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äÅßÊ² âËàñÒèâÎñÒ² α-l-ÐàÌÍÎçèäàç 
PENICIllIUM COMMUNE 266

Всòаíîвëåíî, щî Penicillium commune 266 пðîдуêує дв³ висîêîåфåêòивí³ 
α-L-ðамíîзидази, ÿê³ аêòивí³ в д³апазîí³ ðН 4,0 - 6,0 з îпòимумîм 4,0 - 4,2. 
Аêòивí³сòь α-L-ðамíîзидаз 1 òа 2 в ðîзчиí³ íå зм³íюєòьсÿ впðîдîвж 120 õв 
пðи 37 °С в ³íòåðваë³ зíачåíь ðН 4,0 - 6,0; òåðмîîпòимум îáîõ пðåпаðаò³в 
60 °С. Ìîëåêуëÿðíа маса за даíими ãåëь-ф³ëьòðац³ї íа сåфаðîз³ 6В сòаíîвиòь 
120 ± 10 òа 105 ± 10 êДа, в³дпîв³дíî, дëÿ α-L-ðамíîзидаз 1 òа 2. В мîëåêуëаõ 
фåðмåíò³в пåðåважаюòь îсíîвí³ (29 òа 24 %), ã³дðîфîáí³ (25 òа 36 %) 
òа êисë³ (10 òа 13 %) ам³íîêисëîòи, в³дпîв³дíî дëÿ α-L-ðамíîзидази 1 ³ 
2. В мîëåêуëаõ îáîõ фåðмåíò³в пðисуòí³й вуãëåвîдíий êîмпîíåíò (2 %), 
ÿêий пðåдсòавëåíий в пðåпаðаò³ 1 – ãаëаêòîзîю, маíîзîю, ðамíîзîю òа 
ãëюêîзам³íîм, а в пðåпаðаò³ 2 – ãаëаêòîзîю òа ðамíîзîю.

К ë ю ч î в ³  с ë î в а: α-L-ðамíîзидаза, ðН-îпòимум, òåðмîîпòимум, 
êîмпîíåíòíий сêëад, мîëåêуëÿðíа маса.

Îäíèì ç фåðìåíò³â, ùî ïðèâåðòàº óâàгó áàгàòüîõ äîñë³äíèê³â ïðîòÿгîì 
îñòàíí³õ äåñÿòèð³÷ü, º α-L-ðàìíîçèäàçà. цå фåðìåíò êëàñó г³äðîëàç (α-L-ðàìíîçèä-
ðàìíîг³äðîëàçà, ÊÔ 3.2.1.40), ÿêèé õàðàêòåðèçóºòüñÿ ñïåöèф³÷í³ñòþ ùîäî çàëèøê³â 
L-ðàìíîçè, ÿêà ïðèñóòíÿ ó äåÿêèõ á³îфëàâîíî¿äàõ, гë³êîïðîòå¿íàõ, гë³êîë³ï³äàõ òà 
³íøèõ гë³êîêîí’þгàòàõ. Ñфåðà çàñòîñóâàííÿ α-L-ðàìíîçèäàçè äîâîë³ øèðîêà: â 
õàð÷îâ³é ïðîìèñëîâîñò³, çîêðåìà â âèíîðîáñòâ³ äëÿ ïîêðàùåííÿ ÿêîñò³ òà àðîìàòó 
âèí, ïðè âèðîáíèöòâ³ öèòðóñîâèõ ñîê³â òà îòðèìàíèõ ç íèõ íàïî¿â, äëÿ âèäàëåííÿ 
г³ðêèõ êîìïîíåíò³â (íàðèíг³í), çàâäÿêè ÷îìó ïîêðàùóºòüñÿ ÿê³ñòü òà õàð÷îâà ö³í-
í³ñòü öèõ ïðîäóêò³â; â íàóêîâî-äîñë³äíèõ ðîáîòàõ ÿê àíàë³òè÷íèé ³íñòðóìåíò äëÿ 
âèâ÷åííÿ ñòðóêòóðè ñêëàäíèõ âóгëåâîäâì³ñíèõ á³îïîë³ìåð³â. Â³äñóòí³ñòü â³ò÷èçíÿíèõ 
ïðåïàðàò³â α-L-ðàìíîçèäàçè ïîñòàâèëà ïåðåä íàìè çàâäàííÿ ïîøóêó ïðîäóöåíòà 
äàíîгî фåðìåíòó. Â ðåçóëüòàò³ ñêðèí³íгó, ïðîâåäåíîгî ñåðåä ìóçåéíèõ øòàì³â 
ì³êðîîðгàí³çì³â ç êîëåêö³¿ ²ÌÂ НÀН Óêðà¿íè, íàìè áóâ â³ä³áðàíèé ïåðñïåêòèâíèé 
øòàì Penicillium commune 266 [3], ï³ä³áðàíî îïòèìàëüíå ñåðåäîâèùå òà óìîâè 
êóëüòèâóâàííÿ [5]. Ç êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè ïðîäóöåíòà áóëî îòðèìàíî äâà ïðåïà-
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ðàòè α-L-ðàìíîçèäàçè, ÿê³ â³äð³çíÿëèñü ì³ж ñîáîþ çà ð³âíåì ïèòîìî¿ àêòèâíîñò³ 
òà ñòóïåíåì î÷èñòêè.

Ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî âèâ÷åííÿ äåÿêèõ ф³çèêî-õ³ì³÷íèõ, á³îõ³ì³÷íèõ 
õàðàêòåðèñòèê òà êîìïîíåíòíîгî ñêëàäó îòðèìàíèõ ïðåïàðàò³â α-L-ðàìíîçèäàç 
P. commune 266.

Мàòåðіàли і мåòîäи
Îá’ºêòîì äîñë³äжåíü áóâ P. commune 266, ëþá’ÿçíî íàäàíèé íàì ç êîëåêö³¿ 

жèâèõ êóëüòóð â³ää³ëó ф³ç³îëîг³¿ ³ ñèñòåìàòèêè ì³êðîì³öåò³â ²ÌÂ НÀН Óêðà¿íè.
Êóëüòóðó ì³êðîì³öåòó P. commune 266 âèðîùóâàëè ÿê îïèñàíî ðàí³øå [3, 5].
Ôåðìåíòíèé ïðåïàðàò α-L-ðàìíîçèäàçè, îäåðжàíèé ³ç êóëüòóðàëüíî¿ ð³äèíè  

P. commune 266 øëÿõîì îñàäжåííÿ ñóëüфàòîì àìîí³þ (â³ä 30 äî 90 % íàñè÷åííÿ), 
ä³àë³çóâàëè, êîíöåíòðóâàëè ³ íàíîñèëè íà êîëîíêó ç DEAE-tSK 650 M гåëåì, 
óð³âíîâàжåíó 0,01 Ì tris⋅HCl áóфåðîì ðН 7,0 ïðîìèâàëè öèì ñàìèì áóфåðîì ³ 
åëþþâàëè á³ëêè, ùî ñîðáóâàëèñÿ, ñòàðòîâèì áóфåðîì â ë³í³éíîìó гðàä³ºíò³ naCl â³ä 
0 äî 1 Ì. Ôðàêö³¿, ÿê³ ïðîÿâëÿëè α-L-ðàìíîçèäàçíó àêòèâí³ñòü, çáèðàëè, îá’ºäíóâàëè 
³ ä³àë³çóâàëè ïðîòè ñòàðòîâîгî áóфåðó [2].

²äåíòèф³êàö³þ íåéòðàëüíèõ ìîíîöóêðèä³â ïðîâîäèëè ï³ñëÿ г³äðîë³çó ïðå-
ïàðàò³â ó 2 í ðîç÷èí³ HCl ïðîòÿгîì 5 гîä ïðè 100 °Ñ. Îáðîáêó çðàçê³â çä³éñíþ-
âàëè çà ìåòîäîì Albersheim ³ç ñï³âàâ. [6]. Ï³ñëÿ г³äðîë³çó ïðîáè âèñóøóâàëè 
(ï³ä âàêóóìîì) òà òðè÷³ ïðîìèâàëè äèñòèëüîâàíîþ âîäîþ, äîäàâàëè áîðг³äðèä 
íàòð³þ òà çàëèøàëè íà 10 гîäèí ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ (â çàõèùåíîìó â³ä 
ñâ³òëà ì³ñö³). Нåéòðàë³çóâàëè çà äîïîìîгîþ éîíîîáì³ííî¿ ñìîëè ÊÓ-2 â Н+ фîðì³, 
ф³ëüòðóâàëè, âèñóøóâàëè ³ òðè÷³ îáðîáëÿëè ìåòàíîëîì (ïî 1 ìë), âèïàðîâóþ÷è. 
Äî ïðîáè äîäàâàëè 0,5 ìë ï³ðèäèíó (ïåðåгíàíîгî) òà 0,5 ìë îöòîâîêèñëîгî àíг³-
äðèäó ³ г³äðîë³çóâàëè ïðîòÿгîì 15 õâ ïðè 100 °Ñ. Âèñóøóâàëè, äîäàâàëè 2-3 ìë 
ïåðåгíàíîгî õëîðîфîðìó, öåíòðèфóгóâàëè ïðè 2500 g, 20 õâ. Ñóïåðíàòàíò, ÿêèé 
ì³ñòèâ ñóì³ø íåéòðàëüíèõ ìîíîöóêðèä³â ó âèгëÿä³ àöåòàò³â ïîë³îë³â, ðîçä³ëÿëè íà 
õðîìàòî-ìàñ-ñïåêòðîìåòðè÷í³é ñèñòåì³ Agilent 6890n/5973 inert, êîëîíêà DB-225 
mS 30ì õ 0,25ìì õ 0,25ìêì, гàç íîñ³é – гåë³é, ïîò³ê ÷åðåç êîëîíêó 1 ìë/õâ. 
Òåìïåðàòóðà âèïàðîâóâàííÿ – 250 °Ñ, ³íòåðфåéñà – 280 °Ñ, òåðìîñòàòà – 220 °Ñ 
(ðåжèì ³çîòåðì³÷íèé). Ïðîáó ââîäèëè ç ä³ëåííÿì ïîòîêó 1:100. ²äåíòèф³êàö³þ 
ìîíîöóêðèä³â ïðîâîäèëè øëÿõîì ïîð³âíÿííÿ ÷àñó óòðèìàííÿ àöåòàò³â ïîë³îë³â 
ñòàíäàðòíèõ ³ äîñë³äжóâàíèõ çðàçê³â, à òàêîж ç âèêîðèñòàííÿì êîìï’þòåðíî¿ 
áàçè äàíèõ ChemStation. Ê³ëüê³ñíå ñï³ââ³äíîøåííÿ îêðåìèõ ìîíîöóêðèä³â âè-
çíà÷àëè ó â³äñîòêàõ â³ä çàгàëüíî¿ ñóìè ïëîù ï³ê³â.

