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БИОСИНТЕЗ АСПАРАГИНАЗЫ У ДРОЖЖЕЙ 
CANDIDA OUILLIERMONDH ВКМ У-12

К. Р. СТЕПАНЯН, М. А. ДАВТЯН

Активность аспарагиназы дрожжей Candida gui 11iermondii ВКМ. У-42 низка после 
выращивания их в течение 48 ч на твердом агаре (перед посевом в синтетическую 
среду). Резко снижается она и после азотного голодания дрожжей в 2%-ной глюкозе. 
Самая высокая активность фермента отмечается в конце лагфазы и в начале логариф­
мической фазы роста, по мере накопления биомассы и снижения pH среды выращива­
ния (6,5—2,5) она снижается.

При использовании 1-аспарагина, 1-аспартата и последнего совместно с (NH4)2SO4 
в качестве единственных источников азота активность фермента не увеличивается.

Ключевые слова: дрожжи, аспарагиназа.

Установлено, что на образование аспарагиназы микроорганизмами 
существенное влияние оказывают источники азота, углерода, pH сре­
ды, температура, фаза роста, аэрация и т. д. Существуют различные 
механизмы регуляции биосинтеза аспарагиназы, даже среди предста­
вителей одного рода.

В большинстве случаев наибольшее накопление аспарагиназы на­
блюдается в конце логарифмической и в начале стационарной фазы 
роста [1, 7, II, 15, 16]. В некоторых случаях, в частности у Pseudomo­
nas fluorescens, максимальное образование фермента отмечено в сере­
дине логарифмической фазы роста [10].

Относительно много данных накопилось в отношении индукции ас­
парагиназы ее природным субстратом аспарагином и продуктом реак­
ции аспартатам. Так, у Pseudomonas активность фермента в 20 раз вы­
ше в присутствии аспарагина и в 17 раз—аспарагиновой кислоты [3]. 
Повышение аспарагиназной активности при добавлении в среду аспа­
рагина или аспарагиновой кислоты получено и другими авторами [5, 
9, И, 14]. Интересно, что у некоторых микроорганизмов аспартат ока­
зывается более сильным индуктором, чем аспарагин [5, 6].

В предыдущих наших работах были приведены данные об ингиби­
ровании п стабилизации аспарагиназы дрожжей [13], описаны метод ее 
очистки и некоторые физико-химические свойства [4].

В настоящей работе приводятся результаты исследования зависи­
мости активности аспарагиназы дрожжей от фазы роста, pH среды вы­
ращивания, источника азота и азотного голодания.

Выращивание дрожжей и определение ферментативной активности проводились по 
ранее описанным методам [12].
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Результаты и обсуждение. В первой серии опытов определялись ко­
личество биомассы, pH среды и активность аспарагиназы дрожжей в ста­
ционарной фазе роста (после выращивания в течение 24 ч) при ис­
пользовании разных источников азота.

pH среды, количество накопленной бно?.։ассы и активность аспарагиназы 
при выращивании дрожжей на разных источниках азота в стационарной фазе роста 

--------------- - ' Л ։• r։i п и л .‘ri

Таблица I

Источник азота
pH срезы Количество 

биомассы, 
мг

АКТИВНОСТЬ , 
аспарагина֊ 

зы. мкг 
\Н3 мг су­
хих дрож- 

՝ ей
начальный конечный

(NH4)2 5О4 6,3 9,8 2,8 12,0

1-аспартат 6,5 7.3 4.1 20.0

1-аспартат 4- (N'H4), SO4 6,5 6,33 3.6 21.0
1-аспарагин + (NH4), SO4 6,4 3,1 5,2 15,0
1-аспарагнч 6,45 4,3 6.4 19,0

Как видно из табл. 1, наибольший прирост биомассы в стационар­
ной фазе роста среди использованных источников азота наблюдается 
на аспарагине. Добавление (NH^SOj подавляет этот процесс как в 
вариантах с аспарагином, так и с аспартатом. Необходимо отметить, 
что здесь и в дальнейшем источники азота брались в таких количе­
ствах, чтобы и соотношение, и суммарное количество по азоту во всех 
вариантах были одинаковыми.

