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ДОСЛІДЖЕННЯ ФУНКЦІОНАЛЬНИХ ГРУП α-L-РАМНОЗИДАЗИ 
CRYPTOCOCCUS ALBIDUS  

Дослідження впливу катіонів, аніонів і специфічних хімічних реагентів: 1-[3-(диметиламіно)пропіл]-
3-етилкарбодимід метіодиду, ЕДТА, о-фенантроліну, дитіотреїтолу, L-цистеїну, β-меркаптоетанолу, 
п-хлормеркурібензоату (п-ХМБ), N-етилмалеїміду на активність α-L-рамнозидази Cryptococcus albidus 
свідчить, що суттєвий вплив мають іони Ag+, які інгібують активність ензиму на 72,5 %. Рамноза в 
концентрації 1-5 мМ  захищає ензим від негативної дії іонів  Ag+.  На основі  інгібіторного та кінетичного 
аналізу припускається участь у каталітичному акті карбоксильної групи С-термінальної амінокислоти 
та імідазольної групи гістидину. 

Ключові  слова:  α-L-рамнозидаза, Cryptococcus albidus , іони металів, специфічні хімічні реагенти, 
функціональні групи.

Останнім часом ферменти мікробного походження набувають все більшого значення в 
різних областях харчової, фармацефтичної та хімічної промисловості. Особливий інтерес 
у дослідників викликають глікозидази, ферменти класу гідролаз (О-глікозид-гідролази), 
які здатні каталізувати гідроліз О-глікозидних зв’язків у глікозидах, оліго-, полісахаридах, 
гліколіпідах та інших глікокон’югатах. Одним із таких ензимів є α-L-рамнозидаза (α-L-
рамнозид-рамногідролаза – К.Ф. 3.2.1.40), яка гідролітично відщеплює кінцеві невідновлені 
α-1,2, α-1,4 і α-1,6 зв’язані залишки L-рамнози в природних продуктах, таких як нарингін, 
рутин, кверцитрин, гесперидин та інших рамнозовмістних глікозидах [1]. Здатність продуку-
вати α-L-рамнозидази зустрічається серед мікроорганізмів різних таксономічних груп – бак-
терій, мікроміцетів, але відомий лише один дріжджовий продуцент цього ензиму – Pichia 
angusta X349 [22]. На відміну від більшості α-L-рамнозидаз ензим, який синтезує даний штам 
дріжджів, є внутрішньоклітинним, тому для його виділення необхідно руйнування клітини.
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Раніше [11] в результаті скринінгу, проведеного серед музейних культур відділу фізіо-
логії промислових мікроорганізмів ІМВ НАН України, відібраний перспективний штам 
Cryptococcus albidus, вивчені його трофічні особливості та підібрані оптимальні умови куль-
тивування [3]. З супернатанту культуральної рідини C. albidus виділено і очищено препарат 
α-L-рамнозидази, вивчено його фізико-хімічні властивості [4]. Разом із тим, для створення 
високоефективної технології отримання ензимних препаратів необхідне дослідження опти-
мальних параметрів L-рамнозидазної реакції, а також механізму дії ензиму. У зв’язку з цим 
метою нашої роботи було за допомогою іонів металів та специфічних хімічних реагентів до-
слідити функціональні групи α-L-рамнозидази C. albidus, відповідальні за протікання каталі-
тичного процесу.

Матеріали і методи. Культуру дріжджів C. albidus вирощували глибинним способом 
впродовж чотирьох діб при температурі 28 °С, на качалках при 220 об/хв на середовищі на-
ступного складу, г/л: рамноза – 1, пептон – 5, дріжджовий екстракт – 3, мальтекстракт – 3, 
рН- 6, оптимізованому раніше [3].

Ензимний препарат α-L-рамнозидази виділяли з культуральних фільтратів продуцента 
шляхом осадження сульфатом амонію (до 90 % насичення) з наступною хроматографією на 
заряджених і нейтральних TSК-гелях (DEAE-Toyоpearl 650s і Toyоpearl HW-60 «Toya Soda» 
Японія, відповідно).

Специфічна α-L-рамнозидазна активність препарату складала 12 од./мг білка (вміст біл-
ка – 0,01 мг/мл).

