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ОЧИСТКА II III КО1ОРЫ1 ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИ! СВОЙСТВА 
оксидазы d-аминокислот ИЗ ASPMOIll.US \ЧШН р-з

С II ОГ ХНГ.СЯН. Л Г. БАБАЯН

I.pin,ннr.tift государе: ленный ymnuренте:, лиф.-дра биохимии

Выд.-лгил и >>՝:м:н< ил л П лмннльис.то: hi в,пенены х грЙбеШ >1 
giiltf. tuge> к < В 11'нши‘нном Препарате обнаружены дна белка, облада- 
WHiUlr D jMWMoKHCiotuuft икенла ihoh активностью. IhcMpvpMvHiu очищены 
н 65 >i <«i> p.i i. пихт состлнлнс: 38 и 30% соответс:пенно Изучены некого» 
ри՛ пл фии»ки химические сяонетпз.

tjpu, AipfC ltu$ fti gftr R֊ -J utltpgl>f (puufjitu^uifn/ wb-
У«“"М L If titpptfutt) uipLt^wputinntJ
■tutjuibujfLptfLj IL !) ■ „Jf-buippaALpf։ uij^L Jlni/iuil
tpn uuf (imatgbt.pt 0<^KiJbut»ltptlLl Lb <}put!tg "P"2 (14(1^0։ -pl>J(tiu^uib
pjnitbL-p fttf H^LpJ l.bitbLpp JxfpijLl 1.Ъ 63 It 6') t-(t!' ■•!•’ ■'/՛։• •
Hllllll/uuAltl'ptUp IjUJtjJLj 4 36 k 3(J

i)-ani։no a;iii oxidase has been isolated and pu.’ihcd Sr -.n Г v . ell-։rce- 
емг.к t$ от A rgill:u nigt.՝r R—3, ^։«»wn on the t||oki.s?x. The ex -Летке 
oi Iwo pro V’TIS u та 1.)-лтптпо .։ J oxidate aui-'iy lias heeii .ilciil-.ilvd in 
the purilicJ preparation. Some o’ their physico-chem.cal properties have 
been invcMigatvd. The degrees ol pjriHcauon o. the isoenzyme՝; аге о • 
and 60, The y-eld 38 and 3d per .ear, respec lively.

//.letHrCMt’ .'ptiObt-AspcrgiUtis t։igvr- оксш.ааи П иминакиелот-

Okcj-лаза Г)-аминокислот (КФ i 4 3.3.) —фермент, каталгинруклннк 
окислительное деламинирование аминокислот с образованием ег.клнет- 
t и*.}юиц'й <г-кстакислоты в аммиака. Имеет широкое биологическое 
j.’acttpociранение, обнаружен как к прокариотических, так и эукариотн- 
'•:'.'<֊кпх QprWaX Oui.ii՛." фи.-.к-'Л": !-:сская рг»ль и значение D-з.мино- 
кнс.кпных оксидаз окончательно нс выяснены.

I кслслованис D-амннокислотных оксидаз представляется актуаль
ным как в связи г решенигм вопроса о физиологической их роли, так 
и к прикладном отношении, поскольку ею можно применять дли раз
рушения I) аминокислот а рацемических смесях с целью получения оп
тически чистых природных аминокислот.

Цел։, и. ֊ тояшего исследования заключалась в очмСтке и псслс.ю- 
Ванин неко рых фи«нко-химических свойств оксидазы О-амниокнсло! 



из плесневых грибов Aspergillus niger R-3, используемых и производ
стве лимонкой кислоты.

Известна методика получения очищенного препарата оксидазы D- 
аминокислот из дикого штамма |7]. В нашей лаборатории разработан 
более простой способ получения частично очищенного препарата фер
мента и из штамма Aspergillus niger р]. Данная работа представ
ляет собой усовершенствование указанных способов получения очищен 
лого препарата оксидазы D-аминокнслот.

Материал и методика. Объектом исследований служили плесневые грибы Asper
gilla.-. niger R-3, полученные из Спитакского завода по производству лимонной квело 
ты. Культуру выращивали на отходах сахарного производства—мелассе.

