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При трансферазных реакциях сахаридов часто имеет место такое со­
стояние, при котором субстрат-донор является одновременно косубстратом- 
акцептором. Такая возможность реализуется при ферментативном транс- 
глюкозилировании полисахаридов (‘) и олигосахаридов (2,3) в условиях, 
когда концентрация субстрата превосходит концентрации продуктов (на­
чальные этапы превращения субстрата). В частности, при трансглюкози- 
лировании мальтозы фермент переносит глюкозил от одной молекулы 
мальтозы на другую. В этих условиях уравнение скорости, отвечающее 
механизму двухтактного замещения («пинг-понг»-мехапизм) для различ­
ных субстрата Sj и косубстрата S2

Fm[S1][S2]
Vr AjSJ+AjSJ + CSi] [S2]

(FM — максимальная скорость ферментативного переноса остатка от Si к 32, 
Ki и А2 —донорная и акцепторная константы равновесия), превращается 
в уравнение вида Михаэлиса — Ментен для одного субстрата, З^г:

v Fm[S1z]
с Q с 1т X!+A2+[S1!2] ’

где 31=3:1 = 3!,2.
Однако экспериментальные данные показывают, что зависимость на­

чальной скорости трансглюкозилпровапия мальтозы vT от ее начальной 
концентрации [Si,2] описывается сигмоидной кривой С,4). Аномальную 
кинетику трансглюкозилпровапия мальтозы можно объяснить, опираясь на 
механизм с образованием тройного комплекса. Уравнение, отвечающее 
этому механизму для различных субстрата и косубстрата

VmEs,] [s2]
A/A2+A2[S1]+A1[S2] + [S1][S2] (2>

(А/ — константа диссоциации комплекса фермента 
Если Si=S2=Si.2, то

субстратом ESi).

TMS^]2
A1'A2+(A1+A2)[S1,2] + [S1,2]2 (3)

с

Кривая, выражаемая уравнением (3), имеет точку перегиба и таким об­
разом формально отвечает зависимости рт([S12]), наблюдаемой при транс- 
глюкозилировании мальтозы.

Образование тропного комплекса вида Eg2g2 (g2 — мальтоза) соответст­
вует представлению Сугавара, который наблюдал, что первичным продук­
том превращения мальтозы при действии на нее трапсглюкозилазы из 
Aspergillus oryzae была изомальтоза (5). Наиболее вероятный путь превра­
щения мальтозы в этих условиях:

E+2g2-»-Eg2g2->7M+2gi+E,
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акцепторного актив-у фермента донорного и

Рис. 1. Графы для трансглюкозилирования и гидро­
лиза мальтозы в рамках механизма двухтактного за­
мещения. а ■ полный граф; б - граф, не учитыва­
ющий образование комплексов фермента с косуб- 
стратами. gb g3 - продукты реакции — глюкоза и 
триоза соответственно; Eg2 - комплекс фермента с 
мальтозой; Eg — замещенная форма фермента (фер­
мент - глюкозил); Egg2 и EgH2O - комплексы заме­
щенной формы фермента с косубстратами — мальто­

зой и водой соответственно

где /М — пзомальтоза, g, — глюкоза. Возможность образования тройного 
комплекса при трансглюкозилировании субстратов кислой а-глюкозидазой 
из мышцы кролика обсуждалась Палмером (*), который выдвинул пред­
ставление о существовании 
ных центров. Взаимодейст­
вие этих центров опреде­
ляет образование тройного 
комплекса и объясняет 
немихаэлисову кинетику 
трансглюкозилиро вания 
мальтозы. Однако работы 
Палмера и ряда других ис­
следователей (’~3,4,6) по­
казали, что первичными 
продуктами трансглюкози­
лирования мальтозы явля­
ются триозы. Хотя первич­
ное образование триоз 
можно рассматривать в 
рамках механизма с обра­
зованием тройного комп­
лекса, более вероятным в 
этих условиях представля­
ется мехапизм с замеще­
нием фермента («пипг- 
попг»-мехаиизм), который отражается следующими уравнениями:

E+g2^ Eg;-^*Eg-g1. (4’

Eg+g2 —Egg3—^E+g3, (5)K-3

где g3 — триоза, Eg2 — комплекс фермента с мальтозой, Eg — замещенная 
форма фермента (фермент-глюкозил), Egg2 — комплекс замещенной формы 
фермента с мальтозой. В уравнениях (4) и (5) отражены первые этапы 
превращения мальтозы, когда [ g2 ]»[ gi], [g3 ].

