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E. MIKULASZEK

METODA ILOSCIOWEGO OZNACZENIA SKLADNIKOW PRECYPITATU
W PRECYPITUJACYCH SYSTEMACH WIELOCUKROWYCH

Z Zakladu Mikrobiologii Lekarskiej Akademii Medycznej w Warszawie

i z Instylutu Dermatologii i Wenerologii w Warszawie

Metody iloSciowego ujecia odczynu precypitacji swoistej przy zastoso-
waniu chemicznego lub fizykochemicznego oznaczania skladnikow powsta-
lego precypitalu opieraja si¢ albo na mikrochemicznym oznaczeniu azotu
w precypitacie, lub tez na pomiarze zmetnienia, pojawiajacego si¢ po zmie-
szaniu antygenu i przeciwciala w okreslonych warunkach czasu i tempera-
tury.

W celu zwigkszenia czuloSci metody oraz jej uproszczenia wprowadzili
Heidelberger-Macpherson (1) oraz Heidelberger-An-
derson (2) atakie Kabat-Kaiser-Sikorski (3) jaki Kabat-
Bezer (4) oznaczenie bialka mikrometodg kolorymetryczng, oparta na od-
czynie Folina-Ciocalteu. Wspomniane metody moga jednak ulega¢ dalszemu
udoskonaleniu i rozszerzeniu.

W przypadku kiedy uzyly w odczynie precypitacyjnym antygen jest wie-
locukrowcem lub sympleksem wielocukrowym, mozliwe jest wprowadzenie
kolorymetrycznych mikrometod do oznaczenia zaréwno bialek, jak i wielo-
cukrow w precypitacie. Jako metode mogaca mie¢ szerokie zastosowanie,
proponuje réwnoczesne ozhaczenie w precypitacie weglowodanéow metoda
alfa-naftolowa wedlug Dischego oraz oznaczanie bialek mikrometodg Folin-
Ciocalteu w modyfikacji podanej przez Kabata-Mayera (5).Jako
wzorca nalezy w tej metodzie uzy¢, przy oznaczeniu weglowodanéw roz-
tworu d-mannozy o znanym stezeniu, za$ jako standardu do oznaczenia
bialka roztworu gamma-globuliny surowicy, przy czym najlepsze wyniki
otrzymuje si¢ stosujac gamma-globuling pochodzaca z tego gatunku zwie-
rzecia, ktére dostarczylo surowicy precypitujacej w danym systemie.

W szeregu oznaczen okazala si¢ odpowiednia nastgpujgca technika:
w malych probéwkach wiréwkowych (pojemnosci 3 ml) przyrzadzi¢ w dwoch
réwnoleglych szeregach spadajace rozcienczenia antygenu wielocukrowego,
poczgwszy od roztworu zawierajacego 10 mg antygenu w ml, droga dal-
szych rozcienczenn w postepie geometrycznym; objetos¢ roztworéw antygenu
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164 E. MIKULASZEK

wynosi stale 0,5 ml. Do kazdej probéwki doda¢ po 0,5 ml precypitujacej su-
rowicy odpornosciowej, calo$¢ zmieszaé, po czym pozostawié 24 godziny
w lodowni 0—2°. Na drugi dzien odwirowaé powstale precypitaty a) prze-
noszac plyn nad precypitatem b) ilosciowo do drugiego szeregu probowek;
oddzielone precypitaty trzykrotnie dokladnie przemyé ozigbionym plynem
fizjologicznym, a po ostatnim odwirowaniu precypitaty rozpusci¢ w 0,5 ml
0,1 N NaOH. W otrzymanym roztworze precypitatu oznaczyé¢ w 0,2 ml za-
wartos¢ weglowodanéw jako mannoz¢ oraz bialek jako gamma-globuliny.
Jako kontrole stuzg: 1/ 0,5 ml surowicy + 0,5 ml plynu fizjologicznego,
2) 0,5 ml roztworu antygenu o zawartosci 0,1 mg/ml -+ 0,5 ml plynu fi-
zjologicznego.

Wynik dwoch rownoleglych oznaczen precypitatu podaé jako Srednia
arytmetyczna.

Do plynu nad precypitatem b), przeniesionego do dwdch szeregéw pro-
bowek, doda¢ w jednym szeregu po 0,5 ml uzytej surowicy precypitacyjnej,
za$ w drugim szeregu po 0,5 ml roztworu uzytego antygenu (w siezeniu
1 mg/ml), po czym z oboma szeregami postepowac jak przy precypitacji
wyjsciowej, z ta tylko réznica, ze oznaczenie weglowodanow i bialek do-
tyczy jedynie precypitatu, nie za$ plynu nad precypitatem, ktéry si¢ od-
rzuca. Jako uproszczenie metody mozna przy badaniu plynu nad precypi-
tatem b) zastosowaé w miejsce kolorymetrycznego oznaczenia weglowoda-
now i bialek fotometryczne oznaczenie gestosci optycznej, powstale w pre-
cypitujacym systemie po 20-minutowym przechowaniu w 20°.

Przyklady oznaczenia systemu precypitacyjnego wielocukrowego:

Przy konstrukeji tych tablic przyjelo, ze precypitujace przeciwcialo prze-
ciwwielocukrowe jest w przewazajacej ilosci identyczne z gamma-globuling
surowicy konia i zawiera przy oznaczeniu metodg alfa-naftolowa wg Dische-
go 2,0% weglowodanu jako mannoza. Odejmujac od calkowitej iloSci we-
glowodanéw, oznaczalnych metoda alfa-naltolowa i znajdujacych si¢ w pre-
cypitacie, ilos¢ weglowodanéow gamma-globuliny, obliczona z zawartosci
bialka precypitatu, olrzymujemy ilos¢ weglowodanéw precypitatu, pocho-
dzaca z antygenu.

Ta droga mozna obliczy¢:

1) calkowity odsetek weglowodanéw w precypitacie (jako mannoza);
2) odsetek weglowodanéw pochodzacych z antygenu; 3) odsetek dodanego
wielocukru, pojawiajacy si¢ w precypitacie.

W rzeczywistych wielocukrowych reakcjach precypitacyjnych, liczby w
kolumnach 8 i 9 wykazuja staly i wyrazny spadek, podczas gdy liczby
kolumny 10 wykazuja wzrost dochodzacy do 100% a nawet go przekracza-
jacy (w przypadku, gdy antygen zawiera weglowodany, dajace silniejszg
od mannozy barwe w odczynie alfa-naftolowym).
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Tablica 1

Mannan z Candida albicans surowica odpornosciowa krélika nr 1359
(system precypitacyjny o bardzo szerokiej strefie ekwiwalencji)

| i JShite|d e £ &l h |53 IR E N EN p | q | kontr.
| | e e CEF
mannanu ‘
5,0 l 2,5 {1,25(0,62 (0,31 | 0,16 | 0,08 | 0,04 | 0,02 | 0,01 l 0,005 |0, 002510 0012[0 0006;0 0003' 0,00015 | 0,00007 | 0,000
surowncy .
0,5 I 0,5 {0,5 |0,5 (0,5 |0,5 |0,5 |0,5 l 0,5 |{0,5 |0,5 [0,5- 0,5 lO 5 IO,S ! 0,5 0,5 0,5
24 godziny 2°
1 2 3 | 4 5 6 | 7 | 8 9 | 10
Plyn nad | pyon pog wiw =i
y (?alkowi?y Wielocukier |precypitatem precypitatern Stfefy: A = nad- lz /n w5rm | 9 mannozy | % dodanej
Biatko w wielocukier | pochodzacy IE s miaru antygentu | /o mannOZ.y antygenu w | mannozy-
precypitacie | w pre.cypi- z antygenu | mannan surowicy Ekw = ekwiwa- | W precypi- calkowit'ej w/antygefxu
mg tacie mg (mg/ml) 0,5 ml l'enc_u P = nad- tacie mannozie | wprecypita-
mg 0,umna Opt. D |mMiaru przeciwciata precypitatu | cie
Opt. D i
| | ) ] ;
a 0,029 E 0,029 0,029 0,000 0,027 | A 50,0 100,0 ‘ 0,006
b 0,033 0,032 0,031 0,000 0,020 A 47,7 96,8 i .0,012
c 0,039 0,048 0,047 0,000 0,013 A 54,0 97,9 0,037
d 0,056 0,079 0,078 0,000 0,008 A | 57,7 98,7 0,12
e 0,130 0,088 0,085 0,000 0,001 Ekw ’ 38,9 96,6 0,27
f 0,844 0,245 0,229 0,000 0,000 | Ekw | 21,0 93,5 1,4
g 1,418 0,318 0,290 0,000 0,000 ; Ekw i 16,7 91,2 3.7
h 1,668 0,272 0,238 0,000 | 0,000 ; Ekw 12,2 87,5 6,1
i 1,384 0,157 0,130 0,000 0,000 | Ekw - 84 82,7 6,6
j 1,170 0,126 0,102 0,000 0,000 | Ekw 7,8 80,9 10,4
k 0,957 0,088 0,069 0,001 0,000 ; P | 6,6 78,4 14,1
1 0,642 0,058 0,045 0,004 0,000 P ‘ 6,4 77,6 15,5
m 0,448 0,040 0,031 0,007 0,000 P [ 6,3 70,7 21,4
n 0,396 0,032 0,024 0,009 0,000 P 5,6 75,0 33,3
o 0,332 0,021 0,015 0,012 0,000 17 | 4,2 71,4 41,7
P 0,277 0,016 0,011 0,015 0,000 1 P : 3,7 68,7 61,1
q 0,202 0,010 0,006 0,017 | 0,000 P i 2.7 60,0 66,6
kontr.| 0,000 0,000 0,000 0,018 | 3 P |
http: /ffcin. rg.pl
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168 E. MIKULASZEK

Kolumny 5 i 6 umozliwiaja oznaczenie punkiu badz strefy ekwiwalencji
oraz — na podstawie ogélnie przyjetych pogladéw — wyprowadzenie wnio-
skéw co do jednorodnosci antygenéw i przeciwcial w reagujgcym systemie
precypitacyjnym.

Zalgczone krzywe, podane w sposob konwencjonalny, ilustrujg przebieg
zbadanych odczynéw precypitacyjnych.

i bR
| | j | ! (5] P
=
fu /#j\j& 1 ! ;!’”g
§ i *\ NS B O Y
< ', | ‘ | | |
o/ ) / 1 RN ; T T ug
! ‘rl \\ | ?‘\ L5 |
| | ' ol I\ | ’ g
s R ' | & o &
'8 ~ \;\ -~ gy g
.—u»f%f - | | [ T
L et
A B AR g N 3 Y TR E R S
Spadajace w postgpie geometryczym iloscl dodanego  antygenu
Rys. 1
10 e
®
gﬂM 2 an2 §
: i T :
i % 4/ \ F‘T \*k\d‘ ] g
/ ] N ‘i‘
g‘ ,‘JV' \ \\\
g 04 ," & YK | a1
/ ( “\\ \\
3 ¢ / \‘“‘-'--q---nlr
b ‘ 3
‘4\.
, ™
o c [ SN SR Al ) i - Bl S
Spadqjace w postepie  geometryczaym ilosci dodanego antygeny

Rys. 2

Opisang metode mozna zastosowa¢ réwniez do badania systeméw pre-
cypitacyjnych, w ktorych antygenami s glikoproteidy, glikolipidy, nukleo-
proteidy a nawet proste bialka.
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METODA ILOSCIOWEGO OZNACZANIA SKLADNIKOW PRECYPITATU 169

Zalgczona tabela ilustruje 4 wplyw skladu antygenu na przebieg odczynu
precypitacyjnego oraz wplyw zawartosci serologicznie czynnych wielocu-
krowcow bagdz ugrupowan weglowodanowych w dodanym antygenie.

W wielocukrowych systemach precypitujgcych stwierdza si¢ nastepujace
prawidlowosci:

a) Poréwnanie krancowej strefy nadmiaru antygenu ze strefq ekwiwa-
lencji oraz ze strefg krancowego nadmiaru przeciwciala wykazuje w ko-
lumnach 2, 3, 4 bardzo znaczny spadek, w kolumnach 5, 6, 7 wyrazny spa-
dek, a w kolumnach 8, 9, 10 wzrost, dochodzacy w niektérych systemach
do 100% w strefie nadmiaru przeciwciala.

W systemach precypitujacych niewielocukrowych prawidlowosci tych
nie stwierdza sie.

b) W kolumnie 2 stwierdza si¢ korelacje migedzy skladem uzytego anty-
genu a odsetkiem weglowodanéw w precypitacie; liczby odnoszace si¢ do
oczyszczonych antygendow wielocukrowych sg znacznie wyzsze od liczb,
otrzymanych przy uzyciu symplekséw, zawierajgcych nizszy odsetek weglo-
wodanow. W systemach precypitacyjnych, w ktorych surowica odpornoscio-
wa w stosunku do uzytego antygenu nie jest homologiczna, liczby kolumny
2 sa nizsze od liczb systemu homologicznego.

c) W strefie nadmiaru antygenu odsetek weglowodanéw w precypitacie,
jest stale wyzszy anizeli w. strefie ekwiwalencji, ktory ze swej strony jest
wyzszy anizeli w strefie nadmiaru przeciwciala. W strefie nadmiaru anty-
genu plyn nad odwirowanym precypitatem zazwyczaj nie zawiera juz prze-
ciwcial reagujacych z homologicznym antygenem, natomiast moze on je-
szcze by¢ czynny wobec heterologicznego antygenu wielocukrowego.

Metoda ta nadaje si¢ do:

1) okreslenia ilosciowych stosunkéw lqczema si¢ anlygenu z przeciw-
cialem;

2) okreslenia punktu ekwiwalencji oraz umiejscowienia strel nadmiaru
antygenu i nadmiaru przeciwciala;

3) stwierdzenia jednorodnosci antygenu w systemie precypitacyjnym

4) okreslenia odsetka weglowodanéw w precypitacie;

5) oznaczenia stosunku dodanego antygenu do antygenu, zawartego
w precypitacie;

6) stwierdzenia réznic gatunkowych u uzytych przeciwcial;

_ 7) oznaczenia liczby przeciwcial zawartych w uzytej surowicy precypi-
tacyjnej;

8) ustalenia symetrycznosci krzywej precypitacyjnej.

Sireszczenie

Opracowano fotometryczng mikrometode, umozliwiajgcg w swoistych
jprecypitatach oznaczenie zawartosci bialek i wielocukrow. Metodg ta zba-
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170 E. MIKULASZEK

dano szereg wielocukrowych systemow precypitacyjnych, przy czym udalo
si¢ rozdzieli¢ wielocukry, pochodzace z dodanego antygenu od wielocukrow,
pochodzacych z przeciwcial surowicy precypitujgcej. Za pomoca zalgezo-
nych tabel i wykreséw zademonstrowano mozliwosci proponowanej metody
oraz zasieg jej zastosowania w badaniach iml.nunologicznych.
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KOJIMYECTBEHHOE OITPEJEJEHME COJIEPZKAHMSA BEJKOB
U IMMOJIMCAXAPUIIOB B CIEIIMPUYECKUX TIPEOUITUTATAX

Coaepmanne

Hosbiit oTomerpnueckuit MHKpO-METOA, ONpPeAEASIOWNN CoAepKanue GEAKOB
I TIOAHCAXapHZOB B cHelH(HYECKHX npeuunuratax ObiA paspaboTaH aBTOPOM.
DTOT MeTOA MNPHMEHAACS NPH H3YYEHHH LEAOro psja NMOAHCAXapHAHBIX NpelH-
NUTauHOHHbIX npumepos. [lputom ycnemno npousBoAMAOCD OTAEAEHHE TEX MOAH-
caxapHZ0B, HCTOYHHKOM KOTOPbIX GbIA Npu6GaBAEHHDBIH AHTHTeH, OT JAPYIHX IO-
AMCaXapHAO0B, KOTOpble ObIAM JOCTABAEHbI AHTHTEAAMH MPELUHIHTHPYIOUIEH Cbi-
1OPOTKH.

[Tpn nomown mpuBegeHHbIX B HacTosAmeMm TpyAe TaGAML M AMarpamMm Ha-
rJSIAHO TIPeACTaBAEHBI BO3MOZKHDIE JOCTHZKEHHS HOBOIO METOZAa a TaKzKe BO3MO-
2KHOCTH €ro NpPHMEHEHHs NPH HMMYHOAOTHYECKHX HCCAEJOBAHHAX.

A METHOD FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE COMPONENTS
OF PRECIPITATED POLYSSACHARIDE SYSTEMS.

Summary

A pholometric micromethod was worked out for the simultaneous esti-
mation of protein and polysaccharides in specific precipitates. A series of
precipitating polysaccharide systems was examined; it was possible to
estimate in specific precipitates the approximate amount of polysaccharides,
originally present in the antigen, as also the amount of carbohydrates, for-
ming a part of the antibody.

The accompanying tables and diagrams demonstrate the possibilities of
the proposed method and its usefulness in immunological investigations.
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Cennym poszerzeniem zakresu zastosowania chromatografii bibulowe;j
bylo wykorzystanie tej metody przez Partridge'a i Westalla (1)
do rozdzielania i identyfikowania cukrowcéw. Chromatografia cukrowcow
pozwala na rozdzielenie mieszaniny cukrowcéw, rézniacych si¢ migdzy soba
wyraznie wartosciami wspoélczynnikow rozdzielczych R;. Przy zastosowaniu
postepowania opracowanego przez Partridge'a wiele cukrowcow nie
daje si¢ jednak oddzieli¢ od siebie z powodu bardzo bliskich wartosci ce-
chujacych te zwiazki wspoétczynnikow rozdzielczych. Préby modyfikacji pier-
wotnej metody Pariridge'a usuwajac pewne jej niedogodnosci stwarzaly
inne trudnosci (2), tak ze chromatografia bibulowa, oddajgc wielkie ustugi
przy analizie cukrowcéw, nie moze dotychczas sprosta¢ wszystkim wyma-
ganiom, jakie stawiaja badania w tej dziedzinie.

Boseken (3) badajgc zachowanie sie¢ wielowartoSciowych alkoholi
w roztworze kwasu borowego wykazal, ze obie te substancje tworza zwia-
zek o wigkszej zdolnosci dysocjacji niz czysty kwas borowy. Dodatek wielo-
warto$ciowych alkoholi do roztworu kwasu borowego zwigksza znacznie je-
go przewodnictwo. Reakcja miedzy kwasem borowym a wielowartosciowym
alkoholem zachodzi wéwczas, gdy dwie sgsiadujgce ze sobg grupy wodoro-
tlenowe znajduja si¢ w pozycji cis (a).

I I
H—C—0OH H—C—OH

| §
B CLOM: o a)
|
C!S trans

W toku reakcji jonu boranowego (b) z polialkoholem moga wytworzy¢
si¢ dwa typy zwigzkow:
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FHO  OH 11—
Ny
H3B03+H20 = /]3\ + H+ b)
HO OH
| : |
~"HO OH"]— H B—C-— HO O—-C—-—
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HO BH H O—C— \-H({ —C—
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Jeden typ kompleksu (c) powstaje przy malych stezeniach diolu a du-
zych stezeniach 4-boranu, natomiast drugi typ kompleksu (d) powstaje przy
niedomiarze boranu w stosunku do diolu (4). Zdolno$¢ dysocjacji komple-
kséw boranowych zalezy od pH roztworu, od stezenia jonéw boranowych
i stezenia cukrowca (5). Tendencja do wytwarzania kompleksu z boranem
wzrasta w wielowartosciowych alkoholach w miare wzrostu iloSci grup wo-
dorotlenowych, sgsiadujacych ze soba w konfiguracji cis. Na przykiad gli-
cerol reaguje z boranem slabiej niz erytrytol, ten za$ slabiej niz arabitol itd.
Ketozy reagujg tatwiej z boranem niz aldozy, formy pyranozowe reaguja
trudniej niz furanozowe. Z powyzszych danych wynika, ze struktura prze-
strzenna wielowartoSciowych alkoholi decyduje o natgzeniu reakeji z bo-
ranem i ze wobec tego rézne cukrowce powinny roznic¢ si¢ miedzy soba pod
wzgledem zdolnosci do wytwarzania polaczenia z jonem boranowym. Dal-
sz konsekwencjg tych faktow powinny by¢ rézne stopnie dysocjacji kom-
pleksow boranowych réznych cukréw i rézna ruchliwo$¢ w polu elektry-
cznym.

W roku 1949 Krejci i wspélpracownicy (5) po raz pierwszy wyko-
rzystali rézna ruchliwos¢ komplekséw boranowych réznych cukrowcow w
polu elektrycznym do rozdzielania mieszaniny cukrowcéw, posiugujac si¢
klasyczna metodg elektroforezy wg Tiseliusa. Autorowie ci nie prébo-
wali identyfikowaé rozdzielanych w ten sposob zwigzkéw, poprzestajac na
stwierdzeniu mozliwos$ci preparatywnego rozdzielenia wielocukrowcéw obda-
rzonych wiasnosciami immunologicznymi. W kilka lat péZniej odmienna ru-
chliwo$¢ komplekséw boranowych cukrowcéw w polu elektrycznym zostala
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wykorzysiana przy uzyciu elektroforezy bibulowej do celéw analitycznych.
Consden i wspolpracownicy (6) badali ruchliwo$¢ komplekséw borano-
wych niektérych jedno- i kilkocukrowcéw przy réznych pH, postugujac sie
elektroforezg bibulowa. Jaenicke (7) w analogiczny sposéb rozdzielat
mieszaniny trzech pentoz i trzech hekzoz. Micheel i wspélpracownicy
(8), poslugujac sie aparaturg do preparatywnej elektroforezy bibulowej,
rozdzielali mieszaniny celobiozy, ramnozy, mannozy i glikozy. Gold m a-
cher-Mallinckrodt (9) przy elektroforetycznym rozdzielaniu jedno-
cukrowcow od wielocukrowcow zamiast bibuly uzywat jedwabiu. Proby roz-
dzielania niektorych cukrowcow craz alkoholi wielowodorotlenowych za po-
mocg elektroforezy bibulowej przeprowadzali réwniez Woodin (10)
i Michl (11).

Wszystkie wyzej wymienione badania ograniczaly si¢ do préb okres-
lenia ruchliwos$ci w polu elektrycznym komplekséw boranowych nielicznych
zaledwie cukréow, bez rozciggnigcia tego sposobu postepowania na pro-
dukty hydrolizy kilko- i wielocukrowcow. Wobec tego, ze elektroforetyczny
rozdzial cukréw w postaci komplekséw boranowych jest zabiegiem wzglednie
prostym, trwajacym znacznie krécej niz chromatografia bibulowa, postawi-
liSmy sobie za zadanie systematyczne opracowanie najdogodniejszych wa-
runkéow, w ktorych daje si¢ przeprowadzaé rozdzial komplekséw borano-
wych, okreslenie ruchliwo$ci najpospolitszych cukréw i ich pochodnych oraz
proby zastosowania tej techniki do analizy kilko- i wielocukroweow.

Metoda

. Elektroforetyczny rozdzial przeprowadzano za pomocg aparatury, opra-
cowanej i opisanej przez nas poprzednio (12). Pasek bibuly Whatman nr 4
zwilzono buforem i naktadano mikropipeta 10 ul 1% roziworu cukru na linii
poprzecznej, przechodzacej przez $rodek paska. Do rozdzielania cukréow uzy-
wano buforu boranowego o skiadzie: 0,05 M Hz;BOz; + 0,06 M KCl +
-+ 0,012 M NaOH, pH 8,6, » = 0.1. Czas trwania elektroforezy wynosil 8
godzin, napigcie 195 V, nalezenie ok. 15 mA, temperatura 21°. Po ukoncze-
niu rozdzialu pasek bibuly byl suszony na powietrzu i spryskany odczyn-
nikiem anilino-ftalanowym wg Partridge'a (13), o skladzie: 993 g
przedestylowanej aniliny + 1,66 g kwasu ftalowego w 100 ml butanolu na-
syconego wodg i zakwaszonego kilkoma kroplami kwasu octowego lodowe-
go. Zwilzony odczynnikiem pasek bibuly umieszczano w suszarce w tem-
peraturze 105° na czas 10—15 minut. Po zastosowaniu tych zabiegéw plamy
odpowiadajace polozeniu poszczegdlnych cukrow uzyskiwaly odpowiednie
zabarwienie, charakterystyczne dla pewnych typéw cukréw. Odczyn ten da-
ja wszystkie cukry oprécz trehalozy i heksytoli. Ilos¢ cukru mniejsza niz
1 nug daje si¢ jeszcze na bibule wykazaé. W Swietle pozafiolkowym barwne
plamy wyraznie fluoryzujg, przy czym natezenie plam fluorescencyjnych jest
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znacznie wyrazniejsze niz w Swietle widzialnym i dlatego wykrywanie bar-
dzo drobnych ilosci cukrowcow daje sie wygodniej przeprowadzi¢ w Swiet-
le pozafiolkowym. Kilkocukrowee w poréwnaniu z monozami daja znacznie
slabsze zabarwienie, czesto niewidoczne po pierwszym spryskaniu. Kilko-
cukrowce nalezy wiec spryskiwac¢ 2 lub 3-krotnie odczynnikiem i przediuzy¢
czas ogrzewania do 20 minut.

Trehaloze wykazywano po zhydrolizowaniu wiazania glikozydowego
przez spryskiwanie paska bibuly 189% HCI i ogrzewanie w 100° przez 10
minut. Dopiero po tym zabiegu spryskiwano odczynnikiem anilino-italano-
wym i wywolywano zabarwienie w suszarce.

Heksytole wykazywano roztworem czterooctanu olowiowego w benze-
nie (11). Po spryskaniu i podgrzaniu lampg podczerwona caly pasek bibuly
zabarwia si¢ na brunatno, z wyjatkiem miejsc, gdzie znajduje si¢ alkohol.
Powaznym zrédlem biedu przy przeprowadzaniu elektroforezy kompleksow
boranowych cukrowcéw jest réwnoczesnie przebiegajace zjawisko elektro-
osmozy. Zjawisko to wystepuje skutkiem tego, ze roztwdr buforowy przyj-
muje tadunek dodatni, natomiast pasek bibuly ladunek ujemny. Wytwarza
si¢ wowczas pole elekiryczne, w ktérym obserwuje sie przeplyw cieczy od
bieguna dodatniego do ujemnego, znoszacy do bieguna ujemnego czagstecz-
ki obdarzone ladunkiem ujemnym, wedrujace wiec zasadniczo do bieguna
dodatniego. Trudnosci wynikajace z tego zjawiska omijaliSmy w ten spo-
s6b, ze rownolegle z roztworem badanego cukru umieszczano na pasku bi-
buly krople roztworu kreatyniny (6). W buforze o pH 8,6 kreatynina nie
wedruje w polu elektrycznym i ulega przesunigciu na pasku tylko dzigki
silom elektroosmozy. W tych warunkach odleglo$¢ polozenia kreatyniny pc
ukoniczeniu elektroforezy od miejsca, w ktérym zostala umieszczona przed
elektroforeza, jest miarg sil elektroosmozy. Przy obliczaniu ruchliwosci do-
dano droge przebyta pod wplywem sil elektroosmozy do drogi przebytej
dzigki elektroforetycznej ruchliwosci, czyli

u — ruchliwos¢
Sa 4 Sb Sa — droga sul)stan.cp badanej
u="fF Sb -— droga kreatyniny
1 ¢ E — napigcie w V
I — dlugos¢ paska bibuly w cm
t — czas w sek.

Polozenie kreatyniny na pasku bibuly wykazywano przez spryskanie
paska zasadowym roztworem pikrynianiu sodu. Natychmiast po spryskaniu
wyslepuje intensywna pomaranczowa barwa.

Roztwory cukréw przygotowywano z preparatow o analitycznym stopniu
czystosci przez rozpuszczenie w buforze boranowym. Kwas glikuronowy
otrzymano przez hydroliz¢ estru mentolu i kwasu glikuronowego (14) —
ester mentolu i kwasu glikuronowego otrzymano z moczu krolikéw karmio-
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nych mentolem wg metody Williamsa (15). Kwas galaktouronowy uzyskano
z kwasu poligalakiouronowego przez hydrolize 1 N HoSO4 w 1100 w ciggu
3 godzin.

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdziat pentoz: 1) ksyloza,
2) arabinoza, 3) ryboza, 4) ramnoza, 5) fukoza

X

' 0

3 s G

e

5 : O

Rys. 2. Elektroforetyczny rozdzial heksoz: 1) glikoza,
2) galaktoza, 3) sorboza, 4) mannoza, 5) fruktoza
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Rys. 3. Elektroforetyczny rozdzial kilkocukrowcéw: 1) ce-
lobioza, 2) maltoza, 3) laktobioza, 4) sacharoza, 5) meli-
bioza, 6) rafinoza, 7) trehaloza

Omowienie wynikow

Na rysunkach 1, 2 i 3 przedstawione sa elektroferogramy trzech grup
cukroweow, tj. pentoz, heksoz i kilkocukrowcow. Linia oznaczona litera
K na wszystkich rysunkach oznacza umiejscowienie kreatyniny po elektro-
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foretycznym rozdzieleniu. Od tej linii mierzono droge przebyta dla oblicze-
nia ruchliwosci poszczegélnych cukrowcdw. Z rysunkéw widaé, ze wszy-
stkie cukry w buforze boranowym o pH 8,6 wedruja do anody. Najszybciej
wedrujg ketozy (sorboza i fruktoza( rys. 2), nastepnie pentozy oraz aldohek-
sozy, najnizsza ruchliwoscig odznaczajg si¢ kilkocukrowce. Nalezy rowniez
zwroci¢ uwage na faki, ze metylocukry jak ramnoza i fukoza wedruja znacz-
nie wolniej niz pentozy i heksozy. Kilkocukrowce w poréwnaniu z monozami
wykazuia bardzo malg ruchliwosé, przy czym w ogdle réznice ruchliwosci
poszczegolnych kilkocukrowcow nawet rézniacych sie znacznie struktura
czasteczki — s3 bardzo male (por. tab. I). Sposrdd kilkocukrowcow naj-
wieksza ruchliwos¢ wykazuje melibioza wedrujac znacznie szybciej niz mo-
noza — ramnoza. Podobnym przykladem jest rowniez rafinoza, ktéra we-
druje szybciej niz celobioza i sacharoza, co wskazuje na wigksza zdolnos¢
reakcji rafinozy z jonem boranowym niz w przypadku innych kilkocukro-
weow.

; , 0 -
2 , By
. i 0 0

Rys. 4. Elektroforetyczny rozdzial kwasow uronowych.
1) kwas glikuronowy, 2) kwas galaktouronowy, 3) mie-
szanina obu kwaséw.

’ O
2
O 5
)
1)
Rys. 5. Poréwnanie szybkosci wedrowania heksytoli i od-

powiadajacych im cukréw: 1) sorboza, 2) sorbitol, 3) man-
noza, 4) mannitol.

Na rys. 4 przedstawiony jest przyklad elektroforetycznego rozdzielania
kwaséw uronowych. Jak wida¢ z rysunku oraz tab. I ruchliwo$é¢ tych po-
chodnych cukrowcéw jest bardzo znaczna i ok. 1,5 raza wigksza niz keto-
heksoz. Zamiana wigc pierwszorzedowej grupy alkoholowej na grupe karbo-
ksylowa stwarza o wiele korzystniejsze warunki w czgsteczce dla reakcji
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z jonem boranowym. Ogdlnie mozna powiedzie¢, ze zdolno$¢ reagowania
z jonem boranowym cukrowca zwigksza si¢ wraz ze stopniem utlenienia
czasteczki, na co wskazuje réwniez fakt, ze heksytole, jak sorbitol i manni-
tol, wykazuja przeszlo dwukrotnie mniejsza ruchliwo$¢ niz odpowiadajgce
im cukry, tj. sorboza i mannoza (por. rys. 5).

Tablica I zawiera wykaz ruchliwosci badanych przez nas cukrowcow.
Wartosci tablicy sa Srednig z trzech pomiaréw. Ruchliwo$¢ zmniejsza sie

Tablica I

Ruchliwo$ci cukroweéw w buforze beranowym o pH 8,6 w temp. 209, bibuta Whatman nr 4,
napigcie 5,3 V/cm

: Ruchliwo$é
Lp. Cukrowiec £10-5 cm? V-1 sek-1
1 D-kwas glikuronowy 4,92
2 D-kwas galaktouronowy v 4,25
3 L-sorboza 3,58
4 D-fruktoza 2,78
5 D-ryboza 2,65
6 | D-ksyloza 2,34
oy N-acetyloglikozamina 2,33
8 D-glikoza 2,10
9 D-arabinoza 1,93
10 D-sorbitol 1,81
11 D-galaktoza 1,70
12 D-mannoza 1,33
13 D-fukoza 1,12
14 D-melibioza 0,92
15 L-ramnoza 0,78
16 D-mannitol 0,56
17 laktobioza 0,49
18 maltoza 0,36
19 rafinoza 0,34
20 celobioza Bl 0,18
21 sacharoza 0,17
22 trehaloza 0,17
23 D-glikozamina + 0,85

w pewnym stopniu jezeli dany cukrowiec znajduje si¢ w mieszaninie z in-
nymi cukrowcami badZz aminokwasami. W ciagu naszych do$wiadczen
stwierdzono, ze optymalng temperaturg dla rozdzielania cukrowcéw jest
temperatura 19—21°. Powyzej 23° oraz ponizej 16° ruchliwos¢ znacznie
maleje i zasadniczo nie mozna przeprowadzi¢ rozdzialu mieszaniny.

Z pochodnych cukrowcéw jedynie glikozamina wykazuje wedréwke ka-
todowa, natomiast N-acetyloglikozamina wedruje do anody i wykazuje na-
wel wigkszg ruchliwo$é niz glikoza. Rozdzial mieszaniny glikozaminy i N-

2 Acta Biochimica
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acetyloglikozaminy uwolnionej przez hydrolize kwasu hyaluronowego przed-
stawiony jest na rys. 6.

. X

o O +
- 00 -+
Pl R

Rys. 6. Rozdzielenie glikozaminy i N-acetyloglikozaminy.
1) glikozamina, 2) hydrolizat kwasu hyaluronowego
(N-acetyloglikozamina + kwas glikuronowy), 3) hydroli-

zat kwasu hyaluronowego po dodaniu glikozaminy.

F* i

Yy

Rys. 7. Przyklady elekroforetycznego rozdzielenia réznych mie-

szanin cukrowcéw: a) ramnoza, ryboza, fruktoza; b) mannoza,

sorboza; c) ramnoza, fukoza; d) celobioza, melibioza; e) ksy-

loza, ryboza; f) sacharoza, glikoza, ryboza (znak x oznacza

umiejscowienie kreatyniny na pasku bibuly po ukoriczeniu elek-
troforezy).

http://rcin.org.pl



ROZDZIELANIE CUKROW ZA POMOCA ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ 179

Rys. 7 i 8 ilustrujg przyklady elektroforetycznego rozdzielania réznych
mieszanin jedno- i kilkocukrowcéw sporzadzonych w pracowni. Czym réz-
nica ruchliwosdci skltadnikéw mieszaniny jest wigksza, tym rozdzial jest pel-
niejszy i dokladniejszy. Rowniez ilos¢ skladnikéw mieszaniny wplywa na
wynik rozdziatu; duza ilo§¢ sktadnikéw stwarza niekorzystne warunki dla
1ozdzielania i identyfikacji poszczegélnych cukréw. Zastosowanie elektrofore-

Rys. 8. a) laktobioza, arabinoza, ksyloza, sorboza; b) maltoza,

arabinoza, fruktoza; c) celobioza, mannoza, arabinoza, sorboza;

d) ramnoza, arabinoza, sorboza; d) ramnoza, galaktoza, ksyloza,
frukloza.

zy bibulowej do rozdzielania cukrowcéw otrzymanych po hydrolizie kilko-

cukrowcéw ilustruja ponizej zamieszczone rysunki. Rys. 9 ilustruje rozdzie-

lenie skladnikow laktobiozy po hydrolizie 1 N kwasem siarkowym. Polozenie

glikozy i galaktozy odpowiada ruchliwosci oznaczonej na czystych prepara-

tach tych cukréw. Rys. 10 przedstawia skladniki rafinozy uzyskane przez

tzw. tagodng hydrolize (16), tj. melibioz¢ i fruktoze. Rys. 11 przedstawia

rozdzielenie skladnikéw hydrolizatu gumy arabskiej. Zidentyfikowane przez.
nas cukrowce odpowiadaja chemicznej analizie tego produktu podanej przez

Mc Ilroya (17).
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Rys. 9. Rozdzielenie skladnikéw laktobiozy po hydrolizie:
1) laktobioza, 2) galaktoza i glikoza.

Rys. 10. Rozdzielenie skladnikéw rafinozy po lagodnej
hydrolizie: 1) kreatynina, 2) melibioza, 3) fruktoza,
4) rafinoza.

; e -~

Rys. 11. Rozdzielenie skiadnikéw hydrolizatu gumy arab-
skiej: 1) ramnoza, 2) arabinoza, 3) galaktoza, kwas
glikuronowy.

Dyskusja

Jakkolwiek mys$l zastosowania elektroforezy bibulowej do rozdzielania
i identyfikacji cukrowcéw byla podejmowana wczesniej, nie bylo dotad pei-
nego opracowania metodycznego i teoretycznego pozwalajacego stosowaé
elektroforeze do celéw analizy biochemicznej tych zwigzkéw. Przede wszyst-
kim celem naszej pracy bylo opracowanie rozdzialu tych mieszanin cukro-
wcow, ktére zwykla technika chromatograficzna nie daja si¢ rozdzielié.
Ro6zni autorowie, jak Partridge i Westall (1), Jermyn i Isher-
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woodd (2) oraz Opiennska-Blauth (2) stosowali najrozmaitsze
uktady rozpuszczalnikéw dla chromatograficznego rozdzielania mieszanin
cukrowcéw o bardzo bliskich wartosciach wspélczynnika R jak: glikoza-ga-
laktoza, mannoza-sorboza, mannoza-arabinoza, laktobioza-maltoza, sacharo-
za-kwas galaktouronowy. Doszlo do tego, ze Weinland i May (2)
chcge rozdzieli¢ i zidentyfikowaé powyzsze mieszaniny opracowali bardzo
zmudnga metode chromatografii polaczong z fermentacja przez odpowiednie
szczepy drozdzy. Warto przy tym wspomnieé, ze czas trwania doSwiadcze-
nia przy tej metodzie wynosi okolo 15 dni.

K
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Rys. 12. Elektroferogramy rozdzielonyck mieszanin cukroweéw o bliskich
wspélezynnikach Rf:* 1) galaktoza — glikoza; 2) mannoza — sorboza;
3) mannoza — arabinoza; 4) sacharoza — kwas galaktouronowy.
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Na rys. 12 przedstawiony jest elektroferogram powyzej wymienionych
mieszanin cukréw, z ktérego widaé, ze wszystkie mieszaniny mozna rozdzie-
li¢ z wyjatkiem laktobiozy i maltozy. Réznica w ruchliwosci tych dwucukro-
wcow jest bardzo mala, wynosi zaledwie 0,13. Taka réznica ruchliwosci wy-
starcza zupelnie do rozdzielenia np. fruktozy i rybozy (por. rys. 7a oraz
Tab. I), niemniej do rozdzielenia kilkocukrowcéw jest juz niewystarczajaca.
Zasadniczo monozy mozna od siebie rozdzieli¢ juz wdéwczas, gdy réznica
ruchliwosci jest wigksza niz 0,10, natomiast kilkocukrowce dopiero wow-
czas, kiedy roznica ta jest wigksza od 0,30, oczywiscie w warunkach opisa-
nych w tej pracy. Na rys. 7 przedstawione sa przyklady rozdzielania mie-
szanin, ktérych skladniki maja bardzo male roznice ruchliwosci, jak fruk-
toza-ryboza (0,13), ramnoza-melibioza (0,14) mimo to rozdzielajg si¢ do-
brze. Stopien rozdzialu zaleze¢ réwniez bedzie od ilosci pojedynczych sktad-
nikéw i od skladu jakosciowego mieszaniny. W ciggu naszych do$wiadczen
nad rozdzielaniem wielocukréw bakteryjnych stwierdzono, ze bez trudno-
Sci mozna rozdzieli¢ nawet 5 skladnikéw mieszaniny, ale pod warunkiem,
ze roznice ruchliwosci beda znaczne.

Na ogél sktad naturalnych mieszanin cukrowcéw jest Lorzystny dla roz-
dzielania ta metoda, gdyz oprécz prostych cukrowcéw wystepuja pochodne
jak kwasy uronowe, metylocukry oraz aminocukry charakteryzujace si¢ bar-
dzo duza ruchliwoscig w poréwnaniu z wiasciwymi cukrowcami (kwasy uro-
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nowe) badz bardzo malg ruchliwoscia (metylopentozy), wreszcie moga wy-
kazywaé¢ wedrowke katodowg (aminocukry).

Labilno$¢ kompleksu boranowego z polialkoholem powoduje, ze dosta-
teczny i dajacy sie reprodukowac rozdzial mozna uzyskac tylko przy zacho-
waniu pewnych warunkow. WspomnieliSmy juz, ze rozdzial jest w ogdle
mozliwy tylko w pewnym zakresie temperatury. Réwniez stgzenie molarne
buforu i pH musza mie¢ pewne stale wartosci: stezenie boranu nie nizsze
jak 0,08 M, pH ok. 9. Roztwory cukréow nalezy przygotowywaé bezposred-
nio przed uzyciem, poniewaz w roztworze nawet stabo zasadowym po dtuz-
szym czasie zachodzi izomeryzacja cukrow, skutkiem ktorej pewne cukry
przeksztalcaja si¢ w inne cukrowce. Czynniki wplywajace na ruchliwos$¢ cu-
krowca w polu elektrycznym mozna uja¢ w dwie grupy: a) warunki doswiad-
czenia, b) wlasnosci i struktura czasteczki cukrowca. Byla o tym mowa, ze
ruchliwo$é uktadu wielohydroksylowego w buforze boranowym i szybkosé
reakcji z jonem boranowym wzrasta wraz ze stopniem ublenienia. Aldozy
wedruja szybciej niz heksylole a kwasy uronowe szybciej niz aldozy. Ruch-
liwos¢ elektroforetyczna kompleksu boranowego bedzie zalezeé przede wszy-
stkim od stopnia dysocjacji tegoz kompleksu i bedzie wprost proporcjonal-
na do stopnia dysocjacji. W pewnej mierze ruchliwo$¢ bedzie réwniez za-
leze¢ od wielkosci czgsteczki (11).

Elektroforeza bibulowa cukrowcow wymaga dalszego opracowania, zwla-
szcza zastosowanie swoistych odezynéw barwnych na bibule celem dokiad-
nej charakteryzacji poszczegolnych skladnikéw mieszaniny. Charakteryza-
cja tylko na podstawie samej ruchliwosci jest niepewna i stwarza nawet
powazne trudnosci zwlaszcza wowcezas, gdy ilos¢ skladnikéw w mieszaninie
jest duza. Prace nad zastosowaniem réznych charakterystycznych odczynéw
i zastosowanie tej metody do analizy produktéw naturalnych sa w toku.

Streszczenie ?

Opracowano metode elekiroforetycznego rozdzialu na bibiile cukréw i ich
pochodnych jako komplekséw boranowych.

Oznaczono ruchliwo$¢ 23 preparatéw jedno- i kilkocukrowcow, kwaséw
uronowych, heksytoli i aminocukréw. Skiadniki mieszaniny dadza si¢ wow-
czas rozdzieli¢ elektroforetycznie, jezeli réznica ruchliwosci miedzy cukrami
prostymi wynosi wiecej niz 0,10, a miedzy kilkocukrowcami jest wigksza
niz 0,30 w warunkach opisanych przez autoréw.

Najwieksza ruchliwo$¢ wykazuja kwasy uronowe, mniejsza ketozy i al-
dozy; kilkocukrowce wykazuja bardzo mala ruchliwo$¢. Kwasy uronowe
wedrujg okoto 1,5 raza szybciej niz ketoheksozy, metylocukry wedruja oko-
lo 2 razy wolniej niz odpowiadajgce im heksozy, heksytole wedruja okolo
2 razy wolniej niz odpowiadajace im cukry.

Wykazano, ze cukrowce, wykazujace przy analizie chromatograficznej
bardzo bliskie wartosci wspoleczynnikéw Rf, roznia si¢ bardzo znacznie ru-
chliwoscig i dadza sig rozdzieli¢ elektroforetycznie.
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W dyskusji zostaly oméwione warunki i czynniki wplywajace na zdol-
nos¢ iworzenia komplekséw boranowych przez cukry i wykorzystanie tych
czynnikow do elektroforetycznego rozdzielania.

Prof. drowi B. Skarzynskiemu za interesowanie si¢ i pomoc w cza-
sie wykonywania tej pracy sktadamy na tej drodze najserdeczniejsze podzig-
kowanie. Réwniez serdeczne podzigkowanie skladamy mgr J. Cholewin-
sKiemu za wykonanie zdje¢ ilustrujacych nasza prace.

LITERATURA
1. Partridge S. M. i Westall R. G, Biochem. I., 42, 238, 1948
2. Jermyn M. A, i Isherwoodd F. A, Biochem. J., 44, 402, 1949; Opienska-
BlauthJ. i Madecka-Borkowska I, Acta Physiol. Pol, 1, 134, 1950; Wein-
land H. i May F., H-S. Ztschr., Physiol. Chem., 293, 153, 1953.
3. Boseken J., Ber Chem. Ges., 46, 2612, 1913; 56, 2411, 1923; Adv, in Carbohydrate
Chemistry, 1949, Academic Press, N. Y., vol. 1V, s. 189
Zittle Ch. A, Adv. in Enzymology, 1951, Interscience Publishers, INC, N. Y., vol.
12, s. 493
Krejci L. E, Sweenmy L. i Zittle Ch. A, Arch. Biochem., 22, 253, 1949
Consden R.i Stanier W. M, Nature, 169, 783, 1952
Jaenicke L. Naturwiss.,, 39, 86, 1952
Micheel F. i van de Kamp F. P, Angew. Chem., 64 607, 1952
Goldmacher-Mallinckrodt M. i May, F.,, H-S. Zischr. Physiol. Chem, 293,
256, 1953
~10. Woodin A. M., Biochem. I., 51, 319, 1952 .
11. Michl H., Monatsh. Chem., 83, 737, 1952
12. Ostrowski W. i Mikucki A. Acta Physiol. Pol., 111, 277, 1952; Ostrowski
W,Skarzynski B.i Zak Z, Acta Biochim. Pol., 1. 13, 1954,
13. Partridge S. M., Nature, 164, 443, 1949
14. Quick A. J., J. Biol. Chem., 74, 331, 1927
15. Williams R. T., Nafure, 143, 641, 1939
16. Tollens-Elsner, Kurzes Handbuch der Kohlenhydrate, 1953, Johann Ambrosius
Barth, Leipzig, s. 504
17. Mc I1roy R.J, The Chemistry of the Polysaccharides, 1948, London, Edward
Arnold a. Co,, s. 48. :

L

© N

PA3JEJEHUE CAXAPUJIOB IIO BDJIEKTPOPOPETUYECKOMY METOIY

Coaepxanue

Astopamu 6bIA paspaboTaH HOBbIH METOJ DAEKTPO(DOPETHYECKOro pasjgeie-
HUA Ha (PUABTPOBAAbHOH Gymare caxapHAOB M MX NPOH3BOAHBIX B (opme Gopa-
THBIX KOMIIAEKCOB.

Onpeaerena cremeHp noaBHAKHOCTH 23 MOHOCAXapHAHBIX M MHOrocaxapua-
HBIX TPENapaToB, YPOHOBBIX KHCAOT, FEKCHTOB H aMHHOCAaXapoB. ODAEMEHTHI CMeCH
CIIOCOGHDBI MOAPA3AEAATHCA DAEKTPO(POPETHIECKHM METOZOM TOrja, Korjga pas-
HHIA CTeleHH MOABHAHOCTH Mexkay MoHocaxapuzamu 6oabme uem 0,10, a mexay
crozubiu caxapugamu 6oapme 0,30 npu ycAoBHAX OMMCAHHBIX aBTOPaMH.

Camyio 60AbIIyIO MOABHAKHOCTD NMPOABASAIOT YPOHOBBIE KHCAOTDI, MEHbIIYIO —
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KeTO3bl H aAbJO3bl; CAOKHDBIE CAXapHABI OTAHYAIOTCS BECbMA MAAOH NOABHMKHO-
cThIO.

Ypouosbie xucroTbl nepeasuraiorcs okoro 1,5 pasa 6victpee, uem kerorekco-
3bl, METHAOBbIE CaXapHJa TEPeJBHTAIOTCA ABH pasa MEAACHHEE, HeM COOTBET-
CTBYIOLIHE MM IeKCO3bl, FeKCHTBI NIepeBHIalOTCA NMOYTH ABa pasa MeAAEHHEE, ueM
COOTBETCTBYIOLIHE MM cCaxapHAbl.

Joxasano, uto caxapuani, o6HapyxHBaIOLIHE BO BPeMs XpOMAaTOrpadHuecKo-
ro aHaAH3a BerM&l npnﬁAmxermue 3HA4YeHHsA pacnpejeAHTEAbHbIX yKa3saTe-
Aek Rf —— 3HAQYHTEADHO PA3HATCA CTENEHDbIO MOABHMKHOCTH H NMOAAAIOTCA DAEKTPO~
(opeTHUeCKOMY pa3JeAeHHIO.

