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УДК 577.15.591.S

ОЧИСТКА jl-.VUIl-OKI 1СЛОТНЫХ ОКСИДАЗ 
ASPERGILLUS NIGER R 1

С. II ОГАНЕСЯН. M А ДЛ13ТЯН

Pa ipa0OT.ii։ способ очистки Д-аксндаз амипокне.кл грнб.з Asp. niger RI. предиа- 
piiie.'ihiio выращенного на мелассе. Степень стент фермёпта 10. выход 70%.

A’.w/ewc с:ьва: iLU'CHetfbic трибы аспсрлилл, оксидам.

В предыдущем сообщении нами были описаны некоторые свойства 
Д-аминокислотных оксидаз у Азр. niger R-l | 1 |.

Памп предпринята попытка очистки и получения высокоактивно։ > 
препарата Д-а>и։н окплотных ohci'Ui, с целью применения его ipn раз
делении Д- и L-форм из рацематов, результаты которой приводятся в 
настоящем сообщении.

В литературе имеется описание ряш методов очистки Д-амнно- 
кислотных оксидаз из различных объектов [2. 3, 4]. В отношении Asp. 
niger иредлюкеп только один метод очистки Д-аминоккс.югпых окси- 
лаз [2]. Аяюраме при аомоши । ■брабеп'к;: бесклеточного 5>кстра к г:: 
протамин сульфатом. фракционирования (\I1J2SO.|. хромаю!рафии 
ка геле фосфата кальция и гельфильтрации через биогель G-200 из ми
целия Asp. niger, предварительно выращенного на синтетической среде 
с Д-фала. выделен и очищен фермечт в 100 раз, выход составлял 30%.

Материал и методика. Объектам исследования служили плесневые грибы Asp. 
niger R-l. Вырашивйиис и определённо фермептатншюГ! активности проподи/пыь по 
ранее описанной методике. |1] Хкгяпносгь фермента с.ыражллпсн и мкмолях X:ll;t, 
пылеляющегося при часовой инкубации, на I г свежего мицелпп

Результаты и обсуждение Проведена очистка ферментного препа
рата Д-аминокнслогных оксидаз пр։шзш>дствсн1Юго штамма Asp. 
niger R-l.

Первый этап получение бесклеточного экстракта. Сырой мицелий 
(5 г в 25 мл буфера) подвергался гом1.гсн.изаии1. в имение 10 мин в 
стеклянном омогеннзаторс типа ?).1ьвсджем-Пот։ера в 0.05 м 1\-.\а-фос- 
фатно.м буфере. pH 6.3. при температуре 0 25 после чего гомогенат цен
трифугировался при 10000 14000 об/мин (8000—10000 g) з течение 
20 мин. При этом актияпоегь проявлялись в надо.-:; и-чипй франции.
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Второй этап- обработка надосадочной жидкости 1%-.ным раство
ром протамин сульфата. Падосадочиую жидкость с протамин сульфа 
том перемешивали на магнитной мешалке в сечение 30 мни при -г2՜ и 
жтем иентрифу։ пропали 20 мни при 10000 об/мин. Активность фермен

та определялась как в надосадке, гак и в осадке и была обнаружена н 
палосадочнои жидкости (табл. I) Как видно из приведенных в табл.

Т а б л ина I
Этапы очистки Д-амниокислогных оксидаз у Asp. nige; R I 
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Экстракт 12 9.2 35 0,68 100 0.68
1%-ный сульфат 6.25 6,25 25 1.0(1 71 1.45
40 -80%-ный (NI!,).. 50, 5.0 14.4 25 2.85 71 4.2
1 с.։ьфн.п,тр;1ции ил сефа- 

дексе G—150 1,8 11.6 25 6.50 71 9.0

данных, удельная активность фермент повысилась в 2 раза, что объяс
няется удалением загрязняющих веществ, понижающих ферментативную 
активность.

