Badania nad proteaza u Bact. prodigiosum.

Recherches sur la protéase chez Bact. prodigiosum.
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Skoro olbrzymia wigkszo$¢ procesow przemiany materji w
organizmie zarowno zwierzecym jak i roslinnym zachodzi pod
wplywem odpowiednich enzymoéw, to nalezy przypuszczac, Ze
i procesy syntezy i rozpadu cial biatkowych, wystepujace w kazdej
zywej komorce, wymagaja odpowiednich enzymow — proteaz.
Obecno$¢ ich istotnie stwierdzono zaréwno u roslin wyzszych jak
i nizszych. Np. Fischer (3) poddat badaniu 14 pospolitych
roslin uprawnych i znalazt enzym proteolityczny u wszystkich tych
roslin i we wszystkich organach.

U nizszych za$ organizmow, jak bakterje, gdzie ciala biatko-
we wynosza 40% do 70% suchej masy, obecno$¢ proteaz powinna
si¢ szczegOlnie zaznacza¢. W roku 1908 Tirabosch i (15)
zbadat 23 rodzaje bakteryj i wszgdzie stwierdzit proteazy. Wiemy
tez, ze zdolno$¢ rozpuszczania zelatyny wlasciwg jest bardzo licz-
nym bakterjom, a zdolno$¢ ta jest Swiadectwem wystgpowania en-
zymu proteolitycznego. Zreszta brak tej zdolnosci u pewnych bak-
teryj — nie dowodzi jeszcze braku proteaz; trzeba raczej przy-
puszczaé, ze enzym i w tych wypadkach wystepuje w komorce, ale
ulega zniszczeniu wraz ze $miercig organizmu.

Pomimo tak szerokiego rozpowszechnienia proteazy wiele
kwestyj pozostaje jeszcze niewyjasnionych: nie wiadomo np., czy
jest to enzym pojedynczy czy wieloraki, nieznane jest powstawanie
1 sposob wyzwalania go z komorki.

1. Vines (20) rozréznial podobnie jak w Swiecie zwierzg-
cym dwa rodzaje proteaz: jedna, dzialajgcg w oSrodku kwasnym —
pepsynaze; druga, dzialajaca w oSrodku zasadowym — tryptaze.
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Potwierdzit to Dernby (1) u drozdzy, okreSlajac w sposob
Scisty dla pierwszej opt. pH. = 4,0 — 4,5, dla drugiej — opt.
pH =17,0.

W nastepstwic Willstadtter (19) blizej zbadal znany
juz wsrod roslin wyzszych, kwiatowych, ,,trzeci rodzaj* proteaz —
papaing. Enzym ten okazat si¢ bardzo rozpowszechnionym nie ty-
Iko u roslin wyzszych, ale takze i nizszych, podobnie jak i w tkan-
kach zwierzecych.

Szereg uczonych jak Oppenheimer (13),Euler (2}1
Grassmann (7) przypuszczaja, ze jest to moze nawet jedyna
proteaza, wystgpujaca w $wiecie roslinnym, gdzie enzymy nie ule-
gly tak silnemu zrozniczkowaniu, jak to widzimy u zwierzat wyz-
szych (G ras s man n). Papaina ma swe opt. pH dla predkosci
proteolizy zalezne od rodzaju biatka, ponadto enzym ten wyroznia
sie zdolnos$cia hydrolizowania biatka niezdysocjowanego.

W ostatnich czasach Utkina-Liubowzowa i Step-
puhn (16) dochodza do przekonania, ze trzy te proteazy zarow-
na w $wiecie roslinnym jak zwierzecym wykazuja wielkie podobien-
stwo (ich wspolne opt. pH wynosza: pH = 3 — 4; pH = 5 — 6!
pH — 7.0 — 7.5), i przypuszczaja nawet, ze istnieje jeden tylko
enzym proteolityczny, ktory w roznych srodowiskach odmiennie siy
zachowuje. -

2. Podobnie i sprawa powstawania proteazy nie jest dotad
wyjasniona. W dawniejsze] literaturze [O ppenheimer (13;
IT wyd. str. 420), Euler (2) po czesci] dos¢ rozpowszechniony
byt poglad, ze tworzenie si¢ enzyméw stoi w Scistym zwiazku z
wzrostem komorki. Jednakze Willstatter (18) wykazatl, zx
powstawanie takiego enzymu jak saccharaza u drozdzy nie jest prze-
jawem wzmozonej przemiany materji, ale raczej wynikiem szcze-
gblnego podraznienia komorki pod wptywem cukru nawet w naja
drobniejszych iloSciach. ¥

Poddano rowniez kontroli powstawanie proteazy u hakterw
Wyniki okazaly si¢ dos¢ roznorodne: kiedy jedni, jak Merrill
i Clark, (10), a poézniej Gorbach (6), dochodza do wnio=
sku; ze mozna zapomoca odpowiednich soli, czy tez pH, spotegowac
zawartos$¢ proteazy w bakterji niezaleznie od jej wzrostu, to innk
jak E. Wilson (17), uwazajg, Ze dwa te procesy wzrostu i wys
twarzania proteazy sa jaknajscilej zwigzane i przebiegaja zupet-
nie réwnolegle. :

Trzeba zauwazy¢, ze termin, stale stosowany przez autorow,
,powstawania* czy ,tworzenia si¢“ proteazy. (Enzymbildung) u
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bakteryj nie jest zupelnie trafny. O powstawaniu bowiem enzymu
wiadciwie nic nie wiemy, gdyz proces ten jest nieuchwytny. Jedynie
w wypadku, kiedy zachodzi wlasciwa sekrecja w miarg jego two-
rzenia sig, jak to si¢ odbywa z pepsyng czy trypsyna w przewodzi¢
pokarmowym wyzszych zwierzat, uzycie terminu , powstawanie!’
enzymu byloby usprawiedliwione. Natomiast u proteazy, domnié-
manego ,.endofermentu®, badamy przeciez tylko zdolnos¢ proteoli-
tyczng enzymu, wyzwolonego juz po $mierci komorki. Czy jednak
wyzwala si¢ cala proteaza, czy tez cz¢$¢ jej przy zamieraniu bakter)i
nie- ulega zanikowi — tego nie wiemy. Dlatego w pracy niniejszej
uzywac bedziemy raczej terminu ,,zdolnosc proteolityczna“ hodo~
wli. -

3. Wreszcie niewyjasniona pozostaje kwestja wyzwalania
proteazy. Oppenheimer w dziele: ,Fermente u. ihre Wir-
kungen* (str. 407),a Euler w ,Chemie der Enzyme® (str. 571)
sadza, Zze u bakteryj nie zachodzi prawdziwe wydzielanie, sekrecja
proteazy; jest to typowy t. z. endoenzym, ktory wydostaje si¢ z ko-
morki dopiero po jej $mierci; niekiedy za$ jak u Bact. Coli ulega on
zniszczeniu wraz ze $miercig samego organizmu.. Opinje tg .p__D-[
twierdzity badania Gorbach‘a (6) i Glinki—Tscher-
nowitz (4). Natomiast szereg badaczy jak: Janke i Hol-
zer (89), Virtanen i Tarnauen (21), Gorini,
Grassmann i Schleich (5) utrzymuja, jakoby whascix
wa sekrecja enzymu istotnie zachodzita u pewnych - bakteryj. Po-
niewaz jednak niektore z tych prac (Virtanen‘a i Tarmau-
en‘a, druga Goriniego, Grassmann‘a i bchlc:-
¢ h‘a) maja charakter wstepnych komunikatéw i nie zawierajy
bardziej szczegolowych danych, wigc wymagaja blizszego uzasad-
nienia. '

W pracy niniejszej nad Bact. prodigiosum postawiono sobic
dwa gtowne zadania:

1) Czy wyzwalanie proteazy jest procesem przyZyciowym,
czy tez poSmiertnym. ;

2) Czy mozna zapomoca zmian $rodowiska: stezenia H, czy
fosforanow K wptyna¢ na spotegowanie wilasnosci proteolitycz-
nych bakterji niezaleznie od jej wzrostu. -

Zjawianie si¢ proteazy badano na tle rozwoju hodowli. Zna-
jac przebieg rozwoju i chwilg wystepowania proteazy w hodowl;,
mozna wyjasni¢, czy u Bact. prodigiosum zachodzi wiasciwa sekres
cja, czy tez enzym zjawia si¢'wraz z rozpadem komorki.
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Rozwdj kultury Bact. prodigiosum okreSlano przez oznaczenie
w pewnych odstgpach czasu ilosci zywych komérek w hodowli. Me-
toda ta jest zupelnie zadawalajaca w pierwszym okresie rozwoju,
kiedy nieustannie powstaja nowe komorki, a iloS¢ zamierajacych
w tymze czasie jest stosunkowo znikoma; natomiast w drugim
okresie, kiedy wilasnie ilo$¢ zamierajacych bakteryj przewaza nad
nowopowstajacemi, okres§lanie zywych komorek ma znaczenie raczej
orjentacyjne dla oceny regresji kultury.