O6cyxxaaiorcs ycaoBHA H PaKTOPDI, BAHAIOUIHE HA CNOCOGHOCTD 06pa30BaHMs
caxapuaami 6GOPATHbIX KOMIIAEKCOB H Ha BO3MOZKHOCTb HMCIIOAb30BATb STH (aKTO-
Pbl AAsL ®AEKTPOPOPETHYECKOro pasjeAeHHs.

AsTopbr Bhipaxaior ray6okyio 6aarogapnocts mpod. a-py B. Cxapxuncko-
MYy 3a NpOsABAEHHE HHTEpeca " OKa3aHHYIO HM NOMOLUDb BO BPEMs BDIIIOAHEHHS Ha-~
croseit pa6oror. OaHoBpeMeHHO, aBTOPbI BbIPaXKAIOT HCKPEHHIOK GAarozap-
noctb maructpy M. Xoreunckomy 3a msroroaenue poTorpauueckHx CHHMOK,
KaK MAAIOCTpAaUMH K HacTosue pabore.

SEPARATION OF SUGARS AND THEIR DERIVATIVES BY PAPER
ELECTROPHORESIS
Summary

A method of electrophoretic separation of sugars and their derivatives
as borate complexes has been elaborated.

The mobilities of 23 mono- and oligosaccharide preparations, of uronic
acids, hexitols and aminosaccharides were delermined. It is possible to se-
parate the components of the mixture electrophoretically if the mobility dif-
ference between simple sugars amounts to more than 0,10 and between po-
lysaccharides to more than 0,30 under the conditions described by the
authors.

Uronic acids exhibit the highest mobilities, ketoses and aldoses lower
ones and oligosaccharides very low mobilities. Uronic acids travel 1,5 times
as fast as ketohexoses, methyl sugars at half the rate of their correspon-
ding hexoses, hexitols at half the rate of their corresponding sugars.

It has been shown that saccharides exhibiting very close Ry values chro-
matographically, differ largely in mobility and may be readily separated
electrophoretically.

The conditions and factors influencing the ability of sugars to form bo-
rate complexes, and the utilization of these factors for electrophoretic sepa-
ralions, are discussed.

We wish to thank Professor B. Skarzyfiski for his aid and interest in
our work. We are also indebted to Mr J. Cholewinski for the accom-
panying photographs.
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MARIUSZ zYDOWO

NIEKTORE ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI ZDROWEGO CZLOWIEKA
POD WPLYWEM ADRENALINY

I1. Wplyw na réwnowage kwasowo-zasadowa

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdarisku

Kierownik: prof. dr Wlodzimierz Mozolowski

W pierwszym doniesieniu wykazano, ze zmiany st¢zenia bialka surowi-
cy po podaniu zdrowemu czlowiekowi adrenaliny sg spowodowane zmia-
nami ciS$nienia w ukladzie krwiono$nym (1). Obecne doniesienie ma na ce-
lu zbadanie zmian w réwnowadze kwasowo-zasadowej krwi u zdrowego
czlowieka spowodowanych podaniem adrenaliny. Takze i tutaj nie ma zad-
nych przeslanek pozwalajacych przyja¢ bezposredni wplyw adrenaliny na
chemizm krwi.

Metody

Obiektem badan byli zdrowi mezczyzni w wieku 20—33 lat. Krew po-
bierano na czczo z zyly lokciowej bez zastoju, pierwszy raz po pélgodzin-
nym pozostawaniu badanego w pozycji lezacej. Pobieranie odbywalo sig¢
bez dostepu powielrza do krwi, przy czym zapobiegano glikolizie. W tym
celu dawano do probéwki wiréwkowej o pojemnosci 50 mi 1,5 ml mieszaniny
1:11% roztworu heparyny i 10% roztworu NaF (2), rozlewario po $cian-
kach probéwki do wysoko$ci odpowiadajacej pojemnosci okolo 30 ml i suszo-
no w temperaturze okolo 80° C. Do tak przygotowanej probéwki wlewano
3 ml plynnej parafiny i zakrywano ja gumowym korkiem z dwoma rurkami,
z ktorych jedna zanurzona byla jednym korficem w parafinie, zewnetrzny zas
koniec polgczony byl z nasadka doszlifowang do igly Luera. Przez dola-
czenie nasadki do tkwigcej w zyle igly i usuwanie ustami poprzez druga
rurke powietrza z probéwki, mozna bylo pobra¢ krew wprost pod parafing.
Po pobraniu okolo 30 ml krwi mieszano ja tak, azeby rozpuscil si¢ osadzo-
ny na Sciankach fluorek z heparyng uwazajac réwnocze$nie aby krew nie
stykala si¢ z powietrzem, po czym odpipetowywano 10 ml krwi do osobnej
rurki wiréwkowej. Ta porcja krwi stuzyla po odwirowaniu do oznaczenia re-

zerwy zasadowej; pozostala pod parafing krew byla uzywana do oznacze-
‘ [185]
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nia pH. Po pierwszym pobraniu krwi podawano badanemu domig$niowo
jeden mg (1 ml roztworu 1 : 1000) chlorowodorku adrenaliny (preparat
handlowy produkcji ZZF). W okresie maksymalnego wzrostu ci$nienia
i szybkosci tetna, co przypadalo okolo 50 do 60 minut po zastrzyku, pobie-
rano krew powtérnie w analogiczny sposob jak za pierwszym razem. Przy
badaniach kontrolnych postepowano tak samo, tylko zamiast adrenaliny po-
dawano domigsniowo 1 ml roztworu soli fizjologiczne;j.

pH krwi oznaczano potencjometrem typu , Radiometr PHM3* przy uzy-
ciu elektrody szklanej; zestaw pozwalajacy na osiggnigecie dokladnosci do
du 0,01 pH. Jako moderatoréw poréwnawczych uzywano roztworéw fosfora-
néw sporzadzonych wedlug nowych poprawionych wartosci (3). Po nasta-
wieniu aparatu zanurzano elektrody poprzez parafing w krwi, znajdujacej
sie¢ w naczyniu, do kiérego pobrano jg bezposrednio z zyly; pierwszy odczyt
wykonywano w godzing po zanurzeniu, a nastgpnie powtarzano jeszcze od-
czyty 5 do 7 razy w odstepach pigciominutowych. Stwierdzono doswiadczal-
nie na moderatorach pokrytych plynng parafina, ze czas potrzebny do usta-
lenia si¢ potencjalu wynosi okolo jednej godziny. Spowodowane jest to pra-
wdopodobnie tym, ze parafina pokrywa poczatkowo cienka warstwa elektro-
de i powoli dopiero wspina si¢ do goéry. Stwierdzono takze, ze uzywana do
naszych doswiadczen parafina pozostaje bez wplywu na stgzenie jonéw wo-
dorowych moderatora, o ile odczeka si¢ odpowiednia ilo$¢ czasu do ustale-
nia si¢ potencjalu. Graig i inni (2) badali wplyw dodanej mieszaniny
NaF i heparyny na pH krwi i pH moderatora, nie stwierdzajac zadnych
réznic po dodaniu heparyny i NaF. Autorzy ci stwierdzili takze, ze dodatek
tej mieszaniny w iloSci uzytej w niniejszej pracy zapobiega zmianie pH
krwi w ciagu 24 godzin od pobrania, nawet jesli jest ona przechowywana
w temperaturze pokojowej. Wprawdzie D'Elseau i wspélpracownicy (4)
znajdowali pewne zmiany pH krwi metoda gazometryczna przy uzyciu he-
paryny pewnej produkcji, nie otrzymujac zadnych zmian przy stosowaniu
innej heparyny. We wszystkich doswiadczeniach niniejszego doniesienia
uzywano tej samej heparyny, mozna zatem przyjaé, ze pozostaje to bez
wplywu na warto$é poréwnawczg otrzymanych liczb. Pomiary przeprowa-
dzano w temperaturze pokojowej, a otrzymane wyniki przeliczano na war-
tosci w temperaturze 37° wedlug nastepujacego réownania:

pHgzo = pH, — 0,0149 (37 — t)

otrzymanego doswiadczalnie przez Rosenthala (3) a sprawdzonego
przez Graig ai wspélpracownikéw (2). Spotyka si¢ wprawdzie w literaturze
glosy (6) opowiadajace si¢ przeciwko oznaczaniu pH krwi w temperaturze
pokojowej i stosowaniu jakichkolwiek poprawek, nie sgdze jednak, azeby
wartosci porownawcze byly przez to mniej przekonywajace, zwlaszcza jezeli
rozwazymy wyniki Graiga i wspoélpracownikow (2).
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Rezerwe alkaliczng oznaczano, po wysyceniu osocza powietrzem wyde-
chowym, w aparacie manometrycznym Van Slyke'a i Neill‘a, uwzgledniajac
przy obliczaniu poprawki podane przez Van Slyke‘a i Sendroy‘a (7).

Stezenie bialka oznaczano refraktometrycznie w temperaturze 20°C. (8).

Wyniki doswiadczen i dyskusja

Liczbowe wartosci dla krwi pobranej przed podaniem i po podaniu adre-
naliny przedstawione sg w tablicy I.

Tablica I
pH krwi, rezerwa zasadowa i stezenie bialka osocza u zdrowych ludzi
przed i po domigSniowym podaniu | mg chlorowodorku adrenaliny
' H Rezerwa zasadowa Bialko g/100 ml
Symbol P obj. % CO, <
dosw. 2
[E5 przed | po przed | po przed | po
K | 74 | 740 75,1 71,9 6,7 7,0
Ze 7,41 7,39 67,6 63,0 7,0 7,4
R 7,42 7,42 61,4 58,6 6,7 6,9
J 7,41 7,32 69,9 64,9 5,9 6,4
2 7,44 7,33 64,1 56,2 71 S
A 7,45 7,43 69,2 67,6 6,4 6,6
M 747 | 744 72,3 67,0 6,2 6,5
Kontrole
(roztw6r 0,9% NaCl zamiast adrenaliny)
St 7,51 751 67,2 68,3 6,2 6,2
Cc 7,39 7,37 64,1 66,9 7,0 6,7
S 7,37 7,37 71,4 72,3 6,4 6,4
Z 742 | 744 69,0 70,7 6,6 6,6

Jak wida¢ z powyzszych cyfr, zaznacza si¢ wyrazna tendencja do za-
kwaszenia krwi pod wplywem adrenaliny. Tylko jeden sposréd badanych
osobnikéw nie zareagowal obnizeniem pH na podanie adrenaliny, podczas
kiedy w badaniach kontrolnych tylko jeden z 4 badanych wykazuje spadek
pH; odczuwal on w czasie drugiego pobierania krwi pewne subiektywnie
nieprzyjemne objawy, jak pocenie sie i uczucie stabosci. Rezerwa zasadowa
jednak nie obnizyla si¢ u niego.

U wszystkich badanych, ktérym podano adrenaling, daje si¢ zauwazyé
wyrazne obnizenie poziomu rezerwy zasadowej, natomiast w konirolnych
doSwiadczeniach istnieje pewna niewielka tendencja do podwyzszenia zdol-
nosci wigzania CO, przez osocze.

Obserwowane zmiany wyrazniej wystepuja w tablicy II.

Badanie stezenia biatka osocza przeprowadzono jako kontrole zadzia-
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Tablica II

Srednie wartosci liczb tablicy I oraz Srednie zmiany tych wartosci po podaniu
adrenaliny lub soli fizjologicznej

Rodzaj ,B 5 pH krwi Rezerwa zasadowa Bialko osocza
do$wiadcze- fﬁg’ z obj. %/ CO, g/100 ml
. -~ s =
nia = T |przed| po | réznica przed| po | réznica |przed | po| réznica
Adrenalina| 7 7,43 | 7,39 | — 0,04 | 68,5 | 64,2 | —4,3 | 6,6 + 0, 3
Kontrola B 7,42 | 7,42 0,00 | 67,9 | 69,5 + 1,6

- lania adrenaliny. Kontirolg taka bylo takze przeprowadzone w niektérych
przypadkach badanie zawartoSci cukru we krwi. Wykazywalo ono zawsze
wzrost po podaniu adrenaliny, brak natomiast wigkszych zmian w badaniach
kontrolnych.

Trudno jest znalezé w literaturze Scisle dane dotyczace zmiany steze-
nia jonéw wodorowych pod wpywem adrenaliny. Doswiadczenia Czubal-
skiego (9) pozbawione sg zupelnie oznaczen kontrolnych, a podane licz-
by nie daja sie Scisle interpretowaé. Schlegel (10) stwierdzal u krélikow
alkalizacje moczu po podaniu adrenaliny, ale nie we wszystkich przypad-
kach mogl obserwowaé zakwaszenie osocza.

Zmniejszenie si¢ dwuweglanéw osocza obserwowal Peters i wspol-
pracownicy (11) i jest on zdania, ze dzieje si¢ to na skutek wyrzucenia do
krwi pewnej ilosci kwasu mlekowego i kwasow ketonowych. Mechanizm
ten zdaje si¢ by¢ bardzo prawdopodobny. Nalezaloby zatem wszystkie zmia-
ny w rownowadze kwasowo-zasadowej krwi pod wplywem adrenaliny od-
nie$¢ do wplywu na przemiang weglowodanowa.

Zbierajac wyniki obecnego doniesienia, mozna powiedzieé, ze adrenalina
podana domieshiowo w dawce 1 mg zdrowemu czlowiekowi powoduje spa-
dek rezerwy zasadowej krwi przy réwnoczesnej tendencji do obnizenia pH.

Streszczenie

Oznaczano pH oraz rezerwe zasadowa krwi zdrowych mezczyzn przed
i po domigsniowym podaniu 1 mg chlorowodorku adrenaliny.

Stwierdzono, ze rezerwa zasadowa obniza si¢ pod wplywem adrena-
liny Srednio o 4,3 obj. % CO., pH krwi spada $rednio o 0,04 pH przy wzro-
scie bialka o 0,3 g/100 ml osocza, podczas kiedy w badaniach kontrolnych
zmian tych nie obserwujemy.
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—SomNowm

HEKOTOPBIE BMOXMMUYECKUE M3MEHMEHMS KPOBU 3JJOPOBOIO
YEJOBEKA

Coaepxanmne

Onpezgenenbl 6biAH: KoHIeHTpauus Boaopoanbix uonos pH u pesepsnas me-
AOYHOCTb KPOBH 30POBBIX MYZUYHH B MEPHOA BPEMEHH A0 M MOCAE BHYTPHMDI-
mweunoil HHbekuun | Mr XAOPHCTOBOZOPOAHOrO ajpeHarHHA.

YcranoBaeno 6b1A0, uTO pesepBHAs IIEAOYHOCTb KPOBH B CPEAHEM IIOHH-
MaeTcs TpH AeicTBHM aapHaruHa Ha 4,3 ob6vema % CO2, a pH cumxaerca
B cpeanem Ha 0,04 npu yBeamuenun cozepmanna 6Geaka ma 0,3 r/100 ma
NAasMbl KPOBH, B TO Bpems, KaK NMPH KOHTPOADHDBIX OMbITAX 3TH IepeMeHbl He
HabAI0JaAHCD.

SOME BIOCHEMICAL CHANGES IN HEALTHY HUMAN BLOOD CAUSED BY
ADRENALINE. PART II. INFLUENCE ON ACID-BASE BALANCE

Summary

Blood pH and blood alkali reserve were determined in healthy men be-
fore and after intramuscular injection of 1 mg adrenaline hydrochloride.
It was found that adrenaline causes a drop in the blood alkali reserve
averaging 4,3 vol. per cent of CO,; the blood pH drop amounts, on the
average, to 0,04 pH units; serum protein is raised by 0,3 g per 100 ml.
In control tests no changes were observed.
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JANINA DZULYNSKA I EDMUND MIKULASZEK

CHROMATOGRAFICZNA ANALIZA WIELOCUKROWCOW
BAKTERYJNYCH

Z Instytutu Dermatologii i Wenerologii w Warszawie i z Zakladu Mikrobiologii Lekarskiej
Akademii Medycznej w Warszawie

Sktadniki wielocukrowe komdrki bakteryjnej byly dotychczas dokladnie
badane u stosunkowo nielicznych gatunkow, przy czym stosowana metodyka
opierala si¢ przewaznie na metodach chemii analitycznej, a w nielicznych
tvlko przypadkach mamy dane, odnoszace si¢ do struktury badanych wielo-
cukrowcéw. Wprowadzenie metod mikrochemicznych, a przede wszystkim
zastosowanie chromatogralii bibulowej otworzylo tu nowe mozliwosci. -

Bedac w posiadaniu zbioru wielocukrowcéw bakteryjnych, kolekcjono-
wanego od lat przeszlo dwudziestu, a pochodzacego z dos¢ licznych rodza-
jéw i gatunkéw bakteryjnych, migdzy innymi i ze szczepéw uleglych zja-
wisku zmienno$ci bakteryjnej, przystagpiliSmy do jakoSciowego oznaczenia
skladu posiadanych wielocukrowcéw za pomocg jednowymiarowej chroma-
tografii bibulowe;j.

Materiat i metody

WIELOCUKROWCE

Uzyte do badan wielocukrowce izolowano z masowych hodowli bakte-
ryjnych czeSciowo na agarze zwyklym, cz¢Sciowo na pozywkach plynnych.
Szczegolowe oméwienie warunkéw hodowli i metod izolowania wielocukrow-
cow w. poszczegdlnych pracach na przestrzeni prawie 20 lat moze zbytecz-
nie skomplikowaloby przedstawienie obecnych wynikéw. Odsylamy wigc
ezytelnika do prac oryginalnych, cytowanych pod numerami 3 do 16 w spi-
sie literatury. Za pozwolenie uzycia do badan niektérych preparatéow wielo-
cukrowych, izolowanych przez kolegéw i wspétpracownikéw, skladamy
w tym miejscu podzigkowanie?.

Obok izolowanych frakeji wielocukrowych zbadali§my réwniez symplek-
sy wielocukrowo-lipidowo-biatkowe z niektérych gatunkéw bakteryjnych.

1 Dzigkujemy prof. drowi R. Pakule za wielocukrowe preparaty z paciorkowcéw, doc. drowi
Wi Kurylowiczowi za niektére wielocukry z rodzaju Klebsiella i Proteus; doc. drowi L. Rzucidle za
miektére wielocukry z pratka gruzlicy; drowi J. Kwapirniskiemu za wielocukry z rodzaju Corynebacterium.

[191]
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192 J. DZULYNSKA i E. MIKULASZEK

A) HYDROLIZA WIELOCUKROWCOW

Hydrolize wielocukrowcéw przeprowadzano stale w ten sam sposéb: 40
mg wielocukréw zadano 1 ml. 1 N H.SO4 w probéwce, ktérg zatapiano,
a nastepnie umieszczano we wrzacej tazni wodnej na 8 godzin. Po tym cza-
sie hydrolizat neutralizowano wodorotlenkiem baru wobec papierka z czer-
wienig Kongo i papierka lakmusowego (== pH 4,5).

B) CHROMATOGRAFIA

Chromatografi¢ wykonywano na bibule Whatmana nr 4 wedlug naste-
pujacego przepisu, opartego w zasadzie na technice Jermyn-Isherwooda
(2). Do rozwinigcia chromatogramu stosowano mieszaning n-butanol : kwas
octowy : woda w stosunku 4 :1:5; rozwinigcie zstgpujace w szczelnej ko-
morze chromatograficznej za pomoca fazy gérnej wymienionego solwentu,
a nasyceniem komory parami fazy dolnej tegoz plynu. Zabarwienie plam
weglowodanéw odezynnikiem:

a) aniliny 0,93 ml, etanolu 969% 100 ml

b) 0,2 M kwas szczawiowy. Do uzytku zmieszac¢ 1 czesé a) z 1 czeScia

b), napyli¢ chromatogram odczynnikiem i ogrzewaé¢ 5 minut w su-
szarce 105%; w tych warunkach daja

heksozy — barwe zo6lto-brunatna,
pentozy — barwg rézowo-czerwong;
metylo-cukry — barwe cytrynowozoéita.

Glukozaming wykrywano za pomoca odczynnika ninhydrynowego: 0,1%
ninhydryny w n-butanolu. Po napyleniu ogrza¢ 5 minut w suszarce 105°;
glukozamina daje barwe czerwonofioletow3.

Ketozy wykrywane za pomocg zmodyfikowanego odczynnika Seliwa-
nowa:

a) 109% rezorcynolu w etanolu,

b) etanol 96%,

c) 2N HCl — do uzytku $wiezo przyrzadzié 1 cze$¢ a), 4 czeSci b) i 5
czgsci c); napyli¢ i ogrzaé 5 minut w suszarce w 105%; ketozy dajg barwg
ciemnoczerwona.

Odréznienie galaktozy od glukozy: oba te cukry maja bardzo zblizone
R;, wobec czego weglowodany te w chromatogramach nalezy rozdzieli¢.
W tym celu stosowano metode: na skrawku bibuly umieszczano obok sie-
hie dwie plamki hydrolizatu badanego, w ilosci po 10 kropel kazda. Po roz-
winigciu chromatogramu mieszanka: butanol — kwas octowy — woda i wy-
suszeniu skrawka rozcigto skrawek podiuznie do kierunku wywolania na
dwie czgsci: na jednej zabarwiono plamy cukréw szczawianem aniliny, na
drugiej wycigto segment, odpowiadajacy umiejscowieniu glukozy lub gala-
ktozy, za$ segment bibuly, zawierajacy glukoz¢ badZ galaktoze, eluowano
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w 1,5 ml wody, a po elucji plyn odwirowano. Z eluatem wykonano odczyn
cysteinowy Dischego (1). W hydrolizacie zawierajagcym galaktoze wyste-
puje barwa ciemnoniebieska, natomiast w obecnosci glukozy barwa jest
z6lto-zielona.

Wobec trudnosci seryjnego zastosowania tej metody, klopotliwej i za-
bierajacej duzo czasu, uzyliSmy jej jedynie w nielicznych wypadkach nie-
zgodnosci z danymi literatury w celu bezspornego siwierdzenia obecnosci
jednego z tych dwoch cukrow. I tak stwierdziliSmy w hydrolizatach Shigella
flexneri obecnosé galakiozy, co jest w sprzecznosci z danymi piSmiennic-
twa (17), w ktérym jako aldoheksoza, wystepujaca w tym drobnoustroju,
wymieniona jest jedynie glukoza. Niektérych skiadnikéw weglowodanowych
hydrolizatéw nie mogliSmy zidentyfikowa¢ z powodu braku odpowiednich
standardéw. Odnosi si¢ to gléwnie do rzadszych metylopentoz oraz heptoz
jak i do kwaséw uronowych. Obecnoéé¢ tych ostatnich jest prawdopodobna
w szeregu badanych wielocukréow, za czym przemawiajg ich Ry oraz odezy-
ny barwne, ktére poréwnaliSmy z hydrolizatami pektyn, gumy arabskiej
i kwasu hyaluronowego. Zidentyfikowanie kwaséw uronowych uirudniata
ponadto obecno$é w hydrolizatach wolno wedrujacych komponent weglowo-
danowych, pochodzacych z niekompletnego rozkiadu wielocukrowcéw.

We wszystkich przypadkach stwierdzenia plamy posiadajacej R; odpo-
wiadajgce mannozie wykonano odczyn z rezorcynolem w celu wykluczenia
fruktozy, posiadajacej w uzytym solwencie niemal identyczne Ry z mannozg.

Nie udalo si¢ nam réwniez zidentyfikowanie komponenty weglowodano-
wej, bardzo szybko wedrujgcej i dajacej odczyn barwny na metylocukry —
mamy tu prawdopodobnie do czynienia z opisanymi ostalnio przez West-
phala-Liideritza (18) metylo-dezoksy-aldozami. Nie mogliSmy
réwniez rozpoznaé niektérych plam wielocukrowych, ktére moglyby odpo-
wiadaé heptozom, opisanym ostatnio w wielocukrowcach bakteryjnych (17).

Proby zidentyfikowania nie rozpoznanych dotychczas weglowodanéw
w naszych wielocukrowcach bedg przedmiotem dalszych badari.

Wyniki badan

Sumaryczna tabela przedstawia wyniki jako$ciowego oznaczenia skla-

du weglowodanéw w badanych przez nas wielocukrach bakteryjnych.
INTERPRETACJA TABELI

Rodzaj Shigella. Charakterystycznymi cukrami dla tego rodzaju
s3: glukozamina, galaktoza lub glukoza, ksyloza, a nie mozna wykluczy¢
obecnosci kwaséw urcnowych. Ponadto gatunki Sh. [lexner: i Sh. shigae za-
wieraja ramnoze. Na 34 zbadanych wielocukrow z tego rodzaju u 4 stwier-
dzono obecno$¢ szybko wedrujacego metylocukru. Formy szorstkie Sh. shi-
gae roznily si¢ od form gladkich brakiem glukozaminy i ramrozy.

Rodzaj Salmonella. Charakterystycznymi cukrami dla rodzaju
Salmoriella s3: glukozamina, galaktoza, lub glukoza, mannoza, ksyloza i ra-
3 Acta Biochimica
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194 J. DZULYNSKA i E. MIKULASZEK

mnoza; nie mozna wykluczyé obecnosci kwaséw uronowych. Na 78 bada-
nych wielocukréw, nalezacych do rodzaju Salmonella, u 10 wielocukréw
stwierdzono obecnos$é¢ szybko wedrujacego metylocukru. Formy szorstkie
Salmonelli réznily si¢ od form gladkich brakiem glukozaminy, mannozy
i ramnozy. U zbadanych 2 wielocukrow gatunku Salmonella paratyphi A
nie stwierdzono obecnosci glukozaminy. Rodzaj Proleus: jeden zbadany wie-
locukier z formy gladkiej zawierat glukozaming, galaktoze lub glukoze, man-
noze i ksyloze, przy czym nie mozna bylo wykluczy¢ obecnoéci kwasow uro-
nowych. Kilka wielocukrow z form szorstkich wyréznialo si¢ brakiem glu-
kozaminy i mannozy.

T RodzajPseudomonas. 5 zbadanych wielocukréw z gatunku Ps.
aeruginosa zawieralo: glukozamine, galaktoze lub glukozg, ksyloze, ram-
noze, a takze nie mozna bylo wykluczyé obecnosci kwaséw uronowych.
W 2 wielocukrach tego gatunku obecna byla mannoza.

RodzajKlebsiella. Charakterystycznymi cukrami dla tego rodza-
ju sg galaktoza iub glukoza, ksyloza, a nie mozna wykluczy¢ obecnosci kwa-
s6w uronowych. Na 12 wielocukréw z form gladkich u 4 stwierdzono obec-
nos¢ mannozy; podobnie tez u 4 wykazano obecno$é¢ szybkiego metylocukru.
Wielocukry z form szorstkich nie réznily sie zasadniczo od form gladkich
pod wzgledem jakosSciowego skiadu wielocukrow.

Rodzaj Streptococcus. Trzy badane wielocukry paciorkowcowe
zawieraly glukozamine, ksyloze i ramnoze.

Rodzaj Micrococcus. Jeden zbadany wielocukrowiec z gronkow-
ca zlocistego zawieral galaktoze lub glukoze oraz ksyloze.

RodzajBacillus. Wéréd 9 zbadanych wielocukrow z laseczki wa-
giika wszystkie zawieraly glukozaming, galaktoze lub glukoze, u 5 z nich
stwierdzono ksyloze, a u 7 nie mozna bylo wykluczy¢é obecnosci kwasow
uronowych.

Rodzaj Erysipelothrix. W jednym zbadanym wielocukrowcu
z wloskowca rézycy obecne byly: glukozamina, galakioza lub glukoza, ksy-
loza, nie mozna bylo wykluczyé obecnosci kwasu uronowego.

RodzajMycobacterium. W 20 zbadanych wielocukrowcach prat-
ka gruzlicy stwierdzono obecno$é: glukozaminy, galaktozy lub glukozy,
mannozy, arabinozy, a w 10 wielocukrach nie mozna bylo wykluczy¢ obec-
nosci kwasu uronowego.

Rodzaj Corynebacterium. W 11 wielocukrach maczugowca
blonicy obecna byta arabinoza — za§ w 7 wielocukrach stwierdzono obec-
nos¢ galaktozy lub glukozy oraz glukozaminy, a w trzech obecno$¢ manno-
zy; w dwoch wielocukrach nie mozna bylo wykluczyé obecnosci kwasow
uronowych.

Zmienione warunki hodowli, rodzaj pozywki oraz mectoda izolowania
wielocukroweca z badanej bakierii nie wptynely w znaczniejszym stopniu
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na jakoSciowy sklad cukrowcow powstalych droga hydrolizy kwasnej wielo-
cukrowca.
Streszczenie

Metoda jednowymiarowej bibulowej chromatografii zbadano jako$ciowy
sktad 182 wielocukrowcéw bakteryjnych. Najczesciej wystepujacymi cukrow-
cami w hydrolizach wielocukréw byly: glukozamina, galaktoza (illub glu-
koza), mannoza, ksyloza, arabinoza, ramnoza.

W okolo 10% zbadanych wielocukrow wykazano obecno$é szybko we-
drujgcego metylocukru, ktorego identyfikacja nie udata si¢. W wigkszosci
zbadanych wielocukréw nie mozna bylo wykluczyé obecnosci kwasow uro-
nowych, ewentualnie powoli wedrujgcych produktéw niezupelnego rozkiadu
hydrolitycznego.

W jakosciowym skiadzie wielocukrow pochodzacych z rzedéw Eubac-
teriales i Actinomycetales wystepuje charakterystyczna réznica: pierwsze
zawieraja jako pentoze — ksyloze, drugie arabinoze. Przejscie formy glad-
kiej w szorstka polaczone jest stale ze zubozeniem jakoSciowego zestawu
cukrowcow, przy czym ubytek dotyczy zawsze glukozaminy, ramnozy i man-
nozy.

W badanym materiale nie stwierdziliSmy wplywu warunkéow hodowli
i metody otrzymywania wielocukrowcéow z bakterii na jakoSciowy sklad
wielocukrowcdw, izolowanych z poréwnywanych szczepow.
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XPOMATOTPAPUYECKUI AHAJIM3 BAKTEPUMAJBHBIX IIOJUCAXAPUIOB
Copgepxanmne

C nomombio XpomaTorpauueckoro AMHEHHOr0 aHaAH3a Ha (PHABTPOBAABHON
6ymare 6biA mccaezosan cocraB 182 6akrepmarbubix moaucaxapuzaos. Monoca-
XapHAaMH, Halle BCEro BBICTYNAIOUIHMH B TMOAHCAXapHAHBIX FHAPOAM3ATAX ABAH-
I0TCA: FAIOKO3aMHH, rarakTosa (M MAM rAlOKO3a), MaHHO3a, KCHAO3a, apabuHO3a
H paMHO3a.

U3 uncra, npubausurernno, okoro 10% mnccaezosanubix caxapuzos obua-
py#eHo 6bia0 Haauuue GBICTPO NeEPeABHralOLIErocsi METHAOCAXapHAa, KOTOPOro
He yAaAocb HAEHTH(PHUHPOBaTb. B 6GOABIIHHCTBE HCCAEZOBAHHBIX NOAMCAXApH-
A0B HeAb3si GbIAO YCTPAHMTb HAAHYHsl YPOHOBBIX KHCAOT, HAH MEJAEHHO Tepe-
ABHTAIOUIMXCA MPOAYKTOB HENOAHOrO I'HMAPOAHTHYECKOTO pacmaja.

B kauecTsennom cocraBe moAMcaxapuA0B, MPOUCXOAAILNX M3 PAZOB GaKTepHii:
Eubacteriales n Actinomycetales BbicTynaioT XapakTepHbie pasHHIIbI: MEPBbIE
COAEpIKAT TEHTO3Y-KCHAO3Y, APYTHE — apabUHO3Y.

[lepexoa or raagkoit k mepoxoBatoit QopMe OGakTepHil CONPOBOKAAETCHA
Bcerga obesHeHHeM KauecTBEHHOrO COCTaBa MOHOCAXapHAOB, MpHYeM yGBITOK Ka-
caeTcsi OObIYHO I'AIOKO3aMHHA, PAMHO3bl W MAHHO3bI.

B ucnbityemom martepnare He 6bino 06HAapyKeHO BAHAHHS BbIpalIHBalOLIEH
Cpeabl, a TakxkKe METOAA, NMPHMEHAEMOro AAS NOAYYeHHs W3 GakTepuil NoAHcaxa-
PUAOB Ha CaMblil COCTAaB STHX MOAHCAXapHAOB, MOAYUEHHBIX OT PAa3AHYHBIX CO-
NGCTABASIEMbIX IITAMMOB.

CHROMATOGRAFIC ANALYSIS OF BACTERIAL POLYSSACHARIDES
Summary

By means of unidimensional paper-partition-chromatography 182 bacte-
rial polysaccharides were investigated. The most frequently encountered
sugars in acid hydrolysates of these polysaccharides were: glucosamine, ga-
lactose (andlor glucose), mannose, xylose, arabinose and rhamnose. In about
10% of the investigated polysaccharides there was established the presence of
a fast-moving component, giving the characteristics of a methylo-sugar; an
identification of this component could not be achieved. In the majority of
our polysaccharides the presence of uronic acids (slow-moving hydroly-
sis-products) could not be excluded.

In the qualitative composition of polysaccharides from bacteria, belon-
ging to the orders Eubacteriales and Actinomycetales there appears a clia-
racteristic difference: the former contain xylose, the latter arabinose.

The variation smooth-rough is always linked with a loss of several su-
gar components: these components are always glucosamine, rhamnose amnd
mannose.

The conditions of cultivation as also the method of preparation showed
in our experiments no marked influence on the qualitative composition of
sugar components from polysaccharides, obtained from comparative strains.
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Lubin, a zwlaszcza irzy jego gatunki: zéity, waskolistny i bialy, jest
cenng ro$lina dla rolnictwa ze wzgledu na wysoka zawartos¢ tatwostraw-
nego biatka (30—45%) w ziarnie oraz na jego wlasciwos¢ wzbogacania gleby
w zwiazki azotowe dzigki symbiotycznemu wigzaniu azotu atmosferyczne-
go (1). Jeden hektar tubinu jest zdolny w ciggu okresu wegetacyjnego
zwigzaé 200 kg azotu atmosferycznego (14). Lubin pastewny stanowi w na-
szych warunkach najbardziej skoncentrowang pasze bialtkowa (1). Jednak
dziko rosngce gatunki lubinu zawieraja znaczne ilosci (1—3%) alkaloidow
toksycznych dla zwierzat. Zagadnienie zastosowania lubinu jako rosliny pa-
stewnej wiaze sig¢ SciSle z otrzymaniem lubindw o silnie zmniejszonej za-
wartosci alkaloidéw (ponizej 0,1%), tak zwanych lubinéw stodkich. Ze wzgle-
du na silny rozwdj prac doswiadczalnych nad hodowla odmian lubinu slod-
kiego oraz znaczenie, jakie ma odegra¢ lubin w bazie paszowej, wylonila
si¢ konieczno$¢ opracowania metody iloSciowego oznaczania alkaloidéw
zawartych w tych odmianach tubinu, metody, ktéra pozwolilaby szybko i do-
ktadnie oznaczaé mikrogramowe ilosci alkaloidéw przy minimalnym zuzy-
ciu materialu roslinnego i obnizeniu kosztéw analizy. Barbacki w swej
pracy pt. Lubin podkresla koniecznos¢ opracowania takiej metody piszac:

»Przede wszystkim do obnizenia alkaloidow przeszkadzata do niedawna
niedostateczna dokladnos¢ jako$ciowych melod oznaczania alkaloidéw oraz
brak uproszczonych metod iloSciowego ich oznaczania. Wraz z obnizeniem
zawartosci alkaloidow musi i$¢ w parze precyzowanie metod ich wykrywa-
nia“ (1). Poza opracowaniem metodyki iloSciowego ujgcia alkaloidow tu-
binu wylonita si¢ koniecznos¢ opracowania metod ekstrakeji tych alkaloidéw
z materiatu ro§linnego oraz wlasciwego oczyszczania wyciggéw przed uje-
ciem iloSciowym. Wiadomo jest, ze odczynniki stosowane przy oznaczaniu
alkaloidéw nie sa specyficzne i przy niedostatecznym oczyszczeniu badane-
go wyciggu wykrywa sig¢ ilo$¢ alkaloidéw wigksza od rzeczywistej, co
w efekcie powoduje dyskwalifikacje czasem calego zbioru lubinu i naraza
gospodarke krajowa na powazne straty.
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198 I. REIFER i M. MOZEJKO

Przy opracowywaniu melody iloSciowego oznaczania alkaloidéw zawar-
tych w tubinie bialym i waskolistnym znana byla tylko metoda oznaczania
sumy alkaloidéw. Ze wzgledu na to, ze toksyczno$é alkaloidéw wystepuja-
cych w tych tubinach moze by¢ rézna, pozadane jest znaé skiad ilosciowy
poszczegolnych alkaloidéw. Oznaczanie sumy alkaloidéw w lubinie Zo6ltym,
bialym i waskolistnym nie jest stuszne jeszcze z innego wzgledu. Przy ozna-
czaniu sumy alkaloidéw robi si¢ albo bledne zalozenie, ze obydwa alkaloidy
posiadaja jednakowy wspolczynnik, lub tez stosuje sig ich rzeczywiste wspét-
czynniki, zakladajac, ze alkaloidy wystepuja w materiale roslinnym zawsze
w stalym stosunku.

Jak wynika z analiz lubinu w tabl. (XII i XIII), jak réwniez z pracy
Wierzchowskiego (16), ilosci poszczegolnych alkaloidow wahajg sie
w bardzo szerokich granicach, co wyklucza przyjecie stalego ich stosunku.

Chemizm alkaloidéw zawartych w lubinie zoltym,
biatym i waskolistnym

Alkaloidami, ktére interesuja nas gléwnie z punktu widzenia uprawy
lubinu, sg lupinina i sparteina, zwana takze lupinidyng, zawarte w lubinie
zoltym, oraz lupanina i hydroksylupanina (w literalurze niemieckiej zwana
blednie oksylupanina), wchodzace w sklad tubinu bialego i waskolistnego.

Wszystkie te alkaloidy sa pochodnymi norlupinanu — CyHy7N o wzo-
rze strukturalnym

C C
/ BN
CH ' CH,
I
H,J: N (EH,
AN
H2 HS
Lupinina C;oH;9ON wystepuje obok sparteiny w lubinie zéttym (Lu-
CH.OH pinus luteus), a takze w L. niger i L. palmeri.

NN Jest cialem krystalicznym o tt. 69—70°C (14), a wedlug
I o l Clemo i Rapera:70—71°C (12). Z eteru naftowe-
MANH go krystalizuje w postaci rombéw. Jest optycznie czynna,
lewoskretna, [¢])7 — 199 Ma odczyn zasadowy i rozklada sole amono-

we z wydzieleniem amoniaku. Rozpuszcza si¢ lepiej w wodzie zimnej niz
w gorgcej, dobrze w alkoholu, eterze etylowym, benzenie, chloroformie
i niskowrzgcym eterze naftowym (13, 15).

Lupinina nie tworzy nierozpuszczalnych zwnazkow z chlorkiem rteci
w kwasnym roztworze. Cecha ta zostala wykorzystana przy oddzielaniu
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lupininy od sparteiny, ktéra daje z chlorkiem rteei trudno rozpuszczalny
osad (15).

Z kwasem solnym tworzy sole o wzorze: B.HCI o temperaturze topnienia
212—213°C, z kw. pikrynowym — pikryniany o tt. 136-—137°C, sole zlota
B.HAuCly o tt. 196—197° oraz platynochlorki Bs.[H2PtCl o tt. 163—4°C.

Po raz pierwszy wyizolowal lupining B a um e r t (13), a sposéb jej
otrzymywania opisali: Karrer, Canalt, Zohner i Widmer (13).
Budowa chemiczna lupininy zostata catkowicie ustalona i potwierdzona
przez synteze laboratoryjna. Pierwsi dokonali syntezy tej Clemo, Mor-
gan i Raper. Podczas utleniania lupinina przechodzi w kwas lupi-
ninowy, ktory poddany dekarboksylacji daje norlupinan (14) (4—I12a).

(IZH,OH COOH
/\]/\ 14 /\l/\ L) norlupinan
1 BB
N AN
Sparteina (lupinidyna) — CizHa¢N2, 0 wzorze strukturalnym:
G \I (|3H—(|3H: W postaci lewoskretnej wystgpuje w tubinie zéttym
N : . AT
15 CH, N/ N (L. luteus), oraz L. niger, poza tym znaleziono ja w

| wielu gatunkach rodziny Papilionaceae.

CH,—CH—\ / Jest bezbarwng ciecza o odczynie alkalicznym
i charakterystycznym przykrym zapachu, o ggstosci Dao = 1,0196 ,[a]2! =
— 16,42° (Et—OH). Wrze w, temp. 188°/18 mm Hg lub 325°/154 mm Hg
w atmosferze wodoru. Jest trudno rozpuszczalna w wodzie (1 cz. sparteiny
na 328 cz. wody w temp. 22°C). Dobrze rozpuszcza sie¢ w eterze etylowym,
chloroformie i alkoholu (15). Z kwasami daje latwo krystalizujgce sole.
Wobec kwaséw jest dwuwartosciowa. Z kwasem siarkowym tworzy sol
B.H,SO4.5H,0 o tt. 159—62°C (bezw.) Znane sa takze sole platyny
B.H,PtClg.2H30 o tt. 243,59, ztota: Bo.HCI.3AuCl; o tt. 184,3°C oraz pikry-
niany o tt. 2089, ktére po krystalizacji z wrzacego alkoholu tworza blysz-
czgce, z6tte igly (13). Galinowsky i Kainz pierwsi dokonali calkowitej
syntezy sparteiny w roku 1947 (14).

Lupanina — C;y5H240N,, o wzorze strukturalnym:
¢ \——CH-CH, W lubinie bialym (L. albus), waskolistnym (L.
| i ‘ angustifolius), L. laxus oraz L. perennis i polyphy-
NSF L /N llus wystepuje w postaci prawoskretnej. Forme lewo-

: ey skretna znaleziono w L. Macounii i L. pusillus. W lu-

CH!*—CH ™\ binie bialym obok prawoskretnej wystepuje takze
d, 1-lupanina (13 i 14).

Lupanina jest cialem stalym, krystalizuje w postaci bezbarwnych, pryz-
matycznych krysztalow, o tt. 98—9°C. Jest silnie alkaliczna i rozpuszcza
sie we wszystkich pospolitych rozpuszczalnikach, nie wylaczajac wody.
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Wobec kwaséw zachowuje si¢ jak jednowario$ciowa zasada, mimo to znany
jest jej dwuchlorowodorek: B.2HCI. Sg to bezbarwne pryzmaty o tt. 185°C
(hygroskopijne). Znany jest migdzy innymi chlorowodorek lupaniny
B.HCI.2H;0 o tt. 127—89° i 250—2° (bezwodny).

Sposéb izolowania lupaniny z nasion tubinu niebieskiego zostal opisany
przez Davisa (13).

Mieszanina réwnych ilosci d-i l-lupaniny, po krystalizacji z acetonu,
ma tt. = 98°C (13). -

Hydroksylupanina: Cy5H2402N2, o wzorze strukturalnym:
/\I_CH—CH’ Hydroksylupaniny nie nalezy myli¢ z oksylupa-
‘ N ' ning produktem laboratoryjnego ullenienia lupaniny
\n/ (':H, N/\l o wzorze sumarycznym C;5H2202Ns, o tt. 123°C.
2 H,—éH—k/—OH Syntezy tej dokonat Clemo i Leitch (4).
Hydroksylupanina wystepuje obok lupaniny w tubinie biatym (L. albus),
waskolistnym (L. angustifolius), L. hilarianus, perennis polyphylus.

Jest cialem stalym, krystalicznym. Krystalizuje bardzo trudno w postaci
romboidalnych pryzmatéw z dwoma wodami i topi si¢ w temp. = 76—7°
lub bezwodna — w temp. = 172—74°C.

Jest prawoskretna: [a]p 64,189,

Hydroksylupanina jest bardzo dobrze rozpuszczalna w wodzie, alkoholu
i zawierajacym wode acetonie, dobrze rozpuszczalna w chloroformie, fenolu
i bezwodnym acetonie, bardzo trudno rozpuszczalna w zimnym eterze i ben-
zenie, nierozpuszczalna w siarczku wegla i eterze naftowym (3).

Tworzy sole, na przyklad sole zlota — B.HAuCly o tt. 206—6°C, platy-
ny — B.HyPtClg.H,O 1t. 235—6°C, z kwasem solnym — B.2HCLH.O
o tt. 272°C lub B.HCL.2H,O (3).

Ilosciowe metody oznaczania alkaloidow w lubinach

Istniejace metody mozna podzieli¢ na cztery grupy:

1. Acydymetryczne, oparte na alkalicznym charakterze alkaloidéw. Za-
sada tej grupy metod polega na miareczkowaniu nadmiaru kwasu niezwig-
zanego z alkaloidem lub na bezposrednim miareczkowaniu alkaloidu mia-
nowanymi rozcieficzonymi kwasami. Ze wzgledu na obecno$é¢ w materiale
roslinnym szeregu zwigzkéw o charakterze zasadowym oraz ze wzgledu na
wydzielajacy sie w czasie ekstrakcji amoniak w wyniku rozkladu bialka
i amidéw, metoda ta moze mie¢ zastosowanie tylko tam, gdzie po ekstrakcji
i oczyszczeniu wyciagi zawieraja wylacznie alkaloidy i to w iloSciach nie
mniejszych anizeli 10 mg na analize.

2. Dalsza grupe stanowia metody wagowe. Zasada tych metod polega
na tworzeniu przez alkaloidy trudno rozpuszczalnych soli kompleksowych
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z takimi odczynnikami, jak na przyklad: kwas krzemowolframowy, fosforo-
molibdenowy, pikrynowy, pikrolonowy i wiele innych. Ilos¢ alkaloidow oblicza
si¢ z réznicy wagi osadu po suszeniu i po wyprazeniu. Wedlug Wier z-
chowskiego (16) metode t¢ mozna stosowaé przy koncentracji alka-
loidow nie mniejszej niz 0,2%, co pocigga za soba koniecznoé¢ pobierania
probek tubinéw slodkich w ilosci 20—30 g oraz duze zuZycie rozpuszczalni-
kéw organicznych do ekstrakcji. Przy tym nalezy podkresli¢, ze w analizie
lubinéw slodkich réznica wagi tygla z osadem po suszeniu i po prazeniu
nie przekracza 5 mg. W zwigzku z tym metoda ta jest niedokladna przy za-
slosowaniu do materialu o niskiej zawartosci alkaloidéw.

3. Trzecig grupe stanowig metody optyczne, obejmujace oznaczenia ne-
[elometryczne, niedoktadne ze wzgledu na nietrwalos¢ roztworéow koloido-
wych, i metody kolorymetryczne, polegajgce na oznaczeniu odczynnikow
zwigzanych w kompleksie z alkaloidami, jak na przyktad soli kw. Reinecke-
go lub kwasu fosforo-molibdenowego. Metody te nie sg dokladne, ponie-
waz podobnie jak w metodach wagowych oznacza si¢ nie poszczegolne alka-
loidy, lecz ich sume.

4. Ostatnig grupe stanowia metody jodomeiryczne. Metoda opisana w
tej pracy nalezy do tej grupy. Od dawna znana jest zdolnos¢ alkaloidow
do tworzenia trudno rozpuszczalnych wielojodkéw lub komplekséw zawie-
rajacych jodki, jak na przyklad jodorteciany, jodobizmutany i inne. Zwigz-
ki te w zaleznosci od wlasnosci poszczegélnych alkaloidéw tworzg kom-
pleksy o zmiennym skladzie, na przykiad (B.HJ),. (Hgl2)m (15).

Punktem wyjsciowym naszej pracy byl kompleks jodorteciowy (odczyn-
nik Mayera). W praktyce odczynnik ten okazal si¢ nieodpowiedni, ponie-
waz nie stracal iloSciowo wszystkich alkaloidéw tubinu z roztworéw o za-
wartosci 25 y oraz na skutek rozcieficzenia odczynnika roztworem anali-
zowanym wytracal si¢ jodek rteci, ktéry uniemozliwial iloSciowe oznaczenie
alkaloidéw. Zmodyfikowany odczynnik Mayera zawiera w miejsce jodku po-
tasu — jodek kadmu oraz chlorek sodu, ktéry skutecznie zapobiega wytra-
caniu si¢ jodku rteci.

Zalozeniem metody bylo opracowanie warunkéw rozdzielczego oznacza-
nia alkaloidéw, a mianowicie lupininy i sparteiny w tubinie zéltym oraz
lupaniny i hydroksylupaniny w tubinie bialym i waskolistnym.

Zasada opisanej metody polega na tym, ze jodek zawarty w nierozpusz-
czalnym kompleksie zostaje utleniony woda bromowa do jodanu zgodnie
2 reakcja:

) A 2% + Br, — % + 2B
II. % + 5Bn + 6H,O — 2504 + 10Br’ + 12H:

Po dodaniu jodku miareczkuje si¢ wydzielony jod tiosiarczanem sodu,

III. YO, + 5 + 6H: —L 3y, LIREO
IV. 28,05” + Ja - 8,04 + 2.7'
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Metody

A. METODA ILOSCIOWEGO OZNACZANIA LUPININY I SPARTEINY W CZYSTYCH ROZTWORACH
(ALKALOIDY LUBINU ZOLTEGO)

Odczynniki: ‘

1. Zmodyfikowany odczynnik jodorteciowy do wytracenia sumy alka-
loidow (a) 2,4 g jodku kadmu, 6,5 g jodku rteci i 20 g chlorku sodu roz-
pusci¢ w 100 ml wrzacej wody, zagotowaé i po ostudzeniu przesgczyé przez
ilosciowy saczek. Pozostaly na saczku nadmiar jodku rtgei moze byé po
przemyciu wodg i po wysuszeniu ponownie uzyty (przechowywaé w ciem-
nej butelce). Przed uzyciem nalezy rozcienczy¢ odezynnik buforem fosfo-
ranowym (3) w stosunku 6 : 4.

