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НЕКОТОРЫЕ ВОПРОСЫ РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ 
АРГИНАЗЫ ДРОЖЖЕЙ РОДА CANDIDA

Исследовано влияние .холода, различных способов голодания, а также природы 
источников а юта на аргиназную активность дрожжей, в частности Candida guillier- 
mondii 71.

Обнаружена выраженная аргиназная активность у изучаемого штамма; доказано 
наличие явления субстратной индукции аргиназы к L-аргинину. Предполагается, что ар
гиназа дрожжей является регулируемым ферментом, обладающим определенными 
возможностями индуцирования и репрессирования.

Вопросам регуляции активности аргиназы в настоящее время уде
ляется большое внимание. Подробно изучены многие стороны репрессии 
и индукции этого фермента у Е. coli [11, 13] и дрожжей рода Saccharo- 
myces [10, 18, 21]. Удалось доказать, что в них аргиназа является регу
лируемым ферментом и подвергается субстратной индукции.

Выявлены важнейшее стороны взаимосвязи ферментных систем 
биосинтеза и катаболизма аргинина у пекарских дрожжей. Из много
численных исследований можно прийти к принципиальному заключению 
об ингибирующем влиянии аргиназы на активность орнитинтранскар- 
бамилазы в присутствии аргинина по принципу взаимодействия белка е 
белком [9, 14—17]. Обнаружены мутанты этих дрожжей, в которых ука
занные ферменты являются конститутивными.

Вопросы регуляции активности ферментов, в частности, аргиназы 
недостаточно изучены у дрожжей рода Candida, не исследовано наличие 
ферментов орнитинового цикла, в том числе и аргиназы.

Мы задались целью исследовать «наличие аргиназной активности у 
дрожжей рода Candida на примере С. guilliermondii /1 и выявить ее 
некоторые регуляторные свойства. Нами изучалось влияние холода, раз
ных способов голодания, а также природы источников азота на актив-

V ность аргиназы дрожжей.

Материал и методика. Выращивание дрожжей проводилось по ранее описанным 
методикам [6]. При использовании различных источников азота количество схльфатл 
аммония и аргинина, внесенное в основную среду, было рассчитано и равно по азотх.

Для получения гомогената дрожжевые клетки разрушались в стеклянном гомоге
низаторе типа Поттер-Элведжема в присутствии окиси алюминия. В дальнейшем гомо
генат подвергался центрифугированию при 7000 об/мин в течение 15 мин. Аргиназная 
активность определялась в целых клетках и в супернатанте путем инкубирования в 
глициновом буфере (0,04 М, pH 9,5) в присутствии Ь-аргинина (50 мМ) и МпС։2 
(5 мМ) при 37* в течение I час. Общий объем пробы составлял 3,1 мл. Количество
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образовавшейся мочевины определялось уреазным способом с последующим определе
нием отщепившегося аммиака микроднффу знойным методом [5].

Хктивность фермента выражалась в мкмолях образовавшейся мочевины на 100 мг 
сухих дрожжей. Для вычисления удельной активности фермента проводилось опреде
ление белка в гомогенатах по методу Лоури [12].

Изучалась ар, иназная активность также в дрожжах, голодавших в присутствии 
2% глюкозы и на воде в течение 22 час.

Результаты и обсуждение. Приведенные <в табл. I данные показыва
ют, что суспензия целых клеток изучаемых дрожжей обладает -выражен
ной аргиназной активностью, составляющей 4,94 мкмоль мочевины на 
100 мг сухих дрожжей.

