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РЕГУЛЯЦИЯ ПРОЛИНОКСИДАЗЫ У SACCHAROMYCES VINI

Э. А. МАНТАШЯН

Дрожжи вида Sacch, vini способны окислять пролин в условиях экспоненциально 
выращенной культуры на синтетической среде с пролином в качестве единственного 
источника азота. Результаты, касающиеся явления индукции, получены при изучении՛ 
лода индуцируемого синтеза пролиноксидазы во времени, концентрации субстрата, вли
яния глюкозы и ионов аммония.

Изучение азотного метаболизма у Saccharomyces vini показа
ло, что эти дрожжи могут использовать в качестве единственных источ
ников азота ряд аминокислот, в частности семейства глутаминовой ки
слоты. Обменные пути, по которым происходит превращение той или 
иной аминокислоты этого семейства, ведут к глутаминовой кислоте, яв
ляющейся ключевым азотным донором.

При утилизации дрожжами пролина и аргинина образование про
межуточного продукта, пирролин-5-карбоксилата, возможно не только 
'при окислении пролина, но и при трансаминировании орнитина [9]. 
Дальнейшее превращение пирролин-б-карбоксилата осуществляется 
при участии пирролиндегидрогеназы и приводит к образованию глута
мата. Экспериментально показано, что пирролиндегидрогеназа, приво
дящая к образованию глутамата от аргинина (через орнитин) и от про
лина, катализируя, по сути дела, одну и ту же реакцию, является тем 
не менее ферментом, имеющим различную природу ![8].

Одинаковые пути деградации пролина свойственны Salmonella typ- 
himurium, Escherichia coli, Bacillus subtilis. Пролиноксидаза, образую- 
разующая пирролинкарбоновую кислоту, которая превращается в глу
тамат с участием НАДФ-а и пирролин-5-карбоксилатдегидрогеназы, ин
дуцируется пролином и подвергается катаболитной репрессии. Клетки 
дикого штамма салмонеллы, росшие в присутствии пролина, обнаружи
вают заметное увеличение активности ферментов катаболизма проли
на. Активность последних значительно уменьшается в присутствия 
глюкозы [2—4].

Работы Франка и сотр. также отмечают пролиноксидазную систе
му или ее некоторые компоненты у дикого типа Е. coli как индуцируе
мую. Инкубация неадаптированных к пролину клеток в среде, содержа
щей пролин, приводит к быстрому увеличению пролиноксидазной актив

797



ности, которая в существенной степени зависит от концентрации добав

ляемого пролина [5—7].В настоящей работе изучались условия, при которых имеет место 
индукция дрожжевой пролиноксидазы.

Материал и методика. Двухсуточную культуру дрожжей вида Sacch. vini расы 
Кахури-7 выращивали на среде Ридер следующего состава (г/л водопроводной воды). 
<NH4)2SO4-3,0; MgSO4.7 Н2О—0,7; NaCl—0,5; КН2РО4-1,0; К2НРО4-0,1; глю
коза—2%. Витамины: тиамин, биотин, Са—пантотенат по 50 мкл/100 мл. Начальнаг 

величина pH 6,6.Культивирование велось в аэробных условиях на качалке в колбах Эрленмейера 
при 25—28°. Экспоненциально выращенные клетки отделяли от культуральной жид
кости, дважды промывали холодной водой и ресуспендировали в свежей среде Ри
дер, содержащей в качестве источника азота пролин в различных концентрациях. Че
рез определенный промежуток времени в тех же условиях дрожжи отделяли, дважды 
промывали холодной водой, 0.062М калий-фосфатным буфером pH 7,1. ресуспендиро- 
вали в том же буфере и вводили в реакционную смесь, где активность фермента опре
деляли по убыли пролина по ранее описанной методике [1]. Пролиноксидазную ак
тивность выражали в микромолях пролина иа 100 мг абс. сух. дрожжей.

Результаты и обсуждение. Индукция пролиноксидазы. Экспоненци
ально выращенные клетки получали на среде Ридер с сульфатом аммо
ния в качестве единственного источника азота в течение 18 час. и пере
носили в свежую среду с пролином (0,5 мг/мл) и глюкозой (!%)■ Про
мытые клетки исследовали на ферментативную активность. Максималь
ное образование фермента отмечено за 40 мин (рис. 1).

