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Studia nad mechanizmem glikolizy w plynnych
hodowlach paleczki okreznicy (E. coli)

Studies on the mechanism of glucose metabolism E. coli.

Poglady, odnoszace sig do mechanizmu glikolizy w komérkach
drobnoustrojéw sg, jak dotychczas, malo ustalone i nie opieraja
sie na jednoznacznych wynikach doswiadczalnych. Najczesciej spotyka
sie zdanie, ze mechanizm przemiany glukozy u wiekszosci drobnoustro-
jow nie rdzni sie niczym od proceséw glikolitycznych w tkankach, gliko-
genolizy miesniowej, czy tez fermentacji alkoholowej w drozdzach. Za-
gadnienie fosforylacji w przemianie weglowodanowej u drobnoustrojow
wywolalo szczegdlnie szeroka dyskusje w literaturze naukowej.

Badania nad mechanizmem fermentacji u drobnoustrojéw zapoczat-
kowal Harden (1) u Escherichia coli w 190l r., a nastepnie u B.lactis
aerogenes Harden i Walpole (2) w 1906 r. Zainteresowano sie
wowczas po raz pierwszy ilosciowym przebiegiem fermentacji i metabo-
litami posrednimi. Z chwilg udowodnienia slusznosci schematu Embden
—Meyerhoff—Parnas dla drozdzy i tkanki migéniowej pojawia sie
caly szereg prac, majacych na celu wykazanie tego schematu w przebie-
gu przemiany weglowodanowej u réinych drobnoustrojéw. Wiekszos¢
badaczy poslugiwala sie w swych doswiadczeniach wyciggami acetono-
wymi z wysuszonych bakterii, ale przeprowadzono takie badania na iy-
jacych, swiezych bakteriach. Gléwnym punktem zainteresowania tych
prac byla przemiana poszczegélnych metabolitéw posdrednich, znanych
z procesOw przemiany weglowodanowej w drozdzach i miesniach., 1 tak
np. Antoniani (3) w 1935 r, wykazal, ie E. coli tworzy kwas pyro-
gronowy z kwasu fosfoglicerynowego, a-Tikka (4) w 1935 r., pracujac
na wyciagach z E. coli, otrzymal z estru fruktozodwufosforowego i kwa-
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su fosfoglicerynowego te same produkty, ktére wystepujg przy fermen-
tacji glukozy.

Podobne rezultaty osiagneli w 1937 r. Werkman, Stone,
Wood (5) u B. lactis aerogenes i B. propionicum postugujac sie w do-
$§wiadczeniach estrami heksozofosforowymi. Nastepne lata przynosza
szereg prac potwierdzajacych slusznos¢ schematu Embden—Meyer-
hoff—Parnas odnosnie mechanizmu glikolizy u drobnoustrojow.
S. Endo (6) opisal role estru heksozodwufosforowego, Still (7)
stwierdzil w wyciggach E. coli dehydrogenaze fosfotriozowg i potwierdzit
przewidywania Neuberga i Kobel’a (8) znajdujac aldolaze w tychie
wyciagach, a Utter i Werkman (9) procz tego enzymu wykryli
takze izomeraze w komdrkach tego drobnoustroju. Le Page i Um-
breit (10) wyizolowali wszystkie metabolity biorgce udzial w mecha-
nizmie fosforylacyjnym rozpadu glukozy wedlug wspomnianego wyiej
schematu; w koricu Barron (11) stwierdzil, ze ester Harden-Younga
(fruktozodwufosforowy) zajmuje g!6wng pozycje w procesach glikolizy
u bakterii, podobnie jak u plesni i drozdzy.”

Pomimo mocnych podstaw dla przyjecia schematu Embden—
Meyerhoff—Parnas, jako ogdlnie obowigzujacego mechanizmu kata-
bolicznej przemiany weglowodanéw, pojawily sie prace, ktérych wyniki
nie dawaly pogodzi¢ sie z tym ogdlnie przyjetym, pogladem.

Zastrzeienia takie podnidst Tikka (4), ktory nie potrafil stwier-
dzi¢ wigzania fosforu nieorganicznego przez wysuszone bakterie,

Needham (12), (13), (14) i jego wspolpracownicy uwazali, ze gli-
koliza wg. schematu Embden—Meyerhoff—Parnas zachodzi jedy-
nie w wypadku zniszczenia struktury komédrkowej, podczas gdy normal-
ny katabolizm glukozy przebiega w sposéb niefosforylacyjny. Wyniki prac
Needhama poddali surowej krytyce Meyerhoff i Perdigon (15),
jak réwniez nie znalazly one potwierdzenia w pdZniejszych doniesieniach
Mann'’a i Quastel’a (16) oraz Mac Farlane i Weil-
Malherbe’a (17).

W interesujacych doswiadczeniach prowadzonych na zywych komér-
kach Fusarium gramineum, Dammann, Rotini i Nord (18),
wykazali minimalny udzial fosforu nieorganicznego w procesie fermen.
tacji glukozy. Spostrzezenia te potwierdzone zostaly badaniami D am -
manna (19), O'Connora (20) i Norda (21).

Mac Farlane (22) oraz Nilsson i Alm (23) posuwaja sie
tak daleko, ie zadaja pytanie, czy znajdowane ufosforylowane meta-
bolity sa bezposrednio zwigzane z pierwotnymi procesami odbywajgacymi
sie¢ w Zywych komorkach, czy tez produktami wtornymi, powstajacymi
po dezintegracji komérek.
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Barron (24) wypowiada poglal, ze glikoliza fosforylacyjna wyste-
puje dopiero na wyiszym szczeblu ewolucyjnym, podczas gdy u nizej
stojgcych organizméw, np. grzybow, drozdiy i bakterii, moze zachodzié¢
fermentacja niefosforylacyjna.

Klasyczne jui dzisiaj prace Lipmanna (25) rzucily nowe $wiatlo
na role mechanizméw fosforylacyjnych w przemianie weglowodanowe;j
i dostarczyly nowego poparcia teoriom o fosforolitycznym mechanizmie
glikolizy bakteryjnej, zwlaszcza zas wykrycie acetylofosforanu przez tego
autora w metabolitach bakteryjnych wskazywalo na udzial wymie-
nionego zwigzku w mechanizmach zaréwno anabolicznych, jak i katabo-
licznych. Badania Lipmanna i Tutle'a (27), staly sie pun-
ktem wyjscia dla calego szeregu prac doswiadczalnych na wyciagach
bakteryjnych, ktérych wyniki pozwolily wniknaé glebiej w zagadnienie
mechanizmu fosforylacyjnego.

Koepsell i Johnson (29), (30) wykazali zalezno$¢ reakcji
hydroklastycznej (wlasciwie — fosforoklastycznej) od obecnosci fosforanu
nieorganicznego oraz zauwazyli, ze w nieobecnosci glukozy tworzy sie
labilny acetylofosforan, dopiero za$§ po dodaniu glukozy powstajg trwale
estry heksozofosforowe. Wnioski tych autoréw potwierdzili Kalmitz
i Werkman (31).

Utter i Werkman (32) u bakterii dezintegrowanych przez
ucieranie z pylem szklanym wykazali, w razie nieobecnosci akceptora
fosforanowego (kwasu adenilowego), nagromadzenie sie acetylofosfo-
ranu. Po dodaniu kwasu adenilowego gromadzil sie wylgcznie kwas
adenozynotréjfosforowy.

Wedlug Utter’a, Werkman’a i Lipmann'a (33) reakcja fo-
sforoklastyczna jest odwracalna:

CH3*CO"COOH + H;O + H3?0y = CH;°CO°0OPOsH; + HCOOH
HCOOH = H; + CO; (hydrogenlyaza)

Utter, Krampitz i Werkman (34) wykryli, Ze istnieja réinorod-
ne drogi przemiany acetylofosforanu u drobnoustrojéw.

Lipmann przypuszcza, ze labilne zwiazki fosforowe — typu ace-
tylofosforanu — odgrywajg zasadniczg role w przemianie weglowodano-
wej w tkankach zwierzecych. Potwierdzenia tej tezy moznaby doszukiwaé
sie w dawniejszych doswiadczeniach B anga (35), przeprowadzonych na
wyciggach mozgowych. Z tymi pogladami nie zgadza sie O ch oa (36),
jednakie do$wiadczenia Lipmanna i Tutle’a(37), przeprowadzone
na watrobach golebi, przemawiajg -za tworzeniem sie acetylofosforanu
na drodze enzymatycznej fosforylacji kwasu octowego.
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Dotychczasowe badania nad przemiang weglowodanowa u drobno-
ustrojéw dokonywane przewainie na bezkomodrkowych wyciggach bakte-
ryjnych dajg jedynie fragmentaryczne obrazy. W szczegdlnosci poglady
na mechanizmy fosforylacyjne w przemianie weglowodanowej drobno-
ustrojéow pozostajg jeszcze w sferze przypuszczen, a nie pewnikow.
Nasuwa sie zasadnicza watpliwoéé, czy doswiadczenia przeprowadzane
wylacznie na wyciggach bakteryjnych “mogg da¢ pewny i pelny obraz
mechanizméw metabolicznych w zywych komorkach,

Moina przypuszczaé, ze zniszczenie struktury komoérkowej spowo.
duje znaczne odchylenie od normalnego przebiegu reakcji enzymatycz-
nych w sensie oslabienia, wzglednie zniesienia czynnosci jednych ukla-
déw enzymatycznych z réwnoczesnym ujawnieniem, wzglednie wzmoze-
niem czynnosci innych ukladéw.

Watpliwosci takie wysuwal juz Sachs (38) w 1941 r. oraz
Barron (24) w 1943 r. w dyskusjach nad izolowanymi systemami
enzymatycznymi.

Celem naszej praey bylo zbadanie mechanizmu glikolizy w ptynnych
hodowlach Escherichia coli — w $wietle omdwionych wyzej zagadnien-

Metodyka badan
1. Podloze

Doswiadczenia wykonywane w ramach niniejszej pracy mialy wyka-
za¢, czy istnieje mozliwos$¢ uzyskania pogladu na mechanizm przemiany
glukozy u E. coli przy zastosowaniu techniki, polegajacej na ilosciowym
oznaczaniu zmian w skladzie chemicznym $rodowiska, w ktérym wzra-
stal wymieniony drobnoustréj. Nie przeprowadzano natomiast wcale ba-
dann nad samymi komérkami bakteryjnymi, ktore z reguly oddzielano od
poditoza przed dokonaniem oznaczef.

Ze wzgledéw natury praktycznej wybor padl na plynne podloze
syntetyczne sporzadzone specjalnie dla bakterii E. coli podane przez
Kosera (39).

Sklad chemiczny tego podioza jest nastepujacy:

glukoza (jako jedyne Zrédlo wegla) . . . . . 2,0 g.
fosforan amonowy l-rzedowy (jako Zrodlo azotu) . . .- 10,

» potasowy ll-rzedowy . . . . . . 1,0 ,
siarczan magnezowy (MgSQO, .7 HxO) . . . . . 0,2 ,
chlorek sodowy . . . . . . . . . 50,
woda destylowana . . . . . ~ . . 1000,0

Wszystkie skladniki, z wyjatkiem siarczanu magnezowego, mialy
wysoki stopien czystosci chemicznej (,pro analysi“). Po rozpuszczeniu
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skladnikow i uzupelnieniu objetosci wodg destylowang wyjatawiano pod-
loie trzykrotnie w biezacej parze wodnej w ciagu 20 min. za kaidym
razem. Nastepnie rozlewano je jalowo po 10 ml do szeregu wyjalo-
wionych erlenmajerek o pojemnodci 25 ml, poczym erlenmajerki wraz
z podiozem przechowywano w chiodni w temperaturze ok. — 4°C az do
chwili inokulacji zawiesing bakteryjna.

2. Drobnoustréj

W badaniach korzystano ze szczepu E.coli dostarczonego przez
Zaklad Mikrobiologii Wydzialu Weterynaryjnego U. M, C S. Szczep ten
rost na agarze skosnym w temp. pokojowej, ale na 24 godz. przed
inokulacjg przesiewano go na 5 — 9 agaréw skosnych i umieszczano
w cieplarce w temp. 37°C. Po uplywie 24 godzin pobierano po 6 peinych
uszek ezy platynowej hodowli z kaidego z agaréw do 25 ml jalowego
roztworu 0,996 NaCl. Przez dokladne wymieszanie otrzymywano jednoli-
ta zawiesing komoérek bakteryjnych, ktérg dodawano nastepnie do $wie-
20 przygotowanego podloia Kosera, ogrzanego uprzednio do 37° C. llos¢
dodawanej zawiesiny wahala sie w réinych okresach pracy, ale zasadni-
czo wynosita 0,5 ml na 10 ml podioza.

Oprocz inokulowanych erlenmajerek pozostawiano stale odpowied-
nig ilo$¢ erlenmajerek nieinokulowanych, dla kontroli.

3. Inkubacja hodowli

Po dokonanej inokulacji wstawiano hodowle wraz z erlenmajerka-
mi kontrolnymi do cieplarki o temp. 37°C i notowano czas rozpoczecia
inkubacji. W ciggu niniejszej pracy okresy inkubacyjne obejmowaly dwa
cykle zasadnicze: 24-ro godzinny i 96-cio godzinny.

W pierwszym cyklu (gléwnym) préobki pobierano po inkubacji 1-no,
4-ro, 9-cio i 24-ro godzinnej: w drugim po 24-ro, 48-mio, 72-u i 96-cio
godzinnej.

Wszystkie do$wiadczenia przeprowadzano na hodowlach E. coli
rosngcych w warunkach tlenowych.

