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ROZKEAD NIEKTORYQH AMINOKWASOW
WYSTEPWACYCH W SCIEKACH GARBARSKICH X
PRZEZ BAKTERIE WYDZIELONE Z TEGO SRODOWSKA '

Rozktad ztozonych substancji biatkowych znajdujacych sie w
réznych wodach odpadowych do .wolnych aminokwasow odbywa
sie przy wspotudziale mieszanych populacji bakteryjnych.
Rozktad ten.jest wielostopniowy i przebiega z posSrednim
tworzeniem polipeptydéw niskodrobinowych.

Prace zwigzane z wystepowaniem wolnych i zwigzanych a-
minokwasOw w $ciekach sa jeszcze w literaturze nieliczne
[1, 2, 3, 4], Dotycza one gtownie oznaczania aminokwaséw w
$ciekach bytowych i odptywach z réznych urzadzen oczysz-
czajacych te scieki. Mozna natomiast stwierdzic zupeiny
brak podobnych opracowan sktadu aminokwasowego $ciekow prze-
mystowych, zwtaszcza bogatych w substancje biatkowe. Przy-
czyng tego stanu byt prawdopodobnie brak prostych metod o-
znaczania aminokwasow w tych S$rodowiskach. Wprowadzenie
chromatografii bibutowej do oznaczania aminokwaséw w hy-
drolizatach biatkowych stworzyto podstawe do wykorzysty-
wania tej metody do oznaczania aminokwaséw réwniez w $cie-
kach. Stwierdzajg to prace SASTRY i wspoétpracownikow DO.
SUBRAHMVANYAVR i wspoOtpracownikow [5]« EFFENBERGERa i JUR-

SIKa CO oraz JURSIKa 00, ktérzy oznaczali wolne i zwig-
zane aminokwasy w $ciekach metodg chromatografii bibuto-
wej

Wolne aminokwasy, powstate z hydrolizy biatek przy bio-
logicznym oczyszczaniu $ciekdw sg stopniowo zuzywane przez
drobnoustroje biorgce udziat wtym procesie. Stuzg one ja-
ko zr6dto energii oraz wegla i azotu do syntezy nowej masy

X')Czeé(: pracy doktorskiej wykonanej pod kierunkiem doc. dr
inz. K. Kluczyckiego. kierownika Katedry Biologii Sani-

tarnej Politechniki Slaskiej.
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komdrkowej. Witasciwy metabolizm aminokwaséw przebiega,wew-
natrz komorek. Produkty rozkitadu aminokwaséw sa r6zne, za-
leznie od warunkéw w jakich przebiegajg procesy rozktadu i
od enzyméw, ktore katalizujg ten rozktad (6, 7, 8], Nie-
wiele jest rowniez prac omawiajacych rozktad poszczegdl-
nych aminokwaséw przez saprofityczne bakterie tlenowe. Ba-
dania te dotyczag gtownie bakterii chorobotwdrczych przewo-
du pokarmowego [9» 10, 11]. WS$rod prac nad metabolizmem a-
minokwasowym saprofitow na uwage zastugujg doSwiadczenia
ZVIRBLIANSKIEJ [12], ktora badata stopien wykorzystania a-
minokwaséw przez bakterie z rodzaju Achromobacter, Flavo-
bacterium i Bacillus wyhodowane ze stodu. Analizy chroma-
tograficzne przeprowadzone po okresie hodowlanym wykazywa-
ty rézny stopien wykorzystania aminokwaséw przez poszcze-
gblne szczepy. Ogo6lne zuzycie aminokwaséw wahato sie w
granicach 20 do 50/6 zaleznie od szczepu bakterii. DISLER
[13] przeprowadzit doswiadczenia z Bacillus mesentericus
badajagc jego wzrost na podtozu mineralnym z dodatkiem ami-
nokwaséw jako zrédta azotu i wegla. Badanie chromatogra-
ficzne wykonane po okresie hodowlanym wykazato, ze Baci-1-
lus mesentericus moze wykorzystywa¢ kwas glutaminowy, kwa$
asparaginowy, proline i alanine jako Zrédto azotu i wegla.-

Zadaniem niniejszej pracy byto zbadanie zdolnos$ci wyko-
rzystywania niektérych aminokwaséw wystepujacych w $cie-
kach garbarskich przez niektore bakterie wydzielone z tych
Srodowisk. Charakterystyke rodzajowg tych bakterii podaje
PETRYCKA M . Znajomo$¢ tlenowego rozktadu zwigzkéw orga-
nicznych, ktdére stanowig gtéwne zanieczyszczenie Sciekow
garbarskich przez drobnoustroje wyizolowane z tego $rodo-
wiska, moze utatwié¢ opracowanie procesdw biologicznego o-
czyszczania tych Sciekow.

W czasie wykonywania tej pracy nalezato rozwigza¢ nie-
ktére zagadnienia metodyczne. Dotyczyty one przystosowania
chromatografii bibutowej do oznaczania aminokwaséw w $cie-
kach garbarskich oraz odpowiedniego preparowania Sciekow
do chromatograficznej identyfikacji tych zwigzkow.
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Czesc¢ dosSwiadczalna
Metodyka badan

Metodyka chromatografii bibutowej stosowana do oznaczania
aminokwasoéw w $ciekach garbarskich

Do jakosciowego'oznaczania aminokwaséw w $ciekach z mocze-
nia i wapnienia skor zastosowano metode chromatografii bi-
butowej. Wybrano technike jednokierunkowego sptywu. Anali-
ze chromatograficzng przeprowadzono na bibule Whatman nr 1
w paskach o szerokos$ci 9 do 15 cm. Nanoszono dawki od 0,010
do 0,025 ml badanej préby. Do rozmywania chromatograficzne-
go uzywano mieszanine n-butanolu, kwasu octowego i wody (w
stosunku objetosciowym 4:1:5). Dodatkowo stosowano tez u-
ktad fenol-woda (1:1) z domieszkg 0,3% amoniaku do rozmy-
wania chromatograméw sporzgdzonych z hydrolizatow kwaso-
wych S$ciekéw garbarskich. Czas rozwijania chromatogramu
zalezat od mieszaniny rozmywajacej i wahat sie od 18 do 20
godzin. Rozwiniete chromatogramy suszono w temperaturze
pokojowej. Rozdzielone plamy aminokwaséw wywotywano przez
zanurzenie w 0,2% alkoholowym roztworze ninhydryny M i
suszono wtemperaturze pokojowej przez okres 12 do 18 go-
dzin w pomieszczeniu zaciemnionym.

Jakosciowg identyfikacje rozdzielonych aminokwaséw pro-
wadzono przez pomiar Rf plamy i przez bezposSrednie po-
rGwnanie z potozeniem plam aminokwaséw chromatogramu wzor-
cowego.

Przyktad rozdziatu aminokwaséw wywotany za pomocag mie-
szaniny n-butanol-kwas octowy-woda ilustruje rysunek 1.
Typowy rozdziat chromatograficzny aminokwasow uzyskany
przez rozmycie roztworem fenolu podaje rysunek 2.

Zageszczanie préb i oddzielanie soli ze $ciekdw z moczenia
i 'wapnienia skdr dla oznaczania wolnych aminokwasow

Bezposrednie stwierdzenie obecnos$ci wolnych aminokwasow i
polipeptydéw w objetosci 10 ml $ciekbw z moczenia i wap-
nienia skor prébg ninhydrynowa [15, 16], dawato wyniki po-
zytywne. Natomiast bezpos$rednie jakoSciowe oznaczenie ami-
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Rys. 1. Analiza chromatograficz-
na wolno wystepujgacych aminokwa-
sow
a™ a™ - wdwu réznych prébkach
Sciekdéw z moczenia skor,b™#b. -
w dwu réznych prdébkach S$ciekow z
wapnienia skér 0 - chromatogram

wzorcowy
Chromatogram rozwijano roztworem
n-butanolu kwasu octowego i wody
(4:1*5)

Helena Petrycka

Rys. 2. Pypowy rozdziat
chromatograficzny ami-
nokwaséw w hydrolizacie
kwasowym S$ciekow z wap-
nienia skor:
0 - chromatogram wzor-
cowy, b, bilf b2 - chro-
matogramy trzech réz-
nych prob S$ciekéw z wa-
pienia skor, n - niezi-
dentyfikowany aminokwas
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nokwasow w.tych Sciekach metodg chromatograficzng nie po-
wiodto sie. Wystepujg one w stezeniach niewystarczajgcych
do wykrycia przy pomocy tej techniki analitycznej.

Cze$¢ aminokwaséw byta zwigzana w postaci uktadéw poli-
peptydowych. Wstepne préby odsolenia i zageszczenia S$cie-
kow z moczenia i wapnienia skor metodg elektrodializy nie
daty spodziewanych rezultatow: dtugotrwata elektrodializa
nie dawata wystarczajgcego zageszczenia aminokwaséw. Do o-
znaczania wolnych aminokwaséw jak i aminokwaséw zwiazanych
w uktadach polipeptydowych wybrano wiec metode zageszcza-
nia sciekbw przez odparowanie [5]. Proces zageszczania
Sciekébw garbarskich dla oznaczenia wolnych aminokwaséw po-
legat na odparowaniu 100 ml badanych $ciekéw do sucha na
tazni wodnej w kontrolowanej temperaturze 55°**60°C. Za-
geszczone substancje oddzielano od soli nieorganicznych
metodg ekstrakcji acetanowej [2]. Osad zalewano 10 ml ace-
tonu zakwaszonego 1% HC1 na okres 2 godzin. Ekstrakt ace-
tonowy zlewano do probowek i wirowano. Wcelu doktadnego
wyekstrahowania aminokwaséw z osadu, zabieg ten powtarzano
trzykrotnie. Otrzymany ekstrakt odparowywano w temperatu-
rze okoto 40 C na taZzni wodnej do sucha. Cienkg warstewke
otrzymanej suchej substancji rozpuszczano w 1 ml.wody de-
stylowanej i uzywano do chromatografii bibutowej.