Из таблицы видно также, что самая высокая активность аспара­
гиназы в этих условиях наблюдается при использоваптп в качестве 
источника азота смеси аспартата с (NHAoSCA. На первый взгляд по­
лученные данные можно оценить как результат индукции фермента 
аспарагином и аспартатом (лучшим вариантом является аспартат с 
ионами аммония).

Как уже отмечалось, в литературе есть данные, согласно которым 
аспартат у некоторых микроорганизмов является более сильным ин­
дуктором для аспарагиназы, чем ее природный субстрат— аспарагин 
[2, 6, 9]. У других мни poop га низ мои они де влияют на образование ас­
парагиназы, а у нескольких видов Pseudomonas добавление аспараги­
новой кислоты или ее амида даже ингибирует синтез фермента [8, 15]. 
Некоторые авторы [17] предполагают, что наблюдаемое стимулирова­
ние синтеза фермента аспартатом связано не с явлением индукции, а 
с непосредственным участием его в образовании молекулы аспарагина­
зы, где он является доминирующим. В некоторых случаях индукция 
фермента аспартатом происходит только в среде, содержащей аммиак, 
который не влияет ,на его индукцию аспарагином [9]. Авторы этих 
данных предполагают, что аспарагиновая кислота превращается в 
амид и затем индуцирует синтез фермента.
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Возможность индукции непосредственно продуктом реакции ма­
ловероятна, как и репрессия синтеза фермента его природным субстра­
том.

В наших опытах измерение pH среды выращивания дрожжей в 
стационарной фазе роста при разных источниках азота показало, что 
он меняется по-разному (табл. 1) и зависит от продолжительности и 
условий выращивания, количественных соотношений источников азо­
та и т. Д.

pH среды выращивания сохраняется относительно постоянным при 
использовании аспартата с (\Н4)25О4, и активность аспарагиназы при 
-лом самая высокая (табл. 1). Гак как pH среды играет отнюдь не по­

следнюю роль как во всех происходящих в клетке процессах, так и, 
следовательно, в накоплении биомассы и проявлении активности аспа­
рагиназы, нами была исследована активность фермента в условиях по­
стоянного pH среды, поддерживаемого путем периодической нейтрали­
зации его 0,1№ №ОН. При этом совершенно неожиданно оказалось, 
что аспарагин и, тем более, аспартат в качестве источника азота не 
имеют преимуществ по сравнению с (ИН4)25О4 (табл. 2). Следователь­
но, можно заключить, что аспарагин и аспартат, а также последний в 
комбинации с (НН4)25О4 не являются индукторами аспарагиназы. Их 
благоприятное влияние на биосинтез фермента, по-видимому, обуслов­
лено степенью поддержания pH среды постоянным.

Таблица 2
Активность аспарагиназы дрожжей в начале логарифмической фазы роста при 

выращивании на разных источниках азота (pH среды поддерживался постоянным, 6,4)

Исочник азота
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Активность фермента мкг, Н 13 мг 
сухих дрожжей 45,5 39,0 43,5 42,0 48,0

Важным моментом оказалось выяснение зависимости активности 
а ларагиназы от фазы роста дрожжей. Как показывают данные (рис.),, 
высокой аспарагиназной активностью обладают клетки в конце лагфа- 
зы л в начале логарифмической фазы роста. В дальнейшем, в ходе на­
копления биомассы, активность фермента снижается даже при поддер­
жании pH среды постоянным, правда, она все же выше, чем при сниже­
нии pH соеды (кривая получена при использовании (МНДгБС^).

Таким образом, полученные результаты дают основание предполо­
жить, что энергичное образование фермента у исследуемых дрожжей 
происходит в молодых делящихся клетках.

Интересно, что активность аспарагиназы была очень низкой у 
дрожжей и перед посевом в синтетическую среду, т. е. после выращи­
вания в течение 48 ч на твердом агаре, всего 5 мкг ИН3/мг сухих кле­
ток (самая высокая активность фермента обнаруживается в начале ло- 
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гариф.мической фазы роста, составляя примерно 45—55 мкг ХН.о։:՜ су­
хих дрожжей). Следовательно, после адаптации дрожжей к синтети­
ческой среде их аспарагиназная активность повышается примерно в 10 
и более раз.

