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Èñïîëüçîâàíèå: áèîòåõíîëîãè  è ìîæåò áûòü

èñïîëüçîâàíî â ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé
ïðîìûøëåííîñòè äë  ïîëó÷åíè  àëêîãîëüîêñèäàçû
/ÀÎ/, ïðèìåí åìîé ïðè ôåðìåíòàòèâíîì
îïðåäåëåíèè êîíöåíòðàöèè àëêîãîë  â êðîâè è
äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñò õ ÷åëîâåêà è
æèâîòíûõ. Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè : ñïîñîá âêëþ÷àåò
êóëüòèâèðîâàíèå äðîææåé - ïðîäóöåíòà ÀÎ íà
ìèíåðàëüíîé ñðåäå. Ñîáðàííûå êëåòêè èç
âûðàùåííîé áèîìàññû ñóñïåíäèðóþò, ñóñïåíçèþ
äåçèíòåãðèðóþò, êëåòî÷íûé ãîìîãåíàò
öåíòðèôóãèðóþò, à íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü,
âêëþ÷àþùóþ ÀÎ è êàòàëàçó, î÷èùàþò. Äë  ýòîãî
áåñêëåòî÷íûé öåíòðèôóãàò ñîáèðàþò íà ÄÝÀÝ-

Òîéîïåðë 650 Ì, óðàâíîâåøåíîì 0,01 - 0,04 Ì òðèñ-
HCl áóôåðîì â ïðèñóòñòâèè 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ
ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòåéòîëà ïðè pH 7,6 - 8,2, ñ
ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé áåëêà ëèíåéíûì
ãðàäèåíòîì NaCl 0,1 - 0,5 Ì â 0,01 - 0,04 Ì òðèñ-
HCl áóôåðå, pH 7,6 - 8,2 ñ 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,01 ìÌ
äèòèîòðåéòîëîì, ñî ñêîðîñòüþ 8 ìë/÷, ñîáèðà 
ôðàêöèè ïî 4 ìë. Íà äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè
ïîëó÷àþò ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò ÀÎ, ïîëíîñòüþ
ñâîáîäíûé îò ïðèìåñè êàòàëàçû. Ìåòîä
ñóëüôîàììîíèéíîãî ôðàêöèîíèðîâàíè 
îñóùåñòâë þò ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ. Âûõîä
àëêîãîëüîêñèäàçû, ñâîáîäíîé îò ïðèìåñè
êàòàëàçû, ñîñòàâë åò 43,4% ñ óäåëüíîé
àêòèâíîñòüþ 12,5 Å. 6 èë., 3 òàáë.
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(54) METHOD FOR PRODUCING OF YEAST ALCOHOL OXIDASE

(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology. SUBSTANCE: method

involves cultivation of yeast as producer of
alcohol oxidase (AO). Collected cells of
cultivated biomass are suspended. Thus prepared
suspension is disintegrated, cellular homogenate
is centrifuged, supernatant liquid which contains
AO and catalase being purified. Said purification
is carried out by sorption of cellular-free
centrifugate, 0.01-0.04 M tric-HCl buffer
together with 0.05 M NaCl, 0.1 mM EDTA and 0.1 mM
dithioteitole being used. Said process takes

place at pH 7.6-8.2, it is followed by eluation
of protein with the help of 0.1-0.5 M NaCl,
mentioned above buffer being used. The latter
process is carried out at pH7.6-8.2 in the
presence of 0.1 mM EDTA and 0.01 mM
dithioteitole. Fractions by 4 ml are collected at
rate 8 ml/h. Thus ferment preparation of AO
having no catalase impurities is prepared.
Desired product yield is 43.4 % , its specific
activity is 12.5 units. EFFECT: improves
efficiency of the method. 6 dwg, 3 tbl
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ, à èìåííî
àëêîãîëüîêñèäàçû (ÀÎ), è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â áèîòåõíîëîãèè äë  ïîëó÷åíè  ÀÎ,
ïðèìåí åìîé ïðè ôåðìåíòàòèâíîì îïðåäåëåíèè êîíöåíòðàöèè àëêîãîë  â êðîâè è äðóãèõ
áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñò õ ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ.

