Fe3+ 93,01,8 75,61,8 130,1 101,74,4 103,13,9 63,13,1 108,3±5,3 

Al3+ 80,44,6 118,44,6 80,1 - - - - 

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

рамнозидаза P. tardum; 4 – α-L-рамнозидаза P. commune 1; 5 – α-L-рамнозидаза P. 

commune 2; 6 - α-L-рамнозидаза P. restrictum; 7 - α-галактозидаза P. restrictum; «-» не 

досліджували. (М ± m, n= 5) 
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 Також відмічена повна інактивація α-галактозидази P. restrictum іонами Ca2+. 

Водночас спростерігали активацію α-L-рамнозидаз P. tardum, P. restrictum та 

P. commune 2 іонами Ca2+ на 63, 19 та 15 % відповідно. З літератури відомо, що 

катіони Са2+ беруть участь у стабілізації третинної структури деяких α-L-

рамнозидаз, що відносяться до родини GH110 [50]. Вони утворюють іонні зв’язки з 

двома різними амінокислотними залишками, тобто виконують функцію 

стабілізуючого містка подібно до дисульфідних зв’язків. 

Складність встановлення механізму інгібувальної дії іонів металів на 

активність ензимів пов’язана з різними можливими типами взаємодії між ними. Так 

іони металу можуть конкурувати із субстратом за місце зв’язування в активному 

центрі, а також здатні взаємодіяти з реакційно активними групами протеїнової 

молекули, що розташовані поза активним центром [411]. Досліджуючи вплив 

ефекторів у динаміці, за формою кривих можна встановити характер інгібування та 

визначити які ж саме групи в молекулі ензиму були піддані впливу важких металів. 

При оборотному характері інгібування криві, що відображають залежність значення 

активності від часу впливу інгібітору при фіксованих кількостях реагентів, через 

певний час виходять плато, тобто, не відбувається збільшення інгібіторного ефекту 

у часі. Саме такий характер кривих ми спостерігали за інгібування α-L-рамнозидаз 

E. erubescens та C. albidus іонами срібла та ртуті (рис. 7.1а, б). Також встановлено, 

що після 24-хгодинного діалізу проти 0,01 М ФЦБ (рН 5,2) відбувається відновлення 

активності ензимів майже до вихідного рівня.  

Для інших досліджених глікозидаз (P. tardum та P. restrictum) також був 

показаний оборотний характер інгібування активності за присутності Hg2+ та Ag+, 

що є характерним для більшості описаних глікозидаз. 

Також встановлено необоротний характер інгібування іонами Ba2+ в 

концентрації 10-3 М активності α-L-рамнозидази P. commune 2 та оборотне 

інгібування обох ензимів P. commune іонами срібла та ртуті у концентрації 10-3-10-5 

М (рис. 7.2), а також α-L-рамнозидази P. commune 1 за присутності К+, Na+, Li+ та 

Ca2+.  
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Рис. 7.1 Динаміка інгібування α-L-рамнозидази E. еrubescens іонами срібла (а) 

та ртуті (б) в динаміці. Концентрація інгібітора: –– 10-2 М, - - - -  10-3 М, ······ 10-4 М 

 

 

Рис. 7.2 Динаміка інгібування α-L-рамнозидази P. commune 1 йонами ртуті за 

концентрації: - - - - 10-3 М; –– 10-4 М;······10-5 М 

 

Показано (рис. 7.3), що L-рамноза, яку вносили в реакційне середовище в 

кінцевій концентрації 10-3 та 5×10-3 М за 10 хв до та через 30 хв після інгібіторного 

агенту, була в деяких випадках здатна спричиняти захисний ефект на молекули α-L-
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рамнозидаз P. commune. Так, попереднє додавання в реакційну суміш за 10 хв 10-3 та 

5×10-3 М рамнози зменшувало інгібіторний вплив іонів срібла для α-L-рамнозидази 

P. commune 1 на 5 та 25%, відповідно, порівняно з контролем. На активність α-L-

рамнозидази 2 такого впливу не виявлено. Виходячи з цього, можна припустити, що 

іони срібла блокують SH-групи або СООН-групи, що знаходяться в безпосередній 

близькості від активного центру α-L-рамнозидази 1, у α-L-рамнозидази 2 ці групи 

менш доступні. 

 

 

Рис. 7.3 Вплив L-рамнози та L-цистеїну на модифіковані іонами срібла α-L-

рамнозидази P. commune 1 та 2: 1 – контроль (без інгібітору); 2 – контроль з 

інгібітором AgNO3, 10-4 M; 3 – AgNO3 , 10-4 M + 1 мМ L-рамнози (преінкубація 10 

хв); 4 – AgNO3 , 10-4 M + 5 мМ L-рамнози (преінкубація 10 хв); 5 – AgNO3 , 10-4 M + 

1 мМ L-цистеїну (преінкубація 10 хв); 6 – AgNO3 , 10-4 M + 5 мМ L-цистеїну 

(преінкубація 10 хв); 7 – AgNO3 , 10-4 M + 1 мМ L-рамнози (через 30 хв); 8 – AgNO3 , 

10-4 M + 5 мМ L-рамнози (через 30 хв); 9 – AgNO3 , 10-4 M + 1 мМ L-цистеїну (через 

30 хв); 10 – AgNO3 , 10-4 M + 5 мМ L-цистеїну (через 30 хв) 

 

Інгібіторний ефект іонів Ag+ (рис. 7.3) та Hg2+ (рис. 7.4) на активність обох 

ензимів частково знімався 5×10-3 М L-цистеїном у разі його додавання через 30 хв 

після інгібітору. Відсутністю істотного захисного ефекту L-рамнози для α-L-
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рамнозидази 1 та 2 за попереднього внесення її в реакційну суміш свідчить про 

неконкурентний характер інгібування цими ефекторами. 

 

 

Рис. 7.4 Вплив L-рамнози та L-цистеїну на модифіковані іонами ртуті α-L-

рамнозидази P. commune 1 та 2: 1 – контроль (без інгібітору); 2 – контроль з 

інгібітором HgCl2, 10-4 M; 3 – HgCl2, 10-4 M + 1 мМ L-рамнози (преінкубація 10 хв); 

4 – HgCl2, 10-4 M + 5 мМ L-рамнози (преінкубація 10 хв); 5 – HgCl2, 10-4 M + 1 мМ 

L-цистеїну (преінкубація 10 хв); 6 – HgCl2, 10-4 M + 5 мМ L-цистеїну (преінкубація 

10 хв); 7 – HgCl2, 10-4 M + 1 мМ L-рамнози (через 30 хв); 8 – HgCl2, 10-4 M + 5 мМ L-

рамнози (через 30 хв); 9 – HgCl2, 10-4 M + 1 мМ L-цистеїну (через 30 хв); 10 – HgCl2, 

10-4 M + 5 мМ L-цистеїну (через 30 хв) 

 

L-Цистеїн, доданий до реакційної суміш у концентрації 0,5-5,0 мМ до 

взаємодії Ag+ з ензимом, знижує на 30 % його інгібувальну дію (рис. 7.5), а L-

цистеїн, доданий після внесення іонів срібла в реакційну суміш, захисної дії не 

чинить. Преінкубація з L-цистеїном практично повністю захищає α-L-рамнозидазу 

E. erubescens від впливу іонів ртуті. Менш виражений захисний ефект має L-цистеїн, 

доданий у реакційну суміш після внесення іонів ртуті. Ці дані свідчать про те, що 

іони ртуті в молекулі ензиму взаємодіють з SH-групами, які, мабуть, розташовані 

поза активним центром ензиму. 

0

20

40

60

80

100

120

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

З
а

л
и

ш
к

о
в

а
 а

к
т
и

в
н

іс
т
ь

, 
%

P. commune 1 P. comunne 2



238 

 

 

Рис. 7.5 Вплив L-цистеїну на інгібування α-L-рамнозидази E. еrubescens іонами 

срібла та ртуті. 1 – контроль (без інгібітора); 2 – інгібітор⋅10-3 M; 3 – інгібітор + L-

цистеїн, 0,5 мМ; 4 – інгібітор + L-цистеїн, 1 мМ; 5 – інгібітор + L-цистеїн, 2 мМ; 6 – 

інгібітор + L-цистеїн, 4 мМ; інгібітор + L-цистеїн, 5 мМ. Цистеїн додано до обробки 

α-L-рамнозидази іонами срібла або ртуті 

 

Показано, що більшість вивчених аніонів не має суттєвого впливу на 

активність -L-рамнозидаз: встановлено лише інгібувальний вплив сульфіту (58 та 

73 %) на активність -L-рамнозидаз C. albidus та P. tardum (табл. 7.2), що може 

свідчити про присутність в активному центрі ензиму або поблизу від нього SH-груп. 

Відомо, що арсеніту натрію може утворювати циклічні дитіоарсеніти з близько 

розташованими SH-групами цистеїну у молекулі протеїну, що має негативний 

ефект, особливо, коли ці групи наближені до активного центру [411]. Встановлено, 

що арсеніт натрію в концентрації 10-3 М майже не впливає на активність ензиму 

C. albidus, проте на 74 та 54 % пригнічує активність -L-рамнозидаз E. erubescens та 

P. commune 2, а крім того, у 2 рази активує глікозидазу P. tardum.  
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Таблиця 7.2 – Вплив різних аніонів на активність глікозидаз (М ± m, n= 5) 

Аніон, 

10-3М 

Активність, % від початкової 

1 2 3 4 5 

Контроль 100,0 100,0 100 100 100 

Cl- 100,00,3 100,00,3 1164,3 622,2 742,5 

I- 98,32,7 92,30,7 1202,5 933,8 753,3 

F- 105,62,1 99,60,1 99,63,1 - - 

Br- 96,90,9 96,90,9 1204,3 832,5 753,1 

N3
- 100,00,1 100,00,1 1004,8 651,6 903,9 

NO3
- 100,03,0 100,03,0 982,4 834,3 722,3 

NO2
- 98,50,5 98,50,5 98,54,6 762,7 642,2 

H2PO4
- 107,82,1 103,82,1 1025,1 833,5 783,7 

S2O3
-2 96,95,0 96,94,0 953,3 642,1 722,3 

SO3
-2 42,50,3 - 270,8 - - 

SO4
-2 100,00,1 92,50,3 1004,0 662,3 833,5 

AsO3
-2 95,02,0 26,65,0 2004,1 913,2 461,1 

CO3
-2 107,34,0 112,34,0 1755,3 421,2 460,9 

B4O7
-2 1093,0 1163,0 110,1 420,9 572,4 

CH3СOO- 100,00,1 100,00,1 1004,7 904,4 752,6 

C4H5O6
- 100,22,0 99,982,0 1003,5 661,3 781,8 

Примітка 1 – α-L-рамнозидаза C. albidus; 2 – α-L-рамнозидаза E. erubescens; 3 - 

α-L-рамнозидаза P. tardum; 4 – α-L-рамнозидаза P. commune 1; 5 – α-L-рамнозидаза 

P. commune 2. «-» не досліджували 

 

Такий самий неспецифічний характер дії аніонів був показаний раніше для α-

галактозидаз P. canescens, C. cladosporioides та A. niger [192]. Незначне інгібування 

або активація не змінювалися з часом і не виходили за межі похибки експерименту.  

 

7.2 Координаційні сполуки металів як модифікатори глікозидаз 

 

На сьогодні відомо, що біокоординаційні комплекси металів Na+, K+, Ca2+, 

Mg2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Ge4+, подібні до існуючих у природних системах, 

здебільшого відносяться до низькотоксичних речовин з широким спектром 

фармакологічної дії: противірусною, імуномодулюючою, антимікробною, 

антиоксидантною, антигіпоксантною, нейротропною тощо [412, 413]. Крім того, 

комплексні сполуки германію, кобальту, нікелю з органічними лігандами 
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зарекомендували себе як перспективні активатори ензимів [414, 415]. Тому 

встановлення механізму взаємодії комплексів металів з протеїнами та пошук серед 

них ефекторів ензимів є актуальним та перспективним напрямком досліджень. 

 

7.2.1 Координаційні сполуки германію – модифікатори глікозидаз 

Як модифікатори активності ензимів використовували 12 різнолігандних та 

гетерометальних комплексних сполук германію, структурні формули яких 

представлені підрозділ 2.6 (рис. 2.1). Всі вони є дрібнокристалічними осадами 

різного кольору, які стійкі та не гідролізуються на повітрі, а у розчинах дисоціюють 

з утворенням відповідних катіонів та аніонів. 

Показано, що в концентрації 0,01 % майже всі сполуки германію за різного 

часу експозиції не впливали на α-L-рамнозидазну активність E. еrubescens (рис. 7.6а, 

б). Виняток становить лише сполука (1), при експозиції з якою протягом 1 години 

активність була на рівні контролю, а при збільшенні часу до 24 годин спостерігали 

підвищення активності на 35%. 

Більш виражену дію спостерігали при використанні ефекторів у концентрації 

0,1%. Сполуки (2), (4), (5), (8) та 9 при експозиції з ензимом протягом 1 години (рис. 

7.6а) несуттєво активували α-L-рамнозидазу E. еrubescens (на 6-17%). У той час як 

сполуки (1), (6), (7) та (10) підвищували активність більшою мірою (на 129% (1) та 

(6) сполука, на 76% - (7) сполука та на 60% (10) сполука). 

Збільшення часу експозиції (рис. 7.6б) сприяло збільшенню активуючої дії 

сполук (2)-(9). Водночас активуючий вплив сполук (1) та (10) зі збільшенням часу 

експозиції навпаки знижувався. Сполуки (11) і (12) (рис. 7.6а) ніяк не впливали на 

активність досліджуваної α-L-рамнозидази. При різному часі дії на різних 

концентраціях активність була на рівні контролю. 
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Рис. 7.6 Вплив комплексів германію на активність α-L-рамнозидази E. 

еrubescens. Час експозиції: а – 1 год, б – 24 год (20 оС, рН 5,0). Сполуки: 1 – 

(Hphen)4[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·13H2O; 2 – [CuCl(phen)2]4[(OH)2Ge2(µ-

HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O; 3 – [Cu(phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O; 

4 – [Cu(bipy)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·14H2O·2C2H5OH; 5 – 

Zn(bipy)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·18H2O·2C2H5OH; 6 – 

[Ni(phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-OH)2]·8H2O; 7 – [Ni(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-

HXylar)4Ge2(-OH)2]∙20Н2О∙2C2H5OH; 8 – [Fe(bipy)3]2[(OH)2Ge2(-HXylar)4Ge2(-

OH)2]∙12Н2О∙2C2H5OH; 9 – [Fe(phen)3]2[(OH)2Ge2(µ-HXylar)4Ge2(µ-

OH)2]·6H2O·C2H5OH; 10 – [Cu(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Cu(H2O)2}2]2H2O; 11 – 

[Ni(H2O)6][Ge(3-Xylar)2{Ni(H2O)2}2]2H2O; 12 – [Zn(H2O)6][Ge(3-

Xylar)2{Zn(H2O)2}2]2H2O 
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Необхідно відзначити найбільшу активну дію сполуки (7) у концентрації 0,1 

%. За цих умов активність α-L-рамнозидази E. еrubescens через 24 год сумісної 

інкубації підвищувалася у 9,7 рази. 

Максимальна активация α-L-рамнозидази C. albidus відбувалася також під 

дією сполуки (7) в концентрації 0,1% (рис. 7.7а,б). При збільшенні часу експозиції 

до 24 год (рис. 7.7б) встановлено збільшення  активуючої дії майже вдвічі (від 320 

до 600 %). 

В цілому можна відмітити, що вплив всіх сполук, крім (7), на α-L-рамнозидазу 

C. albidus була менш суттєвою, порівняно з дією на α-L-рамнозидазу E. еrubescens. 

Спостерігали також інший характер взаємодії. Якщо у випадку α -L-рамнозидази E. 

еrubescens збільшення часу експозиції сприяло збільшенню активуючої дії сполук 

(2)-(9) (рис. 7.6), то для α-L-рамнозидази C. аlbidus навпаки сполуки (3)-(6) та (8), (9) 

при меншому часі експозиції (рис. 7.7) більше активували досліджений ензим. 

Виняток становили сполуки (2) та (7), які, як у випадку α-L-рамнозидази E. 

еrubescens, проявляли більшу активацію зі збільшенням часу впливу. Аналогічні 

результати відмічали при дії сполук (10)-(12). 

Дослідження впливу координаційних сполук германію на активність α-L-

рамнозидази P. tardum показало, що в концентрації 0,01% при часі експозиції 1 год 

(рис. 7.8а) лише сполука (7) на 25 % підвищувала активність. Тоді як збільшення 

часу експозиції до 24 год (рис. 7.8б) при цій же концентрації сполук сприяло 

підвищенню активності α-L-рамнозидази P. tardum сполуками (8), (10) та (11). 

Вивчення впливу більших концентрацій сполук (0,1%) на активність α-L-

рамнозидази P. tardum показало (рис. 7.8), що активуючий вплив сполук (5)-(11) 

підвищується при збільшенні часу експозиції. В той час як активуюча дія сполуки 

(1) навпаки знижувалася при збільшенні часу експозиції. В цілому слід відмітити, 

що сполуки (2),(3), (4) та (12) при різному часі експозиції і концентрації не впливали 

на активність -L-рамнозидази P. tardum. 
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Рис. 7.7 Вплив комплексів германію на активність α-L-рамнозидази C. albidus. 

Час експозиції: а – 1 год, б – 24 год. Температура 20 оС, рН 5,0. Нумерація сполук як 

на рис. 7.6 
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Рис. 7.8 Вплив сполук германію на активність α-L-рамнозидази P. tardum. Час 

експозиції: а – 1 год, б – 24 год. Температура 20 оС, рН 5,0. Нумерація сполук як на 

рис. 7.6 

 

Аналіз сукупності отриманих даних (час експозиції 24 год, концентрація 0,1%) 

щодо впливу вивчених сполук на активність α-L-рамнозидаз E. erubescens, C. albidus 

та P. tardum показав, що характер впливу вивчених модифікаторів на активність α-

L-рамнозидаз змінюється залежно від штаму продуцента. Наші дані дозволяють 
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представити наступні ряди модифікаторів відповідно до збільшення їх впливу на 

активність ензимів різних продуцентів: 

E. еrubescens: 12 < 11 < 5 < 3 < 4=10 < 1 < 3 < 8 < 2 < 6 < 7; 

C. albidus: 10 < 11 < 12 < 9 < 3 < 1=5 < 8=4 < 2 < 6 < 7; 

P. tardum: 12=2 < 3 < 4 < 11 < 5 < 8 < 1 < 9 < 6 < 10 < 7. 

Відмінності наведених рядів обумовлені тим, що досліджені ензими мають 

різні функціональні групи та конформаційну структуру, що впливає на характер та 

ступінь зв'язування з модифікатором. Крім цього, для кожного ряду типовою є 

залежність активності модифікатора від синергізму дії сукупності біологічно 

активних складових їхніх молекул. 

