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Badania nad przemiana weglowodanowa w plynnej hodowli laseczki
tezeca. 1

WccnenoBanus yriaeBogHoro o0MeHa B XKUJIKOH KYJILType
HaJoYKMy crojioHaKa. I

Investigations on Carbohydrate Metabolism in Liquid Culture of the
Tetanus Bacillus. I

Chromatograficzna analiza weglowodanéw po raz pierwszy zostala systema-
tycznie opracowana przez Partridge w r. 1948 (7). Nastepnie pcjawilo sig szereg
prac i krotkich doniesieri z tego zakresu (miedzy innymi 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8), ale
z powodu duzych trudnosci w doborze odpowiednich rozpuszczalnikéw oraz czutych
wywotywaczy dotad metodyka chromatograficznej analizy cukréw jest opracowana
znacznie gorzej niz aminokwaséw,

Podjete przez nas badania nad przemiana weglowodanows w plynne) hodowli
Jaseczki tezca wymagaly dokladnego opracowania metody wykrywania i identyfi-
kowania cukréow, co sklonilo nas do po§wiecenia I cze§ci pracy badaniom
metodycznym, Na pierwszy plan wysunieto zagadnienia: 1) Ustalenie warunkéw
w ktorych uzyskiwane chromatogramy beda sie najkorzystniej ksztattowaly.
2) Oznaczenie warto$ci R cukrow w przyjetych warunkach doswiadczalnych.
3) Opracowanie odpowiednich warunkow do rozdzialu cukrow o zblizonych Rrg.

Badano jako$¢ oirzymanych plam, wartosé Rr 1 mozliwo$¢ rozdzialu w zalei-
noéci od réznych czynnikéw: rodzaju stosowanej techniki chromatograficznej,
wielko$ci kamery, gatunku bibuly, uzywanego ukladu rozpuszczalnikow, stezenia
badanych roztworow, temperatury, substancji towarzyszacych, czasu sptywu,
odczynnika wywolujgcego oraz sposobu i temperatury wywolywania,

METODY I MATERIALY

Metody chromatograficzne uzywane w badaniach

Badania przeprowadzano metods rozdzielezej chromatografii bibutowej, uzy-
wajac technik: a) wstepujacej wprowadzonej przez Williamsa i Kirby (9),
b) sptywowej (zstepujacej) oraz c¢) krazkowej zmodyfikowanej przez Zimmer-
manna i Nehringa (10).
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a) Chromatografie wstepujacg przeprowadzano w szklanym akwarium 1lub
eksykatorze nakrytym szklanym dzwonem. Rozpuszczalnik umieszczano w piytce
Petriego. Arkusze bibuty zwijano w ksztalcie walca (brzegi zeszywano).

bj) Jako kamera przy technice splywowej stuzy! szklany cylinder o S$rednicy
10 ecm i wysokosei 45 c¢cm z obsadzonym u gory naczyrikiem z rozpuszezalnikiem
oraz szafka drewniana, oszklona, o wymiarach 32x50x56 cm. W gornej czesci
oszklonej kamery umieszczona byla szklana rynienka sporzadzona z rury z wycieta
wzdluz szezeling. Obok rury, rownolegle do niej, umieszczono bagietki szklane,
stluzgce do podtrzymywania zanurzonego w rynience i zwieszajacego sie arkusza
(lub paskow) bibuly. Bibule zanurzong w rynience przytrzymywano plytkami
szklanymi (szkielkami przedmiotowymi) wsunietymi do szczeliny.

¢) Do chromatografii krazkowej uzywano eksykatora o $rednicy 25 cm lub
plytek Petriego nakrytych dwoma szklanymi szybkami, z ktérych dolna posiadata
w $rodku otwoér o $rednicy 0,5 cm.

Bibula chromatograficzna

Do badan uzywano bibuly Whatman N 1, 2, 3, 4.

Sposob nakroplenia

Nakraplance réwnocze$nie 9—10 prob. Odleglo$¢ miedzy miejscami nakroplenia
2—2.,5 cm, od brzegow bocznych 3 cm, a od konca bibuty 4 cm. Substancje nanoszono
pasmowo na linie startu mikropipetka o pojemnosci 31 pl. W czasie nakraplania
suszono bibule suszarkg fryzjerska (Fon); po rozwinieciu chromatogram rozwie-
szano w pozycji pionowej i suszono w temp. pokojowej.