α-L-рамнозидазну активність визначали методом Davis [7], використовуючи як субстрат 
нарингін. За одиницю активності ензиму приймали таку його кількість, яка гідролізує в умо-
вах досліду 1 мкмоль субстрату за хв. Реакційна суміш містила  0,1 мл розчину ензиму в 0,1 М 
фосфат-цитратному буфері (ФЦБ), рН 5,2, 0,1 мл 2,5 мМ розчину субстрату. Суміш інкубува-
ли протягом 30 хв при 37 0С. Реакцію зупиняли додаванням 3 мл 4 М розчину NaOН. Через 
30 хв вимірювали інтенсивність забарвлення реакційної суміші при довжині хвилі 310 нм на 
спектрофотометрі СФ-26 (ЛОМО, СРСР). 

В дослідах щодо інгібування α-L-рамнозидази використовували іони металів у вигляді 
сульфатів, а також наступні специфічні хімічні реагенти: етилендіамінтетраацетат (ЕДТА), 
о-фенантролін, дитіотреїтол, L-цистеїн,  β-меркаптоетанол, п-хлормеркурібензоат (п-ХМБ), 
N-етилмалеїмід, 1-[3-(диметиламіно)пропіл]-3-етилкарбодимід метіодид («Sigma-Aldrich», 
США) в кінцевій концентрації 10-3 М. Інкубацію ензиму з реагентом проводили протягом 
1 год при температурі 20 °С. Для визначення α-L-рамнозидазної активності проби відбирали 
через 15, 30, 45 і 60 хв. Всі дослідження проводили в 0,1 М ФЦБ рН 5,2.

В дослідах з реактивації α-L-рамнозидази L-рамнозу додавали до 0,1 мл розчину ензиму 
в кінцевій концентрації 0,5-5 мМ за 10 хв до або через 30 хв після внесення інгібітора в ре-
акційне середовище .

рК Дисоціюючих груп, що беруть участь у гідролізі субстрату, визначали методом Діксона 
і Уеба [5] і залежно від швидкості реакції від рН середовища [7].

Теплоту іонізації каталітично активних груп визначали за рівнянням Вант-Гоффа:
ΔН=2,303R(pK1-pK2)/(T1T2/(T2-T1)),
де ΔН – теплота іонізації каталітично активної групи; R-газова стала, що дорівнює 

8,36 Дж·моль-1; pK1, pK2 – константи іонізації за температур T1 і T2 відповідно. Величини K1 
і  K2 знаходили за кривими V=f(рН), визначеними в інтервалі температур 5-50°С.

Фотоокислення проводили при різних значеннях рН і температури. Як джерело світла 
була використана лампа розжарення (200 Вт) з червоним світлофільтром, яка знаходилась на 
відстані 15 см від поверхні розчину. Як фотосенсибілізатор використовували 5×10-6 М мети-
леновий синій. Контролем слугували проби, що містили таку ж кількість фотосенсибілізатора 
в темряві, а також зразки, що освітлювалися тим же самим джерелом світла, але не містили 
барвника. 

Вміст білка на всіх етапах дослідження реєстрували на спектрофотометрі СФ-26 при дов-
жині хвилі 280 нм, а його кількість визначали методом Lowry et al. [10].

Результати всіх досліджень статистично обробляли, використовуючи критерій Стьюдента 
[11].
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Результати та їх обговорення. Дослідження впливу іонів металів показали, що препарат 
α-L-рамнозидази C. albidus стійкий до дії наступних катіонів: NH4

+, K+, Na+, Li+, Ca2+, Ni2+, 
Zn2+, Pb2+, Fe2+, в той час як йони Cd2+, Mg2+, Mn2+, Co2+, Cu2+, Al3+ інгібували активність ензиму 
на 15-35 %. Суттєвий вплив мали катіони Ag+, які пригнічували активність α-L-рамнозидази 
на 72,5 % (табл. 1). Раніше іншими дослідниками також була показана інгібуюча дія Сu2+, 
Cd2+, Mg2+ і Mn2+  на активність α-L-рамнозидаз A. nidulans [14], A. aculeatus [20], A. niger [19], 
Sphingomonas sp. R1 [15].