Питательную смесь готовили следующим обратом: 40 г мелассы растворяли в 40 г 
кипяченой охлажденной водопроводной воды, pH среды доводили до 7—10%-ныи рас
твором Na։COa. затем добавляли 2 мл 10%-кого раствора желтой кровяной соли и 
смесь кипятили в течение получасл для осаждения тяжелых металлов.

Объем доводили до 1 л кипяченой водой, добавляли 10 мл 1%-ного рагтворз 
КИпРОц и 1 мл I %.-ного раствора ZnSO. Посев производили при гемпср։г.урс 42®, 

'инкубацию—в термостате в течение четырех суток при температуре 32*. Полученную 
поверхностную культуру гомогенизировали и 0,05 М Iw'N.i фосфатном буфере и теме- 
пне 10 мни в стеклянном гомогенизаторе типа Эльвсржсм-Поттера Полученный го
могенат центрифугировали при 11.000 об/мин и течение 30 мин.

Для определения оксидазной активности пробу инкубировали при 37՜ и течение 
60мни в 0.05 М K/N’a фосфатном буфере (pH 8.3) в присутствии 10 мк.Ч аминокисло
ты. Реакцию останавливали 20%-ным ТХУ. после чего в экстракте определяли выде
лившийся аммиак мнкродиффузиониым методом Зелингсона и модификация Снлахо- 
поП [П]. Белок определяли по методу Лоури р] и спектрофрто.метричсскн на СФ 16 
(при 280 нм). Активность фермента выражали а мк.М аммиака, выделившегося при 
часовой инкубашш на ! ։ миц- ллии Удел .hvio активность выражали и мкМ XII на 
1 г белка. ’

Результаты и обсуждение. В целях получения активного препара
та оксидазы D-змииокислот предварительно изучали динамику образо
вания фермента у производственно:<> штамма Aspergillus niger. цикл 
развития которою длится семь суток. Данные табл. I показывают, что 
активность оксидазы к клетках плесненых грибов проявляется на второй 
день инкубации и достигает максимального уровня на четвертый день. 
Ранее используемый нами штамм Aspergillus niger Р-1 прояштя л мак
симальную активность на третьи сутки роста [2].
Таблица 1. Активность оксидазы D-аминокислот r динамике роста плесневых 
грибов Aspergillus niger

Дии 
инкубации

Количество 
биомассы

Активность, мк.м 
NH3 №i 1 г 

мнцелия
Дии 

никубании
Кол :чес г:1ч 

биомассы
Активность, 
мкм NH; на 1 ; 

мицелия

1 0.5 0 5 8.0 15
2 2.8 5 6 8.0 12.5
3 6.0 12.5 7 7.0 10
4 9.0 21.5

Исследования показали также, что в клетках исследуемого штамма 
фермент имеет цитоплазматическую локализацию. Это согласуется с 
литературными данными, касающимися Акре^Шиз гнрег [2. 7]. В от- 
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лячне от них, у дрожжей фермент локализуется в митохондриях [I]. 
Дальнейшие исследования мы проводили на клеточном экстракте четы
рех^՛точной культуры. В следующей серии экспериментов была осу
ществлена очистка фермента (табл. 2).
Та би и на 2. Этапы очистки оксидазы П-амннокислот из Аарег£1Ни$ и;^՝г R- 3

