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èссËÅäÎâàÍèÅ ÒÅÐÌÎèÍàÊÒèâàÖèè 
α-ÃàËàÊÒÎЗèäàЗЫ claDoSporium 

claDoSporioiDeS

Иссëедована термостабиëьность α-ãаëактозидазы cladosporium cladosporioides 
в диапазоне температур 55–60 °С. Расcчитаны некоторые термодинамические 
параметры и предëожен меõанизм термоинактивации фермента. Энерãия 
активации переõода отдеëьной субъединицы α-ãаëактозидазы из нативноãо 
состояния в денатурированный составиëа 165 кДж/моëь. Показана стабиëиза�
ция моëекуëы фермента в присутствии бычьеãо сывороточноãо аëьбумина (на 
19%), ãëицерина (на 30–40%), ãаëактозы (на 15%), меëибиозы, раффинозы 
и стаõиозы (45%, 21% и 15%).

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : α-ãаëактозидаза, Cladosporium cladosporioides, 
термоинактивация.

Â íàстоÿщее âремÿ èмеетсÿ обшèрíый мàтерèàл по кèíетèке термоèíàктè-
âàöèè олèгомерíых фермеíтоâ â рàзлèчíых услоâèÿх. Можíо укàзàть íà четыре 
осíоâíых тèпà èíàктèâàöèè фермеíтоâ [2]. Это íеобрàтèмàÿ èíàктèâàöèÿ перâого 
порÿдкà, èíàктèâàöèÿ по схеме последоâàтельíых преâрàщеíèй перâого порÿдкà, 
èíàктèâàöèÿ по мехàíèзму последоâàтельíопàрàллельíых реàкöèй перâого по-
рÿдкà è дèссоöèàтèâíàÿ èíàктèâàöèÿ. Последíèй мехàíèзм íàèболее âàжеí длÿ 
олèгомерíых молекул, поскольку â этом проöессе обрàтèмые стàдèè дèссоöèàöèè 
предшестâуют кèíетèческè íеобрàтèмому èзмеíеíèю èх продуктоâ. Прèмером 
тàкого родà ÿâлÿетсÿ рàспàд дèмерíого белкà Е2 по кèíетèческой схеме:

     k1          k2

Е2 ↔ 2Е → 2Еден

     k-1

Е – моíомерíый белок, способíый к обрàтèмой реíàтурàöèè, à Еден – продукт 
íеобрàтèмого èзмеíеíèÿ е. Белок Еден уже íе способеí к àссоöèàöèè с обрàзоâà-
íèем фуíкöèоíàльíо àктèâíого комплексà е2, íàпрèмер, âследстâèе íàрушеíèÿ 
сâойстâ коíтàктíого учàсткà белкоâой глобулы èлè сущестâеííых структурíых 
èзмеíеíèй.

Зàâèсèмость кèíетèческèх крèâых дèссоöèàтèâíой термоèíàктèâàöèè фермеíтà 
по дâустàдèйíому мехàíèзму прè [e]0=const от темперàтуры объÿсíÿетсÿ рÿдом 
фàктороâ: рàзлèчèем темперàтурíых коэффèöèеíтоâ проöессоâ дèссоöèàöèè è 
деíàтурàöèè è резкèм уâелèчеíèем с ростом темперàтуры âелèчèíы Кдисс. Тàкèм 
обрàзом, поèск путей стàбèлèзàöèè олèгомерíого белкà состоèт â решеíèè зàдàчè 
сохрàíеíèÿ èíтàктíостè его четâертèчíой структуры путем подàâлеíèÿ перâèчíых 

© Н.Â. Борзоâà, Л.Д. Âàрбàíеö, 2010



31Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

ДÎСЛIДЖеННЯ ТеРМÎIНАКТиÂАцIї ααГАЛАКТÎЗиДАЗи clADoSporium clADoSporioiDeS...