Третий л тип—высаливание. Надосадочная жидкость, полученная 
после обработки протамин сульфатом. подвергалась высаливанию 
(\’Па>25О. (40%, 80% насыщения). Падосадочиую жидкость с сульфа
том аммония перемешивали ни магнитной мешалке в течение 30 мин 
прн 2° и затем центрифугировали 20 мин при 10000 об/мин Осадок по
сле 40%-. 80%-ного насыщения сульфатом аммония подвергал и обсссо- 
лпшшию на колоню с сефадеко.м. Ст-25 (2X40 см), .уравновешенной 
0.05 М К-X'а-фосфатным буфером, при скорости фильтрации 1 .мл/мин 
Обессоленную фракцию (от 15 до 21.5 мл) собирали для дальнейшей 
очистки.

При сравнении данных, полученных после обработки экстракта про 
тамии сульфатом и дальнейшею его высаливания, обнаружилось, что 
общая активность (мкМоль и;а 1 г мпиелчя.! не и {меняется, однако 
после высаливания удельная активность повышается в 2,85 раза, фер- 
мент очищается в 2,5—3 раза. Выхо I фермента в обоих случаях одина
ков и составляет 71 %. По сравнению с нсобессоленпым экстрактом фер
мент очистился в 4,2 раза,

Четвертый этап—гельфильтрация. Полученный на 111 этапе обессо
ленный эк тракт подвергался гельфильтрации на колонке< сефадексом 
И-150 (2,5X80 см), уравновешенной 0.05 \\ К-Ха-фосфатным буфером 
< корпеть фильтрации 5 мл за 15 мин объем фракции 5 мл.

Из данных, приведенных в табл. I. видно, что удельная активность 
фермента после ।ел։ филыранни составляет 6.25 мкМоль/мг белка, и он 
очищается в 10 раз по сравнению с экстрактом.

369



1' a 6 .’I it и a 2
Этапы очистки I-аминокислотных оксидаз у \$р. п^е? R֊] 
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Экстракт
40- 80%-иый (№!<).. БО|

11 6.8 28.2 0.61 ИЮ 0.6
7 П.6 20,4 1.70 2,8

Гельфильтрации па сефа-
тексе (3—150

VIII фракция 1.15 2.1 1,55 1.82 10
IX фракция 1.25 7,58 6.65 6
X фракция 1,60 8.4 7, 16 5.25

XI фракция 1,60 4.7 4.19 2,93
XII фракция 1.35 1.58 1.39 1.17
Сумма фракций 6.95 24.2 21,3 17.17 75

Пас интересовал также вопрос очистки Д-аминокислотных оксидаз- 
при исключении этапа с прогам ни сульфатом. Из данных габл. 2 вид
но, что удельная активность фермента после высаливания по сравнению 
с экстрактом составляет 1.7 мкМоль/мг белка, фермент очищается в 
2.8 раз, а выход его составляет 75%. Эти результаты сходны с данны-

Рис. Активность Д-амннокислотяон оксидазы после гельфильтрации 
Asp. niger R-l.

ми, полученными при обработке экстракта перед высаливанием прота
мин сульфатом. Относительно гельфильтрация можно сказать, что ак
тивность Д-амннокислотиых оксидаз сохраняется такой же. какой 
она была в предыдущих опытах, фермент очищался в 8,4 9 раз. Из 
указанного следует, что обработка экстракта 1%-ным раствором прота- 
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■мин сульфата не веде։ к повышению \ iv.ii.noi: ак1явности л-ч.мпнок'ис- 
л-тгных оксидаз, и, следовательно. применение его для очистки может 
Сыть исключено.

Как видно из рис., в результате гельфильтрации получены два бел
ковых пика. Активность Д-амннокнслогных оксидаз определялась во 
всех фракциях, однако активными оказались 5 фракций (VIII XII).

Степень очистки фермента после высаливания и гельфильтрации 
увеличивалась в I раза. Эго интересно с тон точки зрения, что. очевнд 
но, на всех этапах очистки фермент остается связанным V кофер.мен 
том ФАД. в добавлении которого па уровне очищенного фермента нет 
нужды.

Таким образом, для очистки Д-амппокислотных оксидаз у Asp. Hi
ger R-1 необходимы следующие этапы: высаливание бесклеточного 
экстракта при 40 80%-ном насыщении сульфатом аммония, гельфиль
трация с использованием С։-150.