Zdolnos¢ hydrolizowania zelatyny byla $wiadectwem poja-
wiania si¢ proteazy w kulturze. Wplyw zywych komorek usuwano
badz przez dodatek toluolu, lub tez zapomoca wiréwki. Szybkosc¢
hydrolizowania byta miarg ilosci enzymu.

Opis metody.

S z ¢ z e p. — Badania przeprowadzono nad Bact. prodigio-
sum, ktorego jeden szczep, oznaczony litera M, pochodzit z Pra-
cowni Mikrobiologji i Przemystu Rolnego S. G. G. W., drugi —
oznaczony litera Kr., pochodzit z Krakowa z Zaktadu Weterynarji
i Medycyny Doswiadczalnej U. ].

Szczepy te ujawnialy do$¢ znaczne odchylenia, jak widac z
zalaczonej tabelki:

Szczepy Bact. prodigiosum. M. Kr
Wielke$é: 2,1 0,7
Ruch: nieruchome sl. ruchome
Wymogi tlenowe: duze slabe
Hodowla na sko- | barwa: czerwona b. sl. rézowa
snym agarze: {WYElﬁd-' spietrzona, faldowana plaska, éluzowata

Kolonia na ze- w $rodku: zbite jadro czerwone st. zréinicowane jadro

latynie w szal- na obwo- przezroczysty pierécien rézowe

<ce Petr ‘ego: ldzie: zelatyny metny pierécien rozp.
zelatyny

Jakkolwiek badania naogoét przeprowadzano rownolegle z obu
szczepami, to jednak wyniki podane w pracy niniejszej ogranicza-
ja si¢ glownie do szczepu M. Zachowanie si¢ obu szczepow jest
naogot dos¢ podobne; pewne odchylenia szczepu Kr., jak silniejszy
rozwdj hodowli i powolniejszy jej zanik, objasni¢ mozna prawdo-
podobnie mniejszemi wymogami co do ilosci tlenu.

P oz y w k a. — Hodowle Bacl. prodigiosum przeprowadzano
w pozywce plynnej. Sktadata si¢ ona z 1% roztworu wodnego pep-
tonu Witte‘go z dodatkiem 0,5% soli kuchennej i odpowiedniej
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ilosci HC1 n/1 lub NaOH n/1, zaleznie od pozgdanego stgZenia
H°. Pozywke uzywano w ilosciach 40, 100, lub 150 cm3 w odpo-
wiednich kolbkach.

Kwasowos¢ tak przygotowanej pozywki ulegata jednak zmia-
nie pod wplywem rozwijajacej si¢ bakterji; w wypadkach, kiedy
szlo o utrzymanie kwasowosci bardziej statej, dodawano mieszani-
ne pierwszo — i drugorz¢dowego fosforanu K.

Stezenie — Oznaczanie kwasowosci przeprowadzano
na drodze elektrometrycznej zapomocy elektrody chinhydronowe;.
W osrodkach bardziej zasadowych, gdzie powyzsza metoda nic
daje gwarancji, stosowano dodatkowo metod¢ kolorymetryczng
(barwiki Clarck‘a i L ubs‘).

Zakazanie hodowli — Do zakazania uzywano zaw-
sze kultury miodej, 24-godzinnej, otrzymanej w wodzie peptonowe;j
jak wyzej, ale z dodatkiem siarczanu magnezu i asparaginy. W do-
$wiadczeniach seryjnych zakazenie przeprowadzano, wprowadza-
jac do kazdej pozywki wyjatowionej po jednej kropli hodowli wyj-
Sciowej. Po skioceniu kultury przetrzymywano ja w termostacie w
t0 — 220 — 230 C,

Rozwéj kultury. — Stopien rozwoju hodowli Bact.
prodigiosum okreslano przez oznaczanie ilosci Zywych bakteryj,
znajdujacych si¢ w 0,1 cm3 pozywki. W tym celu pobierano okres-
long probe hodowli, a po odpowiedniem rozciericzeniu wyjatowiong
woda peptonowa i skioceniu wprowadzano wiadomg ilos¢ tego
ptynu do cieptej, rozpuszczonej, 12% zelatyny. Zelatyng po skio-
ceniu wylewano na szalke Petrie‘go i catoS¢ przenoszono do ter-
mostatu w 10 = 220 — 230 C. Po 1 — 2 dniach poszczeg6lne zywe
komorki tworzyty na Zelatynie oddzielne kolonje, ktore obliczano.

Liczby podane w rubryce ,,ilos¢ zywych bakteryj* oznaczaja
ilo§¢ bakteryj w miljonach w 0,1 cm3 pozywki. Ich wzrost czy
zmniejszanie si¢ wskazywal na wzrost czy zanik kultury.

Zauwazy¢ trzeba, ze metoda powyzsza daje zupetnie zadawa-
lajace rezultaty. RoOznica w 2-ch rownolegtych doswiadczeniach
nie przekracza 5%.

Proteoliza. — Wystepowanie proteazy w hodowli Bact.
prodigiosum stwierdzano przez hydrolize zelatyny. W doswiadcze-
niach najcze$ciej uzywano probki surowej hodowli, w ktorej Zywe
komorki niszczono zapomoca toluolu (1% — 5%). Niekiedy za$,
w celu oddzielenia zywych komoérek, probki hodowli poddawano
wirowaniu (4.500—5.000 obrotéw na minut¢); jednakze i w tym
wypadku do otrzymanego przezroczystego plynu dodawano kro-
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ple toluolu w celu zabicia ewentualnie pozostatych nielicznych bak;
teryj.. W ten sposob otrzymang pozywke przenoszono nastepnie W
ilosci 0,3 cm3 na zelatyne w proboéwkach. ;
Zelatyna uzywana do tych celow byla 10%, obojetna, w 1!05-
ciach okoto 3 cm3 i w probowkach o $rednicy 0,8 cm. Wobec tego,
7e ilo§¢ pozywki (0,3, cm3) w poréwnaniu do ilosci zelatyny.
(3 cm3), jest stosunkowo drobna, wiec wptyw roznych stezen H°®
w badanych prébkach na przebieg proteolizy jest mozliwie zredu-
kowany. ;
Pomiar protealizy - odbywa si¢ w sposob nastgpujacy: pe
wprowadzeniu pozywki na powierzchni¢ Zelatyny mierzono wy-
sokos¢ stupa zelatyny w probowce; probowke pozostawiano w t0 =
220 — 230 C. w ciggu 48 godzin, poczem ponownie mierzono wyso-
kos¢ stupa zelatyny. Roznica wynikow obu pomiaréw stanowita wy-
soko$¢ stupa rozpuszczonej zelatyny pod wplywem proteazy w
pozywce. Granica rozdzialu migdzy Zelatyng rozpuszczong a nie-
zmieniong jest tak wyraina, ze pomiar mozna dokona¢ ze $cisto$-
cig do 0,1 mm. Kazde oznaczenie powtarzane byto 3-krotnie. Licz-
by, podane w rubryce ,,proteoliza“, wyrazaja w mm wysokosc stupa
rozpuszczonej zelatyny i stanowia Srednig z 3-ch pomiar6w.