U 
* ~ и аг

= £ — •*
Этапы О'пктк.1 Я а* г* <3 * IL? 5- 3->. 1С

П '1
 

11
1С

ТК 5 

к 
з—- ■*- -/ —U3 < -& Й > ֊ й о аз

1 омогенлт 25 351 90 0.2 1 100
Экстракт
Фракционируй чи։С (\MJ.S , с по

следующей гельфильтрацией на

21 200 86 0.5

35 70сефадексе G-200
ИоиОоЗмеииая хромате՝։ рафия ил

ДЭАЭ—ссфадексё А—25

20 9 63 1

Изофермент 1 12 2.6 34 13 65 38
Изофермент 111 12 2.4 27 12 60 30

На первом этане бесклеточный экстракт подвергали обессоливанию 
с\л:.фатом аммония. Активность фермента обнаруживалась во фрак
ции белков, осаждаемых при 40—80%-ном насыщении сульфатом ам
мония, режим центрифугирования—11.000 об/мин в течение 30 мин. 
Осадок су.тьфатно-аммонийного препарата белков растворяли в 0.05 М 
К.'\’а фосфатном буфере (pH 8,3) и подвергали гельфильтрации на ко
лонке с сефадексом С-200 (65X80 см), уравновешенной тем же буфе
ром. Профиль элюции с сефадекса 6-200 представлен на рис I. Актив
ное гь оксидазы проявляется во фракциях 9—15. В результате фермент
ный препарат очищается в 35 раз. Выход составляет 70%.

Рис. I. Лктнвнесть О-а минокислотной оксидазы после гельфильтрации 
на сефадексе С-200.
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Полученные активные фракции подвергали дальнейшей очистке с 
'йощью метода ионообменной хроматографии на колонке с ДЭАЭ-се- 

фадекерм А-25 (3X20 см), уравновешенной 0,05 М К.'.Ха фосфатным 
буфером, pH 8.3. Объем фракции 4 мл. скорость элюции 1 мл в 1 мин. 
Белки, не связавшиеся с иопобб.менником. вымывались тем же буфером. 
Элюцию оставшихся на колонке белков проводили с помощью возраста
ний концентрации ХаС!—0,05, 0,1, 0,15, 0,2 М. Профиль элюции с се-

Рис. 2 Ионообменная хроматография на ДЭЛ Эсефи.иксе Л-25.

В результате ионообменной хроматографии были получены две бел 
новые фракции, обладающие □-аминокислотой оксидазной активно
стью. Первая элюируется 0,05 М К.’Х'а фосфатным буфером, а вторая 
0,1 М 1\аС1. Очевидно, получены два изофермента оксидазы □•амино
кислот почти с одинаковой удельной активностью (12 и 13) и степенью 
очистки (30 и 32). Выход при этом составлял 38 и 30% соответе 1 вея 
но. Таким образом, разработанная методика позволяет получать высо
коактивные препараты изоэнзимов оксидазы □ аминокислот из произ
водственного штамма А$рег£И'и.ч т%ег Р-З с высоким выходом. Сле
дует отметить, что в литературе известно наличие изоэнзимов оксидазы 
□•аминокисло՛։ лишь у Тг1%апор$18 ъ'й/чаЫНа [! |. Дальнейшие иссле
дования были посвящены изучению некоторых свойств обнаруженных 
изоферментов.

В табл 3 представлены данные по субстратной специфичности н.чо- 
эизнмов 1 и II. согласно которым как по субстратной специфичности, 
так и по интенсивности дезаминирования изученные белки близки. В 
обоих случаях дезаминируются шесть из десяти использованных □ •ами
нокислот, причем с одинаковой интенсивностью. Исключение составля
ет лишь □-аланин, который дезаминируется и 2,5 раза интенсивнее нзо- 
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•ферментом II. по сравнению с первым. Изоферменты не проявляли 
активное;и по отношению к I-аминокислотам. Изучение влияния рая- 
личных концентраций субстрата (П-метионина) на интенсивность дез- 
амнннрования показало, что насыщение фермента субстратом происхо
дит при концентрации 5 мкМ.

Таблица 3. Дезаминирование аминокислот очищенными препаратами илоэнзимов 
(I и II ) оксидазы D-амннокнслот ш Aspergillus niger R 3

Изоэнзим I Нзоэнзим И

Субстрат ISI+10 мкМ Акт.,.™,. *«*н.посп., Активкосп.

