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Аннотация. Проведенная нами ранее аннотация генома дрожжей Ogataea 
parapolymorpha DL-1 позволила идентифицировать в нем пять генов потенциаль-
ных оксидаз D-аминокислот. Все гены opadaao1 – opadaao5 были клонированы 
и экспрессированы в E. coli. Четыре фермента OpaDAAO1 – OpaDAAO4 полу-
чены в высокоочищенном виде, изучены их каталитические свойства. Установ-
лено, что среди всех описанных в литературе на данный момент DAAO фермент 
OpaDAAO1 с D-Ala имеет наибольшую каталитическую константу kcat, что дела-
ет его перспективным для практического применения. Однако для эффективного 
применения фермента на практике кроме хороших каталитических параметров 
требуется высокая стабильность и знание механизма инактивации, в том числе и 
при повышенной температуре. В настоящей работе изучено влияние повышенной 
температуры на стабильность OpaDAAO1. Показано, что фермент имеет высо-
кую для оксидаз D-аминокислот термостабильность. Изучена кинетика инакти-
вации OpaDAAO1 при разных значениях температуры, начальной концентрации 
фермента, и при добавлении экзогенного FAD. На основании полученных данных 
предложена возможная кинетическая схема инактивации.
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С каждым годом ферменты находят все более 
широкое применение в разных областях биотех-
нологии [1]. Стабильность ферментов является 
критическим фактором, определяющим возмож-
ность его практического применения. Проведено 
много исследований, нацеленных на получение 

ферментов, обладающих высокой стабильно-
стью, особенно к воздействию высоких темпера-
тур. Получение термостабильных ферментов по-
зволяет проводить каталитические реакции при 
высоких значениях температуры, что повышает 
активность фермента, снижает риск микробного 
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заражения, снижает вязкость и повышает рас-
творимость субстратов. Кроме того, использо-
вание термостабильных ферментов значительно 
упрощает процесс их очистки.

Оксидаза  D-аминокислот  (DAAO, КФ 
1.4.3.3) – фермент, который катализирует се-
лективное окисление D-аминокислот в соот-
ветствующие α-кетокислоты с образованием 
пероксида водорода и иона аммония [2–4]. Наи-
более подробно термоинактивация DAAO была 
изучена на примере фермента из почек свиньи 
(pkDAAO), а также из дрожжей Trigonopsis 
variabilis (TvDAAO) и Rhodotorula gracilis 
(RgDAAO). Поскольку pkDAAO является моно-
мером, скорость ее термоинактивации не зависит 
от концентрации фермента [5]. Олигомерное 
состояние RgDAAO и TvDAAO в большинстве 
случаев описывают как димерное [6–8]. Для 
RgDAAO увеличение концентрации с 0,1 до 
3,5 мг/мл приводит к увеличению температуры 
Тm (температуры, при которой фермент теряет 
половину активности после 30 мин инкубации) с 
48 до 57 °С [9]. В работе [10] было показано, что 
уменьшение концентрации RgDAAO в три раза (с 
0,15 до 0,05 мг/мл) приводит к дестабилизации – 
при 48 °С период полуинактивации снижается с 
8 ч до 45 мин. Наличие в растворе экзогенно-
го FAD в концентрации 10 мкМ стабилизиру-
ет RgDAAO, в то время как на TvDAAO он не 
оказывает существенного влияния [8]. В работе 
[11] было показано, что наличие экзогенного FAD 
в концентрации 0,1 и 1,0 мМ при концентрации 
TvDAAO, равной 10 мкМ, приводит к увеличению 
времени полуинактивации при 50 °С примерно в 
1,6 раз в обоих случаях. В отсутствие экзогенно-
го FAD понижение концентрации TvDAAO вы-
зывает снижение температурной стабильности, 
но добавление 100-кратного избытка FAD при-
водит к тому, что скорость инактивации пере-
стает зависеть от концентрации фермента. Ра-
нее в нашей лаборатории был подробно изучен 
процесс инактивации рекомбинантной TvDAAO 
дикого типа и ее различных мутантных форм при 
повышенных значениях температуры [12–14]. 
Установлено, что в диапазоне температур от 50 до 
60 °C процесс термоинактивации протекает в две 
стадии в соответствии с диссоциативным меха-
низмом. Этот механизм включает в себя стадию 
обратимой диссоциации фермента на субъедини-
цы, которые затем необратимо инактивируются. 
В работах [15–17] подробно описан механизм 
диссоциативной термоинактивации олигомер-
ных ферментов.