Таблиця  1

Вплив катіонів металів та амонію на активність α-L-рамнозидази C. albidus (М ± m, n= 5)

Катіон,
10-3М

 Активність, % після інкубації з катіонами, хв
0 15 30 45 60

Контроль 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
NH4

+ 98,5±1,2 97,0±0,8 96,4±0,9 95,1±2,2 95,5±2,4
K+ 100,0±0,1 90,8±0,7 90,5±0,3 85,3±3,6 86,5±2,3
Na+ 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1
Li+ 99,9±0,9 99,9±1,2 99,9±3,5 99,5±0,3 100,0±0,2
Ag+ 80,0±1,9 70,5±2,0 50,0±5,0 27,5±0,7 27,5±0,7
Cd2+ 100±0,3 100±0,2 85,2±3,4 85,4±0,6 85,3±0,6
Ca2+ 100,0±0,1 100,0±0,1 99,8±1,3 99,4±4,0 99,7±0,4
Mg2+ 85,9±2,0 86,9±2,1 86,5±1,5 75,6±4,0 77,1±1,9
Hg2+ 100,0±0,1 100,0±2,0 100,1±0,4 98,0±0,5 99,7±0,4
Ni2+ 100±0,6 100±0,9 100±0,9 98,2±1,7 98,5±0,9
Mn2+ 100±0,6 100±1,6 100±0,9 85,5±4,0 85,5±3,7
Zn2+ 100,0±0,5 100,0±0,7 98,2±2,0 98,2±1,0 98,5±2,0
Co2+ 100±0,9 100±0,9 98,8±0,9 89,8±0,9 89,8±0,9
Cu2+ 100±0,5 85,6±2,0 85,1±1,7 85,1±1,0 85,0±1,0
Ba2+ 100,0±0,1 100±1,0 100±0,1 99,1±0,2 94,1±3,2
Pb2+ 91,7±0,7 98,7±0,7 98,7±0,7 90,7±5,0 97,7±1,9
Fe2+ 98,5±1,8 98,5±1,0 97,1±0,2 94,7±0,9 95,6±2,0
Fe3+ 94,1±0,2 94,1±3,0 93,2±3,0 92,3±2,0 93,0±1,8
Al3+ 90,0±0,1 90,7±2,9 80,3±4,0 80,6±3,8 80,4±4,6

Інгібіторний ефект Ag+ на активність α-L-рамнозидаз раніше не досліджувався, але для 
α-галактозидази з V. faba, P. canescens, C. cladosporioides інгібування сріблом пояснюють ком-
плексуванням ферменту з карбоксильними та імідазольними групами [13, 17, 18].

Відсутність дії досліджених іонів металів на активність α-L-рамнозидази підтверджує 
відомості [1] щодо незалежності активності цього ензиму від наявності у реакційному сере-
довищі металів.

При вивченні дії різних аніонів (табл. 2) на активність α-L-рамнозидази C. albidus вста-
новлено, що більшість із них практично не має суттєвого впливу. Показана лише інгібуюча 
дія сульфіту – на 58 % (табл. 2), що може свідчити про присутність в активному центрі фер-
менту або поблизу від нього SH-груп. Відомо [6], що сполуки, які містять близько розташо-
вані SH-групи (дитіоли), мають високу спорідненість до арсеніту натрію, в результаті чого 
утворюються циклічні дитіоарсеніти. Було показано, що в концентрації 10-3 М арсеніт лише в 
дуже незначній мірі (5 %) інгібує активність ензиму (табл. 2). Цей факт дозволяє припустити, 
що в активному центрі α-L-рамнозидази відсутні сусідні з ним сульфгідрильні групи.

Незначна активуюча дія на α-L-рамнозидазу (7 %), обумовлена присутністю в реакційній 
суміші аніонів фосфору, фтору (на 5 %), карбонату (на 7 %) і тетраборату (на 9 %), ймовірно, 
має неспецифічний характер, оскільки активація ферменту не зростала в часі. 

Механізм інгібуючої дії іонів металів на каталітичну активність встановити досить важко, 
оскільки їм властива здатність конкурувати з субстратом за місце зв’язування в активному 
центрі, а також можливість взаємодіяти з різними групами білкової молекули, що знахо-
дяться поза активним центром, але можуть впливати на каталітичні функції ензиму, тобто 
зв’язуються з його алостеричним центром [9]. Відомо [2], що інгібування активності ензиму 
іонами важких металів може бути результатом утворення ними комплексів, в першу чергу з 
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сульфгідрильними, а також з карбоксильними або імідазольними групами білка. Для того щоб 
визначити, які саме групи в молекулі ензиму підлягають впливу важких металів і наскільки 
вони відповідальні за каталіз, необхідно провести кількісний аналіз інгібування на основі 
теорії Міхаеліса-Ментен, а це можливо лише в тому разі, коли інгібіторний ефект носить 
зворотний характер.

