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ОБ ИЗОФЕРМЕНТАХ АЛАНИИ- И ГЛУТАМАТ ДЕГИДРОГЕНАЗ 
ДРОЖЖЕЙ CANDIDA GUILLIERMONDII ВКМ У-42

М. Б. АТАНЕСЯН, Л. Е. ЛАЧИНЯН

В бесклеточных экстрактах дрожжей Candida guilliermondii ВКМ У-42 содержит­
ся активная аланиндегидрогеназа (АДГ) и менее активная глутаматдегидрогеназа 
(ГДГ), специфичные к НАДН и особенно НАДФН. Доказана способность данных 
ферментных систем к субстратной индукции. Предполагается, что НАД- и НАДФ- 
зависимые изоферменты АДГ и ГДГ обладают соответственно катаболическими и ана­
болическими функциями.

Аланиндегидрогеназа (АДГ) является малораспространенным фер­
ментом: обнаружена у бактерий [10, 11, 13, 14], в небольшом коли­
честве содержится в органах млекопитающих—в печени [1], почках 
[7], сердечной мышце [2] и, вероятно, в мозговой ткани [4]. Имеют­
ся сообщения о возможном наличии аланиндегндрогеназной активно­
сти у пекарских дрожжей [2]. Особый интерес представляет АДГ у 
Вас. subtilis, глутаматдегидрогеназная активность которых выражена 
весьма слабо; основным механизмом утилизации аммиака у этих орга­
низмов является реакция аминирования пирувата [8, 9, 12].

При исследовании процесса аминирования кетокислот у дрожжей 
С. guilliermondii ВКМ У-42 нами было установлено [5], что, вопреки 
ожиданиям, пируват более эффективный субстрат, чем а-кетоглутарат. 
Было высказано предположение, что в изучаемых дрожжах содержит­
ся активная АДГ и слабовыраженная глутаматдегидрогеназа (ГДГ). 
В настоящей работе приводятся результаты сравнительного изучения 
некоторых регуляторных свойств (индукции, коферментной специфич­
ности, активаторов) этих ферментных систем прямого аминирования 
пирувата и а-кетоглутарата.

Материал и методика. Объект исследований—С. guilliermondii ВКМ У-42, полу­
ченный из отдела типовых культур Института микробиологии АН СССР; выращива­
ние дрожжей и получение гомогената проводилось по ранее описанной методике [5, 
6]. Гомогенат подвергался центрифугированию при 25000 g (20 мин) в рефрижера­
торной центрифуге.

Для определения ферментативной активности по реакции окисления НАДН и 
НАДФН, участвующих в процессе восстановительного аминирования кетокислот, ис­
пользовалась реакционная смесь, содержащая 100 мкмоль пирувата натрия или а,-ке­
тоглутарата, 60 мкмоль углекислого аммония, НАДН или НАДФН (2,5 мкмоль), рас­
творенных в 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,4 и 1 мл дрожжевого экстракта-суперна­
танта. Общий объем смеси 3 мл.
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Для определения ферментативной активности по реакции восстановления НАД и 
НАДФ, участвующих в процессах окислительного дезаминирования Е-глутамат и Ь- 
аланина, использовалась реакционная смесь, содержащая 28 мкмоль аминокислот, 
НАД или НАДФ (2,5 мкмоль), растворенных в 0,1 М фосфатном буфере, pH 7,4, и 
1 мл дрожжевого экстракта-супернатанта—общий объем смеси 3 мл.

Началом реакции считали время добавления раствора кетокислоты и аминокислоты.
Ферментативную активность определяли по уменьшению оптической плотности в 

случае восстановления и по ее увеличению в случае окисления коферментов при 340 н.М 
в спектрофотометре СФ-4 (кювета—1,0). Контролем служили реакционные смеси, не 
содержащие кето- и аминокислот.

Для выяснения способности изучаемых ферментных систем к индукции использо­
вали биомассу, выращенную на культуральной среде с Ь-алапином или Ь-глутаматом, 
являющимися единственным источником азота (Е-аланин—119 мг, Е-глугамат—693мг).

Результаты и обсуждение. В первой серии экспериментов изуча­
лась коферментная специфичность ферментных систем. С этой целью 
спектрофотометрически измеряли скорость окисления восстановленных 
коферментов (НАДН и НАДФН) при 3-минутной инкубации экстрак­
тов дрожжей в присутствии пирувата и а-кетоглутарата. Данные 
рис. 1, 2 показывают, что пируват по сравнению с а-кетоглутаратом 
является более эффективным субстратом аминирования, сопровождаю֊.

щегося окислением восстановленных коферментов и что НАДФН в 
указанных реакциях значительно эффективнее НАДН.

Следовательно, в экстрактах дрожжей содержится активная ала­
ниндегидрогеназа и менее активная глутаматдегидрогеназа, специфич­
ные к НАДН и особенно к НАДФН.

В новой серии экспериментов изучалась возможность субстратной 
индукции АДГ и ГДГ, для чего дрожжи выращивались на средах, со­
держащих в качестве единственного источника азота либо аланин, либо, 
глутамат. Контролем служили дрожжи, выращенные на среде с суль­
фатом аммония.

1216



При выращивании на аланине заметно стимулируется (почти в 2 ра­
за) аминирование пирувата, при выращивании на Ь-глутамате индуци­
руется процесс аминирования а-кетоглутарата, как с НАДН, так и с 
НАДФН.

Таким образом, результаты наших исследований показывают, что 
аланин- и глутаматдегидрогеназа подвергаются субстратной индукции. 
Необходимо подчеркнуть, что при этом заметно индуцируются НАД-

Рпс. 2. Участие НАДФН в реакциях аминирования пирувата и а-кетоглутарата. 

