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1. SISSEJUHATUS

Amiinid on Uheks olulisemaks metabolismis osalevaks ainete rihmaks, mis
tekivad organismide ainevahetusprotsesside tulemusena ning orgaaniliste Uhendite
mikrobioloogilisel lagunemisel. Amiinide sisalduse magramine vdimaldab kontrollida
toiduainete, nditeks kalade ja kalatoodete véarskust ja jélgida bakterite tegevust ning
sellega tagada toiduainete vastavus standardi- ja kvaliteedinduetele. Amiinide analtilis
on oluline ka nateks signaalmolekulide-biogeensete amiinide kontsentratsiooni
maaramiseks veres, sest need molekulid annavad mérku organismis kulgevatest
ebanormaalselt &gedatest reaktsioonidest mingile valisele vdi organismis olevale
ainele, ning pdhjustavad allergilis reaktsioone.

Amiinide mééramine on kromatograafilis meetodeid kasutades t6omahukas ja
aeganbudev llesanne, millele otsitakse uus efektiivseid  aternatiive.  Uheks
vOimaluseks on kasutada biosensoreid, kus amiinide analilisks kasutatakse amiini
okstidaasiga kombineeritud elektrokeemilist andurit.

Kéesoleva t00 eesmérgiks oli uurida amiini oksiidaas puhastamise voimalusi
herne idudest (Pisum sativum) selle enstiimi kasutamiseks biosensori bioselektiivse
elemendina.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE
2.1. Amiinide levik

Amiinid on susivesinike funktsionaalderivaadid, mis sisaldavad aminorihma
—NH2, -NHR vdi — NR;R,. Neid vdib vaadelda ka ammoniaagi derivaatidena, milles
Uks vOi mitu vesinikuaatomit on asendatud slsivesinikradikaalidega. SOltuvalt
[aBmmastikuga seotud radikaalide arvust saadakse primaarseid, sekundaarseid voi
tertsiaarseid amiine [1].

Amiinide kasutusala on vaga lai. Alates mitmesugustest varvidest
tekstiilitoostuses, kuni pedtitsiidide ja I8hkeaineteni [2]. Amiinseild Uhendeid
kasutatakse ka toiduainete toostuses [3]. Umbritsevasse keskkonda vdivad amiinid
sattuda samuti  pdlemisprotsesside taggjarjel  [2]. Amiine tekib loom- ja
taimorganismide ainevahetusprotsessides ning orgaaniliste ainete mikrobioloogilisel
lagundamisel [4].

Moningad amiinid omavad kantserogeenset ning genotoksilist toimet. Need
amiinid kujutavad potentsiaalset ohtu Umbritsevale keskkonnale. Selliste amiinide
hulka kuuluvad, néiteks bensidiin ja teised aromaatsed amiinid ning heterotsiklilised
amiinid, mis voivad tekkida vakude termilisel lagunemisel [3, 5]. Kuna sellised
thendid kujutavad tdsist ohtu inimeste tervisele on Euroopa Liidu Komigon
kehtestanud nende Uhendite kasutamisel ranged piirnormid (néiteks Umbertdddeldud
tekstiilis 70 ppm) [6].

2.2. Biogeensed amiinid

Dopamiini, tdramiini ja monede teiste monoamiinide funktsiooniks organismis
on narvisisteemi signaalide Ulekandmine. Need Uhendid on tugeva psiihhotroopse
toimega ning neil arvatakse olevat seos inimeste psiihhika ja ndrvististeemi haigustega
nagu skisofreenia, depressioon ja Parkinsoni tobi jt. [7]. Need monoamiinsed
struktuurid sisaldavad B-fentdlettitilamiinset struktuuri.

Monoamiinid satuvad organismi  kas aminohapete dekarboksuulimisel
organismis eneses, vdjastpoolt ravimite voi toiduga [8-10].

Aminohapete dekarboksiileerimisel on produktideks vastavad amiinid. Nii
tekib histidiinist histamiin, lUsiinist kadaveriin ning glutamiinist, arginiinist ja



ornitiinist putrestsiin, triptofaanist trdptamiin, 5-htdroksitriptofaanist serotoniin
ning 3,4-dihtdroksifentidlalaniinist dopamiin [11]. Koiki neid aminohapetest périt
amiine nimetakse biogeenseteks amiinideks. Tegemist on tugevate bioaktiivsete
toimeainetega, mis on olemuselt signaalmolekulid ja vahendavad organismis
toimuvaid protsesse. Signaalmolekulide kontsentratsiooni kasv organismis annab
mérku ebanormaalselt dgedast reaktsioonist mingile vélisele vOi organismis olevale
ainele ning kutsub Uldjuhul esile alergilise reaktsiooni [11]. Signaalmolekulide
kontsentratsioon voib kasvada ka neid sisaldavate toiduainete soomisel. Nii leidub
rohkesti histamiini kalades ja kalatoodetes [12], tUramiini mitmesugustes juustudes
[9] ning fenlllettdlamiini Sokolaadis [8]. Reageerimise tugevus biogeensetele
amiinidele sdltub individuaalselt igast inimesest. Tuupilisemad allergiat tekitavad
biogeensed amiinid on histamiin, fenudletttlamiin, tdramiin ja trUptamiin, mis
sisaldavad etttlamiinset  struktuuri (-(CH2)2-NH>)). Eelpool nimetatud biogeensetele
amiinidele vastavate aminohapete sisaldus valgus on tavaliselt alla4 % [13].

2.3. Amiinide maaramise meetodid

Amiine leidub kdikjal meid Umbritsevas keskkonnas ning nende maaramiseks
otsitakse intensiivselt selektiivseid ja tdpseid analliiitilis meetodeid.

Tlupiliselt kasutatakse amiinide Uldhulga maéramiseks potentsimeetrilist
tiitrimist, happelist tiitrimist ja Kjeldahli meetodit, aga samuti Ames/Salmonella testi
genotoksilistele amiinidele [3, 14]. Amiinide médramiseks kasutatakse ka hea
spetsiifilisusega enstiim-immuunsorbtsioonmeetodit (ELISA), mille puhul kasutatakse
enstiimiga mérgistatud antikehasid, kus ensiiim muudab lisatava substraadi valgust
neelavaks produktiks ning positiivset reaktsiooni moodetakse fotomeetriliselt [15].
Eradi on vdja tootatud meetod eelkdige histamiini  ametlikuks
spektrofotomeetriliseks médramiseks mereandides, Olledes ja veinides (Official
Methods of Analysis of the Association of Analytical Communities method 957.07)
[16].

