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Badania nad przemiana aminokwasowg plynnej hodowli laseczki tezca
(Clostridium tetani). III Rozdzial chromatograficzny i identyfikacja
wolnych aminockwaséw podl6z i przesaczy laseczki tezca

HNccnenoBanna aMMHOKHMCSIOTHOTO oOMeHa KMAKON AeCATHIHEBHOM
KyJapTypsl nmagouku cronouska (Clostridium tetani).
III. Xpomarorpacdhuueckuit pazges U MASHTUDHUKANUS HECBI3aHHBIX
aMMHOKHMCJIOT CYOCTPATOB M (PUILTPATOR NIAJ0YKHM CTOJOHAKA

Investigation of the Amino Acid Transformation of the Liquid 10-Day-Old
Culture of Clostridium tetani. III. Partition Chromatography and Esti-
mation of Free Amino Acid Media and of the Filtrates of Clostridium tetani

Wykazano, Zze w czasie trwania hodowli Cl. tetani na pozywkach Legroux-
-Ramon zwieksza sie ilo§¢ wolnych grup aminowych, zwigzana prawdopodobnie
z proteolitycznym rozkladem peptydéw podloza na wolne aminokwasy (6).
W zwigzku z tym wylonita sie konieczno§é potwierdzenia tej hipotezy poprzez
stwierdzenie, czy rzeczywisScie ze zwiekszonym poziomem azotu alfa-aminowego
idg w parze zmiany w skladzie wolnych aminokwaséw podiéz wzgledem przesaczy.

MATERIALY I METODY

Wolne aminokwasy podléz Legroux-Ramon oraz przesaczy laseczki teica
(Klimek) (5) wykrywano przy pomocy bibulowej chromatografii wstepujacej wg
Williamsa i Kirby (15). Oprécz tego wykorzystano do identyfikacji technike
splywowa (12), krazkowg (7) oraz rechromatografie (1) w réznych ukiadach roz-
puszczalnikéw.

Potozenie plam aminokwasowych na chromatogramach ustalono testem ninhy-
drynowym (3), izatynowym (10), pieciocyanoaminozelazianowym (8) oraz fluorescen-
cyjnym (2, 4, 11) uzywajac lampy HPW , Philips”. Wszystkie wzorce aminokwasowe
oraz odezynniki stosowane w pracy pochodzily z Hurtowni Chemicznej w Gliwicach.
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BADANIA WEASNE

Do rozdzialu chromatograficznego uzywano bibuly Whatman nr 1
i Whatman nr 3. W przypadku techniki wstepujacej wg Williamsa
i Kirby (15) badane prébki nanoszono w formie pasemek o szerokosci
3—4 mm. Przy metodzie krgzkowej oraz dwukierunkowej nakraplano
material tak, aby $rednica plamy wynosila nie wiecej jak 4—5 mm.
Za kazdym razem, bezposrednio po wprowadzeniu materiatu na bibule
miejsce nakroplenia osuszano strumieniem goracego powietrza (foen).

Identyfikacje wolnych aminokwaséw podléz i przesgczy hodowli
laseczki tezca przeprowadzono w dwu etapach. W pierwszym okreslano
polozenie poszczegédlnych plam aminokwasowych w badanym materiale
przy pomocy wzorcowej mieszaniny na chromatogramach bibutowych
przy uzyciu techniki wstepujgcej wg Williamsa i wsp. (15) oraz
testem ninhydrynowym. W wyniku wielokrotnie powtarzanych obser-
wacji aminokwasy wystepujgce na chromatogramach podzielono na trzy
grupy: a) tworzace pojedyncze plamy: asparagina, cystyna, arginina,
hydroksyprolina, a-alanina, prolina, f-alanina, tyrozyna, tryptofan, me-
tionina, walina, fenyloalanina, X; i X, b) tworzgce pojedyncze plamy,
ale rozdzielajgce sie gorzej od grupy wymienionej poprzednio: lizyna,
histydyna, kwas asparaginowy, seryna, glicyna, c) tworzgce wspolne
plamy: kwas glutaminowy i treonina oraz izoleucyna i leucyna.

