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А ННОТА Ц И Я
Особенности структуры протопектинового комплекса растительной ткани предполагают необходимость 
проведения точечной деструкции отдельных гликозидных связей в структуре полимерных цепей рамно-
галактуронана для промышленного производства пектина. В состав этих цепей входят гомогалактурона-
новые участки и зоны ветвления. В связи с тем, что основную функциональную нагрузку несут гомога-
лактуронановые фрагменты протопектинового комплекса, целевыми являются гликозидные связи между 
остатками рамнозы и галактуроновой кислоты. Для их направленной деструкции наиболее целесообразно 
использовать ферменты лиазного и гидролазного действия. Целью данного обзора является систематиза-
ция представлений о молекулярных особенностях ферментов лиазного и гидролазного действия, катали-
зирующих процесс ферментативной деструкции основной цепи рамногалактуронана. В статье рассматри-
ваются систематики лиазных и  гидролазных ферментов по механизму деструкции гликозидных связей 
и по молекулярной структуре. Показано, что данные классификации пересекаются, в результате чего в ка-
ждое семейство может входить как одна, так и несколько групп ферментов. В обзоре показано основное 
структурное отличие ферментов лиазного и гидролазного действия, заключающееся в обязательном при-
сутствии в составе лиазных ферментов катионов Ca2+. Эти катионы участвуют в стабилизации конформа-
ции молекулы фермента и в самом каталитическом процессе, блокируя остаток галактуроновой кислоты. 
В составе целевых гидролазных ферментов катионы Ca2+ отсутствуют. Молекулярные особенности лиаз-
ных ферментов определяют чувствительность их каталитической активности к присутствию катионов Ca2+ 
в системе. Превышение определенной концентрации способно приводить к антагонистическому эффекту. 
В отношении гидролазных ферментов однозначное представление на этот счет отсутствует. Показана не-
обходимость исследования подходов к оценке целесообразности предварительного частичного удаления 
катионов из субстрата.
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A BST R ACT
Special features of the protopectin complex structure of plant tissue suggest the necessity of performing point de-
struction of certain glycoside bonds in the structure of rhamnogalacturonan polymer chains for industrial produc-
tion of pectin. These chains include homogalacturonan sites and branching zones. As the homogalacturonan frag-
ments of the protopectin complex carry the main functional load, glycoside bonds between residues of rhamnose 
and galacturonic acid are targeted bonds. For their directional destruction, it is most expedient to use enzymes 
of lyase and hydrolase action. The aim of this review is to systemize notions of molecular specific features of 
enzymes of lyase and hydrolase action that catalyze the process of enzymatic destruction of the rhamnogalactu-
ronan main chain. The paper examines systematics of lyase and hydrolase enzymes by mechanism of destruction 
of glycoside bonds and by molecular structure. It is shown that the classification data intercross, as a result, each 
family can include one or several enzyme groups. The review shows the main structural difference of enzymes 
of lyase and hydrolase action that consists in the obligatory presence of Ca2+ cations in the composition of lyase 
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enzymes. These cations take part in stabilization of conformation of the enzyme molecule and in the catalytic 
process per se blocking the residue of galacturonic acid. Ca2+ cations are absent in the composition of targeted 
hydrolase enzymes. Molecular specific features of lyase enzymes determine sensitivity of their catalytic activity 
to the presence of Ca2+ cations in the system. Exceeding certain concentration can lead to the antagonistic effect. 
There is no unambiguous idea of this regarding hydrolase enzymes. The review demonstrates the necessity of 
studying approaches to assessment of expediency of preliminary partial removal of cations from the substrate.

FUNDING: The article was published as part of the research topic № 0585–2019–00015 of the state assignment of the V. M. Gorbatov Federal Research 
Center for Food Systems of RAS.

1. Введение
Растительное сырье и  продукты его первичной пере-

работки являются источником биологически активных со-
ставляющих олиго- и полигликановой природы [1]. Один из 
ключевых компонентов растительного сырья представляет 
собой совокупный массив клеточных стенок, срединных 
пластинок и межклетников [2]. В основе этих составляющих 
лежит сложный матрикс из олиго- и  полисахаридов (ара-
бинанов, галактанов, арабиногалактанов, ксиланов, араби-
ноксиланов, целлюлоз), производных (гомогалактуронанов, 
рамногалактуронанов I  и  II, арабиногарактуронанов I  и  II, 
ксилогалактуронанов, и др.) [3, 4], структурных белков (экс-
тенсина, экспансина и  арабиногалактанового протеина) 
и полифенолов (лигнинов) [3, 5]. Сюда же входит и некоторое 
количество инкорпорированных локальных белковых агло-
мераций межклеточной транспортной системы, сигнальной 
системы и т. д. [2, 5]. Все компоненты матрикса объединены 
в  единую разветвленную надмолекулярную структуру по-
средством эфирных, боратных и водородных связей, а также 
солевых мостиков с участием поливалентных катионов ме-
таллов (преимущественно Ca2+ и Mg2+) и остатков фосфорной 
кислоты.