3. Czes¢ doswiadczalna.

‘Wystepowanie proteazy w rozwoju hodowli Bact. prodigiosum:
{O i

Juz w pracy (12) nad wystgpowaniem barwika u Bact. pro;
digiosum wielokrotnie, ubocznie, dato si¢ zauwazyc, ze proteaza pos
jawia si¢ w hodowli jednoczesnie z prodigiozyna. Poniewaz, jak
wynikato z tych badaf, prodigiozyna zjawia si¢ po Smierci bakterji
wiec nasuwalo si¢ przypuszczenie, ze i wyzwalanie proteazy z ko-
morki jest procesem po$miertnym. ;

W doswiadczeniach niniejszych badano rozw6j hodowli Bact
prodigiosum, a réwnolegle — zjawianie si¢ i wzrost zdolnosci pro-
teolitycznej w iulturze.

Z hodowli peptonowej Bact. prodigiosum, liczgcej okoto 100
cm3 pozywki, pobierano co pewien czas probki w ilosci  okolo
3 cm3; w .probce okreslano ilos¢ zywych bakteryj, stezenie H® 4
stopien proteolizy. Przy proteolizie stosowano rownolegle pozywki
dwojakiego rodzaju: brano badz surowa hodowl¢ z dodatkiem tos
luolu, badz tez hodowle te poddawano uprzednio wirowaniu, po-
czem do otrzymanego przezroczystego ptynu . dodawano krorlg
toluolu.
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TABLICA 1

Wystepowanie zdolnaéci proteolit. w hodowli Bact. prodigiosum
Faculté protéolytique dans la culture de Bact. prodigiosum
Stezenie H? }__ H. rozwéj hodowli }__ R
(concentration en H'f — P 1V (développement de la culture) | —

Zdolnosé protcolityczna}_ Prot. 2 = hodowla 4 toluol = culture + toluo
{(Faculté protéolytique)f— ' '°" b = pozywka -4 toluol = liquide de cultu-

re |+ toluo
o8 Obserwacja po................ dniach
N §§ (observation aubout de ... jours
[TI=]
e o | v | 2] 3|4 5| 6 |10
| i ! i l l
pH | 505 565 652 696 7.32 | — | 7.97 | 845
1| M R + [120 {280 312 |128 | — | 84 | 48
prot® | — | —  — |08 |20 | — |31 | 30
' — | — ! —le08 21 | — |31 |30
- = |
| | |
pH 5.10| 550i 640 | 670 | 6.88 | — | 7.50 | 8.35
2| M R 4+ | 34 |242 (348 240 | — 1150 | 32
- | = | =] | 09 | — | 27 | 34
Prot. 2 | | + | |
' — | ==+ 1| — |26 |33
! i ’ | |
pH 5.13 | 5.30 | 647 | 678 | 682 685 | — | 175
3| Kz R + | 24 [185 513 (673 495 | — |235
Prot. ® — = = 4+ 1123 _ | 43
oy =l — | = |+ 10|25 — |42

Wykresy NN 1, 2 i 3 ilustruja przebieg rozwoju hodowli i
zdolnosci proteolitycznej u Bact, prodigiosum w trzech podanych
przyktadach.

Nadmieni¢ trzeba, ze do mechanicznego oddzielania komorek
stosowano takze metode saczenia hodowli przez $wiecg Chamber-
land‘a; ta metoda okazata sie nieodpowiednia, gdyz ptyn enzyma-
tyczny przechodzi wyraznie ostabiony. Podobne ostabienie zacho-
dzi réwniez przy skléceniu tylko ptynu enzymatycznego ze sprosz-
kowanym kaolinem.

Wykresy Nr. Nr. 68, 69 i 70 ilustruja przebieg rozwoju hodowii
i zdolnosci proteolitycznej u Bact. prodigiosum w trzech podanych
przykiadach.

Rozpatrzmy naprzdd przebieg rozwoju hodowli Bact. prodi-
giosum, a nastepnie dopiero na tle tego rozwoju wystepowanie
proteazy.

a) Rozwdéj hodowli W rozwoju rozrézni¢ mozna
dwa okresy: pierwszy — od zakazenia pozywki do osiggniecia ma-
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. Przebieg rozwoju hodowli i zdolnesci proteoli-
tycznej u Bact. prodigiosum.
(Marche du développement de la culture et
. de la faculté protéolytique chez Bact. pro-
' digiosum.)
R R =ilod¢ zywych komdrek w miljonach w
0,1 ¢m? hodowli.
(nombre en millions de bactéries vivantes
contenues dans 0,1 cm?® de la culture

Prot. = zdolno$é proteolityczna, wyrazoia w
mm. wysoko:ci, warstwy shydrolizowa-

nej zelatyny.
(faculté protéolytique exprimée en

mm. par la couche de la gélatine hy-

drolisée)
t = czas w dniach. (temps en jours)

Al

1 L

Ryc... 70
ksymalnego natezenia rozwoju; drugi — od tego punktu do niemal

catkowitego zaniku zywych komorek hodowli.
W pierwszym okresie przyrost zywych komorek odbywa sie
nadzwyczaj szybko: juz po 24 godzinach ilos¢ bakteryj w 0,1 cm3
hodowli wzrasta do paru miljonéw; po 48 godz. — wynosi kilka-
nascie miljonéw. Stopniowo jednak szybkos$¢ rozmnazania malej::
w trzecim lub czwartym dniu rozw6j osiaga najwigksze natezenie.
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Rozpoczyna si¢ druga faza — regresja kultury: ilo§¢ zywych
bakteryj maleje. Niewatpliwie juz i poprzednio obok powstawania
nowych komorek zachodzito takze i ich zamieranie, ale ten proces
zaniku byl poczatkowo staby, gdyz warunki rozwojowe byly
korzystne; stopniowo warunki te pogarszaja sig¢: zachodzi wyczer-
pywanie si¢ pozywki, zatruwanie jej szkodliwemi produktami
przemiany materji, wreszcie zanik tlenu w gigbszych warstwacn
hodowli. Szczep M., osobliwie wrazliwy na brak tlenu, reaguje ma-
sowem i gwaltownem zamieraniem komorek. Szczep Kr.
lepiej znosi brak tlenu, jak mnie przekonaly doswiadczenia nad je-
go rozwojem w atmosferze beztlenowej; rozwija on si¢ bujniej, a
zanika powolniej.

b) Proteoliza. — Przedewszystkiem stwierdzi¢ trzeba,
ze proteoliza przebiega jednakowo, niezaleznie od tego czy uzyto.
do tego celu surowa kulturg¢ z dodatkiem toluolu, czy tez przed
dodaniem toluolu usunieto komorki z hodowli przez wirowanie.
Toluol wigc, zabijajac bakterje, nie wplywa, przynajmniej w sposob
uchwytny, na wydzielanie si¢ proteazy z komorek, nie zmienia wia-
snosci proteolitycznych hodowli. Ten wynik upowaznia do sto-
sowania w dalszych badaniach nad proteoliza wprost surowej ho-
dowli po sktoceniu jej tylko z toluolem.

Zestawiajac teraz pojawienie si¢ proteazy z przebiegiem roz-
woju hodowli, stwierdzamy, ze w poczatkowej fazie wlasnosci pro-
teolityczne nie wystepuja; zjawiajg si¢ one pozZniej, w okresie
maksymalnego rozwoju hodowli i szybko si¢ wtedy poteguja.

