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The Transformation of Free Amino Acids of B. coli Cultures
(Intestinal Type) (I)

Liczne badania wykazaly, ze wiekszo§é drobnoustrojéw zdolna jest do syntezy
niemal wszystkich aminokwaséw, znamy jednak dotychczas przebieg syntezy tylko
niektérych. Wiemy takze, ze gatunki bakterii najbardziej upo$ledzone pod wzgle-
dem zdolno$ci syntetyzowania wymagaja doprowadzania gotowych aminokwaséw.
Inne bakterie, przebywajac w §rodowisku, w ktérym znajduja gotowe aminokwasy,
przyswajajg je i po pewnym czasie zatracaja zdolno$§é do samodzielnej syntezy.
Rozwéj ich wéwcezas jest mozliwy tylko wtedy, gdy niezbedne aminokwasy zostang
doprowadzone z zewnatrz.

Badania z izotopami pozwolily zauwazyé, ze przewazajace w komoérce amino-
kwasy : kwas asparaginowy i kwas glutaminowy (2) sa pierwszym produktem
w syntezie biatka (1, 6). Nie stwierdzono jednak dokladnie czy aminokwasy do-
starczane z zewnatrz sa zuzywane bez przerébki do budowy plazmy bakterii, po
prostu wbudowane, czy tez ulegajg procesowi dezaminacji (5). Niektérzy badacze
podaja, ze 1) pewne drobnoustroje wymagajg tych, a nie innych aminokwasow,
2) inne wymagaja rownocze$nie kilku aminokwasow (3), 3) niektore bakterie lepiej
rosng w mieszaninie aminokwaséw niz w jednym aminokwasie o tym samym ste-
zeniu (5). Nie mozna tez przeoczyé faktu, ze niektére aminokwasy sg zapotrzebo-
wywane przez bakterie jako organiczne substancje czynne, np. histydyna. Zaobser-
wowano rowniez, ze aminokwasy alifatyczne sa latwiej asymilowane niz amino-
kwasy zawierajace zamkniete pierscienie.

Wszystkie przytoczone zagadnienia posiadaja duze znaczenie dla poznania prze-
biegu przemiany materii, a ich niedostateczna znajomo$§¢ zacheca do przeprowa-
dzenia dalszych badan.

Celem naszej pracy bylo przebadanie:

1) czy (przy zestawie podstawowym aminokwaséw) B. coli typu jelitowego
w jednakowym stopniu przyswaja wszystkie wolne aminokwasy znajdujgce sig
w podiozu, czy tez istnieje wybiorczo$é,



172 Irena Krzeczkowska, Teresa Wach

2) w jakiej kolejnosci B. coli asymiluje gotowe aminokwasy wprowadzone do
pozywki,

3) czy fakt przyswajania tych, a nie innych aminokwaséw jest charaktery-
styczny dla calego typu, czy tez istniejg roznice w zapotrzebowaniu na jaki§ ami-
nokwas u poszczegbélnych szczepow.

CZESC DOSWIADCZALNA. MATERIAE I METODA

Szczepy.

Doswiadczenia przeprowadzano z czterema szczepami B. coli typu jelitowego:
I) szczep wzorcowy, II) szczep hemolizujacy nr 3596, III) szczep hemolizujacy
nr 3594, IV) szczep nie hemolizujacy nr 3594. Szczepy te (poza wzorcowym) wy-
izolowano z moczu dzieci. B. coli wyizolowano na pozywce Endo, a nastepnie prze-
siano na podloze do§wiadczalne.

Podloze doswiadczalne.

Jako podloze byl uzyty bulion wolowy, czeSciowo odttuszczony, bezcukrowy,
bezneptydowy. pH podloza wahalo sie w granicach 6,3—6,5.

Hodowle.

Czas trwania hodowli wynosil od 72—96 godzin w temp. 37°C. Proby do badan
pobierano co 24 godziny, preparaty mikroskopowe barwiono metodg Grama.

Chromatografia rozdzielcza bibutowa.

Wolne aminokwasy podioza i przesaczy rozdzielano przy pomocy bibulowej
chromatografii rozdzielczej, stosujgc technike wstepujacg wedlug Williamsa
i Kirby (7) na bibule Whatman nr 3 w arkuszach o wym. 47 X 50 cm. Jako roz-
puszczalnika uzywano ukladu Patridge’a:n-butanol—kwas octowy lodowaty—
woda w stosunku objetoSciowym 4:1:1. Chromatografie przeprowadzano w ka-
merach dokladnie uszczelnionych. Chromatogramy wywolywano 0,15% acetonowym
roztworem ninhydryny oraz 0,2% acetonowym roztworem izatyny z dodatkiem
kwasu octowego (4). Rechromatografie wykonywano metoda krazkows. Rozpu-
szczalniki przed uzyciem $§wiezo destylowano. Zawsze uzywano wode redestylowana.

