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POUZITI OSCILOGRAFICKE POLAROGRAFIE V MIKROBIOLOGII

DUSAN KALAB
Vyzkumné pracovisté, n. p., Bioveta, Ivanovice na Hané

Oscilografické polarografie lze pouZit k sledovani aktivity né€kterych bakte-
ridlnich enzymi a k sledovéni zmén v chemickém sloZeni Zivnych ptid obsahuji-
cich aminokyseliny, nukleové slou¢eniny apod.

Cel4 fada latek vyznamnych pro vyZivu a metabolismus mikrobi je oscilo-
polarograficky aktivni. Jde zejména o rizné cukry, aminokyseliny, peptidy
a bilkoviny, jejichZ oscilopolarografické chovani studovali M. Heyrovsky,
R. Pleticha, D. Kaldb, F. Franék, Z. Pechan, E. Paleéek, F. Santa-
vy, V. Kalous, P. Valenta, Z. Kadaiika a L. Minafova [1—12],

" dale nékteré steroidy, jejich# oscilografickou polarografii se zabyvali L. Mol-
nar, J. Nosek, M. Ledvina a V. Mordvek se spolupracovniky [13—17],
vitaminy, nékteré ristové faktory, antibiotika a koneéné téz nukleové kyseliny
a jejich slozky. Oscilografickou polarografii t&chto latek se zabyvali K. Cerny,
R. Pleticha, K. Wiesner, J. Heyrovsky, H. Berg a E. Paleéek
[18—24]. Mikrobiologické aplikace klasické polarografie shrnuje monografie
M. Bfeziny a P. Zumana [25]. Oscilopolarografickym sledovdnim kysliku
v suspensich kvasinek se zabyval Kalaidijev se spolupracovniky [26].
V na$i prici uvedeme nékteré mozZnosti vyuziti oscilografické polarografie
sttidavym proudem p#i studiu problémi vyzZivy a metabolismu mikrobi.

r wr

Experimentalni éast

Pfistroje a zafizent
Pracovali sme s Polaroskopem P 524, se rtutovou kapkovou elektrodou. Doba kapky
3,18, délka kapildry 12 cm. Analysovali jsme v nddobkach podle J. Heyrovského.

Oscilogramy jsme fotografovali Exaktou Varex s Biotarem 1:2, na kinofilm Foma
21/10 DIN exposicemi 0,5 s.

Bakteridlni Icmény, Zivné pidy a kultivaéni technika

Pokusy jsme konali na dvou kmenech hemolytického Escherichia coli. Zékladem pouZi-
tych plné synthetickych Zivnych pud byl 0,66 m fosfatovy tlumivy fysiologicky roztok
o pH 7,7—8,3. Aminokyseliny byly pfidavdny v mnoZstvi 0,2 %, glukosa 0,1 9% a slozky
nukleovych kyselin v koncentraci 0,01 %. V téchto pudédch jsme sledovali rast kultur
Escherichia coli vysévanych ze Sikmého agaruivliv 19,-nich promytych suspensi klidovych
bun&k Escherichia coli na pouZity substrat. Kultivace probihaly p¥i 37 °C ve zkumavkéch
s 10 ml ptdy. Chemikélie pouZité k pripravé pud mély analytickou éistotu, aminokyseliny
byly chromatograficky ¢isté a slozky nukleovych kyselin byly preparaty California
.Foundation for Biochemical Research, CfP. Oscilopolarografické analysy byly kontrolo-
vény soubézné provddénou papirovou chromatografii.
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Vysledky
Sledované aminokyseliny, sloZky nukleovych kyselin a nejvhodn&jsi zdkladni elektro-
dyty pro jejich oscilopolarografickou analysu shrnuje tab. 1.

Tabulka 1

Zékladni elektrolyty

Substrat
NaOH H,S0O, HCOOH : HCOONH,

l-asparagin
l-kyselina glutamové
l-tryptofan

+++

adenin
hypoxanthin
guanin

1 xanthin

i thymin e

++

++

adenosin -+
guanosin -+

kyselina adenylové (smés 2’ a 3’
fosfatu) +
1 guanylat sodny (3zNa - 4 H,0) +

Nejprve jsme sledovali vliv promyté suspense klidovych bun&k Escherichia coli na
ndkteré aminokyseliny. Vzorky k analysdm jsme odebirali po jedné a péti hodinich
inkubace. Do polarografické nadobky jsme pipetovali vZdy 1,6 ml bakteridln{ suspense
a 0,4 ml 1 M-NaOH. Fotografovali jsme pfi 0,2 mA, stejnosmérné sloZce napéti 2
- citlivosti 4. Zatim co na oscilogramu vzorku umrtvené suspense bunék Escherichia coli