Zageszczenie i hydrolizowanie $cieko6w do oznaczania zwig-
zanych aminokwasow

Cze$¢ aminokwasdéw obecnych w Sciekach z moczenia i wapnie-
nia skor byta zwigzana w uktadach polipeptydowych. Aby o-
znaczy¢ te aminokwasy nalezato S$cieki zages$ci¢ i poddac
hydrolizie kwasowej. Scieki w ilo$ci 500 ml zageszczano do
objetosci 10 ml przez odparowanie w szklanym jenajskim a-
paracie prézniowym w temperaturze 60°C. Tak zageszczone
$cieki przelewano iloSciowo do parowniczki i odparowywano
do sucha KU Z kolei odwazano’250 mg otrzymanego osadu i
poddawano hydrolizie kwasowej. Osad ten zalewano 20-krot-
ng objetoscig mieszaniny 20% HCl i 50% HCOOH po czym 0-
grzewano do wrzenia przez 24 godziny pod chtodnicg zwrot-
ng. Hydrolizat sgczono przez bibute filtracyjng i zagesz-
czano do objetosci 5 ml, a nastepnie odparowywano w eksy-
katorze prézniowym nad statym KOH do sucha. Zabieg ten po-
wtarzano trzykrotnie w celu usuniecia chlorowodoru. Po u-
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sunieciu HCl1 osad miat barwe ciemnobrunatng. Rozpuszczane
z kolei ten osad w 10 ml wody destylowanej i odbarwiane
weglem aktywnym z dodatkiem chloroformu D?3. P6 odbar-
wieniu saczono, za$ filtrat odparowywano do sucha. Otrzy-
many osad odsalano metodg ekstrakcji acetonowej Do» sto-
sujgc poprzednio opisany zabieg. Ekstrakt acetonowy odpa-
rowywano do sucha, za$ caty osad rozpuszczano w2 ml wodj
destylowanej i uzywano do chromatografii bibutowej.

Metodyka badania rozktadu aminokwasow przez kultury bakte-
ryjne

Rozktad aminokwasow przez badane drobnoustroje stwierdzane
na ciektych podtozach mineralnych sporzgadzanych wedtug ZU-
KOMA [11] LEDERBERGa 08] i DISLERa 03] . Do tych podtozy
dodawano aminokwasy wykryte jakosciowo metodg chromatogra-
ficzng w Sciekach z moczenia i wapnienia skor w stezeniach
po 0,01% w roztworach wodnych wyjatowionych przez ultra-
filtracje na filtrach Seitza.

Pozywka ZUKOWa [11] miata sktad: (NHM"PON - 1,0 g;

K?HPO4 - 1,0 g; Na2S04 - 0,2 g# MgSO, - 0,1 gj NaCl-5,0q9;
glukoza - 5,0 g¢g; woda destylowana - 1000 ml. Odczyn miat
pH 7,2. Pozywke rozlewano doprobowek w ilosciach po 5 ml
i sterylizowano jednorazowo w temperaturze 120 C przez 15
minut. Nastepnie dodawano jatowo po 0,01% kazdego z amino-
kwaséw wedtug receptury PELCZARa D9]. Zastosowang symbo-
like znakowania pozywek zalezng od skitadu aminokwasowego
podaje tablica I,

Sktad pozywki wedtug LEDERBERGa 08] byt nastepujacy:
K2HP04 - 0,7 g, KH2P04 - 0,29, w.s047. 2. - °0.01 g,
(NH.)2s0r _ 0,1 g, cytryniansodu - 0,05 g» glukoza -
0,2 g, woda destylowana - 1000 ml. Odczyn $rodowiska wyno-
sit pH 7»2. Pozywki rozlewano do probéwek po 5 ml, za$ do
kolbek Erlenmayera po 20 ml. Sterylizowano jednorazowo Ww
autoklawie w temperaturze 120°C przez 15 minut. Nastepnie
dodawano jatowe aminokwasy po 0,01% wedtug receptury LE-
DERBERGa 08]. Zastosowang symbolike znakowania pozywek
zalezng od sktadu aminokwasowego podaje tablica I1.

Pozywka wedtug DISLERa 03] miata sktad: KH2P0"-1,0 g,

MgSO” - 0,05 g, NaCO™ - 0,2 g, FeSO™ - w $ladach, woda de-



Symbol
pozywki

1/1

1/2
1/3
1/4
1/5
1/6
1/7
1/8

1/9
1/10

Pozywka ZUKOWa [l11] z aminokwasami dodawanymi
Sktad aminokwasow

Cystyna, lizyna, glicyna,- arginina,.
kwas glutaminowy, walina, tyrozyna,
fenyloalanina, leucyna, izoleucyna

Tablica |
wedtug PELCZARa [19]

Aminokwasy usuwane
ze sktadu pozywki

- Cystyna

- Lizyna

- Arginina

- Glicyna

- Kwas glutaminowy

- Tyrozyna

- Walina

- Fenyloalanina

- Leucyna, izoleucyna
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Tablica Il
Pozywka wediug LEDERBERGa [18]
Symbol .
pozywki Dodawane aminokwasy
2/1 Cystyna, lizyna, arginina
2/2 Leucyna, izoleucyna, walina
2/3 Tyrozyna, fenyloalanina
2/4 Kwas glutaminowy
215 Glicyna
2/6 Cystyna, lizyna, arginina, leucyna, izoleu-

cyna,. tyrozyna, fenyloalanina, kwas glutami-
nowy, glicyna, walina

stylowana 100 ml. Odczyn odpowiadat pH 7*2. Pozywke rozle-
wano do probéwek po s ml* za$ do kolbek po 20 ml. Steryli-
zowano jednorazowo w autoklawie o temperaturze 120°C przez
15 minut, po czym dodawano jatowo aminokwasy analogicznie
jak do pozywki LEDERBERGa 08] z tym jednak, ze ilo$ci a-
minokwaséw byty dziesieciokrotnie wieksze i wynosity 0,17

Szczepy bakteryjne wybrane do badan 04] bodowand nabu-
lionie agarowym w skosach przez 24 godziny w temperaturze
27+1 C, po czym hodowle zmywano z podtoza roztworem soli
fizjologicznej i wirowano przez 15 minut przy 5 tysigcach
obrotéw na minute. Ciecz nadosadowag dekantowano jatowo, a
komérki zawarte w osadzie zalewano ponownie sterylizowanym
roztworem soli fizjologicznej. Dla doktadnego przemycia
komorek zabieg przemywania i wirowania powtarzano trzy-
krotnie, Z przemytego osadu sporzgadzano zawiesing bakte-
ryjna o gestosci 2,0.106 komoérek w 1 ml roztworu soli fi-
zjologicznej .

Rozktad aminokwaséw w hodowlach bakteryjnych badano w
warunkach hodowli nieprzewietrzanej oraz w czasie statego
przewietrzania,

Do badan w warunkach statycznych szereg 6 do 10 probo-
wek zawierajacych zestawy wymienionych pozywek zaszczepia-
no objetoscig 0,5 ml przygotowanych zawiesin bakteryjnych.
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Posiewy hodowano wtemperaturze 27 “ 1°C przez 48, 72 i 96
godzin. Badania wwarunkach statego napowietrzania prowa-
dzono w kolbkach zawierajacych 20 ml pozywki, ktore za-
szczepiano za pomocg 2 ml przygotowanej zawiesiny bakte-
ryjnej» Hodowle prowadzono w temperaturze 27 ~ 10, prze-
puszczajgc przez pozywke oczyszczone przez filtracje watg
powietrze w ilos$ci 0,8 1/godz. Rozkiad aminokwasoéw badano
po 8, 12, 24 i 48 godzinach statego napowietrzania.

Dynamike rozktadu aminokwaséw zawartych w pozywkach o-
znaczono metodg chromatografii bibutowej. Po okreslonym
czasie hodowli, pobierano jatowo 1 ml zawiesiny bakteryj-
nej i wirowano przez 15 minut przy 5 tysigcach obrotéw na
minute. Ptyn znad osadu dekantowano i uzywano do badan
chromatograficznych. Obserwacje dynamiki rozktadu amino-
kwaséw umozliwito poréwnanie intensywnoséci plam chrornato-
graméw sporzadzonych z hodowli z plamami chromatogramow
wzorcowych, wykonanych z pozywek jatowych o tym samym skita-
dzie aminokwasowyra.

Przebieg doswiadczen i wyniki badan

Wolne i zwigzane aminokwasy w $ciekach garbarskich

Rozktad biatek zawartych w skérach surowych w procesie mo-
czenia i wapnienia skor przebiega gtownie pod wptywem dzia-
tania enzyméw bakterii gnilnych tego Srodowiska. Wystepo-
wanie procesow hydrolizy biatek w $ciekach starano sie wy-
kazaé¢ przy pomocy analizy chromatograficznej wdd poproduk-
cyjnych z moczenia i wapnienia skér. Analiza ta miata wy-
kaza¢ obecno$¢ w stanie wolnym aminokwaséw stanowigcych
gtdwne sktadniki biatek skéry. Badane $cieki w ilosci 100
ml zageszczano i oddzielano od soli drogg ekstrakcji ace-
tonowej. Uzyskany preparat stosowano do oznaczania wolnych
aminokwaséw. Stosowano porcje po 0,020 ml ekstraktu otrzy-
manego ze $ciek6w z moczenia skér oraz po 0,010 ml eks-
traktu ze Sciekbw z wapnienia skor.

