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Aspartic-glutamic Transaminase in Mycobacéerium philel

Reakcje transaminacji, a w szczeg6lnosci reakcja: kwas asparagi-
nowy + kwas a-ketoglutarowy = kwas glutaminowy + kwas szcza-
wiooctowy jest rozpowszechniona u wielu drobnoustrojéw.

Badania nad transaminacjami przeprowadzano na zawiesinach
komoérkowych, wyciggach bezkomdrkowych albo na cze§ciowo oczy-
szczonych preparatach enzymatycznych, otrzymanych z bakterii po
uprzednim zniszczeniu ich komérkowej struktury. House-
wright i Thorn e(9) wykryli reakcje transaminacji w wyciggach
bezkomérkowych Bac. anthracis uzyskanych przy pomocy dezintegra-
cji ultradzwiekowej. Podobnie Altenbern i Housewright
(1) zastosowali technike ultradzwiekowsg celem stwierdzenia wystepo-
wania reakcji transaminacji miedzy kwasem asparaginowym (Asp)
i a-ketoglutarowym (KG) u Brucella abortus. Rudman i Mei-
st er (21) postugujac sie technika rozcierania bakterii z tlenkiem gli-
nu, otrzymali z Escherichia coli wyciag zawierajgcy transaminaze.
Wiame i Storck (24) wykazali czynng transaminaze w bezko-
moérkowych wyciggach B. subtilis, a Levinson i Sevag (12)
w wyciggach B. megatherium. Ostatnio Kanski, Saktawska-
Szymonowa i Szymona (10) stwierdzili obecno$¢ czynnej
transaminazy asparaginowo-glutaminowej (Asp-Glu) w zawiesinach
i proszkach acetonowych Mycobacterium phlei.
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Tematem niniejszej pracy bylo wyodrebnienie i oczyszczenie
transaminazy Asp-Glu z Mycobacterium phlei.

CZESC DOSWIADCZALNA
I. Materiatl

Drobnoustréj: Mycobacterium phlei, pochodzacy z Instytutu
Gruzlicy w Warszawie, hodowany na pozywce Léwensteina. Z dwu-
tygodniowej hodowli zbierano mase bakteryjna, przemywano 8-krot-
nie wodg destylowang i kazdorazowo odwirowywano w ciggu 5 mi-
nut przy 3000 obr./min. Tak przemytg mase bakteryjng uzywano
do dezintegracji lub do przygotowania proszku acetonowego. Proszek
acetonowy sporzadzano wedlug Edsona i Huntera (6).

II.Oznaczanie kwasu glutaminowego (Glu).

Miarg aktywnosci transaminazy Asp-Glu w bezkomoérkowych
wyciggach i czesciowo oczyszczonych preparatach byta ilos¢ Glu,
jako produktu reakcji.

Celem przeprowadzenia reakcji i oznaczenia Glu:

1 — preparat enzymatyczny (uprzednio dializowany przez 12
godzin wobec 0,05 M buforu fosforanowego o pH 7,4) in-
kubowano z substratami;

2 — oznaczono ilo$¢ wytworzonego Glu;

3 — wyliczano umowne jednostki aktywno$ci enzymu.

Inkubacja: probki umieszczone w erlenmajerkach poj. 25 ml
inkubowano w ciggu 2,5 godz. w temperaturze 37°. W sktad miesza-
niny inkubowanej wchodzitly nastepujace skladniki:

1 m]l DL-Asp (stezenie koncowe: 2,5 * 10—¢M),

1 ml KG (stezenie koncowe: 3,5 * 10—M),

2 ml wyciggu enzymatycznego (Przy stosowaniu oczyszczonych
preparatéw enzymatycznych brano do inkubacji tylko 0,5; 0,251 0,1 ml
roztworu enzymu, przy zachowaniu calkowitej objetosci mieszaniny
zawsze 6 ml).

2 ml buforu fosforanowego 0,05 M o pH 7,4.