4. Oznaxczenia
a)  Oznaczanie ilosci komdrek bakteryjnych metodq nefelometryczng.

W zasadzie oparto sie na technice nefelometrycznej opisanej przez
Mc Farlanda (40), polegajacej na poréownywaniu wizualnym wzor-
céw nefelometrycznych z badanymi zawiesinami bakteryjnymi. Wzorce
przygotowuje sie przez zmieszanie odpowiednich objetosci 10/, roztworu
kwasu siarkowego z 1% roztworem chlorku barowego. Koniecznym wa-
runkiem jest dobranie odpowiedniej ilo$ci jednakowych prébowek, zamy-
kanych hermetycznie, oraz poslugiwanie sie zawiesinami bezbarwnymi.
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Okazalo sie jednak, ie cyfr podanych dla ilosci bakterii w 1 ml
przez Mc Farlanda nie moina przyjmowaé bezkrytycznie, gdyi na
$cistos¢ oznaczen majg wplyw: rodzaj, nateienie i kierunek padania
$wiatta przy odczytywaniu wynikow, a takie wielkos¢ i ksztalt komérek
bakteryjnych w badanej zawiesinie. Z tego powodu uiyto do oznaczer
fotokolorymetru przy zastosowaniu filtru C, po przystosowaniu objetosci
wzorcow nefelometrycznych do objetosci stojacych do dyspozycji naczyn
kolorymetrycznych. Po sporzadzeniu krzywej wzorcowej mozina bylo
skorygowaé¢ dane Mc Farlanda dotyczace iloéci komoérek bakte-
ryjnych odpowiadajacej okreslonemu zmetnieniu i dostosowac je do
aktualnych warunkéw doswiadczalnych.

Nizej zamieszczona tabela podaje znalezione zaleznosci.

TABELA 1.

Nr 1079 H;SO, 10/4BaCly T llos¢ bakterii w 1 ml
wzorca |° w ml w ml w 0/, dla danego zmetnienia
0 0,00 0,00 100,0 0
1 9,99 0,01 98,0 330.000
2 9,98 0,02 95,5 660.000
3 9,97 0,03 . 93,5 990.000
4 9,96 0,04 91,5 1.320.000
5 9,95 0,05 89,5 1.650 000
6 9,94 0,06 88,0 1.980.000
7 9,93 0,07 86,5 2.310.000 ,
8 9,92 0,08 85,5 2.640.000
9 9,91 0,03 84,0 2.970.000
10 9,90 0,10 83,0 3.330.000
1 9,80 0,20 72,0 6.600 000
12 9,70 0,30 60,0 10.000.000
13 9,60 0,40 51,0 13.300.000
14 9,50 0'50 43,0 16.6C0 000
15 9,40 0,60 38,0 20.000.000
16 9,30 0,70 35,0 23.300.000
17 9,20 0,80 33,0 26 600.000
18 9,10 0,90 32,0 30.000.000

UWAGA: T= przepuszczalno$é swietlna,
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b) Oznaczenie pH.

Do oznaczert pH uiywano autojonometru firmy ,Radiometer” w Ko-
penhadze.

¢)  Oznaczanie stopnia redukcji.

Stopienn redukcji w badanych prébach wyrazano w mg glukozy
oznaczanej metodg Hagedorna i Jensena (41).

d)  Oznaczanie fosforanow nieorganicznych.

Poczatkowo oznaczen fosforandéw nieorganicznych dokonywano me-
toda Bodansky’ego (42) nastepnie jednak z powodu trudnosci
przystosowania tej metody do oznaczania fosforu zwigzanego organicz-
nie, stale uzywano klasycznej metody Fiske-Subbarowa, pomimo
nieco mniejszej jej czutosci.

e) Oznaczanie , prawdziwego' fosforanu nieorganicznego.

Nomenklature odnos$nie poszczegdinych frakcji fosforanowych za-
czerpnieto z biezgcej literatury anglosaskiej, gtdwnie z prac Lipmanna
i Tutle’a (27), z ktorych przyjeto calg strone metodyczng oznaczania
prawdziwego fosforanu nieorganicznego i fosforanu labilnego (acetylofos-
foranu).

f)  Oznaczanie fosforandw zwiqzanych organicznie.

Oznaczeri dokonywano metoda Fiske-Subbarowa w hydro-
lizatach badanych p:6bek. Do przeprowadzenia hydrolizy uiywano 2 N
kwasu solnego w objetosci réwnej badanej prébki. Hydrolize przeprowa-
dzano na wrzgcej laini wodnej i oznaczano fosforany nieorganiczne
w roztworach uzyskanych po hydrolizie 7-mio minutowej, 30-to minuto-
wej i 60-cio minutowej. Précz tego oznaczano t. zw. fosfor calkowity
przez spalanie prébki w obecnosci 1 ml 2 N kwasu siarkowego i 0,2 ml
2 N kwasu azotowego az do ukazania sie pierwszych bialych dyméw SOs.
Po ozigbieniu mieszaniny dodawano 3 ml wody i ponownie ogrzewano
az do zageszczenia plynu do objetosci 1 ml, plyn przenoszono iloscio-
wo do kolbki miarowej na 25 ml i przeprowadzano kolorymetryczne
oznaczanie fosforanu jak podano wyzej.

Badania wlasne

I. Wplyw odchyleri od wzorcowych warun-
kow doswiadczalnych

1. Rola czasu trwania inkubaciji.

Wobec tego, ze w ciagu wykonywania niniejszej pracy kilkakrotnie
zmieniano niektére warunki, a mianowicie szczep E. coli, ilo§¢ za-
wiesiny bakteryjnej dodawanej do podioia oraz steienie glukozy w pod-
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lozu, przeto byloby nieuzasadnione zestawianie wszystkich serii do$wiad-
czen na jednej tabeli.

Analizujgc przebieg krzywych spadku redukcji, przyrostu masy bak-
teryjnej i spadku pH w ciggu calego okresu doswiadczenia w prébkach,
zawierajgcych normalne plynne podlcze syntetyczne wg. Kosera,
moina dostrzec, ie:

a) najwieksza szybko$é przyrostu zmian wykazuje krzywa szybkosci
przyrostu masy bakteryjnej, ktéra w naszych doswiadczeniach byla
przecigtnie ok. szesciokrotnie wieksza od szybkosci spadku redukcji
(a wiec od szybkosci glikolizy), przy maksymalnych szybkosciach
tych obu zmiennych.

b) Szybkos¢ spadku pH w poczatkowych okresach inkubacji jest
naogdl ok. 4-krotnie mniejsza od szybkosci spadku redukcji w da-
nym okresie. Szybkos$¢ spadku pH wzrasta znacznie w dalszych
okresach inkubacyjnych.

2. Wplyw ilosci inokulowanych bakterii

W niniejszej pracy stwierdzono, ze niewielkie odchylenia od stale
stosowanej ilosci E. coli dodawanej do podloza w postaci zawiesiny nie
posiadajg decydujacego wplywu na wzajemny stosunek szybkosci zmian
ilosciowych skladnikow podioia w poszczegdlnych okresach doswiadcze-
nia. Bardzo znaczny wplyw ma natomiast zmiana jednego szczepu E. coli
na szczep inny, niz poprzednio uzywany.

Poniewaz pewne grupy doswiadczenn przeprowadzano w jednako-
wych warunkach z tym jednak, Ze nie moina bylo zastoscwad identycz-
nego szczepu bakteryjnego, przeto bezposrednie poréwnywanie wynikow
takich dos$wiadczen nie byloby celowe. Z tego tez powodu nie podaje
sie na tym miejscu zadnych danych cyfrowych.

3. Wplyw pH podloza i jego zmian w czasie inkubacjt

Poniewaz zaobserwowano w czasie doswiadczen, Ze niezaleinie od
czasu trwania doswiadczenia, ilosci inokulowanych bakterii oraz steienia
niektorych skladnikéw podloza, zahamowanie spadku redukcji i przyrostu
masy bakteryjnej wystepuje regularnie przy jednoczesnym spadku pH
ponizej 4,5, przeto postanowiono upewni¢ sie co do decydujacego wply-
wu pH podloia na wstrzymanie rozwoju E. coli. W tym celu wykonano
trzy rdéwnolegle i w jednakowych warunkach doswiadczalnych pozo-
stajgce préby:

a) z normalng hodowlg bakteryjna na zwyklym podloiu o pH 6,80,

b) z hodowla bakteryjna na podlozu doprowadzonym do pH 5,10 za-
pomocg kwasu solnego,
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¢) z hodowlg bakteryjng na ‘podloiu zakwaszonym do pH 3,80 przy
pomocy kwasu solnego.

Wyniki tych doswiadczen sa zestawione w tabeli 2.
Analizujac je dochodzimy do nastepujacych wnioskéw :

1. — ogodlnie biorgc w probie ,b* widoczne jest znaczne zahamo-
wanie i opdZnienie wszystkich proceséw zyciowych.

2. — maxima szybkosci w probie .b*, w danych warunkach do-
$wiadczalnych opézZniaja sie o ok. 8 godzin w poréwnaniu
z maximami szybkosci w prébie kontrolnej.

3. — maximum szybkosci przyrostu masy bakteryjnej w prébie ,b*
jest ok. b-krotnie mniejsze, niz odpowiednie maximum w pré-
bie kontrolnej ,a“. Maximum szybkosci spadku redukcji
w probie ,b* jest 10 razy mniejsze, niz w prébie ,a“. Maxi-
mum szybkosci spadku pH w prébie ,b* jest prawie 2 razy

“"

mniejsze od odpowiedniego maximum w prébie ,a“.

Z powyiszego wynika, ze przy zakwaszaniu podloza, hamowaniu
ulegaja w pierwszym rzedzie procesy glikolityczne. Ponizej pH 4,0 ustaje
czynnosé metaboliczna zywych komoérek E.Coli.

4. Wplyw zmian stezen’a skladnikéw podloza

Zmiany steienia fosforanéw w podlozu Kosera.
Catkowity brak jonéw fosforanowych.

Doswiadczenia przeprowadzano w ten sposdb, e nie zmieniajac
stezenia jonowego, wzglednie czasteczkowego, innych skladnikéw podloza,
usunieto calkowicie jony fosforanowe.

Wykonano trzy serie dos$wiadczen, w ktdrych jako Zrdédlo azotu
wystepowaly: azotan amonowy, chlorek amonowy i siarczan amonowy.
W zZadnej z wymienionych serii nie zaobserwowano ani przyrostu masy
bakteryjnej, ani zmian w redukcji, poza pierwsza godzing inkubacji.

Zmniejszone steienie jondw fosforanowych.

W tabeli 3 zestawiono dane odnoszace sie do 24 godzinnego do-
$wiadczenia przy zastosowaniu réinych steien fosforanéw. Okazuje sie,
e zmniejszenie steienia fosforanéw powoduje znaczne obniienie
calkowitego spadku redukcji oraz szybkosci spadku redukcji.

W serii zawierajacej fosforany w steieniu podanym w klasycznym
przepisie Kosera (0,014 M POy ’’’) obserwuje sie najwydatniejszy spa-
dek redukciji. :

Przy calkowitym braku fosforandw w podlozu spadek redukcji wy-
stepuje tylko w pierwszej godzinie inkubacji, podczas gdy w nastepnych
godzinach nie spostrzega sie zadnego spadku redukcji.
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TABELRA 2.
.Onmm Stezenie Globalny spa- | Szybkos$é¢ spad- Szybkosé lloéé komérek va&_MOm‘m przy-
W.m_ww_m. NEron dek _,om..c_nnﬂ rse redukecji p H m_uw%r: pH bakteryjnych WMW»M«N._.MMM
” w mg 9 w %, w 9y [godz. w %, /godz. w I ml w 9, Jgodz.
godz| "N [A|B| N/A B|N|[A|B|N|A|B|N|A]|B N | A | B N|A|B
0 |531(525|525| 0,0 |0,0 |0,0]0,0 _o_o 0,016,80 mLO__w.mO 0,0 (0,0 [0,0] 330.000|330.000(330.000{ 0,0| 0,0 0,0}
1 1477 525|525}10,16/0,0 (0,0 _o._.w_o,o 0,0]6,40/5,10,3,80}5,82/0,0 | 0,0 330.000|330.000{330.000| 0,0} 0,0/0,0
4 1450 | 525|525{15,25/0,0 (0,0 N.oﬁo.o 0,0 5,40/5,10|3,80|5,20/0,0 { 0,0 660.000|330.000/330.000{33,3| 0,0/0,0
9 1435 1504/525/18,87(4,00/0,0 o_mmw_o,mo 0,014,50|4,50|3,801 3,33|2,35| 0,011,320.000 |660.000{330.000|20,0 (20,0{0,0
24 | 408 | 483|525|23,168,000,0|0,41/0,20; 0,0 4,10/4,10'3,80] 0,59/0,59] 0,0 {1,650.000 |803.000|330.000| 1,66/1.44 0.0—
N = podloze Kosera wzbogacone w glukoze o p H 6,08
A=, ” " " op H 510
B= |, " " ” op H 3,80
TABELA 3
Czas Stezenie glukozy Globalny spadek Szybkosé spadku p H
inkub. w mg 9, redukeji w 9/, redukeji w Y/, /godz.
w godz.
N | A | B | cC N | Al B | C N | A | B | C N| A | BIC
0 492 | 498 | 489 | 4921 0,0 | 0,0 0,0 00{ 00 | 0,0 0,0 | 00 | 70¢ 7,00 |7,10]|7,10
1 351 | 477 | 471 | 471 | 29,0 | 6,0 60| 50286 | 59 36 | 42 | 7,10| 6,90 | 6,90 7,10
4 330 477 | 375 | 387|330 60 | 250 220 1,9 | 0,0 |10, 89 | 7,00| 6,70 | 6,84 | 7,00
9 270 | 477 | 306 | 3421460 | 6,0 | 39,0} 31,0} 25| 0,0 3,6 2,3 16,75| 5,70 | 6,70 | 7,00
24 237 | 477 | 291 | 291|530 | 60 | 410 410] 1,1 | 0,0 03| 09} 6,30| 550]6,30| 6,80