2. Odczynnik jodorteciowy do oznaczania sparteiny (b). 2 g jodku rieci
i 40 g chlorku sodu rozpusci¢ na goraco w 100 ml wody, zagotowac i po
ostudzeniu przesaczy¢ i przechowywac jak wyzej.

3. Bufor fosforanowy: 22 g jednozasadowego fosforanu sodu
(NaH2PO4.H,0) rozpusci¢ w 100 mi wody.

4. Krystaliczny siarczan sodu (Na;SO4.7H;0).

5. 2,59% roztwér wodorotlenku sodowego.

6. 10% roztwdr fosforanu jednosodowego (NaH2PO4.H,0).

7. Bufor szczawianowo-boranowy. a: 42,1 g kwasu borowego i 78 g
wodorotlenku sodu rozpusci¢ w wodzie i dopelni¢ wode do lOO ml, b: 2,5%
roztwor kwasu szczawiowego.

100 ml odczynnika a zmiesza¢ z 20 ml odczynnika b i rozcieficzyé woda
do 600 ml.

8. 1,25 g siarczanu kadmu (3CdSO4.8H,0) rozpusci¢ w wodzie i uzu-
pelni¢ do 100 ml.

9. Aceton.

10. Nasycony roztwér chlorku sodu.

11. 2,5% roztwor bezwodnego weglanu sodowego.

12. 30 ml stezonego kwasu siarkowego i 6 mg oranzu metylowego roz-
pusci¢ w wodzie i dopeini¢ do 1000 ml.

13. 3 ml stezonego kwasu siarkowego rozcieficzyé woda do 100 ml.

14. Nasycona woda bromowa (przechowywa¢ w ciemnej butelce).

15. 1% roziwdr fenolu w wodzie.

16. 0,005 n tiosiarczan sodu (odczynnik ten nie zmienia miana na okres
kilku miesiecy, jezeli w 1000 ml roztworu zawiera okoto 0,2 g wodorotlen-
ku sodowego. Tiosiarczan sodowy nalezy przechowywa¢ w lodéwce w bu-
telce z ciemnego szkla).

17. Jodek potasu in substantia.

18. 0,259% roztwor skrobi rozpuszczalnej (przechowywana z agarem
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zawierajgcym jodek rteci skrobia nie ulega rozkladowi przez drobno-
ustroje).

W celu rozdaielczego oznaczania sparteiny i lupininy stosuje si¢ naste-
pujaca metode: I. Oznaczenie sumy obu alkaloidéw. II. Oznaczenie spar-
teiny. Z réznicy po odpowiednim przeliczeniu otrzymuje sig¢ ilo$¢ lupininy
<awartej w badanej probie.

I. OZNACZANIE SUMY LUPININY I SPARTEINY

Do 2 probéwek wiréwkowych o pojemno$ci okolo 10 ml odmierzy¢ pi-
peta po 2 ml roztworu analizowanego (lub 1 analizy 4+ 1 wody) i dodaé
1 ml odczynnika jodorteciowego a (1). Zawarto$é probéwki dobrze wymie-
sza¢ przez wstrzasanie, dodaé kilka krysztatkéw (5—10 mg) siarczanu so-
du (4) w celu przyspieszenia wypadania osadu. Probéwki pozostawi¢
w temperaturze pokojowej w ciemnym miejscu na okres 5 minut, nastepnie
wstawi¢ do wody z lodem na 15 minut. Osad nalezy odwirowaé przez 5
minutl przy 2500—-3000 obroléw na minute. Plyn znad osadu nalezy ostroz-
nie odsyfonowaé za pomoca zagigtej kapilary podiaczonej do pompy wod-
nej. Probowki ustawia si¢ nastgpnie na bibule filtracyjnej do goéry dnem
na okres 2—3 minut. Plyn ze Scianek probéwek zebraé ostroznie bibula fil-
tracyjng zwinietg w rulon. Do probéwek doda¢ 1 ml buforu szczawianowo-
boranowego (7) oraz 0,5 ml siarczanu kadmu (8). Starannie wymiesza¢ za-
warto$¢ probéwki przez wstrzgsanie i wirowaé jak wyzej przez 2—3 minut.
Gdyby mimo odwirowania na powierzchni plynu plywal osad, nalezy pro-
béwke wstrzgsnaé i wirowaé ponownie. Po odwirowaniu plyn znad osadu
odsyfonowa¢ i postawi¢ na bibule filtracyjnej jak wyzej. Po osuszeniu $cia-
nek probowki doda¢ 2 krople kwasu siarkowego (13) i 0,5 ml acetonu (9).
W tych warunkach wytraca si¢ z kompleksu jodek rteci (widoczny przy za-
warto$ci ponad 100 y alkaloidéw w prébie), kiory rozpuszeza sig przez doda-
nie 1 ml chlorku sodu (10), nastepnie doda¢ 2 ml weglanu sodu (11). Osad
powinien by¢ calkowicie rozpuszczony przed dodaniem weglanu sodu,
w przeciwnym razie w czasie brecmowania nierozpuszczony kompleks alka-
loidu wyplywa na powierzchnig¢ plynu i wolny jod zamiast utleni¢ si¢ do
jodanu sublimuje w powietrze. Zawarto$¢ probowki przeniesé ilosciowo do
50 ml kolbki Erlenmeyera ze szkia jenajskiego, przy czym zawarto$¢ plynu
lacznie z myciem nie powinna przekracza¢ 10 ml. Najwygodniej mozna
przemy¢ probéwke iloSciowo stosujac tryskawke z automatycznym wylewem
wody*. Aceton w kolbce nalezy odparowaé¢ na kuchence elekirycznej przy-
krytej siatkg azbestowg. Aby zapobiec przegrzewaniu si¢ plynu, nalezy przed

* Przez korck tryskawki przebiega dodatkowa rurka szklana. Ustnik tryskawki zao-
patrzony jest od dolu wezem gumowym o dlugosci okolo 8 cm zamknigtym bagietka szkla-
na. Podluzne nacigcie gumy o diugo$ci okolo 2 em umozliwia przedostanie si¢ powietrza
do tryskawki i wytworzone nadci$nienie zezwala na automatyczny wylew wody przez
kilkadziesiat sekund,
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odparowaniem acetonu dodaé do kolbki peretke szklang i nakryé otwor kolb-
ki kulka szklang lub lejkiem. Po uplywie okolo 10 minut, gdy nie czué
juz acetonu, ostudzi¢ pod kranem do temperatury pokojowej, zobojetnié
kwasem zabarwionym oranzem metylowym (12), dodaé 1 krople w nadmia-
rze i nastepnie po dodaniu 0,5 wody bromowej (14) nadmiar bromu od-
parowaé na wrzacej lazni wodnej przez 10—15 minut. Zupelnie bezbarwny
plyn ostudzi¢ pod kranem, dodaé¢ 3 krople fenolu (15) w celu zwigzania
ewentualnych $ladéw pozostatego bromu. Po $ciankach kolbki doda¢ 1 ml
kwasu siarkowego (13), wymieszaé zawarto$¢ kolbki wstrzgsajac i dosypac
kilka krysztalkow (okolo 5 mg) jodku potasu (17). Wydzielony jod zmia-
reczkowaé 0,005 n tiosiarczanem sodowym 2z mikrobiurety o podzialce
0,01 ml. Koriczyé miareczkowanie wobec skrobi (18). Uwaga: przy ozna-
czaniu alkaloidéw o zawarto$ci ponizej 50 y probowki nalezy mrozi¢ w mie-
szaninie soli z rozdrobnionym lodem, zamiast trzyma¢ 15 minut w wodzie
z lodem. Takie mrozenie przyspiesza wytrgcanie si¢ osadu.

W tablicy I umieszczone sa wyniki oznaczania sparteiny, w tablicy II
wyniki oznaczania lupininy w czystych roztworach. W tablicy III zawar-
te sa wyniki oznaczania mieszaniny lupininy i sparteiny.

Tablica I
Oznaczanie sparteiny analizg na sume¢ (metoda I)

Uzyto
sparteiny. o V0SB Mnoznik

WY Zuzyto | Srednia

Wykryto| Sredni
Y % bledu

25 (088 090 488 | 285 | 251 | + 04

0,90 0,86
1,70 1,79
: 2 50,2 + 0,4
50 176 180 1,76 28,5
3,40 3,59 1
? 7 2 99,7 - 0,3
100 350 3.53 3,50 8,5

) ’ 252,5 + 1,00
250 8, : 8,86 28,5

II. OZNACZENIE SPARTEINY W OBECNOSCI LUPININY.

Oznaczenie sparteiny w obecnosci lupininy oparte jest na naszym spo-
strzezeniu, ze 2% roztwér jodku rteci w nasyconym roztworze chlorku sodu
(odczynnik b 2) nie tworzy osadu z lupining, natomiast sparteing wytraca
ilosciowo.

Do 2 probéwek wiréwkowych o pojemnosci okofo 10 ml odpipetowaé po
2 ml roztworu analizowanego (lub 1 analizy - 1 wody) i ozigbi¢ do tem-
peratury od 2—4° w wodzie z lodem. Doda¢ 2 ml odczynnika jodortecio-
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wego b (2) i 0,56 ml wodorollenku sodowego (5). Wstrzasngé¢ probéwka
energicznie uderzajac palcem o dno lub wirujac probéwka miedzy diofimi
tak diugo, az bedzie widoczny pod swiatlo wyrazny osad. Czynnos¢ ta trwa
okoto 2 minut. Po dodaniu odczynnika przed wstrzasaniem plyn ulega tylko
zmetnieniu, poniewaz poczatkowo powstaje koloidowy roztwoér. Po wy-

Tablica II
Oznaczanie lupininy analiza na sumg¢ (metoda I)

lij:iynti(;xy sl 0,005 0 NS0 |t | Wy ‘ffg‘;{l

w oy Zuzyto ‘ Srednia | - i :
25 | :’gg :’3(2) 1,22 20 244 — 24
50 g:gg g:zg 2,65 19 50,3 + 0,6
100 2:1 ;:;' 5,14 19 97,9 | —21
150 g:;g g:(l); 8,06 19 153,1 + 2,0
250 g:‘l)‘; g:gg 12,99 19 246,8 - 1,2

Tablica III

Oznaczanie mieszaniny lupininy i sparteiny analiza na sume (metoda I)

Uzyto v ml 0,005 n Na,S,0,
Nalezalo zuzyé na: | % bledu

sparteiny | lupininy| Zuzyto | Srednia

spart. | lupin.| sume
25 200 1,32 1 4133 | 0,89 | 10,52|11,41] — 0,70
11,35
8,36
200 25 i 8,37 | 7,12 | 1,22| 8,34| + 0,47

frgceniu si¢ osadu wstawic¢ probowki do wody z lodem na 5 minut wstrzg-
sajgc od czasu do czasu. Nastepnie dodaé¢ 0,5 ml jednosodowego fosforanu
(6) i doktadnie zamieszaé zawarlo$¢ probéwki. Dalsze postepowanie takie
samo, jak w metodzie I oznaczania sumy obu alkaloidéw.

Przy zastosowaniu opisanej metody lupining i sparteing mozna oznaczy¢
ilociowo w granicach od 25 y do 250 y wigcznie. Suma alkaloidéow we-
diug metody I réwniez nie powinna przekraczaé 250 .

Tablice IV i V zawieraja wyniki oznaczania sparteiny oraz sparteiny
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Tablica IV

Oznaczanie sparteiny w czystych roztworach (metoda II)

Uzyto .
spartniity] 0 S B N Osl e g | Wiksito n,stlcl i
wY Zuzyto Srednia | 2 idu
0,75 0,69
25 lol5s amol 0w (0357 | 25 | k12
b 1,34
s 2| it Seitionan o Cesiz | amei-| <2
2 L
100 2,32 g’gg 276 35,7 99,1 —09
5508 15195
200 |5 i-,- s54| 554 35,7 11998 | — 01
12" 68
250 T 92 69 | 357 | 2491 | —o04
Tablica V
Oznaczanie sparteiny w obecnosci lupininy
Uzyto v ml 0,005 n Na,S,0, i i
i : ; ykryto| Sredni
spar- | hepix Zuzyto | Srednio Nalezalo | Mnoznik

Y % bledu
teiny | niny zuzy¢ 3

25 11 166°110,71 = 0,721 10,71 0,70 35,7 25,3 +1;2

250 | 166 (7,11 6,95 7,03 7,00 35,7 251,0 =104

w obecnosci lupininy. Obliczenie: zawarto$¢ sparteiny i lupininy w badanej

® prébie oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:
y sparteiny = a + F

gdzie a = ilo§¢ ml 0,005 n tiosiarczanu sodowego zuzytego w metodzie II,
F = mnoznik ustalony doswiadczalnie = 35,7

19 a-35,7
v lupininy (b 285 ) I
gdzie b = ilos¢ ml 0,005 n tiosiarczanu sodowego zuzylego w metodzie I,
a = ilos¢ ml 0,005 n tiosiarczanu sodowego zuzytego w metodzie II, F =
= mnoznik ustalony doswiadczalnie = 19 (w iloSciach lupininy ponizej
50 mnoznik ten wynosi 20). Przyklad: do analizy uzyto mieszaning alka-
loidow zawierajaca 25,0 y sparteiny i 200,0 y lupininy.
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Iloé¢ zuzytego tiosiarczanu metoda I wynosila srednio 11,33 ml.
Iloé¢ zuzytego tiosiarczanu metodg II wynosila Srednio 0,71 ml.

v sparteiny = a+ F = 0,71 + 35,7 = 25,34
T e PR C R R A T
28,5 28.5
— (11,33 —0,88).19 — 198,45.

Jak wynika z lablicy I i II, przy zastosowaniu odczynnika jodorteciowe-
go lupinina i sparteina w metodzie na sume¢ w ilosci do 250 y daja wyniki
proporcjonalne i powtarzalne w granicach btedu nie przekraczajacych =+29%.
Tylko w wypadku lupininy w ilosci 25 y mnoznik jest nieco wyzszy i wy-
nosi 20, podczas gdy dla iloSci powyzej 25 v wynosi on 19. Jak wida¢ z ta-
blicy III, metoda I do oznaczania obu alkaloidéow w mieszaninie daje wy-
niki o duzej doktadnosci, nie przekraczajace 2% bledu, przy czym nalezy
zaznaczy¢, ze obecno$é¢ duzej ilosci sparteiny nie wplywa w zaden sposéb
na stracanie lupininy w malej iloSci i nie zmienia mnoznika, doswiadczal-
nie ustalonego dla 25 y sparteiny oznaczonej w roztworach nie zawieraj3-
cych lupininy.

W tablicy IV umieszczone sa wyniki oznaczania sparteiny w czystych
roztworach metoda II, przy czym blad metody réwnicz nie przekracza = 2%.
Obecno$é lupininy nie wplywa na oznaczanie sparieiny metoda II, co wy-
kazuje tablica V.

B. METODA ILOSCIOWEGO OZNACZANIA LUPANINY I HYDROKSYLUPANINY W CZYSTYCH
ROZTWORACH (ALKALOIDY LUBINU BIALEGO I WASKOLISTNEGO)

Metoda opracowana w celu iloSciowego oznaczania alkaloidow wyste-
pujgcych w tubinie bialym i waskolistnym w ogélnej zasadzie nie rézni
si¢ od metody opracowanej dla tubinu zéltego. W obu metodach oznacza-
nie polega na utlenieniu jodku zawartego w kompleksie alkaloidu do jo-
danu. Rézne sg tylko warunki strqcama oraz sposob rozdzxalu obu alka-
loidow.

Lupanina i hydroksylupanina sg zbyt blisko ze sobg spokrewmone i pla-
wdopodobnie dlatego mimo usilnych staran nie zdotano znalezé warunkow,
w ktérych mozna by oznaczy¢ podobnie jak przy mieszaninie lupininy
i sparteiny tylko jeden alkaloid w roztworach zawierajacych ich sume. Wobec
tego, ze nie zdolano wykry¢ odpowiedniej metody chemicznej, umozliwia-
jacej selektywne oznaczenie jednego z alkaloidéw w mieszaninach, posta-
nowiono opracowac warunki ilosciowego rozdziatu lupaniny i hydroksylupa-
niny przed ich chemiczng analiza. W tym celu wykorzystano odmienne wia-
Sciwosci obu alkaloidéw w stosunku do eteru naftowego. Wiadomo jest od
dawna (3), ze lupanina jest dobrze rozpuszczalna w eterze naitowym, na-
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tomiast hydroksylupanina nie rozpuszcza si¢ w nim zupelnie. Badania prze-
prowadzone przez nas potwierdzily, Ze réznice w zachowaniu si¢ obu alka-
loidow mozna wykorzystaé¢ do celéw analizy iloSciowej nawet w stezeniach
roztworéw nie przekraczajacych 0,001%.

Zasada metody iloSciowego oddzielenia lupaniny od hydroksylupaniny
przy pomocy eteru naftowego polega na tym, ze roztwér wodny zawierajacy
mieszaning obu alkaloidow odpipetowuje si¢ dokladnie do rozdzielacza,
alkalizuje weglanem sodu i wyciagga do chloroformu. Chloroform zawie-
rajacy oba alkaloidy odwadnia si¢ bezwodnym weglanem sodu i oddesty-
lowuje. Pozostalo$¢ zawierajaca alkoloidy w postaci wolnych zasad i we-
glan sodu ekstrahuje sie eterem naftowym. Do eteru naftowego _rzechodzi
iylko lupanina. Po oddestylowaniu eteru naftowego i rozpuszczeniu pozo-
staloSci w wodzie oznacza si¢ lupaning nizej opisang metoda. Sume obu
alkaloidow oznacza si¢ bezposrednio.

Przebieg analizy

\

Odczynniki:

1. Zmodyfikowany odczynnik jodorteciowy 2,4 g jodku kadmu, 6,5 g
jodku rteci i 20 g chlorku sodu rozpusci¢ w 100 ml wrzgcej wody, zagoto-
waé i po ostudzeniu przesgczyé przez iloSciowy saczek. Przechowywaé
w ciemnej butelce.

2. 21 ml stezonego kwasu siarkowego rozcieniczyé woda do 100 ml.

3. Krystaliczny fosforan jednoamonowy.

4. 21 ml stezonego kwasu siarkowego i 0,5 g chlorku sodu rozcienczyé
wodg do 100 ml.

Pozostale odczynniki, a mianowicie acelon, 2,5% weglan sodu, 3% kwas
siarkowy z oranzem metylowym, nasycona woda bromowa, 1% fenol, 3%
kwas siarkowy, jodek potasu, tiosiarczan i skrobia jak w metodzie A.

Do 2 probéwek wiréwkowych o pojemnosci okolo 10 ml odmierzyé pi-
peta po 2 ml préby (lub 1 proby+ 1 wody), doda¢ 1 ml kwasu siarkowego (2),
wstrzasna¢ energicznie, aby dodany kwas wymieszal si¢ dobrze z badanym
roztworem, i umiesci¢ probéwki w wodzie z lodem na przeciagg okolo 5 mi-
nut. Nastepnie doda¢ 0,2 ml odczynnika jodorteciowego (1), wymieszaé za-
wartos¢ probowki przez wstrzgsanie, dodaé kilka krysztatkow (okolo 5 mg)
fosforanu amonu (3), ponownie wstrzasngé, pozostawi¢ w wodzie z lodem
przez 15 minut i zamrozi¢ w mieszaninie lodu z solg, Zamarznigetg zawar-
tos¢ wirowaé przy 2500—3000 obrotéw na minut¢ az do zupelnego rozto-
pienia lodu, co trwa okolo 5—7 minut. Jezeli na powierzchni plynu utwo-
rzyl si¢ kozuszek osadu alkaloidu, zawartos¢ probéwki wymieszaé i wiro-
wacé ponownie przez okolo 2 minuty. Z nad osadu odsyfonowac i usungc
plyn, jak podano przy analizie lupininy, dodaé 1 ml kwasu siarkowego za-
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wierajacego chlorek sodu (4) w celu wymycia nadmiaru odczynnika, po-
nownie wirowaé, odsyfonowaé i usungé plyn jak wyzej. Osad rozpusci¢
w | ml acetonu, doda¢ 2 ml weglanu sodowego i postgpowac dalej jak przy
oznaczaniu lupininy.

Wyniki analiz lupaniny i hydroksylupaniny oddzielnie w czystych roz-
tworach przedstawione sg w tablicy VI i VII, wyniki analizy sumy obu alka-
loidow w mieszaninie przedstawia tablica VIII.

Tablica VI

Oznaczanie Iupaniny w czystych roztworach

Uzyto 1 2
tapaniny| ™ 00% 2 N&S:Os |y, oanil | Wykryto o/srl:!d::;
SV Zuzyto | Srednia Y v, D3

0,71 0,72 B
25 |07 o 072 | 33 | 249 0,4
1,51 1,55
0 fyso 1se| 152 | 333 50,6 | +1,2
298 2,97
¢ : : Sy
S R el B 5
‘ 451 448
1 4 / 4+ 3 | 1495 | —03
B R
597 5,96
2 ’ ) 5’9 5 : =@
0 | S9g 600 8 | 33,3 | 199, 0,4
7,52 7,50
250 |51 740| 748 | 333 | 2490 | —o04

Jak wynika z tablicy VI, opisana metoda zezwala na oznaczenie lupa-
niny w ilosciach od 25 y do 250 vy, przy czym ilosci wytraconego kompleksu
w tych granicach s3 proporcjonalne. Stosujac mnoznik 33,3 blad analizy nie
przekracza #=1.5%.

Jak wynika z tablicy VII, ilo$¢ wytraconej hydroksylupaniny nie wzra-
sta proporcjonalnie do stezenia roztworu ze wzglgdu na pewna w tych gra-
nicach juz oznaczalng rozpuszczalno$¢ jodorteciowego kompleksu. Zastoso-
wanie stalego mnoznika jesl przeto niemozliwe. Zaleznos¢ faktycznie zuzy-
tych ml tiosiarczanu od ilosci alkaloiddow w roztworze przedstawiona jest
na rysunku 1. Jak wynika z wykresu, zalezno$¢ ta wyrazona jest prosta,
z ktérej mozna odczytaé zawarto$¢ hydroksylupaniny w badanej probie.

Ze wzgledu na brak proporcjonalnosci w ilosci zuzytego tiosiarczanu do
stezenia hydroksylupaniny w roztworze, oznaczenie sumy lupaniny i hy-
droksylupaniny mozliwe jest lylko w tym wypadku, jezeli stezenia lupa-
niny nie wplywaja na wzmozone wytrgcanie hydroksylupaniny szczegélnie

4 Acta Biochimica
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Tablica VII

Oznaczanie hydroksylupaniny w czystych roztworach

Uzyto 1 0,005 (o)
hydroksylu- 1ol 0,085 3 Nayiatle

paniny w Y Zuzyto

Srednia

25 0,35 0,34 0,39 0,34 | 0,35

50 0,86 0,84 0,86 0,89 | 0,86

100 2,05 2,03 2,04 2,04! 2,04

125 2,67 2,57 2,57 2,68 2,62

200 4,27 4,27 4,28 4,28 | 4,27

|
250 '5,4—4 5,32 542 5,39 | 5,39

w malych ilo$ciach od 256—100 v. , Koprecypitacja“ jest bowiem zjawiskiem
czesto spotykanym. Jak wynika z tablicy VIII, obecnos¢ lupaniny w roz-
nych stezeniach nie zmienia ilosci ml tiosiarczanu zuzytegc na oznaczanie
hydroksylupaniny w czystych roztworach.

Tablica VIII

Oznaczanie sumy lupaniny i hydroksylupaniny

Uzyto w v ml 0,005 n Na,S,04 L= ]
Hydro- Nalezalo zuzy¢ na: | Sredni
I;’::a' ksylupa- | Zuzyto Srednia lupa- | hydroksy- o % bledu
f niny ning | lupaning me ‘
250 25 7,82 780 7,81 7,48 0,34 7,82 ‘ + 0,0
50 235 6,60 6,52 6,56 1,51 5,07 6,58 ' + 0,0

Jak juz wspomniano wyzej, zawarto$¢ lupaniny w mieszaninie obu
alkaloidéw mozna oznaczy¢ jedynie po uprzedniej ekstrakcji eterem na-
ftowym.

METODA ILOSCIOWEGO ODDZIELENIA LUPANINY OD HYDROKSYLUPANINY

Doktadnie odmierzorg ilo$¢ roztworu zawierajacego oba alkaloidy
odpipetowuje si¢ do rozdzielacza o pojemno$ci 100 ml, alkalizuje 2 ml
nasyconego weglanu sodowego i wytrzasa z chloroformem 3 razy po 5 ml.
Chloroform zbiera si¢ do 100 ml suchej kolbki Erlenmeyera. Do kolbki do-
sypuje sie¢ okolo 2 g bezwodnego weglanu sodu i oddestylowuje chloroform
do sucha, zanurzajgc kolbke az po szyjke w naczyniu z wrzgca woda. Po od-
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destylowaniu chloroformu pozostaje w kolbce poza alkaloidami suchy we-
glan sodu. Wyja¢ kolbe z wody nie odigczajac od chlodniczki. Jest to ko-
nieczne, bowiem w przeciwnym razie para wodna osiada w szyjce kolbki.
Ze wzgledu na duzg rozpuszcezalno$é lupaniny w wodzie nie przejdzie ona
w tych warunkach calkowicie do eteru naftowego. Z drugiej strony eter
naftowy nasycony wodg rozpuszcza male ilosci hydroksylupaniny. Dlatego
nalezy nie dopusci¢ do gromadzenia si¢ pary wodnej w kolbce. Kolbke
starannie wytrze¢ z zewnatrz i odlgczyé od chlodniczki. W celu pozbycia
si¢ ewentualnych sladéw wody dosypaé¢ po sSciankach kolbki 0,5 g bezwod-
nego weglanu sodowego, a slady chloroformu odpgdzi¢ wstrzgsajac kolb-
ka na plytce elektrycznej z siatkg azbestowg. Ostudzi¢ kolbke i dola¢ 5 ml
eteru naftowego. Zawarto$¢ kolbki energicznie wymiesza¢, postawi¢ na ku-
chence elektrycznej az do lekkiego wrzenia (2—3 sek.). Po ostygnigciu
eter zla¢ ostroznie znad osadu do drugiej kolbki o tej samej pojemnosci
i pozostaly osad ekstrahowac eterem naftowym jeszcze trzykrotnie. W tych
warunkach do eteru naftowego przechodzi tylko lupanina. Do polaczonych
wyciggow eteru naftowego dola¢ okolo 2 ml wody i oddestylowa¢ eter na
lazni wodnej. Gdy caly eter zostaje oddestylowany, plyn przenies¢ ilosciowo
do kolbki miarowej lub wykalibrowanego cylindra i rozcienczy¢ wodg do
objetosci wyjsciowej lub, jesli przewidziana zawarto$é alkaloidu jest mala,
do odpowiednio mniejszej objetosci. Na tak przyrzgdzonym roztworze lupa-
niny oznacza sig¢ alkaloid wyzej opisang metods.

Wyniki zawarte w tablicy IX dowodzg, ze w wyzej opisanych warunkach
lupanina przechodzi iloSciowo do eteru naftowego, natomiast hydroksylu-
panina nie ulega ekstrakeji.

Tablca IX
Ilo$ciowy rozdzial lupaniny od hydroksylupaniny
Uzyto ml 0,005 n Dodano ml 0,005 n
lupaniny | Na,S,04 l}('h?'dl‘o- Na,S,0, % bledu
wY Zuzyto | Srednia | s,’;}’,;”] Zuzyto | Srednia ‘

200 | 6,05 6,00‘ 6,02 595 6,00l 5,97 — 0,8

148 [4,48 4,43 4,45

e
|

y lupaniny = a « F

97,5: 1| 4i56 4,53' 4,54 + 2,0

Obliczenie:

gdzie a = ml 0,005 tiosiarczanu zuzyte na oznaczenie lupaniny po eks-
trakcji eterem naftowym.
F = mnoznik ustalony do$wiadczalnie = 33,3.
Hydroksylupaning oblicza si¢ w sposéb nastepujacy:
=b—aq,
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212 I. REIFER i M. MOZEJKO

gdzie ¢ = ilos¢ ml 0,005 tiosiarczanu odpowiadajgca hydroksylupaninie,
b = ml 0,005 tiosiarczanu zuzyte na sume alkaloidéw,
a = ml 0,005 tiosiarczanu zuzyte na oznaczenie lupaniny.
v hydroksylupaniny odpowiadajace wielkosci ¢ odczytuje si¢ z wykre-
su (rys. 1).
Przyktad: ml 0,005 n tiosiarczanu zuzytego na sume¢ = 3,59
ml 0,006 n ,» na lupaning = 1,63
y lupaniny = a+ F = 1,63 - 33,3 = 54,3
v hydroksylupaniny:
55

w i

m Q00Sn tiosiarczanu sodowegp

8

10 /,
e
0 2 S0 100 125 150 200 250 300
. 7 hydroksylupanny
Rys. 1

http://rcin.org.pl



MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDOW W LUBINACH PASTEWNYCH 213

¢c=b—a=2359 — 1,63 = 1,96 ml 0,005 n NapS;04
z wykresu 1:
1,96 ml 0,005 n Na,S2,03; odpowiada 97,5 y hydroksylupaniny.

Zastosowanie metody do lubinow pastewnych
EKSTRAKCJA ALKALOIDOW Z MATERIALU ROSLINNEGO I OCZYSZCZANIE WYCIAGOW. .

IloSciowe oznaczanie alkaloidéw w materiale roslinnym sklada si¢ z 4
etapow, a mianowicie: 1. Przygotowanie materialu do ekstracji. 2. Ekstrak-
cja. 3. Oczyszczenie wyciagéw alkaloidowych. 4. Wlasciwa analiza iloSciowa.

Ujecie ilosciowe alkaloidéw zostalo oméwione w poprzednim rozdziale.
Pozostaje oméwienie przygolowania, ekstrakcji i oczyszczenia wyciggow.

Wszyscy autorzy (2, 13, 15, 16) zgodnie podkres$laja koniecznos¢ dokiad-
nego rozdrobnienia materialu przed ekstrakcja. Z danych cytologicznych
wiadomo, ze alkaloidy gromadza si¢ w wakuolach komérkowych i przez
mechaniczne zniszczenie struktury komdrki umozliwia si¢ rozpuszczalni-
kowi ilosciowe wymycie alkaloidéw. W normalnych warunkach uzyskuje sie
to przez rozcieranie materialu w mozdzierzu lub mielenie w mlynkach. Rzad-
ko, lecz z bardzo dobrym wynikiem bywa stosowane rozdrobnienie przez
zamrazanie tkanki w statym dwutlenku wegla.

W naszej pracowni mielono material na miynku typu ,Junior laboratory
mill* z sitem o $rednicy otworéw 0,075 mm. Mozna réwniez po zmieleniu
w zwyklym mlynku przesiewaé material przez reczne sito o w/w Srednicy.

W literaturze podane sg 2 typy ekstrakcji w zastosowaniu do alkaloi-
déw. Jeden typ to kwasna ekstrakcja wodna lub alkoholowa. Jak si¢ jednak
okazalo w toku do$wiadczen. przy zastosowaniu tej ekstrakcji alkaloid nie
przechodzi do roztworu ilo§ciowo. Do podobnego wniosku doszedl réwniez
Wierzchowski (16) i uzasadnia to w sposéb nastepujacy: ,,Kwasy takie
jak solny czy siarkowy nie dzialajg w rozcienczeniu dostatecznie rozklad-
czo na zwigzki alkaloidéw wystepujace w komérkach roslinnych, a bialka
pod wplywem kwasu i alkoholu ulegaja denaturacji i prawdopodobnie wsku-
tek tego ochraniajg cze$¢ alkaloidéw przed ekstrakcja*“.

Drugi rodzaj to ekstrakcja chloroformem, eterem etylowym Ilub ich
mieszaning w S$rodowisku alkalicznym. Do alkalizacji stosowane bywaja
wodorotlenek sodu i weglanu sodu, przy tym ze wzgledu na to, ze alkoloidy
tubinu s3 mniej lub wiecej rozpuszczalne w wodzie, stosuje si¢ zazwyczaj
srodki odwadniajgce. Wierzchowski w metodzie powszechnie w Polsce sto-
sowanej uzywa gipsu. W wyniku naszych do$wiadczen bardziej korzystne
okazalo si¢ uzycie bezwodnego weglanu sodowego. Gips jest niewygodny
z tego wzgledu, poniewaz przy nadmiernym jego uzyciu w czasie wytrza-
sania rozpuszczalnika z woda tworzy si¢ warstwa emulsji, ktéra czesto
uniemozliwia rozdzial fazy wodnej od rozpuszczalnika. Weglan sodowy mo-
ze by¢ uzyty w duzo mniejszych iloSciach i jest jednocze$nie czynnikiem
alkalizujgcym i odwadniajgcym.
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Oczyszczanie wyciggow alkaloidéw jest podstawg dokladnege ozne
czania alkaloidédw w wyciagach roslinnych, bowiem do wyciagéw chlorc
formowego lub eterowo-chloroformowego, poza alkaloidami, przechodzi sz
reg innych zwigzkow, jak tluszcze, barwniki, zywice, glukozydy, weglowc
dany i inne (2, 15). Wigkszos$¢ tych zwigzkow daje reakcje z odczynnikam
normalnie stosowanymi do oznaczania alkaloidow, dlatego bardzo istotne
jest otrzymanie wyciggu alkaloidow pozbawionego tych zanieczyszczeri
Doswiadczenia wykazaly, ze jednorazowe oczyszczenie wyciggéw przez pa
saz chloroform — rozcieficzony kwas jest nie wystarczajace. Natomiast dwu
krotne oczyszczanie wyciagéw poprzez ekstrakcje wolnych zasad do roz
puszczalnika i ich soli do rozcieficzonych kwaséw pozwala na uzyskanic
czystych ekstraktow alkaloidow.

Wyniki otrzymane w naszym laboratorium wykazaly, ze wyciagi po jed-
norazowym oczyszczaniu sa zanieczyszczone substancjami, kiére daja osa-
dy z odczynnikami alkaloidowymi, a mianowicie z kwasem krzemo-wolfra
mowym i odczynnikiem jodorteciowym. Wyniki te ilustruja tablice X i XI

Tablica X

Zawartosci alkaloidéw oznaczonych metodg Wierzchowskiego
w zalezno$ci od oczyszezania

o, zaw. alkal, % zaw. alk. oznaczony w naszej praccwni
Material oznaczony przez | Oczyszczanie ) RéZnica
Wierzchowskiego 1x | 2x 3x w %
L. zblty 0,065 0,060 | 0,035 | 0,034
Przebedowo 8 ’ ? 1 ¢ ? 41,6
L. 26
Bt S 0,054 0,050 | 0,019 | 0,020 | 625
L. z6lty*
< 0,150 0,150 | 0,053 | 0,050 64,6
. 26lty*
My 2 0,108 | 0,030 | 0,030 72,3
e
o 2 028 | 0,056 | 0,056 80,0
. 36
L 8 0,062 | 0,029 | 0,030 69,4

* Lubiny te pochodza ze Stacji Cheniczno-rolniczejgw Warszawie.

Z tablicy X wynika, ze dwukrotne oczyszczenie obniza wyniki nawe:
czterokrotnie, podczas gdy dodatkowe trzecie oczyszczenie wyciaggéw na
uzyskane wyniki nie wplywa.

Z tablicy XI wynika, ze ekstrakly alkaloidowe oczyszczone tylko jeden
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raz, rowniez przy zastosowaniu naszej melody, dajg zbyt wysokie wyniki.
Jednorazowe oczyszczanie wyciagow jest przeto nie wystarczajace i nalezy
zawsze stosowaé oczyszczanie dwukrotne, niezaleznie od wyboru metody
analizy iloSciowej.

Tablica XI

‘Wyniki zawarto$ci alkaloidéw metoda opisang w zaleznosci od oczyszczania
(Lubin bialy)

| Oczysz- | ml 0,005 Na,S,0, | Réznica
czanie = w %
Zuzyto l Srednia
1x ! 2,35 2,36‘ 2,35 -
| g
2XMI 1 60 v 2 { 1,74 26,0 |
3x 1 1,72 1,78\ 1,75 25,6

PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO ILOSCIOWEJ ANALIZY ALKALOIDOW

1 do 2 g (w zaleznosci od zawartosci alkaloidow) maczki lubinowej
przesianej przez sito o $rednicy otworéw 0,075 mm rozciera si¢ w mozdzie-
rzu o $rednicy okolo 8 cm z 1 ml wody, nastgpnie dodaje si¢ w 3 porcjach
okolo 2 g bezwodnego weglanu sodowego i uciera si¢ az do powstania su-
chego .sypkiego proszku (okolo 5 minut). Zawarto$¢ mozdzierza przenosi
sie ilosciowo przez maly lejek do suchego 50 ml cylindra ze szczelnie do-
szlifowanym korkiem, dolewa si¢ 30 ml chloroformu i wytrzgsa przez 30
minut na wstrzgsarce. Zawarto$¢ cylindra przenosi si¢ na nucze¢ G-3 i s3-
czy przy uzyciu pompy wodnej, umieszczajagc wewnatrz kolby ssawkowej
o pojemnosci 300 ml probéwke o $rednicy okolo 25 mm i diugosci okolo
130 mm, ktéra utrzymuje si¢ w pozycji pionowej przez nézke nuczy. Cy-
linder i osad na nuczy przemywa si¢ 2 razy okoto 5 ml chloroformu. Wy-
cigg chloroformowy oraz chloroform z przemycia osadu przenosi si¢ do
100 ml kolbki Erlenmeyera ze szkla jenajskiego, dolewa si¢ 2 ml 0.1 n kwa-
su solnego i oddestylowuje chloroform na tazni wodnej. W kolbce pozostaja
zanieczyszczenia w postaci zoltego osadu o mazistej konsystencji oraz chlo-
rowodorki alkaloidéw w roztworze. Do kolbki dodaje si¢ 10 ml eteru nafto-
wego, w ktérym zanieczyszczenia ulegaja rozpuszczeniu. Zawarto$¢ kolbki
przenosi sig¢ iloSciowo do rozdzielacza o pojemnosci 100 ml. Kolbke przemy-
wa sie przy pomocy 5 ml eteru naftowego, 5 ml 0,1 n kwasu solnego i Kil-
koma ml wody. Zawarto$é rozdzielacza wylrzgsa si¢ i warstwe wodna prze-
nosi sie do drugiego rozdzielacza. Jezeli warstwa wodna nie jest klarowna,
nalezy przesaczy¢ przez saczek z migkkiej bibuly filtracyjnej umieszczony
w lejku na drugim rozdzielaczu. Eter naftowy ekstrahuje si¢ w sumie trzy-
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krotnie (3 X po 5 ml 0,1 n kwasu solnego). Wodny wycigg alkaloidéw alka-
lizuje si¢ 5 ml 10% weglanu sodowego i wycigga do 5 ml chloroformu. Eks-
trakcje chloroformem powtarza si¢ jeszcze 2 razy. Wyciagi chloroformowe
(15 ml) zbiera si¢ ponownie do kolbki, dolewa si¢ 2 ml wody i catkowicie
oddestylowuje chloroform na tazni wodnej. Do kolbki dodaje si¢ jak wy-
zej 2 razy po 5 ml eteru naftowego, 5 ml 0,1 n kwasu solnego i przenosi ilo-
Sciowo do rozdzielacza. Ekstrakcje 5 ml kwasu powtarza si¢ jeszcze -dwu-
krotnie. W odréznieniu od pierwszej ekstrakcji eteru naftowego kwasem,
przy drugiej ekstrakcji dodawany kwas musi byé dokladnie odpipetowany,
gdyz roztwor alkaloidow do analizy musi mie¢ odczyn obojetny. Wodny
wycigg alkaloidow z rozdzielacza zbiera si¢ do zlewki o pojemnosci 100 ml
i odparowuje $lady eteru naftowego na tazni wodnej. Plyn zobojetnia sig¢
doktadnie przy pomocy 3 ml 0,5 n wodorotlenku sodowego. Jezeli kwas
i wodorotlenek nie s3 $ciSle mianowane, przed zobojetnieniem nalezy je wo-
bec siebie zmiareczkowa¢ i doda¢ ilo$¢ wodorotlenku odpowiadajacg 15 ml
zuzytego kwasu. Plyn przenosi si¢ iloSciowo do kolbki miarowej i uzupet-
nia do kreski. Do analizy lubinéw slodkich nalezy uzy¢ 2 g tubinu, a wy-
cigg do analizy uzupelni¢ do 25 ml. Do analizy pobieraé¢ po 2 ml roztworu.
Do analizy tubinéw gorzkich bierze si¢ 1 g maczki, a rozcieficzenia wycig-
géw stosuje si¢ odpowiednio wigksze (50—100 ml).

Dalszy przebieg analizy opisany jest dla tubinéw z6ltych na stronie 200,
a dla lubinéw biatych i waskolistnych na str. 205

Wyniki analiz lubindéw z6ltych, bialych i waskolistnych umieszczone s3
w tablicy XII i XIII.

Obliczenie zawarto$ci w 9% na suchg mase¢ materialu

% alkaloidy = S i dliae

¢- 10000
gdzie a = ilo$¢ alkaloidéw
rozcienczenie

" ml uzyte do analizy
¢ = ilo$¢ graméw materialu uzytego do analizy

Przyklad: do analizy uzyto 2 g maki lubinowej, wyciag rozcieficzonego do 25 ml,
do analizy pobrano po 2 ml. Sparteiny wykryto 28,5 v, lupininy 8+y.
28,5.12,5 366,25
2.10000 20 000
8 .125 100
2.10000 20000
% sumy alkaloidéw = 0,018 + 0,005 = 0,023%

% sparteiny = = 0,018

% lupininy = = 0,005
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Dyskusja

Opisane w literaturze metody oznaczania alkaloidéw w tubinach pastew-
nych przewaznie ograniczaja si¢ do analiz sumy alkaloidow. Ze wzgledu na
to, ze wspolczynniki dla sparteiny i lupininy w lubinach zéltych oraz dla
lupaniny i hydroksylupaniny w lubinach biatych i waskolistnych sg rézne,
a iloSciowy stosunek obu alkaloidéw jesl zmienny w bardzo szerokich gra-
nicach (tablica XII i XIII), przeto wszystkie metody oznaczania sumy alka-
loidow posiadaja co najwyzej warto$¢ orientacyjng. Stosowanie dowolnych
wspolezynnikéw opierajgc sig na ,,$rednim‘ stosunku zawartosci obu alka-
loidow, ktéry jak wynika z pracy Wierzchowskiego, waha si¢ w fu-
binach zéltych od 1:1,1 do 1:6,9 jest ponadto uproszczeniem o bardzo
watpliwej wartosci, poniewaz toksycznos¢ poszczegélnych alkaloidow lubi-
néw moze by¢ rozna, co w metodzie oznaczania sumy nie da si¢ uwzglednic.

Znaczenie przez nas opracowanej metody polega na tym, ze umozliwia
ona oddzielne oznaczenie alkaloidéw zawartych w lubinach pastewnych,
przeto unika niedokladnosci powszechnie stosowanych metod. Biad opisa-
nej metody nie przekracza * 2% i moze by¢ ona stosowana w rozcienczo-
nych roztworach alkaloidéw w stezeniach od 0,001 do 0,005%, podczas gdy
w metodach powszechnie u nas stosowanych koncentracja alkaloidéw w roz-
tworach nie moze wynosi¢ ponizej 0.29%.

Wyniki analiz tubinéw pastewnych, a szczegdlnie ,stodkich* i ,poét-
gorzkich* (0,03 do 0,2%), otrzymane naszg meloda sa co najmniej o 50%
nizsze w porownaniu z metoda Wierzchowskiego, powszechnie w Polsce sto-
sowana. Jak wynika z tablicy X i XI, roznice te mozna wyttumaczyé jedynie
niedostatecznym sposobem oczyszczania analizowanych wyciggéw. Nieza-
leznie bowiem od stosowanej metody analizy alkaloidéw ekstrakty oczysz-
czane jednorazowo wykazywaly zawsze wyniki wyzsze od wyciaggéw oczy-
szczanych dwukrotnie. Z drugiej strony wyniki analiz ekstraktéw oczyszcza-
nych 3 razy nie obnizaly si¢. Nie ulega wigc watpliwosci, ze jednorazowe
oczyszczanie wyciggow jest niewystarczajace.

Niewlasciwe oczyszczanie wyciggéw alkaloidowych, a co za tym idzie
wyniki odbiegajace czasem o kilkaset procent od rzeczywislej zawarto-
Sci alkaloidéw w tubinach pastewnych, jest powodem olbrzymich strat gos-
podarczych. Jak wynika z tablicy XII i XIII, lubiny zdyskwalifikowane jako
pasza dla bydla, poniewaz zawieraly rzekomo powyzej 0,1% alkaloidow,
w zupelno$ci nadawaly si¢ do uzytku, oczywiscie jezeli toksyczno$é tubi-
now zalezy wylaeznie od alkaloidow w nich zawartych.

Do ekstrakeji alkaloidéow uzyto w naszej metodzie czystego chlorofor-
mu, nie za$ mieszaniny chloroformu z eterem, a to z tego wzgledu, ze re-
generacja obu rozpuszczalnikéw po ich oddestylowaniu nastrecza duze trud-
nosci i powazne straty rozpuszezalnikéw. Ilo$¢ rozpuszczalnika stosowana
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w opisanej metodzie wynosi okolo 50 ml na analize, co w poréwnaniu z po-
wszechnie stosowanymi metodami stanowi zaledwie /.

Powlarzalno$¢ wynikéw otrzymanych z maczki tego samego lubinu
(tablica XII i XIII) na odwazkach nie przekraczajacych 2 g udowadnia,
ze pobieranie wigkszej iloSci materialu do analizy w celu uzyskania “Sred-
niej* préby jest niepotrzebne. Poza tym powtarzalno$¢ ta wykazuje, ze wa-
runki ekstrakcji przez nas opisane gwarantuja iloSciowe wydobycie alka-
loidéw z materialu roslinnego.

Stosowane przez nas oczyszczanie wyciagoéw zapobiega w zupelnoSci
powstawaniu emulsji migdzy fazg wodng i faza rozpuszczalnika, ktéra wy-
bitnie utrudnia przygotowanie wyciggéw z nasion lubinu zawierajacych za-
zwyczaj duzy procent tluszczéw. Przez nas zastosowany eter naftowy w
kwasnym S$rodowisku rozpuszcéza zanieczyszczenia i tluszcze, ktére prze-
szly w czasie ekstrakeji do chloroformu. Chlorowodorki alkaloidéw sa duzo
bardziej rozpuszczalne w rozcieficzonych kwasach anizeli w eterze nafto-
wym, ktéry po trzykrotnej ekstrakcji 0,1 n kwasem solnym nie zawiera wig-
cej Sladéw alkaloidow.

Wszelkie proby chemicznego oddzielenia lupaniny od hydroksylupaniny,
to znaczy alkaloidow bialego i waskolistnego lubinu, nie powiodly sig.
Wykorzystano wigc znane od dawna zachowanie si¢ obu alkaloidow w sto-
sunku do eteru naftowego, w ktérym przy odpowiednich warunkach hydro-
ksylupanina jest zupelnie nierozpuszczalna, a lupanina rozpuszcza si¢ ilo-
Sciowo. Koniecznym warunkiem iloSciowego rozdzialu obu alkaloidéw jest
zachowanie $rodowiska bezwodnego. W przeciwnym bowiem razie rozpu-
szczalna w wodzie lupanina nie przechodzi iloSciowo do eteru naftowego,
a hydroksylupanina rozpuszcza si¢ nieco w eterze naftowym nasyconym
wodg. Zastosowanie bezwodnego weglanu sodowego pozwala na iloSciowy
rozdzial lupaniny i hydroksylupaniny.

Opisana metoda umozliwia wykonanie 2 réwnoleglych pelnych analiz
alkaloidéow w lubinie w ciggu 4 godzin, przy {ym blad analizy nie prze-
kracza + 2%.

W pracy postugiwano si¢ sparteing i lupining, preparatami firmy Merck,
hydroksylupaning wyizolowano w naszej pracowni w postaci chlorowodorku
B.2HCIL.H,O o tt. = 271°C, a lupaning otrzymano od prof. dra G. R.
Clemo.

Prof. drowi K. Bassalikowi i prof. drowi G. R. Clemo skladamy
serdeczne podzigkowania za udost¢pnienie nam czystych preparatow alka-
loidow.

Streszczenie

1. Opisano nowg jodometryczna mikrometode oznaczania alkaloidow
w lubinach pastewnych.

2. W tubinach z6Hych oznacza si¢ t3 metoda oddzielnie sparteing, a lu-
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pining i sparteing oznacza si¢ jako sume. Z réznicy obu alkaloidéw ozna-
cza si¢ zawartos¢ lupininy w prébie. )

3. W lubinach bialych i waskolistnych oznacza si¢ sume lupaniny i hy-
droksylupaniny oraz oddzielnie samg lupaning po uprzedniej ekstrakcji
z eterem naftowym. Do tego celu zostaly opracowane warunki ilosciowej
ekstrakcji lupaniny w obecnosci hydroksylupaniny w Srodowisku bezwod-
nym.

