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Badanie zmian skladu aminokwasowego w czasie trwania hodowli
Mycob. BCG szczepu francuskiego (nr muz. 848)

HcenenoBanusa uM3MeHEeHMII B aMHUHOKMCIOTHOM COCTaBe
Bo Bpem:a Bospactanusi Mycob. BCG dpannysckoro mramma (Ne 848)

Investigation of the Changes of Amino Acid Compositions
during Growing Mycob. BCG of French Strain (No. Muz. 848)

Celem niniejszej fpracy bylo: 1) zbadanie zmian wolnych aminokwasow
w czasie trwania hodowli Mycob. BCG szczepu francuskiego (nr muz. 848),
hodowanego przez nas na plynnym podlozu Sautona oraz 2) pordwnanie skladu
przehydrolizowanej masy bakteryjnej wyzej podanego szczepu i szczepu bra-
zylijskiego Moreau (1, 3).

MATERIALY I METODA

Materiat doswiadczalny stanowily: 1) szeczep Mycob. BCG — (nr muz, 848)
uzyskany z Muzeum Szczepéw Panstwowego Zakladu Higieny w Warszawie
(przesgcza i masa bakteryjna) 2) masa bakteryjna Mycob. BCG szczepu bra-
zylijskiego Moreau uzyskana z masowych hodowli z Lub. Wytwérni Surowic
i Szczepionek. Za otrzymane materialy skladam serdeczne podziekowanie Ob. Prof.
Dr Henrykowi Meislowi oraz Dyrektorowi LWSiIS dr Marianowi Biernackiemu.

Bakterie hodowano na plynnym podlozu Sautona (z Lub. WSiS) w temp. 37°C,
pH podloza wynosilo 7,4. Préby pobierano co 24, 48 i 72 godz. Przebadano
4 hodowle, uzyskujgc zgodne wyniki. Analize wolnych aminokwaséw podloza
i przesgczy w czasie trwania hodowli oraz skladu aminokwasowego hydrolizatéw
masy bakteryjnej obu szezepéw wykonano przy pomocy chromatografii roz-
dzielczej na bibule, stosujgc technike wstepujgca wg Williamsa i Kirby (),
krgzkows oraz rechromatografie, w wypadku stabego rozdzialu niektérych amino-
kwaséw. Uzywano bibuly Whatman nr 3, rozpuszczalnika o skladzie n-butanol —
kwas octowy lodow. — woda w stosunku 4:1:1 (objet.). Do identyfikacji
aminokwaséw uzywano testu ninhydrynowego (0,2% acetonowy roztwér ninhy-
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dryny), izatynowego (0,2% acetonowy roztwér izatyny), alloksanowego (0,25%
acetonowy roztwér alloksanu z 4% amoniakiem) oraz reakeji specyficznych (5).
Identyfikowano réwniez aminokwasy przy pomocy lampy H.P.W. ,Philips” do
obserwacji w ultrafiolecie. Spis uzywanych aminokwaséw Jest podany w pracy
Krzeczkowskiej (6).

Suchy mase bakteryjng w iloci 20 mg hydrolizowano 6 n HCI (2 ml) w ciggu
36 godz. w temp. 100°C. Po odpedzeniu kwasu solnego przy pomocy ogrzewania
prom’ennikami, suchg pozostalo§é rozpuszczano w 1 ml wody redestylowanej
i nakraplano na bibuie 0,11 ml. Chromatogramy ninhydrynowe utrwalano przez
zanurzanie w acetonowym roztworze chlorku miedziowego. Po nalezytym wy-
suszeniu w temp. pokojowej eluowano poszcezegblne aminokwasy metanoiem.
Zawarto§¢ aminokwaséw w eluatach oznaczano przy pomocy spekirofotometru
Colemana (Juniora) model GA, uzywajac fali o di. 550 milimikronéw, grubosé
warsiwy przeSwietlanej wynosila 10 mm (4). Stezenia aminokwaséw oznaczano
réwniez przy pomocy bezposredniej rejestracji, uzywajgc w tym celu specjalnego
aparatu (2).