Uktady rozpuszczalnikow

Do rozwijania chromatogramoéw uzywano nastepujgce uklady rozpuszczal-
nikow:

1) n-propanol-pirydyna-benzen-wersenian sodu 0,5% w stosunkach objetoscio-
wych: a) 50:20:20:10, b) 50:20:15:10, c¢) 50:20:10:10, d) 50:20:5:10, e) 50:20:0:10,
f) 30:30:20:20, g) 30:30:30:10, h) 40:20:30:10, i) 40:20:30:20;

2) n-butanol-pirydyna-woda w stosunku: 45:25:20;

3) octan etylu-pirydyna-woda w stosunku obj. 5:1:5;

4) n-propanol-amoniak (d = 0,88) -wersenian sodu 0,5%s w stosunku obj. 60:30:10.

Wywolywanie rozwinietych chromatograméw oraz sposéb
wywolywania

Do wywolywania uzywano cdczynnikéw:

1) anilinowego: 1 m roztwér aniliny w etanolu i 1 n roztwdér kwasu szczawio-
wego.

2) rezorcynowego: 1% roztwor rezorcyny w etanolu i 0,2 n kwas solny w sto-
sunku obj. 1:1.

3) amoniakalnego roztworu azotanu srebra: 0,1 n AgNO; oraz 5 n roztwor
NH,;OH w stosunku obj. 1:1. W celu unikniecia zaciemnienia tia bibuly, po
wywolaniu wymywano bibule 0,02 m roztworem tiosiarczanu sodu, a poézniej krotko
wodq. Odczynniki do sporzadzania rozpuszczalnikéw s$wiezo destylowano. Chro-
matogramy wywolywano przez zanurzenie, po wysuszeniu w temp. pokojowej,
ogrzewano w suszarce z termoregulatorem w ciggu 5—10 minut w temp. 95—100°C.
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Substancje i odczynniki uzywane w pracy

Wzorce sporzadzano z 0,59, roztworow nastepujacych chemicznie czystych
weglowodandéw: laktoza, cellobioza, maltoza, sacharoza, galaktoza, glukoza, fruktoza,
mannoza, arabinoza, ksyloza, riboza. Nakraplano rézne ilosci plynéw wzorcowych.
Wywolywacze sporzadzano z chemicznie czystych odczynnikéw, rozpuszczajac je
w wodzie redestylowanej.

BADANIA WLASNE

W badaniach stosowano techniki: 1) wstepujaca, 2) splywows (zstepujgcg)
i 3) krazkowg. W dwoch pierwszych nakraplano na jednym arkuszu 9 prob
jednoczesnie, Aby i przy metodzie krazkowej wytworzyé identyczne warunki
ustawiano 9 plytek Petriego, pokrytych dwoma szybkami szklanymi jedna na
drugiej, obcigzano najwyzsza i przykrywano szklanym dzwonem, uszczelniajgc
bardzo dokladnie caly aparat. Dolna szybka przykrywajaca plytke Petriego
posiadata w $rodku otwor o érednicy 0,5 cm. Miedzy dwie plytki wkladano
kwadrat bibuly z umocowanym w s$rodku paseczkiem bibuly w ten sposoéb, aby
przechodzil on przez otwér w dolnej plytce i zanurzal sie w rozpuszezalniku
znajdujacym sie w szkielku wagowym wewnatrz plytki Petriego.

Roéwnoczesne rozwijanie w iych samych warunkach 9 nakroplonych chroma-
togramow trzema roznymi technikami pozwalalo na badania poréwnawcze
i uwlatwialo ustalenie wplywu roznych czynnikow na wartosé¢ RF.

1) Wpiyw techniki chromatograficznej na warto§é Ry. War-
tosci Ry uzyskane 1irzema rozinymi technikami zestawione sg w tabeli 1 oraz
pokazane na ryc. 1, 2, 3.