Zauwazmy przytem, Ze zjawianie si¢ zdolnosci proteolitycz-
nych przypada na okres gwaltowniejszego zanikania Zywych ko-
morek.  Wspotczesnos¢ tych dwu zjawisk zdaje si¢ wskazywac,
ze proteaza wystepuje w osrodku zewnetrznym dopiero ze $miercig
bakterji. '

Stusznos¢ tego przypuszczenia znajduje potwierdzenie w tem,
ze potegowanie sig sily proteolitycznej biegnie réwnolegle z zam'e-
raniem komorek; podobnie, gdy predko$¢ zamierania komorek ma-
leje, to zmniejsza si¢ rowniez i predkos¢ proteolizy.

Widoczne ostabienie zdolnosci hydrolitycznej w ostatniej fa-
zie, jak to wida¢ na wykresach, nalezy prawdopodobnie przypisac
zasadowemu odczynowi oSrodka.

Czy jednak proces wyzwalania proteazy zachodzi wytacznie po
$mierci bakterji, to znaczy, Zze niema wiasciwe]j sekrecji enzymu za
zycia komorki? By¢ moze, sekrecja wystepuje, ale wskutek niedo-
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‘statecznej iloSci komorek we wczesniejszych = stadjach, jest ona
w danych warunkach doswiadczalnych nieuchwytna.

Sekrecja proteazy u Bact. prodigiosum.

Dla wyjasnienia, czy u Bact. prodigiosum zachodzi sekrecja,
przeprowadzono badanie proteolizy w kulturach zageszczonych.
Ktocenie kultury ptynnej Bact. prodigiosum, udostgpniajac doptyw
powietrza, poteguje jej rozwoéj, jak to stwierdzitem w mej pracy
nad powstawaniem prodigiozyny. Kiedy w hodowli, pozostajace]
w spokoju, zachodzi juz faza regresji, to hodowla ktocona, znacznie
obfitsza, nie przedstawia zadnych cech zamierania komorek, jak np.
pojawiania si¢ zabarwienia.

Pozywke peptonowa po zakazeniu i sktoceniu dzielono na dwie
-rowne czesci i umieszczano w odpowiednich kolbkach; jedng z nich
pozostawiano w spokoju, druga — kt6cono wielokrotnie. Po 3-ch
do 5-ciu dniach w obu kulturach okreslano jak zwykle stopien roz-
.woju hodowli, stezenie H®, a po dodaniu toluolu badano pro-
teoliz¢; oznaczano ponadto stopien zabarwienia kultury, jako $wia-
dectwo mniej lub bardziej posunigtego procesu zamierania ko-
morek.

TABLICA 2. _
Sekrecja proteazy u Bact. prodigiosum.
(Secrétion de la protéase chez Bact. prodigiosum).

Doswiadczenie 1 9 3

(Expérience)
Hodowla :v_:pokoju ktécona :-;p.ulmlu kl;:;n;_ w spokoju | klécona
(culture) (au repos) | (remuée) |(au reposll (remuée) | (au repos) | (remuée)
Ob-erw. po. .dn.
4(Observ. au bout 3 3 5
de. .jours)
Poczatk. pH
9 . 3
(pH initial) =0 5 ALs
; |
Koficowe plf | ¢4, 6.75 6.35 6.30 750 | 747
(pH final) ! 5
Zabarwienie r6towe |bezbarwne |sl. réiowe | bezbarwne| rézowe I sl. rézowe
(coloration) (rose) (incolore) | (rose pdle)| (incolore) (rose) i(mle péle)
R 14.7 36.8 245 63.5 158 | 703
Prot. 12 0 0.9 0 1.9 0.7
|
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Wystepowanie zabarwienia w hodowlach, pozostajacych
w spokoju, dowodzi obecno$ci martwych komoérek; w kulturach
kt6conych brak zabarwienia wskazuje na nieobecno$¢ martwych
bakteryj, przynajmniej w nieco wigkszej ilosci; wyjatek stanowi do-
$wiadczenie trzecie, gdzie w kulturze kléconej wystepuje stabe za-
rézowienie,

Poréwnujac natezenie rozwoju w rownolegtych kulturach, wi-
dzimy wyraznie, ze w hodowlach kt6conych ilos¢ zywych komérek
jest znacznie wigksza (50% do 100%), anizeli w hodowlach po-
zostajacych w spokoju, a jednak brak tam wszelkiej proteolizy,
albo jest ona znacznie stabsza, anizeli w odpowiedniej kulturze nie-
kloconej (doswiadczenie trzecie). Zauwazy¢ wreszcie trzeba, Ze
rownos$¢ stezen H® w réwnoleglych kulturach wyklucza jakikol-
wiek wplyw odmienny tego czynnika na proteolize.

Z doswiadczen powyzszych wynika, ze u Bact. prodigiosum
niema wlasciwego wydzielania proteazy z zywej komérki; wydo-
staje si¢ ona z organizmu wytacznie po jego $mierci.

Charzkter zwigzku enzymu z zywa komorka pozostaje niewy-
jasniony: Euler, (2str.9), Pattadin (14) (dla innych
enzymow) przypuszczaja, ze zachodzi tu zwigzek typu raczej che-
micznego; O ppenheimer (13 str. 413) sadzi natomiast,
ze zachodzi tu zwiazek o charakterze raczej fizyko-chemicznym —
pewien uktad kolloidalny pomigdzy enzymem-kolloidem i kolloida-
mi zarodzi.

W zwiazku z tem wspomniani autorzy O ppenheime:
(13 str. 407) i Euler (2cz. IIstr. 571) nie uwazaja, aby u bak-
teryj istniata zdolnos¢ wiasciwego wydzielania, sekrecji, proteazy;
pojawianie si¢ enzymu proteolitycznego nazewnatrz komorki za-
chodzi skutkiem uszkodzenia czy tez $mierci organizmu.

Poglad ten, zdaje si¢, nie mial podstaw doswiadczalnych;
opieral si¢ raczej na obserwacji, Ze nawet wsrod bakteryj hydroli-
zujacych zelatyne zdolnos$¢ proteolityczna nie wystgpuje odrazu,
ale dopiero z czasem; utwierdzal by¢ moze takze fakt, ze u drobno-
ustrojow lepiej poznanych, wigkszo$¢ enzymow (saccharaza, zy-
maza, i inne) nie moze wydostac si¢ z komorki za jej zycia.

W nowszych czasach poglad ten zostat zakwestjonowany.
Janke i Holzer, (89) porownywujac dziatanie proteoli-
tyczne kultur normalnych i ostabionych zapomoca chloroformu,
wskazujg, ze o ile u bakteryj, nierozpuszczajacych zelatyny (Bact.
Coli, Bact. putidum ), jedynie komorki ostabione, niezdolne do roz-
mnazania, dzialaja proteolityczmie, to u bakteryj, rozpuszczajacych
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zelatyne (Bact. fluorescens, Bact. prodigiosum), roéwniez i komorki
zdrowe, normalne, hydrolizuja zelatyne. Wydzielanie si¢ proteaz.
podaja takze w krotkiej wzmiance Virtanen i Tarnauest
(21): przesacz miodej (15—20-0 godzinnej) hodowli Bact. flur:
orescens, gdzie podilug autorow nie moze by¢ mowy o autolizie,:
wywoluje hydroliz¢ kazeiny i zelatyny. Podiug tych autoréw za-.
chodzitoby tu prawdziwe wydzielanie si¢ proteazy. :
~ Tymczasem Gorbach (6), badajac wystepowanie pro=;
teazy w zwiazku z rozwojem kultury Bact. pyocyaneum, stwierdza,,
ze dopiero martwe bakterje wyzwalaja enzym proteolityczny.
Wyniki pracy niniejszej zgodne s3 z rezultatami G o r-,
b.a ¢ h‘a; , u Bact. prodigiosum niema, przynajmniej w warunkach
do$wiadczalnych, wlasciwego wydzielania proteazy z zywej ko-:
moérki; wydostaje si¢ ona z organizmu dopiero i jedynie po jego.
$mierci.

