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В работе представлены данные о структурной организации и динамики активности молекулярных 
форм глутаматдегидрогеназы активных илов сооружений биологической очистки сточных вод 
нефтеперерабатывающего завода (НПЗ) и городской станции аэрации. Показаны изменения в 
относительной активности молекулярных форм фермента в условиях залповых сбросов сточных 
вод и их компонентов и структурные особенности фермента при реанимации и аэробной 
стабилизации активных илов.  
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Глутаматдегидрогеназа (L-глутамат: NAD-
оксидоредуктаза дезаминирующая, 1.4.1.2., ГДГ) 
катализирует обратимое превращение L-глута-
мата в 2-оксоглутарат: 

 
L-глутамат + Н2О + NAD ↔ 2-оксоглутарат + 

 + NН3 + NADH 
 

ГДГ является ведущим дезаминирующим фер-
ментом метаболизма белков и аминокислот. 
Аминогруппы последних переносятся на 2-оксо-
глутаровую кислоту с образованием глутамата. 
Под действием ГДГ глутамат вновь превраща-
ется в 2-оксоглутаровую кислоту. Обратимость 
реакции имеет фундаментальное значение в син-
тезе аминокислот, обмене белков и углеводов, 
включении промежуточных продуктов метабо-
лизма в цикл трикарбоновых кислот. Ключевое 
положение ГДГ в процессах метаболизма опре-
деляет важность исследования состава, степени 
гетерогенности и динамики активности ее моле-
кулярных форм (МФ) в ценозах модельных и 
природных гидроэкосистем, тем более, что био-
синтетические пути глутамата предположитель-
но одинаковы для всех живых систем, в том чис-
ле и для микробных сообществ гидроэкосистем. 

В ранних обзорных работах было показа-
но, что ГДГ активностью обладает ассоцииро-
ванная форма с молекулярной массой 1000 кД, 
состоящая из 4 мономеров. Однако при пониже-
нии концентрации ферментного белка с 10 мг/мл 
до 2 мг/мл была обнаружена каталитически ак-
тивная форма ГДГ с молекулярной массой 250 
кД. Электронная микроскопия позволила опреде-
лить строение молекулы ГДГ – это тетраэдр, 
грани которого составлены 6 мономерами с  
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молекулярной массой 40 кД [1]. В последних 
работах по исследованию ГДГ показано, что 
фермент в ряду концентраций от 100 до 1 мг/мл 
образует набор МФ от унимера (гексапептида) 
до субунимера (трипептида) с сохранением ката-
литической активности на 80%. Здесь же пока-
зано, что ГДГ является аллостерическим фермен-
том, эффекторами определены цитидинтри-
фосфат и уридинтрифосфат. Далее в структуре 
ГДГ обнаружено наличие остатка фосфорной 
кислоты [2]. Авторы в экспериментах с меченым 
фосфором в АТФ установили активное включе-
ние метки в фермент с одновременным увеличе-
нием активности ГДГ, на основании чего сделан 
вывод о регуляции активности фермента ее фос-
форилированной и дефосфорилированной фор-
мами. На электрофореграммах ГДГ обнаружи-
вается в составе основной фракции с молекуляр-
ной массой 300 кД и минорных форм около 230 
кД. В табл. 1 представлены данные структурной 
организации ГДГ бактерий. Из приведенных ли-
тературных данных видно, что ГДГ микро-
организмов представляют собой преимущест-
венно гексамеры, состоящие, как правило, из 
идентичных субъединиц, причем некоторые ав-
торы указывают на одинаковую структурную 
организацию ГДГ низших и высших организмов 
[3]. Установлено, что синтез ГДГ многих микро-
организмов подвергается катаболитной репрес-
сии 2-оксоглутаратом и индуцируется глутама-
том, на основании чего сделано заключение о 
катаболитной индукции ГДГ. 

