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Дріжджі C.pseudotropicalis здатні утилізувати олеат і етиламін за наявності 

глюкози як джерела вуглецю. Оптимальним для нагромадження біомаси в разі до-
давання 0,1% глюкози виявилось внесення олеату концентрацією 0,5 і 1,0%. Опти-
мальними для росту клітин концентраціями етиламіну є 1,0% – без додавання 
глюкози й 0,5% у разі додавання 1,0% глюкози. Активність амінооксидази була 
вищою в клітин, вирощених та інкубованих у середовищі з 0,5% етиламіном і 1,0% 
глюкозою, порівняно з клітинами, для яких етиламін був єдиним джерелом і азоту, 
і вуглецю. Вперше в клітинах дріжджів C.pseudotropicalis виявлено пероксисоми 
під час утилізації олеату й етиламіну – відомих індукторів біогенезу цих мікро-
тілець. 

Ключові слова: пероксисоми, біогенез, амінооксидаза, олеат, етиламін. 

Пероксисоми, або мікротільця, – це органели, що виявлені практично в усіх 
еукаріотичних клітинах [16, 21]. Вони мають круглу чи овальну форму, діаметр – 
0,1–1,0 мкм, оточені одинарною мембраною. Назва органели (пероксисома) відобра-
жає те, що тут є оксидази (амінооксидаза, алкогольоксидаза, ацетил-КоА оксидаза 
тощо), які генерують пероксид водню, та каталазу, що розкладає цю токсичну 
сполуку на кисень і воду [11]. У дріжджів мікротільця виконують низку метабо-
лічних функцій, зокрема, окиснення жирних кислот, н-алканів, а також дво- (ета-
нол, ацетат, етильовані аміни) та одновуглецевих (метанол, метильовані аміни) 
сполук [17–19]. 

Утворення мікротілець описане для кількох видів дріжджів під час їхнього 
росту на різних сполуках, які індукують утворення пероксисом. Для Saccharomyces 
cerevisiae такою сполукою є олеат [6, 15]; для Yarrowia lipolytica – олеат, етиламін, 
ацетат [7]; для Candida utilis – метиламін, етаноламін, холін [8, 23]; для Candida 
tropicalis – н-алкани і вищі жирні кислоти [22]; для Kluyveromyces fragilis – метил-, 
етиламін [4]; для Hansenula polymorpha – метанол, метиламін, етаноламін, холін 
[8, 23]; для Candida boidinii – олеат, метиламін, метанол, D-аланін [8, 14]; для 
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Pichia pastoris – олеат, метиламін, метанол [10, 16]; для Pichia methanolica – мета-
нол [4]. 

Нашою метою було виявлення пероксисом у клітинах лактозозасвоюючих 
дріжджів C. pseudotropicalis, які здатні синтезувати етанол та використовувати йо-
го як джерело вуглецю. Біогенез пероксисом у дріжджів C. pseudotropicalis інду-
кували шляхом вирощування їх на олеаті й етиламіні. Олеат – це ненасичена жирна 
кислота, яка містить вісімнадцять атомів вуглецю з подвійним зв’язком між дев’я-
тим і десятим атомами [3]. Олеїнова кислота катаболізується у циклічних реакціях 
β-окиснення з утворенням дев’яти молекул ацетил-КоА [3]. Перший крок перокси-
сомного β-окиснення олеату каталізований ацетил-КоА оксидазою [20]. АТФ синте-
зується у мітохондріях внаслідок окиснення НАДН і ФАДН2, що утворилися в 
реакціях β-окиснення жирної кислоти й ЦТК [2]. Етиламін належить до амінів – 
продуктів заміщення атомів водню в молекулі аміаку на вуглеводневі радикали [5]. 
Перший фермент утилізації етиламіну амінооксидаза каталізує утворення оцтового 
альдегіду, амонію і пероксиду водню згідно з рівнянням [10] 

 
CH3CH2NH3

+ + O2 + H2O  амінооксидаза  CH3CH2COH + NH4
+
 + H2O2. 

 
Клітини дріжджів під час утилізації первинних амінів продукують дві різні 

амінооксидази – метиламінооксидазу й бензиламінооксидазу [10]. Метиламіноокси-
даза окиснює переважно коротколанцюгові, а бензиламінооксидаза – довголан-
цюгові аліфатичні й ароматичні первинні аміни [8]. 

