
ՀԱՅԿԱԿԱՆ ԱՍ 2 ԳԻՏՈՒ^ՅՈԻՆՆԷՐԻ ԱԿԱԴ է) 1Г |’ԱՅ Ի Q հ։» (11> 3 8 Ն b Ր 
Д ОКЛАД Ы АКАД Е М И И НАУК АРМЯНСКОЙ ССР 

LX 1975 — --------- --------

УДК 576.809,581.13

МИКРОБИОЛОГИЯ

3. В. Млршапинл, Е. Н. Макарона. А. Р. Мннтарян

Влияние источников азота на накопление лизина в 
культуральной среде и в клетках бактерий

(Представлено чл.-корр ЛИ Армянской ССР В. М Мхитаряном 22/1 1975)

Вопросы регуляции биосинтетических процессов у микроорганизмов, 
связанные, в частности, с усилением возможностей сверхсннтеза от­
дельных, наиболее ценных аминокислот у ауксотрофны.х мутантов, при 
влекают в последнее время интерес многочисленных исследователей 
('֊’).

Одним из регулирующих факторов в синтезе аминокислот являет­
ся изменение состава питательной среды и, в первую очередь, изменение 
источника азота (4՜’).

Настоящая работа посвящена изучению некоторых особенностей 
влияния сульфата аммония и глутаминовой кислоты на накоплена 
свободного внутриклеточного и внеклеточного лизина у ауксотрофны֊. 
мутантов—продуцентов этой аминокислоты.

Объектом исследования служили Corynebacterlum glut, hit 95. 
28, 8 и Brevibacter. шт. 22—ауксотрофные мутанты, продуценты лизи­
на.

Культуральная среда имела следующий состав (%): глюкоза- 10; 
КНгРО<—0,03; КаНРО4—0.1; MgSO, • 7НаО—0,03; DL—метноннн
0.04. DL—треонин—0.1; биотин—0.002 мг/100 мл. Для инкубации Вге- 
vibacterium шт. 22 к этой среде добавляется тиамин—0,02 .нг/100 .«.։ 
17); мел—2. В качестве источников азота служили: сульфат аммония 
2; DL—глутаминовая кислота—4.4. pH среды 7,2—<,5. Инкубация про­
водилась в пробирках диаметром 2 см с 5 .ил среды на качалках при 28 
в течение 72-х часов. Посевным материалом служила суточная культура 
с рыбного агара в виде суспензии. В каждый вариант вносилось 0,4— 
0.6 мг абс. сух. в.

В конце опыта биомасса, после тщательного промывания холодной 
Дистиллированной водой и отделения от мела, определялась нефеломет 
рнческим методом и экстрагировалась 80%-ным кипящим этанолом с 
гидромодулем 30 в течение часа. Для обнаружения внутриклеточных 
3Мннокнслот экстракты подвергались хроматографированию в раствори 
теле бутанол: уксусная кислота: вода (4:1:1) ио методу Лисицкого 
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и Лорана (8). Внеклеточным лизин определялся методом высоковольг 
кого электрофореза в муравышо-уксуснокислом буфере pH 3,1 (9). Про- 
явка аминокислот проводилась 0,2% нингидрином в ацетоне,

В табл. I приведены средние данные из 4—6 повторностей, показы­
вающие накопление внеклеточного лизина при использовании различных 
источников азота у 4-х исследуемых культур

Таблица I
Влияние источников азота на потребление глюкозы, 

прирост биомассы и накопление внеклеточного лизина

Культуры

Потребленная 
глюкоза» «г Ю -ил

Прирост био­
массы. мг збс.

С. в 10 .«.։
Внеклеточный 
лизни, г/л

1ЧН + П1.-Глу а » \н*т.-глу МН.+ОЬ—Глу1 *

С. £1п1лт 1сшп шт. 95
С. £1и1ат1сит шт. 28
С. £|и1ат!сит шт. 8
Втет1Ьас(ег1ит шт. 22

848 450
"18 520
7-38 430
620 400

1

42 20
39 12
30 12
30 14

11.3 0
10.3 0
10-8 0
8.2 0

Результаты, приведенные в табл. I. свидетельствуют о том, что ус­
воение аммиака обеспечивает довольно высокий, для синтетических 
сред, выход лизина (в среднем II г/л) Усвоение глутаминовой кислоты 
также происходит, о чем свидетельствует, хотя и более низкий, уровень 
потребленной биомассы Но при усвоении этого источника азота вне 
клеточный лизин нс накапливается в определяемых количествах.

Поскольку биосинтез аминокислот происходит в клеточном обмен 
ном фонде, то, естественно, возникающий вопрос заключается в том- 
имеет ли место биосинтез лизина внутри клеток вообще, когда источни­
ком азота является глутаминовая кислота. С этой целью наряду с вне­
клеточным лизином, были изучены свободные внутриклеточные амино­
кислоты. .» лТ Д

Результаты анализа аминокислотного состава спнрторастворимой 
фракции 4-х культур при усвоении сульфата аммония и глутаминовой 
кислоты показаны на рис. 1.

Прежде всего необходимо отметить, что источники азота сущест 
венным образом влияют как на качественный, так и количественный 
состав аминокислот спирторастворимой фракции. Сульфат аммония 
обеспечивает более полный набор аминокислот у всех штаммов 
Преобладающими аминокислотами здесь являются глутаминовая 
кислота, лизни, аланин, валин-мстионин, фенилаланин. Другие амино­
кислоты присутствуют в виде следов. При усвоении Э1.֊ глутаминовой 
кислоты аминокислотный обменный фонд культур более беден. Здесь 
полностью отсутствуют валин с метионином и лейцин, а фенилаланин 
находится в виде следов, меньше аланина

Представляет интерес тот факт, что в клетках не обнаруживается 
треонин ни у одной из культур на обоих источниках азота н метионин 
при выращивании на глутаминовой кислоте (на сульфате аммония пай 
дено большое количество валина, который находится в одном пятне с 
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метионином), несмотря на го. что лн аминокислоты довольно в боль­
шом количестве присутствуют в пита нльнои среде, как ее компоненты.