Молекулярная структура олиго- и полигликановых ком-
понентов матрикса клеточных стенок в  значительной сте-
пени варьирует в зависимости от таксономической принад-
лежности растительного организма (Рисунок 1). Также она 
зависит от локализации и физиологических функций ткани, 
от этапа вегетационного периода, от почвенно-климатиче-
ских и погодных условий, микробиологического фона, усло-
вий культивирования, степени зрелости, а также от условий 
и продолжительности хранения.

Глубокая переработка растительной ткани и вторичных 
продуктов её обработки, предполагающая максимально 

полную фрагментацию исходного матрикса на составляю-
щие компоненты, имеет большие перспективы. Это связано 
с  наличием значительного биологического и/или техниче-
ского потенциала пектиновых веществ, растворимых и не-
растворимых пищевых волокон, их производных и  других 
компонентов.

В настоящее время из всех нативных компонентов кле-
точных стенок растительной ткани и вторичных продуктов 
её переработки наибольший спектр физико-химических 
свойств, обладающих выраженной потребительской ценно-
стью, соответствует пектиновым веществам  — продуктам 
направленной фрагментации нативного протопектинового 
комплекса исходного сырья. Основную нагрузку в процессе 
реализации этих свойств пектиновыми веществами несут 
гомогалактуронановые участки их молекул. Соответствен-
но, для выделения из растительного сырья гомогалакту-
ронановой составляющей посредством фрагментации на-
тивного протопектинового комплекса матрикса клеточных 
стенок наиболее эффективным является ферментативное 
воздействие на целевые гликозидные связи, фиксирующие 
гомогалактуронановые участки в полимерных цепях.

Результаты наших предыдущих исследований [6,7] 
 позволили разработать методологический подход к опре-
делению целесообразности ферментативной фрагмен-
тации протопектинового комплекса на основе системы 
критериев Основной акцент был сделан на представлении 
гомогалактуронана как неотъемлемой составляющей бо-
лее сложной структуры — рамногалактуронана. При этом 
последний характеризуется наличием дополненной зоны 
ветвления, представляющей собой последовательность пар 
[–α-(1→2)-Rha-α-(1→4)-GalA-]n из остатков α-L-рамнозы 
(Rha, α-L-рамнопиранозы) и  α-D(+)-галактуроновой кис-
лоты (GalA).

Рисунок 1. Структура первичных клеточных стенок двудольных, некоторых однодольных (А) 
и травянистых однодольных (Б) растений [1]

Figure 1. Structure of primary cell walls of dicotyledonous plants, certain monocotyledonous plants (A) and herbaceous monocotyledonous plants (Б) [1]
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В  силу сложности и  высокой степени гетерогенности 
пектиновых молекул в отношении молекулярной структуры 
и углеводного состава, для полной их компонентной фраг-
ментации необходим достаточно большой пул ферментов 
[8–10]. Однако принадлежность гомогалактуронановой со-
ставляющей к структуре рамногалактуронана предполагает 
акцентирование внимания на ферментах, катализирующих 
фрагментацию именно данной структуры. К таковым отно-
сятся ферменты лиазного и гидролазного действия бактери-
ального, грибного и растительного происхождения.

Цель данного обзора заключается в  систематизации 
знаний о  молекулярных особенностях ферментов лиазно-
го и гидролазного действия, отвечающих за осуществление 
каталитического процесса направленной деструкции основ-
ной цепи рамногалактуронана в составе протопектинового 
комплекса матрикса клеточных стенок растительной ткани.

2. Материалы и методы
В качестве объектов исследований были приняты науч-

ные издания отечественных и зарубежных учёных. Область 
исследований включала в себя современные представления 
о  классификации, особенностях молекулярной структуры 
и механизма проявления целевой активности лиазных и ги-
дролазных ферментов, применяемых для направленной 
деструкции углеводного биополимерного матрикса клеточ-
ных стенок растительной ткани. Поиск осуществляли в ба-
зах CAZy, IUBMB Enzyme Nomenclature, ScienceDirect, NCBI, 
Mendeley, Google Scholar, eLibrary, LibGen и  других откры-
тых электронных источниках в соответствии с протоколом 
PRIZMA. Использовали комбинации ключевых слов, вклю-
чающие такие как лиазы, гидролазы, рамногалактуронан, 
протопектин, пектиновые вещества, гликозидные связи, по-
лигликаны, активный сайт, ингибирование. Ключевые слова 
использовали в английском и русском вариантах.