Tab. 1. Wplyw techniki chromatograficznej na warto§¢ Rr
Influence of chromatography technique on Rf values

L } Nazwa Ry przy chromatografii
p.
| cukru wstepujacej | sptywowej krgzkowej
I
1! Laktoza 0,079 1? 0,210 0,155
2 ‘ Cellobioza 0,107 ’ 0,280 0,185
3 ‘l Maltoza 0,126 ! 0,299 0,210
4 | Sacharoza | 0,196 P 0,363 0,232
5 | Galaktoza | 0,272 0,398 0,299
6 ’ Glukoza 0,338 0,459 0,321
7 f Fruktoza 0,393 0,522 0,338
8 | Mannoza 0,405 0,531 0,336
9 ‘ Arabinoza 0,405 0,522 0.341
10 Ksyloza 0,472 0,577 0,359
11 ’ Riboza 0,551 0,612 0,413
S e ' e —
Podane liczby s3 $rednimi z 5—8 wynikéw. Warunki doswiadczalne:
Temp. 18°C. Stezenie roztwordéw 0,5%. Bibula — Whatman N. 3. llo§¢ sub-
stancji nakroplonej 31pul. Uktad rozpuszezalnika: n-propanol-pirydyna-benzen-_
wersenian sodu 0,5%, w stosunku obj. 50:20:20:10. Czas splywu dla techniki
wstepujacej 24—25 godz.; dla techniki splywowej 12—14 godz.; dla krazkowej
3—4 godzin.
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Tab. 7. Wplyw substancji towarzyszacych na warto$¢é Rp
Influence of accompanying substances on Ry values

bez do- b;:tlg?_ Substancje towarzyszace
Lp. Nazwa dgtku, miesza’-
cukru pojedyn- niny cu- I |
cze Kr6wW HC1 ‘ NaOH | NaCl. |BaCl, - 2H,0
1 Laktoza 0,079 0,098 0,083 0,083 0,057 0,092
2 Cellobioza 0.107 0,122 0,101 0,099 0,020 , 0,124
3 Maltoza 0,126 0,142 0,122 0,181 0,083 0,141
4 Sacharoza 0,196 0,218 0,234 0,268 0,181 0,207
5 Galaktoza 0,242 0,275 0,255 0,268 0,286 0,279
6 : Glukoza 0,338 0,330 0,326 0,298 0,319 0,345
7 Fruktoza 0,393 | 0,397 0,390 0,378 | 0387 0,405
8 Mannoza 0,405 0,403 0,391 0,388 0,388 0,423
9 Arabinoza 0,405 0,415 0,411 0,383 0,390 0,433
10 Ksyloza 0,472 0,468 0,491 0,463 0,482 0,504
11 Riboza 0,551 0,539 0,541 0,516 0,539 0,568
Liczby sg s$rednie z 9 wynikéw. Technika wstepujaca. Warunki dos-
wiadczalne jak w tabeli 1.

W celu rozdzielenia fruktozy, mannozy i arabinczy wycinano kawatki bibuly,
w ktérych znajdowaly sie razem te weglowodany, przenoszono na inny pasek
bibuly i chromatcgrafowano innym rozpuszczalnikiem (fenol nasycony woda lub
fenol-amoniak), uzywano rowniez techniki dwukierunkowej oraz stosowano:
a) wielokrotne rozwijanie chromatograméw, b) zgbkowanie konca bibuly (Par-
tridge 1952), ¢) zapewniano ciagly splyw rozpuszczalnika przez dotkniecie konca
bibuty do plytki szklanej, ustawionej na dnie kamery pod katem 45° do podstawy
(modyfikacja wlasna oparta na metodzie stosowanej przez Jemieljanowasa
i wspolpracownikow (4).

10) Zastosowaniec opracowanej metody do wykrycia cukréw
w probnym chromatogramie podloza i przesaczu plynnej hodowli laseczki teica.