Amiinide kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks magramiseks kasutatakse
analltilistest meetoditest gaasikromatograafiat, korgrohuvedelikkromatogragfiat ja
kapillaarelektroforees. Amiinide médramine kromatograafiliste meetoditega on

problemaatiline, sest amiinid on suure polaarsusega [17]. Gaaskromatograafia



kromatogrammides olevad amiinide piigid on Uldiselt leek-ionisatsioon detektori
korral asimmeetrilised ja kujutavad endast nn. “sabatatud” piike (ing. tailing peaks)
[18]. Korgrohuvedelikkromatograafia kromatogrammides on UV detektori korral
amiinide piikide pindalad vaiksemad vorreldes tegeliku kontsentratsiooniga [19].
Primaarsete ja sekundaarsete amiinide médramiseks gaasikromatograafiaga
kasutatakse Uldlevinumatest derivatiseerimismeetoditest alkiulimist ning detektoritest
lammastik-fosfori termoionisatsioon detektorit (NPD), leek-ionisatsioon detektorit
(FID), elektronhaarde detektorit (ECD) voi leek fotomeetrilist detektorit (FPD) [20].

Alifaatsete, aromaatsete ja  heterotsikliliste  amiinide maaramiseks
kdrgrohuvedelikkromatograafiaga kasutatakse derivatiseerimiseks 2,5
dihtidroksuibensaldehtitidi, o-ftaalaldehttdi VOi

dimettdlaminoasobenseensulfontdlkloriidi  ning  detektoritest  elektrokeemilist
detektorit (ED), UV, kulonomeetrilist detektorit vOi flourestsents detektorit [21, 22].
Gaasi- ja korgrohuvedelikkromatograafiliste meetotode kdrval kasutatakse ka
kapillaarelektroforeesi, millel on hea lahutusefektiivsus ja vaike analtudi kulu [3].
Kapillaarelektroforees  kasutatakse heterotsikliliste ja aromaatsete amiinde
madramiseks [2]. Detektorina kasutatakse UV, ED ja mass-spektromeetriat [3].
Amiinide  anallils gaas- ja  korgrohuvedelikkromatograafia  ning
kapillaarelektroforeesi meetoditega on aegandudev, toomahukas ja kallis.

2.4. Erinevate amiini okslidaaside omadused

Amiinide okslidaase jagatakse kahte klass: primaarseid mono- ja diamiine
katalliisv vaske sisaldav amiini okslidaas (EC 1.4.3.6) [23] ja primaarseid,
sekundaarseid ja tertsiaarseid amiine katallilsiv flaviini sisaldav amiini oksiidaas
(EC 1.4.3.4) [24]. Vaske sisddaval amiini okslidaasl (EC 1.4.3.6) on mitmeid
trivisalnimesid, néiteks diamino oksldaas, Cu-amiini oksidaas, amiini oksidaas,
monoamiini okslidaas [23] ja flaviini sisaldaval amiini okslidaasil, néiteks turamiini
okslidaas, amiini okslidaas, poltamiini oksiidaas [24].

Vaske sisaldava amiini okslidaas on leitud nii taimsetest kui ka loomsetest
alikatest. Taimedest on amiini okslidaas leitud herne (Pisum sativum), 188tse (Lens
esculenta) ja kollase lupiini (Lupinus luteus) idudest [25]. Bakteritest Escherichia
coli, Arthobacter globiformis [26], Pseudomonasest [27]. Parmiseentest Pichia



angusta [27], Zygosaccharomyces rouxii [28]. Seentest Acremonium ja Fusarium
liikidest [29]. Imetajatest on amiini okslidaas veise vereplasmas ja sea neerudes ning
vereplasmas [23].

Amiini okslidaas kataltiisib amiine vastavaks aldehlitidiks, ammoniaagiks ja
vesinikperoksiidiks [30]:

R-CHzNH3+ + O, + H,O SN R-CHO + NH4Jr + H,O, (1)

Reaktsioon toimub kahes erinevas etapis ning toimub ping-pong mehhanismi
alusel [31]:

Eoks + R-CHoNH3" N Ered + R-CHO )
Ered + O2 — Eoks + NHs" + H,0 (3

Kdigepealt seostub enstiimiga amiin, tekib aldehtid ja enstiimi redutseeritud
vorm (Eres), mis on vdimeline siduma hapniku. Selle tagagjarjel toimub reaktsioon,
mille k&igus toimub hapniku muutumine vesinikperoksiidiks, vabaneb ammoniaak ja
ensiiimi okstideeritud vorm (Es) [31]. Ulevaade erinevatest allikatest parit amiini
okslidaas kataluutilistest omadustest on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Erinevatest alikatest eraldatud amiini okslidaas kataltiitilised omadused

Substraat Organism Km Tingimused Kirjanduse
mM viide
Kadaveriin Trifolium subterraneum 0,038 pH =7,0;t°=25°C [32]
Porcine kidney 015 pH=74,1°=22°C [33]
Euphorbia characias 0,47 pH =71 [23]
Lens esculenta 0,7 pH =71 [23]
Histamiin Sus scrofa 0,06 pH=74 [23]
Pisum sativum 022 pH=85;1°=30°C [30]
Lathyrus sativus 035 pH=70,1°=25°C [34]
Dopamiin Escherichia coli 0,029 pH=72 [35]
Pisum sativum 0,25 [23]
Aspergillus niger 0,6 pH =72 [36]
toatemperatuur
Metudlamiin -~ Human 0,056 pH=7,2 [37]
(meninges) toatemperatuur
Hansenula polymorpha 0,68 [23]
Dietiulamiin ~ Sus scrofa 66 pH=74 [23]




Erinevatest allikatest eraldatud amiini oksiidaas molekulmassiks on erinevatel
andmetel saadud 113 kuni 180 kDa [25, 38]. Rontgenstruktuurianaltitisid nditavad, et
amiini okslidaasi dimeerne molekul sisaldab kahte aktiivtsentrit [39].

Amiini okslidaas aktiivsus soltub paljudest faktoritest, millest olulisem on
aktiivtsentri  kéttesaadavus.  1,4-diaminobutaan,  1,5-diaminopentaan ja = 2-
fentdletttlamiin on amiini okslidaasi pdhisubstraadid [23]. On leitud, et vaseiooni
asendamine ensiilimi aktiivtsentris Co?*, Zn®* ja Ni*" ioonidega ei mdjuta oluliselt
ensuilimi aktiivsust [23, 40], kuid inhibeerivat toimet avaldavad C&*, Mg®* ja Hg®
ioonid [23].