4. Metoda zezwala na oznaczenie alkaloidéw w stezeniach od 0,001 —
0.005% w granicach od 25 y do 250 .

5. Blad metody w zastosowaniu do czystych roztworéw i do materia-
lu roslinnego nie przekracza + 2%.

6. Wykazano, ze jednorazowe oczyszczanie -alkaloidow jest niewystar-
czajace i opracowano wygodng metode dwukrotnego oczyszczenia wyciggow
alkaloidowych. :

7. Wykazano, ze powszechnie u nas stosowana metoda oznaczania alka-
loidéw w lubinach daje wyniki czasem nawet 5 razy wigksze od rzeczy-
wistej zawartosci alkaloidéw w nasionach lubinu. Fakt ten dotyczy szcze-
golnie tubinéw slodkich i wynika z niedostatecznego oczyszczania anali-
zowanych wyciagéw.

8. Ilos¢ zuzytych rozpuszczalnikéw w naszej metodzie jest 6-krotnie
mniejsza anizeli w metodach powszechnie stosowanych.

9. Wg opisanej metody 2 wyciggi lubinowe moga by¢ zanalizowane
w 2 powtdrzeniach w czasie nie przekraczajacym 2 godzin.

10. Dwie kompletne analizy alkaloidéw w tubinie moga by¢ wykonane
w 4 godzinach. ;
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MUKPOMETOJ OIIPEAEJNEHUA AJKAJOUIOB B KOPMOBBEIX JIIOIIMHAX

Coaepmxanmne

1. Astopamm npeacTaBAeH HOBDI HOAOMETPHUYECKHH MHKPO-METOJ OINpesie-
AEHHUS COZEPHKAHUA AKAAAOHAOB B KOPMOBDIX AIOTIHHAX.

2. B :keATBIX AIOMHMHAX STHM METOAOM ONPEAEAAETCA OTAEADHO COAEPKAHME
HCKAIOUHTEADBHO CIIAPTEHHA, B TO BpeMs, KaK KOAHYECTBO AIONHHHHA M CIIAPTEHHA,

B3ATHIX BMeCTe, ONpPEAEAAOT, Kak obuyio cymmy airkaronzos. M3 moayuennoir
PA3HULBI MexAY OGOMMH AAKAAOHAAMH B NPHUBEAEHHOM OINBITE OTPEeAEASETCS CO-
AeprKaHHe AIOMHHHHA.

3. B 6GeAbix M y3KOAHCTHBIX AIONHHAX ONPEJEASETCS ClEpBAa OGIIYIO CyMMy
AIOTIAHHHA M PHAPOKCHAIONIAHHHA, a MOTOM OTAEABHO — CAMBIH AIONIAHHH, IIOCAE
IIpeABapHTEABHOTO SKCTPArupoBaHHsA NpPH moMomwH kepocuuxoro sdupa. C srtoil
ueAbio 6bIAM pa3paGoTaHbl YCAOBHS KOAMYECTBEHHOTO OSKCTPAarHPOBAHHA AlOfla-
HHHA TIDH HAAMYHH THAPOKCHAIONAHWHA B GE3BOAHON cpeje.

4. Hosuiii MeToa zaer BO3MOMHOCTD ONPEJEAHTH AAKAAOHABI B KOHLEHTPA-
unax or 0,001 0 0,005% s rpanuuax or 25 v z0 250 v.

5. Tlpeaer norpemmocTn STOro aHaAAMTHYECKOrO METOAA, NPH NpPHMEHEHHH
ero K pacTBOpPaM M K PaCTHTEABHOMY MaTepHaAy, He npesbimaer + 2%/,

6. DBbiro ycranoBaeno, uTo 04HOKpaTHAs OYHCTKA AAKAAOHAOB HEZOCTATOYHA,
BCA€ACTBHE 4ero GbIA BbipaGoTaH yAoGHDBIH METOA ABYKPATHOH OYHCTKH aAKaAO-
MAHBIX DKCTPAKTOB,

7. Briro gokasamo, uto mpuMeHAEMDIil 40 CHX MOpP METOA ONPEJEACHHS aAKa-
AOHJIOB B AIOIIMHAX JaeT WHOrJZa pesyAbTaThl NATHKPATHO NpeBblmalouine sdQe-
KTHBHOE COJlepKaHHe AAKAAOHJZOB B CEMEHAX AIONHHA. JTOT (PAKT BCTpedaeTcs
0c06eHHO YacTO NPH aHAAH3aX CAAZKHX AIONHHOB M 0GOCHOBaH HEZOCTATOYHOM

OYHCTKOH AQHAAH3HMPOBAHHDIX 9KCTPAKTOB.

8. Koanuecrso uspacxozoBaHHDIX 10 HOBOMY METOAY PACTBOPHTEAEH IIECTH-
KPaTHO MeHblle B CPABHEHHH C APYTHMH OOGLIENPHMEHsEMbIMH METOAAMH.

9. CyuecTByeT BO3MOMKHOCTb NPOH3BECTH HOBBIM METOJAOM ABYKPATHDIH aHa-
AH3 JBYX AIONIMHOBDIX SKCTPAaKTOB B TEYEHHE BPEMEHH, HE IPEBBIAIOIIHM ABYX
YacoB.

10. Zlsa noAnbIx aHaAH3a 1O COAEPHKAHHMIO AAKAAOHAOB B AIOTIHHE MOTYT GbITb
NPOU3BEJEHbI B Te4YeHHE YEeTbIpeX 4acos.
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NEW MICROMETHOD FOR THE DETERMINATION OF ALKALOIDS IN LUPINS
Summary

1. A new iodometric micromethod for the determination of alkaloids
in lupins has been described.

2.In yelow lupins (L. luteus) sparteine is separately determined,
whereas values for lupinine are calculated after substraction of sparteine
from the sum of sparteine and lupinine. :

3. In white and blue lupins (L. albus and L. angustifolius) firstly the
sum of lupanine and hydroxylupanine is determined, followed by a separate
determination of lupanine after extraction from petrol ether. To achieve this
aim a method for the quantitative extraction of lupanine¢ in the presence of
hydroxylupanine has been worked out.

4. The described method permits the determination of alkaloids in
concentrations from 0,001 to 0,005% within the limits of 25—25C y.

5. The method gives quantitative recoveries in pure solutions as well as
with plant material with an accuracy of + 29%.

6. It was shown that a single purification of alkaloid extracts is in-
sufficient and a suitable method for the purification of extracts has been
worked out.

7. It was shown that the usual method applied in our laboratories for
the determination of alkaloids in lupins gives results which are sométime
as much as 5 times higher than the actual amount of alkaloids in lupin
seeds. This applies particularly to lupins of low alkaloid content and the
error arises from inadequate purification of extracts.

8. The amount of organic solvents used in our method is 6 times
smaller than the amount employed in older methods.

9. According to the above method 2 lupin extracts con be analyzed for
alkaloids in duplicate within a period not exceeding 2 hours. .

10. 2 complete determinations of alkaloids in lupins can be made
within 4 hours.
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POROWNAWCZE BADANIA NAD WYTWARZANIEM KWASU
JABLKOWEGO PRZEZ ROZNE SZCZEPY MYCOBACTERIUM

Z Dziatu Biochemii Panstwowege Zaktadu Higieny w Warszawie i Zaktadu Chemii Fizjo-
logicznej Akademii Medycznej w Warszawie

Kierownik: prof dr Jozef Heller

Kwas jablkowy zostal zidentyfikowany i iloSciowo oznaczony jako po-
sredni produkt przemiany materii gruzliczego szczepu ludzkiego H37Rv
(E. A. Sym, P. Szafraniski 1950 i P. Szafranski 1952). W poréwnawczych
badaniach rodzaju Mycobacterium nie nalezaloby jednak uogdlniaé zjawisk,
poznanych na jednym szczepie, poniewaz réznice pomiedzy szczepami mo-
ga by¢ bardzo znaczne. Przykladem tej sytuacji jest Myc. tbe. v. bovin. BCG,
gdzie w ramach nawet tego samego szczepu islnieja wyrazne jakosciowe
réznice metaboliczne, (F. Bernheim, W. E. de Turk, H. Pope 1953). W in-
nym wypadku pewne fragmenty poSredniej przemiany materii moga by¢
jakosciowo wspélne dla wielu szczepéw, réznige si¢ jedynie swym udzia-
tem iloSciowym.

Prace iloSciowe dotyczace kwasowych produktéw dysymilacji u réznych
szczepéw Mycobacterium objety dotad tylko kwas szczawiowy (J. Szar-
kowski 1954) i cytrynowy (Z. Lassota 1954).

Badania nasze mialy na celu iloSciowe oznaczenie kwasu jabtkowego
dla wykazania réznic ewentualnie podobienstw w wytwarzaniu tego kwasu
przez rézne szczepy Mycobacterium.

Cze$é doswiadczalna

Kwas jablkowy oznaczono w pozywkach pobakieryjnych szeSciu szcze-
péw Mycobacterium. Wybrano zestaw szczepow, obejmujacy zaréwno szcze-
py zjadliwe typu ludzkiego, bydlecego i ptasiego, pratki gruzlicy niezjad-
liwe typu bydlecego oraz kwasooporne saprofity.

Zbadano nastepujace drobnoustroje:

Mycobact. tbe. v. hom. H37Rv. z Muzeum Instytutu Gruzlicy w War-
szawie.

Mycobact. tbe. v. bovin ravenel z Muzeum Instytutu Gruzlicy w War-
szawie.
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Mycobact. tbe. v. bovin BCG. z Muzeum PZH w Warszawie.
Mycobact. the. v. avium Statens Serum Inst. Kopenhaga.
Mycobact. 279 z Muzeum PZH w Warszawie.

Mycobact. phlei z Muzeum PZH w Warszawie.

Bakterie hodowano w dwulitrowych kolbach Erlenmeyera przy doste-
pie powietrza. Wybrano kolby o duzym dnie w celu uzyskania jak najwiek-
szej powierzchni wzrostu. Pratki wysiewano na 250 ml porcje pozywki DGK
(Sym 1949) pozbawionej kwasu cytrynowego, w ktdrej cytrynian Fe NH,
zastgpiono siarczanem zelazowym. Wzrost bakterii w przypadku szybko
rosngcych saprofitow trwat 10 do 15 dni, w wypadku za$ szczepéw zjadli-
wych, wolno rosnacych, nawetl 15 tygodni. Po wyro$nigciu kozucha oddzie-
lano pratki od pozywki odsgczajac je przez lejek Schotta 3G4, prze-
mywano woda destylowang, suszono w 110°C do stalej wagi i wazono. Po-
zywke pobakteryjng saczono powtdrnie przez bakteriologiczny filtr Seitza,
zageszczano na lazni wodnej do ok. 5 ml i po zakwaszeniu kwasem siarko-
wym do pH ok. 1 i wymieszaniu z azbestem widknistym poddawano kilka-
krotnej ekstrakcji eterem etylowym. Eter oddestylowywano, a w pozostalosci
oznaczano kwas jablkowy metodg Pucher‘a G. W., Vickery‘ego H. B. i Wa-
keman‘a A. J. (1934), przystosowana do oznaczania tego kwasu w pozyw-
kach przez P. Szafrafiskiego (1952). Metoda polega na utlenieniu kwasu
jabtkowego i oddestylowaniu lotnych produktéw do roziworu dwunitrofeny-
lohydrazyny. Wytrgcony hydrazon po odsaczeniu rozpuszcza si¢ w pirydy-
nie i po wywolaniu barwy roztworem wodorotlenku potasu, kolorymetruje.

Poza oznaczeniami kwasu jablkowego w pozywkach pobakteryjnych wy-
konano trzy $lepe préoby z pozywkami wyjsciowymi, ktére w przeliczeniu na
kwas jablkowy wynosily odpowiednio 350 y, 300 y i 450 y. Przyjeto $red-
nig réwna 370 y. Wyniki zestawione sa w tablicy.

Omoéwienie wynikéw

Sposréd przedstawionych w tablicy wynikéw uwage zwracaja liczby,
podane w rubryce szdstej. Sa to iloSci kwasu jablkowego w pozywkach
pobakteryjnych, przeliczone na 1 g suchych mas badanych drobnoustrojow.
Charakterystycznym jest faki, ze liczby te wykazuja zgodnos¢ w obrgbie
tego samego szczepu, pomimo znacznych réznic w masach bakteryjnych
i sa w malym stopniu zalezne od wieku kultury. Najdalej idaca zgodno$é¢
wystepuje u dwu szczepéw saprofitycznych Myc. phlei i 279. Nieco mniej-
sza zgodnos¢ w ilosci kwasu jablkowego na 1 g suchej masy bakteryjnej
wystepuje u szczepéw wolnorosnacych, takich jak Myc. ravenel, avium
i BCG. W wypadku H37Rv otrzymane wyniki zdaja si¢ wykazywa¢ odwrot-
na zalezno$¢ pomigdzy iloSciami kwasu jablkowego w pozywkach, a wy-
hodowanymi masami bakteryjnymi. Z powodu jednak male; ilosci doswiad-.
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czen i rozbieznosci wynikéw uzyskane dane nie pozwalaja wyciagnaé osta-
tecznych wnioskow.

Dane z kolumny désmej wskazuja, jak daiece roznia si¢ zawarto$cig
kwasu jablkowego pozywki powzrostowe badanych szczepéw. Réznice te
sa prawdopodobnie wyrazem wspéldziatania takich czynnikéw jak szybkosé
przemiany, réwnowaga migdzy kwasem jablkowym i sgsiadujagcymi z nim
metabolitami oraz zdolno$¢ dyfuzji z ciala bakteryjnego do podioza. Wy-
twarzanie kwasu jablkowego, szczawiowego i cytrynowego oraz wielu in-
nych metabolitéw sugeruje istnienie wspélnych fragmentéw metabolicznych
u rodzaju Mycobacterium.

Na zakoriczenie pragniemy zlozy¢ Panu Prof. drowi J. Hellerowi ser-
deczne podzigkowanie za wskazowki i zyczliwe interesowanie si¢ nasza

praca.
Streszczenie

W pracy niniejszej oznaczono kwas jabtkowy w pozywkach pobakteryj-
nych szeSciu szczepéw Mycobacterium. Uzyskane wyniki wykazuja duza
zgodno$é w obrebie jednego szczepu z wyjatkiem H37Rv. Stwierdzono
znaczne roznice w iloSci kwasu jablkowego, przypadajgcego na 1 g su-
chych mas bakteryjnych u poszczegdlnych szczepéw.
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OBPABOBAHME SABJOYHOJM KMCJOTBEI IITAMMOM MYCOBACTERIUM
Coaepmanmne

Leabto BoimenpusezenHoii paGoTbi GbIAO ONPEAEAHTb AGAOUHYIO KHCAOTY
MO-KYAbTYPHBIX IHTATEAbHbIX cpeaax mecta mrammos Mycobakterium,
[Toryuenubie pesyabrarnt o6HapyHAM GOABIIYIO COrAACOBAHHOCTb B IpaHH-
Lax OZHOTrO H TOro zKe mTamMMa, 3a uckAouennem H 37 Rv.
Koncratuposannl 3naunTeAbHble pasHuEbl B KOAHUECTBEe AGAOUHOH KHCAOTBI,
CCOTBETCTBYIOILEH Kax{zoMy IpamMMy CyXoH 6aKTepHaAbHOH MacChl OInpejeAeHHDbIX
IITaMMOB.
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COMPARATIVE STUDIES ON THE FORMATION OF MALIC ACID BY
VARIOUS STRAINS OF MYCOBACTERIA

Summary

In this study malic acid was determined in media used for the culti-
valion of 6 Mycobacterial strains. Concordant results were obtained for each
strain, with the exception of H37Rv. Large differences were found between
individual strains as regards the malic acid content per g. of dry bacterial
cells.
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MIARECZKOWA METODA OZNACZANIA CHOLESTEROLU

Z Pracowni Chemicznej Zakladu Anatomii Patologicznej Akademii Medycznej
we Wroctawiu

Kierownik: prof. dr Z. Albert

Oznaczanie cholesterolu nabiera oslatnio coraz wigkszego znaczenia
zar6wno w badaniach kliniczno-diagnostycznych, jak i naukowych.

Dotychezas opisane metody mozna podzieli¢ na 4 grupy:

1) wagowa, polega na wytraceniu cholesterolu digitoning i wazeniu
otrzymanego digitonidu (1, 2);

2) kolorymetryczna, oparta najczesciej na barwnej reakcji Liebermann-
Burchard‘a, przy czym oznaczenie przeprowadza si¢ wprost albo po uprzed-
nim wytraceniu cholesterolu digitoning badz kwasem pirydynosulfonowym
(3, 4);

3) utlenienie wytraconego digilonidu odczynnikiem Nicloux (5) i

4) nefelometryczna (6).

Zasada naszej metody polega na wysyceniu bromem podwéjnego wia-
zania miedzy Cy i Cq cholesterolu straconego digitoning oraz na oznacze-
niu cholesterolu na podstawie ilosci przylaczonego bromu. Zasada ta spro-
wadza si¢ wigc do oznaczenia liczby jodowej cholesterolu.

W dostgpnym nam piSmiennictwie nie znalezliSmy metody oznaczania
cholesterolu opartej na opracowanej przez nas zasadzie.

Najwigksza trudno$¢ sprawil wybér odpowiedniego odczynnika bromu-
jacego, gdyz uzyskiwane liczby jodowe cholesterolu s rézne w zaleznosSci
od uzytego odczynnika, czasu trwania reakcji i od iloSci uzytego nadmiaru
(7). Trudnosci te polegaja na tym, ze cholesterol oprécz reakeji przyigcze-
nia daje stosunkowo latwo reakcje podstawienia, co jest przyczyna bled-
nych wynikéw. Zastosowany przez nas odczynnik bromujacy, tj. roztwor
bromu w alkoholu metylowym nasyconym bromkiem sodu, daje wartosci te-
oretyczne, przy czym uzyskiwane wyniki nie zaleza w widocznym stopniu
od czasu reakcji ani stosowanego nadmiaru (8, s. 225). Metoda nasza ozna-
czamy cholesterol zaréwno wolny, jak i catkowity. Wyciag lipidowy z su-

* Asyst. III Kliniki Chor6b Wewnetrznych A. M. we Wroclawiu.
(231]
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rowicy sporzgdzamy metoda Schoenheimer-Sperry, wolny cholesterol wy-
trgcamy wprost digitoning, catkowity po uprzednim zmydleniu. Po uwol-
nieniu osadu digitonidu od towarzyszacych mu lipidéw rozpuszczamy go
w metanolu i zadajemy odczynnikiem bromujacym. Il1oéé cholesterolu obli-
czamy z ubytku bromu oznaczonego przez miareczkowanie 1n/200 roztworem
liosiarczanu sodowego w stosunku do $lepej préby.

Metoda
I. ODCZYNNIKI

1. 1% roztwér digitoniny w 95% etanolu (1 ml tego roztworu wystar-
cza na wytracenie 1 mg cholesterolu) (2).

2. Mieszanka etanolu absolutnego i redestylowanego acetonu w sto-
sunku 1 : 1.

3. Eter etylowy uwolniony od nadtlenkéw i wody (przemyé¢ 10% roz-
tworem siarczynu sodowego. nasigpnie woda destylowana, osuszyé bez-
wodnym chlorkiem wapnia i przedestylowaé znad $wiezej porcji chlorku
wapnia).

4. Mieszanka aceton — eter 1 : 2 (aceton redestylowany, eter oczysz-
czony jak wyzej).

5. Roztwér wodorotlenku potasu (10 g KOH rozpuscié w 20 ml wody
destylowanej).

6. Roztwor kwasu solnego (25 ml stgzonego kwasu rozcieficzyé woda
do 100 ml).

7. 1% alkoholowy roztwér fenolftaleiny.

8. Metanol absolutny.

9. Odczynnik bromujgcy: a) roziwér macierzysty: 1 ml bromu rozpuscié
w 100 ml nasyconego roztworu bromku sodu w metanolu; b) roztwér ro-
boczy: 3,5 ml roztworu macierzystego rozpusci¢ w 100 ml nasyconego roz-
tworu bromku sodu w metanolu. 1 ml tego odczynnika powinien zuzyé oko-
lo 3—3,5 ml n/200 tiosiarczanu sodowego. Gdyby odczynnik byl slabszy
mozna go wzmocni¢ roztworem macierzystym.

10. 10% roztwér jodku potasu.

11. 1% roztwér skrobi.

12. n/200 {tiosiarczan sodu.

II. WYKONANIE

a) Sporzadzenie wyciagu lipidowego. Do kolbki mia-
rowej na 25 ml z dotartym korkiem szklanym, zawierajacej okolo 13 ml
mieszanki alkohol-aceton, odmierzyé dokladng pipeta 2 ml surowicy.

Przy wlewaniu surowicy mieszaé zawarto$¢ kolbki i uwazaé, aby su-
rowica nie zetknela si¢ z szyjka. Zamieszaé zawarto$é kolbki, aby zapobiec
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powstawaniu wigkszych grudek stratu bialkowego. Kolbke zanurzy¢ w go-
racej tazni wodnej ciagle mieszajac az do zawrzenia zawartego w miej ply-
nu. Ochlodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupelni¢ mieszanka alkohol-ace-
ton do znaczka. Kolbke zatka¢ korkiem szklanym, zawarto$¢ doktadnie wy-
mieszal. Przesgczy¢ na malym lejku przez bibule przykrywajac lejek
szkielkiem zegarkowym dla uniknigcia parowania rozpuszczalnika.

b) Wytragcenie wolnego cholesterolu. Z przesaczu od-
mierzy¢ dokladnie 10 ml (tj. 0,8 ml surowicy) do probéwki wiréwkowej
(najlepiej nadaja si¢ probowki stozkowale) pojemnosci okolo 16—18 ml.
Dodaé¢ 1 ml wody destylowanej, wymieszaé dokladnie, uzywajac uprzednio
przygotowanej paleczki szklanej z wyciagnietym i zatopionym korficem.
Dodaé 1 ml roztworu digitoniny i mieszaé¢ dokladnie az do wystapienia wy-
raznego stratu digitonidu. Wyjaé paleczke nie dotykajac Scian probowki
ponad poziomem plynu. Probéwke zatkaé korkiem i odstawié¢ do nastepnego
dnia. Probéwki i nalezgce do nich paleczki zaopatrzyé w jednakowe znaki,
aby w dalszej pracy uzywaé tych samych pateczek do tych samych probd-
wek. Korki uzywane do zatykania probéwek powinny by¢ dobrej jakosci
i uprzednio wyekstrahowane eterem oraz alkoholem metylowym. Zaleca sig
zaopatrzy¢ je w te same znaki, co probéwki i palteczki. Dostanie si¢ pyltu
korkowego do probéwek jest Zrédlem blednych wynikéw. Nastepnego dnia
oddzieli¢ przylegajace do Scian probowki czgsteczki digitonidu uzywajac
odpowiedniej paleczki szklanej. Zatkaé korkiem i wirowaé przez 15 min.
przy okolo 3000 obrotéw na minute. Po odwirowaniu odessaé rurkg kapi-
larng plyn znad osadu uwazajac, aby nie dotknaé nig $cianki probéwki ani
nie zmgaci¢ osadu. Umiesci¢ w probéwce paleczke szklang i dodawaé po
Sciance 4 ml mieszanki woda-mieszanka alkohol-aceton (w stosunku 1 ml
wody na 5 ml mieszanki), tak aby oplukaé nig Scianki probéwki oraz pa-
leczke. Wymiesza¢ doktadnie osad paleczkga. Zatkaé probéwke korkiem, od-
wirowac i odessa¢ jak podano wyzej. Przemy¢ osad w ten sam sposéb raz
4 ml mieszanki aceton-eter oraz dwukrotnie 4 ml eteru. Po ostatnim plu-
kaniu osuszy¢ osad z resztek eteru w temperaturze do 300.

c) Wytragcenie calkowitego cholesterolu. Dac¢ do pro-
béwki wiréwkowej 5 kropli roziworu wodorotlenku potasu, a nastgpnie od-
mierzy¢ dokladnie 4 ml przesaczu (tj. 0,32 ml surowicy). Wymiesza¢ do-
kladnie paleczka tak, aby na dnie nie pozostaly krople tugu. Umiesci¢ pro-
bowke na 30 minut w tazni wodnej lub piaskowej o temperaturze + 45°
(4). Po uplywie tego czasu ochlodzi¢ probéwke do temperatury pokojowej,
doda¢ 2 ml mieszanki alkohol-aceton, nastepnie 2—3 kropli 1% roztworu
fenolftaleiny. Wymiesza¢ i zobojetni¢ roztworem kwasu solnego, dodajgc
jedng krople kwasu nadmiaru. Dodaé¢ 2 ml wody destylowanej, miesza¢ do
rozpuszczenia si¢ ewentualnie wypadiego chlorku potasu. Dodaé 1 ml roz-
tworu digitoniny i miesza¢ az wystgpi osad digitonidu. Wyjaé paleczke
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szklang, zatka¢ probéwke korkiem i odstawi¢ do nastgpnego dnia. Osad
digitonidu odwirowaé i pluka¢ identycznie, jak opisano przy wolnym cho-
lesterolu.

d) Rozpuszczanie osadu. Osad digitonidu rozpuszczamy w 4
ml metanolu. Metanol nalezy dodawaé kroplami, optukujac dokladnie pa-
leczke szklang oraz Scianki probéwki z przylegajacych do nich czgsteczek
digitonidu. Poniewaz osad digitonidu nie rozpuszcza si¢ zbyl latwo w me-
tanolu (9), nalezy najpierw w powyzszy sposob dodaé¢ 1 ml metanolu,
osad rozdrobni¢ paleczka, a nastepnie dodawaé pozostala porcje rozpusz-
czalnika. Dla przyspieszenia rozpuszczenia osadu zanurzyé probowke w
wodzie o temperaturze 60° i miesza¢ paleczka. Po rozpuszczeniu osadu
unie$¢ paleczke nad poziom plynu, splukaé ja oraz Scianki probéwki 0,5
ml metanolu. Do kazdej probki odmierzy¢é dokladnie 1 ml odczynnika
bromujacego, zalkaé korkiem i odstawi¢ na okoto 60 minut. Réwnoczesnie
przygotowaé $lepa probe: do czystej probéwki odmierzyé 4,5 ml metanolu,
dodaé 1 ml odczynnika bromujacego, zatkaé probowke i réwniez odstawic
na 60 minut.

e) Miareczkowanie. Po uplywie czasu bromowania miareczko-
waé mikrobiuretg kolejno wszystkie préby. Po otwarciu probéwki doda¢ 1 ml
10% jodku potasu. Zawarto$é probéwki wyplukaé ilosciowo 35—40 ml
wody destylowanej do kolbki Erlenmeyera pojemnosci 150—200 ml. Uzy¢
statywu oraz lejka, najlepiej analitycznego. Probéwke oraz lejek spluki-
waé porcjami uzywajac pipety. Miareczkowaé mianowanym roztworem
n/200 tiosiarczanu sodowego az do odbarwienia w obecnosci skrobi jako
wskaznika.

f) Wyliczenie Ilo§é cholesterolu wyliczamy z réznicy wynikéw
miareczkowania proby badanej oraz préby $lepej. Poniewaz jedna gramo-
czasteczka cholesterolu przylacza jedng gramoczasteczke bromu, ilos¢ cho-
lesterolu wyliczamy przez pomnozenie iloSci zuzylego bromu przez iloraz
z ciezaru drobinowego cholesterolu i bromu:

386,64
159,83

2,419

Poniewaz 1 ml n/200 tiosiarczanu sodowego odpowiada 0,4 mg Br, ilos¢
cholesterolu otrzymamy mnozac ilos¢ zuzytych ml roztworu tiosiarczanu
sodowego przez 0,4 nastepnie przez 2,419. Jest to bezwzgledna ilos¢ cho-
lesterolu w badanej prébce. Cheac otrzymaé wynik w mg % mnozymy zna-
leziong warto$é dla cholesterolu wolnego przez 125, dla calkowitego przez
312,5. Np. probka $lepa zuzyla 3,47 ml n/200 tiosiarczanu sodowego. Prob-
ka na oznaczenie wolnego cholesterolu zuzyla 3,02 ml n/200 tiosiarczanu
sodowego. i
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Probka na oznaczenie calkowitego cholesterolu zuzyla 2,97 ml nj/200
tiosiarczanu sodowego.

Cholesterol wolny w mg % = 0,45X0,4X2419 X 125 =544 mg %
i catkowity ,, ,, =05 X 04X 2419 X3125= 151 mg %

Kontrola metody

Oznaczenie cholesterolu przeprowadzilismy:

1) w standardowych roztworach cholesterolu bez uprzedniego wytrgca-
nia go digitoning,

2) w standardowych roztworach cholesterolu wyiracajac go digitoning
i przeprowadzajac oznaczenie w sposob opisany przy surowicy,

3) w surowicy z dodatkiem znanej ilosci cholesterolu,

4) w surowicy.

W pierwszej grupie oznaczen postugiwaliSmy si¢ 0,1% roziworem cho-
lesterolu w etanolu biorgec 1 ml roztworu na jedno oznaczenie. Oznaczenia
wykonywaliSmy seriami po 8 prébek. Dla dokladnosci nastawialiSmy row-
noczesnie 3 Slepe préby, przyjmujagc za podstawe obliczen Srednig arytme-
tyczng z wynikéw miareczkowania tych préb, mimo ze poszczegélne wyni-
ki roznily si¢ bardzo nieznacznie. W o$miu probkach jednej serii zawieraja-
cych po 1 mg cholesterolu znaleziono 6 razy po 0,99 mg, a 2 razy po 0,98
mg. W wigkszosci serii uzyskiwaliSmy podobne wyniki.

W drugiej grupie oznaczenn uzywaliSmy tego samego roztworu standar-
dowego. Oznaczenia przeprowadzali$my seriami po 6 préb stosujgc meto-
d¢ opisang przy surowicy. Podobnie jak w pierwszej grupie oznaczen
otrzymywalisSmy wyniki prawie zgodne z wartosciami teoretycznymi. W jed-
nej np. serii, ilustrujgcej przecigtne wyniki w szesciu prébkach zawierajacych
po 1 mg cholesterolu, znaleziono raz 0,97 mg, 3 razy 0,98 mg i 2 razy
0,99 mg. {

W trzeciej grupie oznaczen dla sprawdzenia dokladnosci metody ozna-
czalisSmy cholesterol w surowicy z dodatkiem réznej znanej ilosci choleste-
rolu. Wyniki uwidacznia tabl. 1.

Wyniki zawarte w tabl. II uzyskaliSmy w réwnoleglych prébach na tej
samej surowicy.

Najwigksze odchylenie od wartosci przecigtnej wynosi przy cholesterolu
wolnym 2,6%, przy calkowitym 2,8%.

Z przytoczonych danych wynika, ze przy oznaczaniu w roztworach stan-
dardowych cholesterolu czystego i jego digitonidu blad nie przekracza $red-
nio 2%. Wyniki otrzymywane przy surowicy z dodatkiem znanej ilosci cho-
lesterolu $wiadcza, ze metoda ta mozna oznaczaé cholesterol ze stosunko-
wo duza dokladnosciag réwniez i w surowicy. Dokladno$é wynikéw zalezy
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oczywiscie przede wszystkim od dokladnosci wykonania i doktadno$ci przy-
rzagdéw pomiarowych (pipety, biurety).

"~ Opierajac si¢ na danych z literatury (2, 10, 8, s. 257) i na doSwiadcze-
niach wlasnych uwazamy, ze dotychczas uzywane metody, szczegélnie ko-

Tablica I
: rg‘l'd Utyty materiat Z";“’:;m Uwagi
1 0,8 surowicy 0,38 wolny cholesterol
2 ,, 0,38 % 55
3 7 0,37 - :
4 0,8 surowicy + 0,2 mg cholest. 0,57 e o
5 0,8 surowicy + 0,4 mg cholest. 0,76 4 -
6 0,8 surowicy + 0,5 mg cholest. 0,86 45 3
7 0,8 surowicy + 0,5 mg cholest. 0,87 X %
8 0,8 surowicy 4 0,5 mg cholest. 0,87 % a5
9 0,32 surowicy 0,49 catkowity ,,
10 - 0,51 5 .
11 . 0,50 5 »
12 0,32 surowicy + 0,2 mg cholest. 0,7 9 A3
13 0,32 surowicy + 0,4 mg cholest. 0,88 b s
14 0,32 surowicy + 0,5 mg cholest. 0,99 i 5%
15 0,32 surowicy + 0,5 mg cholest. 0,98 - 5
16 70,32 surowicy + 0,5 mg cholest. 1,0 5 S
Tablica Il
Nr prébki Cholesterol u;olny Cholesterol call;owity
w mg % w mg %

1 66 196

2 64 199

3 64 193

4 67 202

5 66 193

6 65 196

$rednio 65,3 196,5

lorymetryczne, dajg mniej dokladne wyniki niz nasza. Poza tym metoda
nasza jest prosta w wykonaniu i nie wymaga specjalnej aparatury, moze
wigc byé stosowana w kazdej pracowni klinicznej i chemicznej. Metoda
ta nadaje si¢ réwniez do oznaczania cholesterolu w wyciagach lipidowych
z tkanek i w plynach ustrojowych.
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Streszczenie

Opracowano metode oznaczania cholesterolu we krwi i w innych sub-
stratach biologicznych. Metoda opiera si¢ na oznaczaniu cholesterolu na
podstawie ilosci przylaczonego bromu do Cs i C¢ w miejscu podwéjnego
wigzania. Wyniki uzyskane ta meloda sa dokladniejsze od wynikéw uzyski-
wanych innymi metodami. Uzyskiwane przez nas wyniki w roztworach stan-
dardowych réznily si¢ od teoretycznych przecigtnie o 1,9%. Najwieksza réz-
nica od przecigtnego wyniku przy réwnoleglych oznaczeniach w surowicy
wynosita od 2,6 do 2,89%
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TUTPUMETPUYECKUI METOJ] OIIPEAEJEHUSA XOJECTEPOJIA

Coaepxanme

AsTopamn 6bIA paspaGoTaH METOJ ONPEAEACHHS KOAHYECTBA XOAECTEPOAA
B KPOBH H Apyrux GHororuuyeckux cyberparax.

Ipn nomomu storo mMeroza MoxkHO ONpeAeAHTb COAepKaHHE XOAECTEPOAA HA
OCHOBaHHH KoAnuecTBa mpucoeaunenHoro k Cs u Cg 6Gpoma B MecTax ABOHHON
cBasu. [loayuennbie sTuM npuemoM pesyAbTaThl oKasbiBaloTcsi Goree 06CTOSI-
TEAbHBIMH, €M PE3YAbTATBl MOAYYEHHDBIE APYTHMH METOAAMH.

PesyAbraThl €O CTaHZAPTHBHIMH PACTBOPAMH, TOAYYEHHDbIE ABTOPAMH, OTAH-
YaAMCb OT TaKHX-2Ke TEOPETHUECKHX — oTKAoHeHHem pasubiv B cpeguem 1,9%.
Camoe 6oabioe oTkAOHeHHE OT cpeaHell BEAHYHMHDBI BCeX IOAYHEHHDBIX PE3yAbTa-
TOB, NPH MapaAAEAbHBIX ONpPEJEACHHAX B ChIBOPOTKe, coctaBAgro 2,6 zo 2,8%.

A TITRATION METHOD FOR THE DETERMINA;I'ION OF CHOLESTEROL
Summary

A method for the determination of cholesterol in blood and other biolo-
gical substrates has been devised. This method determines cholesterol on
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the basis of the amount of bromine added to C5 and Cg at the site of the

double bond. The results are more accurate than those obtained by other
methods.

Measurehlent's carried out on standard solutions differed from the knowﬁ
values, on the average, by 1,9 per cent. The greatest divergences from average
results in parallel determination in serum amounted 1o 2.6 — 2.8 per cent.

http://rcin.org.pl



ACTA BIOCHTMA!'C:A P O L O N L:C A
VoL 1 1954 NO 3—4

)

ZOFIA LASSOTA

WYTWARZANIE KWASU CYTRYNOWEGO PRZEZ NIEUSZKODZONE
KOMORKI DROBNOUSTROJOW RODZAJU MYCOBACTERIUM

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie
t z Dzialu Biochemii Panstwowego Zaktadu Higieny w Warszawie

Kierownik: prof. dr Iézef Heller

Rola kwasu cytrynowego w metabolizmie drobnoustrojéw rodzaju My-
cobacterium nie zostala dotgd wyjasniona.

Wiadomo, ze dodatek kwasu cytrynowego do pozywek syntetycznych
pobudza wzrost na nich szeregu szczepéw Mycobacterium, wiacznie ze
szczepami patogennymi (4, 8). Z tego wzgledu wigkszos¢ pozywek synte-
tycznych, uzywanych do hodowli patogennych szczepow Mycobacterium, za-
wiera obok glikozy lub glicerolu jako zZrédla wegla rowniez kwas cytryno-
wy. Wymieni¢ tu mozna pozywki: Longa i Seibert, Derseta,
Lockemanna oraz pozywki Syma oznaczone symbolami NK i DKG.
Z pozywek takich kwas cytrynowy jest zuzywany przez rosngce Mycobacteria
(18, 17, 4).

Kwas cytrynowy nie zwigksza jednak oddychania zawiesin bakteryj-
nych Mycobacterium (19, 4). Z reguly nie udaje si¢ tez uzyska¢ wzrostu
inokulum, szczegdlnie szczepéw patogennych, na pozywkach syntetycznych,
w ktérych kwas cytrynowy jest jedynym zrédlem wegla (17, 19, 5). Z do-
Swiadczenn Syma (17) wynika, ze kwas cytrynowy réwniez dla gotowych
mas bakteryjnych Myc. tub. v. hom. szczep H37Rv nie jest wystarczajacy
jako jedyne zrédlo wegla. W takich warunkach pratki gruzlicy zachowujj
si¢ jak w glodzie, nastgpuje ubylek masy bakteryjnej, a iloraz oddechowy
wskazuje na oddychanie endogenne. Réwnocze$nie jednak obserwuje sig
znikanie kwasu cytrynowego z podloza. ‘

Mechanizm pobudzania wzrostu Mycobacterii na pozywkach syntetycz-
nych przez kwas cytrynowy prébowano tlumaczyé w rézny sposéb. Sy m
(18) uwazal za prawdopodobne, ze gléwna rola kwasu cytrynowego pole-
ga na zapoczatkowaniu bgdz umozliwieniu przeprowadzenia cyklu kwa-
sow tréjkarboksylowych. Pratt (l11) natomiast w badaniach nad toksy-
cznoscig dla Myc. Phlei $ladowych ilosci jonéw miedziowych doszedl do
wniosku, ze kwas cytrynowy detoksykuje Srodowisko dzigki swej zdolnosci
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do tworzenia niejonizujgcych komplekséw z miedzig i w ten sposéb ulat-
wia wzrost na nim Mycobacterii.

Ostatnio Blakley (2) stwierdzil, ze uzyskane przez mechaniczne
roztarcie proszku acetonowego szczatki komérek Myc. Phlei w obecnosci
DPN wykazuja zdolno$é syntetyzowania kwasu cytrynowego. Substratami
tej reakcji s3: kwas szczawiooctowy i acetylofosforan, kwas octowy lub kwas
pirogronowy jako dawcy fragmentu dwuweglowego. Zdolno$¢ enzymatycz-
nej syntezy kwasu cytrynowego wykazuja réwniez niedializowane i diali-
zowane ekstrakty komoérkowe Myc. Phlei, jednak dawcg [ragmentu dwu-
weglowego moze by¢ w ich przypadku tylko acetylofosforan.

Stwierdzenie obecno$ci kompleksu zaczynéw koniecznych do syntezy
kwasu cylrynowego nie jest dowodem, ze komoérki Myc. Phlei wytwarzaja
ten kwas w toku normalnej przemiany. Celem niniejszej pracy bylo stwier-
dzenie:

a) czy komorki Myc. Phlei w czasie wzrostu na pozywce syntetycznej
wytwarzaja kwas cytrynowy,

b) czy zdolno$¢ tworzenia kwasu cytrynowego w tych warunkach wy-
Kazuja rowniez inne szczepy Mycobacterium.

Zalozono przy tym, ze kwas cytrynowy moze przenikaé do pozywki.
Pewnym uzasadnieniem {ego zalozenia s3 prace Szafranskiego
i Syma (12), ktérzy stwierdzili obecnos¢ w pozywce powzrostowej Myc.
tub. v. hom. szczepu H37Rv, obecno$¢ takich metabolitéw, jak kwasy: octo-
wy, szczawiowy i jabtkowy, oraz prace pézniejsze nad iloSciowym oznacza-
niem tych metabolitow (14, 15, 16).

Metody

. Kwas cytrynowy oznaczano w pozywce mikrometoda ko-
lorymetryczng wg Natelsona, Lugovoya i Pincusa (9). Metoda
ta polega na utlenieniu kwasu cytrynowego do pigciobromoacetonu, ekstraho-
waniu powslalego pigciobromoacetonu eterem naftowym i nastepnym kolo-
rymetrycznym oznaczeniu natezenia z6itego zabarwienia, jakie pigeciobromo-
aceton daje z wodnym roztworem siarczku sodu.

Zastosowano opisany przez Meduskiego (7) sposéb postepowania
przy uzyciu tej metody. Do oznaczen uzywano NapS.9H2O.ch. cz. rekrystali-
zowanego oraz oczyszczonej frakcji benzyny lekkiej, wrzacej w zakresie
temperatur 90° — 100°C. Odbialczanie okazalo si¢ w naszym wypadku
zbedne. Zastosowana metoda jest w warunkach naszych do$wiadczen sto-
sunkowo wysoko specyficzna (7) a ponadto dostatecznie czula, dokladna
i szybka.

2. Drobnoustroje hodowano na 500 ml pozywki DGK zmo-
dyfikowanej w kolbach Erlenmayera (Jena) o pojemnosci 1,5 1, w tempe-
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raturze 37°C do chwili otrzymania na powierzchni pozywki dobrze wyksztal-
conego kozucha bakteryjnego. Czas hodowli zalezal od szybko$ci wzrostu
badanego szczepu. Inokulum przy posiewie pobierano eza badz z pozywki
stalej Leowensteina, bagdz z powierzchni hodowli otrzymanej na pozywce
DGK zmodyfikowane;j.
3. Pozywke DGK zmodyfikowang, na ktérej hodowano drobnoustro-
je, sporzadzano w spos6b nastepujacy:
w 600 ml wody destylowanej rozpuszczano:
11 g kwasu glutaminowego,
0,5 g KH2p04,
0,5 g MgS0,4.7 H,0,
0,02 g ZnSO4.7 H,0,
0,03 g Feg (504)3,

pH pozywki doprowadzano do wartosci 7,2 przez dodanie IN KOH po czym
uzupelniano objeto$¢ do 960 ml. Osobno rozpuszczano 40 g glukozy jedno-
wodnej w 40 ml wody destylowanej. Obie skladowe pozywki jalowiono
osobno w autoklawie w 120°C przez 30 min. Ten sposéb jalowienia termicz-
nego pozwala w znacznym stopniu zapobiec powstawaniu ciemno zabar-
wionych tzw. produktéw karmelizacji glukozy. BezposSrednio przed przesie-
wem oba plyny zlewano razem, tak ze wyzej podane ilosci skladnikéw
odnoszg si¢ do objetosci 1 1 pozywki. -

4. Przygotowanie pozywki do oznaczenn wykonywano
nastepujaco: po osiggnigciu odpowiedniego wzrosiu odsaczano bakterie na
zwyklym, migkkim sgczku, przemywano je dokladnie woda destylowang
i wraz z saczkiem suszono w 105°C do slalej wagi. Wage wyhodowanej
masy bakteryjnej ustalano uwzgledniajgc uprzednio oznaczong wage saczka.

Przesgczong pozywke, do ktérej dolaczano pierwsze 20 ml wody z prze-
mycia, saczono przez filtr Seitza, a nastgpnie zageszczano w strumieniu
cieplego powietrza (odparowanie na lazni wodnej powoduje karmelizacjg)
do konsystencji gestego syropu.

Zageszczong pozywke zakwaszano stezonym kwasem fosforowym do pH 2.
Zakwaszenie kwasem siarkowym jest niewskazane. W tym zageszczeniu
kwas siarkowy powoduje zweglanie skladnikéw organicznych pozywki oraz
straly kwasu cytrynowego, prawdopodobnie przySpieszajac powstawanie
lotnych estréow etylowych kwasu cytrynowego (1). Zakwaszona pozywke
mieszano z azbestem w celu zwigkszenia powierzchni ekstrakeji i ekstra-
howano absolutnym alkoholem etylowym na mechanicznej trzgsawce. Eks-
trakcje prowadzono trzykrotnie po 1 godzinie, za kazdym razem z 50 ml
rozpuszczalnika. Je$li nastgpowalo zbijanie si¢ azbestu, grudki rozbijario
przez dokwaszenie kwasem fosforowym badz przez dodanie 1—2 ml wody
destylowane;j.

6 Acta Biochimica
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Z eksiraktu oddestylowywano nastepnie alkohol, az objeto$¢ pozostato-
Sci w kolbie wynosita 15—20 ml. Wyekstrahowany material podgeszczano
ponownie w strumieniu cieplego powietrza, mieszano z azbestem i po spraw-
dzeniu pH, ktére powinno wynosi¢ okolo 2, ekstrahowano na mechanicznej
trzgsawce eterem etylowym. Stosowano cztery 50-0 ml porcje eteru, wstrza-
sajac z pierwszg porcjg przez 3 godziny, a z nastepnymi trzema porcjami
przez 2 godziny z kazda. Wycigg eterowy przenoszono do kolby destylacyj-
nej, dodawano okolo 15—20 ml wody destylowanej i odpedzano eter etylo-
wy. Pozostaly wodny roztwér wyekstrahowanych substancji sgczono, roz-
cieficzano do objetosci 50 ml i pobierano prébki 2—5 ml, zaleznie od ste-
zenia kwasu cytrynowego, do oznaczen.

Ten sposéb przygotowania materialu do oznaczen pozwala na usunig-
cie wigkszosci nierozpuszczalnych w alkoholu i eterze zwigzkow zaréwno
pierwotnej pozywki, jak tez powstajgcych na skutek wzrostu bakterii. Row-
nocze$nie przy tych operacjach nagromadzano w stosunkowo malej ob-
jetosci kwas cytrynowy w iloSci oznaczalne;j.

W szeregu doSwiadczen (tablica I) stwierdzono, ze wyzej opisany spo-
sob podwdjnej ekstrakeji pozwala na odzyskiwanie dodanego w znanej ilosci
kwasu cytrynowego w ilosci stalej, niezaleznej od stezenia glukozy w po-
Zywce.

Wydajno$¢ odzyskania jest, przy uwzglednieniu wspoélezynnika podziatu
kwasu cytrynowego w ukladzie eter — woda (10), zadowalajaca. Maksy-
malne odchylenie od $redniej wynosi + 59%. Uwzgledniajac, ze slosowana
metoda kolorymetryczna oznaczania kwasu cytrynowego daje 5% bledu,
mozna przyjaé, ze odzyskanie przy tym sposobie ekstrakcji jest stale i wy-
nosi 87,4%.

Do wynikow otrzymanych kolorymetrycznie zastosowano wobec tego
mnoznik 1.15.

Tablica I

Odzyskanie kwasu cytrynowego przy metodzie podwdjnej ekstrakcji

i Stgienie' glukozy Kwas CY"YHO.WY I Oorcbicanic
-p- W pozywce dodano | znaleziono %
» Y Y
1 — 2000 1785 89,2
2 0,5 1500 1400 93,3
3 0,5 1500 1285 85,7
4 1,0 1500 1285 85,7
5 1,0 1480 1285 86,8
6 2,0 1500 1335 89,0
7 2,0 1500 1225 81,7
Odzyskanie §rednio 87,4
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Wyniki i dyskusja

Wytwarzanie kwasu cytrynowego przebadano w czasie wzrostu na po-
zywce syntetycznej DGK zmodyfikowanej nastepujacych szczepéw drobno-
uslrojéw rodzaju Mycobacterium:

a) szczepy saprofityczne szybkorosnace: Myc. Phlei i Myc. 279,
b) szczep wolnorosnacy BCG,

c) szczepy patogenne wolnorosnagce: Myc. fub. v. hom. H37Rv i Myec.
tub v. bov. Vallée.

Wszystkie szczepy pochodzily z Muzeum Dz. Bakteriologii PZH w War-
szawie.

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli zbiorczej (tablica II) i na
wykresie poréwnawczym (III).

Tablica III

Wykres granicznych stezen kwasu cytrynowego w pozywce powzrostowej w mgna 1 g
suchej wagi masy bakteryjnej

H37Rv

Vallee

Phiej

279

0 Q2 Q9T 88 . QB8 12 W AR IR &0 &2 T3¢ 28 28 R0 X2T3AT 38

Otrzymane wyniki wskazujg, ze nieuszkodzone komérki Mycobacterium
Phlei, rozwijajacego si¢ na pozywce syntetycznej pozbawionej kwasu cy-
trynowego, wytwarzaja kwas cytrynowy i przepuszczaja go do podloza.

Zdolnos$¢ la cechuje réwniez wszystkie inne przebadane szczepy Myco-
bacterium tak saprofityczne, jak i patogenne.

