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Կատարվել է Erwinia carotovora-ի ֆենիլպիրուվատը տրանսամինացնող PAT1, PAT2 և PAT3 ֆերմենտների 

իմոբիլիզացում սիլոքրոմ C-80 կրիչի վրա: Սպիտակուցը կրիչին կարվել է գլուտարալդեհիդով: Ընտրված լավագույն 
պայմաններում իմոբիլիզացման արդյունքում պահպանվել է ռեակցիոն միջավայր տրված ֆերմենտային ակտիվության 
մինչև 42 %-ը: Իմոբիլիզացման արդյունքում 5-10 oC-ով մեծացել են PAT1 և PAT2 ֆերմենտների ջերմաստիճանային 
օպտիմումները: Ստացված կենսակատալիզատորները հարմար են օգտագործման համար, կայուն են, հեշտությամբ 
առանձնացվում են ռեակցիոն միջավայրից և կարող են կիրառվել բազմաթիվ աշխատանքային ցիկլերի ընթացքում:  

 
E. carotovora — կովալենտ իմոբիլիզացում — սիլոքրոմ C-80 — L-ֆենիլալանին 

 
Проведена иммобилизация ферментов PAT1, PAT2 и PAT3 из Erwinia carotovora трансаминирующих 

фенилпируват на силохроме C-80. Белок к носителю пришивали через глутаровый альдегид. В оптимальных 
условиях в результате иммобилизации сохранялось 42 % ферментативной активности. В результате 
иммобилизации температурный оптимум ферментов PAT1 и PAT2 увеличивался на 5-10 oC. Полученные 
биокатализаторы удобны в использовании, стабильны, легко отделяются от реакционной среды и могут быть 
применены в течение многих рабочих циклов.  

 
E. carotovora – ковалентная иммобилизация – силохром C-80 – L-фенилаланин 

 
Immobilization of phenylpyruvate transaminating enzymes PAT1, PAT2 and PAT3 from Erwinia carotovora 

was carried out on silochrom C-80. The protein was bound to the carrier with glutaraldehyde. At best optimal 
conditions 42 % of enzyme activity was maintained after immobilization. The temperature optimum of immobilized 
enzymes PAT1 and PAT2 arose on by 5-10 oC as a result of immobilization. The obtained biocatalysts are convenient 
for usage, are stable, can be easily separated from the reaction medium  and can be used in many work cycles.  

 
E. carotovora – covalent immobilization – silochrom C-80 – L-phenylalanine 

 
L-ֆենիլալանինը հանդիսանում է անփոխարինելի ամինաթթու, որը լայնորեն օգտագործվում է 

դեղագործության և սննդարդյունաբերության մեջ: L-ֆենիլալանինի պահանջարկի աճը հատկապես 
պայմանավորված է դիպեպտիդային բնույթի քաղցրացնող նյութի` ասպարտամի մեծածավալ 
արտադրությամբ, որի կազմի մեջ մտնում է L-ֆենիլալանին և L-ասպարագինաթթու [8]: Նկարագրված են 
կենսատրանսֆորմացիոն եղանակով L-ֆենիլալանինի ստացման մի շարք մեթոդներ տրանս դարչնաթթվից   
L-ֆենիլալանին-ամոնիակլիազ ֆերմենտի օգնությամբ (ՖԱԼ), հայտնաբերված բույսերի, խմորասնկերի, 
սնկերի և ակտինոմիցետների մոտ, ֆենիլպիրոխաղողաթթվից ամինատրանսֆերազների կիրառմամբ, 
որոնք լավ ուսումնասիրված են Escherichia coli-ի [12],  Bacillus subtilis-ի [19], Bacillus sp.-ի [18], 
կորինեբակտերիաների [9], Pseudomonas-ների [20], Klebsiella aerogenes-ի [15], Amycolatopsis methanolica-ի [5] 
և թերմոֆիլ արխեբակտերիաներ Thermococcus litoralis-ի [6]: 
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L-ասպարագինաթթուն որպես ամինախմբի դոնոր կիրառող կենսատրանսֆորմացման 
գործընթացները, որոնցում ֆենիլպիրուվատը տրանսամինացվում է L-ֆենիլալանինի, թերմոդինամիկայի 
տեսակետից արդյունավետ են շնորհիվ ռեակցիայի արգասիքներից մեկի՝ օքսալաացետատի ինքնակամ 
դեկարբօքսիլացման [10], ինչը ապահովում է փոխակերպման բարձր ելք: Կենսատրանսֆորմացման 
գործընթացը կարելի է իրագործել ինչպես տարբեր շտամներից ստացված ֆերմենտային պատրաստուկնե-
րով [7,13], այնպես էլ իմոբիլիզացված բջիջներով [10, 14] և ֆերմենտներով:  