Äëÿ âèçíà÷åííÿ àì³íîêèñëîòíîгî ñêëàäó фåðìåíòí³ ïðåïàðàòè г³äðîë³çóâàëè â  
6 í HCl ïðè 105 °Ñ ó âàêóóìîâàíèõ àìïóëàõ ïðîòÿгîì 24 гîäèí. Ê³ëüê³ñíèé ³ ÿê³ñíèé 
ñêëàä г³äðîë³çàò³â àì³íîêèñëîò äîñë³äжóâàëè íà àâòîìàòè÷íîìó àì³íîêèñëîòíîìó 
àíàë³çàòîð³ “Hitachi” KLA-5, ßïîí³ÿ. Äëÿ âíåñåííÿ ïîïðàâêè íà ðîçêëàä äåÿêèõ 
àì³íîêèñëîò (òðåîí³í, ñåðèí, òèðîçèí) çàñòîñîâóâàëè ³íòåðïîëÿö³þ äî íóëüîâîгî 
÷àñó г³äðîë³çó. Ðåçóëüòàòè àíàë³çó ³íøèõ àì³íîêèñëîò óñåðåäíþâàëè.

Âèçíà÷åííÿ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè фåðìåíò³â ó íàòèâí³é ñèñòåì³ ïðîâîäèëè çà 
äîïîìîгîþ гåëü-ф³ëüòðàö³¿ [1] íà êîëîíö³ (1,3×50 ñì) ç Sepharose 6B. Â³ëüíèé îá’ºì 
êîëîíêè, ÿêèé áóâ âñòàíîâëåíèé ³ç çàñòîñóâàííÿì áëàêèòíîгî äåêñòðàíó 2000, ñòà-
íîâèâ 20 ìë. Êîëîíêó áóëî óð³âíîâàжåíî 0,01 Ì фîñфàòíèì áóфåðîì ðН 6,0. Нà 
êîëîíêó íàíîñèëè 1 ìë ðîç÷èíó фåðìåíòó (10 ìг), çá³ëüøèâøè ïîïåðåäíüî гóñòèíó 
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ðîç÷èíó äîäàâàííÿì öóêðîçè â ê³íöåâ³é êîíöåíòðàö³¿ 0,5 Ì. еëþö³þ ïðîâîäèëè òèì 
ñàìèì áóфåðîì ç 0,1 Ì naCl. Шâèäê³ñòü åëþö³¿ – 0,3 ìë/õâ. Êàë³áðóâàëüíó êðèâó 
äëÿ ðîçðàõóíêó ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè áóäóâàëè çà äîïîìîгîþ âèñîêîìîëåêóëÿðíèõ 
á³ëê³â-ìàðêåð³â ф³ðìè “Pharmacia”(Шâåö³ÿ): àëüäîëàçè (158 êÄà), êàòàëàçè (232 
êÄà), фåðèòèíó (440 êÄà) òà ò³ðîгëîáóë³íó (669 êÄà).

Äîñë³äжåííÿ âïëèâó òåìïåðàòóðè ³ ðН íà α-L-ðàìíîçèäàçíó àêòèâí³ñòü ³ 
ñòàá³ëüí³ñòü фåðìåíòó âèçíà÷àëè â îòðèìàíèõ íàìè ïðåïàðàòàõ фåðìåíòó òà ïðè 
ïîñò³éíîìó êîíòðîë³ ðН. Äîñë³äжåííÿ çä³éñíþâàëè â ³íòåðâàë³ òåìïåðàòóð â³ä  
0 °Ñ äî 80 °Ñ òà ðН 2,0 – 8,0 (³íòåðâàë ðН ñòâîðþâàâñÿ 0,01 Ì фîñфàòíî-öèòðàòíèì 
áóфåðîì (ÔцÁ)). Ïðè âèçíà÷åíí³ ðН- ³ òåðìîñòàá³ëüíîñò³ ïî çàâåðøåíí³ ÷àñó ä³¿ 
íà фåðìåíòè â³äïîâ³äíîгî фàêòîðó â³äáèðàëè àë³êâîòè ïî 0,1 ìë, äîäàâàëè ïî  
0,2 ìë ÔцÁ, ðН 5,2 òà ïî 0,1 ìë ñóáñòðàòó, ðîç÷èíåíîгî â öüîìó ñàìîìó áóфåð³. 
Òåðìîñòàá³ëüí³ñòü ïðåïàðàò³â âèçíà÷àëè ïðè òåìïåðàòóð³ 37 °Ñ (÷àñ åêñïîçèö³¿ 
90 õâ), ðН-ñòàá³ëüí³ñòü – ïðè ïîêàçíèêàõ ðН ñåðåäîâèùà 4,0; 5,0; 6,0 òà 7,0 (÷àñ 
åêñïîçèö³¿ 24 гîä).