Wplyw' toluolu, eteru, chloroformu na wyzwalanie proteazv'-_
u Bact. Prodigiosum.

i Ciata organiczne jak toluol, eter, chloroform i t. p. czgsto sy
stosowane przy otrzymywaniu enzyméw z hodowli. Pod wptywem’
tych cial komorka ulega zniszczeniu, a enzym uwalnia si¢. Me-"
chanizm tego dziatania nie jest wyjasniony: by¢ moze zmienia si¢
tu’ przepuszczalno$¢ blony zarodziowej, co umozliwia wydosta-"
nie si¢ enzymu, albo tez struktura komorki ulega zniszczeniu i en-"
zym, jako jeden z produktéw rozpadu, wydostaje si¢ nazewnatrz.

Z'do$wiadczer, podanych w tablicy 1, a osobliwie w 2-ej, nig’
wida¢, azeby.toluol wptywatl na wyzwalame si¢ proteazy. Mozna
jednak przypuszczac ze wyzwalanie enzymu zachodzi, ale zh)'
stabo, azeby mozna to stwierdzi¢ zapomoca hydrolizy Zelatyny.

Dla wyjasnienia, czy pod wptywem toluolu, eteru, chloro-
formu, proteaza wyzwala si¢ z komorki, uzyto kultur zageszczo-
nych na drodze wirowania. - )

W tablicy 3-ej podano doswiadczenia przeprowadzone z tu-
luolem. '

Hodowllelwyjéciowe, uzyte do tych badar'l, byty miode; wida¢
to ze sfopnia rozwoju' (531128 milj. w 0,1 cm3), réwniez i z bra-
ku wszelkiego zaba,rwie'nia_ w hodowli.

Po zageszczeniu hodowle zawieraly: w 1-em doSwiadczeniu
15,9 i 53,0 miljonéw; w 2-giem — 76,0 i 153,6 miljonow komorek:
w tejze objetosci. Pl o
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.t TABLICA 3.
Wplyw taluolu na wyzwa1ame sie profeazy u Bact. prodlgmsum. )
(Influence du ‘toluol “sur la libération de la protéase chez Bact. prodigiosumy

-poczatkowe pH| __ poczatkowe p e
(pH initial) }—5'3 (pH initial) } 62
koncowe pH\__ koncowe pH\__
(pH final) ,}“6'4 (pH final) }"‘5'55
Ilo4é z. bakt. llosé 2z bakt.
(Nombre de | Prot. {Nombre de | Prot.
bact. viv.) _bact viv.) |
Kult. wyjéciowa k Kult. wyjéciowa
(Cult, tnitiale) 53 - (Cult. initiale) 12.8 ==
Kult. zageszczona ! Kult. zaggszczona e
(Cult. multipliée) 15.9 - (Cult. multipliée) 76.8
" " 530 — L e 163.6 =

Jezeli w hodowli normalnej w fazie maksymalnego rozwoju
ilo§¢ zywych bakteryj nie przekracza 35 milj. w 0,1 cm3 kultury,
to po zageszczeniu ilo$¢ komérek w poréwnaniu z t3 fazg wzrosta
2-u — 5-0 krotnie. Pomimo to hodowla po zabiciu komorek to-
luolern nie wykazata zadnych wlasnosci proteolitycznych.

Podobnie jak toluol dziata eter i chloroform, jak to widaé
z tablicy 4-ej:

Mioda kultura wyjsciowa liczyta 9 milj. bakteryj w 0,1 cm3
hodowli. 12-krotne zageszczenie zapomoca wirowania podniosto

TABLICA 4

Poréwnanie dzialania toluolu, eteru i chloroformu na wyzwalanie proteazy
u Bact prodigiosum.

(Comparaison de l‘action du toluol, de I'‘éthér- et du chloroforme sur la
libération de la protéase chez Bact. prodigiosum.

poczatkowe | __ ) koricowe |__
pH: |1n1halJ 5.50; (final) } 6.7
Hodowla zageszczona 12-0 krotnie = 108 . 10° z. bakt.
(culture multipliée 12 fois = .y bact. viv.)

4+ toluol t-}-chloroforrn(e) + eter éther)
o 2 dniach - . - _
Prot (au bout de. .. jours)
» 5 _ — -

zawarto$¢ komérek do 108 miljohéw. Do odpowiednich porcyj do-
dawano toluolu, eteru, chloroformu w ilosci 2—5%; zabita ho-
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dowle przetrzymywano w t0 = 220 w ciggu 5 dni; po ponownem
odwirowaniu przenoszono bezkomoérkowy ptyn jak zwykle na Ze-
latyne.

Tu jak i w poprzednich do$wiadczeniach, pomimo ze ilos¢
bakteryj jest trzykrotnie wigksza, anizeli w okresie najsilniejszego
rozwoiu w warunkach normalnych, nie mozna stwierdzic zadnych
wlasnogar proteolitycznych.

Tak wiec zywa komoérka Baet. prodigiosum, poddana dziata-
niu eteru, chloroformu czy toluolu, nie hydrolizuje Zelatyny; dowo-
dzi to, ze proteaza w tych warunkach nie wyzwala si¢ z komorki.
Fnzym ulega widocznej inaktywacji, czy nawet zniszczeniu. Zro-
zumiatym si¢ tez staje brak autolizy w tych warunkach: hodowla
w warunkach normalnych po uplywie kilku dni wyraznie si¢ prze-
jasnia pod wptywem hydrolizujacych enzymdw, osobliwie proteaz;
kultura mloda, zabita toluolem, eterem czy chloroformem pozostaje
metna przez szereg tygodni.

Wptyw Srodowiska: stezenia H® i fosforanow na zdolnos¢ prote-
olityczng i rozwdj Bact. prodigiosum.

Enzymy trzeba uwaza¢ za produkt przemiany materji we-
wnatrz organizmu. Oppenheimer w 2-em wydaniu wyzej
cytowanego: ,,Fermente und ihre Wirkungen podaje (str. 420):
,,Komérki dobrze odzywiane tworza silne fermenty*. Czy mozna
jednak zmieni¢ zawartos¢ enzymu dziataniem czynnika zewngtrzne-
go niezaleznie od ogolnej przemiany materji w organizmie?

Podtug Merrilla i Clark‘a (10) mozna u Bacillus
proteus-vulgaris zapomoca soli Mg i Ca zwigkszy¢ zasob proteazy
(,,2elatynazy"* autoréw) niezaleznie od wzrostu komérki. Zdaniem
jednak E. W ilson (17) sole te u Bact. pyocyaneum potg-
guja rozwo] bakterji i tylko dzigki przyrostowi komérek zwigksza
si¢ ogoblna ilo§¢ proteazy.

" Z badan natomiast G orb ac h‘a (6) nad taze bakterja wy-
nika, ze cho¢ na innej drodze mozna jednak podnie$¢ zawartos¢ pro-
teazy niezaleznie od wzrostu komorki. Podlug tego autora ,two-
rzeniu si¢* proteazy sprzyjaja Srodowiska stabo kwasne, natomiast
wzrostowi komérki — $rodowiska obojetne i stabo zasadowe.

W pracy niniejszej zbadano wplyw stezenia H® i fosforanow K
na zdolno$¢ proteolityczna i rozwdj hodowli Bact. prodigiosum.

1. Wplyw stezen H°. Badania przeprowadzono w pozyw-
kach peptonowych o pH zmiennem w czasie rozwoju hodowli, albo



437

tez o pH bardziej stalem wskutek dodawania fosforanéw K jake
regulatorow kwasowosci.

a. Hodowle o pH zmiennem. Serj¢ zupelnie podobnych po-
zywek peptonowych o ré6znem pH poczatkowem zakazano w iden-
tyczny sposob. W okreslonych odstgpach czasu pobierano jedno-
czes$nie ze wszystkich hodowli prébki, w ktorych okreslano: pH,
stopiefi rozwoju kultury, a po dodaniu toluolu, jej zdolno$¢ pro-
teolityczna.

Tablica 5-a przedstawia jedng z licznych seryj, przeprowa-
dzonych w ten sposéb.

