
9

Сучасні промислові біотехнологічні ком-
панії приділяють велику увагу розробленню
нових ензимів для впровадження їх у різні
сфери виробництва. Серед цих ензимів важ-
ливе місце посідає α-L-рамнозидаза, яка
характеризується специфічністю щодо тер-
мінальних залишків рамнози, що присутні в
природних глікокон’югатах та синтетичних
глікозидах. В останні роки цей ензим при-
вертає особливу увагу дослідників, які на
основі глікозидів рослинного походження
створюють засоби для лікування серцево-
судинних захворювань, а також препаратів
з противірусною та імунотропною дією. Для
вияву біологічної дії деяких із цих препара-
тів необхідна наявність рамнози, в інших
випадках — її відщеплення. 

На сьогодні ензимні технології станов-
лять альтернативу хімічним процесам,
оскільки за їх участю можна зменшити
витрати енергії та матеріалів, мінімізувати
витрати й виділення тепла. Тому α-L-рамно-
зидази набули такого широкого застосуван-

ня в харчовій, фармацевтичній та хімічній
промисловості.

α-L-рамнозидаза (α-L-рамнозид-рамно-
гідролаза — К.Ф. 3.2.1.40) гідролітично від-
щеплює кінцеві невідновлені α-1,2-, α-1,4-
та α-1,6-зв’язані залишки L-рамнози в α-L-
рамнозидах. Розщеплення О-глікозидного
зв’язку відбувається зі збереженням конфі-
гурації аномерного атома вуглецю (С1 у цик-
лічній формі моносахариду).

L-рамноза є компонентом пектинових
полісахаридів [1], глікопротеїнів [2], вто-
ринних метаболітів, таких як антоціаніни
[3], флавоноїди [4] і тритерпеноїди [5]. Її
також знайдено в бактеріальних гетерополі-
сахаридах [6], рамноліпідах [7] та ліпополі-
сахаридах зовнішніх бактеріальних мем-
бран [8]. Рамноза є важливим біоактивним
компонентом цитотоксичних сапонінів
[9,10], протигрибних рослинних глікоалка-
лоїдів [11] і факторів вірулентності бактерій
[12]. У рослинах L-рамнозовмісні терпенові
глікозиди можуть відігравати протективну
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Огляд присвячено α-L-рамнозидазам, які гідролітично відщеплюють кінцеві невідновлені α-1,2-,
α-1,4- та α-1,6-зв’язані залишки L-рамнози в α-L-рамнозидах. Розглянуто методи визначення α-L-
рамнозидазної активності за допомогою як природних, так і синтетичних субстратів. Ці ензими
знайдено в організмах рослин, тварин, дріжджів, грибів і бактерій. Показано, що найактивнішими
біосинтетиками є мікроміцети. Описано методи виділення та очищення α-L-рамнозидаз мікробного
походження, які включають осадження ензиму з розчинів органічними розчинниками та нейтраль-
ними солями, діаліз, ультрафільтрацію, гель-фільтрацію, іонообмінну та афінну хроматографію.
Узагальнено дані щодо фізико-хімічних властивостей (рН-оптимуму, термооптимуму, молекулярної
маси) та субстратної специфічності α-L-рамнозидаз. Встановлено, що ензимні препарати, які отри-
мували з одних і тих самих продуцентів під час культивування їх у присутності різних індукторів,
виявляли різну субстратну специфічність. Показано, що α-L-рамнозидази належать до глікозилгід-
ролаз з каталітичними доменом (α/α)6 -барель. Біотехнологічні властивості ензиму спрямовано на
використання в харчовій, фармацевтичній і хімічній промисловості. У харчовій промисловості α-L-
рамнозидази застосовують для поліпшення якості напоїв (зменшення гіркоти, підсилення аромату
вин) та у виробництві харчових добавок; у фармацевтичній — для отримання багатьох лікарських
засобів, а також їхніх попередників; у хімічній — як попередник для виробництва рамнози.
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роль щодо вільних агліконів [13]. L-рамнозо -
вмісні флавоноїдні глікозиди мають антиок-
сидантні та протизапальні властивості [14].

α-L-рамнозидази було виявлено в бага-
тьох мікроорганізмах, а також деяких рос-
линних і тваринних тканинах, тоді як β-L-
рамнозидазу (ЕС 3.2.1.43) описано лише
в Klebsiella aerogenes [15]. 

Традиційна номенклатура глікозидаз
ґрунтується на субстратній специфічності
й лише іноді враховує молекулярний меха-
нізм їхньої дії. Накопичення даних щодо
первинної структури глікозидаз дало підста-
ву запропонувати нову класифікацію на
основі гомології амінокислотних послідов-
ностей [16]. Ця класифікація на сьогодні
налічує понад 100 родин. В основному α-L-
рамнозидази належать до родини 78, винят-
ком є ензим Sphingomonas paucimobilis,
який віднесено до родини 106 [17]. Ендо рам -
нозидази, які містять бактеріофаг Sf6, нале-
жать до родини 90 [18].

На цей час відома 71 α-L-рамнозидаза,
ізольована з бактерій, дріжджів та мікромі-
цетів. Як свідчать дані літератури [19], α-L-
рамнозидаза не є життєво необхідною для
мікроорганізмів, оскільки за відсутності
у них активного внутрішньоклітинного або
позаклітинного ензиму спостерігається нор-
мальний цикл їх розвитку, тобто фактор
синтезу і секреції ензиму в культуральну
рідину у цих мікроорганізмів невідомий.
Однак незаперечним є той факт, що у мікро-
організмів, які живуть на середовищах зі
вмістом специфічних субстратів — індукто-
рів ензиму, α-L-рамнозидаза бере участь
в обміні речовин, деградуючи ці субстрати
до більш простих і доступних для подальшо-
го катаболізму в клітині з метою одержання
необхідних структурних елементів і хімічної
енергії. Не виключають її роль у процесах
синтезу та деградації таких компонентів клі -
тинних оболонок, як гліколіпіди, глікопро -
теїни та інші рамнозовмісні сполуки. Це при-
пущення тим більш очевидне, що в природних
умовах цей ензим найчастіше трапляє ться
в тих еконішах, де інтенсивніше здійсню-
ється перебіг метаболічних процесів [19].

Методи визначення активності a-L-
рамнозидази

α-L-рамнозидазну активність визнача-
ють колориметричним методом Шомоді та
Нельсона [20, 21], а також HPLC [22] за
кількістю утвореної рамнози. Визначаючи
активность α-L-рамнозидази цими метода-
ми, використовують різні природні субстра-

ти: нарингін, понцирин, неогесперидин,
рутин, гесперидин, сайкосапонін, азіатіко-
зид, кверцитрин і просциларидин А. У разі
визначення активності α-L-рамнозидази
методом Romero [23] застосовують синтетич-
ні хромогенні субстрати, п-нітрофенільні
похідні, зокрема п-нітрофеніл-α-L-рамнопі-
ранозид. На рис. 1 наведено реакцію гідролі-
зу п-нітрофеніл-α-L-рамнопіранозиду α-L-
рамнозидазою.

