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Липазы (КФ 3.1.1.3) катализируют гидро�
лиз сложноэфирных связей в триацилглицери�
нах, а в микроводных условиях – реакции синте�
за. Установлено, что большинство липолитичес�
ких ферментов действуют как сериновые гидро�
лазы с триадой Ser�Gis�Asp в активном центре
[1–5]. Механизм гидролиза эфирной связи был
в значительной степени выведен из структуры
липазы Rhizomucor miehei и ее двух ковалентных
комплексов с фосфорорганическими ингибито�
рами – диэтил�n�нитрофенилфосфатом и n�гек�
сил�этил�хлорофос�фонатом [6–8]. В настоящее
время не вызывает сомнения, что нуклеофиль�
ная атака на карбонильный углерод эфирной
связи осуществляется остатком серина, активи�
зированным через сеть водородных связей гис�
тидином и аспарагиновой кислотой. Имидазол
гистидина действует как общий основной ката�
лизатор, чтобы удалить протон от гидроксиль�
ной группы серина. Важность карбоновой кис�
лоты в каталитической триаде дебатировалась
много лет. Изначально получила почти всеоб�
щее признание гипотеза переноса заряда, соглас�
но которой е�азот имидазола играет роль обще�
го основания, чтобы облегчить атаку серина на
субстрат, а роль Asp�СО2

– состоит в удалении
протона от д�азота иона имидазола [9]. Впослед�
ствии она была пересмотрена, так как с помо�
щью метода ЯМР [10, 11], термодинамических
расчетов [12, 13] и компьютерного моделирова�
ния [14] стало ясно, что полный перенос заряда
неблагоприятен. Были сделаны предположения,
что первичная роль карбоксильной группы –
скорее в стабилизации требуемой конформации
имидазола гистидина, а не общеосновного ката�
лизатора. Frey, Cleland & Kreevoy [15, 16] выска�
зали гипотезу о формировании Asp�СО2

– водо�

родной связи низкого барьера (low�barrier
hydrogen bond – LBHB) с имидазолом гистиди�
на в сериновых протеазах. Это основано на ре�
зультатах протонного ЯМР для водорода амина
каталитического гистидина. Они указывают, что
он находится в очень устойчивом состоянии при
наличии водородной связи и защищен от обмена
с раствором. Однако каталитическая роль LBHB
не является общепринятой. Так, Warshel &
Papazyan [17] отклоняют роль LBHB в белках.
Их вычисления с использованием эмпирической
теории валентной связи показали, что переход�
ные состояния, содержащие LBHB, менее устой�
чивы, чем ионная водородная связь Asp–His в
растворе. Это показывает, что предстоит намно�
го больше исследований LBHB.

В других работах Warshel et al. [18, 19] по�
казали, что энергия реорганизации ориентиро�
вания полярных групп в активном центре фер�
мента является небольшой относительно реак�
ции в растворе, потому что диполи уже разме�
щены надлежащим образом для взаимодействия
с переходным состоянием. И они находят удов�
летворительное объяснение эффективности се�
риновых эстераз в этой предорганизации.

Липолитический комплекс Rhizopus oryzae
1403 представляет большой практический ин�
терес в области создания структурных тригли�
церидов с функциональными свойствами в свя�
зи с широкой субстратной и 1,3�позиционной
специфичностью. При исследовании каталити�
ческих свойств одной изоформы липазы этого
продуцента – Липазы I подтверждено наличие
в ее активном центре гистидина и серина. Пред�
ставляло интерес изучение значения карбок�
сильных групп в реакции гидролиза эфирной
связи этим ферментом.
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РОЛЬ КАРБОКСИЛЬНЫХ ГРУПП
В КАТАЛИТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ЛИПАЗЫ I

Липаза I Rhizopus oryzae 1403 инактивировалась карбодиимидом (EDC) в присутствии нук5
леофила – этилового эфира глицина. Кинетические исследования гидролиза триолеина и трибу5
тирина показали, что V

max
 мало отличались на обоих субстратах, а K

M
 на трибутирине увеличи5

лось в 1,47, а на триолеине – в 1,18 раз. Это приводит к выводу, что карбоксильные группы
отвечают за создание активной конформации фермента при связывании с субстратом.
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Методы исследования
В работе использовали изофермент липазы

Rhizopus oryzae 1403, полученный фракциониро�
ванием ацетоносажденного препарата с помо�
щью гель�фильтрации на G�150 и последующей
хроматографией на ДЕАЕ�52. Гомогенность фер�
мента подтверждена повторной гель�фильтра�
цией и электрофорезом. Продуцент получен из
Всероссийской коллекции микроорганизмов;
оливковое масло – Aceites Borges Pont (Испания);
1�этил�3�(3�диметил�аминопропил)кар�бодии�
мидгидрохлорид (ЕDС) и этиловый эфир гли�
цина – Sigma Chemical Co (США); другие реа�
генты отечественного производства марки х.ч.

