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WSTEP

Udzial peroksydazy grzybowej w preparatach utleniania fenolowych
monomeréw ligniny, degradacji ligniny, a ogélniej — w rozktadzie drew-
na wydaje sie udowodniony (7, 8, 14, 33, 35, 36, 37, 38). Peroksydaza jest
enzymem szeroko rozpowszechnionym u grzybéw brunatnej zgnilizny
(brown rot fungi) i moze by¢ wydzielana do podloza jako egzoenzym (13,
23, 24, 35). W wielu przypadkach egzoperoksydazie u grzybow towarzyszy
lakaza (3, 4, 5, 6, 15, 17, 18, 19, 20). Wybrany do badan grzyb Inonotus
radiatus nie wykazuje aktywnosci egzooksydazowej i dlatego stanowi
dobry material do izolacji i okreslenia wlasciwosci peroksydazy. Dotych-
czasowe badania Ishikawy i wspolprac. (9, 10, 11, 12) nad peroksy-
dazg grzybowg nie dawaly podstawy do uwazania tego enzymu jako EC 1,
11.1.7. oksydoreduktazy donator: nadtlenek wodoru o budowie hemopro-
teidowej. Przedstawione badania majg na celu wyjasnienie tej kwestii.

METODY

Enzym peroksydaze izolowano z filtratu po 3-tygodniowej kulturze plynnej
grzyba Inonotus radiatus (Sow. Ex. Fr. P. Karst, HMIPC No 4335). Mycelium grzyba
Inonotus radiatus hodowano na 3% wyciggu slodowym. Pozywka byla wzbogacona
dodatkiem mgczki drewna bukowego (22). Objeto$é pozywki w kolbie Roux: 150 ml
i 5 g mgczki drzewnej. Po 3 tygodniach hodowli grzyba w temp. 25° oddzielano od
pozywki mycelium, a filtrat byl materialem wyjSciowym do oczyszczania pero-
ksydazy.



42 Jerzy Lobarzewski

Do oczyszczania peroksydazy uzywano hydroksyapatytu (32). Wymiary ko-
lumny 3 X 11 cm. Elucje enzymu z kolumny prowadzono przy uzyciu liniowego
gradientu stezenia buforu fosforanowego o pH 7, 0,01—0,1 M.

Jako nastepne stadium oczyszczania peroksydazy zastosowano sefadeks G-100.
Kolumna o wymiarach 2,5 X 45 cm. Elucja enzymu buforem fosforanowym 0,005 M,
pH 7. We frakcjach z kolumny oznaczano aktywno$¢ peroksydazy metoda Auran-
da iwspélprac. (1) oraz ekstynkcje przy 280 nm. Na kazdym etapie oczyszczania
peroksydazy przeprowadzano analize elektroforetyczng na zelu poliakrylamidowym
wedlug metody Daviesa (2). Stosowano 6% zel poliakrylamidowy przy natezeniu
6 mA na rurke. Czas elektroforezy 70 min. Do rozdzialu stosowano bufor boranowy
o sile jonowej 0,08 p i pH = 8,3. Do uwidocznienia pasm peroksydazy na elektro-
ferogramach uzywano reakcji z benzydyna (0,02% w 0,1 M buforze octanowym
o pH 53) oraz H,0, (0,3 M), zmieszanymi w stosunku 4:1. Obecno§é biatka na
elektroferogramach stwierdzano barwigc zel roztworem blekitu Coomasie. Uzywano
0,15% roztworu biekitu Coomasie w mieszaninie metanol, kwas octowy, glicerol,
woda w stosunku 16:2:1:23. Czas barwienia 90 min. Elektroferogramy odbarwia-
no w mieszaninie: metanol, kwas octowy, glicerol, woda w stosunku 8:2:1:29.

Ilo$ciowe oznaczenia aminokwasow w oczyszczonych frakcjach peroksydazy wy-
konywano metoda Steina i Moora przy pomocy analizatora aminokwasow firmy
Beckman typ ,,Unichrom”.