TABLICA 5.
Wplyw pH na zdolnoéé proteolityczng i rozwéj hodowli Bact prodigiosunr
{PH — zmienne)
(Influence du pH sur la faculté protéolytique et le développement de la
culture de Bact prodigiosum). (pH — variable)

Poczatkowe Obserwacja po... dniach
N p H L mm_(p}zservafion au bout de.... ]'_n:_nurs)
A Uniiinly 123468 |n|n
|

4.45 pH 4.5si 5.25 s_oz.i- 6.50| 7.20| 7.65| 8.35| -

1 R |24 |79 |221]272/134| 70| 33| —
Prot. | — | — | — | 02| 20| 27| 25| —

5.50 pH |602|669| 698705 7.65|7.85| — | —

2 R |81 |242|402| 442|162 83 —  —
Prot. | — | — | — 02 21} 27, — | —

6.75 pH | 693 725 740| 750 7.80| 7.95| 847 | —

3 R |11.6] 291|502 48.8| 15.1| 10.4| 36| —
Prot. | — | — | — | 01| 22| 24| 23| —

7.56 pH |760] 760 7.62| 7.65| 7.9|812! — | —

4 R | 106 320/ 51.6| 50.2| 20.0] 12.1| — | —
Prot. | — — — -- 1.5 1.8 — —

8.02 p H | 7.82| 7.75| 7.70| 7.75| 8.00| 8.12| 8.50| —

5 R |67 | 234| 413|461 220|155/ 61| —
Prot. | — | — | — | — | 098] 12| 14| —

8.60 p M | 850 832(7.95| 790| 8.10| 8.25| 8.42| 845

6 R + |81 | 189 253 29.0| 34.6| 38.1 | 13.3
Prot. —\—- — | =] =1 —1 o3i 10

Stezenie H® w hodowlach jest zmienne: pod wptywem bak-
teryj pozywki kwasne staja si¢ zasadowemi; pozywki zasadowe
ulegajg zakwaszeniu chociazby przejsciowemu.

W pozywkach poczatkowo bardziej kwasnych (pH = 4,45)
rozwoj bakterji jest stosunkowo staby (maks. = 27,2 milj.): w po-
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‘3ywkach poczatkowo mniej kwasnych, prawie obojetnej i stabo za-
sadowej (pH = 5.50, 6.75, 7.56), rozw6j wystepuje coraz silniej
(maks. = 44.2, 48.8, 51.6 milj.); pozywki o wigkszej zasadowosci
poczatkowej (pH = 8.02 i 8.60) u]awma;q znowu wzrost coraz
sfabszy (maks. = 46.1, 38.1 milj.).

‘ Tymczasem proteoliza przebiega odwrotnie: ‘wiasnie w osrod-
kach o wigkszej kwasowosci poczatkowej (pH = 4.45), gdzie roz-
woj bakteryj jest stabszy, proteoliza wystepuje najsilniej (2.7 mm.);
wraz z obnizaniem sie kwasowosci poczatkowej (pH = 5.50, 6.75,
7.56, 8.02), jakkolwiek rozwoj hodowli rosnie, to zdolnos¢ prote-
olityczna wyraznie stabnie (2.7, 2.4, 1.8, 1.4 mm.). W pozywkach
silniej zasadowych poczatkowo (pH = 8.60) zdolnos¢ proteoli-
tyczna wystepuje pozno i stabo (1.0 mm).

Jezeli porowna¢ doswiadczenia Nr. 1 i 4, to widac:

Nr. 1: pH = 4.45; maks, rozwoju = 27.2 milj.; maks. zdolnosci-proteo-
lit. wynosi 2.7 mm

Nr. 4: pH = 7.56; maks. rozwoju = 51.6 milj.; maks. zdolnoéci proteo-
lit. wynosi 1.8 mm

Gdyby zdolnos¢ proteolityczna przebiegala rbwnolegle z roz-
wojem bakterji, to w do$wiadczeniu Nr. 4 przy rozwoju prawie
dwukrotnie wigkszem, zdolno$¢ proteolityczna powinnaby si¢ row-
niez wyrazi¢ liczba prawie dwukrotnie wigkszg, a wigc 5.1; w rze-
czywistosci jest ona prawie trzykrotnie stabsza, co wskazuje, ze
rozwoj bakterji i jej zdolno$¢ proteolityczna przebiega]a jakby nie-
zaleznie od siebie.

Podobne do$wiadczenia przeprowadzono rowniez z hodowla-
mi Bact. prodigiosum w obecnosci fosforanow K, jako regulato-
réw kwasowosci.

b. Hodowle o statem pH. W celu utrzymania w hodowli ste-
zenia H® bardziej stalego, dodawano do pozywki peptonowej mie-
szaning pierwszo- i drugorzedowego fosforanu K w stezeniu 1/1
mol. Skiad pozywki przedstawiat si¢ jak nastepuje:

8,3 cm3 14 mol. roztw. (KHyPO,+KyHPO,) +10 cm3. 10%
roztw. peptonu + 81,7 cm3 H,O. Razem 100 ¢cm3 piynu.

Stezenie fosforanow K w pozywce wynosito 1/12 mol. Sto-
sunek pierwszo — do drugorzgdowego fosforanu ulegat zmianie;
zmieniato si¢ tez odpowiednio i pH pozywki. Wahania pH wyno-
sity: 5.50 — 8.0.

W tablicy 6-ej podano jedna serje takich doswiadczen.

Podobnie jak w poprzedniej serji i tu stwierdzi¢ mozna, ze jak-
kolwiek rozwoéj hodowli stabiej zachodzi w pozywkach kwasnych
(pH = 5.45), to jednak proteoliza silniej tu wystepuje (maks. pro-
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L. W VI ' SRl TABLICA

\Vplyw pH na’ zdolnosc prnieahtyczna i rozwéj hodowh Bact. prodi'gmsum
£ (pH - stale)

(Influence du pH sur la faculté protéolytique et ie développement de ln

culture de Bact. prodigiosum) (pH — constant.)

-N' poczatko |- “}'+ " " Obserwacja po . el dniach
tp:,eirﬂf;i;l) (C,bservqtion au bout de .. jours)
. 3. ] .5 7 ] 10 | .15
- |
- 545 pH 5.50 5.58' 580 | 5.95 635
ik | T el 150 | 282 | 462 7| "31.0 ‘| 134
| Prot | — 1 18 I 27 36 | 41
5.70 pH 5.70 5 80 5.85 5.97 6.55
2 | R 25.6 37.0 45.3 30.0 96
- Prot. . 1.7 2.8 3.8 40
1 6.20 pH 6.20 6.33 6.40 645. | 7.00
.3 R 32.1 495 56.1 23.0 16.4
I Prot. 02 | 20 2.8 36 3.7
1 675 pH - 6.80 6.88 6.97 7.05. -1 765
4 R 397 62.7 43.3 25.6 20.0
Prot. 0.4 1.9 2.4 30 | 28
7.50 pH 7.55 | 1.72 785 | 798 | 8.40.
5 189 24.3 66.9 45.5 250
Prot. | — = - - | =

‘teolizy = 4.1 thm.), anizeli w pozywkach naprz. prawie obojetnych
‘(maks. proteolizy = 3.0 mm.), gdzie rozw0j bakteryj jest znacznie
‘silniejszy; w pozywkach stabo zasadowych (pH = 7.50) — brak
nawet zupeinie zdolnosci proteolizowania pomimo stosunkowo
bardzo silnego rozwoju hodowli.

W przytoczonej tu serji do$wiadczer uderza to, ze zdolnosé
proteolityczna wystepuje przed osiagnigciem najwigkszego rozwoju
hodowli. Czy musi to by¢ jednak sekrecja enzymu? ' MozZna 1o
‘przeciez przypisa¢ zamieraniu poszczeg6lnych komoérek i stopnio-
wemu nagromadzaniu si¢ proteazy w kulturze, zjawisko, ktbrego
oczekiwaé nawet nalezy przy zbyt powolnym rozwoju hodowli.