Відомо [6], що спорідненість ензиму сто-
совно природних флавоноїдних рамногліко-
зидів вища, ніж щодо синтетичних субстра-
тів. За використання L-рамнозовмісних
флавоноїдів величини Кm були набагато
нижчими, ніж на п-нітрофенільному суб-
страті. Тому для визначення активності α-L-
рамнозидази найчастіше як субстрат засто-
совують нарингін, який є більш до ступ ним і
дешевим (на відміну від синтетичних) при-
родним субстратом [24] і містить, крім L-
рамнози, також D-глюкозу. α-L-рамнозида-
за розщеплює нарингін на термінальну
L-рамнозу та прунін (рис. 2, а). За допомо-
гою β-D-глюкозидази, яка часто міс ти ться
разом з α-L-рамнозидазою, прунін перетво-
рюється на нарингенін і глюкозу (рис. 2, б).
Нарингенін має більш виражене забарвлен-
ня порівняно з нарингіном.

Рис. 1. Гідроліз п-нітрофенільного синтетичного
субстрату за дії α-L-рамнозидази

Рис. 2. Гідроліз α-L-рамнозидазою нарингіну 
до пруніну (а) та β-D-глюкозидазою пруніну 

до нарингеніну (b) [6]

a

b
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Продуценти α-L-рамнозидаз

Незважаючи на те, що α-L-рамнозидази
знаходять в тканинах тварин (морських
молюсків Turbo cornutus [25], свиней [26]),
рослин (Rhamnus daurica [27] і Fagopyrum
exculentum [28]), найбільш технологічними
джерелами їх одержання є мікроорганізми,
оскільки вони здатні надзвичайно швидко
розмножуватись та здійснювати синтез
в умовах, контрольованих людиною.

Показано [29], що в разі використання
індукторів, таких як L-рамноза, нарингін,
рутин, геспередин, α-L-рамнозидазу проду-
кують Acremonium persicinum CCF 1850,
Aspergillus aculeatus CCF 108, A. aculeatus
CCF 3134, A. aculeatus CCF 3138, A. niger
CCIM K2, A. terreus CCF 3059, Circinella mus-
cae CCF 2417, Emericella nidulans CCF 2912,
Eurotium amstelodami CCF 2723, Fusarium
oxysporum CCF 906, Mortierella alpine CCF
2514, Mucor circinelloides griseo-cyanus
CCIM, Penicillium oxalicum CCF 2430,
Rhizopus arrhizus CCF 100, Talaromyces fla-
vus CCF 2686, Trichoderma harzianum CCF
2687, Rhizopus nigricans [30–37]. Показано,
що Curvularia lunata [38] та деякі мезофіль-
ні грибні штами (Aspergillus flavus, Mucor
racemonus, Fusarium sambucinum, A. kawac-
hii, Penicillium aureatiogriseum, Trichoderma
longibrachiatum, Fusarium solani) є проду-
центами α-L-рамнозидаз [39]. Наявність α-
L-рамнозидазної активності у фітопатоген-
них грибів вперше описано для патогена
вівса Corticium rolfsii [40] і зернового патоге-
на Stagonospora avenae [41]. Дуже специфіч-
ні α-L-рамнозидази, що здатні деградувати
різні сапоніни, знайдено в Absidia sp. [42]
і Plectosphaerella cucumerina [11].

Найбільше досліджено біохімічні харак-
теристики грибних α-L-рамнозидаз Aspergil -
lus terreus, A. nidulans, A. niger, А. аculeatus
[29], Penicillium sp., P. decumbens [43], на
осно ві яких створено комерційні препарати
(нарингіназа — Penicillium sp., P. decum-
bens, гесперидиназа — A. niger, фірма
Sigma–Aldrich, США).

Низький рівень α-L-рамнозидазної ак -
тив ності виявлено у дріжджових штамів
Oeno coccus oeni, Saccharomyces cerevisiae,
Hansula anomala, Debaryomyces ploymor-
phus [44]. Але ефективним продуцентом α−
L-рамнозидази виявилась лише Pichia
angusta Х349 [45].

Продукування α-L-рамнозидаз бактерія-
ми описано для родів Bacteroides і Fusо bac te -
rium K-60, [46, 47], а також Sphingomonas
paucinmobilis, Bacillus sp. [48, 49], термо-
фільних бактерій Clostridium stercorarium

[50] і Thermomicrobia sp. [51]. Деякі штами
Pseudoalteromonas sp. і Ralstonia pickettii,
які отримано з морської води Антарктики,
виявляли α-L-рамнозидазну активність
у діапазоні температур від –1 до +8°С [52].
Відомі нечисленні продуценти з Lacto bacil -
lus sp. [53, 54].

Таким чином, на сьогодні накопичено
чимало відомостей про бактеріальні, грибні та
дріжджові культури мікроорганізмів, які
здатні синтезувати α-L-рамнозидазу. Однак
найактивнішими біосинтетиками цього ензи-
му є мікроміцети, рівень активності їх ніх про -
дуцентів становив 1,8–230 Од/мл, що переви-
щує рівень бактеріальних (0,02–2,0 Од/мл)
і дріжджових (0,1–8,0 Од/мл) культур. Ни -
ні найперспективнішими вважають такі
грибні продуценти: Absidia sp. [42], Aspergil -
lus terreus, A. nidulans, A. niger, А. аculeatus,
A. flavus, [29], Penicillium sp., P. decum-
bens [43].

Виділення та очищення α-L-рамнозидаз

Отримання високоактивних ензимів у
го могенному стані — надзвичайно складне
завдання, оскільки містить низку етапів, на
яких необхідно контролювати зміни їхньої
активності, аби уникнути значних втрат.
Поряд із цим для кожного продуцента
потрібно розробляти свою, індивідуальну
послідовність етапів одержання високоочи-
щеного препарату ензиму. На сьогодні існує
декілька схем отримання α-L-рамнозидази,
які передбачають різні підходи до очищення
та концентрування ензиму залежно від
внутрішньоклітинного чи позаклітинного
похо дження:

• відділення клітинної біомаси від куль-
туральної рідини, яке здійснюється метода-
ми фільтрації, сепарування (екстрагування
водою або іншими розчинниками — для
внутрішньоклітинних продуцентів), цен-
трифугування;

• очищення та концентрування розчи-
нів, що містять ензим, за допомогою вакуум-
упарювання, виморожування, осадження
ензиму з розчинів органічними розчинника-
ми та нейтральними солями, діаліз, ультра-
фільтрація, гель-фільтрація, іонообмінна та
афінна хроматографія.

α-L-рамнозидазу, виділену з печінки
мор ського членистоногого T. cornutus, очи-
щено до гомогенного стану за допомогою
колонкової хроматографії на КМ целюлозі
і Sephadex G-150, теплової обробки та замо-
рожування за кислого рН [25]. Очищення α−
L-рамнозидази, ізольованої з печінки свиней,
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включало: гомогенізацію печінки в буфері,
фракціонування сульфатом амонію, діаліз
та іонообмінну хроматографію на DEAE-
целюлозі [26]. Очищення α-L-рамнозидази,
виділеної з насіння гречихи F. esculentum,
передбачало стадії отримання неочищеного
екстракту, фракціонування сульфатом амо-
нію, хроматографію на колонках Sephadex
G-75, DEAE-Sephadex та Ultrogel AcA-44.
Гомогенність ензиму підтверджено електро-
форезом у ПААГ [28].