Zwigzane aminokwasy uwalniano przez 24 godzinng hydro-
lize kwasowg $ciekOw z moczenia i wapnienia skor. Na punk-
ty startowe na bibule nanoszono porcje po 0,010 ml eks-
traktu. Typowy sktad wolnych aminokwaséw w $ciekach z mo-
czenia skor oraz wapnienia i ptukania skar po wapnieniu
podaje rysunek 1 oraz tablice Il i IV.



Tablica

Wolne aminokwasy wykazane chromatograficznie w Sciekach
z moczenia skor

Aminokwasy Préby

al a2 a3 ad
Cystyna 0 0 0 ++
Lizyna ++ ++ + +t
Arginina ++ ++ 0 ++
Glicyna ++ ++ ++ ++
Kwas glutaminowy +++ ++ +++ ++
Prolina 0 0 0 0
Tyrozyna, walina + + ++ +
Fenyloalanina, leucyna, izoleu-
cyna + + ++ +

Objasnienie znakéw: 0 = brak aminokwaséw w roztworze; symbolem od + do +++
oznaczano wzrastajgce natezenie barwy plam aminokwaséw;
w chromatogramach rozmywanych roztworem n-butanolu -
kwasu octowego i wody (4:1:5)-» wywotywanych 0,2% alko-
holowym roztworem ninhydryny,-

co

eUs|a9H

exo9A11ad



Wolne aminokwasy wykazane chromatograficznie w Sciekach
z wapnienia skor

Aminokwasy

Cystyna

Lizyna

Arginina
Glicyna

Kwas glutaminowy
.Prolina
Tyrozyna, walina

Fenyloalanina, leucyna, izoleu-
cyna

Objasnienie' znakow; 0 = brak aminokwaséw w roztworze;

kwasu octowego i
holowym roztworem ninhydryny.

bl

+

+

+++

+++

+++

+++

Pr
b2

0

+

++

++

++

+++

Sby
b3

++

++

++

+++

+++

Tablica

b4

++

++

++

+++

+++

symbolem od + do +++
oznaczano wzrastajagce natezenie barwy plam aminokwaséw
w chromatogramach rozmywanych.roztworem n-butanolu -

wody (4:1:5)» wywotywanych 0,2"2 alko-

v

Pep zoy

TRY.STONEIL

yoAoklnddisAm mosevjoulwe



Tablica V

Aminokwasy wykazane chromatograficznie w Sciekach
z moczenia i wapnienia skor po hydrolizie kwasowej

Hydroliza kwasowa $ciek6w

Aminokwasy moczenie skor wapnien!e skor
proby préby

al a2 b bl b2
Cystyna ++ + ++ ++ ++
Lizyna ++ + ++ +++ ++
Arginina ++ ++ +++ +++ +++
Glicyna +++ +++ +++ +++ ++
Kwas glutaminowy +++ +++ +++ +++ +++
Aminokwas niezident. +++ +++ ++ +++ +++
Prolina 0 0 ++ ++ ++
Tyrozyng, walina, fenyloalanina,
leucyna, izoleucyna + e+ ++ e+ +++

Objasnienie znakéw: 0 = brak aminokwaséw w roztworze; symbolem od + do +++
oznaczano wzrastajagce natezenie barwy plam aminokwasow
w chromatogramach rozmywanych roztworem n-butanolu -
kwasu octowego i wody (4-;T;.5)» wywotanych 0,2% alkoho-
lowym roztworem ninhydryny.

e)0A118d RU9JOH



Rozktad niektérych aminokwaséw wystepujacych...

w obu rodzajach $ciekow hydroliza kwasowa wykazata o-
becnos¢ zwigzanych aminokwaséw. Chromatograficznie stwier-
dzono wystepowanie cystyny, lizyny, argininy, glicyny kwa-
su glutaminowego, tyrozyny, waliny, fenyloataniny, leucy-
ny, izoleucyny oraz niezidentyfikowanego aminokwasu. 0-
procz wymienionych aminokwaséw w $ciekach z wapnienia skor
wystepowata prolina. Plama nieoznaczonego aminokwasu na
chromatogramach znajdowata sie ponizej plamy kwasu gluta-
minowego. Uwidoczniajg to rysunki 2 i 3 oraz tablica V.

Wykazane w oznaczeniach chromatograficznych wolne ami-
nokwasy stanowia gtowne sktadniki biatek skoéry, kollagenu
i keratyny. Plamy aminokwaséw, wystepujacych w wymienio-
nych biatkach w znacznych ilosciach byty intensywniejsze
anizeli plamy aminokwaséw mniej typowych dla tych biatek
lub wystepujgcych tylko w jednej z wymienionych substancji
biatkowych.

Rozktad aminokwaséw stwierdzonych w $ciekach z moczenia i
wapnienia skor przez bakterie wyizolowane z tych S$rodowisk

Rozktad aminokwaséw wystepujacych w odptywach z moczenia
i wapnienia skor przez bakterie wyosobnione z tych S$rodo-
wisk badano na pozywkach sporzgdzonych wediug Z2UKONA
LEDERBERGA [I18] i DISLERA 113] « Do pozywek tych dodawano
aminokwasy; I-cystyne, I-lizyne, .lI-arginine, kwas 1-gluta-
minowy, glicyne, I-tyrozyne, dl-waline, dl-fenyloalanine,-
1-leucyne, l-izoleucyne wilosSciach po 0,1 mg/l kazdego a-
minokwasu wedtug receptury podanej w publikacjach ZUKONA
[L1] i LEDERBERGA [18] (tablica I i 11).

Przed uzyciem pozywek do hodowli przeprowadzano kontro-
le ich jatowoS$ci przez termostatowanie w temperaturze 27 C
w okresie 48 godzin.

Do badan wykorzystywania wymienionych aminokwaséw  w
procesie metabolizmu bakteryjnego wzieto dowolnie wybrane
szczepy bakterii z poszczegdlnych grup rodzaju Achromobacr-
ter. Micrococcus. Bacillus. Alcaligenes i Escherichia.
Powyzsze szczepy wystepowaty co' najmniej w 40% diagnostycz-
nych badan bakteriologicznych poprzedzajgcych niniejsze
prace M - Wytypowane szczepy bakteryjne hodowano na bu-
lionie agarowym przez 24 godziny w temperaturze 27 C. Z ho-
dowli tych sporzadzano zawiesine bakteryjng o gestos$ci o-
koto 2x10 komérek w 1 ml roztworu soli fizjologicznej i
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Rys. 3.Typowy rozdziat chro-
matograficzny aminokwaséw w

hydrolizacie kwasowym $cie-
kéw z moczenia skor:
0 - chromatogram  wzorcowy,

al» a2 " chromatogramy dwoch

réznych préb z moczenia skoér
n - niezidentyfikowany ami-
nokwas
Chromatogramy rozwijano roz-
tworem n-butanolu kwasu octo-
wego i wody (4:1:5)

Helena Petrycka

Witcrococcus
Siczep xim
_ﬁt L/j; af/B f/e(L_iio’
cw m on jfi

Rys. 4. Fragment z tabeli V]
pozywki ZUKOvVa od 1/6 dc
1/10 demonstruje typowy prze
bieg rozkiadu kwasu glutami-
nowego i tyrozyny przez ro-
dzaj Micrococcus szczep XLHD
w hodowli nienapowietrzanej



Rozktad niektorych aminokwaséw wystepujacych,. 43

zawiesine te dokiadnie przemywano piynem fizjologicznym.
Zawiesina ta stuzyta do zaszczepienia préb uzytych w bada-
niach nad rozktadem aminokwaséw w hodowlach nieprzewie-
trzanych i przewietrzanych.

Badania rozktadu aminokwaséw w hodowlach nieprzewietrza-
nych przez bakterie wyosobnione ze $ciekéw garbarskich

Badania rozktadu aminokwasow przeprowadzono w dwu seriach
w hodowlach nienapowietrzanych (seria | i 11). Uzyto wyty-
powanych szczepow bakteryjnych z rodzaju Achromobacter o-
znaczonych symbolem I, CI, CXXI, z rodzaju Alcaligenes
szczep LXVIII, -Escherichia szczep oznaczony numerem CllI
z rodzaju Micrococcus szczepy o symbolach IX, XLIIIi LXXII
a z rodzaju Bacillus -szczepy XVI, LIII i LXXXVI. W pier-
wszej serii stosowano pozywke sporzgdzong  wediug ZUKOWa

za$ wdrugiej serii uzyto pozywki przygotowanej we-
dtug przepiséw LEDERBERGa QI8] .

Bakterie z rodzaju Bacillus nie wykorzystywaty amino-
kwas6éw na podtozach wyzej wymienionych, dlatego badano je
dodatkowo w trzeciej serii doSwiadczen na pozywce sporzg-
dzonej wedtug DISLERa 03] « Na tym podtozu DISLER badat
zuzycie aminokwasow jako zrdédta wegla i azotu dla Bacillus
mesentericus i otrzymat dobre wyniki wzrostu.

Roztwory wymienionych pozywek zaszczepiano objetoscia
0,5 ml przygotowanych zawiesin bakteryjnych,- Posiewy hodo-
wano w temperaturze 27 —1 C przez okres 24, 48, 72 i 96
godzin..Byty to warunki ogélnie przyjete dla tego typu ba-
dan 01, 12, 20].

Rozktad poszczeg6lnych aminokwasoéw zawartych w wymie-
nionych podtozach oznaczano metodg chromatograficzng po 43
72 i 96 godzinach hodowli. Wtych okresach czasu pobierano
jatowo po 1 m cieczy i wirowano. Ciecz nadosadowg dekan-
towano i uzywano bezpos$rednio do badan chromatograficznych
bez zabiegbw zageszczajacych.

Odczytane wyniki z chromatogramoéw rozktadu aminokwasow
przez uzyte szczepy bakteryjne w wymienionych podtozach nie-
napowietrzanych podajg tablice VI i VII. Fragmenty prze-
biegu rozktadu.badanych aminokwaséw w podtozu ZUKOWa obra-
zuje rysunek ... za$ w pozywce LEDERBERGa - rysunek s.