Kwas cytrynowy u pigciu badanych szczepéw wystepuje w pozywce
w ilosciach tego samego rzedu kilku miligraméw na 1 g suchej wagi masy
bakteryjnej. :

Z porownania przedstawionych graficznie dla réznych szczepow (wy-
kres 1II} wartosci granicznych stezenn kwasu cyirynowego w pozywkach
powzrostowych w przeliczeniu na 1 g suchej wagi bakterii wynika, ze zdol-
nos¢ gromadzenia kwasu cytrynowego jest najsilniej wyrazona u szczepu
ludzkiego H37Rv. Nie wiadomo jednak, czy slezenie kwasu cytrynowego
w Srodowisku jest wykladnikiem nasilenia wewngtrzkomérkowego procesu
powstawania tego zwigzku. Stezenie w podlozu moze zaleze¢ réwniez od
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réznej u réznych szczepéw przepuszczalnosci komorki dla tego metabolitu.
Réznice iloSciowe w obrebie jednego i tego samego szczepu s3g tak znaczne,
ze nie mozna ich polozy¢ na karb bledu metody. Czynniki takie, jak: czas
trwania hodowli, ilo§¢ wyhodowanej masy bakteryjnej czy ilo§é przebytych
pasazy na pozywce bez kwasu cytrynowego, nie wyjasniaja kazdy z osob-
na zaobserwowanych réznic. Roli tych czynnikéw, a byé moze réwniez in-
nych, tutaj nie uwzglednionych. nie mozna jednak zupelnie wykluczyé. Na
pewng zalezno$¢ od iloSci masy bakteryjnej wydaje si¢ wskazywaé mniej-
szy rozrzut wynikéw przeliczonych na 1 g suchej wagi bakterii anizeli roz-
rzut po przeliczeniu na jednostke objetosci pozywki.

Malo prawdopodobny wydaje si¢ cytowany na wstepie pracy poglad
Pratta (11), ze kwas cytrynowy w pozywce pobudza wzrost na niej
Myc. Phlei wylacznie przez wigzanie obecnych w $rodowisku jonéw mie-
dziowych. Jesliby konsekwentnie uwazaé ilo§¢ kwasu cytrynowego, wyda-
lonego do podloza przez Myc. Phlei, za wyraz czynnoSci detoksykujacych,
to ilo$¢ ta w przypadku wzrostu w identycznych warunkach na dwu por-
cjach tej samej, a wigc zawierajacej te same §ladowe ilosci miedzi, po-
zywki, powinna by¢ w przyblizeniu taka sama. Wyniki w {en wlasnie sposéb
przeprowadzonych do$wiadczenn z Myc. Phlei, oznaczonych w tablicy II Ip.
5i 6 oraz 7 i 8, przeczg jednak takiemu zalozeniu.

W przypadku wszystkich szczepéw zauwazono, ze hodowle na pozywce
DGK bez kwasu cytrynowego wykazuja wzrost nieco opézniony i mniej
obfity w stosunku do szybkosci i wydajnosci wzrostu tych samych szczepow
na DGK z kwasem cytrynowym. Obserwacja ta potwierdza cytowane na
wstepie dane (4, 8) o pobudzajgcym wplywie kwasu cytrynowego na wzrost
Mycobacterii. ,

Nie uzyskano dotad bezposrednich danych potwierdzajacych poglad
Syma (18), ze dzialanie stymulujace kwasu cytrynowego moze polegaé
na jego roli jako zwigzku posredniego cyklu Krebsa. Z drugiej jednak stro-
ny fakt stymulacji oraz stwierdzenie wytwarzania tego zwigzku przez
Mycobacterie tacznie sklaniajag do przypuszczenia, ze u fych drobnoustro-
jow kwas cytrynowy jest normalnym metabolitem posrednim.

Istniejg dane przemawiajace za tym, ze bierze on udzial w przemianach
cyklu kwaséw tréjkarboksylowych, bez wzgledu na to czy cykl ten dostar-
cza komérkom Mycobacterii energii. czy tez tylko cegielek budulcowych (6).
Do takich danych nalezy np. wykazanie u Mycobacterii prawie wszystkich
enzyméw cyklu kwaséw tréjkarboksylowych (5), stwierdzenie zdolnosci
wytwarzania przez nieuszkodzone komorki Myc. tub. v. hom. H37Rv kwasu
bursztynowego na podlozu syntetycznym oraz wytwarzania kwasu jablko-
wego wobec kwaséw bursztynowego i glutaminowego podanych jako je-
dyne zZrédia wegla (14).
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Badania iloSciowe nad wytwarzaniem kwaséw jabtkowego (15) i szcza-
wiowego (16) przez rézne szczepy Mycobacterium wykazuja, ze oba fe
kwasy, podobnie jak kwas cytrynowy, gromadza si¢ w podlozu w iloSciach
tego samego rzedu tzn. kilku miligraméw na 1 g suchej wagi masy bakte-
ryjnej. Kwas szczawiowy moze by¢ traktowany jako przypuszczalny pro-
dukt rozpadu kwasoéw szczawiooctowego lub szczawiobursztynowego (3).
Niskie stezenia, w jakich te kwasy wystepuja w podlozu, oraz wspomniana
juz zdolno$¢ komorki do ich dalszego wykorzystania, wskazuja ze nie s3
one produktami koficowymi przemian, wydalanymi przez komoérke do $ro-
dowiska. .

Wydaje sig, ze obecnos¢ ich w podlozu jest wyrazem pewnej réwnowagi
dynamicznej migdzy komodrka a podlozem. Za takim pogladem przemawia-
ja zwlaszcza wyniki Szafranskiego (13), kiéry stwierdzil, ze przy-
zyciowe usuwanie kwasu jabltkowego z podloza podwyzsza ogdlng ilosé
tego metabolitu znajdowana poza komorka.

Prof. dr J. Hellerowi pragne podzigkowaé za krytyczne i pomocne
uwagi w toku doswiadczen i w czasie opracowywania zebranego materialu.

Streszczenie

Przebadano 5 szczepéw rodzaju Mycobacterium: Myc. Phlei, Myc. 279,
BCG, Myc. tub. v. hom. H37Rv i Myc. tub. v. bov, Vallée, Drobnoustroje ho-
dowano na pozywce syntetycznej, pozbawionej kwasu cytrynowego, a za-
wierajacej oprocz soli mineralnych glukoze jako zrédlo wegla i kwas glu-
taminowy jako zrédlo azotu.

Wykazano, ze nieuszkodzone komérki badanych szczepéw majg zdol-
no$¢ wytwarzania kwasu cytrynowego. Kwas cylrynowy u wszystkich pig-
ciu szczepow wystepuje w pozywee w ilosciach tego samego rzedu kilku
miligraméw na 1 g suchej wagi masy bakteryjnej. Réznice w obrgbie tego
samego szczepu sg znaczne i nie dajg si¢ powigza¢ z czasem hodowli, ilo-
$cia wyhodowanej masy bakteryjnej ani z iloscig przebytych pasazy na po-
zywce bez kwasu cytrynowego.

Otrzymane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze kwas cytrynowy nie jest
produktem koricowym przemiany materii, a jest normalnym metabolitem
posrednim. Obecnosé¢ jego w podlozu bylaby wyrazem pewnej réwnowagi
dynamicznej miedzy komérka a Srodowiskiem. Rola kwasu cylrynowego
w metabolizmie Mycobacterii moze polegaé na udziale tego zwigzku w cy-
klu kwasow trojkarboksylowych.
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OBPA3OBAHME JIMMOHHOW KUCJOTBI KJIETKAMU MYCOBACTERITM

Coaepmanmue

[lpusogurcs pesyabraThi m3ayuenuss nara mwrammos Buza Mycobacterium:
Myec. Phlei, Myc. 279, BCG, Myec. tbe. v. hom. H. 37 Rv. u Myec. tbe. v. bov.
Vallée. Mukpo6bl 6biAn KyAbTHBHPOBAHbI Ha CHHTETHYECKOH MUTATEABHOH cpeje,
He cozepsaileil AUMOHHON KHCAOTDI, a BMELIalolledl, KpOMe MHHEPAABHBIX COAEH,
IAIOKO3y — HCTOYHHK yIAepoja M FAIOTAMHHOBYIO KHCAOTY — HCTOYHHK a30Ta.

Briro zokasano, uTo HenmoBpemeHHBIE KAETKH H3y4aeMbIX MITAMMOB CIIO-
cCOHBI NPOAYUHPOBATD AUMOHHYIO KHCAOTY.

AuMonHas KHCAOTa BDICTYNAaeT B NMHUTATEAbHOH cpeje y BCeX TATH IITAMMOB
B KOAHYECTBE OAHOTO M TOrO Ke psAja, T. €. HECKOAbKMX Mr Ha 1 r cyxoro Beca
6akTepuabHOM Macchl. PasHuibl B rpaHHUIaX OZHOrO M TOro e IITaAMMa ABAA-
IOTCS 3HAYMTEADHBIMH H HE HAXOAATCSA B NMPHYHHHOH CBSA3H KaK CO BPEMEHEM Bbl-
pallMBaHUA KYABTYp, TaK H C KOAHYECTBOM BbIpalleHHOH GaKTepHaAbHOH Macchl,
HH C KOAHYECTBOM TPHMEHEHHBIX Maccazied Ha NMHUTATEAbBHBIX cpejax, He cojep-
KAIIHUX AMMOHHOM KHCAOTHI.

Ha ocHoBanuu noayuennoix pesyAbTaToB CAezyeT AONYCTHTb, YTO AHMOHHAA
KHCAOTA He SABASIETCS OKOHYaTEAbHBIM TMPOAYKTOM o6MeHa BElIecTB, a AHIIb HOP-
MaAbHBIM TpoMessyTounbiM MetaGoautoMm. Haamume ee B murareabHOlt cpeze
cAezoBar0 6bl CYHTATh INPH3HAKOM HEKOTOPOrO JAHHAMHYECKOro PaBHOBECHS
MeKAY KAeTKOH u ee cpeaoil. PoAb AMMOHHOM KHCAOTHI B MeTa6OAHYECKHX IIPO-
neccax Mycobacterium csoaurcs k yuwactHio ee, Kak XHMHYECKOro COeJH-
HEeHHs B UHKAE TPHKAPOOKCHABHBIX KHCAOT.
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FORMATION OF CITRIC ACID BY INTACT MYCOBATERIAL CELLS
Summary

5 strains of Mycobacteria were examined: Myc. Phlei, Myc. 279, BCG,
Myec. tub. v. hom. H37Rv,and Myec. tub. v. bov. Vallée. The bacteria were culti-
vated on a synthetic medium defficient in cilric acid, and containing in
addition to mineral salis, glucose as a source of carbon and glutamic acid
as a source of nitrogen. It was demonstrated that intact cells of the strains
examined possess the ability of forming citric acid. This acid appears in the
medium in quantities of the order of several mg per g. dry bacterial material
for all 5 strains. The differences within one strain are marked and are
connected neither with the culture time, nor with the quantity of bacterial
material obtained and the number of passages on medium deficient in
citric acid. The resulls suggest that citric acid is not an end-product of
metabolism but a normal intermediary metabolite. Its presence in the sub-
strate would then represent a certain dynamic equilibrium between the cell
and its envirenment. The role of citric acid in the metabolism of Myco-
bacteria may be related to its participation in the tricarboxylic acid cycle.
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Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie

Kierownik: prof. dr Joze[ Heller

Przemiana posrednia Mycobacterium jest stosunkowo maio poznana,
zwlaszcza przemiana szczepéw zjadliwych.

Wigkszos¢ stosowanych metod badania sprowadza si¢ do stwierdzenia
czynnosci enzymatycznej przy uzyciu wymytych zawiesin, a ostatnio eks-
traktéw komoérkowych. W ten sposéb wykazano u Mycobacterium in vitro
aktywnos$¢ prawie wszystkich enzyméw cyklu kwaséw tréjkarboksylowych,
ale zaden z lych enzyméw nie zostal dobrze scharakteryzowany ani zba-
dany w wystarczajgcych szczegétach (Edson 1951). Jednakie samo
stwierdzenie okreslonej czynnosci enzymatycznej nie jest dostatecznym do-
wodem na to, ze dana reakcja enzymatyczna zachodzi przy udziale nieu-
szkodzonej komorki bakteryjnej. Jednoczesne wykazanie obecnosci substra-
tu obok enzymu moze wskazywaé na to, ze dany enzym rzeczywiscie bierze
udzial w przemianie komorki. I takie jednak stwierdzenie nie przesadza
o iloSciowym udziale danej drogi metabolicznej. Dopiero zbadanie kinetyki
reakcji moze rzuci¢ $wiatlo na jej rolg w metabolizmie.

Identyfikacja metabolitéw posrednich bedzie uzupelnieniem, a tym sa-
mym dalszym, bardziej szczegélowym rozwinigciem wynikow, uzyskanych
metodami poprzednimi.

Dotad niewiele jest prac z tej dziedziny. Badania Debiess‘a (1939)
wykazaly tworzenie kwasu szczawiowego i bursztynowego przez szczep
BCG, rozwijajacy si¢ na pozywce Soutona, zawierajgcej jako zrédlo wegla
glicerol. Lobstein (1922) natomiast stwierdzil powstawanie kwasu octo-
wego u tego samego szczepu. Cattaneo (1934) wyizolowal kwas piro-
gronowy jako dwunitrofenylohydrazon z zawiesin Mycobacterium Phlei in-
kubowanych z f{osfoglicerolem. Szafranski i Sym (1950) zidenty-
fikowali w pozywkach pobakteryjnych szczepu zjadliwego H37Rv hodowa-
nego na glukozie kwasy jablkowy, octowy i szczawiowy. Stwierdzono réw-

[249]
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niez tworzenie przez Mycobacterium kwasu cytrynowego (Blakley 1951,
Lassota 1954), aldehydu octowego (Model 1952) oraz w warunkach
beztlenowych pewnych iloSci kwasu mlekowego (Ebina i Nakamura
1937).

Malg ilo§¢ prac tego rodzaju nalezy przypisa¢ trudnosciom, na jakie
napolyka identyfikacja metabolitéw, gléwnie ze wzgledu na bardzo male
ilosci poszukiwanych substancji, przedostajace si¢ do Srodowiska. Dtugo
panowal nawet w literaturze poglad, ze Mycobacterium jako doskonale utle-
niacze spalajg calkowicie pobrane substancje odzywcze do koficowych pro-
duktéw, a wigec wody, dwutlenku wegla i amoniaku nie wydalajac nic do
pozywki.

Kwas bursztynowy jest centralnym metabolitem w przemianie cukro-
weow, tluszezowedw i bezazotowych reszt niektérych aminokwaséw. Moze
powstawac badz przez kondensacje dwoch czgsteczek kwasu ociowego, za-
poczatkowujac cykl kwaséw dwukarboksylowych, badZ w drodze przemian
kwasu pirogronowego poprzez kwas cytrynowy w cyklu kwasow tréjkarbo-
ksylowych. Stwierdzono réwniez u Escherichia coli (Elsden 1938), Pro-
pionibacterium (Wood i Werkm an 1938), Streptococus coelicolor (C o-
chrane 1953), drozdzy (Kleinzeller 1941) i Aspergillus niger
(Foster i Davis 1948) mozliwos¢ powstawania kwasu bursztynowego
na drodze odwrdcenia cyklu Krebsa, przez kondensacj¢ kwasu pirogrono-
wego z przyswojonym dwutlenkiem wegla, co mozna przedstawi¢ naste-
pujaco:

o COOH COOH COOH COOH
| | |
e s ik o S - 0 R - T ) R < R
= — | — | - | —
| Co CHOH CH CH,
COOH | | | |
COOH COOH COOH COOH.

Taki przebieg reakcji jest mozliwy ze wzgledu na to. ze cykl ten u drob-
noustrojéw nie musi by¢ mechanizmem energiodajnym, a raczej moze tylke
dostarczaé cegielek do syntezy (Krebs 1952).

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja kwasu bursztynowego i fu-
marowego w pozywkach pobakteryjnych zjadliwego szczepu pratka gruz-
licy typu ludzkiego H37Rv oraz wykazanie roli kwasu bursztynowego w
przemianie. Kwas ten zostal znaleziony uprzednio przez Debiesse'a
u BCG. Z uwagi jednak na duze réznice metaboliczne, wystepujace miedzy
szczepami Mycobacterium, nie nalezaloby uogodlniaé faktéw dotyczacych
jednego szczepu, a zwlaszeza przenosié ze szczepéw niezjadliwych na zja-
dliwe. -
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Opis doswiadczen

Uzyto szczepu zjadliwego pratka gruzlicy H37Rv. Bakterie hodowano
w jednolitrowych kolbach Erlenmeyera na syntetycznej pozywce o naste-
pujacym skladzie:

glukoza 40 g,

kwas glutaminowy Ilte;

KHQPO.; 0,5 g,
MgS04.7H,0 05 g,

Fes (SOy4) 3 0,03 g,

ZnS0O, 0,02 g w litrze.

pH pozywki doprowadzano do okolo 7,2 za pomocg wodorotlenku potasu
Jest to zmodyfikowana pozywka DGK (Sym 1949).

Pratki wysiewano w postaci blony wyhodowanej uprzednio na takiej sa-
mej pozywce z inoculum przeniesionego ze stalego podloza Petragniniego.
Po 4—5 tygodniach otrzymywano obfity kozuch, ktory oddzielano od po-
zywki za pomocg s3aczenia przez bakteriologiczny liltr Seitza.

IDENTYFIKACJA KWASU BURSZTYNOWEGO

Przesaczona pozywkg pobakteryjna odparowywano na lazni wodnej do
konsysiencji syropu i po wymieszaniu z azbestem widknistym i zakwasze-
niu kwasem fosforowym do pH 1—2 poddawano kilkakrotnej ekstrakcji ete-

Fot. 1

Krysztaly bursztynianu olowiu otrzymane z frakeji su-
blimujacej w temp. okolo 1300C pod ci$n. 12-14 mm Hg
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rem zmieniajac eter co kilka godzin. Z ekstraktu oddestylowywano eter, a
pozostalo$¢ rozpuszczano w niewielkiej ilosci wody i po ozigbieniu saczono
w celu usunigcia wyekstrahowanych z pozywki substancji tiuszczowych.
Przesacz odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo$é¢ pod-
dawano mikrosublimacji metoda Klein‘a i Werner‘a (G. Klein 1931 —
1933). Sublimacj¢ przeprowadzano pod zmniejszonym ci$nieniem 12—
14 mm Hg, uzyskiwanym za pomoca pompy wodnej. Zbierano frakcje su-
blimujacg w temp. okolo 130°C (temp. sublimacji kwasu bursztynowego)
Czes¢ przesublimowanej substancji przenoszono na szkieltko przedmiotowe,
rozpuszezano w kropli wody, zadawano roztworem octanu olowiawego i po-
zostawiano do powolnej krystalizacji, po czyin badano pod mikroskopem.
Otrzymano charakterystyczne krysztaty bursztynianu olowiu

majace ksztalt dwupiramid czworokatnych (fot. 1).
Wykonano pomiary kata ostrego podstawy. Srednia po-
§ ’I miaré6w wynosi 74,5° i jest w granicach bledu réwna war-
tosci odpowiedniego kata krysztaléw bursztynianu olowiu,
otrzymanych z czystych roztworéw kwasu bursztynowego.
Drugg czes¢ sublimatu rozpuszczano w kilku kroplach wo-
dy i poddawano badaniom chromatograficznym. Stosowa-
no metode zstepujacej chromatografii bibulowej, niewiele
roznigcg sie od ogodlnie stosowanych (Consden, Gor-
don i Martin 1944, Opienska-Blauth,
Saktawska-Szymomowa i Kanski 1950).
Jako komory chromatograficznej uzyto naczynia Dewara
V o srednicy 10-cm i wysokosci 45 cm, zamknigtego od goéry
Rys. 1 pokrywka szklang, uszczelniong pierScieniem gumowym.
Atmosfer¢ w komorze nasycano parami kwasu mrowkowego
i fenolu. Jako rozpuszczalnika uzywano fenolu nasyconego woda. Roztwory
wkraplano na paski bibuly Whatmana nr 1 o wymiarach 1 em X 30 cm. Pa-
ski umieszczano w rynience chromatograficznej w ksztalcie lejka z zatopio-
nym odplywem i dotopiona koncentrycznie rurka, zamocowana za pomocg
korka gumowego w otworze znajdujacym si¢ w przykrywce komory, tak ze
mozna bylo napelniaé rynienke przy zamknigtej komorze poprzez koniec rur-

ki znajdujacej si¢ na zewnatrz (rys. 1).

Paski bibuly wsuwano do rynienki pod peretki szklane i pozostawiano
w zamknigtej komorze przez 4—5 godzin dla nasycenia bibuly parami fe-
nolu, wody i kwasu mréwkowego. Wéwczas wlewano do rynienki rozpusz-
czalnik, zamykano wylot rurki korkiem gumowym i pozostawiano do mo-

mentu, az front rozpuszczalnika zblizy si¢ do kofica paskéw, co w naszych
warunkach trwalo 14—15 godzin. g
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Chromatogramy po wysuszeniu wywolywano 0,04% roztworem bigkitu
bromo-fenolowego. Wyniki podane sg w tabeli I.

Tabela I

Dane dotyczace chromatografii frakcji sublimujacej
w temperaturze okolo 130°C i ciénieniu okolo 12—14 mm Hg

:é Dane dotyczace plam Rf kwasu bur-
Aea: _5 sztynowego
Nr S Bociae S| otrzymane z ré-
dosw. | Szezep po- S| M :
O zywki Y3 & x | v x | wnoczesnej chro-
T2 £ Rf = y | matorgr. czy-
5‘ § = stych roztworéw
bez ° ? ? ;
kwasu | 17,8 26,3 0,68 | 0,59; 0,61; 0,66;
cytryno-| %
wego '§ 15,8 25,0 0,63
.g %-
4 | H37Rv | DSK | o |8 | 190 264 | o7
bez B | & :
kwasu | = % 17,5 26,4 0,66 0,65;;),69;
cytryno- | o
wego g | = 18,7 26,7 0,70
<] -
B |IE
=
3 |H37Rv [ DGK | | |3 | 443 25,7 | 0,63
bez "g'
kwasu S 15,9 26,0 0,61 | 0,65; 0,60; 0,62;
cytryno-
wego l
|

Dane powyzsze s3 zgodne z wartosciami Rf otrzymanymi dla kwasu
bursztynowego przez Blauth-Opienska i innych (1950).

W pozywkach wyjsciowych, stosujac powyzsze melody, nie znaleziono
kwasu bursztynowego.

Poszukiwanie kwasu fumarowego

Frakcje sublimujgca w temp. 170—175°C rozpuszczano w kilku kroplach
wody. Jedng cze$¢ poddawano analizie chromatograficznej, drugg umiesz-
czano na szkietku przedmiotowym, dodawano krysztalek chlorku sodu, oraz
krople azotanu uranylu i przez lekkie ogrzanie zapoczatkowywano krysta-
lizacje. Nie otrzymano charakterystycznych krysztalow soli sodowo-urany-
lowej kwasu fumarowego (K 1e in, Hanbuch der Pflanzenanalyse). Nie
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otrzymano réwniez pozytywnego wyniku stosujac metode stracania kwasu
fumarowego w postaci kompleksu miedziowego (Marshall, Orten
1t Smith 1949), jak rowniez nie otrzymano plam charakterystycznych dla
kwasu fumarowego w wyniku analizy chromatograficzne;j.

ROLA KWASU BURSZTYNOWEGO W METABOLIZMIE PRATKA GRUZLICY

W celu stwierdzenia, czy kwas bursztynowy jest produktem posrednim
w przemianie pratka gruzlicy, podawano pratkom kwas bursztynowy jako
jedyne zZrédlo wegla, a nastepnie badano, czy powstaje z niego kwas jabl-
kowy.

Pratki hodowano na pozywce DGK pozbawionej kwasu cytrynowego

w litrowych kolbach okraglodennych, zaopatrzonych w urzadzenie do pod-
warstwiania kozucha bakteryjnego, stosowane przez Syma (1946). Urza-
dzenie to pozwala na Scigganie pozywki powzrostowej oraz wprowadza-
nie Swiezej. Pratki posiewano na 250 ml pozywki w spos6b opisany wyzej.
Pc wyrosnigciu obfitego kozucha $ciggano pozywke powzrostowg, przemy-
wano kozuch podwarstwiajac go kolejno 250 ml jalowej wody destylowa-
nej na okres 15—20 minut, a nastepnie 250 ml roztworu zawierajacego
0,5 g KHsPOy4 i 0,5 g MgS0O,4.7H,O w litrze. Nastepnie pozostawiano
kolbe z roztworem w temp. 37°C przez 24 godziny, aby umozliwi¢ pratkom
zuzycie pozostalych w komérkach substancji odzywczych. Po czym S$cig-
gano roztwoér, a na jego miejsce wprowadzano 250 ml pozywki, zawierajg-
cej jako jedyne zrodlo wegla kwas bursztynowy, i pozostawiano w 37°C
przez 3 dni. Pozywka zawierata 0,6 g kwasu bursztynowego, 0,5 g KH2 POy,
0,5 g MgS0,4.7H,0, 0,03 g Fes(SOy4)3, i 0,02 g ZnSO4 w litrze. pH do-
- prowadzano do okolo 7,2 za pomoca amoniaku. Przed podwarstwieniem
‘ sprawdzano calkowito$é¢ usunigcia z kozucha skladnikéw pozywki, na kto-
rej zostal wyhodowany. oznaczajgc gléwny jej skladnik — glukozg¢. Do ozna-
czen stosowano kolorymeiryczng metod¢ Mendel'a i Hoogland‘a (1950).
Po uplywie 3 dni odsgczano pratki przez lejek Schoit'a 3 G4, prze-
mywano dokladnie wodg, suszono do stalej wagi w 110° i wazono. Pozyw-
ke saczono powtérnie przez bakteriologiczny filtr Seitza, a nastepnie, po
odparowaniu i eksirakcji eterem, poddawano analizie na zawartos¢ kwasu
jablkowego metoda Pucher‘a, Vickery‘ego i Wakemana w modyfikacji Sz a-
franskiego (1952).

Analogiczne doswiadczenia wykonano podajgc pratkom w miejsce kwa-
su’ bursztynowego kwas glutaminowy. Po przemyciu kozucha bakteryjnego
w spos6b opisany wyzej podwarstwiano go pozywka, zawierajacg 11 g kwa-
su glutaminowego, 0,5 g KH2POy, 0,5 g MgS04.7H,0, 0,3 g Fe,(SO4)3
oraz 0,02 g ZnSO4 w litrze. pH nastawiano na okoto 7,2 za pomocg wodo-
rotlenku potasu. Po 3 dniowej inkubacji w 37°C oznaczano kwas jablkowy.
Poza tym wykonano 3 do$wiadczenia kontrolne, majace na celu stwierdze-
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nie czy oznaczony iloSciowo kwas jablkowy nie pochodzi z przemiany endo-
gennej. Kontrolne do$wiadczenia réznily si¢ od wiasciwych tym, ze wymy-
ty kozuch bakteryjny podwarstwiano na przeciag 3 dni roztworem 0,5 g
KH,PO,4 i 0,5 g MgS04.7H,0 w litrze. Otrzymane ilosci kwasu jabtkowego
po odjeciu $lepej préby wynosily 1100, 1000 i 1200 ¥ na 1 g suchej masy
pratkéw. Przyjeto Srednig 1100 . :

Préby kontrolne, wykonane z pozywkami wyjsciowymi, wynosily w wy-
padku pozywki z kwasem glutaminowym 440, 380 i 410 y. W wypadku po-
zywki z kwasem bursztynowym 1200, 1000 i 890 v, zas z plynem zawiera-
jacym kwasny fosforan potasu i siarczan magnezu 370, 410 i 430 v w prze-
iiczeniu na kwas jablkowy. Przyjeto odpowiednie $rednie wynikéw 410 v,
1030 v i 410 ¥.

Tabela II

Dane dotyczace oznaczen kwasu jablkowego w pozywkach pobakteryjnych,
zawierajacych kwas bursztynowy i glutaminowy
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Ekstrakcje pozywki z kwasem bursztynowym ze wzgledu na dobrag jego
rozpuszczalno$¢ w eterze przeprowadzano w $ciSle okreslonych warunkach,
tzn. stosowano 5-krotng ekstrakcje 50 ml porcjami eteru, zmieniajgc eter
co 3 godziny. Wyniki doSwiadczeni, po uwzglednieniu $Slepych préb, zesta-
wione sg w tabeli II.

Ilosci kwasu jablkowego, znalezione w prébach wlasciwych, znacznie
przewyzszaja ilosci pochodzace z przemiany endogennej. Roéznice w ilo-
Sciach, przypadajacych na 1 g suchej masy pratkéw, mozna przypisaé nie-
jednakowej zywotnosci kozuchéw bakteryjnych.

Dyskusja

W pozywce pobakteryjnej, zawierajacej jako Zrédlo wegla glukoze, pow-
staje w wyniku czynnos$ci metabolicznej pratkéw gruzlicy zjadliwego szcze-
pu H37Rv kwas bursztynowy. Kwas ten zoslal uprzednio stwierdzony przez
Debiessea u BCG, co wskazywaloby na pewne podobiefistwo w meta-
bolizmie tych szczepéw.

Kultury powierzchniowe pratkow szczepu H37Rv maja poza tym zdol-
no$¢ wytwarzania kwasu jabtkowego na pozywce, zawierajacej jako jedy-
ne zrédlo wegla kwas bursztynowy lub kwas glutaminowy. Fakty te w ze-
stawieniu ze stwierdzeniem u Mycobacterium takich zaczynéw, jak ako-
nitaza, dehydrogenaza kwasu izocytrynowego, karboksylaza kwasu szcza-
wiobursztynowego, dehydrogenaza kwasu a-ketoglutarowego, dehydrogena-
za kwasu jablkowego, fumaraza, dehydrogenaza kwasu bursztynowego
(Edson 1951) oraz wyizolowanie takich kwaséw, jak jablkowy, octowy,
cytrynowy i pirogronowy mocno przemawiaja za tym, ze cykl kwaséw tréj-
karboksylowych jest jedng z drég metabolicznych pratka gruzlicy. Cykl ten,
tak powszechny w komoérkach zwierzecych i roslinnych jako mechanizm kofi-
cowego utleniania, dostarczajacy komérkom energie. moze spelnia¢ tu co
naimniej rol¢ doslawcy cegielek budulcowych.

Niestwierdzenie w hodowlach pratkéw kwasu fumarowego nie wyklucza
mozliwosci jego tworzenia. Z powodu silnie przesunietej rownowagi w kie-
runku powstawania kwasu jablkowego kwas fumarowy moze praktycznie
nie przedostawaé si¢ z komorek do Srodowiska. Rowniez moze to by¢ kwe-
stia wybidrczej przepuszczalno$ci otoczki komérkowej.

Dzigkuje Panu prof. drowi J. Hellerowi za opieke i cenne wskazowki
w czasie wykonywania pracy.

Zakladowi Fizyki Technicznej Instytutu Chemii Ogélnej w Warszawie
skladam podzigkowanie za wykonanie pomiaréw katow krysztalow.

Streszczenie

W pracy niniejszej zidentyfikowano kwas burszlynowy w pozywkach
powzrostowych Mycobacterium tbe. H37Rv, zawierajgcych glukoze, jake
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zrédlo wegla. Kwas bursztynowy wydzielono droga mikrosublimacji w temp.
ok. 130°C pod ciSnieniem 12—14 mm Hg. Z frakcji tej otrzymano charakte-
rystyczne krysztaly bursztynianiu olowiu, majace ksztalt dwupiramid czwo-
rokatnych. Tozsamo$¢ krysztaléw potwierdzono, wykonujgec pomiary katéw.
Otrzymano réwniez plamy charakterystyczne dla kwasu bursztynowego
w wyniku analizy chromatograficznej przesublimowanej substancji. Kwasu
fumarowego nie znaleziono, stosujac metode wytrgcania w postaci soli ura-
nylowo-sodowej z frakcji sublimujgcej w temp. 170—175°C, metode wy-
tragcania w postaci kompleksu miedziowego oraz analize chromatograficzng.

Stwierdzono réwniez, ze pratki gruzlicy maja zdolno$é¢ wytwarzania
kwasu jablkowego z kwasu bursztynowego i kwasu glutaminowego, poda-
nych jako jedyne Zrédlo wegla.
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" AHTAPHASA KUCJIOTA KAK ITPOAYKT OBMEHA BEIIECTB
MYCOBACTERIUM

Coaepmanmue

B ocraBmmxcs no-KyAbTypHBIX nuTaTeAbHbix cpeaax Mycobacterium tbe
H 37 Rv., coaepzramiux rAlokosy, Kak HCTOYHHK yraepoza — 6bina oGHapyxeHa
AHTapHasA KHCAOTA.

Aurapnas xucrora 6bira TOAydYeHa NyTeM MHKPOCYOAMMALMH TPH TemIepa-
type okoro 130° u gasrennn 12—14 mm Hg. U3 sroit ppaxuuu 6b1aun noayuennt
XapaKTepHble KPHCTAAABI SHTApHO-KHCAOrO CBHHIA, MMeEKOIIHe (OPMY uYeTbipex-
YPOABHBIX ABOHHDIX MHPAaMHA. | 0ZEeCTBEHHOCTb KPHUCTAAAOB GbIAa yCTaHOBAEHA
nyTem H3MepeHHsi yros. B pesyAbTaTe mpHMeHEHHs XpOMAaTOrpaHYECKOro aHa-
Au3a cyb6AuMHpoBaHHOM cy6GcTaHuuH, ObIAM OGHapyzkeHbl NsATHA, XapaKTePHbIE
AAa suTapHOM kucaorbl. Harmune @ymaposoit kucaoThl He 6bIA0 O6HApPY:KEHO HH
METOZOM OCaxk/IeHHsI ee B BHJAE YPaHHA-HATPUEBOH COAM M3 CyGAHMHPOBAHHOH
npu temneparype 170—175°C ppakuun, nu mMerozom ocazkjeHus ee B BHAE Ky-
MPaTHOrO KOMIIAEKCA, HH Jazke MyTeM XpoMaTorpaHyeckoro aHaAHsa.

Boiro Taxxe ycramoBaeHo, uTo marouku TybepkyAesa CMOCOOHBI NPO3HBO-
AUTb AGAOUHYIO KHCAOTY M3 SHTApHOM M TAYTAaMHHOBOH KHCAOT, ABASIOIIMXCS
€AHHCTBEHHDIM HCTOYHHKOM YrA€pOAa.

SUCCINIC ACID AS A PRODUCT OF METABOLISM OF MYCOBACTERIUM
TBC. H37Rv.

Summary

In this study succinic acid has been identified in media in which Myco-
bacterium the. H37Rv was cultivated with glucose as source of carbon.

Succinic acid was isolated by microsublimation at about 130°C under
12—14 mm Hg pressure. Characteristic crystals of lead succinate in the
shape of square bi-pyramids were obtained from this fraction. Their iden-
tity was confirmed by angle measurements. Chromatographic analysis of
the sublimated substance gave spots characteristic for succinic acid. Fuma-
ric acid was not found by the method of precipitating the uranyl-sodium
salt from the fraction sublimating at 170—175°C, nor by precipilating the
cupric complex or by chromatographic analysis.

It has also been shown that the tubercle baccillus possesses the ability
of forming malic acid from succinic and glutamic acids, these latter being
provided as the only sources of carbon.
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Tworzenie kwasu szczawiowego stwierdzono u szeregu gatunkow plesni
i grzybéw, hodowanych na glukozie. Raistrick H. i Clark A. B.
(1919) przedstawili droge powstawania kwasu szczawiowego u Aspergillus
niger prowadzaca od glukozy poprzez kwas cukrowy a, y-dwuketoadypino-
wy, dajacy w wyniku hydrolizy kwas szczawiooctowy oraz kwas octowy.
Kwas szczawiooctowy moze ulegaé¢ dalszemu rozpadowi do kwasu szcza-
wiowego i octowego, ktéry dalej moze utleniaé si¢ réwniez do kwasu szcza-
wiowego. Na podstawie prac Butkewitscha W. i Fedoroffa
M. W. (1930), Bennet-Clarka T. A. (1933) Bernhauera K. i
Slaniny F. (1934) i innych mozna przypuszczaé, ze kwas octowy gra
decydujaca role w procesie tworzenia kwasu szczawiowego z cukrow. Bez-
posrednia przemiana kwasu octowego w kwas szczawiowy moze przebie-
ga¢ na drodze utleniania poprzez kwasy glikolowy i glioksalowy, ktére zo-
staly wyosobnione z kultur Aspergillus niger zuzywajacych octan przez
Bernhauera K.i Scheuer Z. (1932), Challengera F. ze wspél-
autorami (1927), i Walkera T. K. ze wspélautorami (1927). Obecnie
uwaza sig¢, ze kwas szczawiowy powstaje u plesni z kwasu octowego, ulega-
jacego kondensacji na kwas bursztynowy, kiéry dalej poprzez kwas fuma-
rowy i jablkowy daje kwas szczawiooctowy, a ten rozpada si¢ — jak podano
wyzej — na kwasy szczawiowy i octowy (Butkiewicz W.i Mielniko-
wa A. A, 1943). Nord F. F. i Vitucci J. C. (1947, 1948) na podstawie
swych badan doszli do wniosku, ze proces powstawania kwasu szczawio-
wego z octowego moze przebiega¢ obydwiema drogami, przy czym rola
kazdej z nich zalezy od szczepu grzyba i warunkéw hodowli. Wehmer C.
twierdzi, ze ze wzgledu na malg zawarto$¢ energii w kwasie szczawiowym
(60 kal/mol) w poréwnaniu np. z glukozg (705 kal/mol) dalsze wykorzy-
stywanie go nie ma wigkszego znaczenia dla syntezy komérkowej. Z tych
tez wzgledéw moze by¢ uwazany raczej za produkt koncowy przemiany.

259]
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\Wsréd produkiéw przemiany Mycobacterium znaleziono kwas szczawio-
wy (Debiesse J. 1939, Szafranski P. i Sym E. A. 1950).

Celem doswiadczalnej czeSci pracy bylo iloSciowe oznaczenie kwasu
szczawiowego w pozywkach pobakteryjnych réznych szczepéw Mycobac-
terium, ocena, jakg cze$¢ produktow dysymilacji stanowi kwas szczawiowy,
i wykazanie ewentualnych réznic w metabolizmie tych szczepow.

Czesé doswiadczalna

Oznaczenia kwasu szczawiowego wykonano w pozywkach pobakteryj-
nych nastepujacych szczepow Mycobacterium:

Myc. 279 (z Muzeum PZH w Warszawie)

Myc. phlei (z Muzeum PZH w Warszawie),

Myc. tbc. v. hom. H37TRv (z Muzeum PZH w Warszawie),

Myc. tbe. v. avium (z Muzeum Instytutu Gruzlicy w Warszawie),
Myec. tbe. v. bovin. BCG (z Muzeum PZH w Warszawie).

Bakterie hodowano na pozywce synletycznej DGK (Sym E. A. 1949)
bez kwasu cytrynowego, w ktérej zamiast cytrynianiu zelaza uzyto siarcza-
nu zelazowego. Kozuch bakteryjny oddzielano od pozywki w drodze sgcze-
nia przez lejek Schotta 3G4, nastgpnie bakterie suszono i wazono. Pozywke
pobakteryjna saczono powtérnie przez bakteriologiczny filtr Seitza i pod-
dawano analizie iloSciowej na zawarto$¢ kwasu szczawiowego.

Pozywke zageszczano do objelosci okolo 10 ml, po czym odbialczano
10 ml 20% kwasu tréjchlorooctowego i po péigedzinnym chlodzeniu w lo-
déwce saczono. Przesacz alkalizowano 209 roztworem wodorotlenku sodu
do pH = 8, po czym zakwaszano lodowatym kwasem octowym do pH = 4
i wytrgcano kwas szczawiowy przez zadanie 5 ml 20% roztworu chlorku
wapnia. W celu catkowitego wytracenia szczawianu pozostawiano roztwor
w lodéwce przez 24 godziny. Po uplywie tego czasu wytracony osad odsg-
czano i dokladnie przemywano poczatkowo woda z niewielka iloScia amo-
niaku, a nastepnie czysta woda do calkowitego zaniku reakcji na chlorki.
Przemyty osad rozpuszczano w 10 ml 20% kwasu siarkowego o temp.
70°C. Roztwér rozcieniczano dwukrotnie wodg, podgrzewano ponownie do
temp. 70°C i zadawano mianowanym roztworem n/100 nadmanganianu po-
tasu w iloSci zaleznej od zawartosci kwasu szczawiowego. Po trzech mi-
nutach dodawano 4 krople 109% jodku potasu i wydzielony jod miareczko-
wano n/100 tiosiarczanem sodu.

Wykonano proby kontrolne z pozywkami wyjsciowymi dla stwierdzenia,
czy w tych warunkach nie wytraca si¢ osad redukujgcy nadmanganian po-
tasu. Wartosci otrzymane w wyniku trzech analiz w przeliczeniu na kwas
szczawiowy wynosily 0,05; 0,03; 0,06 mg. Przyjeto srednig 0,05 mg. Na-
stepnie wykonano préby na odzyskanie kwasu. szczawiowego dodanego do
pozywki wyjsciowej. Wyniki podano w tabeli I.
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Tabela I
Il?gé kpasy szc:;— Sredni bl.ad préby Odnaleziony kwas 2
wiowego (bezwod- | kontrolnej z po- o Aoty (e Odnaleziony kwas
nego) dodana do | zywki wyjéciowej . .| szczawiowy (bez-
potywki wyjécio- e wodny) po odjeciu d
2 W mg Kwasu $z€za- | o 6hy  kontrolnej Wy

wej wiowego (bezwod-

mg nego) mg A

1,20 0,05 0,98 81.7

3,00 0,05 2,60 86.7

6,00 0,05 5,60 93.3

8,00 0,05 7,75 94.6

Jak wida¢ z otrzymanych wartosci procent bledu przy wigkszych ilos-
ciach dodawanego kwasu szczawiowego jest mniejszy.

Z orientacyjnych oznaczen kwasu szczawiowego wynikalo, ze ilosci tego
kwasu w pozywkach pobakteryjnych mieszcza si¢ w granicach od 1,5 do
3,5 mg.

W celu zmniejszenia blgdu oznaczenia stosowano wzbogacanie roztwo-
ru badanego przez dodanie 4 mg kwasu szczawiowego przed wyirgcaniem
chlorkiem wapnia.

Znalezione w Yozywkach pobakteryjnych ilosci kwasu szczawiowego
zestawiono w tabeli II.

Omowienie wynikow

Wszystkie przebadane szczepy tworzg w wyniku czynnosci metabolicz-
nych kwas szczawiowy. Ilosci tego kwasu, przypadajace na 1 g suchej masy
bakteryjnej, wahaja si¢ w nieduzych granicach w obrebie jednego szczepu.
bez wzgledu na do$¢ zréznicowany okres hodowli. Dane te zgadzaja sie
z danymi dotyczgcymi kwasu jablkowego, otrzymanymi przez L. Szar-
kowska i P.Szafranskiego (1954), gdzie ilosci kwasu jabtkowego,
przypadajace na 1 g suchej masy bakteryjnej, sa zgodne przy duzych réz-
nicach w uzyskanych masach bakteryjnych oraz czasie hodowli.

Ilosci kwasu szczawiowego, wytwarzane przez poszczegélne szczepy,
16znig sie¢ znacznie migedzy soba. Réznice te dochodzg do kilkuset procent,
co moze by¢ odbiciem roznic w przemianie poszczegdlnych szczepéw lub
moze wynikaé z réznych mozliwosci wydostawania si¢ lego kwasu z ko-
morki bakteryjnej.
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Tabela II
Petigg | 1w 1
£ |[Sa |BE | &
(S R ONE SR
3 3 2 B z
- 2 ) o N )
2 » ‘e § g3 &°E | B
T e = E g3 s £ S
- Szczep £ '2 S w | B M8 R e
- = > Ty @
g 2 B S g | s & £ g .o 5 2
e 2 g = Ao 2N iz -2 2 g
2] N z Q 3 3 o = 2
3 e 3 $ | 5§ |« _£|12885| E
o o ) « e 9 e [F o a =
£ = = 2 | & |88 |8 P
C hl oo 1
i 282|887 8%
7 dni ml g mg “:E:'Sj‘t;:?og ® B
1 |Mye. 279 5 165 1,30 1,41 ! 1,08 0,85
€ 7
2 | Myec. 279 10 165 1,52 171 : 1,13 1,06 1,04
3 | Myec. 279 8 165 1,89 1,85 ‘ 0,98 1,12
|
4 | Myc. phlei 10 150 1,29 2,81 l 2,18 1,87
=) !
5 | Myc. phlei 10 150 1,40 2,65 | 1,8 2,00 1,26
et |
6 | Myc. phlei 10 150 1,39 2,69 ’ 1,93 1,13
Myec. tbc..hom.i ]
7 | 24 1502 146 | » 456 3,19 3,11
H37Rv | 2 6 |
Myec. tbe.. hom. l
8 4 5 1521 3,27 1) .09 1,98
H37Rv 1 16 2 1 2,70 3
Myec. tbe..hom. |
9 4 5 o ,39 2,27
H37Rv 1 16 1,10 3,74 , 3,3
10 |Mye. the.. 34 | 165 |091 | 550 L g8 3,33
avium | ’ :
Myec. tbe.. ‘ ’ |
11 4 165 0,61 4,23 6,93 2,56
bovin. BCG : . a % l l

Mata ilo$¢ energii, zawarta w kwasie szczawiowym, wskazywaiaby na
to, ze jest on raczej produktem koncowym przemiany. Biorac to pod uwage
nalezaloby oczekiwaé¢ nagromadzenia si¢ tego kwasu w wigkszych ilosciach.
Znalezione jednak stosunkowo male ilosci tego kwasu nie wykluczaja jego
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roli jako produktu posredniego, podobnie jak kwasu cytrynowego (L asso-
ta Z.1954) i jablkowego. Te dwie ewentualnosci mozna by pogodzi¢ przyj-
mujge, ze z komérki dyfunduje produkt posredni — kwas szczawiowooctowy
albo szczawiobursztynowy i te dopiero poza komérka odszczepiaja kwas
SZCZawiowy.

Panu prof. drowi J. Hellerow i dzigkuj¢ za udzielone wskazéwki i wy-
kazywane zainteresowanie pracg.

Streszczenie

W pracy niniejszej oznaczono kwas szczawiowy w pozywkach pobakte-
ryjnvch nastepujacych szczepow Mycobacterium: Myc. 279; Myc. phlei; Myc.
tbc. hom. H37Rv; Myec. tbe. avium; Myc. tbe. bovin. BCG; stosowano me-
tode wytrgcania kwasu szczawiowego w postaci soli wapniowej. Stwierdzo-
no roznice w wytwarzaniu tego kwasu przez rézne szczepy dochodzace do
kilkuset proceni. Otrzymano zgodno$é w iloSciach tego kwasu przypada-
jacych na 1 g suchej masy bakteryjnej w obrebie poszczegdlnych szczepow.
Ilosci te sa rzedu od 1 do 7 mg na gram suchej masy bakteryjnej.
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OIIPEJEJIEHME LIIABEJEBOV KUCJIOTHI B IMO-KYJIbTYPHBIX
IIMTATEJBHBIX CPELAX

Cozepmanmne

B nacroamem tpyze ONPeAEASIAOCh KOAHYECTBO IIABEAEBOH KHCAOTBI, HaXo-
AsIEHCST B MO-KYABTYPHBIX IMHMTATEABHBIX CpezaX CAeAYIOIIHX WITaMMOB MHKO-
6aktepumii: Myc. 279, Myc. tbe. hom. H. 37 Rv, Myc tbe. avium, Myec. tbe
‘berin, BCG.
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INpumensiacs MeToa ocaxaenns maBeAeBOil KHCAOTBI B BHAE KaAbLHEBOH COAM.
[Mpu obpasoBannn MHKOGAKTEpHAMH IIABEAEBOH KHCAOTBI GbIAH YCTaHOBAEHDI
OTKAOHEHHS, ZOCTHrAIONIHE HECKOABKHX COT MPOLEHTOB AAS OTAEAbHBIX IITAMMOB.

Brira obnapymena xormuecTBeHHAs COrAacOBaHHOCTD TNPH 06pasOBaHMM M-
BEAEBOH KHCAOTBI, Mpuxoasuieiicst Ha 1 I cyXoii 6aKTepHaAbHONH Macchl B rpaHu-
uax onpezerennbix mrammos. Koanuecrsa st 6bian nopsizka 1 20 7 Mr na oaun
rpamMMm cyxod 6aKTepHaAbHOH MacChl.

QUANTITATIVE DETERMINATION OF OXALIC ACID AS A MYCOBACTERIUM
METABOLITE IN CULTURE MEDIA

Summary

In this study oxalic acid was determined in bacterial media following
cultivation of the following Mycobacterial strains: Myec. 279; Myec. phlei;
Myec. tbe. hom. H37Rv; Mye. tbe. avium; Myec. tbe. bovin. BCG. The method
used involved precipitation of oxalic acid as the calcium salt. Differences
in the rate of formation of this acid by various strains amount to several
hundred per cent. The measured amounts of this acid per g. of dry bacterial
matter agreed within individual strains. These quantlities are of the order
ol 1—7 mg per g. of dry bacterial matter.
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W toku badani nad. biochemia bulwy ziemniaka okazalo si¢ koniecznym
opracowanie metody oznaczania aktywnosci katalazy — enzymu biorgcego
udzial w procesach oksydo-redukeyjnych.