Для выявления влияния концентрации пролина на ход индуцируе
мого синтеза фермента промытые клетки ресуспендировались в свежей 
среде с указанными на графике 2 концентрациями пролина. Через 60 
мин дрожжи отделяли от культуральной жидкости и исследовали на. 
активность. Увеличение активности пролиноксидазы зависит от кон
центрации добавляемого в ростовую среду пролина и носит линейный 
характер (рис. 2). Эксперименты, проведенные Франком на Е. соИ, вы
явили не только такой же характер индуцирования пролипоксилазной.

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. I. Ход индукции пролиноксидазы во времени., 

Рис. 2. Индукция пролиноксидазы как функция концентрации пролил:։
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•системы, но и показали, что исследованные Ь-аминокислоты [15] 
окисляли адаптированные к пролину клетки примерно на '20% от на
блюдаемой скорости на пролине, а Ь-изомеры глутамата, серина, тре
онина, аланина — примерно на половину ско'рости на пролине [5].

Заметное влияние на степень окисления пролина винными дрожжа
ми оказывают ионы аммония и глюкоза. Необходимость изучения этого 
вопроса была вызвана, в частности, разноречивыми литературными дан
ными. Доказанным, однако, является тот факт, что синтез пролинокси-

1

концентрация пролинц т/п-՛

Рис. 3. Рис. 4.
Рис. 3. Влияние времени инкубации дрожжей в ростовой среде, 

не содержащей глюкозу.
Рис. 4. Индуцированный синтез пролиноксидазы в отсутствие глюкозы.

дазы репрессируется аммоний сульфатом в присутствии глюкозы. В сре
де, содержащей глюкозу и пролин в качестве источника азота, катабо
литная репрессия пролиноксидазы Klebsiella aerogenes уменьшается 
[10]. В наших опытах исключение глюкозы или ионов аммония из росто
вой среды проводилось после перенесения экспоненциально выросших 
клеток в свежую среду Ридер.

Концентрация глюкозы—1%: аммония—2,35, пролина—4,1 мг/мл (дозы рассчита
ны исходя из потребностей винных дрожжей в азоте па 1 г глюкозы и эквивалентны).

Таблица
Синтез иролииоксидазы дрожжами Saccli. vini, 

мкМ. иролина/100 мг абс. сух. др.

Добавки к среде роста

пролин глюкоза

I
I Пролин- 

оксидаза

J_* — + 6,62
+ ** - -I- 8,31

—. _l 11 >7.5
֊ 4֊ + 1.01
+ _1_ _ 0,85

*—2,0 мг/мл. **֊4,1, ***—6,1.
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Как видим (рис. 3, 4, таблица), исключение глюкозы из ростовой 
среды заметно снижает пролиноксидазную активность.

Экспериментальные данные позволяют заключить, что пролинокси֊ 
даза — регулируемый фермент и может индуцироваться пролином осо
бенно эффективно в среде с глюкозой. Поны аммония оказывают тор
мозящее действие, усиливающееся в отсутствие глюкозы.
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ՊՐՈԼԻՆՕՔՍԻԴԱԶԱՅԻ ԿԱՐԳԱՎՈՐՈՒՄԸ SACCHAROMYCES VIN1 
ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ՄՈՏ

է. Ա. ՄԱՆԹԱՇՅԱՆ

ՏՅՕԺէՅրՕՈ^Շ6Տ \’Խ1՜ տեսակի խմորասնկերի կքսպոնենցիալ պայման

ներում աճեցրած կուլտուրաները, սինթետիկ միջավայրում աղոտի միակ 

ա7/7//7ձ/7 ս1Րոէին ի առկայությամբ, ընդունակ են օքսիդացնել ււլրոլինը։
Ինդուկցիայի երևույթին վերաբերվող տվյալները ստացված են ուսում

նասիրելով' պրոլինօըսիդաղայի ինղուկցված սինթեզը' կախված ժամանա֊ 
սուբստրատի կոնցենտրացիայից, ամոնիումի իոնների և գլյուկոլլայի 

ազդեցությունից։

PROLINOXYDASE REGULATION BY SACCH AROMYCES VINI

E. A. MANTACHIAN

It has been shown that Sacch. vini are capable to oxidize proline 
of a culture exponentially grown on synthetical medium containing pro- 
line as the only source of nitrogen. The results concerning the indu
ction phenomen have been received at the study of: a) the induced 
prolinoxidase synthesis process b) substrate concentration c) the effect of 
ammonium ions and glucose.
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