За даними літератури [6, 12, 30], біль-
шість α-L-рамнозидаз бактеріального похо -
джен ня є внутрішньоклітинними. Так, α-L-
рамнозидазу Bacteriodes JY-6, виділену
з кишкової мікробіоти людини, очищено від
інших глікозидаз відділенням бактеріаль-
них клітин, суспендуванням їх у 20 мМ фос-
фатному буфері, рН 7, ультразвуковою
оброб кою, фракціонуванням сульфатом амо-
нію, колонковою хроматографією на DEAE-
целюлозі, Silica-PAE, Sephacryl S-300 і гід-
роксіапатиті [46]. Для α-L-рамнозидази
Fusobacterium K-60, також виділеної з киш-
кової мікробіоти людини, очищення вклю-
чало розділення бактерій ультразвуком,
фракціонування сульфатом амонію, колон-
кову хроматографію на Butyl-Toyopearl,
оксіапатиті, Sephacryl S-300 і Q-Sepharose
[47]. Авторами [48] здійснено очищення α-L-
рамнозидази Bacillus sp. GL 1 руйнуванням
клітин ультразвуком, фракціонуванням
сульфатом амонію, колонковою хрома -
тографією на DEAE-Sepharose CL-6B, Butyl-
Toyopearl 650M, Sephacryl S-200HR i QAE-
Sephadex A-25. У літературі [55, 56]
є відомості щодо очищення і властивостей
внутрішньоклітинної α-L-рамнозидази
Pseudo monas paucimobilis FP2001. Очищено
термостабільну α-L-рамнозидазу Ram A із
C. stercorarium [50]. Beekwilder зі співавт.
[53] очистили α-L-рамнозидази Lacto bacil lus
plantarum і L. acidophilus. Проведено екс-
пресію α-L-рамнозидаз із генів L. plantarum
NCC 245 в Escherichia coli з подальшим очи-
щенням [54].

Також внутрішньоклітинною є α-L-рам-
нозидаза, виділена з дріжджів P. angusta
X349, яку очищено до гомогенного стану
осадженням сульфатом амонію, колонковою
хроматографією на конканавалін А-Sepha -
rose, DEAE Bio Gel A агарозі, Rhamnose-
Sepharose 6B та оксіапатиті [45]. 

Відомо [55, 57], що більшість глікозидаз
мікроміцетів є глікопротеїнами і виділяють-
ся в процесі розвитку продуцента в культу-
ральну рідину, тобто є позаклітинними
ензимами. Вони характеризуються низкою

переваг порівняно з внутрішньоклітинни-
ми, одна з яких — відсутність трудомісткого
процесу руйнування клітин продуцента.

Очищення α-L-рамнозидази з культу-
ральної рідини A. terreus СЕСТ-2663, виро-
щеного з використанням рамнози або нарин-
гіну як єдиного джерела вуглецю,
охоп лювало осадження сульфатом амонію,
іонообмінну хроматографію на DEAE-
Sepharose CL-6B, гель-фільтрацію на
Sephadex G-200 [58]. α-L-рамнозидазу очи-
щено з культурального фільтрату A. nidu-
lans СЕСТ 2544, вирощеного з використан-
ням рамнози як індуктора, комбінацією
адсорбції на DEAE A-50, Hi Load 16/10 Q-
Sepharose FF, Hi Load 26/S Sepharose FF,
а також гель-фільтрацією на Superose 12 HR
10/30 [35]. 

Mаnzanares зі співавт. [34] очистили
різні α-L-рамнозидази RhaA і RhaB з куль-
турального фільтрату A. aculeatus, вироще-
ного на геспередині, з використанням катіо-
нообмінної хроматографії і гель-фільтрації.
Очищення й характеристика α-L-рамнози-
дази гриба Absidia sp. (EECDL-39) включала
відділення міцелію від культурального
фільтрату, фракціонування сульфатом амо-
нію і хроматографію на Bioscale Q-2 BioRad
[42]. Feng зі співавт. [38] очистили осаджен-
ням сульфатом амонію, гель-фільтрацією,
катіоно- і аніонообмінною хроматографією
рамнозидазу C. lunata, активну стосовно
сапоніну. Shanmugaprakash зі співавт. [36]
повідомляли про очищення нарингінази з
A. niger MTCC 1344, шляхом концентруван-
ня супернатанта ультрафільтрації, осаджен-
ня сульфатом амонію, іонообмінної хрома-
тографії на Q Sepharose Sephadex G-200.
Koseki зі співавт. [37] очистили α-L-рамно-
зидазу з культурального фільтрату A. kawac-
hii, вирощеного на L-рамнозі, осадженням
сульфатом амонію, HPLС, іонообмінною
хроматографією і гель-фільтрацією на
колон ках. α-L-рамнозидази A. flavus [59]
і Penicillium citrinum MTCC-8897 [60] очи-
щено з культуральних рідин ультрафільтра-
цією та катіонообмінною хроматографією на
КМ-целюлозі.

Проте, незважаючи на значний промис-
ловий інтерес, тільки декілька неочищених
препаратів α-L-рамнозидаз (гесперидиназа
та нарингіназа), які на цей час виробляють
(Sigma, США), отримано з представників
родів Aspergillus та Penicillium. Окрім α-L-
рамнозидази вони містять β-D-глюкозидазу
як супутній компонент що лімітує їх вико-
ристання. Відомий комерційний препарат
нарингіназа, виділений з A. niger, очищено
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гель-фільтрацією на Q-Sepharose, Sephacryl
S-200 і S-100. Інший відомий препарат
з A. aculeatus виявляв субстратну специфіч-
ність до п-нітрофеніл-α-L-рамнопіранозиду,
нарингіну і гесперидину [57].

Таким чином, α-L-рамнозидази саме мік -
ро скопічних грибів, які продукують зовніш-
ньоклітинні ензими, заслуговують на особ-
ливу увагу біотехнологів порівняно
із внутрішньоклітинними ензимами бакте-
рій і дріжджів, які потребують значних
затрат для виділення α-L-рамнозидази.

Фізико-хімічні властивості 
α-L-рамнозидаз

Загальні властивості очищених α-L-рам-
нозидаз наведено в табл. 1. Показано, що α-
L-рамнозидази мають рН-оптимум від 2,0 до
11,0. Головні відмінності між грибними
і бактеріальними ензимами полягають
у суттєвій різниці залежності активності від
рН. Грибні ензими мають рН-оптимум у кис-
лій ділянці, тоді як бактеріальні — близькій
до нейтральної або лужної. Ці характерис-
тики уможливлюють використання грибних
і бактеріальних ензимів у різних галузях.
Так, грибні α-L-рамнозидази частіше вико-
ристовують у таких процесах, як винороб-
ство [24] і виробництво соків [45]. Бакте -
ріаль ні ензими бажано застосовувати
у виробництві L-рамнози шляхом гідролізу
геспередину та різних флавоноїдних гліко-
зидів [61]. 

Температурний оптимум дії більшості α−
L-рамнозидаз становить 40–80 °С, винятком
є бактеріальна α-L-рамнозидаза Pseudo alte -
ro monas sp., яка виявляла активність при
4 °С [52]. Температурний оптимум для очи-
щеної α-L-рамнозидази A. kawachii становив
60 °С, у таких умовах ензим зберігав 80% від
максимальної активності протягом 1 год [37].