Մեր կողմից մշակվել է կենսատրանսֆորման միջոցով L-ֆենիլալանինի ստացման եղանակ E. 
carotovora շտամի կիրառմամբ [1], ինչպես նաև անջատվել և բնութագրվել են E. carotovora-ի 
ֆենիլպիրուվատը տրանսամինացնող 3 ֆերմենտ [4]:  

Տվյալ աշխատանքի նպատակն է ստանալ E. carotovora-ի մեր կողմից անջատված և մաքրված 
ամինատրանսֆերազների վրա հիմնված իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորներ, բնութագրել և 
դրանցով իրականացնել L-ֆենիլալանինի արդյունավետ կենսասինթեզ:  

 

Նյութ և մեթոդ:  Աշխատանքում օգտագործվել են հետևյալ նյութերը` Լ- ամինաթթուներ □Serva□ (ԱՄՆ), 
գլուտարալդեհիդ ,Reanalե (Հունգարիա), պիրիդօքսալֆոսֆատ (PLP), ֆենիլմեթիլսուլֆոնիլֆտորիդ (PMSF), էթիլեն 
դիամին տետրաքացախաթթու (EDTA), մերկապտոէթանոլ (ME), N-(2-հիդրոքսիէթիլ)-պիպերազին-N-2-էթան 
սուլֆոնաթթու (Hepes) ,Servaե (Գերմանիա), սիլոքրոմ C-80 (ծակոտիների տրամագիծը 400-600 ժ, մասնիկների 
չափերը 0,35-0,5 մմ, տեսակարար մակերեսը 60-120 մ2/գ), Քիմռեակտիվների գործարանե (Ռուսաստանի Դաշնու-
թյուն), (C2H5O)3Si(CH3)NH2 (�-ամինոպրոպիլ 3 էթօքսիսիլան) ,Հայկենսատեխնոլոգիաե ԳԱԿ ՊՈԱԿ ինժեներային 
էնզիմոլոգիայի լաբորատորիա (Հայաստան) և այլ նյութեր արտադրված ԱՊՀ երկրներում: 

Աշխատանքում օգտագործվել է կոպիտ ֆերմենտային պատրաստուկ և ֆենիլպիրուվատը 
տրանսամինացնող 3 ֆերմենտային պատրաստուկներ (PAT1, PAT2, և PAT3) ստացված E. Carotovora subsp. carotovora 
շտամից (,Հայկենսատեխնոլոգիաե ԳԱԿ ՊՈԱԿ միկրօրգանիզմների հավաքածու, ИНМИА № 8724), որոնք 
նախկինում օգտագործվել են Erwinia aroidea անվանմամբ:  

Ֆերմենտների անջատումը և մաքրումը կատարվել է ըստ մեր նախորդ աշխատանքում նկարագրված 
սխեմայի [4]: 

Ֆերմենտային պատրաստուկների և իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների ակտիվությունը որոշվել են 
400 մկլ վերջնական ծավալով ռեակցիոն միջավայրում, որը պարունակել է` 50 մմոլ/լ L-ֆենիլալանին, 25 մմոլ/լ 2-
կետոգլուտարատ, 0,05 մմոլ/լ PLP, 0,1 մոլ/լ տրիս-HCl, pH – 8,5 և անհրաժեշտ քանակությամբ ֆերմենտային 
պրեպարատ կամ իմոբիլիզացված կենսակատալիզատոր: Առաջացած ֆենիլպիրուվատի քանակը որոշվել է ըստ 1 
մոլ/լ NaOH-ի միջավայրում նմուշի կլանման (з320 – 17500 մոլ-1սմ-1): Որպես ֆերմենտային ակտիվության միավոր է 
ընդունվել  նշված pH-ում և 30օC ջերմաստիճանում 1 մկմոլ վերջնանյութի առաջացումը 1 ր ընթացքում [12]: 

Սպիտակուցի քանակը որոշվել է ըստ Գրովսի և Դեյվիսի [16]:     
Կրիչի նախապատրաստում: Իմոբիլիզացման համար որպես կրիչ է օգտագործվել սիլոքրոմ C-80 խեժը: 