Гидролитическую активность липазы оп�
ределяли модифицированным методом Yamada
и Machida [20]. Субстрат – оливковое масло. За
единицу активности липазы принимали такое
количество фермента, которое освобождает
1 ммоль жирной кислоты за 1 мин.

Для модификации фермент в количестве
10 мМ растворяли в 50 мМ растворе этилового
эфира глицина. Значения рН устанавливали бу�
ферными растворами по Макилвэйну. Затем до�
бавляли ЕDС в количестве 50 мМ. Через опреде�
ленные промежутки времени отбирали аликво�
ты реакционной смеси, разбавляли их 5�кратным
количеством 1 М ацетата натрия и определяли
остаточную активность и скорость гидролиза.

Модифицированный фермент осаждали
10%�ной трихлоруксусной кислотой (ТХУ).
Все примеси были удалены 5�кратным промы�
ванием 5%�ным раствором ТХУ и абсолютным
этанолом. Осадки высушивались в вакууме и
подвергались аминокислотному анализу на ав�
томатическом аминокислотном анализаторе
ААА–339Т МИКРОТЕХНА (Чехия).

Для определения кинетических характерис�
тик гидролиза регистрировали накопление сво�
бодных жирных кислот (СЖК) методом рН�ста�
тирования [21]; в качестве субстрата использо�
ван трибутирин. Начальную скорость рассчиты�
вали по тангенсу угла наклона кинетических кри�
вых [22]. Исследования проводились в диапазоне
концентраций фермента от 10 до 150 мкг/см3,
дающем прямолинейную зависимость от значе�
ний начальных скоростей.

Результаты и их обсуждение
Для исследования роли карбоксильных

групп в действии Липазы I был использован

метод Hoare & Koshland, который предполага�
ет реагирование белка с карбодиимидом, про�
исходящее при конденсации с нуклеофилом [23].

В качестве ингибитора был взят ЕDС, а нук�
леофила – этиловый эфир глицина. Установле�
но, что уменьшение скорости гидролиза трибути�
рина сильно зависело от концентрации водород�
ных ионов. Соответствующие преобразования
позволили определить рК группы (рис. 1), уча�
ствующей в катализе – 5,0, что согласуется со зна�
чением, полученным из зависимости (v, рН) – 5,3.

Известно, что карбодиимиды способны
реагировать с другими аминокислотными ос�
татками. Аминогруппу лизина можно исклю�
чить из�за ее высокого рК, который будет пре�
пятствовать реакции в условиях данного экс�
перимента. С тирозином и гистидином кар�
бодиимиды образуют устойчивые к кислотно�
му гидролизу соединения. Но аминокислот�
ный анализ модифицированного фермента
показал, что количество этих остатков не из�
меняется (табл. 1).

Если карбодиимиды реагируют с серином,
как в случае с химотрипсином, то активность
полностью восстанавливается гидроксилами�
ном. Добавление к инактивированной Липазе I
NH2OH не дало такого эффекта (рис. 2). Таким
образом, полученные результаты позволяют ут�
верждать, что за инактивацию Липазы I EDC
отвечают именно карбоксильные группы. Од�
нако карбодиимиды могут вызывать образова�
ние внутримолекулярных связей, что также вы�
зывает потерю активности ферментов. По это�
му вопросу в литературе имеются противоре�
чивые сведения.

Так, модификация кутиназы EDC не зави�
села от присутствия нуклеофила [24]. Панкре�
атическая липаза человека, напротив, не инги�
бировалась без сложного эфира. Но при этом
повреждалась структура фермента, так как ско�
рость денатурации в 8 М мочевине после моди�
фикации возрастала в 14 раз.
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Таблица 1. Количество остатков гистидина,
тирозина и цистеина в Липазе I при модификации

ЕDС (рН 5,0)
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Кроме того, активный центр титровался
диэтил�n�нитрофенилфосфатом, не экраниро�
вался субстратом, в связи с чем было поставле�
но под сомнение участие карбоксильной груп�
пы в системе с переносом заряда [23]. Прове�
денные нами исследования показали, что инак�
тивации Липазы I без нуклеофила не наблюда�
лось, а предварительная инкубация с субстра�
том в значительной степени снижала ингиби�
рование (рис. 3).