Ранее нами были клонированы гены, полу-
чены и охарактеризованы пять новых DAAO из 
дрожжей Ogataea parapolymorpha DL-1 (будет 
опубликовано). Оказалось, что среди всех опи-
санных DAAO один из ферментов (OpaDAAO1) 
с D-Ala и D-Ser обладает наибольшими значени-
ями kcat.. Это свойство делает OpaDAAO1 инте-
ресным для биотехнологии, в том числе для де-
текции небольших D-аминокислот и для биока-
талитических процессов тонкого органического 
синтеза. Однако для повышения эффективно-
сти практического применения необходимо по-
высить его температурную стабильность. Для 
понимания потенциальных путей стабилизации 
OpaDAAO1 необходимо знать, каким образом 
происходит его инактивация. Для этого нами 
было определено олигомерное состояние фер-
мента, а также изучена кинетика инактивации 
при разных значениях температуры, концен-
трации фермента и концентрации экзогенного 
FAD.

Экспериментальная часть

Получение высокоочищенных препаратов 
OpaDAAO1

Ген opadaao1 был экспрессирован в клет-
ках E. coli BL21(DE3), трансформированных 
плазмидой pOpaDAAO1. Плазмида была по-
лучена клонированием гена opadaao1 в плаз-
миду pET24a(+) по сайтам рестрикции NdeI 
и XhoI. Условия культивирования и очистки 
были идентичны описанным для TvDAAO 
[13, 14]. Согласно данным аналитического 
электрофореза в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсудьфата натрия, чисто-
та полученных препаратов составляла не ме-
нее 98%.

Определение олигомерного состояния 
OpaDAAO1 с помощью гель-фильтрации

Гель-фильтрацию проводили на колонке 
«TSK-G 2000 SW» 7,5×600 мм с использова-
нием хроматографической системы фирмы 
«Knauer» (Германия). Хроматографию прово-
дили в Na-фосфатном буфере (pH 8,0) при трех 
разных значениях концентрации NaCl: 0,1; 0,3 
и 0,5 М. Объем наносимого на колонку образца 
составлял 0,1 мл. Детекцию проводили на дли-
не волны 280 нм. В качестве стандартов молеку-
лярной массы использовали ДНКазу-I (31 кДа), 
овальбумин (44 кДа), бычий сывороточный 
альбумин (66 кДа), овальбумин (75 кДа), аль-
долазу (158 кДа) и ферретин (440 кДа).
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Определение активности оксидазы 
D-аминокислот

Активность OpaDAAO1 определяли c D-Ala 
спектрофотометрически на приборе «Shimadzu 
1800» с термостатируемым отделением на эле-
ментах Пельтье по образованию пероксида во-
дорода c помощью пероксидазы из корней хре-
на и ее субстрата о-фенилендиамина (OPD). 
В кювету спектрофотометра (рабочий объем 
1 мл, оптический путь 1 см) добавляли 870 
мкл 20 мМ раствора трис-хлоридного буфера 
(TrisHCl) (рН 8,0), 100 мкл 500 мМ раствора 
D-Ala в 20 мМ TrisHCl, 10 мкл раствора OPD 
(10 мг/мл) в воде и 10 мкл раствора пероксида-
зы из корней хрена (5 мг/мл) в 50 мМ натрий-
фосфатном буфере (pH 6,5). Перед анализом 
кювету термостатировали не менее 10 мин при 
30 °С. Затем в нее добавляли 30 мкл раствора 
фермента и измеряли изменение поглощения 
при 460 нм. Активность OpaDAAO1 рассчиты-
вали, исходя из коэффициента экстинкции про-
дукта окисления OPD 11600 М–1.см–1. 

