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HELENA PET RYCKA

ROZKŁAD NIEKTÓRYCH AMINOKWASÓW 
WYSTĘPUJĄCYCH W ŚCIEKACH GARBARSKICH x
PRZEZ BAKTERIE WYDZIELONE Z TEGO ŚRODOWISKA '

Rozkład z łożonych s u b s t a n c j i  b ia łkowych z n a jd u ją c y c h  s i ę  w 
różnych wodach odpadowych do .wolnych aminokwasów odbywa 
się przy w s p ó ł u d z i a l e  mieszanych p o p u l a c j i  b a k t e r y j n y c h .  
Rozkład t e n . j e s t  w ie lo s topn iow y  i  p r z e b i e g a  z pośrednim 
tworzeniem pol ipep tydów  n iskod rob inow ych .

Prace  związane z występowaniem wolnych i  związanych a -  
minokwasów w ś c i e k a c h  są  j e s z c z e  w l i t e r a t u r z e  n i e l i c z n e  
[1, 2 ,  3 ,  4 ] ,  Dotyczą one głównie  o z n ac z an ia  aminokwasów w 
ściekach bytowych i  odpływach z różnych u rządzeń  o czysz 
czających t e  ś c i e k i .  Można n a to m ia s t  s t w i e r d z i ć  zupełny  
brak podobnych opracowań s k ład u  aminokwasowego ścieków prze
mysłowych, zw łaszcza  boga tych  w s u b s t a n c j e  b ia łk o w e .  P r z y 
czyną t e g o  s t a n u  by ł  prawdopodobnie  b rak  p r o s t y c h  metod o -  
znaczania  aminokwasów w t y c h  ś ro d o w isk ach .  Wprowadzenie 
c h ro m a to g ra f i i  b ibu łow ej  do o z n ac z an ia  aminokwasów w hy
d r o l i z a t a c h  b ia łkowych s tw o rz y ło  podstawę do w ykorzys ty 
wania t e j  metody do o z n a c z a n ia  aminokwasów również  w ś c i e 
kach. S t w i e r d z a j ą  t o  p ra c e  SASTRY i  współpracowników D O .  
SUBRAHMANYAMa i  współpracowników [5]« EFFENBERGERa i  JUR- 
SIKa CO oraz  JURSIKa 0 0 ,  k t ó r z y  o z n a c z a l i  wolne i  zwią
zane aminokwasy w ś c i e k a c h  metodą c h r o m a t o g r a f i i  b i b u ł o 
wej .

Wolne aminokwasy, p o w s ta łe  z h y d r o l i z y  b i a ł e k  p rz y  b i o 
logicznym o c zy szczan iu  śc ieków s ą  s topniowo zużywane p rz e z  
d r o b n o u s t ro je  b i o r ą c e  u d z i a ł  w tym p r o c e s i e .  S łu ż ą  one j a 
ko ź r ó d ło  e n e r g i i  o raz  węgla  i  a zo tu  do sy n te z y  nowej masy
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komórkowej. Właściwy metabolizm aminokwasów przeb iega ,wew
n ą t r z  komórek. Produk ty  ro z k ła d u  aminokwasów są  ró ż n e ,  za
l e ż n i e  od warunków w j a k i c h  p r z e b i e g a j ą  p ro c e sy  ro z k ła d u  i  
od enzymów, k t ó r e  k a t a l i z u j ą  t e n  r o z k ł a d  (6, 7,  8 ] ,  N ie 
w ie le  j e s t  również  p rac  omawiających r o z k ł a d  p o s z c z e g ó l 
nych aminokwasów p rz e z  s a p r o f i t y c z n e  b a k t e r i e  t l e n o w e .  Ba
d a n ia  t e  d o ty c zą  g łównie  b a k t e r i i  chorobotwórczych przewo
du pokarmowego [9» 1 0 , 11] . Wśród p rac  nad metabolizmem a -  
minokwasowym s a p r o f i t ó w  na uwagę z a s ł u g u j ą  d ośw iadczen ia  
ŻVIRBLIANSKIEJ [12] ,  k t ó r a  b a d a ł a  s t o p i e ń  w y k o rz y s tan ia  a -  
minokwasów p rz e z  b a k t e r i e  z r o d z a ju  Achrom obacte r , F lavo 
b a c t e r iu m  i  B a c i l l u s  wyhodowane ze s ł o d u .  Ana l izy  chroma
t o g r a f i c z n e  przeprowadzone po o k r e s i e  hodowlanym wykazywa
ł y  różny s t o p i e ń  w y k o rz y s t an ia  aminokwasów przez  p o szcze 
gó lne  szc z ep y .  Ogólne z u ży c ie  aminokwasów wahało s i ę  w 
g r a n i c a c h  20 do 50/ó z a l e ż n i e  od szczepu b a k t e r i i .  DISLER 
[13] p r z e p ro w ad z i ł  d o św iad czen ia  z B a c i l l u s  m e s e n te r i c u s  

b a d a ją c  j e g o  wzros t  na podłożu mineralnym z dodatk iem ami
nokwasów j a k o  ź r ó d ł a  azo tu  i  w ęg la .  Badanie  chrom atogra 
f i c z n e  wykonane po o k r e s i e  hodowlanym wykazało ,  że Baci-1- 
l u s  m e s e n t e r i c u s  może wykorzystywać kwas glutaminowy, kwaś 
a spa rag inow y,  p r o l i n ę  i  a l a n i n ę  j a k o  ź ró d ło  azo tu  i  w ę g la . -

Zadaniem n i n i e j s z e j  p racy  było  zbadan ie  z d o ln o ś c i  wyko
r z y s ty w a n ia  n i e k t ó r y c h  aminokwasów występu jących  w ś c i e 
kach  g a r b a r s k i c h  p rz e z  n i e k t ó r e  b a k t e r i e  wydzie lone  z t y c h  
ś ro d o w isk .  C h a r a k te r y s ty k ę  rodzajową ty c h  b a k t e r i i  poda je  
PETRYCKA M .  Znajomość t lenowego r o z k ła d u  związków orga 
n ic z n y c h ,  k t ó r e  s tan o w ią  główne z a n ie c z y s z c z e n ie  śc ieków 
g a r b a r s k i c h  p rz e z  d r o b n o u s t r o j e  wyizolowane z t e g o  ś r o d o 
w iska ,  może u ł a t w i ć  opracowanie  procesów b io lo g ic z n e g o  o- 
c z y s z c z a n i a  t y c h  śc ieków.

W c z a s i e  wykonywania t e j  p ra c y  n a l e ż a ł o  rozw iązać  n i e 
k t ó r e  z a g a d n ie n i a  metodyczne.  Dotyczyły  one p rz y s to so w a n ia  
c h r o m a t o g r a f i i  b ibu łow e j  do o z n ac z an ia  aminokwasów w ś c i e 
kach  g a r b a r s k i c h  o raz  odpowiedniego p repa row an ia  ścieków 
do c h r o m a to g r a f i c z n e j  i d e n t y f i k a c j i  t y c h  związków.
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Metodyka badań

Metodyka c h ro m a to g ra f i i  b ibu łow e j  s tosow ana  do o z n ac z an ia  
aminokwasów w ś c i e k a c h  g a r b a r s k i c h

Do jak o śc io w eg o ' o z n a c z a n ia  aminokwasów w ś c i e k a c h  z mocze
n i a  i  wąpnienia  sk ó r  zas tosowano metodę c h r o m a t o g r a f i i  b i 
b u ł o w e j .  Wybrano t e c h n i k ę  jednokierunkowego  sp ływu. A n a l i 
zę c h ro m a to g ra f iczn ą  przeprowadzono na b i b u l e  Whatman n r  1 
w paskach  o s z e r o k o ś c i  9 do 15 cm. Nanoszono dawki od 0,010 
do 0 ,0 2 5  ml badane j  p ró b y .  Do rozmywania chromatograf iczne
go używano m ie szan inę  n - b u t a n o l u ,  kwasu octowego i  wody (w 
s to s u n k u  objętościowym 4 : 1 : 5 ) .  Dodatkowo s tosowano t e ż  u -  
k ł a d  fenol-woda (1 :1 )  z domieszką 0,3% amoniaku do rozmy
w an ia  chromatogramów sporządzonych  z h y d r o l i z a t ó w  kwaso
wych ścieków g a r b a r s k i c h .  Czas r o z w i j a n i a  chromatogramu 
z a l e ż a ł  od m ieszan iny  rozmywającej i  wahał s i ę  od 18 do 20 
g o d z i n .  Rozwinięte chromatogramy suszono  w t e m p e r a t u r z e  
p ok o jo w e j .  Rozdz ie lone  plamy aminokwasów wywoływano p r z e z  
z a n u r z e n i e  w 0,2% alkoholowym ro z tw o rz e  n inhydryny  M  i  
su szo n o  w te m p e ra tu rze  pokojowej p rz e z  ok re s  12 do 18 go
d z i n  w pomieszczeniu  zaciemnionym.

Jakościową i d e n t y f i k a c j ę  r o z d z i e l o n y c h  aminokwasów p r o 
wadzono przez pomiar Rf plamy i  p rz e z  b e z p o ś re d n ie  po
równanie  z położeniem plam aminokwasów chromatogramu wzor
cowego.

P rzy k ła d  r o z d z i a ł u  aminokwasów wywołany za pomocą mie
s z a n i n y  n -bu tano l -kw as  octowy-woda i l u s t r u j e  ry sunek  1 .  
Typowy r o z d z i a ł  c h ro m a to g ra f i c z n y  aminokwasów uzyskany 
p r z e z  rozmycie roztworem fe n o lu  poda je  ry sunek  2 .

Zagęszczan ie  prób i  o d d z i e l a n i e  s o l i  ze śc ieków z moczenia  
i  'wapnienia  s k ó r  d l a  o z n a c z a n ia  wolnych aminokwasów

Bezpośrednie  s t w i e r d z e n i e  obecnośc i  wolnych aminokwasów i  
pol ipep tydów w o b j ę t o ś c i  10 ml ścieków z moczenia  i  wap
n i e n i a  skór p róbą  ninhydrynową [15, 1 6 ] ,  dawało wynik i po
zytywne. Natomiast  b e z p o ś r e d n ie  j ak o śc io w e  oznaczen ie  ami-
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O CLy O j & 64

R ys. 1 .  A naliza  chrom atograficz
na wolno występujących aminokwa

sów

a^» a^ -  w dwu różnych próbkach
ścieków z moczenia sk ó r ,b ^ #b . -
w dwu różnych próbkach ścieków z 
wapnienia skór 0 -  chromatogram 

wzorcowy
Chromatogram rozw ijano roztworem  
n-butanolu  kwasu octowego i  wody 

(4 :1 * 5 )

0  6 '  6>i *4

Rys. 2 .  Pypowy r o z d z ia ł  
chrom atograficzny ami
nokwasów w h y d r o l iz a c ie  
kwasowym ścieków z wap

n ie n ia  skór:
0 -  chromatogram wzor
cowy, b , b'1f b'2 -  chro-
matogramy trzech  ró ż 
nych prób ścieków z wa
p ie n ia  sk ór , n -  n i e z i 
dentyfikowany aminokwas
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nokwasów w. t y c h  ś c i e k a c h  metodą c h ro m a to g r a f i c z n ą  n i e  po
wiodło s i ę .  Występują  one w s t ę ż e n i a c h  n i e w y s t a r c z a j ą c y c h  
do wykrycia przy  pomocy t e j  t e c h n i k i  a n a l i t y c z n e j .

Część aminokwasów b y ł a  związana w p o s t a c i  układów p o l i 
peptydowych. Wstępne próby o d s o l e n i a  i  z a g ę s z c z e n ia  ś c i e 
ków z moczenia  i  w a p n ien ia  s k ó r  metodą e l e k t r o d i a l i z y  n ie  
dały spodziewanych r e z u l t a t ó w :  d ł u g o t r w a ł a  e l e k t r o d i a l i z a  
nie dawała w y s t a r c z a j ą c e g o  z a g ę s z c z e n i a  aminokwasów. Do o -  
znaczania wolnych aminokwasów j a k  i  aminokwasów związanych 
w układach po l ipep tydow ych  wybrano więc metodę z a g ę s z c z a 
nia ścieków p rz e z  odparowanie  [ 5 ] .  P r o c e s  z a g ę s z c z a n i a  
ścieków g a r b a r s k i c h  d l a  o z n ac z en ia  wolnych aminokwasów po
legał  na  odparowaniu 100 ml badanych ścieków do sucha  na 
łaźni wodnej w k o n t ro lo w an e j  t e m p e r a t u r z e  55°**60°C. Za
gęszczone s u b s t a n c j e  o d d z ie l a n o  od s o l i  n i e o r g a n ic z n y c h  
metodą e k s t r a k c j i  ace tanowej  [ 2 ] .  Osad zalewano 10 ml a c e 
tonu zakwaszonego 1% HC1 na okres  2 g o d z in .  E k s t r a k t  a c e 
tonowy zlewano do probówek i  wirowano. W c e l u  dokładnego 
wyekstrahowania aminokwasów z o sadu ,  z a b i e g  t e n  powtarzano 
t r z y k r o t n i e .  Otrzymany e k s t r a k t  odparowywano w te m p e r a t u 
rze około 40 C na ł a ź n i  wodnej do s u ch a .  C ienką warstewkę 
otrzymanej suche j  s u b s t a n c j i  rozpuszczano  w 1 ml.wody de
stylowanej i  używano do c h r o m a t o g r a f i i  b i b u ł o w e j .