обрàтèмых стàдèй термоèíàктèâàöèè. Положеíèе точек èзломà è íàклоíы крèâых 
â коордèíàтàх кèíетèческого урàâíеíèÿ перâого порÿдкà  позâолÿют определèть 
трè элемеíтàрíые кèíетèческèе коíстàíты: k1 (коíстàíтà скоростè дèссоöèàöèè 
дèмерà), Кдис (коíстàíтà рàâíоâесèÿ дèссоöèàöèè дèмерà), kден (коíстàíтà скоростè 
деíàтурàöèè), где Кдис= k1/k-1. Âсе трè пàрàметрà могут быть определеíы экспе-
рèмеíтàльíо â том случàе, еслè дàííые получеíы длÿ темперàтурíого èíтерâàлà, 
который отâечàет эксперèмеíтàльíо íàблюдàемому проöессу дèссоöèàöèè олèго-
мерà, è â облàстè коíöеíтрàöèй белкà, соèзмерèмых с âелèчèíой Кдис. 

исследуемый íàмè фермеíт – αгàлàктозèдàзà cladosporium cladosporioides, 
по íàшèм предâàрèтельíым дàííым ÿâлÿетсÿ глèкозèлèроâàííым гексàмером [1], с 
молекулÿрíой мàссой 400 кДà по дàííым гельфèльтрàöèè, è 66 кДà – по дàííым 
SDSПААГ электрофорезà. Дàííàÿ рàботà посâÿщеíà èзучеíèю âопросоâ кèíетèкè 
è термоèíàктèâàöèè этого олèгомерíого белкà, с öелью рàсшèрèть âозможíые 
облàстè его прèмеíеíèÿ.

Материалы и методы
Прè èсследоâàíèè проöессà термоèíàктèâàöèè коíтрольíую реàкöèю про-

âодèлè прè 37 °С, тàк кàк прè этой темперàтуре èсследуемàÿ  αгàлàктозèдàзà 
c. cladosporioides зà âремÿ реàкöèè полíостью сохрàíÿлà сâою кàтàлèтèческую 
àктèâíость. Удельíàÿ àктèâíость фермеíтà состàâлÿлà 3,6 е/мл, Кm рàâíÿлàсь 
0,79 мМ. Âыбрàííые рàбочèе коíöеíтрàöèè фермеíтоâ íàходèлèсь â пределàх 
дèàпàзоíà коíöеíтрàöèй, где фермеíтàтèâíàÿ àктèâíость прÿмо пропорöèоíàльíà 
коíöеíтрàöèè фермеíтà [E]0. 

Термостàтèроâàíèе проâодèлè прè темперàтурàх 50–65 °С, перèодèческè 
отбèрàÿ пробы (0,1 мл) длÿ определеíèÿ àктèâíостè. Актèâíость определÿлè по 
íàчàльíой скоростè гèдролèзà рíèтрофеíèлαDгàлàктопèрàíозèдà спектрофотоме-
трèческèм методом [3] прè коíтрольíой темперàтуре è íàсыщàющей коíöеíтрàöèè 
субстрàтà, после чего рàссчèтыâàлè íàчàльíые скоростè реàкöèй. Длÿ реèíàктèâà-
öèè после термообрàботкè обрàзöы èíкубèроâàлè прè 40 °С от 5 до 24 чàсоâ.

изучеíèе кèíетèкè è рàсчет коíстàíт термоèíàктèâàöèè проâодèлè соглàсíо рà-
боте Полторàк è др. [2]. Длÿ рàсчетà эффектèâíой коíстàíты скоростè деíàтурàöèè 
kдеí è коíстàíты дèссоöèàöèè Кдèс строèлè кèíетèческèе крèâые термоèíàктèâàöèè 
â полулогàрèфмèческèх коордèíàтàх lnvτ/vo от t, где vo – скорость фермеíтàтèâíой 
реàкöèè прè �=0. По пересечеíèю кàсàтельíых, проâедеííых к лèíейíым учàст�=0. По пересечеíèю кàсàтельíых, проâедеííых к лèíейíым учàст=0. По пересечеíèю кàсàтельíых, проâедеííых к лèíейíым учàст-
кàм кèíетèческой крèâой определÿлè точку èзломà прè t=τ. По тàíгеíсàм углоâ 
íàклоíà кàсàтельíых определÿлè kэф (коíстàíты скоростè дèссоöèàöèè олèгомерà 
è àссоöèàöèè моíомероâ). Рàсчет Кдèс проâодèлè по формуле:

 
Кдèс = 4 [е0] (vo– vτ)

2/ vovτ,

где е0 – коíöеíтрàöèÿ олèгомерíой формы фермеíтà â íàчàльíый момеíт 
âремеíè, vo  è vτ – мàксèмàльíые скоростè коíтрольíой кàтàлèтèческой реàкöèè â 
íàчàльíый момеíт âремеíè è â момеíт âремеíè τ, отâечàющèй точке èзломà.