BADANIA WLASNE

A. Badanie zmian skladu wolnych aminokwaséw w czasie trwania hodowli
Mycob. BCG szczepu francuskiego

Przebadano 4 rézne hodowle wlasne, pobierajac préby co 3 doby
(72 godz.), w czasie przypadajacych $wiat préby pobierano co 2 lub 4
doby. pH pedloza wynosilo 7,4 i utrzymywalo si¢ na tej wysokosei
przez 240 godzin, nastepnie kwasowos¢ gwaltownie wzrastata, najwiecej
miedzy 11 i 18 dobg (264 godz — 432 godz.), osiggala warto$é 4,4 i na
tej wysokosci utrzymywala si¢ (odchylenie w granicach bledu doswiad-
czalnego). Wykres pH przedstawia ryc. 1.
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Ryc. 1. Wykres zmian pH w czasie trwania hodowli Mycob. BCG szczepu
francuskiego (nr Muz. 848) '
The graph of pH changes during growing Mycob. BCG of the French strain
(No. Muz. 848)
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Sklad wolnych aminokwaséw podloza (po autoklawowaniu): aspara-
gina w duzym stezeniu i kwas asparaginowy w malym stezeniu. Wynik
analizy podloza Sautona podano na ryc. 4a (pierwsza kolumna). W miare
rozwijania sie hodowli widoczny spadek stezenia asparaginy i wzrost
stezenia kwasu asparaginowego. Zmiane stezen daje sie zaobserwowaé na
rycinach 3, 4a i 4b. Najgwaltowniejszy przyrost stezenia kwasu aspara-
ginowego przypada miedzy 10 i 17 dobg (340—408 godz.), co jest
widoczne na rycinach 2, 4a i 4b.
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Ryc. 2. Zmiany stezenia asparag'ny i kwasu asparaginowego w czasie trwania
hodowli Mycob. BCG

The changes of asparagine and aspartic acid concentrations during growing
Mycob. BCG

W czasie trwania hodowli najczesciej pojawia sie slad leucyny
i alaniny, juz w 2 dobie, w przesgczu 8 doby dalo sie zaobserwowa¢
§lady glicyny i treoniny, nastepnie tyrozyny i tryptofanu (ryc. 3)
w jedenastej dobie pojawial sie kwas glutaminowy, ktérego stezenie
wzrastalo po 15 dobie. W 18 dobie pojawia sie arginina i wzrasta
stezenie treoniny i alaniny, a w 20 mozZna zaobserwowa¢ $lad lizyny
i histydyny, pojawia sie rowniez nie zidentyfikowana plama powyzej
leucyny. Od 18 do 23 doby nie byla widoczna asparagina, w przesgczach
dwoch hodowli ponownie zaobserwowano pojawienie sie jej (Slad)
w 23 dobie hodowli, w tym czasie wzrastalo stezenie kwasu glutamino-
wego, natomiast stezenia poprzednio wykrytych aminokwaséw wyraznie
sie zmniejszyly (ryc. 3). Zauwazy¢ nalezy, ze pojawiajace sie amino-
kwasy posiadaja tak male stezenie, ze dajg sie zaobserwowaé tylko
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Juz po 48 godzinach pojawia sie alanina i nikly $lad leucyny, w prze-
saczu 8 doby widoczna jest glicyna i treonina, w przesgczu jedenastej
doby spostrzezono waline oraz kwas glutaminowy, ktérego stezenie
w widoczny sposéb wzrasta w przesaczu, poczgwszy od 15 doby.
W przesgczu 13 doby pojawila sie tyrozyna, a w przesgczu 17 zaobserwo-
wano argining i fenyloalanine. Slady lizyny i histydyny oraz nie
zidentyfikowang plame ninhydrynopozytywna powyzej leucyny wykryto
w przesgczu 20 doby. W czasie trwania hodowli dalo sie zaobserwowac
zmniejszenie stezen wykrytych aminokwasow, np. miedzy 17 a 23 doba.
Na niektérych chromatogramach wystepowalo znikanie waliny, na kté-
rej miejsce pojawiala sie jasna plama, $wiadczaca o obecnosci sub-
stancji redukujgcej. Miedzy 18 o 23 dobg nie dalo sie juz wykry¢
obecnos$ci asparaginy, na chromatogramie przesgczu 23 doby natomiast
pojawil sie jej $lad. Proces znikania aminokwaséw lub zmniejszania
ich stezenia moze byé zwigzany z intensywnym wzrostem bakterii,
a wiec z wigczaniem aminokwaséow w bialka bakteryjne. Wytwarzanie
substancji redukujacych wskazuje na dodatkowe, dzialajgce enzymy.

