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Липазы (КФ 3.1.1.3) катализируют гидро�
лиз сложноэфирных связей в триацилглицери�
нах, а в микроводных условиях – реакции син�
теза. Проведены многочисленные исследования
по расшифровке строения активного центра
микробных липаз, особенностей механизма их
действия, поверхностной активации. Для этого
используются методы химической модифика�
ции [1, 2, 3], сайт�направленного мутагенеза [4,
5], молекулярного моделирования [6, 7, 8]. Ус�
тановлено, что большинство липолитических
ферментов действуют как сериновые гидрола�
зы с триадой Ser�Gis�Asp в активном центре [9,
10, 11, 12, 13].

Липолитический комплекс Rhizopus oryzae
1403 обладает 1,3�позиционной специфичнос�
тью и высокой трансферазной активностью
[14]. Поэтому представляет большой практичес�
кий интерес. В данной работе представлены
исследования по идентификации гистидина в
активном центре одной изоформы липазы это�
го продуцента – Липазы I.

Методика
В работе использовали изофермент липа�

зы Rhizopus oryzae 1403, полученный фракцио�
нированием ацетоносажденного препарата с
помощью гель�фильтрации на G�150 и после�
дующей хроматографией на ДЕАЕ�52. Гомоген�
ность фермента подтверждена повторной гель�
фильтрацией и электрофорезом. Продуцент
получен из Всероссийской коллекции микроор�
ганизмов; диэтилпирокарбонат (DEP) – Sigma
Chemical Co (США); другие реагенты отече�
ственного производства марки х.ч.

В качестве субстрата использован трибу�
тирин. Для определения кинетических харак�
теристик гидролиза регистрировали накопле�
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ние свободных жирных кислот (СЖК) методом
рН�статирования [15]. Начальную скорость
рассчитывали по тангенсу угла наклона кине�
тических кривых [16]. Исследования проводи�
лись в диапазоне концентраций фермента от 10
до 150 мкг/см3, дающем прямолинейную зави�
симость от значений начальных скоростей.

При условии начальной скорости реакцию
гидролиза трибутирина можно изобразить в
виде следующей схемы превращений:
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ходе интегральной обработки эксперименталь�
ных данных. Максимальную скорость гидроли�
за Vmax и константу Михаэлиса КМ находили
методом двойных обратных координат Лайну�
ивера�Берка [16].

Фотоокисление липазы проводили на све�
ту с использованием лампы накаливания на
расстоянии 10 см в присутствии 5·10�6 М раство�
ра метиленовой сини [17]. Контролем служила
проба с той же концентрацией фотосенсибили�
затора, выдерживаемая в темноте. В отсутствие
фотосенсибилизатора на свету фермент не те�
рял активность в течение 4 ч.

Модификацию диэтилпирокарбонатом
(DEP) проводили, рассчитывая, чтобы в реак�
ционной смеси концентрация спирта составля�
ла не более 1,25 % (такая концентрация спирта
не влияла на активность фермента). Спектры
поглощения модифицированного фермента в
регистрировали на СФ�46 против раствора на�
тивного фермента в буфере. Испытания осуще�
ствляли при температуре 20 

о
С и рН 6,5 и кон�

→
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центрациях DEP (М): 2,5·10�5; 5,0·10�5; 2,5·10�4;
5,0·10�4; 2,5·10�3. Концентрация субстрата состав�
ляла 10 мМ.

Результаты и их обсуждение
Определение рК функциональных групп
активного центра Липазы I.
Значения рК групп, участвующих в акте

катализа, определяется из предположения, что
фермент активен только в одном состоянии
ионизации, и активность будет в значительной
мере зависеть от ионизации двух особых групп
в активном центре или вблизи него.

Нами были проведены исследования на�
чальной скорости реакции гидролиза трибути�
рина при различных значениях рН при концен�
трации субстрата, далекой от состояния насы�
щения – 2 мМ (рис 1, а). По логарифмической
зависимости эффективных констант гидролиза
k2 от рН (рис. 1, б) были определены рК Липазы

I – рК1=5,2 и рК2=6,9. Первое значение близко
карбоксильной группе (рК=3,0–4,7), второе – рК
имидазола гистидина (рК=5,6–7,0) [18].

Идентификация имидазольной группы
Липазы I фотоокислением.
Фотоинактивация липазы в присутствии

метиленовой сини возрастала с уменьшением
концентрации ионов водорода в среде (рис. 2).
Подобные данные получены для L�треонинде�
гидратазы [17]. Фотоокислению в ферментах
подвергаются также остатки тирозина, трип�
тофана, метионина и цистеина, но в отличие от
последних, гистидин выполняет роль «ловуш�
ки» протонов, а таким свойством ни фенольное
кольцо тирозина, ни индольная группа трип�
тофана не обладают [19]. Графическая обработ�
ка данных в координатах ln υ  привела к спрям�
лению кривых инактивации (рис. 2, б). Из это�
го следует, что процесс фотоокисления липазы
подчиняется реакции псевдопервого порядка и

Рисунок 1. (а) Кинетические кривые процесса ферментативного гидролиза трибутирина при температуре 35 оС
и различных значениях рН: ( ) 4,0; ( ) 4,5; (∆) 5,0; (х) 5,5; (Ж) 6,0; (о) 6,5; (+) 7,0; ( ) 7,5; ( ) 8,0; (б)

определение рК функциональных групп Липазы I.
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Рисунок 2. Зависимость скорости ферментативной реакции при фотоокислении Липазы I от значения рН:
(∆) – 6,5; ( ) – 6,0; ( ) – 5,5; (х) – 7,0; (Ж) – 7,5: (а) временные кривые скорости гидролиза субстрата при

различных значениях рН; (б) те же кривые в полулогарифмических координатах для определения констант
скоростей фотоинактивации.
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по тангенсу угла наклона прямых можно уста�
новить константы ингибирования k.