Zagęszczenie  i  h y d ro l i z o w a n ie  śc ieków do oz n ac z an ia  zwią
zanych aminokwasów

Część aminokwasów obecnych w ś c i e k a c h  z moczenia  i  wapnie
nia  skó r  b y ł a  związana w u k ład ach  p o l ipep tydow ych .  Aby o- 
znaczyć t e  aminokwasy n a l e ż a ł o  ś c i e k i  z a g ę ś c i ć  i  poddać 
h y d r o l i z i e  kwasowej .  Ś c i e k i  w i l o ś c i  500 ml zagęszczano  do 
o b ję to ś c i  10 ml p rz e z  odparowanie  w szklanym j e n a j s k i m  a -  
pa rac ie  próżniowym w t e m p e r a t u r z e  60°C. Tak zagęszczone  
ś c i e k i  prze lewano  i l o ś c i o w o  do pa ro w n iczk i  i  odparowywano 
do sucha K U  Z k o l e i  odważano’ 250 mg otrzymanego osadu i  
poddawano h y d r o l i z i e  kwasowej.  Osad t e n  zalewano 2 0 - k r o t -  
ną o b j ę t o ś c i ą  m ie szan in y  20% HC1 i  50% HCOOH po czym o- 
grzewano do w rzen ia  p rz e z  24 godziny pod c h ło d n ic ą  zwrot
ną.  H y d r o l i z a t  sączono  p rzez  b i b u ł ę  f i l t r a c y j n ą  i  z a g ę s z 
czano do o b j ę t o ś c i  5 ml,  a n a s t ę p n i e  odparowywano w e k sy -  
ka to rz e  próżniowym nad s t a ły m  KOH do su ch a .  Zabieg  t e n  po
wtarzano t r z y k r o t n i e  w c e lu  u s u n i ę c i a  ch lorowodoru .  Po u
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s u n i ę c i u  HC1 osad m ia ł  barwę c iem nobruna tną .  Rozpuszczane 
z k o l e i  t e n  osad w 10 ml wody d e s ty low ane j  i  odbarwiane 
węglem aktywnym z dodatk iem ch lo ro fo rm u D ? 3 .  Pó odbar
w ien iu  sączono ,  zaś  f i l t r a t  odparowywano do sucha .  O t rzy 
many osad odsa lano  metodą e k s t r a k c j i  acetonowej  D O » s t o 
s u j ą c  p o p rzedn io  o p isany  z a b i e g .  E k s t r a k t  acetonowy odpa
rowywano do su ch a ,  za ś  c a ł y  osad rozpuszczano  w 2 ml wodj 
des ty lo w an e j  i  używano do c h r o m a t o g r a f i i  b ib u ło w e j .

Metodyka b a d a n ia  ro z k ła d u  aminokwasów p r z e z  k u l t u r y  b a k te -  
r y j n e

Rozkład aminokwasów p rz e z  badane d r o b n o u s t r o j e  s tw ie r d za n e  
na c i e k ł y c h  pod łożach  m ine ra lnych  sporządzanych  według ŻU
KOWA [11] LEDERBERGa 0 8 ] i  DISLERa 0 3 ] . Do t y c h  podłoży 
dodawano aminokwasy wykry te  jakośc iow o metodą chrom atogra 
f i c z n ą  w ś c i e k a c h  z moczenia  i  w apn ien ia  sk ó r  w s t ę ż e n i a c h  
po 0,01% w ro z tw o rach  wodnych wyja łowionych p rzez  u l t r a -  
f i l t r a c j ę  na f i l t r a c h  S e i t z a .

Pożywka ŻUKOWa [11] m i a ł a  s k ł a d :  (NH^)^PO^ -  1 , 0  g;
K?HP04 -  1 , 0  g; Na2S04 -  0 , 2  g# MgSO, -  0 ,1  g j  N a C l - 5 , 0 g ;  
g lu k o za  -  5 ,0  g; woda des ty lowana  -  1000 ml.  Odczyn m ia ł  
pH 7 , 2 .  Pożywkę rozlewano do probówek w i l o ś c i a c h  po 5 ml
i  s t e r y l i z o w a n o  jednorazowo w t e m p e ra tu rz e  120 C p rz e z  15
m in u t .  N a s tę p n ie  dodawano ja łowo po 0,01% każdego z amino
kwasów według r e c e p t u r y  PELCZARa D 9 ] .  Zastosowaną symbo
l i k ę  znakowania pożywek z a l e ż n ą  od s k ład u  aminokwasowego 
p oda je  t a b l i c a  I ,

S k ład  pożywki według LEDERBERGa 0 8 ] b y ł  n a s t ę p u j ą c y :  
K2HP04 -  0,7  g, KH2P04 -  0 ,2  g, M g S 047H 2Q ,  -  0 , 0 1  g,
(NH.)2S0r _ 0 ,1  g,  c y t r y n i a n  sodu -  0 ,0 5  g» g lukoza  -
0 ,2  g,  woda d es ty low ana  -  1000 ml.  Odczyn ś rodow iska  wyno
s i ł  pH 7»2. Pożywki rozlewano do probówek po 5 ml, zaś  do 
ko lbek  Er lenm ayera  po 20 ml.  S te ry l i zo w a n o  jednorazowo w 
a u to k la w ie  w t e m p e r a t u r z e  120°C p rz e z  15 m in u t .  N as tęp n ie  
dodawano ja łowe  aminokwasy po 0,01% według r e c e p t u r y  LE
DERBERGa 0 8 ] .  Zastosowaną symbolikę znakowania  pożywek 
z a l e ż n ą  od sk ładu  aminokwasowego poda je  t a b l i c a  I I .

Pożywka według DISLERa 0 3 ]  m ia ła  s k ł a d :  KH2P 0 ^ - 1 , 0  g,
MgSO^ -  0 ,0 5  g,  NaCO^ -  0 ,2  g,  FeSO^ -  w ś l a d a c h ,  woda d e -
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Pożywka ŻUKOWa [11]  z aminokwasami dodawanymi według PELCZARa [19]

Symbol
pożywki S k ład  aminokwasów Aminokwasy usuwane 

ze sk ładu  pożywki

1/1 C ys tyna ,  l i z y n a ,  g l i c y n a , -  a r g i n i n a , .  
kwas glutaminowy,  w a l i n a ,  t y r o z y n a ,  
f e n y l o a l a n i n a ,  l e u c y n a ,  i z o l e u c y n a

1 /2 u -  Cystyna

1 /3 i i -  Lizyna

1 / 4 n -  A rg in in a

1 /5 i i -  G l ic y n a

1 / 6 u -  Kwas glutaminowy

1 /7 u -  Tyrozyna

1 / 8 i i -  Walina

1 / 9 ti -  F e n y lo a l a n in a
1/10 u -  Leucyna, i z o l e u c y n a

R
ozkład 

niektórych 
am

inokw
asów

 
w

ystępujących
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T a b l i c a  I I

Pożywka według LEDERBERGa [18]

Symbol
pożywki Dodawane aminokwasy

2/1 C ys tyna ,  l i z y n a ,  a r g i n i n a

2 /2 Leucyna, i z o l e u c y n a ,  w a l in a

2 /3 Tyrozyna ,  f e n y l o a l a n i n a
2 / 4 Kwas glutaminowy

2 /5 G l icyna

2 /6 C ys tyna ,  l i z y n a ,  a r g i n i n a ,  l eu cy n a ,  i z o l e u 
cyna, .  t y r o z y n a ,  f e n y l o a l a n i n a ,  kwas g lu t a m i 
nowy, g l i c y n a ,  w a l in a

s ty low ana  100 ml.  Odczyn odpowiadał  pH 7*2. Pożywkę r o z l e 
wano do probówek po 5  ml* zaś  do ko lbek  po 20 ml.  S t e r y l i 
zowano jednorazowo w a u to k la w ie  o t e m p e r a t u r z e  120°C p rz e z  
15 m in u t ,  po czym dodawano ja łowo aminokwasy a n a l o g i c z n i e  
j a k  do pożywki LEDERBERGa 0 8 ]  z tym je d n a k ,  że i l o ś c i  a -  
minokwasów były  d z i e s i ę c i o k r o t n i e  większe  i  wynosi ły  0 , 1 ^

Szczepy b a k t e r y j n e  wybrane do badań 0 4 ]  bodowanó n abu -  
l i o n i e  agarowym w skosach  przez  24 godziny w t e m p e r a t u r z e  
2 7 + 1  C, po czym hodowlę zmywano z p o d łoża  roztworem s o l i  
f i z j o l o g i c z n e j  i  wirowano p rz e z  15 minut p rzy  5 t y s i ą c a c h  
obrotów na m in u tę .  Ciecz  nadosadową dekantowano j a ło w o ,  a 
komórki z aw ar te  w o sa d z ie  zalewano ponownie s te ry l izow anym  
roztworem s o l i  f i z j o l o g i c z n e j .  Dla dokładnego p rzem ycia  
komórek z a b ie g  przemywania i  w irowania  powtarzano t r z y 
k r o t n i e ,  Z przemytego osadu sporządzano  zaw ie s inę  b a k t e 
r y j n ą  o g ę s t o ś c i  2 , 0.106 komórek w 1 ml roz tw oru  s o l i  f i 
z j o l o g i c z n e j  .

Rozkład aminokwasów w hodowlach b a k te r y jn y c h  badano w 
warunkach hodowli n i e p r z e w i e t r ż a n e j  oraz w c z a s i e  s t a ł e g o  
p r z e w i e t r z a n i a ,

Do badań w warunkach s t a t y c z n y c h  s z e r e g  6 do 10 p robó 
wek z a w ie ra ją c y c h  zes tawy wymienionych pożywek z a s z c z e p i a 
no o b j ę t o ś c i ą  0 , 5  ml przygotowanych z a w ie s in  b a k t e r y j n y c h .
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Posiewy hodowano w te m p e r a t u r z e  27 “  1°C p rz e z  48 ,  72 i  96 
g o d z i n .  Badania  w warunkach s t a ł e g o  n a p o w i e t r z a n i a  prowa
dzono w ko lbkach  zaw iera jących  20 ml pożywki,  k t ó r e  za
s z c z e p i a n o  za pomocą 2 ml przygotowanej  zaw ie s in y  b a k t e 
r y j n e j »  Hodowlę prowadzono w t e m p e r a t u r z e  27 ~  1 0 ,  p r z e 
p u s z c z a j ą c  przez  pożywkę oczyszczone  p rz e z  f i l t r a c j ę  watą 
p o w ie t r z e  w i l o ś c i  0 ,8  1 /g o d z .  Rozkład aminokwasów badano 
po 8 ,  12,  24 i  48 godzinach s t a ł e g o  n a p o w ie t r z a n ia .

Dynamikę rozkładu aminokwasów zaw ar tych  w pożywkach o- 
znaczono metodą c h ro m a to g ra f i i  b i b u ł o w e j .  Po określonym 
c z a s i e  hodowli ,  pobierano ja łowo 1 ml zaw ie s in y  b a k t e r y j 
ne j  i  wirowano przez 15 minut p rz y  5 t y s i ą c a c h  obrotów na 
m i n u t ę .  P łyn  znad osadu dekantowano i  używano do badań 
ch ro m a to g ra f iczn y ch .  Obserwację  dynamiki  r o z k ła d u  amino
kwasów um ożl iw i ło  porównanie i n t e n s y w n o ś c i  plam chrornato- 
gramów sporządzonych z hodowli z plamami chromatogramów 
wzorcowych, wykonanych z pożywek ja łowych  o tym samym s k ł a 
d z i e  aminokwasowyra.

P r z e b i e g  doświadczeń i  wynik i badań

Wolne i  związane aminokwasy w ś c i e k a c h  g a r b a r s k i c h

Rozkład b i a ł e k  zawartych w sk ó ra ch  surowych w p r o c e s i e  mo
c z e n i a  i  wapn ien ia  skór p r z e b i e g a  g łównie  pod wpływem d z i a 
ł a n i a  enzymów b a k t e r i i  g n i ln y c h  t e g o  ś ro d o w isk a .  Występo
wanie  procesów hydro l izy  b i a ł e k  w ś c i e k a c h  s t a r a n o  s i ę  wy
k azać  przy  pomocy a n a l i zy  c h r o m a to g r a f i c z n e j  wód poproduk
c y jn y ch  z moczenia  i  w a p n ien ia  s k ó r .  A n a l i z a  t a  m ia ł a  wy
k a za ć  obecność w s t a n i e  wolnym aminokwasów s tanow iących  
główne s k ł a d n i k i  b ia łe k  s k ó r y .  Badane ś c i e k i  w i l o ś c i  100 
ml zagęszczano  i  oddz ie lano  od s o l i  d rogą  e k s t r a k c j i  a c e 
t o n o w e j .  Uzyskany p re p a ra t  stosowano do o z n ac z an ia  wolnych 
aminokwasów. Stosowano p o r c j e  po 0 ,0 2 0  ml e k s t r a k t u  o t r z y 
manego ze śc ieków z moczenia  skó r  o raz  po 0 ,010  ml ek s 
t r a k t u  ze ścieków z w apnien ia  s k ó r .

Związane aminokwasy uw aln iano  p rz e z  24 godz inną  hydro
l i z ę  kwasową ścieków z moczenia  i  w apn ien ia  s k ó r .  Na punk
t y  s t a r to w e  na b ibu le  nanoszono p o r c j e  po 0 ,010  ml eks 
t r a k t u .  Typowy s k ład  wolnych aminokwasów w ś c i e k a c h  z mo
c z e n i a  skó r  o raz  wapnienia  i  p ł u k a n i a  s k ó r  po wapnieniu  
p o d a je  rysunek 1 oraz t a b l i c e  I I I  i  IV .



Tablica III
co

Wolne aminokwasy wykazane chromatograficznie w ściekach
z moczenia skór

Aminokwasy P r  ć b y
a 1 a 2 a 3 a4

Cystyna 0 0 0 ++
Lizyna ++ ++ + ++
A r g in in a ++ ++ 0 ++
G l icyna ++ ++ ++ ++
Kwas glutaminowy +++ ++ +++ ++
P r o l i n a 0 0 0 0
Tyrozyna,  w a l in a + + ++ +
F e n y l o a l a n i n a ,  l e u c y n a ,  i z o l e u -  
cyna + + ++ +

O b j a ś n i e n i e  znaków: 0 = b rak  aminokwasów w ro z tw o rz e ;  symbolem od + do +++
oznaczano w z r a s t a j ą c e  n a t ę ż e n i e  barwy plam aminokwasów; 
w chromatogramach rozmywanych roztworem n - b u ta n o lu  -  
kwasu octowego i  wody (4:1:5)-» wywoływanych 0,2% a l k o 
holowym roztworem n i n h y d r y n y , -

H
elena 

P
etrycka



Tablica IV
Wolne aminokwasy wykazane chromatograficznie w ściekach

z wapnienia skór

Aminokwasy P r S b y
b1 b 2 b3 b4

Cystyna + 0 0 0

Lizyna + + ++ ++
A r g in in a 0 0 + +
G l icyna +++ ++ ++ ++

Kwas glutaminowy +++ ++ ++ ++

. P r o l i n a 0 + + 0

Tyrozyna , w a l ina +++ ++ +++ +++

F e n y l o a l a n i n a ,  l e u cy n a ,  i z o l e u -  
cyna +++ +++ +++ +++

O b j a ś n i e n i e '  znaków; 0 = b ra k  aminokwasów w roz tw orze ;  symbolem od + do +++
oznaczano w z r a s t a j ą c e  n a t ę ż e n i e  barwy plam aminokwasów 
w chromatogramach rozmywanych.roztworem n - b u ta n o lu  -  
kwasu octowego i  wody ( 4 : 1 : 5 ) »  wywoływanych 0,2^2 a l k o 
holowym roztworem n in h y d ry n y .