Oscilogram 1. Oscilopolarograficka ktivka dE/d¢ = f,(E) asparaginu v 1 m-NaOH. Oscilo-

gram 2. Oscilopolarografickd ktivka dE/d¢ = f,(E) asparaginu v 1 M-NaOH po 1 hodiné

inkubace s Escherichia coli. Oscilogram 3. Oscilopolarografické kiivka dE/dt = f,(F) aspara-
ginu po jeho vymizeni po 5 hodindch inkubace s Escherichia colz.
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zustal katodicky zarez asparaginu vzhledem k jeji zastavené enzymatické ¢innosti beze
zmény (oscilogram 1), pozorujeme na oscilogramu Zivé suspense klidovyceh bundk Esche-
richia coli jiz po jedné hodiné inkubace s substratem zietelné zmenseni katodického zave-
zu asparaginu (oscilogram 2). V paté¢ hodiné inkubace katodicky zaiez asparaginu zcela
vymizel (oscilogram 3). Popsané vysledky potvrzuje papirovda chromatografic. Stejné
vysledky jsme ziskali oscilopolarografickou analysou kultury Escherichia coli rostouct
volné po 24 hodin v téze ptdé s 0.1 ¢, glukosy. Oscilopolarografickd metoda je v obou
piripadech vhodna k rychldmu sledovani ¢innosti bakteridlni asparaginasy. Obdobné
Ize sledovat té7 vyuziti dalSich oscilopolarograficky aktivnich aminokyselin.

Zvlastni pozornost jsme vénovali oscilopolarografické analyvse nékteryceh slozek nukleo-
vyceh kyseling pridavanych do bakteriologickyeh Zivnyeh pad jako specifické ristové
faktory fady mikrobi. Béhem 24 hodin ristu kultar Kscherichia coli na pouzité synthe-
tické Zivné ptdé maZeme oscilopolarograficky sledovat napriklad vznik hypoxanthinu
7 adoninu (oscilogram 4 a 5), adenosinu (oscilogram 6 a 7) a kyseliny adenylové, nebo
vvuziti guaninu, guanosinu (oscilogram 8 a 9) a guanylitu, probihajici pod vlivem hakte-
ridlnich nukleovyeh desaminas [27]. K oscilopolarografické analyse jsme pipetovali vidy
po 1.6 ml bakteridIni kultury o 0.2 ml 1 m-H,SO,, nebo 2,2 ml mravencéanového pufru
podle E. Palec¢ka [23. 24]. Oscilogramy jsme fotografovali pii 0.3 mA, stejnosmérné
slozee 4 =5 a citlivosti 4. Oscilopolarograficky mizeme dobie sledovat rozdilnou rychlost

Oscilogram 4. Oscilopolarograficka kiivka dE/dt = f(£) adeninu v 1 M-H,S0,. Oscilo-
gram 5. Oscilopolarografickd kfivka dE/dt = f,(£) adeninu a hypoxanthinu v 1 M-H,S80,.
Oscilogram 6. Oscilopolarografické kiivka dE/dt = f(F) adenosinu v 1 M-H,SO,.
Oscilogram 7. Oscilopolarografickd kiivka dE/dt = f(E) hypoxanthinu z adenosinu
v 1 M-H,80,. Oscilogram 8. Oscilopolarografickéd kiivka dE/dt = f,(F) guanosinu v mra-
vencéanovém pufru. Oscilogram 9. Oscilopolarografickd kfivka dE/dt = f,(E) xanthinu
z guanosinu v mraven¢anovém pufru.
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vyuZiti a pfemény volnych purinovych basi, jejich nukleosidit a nukleotidu. Tak napiklad
volny adenin nepieSel ani po 22 hodindch rastu kultury Escherichia coli zcela v hypoxan-
thin (oscilogram 4 a 5), zatim co nukleosid adenosin (oscilogram 6 a 7) presel v hypoxan-
thin dplné jiZ po 9 hodindch ristu. V téZe dob& jsme pozorovali téZ tiplnou pfeménu
nukleosidu guanosinu v xanthin (oscilogram 8 a 9). Rychlosti a cesty vyuZiti a pfem&n
ostatnich sloZzek nukleovych kyselin v kulturach Escherichia coli jsou predmé&tem naSeho
vyzkumu.

Diskuse

Z uvedenych vysledkidl plynou ¢etné moznosti praktického vyuzit{ oscilo-
grafické polarografie v mikrobiologii. Jde pfedev&im o znaénou rychlost analysy,
malou spotiebu vzorku a experimentdlni nenaroénost metody. Aplikace
v oboru enzymologie mikrobt, kvalitativni i kvantitativni orientace v proce-
sech vyzivy a metabolismu baktérii poskytuje vyhled na analytické sledovani
pribéhu hloubkové nebo pritokové kultivace v technické mikrobiologii.
Moznosti analytického stanoveni rady sloZek nukleovych kyselin predéi
oscilograficka polarografie nejen klasickou polarografii, ale znamend pro mikro-
biologii téz podstatné experimentalni zjednoduseni a urychleni analysy pro-
ti b&iné pouzivanym spektrofotometrickym metoddm, nebo dasové narodné;jsi
chromatografii. Lzé proto pfedpokladat mikrobiologické vyuziti oscilografické
polarografie k FeSeni nékterych specidlnich problému biofysikalniho a gene-
tického razu. Vyuziti oscilografické polarografie v tomto sméru bude piedmé-
tem nasich dalsich praci.