Молекулярна маса більшості дослідже-
них α-L-рамнозидаз — від 40 до 240 кДа
(табл. 1). Водночас трапляються олігомерні
форми з молекулярною масою 500 кДа [62].
На відміну від рослинних глікозидаз, які
звичайно представлені двома формами
(високо- та низькомолекулярними), для глі-
козидаз грибного і тваринного походження
характерною є наявність лише однієї висо-
комолекулярної форми, хоча у A. aculeatus
вона мала два мономери з α-L-рамнозидаз-
ною активністю (92 і 85 кДа відповідно) [55].
Бактеріальні та дріжджові ензими нерідко
складаються з двох, трьох, чотирьох моно-
мерних одиниць і мають відповідно більшу
молекулярну масу [55].

Порівняльний аналіз молекулярних мас
α-L-рамнозидаз із різних продуцентів
ускладнюється тим, що різні автори наво-
дять дані молекулярної маси ензиму на
основі результатів тільки одного методу,
найчастіше гель-фільтрації у нативній сис-
темі, або денатуруючого електрофорезу, що
не дає змоги повно охарактеризувати актив-
ну молекулу ензиму.

Вивчення складу мікробних α-L-рамно-
зидаз показало, що більшість досліджува-
них позаклітинних ензимів є глікопротеїна-
ми, причому відсоток вуглеводної частини
істотно відрізняється у різних продуцентів
(для грибних продуцентів він може станови-
ти 15–24%).

Як свідчать дані літератури [55], грибні
α-L-рамнозидази — це кислі протеїни зі зна-
ченням рІ у межах рН 4,0–6,0, оскільки
у них високий вміст кислих (20–25%) і гід-
рофобних (до 35%) амінокислот. 

Субстратна специфічність 

Природними субстратами для α-L-рамно-
зидаз з різних джерел є α-L-рамнозовмісні
флавоноїди та сапоніни рослин, глікопротеї-
ни, камеді, смоли, пігменти, в яких зали-
шок α-L-рамнози з’єднаний α-1,2-, α-1,4-,
і α-1,6-зв’язками з β-D-глюкозидом або при-
єднаний безпосередньо до аглікону
в положенні С1. Ці речовини мають незнач-
ну різницю в структурі аглікону: рутин, гес-
перидин, нарингін, кверцитрин є похідними
флавоноїдів, тимчасом як гінзенозид — це
сапонін, а азіатикозид — терпеновий глікозид.
L-рамноза безпосередньо зв’язана з аглі ко -
новою частиною тільки у кверцитрині, тоді
як всі інші субстрати — це комплекс гліко-
зидів, у яких L-рамноза зв’язана з β-D-глю-
копіранозильною одиницею за допомогою
різних типів глікозидних зв’язків: α-1,2 —
у нарингіні та гінзенозиді, α-1,4 — в азіати-
козиді, α-1,6 — у рутині й гесперидині (рис. 3). 

Субстратами для α−L-рамнозидази мо жуть
бути також рамнозовмісні дисахариди, що міс-
тять α-D-ксилозу, β-D-фукозу, α-D-галактозу
і α-N-ацетил-D-глюкозамін у редукованих тер -
міналях: О-α-рамнопіранозил-α-1,3-D-ксилоза;
О-α-L-рамнопіранозил-α−1,2-D-фукоза, 
О-α-L-рамнопіранозил-α-1,2-D-галактоза, 
О-α-L-рам нопіранозил-α-1,4-D-галактоза, 
О-α-L-рамнопіранозил-α-1,3-N-ацетил-D-глю-
козамін, О-α-L-рамнопіранозил-α-1,6-N-ацетил-
D-глюкозамін, О-α-L-рамнопіранозил-α−
1,4-N-ацетил-D-глюкозамін. 

У табл. 2 наведено дані щодо субстратної
специфічності різних продуцентів 
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Таблиця 1. Фізико-хімічні властивості α-L-рамнозидаз, виділених із різних продуцентів

№ Продуцент рН-
оптимум 

Термоопти -
мум, °С 

Молекулярна
маса, кДа рІ Література 

1 Fagopyrum esculentum – – 70 а 3,7 28  

2 Turbo cornutus 2,8 – – – 25  

3 Pig Liver 7 42 47б – 26  

4 Bacteroid JY-6 7 – 120б 240а 4,2 46  

5 Fusabacterium K-60 5,5  41б 70а 5,2 47  

6 Clostridium stercorarium 7,5 60 50  

7 Pseudoalteromonas species 6,0 40 – – 52  

8 Bacillus sp. GL1 7 50 100б,в 49  

9 
Thermomicrobia sp. (RhmA 

RhmB) 
7.9,

5–6.9 
70 104б 210а і

107б 210а 51  

10 
Lactobacillus plantarum NCC 245
(RhaB1 and RhaB2) 

7 і 5 50 і 60 73б, 155в,а

57б 100в,а 53  

11 Lactobacillus plantarum 7 – – 54

12 L. acidophilus 6 – – 54  

13 Corticium rolfsii 2 – – 40  

14 Pseudomonas paucimobilis FP2001 7,8 45 112б,а 7,1 56  

15 Pichia angusta X349 6 40 88б 90в 4,9 45  

16 Rhizopus nigricans 6,5 60–80 – –

17 Aspergillus aculeatus (RhaA and RhaB) 4,5–5,0 – 92б і 85б 34  

18 
A. aculeatus (pnp-rhamnohydrolase and
RG-rhamnohydrolase) 

5,5 і 4 60 87б і 84б 29  

20 A. nidulans 4,5–6 60 102б 5 35  

21 A. terreus 5,5 60 89б, 97а 32  

22 A. flavus 6,5 50 40 6  

23 A. flavus MTCC-9606 11,0 50 41 – 59  

24 A. niger 4 50 168а – 36  

25 A. kawachii 4 50 90б – 37  

26 A. kawachii 4,5 60 – – 29  

26 Mucor racemosus  5,5–6,5 55–60 – – 29  

27 Fusarium sambucinum 5,5–6,5 55–60 – – 29  

28 Penicillium aureatiogriseum – 60 – – 29  

28 Trichoderma longibrachiatum 4,5–5,5 60 – – 29  

29 Fusarium solani 6,5 – – – 29  

30 Curvularia lunata 4 50 66б – 38  

31 Absidia sp. 5 40 53б – 42  

Примітка. Молекулярну масу визначено за допомогою:
а — гель-фільтрації;
б — SDS-PAGE;
в — PAGE. 
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А — нарингін (С27Н32О17, М 580,5)

Б — кверцитрин (С21Н20О11, М 448,4)

Е — неогесперидин (С28Н34О15, М 610,6)

Є — понцирин (С28Н34О14, М 594,6)

В — рутин (С27Н30О16, М 610,6)

Г — гесперидин (С28Н34О15, М 610,6)

Д — сайкосапонін С (C48H78O17, М 927,1)
З — гінзенозид Re (С48Н82О18, М 947,17) 

Ж — азіатикозид (С48Н78О19, М 959,14)

Рис. 3. Структури природних субстратів α-L-рамнозидаз [6]
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α-L-рамнозидази, а також значення Кm для
п-нітрофеніл-α-L-рамнозиду, нарингіну, гес-
перидину, рутину, кверцитрину, понцири-
ну, сайкосапоніну С, просцилардину А
і неогесперидину. Різні α-L-рамнозидази
здатні гідролізувати α-1,2-, α-1,3-, α-1,4- і α-
1,6-глікозидні зв’язки. Кm для п-нітрофеніл-
α-L-рамнозиду знаходиться в межах
0,057–2,8 мМ, для нарингіну — 0,021–1,9 мМ,
геспередину — 0,02–1,3 мМ, рутину —
0,028–1,44 мМ, кверцитрину — 0,077–0,89 мМ,
понцирину — 0,02–0,93 мМ. 