Ðåàêö³éíà ñóì³ø äëÿ âèçíà÷åííÿ àêòèâíîñò³ α-L-ðàìíîçèäàçè ì³ñòèëà 0,1 ìë 
ðîç÷èíó фåðìåíòó â 0,1 Ì ÔцÁ, ðН 5,2; 0,2 ìë öüîгî ж áóфåðó ³ 0,1 ìë 2,5 ìÌ 
ðîç÷èíó â³äïîâ³äíîгî п-í³òðîфåí³ë-α-L-ðàìíîï³ðàíîçèäó. Ñóì³ø ³íêóáóâàëè âïðîäîâж 
10 õâ ïðè 37 оÑ. Ðåàêö³þ çóïèíÿëè äîäàâàííÿì 2 ìë 1 Ì ðîç÷èíó na2CO3. Ê³ëüê³ñòü 
п-í³òðîфåíîëó, ÿêèé âèâ³ëüíèâñÿ â ðåçóëüòàò³ фåðìåíòàòèâíî¿ ðåàêö³¿, âèì³ðþâàëè 
êîëîðèìåòðè÷íèì ìåòîäîì [3, 5] çà ïîгëèíàííÿì ïðè 400 íì (ÊÔÊ-2ÌÏ). Ê³ëüê³ñòü 
á³ëêà â ïðîá³ ñòàíîâèëà 6 – 12 ìêг/ìë.

Âì³ñò á³ëêà íà âñ³õ åòàïàõ äîñë³äжåííÿ ðåºñòðóâàëè íà ñïåêòðîфîòîìåòð³ ÑÔ-26 
ïðè 280 íì, éîгî ê³ëüê³ñòü âèçíà÷àëè çà ìåòîäîì Lowry et al. [10].

Âì³ñò âóгëåâîä³â âèçíà÷àëè фåíîë-ñ³ð÷àíèì ìåòîäîì [8].

Рåзóльòàòи òà їх îбгîâîðåííÿ
Îòðèìàí³ ïðåïàðàòè áóëî äîñë³äжåíî íà àì³íîêèñëîòíèé òà ìîíîöóêðèäíèé 

ñêëàä. Äàí³ ùîäî àì³íîêèñëîòíîгî ñêëàäó фåðìåíòíèõ ïðåïàðàò³â 1 òà 2 ïðåäñòàâëå-
í³ ó òàáë. 1. ßê âèäíî ç íàâåäåíèõ äàíèõ, ñïîñòåð³гàþòüñÿ ðîçõîäжåííÿ çà ÿê³ñíèì òà 
ê³ëüê³ñíèì àì³íîêèñëîòíèì ñêëàäîì α-L-ðàìíîçèäàç 1 òà 2. Äîñë³äжóâàí³ фåðìåíòè 
õàðàêòåðèçóþòüñÿ íåâèñîêèì âì³ñòîì äèêàðáîíîâèõ òà ñ³ðêîâì³ñíèõ àì³íîêèñëîò: 
α-L-ðàìíîçèäàçà 1 ì³ñòèòü á³ëüøó ê³ëüê³ñòü àñïàðàг³íîâî¿ êèñëîòè ïîð³âíÿíî ç 
гëóòàì³íîâîþ (6,1 % òà 4,1 %, â³äïîâ³äíî), íà â³äì³íó â³ä α-L-ðàìíîçèäàçè 2, ÿêà, 
íàâïàêè, õàðàêòåðèçóâàëàñÿ âäâ³÷³ á³ëüøèì âì³ñòîì гëóòàì³íîâî¿ êèñëîòè ïîð³âíÿíî 
ç àñïàðàг³íîâîþ êèñëîòîþ (9,3 % òà 4,5 %, â³äïîâ³äíî). Ïðåïàðàò α-L-ðàìíîçèäàçè 
1 ì³ñòèâ 2,1 % öèñòå¿íó òà 1,3 % ìåò³îí³íó, òîä³ ÿê â ïðåïàðàò³ α-L-ðàìíîçèäàçè 
2 ê³ëüê³ñòü öèñòå¿íó ñêëàäàëà (1,9 %), à ìåò³îí³í â³äñóòí³é.

ц³êàâèì º òå, ùî ó ïðåïàðàò³ α-L-ðàìíîçèäàçè 1 â³äñóòí³é ïðîë³í, â òîé ÷àñ 
ÿê ó ïðåïàðàò³ α-L-ðàìíîçèäàçè 2 â³äì³÷àëè éîгî çíà÷íèé âì³ñò (17,4 %), ùî 
ìîжå ñâ³ä÷èòè ïðî íàÿâí³ñòü íåóïîðÿäêîâàíèõ ä³ëÿíîê ó ïîë³ïåïòèäíîìó ëàíöþгó 
фåðìåíòà. Îáèäâà фåðìåíòí³ ïðåïàðàòè íå ì³ñòèëè òðèïòîфàíó.

Ó ñêëàä³ α-L-ðàìíîçèäàçè 1 â³äçíà÷àëè âäâ³÷³ á³ëüøèé âì³ñò ë³çèíó, гë³öèíó òà 
ñåðèíó (9,1;  6,7 òà 11 %%)  ïîð³âíÿíî ç α-L-ðàìíîçèäàçîþ 2 (3,4; 3,1 òà 5,9 % %, 
â³äïîâ³äíî). Ñë³ä â³äçíà÷èòè çíà÷íèé âì³ñò (á³ëüøå 10 %) ó ñêëàä³ îáîõ фåðìåíò³â 
òèðîçèíó òà г³ñòèäèíó.
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Çà âì³ñòîì ³íøèõ àì³íîêèñëîò îáèäâà ïðåïàðàòè ìàéжå íå â³äð³çíÿëèñÿ ì³ж 
ñîáîþ.

