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Исследована термостабильность α�галактозидазы Aspergillus niger в температурном диапазоне
50–60 °С при  оптимуме рН�активности, с использованием в качестве субстрата n�нитрофенил�α�D�
галактопиранозида. Определены кинетические параметры диссоциативной термоинактивации энзи�
ма при 51 и 54 °С. Показана возможность стабилизации молекулы в присутствии глюкозы, сахаро�
зы, трегалозы, мелибиозы, рафинозы, стахиозы (5 г/л) и БСА (1%).  Результаты работы могут быть
использованы для  получения стабильных препаратов энзима и применения в биотехнологических
процессах.

α�Галактозидаза (К. Ф.3.2.1.22) — гли�
козил�гидролаза, способная отщеплять, как
правило с сохранением их оптической
конфигурации, терминальные нередуциру�
ющие остатки α�D�галактозы от α�D�галакто�
зидов, в том числе от галактоолигосахаридов,
галактоманнанов и галактолипидов. Их прос�
тейшими природными субстратами являются
дисахарид мелибиоза и трисахарид рафиноза.
В ряде случаев у α�галактозидаз обнаружена
трансгалактозидазная активность. 

Широкие возможности применения α�га�
лактозидаз открываются в таких областях,
как пищевая промышленность, в частности
для повышения выхода сахара из мелассы
[1], в качестве кормовых добавок для увели�
чения питательной ценности продуктов из
сои за счет гидролиза галактоолигосахари�
дов рафинозы и стахиозы, в производстве
диетического питания для детей и людей по�
жилого возраста [2]. Перспективны препа�
раты α�галактозидазы и в медицине: для эн�
зимотерапии некоторых наследственных
заболеваний человека [3], в ксенотрансплан�
тации [4], для биотрансформации эритроци�
тов крови человека группы В (ІІІ) в донорс�
кие эритроциты О�типа [5].

Для успешного использования энзимов
прежде всего необходимо решить задачу ста�
билизации активности этих биокатализато�
ров. Изучение термостабильности и механиз�
мов инактивации протеиновой молекулы
в различных условиях — важный аспект

в получении эффективных препаратов для
успешного применения в биотехнологичес�
ких процессах. Кроме того, ингибиторный
анализ энзимов, в том числе и α�галактози�
даз, полученных из различных источников,
позволяет расширить наши знания о влия�
нии эффекторов разной природы на проявле�
ние активности в зависимости от строения
активного центра, его окружения и амино�
кислотной последовательности.

Целью работы было изучить термоста�
бильность олигомерной α�галактозидазы
Aspergillus niger, исследовать кинетику и
возможный механизм термоинактивации
этого энзима для последующего сравнитель�
ного анализа с другими микромицелиаль�
ными α�галактозидазами.

Материалы и методы

В работе использовали внеклеточную α�
галактозидазу A. niger, полученную в ре�
зультате очистки на заряженных и нейт�
ральных TSK�гелях, как описано ранее [6].

Исследования  термоинактивации α�га�
лактозидазы A. niger проводили в диапазоне
температур 50–60 °С при рН 5,7 (1 мМ фос�
фатно�цитратный буфер — ФЦБ).

Активность α�галактозидазы определяли
с помощью п�нитрофенил�α�D�галактопира�
нозида (Sigma, CША) [7]. За единицу актив�
ности принимали такое количество энзима,
которое гидролизует 1 мкмоль субстрата
в 1 мин в условиях опыта.
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Кинетика термоинактивации. Образцы
энзима 0,05–0,5 Е/мл в 1 мМ ФЦБ, рН 5,7,
выдерживали при различных температурах
на протяжении 1,5–3 ч. Через определенные
промежутки времени (10–30 мин) отбирали
аликвоты по 0,1 мл и измеряли α�галактози�
дазную активность. Для реинактивации
после термообработки образцы инкубирова�
ли при 40 °С 24 ч.

