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The Purification of Peroxidase from the Mycelium of the Inonotus radiatus Fungus

WSTĘP

Peroksydaza występująca u grzybów rosnących na drzewach bierze 
udział w procesie rozkładu ligniny (5, 6, 7, 14, 20). Badania Ishikawy 
i współprac. (8, 9, 10, 11) nad peroksydazą grzybową dotyczą głównie 
udziału tego enzymu w rozkładzie modelowych monomerów lub dimerów 
ligniny.

Metodę izolacji peroksydazy z filtratu po hodowli grzyba Inonotus 
radiatus na sefadeksie G-100 podano we wcześniejszej pracy (16). Właści
wości enzymu peroksydazy grzybowej są jeszcze mało poznane.

Przedmiotem niniejszej pracy jest opracowanie kilku nowych metod 
oczyszczania chromatograficznego peroksydazy z mycelium grzyba Ino
notus radiatus.

METODY

Materiałem do badań było mycelium Inonotus radiatus (Sow. Ex. Fr. P. Karst 
H.M.I.P.C. nr 4335) hodowane na 3% brzeczce piwnej z dodatkiem 2% mączki z drew
na bukowego w temp. 25° przez 3 tygodnie. Wstępnie homogenizowane mycelium 
zamrażano 10-krotnie w temp. —70° i rozmrażano. W trakcie tych operacji my
celium homogenizowano 2-krotnie. Homogenat odwirowano przy 10 000 X g przez 
15 min. w chłodzie. Nadsącz używano do dalszej preparatyki peroksydazy. Aktyw
ność peroksydazy wyliczano z różnicy pomiędzy zmianą absorpcji przy 480 nm, 
utlenionej enzymatycznie p-fenylenodwuaminy z dodatkiem H2O2 i bez dodatku 
H2Oj według metody Auranda i współprac. (1). Zawartość białka w preparatach 
enzymatycznych oznaczano metodą L o wr y i współprac. (15), a fosforany —
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metodą Fiskego i SubbaRowa (4). Elektroforezę na żelu poliakrylamidowym 
przeprowadzano według metody Da vi es a (3). Położenie pasm enzymatycznych na 
elektroferogramach poznawano przy pomocy reakcji z H2O2 i benzydyną. Używano 
0,02% roztwór benzydyny w 0,1 M buforze octanowym o pH = 5,6 i 0,3 M H2O2, 
zmieszane w stosunku 4 : 1 obj. Bruszyt (CaHPO4) i hydroksyloapatyt (Ca3(PO4)5OH) 
otrzymywano według metody Tiseliusa i współprac. (19).

WYNIKI

Peroksydazę izolowano wstępnie z ekstraktu z mycelium przy pomocy 
siarczanu amonu. Przy pierwszym strąceniu zastosowano 70% nasycenie 
(NH4)2SO4 ekstraktu z grzybni. Po wytrąceniu osadu preparat wirowano 
przez 15 min. przy 10 000 X g w chłodzie. Nadsącz odrzucano, a osad roz
puszczano w niewielkiej objętości buforu fosforanowego 0,005 M, pH 7. 
W ten sposób zmniejszano objętość preparatu 3-krotnie. Następnie po
nownie wysalano białko w preparacie grzybowym przy 100% nasyceniu 
siarczanem amonu. Wytrącony osad wirowano przez 15 min. przy 10 000 
X g w chłodzie. Osad rozpuszczano w buforze fosforanowym 0,005 M,

Tab. 1. Wstępne oczyszczanie peroksydazy z mycelium Inonotus radiatus 
Purification of peroxidase from the mycelium of Inonotus radiatus fungus

Nazwa preparatu 
Name of preparation

Objętość
Volume

ml

Suma 
jednostek 
aktywno
ści pero
ksydazy
Sum of 

peroxidase 
units

Jednostki 
aktywno
ści spe
cyficznej 

Peroxidase 
specific 

units

Białko
Protein
mg/ml

Wielo
krotność
oczysz
czenia 

Purifica
tion step

Homogenat
Homogenate 450

Po wysoleniu 70%
(NH4)2SO4

70% saturation with
(NH4)2SO4 150

Po wysoleniu 100%
(NH4)2SO4

100% saturation with 
(NH4)jSO4 45

Po ogrzaniu temp. 50°C, 
czas — 15 min.