W drugim etapie, opierajac si¢ o poprzednio otrzymane wyniki, prze-
prowadzono witasciwag identyfikacje poszczegdlnych aminokwasoéw sto-
sujac: 1) rozne testy (ninhydrynowy — ,,zimny” i ,,goracy”, izatynowy,
pieciocyanoaminozelazianowy oraz fluorescencyjny), 2) technike doda-
nego wzorca, 3) chromatografie jednokierunkowa wstepujaca i sptywowa,
4) chromatografie krgzkowg i 5) rechromatografie.

Aminokwasy grupy a

Wszystkie aminokwasy grupy a wykrywano metodg dodanego wzorca.
W tym celu na arkusz bibuly nakraplano dwie jednakowe probki bada-
nego materialu. Do jednej z nich wprowadzano dwa lub trzy wzorce,
wyraznie oddzielajgce sie na chromatogramach, rozwijane technikg jed-
nokierunkowg w ukladzie: n-butanol, kwas octowy (lod.), woda w sto-
sunku objetosciowym 4 :1:1 oraz obserwowano polozenie plam, w kto-
rych, obok aminokwasu wystepujgcego w probie badanej, znajdowal sie
aminokwas z wzorca. Tym sposobem okreslano jakosciowo wszystkie
aminokwasy tej grupy z wyjatkiem dwu nie zidentyfikowanych plam
nazwanych X, i X; Ponadto niektére aminokwasy byly jeszcze identyfi-
kowane przy pomocy specyficznych reakcji. Obecnosé¢ asparaginy, hydro-
ksyproliny i proliny ustalono na zasadzie swoistych odcieni, ktore daje
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ninhydryna w temperaturze pokojowej z nastepujgcymi aminokwasami:
asparaging — brgzowopomaranczowy, argining — fioletowy, hydroksy-
proling i proling — z61ty, a po ogrzaniu bibuly przez dwie minuty w tem-
peraturze 100°C z B-alaning — fioletowy. Wystepowanie hydroksyproliny
i proliny sprawdzono dodatkowo izatyna, przy czym w pierwszym przy-
padku otrzymywano plamy szarofiotkowe, w drugim granatowe.

Stosujac pieciocyanoaminozelazian sodu wg Krzeczkowskiej
i wsp. (8), wykrywano arginine dajgcg plame rézows, przechodzgcg po
24 godzinach w lilaréz oraz tryptofan o plamie ciemnozielonej. Przy po-
mocy lampy HPW 2z filtrem Wooda obserwowano silng fluorescencje
plamy na chromatogramie, odpowiadajacej polozeniu tryptofanu (Opie n-
ska-Blauth i wsp.) (11) i inni.

Aminokwasy grupy b

Na chromatogramach jednokierunkowych, rozwijanych technikg wste-
pujacg w ukladzie: n-butanol, kwas octowy (lod.), woda w stosunku 4:1:1,
plama lizyny znajdowala sie tuz pod plamg histydyny. Przy pomocy
»Zimnego” ninhydrynowego testu rozréznianie tych plam opieralo sie na
charakterystyce odcieni barw: lizyna — szarofioletowe, histydyna — fio-
letowe; ponadto uzywano do wykrywania histydyny pieciocyjanoamino-
zelazianu sodu, ktory z tym aminokwasem tworzyl charakterystyczng
buraczkowobrunatng plame.

Udogodnieniem przy wykrywaniu lizyny i histydyny byla réwniez
technika kragzkowa oraz sptywowa, dajace dobry rozdziat tych amino-
kwaséw w wymienionym wyzej, butanolowym ukladzie. Zespdl: kwas
asparaginowy, seryna i glicyna identyfikowano na zasadzie r6znic zabar-
wienia, jakie dajg te aminokwasy z ninhydryng oraz rechromatograficz-~
nie. W pierwszym wypadku bez trudu okreslano kwas asparaginowy,
ktéry na chromatogramie jednokierunkowym w ukladzie: n-butanol,
kwas octowy (lod.), woda w stosunku objetosciowym 4:1:1 tworzyl fio-
letowe plamy, wyraznie oddzielone od seryny i glicyny. Rozdzial glicyny
i seryny na jednokierunkowych chromatogramach, w opisanych wyzej
warunkach by! czesto niezupelny, co w znacznym stopniu utrudnialo
identyfikacje, dlatego aminokwasy te rozdzielano ponownie w innym,
korzystniejszym dla nich ukladzie — technikg rechromatograficzng wg
Borkowskiego (1). W zwigzku z tym nanoszono na jeden arkusz
bibuty dwie identyczne probki badanego materiatu, ktore rozwijano
technikg jednokierunkowg w uktadzie butanolowym. Otrzymany chro-
matogram dzielono na dwa paski. Przy pomocy jednego z nich, po wy-
wolaniu go ninhydryng, ustalono na drugim polozenie kwasu asparagi-
nowego, seryny i glicyny, nastepnie wycinano to miejsce z tego paska



