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ИЗМЕНЕНИЕ БЕЛКОВЫХ ФРАКЦИИ ДРОЖЖЕЙ CANDIDA 
GUILLIERMONDI1 71 ПРИ АЗОТНОМ ГОЛОДАНИИ

И ИСПОЛЬЗОВАНИИ ВАЛИНА-N15

При азотном голодании дрожжей С. guilliermondii 71 помимо количественных из­
менений происходят также качественные сдвиги в белках водорастворимой фракции. 
После восьмичасовой инкубации культуры в присутствии валина-Х15 наблюдается тен­
денция к восстановлению водорастворимых белков. Полученные данные приводят к вы­
вод} о ресинтезе белков водорастворимой фракции <а счет катаболизма других белко­
вых фракций, в частности щелочерастворимых белков, количество которых в указан­
ных условиях понижается. Однако, как показывают данные по включению \15 в ще- 
лочерастворимую фракцию, одновременно происходит и синтез этой фракции.

В предыдущих наших исследованиях [2] было показано, что при 
азотном голодании у дрожжей С. ^иППегтопдп 71 происходят глубокие 
количественные и качественные сдвиги в белковых фракциях. В частно­
сти. нарядх с наблюдаемым понижением количества водорастворимой 
фракции значительно увеличивается содержание щелочерастворимых 
белков.

Сопоставление данных по содержанию общего азота и белка, опре­
деленного методом Лоури, позволило заключить о возможных каче­
ственных сдвигах белковых фракций при голодании.

С целью более глубокого изучения данного вопроса в новой серии 
экспериментов помимо общего азота изучались показатели аминного 
азота и аминокислотного состава белковых фракции при азотном голо­
дании С. "иННегтопсШ 71. При этом особое внимание обращалось на 
шелочерастворимые и водорастворимые белки.

Подробно исследовались также изменения обменного фонда амино­
кислот и водорастворимого (небелкового) азота. Специальные серии 
опытов были посвящены изучению изменения всех указанных показате­
лей белковых фракций при инкубации голодающих по азоту дрожжей 
в присутствии меченого валина-Ц15. При этом мы исходили из пред­
положения, что инкубация голодающих культур в присутствии источни­
ка азота (валина) должна привести к восстановлению исходного соот­
ношения количественного и качественного составов белковых фракций.

Материал и методика Способы выращивания культуры С. ^и1!ИеггтюпсШ 71. азот­
ного голодания и фракционирования белков после гомогенизации дрожжевых клеток 
описаны в нашей предыдущей работе [2].

Голодающая по азоту культура С. кш1Неггпоп(1н 71 подвергалась восьмичасовой 
инкубации в синтетической среде с валин\>5 в качестве источника азота (атомный %
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14>։-валина 9.2). После инкубации биомассу центрифугировали, дважды промывали 
дистиллированной водой и подвергали гомогенизации. Затем водорастворимую фрак­
цию разделяли па белковые и небелковые азотсодержащие части колоночным методом 
с применением сефадекса 0-25

Окончательное заключение о накоплении валина-№5 в дрожжевой ктетке и рас­
пределении его внутри между отдельными фракциями белка делалось на основании 
данных масс-спектрометра.

Пробы, предназначенные для масс-спектрометрического анализа, предварительно 
подвергались соответствующей обработке.

Приготовление и анализ образцов \Ч5 в отдельных фракциях белков проводились 
по методике Бернарда [I].

Содержание №5 в атомных процентах определялось по формуле

№<№’ 2 (Ь115№5)
К 15

2 (№4№< + №4М15 -|֊ №5№5) Ю0“, 0.

Результаты и обсуждение. В первой серии опытов исследовалась во­
дорастворимая фракция, которая, согласно предыдущим нашим иссле­
дованиям, при азотном голодании уменьшалась.

С целью выявления компонентов, за счет которых произошло ука­
занное уменьшение, эта фракция разделялась на колонке с сефадексом 
0-25 на белковые и небелковые азотсодержащие части, в которых опре­
делялись содержание общего азота, белка (по Лоури) и аминокислот­
ный состав.