1 г мяцелкя Л| I г мицелия

I.J-ме. нонин 6.2 100 5.6 100
1 > • z - а м и 11 о m а с л я и а я кислота 5.2 84 4.8 85
D-аланин 1.6 26 3.9 67
1)-валнн 2.7 ■II 2.5 45
D-н-валин 2.9 •17 2.8 50
D-гряп ц»ф.я1 I) •• 0 —
D-пролин 0 —— V
D-сецнн 0 — 0 —
')-.1И ;и« 0 — 0 ——
D-apriiHMii 0 — 0 —
I .-валин 0 — 0 —

Значение К., определяли по метод}’ Лайиуивера-Бэрка с нс пользо
ванием пяти концев։раций субстрата (рис 3) Установлено, что изофер
менты близки по сродству к субстрату (0.75 и I мкМ соответственно).
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ВЛИЯНИЕ ИОНОВ МЕДИ, ЦИНКА И КОБАЛЬТА НА 
ВЫЖИВАЕМОСТЬ БОКОПЛАВОВ 

(iAMM Л R US L AC US TRIS

Р О. ОГАНЕСЯН. И С. ОСТРОВСКИЙ. .1 А՜. ОВСЕПЯН

Севанский i пдробиоло։ нческая стян .ял \11 ХрмССР, г Севан

Удельная смертность бокоплавов баттинг? lacuairia находится и степен
ной зависимости от концентрации ионов Си, Zn, Со Наибольшее токси
ческое действие н.т бокоплаиоь оказынакп ионы Си, пнем Zu и Со.

иаттаги s lacus:r:s • nqjtipiutyiib/iit ml.di'iiiigmfiputt Си-1>.
Со֊1‘ I'nhiibii/t /՛ Qnij»z/zr/;/>/»/> <//zm [>n։-

Ът/пр Urqtfhyniffjnib /.Ъ шЫ.ЬпчГ CU՝j‘ Ь”Ы>1;рр. u.jbni!I. inti 7.Н-[<Ър It ('()-fritpi

{Specific uiori.iliJy of (iammarus laeustris is degree related Io (tic ion- 
cenirations of Cu, Zn. Go ions. More iox;<: eluci on Giunmarus lacust 
ris have Cu ions, then Zn and Co.

Бокоплавы (iammutus :ucu>U։s- yocabnait c>teprпоста пчны .чеАи. .{инка. кобпльгл

Изучение выживаемости животных иод воздействием разных концент
раций токсических вещее։в служи։ важным -паном токсикологических 
исследований. В настоящем работе приводятся результаты изучения 
зависимости удельной смертности бокоплавов Gammarus tacuslris Sars 
от концентрации ионов разных металлов.

Материал и метрика. Ilcivn.топания проводили в 1983 г. в лабораторных усло
виях. Рачкон с массой тела 28±3 mi- по 1(1 экз. помешали в широкие цилпнлричесхнс 
сосуды с растворами разных концентра..кй солей CuSO4, ZnSO4. СоС12 л с отстоянной 
водопроводной водой (и качьччве коп роля). Концентрации ионон металлов исиаль- 
зованные в экспериментах (рис. 1—3), подбирались 1акнм образом, чтобы выживае
мость гаммарусов изменялась в широких пределах. Опыт и контроль ставились п 
тырех повторностях Наблюдения велись ежедневно, а п отдельных случаях (при 
высокой смертности рачков)- 2—3 раза в сутки. В течение всего эксперимента жн- 
fuiriibix яе кормили, поскольку растворенное органическое вещество, неллбежно понн- 
лпющссся в ноле при кормлении, может связывать ионы металлов с образованием ма- 
льтоксичпых комплексных соединений. Продолжительность экспери Менгов с оста ил я л з 
14 срок. Через каждые двое суток растворы и иода п контроле Менялись. Темпера։ у- 
ра растворов была близка к срсднслшлен гемпсритуре воды в зоне обйииия рач- 
хоэ и составляла в опытах с вонами меди 18.3±0,4с. с ионами пинка 19.1 гОЖ с пи
пами кобальта—19,7 Л- 0,8е.

Одним из наиболее кнформитинных показателен изменения численности животных 
в эксперименте при нулевой рождаемости служит удельная смертность чсобп (d(l). 
сут-։).

Островский II. . Овсепян А. К Экснер, поди, кженкол. (Рига). 11. 85—91. 1986 г.
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