R
ozkład 

niektórych 
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inokwasów 
w

ystępujących



T a b l i c a  V o

Aminokwasy wykazane c h r o m a t o g r a f i c z n i e  w ś c i e k a c h
z moczenia  i  w ap n ien ia  sk ó r  po h y d r o l i z i e  kwasowej

• H y d r o l i z a  kwasowa ścieków
Aminokwasy moczenie skór w apnien ie  s k ó r

próby próby
a1 a 2 b b1 b 2

Cystyna ++ + ++ ++ ++
Lizyna ++ + ++ +++ ++
A r g in in a ++ ++ +++ +++ +++
G l icyna +++ +++ +++ +++ ++
Kwas glutaminowy +++ +++ +++ +++ +++
Aminokwas n i e z i d e n t . +++ +++ ++ +++ +++
P r o l i n a 0 0 ++ ++ ++
Tyrozyną ,  w a l in a ,  f e n y l o a l a n i n a ,  
l e u c y n a ,  i z o l e u c y n a + +++ ++ +++ +++

O b ja ś n i e n i e  znaków: 0 = b ra k  aminokwasów w ro z tw o rz e ;  symbolem od + do +++
oznaczano w z r a s t a j ą c e  n a t ę ż e n i e  barwy plam aminokwasów 
w chromatogramach rozmywanych roztworem n - b u t a n o l u  -  
kwasu octowego i  wody (4-;T;.5)» wywołanych 0,2% a lk o h o 
lowym roztworem n in h y d ry n y .
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Rozkład  n iek tó ry ch  aminokwasów w y s t ę p u j ą c y c h . . .

W obu rodza jach  ścieków h y d r o l i z a  kwasowa wykazała  o-  
b e c n o ś ć  związanych aminokwasów. C h ro m a to g ra f i c z n i e  s t w i e r 
dzono występowanie c y s ty n y ,  l i z y n y ,  a r g i n i n y ,  g l i c y n y  kwa
su glutaminowego, t y r o z y n y ,  w a l in y ,  f e n y l o a ł a n i n y ,  l e u c y -  
n y ,  iz o le u cy n y  oraz n i e z i d e n ty f ik o w a n e g o  aminokwasu. 0 -  
p ró c z  wymienionych aminokwasów w ś c i e k a c h  z w apn ien ia  skó r  
w ystępowała  p r o l i n a .  Plama n ieoznaczonego  aminokwasu na 
chromatogramach znajdowała  s i ę  p o n iż e j  plamy kwasu g l u t a 
minowego. Uwidoczniają  t o  r y s u n k i  2 i  3 o raz  t a b l i c a  V.

Wykazane w oznaczeniach c h ro m a to g ra f i c z n y c h  wolne ami
nokwasy s tanowią  główne s k ł a d n i k i  b i a ł e k  s k ó r y ,  k o l l a g e n u  
i  k e r a t y n y .  Plamy aminokwasów, w y s tęp u jący ch  w wymienio
nych b i a ł k a c h  w znacznych i l o ś c i a c h  były  i n t e n s y w n i e j s z e  
a n i ż e l i  plamy aminokwasów mniej  typowych d l a  t y c h  b i a ł e k  
lu b  występujących t y l k o  w j e d n e j  z wymienionych s u b s t a n c j i  
b i a łk o w y ch .

Rozkład  aminokwasów s tw ie rd zo n y c h  w ś c i e k a c h  z moczenia  i  
w a p n ie n ia  sk ó r  przez b a k t e r i e  wyizolowane z t y c h  ś rodow isk

Rozkład  aminokwasów w ys tępu jących  w odpływach z moczenia  
i  w a p n ien ia  skór  p rzez  b a k t e r i e  wyosobnione z t y c h  ś r o d o 
w isk  badano na pożywkach sporządzonych  według ŻUKOWA 
LEDERBERGA [l8]  i  DISLERA l13] • Do pożywek t y c h  dodawano 
aminokwasy; l - c y s t y n ę ,  l - l i z y n ę ,  . l - a r g i n i n ę ,  kwas 1 - g l u t a -  
minowy, g l i c y n ę ,  l - t y r o z y n ę ,  d l - w a l i n ę ,  d l - f e n y l o a l a n i n ę , -  
1 - l e u c y n ę ,  l - i z o l e u c y n ę  w i l o ś c i a c h  po 0 ,1  m g / l  każdego a -  
minokwasu według r e c e p t u r y  podanej w p u b l i k a c j a c h  ŻUKOWA 
[1 1 ] i  LEDERBERGA [18] ( t a b l i c a  I  i  I I ) .

P r ze d  użyciem pożywek do hodowli przeprowadzano k o n t r o 
l ę  i c h  j a ło w o ś c i  p rzez  t e r m o s ta to w a n ie  w t e m p e r a t u r z e  27 C 
w o k r e s i e  48 godzin.

Do badań wykorzystywania wymienionych aminokwasów w 
p r o c e s i e  metabolizmu b a k t e r y j n e g o  w z ię to  dowoln ie  wybrane 
szc z ep y  b a k t e r i i  z p o szczeg ó ln y ch  grup r o d z a ju  Achromobacr- 
t e r .  M icrococcus .  B a c i l l u s .  A l c a l i g e n e s  i  E s c h e r i c h i a . 
Powyższe szczepy występowały co' n a jm n ie j  w 40% diagnostycz
nych badań b a k t e r i o l o g i c z n y c h  p o p r z e d za ją cy c h  n i n i e j s z e  
p r a c e  M -  Wytypowane szczepy  b a k t e r y j n e  hodowano na  bu
l i o n i e  agarowym przez 24 godziny  w t e m p e r a t u r z e  27 C. Z ho
dowli  t y c h  sporządzano z aw ie s in ę  b a k t e r y j n ą  o g ę s t o ś c i  o-  
k o ło  2x10 komórek w 1 ml roz tw oru  s o l i  f i z j o l o g i c z n e j  i
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Rys. 3 .Typowy r o z d z ia ł  chro
m atograficzny aminokwasów w 
h y d r o l i z a c ie  kwasowym ś c i e 
ków z moczenia skór:
0 -  chromatogram wzorcowy, 
a1 » a2 " chromatogramy dwóch
różnych prób z moczenia skór  
n -  n iez id en ty fik ow an y  ami

nokwas
Chromatogramy rozwijano roz
tworem n-butanolu kwasu octo 

wego i  wody (4 : 1 :5 )

Wtcrococcus 
Siczep xim

f / t  f /7  f/B  f / ę  f /fo- ■•-A.. ,,,t.. ,„a «...—, JL — ,
c w m  o n  j f i

Rys. 4 .  Fragment z t a b e l i  V] 
pożywki ŻUKOVa od 1 /6  dc 
1 /1 0  demonstruje typowy prze 
b ie g  rozkładu kwasu g lu tam i
nowego i  tyrozyny przez ro 
dzaj Micrococcus szczep  XLHD 
w hodowli n ienapow ietrzanej
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z a w i e s i n ę  t ę  d o k ład n ie  przemywano płynem f i z j o l o g i c z n y m .  
Z a w ie s in a  t a  s ł u ż y ł a  do z a s z c z e p i e n i a  p rób  uży tych  w bada
n i a c h  nad rozkładem aminokwasów w hodowlach n i e p r z e w i e -  
t r z a n y c h  i  p rzew ie t rzanych .

B adania  rozkładu aminokwasów w hodowlach n i e p r z e w i e t r ż a 
nych p rz e z  b a k te r i e  wyosobnione ze śc ieków g a r b a r s k i c h

Badan ia  rozkładu aminokwasów przeprowadzono w dwu s e r i a c h  
w hodowlach n ienapow ie t rżanych  ( s e r i a  I  i  I I ) .  Użyto wyty
powanych szczepów b a k t e r y j n y c h  z r o d z a j u  Achromobacte r o -  
znaczonych symbolem I ,  CI ,  CXXI, z r o d z a ju  A l c a l i g e n e s  
s z c z e p  LXVIII, - E s c h e r i c h i a  s zczep  oznaczony numerem C I I I  
z r o d z a j u  Micrococcus szczepy  o symbolach IX, X L I I I i  LXXII 
a  z r o d z a ju  B a c i l l u s  - szczepy  XVI, L I I I  i  LXXXVI. W p i e r 
wsze j  s e r i i  stosowano pożywkę spo rząd zo n ą  według  ŻUKOWa 

zaś  w d ru g ie j  s e r i i  u ż y to  pożywki przygotowanej  we
d ł u g  przepisów LEDERBERGa Ql8] .

B a k t e r i e  z r o d z a ju  B a c i l l u s  n i e  wykorzystywały  amino
kwasów na podłożach wyżej wymienionych, d l a t e g o  badano j e  
dodatkowo w t r z e c i e j  s e r i i  doświadczeń na pożywce s p o r z ą 
dzonej  według DISLERa 0 3 ]  • Na tym podłożu  DISLER b a d a ł  
z u ż y c i e  aminokwasów ja k o  ź r ó d ł a  węgla i  a z o tu  d l a  B a c i l l u s  
m e s e n te r i c u s  i  o t rzym a ł  dobre  wynik i w z r o s t u .

Roztwory wymienionych pożywek z a s z c z e p i a n o  o b j ę t o ś c i ą  
0 , 5  ml przygotowanych z a w ie s in  b a k te r y jn y ch , -  Posiewy hodo
wano w tem pera tu rze  27 — 1 C p rz e z  ok re s  24,  48 ,  72 i  96 
g o d z in . .B y ły  t o  warunki o g ó ln i e  p r z y j ę t e  d l a  t e g o  ty p u  ba
dań 0 1 ,  12,  2 0 ] .

Rozkład poszczególnych aminokwasów zaw ar tych  w wymie
n io n y ch  podłożach oznaczano metodą c h r o m a to g r a f i c z n ą  po -48, 
72 i  96 godzinach h odow l i .  W t y c h  o k resach  cza su  p o b ie ra n o  
j a ło w o  po 1 ml c i e c z y  i  wirowano. C iecz  nadosadową dekan-  
towano i  używano b e z p o ś r e d n io  do badań c h ro m a to g ra f i c zn y c h  
bez  zabiegów z a g ę s z c z a j ą c y c h .

Odczytane wyniki z chromatogramów r o z k ła d u  aminokwasów 
p r z e z  u ż y te  szczepy b a k t e r y j n e  w wymienionych podłożach n ie 
napowiet  rżanych p o d a ją  t a b l i c e  VI i  V I I .  Fragmenty p r z e 
b ie g u  r o z k ł a d u .badanych aminokwasów w podłożu  ŻUKOWa ob ra 
z u j e  rysunek 4 - ,  zaś  w pożywce LEDERBERGa -  rysunek  5 »



Tablica VI
Rozk/ad niektórych aminokwasów występujących w ściekach garbarskich w czasie hodow/mapozywce ŻUKÓW a z  zawiesinom/ drobnoustrojów wydzie/onych z  ty c h  środowisk

4*
4*

l i
ols 
*  5

Symbol
szczepu

Aminokwasy: cystyno (cys), lizyna (L i  z ), org.'n/no (Arg), glicyna ( (/li), kw glutominowy(e/i()l tyrozyna (ryr),wo/ina jda/J feny/ootonina (fenol) , leucyna(Leu), izo/eucyna (  Jleu)
Symbol pożyw ki i  objęte am inokw asy

t/ f  pełny sk iad  | f/2- odjęto Cys \//s- odjęto Liz J ł/d - odję ta  ó /g  | f/s- odjęta Głł | f/6~ odję to  6/0 | f/7 - odjęto Wał | f/e -o d ję to  żyr [ */9 o d ję to  UnĄ f/fO-od/fłoieui J/eu
Czas kodo*// Czas hodbw/i Czas bodowi/ Czas hooiow/i Czas bodowi/

48 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96 46 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96

1

1

I bbb bbb Argb bbb bbb Argb b b b bbb Argt b b b bbb bbb b bb bbb Argt bbb bbb Aryt bbb bbb Argt bbb bbb Argt bbb bbb Argt b t b t t t Argb

CI bbb ó/u)
Gl/j % } °  

Cus * 
Tyr**

bbb Giu, 
ól/j

Arg) 
61i [0 
G/U) 
Tyr**

b b b
GU)

Arg) 
GU i 
G/Ul 
Cus*Tfjrti

b b b G/U)
J '

6/i\oGM 
Cgs t
Tyr**

t b t Glut Cys*
Tyr**

t t t 6/ib
Ąro). 
m  7 °
Cys * 
Tyr**

b b t G/U)
J f

Argj
gh 0 
g/u) 
Cys tTyr**

bbb 61 u)
4*9) 
G/i 0 
J/U* 
C p ,

tb b G/u1
61* J

Arg) 
GU 0 
Gid 
Cus* Tyr**

bbb
G/i)

Arg) 
G/i i 0 
G/u) 
Cus*

CXXI bbb bbb
fffjkręfb
G/u]
Tyri

bbb b bb
LiZ \
t z h
Tyr)

b b b bbb
cy s\*rg[
ó/ur
ryr) b bb bbb u f *

Tyr) bbb b tb
aa
t s r
w

bbb bbb
% \
Arg\t
Tyr) b tb bbb

f ? l )ArgW
G/u]
Tyr)

bbb bbb

O

bbb bbb
& i
ś fTyr)

bbb t t t
C.9 S )L u  1
t t rTyr) •

ł
LXVIII bbb bbb 6 li t bbb bbb 6 l i t b b b bbb G/ib b b b bbb G/ib bbb b b t bbb bbb bbb G/ib bbb bbb G/ib tb b bbb G/ib bbb bbb G/ib bbb t t t 6/ i b

I
c m b f  b bbb CysO bbb bbb bbb bbb bbb CysO b b b bbb CysO bbb b bb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb bbb CysO bbb tb b CysO

M
ic

ro
co

cc
us

IX bbb G/u** 6/u 0 bbb G!u** 6iu 0 b b b G/utb GiuO b b b G/U**G/uO bbb G/u** G/uO b tb b t t bbb bbb G/u*-* G/uO bbb G/utt G/uO bbb Glut* G/uO bbb G/u** G/uO

X LIII bbb Ó/U)
Tyr)° 6,u\o  Tyr) bbb Tyr)

*/ulo  
Tyr1 bbb 6k>\o

Tyr) &,u\oTyr) bbb Gfu)0
Tyr) bbb Tyr)

G/u,
W "

bbb TyrO TyrO bbb TyrO
G/UO

TyrO
G/uO bbb 6/u 0 G/uO bbb */u )c

Tyr) 6,u\oTyr) b b t Tyr) % ) o

LXX/la bbb bbb A ry t bbb bbb Argb b b b b b b A r y t b b b bbb bbb bbb t  bb Ary* bbb bbb Argb b b b bbb Argb bbb bbb Argb b tb b b t Argb tb b t t t Arg b

i

x / r bbb bbb bbb bbb bbr bbb bbb bbb bbb b b b bbb b bb bbb bbb b tb b t t b b t bbb b bb bbb b-bb bbb bbb b t b bbb bbb b b t b b f t t b t b t

LIII bbb bbb b-hb bbb bbb bbb b b b bbb bbb bbb bbb t b  b bbb bbb bbb b tb b bb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb b tb t b t b t t t t t

LXXXV! bbb b b t bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb b b b bbb b bb bbb bbb bbb bbb b b b b b b t t b t t b bb-b bbb bbb bbb bbb t t t t t t t t t t t t t t t

Uwaga: W pożywce ŻUR Oda zno/dowa/o s/ę dziesięć aminokwasów. Badania obe/mowoty serie hodow/ane w środowisku ko/ejno zubożanym w jeden z  badanych aminokwasów.
Maksymalna wielkóść i  natężen/e zabarwienia p/cmy chromatografii oznaczono symbolem bbb. Zupełny zanik określonego am/hokwasu oznaczono znakiem d  z  nazwą związku.