Из результатов поиска были исключены нерецензиру-
емые, малоинформативные и  дублирующие источники, 
а также источники, не относящиеся, либо имеющие опосре-
дованное отношение к теме исследований.

3. Ферментативная деструкция основной цепи 
пектиновых веществ
Ферменты лиазного действия катализируют расщепление 

гликозидной связи между углеводными остатками посред-
ством β-элиминирования (Рисунок 2). При этом происходит 
расщепление α-(1→4)-гликозидных связей между остатками 
α-L-рамнопиранозы и α-D-галактуроновой кислоты на участ-

ках ветвления рамногалактуронана. В процессе расщепления 
возникает L-рамнопиранозильный остаток на восстанавли-
вающем конце одного из фрагментов. В случае эндо-фермен-
тативного процесса на невосстанавливающем конце другого 
фрагмента образуется 4-деокси-4,5-ненасыщенный остаток 
D-галактуроновой кислоты. В  случае экзо-ферментативного 
процесса возможно образование дисахарида 2-О-(4-дезокси-
β-L-трео-гекс-4-енопирануронозил)-α-L-рамнопиранозы 
и укороченного фрагмента основной цепи рамногалактуро-
нана с  4-деокси-4,5-ненасыщенным остатком D-галактуро-
новой кислоты на невосстанавливающем конце.

Ферменты гидролазного действия катализируют ги-
дролитическое расщепление (инверсию) гликозидной 
связи между углеводными остатками (Рисунок 3): про-
исходит расщепление в  присутствии молекулы воды 
α-(1→4)- или α-(1→2)-гликозидных связей между остат-
ками α-L-рамнопиранозы и α-D-галактуроновой кислоты 
с  изменением аномерной конфигурации галактуронового 
остатка до β-формы либо без таковой.

В отношении того, какие именно группы лиазных и ги-
дролазных ферментов целесообразно применять для фраг-
ментирования основной цепи рамногалактуронана, мнения 
исследователей расходятся.

Так, в  настоящее время существует два вида классифи-
кации ферментов  — в  зависимости от целевого действия 
и  в  зависимости от особенностей молекулярной струк-
туры. В  соответствии с  первой классификацией [13], все 
ферменты, фрагментирующие основную цепь рамнога-
лактуронана, представлены шестью группами: две группы 
лиаз (EC4.2.2.23 и  EC4.2.2.24) и  четыре группы гидролаз 
(EC3.2.1.171, EC3.2.1.172, EC3.2.1.173 и EC3.2.1.174). Функци-
ональные особенности каждой из данных групп схематично 
представлены на Рисунке 4.

В группу EC4.2.2.23 входят эндо-лиазы, катализирующие 
расщепление гликозидных связей внутри основной цепи 
рамногалактуронана, тогда как группа EC4.2.2.23 включает 
экзолиазы, результатом действия которых является отще-
пление дисахаридного фрагмента от конца цепи, приводя 
в итоге к её укорочению.

В  группу гидролаз EC3.2.1.171 входят ферменты, 
осуществляющие эндогидролиз α-(1→2)-гликозидной 
связи между остатками α-D-галактуроновой кислоты 
и α-L-рамнопиранозой в основной цепи рамногалактуро-
нана с начальной инверсией ее аномерной конфигурации 
в β-форму остатка α-D-галактуроновой кислоты на восста-
навливающем конце фрагмента рамногалактуронана.

Рисунок 2. Реакция β-элиминирования [11]
Figure 2. Reaction of β-elimination [11]

Рисунок 3. Реакция гидролитического расщепления (инверсии) гликозидной связи [11,12]
Figure 3. Reaction of hydrolytic cleavage (inversion) of glycoside bond [11,12] 
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В группу EC3.2.1.172 входят экзо-гидролазы, осуществ-
ляющие гидролиз α-(1→2)-гликозидной связи между остат-
ками β-элиминированной формы α-D-галактуроновой 
кислоты и α-L-рамнопиранозы в основной цепи рамнога-
лактуронана.

Группа ЕС 3.2.1.173 включает в себя гидролазы, осуществля-
ющие экзо-гидролиз α-(1→2)-гликозидной связи между остат-
ками α-D-галактуроновой кислоты и α-L-рамнопиранозой 
в  основной цепи рамногалактуронана с  начальной инвер-
сией гликозидной связи, которая высвобождает остаток 
α-D-галактуроновой кислоты на невосстанавливающем 
конце фрагмента рамногалактуронана.