Таблица 1
Аргиназная активность у дрожжей С. guilliermondii 71, мкмоль

Целые клетки Замороженные к летки Экстракты клеток

активность 
нз 100 мг

удельная 
активность

активность 
на 100 мг

vтельная 
активность

активность 
на 100 мг

удельная 
активность

5,6
5,6
5,8
5,2
4,1
3,95
5.1
4,18

I 0,18
0,18 
0,19 
0,17
0,14 
0,13
0,17 
0,14

50,5
31,0
30,6
28,0
29,0
33,5
27,3
48,5

1 .68 
1,03 
1.02 
0,93 
0,96 
1,П 
0,91 
1,61

14,4
13,7
9.3
9.0

11,3
10,16
16,5
11.3

4,4
5,09
4.2
3.4
2.6
2,14
3.3
1.23

М+т 4,94-1-0,29 0.16+0,007 34,8+3,2 1,15+0,1 11,9+0,9 3,29+0,4

При замораживании (—15°) и оттаивании суспензии дрожжей про
исходит резкое увеличение активности -фермента, а именно активность 
его достигает 34,8 мкмоль на 100՛ мг сухих дрожжей, т. е. активируется 
почти в семь раз. Можно было предположить, что наблюдаемое активи
рование является результатом разрушения клеток с выходом фермента 
в инкубационную среду. Однако при центрифугировании (5000 об/мин) 
подвергнутой замораживанию и оттаиванию суспензии в супернатанте 
белок не был найден и соответственно активность аргиназы не обнару
живалась. Следовательно, замораживание и оттаивание суспензии не 
приводили к -разрушению клеток, и тем не менее, подобным образом об- 
РаГ)°1 энная суспензия клеток обладала повышенной активностью фер
мента. Можно предположить, что при замораживании и оттаивании по
вышается проницаемость клеточной мембраны в отношении аргинина.

В опытах с гомогенизированием суспензии дрожжей определенная 
часть фермента переходит в растворимое состояние, что обнаруживает
ся в супернатанте после центрифугирования гомогената при 7000 об/мин. 
^тановлено, что удельная активность фермента в экстракте дрожжей 
(супернатанте) достигает 3,29. Следует отметить, что при гомогениза
ции разрушается небольшая часть клеток суспензии (не более 30%),. 
поэтому выход фермента (в экстракте) бывает небольшим.
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1 аким образом, удалось доказать, что аргиназа имеется также и у 
изучаемых нами дрожжей, и это является дополнительным доказатель
ством широкой биологической распространенности этого фермента [2]. 
Для выяснения его природы (уреотелической или неуреотелической) не
обходимы дополнительные исследования, в частности установление на- 
личи я других ферментов орнитинового цикла.

В следующей серии экспериментов изучалось влияние различных 
способов голодания на аргиназную активность изучаемых дрожжей.

Приведенные в табл. 2 данные свидетельствуют о том, что при вы
ращивании изучаемых дрожжей в среде с 2% глюкозой в отсутствии «г 
источников азота активность фермента подавляется вдвое. А при выра- ищивании дрожжей на воде, т. е. в условиях азотного и углеродного голо
дания, наоборот, активность фермента заметно повышается, достигая 
12,43 мкмоль против 5,43 не голодавших клеток.

Таблица 2
Аргиназная активность у дрожжей С. уиПНегтопбН 71 при различных условиях 

голодания (прирост мочевины в мкмолях на 100 мг сухих дрожжей)

Целые клетки Экстракты клеток

основная среда 2°/о глюкоза вода основная 
среда 2° 0 глюкоза вода

5,2
4,6
6,2
5,6
5,8
5.2

2,4
2,8
4,6
2,0
2,0
2,8

14,0
6,2 

15,2 
10,4 
16,0 
12,8

12.4
16,8
13,6
14,2
11,8
12,6

2,8
2.4
2,8
2.0
1.8
2.3

48,0 
86,0 
35,5 
32,0
28.8 
25,0

М+m 5,4±0,2 2.7+0,3 12,4՜+՜! ,4 13,5-Ь0,7 2,8+0.1 42,5+9,3

Аналогичная картина наблюдается при исследовании активности 
фермента в экстрактах дрожжей, чем отрицается объяснение наблюдае
мого увеличения активности фермента при голодании путем изменения 
проницаемости клеток. Очевидно, при голодании на 2% глюкозе подав
ление активности аргиназы является результатом катаболитной репрес
сии глюкозой, подобно описанным явлениям репрессии многих катабо
лических ферментов бактерий, дрожжей и животных [4].