Таблица
Количество общего азота, белка по общему азоту и по Лоури в водорастворимой и 
щелочерастворимой фракциях, а также общего азота небелковых азотсодержащих 

соединений дрожжей С. £и11Иеттопс1и 71, мг на 100 мг абс. сух. дрожжей

Фракции

До голодания * После голодания Инкубация на вали­
не— №5, с = 8 час.

об
щ

ий
 аз

от

бе
ло

к п
о 

об
щ

ем
у 

аз
 э

ту

бе
ло

к п
о 

Ло
ур

и

об
щ

ий
 аз

от

бе
ло

к п
о 

об
щ

ем
у 

аз
от

у

бе
ло

к по
 

Ло
ур

и

об
щ

ий
 аз

от

бе
ло

к п
о 

об
щ

ем
у 

аз
от

у

бе
ло

к п
о 

Ло
ур

и

Водорастворимая 1,56 9,75 14 0,51 3,2 5.3 0,78 4.9 7.3
Щелочерастворимая

1 и 11 1.03 6,43 6,43 1,23 7,7 9,1 1.1 6.9 8.6
Небелковые азотосодер- 

жащие соединения 0,83 — — 0,14 —— 0,80 ■

Приведенные в табл. 1 данные показывают, что в исходной культу­
ре содержится 1,56 мг белкового азота и 0,83 мг азота небелковых водо­
растворимых соединений на 100 мг биомассы, а при голодании эти вели­
чины падают соответственно до 0,51 мг и 0,14 мг, т. е. уменьшаются поч­
ти в три и шесть раз соответственно. Таким образом, при голодании на­
блюдаемое уменьшение водорастворимой фракции происходит как за 
счет белков, так и небелковых азотсодержащих соединений. Интересно 
сопоставление количества белка, определенного по Лоури, с содержа­
нием белкового азота. Белок по Лоури в исходной культуре составляет



4£ Л. V Навасардян, Е. Г. Багдасарян, М. А. Давтян

14 мг на 100 мг дрожжей, а количество белка, определяемого по общему 
азоту, составляет 9,57 мг на 100 мг дрожжей. Эти величины после голо­
дания соответственно составляют 5,3 и 3,2 мг, т. е. данные, полученные 
при определении белка двумя способами, резко расходятся. По-видимо- 
му, при голодании, помимо количественных, произошли и качественные 
сдвиги в водорастворимых белках, что и отразилось на интенсивности 
окраски с реактивом Фолина.

Действительно, полученные хроматограммы гидролизатов водо­
растворимых белков показывают некоторые различия в аминокислотном 
составе последних до и после голодания. После голодания заметно повы­
шается процентное содержание лизина, гистидина, аспартата и серина 
и несколько понижается количество валина (табл. 2). По-видимому, при 
голодании не все подфракцпи водорастворимых белков уменьшаются 
равномерно.

Таблица 2՜

Аминокислотный состав водорастворимой и щелочерастворнмой фракции белка 
дрожжей С. §иПИегтопс1И 71, количество аминокислот, моль

Аминокислоты

Водорастворимая 
фракция

Щелочерастворимая 
фракция

Цистеин
Лизин - гистидин
Аргинин
Аспарагиновая кислота
Глицин
Глутаминовая кислота — треонин
Аланин
Тирозин
Валин
Фенилаланин
Лейцин

8,4 9,3 10 —1
֊

10,9 15,2 13 20,6 21 19
5,8 4,7 5,8 6 5,7 4,4

15,7 21 15.7 5,4 4,8 4,7
8 8,1 7,8 6,3 8,4 6,5

18,8 19 17.4 24 24,5 23,6
10,8 10,2 10,2 Н.4 12 П,6
4,2 3 4 2.7 3,3 3,47
4.3 1.3 5 6 6,3 7,63
3.2 1 1.5 4,3 2 4,7
9,4 7.5 9,4 14 12 | 14,5

При хроматографическом анализе на бумаге небелковой азотсодер­
жащей фракции, которая в литературе известна как свободный или об­
менный пул аминокислот, оказалось, что она в течение голодания зна­
чительно обедняется аминокислотами.

