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MARIAN SZYMONA

POWSTAWANIE KWASU PIROGRONOWEGO 
W PREPARACIE ACETONOWYM MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

H37Ra

Zakład Chemi Fizjologicznej A. M. w Lublinie 
Kierownik: prof. dr J. Opieńska-Blauth

W edług spostrzeżeń E d s o n a (2) kwas pirogronowy powstaje 
w preparacie  acetonowym  M. phlei w warunkach anaerobow ych i przy 
udziale błękitu metylenowego, w warunkach aerobowych natomiast 
tworzy się z mleczanu prawie wyłącznie kwas octowy.

W  niniejszym doniesieniu stwierdzono metodą chromatografii bibu
łowej pow staw anie  kwasu pirogronowego w preparacie acetonowym. 
M. tuberculosis  H37Ra, inkubowanym w warunkach tlenowych bez do
dawania z zewnątrz akceptora wodoru.

Metody i wyniki doświadczeń

Drobnoustrój pochodzący z Instytutu Gruźlicy w W arszaw ie hodo
wano na pożywce Loewensteina. W  okresie optymalnego wzrostu masę 
bak tery jną  po przemyciu od składników podłoża dezintegrowano za po
mocą acetonu (2,7). O trzym any proszek rozcierano w moździerzyku 
baktery jnym  z buforem fosforanowym 0,03 M przy pH ok. 7, w ilości 
40— 100 mg/2 ml buforu. Doświadczenia polegały na inkubowaniu za
wiesiny w ciągu 2—3 godz w termostacie lub w aparacie W arburga  (9) 
przy 37° w obecności powietrza, ew. z dodatkiem mleczanu sodowego 
(stężenie końcowe 0,05 M). Inkubację przerywano przez dodanie 0,1 obję
tości 30% CCI3 CO O H . Bezbiałkowy przesącz poddawano analizie chro
matograficznej. Stosowano bibułę W hatm ana nr 1 i nr 3 bez uprzednie
go przem ywania czy też kondycjonowania. W  celu oddzielenia kwasu 
pirogronowego od innych związków opracowano układ 1) składający

1) Przy poszukiw aniu  uk ładu  celow e okazało się — ze w zględu na oszczędność cza- • 
su i m ateriału  — w ykonyw anie próbnych chrom atogram ów  w postaci m ałych pasków  
(o w ym iarach 1,3 X 14 cm), k tó re  „rozw ijano" w zw ykłych probów kach, zaw iera 
jących  różne rozpuszczalniki lub uk łady  rozpuszczalników .
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4 M . S Z Y M O N A [2]

się z n-propanolu, p irydyny i wody w stosunku 6 :2 :1. Zadowalające w y
niki dawały również układy złożone z n-butanolu( pirydyny, wody (1,5 ). 
Rozwijanie się chromatogramów prowadzono sposobem wstępującym 
bądź zstępującym w kamerach szklanych przy 20—30° w ciągu 4— 6 godz. 
Kwas pirogronowy wywoływano roztworem AgNC>3 (8), w postaci cha-

Rys. 1. Pow staw anie kw asu pirogrono- 
w ego (B) w preparacie  acetonow ym  

M. tuberculosis H37J?a 
a  — próba początkow a 
b — ,, inkubow ana bez substra tu
c —  ,, ,, z substratem
E — plam y estrów  heksozofosforow ych 

(2).

Rys. 2. Iden ty fikacja  kw asu p irogrono- 
wego

a — plam a badana (B) 
b — plam y p repara tu  kontro lnego 
c — a +  b.

rakterystycznej, szarobrunatnej plamy, która występowała zwykle póź
niej niż plamy związków aldehydowych. Zieleń bromokrezolowa oraz 
inne wskaźniki, używane do wyw oływania kwasów tłuszczowych (6 ), 
okazały się mniej dogodne z powodu obecności w badanym  materiale  
soli mineralnych, dających dodatkowe plamy.

Chromatogram (rys. 1) przedstawia wyniki jednego z wielu doświad
czeń, W  próbce (c), inkubowanej w obecności mleczanu sodowego, po 
jaw ia  się plama (B) odpowiadająca kwasowi pirogronowemu. Identyfi
kac ję  przeprowadzono na chromatogramie (rys. 2), gdzie porów nany zo
s ta ł związek badany (B) z kwasem pirogronowym kontrolnym. Ja k  w i
dać, preparat handlowy kwasu pirogronowego (L. Light & Ltd., Old 
Bowry Laboratories, W raysbury) stanowi mieszaninę dwóch związków 
redukujących, które w układzie n-propanol-pirydyna-woda w ykazują
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[3] P O W S T A W A N IE  K W A S U  P IR O G R O N O W E G O 5

dwie wyraźnie  rozgraniczone plamy. W  celu stwierdzenia, którą z dwóch 
plam kontrolnych stanowi kwas pirogronowy, wykonano dla p repara tu  
handlowego osobny chromatogram (rys. 3), z którego oba związki zostały 
po rozdzieleniu wyeluowane i sprawdzone próbami z nitroprusydkiem 
(4) i dwunitrofenilohydrazyną (2). Okazało się, że tylko związek eluowa- 
ny z odcinka (P) reaguje  z wyżej w y 
mienionymi odczynnikami w spo-

Kys. ó. u n rom atog ram  prepara- 
tyw ny. Bibuła W hatm ana n r 3.
K — pasek  ko n tro ln y  w yw ołany 
zielenią brom okrezo low ą w celu 
zlokalizow ania plam  na pozosta
łej części chrom atogram u. Linie 
przeryw ane oznaczają  g ranice p a 
sków odciętych  i przem yw anych 

w odą desty l.

sób charakterystyczny dla kwasu pirogronowego. Nie czyniono dal
szych prób w kierunku zidentyfikowania związku (X), nie występującego 
w proszku acetonowym  prątka gruźlicy. Należy dodać, że te same próby, 
wykonane na eluacie (otrzymanym w podobny sposób) z przesączu 
proszku acetonowego, dały wyniki pozytywne, co potwierdza tożsamość 
związków (P) i (B). Oprócz kwasu pirogronowego wykrywano po inku
bacji kwas octowy próbą z azotanem lantanu (4). W  kilku preparatach 
acetonowych obserwowano ślad dodatniej próby V o g e s-P r o s k a u e- 
r a w modyfikacji W e s t e r f e l d a  (10). Podobne doświadczenia w yko
nane dla porównania  przy użyciu proszku acetonowego M. phlei w ykaza
ły, że w obecności powietrza kwas m lekowy ulegał przemianie do kwasu 
octowego, czemu towarzyszyło in tensywne pochłanianie tlenu (rys. 4). 
Próby wykazania w tych doświadczeniach kwasu pirogronowego nie da
ły wyników pozytywnych. Natomiast p reparat acetonowy prątka gruźli
cy w analogicznych w arunkach pochłaniał znacznie mniejsze ilości tle
nu (rys. 4) i produkował oprócz kwasu octowego — kwas pirogronowy.

Rys. 4. Pochłanianie O2 przez p re 
p a ra ty  acetonow e: M. phlei (Ph) — 
35 mg i M. tuberculosis H37Ra 

(Tbc) — 40 mg.
Bufor fosforanow y pH 6,5. 

M leczan sodow y w końcow ym  
stężeniu  0,05 M.
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6 M . S Z Y M O N A

Otrzymane rezultaty przemawiają za działalnością w badanym prą t
ku systemu utleniającego kwas mlekowy. Powstawanie kwasu octowego 
świadczy o oksydatywnej dekarboksylacji, która według Y a m a m u- 
r a  i K u s u n o s e  (10) przebiega pod wpływem odrębnego enzymu 
w w arunkach aerobowych. W ydaje  sie, że zawartość lub aktywność 
wymienionego systemu jest różna u M. tuberculosis i M. phlei. Poparcie 
znajduje pogląd (11), że kwas pirygronowy i oksydazy kwasu mleko
wego występują u wszystkich szczepów prątków kwasoodpornych — 
zarówno saprofitycznych, jak  i gruźliczych.