Оптимум рН для реакции восстановитель-
ного аминирования бактериальных ГДГ находит-
ся в интервале 8,0-8,5, а окислительного дезами-
нирования 8,5-9,5. В качестве нуклеотидных ко-
факторов бактериальные ГДГ используют NAD и 
NADH для прямой и обратной реакций. Фер-
менты активны с NADP и NADPH, но скорость 
реакции при этом на порядок ниже. Установлена 
инактивация NAD-зависимых ГДГ дрожжей в 
результате фосфорилирования фермента, 
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 дефосфорилированная форма обладает высокой 
удельной активностью. Основная физиологичес-
кая роль NAD-зависимой ГДГ микроорганизмов 
по мно-гим данным катаболитная, тем не менее, 
у неко-торых синезеленых бактерий обнаружен 
предпочтительный катализ реакции восстанови-
тельного аминирования 2-оксоглутарата до глу-
таминовой кислоты, в связи с чем обсуждается 
роль NAD-зависимой ГДГ в ассимиляции аммо-
нийного азота. У анаэробных бактерий выделены 
2 изофор-мы ГДГ, одна из которых активна при 
низких значениях концентрации аммония, а 
другая – при высоких. Изоформы мало чем 
отличались по физико-химическим свойствам и 

структурной организации, единственным отли-
чием является разные ИЭТ (4,46 и 4,52) и 
незначительные различия значений Км для NAD, 
NADH и NADP. Эти данные указывают на су-
ществование конформационных изомеров ГДГ, 
отличающихся (да и то незначительно) только 
величиной заряда. NAD- и NADP-зависимые 
ГДГ обнаружены как в цитоплазме, так и в 
митохондриях и мембранах клеток высших и 
низших организмов [4]. В последних работах 
получены убедительные доказательства того, что 
основная активность ГДГ (65-80%) ассоцииро-
вана с цитоплазматической мембраной и тилако-
идными мембранами. 

 
Таблица 1. Структурная организация ГДГ бактерий 

 

Вид, род 
Молекулярн
ая масса 
фермента, 

кД 

Количество 
субъединиц 

Молекулярн
ая масса 

субъединиц, 
кД 

Bacillus stearothermophilus  240,0 6 40,0 
Clostridium symbiosum  282,0 6 49,0 
Bacteroides fragilus 290,0 6 49,0 
Sulfolobus solfotaricus  270,0 6 44,0 
Sulfolobus solfotaricus 135,0 3 44,0 
Sulfolobus solfotaricus 90,0 2 44,0 
Peptostreptococcus asaecharolyticus  266,0 6 49,0 
Synechocystis PCC 6803 208,0 4 52,0 
Candida utilis 460,0 4 116,0 
Mycobacterium smegmatis  245,5 6 40,0 
Synechocystis PCC 6803 295,0 6 48,5 
Proteus inconstans  400,0 - 40,0 
Пекарские дрожжи 300,0 6 50,0 
Clostridium symbiosum  294,0 6 49,0 
Brevibacterium flavum  300,0 6 50,0 

 
Представленный литературный материал 

еще раз свидетельствует об исключительной 
важности информации о составе и динамике ак-
тивности ГДГ и ее МФ в процессе жизне-
деятельности отдельных видов, популяций и со-
обществ микроорганизмов. Эта информация мо-
жет быть использована в качестве интегрального 
критерия оценки функционального состояния 
экосистем, а также для мониторинга и управле-
ния последними. В пользу сказанного свидетель-
ствуют работы, доказывающие доминирующее 
значение ГДГ при ассимиляции фосфора и азота 
– основных элементов-биогенов – из водной 
среды модельных гидроэкосистем. Установлена 
еще одна из физиологических функций ГДГ, со-
стоящая в обеспечении адаптационного синтеза 
глутамата, необходимого для поддержания жиз-
недеятельности при росте в условиях высокой 
солености. ГДГ – один из ферментов, ингибируе-
мых незначительными концентрациями ионов 
тяжелых металлов (цинк, кадмий, ртуть). Это 
может быть также использовано в биотестирова-
нии токсичности промышленных загрязнений. 

Цель работы: провести исследования 
гетерогенности и динамики активности МФ ГДГ 
ила действующих сооружений биологической 
очистки сточных вод НПЗ, городской станции 
аэрации, а также структурных изменений МФ 

ГДГ ила при имитации залповых сбросов сточ-
ных вод и их компонентов, в процессе реани-
мации и аэробной стабилизации после залповых 
сбросов. 