Èçâåñòåí ñïîñîá ïîëó÷åíè  àëêîãîëüîêñèäàçû ïóòåì êóëüòèâèðîâàíè  â ïèòàòåëüíîé
ñðåäå ìåòèëîòðîôíûõ êàòàëàçî- äåôèöèòíûõ äðîææåé íà ñìåñ õ ôîðìèàò-ãëþêîçà èëè
ôîðìàëüäåãèä ãëþêîçà, ïðè ýòîì ãëþêîçà ñëóæèò èñòî÷íèêîì óãëåðîäà, à ôîðìèàò è
ôîðìàëüäåãèä ýíåðãåòè÷åñêèå ñóáñòðàòû. Èñïîëüçóåìûå äë  ïîëó÷åíè  ÀÎ
ìåòèëîòðîôíûå äðîææè ñ äåôèöèòíûì ïî êàòàëàçå øòàììîì íå ñïîñîáíû ñèíòåçèðîâàòü
êàòàëàçó, ïîýòîìó ñîäåðæàùóþñ  â íèõ ÀÎ ìîæíî ïðèìåí òü äë  êîëè÷åñòâåííîãî è
êà÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíè  ýòàíîëà [1]

Îäíàêî ïðèìåíåíèå ìóòàíòíîãî êàòàëàçî-äåôèöèòíîãî øòàììà âåäåò ê óäîðîæàíèþ
öåëåâîãî ïðîäóêòà. Êðîìå òîãî, èçâåñòíûé ñïîñîá õàðàêòåðèçóåòñ  ïîíèæåííûì ñèíòåçîì
ôåðìåíòà ÀÎ, ÷òî äåëàåò ñïîñîá ýêîíîìè÷åñêè íåâûãîäíûì.

Íàèáîëåå áëèçêèì ïî òåõíè÷åñêîé ñóùíîñòè è äîñòèãàåìîìó ïîëîæèòåëüíîìó ýôôåêòó
(ïðîòîòèïîì)  âë åòñ  ñïîñîá ïîëó÷åíè  ÀÎ èç ìåòèëîòðîôíûõ äðîææåé Hansenula
polymorpha, âêëþ÷àþùèé âûðàùèâàíèå áèîìàññû äðîææåé íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå,
âûäåëåíèå êëåòîê èç ñðåäû êóëüòèâèðîâàíè  öåíòðèôóãèðîâàíèåì, òðåõêðàòíîå
ðàçðóøåíèå êëåòîê â ïðåññå âûñîêîãî äàâëåíè , îñàæäåíèå áåëêà â îáëàñòè 30-60%
íàñûùåíè  ñóëüôàòîì àììîíè  ñ ïîñëåäóþùèì äèàëèçîì (äë  óäàëåíè  êàòàëàçû)
áåëêîâîãî ðàñòâîðà ïðîòèâ 20-êðàòíîãî ïî îáúåìó áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 10 ìÌ èíãèáèòîð
êàòàëàçû-3-àìèíî-1,2,4 òðèàçîë è 0,05% Í2Î2 ìåòîä õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè [2]

Âûäåëåííûé ïî èçâåñòíîìó ñïîñîáó ïðåïàðàò (èç 100 ã äðîææåé ïîëó÷àþò 6 ã áåëêà)
èìåë óäåëüíóþ àêòèâíîñòü 10-12 Å/ìã áåëêà è õðàíèëñ  áåç ïîòåðè àêòèâíîñòè â òå÷åíèå
ãîäà ïðè -40îÑ. Ýòîãî êîëè÷åñòâà ôåðìåíòà áûëî äîñòàòî÷íî äë  12000
êîëîðèìåòðè÷åñêèõ àíàëèçîâ ïðè îïðåäåëåíèè ýòàíîëà.

Èçâåñòíûé ñïîñîá ïîçâîëèë äîáèòüñ  óäàëåíè  çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà (îêîëî 90%)
êàòàëàçû, îäíàêî äîâåñòè ïðîöåññ äî êîíöà, ò.å. ïîëó÷èòü ïðåïàðàò ÀÎ, ïîëíîñòüþ
ëèøåííûé ïðèìåñè êàòàëàçû, èçâåñòíûì ñïîñîáîì íå óäàëîñü, òàê êàê ïðîäîëæåíèå
äèàëèçà ïðèâåäåò ê òîìó, ÷òî îñòàâøååñ  íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êàòàëàçû (îêîëî 10%) íå
îêàæåò çàùèòíîãî ýôôåêòà íà ÀÎ îò Í2Î2 è ÀÎ ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðóåòñ .
Íàëè÷èå ïðèìåñè êàòàëàçû â ïðåïàðàòå ÀÎ âûçûâàåò íåîáõîäèìîñòü ïðè
êîëîðèìåòðè÷åñêîì îïðåäåëåíèè ïåðâè÷íûõ àëêîãîëåé áðàòü â èíêóáàöèîííóþ ñìåñü
áîëüøîå êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà 500 ìêã íà îäíó ïðîáó. Ñëåäîâàòåëüíî, ó÷èòûâà  âûñîêèå
öåíû íà ôåðìåíòíûå ïðåïàðàòû, èñïîëüçîâàíèå ïîëó÷åííîé ÀÎ ïî èçâåñòíîìó ñïîñîáó
äë  îïðåäåëåíè  êîíöåíòðàöèè àëêîãîë  â êðîâè è äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñò õ
÷åëîâåêà è æèâîòíûõ äåëàåò ýòîò àíàëèç äîñòàòî÷íî äîðîãèì.