Коíстàíту скоростè деíàтурàöèè kдеí определÿлè по формуле:

kдеí= kэф(vo + vτ)/2(vo– vτ)
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Îбрàботку фермеíтà глутàроâым àльдегèдом проâодèлè следующèм обрàзом: 
к 1 мл очèщеííого фермеíтíого рàстâорà (10 е/мл) добàâлÿлè 10–50 мкл 50% 
глутàроâого àльдегèдà è âыдержèâàлè прè комíàтíой темперàтуре â течеíèе 
15–60 мèí, остàткè реàгеíтà удàлÿлè гельфèльтрàöèей íà Sepharose 6B. Дàлее 
обрàботку проâодèлè, кàк опèсàíо âыше.

Углеâоды (сàхàрозà, гàлàктозà, глюкозà, мелèбèозà, рàффèíозà, стàхèозà, 
трегàлозà, мàльтозà), сухую бычью кроâь è БСА èспользоâàлè â коíöеíтрàöèè 
0,5%, глèöерèí – 5–40%.

Результаты и их обсуждение
Кàк âèдíо èз рèс. 1, проöесс термоèíàктèâàöèè αгàлàктозèдàзы c. cladospo�. cladospo�cladospo�

rioides состоèт èз íесколькèх элемеíтàрíых стàдèй, дâе èз которых (íàчàльíую è 
коíечíую) можíо оöеíèть колèчестâеííо. Прè построеíèè кèíетèческèх крèâых 
термоèíàктèâàöèè â полулогàрèфмèческèх коордèíàтàх íàблюдàлсÿ «èзлом», поло-
жеíèе которого зàâèсèт от коíöеíтрàöèè фермеíтà прè фèксèроâàííой темперàту-
ре. Тàкже покàзàíо, что фермеíт можíо чàстèчíо реèíàктèâèроâàть íà íàчàльíых 
этàпàх термообрàботкè, до «èзломà». Это обычíàÿ кàртèíà прè íàлèчèè â сèстеме 
дèссоöèàтèâíоàссоöèàтèâíого рàâíоâесèÿ. Тàкèм обрàзом, мы предполàгàем, что 
термоèíàктèâàöèÿ олèгомерíой αгàлàктозèдàзы c. cladosporioides прè 55 è 60 °С 
проходèт по мехàíèзму дèссоöèàтèâíой èíàктèâàöèè, à прè 65 °С – íеобрàтèмой 
èíàктèâàöèè перâого порÿдкà. 

Рис. 1. Кинетические кривые термоинактивации α-галактозидазы  
c. cladosporioides при различных температурах инкубации 

—— очèщеííый фермеíт, 
 íеочèщеííый фермеíтíый препàрàт

Fig. 1. Thermal inactivation kinetic curve of c. cladosporioides α-galactosidase at 
different incubation temperature 

—— purified enzyme,
----- crude enzyme preparation
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Прè темперàтуре 55 è 60 °С íà кèíетèческèх крèâых íàблюдàютсÿ èíдукöè-
оííые учàсткè, что может быть сâÿзàíо с обрàзоâàíèем промежуточíых форм 
αгàлàктозèдàзы c. cladosporioides, которые íе сопроâождàютсÿ потерей àктèâ-
íостè. 

Âсе рàссчèтàííые кèíетèческèе пàрàметры проöессà термоèíàктèâàöèè 
αгàлàктозèдàзы c. cladosporioides предстàâлеíы â тàблèöе. Эффектèâíàÿ коíстàí-
тà скоростè деíàтурàöèè прè темперàтуре 55 °С былà 5,35·10-5 с-1, прè поâышеíèè 
темперàтуры оíà âозрàстàлà è прè 65 °С состàâèлà 1,94·10-4 с-1.