Обработку энзима глутаровым альдегидом
осуществляли следующим образом: к 1 мл
очищенного раствора энзима  (10 Е/мл) до�
бавляли 10–50 мкл 50%�го глутарового аль�
дегида и выдерживали при комнатной темпе�
ратуре в течение 15–60 мин, остатки реагента
удаляли гель�фильтрацией на Sepharose 6B.
Далее обработку проводили, как описано выше.

Углеводы (галактоза, глюкоза, мальтоза,
сахароза, трегалоза, мелибиоза, рафиноза,
стахиоза, сухая бычья кровь) и бычий сыво�
роточный альбумин (БСА) использовали
в концентрации 0,5%, глицерол — 5–40%,
дитиотреитол и цистеин — 10–3 М.

Изучение кинетики и расчет констант
термоинактивации проводили согласно ра�
боте Полторак и др. [8]. Для расчета эффек�
тивной константы скорости денатурации
kден и константы диссоциации Кдис строили
кинетические кривые термоинактивации
в полулогарифмических координатах
lnvτ/vo от t, где vo — скорость энзиматичес�
кой реакции при t = 0. По пересечению ка�
сательных, проведенных к линейным участ�
кам кинетической кривой, определяли
точку излома при t = τ. По тангенсам углов
наклона касательных определяли kэфф (конс�
танты скорости диссоциации олигомера и
ассоциации мономеров). Kдис рассчитывали
по формуле: 

Кдис = 4 [Е0] (vo – vτ)
2/ vovτ,

где Е0 — концентрация олигомерной формы
энзима в начальный момент времени, vo и vτ —
максимальные скорости контрольной ката�
литической реакции в начальный момент
времени и в момент времени τ, отвечающий
точке излома.

Константу скорости денатурации kден оп�
ределяли по формуле:

kден = kэфф(vo + vτ)/2(vo – vτ).

Результаты и обсуждение

Как показали исследования последних
лет [8, 9, 10], термоинактивация энзимов
может происходить по различным механиз�
мам, однако для олигомерных энзимов, ка�

ковым является и α�галактозидаза A. niger,
наиболее важен диссоциативный. Характер�
ный признак проявления такого механизма —
наличие обратимых стадий диссоциации,
которые предшествуют кинетически необра�
тимому изменению.

Поскольку механизмы термоинактива�
ции проявляются прежде всего в темпера�
турном диапазоне, близком к термооптиму�
му действия энзима, было изучено
положение термооптимума α�галактозидазы
A. niger. Показано (рис. 1), что термоопти�
мум действия энзима достигается при 50 °С.

Далее изучали термоинактивацию α�га�
лактозидазы A. niger в диапазоне температур
51–60 °С. Было установлено, что в указан�
ном интервале температур зависимость оста�
точной активности α�галактозидазы от вре�
мени описывается уравнением второго
порядка. Зависимость термостабильности
энзима от его концентрации показана на
рис. 2, из которого следует, что время полу�
инактивации обратно пропорционально
концентрации α�галактозидазы. Также вре�
мя полуинактивации зависело от температу�
ры при фиксированной концентрации энзи�
ма 0,25 Е/мл (рис. 3). При малом времени
термообработки (57 °С) отмечалась частичная
реинактивация α�галактозидазы A. niger, при
51 и 54 °С реинактивацию наблюдали  на
протяжении 1,5–2 ч обработки (табл. 1).

Ранее было показано [6], что исследуе�
мая α�галактозидаза является гексамером
с молекулярной массой 430 кДа. Поэтому
можно было ожидать проявления диссоциа�
тивного механизма термоинактивации. Как
было установлено, наблюдается восстанов�
ление  активности при непродолжительном
времени термообработки, зависимость вре�
мени полуинактивации от концентрации 

Рис. 1. Термооптимум ααaгалактозидазы A. niger
(рН 5,7)
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энзима при фиксированной температуре и от
температуры при фиксированной концент�
рации энзима. Характер кривых в полулога�
рифмических координатах также позволяет
утверждать это, поскольку при 51 и 54 °С от�
мечаются точки излома. При 57 и 60 °С нам
удалось наблюдать только инактивацию по
первому кинетическому порядку. Рассчи�
танные эффективные константы скорости
характеризуют период полураспада исход�
ного протеина в условиях опыта. Для процес�
са термоинактивации при 51 и 54 °С нами бы�
ли рассчитаны и константы диссоциации
и ассоциации элементарных процессов (табл. 2). 

