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ИССЛЕДОВАНИЕ L-AM ИI ЮКИ СЛОЕНОЙ ОКСИДАЗЫ У 
ASPERGILLUS NIGER R-3

C.II. ОГАНЕСЯН, A.P. ПАПОЯ11, M.A. ДАВТЯН

Ереванский государственный университет, кафедра биохимии, 375049

Проводилось исследование субклеточных фракции (пероксисом) 
мицелиального гриба Aspergillus niger R-3, полученных посредством изопикнической 
сепарации в градиенте 0,5М раствора сахарозы и 15% нерколла. Показано, что для 
проявления активности оксидазы Լ-аминокислот наиболее оптимальным являются 
(|.5% D-глюкоза и 1/4 нормы источника азота - L-аланина в питательной среде.

Ուսումնասիրվել են Aspergillus niger R-3 միցելիալ սնկի ենթարջջային 
ֆրակցիաները պերօքսիսոմները, ստացված 0,5մ սախարոզի և 15% պերկոլի 
գրաղիենտում իզոպիկնիկ բաժանման միջոցով: Հաստատվել է, որ Լ-ամինաթթվային 
օթսիղազի ակտիվության ղրսևորման համար առավել բարենպաստ են 0,5% D-գլյուկոզի 
և ազոտի օւգտիմալ աղբյուրի Լ-ւսլանինի, 1/4 կոնցենտրացիայի պարունակությունը 
սննդամիջավաւրում:

The subcellular fractions (peroxisomes) of Aspergillus niger R-3 have been studied 
by isopicnic separation in gradient ol'0.5M sucrose and 15% Pcrcoll. The presence of 0.5% 
D-glucose and 1/4 concentration of L-alanine as source of nitrogen in growth medium is the 
optimal condition for synthesis of L-aminoacid oxidase activity.

Aspergillus niger - Լ-аминокислотная оксидаза - пероксисомы
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Образование и утилизация аммиака все еще остается предметом изучения 
как с точки зрения эволюционного становления осуществляющих их систем, 
так и понимания механизмов сопряжения с энергопотрсбляющими и 
производящими процессами.

Очевидно, оксидазы L-аминокислот играют существенную роль в 
образовании аммиака из аминокислот лишь у тех организмов, которые 
обладают высокоактивными ферментами окисления L-аминокислот 
[2,3,14,15]. Полагают, что в тканях животных они не могут играть 
существенной роли, а присутствующая у животных высокоактивная оксидаза 
D-аминокислот является пока необъяснимым фактом [4,5,13,15].

В литературе существует мнение о четкой структурированности 
"растворимых" (|»срмснтов цитозоля за счет связи с компонентами мембран и 
других надмолекулярных образований клетки [ 1,7]. Растворимые оксидазы 
D-аминокислот |4] широко исследованы в качестве маркерного фермента 
пероксисом, тогда как оксидазы L-аминокислот практически не изучены.

11аша задача заключалась в получении псроксисомальных фракций из 
мицелиального гриба Aspergillus niger R-3, обладающего выраженной 
активностью оксидазы D-аминокислот ]9|, и выяснении наличия в них 
активности L-аминокислотной оксидазы.

Материл.! и методика. Объектом исследований служил плесневой гриб Asp. niger 
К-З - продуцент лимонной кислоты. Культуру выращивали на отходе сахарного производства 
- мелассе и па синтетической среде Роллена [6]. В качестве источника азота использовали 
(NH4),SO4 (3,5г) или 1-аланин (4,1г) в 1000 мл культуральной среды. Посев производили 
в среде объемом НМ) мл при 42°, выращивание - при 35-37՝’.

10%-ный гомогенат 4-дневной культуры, полученный посредством гомогенизации 
в дистиллированной воде в течение 1.5 мин в стеклянном гомогенизаторе типа Поттер- 
Эльвсджсйма, центрифугировали при 600-700g при 10" в течение 10 мин для удаления 
ядерпой фракции. Для получения гранулярной фракции 1 мл надосадочпой жидкости 
подвергали изопикнической сепарации в градиенте 0.5М раствора сахарозы, содержащего 
I мл нерколла (Fine chemical AB) 11,29 г/л. Полученную таким образом смесь объемом 2 
мл центрифугировали при 12000-14000g в течение 10 мин при 10", после чего 
микроманипуляпией посредством медицинского щирица разделяли на 4 фракции, каждая 
объемом 0,5 мл. 1 фракция содержала большие митохондрии, II - малые митохондрии. Ill 
- пероксисомы, IV - пероксисомы и цитозоль. В трех фракциях (П, 111, IV) быта обнаружена 
активность псроксисомальпого маркерного фермента - оксидазы D-аминокислот [9,16]. 
Для определения активности оксидазы D- и L-аминокислот пробу инкубировали при 40" 
в сечение 90 мин в 0,05М K/Na-фосфатном буфере, pH 8.3, в присутствии 10 мкМ D- 
или L аланина, при постоянном встряхивании (100 раз в мин). Реакцию останавливали 
10% 1 ХУ. после чего в надосадочпой жидкости и в соответствующих фракциях определяли 
выделившийся аммиак микродиффузионным методом Зелингсона в модификации 
Силаковой [12]. Активность фермента выражали в мкМ аммиака на 1г мицелия. Белок 
определяли по методу Лоури [21].