Streszczenie

1. Stwierdzono metodą chromatografii bibułowej powstawanie kwasu 
pirogronowego w proszku acetonowym M. tuberculosis  H37Ra, inku- 
bowanym w obecności mleczanu w warunkach  aerobowych i bez do
datku błękitu metylenowego. Doświadczenia przeprowadzone w analo
gicznych w arunkach przy użyciu M. phlei nie wykazały kwasu pirogro
nowego.

2. Handlowy preparat kwasu pirogronowego, użyty jako kontrola, 
okazał się mieszaniną dwóch związków dających w układzie n-propa- 
nol-pirydyna-woda dwie plamy redukujące.

3. Poruszone zostały metodyczne szczegóły dotyczące chromatografii 
bibułowej.
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[5] POWSTAWANIE KWASU PIROGRONOWEGO 7

0 E P A 3 0 B A H M E  IIM PO B M H O rPA Æ H O ÏÏ K M CJIOTbl B A IJETO H O B O M  
n P E IIA P A T E  M. T U B E R C U L O S IS  H 37Ra

P  e 3 K) m e

1.  n PH noMoujM óyMaRiHofi xpoMaTorpacpKH noKa3aH npoyecc o6pa30saHH3 

bo B3BecH a^Tormoro npenapaTa M. tuberculosis H.-^Ra rmpoBHHorpa^HOH
KHCAOTbl H3 MOAOHHOH KHCAOTbl B HpHCyTCTBHH B03#yXa H 6e3 ÆOÔaBAeHHH Me-
THAeHOBOH chhh. B noaoÔHbix ycAOBHHx He HaÓAioAaAocb y M. phlei nHpOBH-
HOrpa/lHOH KHCAOTbl.

2. B KOHTpoAbHOM, ToproBOM npenapaTe nnpoBHHorpa^HOH khcaotm noAb- 
3yncb cHCTeMofi H-nponaiHaA-nHpHAHH-BOAa 6 : 2 : 1, 6mah o6«apyîKeHbi ^sa 
pe^yyHpyiouiHe nuTHa.

3 . OôcyHî^xeHO HeKOTopbie MeTOÆHnecKHe fleTaAH no xpo\iaTorpa(pHH nnpo- 
BHHOrpaAHOH KHCAOTbl.

FORM ATION OF PYRUVIC ACID IN ACETONE-POWDER OF MACOBACTER1UM
TUBERCULOSIS  H37Ra

S u m m a r y

1. The formation of pyruvic acid from lactate has been shown by the 
paper chromatography to occur in acetone-powder of M. tuberculosis 
H37Ra under aerobic conditions, without methylene blue added. Similar 
experiments carried out with M. phlei  under the same conditions did not 
give any pyruvate  production.

2 . The officinal preparation of pyruvic acid (L. Light Ltd, Old Bowry 
Laboratories, W raysbury) used as control, gave on the chromatogram, 
developed with n-propanol-pyridin-water 6 :2 :1, two reducing compounds.

3. Some methodical details, as to the paper chrom atography of py 
ruvic acid, were considered.

O trzym ano 19.VILI.1954
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A NTO N I DM OCHOW SKI I WITOLD DRABIKOWSKI

NUKLEOPROTEIDY ŁUSEK ŁUSZCZYCY 
OZNACZANIE ILOŚCI I BADANIE SKŁADU

Z Zakładu Biochemii U niwersytetu  Łódzkiego  
K ierownik: prof, dr A. Dmochowski

W  ram ach prac prowadzonych w Zakładzie Biochemii UŁ nad bioche
mią łuszczycy (psoriasis vulgaris) wystąpiła konieczność zbadania za
gadnienia nukleoproteidów i kwasów nukleinowych zawartych w łu
skach. Ł o z a  (9) izolował z łusek nukleoproteidy, które zawierały tylko 
dezoksyrybozę. O trzym ywał on nukleoproteidy wyłącznie przez eks trak
cję łusek 0,1 N ługiem. Celem obecnej pracy było izolowanie nukleopro
teidów i kwasów nukleinowych z łusek innymi metodami, co pozwoli
łoby na dalsze zbadanie ich rodzaju i własności.

Do wyodrębniania nukleoproteidów i kwasów nukleinowych stoso
wano od dawna różnorodne metody. Materiał biologiczny świeży lub 
odwodniony i odlipidowany wyciągano głównie zasadami, czasem 
roztworami buforowymi, a nawet wodą. [Przegląd dawniejszych metod — 
G u 1 1 a n d (4)].

W  roku 1942 M i r s k y  i P o l l i s t e r  (10) podali metodę, która 
znalazła powszechne zastosowanie do izolowania nukleoproteidów tkan 
kowych, polegającą na ekstrakcji m ateriału roztworami chlorku sodo
wego. 0,14 M roztwór NaCl usuwa m ateriał cytoplazmatyczny i rybonu- 
kleoproteidy, a z pozostałości 1 M NaCl wyciąga nukleoproteidy dezo- 
ksyrybozowe. Celem zahamowania działalności enzymów depolimeryzu- 
jących  stosuje się dodatek fluorku sodu, arsenianu lub cytrynianu sodu. 
Nukleoproteidy bak tery jne  i wirusowe nie zawsze dają się wyciągnąć 
roztworami soli. Przeważnie trzeba stosować hydrolizę zasadami, mimo 
że odczyn alkaliczny powoduje dość znaczną depolimeryzację kw asu 
dezoksyrybonukleinowego. Tak na przykład S m i t h  i W y a t t  (15) 
zastosowali do otrzymania kwasu dezoksyrybonukleinowego zmodyfi
kowaną metodę S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (13).

[9]http://rcin.org.pl



10 A . D M O C H O W S K I I W . D R A B IK O W S K I [2]

Dawniejsze metody otrzym ywania kwasów nukleinowych polegały 
głównie na strącaniu białka w punkcie izoelektrycznym, po hydrolizie 
alkalicznej roztworu nukleoproteidów. Subtelną metodę odbiałczania, 
mającą do dziś szerokie zastosowanie, podał S e v  a g (14). Roztwór 
nukleoproteidu po łagodnej hydrolizie alkalicznej [lub bez hydrolizy — 
G u 1 1 a n d (5)] wytrząsa się z chloroformem, co powoduje gromadze
nie się białka na granicy obu faz.

Do ilościowego wyciągnięcia obu kwasów nukleinowych służyć mo
że również metoda J a v i l l i e r a  i A l l a i r e ' a (6), polegająca na 
ekstrakcji odlipidowanego materiału  na gorąco 1 0% roztworem chlorku 
sodu. Ostatnio B e n d i c h i współpr. (1) zastosowali powyższą meto
dę do stwierdzenia obecności dwu odmiennych kwasów dezoksyrybo
nukleinowych, różniących się rozpuszczalnością w 0,14 M NaCl.

W  pracy niniejszej próbowaliśmy zastosować wymienione wyżej 
metody do bliższego scharakteryzowania nukleoproteidów i kwasów 
nukleinowych łusek.

CZĘŚC d o ś w i a d c z a l n a  

Metody

W szystkie próby w ykonyw ano na łuskach świeżych. Zawartość w o
dy oznaczano przez suszenie do stałej wagi w 105°. Zawartość lipidów — 
przez ekstrakcję mieszaniną alkoholu i eteru (3 : 1). Frakcje fosforowe 
oznaczano według metody S c h m i d t a  i T h a n n h a u s e r a  (13). 
Fosfor oznaczano kolorymetrycznie metodą F i s k e g o  i S u b b a -  
r o w a (3) na absorpcjometrze S p e k k e r a .  Azot purynow y ozna
czano po dwukrotnym strąceniu CuSC>4 +  N a H S 0 3 w aparacie Markha- 
ma.