Таблиця  2

Вплив різних аніонів на активність α-L-рамнозидази C. albidus (М ± m, n= 5)

Аніон,
10-3М

Активність, %  після інкубації, хв
0 хв 15 хв 30 хв 45 хв 60 хв

Контроль 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Cl- 100,0±0,3 100,0±0,3 100,0±0,3 100,0±0,3 100,0±0,3
I- 105,3±0,7 105,5±5,0 100,0±0,2 100,0±0,1 98,3±2,7
F- 100,3±0,1 105,9±4,5 97,9±0,3 105,6±2,0 105,6±2,1
Br- 100,0±0,2 107,2±3,0 97,8±2,5 96,5±0,7 96,9±0,9
N3

- 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1
NO3

- 100,0±0,1 102,5±1,7 100,0±0,9 100,0±0,7 100,0±3,0
NO2

- 98,5±0,5 98,5±0,5 98,5±0,5 98,5±0,5 98,5±0,5
H2PO4

- 100,6±1,6 101,0±0,7 100,0±0,6 99,9±0,1 107,8±2,1
S2O3

-2 98,9±5,0 100,1±0,8 99,8±0,3 97,0±0,9 96,9±5,0
SO3

-2 90,3±0,7 90,5±0,5 42,5±0,3 42,5±0,3 42,5±0,3
SO4

-2 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1
AsO3

-2 100,0±0,6 99,6±0,6 96,6±0,6 95,0±1,2 95,0±2,0
CO3

-2 100,0±2,0 101,6±3,2 105,3±4,0 107,3±4,0 107,3±4,0
B4O7

-2 100±0,5 105±0,6 109±4,0 109±3,0 109±3,0
CH3СOO- 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1 100,0±0,1
C4H5O6

- 100,5±2,0 100,9±2,0 99,9±3,0 101,2±2,0 100,2±2,0

Досліджуючи вплив інгібіторів в динаміці, за формою кривих можна встановити харак-
тер інгібування. При зворотному характері інгібування криві, що відображають залежність 
величини від часу дії інгібітора при фіксованому вмісті його і ензиму, через деякий час вихо-
дять на плато, тобто не спостерігається збільшення інгібіторного ефекту в часі. Саме такий 
характер кривих має місце при інгібуванні α-L-рамнозидаз C. albidus іонами срібла (рис. 1). 
При цьому слід зазначити, що ступінь інгібування, який відповідає даній концентрації інгібі-
тора, проявляється в перші 30 хв інкубації. Зворотний характер інгібування активності ензи-
му підтверджується також тим, що діаліз препарату α-L-рамнозидази, інгібованого іонами 
Ag+, проти 0,01 М ФЦБ рН 5,2 протягом доби приводив до відновлення активності ферменту 
практично до початкової.
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Рис. 1. Інгібування активності α-L-рамнозидази C. albidus іонами срібла в динаміці 
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З врахуванням зворотного характеру інгібування нами був використаний графічний метод 
подвійних зворотних величин, за допомогою якого встановлено (рис. 2), що іони Ag+ інгі-
бують α-L-рамнозидазу C. albidus за конкурентним типом. L-Рамноза, додана в реакційне 
середовище (кінцева концентрація 0,5-5 мМ) до внесення інгібуючого агенту (іони Ag+), про-
являє захисну дію на молекулу ензиму (рис. 3). Оскільки L-рамноза є конкурентним інгібіто-
ром α-L-рамнозидази [9], можна припустити, що іони срібла взаємодіють із функціонально 
важливими групами (або групою) в активному центрі ензиму. Аналогічні дані були отримані 
раніше [10] для α-L-рамнозидази Penicillium commune 266. 
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Рис. 2. Визначення характеру інгібування іонами срібла активності  α-L-рамнозидази 
C. albidus за методом Лайнуівера-Берка. 1 – контроль (без інгібітора); 2 – AgNO3, 10-3M.