Amiini okslidaas aktiivsus sOltub keskkonna pH-st. Optimaalne pH, mille
juures amiini oksidaas aktiivsus on maksimaalne histamiini, putrestsiini, kadaveriini
korral vahemikus 6,4 kuni 7,5 ja dopamiini, fentudletttlamiini ja benstdlamiini korral
ligikaudne 8,5 [23].

Temperatuuril tle 80°C on ensiim ebastabiilne. 4°C juures ensliimi aktiivsus
vaheneb ligikaudu 2 korda 15 paeva jooksul. Amiini okslidaasi aktiivsus sdilib pikema
gjavaltel kilmutatud olekus (—20 °C, 12 kuud) [23].

2.5. Biosensorid amiinide maaramiseks

Biosensorid on analtdtilised seadmed, kus keemilise reaktsiooni signaal
muudetakse elektriliseks voi mdneks muuks mdddetavaks signaaliks, mille alusel
leitakse maératava aine kontsentratsioon. Biosensorid koosnevad kahest omavahel
integreeritud pdhikomponendist: bioloogilisest elemendist (enstiimid, antikehad,
nukleiinhapped, mikroorganismid), mis annab sensorile spetsiifilisuse ja selektiivsuse
ning transduktorist, mille abil muudetakse keemilise reaktsiooni signaal
detekteeritavaks signaaliks.

Amiinide médramiseks kasutatavad biosensorid pohinevad amiini okslidaas,
histamiini okslidaasi, ksantiini okstidaasi jt. bioaktiivsete ainete kasutamisel [41].

Amiini oksldaasl pdhinevad amperomeetrilised biosensorid baseeruvad
Clarki hapnikuanduritel [30, 35] ning mdddavad hapniku kontsentratsiooni muutumist
amiinide okslideerimisreaktsioonis. Moddetava reaktsiooni kineetika soltub ka
lahustunud hapniku kontsentratsioonist, mis piirab taoliste sensorite kasutamist ilma
hapnikuta keskkonnas, néit. in vivo mdotmistel [42].



Amiini  kontsentratsiooni madramiseks kasutatakse ka plaatina vOi
sisinikelektroodi, mille puhul maératakse resktsooni  kégus  tekkinud
vesinikperoksiidi  hulka [43, 44]. Kaasnevate redoksprotsesside valtimiseks
kasutatakse mediaatoraineid, mis vaavad madalaid tO0pingeid. Mediaatorid
transpordivad elektrone elektroodile otse ensiimi  aktiivtsentrist. Tuupilised
mediaatorid on ferrotseen karbokstllhape [30] ja dimettdl ferrotseen [45].
Vesnikperoksidi voib méérata ka optilise transduktori abil [46]. |oonselektiivsete
elektroodidega saab méérata amiinide oksldeerimisreaktsioonide kéigus tekkivat
ammooniumiooni [47].

Biosensorite selektiivsuse tdstmiseks ning toopiirkonna laiendamiseks on
vaaik voimalikult tihe kontakt biosensori bioselektiivse elemendi ja signaali
muunduri vahel. Enstiimide puhul on parimaks sidumismeetodiks nende keemiline

immobiliseerimine muunduri pinnale.

2.6. Amiini okslidaas puhastamine

Valgu puhastamiseks koostatakse plaan, milles on mérgitud valgu puhastamise
alikas, valgu edasine rakendusvaldkond ning puhastamise eesmérk, kas kvalitatiivne
vOi kvantitatiivne puhastamine. Tegevuskavas tapsustatakse puhastusetappide meetod
ja nende arv, sest iga puhastusetapiga kaasnevad kaod. Valgu saagise soltuvus
puhastusetappide arvust on toodud joonisel 1.
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Joonis 1. Valgusaagise soltuvus puhastusetappide arvust [48]



Olenevalt enstiimi puhastamise eesmérkidest valitakse sobiv enstiimi allikas.
Enne puhastamist on vajalik algmaterjali eeltdotlus, et saada voimalikult homogeenne
materjal, mille edaspidiseks to6tluseks kasutatakse filtreerimist voi tsentrifuugimist.
Sellele jargnevad mitmesugused puhastamise meetodid. Tavaliselt kasutatakse valgu
kontsentreerimiseks ioonivahetuskromatograafiat, kus eraldatakse valke vastavalt
laengule [49]; hudrofoobse interaktsiooni kromatograafiat, kus eraldatakse valke
vastavalt nende hudrofoobsusele [30] ja/vOi afiinsuskromatograafiat, kus valgud
eraldatakse vastavalt nende bioloogilisele funktsioonile vdi individuaalsele
keemilisele struktuurile [50].

Amiini okslidaas korral kasutatakse algallikana mitmesuguseid erinevaid
organisme. Herne ja poldlambaléétse idudest ning sea neerudes leiduva amiini
oksidaas puhastamiseks kasutatakse sadestusmeetodit ja kromatograafilistest
meetoditest ioonivahetus-, afiinsus- ja geelkromatograafiat [49-51]. Herne idudest
eraldatud amiini okslidaas puhastussaagiseks on saadud 42% ja ensudmi
eriaktilvsuseks 1630 nkat/mg [50], poldlambalddtsede idude korra on
puhastussaagiseks saadud 42% ja eriaktiivsuseks 916 nkat/mg [49] ning seaneerudest
on puhastussaagiseks saadud 40% ja eriaktiivsuseks 706 nkat/mg [51].

Parimaid tulemus valkude isoleerimisel ja kontsentreerimisel on saadud
ioonivahetus- kui afiinsuskromatograafiaga, mille jarel kasutatakse tdiendavalt veel
ioonivahetuskromatograafiat voi geelfiltratsiooni.
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3. EKSPERIMENTAALNE OSA
3.1. Kasutatud ained

Kaaliumdivesinikfosfaat (Peaxum, x.4.)

