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Получение микробных ацилаз для ассиметрического гидролиза 
ацилпроизводных аминокислот и других ценных соединений имеет боль
шое практическое значение [1, 10].

Ацилазы, подобно другим ферментам, обладают специфичностью 
действия как в отношении радикала производного аминокислот (напри
мер, ацетил-, бензоил-, сукцинил-, капроил- и др.), так и в отношении 
самой аминокислоты (например, ацетилметионин, ацетилтреонин, бен- 
зоилтреонин и др.).

Специфичность ацилаз проявляется также различно в связи с оп
тической конфигурацией и альфа, ипсилон и другими положениями ра
дикала производных аминокислот.

Из ацилазных ферментов впервые была открыта и изучена аспарто- 
ацилаза (из тканей почек свиней) Гринштейном, Бирнбаумом и други
ми [7, 10, 12]; ацетилорнитиндеацетилаза была обнаружена в культурах 
bscYiericiria coll Фогелем и Боннером ]14, 15); Гринштейн и Винитц вы
деляли из почек животных ацил-лизиндеацетилазу, Киндлер и Гилварг 
[11]—сукцинилдиаминопимелатдесукцинилазу из бактерий.

Приведенные данные суммированы в работе Диксона и Уэбба [2].
За последнее десятилетие большой сдвиг в области получения аци

лаз произошел благодаря работам японских исследователей. Это рабо
ты Чибата и других [8, 9], развиваемые в направлении получения гриб
ных шгйлй'З ив культур видов Penicilliwn, Aspergillus, Rhizopus, 
Mucor, Cunninghamella и др. Ими было установлено также наличие аци
лазной активности у плодов овощных и фруктовых растений, а также 
у прорастающих семян бобовых и злаков.

Рубан и Харцхаева в 1968 году изучали оптимальные условия об
разования оптически направленной L-триптофандеацетилазы у некото
рых штаммов Mycobacterium и Pseudomonas, а также активность полу
ченных из них трех видов ферментных препаратов — сырой биомассы, 
экстрактов из них и ацетоновых порошков [4].

Ацилазы бактерий изучались Кимурой и Африкяном [6], которые 
установили, что источником для подбора продуцентов ацилаз может 
быть группа спороносных бактерий, и выделили ряд штаммов, обладаю
щих широким (у некоторых штаммов Вас. coagulans, Вас. brevis, Вас.
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roseus и др.) или узким (у некоторых штаммов Вас. subtilis, Вас. шу- 
coides) спектром ацилазной активности.

Первые исследования по подбору продуцентов ацилаз, гидролизу
ющих бензоил-лизин, принадлежат Чибата и его сотрудникам [8, 9]. Из 
испытанных ПО культур микроорганизмов лишь небольшое число дрож
жей, относящихся к Rhodotorula glutinis, обладали указанной актив
ностью, штаммы актиномицетов проявляли очень слабую деацилирую
щую способность, а изученные штаммы бактерий, принадлежащие к 
Pseudomonas, Escherichia, Aerobacter, вовсе не гидролизовали бензоил- 
лизин.

В Институте микробиологии АН АрмССР под руководством Э. К- 
Африкяна в течение последних лет исследуется ацилазная активность 
разных групп микроорганизмов, в том числе большой коллекции угле- 
водородокисляющих бактерий, выделенных нами из разных почв Ар
мении [5].

Материал и методы исследований. В нашу задачу входило, с одной стороны, уста
новление спектра действия ацилаз у углеводородокисляющих микроорганизмов, с дру
гой,—изучение их синтеза при окислении различных углеводородов как единственных 
источников углерода.

Деацилирующая способность углеводородусваивающих штаммов изучалась ио 
следующей методике. Из одпосуточных культур, выросших на пептонном агаре при 
37°, и 3—4-суточных культур, выросших в синтетической среде с углеводородами, на 
качалке, при 30°, готовилась суспензия в 0,2% водном растворе ацилпроизводного 
аминокислоты с pH 7,2. В каждую пробирку, содержащую 2 мл раствора, добавлялось 
то 2 капли толуола для разрушения клеток и выделения внутриклеточного фермента.

Пробирки выдерживались в течение суток при 37°, после чего определенное коли- 
тество опытного раствора наносилось на хроматографическую бумагу. Деацилирование 
испытуемого субстрата определялось по наличию нингидринположительного пятна со- 
>тветствующей аминокислоты, а в отношении бензоил-лизиназы—по появлению пятна 
шзина при разгонке хроматограммы в системе растворителей н-бутанол-уксусная кис- 
юта—вода (4:1:5) и проявлению в 0,2% растворе нингидрина в бутаноле.

Обсуждение результатов. Ацилазная активность в отношении аце- 
гил-метионина была изучена у 117 штаммов углеводородусваивающих 
микроорганизмов.