Исследование термостабильности                  
OpaDAAO1

Температурную стабильность OpaDAAO1 
изучали в 20 мМ Na- фосфатный буфере (pН 6,5) 
с добавлением глицерина 10% (v/v), в темпера-
турном диапазоне 44–52 °С с шагом в два гра-
дуса. Концентрационную зависимость стабиль-
ности изучали при разных значениях начальной 
концентрации фермента и фиксированной тем-
пературе 48 °С. Для проведения экспериментов 
готовили серию из пластиковых пробирок объ-
емом 500 мкл, содержащих по 50 мкл раствора 
фермента заданной концентрации. Пробирки по-
мещали в предварительно нагретый до необхо-
димой температуры водный термостат (точность 
термостатирования ±0,1 °С). Через определен-
ные промежутки времени отбирали по одной 
пробирке. Каждую пробирку помещали в лед на 
1–2 мин. Интервал между отбором проб выбира-
ли таким образом, чтобы за время эксперимента 
активность фермента в образцах уменьшилась 
до 10–25% от исходной. Остаточную активность 
измеряли, как описано выше.

В экспериментах по реактивации измерения 
проводили схожим образом, с той лишь разни-
цей, что пробирки инкубировали заданное время 
при температуре инактивации, а затем помещали 
в лед для реактивации, проводя измерения оста-
точной активности через заданные промежутки 
времени.

Математическая обработка результатов 
экспериментов

Для определения кинетических параметров 
процесса инактивации OpaDAAO1 строили за-
висимости остаточной активности от времени 
и проводили их анализ с помощью програм-
мы OriginPro 2021b («OriginLab Coroporation», 
США).

Результаты и их обсуждение

Определение олигомерного состояния 
OpaDAAO1

Для корректного установления механиз-
ма термоинактивации фермента необходимо 
знать его олигомерный состав. Для определе-
ния олигомерной формы OpaDAAO1 исполь-
зовали гель-фильтрационную хроматографию 
на носителе Toyoperal HW55. Было установ-
лено, что присутствие в буфере 0,3 M NaCl 
предотвращает неспецифические взаимодей-
ствия OpaDAAO1 с носителем. В результате 
хроматографического анализа установлено, 
что молекулярная масса OpaDAAO1 составля-
ет 35 кДа, теоретическая молекулярная масса 
мономерной формы OpaDAAO1 – 36 659 кDa. 
Таким образом, на основании результатов 
гель-фильтрационной хроматографии можно 
сделать вывод, что в растворе OpaDAAO1 на-
ходится в виде мономера.

Инактивация OpaDAAO1 при повышенной 
температуре

Влияние температуры на стабильность 
OpaDAAO1 было изучено в температурном диа-
пазоне 44–60 °C (рис. 1, А). Поскольку концен-
трация фермента может влиять на кинетику тер-
моинактивации, на этой стадии эксперимента 
начальная концентрация OpaDAAO1 в растворе 
была фиксирована и составляла 30 мкг/мл. По-
вышение температуры ожидаемо приводит к 
понижению температурной стабильности фер-
мента. Как правило, для большинства мономер-
ных ферментов термоденатурация проходит по 
мономолекулярному механизму и зависимость 
остаточной активности от времени описывается 
одноэкспоненциальной функцией 

y = A∙exp(–k1∙x). 

