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В предыдущих работах были установлено, что у .музейного штамм? 
Candida chevalieri (шт. 66), трудно ассимилирующего DL-валнн в каче
стве единственного источника азота, можно значительно усилить темпы 
размножении культуры в присутствии данной аминокислоты, внесенной 
в жидкую глюкозо-минеральную среду, только после прохождения 30— 
.50-часовой латентной фазы. В проведенных опытах была исключена воз
можность развития спонтанных мутантов н популяции посевной культу
ры. Нами была выдвинула гипотеза о том. что наблюдаемое явление мож
но характеризовать как индуцирование у музейной культуры активных 
систем под воздействием специфического субстрата-валнна (1։2).

В настоящей работе излагаются результаты опытов, имеющих целью 
выявить какие, именно, функции клеточного метаболизма подвергаются 
модификации в процессе адаптирования к новому источнику азота.

В качестве показателей выбиралось: проникновение и накопление 
DL-валипа и в некоторых случаях DL-норвалнна, дыхание и активность 
валин: кетоглутарат аминотрансферазной энзиматической системы.

Объектом исследования служили музейная (М) и адаптированная 
(А) культуры С. chevalieri (шт. 661. выращенные на основной глюкозо- 
минеральной среде (ОС), жидкой или агарнзованной, содержащей в ка
честве единственного источника азота для музейной культуры сульфат 
аммония, а для адаптированной—DL-валнн.

Адаптированная культура полхчена в опытах С. М. Инджнкян ( ) в 
период декабрь 1962 г.—январь 1963 i и с того времени сохраняется ну- 
тем пересева каждые 2 месяца на агарнзованной ОС с валином ( ).

Выращенные и жидкой ОС до конца никла роста культуры применя
лись в опытах по изучению аминотрансферазной активности непосред
ственно после их отделения от культуральной жидкости, а в опытах по 
изучению дыхания и проницаемости - после голодания, путем инкубации 
в водном 2%-ном растворе глюкозы до полного расхода последней (*».

47



Дыхание дрожжей определялось в аппарате Варбурга путем инку
бирования клеток в фосфатном буфере (эндогенное дыхание) или в том 
же буфере с добавлением глюкозы. Интенсивность дыхания определя- 

у
лась по формуле:(?«1>= —" ’ где УО| — поглощенный Оа в .чл*л, Р—био- 

• л I 1
масса дрожжей (абс. сухие) в мг, /—время инкубации в часах.

Аминотрансферазная активность определялась в бесклеточных экс
трактах, полученных путем гомогенизации клеток в фосфатном буфере 
М/10 Г>. После отделения осадка при 6000 об/мин. в течение 20 минут, 
надосадочный экстракт подвергался диализу против 0,02 М КС! 12 часов 
при температуре 4-4° и использовался в качестве ферментного препара
та; общин азот последнего определялся микрометодом Кьельдаля. В ка
честве донора \Н2 группы использовался ЭЕ-валнн, акцептором слу
жил «чсетоглутарат Активность ферментного препарата оценивалась ио 
количеству образовавшейся глутаминовой кислоты и рассчитывалась по 
следующей формуле: ■■

Рглу — — < 10“2, где (^Г|у — активность препарата, РГ1у — колнчес- 
XX/

тво глутаминовой кислоты, синтезированной во время опыта в мкг, 
\ —содержание азота в экстракте, поставленного на инкубацию в 
мг и /—продолжительность инкубации в часах.

Проникновение и накопление аминокислот в клетках оценивалось 
путем инкубирования дрожжевой суспензии в фосфатном буфере ЛХ/15, 
pH—5,8 в присутствии ОЬ-валина, за определенный промежуток време 
пи, дальнейшего отделения биомассы от жидкой фазы, тщательного ее 
промывания и экстракции проникнувшего субстрата 70%-ным этанолом 
гидромодулем (этанод/6иомасса=30/1). Аминокислоты экстрактов опре
делялись методом хроматографии на бумаге (б). Скорость проникновения 
оценивалась в интервале 0—5-минутной инкубации по формуле

А К
V = “—~~ ХЮ5, уровень накопления по количеству аминокислот, про

никнувших в 100 мг биомассы (сух. вещества) за 30 минут; аминокисло
ты (ЛК) определены в мкг, биомасса дрожжей (Р) в мг. время инкуба
ции (/) в минутах. Н

I. Проникновение и накопление ОЬ-валина и ОЬ-норвалина в клет
ках музейной и адаптированной культур С. сйеиаИегЬ Полученные дан
ные (табл. И показывают, что у приспособленной к валину культуры 
усиливаются скорость проникновения и уровень накопления упомянутой 
аминокислоты. В результате этого, значительно повышается отношение 
концентрация валина в клетке 
концентрация валина в среде

