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Badania nad przemiana aminokwasowa plynnej dziesieciodniowej
hodowli laseczki tezca (Clostridium tetani). II. Oznaczanie azotu
catkowitego, alfa-aminowego oraz pH podléz i przesaczy hodowli

HUccnenopanusa aMUHOKMCJIOTHOrO O0OMEHA KHMAKON JECATUAHEBHOM
KyJabTyph! mnajouku croabuaka (Clostridium tetani). II OGozmauenme
nojHOro u aabga-amMuuoBoro azora, pH cyberpara n dpuianrparos
KYJbTYpPhI

The Investigation of the Amino Acid Transformation of the Liquid
10-Day-Old Culture of Clostridium tetani. II. Determination of
the Total and a-Amino Nitrogen and of the pH of Media
and Filtrates of the Culture

Zagadnienie, czy Cl. tetani zalicza sie do szczepow proteolitycznych czy sacha-
rolitycznych, jest do tej pory przedmiotem dyskusji. Pierwsze stanowisko repre-
zentowane jest przez tych badaczy, ktérzy uwazajg, Ze do hodowli laseczki tezca
uzywaé nalezy podiéz bogatych w biatkowe substancje, z kiérych nastepnie droga
enzymatycznej hydrolizy powstajg aminokwasy potrzebne do syntezy: komérki
i toksyny (3, 4, 5 i 7). Mniejsza grupe zwolenniké6w zyskal poglad zakladajacy, ze
czynno$ci zyciowe i toksynotwércze tezca sg uwarunkowane przez weglowodanowe
substraty (1 i 8). Badania nasze majg wyjasni¢, czy tezcowe komérki wydzielaja,
czy tez nie, proteolityczne enzymy. Odpowiedzi na postawione pytania dostarcza
poréwnawcze oznaczenia zawarto§ci aminowego i calkowitego azotu w podlozach
oraz przesgczach otrzymanych wg opisu podanego w I cz. (2).

METODA BADAN I MATERIALY
1

Do badan uzyto 14 podiéz i 11 przesgczy dostarczonych przez Lubelskga Wy-
twérnie Surowic i Szczepionek oraz 15 -przesaczy - otrzymanych z wlasnych ho-
dowli (2). Oznaczenia azotu calkothego podiéz i przesgczy przeprowadzono metodg
mikro-Kjeldahla w aparac1e Parnasa Azot alfa-aminowy oznaczono wg metody
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Pope-Stevensa, stosujac do oddzielenia miedziowego kompleksu od roztworu, wi-
réwke (Laborfug-— Wegry) na 2000 obrotéw/min. Do pomiaréw pH podi6éz i prze-
saczy uzywano pH-metru Sp. Pracy Piezoeletrotechnika — Polska. Wszystkie od-
czynniki stosowane w pracy pochodzily z Hurtowni Chemicznej w Gliwicach.

BADANIA WLASNE

1. Oznaczenie azotu catkowitego podidéz Legroux-
-Ramon oraz przesgczy dziesieciodniowych
hodowli ClL tetani.

1 ml prébki spalono w kolbie Kjeldahla w obecnosci 98% H,SO,

i CuSO, przez 6 godzin nad elektryczng maszynks. Klarowny roztwor

przenoszono do aparatu Parnasa, alkalizowano 40% NaOH, po czym prze-

puszczano pare wodng przez 30 min. Wydzielajacy sie NH; absorbowano

w 0,1 N HCI. Nadmiar nie zwigzanego przez amoniak kwasu, miareczko-

wano 0,1 N NaOH wobec czerwieni obojetnej. Nastepnie drogg rachun-

kowsg obliczano zawarto$¢ catkowitego azotu.