Також було досліджено вплив ефекторів на активність α-галактозидази та α-L-

рамнозидази P. restrictum. Більшість досліджуваних комплексів, незалежно від 

використаної концентрації та часу інкубування, практично не впливали на α-

галактозидазну активність P. restrictum.  

Незначне зниження активності ензиму (3-17%) спостерігали при використанні 

комплексів (3), (7), (8) у концентраціях 0,01% та 0,1% (час експозиції 1 година та 24 

години), а також сполуки ( 4) (пригнічення 7%) у концентрації 0,1% за різної 

експозиції (рис. 7.9а,б). 

Зовсім іншу картину спостерігали щодо впливу досліджуваних 

координаційних сполук на α-L-рамнозидазу P. restrictum. Було показано що, у 

концентрації 0,01% задіяні ефектори не спричиняли впливу на ензим. При 

підвищенні концентрації до 0,1% більшість досліджуваних сполук або не впливали 

на активність α-L-рамнозидази P. restrictum, або активували її на 10-800 % (рис. 

7.10а,б). Найбільша активуюча дія відмічалася, як і для інших α-L-рамнозидаз, у 

речовини (7). При збільшенні часу експозиції відзначали активацію α-L-рамнозидази 

сполуками (2)-(10). 

Отримані результати дозволяють зробити висновок, що сполука (7) є 

найефективнішим активатором α-L-рамнозидаз всіх чотирьох досліджених штамів. 

У концентрації 0,1 % та за часу експозиції 1 год відмічено підвищення активності 

ензимів: E. еrubescens у 9,7 раз, C. albidus у 6 раз, P. tardum  у 9,5 раз та P. restrictum 
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у 8 разів. Друге місце за ефективністю займає сполука (6). Слід зазначити, що ці 

модифікатори за складом їхніх молекул (рис. 2.1) характеризуються наявністю 

різних гетероциклічних амінів: 6 – 1,10-фенантроліну, 7 – 2,2’-біпіридину. Саме їхня 

участь у внутрішньо- та міжмолекулярній π-π стекінг взаємодії пояснюється висока 

активність сполук (6), (7), яка зростає у разі останнього за рахунок впливу розміру, 

оскільки 1,10-фенантролін більш об’ємний, громіздкий ліганд ніж 2,2’-біпіридин. 

 

 

 

Рис. 7.9 Вплив сполук германію на активність α-галактозидази P. restrictum. 

Час експозиції: а – 1 год, б – 24 год. Температура 20 оС, рН 5,0. Нумерація сполук як 

на рис. 7.6 
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Рис. 7.10 Вплив сполук германію на активність α-L-рамнозидазу P. restrictum. 

Час експозиції: а – 1 год, б – 24 год. Температура 20 оС, рН 5,0. Нумерація сполук як 

на рис. 7.6 

 

Комплекси 10-12 на відміну від інших не містять вторинних лігандів (1,10-

фенантроліну або  2,2’ - біпіридину), а їх комплексний аніон є гетерометалевим. 

Між собою вони відрізняються лише наявністю різних металів: Cu(10), Ni(11), 
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Zn(12). Стимулювальний вплив на активність -L-рамнозидазы P. tardum сполуки 

(10) ймовірно пов’язаний з присутністю Сu2+ , хоча це не пояснює характер їхньої 

взаємодії, крім того, як показано вище іони Сu2+ мали незначну інгібувальну дію на 

ензим. Таким чином, сполука (7) активувала α-L-рамнозидази всіх чотирьох 

продуцентів, сполука (6) – -L-рамнозидази E. еrubescens, P. restrictum та C. аlbidus, 

а сполука (10) –  -L-рамнозидази P. tardum та  P. restrictum. 

Вивчення УФ-спектрів поглинання нативних протеїнів та протеїнів у 

присутності різних сполук, зокрема іонів металів та їх комплексів, може дати деякі 

відповіді про характер їхньої взаємодії [416]. Для всіх ензимів був відзначений 

гіперхронізм в областях 220, 245 та 295 нм при концентрації сполуки (7) 0,1 % (рис. 

7.11). Підвищення УФ-абсорбції в діапазоні 180-230 нм зазвичай пов’язують зі 

змінами n→π* взаємодії протеїнових ланцюгів. Ця нековалентна взаємодія має 

велике значення для стабілізації структур біомолекул і матеріалів, хоча його сила, як 

правило, дуже слабка [417]. У всіх випадках у присутності сполуки (7) спостерігали 

два піки абсорбції (295 та 245 нм). Абсорбція в діапазоні довжин хвиль 230-300 нм в 

основному забезпечується вкладом залишків ароматичних амінокислот триптофану, 

тирозину і фенілаланіну, і, певною мірою, при 260 нм наявними дисульфідними 

зв’язками [418]. Показано, що інтенсивність поглинання збільшується зі 

збільшенням концентрації сполуки (7) для всіх α-L-рамнозидаз. Це свідчити про 

незначні топологічні зміни в молекулі ензиму, які відбулися наслідок розриву 

водневих зв’язків, або обумовлені адсорбцією протеїну на поверхні комплексу 

внаслідок зв’язування хромофорів протеїну з вільними карбонільними та 

карбоксильними групами сполуки (7). Результатом такої взаємодії є зміна 

каталітичної активності досліджених α-L-рамнозидаз. 

Міцні ковалентні зв’язки ензимів з вивченими сполуками не утворюються. 

Про це свідчить зняття активуючого ефекту після діалізу. Активація ензимів 

реалізується швидше за все через зв’язки з регуляторними ділянками алостеричних 

фрагментів, а не з активними центрами. Внаслідок цього, ймовірно, відбувається 

зближення реагуючих груп субстрату та ензиму, тобто індукується їхня 

компліментарність, яка сприяє збільшенню швидкості гідролізу. 
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Рис. 7.11 УФ-спектри поглинання нативних α-L-рамнозидаз C. albidus (а), E. 

еrubescens (б), P. tardum (в) та P. restrictum (г), а також ензимів під дією сполуки (7) 

 

Конформаційні зміни, що призвели до збільшення каталітичної активності 

ензиму, можуть відбитися і на зміні фізико-хімічних властивостей протеїну, 

наприклад, рН та термостабільності. Зв’язки, що утворилися з комплексною 

сполукою, можуть призвести до збільшення гідрофобності або гідрофільності 

молекули, а також підвищити її жорсткість. Це у свою чергу призведе до зміни 

стійкості молекули до денатурації, у тому числі термічної. Встановлено, що при 

інкубації нативної α-L-рамнозидази за 65°С протягом 1 години зберігалося 50 % 

активності ензиму, а в присутності в реакційному середовищі сполуки (7) – 90% 

(рис. 7.12). Після 2,5 години інкубації за 65°С зберігалося лише 20 % активності 

нативного ензиму, тоді як у присутності речовини (7) – 50 %. Аналогічну картину 

спостерігали за більш високих температур (70 і 75 °С) (рис. 7.12). 

Таким чином, на підставі особливостей у ступені впливу комплексних сполук 

на активність вивчених ензимів ми можемо припустити різне розташування 

залишків ароматичних амінокислот та їх доступності у α-L-рамнозидаз E. 

еrubescens, C. albidus та P. tardum, що забезпечує конформаційну та каталітичну 

унікальність ензимів із різних джерел. Отримані результати дозволяють 
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рекомендувати досліджені комплексні сполуки 6, 7, 10 для отримання активних 

форм α-L-рамнозидаз. 

 
Рис. 7.12 Термостабільність α-L-рамнозидази P. restrictum (рН 5,0, 0,1 М 

ФЦБ). 

 

7.2.2 Бісцитратогерманатні та бісцитратостаннатні комплекси з металами 

− модифікатори активності α-галактозидаз  

 Як відомо [411], одночасна присутність у розчині декількох іонів металів може 

призводити до протилежних ефектів: або стимулювати (синергізм), або ослаблювати 

дію один одного на ензиматичну активність. Вперше в якості ефекторів ензимів 

були взяті однотипні за структурою координаційні сполуки на основі хелатуючого 

ліганду – біологічно активної лимонної кислоти. Особливістю цих сполук є те, що в 

одній молекулі присутні два різні іони металу та їхній хелатуючий реагент. 

Досліджуваний ряд ефекторів дозволяє простежити вплив як окремих іонів металів 

та їхнього поєднання, так і комплексної молекули в цілому на досліджувану 

каталітичну активність. 
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 Хоча залучені сполуки мали різноманітний вплив на активність серинових та 

металопротеаз (як активуючий, так і стимулюючий), однак на ензиматичну 

активність олігомерних α-галактозидаз вони майже не впливали. Була відмічена 

тільки незначна активація (20 %, 0,01 % ефектора) α-галактозидази P. canescens 

сполукою 6, яка складається з бісцитратостанатного аніону 

[Mg(H2O)6][Sn(HCitr)2]·4H2O та гексааквакатіону. В інших випадках сполуки не 

мали жодного впливу на α-галактозидази P. canescens, C. cladosporioides та A. niger. 

Така відмінність у поведінці у порівнянні з протеазами пояснюється різною 

природою досліджуваних ензимів та присутністю металу у структурі молекули. 

Каталіз відомих на цей час α-галактозидаз не включає іонів металів [54, 107]. 

Ймовірно досліджені координаційні сполуки не тільки не зв’язуються з каталітично 

активними групами досліджених α-галактозидаз, але й не сприяють утворенню 

доступнішої для субстрату конформації молекули ензиму. 

 

7.2.3 Координаційні сполуки цинку з N-заміщеними тіокарбомоїл-N'-

пентаметиленсульфенамідами – модифікатори активності ензимів 

Як модифікатори ензиматичної активності також були використані 

новосинтезовані молекулярні комплекси цинку з N-заміщеними тіокарбамоїл-N′-

пентаметиленсульфенамідами – неелектроліти, складу [Zn(L)X2], у яких 

реалізується однотипна ідентична координація L (ліганда) через тіонні атоми сірки 

та сульфенамідні атоми азоту з утворенням п’ятичленних металоциклів. Будова 

бромідних комплексів цинку з L1 та L4 була встановлена методом 

рентгеноструктурного аналізу [419]. 

Комплекси [Zn(L2)Br2], [Zn(L1)(NCS)2] та [Zn(L3)(NCS)2] при експозиції 

протягом 20 годин активували α-L-рамнозидазу C. albidus. Інші сполуки або не 

впливали на активність, або інгібували її на 7-23% (рис. 7.13). При цьому різний час 

експозиції (0,5 або 20 год) не мав суттєвого впливу. Отримані результати свідчать, 

що вирішальну роль відіграють не окремі фрагменти (L та аніони), а молекули 

комплексів цинку в цілому. Можна також говорити про те, що присутність 

хлоридного аніону завжди зменшує активність α-L-рамнозидази C. albidus.  
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Більш різноманітну дію досліджувані сполуки мали на активність α-L-

рамнозидази Е. erubescens (рис. 7.13). В цій серії експериментів встановлено вплив 

на активність як часу експозиції, так і структури досліджуваних комплексів. При 

експозиції протягом 0,5 год. [Zn(L1)Cl2], [Zn(L4)Cl2], [Zn(L2)Br2], [Zn(L4)Br2], 

[Zn(L1)(NCS)2] та [Zn(L3)(NCS)2] спричиняють інгібіторну дію, у той час як вплив 

[Zn(L2)Cl2], [Zn(L3)Cl2], [Zn(L1)Br2], та [Zn(L3)Br2] – лише на рівні контролю. При 

експозиції впродовж 20 год всі досліджувані комплекси, крім [Zn(L3)(NCS)2], 

підвищують активність α-L-рамнозидази Е. erubescens на 7-60 %. 

Встановлений факт різного впливу [Zn(L3)(NCS)2] на активність α-L-

рамнозидаз C. albidus та E. erubescens ще раз підтверджує структурні особливості 

цих ензимів. При експозиції цієї сполуки з α-L-рамнозидазою C. albidus протягом 

0,5 год відбувається незначне інгібування порівняно з контролем, а при експозиції 

протягом 20 годин – істотне активування. 

 

 

Рис. 7.13 Активність α-L-рамнозидаз C. albidus та E. erubescens у присутності 

координаційних сполук цинку (0,01 %, 20 год). 1 – [Zn(L1)Br2], 2 – [Zn(L1)Cl2]), 3 –

[Zn(L1)(NCS)2, 4 – [Zn(L2)Br2], 5 – [Zn(L2)Cl2], 6 – [Zn(L3)Br2], 7 – [Zn(L3)Cl2], 8 – 

[Zn(L3)(NCS)2], 9 – [Zn(L4)Br2], 10 – [Zn(L4)Cl2] 
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Сполука [Zn(L3)(NCS)2] також спочатку інгібує активність α-L-рамнозидази 

E. erubescens, а потім активує. Тому можна припустити, що при взаємодії 

комплексів цинку з ензимами C. albidus та E. erubescens відбувається просторова 

зміна третинної структури молекул, як наслідок, зміна конфігурації активного 

центру ензиму в часі. Це супроводжується спочатку зменшенням каталітичної 

активності ензимів, а при досягненні найенергетичніше вигідного стану – її 

збільшенням. 

Вивчення впливу координаційних сполук цинку на активність α-галактозидаз 

показало, що всі досліджені комплекси в концентрації 0,01 %, при часі експозиції 60 

хв практично не впливають (в межах похибки досліду) на активність ензимів 

A. niger та C. cladosporioides, водночас інгібують (до 20%) активність α-

галактозидази P. canescens (рис. 7.14). Збільшення часу експозиції до 20 год 

продемонструвало вибірковість дії окремих сполук на ензими. Так, комплекси 

[Zn(L1)Br2] та [Zn(L4)Cl2] повністю інгібували активність α-галактозидаз всіх трьох 

продуцентів, тоді як [Zn(L1)(NCS)2], [Zn(L3)(NCS)2] та [Zn(L4)Br2] підвищують їхню 

активність до 50% (рис. 7.15). Найбільше активує α-галактозидазу A. niger сполука 

[Zn(L3))(NCS)2]. При збільшенні концентрації до 0,04% спостерігається інгібування 

активності α-галактозидази A. niger комплексом [Zn(L3))(NCS)2] на 44%, а 

[Zn(L3))Cl2] – на 20%. Активність α-галактозидази C. cladosporioides в присутності 

[Zn(L3))(NCS)2] та [Zn(L1)(NCS)2] знижується більш як на 20% (рис. 7.16).  

З отриманих даних випливає, що характер взаємодії досліджених комплексів 

цинку змінюється в залежності від ензиму, що вивчається. Це вказує на те, що 

відповідальними за зв’язування з модифікаторами є різні функціональні групи, що 

входять до складу ензимів різних продуцентів, що відрізняються будовою і 

донорними центрами. Перспективними ефекторами α-L-рамнозидази та α-

галактозидази можуть бути сполуки 3 - [Zn(L1)(NCS)2], 4 - [Zn(L2)Br2], 8 -

[Zn(L3)(NCS)2] та 3 - [Zn(L1)(NCS)2], 8 - [Zn (L3)(NCS)2], 9 - [Zn(L4)Br2] відповідно. 
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Рис. 7.14 Активність α-галактозидаз A. niger (І), C. cladosporioides (ІІ), 

P. canescens (ІІІ) у присутності координаційних сполук цинку (0,01 %) (час 

експозиції 60 хв). Нумерація сполук як на рис. 7.13 

 

 

 

Рис. 7.15 Активність α-галактозидаз A. niger (І), C. cladosporioides (ІІ), 

P. canescens (ІІІ) у присутності координаційних сполук цинку (0,01 %) (час 

експозиції 20 год). Нумерація сполук як на рис. 7.13 
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Рис. 7.16 Активність α-галактозидаз A. niger (І), C. cladosporioides (ІІ), 

P. canescens (ІІІ) у присутності координаційних сполук цинку (0,04 %) (час 

експозиції 60 хв). Нумерація сполук як на рис. 7.13 

 

 7.2.4 Супрамолекулярні солі з Fe/Co/Ni/Cu/Zn, 1,10-фенантролін 

катіонами та тартратостанатними (ІV) аніонами як ефектори активності α-L-

рамнозидаз мікроміцетів 

Встановлено, що 5 сполук з 1,10-фенантролін катіонами та 

тартратостанатними (ІV) аніонами, які відрізнялися за вмістом металу (Fe(1), Co(2), 

Ni(3), Cu(4), Zn(5)), також по різному впливали на ензими різних продуцентів. В 

концентрації 0,01 % і часі експозиції 60 хв активність α-L-рамнозидази P. tardum 

майже не змінювалася, а після 24-х годинної інкубації спостерігали активацію на 13-

300 % (рис. 7.17а). При збільшенні концентрації до 0,1 % спостерігали суттєву 

активацію ензиму, при чому цей ефект посилювався з часом. Комплекси 2 та 5 

сприяли збільшенню активності α-L-рамнозидази P. tardum на 500-600 % (рис. 

7.17б). 
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Рис. 7.17 Вплив сполук 1-5 на α-L-рамнозидазу P. tardum. Час експозиції: а) 60 

хв, б) 24 години. 20оС, рН 5.0. 1 – [Fe(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], 2 – 

[Со(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], 3 – [Ni(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], 4 – 

[Cu(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], 5 – [Zn(phen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2] 

 

Активність α-L-рамнозидази P. restrictum за використання ефекторів у 

концентрації 0,01% змінювалася з часом в межах похибки експерименту (рис. 7.18). 

При внесенні цих сполук у концентрації 0,1 % протягом 60 хв спостерігали 

зростання активності α-L-рамнозидази за використання всіх сполук на 14-50 %. Але 

через 24 години активність трохи знижувалася, і максимальна активація складала 

25-30 % для сполук 3, 4, 5 (рис. 7.18б). α-Галактозидаза P. restrictum в умовах 

досліду майже взагалі не піддавалася впливу використаних ефекторів, за 

виключенням незначної інактивації протягом першої години інкубування (рис. 7.19). 

Як видно з представлених результатів, досліджені комплексні сполуки можуть 

бути ефективними модифікаторами ензимів. Ці комплекси складаються з двох 

незалежних модулів: катіону 1,10-фенантролін з d-металом і тартратостанат(IV) 

аніону, і тому здатні активувати різні функціональні групи субстрату та активного 

центру ензиму, а також моделювати їхню геометричну конформацію.  
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Рис. 7.18 Вплив сполук 1-5 на α-L-рамнозидазу P. restrictum. Час експозиції: а) 

60 хв, б) 24 години. 20оС, рН 5.0. Нумерація сполук як на рис. 7.18 

             

  

 

Рис. 7.19 Вплив сполук 1-5 на α-галактозидазу P. restrictum. Час експозиції: а) 

60 хв, б) 24 години. 20оС, рН 5.0. Нумерація сполук як на рис. 7.17 
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Зміни конформації, і відповідно, активності, скоріше за все відбуваються з 

залученням цілої молекули кристалогідрату, а не тільки катіону. Ймовірно,  

наявність більшої кількості молекул води у сполуках 2 і 5 (які містять у складі 

кобальт та цинк відповідно) має вирішальне значення прояву їхніх активаційних 

властивостей. Молекули води залучаються до генерації розгалуженої мережі 

водневих зв’язків, що, в свою чергу, сприяє створенню активного проміжного 

комплексу «ензим-ефектор-субстрат» та інтенсифікації каталітичних властивостей. 

