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методику для исследования более широкого спектра антимикробных 
препаратов и антисептических средств. 
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СКРИНИНГ МИКРООРГАНИЗМОВ, ПРОДУЦИРУЮЩИХ 

ОКСИДАЗЫ D-АМИНОКИСЛОТ 

Оксидаза D-аминокислот (EC 1.4.3.3, DAAO) является ФАД-
содержащим ферментом, катализирующим окислительное дезамини-
рование D-аминокислот [1]. В результате реакции образуются перок-
сид водорода и иминокислота. В последующем иминокислота нефер-
ментативно гидролизуется до α-кето кислоты и иона аммония. Харак-
терной особенностью всех DAAO является высокая специфичность 
именно к D-изомерам аминокислот. 

Оксидазы D-аминокислот обнаружены у прокариот, дрожжей, 
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грибов и млекопитающих [2]. Наиболее изучены DAAO дрожжей 
Rhodotorula gracilis (Rhodosporidium toruloides) и Trigonopsis variabilis 
[3]. DAAO может быть использована в тонком органическом синтезе 
оптически-активных соединений, получении α-кетокислот, неприрод-
ных L-аминокислот и получении из цефалоспорина  
С 7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-ACA) – исходного материала 
для 50 типов β-лактамных антибиотиков, а также при создании био-
сенсоров для определения контаминации пищевых продуктов и 
напитков [4, 5]. Перспективно применение DAAO в качестве биомар-
кера различных заболеваний (нейродегенеративных (шизофрения), 
злокачественных новообразований (рак желудка, рак молочной желе-
зы, гепатоцеллюлярная карцинома, рак поджелудочной железы)), по-
скольку при этих заболеваниях наблюдаются значительные изменения 
как концентрации определенных D-аминокислот, так и активности 
самой DAAO [4, 5]. 

Цель работы – скрининг штаммов микроорганизмов способных 
синтезировать DAAO с определенной субстратной специфичностью. 

Материалы и методы. Объектами исследования являлись 
12 штаммов-микроорганизмов, хранящиеся в Белорусской коллекции 
непатогенных микроорганизмов Института микробиологии НАН Бе-
ларуси: T. variabilis 93, T. variabilis 137, R. toruloides 163, 
R. toruloides 135, Schizosaccharomyces octosporus 92, Candida 
boidinii 29, C. intermedia 354, Candida sp. 348, Lipomyces starkeyi 120, 
L. starkeyi 122, L. kockii 121, Ogataea angusta 153. 

Микроорганизмы выращивали глубинно в колбах Эрленмейера, 
объемом 250 мл с 50 мл питательной среды на шейкере-инкубаторе 
(перемешивание 100 об/мин) при оптимальной температуре для каж-
дого штамма в течение 72 часов. Питательная среда содержала (%): 
глюкозу – 1,0; сульфат аммония – 0,2; дрожжевой экстракт – 0,2; D-
метионин 0,2 (в качестве индуктора). Исходный рН среды 7,0. 

По окончании культивирования клетки центрифугировали при 
6 000 оборотов/мин в течение 30 мин, а затем отмывали 2 раза в ка-
лий-фосфатном буфере (50 мМ, рН 8,0). Для приготовления бескле-
точного экстракта использовали 30% раствор калий-фосфатного бу-
фера (50 мМ, рН 8,0), содержащем 3 мМ ЭДТА и 0,1 М сахарозы. 

Клетки разрушали с помощью ультразвука, используя дезинте-
гратор «Sonifier-450» («Brandson», США).  

Гомогенат центрифугировали при 11 000 оборотов/мин в тече-
ние 30 мин, супернатант использовали для дальнейшей работы. 

Активность DAAO определяли спектрофотометрически на при-
боре Ultrospec 2100 pro («Amersham», UK). 

Результаты и обсуждение. Установлено, что способностью к 
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синтезу DAAO обладают 4 из 12 проверенных штаммов микроорга-
низмов T. variabilis 93, T. variabilis 137, C. boidinii 29 и O. angusta 153. 
Наиболее высокие показатели по уровню синтеза наблюдались у 
T. variabilis 93, T. variabilis 137 (0,45-1,75 ед/мл). 

Важной характеристикой DAAO является их субстратная спе-
цифичность. Следует отметить, что согласно литературным данным 
DAAO характеризуются широкой субстратной специфичностью [2–5]. 
Была проверена способность ферментов отобранных штаммов к ката-
лизу реакций окисления D-метионина, D-аланина, D-серина. Особый 
интерес представлял D-аланин, как одна из наиболее часто встречаю-
щихся аминокислот клеточной стенки микроорганизмов.  

Показано, что T. variabilis 93, T. variabilis 137, C. boidinii 29 об-
ладали способностью катализировать реакции окисления всех трех 
исследуемых аминокислот. А DAAO O. angusta 153 проявляла специ-
фичность только к D-аланину. По скорости катализируемых реакций 
следует выделить DAAO T. variabilis 93 и T. variabilis 137. Кроме того, 
был отмечен интересный факт, обнаруженный в процессе хранения 
ферментов: DAAO T. variabilis 93 сохраняла 100% активности при 
температуре хранения – 20°С в течение 1 мес.  

Заключение. Таким образом, проведен скрининг штаммов мик-
роорганизмов по их способности синтезировать фермент DAAO. 
Установлено, что T. variabilis 93, T. variabilis 137, C. boidinii 29 и 
O. angusta 153 обладают способностью к синтезу DAAO. Для даль-
нейших молекулярно-генетических исследований отобрано 2 штамма 
микроорганизмов: T. variabilis 93 и T. variabilis 137. 
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