H
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T a b l i c a  VII
Ro/kład ki/ku amno/wasów wysłępu/gcych w sctekach garbarskich w czas/e statyczne/ hodowli w pożywce LEDERBERGc z zawiesinami drobmousłro/ó*

l l

Symbol
szczepu

Sy mbol pożywki i  dodawane am inokwasy
2/1 Cystyna (Cys), lizyna (Liz) 

ergi nina (Zip)
2/2 dolina (do/) /eucyna ( Leu), 

izo/eucyna( 7leu)
2/T Tyrozyną (  Tyr), 

fenyloalonina (Fena/)
2/4 Kwas glutaminowy (ó/u) 2/ f  Glicyno(61) 2/6 Cys. Liz, Arg, dal, Leu, J/eu 

Tyr, 6/u, 6/i, Fenol.

Cześ hodowli Czas hodowli Czas hodowli Czas hodowli Czas hodow/i Czas hodow/r
48 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96 48 72 96

1
'Cł

1

[ Arg 4 Arg 0 Arg 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 G / i l 6!i  4 4 4  4
A rg 0 
GÜ 4

A rg '0
a / i  4

Cl Arg 4 Arg 0 Arg 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tyr O 

Fenolr 1 1 4 O/U-r 61U 0 4 4 1 6h  1 1 Oli 0

Arg) 
G/i \o  
G/u) 
Tyr 4

6 "  \o  
6/l/J 
Tyr 4

Ar9 )
6h  \ 0 
6/u] U
Tyrł
Fena! 4 4

CU!

Cys + + 
L iz ++ 
Arg 44

Cys 4 4 
LiZ O 
Arg 4 4

LiZ O
Cys 4 
Arg 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T y r l l

Tyr + 
Fe na!+4 O/U 41 61 u  0 G/u 0 4 4 1 6/i  4 4 6/i  4 Arg 0

Cys. G/i \  
Tyr, Tenory. 
Liz, Arg. 
G/u I o

7leu 44
Liz, Ara \ 
6/i. 6/u \°  
Tyr )

ł
LKW 4 4 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 /u  0 Olu 0 1 1 1 6 1 /1 4 6 /i 0

G/i
1

6 /u  0

6 /i  0

6/U 0

6/r 0

1

a

CIII 1 1 1 .
CyS)

J " >
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 la  i i G/uO 1 1 1 GUI G/i 0 4 4 4

% : } o

y , ) °

Vj£

/* 4 4 4 1 1 1 1 1 1 i i i 1 1 1 + -t- + 4 4-1 .4- 1  4 1 4  1 6 /u  O 6 /u  O 6 /u  O 4 14- n i i i i e / u n 6/U O a /u  o

Z LIII 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 TyrO Tyr 0 TyrO 6 /u 0 6 /u  0 6 /u  0 1 1 1 1 1 1 1 4  1
G/U)

r j °

6 /U )

d °
6 / u \ o
ig r )

LXXUa 1 1 1 1 1 1 Arg 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 A rg  0

!

1

XIV 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1  -4 1

U li 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  4 1

LXX.W 1 1 1 1 1 1 P i  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  -11 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Uwaga d  pożywce LEDERBEROa znajdowały się serie składające się z  jednego do rfiiesieau wybranych em/ngkwasów. Maksyrhałna wie/kość ina łężen /e  zotiarwien/a p/omy chromało- 
grafU znaczono symbolem 444 Zupełny zanik okreś/onego aminokwasu znaczono znakiem  O z  nazw ą związku ■

Rozkład 
niektórych 

am
inokwasów 

w
ystępujących
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AcJjromobac/er ¡záep cxx/
Pożywka 2/5
konłrol 226
czas 48 rl 968 konł 48 92 9i

Rys, 5 .  Typowy przeb ieg  c zę 
ściowego wykorzystania g l i 
cyny przez  rodzaj Achromo- 
b a c te r  szczep  CXXI w pożywce 
LEDEKBERGa 2 /5  oraz ca łkow i
te g o  zużycia  l i z y n y ,  a r g in i -  
ny, g l i c y n y ,  kwasu g lu tam i
nowego i  ty rozyn y , s i ln e g o  
cy sty n y  i  częściow ego  f e n y -  
l o a la n in y ,  leucyny i  i z o l e u -  
cyny w pożywce ŁEDERBERGa 
2 /6  w hodowlach nienapow ie-  

trzanych ( t a b l i c a  VII)

Rys, 6 , Typowy przeb ieg  roz
kładu c y s t y n y ,a r g in in y ,g l i 
cyny, kwasu glutaminowego, 
tyrozyn y , w a lin y , leucyny,  
iz o le u c y n y  i  f e n y lo a la n in y  
przez rodzaj Achromobacter 
szczep  CI, rozk ład  c z ę ś c io 
wo cy s ty n y ,  l iz y n y  i  c a łk o 
w ity  g licyny ,k w asu  g lu tam i
nowego i  tyrozyny przez ro 
dzaj E sch er ich ia  szczep  CHI 
w podłożu ŁEDERBERGa 2 /6  w 
warunkach s ta łe g o  napowie

tr z a n ia  ( t a b l i c a  V III)

Pęiywźa i/é ÁchrOMoboctcr
k o f t  szczep c

c z a i  6  ł l  1 4

tstaencłua
s z c z e p  c m



Rozkład n i e k t ó r y c h  aminokwasów w y s tę p u ją c y c h . . . 4?

Badania  ro z k ła d u  aminokwasów p rz e z  k u l t u r y  b a k t e r i i  wy
osobnionych ze ś c i e k ó w g a r b a r s k i c h  w c za s i e .n a p o w i e t r z a n i a

Przeprowadzono b adan ie  ro zk ład u  aminokwasów w warunkach 
s t a ł e g o  n a p o w ie t r z a n ia  ( s e r i a  I I I ) .  Zastosowano szczepy  
b a k t e r y j n e  n a l e ż ą c e  do rodzajów Achromobacter znaczone sym
bolami I ,  CI i  CXXI, A l c a l i g e n e s  o symbolu LXVIII-,. Esche
r i c h i a  o symbolu C I I I ,  Micrococcus  o.symbolach.IX, XLIII i  
LXXIla o raz  B a c i l l u s  o symbolach-XIV, L I I I  i LXXXVI. Bada
n i a  t e  przeprowadzono na pożywce przygotowanej według LE- 
DERBERGa D 8 ] .  B a k t e r i e  z r o d z a ju  B a c i l l u s  znaczone sym
bolami XIV, L I I I  i  LXXXVI hodowano dodatkowo w pożywce 
DISLERa [13] .

Kolbki z a w ie r a j ą c e  po 20 ml pożywki zaszczepiane  p r z e z  
2 ml przygotowanych z aw ie s in  b a k te r y jn y c h  oraz k o lb k i  kon
t r o l n e  z pożywką ja ło w ą  hodowano w temperaturze  27 — 1 C 
p rzy  s t a ł e j  a e r a c j i .  P rzez  pożywkę przepuszczano 0 , 8  1 wy
ja ło w io n eg o  p o w ie t r z a  na g o d z in ę .

Rozkład aminokwasów wprowadzonych w pożywkach badano me
t o d ą  c h r o m a t o g r a f i i  b ibu łowej  po 8 ,  12 ,  24- i 48 godzinach  
n a p o w i e t r z a n i a .  Zastosowano metodykę u ż y tą  w badan iu  bak
t e r y j n e g o  ro z k ł a d u  aminokwasów w s e r i a c h  bez n a p o w ie t r z a 
n i a .

Po zakończen iu  d o św iad czen ia  przeprowadzano k o n t r o l ę  
c z y s t o ś c i  k u l t u r  napow ie t rzanych  p rz e z  rozsiewy pow ie rzch 
niowe hodowli na  b u l i o n i e  agarowym w płytkach P e t r i e g o  i  
p rz e z  b e zp o ś re d n ie  wykonanie p repa ra tów  barwionych metodą 
Grama.

K on t ro lne  n a p o w ie t r z a n ie  j a ło w e j  pożywki z badanymi a -  
minokwasami n i e  z m ien ia ło  i c h  s t ę ż e n i a  w podłożu.

Otrzymane wyniki ch ro m a to g ra f iczn y ch  badań ro z k ła d u  a -  
minokwasów p rz e z  b a k t e r i e  p rzy  s ta ły m  napow ie t rzan iu  ze 
s taw iono  w t a b l i c y  V I I I .  Typowy p r z e b i e g  dynamiki r o z k ła d u  
badanych aminokwasów p o d a ją  ry sunk i  6 i  7»

O m ó w i e n i e  w y n i  k ó w

D rob n o u s t ro je  wyizolowane ze ścieków g a rb a r sk i c h  r o z w i j a j ą  
s i ę  w ty c h  ś c i e k a c h  na s k u tek  z d o ln o śc i  wykorzystywania  
o rgan icznych  s u b s t a n c j i  z a n ie c z y s z c z a j ą c y c h ,  j a k o  s u b s t r a 
tów e n e rg e ty czn y ch  i  m a te r ia łów  d l a  syn tezy  masy komórko
w e j .  S u b s t a n c j e  z a n i e c z y s z c z a j ą c e  mia ły  głównie c h a r a k t e r



T a b l io a  V I I I
RozkJód ki/ku wybranych am/nokwasów występu/ących w ściekach garbarskich w czasie stokejdynamicznej aeracjt hodowh wpożywceL£DERBŁR6a z  zawieś m ohn wytypowanych drobnoustrojów.

§■§

l i

Symbol
szczepu

II1101

2 /f Cystyno (Cys),lizyno (Liz)
aryinino(Rrg)

'2/2 do/ina (da/) ieuryna ( Leu) 
izo/eucyna (Jleu)

2/3 Tyrozyno ( Tyr)
Teny/oa/anina (Fena/)

2/4 Kwas glutaminowy 
(O/u)

2 / f  Glicyna (  GA) 2/6 cys, Liz, Arg, da/, Led, 7/eu, G/a, 
G/l, Tyr, fe n a !

czas hodowli czos hodowli Czos hodow/i Czas hodow/i czas hodowli Czas hodowh
8 12 24 36-46 8 12 24 36-48 6 12 24 36-48 8 t2 24 36-48 8 42 24 36-48 8 12 24- 36-48

1
■o
g

1 ł  1 + 1 1 1 4 4 4 Argo 411 4 44 1 1 1
/van
Leu (1 1 
7 leu)

1-11 1 1 1 11 + 1 1  + 1 11 1 1 1 6/u 0 G/UO 141 1 1 1 G//0 6 /i 0 1 + 1 4 4 + A rg  0
Arg\ 
G/u 9 0
G /i)

Cl Arg+
Cys + 

Arg 0

Cys,
en *
Arg)

111 4 41
Wot\ 
Leu\**
7/eu)

Wai) 
Leu 7 *
7/eu)

Tyrl 7yr0 
Fenol*

TyrO
Fenol*

Tyr 0 
Fenol*

6/uO 6/UO 6/uO G/uO 111 6/i * 6 /i O 6 /i 0 
f j

6/i } 
G/L/J +

% sj y
Cys, Arg % 

Wo/FenaA 
Leu, 7/eJ

c¥ ś  *r9 \L 
6hi.Tyr.6lir 
do) Tenah 
7/eu, Leu )

% £ &  
Tyr ) 

7/eu, l£ u 
Wat, Fena!)

CXXI Cys*
Cys +
Liz)
Arg)*

t v
Arg +

Cys) 
Lit W  
Arg)

111 1 11
wal-)
L e u y i
7/eu)

Wa/\
Leu ł  i  i
7/eu)

1 1 1 Tyr*1 TyrO TyrO
Feno/H

O/u 6/uO 6/UO 6/UO 111 1 1 1 SR** GRO
Arg 1 

6/U 0

Arg, 61/) o 
6/U, Tyr)

Ara, 61)a 
6n,Tyr\e
Ttnot J

Aro. 6/i,) 
6/u, Tyr\ 0 
Fend )  

LtZyWa.Leu 
7/eu *4

1
i

LXVI// i i i U l 4 1 1 i  1 + 111 m 1 1 1 i  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11  + 111 11+ 0/uO 6 tu O 111 * 11 6/i* 6 /i 0 1 1  + + 1 1
G/U-)
# / />

GłOt
6 , . ) °

!
c m 11 + Cys* 

Liz *
Cys+*
Liz*

Cys i* 
Liz*

141 1 11 1 + 1 1 1 1 1 11 1 1 1 111 TyrO 1+1 GIU*1 G/uO 6/UO 111 1 1 1 GHO 6/i0 TyrO
Cys ** 
Liz *1 
Tyr 0

T h T h
% ?}< >

3
VJ

0

1

/X i* * 111 4 1 4 1 4  4 * 11 i i i 1 1 1 + 1 + 1 1 1 1 1 1 + 41 1 1 1 111 0/u** G/uO 6/UO Y 11 1+1 1** Głi* + l i i 1 + +
6 /i*  + 
G/U 0

GI/++
G/u 0

XL/// 4 41 1 1 1 4 1 1 4 1 1 111 1 * 1 f  -h 1 i i i TyrO TyrO TyrO TyrO 6/UO 6/uO G/uO G/uO 141 111 111 1 1  + Tyr/ t , u \ oTyrł
6 /U) 
TVi> ° * / u \ory/J

LXXUa Argo ArgO Arg 0 ArgO 111 + n 1 1 1 i n 1 1 1 1 h i 1 1 1 1 1 1 111 1 + + 1 11 +11 111 111 11+ 1 1 1 Arg 1 1 Arg + Arg 0 Arg 0

1
1

XIV 111 1 11 4 11 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 l i i 111 111 1+1 + 1 + 11* 111 111 11  + 1 1  + 1 + + + + + + + *

LIII +++ 11.+ 44 4 1 1 1 ł  4* m 1 1 1 1 .1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 111 111 111 11 + 1 1 1 111 111 + 1 + 1 + + + + + 1+  + + + +