Отримані результати дозволяють рекомендувати досліджені комплексні 

сполуки [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, 

[Co(Рhen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2], [Zn(Рhen)3]2[Sn2(μ-Tart)2(H2Tart)2] для 

отримання активних форм α-L-рамнозидаз. Перспективними ефкторами α-L-

рамнозидази та α-галактозидази є [Zn(L1)(NCS)2], [Zn(L2)Br2], [Zn(L3)(NCS)2] та 

[Zn(L1)(NCS)2], [Zn (L3)(NCS)2], [Zn(L4)Br2]. У подальших дослідженнях ці та 

подібні сполуки можуть бути використані для з’ясування субстратної специфічності 

ензимів, встановлення ролі окремих функціональних груп у підтримці активної 

конформації молекули ензиму, вирішенні питання механізму дії ензимів. 

 

7.3 Модифікація глікозидаз за допомогою групоспецифічних реагентів 

 

Модифікація є важливими інструментом як дослідження каталітично активних 

груп ензимів, так і вивчення функцій їх активних центрів. Протеїн є 

полифункціональною сполукою, в якій кожний амінокислотний залишок виконує 

певну функцію для підтримання активної конформації молекули або прояву певної 

функції. Групоспецифічна модифікація здійснюється за допомогою селективних 

хімічних реагентів щодо окремих амінокислотних залишків. В наш час відомо 

досить широке коло специфічних  реагентів, які з різною ефективністю 

модифікують бокові ланцюги амінокислот. Більшість з них використовується для 

виявлення функціонально активних груп протеїнів та дослідження їхньої структури, 
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але нерідко цей підход допомагає отримувати більш стабільні і активні форми 

ензимів. 

 Аналіз структури активних центрів гідролізу дозволив на цей час виділити 

обмежене число функціональних груп протеїну, які здатні відігравати роль 

нуклеофільних активаторів води та електрофільних активаторів субстрату 

(http://www.cazy.org/). Найчастіше до складу активних центрів ензимів входять 

функціональні групи таких амінокислот: -ОН групи серіну, треоніну, тирозину; -SН 

групи цистеїну; -NН групи гістидину; -СООН групи глутамату и аспартату; -NН2 

групи аргиніну и лізину. Нами було проведено модифікацію деяких з них з метою 

встановлення функціонально активних груп та для виявлення шляхів стабілізації 

практично важливих глікозидаз.  

Модифікацію карбоксильної групи аспарагінової або глутамінової 

амінокислот проводили за допомогою кабодіімідів: 1-[3-(диметиламіно) пропіл]-3-

етилкарбодіімід метіодіду та n-толуолсульфонат-1-циклогексил-3(2-

морфоліноетил)карбодііміду (табл. 7.3).  

  

Таблиця 7.3 – Вплив модифікаторів карбоксильних груп на активність α-

рамнозидаз та α-галактозидаз 

Концентрація 

реагенту, 10-3М 

Залишкова активність ензиму, % від контролю 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1-[3-(диметиламіно) 

пропіл]-3-етилкарбоді-

імід метіодід 
60±1,5 50±1,4 33±0,8 71±2,2 50±1,5 21±1,3 18±0,5 72±3,3 

n-толуолсульфонат-1-

циклогексил-3(2-морфо-

ліноетил)карбодіімід 
- - - - - 35±0,6 32±0,3 - 

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

- α-L-рамнозидаза P. tardum; 4 – α-L-рамнозидаза P. restrictum; 5  α-галактозидаза A. 

niger, 6 – α-галактозидаза P. canescens, 7 – α-галактозидаза C. cladosporioides, 8 –- α-

галактозидаза P. restrictum. «-» не досліджували 
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Відмічено високий ступінь інгібування активності глікозидаз, за винятком 

ензимів C. albidus та P. restrictum. Спостережуване неповне інгібування може 

свідчити про наявність інших залишків цих амінокислот у молекулах ензимів, які 

важливі для перебігу каталізу, але за цих умов недоступні для інгібітора. 

Для модифікації залишків гістидину використовували фотокислення в 

присутності метиленового синього та ДЕПК, який за рН 5,5-7,5 специфічно реагує з 

залишками гістидину. За використання ДЕПК як модифікатора гістидину відмічено 

зниження швидкості гідролізу синтетичного субстрату та прискорення 

термоінактивації α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз за 50 оС (рис. 7.20а). Ці ефекти 

можна пояснити модифікацією реакційно здатних залишків гістидину, взаємодія 

яких з ДЕПК призводить до утворення N-етоксиформілідазолу (рис. 7.20б).  

 

  

Рис. 7.20 а) Кінетика інактивації глікозидаз у присутності ДЕПК 10-3М, 50 оС, 

рН 5,2. б) Динаміка зміни поглинання розчину -галактозидаз за присутності 5×10-3 

М ДЕПК, 240 нм 

 

В усіх випадках фотоокислення глікозидаз зниження активності 

пришвидчувалося при зниженні рН та підвищенні температури (рис. 7.21), що 

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100 120

З
а

л
и

ш
к

о
в

а
 а

к
т
и

в
н

іс
т
ь

, 
%

Час, хв 

A. niger

P. canescens

C. cladosporioides

E. erubescens

C. albidus

P. tardum

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0 15 30 45 60

А
, 
2
4
0
 н

м

Час, хв

б
а 



262 

 

вказує на модифікацію саме залишків гістидину, а не триптофану чи тирозину, 

оскільки швидкість фотоокислення останніх не залежить від рН. Такий самий 

характер мали криві фотоокислення олігомерних α-галактозидаз. 

 

 

 
Рис. 7.21 Кінетика інактивації -L-рамнозидаз в процесі фотоокислення в 

присутності та відсутності метиленового синього: а) а С. albidus; б) P. tardum  
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Сульфгідрильні групи залишків цистеїну часто відіграють важливу роль у 

прояві функціональної активності багатьох протеїнів. В умовах близьких до 

фізіологічних, вони є ефективними нуклеофільними агентами з високою реакційною 

здатністю. Тому є необхідність у модифікації цих груп  на перших етапах 

дослідження структури ензиму. Сульфгідрильна група залишку цистеїну є однією з 

найбільш реакційноздатних у протеїнах. Її модифікацію можна проводити за 

допомогою йодацетаміду, аміноетилюванням етиленіміном, реакцією з п-ХМБ, 

окисленням Н2О2 до похідних цистеїнової кислоти, окисленням у м’яких умовах з 

утворенням між- та внутрішньомолекулярних дисульфідних зв’язків під дією 

фериціаніду, конденсацією з N-етилмалеімідом за рН 7,0.  

Розрахунок кількості сульфгідрильних груп у молекулах досліджених 

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 

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. Наші дослідження продемонстрували значний внесок вільних 

SH-груп досліджуваних глікозидаз у прояв їхньої каталітичної активності. 

Модифікація цих груп сильними тіоловими інгібіторами (п-ХМБ та N-

етилмалеімідом) призводила до суттєвого зниження активності α-галактозидаз (на 

85-100 %) та у меншій мірі – α-L-рамнозидаз (на 10-60%) (табл. 7.4). При цьому, 

інгібіторний ефект п-ХМБ значно переважав такий N-етилмалеіміду у α-

галактозидаз. Цікаво, що модифікація N-етилмалеімідом навіть стабілізувала α-

галактозидазу P. restrictum та α-L-рамнозидазу P. tardum. Перекис водню інгібував 

всі глікозидази на 95-100 %, крім ензимів P. restrictum. Таким чином, відмічено 

широку варіабельність ефектів серед модифікаторів SH-груп як в межах одного 

протеїну, так і серед ензимів різних продуцентів. 

До впливу хелатуючих агентів (ЕДТА та о-фенантроліну) чутливість 

проявляли тільки глікозидази E. еrubescens та P. commune (рис. 6.18, табл. 7.4) 

Реагенти тіосульфідного обміну майже не інактивували досліджені глікозидази, за 

винятком α-L-рамнозидази E. еrubescens (рис. 6.17, табл. 7.4). Однак, як було 
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показано вище (рис. 6.26), відмічено зниження активності α-L-рамнозидази 

C. albidus у присутності ДТТ та β-меркаптоетанолу за підвищення температури. 

Однак, отримані дані не дають нам підстав вважати, що причиною інактивації є 

окислення залишку цистеїну у реакційному центрі в усіх досліджених випадках. 

Також цей висновок підтверджують дані про відсутність захисного впливу ДТТ, β-

меркаптоетанолу та цистеїну при модифікації SH-груп п-ХМБ.  

 

Таблиця 7.4 –  Вплив хімічних реагентів на активність глікозидаз  

Концентрація 

реагенту, 10-3М 

Залишкова активність, % 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

ЕДТА 31 100 100 98 68 55 - - 101 

о-Фенантролін 43 100 120 99 68 75 - - 99 

ДЕПК 25 35 31 72 - - 70 19 76 

п-ХМБ  40 90 82 69 60 64 62 65 0 

N-Етилмалеімід  30 96 110 93 - - 8 9 102 

Н
2
О

2 
 - - - 82 - - 5 2 87 

Фериціанід калію - - - 63 - - 10 10 108 

ДТТ 42 93 141 100 100 83 97 99 100 

β-Меркаптоетанол 93 97 97 95 95 98 98 98 100 

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. canescens; 8 - 

α-галактозидаза C. cladosporioides; 9 – α-галактозидаза P. restrictum; «-» - не 

досліджували. Дані - середнє значення 5 повторностей. 20 оС, 60 хв 

 

Таким чином, показано, що функціонально активними та реакційно здатними 

групами у досліджених глікозидаз є карбоксильні групи дикарбонових амінокислот, 

імідазольна група гістидину та сульфгідрильні групи цистеїну. Різноманітність 

ступеню інактивації можна пояснити конформаційними відмінностями між 

ензимами різних продуцентів та різною кількістю вільних реакційно здатних груп у 

молекулах протеїнів різного походження. Встановлено, що модифікацією цих груп 

можна впливати на конформаційну стабільність досліджуваних глікозидаз та 

розробляти стратегію отримання термостабільних ензимних препаратів на їхній 

основі. 
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 7.4 Термостабілізація глікозидаз за допомогою хімічних реагентів 

 

Оскільки сульфгідрильні групи залишків цистеїну є суттєвими для 

підтримання активної конформації досліджених глікозидаз, але навряд чи входять 

до їхнього активного центру, було цікаво дослідити як модифікація цих груп 

впливатиме на стабільність ензимів в умовах термоінактивації.  

Для модифікації SН-груп глікозидаз були використані такі протектори цих 

груп, як цистеїн і ДТТ. Але у використаній концентрації за 65 оС ці речовини не 

стабілізували як α-L-рамнозидази C. albidus і E. erubescens, так і α-галактозидази 

A. niger, C. cladosporioides та P. canescens за 51 –57  оС. Так само використання 

ДЕПК і п-ХМБ – модифікаторів гістидину і сульфгідрильних груп – в досліджених 

концентраціях або не призводило до зміни каталітичної активності, або 

прискорювало термоінактивацію α-L-рамнозидаз та α-галактозидаз (рис. 7.22, 7.23), 

ймовірно за рахунок полегшення переходу протеїнової глобули в розгорнутий стан. 

 

 Рис. 7.22 Залежність активності модифікованих α-L-рамнозидаз E. erubescens 

(а) і C. albidus (б) від часу термоінактивації (рН 5,2, t= 65С), Концентрація 

модифікатора 10-3М 

 

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150

А
к

т
и

в
н

іс
т
ь

, 
%

Час, хв

контроль

ДЕПК

п-ХМБ

а

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150

А
к

т
и

в
н

іс
т
ь

, 
%

Час, хв

б



266 

 

 

Рис. 7.23 Кінетичні криві термоінактивації α-галактозидаз A. niger (а), 

C. cladosporioides (б) та P. canescens (в) (рН 5,2, 55 оС) в присутності модифікаторів 

сульфгідрильних груп 10-3 М 

 

Одним із розповсюдженних модифікаторів протеїнів є ПЕГ [420]. На 

теперешній час ПЕГ дозволений FDA (Food and drug administration of USA) як 

субстанція для виробництва лікарських та косметологічних засобів та може бути 

складовою продуктів харчування. Модифікація протеїнів ПЕГ не призводить до 

значних змін в їх третинній та четвертинній структурах, а полягає у фізико-хімічній 

трансформації. Остання досягається шляхом алкілювання протеїну ПЕГ. Одним з 

найважливіших параметрів молекул, модифікованих ПЕГ, є їх гідрофільність, яка 

формує принципово нові фізико-хімічні властивості зміненого пептиду. Значна 

концентрація атомів водню навіть в одній молекулі ПЕГ дозволяє їй зв’язуватися з 

2-3 молекулами води. Подібна гідратація призводить до формування “водної хмари” 

навколо модифікованої молекули ПЕГ+протеїн, за рахунок цього значно 

підвищується її гідродинамічний радіус. Ця гідратаційна оболонка значно підвищує 

розчинність та біодоступність препарату, а довші ланцюги ПЕГ обумовлюють 

більшу тривалість періоду напівжиття ПЕГ+протеїн та його стабільність.  
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Обробка α-галактозидаз декстранами Т500 та Т20, ПЕГ 6000 та ПЕГ 1500, а 

также гліцином сприяла термостабілізації ензимів за 55 оС (рис. 7.24). Однак 

необхідно відмітити різницю в динаміці цього процесу у α-галактозидаз із різних 

джерел. Поки складно вказати на конкретні механізми стабілізації в кожному 

випадку, для цього необхідно провести додаткові дослідження, в тому числі 

рентгеноструктурні і ІК-спектрометрію, але відомо [421], що модифікація 

фізіологічно активних речовин протеїнової природи розчинними полімерами і 

полісахаридами підвищує їх конформаційну стабільність і стійкість завдяки 

багатоточковому зв’язуванню і модифікації залишків лізину. Крім того, таке 

зв’язування забезпечує стійкість протеїнів до протеолізу.  

Слід відмітити деякі відмінності в ступені і характері впливу використаних 

речовин на різні ензими, що ще раз вказує на різницю в розташуванні заряджених 

груп на поверхні їхньої протеїнової глобули. Можна припустити, що гліцин більш 

ефективно забезпечує підтримання активної конформації -галактозидаз A. niger та 

P. canescens, ніж молекули α-галактозидази C. cladosporioides. Показано, що гліцин і 

ПЕГ сприяли ефективній термостабілізації -галактозидаз за 55 оС (рис. 7.24).  
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Рис. 7.24 Зміна активності модифікованих α-галактозидаз A. niger (а), 

P. canescens (б), C. cladosporioides (в) протягом термоінактивації (рН 5,2, t =55 оС) 
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Обробка α-L-рамнозидаз гліцином сприяла термостабілізації ензиму C. albidus 

лише протягом перших двох годин інкубації та прискорювала термоінактивацію α-

L-рамнозидази E. erubescens (рис. 7.25). 

 

 

Рис. 7.25 Активність модифікованих гліцином α-L-рамнозидаз E. erubescens і 

C. albidus (60 оС, рН 5,0) 

 

Зв’язування α-L-рамнозидаз декстранами та ПЕГ продемонструвало (рис. 

7.26а), що найбільш стабілізуючий вплив у випадку α-L-рамнозидази E. erubescens 

забезпечував ПЕГ 20000 – термостабільність підвищувалась на 280 % протягом 180 

хв інкубації. Дещо поступалися ПЕГ 4000 і ПЕГ 6000, активність при обробці ними 

зберігалась на рівні 100-120 %, тоді як ПЕГ 1500, декстран 70 Т і 500 Т навпаки 

сприяли дестабілізаціії ензима порівняно з контролем. Подібна картина 

спостерігалась і для модифікованої α-L-рамнозидази C. albidus (рис. 7.26б). 

Особливо ефективною виявилася обробка ПЕГ 20000 – термостабільність 

підвищилась на 150 % (180 хв інкубації). Модифікована α-L-рамнозидаза C. albidus 

ПЕГ 4000 і ПЕГ 6000 зберігала 90-100% активності протягом цього ж часу, тоді як 
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оброблені декстранами 70 Т і 500 Т втрачали активність протягом 60 хв інкубації, а 

ПЕГ 1500 – протягом 90 хв.  

 

 

 

 

 

Рис. 7.26 Залежність активності модифікованих α-L-рамнозидаз E. erubescens 

(а) і C. albidus (б) від часу термоінактивації (рН 5,2, t= 65С) 
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Крім неіоногеного ПЕГ, було досліджено вплив катіоного ПАР –ЦТАБ. Є дані 

[422], що ЦТАБ з протеїном утворює комплекси змінного складу, при цьому 

спостерігаються суттєві конформаційні зміни вторинної структури  частка 

спіральних -ланцюгів зменшується, а термічна стійкість підвищується. При 

низьких концентраціях ПАР взаємодія має електростатичну природу внаслідок 

зв’язування іонів ПАР протилежно зарядженими групами протеїну, а при високих 

концентраціях визначальну роль відіграють гідрофобні взаємодії. Однак було 

відмічено, що на відміну від ПЕГ комплекси ЦТАБ-α-галактозидаза, які 

утворюються в даному випадку (про їх утворення свідчить лінійний характер 

залежності активності ензимів від концентрації ЦТАБ), характеризувались значно 

меншою термостабільністю і повністю інактивувались за 55 оС протягом 30 хв. Так 

само неефективними були комплекси ЦТАБ-α-L-рамнозидаза, які повністю втрачали 

активність протягом 1 год за 65 оС.  

Нами було проведено гідрофобну модифікацію глікозидаз шляхом 

ацилювання аміногруп залишків лізину за допомогою янтарного ангідриду. В 

результаті вдалося збільшити час напівінактивації α-L-рамнозидаз C. albidus і 

E. erubescens. Максимальний ефект спостерігався при обробці α-L-рамнозидаз 

E. erubescens і C. albidus в концентрації 10 мМ (рис. 7.27). Активність була 

приблизно вдвічі вищою порівняно з необробленими ензимами. Крім того, для α-L-

рамнозидази E. erubescens незначна стабілізуюча дія була показана і в концентрації 

янтарного ангідриду 1 мМ. Така модифікація стабілізує активну форму ензимів 

через посилення міжсубодиничних взаємодій [423]. 

Модифікація янтарним ангідридом дозволила збільшити період напівжиття і 

для α-галактозидаз A. niger, C. cladosporioides и P. canescens (рис. 7.28). Ступінь 

стабілізації та оптимальні концентрації для різних ензимів мали відмінності. 