Ôåðìåíòí³ ïðåïàðàòè α-L-ðàìíîçèäàç 1 òà 2 ì³ñòÿòü ó ñâîºìó ñêëàä³ 25 òà 36 % 
íåïîëÿðíèõ г³äðîфîáíèõ àì³íîêèñëîò, 10 % òà 13 % êèñëèõ àì³íîêèñëîò, à òàêîж 
ïîð³âíÿíî âèñîêèé âì³ñò îñíîâíèõ ïîçèòèâíî çàðÿäжåíèõ àì³íîêèñëîò – 29 % òà 
24 %, â³äïîâ³äíî. Òàêèé çíà÷íèé âì³ñò г³äðîфîáíèõ àì³íîêèñëîò ñïðèÿº ñòâîðåííþ 
òà ñòàá³ë³çàö³¿ ñòðóêòóðè, ÿêà º ñïåöèф³÷íîþ äëÿ êîжíîгî á³ëêà.

Òàáëèöÿ 1

Аміíîêиñлîòíий òà мîíîöóêðиäíий ñêлàä фåðмåíòíих ïðåïàðàòіâ  
α-L-ðàмíîзиäàз 1 òà 2 P. commune 266

Table 1

aminoacidic and monosaccharide contents of enzyme preparations of  
α-L-rhamnosіdases 1 and 2 P. commune 266

Кîмïîíåíòíий ñêлàä
% âіä зàгàльíîї ïлîщі ïіêіâ

α-L-ðàмíîзиäàзà 1 α-L-ðàмíîзиäàзà 2

Àñïàðàг³íîâà êèñëîòà 6,1 4,5

Òðåîí³í 4,1 3,6

Ñåð³í 11,0 5,9

Ãëóòàì³íîâà êèñëîòà 4,1 9,3

Ïðîë³í − 17,4

Ãë³öèí 6,7 3,1

Àëàí³í 5,1 3,2

цèñòå¿í 2,1 1,9

Âàë³í 5,1 4,2

Ìåò³îí³í 1,3 –

²çîëåéöèí 3,9 3,0

Ëåéöèí 5,0 3,4

Òèðîçèí 11,1 11,5

Ôåí³ëàëàí³í 5,3 5,7

Ã³ñòèäèí 16,9 15,5

Ë³çèí 9,1 3,4

Àðг³í³í 3,1 4,4

Ãàëàêòîçà 14,1 75,9

Ìàíîçà 6,7 –

Ðàìíîçà 1,9 24,1

Ãëþêîçàì³í 77,3 –

Ïðèì³òêà: “−” íå âèÿâëåíî.
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Нàñòóïíèì åòàïîì áóëî äîñë³äжåííÿ ìîíîöóêðèäíîгî ñêëàäó îòðèìàíèõ ïðå-
ïàðàò³â. Òðåáà â³äçíà÷èòè, ùî ÷àñò³øå äîñë³äíèêè ïðîñòî âêàçóþòü íà íàÿâí³ñòü 
âóгëåâîä³â ó ìîëåêóë³ òà ¿õ ê³ëüê³ñòü, àëå íå ³äåíòèф³êóþòü êîìïîíåíòè. Нàìè 
âñòàíîâëåíî, ùî â ïðåïàðàòàõ ðàìíîçèäàçè 1 ³ 2 âì³ñò âóгëåâîä³â ñêëàäàâ 2 % 
â³ä ¿õ ñóõî¿ ìàñè. Ó ïðåïàðàò³ 1 áóëè ³äåíòèф³êîâàí³ ÿê íåéòðàëüí³ ìîíîöóêðèäè: 
гàëàêòîçà, ìàíîçà òà ðàìíîçà, òàê ³ çàðÿäжåí³ – гëþêîçàì³í, òîä³ ÿê ó ïðåïàðàò³ 
2 âèÿâëåí³ ò³ëüêè гàëàêòîçà òà ðàìíîçà (òàáë. 1).

Ôàêòîðàìè, ÿê³ ñóòòºâî âïëèâàþòü íà àêòèâí³ñòü фåðìåíò³â, º òåìïåðàòóðà òà 
ðН ñåðåäîâèùà. Îïòèìóìè ðН гë³êîçèäàç ìîжóòü êîëèâàòèñÿ ó äîñèòü øèðîêîìó 
ä³àïàçîí³. Â äåÿêèõ âèïàäêàõ фåðìåíòè íàâ³òü ìîжóòü ìàòè äâà îïòèìóìè ä³¿, àëå 
çàçâè÷àé α-L-ðàìíîçèäàçè ìàþòü îäèí øèðîêèé îïòèìóì. Îïòèìóì ðН äëÿ фåðìåíòó 
çì³íþºòüñÿ  çàëåжíî â³ä âèêîðèñòàíîгî ñóáñòðàòó, éîгî êîíöåíòðàö³¿, éîííî¿ ñèëè 
ðîç÷èíó, ïðèñóòíîñò³ ³íг³á³òîðó, à òàêîж ðÿäó ³íøèõ фàêòîð³â.

Áóëî ïîêàçàíî, ùî α-L-ðàìíîçèäàçè 1 òà 2 P. commune 266 äîñèòü àêòèâí³ ó 
âñüîìó äîñë³äжåíîìó ³íòåðâàë³ çíà÷åíü ðН (ðèñ. 1). Îïòèìóìè ðН çíàõîäèëèñÿ ïðè 
4,0 äëÿ ïðåïàðàòó 1 ³ 4,2 - äëÿ ïðåïàðàòó 2. Ó ä³àïàçîí³ â³ä 3,0 äî 5,2 çáåð³гàëîñÿ 
äî 65 – 90 % â³ä ìàêñèìàëüíî¿ àêòèâíîñò³ (ðèñ. 1).