LXXXV/ 111 1 1 4 4 4 4 1 1 1 414 m 11 1 i i i 1 1 1 1 11 111 f i l 111 111 111 1 + 4 111 111 111 + + + 1 + + + + + + + + + + 1

Uwaga d  pożywce L EDBRBERGa znajdowały się serie składa/yce się o d  jednego do dziesięciu wybranych aminokwasów. MOksymo/na wie/kość i  n o tę  zen ie  zabarwienia płowy 
chrom atograf znoczono symbolem 11+. Zupełny za n ik  określonego aminokwasu znaczono znakiem  O z  n a z w a  z w ią z k u
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Rozkład  n i e k t ó r y c h  aminokwasów w y s tęp u jący ch . . . 49

0  • /  A c h r o m o b a c l e r  s z c z e p y  c j  i  ckk/  '
t OiUhf/cCL 2 / f  2 'A

8  12 4#ł> ś  iz  Z+ 4et4

GH

Liz
Arg

Ą  B B  8
9

O O O  9 0 0 0  
6'u ' - ’ O  O  o

* £ ) Q G h

— ^ , r ~ ' '  \
F e n a ł^ , U \  ~s J kĄ j

^  mI I /w
Jleui
Leu

Rys. 7 .  Typowy przeb ieg  wykorzystania g l ic y n y  w podłożu LE- 
DBRBERG-a 2 /5  przez rodzaj Achromobacter szczep  CI w c z a s ie  
s ta łe g o  nap ow ietrzan ia . Typowy przeb ieg  zużycia kwasu g lu 
taminowego, g l i c y n y ,  tyrozyny, a r g in in y ,  fe n y lo a la n in y  o -  
raz s ła b eg o  -  cystyn y  przez rodzaj Achromobacter szczep  

CXXI w pożywce LEDERBERGa przy stałym  napowietrzaniu
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b ia łe k  i  produktów ich  rozk ładu . Rozkład związków p o l i p e p -  
tydowych i  aminokwasów przez  b a k ter ie  wyizolowane ze ś c i e 
ków garbarsk ich n ie  j e s t  dokładnie poznany. I n t e r e s u j ą c e  
więc by ło  poznanie s to p n ia  wykorzystywania aminokwasów z 
podłoża p r z e z  drobnoustroje wyosobnione ze ś rodow iska  cha
rak teryzu jącego  s i ę  dużą zaw artośc ią  s u b s ta n c j i  o r g a n i c z 
nych pochodzenia b ia łkow ego.

W przeprowadzonych badaniach uwzględniono t e  aminokwa
sy ,  k tóre  występowały w s t a n ie  wolnym w ś c i e k a c h  lub w hy
d r o l iz a ta c h  kwasowych ścieków  garbarsk ich  z moczenia  o raz  
wapnienia i  p łukania  skór po wapnieniu. Występowanie t y c h  
aminokwasów stw ierdzono metodą chrom atografii  bibu łowej  
( t a b l i c e  I I I ,  IV, V).

Badania chrom atograficzne wykazały występowanie wolnej 
c y sty n y , l i z y n y ,  a r g in in y ,  g l ic y n y ,  kwasu glutaminowego, 
tyrozyny i  w aliny  oraz fe n y lo a la n in y , leucyny i  i z o le u cy n y  
( t a b l i c e  I I I  i  IV, r y s .  1 ) .

W h yd ro liza ta ch  kwasowych oprócz wymienionych aminokwa
sów występowała ponadto p r o l in a  oraz n ie z id e n ty f ik o w a n y  a -  
minokwas, zaś s t ę ż e n ie  występujących aminokwasów by ło  wy
raźn ie  wyższe ( t a b l i c a  V, rysunek 3)« świadczy t o  o c z ę 
ściowym związaniu ty ch  aminokwasów w uk ładach  p o l i p e p t y d o -  
wych i  innych związkach białkowych w świeżym ś rodowisku  
ściekowymo

Badanie  p rz y s w a ja n i a  i  r o z k ła d u  aminokwasów p rz e z  wy
b ra n e  szczepy  b a k t e r y j n e  przeprowadzono w t r z e c h  s e r i a c h .  
P ie rw sz ą  s e r i ę  badań nad metabolizmem aminokwasów wykonano 
na pożywce ŻUKOWa Qll] . Drugą i  t r z e c i ą  s e r i ę  doświadczeń 
przeprowadzono na pożywce LEDERBERGa [1 8 ] .

Rozkład aminokwasów p rz e z  b a k t e r i e  p r z e t r w a l n i k u j ą c e  z 
r o d z a ju  B a c i l l u s  badano oprócz  t e g o  dodatkowo na  pożywce 
DISLERa £13]» Do wymienionych pożywek dodawano 1 - ę y s t y n ę ,  
l - l i z y n ę ,  l - a r g i n i n ę ,  1-kwas g lu ta m in o w y ,d l - w a l in ę ,  l - t y 
ro z y n ę ,  d l - f e n y l o a l a n i n ę ,  g l i c y n ę ,  l - l e u c y n ę  i  1 -  i z o l e u -  
cynę .  Do pożywki ŻUKOWa aminokwasy dodawano według schema
t u  podanego w t a b l i c y  I ,  za ś  do pożywki LEDERBERGa i  DIS
LERa według r e c e p t u r y  podanej w t a b l i c y  I I «  Do doświadczeń 
t y c h  pobrano szczepy  b a k t e r y j n e ,  k t ó r a  występowały co n a j 
mniej  w 40% przeprowadzonych a n a l i z  b a k t e r i o l o g i c z n y c h  o -  
mawianych ś rodow isk  0 4 ]  . Były t o  b a k t e r i e  z rodzajów 
chrom obacte r  ( s zczepy  I ,  CI ,  CXXI), A l c a l i g e n e s  ( szczep  
LXVIIIV. R s c h e r i c h i a  ( s z c z e p  C I I I ) ,  Micrococcus  ( szczepy  
IX, X L I I I . -LXXIIa) i  B a c i l l u s  ( szczepy  XIV, L I I I ,  LXXXVl).
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P r z e b i e g  wykorzystywania  aminokwasów w p oszczegó lnych  
s e r i a c h  doświadczeń przez  wymienione szczepy  b a k t e r y j n e  
p r z e d s t a w ia  s i ę  nas tępująco«

Szczep  I  z ro d z a ju  Achromobacter bez  n a p o w i e t r z a n i a  w 
pożywce ZUKOWa zużywał ty lk o  częściowo a r g i n i n ę ,  co wyraź
n i e  by ło  widoczne po 96 godzinach hodowli  ( t a b l i c a  VI)»na
t o m i a s t  w pożywce LEDERBERGa c a łk o w ic i e  a r g i n i n ę  i  c z ę 
ściowo g l i c y n ę  po 7 2 . godzinach o b s e r w a c j i  ( t a b l i c a  V I I ) .  
W t r z e c i e j  s e r i i  badań przy s t a ły m  n a p o w ie t r z a n iu  na  pod
ło ż u  LEDERBERGa w kon takc ie  z b a k t e r i a m i  szczepu  I  z r o 
d z a ju  Achromobacter z n i k a ł  z u p e łn i e  kwas glu taminowy,  a r 
g i n i n a  i  g l i c y n a  o raz  częściowo w a l i n a ,  l e u c y n a  i  i z o l e u -  
c y n a .  Czas ro zk ład u  ty c h  aminokwasów w ynos i ł  24- do 36 go
d z i n  ( t a b l i c a  V I I I ) .

Szczep CI z ro d z a ju  Achromobact e r  bez  n a p o w i e t r z a n i a  w 
p i e r w s z e j  s e r i i  badań na pożywce ZUKOWa r o z k ł a d a ł  c a łk o w i
c i e  kwas glutaminowy, g l icynę  i  a r g i n i n ę  o raz  częściowo 
t y r o z y n ę  i  cys tynę  po 96 godzinach o b s e r w a c j i  ( t a b l i c a  V I ) .  
W pożywce LEDERBERGa a r g i n i n a ,  kwas glutaminowy i  g l i c y n a  
z n i k a ł y  z u p e łn i e  z p o d łoża  po 48 g o d z in ac h ,  z a ś  t y r o z y n a  
o raz  częściowo f e n y l o a l a n i n a  po 96 godz inach  hodowli pod 
wpływem badanego szczepu Achromobacter ( t a b l i c a  V i l ) .  P rzy  
s t a ły m  n a p o w ie t r z a n iu  w t r z e c i e j  s e r i i  doświadczeń  z po
żywką LEDERBERGa po 8 godzinach z n i k a ł  z u p e ł n i e  kwas g l u 
taminowy, z a ś  po 12 godzinach a e r a c j i  a r g i n i n a ,  t y r o z y n a ,  
po 24 godzinach  s tw ie rd za n o  zanik  c y s t y n y ,  g l i c y n y  o raz  
z n i k a n i e  f ę n y l o a l a n i n y ,  waliny,  leucyny  i  i z o l e u c y n y  ( t a 
b l i c a  V I I I ,  ry s u n k i  6 i  7 ) .

S z c z e p . CXXI z ro d z a ju  Achromobacter bez n a p o w i e t r z a n i a  
w p i e r w s z e j  s e r i i  badań w pożywce ZUKOWa wykorzystywał  czę
ś c i  owo c y s ty n ę ,  l i z y n ę ,  a r g i n i n ę ,  kwas glutaminowy i  t y 
rozynę  po 96 godzinach hodowli ( t a b l i c a  V I ) .  W d r u g i e j  s e 
r i i . b a d a ń ;  w pożywce LEDERBERGa obserwowano zupełne z a n i 
k an ie ,1 ą r g i n i n y  po 48 godzinach h o d o w l i .  Ca łkowi ty  z a n ik  
l i z y n y  i«kwasu glutaminowego oraz  s i l n y  — c y s ty n y ,  t y r o z y 
ny i  g l i c y n y  odnotowano po 72 godz inach  o b s e r w a c j i .  Po 96 
g o dz inach  hodowli z n i k a ł a  z podłoża  j e s z c z e  t y r o z y n a  i  
g l i c y n a  o raz  częściowo f e n y l o a l a n i n a ,  l eu cy n a  i  i z o l e u c y n a  
( t a b l i c a  V II ,  r y s .  5)« V? warunkach s t a ł e g o  n a p o w i e t r z a n i a  
z pod łoża  LEDERBERGa po 8 godzinach hodowli z n i k a ł  z u p e ł 
n i e  kwas glutaminowy, po 12 godzinach hodowli  z n i k a ł a  g l i 
cyna  i  t y r o z y n a  o raz  częściowo c y s t y n a ,  l i z y n a  i  s i l n i e  
a r g i n i n a ,  zaś  po 24 godzinach n a p o w i e t r z a n i a  -  c a łk o w ic i e
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a r g i n i n a  i  f e n y lo a la n in a  o ra z  czę śc io w o  w a l in a ,  le u c y n a  i  
iz o le u c y n a  ( t a b l i c a  V III  i  ry su n e k  7 ) .

S zcze p  LXVIII z r o d z a ju  A lc a l ig e n e s  bez  n a p o w ie t r z a n ia  
w p ie rw s z e j  s e r i i  badań  z pożyw ki ZUKCWa zużyw ał c zę śc io w o  
g l i c y n ę  po 96 g o d z in a c h  ho d o w li ( t a b l i c a  V I ) .  W d r u g ie j  
s e r i i  d o św iad cze ń  na p o d ło ż u  LEDERBERGa zużyw ał c a łk o w ic ie  
kwas g lu tam in o w y  o ra z  g l ic y n ę  po 72 g o d z in a c h  o b s e rw a c ji  
( t a b l i c a  V I I ) .  P rz y  s ta ły m  n a p o w ie tr z a n iu  ho d o w li w pożyw
ce LEDERBERGa kwas g lu tam inow y  i  g l ic y n a  b y ły  w y k o rz y s ty 
wane c a łk o w ic ie ,  po 24 g o d z in a c h  n a p o w ie t r z a n ia  ( t a b l i c a  
V I I I ) .

S zcze p  C I I I  z r o d z a ju  E s c h e r i c h ia  bez  n a p o w ie t r z a n ia  w 
p ie rw s z e j  s e r i i  badań  w pożyw ce ZUKOWa zużyw ał c a łk o w ic ie  
c y s ty n ę  po 96 g o d z in a c h  h o d o w li ( t a b l i c a  V I) .  W d r u g ie j  
s e r i i  p ró b  w pożywce LEDERBERGa z n ik a ły  z u p e łn ie  kwas g lu 
tam inow y i  g l i c y n a  o ra z  c zę śc io w o  l i z y n a  i  c y s ty n a  po 72 
g o d z in a c h  o b s e rw a c j i  ( t a b l i c a  V I I ) .  W w arunkach  s t a ł e g o  
n a p o w ie t r z a n ia  z pożyw ki LEDERBERGa z n ik a ła  z u p e łn ie  po 8 
g o d z in a c h  h o d o w li ty r o z y n a ,  z a ś  po 24 g o d z in a c h  czę śc io w o  
c y s ty n a  i  l i z y n a  a  z u p e łn ie  kwas g lu tam inow y i  g l ic y n a  
( t a b l i c a  V I I I ,  ry su n e k  6 ) .

S zczep  IX z ro d z a ju  M ic ro c o c c u s  b ez  n a p o w ie t r z a n ia  w po
żywce ŻUKOWa w y k o rzy s ty w a ł c a łk o w ic ie  kwas g lu tam inow y  po 
96 g o d z in a c h  h o d o w li ( t a b l i c a  V I ) ,  a w pożywce LEDERBERGa 
po 4-8 g o d z in a c h  ho d o w li ( t a b l i c a  V I I ) .  P rz y  s ta ły m  napo 
w ie t r z a n iu  kwas g lu tam inow y z n ik a ł  z p o d ło ż a  ju ż  po 24 go
d z in a c h  o b s e r w a c j i ,  z a ś  g l i c y n a  c z ę śc io w o  po 48 g o d z in ach  
h o d o w li ( t a b l i c a  V I I I ) .

S zcze p  X L III z r o d z a ju  M ic ro c o c c u s  we w s z y s tk ic h  t r z e c h  
s e r i a c h  badań  zużyw ał c a łk o w ic ie  ty ro z y n ę  i  kwas g lu ta m i
nowy, w w arunkach  s ta ty c z n y c h  c z a s  ro z k ła d u  ty c h  aminokwa
sów w y n o s ił  t u  48 g o d z in , z a ś  p rz y  s ta ły m  n a p o w ie t r z a n iu  -  
8 g o d z in  ( t a b l i c a  V I, V I I ,  V II I  i  ry su n e k  4 ) .