Максимальний ефект був досягнутий при обробці α-галактозидази A. niger 10 мМ 

ангідриду (рис. 7.28а). Константи термоінактивації при оптимальних умовах 

знижувалися у 5, 1,5 та 2 рази для α-галактозидаз A. niger, P. canescens и 

C. cladosporioides відповідно.  
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Рис. 7.27 Динаміка термоінактивації модифікованих янтарним ангідридом α-L-

рамнозидаз E. erubescens (а) і C. albidus (б) (рН 5,2, t= 65С)  
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Рис. 7.28 Залежність активності -галактозидаз A. niger (а) P. canescens (б) та 

C. cladosporioides (в) від концентрації янтарного ангідриду за 55 оС 
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Обробка ензимів 2,6-діамінопімеліновою кислотою, яка є попередником 

лізину, сприяло стабілізації α-L-рамнозидази E. erubescens (рис. 7.29), особливо 

протягом перших 90 хв інкубації. Для α-L-рамнозидази C. albidus захисний ефект 

відмічався після 90 хв інкубації. Термостабілізацію в цьому випадку можна 

пояснити зв’язуванням з поверхневими аміногрупами залишків лізину, що в свою 

чергу забезпечувало міжмолекулярні зшивки і сприяло збереженню активної 

конформації протеїнової молекули. Вплив 2,6-діамінопімелінової кислоти на 

активність олігомерних α-галактозидаз був дуже незначним, стабілізуючий ефект в 

усіх випадках не перевищував 5 % від контролю. 

 

 

 

 

Рис. 7.29 Залежність активності модифікованих 2,6-діамінопімеліновою 

кислотою α-L-рамнозидаз E. erubescens (а) і C. albidus (б) від часу термоінактивації 

(рН 5,2, t= 65С) 
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Також нами було використано ще один підход до стабілізації протеїнів – м’яку 

іммобілізацію на целюлозі та її похідних. Порівняльне вивчення термостабільності 

нативних та модифікованих α-галактозидаз (рис. 7.30) показало, що високі 

концентрації целюлозних похідних (25 мкг целюлози/10 мкг протеїну) призводили 

до зниження термостабільності і практично повної інактивації α-галактозидази 

A. niger в умовах досліду. Зв’язування з ДЕАЕ-целюлозою викликало інактивацію 

всіх трьох α-галактозидаз протягом першої години термообробки за 55 оС. 

 

 

 

Рис. 7.30 Активність α-галактозидаз A. niger (A), P. canescens (P), 

C. cladosporioides (C) після модифікації похідними целюлози: 1  целюлоза, 2  МК-

целюлоза, 3  КМ-целюлоза, 4  ДЕАЕ-целюлоза, 5  сервацел КМ 32. Концентрація 

реагентів  25 мкг/10 мкг протеїна. Інкубація  3 год, 55 оС, рН 5,0 

 

Зниження концентрації целюлози в 5 разів дозволило підвищити період 

напівінактивації ензимів за 57 оС майже в 10 разів. Найбільш ефективно в умовах 

термоденатурації працювали α-галактозидази в сполученні з сервацелом, КМ- та 

ДЕАЕ-целюлозою. Значення константи денатурації зростали в деяких випадках на 

порядок. Так, константа термоденатурації для нативної α-галактозидази A. niger за 

57 оС складала 4,1×10-6 с-1, а для адсорбованої на сервацелі КМ 32  0,8×10-6 с-1. 
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Константи денатурації для нативних α-галактозидаз P. canescens і C. cladosporioides 

в досліджуваних умовах складали 5,8×10-5 с-1 та 7,2×10-5 с-1. У випадку іммобілізації 

ензиму P. canescens на КМ-целюлозі і сервацелі його термостабільність 

підвищувалась приблизно в 79 разів (kден складали, відповідно, 8,3×10-6 с-1 та 

6,45×10- 6 с-1). Показники kден для препаратів α-галактозидази C. cladosporioides, 

зв’язаних з КМ-целюлозою і сервацелом, також були одного порядку  8,6 и 9,2×10-6 

с-1, а максимальний ефект досягався при іммобілізації ензима на ДЕАЕ-целюлозі 

(kден 9,8×10-6 с-1). 

Порівняльним аналізом термостабільності нативних і модифікованих α-L-

рамнозидаз C. albidus і E. erubescens показано (рис. 7.31), що зв’язування з 

целюлозними препаратами доцільно проводити за співвідношення 5-15 мкг 

целюлози/10 мкг протеїну.  

 

 

Рис. 7.31 Залишкова активність модифікованих α-L-рамнозидаз E. erubescens 

(Інкубація – 3 год, 65 С.): 1 – Контроль, 2 – МК-целюлоза 5 мкг, 3 – МК-целюлоза 

10 мкг, 4 – МК-целюлоза 15 мкг, 5 – КМ-целюлоза 5 мкг, 6– КМ-целюлоза 10мкг, 7 

– КМ-целюлоза 15 мкг, 8– целюлоза 5 мкг, 9 – целюлоза 10 мкг, 10 – целюлоза 15 

мкг, 11 – ДЕАЕ-целюлоза 5 мкг, 12 – ДЕАЕ-целюлоза 10 мкг, 13 – ДЕАЕ-целюлоза 

15 мкг, 14– сервацел КМ 32 5 мкг, 15– сервацел КМ 32 10 мкг, 16– сервацел КМ 32 

15 мкг 
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 В умовах експерименту спостерігали стабілізуючий ефект целюлоз на 

досліджені ензими, тоді як вищі концентрації целюлозних похідних 20-25 мкг 

приводили до зниження термостабільності і повної інактивації ензимів. Найбільше 

підвищення активності спостерігали для α-L-рамнозидази C. albidus, модифікованої 

МК-целюлозою, КМ-целюлозою (в концентраціях 5-15 мкг целюлози/10 мкг 

протеїна) та сервацел КМ 32 в концентрації 15 мкг целюлози/10 мкг протеїна. Для α-

L-рамнозидази E. erubescens суттєвий вплив мала модифікація всіма дослідженими 

видами целюлоз, крім ДЕАЕ-целюлози. 

Оскільки ензими можуть інактивуватися за агрегаційним механізмом, то ще 

одним шляхом стабілізації глікозидаз є збільшення в’язкості розчинів. Таким чином 

можна зменшити частоту зіткнень між молекулами ензиму та уповільнити 

інактивацію.  

Дослідженнями впливу високих концентрацій гліцеролу та сорбітолу на 

термостабілізацію глікозидаз показано, що гліцерол у концентрації 25-40 % 

ефективно запобігав термоінактивації α-галактозидаз P. canescens та 

C. cladosporioides (табл. 7.5) та α-L-рамнозидаз P. tardum та P. restrictum (рис. 7.32, 

7.33). Швидкість термоденатурації α-галактозидази A. niger навпаки, зростала зі 

збільшенням температури та концентрації гліцеролу. Для низькомолекулярної α-

галактозидази P. restrictum захисного ефекту глицеролу за термоденатурації також 

не спостерігали. 

Використання розчинiв сорбiтолу у концентрацiях 1,6 та 2,5 М за температури 

65◦C (рН 4,0–5,0) дозволило збiльшити перiод напiвжиття α-галактозидази P. 

restrictum до 60–180 хв (рис. 7.34). За присутностi 5 М сорбiтолу 50–70 % активностi 

ензиму зберiгалася протягом 120–180 хв за 65 та 70◦C (рис. 7.35). Використання 

розчинiв сорбiтолу у концентрацiях 4,0 та 5,0 М за температури 70 ◦C (рН 5,0–5,5) 

дозволило збiльшити період напiвжиття α-L-рамнозидази до 120–180 хв (рис. 7.36). 

За присутностi 5 М сорбiтолу 80–90 % активностi модифiкованого ензиму 

зберiгалася протягом 180 хв за 70 та 75 ◦C. Ефективним було використання високих 

концентрацій сорбітолу і для термостабілізації α-L-рамнозидази P. tardum (рис. 

7.37). 
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Таблица 7.5 – Вплив гліцеролу на термостабільність α-галактозидаз 

Концентрація 

гліцеролу 

Т, оС Залишкова активність, % 

1 год 2 год 3 год 

P. canescens   

Контроль 55 36,5 ± 2,1 18,3 ± 0,91 6,3 ± 0,3 

25 % 55 83,3 ± 4,4 53,9 ± 2,1 66,8 ± 3,3 

 
30 хв 60 хв 90 хв 

Контроль 60 5,9 ± 0,25 1,8 ± 0,06 0,3 ± 0,01 

25 % 60 47,9 ± 2,7 20,7 ± 0,9 13,6 ± 0,5 

5 % 60 6,8 ± 0,4 1,0 ± 0,03 0,3 ± 0,01 

10 % 60 12,1 ± 0,5 4,7 ± 0,2 1,9 ± 0,1 

20 % 60 23,6 ± 1,0 11,9 ± 0,4 6,4 ± 0,4 

30 % 60 42,9 ± 2,4 35,5 ± 1,7 26,9 ± 1,3 

40 % 60 45,1 ± 2,3 37,5 ± 1,8 32,5 ± 1,3 

C. cladosporioides 

Контроль 65 21,1 ± 1,3 10,3 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

25 % 65 53,1 ± 2,4 45,67 ± 1,8 47,6 ± 3,31 

A. niger 

Контроль 54 61,9 ± 0,25 41,8 ± 0,6 28,1 ± 0,1 

25 % 54 8,9 ± 0,1 5,5 ± 0,2 3,1 ± 0,04 
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Рис. 7.32 Термостабільність α-L-рамнозидази P. tardum за 70 оС за різних 

концентрацій гліцеролу (рН 5,0) 

 

 

Рис. 7.33 Термостабільність α-L-рамнозидази P. restrictum за 70 оС за різних 

концентрацій гліцеролу 
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Рис. 7.34 Динаміка термоінактивації α-галактозидази α-галактозидази 

P. restrictum за 65 оС у присутності різних концентрацій сорбітолу (а – рН 4,0, б – рН 

5,0, в – рН 6,0) 
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Рис. 7.35 Динаміка термоінактивації α-галактозидази P. restrictum за 70 оС у 

присутності різних концентрацій сорбітолу (а – рН 4,0, б – рН 5,0, в – рН 6,0) 
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Рис. 7.36 Термостабільність α-рамнозидази P. restrictum за 70 оС за різних 

концентрацій сорбітолу (рН 5,0) 

 

 

 

Рис. 7.37 Термостабільність α-L-рамнозидази P. tardum у присутності 4,0 M 

сорбітолу при різних температурах (65 –75 °C, pH 5,0) 
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 Модифікацію протеїнів можна проводити не тільки за допомогою 

нековалентних взаємодій, але й за допомогою біфункціональних реагентів, які 

широко використовуються для ковалентної зшивки просторово наближених ділянок 

як однієї протеїнової молекули, так і різних протеїнів. За допомогою таких реагентів 

досліджують третинну і четвертинну структуру протеїнів, виявляють області 

контактів різних протеїнових молекул. До таких реагентів відноситься глутаровий 

альдегід (ГА), який здатний полімеризуватися у розчині з утворенням продуктів, які 

діють як суміш зшиваючих агентів з різною довжиною мостиків, та взаємодіяти з 

вільними аміногрупами. У разі галактозидаз спостерігали інгібування активності 

зшитих ензимів у порівнянні з нативними (табл. 7.6). Більш успішною виявилася 

така модифікація для трьох рамнозидаз (рис. 7.38, 7.39).  

 

Таблица 7.6 – Термоінактивація α-галактозидаз у присутності ГА 

Концентрація ГА, 

% 

Т, оС Залишкова активність, % 

1 год 2 год 3 год 

C. cladosporioides 

Контроль 55 21,1 ± 1,3 10,3 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

0,25 55 15,83 ± 1,0 3,8 ± 0,08 1,83 ± 0,01 

A. niger 

Контроль 54 61,9 ± 0,25 41,8 ± 0,6 28,1 ± 0,1 

0, 25 54 7,5 ± 0,15 4,8 ± 0,3 2,1 ± 0,01 

P. canescens 

Контроль 55 36,5 ± 2,1 18,3 ± 0,91 6,3 ± 0,3 

0,25 55 23,6 ± 1,3 7,2 ± 0,4 3,8 ± 0,2 

P. restrictum 

Контроль 65 4,5±0,01 1,1±0,005 1,0±0,002 

0,10 65 6,5±0,005 0 0 
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Рис. 7.38 Термостабільність α-L-рамнозидаз C. albidus та E. erubescens після 

обробки ГА 0,25 % (65 °C, pH 5,2)  

 

 

 

Рис. 7.39 Ефект різних концентрацій ГA на термостабільність α-L-рамнозидази 

P. tardum за 70 oC 
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призводить до інактивації досліджуваних глікозидаз, що дозволяє припустити 

участь цих груп у каталітичному акті. Інактивація ензимів в результаті модифікації 

сульфгідрильних груп дозволяє зробити висновок про їхню важливість для прояву 

активності, але знаходяться вони, наймовірніше, поза активним центром. 

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 протеїну. Так 

встановлена активація α-L-рамнозидаз деякими координаційними сполуками 

металів в 3-10 разів. Показано, що іммобілізація на біополімерах (целюлозі та 

декстранах) призводить до термостабілізації грибних α-галактозидаз. Порівняльне 

вивчення термостабільності нативних і модифікованих целюлозними препаратами 

α-L-рамнозидаз C. albidus і E. erubescens показало ефективність співідношення 5-15 

мкг целюлози/10 мкг протеїна для отримання препаратів пролонгованої дії. 

Модифікація ПЕГ 20000 приводить до збільшення термостабільності ензимів E. 

erubescens на 280 %, а C. albidus на 150 % (протягом 180 хв інкубації). Також 

ефективним може бути підхід, що базується на гідрофобній модифікації молекул 

досліджених глікозидаз ацилюванням аміногруп лізину і гліцину за допомогою 2,6-

діамінопімелінової кислоти і янтарного ангідриду. Ці результати свідчать про те, що 

досліджені глікозидизи не відносяться до протеїнів, що функціонують у частково 

розгорнутому стані. Ефективною є також стабілізація глiцеролом i сорбiтолом, дiя 

яких може бути пов’язана зi сольвофобними взаємодiями. Ковалентна агрегація з 

використанням ГА не ефективна для стабілізації α-галактозидаз, але дозволяє 

отримувати високостабільну конформаційну структуру α-L-рамнозидаз. Отримані 

дані закладають базис для розробки препаратів модифікованих α-галактозидаз та α-

L-рамнозидаз різного біотехнологічного призначення. 

Результати , наведені у розділі, були опубліковані в наступних роботах: [373, 

375, 377-380, 385, 424-436].  
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РОЗДІЛ 8 

ОТРИМАННЯ ПРЕПАРАТІВ ГЛІКОЗИДАЗ ПРОЛОНГОВАНОЇ ДІЇ 

 

Ензими мікроорганізмів все ширше використовуються в промисловості та 

медицині завдяки їхній стабільності, каталітичній активності та простоті отримання 

в порівнянні з рослинними та тваринними аналогами. Залучення ензимів у різні 

галузі промисловості (наприклад, у харчову, сільськогосподарську, хімічну та 

фармацевтичну) швидко зростає, оскільки вони забезпечують скорочення часу 

гідролізу, низьке енергоспоживання, економічность, нетоксичніть та екологічність 

процесів. Хімічна модифікація та стабілізація ензимів дозволяє збільшити час 

використання біокаталізатора, а також забезпечує легкість його повторного 

використання. Фундаментальні дослідження в області біотехнології дозволяють 

отримувати нові перспективні препарати на основі іммобілізованих гідролітичних 

ензимів і протеїнів. Іммобілізація біологічно активних речовин на полімерних носіях 

має на меті створення стабільних активних препаратів пролонгованої дії з 

контрольованим їх вивільненням, що особливо важливо при використанні в різних 

областях промисловості і медицини. 

 

8.1 Iнкапсулювання -галактозидази C. cladosporioides в ліпосоми  

 

Одним з ефективних методів іммобілізації є інкапсуляція у водонерозчинних 

фосфоліпідах, які добре зарекомендували себе як допоміжні речовини у 

фармацевтиці. Рослинні фосфоліпіди використовуються у багатьох видах: в 

емульсіях, суспензіях, міцелах та ліпосомах [437], та є є ефективною альтернативою 

синтетичним емульгаторам. Соєвий та яєчний лецитини є найбільш популярними 

природними фосфоліпідами різного призначення. Останнім часом фосфоліпідні 

ліпосоми є універсальними способом доставки ліків [438]. Вони бувають у вигляді 

одношарових або багатошарових везикул, які складаються з фосфоліпідів, 

отриманих природним або синтетичним шляхом. Відкриття ліпосом відбувається із 

самосформованого подвійного шару фосфоліпідів при контакті з водним розчином. 
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Перевагами таких ліпосом є нетоксичність та здатність легко розкладатися. Крім 

того, ліпосомальні форми ензимів дозволяють зберігати активність досить тривалий 

час.  

В результаті інкапсулювання -галактозидази C. cladosporioides були 

отримані ліпосомні капсули різного діаметра. Включення ензимів у капсули склало 

від 62 до 72 % (вихідна кількість ензиму 100 %). 

 Ліпосомні форми α-галактозидази не втратили своєї активності та стабільності 

в порівнянні з вихідними ензимами. Показано (рис. 8.1), що Кm для α-галактозидази 

C. cladosporioides склали 0,9 і 1,11 мМ, для вихідної та ліпосомної форми ензиму 

відповідно. Хоча слід відмітити, що включення в ліпосоми за певних умов 

супроводжувалося зниженням активності α-галактозидази (до 50 % в залежності від 

вихідного співвідношення лецитин:ензим). 

 

 

Рис. 8.1 Графік Лайнуівера-Берка для гідролізу п-НФГ нативним (––) та 

інкапсульованим (- - -) ензимом 

 

 Фізико-хімічні властивості ензимного препарату після капсулювання у 

ліпосоми дещо змінилися. Результати вивчення залежності активності препарату від 
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рН демонструють широкий діапазон значень рН (від 3,5 до 8,0), за якого 

спостерігається 90-100 % активності препарату (рис. 8.2), тоді як для нативного 

ензиму цей діапазон є від 4,0 до 6,5.  

 

 

Рис. 8.2 Залежність активності α-галактозидази C. cladosporioides включеної в 

ліпосоми від рН. 

 

Показано, що оптимум дії ензиму зміщується до 60 оС, а в діапазоні від 50 до 

70 оС спостерігається понад 70 % від максимальної активності (рис. 8.3). 

Термооптимум нативного ензиму відмічали за 50 оС. 