I. O T R Z Y M A N IE  N U K L E O P R O T E ID Ó W  Z Ł U S E K  M E T O D Ą  M I R S K Y E G O  
I P O L L I S T E R A  (10) I K W A S U  D E Z O K S Y R Y B O N U K L E IN O W E G O  M E T O D Ą

G U L L A N D A  (5)

25 g zmielonych łusek mieszano przez 48 godzin z 200 ml 0,14 M NaCl 
z dodatkiem 0,02 M cytrynianu sodu w temperaturze 0°. Całość odwiro
wano, osad łusek przemyto 50 ml. roztworu soli i ponownie odwirowa
no. Z połączonych przesączów strącono rybonukleoproteid wraz z innym 
materiałem cytoplazmatycznym przez dodatek dwu objętości alkoholu 
etylowego.

Łuski pozostałe po ekstrakcji zawieszono w 150 ml 1 M NaCl i mie
szano w temperaturze 0° przez 48 godz. Po odwirowaniu i przemyciu 
pozostałości roztworem soli wytrącono z połączonych przesączów dezo-

http://rcin.org.pl



13] N U K L E O P R O T E ID Y  Ł U S E K  Ł U S Z C Z Y C Y 11

ksyrybonukleoproteid  dwoma objętościami alkoholu. Oba nukleopro- 
teidy przemyto alkoholem i eterem i suszono pod zmniejszonym ciśnie
niem.

Z łusek mieszanych o zawartości 10,67% wody i 22,1% lipidów (A) 
otrzymano w powyższy sposób strąt rybonukleoproteidów w ilości 5,58% 
(w stosunku do suchej masy łusek), o zawartości 214 mg% fosforu. 
Ilość uzyskanego dezoksyrybonukleoproteidu wynosiła 3,53%, o za
wartości 322 mg% fosforu. Po przeliczeniu okazało się, że uległo w y 
ciągnięciu 11,8 mg % fosforu KRN x) i 11,3 mg % fosforu KdN x) na su
chą masę łusek. Z łusek mieszanych innego pochodzenia [zawartość 
wody 10,76%, zawartość lipidów 23,3% (B)] otrzymano 2,41 % rybonu- 
kleoproteidu o zawartości 779,9 mg% P i 3,20% dezoksyrybonukleopro
teidu o zawartości 333 mg% P. W ydajność wyciągniętego fosforu w y 
nosiła 18,8 mg% fosforu KRN i 10,7 mg% fosforu KDN.

Przez ekstrakcję  wyłącznie jednomolarnym chlorkiem sodu roz
drobnionych łusek uzyskano 8,61 % nukleoproteidu o zawartości 
479,7 mg%, co odpowiada 41,3 mg% P nukleinowego w stosunku do łu
sek. Była to prawdopodobnie suma fosforu obu nukleoproteidów.

Roztwory nukleoproteidów w chlorku sodu były mlecznobiałe i opa
lizujące, a nukleoproteidy wytrącały  się alkoholem w formie białych, 
puszystych osadów, które po wysuszeniu przybierały barw ę jasno- 
brązową.

Z otrzymanego w powyższy sposób dezoksyrybonukleoproteidu (A) 
próbowano izolować KDN metodą S e v a g a (14) w modyfikacji 
G u 1 1 a n d a (5). 1,14 g dezoksyrybonukleoproteidu rozpuszczono 
w 1 M NaCl i odwirowano. Klarowny przesącz odbiałczano równą obję
tością mieszaniny chloroformu z alkoholem amylowym (w stosunku 
9: 1) .  W ytrząsanie  trzeba było powtarzać kilkanaście razy do chwili, 
kiedy na granicy obu faz już nie w ystępowała błonka białka i roztwór 
kwasu nukleinowego nie wykazywał dodatniej reakcji biuretowej. Od- 
szczepiony KDN wytrącono przez dodatek 2 objętości alkoholu. Roz
twory KDN nie były lepkie, a sam kwas wytrącał się alkoholem w po 
staci białego, puszystego osadu, ale nie w formie włóknistej. Reakcja 
Dischego dodatnia. W  powyższej próbie otrzymano 28,6 mg KDN, o za
wartości 8,1% P. Odpowiada to ilości 88,5 mg % KDN w .stosunku do 
suchej wagi łusek.

W  pracy  Ł o z y  (9) stwierdzono, że łuski łuszczycy zawierają 
w odlipidowanej frakcji kwasonierozpuszczalnej średnio 123,9 mg% 
fosforu oraz 163,5 mg% azotu purynowego, a kwas nukleinowy obecny 
w łuskach był jedynie  typu dezoksyrybozowego. W  porównaniu z tą

9  KRN — kw as rybonukleinow y, KDN — kw as dezoksyrybonukleinow y.
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12 A. DMOCHOWSKI I W. DRABIKOWSKI [4]

ilością fosforu ilość P, odzyskanego przez nas przy ekstrakcji łusek, 
w obu nukleoproteidach była dość nikła, co wskazywało ńa bardzo niską 
wydajność m etody ekstrakcji. Szczególnie niskie były wartości fosforu 
KDN w porównaniu z wynikami Ł o z y .  Analiza łusek (A) pozosta
łych po ekstrakcji wykazała zawartość 86 mg% P. Uwzględniając wagę 
pozostałości (79,5% w stosunku do pierwotnej) otrzymano 68,3 mg% P 
w stosunku do pierwotnej wagi łusek. Łuski po ekstrakcji zawierały 
jeszcze 70,3 mg% azotu purynowego i w ykazyw ały  słabą reakcję Di- 
schego.

Powyższe wyniki wysunęły koncepcję istnienia w łuskach dwóch 
typów kwasu dezoksyrybonukleinowego: jednego, występującego w ma
łych ilościach i ekstrahującego się 1 M NaCl, pochodzenia jądrowego, 
i drugiego — będącego w nadmiarze, pozostającego po ekstrakcji w łu
skach, pochodzenia nieznanego, być może wirusowego.

Powyższe próby były wykonyw ane na łuskach mieszanych, różnego 
pochodzenia. Zmienne ilości fosforu uniemożliwiały sporządzenie do
kładnego bilansu fosforowego. W  następnych próbach użyto więc łusek 
pochodzących od jednego chorego (seria BW/52), w których oznaczono 
poszczególne frakcje fosforowe. Zestawienie otrzym anych wyników po 
daje tablica 1.

Chcąc zbadać wpływ lipidów, zawartych w łuskach w dużych ilo
ściach, na proces ekstrakcji — prowadzono równoległe próby na łuskach 
odlipidowanych alkoholem i eterem (3:1)  na gorąco. Ekstrakty łusek 
odtłuszczonych nie były tak mętne i opalizujące, jak  ekstrak ty  z łusek 
nieodlipidowanych. Charakterystyczny jest fakt, że rybonukleoproteidy 
z łusek odtłuszczonych zostają wyodrębnione w mniejszej ilości i za
wierają dużo mniejszy procent fosforu.

Jak  widać z tablicy 1, w przesączu alkoholowym po wytrąceniu  de- 
zoksyrybonukleoproteidu pozostaje spora ilość fosforu. W skazuje  to, 
być może, na nieilościowe w ytrącenie dezoksyrybonukleoproteidów.

W iększe ilości uzyskanych rybonukleoproteidów (BW/52) w porów na
niu z poprzednimi ekstrakcjami były prawdopodobnie wynikiem długo
trwałego ługowania. Pierwsza ekstrakcja 0,14 M NaCl trwała 80 godzin, 
a następnie pozostałość była wyciągana ponownie 0,14 M NaCl przez 
40 godzin. Ilość wyizolowanego fosforu rybonukleinowego była  nadspo
dziewanie duża w porównaniu z danymi Ł o z y  (9). Celem w yjaśn ie 
nia tej rozbieżności oraz faktu wyodrębniania małej ilości fosforu KDN 
zastosowano do izolowania dezoksyrybonukleoproteidu m etody bardziej 
drastyczne, ale za to gwarantujące wydajność zbliżoną do ilościowej.
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T a b l i c a  1 
F rakcje  fosforow e łusek  łuszczycy

Ł uski — se ria  BW/52

Zaw artość w ody 7,56% Zaw artość P całkow itego 182,8 mg°/o
,, lipidów  12,1% ,, P lipidow ego 14,0 m g%
,, N purynow ego 86 m g%  ,, P kw asorozpuszcz. 100,0 m g%

,, P nukleinow ego 68,8 m g%

N ukleopro te idy  z łusek  w yciągano ko le jno  0,14 M (I) i 1 M N aC l (II) z łusek.
Z w yciągów  nuk leopro te idy  strącano  2 objętościam i alkoholu.
(O znaczenia w rów noległych próbach  by ły  zupełnie zgodne w gran icach  2—3%).