Substraty rozpuszczano w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,4
i doprowadzano do wymienionego pH przy pomocy 1 n NaOH. Reak-
cje transaminacji przerywano przez dodanie kilku kropli 1 N HCl
i ogrzewanie na wrzacej tazni wodnej przez 5 min. Osad wytracone-
go bialtka odwirowywano i odrzucano. Objeto$é mieszaniny uzupel-
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niano wodg do 6 ml. Kwas szczawiooctowy powstaly w wyniku trans-
aminacji rozkladano przez dodanie 0,5 ml aniliny (katalizujacej nie-
enzymatyczng dekarboksylacje kwasu szczawiooctowego).

Oznaczanie kwasu glutaminowego: w prébkach zawierajacych
wiecej niz 0,1 mg Glu stosowano metode¢ manometryczng, a przy
mniejszej zawartosci Glu — oznaczanie fotometryczne w eluatach
z chromatograméw bibulowych.

a) Metoda manometryczna

Glu oznaczano wedlug Krebsa (11) przy uzyciu dekarboksy-
lazy z Clostridium Welchii SR 12. Drobnoustréj pochodzacy z pra-
cowni Prof. Strauba (Budapeszt) hodowano w warunkach podanych
przez Mc Ilvaina i Hughesa (15) na nieco zmodyfikowanej
pozywce zawierajacej: 80 g suchego preparatu serca wolowego,
100 ml bulionu miesnego, 10 g hydrolizatu biatkowego zawierajacego
50°%0 glukozy (,,Aminolin-Glucose”, f-my Orthana, Kopenhaga),
560 ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH 7,6.

0,5 ml zawiesiny bakteryjnej otrzymanej z 16-godzinnej hodowli
Cl. Welchii rozklada 1,5 mg Glu w ciggu 30 min.

Oznaczanie przeprowadzano w naczynkach aparatu Warburga
w 37°C w objetosci 3,2 ml. W naczynku gléwnym umieszezano: 2 ml
mieszaniny inkubacyjnej, 0,5 ml 0,3 M buforu octanowego o pH 4,5,
0,2 ml (8 mg) semikarbazydu. (Semikarbazyd w stezeniu wyzej poda-
nym inaktywuje dekarboksylaze Asp, nie wywierajac wplywu na
dekarboksylaze Glu. Oba enzymy wystepuja stale w zawiesinach Cl.
Welchii (16). Chromatograficznie nie stwierdzono obecnosci Ala, jako
produktu dekarboksylacji Asp, po dodaniu semikarbazydu i Cl. Wel-
chii do Asp lub prébek inkubowanych).

Do bocznego ramienia dodawano 0,5 ml zawiesiny Cl. Welchii.
Po wyrdéwnaniu ci$nienia i temperatury przelewano zawiesine CI.
Welchii do naczynika gléwnego i odczytywano iloéci wydzielajacego
pie CO2.

W skiad préb kontrolnych wchodzily: 1) mieszanina inkubacyj-
na bez zawiesiny Cl. Welchii, 2) zawiesina Cl. Welchii bez mieszaniny
inkubacyjnej.

State naczyniek wyrazone w Ko, przeliczano na Kco,.

b) Metoda fotometryczna

Przy malej aktywnosci enzymatycznej wyciaggéw Glu powstawat
w tak niewielkich iloSciach, Ze nie mozna bylo stosowa¢ metody
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manometrycznej. W tych przypadkach probki po inkubacji poddawa-
no rozdzieleniu chromatograficznemu na bibule w ukladzie fenol-
-woda (7 : 3), wywolywano ninhydryng z CdCl:, wedlug Barrol-
liera (2), plamy Glu eluowano i oznaczano fotometrycznie (w foto-
metrze Pulfricha, filtr S 53).

Za jednostke aktywnosci transaminazy Asp-Glu przyjeto taka
ilo$¢ enzymu, ktéra w czasie 2,5-godzinnej inkubacji z Asp i KG
katalizuje powstanie 0,45 ng Glu, rownowazne 10 nl COz.

III. Dezintegracja drobnoustroju i ekstrakcja
transaminazy.

Wstepne préby zmierzajace do wyizolowania transaminazy przez
bezposrednig ekstrakcje proszku acetonowego wodg, albo roztworami
moderatorowymi o réznym pH i réinej sile jonowej daly wyniki
niezadowalajgce. Dlatego tez material bakteryjny poddawano réz-
norodnej dezintegracji. Do dezintegracji uzywano proszkéw aceto-
nowych, albo réwnowaznej ilosci wilgotnej masy bakteryjnej (4,2 g
wilgotnej masy bakteryjnej, albo 0,6 g proszku acetonowego).