К  группе EC3.2.1.174 относятся гидролазы, осуществ-
ляющие экзогидролиз α-(1→4)-гликозидной связи меж-
ду остатками α-L-рамнопиранозы и  α-D-галактуроновой 
кислоты в  основной цепи рамногалактуронана с  начальной 
инверсией конфигурации в  β-форму остатка α-L- рамно-
пиранозы на невосстанавливающем конце фрагмента рам-
ногалактуронана.

В  соответствии со второй классификацией [15], все 
ферменты сгруппированы в  семейства и  подсемейства 
в  зависимости от особенностей молекулярной структуры. 
При этом обе группы ферментов лиазного и гидролазного 
действия, фрагментирующих основную цепь рамногалак-
туронана, представлены четырьмя семействами полиса-
харид-лиаз (PL) — PL4, PL9, PL11 и PL26 — и четырьмя се-
мействами гликозид-гидролаз (GH) — GH28, GH78, GH105 
и GH138.

4. Молекулярные особенности ферментов 
лиазного и гидролазного действия 
в отношении рамногалактуронановых участков 
протопектинового комплекса

4.1. Ферменты лиазного действия
Из двух вариантов рамногалактуронан-лиазных фер-

ментов группы EC4.2.2 в  семейство PL4 входит только 
рамногалактуронан эндо-лиаза EC4.2.2.23 [16–20]. В  со-
ставе фермента присутствуют три домена, пространст-
венные структуры которых представлены комбинациями 
β-сэндвичей и β-листов. При этом домен I содержит в сво-
ей структуре сульфат-ион, а также активный сайт фермента 
с ключевыми аминокислотными остатками Lys150 и His210. 
В  составе домена III присутствуют катион Ca2+ и  сульфат-
ион (Рисунок 5). При этом Ca2+ находится достаточно далеко 
от активного сайта, в силу чего играет только структурную 
роль в поддержании необходимой конформации молекулы 
фермента. В  составе активного сайта в  процессе фермен-
тативной реакции ключевую роль играют аминокислотные 
остатки Lys150 и His210 (Рисунок 6).

Так же, как и в PL4, в семейство PL9 входит рамногалак-
туронан эндо-лиаза EC4.2.2.23 [21–23]. Кроме того, струк-
тура фермента включает в  себя три домена. Но, в  отличие 
от PL4, домены образованы β-спиралью, которая включает 
10  плотных полипептидных витков, в  совокупности фор-
мирующих три аксиально вытянутых параллельных β-листа 
(Рисунок 7). При этом активный сайт включает в себя кати-

Примечание: α2 — α-(1→2)-гликозидные связи; α4 — α-(1→4)-гликозидные связи

Рисунок 4. Схема ферментативной фрагментации участка ветвления основной цепи рамногалактуронана [14]
Figure 4. Scheme of enzymatic fragmentation of the branching site of the rhamnogalacturonan main chain [14]
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он Ca2+ в  окружении ключевых аминокислотных остатков 
Lys273, Asp209, Asp233, Asp 234, Asp238 и  Asp268. Важным 
фактором каталитического процесса является связыва-
ние остатка GalA субстрата катионом Ca2+ и аминогруппой 
остатка Asp268 (Рисунок 8).

В семейство PL11 в силу схожести молекулярной струк-
туры входит как рамногалактуронан эндо-лиаза EC4.2.2.23, 
так и  рамногалактуронан экзо-лиаза EC4.2.2.24 [24–30]. 
В отличие от предыдущих семейств PL, структура ферментов 

данного семейства представлена двумя доменами. Один — 
в  виде β-пропеллера с  восемью лопастями (A, B, C, D, E, F, 
G и H), образованными β-листами и β-спиралями, с включе-
нием ионов Ca2+ в каждую лопасть; другой домен образован 
β-листом и  включает N-терминал (Рисунок 9). Активный 
сайт ферментов имеет щелевидную структуру, что способ-
ствует строгому захвату двухзвенных участков Rha-GalA 
субстрата со стабилизацией карбоксильной группы GalA 
совместным действием катиона Ca2+ и  аминокислотного 

А Б

В Г
Примечание: А и Б — пространственные отображения трёхмерной структуры фермента [20] и [18] соответственно с активным сайтом в домене 
I, с участком полимерной цепи лиганда (субстрата) в доменах I и II, с сульфат-ионами в доменах I и III и с катионом Ca2+ в домене III; В и Г — 
увеличенная область активного сайта [20] и [18] соответственно, с лигандом и аминокислотными остатками K150 (Lys150) и H210 (His210)