Objasnienie:

N
B
C

= podloze normelne, A = podloze o stezeniu 0,0 M PO, ’’’.
= podtloze o stezeniu 0,0005 M PO,’’’ .
" 0,02 M PO, "
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TABELA 5

__u-“u_m_.__. w_ﬁnmo\wwv nmmc."no_.m glukozy pH oH w 9, m&ﬂw_\nm_omw Ilosé bakterii w 1 ml. vw"nom«\sno_ masy bakt.
_mN. o w 0y w %p/godz. o o o w 0/y | godz
T INTA | NT AN Al NTAINTA|NTA N A N Al N | A
0 525 525 0,0 0,0] 0,0| 0,0;,7,20}6,801 0,0 0,0{0,00(0,00f 330.000 330.000 0,04 00 0,0 | 0,0
1 525|525 0,0] 0,0 0,0 0,0{7,20/6,80] 0,0, 0,0]0,00|0,00] 330.000; 330,000 09, 0,0 00 |00
4 423| 525(20,0, 0,0{6,44| 0,0}6,90/6,60{ 5,0/ 3,0{1,38/0,98 594.000 330.000 | 80,0 0,0|26,66| 0,0
9 372{ 483(30,0{ 8,0{2,011,60]5,00| 4,80[31,030,0{5,50 5,45 1.320.000 660.000 |300,0{100,0] 24,44 |20,0
24 333| 450} 38,0| 15,0{ 0,69 | 0,49} 4,25/ 4,60| 41,0| 32,0{ 1,00|0,19] 1.650.000 660 000 [400,00 0,0 1,66| 0,0
Objasnienie: N = normalne podloze Kosera wzbogacone w glukoze.
A= » ” " » bez Mg *-.
TABELA 6

oo | Smenie | ek’ | “padn |y | Speaek | Smmkoitl v | vy | oo

bacji | W mg/* nwz:e\w__ iw..\“\MMMN. pH w % {w %y/godz. &:ﬂww\ mﬂmﬂ. w o
M T Al N Ta|N | A|NTA|NTA|N]A N A N [ A [N T A
0 504| 504] 0,01 0,0|90,0 |0,0 {7,10{7,10} 0,0, 0,0]0,00(0,00] 330000 330.000 | 0,0 | 0,0 0,0( 0,0
1 444|504 13,0| 0,0 | 11,85/ 0,0 |7,10/6,80| 0,0/ 5,0{0,00|{2,22] 330.000| 330.000 | 0,0 | 0,0 6,0} 0,0
4 423, 477 .,_.N.o 6,0 | 2,26| 2,66{7,00/6,60] 2,G| 8,0/0,70|0,09] 450.000 330.000 {16,6 | 0,0 | 30,6] 0,0
9 237; 477 53,0/ 6,01 8,78| 0,0 |4,90{5,00] 31,0/ 30,0|6,00 | 4,98] 1.650 000 330.000 [53,32{ 0,0 |400,0| 0.0
24 210} 477|59,0| 6,0]0,71| 0,0 |4,80(5,00| 33,0{30,0| 1,02 |0,00] 1.980.000 330.000 | 1,02] 0,0 |500,0| 0,0

Objasnienie: N = podloie Kosera wzbogacone w glukoze.
A = " " " " pozbawione jonow K-.
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mierze zahamowany i op6Zniony. To samo moina powiedzie¢ o szyb-
kosci spadku redukcji i spadku pH, przy czym moina zauwaziyé, ie pod-
loze, pozbawione magnezu wykazuje ten sam stopienn zakwaszenia, co
podioze normalne, wzbogacone w glukoze.
8. Wplyw jonéw potasu na przebieg glikolizy

Przy analizie danych zamieszczonych w tabeli 6 uderza prawdopo-
dobne zupelne zahamowanie przyrostu masy bakteryjnej przy jednoczes-
nym znacznym obnizeniu szybkosci spadku redukcji, przesunieciu max.
szybkosci spadku redukcji na okres daiszy, oraz nieproporcjonalnie duzy
spadek pH.

II. Wplyw zmiennych warunkéow doswiadcze-
nia na przebieg glikolizy

1. Wplyw inhibitoréow

a) Wptyw fluorku sodowego.

Z podanej tabeli 7 wynika, ze fluorki w stezeniu zaréwno 0,1 M
jak 1 0,02 M w pierwszym okresie inkubacji nie wywieraja wplywu na
przebieg glikolizy, lub tez daje sie zauwazy¢ nawet pewien wplyw pobu-
dzajacy. Jezeli przy tym pod- RYS. 1.
kregli¢ brak przyrostu masy .
bakteryjnej w ciggu nastep-
nych okresow inkubacji, to AN

. i [N
wowczas zahamowanie spad- N
ku redukcji w tych okresach [ \\
stanie sie tylko pozorne. / N\ .
Jednoczeénie widaé¢, ze ] \ N
w ciagu glikolizy zakwaszenie / \\
podloza jest tylko bardzo nie- /I \

znaczne, jeieli nie brak go
zupelnie. Wskazywaloby to
na fakt, Ze sam proces gli-
kolizy przebiega bez zakwa-
szenia podloza, a wiec bez
wytwarzania sie produktéw
o charakterze kwasowym,
a samo zakwaszenie naleia-
loby odnosié¢ raczej do prze-
mian o charakterze anabolicz-
nym, zwigzanych z wzrostem
lub rozmnazaniem sie E. coli.
Fluorek sodowy wywiera zna-
czny wplyw na procesy ana- ¢ - r 3 %.
boliczne. Por. rys. 1. skresy desuiadeeed
6'
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TABELA 7.

) .m Stezenie O_ov%_ﬂ% mev%_MWn Spadek Szybkosé Wzrost masy va&rﬂwm
< % | glukozy mv% _M " mvmw r:.. pH pH spadku pH| llo§é bakterii w 1 ml. | bakteryinej SN:WW
B w mg/0/a redukejl re :. cji A w 9/g/godz. w 9/, masy bakt.
vz w 0]y | 0/¢'godz. - w 0/4/godz.
SEIN'AlBINTATBIN ' AlBI{N[AalBINTAIB|[N[A]B] N | A [ B [N[A[BIN|AIB
0 |552|531{5251 0,0{ 0,0/ 0,0 o.oc_o.oc 0,0 {7,10|7,10{7,2| 0,0| 0,0| 0,0 o.oo_o,co 0,0 | 150.000| 150.000 0,0; 0,0i0,0] 0,0 |0,0 (0,0
1 1546i516 2,0} 3,0 1,08(2,88 7,10{7,10 0,0/ 0,0 0,00,0,00 231.000| 150.000 54,0 0,0 54,00(0,0
4 |546(513 2,0 4,0 0,00(0,19 6,90(7,10 3,0| 0,0 0,93,0,00 500.000| 150.000 233,3| 0,0 38,8110,0
9 |[381i510 31,00 4,0 6,04/0,11 4,50(7,10 37,0/ 0,0 6,95,0,00 1.000.000| 150.000 566,0| 0,0 20,0 (0,0
24 1166[450 34,0(16,0 0,26(0,78 3,60{4,70 50,0{34,0 1,33(2,25 1.320 000| 250.000 780,0(66,0 2,13/3,60
24 |426 423 118,0 20,0(0,76 0,80 5,7 5,6 (21,0 23,010,%6 6,92
48 318 312(39,0 41,0{1,05 1,09] 5,7 5,6121,0 23,010,00 0.0
72 168 312 68, 41,0[1,96 0,0 {5,6 5,6 123,0 23,010,07 0,0
96 114 264 78,0 50,0{1,35 0,64] 5,5 5.4 124,0 25,010,07 0,14

Objasnienie :

Doswiadczenie A |

normalne podloze Kosera wzbogacone w glukoze.
A — podloze wzbogacone w glukoze + NaF w stezeniu 0,1 M,
<+ NaF " 0,02 M.

B przeprowadzono w réinych warunkach jesli

» ”» ”

chodzi o szczep bakteryjny

i w réznych czasach inkubacii.
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b)  Wplyw kwasu jodooctowego na przebieg glikolizy.

Jak wynika z tabeli 8 kwas jodooctowy (uzyto jodooctanu sodowe-
go) w stezeniu 0,0001 M w pierwszym okresie inkubacji (24 godziny)
hamuje w pewnym stopniu glikolize, ale w nastepnych 72 godzinach
wywiera raczej wplyw pobudzajacy. W ogélnym bilansie calkowity %o
spadku redukcji jest identyczny z podiozem normalnym.

Przy steieniu 0,0005 M przebieg glikolizy jest analogiczny jak
w podlozu normalnym. -

Przy stezeniu 0,0025 M zaznacza sie wyraZzny wplyw hamujacy kwa-
su jodooctowego, jednakie maleje on stale w ciggu czasu trwania inku-
bacji. Por. rys. 2, oraz tabele Ba.

RYS. 2,

okresy doswiadeTan

Kompletne zahamowanie przy tym stezeniu dotyczy przyrostu masy
bakteryjnej. Oznacza to, e praktycznie biorac, stale wzrasta natezenie
glikolizy, przyczym nie zaznacza si¢ spadek pH, co moina podobnie
interpretowaé, jak w przypadku wplywu fluorkéw. Przy stezeniu 0,005 M
kwas jodooctowy calkowicie hamuje glikolize, wzrost bakterii i spadek pH.

c) Wplyw cyanku potasowego.

Cyanek potasowy w stezeniu 0,05 M calkowicie hamuje wzrost
bakterii, glikolize i zmiany pH.

d) Wplyw florydzyny na przebieg glikolizy.

Z danych, zgromadzonych w zalaczonej tabeli, wynika, ze florydzy-
na w stezeniach 0,007 M oraz w stezeniu 0,008 M wywiera widoczny
wplyw hamujacy na przebieg glikolizy, zwiekszajacy sie w ciagu trwania
inkubacji. Wplyw hamujacy na wzrost bakterii jest réwniez widoczny,
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TABELA 8.

. Globalny | Szybkosé L. Szybkosé
Caas wmmw”_m Mmﬂﬂm_.ﬁw Mww.”__wﬁ pH mvwmn.r mwmw”owm lloéé bakterii w 1 ml. avwmwwﬂmw sﬁmww masy
bacji |wmg/®% ] o\c_ w o\o\worN. w %o | W Olgodz. w % w ..\iw_omh.
s%&.z_> N]AIN|AINTAINTA| N]A]|] N A N | A N A
0 180} 180| 0,0| 0,0/0,0 |0,0 |7,70/7,70| 0,0| 0,010,0 10,0 150.000 150.000 0,0{ 0,0
24 112 151] 38,0/ 17,0} 1,57|0,67 | 6,40i6,80{17,0{12,0|0,70{0,48| 330.000 297.000 (120,0( 98,0
48 100] 112 45,0| 38.0] 0,44|1,07 | 5,20/5,50 |33,0 [28,00,78|0,79| 660.004 330.000 [340,0|120,0
72 85} 54]53,070,00,62{2,15 m.wo_m‘mo 33,0i33,010,0 [0,22| 990 000 990.000 (560,0{560,0
96 43| 41]74,0177,0}2.05/1,00]5,205,¢ 133.0/36.0/0,0 !0,16] 1.320.000 | 1.450.000 |780,0866,0
Objasnienie: N == podloze normalne Kosera wzbogacone w glukoze,
A=, ” ” ” ” -+ CH2JCOOH o stez. 0,0001 M.
TABELA 8a
. . | Globaln Szybkosé . Szybkosc
Crae | iy | apadel | womdin || Sk | SR bkt w1l | e [Vt masy
rwom wmg/%of "y ofy | w0/o/gods. w0y | wo/godz. w %o w Y/¢/godz.
swoN.lzl_lw.lz_b,tm_», N A|[N]A|N]|aA N | A N | A N | A
0 585! 585 0,0, 0,0 0,0/0,0 |7,36/7,20] 0,0/ 0,0(0,0 |00 330000 150.000 0,0 00| 0,0 |00
24 144| 498] 75,0| 15,0| 3,14} 0,62| 4,30 7,20{ 42,0 0,0]1,73|0,0 825.000 150.000 [150,0; 0,0 }18,75| 0,0
48 102 462| 83,0| 21,0| 1,21{ 0,30} 4,20| 7,20} 43,0{ 0,0{0,09!0,0  1.815.000 150.000 [450,0} 0,0 | 5,00| 0,0
72 75| 402| 89,0/ 32,0( 1,10, 0,54] 4,10/ 7,20| 45,0{ 0,0/0,09{0,0 | 1.980.000 150.000 [500,5{ 0,0 | 0,37, 0,0
96 75| 321189,0146.0] 0,00.83}4,10/7,20] 45,0 0,0|0,0 |0,0 | 2.475 000 150.000 {650,0| 0,0 | 1,04) 0,0
Objasnienie: N = podloie normalne Kosera wzbogacone w glukoze,
A= ” " ” " -+ CH2JCOOH o stez. 0,0025 M.
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jakkolwiek jest on niewielki w poréwnaniu z poprzednio omawianymi
inhibitorami. Biorac to pod uwage, spadek glikolizy nie bylby zahamo-
wany w tym stopniu, jakby to wynikalo z bezposdrednich interpretacji
danych zawartych w tabeli 9. W zwigzku z przyrostem mesy bakteryjnej
spadek pH jest od poczatku inkubacji dobrze zaznaczony.

e) Wplyw azydku sodowego na przebieg glikolizy.
Azydek sodowy (NaNj;) w stezeniu 0,01 M oraz 0,05 M hamuje cal-
kowicie glikolize, zmiany pH i wzrost bakterii.

f)  Wplyw 2, 4-dwunitrofenolu na przebieg glikolizy.

2, 4-dwunitrofenol w stezeniu 0,005 M hamuje calkowicie glikolize,
jednakze daje sie zauwaiy¢ pewien niewielki spadek pH, pojawiajacy sie
w dalszych okresach inkubacji.