Одним із підходів щодо вивчення механізму дії ензимів є дослідження впливу специфіч-
них хімічних реагентів на їх активність. Нами були використані (табл. 3):

хелатуючі реагенти – ЕДТА, 1. о-фенантролін; 
реагенти на дисульфідні зв’язки – дитіотреїтол, L-цистеїн, β-меркаптоетанол; 2. 
реагенти на SH-групи – 3. п-хлормеркурібензоат, N-етилмалеїмід; 
реагенти на карбоксильні групи – 1-[3-(диметиламіно) пропіл]-3-етилкарбодимід 4. 
метіодид.

Таблиця  3

Вплив деяких хімічних реагентів на активність α-L-рамнозидази C. albidus (М ± m, n= 5)

Концентрація реагенту, 10-3 
М

Активність, %  при додаванні інгібіторів:
0 хв 15 хв 30 хв 45 хв 60 хв

Контроль 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
ЕДТА 100,0 100±0,1 100±0,1 100±0,1 100±0,1

о-Фенантролін 100,0 100,0 100±0,2 100±0,1 100 ±0,2
Дитіотреїтол 97,5±0,3 96,0±0,5 95,1±1,7 94,5±3,5 93,5±4,0

L-Цистеїн 100±0,7 100±1,3 100±0,1 98,5±2,2 98±2,0
β-Меркаптоетанол 100,0 98,2±1,7 97,5±3,2 97,7±1,8 97,7±1,6

п-Хлормеркурібензоат 100,0 100,0 98,4±0,5 95,2±3,2 90,1±5,0
N-Етилмалеїмід 100±0,1 100±1,0 98,2±2,0 97,1±0,1 96,5±0,9

1-[3-(Диметиламіно) пропіл]-
3-етилкарбодимід метиодид 100±0,1 83,5±3,0 82,1±2,0 62,5±2,0 60±3,0

Хелатуючі агенти (ЕДТА, о-фенантролін) в концентрації 10-3М не впливають на актив-
ність α-L-рамнозидази C. albidus (табл.3). Це може свідчити про те, що в каталізі, який здій-
снюється α-L-рамнозидазою, не беруть участі функціональні групи, що містять атоми  ме-
талів. На основі цих даних, а також даних щодо впливу іонів металів можна припустити, що 
досліджувана α-L-рамнозидаза є металонезалежним ензимом. Аналогічні дані були отримані 
також для інших глікозидаз [1].

Реагенти, що відновлюють дисульфідні зв’язки – дитіотреїтол, L-цистеїн, β-меркаптоетанол, 
практично не впливали на активність α-L-рамнозидази C. albidus (табл. 3), що дає можливість 
припустити відсутність в її молекулі дисульфидних зв’язків. 
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Рис. 3. Вплив L-рамнози на інгібування активності α-L-рамнозидази C. albidus іонами 
срібла: 1 – контроль (без інгібітора); 2 – AgNO3, 10-3M; 3 – те ж + L-рамноза, 0,5 мМ; 4 – те ж 
+L-рамноза, 1 мМ; 5 – те ж +L- рамноза, 2 мМ; 6 – те ж +L- рамноза, 4 мМ; те ж +L- рамноза, 

5 мМ. L- рамноза, додана до (а) або після (б) обробки α-L-рамнозидази іонами срібла
Відомі тіолові інгібітори, такі як п-хлормеркурибензоат і N-етилмалеїмід не впливали 

на активність α-L-рамнозидази в концентрації 10-3М (табл. 3), що дає змогу вважати, що в 
каталізі, який здійснюється α-L-рамнозидазою C. albidus, не беруть участі сульфгідрильні 
групи. 

Оскільки 1-[3-(диметиламіно) пропіл]-3-етилкарбодимід метіодид, який модифікує кар-
боксильні групи амінокислот, інгібує активність α-L-рамнозидази на 40 % (табл. 3), можна 
припустити, що в молекулі α-L-рамнозидази присутні функціонально активні карбоксильні 
групи. 