Badania por6wnawcze nad wyciggami otrzymanymi réznymi
metodami przeprowadzano na materiale z tej samej hodowli. Tem-
peratura podczas doswiadczen nie przekraczala 3°C.

Do ekstrakeji stosowano 0,05 M moderator fosforanowy o pH 7,4
(wydajnosé ekstrakeji przy uzyciu moderatoréw octanowych i wero-
nalowych o réznym pH i ré6znej sile jonowej byla znacznie mniejsza).
Ekstrakcje prowadzono przez 3-krotne wytrzasanie materialu z mo-
deratorem po 15 min. Debris komérkowe usuwano przez 30 minutowe
wirowanie przy 4000 obr./min. Otrzymany wycigg enzymatyczny,
niezaleznie od rodzaju dezintegracji uzupeliano zawsze moderato-
rem fosforanowym do obj. 25 ml. Tak otrzymane wyciggi enzyma-
tyczne zawieraly komérki bakteryjne stwierdzane badaniem mikro-
skopowym.

Komérki i fragmenty komérkowe usuwano przez sgczenie pod
zmniejszonym ci$nieniem przez specjalnie przygotowany sgczek
z ziemi okrzemkowej (7).

1. Dezintegracja mechaniczna

a) Rozcieranie z tlenkiem glinuwg Mc Ilwaina (14).

Proszek acetonowy, albo wilgotng mase bakteryjng mieszano
z tlenkiem glinu (produkcji rosyjskiej) w stosunku wagowym: 1:1,
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1:2,1:3,1:4 i po dodaniu takiej ilosci moderatora, aby uzyskac
spoisto§¢ pasty, rozcierano recznie w mozdzierzu porcelanowym
zanurzonym w mieszaninie oziebiajacej. Czas dezintegracji wynosit
30—150 min, Lepsze wyniki otrzymano uzywajgc proszek acetonowy
zamiast wilgotnej masy bakterii. Optymalne warunki dezintegracji
podano w tabeli 1.

b) Rozcieranie z pylem szklanym.

Mase bakteryjng zmieszang z réznymi ilo$ciami pylu szklanego
(f-my Towers, Anglia) i moderatorem fosforanowym umieszczano
w mlynku bakteryjnym Werkmana-Uttera (23). Najlepsze
wyniki otrzymano przy 3-krotnym mieleniu (przy 300 obr./min.)
trwajacym kazdorazowo 2—3 min. Wyniki przedstawiono w tabeli L.

2. Dezintegracja ultradzwiekowa

W badaniach postugiwano sie czeskim generatorem ultradzwie-
kowym ,,Chirana” z plytkq kwarcowsg piezoelektryczng o czestosci
drgan 1 Mc. Dezintegracji poddawano homogenne zawiesiny zawiera-
jace r6zng ilo$é masy bakterii, od 1—6 g/10 ml moderatora fosforano-
wego. Zawiesing bakteryjng umieszczong w kolbkach na 50 ml chto-
dzono olejem ozigbionym uprzednio do minus 10°C.

W toku pracy stwierdzono, ze ksztalt kolbek odgrywa zasadnicza
role, a mianowicie kolbki z dnem wypuklym nie nadajg sie ze wzgle-
du na odbijanie fal ultrakroétkich. Dlatego tez do dezintegrowania sto-
sowano wylacznie kolbki z dnem wklestym. Jednocze$nie przeprowa-
dzone préoby dezintegracji z dodatkiem glutationu i substratéw
(w celu zmniejszenia wplywu utleniajgcego i denaturujgcego fal
ultrakrétkich) wykazaly, ze aktywnosé nieznacznie wzrastala, Wy-
niki umieszczono w tabeli I.

3. Autoliza

Przemyta mase bakteryjng zawieszano w wodzie, albo w modera-
torze fosforanowym w stosunku wagowym: 1:1, 1:2, itd. Dodawano
toluenu w-iloSciach od kilku do kilkunastu krcpli. Autolize prze-
prowadzano w 37° C w erlenmajerkach poj. 25 ml, zamknietych kor-
}(iem. Czas autolizy 1—14 dni. Otrzymane autolizaty byly nieaktyw-
ne.