Կրիչի մակերեսից օրգանական միացությունների հեռացման և ջերմային ակտիվացման համար այն 5 ժամ 
շարունակ ենթարկվել է ջերմային մշակման 500օC ջերմաստիճանում [17]: Կրիչի ակտիվացման համար այն 48 ժ 
պահվել է 45օC ջերմաստիճանում   з -ամինա-պրոպիլ 3-էթօքսիսիլանի 2 % ացետոնային լուծույթի մեջ, որից հետո 2 
անգամ լվացվել է ացետոնով և չորացվել նույն ջերմաստիճանում [17]:  

Ակտիվացված կրիչի վրա ֆերմենտային պատրաստուկների իմոբիլիզացումը կատարվել է 
գլուտարալդեհիդով: Այդ նպատակով 100 մգ ակտիվացված կրիչին ավելացվել է 1 մլ            2 %-անոց գլուտար-
ալդեհիդի լուծույթ և 30 րոպե պահվել 4օC ջերմաստիճանում: Առաջացած մոդիֆիկացված կրիչը լվացվել է ջրով (5-10 
անգամ), որից հետո խառնվել է 2 մգ ֆերմենտային պատրաստուկ պարունակող 1 մլ լուծույթ Ա-ի (20 մմոլ/լ Hepes-
NaOH, pH 7,2, 1 մմոլ/լ EDTA,   0,1 մմոլ/լ PMSF, 5 մմոլ/լ ME, 0,05 մմոլ/լ PLP) հետ և ինկուբացվել է 20 ժ 4օC ջերմաստի-
ճանում: Ստացված կենսակատալիզատորը 4 անգամ լվացվել է 100 մմոլ/լ տրիս-HCl բուֆերով pH 8,3, այնուհետև 2 
անգամ լուծույթ Ա-ով:  

Իմոբիլիզացման գործընթացի ժամանակ ֆերմենտային պատրաստուկի կայունացման համար ֆերմենտային 
պատրաստուկ – ակտիվացված կրիչ խառնուրդին ավելացվել է սուբստրատների (L-ասպարագինաթթու, L-
ֆենիլալանին, L-տրիպտոֆան, ֆենիլպիրուվատ) և կոֆերմենտի  տարբեր համակցություններ: 

Ջերմաստիճանային և pH օպտիմումների որոշման համար ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների և 
իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների ակտիվությունը չափվել է ջերմաստիճանի և pH-ի տարբեր արժեքների 
պայմաններում: pH-ի տարբեր արժեքներ ապահովելու համար կիրառվել է 100-ական մմոլ/լ ցիտրատ, ֆոսֆատ, տրիս, 
բորատ և կարբոնատ  պարունակող բուֆեր: Համապատասխան pH-ը բերվել է խիտ աղաթթվի կամ նատրիումի հիդր-
օքսիդի ավելացմամբ: 
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Ջերմակայունության որոշման համար ազատ ֆերմենտային պատրաստուկները և իմոբիլիզացված 

կենսակատալիզատորները ինկուբացվել են տարբեր ջերմաստիճաններում 30 ր և արագ սառեցվել սառցե 
բաղնիքում: Մնացորդային տրանսամինազային ակտիվությունը որոշվել են վերը նշված մեթոդով: 

pH-ից կախված ջերմակայունության որոշման համար PAT1 և PAT2 ազատ ֆերմենտային 
պատրաստուկները 65օC, PAT3 ֆերմենտային պատրաստուկը՝ 55 օC, իսկ իմոբիլիզացված կեն-
սակատալիզատորները` 52օC ջերմաստիճաններում ինկուբացվել են 30 ր տարբեր     pH-ի արժեք ունեցող բուֆերում: 
Այնուհետև նմուշները արագ սառեցվել է սառցե բաղնիքում: Մնացորդայն տրանսամինազային ակտիվությունը 
որոշվել են վերը նշված մեթոդով: 

 
Արդյունքներ և քննարկում:  Գրականության մեջ բերված են տվյալներ, ըստ որոնց 

իմոբիլիզացման գործընթացի ընթացքում տարբեր սուբստրատների և կոֆերմենտի առկայությունը 
կայունացնում է ֆերմենտը [3, 11]: E. carotovora-ից ստացված ֆերմենտային պատրաստուկի 
իմոբիլիզացման արդյունքները որոշ նյութերի առկայության պայմաններում բերված են նկ. 1-ում: 