Reasumujac wyniki doswmdczen nad wplywem stezen H® na
rozw()] i zdolno$¢ proteolityczna Bact. prodigiosum, stwierdzi¢ na-
lezy, ze o ile zdolnos$¢ proteolltyczna “osobliwie silnie wystf;puje
w'pozywkach kwasnych (pH = 4.5 — 6.0); to rozw6j hodowli, ed-
wrotnie, znacznie intensywniej zachodzi w pozywkach prawie obo-
jgtnych i stabo zasadowych (pH — 6.7 — 8.0)..
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2. Wplyw stezen fosforanow K. Podobnie jak zapomocy
stezen H® mozna réwniez i zapomocg odpowiednich stezen fosfo-
ranéw K wyodrebni¢ wptyw tego czynnika na wzrost i zdolno$¢
proteolityczna hodowli.

Pozywki peptonowe z fosforanami K przygotowywano jak
i poprzednio, ale stezenie fosforanow w pozywce bylto rézne i wy-

TABLICA 7
Wplyw stezen fosforandw K na zdolno$é preteolityczng i rozwéj hodowli
Bact. prodigiosum.

(Influence de concentrations des phosphates de K sur la faculté protéoly-
tique et le développement de la culture de Bact. prodigiosum).

Stgzeniefo-| Poczat. Obserw.cj. 1] D dnlach)

worantwh) i (observation au bout de......... jours)
Conc des | pH ini-

phon;]:{hateu tial 1 1 2 | 3 | .3 | 7 i 10 ] 14

1] s mol. | 630 | pH | 630 | 6.30 | 6.36 | 642 | 6.52 | 6.58 | 6.58
R |154 |490 |740 [26.0 (240 (224 [19.2
Prot | — — - — — 0.1 0.9

2|12 mol.| 630 | pH | 6.30 | 632 | 636 | 6.52 | 6.62 6.64| 6.65
R [160 (430 (720 |26.0 240 (280 |243
Prot.| — — — 0.5 1.0 1.2 | 20

3|1s mol.| 635 | pH | 635 | 6.37 | 643 | 6.62 | 685 | 6.93 | 7.05
R [160 (540 |500 |265 [121 | 90 |200

Prot. | — — — 0.8 1.4 1.8 | 2.2

4| — | ss30l pH | 550 647 | 688 | 7.40 | 7.58 | 7.63 | 7.68
R 29 1240 |21.0 4.5 2.6 9.0 l: 11.5

Prot | — — 4+ | 05 | 1.1 1.2 | 1.7

nosito 1/8, 1/12, 1/15 mol.; otrzymane pozywki miaty pH bardzo
zblizone. Dla porownania uzyto takze pozywki peptonowej bez fo-
sforanow, kwasniejszej poczatkowo, azeby w nastepstwie okres in-
tensywnego rozwoju bakterji przebiegal pod wzglgdem pH w wa-
runkach mozliwie zblizonych do pozostatych doswiadczen.

Roéznice pomigedzy pH poczatkowem i koficowem nie przekra-
czajag w hodowlach z fosforanami 0.7; w hodowli bez fosforanow
roznice te sg oczywiscie wigksze, ale okres najsilniejszego rozwojit
przebiega przy pH = 6.20 — 6.90.

Zestawiajac maks. rozwoju Bact. prodigiosum z odpowiednig
warto$cia maksymalnej zdolnosci proteolitycznej, otrzymujemy dla
powyzszych czterech doswiadczen:

Poz. pept. bez fosfor.: rozwéj — 24.0 milj. bakt.; maks. proteolizy — 1.7 mm.
s « -+ fosf. 1/15mol. , — 540 , . - i —22 ,

s » + fosf1/12 ., , —720 . " o .20
w w T+ fosf.18 ., , —740 , - - " .09
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Obecnosé wiec fosforanow K w pozywce dziata wyraZnie po-
budzajaco na rozwdj Bact. prodigiosum; natomiast wybitnie ha-
mujaco — na zdolno$¢ proteolityczng; jezeli porowna¢ wplyw fo-
sforanéw K o stezeniu 1/15 mol. i 1/8 mol., a wigc prawie pod-
wojnej ilosci, to rozwoj w drugim wypadku wzmaga sig prawic
o 50%, natomiast zdolno$¢ proteolityczna zmniejsza si¢ o prze-
szto 300%.

W pracy niniejszej nie oznaczano bezposrednio martwych ko-
morek; wnoszac jednak z ubytku zywych komérek w hodowlach w
czasie (dosw. Nr. 1 i 3) pomiedzy chwilg ich maksymalnego roz-
woju i najwigkszego zaniku, widzimy, ze w tym okresie W pozyw-
kach z fosforanami bardziej stezonemi zamieranie bakteryj silniej
zachodzi anizeli w obecnosci fosforanéw mniej stezonych. Pomimo
silniejszego zamierania komorek — proteoliza jest tu jednak wy-
bitnie stabsza (0.9 mm).

Nie jest a priori wykluczonem, Ze samo tworzenie si¢ enzymu
jest moze zahamowane pod wplywem fosforanéw; ale by¢ moze
takze, ze zachodzi tu inaktywacja proteazy naprz. wskutek zmiany
przepuszczalnosci btony komoérkowej, ktéra to zmiana uniemozli-
wia wydostanie si¢ enzymu nazewnatrz. Podobnie jak toluol, eter,
chloroform dziata na proteaze raczej posrednio, niszczgc strukture
vomérki, podobnie i tu mozna przypuszczac, ze ostabienie enzymi*
pod wptywem fosforanéw ma charakter posredni.

Zauwazy¢ wreszcie nalezy, ze do$wiadczenia podane w tabli-
cy Nr. 7 bynajmniej nie oznaczaja, aby stosunki, stwierdzone po
{4-u dniach, nie miaty ulec zmianie po dtuzszym okresie obserwacji:
komoérki zamieraja, proteaza nagromadza si¢ w hodowli i stad
zdolno$¢ proteolityczna stopniowo wzrasta¢ moze.

Badania nad wptywem stezern H® zarowno jak i fosforanéw K
wskazuja, ze rozw6j i proteoliza u Bact. prodigiosum przebiegaja
w znacznym stopniu niezaleznie od siebie: zapomoca odpowied-
nich stezen H® (pH = 4.5 — 6.0) mozna spotggowac zdolnos¢
proteolityczna bakterji, nie potegujac rozwoju komorki i odwrot-
nie, zapomoca innych stezen (pH = 7.0 — 8.0) mozna wzmoc
rozwéj komorki, nie zwigkszajac jej zdolnosci proteolityczne;.

Zauwazy¢ trzeba, ze, jakto wynika z mojej pracy (11) nad
nroteoliza, aktywnos¢ proteazy wigksza jest wlasnie w osrodkach
zasadowych. Jezeli zas w hodowli kwasnej zdolnos¢ proteolitycz-
na pomimo to silniej wystepuje, to przypisa¢ j3 nalezy obfitszemu
wystepowaniu enzymu w hodowli.
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¢ Podobnie r6zny wplyw na rozwdj’ i zdolnos¢¢ proteolityczna
Bact. ‘prodigiosum wywierajg fosforany K: naogoét pobudzaja one
wyraznie r0zZwéj bakter]t ostabiajac jednoczesnie ]e} zdolnos¢ pro-
'teolltycznq

Streszczenie wynikéw i wnioski.

Badania zdolnoéci proteolitycznej u Bact. prodigiosum hodo-
‘wanego w pozywce peptonowe; pozwalaja ustali¢ nastepujgce
fakty - ]

" '1) Zdolnos¢ proteolityczna pojawia sig w kulturze w okresie
maksymalnego rozwoju hodowli wraz z zamieraniem komorek; zdol-
no$¢ ta wzmaga si¢ wraz z wzrostem procesu zamierania bakteryj.