Риñ. 1. Âизíàчåííÿ ðÍ-îïòимóмó ïðåïàðàòіâ α-L-ðàмíîзиäàзи 1 і 2  
(ó âіäñîòêàх âіä мàêñимàльíîї àêòиâíîñòі)

fig. 1. determination of α-L-rhamnosіdases 1 and 2 pH actіvіty  
(percentage from maxіmum actіvіty)

Ïðè âèçíà÷åíí³ ðН-ñòàá³ëüíîñò³ ïðåïàðàò³â α-L-ðàìíîçèäàçè 1 ³ 2 çà ð³çíèõ 
çíà÷åíü ðН áóфåðà áóëî ïîêàçàíî, ùî íàéá³ëüø ñóòòºâèé âïëèâ ðН ñïîñòåð³гàâñÿ ç 
ïåðøî¿ ïî ÷åòâåðòó гîäèíó ³íêóáàö³¿ фåðìåíòíî¿ ñóì³ø³, ïðè÷îìó â äåÿêèõ âèïàäêàõ 
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(ïðè ðН 4,0 íà 4-ó гîä ³íêóáàö³¿, ïðè ðН 4,5 íà 3-þ гîä ³íêóáàö³¿, ïðè ðН 6,0 íà 
2-ó гîä ³íêóáàö³¿) ñïîñòåð³гàëàñÿ íåçíà÷íà âòðàòà àêòèâíîñò³ äëÿ ïðåïàðàòó 1, ÿêà 
äåùî ï³äâèùóâàëàñÿ ïðè ðН 5,0; äëÿ ïðåïàðàòó 2 àêòèâí³ñòü ïðè âñ³õ äîñë³äжåíèõ 
çíà÷åííÿõ ðН çðîñòàëà ç 1-¿ ïî 4-ó гîä ³íêóáàö³¿ (ðèñ. 2).

Òàêèé âïëèâ ðН ñåðåäîâèùà íà ìîëåêóëè фåðìåíòó, ìîжëèâî, º íàñë³äêîì 
âçàºìîä³¿ ñòàíó òà ñòóïåíþ éîí³çàö³¿ äåÿêèõ фóíêö³îíàëüíèõ гðóï (ÑÎÎН-гðóïè 
äèêàðáîíîâèõ àì³íîêèñëîò, SH-гðóïè öèñòå¿íó, ³ì³äàçîëüíî¿ гðóïè г³ñòèäèíó òà ³í.), 
îñê³ëüêè á³ëêîâà ìîëåêóëà фåðìåíòó º àìфîòåðíèì ïîë³åëåêòðîë³òîì. Ïðè ð³çíèõ 
çíà÷åííÿõ ðН ñåðåäîâèùà àêòèâíèé öåíòð ìîжå çíàõîäèòèñÿ â ÷àñòêîâî éîí³çîâàí³é 
òà äåéîí³çîâàí³é фîðì³, ùî âïëèâàº íà òðåòèííó ñòðóêòóðó á³ëêà ³ â³äïîâ³äíî, íà 
фîðìóâàííÿ àêòèâíîгî фåðìåíò-ñóáñòðàòíîгî êîìïëåêñó. Êð³ì òîгî, ìîжëèâî, ìàº 
âïëèâ ³ ñòàí éîí³çàö³¿ ñóáñòðàòó. 

Риñ. 2. Âизíàчåííÿ ðÍ-ñòàбільíîñòі ïðåïàðàòіâ α-L-ðàмíîзиäàзи 1 і 2

Fіg. 2. Determіnatіon of pH stabіlіty of α-L-rhamnosіdases 1 and 2

Ìàêñèìàëüíà àêòèâí³ñòü α-L-ðàìíîçèäàçè 1 òà 2 ñïîñòåð³гàëàñÿ ïðè 60 оÑ òà 
ïðè îïòèìàëüíèõ çíà÷åííÿõ ðН (ðèñ. 3). Áóëà òàêîж ïîêàçàíà âèñîêà òåðìîñòà-
á³ëüí³ñòü äîñë³äжóâàíèõ фåðìåíò³â (ðèñ. 4). Òàê, ñïîñòåð³гàëîñÿ ïîâíå çáåðåжåííÿ 
àêòèâíîñò³ ïðåïàðàò³â ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ 18 °Ñ ïðîòÿгîì äîáè òà âïðîäîâж 
120 õâ – ïðè 37 оÑ. 
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 Риñ. 3. Âизíàчåííÿ òåðмîîïòимóмó äії ïðåïàðàòіâ α-L-ðàмíîзиäàз 1 і 2 
P. commune 266 (ó â³äñîòêàõ â³ä ìàêñèìàëüíî¿ àêòèâíîñò³)

Fіg. 3. Determіnatіon of thermooptіmum actіon of α-L-rhamnosіdases 1 and 2 
of P. commune 266 (percentage from maximum activity)

Çà äàíèìè гåëü-ф³ëüòðàö³¿ íà Sepharose 6B ìîëåêóëÿðí³ ìàñè фåðìåíò³â ó íà-
òèâí³é ñèñòåì³ ñòàíîâëÿòü 120 ± 10 êÄà òà 105 ± êÄà, â³äïîâ³äíî äëÿ ïðåïàðàòó 
1 ³ 2 (ðèñ. 5). Òàê³ çíà÷åííÿ º õàðàêòåðíèìè äëÿ гë³êîçèäàç, ùî ïðîäóêóþòüñÿ 
гðèáíèìè ïðîäóöåíòàìè (äî 100 êÄà) [4, 9], íà â³äì³íó â³ä гðàìíåгàòèâíèõ áàêòåð³é 
[4], äëÿ ÿêèõ õàðàêòåðíîþ º ïðîäóêö³ÿ фåðìåíò³â ç á³ëüø âèñîêîþ ìîëåêóëÿðíîþ 
ìàñîþ (á³ëüøå 150 êÄà).