Tab. 1. Zawarto§é azotu caltkowitego w mg/ml w podlozach Legroux-Ramon oraz

w przesaczach dziesieciodniowych hodowli Cl. tetani

The content of total nitrogen in mg/ml in Legroux-Ramon media and in the
filtrates of the ten-day-old culture of Clostridium tetani

| Ilo§¢ azotu catkowitego w mg/ml
L. p. Seria Podloza Przesacza
1 93 2,60 2,55
2 94 2,21 2,17
3 100 2,07 2,05
4 101 2,60 2,50
5 102 ‘ 2,35 2,31
6 104 { 2,24 2,20
7 105 ! 2,30 2,27
8 108 ' 2,45 2,35
9 109 ‘ 2,57 2,49
10 110 2,17 2,10
11 112 2,11 2,06
12 1 2,33 2,31
12 II 2,43 2,37
14 III 2,27 2,20
Srednia % 2,35 2,28
Blad standardowy
Sredniej arytmet.
6% 0,046 0,043
Przedziat ufnosci
X o }_(to,r‘s 2,35 * 0,099 2,28 £ 0,093
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W tab. 1, kolumna 2 umieszczono numery serii (cyfry arabskie od-
nosza sie do podi6z i przesaczy z masowej hodowli, prowadzonej przez
Lubelskg Wytwornie Surowic i Szczepionek, cyfry rzymskie odpowiadajg
podlozom i przesgczom wlasnych hodowli). W dolnej czesci tabeli podano
wyliczone wartosci: éredniej arytmetycznej, bledu standardowego Sred-
niej arytmetycznej oraz przedzialu ufnosci dla teoretycznej wartosci
$redniej, przy zalozeniu, ze w 95 przypadkach na 100 wyniki oznaczen
bedg miescily sie w obliczonym przedziale.

Tab. 2. Zawarto§é azotu u-aminowego w mg/ml w podlozach Legroux-Ramon oraz
w przesgczach dziesieciodniowych hodowli Cl. tetani
The content of a-amino nitrogen in mg/ml in Legroux-Ramon media and in the
filtrates of the ten-day-old culture of Clostridium tetani

| Ile§é azotu alfa-aminowego w mg/ml
L. p. Seria ,
Podloza Przesacza

1 93 0,532 0,618

2 94 0,501 0,593

3 100 0,494 0,577

4 101 0,493 0,566

5 102 0,479 0,564

6 104 0,520 0,590

7 105 0,509 0,574

8 108 0,524 0,617

9 109 0,532 0,632
10 110 0,506 0,566
11 112 0,524 0,622
12 I 0,550 0,648
13 1I 0,541 0,650
14 111 0,537 0,630

Srednia x 0,518 0,610

Blgd standardowy

Sredniej arytmet.

5 0,005 0,010
Przedzial ufnosci
X ici“o,os 0,518  0,0108 0,610 + 0,0216

2. Oznaczanie azotu alfa-aminowego podl6z Le-
groux-Ramon oraz przesgczy dziesieciodniowych
hodowli Cl. tetani.

Do probéwki wirowkowej na 10 ml wprowadzono 1 ml analizy oraz

3 ml zawiesiny ortofosforanu miedziowego. Po pietnastu minutach od-

dzielano cze$é rozpuszczalng od osadu w wiré6wcee przy 2 tys. obrotéw/min.
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Z otrzymanego przesgczu pobierano 3 ml, zakwaszano 2 ml kwasu octo-
wego (lod.) i dodawano 0,2 g KJ. Przyjmujac, ze 1 ml 0,01 N Na;S,0;
zuzytego do miareczkowania odpowiada 0,28 mg azotu alfa-aminowego,
obliczono jego zawarto$é w probkach. Otrzymane wyniki przedstawia
tab. 2 (uklad tej tabeli odpowiada tab. 1).

Tab. 3. pH podloz Legroux-Ramon oraz przesaczy dziesieciodniowych hodowli
Cl. tetani
The pH of Legroux-Ramon media and of the filtrates of the ten-day-old
culture of Clostridium tetani

pH
L. p. Seria )
Podloza Przesacza
1 93 6,00 7,45
2 94 5,80 8,02
3 100 6,10 7,80
4 101 5,70 7,32
5 102 5,95 7,80
6 104 5,80 7,75
7 105 6,15 7,30
8 108 5,90 7,50
9 109 5,80 7,70
10 110 6,00 7,60
11 112 6,10 7,80
12 I 5,90 7,50
13 II 5,90 7,40
14 III 5,92 7,60
Srednia X 5,93 7,61
Biad standardowy
§redniej arytmet.
Pl 0,04 0,051
X
Przedzial ufnosci
X tooty o 5,93 % 0,086 7,61 £ 0,110

3. Oznaczanie pH poditdéz Legroux-Ramon oraz prze-
sgczy dziesieciodniowych hodowli Cl tetani.

Pomiary pH przeprowadzono na pozywkach Legroux-Ramon oraz
przesaczach z masowych hodowli Cl. tetani. Wyniki oznaczenn wraz ze
statystycznymi obliczeniami przedstawia tab. 3.