2) W hodowli mlodej, gdzie brak martwych komérek, brak
rowniez i wszelkiej zdolnosci proteohtyczne; _

3) Toluol, eter, chloroform dodane do miodej hodowli nie po-

wddu;z; wyzwalania si¢ proteazy z komorki; ciata te, niszczac bak-
terje, niszcza prawdopodobnie i zawarty w nich enzym.

4) Zdolnos¢ proteolityczna silniej wystgpuje w Srodowiskach
kwasnych (pH = 4.5 — 6.0), anizeli w Srodowiskach obojetnych
i zasadowych (pH = 7.0 — 8.0); natomiast wzrost bakterji, od-
wrotnie, bujniej zachodzi w pozywkach obojetnych i stabo zasa-
.dowych anizeli w kwasnych.

5) Obecnos¢ fosforanéow K sprzy]a rozwojowi, hamuje zas jej
zdolnos¢ proteolityczna.

Na podstawie powyzszych wynikow mozna ustali¢ nastepujace
whnioski:

1. Proteaza u Bact. prodigiosum wystepuje nazewnatrz ko-
morki dopiero i jedynie po $mierci bakterji.

2. Zdolnos¢ proteolityczna, i rozw6j hodowli przebiegaja nie-
zaleznie od siebie.

Praca niniejsza rozpoczeta w Zakladzie Fizjologji Roslin
Uniwersytetu Warszawskiego ukonczona zostata w Zakladzie Bo-
tanicznym S. G. G. W. Na tym miejscu skladam serdeczne podzig-
kowanie prof. K. Bassalikowi zajegozywe interesowanic
sig¢ przebiegiem pracy i liczne, cenne wskazowki;. prawdziwa
wdzigczno$¢ wyrazam réwniez prof. S. Dziubattowskie-
mu, ktérego zyczliwo$¢ umozliwita mi ‘przeprowadzenie powyz-
szych badan.
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RESUME.

Dans le travail présent on a cherché a résoudre deux probié-
mes:

1) La libération de la protéase chez Bact. prodigiosum est-elle
un processus vital ou se produit-elle aprés la mort;

2) Peut-on par le changement du milieu consistant en la con-
centration en H°® ou des phosphates de K faire varier la proprieté
protéolytique du Bact. prodigiosum indépendamment de sa crois-
sance.

On mettait en évidence la présence de la protéase dans la cul-
ture a l‘aide de I‘hydrolyse de la gélatine. On déposait une dose
(de 0,3 cm3) de culture & la surface de la gélatine, contenue dans
un tube a essai et la hauteur de la gélatine liquéfiée indiquait la
quantité de l‘enzyme dans la culture. On supprimait l‘influence des
cellules vivantes par Il'introduction du toluol ou par la centrifu-
gation.

On cultivait les bactéries dans un milieu peptoné (1% de pep-
tone Witte) additionné de 0,5% de NaCl et de la quantité conve-
nable de NaOH n/1 ou HCI n/1.

On appréciait le développement des cultures en évaluant e
nombre des cellules vivantes. On prélevait dans ce biit dans cer-
tains intervalles de temps les échantillons des cultures et aprés les
avoir convenablement dilués, on les introduisait dans la gélatine li-
quide de 12% dans les boites de Petri. Au bout de 1—2 jours de
séjour A la température de 23° C. on comptait les colonies bacté-
riennes sur les plaques de gélatine solidifiée. Les chiffres fournis
dans la rubrique R des tables, expriment en millions les quantités
des bactéries dans 0,1 cm3 de culture. L‘augmentation ou la di-
minution du nombre des bactéries indiquait le développement ou la
régression de la culture.

Cette méthode est tout a fait satisfaisante pour le premier sta-
de du développement, lorsque les bactéries sont en train de se mu!-
tiplier incessamment et la quantité des cellules mortes est relative-
ment minime; mais la méthode doit étre moins précise pour la
deuxiéme période du développement, ol la quantité des cellules
mortes domine le nombre des cellules nouvellement parues.

Les recherches fiirent exécutées sur deux souches de Bact. pro-
digiosum, marquées par les lettres M. et Kr. Les résultats t()urm-a
dans ce travail concernent surtout la souche M.
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1) Apparition de la protéase dans la culture de Bact. prodi-
giosum. Les expériences de la table Nr. 1 ainsi que les courbes
N. 68, 69, 70 montrent, que la protéase n‘apparait point dans la pre-
miére période du développement de la culture; a ce stade les cellu-
les se divisent abondamment et le nombre des bactéries mortes est
négligeable. Par contre la protéase commence a se manifester au
début de la période de la régression de la culture, période caracté-
risée en méme temps par une forte déperdition des cellules.

2) Les expériences de la table Nr. 2 confirment le fait que /a
bactérie ne sécréte pas de protéase pendant sa vie, mais la libére
aprés sa mort. Des deux cultures identiques 1‘une était laissée au
sepos, l‘autre était souvent secouée. A la suite de I‘accés plus fa-
cile de I‘oxygéne de l‘air, la culture secouée se développait plus
abondamment (50% — 150%), mais la propriété protéolytique
ne s‘y manifestait point; par contre cette propriété appaiaissait
nettement dans les cultures au repos, ou le développement était
moins fort. (Dans l‘expérience N. 3 la protéolyse existe aussi dans
Ja culture secouée, mais nettement plus faible que dans la culture
correspondante au repos). L‘absence de coloration dans les cul-
tures remuces (exception faite pour I‘expérience N. 3) indique
I‘absence des cellules mortes dans ces cultures.

3) Influence du toluol, de l'éthér, du chloroforme sur la libé-
ration de la protéase. On se servait pour ces expériences de cul-
tures jeunes (l‘absence de coloration) et artificiellement multiplices
par la centrifugation. Bien que la quantité des cellules dans les
cultures ainsi obtenues dépasse trois fois la quantité des cellules des
cultures normales au développement maximal, I‘addition du toluol,
de 1‘éthér et du chloroforme ne provoque pas malgré cela de la li-
hération de l‘'enzyme protéolytique. Les expériences de la table
Nr. 3 ne démontrent en effet aucune faculté protéolytique.

4) Influence de la concentration en H°. La table N. 5 montre
une série de cultures en présence des différents pH initiaux; le pH
de chaque culture varie sous l‘influence de la bactérie: ainsi les
cultures acides deviennent alcalines et les alcalines subissent une
acidification passagére.

L‘influence du pH sur le développement de la culture est dif-
férente de celle qu‘elle produit sur la propriété protéolytique. La
faculté protéolytique malgré le développement plus faible de la
bactérie se manifeste de facon plus forte dans le milieu acide (pH
initial - 4,5 — 6.0), que dans le milieu neditre ou légérement alca-
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lin (pH = 7,0 — 8,0); dans ces deux derniers milieux le dévelop-
pement des bactéries se produit par contre plus fortement.

On peut constater I‘action semblable du pH dans les mlheu}g
tamponnés par les phosphates de K. (K;HPO, + KHyPO, a la
concentration de 1/12 mol. dans le substratum) at

5) Influence des phosphates de K. On peut démontrer egale-»
ment I‘influence différente des phosphates de K. sur le développe;
ment des bactéries d‘un coté et la faculté protéolytique de l‘autre.
- Dans les expériences de la table N. 7 la concentration des
phosphates de K. est de 1/8, 1/12, 1/15 mol. a pH = 6.30 — 6.35.

En comparant les expériences N. 1 et 3, on constate que les
phosphates plus concentrés renforcent le développement des cul~
tures (+ 50%), mais affaiblissent manifestement la propriété pro-
téolytique de ces cultures (+300%).

Les résultats énumérés ci-dessus permettent de tirer des COll-
ciusmns suivantes:

1. La protéase de Bact. prodlglosum se manifeste en dehors-
de la cellule exclusivement aprés la mort de la bactérie;

2. La faculté protéolytique et le développement de la bactene
sont indépendants l‘une de l‘autre.
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