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ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ОЧИЩЕННЫХ 
ИЗОЭНЗИМОВ ОКСИДАЗЫ D-АМИНОКИСЛОТ

ПЛЕСНЕВНЫХ ГРИБОВ ASPERGILLUS NIGER К-3

С. П. ОГАНЕСЯН. Л. Г. ЛАЕ АЯН, Л1. Л. ДАВТЯН

Ереванский государственный ушгаердситст, кчфодра биохимии

Изо.унгшмы— субъединиц/,:—граб плесневый

Установлено наличие у Asp. niger R-3 оксидазы D-аминокислот при 
выращивании на природных отходах сахарного производства—-мелас
се. Нами выделены и очищены два изоэнзима данного фермента [1—3].

Целью данной работы является исследование физико-химических 
свойств очищенных изоэнзимов Asp. niger R-3.

Материал и методика Объектом исследований служил плесневый гриб Asp. 
niger R-3. полученный ид Спитакского завода по производству лимонной кислоты 
в 1988 г. Методика приготовления питательной смеси и пыр.мцнаанпя гриба Asp. 
niger R-3 изложена в ранее опубликованных ti.iv.tt работах [2].

Молекулярная масса полученных пзтнвиых бзоферментой оксидазы D—амино
кислот (D—АЛО.Х. 1\С !.4.3.3) была определена методом гель—фильтрации на ко
лонке с сефздексом G-200 (I.6XK Na фосфатным буфером, pH 8,3).

Для определения D--ЛЛОХ пробу инкубировали пр։։ 37° и течение 6(1 мин֊ 
в 0,05 М K/Na-фосфатном буфере (pH S.3) в прнсутстакп 10 мкМ D—Мот при по
стоянном встряхивании. Реакцию останавливали 20%-ны.ч ТХУ. после чего в эк- 
стрлкте определяли иыдслнашинся аммиак мнкроднффузионным методом Зглингсона 
в модифнкгитн Силаковой [4]. Активность фермента пыражпл!! в мнМ аммиака. 
Оделявшегося при часовой инкубации, на 1 г мицелия.

Результаты и обсуждение. Относительно молекулярной массы Г)— 
ЛАОХ в литературе имеются различные данные. Установлено, что 
значение молекулярной массы ферментов меняется в зависимости от 
применяемого метода и условий эксперимента, определяющих соот
ношение мономер—димерных форм ферментативного белка в раст
воре. В частности, на результаты экспериментов по определению мо- 
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лекулярноп массы сильное воздействие оказывает присутствие высо
комолекулярны.՝: пр! мёссй. поэтому стабильные результаты получают
ся лини при работе <• высокочистыми препаратами [5, 8].

Определенно молекулярной массы полученных нами нативных 
изоферментов Г> -ААОХ показало, что нзоэнзимы не различаются по 
своей .молекулярной массе, которая равна 187000 Да.

Литературные ’?иные относительно молекулярной массы D— 
АЛОХ. Выделенной г.других объектов, очень разнообразии. В част
ности, пзпсстио, что нативный фермент из штамма плесневых грибов 
Asp. n;ger R-3 индуцированного к DL—фенилаланину имеет молеку
лярную массу 900000 [7].

Высокая молекулярная масса, а также имеющиеся в литературе 
многочисленные данные о субъединичной структуре фермента из раз
личных источников обусловили последующие исследования структуры 
•очищенных нами изоэнзимов

Нами была проведена серия экспериментов с использованне.м ме
тода электрофореза в полиакриламидном геле, в присутствии додецил- 
сульфата натрия | 7] Оба изофермента мигрировали в геле одной 
полосой с молекулярной массой равной 46700 Да

Влпялне двухвалентных металлов на активность нзоэнзимрв 1 ։։ 1! 
океялаэы D—аминокислот ni&r R-3

Кон центра
ПИ4. 10 мк.М

Изо,ни՛ м 1
Акт явность в мкМ 

’ -.;а । г мп :е.шч
Актив

ность. ։11о

Изо нл<м 11 
А кт И ШОСТЬ О М!<м 
NHна 1 г мице.'н ։

Актив
ность. %

э.ачрак! 3. 2 P.O 10 |СО
MgCU 4.0 125 11.4 и;
Со?Л 3 0 91 тз.ч 133
NiClj 3.5 »(О 10.3 103
Мпс։4 3.5 109 из 100
Ре С к 4.0 1 .’5 8.9 «9
Fc-?3 3.U 94 10 1О0
ZnCl- 1.3 41 8.3 83 *
C.ICI.. 0.6 25 2 5 25

Сравнивая молекулярные массы натпьиого фермента и ■••убъедн- 
ниц, можно допустить, что D—AAOX нз Asp. niger R-3 имеет гетра - 
мерную структуру, с молекулярной массой субъединиц ранной 
46700 Да. Согласно [10]. фермент нз других объектов в основном 
состоит из двух субъединиц, исключение составляет фермент нз дрож
жей r Z? тпр is v .г. аЬ'! , нативная молекулярная \:ассз которого 
равна 170000 Да, а масса субъединиц֊ 12000 [9]

В следующей серин экспериментов нам։՛ изучалась стабильность 
проэнзимов 1 и II. Выявлено, что I изоэнзим в отличие от II является 
нестабильным ферментом,то есть при хранении его в течение 48 ч 
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при температуре 4" активность его понижается, тогда как И изоэнзим 
практически не теряет свою активность в течение одной недели при 
тех же условиях хранения..

Интересным представляется факт сохранения активности фермент
ного препарата, полученного на этапе гель-фильтрации и представ
ляющего собой смесь нзоэизнмов I и II, в течение трех недель, при 
температуре 4' Но по всей вероятности, во время дальнейшей очист
ки его на этапе ионообменной хроматографии либо удаляются ка
кие-то стабилизирующие факторы, либо осуществляется его моди
фикация

В литературе относительно стабильности микробиального фер
мента имеются немногочисленные данные. В частности, показано, что 
выделенный из штамма Л$р. п'^сг индуцированного к 1)Ь—фенил
аланину [6] фермент остается стабильным в течение 30 дней при 
температуре —20°, а при 4° активность сохраняется 24 ч. Дрожжевой 
фермент нэ Тг1к(1порз1$ ъаг1аЫИ$ в замороженном состоянии был 
стабилен, а при 8° активность его снижалась очень медленно [10].

Далее нами изучалось влияние катионов на активность изоэнзн- 
мов I)—ЛАОХ (Мр, Со, К1!, Мп, Ге, 7.п, С(1) Данные, представлен
ные в таблице, указывают на ингибирующее воздействие Ип на I изо- • 
фермент, ионов Сс1 как на 1-й, так и на II изоферменты. Наблю
дается некоторая активация 11-го изофермента при добавлении ионов 
Со, а для I изофермента—при добавлении ионов Мр и Ге, остальные 
используемые нами ионы не оказывали никакого воздействия.
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