IMPUMEHEHUE OCHUAJIJIOTPAOUYECKON ITOJIAPOTPA®HUU
B MUKPOBUOJIOINN

IVIIAH KAJIAB
Buosera, Hal. np., HccaegoBatenbckoe oTnenenyne, Vipanopnie Ha I'ane

BriBojint

B paGoTe onmcaHel HEKOTODHe AHAJMTHYECKHEe BO3MOKHOCTM TNPHMEHEHHsI OCUHIIJIO-
rpadHuYeckoil mossporpadHy NepeMeHEHLIM TOKOM NPH II3YUYeHHH YTHIH3AIMUHN H MeTaboR:sMaA
AMHMHOKHMCJIOT, IIyPMHOBEIX H IHPUMH/HHOBEIX OCHOBAHHIl M X HYKJIEO3H/0B H HYKJIEOTH 01k
B KyaeTypax Gaxrepmu Escherichia coli.

OcnuiiononsporpaguiecKail aHanns ObIJI UPOBEJiCH ¢ MOMOWIBIO anmapata lloispockon
P524, Kpmmmurk — Ilpara, ¢ pPTYTHBIM KaleJdbHEBIM 3JEGKTPOINOM, JAIOLIMM KPUBEHIC 3d-
Bucumoctit dE/dt= f,(E). OTMeyeHa BO3MOMKHOCTE OCIHIIIONOIAPOrPAPHUCCROr0 Hecile,10-
BAaHHSA AKTHBHOCTII HCKOTODHIX 0aKTepHAJBHLIX IH3UMOB M MCIIOJNB30BAHAA OCHMJLIOrpadi-
veckoil mossporpafui K 6LICTPOMY KadeCTBEHHOMY.H KOJINYECTBEHHOMY KOHTDOILSIM A3MC-
HeHHH XHMMYECKOTO0 COCTABA CHHTETHYECKMX IMTATCJILHLIX cpel NpPH IiyOMHHOM H.in
HenpephBHON KYIbTHBALEY MEKPOGOB. B 3aKiIOUCHHE LIPEIJIOMKEHbl HEKOTOPLIE BO3MO-
HOCTH IpHMeHeHHA OCIEIIIIorpaduueckoi noisporpadnu B pasHBIX OTpacigX MHKPOOHO-
JTOTHYECKOT0 MCCIIelOBAHMUSI.
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ANWENDUNG DER OSZILLOGRAPHISCHEN POLAROGRAPHIE.
IN DER MIKROBIOLOGIE

DUSAN KALAB

,,Bioveta‘‘, Nationalunternehmen, Forschungsabteilung, Ivanovice in Hana.

Zusammenfassung

Es werden einige analytische Anwendungen der oszillographischen Polarographie
beim Studium der Utilisation und Metabolismus der Aminoséuren, Purin- und Pyrimidin-
basen sowie deren Nucleosiden und Nucleotiden in den Kulturen der Escherichia coli
erwihnt.

Es wurde mit der Quecksilbertropfelektrode und dem Polaroskop P 524 gearbeitet.
Auf die Moglichkeit der Verfolgung der Aktivitdt einiger bakteriellen Enzyme wird
gezeigt. Eine schnelle qualitative und quantitative Kontrolle der Anderungen in der chemi-
schen Zusammensetzung der synthetischen Néhrboden bei submerser oder kontinuierli-
cher Kultivation der Mikrobe wurde vorgeschlagen. Anschliessend werden einige Méglich-
keiten der Anwendung der oszillographischen Polarographie in verschiedenen Richtungen
der mikrobiologischen Forschung erwihnt.

APPLICATION OF OSCILLOGRAPHIC POLAROGRAPHY
IN MICROBIOLOGY

DUSAN KALAB
Research Department, Bioveta, n. p., Ivanovice

Summary

The paper deals with some analytical possibilities of application of oscillographic:
polarography using a. c. current in study of utilization and metabolism of amino acids,
purine and pyrimidine bases as well as of their nucleosides and nucleotides in cultures
of bacteria Escherichia col:.

The oscillopolarographic analyses were carried out by means of the instrument Po-
laroscope P 524, Kfizik — Praha, performing curves of the dependence dE[dt = f,(E).
The mercury dropping electrode was used. Attention is drawn to the possibility of oscillo-
graphic following the activity of some bacterial enzymes and to the application of this:
method to rapid qualitative and quantitative analytical control of changes in chemical
composition of synthetic nutritive media in submersion or continual cultivation of
microbes. Some possibilities of application of oscillographic polarography in various
branches of the microbiological research are proposed.
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