Ł usk i św ieże Ł usk i od lip idow ane

P  w y 
ciągów  

w  m g%

Ilość
strąconego

nu k leo -
p ro te idu

w  % 
łusek

P  nuk leo - 
p ro te idu  
w  m g%

P  kole jnych  
frak c ji p rze

liczony 
na łusk i 

m g%

P  w y 
ciągów  

w  m g%

Ilość 
strąconego 

n u k leo - 
p ro te idu  

w  % 
łusek

P  nukleo- 
p ro te id u  
w  m g%

P kolejnych  
frak c ji p rze 

liczony 
na łu sk i 

m g%

1 2 3 4 5 6 7 8 9

I. W yciąganie 0,14 M 
N aC l
R ybonukleopro teid
strącony

P rżesącz po s trącen iu  
rybonuk leopro te idu

102,8

8,06 522 42,1

55,5

94,5

6.36 225 14,3

79,6

II . W yciąganie 1 M N aCl 
D ezoksyrybonukleo- 
p ro te id  strącony  
P rzesącz po s trącen iu  
dezoksyry  bonukleo - 
te  idu

32,3

2,32 177 4,1

27,0

31,8

1,70 171 3,0

27,1

II I .  W oda z p rzem yw a
n ia  pozostałości po II 3,3 3,3 ' 2,6 2,6

IV. Ł usk i pozostałe po 
ekstrakc jach  I i II  
i p rzem yw aniu  I I I 76,6 54 41,3 71,4 57 40,6

Łącznie ek strak ty  
i pozostałość

I
1
1 170,0 167,0

A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a .  S t r .  12— 13. http://rcin.org.pl
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[5] N U K L E O P R O T E ID Y  Ł U S E K  Ł U S Z C Z Y C Y  1 5

I I .  O T R Z Y M A N IE  D E Z O K S Y R Y B O N U K L E O P R O T E ID U  P R Z E Z  H Y D R O L IZ Ę  A L K A L IC Z N Ą  
M E T O D Ą  A ) L E V  E N  E ’ A  (8) O R A Z  B ) S M I T H A  I W Y A T T A  (15)

a. 25 g zmielonych łusek gotowano 35 minut z 150 ml 5% NaOH. 
Po zobojętnieniu całości kwasem  octowym odsączono. Przesącz zakw a
szono kwasem  octowym do pH 4,5 i dodano 2 objętości alkoholu. Osad 
przemyto alkoholem i eterem, po czym suszono pod zmniejszonym 
ciśnieniem.

Uzyskano dezoksyrybonukleoproteid w ilości 9,86% wagi łusek 
o zawartości 187 mg% P, co po przeliczeniu na suchą masę łusek odpo
wiada 18,4 mg% P.

b. Do 25 g zmielonych łusek dodano 150 ml 1 N NaOH i inkubowano 
przez 20 godzin w tem peraturze 37°. Całość odwirowano, a przesącz za
kwaszono do pH 4,5 kwasem octowym i dodano 2 objętości alkoholu. 
Osad przemyto i wysuszono.

Otrzymano 18,1% nukleoproteidu o zawartości 111 mg% P, co odpo
wiada w przeliczeniu na suchą masę łusek 20,1 mg% P.

W  drugiej próbie na innych, mieszanych łuskach (B), uzyskano 9,78% 
nukleoproteidu o zawartości 220 mg% P. Odpowiada to 21,5 mg% P 
w stosunku do łusek.

W  obu w ypadkach otrzymano wyłącznie dezoksyrybonukleoproteid, 
gdyż kwas rybonukleinowy w tych warunkach przechodzi w mononu- 
kleotydy, nie w ytrącające się po zakwaszeniu i dodatku alkoholu.

I II . O T R Z Y M A N IE  N U K L E O P R O T E ID Ó W  M E T O D Ą  J A V I L L I E R A
I A L L A I R E ’ A  (6). ‘

W  poszukiwaniu innej metody, pozwalającej wyciągnąć z łusek nie- 
tylko kwas dezoksyrybozowy, ale oba kwasy nukleinowe razem, zasto
sowano ekstrakcję gorącym roztworem chlorku sodu.

Próby wyciągania roztworem chlorku sodu w czasie 0,5 — 1,0 godz. 
doprowadziły do uzyskania bardzo małej ilości fosforu nukleinowego. 
Okazało się, że wyciąganiu ulega nie sam kwas nukleinowy, ale nu- 
kleoproteid. W obec powyższego zastosowano długotrwałą ekstrakcję  
celem zbadania wpływu czasu na wydajność nukleoproteidów, względ
nie kwasów nukleinowych.

20 g zmielonych łusek (C) odlipidowano na gorąco mieszaniną alko
holu i eteru (3 : 1). Osad po wysuszeniu ogrzewano na wrzącej łaźni 
wodnej z 10% NaCl przez trzy godziny. Całość odsączono, pozostałość 
przemyto 10% NaCl i po odsączeniu ponownie ogrzewano z nową porcją  
NaCl. Identyczną procedurę powtórzono jeszcze trzykrotnie. W yniki 
podaje tablica 2 .
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16 A . D M O C H O W S K I I W . D R A B IK O W S K I [6]

Poszczególne ekstrakty  były lekko mętne i wszystkie zawierały 
białko. Z wyciągów strącono nukleoproteidy (prawdopodobnie zmiesza
ne z kwasami nukleinowymi) przez dodatek trzech objętości alkoholu 
lub przez doprowadzenie kwasem solnym do pH 1. Z tablicy 2 widać, 
że mimo tak długiej ekstrakcji wyciągnięciu i strąceniu (alkoholem) 
uległo tylko około połowy P nukleinowego. W yciąganiu ulegają coraz 
to mniejsze ilości nukleoproteidów. Jeszcze silniej spada zawartość fo
sforu w poszczególnych frakcjach. Strącanie kwasem w pH 1 daje 
mniejsze ilości fosforu, aniżeli strącanie alkoholem (37 mg% P zamiast 
62,8 mg% P).

Zestawienie ilości wyizolowanych nukleoproteidów z łusek różnymi 
metodami, ilość zawartego w nich fosforu i ilość fosforu nukleinowego 
w stosunku do suchej masy łusek podaje tablica 3.

Z zestawienia (nr 7 i 8 ) wynika, że w badanych łuskach ilości fosfo
ru w KDN, uzyskanym za pomocą metody ekstrakcji jednonormalnym 
NaOH, wynoszą m aksymalnie 21,5 mg%. Stanowi to około 16% całego  
fosforu nukleinowego łusek i odpowiada około 215 mg% KDN w łu
skach mieszanych (przyjmując około 10% fosforu w KDN).

Dyskusja

Brak ilościowego oznaczenia obu kwasów nukleinowych w łuskach 
uniemożliwia wyciągnięcie ostatecznych wniosków, ale uzyskane dane 
świadczą o obecności w łuskach większej ilości kwasu rybonukleinowe
go, niż kwasu dezoksyrybonukleinowego. Otrzymane dane korygują 
wyniki Ł o z y  (9), który stwierdził występowanie w łuskach jedynie 
kwasu dezoksyrybonukleinowego, a brak  kwasu rybonukleinowego.