Oznaczenia kolorymetryczne.

Po wywotaniu i zidentyfikowaniu aminokwasé6w na chromatogramach odpo-
wiadajacych kolejnym dniom hodowli poszczegdélne aminokwasy wycinanc z arku-
szy, cieto na drobniutkie paseczki i zalewano 75% alkoholem metylowym. Eks-
tynkcje odczytywano na kolorymetrze firmy Hilger, London.

BADANIA WEASNE

Podloze doswiadczalne rozlewano do butli Calmetta o pojemnosci
250 ml, wyjalawiano, a nastepnie posiewano zawiesine B. coli w ilosci
0,3ml na butle (kazdy szczep w kilku powtédrzeniach). Czas hodowli
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wyniki badan po 24, 48, 72 i 96 godzinach. Na uwage zastluguje widoczne,
zarowno w tab. 1, jak i na rycinach, znikniecie, juz w przesgczu z pierw-
szego dnia hodowli, aminokwaséw : kwasu asparaginowego i treoniny.
Fakt ten pozwala wnioskowaé, ze zostaly one zuzyte juz w poczatkach
hodowli B. coli. Spostrzezenia te pokrywaja sie czeSciowo z wynikami
prac przeprowadzonymi przez Abramsa R. i wsp. (1) oraz Wia-
me’aJ. M. i Storcka R. (6). Badacze ci wykazali, ze pierwszym pro-
duktem asymilacji w syntezie biatka jest kwas asparaginowy i kwas
glutaminowy. W naszych badaniach juz w pierwszym dniu znikal kwas
asparaginowy i treonina, kwas glutaminowy wprawdzie nie znikal zu-
pelnie, ale stezenie jego malalo w sposéb widoczny (patrz tab. 2 zmniej-
szanie sie ekstynkcji). W dalszych dniach hodowli daje sie zauwazy¢
u wszystkich szczepdéw znikanie tryptofanu, histydyny i kwasu y-amino-
mastowego (po 48 godz.) u niektérych réwniez lizyny.

Podobne wyniki uzyskano dla 2 szczepéw hemolizujgcych nr 3596
i 3594. W szczepie wzorcowym (ryc. 1) réznica w zuzyciu tego amino-
kwasu byla minimalna (lezala w granicach bledu doswiadczalnego),
w szczepach hemolizujgeych (ryc. 2) zuzycie bylo widoczne i wystgpito
od drugiego dnia hodowli. Nalezy zaznaczy¢, ze w drugim dniu hodowli
szezepéw hemolizujacych zostal zsyntetyzowany aminokwas ,,X” odpo-
wiadajacy polozeniem ornitynie. W szczepie wzorcowym pojawit sie on
w trzecim dniu hodowli (synteza w szczepie nie hemolizujgecym wystg-
pila najslabiej). Widoczne sg réwniez pewne zmiany stezen pozostatych
aminokwaséw, najwiekszy byl ubytek seryny, glicyny i a-alaniny, naj-
mniejszy tyrozyny. Spostrzezenie to dotyczy wszystkich badanych szcze-
péw. Zmiany stezen poszczegdlnych aminokwaséw ilustruje tab. 2, w kto-
rej podano ekstynkcje odpowiadajace stezeniom aminokwaséw w po-
szczegbdlnych dniach hodowli.

Opierajgc sie na zmianie wielkosci ekstynkeji, nalezy podkreslie, ze
najnizsze stezenia aminokwasoéw zaobserwowano w trzecim dniu hodowli.
Fakt ten potwierdzaja ryc. 1, 2 i 3. We wszystkich szczepach zaobser-
wowano wzrost stezenia aminokwaséw w czwartym i pigtym dniu hodowli
w stosunku do dnia trzeciego, jest to prawdopodobnie wynik autolizy
starzejgcej sie hodowli.

Z tab. 2 wynika, ze zapotrzebowanie na niektére aminokwasy wyste-
powalo po calkowitym wyczerpaniu najchetniej zuzywanych. Z amino-
kwaséw zuzywanych w drugiej kolejnosci na pierwszy plan wysuwala
sie seryna i glicyna. Mozna wiec sadzi¢, ze B. coli nastawione jest na
okreslone aminokwasy (kwas asparaginowy, treonina, kwas glutaminowy),
a po ich wyczerpaniu zastepuje je innymi.
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Z przeprowadzonych badan i otrzymanych wynikéw wida¢, ze:

1) Wszystkie szezepy B. coli w pierwsze] kolejnosci przyswajaja kwas
asparaginowy, treonine i kwas glutaminowy.