Micrococcus

Tablica VI

Rozk/ad niektérych aminokwaséw wystepujacych w $ciekach garbarskich w czasie hodow/mapozywce ZUKOWa z zawiesinom/ drobnoustrojéw wydzie/onych z tych $rodowisk

Symbol
szczepu

Cl

CXXI

i

cm

XL

LXX/la

L

LXKV

Uwaga:

Aminokwasy: cystyno (cys), lizyna(Liz), org.'n/no(Arg), glicyna((/li), kw glutominowy(e/i()l tyrozyna (ryr),wo/inajda/J feny/ootonina(fenol), leucyna(Leu), izo/eucyna (Jleu)
Symbol pozywki i objete aminokwasy
t/fpetny skiad |f2-odjeto Cys \//s- odjeto Liz JHd-odjeta 6/g |f/s- odjeta GH |f/6~odjeto 6/0 |f/7- odjeto Wat |f/e-odjeto zyr [ */9 odjeto UnAf/fO-od/floieuid/eu
Czas kodo*// Czas hodbw/i Czas bodowi/ Czas hooiow/i Czas bodowi/
48 72 9% 48 72 96 48 72 96 48 72 9% 48 72 96 48 72 9% 46 72 96 48 72 9% 48 72 96 48 72 96

bbb bbb Argb bbb bbb Argb bbb bbb Argt bbb bbb bbb bbb bbb Argt bbb bbb Aryt bbb bbb Argt bbb bbb Argt bbb bbb Argt btb ttt Argb

g Arg) ; Ar0). Argj 4+9) Arg) Arg)

6 0 61 [0 i Bfijo M7 h”0 Gi 0 feiy} 7
bbb OG/:Z E/%J* bbb G: G}gﬁtbbb oy G bbb v Gy, bt Gl ger 11t Gib Gex bt QU 2% bbb ) G b O ZoTbbn GO
A olfj T U) ‘ﬂ‘ﬁ‘ti J %E‘** Tyr> J f Cp, 61*] %F:* Gliy Cus

2 y 0 7 | il

. 7 : f1 aa I ! |

bbb bbb Kreh bbb bbb bbb bbb Offr bbb bbb [T bop ben bbb bbb Arg\t btb bbb AW bbb bbb bbb bbb & f bbbttt ft
& ) oy W) {sr Ty Gl $T IT {

™ Tyr o W 3

bbb bbb 6lit bbb bbb Blit bbb bbb Gfib bbb bbb G/ib bbb bbt bbb bbb bbb Gfib bbb bbb Gfib tbb bbb Gfib bbb bbb Gfib bbb ttt 6/ib

bfb bbb CysO bbb bbb bbb bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb tbb CysO

bbb Gur* Gu 0 bbb Glr*6u0 bbb Glutb GiuO bbb GU*GUO bbb Gi**GuO btb btt bbb bbb Gir* GO bbb G/utt GluO bbb Glut* G/uO bbb G G/uO

bbb C’Yl.b0 \ *ulo \ Gfu)0 Glu, TyrO TyrO «
1) qy¥)o bbb Tyr) 11yr1 bbb qky;o ‘%\o bbb bbb bbb TyrO Tyro bbb bbb 6/u0 GO bbb {)}Jr}cw

W ™oy - GIUO GluO jo bbt

Tyr) % )o
bbb bbb Aryt bbb bbb Argb bbb bbb Aryt bbb bbb bbb bbb tbb Ary* bbb bbb Argb bbb bbb Argb bbb bbb Argb btb bbt Argb tbb ttt Argb
bbb bbb bbb bbb bbr bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb btb btt bbt bbb bbb bbb b-bb bbb bbb btb bbb bbb bbt bbf ttbh tbt
bbb bbb b-hb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb tb b bbb bbb bbb btb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb btb tbt btt ttt
bbb bbt bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb ttb ttb bb-b bbb bbb bbb bbb ttt ttt ttt ttt ttt

W pozywce ZUROda zno/dowa/o s/e dziesie¢ aminokwaséw. Badania obe/mowoty serie hodow/ane w $rodowisku ko/ejno zubozanym wjeden z badanych aminokwaséw.
Maksymalna wielkd$¢ i natezen/e zabarwienia p/cmy chromatografii oznaczono symbolem bbb. Zupetny zanik okreslonego am/hokwasu oznaczono znakiem d z nazwg zwigzku.

4*
4*

exoA11ed euspH



Symbol

szczepu 2/1 Cystyna (Cys), lizyna (Liz) 2/2 dolina(do/)/euci/na(Leu),

[
& C
1

cu!

LKW
1
1cn
a

.
¥ oozun

LXXUa

XIV
, Ul
1

LXXW

erginina (Zip)

Cze$ hodowli
48 72
Arg 4 Arg 0
Arg 4 Arg 0
Cys++ Cys44
Liz+ LizO
Arg44  Arg44
444 111
CyS
111. ¥)
J
444 111
111 111
111 111
111 111
111 111
111 111

96

Arg 0

Arg 0

LiZ O
Cys 4
Arg 4

111

111

111

Arg 0

111

111

Pi 1l

izo/eucyna(7leu)

Czas hodowli
48 72 96
111 111 111
111 111 111
111 111 111
111 111 111
111 111 111
(I 111 + &+
111 111 111
111 111 111
111 111 111
111 111 111
111 111 111

fenyloalonina (Fena/)

48

111

111

111

111

111

441

TyrO

111

111

111

111

Czas hodowli

72

111

111

Tyrll

111

111

414

Tyr 0

111

111

111

111

96

111

Tyr O

Fenolr

Tyr +
Fena!+4

111

111

141

TyrO

111

111

111

111

2/4 Kwas glutaminowy (6/u)

Czas hodowli
48 72
111 411
114 OlU-r
o441 61u0
111 6/u 0
111  6laii
6/u O 6/u0
6/u 0 6/u 0
111 111
111 111
111 111
111 111

96

111

61U0

G/u0

Olu 0

G/uo

6/u O

6/u 0

111

111

111

111

Czas hodow/i
48 72
111 G /il
441 6h11
441 6/i 44
111 61/14
111 GUI
4 14- n i
111 111
111 111
111 111
111 111
111 111

2 f Glicyno(61)

96

6!i 4

Qlio

6/i4

6/i 0

Gli 0

111

111

111

1-11

Tablica VII

Ro/ktad kilku amno/waséw wystepu/gcych w sctekachgarbarskich wczasfe statyczne/ hodowli wpozywce LEDERBERGE z zawiesinami drobmoustro/6*
Symbol pozywki i dodawane aminokwasy
2T Tyrozyna ( Tyr),

2/6 . Liz, Arg, dal, Leu, J/eu
'I("},r?G/u, 6/:':’, Fenol.

48
444

Arg)
Gli \o
G/u)
Tyr 4

Arg 0

Gli
1

444
e/un
GIU)
111

111

111

111

Czas hodow/r

72
Arg 0
GU 4
6" \o

6/113
Tyr 4

Oys.Gli

\
Tyr, Tenory.

Liz, Arg.

Gu lo

6/u 0
6/i 0

% :}o

6/U O

6/U)
g

411

114

111

111

96
Arg'o
ali 4
Argz
6h {0
6/u] U

Tyr
Fena! 44

Tleudd

Liz,Ara\
6/i.6/u \°
Tyr )

6/U 0
6/r 0

y.)

aluo
6/u\o
igr)

Arg 0

111

Uwaga dpozywce LEDERBEROa znajdowaly si¢ serie sktadajace si¢ zjednego do rfiiesieau wybranych em/ngkwaséw. Maksyrhatna wie/kos¢ inatezen/e zotiarwien/a p/omy chromato-

grafU znaczono symbolem 444 Zupelny zanik okre$/onego aminokwasu znaczono znakiem O z nazwg zwigzkum

MOSEAVDOUILLIE  UoAI0IMaIU  pepjzoy

yoAoklnddisAm



46

. AcJjromobac/er jzaep cxx/
Pozywka 2/5
kontrol 226

czas 48 rl 968 konk 48 2 9i

Rys, 5. Typowy przebieg cze-
$ciowego wykorzystania gli-
cyny przez rodzaj Achromo-
bacter szczep CXXI w pozywce
LEDEKBERGa 2/5 oraz catkowi-
tego zuzycia lizyny, argini-
ny, glicyny, kwasu glutami-
nowego i tyrozyny, silnego
cystyny i czesciowego feny-
loalaniny, leucyny i izoleu-
cyny w pozywce + FDERBERGa
2/6 w hodowlach nienapowie-
trzanych (tablica VII)

Helena Petrycka

Pl?gl}l\tlza I/e SZCZr(%V(Pmcr szczep cm

czai 6 14

Rys, 6,Typowy przebieg roz-
ktadu cystyny,argininy,gli-

cyny, kwasu glutaminowego,
tyrozyny, waliny, leucyny,
izoleucyny i fenyloalaniny
przez rodzaj Achromobacter

szczep CI, rozktad czescio-
wo cystyny, lizyny i catko-
wity glicyny,kwasu glutami-
nowego i tyrozyny przez ro-
dzaj Escherichia szczep CHI
w poditozu EEDERBERGa 2/6 w
warunkach statego napowie-

trzania (tablica VIII)
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Badania rozktadu aminokwasow przez kultury bakterii wy-
osobnionych ze $ciekdw garbarskich w czasie.napowietrzania

Przeprowadzono badanie rozktadu aminokwaséw w  warunkach
statego napowietrzania (seria I11). Zastosowano szczepy
bakteryjne nalezace do rodzajow Achromobacter znaczone sym-
bolami 1, ClI i CXXI, Alcaligenes o symbolu LXVIIIl-,. Esche-
richia o symbolu CIll, Micrococcus o.symbolach.1X, XLIII i
LXXlla oraz Bacillus o symbolach-XIV, LIIl i LXXXVI. Bada-
nia te przeprowadzono na pozywce przygotowanej wediug LE-
DERBERGa D8]. Bakterie z rodzaju Bacillus znaczone sym-
bolami XIV, LIIl i LXXXVI hodowano dodatkowo w  pozywce
DISLERa [13].