Результаты и обсуждение. В опубликованной ранее работе [9] в 
субклеточных фракциях (II, HI, IV), соответствующих различным 
субклеточным структурам Asp. niger R-3, нами были обнаружены активности 
оксидазы D-аминокислот, выраженные в разной степени. В новой серии 
экспериментов мы в тех же фракциях одновременно ощзсдсляли как D-, так и 
L-аминокислотныс оксидазы при росте гриба на мелассе, содержащей 15% 
глюкозы. В качестве субстрата использовали L-аланин. Во II, III и IV 
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субклеточных фракциях А.чр. п'щег К-З, полученных посредством 
изопикнической сепарации в градиенте 0,5М раствора сахарозы и 15% перколла 
(табл. I) обнаружена активность оксидазы Ь-аминокислот (активность 
составляла 18, 26 и 56% соответственно), в то время как активность фермента 
в экстракте нс обнаруживается. Экстракт и фракции обладают высокой 
активностью в отношении В-мстионина и сравнительно низкой - Ь-аланина.

Таблица I. Активность D- и L-аминокислотной оксидазы Asp. niger R-3 при росте 
на мелассе

Субстраты Белок, 
мг/мл

мкМ МН5/мл мкМ NH./r мицелия Удельная активность, 
мкМ NH./мг белка

Экстракт
D-мет

3,80
4.70 47,0 1,23

D-ала 2,50 25,0 0,65
L-ала 0 0 0

11 фракция 
D-мст

1.0
0.80 8.0 0.80

D-ала 0,56 5.60 0.56
L-ала 0.28 2,8 0,28

III фракция
D-мет

1.20
1,70 17,0 1.42

D-ала 1,14 11,4 0.95
L-ала 0,40 4,0 0.33

TV фракция
D-mct

0.98
1,90 19.0 1,90

D-ала 0,37 3,70 0,38
L-ала 0,84 8.40 0.86

В ранних исследованиях [10,11] выявлено, что уменьшение 
концентрации глюкозы (2%, 0,5%) в среде роста способствует образованию 
оксидазы D-аминокислот в экстракте Asp. niger R-3, как в случае 
использования мелассы, так и синтетической среды, хотя выход биомассы 
при этом уменьшается. С целью подбора оптимальных условий для выявления 
активности оксидазы L-аланина Asp. niger R-3 в среде роста при постоянной 
концентрации оптимального количества азота варьировали концентрацию 
D-глюкозы. При выращивании на среде с L-аланином в качестве источника 
азота и с 0,5% D-глюкозы (табл.2) активность изучаемого фермента выявляется 
во II фракции, а при выращивании на среде с L-аланином и 0,2% D-глюкозы 
активность выявляется в IV фракции. Что касается D-метионин оксидазы, 
то се активность проявляется в III и IV фракциях, при росте в среде с 0,5% 
D-глюкозы. В исходном экстракте нс выявляется активность оксидазы 
L-аминокислот и при уменьшении концентрации D-глюкозы. Очевидно, 
высокий уровень аммиака в исходном экстракте препятствует выявлению 
активности L-аланин оксидазы, но не является препятствием для выявления 
активности высокоактивного фермента D-метионин оксидазы.

В результате изопикнической сепарации экстракта Asp. niger R-3 в 
градиенте 0,5М сахарозы и 15% перколла сохраняется микроокружение и 
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полос шесть мембран субклеточных единиц в исследуемых фракциях, 
обеспечивающие экскреции вереде, чем создаются условия для проявления 
активности [.-аланин оксидазы.

Таблица 2. Активность 1)- и L-амииокислотных оксидаз Asp. niger R-3 в 
зависимости от наличия в среде роста количества D-глюкозы

Субирагы Белок, 
м г/мл

мкМ NH,/>ui мкМ NHj/r мицелия Удельная активность, 
мкМ NH/мг белка

Выращивание на среде, содержащей 0.5% D-глюкозы и L-ала։ i и па в качестве 
источника азота

Экстракт 
L-ала

2. SO
0 0 0

II фракция 
D мет 
L-ала

0.65
0 

0.42
0

3.6
0 

0.64

III фракция
D меч
L-ала

0.85
0.41 

0
3.5 
0

0,5 
0

|\ фракция
D мет 
L-ала

0.91
0,64 

0
5,4 

0
0,7 
0

Выращивание на среде, содержащей 0.2% D-глюкозы и L-аланипа в качестве 
источника азота