Ilości fosforu rybonukleinowego, wyodrębnionego w formie nu- 
kleoproteidu są zmienne i dochodzą do 42,1 mg% fosforu KRN. Być mo
że, ilość jego zależy od czasu ekstrakcji, gdyż właśnie w próbach 4 i 5 
z: tablicy 3 łuski były szczególnie długo i wyczerpująco ekstrahowane.

Z drugiej strony trudno jest porównać te dwie próby łusek (seria 
BW/52), w których zawartość fosforu nukleinowego była w ogóle w y 
jątkowo niska (69 mg%), z wynikami otrzymanymi z innych mieszanych 
łusek.

Rybonukleoproteidy z łusek odlipidowanych (nr 5 w porównaniu z 4 
w tabl. 3) wyciągają się 0,14 M roztworem chlorku sodu trudniej i w y 
kazują dużo mniejszą zawartość fosforu. W skazuje  to na ew entualny  
efekt rozerwania kompleksu liponukleoproteidowego, a może jednocześ
nie na denaturację wywołaną suszeniem przed odlipidowaniem.
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Małe ilości nukleoproteidów, szczególnie dezoksyrybozowych izolo
wanych metodą M i r s k y e g o  i P o l l i s t e r a  (10) sugerowały 
obecność dużych ilości kwasu nukleinowego nie ekstrahującego się 
w ogóle roztworem chlorku sodu, być może kwasu dezoksyrybonuklei
nowego pochodzenia wirusowego (Ł o z a). Trzeba jednak  zaznaczyć, 
że wydajności osiągane tą metodą przy ekstrakcji zwykłych nukleopro
teidów tkankow ych  również nie są zbyt wysokie i dochodzą zaledwie 
do 50% (5), (7). W prawdzie uważa się, że dezoksyrybonukleoproteidy 
wirusowe w większości w ypadków nie ulegają wyciąganiu molarnym 
chlorkiem sodu, ale ilości fosforu KDN uzyskane przez nas przez hydro
lizę gorącym NaO H  (nr 6 tabl. 3), a więc metodą bardziej ilościową, 
wskazują również na niską zawartość kwasu dezoksyrybonukleinowego 
w łuskach.

W ysokie  ilości nukleoproteidu i wysoka wydajność fosforu nuklei
nowego uzyskane przez Ł o z ę  (9) nie świadczą bynajmniej o tym, 
jak  twierdzi autor, że nukleoproteid ten, wykazujący dodatnią reakcję  
na dezoksyrybozę, był wyłącznie dezoksyrybozowy. Ł o z a  eks tra 
hował łuski 0,1 N NaOH na zimno, a po zakwaszeniu kwasem octowym 
izolował prawdopodobnie oba nukleoproteidy, podczas gdy w w arun 
kach przez nas stosowanych (1 N NaOH, temp. 100° w czasie krótkim, 
lub 37° przez 20 godzin) kwas rybonukleinowy przechodzi ilościowo 
w m ononukleotydy nie w ytrącające się później z hydrolizatu.

Jak  wynika z naszych badań, nukleoproteidy zawarte w łuskach 
ekstrahują  się trudniej od nukleoproteidów tkankow ych i to zarówno 
zimnym 0,14 i 1 M NaCl, jak  i gorącym 10% NaCl, mimo że stosowany 
przez nas czas wyciągania był bardzo długi, natomiast nukleoproteidy 
skóry, jak  to stwierdził O r m s b e e i współpr. (12), frakcjonując 
skórę poddaną działaniu iperytu, ekstrahują  się łatwo 0,14 M NaCl, po 
dobnie jak  i inne nukleoproteidy tkankowe.

Istota związków fosforowych w łuskach, pozostających po ekstrakcji 
chlorkiem sodu pozostaje nieznana. Trudno stwierdzić z pewnością, 
który z nukleoproteidów dominuje w tej pozostałości i czemu należy 
przypisać w yją tkow ą odporność ich na ekstrakcję.

Brak danych w literaturze co do zawartości poszczególnych frakcji 
fosforowych w skórze normalnej utrudnia porównanie jej z łuskami. 
Ogólna zawartość fosforu w normalnej ludzkiej skórze jest niewiele 
mniejsza od zawartości jego w łuskach. W edług B r o w n a  (2) za
wartość fosforu całkowitego wynosi średnio 186 mg% P. M i t c h e l l  
(11) podaje również wartość około 170 mg % P. Zawartość fosforu 
w warstwie rogowej skóry może być wprawdzie niższa, ale w tym ostat
nim w ypadku mamy do czynienia ze skórą, która przeszła normalny

2 A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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proces rogowacenia. W  tym w ypadku do warstw y rogowej skóry prze
chodzić mogą bardzo małe ilości fosforu. Natomiast w łuskach łuszczy
cy, w wyniku nienormalnego rogowacenia z pozostawieniem może na
wet jąder komórkowych, mogą wystąpić duże ilości fosforu. Być może, 
że kwas rybonukleinowy obecny w dużych ilościach w łuskach ma jakiś 
związek z tak wzmożoną syntezą białka łusek, tym bardziej, że stratum  
granulosum  — rogowaciejąca warstw a skóry, cechuje się właśnie dużą 
zawartością kwasu rybonukleinowego.

Streszczenie

1. Z łusek łuszczycy (Psoriasis vulgaris) otrzymano przez w yciąga
nie 0,14 M i I M  roztworem chlorku sodu nukleoproteidy rybo- i dezo- 
ksyrybozowe. Okazało się, że nukleoproteidy łusek ulegają tylko w ma
łym stopniu wyciąganiu zimnymi roztworami chlorku sodu.

2. Z dezoksyrybonukleoproteidu, otrzymanego w powyższy sposób, 
izolowano metodą S e v a g a czysty kwas dezoksyrybonukleinowy 
o zawartości 8,1 % P.

3. Przez hydrolizę łusek 1 N NaOH otrzymano również niezbyt duże 
ilości dezoksyrybonukleoproteidu. W skazuje to na obecność w łuskach 
łuszczycy dużych ilości kwasu rybonukleinowego obok niewielkich 
ilości kwasu dezoksyrybonukleinowego.

4. Nukleoproteidy zawarte  w łuskach różnią się wyraźnie od innych 
nukleoproteidów tkankow ych trwałością i odpornością na działanie go
rącego 10% roztworu chlorku sodu. Długotrwała ekstrakcja usuwa tylko 
około połowy całego fosforu nukleinowego.

5. Istota związków fosforowych, nie wyciągających się z łusek zim- 
nym i gorącym roztworem chlorku sodu, pozostaje nieznana.
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H Y K JIE O n P O T E M ^b l IIIE JiyX M  P S O R IA S IS  V U L G A R I S .  MX KOJIM HECTBO
M COCTAB

P e 3 i o  m e

I. B pe3yAbTaTe sKCTparnpoBaHHH rneAyxn psoriasis 0,14 M h,1 M pac- 
t b o p o m  NaCl 6biAH noAyneHbi HyKAeoixpoTeŵ bi, pHboHyKAeonpoTenAbi h Ae- 
30KcupH6oHyKAeonpoTe«Abi.

2 .  H 3  T a K H M  o 6 p a 3 0 M  n o A y n e H H o r o  A e 3 0 K c n p n 6 o H y K A e o n p o T e H A a  6 b i A a  B b i -  

AeAeHa no MeTOAy Cesara nncTaH Ae30KCHpn6oHyKAeoHOBaH KHCAOTa coAepata-
ina« 8 ,1%  P.

3 . B  pe3yAbTaTe rHApoAH3a ineAyxn psoriasis 1 N NaOH 6mah noAyneHbi 
HeooAbinne KOAHnecTBa Ae30KcnpH6oHyKAeon.poTeKAOB, hto CBHACTeAbCTByeT 
0 coAepiKaHHH b uieAyxe 6oAbinoro KOAnnecTBa pH6omyKAeH«oBOH khcaotw, H a -

pRAy C He6oAbUIHMH KOAHReCTBaiMH Ae30KCH,pH6oHyKACHHOBOH KHCAOTbl.