Heating (temp. 50°C,
time 15 min.) 45

67,5 0,68 0,22

29,25 1,60 0,12 2,3

11,70 2,00 0,13 3,0

10,00 2,00 0,13 3,0
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pJł 7, a supernatant odrzucano. Rozpuszczony osad dializowano przez 24 
godz. wobec buforu fosforanowego 0,005 M, pH 7. Otrzymany preparat 
peroksydazy ogrzewano w temp. 50° przez 15 min. w celu inaktywacji 
termicznej innych oksydaz (tab. 1).

Ten roztwór peroksydazy służył dalej do preparatywnego oczyszcza
nia enzymu na kolumnach z Biogelu P, bruszytu i hydroksyapatytu

Pierwszym doświadczeniem było opracowanie warunków sączenia pre
paratu peroksydazy grzybowej na różnych gradacjach Biogelu P. Najlepsze 
rezultaty oczyszczenia peroksydazy (23 razy) uzyskano na kolumnie o wy
miarach 1,4 X 100 cm z Biogelem P-200 (ryc. 1).
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Ryc. 1. Profil elucji peroksydazy z mycelium grzyba Inonotus radiatus na kolum
nie z Biogelem P-200; wymiary kolumny 1,4 X 100 cm; elucja buforem fosforanowym 
0,005 M, pH = 1; objętość frakcji 5 ml; 1 — jednostki aktywności peroksydazy 

X 10~3, 2 — ekstynkcja przy 280 nm
Elution profile of peroxidase from Biogel P-200 column; column size 1.4 X 100 cm; 
elution system: 0.005 M phosphate; fraction volume 5 ml; 1 — peroxidase activity 

units X 10-’, 2 — extinction at 280 nm

3 Annales UMCS, sectio C, vol. XXIX
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Następnie przeprowadzono próby oczyszczania peroksydazy grzybowej 
na bruszycie (CaHPO4). Używano kolumny o wymiarach 3 X 12 cm. Sto
sując gradient liniowy stężenia buforu fosforanowego o pH 5 uzyskano 
20-krotne oczyszczenie peroksydazy (ryc. 2). ,
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Ryc. 2. Profil elucji peroksydazy z mycelium grzyba Inonotus radiatus oczyszczonej 
na kolumnie z bruszytem; wymiary kolumny 3 X 10 cm; elucja enzymu z kolumny 
gradientem liniowym stężenia buforu fosforanwego 0,01—0,1 M, pH — 5; objętość 
frakcji 5 ml; 1 — jednostki aktywności peroksydazy X 10-3, 2 — ekstynkcja przy 

280 nm, 3 — fosforany
Elution profile of peroxidase from a brushite column; column size 3 X 10 cm; en
zyme was eluted from the column by the linear gradient 0.01—0.1 M of a phosphate 
buffer pH = 5; fraction volume 5 ml; 1 — peroxidase activity units X 10-3, 2 — 

extinction at 280 nm, 3 — phosphates

Biogel P-200 i bruszyt pozwalają oczyścić peroksydazę ok. 20-krotnie 
bez podziału na frakcje. Dopiero zastosowanie hydroksyapatytu dopro
wadziło do rozdzielenia badanego preparatu peroksydazy na dwie frakcje. 
Kolumna z hydroksyapatytu miała wymiary 3 X U cm. Zastosowano 
gradient liniowy stężenia buforu fosforanowego o pH 7 (ryc. 3). Aktyw
ność frakcji I peroksydazy wzrasta 11-krotnie, a frakcji II — 88-krotnie.

Porównanie właściwości elektroforetycznych oczyszczonych na Biogelu 
P-200, bruszycie i hydroksyapatycie preparatów peroksydazy z prepa-
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Nr frakcji — Fraction No.