Öåëüþ èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîâûøåíèå ÷èñòîòû ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà.
Èçîáðåòåíèå çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî î÷èñòêó áåëêîâ âåäóò íà èîíîîáìåííèêå ÄÝÀÝ-

Òîéîïåðë 650 Ì, óðàâíîâåøåííîì 0,01-0,04 Ì òðèñ-HCl áóôåðîì â ïðèñóòñòâèè 0,05 Ì
NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëà ïðè ðÍ 7,6-8,2.

Íà ôèã. 1 äë  ïðèìåðà 1 ïðèâåäåíà õðîìàòîãðàôè  áåëêîâîãî ðàñòâîðà íà ÄÝÀÝ
Òîéîïåðë 650 Ì; íà ôèã.2 äë  ïðèìåðà 2; íà ôèã.3 äë  ïðèìåðà 3; íà ôèã. 4,5
ñîîòâåòñòâåííî ïðèìåðàì 4 è 5; íà ôèã.6 çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ðåàêöèè îò âðåìåíè, ãäå
ñîäåðæàíèå ýòàíîëà: 1-10 ìã/ë; 2-20 ìã/ë, 3-40 ìã/ë.

Ñïîñîá îñóùåñòâë þò ñëåäóþùèì îáðàçîì.
Êóëüòóðó äðîææåé boidinii âûðàùèâàþò íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå. Êîëè÷åñòâî âûðàùåííîé

áèîìàññû îïðåäåë þò ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè, à ÷èñòîòó êóëüòóðû êîíòðîëèðóþò
ìèêðîñêîïèðîâàíèåì. Êëåòêè ñîáèðàþò â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà. Ñîáðàííûå êëåòêè
ñóñïåíäèðóþò, ñóñïåíçèþ äåçûíòåãðèðóþò â ãîìîãåíèçàòîðå â ïðèñóòñòâèè êâàðöåâîãî
ïåñêà. Êëåòî÷íûé ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðóþò ñ ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì íåðàçðóøåííûõ
êëåòîê. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, âêëþ÷àþùóþ ÀÎ è êàòàëàçó, èñïîëüçóþò äë 
ïîñëåäóþùåé î÷èñòêè.
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Ïîëó÷åííûé áåñêëåòî÷íûé öåíòðèôóãàò ñîðáèðóþò íà ÄÝÀÝ-Òîéîïåðë 650Ì ñ
ïîñëåäóþùèì ýëþèðîâàíèåì áåëêà, ïîëó÷à  íà äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè ôåðìåíòíûé
ïðåïàðàò ÀÎ, ïîëíîñòüþ ñâîáîäíûé îò ïðèìåñè êàòàëàçû. Çàòåì ìåòîäîì
ñóëüôîàììîíèéíîãî ôðàêöèîíèðîâàíè  îñóùåñòâë þò ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ.

Â ïðåäëàãàåìîì ñïîñîáå ïîëó÷åíè  ÀÎ íà ýòàïå îòðàáîòêè îïòèìàëüíûõ åãî
ïàðàìåòðîâ óñòàíîâëåíî, ÷òî íàèëó÷øèé ýôôåêò ðåãèñòðèðîâàëñ  ïðè ðàçäåëåíèè
ýêñòðàãèðóåìûõ áåëêîâ íà èîíîîáìåííèêå ÄÝÀÝ-Òîéîïåðë 650Ì, óðàâíîâåøåííîì 0,01-
0,04 Ì òðèñ-HCl áóôåðîì â ïðèñóòñòâèè 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëà
ïðè 7,6-8,2. Ñíèæåíèå ìîë ðíîñòè òðèñ-HCl áóôåðà íèæå 0,01 Ì âåäåò ê ïîòåðå
ñòàáèëüíîñòè ïðåïàðàòà ÀÎ âñëåäñòâèå åãî äèññîöèàöèè íà ñóáúåäèíèöû, à óâåëè÷åíèå
ìîë ðíîñòè âûøå 0,04Ì ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ñòåïåíè ñîðáöèè áåëêîâîãî ïðåïàðàòà.
Ñíèæåíèå ðÍ áóôåðà íèæå 7,6 äåñòàáèëèçèðóåò ñòðóêòóðó ÀÎ, â òî âðåì  êàê
èñïîëüçîâàíèå ðÍ âûøå 8,2 óõóäøàåò ðàçäåëåíèå êàòàëàçû è ÀÎ. Óâåëè÷åíèå
êîíöåíòðàöèè ÝÄÒÀ è äèòèîòðåéòîëà, ñòàáèëèçèðóþùèõ ñòðóêòóðó ÀÎ, íå âåäåò ê óñèëåíèþ
ýôôåêòà ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðèìåí åìûìè êîíöåíòðàöè ìè. Èñïîëüçóåìà  ìîë ðíîñòü NaCl
0,05 Ì ïîäîáðàíà ýêñïåðèìåíòàëüíî è  âë åòñ  îïòèìàëüíîé äë  äîñòèæåíè  íà÷àëüíîãî
ïðî÷íîãî ñâ çûâàíè  áåëêà ñ íîñèòåëåì ÄÝÀÝ-Òîéîïåðë 650 Ì. Ïðè âûáîðå
èîíîîáìåííèêà óñòàíîâëåíî, ÷òî íè ÄÝÀÝ-ñåôàäåêñ, íè ÄÝÀÝ-öåëëþëîçà íå îáåñïå÷èâàëè
ïîëíîãî ðàçäåëåíè  àëêîãîëüîêñèäàçû è êàòàëàçû. Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî
ëèøü ÄÝÀÝ-Òîéîïåðë 650 Ì îáëàäàåò íåîáõîäèìîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòüþ,
ïîçâîë þùåé ðàçäåëèòü ýòè äâà ôåðìåíòà.