Kaaliumhtdroksiid (Chemapol, 4. )

Kaaliumkloriid (Peaxum, x.4)

Ammooniumsulfaat (Peaxim, X.4)

Naatriumkarbonaat (Peaxum, x.4)

Kaaliumnaatriumtartraat (Peaktus, x.4)
Vasksulfaatpentahtidraat (Merck)

Folin-Ciocalteus reaktiiv (Merck)

Dekstriinsinine (M = 2000 kDa, Rearal, Ungari)

Alkoholi okslidaas (M = 600 kDa, EC 1.1.3.13, Sigma)

Katalaas (M = 232 kDa, EC 1.11.1.6, Sigma)

Glukoos okstidaas (M = 158 kDa, EC 1.1.3.4, Sigma)

Bovine serum albumine (M=66 kDa, BSA, Boehringer Mannheim GmbH)
Tsitokroom C (M = 12,6 kDa, Sigma)

Kaaliumdikromaat (Peaxum, X.4)

Kadaveriin (Ferak Berlin)

Histamiin (Fluka AG)

Dopamiin (Sigma)

1,7-diaminoheptaan (Fluka AG, Buchs SG)

Diettiilamiin (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
N,N-diettdlaniliin (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
Aniliin (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
Metudlamiin (25 %-line lahus, Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
TrietGdlaminoettlltselluloos (TEAE-tselluloos, Peaxum)
Sephadex G-200 (Pharmacia)

3.2. Kasutatud aparatuur

Amiini okslidaas aktiivsuse méadramiseks kasutati baasandurina silindrilist
Clark’i tadpi hapnikuandurit (Elke Sensor LLC), mille konstruktsioonist annab

11



Ulevaate joonis 2. Anduri membraani pinna suurus oli 5,78 cn? ja poliietiileenkile
paksus 60 um.
Sensor to6tab galvaanilise elemendina, mille katoodil toimub elektrokeemiline

hapniku redutseerumine:

O, + 2H,0 + 4e” = 40H" (4)

Hapnikuanduri  katoodiks on kroomnikkeltraat, mis on keritud anduri
perforeeritud  korpusele.  Perforatsoon tagab andurit taitva elektroltudi
(kaaliumhuidroksiidi vesilahus) vaba péasu elektroodi pinnale. Katoodi valispind on
kaetud poluetileenkilega, mis on takistusteks suurtele molekulidele ja ioonidele,
kuguures hapnik difundeerub piisava kiirusega, et tagada registreeritav vool. Anduri
korpuse sees asub pressitud kaadmiumilaastudest anood, millel toimub kaadmiumi
okslidatsioon [52]:

2Cd + 40H™ = 2Cd(OH), + 4€” (5)

Joonis 2. Hapnikuanduri 18bildige. 1 - tihend, 2 - korpus, 3 - anood, 4 - korpuse
perforatsioon, 5 - katood, 6 - kapronniit, 7 - elektrolltdilahus koos pressitud Cd
laastudega, 8 - polietileenkile

12



Modterakuna kasutati dhukindlat termosteeritud klaasnéud (V = 40 ml), kus

toimus lahuse pidev segamine magnetsegaja abil (joonis 3).

) 1
2 — EE—
"‘-'—\-..__‘_'
3 T+ 5
6
4 I ] —
- 3

Joonis 3. MAdtmissiisteemi skeem. 1 - signaali registreerimine, 2 - dhukindlalt suletav
avaus ainete lisamiseks, 3, 8 — termosteeritud vee sisse- ja valjgjooks (vee temperatuur
25°C), 4 - magnetsegaja, 5 - mddterakk, 6 - hapnikuandur, 7 — md6detav lahus

M6dterakk termostateeriti temperatuuril 25° C. M&dterakus olev hapnikuandur
Uhendati signaali digitaliseerimismuunduri kaudu arvutiga, mis viimaldas andmete
automaatset registreerimist ja salvestamist. Selleks kasutati A.Raidaru poolt
véljatbotatud programmi, mis voimaldas graefiliselt jalgida biosensori valjundsignaali
muutust gjas ning seda registreerida.

3.3. Kineetilised mo6tmised

Modtmised viidi 18bi temperatuuril 25°C 0,1 M kaaliumfosfaatpuhvri lahuses
(pH = 7,0), kuguures koik lahused valmistati kasutades MilliQ vett ning nende pH
kontrolliti pH-meetri abil tdpsusega + 0,02 dhikut. Proovilahuste killastamiseks
Shuhapnikuga aereeriti neid temperatuuril 25° C 30 minuti jooksul. Seejérel asetati
lahusesse hapnikuandur. Pérast selle ndidu stabiliseerumist alustati valjundsignaali
registreerimist Uiheaegselt ensiiimi sisaldava proovi ststimisega mootelahusesse. Kui
valjundsignaal muutus vahem kui 2 % etteantud gja jooksul, siis katse 10petati.
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3.4. Amiini oksiidaas puhastamine herneidudest (Pisum sativum)

Herne seemned idandati, kasvatati pimedas 25° C juures ja seitsme paeva
parast eemaldati herneidud teradest. Idud homogeniseeriti ja saadud homogenisaat
filtreeriti suuremate osakeste eraldamiseks 8bi nailonriidest sbela.  Ekstrakti
tsentrifuugiti 5000 G juures 60 minutit ja tekkinud sade eemaldati. Seegjarel lisati
saadud ekstraktile ammooniumsulfaati kuni kontsentratsioon oli 30% ja inkubeeriti
30 minutit segades ning tsentrifuugiti 5000 G juures 60 minutit. Sade eemaldati ja
ekstraktile lisati ammooniumsulfaati kuni selle kontsentratsioon lahuses tbusis
70%-ni. Saadud lahust segati 30 minutit ja tsentrifuugiti 5000 G juures 60 minutit.
Saadud sade lahustati 20 ml 0,1M kaaliumfosfaatpuhvris (pH = 7,0). Vékeste
molekulide eemaldamiseks dialtsiti proovi 12 tundi
800ml 0,1M kaaliumfosfaatpuhvris ja 12 tundi 800ml 0,02M kaaliumfosfaatpuhvris
(pH = 7,0) [49].

