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Активность глутаматдекарбоксилазы (L-глутамат: 1-карбоксилпазы, 
КФ 4.1.1.15) определяют обычно путем измерения количества освобождаю­
щегося СО2 или у-аминомасляной кислоты (у-АМК), образующейся из 
глутамата. Количество СО2 измеряют при помощи манометрической или 
изотопной техники (если в качестве субстрата используют 1-С14-глута- 
мат) (*), а для определения у-АМК предложены флуорометрический и 
хроматографический методы (2_4). Недавно Гоццани (5) описал спектро­
фотометрический метод определения у-АМК, основанный на использова­
нии ферментной системы, содержащей трансаминазу у-АМК, сопряжен­
ную с дегидрогеназой янтарного полуальдегида (5).

В настоящей работе предложен прямой спектрофотометрический метод 
определения активности глутаматдекарбоксилазы, основанный на разли­
чии в поглощении в далекой ультрафиолетовой области между субстратом 
(глутаматом) и продуктом реакции (у-АМК).

Глутаматдекарбоксилазу выделяли из Escherichia coJi 600 М по методу 
Шукуя и Шверта (6). Удельная активность очищенных препаратов фер­
мента (выраженная в рл СО2 за 10 мин. на 1 мг белка) при pH 4,6 и 37° 
составляла 19 000 при измерении в 0,1 М буфере пиридин — НС1 и 9800 
при измерении в 0,1 М ацетатном буфере. В работе использовали моно- 
натриевую соль L-глутамата фирмы «VEB Berlin-Cliemie», L-глутампно- 
вую кислоту «А grade» фирмы «Calbiochem» и у-АМК фирмы «Reanal» 
(Венгрия). !,

Спектральные измерения проводили па регистрирующем спектрофото­
метре Сагу-15 в кюветах толщиной 1 пли 0,5 см. Для регистрации измене­
ний в поглощении, вызванных реакцией декарбоксилирования, использо­
вали растянутую шкалу от 0 до 0,1 единицы оптической плотности. В опыт­
ную кювету п кювету сравнения добавляли 2,8 мл 0,1 М ацетатного буфе­
ра, pH 4,55, и 0,2 мл 0,15 или 0,3 М раствора L-глутамата, доведенного до 
pH 4,55. Опытную кювету помещали в термостатированную приставку 
спектрофотометра при 37°. Перед началом измерений ручкой «баланс» 
смещали нулевую линию в область ХЕ 0,08—0,09; затем добавляли в опыт­
ную кювету 5 цл раствора фермента и регистрировали уменьшение опти­
ческой плотности, ЛЕ, при 220 мц во времени в ходе реакции декарбокси­
лирования.

На рис. 1 представлены спектры поглощения глутаминовой кислоты и 
у-АМК в области от 260 до 215 мц; видно, что разница в величине погло­
щения между ними резко возрастает с уменьшением длины волны, т. е. 
по мере приближения к полосам поглощения карбоксильной группы, рас­
положенным при 210 мц и вблизи 190 мц (7, 8). Мы проводили измерения 
активности декарбоксилазы при 220 мц, так как при этой длине волны раз­
ность в поглощении между субстратом и продуктом уже достаточно ве­
лика (рис. 1), а поглощение самого ацетатного буфера еще не затрудняет 
измерения. Коэффициент молярной экстинкции (eJ2) при 220 мр растворов 
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глутамиловой кислоты и у-АМК в 0,1 М ацетатном буфере, pH 4,6, состав­
ляет соответственно 33,5 и 16,5.

Начальную скорость реакции декарбоксилирования определяли графи­
чески как тангенс угла наклона начального прямолинейного отрезка кине­
тической кривой к оси абсцисс. Скорость выражали как изменение опти­
ческой плотности в единицу времени (AS/мип). На рис. 2 показана зави­
симость начальной скорости реакции от концентрации добавленного 
фермента; из рис. 2 видно, что скорость прямо пропорциональна количе­
ству фермента в широком интервале концентраций. Для определения 
активности декарбоксилазы описанным методом в кюветах толщиной 1 см

Рис. 1. Спектры поглощения растворов 
глутаминовой п у-ампномасляпой кислот 
в 0,1 М Na-ацетатном буфере, pH 4,6. 
Спектры измеряли против того же бу­
ферного раствора в кюветах толщиной 
1 см. 1 — 1 -10—2 М раствор L-глутамино- 
вой кислоты («А grade», фирмы «Calbio- 
chem»); 2 — 1 • 10-2 М раствор у-амипо- 
масляпой кислоты (фирмы «Reanal»)

Рис. 2. Зависимость пачальпой скорости 
реакции декарбоксилирования глутама­
та от концентрации фермента, v — на­
чальная скорость реакции при 37°, выра­
женная как изменение экстинкции за 

1 мин. (Д£ / мин)

Рис. 3. Зависимость скорости реакции от 
концентрации субстрата (график по 
Лайнуиверу — Бэрку). Концентрация 
фермента 6,5 цг в 1 мл. = 3,8-10_3М

достаточна концентрация фермента, равная 3—5 иг белка в 1 мл. При про­
ведении измерений в кюветах толщиной 0,5 см величина АЕ'/мин умень­
шалась ровно в 2 раза. Точность измерений активности составляла ±3%.

Нами было также исследовано влияние концентрации глутамата (в ин­
тервале от 2 • 10“2 М до 1,25-10—3 М) на скорость реакции, и полученные 
данные отложены на графике по способу Лайнуивера и Бэрка (рис. 3). 
Рассчитанное из этого графика значение Ам для L-глутамата при 37° в 
0,1 М ацетатном буфере, pH 4,6, равно 3,8-10_3 мол/л. При измерении ак­
тивности декарбоксилазы в 0,1 М буфере пиридин — НС1 при pH 4,6 и 37° 
мы ранее нашли значение Ам, равное 9 • 10-4 М (’). Расхождение между 
указанными величинами Ам объясняется, очевидно, влиянием ионов ацета­
та, конкурирующих с субстратов за соединение с ферментом, на что впер­
вые обратили внимание Шукуя и Шверт (6). Эйджер и Фишер (10) нашли 
значение для Б-глутамата в 0,15 М ацетатном буфере при pH 5,0 рав­
ным 4,5-10_3 мол/л, что близко к величине, найденной в настоящей ра­
боте.
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В заключение отметим, что описанный выше прямой спектрофотомет­
рический метод определения активностп глутаматдекарбоксплазы лишь 
незначительно уступает в чувствительности манометрическому методу. 
В то же время спектрофотометрический метод намного проще и более при­
годен для кинетических исследований. Он может найти применение для 
определения активностп очищенных декарбоксилаз с различной субстрат­
ной специфичностью.
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