Характерная зависимость вида кинетичес�
ких кривых диссоциативной инактивации по
двухстадийному механизму при постоянной
концентрации энзима от температуры связа�
на с рядом факторов: различием температур�
ных коэффициентов процессов диссоциации
и денатурации и резким увеличением Кдисс
с ростом температуры, что также нами наб�
людалось (рис. 3, табл. 2).

При исследовании методом гель�фильт�
рации на сефарозе 6В нативного и инактиви�
рованного препарата α�галактозидазы 
A. niger было показано, что в результате тер�

мообработки наряду с уменьшением количе�
ства фракции, соответствующей 430 кДа, по�
является низкомолекулярная протеиновая
фракция с молекулярной массой порядка
200 кДа, не проявляющая α�галактозидазной
активности. Эти результаты косвенно также
могут указывать на диссоциацию олигомера в
результате термообработки, хотя для подтве�
рждения этого необходимо исследовать пре�
параты методом гель�электрофореза.

Известно [11], что ионы, кофакторы, ме�
таболиты и другие вещества могут вносить
существенный вклад в стабильность протеи�
на, сдвигая температуру денатурации тер�
мически нестабильных протеинов к верхне�
му температурному пределу деградации.
Нами было изучено влияние на активность
и стабильность α�галактозидазы А. niger
большого количества соединений различной
природы. Так, было показано (рис. 4, а–в),
что ряд углеводов и субстратов энзима ока�
зывают ощутимый стабилизирующий эф�
фект во время термообработки при 51–57 °С.
Раффиноза и стахиоза (три� и тетрасахарид) 
были более эффективными протекторами,
чем дисахарид мелибиоза. Возможно, прису�
тствие субстратов препятствует диссоциации 

Рис. 2. Кривые термоинактивации 
ααaгалактозидазы при различных начальных

концентрациях энзима (54 °°С)

Рис. 3. Кинетика термоинактивации 
ααaгалактозидазы при различных температурах

(—— 51 °С, ������ 54 °С, –�–�– 57 °С)

Таблица 1. Термоинактивация и реинактивация ααaгалактозидазы A. niger при различных температурах

Температура, °С Обработка 
Остаточная активность, %
Время инактивации, мин

15 30 60 90 

51 
Инактивация 68,1 72,3 53,2 41,4

Реинактивация 90,1 91,2 59,6 46,8

54 
Инактивация 63,3 40,1 16,6 5,2

Реинактивация 76,7 46,7 33,3 16,6

57 
Инактивация 19,6 11,9 5,2 2,1

Реинактивация 22,7 11,6 4,9 2,0

60 
Инактивация 10,1 5,2 2,1 1,8

Реинактивация 9,6 4,8 2,15 1,5



85

Експериментальні статті

олигомера за счет изменения гидрофобности
протеиновой молекулы. Стабилизация моле�
кулы энзима в присутствии таких углеводов,
как глюкоза, трегалоза и сахароза, может про�
исходить за счет увеличения вязкости раство�
ра. Поскольку ранее [6] нами было установле�
но наличие SH�групп в молекуле энзима из
A. niger, мы использовали такие протекторы
этих групп, как цистеин и дитиотреитол. Од�
нако в использованной концентрации эти ве�
щества стабилизировали α�галактозидазу
лишь в незначительной степени. Внесение
БСА в реакционную смесь было менее эффек�
тивным (рис. 4, а–в), чем лиофилизация пре�
парата энзима в присутствии 1% БСА (рис. 5).