Рисунок 5. Молекулярная структура тела и активного сайта фермента семейства PL4
Figure 5. Molecular structure of the body and active site of the enzyme of the PL4 family

Рисунок 6. Предполагаемый механизм ферментативной реакции PL4 [18]
Figure 6. Assumed mechanism of the PL4 enzymatic reaction [18]
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А Б В
Примечание: А — пространственное отображение трёхмерной структуры фермента с тремя доменами. Домены образованы β-спиралью, 
состоящей из 10 плотных витков, которые формируют три параллельных β-листа; Б и В — увеличенная область активного сайта, соответст-
венно, с катионом Ca2+, связанным с участком субстрата и с аминокислотными остатками Lys273, Asp209, Asp233, Asp237, Asp234 и Asp268 
(последние два не показаны).

Рисунок 7. Молекулярная структура тела и активного сайта фермента семейства PL9 [21]
Figure 7. Molecular structure of the body and active site of the enzyme of the PL9 family [21]

Рисунок 8. Предполагаемый механизм ферментативной реакции PL9 [21]
Figure 8. Assumed mechanism of the PL9 enzymatic reaction [21]

А Б В
Примечание: А — пространственное отображение трёхмерной структуры фермента с доменом в виде β-пропеллера с восемью лопастями 
(A, B, C, D, E, F, G и H), образованными β-листами и спиралями, с включением ионов Ca2+ в каждую лопасть; Б — то же пространственное 
отображение фермента, развёрнутое на 90о для отображения N-терминала в домене, образованном β-листом; В — увеличенная область 
активного сайта.

Рисунок 9. Молекулярная структура тела и активного сайта фермента семейства PL11 [25,26]
Figure 9. Molecular structure of the body and active site of the enzyme of the PL11 family [25,26]
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остатка Lys 170. Стабилизация осуществляется в комплексе 
с четырьмя остатками Asp153 (D153), Asn592 (N592), Ala594 
(A594), и Asn596 (N596).

В  семейство PL26 входят ферменты рамногалактуро-
нан эндо-лиаза EC4.2.2.23 и рамногалактуронан экзо-лиаза 
EC4.2.2.24 [31]. Особенностью молекулярной структуры фер-
ментов этого семейства является то, что в  составе трёхдо-
менного комплекса конформация домена III имеет конфи-
гурацию (α/α)6-ротора (Рисунок 10).

С  этим, предположительно, связана и  локализация ак-
тивного сайта именно в этом домене.

Ключевыми аминокислотными остатками активного сай-
та рамногалактуронан эндо-лиазы являются Arg634 и Arg648. 
У рамногалактуронан экзо-лиазы — Lis535 и Arg452. Несмотря 
на некоторую удалённость от активного сайта катиона Ca2+, 
он также принимает участие в  каталитическом процессе, 
блокируя карбоксильную группу GalA в  окружении амино-
кислотных остатков Asp562, Asp585, His616, Asp621 и His639.

4.2. Ферменты гидролазного действия
В состав семейства гликозид-гидролаз GH28 входят фер-

менты рамногалактуроназа EC3.2.1.171 и рамногалактуронан 
α-1,2-галактуроногидролаза EC3.2.1.173 [22, 32–35]. В молеку-
лярной структуре ферментов β-спираль скомпонована в три 
параллельных β-листа (Рисунок 11). Активный сайт фермен-

тов данного семейства включает кластер из четырех остатков 
аминокислот Asp177, Asp180, Asp197 и Glu198, а также — от-
дельно стоящий остаток Asp156. При этом расстояние между 
функциональными группами остатков Asp180 и  Asp156 хо-
рошо согласуется с существующим пониманием каталитиче-
ского механизма инверсии гликозидных связей.

В семейство GH78 из рассматриваемых ферментов входит 
только рамногалактуронан α-L-рамногидролаза EC3.2.1.174 
[36,37]. Молекулярная структура фермента включает пять 
отдельных домена, собранных воедино в  четвертичную 
структуру. При этом четыре домена в высокой степени на-
сыщены β-структурами (спиралями и листами), в то время 
как пятый — каталитически активный и самый большой — 
представлен в конформации (α/α)6-ротора (Рисунок 12). Для 
рамногалактуронан α-L-рамногидролазы EC3.2.1.174, вхо-
дящей в данное семейство, точный пул ключевых аминокис-
лотных остатков активного сайта неизвестен. По некоторым 
предположениям [36], в качестве таковых может выступать 
Glu572 в комбинации с Asp567 или Glu841.