 

 
 

Նկ. 1. Իմոբիլիզացման գործընթացում տարբեր սուբստրատների և կոֆերմենտի  
կայունացնող ազդեցությունը հետազոտումը (1 — ստուգիչ, 2−0,02 մմոլ/լ PLP,  

3—0,2 մմոլ/լ PLP, 4—2 մմոլ/լ L-ֆենիլալանին, 5—20 մմոլ/լ L-ֆենիլալանին,  
6—2 մմոլ/լ լ L-ասպարագինաթթու, 7—20 մմոլ/լ L-ասպարագինաթթու,  
8—2 մմոլ/լ ֆենիլպիրուվատ, 9—20 մմոլ/լ ֆենիլպիրուվատ,10—2 մմոլ/լ L-տրիպտոֆան, 
11—20 մմոլ/լ L-տրիպտոֆան, 12—0,2 մմոլ/լ PLP, 20 մմոլ/լ ֆենիլպիրուվատ, 
13—0,2 մմոլ/լ PLP, 20 մմոլ/լ ֆենիլպիրուվատ, 20 մմոլ/լ L-ասպարագինաթթու): 
 

Ինչպես երևում է նկ. 1-ից, իմոբիլիզացման գործընթացում ֆերմենտային պատրաստուկի 
ակտիվությունը մինչև 42 % պահպանվում է, երբ ռեակցիոն միջավայրում առկա է PLP և ֆենիլպիրուվատ 
համապատասխանաբար 0,2 մմոլ/լ և   20 մմոլ/լ կոնցենտրացիաներով: 

0,2 մմոլ/լ PLP-ի և 20 մմոլ/լ ֆենիլպիրոխաղողաթթվի նատրիումական աղի առկայության 
պայմաններում PAT1, PAT2 և PAT3 ամինատրանսֆերազների իմոբիլիզացման արդյունքները բերված են 
աղ. 1-ում: 

 
Աղյուսակ 1. PAT1, PAT2 և PAT3 ամինատրանսֆերազների իմոբիլիզացման արդյունքները: 

 

Ֆերմենտային 
պրեպարատ 

Տեսակարար 
ակտիվություն, 
միավոր/գրամկատ 

Իմոբիլիզացված* 
կենսակատալիզատորի 

ակտիվություն, % 

PAT1 1,89 22,7 
PAT2 0,63 36,1 
PAT3 0,92 13,6 

     * Սյունյակում բերված է իմոբիլիզացումից հետո կրիչի վրա կարված ֆերմենտային  
         պատրաստուկի մնացորդային ակտիվությունը: 
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Նկ. 2. E. carotovora-ի PAT1, PAT2 և PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների (ա)  
և ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների (բ*) ջերմաստիճանային օպտիմումները: 

* Արդյունքները բերված են [4] աշխատանքից: 
 
Նկ. 2-ում բերված են PAT1, PAT2 և PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների և ազատ 

ֆերմենտային պատրաստուկների  ջերմաստիճանային օպտիմումների որոշման արդյունքները: 
Ինչպես երևում է նկարից, PAT1 և PAT2 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների 
ջերմաստիճանային օպտիմումները  բարձրացել են 5-10օC-ով, այն դեպքում երբ PAT3 իմոբիլիզացված 
կենսակատալիզատորի ջերմաստիճանային օպտիմումը գրեթե չի փոխվել (նկ. 2) [4]: Նմանատիպ 
պատկեր դիտվել է նաև  թիրոզին ֆենոլ լիազի սիլոքրոմ C-80-ի վրա իմոբիլիզացման արդյունքում [3]: 
Նկարից նաև երևում է, որ ի տարբերություն ազատ ֆերմենտի PAT3 իմոբիլիզացված 
կենսակատալիզատորի ինակտիվացումը բարձր ջերմասիտանում տեղի է ունենում ավելի դանդաղ:   

 
 

 
         

Նկ. 3. E. carotovora-ի PAT1, PAT2 և PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների 
(ա) և ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների (բ*) pH օպտիմումները: 

