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БИОХИМИЯ

С. я. ДАВЫДОВА и А. С. КОНИКОВА

МЕХАНИЗМ ПРЕВРАЩЕНИЯ ЯБЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ 
ПОД ВЛИЯНИЕМ МАЛИКОДЕГИДРАЗЫ

(Представлено академиком Я. О. Парнасом 14 П 1948)

А. С. Кониковой, М. Г. Крицман и Р. В. Тейсе ('), а также 
А. С. Кониковой, Н. Н. Добберт й А. Е. Браунштейном (2) было уста
новлено, что при действии аминоферазы на аминокислоты перенос 
а-водорода аминокислоты на кетокислоту происходит путем лаби- 
лизации а-водорода и его обмена на водород среды, причем этот 
процесс при определенных условиях может происходить и в отсутствие 
акцептора аминогруппы.

Согласно представлению упомянутых авторов, лабилизация а-во
дорода является первым моментом воздействия аминоферазы на суб
страт.

В связи с этим в данной работе мы исследовали вопрос, является 
ли лабилизация а-водорода, предшествующая осуществлению реакции, 
свойством только аминоферазы, или же проявляется также при дей
ствии других ферментов; в частности, мы исследовали механизм пре
вращения яблочной кислоты при действии энзима маликодегидразы.

Так как маликодегидраза является двукомпонентным ферментом, 
осуществляющим превращение яблочной кислоты в щавелевоуксусную 
только при участии козимазы, которая является при этом первым ак
цептором водорода, мы исследовали также и роль козимазы в наблю
даемом нами явлении.

Опыты проводились в среде, содержащей тяжелую воду, конечная 
концентрация которой равнялась 20%. О лабилизации а-водорода 
яблочной кислоты судили по вхождению в нее тяжелого водорода.

Работа проводилась с очищенной (3) маликодегидразой из свиных 
сердец. Степень очистки примененного препарата равна 70%.

В этом препарате фермент фумараза * полностью отсутствовал. 
Активность фермента измерялась в отдельных пробах по скорости обес
цвечивания метиленовой сини.

Превращение яблочной кислоты в щавелевоуксусную является об
ратимым процессом, однако продукт этой реакции — щавелевоуксус- 
ная кислота — сильно его тормозит. Для устранения этого явления 
щавелевоуксусная кислота связывалась с цианистым калием, причем 
процесс окисления яблочной кислоты становится необратимым.

Опытные пробы состояли из яблочной кислоты, маликодегидразы, 
козимазы, цианистого калия и 20% тяжелой воды. Акцептор водорода 
(метиленовая синь) в реакционной смеси отсутствовал.

* Фумараза катализирует обратимую реакцию превращения фумаровой кислоты 
В яблочную. Л .
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Инкубация проб проводилась в аппарате Варбурга в течение- 
90 мин. при 38° С. Величина окисления яблочной кислоты в щавелево- 
уксусную определялась по поглощению кислорода. Не превратившаяся 
во время инкубации часть яблочной кислоты сжигалась, и в воде, по
лученной после ее сожжения, очищенной по способу Briscoe и др. (4), 
определялось содержание Тяжелого водорода денсиметрическим мето
дом.

Таблица 1

Энзиматическая лабилизация а-водорода яблочной кислоты.

(Состав проб: 1500 цМ яблочной кислоты, 3 мг козимазы, 19 мг цианистого 
калия, тяжелая вода = конечная концентрация 20%. Общий объем пробы 21/» мл, 
pH = 7,0; инкубация при 38°—S0 мин. Белки осаждались 10% раствором NaWO4 и

*/з N раствором H2SO4)

проб
Фермент * 

в мл
Кипяченый 

фермент 
в мл

Козимаза
в мг

Окисление яблочной
КИСЛОТЫ£В р,М __

Атом.
% избытка 

D

1 0,8 3 8 0,237
2 0,8 — — 1,8 0,298:
3 — 0,8 3 1,1 0,0)
4 —. 0,8 — 1 0,00'
5 0,8 3

1
без инкубации 0,00

* 0,8 мл применяемого нами ферментного препарата маликодегидразы в присут
ствии яблочной кислоты и козимазы обесцвечивают метиленовую синь в течение 
7 мии., контрольная проба не обесцвечивается.

Из представленных в табл. 1 данных следует, что лабилизация 
а-водорода яблочной кислоты и обмен его на дейтерий среды осуще
ствляется в присутствии маликодегидразы, отсутствие козимазы не 
препятствуем этому процессу.

Таким образом, соответствующее перемещение электронов в моле
куле яблочной кислоты с последующей лабилизацией а-водорода осу
ществляется маликодегидразой без участия кофермента, что соответ
ствует представлению Я. О. Парнаса (5) о роли фермента в катали
тических реакциях.

В нашей постановке опыта 10% водорода яблочной кислоты обме
ниваются в течение 90 мин. на тяжелый водород среды. Если фермент 
инактивирован кипячением, то лабилизация а-водорода не имеет 
места.

Эти данные отличаются от наблюдений в работе А. С. Кониковой, 
Н. Н. Добберт и А. Е. Браунштейна, отмечающих способность кипя
ченой аминоферазы осуществлять лабилизацию а-водорода амино
кислот.

Из табл. 1 следует, что окисление яблочной кислоты проходит в 
очень незначительной степени, а именно из добавленных 1500 у-М 
(яблочной кислоты) превратилось лишь 8 ,иМ. Такое незначительное 
окисление яблочной кислоты объясняется отсутствием в среде акцеп
тора водорода.

Так как в условиях нашего опыта ферментная реакция может нтти 
только в сторону образования щавелевоуксусной кислоты и обратная 
реакция предотвращена связыванием щавелевоуксусной кислоты циа
нистым калием, то полученные величины по вхождению дейтерия из 
среды в яблочную кислоту относятся в основном к неокисленной части 
яблочной кислоты.



В этом же направлении опубликованы недавно данные о лабилиза- 
ции а-водорода в янтарной кислоте, под влиянием сукцинодегидразы, 
и отсутствие акцептора водорода (6).

Таким образом, можно сделать вывод, что под влиянием фермента 
маликодегидразы происходит лабилизация а-водорода и обмен его на 
водород воды.

Роль фермента в этом процессе сводится, очевидно, к ослаблению 
в молекуле связей между углеродом и водородом, находящимся в 
a-положении, подобно тому, как это происходит при действии амино- 
феразы на аминокислоты.

На этом этапе действия фермента козимаза не принимает участия.
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