Одновременно, в такой же степени усиливается скорость проникно
вения и уровень накопления норвалина. Последний факт указывает на 
возможное сходство между системами, осуществляющими перенос и на
копление этих изомеров.
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Данные, полученные при инкубации адаптированной культуры в при 
сутствнн смеси обеих аминокислот, подтверждают это предположение. 
В смеси валннЧ-норвалнн в равных концентрациях и даже при 4-х крат
ной концентрации валина по отношению к норвалину, значительно по
давляется скорость проникновения и уровень накопления валина. При

Таблица /

Проникновение и никопленнс НЬ-вашна и норвалина и клетках муленнпн и адапти
рованной культур С. с1։е\а11ег1.

Инкубационная смесь на 10 ли: субстрат-варианты I 45 иМ, варианты IV 4 45 лМ. 
дрожжей 146 200 мг (сух. пещ-ва}. продолжительность инкубации 30 мин.

Валин I
Валин IV
Норвалнн I
Валин I норвалин I валик
Валин IV норвалнн I налип
Валин I норналин IV валин

Скорость 
приннкно-

B VII ин
Уровень 

накопления
Концентрация н клетке
Концентрация в среде

м 1 А м | А м i А

2.8 3.8 2,9 5.0 0.6 1.2

2.4
3.2 4.7 0.3
3.4 2.3 4.4 0.5 1.1
1.6 1.8 ».5
1.6 2.2 0.1
0.2 0.4 0.1

4-х кратной концентрации норвалина по отношению к валину, проникно
вение последнего подавляется более чем на 90%. Это указывает на груп
повую специфичность транспортных систем, пли же на наличие одного 
или нескольких общих звеньев в процессах, осуществляющих перенос ва
лина и норвалнна. Пример такого явления описан также у Е. соН (г)-

Таблици 2

Дыхание музейной и адаптированной к DL-валнну культуры С. chexalien 
Инкхбацпонная смесь в 2 мл в каждом сосудике валин 100 чк.М или i\llj,SO4 
30 .чаМ—0.5 мл, дрожжей 18—21 мг биомассы (сухой вес)—0,5 лы. глюко<а 4^— 
0.5 мл. синтетическая среда—0.5 ли. pH—5.2; атмосфера—воздух, продолжительность 

* инкубации—2 часа. Все величины в Q ։

Эндогенное дыхание Дыхание в присутствии 
глюкозы

NH, Вал ин NH, Валин

М А М А м А М А

4.0 12,0 5.0 8.7 25.0 20.0 15.6 21.6
7.0 12,0 8.6 11.4 13,0 38.4 28.1 38.6■
4. .4 16.3 5.7 II.7 34.0 .30,0 25.0 34.8
1.2 12.0 6.0 10,0 25.7 20.5 17.5 25.4

2. Дыхание музейной и адаптированной к ОЬ-валину культуры к 
С. сЬеиаЬег!. Изучалось потребление кислорода суспензией обеих куль-
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;ур в присутствии аммония или ОЬ-валнна, с целью выявления роли 
каждого из источников азота в стимулировании дыхания соответствую
щих культур. Результаты повторных опытов приведены в табл. 2 и На

? ՝/? -/яЯИ
В условиях эндогенного дыхания в присутствии обоих источников 

азота, у адаптированной культуры величина р„։ значительно повышена 
н ՝ сравнению с музейной: у последней, в среде с валином, дыхание про- 
исходит несколько сильнее (в среднем на 25%) по сравнению со средой, 
содержащей аммоний, а х адаптированной культуры, при наличии аммо
ния. дыхание интенсивнее (в среднем на 30%), чем в среде с валином.

Рис. 1. (ыхание музейной и адаптированной к DL-eaenin культуры 
С. сlievalleri

Изложенные данные указывают па глубокую перестройку дрожже
вой клетки в процессе адаптации, в частности, по накоплению в прото- 
плазме компонентов (углеводов и др.), служащих субстратом для эндо
генного дыхания. , Л

При инкубировании в присутствии глюкозы резко повышается пот
ребление кислорода как у музейной, так и у адаптированной культуры: 
XI14 действует сильнее у музейной культуры, а валин—у адаптирован- 
н й В этом случае примечательно, что величины Qo в присутствии суб
страта. служащего источником атота в процессе выращивания (NH4 для 
музейной, валин 1ля адаптированной), почти равны, в то время как Q1(| 
начительно снижается в присутствии субстрата, который не служил ис

точником азота при выращивании данной культуры.
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Это показывает, что источник азота, в прясу гствин которого культу
ра выросла является лучшим стимулятором диссимиляции экзогенных 
углеродистых субстратов (в нашем опыте глюкоза).