При восьмичасовой инкубации голодающей культуры в присутствии 
меченого валина-№5 наблюдается обратная картина, а именно пока­
затели общего азота и белка, а также свободного фонда приближаются 
к величинам неголодающей культуры. Интересно, что при этом восста­
навливается нормальное процентное соотношение аминокислот белков 
водорастворимой фракции (табл. 2).

Однако следует подчеркнуть, что темпы восстановления свободного 
пула более выражены. Это находит свое отражение также при исследо­
вании удельного содержания №5 в указанных фракциях.
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Таблица 3
Содержание М15 и №• в отдельных белковых 
фракциях и в свободном пуле дрожжей С. £и11- 
ИегтогкИ! 71 после восьмичасовой инкубации на 

валине — М։5, °/։

Фракции °/о И”

Водорастворимая 
Солерастворимая 
С пирторас г вори м ая 
Щелочерастворимая I и 
Свободный пул

1,34 98,64
3,1 96,9

1 1,7 98,3
II 1,12 98,88

1 7,1 | 92.9

Данные табл. 3 показывают, что процентное содержание М15 после 
восьмичасовой инкубации в водорастворимой фракции достигает 1,34, а 
в свободном пуле—7,1. Полученные данные вполне объяснимы, ибо 
включение аминокислот в биосинтез белков происходит после их пред­
варительного включения в обменный фонд. Однако следует обратить 
внимание на гот факт, что в этих экспериментах процентное соотноше­
ние М15 в инкубационной среде составляет 9,2, и если бы восстановление 
обменного фонда аминокислот происходило бы за счет азота меченого 
валина, то процентное содержание последнего должно было быть значи 
тельно выше полученного нами. Содержание азота водорастворимом 
фракции в указанных условиях увеличивается на 40%• Следовательно, 
если это восстановление произошло бы за счет меченого валина среды, 
то теоретически процентное содержание азота М15 в этой фракции долж­
но было быть 2,9 взамен обнаруженного нами 1,34. Полученные данные 
наводят на мысль о том, что ресинтез белков этой фракции, а также в 
некоторой степени обменного фонда аминокислот происходит и за счет 
аминокислот, образующихся при катаболизме других белков. По всей 
вероятности, ресинтез водорастворимых белков идет за счет аминокис­
лот щелочерастворпмых белков, количество которых, как было показано 
[2], при азотном голодании резко возрастает»..

Приведенные в табл. I данные показывают, что при азотном голо­
дании несколько возрастает содержание общего азота и белка в щело­
черастворимой фракции. Если учесть, что при этом увеличивается коли­
чество биомассы на 50—60% [2], то значит действительный прирост бел­
ка и общего азота в щелочерастворимой фракции при голодании значи­
тельно выше приведенных в таблице данных.

Интересно, что и в этом случае после голодания становится оолее 
выраженным расхождение между количеством белка, определяемым 
двумя различными способами. Так, если до голодания количество бел­
ка, определяемого методом Лоури и по общему азоту совпадают, то 
после голодания при определении по общему азоту оно выражается в 
значительно заниженных цифрах по сравнению с методом Лоури. Это 
свидетельствует о том, что при голодании происходят не только количе­
ственные, но и качественные сдвиги в щелочерастворимои фракции. 
По-видимому, при голодании происходит неравномерный биосинтез под­
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фракции щелочерастворимых белков. Не исключается, что при этом 
преимущественно происходит биосинтез определенной подфракции (или 
нескольких подфракций), имеющих значение при голодачии. Хромато­
графический анализ (табл. 2) гидролизатов щелочерастворимы.х белков, 
однако, не обнаруживает выраженного различия в процентном соотно­
шении белков до и после голодания, а также после восьмичасовой инку­
бации в присутствии меченого валина. По-видимому, различные под­
фракции щелочерастворимых белков не особенно отличаются по амино 
кислотному составу.