Також було досліджено термостабільність інкапсульованої α-галактозидази 

C. cladosporioides за різних значень рН. Показано (рис. 8.4), що за 40 оС активність 

препарату при різних значеннях рН протягом досліджуваного часу була вищою за 

активність нативного ензиму. При рН 5,0, 7,0 та 8,0 протягом перших двох годин 

активність зростала на 20-40 % від початкової, а після 3 год складала 60, 70 і 90 %. 
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Рис. 8.3 Термооптимум дії α-галактозидази C. cladosporioides включеної в 

ліпосоми (рН 5,0). 

  

 

Рис. 8.4 Стабільність α-галактозидази C. cladosporioides включеної в ліпосоми 

за різних рН (температура 40 оС) 

 

Встановлено (рис. 8.5), що активність препаратів після 3 год інкубування при 

52 оС складає 50, 43 і 47 % відповідно. При рН 3,5 досліджуваний препарат проявляв 

найменшу стабільність.  
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Рис. 8.5 Термостабільність α-галактозидази C. cladosporioides включеної в 

ліпосоми при різних рН (температура 52 оС).  

 

Показано, що попередня обробка ензиму ПЕГ 1500 та декстраном 500Т 

сприяли підвищенню активності і стабільності інкапсульованого препарату (табл. 

8.1). Включення досліджуваного ензиму в ліпосоми сприяло не лише збільшенню 

його початкової активності на 25 %, але й підвищувало його стабільність в 

порівнянні з нативним ензимом до інкапсулювання. Активність таких ліпосом 

зберігалася протягом 2 років (t 4оС) майже без втрат. 

 

Таблиця 8.1 α-Галактозидазна активність різних форм лецитинових капсул 

Препарат, включений у 

ліпосоми 

Вихідна 

активність, 

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 
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Отже, шляхом включення α-галактозидази у ліпосоми були розширені робочі 

діапазони рН і температури ензиму. Показано, що іммобілізований ензим ефективно 

гідролізував субстрат в діапазоні від рН 3,0 до 8,0 (нативний від рН 4,0 до 7,0) без 

втрати активності протягом 3 годин. Термостабільність за 52 оС зростала і 

зберігалася на рівні 70 % від початкової після 3 годин інкубації (нативний ензим 50 

% за 90 хв). Термоптимум ензимного препарату зміщувався з 50 до 60 оС, а за 70 оС 

складав близько 75 % від максимальної активності. 

 

8.2 Зшиті ензимні агрегати α-L-рамнозидаз та їхні властивості 

 

 Оскільки вище був встановлений позитивний вплив обробки α-L-рамнозидаз 

P. restrictum, P. tardum та E. erubescens глутаровим альдегідом, була проведена 

робота по отриманню зшитих ензимних агрегатів (ЗЕА) з використанням цього 

реагенту.  

 На першому етапі отримували осади ензимів. Встановлено, що природа 

осаджувача мала суттєвий вплив на вихід та активність ЗЕА двох α-L-рамнозидаз 

(табл. 8.2). Відомо, що осадження є дієвою стратегією стабілізації протеїнів завдяки 

зменшенню площі контакту поверхні з розчинником, а також через створення умов 

для формування більш активної конформації ензиму [439]. Як неодноразово 

показано [440], активнішими є більш структуровані дрібнозернисті осади. Для 

отримання осадів ми залучили сульфат амонію, третбутиловий спирт та ПЕГ 6000. 

Всі використані осаджувачі дозволяли отримувати активні осади, з виходом 90-120 

% за активністю (табл. 8.2).  

Додавання глутарового альдегіду до осаджених препаратів зазвичай стрияє 

впорядкуванню та стабілізації протеїнів [441]. Однак не завжди вдається досягти 

високої активності фінальних агрегатів.  

При отриманні ЗЕА α-L-рамнозидаз E. erubescens та P. tardum показано, що 

найбільш ефективним було використання осадження сульфатом амонію та ПЕГ 

6000, що дозволило отримати агрегати з активність 85-98 % від вихідної. В 
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подальших дослідженнях використовували ЗЕА отримані осадженням 20 % ПЕГ 

6000. 

 

Таблиця 8.2 – Вплив осаджувача та зшивання на активність ЗЕА E. erubescens 

та P. tardum 

Осаджувач Загальний 

об’єм 

суміші/ 

Кіл-сть 

ензиму 

Конц-

ція 

осаджу

вача 

Активність α-L-

рамнозидази  

E. erubescens, % від 

початкової 

Активність α-L-

рамнозидази  

P. tardum, % від 

початкової 

Після 

осадження 

Після 

зшивання 

Після 

осадження 

Після 

зшивання 

Сульфат 

амонію 

(50 %) 

0,5 мл 

0,5 мг/мл 

0,5 мл 

1,0 мл 

1,5 мл 

2,0 мл 

38±1,2 

65±2,2 

80±1,5 

95±2,3 

40±1,3 

71±1,8 

78±2,2 

85±2,1 

42±1,5 

68±1,9 

82±1,4 

98±2,3 

56±1,9 

70±2,2 

75±2,2 

89±3,4 

Трет-

бутиловий 

спирт 

2,0 мл 

0,5 мг/мл, 

1,0 мг/мл, 

1,5 мг/мл, 

2,0 мг/мл, 

4,0 мг/мл, 

6,0 мг/мл             

8,0 мг/мл 

 

2 мл 

2 мл 

2 мл 

2 мл 

2 мл 

2 мл 

2 мл 

 

88±2,5 

86±2,1 

85±2,0 

84±3,1 

85±1,9 

82±2,2 

80±2,1 

 

15±0,5 

21±0,9 

20±1,1 

26±0,9 

25±1,1 

22±1,2 

24±1,0 

 

95±2,7 

98±3,6 

98±3,5 

95±2,9 

91±3,1 

91±3,5 

90±2,5 

 

15±0,8 

16±0,5 

18±0,7 

14±0,7 

12±0,5 

12±0,7 

11±0,5 

ПЕГ 6000 2,0 мл 

0,5 мг/мл 

1,0 мг/мл 

1,5 мг/мл 

2,0 мг/мл 

 

20 % 

20 % 

20 % 

20% 

 

88±1,8 

95±2,6 

95±2,5 

98±3,1 

 

91±2,4 

91±2,1 

90±2,2 

91±2,1 

 

92±2,5 

96±1,9 

118±5,1 

105±3,5 

 

95±4,1 

97±3,5 

100±3,8 

98±2,6 

  

Не зазначено значних відмінностей щодо залежності нативних та ЗЕА α-L-

рамнозидаз від температури та рН реакційного середовища за кислих та 

нейтральних значень (рис. 8.6, 8.7), хоча відмічена вища активність ЗЕА α-L-

рамнозидаз обох продуцентів за температур 70-80 оС (на 10-20 %) та за лужних 

значень рН. 

Встановлено, що ЗЕА α-L-рамнозидаз проявляли більшу термостабільність за 

температур 60-75 оC ніж нативні ензими та препарати оброблені тільки глутаровим 

альдегідом (рис. 8.8). Період напівжиття для ЗЕА α-L-рамнозидази P. tardum за 70-
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75 oC збільшувався в 3,5 рази порівняно з нативним ензимом, а для  ЗЕА α-L-

рамнозидази E. erubescens – 2,5 рази. 

 

 

Рис. 8.6 Залежність активності нативної та ЗЕА α-L-рамнозидази E. erubescens 

від рН (а) та температури (б). Осадження ПЕГ 6000 

 

 

Рис. 8.7 Залежність активності нативної та ЗЕА α-L-рамнозидази P. tardum від 

рН (а) та температури (б). Осадження ПЕГ 6000 
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Рис. 8.8 Термостабільність нативної, обробленої ГА та ЗЕА α-L-рамнозидази 

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

 

 
Рис. 8.9 Термостабільність нативної, обробленої ГА та ЗЕА α-L-рамнозидази 

E. erubescens за 70 оС. Субстрат п-НФР, рН 5,0 
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Порівняльна характеристика кінетичних параметрів гідролізу нарингіну 

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

останніх (табл. 8.3). Іммобілізація підвищила ефективність гідролізу флавоноїду 

приблизно в 10 разів. Даний ефект може бути наслідком підвищення спорідненості 

ензимів до субстрату нарингіну. 

 

Таблиця 8.3 – Кінетичні параметри нативних та ЗЕА α-L-рамнозидаз 

E. erubescens та P. tardum 

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 

 

Дослідженнями багаторазового використання отриманих ЗЕА α-L-

рамнозидаз показано, що в умовах досліду (40 оС, рН 5,0) спостерігали ефективний 

гідроліз синтетичного рамнозиду та нарингіну ензимами E. erubescens та P. tardum 

(рис. 8.10). Після 5-ти циклів активність гідролізу в порівнянні з початковою 

активністю була на рівні 40 % для обох препаратів. Подібні дані є і для інших 

ензимів [11, 442]. Зниження активності може бути наслідком механічного 

руйнування агрегатів під час багаторазової відмивки та центрифугування. 

Отримані дані вказують на високий потенціал таких препаратів ензимів для різних 

технологічних цілей завдяки можливості багаторазового використання та 

термостабільності ЗЕА. 
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Рис. 8.10 Ефективність гідролізу субстратів ЗЕА α-L-рамнозидазами 

E.erubescens та P.tardum протягом 5-ти послідовних циклів (1 год, 40 оС, рН 5,0) 

 

Таким чином, встановлені важливі каталітичні властивості α-галактозидаз 

мікроміцетів в процесі отримання нових форм ензимів багаторазового 

використання, що дозволяє розробляти ефективні способи отримання різних форм 

ензимів для біотрансформації. Одержання препаратів пролонгованої дії на основі α-

галактозидази, стабілізованих на полімерах або інкапсульованих, дозволить 

використовувати їх тривалий час за рахунок збільшення періоду напівжиття 

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

та поступовим вивільненням ензимів. Встановлено, що утворення поперечних 

зв’язків між аміногрупами протеїну за допомогою глутарового альдегіду допомагає 

стабілізації активної конформації молекули α-L-рамнозидази та забезпечує 

утворення агрегатів з підвищеною активністю порівняно з нативними ензимами, що 

закладає базис для отримання на їхній основі промислових препаратів 

пролонгованої дії. 

Результати розділу опубліковані в наступних роботах [443-445].  
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РОЗДІЛ 9 

СУБСТРАТНА СПЕЦИФІЧНІСТЬ ГЛІКОЗИДАЗ 

 

Субстратна специфічність є однією з ключових властивостей ензимів, яка 

дозволяє окреслювати коло їхнього можливого застосування. О-глікозил-гідролази в 

останні роки знаходять все більше використання у сучасних біотехнологічних 

процесах, поступаючись тільки протеазам. Більшість таких ензимів 

використовується у технологіях переробки різноманітної рослинної сировини. Серед 

цих ензимів важливе місце займають α-L-рамнозидази та α-галактозидази.  

 

9.1 Субстратна специфічність α-L-рамнозидаз 

 

Дослідження субстратної специфічності α-L-рамнозидаз проводили з 

використанням як синтетичних п-нітрофенільних похідних моносахаридів, так і 

природних флавоноїдів. α-L-Рамнозидаза C. albidus демонструвала високу 

активність щодо α-1,2-зв’язаних рамнозидів і характеризувалась більшою 

спорідненістю до нарингіну і неогесперидину, ніж до синтетичних субстратів (рис. 

9.1а). β-Глюкозидазна активність α-L-рамнозидази C. albidus становила 28 % від α-

рамнозидазної активності ензиму. Подібна специфічність є притаманною і для 

інших дріжджових α-L-рамнозидаз [224, 228]. Що стосується синтетичних похідних 

моносахаридів, то треба відмітити вузьку специфічність щодо глікону: так показана 

здатність α-L-рамнозидази C. albidus гідролізувати тільки п-НФР та п-нітрофеніл--

D-глюкопіранозид. За своєю специфічністю ензим близький до нарингіназ, ензимів, 

що гідролізують як α-L-рамнозильні, так і -D-глюкозидні залишки. α-L-

Рамнозидази E. erubescens та P. tardum показали найбільшу спорідненість до п-НФГ, 

хоча за специфічною активністю ензим E. erubescens значно переважав. Глікозидаза 

P. tardum майже з однаковою швидкістю гідролізувала п-НФГ та нарингін. 
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 Рис.  9.1 Спорідненість α-L-рамнозидаз до різних субстратів (а) та їхня 

специфічна активність (б) 

 

 Перевірка ефективності гідролізу комерційних препаратів флавоноїдів α-L-

рамнозидазами C. albidus, E. erubescens, P. tardum показала високу швидкість 

гідролізу синтетичних субстратів α-L-рамнозидазою P. tardum. За повнотою 

гідролізу досліджені субстрати можна розташувати у ряду 

нарингін > неогесперидин > п-НФР > гесперидин > нарирутин > рутин (табл. 9.1). 

Ензим мав вищу спорідненість до α-1,2-зв’язаної рамнози, ніж до α-1,6-рамнозидів.  

В результаті гідролізу нарингіну α-L-рамнозидазами E. erubescens, P. tardum 

спостерігали переважне утворення пруніну та слідові кількості нарингеніну. Під 

дією α-L-рамнозидази C. albidus, навпаки, відмічалося утворення як першого, так і 

другого. Деглікозилювання комерційних препаратів нарингіну та неогесперидину 

відбувалося з досить високою швидкістю в умовах досліду. Так протягом 60 хв 

спостерігали зменшення кількості флавоноїдів з 500 мкг/мл до 20 та 100 мкг/мл, 

відповідно, для α-L-рамнозидаза C. albidus, до 10 та 12 мкг/мл, відповідно, для α-L-

рамнозидази P. tardum, та до 293 та 240 мкг/мл, відповідно, для α-L-рамнозидази 

E. erubescens. 
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Таблиця 9.1 – Ефективність гідролізу флавоноїдів α-L-рамнозидазами (% 

прогідролізованого субстрату) 

Субстрат Зв’язок P. tardum E. erubescens C. albidus 

Нарингін α-1,2 98±1,8 58±2,5 96±2,1 

Неогесперидин α-1,2 97±1,5 45±1,8 80±1,9 

Рутин α-1,6 10±0,5 92±4,1 70±2.2 

Нарирутин α-1,6 65±2,5 57±1,3 15±1.5 

Гесперидин α-1,6 70±3,3 34±0,4 65±2.0 

п-НФР α-1 91±3,7 98±2,6 58±1,4 

п-НФ-β-

галактопіранозид 

β-1 0 0 0 

п-НФ-β-

глюкопіранозид 

β-1 0 0 18±0,9 

п-НФ-N-

ацетилглюкопіранозид 

β-1 0 0 0 

 

Для оцінки здатності α-L-рамнозидаз до біотрансформації флавоноїдів 

органічної сировини були використані свіжоприготовлені цитрусові соки: 

апельсиновий, мандариновий, грейпфрутовий та помеловий, а також зелений чай. 

Всі ці напої містять поліфенольні сполуки, які можуть негативно впливати на 

смакові якості продукту або мають обмежену доступність для організму людини. 

Так, наприклад присутність великої кількості нарингіну є причиною гіркоти 

багатьох цитрусових соків. Для усунення цієї проблеми можна використовувати 

нарингінази, рутинозидази та α-L-рамнозидази, які трансформують нарингін у менш 

гіркі прунін та нарингенін [220]. Присутність гесперидину та неогесперидину у 

апельсиновому та мандариновому соках є причиною їх помутніння та кристалізації. 

Використання у процесах виробництва соків α-L-рамнозидаз дозволяє усунути ці 

недоліки та покращити смакові властивості продукту. Деглікозилювання рутину 

дозволяє отримувати біологічно активні ізокверцитрин та кверцетин, що позитивно 

впливає на функціональні властивості ряду харчових продуктів [170, 217, 240, 446-

448]. 
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α-L-Рамнозидаза C. albidus гідролізувала нарингін до пруніну та нарингеніну 

як у комерційному препараті, так і у соках помело та грейпфрута (рис. 9.2, 9.3). 

Спостерігали зниження концентрації нарингіну на 98 та 94 % від вихідної. При 

цьому утворення пруніну значно переважало над утворенням нарингеніну. Кінцева 

концентрація останнього складала для грейпфрута й помело 5,4 та 2,5 % відповідно. 

Відщеплення залишків рамнози та глюкози відбувалося поступово в результаті α-L-

рамнозидазної та β-глюкозидазної активності препарату, а не відбувалося 

одностадійне відщеплення дисахариду рутинозиду. 

 

 

Рис. 9.2 Продукти гідролізу нарингіну у грейпфрутовому соці під дією α-L-

рамнозидази C. albidus (40 оС, 60 хв), визначений методом ВЕРХ. Концентрація 

нарингіну: 1) 255 мкг/мл, 2) <5 мкг/мл; концентрація нарингеніну: 3) 14 мкг/мл 
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Рис. 9.3 Продукти гідролізу нарингіну у помеловому соці під дією α-L-

рамнозидази C. albidus (40 oС, 60 хв), визначений методом ВЕРХ. Концентрація 

нарингіну: 1) 915 мкг/мл; 2) <60 мкг/мл; концентрація нарингеніну: 3) 24 мкг/мл 

 

Спираючись на результати очистки препарату α-L-рамнозидази C. albidus та 

дані Km та Vmax/Km гідролізу п-НФР та п-НФ-β-D-глюкопіранозиду, ми вважаємо, що 

мова йде саме про один ензим – α-L-рамнозидазу (нарингіназу) з неспецифічною β-

глюкозидазною активністю. 

Під дією α-L-рамнозидази P. tardum в результаті гідролізу спостерігали 

утворення еквівалентних кількостей пруніну, але не нарингеніну. Тобто, на відміну 

від ензиму C. albidus, який проявляє нарингіназну активність, ензим P. tardum є 

типовою α-L-рамнозидазою. 
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Рис. 9.4 Гідроліз нарингіну у грейпфрутовому (а) та помеловому (б) соці під 

дією α-L-рамнозидази P. tardum (40 оС, 60 хв), визначений методом ВЕРХ. «—» 

хроматограма свіжого соку, «- - -» хроматограма після обробки ензимом 

 

 

 

Рис. 9.5 Детекція нарингіну, нарингеніну гесперидину та нарирутину у 

апельсиновому соці до та після обробки α-L-рамнозидазою C. albidus (40 оС, 60 хв)  
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Рис. 9.6 ВЕРХ хроматограма продуктів отриманих в результаті 

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

мандаринового соку. «—» зразок соку до обробки , «- - -»  зразок після обробки за 

50 oC, 60 хв 

 

 

Рис. 9.7 Вміст рутину у зеленому чаї до та після обробки α-L-рамнозидазою 

C. albidus (40 оС, 60 хв) за даними ВЕРХ 
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Загальну ефективність гідролізу ряду субстратів трьома α-L-рамнозидазами 

(C. albidus, P. tardum, E. erubescens) підсумовано у таблиці 9.4. Показано, що α-1,2-

зв’язані рамнозиди піддавалися майже повному гідролізу за 40 оС протягом години 

інкубації всіма ензимами. Трохи повільніше досліджені α-L-рамнозидази 

гідролізували α-1,6-рамнозиди. Таким чином, в нашому розпорядженні є три 

препарати α-L-рамнозидаз з різною специфічністю: нарингіназною – ензим 

C. albidus, максимальною щодо природних флавоноїдів – P. tardum, та з високою 

активністю до синтетичного субстрату – E. erubescens. 