W oczyszczonych preparatach peroksydazy zidentyfikowano cukry na podsta-
wie chromatografii bibulowej wedlug metody Mathiasa (26). Do wywolywania
barwnych plam na chromatogramach zastosowano metode Patridge (29).

Metode Wintzlera (28) zastosowano do oznaczania iloSciowego cukrow.

Zawarto$§é zelaza w oczyszczonych preparatach peroksydazy grzybowej ozna-
czano metodg Woodrufa (39).

Do$wiadczenia z inkorporacjg 3Fe do peroksydazy grzybowej przeprowadzono
wprowadzajac do ptynnej hodowli grzyba Inonotus radiatus po 5 pCi 5Fe na 150 ml
pozywki wedlug Lindeberga (17). Hodowle grzyba Inonotus radiatus inkubo-
wano w temp. 25° przez 3 tygodnie. Po tym czasie oddzielono pozywke od my-
celium grzyba na lejku Buchnera. Mycelium grzyba zamrazano i odmrazano 5-krotnie
w temp. —70°. Mycelium homogenizowano w miynku Pottera i wirowano przy
6000 X g. Osad odrzucano, a supernatant nasycano siarczanem amonu do 100%. Osad
biatka rozpuszczano w niewielkiej objeto$ci buforu fosforanowego 0,001 M o pH 1.
Plyn ten dializowano przez 48 godz. w chlodzie. Preparat ten uzywano do elektro-
forezy na zelu poliakrylamidowym. Rozktad radioaktywno$ci w 1,5 mm skrawkach
elcktroferograméw mierzono przy pomocy licznika okienkowego typ 004 i sondy
typ PT 67a produkcji Polon, Warszawa.

Zawarto$§é biatka w preparatach peroksydazy oznaczano metodg Parnasa-
-Wagnera (27) stosujgc mnoznik 6,25 oraz metodg Lowry (21).

Oznaczenie ciezaru czasteczkowego oczyszczonych frakcji peroksydazy grzybo-
wej wykonano metodg kolumnowg przy uzyciu sefadeksu G-100. Wymiary kolumny
2,5 X 150 cm. Elucja buforem fosforanowym 0,01 M, pH 7. Jako wzorcéw uzyto
albuminy surowicy wotowej, albuminy jaja kurzego, pepsyny, cytochromu C oraz
rybonukleazy.

W celu oznaczenia ilo§ci fenoli w oczyszczonych preparatach peroksydazy grzy-
bowej poddawano je redukcji amalgamatem sodu wedlug metody Martina
i wspotprac. (25). Po redukcji stezenie fenoli okreSlano metoda kolorymetryczng
w przeliczeniu na waniline (16).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Izolacje peroksydazy z filtratu po hodowli grzyba Inonotus radiatus
przeprowadzono wedlug nastepujacego schematu: filtrat wysalano dwu-
krotnie siarczanem amonu. Otrzymany zageszczony preparat peroksydazy
poddawano chromatografii na hydroksyapatycie (ryc. 1). Na tym nosniku
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Ryc. 1. Profil elucji peroksydazy grzybowej z kolumny z hydroksyapatytem; wy-
miary kolumny 3 X 11 cm; elucja enzymu gradientem liniowym buforu fosforano-
wego o pH =17, 0,01—0,1 M; objeto§é frakcji 2 ml; 1 — ekstynkcja przy 280 nm;
2 — aktywno$é peroksydazy
Elution profile of fungal peroxidase from the hydroxyapatite column: column
size 3 X 11 cm; the enzyme was eluted by the linear gradient of a phosphate buffer
0.01—0.1 M; pH = 7; fraction volume 2 ml; 1 — extinction at 280 nm; 2 — peroxidase
activity

