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Бесклеточный экстракт дрожжей обладает глутаминазной и особенно выраженной 
аспарагиназной активностью. Максимальная активность обоих ферментов проявляется 
в фосфатном буфере (для глутаминазы pH 7,5, для аспарагиназы—8,5—9,5).

Малат оказывает ингибирующее влияние на глутаминазную активность, аспараги
назная активность слабо ингибируется малатом и М-ацетил-глутаматом.

Биологическая роль амидаз пока не выяснена. Очевидно, они обес-
печнвают утилизацию из питательной среды глутамина и аспарагина, 
используемых как в качестве источника азота, так и углерода [13. 18, 19] 
Можно допустить, что глутаминазы и аспарагиназы регулируют опти
мальный уровень важнейших амидов (главным образом глутамина), 
участвующих в биосинтезе некоторых важных соединений клетки (пури
новые и пиримидиновые нуклеотиды, триптофан, гистидин и др.).

Интерес к глутаминазе и особенно аспарагиназе в последние годы 
повысился в связи с открытием их канцеролитического действия [9, 10, 
21, 22, 25, 26]. Однако оказалось, что аспарагиназы не всех микроорга-
низмов обладают подобным действием, в частности аспарагиназа, выде
ленная из С. utilis, не эффективна при лечении лимфомы [24].

Глутаминазы и аспарагиназы различных микроорганизмов разли
чаются рядом свойств (Км, оптимум pH, молекулярный вес, регулятор
ные свойства и др.) [1, 2, 4, 11, 12, 20, 23]. Доказано наличие у некоторых 
микроорганизмов изоэнзимов, обладающих как глутаминазной, так и 
аспарагиназной активностью [5, 23]. Около 12% исследованных дрож
жей обладают глутаминазной или аспарагиназной активностью, причем 
из 237 исследованных штаммов дрожжей рода Candida у 19 была обна
ружена аспарагиназная, а у 5—глутаминазная активность [15.].

Перед нами стояла задача детально изучить глутаминазною и аспа 
рагиназную активность у дрожжей Candida guilliermondii BI\M 4_.

В одной из работ И было показано, что у изучаемых дрожжей при 
усвоении аммиака или различных аминокислот одним из первых сингс 
тирующихся азотсодержащих соединений является глутамин.

Материал и методика. Объектом исследовании служил.» трожжи (ДтпсИба £ _ _ 
пю!кШ ВКМ У-42, полученные из отдела типовых культ} р н<.п.г}га мим 
АН СССР (проф. В. I! Кудрявцев). Дрожжи выращивались> в 
ва: глюкоза-10 г. КН։РО,-1.23 г. М85О4-7Н2О-0.625 г. ч;„
0.125 г. СаС12-6Н2О—0,125 г, биотин—8 мкг на 1 л водопроводно 

АЛ / л/ч
’ернал -выращивался на круговой качалке (200 об/мин) в течение 20—24 часов при

30±1аС в условиях интенсивного аэрирования.
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Гомогенизация проводилась в стеклянном гомогенизаторе типа Элведжем-Потера 
в присутствии А12О3 в количестве, примерно равном количеству биомассы. Гомогенат 
центрифугировался при 2700$ 30 минут. Осадок, содержащий А12О3 и неразрушенные 
клетки, отбрасывался, а супернатант повторно центрифугировался при 25000 % в тече- 
ние 30 минут. Полученные надосадочная жидкость и осадок использовались в качестве
ферментного препарата. | [

Активность фермента определялась путем инкубирования ферментного препарата 
в течение 60 мин при 37 С в атмосфере воздуха в присутствии Ь-глутамина или 
к-аспарагина с последующим определением отщепившегося М13 микроднффузнонным 
методом Зелен геон а в модификации Силаковой и сотр. [7]. * 4

Инкубационная смесь (4 мл) состояла из ферментного препарата (в котором со
держалось 1—2,5 мг белка), глутамина или аспарагина (42 мкмолей) и 0.1М К, 
фосфатного буфера (pH для глутаминазы—7,5; для аспарагиназы—8,5).