В  семейство GH105 входит ненасыщенная рамногалак-
туронил гидролаза EC3.2.1.172 [38,39]. Особенность фер-
ментов данного семейства состоит в том, что сам фермент 
мономерен, то есть, представлен единственным доменом, 
имеющим структуру (α/α)6-ротора (Рисунок 13). Ключе-
вым каталитическим аминокислотным остатком активного 

А

Б В
Примечание: А — пространственное отображение трехмерной структуры фермента с  доменами I, II и  III (домен III — в  конфигурации  
(α/α)6-ротора), с активным сайтом в домене III и с катионом Ca2+; Б и В — увеличенные области активного сайта с каталитическими центра-
ми Arg634 и Arg648.

Рисунок 10. Молекулярная структура тела и активного сайта фермента семейства PL26 [31]
Figure 10. Molecular structure of the body and active site of the enzyme of the PL26 family [31]
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А Б
Примечание: А — пространственное отображение трёхмерной структуры фермента с параллельными β-спиралями; Б — увеличенная  область 
активного сайта с каталитическими центрами Asp180 (D180) и Asp156 (D156).

Рисунок 11. Молекулярная структура фермента семейства GH28 [34,38]
Figure 11. Molecular structure of the enzyme of the GH28 family [34,38]

А Б
Примечание: А — пространственное отображение трёхмерной структуры фермента, включающей пять доменов; Б — каталитически-актив-
ный домен в конформации (α/α)6-ротора.

Рисунок 12. Молекулярная структура фермента семейства GH78 [36,38]
Figure 12. Molecular structure of the enzyme of the GH78 family [36,38]

А Б
Примечание: А — пространственное отображение трёхмерной структуры фермента в конформации (α/α)6-ротора; Б — увеличенные области 
активного сайта с каталитическими аминокислотными остатками Asn(Asp)143 (D143), Thr333 (T333) и His189 (H189).

Рисунок 13. Молекулярная структура тела и активного сайта фермента семейства GH105 [39]
Figure 13. Molecular structure of the body and active site of the enzyme of the GH105 family [39]
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 сайта является Asn(Asp)143. При этом важную роль в ката-
литическом процессе играют также остатки Thr333 и His189, 
удерживающие молекулу воды, которая участвует в процес-
се гидролитического расщепления гликозидной связи, в ка-
талитически выгодной позиции (Рисунок 14).

К  семейству GH138 относится фермент рамногалакту-
ронан α-1,2-галактуроногидролазаза EC3.2.1.173 [40,41]. 
Четвертичная молекулярная структура фермента образова-
на четырьмя доменами (ND1, D2, D3 и СВ4). Активный сайт 
локализован в  домене D2, имеющем конформацию (β/α)8-
ротора (Рисунок 15).

В  составе активного сайта аминокислотные остатки 
Arg332 и Arg521 выполняют роль детерминанта специфич-
ности каталитической активности фермента в  отношении 
остатков D-галактуроновой кислоты.

В то же время ключевыми аминокислотными остатками, 
определяющими каталитическую активность фермента, яв-
ляются Glu294 и Glu361 (Рисунок 16).

Описанная классификация ферментов лиазного и гидро-
лазного действия, фрагментирующих основную цепь рамно-
галактуронана, с точки зрения некоторых учёных является 
избыточной. Так, одни исследователи [31,42–45] полагают, 

Рисунок 14. Предполагаемый механизм ферментативной реакции GH105 [39]
Figure 14. Assumed mechanism of the GH105 enzymatic reaction [39]

А

Б

Примечание: А — пространственное отображение трёхмерной структуры фермента с четырьмя доменами ND1, D2, D3 и СВ4; Б — увеличен-
ные области активного сайта в конформации (β/α)8-ротора с каталитическими аминокислотными остатками Glu361 (S361) и Glu294 (E294)

Рисунок 15. Молекулярная структура тела и активного сайта фермента семейства GH138 [41]
Figure 15. Molecular structure of the body and active site of the enzyme of the GH138 family [41]
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что рамногалактуронан лиазы эффективно представлены 
всего двумя семействами — PL4 и  PL11, другие авторы [46] 
относят к ним также семейство PL26. В то же время в работе 
[47] и в базе данных The Carbohydrate-Active EnZymes database 
(CAZy) [15] речь идёт уже обо всех четырёх семействах.

Похожая картина имеет место и в отношение гликозид-
гидролаз: в работе [45] из четырёх описанных семейств рам-
ногалактуронан-гидролаз к таковым отнесены только GH28 
и GH78, тогда как в [37,44] — GH28 и GH105. Более того, в ра-
ботах [11,45] к  рамногалактуронан-гидролазам не относят 
ферменты группы EC3.2.1.172. В то же время в базе данных 
CAZy [15] так же речь идет обо всех четырёх семействах.