2) U szczepow hemolizujaecych wystepuje intensywniejsze zuzycie
aminokwasow niz u szczepdéw nie hemolizujacych.

3) Istnieje nieznaczna rozbieznos¢ pomiedzy szczepami w przyswa-
janiu lizyny i histydyny.

4) W obrebie typu jelitowego pomiedzy poszczegélnymi szczepami
nie istniejg takie stale rozbieznosci w zapotrzebowaniu na dany amino-
kwas, ktére mozna byloby uzna¢ za charakterystyczne dla szczepu.

5) Wzrastajace stezenie aminokwaséw, wystepujace w czwartym
i piatym dniu hodowli jest prawdopodobnie wynikiem autolizy starzejg-
cych sie hodowli.
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Prace otrzymano 10 III 1965.

PE3IOME

UccnenoBanca ofmen cBODOLHBIX aMMHOKMCIOT KyJIbTypbl B. coli
KHMIIEeYHOTO THIIa — UIITaMMOB: 1) CTaHZapTHOro, 2) IreMOJM3UPYIOLIETO
Ne 3596, 3) remosmsupytomiero Ne 3594, 4) He remonmsupyrouero Ne 3594.

Oxkasajnoch, 4TO: 1) Bce McciefjoBaHHBIE HITAMMBI B IIepBOil odepenn
yCcBaMBaJM aclaparvHOBYIO KMCJOTY, TPEOHMH M IJIIOTAMMHOBYIO KMCJIO-
Ty, 2) TreMOJM3MpYIOLMe IITaMMbI OOHapy:umayu OoJsee WHTEHCMBHOE
rorpebjeHne aMMHOKMCJIOT, HEXKeJJM HereMOoJM3Upyollie IITaMMBbl, 3) cy-
LHiecTBYEeT He3HAa4YMTeJIbHOe pPacxXoxJeHue MexXAy IlITaMMaMM B IIpH-
CcBaMBaHMM JIM3MHA ¥ TMCTHUAMHA, 4) B mpejesax KMHIEYHOTO THUIIA MEXIY
OTJEeJBHBIMM IITaMMaMy He CYLIeCTBYIOT TaKMe IMOCTOSHHBLIE PacxozKje-
HMS OTHOCHTEJIEHO ITOTPeOHOCTM JAaHHOM aMUHOKMCJIOTBI, KOTOPBIE MOXKHO
OBl cuMUTaTBE XapaKTEepPHBIMM AJd IITaMMA.

Puc. 1. XpomarorpaMmMa CBOOCOAHBLIX aMMHOKMCIOT cybcrpara ¥ (DUIBTPATOB
(or 1 go 5 pHein) KyanTypb! B. coli craHgapTHOro mramMma.
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Puc. 2. XpomaTtorpaMMa CBOOOAHBIX aMMHOKMCIOT uabTpaToB (0T 1 n0 5 xpHe)
RKyJabTyphbl B. coli remosm3upyromero miramma Ne 3594.

Puc. 3. XpomarorpamMma cBODOAHLIX aMMHOKMUCIOT uabTpaTtoB (0T 1 A0 3 xmHeN)
RKYyJALTYpPbI B. coli He remMonuampyiowero mramMma Ne 3594. )

Tab6n. 1. CBoGogHble AMMHOKMCIOTBI NUTATENbLHOI cpegbl M (UAbLTPaATOoB (OT
1 nxo 4 aueit) RyJapTypbl B. coli: 1 -—— craggaprHoro mramma, II — reMoam3mupyro-
mmero mramMma Ne 3596, III — remonm3mpytoulero urramma Ne 3594, IV — Heremo-
Jusnpywiero mrramma Ne 3594.

Tabs. 2. BeamumHa 9KCTMHKIMM aMMUHOKMUCJIOT B OTJeNbHble JOHM BhIpailMBa-
HMA mramMMma B, coli (CTaHZApPTHOrO MHITAMMA, ABYX LITAMMOB I'e€MOJU3UPYIOILMX
Ne 3596 m Ne 3594, a Tak:kKe IITaMMa HereMoausupyrouero Ne 3594).

SUMMARY

The transformation of free amino acids of B. coli cultures (intestinal
type) of the following strains was investigated: 1. standard strain,
2. hemolytic strain No. 3596, 3. hemolytic strain No. 3594, 4. nonhemolytic
strain No. 3594. The results obtained are as follows:

1. All the strains examined assimilated, in the first place, aspartic
acid, threonine and glutamic acid.

2. The assimilation of amino acids by hemolytic strains proved to be
more intensive than that of nonhemolytic strains.

3. Strains differed insignificantly in assimilating lysine and histidine.

4. No rigid divergences were found between the strains of the
intestinal type as far as the assimilation of a given amino acid was con-
cerned, which could be regarded as characteristic of the strain.
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