Poniewaz 2, 4 dwunitrofenol zabarwil calg hodowle na iélto, oraz
nie rozpuscil sie calkowicie w podtozu, przeto niemoiliwe bylo oznacza-
nie nefelometryczne ilosci bakterii. Stad tez nie jest jasne, czy 2, 4 dwu-
nitrofenol w tym steieniu hamuje tylko glikolize calkowicie, a nie ha-
muje w tym samym stopniu wzrostu bakterii, o czym mogtby posrednio
$wiadczy¢ spostrzegany spadek pH Por. dane zestawione w tabeli 10.

2, 4-dwunitrofenol w stezeniu 0,00006 M wykazuje wyrainy wplyw
na przebieg glikolizy, w poczatkowym okresie inkubacji, obnizajac
znacznie szybkos$¢ spadku redukcji do 4-ej godziny inkubacji. Poéziniejszy
przebieg zmian redukcji i pH jest bardzo zblizony do zmian w podioiu
normalnym.

g) Wptyw kwasu malonowego na przebieg glikolizy.

Do doswiadczen uiyto malonianu sodowego w stezeniu 0,001 M.
Jak wynika z zalgczonej tabeli 11, malonian sodowy w tym stezeniu
hamuje nieco przebieg glikolizy, natomiast pobudza przyrost masy bak-
teryjnej, zwlaszcza w pierwszym okresie do$wiadczenia. Zmiany w spad.
ku pH pokrywaja sie naogdi ze zmianami w podlozu normalnym.

h) Wptyw chlorowodorku hydroksylaminy na przebieg glikolizy.

Chlorowodorek hydroksylaminy w stezeniu 0,002 M hamuje calko-
wicie glikolize, wzrost bakterii i spadek pH.

i) Wptyw B-naftylaminy na przebieg glikolizy.

Uiyto B- naftylaminy w stezeniu 0,7065 M w roztworze wodnym.
Poniewaz plyn wykazywal pewne zmetnienie od nierozpuszczalnych cza-
stek inhibitora, przeto oznaczanie ilosci bakterii stosowang metcda nefe-
lometryczng bylo nie mozliwe.

Z zalacznej tabeli 12 wynika, Ze §- naftylamina bardzo silnie hamuje
przebieg glikolizy, zwlaszcza w poczatkowych okresach inkubacji. Spadek
pH odbywa sie tylko w bardzo nieznacznym stopniu.
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TABELA 9

3 .m Stezenie m_—%%mmhﬂ< mwﬂ”ﬂﬂﬂo Spadek Szybkosé . . Wzrost masy| mﬂﬂwwwnm“m
= b0 lukozy - I Hp pH spadku pH | Iloéé bakterii w 1 ml. | bakteryjnej
R g /0 redukeji redukcji 0/ ve d 0 masy bakt.
iz w mg/9/q w 0/ w 0/y /godz. w0 w/q godz. w %o w0/, /godz.
O3 |N[a|BINjaAIB|IN|A|B|N|A|B|INTA[R|N[AIB N A | BINJA BIN|A|B
0 |552(537|585] 0,6 o.o. 0,0]0,00 o,oo_o,o 7,10]6,90! 7,2 | 0,0} 0,0: 0,0[0,0 |0,0 10,0 | 150.000 | 150.000 0,0, 0,0, 000 (0,0
1 |546;534 12,0! 1,0 1,08(0,55 7,10{6,80 0,0| 50 0,0 11,45 231.000 | 231l.000 54,0 54,0] 154,0 |54,0
4 |546|531 12,0, 2,0 0,00/0,18 6,90/6,60 3,0/ 7,0 0,93.0,98 500.000 | 300.000 233,0{100,0/ |38,8119,62
9 3811471 31,0{13,0 6,0412,26 4,50)4,80 37, 31,0 6,95 5,45 1.000.000|450.000 566,0/200,0; 20,0 {10,0
24 |366(435 34,0/19,0 0,26/0,51 3,60(4,10 49,041,0 1,33/0,97 1.320.000 | 750.000 788,01400,0 2,13 A.NEM
24 426 549118,0 15,0{0,76 0,29]5,7 6,1]21,0 16,010,86 0,63
48 [318 435139,0 26,0(1,05 0,82|5,7 5,8]21,0 20,0;0,00 0,20
72 |168 279 168,0 53,0(1,96 1,49/5,6 5,7123,0 21,00,07 0,07
b
96 |114 279178,0 53,0{1,35 0,00|s,5 5,7(24,0] {21,00,07 0,00
Objasnienie: N — podloze Kosera wzbogacone w glukoze,
A= » » » ” + flosydzyna o stgieniu 0,008 M.
B = " w T " » 0007 M.
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TABELA 10

w.m. Stezenie O_O—Mm_ﬂv. m~<v.wn_Mmm Spadek Szybkosé Wzrost masy merern\
% % | glukozy mero: va F:.. pH pH spadku pH| llo§é bakterii w 1 ml. | bakteryjnej inwon —_Mn
E3 ] Wmgofy | ™ :o cji wo u on_u__ w 0/o w 0/p [godz. YA Ewm< m& .
@iz, w0/ w 0/p [godz. w0/p/godz.
O3 |INJA|B TLw N|A| N A|B|N|/A!B|N|A[B] N | A | B |AlB | AlB

0 [525|525|519 oo oo 00 o.o"o.o 0,0 m.mo_m.mc 6,80] 0,0/ 00 oo"ob 0,0 [0,0 | 550.000 0,0 0,0

1 [462]525/519 12,0 oo_ 12,000 { 0,0/6,80 m.uc‘m.mo 00 20 oo.co 1,4700 | S550.000 0,0 0,0

4 {438]444}519 {17, o 16, o; _.qw_w,z 0,0 (5,90 mbo_m.qo 14,0114,0( 2,04,41{3,96/11,47| 990.000 80,0 22,22

9 1393{423(519 |26, o_mo o_ 0,0 w.om_o\ﬁ 0,0 A.ﬂmT.mo_m,mo 31, o_wm o 5 o_w 893,39 0,591 1.320.000 120,0 66,66

| 24 [351]303ls19 I34,0124,0'00]0,71'0,29' 0,0]4,30'4.60.5,30]37,0:32 020,00, woo&oa_ 1.650.000' 200,0 1,66
Objasnienie: N — podloie normaine Kosera wzbogacone w glukoze,
= »” » " " » + 2,4 dwunitrofenol o stezeniu 0,00006 M.
B = " " ” " » + »” » O,QQM Z.
TABELA 11

S 1. . | Glebalny | Szybkosé 5 (x Szybkosé
5T | St ie Y y Spadek Szybkosé Wzrost m y
% alokozy %Mmmr.. %%m_w,w. pH pH spadku pH | llosé bakterii w 1 ml. bakteryjme, warostu
£ 3 | & mgloj | redukeil | redu cii w 9/ w %/olgodz. w 9/, masy bakt.
= w 0/g |w 8/g/godz. w 0/ /godz.
] JE—

OZ|IN AN AN A|N[AIN]A|lNT]A N | A N | A N | A
0 |585585| 0,0 0,6{0,0 |0,0 {7,36/7,35] 0,0, 0,0{0,0 0,0 150.000 150.000 0,0 0,0 0,0 | 0,0
24 | 144[291 [ 75,0/51,0] 3,14| 2,09 4,30/4,60| 42,035,0| 1,73 |1,55 825.000 | 1.155.000 | 450,0| 670,0; 18,75:27,91
48 [102/183183,0/69,0{1,21|1,54|4,20/4,40| 43,0(38,0 0,096/0,18| 1.815.000 | 1.650.000 | 1100,0{1000,0] 5,00 1,78
72 75171 | 87,0(71,011,10;0,27| 4,10/4,28 | 45,0!39,0| 0,099/0,11| 1.980.000 | 1.980.000 |1220,0{1220,0| 0,37| 0,83
96 75(165 |87,0/72 0,0 | 0,14]4,10/4.00]45,0{47,0] 0,0 ]0,27] 2.475.000 | 2.310.000 | 1550,0/1440,0| 1,04/ 0,69

Objasoienie: N = podloze hormalne Kosera wzbogacone w glukozg
A= . . . . ’ -} kwas malonowy o stgzeniu 0,001 M.
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TABELA 12

.. | Globaln: Szybkoesé . Szybkosé
Sras wmﬁwwo wwmnm_% Mm.hww pH mvwm% mwaw_“owm llogé bakterii w 1 ml. ﬁnﬂ%ﬂ% sﬁmmvﬂwﬂ
_umnn_.mmN v mgl%s w 0/, w 0/4 [godz. w o | wl/o/godz. w o w o\a\wo.n_n.
Smo.z_> N|JAIN|A|IN]AINIA|IN]A N | A N | A N A
0 |531]531 0,0 0,0 0,0 0,0]6,80 6,70 0,0/ 0,0 00 0,0 330.000 0,0 0,0
1 477531 11,0 0,0{10,17] 0,0| 6,40, 6,70 6,0/ 0,0;5,82] 0,0 330.000 0,0 0,0
4 450 5311 16,0; 0,0] 2,09} 0,0]|5,40| 6,.50; 21,0 3,0]5,20;0,99; 660.000 100,0 33,3
9 435| 525{ 18,0 2,0 0,66/ 0,22] 4,50] 6,45| 34,0| 4,0| 3,33} 0,15 1.320 000 300,0 20.0
24 408 498| 24,0/ 7,0| 0,410,34] 4,10| 6,30| 40,0| 6,0! 0,59, 0,15| 1.650 000 400,0 1,66
Objasnienie: N = podloie normalne Kosera wzbogacone w glukoze,
A= “ » » w " + B — naftylamina o stez. 0,0065 M.
TABELA 13
. . 1 Globaln Szybkosé s Szybkosé
Sove |ty | sradelc | Copndka |y | ST | SO s ke w 1l [ bt | st msy
bacji [W mg/0%| o | w %/godz. w9 |w 0/ylgodz w 0/q w ol \Mwmn_.
smo%.z:, N|A | N |A|lNTAlIN]A]N]A N A N | A|N | A
0 531525( 0,0{ 0,0 0,0/ 0,0{6,80{6,80 0,0, 0,0 0,0 0,0/ 330.000 330.000 0,00 0,0 0,0 0,0
1 477525 |111.0| 0,01 10,17| 0,0{6,40 6,70 6,0, 2.,0|5,82| 1,47] 330.000 330.000 0,00 0,00 0,00 0,0
4 450,525 [16,0| 0,0] 2,09/ 0,0]5,40|6,70|21,0] 2,0|5,20 0,0] 660.000 330.000 [100,0{ 0,0 33,3 0,0
9 435|504 (19,0| 6,0] 6,66]0,8014,50|6,50|34,0, 5,0 w.ww_ 0,59] 1.320.000 660.000 |300,0(100,0f 20,0 20,0
24 408|471 (26,0|11,0] 0,41)0,43| 4,10| 5,90 40,0/ 14,0/ 0,59 0 61| 1.650.000 660.000 |400,0{100,0] 1,66 0,0

Objasnienie: N

A

—_— ” ” ” ”

podloze normalne Koscra wzbogacane w glukoze,

» 1 chlorowodorek morfiny o stgzeniu 0,0026 M.
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J7)  Wplyw chlorowodorku morfiny na przebieg glikolizy

Do doswiadczenia uzyto chlorowodorku morfiny w stezeniu 0,0026 M.
Analiza danych liczbowych z tabeli 13: chlorowodorek morfiny w stezeniu
0,0026 M w pierwszych okresach glikolizy (do 9 godzin) niemal calkowicie
hamuje szybkos¢ spadku redukcji, oraz bardzo znacznie wzrost bakterii i spa-
dek pH. W kornicowym okresie inkubacji szybkos$¢ spadku redukcji réwna
sie odpowiednim wielkosciom w podlozu normalnym, a szybkos¢ spadku pH
przekracza nawet odpowiednig warto$é¢ w podloiu normalnym. Odpo-
wiednio do tego wzrasta dos$¢ szybko masa bakteryjna.

k) Wpltyw siarczynu sodowego na przebieg glikolizy.

Siarczyn sodowy w stezeniu 0,003 M dodany do podioza Kosera
spowodowal niewielkie wytracenie sig wolnej siarki, co uniemozliwilo
oznaczenie ilosci komérek bakteryjnych. Pomimo to bezposrednia ocena
optyczna wygladu i stopnia zmetnienia w tym dos$wiadczeniu nakazywata
przypuszczenie, ze wystepuje tu dos¢ znaczny przyrost masy bakteryjnej.
Przypuszczenie to potwierdzalby takze przebieg zmian pH, ktérego
spadek wzrasta nieproporcjonalnie szybko w stosunku do szybkosci
spadku redukcji. Tab. 14.

Ogolnie biorgc siarczyn sodowy, jak wynika z zalaczonej tabeli 14,
hamuje znacznie glikolize, w mniejszym za$ stopniu wplywa na szyb-
kos¢ spadku pH.

l)  Wplyw arseninu sodowego na przebieg glikolizy.

W doswiadczeniu uiyto arseninu sodowego w stezeniu 0,005 M.
Jak wynika z zalqczonej tabeli 15, w pierwszej godzinie inkubacji wy-
stepuje niewielki stosunkowo spadek redukcji, poczym w dalszych go-
dzinach nie obserwuje sie juz fadnego przyrostu spadku redukcji — za-
hamowanie staje sie kompletne. Rowniez w tym doswiadczeniu uderzajacy
jest nieproporcjonalny (jakkoiwiek znacznie mniejszy niz w kontrolnej
prébie normalnej) spadek pH w stosunku do spadku redukcji, przy jedno-
czesnym dwukrotnym zwiekszeniu masy bakteryjnej.

m) Wplyw arsenianu sodowego na przebieg glikolizy.