Ryc. 3. Profil elucji peroksydazy z mycelium grzyba Inonotus radiatus; kolumna 
z hydroksyapatytu 3 X 11 cm; elucja enzymu liniowym gradientem stężenia bu
foru fosforanowego 0,01—0,1 M, pH = 1; objętość frakcji 5 ml; oznaczenia patrz 

ryc. 2

Elution profile of peroxidase from hydroxyapatite column; column size 3 X 11 cm; 
enzyme was eluted from the column by linear gradient 0.01—0.1 M of a phosphate 

buffer; pH = 7; fraction volume 5 ml; denotations see Fig. 2

Ryc. 4. Wyniki rozdziału elek- 
troforetycznego preparatów 
peroksydazy grzybowej na że
lu poliakrylamidowym; 1 — 
preparat wyjściowy, 2 — pero- 
ksydaza oczyszczona na bru- 
szycie, 4 — frakcja I peroksy
dazy z kolumny z hydroksya- 
patytem, 5 — frakcja II pero
ksydazy z tej samej kolumny 
Results of the electrophoretic 
separation of fungal peroxid- 
ase on polyacrylamide gel; 1 — 
initial preparation, 2 — per- 
oxidase purfied on Biogel P- 
-200, 3 — peroxidase purified 
on brushite, 4 — peroxidase 
fraction I from hydroxyapatite 
column, 5 — peroxidase frac
tion II from the same column
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ratem wyjściowym tego enzymu zestawiono na ryc. 4. Porównanie to do
wodzi, że frakcje skrajne występujące w preparacie wyjściowym pero
ksydazy zostają wyeliminowane podczas oczyszczania enzymu na ko
lumnach.

Następnie oznaczono stałe Michaelisa oraz określono wpływ inhibito
rów na aktywność frakcji I i II, otrzymanych na kolumnie z hydroksy- 
apatytem (tab. 2 i 3).

Tab. 2. Stałe kinetyczne obliczone metodą graficzną Lineweaver-Burk w stosunku 
do H2O2 i donatorów wodoru dla frakcji I i II peroksydazy grzybowej 

Peroxidase fraction I and II kinetic constants calculated after Lineweaver-Burk 
method

Frakcja I 
Fraction I

mM

Frakcja II 
Fraction II 

mM

p-fenylenodwuamina
p-phenylenediamine

24 16

Gwajakol
Guaiacol

46 36

Pirogalol
Pirogallol

5 4

Nadtlenek wodoru
H,O2

6 3,2

Nowością w badaniach nad oczyszczaniem peroksydazy grzybowej jest 
możliwość rozdziału chromatograficznego enzymu na kolumnie z hydro- 
ksyapatytem na dwie frakcje przy pomocy liniowego gradientu stężenia 
buforu fosforanowego. Opracowana metoda pozwala otrzymać obie frakcje 
peroksydazy na skalę preparatywną ze względu na dużą pojemność ko
lumny z hydroksyapatytu. Homogenność peroksydazy grzybowej pod
czas sączenia przez Biogel P-200 dowodzi, że ciężar cząsteczkowy frakcji 
I i II peroksydazy rozdzielonej na hydroksyapatycie jest tego samego 
rzędu. Uzyskany rozdział peroksydazy grzybowej na dwie frakcje wyka
zuje podobieństwo do wyników izolacji peroksydazy z innych źródeł, to 
jest peroksydazy z chrzanu i peroksydazy z siewek grochu (2, 12, 17, 18). 
Cytowani autorzy stosowali do rozdziału peroksydazy CM celulozę i DEAE 
celulozę, które w zastosowaniu do peroksydazy grzybowej nie przyniosły 
rezultatów.

Frakcje I i II peroksydazy grzybowej wykazują największe powino
wactwo do pirogalolu jako donatora wodoru (tab. 2). Spośród przebada
nych inhibitorów najbardziej efektywny jest azydek sodu, a następnie 
tiomocznik i DIECA (tab. 3).
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Tab. 3. Wpływ inhibitorów na aktywność peroksydazy grzybowej we frakcji X i II, 
— stężenie inhibitorów 1X1O_3M