Материал и методы исследования. В 
работе использовали активный ил сооружений 
биологической очистки сточных вод НПЗ и 
городской станции аэрации. Получение фермент-
ных образцов, электрофорез, выявление МФ 
ГДГ, сканирование и определение относительной 
активности фермента проводили по известной 
методике [5]. В состав инкубационной среды для 
выявления МФ ГДГ входили: водные растворы 
NAD 1 мг/мл – 40мл, нитросиний тетразолиевый 
1 мг/мл – 30 мл, феназинметасульфат 1 мг/мл – 2 
мл, 1М раствор L-глутамата натрия рН 7,0 – 5 
мл, 0,1М фосфатный буферный раствор рН 7,0 – 
до 100 мл. Инкубацию проводили 3 ч при 
температуре 37°С. В местах локализации МФ 
фермента развивается темно-синее окрашивание. 

Результаты и их обсуждение. В таблице 
представлены данные о структурной органи-
зации и динамике относительной активности МФ 
ГДГ активного ила сооружений биологической 
очистки сточных вод НПЗ в 2 ступени очистки в 
реально действующих условиях. 
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 Таблица 2. Относительная активность МФ ГДГ ила сооружений  

биологической очистки сточных вод НПЗ 
 

Относительная активность, изменение в % 
первая ступень вторая ступень МФ ГДГ 

вход центр выход вторичный 
отстойник центр вторичный 

отстойник 
ГДГ-1 10,0 8,5 8,5 6,0 9,5 3,5 
ГДГ-2 16,5 26,5 36,5 8,0 34,5 7,5 
ГДГ-3 15,0 19,5 21,0 10,5 23,0 12,5 
ГДГ-4 14,0 16,5 14,0 20,5 22,5 28,0 
ГДГ-5 44,5 29,5 20,0 55,0 10,5 48,5 

 
На обеих ступенях очистки сточных вод 

ГДГ ила выявляется в составе 5 МФ, незначи-
тельно отличающихся по относительной элект-
рофоретической подвижности. На входе в пер-
вую ступень основная активность локализуется в 
области ГДГ-5, относительная активность ми-
норных форм варьирует от 10 до 16,5%. К центру 
аэротенка отмечается падение активности ГДГ-5 
при одновременном увеличении таковой у ГДГ-
2, ГДГ-3 и незначительно у ГДГ-4. К выходу из 
аэротенка первой ступени очистки активность 
ГДГ-5 продолжает снижаться и становится бо-
лее чем в 2 раза ниже таковой у входа в аэротенк, 
а основная активность фермента концентри-
руется в области ГДГ-2 и ГДГ-3. Совершенно 
противоположное аэротенку распределение 
соотношения активности МФ ГДГ во вторичном 
отстойнике первой ступени очистки: почти 
трехкратная активация ГДГ-5 по сравнению с 
выходом из аэротенка, увеличение активности 
ГДГ-4 и снижение таковой в 2-3 раза у ГДГ-1, 
ГДГ-2 и ГДГ-3. В центре аэротенка второй 
ступени очистки основная активность фермента 
локализуется в зонах ГДГ-2, ГДГ-3 и ГДГ-4, 
активность ГДГ-5 более чем в 5 раз ниже тако-
вой вторичного отстойника первой ступени и 
почти в 5 раз ниже активности ГДГ-5 вторичного 
отстойника второй ступени очистки. Наблюдали 
следующую динамику общей активности фер-
мента в процессе очистки сточных вод: макси-
мум активности фермента установлен во вторич-
ных отстойниках, некоторое снижение таковой 
на входе в аэротенки, еще ниже в центре аэро-
тенков и двукратное ингибирование по сравне-
нию с вторичными отстойниками на выходе из 
аэротенков. 