Ï ð è ì å ð 1. Êóëüòèâèðîâàíèå äðîææåé C.boidinii îñóùåñòâë þò ïðè 29îÑ íà
ìèíåðàëüíîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë âîäû): (NH4)2SO4 5; KH2PO4 1; MgSO4 0,5;
NaCl 0,1. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà äîáàâë þò ìåòàíîë â êîíöåíòðàöèè 0,5% ïî
îáùåìó îáúåìó. Êîëè÷åñòâî âûðàùåííîé áèîìàññû íàõîä ò ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè
623 íì. ×èñòîòó êóëüòóðû êîíòðîëèðóþò ìèêðîñêîïèðîâàíèåì. Êëåòêè ñîáèðàþò â
ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà öåíòðèôóãè- ðîâàíèåì ïðè 5000g â òå÷åíèå 10 ìèí ñ
ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé 0,02 Ì Nà-ôîñôàòíûì áóôåðîì, ðÍ 7,6 ïðè 6îÑ. Êóëüòóðó
ïîääåðæèâàþò íà ñêîøåííîì àãàðå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë âîäû): ãëþêîçà 20,0; ïåïòîí
20,0; äðîææåâîé àâòîëèçàò 10,0; àãàð 20,0. Êëåòêè õðàí ò ïðè -15îÑ â òå÷åíèå ãîäà.

Áåðóò 10 ã ñîáðàííûõ êëåòîê (ðàçìîðîæåííûõ) è ñóñïåíäèðóþò â 30 ìë 0,02 Ì òðèñ-HCl,
áóôåðà, ðÍ 8,0 ñîäåðæàùåãî 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîë.
Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ äåçûíòåãðèðóþò â ãîìîãåíèçàòîðå â ïðèñóòñòâèè 18 ã êâàðöåâîãî
ïåñêà â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 1000g. Êëåòî÷íûé ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðóþò (30 ìèí, 20000g)
ñ ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, âêëþ÷àþùóþ
ñìåñü àëêîãîëüîêñèäàçû è êàòàëàçû, èñïîëüçóþò äë  ïîñëåäóþùåé î÷èñòêè. Äë  ýòîãî
áåðóò 27 ìë (810 ìã) ïîëó÷åííîãî áåñêëåòî÷íîãî öåíòðèôóãàòà è íàíîñ ò íà êîëîíêó
(2õ20 ñì) ñ ÄÝÀÝ-Òîéîïåðëîì 650 Ì. Ãåëü óðàâíîâåøèâàþò 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðîì, ðÍ
8,0 â ïðèñóòñòâèè 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëà. Ïîñëå àäñîðáöèè
áåëêîâîãî ïðåïàðàòà êîëîíêó ïðîìûâàþò 300 ìë 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðà, ðÍ 8,0
ñîäåðæàùåãî 0,08 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîë, ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé
áåëêà ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì NaCl 0,1-0,5 Ì â 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðå, ðÍ 8,0 ñ 0,1 ìÌ
ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëîì ñî ñêîðîñòüþ 8 ìë/÷, ñîáèðà  ôðàêöèè ïî 4 ìë. Îáúåì
ðåçåðâóàðà è ñìåñèòåë  ïî 150 ìë â êàæäîì ñîñóäå. Êàòàëèçà ýëþèðóåòñ  â îáëàñòè 0,22-
0,27 Ì NaCl, à ÀÎ íåñêîëüêî ïîçæå, â îáëàñòè 0,30-0,34 Ì (ñì. ôèã.1). Â ðåçóëüòàòå íà
äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè ïîëó÷èëà ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò ÀÎ ñ ìàêñèìàëüíîé óäåëüíîé
àêòèâíîñòüþ 15 Å (ñðåäíåå çíà÷åíèå 12,5 Å), ïîëíîñòüþ ñâîáîäíûé îò ïðèìåñè êàòàëàçû
(ôèã.1). Ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ îñóùåñòâë þò ìåòîäîì ñóëüôîàììîíèéíîãî ôðàêöèîíèðîâàíè .
Ñ ýòîé öåëüþ íàèáîëåå àêòèâíûå ôðàêöèè ÀÎ îáúåäèí þò è ê ôåðìåíòíîìó ýëþàòó ñ
êîíöåíòðàöèåé áåëêà 6,1 ìã/ìë äîáàâë þò ïðè ïîñòî ííîì ïåðåìåøèâàíèè
ìåëêîäèñïåðñíûé ñóëüôàò àììîíè  äî êîíå÷íîãî íàñûùåíè  70% Ïîñëå 2-÷àñîâîãî
âûäåðæèâàíè  ïðè 4îÑ cìåcü öåíòðèôóãèðóþò 20 ìèí ïðè 20000g. Îñàäîê ÀÎ õðàí ò â
âèäå ïàñòû ïðè -20îÑ. Êîíå÷íûé âûõîä áåëêà ñîñòàâë åò 43,4% Ñóùåñòâåííîé ïîòåðè
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àêòèâíîñòè â òå÷åíèå ãîäà íå íàáëþäàëîñü. Âñå îïåðàöèè ïî âûäåëåíèþ è î÷èñòêå ÀÎ
ïðîâîä ò ïðè 6îÑ. Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû â òàáë.1.