Przeprowadzono probng analize chromatograficzna podloza i przesgczu plynnej
hodowli laseczki tezeca. Na uzyskanym chromatogramie zidentyfikowano kilka
cukrow (ryc. 9, 10). Badanie przemiany weglowodanowej bedzie tematem II czesci

pracy.
OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Glownym celem powyzej opisanych badan bylo opracowanie metody
chromatograficznej umozliwiajacej prace nad przemiana weglowodanows
plynnej hodowli laseczki tezca. W pierwszym rzedzie chodzito o ustale-
nie warunkéw, w ktérych uzyskiwane chromatogramy beds sie najko-
rzystniej ksztaltowaly. Na ksztalt plam wplywalo stezenie substancji
nakraplanej, najlepiej uksztaltowane plamy uzyskiwano przy nanoszeniu
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30—40 vl co pokrywa sie ze spostrzezeniami innych autoréw (Blok
(1), Raczynski (8). Przy duzym stezeniu wegiowodanéw, plamy byly
nieksztaltne, troche rozmyte, a przy mniejszych, zwlaszcza przy wybra-
nym przez nas rozpuszczalniku i wywotywaczu, plama fruktozy znikala.
Chege uzyskaé pozgdane stezenie, uzywano roztworéw 0,5%, nakraplajac
je w roznych ilosciach.

Drugim czynnikiem wplywajacym na uksztaltowanie sie plam i wiel-
kosé wspolczynnika Rp byl rodzaj uzywanej techniki chromatograficz-
nej. Z tab. 1 wynika, ze najwieksze Ry uzyskuje sie przy chromatcgrafii
splywowej a z ryc. 1, 4 i 3, ze najksztaltniejsze plamy osiaga sie przy
stosowaniu techniki wstepujgcej. Duzg role odgrywato wysycenie kamery
(patrz. tab. 2). Ry uzyskiwane w malej kamerze byly wieksze niz w duzej,
a plamy ksztaltniejsze. Spostrzezenia te pokrywaly sie z wynikami
Opienskiej-Blauth i wspolpracownikéw (6). Kamery nalezy
uszczelnia¢ bardzo dokladnie.

Podstawowym czynnikiem wplywajacym zaréwno na jakos¢é plam,
jak i na Rp jest bibula filtracyjna, uzywana do chromatografii. Chroma-
togramy o najlepszej jakosci uzyskiwaro na bibule Whatman N 3 i N 1.
Plamy na bibule Whatman N 3, ktora jest znacznie grubsza, byty
ksztaltniejsze i latwiej na tej bibule oznaczalo sig R, Natomiast dla celow
elucji oraz przy przenoszeniu mieszaniny cukréow z jednej bibuly na druga,
lepszg okazala sie bibula Whatman N 1. Natezenie barwy bylo na tej
bibule wieksze. Na bibule Whatman N 2 uzyskiwano plamy dobre, ale
rozdzial slabszy niz na N 1 i 3. Bibula Whatman N 4 dala plamy rozmy-
te. Badane przez nas gatunki bibuly filtracyjnej krajowej nie nadawahy
sie do uzytku, zamiast plam uzyskiwano smugi rozmazane na calej
dlugosci drogi substancji. Czas splywu réwniez wpiywal na ksztalt
i jakos¢ plam. Lepsze wyniki dawalo rozwijanie chromatogramu
z mniejszg szybkoscia.

Najwiekszg {rudno$é¢ przedstawialo dobranie odpowiedniego rozpusz-
czalnika. Uzywane zwykle rozpuszczalniki butanclowe dawaly male Rg
co powodowalo slaby rozdzial cukrow. Przebadano szereg rozpuszczal-
nikéw: 2-skladnikowe: fenol-woda, fenol-amoniak, 3-skladnikowe: n-buta-~
nol-pirydyna-woda w stos. obj. 45:25:20, octan etylu-pirydyna-woda
w stos. obj. 5:1:5, n-propanol-amoniak-wersenian sodu 0,5% w stos.
obj. 60.30:10. 4-sktadnikowy po raz pierwszy wprowadzony, n-propanol-
pirydyna-benzen-wersenian sodu 0,5% w stosunkach obj.: a) 30:20:20:10,
b) 50:20:15:10, c) 50:20:10:10, d) 50:20:5:10, e) 50:20:0:10, f) 30:30:20:20,
g) 30:30:30:10, h) 40:20:30:10, i) 40:20:30:20. Czes$¢ wynikoéw zostala
podana w tab. 4. W tabeli tej zamieszczono tylko dane odnoszgce sie
do rozpuszczalnikéw dajgcych dobrze uksztaltowane plamy. Przy wybo-
rze ukladu zwrécono uwage na roznice wielkoSci Ry poszczegblnych
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cukréw oraz na jakos¢ plam, a wiec na zwartos¢ 1 réznice miedzy
koncem plamy jednego i poczatkiem plamy nastepnego cukru.