Присутствие глутарового альдегида в ис�
следованных концентрациях значительно уве�
личивало скорость и степень (в 10 раз) термаль�
ной инактивации α�галактозидазы A. niger
(рис. 6). Вероятно, образованные альдегидом
сшивки повышали жесткость активного цент�
ра и таким образом снижали каталитическую
активность энзима. Не было нами отмечено
(рис. 6) и стабилизационного действия глице�
рола в процессе термоинактивации.

Таким образом, в результате проведенной
работы была исследована термостабильность
α�галактозидазы A. niger. Показано, что тер�
моинактивация при 51 и 54 °С происходит по
диссоциативному механизму, а при 57–60 °С —

Таблица 2. Кинетические константы 
термоинактивации ααaгалактозидазы А. niger

Т, °°С kдис, с–1 kас, с–1 kден, с–1 Кдис, мкМ

51 1,8×10–4 1,5×10–5 1,5×10–5 11,9

54 6,3×10–4 3,2×10–5 1,7×10–5 19,1  

57 – – 4,1×10–6 392  

60 – – 4,7×10–6 398  

Рис. 4. Кинетические кривые термоинактивации
ααaгалактозидазы А. niger при 51 °С (А), 54 °С (Б),

57 °С (В) в присутствии различных веществ

А

В

Б

Рис. 6. Зависимость активности ααaгалактозидаa
зы А. niger от времени в присутствии глицероa

ла и глутарового альдегида при 54 °°С

Рис. 5. Кинетические кривые термоинактивации
ααaгалактозидазы А. niger в диапазоне температур

55–65 °°С (––очищеный энзим, ����� энзим, 
лиофилизированный в присутствии 1% БСА)
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по механизму денатурации первого порядка.
Определены кинетические параметры диссо�
циативной термоинактивации этого энзима
и изучены некоторые вопросы стабилизации
α�галактозидазы в условиях температурного
воздействия в присутствии углеводов и БСА.

Все это позволит подбирать и оптимизиро�
вать условия для наиболее эффективного ис�
пользования энзима на практике: в процес�
сах гидролиза олигосахаридов сои для
получения продуктов улучшенного качества
и в производстве сахара.
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СТАБІЛЬНІСТЬ αaГАЛАКТОЗИДАЗИ
Aspergillus niger В УМОВАХ 

ТЕМПЕРАТУРНОГО ВПЛИВУ
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Досліджено термостабільність α�галактози�
дази Aspergillus niger у температурному діапазоні
50–60 °С в оптимумі рН�активності з викорис�
танням як субстрату п�нітрофеніл�α�D�галак�
топіранозиду. Визначено кінетичні параметри
дисоціативної термоінактивації ензиму при 51
і 54 °С. Показана можливість стабілізації моле�
кули ензиму в присутності глюкози, сахарози,
трегалози, мелібіози, рафінози, стахіози (5 г/л)
та БСА (1 %). Результати роботи можуть бути ви�
користані для одержання стабільних препаратів
ензиму і використання в біотехнологічних про�
цесах.

Ключові слова: α�галактозидаза, Aspergillus
niger, механізм інактивації, константи термо�
інактивації.

STABILITY OF Aspergillus niger
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IN THERMAL ACTION
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Thermal stability of Aspergillus niger α�
galactosidase between 50 °С and 60 °С at opti�
mum pH�activity using п�nitrophenyl�α�D�
galactoside pyranoside as a substrate was
studied. The kinetic parameters of dissociative
thermal inactivation of enzyme were determined
at 51 and 54 °С. Possibility of stabilization of
protein molecule in presence of glucose, sucrose,
trehalose, melibiose, raffinose and stahyose
(5 g/l) and BSA (1%) is shown. Results of
research could be used for stable enzyme prepa�
ration applied in biotechnological processes.

Key words: α�galactosidase, Aspergillus niger,
mechanism of inactivation, constants of thermal
inactivation.