Ï ð è ì å ð 2. Êóëüòèâèðîâàíèå äðîææåé C.boidinii è ïîëó÷åíèå êëåòî÷íîãî ãîìîãåíàòà
ïðîâîä ò ñïîñîáîì, èäåíòè÷íûì ñïîñîáó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 1.

27 ìë (810 ìã) áåñêëåòî÷íîãî öåíòðèôóãàòà, ïîëó÷åííîãî ïîñëå ðàçðóøåíè  êëåòîê â
ãîìîãåíèçàòîðå, íàíîñ ò íà êîëîíêó (2õ20 ñì) ñ ÄÝÀÝ-Òîéîïåðëîì 650 Ì. Ãåëü
óðàâíîâåøèâàþò 0,01Ì òðèñ-HCl áóôåðîì ðÍ 7,6, ñîäåðæàùèì 0,05Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è
0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîë. Ïîñëå ñâ çûâàíè  áåëêà ñ èîíîîáìåííèêîì êîëîíêó ïðîìûâàþò 300
ìë 0,01Ì òðèñ-HCl áóôåðà, ðÍ 7,6 ñîäåðæàùåãî 0,08 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ
äèòèîòðåéòîë, ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé áåëêà ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì NaCl 0,1-0,5 Ì â 0,01
Ì òðèñ-HCl áóôåðå, ðÍ 7,6 ñ 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëîì, ñî ñêîðîñòüþ 8 ìë/÷,
ñîáèðà  ôðàêöèè ïî 4 ìë. Îáúåì ðåçåðâóàðà è ñìåñèòåë  ïî 150 ìë â êàæäîì ñîñóäå.
Êàòàëàçà ýëþèðóåòñ  â îáëàñòè 0,21-0,26 Ì NaCl, à ÀÎ íåñêîëüêî ïîçæå, â îáëàñòè 0,28-
0,33 Ì (ñì. ôèã. 2). Â ðåçóëüòàòå íà äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè ïîëó÷èëè ôåðìåíòíûé
ïðåïàðàò ÀÎ ñ ìàêñèìàëüíîé óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ 12 Å (ñðåäíåå çíà÷åíèå 9Å),
ïîëíîñòüþ ñâîáîäíûé îò ïðèìåñè êàòàëàçû (ôèã.2). Ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ îñóùåñòâë ëè
ñïîñîáîì, èäåíòè÷íûì ñïîñîáó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 1. Êîíå÷íûé âûõîä áåëêà
ñîñòàâë åò 40,4% Ñóùåñòâåííîé ïîòåðè àêòèâíîñòè â òå÷åíèå ãîäà íå íàáëþäàëîñü.
Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû â òàáë.1.

Ï ð è ì å ð 3. Êóëüòèâèðîâàíèå äðîææåé C.boidinii è ïîëó÷åíèå êëåòî÷íîãî ãîìîãåíàòà
ïðîâîä ò ñïîñîáîì èäåíòè÷íûì ñïîñîáó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 1.