Dialiusitud lahus segati eelnevalt aktiveeritud 197 ml TEAE-tselluloosiga,
mis segarel kanti kolonni (@ 25 cm, h = 40 cm) ning pest
600 ml 0,02 M kaaiumfosfaatpuhvriga (pH = 7,0). Seejérel elueeriti kolonni
0,1 M KCI 0,02 M fosfaatpuhveris lahusega (pH = 7,0) voolukiirusega 0,153 mi/min
ja eluaat koguti 11,5 ml suurustesse fraktsioonidesse. Ensliimi sisaldavat proovi
dialitsiti 24 tundi 800 ml 0,02 M kaaliumfosfaatpuhvris (pH = 7,0). LOpuks puhastati
enstiimilahust geelkromatograafiliselt. Selleks kasutati Sephadex G-200-ga téidetud
kolonni (@ 1.5 cm, h=90 cm). Proovi elueeriti 0,02 M kaaliumfosfaatpuhvriga
voolukiirusega 0,153 ml/min ja koguti 2 ml kaupa fraktsioonidesse. Ulevaatlikum
skeem valgu puhastamisest on toodud joonisel 4. Kogu amiini okslidaas puhastamise

protsess viidi 1abi 4°C juures.
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Joonis 4. Amiini okslidaasi puhastamise skeem

3.5. Valgu kontsentratsiooni ja molekulmass maaramine

Valgu kontsentratsiooni méérati UV-detektoriga (UV-1, Pharmacia, Roots)
neeldumise jargi lainepikkusel A = 280 nm. Valgu kontsentratsiooni eri fraktsioonides
méarati spektrofotomeetriliselt Lowry-Hartree meetodil [53] Unicam UV 300-ga
(Thermo Spectronic).

Amiini okstidaasi molekulmass maarati geelkromatograafiliselt
Sephadex G-200-ga téidetud kolonni abil (@ 1.5 cm, h=90 cm). Markerainetena
kasutati  dekstriinsiniss (2 000 kDa), alkoholi oksidaas (600 kDa),
glukoos okslidaas (158 kDa), katdaas (232 kDa), BSA (66 kDa),
tstitokroom C (12,6 kDa) ja kaaliumdikromaati (0,294 kDa).

3.6. Hapnikuanduril pShineva biosensori matemaatilise mudeli [tUhikirjeldus

Amiini okslidaas kataltiisib amiini okslideerumist lahustunud hapniku toimel.
See reaktsioon toimub ping-pong mehhanismi kohaselt [31]:
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E,+S¥%%®E, S¥%%®E_+P, (6)

oks

Ered +0, %%® E,_O, Vi84® | E,.+P+P,

kus S on substraat, Eqs ensiumi oksldeeritud vorm, EgsS ensiilim-substraat
kompleks, Eeq enstiimi redutseeritud vorm, E;eO, enstiim-hapnik kompleks, Pi, P
ja Ps reaktsiooni produktid ning K s on protsessi néiv kataltiditiline konstant ja ki 0n
substraadi oksilidatsiooni kataltititiline konstant.

Biosensori  normaliseeritud  valjundvoolu I(t)/lp iseloomustamiseks ja
reaktsiooniparameetrite leidmiseks kasutati amperomeetrilise biosensori mudelit, mis
kirjeldab valjundvoolu muutumist gjas 3-parameetrilise funktsioonina [54]:

'(t) = Aexpl- Bt)+(L- A)- 2Aa( 7"

e tdl
éexp( Bt)- exge- ”*—i1 (7).
ly 2/B t, pé tse

kus I(t) on biosensori vajundvool agamomendil t; 1o on vdajundvool reaktsiooni
algmomendil t = 0. Parameetrid A and B on kompleksparameetrid ja soltuvad
substraadi kontsentratsioonist hiiperboolselt.

klgat[E]uld Clahus (8)
kc(i?f2 KO2 K + (kkat [E]uld kc(ijlf2 K )Clahus

@ Clsahus

K 9
B:W“Lkﬁ? ®)
S CS

kus [E]ug vastab ensiimi kontsentratsioonile lahuses, Ks on enstimi-substraat

kompleks  dissotsiatsiooni  koefitsient ja Kg on  enstiim-hapnik  kompleks
dissotsiatsiooni koefitsient, kus k2 on hapniku nsivad difusiooni koefitsient ning
CIa\hus

substraadi kontsentratsioon lahuses.

Parameeter A vastab biosensori kogumuutusele gjal t ® ¥ (statsionaarne olek)
ja parameeter B on kineetiline parameeter, mis iseloomustab tasakaaluolekueelset
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hapniku kontsentratsiooni vahenemise kiirust; s on aakonstant, mis iseloomustab
sensori inertsi [54]. Parameetrid A, B and zs on Uksteisest sdltumatud

3.7. Andmete registreerimine ja tootlemine

Hapnikuanduri valjundvoolu muutust ajas registreeriti automaatselt arvuti abil,
mddtmiste intervall oli 1 sekund. Keskkonna mdjude vadhendamiseks siluti
eksperimentaalseid andmeid Ule 10 punkti. Seejarel eksperimentaalsed andmed
normaliseeriti  1(t)/I(0). Eksperimentaalsetest andmetest arvutati mOddetavat
reaktsiooni iseloomustavad parameetrid eespoolkirjeldatud mudeli alusel (valem 7)
mittelineaarsel vahimruutude meetodil. Selleks kasutati programme SigmaPlot® 5.0
(SPSS Software, USA) ja GraphPad Prism® 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).
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4. TULEMUSED JA ARUTELU
4.1. Amiini okslidaas aktiivsuse maaramine erinevate amiinide suhtes

Amiini okslidaas puhastati ja madrati tema selektiivne aktiivsus erinevate
amiinsete substraatide suhtes eesmérgiga kasutada puhastatud enstiimi biosensori
selektiivse elemendina. Uheks paremaks allikaks amiini oksiidaasi eraldamiseks on
Pisum sativum, sest see on odav ja laialt kéttesaadav. Samuti on kirjanduse andmetel
Pisum sativumrist puhastatud amiini okslidaas puhul saadud eriaktiivsuse kdrgem
vaartus kui teistest alikatest eraldatud amiini okslidaasil.

Homogeniseeritud herneidude ekstraktis oleva amiini okslidaas aktiivsust
méarati kaheksa erineva amiini suhtes eesmargiga uurida herneidudest eraldatud
amiini okslidaas selektiivset aktiivsust ja leida sobiv substraat amiini okslidaas
aktilvsuse madramiseks ja selle puhastamise erinevate etappide efektiivsuse
hindamiseks. Amiini okslidaas poolt katallUsitavat reaktsiooni Clark’i tdpi
hapnikuanduril pdhineva biosensori ststeemi abil. Primaarsetest amiinidest uuriti
kadaveriini, histamiini, 1,7 — diaminoheptaani, dopamiini, metttlamiini ja aniliini,
sekundaarsetest amiinidest  dietGdlamiini  ja tertSaarsetest amiinidest N,N-
dietbdlaniliini (tabel 2). Nende hulgas oli tugeva biogeense toimega amiine nagu
kadaveriin, histamiin ja dopamiin, mis tekivad organismis ja voivad esile kutsuda
allergilis reaktsioone [11].