В настоящей работе показано, что в рамках механизма двухтактного 
замещения существует возможность описания аномальной кинетики транс­
глюкозилирования. Эта возможность реализуется, если учитывать взаимо­
действие замещенной формы фермента Eg со вторым косубстратом — во­
дой. Такое взаимодействие вытекает из экспериментальных наблюдений, 
так как очевидно, что наблюдаемый, как правило, более высокий выход 
глюкозы, по сравнению с выходом триоз на начальных этапах превраще­
ния мальтозы (*,2,4), определяется переносом части глюкозилов на воду. 
Таким образом, в начале реакции имеется система, состоящая из одного 
субстрата (мальтозы) и двух косубстратов (мальтозы и воды), конкури­
рующих между собой за переносимые ферментом глюкозилы. На рис. ia 
представлен полный граф, отвечающий механизму двухтактного замещения 
с учетом указанных условий. Граф отражает следующую совокупность 
уравнений: (4), (5), а также уравнение для взаимодействия замещенной 
формы фермента с водой:

е§+н2о|е8н2о-^е+^. (6)

Применяя для расчета графа методы, изложенные в работе (7), определяем 
начальную скорость трансглюкозилирования:
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KUS,,,]2

+^H1+i?)l[s,1}[s'il+[s,jl; х
(7)

концентрации мальтозы и второгогде [Si,2] и [S3] =const — начальные 
косубстрата — воды соответственно, 

k^k-i+kz) kz^k^s+kt)
Л. 1 — J ' - » Л- 9 — ' ,

7/71,4 ЫкЛк.)k^K+k.) ’
ЦЕ] — начальная концентрация фермента). Смысл констант скорости к£ 
и к-£ виден из уравнений (4) —(6) и графа на рис. 1а. Кривая, отвечаю­
щая уравнению (7), имеет точку перегиба. Таким образом, в рамках ме­
ханизма двухтактового замещения получили модель, способную адекватно 
описать аномальную кипетику трансглюкозилировапия.

Рпс. 2. Зависимость начальных скоростей трансглюкозпли- 
рования (7), гидролиза (2) и выхода глюкозы (3) от кон­
центрации мальтозы [Si,2] при действии на нее трансглю- 

козилазы из Aspergillus awamori

При 1 К:=0 уравнение (7) вырождается в уравнение (1). Это обстоя­
тельство является математическим выражением обсуждавшегося выше 
факта: действие второго косубстрата — воды определяет аномальную кине­
тику трансглюкозилирования мальтозы в рамках механизма двухтактного 
замещения. Очевидно также, что уравнение (7), эквивалентное по форме 
уравнение- < 3 при условии преобразуется в уравнение вида (2).
Таким образом, нарушение условпя Si=S2 приводит к восстановлению 
михаэлисовой кинетики, так как зависимости Pt_1([Si]_1) при [S2]=const 
и г?т-1 ([S2]_J при [Si] =const линейны.

Начальная скорость гидролиза мальтозы, согласно графу на рис. 1а, 
зависит от ее концентрации следующим образом:

Vmp^Es,,,] [s3]
Аз 
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где Ум,г=/с6[Е]. Кривая, отвечающая уравнению (8), имеет точку макси­
мума, так же как и кривая, описывающая зависимость начальной скорости 
выхода глюкозы от концентрации мальтозы,

2Ум,г— [S1>2] [S3]+Vm,t [Si,a]2
Аз

^(t+l)[s-)+{w+^(1+-r)[s-1}[s-I+IS-p
(9)

Следует отметить, что уравнения вида (7) —(9) получаются также, если 
рассматривать прямой перенос глюкозилов от Eg на мальтозу и воду без 
образования промежуточных комплексов Egg2 и EgH2O. Граф, в котором 
отражены указанные упрощения, приведен на рис. 16. Из этого графа 
следуют уравнения скоростей:

v =_______ _____________
1 Мм+(^м+7Г1+ЛГ2) [S1i2] + [S,,2]2 ’

v ____________ ..
г A2AM+(AM+A1+A2)[S1,2] + [S1,2]2 ’ v ’

2Ar2yM[S1,2]+yM[S1,2]2
^M+(AM+A1+A2)[SI,2] + [S1,2]2 ’ ( ’

Уравнения (7') —(9х) аналогичны по форме соответствующим уравнениям 
(7) —(9), но константы в (7х) —(9х) имеют более простой смысл:

Ум=*2[Е], KN
kt

k-i-Vkz

Можно отметить, в частности, что в уравнениях (7х) — (9х) отражены те же 
условия перехода в «нормальную» кинетику: второй косубстрат отсутству­
ет (Кг=0), либо субстрат не является косубстратом (Si^=S2).

На рис. 2 приведены экспериментальные зависимости щ([81,2]), 
^r([Si,2]) и ny([Si,2]), наблюдавшиеся нами при превращении мальтозы 
под действием трансглюкозилазы из Aspergillus awamori (4). Можно отме­
тить, что экспериментальные кривые имеют те же особые точки, что и со­
ответствующие модели (7) —(9) и (7х) —(9х).

Таким образом, в рамках механизма двухтактного замещения получили 
модели аномальной кинетики превращения субстрата, отвечающие экспе­
риментальным данным.

Приведенный материал позволяет сделать заключение, что для ано­
мальной кинетики трансферазной реакции в рамках механизма двухтакт­
ного замещения может быть достаточным выполнение двух условий: 
1) субстрат является одновременно косубстратом и 2) наряду с этим ко­
субстратом существует другой косубстрат, конкурирующий с первым за 
переносимые ферментом остатки. Нарушение одного из указанных условий 
приводит к восстановлению «нормальной» кинетики Михаэлиса — Ментен.

Всесоюзный научно-исследовательский Поступило
институт продуктов брожения 27 V 1975
Москва
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