4, Plazmoliza mocznikiem.

Plazmoliza roztworem mocznika sporzadzonym w/g Pereza
(20) dawala preparaty nie wykazujace aktywnosci enzymatycznej.
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5. Ekstrakcja n-butanolem

W 1950 r. Morton (17) zastosowal specjalng technike ekstrak-
cji i oczyszezania enzyméw zwgzanych ze strukturg komorkowa,
a w szczegblnoséci z mitochondriami i mikrosomami. Opierajac sig na
powyzszej metodzie ekstrahowano proszki acetonowe i wilgotng mase
bakteryjng réznymi ilosciami alkoholu i moderatora fosforanowego.
Aktywnos¢ wyciagéw byla bardzo mata. (Tabela I).

Tabela I

Wplyw sposobéw dezintegracji M. phlei na aktywno$é enzymu
transaminazy Asp-Glu

Sposéb Czas de-| Aktywnosé
0 . . . zintegra-| wyciagow
dezintegracii Warunki dezintegracji cji w mi-| w jednost-
nutach kach
hani proszek acet. + tlenek glinu zmie-
mec a’lelc.zna szane w stos. 1:3 - moderator 90 585—595
w mozdzierzu fosforanowy
hani wilgotna masa bakteryjna - tle-
mec a’nlc.zna nek glinu 1:3 + moderator fos- 90 415--425
w mozdzierzu f
oranowy
. . wilgotna masa bakteryjna -+ pyl 6
mielenie w miyn- (mielono
kl 1:2 - —
ku bakteryjnym szklany (1:2) 4 moderator fos 3 razy po 490—500
foranowy | 2 min.)
ultradzwickowa 3 g wilgotnej masy bakteryjnej/ 90 430—440
10 ml moderatora fosforanowego
3 g wilgotnej masy bakteryjnej/
10 ml moderatora fosforanowego
ultradZwiekowa + 1,5 - 107 M glutationu 4 90 490—500
2,3 + 107% M obu substratéw
reakcji
n-butanolem proszek acet. + n-butanol 4+ mo- 10 120—125
derator fosforanowy (0,6:2:5)

Doktadne warunki do$wiadczenn podano w tekécie. I1o§¢ jednostek aktyw-
noéci enzymu obliczano na 25 ml poszczegélnych wyciagéw. Liczby przedsta-
wiajag wartosci reprezentatywne dla danej grupy do$wiadczen. Gruntowne
badanie wplywu czasu, rodzaju moderatora, iloSci czynnika rozcierajgcego,
gestosci zawiesin bakteryjnych itp. pozwolilo na opracowanie optymalnych
warunkow dezintegracji. Wyniki zawarte w powyzszej tabeli przedstawiajq
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wartosci aktywnosSci wyciggéw dla warunkéw optymalnych, Przezwycigzenie
powainych trudno$ci zwigzanych z otrzymywaniem aktywnych bezkomoérko-
wych wyciggdw umozliwilo dalsza prace nad oczyszczaniem enzymu.

Tabela II

Aktywno$é preparatéw enzymatycznych w zaleznosci od rodzaju
i stopnia oczyszczenia

Jednostki Azot Aktywnosé

dzaj t
Rodzaj preparatu aktywnoéSci | bialkowy |specyficzna

Zawiesina komérek nieuszkodzonych 115 — —
Proszek acetonowy 820 - -
Surowy wyciag enzymatyczny 590* 125 4,7

Wyciag enzymatyczny po usuniecin

500 9 52
kwaséw nukleinowyeh i lipidéw
Osad bialka wytrgconego przy catko-
. y a. go przy ca 330 55 6,0
witym nasyceniu siarczanem amonu
Frakcja bialkowa otr rzy 35—
J rowa otrzymana przy 220 10 22,0
45} nasycenia siarczanem amonu
Frakcja bialk 35—45 i
rakcja bialkowa % nasycenia 180 6.4 28,0

stracona ponownie

*) Jak wykazaly moje spostrzezenia réznica pomiedzy aktywnosciag enzyma-
tyczng proszku acetonowego, a aktywnoscig surowego wyciggu spowodowana
jest trudno$ciami catkowitej ekstrakcji enzymu, a w mniejszym stopniu inak-
tywacjg enzymu zachodzgca podczas dezintegracji,