Arsenian sodowy uzyty w stezeniu 0,001 M w pierwszych 4 godzi-
nach inkubacji hamuje catkowicie proces glikolizy, nastepnie jednak wyste-
puje wzrost spadku redukcji, ktérego szybkos$¢ utrzymuje sie¢ do korica
doswiadczenia na jednakowym poziomie,

W’ dalszych okresach inkubacji przewaga hamowania spadku pH
i przyrostu masy bakteryjnej uwydatnia sie w wigkszym stopniu, niz ha-
mowanie spadku redukcji. Tab. 16.

n) Wplyw jonu miedziowego (Cu'*) na przebieg glikolizy.

Siarczan miedziowy dodany do podloza w ilosci wystarczajgcej dla
uzyskania stezenia 0,01 M hamuje calkowicie wszelkie objawy meta-
bolizmu E. coli.
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TABELA 14 )
. . | Globaln Szybkosé . Szybkosé
Caas mm_wﬂﬁ_m hmmﬁan_mw Mwm,_ar_mw pH mm&ow mw”wﬂwoww llos¢ bakterii w 1 ml. ﬂquﬂw«mnmw awwaw?rﬁ
bacji wmglfh) %o w 9y/godz. PHw % f wf/godz. w %o w e\w\wwom.n
imo%.s.zl:y!mn\y N Al N]A|NJAIN A N A N | Al N | A
0 510[ 525 0,0 0,0 00{0,0 ;6,80 6,70} 0,0 0,0(0,0 (0,0 594.000 0,0 0,0
1 48| 525(12,0| 0,0111,7|0,0 16,50/ 6,70} 5,0/ 0,0[4,41(0,0 594 000 0,0 0,0
4 423|498/ 18,0, 6,0| 2,0|1,71|5,70|5,30} 17,0/ 21,0{4,10 | 6,96 1.650.0G0 177,77 59,23
9 375| 456} 27,0| 14.0} 2,26 | 1,68| 4,80} 5,20] 30,0, 23,0/ 3,15|0,37| 1.980.000 218,35 4,0
24 339| 456| 34,0/ 14,¢|0,64|0,0 |4,20|5,20| 39,0{23.0{0.8310,0 | 1.980 000 218,35 0,0
“Objasnienie: N = podloze normalne wzbogacone w glukoze.
A = " " " " -+ siarczyn sodowy w stezeniu 0,003 M.
TABELA 15
. . | Globalny| Szybkosé " Szybkosé
Cras w._mﬂno.mw Mmﬂmnww mwa_w,._. pH | Spedek mwwwwwowm Hosé bakterii w 1 ml. swsw.:_.n am%wﬁnmnr
bacii W m8l% | "o | S jgods pH w %o | w o/god=. whgods. | ¥ o
Smo&.z_\:z,\y N |A|N|J]A|N|A]N]|A N | A N Il A | N A
0 510/ 519, 0,0 0,0|0,0 [0,0 |6.80/8,0} 00 0,0{0,0 |0,0 594000| 594.600| 00 {001 00|00
1 450} 516) 12,0/ 1,0 |11,7 | 2,83|6,50, 7,70, 5,0, 4,0}4,41|3,75 594.000; 594.000 | 0,0 | 0,0 § 0,0 | 0,0 _
4 423516/ 18,0/ 1,0|2,0 | 0,0 |5,70/7,50{17,C{ 7,014,10]0,86] 1.650.000 | 990.000 [177,7766,0 (59232222
9 375| 516]27,0| 1,0 2,26/ 0,0 |4,806,60| 30,0 18,0 2,15|2,40] 1.980 000 | 990.000 [218,35/66.0 | 4,0 | 0.0
24 339/ 516( 34,0 1,0 | 0,64/ 0,0 | 4,20| 6,40} 39,0/ 20,0/ 0,83 |0,20] 1.980.000 | 990.000 |218,35/66,0 | 0.0 | 0,0
Objasnienie: N = podloie normalne Kosera wzbogacone w glukoze.
A= ” ” " ” " -+ arsenin sodowy o stez. 0,005 M.




Studia nad mechanizmem glikolizy 91

Siarczan miedziowy w stezeniu 0,001 M w ciagu 9 godzin inkubacji
hamuje zupelnie zaréwno wzrost bakterii, jak spadek pH i spadek re-
dukcji. Dopiero miedzy 9i24 godzina inkubacji wystepuje niewielki wzrost
spadku redukcji, znaczny spadek pH i znaczny wzrost masy bakteryjnej.

Siarczan miedziowy w stezeniu 0,0001 M zachowuje sie zupelnie
podobnie jak w stezeniu wyzej podanym. Rys. 3.

RYS. 3.
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2 // / L4 N \\” -~
‘ 4 / >
l"‘__’ﬂ, ...... — s/‘-J‘,.— = oy . -
° ) n " w v V) okrtsy doswadiecenig

Siarczan miedziowy w stezeniu 0,000001 M hamuje znacznie prze-
bieg glikolizy, ale w wielokro¢ mniejszym stopniu hamuje spadek pH
i przyrost masy bakteryjnej, ilos¢ komérek bakteryjnych osiaga pod
koniec dos$wiadczenia poziom podioza normalnego. (Por. wyniki podane
w tabelach 17 i 17a.)

o) Wplyw aldehydu octowego na przebieg glikolizy.

RAldehyd octowy znajdowal sie w podiozu Kosera w stezeniu 0,04 M,

Jak wynika z danych zawartych w tabeli 18 aldehyd octowy wy-
wiera w stezeniu 0,04 M wplyw hamujacy na glikolize w ciagu calego
24 godzinnego doswiadczenia, ale szczegélnie wyraZnie zaznacza sie to
w ciagu pierwszych 9 godzin. Po ustapieniu tego zahamowania (obej-
mujacego takie spadek pH i wzrost masy bakteryjnej) przyrost spadku
redukcji jest stosunkowo nieznaczny, natomiast stosunkowo duiy jest
spadek pH i przyrost masy bakteryjnej.

2. Wplyw aktywatoréw na przebieg glikolizy.
a) Wplyw amidu kwasu nikotynowego na przebieg glikolizy.
Jak wynika z zalgczonej tabeli 19 amid kwasu nikotynowego

w stezeniu 0,0001 M nie wplywa w Zaden widoczny sposéb na spadek
redukcji, spadek pH i wzrost masy bakteryjnej.
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TABELA 16

Cons | Stconie | Sl | Spedts” |y | ek | Skt ]t 1, | T ot ey
bacii | W mglof| Tearh || Teukell w % | wYg/godz. woly | aretinel
Swo&.z_> N]J]AIN |A|N]A|N]AIN] A N | A N | a| N A
0 |510{516] 0,0 0,0y 0.0, 0,06,806,70{ 0,0 0,0 0,0 0,0 594.000| 594.000 o,o_ 0,0 001 00
1 450/ 516| 12,0, 0,0 11,7} 0,0/6,50{6,60| 5,0 2,0/4,41/1,49] 5%.000| 59.000| 6,0 00| 00/ 0,0
4 |423/516[18,0; 0,0; 2,0 0,015,70{5.80{ 17,0; 3,0{4,10 4,04 1.650.000| 594.000 [177,77| 0,0 |59,23 | 0,0
9 | 375 450] 27,0/ 13,0 2,26|12,79] 4,80/ 5.80| 30,0] 3,0 u.‘_md 0,0 | 1.980 000 | 990.000 (21835660 | 4.0 (22,22
24 | 339, 450] 34,0/ 13,0] 0,64| -0,0] 4,20} 5,80]| 39,0| 3,0 0,83,0,0 | 1.980 ooo| 990.000 2183566,0] 0,0| 0,0
Objasnienie: N -= podloi: normalne Kosera wzbogacone w glukoze,
A= " ” ” ”» . ” -+ arsenian sodowy (0,001 M.}
TABELA 17
Czas | Stezenie m_vomﬂwmw MMNWMA_MMAM Spadek Szybkosé » . Wzrost masy iM.MMWW..MMm
inku- glukozy redukeji redukcji pH v.w.m spadku pH| Iloéé bakterii w 1 ml. [ bakteryjnej vmrnnnﬁsmm%
bacji |w mg/%0b w 0/g w 9/glgodz. wlo |w 0/y!godz. w 0/g w 0/q/godz.
SNo%.z_.»\z; N |A|NTA|NJAINT]A N I A N|] A|lN | A
0 |525525| 0,0] 0,0 0,0{ 0,0]7,20 ..N_oo 0,0 0,0y 0,0, 0.0 330.000| 330.000 0,00 00] 00 o_c_
1 525|525} 0.0| 0,0 0,0 0,0{7,2017,00] 0,0 0,0] 00{ 0.0] 330.000| 330.000 0,00 0,00 00 00
4 | 423|525120,0| 0,0] 6,44 0,0]6,90|7,00f 5,0/ 0,0]1,38 0,00 594.000f 330.000 | 80.0] 0,026,656 0,0
9 1372525 (30,0 0,0] 2,01} 0,0]5,00|7,00{31,0[ 0,0[550; 0,0] 1.320.000| 330.000 |300,0 0,0| 24,44 0,0
24 ] 333/519137,0] 1.0l 0.69;0.07} 4.25)5,50] 41,0/ 22,0; 1,00/ 1.42] 1650.000 | 1.320.000 |400,0;300,0] 1,66 20,0,
Objasnienie: N = podloie normalne Koscra wzbogacone w glukoze,

A

»

”

» + CuSOy4 o stez. 0,001 M.
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TABELA 18.
Czas | Stezenie m_%mﬂmm_ﬂ< MMNWMA_MMAM Spadek | Szybkosé N . Wzrost masy SNWMWnNrM.wa<
inku- | glukozy redukeji | redukeji pH pH spadku pH [loéé bakterii w 1 ml. | bakteryjnej bakteryinej
bacji |wmeg/% ] —, /o |w 0/4/godz. w % | Olgodz w %o w 0fg/godz.
w godz. -
N|jaAl[N[Aa|N[AIN]AIN]A|INJA N _ A N | A N | A
0 {525,525 0,0/ 0,0 00 0,0]7207,10{0,0|0,0[{00 | 00} 330.000| 330.000 0,0| 0,0, 00 0,0
1 525/ 525 0,0 0,0 0,0/ 0,0{7,207,10| ¢,0| 00{0.0 | 0,0 330.000| 320.000 0,0 0,0] 0,0 0,0
4 |423/525/20,0 0.0]6,44] 0.0/6,907,10] 5,0| 0,0{1,38| 0,0 594.000| 330.000 | 80,0/ 00/26,66| 0,0
9 |373/525/30,0{ 0,0{2,0! 0,050 7,10(31,0| 0,0/5,50| 0.0]1.320.000| 330.c00 |300.0| 0,0[24,44 0,0
24 333( 456| 38.0| 13,0{ 0.69/0,87 | 4,.25'4,70 '41,034.0} 1,001 2,35 1.650.000 | 1.320 coo (400,0300,0| 1.66! 20,0
Objasnienie: N = podloze normalne Kosera wzbogacone w glukoze,
A= ” » ” ” ” -} aldebyd octowy o stez. 0,04 M.
TABELA 19
Czas Stezenie Om_om_.uMMH% NNWMWOW@ Spadek Szybkosé Wzrost masy EMNwwp—”MMw
inku- glukozy noMc_no.m Zwmcrmu.m pH pH spadku pH | llos¢ bakterii w 1 ml.1  bakteryjnej Mmmwn_‘ .:m.%
_uunw €Em\a\o w o\o_ So\e\woﬁmN. w %o w0/0/godz. . w 9o w ::.\MWX_NH.
YR I N TalNTAalNTAalNT Al NT AN A N A N | A N | A
o |{510/519 0,0, 0,0/ 0,0 0,0 |6,806,80 00/ 00|00 |00 | 594000 |594.000| 0,0 00| 00| 00 _
1 450| 477} 12,0f 9,0{ 11,7, 8,67] 6,50/ 6,60} 5,0| 2,94|4,41{2,94] 594.000 |594.000| 0,0 00}00| 00
4 |423|414/18,0/21,0] 2.0} 4,40]5,70|5,50| 17,0/19,111 4,10 5,55} 1.650 000 | 1.188.000| 177,77} 100,0 59,23/33,33
9 | 375|393 27,0] 25,0| 2,26! 1,07 4,80| 4,40| 30,0{35,29] 3,15 | 4,00 1.980.000 | 1.650.000 218,35| 177,77 4,001 7,79
24 | 339 366|34,0| 30.010.64 0,75| 4.20| 4,30| 39,036.76] 0,83 0,13} 1.980.000 | 1.650.000| 218,35} 177,77| 0,6 | 0,0
Objasnienie: N = podloze normalne Kosera wzbogacone w glukoze,
A= » ” -+ amid kwasu nikotynowego o stez. 0,0001 M.

~
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b)  Wplyw dodatku zagotowanego wyciqgu droidiowego na przebieg
glikolizy.

Do 100 ml poditoia Kosera dodano 5 ml zagotowanego i przesa-
czonegn wyciggu wodnego drozdiy piwnych. Wyciag wodny sporza-
dzono z 2 g suchych droizdiy w 10 ml wody destylowanej. Wyciag
drozdzowy mial w tym doswiadczeniu zastapi¢ czysta kozymaze.

Jak wida¢ z zalaczonej tabeli 20 dodatek zagotowanego wyciggu

drozdzowego nie ma zadnego widocznego wplywu na przebieg glikolizy
w hodowli E. coli.

¢) Wptyw chlorowodorku tiaminy na przebieg glikolizy.

Do sporzadzenia roztworu uZyto preparatu farmaceutycznego ,Thia-
mine hydrochloride® F-my Mollenhauer Laboratories, Green Bay, Wiscon-
sin, USA. Przygotowany roztwor zawieral w 1 ml 500 7 chlorowodorku
tiaminy. Do podloza Kosera dodano 0,5 m! tego roztworu na 100 ml
podlozia.