На рис. 1 приведены результаты этого исследования, суммирован- 
аые по таксономическим группам микроорганизмов. Штаммы в каждой 
группе, подразделены на имеющие сильную, среднюю, слабую актив
ность и лишенные ее. Из рисунка явствует, что все 3 штамма (593, 676, 
677), обладающие сильной ацилазной активностью, относятся к мико
бактериям. Средней активностью характеризуется 23 штамма, относя
щиеся к миобактериям и бактериям, 1 штамм—к Pseudomonas и 1 
штамм—к актиномицетам.

Остальные штаммы слабо активны, либо вовсе не активны. Способ
ность деацилировать ипсилон-бензоил-лизин изучена у 132 культур угле
водородокисляющих микроорганизмов (рис. 2). Из них отобрано 16 наи
более активных культур как перспективные для внедрения в микробио
логическую промышленность.
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Рис, 1, Ацетилметиониназная активность углеводородокисляющих микроорганиз

мов по группам.
Рис, 2. Бензоил-лизиназная активность углеводородокисляющих микроорганиз

мов по группам.

Все указанные штаммы определены до вида на основании комплек
са культуральных, морфологических, биохимических и физиологических 
свойств, за исключением двух культур, определенных до рода. Как вид
но из табл. 1, изученные микроорганизмы относятся к Mycobacterium 
salivarium, Мус. perrigosum ethanicum, Мус. lacticolum, Мус. coeliacum, 
Bacterium aliphaticum, Pseudobacterium rosea-album, Мус. species и 
Actinomyces species.

Образование ацилаз этими штаммами, для сравнения, изучалось в 
4-х вариантах опыта, где микроорганизмы выращивались на рыбной 
питательном агаре (РА), на синтетической среде (ОС) следующего со 
става (в г): К2НРО4֊7,0,- КН2РО4—3,0, MgSO4—0,1, (NH4)2SO4—1,0 
NaCl—0,5, водопроводная вода—до 1 л, причем в качестве источника 
углерода использовался гексадекан (УВ) с концентрацией в среде—1 %, 
а также на той же синтетической среде, но с парафином (смесь н-алка- 
нов от Сю до С23) в качестве единственного источника углерода.

В четвертом варианте к синтетической среде с гексадеканом добав
лялся 0,1% раствор бензоил-лизина для индукции соответствующей 
ацилазы и 1 капля твина-80 для гомогенизации культуры в фермента
ционной среде.
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Из представленных в табл. 1 результатов видно, что ацилазная ак
тивность у штаммов наиболее четко проявляется на богатой органиче
ской среде — рыбном питательном агаре. Однако она заметна и на сре
де, где единственным источником углерода является гексадекан, и не
сколько слабее—в варианте с парафином.

На синтетической среде со смесью углеводородов наилучшее обра
зование ацилаз дают штаммы 629, 632 и 637. По-видимому, эта среда, 
как доступная и дешевая, может быть использована для синтеза ацилаз 
в более широком масштабе.

В IV варианте добавление 0,1% бензоил-лизина выявило ацилаз- 
ную активность у большего числа штаммов (10 вместо 8). Введение 
твина-80 не предотвратило агглютинации клеток, характерной для роста 
микроорганизмов на углеводородах [3].

При изучении спектра действия ацилаз тех же 16 штаммов углево- 
дородокисляющих микроорганизмов использовалась вышеописанная ме
тодика с применением 13 субстратов — производных аминокислот с раз
ными радикалами при выращивании их на минеральной среде с добав
лением смеси углеводородов (табл. 2) или парафина (табл. 3) в каче-

Спектр ацилазной активности культур при использовании ими гексадекана
Таблица 2

* Условные обозначения:
+ + + 4—очень сильная ацилазная активность;
4-4-4- —сильная ацилазная активность, 
4-4- —средняя ацилазная активность, 
4- —слабая ацилазная активность, 
— —отсутствие ацилазной активности.
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Спектр ацилазной активности культур при использовании ими парафина
Таблица Т

* Условные обозначения:
+ + + —сильная ацилазная активность, 
+ + —средняя ацилазная активность, 
+ —слабая ацилазная активность, 
-------отсутствие ацилазной активности.

стве единственного источника углерода. Из таблиц видно, что в обоих 
случаях получились сходные результаты. Многие из микроорганизмов 
проявляют ацилазную активность по отношению к следующим субстра
там: ацетил-ББ-лейцину, ацетил-ББ-норлейцину, ацетил-ББ-валину, 
ацетил-ББ-метионину и бензоил-ББ-лейцину. Слабая активность наблю
дается в отношении М-ацетилдегидро-ББ-аланина, ацетил-ББ-фенилала- 
яина, бензоиламиновалина, ипсилонбензоиламинокапроновой кислоты 
и почти никакой активности—к ацетил-ББ-триптофану, Ы-бензоил-Б-ас- 
парагину и М-бензоил-Б-гистидину.