IV. Oczyszczanie enzymu.

Bezkomoérkowy wyciag enzymatyczny otrzymany na drodze
mechanicznej dezintegracji proszku acetonowego z tlenkiem glinu
zawieral w poréwnaniu do innych wyciggéw najmniejszag ilosé cial
lipidowych, a najwiekszg ilos¢ bialka czynnego enzymatycznie. Stu-
zyt on jako material wyjsciowy do celéw oczyszczania transaminazy.
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Przed frakcjonowaniem biatek, lipidy z wyciagu usuwano przez
zamrozenie do kilku stopni ponizej 0, a kwasy nukleinowe przez
wytracenie siarczanem protaminy dodawanym w ilosciach 2 mg/1 ml
wyciagu (1) i odwirowanie.

Bialka ekstraktu frakcjonowano siarczanem amonu w substancji
po doprowadzeniu pH ekstraktu do 5,4 za pomoca 3 M moderatora
octanowego. Osad bialka wytraconego przy calkowitym nasyceniu
siarczanem amonu odwirowywano 1 rozpuszczano w moderatorze
fosforanowym o pH 7,4. Cze$¢ nierozpuszczalng odwirowywano po-
nownie i odrzucano.

Dalsze frakcjonowanie wykazalo maksimum aktywnosci przy
35—45%¢ nasycenia siarczanem amonu. Frakcje ta strgcano ponownie
przy takim samym nasyceniu siarczanem amonu.

Dialize przeprowadzano w woreczkach celofanowych wobec
moderatora fosforanowego pH 7,4 kilkanascie godzin w temp. 3°C.
Wyniki podano w tabeli II.

W tabeli II obliczono aktywnos¢ enzymatyczng dla 4,2 g
wilgotnej masy komérek bakteryjnych nieuszkodzonych, 0,6 g prosz-
ku acetonowego i wyciagu otrzymanego z 0,6 g proszku acetonowego.
Aktywnos¢ specyficzng obliczano dzielac jednostki aktywnosci przez
mg azotu bialkowego oznaczonego metodg mikro-Kjeldahla. Dalsze
oczyszczanie preparatu transaminazy za pomocg frakcjonowania
alkoholem lub acetonem i adsorbcji na zelu fosforanu wapnia (tréj-
zasadowy) nie dalo przyrostu aktywnosci specyficznej.

V. Badania jednorodnosci oczyszczonego pr e-
paratu transaminazy.

Preparat transaminazy poddano rozdzialowi przy pomocy
elektroforezy bibulowej w temp. pokojowej. Obraz elektroforetogra-
mu wykazuje obecnos¢ 3 frakeji globulinowych odpowiadajgcych ai,
az, B globulinom surowicy. Frakcja o1 globulin zawierata okolo 75%
calkowitej zawartosci biatka preparatu transaminazy. Nie udalo sie
oznaczy¢ aktywnosci enzymatycznej zadnej frakcji, poniewaz w cza-
sie 10 godz. elektroforezy nastepowala catkowita inaktywacja enzy-
mu.

Mimo niejednorodnosci oczyszczony preparat transaminazy nie
zawieral takich enzyméw jak dezamidazy, dezaminazy, dekarboksy-
lazy aminokwaséw i innych, ktére towarzysza transaminazie w suro-
wym wyciggu enzymatycznym, a nawet w pierwszych stadiach
oczyszczania.
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VI. Trwaloé¢ preparatu transaminazy.

Czesciowo oczyszczony preparat enzymatyczny jest nietrwaly
nawet przy przechowywaniu w temperaturze kilku stopni ponizej 0.
Po kilku dniach nastepowala catkowita inaktywacja enzymu (ryc. 1)
Trwalsze byly surowe wyciagi enzymatyczne.