Katalaza jest sumarycznym okresleniem grupy enzyméw rozkladajacych
nadtlenek wodoru na wode i tlen [1, 2, 3].

Katalaza wystgpuje zaréwno w $wiecie roslinnym, jak i zwierzecym.
W wigkszych ilosciach wystepuje zaréwno w czerwonych cialkach krwi, jak
i w watrobie, ktére stanowia surowiec do otrzymania krystalicznej katala-
zy. W roslinach wystepuje ona w znacznie mniejszych stezeniach i jest
znacznie mniej trwala od katalazy zwierzecej [1].

Wyniki wstepnych oznaczen aktywnosci kalalazy roslinnej nie byly zgod-
ne miedzy soba, a wykazywaly znaczne rozbieznoSci zaleznie od sposobu
homogenizowania oraz od temperatury i dlugosci czasu przechowywania.

Celem niniejszej pracy bylo znalezienie odpowiedniego $rodka ochron-
nego, ktéry zapobiegalby inaktywacji katalazy podczas homogenizowania
oraz w czasie przechowywania.

Badania mozna podzieli¢ na trzy czesci:

a) opracowanie odpowiedniej metody oznaczania aklywnosci katalazy;

b) opracowanie warunkéw homogenizacji materiatu roslinnego dla ilo-
Sciowej ekstrakeji katalazy;

c) badanie wplywu przechowywania w réznych temperaturach na akty-
wnos¢ katalazy w wyciggach roslinnych.

Aktywnos¢ katalazy w otrzymanych wyciggach oznaczano wedlug me-
tody opracowanej w punkcie A).

Badania przeprowadzano na bulwach ziemniaka. Material pobierano
w ten sposéb, ze z pieciu bulw przygotowywano skosnie cigte plasterki i z
kazdej brano proporcjonalng cze¢s¢. Nawazka wynosita 2 g. Pobrang prob-
ke homogenizowano w homogenizatorze ,Waring Blendor* przez 1,56 mi-
nuty (3 razy po 30 sekund z przerwami 10-sekundowymi celem uniknigcia
_ zatarcia si¢ aparatu) z iloScig plynu proporcjonalng do aktywnosci katalazy

[265]
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w materiale wyjsciowym. Otrzymany homogenizat miesza si¢ i saczy przez
zwilzona wate, odrzucajac pierwsze mililitry przesaczu. Przesgcz uzywa si¢
do doswiadczen.

Wyniki doSwiadczen przedstawione sg w tablicach, w ktérych rubryka
,roztwor podaje rodzaj plynu o temperaturze pokojowej, uzytego przy
homogenizowaniu. Rubryka ,,wynik* podaje Srednig wielko$¢ co najmniej
. z 3 odczytow wyrazong w mm? tlenu wydzielonego z 750 mikrogramow
nadtlenku wodoru w temperaturze 7°C, w czasie 8 minut.

A. OZNACZANIE AKTYWNOSCI KATALAZY W WYCIAGACH Z ROSLIN I ZWIERZAT

Oznaczenie aktywnosci katalazy opiera si¢ na katalitycznym rozkladzie
nadtlenku wodoru. Pomiar polega na oznaczeniu iloSci wydzielonego tlenu
lub tez na odmiareczkowaniu pozostalego nadmiaru nadtlenku wodoru.

Poniewaz jednak miareczkowanie w barwnych roztworach, jakimi sg wy-
ciggi roslinne, natrafia na trudno$ci, zastosowano manomeliryczne ozna-
czanie wydzielonego tlenu w aparacie Warburga.

ODCZYNNIKI

1. Nadtlenek wodoru: 10 ml 3% obj. HoOs uzupelni¢ woda do 200 ml,
nastawi¢ jodometrycznie na 1500 mikrograméw HO, w 1 ml (0,088N),
po czym zmieszac¢ dokladnie w stosunku 1 : 1 z M/25 bulorem fosforanowym
wedlug Sorensena pH 7.

2. Chromianka do mycia naczyniek: 50 g KyCrpO7 rozpuszcza si¢ w
100 ml wody ogrzewajac do wrzenia. Po rozpuszczeniu wlewa si¢ do tego
roztworu (ostroznie) okolo 500 ml stez. HoSO, (1,84) techn.

3. Smar do kranéw: w zimie — ,Hahnfett* Mercka; w lecxe —
stopi¢ 1 cz. wag. wosku z 1 cz. wag. kalafonii i z 2 cz. wag. wazeliny.

METODA

Do gléwnej komory naczynka Warburga odpipetowuje si¢ 2 ml sporza-
dzonego wyciggu katalazy. Do bocznej komory naczynka odpipetowuje si¢
1 ml zbuforowanego nadtlenku wodoru.

Calosé, po zalozeniu do manometréw, umieszcza si¢ w lazni wodnej
o temperaturze 7°C, gdzie przy otwartych kurkach w ciaggu 5 do 10 minut
nastepuje wyréwnanie temperatury przy wstrzasaniu o czestotliwosci 80
do 100 ruchéw na minute i wychyleniu o kat 30°.

Po wyréwnaniu temperatury zamyka si¢ kurki, wprowadza si¢ zawarlos¢
komory bocznej do gléwnej, miesza i obserwuje przebieg reakcji w ciggu 10
minut, odczytujgc zwyzke ci$nienia na manometrach po 4, 6, 8 i 10 mi-
nutach.

Temperature nalezy w dalszym ciggu utrzymywaé na wysokosci 7°C,
dodajac odpowiednie porcje rozdrobnionego lodu. Wstrzasanie kontynuuje
sie przez 10 minut.
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Wycigg enzymu w do$wiadczeniu powinien by¢ uzyty w takim stezeniu,
aby ilosci tlenu wydzielonego po 8 minutach wynosily 25 do 115 mm3.
W tych warunkach istnieje proporcjonalno$é miedzy stezeniem enzymu a ilo-
Scig wydzielonego tlenu, jak wynika z tablicy I.

Tablica I
Wplyw koncentracji enzymu na ilo§¢ wydzielonego tlenu
Wynik
Nr Stezenie wyciagu katalazy O0; w mm?®
T | 4min. | 6 min. | 8 min. | 10 min. | 15 win.

1| 20 g ziemniaka/100ml | s3 82 104 127 179
2o LS » > 25 41 56 68 104
Xl i N e N " 11 20 25 32 54
& 02,0, 5 “ 55 57 81 114 131 171
S LT 08 2 5 27 43 59 72 105
6105 , »» » 13 20 29 33 52
TR0, 5 5 55 89 112 130 175
SUIETONS 5 33 27 41 55 70 104
9105 , » ”» 16 20 28 35 56

Do obliczeri ilosci mm?® wydzielonego tlenu stosuje si¢ odczyty po 8
minutach, uwzgledniajac wartos¢ Slepych kontrolnych, przygotowanych
w identyczny sposob jak badana préba, z t3 roznicg, ze w miejsce wyciggu
uzyto 2 ml wody destylowanej. Kontrole przygotowane z inaktywowang
kalalazg (po 3 min. wrzenia) daja te same wyniki, co préby Slepe nie za-
wierajace enzymu. Odczytane réznice na manometrach Warburga wahaja
sie w granicach od 1—5 mm? O,.

B. OPRACOWANIE WARUNKOW ILOSCIOWEJ EKSTRAKCJI KATALAZY

Wodne wyciagi katalazy z malerialu roslinnego wykazuja znaczny spa-
dek aktywnosci w czasie homogenizowania i przechowywania. Nalezalo
przeto znalez¢ takie Srodki ochronne, ktére zapobiegaja inaktywacji kata-
lazy.

Jedynym znanym dotychczas $rodkiem ochronnym byt 50% roztwér gli-
cerolu w wodzie. Jednak stosowanie glicerolu w tych ilosciach jest zbyt ko-
szlowne (okolo 50 ml glicerolu na jedng analiz¢), ponadto, jak wykazuja
badania podane ponizej, nie chroni on katalazy przed czesciowa inaktywacja.

W doborze $rodkéw ochronnych stosowalam odczynniki normalnie uzy-
wane do ekstrakeji katalazy z watroby.

http://rcin.org.pl



268 B. GRABIANOWSKA

W tablicach II do VI stosowane sa rézne stezenia wyciggéw katalazy,
tak ze wyniki nalezy poréwnywaé lylko w ramach kazdej tablicy oddzielnie.
(Wyciagi katalazy tablic III — V przechowywano przed oznaczeniem okolo
5 godz. w temp. pokojowej.)

Brown [4] podaje uzycie 35% dioksanu do ekstrakeji z watroby.
Rownoczesnie Tauber i Petit [5] stwierdzaja, ze dioksan zawiera
szkodliwe nadtlenki. Do$wiadczenie wykazalo nieprzydatno$¢ dioksanu.

Tablica II
Ekstrakcja katalazy w obecnosci dioksanu
Nr Roztwor Wynik
0O; w mm?®
1 Woda znad lodu 97
2 30 ml dioksanu + 20 ml wody —i1

Kreke i Maloney [6] podajg zastosowanie ekstraktu drozdzowe-
go przy badaniu aktywnosci katalazy. Doswiadczenie wykazalo, ze 3,3%
ekstrakl drozdzowy nie wywiera dzialania ochronnego.

Tablica III
Homogenizowanie w obecno$ci ekstrakiu drozdzowego
Nr Roztwér Wiynik
0O, w mm?®
1 50% roztwoér wodny glicerolu 90
2 3,39, ekstrakt drozdzowy 14

George [7] stosuje przy manometrycznym oznaczaniu w aparacie
Warburga 0,1 ml 2% roztworu zelatyny przy sumarycznej objetosci pozo-
stalych reagentéw 3,3 ml.

Zastosowalam 29, roztwor zelatyny podczas homogenizowania, ale nie
uzyskalam zadnego efektu.

Jednocze$nie badalam wplyw 19 pirydyny, ale otrzymane wyniki byly
nizsze anizeli przy uzyciu 509% roztworu glicerolu. .

Tablica IV
Ekstrakcja katalazy w obecnosci zelatyny oraz pirydyny
/ Wynik
Nr Roztwoér 0, w mm?
1 | 50°/, roztwér wodny glicerolu 77,
2 2/, roztwér zelatyny 4
3 Lo PR pirydyny 32
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Eumiko Fukuoka [8], Blagowieszczenski i Kolo-
griwowa [9] podaja, ze weglany, fosforany, kwas fumarowy, bursztyno-
wy i cynamonowy s3 aktywatorami katalazy z wyciggéw zwierzecych i roslin-
nych. Ochronnego dzialania kwasu bursztynowego ani weglanu sodu nie
zdolalam potwierdzic.

Tablica V

Ekstrakcja katalazy w obecnos$ci kwasu bursztynowego oraz weglanu sodu

Nr Roztwor Wynik
O, w mm?
1 0,5% kwas bursztynowy 0
2 | 5,0% weglan sodu 0
Tablica VI
Wplyw fosforanéw na aktywno$¢ katalazy (homogenizat wodny, fosforany dodano z H2Os)
Nr Roztwoér Wynik
w mm?® O,
1/150 mol 79
2 1/60 mol 74 §

Jak wynika z tablicy VI, stezenie buforu fosforanowego o pH = 7 w
2,5-krotnych koncentracjach nie wplywa na aktywnos¢ katalazy.

Joslyn [10] stosuje weglan wapnia do homogenizowania jarzyn mro-
zonych. Uzywa on duzych iloSci materiatu roslinnego (50 g), 1 g weglanu
wapnia i homogenizuje przez 3 minuty uzupelniajac woda do 200 ml, sgczy
przez saczek gazowy (gauze-backed cotton milk filter). Do 10 ml lub mniej
tego przesaczu dodaje on wody do objetosci 43 ml i 5 ml 0,1 M buforu
fosforanowego pH = 7, zawierajacego 209% glikozy, miesza z okolo 2 ml
0,01 N nadtlenku wodoru i oznacza miareczkowo nieroztozony H,O».

Dla celéw mikrooznaczania katalazy w aparacie Warburga opracowano
nastepujaca metode:

2 g ziemniaczanej bulwy homogenizuje si¢ w suchym homogenizatorze
z 100 mg weglanu wapnia, 500 mg glikozy, 98 ml wody o temperaturze po-
kojowej 3 razy po pdél minuty. Homogenizat saczy si¢ przez zwilzona wate,
odrzucajac pierwsze ml przesaczu. Oznaczenie katalazy dokonuje si¢ we-
dlug opisu podanego w pierwszej czesci niniejszej pracy.

Jak wynika z tablicy, weglan wapnia z glikoza dziala ochronnie na akty-
wnos¢ katalazy w czasie homogenizowania, natomiast glicerol w czasie
homogenizowania nie wydaje si¢ by¢ Srodkiem ochronnym. ' :

http://rcin.org.pl



270 : B. GRABIANOWSKA

Tablica VII
Ekstrakcja katalazy w obecnosci weglanu wapnia i glikozy
Nr Roztwor Wiynik
w mm?® G,
1 50% roztwér glicerolu w wodzie 62
2 | weglan wapnia i glikoza 113

Nalezy zwroci¢ uwage na czystos¢ weglanu wapnia, aby zanieczyszcze-
nia nie powodowaly wydzielania si¢ dwutlenku wegla. Z tego samego po-
wodu nalezy Sci$le przestrzegaé¢ utrzymania pH = 7,0, bowiem w $rodo-
wisku bardziej kwasnym nastgpuje czeSciowy rozklad weglanu wapnia
a w Srodowisku alkalicznym katalaza jest nietrwala [1].

Proba §lepa powinna zawiera¢ te same stezenia glikozy i weglanu wap-
nia, jakie zawiera préba badana. W tym celu miesza si¢ 100 mg weglanu
wapnia i 500 mg glikozy z 13 samg iloscia wody, jaka jest stosowana do
przygotowania wyciggu z materialu roslinnego, i saczy przez zwilzong wate.
Otrzymany roztwér odpowiednio przechowywany mozna uzy¢ jako $lepa
probe do serii oznaczen w przeciggu kilku dni.

W temperaturze pokojowej roztworu glikozy z weglanem wapnia nie
mozna przechowywac. Wskazane jest przechowywanie w lodéwce w temp.
20, Swieze roztwory przygotowane byly w naszym laboratorium raz na
tydzien.

Bufor fosforanowy dodany do materiatu roslinnego przed homogenizacjg
wyraznie stabilizuje aktywno$¢ katalazy. Bufor dodany do wyciagu wod-
nego po homogenizacji daje znacznie obnizone wyniki ze wzgledu na straty
aktywnos$ci katalazy w czasie homogenizacji.

Tablica VIII

Wplyw buforu fosforanowego o pH = 7,0 na aktywno$¢ katalazy 2g
ziemniakéw w 0,025 mol. buforze fosforanowym, pH = 7,0

Nr Roztwér Wynik
w mm?® O,

1 | Woda ' 60

2 25 ml 0,1 M buforu + 73 ml wody 110

» Jak wynika z tablicy VII i VIII, zaréwno weglan wapnia z glikoza,
jak i bufor fosforanowy pH = 7,0 wykazujg dzialanie ochronne na aktyw-
no$¢ katalazy w czasie homogenizowania.

Jak wynika z tablicy IX, bufor fosforanowy stabilizuje katalazg¢ podobnie
jak glikoza z weglanem wapnia, natomiast glicerol dzialania ochronnego nie
wykazuje.
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Tablica IX

Aktywno$¢ katalazy w czasie homogenizowania w obecnosci
réznych $rodkéw ochronnych

Nr Roztwsr Wynik
wnm?® O,

1 509, roztwor glicerolu I 62

2 Bufor fosforanowy 114

3 Glikoza z weglanem wapnia ! 112

W daiszych doswiadczeniach wykazano, ze czas trwania homogenizowa-

nia 3 razy po 0,5 minuty jest wystarczajacy dla calkowitej ekstrakeji kata-
lazy. Pieciokrotnie dluzsze homogenizowanie nie wplynglo na zawartos¢ ka-
talazy w wyciggach.

Tablica X
Wplyw czasu homogenizowania na ekstrakcje katalazy
: - Pl :
Nr Rostwér Mi- Wynik ' Mi- | Wynik
nuty | mm® O, | nuty l mm?® O,
1 | 509, glicerol 7,5 e 64
2 bufor fosforanowy S 111 15 113
3 glikoza + weglan wapnia 7,5 113 1,5 112
4 | woda 7,5 60 15, 1 66

Doswiadczenia wykonano na materiale homogenizowanym w aparacie
»Waring Blendor*, o 12000 obrotéw na minute. Tego typu homogenizatery
nie sg u nas bardzo rozpowszechnione. Z tego powodu wykonano ekstra-
cje w homogenizatorze typu ,,Cyklon“ o 2000 obrotéw, kiéry znajduje si¢

w handlu. Stwierdzono, ze wyniki otrzymane w jednym i drugim homoge-
nizatorze sg identyczne.

Tablica XI
Poréwnanie homogenizatoréw ,,Cyklon“ i ,,Waring Blendor*
-
Nr Homogenizator Wynik w mm?® O,
1 ,,Cyklon*¢ 115
2 ,» Waring Blendor 115

C. PRZECHOWYWANIE WYCIAGOW KATALAZY

Oznaczanie katalazy bezposrednio po sporzgdzeniu wyciggu jest czesto
niewygodne i zachodzi przeto potrzeba ich przechowywania na okres kilkuna-
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stu godzin. W zwiazku z tym przebadano wplyw przechowywania wyciaggéw
roslinnych w réznych temperaturach na aktywnos¢ katalazy. Wyniki do-
$wiadczen zebrane sa w tablicy XII.

Tablica XII

Wplyw przechowywania wyciagow roslinnych w réznych temperaturach
na aktywnos$¢ katalazy

mm? O, po uplywie dni
Nr- Roztwor Stezenie wyciagu | Temp.

0 1 2 3

1 fosforan 2 g100 ml 40 iga [ — || 2500

» 1 » » 40 59 T — 55

3 » 05t L 40 o1 s 27
4 | glikoza 4+ CaCO, SA4 b 5 40 112 | — 111 —
5 » » 1 ) ’ 40 55 S 55 i
6 ' 57 0,355 s o 40 28| — 25 —
7 glicerol 2 e 40 2= 1 %] —
8 l » 05 5 » 40 17 P 4 i
9 woda D B s 40 64 30| — —_
10 » 0)5 ”» iE) 40 16 4 _ —_—
11 fosforan 2 ey 140 109 | 106 8 | —
12 | glikoma - CaCOl 2. . 5, 140 170 (108 88 —
13 glicerol 2 i 3% 140 62 30| — —_
14 woda 25 Mo - 14° 56 15| — -
15 fosforan o R A 200 113 89 | — —_
16 | glikoza + Ca CO, 2 5 0 200 111 90 | — -
17 glicerol v ke 5 200 63 20 | — —
18 woda SRR 200 51 S — ] v

Przedslawione w tablicy XII wyniki wykazuja, ze w temperaturze po-
kojowej wszystkie wyciggi ulegaja czeSciowej inaktywacji katalazy, mimo
ze zawierajg odpowiednie Srodki ochronne, jak réwniez toluen w celu unik-
nigcia zakazenia przez drobnoustroje. W temperaturze 14° przechowaé moz-
na tylko roziwory z buforem fosforanowym lub glikoza z weglanem wapnia
na okres 1 dnia. W tych warunkach wyciagi wodne i wyciagi z glicerolem
wykazujg bardzo znaczny spadek aktywnosci. W temperaturze 4° mozna
wyciagi zawierajace bufor fosforanowy lub weglan wapnia z glikozg prze-
chowywaé do 4 dni. Wyciagi glicerolowe i wodne nie moga byé w ogdle
przechowywane, poniewaz aktywnos$¢ katalazy opada gwaltownie zaréwno
‘w czasie homogenizowania, jak i przechowywania.
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Dyskusja

Nalezyte wymieszanie wyciggu enzymalycznego z nadtlenkiem wodoru
w naczyfikach Warburga nastgpuje dopiero po uplywie 6 minut od chwili
polgczenia zawartosci komory bocznej z komora gléwna. W tym czasie ilosci
wydzielonego tlenu s3 wprost proporcjonalne do stgzenia katalazy w ba-
danym wyciggu roslinnym. Ta proporcjonalnosé utrzymuje si¢ w ciggu dal-
szych 4 minut, po czym moze zaniknaé wskutek znacznego spadku steze-
nia nadtlenku wodoru, szczegdlnie w tych prébach, ktére zawieraja duze
ilosci katalazy (patrz tablica I, nr: 1, 4 i 7). Odczyty po 8 minutach oka-
zaly sig¢ najbardziej powtarzalne i proporcjonalne do ilosci enzymu w prébie.

Optymalna temperatura dzialania katalazy uwarunkowana jest z jed-
nej strony przez wzrastajaca z temperatura szybko$¢ przebiegu reake;ji,
z drugiej strony przez gwaltowny spadek aktywnosci enzymu w obecnosci
nadtlenku wodoru.Sumner i Somers [l11] podaja, ze optimum tem-
peratury dla katalazy znajduje si¢ miedzy 0° — 109. Ze wzgledu na to, ze
w lazni aparatu Warburga najwygodniej jest utrzymaé temperaturg 7°
(obnizenie temperatury w lecie napotyka duze trudnosci), przeto wszyst-
kie analizy przeprowadzono w tej temperaturze. Ch a nce [12] podaje, ze
w granicach pH od 4—8,5 aktywno$¢ katalazy jest stata, ponizej pH 4
katalaza z nadtlenkiem wodoru nie daje aktywnego kompleksu, a powyzej
pH 8,5 kompleks ten ulega rozkladowi.

W literaturze podane sg bufory fosforanowe o réznych pH i réznych ste-
zeniach, poczawszy od pH 5,58 do 7,2 i koncentracjach od 0,0067 M do
0,25 M roztworéw (6, 7, 10, 13—21). W niniejszych do$wiadczeniach sto-
sowano bufor fosforowy o pH 7 i stezeniu 0,0067 molarnym.

Materialy roslinne nie zawierajace Srodkéw ochronnych wykazuja gwal-
towny spadek aktywnosci kalalazy w okresie homogenizowania. Obecno$é
weglanu wapnia z glikoza, badz buforu fosforowego chroni wyciagi przed
inaktywacjg katalazy. Dodawanie odpowiednich srodkéw ochronnych w po-
staci buforéw jeszcze przed homogenizacja materialu roslinnego jest
niezbedne, poniewaz wyciagi wodne i glicerolowe buforowane-po sporzadze-
niu homogenizatu wykazuja znacznie nizszg aktywnos¢ katalazy anizeli wy-
ciggi sporzadzone w obecnosci buforéw. Po zakoriczeniu niniejszej pracy
stwierdzilem, ze rowniez Applem a n [20] stosowal bufor fosforanowy
do rozcierania materialéw roslinnych.

Oznaczenia wykonane na homogenizatach otrzymanych w obecnosci we-
glanu wapnia z glikoza oraz buforu fosforanowego daja identyczne wyniki.
Swiadezy to o wlasciwym pobieraniu $redniej proby, o iloSciowej eksirakeji
katalazy, jak i o dobrym dzialaniu ochronnym obu odczynnikéw, w prze-
ciwnym bowiem razie — wydaje si¢ — Ze oznaczenia na homogenizatach
z r6znymi Srodkami echronnymi powinny byé rézne.

8 Acta Biochimica L
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Z tablic VII, VIII i XII wynika, ze:‘aktywnosci katalazy w wyciggach
zawierajgcych weglan wapnia z glikoza lub .bufor fosforanowy sa znacznie
wyzsze od wyciggéw glicerolowych. Réwniez trwalo$¢ aktywnosci katalazy
podezas przechowywania wyciggow w roznych temperaturach jest wigksza
przy. zastosowaniu wymienionych srodkéw ochronnych niz w obecnosei gli-
cerolu, przeto nalezy zaniechaé stosowania glicerolu i korzysta¢ z fosfora-
nu badz weglanu wapnia z glikoza.

Weglan wapnia dziala prawdopodobnie ochronnie na tej samej zasadzie
jak bufory, izn. przy nieznacznie kwasnym $rodowisku materialu roslinne-
go tworzy si¢ kwasny weglan wapnia:

2 CaC0O3 + 2H — Ca(HCO3); + Ca”

Jezeli dzialanie weglanu wapnia polega na buforowaniu Srodowiska po-
dobnie jak dziatanie fosforanéw, to nalezy przypuszczaé, ze inne bufory be-
da réwniez stabilizowaé trwalos¢ aktywnosci katalazy w wyciggach ros-
linnych.

- Profesorowi drowi I. Reiferowi skladam podzigkowania za cenne rady
i zainteresowanie okazywane niniejszej pracy.

Streszczenie wynikow

" 1. Stwierdzono, ze wyciagi katalazy sporzadzone z materialéw roslin-
nych bez $rodkéw ochronnych ulegaja gwaltownej inaktywacji w czasie
homogenizowania oraz podczas przechowywania.

2. Wykazano, ze glicerol nie jest Srodkiem ochronnym w czasie homoge-
nizowania materialu roslinnego i nie zabezpiecza katalazy przed czgscqu
inaktywacjg w czasie przechowywania.

3. Stwierdzono, ze dioksan, ekstraki drozdzowy, zelatyna, pirydyna, we-
glan sodu, kwas bursztynowy nie dzialaja ochronnie na aktywnos¢ kata-
lazy podczas homogenizowania materialu roslinnego.

4. Weglan sodu z glikoza, jak i bufor fosforanowy pH = 7 okazaly si¢
srodkami stabilizujacymi aktywno$¢ katalazy podczas homogenizowania
oraz w czasie przechowywania. :

5. Wyciagi roslinne z wyzej wymienionymi $rodkami nie wykazuja spad-
ku aktywnosci katalazy podczas przechowywania w okresie 4 dni w tempe-
raturze 4°, W temperaturze 14° wyzej wymienione wycnqgn mozna przecho
wywaé okolo 24 godzin. .

Wyciggi wodne, lub glicerolowe nie mozna przechowywaé przez dluz-
szy okres czasu nawet w temperaturze 4°C .
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CIIPEJEJEHVUE AKTUBHOCTU KATAJIA3BEI B PACTUTEJIBHOM MATEPHAJIE
Coagepxanne

O6napy:eno, 4TO SKCTPAKTBHI KaTaAasbl, NPUTOTOBACHHDbIE H3 PACTH-
TEAbHBIX MaTepHaAoB 6e3 3alIHTHBIX CPEACTB MOABEPralOTCs Pe3KOH MHAKTHBALHH
BO BPE€Msi TOMOreHH3alHH H BO BpeMs XpaHEeHHs.
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2. Tloxasano, uTo rAHMLEPOAD HE ABAAETCA 3ALIHTHBIM CPEACTBOM BO BpeMs
rOMOTeHH3alMH PACTHTEABHDBIX MaTepHaroB. [ AMIEpPOAb BO BpeMs XpaHenus pa-
CTHTEABHOH KaTaAasbl He 3ALIMIAET €€ OT YACTHYHOH MHAKTHBALIHH.

3. O6uapyseno, uTo AMOKCAH, APOMIKEBOH BKCTPAKT, MKEAATHH, NMHUPHAMH,
Kap6OHAT HATPHA, AHTApHAs KHCAOTA He OKA3LIBAIOT 3ALIUTHOTO BAHAHHA Ha
aKTHBHOCTb KaTaAasbl BO BPEMS OMOTEHH3AllHH PAaCTHTEABHOIO MaTepHaAa.

4. Kap6onar natpus c raiokosoit u qocparunii 6ypep pH = 7 oxaszarucn
CpeACTBaMH CTaGHAM3HPYIOIIHMH AKTHBHOCTb KaTaAa3bl BO BPEMs NOMOreHH3ALHH
¥ BO BPeMs XpaHEeHH. \

5. PactuTeAbHble 9KCTPAKTbl BMECTe C Bblllle Ha3BAHHBIMH CPEACTBAMH HE
CHHZKAIOT AKTHBHOCTH KaTaAas3bl BO BpeMs XpPaHEHHs Ha NPOTsaKeHun 4 Auei
npu temnepatype 4°. B rtemmeparype ke 140° naspaumbie Bblme sKCTPAKTDHI
MOTYT OCTaBaTbCA Ha XPaHEHHH B TeueHHHM okoAo 24 wacos.

Boanbie uAM raummeporbHble SKCTPAKTbI HEAb3SI XPaHHTb GOAee NPOAOAHH-
TeAbHOE Bpems aaze npu Temnepartype 4°C.

DETERMINATION OF CATALASE ACTIVITY IN PLANT MATERIAL
Summary

1. Extracts of catalase prepared from plant material in the absence of
protective reagents show a rapid drop of activity during homogenization as
well as a steady drop of activity on keeping the extracts at various tem-
peratures from 4°C to 20°C.

2. It was shown that in plant extracts glycerol does not prevent the
inactivation of catalase. Glycerol is also unsuitable for the purpose of pre-
servation of plant catalase.

3. Dioxan, yeast, gelatine, pyridine, sodium carbonate, succinic acid
do not prevent losses of catalase activity during homogenisation of plant
material.

4. Calcium carbonate together with glucose as well as phosphate buffer
pH = 7 have proved to be suitable reagents for the preservation of catalase
activity during homogenisation and preservation.

5. Plant extracts containing the above buffers, held at 4°C do not lose
their catalase activity for a period of about 4 days. At a temperature of
14°C these extracts can be held for about 24 hours. Water of glcerol

exiracts cannot be maintained for any length of time even at a temperature
of 4°C.
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TRANSAMINACJA ASPARAGINOWO-alia-KETOGLUTAROWA
U MYCOBACTERIUM PHLEI

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie
Kierownik Zaktadu: prof. dr I. Opieriska-Blauth

W toku badan nad przemiana pratkéw kwasoodpornych (1) zajeliSmy
si¢ sprawa transaminacji jako jednym 2z waznych proceséw, laczacych
przemiang weglowodanowa z przemiana aminokwasowa. W poréwnaniu
z obszernym pismiennictwem, dotyczacym zagadnienia transaminacji
i transaminaz w tkankach zwierzecych, istnieje raczej niewielka ilo$¢ prac
do$wiadczalnych, po$§wigconych transaminacjom u drobnoustrojéw. Wsréd
nich nalezy wymieni¢ prace Lichsteina i Cohena (2), Guns a-
lusa i Tonzeticha (3), Rudmana i Meistera (4), prowadzo-
ne na zawiesinach lub dezintegratach Escherichia coli; Wiame'a i Stor-
cka (5) — na Bacillus subtilis oraz Altenberna i Housewrighta
(6) — na Brucella abortus. W dostepnej literaturze nie spotkaliSmy wzmia-
nek na temat transaminacji u pratkéw kwasoodpornych poza przypuszcze-
niem wysunigtym przez Edsona (7), ze szybko$¢ zuzywania kwasu glu-
taminowego przez zawiesiny Mycobacterium moze by¢ zwigzana z proce-
sem transaminacji.

Przedmiotem niniejszej pracy jest wykrycie transaminazy asparaginowo-
alfa-ketoglularowej (transaminazy asparaginowo-glutaminowej wg nomen-
klatury niektérych autoréw) w zawiesinach i proszkach acetonowych My-
cobacterium phlei, katalizujgcej proces przeniesienia grupy aminowej kwasu
asparaginowego na kwas alfa-ketoglutarowy z wytworzeniem kwasu glu-
taminowego i kwasu szczawiooctowego jako produktéw reakeji. W dalszym
ciggu pracy oznaczamy jg skrétem: transaminaza asp-glu.

Cze$é doswiadczalna

Drobnoustréj. Do badan uzyto szczepu M. phlei, dostarczonego
nam przez Instytut Gruzlicy w Warszawie, hodowanego na pozywce Lowen-
steina i przeszczepianego w odstepach dwutygodniowych. Hodowle M.
phlei, inkubowang w butlach Roux na podlozu Lowensteina w temp. 37°C,
uzywano w okresie maksymalnego wzrostu do sporzadzenia zawiesin lub
preparatéw acetonowych.

1277)
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Przygotowanie zawiesiny. Po ukoficzonej inkubacji hodowle
pratkéw zbierano z bulli Roux za pomoca uszka platynowego do roztworu
M/25 buforu fosforanowego o pH 8,3. Powstalg zawiesing przemywano trzy-
krotnie Swiezymi porcjami roztworu buforowego przez odwirowywanie.
Po ostatnim przemyciu pobierano pipeta po 1 ml réwnomiernie rozkiéco-
nej za pomoca perelek szklanych zawiesiny do 25-mililitrowych erlenmaje-
rek, zawierajacych: 2 ml pozywki DAK (zmodyfikowana plynna syntetyczna
pozywka DGK wg Syma (8); w sktad pozywki DAK wchodza: glukoza
4,0 g, kwas cytrynowy 2,0 g, asparagina 11,0 g, KHoPO4 0,5 g, MgSO,.
7H»0 0,5 g, cytrynian zelazowo-amonowy 0,05 g, ZnSO4.7H.0 0,02 g, wo-
dy 1000 ml), 1 ml kwasu asparaginowego o stezeniu 200 mg %, 1 ml
kwasu alfa-ketoglutarowego o stezeniu 400 mg %.

Przygotowanie proszku acetonowego. Mase bakteryjna
zebrana z butli Roux przemywano pigciokrotnie lodowata woda destylowa-
na w celu usunigcia skladnikéw podioza, a nastepnie trzykrotnie przez od-
wirowywanie z acetonem o temp. —5°C. Osad suszono pod zmniejszonym
ci$nieniem w ciggu 24 godz. ponad chlorkiem wapnia w temp. +2 — +4°C.
Wysuszony proszek acetonowy wazono i rozcierano w mozdzierzyku aga-
towym z M/25 buforem fosforanowym o pH 83 w takiej objetosci, aby otrzy-
mac¢ stezenie 50 mg proszku na 1 ml buforu. Po 1 ml otrzymanej w ten spo-
sob zawiesiny dodawano do erlenmajerek poj. 25 ml, zawierajacych 2 ml
kwasu alfa-ketoglutarowego o stezeniu 400 mg % i 2 ml kwasu asparagi-
nowego o stezeniu 200 mg % (oba skladniki rozpuszczone w buforze fo-
sforanowym M/25 o pH 8,3).

Analiza chromatograficzna

W do$wiadczeniach postugiwano si¢ arkuszami bibuly Whatmana nr 1.
Aminokwasy rozdzielano w ukladzie fenol-woda (7 :3) technika chroma-
tografii wstepujacej i wywolywano plamy po wysuszeniu chromatograméw
0,1% roztworem ninhydryny w wodzie nasyconej n-butanolem (w péiniej-
szych do$wiadczeniach uzywano 0,5% roztworu ninhydryny w acetonie)
przez kilkuminutowe ogrzewanie w temp. 95°C. Dla wykrycia zwigzkow
redukujgcych stosowano uklad rozpuszczalnikéw n-butanol — pirydyna —
woda (45:25:40) i technike chromatografii zstepujacej. Chromatogramy
wywolywano azotanem srebra metoda zmodyfikowang (W. E. Trevel-
yan, D.P. Proctor i J.S. Harrison (9)). Identyfikacje plam
aminokwasowych na chromatogramach przeprowadzano na podstawie ami-
nokwasow kontrolnych, wkraplanych réwnolegle z préobkami badanymi.

Zawiesiny M. phlei inkubowano w termostacie w temp. 37°C w ciagu
réznych okreséw czasu w warunkach aerobowych lub anaerobowych (atmo-
sfera N,).
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Do kompletu kazdego do$wiadczenia- wchodnly nastepujace préby kon-
trolne: zawiesina bakteryjna ogrzewana w ciggu 10 min. na wrzacej lazni
wodnej natychmiast po dodaniu do podloza zawierajacego substraty reakc;ji
(kwas alfa-ketoglularowy i kwas asparaginowy), zawiesina inkubowana
z podlozem pozbawionym substratéw oraz podloza DAK z substratami bez
zawiesiny bakteryjnej.

W okreslonym czasie pobierano inkubowane prébki objetosci 1 ml, do
ktérych dodawano — celem odbialczenia — 0,1 ml 209% kwasu tréjchloro-
octowego, a nastepnie sgczono lub odwirowywano. Przejrzysty plyn znad
osadu wkraplano w iloSciach po 50 lub 100 mikrolitréw na bibule chroma-
tograficzna celem ujawnienia zmian powstalych w skladzie aminokwaso-
wym i cial redukujgcych podioza w stosunku do podloza inkubowanego
wraz z zawiesing pratkow.

W wielu doswiadczeniach zamiast pozywki DAK uzywano jedynie roz-
tworu substratéw w M/25 buforze fosforanowym o pH 8,3. Proszki aceto-
nowe M. phlei inkubowano wraz z wlasciwymi substratami (jak podano
wyzej w punkcie ,przygotowanie preparatu acetonowego*) w temp 37°C
w warunkach tlenowych lub beztlenowych (atmosfera N») w réznych okre-
sach czasu, z reguly jednak krdcej niz zawiesiny komérkowe. W sklad préb
kontrolnych wchodzily kazdorazowo: proszek acetonowy wraz z substratami
ogrzewany do wrzenia przez 10 min. natychmiast po zmieszaniu, substraty
bez proszku acetonowego oraz proszek acetonowy bez substratéw (dodany
do 4 ml buforu). Pobrane po odpowiednim czasie inkubacji prébki odbial-
czano 20% kwasem tréjchlorooctowym i nastepnie postgpowano analogicz-
nie jak z probkami zawiesin.

Przebieg i rezultaty doSwiadczefi z zawiesinami i preparatami acetono-
wymi M. phlei przedstawiaja ponizej zamieszczone tabele i fotografie chro-
matogramow.

1. Doswiadczenia prowadzone na zawiesinach pratkow wykazaly,
ze w miare czasu trwania inkubacji natezenie barwy i wielkosci plam kwasu
glutaminowego wzrasta, osigga ono swe maksimum i nastepnie stopniowo
zanika. Natezenie barwy i wielkos¢ plam kwasu asparaginowego w miarg
inkubacji stopniowo maleje. Analiza zidentyfikowana na chromatogramach
powyzej kwasu glutaminowego wykazuje z poczatku zwigkszenie sie wielko-
Sci i natezenia barwy plam i nastepnie ich stopniowe zmniejszanie sie. '

Jak wynika z danych tabeli I oraz fotografii nr 1, $lady kw. glutamino-
wego wystepuja w prébie nie inkubowanej, ale jako produki transaminacji
asp-glu. kw. glutaminowy pojawia si¢ w wigkszych stezeniach dopiero po
6-godzinnej inkubacji. Zmniejszanie si¢ nat¢zenia barwy i wielkosci plam
kw. asparaginowego jest mniej widoczne wskuiek jego stosunkowo znacz-
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" Tabela I
Transaminacja asp.-glu. w zawiesinach M. phlei

Stezenie wykrytych aminokwaséw
Czas inkubacji Kw. asparaginowy Kw. glutaminowy Alanina
O godz. e e o e
e SR s g ot
F20 Ll o i 2 i o
24, 9 -+ +
129 5% — — &

Fot. 1
nego stezenia. Znikanie i kolejnos¢ znikania aminokwaséw z podloza
zwigzana jest najprawdopodobniej z dzialalnoscig oksydazy L-aminokwa-
séw, ktorej obecno$§é w saprofitycznych pratkach kwasoodpornych znana
. jest od dawna (10). :

2. Do$wiadczenia z preparatami acetonowymi M. phlei wykazuja obec-
no$¢ kwasu glutaminowego — jako produktu transaminacji asp-glu. —

juz po 30 min. inkubacji proszku acetonowego wraz z substratami i stop-
niowe narastanie wielkosci i nat¢zenia plam kwasu glutaminowego na
chromatogramach do kofica {irwania inkubacji, kiérej czas w tych
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do$wiadczeniach nie przekraczal nigdy
3,5 godzin. Podobnie jak w zawiesinach,
tak i w preparatach acetonowych bez
substratéw stwierdza si¢ nieznaczne ilo-
sci kwasu glutaminowego (fot. nr 2).
Wyniki tych doSwiadczeri zebrane sg
w tab. II.

Zmniejszenie si¢ stgzenia kwasu alfa-
ketoglutarowego nie zaznacza sie tak wy-
raznie na chromatogramach zwigzkéw
redukujacych, prawdopodobnie wskutek
stosunkowo malych zmian w ogélnym
stezeniu tego kwasu w ciggu 3-godzin-
nej inkubacji i malej czulosci testu re-
dukcyjnege dla ketokwasow.

Niezaleznie od opisanych wyzej do-
Swiadczen przeprowadzono dodatkowe
proby, majace na celu rozsirzygniecie
nastepujgcych zagadnien:

1) jak wplywa wiek hodowli na aktywno$¢ transaminazy asp-glu.,

Fot. 2

Tabela II
Czas inkubacji Stezenie wykrytych aminokwaséw
kwas asparagi- kwas glutami- alssing nie identyfiko-
nowy nowy wany
0 min. e P o + ot r—
30 , A o e e ++ o1 Gt
60 ,, AP 4= et +
180 ,, G i e i === S
Kontrolabezsub-
stratéw po
180 min. inku-
bacji — + + G

Uwag'i: Do doSwiadczef uzyto 50 mg suchej masy proszku acetonowego, 8 mg kw.
alfa-ketoglutarowego i 4 mg kwasu asparaginowego. Koficowa obje-
to§¢ — 5 ml M/25 buforu fosforanowego o pH 8,3. Warunki aerobowe,
t° 37° C. Oznaczenia stgzeri aminokwaséw jak w tab. L.
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2) czy warunki aerobowe wplywaja hamu;aco na aktywno$¢ badanej
przez nas transaminazy,

3) jaki wplyw na aktywnos$¢ transaminazy asp-glu. wywiera dodanie
do ukladu reagujacego przegotowanego wyciggu wodnego z mie$nia ser-
cowego jako zrodta koenzymu (11) lub dodanie mieszaniny kwasu adeno-
zyno-tréjfosforowego i pirydoksyny (w miejsce fosforanu pirydoksalu, kto-
rego nie posiadali$my).

W jednym z doswiadczen uzyto hodowli M. phlei rosnacej 2 tyg. w temp.
37°C, a nastepnie przechowywanej w ciggu 4 tygodni w temp. pokojowej
na pozywce Lowensteina. Sporzadzony z tej hodowli preparat acetonowy
wykazal aktywno$¢ transaminacyjng asp-glu. W innych doswiadczeniach
uzyto proszku acetonowego przechowywanego w ciagu kilku tygodni
w chiodni (w temp. ok. + 2°C) w warunkach aerobowych. Réwniez i w
tym wypadku transaminacja asp-glu. przebiegala w sposéb prawidlowy.

~ -

%7
£
o

e offyys e ORET S

—

Na fot. nr 3 przedstawiono przebieg poréwnawczych doSwiadczen nad
transaminacjg asp-glu. proszkéow acetonowych w warunkach aerobowych
i anaerobowych (w atmosferze N2) w obecno$ci koenzymu z mig$nia oraz
w obecnosci mieszaniny 0,85 mg pirydoksyny i 2,5 mg ATP. Jak wida¢,
przebieg transaminacji asp glu ]est we wszystkich- tych przypadkach jed-
nakowy. :
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Dyskusja

Specyficzne cechy biologiczne pratkéw kwasoodpornych nie pozwalaja
na bezposrednie poréwnanie wynikéw przedstawionych w tej pracy z do-
Swiadczeniami innych autoréw, przeprowadzonymi na innych drobnoustro-
jach lub na tkankach zwierzgcych. Niemniej jednak nalezy stwierdzié, ze
btona komérkowa M. phlei nie stanowi istotnej przeszkody dla przenika-
nia aminokwasoéw.

Aerobowe warunki inkubowania, jak i dlugotrwaly okres przechowywa-
nia dezintegratu acetonowego w niskiej temperaturze nie wywieraja istot-
nego wplywu na aktywnos¢ transaminazy asp-glu.

Spostrzezenia Lichsteina i Cohena (2) o hamujagcym wplywie
almosfery tlenowej na aktywnos$¢ transaminaz nie znajduja zastosowania
w odniesieniu do transaminazy asp-glu. Dodawanie przegotowanego wy-
ciagu z migSnia sercowego myszy jako zrédla koenzymu (11) do ukladu
dezintegrat — substraty nie wzmagalo szybkosci ani wydajnosci transami-
nacji, co zgadza sie¢ dobrze z doSwiadczeniami Cammraty i Cohena
(12), ktorzy wykazali, ze wyciggi z migsni dzialajg aktywujaco na rozno-
rodne transaminacje tylko ze wzgledu na zawartos¢ do$¢ znacznych ilo-
$ci kwasu glutaminowego, a nie z powodu obecnosci w nich fosforanu pi-
rydoksalu.

Streszczenie

1. Stwierdzono obecno$¢ transaminazy asp-glu. w zawiesinach komor-
kowych oraz dezintegratach acetonowych Mycobacterium phlei.

2. Wykazano, ze atmosfera tlenowa nie wywiera widocznego na chro-
matogramach hamujgcego wplywu na transaminaze asp-glu. w dezintegra-
tach acetonowych M. phlei.

3. Nie stwierdzono aktywujacego wplywu przegotowanego wodnego

wyciggu z mig$nia sercowego na aktywnos$¢ transaminazy aps-glu u M.
phlei.
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ASPARTATE — a-KATOGLUTARATE TRANSAMINASE IN MYCOBACTERIUM PHLEI

ACIIAPATMHOBAfI — a-KETOTJIIOTAPOBASA AMUHO®PEPA3A
MYCOBACTERIUM PHLEI

Coaepxanue

1. O6Hapymena acrnaparHHo-rAyTaMHHOBas TpaHCaMHHa3a B KAETOYHDIX
SMYADCHAX H aUCTOHHDBIX JE€3HHTErparax.

2. noxaauo, 4YTO KHCAOpOAHasA amocq)epa He OKa3blBa€T BAHAHHA, 3aMeET-
HOro Ha XpomarorpamMmax, Ha acrnaparHHo-rAyTaMHHOBYIO TpaHCaMHHasy B ale-
TOHHDBIX JE€3HHTErpaTax.

3. He 6biro o6HapyzkeHO aKTHBH3HpYIOUlEe BAHAHHE NEPEBAPEHHOrO BOAHOrO
9KCTpaKTa COpAC‘lHOﬁ MBPIIILUbI HA aKTHBHOCTD acna.parm{o-rAyTaMHHoaoﬁ TpaHC~
amunasbel y Mycobacterium phlei.

Summary

1. Evidence has been presented for the existence of an aspartic-glu-
tamic transaminase in suspensions of intact cells, as well as of acetone
disintegrated cells, of Mycobacterium Phlei.

2. It has been shown chromatographically that atmospheric oxygen
exerts no inhibitory effect on the asp-glu-transaminase of acetone disinte-
grated Mycobacterium Phlei.

3. A boiled aqueous extract of beef heart had no stimulating influ-
ence on the asp-glu-transaminase activity.
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ESTRY SIARCZANOWE ZHYDROLIZOWANEGO DEKSTRANU
Doniesienie tymczasowe

Z Dzialu Biochemii Instytutu Hemalologii w Warszawie
Kierownik: doc. dr K. Zakrzewski

Zidentyfikowanie heparyny jako estru siarczanowego wielocukrowca na-
sunefo wielu badaczom mysl, azeby stosowac jako srodki przeciwkrzepliwe
syntetycznie otrzymane analogiczne estry réznych wielocukrow. Pierwsze
proby w tym kierunku wykonywat Astrup (1). Dopiero jednak w ostat-
nich dwdéch latach udalo sig uzyska¢ zadowalajace leczniczo zwigzki tego
rodzaju, jak ester wielosiarkowy kwasu polimannuronowego (11) i ester wie-
losiarkowy kwasu poligalakturonowego (7). Gléwna przeszkode stanowila
stosunkowo mata aktywno$¢ uzyskiwanych dawniej preparatéw, w wyniku
czego w leczeniu stanéw zakrzepowych musialy by¢ stosowane duze dawki,
co pociggalo za sobg objawy toksyczne.

Dekstran jako wielocukier calkowicie nieszkodliwy dla ustroju wydawat
si¢ dobrym surowcem do otrzymania syntetycznego srodka zastepczego he-
paryny (4). Pierwszym zastosowanym klinicznie (10) estrem siarczanowym
dekstranu byl preparat otrzymany w wyniku bardziej systematycznych stu-
diow Rickettsa (9). Badacz ten sulfonowal dekstrany o réznych lep-
kosciach wewnetrznych (od 0,02 do 0,36) podsiawiajac rozne iloSci grup
siarczanowych. Najwyzsza aktywno$¢ w hamowaniu krzepliwoéci, uzyskana
przez tego badacza, nie przekracza 15 jednostek na miligram.

Celem pracy niniejszej jest przedstawienie wzajemnej zaleznosci pomig-
dzy ciezarem molekularnym i iloScig grup siarczanowych z jednej strony,
a dzialaniem przeciwkrzepliwym i wiasno$ciami {oksycznymi z drugiej
strony.

Materiat i metody

1. Materialem wyjsciowym byl hydrolizat dekstranu o iepkosci wewnetrz-
rej okoto 0,26 — 0,30, otrzymywany jako produkt uboczny przy produkcji
poliglukanu (3), nie nalezacy do poprzednio opisanego szeregu homologicz-
nego (12). Frakcja ta byla hydrolizowana 0,In HCl w temp. 99 — 100°C

[285]
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w czasie od 15 min. do 3 godz. w zaleznosci od wielko$ci cigzaru molekular-
nego, jaki si¢ chcialo otrzymaé. Hydrolize przerywano lugiem sodowym,
wielocukier wytracano trzema objetosciami etanolu 969%, osad rozpuszcza-
no w wodzie, dializowano w wodzie wodociggowej i destylowanej, a nastgp-
nie liofilizowano.