Przy pomocy wykresu (ryc. 1) zobrazowano zmiany pH zachodzgce
w podlozach dla trzech niezaleznych serii (I, II i III), w réznych okre-
sach dziesieciodniowych kontrolnych posiewéw laseczki tezca (2).
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Ryc. 1. Wykres zmian pH podioza Legroux-Ramon w czasie dziesieciodniowej
hodowli laseczki tezca

Diagram of pH changes of Legroux-Ramon media in the ten-day-old culture
of Clostridium tetani

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Przeprowadzone badania na azot calkowity dajg wartosci dla podidz
niezakazonych 2,35* 0,099 mg N/ml; dla przesgczy z hodowli tezca
2,28 * 0,093 mg N/ml. Uzyskane wyniki wskazujg, ze ilo§¢ azotu calko-
witego w czasie trwania hodowli ulega zmniejszeniu. Zmniejszenie ilosci
azotu calkowitego w przesgczach w poréwnaniu z podlozem wynosi
zgodnie z obliczeniami 0,056 £ 0,010 mg N/ml. Za zmniejszenie ilosci
azotu calkowitego odpowiedzialne sg prawdopcdobnie dezaminazy wy-
twarzane endogennie przez laseczki tezca, ktorych obecno$¢ moze uza-
sadni¢ wydzielanie gazowego amoniaku. Potwierdzeniem tego faktu bytlo
wykrycie przy pomocy préby Nesslera amoniaku we wszystkich bada-
nych przesaczach. Pomiary pH przeprowadzone rownolegle w pewnym
stopniu uzupelniajg to przypuszczenie, poniewaz w kazdym przypadku
przesacz, w stosunku do podloza, jest bardziej alkaliczny.

Uzyskane wyniki na azot calkowity nie pokrywajg sie z badaniami
Surjan (7), ktéora uwaza, ze ilos¢ azotu calkowitego w czasie trwania
hodowli nie ulega zmianie; wg tej autorki w podlozu winno by¢
2,2—2,6 mg N/ml. W naszej pracy wartos¢ obliczona w podiozach Le-
groux-Ramon réwna jest 2,35 * 0,099 mg/ml, a wiec miesci sie w po-
danym przedziale i odpowiada przyjetym standardom.

Przy oznaczaniu azotu alfa-aminowego wg metody Pope — Stevensa
wprowadzono modyfikacje w stosunku do oryginalnej metody oraz pew-
nych udoskonalen innych autoréw Blauth-Opienska i wsp. (6).
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Zawiesine ortofosforanu miedzi odwirowywano, co pozwalalo na latwe
odpipetowanie roztworu, poniewaz osad dobrze przylegal do scianek
probéwki. Przy postugiwaniu sie pipetkami wykalibrowanymi bigd po-
miaru znacznie sie zmniejsza. Metoda oryginalna, stosujgca lejek z fil-
trem bibulowym jest niedokladna, poniewaz czes¢ analizowanego sub-
stratu pozostaje zaabsorbowana na sgczku. Wprowadzona modyfikacja
eliminuje catkowicie te trudno$¢, co obok prostoty wykonania i znacz-
nego skrécenia toku wykonywanych czynnosci swiadczy o celowosci za-
stosowanego usprawnienia.