 

9.2 Активність α-L-рамнозидаз щодо пектину 

 

Пектинові речовини рослинної сировини, зокрема фруктів, представлені 

рамнополігалактуронаном, в якому через кожні 8-10 залишків полігалактуронової 

кислоти вклинюється рамноза, створюючи структуру яєчного лотка. Наявність у 

пектині із яблук та цитрусових α-L-рамнопіранозилу забезпечує необхідну 

нерегулярність структури полігалактуронану, що дозволяє обмежувати зони 

зв’язування та посилювати здатність до гелеутворення. Ензиматичне 

дерамнозилювання пектину є цінним інструментом отримання на його основі 

олігосахаридів пробіотичної дії. 

Для виявлення здатності α-L-рамнозидаз гідролізувати пектини був 

проведений ферментоліз рамногалактуронану І (РГ-І) та рамногалактуронану ІІ (РГ-

ІІ). На модельних розчинах комерційних пектинів (цитрусовому та яблучному), 

змінюючи ступінь етерифікації, провели гідроліз пектинів α-L-рамнозидазами P. 

tardum та E. еrubescens в діапазоні рН 4.0-6.0 та температури 15 – 60°С. Оцінку 

проводили за вимірюванням відносної в’язкості контрольних та отриманих 

пектинових розчинів. 

В результаті були отримані гідролізати, що змінили в’язкість у діапазоні 

відповідного рН та температури (рис. 9.8-9.9). Максимально ефективно гідроліз 

пектину відбувався за кислих та слабокислих значень рН, тобто в умовах близьких 

до рН-оптимуму ензимів P. tardum та E. еrubescens. Оптимальними температурними 
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умовами для гідролізу як яблучного, так і цитрусового пектинів α-L-рамнозидазою 

P. tardum був діапазон значень 30-45 оС. 

 

 

 

Рис. 9.8 Відносна в’язкість а) 1 % розчину цитрусового пектину (ступінь 

етерифікації 65 % (n=3))  та б) 1 % розчину яблучного пектину (ступінь етерифікації 

68 %(n=3)) після обробки α-L-рамнозидазою P. tardum 
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Рис. 9.9 Відносна в’язкість а) 1 % розчину цитрусового пектину (ступінь 

етерифікації 65 % (n=3)) та б) 1 % розчину яблучного пектину (ступінь етерифікації 

68 %(n=3)) після обробки α-L-рамнозидазою E. еrubescens 

 

α-L-Рамнозидаза E. еrubescens дещо поступалася ензиму із P. tardum: за 

оптимальних умов (рН 5,2-5,5 та 40 оС) відносна в’язкість обох видів пектинів 
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знижувалася приблизно на 20 %, тоді як α-L-рамнозидаза за тих самих умов 

забезпечувала зниження до 50 %. 

Отримані таким чином гідролізати надалі піддавали фракціонуванню методом 

гель-хроматографії на сефадексі G-150. Була встановлена неоднорідність фракцій та 

поява двох піків у діапазоні молекулярних масс 5-10 кДа та 15-25 кДа в продуктах 

гідролізу, одержаних за допомогою обох ензимів. Тобто, в результаті ферментолізу 

відбувалася деградація пектину, йомірно, за рахунок ендо-рамнозидазної активності 

досліджених α-L-рамнозидаз. Це може вказувати на перспективність використання 

α-L-рамнозидаз E. еrubescens та P. tardum в якості інструментів для отримання 

цінних пребіотичних олігосахаридів із пектинів. 

Таким чином, за специфічністю дії й здатністю відщеплювати α-зв’язану 

рамнозу від синтетичного і природних субстратів досліджені α-L-рамнозидази 

близькі до α-L-рамнозидаз та нарингіназ P. decumbens, A. niger, A. aculeatus, 

C. laurentii [224], але за активністю навіть переважають їх. Досліджені α-L-

рамнозидази з високою швидкістю перетворювали нарингін цитрусових соків у 

прунін та нарингенін. Виявлена здатність гідролізувати нарингін, неогесперидин, 

нарирутин, гесперидин та рутин дозволяють зробити висновок про високий 

потенціал α-L-рамнозидаз E. erubescens, C. albidus та P. tardum для використання у 

харчових технологіях виробництва соків та отримання біологічно активних 

флавоноїдів.  

 

 9.3 Субстратна специфічність α-галактозидаз  

 

Були досліджені деякі нові сторони субстратної специфічності трьох α-

галактозидаз мікроміцетів, які частково досліджували раніше [111, 156]. Так була 

показана вузька специфічність відносно глікону α-галактозидаз А. niger та 

P. canescens, які відщеплювали тільки α-зв’язану галактозу синтетичних субстратів 

(табл. 6.4). α-Галактозидаза А. niger не гідролізувала галактоолігосахариди родини 

рафінози, а також полісахарид галактоманан, тобто не відщеплювала α-1,6-зв’язану 

галактозу як у основному, так і у бічних ланцюгах. α-Галактозидаза P. canescens 
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відщеплювала α-1,6-зв’язану галактозу ГОС, але не галактоманану камеді гуару. Цей 

ензим також має унікальну специфічність щодо α-1,3-зв’язаної галактози [111] та 

представляє інтерес як інструменти біотрансформації еритроцитів групи В(ІІ) та 

ксенотрансплантатів. α-Галактозидаза C. cladosporioides має найширшу 

специфічність, гідролізуючи, як природні, так і синтетичні субстрати з α-зв’язаною 

галактозою, а також з -зв’язаними глюкозою, -ацетилглюкозаміном, -

ацетилгалактозаміном [156]. Однак ця α-галактозидаза також не гідролізувала α-1,6-

зв’язану галактозу полісахаридів.  

Для цих ензимів на основі теорії субсайтів було розраховано спорідненість до 

субстратів дочірніх сайтів у каталітичному центрі. Для розрахунків 

використовували швидкісні параметри гідролізу для серії галактоолігосахаридів. 

Показники спорідненості дочірніх сайтів для P. canescens (Аі, і=1-4) склали 

А1=27,5; А2=1,73; А3=-0,42 и А4=0,45 ккал/мол (рис. 9.10а), константа дійсної 

швидкості гідролізу глікозидного зв’язку kint склала 54,5 с-1.  

 

 

Рис. 9.10 Афіність до субсайтів зв’язування субстратів α-галактозидаз 

C. cladosporioides (а) та P. canescens (б). Субстрати: 1 – п-НФГ, 2 – мелібіоза, 3 –

рафіноза, 4 – стахіоза 
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Також провели розрахунок показників спорідненості для сайтів зв’язування α-

галактозидази C. cladosporioides, які склали А1=0,75; А2=1,124; А3=0,298 и А4=-

0,05 ккал/мол (рис. 9.10б), kint 26,3 с-1. Було показано, що в обох випадках 

каталітичний сайт розташований між субсайтами А1 и А2. Подібні розрахунки для 

α-галактозидази A.niger провести не вдалося, через відсутність активності ензиму до 

відповідних субстратів. 

Нова α-галактозидаза P. restrictum мала вузьку специфічність до глікону, 

гідролізуючи тільки синтетичний α-галактопіранозид. Крім того, ензим з високою 

швидкістю відщеплював α-1,6-зв’язану галактозу від оліго- та полігалактозидів. 

Показано, що швидкість та ефективність гідролізу галактозовмісних природних 

субстратів α-галактозидазою P. restrictum зменшувалася зі зростанням їхньої 

молекулярної маси (рис. 9.11). Також швидкість відщеплення галактози від 

основного ланцюга олігосахаридів (рафінози та стахіози) була значно вищою, ніж 

при розщепленні галактозидного зв’язку бічних ланцюгів полісахариду 

галактоманану. 

 

 

 Рис. 9.11 Швидкість та ефективність гідролізу п-НФГ та природних субстратів 

α-галактозидазою P. restrictum 
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Для встановлення ефективності використання α-галактозидаз C.cladosporioides 

та P. canescens у процесах гідролізу галактоолігосахаридів було використано соєве 

молоко. Показано, що протягом 2-годинної інкубації ензимів у соєвому молоці (1 мг 

ензиму/100 мл молока) за 40 оС накопичуються значні кількості галактози та 

сахарози. Спостерігали збільшення вмісту галактози з 0,5 мг/мл у вихідному 

продукті, до 2,8 мг/мл – у гідролізованому α-галактозидазою C. cladosporioides. 

Також відмічено зниження вмісту рафінози та стахіози 5,7 та 19,3 мг/мл до 0,1 та 0,3 

мг/мл відповідно. Показано, що за 30–40 оС гідроліз соєвого молока проходив 

найбільш ефективно. Підвищення температури призводило до швидкої інактивації 

ензиму після першої години інкубації. Використання високих концентрацій α-

галактозидази (понад 0,5 од/мл) викликало сповільнення швидкості гідролізу, 

ймовірно за рахунок реакцій трансгалактозування. Гідроліз рафінози та стахіози α-

галактозидазою P. canescens відбувався майже в 2 рази повільніше, ніж α-

галактозидазою C. cladosporioides у тих самих умовах. Залишок рафінози після 1 год 

інкубації склав 3,1, а стахіози – 12,7 мг/мл, або 54 та 65 % від початкового 

відповідно. 

Таким чином, у нашому розпорядженні наявні біотехнологічно важливі α-

галактозидази та α-L-рамнозидази різної специфічності, на основі яких можна 

створювати нові препарати для біотрансформації відповідно до потреб різних 

галузей. α-Галактозидаза A. niger та α-L-рамнозидаза E. erubescens, через високу 

специфічність до глікону можуть бути цінним інструментом структурних 

досліджень. α-Галактозидази P. restrictum та C. cladosporioides завдяки широкій 

субстратній специфічності і високій активності гідролізу ГОС мають перспективи у 

харчовій промисловості та профілактиці розладів травлення. Продемонстрована 

ефективність щодо трансформування α-1,6 та α-1,2-рамнозильованих флавоноїдів α-

L-рамнозидазами P. tardum та C. albidus дозволяє рекомендувати ці препарати для 

технології покращення якості фруктових соків та отримання деглікозильованих 

флавоноїдів фармацевтичного призначення.  

Результати, представлені у розділі, опубліковані у наступних роботах: [342, 

449-457].  
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АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

 Глікозидази (ЕС 3.2.1) – це група ензимів, що відповідають за розщеплення O-

глікозидних зв’язків у різних субстратах: оліго- та полісахаридах, глікопротеїнах та 

гліколіпідах. Разом з глікозилтрансферазами вони є ключовими ензимами обміну 

вуглеводів майже всіх живих організмів, тому дослідження їхніх фізико-хімічних, 

структурно-функціональних та кінетичних властивостей має велике теоретичне та 

прикладне значення. 

Гліколітичний потенціал мікроорганізмів є незаперечним, оскільки їхні 

геноми кодують широкий спектр глікозидаз [200], завдяки чому вони є невичерпним 

джерелом ензимів різної специфічності. Сучасна традиційна номенклатура розрізняє 

більш як 200 різних глікозидазних активностей (ЕС 3.2.1.1 − 3.2.1.215), а на підставі 

гомології амінокислотної послідовності глікозидази об’єднують у базі даних CAZy у 

164 родини [200]. В межах однієї родини можуть бути представлені ензими з 

різними глікозидазними активностями, водночас, одна і та сама субстратна 

специфічність може бути виявлена у протеїнів із різних родин.  

Пошук мікробних продуцентів глікозидаз та дослідження їхніх властивостей 

дозволяє отримати ензими з унікальною специфічністю для залучення у 

різноманітні біотехнологічні процеси. Значний науково-практичний інтерес до α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз пов’язаний саме з широким колом їхнього 

можливого використання: від структурних досліджень полісахаридів та 

вуглеводвмістних біополімерів, ензимотерапії порушень обміну вуглеводів та 

травлення, біотрансформації еритроцитів крові людини та виробництва 

фармакологічних препаратів з антибактеріальною, протизапальною та антивірусною 

активністю, до покращення якості харчових продуктів та технології переробки 

галактомананів та целюлози у паперовій промисловості [7-11, 193-197, 246, 286, 

287].  

Різноманітність будови ензимів, що продукують різні мікроорганізми, вражає. 

На цей час зареєстровано 4314 амінокислотних послідовностей глікозидаз із родини 

GH27, 11878 – із GH36 та 7115 – із GH78, до яких відноситься переважна більшість 
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α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз бактерій та грибів. Ці дані дають багато 

інформації про еволюцію та філогенію глікозидаз, але встановлення ієрархічного 

положення ензиму не закриває питання щодо його функціональної активності, 

стабільності і, навіть, специфічності дії. Порівняльна характеристика таких ензимів 

дозволяє встановити особливості їхньої каталітичної активності та субстратної 

специфічності в залежності від структури молекули, природи та розташування 

каталітично активних груп, і, в кінцевому результаті, підібрати ефективні способи 

стабілізації ензимів для успішного практичного використання. 

Трофічна та екологічна роль глікозидаз зумовлює пошук активних культур-

продуцентів серед ізолятів, виділених з ґрунтів та рослинних решток, які багаті на 

вуглеводні субстрати, оскільки ці ензими відносяться до протеїнів, які виконують 

факультативні для організму функції і не є облігатними компонентами протеомів. Ці 

ензими переважно є вторинними метаболітами та, як правило, потребують 

зовнішніх індукторів для синтезу та секреції. 

На сьогодні штами-продуценти α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз описані 

серед широкого кола грибів, бактерій, археїв, які були виділені з 

найрізноманітніших, в тому числі екстремальних, екотопів [43, 51, 58, 61, 67, 73, 

202, 204, 207, 216]. Проведений нами скринінг дозволив виявити деякі 

закономірності розповсюдження цих ензимів серед мікроміцетів, дріжджів та 

бактерій.  

В результаті скринінгу було ензиматично охарактеризовано 1330 колекційних 

та свіжовиділених штамів: мікроміцетів (801), дріжджів (275), бактерії (254). 

Культури перевіряли на здатність гідролізувати не тільки галакто- та 

рамноглікозиди, але й на здатність деградувати полісахариди (крохмаль, 

галактоманан, целюлозу), а також α-та β-зв’язані глюко-, мано-, фуко- та 

ксилоглікозиди. В цілому гліколітична активність мікроорганізмів була високою. 

Так, 53 % серед мікроміцетів, 39 % – серед дріжджів та 38 % –серед бактерій 

проявляли принаймні одну з досліджуваних активностей. Серед досліджених 

культур тільки представники родів Armillariella, Coprinus, Cytospora, Epicoccum, 

Metarhizium, Oidiodendron, Paecilomyces, які складали менше 1 % досліджених 
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штамів, не проявили жодної з досліджених активностей, хоча в літературі є дані про 

целюлозо-деградувальну активність таких сапрофітних та патогенних культур [458-

460].  

Мікроміцети, як колекційні, так і свіжовиділені, були переважно представлені 

ґрунтовими ізолятами, а також штамами, виділеними з рослинних решток та 

відходів деревопереробної промисловості. Близько 2,5 % мікроміцетів проявляли 

тільки α-L-рамнозидазну активність, однак α-галактозидазна активність жодного 

разу не відмічалася як єдина глікозидаза. Домінуючими групами продуцентів α-

галактозидаз та α-L-рамнозидаз були ґрунтові мікроміцети родів Aspergillus, 

Fusarium, Phoma та Penicillium. Серед мікроміцетів у 49 % випадків α-

галактозидазна активність зустрічалася одночасно з β-мананазною, що може 

вказувати на важливу роль таких культур як деструкторів геміцелюлози. В той же 

час α-L-рамнозидазна активність відмічалася у більшості мікроміцетів з крохмаль-

деградувальною активністю, особливо у представників родів Acremonium, Alternaria, 

Aspergillus, Cladosporium, Eurotium, Fusarium, Mortierella, Penicillium, Phoma та 

Talaromyces. Активний пул целюлозодеградувальних ензимів відмічено у R. oryzae, 

P. cyclopium та P. expansum, що були виділені з гнилих овочів та деревини. Вперше 

для цих видів була виявлена β-мананазна і α-галактозидазна активності, а для видів 

P. restrictum та P. roseopurpureum – α-L-рамнозидазна активність. α-Галактозидазна 

активність ряду культур роду Penicillium, виділених з ґрунтів Чорнобильської зони, 

перевершувала активність відомих грибних продуцентів α-галактозидаз, а саме 

A. niger, A. awamori, A. nidulans, P. purpurogenum, M. vinacea, T. reesei [110]. α-L-

Рамнозидазна активність P. adametzii, P. decumbens, P. restrictum, P. roseopurpureum, 

P. sacculum також була вищою за активність відомих продуцентів A. terreus, 

A. nidulans, A. niger, А. аculeatus, Penicillium sp., P. decumbens [224].  

Крім того, α-галактозидазну активність проявили 12 % штамів колекційних 

термофільних грибів, а α-L-рамнозидазну – майже 60 % штамів. Незважаючи на 

тривале зберігання (20-50 років), 94 % штамів термофільних грибів проявляли хоча 

б одну глікозидазну активність, 34 % – дві активності, 26 % – три-п’ять активностей, 

серед яких найпоширенішими були КМ-целюлазна та β-мананазна. Широкий спектр 
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активностей відмічали у представників родів Acremonium, Chrysosporium, 

Corynascus, Melanocarpus, Thermomyces та Thermoascus, які відомі своєю високою 

полісахарид-деградувальною активністю [310, 311]. Серед термофілів також були 

виділені культури, що продукували позаклітинний комплекс протеаз і глікозидаз (A. 

thermophilum, C. thermophilum, C. sepedonium, T. thermophilus), які в перспективі 

можуть бути використані для деструкції сировини змішаного складу. Виділення 

ензимів таких продуцентів потенційно дозволить отримати біокаталізатори з новими 

властивостями, насамперед унікальною термостійкістю [324, 461], що має вагому 

економічну та технологічну перевагу. Крім того, ензими термофілів часто 

демонструють стійкість до протеолізу, впливу органічних розчинників та 

денатуруючих агентів, що також розширює діапазон їхнього використання. 

 Найпоширенішою серед колекційних дріжджів родів Candida, Сryptococcus, 

Debariomyces, Metchnikowia, Pichia, Saccharomyces, Williopsis була β-мананазна 

активність: деградували галактоманан близько 29 % штамів. Однак жодна з 

досліджених культур не проявляла одночасно β-мананазну та α-галактозидазну 

активності, як це було показано у нитчастих грибів, тобто вони були нездатні 

гідролізувати основний й бічні ланцюги галактоманану одночасно.  