Однако при термоинактивации OpaDAAO1 
наблюдаемые зависимости в большинстве слу-
чаев плохо описываются моноэкспоненциаль-
ной функцией и гораздо лучше описываются 
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суммой двух экспонент. Для подтверждения это-
го вывода мы провели проверку адекватности 
моделей аппроксимации кривых зависимости 
активности фермента от времени одной и дву-
мя экспонентами в соответствие с критерием 
Фишера (табл. 1). Теоретический коэффициент 
Fтеор. взят из таблицы распределения Фишера 
для доверительной вероятности, равной 0,95. 
Предложенная для аппроксимации экспери-
ментальных данных модель считается адекват-
ной, если расчетное значение коэффициента 
Фишера (Fэксп.) меньше теоретического (Fтеор.) 
и соответственно отношение Fэксп. / Fтеор. < 1. Из 
значений Fэксп. / Fтеор., представленных в табл. 1, 
видно, что двухэкспоненциальная функция y = 
= A∙exp(–k1∙x) + (1 – A)∙exp(–k2∙x) значитель-
но лучше описывает полученные зависимости 
чем моноэкпоненциальная y = A∙exp(–k∙x). Это 
указывает на сложный характер процесса тер-
моинактивации OpaDAAO1, включающего не-
сколько стадий.

Зависимости остаточной активности от 
времени в полулогарифмических координатах 
представляют собой прямые (рис. 1, Б). При 
диссоциативном механизме инактивации за-
частую наблюдаются изломы в координатах 
(t, ln(A/A0)), связанные с установлением ква-
зиравновесия. Для OpaDAAO1 в полулогариф-
мических координатах наличие излома досто-
верно определить нельзя. Однако все прямые 
пересекают ось y не в нуле. Диапазон отсека-
емых отрезков на оси y составлял 0,16–0,44. 
Это может быть связано с быстрым установ-

лением равновесия между разными формами 
фермента во время инактивации.

Влияние начальной концентрации 
OpaDAAO1 на термостабильность

На рис. 2 представлены результаты иссле-
дования термоинактивации при 48 °C и разной 
концентрации OpaDAAO1. Оказалось, что по-
вышение начальной концентрации фермента 
приводит к увеличению его стабильности. Это 
может свидетельствовать о наличии обрати-
мой стадии второго порядка. Зависимости в 
полулогарифмических координатах представ-
ляют собой прямые, пересекающие ось y не в 
нуле.

Влияние экзогенного FAD на 
термостабильность OpaDAAO1

Как уже отмечалось, в некоторых случаях 
при термоинактивации RgDAAO и TvDAAO 
добавление в раствор FAD приводит к повы-
шению стабильности фермента. Аналогич-
ные эксперименты показали, что в случае 
OpaDAAO1 добавление экзогенного FAD при 
его соотношении с ферментом от 1:1 до 10:1 
приводит также к повышению температурной 
стабильности фермента (рис. 3). Из этого мож-
но сделать предположение, что предложенная 
выше обратимая стадия второго порядка про-
текает с участием молекулы FAD. Отметим, 
что последующее увеличение концентрации 
FAD по отношению к концентрации фермен-
та до соотношения 100:1, наоборот, вызывает 

Рис. 1. Зависимости остаточной активности OpaDAAO1 от времени инкубации при разной температуре, °С 
(1 – 44, 2 – 46,  3 – 48, 4 – 50, 5 – 52) представленные в обычных (А) и полулогарифмических (Б) координатах. 
20 мМ Na-фосфатный буфер pН 6,5 с добавлением 10% (v/v) глицерина. Начальная концентрация фермента 

[E]0 = 30 мкг/мл
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дестабилизацию фермента. Это может быть 
вызвано наличием дополнительных FAD-
ассоциированных стадий инактивации, наблю-
даемых при высокой концентрации FAD в рас-
творе. Зависимости в полулогарифмических 
координатах представляют собой прямые, пере-
секающие ось y не в нуле в отсутствие FAD и при 
соотношении [FAD] : [OpaDAAO1] = 1:1. Однако 
при соотношении [FAD] : [OpaDAAO1] = 10:1 от-
секаемый на оси y отрезок достоверно нельзя 
отличить от нуля с учетом ошибки экспери-
мента. Это может свидетельствовать о смеще-
нии равновесной стадии в сторону активной 
формы OpaDAAO1.