Риñ. 4. Тåðмîñòàбільíіñòь фåðмåíòíих ïðåïàðàòіâ α-L-ðàмíîзиäàзи 
P. commune 266 ïðи 37 îñ:  (À) – α-L-ðàìíîçèäàçà 1; (Á)– α-L-ðàìíîçèäàçà 2

Fіg. 4. Thermostabіlіty of P. commune 266 α-L-rhamnosіdases at 37 îñ:  
(A) – α-L-rhamnosidases 1; (B) – α-L-rhamnosidases 2
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Риñ. 5. Âизíàчåííÿ мîлåêóлÿðíîї мàñи α-L-ðàмíîзиäàз 1 òà 2 P. commune 266 
ó íàòиâíій ñиñòåмі. 

Ìàðêåðè ìîëåêóëÿðíèõ ìàñ: i - ò³ðîгëîáóë³í - 669 êÄà; ii - фåðèòèí - 440 êÄà;  
iii - êàòàëàçà - 232 êÄà; iv - àëüäîëàçà - 158 êÄà; фðàêö³¿ ç àêòèâí³ñòþ фåðìåíòíî-

гî ïðåïàðàòó P. commune 266

fig. 5. determination of molecular masses of P. commune 266 
α-L-rhamnosidases 1 and 2 іn natіve system.  

the markers of molecular masses: i - thyroglobulin; ii - ferritin; iii - catalase;  
iv - aldolase; fractions with P. commune 266 enzyme activity

Нàÿâí³ñòü ñóáîäèíè÷íî¿ ñòðóêòóðè ìîëåêóë фåðìåíò³â äîñë³äжóâàëè äîäàâàí-
íÿì ó ðåàêö³éíó ñóì³ø òàêèõ äåíàòóðóâàëüíèõ àгåíò³â, ÿê ñå÷îâèíà òà гóàí³äèíг³-
äðîõëîðèä (ðèñ. 6, 7). 

Риñ. 6. Зàлåжíіñòь àêòиâíîñòі α-L-ðàмíîзиäàз 1 òà 2 P. commune 266 âіä 
êîíöåíòðàöії гóàíіäиíгіäðîхлîðиäó (ó âіäñîòêàх âіä мàêñимàльíîї àêòиâíîñòі)

fig. 6. α-L-rhamnosіdases 1 and 2 P. commune 266 actіvіty dependence from 
guanіdіne hydrochlorіde concentratіon (percentage from maxіmum actіvіty)
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Риñ. 7. Зàлåжíіñòь àêòиâíîñòі α-L-ðàмíîзиäàз 1 òà 2 P. commune 266 âіä 
êîíöåíòðàöії ñåчîâиíи (ó âіäñîòêàх âіä мàêñимàльíîї àêòиâíîñòі)

fig. 7. α-L-rhamnosіdases 1 and 2 P. commune 266 actіvіty dependence from 
urea concentratіon (percentage from maxіmum actіvіty)

Ôåðìåíòàòèâíà àêòèâí³ñòü α-L-ðàìíîçèäàçè 1 çíèжóâàëàñÿ íà 65 % òà 78 % 
â³ä ìàêñèìàëüíî¿ àêòèâíîñò³ ïðè äîäàâàíí³ ó ðåàêö³éíó ñóì³ø 0,5 Ì ñå÷îâèíè òà 
гóàí³äèíг³äðîõëîðèäó, â³äïîâ³äíî α-L-ðàìíîçèäàçà 2 âèÿâèëàñÿ òàêîж ÷óòëèâîþ 
äî äàíèõ êîíöåíòðàö³é àгåíò³â, âòðà÷àëàñÿ ìàéжå ïîëîâèíà àêòèâíîñò³, à ïðè 
êîíöåíòðàö³¿ ñå÷îâèíè 2,5 Ì çàëèøàëîñÿ ëèøå 27 % â³ä ïî÷àòêîâî¿ àêòèâíîñò³.

Ïðîòå ñòâåðäжóâàòè ïðî ñóáîäèíè÷íó ñòðóêòóðó äàíèõ фåðìåíò³â, íàâðÿä ÷è 
ìîжíà, òîìó ùî çà ë³òåðàòóðíèìè äàíèìè á³ëüø³ñòü гðèáíèõ ðàìíîçèäàç ìàþòü 
ìîíîìåðíó ñòðóêòóðó, à ïðè äîäàâàíí³ òàêèõ êîíöåíòðàö³é äåíàòóðóâàëüíèõ ðå-
÷îâèí äî фåðìåíò³â ç гë³êîë³òè÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè ñïîñòåð³гàëàñÿ ïîâíà âòðàòà 
íèìè àêòèâíîñò³ [1].