Результаты и обсуждение. Приведенные в табл. 1 данные показы
вают. что бесклеточный экстракт дрожжей С. ИегтопсШ ВКМ-У-42 
обладает глутаминазной и особенно выраженной аспарагиназной актив
ностью. Аспарагин расщепляется примерно в 6 раз интенсивнее глутами
на. Активность указанных ферментов, как наглядно показывают приве
денные в табл. 1 данные, имеет цитоплазматическую локализацию. Ис
ходя из этого, в дальнейших экспериментах применялся экстракт, полу
ченный однократным центрифугированием гомогената при 25000

Рис. 1. Зависимость глутаминазной ак
тивности от pH, тНН3.

Рис. 2. Зависимость аспарагиназной 
активности pH, *^Н3/мг белка.

Таблица
Активность глутаминазы и аспарагиназы дрожжей С. диППегтопёП 

ВКМ-У-42 после центрифугирования гомогената при 25000$, 
•( ИНз / мг белка

Фракции Г лутаминаза Аспарагиназа

Надосадочная жидкость

Осадок

8^0,7 
(5)

1 »5±0,1 
(5)

108-1-5 
(4)

4±1
(4)
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С целью выяснения оптимальных условий проявления активности 
указанных ферментов изучалось влияние различных буферных систем. 
Приведенные в табл. 2 данные показывают, что максимальная актив
ность обоих ферментов проявляется в фосфатном буфере, который и бы.; 
.использован в дальнейших экспериментах.

Таблица 2
Активность ।лутаминазы и аспарагиназы в различных буфер

ных системах, }МН3/.мг белка

Буферы (0,1 У.) Г лутами паза Аспарагиназа

К, Na фосфатный

Трис ֊ HCI 

Верональный

12 ±2

8±1

7±1,3

67 ±5

63 ±8

58,5 ±7

При изучении зависимости активности ст концентрации ионов Н4՜ 
оказалось, что оптимум pH для глутаминазы—7,5 (рис. 1), а для аспа 
рагпназы — 8,5—9,5 (рис. 2). Таким образом, по оптимуму pH глутами
наза исследуемого нами объекта близка к Saccharomyces cerevisiae. 
[1], что же касается аспарагиназы, то, согласно имеющимся литератур
ным данным, оптимум ее у микроорганизмов имеет широкие пределы (от 
6 до 9). Так, у Pseudomonas GG-13 оптимум pH для глутаминазы равен 
6,6, а для аспарагиназы — 8,2 [23].

Выявлена линейная зависимость активности амидаз от количества 
белка (до 5,5 мг) в инкубационной смеси (рис. 3 и 4).

Известно, что глутаминазная активность микроорганизмов зависит 
от фазы роста. Так, глутаминазная активность клеток Clostridium wel-

Рпс 4.
Рис 3.

Рис 3 Зависимость глутаминазной активности от ко н. а.н. 
бационнон смеси.

Рис 4 Зависимость аспарагиназной активное.՛ 
инкубационной смеси.
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с!ш низка на начальных стадиях роста, она достигает максимума через 
2 часа после окончания роста [14]. У Е. соН она также проявляется лишь 
после окончания экспоненциальной фазы роста [12], а у ЗассИаготусен 
сегеуЫае ВКМ-У-381 — именно на стадии усиленного роста [1]. У

8 10 1! К 16 18 20 22 2<»
и а с ы

Рис 5. Зависимость глутаминазной активности от фазы роста биомассы.
ХН3/мг белка. . '