Jak wynika z zalgczonej tabeli 21 chlorowodorek tiaminy w steze-
niu 250 ¥ o/ (czyli M) nie wplywa w zaden widoczny sposéb na prze-
bieg glikolizy, zmian pH i przyrostu masy bakteryjnej.

d) Wplyw insuliny na przebieg glikolizy.

Do doswiadczenia uzyto 10 ml insuliny ,Lilly*, zawierajacej w kai-
dym ml roztworu 20 jednostek.

Dane zamieszczone w tabeli 22 wykazujg, Ze insulina wzmaga na-
tezenie spadku redukcji zwlaszcza w pierwszym okresie inkubacji. Nie

ujawnia sie zaden wplyw insuliny na przyrost masy bakteryjnej, oraz na
spadek pH.

III. Oznaczanie estréow fosforowych.

1. Labilne estry fosforowe (labilny fosforan organiczny).

Oznaczanie fosforandw nieorganicznych w plynnym podloiu Kosera
od poczatku sprawialo duie trudnosci: pomimo zastosowania szeregu
$rodkow ostroinosci w procedurze analitycznej oraz wykonania kilku
réwnoleglych oznaczenn w tych samych seriach do$wiadczen, biad do-
$wiadczalny byl stosunkowo bardzo znaczny, a odchylenia od wartosci
préb kontrolnych wystepowaly w sposéb kaprys$ny i nieregularny. Sredni
btad dos$wiadczalny w koncowym okresie niniejszej pracy wahal sie
w granicach od 5/, do 100/,. Z tego wzgledu pod uwage wzieto tylko
koricowe dos$wiadczenia, z posréd ktérych wybrano tylko te dane, w kto-
rych wartosci liczbowe, $wiadczace o stwierdzeniu obecnosci labilnego
fosforanu organicznego, wykraczaly poza granice 109/, bledu w spo-
séb zupelnie wyrazny.
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Z tego wzgledu, ze trudno bylo w kaidym poszczegdlnym przy-
padku stwierdzenia obecnosdci labilnego fosforanu, zadecydowazé¢ od ja-
kiej wartosci bezwzglednej, lezacej w granicach bledn doswiadczalnego,
oblicza¢ stezenie labilnego fosforanu organicznego, podawanie szczegodlo-
wych danych liczbowych byloby bezcelowe.

Podchodzac do tego zagadnienia w sposéb wyiej opisany mozna
bylo wykaza¢ w kilku doswiadczeniach obecnosé¢ labilnego fosforanu
organicznego. Zwrodcilo nasza uwage to, Ze labilny fosforan organiczny
wystepowal zawsze tylko w prébach kontrolnych, zawierajacych -podloze
Kosera normalne (wzbogacone w glukoze), podczas gdy nigdy nie udato
sie stwierdzi¢ tego zwiazku w podlozach, zawierajgcych inhibitory.

Wydaje sie na podstawie zestawienia doswiadczen, w kiérych
znaleziono labilny fosforan organiczny, Ze pojawienie sig jego przypada
na maximum spadku pH oraz maximum przyrostu masy bakteryjnej,
nie pozostaje natomiast w zwigzku z szybkoscia, ani natezeniem spadku
redukcji.

5. Inne organiczne estry fosforowe .

W ciggu trwania naszej pracy nie udalo sie ani razu stwierdzi¢
obecnosci organicznych estréow fosforowych jak: estréw heksozofosfo-
rowych, kwasu adenozynotréjfosforowego, kwasu adenilowego, fosfotrioz,
kwasu fosfopyrogronowego, kwasu fosfoglicerynowego.

Ozraczenia fosforanow: ,prawdziwego* Fiske~Subbarow-
skiego, labilnego organicznego, fosforanéw po hydrolizie 7, 30 i 60 min.,
oraz fosforu calkowitego, byly przeprowadzone we wszystkich do-
swiadczeniach.

Omowienie wynikéw

I. Udzial nieorganicznego fosforanu w prze-
biegu glikolizy

Wszystkie nasze doswiadczenia, przeprowadzane przy zmiennych
stezeniach glukozy, fosforanéw, zmiennym czasie trwania inkubacji,
zmiennym pH oraz réinych ilosciach bakterii dodawanych do podloia,
pozornie nie pozwolily wykazaé¢ wymiany pomiedzy komoérkami bakte-
ryjinymi E, coli i fosforanami nieorganicznymi, znajdujgcymi sie w pod-
lozu. Stwierdzono natomiast ze:

1. Obecnosc fosforanu nieorganicznego jest niezbednym warunkiem
caloksztaitu metabolizmu E. coli. Przy braku fosforanow w podlozu
jedynie w pierwszej godzinie inkubacji stwierdzono niewielki spadek
redukcji, jak rowniez nieznaczny spadek pH, ale nie stwierdzono zadnego
przyrostu masy bakteryjnej w granicach czulosci metody nefelometryczr=j.
W S$wietle tych spostrzezen trudno jest zgodzi¢ sie ze zdaniem
Clifton’a (43), jakoby kwas adenozynotréjfosforowy i inne zwigzki,
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posiadajgce wigzania fosforowe bogate energetycznie, zawarte w komérce
bakteryjnej, mialy przeprowadza¢ fosforylacje glukozy bez pobieraria
fosforanu nieorganicznego z podloza. Zaznaczona glikoliza w poczat-
kowej fazie inkubacji w podlozu bezfosforanowym jest wedlug nas, spowo-
dowana naturalng zawartoscia fosforanow w komérkach bakteryjnych,
wprowadzonych do podioza, ktora wystarcza do krotkotrwalej, odbywa-.
jacej sie na niewielkg skale, glikolizy.

2. Zaréwno zmniejszenie steienia fosforandw nieorganicznych
w podioiu, jak zwiekszenie ich stezenia wywoluje pewne zahamowanie
procesu glikolizy. Optymalnym okazalo sie stezenie fosforanéw w pod-
lozu podane w oryginalnym przepisie Kosera (0,014 M).

Hamowanie przemiany weglowodanowej pod wplywem zwiekszonych
stezen fosforanu nieorganicznego w podiozu dobrze zgadzaloby sie
z twierdzeniem Lipmann’a, Ze najsilniejszym inhibitorem dla acety-
lofosfatazy sg jony fosforanowe.

3. Zastosowanie w toku naszej pracy metodyki, umozliwiajgcej
rozpoznanie i oznaczanie labilnych zwigzkow fosforowych bogatych ener-
getycznie (acetylofosforan) pozwolilo nam na zmiane pogladu co do po-
zornego bezruchu fosforanu mineralnego. zawartego w podlozu. Jak-
kolwiek trudno jest nam na podstawie szczuplego materialu doswiad-
czalnego, dotyczacego tej kwestii, wyprowadzi¢ ostateczne wnioski, to
jednak zastanawiajgcym jest, 7e pojawianie sie labilnego fosforanu orga-
nicznego przypada nie na okres najwiekszego nasilenia glikolizy, lecz na
okres - maksymalnego spadku pH i maksymalnego przyrostu masy
bakteryjnej.

Wyniki naszych do$wiadczen pozwalajg nam wysnué dwie alternatywy :
albo proces kolowy fosforylacji i defosforylacji odbywa sie z takg szyb-
koscig, ze tylko male, nie dajace sie analitycznie uchwycié¢ ilosci fosfo-
ranu mineralnego wigzg sie przejSciowo w mechanizmie glikolizy,
by w nastepnym momencie wroci¢ do obiegu i stuzy¢ glikolizie dalszych
czgstek glukozy. Wedlug tej interpretacji kazda czgstka glukozy podlega-
laby mechanizmowi fosforylacyjnemu, natomiast ilo§¢ wiazgcego sie
fosforanu moglaby by¢ niedostepna oznaczeniom analitycznym. Druga
alternatywa pozwala przypuszczac, ze w komdrkach niedezintegrowanych
mechanizm fosforylacyjny glukozy nie jest konieczny, natomiast niezbed-
no$¢ fosforanu zaznacza sie dopiero w procesach anabolicznych zwia-
zanych bezposdrednio z wzrostem i pomnazaniem masy komdérkowej.

1. Wplyw stezenia glukozy na przebieg pro-
cesu glikolizy u E, coli

Stwierdzono, ze trzykrotne zwiekszenie stezenia glukozy w podlozu
przy$piesza znacznie przebieg glikolizy, w mniejszym za$ stopniu wplywa
na szybko$¢ przyrostu masy bakteryjnej.
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Widoczne jest, Ze natezenie procesdw anabolicznych pozostaje
w zaleznosci od szeregu czynnikdw, nie bedacych w bezposrednim
zwiazku z rozpadem glukozy.

II Znaczenie jonu potasowego w przebiegu
glikolizy u E. coli

Brak jonu potasowego w podlozu powoduje calkowite zahamowanie
metabolizmu E. coli, z tym jednak, ze w pierwszych godzinach inkubacji
pojawia sie maly spadek redukcji oraz wiekszy spadek pH, poczym na-
stepuje zupelne zahamowanie tych proceséw. Przyrostu masy bakte-
ryjnej brak w ciagu catego doswiadczenia.

Moinaby mysleé tutaj o trzech moziiwosciach;

a) albo zapas jondéw potasowych, zawartych w komoérkach E. coli
jest wystarczajagcy dla utrzymania glikolizy przez pewien czas, ale
niewystarczajacy dla wzrostu i rozmnazania komérek bakteryjnych;

b) albo jony potasowe nie sa potrzebne w procesie glikolizy
u E. coli, natomiast sg niezbedne dla utrzymania wzrostu bakterii.

c) by¢ mozie, ze zahamowanie wzrostu i jednoczesne gromadzenie
sie kwasnych produktéw przemiany w nieobecnos$ci jonéw potaso-
wych, swiadczy o toksycznym, samozatruwajgcym przebiegu pro-
cesow metabolicznych u E. coli.

Brak danych w dostepnej nam literaturze o roli potasu w prze-

mianie weglowodanowej E. coli.

IV. Znaczenie jonu magnezowego w prze-
biegu glikolizy wu E. coli

Brak jonéw Mg * w podlozu nie powoduje calkowitego zatrzymania

sie glikolizy, chociaz zaznacza sie do$¢ wyrazne jej zahamowanie. To
samo dotyczy przyrostu masy bakteryjnej, podczas gdy spadek pH jest
nieproporcjonalnie duzy w pordwnaniu z podiozem normalnym. Wynika

z tego, ze jon magnezowy nie jest niezbednie potrzebny dla przeprowa-
dzenia glikolizy. Zgadza sie to z wynikami naszych dos$wiadczen przy
utyciu fluorku sodowego, jako inhibitora.

V. Rola inhibitoréw przemiany weglowoda-
nowej w przebiegu glikolizy w plynnych
hodowlach E, coli

Zachowanie daleko idacej ostroinosci w wyprowadzaniu wnioskow
z doswiadczen przeprowadzanych przy uzyciu inhibitorow wskazane
jest przede wszystkim z tego powodu, ie nie znamy idealnie spe-
cyficznych inhibitoréw. Wyjatek stanowi w/g Krebsa (44) kwas
malonowy, jako inhibitor dzialajacy wylacznie na dehydrogenaze bur-
sztynowa, jezeli stosuje sie go w malych stezeniach. Krebs pod-
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kredla ponadto w swych rozwazaniach na temat kumulacji metabolitow
posrednich, przy zastosowaniu inhibitorédw, ze nie zawsze moina ocze-
kiwaé¢ gromadzenia sie danego metabolitu.

Zwiekszone nagromadzenie sie odpowiedniego metabolitu zachodzi
bowiem wtedy, kiedy wyréwnuje sie ubytek prekursora danego meta-
bolitu, spowodowany zahamowaniem reakcji. W niniejszej pracy sto-
sowaliSmy nizej wymienione inhibitory, ktére ze wzgledu na ich dzialanie,
podzielili§my na pie¢ grup:

. 1. Inhibitory nie hamujace glikolizy, natomiast hamujgce znacznie
wzrost bakterii. Do tej grupy zaliczylismy fluorek sodowy i kwas
jodooctowy.

2. Inhibitory hamujace giéwnie procesy glikolityczne, w mniejszym
za$ stopniu wzrost bakterii. Do tej grupy zaliczyliSmy 2, 4-dwunitrofenol,
B - naftylamine, siarczyn sodowy, arsenian sodowy, aldehyd octowy, flo-
rydzyne i kwas malonowy.

3. Inhibitory hamujace catkowicie glikolize i czes$ciowo przyrost
masy bakteryjnej. Nalezy tu arsenin sodowy.

4. lahibitory hamujace calkowicie glikolize i nie hamujace przy-
rostu masy bakteryjnej. Malezy tu jon miedziowy.

5. Inhibitory hamujace calkowicie glikolize i wzrost masy bakte-
ryjnej. ZaliczyliSmy do nich: cjanek potasowy, azydek sodowy i chio-
rowodorek hydroksylaminy.

Ad 1.
a) Fluorek sodowy.

Nie jest on inhibitorem specyficznym — jego dzialanie obejmuje
szereg enzymow. Van Potter (45 w swych doswiadczeniach nad
oksydatywna fosforylacja w tkankach zwierzecych wykazal, ze fluorek
hamuje rozpad ATP, ale nie hamuje syntezy ATP. Glukoza w tych wa-
runkach nie tworzy estru heksozodwufosforowego. Pokrywa sie to ze
zdaniem Werkmana Stone’a i Wooda (5). Wedlug Meyer-
hoffa iJunowicz-Kocholaty’ego (45) fluorek blokuje dzia-
tanie enolazy tak. ze kwas fosfopyrogronowy nie ulega fosforylacji.
To hamowanie nie jest calkowite w obecnosci ukiadu — kwas adeni-
lowy-ATP. Stolz (47) wykazal, ze fluorek hamuje tworzenie sie kwasu
mlekowego, przyczem gromadzi sie kwas fosfoglicerynowy. Warburg
i Christian (48) udowodnili, ze fluorek tworzy z magnezem, za-
wartym w enolazie, fluorofosforan.