Monti зі співавт. [29] вивчали субстратну
специфічність α-L-рамнозидаз, ізольованих
з різних видів грибів з використанням таких
L-рамнозовмісних природних глікозидів,
як рутин, гесперидин, нарингін, кверцит-
рин, гінзенозид та азіатикозид. Результати
скринінгу продуцентів α-L-рамнозидази
свідчать про їхню різну специфічность. Так,
ензим, отриманий з A. аculeatus, характе -
ризувався широкою субстратною специ -
фічністю щодо різних субстратів, зокрема
був ефективним стосовно кверцитрину, 

Таблиця 2. Субстратна специфічність α-L-рамнозидаз

№ Продуцент Субстрат Тип зв’язку Кm

Специфічна
активність,

од/мл

Літера -
тура

1 Fagopyrum esculentum
п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид
6-О-α-L-рамнозил-D-глюко-
піраноза

α-1 
α-1,4

0,33
2,2

– 
–

28  
28

2 Bacteroides JY-6

п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид
Неогесперидин 
Нарингін
Понцирин
Гесперидин
Рутин
Сайкосапонін С

α-1
α-1,2
α-1,2
α-1,2
α-1,6
α-1,6
α-1,4

0,29
0,82
0,89
0,93
1,33
1,44
1,6

162,57
190,21
242,67
174,60
109,31
88,12
2,93

46
46
46
46
46
46
46

3 Pseudomonas paucimobi-
lis FP2001

Гесперидин
Просцилардин А
Рутин
Нарингін
Сайкосапонін С
Кверцитрин
п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид

α-1,6
α-1

α-1,6
α-1,2
α-1,4
α-1
α-1 

0,06
0,07
0,13
0,17
0,88
0,89
1,18 

0,12
1,48
0,17
0,18
2,52

11,20
92,40 

56
56
56
56
56
56
56

4 Fusobacterium K-6

п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид 
Кверцитрин
Гесперидин
Нарингін
Понцирин
Рутин

α-1
α-1

α-1,6
α-1,2
α-1,2
α-1,6

0,057
0,077
0,022
0,021
0,020
0,028 

3,40
5,00
0,52
0,34
0,35
0,07 

47
47
47
47
47
47

5 Clostridium stercorarium
п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид
Нарингін
Гесперидин 

α-1
α-1,2
α-1,6

–
–
– 

82
1,5

0,46

50
50
50

6 Bacillus sp. GL1(RhaA 
і RhaB)

п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид
Нарингін
Гелан 

α-1
α-1,2
α-1,3

0,1190
0,282

–

104;79,4
–
–

49
49
49

7 Pichia angusta X349

Нарингін
Рутин
Гесперидин
Кверцитрин

α-1,2
α-1,6
α-1,6
α-1 

–
–
–
–

–
–
–
–

45
45
45
45

8 Absidia sp. 20(S)-гінсенозид
20(R)-гінсенозид

α-1,2
α-1,2 

–
–

–
– 21

9 Aspergillus niger Нарингін α-1,2 1,9 21 31

10 A. aculeatus (RhaA 
і RhaB) п-Нітрофеніл-α-L-рамнозид α-1 0,3

2,8 24,14 34

11 Stagonospora avenae Авенакозид-α-L-рамнозид α-1,4 0,091 – 41
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який не гідролізували препарати α-L-рамно-
зидаз, одержаних з представників тих самих
видів. Цей факт можна пояснити мінливіс-
тю штаму або альтернативними умовами
культивування. Незважаючи на можливість
стеричної перешкоди, через прямий зв’язок
α-L-рамнозильного залишку з агліконом,
ензими, отримані з Mortierella alpinа,
Penicillium oxalicum та Talaromyces flavus,
були здатні використовувати кверцитрин як
субстрат, тоді як його гідроліз раніше було
відзначено лише у бактеріальних та тварин-
них α-L-рамнозидаз.

Комплексний глікозид гінзенозид ефек-
тивно дерамнозилювали препарати ензимів
зі штамів A. аculeatus, E. nidulans, P. оxali-
cum, хоча раніше [55] встановлено, що лише
α-L-рамнозидаза, що її отримали зі штаму
Absidia sp. 39, який культивували в присут-
ності водного екстракту з коренів женьше-
ню, була здатна гідролізувати гінзенозид. 

Терпеновий глікозид азіатикозид слугу-
вав субстратом для α-L-рамнозидази A. terre-
us, E. nidulans, F. oxysporum та ензиму,
отриманого внаслідок його індукції нарингі-
ном у T. flavus. Ензимні препарати, одержані
з A. аculeatus, A. niger, що переважно гідро-
лізували α-1,2- та α-1,6-глікозидні зв’яз ки,
були активними також щодо азіатикозиду
(α-1,4-глікозидний зв’язок).

У деяких випадках препарати α-L-рам-
нозидаз, які отримували з одних і тих самих
продуцентів за культивування їх у присут-
ності різних індукторів, виявляли різну суб-
стратну специфічність. Наприклад, препа-
рат, одержаний під час вирощування T. fla vus
CCF 2686 на середовищі з нарингіном, ви -
являв широку субстратну специфічність,
тоді як препарат, отриманий у разі вирощу-
вання продуцента на середовищі з L-рамно-
зою, був активним лише стосовно рутину та
кверцитрину. α-L-рамнозидази, одержані за
культивування з E. nidulans CCF 2912 на
середовищі з L-рамнозою, гесперидином або
нарингіном, також виявляли різну суб-
стратну специфічність.

Механізм каталітичної дії глікозидаз

Конкретних фактів щодо механізму дії
α-L-рамнозидаз вкрай мало, оскільки від-
сутні дані щодо хімії та кінетики ензимів із
більшості досліджених джерел. Хоча за ана-
логією з іншими глікозидазами ймовірно
має місце розщеплення зв’язків між С-ато-
мом рамнози і киснем субстратів. Так, вста-
новлено, що відбувається розрив зв’язку
між атомом кисню та нередукуючим залиш-

ком оліго- і полісахариду, до якого глікози-
даза виявляє найбільшу специфічність.
Відомо, що α-L-рамнозидаза у субстратах діє
на С1–О або О–Сn (для α-L-рамнозидаз n = 2,
4, 6) [55].

Zverlov зі співавт. [50] вивчали тип
ензимного механізму рамнозидазної реак-
ції, аналізуючи продукти гідролізу п-нітро-
феніл-α-L-рамнопіранозиду за допомогою
1Н-ЯМР-спектроскопії. У результаті взаємо-
дії субстрату та ензиму на спектрі визначали
пік β-рамнози, який ідентифікували раніше
за α-ізомер. Такий характер кінетичної
поведінки визначає механізм гідролізу, за
яким β-рамноза набуває форми α-рамнозиду
за рахунок зміщення, стихійно мутаротую-
чи в α-форму. Подібний механізм був
і в рамногалактуронан-гідролази A. aculeatus,
в якій також виявлено інвертування [63].

