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Субстратна специфiчнiсть α-галактозидаз мiкромiцетiв

α-Галактозидаза [КФ 3.2.1.49] — глiкозил-гiдролаза, що каталiзує
вiдщеплення D-галактози вiд полi-, олiгосахаридiв та глiкокон’югатiв.
З медичної точки зору ензим представляє iнтерес як iнструмент бiо-
трансформацiї еритроцитiв кровi групи В(III) в унiверсальнi донорськi
еритроцити, а також як терапевтичний засiб для лiкування хвороби Фа-
брi. У харчовiй промисловостi α-галактозидазу можна використовувати
для покращення якостi соєвих продуктiв завдяки її здатностi деграду-
вати важкозасвоюванi галактоолiгосахариди родини рафiнози.

Iз культур Cladosporium cladosporioides, Penicillium canescens та
Aspergillus niger видiлено та очищено α-галактозидази, якi близькi за
своїми фiзико-хiмiчними властивостями (Мм, термо- та рН-оптимумом,
УФ-резистентнiстю, стiйкiстю до дiї протеаз), проте вiдрiзняються суб-
стратною специфiчнiстю. Так, α-галактозидаза A. niger мала вузь-
кий спектр активностi: очищений препарат гiдролiзував n-нiтрофенiл-
α-D-галактопiранозид (n-НФГ), Vmax =25 мкмоль/хв/мг, Km =1,19 мМ
та n-нiтрофенiл-α-N-ацетилгалактопiранозид. Ензим P. canescens крiм
n-НФГ (Vmax = 333 мкмоль/хв/мг, Km = 1 мМ), гiдролiзував галакто-
олiгосахариди мелiбiозу, рафiнозу та стахiозу (Km 4,0; 5,7 i 3,5
вiдповiдно) та α-1,3-дигалактозид групи кровi В(III). Найширший
спектр активностi вiдзначений у α-галактозидази C. cladosporioides:
крiм галактоолiгосахаридiв та n-НФГ ензим гiдролiзував n-НФ-β-
N-ацетилгалактопiранозид, n-НФ-β-N-ацетилглюкопiранозид i n-НФ-
α-глюкопiранозид. До синтетичних субстратiв ензим мав бiльшу спо-
рiдненiсть, нiж до природних. Так, Km для n-НФГ була 0,76 мМ,
для n-НФ-β-N-ацетилгалактопiранозиду — 1,1 мМ, для n-НФ-β-N-
ацетилглюкопiранозиду — 0,85 мМ та для n-НФ-α-глюкопiранозиду —
0,91 мМ. Однак саме ця галактозидаза найбiльш ефективно розщеплю-
вала природнi субстрати мелiбiозу (Km 1,7 мМ), рафiнозу (Km 2,2 мМ)
та стахiозу (Km 1,8 мМ). Значення k0 для мелiбiози, рафiнози, стахi-
ози та n-НФГ α-галактозидази P. canescens склали вiдповiдно 66,7;
48,2; 60,7 та 2220 с−1. Значення k0 для мелiбiози, рафiнози, стахiози та
n-НФГ α-галактозидази C. cladosporioides склали вiдповiдно 10,6; 22,1;
16,7 та 226 с−1. Обчисливши швидкiснi параметри (Km, k0 i k0/Km) для
серiї галактоолiгосахаридiв, на основi теорiї субсайтiв розрахували спо-
рiдненiсть дочiрнiх сайтiв до субстратiв у каталiтичному центрi ензи-
мiв. Показники спорiдненостi дочiрнiх сайтiв P. canescens (Ai, i=1−4)
склали A1 =27,5; A2 =1,73; A3 =−0,42 i A4 =0,45 ккал/мол, константа
iстинної швидкостi гiдролiзу глiкозидного зв’язку kint склала 54,5 с−1.
Провели розрахунок показникiв спорiдненостi для сайтiв зв’язування



α-галактозидази C. cladosporioides, якi склали A1 = 0,75; A2 = 1,124;
A3 =0,298 i A4 =−0,05 ккал/мол, kint =26,3 с−1. В обох випадках ката-
лiтичний сайт розташовується мiж субсайтами A1 та A2.

Таким чином, дослiдженi кiнетичнi параметри та субстратна спе-
цифiчнiсть α-галактозидаз мiкромiцетiв до природних та синтетичних
субстратiв створюють базис для розробки ефективних технологiй бiо-
трансформацiї для медицини та харчової промисловостi.