Більшість видів дріжджів використовують етильовані (й метильовані) аміни 
тільки як джерело азоту, але не вуглецю [8], хоч у їхніх клітинах наявні ферменти 
подальшої утилізації оцтового альдегіду (і формальдегіду), що утворюються під 
час окислення цих амінів [4]. Це можна пояснити тим, що синтез амінооксидази  
сильно репресується амонієм [23]. Крім цього, первинні аміни не можуть бути ви-
користані як єдине джерело вуглецю з огляду на підвищений вміст азоту в цих спо-
луках співвідносно до вуглецю [23]. Тому дріжджі потребують додаткового вне-
сення у середовище культивування джерела вуглецю – глюкози [8]. 

Вивчення біогенезу пероксисом у C. pseudotropicalis має важливе практичне 
значення для підвищення нагромаджень етанолу в разі утилізації лактози в аероб-
них умовах. Цього можна досягти за допомогою селекції мутантів із пошкодженим 
біогенезом пероксисом. Як відомо, такі мутанти мають також пошкоджену деграда-
цію мікротілець [9]. Уважають, що пероксисоми й гліоксисоми є різновидами 
одного й того ж типу органел. Тому ми припускаємо, що в мутантів із пошкод-
женим біогенезом і деградацією пероксисом будуть пошкоджені ті ж самі процеси 
стосовно й гліоксисом. У мутантних штамів за відсутності гліоксилатного циклу 
етанол, утворений під час збродження лактози, буде повільніше утилізуватись. 

Дослідження біогенезу пероксисом може мати важливе значення для вивчення 
пероксисомного розщеплення нерозчинних високомолекулярних компонентів нафти 
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та інших сполук, що забруднюють довкілля, системами, створеними на базі іммо-
білізованих клітин дріжджів C. pseudotropicalis. 

Для дослідів використано дріжджі С. pseudotropicalis ВКМ У-209. 
З метою дослідити утилізацію олеату клітини вирощували на середовищі Берк-

гольдера при 30°С на круговій качалці (200 об./хв). До середовища додавали: 
дріжджовий екстракт – 600 мг/л; глюкозу – 1 г/л (або не додавали зовсім). Після 
автоклавування до середовища додавали стерильний олеат. Стерилізацію олеату ви-
конували за допомогою бактеріального фільтра. Для якісної оцінки росту клітини 
вирощували на агаризованому середовищі. 

Під час вирощування клітин на етиламіні середовище Беркгольдера не містило 
джерел азоту (сульфату амонію, дріжджового екстракту). До 1 л середовища дода-
вали: тіамін – 400 мкг, біотин – 5 мкг; глюкозу – 10 г (або не додавали зовсім). 
Стерильний етиламін додавали після автоклавування середовища. 

Біомасу визначали фотоелектроколориметрично (λ = 540 нм, довжина оптич-
ного шляху 3 мм). Активність амінооксидази [23] досліджували в безклітинних 
екстрактах клітин, вирощених та інкубованих із етиламіном, і виражали в 
нмоль/хв·мг білка (Од/мг білка). Для цього отримували добовий інокулят після 
культивування клітин у рідкому середовищі YЕPD при 30°С на круговій качалці 
[1]. Клітини двічі стерильно відмивали дистильованою водою, осаджували центри-
фугуванням при 3000 об./хв протягом 10 хв, переносили в середовище Беркголь-
дера з етиламіном із глюкозою чи без глюкози, інкубували протягом 18 год при 
30˚С на круговій качалці. 

Концентрацію білка в безклітинних екстрактах визначали за методом Лоурі 
[12]. Для одержання безклітинних екстрактів клітини двічі відмивали дистильо-
ваною водою й осаджували центрифугуванням при 3000 об./хв протягом 10 хв. 
Клітини ресуспендували в 50 мМ калій-фосфатному екстрагуючому буфері (10-5М 
ЕДТА; 10-5М ФМСФ), pH 7,5, до концентрації клітин 50–100 мг/мл, додавали до 
1/3 об’єму кульок Баллотіні й заморожували. Клітини руйнували на планетарному 
вібраторі при 1000 об./хв протягом 3 хв при 4°С. Уламки клітин осаджували при 
15000 об./хв протягом 45 хв при 4°С. Отримані безклітинні екстракти зберігали 
при 0°С і відразу використовували. 