Ryc. 6. Krzywe uzyskane metodg bezposredniej rejestracji, obrazujgce stezenia
zwigzanych aminokwaséw szczepu francuskiego (nr Muz, 848)

Curves obtzined by the immediate optical registration method, showing the

concentrations of compound amino acids of the French strain (No. Muz. 848)

Ryc. 7. Krzywe uzyskane metodg bezpoéredniej rejestracji, obrazujace steZenia
zwigzanych aminokwaséw szczepu brazylijskiego Moreau
Curves obtained by the immediate optical registration method, showing the
concentrations of compound amino acids of the Brasilian Moreau’s strain

W przesgezach 17 i 18 doby zaobserwowano 1) spadek stezenia
kwasu asparaginowego (a pozniej nastepuje dalszy jego wzrost) 2) spadek
stezenia kwasu glutaminowego (po 18 dobie nastepowal ponowny
wzrost stezenia) 3) Znikniecie substancji redukujgcej, a pojawienie sie
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duzej ilosci waliny, 4) zwiekszenie stezenia alaniny i 5) pojawienie sie
fenyloalaniny. W dalszych badaniach zamierzamy sprawdzi¢, czy sub-
stancjg redukujgcg jest kwas pirogronowy. Potwierdzenie bowiem tego
przypuszczenia wyjasniloby: 1) fakt znikania kwasu glutaminowego,
ktéry moze uczestniczy¢ obok kwasu asparaginowego w transaminaciji,
2) pojawienie sie duzej ilosci alaniny, ktéra moze powstawaé¢ z reakcji
kwasu pirogronowego z grupami aminowymi kwasu glutaminowego.

Tab. 1. Sklad aminokwasowy Mycob. BCG szczepu francuskiego (Nr muz. 848)
i szczepu brazylijskiego Moreau
The composition of amino acids of the bacteria mass Mycob. BCG of the French
strain (No. Muz. 848) and the Brasilain Moreau’s strain

Skiad aminokwasowy Mycob. BCG
L.p. Aminokwas szczep francuski szczep brazylijski
(N° muz. 848) Moreau
1 Cystyna — —
2 Lizyna + +
3 Arginina + +
4 Histydyna + +
5 Kwas asparaginowy + + + -+
6 Glicyna + seryna + +
ki Kwas glutaminowy
+- treonina -+ 4 ++
8 Alanina 4= - ++
9 Tyrozyna + +
10 Walina ++ ++
11 Fenyloalanina + +
12 Leucynv + + ++

Legenda: + obecny aminokwas
++ obecny aminokwas w duZym stezeniu
— aminokwasu nie zaobserwowano

Wyniki oznaczania stezenia aminokwaséw w hydrolizatach kwasnych
Mycob. BCG szczepu francuskiego i brazylijskiego Moreau zamieszczone
w tab. 2, wykazuja, Ze stezenia aminokwaséw hydrolizatu szczepu
francuskiego sg wieksze od stezen aminokwaséw w hydrolizacie szczepu
brazylijskiego Moreau. Obserwuje sie duza réznice stezen niektérych
aminokwaséw, np. stezenie tyrozyny w hydrolizacie szczepu brazylij-
skiego stanowi tylko 31,3 % stezenia tego aminokwasu w hydrolizacie
szczepu francuskiego. Najmniejsze réznice w stezeniach przypadaja
dla kwasu glutaminowego i treoniny — 92,3 %. Tryptofan wystepowat
w tak malej iloéci, ze nie udalo sie go oznaczy¢ iloSciowo (przeprowa-
dzano hydrolize kwasng). Na ryc. 6 i 7 widzimy krzywe uzyskane
w przyrzadzie stuzacym do automatycznej rejestracji (wykonanym w Ka-
tedrze Chemii Ogolnej Wydzialu Lekarskiego Akademii Medycznej
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Tab. 2. Warto$¢ ekstynkeji Ex 1000 dla aminokwaséw hydrolizatéw kwa$nych

Mycob. BCG szczepow: francuskiego i brazylijskiego (dlugoéé fali 550 milimikrona)

The extinction value (Ex 1000) of the amino acids of acid hydrolysates ¢f Mycob.
BCG of the French and Brasilian sirains (the wavelength 500 mp)

| Stezenie aminokwa-
SOW masy bakteryj-
E x 1000 E x 1000 nej szeczepu brazy-
. lijskiego w poréwna-
L.p. _ Aminokwas szczep szczep niu ze stezenlem
francuski brazylijski f,':li?:rl;‘;"rf:j";c’;‘:%
francuskiego podane
w %
1 2 3 4 5
1 Lizyna 50 40 80,0
2 H'stydyna 70 46 65,7
3 Arg'nina 85 60 70,6
4 Kwas asparaginowy 100 75 75,0
5 Glicyna + seryna 90 60 66,6
6 Kwas glutaminowy
+ treonina 130 120 92,3
7 Alanina 210 115 54,7
8 Tyrozyna 32 10 31,3
9 Walina 125 5 60,0
10 Fenyloalanina 45 30 66,7
11 Leucyna 210 150 71,4

w Lublinie) (2). Przyrzad ten, polaczony ze stabilizatorem i mikropolaro-
grafem wg Heyrovsky’ego, pozwala na rejestracje zmian natezenia
$Swiatla przechodzgcego przez paski bibuly z plamami kompleksow
Dyda+Cu, a wiec mozna nim wykona¢ poréwnawcze ilosciowe ozna-
czenia poziomu aminokwaséw w badanych hydrolizatach lub przesgczach.
Z wykreséw widzimy réwniez brak roéznicy jakoSciowej oraz zmiany
iloSciowej w skladzie aminokwaséw w hydrolizatach szczepu francuskiego
i brazylijskiego Moreau.
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PE3IOME