специфичные аланин- и глутаматдегидрогеназы, слабо выраженные в 
контроле. Можно предположить, что в изучаемых нами дрожжах со­
держатся НАД- и НАДФ-зависимые изоферменты аланин- и глутамат­
дегидрогеназа, обладающие катаболическими и анаболическими функ­
циями.

В следующей серии экспериментов мы задались целью изучить 
участие этих ферментных систем в реакциях дезаминирования Ь-алани- 
на и Ь-глутамата. Для этого спектрофотометрически измеряли восста­
новление окисленных форм коферментов (НАД и НАДФ) при инкуби­
ровании экстракта с Ь-аланпиом или Ь-глутаматом. В экстрактах 
дрожжей при инкубации происходит восстановление коферментов при 
окислении Ь-аланина и особенно Ь-глутамата; причем НАД по сравне­
нию с НАДФ является в этих реакциях более эффективным кофермен­
том.

Таким образом, если в реакциях аминирования пируват и НАДФ 
являются более эффективными, то в реакциях дезаминирования проявля­
ются преимущества глутамата и НАД. При аланиновой индукции (при 
выращивании дрожжей на среде, содержащей Ь-аланин в качестве един­
ственного источника азота) резко стимулируется дезаминирование ала­
нина, тогда как дезаминирование глутамата несколько подавляется. 
При выращивании дрожжей на I.-глутамате, наоборот, стимулируется 
дезаминирование Ь-глутамата и несколько подавляется дезаминирова­
ние Ь-аланина, причем эта закономерность сохраняется при использо­
вании в качестве кофермента и НАД, и НАДФ.
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Суммируя полученные данные, можно прийти к заключению, что & 
изучаемых дрожжах содержатся дегидрогеназы, как Ь-аланина, так и 
Е-глутамата, причем в реакциях аминирования превалирует активность 
АДГ, а в реакциях дезаминирования—ГДГ. НАД и НАДФ являются 
специфическими коферментами указанных ферментативных систем, од­
нако в реакциях аминирования более эффективным является НАДФ, а 
дезаминирования—НАД.

Не исключается присутствие отдельных анаболических (НАДФ- 
специфичных) и катаболических (НАД-специфичных) изоферментов 
указанных дегидрогеназ.
Ереванский государственный университет, Поступило 2Л11 1979 г.

кафедра биохимии

CANDIDA GUILLIERMONDII ВКМ У—42
ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ԱԼԱՆԻՆ- Ե՛Լ ԳԼՅՈԻՏԱՄԱՏԴԵ2ԻԴՐՈԴԵՆԱԶԱՅԻՆ 

ԻԶՈՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԻ ՎԵՐԱԲԵՐՅԱԼ

IT. Բ. ԱԹԱՆԵՍՅԱՆ, Լ. Ե. ԼԱՉԻՆՅԱՆ

Candida guilliermondii BKM Y— 42 խմորւս սնկերի էքս տ րսւ կտ ն ե ֊ 
բում հայտնաբերվել են ա լան ին դե ն ի դր ո գեն ա զա յին և պակաս ակտիվ—դլքոլ֊ 
տամ ա տ դեհ ի դր ո գեն ա զա յ ին ա կտ ի վո ւթյ ուևն ե ր ր ։

Ուսումնասիրվել են պիրուվատի և Ա֊ կետ ոգլյուտարատի ամինացման 
(ՆԱԴՆ{֊ի և ՆԱԴՖ\՜\֊ի մասնակցությամբ), ինչպես նաև Լ-ալանինի և Լ֊գլյու֊ 
տամատի դեզամինացման (ևԱՂ֊ի և ՆԱՂՖ֊ի մա սն ա կց ութ յա մ բ ) ռեակցիա­
ները։

Պիրոլվատը և ՆԱԴՖ-ը ավելի արդյունավետ են ամինացման, իսկ զլյու- 
տամատը և նԱԴ-ը' դեզամինացման ռեակցիաներում։

Երբ խմորասնկերը աճեցվել են ա լան ին ի մ իջա վւս յ ր ո ւմ որպես ազոտի 
միակ աղբյուր, խմորասնկերի էքստրակտներում ի։իստ խթանվել է L-ալանինի 
ոեզամինաց ում ը, իսկ Լ-գլյոլտ ա մ ա տ ի դե զա մ ին ա ց ո ւմ ր, ընդհակառակը, մի 
փորը ընկճվել է, իսկ երբ խմորասնկերը աճեցվել են գլյուտամատի վրա 
խթանվել է Լ-գլյ ո ւտ ա մ ա տ ի և մի փորը ընկճվել է Լ֊ալանինի դեզամինա- 
ցոլմը,

Եզրակացվում է, ր, ր Candida gU i 1 lierm on d i i BKM Y—42 խմո­
րասնկերը, ամենայն հավանականությամբ, պարունակում են. վերոհիշյալ դե­
հի դր ո դեն ա զն ե րի անաբոլիկ (ՆԱԴՖ-ս պե ց իֆի կ) և կատաբոլիկ (ՆԱԴ ֊ ս պ եց ի - 
ֆիկ) ի զոֆ երմ են տն երը ։

ON THE ISOENZYMES OF ALANINE-AND GLUTAMATE 
DEHYDROGENASES OF CANDIDA GUILLIERMON DII BKM Y-42

M. B. ATHAHESIAN, L. E. LACHINIAN

Cell-free extracts of Candida guillermondii BKM Y—42 yeaste con­
tain active alaninedehydrogenase and less active gliitamate-dehydroge- 
nase specific to NADPH and NADH. The ability of these enzyme sys­
tems to substrate induction has been proved. A supposition has been 
1218



made that NAD—and NADP—depen dent isoenzymes of ADG and GDG 
respectively have catabolic and anabolic functions.
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