27 ìë (810 ìã) áåñêëåòî÷íîãî öåíòðèôóãàòà, ïîëó÷åííîãî ïîñëå ðàçðóøåíè  êëåòîê â
ãîìîãåíèçàòîðå, íàíîñ ò íà êîëîíêó (2õ20 ñì) ñ ÄÝÀÝ-Òîéîïåðëîì 650Ì. Ãåëü
óðàâíîâåøèâàþò 0,04 Ì òðèñ-HCl áóôåðîì, ðÍ 8,2 ñîäåðæàùèì 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ
è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîë. Ïîñëå ñâ çûâàíè  áåëêà ñ èîíîîáìåííèêîì êîëîíêó ïðîìûâàþò
300 ìë 0,04 ìÌ òðèñ-HCl áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 0,08Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ
äèòèîòðåéòîë, ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé áåëêà ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì NaCl 0,1-0,5 Ì â 0,04
Ì òðèñ-HCl áóôåðå, ðÍ 8,2 ñ 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëîì ñî ñêîðîñòüþ 8 ìë/÷,
ñîáèðà  ôðàêöèè ïî 4 ìë. Îáúåì ðåçåðâóàðà è ñìåñèòåë  ïî 150 ìë â êàæäîì ñîñóäå.
Êàòàëàçà ýëþèðóåòñ  â îáëàñòè 0,24-0,29 Ì NaCl, à ÀÎ íåñêîëüêî ïîçæå, â îáëàñòè 0,33-
0,37Ì (ñì. ôèã. 3). Â ðåçóëüòàòå íà äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè ïîëó÷èëè ôåðìåíòíûé
ïðåïàðàò ÀÎ ñ ìàêñèìàëüíîé óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ 12,5 Å (ñðåäíåå çíà÷åíèå 10,5 Å),
ïîëíîñòüþ ñâîáîäíûé îò ïðèìåñè êàòàëàçû (ôèã.3). Ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ îñóùåñòâë ëè
ñïîñîáîì, èäåíòè÷íûì ñïîñîáó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 1. Êîíå÷íûé âûõîä áåëêà
ñîñòàâë åò 41,2% Çíà÷èòåëüíîé ïîòåðè àêòèâíîñòè â òå÷åíèå ãîäà íå íàáëþäàëîñü.
Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû â òàáë.1.

Ï ð è ì å ð 4. Êóëüòèâèðîâàíèå äðîææåé Hansenula polymorpha îñóùåñòâë þò ïðè 29îÑ
íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë): (NH4)2SO4 5; KH2PO4 1; MgSO4 0,5; NaCl
0,1. Ìèíåðàëüíà  ñðåäà ðàññ÷èòàíà íà 1 ë âîäû. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà
äîáàâë þò ìåòàíîë â êîíöåíòðàöèè 0,5% ïî îáùåìó îáúåìó. Êîëè÷åñòâî âûðàùåííîé
áèîìàññû íàõîä ò ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïðè 623 íì. ×èñòîòó êóëüòóðû êîíòðîëèðóþò
ìèêðîñêîïèðîâàíèåì. Êëåòêè ñîáèðàþò â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 5000g â òå÷åíèå 10 ìèí ñ ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé 0,02Ì Na-
ôîñôàòíûì áóôåðîì, ðÍ 7,6 ïðè 6îÑ. Êóëüòóðó ïîääåðæèâàþò íà òâåðäîé ïèòàòåëüíîé
ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë): ãëþêîçà 20,0; ïåïòîí 20,0; äðîææåâîé àâòîëèçàò 10,0;
àãàð 20,0. Êëåòêè õðàí ò ïðè -15oÑ.

Áåðóò 10 ã ñîáðàííûõ êëåòîê (ðàçìîðîæåííûõ) è ñóñïåíäèðóþò â 30 ìë 0,02 Ì òðèñ-HCl
áóôåðå, ðÍ 8,0, ñîäåðæàùåãî 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëà.
Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ äåçûíòåãðèðóþò â ãîìîãåíèçàòîðå â ïðèñóòñòâèè 18 ã êâàðöåâîãî
ïåñêà â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 1000g. Êëåòî÷íûé ãîìîãåíàò öåíòðèôóãèðóþò (30 ìèí, 20000g)
ñ ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì êëåòî÷íîãî äåáðèñà. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, âêëþ÷àþùóþ
ñìåñü àëêîãîëüîêñèäàçû è êàòàëàçû, èñïîëüçóþò äë  ïîñëåäóþùåé î÷èñòêè. Äë  ýòîãî
áåðóò 26 ìë (594 ìã) ïîëó÷åííîãî áåñêëåòî÷íîãî öåíòðèôóãàòà è íàíîñ ò íà êîëîíêó