Часы выращивания

Рис. Зависимость активности аспарагиназы дрожжей от фазы роста и pH 
среды выращивания. 1—при постоянном pH. 2—при изменяющемся pH.

Изучалось также влияние азотного голодания дрожжей на актив­
ность аспарагиназы.

Голодание проводилось в условиях интенсивного аэрирования при 30° в двух ва­
риантах: на дистиллированной воде (24 ч); на 2%-нон глюкозе (48 ч) с последующим 
перенесением биомассы на дистиллированную воду (24 ч).

Т а б.л и ц а 3
Аспарагиназная активность дрожжей, выращенных на разных источниках азота 

и на фоне голодания, мкг КН3/мг сухих клеток

Источник 
азота

Аспарагиназная активность перед и после голодания

перед голоданием (дрож­
жи в середине логариф­
мической фазы роста)

голодание на во­
де (24 ч)

голодание на 2%-иой 
глюкозе (24 ч) |- па 

воде (24 ч)

(Ь1Н4)з 80., ЗС.О 33,0 5,0
1-аспаргат 30,0 28,0 2,5
1-аспарагии 30,0 31,0 1,0

Из табл. 3 видно, что при голодании в течение 24 ч на воде ак­
тивность аспарагиназы почти не меняется, т. е. ле подвергается индук­
ции, подобно большинству катаболических ферментов аминокислотно­
го обмена (аргиназе, глутаматдегидрогеназе и т. д.), во втором же ва­
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рианте она резко снижается. Можно предположить, что при азотной 
голодании на 2%-ной глюкозе происходит катаболитная репрессия, или 
аспарагиназа расходуется в этих жестких условиях для сохранения 
жизнеспособности клеток.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии и проблемная лаборатория сравнительной и 

эволюционной биохимии Поступило 7.У 1980 г.

CANDIDA GUILLIERMONDII ВКМ-У-42
ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ԱՍՊԱՐԱԴԻՆԱԶԱՅԻ ՐԻՈՍԻՆԹԵՋԸ

О. Ռ. 11Տ1)ՓԱՆՅԱՆ, IT. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

48 մամ պինդ ագարի վրա աճելուց հետո Candida gu i 11 i er гл о п d i I BKM- 
,У-42 խմորասնկերն ուսես լատ ցածր ա и պ ա րա դինա զա լին ակտիվություն։ 
Ֆերմենտի ամենաբարձր ակտիվություն դիտվում է սինթետիկ միջավայրում 
աճման լաղֆաղի վերջում ու լոգարիթմական ֆազի սկզբում և կենսազանգ­
վածի աճի հետ մեկտեդ այն նվազում է։

Ասպ արա գին աղային ա կ տի վո ւթ յո ւն ր կտրուկ իջնում է նաև խմ որասնկե- 
րը 2®/օ գ1ձուկոէ1ա ձՒ միջավայրում ազոտային քաղցի ենթարկելուց հետո։

Ասւդարագինի, ասպարտատի և վերջինիս (NH^SO.l-/' 4 ե տ որպես 
աղոտի միակ աղբյուր օգտագործելու դեպքում ֆերմենտի ակտիվությունը լի 
ր ա ր ձր սձն ո ւմ է

Ուսումնասիրված սահմաններում աճման միջավայրի pH֊/։ նվազման 
(6,5— 2,5) դեպքում ա иպարադին ազայի ակտիվությունը նվաճվում է։

SOME ASPECTS OF ASPARAGINASE BIOSYNTHESIS 
OF CANDIDA GUILLIERMONDII YEAST

K. R. STEPAMAN, M. A. DAVTIAN

It has been established that asparaginase activity after the growth' 
during 48 hours on hard agar is low. The activity also considerably de­
creases after nitrogenous starvation in 2% glucose. The maximal activity 
of yeast asparaginase has been observed at the end of lagphase and the 
begining of iogphase, while during accumulation of biomass and decrea­
se of growth medium pH the activity of asparaginase is reduced.
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