Dodatek cysteiny, jako stabilizatora, nie zapobiegal inaktywa-
cji. Rowniez dodatek wyciagu serca myszy zawierajacego koenzyr
transaminazy nie reaktywowal enzymu. Ogrzanie preparatu do tem-
peratury 60°C przez 5 min. powoduje calkowitg inaktywacje trans-
aminazy.

VII. Optymalne pH preparatu transaminazy.

Transaminaza, tak w surowych wyciagach, jak i w czesSciowo
oczyszczonych preparatach jest aktywna w zakresie pH od 6—38,5.
Inaktywacja enzymu zachodzi przy pH ponizej 4,5 i powyzej 9,5 pH.
Zaleznos$¢ aktywnosci transaminazy od pH przedstawiono na ryc. 2.

il COp

230

200

150

100

0

1 2 3 “ 5 dn:

Ryc. 1. Zalezno$¢ aktywnoSci enzymu od czasu przechowywania preparatu.
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Ryec. 2. Zaleznos$é aktywnosci enzymu od pH Srodowiska

Warunki do$wiadczenia: 2,5.10— M Asp, 3,5.10—* M KG, preparat
enzymatyczny o zawarto$ci 0,5 mg azotu bialkowego, bufor fosforanowy. Obj.
mieszaniny inkubacyjnej 6 ml. Dane dotyczace iloSciowego oznaczania podano
w tekscie. :

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Podejmowane przez wielu autoréw proby otrzymania krystalicz-
nych, a przynajmniej wysoce oczyszczonych i jednorodnych trans-
aminaz nie daly wynikéw pozytywnych. Gléwng przyczyng niepo-
wodzen nalezy upatrywaé¢ w nietrwalosci enzymu i trudnosci doklad-
nego oddzielenia go od innych bialek.

Dogodnym Zzrédlem dla izolowania i oczyszczania transaminaz
sg tkanki zwierzece, z ktérych udalo sie otrzymaé w dosé znacznym
nawet stopniu oczyszczone preparaty enzymatyczne (8, 22, 19). Na
wigksze trudnosci napotyka sie przy izolowaniu transaminazy Asp-
-Glu i innych transaminaz z materialu bakteryjnego. Preparaty
transaminaz bakteryjnych otrzymane przez Altenbernai Hou-
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sewrighta, (1),oraz Rudmana i Meistera (21) wykazy-
waly niski stopien oczyszczenia.

W pracy naszej nad transaminaza Asp-Glu z M. phlei nie udalo
sie catkowicie przezwyciezy¢ trudnosci zwigzanych z oczyszczaniem
enzymu. Otrzymany preparat kilkakrotnie oczyszczony okdzal sie nie
trwaly. R6zni sie on pod tym wzgledem od oczyszczonego preparatu
z serca $wini (22), ktéry wytrzymuje ogrzewanie przez 1 godz.
w temp. 60°C, a przechowywany w lodéwce nie traci aktywnosci
w ciggu 2 tygodni. Przynaleznosé do frakeji wytracajacej sie przy
35—45%9 nasyceniu siarczanem amonu i obraz elektroforetogramu
pozwalajg przypuszczaé, ze enzym nalezy do globulin. Optimum pH
dla transaminazy Asp-Glu z M. phlei lezy w zakresie 7—8 pH, w prze-
ciwienstwie do transaminazy u E. coli dla ktérej optimum pH wynosi
8,5 (13)

Przypuszczenie Nisonoffai wspélp. (18), ze moderator fosfo-
ranowy wplywa stabilizujaco na transaminaze znalazto potwierdzenie
w $wietle niniejszych badan.

Specjalnego omoéwienia wymaga sprawa metodyki dezintegracji
M. phlei. O ile izolowanie enzymoéw z tkanek zwierzecych i niekt6-
rych drobnoustrojéw jest stosunkowo tatwe, to izolowanie enzymoéw
z pratkéw kwasoodpornych nastrecza powazne trudnosci, na co zwra-
ca uwage réwniez Zeller i wspolp. (25). Nasunelo to potrzebe
dokladnego przebadania poszczegdlnych metod dezintegracji.

Z szeregu dostepnych metod stosowanych w naszej pracy naj-
lepszg okazala sie dezintegracja mechaniczna z tlenkiem glinu, szcze-
gélnie kiedy rozcierano proszek acetonowy, a nie wilgotng mase
bakteryjna.