Kolbki zawierajgce po 20 ml pozywki zaszczepiane przez
2 ml przygotowanych zawiesin bakteryjnych oraz kolbki kon-
trolne z pozywka jatowag hodowano w temperaturze 27 — 1 C
przy statej aeracji. Przez pozywke przepuszczano 0,8 1 wy-
jatowionego powietrza na godzine.

Rozktad aminokwaséw wprowadzonych w pozywkach badano me-
todg chromatografii bibutowej po 8, 12, 24-i 48 godzinach
napowietrzania. Zastosowano metodyke uzytg w badaniu bak-
teryjnego rozktadu aminokwaséw w seriach bez napowietrza-
nia.

Po zakonczeniu doSwiadczenia przeprowadzano kontrole
czystos$ci kultur napowietrzanych przez rozsiewy powierzch-
niowe hodowli na bulionie agarowym w ptytkach Petriego i
przez bezposSrednie wykonanie preparatéw barwionych metoda
Grama.

Kontrolne napowietrzanie jatlowej pozywki z badanymi a-
minokwasami nie zmieniato ich stezenia w podiozu.

Otrzymane wyniki chromatograficznych badan rozktadu a-
minokwaséw przez bakterie przy staltym napowietrzaniu ze-
stawiono w tablicy VIII. Typowy przebieg dynamiki rozktadu
badanych aminokwaséw podaja rysunki 6 i 7»

Omowienie wynikow

Drobnoustroje wyizolowane ze S$ciekOw garbarskich rozwijaja
sie wtych Sciekach na skutek zdolnosci wykorzystywania
organicznych substancji zanieczyszczajgacych, jako substra-
tow energetycznych i materiatow dla syntezy masy komdrko-
wej. Substancje zanieczyszczajace miaty gtownie charakter



Tablioa

VIl

RozkJéd ki/ku wybranych am/nokwaséw wystepu/acych w$ciekach garbarskich w czasie stokejdynamicznej aeracjt hodowh wpozywceLEDERBER6a z zawieSmohn wytypowanych drobnoustrojow.

o

—_

Symbol
s);czepu 21f Cystyno(Cysg{llz no (Liz)
aryinino(| ;
czas hodowli
8 12 24 36-46
1 t1+ 111 444 Argo
+ Cys,
Cl Arg+ en *
Arg 0 Arg)
+ Cys)
CXXI Cys* E\l% t v Llth
Arg)* Arg+  Arg)
Xxvi/ iii Ul 411 i1+
Cys* Cys+* Cysi*
cm 1+ Liz* Liz*  Liz*
IX i** 111 414 14 4
XUl 441 111 411 411
LXXUa Argo ArgOo Arg 0 ArgO
N\ 111 111 411 111
LI +++ 11+ 444 111
LXXXV/ 111 114 444 111

‘212 do/ina(da/) ieuryna( Leu)
izo/eucyna (Jleu)

czos hodowli
8 12 24 36-48
Ivan
411 444 111 Leu(11
Tleu)
Wot\  Wai)
111 441 Leu\*™ Leu7*
Tleu)  7leu)
wal-) ~ Wal\
111 111 Leuyi Leutii
Tleu)  7leu)
111 m 111 i1l1
141 111 1+1 111
*11 qii 111 +1+
111 1*1 fHh1 i
111 +n 111 in
111 111 111 111
t4* m 111 1.11
414 m 11 iii

o r

2/3 Tyrozyno (Tyr;
Teny/oa/am(na( enal)

6

1-11

Tyrl

111

111

111

111

TyrO

111

111

111

111

Czos hodow/i

12 24

111 11+

7yr0 TyrO
Fe):bI* Fenol*

Tyr*1 TyrO

111

111

111 111

111 +41

TyrO TyrO

[N

Czas hodow/i

36-48 8 t2 24

2/4 Kwasglutaminowy
(Ofu)

36-48

11+ 111 111 6/u0 G/UO

Tyr 0 6/u0 6/UO 6/u0
Fenol*

TyrO Ou 60 6/UO

Feno/H
11 + 111 11+ O/uO

TyrO 1+1 GIU*1 G/uO

111 111 O/u** GO

TyrO 6/UO 6/u0 GO

1hi

111

111

111

111

111

111

111

111 111 1++ 111
lii 111 111 1+1
111 111 111 111
fil 111 111 111

Gluo

6/UO

6tu O

6/UO

6/U0

G/uO

+11

+1+

11+

1+4

2/f

8

141

111

111

111

111

Y11

141

111

11*

111

111

Uwaga d pozywce LEDBRBERGa znajdowaty sie serie sktadalyce sie odjednego dodziesieciu wybranych aminokwaséw. MOksymo/na wie/ko$¢ i notezenie zabarwienia ptowy
chromatograf znoczono symbolem 11+. Zupetny zanik okreslonego aminokwasu znaczono znakiem Oz nazwa zwigzku

Glicyna ( GA) 2/6 cys, Liz, Arg, da/, Led, Teu, Gla,
G/, Tyr, fena!
czas hodowli Czas hodowh
42 24 3648 8 12 24- 36-48
Arg\
111 G//0 6/i0 1+1 44+ Arg 0 G//u)go
i
R c¥$ *r9\L %
. 6/i % $y &RicTyr BIiF Tyr )
6/i* 6/i0 6/i0 GLA+ Cys,Arg% do) Tenah 7/eu,Ifu
fi WolFenan 7leLeu ) ViéL Fenal)
Leu, 7/eJ
Aro.6fi
Arg1l Amg61) o o ‘ry)ﬁe 6lu, T rzo
111 SR** GRO 6/U, Tyr) Ttnotd  Fend )
6/U 0
Tleu *4
. G/U-) Glot
*11 e/i* 6/i0 11+ +11
#//> 6,.)°
Cys **
111 GHO 6/i0 TyrO Liz *1 T h T h
Tyr 0 %2}<>
6/i* + Gl/++
*x Gh* i
1+1 1 Gh*+ i 1++ GIU 0 Glu 0
\ 6/U) .
111 111 11+ Tyr! tF)H'IO Vi>° Isw
111 11+ 111 Argll  Arg + Arg 0 Arg 0
111 111 11+ 11+ 1++ +++ ++ *
111 111 +1+ 1++ ++ + 1+ + ++ +
111 111 +++ 1++ + + + +++ ++1

e)oA11ad euUsleH
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Achromobacler szczegy cji ckkl/

tO|Unf/oO_2/f
12 4> iz Z+ detd
Li
Aré BB 8
GH
00O 9 00O
6u'-'0 O o
fL) Q6
—n =\
Fenat",U \ ~s J KA j
Jleui N
Leu IIH)W

Rys. 7. Typowy przebieg wykorzystania glicyny w podfozu LE-
DBRBERGa 2/5 przez rodzaj Achromobacter szczep Cl w czasie
statego napowietrzania. Typowy przebieg zuzycia kwasu glu-
taminowego, glicyny, tyrozyny, argininy, fenyloalaniny o-
raz stabego - cystyny przez rodzaj Achromobacter szczep
CXXI w pozywce LEDERBERGa przy statym napowietrzaniu
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biatek i produktéw ich rozktadu. Rozkiad zwigzkéw polipep-
tydowych i aminokwaséw przez bakterie wyizolowane ze $cie-
kéw garbarskich nie jest doktadnie poznany. Interesujgce
wiec byto poznanie stopnia wykorzystywania aminokwaséw z
podfoza przez drobnoustroje wyosobnione ze $rodowiska cha-
rakteryzujacego sie duzg zawartos$cig substancji organicz-
nych pochodzenia biatkowego.

W przeprowadzonych badaniach uwzgledniono te aminokwa-
sy, ktore wystepowaty w stanie wolnym w $ciekach lub w hy-
drolizatach kwasowych $ciek6w garbarskich z moczenia oraz
wapnienia i ptukania sk6r po wapnieniu. Wystepowanie tych
aminokwasow stwierdzono metodg chromatografii bibutowej
(tablice 111, 1V, V).

Badania chromatograficzne wykazaty wystepowanie wolnej
cystyny, lizyny, argininy, glicyny, kwasu glutaminowego,
tyrozyny i waliny oraz fenyloalaniny, leucyny i izoleucyny
(tablice Il i 1V, rys. 1).

W hydrolizatach kwasowych opr6cz wymienionych aminokwa-
sow wystepowata ponadto prolina oraz niezidentyfikowany a-
minokwas, za$ stezenie wystepujgcych aminokwaséw byto wy-
raznie wyzsze (tablica V, rysunek 3)« Swiadczy to o cze-
Sciowym zwigzaniu tych aminokwaséw w uktadach polipeptydo-
wych i innych zwigzkach biatkowych w Swiezym srodowisku
Sciekowymo

Badanie przyswajania i rozktadu aminokwaséw przez wy-
brane szczepy bakteryjne przeprowadzono w trzech seriach.
Pierwszg serie badan nad metabolizmem aminokwaséw wykonano
na pozywce ZUKOWa QIl] . Drugg i trzecig serie doSwiadczen
przeprowadzono na pozywce LEDERBERGa [18].