W naszych doswiadczeniach fluorki w stezeniach 0,00001 M, 0,02 M
i 0,04 M nie hamowaly glikolizy, a w mniejszych z wymienionych stezen
wywieraly niewielki wplyw aktywujacy na przebieg glikolizy u E. coli.

Wirth i Nord (49) nie zdolfali wykry¢ tworzenia sie kwasu
fosfoglicerynowego w obecnosci fluorkow.
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Wedlug Barrona i Friedemanna (50) wzrost i zachowanie
zdolnosci fermentowania glukozy u Propionibacterium pentosaceum
w obecnosci fluorku moze by¢ wyrazem istnienia niefosforylacyjnego
mechanizmu glikolizy. Prace te zdajg sie potwierdza¢ wyniki, jakie zo-
staly uzyskane w naszych doswiadczeniach.

Poniewaz, jak juz wspomn’eno, fluorki hamuja miedzy innymi czyn-
nos¢ enolazy, na skutek wigzania zawartego w niej magnezu, wynika
stad, Ze enolaza nie odgrywa wiekszej roli w procesach glikolitycz-
nych u E. coli.

Poglad ten znajduje potwierdzenie w tym, ze brak magnezu w pod-
lozu Kosera nie powoduje utraty zdolnosci fermentacji glukozy u E. coli.
Wszystkie nasze doswiadczenia, przy zastosowaniu fluorku, wskazuja
jednoznacznie na to, ze schemztu Embden-Meyerhoff Parnas
nie moina przeniesé¢ bezkrytycznie na procesy dysymilacji glukozy u E. coli.

b) Kwas jodooctowy.

Kwas jodooctowy juz w stezéniach 0,0001 M, jak twierdza Ostern,
Baranowski i Terszakowed¢ (51), jest inhibitorem dla proce-
sow oksydoredukcyjnych, zwigzanych z czynnoscia kozymazy. Giowne
dzialanie kwasu jodooctowego polega prawdopodobnie na blokcwaniu
grup sulfhydrylowych dehydrogenazy fosfogliceraldehydowej. Wedtug
Aldous’'a (52) wplyw tego inhibitora zalezy od pH: ponizej pH 5 jego
akcja jest nieodwracaina, powyzej pH 5 — odwracalna. Zjawisko to do-
wodzi, ze toksycznos$¢ kwasu jodooctowego wzrasta wraz ze stgieniem
jego niezdysocjowanych czgsteczek.

Clifton (53) wykazal, ze kwas jodooctowy w stezeniach wiekszych
od 0,0000125 M obniza zuzycie tlenu przez bakterie, natomiast w steze-
niach od 0,00001 M do 0,00000125 M podwyisza je.

W naszych doswiadczeniach kwas jodooctowy w stezeniach 0,0001 M
oraz 0,0005 M zupelnie nie hamowal normalnej przemiany bakteryjnej,
a w stezeniu 0,0001 M zaznaczal sie nawet niewielki wplyw aktywujacy
glikoze, przyrost masy bakteryjnej oraz spadek pH. W steieniu kwasu
jodooctowego 0,0025 M przyrost masy bakteryjnej zostaje catkowicie za-
hamowany i to samo dotyczy spadku pH, ale nie ndnosi sie do spadku
redukcji, gdyz pomimo braku rozmunazania sie bakterii natezenie glikolizy
stale wzrasta. Kwas jodooctowy w stezeniu 0,005 M kompletnie zaha-
mowuje wszelkie przejawy metabolizmu bakterii.

Zachowanie sig hodowli E. coli wobec kwasu jodooctowego w ni-
czym nie przypomina zachowania sig droizdzy lub przemian mig$niowych,
co stanowi jeszcze jeden dowdd odrebnosci mechanizmu glikolitycznego
E. coli.
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Ad. 2.
a) 2, 4 — dwunitrofenol.

Clifton (52) i Lo gan przypisuja 2, 4-dwunitrofenolowi dzialanie
hamujgce oksydacje glukozy, kwasu pyrogronowego, bursztynowego,
mlekowego, octowego, fumarowego i glicerolu.

Z naszych dcs$wiadczenn wynika, ze DNP w steieniu 0,00006 M wy-
wiera jeszcze wplyw hamujacy na przebieg glikozy u E."coli, - zwlaszcza
w poczatkowym okresie inkubacji. W mniejszym stopniu hamuje spadek
pH i prawdopodobnie przyrost masy bakteryjnej. W stezeniu 0,0005 M
hamuje calkowicie glikolize. Rezultaty te potwierdzalyby sluszno$é¢ po-
gladu Clifton a.

b) B — naftylamina.

Zwigzek ten zastosowano w stezeniu 0,0065 M dla przekonania sie,
czy zahamowanie glikolizy wystapi odrazu w pierwszym okresie inkubacji
(»o 1 godzinie), czy tez w okresie pdiniejszym. Jak wiadomo B — naf-
tylamina tworzy z kwasem pyrogronowym nierozpuszczalny zwigzek,
a mianowicie kwas o - metylo - § - naftylocynchoninowy.

PrzypuszczaliSmy, Ze moznaby uzyska¢ pewne wskazéwki co do
mechanizmu przemiany glukozy w hodowlach bakteryjnych, gdyby stoso-
waé zwigzki blokujgce okreslone metabolity posrednie, notujgc jedno-
czesnie czas, w jakim ulega zahamowaniu rozpad glukozy. W danym
przypadku w ciagu pierwszych 4 godzin inkubacji zahamowanie glikolizy
bylo zupelne, co pozwala domysla¢ sie, Ze kwas pyrogronowy jest nie-
zbednym czynnikiem dla zapoczatkowania glikozy u E. coli.

¢) Siarczyn sodowy.

Zwigzku tego uzyto dla przekonania sie o roli aldehydéw, jako po-
$rednich metabolitéw w przebiegu glikozy u E. coli. Siarczyn sodowy
tworzy z aldehydami, a wiec takie z aldehydem octowym, zwiazki trudno
rozpuszczalne w wodzie. Do dc$wiadczenia uzyto siarczynu sodowego
w stezeniu 0,003 M i stwierdzono jego niewatpliwy wplyw hamujacy na
proces rozpadu glukozy, zwlaszcza w ciagu pierwszych godzin inkubacji.
Hamowanie przyrostu masy bakteryjnej oraz spadku pH odbywalo sie
w znacznie mniejszym stopniu. Do$wiadczenie to nie upowaznia do wy-
ciagania wnioskéw co do roli aldehydu octowego.

d) Arsenian sodowy.

O arsenianie wiadomo, Zze jest inhibitorem tych enzymoéw, ktére
zawierajg grupy sulfhydrylowe. Dziala hamujaco na fermentacje glukozy
w stezeniach od 0,01 M do 0,002 M. Uiyty w naszych doswiadczeniach
w stezeniu 0,000 M zahamowat calkowicie glikolize na przeciag pierw-
szych 4 godzin inkubacji. Silnie hamowal réwniez przyrost masy bakte-
ryjnej i spadek pH.
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e) Florydzyna.

W mechanizmie fosforylacyjnym glikolizy florydzyna gra role nie-
specyficznego inhibitora fosforylazy pod warunkiem, ze stezenie flory-
dzyny przekracza 0,0002 M. Florydzyna hamuje réine uklady enzyma-
tyczne. Reakcja hamowania fosforylacji dotyczy w/ig Ruffo’a i Cen-
namo’'a (54) oraz w/g Shapiro’'a (55), reakcji oksydoredukcyjnej,
sprzezonej z hydroliza wzglednie synteza kwasu adenozynotréjfosforo-
wego. Florydzyna, prawdopodobnie, nie hamuje przeniesienia fosforanéw
na uklad adenilowy, ani fosforylacji glukozy przez ATP, ale hamuje pro-
cesy oksydoredukcyjne, zwigzane 2z fosforylacja. Inaktywuje ukiady, do-
starczajgce wiazan bogeatych energetycznie. W obecnosci florydzyny nie
dochodzi do skutku fosforylacja kwasu pyrogronowego i glicerynowego.

W niniejszej pracy florydzyne zastosowano w dwoch stezeniach
0,007 M i 0,008 M. Hamowanie glikolizy bylo wyraznie widoczne i zwiek-
szalo sie w miare trwania inkubacji, podczas gdy hamowanie przyrostu
masy bakteryjnej i spadku pH bylo slabiej zaznaczone.

f) Kwas malonowy.

Rola kwasu malonowego, jako inhibitora, zostala juz oméwiona.
W naszych doswiadczeniach hamowal on glikolize w stabym stopniu,
a nie wplywal zupelnie hamujaco na przyrost masy bakteryjnej, ani na
spadek pH. Mogloby to $wiadczy¢ o malym udziale oksydoredukcyjnego
cyklu ,cytrynowego® w przebiegu glikolizy E. coli,

g) Aldehyd octowy.

Aldehyd octowy jest =zaliczany do rzedu wainych aktywatorow
fosforylacyjnej przemiany glukozy, natomiast w naszych doswiadczeniach
okazal sie on w stezeniu 0,04 M inhibitorem zaréwno glikolizy, jak
i procesow anabolicznych, zwigzanych z wzrostem i rozmnaianiem sig
bakterii. Wplyw hamujacy zmoiejsza sie jednak w ciagu trwania inku-
bacji, przyczym stosunkowo szybko narasta masa bakteryjna i spada
pH, podczas gdy spadek redukcji jest powolny.

Trudno powiedzieé, czy chodzi tu o hamowanie analogiczne do tego,
jakie stwierdzal swego czasu Needham (12) oraz Ashford (56)
w komoérkach embrionalnych i tkance mdzgowej, gdzie 1-gliceraldehyd
okazal sie specyficznym inhibitorem dla niefosforylacyjnego rozpadu
glukozy.

Moinaby réwniez przypuszczaé, ze duie stezienia aldehydu moglyby
hamowa¢ przemiane prekursora, ktérym jest kwas pyrogronowy.

Potwierdzaloby to nasze przypuszczenie, ie mechanizm glikolizy
u E. coli jest rézny od glikolizy w komérkach drozdzowych i mig$niowych.
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Ad. 3.

a) Arsenin sodowy. .

Arseniny, podobnie, jak arseniany i kwas malonowy, sg inhibitora-
mi dla enzymow, zawierajacych grupy sulfhydrylowe. Stezenia tych
zwiazkéw w granicach 0,01 M do 0,02 M wywolywaly zahamowanie fer-
mentacji u szeregu drobnoustrojéw.

Stwierdzili§my na podstawie naszych doswiadczen, ie arsenin sodo-
wy w stezeniu 0,005 M powoduje po pierwszej godzinie inkubacji catko-
wite zahamowanie glikolizy, podczas gdy spadek pH postepowal dalej
w ciaju cateqo doswiaiczenia i wystepowal, jakkclwiek dcsé staby, przy-
rost masy bakteryjnej.

Mozina przypuszczad, ze arseniny hamuja nie pierwsze etapy gliko:
lizy u E. coli, lecz jedne z dalszych.

Ad. 4.

a) Siarczan miedziowy.

Rola miedzi w metaboliZmie bakteryjnym nie jest jeszcze wszech-
stronnie o$wietlona. W wiekszych stezeniach jon miedzicwy dziata zatojczo
na drobnoustroje. W/g Naganna'y i Narayama'y (57) miedz
jest wybitnym inhibitorem dla pyrofosfatazy, faczac sie z grupami
sulfhydrylowymi i wywoluje calkowite zahamowenie przemiany glukozy
w stezeniu 0,00002 M.

Nasze doswiadczenia ris dajg pogodzi¢ sie z tym pogladem, gdyz
nie obserwowaliSmy zZadnej réwnoleglosci pomiedzy dzialaniem siarczanu
miedziowego i dzialaniem kwasu jodooctowego, ktéry, jak to sie przyj-
muje ogodlnie, rowniez wybitnie blokuje grupy SH — przeciwnie niewiele
z posrod stosowanvch przez nas inhibitorow wykazuje miedzy sokg tak
diametralnie odrebne wplywy, jak kwas jodooctcwy i sierczan miedziowy.

Siarczan miedziowy w stezeniu 0,000001 M prawie zupelnie nie
hamuje wzrostu masy bakteryjnej i spadku pH, natomiast wydatnie hamuje
glikolize. W stezeniu od 0,0001 M do 0,001 M hamuje w ciggu pierw-
szych 9 godzin inkubacji zaréwno glikolize, jak i wzrost masy bakteryjnej
i spadek pH. Po tym okresie spadek redukcji odbywa sie w nieznacznej
skali, ale wystepuje w zeamian za to znaczny przyrost masy bakteryjnej
i znaczny spadek pH.

Powstaje pytanie, jakie jest Zrddlo energii dla wzmozonych pro-
ceséw anabolicznych przy nieznacznym nasileniu glikolizy.

Ad. 5
Cjanek potasowy, azydek sodowy i hydroksylamina.

Inhibitory typu azydku sodowego i cjanku potasowego dzialajg
toksycznie na grupy czynne, zawierajace uklad zielazo- porfirynowy, jaki
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wystepuje w oksydazach, peroksydazach, katalazie, cytochromach i innych,
nie odgrywajac powazniejszgj roli w procesach fermentacji weglowoda-
nowej, natomiast hamuja cetkowicie procesy syntezy bialek, jak dowodzi
Melchior (58). W wysokich steieniach, np. M/50, osiggano hamo-
wanie glkolizy tylko w 50%, a w steieniach ' M/200 do M/6000 hamo-
wanie bylo minimalne. U niektérych gatunkéw wymoczkow cjanek so-
dowy nie wywierst zadnego wplywu na przebieg fermentacji. Podobnie
azydek sodowy wywoluje tylko czesciowe zahamowanie proceséw fer-
mentacji bez wplywu na mechanizm fosforylacyjny. Zastosowanie hy-
droksylaminy, jako posredniego akceptora reakcji, prowadzacych do
kwasu pyrogronowego poprzez labilne zwigzki acetylofosforowe, do osta-
tecznych produktéow przemiany, wydawalo sie celowe ze wzgledu na
teoretyczna mozliwo$¢ kumulacji acetylofosforanu.