78 Janusz Klimek

i uzywano jako ,knota” w chromatografii krgzkowej. Rozpuszczalnik:
pirydyna, woda w stosunku 65 : 35, przepuszczano dwukrotnie, kazdora-
zowo 11 godzin, otrzymujac trzy dobrze rozdzielone pasma o wartosciach
Rf: 0,82, 0,62 i 0,47. W celach kontrolnych przeprowadzono badania na
mieszaninie standardowej, ktéra w pierwszym etapie byla rozwijana
technikg wstepujaca, a nastepnie rechromatografowana technikg kragz-
kowa. Otrzymanie trzech plam o tych samych wartosciach Rf, co w ma-
teriale badanym, bylo podstawg identyfikacji tych aminokwas6ow.

Aminokwasy grupy c

Kwas glutaminowy i treonina w technice wstepujacej nie dawatly roz-
dzielonych plam przy stosowanym ukladzie nawet wtedy, gdy uzywano
mieszaniny standardowej. Wykrywanie tych aminokwaséw przeprowa-
dzono przy pomocy opisanej wyzej rechromatografii, uzywajac do wstep-

Tab. 1. Skiad jakoéciowy wolnych aminokwaséw w réznych seriach podidz
A qualitative composition of free amino acids in various media

L ! Seria

"+ Nazwa aminokwasu

p. | 93 94 100 101 102 104 105 108 109 110 112 I II 1III
1| Cystyna — e e - — - = -
2| Lizyna ++ 4+ + + + + + + + + + + +
3| Histydyna ++ + + 4+ 4+ + + 4+ + + + + +
4| Asparagina ++ + + + + + + + + + + + 4+
5| Arginina ++ 4+ + + + + + + + + + + +
6| Kwas asparaginowy ++ + + + + + + + + + + + +
7| Glicyna + 4+ + + + + + + 4+ + + + + o+
8| Seryna + 4+ + + + 4+ + + + + + + + +
9| Hydroksyprolina —_— = = - - - - - e = e e -
10| Kwas glutaminowy ++ + + + 4+ + + + + + + + +
11} Treonina ++ + + + + + + + + + + 4+ +
12| «-alanina + 4+ 4+ + + + + + + + + + + +
13| Prolina ++ + + 4+ + + + + + + 4+ + +
14| f-alanina e T
15{ Tyrozyna +++ 4+ + + + + + + + + + +
16| Tryptofan + 4+ 4+ + + + + + + + + + + +
17| Metionina ++ + 4+ + + + + 4+ + + + + +
18| Walina ++ + + + + + + + + + 4+ + +
19| Fenyloalanina ++ 4+ + + + + + + 4+ + + + +
20| Izoleucyna ++ + + 4+ + + + + + + + + +
21| Leucyna ++ + + + + + + + + o+
2| X, -—— - = = = = = = = = = = =
23| X, —_—— e m e m - — - -