Rozktad aminokwaséw przez bakterie przetrwalnikujgce z
rodzaju Bacillus badano oprocz tego dodatkowo na pozywce
DISLERa £13]» Do wymienionych pozywek dodawano 1-eystyne,
I-lizyne, l-arginine, 1l-kwas glutaminowy,dl-waline, [-ty-
rozyne, dl-fenyloalanine, glicyne, I-leucyne i 1 - izoleu-
cyne. Do pozywki ZUKOWA aminokwasy dodawano weditug schema-
tu podanego w tablicy |, za$ do pozywki LEDERBERGa i DIS-
LERa wedtug receptury podanej wtablicy ll« Do doSwiadczen
tych pobrano szczepy bakteryjne, ktora wystepowaty co naj-
mniej w 40% przeprowadzonych analiz bakteriologicznych o-
mawianych Srodowisk 04] . Byly to bakterie z rodzajow
chromobacter (szczepy I, CI, CXXI), Alcaligenes (szczep
LXVIIIV. Rscherichia (szczep CI1Il), Micrococcus (szczepy
IX, XLII.-LXXIla) i Bacillus (szczepy XIV, LIII, LXXXVI).
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Przebieg wykorzystywania aminokwaséw w poszczegdlnych
seriach doSwiadczen przez wymienione szczepy bakteryjne
przedstawia sie nastepujgco«

Szczep | z rodzaju Achromobacter bez napowietrzania w
pozywce ZUKOWa zuzywat tylko czeSciowo argining, co wyraz-
nie byto widoczne po 96 godzinach hodowli (tablica VI)»na-
tomiast w pozywce LEDERBERGa catkowicie arginine i cze-
§ciowo glicyne po 72.godzinach obserwacji (tablica VII).
Wtrzeciej serii badan przy statym napowietrzaniu na pod-

tozu LEDERBERGa w kontakcie z bakteriami szczepu | z ro-
dzaju Achromobacter znikat zupetnie kwas glutaminowy, ar-
ginina i glicyna oraz cze$ciowo walina, leucyna i izoleu-

cyna. Czas rozktadu tych aminokwaséw wynosit 24- do 36 go-
dzin (tablica VIII).

Szczep Cl z rodzaju Achromobacter bez napowietrzania w
pierwszej serii badan na pozywce ZUKOWa rozktadat catkowi-
cie kwas glutaminowy, glicyne i arginine oraz czesciowo
tyrozyne i cystyne po 96 godzinach obserwacji (tablica VI).
W pozywce LEDERBERGa arginina, kwas glutaminowy i glicyna
znikaty zupetnie z podtoza po 48 godzinach, za$§ tyrozyna
oraz cze$ciowo fenyloalanina po 96 godzinach hodowli pod
wptywem badanego szczepu Achromobacter (tablica Vil). Przy
statym napowietrzaniu w trzeciej serii dosSwiadczen z po-
zywka LEDERBERGa po 8 godzinach znikat zupeinie kwas glu-
taminowy, za$ po 12 godzinach aeracji arginina, tyrozyna,

po 24 godzinach stwierdzano zanik cystyny, glicyny oraz
znikanie fenyloalaniny, waliny, leucyny i izoleucyny (ta-
blica VIII, rysunki 6 i 7).

Szczep.CXXl z rodzaju Achromobacter bez napowietrzania
w pierwszej serii badan w pozywce ZUKOWa wykorzystywat cze-
§ciowo cystyne, lizyne, arginine, kwas glutaminowy i ty-
rozyne po 96 godzinach hodowli (tablica VI). Wdrugiej se-
rii.badan; w pozywce LEDERBERGa obserwowano zupetne zani-
kanie,largininy po 48 godzinach hodowli. Catkowity zanik
lizyny i«kwasu glutaminowego oraz silny —cystyny, tyrozy-
ny i glicyny odnotowano po 72 godzinach obserwacji. Po 96
godzinach hodowli znikata z podfoza jeszcze tyrozyna i
glicyna oraz czesciowo fenyloalanina, leucyna i izoleucyna
(tablica VII, rys. 5)« VW warunkach statego napowietrzania
z podtoza LEDERBERGa po 8 godzinach hodowli znikat zupet-
nie kwas glutaminowy, po 12 godzinach hodowli znikata gli-
cyna i tyrozyna oraz cze$ciowo cystyna, lizyna i silnie
arginina, za$ po 24 godzinach napowietrzania - catkowicie
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arginina i fenyloalanina oraz cze$ciowo walina, leucyna i
izoleucyna (tablica VIII i rysunek 7).

Szczep LXVIIlI z rodzaju Alcaligenes bez napowietrzania
w pierwszej serii badan z pozywki ZUKCWa zuzywat cze$Sciowo
glicyne po 96 godzinach hodowli (tablica VI). W drugiej
serii doSwiadczen na podtozu LEDERBERGa zuzywat catkowicie
kwas glutaminowy oraz glicyne po 72 godzinach obserwacji
(tablica VII). Przy statym napowietrzaniu hodowli w pozyw-
ce LEDERBERGa kwas glutaminowy i glicyna byty wykorzysty-
wane catkowicie, po 24 godzinach napowietrzania (tablica
VIIL.

Szczep CIlIl z rodzaju Escherichia bez napowietrzania w
pierwszej serii badan w pozywce ZUKOWa zuzywat catkowicie
cystyne po 96 godzinach hodowli (tablica VI). W drugiej
serii préb w pozywce LEDERBERGa znikaty zupeinie kwas glu-
taminowy i glicyna oraz cze$ciowo lizyna i cystyna po 72
godzinach obserwacji (tablica VIl). Wwarunkach statego
napowietrzania z pozywki LEDERBERGa znikata zupetnie po 8
godzinach hodowli tyrozyna, za$ po 24 godzinach czesSciowo
cystyna i lizyna a zupetnie kwas glutaminowy i glicyna
(tablica VIII, rysunek 6).

Szczep IX z rodzaju Micrococcus bez napowietrzania wpo-
zywce ZUKOWa wykorzystywat catkowicie kwas glutaminowy po
96 godzinach hodowli (tablica V1), a w pozywce LEDERBERGa
po 4-8 godzinach hodowli (tablica VII). Przy statym napo-
wietrzaniu kwas glutaminowy znikat z poditoza juz po 24 go-
dzinach obserwacji, za$ glicyna czesciowo po 48 godzinach
hodowli (tablica VIII).

Szczep XLIII z rodzaju Micrococcus we wszystkich trzech
seriach badan zuzywat catkowicie tyrozyne i kwas glutami-
nowy, w warunkach statycznych czas rozktadu tych aminokwa-
séw wynosit tu 48 godzin, za$ przy statym napowietrzaniu -
8 godzin (tablica VI, VII, VIII i rysunek 4).

Szczep LXXlla z rodzaju Micrococcus bez napowietrzania
w pozywce ZUKOWa zuzywal cze$ciowo arginine (tablica VI),
za$ w pozywce LEDERBERGa zanik argininy byt zupetny po 96
godzinach hodowli (tablica VII). Wtrzeciej serii badan
przy staltym napowietrzaniu pozywki LEDERBERGa, arginina
znikata z podioza po 24 godzinach hodowli w pozywce zawie-
rajgcej mieszanine dziesieciu aminokwasow (tablica V III).

Badania zapotrzebowania na aminokwasy przez laseczki z
rodzaju Bacillus (szczepy XIV, LIII i LXXXVI) na pozywce
ZUKOWa i LEDERBERGa zar6wno bez napowietrzania jak i przy
statym napowietrzaniu nie daty przewidzianych rezultatom
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(tablice VI, VII i VIII). wbadaniach chromatograficznych
nie stwierdzono zaniku ani zmniejszania sie plam aminokwa-
sow dodawanych do pozywki w badanym okresie hodowli. Wce-
lu wyjasnienia tego zjawiska wprowadzono do doswiadczenia
z zawiesinami laseczek,dodatkowo podtoze sporzgdzone we-
dtug receptury DISLERa. Wtej pozywce zrédtem azotu i we-
gla byty badane aminokwasy w stezeniu po 1 mg/l pozywKi.
Wyniki hodowlane zar6wno wwarunkach statycznych, jak tez
przy statej aeracji bytly ujemne. Nie stwierdzono rozktadu
aminokwaséw przez te bakterie, DISLER [13] na tym podtozu
badat wykorzystywanie réznych aminokwaséw jako Zrédto azo-
tu i wegla przez Bacillus mesentericus. Wyniki jego badan
Yiykazaly, ze badany drobnoustréj zuzywat przy wzroscie kwas
asparaginowy, arginine, kwas glutaminowy, proline i ala-
nine.

Bierno$¢ badanych szczepow z rodzaju Bacillus wzgledem
substratéw aminokwasowych jest interesujgca i wymaga do-
datkowych specjalnych badan biochemicznych. Obserwacje ta-
kie nie mieszczg sie jednak n ramach przeprowadzanych do-
Swiadczen.

Otrzymane wyniki z przeprowadzonych badan nad rozkiladem
aminokwaséw w poditozu ZUKOWa i LEDERBERGa w seriach bez na-
powietrzania przez szczepy rodzajow Aehromobacter. Alcali-
genes i Escherichia wyraznie wskazujg, ze zuzycie amino-
kwaséw przebiegato-szybciej w pozywce LEDERBERGa.

Na przebieg wykorzystywania aminokwasow obecnych w $ro-
dowisku przez poszczeg6lne szczepy bakteryjne majg wplyw
rézne czynniki, jak sktad podioza, obecno$¢ Ilub nieobec-
no$¢ glikozy, stezenie i obecno$¢ innych aminokwaséw, do-
datek substancji stymulujgcych rozktad aminokwaséw (np.
kwas nikotynowy), pH Srodowiska oraz pojawienie sie pro-
duktéw metabolizmu w.czasie hodowli,.ktore . nagromadzity
sie w pozywce 10, 11, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26].