uzyskuje sie rozdzial peroksydazy grzybowej na dwie frakcje. Frakcje I
i 1I peroksydazy grzybowej rechromatografowano na sefadeksie G-100
(ryc. 2). Dla poréwnania wlasnosci sorbcyjnych peroksydazy grzybowej
i chrzanowej przeprowadzono chromatografie peroksydazy z chrzanu na
hydroksyapatycie (ryc. 3). Preparat handlowy peroksydazy z chrzanu
nie absorbuje si¢ w podanych warunkach na kolumnie z hydroksyapa-
tvtem. Postepy oczyszczania peroksydazy grzybowej kontrolowano przy
pomocy analizy elektroforetycznej na zelu poliakrylamidowym (ryc. 4).
Najczystsze preparaty peroksydazy grzybowej frakcji la wykazywatly 3
prazki, a frakcji Ila — 2 prazki. Liczba prazkéw o aktywnosci peroksyda-
zowej jest zgodna z liczbg frakcji biatkowych na elektroferogramach. Po-
stepy oczyszczania peroksydazy grzybowej na poszczegélnych etapach ze-
brano w tab. 1. Oznaczono zawartos¢ ilosciowg i jako§ciowa aminokwaséw
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Ryc. 2. Profil elucji peroksydazy grzybowej z kolumny z sefadeksem G-100; wy-
miary kolumny 2,5 X 45 cm; elucja enzymu buforem fosforanowym 0,005 M; pH = 17;
objeto$é frakeji 2 ml; oznaczenia patrz ryec. 1
Elution profile of fungal peroxidase from the sephadex G-100
2.5 X 45 cm; enzyme was eluted with phosphate buffer 0.005

volume 2 ml; denotations see Fig. 1
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Ryc. 3. Profil elucji peroksydazy z chrzanu z kolumny z hydroksyapatytem; wy-
miary kolumny 3 X 11 cm; elucja gradientem liniowym buforu fosforanowego 0,01—
0,1 M; pH = 7; objeto$é frakeji 2 ml; oznaczenia patrz ryc. 1
Elution profile of horseradish peroxidase from the hydroxyapatite column; column
size 3 X 11 cm; enzyme was eluted by the linear gradient of a phosphate buffer
0.01—0.1 M; pH = 7; fraction volume 2 ml; denotations see Fig. 1
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Tab. 1. Wyniki oczyszczania enzymu peroksydazy z filtratu po 3-tygodniowej

kulturze grzyba Inonotus radiatus *®

Results of purification of peroxidase from a filtrate of 3 weeks old culture
of Inonotus radiatus *®

45

J. akt. > 2
- g & e
2= g %o )?f;-q E 2 : *-*
Nazwa preparatu E_ g ‘é” g - G ® £ 9 & 25
. g - . Peroxidase b N < a o ©
Preparation 9 g . o o bet 4] s s £5
S E _g 5 activity o = = =] o =
= s © units k: 2 el AR &
35 @& X 10-4 <& OA & BA
Filtrat po kultu-
rze grzyba
Filtrate 750 17,2 750 23 1 - 100
100% siarczan
amonu I
First 100% satura-
tion with
(NH,),SO, 150 109 3770 34,5 1,5 - 100
100% siarczan
amonu II
Second 100% sa-
turation with
(NH,):SO, 70 85 7800 92 4 0,175 97
Hydroksyapatyt
Frakcja I
Hydroxyapatite
Fraction I 50 13 3270 253 11 0,6 30
Hydroksyapatyt
Frakcja II
Hydroxyapatite
Fraction II 37 2,05 3850 1850 80 0,92 26
Frakcja Ia
sefadeks G-100
Fraction Ia
LY
sephadex G-100 33 1,04 2900 2 030 88 0.65 17,4
Frakcja Ila
sefadeks G-100
Fraction IIa
sephadex G-100 31 0,13 3600 27500 1200 092 20

* Pozywka: 3% brzeczka wzbogacona maczkg drzewng (buk).
* Medium: 3% malt extract with wood meal (Beech).
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Tab. 2. Sklad aminokwasowy i cukrowy w peroksydazie grzybowej (g/100 g biatka)
Amino acids and sugars composition of fungal peroxidase (g/100 g protein)