+ Obecny aminokwas, -— Nieobecny aminokwas
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nego rozdzialu uklad: n-butanol, kwas octowy (lod.), woda w stosunku
objetosciowym 4:1:1, a nastepnie ukladu : pirydyna, woda w stosunku
objetosciowym 65:35. Tym sposobem zawsze otrzymywano dwie plamy
o Rf: 0,57 i 0,44, odpowiadajgce kwasowi glutaminowemu i treoninie
zar6wno w materiale badanym, jak i kontrolnej, wzorcowej mieszaninie.
Izoleucyna i leucyna na niektérych chromatogramach dawala plame,
ktorej ksztalt pozwalal przypuszezaé, ze reprezentuje ona obydwa amino-
kwasy, na niektérych jednak plamy byly zwarte i nie pozwalaly na
wycigganie jakichkolwiek wnioskéw. W zwigzku z tym, w celu otrzy-
mania obiektywnej oceny, w kazdym wypadku izoleucyna i leucyna byty
rechromatografowane sposobem wyzej opisanym. Do wstepnego rozdziatu
uzywano jak zwykle : n-butanol, kwas octowy (lod.), woda w stosunku
objetosciowym 4 :1:1, do ostatecznego uklad : pirydyna, kwas octowy

Tab. 2. Skiad jakoS$ciowy wolnych aminokwaséw w réznych seriach przesgczy
dziesieciodniowych hodowli Cl. tetani
A qualitative composition of free amino acids in various filtrates of 10-day-old
culture of Clostridium tetani

L l . Seria

‘1 Nazwa aminokwasu

p- 93 94 100 101 102 104 105 108 109 110 112 I II 1III
1| Cystyna — - - - - - = -~ = - = e =
2| Lizyna ++ 4+ + + 4+ + + + + + + + +
31 Histydyna + 4+ + 4+ 4+ + + 4+ + + 4+ + 4+ +
4| Asparagina +4+ + + + + + + + + + + + +
5! Arginina o+ + 4+ + + + + + + + 4+ + + +
6| Kwas asparaginowy ++ + 4+ 4+ + 4+ + + + 4+ 4+ 4+ 4+
7| Glicyna ++ + + + + + + + + + + + +
8| Seryna + 4+ 4+ + + + + + + 4+ + + + F
9| Hydroksyprolina - - = = - = - = = = = - = =
10| Kwas glutaminowy ++ + + + + + + + + + + + +
11| Treonina + 4+ + + + + + + + + + 4+ + <+
12| w«-alanina ++ + + + + + + + + + + + +
13| Prolina ++ + 4+ + + + + + + 4+ + 4+ +
14| f-alanina ++ + + + + 4+ + + + + + + +
15{ Tyrozyna ++ + + + + + + + + + + + +
16| Tryptofan ++ 4+ + + + + + + 4+ + + F+ +
17| Metionina ++ + + + + + + + + + + 4+ +
18| Walina ++ + + + + + + + 4+ + + + +
19| Fenyloalanina P+ + + + + + + + + + + + +
20| Izoleucyna ++ + 4+ + + + + + 4+ + + + +
21| Leucyna + 4+ 4+ + + + + + + + + + + +
22 X ++ + + + + + + + + + + + +
23] X, ++ + + + + + + + + + + + +

+ Obecny aminockwas, — Nieobecny aminokwas
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(lod.), woda w stosunku 50 :35 :15. Otrzymanie dla badanego materialu
i wzorcow rozdzielonych w tych samych warunkach dwu wyraZnie od-
graniczonych pasm o Rf: 0,90 i 0,86 bylo wystarczajacym dowodem obec-
nosci leucyny i izoleucyny. Sklad jakosciowy wolnych aminokwaséw
w podlozach Legroux-Ramon oraz przesgczach dziesieciodniowych ho-
dowli laseczki tezca przedstawia tab. 1 i 2, przy czym w drugiej ko-
lumnie tych tabel podano nazwy aminokwaséw i przez X; i X, oznaczono
dwie nie zidentyfikowane ninhydrynopozytywne plamy. W trzeciej ko-
lumnie umieszczono numery serii (cyfry arabskie okreslajg podloza uzyte
do hodowli masowych, cyfry rzymskie — podloza stosowane do posie-
wow kontrolnych w skali laboratoryjnej).