Powolne, a czesto niepetne wykorzystywanie aminokwasoéw
przez wymienione szczepy bakteryjne w pozywce ZUKOWa uwi-
daczniajgce sie najszybciej po 72 godzinach hodowli mogto
by¢ wywotane sktadem mineralnym podtoza i obecnoscig 0,5%
glikozy. Mozna by to wyttumaczy¢ tym, ze badane kultury
zuzywatly najpierw glikoze i sole amonowe jako zrodio wegla
i azotu, a dopiero poOzniej przyswajalty niektére aminokwasy
bardziej dla nich dostepne. Badania chromatograficzne wska-
zywaty, ze najczesciej catkowicie lub czesciowo zuzywany
byt kwas glutaminowy i arginina, nastepnie tyrozyna, gli-
cyna, lizyna i cystyna. Typowy rozktad aminokwaséw w ho-
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dowli bakteryjnej w pozywce ZUKOWa ilustruije rysunek 4,
ktéry podaje fragmenty wybranej serii badan nad rozkladem
badanych aminokwaséw przez wytypowane szczepy bakteryjne»

Wyniki analiz chromatograficznych z badah przeprowadzo-
nych bez napowietrzania Swiadczg, ze zuzycie aminokwasow
przebiegato lepiej w podtozu LEDERBERGa niz w pozywce ZU-
KOWa. Pozywka LEDERBERGa réznita sie nieznacznie od pozyw-
ki ZUKOWa sktadem mineralnym podtoza oraz obecnoscig 0,2#
glikozy i 0,05# cytrynianu sodu. Juz po 48 godzinach hodo-
wli nastepowat widoczny, czeSciowy lub catkowity zanik wy-
kazywanych chromatograficznie plam poszczegdlnych amino-
kwasow. W pozywce LEDERBERGa, na przyktadzie niektérych
szczepOw, mozna byto przeSledzi¢ wpltyw jednych aminokwaséw
na przebieg wykorzystywania innych substratéw aminokwaso-
wych obecnych w pozywce.

Szczep Cl z rodzaju Achromobacter w pozywce 2/1 zawie-
rajgcej trzy aminokwasy zuzywat catkowicie arginine po 72
godzinach hodowli, za$ kwas glutaminowy w pozywce 2/4 i
glicyne w pozywce 2/5 po 96 godzinach obserwacji. Wymie-
nione aminokwasy w pozywce 2/6, ktéra zawierata dziesiec
aminokwasow, byty catkowicie wykorzystane po 48 godzinach
hodowli (tablica VII, rysunek 5). Wwiekszo$ci obserwowa-
nych przypadkow catkowicie lub czesciowo znikat z pozywki
kwas glutaminowy, glicyna, arginina, nastepnie tyrozyna,
lizyna oraz fenyloalanina. To szybsze i pelniejsze wyko-
rzystywanie aminokwaséw mogto by¢é wywotane zmniejszong i-
loScig glikozy oraz obecno$cig cytrynianu sodu w pozywce.

Wyniki uzyskane wtrzeciej serii doSwiadczen przeprowa-
dzonych na pozywce LEDERBERGa przy statym napowietrzaniu
(tablica VIII) $dwiadczg, ze przyspieszony wskutek napo-
wietrzania i mieszania, zwielokrotniony przyrost populacji
bakteryjnych daje znacznie szybsze i pelniejsze zuzycie a-
minokwaséw. Wtej serii stwierdzono, ze najszybciej po 8
do 12 godzin napowietrzania znikat z podtoza kwas glutami-
nowy, arginina, tyrozyna i glicyna, nastepnie po 24 godzi-
nach hodowli catkowicie lub czeSciowo - cystyna, lizyna.,
walina oraz fenyloalanina, leucyna i izoleucynaO Przebieg
tego dosSwiadczenia obrazuja rysunki 6 i 7, ktore odnoszg
sie do wybranych serii badan rozktadu aminokwaséw przez wy-
typowane do badan szczepy bakteryjne.

Stwierdzono, ze ws$rdéd badanych kultur hodowlanych bez
napowietrzania w pozywce LEDERBERGa (tablicag VII) kwas
tarninowy zuzywato 55# szczepow, glicyne 45#, arginine 36#,-
tyrozyne 27#, a cystyne, lizyne i fenyloalanine 18>0 szcze-
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pow. Wwarunkach statej aeracji (tablica VIII) kwas gluta-
minowy wykorzystywato 63% szczepdéw, glicyne 45%, arginine
i tyrozyne 36% oraz cystyne, lizyne i fenyloalanine 18%

szczepdw« Watina, leucyna i izoleucyna byty wykorzystywane
czeSciowo przez bakterie z rodzaju Achromobacter. lecz ty -
ko w hodowlach stale napowietrzanych (tablica VIIIl, rysun-

ki 6 i 7)® Whodowlach nienapowietrzanych nie stwierdzono
przyswajania tych aminokwasdw«

Najwiekszg czes¢ aminokwasow wpozywce catkowicie lub
czesSciowo wykorzystywaty bakterie z rodzaju Achromobacter
(szczepy CIl i CXXI) oraz szczep CIlIl z rodzaju Escheri-
chia» Szczep CXXI w warunkach statycznych zuzywat 70%. do-
dawanych do podtoza aminokwasow, a w warunkach statego na-
powietrzania 90%, Szczep Cl w warunkach statycznych roz-
ktadat 50% badanych aminokwaséw, a przy statym napowietrza-
niu 90% tych substratow« Szczep CIIl w warunkach statycz-
nych wykorzystywat 40% obecnych wpozywce aminokwasow, a
przy statym napowietrzaniu 50% tych zwigzkéw» Inne szczepy
z badanych rodzajow Micrococcus. Alcaligenes i Achromobac-
ter zuzywaty w hodowlach nienapowietrzanych od 10 do 20%
obecnych w podtozu aminokwaséw, za$ od 10 do 30% przy sta-
tym napowietrzaniu«-

Wyniki niepetnego wykorzystywania aminokwaséw z podto-
Za przez szczepy wymienionych rodzajéow bakterii, nawet przy
statym napowietrzaniu, nie sg odosobnione. Podobne spo-
strzezenia niepetnego wykorzystywania aminokwaséw w swo-

ich pracach poczynili ZWIRBLANSKAJA P12] « badajac zuzycie
aminokwasow obecnych w podtozu przez oakterie "z rodzaju

Achromobacter. Flavobacterium i Bacillus. SOGHINA i BIR-
GER [20], BLOCHINA i wspotpracownicy. [21] oraz ZUKOW 01]
przy badaniu zapotrzebowania na aminokwasy przez, bakterie
chorobotwdrcze przewodu pokarmowego stwierdzili podobne
zjawiska. DISLER P3] i MALCEVA [27] w badaniu zuzycia a-
minokwaséw obecnych w pozywkach przez niektére gatunki ro-
dzaju Bacillus zaobserwowali réwniez niecatkowite wykorzy-
stanie substratdw aminokwasowych w czasie wzrostu kultur
tego rodzaju bakterii® JURSIK [2] badajac zuzycie amino-
kwasOw przez mieszane populacje bakteryjne osadu czynnego
i zt6z biologicznych stwierdzit, ze ubytek aminokwaséw w
odptywach po osadzie czynnym wynosit 41%, za$ po ztozach
biologicznych 53%. Na podstawie obserwacji witasnych w po-
rownaniu z informacjami z literatury mozna stwierdzic¢, ze
tylko nieliczne szczepy bakteryjne majg zdolno$¢ wykorzy-
stywania wiekszej liczby aminokwaséw obecnych w podtozu.
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Przeprowadzone badania wskazujg, ze badane drobnoustro-
je rodzajow Achromobacter, Escherichia, Alcaligenes i Mi-
crococcus w warunkach statego napowietrzania wykorzystywa-
ty catkowicie z badanych dziesieciu aminokwasow kwas glu-

taminowy, glicyne, arginine, tyrozyne, lizyne i cystyne.
Bakterie z rodzaju Achromobacter zuzywaly oprdcz tego cze-
§ciowo waline, fenyloalanine, leucyne i izoleucyne.Ta wia-

§ciwo$é wykorzystywania aminokwaséw wystepujgcych wolno lub
w uktadach polipeptydowych w $ciekach garbarskich z mocze-
nia oraz wapnienia i ptukania po wapnieniu skér przez drob-
noustroje wyosobnione z tych Srodowisk, moze odgrywac¢ prak-
tyczng role w procesie biologicznego oczyszczania tych
Sciekow.

Stwierdzone w powyzszych badaniach wtasnosci przyswaja-
nia i rozktadu omawianych aminokwaséw przez szczepy bakte-
ryjne wyizolo\vane ze $ciek6w garbarskich majg charakter o~
pisowy. Byloby réwniez interesujgce powiazanie tych proce-
séw metabolicznych z budowa chemiczng i charakterem bada-
nych aminokwaséw. Udato sie stwierdzié, ze niektére amino-
kwasy, na przyktad kwas glutaminowy, arginina i glicyna
podlegaty tatwemu przyswajaniu, inne za$ jak leucyna i i-
zoleucyna byly bardziej odporne na dziatanie tych bakte-
rii. Intensywnos$¢ przyswajania aminokwaséw wyraznie wzra-
stata pod wplywem napowietrzania, zgodnie z og0llnie stwier-
dzang prawidlowos$cig przyspieszania procesow tlenowego roz-
ktadu bakteryjnego wskutek aeraciji.

Trudno jednak na podstawie przeprowadzonych badan mi-
krobiologicznych, ktére nie miaty charakteru systematycz-
nych obserwacji biochemicznych i enzymatycznych, podaé Sci-
S§lejsze informacje o procesie dezaminacji w metabolizmie
aminokwasdw. Jak sie wydaje obserwacje te przekraczaty .ra-
my zamierzonych badan, Przeprowadzone badania umozliwiajg
jednak podanie ogo6lnych i oczywistych wnioskow. Badane a-
minokwasy w obecnos$ci weglowodanéw, a szczegdlnie glikozy
(pozywka ZUKOWa i LEDERBERGa) wykazywaty wiasnos$ci drugo-
rzednych substratow energetycznych i diuzej utrzymywaty
sie w Srodowisku hodowlanym. Dopiero brak lub wyczerpanie
sie bezazotowego substratu weglowodanowego sprzyjato przy-
swajaniu i metabolizmowi aminokwasow.