Дещо ширший ензиматичний спектр відмічено у дріждів, виділених в 

Антарктиці. Сьогодні регіони з екстремальними умовами навколишнього 

середовища розглядають як систему з унікальним біорозмаїттям та потенціалом. 

Занизькі або зависокі температура і рН, обмеженість води та високий фон УФ-

випромінювання мають суттєвий вплив на екосистему та біогеохімічні процеси у 

ній, що, у свою чергу, сприяє виробленню специфічних механізмів резистентності у 

бактерій та грибів, а також продукції вторинних метаболітів з новими 

властивостями [324, 462-464]. В останні роки значно розширилося коло робіт, 

присвячених вивченню властивостей протеїнів термофільних, психрофільних, 

ацидо- та галофільних бактерій та грибів. Гнучкість структури протеїнів 

екстремофілів, яка супроводжується їхньою підвищеною стійкістю до впливу 

факторів реакційного середовища, створює нові можливості для інтенсифікації 

технології біокаталізу та біотрансформації. Ця гнучкість реалізується через 
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зниження внутрішньої та підвищення зовнішньої гідрофобності, збільшення α-

спіралей за рахунок зменшення β-тяжів, зменшення співвідношення аргінін/лізин та 

збільшення – глутамат+аспартат/аргінін+лізин в порівнянні з протеїнами 

мезофільних мікроорганізмів [465-467].  

Показано, що культури психротолерантих дріжджів демонстрували наявність 

різноманітних комплексів глікозидаз (від 2 до 10), однак жоден штам не проявляв α-

галактозидазної активності. Натомість більше 60 % дріжджів виділених з 

лишайників та ґрунту деградували α-рамнозиди. Серед антарктичних УФ-

резистентних дріжджів видів R. mucilaginosa, N. nigra var. hesuelica та ряду 

неідентифікованих ізолятів  було виділено перспективні продуценти целюлозо-

деградувальних ензимів екзо-типу дії: β-N-ацетилглюкозамінідази, β-D-ксилозидази, 

α- та β-глюкозидази. У штамів психротолерантних бактерій найчастіше відмічалали 

α-амілазну та β-мананазну активності. Найширший глікозидазний спектр, в тому 

числі і α-L-рамнозидазна активність, виявлений у єдиної дослідженої психрофільної 

бактерії P. mandelii. 

На сьогодні накопичено багато даних про те, що екстремофільні 

мікроорганізми можуть бути джерелом адаптованих до холоду гідролітичних 

ензимів різної специфічності: α-амілаз, целюлаз, хітиназ, глюкозидаз, інвертаз, 

ліпаз, пектиназ, фітаз, протеаз та ксиланаз [465, 468-470]. Поряд з цим, у 

психротолерантних дріжджів виявлені ензими з підвищеною термостабільністю, як, 

наприклад, ліпаза із Candida antarctica [471], яка функціонально активна за 90 оС. 

Все це вказує на необхідність та перспективність дослідження ензиматичних систем 

таких мікроорганізмів з метою відбору нових продуцентів та дослідження меж 

конформаційної стабільності протеїнів. 

α-Галактозидази та α-L-рамнозидази морських бактерій є найменш 

дослідженою групою глікозидаз. Відомо, що морські мікроорганізми є основними 

постачальниками органічних сполук у складній екосистемі Світового океану 

завдяки наявності пулу деградувальних ензимів, в тому числі тих, що модифікують 

глікополімери [319, 322]. Особлива будова функціонально значущих ділянок 

молекули таких ензимів зумовлює механізми адаптації морських мікроорганізмів до 
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умов існування, що відображено у зменшенні міжмолекулярних та 

внутрішньомолекулярних зв’язків та підвищенні ефективності каталізу за рахунок 

збільшення числа оборотів активних центрів ензимів [323]. Все це стимулює 

науковий інтерес до дослідження біорізноманіття та механізмів адаптації морських 

бактерій з метою як вивчення структурно-функцірнальних особливостей їхніх 

протеїнів, так і для залучення таких ензимів до різних технологічних процесів. 

Раніше показано [53], що від 20 до 75 % псевдоальтеромонад, виділених зі 

зразків грунту Охотського моря, тварин, водоростей і води Японського моря 

продукували α-галактозидази, причому, вільноживучі бактерії рідше проявляли α-

галактозидазну активність, ніж ті, що виділені з тварин. Нами встановлено, що 58 % 

штамів морських бактерій проявляли α-L-рамнозидазну активність в діапазоні 0,01-

0,2 од/мл, а найбільша кількість продуцентів відмічалася серед представників 

A. macleodii. У культуральній рідині штамів цього виду також були виявлені α-

амілазна, β-D-глюкуронідазна, β-N-ацетилглюкозамінідазна, α-N-

ацетилгалактозамінідазна, β-N-ацетилгалактозамінідазна, β-галактозидазна, α-

галактозидазна, β-глюкозидазна, КМ-целюлазна активності. Активні штами 

відносилися також до видів P. citrea, P. undina, S. baltica, Bacillus sp. Натомість, α-

галактозидазну активність проявили тільки 6 % досліджених штамів, всі з яких 

відносилися до A. macleiodii та Alteromonas sp.  

Слід відмітити, що дані літератури щодо поширення глікозидаз у бактерій 

окремих видів дуже різняться в залежності від джерела виділення ізоляту. 

Пояснюється це тим, що для глікозил-гідролаз прокаріотів не характерне 

вертикальне успадкування: їхні гени легко набуваються шляхом горизонтальних 

переносів і подальших дуплікацій, і так само швидко втрачаються за відсутності 

селективних переваг від їхньої наявності [48]. Отже, наявність відповідних 

субстратів є критичною для виявлення бактеріальних продуцентів з різних еконіш, 

що спостерігалося і під час нашого скринінгу. 

 Підсумовуючи, слід зазначити, що мультиензимність і висока активність 

окремих культур мікроміцетів, дріжджів та бактерій була скоріше штамовою 

ознакою, що укладається у сучасні уявлення про продукцію екзоензимів 
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мікроорганізмами. Найбільш активними продуцентами α-галактозидаз були ґрунтові 

мезофільні мікроміцети і менше 1 % дріжджів та 2 % бактерій продукували цей 

ензим. α-L-Рамнозидазна активність була виявлена у всіх досліджених групах. Її 

проявляли близько 36 % мікроміцетів, 38 % психротолерантних дріжджів та 58 % 

морських бактерій. 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. Це ще раз підкреслює біотехнологічне 

значення та важливість створення колекцій мікроорганізмів для відбору продуцентів 

вторинних метаболітів різної дії. 

Ефективність використання того чи іншого мікроорганізму як продуцента 

залежить не тільки від його активності, але і від здатності продукувати кінцевий 

продукт з мінімальними витратами. Глікополімери, оліго- та моносахариди 

традиційно використовують для культивування продуцентів різних глікозидаз [472]. 

Характерним для індукції α-галактозидаз грибів є те, що такі важкозасвоювані 

джерела вуглецю, як соєве борошно та екстракт шроту, галактоманани, пшенична 

солома, бурякова меляса, соєвий казеїн, суха молочна сироватка та суха бичача 

кров, при гідролізі яких повільно утворюються моносахариди (галактоза, арабіноза і 

глюкоза) та коротколанцюгові галактоолігосахариди (рафіноза та стахіоза), в 

більшій мірі посилюють біосинтез α-галактозидази, порівняно із середовищами, що 

містять зазначені вуглеводи у хімічно чистому вигляді [67, 77, 325, 326, 473-475]. 

Водночас показана висока ефективність використання галактози, мелібіози, 

рафінози для ферментації A. fumigatus, R. hangchow, Monascus sp., S. cerevisiae [54, 

65, 67, 476].  

Дані літератури [246] та результати власних досліджень свідчать, що за 

відсутності у середовищі індуктора практично не спостерігається конститутивної 

продукції α-галактозидаз та α-L-рамнозидаз у грибів та бактерій, а правильно 

підібраний індуктор дозволяє виділяти ензими специфічні не тільки щодо 

відповідного вуглеводного залишку, але й до типу зв’язку. 
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Встановлено, що продукція α-L-рамнозидаз у P. commune, P. tardum, 

P. restrictum, E. erubescens та C. albidus у присутності рамнози або нарингіну була на 

1-2 порядки вищою, ніж на глюкозі і галактозі, а також грейпфрутовій макусі, 

подібній до відходів виробництва цитрусових соків та пюре. Показано, що соєве 

борошно (10 г/л) може бути успішно використано як для скринінгу продуцентів 

глікозидаз, в тому числі α-галактозидази, різних мікроорганізмів, так і для 

максимального накопичення α-галактозидази під час культивування мікроміцетів, а 

заміна борошна на сахарозу призводила до зниження активності майже у 10 разів. 

Цікаво, що використання галактоманану камеді гуару дозволяло отримувати тільки 

дуже низькі показники α-галактозидазної активності у P. restrictum, хоча, як було 

встановлено пізніше, очищена α-галактозидаза цього мікроміцета гідролізувала цей 

субстрат з високою швидкістю. 

Головним завданням роботи було розробити фундаментальні засади 

отримання високоактивних та стабільних препаратів глікозидаз мікроорганізмів на 

підставі даних про їхні функціональні особливості. Для цього з культуральної 

рідини продуцентів методами хроматографії були виділені в гомогенному стані α-L-

рамнозидази та α-галактозидази грибів та проведено порівняльну характеристику 

властивостей ензимів різних продуцентів з метою визначити їхню придатність для 

вирішення біотехнологічних задач. 

Встановлено мономерну будову усіх виділених α-L-рамнозидаз та α-

галактозидази P. restrictum. Найменша Мм визначена у α-галактозидази P. restrictum 

(17 кДа). За цим параметром ензим значно відрізняється від раніше виділених α-

галактозидаз A. niger, P. canescens, C. cladosporioides, які є гексамерами з Мм 430, 

400 та 400 кДа відповідно. На сьогодні низькомолекулярні α-галактозидази описані 

переважно у рослин, а для α-галактозидаз мікроміцетів відмічають Мм порядка 100-

300 кДа [74, 78-80, 117, 118]. Мм α-L-рамнозидаз склали: 125 та 105 кДа для двох 

ензимів P. commune, 95 кДа для P. tardum, 50 кДа для P. restrictum та C. albidus, 40 

кДа для E. erubescens, які співвідносяться з більшістю описаних на сьогодні ензимів 

такої специфічності. Так очищена на КМ-целюлозі α-L-рамнозидаза A. clavato-

nanicus MTCC-9611 представлена однією субодиницею з Мм 82 кДа [362], Мм 
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гомогенного препарату α-L-рамнозидази A. niger DLFCC-90 склала 66 кДа [363], 

нативної α-L-рамнозидази A. terreus – 98 кДа [364], A. kawachii – 90 кДа [252], A. 

tubingensis – 110 кДа [243]. Позаклітинна α-рамнозидаза P. angusta, отримана в 

результаті 4-етапного очищення, також мала Мм 90 кДа [236]. У деглікозильованої 

α-L-рамнозидази A. оryzae була встановлена Мм у 60 кДа, тоді як для 

глікозильованої форми – 90-130 кДа [365]. Для α-L-рамнозидази F. moniliforme 

методом ДСН-ПААГ Мм було визначено як 124 кДа [233]. 

За якісним складом амінокислот досліджені глікозидази майже не 

відрізнялися, за винятком ензимів P. commune, але кількісні показники варіювали у 

широкому діапазоні. Для α-L-рамнозидаз C. albidus і E. erubescens був характерним 

високий вміст гідрофобних амінокислот, залишків аспарагінової, глутамінової 

кислот та гліцину, як і для олігомерних α-галактозидаз [115, 366]. α-L-Рамнозидази 

P. commune відрізнялися від інших глікозидаз відносно низьким вмістом основних 

амінокислот (10-13 %, тоді як у інших – близько 30 %), а також відсутністю проліну 

(α-L-рамнозидаза 1) або метіоніну (α-L-рамнозидаза 2). Всі досліджені глікозидази 

містили у складі молекул вуглеводний компонент (від 1 до 16 %), в тому числі 

ключовий моносахарид манозу та D-глюкозамін, через які відбувається 

посттрансляційне глікозилювання молекули протеїну. Треба відмітити, що дані 

літературі щодо моносахаридного складу цих ензимів дуже обмежені, переважно 

повідомляється про відсоток вуглеводів у складі глікопротеїнів або характер 

глікозилювання (від 15 до 24 %), без уточнення моносахаридного складу [78, 84, 

134]. Більшість описаних α-L-рамнозидаз мікроміцетів глікозильовані за N-типом 

[113, 202], а для грибних α-галактозидаз притаманне змішане глікозилювання [135, 

166]. 

Оцінці впливу глікозилювання на каталітичні і кінетичні властивості протеїнів 

на сьогодняшній день присвячено дуже обмежену кількість робіт. Зокрема показано 

[477], що вуглеводи відіграють важливу роль в секреції ензимів, так як переважно їх 

знаходять у екстрацелюлярних ензимів в складі лінкерної частини молекули. 

Встановлено [478-480], що присутність вуглеводів впливає на формування 

олігомерної структури та фолдінг деяких ензимів. Крім того, глікозилювання 
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впливає на каталітичні характеристики ензимів, як правило, підвищуючи їхню 

стійкість до термоденатурації, інших факторів агресивного середовища, а також до 

протеолізу [480, 481], в той час як деглікозилювання протеїнів може призводити як 

до незначних змін їхніх властивостей, так і до повної втрати функціональної 

активності [390, 391]. Для дослідження впливу глікозилювания на секрецію і 

властивості протеїнів використовують інгібітори глікозилювання (тунікаміцин та 2-

дезокси-D-глюкоза), ендо-гліканази, а також методи гліканової інженерії [138, 481]. 

Найчастіше як інгібітор N-глікозилювання використовують тунікаміцін, який 

перешкоджає переносу ацетилглюкозаміну з UDP-N-ацетилглюкозаміну на 

доліхолфосфат, тим самим роз’єднуючи метаболічний шлях N-глікозилювання, а 

також α-фактор [386, 389, 482]. Специфічних інгібіторів глікозилювання О-типу на 

сьогоднішній день не знайдено, але нерідко в цій ролі виступає 2-дезокси-D-

глюкоза, яка за певних умов здатна пригнічувати реакцію інтерконверсіі глюкозо-6-

фосфат/манозо-6-фосфат, що частково запобігає формуванню глікозильних зв’язків 

О-типу в глікокон’югатах [135].  

Інгібуванням глікозилювання α-галактозидаз A. niger, P. canescens та 

C. cladosporioides тунікаміцином та 2-дезокси-D-глюкозою встановлено, що всі три 

ензими глікозильовані за змішаним типом, тобто містять як N-, так і О-зв’язані 

вуглеводи. Інгібування глікозилювания по N-типу майже не супроводжувалося 

зниженням рівня екзо-α-галактозидаз, як показано зокрема і для ендоглюканаз 

T. reesei [138, 389, 477], однак призводило до втрати активності α-галактозидази 

A. niger. Дані моносахаридного складу О-деглікозильованих ензимів демонструють 

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

арабінози і рамнози – у P. canescens. Зниження активності в цьому випадку у 

перших двох ензимів було більш значним (у 10 та 8,5 разів), ніж у P. canescens (у 3 

рази), що може бути наслідком зниження вмісту саме манози, а через неї – кількості 

сайтів глікозилювання молекули α-галактозидази. Також відзначалося зниження 

термостабільності (до 20 %) ензимів та прискорення термоденатурації за 

присутності гуанідинхлориду та після УФ-опромінення. Зміна рівня глікозилювання 

супроводжувалася крім того скороченням термінів зберігання α-галактозидази 
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A. niger. В результаті хімічного деглікозилювання перйодатом натрію також 

відмічали зниження спорідненості α-галактозидаз як до синтетичних, так і до 

природних субстратів, що, можливо, також є наслідком конформаційних змін 

ензиму. 

Хоча подібних експериментів з залучення α-L-рамнозидаз не проводилося, але 

були отримані деякі опосередковані дані щодо важливості глікозилювання цих 

ензимів для прояву активності і стабільності. Так, показано, що ензими, отримані на 

різних джерелах вуглецю (рамнозі чи нарингіні) проявляли різну стабільність в 

умовах термоденатурації. За використання нарингіну отримували більш стабільні 

форми α-L-рамнозидаз E. еrubescens та C. albidus. Важливість джерела вуглецю для 

формування сайтів глікозилювання протеїну та їхньої кількості була показана також 

і іншими дослідниками для α-L-рамнозидаз A. fumigates та A. terreus [266, 483]. 

Відомо, що ензими різного походження демонструють широку функціональну 

різноманітність. Порівняння властивостей глікозидаз із різних джерел та різного 

складу дає багато інформації про особливості та механізми їхнього функціонування. 

Ензиматичні властивості глікозидаз різного походження відрізняються з точки зору 

оптимальної температури, рН та лабільності. Наприклад, оптимальний pH α-L-

рамнозидази з бактерій близький до нейтрального або лужного, тоді як оптимальний 

pH α-L-рамнозидаз з грибів знаходиться в кислому діапазоні. Встановлено, що 

термооптимуми дії для всіх досліджених α-L-рамнозидаз і α-галактозидаз 

знаходились за 60 оС, крім α-L-рамнозидази P. restrictum, для якої термооптимум 

був 65 оС. Досліджені ензими переважно проявляли високу термо- та рН-

стабільність. За критерієм термічної стійкості α-L-рамнозидази E. erubescens та 

C. albidus є найбільш перспективними для промислового використання. Ензим 

E. erubescens зберігав до 100 % активності за температур до 60 оС, і близько 60 % – 

за 70 оС протягом 2 годин інкубації. α-L-Рамнозидаза C. albidus за 65 оС втрачала 

тільки 40 % активності впродовж 3-х годинної експозиції. Слід зазаначити, що 

відсоток глікозилювання у цих глікозидаз був найнижчим (1 та 5 % відповідно) 

серед досліджених ензимів, натомість високоглікозильовані ензими з P. commune 

швидко втрачали активність за температур вище 40 оС. Низька термостабільність, 
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ймовірно, пояснюється особливостями компонентного складу та структури цих 

ензимів. Можливими причинами є низькій вміст основних амінокислот, високий 

вміст проліну та фенілаланіну, а також зменшення показників відношення 

Глу+Асп/Арг+Ліз, які відповідальні за гнучкість у забезпеченні термостабільності 

протеїну, у порівнянні з іншими дослідженими глікозидазами.  

Ще однією цінною властивістю досліджених ензимів P. restrictum, A. niger, 

P. canescens та C. cladosporioides є висока стійкість до протеолізу, яка характерна 

для олігомерних глікозильованих глікозидаз і відмічена, зокрема, у α-галактозидази 

A. oryzae [155], α-галактозидази з Rhizopus sp. [112] та тетрамерної α-галактозидази 

Gibberella sp. родини GH36 [163]. Ензим з P. djamor також демонструє стійкість до 

кислої протеази і різну ступінь толерантності до інших протеаз: 

трипсину>колагенази типу I>α-хімотрипсин-нейтральної протеази>протеінази К 

[125]. 