Одним із підходів при вивченні каталітично активних груп ензимів є їх ідентифікація за 
кривими залежності активності від значень рН. Для досліджуваної нами α-L-рамнозидази 
профіль кривої «активність – рН», v=f(pH) має «куполоподібну» форму (рис. 4). Висхідна 
(«кисла») і низхідна («лужна») гілки кривої свідчать про те, що в елементарному акті розри-
ву глікозидного зв’язку беруть участь дві функціональні групи. Форма обох гілок кривої є 
характерною для кривих дисоціації іонних груп амінокислот, а гілки кривої описуються рів-
нянням:

для висхідної гілки
V=Vmax / (1+10рКв-рН)            (1)
і для низхідної,
V=Vmax / (1+10 рН-рКа-)           (2)
де V – активність ензиму за умови повного насичення субстратом; Vmax - та ж активність 

за умови оптимального значення рН (рНОП); Ка і Кв – константи дисоціації каталітично актив-
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них груп ензиму. Звідси випливає, що рН=рКв або при рН=рКа V=Vmax/2, тобто при швидкості 
гідролізу субстрату,  що дорівнює половині максимальної, константи іонізації каталітично 
активної групи ензиму чисельно дорівнюють концентрації Н+ в середовищі. Виходячи з ви-
щевикладеного були розраховані величини рКв і рКа (2,9 і 7,1 відповідно) груп, що беруть 
участь в акті каталізу, що здійснюється α-L-рамнозидазою (рис. 4). Ці значення відповідають 
карбоксильній і імідазольній групам білків. Розраховані за цим методом величини рКв і рКа 

близькі до значень рК, знайденим за методом Діксона і Уеба [5]. Це дає підстави вважати, що 
іонізуються лише каталітично активні групи – карбоксильна та імідазольна.
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Рис. 4. Вплив рН на активність α-L-рамнозидази C. albidus. Початкова швидкість реак-
ції – V; константа іонізації активної групи каталітичного центру ензиму для висхідної 
гілки кривої - pKв; константа іонізації активної групи каталітичного центру ензиму для 

низхідної гілки кривої – pKа
Іншим важливим критерієм, що підтверджує наявність у каталітичному центрі α-L-

рамнозидази карбоксильної та імідазольної груп, є визначення теплоти іонізації каталітично 
активних груп α-L-рамнозидази. Розраховані за рівнянням Вант-Гоффа [5] величини теплоти 
іонізації ΔН для  рКв і рКа складають 7,2 та 29,1 кДж/моль відповідно. Це підтримує припу-
щення про те, що в розщепленні глікозидного зв’язку α-L-рамнозидазою C. albidus беруть 
участь карбоксильна та імідазольна групи.

Специфічною реакцією на імідазольну групу гістидину є її  фотоокислення в присутності 
метиленового синього, що відіграє роль фотосенсибілізатора. Фотоокислення приводить до 
розриву гетероциклу імідазолу і до інактивації ензиму. Дослідження щодо фотоокислення 
проводили в інтервалі рН 3,0-6,0 при температурі 20-50 ºС в умовах, коли активність ензиму 
залишається незмінною. Було показано, що в умовах досліду препарат піддається інтенсивній 
фотоінактивації (рис. 5).

Поряд із фотоокисленням імідазольної групи гістидину ця реакція у білках властива та-
кож для фенольної групи тирозину та індольної групи триптофану. Однак, на відміну від цих 
груп, швидкість фотоокислення імідазольної групи залежить від рН середовища. Відомо, що 
необхідною умовою фотоінактивації ферментів є депротонування імідазольного кільця [5]. 
При високій концентрації у середовищі Н+-іонів імідазольна група протонована, що є переш-
кодою для віддачі електронів під впливом фотонів світла. Зі збільшенням значення рН сере-
довища імідазольна група віддає протони і пропорційно зростає швидкість фотоокислення. 
Такої властивості не має ні фенольна група тирозину, ні індольна група триптофану. 

 Швидкість фотоокислення може бути описана рівнянням:
k=k0 1 / (1+10 pH-pK),                                                (3)
звідси випливає, що при pH=pKa k=k0/2.
Крива k=f(pH), яка описується рівнянням (3), в інтервалі рН 6,0-7,0 виходить на плато, 

що відповідає k0 (рис.6). Точка перетину прямої, проведеної паралельно до осі абсцис на  від-
стані k0/2, відповідає рК 5,0, що свідчить про фотоокисленя імідазольної групи гістидину. 
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При підвищенні температури величина pKa також збільшується. Скориставшись формулою 
Вант-Гоффа ми розрахували теплоту іонізації даної групи, яка складає 29,7 кДж/моль і від-
повідає теплоті іонізації імідазольної групи.
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Рис. 5. Кінетика інактивації α-L-рамнозидази C. albidus в процесі фотоокислення, рН 5,0

Таким чином, знайдені нами величини теплоти іонізації і результати дослідів щодо фото-
окислення дають можливість вважати, що каталітично активними групами α-L-рамнозидази 
C. albidus, є карбоксильна група С-кінцевої амінокислоти, а також імідазольна група гісти-
дину.