Tabd 2. Amiinid, mille suhtes méaarati amiini okstidaas aktiivsus

H,oN
H2N\/W NH2 ’ _\_{\ NH
)

N

kadaveriin histamiin
HO. NH»
HNL NN N N, :©/\/
. . HO ..
1,7 - diaminoheptaan dopamiin
P O

H N
dietttlamiin <

N, N —diettdlaniliin

NH,
H3C_NH2 ©/

mettdlamiin -
aniliin
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Amiini okslidaas poolt katallilsitavat reaktsiooni iseloomustati biosensori
normaliseeritud valjundsignaali alusel arvutatud parameetrite (vorrandid 8 ja 9) abil.
Tasakaalueelse signaali andmetest arvutati valjundvoolu kogumuutuse parameeter A
ning kineetiline parameeter B ning koostati graafikud nende parameetrite sdltuvuse
kohta erinevate amiinide kontsentratsioonist, kuguures ensiiimi kontsentratsioon jai
samaks. Vdjundvoolu kogumuutuse (parameeter A) sOltuvus erinevate substraatide

kontsentratsioonidest on toodud joonisel 5.

parameeter A

Valjundsignaali kogumuutuse

000 1 T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
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Joonis 5. Véjundsignaali kogumuutuse soltuvus substraadi kontsentratsioonist: a —
kadaveriin, b — 1,7-diaminoheptaan, ¢ — histamiin, d — dopamiin, e — diettdlamiin, f —
N, N — diettdlaniliin, g — mettdlamiin, h — aniliin. Md6tmised viidi 1&bi 0,1 M
fosfaatpuhvris (pH = 7,0), temperatuuril 25° C ja [Eaniini oksicead = 59,6 nkat/ml
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Uuritud  amiinid  jagunevad  kahte gruppi  léhtuvalt  efektiivsest
kontsentratsioonide vahemikust, mille puhul on detekteeritav muutus valjundsignaali
kogumuutuse parameetri vaartuses. Primaarsed amiinid (kadaveriin, 1,7-
diaminoheptaan, histamiin ja dopamiin) moodustavad omaette riihma, mis pohjustab
parameetri A detekteeritava muutuse umbes 1000 korda vaiksematel
kontsentratsioonidel kui sekundaarsed jatertsiaarsed amiinid (joonis 5).

Véljundsignaali kogumuutuse korval arvutati ka kineetiline parameeter B.
Primaarsete amiinide puhul selle parameetri jaoks eeldatavat hiperboolset sbltuvust
amiinide kontsentratsioonist & saadud, mis vis olla tingitud kasutatava
hapnikuanduri vahesest tundlikkusest ja suurest inertsist. Parameetri B sOltuvused

diettulamiini, dietttlaniliini ja mettulamiini korral (joonis 6).

60
S ©
5@
=0 m
<~ X
%g & 404
= gv'
o'
gc =
2= X 20-
58
o <
X x
0 } } } } } } } }
0 50 100 150 200

[S], mmol/l

Joonis 6. Reaktsiooni agkiiruse sOltuvus substraadi kontsentratsioonist: a —
dietdlamiin, b — N, N — diettdlaniliin, ¢ — metttlamiin. M&dtmised viidi 18bi 0,1 M
fosfaatpuhvris (pH = 7,0), temperatuuril 25° C ja [Eaniini oksicead = 59,6 nkat/ml

Reaktsiooni iseloomulike parameetrite ausel leiti Ks véartused erinevatele
substraatidele, mis on toodud tabelis 3.
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Tabel 3. Pisum sativum amiini okslidaas kataltdtilised omadused ja nende
vordlemine teistest allikatest eraldatud amiini okslidaasidega.

Eksperimentaalsed andmed Kirjandusest saadud andmed
Substraat Parameeter Ks Organism Km Tingimused Kirjanduse
Amax mM mM viide
kadaveriin 0,90 0,29+0,10 | Trifolium 0,03 pH=70 [32]
subterraneum t°=25°C
Porcinekidney 0,15 pH=74 [33]
t°=22°C
Euphorbia 047 pH=71 [23]
characias
Lensesculenta 0,7 pH=7.1 [23]
histamiin 0,43 0,15+0,02 | Susscrofa 006 pH=74 [23]
Pisumsativum 0,22 pH=85 [30]
t°=30°C
Escherichiacoli 0,33 pH=7,2 [34]
Lathyrussativus 0,35 pH=7,0 [34]
25°C
dopamiin 0,27 0,043+0,012 | Escherichiacoli 0,02 pH=7,2 [35]
Pisumsativum 0,25 [23]
Aspergillus 06 pH=72 [36]
niger toatemperatuur
metidlamiin 0,12 2,1+2,3 Human 005 pH=72 [37]
(meninges) toatemperatuur
Hansenula 0,68 [23]
polymorpha
diettdlamiin 0,35 329+183 | Susscrofa 66 pH=74 [23]
1,7- 0,71 0,43+0,11
dietttlheptaan
N, N - 0,19 50+£28
dietidlaniliin
aniliin 0,37 1660 + 2350

Dietttlamiini ja aniliini puhul e olnud uuritud véljundvoolu kogumuutuse
SOltuvus kontsentratsiooni vahemikus (O kuni 400 mM) uUheselt kirjeldatav ning
seetdttu e olnud nende substraatide jaoks voimalik arvutada usaldusvédrseid Ks
vaartus.

Uuritud Uhenditest oli suurim signaali kogumuutus kadaveriini puhul - 90%,
mis oli véhemalt 2 korda suurem véjundvoolu kogumuutusest teiste primaarsete
amiinide korral. Selle alusel leiti, et herne idudes sisalduva amiini oksiidaas (PSAO)
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aktilvsuse madramiseks erinevates puhastusetappides ja puhastuse efektiivsuse
hindamiseks on sobivaim substraat kadaveriin.

Kadaveriini korral saadi Ks vaartuseks 0,29+0,10mM. Selle konstandi vaartus
soltub kasutatud meetoditest ja varieerub oluliselt erinevate autorite t6odes olles
vahemikus 0,038 mM (Trifolium subterraneum) [32] kuni 0,7 (Lens esculenta) [23].

Arvutatud vajundvoolu kogumuutuse soltuvusest kadaveriini
kontsentratsioonist (joonis 5) leiti kadaveriini optimaalseks kontsentratsiooniks PSAO

aktiivsuse médramisel 0,12 mM.