Wybrano rozpuszczalnik: propanol-pirydyna-benzen-wersenian sodu
0,5% (w stos. obj. 50:20:20:10), ktdéry wprawdzie posiadal roéznice Rp
skrajnych cukréw mniejsza niz rozpuszczalniki o takim samym skladzie
tylko o roznych stosunkach, ale jakcs$é plam uzyskiwanych byla znacznie
lepsza, dzieki czemu wzajemne odleglcsci plam byhly wieksze, a rozdziat
cukréw lepszy. W czasie badan zaobserwowano, ze: 1) dodatek werse-
nianu wplywal na lepsze uksztaltowanie sie plam (bez wersenianu sodu
plamy byly rozmyte), 2) zmniejszenie ilosci benzenu wplywato korzy-
stnie na wzrost Ry, ale niekorzysinie na jakogc plam, 3) rozpuszczalnik
butanolowy dawat plamy ladne, ale rozdzial bardzo siaby, 4) najgorszy
rozdzial w naszych warunkach dat rozpuszczalnik octan etylu-pirydyna-
woda, i 5) dalo sie zaobserwowac pewne réznice w zachowaniu poszcze-
gbélnych cukrow przy tych samych ukladach rozpuszczalnikéow. Jedne
cukry dawaly plamy dobrze uksztaitowane, inne ogony i Ry u jednych
cukréw powiekszal sie u inrych zmniejszal w peréwnaniu z Ry uzyska-
nymi przy wybranym rozpuszczalniku.

Przy naszym rozpuszczalniku nie rozdzielaly sie cukry: fruktoza,
arabinoza i mannoza oraz stabo rozdzielala sie cellobioza i maltoza,
pozostale rozdzielaty sie dobrze. Jakos¢ plam przy wybranym rozpuszczal-
niku, zwlaszcza przy niezbyt wielkich stezeniach roztwordow, dla wszyst-
kich cukrow byla dobra. Przy innych ukiadach rozpuszezalnikow
niektore cukry dawaly plamy rozmyte lub z ogonami.

Wyniki dotyczace badania wplywu stezenia substancji na warto$¢ Ry
(tab. 5) wykazywaly, w malych granicach stezen wyraznie, na brak
takiego wplywu. Uzyskane ro6znice w wartosciach Ry znajdowaly sie
w granicach bledéw doswiadczalnych.

Wyniki dotyvczgce wplywu temperatury na wartos¢é Ry podano
w tab. 6; widoczny jest wzrost Ry w zalezno$ci od wzrostu temperatury
od 6°C do 30°C.

Zbyt mala ilos¢ dos§wiadczen i maly zakres stezen substancji towa-
rzyszacych przy badaniu ich wplywu na warto$¢ Ry nie upowaznia do
wyclggania wnioskéw. Rozszerzanie badan bylo zbedne, poniewaz jakosé¢
uzyskiwanych plam (rozmyte, znieksztalcone) wskazala na koniecznoéé
usuwania wszelkich £oli i zanieczyszczen z materialu biologicznego przed
jego nakropleniem.

Nalezy nadmienié, ze u niektérych cukréw daje sie zauwazyé pewne
roznice w wartosci Ry przy nakraplaniu ich pojedynczo i w mieszaninach
zhozonych z 11 cukréw (kolumna 1, 2 — tab. 7).