Для електронномікроскопічних досліджень клітини дріжджів, вирощені про-
тягом двох діб, двічі відмивали дистильованою водою й осаджували центрифу-
гуванням при 3000 об./хв. протягом 10 хв. Інтактні клітини фіксували в 1,5 % роз-
чині KMnO4 протягом 15–20 хв при кімнатній температурі. Фіксовані клітини про-
мивали, збезводнювали у зростаючих концентраціях етанолу, окису пропілену та 
поміщали в епоксидну смолу Epon-812. Ультратонкі зрізи отримували за допомо-
гою алмазного ножа на ультрамікротомі УМТП-6 і контрастували солями свинцю 
за Рейнольдсом [13]. Переглядали і фотографували зразки на електронному трансмі-
сійному мікроскопі ПЕМ-100 з прискорювальною напругою 75 кВ. 
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Для дослідження здатності клітин дріжджів С. pseudotropicalis засвоювати 
індуктори біогенезу пероксисом культуру вирощували в середовищі з олеатом кон-
центрацією від 0 до 3% з додаванням 0,1% глюкози або без неї. Як видно з табл. 1, 
додавання глюкози стимулювало ростові процеси. Оптимальними для нагромад-
ження біомаси (індукції біогенезу й проліферації пероксисом) виявились концент-
рації олеату 0,5 і 1,0% за наявності 0,1% глюкози. За цих умов ріст близький до 
максимального, що простежується під час вирощування клітин на 2% глюкозі. 
Отже, дріжджі С. pseudotropicalis, подібно до Saccharomyces cerevisiae [6], здатні 
утилізувати олеат, за умови, коли ще одне джерело вуглецю – глюкоза, наявне у 
середовищі в лімітованих кількостях. 

Таблиця 1 
Ріст клітин дріжджів С. pseudotropicalis у середовищі з олеатом 

Час вирощування, год Олеат, % Глюкоза, % 
24 48 72 

0,5 0 + + + 
1,0 0 + + + 
1,5 0 + + + 
2,0 0 + + + 
2,5 0 + – + – + – 
3,0 0 + – + – + – 
0,5 0,1 ++ +++ +++ 
1,0 0,1 ++ +++ +++ 
1,5 0,1 + ++ ++ 
2,0 0,1 + ++ ++ 
2,5 0,1 + ++ ++ 
3,0 0,1 + ++ ++ 
0 0,1 + ++ ++ 
0 2,0 ++ +++ +++ 

Примітка: + – дуже слабкий ріст; + слабкий ріст; ++ помірний ріст; +++ сильний 
ріст. 
 

Вивчали також здатність клітин дріжджів С. pseudotropicalis засвоювати 
етиламін із середовища концентрацією від 0 до 3% з 1% глюкозою або без неї. Ріст 
клітин у середовищі з етиламіном як єдиним джерелом вуглецю й азоту виявився 
незначним (рис. 1, А, Б). На 72 год культивування біомаса не перевищувала 0,32–
0,44 г/л за утилізації клітинами 1% етиламіну. На рис. 2, А, Б показано ріст дріжд-
жів у середовищі, яке містило, крім етиламіну, 1% глюкозу. Як видно з рис.1, А і 
2, А, зі збільшенням концентрації етиламіну від 0 до 1% збільшується і нагромад-
ження біомаси. Збільшення концентрації етиламіну в середовищах без глюкози 
(рис. 1, Б) не сприяє інтенсифікації росту культури й за максимальної концентрації 
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– 3%; у цьому разі як і без додавання  етильованого аміну, росту практично немає. 
У середовищі з 1% глюкозою зі зростанням концентрації етиламіну від 1 до 3% 
простежували зниження біомаси в кінці логарифмічної фази росту; при 3% біомаса 
на 72 год культивування була найнижчою, як і в середовищі без джерела азоту 
(рис. 2, Б). Як бачимо, оптимальною концентрацією етиламіну для росту клітин є 
1% без додавання глюкози й 0,5% – з 1% глюкозою. 
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Рис.1. Ріст дріжджів C. pseudotropicalis у середовищі з етиламіном різної 
концентрації, %: 1 – 0,2; 2 – 0,4; 3 – 0,6; 4 – 0,8; 5 – 1; 6 – 0 (А); 1 – 
0,5; 2 – 1; 3 – 1,5; 4 – 2; 5 – 2,5; 6 – 3; 7 – 0 (Б). 
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Отже, дріжджі С. pseudotropicalis, як і більшість видів дріжджів [8], у тому 
числі H. polymorpha, C. boidinii, C. utilis [4], використовують етильовані аміни 
лише як джерело азоту, але не вуглецю, на відміну від K. fragilis [4], яка засвоює 
первинні аміни, що є єдиним джерелом як азоту, так і вуглецю. Оскільки ріст на 
олеаті та етиламіні без додаткового джерела вуглецю виявився обмеженим, то ми 
зробили висновок, що клітини для електронномікроскопічних і біохімічних дослід-
жень доцільно інкубувати за наявності цих сполук після їхнього культивування на 
багатих поживних середовищах (YЕPD). 
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Рис.2. Ріст дріжджів C. pseudotropicalis у середовищі з глюкозою (1%) та 
етиламіном концентрацією, %: 1 – 0,2; 2 – 0,4; 3 – 0,6; 4 – 0,8; 5 – 1; 
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6 – з сульфатом амонію; 7 – без джерела азоту (А); 1 – 0,5; 2 – 1; 3 – 
1,5; 4 – 2; 5 – 2,5; 6 – 3; 7 – 0 (Б). 