Целью следующей серии опытов было выяснение тер.мостабильности 
Д-а.мпнокислотпых оксидаз (табл. 3)

Г л б л и и а 3
Термообработка Д>амниокнсло пых оксидаз у Asp. niger К I 
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Экстракт 14 5,9 24 0.4 100
45 . 10 мин _ 12 3.4 12.3 0,28 50 0.7
55 . 10 мин 8 2.5 8.9 о.зо 3֊ 0.7

Йрдученний Сч-скле точный экстрлкг подвергали термической обработке при |5‘ и 
55" п течение. 5, К) мин. Экстракт (5 мл) энергично перемешивали на аппарате Вар 
<«у|»гн. потом быстро Охлаждали, помещая его и баню со льдом и солью (температура 
Ог 2’—3°); мнем Центрифугнроп.чли при 10000 об/мнн н к-чение 20 мин при 4-3՞

Результаты этой серии эксперимента показали. что термическая 
обработка при 15' в течение 10 мни приводи! к падению активности фер
мента в 2 ра <ц. Выход, по сравнению с экстрактом, для Д-мет составля
ет 50% Обработка при 55е в течение 10 мин снижала активность фер
мента в 3—4 раза, а выход составлял 20—30%.

Из полученных данных следует, что Д-амннокислотныс оксида
зы у А>р. ш£сг R! термолабнльны. и : ер.ми ческа я обработки как этап 
очистки неприемлема.

Г. шпанский госудлиггвеивый университет 
кафедра биохимии Поступило II.VII 1983 г.
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ASPERGILLUS NIGER R-l-b l^turi*bUIHb|.UBFb
O₽UI‘W,U.UPI’ irOPOblTl!

и. «I. ги*12иъъьизиъ, ir. u.. wfreua.

U lr <fh flint 111 fji iffun lll&tiijptub -\<P Iligcr R-/֊/» D-mJ fl

it'll [f f! if H/J fl'll Opulll[Ullfbltp[l if in flft if tit'll tfLfJnifl fbhflll Llttlt fl (f Uippt/fj/ I utuiiib шЪ- 
tflllj՝ 70 tlilllfttU hf^ntf-.

PURIFICATION OF D-AMINOACID OXIDASES 
OF ASPERGILLUS MGER R /

S. P. UOVANESIAN, M. A. DAVTIAN

D-Aininoadd oxidase has been isolated and purified from the cell- 
free extracts of Asp. nigcr R /. grown on the mellasses. The degree 
of purification of the enzyme is 10, the yield is 70 per cent.
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я-быоло.՛, x. Армении». i . А Л Л I// As 5. /S-S'T

УДК 591.1.05

ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ИЗОФЕРМЕНТОВ 
АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ, МОЗГА И НОЧЕК

В ЭМБРИОГЕНЕЗЕ КУР

Т Г АРУТЮНЯН, С. А КАРАПЕТЯН, М. Л. ДАВТЯН

Исследована электрофоретическая подин юность аргиназ экстрактов и отдельных 
ее пиков, полученных при гельфильтрации мозга, печени и почек а эмбриогенезе кур 
В экстрактах мозга и течение всего эмбриогенеза аргиназная активность проявляется 
в двух полосах, мигрирующих к анолу и катоду. В почках П-дневного эмбриона она 
обнаружена в одной из белковых фракций, мигрирующих к аноду, а у зылу։։ившнхся 
цыплят появляется дополнительная активность, движущаяся к катоду В фореграм- 
мах экстрактов печени С-днеБВОго эмбриона аргиназная активность выявлена в одной 
на белковых фракций, мигрирующих к аноду я в двух—к катоду, которые постепен
но исчезают.

К.'.ючевые слова: эмбрибгенез кур, аргиназы, изоферменты, электрофоре:-֊.

Для изучения роли различных изоэнзимов аргиназы в метаболизме- 
клетки, помимо метаморфозируютихся организмов [5. 6]. удобным объ
ектом является куриный .эмбрион, который в процессе эмбриогенеза пре
терпевает смену типов азотистого катаболизма [9. 11].
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