Конкретних фактів щодо дії α-L-рамнозидаз дуже мало, оскільки відсутні дані щодо хімії 
та кінетики ензимів із більшості досліджених джерел. Хоча за аналогією з іншими глікози-
дазами ймовірно, що має місце розщеплення зв’язків між С-атомом рамнози і киснем суб-
стратів. Так, встановлено, що розрив зв’язку проходить з того напряму атому кисню, до якого 
прилягає нередукуючий залишок оліго- і полісахариду і до якого глікозидаза виявляє най-
більшу специфічність. Відомо, що α-L-рамнозидаза у субстратах діє на С1–О або О–Сn (для 
α-L-рамнозидаз n=2, 4, 6) [1].
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Рис. 6. Залежність k = f(pH) при фотоокисленні ферментного препарату C. albidus при 20 ºС

Таким чином, знайдені нами величини рК, розраховані величини теплоти іонізації та ре-
зультати дослідів щодо фотоокислення дають підстави вважати, що каталітично активними 
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групами α-L-рамнозидази C. аlbidus є карбоксильна група аспарагінової, глутамінової, або 
іншої С-кінцевої амінокислоти та імідазольна група гістидину. В каталізі, що здійснюється 
α-L-рамнозидазою C. albidus, не беруть участі групи, які містять атоми металів, але присут-
ність іонів Ag+ в системі інгібує швидкість ензимної реакції.

Встановлення каталітично важливих груп активного центру ензиму дозволяє прогнозу-
вати його поведінку в реакційних середовищах та керувати каталізом в умовах оптимізації 
ензиматичних процесів у біотехнології.

Автори висловлюють подяку канд. біол. наук, ст. наук сп. відділу фізіології промислових 
мікроорганізмів ІМВ НАН України С.С. Нагорній за люб’язно наданий для досліджень штам 
Cryptococcus albidus.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ГРУПП α-L-РАМНОЗИДАЗЫ 
CRYPTOCOCCUS ALBIDUS  

Р е з ю м е
Исследование влияния катионов, анионов и специфических химических реагентов: 1-[3-

(диметиламино)пропил]-3-этилкарбодимид метиодида, ЭДТА, о-фенантролина, дитиотрейтола, L-цис-
теина, β-меркаптоэтанола, п-хлормеркурибензоата (п-ХМБ), N-этилмалеимида на активность α-L-
рамнозидазы C. albidus свидетельствует, что существенное влияние оказывают ионы Ag+, которые инги-
бируют активность энзима на 72,5 %. Рамноза в концентрации 1-5 мМ защищает энзим от негативного 
действия ионов  Ag+. На основании ингибиторного и кинетического анализа предполагается участие в 
каталитическом акте α-L-рамнозидазы карбоксильной группы С-терминальной аминокислоты и имида-
зольной группы гистидина.

Ключевые слова: α-L-рамнозидаза, Cryptococcus albidus, ионы металлов,  специфические хими-
ческие реагенты, функциональные группы.
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INVESTIGATIONS OF FUNCTIONAL GROUPS OF CRYPTOCOCCUS 
ALBIDUS α-L-RHAMNOSIDASE

S u m m a r y
The effect of cations, anions and specifi c chemical reagents: 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-ethylcarbodim-

ide methiodide, ЕDТА, о-phenantroline, dithiotreitol, L-cysteine, β-mercaptoethanol, p-chlormercurybenzoate 
(p-ChMB), N-ethylmaleimide on the α-L-rhamnosidase activity of Cryptococcus albidus has been investigated.  
The essential role of Ag+ which inhibits the α-L-rhamnosidase activity by 72.5% was shown. Rhamnose at 
1-5 mM protect the enzyme from the negative effect of Ag+. It was expected that carboxyl group of C-terminal 
aminoacid and imidazole group of histidine would participate in the catalytic action of α-L-rhamnosidase on the 
basis of inhibition and kinetic analysis. 
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