Aminokwasy Frakcja Ia Frakcja Ila
Amino acids Fraction Ia Fraction IIa
Kwas asparaginowy 8,6 9,3
Treonina 48 5,1
Seryna 8,2 6,3
Kwas glutaminowy 11,5 17,2
Prolina 5,8 9.9
Glicgyna 8,0 /)
Alanina 6,5 5.6
Cysteina 0,0 0,0
Walina 7,6 5.4
Metionina 0,5 0,7
Izoleucyna 48 4,1
Leucyna 89 8,5
Tyrozyna 2,1 1,6
Fenyloalanina 39 3.7
Lizyna 3.6 3,2
Histydyna 2,1 1,6
NH, 8,3 15.0
Arginina 35 2,6

Cukry ogébtem
Sugars 8,05

—
»
o

Galaktoza =+
Glukoza +
Mannoza

Arabinoza -+
Ryboza +
Fukoza —_
Ksyloza i
Ramnoza —

| 4+ +

=l

oraz cukrow w oczyszczonych preparatach frakcji Ia i 1la peroksydazy
grzybowej (tab. 2). W obu frakcjach enzymu obserwuje sie stosunkowo
duzg ilos¢ kwasu glutaminowego, co determinowaloby ujemny tadunek
preparatow peroksydazy podczas elektroforezy na zelu poliakrylamido-
wym (ryc. 4). Zwracajg uwage roznice pomiedzy skladem ilosciowym ami-
nokwasow frakcji Ia i Ila peroksydazy, np. seryny, histydyny oraz sto-
sunkowo duza roéznica w ilosci komponenty cukrowej. Wlasnosci katali-
tyczne oczyszczonych frakcji la i Ila peroksydazy grzybowej zebrano w
tab. 3 i 4. Najwieksze powinowactwo wykazuje peroksydaza grzybowa
w stosunku do pirogalolu jako donatora wodoru. Frakcja IIa peroksydazy
grzybowej jest bardziej czula na nadmiar substratu — H,O, niz frakcja
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Rvc. 4. Wyniki elektroforetycznego rozdzialu biatek z filtratu po hodowli grzyba
Inonotus radiatus na zelu poliakrylamidowym; czas elektroforezy 70 min. przy na-
tezeniu pradu 6 mA na rurke; barwienie na aktywno$é peroksydazy benzydyna
i nadtlenkiem wodoru, a na biatko — blekitem Coomasie; 1 — biatko, 2 — enzym,
A — filtrat pozywki, B — dwukrotny strat siarczanem amonu, C — kolumna z fo-
sforanu wapnia frakcja I, D — kolumna z fosforanu wapnia frakcja II, E — ko-
Inmna z sefadeksu G-100 frakcja I, F — kolumna z sefadeksu G-100 frakcja II
Results of electrophoretic separation of proteins from the filtrate after the culture
of the Inonotus radiatus fungus on polyacrylamide gel; electrophoresis time 70 min.
at a current intensity of 6 mA per tube; staining for peroxidase activitly —
benzidine and hydrogen peroxide, for protein — Coomasie blue; 1 — protein, 2 —
enzyme, A — filtrate of the culture, B — double precipitate of ammonium sulphate,
C — fraction I, D — fraction II, E — fraction Ia, F — fraction Ila

Ia. Najsilniejszym inhibitorem peroksydazy grzybowej byl cyjanek po-
tasu. Azotan srebra znany jako inhibitor peroksydazy flawinowej nie
wywiera wplywu na peroksydaze grzybowa (tab. 4). Ciezar czasteczkowy
peroksydazy grzybowej frakcji Ia wynosi okoto 42000, a frakcji IIa 39000
ryc. 5). Wielkosé czagsteczki peroksydazy grzybowej jest wiec zblizona do
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Tab. 3. WlasnoSci katalityczne peroksydazy grzybowe)
Catalytic properties of fungal peroxidase