S zcze p  LXXIIa z r o d z a ju  M ic ro co c cu s  b ez  n a p o w ie tr z a n ia  
w pożyw ce ŻUKOWa zużyw ał c zę śc io w o  a r g in in ę  ( t a b l i c a  V I), 
z a ś  w pożyw ce LEDERBERGa z a n ik  a r g in in y  b y ł z u p e łn y  po 96 
g o d z in a c h  h o d o w li ( t a b l i c a  V I I ) .  W t r z e c i e j  s e r i i  badań 
p rz y  s ta ły m  n a p o w ie t r z a n iu  pożyw ki LEDERBERGa, a r g in in a  
z n ik a ła  z p o d ło ż a  po 24 g o d z in a c h  hodow li w pożyw ce zaw ie
r a j ą c e j  m ie s z a n in ę  d z i e s i ę c i u  aminokwasów ( t a b l i c a  V I I I ) .

B adan ia  z a p o trz e b o w a n ia  na  am inokwasy p rz e z  l a s e c z k i  z 
r o d z a ju  B a c i l l u s  ( s z c z e p y  XIV, L I I I  i  LXXXVI) na  pożywce 
ŻUKOWa i  LEDERBERGa zarów no b ez  n a p o w ie t r z a n ia  j a k  i  przy 
s ta ły m  n a p o w ie t r z a n iu  n i e  d a ły  p rz e w id z ia n y c h  re z u l ta to m
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( t a b l i c e  V I, VII i  V I I I ) .  W b a d a n ia c h  c h ro m a to g ra f ic z n y c h  
n i e  s tw ie rd z o n o  zan ik u  a n i z m n ie js z a n ia  s i ę  p lam  am inokwa
sów dodaw anych do pożyw ki w badanym o k r e s ie  h o d o w li.  W c e 
lu  w y ja ś n ie n ia  te g o  z jaw isk a  w prowadzono do d o ś w ia d c z e n ia  
z z a w ie s in a m i l a s e c z e k , dodatkowo p o d ło ż e  sp o rz ą d z o n e  we
d łu g  r e c e p tu r y  DISLERa. W t e j  pożyw ce ź ró d łe m  a z o tu  i  wę
g l a  b y ły  b ad an e  am inokwasy w s t ę ż e n i u  po 1 m g /l p o ży w k i. 
W yniki hodow lane zarów no w w arunkach  s t a ty c z n y c h ,  j a k  t e ż  
p rz y  s t a ł e j  a e r a c j i  b y ły  ujem ne. N ie s tw ie rd z o n o  r o z k ła d u  
aminokwasów p rz e z  t e  b a k t e r i e ,  DISLER [13] n a  tym  p o d ło ż u  
b a d a ł  w y k o rzy s ty w an ie  różnych  aminokwasów ja k o  ź r ó d ło  a z o 
t u  i  w ęg la  p rz e z  B a c i l l u s  m e s e n te r ic u s . W yniki je g o  badań  
Y iykazały , że badany d ro b n o u s tró j zużyw ał p r z y  wzroście kwas 
a sp a ra g in o w y , a r g i n i n ę ,  kwas g lu tam in o w y , p r o l i n ę  i  a l a 
n i n ę .

B ie rn o ś ć  badanych  szczepów z r o d z a ju  B a c i l l u s  w zględem  
s u b s t r a tó w  aminokwasowych j e s t  i n t e r e s u j ą c ą  i  wymaga do
datkow ych  s p e c ja ln y c h  badań b io c h e m ic z n y c h . Obserwacje t a 
kie n ie  m ie sz c z ą  s i ę  je d n a k  n ram ach p rz e p ro w a d z a n y c h  do
ś w ia d c z e ń .

O trzym ane w y n ik i z p rzeprow adzonych b ad ań  n ad  ro z k ła d e m  
aminokwasów w p o d ło ż u  ZUKOWa i  LEDERBERGa w s e r i a c h  bez n a 
p o w ie t r z a n ia  p rz e z  szczep y  ro d za jó w  A ę h ro m o b a c te r . A l c a l i -  
g e n e s  i  E s c h e r i c h ia  w yraźnie w sk a z u ją ,  że  z u ż y c ie  am ino
kwasów p r z e b ie g a ło - s z y b c ie j  w pożyw ce LEDERBERGa.

Na p r z e b ie g  w ykorzystyw ania  aminokwasów o b ecn y ch  w ś r o 
dow isku  p rz e z  p o sz c z e g ó ln e  szcze p y  b a k te r y jn e  m a ją  wpływ 
ró ż n e  c z y n n ik i ,  ja k  s k ła d  p o d ło ż a , o b ecn o ść  lu b  n ie o b e c 
n o ść  g l ik o z y ,  s t ę ż e n i e  i  obecność in n y c h  am inokw asów , do
d a te k  s u b s t a n c j i  s ty m u lu jąc y ch  r o z k ła d  aminokwasów (n p .  
kw as n ik o ty n o w y ) , pH śro d o w isk a  o ra z  p o ja w ie n ie  s i ę  p ro 
duktów  m etab o lizm u  w .c z a s ie  h o d o w l i , . k tó r e  . n a g ro m a d z iły  
s i ę  w pożyw ce 1 0 , 1 1 , 20, 2 1 , 2 2 , 2 3 , 2 4 , 2 5 , 2 6 ] .

P ow o ln e , a c z ę s to  n ie p e łn e  w y k o rzy s ty w an ie  aminokwasów 
p r z e z  w ym ienione sz c z e p y  b a k te ry jn e  w pożywce ŻUKOWa uw i
d a c z n ia j ą c e  s i ę  n a j s z y b c ie j  po 72 g o d z in a c h  ho d o w li m ogło 
być wywołane sk ładem  m ineralnym  p o d ło ż a  i  o b e c n o ś c ią  0,5%  
g l i k o z y .  Można by t o  w ytłum aczyć tym , że b ad an e  k u l t u r y  
zużyw ały  n a jp ie rw  g l ik o z ę  i  s o le  amonowe ja k o  ź r ó d ło  w ęg la  
i  a z o tu ,  a d o p ie ro  p ó ź n ie j  p rz y s w a ja ły  n i e k t ó r e  am inokw asy 
b a r d z i e j  d la  n ic h  d o s tę p n e .  B ad an ia  c h ro m a to g ra f ic z n e  wska
z y w a ły , że n a j c z ę ś c i e j  c a łk o w ic ie  lu b  cz ę śc io w o  zużyw any 
b y ł  kwas g lu tam inow y i  a r g in i n a ,  n a s tę p n ie  ty r o z y n a ,  g l i 
c y n a ,  l i z y n a  i  c y s ty n a .  Typowy r o z k ła d  aminokwasów w ho
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d o w li b a k t e r y jn e j  w pożyw ce ŻUKOWa i l u s t r u j e  ry s u n e k  4 ,  
k tó r y  p o d a je  f ra g m e n ty  w ybran e j s e r i i  badań  n ad  ro zk ła d em  
badanych  am inokwasów p rz e z  w ytypow ane s z c z e p y  b a k te r y jn e »

W yniki a n a l i z  c h ro m a to g ra f ic z n y c h  z badań  p rzep ro w ad zo 
nych bez  n a p o w ie t r z a n ia  ś w ia d c z ą , że z u ż y c ie  aminokwasów 
p r z e b ie g a ło  l e p i e j  w p o d ło ż u  LEDERBERGa n iż  w pożyw ce ŻU
KOWa. Pożywka LEDERBERGa r ó ż n i ł a  s i ę  n ie z n a c z n ie  od pożyw
k i  ŻUKOWa sk ład em  m in era ln y m  p o d ło ż a  o r a z  o b e c n o ś c ią  0 ,2 #  
g l ik o z y  i  0 ,0 5 #  c y t ry n ia n u  so d u . J u ż  po 48 g o d z in a c h  hodo
w li  n a s tę p o w a ł w id o czn y , c z ę śc io w y  lu b  c a łk o w ity  z a n ik  wy
kazyw anych c h r o m a to g r a f ic z n ie  plam  p o sz c z e g ó ln y c h  am ino
kwasów. W pożyw ce LEDERBERGa, n a  p r z y k ła d z ie  n ie k tó r y c h  
szczep ó w , można b y ło  p r z e ś l e d z i ć  wpływ je d n y c h  aminokwasów 
n a  p r z e b ie g  w y k o rz y s ty w a n ia  in n y c h  s u b s t r a tó w  am inokw aso- 
wych o b ecnych  w pożyw ce.

S zcze p  CI z r o d z a ju  A ch ro m o b ac te r w pożywce 2 /1  zaw ie 
r a j ą c e j  t r z y  am inokw asy zużyw ał c a łk o w ic ie  a r g in i n ę  po 72 
g o d z in a c h  h o d o w li,  z a ś  kwas g lu tam inow y w pożywce 2 /4  i  
g l ic y n ę  w pożyw ce 2 /5  po 96 g o d z in a c h  o b s e r w a c j i .  Wymie
n io n e  am inokw asy w pożywce 2 / 6 ,  k tó r a  z a w ie r a ła  d z i e s i ę ć  
am inokw asów , b y ły  c a łk o w ic ie  w y k o rz y s ta n e  po 48 g o d z in a c h  
h o d o w li ( t a b l i c a  V I I ,  ry su n e k  5 ) .  W w ię k s z o ś c i  obserw ow a
nych przypadków  c a łk o w ic ie  lu b  c zę śc io w o  z n ik a ł  z pożyw ki 
kwas g lu ta m in o w y , g l i c y n a ,  a r g i n i n a ,  n a s tę p n ie  ty r o z y n a ,  
l i z y n a  o r a z  f e n y lo a l a n i n a .  To s z y b s z e  i  p e ł n i e j s z e  wyko
r z y s ty w a n ie  aminokwasów m ogło być wywołane z m n ie js z o n ą  i -  
l o ś c i ą  g l ik o z y  o r a z  o b e c n o ś c ią  c y t ry n ia n u  sodu w pożyw ce.

W yniki u zy sk an e  w t r z e c i e j  s e r i i  d o św iad cze ń  p rz e p ro w a 
d zonych  n a  pożyw ce LEDERBERGa p rz y  s ta ły m  n a p o w ie t r z a n iu  
( t a b l i c a  V I I I )  ś w ia d c z ą , że  p rz y s p ie s z o n y  w sk u tek  napo 
w i e t r z a n i a  i  m ie s z a n ia ,  z w ie lo k ro tn io n y  p r z y r o s t  p o p u la c j i  
b a k te r y jn y c h  d a je  z n a c z n ie  s z y b sz e  i  p e ł n i e j s z e  z u ż y c ie  a -  
m inokw asów . W t e j  s e r i i  s tw ie r d z o n o ,  że n a j s z y b c ie j  po 8 
do 12 g o d z in  n a p o w ie t r z a n ia  z n ik a ł  z p o d ło ż a  kwas g lu ta m i
nowy, a r g i n i n a ,  ty r o z y n a  i  g l i c y n a ,  n a s t ę p n ie  po 24 g o d z i
n a c h  h o d o w li c a łk o w ic ie  lu b  c z ę śc io w o  -  c y s ty n a ,  l iz y n a . ,  
w a l in a  o ra z  f e n y lo a l a n i n a ,  le u c y n a  i  i z o le u c y n a 0 P r z e b ie g  
te g o  d o ś w ia d c z e n ia  o b r a z u ją  ry s u n k i  6 i  7 , k tó r e  o d n o szą  
s i ę  do w ybranych  s e r i i  badań  ro z k ła d u  aminokwasów przez wy
typow ane do bad ań  sz c z e p y  b a k t e r y j n e .

S tw ie rd z o n o , że  w śród  badanych  k u l t u r  hodow lanych bez  
n a p o w ie t r z a n ia  w pożywce LEDERBERGa ( t a b l i c ą  V II) kwas 
tarninow y zużyw ało  55#  szczep ó w , g l ic y n ę  4 5 # , _ a r g in i n ę  36#,- 
ty r o z y n ę  27# ,  a  c y s ty n ę ,  l i z y n ę  i  f e n y lo a la n in ę  18>o s z c z e 
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pów . W w arunkach  s t a ł e j  a e r a c j i  ( t a b l i c a  V I I I )  kw as g l u t a 
minowy w y k o rzy s ty w a ło  63% szczepów , g l ic y n ę  45%, a r g in i n ę  
i  ty ro z y n ę  36% o ra z  c y s ty n ę ,  liz y n ę  i  f e n y lo a la n in ę  18% 
szczepów « W ałin a , le u c y n a  i  iz o le u c y n a  b y ły  w ykorzystyw ane 
c zę śc io w o  p rz e z  b a k t e r i e  z ro d z a ju  A c h ro m o b a c te r .  le cz  t y l 
ko w hodow lach  s t a l e  n ap o w ie trzan y ch  ( t a b l i c a  V I I I ,  r y s u n 
k i  6 i  7 )® W hodow lach  n i  enapow i e t rżan y ch  n ie  s tw ie rd z o n o  
p rz y s w a ja n ia  ty c h  aminokwasów«

N a jw ię k sz ą  c z ę ś ć  aminokwasów w pożywce c a łk o w ic ie  lu b  
c zę śc io w o  w y k o rzy s ty w ały  b a k t e r i e  z r o d z a ju  A ch ro m o b ac te r 
( s z c z e p y  CI i  CXXI) o ra z  sz c z e p  CIII z r o d z a ju  E s c h e r i 
c h i a » S zcze p  CXXI w w arunkach  s ta ty c z n y c h  zużyw ał 70%. do
dawanych do p o d ło ż a  am inokw asów , a w w arunkach  s t a ł e g o  n a 
p o w ie t r z a n ia  90%, S zcze p  CI w warunkach s ta ty c z n y c h  r o z 
k ł a d a ł  50% badanych  am inokw asów , a p rz y  s ta ły m  napo w ie trza 
n iu  90% ty c h  s u b s tra tó w «  S zcze p  CIII w w arunkach  s t a t y c z 
nych  w y k o rzy s ty w ał 40% obecnych  w pożywce am inokw asów , a 
p rz y  s ta ły m  n a p o w ie t r z a n iu  50% tych  związków» In n e  s z c z e p y  
z b ad anych  ro d za jó w  M ic ro c o c c u s . A lc a l ig e n e s  i  A chrom obac
t e r  zużyw ały  w hodow lach  n ie n a p o w ie trz a n y c h  od 10  do 20% 
obecnych  w p o d ło ż u  am inokw asów , zaś od 10  do 30% p rz y  s t a 
łym  n a p o w ie t r z a n iu « -