Ñòðàíèöà: 5

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 032 743 C1

(2õ20 ñì) ñ ÄÝÀÝ-Òîéîïåðëîì 650 Ì. Ãåëü óðàâíîâåøèâàþò 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðîì, ðÍ
8,0, â ïðèñóòñòâèè 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0,01 ìÌ äèòèîòðåéòîëà. Ïîñëå ñîðáöèè
áåëêîâîãî ïðåïàðàòà êîëîíêó ïðîìûâàþò 300 ìë 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðà, pÍ 8,0
ñîäåðæàùåãî 0,08 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëà, ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé
áåëêà ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì NaCl 0,1-0,5 Ì â 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðå, ðÍ 8,0 ñ 0,1 ìÌ
ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëîì ñî ñêîðîñòüþ 8 ìë/÷, ñîáèðà  ôðàêöèè ïî 4 ìë. Îáúåì
ðåçåðâóàðà è ñìåñèòåë  ïî 150 ìë â êàæäîì ñîñóäå. Êàòàëàçà ýëþèðóåòñ  â îáëàñòè 0,29-
0,34 Ì NaCl, à ÀÎ íåñêîëüêî ïîçæå â îáëàñòè 0,4-0,44 Ì (ñì. ôèã. 1). Â ðåçóëüòàòå íà
äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè ïîëó÷èëè ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò ÀÎ ñ ìàêñèìàëüíîé óäåëüíîé
àêòèâíîñòüþ 17 Å (ñðåäíåå çíà÷åíèå 14Å), ïîëíîñòüþ ñâîáîäíîé îò ïðèìåñè êàòàëàçû
(ôèã.4). Ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ îñóùåñòâë þò ìåòîäîì ñóëüôîàììîíèéíîãî ôðàêöèîíèðîâàíè .
Ñ ýòîé öåëüþ íàèáîëåå àêòèâíûå ôðàêöèè ÀÎ îáúåäèí þò è ê ôåðìåíòíîìó ýëþàòó ñ
êîíöåíòðàöèåé áåëêà 4,5 ìã/ìë äîáàâë þò ïðè ïîñòî ííîì ïåðåìåøèâàíèè
ìåëêîäèñïåðñíûé ñóëüôàò àììîíè  äî êîíå÷íîãî íàñûùåíè  70% Ïîñëå 2-÷àñîâîãî
âûäåðæèâàíè  ïðè 4îÑ ñìåñü öåíòðèôóãèðóþò 20 ìèí ïðè 20000g. Îñàäîê ÀÎ õðàí ò â
âèäå ïàñòû ïðè -20îÑ. Êîíå÷íûé âûõîä áåëêà ñîñòàâë åò 58,5% Âñå îïåðàöèè ïî
âûäåëåíèþ è î÷èñòêå ÀÎ ïðîâîä ò ïðè 6îÑ. Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû â òàáë.2.

Ï ð è ì å ð 5. Êóëüòèâèðîâàíèå äðîææåé Pichia pastoris è ïîëó÷åíèå êëåòî÷íîãî
ãîìîãåíàòà ïðîâîä ò ñïîñîáîì, èäåíòè÷íûì ñïîñîáó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 4.

25 ìë (524 ìã) áåñêëåòî÷íîãî öåíòðèôóãàòà, ïîëó÷åííîãî ïîñëå ðàçðóøåíè  êëåòîê â
ãîìîãåíèçàòîðå, íàíîñ ò íà êîëîíêó (2õ20 ñì) ñ ÄÝÀÝ-Òîéîïåðëîì 650 Ì. Ãåëü
óðàâíîâåøèâàþò 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðîì, ðÍ 8,0, ñîäåðæàùèì 0,05 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ
è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëà. Ïîñëå ñâ çûâàíè  áåëêà ñ èîíîîáìåííèêîì êîëîíêó ïðîìûâàþò
300 ìë 0,02 Ì òðèñ-HCl áóôåðà, ðÍ 8,0, ñîäåðæàùåãî 0,08 Ì NaCl, 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ
äèòèîòðåéòîë, ñ ïîñëåäóþùåé ýëþöèåé áåëêà ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì NaCl 0,1-0,5 Ì â 0,02
Ì òðèñ-HCl áóôåðå, ðÍ 8,0, ñ 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ è 0,1 ìÌ äèòèîòðåéòîëîì ñî ñêîðîñòüþ 8 ìë/÷,
ñîáèðà  ôðàêöèè ïî 4 ìë. Îáúåì ðåçåðâóàðà è ñìåñèòåë  ïî 150 ìë â êàæäîì ñîñóäå.
Êàòàëàçà ýëþèðóåòñ  â îáëàñòè 0,25-0,31 Ì NaCl, à ÀÎ íåñêîëüêî ïîçæå â îáëàñòè 0,37-
0,41 Ì (ñì. ôèã. 5). Â ðåçóëüòàòå íà äàííîé ñòàäèè î÷èñòêè ïîëó÷èëè ôåðìåíòíûé
ïðåïàðàò ÀÎ ñ ìàêñèìàëüíîé óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ 13,5 Å (ñðåäíåå çíà÷åíèå 12 Å),
ïîëíîñòüþ ñâîáîäíûé îò ïðèìåñè êàòàëàçû (ôèã.5). Ñòàáèëèçàöèþ ÀÎ îñóùåñòâë ëè
ñïîñîáîì, èäåíòè÷íûì ñïîñîáó, îïèñàííîìó â ïðèìåðå 4. Êîíå÷íûé âûõîä áåëêà ñîñòàâèë
48,0% Ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû â òàáë.3.