Frakcja Ia

HodsE Yoi Frakcja Ila
odzaypsiel Fraction la Fraction Ila
Constants mM mM

K, w stosunku do H,;0, °
K., in relation to H,0O, 3 217
Ilo§¢ H,0; do 50% inhibicji
H,0, required for 50% inhibition 19,5 6,8
K w stosunku do p-fenylenodwu-

aminy
K app. to p-phenylenediamine 22 18
K w stosunku do gwajakélu
K app. to guaiacol 47 33
K w stosunku do pirogalolu
K app. to pirogallol 3 2
K w stosunku do o-dwuanizydyny
K app. to o-dianisidine 15 11

Tab. 4. Wplyw inhibitor6w na aktywno&é¢ peroksydazy grzybowej: 1X10-*M
Influence of inhibitors on fungal peroxidase activity: concentration of inhibitors

1X10-*M
Procent inhibicji enzymu
Pcrcent of inhibition

Inhibitory
Inhibitors Frakcja Ia Frakcja Ila

Fraction Ia Fraction IIa
Tiomocznik
Thiourea 36 45
2,4-dwuchlorofenol 44 57
Wersenian sodu
Sodium versenate 15 18

Dwuetylodwutiokarbaminian sodu

Sodium diethyldithiocarbaminate 50 33
Azydek sodu
Sodium azide 68 83

Cyjanek potasu
Kalium cyjanid 100 100

Azotan srebra
Silver nitrate 0 0




Wlaéciwosci egzoperoksydazy z grzyba Inonotus radiatus 49

w & o
N |
E e
|
{
|
|

2 . 3 i R . \ ey
h

S0 60 70 80 90 100 120 140 mi

T

Ryc. 5. Wyznaczanie ciezaru czgsteczkowego peroksydazy grzybowej przy pomocy
metody sgczenia molekularnego na sefadeksie G-100: wymiary kolumny 2,5 X 150
cm; elucja buforem fosforanowym 0,01 M; pH = 7; objeto$é frakeji 2 ml; 1 — albu-
mina surowicy wotowej, 2 — albumina jaja, 3 — peroksydaza chrzanowa, 4 —
rybonukleaza, 5 — cytochrom C, 68 — peroksydaza grzybowa frakcja Ia = 42000, 7 —
peroksydaza grzybowa IIa = 39 000
Mbolecular weight determination of fungal peroxidase on sephadex G-100; column
size 2.5 X 150 cm; elution system: phosphate buffer 0.01 M; pH = 7; fraction volume
2 ml; 1 — ox serum albumin, 2 — egg albumin, 3 — horseradish peroxidase, 4 —
ribonuclease, 5 — cytochrome C, 6 — fungal peroxidase fraction Ia = 42 000, 7 —
fungal peroxidase fraction IIa = 39 000

peroksydazy z chrzanu. Dotychczasowe badania nad peroksydaza grzybo-
w3 nie pozwalajag wnioskowac¢ o budowie komponenty niebiatkowej tego
enzymu (9, 10, 11, 12). Utrudnieniem w tej kwestii byty krzywe absorpcji
nie wykazujace wyraznego maksimum przy 400—410 nm, w tak zwanym
pasmie Soreta. Widmo takie wskazuje na obecnos¢ ukladu hemowego jako
skladnika w biatku peroksydazy. Oczyszczone preparaty peroksydazy
grzybowej (frakcja Ta i frakcja Ila) wykazuja stabe maksimum przy
409 nm (ryc. 6, 7).

Jednym z dowodow na obecnosé¢ ukladu hematynowego w biatku pero-
ksydazy grzybowej sg charakterystyczne zmiany przebiegu krzywych
absorpcji frakeji Ia i ITa peroksydazy w obecnosci CO, CN— i Na,S,0, (ryc.
6, 7). Przebieg krzywych absorpcji peroksydazy grzybowej frakcji Ia i IIa
w obecnosci wymienionych czynnikow wykazuje pelng analogie z krzy-
wymi peroksydazy z chrzanu, typowego przedstawiciela hemoproteidow
(31).