Встановлено, що всі досліджені глікозидази проявляли також і високу 

стійкість до УФ-опромінення в діапазоні (0-9000 Дж/м2), за винятком α-L-

рамнозидази P. tardum. Фотодеструкція α-галактозидаз у дозах до 600 Дж/м2 не 

призводила до значних змін активності ензимів, але за доз вищих 900 Дж/м2 

спостерігали достовірні зміни, які могли бути наслідком як фоторуйнування 

ароматичних амінокислот, так і інших груп, що реагували з первинним 

фотопродуктом. Внаслідок останньої реакції спостерігається інактивація ензиму 

через зміни просторової структури протеїну, але не в результаті фотодеструкції 

активного центру. Вирішальним фактором стійкості макромолекули до опромінення 

є кількість та розташування залишків ароматичних амінокислот, а також кількість і 

доступність цистеїну. Відомо, що у грибних глікозидаз часто спостерігається значно 

менша кількість ароматичних амінокислот та цистеїну на молекулу протеїну, з чим і 

пов’язують їхню стійкість до УФ-опромінення [484]. Так для грибної інулінази була 

показана підвищена стійкість до впливу УФ-світла в діапазоні 75-6040 Дж/м2 

порівняно з інуліназами дріжджів та рослин [484] на фоні меншого вмісту тирозину, 

фенілаланіну та цистеїну. А у випадку, коли ароматичні амінокислоти входять до 

активного центру, або їх руйнування супроводжується порушенням третинної та 
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четвертинної структури протеїну, спостерігається швидка фотоінактивація ензимів. 

Так показано, що глюкоамілаза A. awamori, яка містить в активному центрі залишок 

триптофану, піддається практично повній денатурації вже при дозі 1500 Дж/м2 [485], 

у той час, як досліджена α-галактозидаза P. canescens стійка до дії удвічі більших 

доз. 

Отже, виділені ензими демонструють кількісно різну стійкість до впливів 

реакційного середовища, але переважно були стабільні в широкому діапазоні рН, 

температур та УФ-опромінення. Для підвищення активності та стабільності цих 

ензимів було використано різні методи хімічної модифікації, які в загальних рисах 

можуть бути спрямовані як на захист функціонально значущих амінокислотних 

залишків, так і на створення стабільної конформації молекули в цілому через зміну 

гідрофільно-гідрофобного балансу та утворення внутрішньо/міжмолекулярних 

зв’язків. 

Аналіз структури активних центрів гідролізу дозволив 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 [36, 38-44, 211-214]. 

Для встановлення функціонально важливих груп α-галактозидаз та α-L-

рамнозидаз була проведена групоспецифічна модифікація. Інгібування 

карбодіімідами, яке ми спостерігали для всіх досліджених глікозидаз, вказує на 

наявність функціонально активних залишків глутамінової та/або аспарагінової 

амінокислоти. Фотоокисленням у присутності метиленового синього та реакцією з 

ДЕПК також показано важливість залишків гістидину для прояву каталітичних 

властивостей досліджених глікозидаз. Інгібіторним аналізом встановлено, що 

залишки цистеїну відіграють важливу конформаційну роль, але не присутні у 

активному центрі жодної з досліджених глікозидаз. Відмічена широка 

варіабельність щодо чутливості різних глікозидаз до присутності катіонів металів, 

але їхній вплив переважно був неспецифічним. Найбільш лабільними були α-L-

рамнозидази P. commune та P. tardum, відмічали зниження їхньої активності за 

http://www.cazy.org/
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присутності катіонів Hg2+, Mn2+, Zn2+, Ba2+, Cu2+, Co2+, Pb2+, Fe2+, Fe3+ та Al3+ на 20-90 

%. Катіони Ag+
 та Cd2+ повністю інгібували α-L-рамнозидазу P. tardum і α-

галактозидазу P. restrictum, та у менший мірі інші рамнозидази. α-Галактозидаза 

P. restrictum також втрачала активність у присутності Cа2+. Інактивація йонами Hg2+ 

відмічена у ензимів з P. djamor [125], B. thetaiotaomicron [486], P. angusta [236], 

Bacillus sp [239], C. stercorarium [212]. Ці дані свідчать про важливість 

сульфгідрильних груп для підтримки активної конформації α-L-рамнозидаз та 

прояву її активності. Інгібування активності (на 50-99 %) у присутності Сu2+, Fe2+, 

Fe3+, Hg2+, Ni2+ встановлено для α-L-рамнозидаз B. thetaiotaomicron [486] та A. oryzae 

[155], катіонами Co2+, Сu2+, и Ni2+ 
 – у A. alternata [12], 0,2 мМ Zn2+ повністю 

інактивували α-L-рамнозидазу A. luteo albus [258], а 10 мМ Fe2+ активували ензим 

A. niger у 1,1 раза [160]. α-L-Рамнозидазу P. angusta також інгібували Сu2 та Hg2+ в 

концентрації 10-3 М на 89 и 94 % [236]. α-L-Рамнозидазу B. thetaiotaomicron також 

активували Ca2+ та Mg2+ на 30 і 26 % відповідно [486]. Для α-L-рамнозидази 

A. alternata відімчалася активація у 1,35 та у 1,2 раза катіонами Ba2+ та Al3+ 

відповідно [12]. Ca2+, Co2+, Cu2+ у концентрації 100 мM активували α-L-рамнозидазу 

A. niger у 1,4 -1,6 разів, але не впливали на активність α-L-рамнозидази A. luteo albus 

[258]. Нами також відмічена активація на 63 % іонами Ca2+ α-L-рамнозидази 

P. tardum, на 66 % –  α-L-рамнозидази P. restrictum та на 15 % – α-L-рамнозидази 

P. commune 2. Відомо, що катіони Са2+ беруть участь у стабілізації третинної 

структури деяких протеїнів. Вони утворюють йонні зв’язки з двома різними 

амінокислотними залишками, тобто виконують функцію стабілізуючого містка 

подібно до дисульфідних зв’язків. Хоча більшість відомих на сьогодні α-L-

рамнозидаз та α-галактозидаз (в тому числі A. niger, C. cladosporioides, P. canescens, 

як було показано раніше) є металонезалежними ензимами, аналіз результатів щодо 

впливу ЕДТА дозволяє припустити металозалежність ензимів P. commune та 

E. erubescens. 

Чутливість до дії металів дозволяє розглядати як ефектори α-L-рамнозидаз 

біокоординаційні комплекси на основі есенціального германію (IV) та широко 

використовуваних у медицині та харчовій промисловості гідроксикарбонових 
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кислот та хелаторів, які здебільшого відносяться до низькотоксичних речовин з 

широким спектром фармакологічної дії: противірусною, імуномодулюючою, 

антимікробною, антиоксидантною, антигіпоксантною, нейротропною тощо [412, 

413]. Координаційні сполуки германію, кобальту, нікелю з органічними лігандами 

вже зарекомендували себе як перспективні активатори ензимів [414, 415], а низька 

токсичність та широкий спектр біологічної дії спонукають дослідників до синтезу 

нових комплексних сполук [488]. Нами вперше було досліджено вплив нових типів 

координаційних сполук германію та двовалентних металів на активність α-L-

рамнозидаз та α-галактозидаз мікроорганізмів та встановлено різноманітні ефекти як 

за якісними, так і за кількісними показниками в залежності від природи катіону і 

аніону комплексу, металу та ліганду. На підставі особливостей у ступені впливу 

комплексних сполук на активність вивчених ензимів ми можемо припустити різне 

розташування залишків ароматичних амінокислот та їхньої доступності у молекулах 

α-L-рамнозидаз E. еrubescens, C. albidus, P. restrictum та P. tardum. 1. Аналіз 

характеру взаємодії комплексів з ензимами дозволяє зробити висновок, що 

перспективними  ефекторами у ряді координаційних сполук біологічно активних 

металів і лігандів, є сполуки, структурна організація яких забезпечує синергізм дії 

всіх компонентів. 

З огляду на широкі можливості варіювання складу, будови та просторової 

орієнтації координаційних сполук металів, продовження дослідженнь у цьому 

напрямку для отримання активаторів та інгібіторів ензимів є дуже перспективним. 

Так, введенням у молекули комплексів нових біологічно активних органічних 

лігандів і металів можна реалізувати ідею створення металовмісних 

супрамолекулярних сполук, здатних не тільки підвищувати активність технологічно 

важливих ензимів, а й індукувати їхній біосинтез. Такі комплексні ефектори здатні 

взаємодіяти з різними групами протеїнової молекули як в активному центрі, так і за 

його межами, а отже дослідження механізмів цих взаємодій та викликаних 

каталітичних змін має важливе як теоретичне, і прикладне значення. 

Таким чином, слід зазначити, що ступінь та динаміка модифікації СООН-, NH- 

та SH-груп у досліджених глікозидаз мали свої особливості, що вказує на широку 
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варіабельність кількості та розташування цих груп в молекулах ензимів різних 

мікроорганізмів. Отримані дані щодо особливостей впливу фізико-хімічних 

факторів на глікозидази різних продуцентів, які також є наслідком відмінностей 

їхнього амінокислотного та моносахаридного складу, підкреслюють структурні та 

конформаційні особливості досліджених глікозидаз. 

Залучення ензиму до технологічних процесів потребує даних щодо механізмів 

їхнього функціонування, інактивації та шляхів стабілізації. Дослідження цих 

механизмів на моделі 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 шляхом 

багатоточкового зв’язування через залишки лізину на розчинних полімерах та 

полісахаридах, які містять великі кількості гідроксильних груп. Для цієї мети 

залучали широко використовувані у фармакології декстрани та ПЕГ різного 

ступеню полімерізації [420, 421], що дозволило стабілізувати ензими в умовах 

термоденатурації та протеолізу. В результаті м’якої іммобілізації глікозидаз на 

целюлозі та її похідних в деяких випадках відмічено зростання значення константи 

денатурації  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 різний 

ступінь стабілізації був наслідком різної доступності цих груп у різних протеїнів. 

Для запобігання агрегації олігомерних ензимів, яка також може бути 

причиною втрати активності, використовували додавання до реакційної суміші 

вуглеводів та багатоатомних спиртів. Такий підхід забезпечує збільшення в’язкості 
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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) запобігало термоінактивації α-галактозидаз P. canescens та 

C. cladosporioides, але не А. niger. Цей підход так само був ефективним і для захисту 

всіх досліджених α-L-рамнозидаз. 

Ще одним ефективним способом стабілізації глікозидаз було накладання 

внутрішньомолекулярних та міжмолекулярних зшивок на їхні молекули за 

допомогою 2,6-діамінопімелінової кислоти та глутарового альдегіду [442, 489]. Цей 

спосіб був більш придатний для закріплення активної конформації мономерних α-L-

рамнозидаз, ніж олігомерних α-галактозидаз, ймовірно, через блокування активного 

або субстратзв’язувального центрів внаслідок ковалентної зшивки просторово 

наближених ділянок однієї протеїнової молекули, або різних молекул ензимів.  

Зважаючи на ефективність цього способу для стабілізації α-L-рамнозидаз, 

саме цей підход було застосовано для отримання ЗЕА ензимів E. erubescens та 

P. tardum. Осадження ензимів сульфатом амонію та ПЕГ 6000 з наступним 

накладанням зшивок глутаровим альдегідом дозволило отримати агрегати α-L-

рамнозидаз з підвищеною активністю і стабільністю, які продемонстрували 

активність протягом кількох циклів гідролізу субстратів. Ефективність цього 

способу раніше показана і для α-L-рамнозидази Brevundimonas sp. та нарингінази 

P. decumbens [11, 442]. 

Препарат пролонгованої дії на основі α-галактозидази C. cladosporioides було 

отримано в результаті зв’язування протеїну на декстранах та ПЕГ з подальшим 

включенням його в лецитинові ліпосоми. Інкапсуляція дозволила розширити робочі 

діапазони ензиму та підвищила його стабільність в порівнянні з нативним ензимом. 

Оцінку можливості використання досліджених ензимів було проведено з 

урахуванням особливостей їхньої субстратної специфічності, оскільки вона є однією 

з ключових характеристик біотехнологічно важливих ензимів. Досліджені α-L-

рамнозидази показали високу ефективність гідролізу п-НФР, нарингіну, нарирутину, 
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неогесперидину, гесперидину та рутину, хоча ступінь гідролізу флавоноїдів 

варіювала в залежності від походження ензиму. Єдина α-L-рамнозидаза із C. albidus 

деградувала п-НФ-β-глюкозид, що свідчить про її нарингіназну активність та 

здатність повністю деглікозилювати нарингін до нарингеніну. Досліджені α-L-

рамнозидази також показали здатність трансформувати флавоноїди у цитрусових 

соках, рутин зеленого чаю, а також яблучний та цитрусовий пектини на рівні 

відомих ензимів такої специфічності. Так ензим E. erubescens за специфічною 

активністю (120 од/мл) значно переважав не тільки інші досліджені α-L-

рамнозидази, але й комерційні нарингіназу P. decumber «Sigma-Aldrich» з 

активністю 0,3 од/мг та α-L-рамнозидазу Рenicillium sp. «Creative enzyme» – 0,2 

од/мг. Близькою за активністю до цієї та інших отриманих нами ензимів є 

прокаріотична α-L-рамнозидаза виробництва «Megazym» – 110 од/мг. 

Високоактивний ензим P. tardum майже з однаковою швидкістю гідролізувала п-

НФР (38,3 мкмоль/хв/мг) та нарингін (43,7 мкмоль/хв/мг), а також мав вищу 

спорідненість до α-1,2-, ніж до α-1,6-зв’язаних рамнозидів. 

Досліджені α-галактозидази відрізняли як за швидкістю гідролізу 

синтетичного субстрату (P. canescens(218,0 мкмоль/хв/мг) > P. restrictum (90,1 

мкмоль/хв/мл) > C. cladosporioides (32,8 мкмоль/хв/мл) > A. niger (24,85 

мкмоль/хв/мг)), так і за здатністю гідролізувати ГОС родини рафінози та 

галактоманан. Активність отриманих α-галактозидаз знаходиться на рівні та 

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, яка відмічалася на рівні 

10-130 од/мг, також є достатньою для 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»). α-Галактозидаза P. canescens з унікальною специфічністю 

щодо α-1,3-зв’язанної галактози дисахариду групоспецифіної детермінанти 
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еритроцитів крові В(ІІІ), що було встановлено раніше [111], має активність на рівні 

подібного ензиму із Pseudoalteromonas sp. (231 од/мл) [39]. 

Отже, на підставі даних щодо властивостей та субстратної специфічності 

можна окреслити коло можливого застосування досліджених глікозидаз. α-

Галактозидаза A. niger та α-L-рамнозидаза E. erubescens, завдяки високій 

специфічності до глікону можуть бути цінним інструментом структурних 

досліджень. α-Галактозидази P. restrictum та C. cladosporioides, маючи широку 

субстратну специфічність і високу активність гідролізу галактоолігосахаридів та 

галактоманану, є перспективними модифікаторами для харчової і кормової 

промисловості. Крім того, ці ензими можуть ввійти до складу комплексних 

препаратів для лікування розладів травлення, які спричинені наявністю у бобових 

продуктах ГОС родини рафінози. Продемонстрована ефективність щодо 

трансформування α-1,6 та α-1,2-рамнозильованих флавоноїдів α-L-рамнозидазами 

P. tardum та C. albidus дозволяє рекомендувати їхні препарати для технології 

покращення якості фруктових соків та отримання деглікозильованих флавоноїдів 

фармацевтичного призначення. Унікальна специфічність до α-1,3-зв’язаної 

галактози P. canescens дозволяє розглядати ензим, крім іншого, як препарат для 

біоконверсії еритроцитів групи крові В(ІІІ) у донорські еритроцити О-типу та зняття 

α-1,3-галактозильної детермінанти ксенотрансплантантів. Тобто, на підставі даних 

про специфічність до глікону, аглікону та типу зв’язку ми можемо запропонувати 

ензимний препарат відповідно до субстрату та потреб певної галузі: харчової, 

кормової, фармацевтичної. 

Таким чином, в результаті використання комплексного підходу (рис. 1) до 

виділення і вивчення властивостей, а також умов функціонування біотехнологічно 

важливих глікозидаз мікроорганізмів створено фундаментальний базис для 

отримання активних, стабільних та високоспецифічних препаратів з α-

галактозидазною та α-L-рамнозидазною активностями різного призначення. 
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Рис. 1 Комплексний підхід до отримання високоактивних та стабільних 

ензимних препаратів з α-галактозидазною та α-L-рамнозидазною активністю 

шляхом мікробного синтезу для різних галузей промисловості та медицини 
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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 

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. 
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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 походженняю. 

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.  
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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. 

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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	GH4 – α-галактозидази із Escherichia coli та біфункціональні ензими з α-галактозидазною та α-глюкозидазною (ЕС 3.2.1.20) активностями із Thermotoga maritime та Thermotoga neapolita;
	+ мальтозо-6-фосфат глюкозидаза (ЕС 3.2.1.122) із Eubacteria;
	+ 6-фосфо-α-глюкозидази (ЕС 3.2.1.122) із Eubacteria;
	+ 6-фосфо-β-глюкозидази (EC 3.2.1.86) із Eubacteria;
	+ ORFs із Archaea.
	GH27 – в основному α-галактозидази еукаріот (рослин, тварин, грибів) та деяких Eubacteria;
	+ α-N-ацетилгалактозамінідази еукаріот (рослин та тварин);
	+ ізомальто-декстранази (ЕС 3.2.1.94) із Arthrobacter globiformis;
	+β-L-арабінопіранозидази (ЕС 3.2.1.88) із Streptomyces avermitilis.
	GH36 – в основному α-галактозидази із Eubacteria та Eukaryota (грибів та рослин);
	+ α-N-ацетилгалактозамінідази із Clostridium perfringens;
	+ α-галактозилтрансферази (ЕС 2.4.1.67 та ЕС 2.4.1.82) із рослин;
	+ ORFs із Archaea. (1)
	GH57 – α-галактозидази із Pyrococcus furiosus та Thermococcus alcaliphilus
	+ α-амілази (ЕС 3.2.1.1), амілопулуланази (ЕС 3.2.1.41) та 4-α-глюконотрансферази (ЕС 2.4.1.25) із Eubacteria та Archaea.
	GH97 – α-галактозидази із Bacteroides thetaiotaomicron;
	+ α-глюкозидаза (ЕС 3.2.1.20) із B. thetaiotaomicron та Tannerella forsythia;
	+ ORF-протеїн із двох видів роду Sulfolobus.
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	+ α-1,3-галактозидаза (ЕС 3.2.1.-) із B. fragilis, B. thetaiotaomicron, Pseudoalteromonas distincta.
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