4 .  H y K A e o n p o T e n A M  coA&piKatgHecH b  u i e A y x e  pe3Ko oTAnnaioTCH o t  h v -  

KAeonpOTeHAOB nAeBbi ycTonnHBOCTbio no OTHOinenHio k 10%  paCTBOpy N aCl.
ripOAOAJKHTeAbHblM 3'KCTparHpOBaHHeM MO?KHO BblACAHTb TOAbKO nOAOBHHy Hy-
KAenHOBoro (Jjoccpopa.

5 . CTpOeHHe H COCTaB CpOCCpOpHbIX COeAHHeHHH, KOTOpbIX naM He yA^AOCb 
BblACAHTb H3 IIieAyXH XOAOAHbIM H rOpRHHM paCTBOpaMH N aCl, nOKa HeH3BeCTHbI.

NUCLEOPROTEINS OF THE PSORIASIS SCALES  

QUALITATIVE DETERMINATIONS AND COM POSITION ANALYSIS

S u m m a r y

1. R ibonucleoproteins and d eso xyrib on u cleopro tein s from  the p so riasis  
sca les  (Psoriasis Vulgaris) h ave  been extracted  w ith  0,14 M  and 1 M 
N aC l. It has been eviden t, that n ucleoproteins from  the scales undergo 
extractio n  w ith cold sodium  chloride solution on ly  to a sm all extent.

2 . Pure d eso xyrib o n u cle ic  acid, contain ing 8 ,1 % of P, has been  iso 
lated accord ing to the m ethod of S vag , from  the deso xyrib on u cleo pro - 
tein, obtained b y  the cold saline extraction .

2*
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3. Some amount of desoxyribonucleoproteins could be obtained by 
the alkaline hydrolysis of the scales with N NaOH. It accounts for the  
presence of large amount of ribonucleic acid and a small amount of de
soxyribonucleic acid.

4. The nucleoproteins from the scales differ from the other tissue 
nucleoproteins in stability and resistance to the action of hot 10% so
dium chloride solution. The prolonged extraction removes only about 
half of the total amount of nucleic phosphorus.

5. The character of the phosphorous compounds non extractable from 
the scales by cold and hot sodium chloride solution remains obscure.

O trzym ano 20.VIII. 1954
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ELŻBIETA SEMPIŃSKA

BADANIA CHROMATOGRAFICZNE HYDROLIZATÓW ŁUSEK 
I NUKLEOPROTEIDÓW Z ŁUSEK CHORYCH NA ŁUSZCZYCĘ

Z Zakładu Biochemii Uniwersytetu  Łódzkiego  
Kierownik: prol. dr A. Dmochowski

Dotychczasowe badania w Zakładzie Biochemii UŁ nad purynami łu
sek łuszczycy i frakcji nukleoproteidów z tychże łusek doprowadziły: 
1° do stwierdzenia występowania adeniny i guaniny [ Ł o z a  (5) ] r 
2° do orientacyjnych oznaczeń wzajemnego stosunku ilości tychże ami- 
nopuryn w łuskach za pomocą metody grawimetrycznej: 1,3 razy wię
cej guaniny niż adeniny [ D m o c h o w s k i  i P a d z i k  (3)], 
3° do stwierdzenia znacznie większej ilości guaniny (2 : 1) za pomocą 
bardziej czułych metod, spektrofotometrycznej i jodometrycznej 
[ D m o c h o w s k i  i P a n u s z  (4)]. Niezgodność ta mogła być 
spowodowana znacznymi błędami metody grawimetrycznej, ale również 
nasuwała przypuszczenie obecności znacznych ilości oksypuryn, jak 
hipoksantyny, ksantyny, a nawet innych, na przykład oksyadeniny. 
W  tak  mało zbadanym materiale, jak  łuski, wszelkie niespodzianki były 
możliwe, toteż dla ostatecznego zorientowania się w rodzajach w ystę
pujących puryn poddano łuski całkowite i szereg frakcji otrzymanych 
z nich badaniom chromatograficznym.

Część doświadczalna

Z wielu metod, stosowanych do rozdziału chromatograficznego pu 
ryn, wybrano dwie, a mianowicie metodę C a r t e r a  (2 ) oraz meto
dę W  y a t t a (9). C a r t e r  używa jako rozpuszczalników alko
holu izoamylowego z różnymi buforami fosforanowymi. W  takich ukła
dach guanina prawie się nie przesuwa z miejsca startu, a adenina, 
hipoksantyna i ksantyna oddzielają się wyraźnie od guaniny wędrując 
wraz z rozpuszczalnikiem. Dla buforu zastosowanego w niniejszej pra-
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cy (5% N a2HP0 4 • I2H 2O) kolejne Rf dla guaniny, adeniny, hipoksan- 
tyny i ksantyny wynoszą wg C a r t e r a :  0,02, 0,44, 0,57, 0,49. Me
toda W  y a t t a posługuje się alkoholem izopropylowym z dodat
kiem kwasu solnego i wody. W  metodzie tej, stosującej środowisko 
kwaśne, guanina wraz z innymi purynami w ędruje  wzdłuż paska 
z fazą ruchomą. Rf według W  y a t t a wynoszą kolejno: guaniny 
0,25, adeniny 0,36, hipoksantyny 0,31, ksantyny 0,25. Jednoczesne za
stosowanie tych dwóch metod wyklucza możliwość pominięcia jakiejś 
puryny, która pozostając niezauważona w jednym  układzie (na skutek 
zbliżonych do siebie Rf) musi być z dużym prawdopodobieństwem  w y
kryta w układzie drugim, charakteryzującym  się innymi wielkościa
mi Rf.

Do wywoływania chromatogramów stosowaliśmy metodę opisaną 
przez V i s c h e r a  i C h a r g a f f a  (8 ). Przez zanurzenie pasków 
do roztworu azotanu rtęci w 0,5 N H N O 3 w ytrącają  się na bibule kom
pleksy purynowo-rtęciowe. Nadmiar azotanu rtęci wypłukuje się z bi
buły i rozkłada kompleksy przez zanurzenie bibuły w roztworze 
(NH4)2S. W  miejscach, gdzie znajdowały się puryny, powstają ciemne 
plamy HgS.

Puryny izolowano z badanych materiałów stosując hydrolizę kw aś
ną oraz strącanie roztworem A g2SC>4 lub C u S 0 4 +  N a H S 0 3. Kom
pleksy srebrowe lub miedziowe puryn rozkładano kwasem solnym 
(w metodzie srebrowej) lub siarczkiem sodu (w metodzie miedziowej). 
Należy nadmienić, że jednorazow e strącenia puryn nie dawały zupeł
nie czystych chromatogramów. Zanieczyszczenia w nakraplanych roz
tworach powodowały pow stawanie tak zwanych „ogonów", u trudnia
jących  niejednokrotnie właściwe odczytywanie chromatogramów.

B A D A N IE  C H R O M A T O G R A F IC Z N E  H Y D R O L IZ A T Ó W  Ł U S E K  P E Ł N Y C H  
(M IE S Z A N Y C H  O D  R Ó Ż N Y C H  P A C J E N T Ó W )

Drobno zmielone i wysuszone łuski w ilości 5 g hydrolizowano w cią
gu 2 godzin w 1 N H 2 S O 4 . Po oziębieniu odsączono niezhydrolizowaną 
pozostałość, przemyto kilkakrotnie wodą, przesącze zebrano razem i za
dano nadmiarem roztworu A g2S0 4, nasyconego na gorąco. W ytrącony 
osad pozostawiono w lodówce na 24 godziny. W ytrącone  kompleksy 
srebrowe przemyto kilkakrotnie wodą zakwaszoną kilku kroplami 
2 N H 2 SO 4 z dodatkiem A g2SC>4 , a następnie rozłożono gorącym 1 N HC1. 
Otrzymany roztwór odparowano do sucha, suchą pozostałość rozpusz
czono w wodzie i strącono puryny  ponownie. Roztwór otrzym any po 
dwukrotnym strąceniu, zaw ierający chlorowodorki puryn, zatężono do
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10 ml i nakroplono na kilka pasków bibuły W h a t m a n a  n r l  
w ilościach od 0,025 do 0,2 ml (nieznane stężenia puryn). Paski zawie
szono w słojach i rozwijano chromatogramy za pomocą rozpuszczalni
ków: a) alkohol izopropylowy-woda-HCI, b) alkohol izoamylowy-5% 
roztwór N a2H P 0 4 • 12H20 .  Jednocześnie sporządzano chromatogramy 
kontrolne, nakraplając roztwory siarczanu adeniny, chlorowodorku gua- 
niny i hipoksantyny 1), w ilościach po 20 gg wolnych puryn. Chromato
gram y po rozwinięciu suszono i wywoływano metodą rtęciową.