Tab. 3 przedstawia sklad jakosciowy wolnych aminokwasdéw podldz
Legroux-Ramon oraz przesgczy pobieranych co dwa dni z dziesieciodnio-
wej hodowli laseczki tezca. Wyniki zestawiono dla trzech serii. W drugiej
kolumnie podano nazwe aminckwasow. Przez X; i X; oznaczono dwie
nie zidentyfikowane ninhydrynopozytywne plamy. W trzeciej kolumnie
umieszczono numery podldz, zaznaczajge obecno$é badz nieobecnosé ami-
nokwasu. Kolumny od czwartej do 6smej podajg sklad aminokwasowy
przesaczy od drugiego do dziesigtego dnia hodowli.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Z zalgczonych tabel (1, 2 i 3) wynika, ze W podlozach znajduje sie
18 aminokwaséw. W przesgczach, obok aminokwaséw wystepujacych
w podlozach, stwierdzono trzy ninhydrynopozytywne plamy. Jedng po-
wyzej proliny zidentyfikowano jako B-alanine oraz dwie nie zidentyfi-
kowane, wystepujgce nad leucyng (X; i X;). Porbwnawcza ocena wzro-
kowa chromatograméw pozwala dostrzec zmiany ilosciowe w skladzie
aminokwasowym podioz i przesgczy. Wzrost stezenia zanotowano dla
asparaginy, seryny, a-alaniny, tyrozyny, waliny, fenolo-alaniny oraz ze-
spolu leucyny, natomiast obnizenie — dla kwasu asparaginowego, kwasu
glutaminowego, treoniny i metioniny. Zaznaczy¢ nalezy, ze w zadnym
wypadku nie stwierdzono catkowitego znikania aminokwasoéw. Obserwacje
te sg odmienne od wynikéw Surjan (13) oraz Vinet (14), natomiast
bardziej odpowiadalg pogladowi Malgrasa i wsp. (9).
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Prace otrzymano 3 III 1965.
PE3IOME

MeTozmoM XpoMaTOorpapuyecKoro aHaan3a Mpy BHEAPeHMM Pa3HbIX TOX-
HMYECKMX IIPUEMOB, a TAKIKe IIpy IIOMOIIM I[BETHBIX TECTOB IIpOBEeJeHa T10JI-
Has KadeCTBEHHAs MAeHTU(MUKAIMA HECBA3AHHBIX aMMHOKMCIOT B Cyd-
crpatax Legroux-Ramon u ¢duabtpatax m3 kyaetyp (Cl. tetani) cronb-
HfKA.

Hu B oxgHOM caydae He YCTAaHOBJEHO B (PUIBTPATAaX OTCYTCTBUA OX-
HOJ M3 aMMHOKMCJIOT, BBICTYHAKINMX B cybcTparax. 3aMedeHO OIHAKO,
YTO yzKe Ha BTOPOM JeHb MHKyOGaumy NpOoMCXOAUT cuHTe3 GeTa-alaHuHa,
a TakXxe [IBYX HEUZEHTUMUUMPOBAHHBIX  HUHTMAPMHOIOJIOKUTEIbHBIX

COeNMHEHUI, JIOKAIM3MPOBAHHBIX HAa XPOMaTOrpaMMax BBIIIe JEWIIMHA.

Ta6a. 1. KadeCTBEHHBIII COCTAaB HECBJ3aHHBLIX aMMHOKMCJIOT B pPas3sHbIX Ccepuax
cyberpara.

Tabn. 2. KauecTBeHHLINI COCTAB HECBA3aHHBIX AMMHOKUCJIOT B pa3HbIX Cepuax
GUABTPATOB NECATUIHEBHBIX KyJabTyp crosibuaxka (Cl. tetani).

TabGn. 3. KadecTBEHHBII COCTaB HECBA3AHHBIX AaMMHOKMUCIIOT Tpex cepuit cyb-
crpata Legroux-Ramon, a rtakxe (DUIBTPATOB KYJILTYPhLI IaJIOYKM CTOJNOHAKA.

SUMMARY

A complete qualitative determination of amino acids in Legroux-
-Ramon media and of the filtrates of the Clostridium tetani culture was
made by partition chromatography using different techniques and colour
tests.

No amino acids found in the media were detected in the filtrates.
However, as early as on the second day of incubation the synthesis of
beta-alanine and that of the two unidentified ninhydrin positive com-
pounds was found to occur on the chromatograms above leucine.
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