4.3. Влияние катионов на ферментативную активность 
лиаз и гидролаз
На каталитическую активность ферментов, фрагменти-

рующих основную цепь рамногалактуронана, может ока-
зывать влияние как концентрация субстрата (в этом случае 
сам процесс следует рассматривать в контексте классиче-
ской ферментативной кинетики Михаэлиса-Ментен), так 
и концентрация сторонних компонентов, в качестве кото-
рых могут теоретически выступать и продукты фермента-
тивного процесса. Однако, несомненно, первостепенную 
роль играют условия проведения процесса: температура 
и  рН среды. Так как каждый рассматриваемый фермент 
как лиазного, так и гидролазного действия имеет свои зна-
чения оптимума температуры процесса и  рН среды при 
условии наличия необходимого субстрата. Также в  отно-
шении лиаз особую значимость приобретает концентра-
ция катионов поливалентных металлов. При этом влияние 
катионов на ферменты разных семейств лиаз проявляется 
по-разному. Так, все рассматриваемые семейства полиса-
харид-лиаз, за исключением PL4, крайне чувствительны 
к присутствию катионов Ca2+: в отсутствии в среде катио-
нов каталитическая активность ферментов практически 
исчезает [23,25,27,29,30]. При этом все исследователи от-
мечают, что введение в  систему комплексона приводит 

к  частичной или полной инактивации фермента. Стоит 
заметить, что инактивация эта носит обратимый характер: 
при восстановлении концентрации Са2+ активность пра-
ктически полностью восстанавливается. Такое положение 
дел, по всей вероятности, связано с обязательным присут-
ствием катионов в теле фермента. Причем в большинстве 
случаев сами катионы являются составляющей активных 
сайтов ферментов и непосредственно участвуют в катали-
тическом процессе. По всей видимости, в составе фермента 
катионы достаточно подвижны, чтобы в случае гипотони-
ческой концентрации их в среде покидать исходное место-
положение, переходя в неё.

Полисахарид-лиазы семейства PL4 нарушают общую 
картину, не требуя обязательного присутствия катионов Са2+ 
в среде [16,18–20], что, предположительно, может быть свя-
зано с пониженной подвижностью катионов в составе фер-
мента на фоне повышенного сродства к связанным с ними 
остаткам аминокислот.

Во всех работах отмечено, что вне зависимости от при-
надлежности к  описанным семействам полисахарид-лиаз 
для всех входящих в них ферментов имеет место повыше-
ние активности при некотором увеличении концентрации 
Ca2+ в  среде. При этом в  работах [19,23,25,27,29,30] показа-
но, что возрастанию активности лиазных ферментов может 
способствовать увеличение концентрации в среде не только 
катионов Ca2+, но и Mg2+, Mn2+, Zn2+, Ag2+, Cu2+ и даже Hg2+. Од-
нако те же авторы отмечают, что при превышении некото-
рого критического значения концентрации катионов в сре-
де активность фермента начинает убывать, что указывает на 
инициацию процессов ингибирования (Рисунок 17).

Таким образом, присутствие одних и  тех же катионов 
в среде может инициировать как усиление активности фер-
ментов, так и её инактивацию. Это хорошо согласуется с те-
орией [48] о двойственности влияния (Рисунок 18). Также на 
активность лиазных ферментов может оказывать влияние 
присутствие в среде либо накопление в ней в процессе фер-
ментативной реакции отдельных углеводов (Таблица 1).

В  отношении гидролазных ферментов, не содержащих 
нативно в составе своей молекулярной структуры катионы 
Ca2+, в  настоящее время нет однозначного представления 
о  влиянии катионов на каталитическую активность. Одна-
ко отдельные исследования [49–51] косвенно указывают на 
такую возможность.

Протопектиновый комплекс матрикса клеточных сте-
нок растительной ткани  — надмолекулярная структура, 
одним из основных компонентов которой являются цепи 
рамногалактуронана. Он включает в  свой состав не толь-
ко полигликановые структуры, но и элементы их взаимо-
связи, в  том числе Са2+- и  Mg2+-, а  также солевые (комби-
нированные с кислотным остатком) мостики (Рисунок 19). 