Таким образом снижение ()о при налички азотистого субстрата, к 
которому культура не приспособлена, приобретает характер торможения.

.3. Активное ть аминотрансферазных систем, переносящих \Т12 груп
пу валина на ъ-кстоглутарат у музейной и адаптированной к валину 
культур.

Таблица i

X к гний ость некоторых аминотрансфераз. действующих 

с кетоглутаратом у С. dievol ieri

11нкуб811нонная смесь: донор \Н2*вални 20 як.М—0,2 .ц.։, кетоглх тараг- 40 .чхМ- 0.2 мл, 
пиридоксаль фосфат—20 мкГ 0.1, фосфатный б)фер М/10 0.2 ферм.нтпый пре

парат—0,3 .мл. Общий объем—I Х.1. pH 7.6—7.8. Данные и ф.,

/laid опыта Музе иная культура Культура, а лапти*
рованнля к валких

17/ 1 1968
31 I 1968 
14/11 1968

12.1
28.6
29.0

46.0
70,0
92.6

Полученные данные показывают (табл. 3), что в процессе адаптации 
к валину активность налип: кетоглутарат аминотрансферазной системы 
значительно усиливается. Такое стимулирование .можно приписать дей
ствию валина, играющего роль специфического ехбетрата-индуктора. как 
показано по некоторым ферментам, участвующим в метаболизме амино
кислот (в).

Совокупность полученных данных позволяет заключить, что в про
цессе адаптации к новому источнику азота—валину, одновременно уча
ствуют несколько функций, которые усиливаются и способствуют к более 
интенсивному включению данного метаболита в энергетические и биосин
тетические процессы клеток.
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‘Ուսումնասիրման օբյեկտ հ ան ղի ս ար ո ղ £, <:11?¥31յւ*Ո կուլտուրայի աղոտի 
Հիմնական աղբյուրն Լ ամոնիում սոլլֆատր, իսկ ինչպես բույր տվեցին մեր 
լաբորատորիայի հետազոտությունները, վտ(ինր ինտ են սիվ ո բեն քուրա բվում 
ե կուլտ ուրա յի ա դապտացմ ան շնորհիվ։

Որպես բյքային մետարոլիղմ ի ցուցանիշներ ընտրվել են' 1)Լ-վ ալինի 
ներթա էի ան բումն ու կուտակումը, շնչառությունը, վա լին — կ ե տ ո ղ քյ ո ւ տ ա ր ա ա 
ա մինաւոր ա նսֆե րա ղ ային սիստեմ ի ա կ տ ի վությունը։

Հետազոտությունները բերեք են հետևյալ ե դրա կ ա ց ո ։ թ յ ո ւնն ե ը ի.

1, վալինի նկատմամբ ադապտացմ ան պրոցեսում խթանվում ի տվ լալ 
ամինաթթէ/ի ք՚ջիէն երբ ներթափանցելու արա դ ոէթյունր , բարձրանա մ / նրա 
կուտակման մակարդակը: Միաժամանակ խթանվում Լ նո րվալին ի ներթա- 
փանդ մ ան արաղոէթյունր և կուտակման մակարդակը։ Եդբւսկացվում է, որ եր

կու իզոմ ե բների նեըթաւիանցո։ մր կարող / ապահովվել միևնույն թաղանթա- 
լին փոխադրի լ սիստեմի օդն ո։թյտմբ (աղ, / )։

հ. Էն դո դեն շնաոության պայմաններում աղոտի երկու, աղբ յո։ բների մեկի 
առկայությամբ, աղապտված կուլտուրայի (^Օշ ցուցիչը ղղալիորեն բարձրա

նամ է համեմատած թանդարանային կ ուչտուրա քի հետ։
Դ լյոէկողի առկայությամբ ք\14.|)շՏՕ4 խթանում Լ շն լ ա ո ո ւ թ յ ո ւն ր թանդա

րանային կուլտուրայի, իսկ վալինր ադապտված կուլտուրայի մոտ։ Եզրակաց
վում Լ, որ ադապտացմ ւսն պրոցեսը նպաստում / աղոտի նոր աղբ յուրի ներ- 
գրավման դեպի ած խածն ի Լկդոդեն սուբստրատի (ւովյալ դեպրում դլոէկոզի) 
մ ե տ տ բ ո ւ ի դ ։ե ի ուղիները (աղ. 2 ):

3. Վալինի նկատմամբ ա դապ տարման պրոցեսում խթանվում / վալին 

*1-կետողլյոէտաբատ տ մ ին տ տ ր տն սֆե ր ա ղա յին ֆերմենտ ային սիստեմի ակ- 
տ ի վոլթ յունր ( աղ, 3 )է
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