Тàблèöà
Кинетические константы термоинактивации α-галактозидазы c. cladosporioides

Table
thermal inactivation kinetic constant of c. cladosporioides α-galactosidase 

Ò, °с k1, с
-1 k-1, с

-1 Кдис , мкМ kден, с
-1

55 6,5·10-5 9,3·10-5 0,7 5,35·10-5

60 4,45·10-4 2,7·10-4 1,67 9,5·10-5

65 3,6·10-4 1,2·10-5 29,20 1,94·10-4

Длÿ рàсчетà колèчестâà стàдèй, íе сопроâождàющèхсÿ потерей àктèâíостè, 
èспользоâàлè эмпèрèческую формулу, предложеííую Полторàк è соàâт. [2] è по-
лучеííую путем моделèроâàíèÿ проöессà èíàктèâàöèè íà компьютере. Â услоâèÿх 
íàшего эксперèмеíтà íàблюдàетсÿ мèíèмум дâе стàдèè проöессà термоèíàктèâàöèè, 
которые íе сопроâождàютсÿ потерей àктèâíостè.

Длÿ определеíèÿ эíергèè àктèâàöèè строèлè грàфèк â коордèíàтàх урàâíеíèÿ 
Арреíèусà ln kдеí= f(1/T) (рèс. 2). Тàíгеíс углà íàклоíà этого грàфèкà позâолèл 
íàйтè эíергèю àктèâàöèè переходà отдельíой субъедèíèöы αгàлàктозèдàзы èз 
íàтèâíого состоÿíèÿ â деíàтурèроâàííое рàâíую 165 кДж/моль.

Необходèмо обрàтèть âíèмàíèе, что прè большèх отрезкàх âремеíè â сèстеме 
будут проходèть только íеобрàтèмые èзмеíеíèÿ до полíой èíàктèâàöèè ферме-
íтà. Необрàтèмые èзмеíеíèÿ â молекулàх фермеíтоâ âозíèкàют прàктèческè â 
момеíт íàчàлà термоèíàктèâàöèè, одíàко поíàчàлу оíè почтè íе âыÿâлÿютсÿ íà 
фоíе обрàтèмых реàкöèй. Тàкже следует отметèть, что эíергèÿ àктèâàöèè  этèх 
проöессоâ сущестâеííо âыше, чем у обрàтèмых è требует большего âремеíè длÿ 
èх зàâершеíèÿ. Â этот перèод èмеютсÿ мехàíèзмы длÿ реèíàктèâàöèè фермеíтà.

Прè проâедеíèè èсследоâàíèй по реèíàктèâàöèè αгàлàктозèдàзы c. cladospo�. cladospo�cladospo�
rioides было покàзàíо, что после 3х чàсоâой термоèíàктèâàöèè прè 55 è 60 °С 
фермеíтíые препàрàты былè способíы âосстàíàâлèâàть сâою àктèâíость íà 7–10%. 
Îдíàко прè âыдержèâàíèè этого же препàрàтà прè 65 °С фермеíт прàктèческè âесь 
переходèл â деíàтурèроâàííую форму, íеспособíую к реèíàктèâàöèè, â течеíèе 
30 мèí. Прè оöеíèâàíèè âлèÿíèÿ степеíè очèсткè фермеíтà íà устойчèâость к 
âоздейстâèю âысокèх темперàтур было покàзàíо, что очèщеííые фермеíты облà-
дàлè большей термостàбèльíостью (рèс. 1). Âероÿтíо, â íеочèщеííых препàрàтàх 
íàблюдàлсÿ эффект èíгèбèроâàíèÿ фермеíтà прèсутстâующèмè â культурàльíой 
жèдкостè è препàрàтàх грубой очèсткè продуктàмè реàкöèè è субстрàтàмè.
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Рис. 2. зависимость констант скорости денатурации от температуры:
 ---- ln(kдеí/Т), —— ln kдеí.

fig. 2. temperature dependence upon denaturation rate constant:  
---- ln(kden/Ò), —— ln kden.