Крім того, визначали активність амінооксидази клітин дріжджів С. pseudotro-
picalis, вирощених та інкубованих у середовищі з етиламіном, з 1% глюкозою або 
без глюкози (табл. 2). Клітини мали вищу активність фермента за наявності глюко-
зи, оскільки за умов, коли етиламін є єдиним джерелом як азоту, так і вуглецю, 
енергетичне забезпечення клітин недостатнє як для росту, так і для синтезу аміно-
оксидази. 

Під час росту дріжджів С. pseudotropicalis на олеаті як єдиному джерелі 
вуглецю, і на олеаті за наявності глюкози в лімітованих кількостях [6], а також під 
час утилізації етиламіну в разі додавання глюкози, у клітинах виявлено перокси-
соми (рис. 3, 4).  

Таблиця 2 
Активність амінооксидази в безклітинних екстрактах дріжджів C. pseudotropicalis 

за різних умов культивування 

Умови Джерело азоту, % Глюкоза, % Амінооксидаза, 
нмоль/хв⋅мг білка 

Етиламін, 0,5 1 25,7 

Етиламін, 1,0 0 16,8 Вирощування 

Сульфат амонію, 0,35 1 0,0 

Етиламін, 0,5 1 31,5 

Етиламін, 1,0 0 17,3 Інкубація 

Сульфат амонію, 0,35 1 0,0 

Рис.3. Ультраструктура клітин дріжджів С. pseudotropicalis за умов утилі-
зації олеату (0,5%): А – без глюкози (× 15750); Б – з глюкозою 
(0,1%) (× 6359). П – пероксисома. 

Рис.4. Ультраструктура клітин дріжджів С. pseudotropicalis при утилізації: 
етиламіну (0,5%) і глюкози (1%): А  – ×15391, Б – ×15143. П – пе-
роксисома. 

Отже, дріжджі C. pseudotropicalis здатні утилізувати олеат і етиламін за наяв-
ності глюкози як джерела вуглецю. Вперше в клітинах цього виду дріжджів вияв-
лено пероксисоми після росту на відомих індукторах біогенезу цих мікротілець – 
олеаті й етиламіні. 

____________________ 
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PEROXISOMES BIOGENESIS INDUCTION IN CANDIDA 
PSEUDOTROPICALIS YEASTS DURING OLEATE AND 

ETHYLAMINE UTILIZATION 
I.Rusyn, O.Moroz, S.Gudz, S.Gnatush, O.Kulachkovsky 

Ivan Franko National University of L’viv, 
Hrushevskoho st.4, L’viv 79005, Ukraine 

 
Yeasts C. pseudotropicalis are capable to utilize oleate and ethylamine in the 

presence of glucose as carbon source. Oleate concentrations 0.5% and 1% with addition 
of glucose revealed optimal to cells growth.Concentrations for cells growth of ethylamine 
– 1% without glucose in cultivation medium and 0.5% with 1% glucose  was optimal. 
Aminooxidase activity revealed high in cells cultivated and incubated in growth medium 
with 0.5% ethylamine and 1% glucose, when compare with cells, to which ethylamine 
was accecible as sole nitrate and carbone source. Appearance of peroxisomes in 
C.pseudotropicalis cells during utilization of known inductors of this microbody bio-
genesis – oleate and ethylamine, was demonstrared first. 

Keywords: peroxisome, biogenesis, aminooxidase, oleate, ethylamine. 
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