Более детальное изучение выявляет некоторую разницу в ацилаз
ной активности в отношении отдельных субстратов при использовании 
гексадекана или парафина в качестве источника углерода. Например, 
штамм 687 на гексадекане активно деацилирует ацетил-ББ-валин и во
все не обладает активностью в отношении этого же субстрата при усвое
нии парафина. Штамм 641 активно деацилирует бензоил-ББ-лейцин при 
росте на гексадекане и не обладает активностью в отношении к тому 
же субстрату при окислении парафина. Такая же закономерность на
блюдается в отношении бензоиламиновалина и бензоиламинокапроно- 
вой кислоты.
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Таким образом, при развитии на минеральной среде с гексадеканом 
в качестве источника углерода изученные микроорганизмы проявляют 
в целом несколько более высокую ацилазную активность, чем при усвое
нии парафинов.

Проведенные исследования позволяют заключить, что из отобран
ных по ацил азной активности 16 штаммов углеводородокисляющих мик
роорганизмов большая часть относится к микобактериям (Mycobacte
rium salivarium, Мус. coeliacum, Мус. lacticolum. Мус. perrugosum 
ethanicum, Мус. species), часть — к бактериям (Bacterium aliphaticum, 
Pseudobacterium rosea-album) и 1 штамм ֊ к Actinomyces; изученные 
штаммы различаются по степени активности ацилаз в отношении к суб
страту.

Испытанная нами синтетическая среда с гексадеканом в качестве 
единственного источника углерода может быть предложена для выра
щивания продуцентов ацилаз.
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սննդանյութի վրա, որտեղ որպես ածխածնի աղբյուր ծառայել է ածխաջրածին
ների խառնուրդը կամ պարաֆինը։

Հետազոտությունները ցույց են տվել։ որ ուսումնասիրված միկրոօրգա
նիզմների մեծ մասը ցուցաբերում են ամենաբարձր ազի լա զային ակտիվու
թյուն' ացետիլ֊ԾՆ-լեյցինի, ացետիլ֊ԾՆ֊նորլեյցինի, ա ց ե տ իլ-ՇԼ-վալինի, 
ացետիլ-ԾԼ֊մեթիոնինի և բենզոիլ-ՕԼ֊լեյցինի նկատմամբ։

Ացիլազային ակտիվություն չի հայտնաբերված ացետիլ-ԾՆ֊տրիպտոֆա֊ 
նի, բենզոիլ֊Ն֊ասպարագինի և բենզոիլ-Ն-հիստիդինի նկատմամբ։

ЛИТЕРАТУРА

1. Африкян Э. К. Микробиологический синтез, вып. 1, 1—8, 1967.
2. Д и к с о и М., Уэбб Э. Ферменты. М„ 1966.
3. Ерошин В. К.., Иерусалимский Н. Д., Скрябин Г. К-, ЛозиновА. Б., 

Беликов В. М. Тез. докл. IX Международного конгресса по микробиологии, 
264, 1966.



Образование ацилаз углеводородокисл, микроорганизмами 47

4. Рубан Е. Л., Харцхаева С. В. Микробиологический синтез, вып. 9, 11—14, 
1968.

5. Хачатурян А. А. Биологический журнал Армении, 19, 9, 35—44, 1966.
6. Юкно Кимура, АфрикянЭ. К. ДАН СССР, 173, 4, 945—947, 1967.
7. Birnbaum S. М., L е w i n t о w L., К 1 n g s 1 e у R. В., G r e e n s t e 1 n J. P. J. 

Biol. Chem., 194, 455, 1952.
8. Chibata I., Ischlkawa T., Tosa T. Bull. Agr. Chem. Soc. Japan, 24, 1, 

31—36, 1960.
9. Chibata L, 1 s c h i k a w.a T., Tosa T. Sympos. Enzyme Chem, 18, 45—51,1962.

10. Greenstein J. P., W i n i t z M. Chemistry of the amino acids. New—York— 
— London, 1961.

11. К i n d 1 e r S. H ., G i 1 v a r g C. J. Biol. Chem. 235, 3532, 1960.
12. Methods in Enzymology, New —York Academic Press, vol. 2, pp. 109, 115, 1955.
13. P a i k W. K., Bloc h-F rankenthal L., Birnbaum S. M., W i n i t z M., 

Greenstein J. P. Arch. Biochem. Biophys. 69, 56, 1957.
(4. Vogel H. J. Proc. nat. Acad. Sci. U. S., 39, 578, 1953.
15. Vogel H. J., Bonner D. M. J. Biol. Chem., 218, 97, 1956.


	40.pdf
	41.pdf
	42.pdf
	43.pdf
	44.pdf
	45.pdf
	46.pdf
	47.pdf