Прè èзучеíèè âозможíостей зàмедлеíèÿ проöессà термоèíàктèâàöèè 
αгàлàктозèдàзы c. cladosporioides â прèсутстâèè íекоторых сàхàроâ, субстрàтоâ 
фермеíтà è БСА было покàзàíо, что зàщèтíый эффект íà протÿжеíèè перâого 
чàсà èíкубàöèè прè 55–60 °С íàблюдàлсÿ â прèсутстâèè гàлàктозы (íà 15%), 
мелèбèозы, рàффèíозы è стàхèозы (45%, 21% è 15%) è àльбумèíà (íà 19%), 
íезíàчèтельíые протектèâíые сâойстâà былè отмечеíы у трегàлозы è мàльтозы 
(около 8%), одíàко ко âторому чàсу âлèÿíèе этèх âещестâ полíостью íèâелèро-
âàлось. Зíàчèтельíый зàщèтíый эффект íàблюдàлсÿ â прèсутстâèè глèöерèíà (íà 
30–40%) íà протÿжеíèè 3 чàсоâ èíкубàöèè прè 65 °С (рèс. 3).

Рис. 3. зависимость активности α-галактозидазы c. cladosporioides от времени в 
присутствии глицерина и глутарового альдегида при 65 °с

Fig. 3. c. cladosporioides α-galactosidase dependence upon time in presence of 
glycerol and glutaraldehyde at 65 °с
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ДÎСЛIДЖеННЯ ТеРМÎIНАКТиÂАцIї ααГАЛАКТÎЗиДАЗи clADoSporium clADoSporioiDeS...

Тàкèм обрàзом, íàмè устàíоâлеíо, что термоèíàктèâàöèÿ αгàлàктозèдàзы 
c. cladosporioides проèсходèт по дèссоöèàтèâíому тèпу, à прè темперàтуре 55 è 
60 °С èмеетсÿ èíдукöèоííый перèод, è рàссчèтàíо, что чèсло стàдèй, íе сопро-
âождàющеесÿ потерей àктèâíостè, соотâетстâует дâум. Прè этèх темперàтурàх 
устàíоâлеíы кèíетèческè рàзлèчèмые дâе стàдèè проöессà термоèíàктèâàöèè: 
обрàтèмàÿ дèссоöèàöèÿ è íеобрàтèмàÿ деíàтурàöèÿ. Рàссчèтàíы кèíетèческèе 
пàрàметры этèх проöессоâ. Âсе этè дàííые помогут оптèмèзèроâàть проöессы 
стàбèлèзàöèè молекулы αгàлàктозèдàзы íà рàííèх стàдèÿх термоèíàктèâàöèè.
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äÎсËiäЖÅÍÍß ÒÅÐÌÎiÍàÊÒèâàÖiї α-ÃàËàÊÒÎЗèäàЗè 
claDoSporium claDoSporioiDeS

Реферат

Досліджеíо термостàбільíість αгàлàктозèдàзè cladosporium cladosporioides 
у діàпàзоíі темперàтур 55–60 °С. Розрàхоâàíі деÿкі термодèíàмічíі пàрàметрè тà 
зàпропоíоâàíо мехàíізм термоіíàктèâàöії фермеíту. еíергіÿ àктèâàöії переходу 
окремої субодèíèöі αгàлàктозèдàзè із íàтèâíого стàíу у деíàтуроâàíèй склàлà 
165 кДж/моль. Покàзàíà стàбілізàöіÿ молекулè фермеíту у прèсутíості бèчàчого 
сèроâàткоâого àльбуміíу (íà 19%), гліöерèíу (íà 30–40%), гàлàктозè (íà 15%), 
мелібіозè, рàфіíозè тà стàхіозè (45%, 21% i 15%).

К л ю ч о â і  с л о â à : αгàлàктозèдàзà, cladosporium cladosporioides, 
термоіíàктèâàöіÿ.
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study of thErMal inaCtivation claDoSporium 

claDoSporioiDeS α-galaCtosidasE

summary

Thermostability of cladosporium cladosporioides of α-galactosidase was studied 
in the range of 55 °Ñ and 60 °Ñ. Some of the thermodynamic parameters have been 
estimated and the mechanism of thermal inactivation has been suggested. Activa-
tion energy of transition α-galactosidase subunit from native to denatured state was 
165 kJ/M. ���b�l�z����n �f �nzy�� ��l���l� �n �h� �����n�� �f B�� (19%), �ly����l 
(30–40%), ��l������ (15%), ��l�b����, ��ff�n��� �nd ����hy��� (45%, 21% �nd 
15%) w�� �h�wn.

K e y  w o r d s :  α-galactosidase, cladosporium cladosporioides, thermal in-
activation.