Srodowisko $ciek6w garbarskich zawierato gtdwnie amino-
kwasowe produkty rozktadu biatek pochodzacych ze skér, kto-
re stanowity surowiec technologiczny. Srodowisko to sprzy-
jato przystosowaniu sie bakterii do wykorzystywania tych
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witasnie zwigzkéw azotowych jako podstawowych substratow w
procesach metabolicznych.

STRESZCZENIE

Badano zdolnosci bakterii wyosobnionych ze Sciekdw gar-
barskich do rozktadania i wykorzystywania aminokwasow wy-
stepujacych wtych $rodowiskach. DosSwiadczenia prowadzono
na mineralnych podtozach ptynnych sporzadzonych wedtug ZU-
KOY/a i LEDERBERGa. Pozywki te wzbogacano przez dodatek dzie-
sieciu aminokwaséw: I-cystyny, I-lizyny, l-argininy, gli-
cyny, l-tyrozyny, dl-waliny, dl-fenyloalaniny, I-leucyny,
I-izoleucyny i kwasu glutaminowego w stezeniach 0,1 mg/ml
pozywki z dodatkiem 0,2 do 0,5% glikozy. Zuzycie aminokwa-
séow w hodowlach oznaczano metodg chromatografii bibutowej.

Do badan uzyto szczepédw bakteryjnych wystepujacych co
najmniej w 40% przeprowadzonych analiz bakteriologicznych

Sciekow garbarskich z moczenia oraz wapnienia i piukania
skor po wapnieniu.. Szczepy te nalezaty do rodzajow Achro-
mobacter, Alcaligenes, Escherichia. Micrococcus i Bacil-
lus.

Badania przeprowadzono w trzech seriach. Pierwszg i dru-
ga serie badan prowadzono w pozywkach ZUKOWa i LEDEKBERga
w hodowlach nienapowietrzanych wtemperaturze 2? — 1 C
przez okres 48,i 72 i 96 godzin, za$ trzecig sSerie w pozyw-
ce LEDERBERGa w warunkach statego napowietrzania przez o-
kres 8, 12, 24 i 48 godzin hodowli.

Otrzymane wyniki w pierwszej serii badan w pozywce ZU-
KOWa w warunkach bez napowietrzania W skazaty, ze zuzycie a-
minokwasOw, catkowite lub czeSciowe, wystepowato najwczes-
niej po 72 godzinach hodowli, za$ w drugiej serii badan w
pozywce LEDERBERGa juz po 48 godzinach obserwacji. Najlep-
sze przyswajanie aminokwasow obserwowano w trzeciej serii
badan przeprowadzonych na pozywce LEDERBERGa przy statym
napowietrzaniu hodowli:lzuzycie aminokwaséw obecnych w po-
zywce byto znacznie szybsze i petniejsze, a czesto wyste-
powato juz po 8, 12 lub 24 godzinach napowietrzania. Wba-
daniach tych stwierdzono, ze ws$réod uzytych kultur na po-
zywce LEDERBERGa w hodowlach nienapowietrzanych kwas glu-
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tarninowy zuzywato 55% szczepdéw, glicyne 45%, arginine 36%,
tyrozyne 27%, a cystyne, lizyne i fenyloalanine 18% szcze-
pow. M warunkach statego napowietrzania, kwas glutaminowy
wykorzystywato 63% szczepéw, glicyne 45%, arginine i tyro-
zyne 36% i fenyloalanine 18% badanych sgczepdéw.

Wykazano, ze napowietrzanie hodowli nie tylko znacznie
przyspiesza zuzycie aminokwaséw, ale réwniez powoduje roz-
ktad catkowity lub czeSciowy innych aminokwaséw obecnych w
pozywce, czego nie obserwowano w hodowlach nienapowietrza-
nych. Istniejg duze rozbieznos$ci w zdolno$ci przyswajania
aminokwasow dawkowanych do pozywki przez szczepy bakteryj-
ne, wytypowane do badania. Stwierdzono, ze niektdre amino-
kwasy jak kwas glutaminowy, arginina, glicyna byty szybko
. przyswajane, inne za$ jak leucyna, izoleucyna i walina by-
ty oporne na dziatanie tych bakterii.

Najwiekszg ilo$§¢ aminokwaséw obecnych w pozywce catko-
wicie lub cze$ciowo wykorzystywalty w procesie metabolizmu
bakterie z rodzaju Achromobacter wystepujace najliczniej w
badanych Sciekach garbarskich. W warunkach statego napo-
wietrzania niektére szczepy z rodzaju Achromobacter wyko-
rzystywaty 90% aminokwasoéw, dodawanych do podtoza. Szczepy
innych badanych rodzajow bakterii w tych samych warunkach
wykorzystywaty od 10% do 50% obecnych w podtozu aminokwa-
SOW.

Politechnika $Slgska
Katedra Biologii Sanitarnej
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. MaKCHMEgjIBHOe KOJIHMeCTBO aMHHpKHCIIOT, HpHCYTCTBYBIIMX B HETaTeJUsHOi  cpejia,
nojiHOCTBIO ujm ‘jacTiRHO ynoTpeOJKJiocB b npouecce MeTadojnt3Ma OaKTepiiit pojia
tchromobaeter, KOTOpue BUCT na&M HaaJojree mitClieHHO b HCClieayeMHX  KoxeseHHHX
c"o™hnX Bofltik. B ycJiOBKHx nocTOKHHofi aspamra HeKOTopwe nir poaa Aezroao-
bacter ynoTpefiIMIM 90% aMHHOKKCIioT, npHCSaBliseMHX k opejte. IfiraAMMU npyrHX hc*
cjrejtyeMHX poflOB ;aKTepHft b Tex ace ycJiOBirax yncTpeOJUUM ot 10 so 50% aVHHO—
xhcjiot, npHcyTCTByonmx b cpese.

CiiJiescKHz nojMTexHH”"ecKKk HHCTKTyr
Ka$espa oamrrapHoii dnojroran

THE DECOMPOSITION OF SOME AMINOACIDS OCCURRING
IN TANNERY WASTE WATERS BY THE BACTERIA ISOLATED
FROM THIS ENVIRONMENT

Summary

The ability of bacteria isolated from the tannery waste
waters to decompose and use of the aminoacids present in
this environment have been investigated. The observations
were carried out in the liquid culture media prepared ac-
cording to ZUKOW and LEDERBERG. Those media have been en-
riched by addition of 10 aminoacids, namely: 1-cystine, 1-
-lysine, 1-arginine, glycine, 1-tyrosine, dl-valine, dl-
-phenylalanine, 1l-leucine, l-isoleucine and glutamic acid.
These aminoacids were used in concentration of 0,1 mg/ml
of culture medium with the addition of 0,2 to 0,5 per cent
of glucose. The consumption of the aminoacids from those
media has been demonstrated by the paper chromatography.
The strains of bacteria used in these investigation oc-
curred at least in 40 per cent' of the performed bacterio-
logical analyses of the soak waters and waste waters from
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liming and washing of leather after liming. These strains
belonged to the genera: Achromobacter, Alcaligenes, Esche-
richia. Micrococcus'and Bacillus.

The investigations were carried out in three series.
The first and second series were performed with the ZUKOWSs
and LEDERBERG’s culture media at. the temperature of 27 “
1 C during 4-8, 72 and 96 hours of cultivation without ae-
ration. The third serie of observation with LEDERBERG’ s
culture medium was performed in conditions of conti-
nuous aeration during 8, 12, 24 and 48 hours of cul-
tivation.

The results obtained from the first serie of these in-
vestigations with ZUKOWs medium have shown that the total
or partial consumption of aminoacids occurred after 72
hours of cultivation. In the second serie it was already
reached after 48 hours.of observations. The best utilisa-
tion of aminoacids was observed however, in the third ex-
perimental serie with LEDERBERG’3 medium at a continuous ae-
ration of culture. The aminoacids consumption in these
conditions was far more rapid and complete. It occurred u-
sualy after 8, 12 or 24 hours of aeration.

It was found in observations with LEDERBERG’S culture
medium with out aeration that 55 per cent of isolated bac-
terial strains,were able to use glutamic acid; 45 per
cent - glycine; 36 per cent - arginine; 27 per cent - ty-
rosine and 18 per cent - cystine, lysine and phenylalani-
ne.

In conditions of constant aeration glutamic acid has
been consumed by 63 per cent of the strains used; glycine
by 45 per cent; arginine and tyrosine by 36 per cent . and
phenylalanine by 18 per cent of the bacterial strains.

It was indicated that the constant aeration of bacte-
rial culture accelerated the aminoacids consumption and
caused a total or a partial decomposition of other amino-
acids present in the medium. This phenomenon was not ob-
served in the cultivations without aeration. Some substan-
tial differences of aminoacids utilisation by the bacte-
rial strains under investigation were observed.

It was found that some aminoacids such as glutaminie
acid, arginine and glycine were readily used but the other
such as leucine, isoleucine and valine were resistible to
the action of those bacteria.
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The greatest number of aminoacids present in the cul-
ture media has been totally or partialy consumed in meta-
bolism of Achromobacter genus bacteria, which occurred in

largest numbers in the tannery waste waters. In the con-
ditions of constant aeration some strains of the genus A-
chromobacter used 90 per cent of aminoacids added. Some

other strains of bacteria in the similar conditions were
able to consume from 10 to 50 per cent of aminoacids pre-
sent in culture media.

Silesian Technical University
Laboratory of Sanitary Biology