При восьмичасовой инкубации в присутствии валипа-М15 пони­
жается содержание общего азота и белка щелочерастворимой фракции 
и приближается к значению аналогичных показателей неголодающей 
культуры.

В общих чертах можно заключить, что при голодании происходит 
увеличение щелочерастворимых белков за счет водорастворимых фрак­
ций, а при инкубации в присутствии азота (валина—М15), наоборот, уве­
личивается содержание водорастворимых белков за счет щелоче­
растворимых.

Приведенные в табл. 1, 3 данные наглядно показывают, что хотя при 
инкубации в присутствии источника азота происходит понижение содер­
жания щелочерастворимых белков, одновременно происходят и биосин­
тетические процессы в этой фракции, так как обнаруживается 1,12% 
№5. Это. по-видимому, связано с тем, что различные подфракции щело­
черастворимых белков по-разному реагируют на азотное голодание, а 
также при инкубации в присутствии источника азота. По всей вероятно­
сти, как уже было сказано выше, у дрожжей имеется особая подфрак­
ция (или несколько подфракций) щелочерастворимых белков, которая 
усиленно синтезируется при голодании и, наоборот, катаболизируется 
в присутствии источника азота.

Приведенные в табл. 3 данные показывают, что происходят биосин­
тетические процессы и в остальных белковых фракциях, так как в них 
также обнаруживается включение М15. Однако происходящие изменения 
в этих фракциях вряд ли могут играть существенную роль в количе­
ственном балансе и распределении азота в клетках, ибо содержание азо­
та в них весьма незначительно.

Как уже выше отмечалось, при восьмичасовой инкубации в присут­
ствии валина-М15 в водорастворимых белках обнаруживается №5 значи­
тельно ниже теоретически ожидаемых величин. На основании этого сде­
лано заключение о ресинтезе водорастворимых белков за счет катабо­
лизма щелочерастворимых белков. Можно было бы предположить, что 
образовавшиеся при катаболизме щелочерастворимые белки должны 
пройти в свободный пул аминокислот и далее вовлечься в биосинтетиче­
ские процессы. Однако данные таблицы показывают, что процентное со­
держание М15 в свободном пуле близко таковому в среде (7,1 и 9,2 соот­
ветственно), т. е. не происходит ожидаемое разбавление 1М15 в свобод­
ном пуле.
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На основании этого можно прийти к заключению, что рету.тнзация 
аминокислот белкового катаболизма может осуществляться минуя сво­
бодный пул, что согласуется с мнением некоторых авторов [3].
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ք
քսություններից, տեղի են ունենում նաև որակական տեղաշարժեր։ Այդ խմո­
րասնկերի կուլտուրան վալին-^]^-ի վրա, սինթետիկ միջավայրում, ինկու­
բացիայից Հետո առաջացնում Լ ջրալուծ ֆրակցիայի սպիտակուցների վերա­
կանգնման տենդենց։ Ստացված տվյալներից պարզվում է, որ տեղի է ունե­
նում ջրալուծ ֆրակցիա յի սպիտակուցների ռե սինթեզ ուրիշ սպ ի տ ա կուցա - 
յին ֆրակցիաների կատաբոլիզմի հաշվին ևս' մասնավորապես •»իմնալուծ 
ֆրակցիայի, որոնց քանակր վւպին֊№ ֊ի լ1[,ա> ինկուբացիայի դեպքում, 
իննում է։ Սակայն ինչպես ցույց են տալիս հիմնալուծ սպիտակուցային ֆրակ­
ցիաների մեջ №3-/» ներգրավման վերաբերյալ եղած տվյալները միաժամա­
նակ տեղի է ունենում այդ ֆրակցիայի սպիտակուցների սինթեզ:
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