Реактивация OpaDAAO1

На основании предположения о наличии 
при инактивации равновесной стадии диссо-
циации FAD можно ожидать, что при оста-
новке воздействия повышенной температуры 
активность OpaDAAO1 при снижении темпе-
ратуры будет восстанавливаться вследствие 
смещения равновесия в сторону исходного со-
стояния фермента. Нами была изучена реак-
тивация фермента (рис. 4). Для этого фермент 
после инкубации при повышенной температу-
ре переносили в лед и проводили определение 
его активности через определенные промежут-
ки времени (0, 20, 40, 60 мин реактивации). 

Тест на адекватность моделей аппроксимации зависимости остаточной активности от времени по критерию 
Фишера* 

T, °C
Fэксп./Fтеор.

y = exp (–k∙x) y = A∙exp (–k1∙x) + (1 – A)∙exp (–k2∙x)

44 8,6 1,1

46 0,49 0,16

48 3,7 0,71

50 5,5 0,78

52 1,04 0,45

* Значения <1 выделены полужирным шрифтом.

Рис. 2. Зависимости остаточной активности OpaDAAO1 от времени при разных значениях началь-
ной концентрациии фермента, мкг/мл (1 – 10, 2 – 20,  3 – 30, 4 – 50) в обычных (А) и полулогариф-
мических (Б) координатах. 20 мМ Na-фосфатный буфер pН 6,5 с добавлением 10% (v/v) глицерина. 

T = 48 °C
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Рис. 3. Зависимости остаточной активности OpaDAAO1 от времени при разных значениях на-
чальной концентрациии FAD в обычных (А) и полулогарифмических (Б) координатах (20 мМ 
Na-фосфатный буфер pН 6,5 с добавлением 10% (v/v) глицерина; T = 48 °C; начальная концен-
трация фермента [E]0 = 30 мкг/мл): 1 – без добавления FAD, 2 – [FAD]ex : [OpaDAAO1]0 = 1:1,                                                       

3 – [FAD]ex : [OpaDAAO1]0 = 10:1

Рис. 4. Исследование реактивации препаратов OpaDAAO1, отобранных после задан-
ного значения времени на стадии термоинактивации при 48 °С (20 мМ Na-фосфатный 
буфер pН 6,5 с добавлением 10% (v/v) глицерина; начальная концентрация фермента 

[E]0 = 30 мкг/мл)
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Оказалось, что фермент склонен к частичному 
восстановлению своей активности.

Возможная схема термоинактивации 
OpaDAAO1

По результатам проведенных экспериментов 
можно сделать следующие выводы.

1. OpaDAAO1 в растворе находится в виде 
мономера.

2. Схема термоинактивации OpaDAAO1 
включает в себя обратимую стадию второго по-
рядка.

3. Эта обратимая стадия протекает с участием 
FAD.

На основании этих выводов мы сделали пред-
положение, что инактивация OpaDAAO1 про-
текает по механизму, представленному на схе-
ме, где EF и E – холо- и апоформы OpaDAAO1 
соответственно; I – денатурированная форма 
OpaDAAO1; F – молекула FAD.

Холоформа фермента EF содержит связан-
ный FAD и представляет собой активную форму 
OpaDAAO1. Если принять, что [E]0 – это общая 
начальная концентрация OpaDAAO1, то от-
ношение [EF] / [E]0 будет определять значение 
остаточной активности A/A0. Эта схема инак-
тивации также объясняет процесс реактивации 
фермента, который заключается в переходе апо-
формы фермента в холоформу при остановке 
термоинактивации. Это происходит в следствие 
существенного уменьшения значений констант 
k1, k2, k3 при охлаждении, что приводит к смеще-
нию равновесия в сторону исходной холоформы 
OpaDAAO1.