P orów nanie cluom atogram ów  kon tro lnych  roztw orów  guani- 
ny, adeniny  i h ipoksan tyny  z chrom atogram am i hydrolizatu 
łusek  w dw óch rodzajach  rozpuszczalników . 
R o z p u s z c z a l n i k :  alkohol izoam ylow y-

-5°/o N a2H P 0 4-12H20
a) chrom atogram  kontro lny
b) chrom atogram  hydrolizatu  

R o z p u s z c z a l n i k :  alkohol izopropylow y-w oda-H CI
c) chrom atogram  kon tro lny
d) chrom atogram  hydro lizatu

Gu =  guanina, Ad =  adenina, Hp =  hipoksantyna Rys. 1

Rys. 1. Na chromatogramach kontrolnych (a, c) widoczne są od góry
a) rozpuszczalnik alkohol izoamylowy-5% N a2H P 0 4 • 12H20 :  guani
na Rf =  0,02, adenina Rf =  0,45, hipoksantyna Rf =  0,59; c) rozpusz
czalnik alkohol izopropylowy-woda-HCI, od góry: guanina Rf =  0,25, 
hipoksantyna Rf =  0,32 oraz adenina Rf =  0,37. Na chromatogramach 
roztworów puryn ze zhydrolizowanych łusek (b, d) widać kolejno od gó
ry plamy, k tórych Rf zgadzają się z Rf guaniny, adeniny i hipoksantyny 
na chromatogramach kontrolnych.

Obecny w łuskach kwas moczowy, nie zaznacza się na chromato
gramach. Usuwa go prawie całkowicie dwukrotne strącenie srebrem, 
a ponadto odczynnik rtęciowy wywołuje go w o wiele większych stę
żeniach niż puryny.

W  celu upewnienia się, czy odczynnik rtęciowy wywołał wszystkie 
związki purynowe, które mogły znajdować się na chromatogramach 
w większych lub mniejszych ilościach, prześwietlono paski bibuły bez
pośrednio po wysuszeniu metodą M a r k h a m a  i S m i t h a  (6) 
światłem z lampy kwarcowej, przechodzącym przez filtr z roztworu 
N iS 0 4 i C o S 0 4 oraz Cl2 gazowego w CC14 [B u r r o w s i wsp. (1)]. 
Filtr taki przepuszcza promienie o długości 253,7 mg oraz 265 mg. Pu-

1) Eastm an, K odak.
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ryny rozmieszczone na paskach  bibuły pochłaniają promienie o tej 
długości fali i powodują powstawanie na podłożonym pod paski papie
rze światłoczułym białych plam na czarnym tle.

Zanalizowanie chromatogramów powyższą metodą potwierdziło po 
przednio otrzymane wyniki. Ze względu na brak w naszym Zakładzie 
urządzeń do badania w nadfiolecie ograniczono się w dalszym ciągu 
pracy do metody rtęciowej, dającej zresztą zupełnie zgodne rezultaty.

Łuski są materiałem zwartym, twardym i źle zwilżalnym, a więc 
trudno ulegającym hydrolizie. W  celu sprawdzenia, czy dwugodzinne 
ogrzewanie z kwasem w ystarczy do uwolnienia wszystkich puryn, prze
prowadzono hydrolizę .dwustopniową łusek.

D W U S T O P N IO W A  H Y D R O L IZ A  P E Ł N Y C H  Ł U S E K

10 g łusek hydrolizowano 2 godziny w 1 N H 2SO4. Płyn odsączono, 
osad przemyto kilkakrotnie gorącą wodą i poddano dalszej hydrolizie 
w ciągu dodatkowych 10 godzin. Zauważono, że roztwór po 6—7 godzi
nach dalszej hydrolizy nabiera różowego zabarwienia.

Przesącz po 2-godzinnej hydrolizie podzielono na dwie części i s trą
cono puryny w jednej porcji roztworem siarczanu srebra, w drugiej 
siarczanem miedzi. Zauważono, że przy zobojętnianiu roztworu w celu 
wytrącenia puryn metodą miedziową (puryny strącano przy pH 4,5) 
wypadł osad, rozpuszczający się po podgrzaniu roztworu i w ytrącający  
się po oziębieniu. Osad odwirowano, przemyto wodą zakwaszoną 
CH 3 COOH, a następnie zbadano jakościowo na zawartość fosforu i ry- 
bozy.

Próba wypadła dodatnio, co wskazywałoby na niecałkowitą hydroli
zę kwasu nukleinowego rybozowego.

Osady srebrowe i miedziowe puryn poddano po rozłożeniu analizie 
chromatograficznej. Uzyskano w obu układach rozpuszczalników plamy 
odpowiadające guaninie, adeninie i hipoksantynie.

Z roztworu po dodatkowych 10 godzinach hydrolizy wytrącono me
todą miedziową bardzo nikły, brunatny osad. Osad ten po rozłożeniu 
siarczkiem sodu i zagęszczeniu do niewielkiej objętości (0,5 ml) nakro- 
plono na dwa paski bibuły w ilościach 0,1 ml. Po rozwinięciu chrom a
togramów w dwóch układach rozpuszczalników otrzymano (po w yw o
łaniu rtęcią):

a) alkohol izopropylowy-woda-HCI: plamę o Rf — 0,99,
b) alkohol izoamylowy-5% N a 2H P 0 4• 12H2Ó: plamę o Rf =  0,85.

24
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B A D A N I E  C H R O M A T O G R A F IC Z N E  R Y B O N U K L E O P R O T E ID U  W Y C IĄ G N IĘ T E G O  Z Ł U S E K  
0,14 M  N a C l M E T O D Ą  M I R S K Y E G O  I P O L L I S T E R A  (7)

0,6 g rybonukleoproteidu, wyciągniętego z drobno zmielonych łusek 
0,14 M NaCl w 0°, strąconego alkoholem i wysuszonego, poddano ośmio
godzinnej hydrolizie w 1 N H 2 S O 4 . Niezhydrolizowaną pozostałość od
sączono, przemyto gorącą wodą i z połączonych przesączów strącono 
puryny  metodą miedziową. Rozłożony osad puryn poddano analizie 
chromatograficznej w używanych rozpuszczalnikach (rys. 2) a) alkohol 
izoamylowy-5% N a 2HPC>4 • 12H20 :  otrzymano plamy odpowiadające ko
lejno guaninie, adeninie; b) alkohol izopropylowy-woda-HCl: otrzymano 
plamy odpowiadające guaninie, adeninie. W  obu wypadkach brak hi- 
poksantyny.

a) allkohol izoam ylow y- 

-5%  N a2HP0 4 -12H20

Rys. 2

C hrom atogram  hydro lizatu  rybonuk leopro te idu  

A N A L I Z A  C H R O M A T O G R A F IC Z N A  N U K L E O P R O T E ID U  W Y C IĄ G N IĘ T E G O  I M  N a C l

1 g nukleoproteidu, wyciągniętego 1 M NaCl w 0° i wytrąconego alko
holem, poddano ośmiogodzinnej hydrolizie w 1 N H 2 SO 4 . Z płynu otrzy
manego po odsączeniu niezhydrolizowanej pozostałości wytrącono pu 
ryny  metodą miedziową.