W toku doswiadczen stwierdzono, ze frakcja Ia tego enzymu zawiera
0,15% Fe, a frakcja Ila — 0,14%. IloSci te sg zblizone do procentowej za-
wartosci zelaza w peroksydazie z chrzanu (31). Jednoznaczny wynik na
obecnos¢ zelaza w peroksydazie grzybowej uzyskano przy pomocy 55Fe
(rve. 8). Wykazano w tym do$wiadczeniu, ze 5Fe wbudowuje sie do elek-

4 Annales UMCS, sectio C, vol. XXIX
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Ryc 6. Widma absorpcji oczyszczonego preparatu frakcji I peroksydazy grzybowej;
na rycinie przedstawiono réwniez zmiany krzywych absorpcji peroksydazy pod
wplywem: 1 — Na,S,0,; 2 — CO; 3 — CN—; 4 — krzywa absorpcji frakcji Ia pero-
ksydazy grzybowej w §wietle widzialnym i ultrafioletowym
Absorption spectrum of purified fraction Ia of fungal peroxidase; the Figure
presents the peroxidase absorption curve changes under the influence of: 1 —
Na,S,0,; 2 — CO; 3 — CN—; 4 absorption curve of fraction Ia of fungal peroxidase
in visible and ultraviolet light
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Ryc. 8. Wyniki doswiadczenia z inkorporacjg %Fe do peroksydazy grzybowej; ryciny
clektroferograméw na zelu poliakrylamidowym oraz rozktad radioaktywno$ci w zelu;
1 — biatko, 2 — enzym
Experiment results from incorporation of 8Fe to fungal peroxidase; electrophorogram
patterns on polyacrylamide gel and radioactive distribution in the gel; 1 — protein,
2 — enzyme

{roforetycznie rozdzielonych frakcji peroksydazy grzybowej izolowanej
z mycelium grzybowego.

W pewnym stopniu miarg oczyszczenia peroksydazy z réznych zrodet
jest wspétezynnik RZ podajgcy stosunek wspolczynnikow absorpcji przy
405 nm do 280 nm. Dla oczyszczonego preparatu peroksydazy z chrzanu
wspbétczynnik ten wynosi 4 (30, 31). Oczyszczone preparaty peroksydazy
grzybowej wykazujg RZ dla frakcji Ia = 0,65, a dla frakcji IIa = 0,92.
Otrzymanie tak niskich wartosci RZ dla peroksydazy grzybowej i slabo
zarysowane maksimum absorpcji przy 400 nm tych preparatéow sugeruje
wystepowanie pewnych substancji nicbiatkowych jako skladnikéw tego
enzymu. Juz we wczesSniejszych pracach sugerowano, ze substancjami
tymi sg zwiazki fenolowe (22). Z ryc. 9 wynika, ze oczyszczenie peroksy-
dazy grzybowej tylko czeSciowo usuwa zwiazki barwne z enzymu, mimo
zastosowania dwukrotnej chromatografii kolumnowej. Tym samym potg-
czenia pomiedzy zwigzkami barwnymi a peroksydazg grzybowa moga
miec¢ charakter wigzan silnych.

Ryc. 7. Widma absorpcji oczyszczonego preparatu peroksydazy grzybowej frakcji
ITa; na rycinie przedstawiono réwniez zmiany krzywych absorpcji peroksydazy pod
wplywem: 1 — Na,S,0,, 2 — CO; 3 — CN—; 4 — krzywa absorpcji frakcji IIa pe-
roksydazy grzybowej w $wietle widzialnym i ultrafioletowym
Absorption spectrum of purified fraction Ila of fungal peroxidase; the Figure pre-
sents the peroxidase absorption curve changes under the influence of: 1 — Na,S,0,;
2 — CO; 3 — CN—; 4 — absorption curve of fraction Ila of fungal peroxidase in
visible and ultraviolet light
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Ryc. 9. Krzywe absorpcji preparatow: A — peroksydazy grzybowej, B — peroksy-
dazy z chrzanu; 1 — preparat peroksydazy nie oczyszczony, 2 — preparat peroksy-
dazy oczyszczony, 3 — peroksydaza z chrzanu + kwas protokatechowy + H,0,, 4 —
peroksydaza z chrzanu
Absorption curves of: A — fungal peroxidase, B — horseradish peroxidase; 1 —
unpurified fungal peroxidase, 2 — purified peroxidase preparation, 3 — horseradish
peroxidase 4 protocatechuic acid + H,0,, 4 — horseradish peroxidase