Данные изменения активности Липазы I и
количества модифицированных карбоксильных
групп, полученного по включению глицина,
показаны на рис. 4. При практически полной
потере активности в данном ферменте модифи�
цировалось 11 карбоксильных групп.

При условии псевдопервого порядка реак�
ции получаем, что для проявления активности
необходимо не менее трех групп (рис. 5). По всей
вероятности, карбоксильные группы необходи�
мы для поддержания активной структуры. К на�
стоящему времени с помощью моделирования
молекулярной динамики кутиназы показано, что

водородная связь между Asp и His активного цен�
тра необходима для ее каталитического действия
[26]. По данным, полученным в последние годы
для липаз семейства Rhizomucor miehei, электро�
статические взаимодействия не только вблизи
активного центра, но и удаленные от него значи�
тельно влияют на активность [27].

Для выяснения механизма действия EDC
на липазу были определены кинетические па�
раметры гидролиза трибутирина и триолеина
(табл. 2).

У модифицированного фермента измени�
лись оба параметра. При этом изменение значе�
ний Vmax мало отличались на обоих субстратах,
что свидетельствует об участии одного и того же
активного центра в катализе. KM на трибутири�
не увеличилось в 1,47, а на триолеине – в 1,18
раз. Соответственно в большей степени на три�
бутирине уменьшилась каталитическая эффек�
тивность – в 2,8 раз против 2,15 на триолеине.
Это приводит к выводу, что карбоксильные груп�
пы отвечают за создание активной конформа�
ции фермента при связывании с определенным

б

Рисунок 1. (а) Зависимость скорости гидролиза трибутирина Липазой I, модифицированной EDC
при различных значениях рН: (×) 6,4; (∆) 6,0; ( ) 5,4; (◊) 4,6; (б) определение рК модифицированной группы
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субстратом. Это согласуется с данными мутаге�
неза липазы Staphilococcus hyicus и липазы/ацил�
трансферазы Aeromonas hydrophila, в которых
замена активного Asp на Glu приводила к раз�
личной потере активности в зависимости от при�
роды субстрата [28, 29]. Исследование инакти�
вации панкреатической липазы карбодиимида�
ми привело к предположению, что карбоксиль�
ные группы выполняют структурную роль – при
адсорбции на гидрофобной поверхности разде�
ла ими стабилизируется активная конформация
фермента [23]. Существует и противоположное
сообщение о том, что Asp не участвует в сродстве
липазы с субстратом [30].

Таким образом, проведенный комплекс ис�
следований показал, что, несомненно, EDC в
присутствии сложного эфира модифицирует
карбоксильные группы в Липазе I и не вызыва�
ет образования внутримолекулярных связей.
Судя по кинетическим параметрам, карбоксиль�
ные группы отвечают как за формирование
фермент�субстратного комплекса, так и за его

Рисунок 2. Влияние гидроксиламина на ход
инактивации Липазы I EDC (рН 5,4)
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Рисунок 3. Ингибирование Липазы I EDC:
( ) без эфира глицина; (∆) с пред�инкубацией
с субстратом; (◊) с эфиром глицина (рН 5,4)
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Рисунок 4. Определение количества
модифицированных карбоксильных групп

при инактивации Липазы I карбодиимидом (рН 5,0)
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Рисунок 5. Стехиометрия ингибирования Липазы I
карбодиимидом (рН 5,0)
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Таблица 2. Кинетические параметры гидролиза некоторых субстратов нативной
и модифицированной Липазой I (рН 5,2)

2��#���� Vmax, µ #�-34 #
�-14 #0-1 KM, µ #�-3� (Vmax / KM), #
�-14 #0-1 
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распад. На разных субстратах значения Vmax

изменились в одинаковой степени, что свиде�
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THE ROLE OF CARBOXYL GROUPS IN THE ACTIVITY OF LIPASE I RHIZOPUS ORYZAE 1403
Participation of carboxyl groups in catalytic action Lipase I Rhizopus oryzae 1403 is proved inactivated

carbodiimide (EDC) at presence nucleophile – glycine ethyl ester. The amino acid analysis modified enzyme has
excluded an opportunity reacted with EDC tyrosine and histidine, and absence of restoration of activity
hydrocxylamine – with serine. At practically complete loss of activity enzyme was modified 11 carboxyl groups;
under condition of the pseudo�first order of reaction hydrolysis – three. Research of kinetic hydrolysis triolein and
tributirin have shown, that V

max
 differed on both a little substrates, and K

M
 on tributirin has increased in 1,47, and

on triolein – in 1,18 times. It results in a conclusion, that of carboxyl group answer for creation active conformation
enzyme at linkage with certain substrate.

Key words: lipase, Rhizopus, carboxyl group.
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