2. Estryfikowanie przeprowadzano analogicznie jak Gronwall (4)
i Ricketts (9). Do bezwodnej pirydyny wkraplano kwas chlorosulfono-
wy, utrzymujgc temperaturg mieszaniny w 20°C. Otrzymang w ten sposéb
zawiesing soli pirydyniowej ogrzewano do 65 — 70°C i wsypywano odwa-
zong ilo$¢ zhydrolizowanego dekstranu. Estryfikacje prowadzono w 65°C
przez 3 — 4 godz. Na kazdy gram suchego zhydrolizowanego dekstranu zu-
zywano 7 ml pirydyny. Kwasu chlorosulfonowego dawano o 0,5 mola wig-
cej, niz wynikato z wyliczenia stechiometrycznego dla zeslryfikowania kaz-
dego mola glukozy 1, 2 lub 3 grupami — SOzH.

3. Izolowanie estru siarczanowego dekstranu. Po zakonczomnej estryfi-
kacji mieszaning chlodzono i rozcieficzano przez dodanie kruszonego lodu,
pirydyne wypierano przez dodanie lugu sodowego. Dekstran sulfonowany
wytrgcano trzema objetosciami etanolu 96%. Syropowaty osad rozpuszczano
w wodzie, zobojetniano HCI, dializowano w wodzie wodociggowej i desty-
lowanej i liofilizowano.

4. Lepkos¢ wewnetrzng oznaczanc w wiskozymetrze Hopplera w temp.
+ 25°C (13).

Ciezar molekularny obliczano wg wzoru [n] = kM* (12).
k =987 X 10-8; a = 135

Ciezar molekularny dekstranu sulfonowanego obliczano stechiometrycz-
nie po uwzglednieniu ilosci grup — SO3zH.

5. Siarke calkowitg oznaczano po wilgotnym spaleniu badanego prepa-
ratu z HNO3 i NH4NO; (8). W otrzymanym stopie oznaczano siarke za
pomocg miareczkowej metody benzydynowej (2). 3

6. AktywnoS¢ przeciwkrzepliwg in vitro oznaczano nieco zmodylikowa-
rng metodag Kuizenga (6). Modylikacja polegala na uzyciu w miejsce
osocza baraniego — mi2szanego osocza 10 zdrowych dawcow krwi. Krew
byla pobrana do 39 cyirynianu sodu w stosunku 1 objelos¢ cytrynianu i 4
objetosci krwi.

Oznaczenia aklywnoici wykonywano zawsze w porownaniu z akitywno-
Scig standardowego preparatu heparyny 1. Aktywnos¢ jest oznaczona w jed-
nostkach miedzynarodowych na miligram suchej wagi preparatu.

7. Toksycznos¢ badano przez wstrzykiwanie preparatu rozpuszczonego
w buforze weglanowym pH 7,85 dorostym, zdrowym, bialym, myszom, wagi

1 Otrzymanego dzigki uprzejmo$ci dra J. Venuleta.
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ok. 20 g kazda do zyly ogonowej, w ilosc¢i odpownadajqcej 1400 j na 1 kg
wagi ciala, w objetosci okolo 0,5 ml,:

Wyniki

Zestawienie wlasnosci poszczegélnych preparaiow przedstawia tabela I

Tablica I
Wiasciwoséci poszcezegélnych preparatéw dekstranowych
Grup C. czast.
Brivatis L?pkoéé Seksii::tu sulfonowych | dekstranu Ak'tywno§é
wewnetrzna na czastecz-| sulfonowa- | w jedn./mg
zhydrol. ke glikozy nego !
1V, | 0,15 38 000 2,4 | 83 000 23
1V, 0,15 38 000 157 70 000 19
1V, 0,15 38 000 0,5 47 000 7
I [ 051 28 000 2,6 64 000 29
111, 0,1 28 000 157 51 500 19
m, | o1 28 000 0,7 37 500 8
I3 0,05 - 17 000 2 34 000 20
Tl 0,05 17 000 1,6 30 500 19
11, 0,05 17 000 0,4 20 500 g
I3 0,037 13 500 2 27 000 25
I, | 0,037 13 500 1,3 22 000 26
I, 0,037 13 500 — — —
Ibg 0,03 11500 - 2,6 26 500 .40
Ib, 0,03 : 11 500 173 20 000 22
‘Omowienie wynikow
Pomimo zastosowania 3 — 4 godzinnego czasu sullonowania maksy-

malna ilo$¢ wprowadzonych grup sulfonowych nie przekroczyta 2,6 na 1 mol
bezwodnika glukozy. Dluzsza estrylikacja prowadzi do glgboxlch zmiari
w strukturze wielocukru. .

Uzyskane wyniki (tabela 1) wskazuja, ze aklywnos¢ jest wyraznie funk-
cja ilosci wprowadzonych grup siarczanowych. Preparaty zawierajgce 2,6
mola —SO3H na 1 mol glukozy posiadaja aklywnos¢ 1 jednostki migdzy-
narodowej: preparat I1I; — w 0,034 mg, preparat R -~ w 0,03 mg, prepaiat
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Tablica II
F& "7 Badania toksycznosci sulfonowanych produktéw hydrolizy dekstranu
Padlo | Przezylo Ciezar myszy w g
Preparat Utyto w do
myszy 124 godz.| 10 dni | 1 dnia | 2 dnia | 3 dnia | 7 dnia | 10 dnia

IV, 5 1 4 86,2 77,4 85,3 84 93,5
IV, 5 0 5 104,6 112,3 113 119,5 141.7
1V, 5 0 5 100,6 101,6 101,5 102,2 110,1

111, 5 1 4* 91,5 66,9 77,5 81,7 83

111, 5 0 4% 110,8 97,8 107,5 109,0 84
111, 5 0 5 100,6 99 102,3 98 107,8

I3 5 0 5 98,8 98,4 103,5 101,3 110

II, 5 0 5 105,8 92,9 110 108,4 111
I, 5 0 5 102,5 | 102,2 | 100,2 97,5 | 107,8
TS 5 0 4 5 94 87 91 99 98,2
I 5 0 5 105,8 96,5 108,2 97,5 108,5

Ibg 5 0 5 91,1 91,6 93,5 92,7 102
Ib, 5 0 5 96,8 98 97,4 100,3 98,5

* Padla z powodéw nie zwigzanych z wstrzyknigciem.

Ib; — w 0,025 mg (1 jednostka migdzynarodowa akiywnosci jest zawarta
w 0,0077 mg soli barowej oczyszczonej heparyny).

Tak wigc preparat typu Ibs; wykazuje czynnos¢, kidra wydaje sig¢
wigksza od preparatow dotychczas opisanych, majgcych aktywnos¢ okoto
15 jedn/mg.

Aczkolwiek material przedstawiony w. czgSci doswiadczalnej sugeruje,
ze preparaty o nizszym cigzarze molekularnym maja nieco wigkszg aktyw-
nos¢, to jednak ostateczne ustalenie tej zaleznosci nie jest mozliwe. Mozna
si¢ bylo jednak spodziewaé, ze wyzsze cigzary czgsteczkowe bedg powodo-
waly gorszg tolerancje preparatu przez zwierzgia. W stosunku do prepara-
téw dekstranu o cigzarach od 15000 — 37000, przebadanych jak wyzej, przy-
puszczenie to potwierdzilo si¢ przez regularne wystgpowanie toksycznych
objawéw przy preparacie I1V3. Badanie tego preparatu na toksycznos¢ bylo
powtarzane kilkakrotnie w identycznych warunkach i zawsze jedna z pig-
ciu myszy padala, a przy zwigkszeniu dawki zwigkszala si¢ ilos¢ myszy, kto-
1e padly w ciggu 24 godzin.
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Wyniki badania na toksycznos¢ przedstawia tabela II.

Pelne badanie farmakologiczne opisanych powyzej heparynoidow jest
w toku i bedzie lemalem nastgpnej publikacji. Wstepne jednak eksperymenty
przeprowadzone in vivo wskazuja, ze preparat na przykiad typu Ibz moze
okazac¢ sig¢ bardzo wartosciowym S$rodkiem zastepczym heparyny.

Na rys. 1 przedstawiono badanie wplywu preparatow: Ibs, IVj, IlI3 na
krazenie i oddychanie krolika w ostrym eksperymencie. Z przedstawionego
zapisu kimografionowego wida¢ brak efekiow toksycznych.

Wstrzyknigcie zdrowemu, nie uspionemu krolikowi 134 mg (1j. 48 mg
na | kg wagi, czyli 1392 j (1 kg wagi) preparatu IIl; dozylnie spowodowalo
niatychmiastowe przediuzenie czasu krwawienia z 2,5 min. do 14 min, a po
4 godz. do 19 min. Po 22 godz. czas krwawienia utrzymywal si¢ na pozio-

Rys. 1 przedstawia zapis kimograficzny o'$nienia i oddechu krélika, ktéremu wsirzyknigto
dozylnie rézne preparaty estrow siarczanowych dekstranu w ilosci od 100 do 250 mg na kg
wagi ciala. Na linii najwyzszej uwidoczniaja si¢ zapisy ciSnienia krw1 oraz normalna am-
plituda ci$nienia; linia $rednia jest zapisem oddechu. Prawidlowy przebieg tych krzywych
wskazuie na brak wplywu szkodliwego zaréwno na ciS$nienie krwi, jak i na oddech.

Linia najnizsza zapisu kimografionowego wykazuje czas trwania eksperymentu (naj-
mnicjsza podzialka 2 sek), a linia znajdujaca si¢ ponad nia zaznacza czas wstrzykiwa-
nia danego preparatu (kolejno: 0,45 ml Ib/3, 0,75 ml IV/3, 0,75 ml IV/3 oraz 2.0 ml Ib/3.

9 Acta Biochimica
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mie 9,5 min, a wstrzyknigcie dozylne w tym momencie 1,4 mg blgkitu to-
luidyny (5) skrocito nalychmiast czas krwawienia do stanu normalnego
(3 min.).

Autorzy pragng ziozy¢ podziekowanie drowi Jerzemu Dubrowskie-
mu i drowi Jerzemu KazZmierczakowi za pomoc i oddang wspot-
prace przy wykonaniu badan [armakologicznych.

Streszczenie

Praca przedstawia wstepne wyniki estrylikowania produktow hydrolizy
dekstranu. Wprowadzano od 1 do 3 grup — SOzH na 1 glukoze do frakeji
dekstranu o cigzarach molekularnych od 11500 do 38000.

Otrzymano preparaty o wlasnosciach przeciwkrzepliwych, o aktywno$ci
rzedu 1/3 krystalicznej heparyny. Nieswoista toksyczno$¢ byla zaznaczona
w niewielkim stopniu tylko w. preparacie o najwyzszym clgzarze molekular-
nym i najwyzszym stopniu sulfonowania.
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Coagepmanue

PaboTa coepKUT BCTYNHUTEAbHBIE PE3YABTATBI pEAKIHH 06pa308aHMA NPOCTHIX
S(HPOB NPOAYKTOB THAPOAM3A AekcTpana. Bmegeno or 1 z0 3 cyandorpynn
B MOAEKYAY I'AIOKO3bI (DpaKuMu AeKcTpaHa mmelouteii Morexyaspubiii Bec 15 000
20 38 000. IToayuennr npemapaThbl npeaynpe:kAaiouiHe CBEPTbIBAHHE M HMEIOIIHE
aKTHBHOCTb NOPAAKA 1|3 KPHCTAAMYECKOrO relapHHA TOKCHYHOCTDIO OTAMYAAHCDH
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B HeGOADIION CTEMeHH TOABKO MpenapaTbl MMEIOIIHe CaMblii GOADIIOH MOAEKYAsAp-
HbIH BeC M CaMyiO0 BBICOKYIO CTelleHb CyAb(QapoBaHHs.

SULFONIC ESTERS OF HYDROLYZED DEXTRAN
Summary

The paper presents a preliminary report on eslerification of dextran
hydrolysis products. One to three sulphate groups were introduced per
glucose unit into dexiran fractions of molecular weight from 11,500
to 38,060.

The anticoagulant activity obtained was about 1/3 that of crystalline
heparin.

A slight non-specific toxicity was observed only in a product of highest
molecular weight and the largest number of sulphate groups introduced.
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IGNACY REIFER

NOWA METODA MIKROOZNACZANIA KWASU CYTRYNOWEGO

Z Zaktadu Biochemii SGGW, Warszawa

Kierownik: prof. dr I. Reifer

Metoda oznaczania kwasu cytrynowego na zasadzie reakcji pigciobromo-
acetonowej uwazana jest powszechnie za najbardziej selektywng metodg
oznaczania tego kwasu w materiale biologicznymi.

Reakcje utleniania i bromowania kwasu cyirynowego do pigciobrormio-
acetonu, opisang w 1847 roku przez Cahoursa (1), wykorzystat Stahre
(2) w 1897 roku w analizie jakoSciowej. Kunz (3) opracowal pierwsza
wagowg metode iloSciowego oznaczania kwasu cytrynowego, polegajaca na
nieznacznej rozpuszczalnosci pigciobromoacetonu w wodzie. Komentiani
(4) miareczkowal pigciobromoaceton jodometrycznie, przez co zdolat znacz-
nie obnizy¢ ilo$¢ oznaczalnego kwasu cytrynowego, bowiem w warunkach
jego metody 3,20 mg kwasu cytrynowego odpowiada 10 ml 0,1 N tiosiar-
czanu sodu.

Pierwszg mikrometod¢ opracowali Pucher, Sherman i Vickery
(5), zmodyfikowang pozniej przez Puchera (6). Metoda ta umozliwia
oznaczanie kwasu cytrynowego w ilosciach od 0,05 do 1,0 mg. W nastep-
nych latach Goldberg i Bernheim (7), Taussky i Schorr
(8). Wolcott i Boyer (9),Natelson,Pincus i Lugovoy (10)
i Ettinger, Goldbaum i Smith (11) wprowadzili dalsze modyfi-
kacje i dostosowali reakcje pigciobromoacetonowg do oznaczenia kwasu cy-
trynowego w mikroilosciach od 2 do 40 y, w granicach bledu ¥ 5%.

Celem tych wszystkich modyfikacji bylo opracowanie najodpowiedniej-
szych warunkéw utleniania i bromowania kwasu cytrynowego, wprowadze-
nie odpowiedniego rozpuszczalnika dla pigciobromoacetonu i wreszcie usta-
lenie najlepszycl: warunkéw wytworzenia i utrwalenia barwnika do kolory-
metrycznego poimiaru pigciobromoacetonu. Do ekstrakeji pigeciobromoaceto-
nu uzywano eteru naftowego badz heptanu, a do wywolania zoltego zabar-
wienia wymienieni autorzy stosowali siarczek sodowy, jodek potasowy, jodek
sodowy lub tiomocznik.
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Wszystkie wymienione modyfikacje metody pigciobromoacetonowej na-
stieczajg przy wykonaniu analiz ilosciowych powazne irudnosci. Stezenia
i iloSci nadmanganianu i bromkue potasowego stosowane w celu utlenienia
i bromowania kwasu cytrynowego w kwasnym Srodowisku muszg by¢ w kaz-
dej metodzie $ciSle przestrzegane, bowiem zbyt male iloSci odczynnikow
zmniejszaja synileze pigciobromoacetonu, nadmiary natomiast wytwarzaja
wolny brom, ktéry reaguje z pirydyng stosowana przez Puchera  wspot-
pracownikow w charakierze stabilizatora barwnika w eterze naftowym.
Réwniez w metodzie Ettingera i wspolpracownikéw wolny brom unie-
mozliwia ilosciowe oznaczanie kwasu cylrynowego, polegajace na barwnej
reakcji tréjhalogenopochodnych weglowodorow z pirydyng w zasadowym
érodowisku, opisanej przez Fujiwara (12).

Nadmiar wody utlenionej, uzywanej do redukcji nadmiaru nadmangania-
nu i wytworzonego w toku reakcji dwutlenku manganu, dziala w wyzej opi-
sanych metodach réwniez niekorzystnie na ilosciowe oznaczanie kwasu cy-
trynowego. Dodatkowg trudnoscig jest kompletne oddzielenie rozpuszczal-
riikow organicznych od fazy wodnej i w zwigzku z lym wirowanie stanowi
skladowg cze$¢ wspomnianych modyfikacji. Ponadlo Goldberg i Bern-
lreim wykazali, ze ilos¢ wykrytego kwasu cytrynowego zalezy w duzym
stopniu od kwasoly srodowiska utleniania i bromowania. W $rodowisku 8 N
kwasu siarkowego Taussky i Schorr otrzymali wyniki dwukrotnie
wyzsze anizeli w obecnosci 1 N kwasu siarkowego.

Wspolezynnik ekstynkeji oznaczonego pigciobromoacetonu zalezy rowniez
w duzym stopniu od uzytego eteru naftowego (patrz 6 i 8); zaréwno P u-
cher, jak i Taussky mimo ostroznej destylacji odpowiedniej frakcji
eteru naftowego nie zdolali ustabilizowa¢ wynikéw na jednym poziomie,
jezeli korzystali z eteru naftowego pochodzacego z réznych zrodel.

W toku opracowania optymalnych warunkow do oznaczania kwasu cy-
trvnowego zauwazono, ze pigciobromoaceton przechodzi nader laiwo ze Sro-
dowiska wodnego do chloroformu. Fakt ten umozliwia szybkie oddzielenie
pieciobromoacetonu od nadmanganianu i zezwala na redukcje legoz zwigz-
ku i dwutlenku manganu nadtlenkiem wodoru, ktéry bedac nierozpuszczalny
w chloroformie nie moze reagowaé¢ z wytworzonym pigciobromoacetonem.
W ten sposéb odczynniki, kiére wplywaja szkodliwie na pigciobromoaceton,
a jednoczes$nie sg niezbedne do utlenienia kwasu cyirynowego, pozbawia sig
mozliwosci ujemnego dzialania na konicowe iloSciowe oznaczanie koloryme-
tryczne. Synteza pigciobromoacetonu odbywa sie wprawdzie w Srodowisku
wodnym, ale obecny w naczyniu chloroform ekstrahuje latwo rozpuszczalny
produkt utlenienia i bromowania kwasu cytrynowego nieomal w chwili jego
powstawania i w ten sposéb chroni od szkodliwego wplywu nadmiaru $rod-
kéw utleniajacych.
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W celu kolorymetrycznego oznaczania pigciobromoacelonu wykorzysta-
no reakcje rezorcynolowa, opisang przez Reicharda (13). Rezorcynol
w alkalicznym Srodowisku wodnym tworzy z matymi ilosciami pigciobromo-
acetonu (0,1 mg) piekny, wisniowoczerwony barwnik. W opisanej metodzie
reakcja ta zostala dostosowana do iloSciowego mikrooznaczania kwasu cy-
tryrniowego.

W niniejszej pracy opisano prostg i wygodng metode utlenienia i bro-
mowania kwasu cytrynowego do pigciobromoacetonu i opracowano nowe
ilosciowe kolorymetryczne oznaczanie pigciobromoacelonu w postaci czer-
wonego barwnika z rezorcynoler1. Metoda zezwala na oznaczenie od 0,5 do
40 y kwasu cytrynowego z dokladnoscia + 5% i moze byé stosowana do
oznaczenia kwasu cyirynowego w materiale roslinnym i zwierzgcym, przy
czym wymaga ona tylko bardzo prostych odczyanikow i podstawowej apa-
ratury.

Odczynniki

I. Kwas siarkowy okoto 9N: 200 ml stezonego kwasu siarko-
wego o ¢. wl. 1,84 rozcienczy¢ woda destylowang do 1000 ml.

II. Bromek potasowy: 1 g bromku potasowego rozpusci¢ w 100
ml wody destylowanej.

III. Nadmanganian potasowy: 0,7 g nadmanganianu pota-
sowego rozpuscic w 100 ml wody destylowane;j.

IV. Chloroform: chloroform nalezy przedestylowa¢, aby nie zawie-
ral zadnych nierozpuszczalnych w wodzie skladnikow.

V. Nadtlenek wodoru 3% roztwér handlowy.

VI. Bufor fosforanowo-weglanowy: a) weglan sodowy:
rasycony roziwor bezwodnego weglanu, b) fosforan sodowy dwuzasadowy:
nasycony roztwor NasHPO,-H,O-50 ml roztworu a zmiesza¢ z 100 ml roz-
tworu b i zagotowac¢ z malg iloscia wegla aktywnego Sgczy¢ na zimno
i przechowaé w ciemnej butelce.

VII. Rezorcynol: 1,25 g rezorcynolu rozpuscic w 50 ml wody de-
stylowanej, zagotowa¢ do wrzenia z malg iloscig wegla aktywnego, przesg-
czy¢ na zimno i przechowaé¢ w ciemnej butelce. Rezorcynol w roztworze la-
two ulega utlenieniu do ciemno zabarwionych chinonowych zwigzkow juz
po uplywie kilkunastu godzin. Z tego powodu nalezy sporzadzac codziennie
Swiezy odczynmnik.

VIII. Siarczan amonowy: 50 g siarczanu amonowego rozpusci¢
w 1000 ml wody destylowane;j.

IX. Kwas cytrynowy: rozpusci¢ 50 mg bezwodnego albo 54,7 mg
uwodnionego kwasu cylrynowego w 10 ml okolo 1 N kwasu siarkowego,
przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml i dopeini¢ woda desty-
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lowang. Dowolne rozcieficzenia kwasu cytrynowego mozna sporzadzi¢ ze
standardowego roztworu, przy czym nalezy dodac kilka ml rozcienczonego
kwasu siarkowego w celu zabezpieczenia plynu przed drobnousirojami.

Czes$¢ doswiadczalna

Do 5 ml roztworu zawierajgcego kwas cytrynowy w granicach od 9,5 do
40y dodaje si¢ w rozdzielaczu gruszkowym o pojemnosci 100 ml 1 ml kwa-
su siarkowego (I), 0,5 ml bromku potasowego (II), 2 ml chlorolormu (IV)
i 0,5 ml nadmanganianu (IIlI). Po zalozeniu szczelnego korka szklanego
wstrzgsa sig¢ energicznie zawarto$¢ rozdzielacza i pozostawia na okolo 2 mi-
nuty wstrzgsajac od czasu do czasu. Nastepnie wlewa si¢ do rozdzielacza
okolo 10 — 20 ml wody destylowanej i redukuje nadmiar nadmanganianu
i dwutlenek manganowy za pomoca 2 — 3 kropel nadilenku wodoru (V).
Chloroform odpuszcza si¢ do ,,wysokiej* zlewki jenajskiej o pojemnosci
50 ml. Wodny roziwér w rozdzielaczu przemywa si¢ dwukrotnie, wytrzgsa-
jgc 2 ml i 1 ml chloroformu. Polgczone roztwory chlorolormu zawieraja
caly pieciobromoaceton jak réwniez wolny brom. Chloroform nalezy od-
parowac na plytce elektrycznej, przy czym zlewke utrzymuje sig stale w ru-
chu i od czasu do czasu unosi ponad plytke mieszajge zawartosé ziewki,
aby zapobiec przegrzaniu si¢ roztworu. Z przegrzanych roztworéw. ulatnia
si¢ pewna ilos¢ pigciobromoacetonu i wyniki otrzymane w tych warunkach
s3 systematycznie za niskie. Podczas odparowania chlorolormu brom ulat-
nia sig catkowicie. Po uplywie okolo 2 minut, kiedy na dnie zlewki znaj-
dujg si¢ zaledwie 2 — 3 krople chloroformu, zlewke nalezy natychmiast
chlodzi¢ pod biezgcg woda. W wyniku skraplania podczas chlodzenia zlewka
zawiera kilka kropel chloroformu, kté1y nalezy prawie w calosci szybko od-
parowa¢ w temperaturze pokojowej przez dmuchanie lub przez szybkie ko-
towe poruszanie naczyniem. Do zlewki zawierajacej zazwyczaj jeszcze jed-
ng krople chloroformu dodaje si¢ z kapilarnej pipety 0,2 ml buforu (VI)
i miesza, aby zwilzy¢ cale dno zlewki. Po ulotnieniu sig¢ ostatnich sladow
chloroformu dodaje si¢ 1 ml rezorcynolu (VII), wsirzgsa i dokladnie po
uptywie 1 minuty dodaje z odpowiednio kalibrowanej pipety 3,8 mi roztworu
siarczanu amonowego (VIII). Nastepnie przenosi si¢ szybko zawartos¢ zlew-
ki do kolorymetrycznej probéwki, zamyka szczelnie korkiem, wstawia do
mieszaniny tluczonego lodu z woda o temperaturze od 0 — 2° i po uplywie
10 minut oznacza przepuszczalno$¢ Swiatla przez zabarwiony roztwor w fo-
tokolorymetrze Leitza, stosujgc filtr C (niebieski). Zawartos¢ kwasu
cytrynowego w badanej prébie odczytuje sie wobec identycznie przygotowa-
nej slepej odczynnikowej, nastawionej na 1009 przepuszczalnosci. Otrzy-
many barwnik nie jest trwaly w temperaturze pokojowej i znika powoli juz
po uplywie 15 minut. Z drugiej strony rezorcynol ulega powolnemu utlenie-
niu na powietrzu w temperaturze pokojowej, powodujac ciemnienie bada-
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nego roztworu. Natomiast w temperaturze od 0 — 20 barwny kompleks
rezorcynolu z pentabromoacetonem nie ulega szybkiemu rozkladowi, a re-
zorcynol utlenia si¢ bardzo powoli nawet po uplywie !/, godziny w warun-
kach opisanych w metodzie. Maksimum intensywnosci zabarwienia osigga
si¢ dopiero po uplywie kilku minut, pomiary nalezy przeto przeprowadzi¢
nie przed uplywem 5 minut i nie po uplywie 15 minut. W praktyce $lepa
odczynnikowa wystarczy sporzadzi¢ raz dziennie, jest ona bowiem nieznacz-
na i nie rézni si¢ od odczytow. czystego siarczanu amonowego.

W granicach od 8 do 40 y kwasu cytrynowego otrzymuje si¢ w wyzej
opisanych warunkach w aparacie Leitza, filtr C wykres zgodnie z pia-
wem Beera-Lamberta. W granicach ponizej 8 vy odczyty lezg na krzywej i dla
kazdego kolorymetru nalezy sporzadzi¢ krzywg wzorcowa, wynikajacg
z oznaczenia okolo 10 st¢zen kwasu cytrynowego w granicach od 0,5 do 40 y
(Rys. 1).

032 ¢
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LogJefy

o020

0.0

004
)

002 — ) ¢ o R 7. T TR L A
¥ kwasu cylrygnowego

Rys. 1

W tablicy 1 podane sg wyniki analiz czyslego kwasu cytrynov ego (sred-
nia z 5 oznaczeri), wykonanych nowg metods.

W tablicy 2 podane sg wyniki, ktére wykazujg wplyw temperatury i cza-
su na utlenianie rezorcynolu w warunkach wyzej opisanych jak rowniez
wplyw na barwny kompleks pigeciobromoacetonu z rezorcynolem w silnie
zbuforowanym srodowisku alkalicznym,

Jak wynika z tablicy 2, rezorcynolowa $lepa odczynmkowa w tempera-
turze 0 — 29 nie ulega utlenieniu w. czasie 30 minut i nawet po uplywie
2 godzin ilo$¢ utlenionego rezorcynolu do barwnych chinonowych zwigzkéw
jest bardzo nieznaczna. Ta sama $lepa odczynnikowa w temperaturze 22°
ulega powolnemu, ale stalemu utlenieniu. Jak wynika z kolumny III i IV
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Tablica 1 tablicy 2, kompleks pigciobromoacetonu
Oznaczenie kwasu cytrynowego z rezorcynolem w temperaturze 22°
nowa metoda Jjest nietrwaly, poniewaz juz po 10 mi-

A 1 0,
Utyto W koocd b Mesktits nutach stra{y wynoszq przesz(x)o 10%,
e | & o a p;) 2blgodzmacn pdrzeszlo 40% (pro-
cent obliczono w odniesieniu do cyiry
409 ol 100 48, kiorg otrzymuje si¢ w. warunkach
30,0 30,25 100,8 |  pracy opisanych w czesci doswiadczal-
20,0 19,50 97,5 nej). W temperaturze od 0—2° barw-
16,0 15,75 98,4 nik jest wzglednie trwaly, a intensyw-
12,0 12,00 100,0 noéé' ;abarwier;ia roztworu pie hule(;

ga zadnym zmianom w granicach o

8,0 7,75 96,9 3 3 3

| 5 — 90 minut (kolumna VII tablicy 2).
A Ml i Dopiero po uplywie 2 godzin daje
2,0 oL 4592 96,0 si¢ zauwazy¢ pewien nieznaczny spa-
1,0 1,05 105,0 dek intensywnosci zabarwienia. Z ta-
g5 S 053 106,0 blicy 2 wynika rowniez, ze maksimum,

zabarwienia osigga sie dopiero po

uplywie 5 minut i ze odczyly bez sporzadzania osobnej Siepej proby moga
byé bezpiecznie wykonane w granicach od 5 do 30 minuty. W wypadku je-
zeli odczyt nie moze byé wykonany w ramach 30 minut, wowczas nalezy
sporzadzi¢ $lepy probe i odczytaé probe badang w stosuuku do slepej, na-
stawionej na 1009% przepuszczalnosci. W ten sposob mozna wykonac po-
miary nawet po uplywie 1!/, godziny od chwili wytworzenia barwnika.

Siarczan amonu dziala wybitnie hamujgco na utlenianie rezorcynolu.
W tablicy 3 umieszone s3 odczyty przepuszczainosci slepych odezynniko-
wych sporzadzonych identycznie z ta tylko réznica, ze w jednym wypadku
dodano 3,8 ml 5% siarczanu amonowego, a w drugim — 3,8 ml wody de-
stylowanej. X

Jak wynika z tablicy 3, nawet w temperaturze 0° rezorcynol ulega bar-
dzo szybkiemu utlenieniu, jezeli roztwor nie zawiera siarczanu amonowego.

Jak wiadomo, duze ilosci glukozy, fruktozy i innych cukrow redukujgcych
przeszkadzaja w ilosciowe]j syntezie pigciobromoacetonu i tym samym unie- j
mozliwiaja oznaczenie kwasu cytrynowego. Cukry te bowiem powoli Tedu-
kuja nadmanganian w kwasnym srodowisku i zmieniaja stosunek tego od-
czynnika do bromku potasowego, ktéry powinien by¢ utrzymany w celu ilo-
éciowego utlenienia kwasu cytrynowego do pigciobromoacetonu. Ettinger
i wspélpracownicy zauwazyli, ze synteza pigciobromoacetonu przebiega nor-
malnie, jezeli badany roztwor nie zawiera ponad 0,5% glukozy lub iruktozy.
To spostrzezenie zostalo potwierdzone w naszym laboratorium i zawartos¢
20 mg glukozy w 5 ml badanej préby nie wplywa ujemnie na oznaczanie
kwasu cytrynowego. A

http://rcin.org.pl



NOWA METODA MIKROOZNACZANIA KWASU CYTRYNOWEGO 299

Tablica 2

Welyw temperatury i czasu na utlenienie rezorcynolu i na barwny kompleks
pigo.obromoacetonu

P rizie pu's:z.c zal niod'é
Cras Temperatura 22° Temperatura 0—2°
W mi- II przy 1 Il przy 1
nu- |pr. $lepa | pr. pelna| na 100% 111 —w | pr. §lepa | pr. pelna | 73 100% |[1T —wo;
ek prze- prze-
puszcz. puszcz.
I I1 111 IV A% VI VII VIII
0 100 51 51 93,8 100 51 51 93,8
5 97 50 53 89,6 100 48 48 100
10 95 48 53 89,6 100 48 48 100
15 94 50 56 83,3 100 48 48 100
30 94 51 57 81,3 100 48 48 100
60 90 52 62 70,8 99 47 48 100
90 88 52 64 66,7 98 46 48 100
120 84 52 68 58,4 97 46 49 97,9
Tablica 3 :

Whplyw siarczanu amonu na utlenianie rezorcynolu

Przepuszczalnoéé |
Temperatura
w m?:::ach 22° g
Siarczan Woda Siarczan Woda
amonu amonu
Rt iy BT 9T 99
5 ' 97 89_ 100 - 93
10 95 75 100 BB LA
15 __‘| 94 : 64, 0 100 82
20 \ - 54 100 78
30 94 — 100 i 68

W materiale roslinnym praktycznic nie spotykamy si¢ z takimi stezenia-
mi cukrow redukujgcych, kiére moglyby przeszkodzi¢ w syntezie pigciobro-
moacetonu z kwasu cytrynowego. Zwykle do analizy sporzgdza si¢ wyciagi
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zawierajace od 0,1% do 1,0 materialu roslinnego. Gdyby nawet dana ro-
slina zawierala 10% cukréw redukujacych, wowczas przy sporzgdzeniu 1%
wyciggu 5 ml roztworu pobranego do analizy zawieraloby zaledwie 5 mg
cukru. Mimo to w praktyce analiz farmaceutycznych lub przetworstwa rol-
nego mozna czasem spotkac sie z koniecznoscig oznaczenia bardzo matych
ilosci kwasu cytrynowego w obecnosci duzych slezen cukrow redukujacych.

W tablicy 4 umieszczone sg cyiry, ktére wykazuja, ze w roziworach za-
wierajgcych 0,8% glukozy (40 mg na 5 ml) wyniki oznaczania kwasu cy-
trynowego sa przeszlo o 20% za niskie. Natomiast stezenia 0,47 glukozy
(20 mg na 5 ml) nie wplywajg ujemnie na iloSciowe oznaczanie tego kwasu.
Trudnosci wynikajace z duzych stezen glukozy mozna wyeliminowac¢ w spo-
sob nader prosty, a mianowicie przez odpowiednie rozciericzenie badanego
roztworu wodg destylowang, tak aby przed utlenieniem i bromowaniem kwa-
su cytrynowego stezenie cukrow redukujgcych nie przekraczalo 0,4%.

Tablica 4
Wplyw stezenia glukozy na oznaczanie kwasu cytrynowego
Kwas cytrynowy Mg glukozy Dodano ml wody | Wykryto kwas
WY w 5 ml préby |przed utlenieniem! cytrynowy w vy
30,0 — — 30,25
30,0 20 — 30,0
30,0 40 - 24,50
30,0 80 15 30,25

Zastosowanie metody do oznaczania kwasu cytrynowego w materiale
: biologicznym

Zastosowanie metody do oznaczenia kwasu cylrynowego w materiale
biologicznym przebadanc przede wszystkim na moczu ludzkim. Zaréwno
Pucher, Shermam i Vickery, jaki Wollcott i Boyer
zwracaja baczng uwage na konieczno$é oczyszczania moczu przez gotowanie
z rozcieniczonym kwasem siarkowym i bromowanie przed syntezg pigciobro-
nioacetonu z kwasu cytrynowego w celu usunigcia lotnych zwigzkow i roz-
lozenia substancji, ktére wchodzg w zwigzek z bromem i sg powodem zbyt
wysokich odczytow. Ettinger i wspdlpracownicy opuscili oczyszczanie
badanych roztworow w swojej metodzie, jednak nie przytoczyli dowodow do-
Swiadczalnych na to, ze gotowanie w kwasie siarkowym i wstgpne bromowa-
nie moga by¢ zaniechane. Wyniki umieszczone w tablicy 5 wykazuja, ze za
pomocg wyzej opisanej melody mozna oznaczy¢ kwas cylrynowy w moczu
nieoczyszczanym i ze bromopochodne substancji wystepujacych w moczu
riie przeszkadzajg w. oznaczaniu pigciobromoacetonu. W moczu spotyka sig
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czesto substancje, ktére sa utleniane nadmanganianem potasowym, dlatego
nalezy przy syniezie pigciobromoacetonu odmierzy¢ 0,8 — 1,0 ml nadman-
ganianu zamiast normalnie stosowanych 0,5 ml.

Tabliycasd

Oznaczenie kwasu cytrynowego
w moczu ludzkim (mocz 5 razy rozciericzony)

Dodano kwasu Wykryto do-
Wyk

Mocz w ml | Oczyszczanie | cytrynowego ‘: S dany kwas cy-
| w Y ¥ trynowy w y

0,2 = — 0T L e =

0,2 kw. siarkowy — 11,50 —

kw. siarkowy

0,2 brom : — 11,75 —

0,2 — 2,0 14,00 2:25

0,2 — 8,0 19,75 8,00

W tablicy 6 podane s3 wyniki oznaczania kwasu cytrynowego w mate-
riale pochodzenia roslinnego i zwierzgcego, wykonane nowg metodg. W wigk-
szodci przypadkow oznaczenie przeprowadzono na materiale odbiaiczanym
przed analizg. Najbardziej odpowiednim odczynnikiem odbialczajagcym oka-
zal si¢ wolframian sodowy z kwasem siarkowym — odczynnik Folina — Wu.
10 gr Swiezego materialu roslinnego homogenizowano 6 razy po 30 sekund
w homogenizatorze marki ,,Cyklon* z okolo 50 ml wody destylowanej i prze-
noszono iloSciowo po przesgczeniu przez gaze do kolbki miarowej o pojemno-
Sci 100 ml. Po przemyciu homogenizatora i saczka z gazy dopelniono zawar-
tos¢ kolbki do 100 ml. 5 ml roztworu odbialczano w suchej probéwce w zna-
ny sposob za pomoca 2 ml 10% wolframianu sodowego i 2 ml 1 N kwasu
siarkowego. Po dodaniu pipeta 1 ml wody destylowanej saczono przez twardy
sgczek do suchej probowki i 5 ml absolutnie klarownego roztworu rozcien-
czano w miarg potrzeby do 50, 100, lub 200 ml. Do oznaczania kwasu cy-
trynowego pobierano 5 ml roztworu, ktory oznaczano w sposob opisany
w czesci dosSwiadczalnej.

Dyskusja
Wszyscy autorzy opracowanych metod oznaczania kwasu cytrynowego
ria zasadzie reakcji pigciobromoacetonowej zgodnie podkreslajg, ze nadmia-
ry nadmanganianu i bromku potasowego s3a przyczyng zbyt wysokich wyni-
kéw, natomiast ilosci mniejsze obnizajg synteze pieciobromoacetonu, przez
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Tablica 6
Kwas cytrynowy oznaczony nowa metoda
Materiat wl?‘g‘:_z::e:lclz;’;i:y WY;‘MO Obl‘l;@;?no

Mileko* 10/5000 8,75 0,087

Mileko* 10/2500 17,75 0,089

Pomidory 10/10000 20,5 0,410

Cebula* 10/2000 27,25 0,109

Ziemniaki* 10/4000 31,00 0,248
| Gruszka 10/4000 5,00 0,040

Milode ziarna

kukurydzy* 10/4000 11,25 0,090
_Wiénie 10/2000 5,75 0,023

Liscie kala-

fiora* 10/4000 35,50 0,284

Réza kalafio-

ra* 10/4000 8,75 0,070

Kapusta® 10/4000 1200 | 0,09

Ogérek 10/2000 1,25 0,005

Sliwka 10/2000 4,00 0,016

Marchew 16/2000 45 | 0,018
_ Jablko - 10/2000 0,00 0,000

Burak cukr. | 10/2000 11,25 0,045

Produkty zaopatrzone gwiazdka byly odbialczane, pozostale oznaczane byly bezpo-
$rednio w zhomogenizowanym materiale.

co wyniki dla kwasu cyirynowego wypadajg. za nisko. Wigkszos¢ autoréw
réwniez zaleca chlodzenie prob ponizej 15° w toku calego oznaczania i uwa-
za, ze dodawanie nadmanganianu kroplami jest podstawowym warunkiem
otrzymywania doktadnych wynikéw. Jak wynika z opisu nowo opracowanej
metody, iloSci dotychczas stosowanego nadmanganianu i bromku potasowe-
go sg okolo 25 razy za wysokie i moga by¢ odpowiednio zredukowane bez
uszczerbku dla iloSciowej syntezy pieciobromoacetonu. Przestrzganie niskiej
temperatury, dodawanie nadmanganianu kroplami i przesadnie dokladne
utrzymywanie stosunku nadmanganianu do bromku potasowego okazaly sig¢
w nowej metodzie niepotrzebne. Utlenianie i bromowanie kwasu cytrynowe-
go w obecnosci chloroformu umozliwia bowiem ekstrakcje pigciobromoace-
tonu prawie w chwili jego powstawania. W len sposob szkodliwy wplyw
nadmiaru odczynnikéw utleniajgcych, jak nadmanganianu i nadilenku wo-
doru, oraz ujemny wplyw temperatury pokojowej zostaly wyeliminowane.
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Nadmiar bromu, zwlaszcza w Srodowisku chloroformu, jest na pewno nie-
szkodliwy, bowiem wraz z pigciobromoacetonem przedostaje si¢ do chloro-
formu brom w. ilosciach Kkilkaset razy wigkszy, anizeli ilo$¢ potrzebna do
bromowania mikroilosci kwasu cytrynowego. Brom ulatnia si¢ calkowicie
podczas odparowania chloroformu, nie przeszkadza przeto w koncowym

cznaczeniu pigciobromoacetonu przez przyspieszanie utlenienia rezorcynolu
w Srodowisku zasadowym.

Pigkna reakcja Reicharda pigciobronioacelonu z rezorcynolem
w obecnosci wodorotlenku sodowego nie nadaje si¢ do ilosciowego oznacza-
nia kwasu cytrynowego, poniewaz w obecnosci siinych zasad rezorcynol
utlenia si¢ bardzo szybko do ciemno zabarwionych zwigzkow chinonowych.
W toku opracowania metody zauwazono, ze jon amonowy w duzym stop-
niu hamuje utlenianie rezorcynolu, szczegolnie w temperaturze 0°. Hamowa-
nie to jest jednak niekompletne i dopiero stosowanie nasyconego dwuzasa-
dowego fosforanu w temperaturze 0° wytwarza warunki, w ktorych $lepa
odczynnikowa nie ulega zadnym zmianom przez okres | godziny. W celu
uzyskania absolutnie bezbarwnej $Slepej odczynnikowej nalezy koniecznie
Swiezy roztwor rezorcynolu sporzgdzaé codziennie, przy czym nalezy dodat-
kowo odbarwi¢ roztwor weglem aktywowanym. Bufor fosforanowo-wegla-
nowy powinien rowniez by¢ odbarwiony weglem aktywowanym i przechowa-
nym w ciemnej butelce. Ten sposéb przygotowania odczynnikéw zmniejsza
zabarwienie $lepej odczynnikowej do minimum do tego stopnia, ze rowna
sig ona $lepej sporzgdzonej z wody destylowane;j.

Opisana metoda zezwala na szybkie oznaczenje kwasu cytrynowego i po-
trzebny czas do wykonania analizy w roziworach kwasu cytrynowego nie
przekracza 20 minut. Pelne oznaczenie w materiale roslinnym lub zwierze-
cym, lgcznie z homogenizowaniem i odbialczaniem, nie wymaga wigcej niz
40 minut czasu. Dokladnos¢ metody wynosi =+ 5%, jednak oznaczanie kwasu
cytrynowego w ilosciach od 0,5 do 1 y wymaga pewnej wprawy i duzej sta-
rannosci w wykonaniu analiz.

Za wydatng pomoc w wykonaniu wielu analiz wyrazam inz. J. Bucho-
wiczowi serdeczne podzigkowanie.
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Streszczenie

1. Opisano nowg kolorymetryczng mikrometode oznaczania kwasu cy-
trynowego w materiale roslinnym i zwierzgcym.

2. Metoda zezwala na oznaczenie kwasu cylrynowego w granicach od
0,5 do 40,0 y z dokladnoscig £ 59%.

3. Zasada metody polega na reakcji pigciobromoacetonowej w obecrio-
$ci chloroformu. Obecno$é chloroformu zezwala na szybkie oddzielenie pigcio-
bromoacetonu od nadmanganianu i nadtlenku wodoru, odczynnikéw, ktdre
w nadmiarze wplywaja ujemnie na koncowe oznaczenie kwasu cytrynowego.

4. Roézowoczerwone zabarwienie, ktére powslaje w wyniku reakeji mig-
dzy pieciobromoacetonem i rezorcynolem w srodowisku zasadowym, stanowi
podstawe kolorymetrycznego oznaczania kwasu cytrynowego wg opisane;j
metody.

5. Wg opisanej metody mozna oznaczy¢ kwas cyirynowy w. czasie nie
przekraczajagcym 40 minut.

6. Opisana metoda jest prosta, szybka, nie wymaga zadnej aparatury
poza kolorymetrem i z {ego powodu nadaje si¢ do masowego oznaczania
kwasu cytrynowego w materiale roslinnym i zwierzgcym.

HOBBIMI METOJ MMUKPOOIIPEAEJEHUA JMMOHHOWM KMUCIIOTEI
Coaepxanue

1. Onucan HOBbI KOAOPHMETPHYECKHH MHKPOMETOZ ONpPEJEAeHHS AHMOH-
HOHM KHCAOTBI B DACTHTEAbHOM H KHBOTHOM MaTEpHAAe.

2. Metoa nossoaser onpejieAHTb AHMOHHYIO KHCAOTYy B npezerax ot 0.5
a0 40,00 v ¢ Tounocteio * 5%,

3. Meroa ocHoBan nHa peakuMu NATHGPOMALETOHA B MPHCYTCTBHH XAOPO-
¢popma. [lpucyrcrue xropodopma noszsorser 6bICTPO OTAeAHTb nATHOpOMale-
TOH OT NMepMaHraHaTa M IePEeKHCH BOAOPOAA, KOTOPbiE B M3GBITOYHOM KOAHYECTBE
IIAOXO BAHMSIOT Ha KOHEYHOE ONpeAeACHHe AMMOHHOH KHCAOTHI.

4. PosoBo-kpacHblii LBET BO3HHMKAIOWIMII B PE3yAbTaTe peakUHH NATHOPO-
MaleTOHA C PE30PUHHOM B IIEAOYHOH Cpee ABASAETCA CYUIHOCTBIO KOAOpPHMe-
TPHUYECKOrO ONpPEJEAEHHs] AHMOHHOH KHCAOTBI TIO BBINIEYKA3aHHOMY METOZY.

5. Ilo aannomy MeTozy MOXKHO ONpPEZEAHTH AHMOHHYIO KHCAOTY B TedeHHH
Bpemenu He npesbimaromem 40 mun.

6. Dror meroz mpoct.6bICcTp, He TpeGyeT HHKAKOH ammapaTypbl KpoMe Ko-
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AOpHMETpA H MO3TOMY IPHITOAEH AAS MAacCOBOro OIpeJeAeHHs AMMOHHON KHCAOTDI
E PAaCTHTEADHOM H KHBOTHOM MaTepHaAe,

A NEW METHOD FOR THE MICRODETERMINATION OF CITRIC ACID
Summary

1. A new colorimetric micromethod for the determination of citric acid
in plant and animal material has been described.

2. Quantities between 0,5 and 40,0 v of citric acid can be determined
with an accuracy of + 5%.

3. The method is based upon the pentabromoaceton reaction in presence
of chloroform which permits a rapid seperation of this compound from per-
manganate and hydrogen peroxide. The presence of these reagents in excess
interferes with the ultimate determination of citric acid.

4. A rose-red colour develops when pentabromoaceton reacts with resor-
cinol in alkaline medium which is used as the basis for the colorimetric
determination of citric acid.

5. The time for the complete estimation of citric acid does not exceed
40 minutes.

6. The described method is simple, quick and with the exception of the
colorimeter does not require any additional apparatus. For this reason it
may be applied for mass analyses of citric acid in materal of plant and
animal origin. -

10 Acta Biochimica
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J. JANICKI i J. PAWELKIEWICZ

WYTWARZANIE NOWEJ WITAMINY (WITAMIN) GRUPY B,
PRZEZ BAKTERIE KWASU PROPIONOWEGO

Doniesienie tymczasowe

Z Zaktadu Biochemii 2ywnosci, Katedra Technologii Rolnej Wyzszej Szkoly Rolniczej
w Poznaniu

Kierownik Katedry: prof. dr I. Janicki

Od chwili wyodrebnienia witaminy B2 z watroby zwierzecej oraz z roz-
nych mikroorganizméw (1) wyizolowano i opisano szereg substancji bio-
syntetyzowanych przez drobnoustroje, spokrewnionych z witaming By, réz-
nigeych sie jednak od niej szeregiem wlasnosci fizycznych, chemicznych
i biochemicznych.

Smith i inni znalezli w plynach fermentacyjnych promieniowcow
Streptomyces griseus czynnik przeciwanemiczny, nazwany przez nich wita-
ming Bjys. (2).

Lewis,Tappan i Elvehjem wyodrebnili z kalu szczuréw aktyw-
ny zwigzek, zachowujacy si¢ w badaniach mikrobiologicznych jak witami-
na Bys. Nazwano jg witaming Byas (3).

Wijmenga wyizolowal z kalu $win mikrobiologicznie czynng wita-
mmg B]gm (4)

Dion, Calkins i Pififfner z bakterii wystgpujagcych w przewo-
dzie pokarmowym cielgt otrzymali w stanie krystalicznym pseudowitaming
Bj2, zwang inaczej cjano-w-kobalaming (5). Ci sami badacze doniesli
o wyizolowaniu drugiej pseudowitaminy, nazwanej pseudowitaming Bjzq,
z nieczystych preparatéw krystalicznej pseudowitaminy Bys (6).