W yniki n ie p e łn e g o  w ykorzystyw an ia  aminokwasów z p o d ło 
ż a  p r z e z  sz c z e p y  w ym ienionych rodzajów  b a k t e r i i ,  nawet p rz y  
s ta ły m  n a p o w ie t r z a n iu ,  n i e  s ą  o d o so b n io n e . Podobne sp o 
s t r z e ż e n i a  n ie p e łn e g o  w y korzystyw an ia  aminokwasów w swo
i c h  p ra c a c h  p o c z y n i l i  ŻWIRBLANSKAJA P12] « b a d a ją c  z u ż y c ie  
aminokwasów obecnych  w p o d ło ż u  przez o a k t e r i e  z r o d z a ju
A c h ro m o b a c te r . F la v o b a c te r iu m  i  B a c i l l u s .  SOGHINA i  BIR
GER [20] , BŁOCHINA i  w spó łp racow nicy . [21] o ra z  ŻUKÓW 0 1 ]  
p rz y  b a d a n iu  z a p o trz e b o w a n ia  na aminokwasy p rz e z , b a k t e r i e  
ch o ro b o tw ó rc z e  przew odu pokarmowego s t w i e r d z i l i  podobne 
z ja w is k a .  DISLER P 3 ]  i  MALCEVA [27]  w b a d a n iu  z u ż y c ia  a -  
minokwasów obecnych  w pożyw kach p rzez  n i e k tó r e  g a tu n k i  r o 
d z a ju  B a c i l l u s  zao b se rw o w a li rów nież n ie c a łk o w i te  w ykorzy
s t a n i e  s u b s t r a tó w  am inokwasowych w c z a s i e  w z ro s tu  k u l t u r  
te g o  ro d z a ju  b a k te r i i®  JURSIK [2]  b a d a ją c  z u ż y c ie  am ino
kwasów p rz e z  m ieszan e  p o p u la c je  b a k te r y jn e  o sad u  czynnego  
i  z łó ż  b io lo g ic z n y c h  s t w i e r d z i ł ,  że u b y te k  aminokwasów w 
odpływ ach po o s a d z ie  czynnym w y n o sił 41%, z a ś  po z ło ż a c h  
b io lo g ic z n y c h  53%. Na p o d s ta w ie  o b s e rw a c ji  w ła sn y ch  w po
ró w n an iu  z in fo rm a c ja m i z l i t e r a t u r y  m ożna s t w i e r d z i ć ,  że 
t y l k o  n i e l i c z n e  sz c z e p y  b a k te r y jn e  m a ją  z d o ln o ść  w ykorzy
s ty w a n ia  w ię k sz e j l i c z b y  aminokwasów obecnych  w p o d ło ż u .
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P rzep ro w ad zo n e  b a d a n ia  w sk a z u ją ,  że b ad an e  d ro b n o u s tro 
j e  ro d za jó w  A c h ro m o b a c te r , E s c h e r i c h ia ,  A lc a l ig e n e s  i  M i- 
c ro c o c c u s  w w arunkach  s t a ł e g o  n a p o w ie t r z a n ia  w y k orzystyw a
ły  c a łk o w ic ie  z badanych  d z i e s i ę c i u  aminokwasów kwas g lu 
tam inow y, g l i c y n ę ,  a r g i n i n ę ,  ty r o z y n ę ,  l i z y n ę  i  c y s ty n ę .  
B a k te r ie  z r o d z a ju  A ch ro m o b ac te r zużyw ały  o p ró c z  te g o  c z ę 
ściow o w a l in ę ,  f e n y l o a l a n i n ę , le u c y n ę  i  iz o le u c y n ę .T a  w ła 
śc iw o ść  w y k o rz y s ty w a n ia  aminokwasów w y s tę p u ją c y c h  wolno lu b  
w u k ła d a c h  p o lip e p ty d o w y c h  w ś c ie k a c h  g a r b a r s k ic h  z m ocze
n i a  o ra z  w a p n ie n ia  i  p łu k a n ia  po w a p n ie n iu  skór p rz e z  d ro b 
n o u s t r o je  w yosobn ione  z ty c h  ś ro d o w isk , może odgrywać p ra k 
ty c z n ą  r o l ę  w p r o c e s ie  b io lo g ic z n e g o  o c z y s z c z a n ia  ty c h  
śc ie k ó w .

S tw ie rd z o n e  w pow yższych b a d a n ia c h  w ła s n o ś c i  p rz y s w a ja 
n i a  i  ro z k ła d u  om awianych aminokwasów p rz e z  sz c z e p y  b a k te 
r y jn e  w yizo lo \vane ze śc iek ó w  g a r b a r s k ic h  m ają  c h a r a k t e r  o~ 
p iso w y . B yłoby  ró w n ie ż  i n t e r e s u j ą c e  p o w ią z a n ie  ty c h  p ro c e 
sów m e ta b o lic z n y c h  z budową ch em iczn ą  i  c h a ra k te re m  b a d a 
nych  am inokw asów . U dało  s i ę  s t w i e r d z i ć ,  że n i e k t ó r e  am ino
kw asy , na p r z y k ła d  kwas g lu tam in o w y , a r g i n i n a  i  g l i c y n a  
p o d le g a ły  łatw em u p r z y s w a ja n iu ,  in n e  z a ś  j a k  le u c y n a  i  i -  
z o lę u c y n a  b y ły  b a r d z i e j  o d p o rn e  n a  d z i a ł a n i e  ty c h  b a k te 
r i i .  In te n sy w n o ść  p r z y s w a ja n ia  aminokwasów w y ra ź n ie  w zra 
s t a ł a  pod wpływem n a p o w ie t r z a n ia ,  zg o d n ie  z o g ó ln ie  s tw ie r
d zan ą  p ra w id ło w o ś c ią  p r z y s p ie s z a n ia  p ro cesó w  tle n o w e g o  ro z
k ła d u  b a k te r y jn e g o  w sk u tek  a e r a c j i .

T rudno  je d n a k  na p o d s ta w ie  p rzep ro w ad zo n y ch  b ad ań  m i
k r o b io lo g ic z n y c h ,  k t ó r e  n i e  m ia ły  c h a r a k te r u  s y s te m a ty c z 
nych o b s e rw a c j i  b io c h e m ic z n y c h  i  en zy m aty czn y ch , podać ś c i 
ś l e j s z e  in fo rm a c je  o p r o c e s i e  d e z a m in a c j i  w m e ta b o liz m ie  
am inokw asów . J a k  s i ę  w ydaje  o b se rw a c je  t e  p r z e k r a c z a ły  . r a 
my z am ie rzo n y c h  b a d a ń , P rzep ro w ad zo n e  b a d a n ia  u m o ż liw ia ją  
je d n a k  p o d a n ie  o g ó ln y ch  i  o c z y w is ty c h  w niosków . Badane a -  
m inokw asy w o b e c n o śc i węglow odanów, a  s z c z e g ó ln ie  g l ik o z y  
(pożyw ka ŻUKOWa i  LEDERBERGa) w ykazyw ały w ła s n o ś c i  d ru g o 
rzęd n y c h  s u b s t r a tó w  e n e rg e ty c z n y c h  i  d łu ż e j  u trzym yw ały  
s i ę  w ś ro d o w isk u  hodow lanym . D o p ie ro  b ra k  lu b  w y c z e rp a n ie  
s i ę  b ezazo to w eg o  s u b s t r a t u  węglowodanowego s p r z y j a ł o  p r z y 
s w a ja n iu  i  m e tab o lizm o w i am inokw asów .

Ś ro d o w isk o  śc iek ó w  g a r b a r s k ic h  z a w ie r a ło  g łó w n ie  am in o - 
kwasowe p ro d u k ty  ro z k ła d u  b i a ł e k  p o ch o d zący ch  ze s k ó r , k tó 
r e  s ta n o w iły  su ro w ie c  te c h n o lo g ic z n y .  Ś rod o w isk o  t o  s p r z y 
j a ł o  p rz y s to s o w a n iu  s i ę  b a k t e r i i  do w y k o rzy s ty w an ia  ty c h
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w ła ś n ie  związków azotow ych ja k o  podstaw ow ych s u b s t r a tó w  w 
p ro c e s a c h  m e ta b o lic z n y c h .

STRESZCZENIE

Badano z d o ln o ś c i  b a k t e r i i  w yosobnionych ze śc ie k ó w  g a r 
b a r s k ic h  do r o z k ła d a n ia  i  w ykorzystyw an ia  aminokwasów wy
s tę p u ją c y c h  w ty c h  ś ro d o w isk a c h . D o św ia d czen ia  p row adzono  
n a  m in e ra ln y c h  p o d ło ż a c h  p łynnych  sp o rz ą d z o n y c h  w ed ług  ŻU- 
KOY/a i  LEDERBERGa. Pożyw ki t e  wzbogacano p r z e z  dodatek d z ie 
s i ę c i u  am inokwasów: l - c y s t y n y ,  l - l i z y n y ,  l - a r g i n i n y ,  g l i 
c y n y , l - t y r o z y n y ,  d l - w a l in y ,  d l - f e n y l o a la n in y ,  l - l e u c y n y ,  
l - i z o l e u c y n y  i  kw asu glutam inow ego w s t ę ż e n ia c h  0 ,1  mg/ml 
pożyw ki z d o d a tk iem  0 ,2  do 0,5%  g l ik o z y .  Z u ż y c ie  am inokw a
sów w hodow lach  o zn aczan o  m etodą c h r o m a to g r a f i i  b ib u ło w e j .

Do badań  u ż y to  szczepów  b a k te ry jn y c h  w y s tę p u ją c y c h  co 
n a jm n ie j  w 40% p rzep row adzonych  a n a l iz  b a k te r io lo g ic z n y c h  
śc iek ó w  g a r b a r s k ic h  z m o czen ia  oraz w a p n ie n ia  i  p łu k a n ia  
s k ó r  po w a p n ie n iu ..  S zczepy  t e  n a le ż a ły  do ro d za jó w  A c h ro -  
m o b ą c te r ,  A lc a l ig e n e s ,  E s c h e r ic h ia .  M ic ro c o c c u s  i  B a c i l -  
l u s .

B ad an ia  p rzep ro w ad zo n o  w tr z e c h  s e r i a c h .  P ie rw s z ą  i  d ru 
g ą  s e r i ę  badań  prow adzono w pożywkach ŻUKOWa i  LEDEKBERga 
w hodow lach  n ie n a p o w ie trz a n y c h  w te m p e ra tu r z e  2?  — 1 C
p rz e z  o k re s  4 8 , i 72 i  96 g o d z in ,  zaś t r z e c i ą  s e r i ę  w pożyw
ce  LEDERBERGa w w arunkach  s ta ł e g o  n a p o w ie t r z a n ia  p r z e z  o -  
k r e s  8 ,  1 2 , 24 i  48 g o d z in  h o d o w li.

O trzym ane w y n ik i w p ie rw s z e j  s e r i i  bad ań  w pożywce ŻU
KOWa w w arunkach  b ez  n a p o w ie tr z a n ia  W s k a z a ły , że  zużycie a -  
m inokwasów , c a łk o w i te  lu b  c z ę śc io w e , w y stęp o w ało  n a jw c z e ś 
n i e j  po 72 g o d z in a c h  h o d o w li, zaś w d r u g ie j  s e r i i  bad ań  w 
pożyw ce LEDERBERGa ju ż  po 48 g o d z in ach  o b s e r w a c j i .  N a j le p 
s z e  p rz y s w a ja n ie  aminokwasów obserw owano w t r z e c i e j  s e r i i  
b ad ań  p rzep ro w ad zo n y ch  na pożywce LEDERBERGa p rz y  s ta ły m  
n a p o w ie t r z a n iu  h o d o w li :1 z u ż y c ie  aminokwasów obecnych  w po
żywce b y ło  z n a c z n ie  s z y b sz e  i  p e ł n i e j s z e ,  a  c z ę s t o  w y s tę 
pow ało  ju ż  po 8 , 12 lu b  24 g o d z in ach  n a p o w ie t r z a n ia .  W b a 
d a n ia c h  ty c h  s tw ie rd z o n o , że  w śród u ż y ty c h  k u l t u r  n a  po 
żywce LEDERBERGa w hodow lach  n ie n a p o w ie trz a n y c h  kwas g l u -
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tarninow y zużyw ało  55% szczep ó w , g l i c y n ę  45%, a r g in i n ę  36%, 
ty r o z y n ę  27%, a  c y s ty n ę ,  l i z y n ę  i  f e n y lo a la n in ę  18% s z c z e 
pów. VI w arunkach  s t a ł e g o  n a p o w ie t r z a n ia ,  kwas g lu tam inow y 
w y k o rzy s ty w a ło  63% szczep ó w , g l i c y n ę  45%, a r g in i n ę  i  t y r o 
zynę 36% i  f e n y lo a la n in ę  18% badanych  sgczepów .

W ykazano, że  n a p o w ie t r z a n ie  h o d o w li n ie  t y l k o  z n a c z n ie  
p r z y s p ie s z a  z u ż y c ie  am inokwasów, a l e  ró w n ież  pow oduje r o z 
k ła d  c a łk o w i ty  lu b  c z ę śc io w y  in n y c h  aminokwasów obecnych  w 
pożyw ce, czeg o  n ie  obserw ow ano w hodow lach  n ie n a p o w ie tr z a -  
n y c h . I s t n i e j ą  duże r o z b ie ż n o ś c i  w z d o ln o ś c i  p rz y s w a ja n ia  
aminokwasów dawkowanych do pożyw ki p r z e z  sz c z e p y  b a k t e r y j 
n e ,  w ytypow ane do b a d a n ia .  S tw ie rd z o n o , że  n i e k tó r e  am ino
kw asy ja k  kwas g lu tam in o w y , a r g i n i n a ,  g l i c y n a  b y ły  szybko 

. p rz y s w a ja n e ,  in n e  z a ś  j a k  le u c y n a ,  iz o le u c y n a  i  w a lin a  by
ły  o p o rn e  na d z i a ł a n i e  ty c h  b a k t e r i i .

N a jw ię k sz ą  i l o ś ć  aminokwasów obecnych  w pożyw ce c a łk o 
w ic ie  lu b  c z ę śc io w o  w y k o rzy s ty w a ły  w p r o c e s ie  m e tab o lizm u  
b a k t e r i e  z r o d z a ju  A ch ro m o b ac te r w y s tę p u ją c e  n a j l i c z n i e j  w 
b ad an y c h  ś c ie k a c h  g a r b a r s k i c h .  W w arunkach  s t a ł e g o  napo
w i e t r z a n i a  n i e k t ó r e  s z c z e p y  z ro d z a ju  A ch ro m o b ac te r wyko
rz y s ty w a ły  90% am inokwasów, dodaw anych do p o d ło ż a .  Szczepy  
in n y c h  b ad an y ch  ro d za jó w  b a k t e r i i  w ty c h  samych w arunkach 
w y k o rzy s ty w a ły  od 10% do 50% obecnych  w p o d ło ż u  aminokwa
sów .