Полученные расчетным путем константы
скоростей процесса фотоинактивации при раз�
ных значениях рН были использованы для оп�
ределения значений рК группы, существенной
для каталитической активности.

На рис. 3, а показано, что для фотоокис�
ляемой группы значение рК равно 6,5, что
близко к рК, определенной из зависимости lg
1/k от рН.

При идентификации каталитически актив�
ных групп белков определяют значения их теп�
лот ионизации [20], которые могут служить до�
полнительным её подтверждением. Исследова�
ния фотоинактивации Липазы I при различ�
ных температурах – 35, 25, 40 

о
С дали соответ�

ствующие значения рК. Зависимость рК от 1/Т
показана на рис. 3, б.

Теплоту ионизации ДН рассчитывали из
уравнения 3 по углу наклона графика (рК, 1/Т)

ДН=2.303·R·d(pK)/d(1/T)              (3)
Найденное значение теплоты ионизации –

29,1 кДж·моль�1 соответствовало теплоте иони�
зации имидазола гистидина (28,8–31,4
кДж·моль�1) [21].

Инактивация ферментов в процессе фото�
окисления в зависимости от температуры и рН
может происходить как вследствие разрушения
остатков гистидина, так и нарушения общей
молекулярной структуры белка [19, 20]. Поэто�
му для выяснения роли остатков имидазола ги�
стидина в функционировании Липазы I её мо�
дифицировали диэтилпирокарбонатом (DEP).

Модификация Липазы I
диэтилпирокарбонатом.
Повышение светопоглощения раствора

фермента с DEP при 242 нм и крайне незначи�

Рисунок 3. Определение рК фотоокисляемой группы Липазы I (а) и значения ее теплоты ионизации (б).
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Рисунок 4. (а) Спектры поглощения модифицированной DEP (2,5·10�3М) Липазы I при 242 нм и 278 нм;
(б) инактивация липазы под действием DEP (5,0 ·10�4М) с последующей реактивацией 0,5 М NH2OH.
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тельное уменьшение его при 278 нм (рис. 4, а)
указывало на взаимодействие DEP с гистиди�
ном, но не с тирозином. Восстановление актив�
ности Липазы I при добавлении гидроксила�
мина исключило возможность взаимодействия
с SH� и NH2� группами (рис. 4, б).

Расчеты констант инактивации фермента
при различных концентрациях ингибитора и
преобразование значений в полулогарифмичес�
ких координатах позволило установить, что по�
рядок реакции, определенный по тангенсу угла
наклона прямой (tg в), равен 1,05 (рис. 5), что
указывает на участие в реакции не более одного
остатка гистидина.

Для выяснения механизма инактивации
Липазы I под действием DEP нами были опре�
делены кинетические характеристики этого
процесса. В эксперименте использовалась кон�
центрация DEP 5,0·10�4 М, время выдержива�
ния фермента с ингибитором – 5 мин. Как пока�

зали результаты, под действием DEP уменьша�
ется только V

max
 (рис. 6).

Максимальная скорость для нативного
фермента составила 4,44 мМ·мин�1·мг�1, после
модификации стала равной 1,84 мМ·мин�1·мг�1.
Константа Михаэлиса практически не измени�
лась – 786 мМ и 803 мМ соответственно. Из это�
го можно сделать вывод о том, что гистидин ока�
зывает влияние только на диссоциацию фер�
мент�субстратного комплекса, но не на сродство
фермента к субстрату.

Таким образом, проведенные исследования
показали, что Липаза I Rhizopus oryzae 1403 имеет
остаток гистидина в активном центре. В панкреа�
тической карбоксиэстергидролазе гистидин был
идентифицирован с помощью этоксиформольно�
го ангидрида – остаточная активность составля�
ла 40–65,8 % [3], а в липазе/ацилгидролазе из
Aeromonas hydrophila – путем замены His291 на
Asp – активность полностью терялась [10].

Рисунок 5. Динамика инактивации липазы I DEP: (а) временные кривые остаточной активности
при концентрациях DEP (М) – ( ) 2,5·10�5; ( ) 5·10�5; (∆) 2,5·10�4; (х) 5·10�4; (Ж) 2,5·10�3; (б) определение

порядка реакции.

���

�

���

�

���

�

���

�

� � �� �� ��

	
��
�����

�
�
��
�

��
��

�
�

��
��

���

��

��
�

��
�

��
�

��
�

��

��
� ��
� ��
� ��
� ��
� ��
� � �
� �
�

��%$&'(

��
�

а) б)

Рисунок 6. Зависимость начальной скорости реакции гидролиза трибутирина нативной ( )
и модифицированной DEP ( ) липазой от концентрации субстрата: (а) данные представлены

в координатах х от [S]; (б) определение кинетических параметров процесса в координатах 1/х–1/[S].
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