Наблюдаются и межкультуральныс особенности аминокислотного сос­
тава и зависимости от источника азота. 1ак клетки Brevibaclerium шт. 
22 по аминокислотному составу отличаются от клеток С. glut, шт, 95. 28. 
8, выращенных на среде с сульфатом аммония В этом случае у Brevi- 
bacteriurn обнаруживается очень много лизина, почти нет фенилаланина 
и мало валина с метионином. Возможно, что высокий уровень содержа­
ния внутриклеточного лизина является причиной того, что в культураль­
ной среде накопление этой аминокислоты несколько занижено по сравне- 
нню с С. glutamicum. Аминокислотный состав 3-х штаммов С. 
glutamicum при усвоении этого источника азота идентичен

взего

Рис. 1. Спирторлсгворимыв амниокнелогы B"nlb’c,e,'“7 
шг, ?2(A)։։Coryncbacicr։ui»g>u|‘։l”u’"n ։>1’՝ ’ 4
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При выраЩиванПП культур в среде с 0Լ глутаминовой кислотой 
они, по аминокислотному составу, разделились на 2 группы. Вге\чЬас|. 
шт. 22 и С. рЫаткит шт. 8 отличаются тем, что глутаминовая кисло 
га. проникнувшая из среды нс накапливается в клетках, а подвергается 
обмену, в результате чего у этих культур накапливается большое коли­
чество лизина. Однако лизин не выделяется из клеток в культуральную 
жидкость. С £1и1апнсит шт 95 и 28 отличаются высоким содержанием 
проникнувшей из среды глутаминовой кислоты. Она накапливается л 
не подвергается метаболизму, н результате чего в клетках нет лизина, 
нет н других аминокислот. В пользу такого предположения говорит и то, 
что накопление лизина в культуральной жидкости не происходит, зна­
чит его отсутствие в клетках не связано с выходом в окружающую среду

Таким образом. ОЬ-глутамиповая кислота, как основной источник 
азота, усваивается ауксотрофными мутантами С. £1н1аппсит шт. 95, 
28. 8 и ВгемЬас1ег1пгп шт. 22, свидетельством чему является прирост 
биомассы. Однако усвоение носит относительный характер, так как 
биомасса нс отличается полноценностью с точки зрения аминокислотно­
го состава обменного фонда, который состоит, в основном, из 2-х или 
3-х аминокислот (лизин, глутаминовая кислота, аланин). Кроме того, 

биомасса не обладает способностью накапливать внеклеточный лизин 
в большом количестве. Тем нс менее биосинтез лизина в клетках Вге\ч- 
ЬасЧепшп шт. 22 и С. £1и1апвсит шт. 8 происходит. Это даст возмож­
ность предполагать, что отсутствие этой аминокислоты в культуральи >-ւ 
жидкости связано с возможностью выхода се из клеток, т. с. с вопросом 
клеточной проницаемости.

У С. £1и(аггисигп шт. 95, 28 лизни не найден в клетках, но в боль­
шом количестве содержится проникнувшая из среды глутаминовая 
кислота. Можно предположить, что в клетках глутаминовая кислот» 
очень слабо подвергается метаболизму, аминокислоты синтезируются 
в незначительном количестве, которые, по-внднмому, включаются в бе­
лок. гем самым обеспечивая рост биомассы, а накопление лизина ժ 
клетках не происходит.

При усвоении сульфата аммония, как основного источника азота, 
пул более богат как по уровню содержания, гак и по набору аминокис­
лот. Что касается лизина, то его содержание в клетках и в культураль­
ной жидкости находится в обратной зависимости.
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Աչխատանքր Նվիրված Լ ամոնիուծի սույֆատի հ գյյու տամինաքէթվի и'Ч՜ 
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ներրքյայիՆ և տրտարյքայիՆ ւիրյիՆի Հատակման վրա' այդ ամինաթթուն ար- 
տադրոդ աուքսՈտբոֆ մոսոանտնեբի մուու

ձետադոտմ ան օբյեկտ են հանդիսացնէ /իդին արտաւքքող աուքսոտրոֆ 
մուտանտներր Ը. ^1սէՅՈ1|մԱ(Ո շտ. 8, 28, 0.5 և 8^1ԵՅ€է€ր1Ա!Ո *2*

Կարեյի Լ ենթադրեր որ բջիջներու մ <// յու տ ամ ին աթ թ ուն շատ թույլ Լ 
րնդգրկվում նյութափոխանակության մեջ, ամինաթթուները սինթեդվում են 
աննշան քանակությամբ, որոնք Լյ, րստ երևույթին, ներդրավվում են սպի. 
ւոակուցի մեջ, դրանով իսկ ապահուէելով կեն սա դան դվածի աեր, իսկ լիդինի 
կոլտ ակում բջիջն երում տեղի շի ունենում։

ու բաց մ ան
դեպքում, աղատ ամինաթթվային ֆոնդն ավելի հարուստ ( ամինաթթուների 
պարունակության մակարդակով և նրանց Հավարածուովլ

Ւնչ վերաբերում / լի դինին, ապա նրա պ արուն ակութ յունր բջիջներում և 
կուշտուբալ հեղու կում գտնվում Լ հակադարձ հարաբերության մեջւ

Ամոնիումի սուլֆատի1 որպես աղոտի հ իմնական աղբյուրի յ
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