Экст ракт 
L-ала

I.S2
0 0 0

II фракция 
L-ала

0.27
0 0 0

III фракция 
L-ала

о.зз
0 0 0

IV фракция
L-ала

0.3ч
0.7 6,7 1,79

В наших предыдущих исследованиях |11| для биосинтеза оксидазы 
аминокислот Пух Higer R-3 оптимальной явилось выращивание в среде, 
содержащей L-аланпн в количестве, соответствующем 1/4 части полной нормы 
азота питательной среды и 2% D-глюкозы. С целью подбора оптимальных 
условий для выявления активности оксидазы L-аланина в среде роста 
исиользовали 0,5%. 1%, 2% D-глюкозы и 1/4 часть оптимальной нормы азота 
в виде L-aiaimna (табл.З). Полученные данные свидетельствуют, что для 
выявления L-аминокислотной оксидазной активности наиболее оптимальными 
являются условия роста в среде с 0,5% D-глюкозы и 1/4 часть нормы азота в 
виде L-аланина. При этом при фракционировании экстракта во 11 фракции 
обнаруживается 23% активности, а в III и IV фракциях - 40% и 36% 
соответственно. 11ривлекаст внимание тот факт, что во II фракции активность 
L-аминокислотной оксидазы повышает активность D-метионин оксидазы, 
где наряду с пероксисомами содержатся и мелкие митохондрии. В случае с 
1% и 2% D-глюкозы L-а.м инокислотная оксидазная активность в исследуемых 
Фракциях нс выявлена. На основании вышеуказанного можно отметить, что 
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выявление активности оксидазы L-аминокпслот зависит от условии 
культивирования гриба Asp. niger R-3, от концентрации углерода, а также от 
качественного и количественного состава азота среды роста.

Таблица 3. Активность 1)- и Ь-аминокислотных оксидаз Л\р. ш"сг И-3 при роете на 
синтетической среде, содержащей различные количества В-глюкозы и 1/4 часть 

нормы азота в виде Ь-аланина

Субстраты Белок, 
м г/мл

мкМ NHj/мл мкМ NH./1 мипелия Удельная активность. 
мкМ NH./M1 белка

Вы рати в:inис на среде , содержащей 2% D-глюкозы и 1/4 L-a, 
источника азота

танина в качестве

II фракция 
D -мет 
L-ала

0.27
0,50 

0
5.0 
0

1.85 
0

111 фракция 
D-мет 
L-ала

0,44
0
0

0
0

0
0

IV фракция
D-mci
L-ала

0.39
1.40 

0
13,8 

0
3,9 

0

Выращивание на среде, содержащей 1% D-глюкозы и 1/4 L аланина в качестве 
источника азота

II фракция 
D-мет 
L-ала

0.25
0.80 

0
7.8 
0

3,2 
0

III фракция
D-мст 
L-ала

0.39
0.90 

0
9.2 
0

2,3 
0

IV фракция 
D-мст 
L-ала

0.45
1.20 

0
12.5 

0
2.89 

0

Выращивание на среде, содержащей 0,5% D-глюкозы и 1/4 L- 
источника азота

аланина в качестве

II фракция
D-мст
L-ала

0,81
0,32
0,40

4,0
5,0

0,4
0,5

111 фракция
D-мет 
L-гы а

0,78
0.98
0.90

9,5
8.7

1.25
1,15

IV фракция 
D-мст 
L-ала

1.0
1.10
0,78

9.6
7.8

1.1 
0.78

Примечательным является то, что при выращивании грибов при 
различных соотношениях содержания в среде [юста О-глюкозы и Ь-аланина 
активности оксидаз Э- и Ь-аминокислот проявляются в различной степени в 
субклеточных фракциях экстракта, содержащих пероксисомы различных 
размеров.

Очевидно, при изменении вередах роста содержания О-глюкозы и Ь- 
аланнна меняется и соотношение различных популяций пероксисом.
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обладающих разной активностью оксидаз D- и L-аминокислот. В связи с 
этим привлекает внимание утверждение ряда авторов относительно изменения 
соотношения популяций пероксисом в зависимости от изменений метаболизма 
клеток [4,5,7,8].
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Վ. Գ. ՆԻԿՈՂՈՍՅԱՆ

-?? ԳԱՍ Միկրոբիոլոգիայի ինստիտուտ, 378510, ք. Աբովյան

Հացi.Liqզհfiերի արմատային համակարգից մեկուսացվել են ազոտֆիքսող 
մանրէների ; արդ կազմ ունեցող երկու համակեցություններ Ցույց է տրված, որ 
դիազոտրոֆները համակեցության պայմաններում չեն ենթարկվում շրջապատի 
կոնկուրենտների անտագոնիստական ազդեցությանը: Ազոտֆիքսատորների հետ 
համատեղ զարգսւցող Erwinia և Flavobacterium ցեղերի բակտերիաները ակտիվորեն 
ճնշում են դիազոտրոֆների նկատմամբ անտագոնիստ սպորավոր բակտերիաների 
զարգացումը: Պարզվել է նաև, որ դիազոտրոֆների այդ պաշտպանները ճնշիչ 
ներգործություն չեն ցուցաբերում ազոտֆիքսող բացիլների հանդեպ:
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