IlponsBeneH KadeCTBEHHBI aHAJM3 CBODOJHBIX AMWHOKWKCJIOT CHHTE-
THyeckoii ocHoBBI CayroHa m (puIBTpPaTOB KyJAbTYyphI (¢ 1 mo 25 neHep
Bozpacranusa) nanouku Mycob. BCG dpanuysckoro mramma Ne 848.
Otbop mpob menaJsca depe3 KaxKAble TPpU JHA. BakTepuy pocyyu Ha OC-
Hoee CayToHa.

IIpu wmccrenoBaHMM yHOTPEeOJIEH METOX paclHpeAesIMTeNIbHON XpoMa-
Torpachmuy, ¢ MCrOMBL30BAHMEM TEXHMKM: BOCXOAANIAd, CXOZALIAA, KpPy-
roeasg. KauecTBeHHbIE OIpefieIeHMA CBA3aHHBIX aMMHOKMCJIOT OakTe-
pMasibHOM Macchbl ObLIYM fAeJsiaHbl: 1) KOJOPUMETPMYECKM IIOCJE SJIOMPO-
BaHKsa M 2) Ipy NOMOIM HEHOCPEeACTBEHHOM ONTHYECKON perucTpaniu.

ConocraBiieH aMMHOKMCJOTHBIN coctas GaxTtepmanbHO# Maccel Mycob.

BCG dpanmyscroro mramma Ne 848 m Opasmmamitckoro mramma Mopo.

1. Tpacdur wusmeseHus pH Bo BpeMma Bospacrauua Mycob, BCG.

2. Vi3MeHeHMA KOHLEHTPALMM aclaparMHbl M acnaparMHOBOI KMCJIOTHI BO Bpe-
Ma pocra Mycob, BCG.

3. Xpomarorpamma dunprpara Mycob. ECG (BOCBMOro JHA POCTa), HA CHUMKEe
BUJHBI IMOABJIAIOUIMECH aMMHOKUCIOTDI.

4 a. AMMHOKMCIOTBI OCHOBBI CayroHa u chuabTpatoB ¢ 1 1o 15 pmenp pocrta
Mycob. BCG ((ppaniy3ckoro witamma Ne 848).

4 b. Amuuoxuciyorel guabrparos ¢ 15 nmo 26 mens pocra Mycob. BCG (dpan-
Hy3ckoro mrarma No 848).

5. XpomaTtorpaMmMa aMMHOKMCJIOTHOTO CNCTaBa TIUIPOAT3ATOB OaKTepMalbHBIX
macc Mycob. ECG dpannysckoro mramma Ne 848 u 6pasunuiickoro mtamma Mopo.

6. Kpusbie, NOJy4YEeHHblE METOOM HEIIOCPEACTBEHHOA perucTpaluy, orpazka-
IOIIMe KOHLEHTPauMyM CBA3AHHBIX aMuHORucjaor Mycob. BCG dpaHI(y3CKOro ruTam-
mMa Ne 848.

7. KpHuBEIe, NOJYyYEHHbLIE METOJOM HEIIOCPENCTBECHHNI peructpanmm, orpaxka-
oHMMe KOHLIEHTPAlUMy aMMHOKUCIOT Opasmamiickoro mramMma Mopo.

SUMMARY

The qualitative analysis of the free amino acids of the Sauton’s madium
and filtrates (from 1 to 25 days) of Mycob. culture BCG of the French
strain No. Muz. 848 was carried cut. Samples were taken every three
days. Bacteria grew on the Sauton’s medium. Partition paper chromato-
graphy was applied using ascending, descending and circular techniques.
The quantitative analysis of compound amino acids of the bacteria
mass was made by two methods: 1) colorimetric, after eluation, and
2) by immediate optical registration. The composition of amino acids
of the bacteria mass Mycob. BCG of the French strain (No. Muz. 848)
and that of the Brasilian Moreau’s strain were compared.

Prace otrzymano 30 IV 1964.
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