Inhibitors influence on peroxidase activit,y — inhibitors concentration 1X1O*3M

Nazwa inhibitora 
Inhibitor

Procent inhibicji — Percent of 
inhibition

Peroksydaza — Peroxidase

Frakcja I 
Fraction I

Frakcja II 
Fraction II

Tiomocznik
Thiourea 40 12

2.4- dwuchlorofenol
2.4- dichlorophenol 38 45

Wersenian sodu
Sodium versenate
DIECA
Diethyldithio-sodium

17 22

carbaminate 48 30

NaNj 60 78

Peroksydaza grzybowa (frakcja I i frakcja II) ma ładunek ujemny 
w środowisku alkalicznym elektroforezy dyskowej. Nie stwierdzono obec
ności izozymów peroksydazy grzybowej o ładunku dodatnim mimo za
stosowania elektroforezy dyskowej w środowisku kwaśnym. Tym samym 
frakcje I i II peroksydazy grzybowej wykazują podobieństwo do izozy
mów BCDE peroksydazy chrzanowej izolowanych przez K a y a i współ
prac. (12). Enzymy te wykazują ruchliwość elektroforetyczną w zakresie 
2,8—5,3 mm/godz. Izozymy peroksydazy grzybowej frakcji I i II cha
rakteryzuje większa ruchliwość elektroforetyczną w analogicznych wa
runkach, która wynosi 20—27 mm/godz. Porównując właściwości izozy
mów BCDE peroksydazy chrzanowej z peroksydazą grzybową okazuje się, 
że stężenie NaN3, konieczne dla 50% inhibicji peroksydazy z obu źródeł, 
jest analogiczne i wynosi ok. 1 ąM/ml (12). Uzyskano również zbliżone 
wartości stałych Michaelisa w stosunku do H2O2 dla frakcji I i II pero
ksydazy grzybowej w porównaniu z izozymami BCDE peroksydazy 
z chrzanu (12).

Nie stwierdzono istotnych różnic właściwości elektroforetycznych, sta
łych kinetycznych i oddziaływania inhibitorów pomiędzy frakcją I i II 
peroksydazy grzybowej. Jest to zgodne z badaniami Klappera i Ha- 
c k e 11 a (13) nad peroksydazą z chrzanu. Peroksydaza z chrzanu jest 
enzymem wielokomponentowym. W doświadczeniach Klappera i Hacketta
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oczyszczono główne składniki handlowej peroksydazy chrzanowej. Porów
nanie właściwości spektralnych, aktywności, ciężaru cząsteczkowego i skła
du aminokwasowego poszczególnych frakcji peroksydazy z chrzanu nie 
wykazało istotnych różnic pomiędzy własnościami poszczególnych frakcji, 
analogicznie do wyników opisanych w niniejszej pracy.
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PE3IOME

&binn ycTaHOBneHbi oniHManbHbie ycnoBMH xpoMaTorpacpMHecKoro ohh-
LgeHMs nepoKcnfla3bi ot mycelium rpn6a Inonotus radiatus nonb3y- 
stcb Biogel P-200, SpywmoM u rnflpoKcnnanaTmoM. Ha KOJioHHe rnflpoKcn- 
nanaTMTa nonyMunn pa3flen nepoKcnfla3bi Ha flBe cppaKUMH. CppaKUHM I u II 
rpn6HOM nepoKcnfla3bi noKa3biBatOT caMoe óonbuioe cxoactbo c nwporan- 
J1OJ1OM. AKTMBHOCTb CppdKL(HM I M II rpklÓHOM nepOKCMfla3bl TOpMOMCeHa 6o- 
nee Bcero a3ngOM Harpun, tmomohgbmhom m DIECA. KkiHeTUMecKMe koh- 
CTaHTbi Km no OTHOLueHMK) k H2O2 fl/ifl rpnÓHOM nepoKcnfla3bi 6tih3km k no- 
nyHeHHbiM flns HeKOTopbix m3O3mmob nepoKCMfla3bi M3 xpeHa. ld3O3MMbi 
rpn6HOM nepoKcnfla3bi npoBBnsnoT óonbwyto aneKTpotpopeTMMecKyto nofl- 
BMJKHOcTb, HeM n3O3MMbi nepoKcnfla3bi n3 xpeHa.

SUMMARY

The optimal conditions for chromatographic purification of peroxi- 
dase from the mycelium of the Inonotus radiatus fungus with the use of 
Biogel P-200, brushite and hydroxyapatite was elaborated. On the 
hydroxyapatite column a separation of peroxidase on two fractions 
was obtained. Fractions I and II of fungal peroxidase reveal the largest 
affinity in relation to pirogallol. The activity of fungal peroxidase fractions 
I and II is most inhibited by sodium azide, thiourea and DIECA. The 
kinetic constants Km in relation to H2O2 for fungal peroxidase are close 
to the values obtained for some horseradish peroxidase isozymes. Fungal 
peroxidase isozymes reveal a greater electrophoretic mobility than pe- 
roxidase isozymes from horseradish.
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