На цей час існує розвинена Жеребцовим
зі співавт. [64] ідея про ідентичність меха-
нізму розщеплення глікозидних зв’язків
глікозидазами. Дослідники виходять із при-
нципу орієнтованої спряженої атаки елек-
трофільних та нуклеофільних груп на гліко-
зидний зв’язок молекули оліго- або
полі сахариду. Суміщення на поверхні моле-
кули ензиму на близькій відстані великої
кількості чітко орієнтованих іонних груп
забезпечує умови для багатофункціонально-
го каталізу. Однак у самому акті каталізу
у глікозидаз, як правило, беруть участь дві
групи, що утворюють спряжену систему.
Інші групи беруть участь у створенні  додат-
кових зв’язків з активним центром ензиму,
необхідних для орієнтації молекули суб-
страту, і зумовлюють специфічність дії глі-
козидаз. Каталітично активні групи, які
містяться на різних, але визначених відста-
нях одна від одної, не тільки зв’язуються з
реагуючими групами субстрату, але й спри-
чинюють сильну поляризуючу дію на ці
групи. Саме такі властивості притаманні
карбоксильній та імідазольній групам.
Мала величина рКв, незначна теплота іоніза-
ції карбоксильної групи визначають її існу-
вання у вигляді карбоксилат-іону з яскраво
вираженими нуклеофільними властивостя-
ми. Важлива роль в акті каталізу імідазоль-
ної групи зумовлена резонуючою структу-
рою її гетероциклу, здатного діяти як
переносник позитивних та негативних груп.
Виходячи з того, що рНоп для багатьох рам-
нозидаз має місце за значень 5,0, рКв кар-
боксильної групи коливається в межах
2,2–3,5, рКа імідазольної — 5,5–7,0 (ΔрК =
рКа — рКв ≈ 3,5); у каталітично активній
парі карбоксил–імідазол карбоксильна
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група міститься у вигляді карбоксилат-іону,
а імідазольна — протонованого імідазолію.
Пара карбоксил–імідазол утворює систему
карбоксилат–імідазолій, яка функціонує за
типом кислотно-основного каталізу. Роль
електрофільної (протондонорної) групи відво-
диться імідазолію, тимчасом як карбоксилат-
іон виконує функцію нуклеофілу. Під впли-
вом цієї системи у глікозидному зв’язку
глікокон’югатів відбувається зміщення елек-
тронів від карбоксилат-іону до імідазолію, що
й призводить до розщеплення цього зв’язку.

Роль карбоксильної та імідазольної
групи показано раніше для α-L-рамнозидази
Penicillium commune [65], а також підтвер-
джено нашими дослідженнями α-L-рамно-
зидаз Eupenicillium erubescens [66] та
Cryptococcus albidus [67].

Дія рамнозидаз на нередукуючі кінці
оліго- або полісахаридів свідчить про те, що
ці кінці відіграють важливу роль у механіз-
мі каталізу, виконуючи функцію контактної
ділянки у разі утворення комплексу ензим-
субстрат з комплементарною контактною
ділянкою активного центру глікозидази.

Інгібітори α-L-рамнозидаз

Інтерес до синтетичних інгібіторів α-L-
рамнозидаз виник у зв’язку з тим, що було
показано здатність деяких сполук такого
типу інгібувати глікозидазу, порушуючи 

процесинг глікопротеїну вірусу імунодефі-
циту людини. У низці робіт було описано
синтез інгібіторів α-L-рамнозидаз та інших
глікозидаз [68–76]. Відомі окремі повідом-
лення про інгібування α-L-рамнозидаз L-
рамнозою, глюкозою, лимонною кислотою
і деякими іонами металів (табл. 3) [67–76].
Показано інгібуючий вплив Сu2+, Cd2+, Mg2+

і Mn2+ на активність α-L-рамнозидаз A. nidu-
lans [35], A. aculeatus [34], A. niger [36],
Sphingomonas sp. R1 [48]; Ba2+ — на S. pauci-
mobilis; Hg2+ — на A. terreus, Bacillus sp.,
C. stercorarium; п-хлормеркурибензоату —
на P. angusta, Bacteroides sp., C. stercorarium
(табл. 3).

Деякі катіони здатні стимулювати α-L-
рамнозидазну активність: Ca2+ — Absidia sp.,
A. terreus, Bacillus sp., Emericella nidulans,
L. plantarum, Sphingomonas paucimobilis [36,
64]; Co2+ — A. terreus, L. plantarum; Mg2+, Zn2+ —
P. ulaiense [77], Absidia sp., A. terreus [55].

Багато ензимів активуються у присут-
ності сполук, що містять сульфгідрильну
групу (таких, як цистеїн та глутатіон).
Разом з тим відзначають і неспецифічне інгі-
бування ензимів за дії речовин, які утворю-
ють з протеїнами нерозчинні осади або бло-
кують в них SH-групи. Існують також
інгібітори, гальмування каталітичних фун-
кцій ензимів якими базується на специфіч-
ному зв’язуванні цих інгібіторів з певними
хімічними групами активного центру [55].

Таблиця 3. Інгібітори α-L-рамнозидаз

Мікроорганізм Інгібітори Література 

А. aculeatus 
Rha A 
Rha B

Рамноза 
Рамноза 

34  

A. nidulans Рамноза, Mg2+ 35  

A. niger Рамноза 36  

A. terreus Рамноза, етанол, глюкоза, Hg2+, Cd2+ 32 

Pennicillium sp. Рамноза, глюкоза 29  

P. angusta Рамноза, Cu2+, Hg2+, п-хлормеркурибензоат 45  

Bacillus sp. 
Rha A 
Rha B

Рамноза, Hg2+

Рамноза, Hg2+, Cu2+, Fe3+, глюкоза, 6-дезоксиглюкоза 
49

Bacteroides sp. Рамноза, фукоза,лимонна кислота, 1,4-лактон, Pb2+, 
п-хлормеркурифенілсульфонід 

46  

C. stercorarium Hg2+, Cu2+, Zn2+, SDS, п-хлормеркурибензоат 50  

S. paucimobilis Cu2+, Pb2+, Cd2+, Zn2+, Ba2+ 48  

Thermomicrobia 
Rha A 
Rha B

Рамноза, глюкоза, етанол   
Рамноза, глюкоза, етанол, Zn2+

51  

Примітка. Активність в ензиматичному середовищі визначали з використанням як субстрату п-
нітрофеніл-α-L-рамнопіранозиду.
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Встановлено [32, 55], що дитіотрейтол не
впливав на активність α-L-рамнозидаз
у A. terreus, L. plantarum, що дало змогу
дійти висновку про незначну роль SH-груп
в каталітичній активності. 

Структура

α-L-рамнозидази належать до глікозидаз
з каталітичним доменом у вигляді (α/α)6-
барель. Цей тип просторової структури
представлений у глікозил-гідролазах трьох
кланів: GH-G, GH-L, GH-M. Усі відповідні
ензими перетворюють аномерну конфігура-
цію субстрату. Таку саму просторову струк-
туру мають і глікозидази родин GH9, GH47,
GH76, GH78, GH88, GH92, GH94 (раніше
GH36), GH95, GH100, GH105 і GH116,
а також полісахаридліази з родини PL10.
У класифікації Pfam їм відповідає клан
CL0059 [78], а в класифікації С-родин — С6
[79]. За класифікацією SCOP глікозидази
цієї групи віднесено до двох суперродин —
Six-haіrpin glycosidases і Seven-hairpin gly-
cosidases — у складі фолду alpha/alpha toro-

id [80]. Слід відзначити, що каталітичний
домен родини GH47 має модифіковану
структуру (α/α)7-барель. Філогенетичний
аналіз дозволяє виділити чотири групи про-
теїнів у складі цієї родини [81]. У складі
родини GH8 було виділено три підродини
[82], GH15 — чотири [83], GH9 — три струк-
турних субкласи рослинних протеїнів [84].