Juz Edson (5) oceniajgc dotychczasowe wyniki prac nad
metabolizmem pratkéw kwasoodpornych wysuwa przypuszezenie, ze
trudno$ci ekstrakeji enzyméw zwiagzane sg z duzg zawartoscig lipi-
déw w pratkach. Dlatego postugiwanie sie preparatami cze$ciowo
odttuszczonymi, jakimi sg proszki acetonowe, dawato lepsze wyniki.

Trzeba tu podkresli¢, ze tak w metodzie rozcierania w mozdzie-
rzu, jak i podczas mielenia w mtynku bakteryjnym, decydujgea role
odgrywa dobranie odpowiedniej ilosci $§rodka rozcierajgcego.

Czas dezintegracji mechanicznej wynoszgcej wg Mc Ilwaina
kilka minut jest niewystarczajacy dla ekstrakecji transaminazy
z M. phlei. Réwniez izolowanie oksydazy kwasu mlekowego przez
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Edsona (4) wymagalo 4 godz. mielenia M. phlei w miynie Boot h-
-Greena (3).

Jak wykazaly doswiadczenia wlasne nad dezintegracjg ultra-
dzwiekowg niezmiernie wazng rzeczg jest dobranie odpowiedniej.
gestosci homogenne] zawiesiny bakteryjnej. Jezeli gestos¢ zawiesiny
jest zbyt wielka, wtedy energia fal ultrakrétkich zamienia sie prze-
waznie na energie cieplng; przediuza to znacznie czas dezintegracji
i stwarza dodatkowe trudnosci w chlodzeniu materiatu dezintegro-
wanego. Kolbki z wklestym dnem skupiajgce fale w swym wnetrzu
podwyiszaja znacznie efekt dzialania ultradzwickéw.

Nie wszystkie sposoby stosowane w naszej pracy daly dobre
wyniki. Autoliza, plazmoliza, a nawet ekstrakcja n-butanolem okaza-
1y sie nieprzydatne do celéw izolowania transaminazy. Fakt po-
wyziszy podkresla konieczno$é przebadania roznych metod i do-
Swiadczalnego ustalenia warunkow dezintegracji i ekstrakeji w pra-
cach nad izolowaniem enzymoéw z materiatu bakteryjnego.
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PE3IOME

JnA ounmeHnA acnaparmHoBo — [JIyTaAMHHOBOI TpaHCaMHHa3bl
or Mycobacterium phlei npuMeHAnHCh pa3HLIe METOINHl J€3MHTe-
rpanyuy, U3 HKOTOPBIX CaMbIMH JIyYUIMMHM OKA3aJUCh MeXaHWYecKasd
AesuHTerpanua IOCPeNCTBOM OKMCH AlIOMMHUA M YIBTPa3BYKOBafd.
OuuineHHbIE NMpenapaThl TPAaHCAMMHA3HL COCTABMIU NPU PPAKIUOHU-
PORAHMM CEPHOKHCIBHIM aMMoHueM (pakuuno 35 -— 45% HacoiuleHus,
a Dpu eneKTpoPopeTHIeCKOM pas3felIAHNN — (QpPaKUUIO &, II00YJIMH.

Ounuiennsle ot Mycobacterium phlei npenapafsl TpaHCAaMHUHA3
OTJIIMYAIOTCA OTPOMHONl HEINPOYHOCTBEI0O M Y€ CIYCTA HECKOIBKO
AHEl [ojBepranTcA NOJHOH WHAKTHBALMM.

SUMMARY

For isolating aspartic-glutamic transaminase tfrom Mycobac-
terium phlei various methods of desintegration were used, of which
mechanic desintegration with aluminium oxide and ultrasound de-
sintegration proved best. Purified transaminase preparations, when
fractioned with ammonium sulphate, belonged to the fraction pre-
cipitated at 35—45 per cent of saturation: when separated electropho-
retically, théy belonged to the ai-globulin fraction.

Purified transaminase preparations obtained from Mycobacte-
rium phlei show a great lability, undergoing complete inactivation
after a few days.
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