Wywolywano chromatogramy, jak podano wyzej, przez zanurzanie,
ktére okazalo sie znacznie lepsze, poniewaz przy duzych rozmiarach
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chromatograméw réwnomierne opryskiwanie stawalo sie rzecza niemoz-
liwg. Ujemng strong wywolywacza anilinowego i amoniakalnego azotanu
srebra byla jednakowa dla wszystkich cukréw brazowa barwa plam.
Plugem tego ostatniego wywolywacza jest mozno$¢ uzyskania plam
kontrastowych z jasnym them. Wywolywacz rezorcyrowy, nazwany
przez Raczynskiego (8) odczynrikiem uniwersalnym pozwala na
tatwe wykrycie fruktozy i sacharozy. poniewaz majg one odrgbng barwe
czerwono-brazowa. To stanowi wielka dogodnos¢ wobec stabej intensyw-
nosci plam, jakie daje fruktoza z odczynnikiem anilinowym. Czulosé¢ wy-
wolywaczy dla cukréw jest mala, zauwazono jej zmienno$¢ w zalei-
nosci od gatunku bibuly (grubosci), rodzaju rozpuszczalnika i obecnosci
substancji towarzyszacych.,

W naszych warunkach doswiadczalnych nie rozdzielaly sie cukry:
fruktoza, mannoza i arabinoza. Nalezalo wiec uzyska¢ ich rozdzial na
innej drodze. Opierajgc sie na wynikach podanych przez Raczyn-
skiego (Rfdla mannozy 0,39, dla fruktozy 0,45, dla arabinozy 0,52) (8),
w celu rozdzielenia tych trzech weglowodanéw wycinano bibule
w miejscu whasciwym i przenoszono wyeluowane cukry na inny arkusz
bibuly, rozwijajgc rozpuszczalnikiem: fenol nasycony wodg. Rozdzial
uzyskano. Précz tego stosowano chromatografie dwukierunkowa, uzywa-
jac przy rozwijaniu chromatcgramu w jednym kierunku rozpuszczalnika
wybranego, a w drugim roztworu fenol-woda. Slabszy efekt uzyskiwano
przy stosowaniu dlugotrwalego przepuszczania rozpuszczalnika: a) zmo-
dyfikowang metoda ciggtego usuwania rczpuszczalnika przeplywajgcego
przez chromatogram (4), b) zakanczanie arkusza bibuly zagbkami w celu
latwiejszego aplywu (Partridge, 1952). Opisana metoda rozdzialu
weglowodanéw zostanie zastosowana w II cz. pracy, do badan nad
przemiang weglowodanowsg plynnej hodowli laseczki tezca. Prébny
chromatogram, uzyskany bez oczyszczania materiatu, pozwala na iden-
tyfikowanie wystepujacych na nim cukréw (ryc. 9 i ryc. 10).

WNIOSKI

1) Do badan nad cukrami nadajg sie trzy metody chromatograficzne:
wstepujaca, splywowa, krazkowa.

2) Do badan jakosciowych dobra jest bibula Whatman N 3.

3) Najkorzystniej ksztaltuja sie plamy i uzyskuje sie najlepszy
rozdzial przy uzyciu rozpuszczalnika o skladzie: n-propanol-pirydyna-
benzen-wersenian sodu 0,5% w stosunku objetnosciowym 50:20:20:10.

4) Do rozdzialu fruktozy, mannozy i arabinozy nalezy uzywaé
chromatografii dwukierunkowej, lub chromatografowaé¢ wyeluowane
cukry przy uzyciu rozpuszczalnika fenol-woda.
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5) Stezenie badanych weglowodanéw nie wplywa w sposéb widoczny

na

wartosc RF.
6) Material biologiczny nalezy przed nakraplaniem oczyszcza¢ w celu

uzyskania ksztaltnych plam.

7y W celu zidentyfikowania cukréw nalezy uzywaé¢ nie jednego,

lecz kilku wywolywaczy.

8) Chromatogramy najlepiej wywolywaé¢ przez zanurzanie.
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PESIOME

ABTOpaMMu TIpoBeleHBl MeTOAMYECKMe MCCIENOBAaHMA Hax pasfe-
JUTEJIbHOI XpoMmaTorpacdueil yriaeBOAOB C lenblo pazpaborku Hanbosee
yaobHOro mMeToja AJiA aHaJM3a NPOAYKTOB YIJIEBOZHOro ofMeHa B KU~
KOil KyJbType MaJIOYKM CTOJOHAKA.