4.2. Amiini okslidaas eraldamine ja puhastamine ning puhastusprotsess

efektiivsuse hindamine

Amiini  okslidaas saamiseks herne idudest (Pisum sativum) [&htuti
kolmeetapilise puhastuse eeskirjast [49]. Puhastusprotsess |0pptulemusena saadi
puhastamise saagiseks 52%, kuguures PSAO eriaktiivsus oli 1561,1 nkat/mg valgu
kohta. Kogu protsess kaigus saavutati PSAO eriaktiivsuse tous 35 korda. PSAO
eriaktiivsus puhastamise erinevate protseduuride ja etappide jérel on toodud tabelis 4.
Samuti on tabelis 4 toodud puhastamise efektiivsus ning puhastamise saagis erinevatel
etappidel.

Kirjanduse andmetel on herne idudest eraldatud amiini oksldaas
puhastussaagiseks saadud kdige rohkem 42%, eriaktiivsuseks 1630 nkat/mg [50],
erinevatest  alikatest eraldatud ensiimide (nt. seaneerudest) korral olid
puhastussaagiste ja eriaktiivsuste vaartused olulised madalamad [51].

Esialgsest herneidude ekstraktist eraldati tsentrifuugimise teel sade, mis
ssaddas rakumembraanide tukke. Saadud ekstraktis oli PSAO eriaktiivsus
49,8 nkat/mg valgu kohta ja lahuses oli 86% esiagsest valgust. Saadud PSAO-d
sisaldavast ekstraktist eraldati (NH.),SOs-ga sadestades liitvalgud ja jérelej@anud
rasvad. Segjarel sadestati PSAO-d sisaldav fraktsioon, milleks viidi (NH4)2SO4
kontsentratsioon proovis 70%-ni. Sadestamise kéigus oli PSAO kadu suhteliselt suur -
selle etapi 16pus oli enstiimi vorreldes algsega jérel 65,2%. Samal ga oli valgu
sadestamine  70%-lise (NH.).SOs-ga vaga efektiivne, andes 4-kordse PSAO
eriaktiivsuse tdusu (67,6 kuni 230,8 nkat/mg valgu kohta, tabel 4)
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Tabel 4. PSAO puhastamine

Nr. Valgu PSAO Puhastamise | Puhastamise
mass eriaktiivsus efektiivsus | saagis (%)
(mg) (nkat/mg valgu
kohta)
1. | Esiagne ekstrakt 1198 44,9 1 100
2. | Tsentrifuugitud 926 49,8 11 85,7
ekstrakt
3. | Sadestamine 30% - 534 67,6 1,5 67,1
lise (N H4)2504 —0a
ekstrakt
4. | Sadestamine 70% - 152 230,8 51 65,2
lise (N H4)2504 —0a
sade
5. | loonivahetus- 53 557,7 12,4 55,0
kromatograafia
6. | Geelkromatograafia 18 1561,1 34,8 52,2
(Sephadex G-200)

Madalmolekulaarsed soolad eraldati PSAO sisaldavast lahusest dialilismise
teel. Ensiimi edasiseks isoleerimiseks ja kontsentreerimiseks puhastati dialtdsitud
lahust kromatograafiliste meetoditega. Esmalt kasutati ioonivahetuskromatograsfiat,
kuguures kolonni  téitmiseks kasutati TEAE—tselluloos.. Seostumata valgu
eraldamiseks pesti kolonni 600 ml 0,02 M fosfaatpuhvriga. Seejdrel elueeriti kolonni
0,AM KCI lahusega 0,02M fosfaatpuhvris (pH = 7,0). Tulemuseks saadi erinevate
afiinsustega valkude kromatogramm (joonis 7 A). Markimisvéérne kogus norgalt
seostunud valku vdjus kolonnist KCI voolutamise aguses. Eluaadi erinevates
fraktsoonides méarati PSAO aktiivsus elektrokeemiliselt hapnikuanduri  abil
(joonis 7 B). PSAO-d sisaldav fraktsioon véljus kolonnist Uhtse piigina, kuguures
PSAO aktiivsus hakkas eluaadis kasvama siis, kui KCI kontsentratsioon kolonnis oli
saavutanud maksimumvaartuse. Kolonniga ndrgalt seostunud valgu fraktsioonis
PSAO aktiivsus puudus (joonis 7 B). Huvitav on mérkida ka seda, et valgu
kontsentratsiooni maksimumid ja PSAO aktiivsuse maksmumid e langenud kokku.
PSAO edasiseks puhastamiseks kasutati faktsioone, mis olid kogutud vahemikus
246-316 ml. loonivahetuskromatograafiat kasutades saadi 2,5-kordne PSAO
eriaktiivsuse tdus ning selle etapi 16pus oli saagis 55% (tabel 4).
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Joonis 7. loonivahetuskromatograafia TEAE-tselluloosil. Kolonni elueeriti 0,2AM KCI

lahusega 0,02 M fosfaatpuhvris (pH = 7,0). Valgu kontsentratsoon méérati

spektrofotomeetriliselt neeldumise jargi A = 280 nm (A); amiini okslidaas aktiivsus

elektrokeemiliselt 0,12 mM kadaveriini suhtes (B)

Saadud PSAO-d sisaldava ekstrakti edasiseks puhastamiseks kasutati
geelkromatograafiat. Kasutati Sephadex G-200-ga téidetud kolonni, mille abil saab
eraldada valke 5 kuni 600 kDa-ni. Kolonni kalibreerimiseks kasutati kuut erinevat
markerainet. Nende elueerimisruumalade alusel koostati kalibreerimisgraafik Ve/Vo
joonis 8, mille ausd madrati ka PSAO molekulmass. Kasutatud kolonni
iseloomustavad suurused erinevate markerainete jaoks on toodud tabelis 7. Mobiilse
faas ruumala méérati dekstriinsinise abil (M = 2000 kDa) ja selle ruumalaks saadi
Vo, = 147 ml. Statsionaarse faas ruumala méddramiseks kasutati kaaliumdikromaeti
(M = 0,294 kDa). PSAO puhastamiseks kasutatud kolonni puhul saadi V; suuruseks
510 ml. Statsionaarse faas ruumalaks saadi Vi= Vi—V, =363 ml.