Ford i Porter wyodrebnili z kalu cielagt 4 substancje zachowujgce
si¢ w probach mikrobiolegicznych jak witamina Bjs. Jedng z nich zidenty-
fikowano jako witaming By, 3 pozostale stanowily substancje pokrewne
(frakcje A) cjano-w-kobalamina B i C (7). Witamina B2 okazala si¢ pro-
sig pochodng witaminy B,,, a mianowicie azolyno-kobalaming.

Pseudowitamina By i By24 wedlug badan odkryweéw rozni si¢ od wi-
taminy B,» obecnoscig adeniny bgdZ 2-metylo-adeniny w miejsce 5,6-dwu-

[307]
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metylobenzimidazolu glukozydowo zwigzanego w czgsteczce witaminy Bi»
(8). Inne witaminy nie zostaly do dzi$ blizej scharakteryzowane.

W komunikacie niniejszym donosimy o wyizolowaniu nowej witaminy
(witamin) grupy B;» z bakterii kwasu propionowego. Lewiton i Har-
grove (9) pierwsi zajeli si¢ bakteriami kwasu propionowego, wytwarza-
jacymi znaczne ilosci witaminy B;.. Wedlug iloSciowych badan tych auto-
réw, opartych na pomiarach mikrobiologicznych, szczep Propionibacterium
freudenreichi (ATCC 6207) wytwarzat do 4 mg witaminy B;, w 1 litrze po-
zywki w hodowlach mieszanych z Lactobacillus casei, a do 3 mg/l w hodo-
wlach czystych. Dane stwierdzajace labilnos¢ wytworzonej przez szczep
witaminy na ogrzewanie jak rowniez badania widmowe uzyskanych z nich
koncentratow oraz badania chromatograficzne skionily auloréw do wniosku,
ze gléwnym produktem syntezy jest witamina Bys, (maksima absorpcji 352
i 525 mu; 80% calosci) obok mniejszych ilosci witaminy Byo (20%).

W badaniach naszych uzywaliSmy szczepu baklerii kwasu propionowe-
go, fermentujacego glukoze i laktoze, a nie fermentujgcego pentoz, sacha-
rozy i skrobi, wytwarzajacego kwas octowy i propionowy w. przyblizonym
stosunku 1:2. Na tej podstawie oraz na podstawie cech morfologicznych
szczep okreslono jako Propionibacterium shermanii (10) ).

Stwierdzilisniy, ze szczep ten wytwarza witaminy grupy Bjs, z kitorych
tylko okolo 5% przypadalo na witaming Byo, reszle zas na witaming od-
rebng od witaminy B;, czy witaminy Bja,,.

Cze$¢ doswiadczalna
HODOWLA SZCZEru

Do badan nad wytwarzaniem witamin grupy B;s uzywano pozywki o na-
stepujacym skladzie: 60 ml kwasnego hydrolizatu giutenu lub kazeiny, 2,5 g
ekstraktu drozdzowego, 1,25 g namoku kukurydzianego, 1,0 ml 1% roztworu
siarczanu kobaltawego, 4,5 g KHoPO,4 1 20 g glikozy w | litrze roztworu.
Pozywke wyjatawiano w aparacie Kocha. Hydrolizaty glutenu i kazeiny przy-
gotowywano w nastepujacy sposéb: 100 g glutenu lub kazeiny zadawano
i, 51 20% HCI i gotowano 10 godzin pod chlodnicg zwrotng. Nastepnie
produkt sgczono i zageszczano pod zmniejszonym cis$nieniem do gestego
syropu. Produkt rozpuszczano w ca 1,5 1 wody, zadawano 20 — 30 g wegla
aktywowanego i ogrzewano. Nastepnie po 3 — 5 godzinach saczono przez
lejek Biichnera. Hydrolizat doprowadzano 309 NaOH do pH 5 — 6, po czym
uzupelniano wodg do objetosci 2 1. Zliofilizowany szczep Propionibacterium
shermanii wysiewano przez naklucie na pozywke agarowg, stad po ich roz-
mnozeniu si¢ przenoszono do probéwki z 25 ml plynnej pozywki (zawiera-
jacej tylko polowe zawartosci glikozy), wstawiano do termostatu o temp.

1) Indentyfikacji szczepu dokonala mgr Smurzynska-Orlowska.
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27 — 30°. Po 2 dniach uzyskanym inoculum zaszczepiano 100 ml normal-
nej pozywki. Po nastepnych 2 dniach 100 ml hodowig zaszczepiano 1 | po-
zywki, a 13 z kolei hodowlg butle 10-litrowg. Po 2 — 3 dniach hodowli w Lu-
tlach 10-1 (temp. 27 — 30°) kontrolowano pH. pH spadalo zazwyczaj do
wartosci 4,5 — 5 0. Dodawano teraz jalowo nasycony roztwor weglanu sodu,
by doprowadzi¢ pH pozywki do 7 (ok. 200 ml/10 1), i jednoczesnie dodawa-
no 100 g glicerolu lub glikozy na kazde 10 | pozywki. Czynnos¢ kontroli
i korekty pH oraz dokarmianie przeprowadzano jeszcze raz po nastepnych
2 dniach hodowli. Po 7 — 10 dniach hodowli w butlach 10-litrowych — fer-
mentacje przerywano.

IZOLACJA 1 WLASNOSCI WITAMIN GRUPY Bjz IZOLOWANYCH Z BAKTERII KWASU
PROPIONOWEGO

Zawiesing baklerii z hodowli odwirowywano na wiréwce typu Sharplesa,
po czym witaming wyodrebniano metodg uprzednio opracowang (il), sto-
sujac czasami drobne modyfikacje, jak: slabe alkalizowanie elualu z wegla
do pH 7 zamiast 11, jak w cytowanej metodzie, iub wprowadzanie cjankow
w innej fazie oczyszczania witaminy. Zmiany le nie mialy istotnego wplywu
na charakter otrzymywanego koncentratu. Niekiedy, w celu przekonania sig,
czy warunki uwalniania witaminy nie wywoluja jej rozkladu, przeprowadza-
no uwalnianie witaminy z komoérek bakteryjnych w inny sposob, jak w opi-
sanej metodzie, a mianowicie na drodze ogrzewania do 110" zawiesiny bak-
terii w wodzie z dodatkiem NaCN przy pH 6,3. Na ogol jednak we wszel-
kich czynno$ciach izolowania witaminy unikano zbyt drastycznych warunkow,
jak wysokiej temperatury, zbyt wysokich lub niskici wartosci pH.

Pierwszym rzucajacym si¢ w oczy spostrzezeniem bylo stwierdzenie du-
zej stabilnosci form dwucjanowych otrzymywanych koncentratow witamino-
wych. Podczas gdy [iolelowa barwa, typowa dla kompleksu dwucjanowego
roztworu witaminy Bys, po zakwaszeniu do pH 6 lub nizej bardzo szybko
znika i pojawia si¢ barwa charakterystyczna dla witaminy B, koncentraty
witamin uzyskane z bakterii kwasu propionowego zachowuja w tych warun-
kach przez wiele dni barwe fioletowa. Widimo absorpcyjne takiego roztwcru
bylo typowe dla formy dwucjanowej witaminy Bys z maksimami absorpcji
przy 542 — 544 i 582 mu w czeSci widzialnej widma. Gdyby w roztworze
znajdowala si¢ pierwotnie witamina B,»,, w warunkach takich musialaby
vrzej$¢ w witamine Byo. Stad wyplywal wniosek, ze koncentraly witamin
otrzymane z bakterii kwasu propionowego muszg zawierac¢ inng witaming
z grupy By». W czasie dalszych proceséw oczyszczania iorma dwucjanowa
ilegala rozkliadowi, a barwa przechodzila w pomaranczowq. Tak otrzymany
koncentrat posiadal widmo absorpcyjne z maksimami dla fal o dlugosciach
354 — 355, 498 mu i stabszym dla fali 530 mu. Widmo absorpcyjne przypo-
mina widmo absorpcyjne witaminy Bys,. Uzyskane koncentraty mimo wy-
-sokiego stopnia czystosci nie krystalizowaly. Metoda chromatografii bibu-
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lowej wykazano, ze w koncentracie tym znajdujg si¢ niewielkie iloSci wi-
taminy Bjs. Udalo si¢ réwniez metoda chromatogralii kolumnowej (tlenek
glinu, 85% aceton) oddzieli¢ od pozostalych witamin witaming By, nastep-
nie wykrystalizowa¢ i blizej zidentyfikowaé. Uzyskane po oddzieleniu wita-
miny B,. koncentraty dodatkowo oczyszczano za pomocg p-chilorofenolu,
re czym poddanc blizszym badaniom.

W hydrolizacie koncentratu witamin nie znaleziono pochodnych benzimi-
dazolu (12, 13). Stwierdzono obecno$¢ fosioru i kobaltu. Widmo absorp-
cyjne zmienialo si¢ nieco wraz ze zmianami pH roztworu. W roztworach
alkalicznych (pH 12) maksima przesuwaly si¢ w kierunku fal diuz-
szych (363, 520, 550 — 555 mu), upodabniajge widmo do widma witaminy
B;ys. Podobng zmiange wywolywal dodatek azydku lub azotynu sodu. Obni-
zenie pH do wartosci 1 nie wplywalo w sposob istolny na zmiane widma.
Roztwor chloraminy T odbarwial koncentrat, co odroznialo rowniez zawarta
w nim witamine od witaminy B,», ktéra w tych warunkach daje fioletowo
zabarwiong pochodng chlorowcowg (14). Badania mikrobiologiczne, prze-
prowadzone za pomocg E. coli mutans (15), wykazaly wysoka aktywnos¢
otrzymanej witaminy, przewyzszajaca 2 — 4-krotnie aklywnos¢ witaminy
Bys. Aktywno$¢é mierzono wielkoscig powierzchni strely wzroslu E. ccly,
przy czym praktycznie zamiast wielkosci powierzchni wazono wykrojone
plamy wzrostu, uprzednio skopiowane na kalce technicznej. Tg sama po-
wierzchnie strefy wzrostu dawala wyizolowana witamina w stezeniach 2 — 4
razy mniejszych niz witamina Bq.. Natomiast witamina {a okazala si¢ zu-
pelnie nieczynna w metodzie oznaczania witaminy B;, za pomoca Euglena
gracilis (16). Otrzymang witaming nazwano witaming Bys, (od Propioni-
bacterium). W dalszych doswiadczeniach udalo si¢ réwniez wyodrebnic inng
witamine o bardzo podobnym widmie absorpcyjnym o zdecydowanie kwas-
nym charakterze. Nalezy wiec przypuszczaé, ze mamy tu do czynienia z calg
grupg witamin By . By¢ moze, ze znaleziona przez Lewitona i Ha-
grove'a (9) w bakteriach Propionibacterium freudenreichii witamina, okre-
¢lona przez nich jako witamina Bjap, jest identyczna z witaming Bizp.

Streszczenie

Stwierdzono, ze bakterie kwasu propionowego (Propionibacterium sher-
manii) obok nieznacznych ilosci witaminy B;» wylwarzaja odrebng witami-
ne (lub witaminy), nazwang witaming Bys,. Do tej pory nie udalo sig
otrzymac witaminy Bys, w slanie krystalicznym. Witamina B,,, nie zawiera
ugrupowania benzimidazolowego w. czgsteczce, daje stabilny w roziwoize
slabo kwasnym kompleks dwucjanowy i jest okolo 2 — 4 razy aktywniejsza
mikrobiologicznie (E. coli) od witaminy B;., nalomiast nieczynna w do-
Swiadczeniach z Euglena gracilis.

Sktadamy serdeczne podzigkowanie prof. dr Karnickiej z Olszlyna za uzy-
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czenie nam szczepu bakterii kwasu propionowego oraz asystentowi technicz-
nemu naszej Katedry — B. Kosmowskiej za pomoc przy wykonywaniu tych
prac.
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NMPOU3BEJEHME HOBOJ BUMTAMMHEI U3 T'PYIIIIBI B;: BAKTEPUMAMNU
IIPOTIMOHOBOV KUCJOTEI

Conepmanmue

Ycranosaeno, uro 6GakTepum mponuHoBoi kucAaorbl (Propionibacterium

shermanii) napsay ¢ He3HAYMTEAbHBIMH KOAHYECTBaMHM BHTaMHHa Bjs obpasyiot
uHOH BuTamuH (MAM BHTaMHHDI) Ha3BauHbid BHTamMuHom Bis. Jle nocaegnero
BPEMEeHH He YAaAOCh NMOAYYHTb BHTaMuMHa Bio B KpucTaarmueckow Buze. Bura-
mun Bio, He cozepmur B Moaexyre 6eH3HAMMHAA30A0BOH rpynmbl, B cAabo
KHCAOM pacTBope ob6pasyer cTabHAbHOE AHLHAHOBOE KOMIIAEKCEOC COEJHHEHHE
u B 2—4 pasa 6oree mukpoGuorormueckn aktusen (E. coli) uem Buramms Bisz
M B TO2ke BpeMs HeaKTHBeH B onbitax ¢ Euglena gracilis.
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FORMATION OF NEW VITAMINS OF THE B;» GROUP BY PROPIONIC ACID
BACTERIA . 1

Summary

It has been shown that, in addition to minor quantities of vitamin Bja,
propionic acid bacteria (Propionibacterium shermanii) produce another
vitamin which is referred to as By2,. Thus iar we have been unable to obtain
this vitamin in the crystalline state. The new vitamin does not contain the
benzimidazole group, forms in acid solution a stable complex contaming
two cyanide groups and is about 2—4 times as active microbiologically
(E. coli) as Vitamin B;», but inactiv in Euglene gracilis test.
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JERZY PAWELKIEWICZ
PREKURSORY BIOSYNTEZY WITAMIN GRUPY B,.

Synteza nowej witaminy z grupy B,, : 5,6-dwumetylobenzimidazolo-
cjano-kobalaminy

Z Zaktadu Biochemii Zywnosci, Katedra Technologii Rolnej WSR w Poznaniu
Kierownik Katedry: prof. dr J. lanicki

Odkad stwierdzono, ze jednym z fragmentéw budowy czgsteczki witami-
ny By, jest 5,6-dwumetylobenzimidazol (1), prowadzono szereg prac, w kto-
rych badano, czy sam ten zwigzek bgdz jego pochodne lub substancje blisko
chemicznie spokrewnione nie maja aktywnosci bioiogicznej witaminy Bjo.
Emerson, Brink i inni (2) w doSwiadczeniach zywieniowych na szczu-
rach wykazali, ze 5,6-dwumetylobenzimidazol i 1,2-dwuamino-4,5-dwumety-
lobenzen posiadajg aktywnosé¢ witaminy B;s. Jednak dla uzyskania tego
samego wzrostu zwierzal doSwiadczalnych dawki badanych zwigzkow mu-
sialy przewyzszac okoto 10 000 razy iloSci podawanej w diecie witaminy Bys.
W tej samej pracy wykazano, ze 5-metylobenzimidazol posiada réwniez ana-
logiczne wiasnosci, cho¢ nieco stabiej zaznaczone. Brak aktywnosci biolo-
gicznej wykazal szereg ‘nastgpujacych zwigzkow: benzimidazol, 1-metylo-,
2-metylo-, 4-metylo- oraz 4,6-dwumetylo-benzimidazol. 2,5-dwumetyloben-
zimidazol posiada nawet wlasnoéci inhibitora wzrostu. Do podobnych wnio-
skow dochodzag Cooperman i inni (3). Potwierdzaja oni w doswiad-
czeniach na szczurach i kurczetach biologiczng czynnos¢ 5,6-dwumetyloben-
zimidazolu i 1,2-dwuamino- 4,5-dwumetylo-benzenu i zarazem stwierdzaja,
7e najaktywniejszym zwigzkiem jest 1-a-D-riboluranozydo-5,6-dwumetylo-
benzimidazol, glukozydowe polgczenie 5,6-dwumetylobenzimidazolu wyste-
pujace w czasteczce witaminy By.. Natomiast szereg pochodnych o-fenyle-
nodwuaminy okazalo si¢ w badaniach Lambooy‘a i Haley‘a (4) bio-
logicznie nieczynnymi. Nalezg tu: 4-metylo-1,2-dwuaminobenzen, 4-etylo-
-1,2-dwuaminobenzen, 4,5-dwuetylo-1,2-dwuaminobenzen i 4-chloro-5-metylo-
-1,2-dwuaminobenzen.

Pierwszym badaczem, ktory zwrdcil uwage na mozliwosé wykorzystania
5,6-dwumetylobenzimidazolu przez drobnoustroje lub tkanki ustrojowe do
biosyntezy witaminy Byo, byl Sahashi i inni (5). Wykazali oni, ze do-
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datek 20 mg 5,6-dwumetylobenzimidazolu na 1 litr pozywki syntetycznej
Dulanaya zwigksza do 1509% produkcje witaminy By. przez drobnoustroje
z rodzaju Streptomyces. Stwierdzili on1 rowniez, Ze roztarta miazga watroby
kurzej wykorzystuje 5,6-dwumetylobenzimidazol do syntezy substancji ak-
tywnych. W badaniach tych aktywnos¢ oznaczano na drodze mikrobiologicz-
nej. 5,6-dwumetylobenzimidazol 1 1,2-dwuamino-4,5-dwumetylobenzen s3
same nieczynne wobec Lactobacillus lactis Dorner (2). Jednak dotychczas
brak bylo bezposrednich dowodow na to, ze 5,6-dwumetylobenzimidazol bgdz
1,2-dwuamino-4,5-dwumetylobenzen, badz 5-metyiobenzimidazol sg wykorzy-
stywane przez drobnoustroje czy tkanki organizméw wyzszych do syntezy
witaminy Bjs.

W pracy niniejszej przedstawiono wyniki badan stwierdzajgacych wyko-
rzystywanie, 5,6-dwumetylobenzimidazolu (I) do syntezy witaminy Bj.
przez bakterie kwasu propionowego. Podobnie 5-metylobenzimidazol (II)

N N

CH,

N N
CH.(/(? (/n
CH, Y H s H

I an

zwigzek, ktory okazai si¢ réwniez biologicznie czynny w doswiadczeniach
Emersona i innych (2), wykorzystywany jest przez bakterie kwasu propio-
nowego do syntezy odpowiedniej pochodnej witaminy Bys : 5(6)-metyloben-
zimidazolo-cjano-kobalaminy. Nastepujace benzimidazole nie okazaly sig
prekursorami biosynlezy odpowiednich witamin: 4,7-dwumetylo-, 2-propylo-
-4,7-dwumetylo-2-propylo-5-metylo-benzimidazol.

Leviton i Hargrove (6) pierwsi zwrécili uwage na zdolnos¢ syn-
tezy witaminy B;s przez bakterie kwasu propionowego. Stwierdzili oni, ze
szczep Propionibacterium-freudenreichi (ATCC 6207) produkuje znaczne
ilosci witaminy By,. Wedlug badan tych autoréw glownym produktem syn-
tezy byta witamina Bj., obok mniejszych ilosci wilaminy Bys.

Analogiczne badania prowadzone w naszej pracowni wykazaly, ze szczep
bakterii kwasu propionowego — ktérym dysponowalismy — oznaczony jako
Propionibacterium shermanii, syntezuje obok tylko nieznacznych ilosci wi-
taminy B,. inng, nie znang dotychczas witaming (lub witaminy) z grupy
witamin By, (7). Witamina ta nie zawiera ugrupowania benzimidazolowego
w czgsteczce. Nazwano ia witaming Byzp.

Szczep Propionibacterium shermanii okazal si¢ dogodnym obiektem dla
badania prekursorow syntezy witamin grupy Biz. W obecnosci w pozywce
wykorzystywanych benzimidazoli produkcja witaminy Bys, spada praktycz-
nie do zera, a na jéj miejsce pojawia sie odpowiednia witamina z wigczong
czgsteczka benzimidazolowg.
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Czes¢ doswiadczalna

Zwiazki uzyte do doswiadczen:

5-meiylobenzimidazol. Zwiazek {en syntetyzowano wychodzace z p-to-
luidyny na nastepujacej drodze: p-toluidyna — p-acetylotoluidyna — 2-nitro-
4-metyicacetyloanilina — 2-nitro-4-metyloanilina — 4-metylo-1,2-dwuamino-
benzen — 3-metylobenzimidazol. Reakcj¢ nitrowania p-acetyloaniliny i hy-
drolizg¢ otrzymanej pochodnej nitrowej przeprowadzano w nastgpujacy spo-
séb: 32 g p-acetyloaniliny wprowadzano malymi porcjami do mieszaniny
200 ml stgzonego kwasu azotowego i 80 mi stezonego kwasu siarkowego,
ozigbionej do temperatury —10°, W cZasie wprowadzania acetylotoluidyny
temperatura mieszaniny nitrujacej nie przekraczala —5°. Po wprowadzeniu
calosci acelylotoluidyny ciecz mieszano jeszcze jedng godzing, utrzymujac
temperature —5° po czym produkt wlewano do wody z lodem (600 g).
Wyltrgcony osad odsgczano, przemywano wodg, nastepnie krystalizowano
z wodnego acetonu. Otrzymang 2-nitro-4-metylo-acetyloaniling poddawano
w caloSci hydrolizie. W tym celu produkt rozpuszczano w 180 ml etanolu,
zadawano 160 ml wody i alkalizowano 20 ml 7n NaOH. Roztwér ogrzewano
1,5+godz. w temp. 80°. Po odstawieniu palnika, w miarg ostudzania, kry-
stalizowala 4-metylo-2-nitroanilina. T. t. 118,5°. Wydajnos¢ 65%. Redukcje
nitroaniliny przeprowadzano za pomocg Zn i Na;S,04 w alkoholowo-wod-
nym roztworze NaOH lub za pomoca Sn i HCI (8). W ostatnim wypadku
Sn usuwano za pomocg siarkowodoru, a roztwdr chlorowodorku fenyleno-
dwuaminy zageszczano w prozni do krystalizacji zwigzku. 5-metylobenzimi-
dazol olrzymano z 1,2-dwuamino-4-metylobenzenu metodg Phillipsa (9).
Temperatura topliwosci czystego zwigzku 113°.

2-propylo-5-metylo-benzimidazol otrzymano w analogiczny sposéb jak
5-metylobenzimidazol, ogrzewajgc 4-metylo-1,2-dwuaminobenzen z kwasem
mastowyni (Merck puriss) w 4n HCl. Produkt krystalizowano z wodnego
alkoholu. Temperatura topliwosci 158°. ‘

4,7-dwumetylobenzimidazol otrzymano wedlug Smitha i Steinleya
(10) wychodzgc z mieszaniny dwunitro-p-ksylenéw. Mieszaning dwuni-
iro-p-ksylenéw otrzymano wkraplajac wérod energicznego mieszania 100 ml
p-ksylenu (British Drug Houses) do 300 ml dymigcego kwasu azotowego.
Naczynie z kwasem chlodzono zewnatrz wodg z lodem w. ten sposéb, by
temperatura mieszaniny reagujacej wahata si¢ w granicach 20 — 30°. Po
wkropleniu calosci p-ksylenu, ciecz mieszano jeszcze pot godziny (25°), po
czym wlewano do ca 1 | wody z lodem. Wytracony osad — po przemyciu
wodg i wysuszeniu — redukowano cyng i HCl. Po skoriczonej reakeji re-
dukcji cyng usuwano siarkowodorem i po odsgczeniu siarczkow klarowny
i bezbarwny przesgcz zageszczano pod zmniejszonym cisnieniem do malej
objetosci. Z roztworu tego krystalizowaly chiorowodorki odpowiednich
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fenylenodwuamin. Temperatura topliwosci 4,7-dwumetylobenzimidazolu
265 — 266° (266 — 267° wg Smitha i Steinleya) (10).

2-propylo-4,7-dwumetylobenzimidazol olrzymano ogrzewajgc mieszaning
wymienionych wyzej chlorowodorkéw p-dwumetylo-fenylenodwuamin z kwa-
sem maslowym. Temperatura topliwosci 218 — 219°.

5,6-dwumetylobenzimidazol. Zwigzek ten otrzymano na drodze nastepu-
igcych przemian: p-nitrololuen — 2-chlorometylo-4-nitrotoluen — 4-0-ksy-
lidyna — 4,5-dwumetylo-acetyloanilina — 2-nitro-4,5-dwumetyloacetyloani-
lina — 2-nitro-4,5-dwumetyloanilina — 1,2-dwuamino-4,5-dwumetylo-ben-
zen — 5,6-dwumetylo-benzimidazol.

2-chlorometylo-4-nitretoluen otrzymano kondensujac p-nmitrotoluen z ete-
rem dwuchlorodwumetylowym metoda Sahashi i innych (11) w modyfikacji
Berezowskiego i innych (12). Eter dwuchlorodwumetylowy otrzy-
mano wg Schneidera (13). Redukcje 2-chlorometylo-4-nitrotoluenu
przeprowadzono elektrolitycznie (14). Po przeprowadzeniu 4-o-ksylidyny
w odpowiedni acetyloanilid za pomoca bezwodnika kwasu octowego dalszy
szereg reakcji wykonano w sposob stosowany do otrzymywania 5-metylo-
benzimidazolu. Temperatura topliwosci 5,6-dwumetylobenzimidazoiu 206°
(termometr ze skrécong skalg). Brink i Folkers (1b) podajg 204—5°.

Wszystkie badania widmowe przeprowadzono na spektrofotometrze
kwarcowym Unicam Cambridge model SP500.

Metoda badania prekursorow

Do 900 ml pozywki umieszczonej w kolbie jednolitrowej dodawano w spo-
s6b jalowy 20 mg odpowiedniego benzimidazolu, rozpuszczonego w roz-,
cieficzonym roziworze kwasu solnego, po czym kolbg zaszczepiano 100 ml
inoculum (2-dniowa hodowla bakterii kwasu propionowego). Po 7 — 10
dniach fermentacji, ktérg prowadzono wg melody opisanej w innym miej-
scu (7), zawiesing bakterij odwirowywano i witaminy grupy B, izolowa-
no, jak w opisanej uprzednio metodzie iloSciowego oznaczania witaminy Bj»
na drodze spektrolotometrycznej (15). Otrzymany koncentral dodatkowo
oczyszczano, ekstrahujac witaming z roztworu stabo zakwaszonego do pH
5,5, 35% roztworem fenolu w chloroformie i reekstrahujgc ja woda po uprzed-
nim oddestylowaniu w prozni chloroformu i zadaniu ekstratu ifenolowego
10-krotng objetoscia eteru. Nastepnie badano widmo absorpcyjne tak oczysz-
czonego koncentratu w zakresie fal diugosci 270 do 600 mu. W probie kon-
trolnej (bez dodatku prekursora) powstawala witamina Bjs,, charakteryzu-
jaca si¢ maksimami absorpcji (7) dla fal o diugosciach 355 i 500 mu (slabe
maksimum przy 530 mu). Zmiana widma absorpcyjnego badanych prob
swiadczyla o wylWorzeniu si¢ innych witamin grupy Bjas.
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Z badanych prekursoréw tylko 5,6-dwumetylo- i 5-melylo-benzimidazol
wywolal zmiang widma absorpcyjnego z pojawieniem si¢ maksimow dla fal
o dlugosciach 362 i 550 mu (dla obu préb). Z tych {ez wzgledow zajgto sie
szerzej badaniem tych prekursoréw. We wstepnych badaniach ilosciowych
siwierdzono, ze dodatek 20 mg 5,6-dwumetylobenzimidazolu na 1 1 po-
zywki powoduje zwigkszenie si¢ iloSci biosyntetyzowanych witamin o 60%
w porownaniu ~ proba kontrolng. W doswiadczeniach {ych wzrost stgzenia
badano wzrostem ekstynkcji otrzymanych konceniratow, zadanych nadmia-
rem NaCN dla fali o diugosci 582 muw. W warunkach tych z badanych wita-
min tworzg si¢ kompleksy dwucjanowe, posiadajgce dla tej dlugosci fali
maksimum absorpcji. Nalezy tu zaznaczy¢, ze analogiczne proby przeprowa-
dzone w hodowlach promieniowca Streptomyces griseus (16) daly wynik
negatywny. Dodatek 5,6-dwumetylobenzimidazolu nie wplywal na poziom
wytwarzanej witaminy Bj,.

09

07

03

or}

w0 m M Wm0 %0 0 mu
Rys. 1. Widmo absorpeyjne witaminy Bya wyodrebnionej z bakterii kw
propionowego

Na osi rzednych oznaczono wartosSci ekstynkcji (gestosci optycznej)
Na osi odcigtych dlugos¢ fal w milimikronach.

IZOLOWANIE WITAMIN

W celu izolowania powstalych witamin grupy B;2, wylworzonych przez
bakterie kwasu propionowego na pozywce zawierajgcej 5,6-dwumetylo- lub
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5-metylo-benzimidazol, nastawiono 100 litrowe hodowle (w kolbach po 10 1),
dodano 2,00 g odpowiedniego prekursora i przeprowadzono fermentacje
w zwykly sposéb (7). Po skoficzonej fermentacji zawiesing bakterii odwi-
rowano na wiréwce typu Sharples (ok. 20 000 obr/min.), po czym witamine
wyodrebniano i krystalizowano wg opracowanej uprzednio metody (17).
W lugach pokrystalicznych stwierdzono obecnosé tylko bardzo nieznacznych
ilosci witaminy B,2,, pochodzacej by¢ moze z komorek bakteryjnych zawar-
tveh w inoculum , do kidrego nie dodawano prekursoréw. Srednio otrzymy-
wano od 50 — 60 mg kryst. witamin ze 100 litrowej hodowli.

BADANIE WLASNOSCI OTRZYMANYCH WITAMIN

Otrzymane w stanie krystalicznym witaminy przebadanv pod wzgiedem
lizykochemicznym oraz wsigpnie mikrobiologicznie. Obie witaminy posia-

; |

a7

01

W W B0 W W m m B0 W B
Rys. 2. Widmo absorpcyjne formy dwucjanowej witaminy B2 wy-

odrgbnionej z bakterii kw. propionowego
Na osi rzednych oznaczono wartoSci ekstynkcji (gestosci optycznej).
Na osi odcigtych dlugo$¢ fal w milimikronach.
daja identyczne widma absofpcyjne (rys. 1) z eharaklerystycznymi dla wi-

taminy B, maksimami: 278, 305, 322, 362, 520 i 550 mu (podkreslone glow-
ne maksima). Minima absorpcji przypadaja dla ial o dlugo$ciach: 266, 300,
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315, 331, 430—35 i 530 mu. Rowniez widma absorpcyjne rozlworéw obu
witamin po zadaniu ich nadmiarem. NaCN sg charakterystyczne dla kom-
pleksu dwucjanowego witaminy B;s (rys. 2). Roziwory witamin reagujg
z roztworem chioraminy T z utworzeniem sig¢ [fioletowo zabarwionej
pochodnej (Swiezo przyrzadzone roztwory chloraminy T reaguja znacznie
wolniej), zmieniajgc zabarwienie na niebieskie po zadaniu krysztalkiem
NaCN. Widma absorpceyjne tak . otrzymanych pochodnych sg identyczne
z widmami absorpcyjnymi produktow. chlorowania witaminy By, (18).
W badaniach mikrobiologicznych obie otrzymane witaminy byly réwnie
czynne, jak witamina By». Czynnos¢ mikrobiologiczng badano za pomocg
szczepu E. coli mutans metodg plytkowa (19), mierzgc powierzchnig strefy
wzrostu drobnoustroju lub wazgc wykrojong plam¢ wzrostu, skopiowang
uprzednio na kalce technicznej, oraz za pomocg Euglena gracilis metodg
uprzednio opublikowang (20). W metodzie z Euglena gracilis wzrost pier-
wotniaka mierzono przepuszczalnoscig swiatla hodowli na fotokolorymetrze
Leitza przy uzyciu czerwonego filtru.
Tablica 1 podaje wyniki oznaczenia wzrostu Euglena graciits.

Tablica 1
Poréwnanie wzrostu Euglena gracilis

\ Witamina Witamina Witamina otrzy- | Witamina otrzy-
X B,, mana z pozyw- | mana z pozyw-
\Svtif:;l?ml otrzymana z ki z 5,6-dwume- ki z 5-metylo-
Streptomy- tylobenzimida- benzimidazo-

ces griseus zolem zolem

1 99x/ 97,5 100

5 95 94,5 94,5

20 75 74 82,5

100 63 60,5 59,5

*) % przepuszczalnoSci Swiatla.

Doswiadczenia z Euglena gracilis wykonal dr K. Zodrow, za co skladam mu na tym miejscu ser-
deczne podzigkowanie.

BADANIE STRUKTURY OTRZYMANYCH WITAMIN

Na podsltawie dotychczasowych badan nalezalo przypuszczal, ze otrzy-
mane witaminy roznig si¢ miedzy sobg tylko czescig benzimidazolowa.
Pierwsza z nich powinna zawieraé¢ 5,6-dwumetylobenzimidazol, druga 5-me-
tylobenzimidazol. W celu sprawdzenia tej hipotezy otrzymane witaminy pod-
dano hydrolizie kwasowej (1b, 21). Z hydrolizatéw wyodrgbniono benzimi-
dazole, po czym identyfikowano je na drodze widmowe;.
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Hydroliza witamin. Okolo 5 mg kryslalicznej witaminy roz-
puszczano w, 1 ml 6n HCI, roztwor zatapiano w rurze szklanej 1 ogrzewano
10,5 godzin w temperaturze 153°. Po ostygnigciu rur¢ otwierano, roztwor
sgczono w celu usunigcia nierozpuszczalnych zanieczyszczen, po czym kla-
rowny przesgcz odparowywano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Su-
chg pozostalos¢ rozpuszezano w okolo 10 ml wody, dodawano kilka kropli
In HCI, po czym ekstrahowano 2 razy chloroformem (po 10 ml), ktdry od-
rzucano. Nastepnie za pomocg 10% NaOH doprowadzano pH roztworu do
wartoSci 8 i ponownie ekstrahowano chloroformem (4 razy po 10 ml).
Ekstrakiy chlorolormowe sgaczono do kolbki prézniowej, chloroform oddesty-
lowywano pod zmniejszonym cisnieniem, a suchg pozostaloS¢ rozpuszczano
w 0,In HCI, po czym badano widmo absorpcyjne w ultrafiolecie. Kwasny
roztwor alkalizowano kilkoma kroplami 10% NaOH i ponownie badano wid-
mo absorpcyjne. Jednocze$nie przebadano w analogiczny sposob widma
absorpcyjne wszystkich badanych tu syntetycznych benzimidazoli. Badania
te wykazaly idenlycznos¢ widm produktow syntetycznych 5,6-dwumetylo-
i 5-metylobenzimidazolu z benzimidazolami wyodrebnionymi~z odpowied-
nich witamin, pierwszej otrzymanej z hodowli z 5,6-dwumetylobenzimida-
zolem, drugiej z hodowli z 5-metyllobenzimidazolem jako prekursorami.

W tablicy 2 zestawiono dlugosci fal maksimow i miniméw widm absorp-
cyjnych 5,6-dwumetylo- i 5-metylo-benzimidazolu: substancji syntetycznych
i wyodrebnionych z witamin w roztworach kwasnych i alkalicznych.

Tablica 2

Dlugosci fal maksiméw i miniméw benzimidazoli syntetycznych i wyodrgbnionych z odpo-
wiednich witamin w roztworach kwasnych 1 alkalicznych (w milimikronach)

i Roztwory kwaéne Roztwory alkaliczae
' maksima l minima maksima | minima
{
245; 274—6; | 235;250—55; | 246—47, 5; | 227,5; 262;
; 5,6-dwume- | SYntetyezny 283 280 280; 285 282
RV R R 245; 274—6; | 235—37,5 246
midazol : : 45; 27 > —3/,9; > 25.262: 2
X Wiy 283 250—55:280 | 279—80; 285 | 225 2621282
: 242; 5—245; 245 —47, S; | 227.5—30;
» ’ 255. 277 ) ’ ) ’
S-metylo- | SYRIELYSENY | Hm3.980 ’ 276; 281—82 | 262; 279—80
BEOR N 242 227: 5—3
zol s 42,5 255. 277 .76 ; 5—30;
Z witaminy 273 74:280 55:.27 245; 276; 281 260; 279

Rysunek 3 przedstawia wykres widm absorpcyjnych w roztworach kwas-
nvch omawianych benzimidazoli.

Dodatkowo starano sig rozdzieli¢ oba benzimidazole metodg chromato-
grafii bibulowej. Badania te nie daly pozytywnych wynikow, gdyz mimo
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5-metylo - benzumda 2ol

I T e i

—48 - dwumelylo - benzimidazol

220 2;0 : 2;0 0 3 s.:,.?m,.
Rys. 3. Widma absorpcyjne 5-metylo- i 5,6-dwumetylo-benzimi-
: dazoli.

Linie ciagle — produkty syntetyczne. Linie przerywane — pro-

dukty wyodrg¢bnione z witamin. Na osi rzgdnych oznaczono

warto$ci ekstyncji (gestoSci optycznej). Na osi odcigtych dlu-
go$¢ fal w milimikronach.

Tablica 3
Wartosai Rf dla 5,6-dwumetylo- i 5-metylo-benzimidazolu
Rozpuszczalnik *) R¢
1. Alk. izoamylowy: In HCI (1:1) 0,32
2. Alk. izobutylowy: In HCI (1 : 1) 0,66
3. Octan butylowy: In HCI (1:1) 0,00
4. Octan butylowy: izopropano!: In HCI(2:1:2) 0,05
5. Octan butylowy: izopropanol: In HCl (1:1:1) 033
6. Octan butylowy: cykloheksylamina: woda (5:2:3) :
0,91
kw. octowy
7. Octan butylowy: cykloheksylamina:
woda (5:2:4:5) pH 6,5 0,35

*) Rozpuszczalniki mieszane w stosunkach objetoSciowych.
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stosowania szeregu rozpuszczalnikéw otrzymane wartosci Ry dla 5,6-dwu-
metylo-, i 5-metylo-benzimidazolu byly jednakowe. Chromatografowano na
bibule Whatman nr 1 metoda wstepujacg. Plamy benzimidazolu uwidacz-
niano spryskujac wysuszone chromatogramy amoniakalnym roziworem siar-
czanu miedzi. Tablica 3 zestawia wartosci Ry obu benzimidazoli dla réz-
nych rozpuszczainikow.

Dyskusja nad wynikami

Uzywany do badan szczep Propionobacterium shermanii ma ograni-
czong zdolno§¢ syntezy pierscienia benzimidazolowego, potrzebnego do bu-
dowy witaminy By,. Ma on natomiast zdolnos¢ wykorzystywania zawartych
w pozywce pewnych pochodnych benzimidazoli, a mianowicie 5,6-dwumetylo-
i 5-metylo-benzimidazolu do syntezy witamin grupy B;.. Utworzone w ten
sposob witaminy powinny by¢ wobec tego biologicznie bardziej stabilne
od witaminy Bj.,. syntetyzowanej pod nieobecnos¢ zwigzkow benzimi-
dazolowych w pozywce. Zaznacza si¢ tu szczegolna selektywnos¢ bak-
terii kwasu propionowego w. wykorzystaniu pochodnych benzimidazo-
lowych. 4,7-dwumetylo-, 2-propylo-, 4,7-dwumetylo-, 2-propylo- 5-metylo-
benzimidazole nie sa prekursorami biosyntezy witamin grupy B;.. Wydaje
si¢ rzeczg prawdopodobng, ze selektywnos¢ ta jest zwigzana z odpowiednig
deformacja pierscienia benzenowego w benzimidazolu i blokowaniem aktyw-
nych miejsc w jego czgsteczce. Efros (22) zajmujac si¢ badaniem po-
chodnych benzimidazolu dochodzi do wniosku, ze ugrupowanie imidazolowe
wywoluje znaczng deformacje¢ pierScienia benzenowego w benzimidazolu,
prowadzaca do wzrostu energii wiazania podwdjnego miedzy wspolnymi
dla pierscienia benzenowego i imidazolowego atomami wegla, oraz migdzy
atomami 4—5 i 6—7 a oslabieniem tej energii dla wigzania migdzy ato-
mami 5—6 az .do wartoSci charakterystycznej dla wigzania pojedynczego.
Nadto wg Eirosa polozenie 5 i 6 jest znacznie bardziej aktywne niz polo-
zenie 4 i 7, a podstawniki w polozeniu 5 i 6 tytko w bardzo slabym stop-
niu wplywaja na siebie. Bardzo zblizone widma absorpcyjne 5-metylo-
i 5,6-dwumetylo-benzimidazolu wskazuja na podobny stan ukladu elektro-
nowego w obu czgsteczkach, a zatem na analogiczna deformacje.

Badania chemiczne i mikrobiologiczne wskazuja, ze syntetyzowana przez
bakterie kwasu propionowego witamina (na pozywce zawierajgcej 5,5-dwu-
metylo-benzimidazol) jest prawdopodobnie identyczna z wilaming By2 wy-
odrebniong z innych naturalnych Zrédel, na przykiad z hodowli Sireptomyces
griseus (17). Preparat ten oddano do przebadania klinicznego.

W Swietle przedstawionych badan wydaje si¢ bardziej racjonalne nazy-
waé witaming B;» 5,6-dwumetylobenzomidazolo-cjano-kobalaming zamiast
jak dotychczas cjanokobalaming, zostawiajgc nazwe kobalaminy tylko dla
tej czeSci czasteczki, ktora po hydrolizie zawiera atom kobaltu.
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Druga otrzyinang w iej pracy witaminge mozna nazwac 5 (6)-metylo-ben-
zimidazolo-cjano-kobalaming. Propozycja ta ma i to uzasadnienie, ze zna-
leziono witaminy (23) rézniace si¢ od witaminy B{» tylko obecnoscig adeniny
lub 2-metyloadeniny w miejsce 5,6-dwumetylobenzimidazolu.

W mysl proponowanej nomenklatury mozna by je nazwadé adenino- bgdz
2-metyloadenino-cjano-kobalamina.

Wstepne badania mikrobiologiczne wykazaly, ze 5(6)-metylobenzimida-
zolo-cjano-kobalamina jest czynna zaréwno wobec E. colt mutans, jak i wobec
Euglena gracilis, tak jak witamina By,. Jest rzeczg znang, ze niektére synte-
tyczne flawiny, jak 6-metylo- i 7-metylo-9- (1-ribitylo)-izoalloksazyny, bedace
w pewnym sensie analogami 5(6)-metylobenziimnidazolocjanokobalaminy,
wykazujg czynnos¢ biologiczng ryboflawiny, cho¢ w mniejszym slopniu.
Brak zdolnosci wykorzystywania '5,6-dwumetylobenzimidazolu z pozywki
przez Sireptomyces griseus wskazuje na inny mechanizm biosyntezy wita-
miny B;. przez obydwa drobnoustroje. Przedstawione {u badania rzucaja
nowe Swiatlo na biologiczng czynnos¢ pochodnych benzimidazoiu w bada-
niach zywieniowych i mikrobiologicznych.

Skladam serdeczne podzigkowanie asyslentowi technicznemu K. N o w a-
kowskiej za pomoc przy wykonywaniu tej pracy.

Skladam rowniez podzigkowanie drowi Reinholzowi za umozli- -

wienie mi korzystania z ultrawiréwki Sharplesa oraz dr Iwanowskiej
z Instytutu Lekow w Warszawie za uzyczenie nam, szczepu E. coli mutans.

Streszczenie

Wykazano, ze szczep bakterii kwasu propionowego Propionibact. sher-
manii, hodowany na pozywce zawierajacej 5,6-dwumelylobenzimidazol,
wytwarza witaming By, (5,6-dwumetylobenzimidazolo-cjano-kobalaming)
w miejsce witaminy By, syntetyzowanej pod nieobecnos¢ zwigzku benzimi-
dazolowego. Otrzymana w ten sposob witamina B;z nie rozni si¢ pod wzgle-
dem fizykochemicznym i mikrobiologicznym od witaminy B;, wytwarzanej
przez Streptomyces griseus.

W analogiczny sposéb ofrzymano po raz pierwszy pochodng witaminy
Bi2, a mianowicie 5(6)-metylobenzimidazolo-cjano-kobalaming, gdy hodo-
wle prowadzono na pozywce zawierajacej 5-metylobenzimidazol.

Wstepne badania wykazaly, ze ostatnia witamina jest rowniez mikrobio-
logicznie aktywna wobec E. coli oraz Euglena gracilis. Widma absorpcyjne
obydwu witamin s3 identyczne. 4,7-dwumetylo-, 2-propylo-4,7-dwumetylo-
i 2-propylo-5-metylo-benzimidazole nie sg prekursorami biosyniezy odpo-
wiednich witamin grupy Bjs.

Promieniowce z rodzaju Sireptomyces griseus, hodowane na zwyklych
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produkeyjnych pozywkach, nie wykorzystujg 5,6-dwumelylobenzimidazolu
do wzmozonej syntezy witaminy B;,. Zaproponowano nowa nomenklature
dla witamin grupy B;2. W my$l propozycji witamina By, otrzyma nazwe
5,6-dwumetylobenzimidazolo-cjano-kobalaminy.
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IIPEKYPCOPBI BMOCUMHTE3A BUTAMWHA Bi2

Coaepxanue

Ycranosaeno, uto mramm GakTepHit NMPONMMOHOBOW KHCAOTHI Propionibact.
shermanii, KyAbTHBHpOBaHHDIII Ha NHTATEAbHOH cpeae cozepmauiedn 5,6-aume-
THA-GeH3uMHAa30A o6pasyer ButamuH Bis (5,6-aumeTnaGensumugazornuan-
ko6aAbTaMHH) BMecTo BHTamMuHa Bi2, cHHTeTH3HpOBaHHOro 6e3 yvacTHsi TOro
coegunenus. [loayuennpiii Takum o6pasom Buramun Bis He oTanuaercs cBomMu
(OHU3MKOXHMHYECKHMH M MHKPOGHOAOTMUECKHMH CBOHCTBAMH OT BHTamHHa Bi:
o6pasoBanHoro mrammom Streptomyces griseus. AnarornyHo Gbiaa mMoAydeHa
nepBbIf pa3 NpousBoaHas BHTamuHa Bia.

5,6-MeTHAGEH3MMHAA30A-UHAH-KOBAADTAMHH NpH pocTe GaKTepHii Ha IHTA-
TEABHOH cpeje coaepxaiiedt 5 meTurGensumuaason. Berynureabnbre uccaezosa-
HHA OOHAapyXHAHM, 4YTO STOT BHMTaMHH MHKpoGHorormuecku axtuen E. Coli
u Euglena gracilis). Cnexktpbr noraomenns obeux sutamunoB uzentnunb. Coe-
aunenns 4,7-anmernn,2-nponur-4,7 aumetur u 2-mponuA-5 meTHA-Gen3nMHAA30-
Abl He ABAAIOTCS NMPEKYPCOPOoM GHOCHHTE3a COOTBETCTBYIOIIMX BHTAMHHOB I'pYIMIbI
Bi2. Axkrtnnomuuernt us Buza Streptomyces griseus KyAbTHBHpOBAaHHBIE Ha
OGbIKHOBEHHDIX ITHTATEABHBIX CpeAaX He HCIOAb3YIOT 3,6-auMeTHAGEH3NMHIa30AA
ara cuutesa Butamuna Biz. [lpearoxena moBas momenkaaTypa AAsS BHTAMHHOB
rpyrmnbt Bia, na ocHoBannn xoropoii uramun Bjs momxno massate 5,6-auMerHA-
6eH3MMH1a30A-HAH-KO6aAbTaAMHH.

Astop Bbipamaer ray6okyio 6GAarozapHOCTb TEXHHYECKOMY ACCHCTEHTY
K. Hosaxosckoii 3a momowp B sroit paGore, zokrtopy Peiinroabuy 3a paspe-
LIeHHE MOAb30BaTbCsA BO BpeMs paboTbl yAbTpauentpudyroi Sharples’a, a rakxke
aokrop Hsanosckoit na Bapmasckoro (Dapmauestnueckoro Mucruryra sa mo-
Ayuennbii wramm E. Coli.

BIOSYNTHETICAL PRECURSORS OF GROUP B;s VITAMINS
Summary

It has been shown that a propionic acid bacterial sirain of Propioni
bact. shermanii, cultivated on a medivm containing 5,6-dimethylbenzimida-
zole, produces vilamin B,, (5,6-dimethylbenzimidazol-cyano-cobalamin) in
place of vitamin Bys, synthesised in the absence of benzimidazole com-
pounds. The vitamin By, obtained in this way does not differ physico-
chemically or microbiologically from vitamin By, produced by Streptomyces
griseus. ;

An analagous procedure has resulted, for the lirst time, in the production
of a vitamin B;, derivative, 5(6)-methylbenzimidazole-cyang-cobalamin,
when the cullure medium contains 5-methylbenzimidazole.

Initial tests have shown that the latter vitamin is equaily active micro-
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biologically against E. coli as wall as Euglena gracilis. The absorption
spectrum of both vitamins is identical.

4,7-dimethyl-, 2-propyl-4,7-dimethyl- and 2-propyl-5-methyl-benzimidazole
are not biosynthetical precursors of group B,z vitamins. Of the type
Streptomyces griseus, cuitivated on on commercial media, do not use 5,6-di-
methylbenzimidazole for increased synthesis ol vitamin Bjs.

A new nomenclature is proposed for the vitamin By, group, according
to which vitamin B;» would be known as 5,6-dimethylbenzimidazole-cyano-
cobalamin.
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