Вывод уравнений

Уравнения материального баланса:

[E]0 = [E] + [EF] + [I],
[E]0 = [E]ex + [F] + [EF].

где [E]0 – начальная концентрация OpaDAAO1, 
[F]ex – концентрация FAD, дополнительно до-
бавленного в систему. В условиях квазистацио-
нарного приближения:
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Решая это уравнение, получаем следующее:
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В большинстве случаев холоформы фермен-
тов стабильнее их апоформ. Кроме того, по ре-
зультатам эксперимента наблюдается стабилиза-
ция фермента при добавлении дополнительного 
количества FAD, что может служить указанием 
на большую стабильность холоформы фермента. 
При k2 > k3 (холоформа стабильнее апоформы) и 
значение KD сравнимо с [E]0 (что верно для боль-
шинства белков), одно из слагаемых уравнения 
можно считать константой:
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Тогда уравнение приобретет вид:
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Следовательно, угол наклона прямой в полу-
логарифмических координатах (ln([EF]/[E]0) – t), 
будет равен наблюдаемой эффективной констан-
те скорости инактивации keff:
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С помощью полученного уравнения можно 
провести оценку констант отдельных стадий, 
построив зависимость keff от 1 / ([E]0 + [F]ex) 
(рис. 5). На основании этой зависимости по 

С х е м а
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углу наклона можно определить значение 
k2∙KD = (3,1±0,3)·10–8 М·мин–1. С учетом того, 
что константа диссоциации FAD из активного 
центра многих оксидаз D-аминокислот состав-
ляет порядка (1–5)·10–8 М, значения k2 должны 
находиться в диапазоне 0,6–3,0 мин–1. Значение 
k3, определенное по величине отсекаемого от-
резка (рис. 5), составляет 5,6·10–3 мин–1, но точ-
ность определения этой величины низкая, по-
скольку ошибка определения превышает само 
значение. Тем не менее, сравнение оценочных 
значений k2 и k3 хорошо подтверждает факт более 
высокой стабильности холоформы по сравнению 
с апоформой OpaDAAO1.

Таким образом, в ходе настоящей работы 
подробно изучена кинетика термоинактивации 
OpaDAAO1 в разных условиях. Показано, что 
повышение начальной концентрации фермента в 
диапазоне 10–50 мкг/мл приводит к повышению 
температурной стабильности. При добавлении 
экзогенного количества FAD в отношении 1:1 и 
10:1 к начальной концентрации OpaDAAO1 на-
блюдается эффект стабилизации, в то время как 

Рис. 5. Зависимость наблюдаемой константы скорости инактивации keff  
от 1/([E]0 + [F]ex)

при отношении 100:1 экзогенный FAD, наоборот, 
вызывает дестабилизацию. Предложена кинети-
ческая схема, описывающая термоинактивацию в 
исследуемых условиях. Она включает в себя об-
ратимую стадию диссоциации FAD из активного 
центра фермента и необратимые стадии инакти-
вации холо- и апоформ OpaDAAO1. Получено 
аналитическое решение этой схемы в условиях 
квазиравновесного приближения. Объединив экс-
периментальные данные, мы оценили величины 
констант скорости инактивации апо- и холоформ 
фермента. Результаты сравнения этих констант 
свидетельствуют о большой разнице в стабильно-
сти апо- и холо-OpaDAAO1 в пользу последней. 
Предложенный нами подход для дискриминации 
механизма термоинактивации и оценки стабиль-
ности можно использовать при анализе других 
FAD-содержащих ферментов. Кроме того, предло-
женная кинетическая схема температурной инак-
тивации OpaDAAO1 может быть использована для 
количественной оценки экспериментов по рацио-
нальному дизайну этого фермента в целях повы-
шения его температурной стабильности.
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