Таблица 3
Влияние компонентов TKLl, L-Acn N-ацетил-Асп, N-ацетпл Глу на актив

ность глутаминазы и аспарагиназы

Добавленные вещества 
и их концентрации, 

моль

Глутаминаза Аспарагиназа

активность влияние
О/ -- • о

активность влияние
О/ ---» ! О

Контроль

Пируват — 0,03

Сукциоат — 0.03 *

Малат — 0,03

Цитрат — 0,03

L-Acn — 0 .015

N-ацети.т Асп —0,015

N-auciHa Глу—0.015

14.75+1,6
(8)
14+1,3
(8) 

(Р<0.05) 
14,2+0,97

Ф
(Р<0,2) 
9+1,39 

(8)
(Р<0.01)
13.5+0,73 1

(8) !
(Р<0.5) 

16,2+1 95——• г
(8) 

(Р<0,05) 
15,7±2,16 |

(8) 
(Р<0,1) 
16,2+1,2

(8) 
(Р<0,05) I

32

83,25±13,35
(8) 

82.46+12,91
(8) 

(Р<0,1) 
83.67+13,2

(8) 
(Р<0,1) 

75.4+12,25
(8) 

(Р<0,01) 
84,5+13,26

(8) 
(Р<0.1) 
82+13,68

(8) 
(Р<0.1) 

83,6+13,64
(8) 

(Р<0,3) 
77+13,11

(8) 
(РсО.01)

С. биННегтопсШ ВКМ-У-42, как показывают к’ пал наказывают данные рис. 5, максималь
ная активность наблюдается на начальных стадиях роста

Согласно литературным данным, в органах животных содержится 
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фосфатнезависимая глутаминаза, которая активируется компонентами 
трикарбонового цикла, некоторыми аминокислотами и их К-ацетил про
изводными [6, 15].

Показано, чтс глутаминазы С. \velchii ингибируется кислотами 
грикарбонового цикла в концентрациях выше 0,01 М [4].

Проведенные нами исследования (табл. 3) показали, что из испы
танных соединений лишь малат оказывает ингибирующее влияние (на 
32%) на глутаминазную активность изучаемых дрожжей. Аспарагиназ
ная активность ингибируется слабо (менее 10%) малатом и К’-а цетил- 
глутаматом.
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тория сравнительной и эволюционной 
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Կ. 1К ՍՏԵՓԱՆՅԱՆ, II. Պ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

с. аипх1Екмом)п вкм-у-42 1«մորասնկերի ամիդաջները

Ա մ փ ո փ ո I մ

Ուսումնասիրվել է Ը. £1011 յՕՈՈՕՈճհ խմորասնկերի անրջի*
մզվածքի զ լո ւ ւո ա մ ին ա զա յին և ա ս պ ա ր ա զին ա զա յին ակտիվութ յուններր կախ
ված միջավայրի Pн~/’<7> ինկուրացիոն խառնուրդում պարունակված սպիտա
կուցի քանակությունից և կենսազանգվածի աճման ֆազից։

Պարզվել է, որ Ը. £Ա 11110րր110Ոճ 11՜ խմորասնկերի անրջիջ
մզվածրր օժտված է զլո ւտ ա մ ին ա զալին և համեմատաբար բարձր ասպարա-
զինազային ակտիվությամբ։

Երկու ֆերմենտների մաբսիմոււ) 
տաքին բուֆերում ( զ լո ւտ ա մ ին ա զան

ակտիվութ յունր դրսևորվել է ֆոսֆա- 
рН 7,5-ում, ա и պ ա բ ա զին ։ս զան 8,5

5,5-ում )։
Միաժամանակ գիտվել ք գծային կախվածություն ֆերմենտների ակտի

վության և ինկուբացիոն խաոնուրգում պարունակված սպիտակուցի րանակու- 
թյան միջև։

Գրւլտամինաղային ակտիվությունր համեմատաբար բարձր կ կենսազանգ
վածի ամման սկզբնական ֆազում. Այն արգեյակվում կ մայատով. իսկ աս- 
պա բա գ ին ա զան թոլյյ ճնշվում կ մալատով և Ա֊ացետիյ գլուտամատով.
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