Ітеративний скринінг бази даних аміно-
кислотних послідовностей за допомогою
протеїнів родини GH78 дав змогу прослідку-
вати еволюційні зв’язки з представниками
родин GH94, GH63, GH15, GH37, GH95
і GH65 глікозил-гідролаз. Статистично
менш достовірні зв’язки вдалось також вста-
новити з протеїнами родин GH92, GH9, GH8
і GH48 [85].

На цей час визначено кристалічну струк-
туру лише однієї α-L-рамнозидази — Rha B
Bacillus sp. GL 1 [86]. Молекулярна маса
ензиму — 106 кДа, він містить 956 аміно-
кислотних залишків. Структура (рис. 4 a, b)
складається з 5 доменів, позначених відпо-
відно N (червоним кольором), D1 (блакит-
ним), D2 (сірим), A (жовтим) і C (синім). 

Рис. 4. Загальна структура Rha B:
а — вигляд спереду — гомодимерна структура; 
b — вигляд збоку; 
c — топологічна діаграма Rha B. 

Циліндри — α-спіралі, стрілочки — β-спіралі; сірі кулі — іони кальцію; зелені палички і червоні
кулі — гліцерол. Червоним кольором позначено домен N, блакитним — домен D1, сірим — домен D2, 
жовтим — домен А, синім — домен C

a b

c
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Вторинні елементи показано на рис. 4, с.
Домени N, D1, D2 і C відповідають β-сендвіч-
структурі, домен А — (α/α)6-барель-структу-
рі. Третинні структури, подібні до Rha B,
виявлено і внесено до банку даних DAL1.
Деякі складові структури Rha B подібні до
первинної структури фосфорилази хітобіози
Vibrio proteoliticus і фосфорилази мальтози
Lactobacillus brevis, хоча різниця в первинній
структурі цих двох ензимів є дуже суттєвою.

Встановлено [6], що рамноза зв’язується
зі щілиною (α/α)6-барель домену. Декілька
негативно заряджених залишків, таких як
Asp567, Glu572, Asp579 і Glu841, зв’язу-
ються з рамнозою. Оскільки RhaB-мутанти
за цими залишками радикально знижують
ензиматичну активність, це свідчить про їх
важливу роль в ензиматичному каталізі та
субстратному зв’язуванні. 

Практичне використання α-L-рамнозидаз

α-L-рамнозидази можуть бути викорис-
тані в різних галузях промисловості, зокре-
ма харчовій, фармацевтичній та хімічній.

Головне використання α-L-рамнозидаз
у харчовій промисловості спрямовано на
поліпшення якості напоїв (зменшення гір-
коти, підсилення аромату вин) і виробниц-
тво харчових добавок. Біотехнологічні під-
ходи до зменшення гіркоти цитрусових
соків базуються на здатності цього ензиму
гідролізувати нарингін і лимонін. Нарин -
гіназа, яка містить α-L-рамнозидазу і β-D-
глюкозидазу, поступово гідролізує нарингін
(рис. 2). α-L-рамнозидаза розщеплює нарин-
гін до рамнози і пруніну, а β-D-глюкозида-
за — прунін до глюкози і нарингеніну (рис. 2).
Гіркота нарингеніну становить лише 1/3 від
гіркоти нарингіну, а прунін є менш гірким,
ніж нарингінін. Фактично лише перша глі-
козидазна активність, а саме α-L-рамнози-
дазна, є важливою. Можливість ензиматич-
ного шляху зменшення рівня гіркоти було
показано на обох нарингіназах — водороз-
чинній та іммобілізованій [87–95].

α-L-рамнозидазу застосовують для ви -
вільнення з терпенових глікозидів — рути-
нозидів (6-О-α-L-рамнопіранозил-β-D-глю-
копіранозидів) — ароматичних сполук, які
здатні підсилювати аромат виноградних
соків та отриманих з них напоїв [96]. α-L-
рамнозидазу широко використовують у про-
цесі виноробства. Однією з важливих харак-
теристик якості вин є ароматичний букет,
істотний внесок у створення якого роблять
монотерпени, що містяться у винограді част -
ково у вигляді вільних летких форм, а част -

ково — як глікозидзв’язані нелеткі поперед-
ники. До їх складу входять β-D-глюкопіра-
нозиди та диглікозиди, а саме: 6-О-α-L-
арабі нофуранозил-β-D-глюкопіранозид
і 6-О-α-L-апіофуранозил-β-D-глюкопірано-
зид, які є потенційним джерелом букета
в традиційному виноробстві. Глікозид зв’я -
за ні леткі речовини можна вивільнити дво -
стадійним ензимним гідролізом. На першій
стадії глікозидний зв’язок розщеплює α-L-
рамнозидаза, α-L-арабінофуранозидаза або
β-D-апіозидаза з вивільненням відповідного
монотерпеніл-β-D-глюкозиду, а на другій — β-
D-глюкозидаза вивільняє монотерпенол [55].

Окрім виробництва вин, α-L-рамнозида-
зи використовують у процесі виготовлення
соків, підвищуючи їхні смакові властивості.
Оскільки глікозиди флавоноїдів є більш біо-
доступними, ніж їх рутинозиди (глюкоза +
рамноза), обидві α-L-рамнозидази A. aculea-
tus (rhaA і rhaВ) застосовують у виробниц-
тві функціональних напоїв, у яких збільше-
но вміст біофлавоноїдів [94]. Інкубування
соків з чорної смородини, апельсинового
соку з rhaA або rhaВ сприяє збільшенню
вмісту флавоноїдних рутинозиду і глюкози-
дів (антоціанінів — у чорній смородині, фла-
вонів — в апельсиновому соці, флавонолів —
у зеленому чаї).

α-L-рамнозидази використовують у ви -
роб ництві біологічно активних добавок: різ-
них біополімерів і підсолоджувачів [95].

Здатність рамнозидів та їхніх похідних
підвищувати імунітет відкрила широке поле
для застосування α-L-рамнозидаз у фарма-
цевтичній промисловості [92]. Так, після
глікозидазної обробки екстракти рослини
Ruscus aculeatus набувають протизапальної
[28] та цитостатичної [56] дії, що уможлив-
лює їх використання для лікування хроніч-
ної венозної недостатності [93, 96]. Такі
властивості екстрактів зумовлені наявністю
стероїдних сапонінів: русцину і рускозину
та їхніх похідних — деглюкорусцину, де -
глюкорамнорузцину та деглюкорузкозиду
[97, 98].

Встановлено вплив гінзенозиду Rg 1,
отриманого з гінзенозиду Re за дії α-L-рамно-
зидази, на кількість інсулінових рецепторів у
мембранах печінки й мозку та на вміст поза-
клітинного циклічного аденозинмонофосфа-
ту (цАМФ). Видалення залишків рамнози
перетворює гіпенозид 5 на гінсенозид Rd,
який запобігає травмам нирок у разі ви ко -
ристання протипухлинних препаратів [99]. 

Хлорополіспорини А, В, С та їхні частко-
во деглікозильовані похідні — нові члени
родини глікопептидних антибіотиків,
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активних проти грампозитивних бактерій, у
тому числі клінічних ізолятів метицилінре-
зистентних Staphylococcus та анаеробних
ентеробактерій. Дерамнозильні похідні,
отримані обробленням α-L-рамнозидазою,
більш активні порівняно з вихідними ком-
понентами [100].