Ha ocHOBaHMM mpoBeZleHHBIX WCCJIENOBaHMIT JJA OIBLITOB OBLIN

BbIOpaHbI:

1) O6ymara Whatman Ne 3 u Ne 1

2) mepBLI pa3 NPUMMEHEHHAs CMECH PACTBOPUTEJEH: N-IIPONAaHON —
mupuavH — OGenson — BepceHd (0,5%/¢) B orHomrenum 50:20:20:10.
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Insa pmBymepHoit xpomarorpadiy B KadecTBe BTOPOTO PaCTBOPUTEJNA
Ol ymerpebien peHOJ, HACBIILIEHHBII BOJOI.

3) IlposBuTesyu: aHWUJIMH, PE30OPLMH, a TaKKe aMMMua4yHOe a30THO-
Kuciioe cepebpo.

Apropamn ompepneneHbl kosddpuimentel Rf ana 11 caxapos, a Tax-
e paszelsieHbl yIJ€BOABLI Ha IMPOOHOI XPOMaTOIpaMMe CaxapoB B KWU7-
KOl KMJEType NaJIoOYKy cToJOHAKA.

Puc. 1. BuausHHe BOCXOASILEro XpoMaTorpaduyecKoro MeTofa Ha Beauundy RE

Puc. 2. BuunsHHe HHCXOAsllero XpoMaTorpaHyeckoro MeToga Ha BeauuynHy RfE.

Prc. 3. Bunsnue paguanbHoro Meroma Ha BesinyuHy Rf; HaHeceHB Kanid Ha ca-
Xapuab: LeanobHo3y, rajakrosy, ¢pykrody (Ha pHC. He BHAHA) H KCHJO3Yy.

Puc. 4. Hauecennl Kamam Ha caxapa: 1) Jnakrody, 2) unemio6rHosy, 3) rajakrosy,
4) rmoko3y, 5) xcuaosy, 6) pu6osy, 7) wmanbrosy, 8) caxapo3y, 9) Mauuosy, 10) apa-
6unozy u 11) ¢pykrosy.

Puc. 5. BiusAnwe cucreMbl pactBopHTesneii Ha BenuunHy Rf. Ha pucynke xpowma-
TOrpaMMa ¢ CHCTEMON pacTBOpHTeJeH: n-nponaHos — Boja B otHoweHHd 50:20:10.

Puc. 6. Buausnne Kouuedtpauuwu Ha BeaHuuHy Rf u ¢opMmupoBaHne nsAteH (Ha-
HECEHBbl Kalli Ha: JIaKTO3y, Caxapo3y, IJIIOKO3y H apaGuHo3y).

Puc. 7. Bausinme TeMmnepatype Ha BenuuuHy Rf. XpoMartorpamMMa mnosiyueHa npu
Temnepatype 6°C.

Puc. 8. Bausune remnepatypn Ha Beanuuiy Rf. Xpomarorpamma moayyeHa npu
TeMnepatype 1R°C.

Puc. 9. XpomatorpamMma cyGcrpata M QHJABTPaTa JKHAKOH KYJAbLTypHl  NAJIOYKH
cron6usxa (cepuu 93 u 94). Ha npaBoil cTopoHe HCKYCCTBEHHAst CMeCh CaXapHIOB.

Puc. 10. Xpomartorpamma cy6cTpata UM (GHJIBTpAa  KHAKOH  KyJbTYpH  MaJIOUKH
cronbusika (cepun 105 u 109).

SUMMARY

The authors carried out partition chromatography investigations
aimed at finding a convenient method of analysing the products of
carbohydrate metabolism in liquid cultures of the tetanus bacillus.

After preliminary experiments, the authors chose:

1. filter paper Whatman No 3 and No. 1.

2. Solvent system: n-propanol-pyridine-benzene-sodium verseniate
0.5%p (50:20:20:10), used for the first time. For two dimensional chroma-
tography, phenol saturated with water was used as second solvent.

3. Detectors: aniline, resorcin and ammonia silver nitrate.

The coefficients Rr were determined for 11 sugars, and carbohydrates
were partitioned in a test chromatogram of sugars obtained from liquid
cultures of the tetanus bacilius.
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