W naszych doswiadczeniach stosowali$my cjanek potasowy w ste-
zeniu 0.05 M, azydek sodowy w stezeniu 0,01 M i 0,05 M oraz chloro-
wodorek hydroksylaminy w stezeniu 0,002 M. We wszystkich wypadkach
wynik byl jednakowy: calkowite zahamowanie wszelkich objawéw me-
tabolizmu E. coli.

VI. Rola aktywatorow przemiany weglowo-
danowej w przebiegu glikolizy w plynnych
hodowlach E. coli

Jeko aktywatorow uzyto tutaj: amidu kwasu nikotynowego, zago-
towanego wyciagu wodnego z drozdiy piwnych, chlorowodorku, tiaminy
oraz insuliny. Z wymienionych wyzej trzy pierwsze nie wykazaly zadnego
wplywu aktywujacego na przebieg glikolizy, natomiast insulina zwiekszala
szybkos¢ i nasilenie glikolizy, nie wplywajac zresztg aktywujaco na przy-
rost masy bakteryjnej i spadek pH.

Brak aktywujgcego wplywu amidu kwasu nikotynowego, kozymazy
i tiaminy moina tlumaczy¢ zdolnoscia syntetyzowania tych zwiazkéw
przez E. coli lub nieistotnym udzialem tych czynnikow w procesie glikolizy.

VII. Glikoliza a zakwaszenie podtoza

Z dos$wiadczern naszych wynika, ze spadek pH w hodowli bakte-
ryjnej jest $cislej zwigzany z procesami anabolicznymi, biorgcymi udzial
w rozmnazaniu i wzroscie E. coli, niz z katabolicznymi przemianami
glukozy.
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Streszczenie

1. Przeprowadzono studia na mechanizmem przemiany glukozy
w plynnych hodowlach E coli. .

Wedlug naszego pogladu badania wykonywane na bezkomérkowych
wyciagach bakteryjnych nie moga da¢ pelnego i pewnego obrazu fizjo-
logicznych przemian drobnoustrojow.

2. Ogadlnie przyjety schemat mechanizmu glikolizy w/gEmbdena—
Meyerhoffa — Parnasa nie” znalazi potwierdzenia w naszych
doswiadczeniach. _ .

Kwas jodooctowy w stezeniach 0,0001 M do 0,0025 M zupelnie nie
hamowal glikolizy. Fluorek sodowy w stezeniach od 0,00001 M do
0,04 M réwnie: nie hamowatl glikolizy. Oba te inhibitory w stezeniach
0,00001 M wykazywaly nawet wplyw aktywujacy glikolize.

Rola enolazy w mechanizmie glikolizy u E. coli nie jest istotna,
jak to wynika z dos$wiadczen z fluorkami i na podiozu, pozbawionym
magnezu,

Amid kwasu nikotynowego ani kozymaza nie wywieraly Zadnego
wplywu aktywujacego na przebieg glikolizy.  Aldehyd octowy w ste-
zeniu 0,04 M jest inhibitorem, a nie aktywatorem glikolizy u E. coli.

Stwierdzono niezbednosé fosforanéw dla wzrostu i metabolizmu E coli.

3. W kilku do$wiadczeniach udalo sie wykazaé¢ obecnos¢ labilnego
fosforanu orjanicznego (acetylofosforan Lipmanna) w hodowli bakteryjnej.

Nie udalo sie natomiast stwierdzi¢ ubytku fosforanéw nieorganicz
nych w podlozu, ktéry moinaby odnie$s¢ do tworzenia sie trwelych
estréw heksozofosforowych i ATP we wnetrzu komdrek E. coli. Moglcby
to przemawiac¢ za niefosforylatywnym rozpadem glukozy.

4. Stwierdzono niezbednos¢ jondw potasowych dla caloksztaltu
metabolizmu E. coli.

5. Siarczan miedziowy w steZeniu 10— 6 M jest wybitnym inbhibi-
torem procesow glikolitycznych, natomiast nie hamuje wzrostu masy
bakteryjnej :

6. Wydaje sie, ie zakwaszenie podloia w toku inkubacji E. coli
zalezy mniej od nateienia proceséw anabolicznych, zwigzanych z przy-
rostem masy bakteryjnej, niz od proceséw glikolitycznych.
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Objasdnienie rys. 1.

OBJASNIENIA DO RYSUNKOW

- N _ szybkoéé¢ spadku redukcji w 0/g/godz. w poiywce normalnej wg.
~ tabeli 7.
N _ szybkos$¢ przyrostu masy bakteryjnej w ®/o/godz. w pozywce nor-
— — — — " malnej wg. tabeli 7.
N . - .
.. — szybkos$é spadku pH w %o/godz. w poiywce normalvrej w tabeli 7.
B __ szybkosé spadka redukcji w %/g/god2. w pozywee z dodatkiem NaF
— w stezeniu 0,1 M {w tabeli 7 odnoéne dane znajduja si¢ w kolumnie
oznaczonej literg A},
B __ szybkos$é przyrostu masy bakteryjnej w 9/y/godz. w poiywce z do-
— =— — — ~— datkiem NaF w stgzeniu 0,1 M. : '
B ___ szybkos¢ spadku pH w P/oJgodz. w posywce z dodatkiem NaF w ste-
— ' == — zeniu 0,1 M.
Objasnienie rys. 2. \
N _ szybko$é spadku redukcji w 9/gf/godz. w poiywce normalaej wg. ta-
" — beli 8a.
N __ szybko$¢ przyrostu masy bakteryjnej w 07g /godz. w poizywce nor-
— = =— — — malnej wy. tabeli 8a.
. i . _. = szybkosé¢ spadku pH w 8/g/godz. w poiywce normalnej wg. tabeli 8a.
B _ szybkosé spadku redukeji w 0/g/godz. w pozywce z dodatkiem kwasu
— jodooctowego w stezeniu 0,0025 M.
B __ szybko§é przyrostu masy bakteryjnej w %/¢'godz. w poiywce z do-
—- — — — T datkiem kwasu jodooctowego w stezeniu 0,0025 M.
B szybkosé spadku pH w 9g/godz. w poiywce z dodatkiem kwasu

jodooctowego w stezeniu 0,0025 M.

Uwaga: krzywe oznaczone litera B przedstawiaia wykres graficzny
wartosci liczbowych z kolumny A tabeli 8a.

Objasnienie rys. 3.

4

szybkos? spadku redukeji w 9/p'godz. w poiywce normalnej wg. ta-
beli 17a.,

szybko§é przyrostu masy bakteryjnej w ®/g/godz. w poiywce nor-
malnej wg. tabeli 17a.

szybkosé spadku pH w 9%y/godz. w poiywce normalnej wg. tabeli 17a.
szybkosé spadku redukeii w %/o/godz. w pozywce zawierajacej 0,.00001 M

CuSO, wg. tabeli 17a.

szybko$¢ przyrostu masy bakteryjnej w 9/,/g0dz. w poiywce zawie-
rajacej 0,000001 M CuSO4 wg. tabeli 17a.

szybkosé spadku pH w %,/godz. w pozywce zawierajacej 0,030001 M
CuSO; wg. tabeli 17a.
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S UMMARY

1. Studies heve been conducted on the mechanism of glucose
metabolism of Escherichia coli growing in a liquid medium. The
medium (according to Koser) had following composition: glucgse- 20 g,
NH4H2PO, - 1,0 g, KoHPO, - 1,0 g, NaCl - 5,0 g, MgSO4.7H20-0,2 g, H20
1000 ml.

Determinations of glucose (by the method of Hagedorn and
Jensen), inorganic and ester phosphates (by the method of Fiske - Sub-
barow), labile phosphate compounds (by the method of Lipmann), pH
(electrometrically) as well as the number of bacterial cells (by the mo-
dified nephelometric method of Mc Farland) have been performed.

All determinations — except pH measures and bacterial mass
increase — have been made on the liquid medium after the bacterial
cells were removed.

The culture samples were always taken at defined incubation
stages. Series of Erlenmeyer test flasks inoculated with equal amount
of E. coli were incubated at 37°C while non-inoculatad ones served
as control.

2. The author’s, aim was to gain picture of mechanism of the glyco-
lysis in living cells of E. coli. Investigations performed on cells-free
bacterial extracts cannot, according to the authors, give a close conception
concerning the glycolysis under physiological conditions of living bacteria.

3. It has been stated:

a) The presence of inorganic phosphates in medium is an indispen-
sable condition for the growth of E. coli and its ability to the breaking down
of carbohydrates. This is contrary to Clifton who claimes that ATP and
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other energy rich phosphate esters, contained in bacterizl cells zre capable
to perform phosphorolysis of glucose in the absence of any inorganic
phosphates without.

b) In several cases of the decrease in content of inorganic pho-
sphates in the medium the authors did not succeed to prove the
presence neither of ATP nor of stable hexosophosphate esters.

c) In a number of experiments the presence of a labile organic
phosphate (Lipmann’s acetylphosphate) has been shown.

d) The inhibition of glycolysis occured both in the event of
decrease and increase in the concentration of inorgenic phosphates.
The concentrations given by Koser (0,014 M PO, ’'’) proved to be opti-
mal. This is in accord with Lipmann’s opinion that the phosphate ions
are the strongest inhib'tors for the acetylphosphatase.

e) It seems possible that the acetylphosphate appears in medium
when the velocity of pH decrease and the velocity of bacterial mass increase
reach their maximal value, but not when the glycolytic activity is maximal.

f) Potassium ions have been proved to be indispensable for the
growth and metabolism of E. coli.

g) The absence of Mg-ions in the medium did not cause complet
inhibition of the growth ani glycolytic processes, but only slight dimi-
nition of the intensity in the course of the breakdown of glucose.

h) lodoacetic acid in conc. of 0,0001 M — 0,0025 M exerted rele-
tively strong inhibitory effect on the growth of bacteria, but it did not
inhibit the glycolysis in these concentrations. In concentration ¢f 0.00001 M
the glycolysis was rather stimulated.

i) Fluoride in conc. 0,0000! M — 0,02 M stimulatad the fermen-
tation of glucose. In concentration of 0,04 M it inhibited the bacterial
mass increase but dit not exert its inhibitory influence on the glycolysis.

j) 2, 4-dinitrophenol in conc. of 0,00006 M still inhibited the gly-
colysis especially in the early incubation periods. However, it does
completely inhibit in conc. of 0,0005 M.

k) B — naphtylamine employed in conc. 0,0065 M posesses an in-
hibitory property during the first four hours of incubation; its influence
gradually diminishes.

1). Na-arsenite used in conc. 0,005 M after one hour of incubation
completely inhibited the glycolysis, but it acted at a smaller degree on
the bacterial mass increase and the decrease of pH.

m) Na-sulfite used in conc. 0,003 M distinctly inhibited the gly-
colytic process=s, mostly the first incubation hours.

n) Na-arsenate employed in conc. 0,001 M inhibited glycolysis
during the first four hours of incubation completely. It also had a strong
inhibitory influence on the bacterial mass increase and the decrease of pH,
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o) Phlorizine present in the medium in conc. of 0,007 M and 0,008 M
was found to inhibit glycolysis while its influence on bacterial mass and
pH value was only slight.

p) Malonate used in conc. of 0,001 M proved to be only a slight
glycolysis inhibitor; the bacterial mass inhibition as well as pH decrease
was not observed at all

q) Acetaldehyd in conc. 0,04 M appeared to be in the initial stage an
inhibitor of the glycolysis and anabolytic processes, connected with the mul-
tiplication and the growth of bacteria. In the later phase its influence on the
reduction rate slowly diminished while the bacterial mass quickly increased.

r) Cupric sulfate in conc. 0,0001 — 0,001 M inhibited in the first
nine incubation hours the glycolysis and bacteiial mass increase as well
as pH decrease. In conc. of 0,000001 M CuSOy4 only slightly influenced
the bacterial mass increase and the pH decrease but distinctly inhibited
the breakdown of glucose.

s) Symptoms of the metabolism of E' coli were in our experiments
with cyanide, azide and hydroxylamine hydrochloride in conc. corresp.
0,05 M, 0,01 M, 0,05 M (the last compound also in conc. 0,002 M) in all
cases completely inhibited.

t) Among activators which in our experiments did not activate
the glycolysis were: nicotinic acid amide in conc. 0,0001 M, yeast
extract containing small amounts of cozymase and thiamine hydrochlo-
tide in conc. 250 micrograms per cent.

u) Insuline in conc. 200 units in 100 m! of the medium only slightly
activated glycolysis.

4. On the basis of the performed investigations the authors
conclude : :

a) Experiments with fluoride and the medium without Mg-ions prove
that the enolase does not play any essential réle in the glycolysis me-
chanism of living cells of E. coli.

b) That is a disagreement with the scheme according to Embden —
Meyerhoff — Parnas concerning the glycolysis mechanism in living cells
of E. coli.

¢} The inhibitors such as fluoride, iodoacetate — in concentration
used by us —- inhibit rather anabolytic processes, directly connected with
the bacterial growth, than the glycolysis.

d) Cupric sulfate in small concentrations represents almost an
ideal inhibitor of glycolysis of E. coli because it does not interfere with
anabolytic processes connected with bacterial growth.

e) 1t seems possible that the acidyfying of the medium during
incubation depends more on the intensity of anabolytic processes (as re-
gards bacterial mass increase), than on the glycolysis rate.