Òàêèì ÷èíîì, âñòàíîâëåíî, ùî îïòèìàëüíèìè óìîâàìè äëÿ г³äðîë³çó ñèíòåòè÷-
íîгî ñóáñòðàòó фåðìåíòíèìè ïðåïàðàòàìè º çíà÷åííÿ ðН 4,0 – 4,2, òåìïåðàòóðè 
60 °Ñ. Ôåðìåíòí³ ïðåïàðàòè ñòàá³ëüí³ ïðè òåìïåðàòóð³ â³ä 0 äî 20 °Ñ â ä³àïàçîí³ 
ðН â³ä 4,0 äî 6,0. Ìîëåêóëÿðíà ìàñà îáîõ фåðìåíò³â çà äàíèìè гåëü-ф³ëüòðàö³¿ íà 
ñåфàðîç³ 6Â ñòàíîâèòü 120 ± 10 òà 105 ± 10 êÄà. Â ìîëåêóëàõ фåðìåíò³â ïåðå-
âàжàþòü îñíîâí³ (29 òà 24 %%), г³äðîфîáí³ (25 òà 36 %%) ³ êèñë³ àì³íîêèñëîòè 
(10 òà 13 % %). Â ìîëåêóëàõ îáîõ фåðìåíò³â òàêîж ïðèñóòí³é âóгëåâîäíèé êîì-
ïîíåíò (2 %), ÿêèé ïðåäñòàâëåíèé â ïðåïàðàò³ 1 гàëàêòîçîþ, ìàíîçîþ, ðàìíîçîþ 
òà гëþêîçàì³íîì, à â ïðåïàðàò³ 2 – гàëàêòîçîþ òà ðàìíîçîþ.

Òîáòî, α-L-ðàìíîçèäàçè 1 òà 2 P. commune 266 õàðàêòåðèçóþòüñÿ ïîä³áíèìè 
ф³çèêî-õ³ì³÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè, ïðîòå â³äð³çíÿþòüñÿ ì³ж ñîáîþ çà ìîëåêóëÿðíèìè 
ìàñàìè òà êîìïîíåíòíèì ñêëàäîì.

Висëîвëюємî пîдÿêу дîêòîðу á³îëîã³чíиõ íауê Н. Ì. Ждаíîв³й ³ êаíдидаòу 
á³îëîã³чíиõ íауê О. В. Сîêîëîв³й за ëюá’ÿзíî íадаíий дëÿ дîсë³джåíь шòам 
P. commune 266.
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ÍÅÊÎÒÎÐЫÅ ñâÎéñÒâà α-l-ÐàÌÍÎçèäàç PENICIllIUM 
COMMUNE 266

Рåфåðàò

Ïîêàçàíî, ÷òî Penicillium commune 266 îáðàçóåò äâå âыñîêîэффåêòèâíыå α-L-
ðàìíîçèäàçы, êîòîðыå ïðîÿâëÿëè àêòèâíîñòü â äèàïàçîíå ðН 4,0 – 6,0 ñ îïòèìóìîì 4,0 
– 4,2. Àêòèâíîñòü α-L-ðàìíîçèäàç 1 è 2 â ðàñòâîðå íå èçìåíÿëàñü â òå÷åíèå 120 ìèí ïðè 
37 оÑ â èíòåðâàëå çíà÷åíèé ðН 4,0– 6,0; òåðìîîïòèìóì îáîèõ ïðåïàðàòîâ cîñòàâëÿåò 
60 оÑ. Ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ïî äàííыì гåëü-фèëüòðàöèè íà ñåфàðîçå 6Â ñîñòàâëÿåò  
120 ± 10 è 105 ± 10 êÄà ñîîòâåòñòâåííî äëÿ α-L-ðàìíîçèäàç 1 è 2. Â ìîëåêóëàõ фåðìåíòîâ 
îáíàðóжåíы îñíîâíыå (29 è 24 % %), гèäðîфîáíыå (25 è 36 % %) è êèñëыå (10 è 
13 % %) àìèíîêèñëîòы, ñîîòâåòñòâåííî. Â ìîëåêóëàõ îáîèõ фåðìåíòîâ ïðèñóòñòâóåò 
óгëåâîäíыé êîìïîíåíò (2 %), êîòîðыé ïðåäñòàâëåí â ïðåïàðàòå 1 – гàëàêòîçîé, ìàíîçîé, 
ðàìíîçîé è гëþêîçàìèíîì, à â ïðåïàðàòå 2 – гàëàêòîçîé è ðàìíîçîé.

Ê ë þ ÷ å â ы å  ñ ë î â à :  α-L-ðàìíîçèäàçà, ðН-îïòèìóì, òåðìîîïòèìóì, êîìïîíåíòíыé 
ñîñòàâ, ìîëåêóëÿðíàÿ ìàñcà, Penicillium commune 266.
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soME ProPErtiEs of α-l-rhaMnosidasEs froM 
PENICILLIUM COMMUNE 266

summary

It has been shown that Penicillium commune 266 has formed two high-level α-L-rhamnosidases 
which reveal activity in the range from 4.0 to 6.0, with optimum 4.0, 4.2. Activity of  

α-L-rhamnosidases 1 and 2 was constant during 120 min at 37 °C in the range of ph values  

4.0 – 6.0; thermooptimum of both preparations was 60 °C. The molecular weights of the enzymes 
1 and 2 estimated by gel filtration, were 125 ± 10 kDa and 105 ± 10 kDa, respectively. Enzyme 
preparations included high contents of basic, hydrophobic and acidic aminoacids, and carbohydrate 
component, represented by galactose, mannose, rhamnose, glucosamine (preparation 1) and 
galactose, rhamnose (preparation 2).

K e y  w o r d s :  α-L-rhamnosidase, ph-optimum, thermooptimum, composition, molecular 
weight, Penicillium commune 266.