Что же касается резкого активирования фермента при голодании на 
воде, по всей вероятности, оно связано с его индукцией. Так, индукция 
аргиназы при голодании доказана в отношении аргиназы животных 
тканей [1. 3]. Предполагается, что при голодании повышение концентра
ции продуктов белкового катаболизма приводит как к усилению биосин
теза фермента, так и к его стабилизации [7]. Подобное объяснение до
пустимо, шо-видимому, и в отношении наблюдаемого активирования ак
тивности аргиназы при голодании на воде у изучаемых нами дрожжей. 
В связи с этим следует упомянуть, что, согласно литературным данным, 
у некоторых видов дрожжей при голодании (азотном и фосфатном) про
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исходит подавление явления катаболитной репрессии некоторых фер
ментов [8].

В последующем нами изучалось влияние различных источников 
азота синтетической среды на активность аргиназы упомянутых 
дрожжей.

Приведенные в табл. 3 данные свидетельствуют о том, что при вы- 
V — - - м ֊ращивании дрожжей в среде, -содержащей в качестве источника азота 

помимо сернокислого аммония и аргинин, наблюдается резкое активи
рование аргиназы (почти в девять раз). Это является доказательством 
существования субстратной индукции фермента у изучаемого штамма.

Таблица 3
Аргиназная активность дрожжей С. ^иНИегтопОН 71 при выращивании в условиях

различных источников азота, мкмоль

(ХН4)38О4 (МН4)2 $О4 + аргинин Аргинин

активность 
на 100 мг

14.4
10,3
13,7
9.0

11.3
10.1

активность 
па 100 мг

удельная 
ак1ивность

активность 
на 100 мг

удельная 
активность

удельная 
ак।ивность

4,4 62,2 17,9 97,1 44,7
1.8 58,7 22,3 95,8 22,3
5,0 62.3 23,9 87.4 35,4
3,4 69.7 23,3 95,6 32,8
2.6 75,7 27,0 97,3 32,4
2.1 би.О 21,0 116,4 32,3

3,2+0,5 64,7+2,6М+го 11,4+0,8

При выращивании дрожжей на среде с аргинином в качестве един
ственного источника азота наблюдается наивысшая активность аргина
зы (превышающая в 10 раз) по сравнению с культурой, выращенной на 

обычной синтетической среде. Таким образом, исключение из инкуба
ционной среды сернокислого аммония приводит к дополнительному ак
тивированию фермента. Это позволяет заключить, >что аммиак, вероят
но. является катаболитным 'репрессором; подобное было доказано и в 
отношении дрожжей рода БассНагошусез [19, 20, 22]. Можно предполо
жи 1ь, что в исходной культуре, выращенной на синтетической -среде, со
держащей сульфат аммония, аргиназа находится в репрессированном 
состоянии.

Совокупность полученных данных позволяет заключить, что обна
руженный фермент катаболизма аргинина—аргиназа изученных дрож
жей. является регулируемым ферментом, обладающим определеными 
возможностями индуцирования и репрессирования.
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1П' ՇԱՐՔ ՀԱՐՑԵՐ CANDIDA ՑԵ'ԼԻ ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ԱՐԴԻՆԱ^ԱՅԻՆ 
ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ԿԱՐԳԱՎՈՐՄԱՆ ՎԵՐԱՐԵՐՅԱԼ

Ա մ փ ո փ ո ւ մ

Ուսումնասիրվել է սառեցման, քաղցի տարբեր պայմանների և տարբեր
ազոտային ա ՂԲ Jnr և !1Ւ ազդ1յ ցոլթ յունր իյ մ որա սնկերի արզինա ղա յին
տիվության վրա, մասնավորապես C. gllil 1 iermondii 71 շտամի մոտ։

հետազոտվող շտամի մոտ հայտնաբերվել Լ որոշակի արզինազային 
տիվություն: Հայց է տրվել արդինազայի и ո ւբ и տ ր ա տ ա յ ին ինդուկցիայի

ակ֊

ակ֊ 
առ֊

կա քությունր L-արզինինի նկատմամբ
Ոնթ աղբվում է, որ 

վռրվոդ ֆերմենտ, որբ 
բավո բ ո / f] յ ո ւնն ե բ ո վ։

իւ մ ո բ ա սն կա լին արդինազան Հանդի սանում է կաբգա֊
օժտված է ին դուկցի ա յի և ռեպրեսիա լի որոշա կի հնա-
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