Pewnym wyjasnieniem tego zagadnienia mogg by¢ zmiany widma
aksorpcji peroksydazy z chrzanu w obecnosci kwasu protokatechowego
i H,0O, (ryc. 9). Utleniony kwas protokatechowy maskuje maksimum ab-
sorpcji peroksydazy z chrzanu w pasmie Soreta. W tych warunkach widmo
absorpcji peroksydazy z chrzanu ma zblizony przebieg do krzywej absorp-
¢ji peroksydazy grzybowej (ryc. 9). W celu uzyskania dalszych dowodéw
na powigzania zwigzké6w fenolowych z peroksydazg grzybowga przeprowa-

D o bod Ry g
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dzono ekstrakcje eterem w srodowisku kwasnym preparatu tego enzymu.
Rownoczesnie poddano utlenieniu kwas protokatechowy przy udziale
H,0; i peroksydazy z chrzanu, tak przygotowany preparat ekstrahowano
zakwaszonym eterem etylowym. Poréwnano krzywe absorpcji obu otrzy-
manych ekstraktow eterowych. Przebieg krzywych absorpcji jest bardzo
zblizony (ryc. 10).
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Ryc. 10. Krzywe absorpcji ekstraktow eterowych z kwasem solnym, peroksydazy
grzybowej i mieszaniny peroksydazy z chrzanu, kwasu protokatechowego i nadtlenku
wodoru; 1 — peroksydaza grzybowa, 2 — peroksydaza z chrzanu
Absorption curves of acidified ether extracts from fungal peroxidase and a mixture
ot peroxidase with horseradish acid and hydrogen peroxide; 1 — fungal peroxidase,
2 — peroxidase from horseradish

Dalszym dowodem na obecnos$¢ fenoli jako integralnych skiadnikow
peroksydazy grzybowej uzyskano okreslajac ich ilos¢ po redukcji enzymu
amalgamatem sodu (tab. 5).

Tlos¢ fenoli zwiazanych z egzoperoksydazg grzybows zmienia sie na
kolejnych etapach oczyszczania tego enzymu. Sadzié wiec mozna, ze
zwiazki fenolowe 1aczg sie z biatkami podloza w spos6b niespecyficzny.
Polgczenia pomiedzy fenolami a peroksydazg grzybows maja charakter
wigzan dosyé¢ trwatych. Podczas dwukrotnej chromatografii barwne sub-
stancje wedrujg razem z komponentg peroksydazows. Polgczenia fenole-
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-bialko peroksydazy modyfikuja niektére wiasnosci tego enzymu (ryc. 1,
3). Jak wynika tez z wczesniejszych doswiadczen wlasnych, peroksydaza
grzybowa wykazuje odmienng ruchliwos¢ elektroforetyczng w poréwna-
niu z peroksydazg z chrzanu (23).