ГДГ – фермент анаэробно-аэробного 
метаболизма, вероятно поэтому отмечается 

высокая активность фермента в отстойниках и на 
входе в аэротенки, где при регенерации и подаче 
активного ила в головную часть кислород лими-
тирован. По мере прохождения биомассы ила в 
аэрируемый участок аэротенка активность ГДГ 
снижается. Это одновременно сопровождается 
значительной перестройкой в соотношении ак-
тивности основной и минорных форм фермента. 
Не исключена возможность неконкурентного 
ингибирования ГДГ ила в центре аэротенка и на 
выходе из него аденилатами, поскольку основ-
ной этап изъятия загрязнителей и их окисление, а 
соответственно и быстрое улавливание энергии в 
форме ГТФ и АТФ, происходит именно на этих 
участках сооружений биологической очистки. 
Ингибирование ГДГ-5 и увеличение относи-
тельной активности минорных форм фермента 
подтверждает предположения о преобладании 
реакции окислительного дезаминирования над 
восстановительным аминированием 2-оксо-
глутарата в центре аэротенка и на выходе из не-
го. Во вторичных отстойниках преобладает реак-
ция окислительного дезаминирования глутамата 
и обеспечение клеток ила энергией NADH, что 
подтверждается активацией основной формы 
фермента – ГДГ-5. Положительным модулято-
ром ГДГ, по всей вероятности, является ГДФ. 
Данные о структурной организации и динамике 
относительной активности МФ ГДГ активного 
ила городской станции аэрации в процессе 
очистки сточных вод представлены в табл. 3. Эта 
серия экспериментов полностью подтверждает 
явление снижения активности ГДГ-5 по мере 
прохождения биомассы ила от регенератора к 
выходу из аэротенка и, соответственно, актива-
ции минорных форм фермента, особенно ГДГ-3, 
ГДГ-2 и ГДГ-1. 

 
Таблица 3. Относительная активность МФ ГДГ ила в процессе очистки сточных вод на ГСА 

 
Относительная активность, изменение в % 

МФ ГДГ регенератор 1-ая 
секция 

2-ая 
секция 

3-я 
секция 

выход из 
аэротенка 

ГДГ-1 5,0 10,5 12,0 12,5 10,0 
ГДГ-2 8,5 15,5 19,5 17,0 17,5 
ГДГ-3 12,0 17,5 21,0 20,0 24,5 
ГДГ-4 19,0 14,5 14,0 16,5 18,0 
ГДГ-5 55,5 42,0 33,5 34,0 30,0 
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 Результаты моделирования залповых сбро-
сов некоторых компонентов сточных вод НПЗ 
представлены на рис. 1. СМС «Прогресс» в кон-
центрации 145-150 мг/г ила практически полнос-
тью блокировал фермент, причем отмечены де-
структивные явления в составе МФ, что подт-
верждается усилением фонового окрашивания 
фореграмм и некоторым изменением электро-
форетической подвижности фракций. Действие 
алкилфенолята натрия в концентрации до 150 
мг/г ила сопровождалось ингибированием актив-
ности ГДГ-5 на 70-75% от исходной, также уста-
новлено уменьшение активности минорных 
форм до 50% по сравнению с контролем. Залпо-
вый сброс модельной сточной воды, содержащей 
свинца нитрата до 19 мг/г ила приводил к пол-
ному блокированию фермента и, как следствие, 
остановке всех процессов метаболизма, функ-
ционально связанных с этим ключевым фермен-
том. Орто-крезол в концентрации до 120 мг/г ила 
ингибировал МФ ГДГ на 40-60% от контроля. 
Моделирование залповых сбросов сточных вод 
производства алкилсалицилатных присадок в со-
отношении 1:20 (сточная вода: иловая смесь) 
приводило к инактивации ГДГ-5 на 80-90% и 
минорных форм на 60-75%. Залповый сброс 
общезаводских сточных вод, содержащих 120-
140 мг/г ила аммонийного азота, полностью 
блокировал ГДГ-5 и ингибировал минорные фор-
мы на 80-90% от контроля. Следует обратить 
особое внимание на последнее, поскольку здесь 
имеет место субстратное ингибирование, которое 
указывает на большую чувствительность к тако-
вому основной формы фермента – ГДГ-5. 

 

 
 

Рис. 1. Спектры МФ ГДГ активного ила в 
контроле (а), при действии СМС «Прогресс» (б), 
алкилфенолята натрия (в), о-крезола (г), обще-
заводских сточных вод (д), сточных вод произ-
водства алкилсалицилатных присадок (е) и 

свинца нитрата (ж) 
 

Аэробная стабилизация активного ила, 
подвергшегося действию залпового сброса обще-
заводских сточных вод с содержанием аммо-
нийного азота до 140 мг/г ила, привела к следую-
щим результатам: стабилизация в течение 48 ча-
сов сопровождалось индукцией и выявлением в 
низкомолекулярной области фореграмм 6 зон с 
выраженной ГДГ активностью. Кроме того, в 

области между ГДГ-4 и ГДГ-5 выявлено 3 допол-
нительных зоны активности, что отражено на 
рис. 2.  