*Արդյունքները բերված են [4] աշխատանքից 
 

Նկ. 3-ում բերված են PAT1, PAT2 և PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների և ազատ 
ֆերմենտային պատրաստուկների pH օպտիմումների որոշման արդյունքները: Ինչպես երևում է 
ստացված արդյունքների համեմատումից, PAT1, PAT2 և PAT3 ֆերմենտային պատրաստուկների pH 
օպտիմումները իմոբիլիզացման արդյունքում գրեթե չեն փոխվել: Օպտիմալ pH արժեքը ազատ և 
իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների համար գտնվում է 8,5-9 տիրույթում: Նմանատիպ պատկեր 
դիտվում է նաև L-ֆենիլալանին ամոնիակ լիազի սիլոքրոմ C-80-ի վրա իմոբիլիզացման արդյունքում [2]: 

 

 
Նկ. 4. E. carotovora-ի PAT1, PAT2 և PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների 

(ա) և ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների (բ) ջերմակայունությունը 
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Նկ. 4-ում բերված են ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների և իմոբիլիզացված 

կենսակատալիզատորների ջերմակայունության որոշման արդյունքները: Ինչպես երևում է նկ. 4բ-ից, 
նշված ջերմաստիճաններում 30 ր ինկուբացումից հետո արոմատիկ ամինատրանսֆերազները (PAT1 և 
PAT2) ակտիվության 50 %-ը կորցնում են 65oC, իսկ ասպարտատ ամինատրանսֆերազը (PAT3)` 55oC 
ջերմաստիճանում: Իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորները նշված ջերմաստիճաններում 30 րոպե 
ինկուբացումից հետո իրենց ակտիվության կեսը կորցնում են 52-55օC ջերմաստիճանում (նկ. 4ա): 
Արդյունքների համեմատությունից երևում է, որ PAT1 և PAT2 իմոբիլիզացված 
կենսակատալիզատորները ավելի ջերմազգայուն են դարձել ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների 
հետ համեմատած, իսկ PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորի ջերմակայունության 
փոփոխություն չի դիտվել: 

Մինչդեռ Rhodosporidium toruloides շտամի L-ֆենիլալանին-ամոնիակ-լիազի իմոբիլիզացման 
արդյունքում դիտվում է հակառակ գործընթացը՝ իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորը իր 
ջերմակայունությամբ գերազանցում է ազատ ֆերմենտին [2]: Համեմատության համար նշենք, որ 
Bacillus subtilis շտամից անջատած արոմատիկ ամինատրանսֆերազը 55oC ջերմաստիճանում 10 րոպե 
ինկուբացումից հետո պահպանում է ակտիվության միայն 10 %-ը [19]: Միևնույն ժամանակ հայտնի է 
Bacillus species շտամից անջատած ասպարտատ ամինատրանսֆերազ, որը բավականին կայուն է բարձր 
ջերմաստիճանի նկատմամբ: 80oC ջերմաստիճանում 20 ր ինկուբացումից հետո պահպանվում է այս 
ֆերմենտի ակտիվության 65 %-ը [18]: 

 

 
 

Նկ. 5. E. carotovora-ի PAT1, PAT2 և PAT3 իմոբիլիզացված կենսակատալիզատորների(ա)  
և ազատ ֆերմենտային պատրաստուկների (բ) ջերմակայունության կախվածությունը pH-ից 

 
Նկ. 5-ում բերված են ազատ ֆերմենտային պրեպարատների և իմոբիլիզացված 

կենսակատալիզատորների pH-ից կախված ջերմակայունության որոշման արդյունքները: Ինչպես 
երևում է նկ. 5բ-ից, PAT1 և PAT2 ֆերմենտային պատրաստուկները 65օC ջերմաստիճանում տարբեր pH-
ում 30 րոպե ինկուբացնելիս կայուն են pH-ի բավականին լայն տիրույթներում, 
համապատասխանաբար՝ pH 4-10 և 4-8,5, իսկ PAT3 ֆերմենտային պրեպարատը՝ 55օC 
ջերմաստիճանում տարբեր pH-ում 30 րոպե ինկուբացնելիս կայուն է pH-ի 6-8,5 տիրույթում: Նկ. 5ա-ից 
երևում է, որ իմոբիլիզացման արդյունքում արոմատիկ ամինատրանսֆերազների (PAT1 և PAT2) pH-ից 
կախված ջերմակայունությունը գրեթե չի փոխվում, իսկ իմոբիլիզացված ասպարտատ 
ամինատրանսֆերազը (PAT3) ի տարբերություն ազատ ֆերմենտային պրեպարատի ջերմակայուն է 
դառնում pH-ի 5-9,4 տիրույթում: 
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