Òàêèì îáðàçîì, êàê âèäíî èç ãðàôèêîâ ôèã.4 è 5, ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá îáåñïå÷èâàåò
âîçìîæíîñòü äîñòèæåíè  ïîñòàâëåííîé öåëè â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíè  â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà
àëêîãîëüîêñèäàçû êóëüòóðû äðîææåé Hansenula polymorpha (ïðîòîòèï), à òàêæå è äðóãèõ
âèäîâ ìåòèëîòðîôíûõ äðîææåé, íàïðèìåð Pichia pastoris.

Ñïîñîá ïðåäóñìàòðèâàåò èñïîëüçîâàíèå êóëüòóð, õðàí ùèõñ  â êàòàëîãå êóëüòóð
Âñåñîþçíîé êîëëåêöèè íåïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Øòàììû äðîææåé,  âë þùèåñ 
ïðîäóöåíòàìè öåëåâîãî ïðîäóêòà (àëêîãîëüîêñèäàçà, ÀÎ), èìåþò ñëåäóþùèå íîìåðà â
îôèöèàëüíîé êîëëåêöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ: Candida boidinii 34 Hansenula polymorpha 1397
Pichia polymorpha 1392 Pichia pastoric 1379 Pichia angusta 2599 Pichia pinus 1616

Âûäåëåííûé ïî ñïîñîáó ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò, ïðè êîòîðîì èç 10 ã äðîææåâûõ êëåòîê
ïîëó÷èëè 62 ìã áåëêà, èìååò ñðåäíþþ óäåëüíóþ àêòèâíîñòü 12,5 Å (ïðèìåð 1). Ýòîãî
êîëè÷åñòâà ÀÎ (62 ìã) äîñòàòî÷íî äë  20000 êîëîðèìåòðè÷åñêèõ àíàëèçîâ ïðè
îïðåäåëåíèè êîíöåíòðàöèé ýòàíîëà, ò.å. íà îäèí àíàëèç èñïîëüçóåòñ  3 ìêã ôåðìåíòà ïðè
äëèòåëüíîñòè àíàëèçà 3 ìèí (ñì. ôèã.6), îòðàæàþùóþ çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè
àëêîãîëüîêñèäàçíîé ðåàêöèè îò âðåìåíè ïðè ñîäåðæàíèè ýòàíîëà 10 ìã/ë 1; 20 ìã/ë 2; 40
ìã/ë 3. Èíêóáàöèîííà  ñðåäà â 1 ìë ñîäåðæàëà: 0,06 ìë 0,07% 2,6-
äèõëîðôåíîëèíäîôåíîëà, 30 ìêã â 0,03 ìë ïåðîêñèäàçû õðåíà, 3 ìêã ÀÎ è 0,9 ìë 0,02 Ì
ôîñôàòíîãî áóôåðà ðÍ 7,6.

Ñëåäîâàòåëüíî, ó÷èòûâà  âûñîêóþ ñòîèìîñòü ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ, îïðåäåëåíèå
êîíöåíòðàöèè ýòàíîëà ñ èñïîëü- çîâàíèåì ïîëó÷åííîé ïî äàííîìó ñïîñîáó ÀÎ, íå
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ñîäåðæàùåé ïðèìåñè êàòàëàçû, çíà÷èòåëüíî óñêîð åò âðåì  àíàëèçà è óäåøåâë åò åãî
êîíå÷íóþ ñòîèìîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîòîòèïîì.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
ÑÏÎÑÎÁ ÏÎËÓ×ÅÍÈß ÄÐÎÆÆÅÂÎÉ ÀËÊÎÃÎËÜÎÊÑÈÄÀÇÛ, ïðåäóñìàòðèâàþùèé

êóëüòèâèðîâàíèå ïðîäóöèðóþùåãî ìèêðîîðãàíèçìà, âûäåëåíèå êëåòî÷íîé áèîìàññû,
ðàçðóøåíèå êëåòîê ñ ïîëó÷åíèåì áåñêëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà, î÷èñòêó îò êàòàëàçû,
îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî, ñ öåëüþ ïîâûøåíè  ÷èñòîòû ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà, î÷èñòêó
áåñêëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà âåäóò èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèåé íà ÄÝÀÝ-Òîéîïåðë 650Ì,
óðàâíîâåøåííîì 0,01 0,04 Ì òðèñ-HCl-áóôåðîì, â ïðèñóòñòâèè 0,05 Ì õëîðèñòîãî íàòðè ,
0,1 ììîëü ÝÄÒÀ è 0,1 ììîëü äèòèîòðåéòîëà ïðè pH 7,6 8,2.
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