Рисунок 16. Предполагаемый механизм ферментативной 
реакции GH138 [41]

Figure 16. Assumed mechanism of the GH138 enzymatic reaction [41]

Рисунок 17. Влияние катионов Ca2+ на активность рамно-
галактуронан-лиазных ферментов семейства PL9 [23]
Figure 17. Effect of Ca2+ cations on the activity of rhamnogalacturonan 

lyase enzymes of the PL9 family [23]

Рисунок 18. Двойственность ингибитор–активатор 
зависит от концентрации субстрата [48]

Figure 18. Inhibitor–activator duality depends on the substrate 
concentration [48]
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 Следовательно, в процессе ферментативной фрагментации 
протопектинового комплекса локальные концентрации 
высвобождающихся катионов могут превышать некоторые 
пороговые значения.

Таким образом, разработка подхода к определению не-
обходимой степени предварительной декатионизации суб-
страта с использованием комплексона и последующим его 
удалением из среды является актуальным направ лением.

5. Выводы
Благодаря широкому спектру физико-химических, тех-

нологических и  органолептических свойств, пектиновые 
вещества, направленно выделяемые из растительного 
 сырья, имеют наибольший потенциал применения в пище-
вой и перерабатывающей промышленности среди осталь-
ных компонентов матрикса клеточных стенок. Поскольку 
основную функциональную нагрузку несут гомогалактуро-
нановые фрагменты протопектинового комплекса в соста-
ве полимерных цепей рамногалактуронана, направленная 
биотехнологическая деструкция данных компонентов про-
топектинового комплекса с  использованием ферментов 
лиазного и гидролазного действия представляет собой на-
иболее перспективный технологический подход при раз-
работке эффективных технологий промышленного про-
изводства пектина. В  соответствии с  классификацией по 
механизму ферментативной деструкции основной цепи 
рамногалактуронана, ферменты лиазного действия пред-
ставлены двумя группами, а  гидролазного  — четырьмя. 
В то же время, в соответствии с классификацией по молеку-
лярной структуре, каждый рассматриваемый вид фермен-
тов представлен четырьмя семействами. При этом данные 
классификации пересекаются, и  в  каждое семейство мо-
жет входить как одна группа ферментов, так и несколько. 
Следует учитывать, что особенностью ферментов лиазно-
го действия является непременное присутствие в  одном 
или нескольких доменах катионов Ca2+, за исключением 
семейства PL4. Катионы играют роль стабилизаторов/фик-
саторов галактуронидных звеньев в положении, благопри-
ятствующем выполнению целевыми аминокислотными 
остатками активных сайтов ферментов своих каталити-
ческих функций. В  составе гидролазных ферментов кати-
оны Ca2+ не участвуют. Такое положение дел способствует 
чувствительности каталитической активности ферментов 
лиазного действия к  присутствию катионов Ca2+ в  систе-
ме «фермент — субстрат». При этом существует некоторый 
предел концентрации катионов, при превышении которых 
они начинают оказывать антагонистическое влияние на 
активность ферментов. В отношении ферментов гидролаз-
ного действия описанных семейств однозначное мнение 
на этот счёт отсутствует. Однако имеющиеся разрознен-
ные данные показывают ненулевую вероятность наличия 
предела концентрации катионов и для данных ферментов. 
Учитывая особенности состава и  структуры протопекти-
нового комплекса, а  молекулярные особенности целевых 
ферментов лиазного и  гидролазного действия, при раз-
работке биотехнологии промышленного производства 
пектиновых веществ с  использованием ферментов необ-
ходимо принимать во внимание возможный ингибирую-
щий эффект от присутствия катионов Ca2+ в  системе. Для 
этого целесообразно исследовать возможность проведения 
предварительной декатионизации — удаления избыточной 
 части катионов из системы непосредственно перед фер-
ментативной обработкой.

Рисунок 19. Структура связей между участками 
протопектинового комплекса, а также неуронидными 
полигликановыми компонентами матрикса клеточной 

стенки растительной ткани [52,53]
Figure 19. Structure of bonds between sites of the protopectin complex 
as well as non-uronide polyglycan components of the cell wall matrix 

of plant tissue [52,53]

Таблица 1. Влияние различных углеводов 
на рамногалактуронан экзо-лиазы (PL11) [25]

Table 1. Effect of different carbohydrates 
on rhamnogalacturonan exo-lyases (PL11) [25]

Добавленные углеводы *
Активность, % **

YesW YesX
— 100 100
L-фукоза 108 92
D-галактоза 89 104
D-глюкоза 86 120
D-глюкуроновая кислота 117 125
D-манноза 117 116
L-рамноза 108 124
D-ксилоза 106 137
D-сахароза 77 120
D-галактуроновая кислота (GalA) 43 59
2-деоксиглюкоза 73 102

D-глюкозамин 90 108
 * Углеводы добавлены в концентрации 5 мМ;
 ** Активность в вариантах без углеводов принята за 100%.
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