α-L-рамнозидази застосовують для одер-
жання багатьох лікарських засобів, а також
їх попередників. Ензим гідролізує сапонін
діозген з утворенням рамнози і діозгеніну.
Останній використовують для отримання
синтетичного прогестерону, який входить до
складу гормональних лікарських засобів.
Флаванол кверцитин, який утворюється
у процесі гідролізу кверцитрину α-L-рамно-
зидазою, виявляє антиоксидантні, антикан-
церогенні, протизапальні, антиагрегаційні,
судинорозширювальні властивості. Гес пе -
ри тину, який отримано під час гідролізу α-
L-рамнозидазою гесперидину, притаманні
протипухлинні властивості [101]. Унаслідок
відщеплення рамнози від рутину утворюєть-
ся кверцитин-3-глюкозид, який виявляє
антиоксидантну дію. Прунін, дерамнозильо-
ваний продукт нарингіну, має протизапаль-
ну активність щодо вірусних ДНК/РНК [6].
Показано, що сайкосапоніни та їхні метабо-
літи збільшують рівень кортикостероїдів
у крові [61].

Унаслідок дії α-L-рамнозидаз біофлаво-
ноїди можуть бути використані як активні
інгредієнти косметичних засобів проти ста-
ріння шкіри, у разі вугрового висипання,
при гіпоактивному та гіперактивному ста-
нах шкіри та для сонцезахисту. Переваги
застосування їх у препаратах по догляду за
волоссям, ротовою порожниною, а також як
природних та безпечних консервантів кос-
метичних засобів беззаперечні.

Використання α-L-рамнозидаз у хімічній
промисловості пов’язано зі здешевленням
виробництва рамнози. Разом з тим α-L-рам-
нозидази в останні роки отримують як попе-
редники для індустріального виробництва
ароматичних речовин і хіральні компоненти
хімічного синтезу. Оскільки рамноза не син-
тезується як вільний мономер, він має бути
одержаний з α-L-рамнозовмісних глікозидів
або полісахаридів, однак ця властивість
обмежена доступністю сировини. У цьому
контексті розвивається інтеграція мікро-
бних/ензимних процесів для одержання
рамноліпідів та L-рамнози з рапсової олії
[102] і збільшення виходу рамнози з рамно-
ліпідів. 

Запатентовано процеси виробництва чис-
тих антоціанідних глікозидів із чорної
смороди ни і антоціанідних рутинозидів
з ізо кверцитрину шляхом оброблення α-L-
рам нозидазою [103, 104].

Глікозилювання, каталізоване α-L-рам-
нозидазами, можна застосовувати як одно -
кроковий шлях одержання чистих рамнози-
дів. Дослідники [105, 106] пропонують
ензиматичний синтез коротких ланцюгів
алкіл-α-L-рамнозидів з використанням рам-
нози або нарингіну як глікозилюючих аген-
тів та водорозчинних спиртів як акцепторів.

Однак на сьогодні в Україні препарати α-
L-рамнозидаз відсутні, а висока вартість
комерційних ензимних препаратів інозем-
ного виробництва (США) суттєво гальмує їx
використання в промислових технологіях.
З огляду на це пошук нових більш доступ-
них і ефективних джерел високоспецифічних
α-L-рамнозидаз та всебічне їx дослідження
є вельми актуальними у науко во-теоретич -
ному і практичному аспектах. 
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МИКРОБНЫЕ α-L-РАМНОЗИДАЗЫ:
ПРОДУЦЕНТЫ, СВОЙСТВА,

ПРАКТИЧЕСКОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ

Е. В. Гудзенко, Л. Д. Варбанец

Институт микробиологии и вирусологии 
им. Д. К. Заболотного НАН Украины, Киев

Е-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

Обзор посвящен α-L-рамнозидазам, кото-
рые гидролитически отщепляют концевые
невосстановленные α-1,2-, α-1,4- и α-1,6-свя-
занные остатки L-рамнозы в α-L-рамнозидах.
Рассмотрены методы определения α-L-рамно-
зидазной активности с помощью как природ-
ных, так и синтетических субстратов. Эти
энзимы найдены в растениях, у животных,
дрожжей, грибов и бактерий. Показано, что
наиболее активными биосинтетиками являют-
ся микромицеты. Описаны методы выделения
и очистки α-L-рамнозидаз микробного про-
исхождения, которые включают осаждение
энзима с растворов органическими растворите-
лями и нейтральными солями, диализ, ультра-
фильтрацию, гель-фильтрацию, ионообмен-
ную и афинную хроматографию. Обобщены
данные о физико-химических свойствах (рН-
оптимуме, термооптимуме, молекулярной
массе), субстратной специфичности α-L-рам-
нозидаз. Установлено, что энзимные препара-
ты, полученные от одних и тех же продуцентов
при культивировании в присутствии различ-
ных индукторов, проявляли разную субстрат-
ную специфичность. Показано, что α-L-рамнози-
дазы относятся к гликозил-гидролазам с
каталитическим доменом (α/α)6-барель.
Биотехноло гические свойства энзима направ-
лены на использование в пищевой, фармацев-
тической и химической промышленности. В
пищевой промышленности α-L-рамнозидазы
применяют для улучшения качества напитков
(уменьшения горечи, усиления аромата вин)
и производстве пищевых добавок, в фармацев-
тической — для получения многих лекарст-
венных препаратов, а также их предшествен-
ников, в химической — в качестве
пред шественников для производства рамнозы.

Ключевые слова: α-L-рамнозидаза, проду цен -
ты микробного происхождения, физико-
химические свойства, субстратная специ фич -
ность, практическое использование.
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The review is concern with α-L-rhamnosida -
ses that hydrolytically cleave the terminal unre-
covered α-1, 2-, α-1, 4- and α-1, 6-linked rham-
nose residues in α-L-rhamnosides. It was
considered the methods of determination of α-L-
rhamnosidase activity both with natural and
synthetic substrates. These enzymes were found
in plants, animals, yeasts, fungi and bacteria. It
was shown that the most active biosynthetics are
micromycetes. Methods of extraction and purifi-
cation of α-L-rhamnosidases of microbial origin,
which include the precipitation of enzyme from
solutions by organic solvents and neutral salts,
dialysis, ultrafiltration, gel-filtration and ion-
exchange chromatography on columns are
described. The data of physical and chemical
properties (thermal and pH optima and molecu-
lar weight), substrate specificity of α-L-rham-
nosidases were generalized. Enzymatic prepara-
tions that were obtained from the same producer
during cultivation at the presence of different
inductors showed different substrate specificity.
α-L-Rhamnosidases refer to glycosyl-hydrolases
with catalytic domen (α/α)6-barrel. Biotechno lo -
gical properties of enzyme are directed to usage
in food, pharmaceutical and chemical industries.
In food industries, α-L-rhamnosidases are used
for increasing of drinks quality (lowering of bit-
terness and improvement of wine aroma) and
production of food additives. In pharmaceutical
industry α-L-rhamnosidases could be used for
obtaining of drugs and their precursors. In
chemical one ⎯ as precusor for rhamnose pro-
duction.

Key words: α-L-rhamnosidase, producers of mic -
robial origin, physical and chemical properties,
substrate specificity, industrial application. 