P o l i t e c h n i k a  Ś lą s k a  
K a te d ra  B io l o g i i  S a n i t a r n e j
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SETPAHAIIM HEKOTOPMX AMHHOKHCJKT, BMOTraAlOUIHX 
B KOKEBEHHHX CTOHHHX BOJIAX nOCPSĘCTBOM EAKTEPKÜ, 
aasjEH H yx  m b btoK c pe ím

P e 3 d m e

MccjieaoBajiacB cnocoÓHOCTB flaKTepnił, b ajera hhhx H3 KoxeBeHHHX ctohhhx boa k 
Aerpajaura h ncnora30BaHM smhhokiicjioí , BHCTynaiouíMX b 3thx cpejiax^ Óiíhth npo- 
H3B0jtnm!CB na MHHepajiBHHX ramera: cpejax, Braoraemnac no XyKOBy h Jlesepóepry. 
3th nHTaTejiBHHe opera oóoraqaracB nyreM npnOaBKH sschth aMHHOKHOJOT: 1 -  iíh— 
CTHHa, l-jm3HHa, 1—apruHHHa, rrarana, l-TKpo3HHa, dl-B araH a, dl-á>eHH./ioajiaHH- 
H a , 1-JieyníiHa, l-H3oraymHa u rvnoTaMHHOBoü kmcjioth b KOHueHTpamiHX 0,1 mt/mji 
üHTaTejiBHoK opera c npHÓaBKOÜ 0,2 ao 0,5% rJMK03a. YnoTpeáJieHHe awmoKUcraT b 
nHTaTerarax cpenax onpexeraHO MeTonoM OyMaraoíí xpoMaTorpafra.

flra  HCCJieaoBaHHS: ynoTpetíraracB mraMMa ćaK?epnS, BucTyna¡ouínx hs Menee b 40% 
npoBeneHHHX OaKTepnojiorHHecKroc aHarasoB KoaeBeHHnx ctohhhx bo.h, h3 3aMonKH, a 
THKKe KajrbUZHHpOBaHHfl H npOMHBKH KOJK2 nOCJie KaJtBUHHHpOBaHHH. Ora IüTaMMH npz- 
Hajyiexara k pojaM A chrom obacter. A lca llg en es. E sc ñ e r lc ii ia .  M lcrooocous h Bl~ 
c i l l u s »

ylccjienoBaraiH npon3Bo,miracB b Tpex cepHHX. IlepBaH h BTopan cepun nccranoBa- 
hh2 npon3BonnJiacB b iiHTaTeraHOÍi opera üyKOEa u Jenepóepra b HeaBDHpoBaKHHX 
cpenax npH TeMnepaType 27 + 1°C Ha npoTHxeHra 48, 72 h'96 nacoB. Tperan cepun 
BHnoJiHHJiacB b HHTaTejiBHoM cpeje Jle^epdepra b ycjroBHHX iioctohhhoK asparan Ha 
npoTHxemíH 8, 12, 24, h 48 nacoB BHpainraaHHH.

ÜOJiyneHHHe pe3ym>TaTH b nepBoü cepra HccraAOBaHHfi Ha rorraTeraHOił opera 
HyKOBa b ycjroBMX 0e3 asparan noKa3a.m, hto ynoTpeÓraHue aMUHOKHCjroT, noraoe 
hjih nacTHHHoe, BHCTyna.io Toraieo hto nocra HOTenemiH 72 aacoę BHpainEBaHHH:, a 
bo BTopofó cepun nccJie;noBaHHił b mtTa?ejn>Hoíi opera Jlenepóeprayxe nocjre 48 na- 
coBoro HaójnoseHHH. OnTHMajitHoe ynoTpeóJieHHe awHHOKucjioT HaómjajiocL b xpeTeñ 
cepra nccjienoBaHHí, npoBeraHHHX Ha nmaTejiBHoft opera Jfesepóepra npn nocTOHH— 
ho8 asparan. ynoTpeáraraie airaHoracjioT, npHcyrcTByjomnx b nnTaTe.i&Hoił operato
ra 3HaaiiTejrbHo Óhctpkm h tíojiee hô hhm, a nacTO BHc.Tyna.TO yxe nocjie 8, 1? tí jas. 
24-nacoBoíí aapaura. B 3Thx HCCJiê oBaHrax oÓHapyxeHO, hto weawy npHMeHĆHHHMH 
uiraMMSMH Ha imTaTeJEbHoM cpene IfeiepOepra b HeaspnpoBaHHHX ̂ cjiobiok rjDOTáMíiHO- 
Byio KHCJioTy ynoTpeÓjia.To 55% nrramoB, rmmra 45%, aprnraH 36%, thposhh 27%, a 
racTHji, jm3HH H ferajroajiaHHH l^nrrarMOB. B ycjOBHHx nocTOHHHofi asparan r^B- 
TaMHHOgyio KHCJioTy ynoTpeÓJiHJro 63% nrraMMOB, rraraH 45%, apniHHH h thposhh 36%, 
a êraiJioajreHHH 18 HccjienyeMHx nrraMMOB.

yKa3aH0, hto aapaura Kyjn.Typ He tojibko 3HanHTejt&ho ycKopana ynoTpeÍJieHHe 
aMHHOKHCJioT, ho TaKxe BH3HBajca noray» lira nacTHHHy» gerpajauro spynoc bmhho— 
khcjiot, conepKainHxcn b raTaTeraHofl cpene; 3Toro He HaÓJBonajiocB b HeaapapoBaH- 
hhx KyjiBTypax. OTMenaracB 3HaraT eraras pacxoaweHHH b chocoGhocth ynoTpeoraHra 
aMHHQKHCJioT, npHÓaB.THeMKX b nHTaTeraHy» cpexy mTa?.ma.MH óaKTepnñ, H3upaHHHMH 
®ra HccranoBaniiH. ripuinra k 3aKraaeHH», hto HeKoxopue aMHHOKHCJioTH, ksk rran-a- 
MHHOBas KHCJioTa, appHHKH k rJOamH, ÓHCTpo noflBepraraci nerpararan. Upyrae, ksk 
JieyjuíH, H3orayraH h BaraH He conpoTHB̂ nracB neicTBH» sthx oaKTepatt.
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MaKĆHMajIBHÓe KOJlHMeCTBO aMHHpKHCJIOT, HpHCyTCTByBIIMX B HETaTeJUsHOi cpejia, 
nojiHOCTBio u jm  ’jacT iR H O  ynoTpeÓJKJiocB b  npouecce MeTadojnt3Ma Ó aK Tepiiit pojia 
Łchrom obaeter, KOTOpue BUCTynajM HaaJojree mttCJieHHO b HCCJieayeMHX KoxeseHHHX 
c^o^hnX Bofltik. B ycJiOBKHx nocTOKHHofi a s p a m r a  HeKOTopwe nrraMMH poaa A ężroao- 
b a c te r  ynoTpefiJMJM 90% aMHHOKKCJioT, npHCSaBJiseMHX k opejte. IflraMMU npyrHX hc* 
cjrejtyeMHX poflOB ¿aKTepHft b  Tex ace ycJiOBirax yncTpeÓJUUM ot 10 so 50% aMHHO— 
xhcjiot, npHcyTCTByonmx b  cp e se .

CiiJiescKHź nojMTexHH^ecKKk HHCTKTyr 
Ka$espa oamrrapHoii dnojroran

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

S u m m a r y

The a b i l i t y  o f  b a c t e r i a  i s o l a t e d  from  t h e  ta n n e r y  w as te  
w a te r s  t o  decom pose and  u se  o f  t h e  a m in o a c id s  p r e s e n t  i n  
t h i s  e n v iro n m en t have b een  i n v e s t i g a t e d .  The o b s e r v a t io n s  
w ere c a r r i e d  o u t i n  th e  l i q u i d  c u l t u r e  m edia p r e p a r e d  a c 
c o r d in g  t o  ŻUK0W and LEDERBERG. Those m ed ia  have b een  en
r i c h e d  by a d d i t i o n  o f  10 a m in o a c id s ,  nam ely : 1 - c y s t i n e ,  1 -  
- l y s i n e ,  1 - a r g i n i n e ,  g ly c in e ,  1 - t y r o s i n e ,  d l - v a l i n e ,  d l -  
- p h e n y la l a n i n e ,  1 - l e u c i n e ,  1 - i s o l e u c i n e  and  g lu ta m ic  a c i d .  
T h ese  a m in o a c id s  w ere u se d  in  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 ,1  mg/ml 
o f  c u l t u r e  medium w ith  th e  a d d i t i o n  o f  0 ,2  t o  0 ,5  p e r  c e n t 
o f  g lu c o s e .  The c o n su m p tio n  o f  t h e  a m in o a c id s  from  th o s e  
m edia h a s  b een  d e m o n s tra te d  by th e  p a p e r  c h ro m a to g ra p h y .

The s t r a i n s  o f  b a c t e r i a  u se d  in  th e s e  i n v e s t i g a t i o n  oc
c u r r e d  a t  l e a s t  i n  40 p e r  c e n t ' o f  t h e  p e rfo rm e d  b a c t e r i o 
l o g i c a l  a n a ly s e s  o f  th e  so a k  w a te r s  and w as te  w a te r s  from



Rogkład n iek tó ry ch  aminokwasów w y s tę p u ją c y c h « .. 63

l im in g  and  w ash in g  o f  l e a th e r  a f t e r  l im in g .  T h ese  s t r a i n s  
b e lo n g e d  t o  th e  g e n e ra :  A ch rom obac ter, A lc a l ig e n e s ,  E sch e
r i c h i a .  M ic ro c o c c u s ' and  B a c i l l u s .

The i n v e s t i g a t i o n s  w ere c a r r i e d  ou t i n  t h r e e  s e r i e s .  
The f i r s t  and seco n d  s e r i e s  were p e rfo rm e d  w ith  th e  ŻUKOw’s 
and  LEDERBERG’ s c u l t u r e  media at. t h e  te m p e r a tu r e  o f  27 “  
1 C d u r in g  4-8, 72 and  96  hours o f  c u l t i v a t i o n  w ith o u t a e 
r a t i o n .  The t h i r d  s e r i e  o f  o b s e rv a t io n  w ith  LEDERBERG’ s 
c u l t u r e  medium was perform ed i n  c o n d i t io n s  o f  c o n t i 
nuous a e r a t i o n  d u r in g  8 , 12 , 24- and  48  h o u rs  o f  c u l 
t i v a t i o n .

The r e s u l t s  o b ta in e d  from t h e  f i r s t  s e r i e  o f  t h e s e  i n 
v e s t i g a t i o n s  w ith  ZUKOW’ s medium have  shown t h a t  t h e  t o t a l  
o r  p a r t i a l  co n su m p tio n  o f  am inoacid s o c c u r r e d  a f t e r  72 
h o u rs  o f  c u l t i v a t i o n .  I n  th e  seco n d  s e r i e  i t  was a l r e a d y  
r e a c h e d  a f t e r  48 h o u r s .o f  o b s e r v a t io n s .  The b e s t  u t i l i s a 
t i o n  o f  a m in o a c id s  was observed  h o w ev e r, in  t h e  t h i r d  ex
p e r im e n ta l  s e r i e  w ith  LEDERBERG’3 medium a t  a c o n t in u o u s  a e 
r a t i o n  o f  c u l t u r e .  The am inoacid s c o n su m p tio n  in  t h e s e  
c o n d i t i o n s  was f a r  more rap id  and  c o m p le te .  I t  o c c u r r e d  u -  
s u a ly  a f t e r  8 ,  12 o r  24 hours o f  a e r a t i o n .

I t  was fo u n d  i n  o b s e rv a tio n s  w ith  LEDERBERG’ s c u l t u r e  
medium w ith  o u t a e r a t i o n  th a t 55 p e r  c e n t  o f  i s o l a t e d  b a c 
t e r i a l  s t r a i n s , w e r e  a b le  t o  use g lu ta m ic  a c i d ;  45 p e r  
c e n t  -  g ly c in e ;  36 p e r  c e n t  -  a r g i n i n e ;  27 p e r  c e n t -  t y 
r o s in e  and  18 p e r  c e n t -  c y s t in e ,  ly s in e  and  p h e n y l a la n i 
n e .

I n  c o n d i t io n s  o f  c o n s ta n t  a e r a t i o n  g lu ta m ic  a c i d  h a s  
b e e n  consum ed by 63 p e r  cen t o f  t h e  s t r a i n s  u s e d ;  g ly c in e  
by 45 p e r  c e n t ;  a r g in in e  and t y r o s i n e  by 36 p e r  c e n t  . and 
p h e n y la la n in e  by 18 p e r  c e n t o f  th e  b a c t e r i a l  s t r a i n s .

I t  was in d i c a t e d  t h a t  th e  c o n s ta n t  a e r a t i o n  o f  b a c t e 
r i a l  c u l t u r e  a c c e l e r a t e d  th e  a m in o a c id s  co n su m p tio n  and 
c a u s e d  a t o t a l  o r a p a r t i a l  d e c o m p o s itio n  o f  o th e r  am ino
a c i d s  p r e s e n t  in  t h e  medium. T h is  phenom enon was n o t ob
s e rv e d  in  t h e  c u l t i v a t i o n s  w ith o u t a e r a t i o n .  Some s u b s ta n 
t i a l  d i f f e r e n c e s  o f  am in o ac id s  u t i l i s a t i o n  by t h e  b a c t e 
r i a l  s t r a i n s  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n  w ere o b s e rv e d .

I t  was fou n d  t h a t  some am in o ac id s  su ch  a s  g lu ta m in ie  
a c i d ,  a r g in in e  and g ly c in e  w ere r e a d i l y  u se d  b u t t h e  other 
su ch  as  l e u c i n e ,  i s o l e u c in e  and v a l i n e  w ere r e s i s t i b l e  t o  
t h e  a c t i o n  o f  th o s e  b a c t e r i a .
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The g r e a t e s t  num ber o f  a m in o a c id s  p r e s e n t  i n  t h e  c u l 
t u r e  m ed ia  h a s  b een  t o t a l l y  o r  p a r t i a l y  consum ed in  m eta
b o lis m  o f  A ch ro m o b ac te r gen u s b a c t e r i a ,  w hiçh  o c c u r r e d  in  
l a r g e s t  num bers i n  th e  t a n n e r y  w a s te  w a te r s .  I n  t h e  con
d i t i o n s  o f  c o n s ta n t  a e r a t i o n  some s t r a i n s  o f  t h e  g en u s  A- 
c h ro m o b a c te r  u se d  90 p e r  c e n t  o f  a m in o a c id s  a d d e d . Some 
o th e r  s t r a i n s  o f  b a c t e r i a  i n  t h e  s i m i l a r  c o n d i t io n s  w ere 
a b le  t o  consum e from  10 t o  50 p e r  c e n t o f  a m in o a c id s  p r e 
s e n t  i n  c u l t u r e  m e d ia .

S i l e s i a n  T e c h n ic a l  U n iv e r s i t y  
L a b o ra to ry  o f  S a n i t a r y  B io lo g y