Z oznaczen oraz przeprowadzonych statystycznych zestawien wynika,
ze nastepuje wzrost zawartosci azotu alfa-aminowego w przesgczach
hodowli laseczki tezca w stosunku do podidz jalowych. Wzrost ten wy-
nosi 0,085 * 0,0086 mg N alfa-aminowego/ml. Odpowiedzialne sg za to
prawdopodobnie enzymy proteolityczne, ktére wywolujg rozklad biatka
podloza, na aminokwasy. Poziom azotu alfa-aminowego podiéz okre-
$lono na 0,518 + 0,0108 mg N alfa-aminowego/ml, a przesgczy na
0,610 * 0,0216 mg N alfa-aminowego/ml. Na podstawie prostych przeli-
czen mozna ustali¢, ze ilo§é azotu alfa-aminowego stanowi 25% azotu
catkowitego. Wynik ten jest mniejszy od podanego przez Surjan (7),
ktéora na swoich podlozach trawionych pepsyna, trypsyna i erypsyng
uzyskuje stosunek azotu alfa-aminowego do catkowitego dochodzgcy
do 50%.

Wyniki pomiaréw pH wskazujg na alkalizacje podloza w czasie ho-
dowli laseczki tezca (ryc. 1). Jednym z argumentéw potwierdzajgcych
to zjawisko jest wydzielany przez dezaminazy amoniak. Pomiary pH
przeprowadzone przez Switalskg (8) na probkach plynnej hodowli
laseczki tezca wskazuja, tak jak i w niniejszej pracy, na alkalizacje prze-
sgczy. Bezwzgledne wartosci pH sa rozbiezne (inne podloze) i tak
u Switalskiej pH podléz réwne jest 7,1—7,4, a przesgczy dziesie-
ciodniowych hodowli 7,8—8,2. W naszej pracy przy uzyciu pozywek
Legroux-Ramon wartosci byly nizsze i wynosily dla podéz 5,93 £ 0,086,
a dla przesgezy 7,61 £0,110. Obserwowano nieznaczne zakwaszenie podloza
miedzy drugim i czwartym dniem hodowli. Rye. 1 wyraZnie ilustruje
ten fakt. Pomiary wykonane przez Switalskg wskazujg rowniez na
ciggla alkalizacje.
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Prace otrzymano 25 II 1965.

PE3IOME

B pesyabrare npoBeAEeHHBIX MCCIENOBAHMUIT YCTAHOBJEHO, UYTO BO
BpeMsl BBIpAlUMBAHWS MMAJIOYKY CTOJOHAKA KJETKaMM BbIAEJAIOTCA IIPO-
TEOJMUTUYECKME HHIMMBI, HA CYLLIECTBOBAHME KOTOPBIX YKa3bIBaeT yBe-
JIMYEHHOE KOJMYECTBO ajb(ha-aMIHOA30Ta.

O npucyTcTBMM J[e3aMMHA3 CBUAETEJLCTBYET YMEHBILUEHME COZepIKa-
Husi oOIUEro as3oTa, HaJMYME HECBA3aHHOLO aMMMAaKa, a TaKK2 aJKaau-

3aumua pUABTpaTa II0 OTHOILEHMIO K cybcTpary.
TaGa. 1. Koamdccerso ofiero aszora B Mr/Ma B cyOcrparax Legroux-Ramon
¥ B (puabTpaTrax JECATHMAHEBHOM KyJNbLTYpbl nmanouky cronbusika (Cl. tetani).
Tab6n. 2. KoamdecTBo anbda-aMmHoaszora B Mr/Ma B cyberparax Legroux-
-Ramon u B duiabTpaTax AECATHMIHEBHOM KyJbTypbl majouku cronbusaxka (Cl. tetani).
Tadn. 3. pH cyGerpatoB Legroux-Ramon M (OUMILTPATOB AECATUAHEBHON KYyJb-
Typhl nanouku crogabusaka (Cl. tetani).
Puc. 1. Tpacdbmk usmenennit pH cybGerpara Legroux-Ramon Bo BpeMA gecATH-
OHEBHOTO BbIPAUIMBAHMSA IAJOYKM CTOJNOHAKA.

SUMMARY

It was found that during the growing of Clostridium tetani proteolitic
enzymes were secreted, the existence of which was confirmed by an
increased content of a-amino nitrogen.

The presence of desaminases resulted in a decreased content of total
nitrogen, occurrence of free ammonia and the alkalization of the filtrates
in relation to the medium.
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