Reasumujac przedstawione wyniki doswiadczenia, wydaje sie, ze mozna
uwaza¢ peroksydaze grzybowa z grzyba Inonotus radiatus za H,O, oksy-
doreduktaze EC 1.11.1.7. Peroksydaza grzybowa wydzielana do podloza

Tab. 5. Wyniki oznaczen azotu oraz fenoli w preparatach peroksydazy grzybowej*
Concentration of nitrogen and phenols in fungal peroxidase fractions *

Stosunek
iloSci
fenolu
Bialko Biatko Azot Fenole Fenole do biatka

gl ke e Protein Protein Nitrogen Phenols Phenols Concentra-

Preparation % mg mg % mg tion of
phenols in
relation
to protein
Siarczan amonu II strat
Ammonium sulphate IT
precipitation 52 10,4 1,68 32 6,4 0,615
Hydroksyapatyt
Frakcja I
Hydroxyapatite 12 14,4 23 12,5 2,5 0,173
Fraction I
Hydroksyapatyt
Frakcja II
Hydroxyapatite 81 16,2 2,6 8,3 1,66 0,103

Fraction II

Sephadex G-100
Frakcja Ia 77,5 15,5 2,48 7.8 1,56 0,101
Fraction la

Sephadex G-100 \
Frakcja IIa 81 16,2 2,6 6,45 1,29 0,080
Fraction IIa

* Fenole oznaczano w przeliczeniu na kwas wanilinowy po uprzedniej redukcji
amalgamatem sodu hydrolizowanych 6n HCl preparatow peroksydazy. Do analiz
uzywano 20 mg préobki liofilizowanych preparatow.

* Concentrations of phenols were measured in calculation to vaniline acid. 20 mg
of lyophilised sample were used for each analysis.
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w warunkach doswiadczenia, a zapewne rowniez enzym ten wytwarzany
przez grzyb Inonotus radiatus w warunkach s$rodowiska naturalnego wy-
stepuje w postaci kompleksu ze zwigzkami fenolowymi. Zwiazki fenolo-
we, lgczgc sie z peroksydaza grzybowsq, nadajg temu enzymowi specy-
ficzne wlasnosci biochemiczne.
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PE3HOME

Skconepokcuaasbl ¢ rpuba Inonotus radiatus pazaenuni xpomarorpadm-
YeckM Ha nBe (PpaKuuM, NOAb3ysAck ruapoicunoanatutom. Ppakuyuio | u I
pexpomarusuposanu Ha cagapexce G-100. Onpepenunu BausiHue uHruburo-
POE Ha O4MLLEHHbIE NpenapaTbl NePOKCMAAa3bl U KMHETHHECKME KOHCTaHThI He-
ckonbkux MabpaHHbIx aoHatopos Bogopofa. O603HAUMNM KONMHYECTBEHHO
AMUHOKUCNOTLI, CYMMY CaXapoOB M KA4YecTBEHHbIM cocTas caxapos B | u |l
paxumMax NepoKcMaasbl. YCTaHOBWNM MOneKkynspHold sec obeux nepokcwu-
na3. Koncratupoeana uHkopnopauus 55Fe 8 rpubHylo nepokcuAasy, 4to go-
Ka3biBaeT Kene3lonpoTEMAOBYIO CTPYKTYPY 3TOro 3H3uMa. YCTaHOBNEHO, uTO
theHonoesle coeauHeHus obpa3yloT ycToiumBble cOoeAnHeHUs ¢ rpubHOA ne-
pokcupazon. MposeneHo konuuecTBEHHOE onpeAeneHwe YPoBHS ¢eHOnos 8
ouul\eHHbIX Nnpenapa:ax rpubHoi nepokcuAassl.

SUMMARY

The exoperoxidase from the Inonotus radiatus fungus was separated
chromatographically on two fractions with the use of a hydroxyloapatite.
Fractions I and II of peroxidase were rechromatographed on sephadex
G-100. The influence of inhibitors on the purified peroxidase preparations
and the kinetic constant in relation to a few chosen hydrogen donors
was determined. Amino acids were quantitatively determined, the total
amount of sugars was given and the qualitative composition of sugars
in fraction, Ia and Ila of peroxidase was specified. The molecular weight
of both peroxidases was determined. The incorporation of 55Fe to the
fungal peroxidase indicated an iron-proteid structure of this enzyme.
It was shown that the phenolic compounds form a stable complex with
fungal peroxidase. The levels of phenols in the purified fungal peroxidase
were quantitatively determined.
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