24



y = -0,0031x + 3,04
R? = 0,9905

~~

1,00 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Molekulmass (kDa)

Joonis 8. Sephadex G-200 (@ 1.5 cm, h = 90 cm) kolonni Ve/Vo sdltuvus valgu
molekulmassist. Markervalgu sisaldus méérati  spektrofotomeetriliselt neeldumise
jérgi lainepikkuse A = 280 nm juures

Geelkromatograafia kéigus dnnestus eraldada PSAO-d sisaldav fraktsioon,
milles PSAO eriaktiivsus oli 1561,1 nkat/mg valgu kohta. Selle puhastusetapi kdigus
suurenes eriaktiivsus 2,8 korda, kuguures PSAO kadu oli ainult 5%.

Amiini okslidaass molekulmassiks saadi 220+25 kDa, mis jd8b samasse

suurugérku kirjanduses toodud andmetega [ 25, 38].

Tabel 5. Sephadex G-200 (@ 1.5 cm, h = 90 cm) tédidetud kolonni iseloomustavad

parameetrid erinevate markerainete korral.

Nr | Markeraine | Molekul- | V | Ve/Vo | Jaotuss | Mahtuvus | Teoreetilised | Lahutuvus
(kDa) mass | (ml) koefitsient faktor taldrikud (R)
(kDa) (Ka) (K) (N)
1. Dekstriin 2000 147 1 0 0 252 -
sinine
2. Alkoholi 600 176 | 1,2 0,08 0,2 860 0,88
okslidaas
3. Katalaas 232 344 | 23 0,54 1,3 1383 5,33
4, Glikoos 158 358 | 24 0,58 1,4 1774 0,39
okslidaas
5. BSA 66 418 | 2,8 0,75 1,8 1936 1,67
6. | Tstitokroom 12,6 449 | 31 0,83 2,1 959 0,67
C
7. K>Cr,0; 0,294 |510| 35 1,00 25 581 0,89
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Kogu PSAO puhastamise protsess kaigus oli ensiiimi kadu kdige suurem
sadestamisel, ligikaudu 24%. Kromatograafilistel puhastusetappidel oli kadu kokku
ligikaudu 20%. Peale proovi esialgset ettevalmistust oli kdikide puhastusetappide
jooksul enstiimi saagis kokku 78%. Saadud tulemust vaib vorrelda varasemate amiini
okslidaas puhastamise tulemustega pidada vaga heaks, sest nii saagis kui PSAO
eriaktiivsus on kdrgemad kui varem saadud puhastustel.

0.8= I g 1
; 0.6+ mv
= b
& &
5 g
:: ﬂ-.d" i
£ L3
= 0.2+
k0
n .-l:I T L | L L] L L] L] Li L L] T
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Vv, ml

Joonis 9. Geelkromatograafia Sephadex G-200 kolonnil. Valgu sisaldus oli mé&aratud
neeldumise jargi lainepikkusel A = 280 nm (A). Amiini okslidaas aktiivsus méarati
elektrokeemiliselt 0,12 mM kadaveriini suhtes (B). Nooltega on tahistatud
markervalkude  elueerimissuumalad: 1)  akoholi  oksidaas (600 kDa),
2) katalaas (232 kDa), 3) glukoos oksidaas (158 kDa), 4) BSA (66 kDa) ja
5) tsiitokroom C (12,6 kDa).

Saadud amiini oksiidaas siilitati kilmutatud temperatuuril — 18° C. Nendes
tingimustes vahenes enstiimi aktiivsus 50% kahe kuu moodudes.
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4.3. Biosensori konstrueerimise voimalused puhastatud PSAO-ga

PSAO puhastamiseks kasutati enstiimi algallikana herne idusid, mis on hasti
kéttesaadav ja odav tooraine voOrreldes loomsete organismide- ja mitmesuguste
bakteritega. Ensiimi puhastamiseks kasutati 1 kg kuivatatud herneid. Sellest
toorainest saadud PSAO hulga ausel oleks voimalik konstrueerida umbes 25
biosensorit, mille véljundsignaali muutus on kasutatud hapnikuanduriga detekteeritav
(valjundsignaali kogumuutus vahemalt 20%)

Puhastatud PSAO-d vOib koos hapnikuanduriga kasutada nii solubiliseeritud
kui ka immobiliseeritud kujul, kuguures viimasel juhul on biosensori selektiivset
elementi voimalik kasutada korduvalt. Immobiliseerimisel peaks suurenema ka PSAO
stabiilsus. Puhastatud PSAO immobiliseerimine kandjale ja immobiliseerimise mdju
uurimine PSAO katallitilistele omadustele ja stabiisusele ongi uurimist6o ldhem
eesmark
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KOKKUVOTE

Ké&esoleva t66 eesmérgiks oli uurida Pisum sativum amiini okslidaasi (PSAO,
E.C 1.4.3.6) puhastamise voimalus ja selle enstiimi kasutamiseks hapnikuanduril
baseeruva biosensori bioselektiivse elemendina amiinide méaramiseks.

Hapnikuanduri abil m&ddeti PSAO selektiivset aktiivsust erinevate amiinide
suhtes, suurim signaali kogumuutus saadi kadaveriini korral, mida kasutati seejérel
PSAO puhastamise efektiivsuse hindamiseks. Ensiimi  puhastamise erinevate
etappide efektiivsust iseloomustati hapnikuanduri signaali alusel arvutatud PSAO
poolt katallilsitavate reaktsioonide parameetrite abil. Kolme-etapilisel Pisum sativum
amiini okslidaas puhastamisel saadi saagiseks 78% ja PSAO eriaktiivsuseks 1561,1
nkat/mg valgu kohta. Saadud PSAO puhastamise suur efektiivsus loob eelduse saadud
enstiimpreparaadi kasutamiseks biosensorite ératundva elemendina.
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SUMMARY

The aim of the present study was to examine the possibilities of purification of
amine oxidase from Pisum sativum (PSAO, EC 1.4.3.6) for the application of the
purified enzyme in oxygen sensor based biosensor as a bioselective element for the
determination of amines.

The PSAO activity was determined with oxygen sensor towards different
amines. The biggest response, in terms of total change in biosensor output was to
cadaverine, so0 the effectiveness of enzyme purification on various stages was
analyzed with the help of oxygen sensor. Reactions catalyzed by PSAO were
characterized with 2 parameters calculated from the sensor’s steady-state output. The
three-stage purification of amine oxidase from Pisum sativum gave the yield of PSAO
78% and specific activity of the purified PSAO was 1561.1 ncat/mg protein, which
allows to apply the enzyme preparation in biosensors.
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