 

 
I 

 
II 

Рис. 2. Спектры МФ ГДГ активного ила при 
аэробной стабилизации в течение 48 (I) и 72 (II) 
часов после залпового сброса общезаводских 
сточных вод. Х – низкомолекулярные формы 

фермента 
 

Необходимо отметить, что стабилизация 
подвергшегося стрессу ила уже в первые 20-30 
часов привела к практически полной реак-
тивации всех МФ фермента. Дальнейшая 
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 аэробная стабилизация сопровождалась увеличе-
нием числа индуцированных низкомолекуляр-
ных форм фермента до 7 (рис. 2) и восста-
новлением структурной организации фермента 
до исходной – ГДГ выявляется в составе основ-
ной формы ГДГ-5 и 4 минорных форм. 

Интересны, на наш взгляд, результаты се-
рий экспериментов по исследованию активности 
МФ ГДГ в моделях экосистемы активного ила в 
условиях лимитирования кислородом. Получен-
ные данные указывают на то, что лимитирование 
кислородом приводит к перераспределению со-
отношения активности МФ ГДГ ила: отмечена 
активация ГДГ-5 при одновременном понижении 
таковой у минорных форм фермента. Необхо-
димо отметить факт увеличения общей актив-
ности фермента в условиях относительного анна-
эробиоза на 30-50% от контроля. 

Выводы: 
1. Структурная организация ГДГ активного 

ила, динамика активности МФ фермента в про-
цессе биологической очистки промышленных 
сточных вод и сточных вод городской канализа-
ции свидетельствуют о существовании тонких 
механизмов регуляции аминокислотного и бел-
кового обменов в клетках активного ила на 
уровне субстратов и энергетического статуса. 

2. На действующих сооружениях биологичес-
кой очистки установлено явное предпочтение 
реакции окислительного дезаминирования глута-
мата во вторичных отстойниках и в головных от-
секах аэротенков. Переход биомассы ила в аэри-
руемые участки сооружений биологической 
очистки сопровождается изменением соотноше-
ния активности МФ ГДГ в пользу восста-
новительного аминирования 2-оксоглутарата. 
Это может быть объяснено изъятием загрязни-
телей, их окислением и улавливанием энергии в 
форме аденилатов, которые в свою очередь 
являются отрицательными эффекторами реакции 
окислительного дезаминирования глутамата. 

3. Динамика изменения соотношения актив-
ности МФ ГДГ в моделях и на действующих соо-
ружениях биологической очистки находится в 
зависимости от гидрохимического режима, в част-
ности, от степени относительного аэробиоза и 
анаэробиоза в гидроэкосистеме. Установлено пред-
почтение реакции окислительного дезаминирования 

глутамата в условиях относительного анаэро-
биоза и, наоборот, преобладание реакции вос-
становительного аминирования 2-оксоглутарата 
при избытке кислорода. Предпочтение реакции 
окислительного дезаминирования глутамата при 
относительном анаэробиозе подтверждено в 
сериях экспериментов развития гидроэкосистем 
в условиях, лимитированных содержанием кис-
лорода. 

4. Залповые сбросы высокотоксичных сточ-
ных вод в зависимости от их концентрации при-
водят к полному или частичному блокированию 
фермента. Реанимация и аэробная стабилизация 
подвергнутого стрессу активного ила сопровож-
дается индукцией и выявлением низкомолеку-
лярных форм ГДГ, а также образованием моди-
фицированных высокомолекулярных форм фер-
мента. Реактивация МФ ГДГ происходила через 
20-30 ч стабилизации, а восстановление исход-
ной структурной организации фермента через 
48-72 ч. 

5. Данные состава и соотношения активности 
МФ ГДГ в процессе биологической очистки 
сточных вод в нормальном технологическом 
режиме и при действии мощных антропогенных 
факторов могут быть использованы для оценки 
функционального состояния активных илов и ор-
ганизации мониторинга последних. 
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