Po rozłożeniu kompleksów kilkoma kryształkami N a2S roztwór pu 
ryn poddano analizie chromatograficznej. Otrzymano w obu rozpusz
czalnikach chromatogramy analogiczne do poprzednich.

A N A L I Z A  C H R O M A T O G R A F IC Z N A  N U K L E O P R O T E ID U  W Y C IĄ G N IĘ T E G O
0,1 N  N a O H  W  0O

15 g łusek zalano 0,1 N NaOH i pozostawiono na 2 dni w 0°. Po tym 
okresie czasu odwirowano nie rozpuszczoną pozostałość, a płyn zobo
jętniono do pH 4 za pomocą kwasu octowego. W ytrącony  osad, zawie
rający nukleoproteidy typu rybozowego i dezoksyrybozowego, przem y
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to alkoholem 50%, a następnie 96%, wysuszono, zhydrolizowano w cią
gu ośmiu godzin w 1 N H 2 S O 4 , wytrącono puryny  metodą miedziową, 
rozłożono kompleksy miedziowe i roztwór po zatężeniu poddano anali
zie chromatograficznej. W ykry to  obecność guaniny i adeniny.

A N A L I Z A  C H R O M A T O G R A F IC Z N A  N U K L E O P R O T E ID U  W Y C IĄ G N IĘ T E G O  
1 N  N a O H  W  T E M P . 37°

25 g łusek zalano 1 N NaOH, pozostawiono na 2 dni w temp. 37°, a na
stępnie odwirowano. Przesącz zobojętniono kwasem octowym do pH 4. 
W ytrącony  osad zawierał nukleoproteidy typu dezoksyrybozowego, 
gdyż rybonukleoproteidy rozpadają się w tych w arunkach  na nukleoty- 
dy i nie w ytrącają się po zakwaszeniu. Osad przemyto alkoholem 50%, 
a następnie 96% i wysuszono.

1 g wysuszonego osadu poddano ośmiogodzinnej hydrolizie 
w 1 N  H 2 SO 4 , wytrącono puryny miedzią, rozłożono kompleksy mie
dziowe siarczkiem sodu i zanalizowano roztwór chromatograficznie. 
Po rozwinięciu chromatogramów otrzymano: a) w alkoholu izopropy
lowym plamy guaniny, adeniny oraz dużą, wyraźną plamę o Rf =  0,99,
b) w alkoholu izoamylowym otrzymano plamy odpowiadające guaninie, 
adeninie oraz wyraźną plamę o Rf =  0,88. Podano dla przykładu zdję
cie chromatogramu rozwiniętego w układzie alkohol izopropylowy-wo- 
da-HCl (rys. 3). Dwukrotne strącenie miedzią zmniejsza wielkość plamy 
(przy tym samym rozcieńczeniu).

Strącenie metodą srebrową powoduje występowanie na chromato- 
gram ach rozwiniętych w alkoholu izopropylowym zamiast plamy 
o Rf =  0,99 plamę o Rf =  0,64.

A N A L I Z A  C H R O M A T O G R A F IC Z N A  P O Z O S T A Ł O Ś C I PO  K O L E J N E J  E K S T R A K C J I  Ł U S E K
1 M  N a C l, A  N A S T Ę P N I E  1 N  N a O H

Pozostałość po kolejnej ekstrakcji łusek 1 M NaCl oraz 1 N NaOH 
poddano hydrolizie w 1 N H2SO4 przez 8 godzin. Niezhydrolizowaną po
zostałość odsączono, a do przesączu dodano 1 % roztworu CuSOj +  
-f N a H S 0 3. W ytrącił się nikły osad o kolorze brunatnoceglastym . Osad 
ten po rozłożeniu siarczkiem sodu dał na chromatogramach: a) w alko
holu izopropylowym-woda-HCl jedynie plamę o Rf =  0,99, b) w alkoho
lu izoamylowym-5% N a2HPOj • 12HoO plamę o Rf =  0,85.

Strącenie srebrem zmienia i w tym w ypadku położenie p lam y 
w układzie z alkoholem izopropylowym. Na rys. 4 podano zdjęcie
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chrom atogramu rozwiniętego w alkoholu izopro
pylowym  (strącenie metodą miedziową).

W  celu bliższego zanalizowania związku dające
go nieznaną plamę rozwinięto chromatogram w roz
puszczalniku alkohol izopropylowy-woda-HCl i nie 
w yw ołując go wycięto miejsce odpowiadające p la
mie. Nieznany związek wyeluowano 0,1 N HC1 
(w ciągu 24 godzin), i zbadano spektrofotometrycz- 
nie w ultrafiolecie.

W idmo okazało się zupełnie różne od typowego 
widma purynowego. Nie wykazało żadnego charak 
terystycznego maksimum w granicach 240—280 mg. 
Gwałtowny wzrost pochłaniania zaznaczył się po
niżej 230 mg.

Rys. 3
C hrom atogram  hydro liza tu  nuk leopm te idu  w yciągniętego 

1 N  N aO H
R ozpuszczalnik: a lkohol izopropylow y-w oda-H C l

Rys. 4
C hrom atogram  hydro lizatu  łusek  po ek strak c ji 1 M N aCl 

i 1 N N aO H  
Rozpuszczalnik: a lkohol izopropylow y-w oda-H C l

Rys. 3 Rys. 4

Dyskusja

Chromatograficzna analiza łusek, jak  również wyizolowanych z nich 
nukleoproteidów doprowadziła do ostatecznego potwierdzenia obecno
ści w tym m ateriale znacznych ilości guaniny i adeniny. Okazało się po 
nadto, że pełne, nie poddane żadnej przeróbce chemicznej łuski zawie
rają również h ipoksantynę i to, jak  się zdaje, w dość znacznej ilości. 
Fakt ten wskazuje na przypuszczalny proces dezaminacji kwasu adeni- 
lowego z ATP na kwas inozynowy. Innych puryn  w łuskach nie w ykry 
to. Nukleoproteidy wyciągnięte z łusek w ykazały  jedynie obecność 
guaniny i adeniny. Ilości nukleoproteidów, szczególnie typu dezoksy-, 
są różne dla łusek od różnych pacjentów. Co się tyczy kwasu moczo
wego, to nie znajdowano go na chromatogramach. Przypuszczalnie za
równo metoda wywoływania, jak  i s tosowane układy rozpuszczalników

http://rcin.org.pl



28 [8]

nie są odpowiednie do jego wyodrębnienia. Dodatek 40 gg kwasu mo
czowego do roztworu puryn nakraplanych  na chromatogram powoduje 
jedynie  lekkie rozciągnięcie p lam y adeniny w alkoholu izoamylo- 
wym-5% N a2H P 0 4 • 12H20 .  Strącenie siarczanem srebra w kwaśnym 
środowisku i rozłożenie kompleksów srebrowych kwasem solnym eli
minuje kwas moczowy z roztworu.

W stępne badania nasuwały  przypuszczenie, że dodatkowa plama, 
występująca na chromatogramach, może mieć coś wspólnego ze związ
kami purynowymi. Związek bowiem dający tę plamę strącał się zarów 
no srebrem, jak i miedzią w w arunkach  takich, jakie stosuje się przy 
strącaniu puryn, oraz wyw oływ ał się rtęcią w środowisku 0,5 N H N 0 3. 
Dalsze jednakże obserwacje nad pochłanianiem w nadfiolecie, p rzepro
wadzone metodą M a r k h a m a  i S m i t h a  (6) pod lampą kw ar
cową (patrz część doświadczalna), oraz badania spektrofotome.tryczne 
nie potwierdziły pierwotnego przypuszczenia. Dodatnia reakcja  ninhy- 
drynowa, w ykonana z eluatem plam y oddzielonej chromatograficznie, 
wskazyw ałaby raczej na obecność jakiegoś aminokwasu lub związku 
połączonego z aminokwasem. Nie jest dotychczas zrozumiałe, dlaczego 
związek ten daje plam y w alkoholu izopropylowym o różnych Rf po 
strąceniu srebrem i po strąceniu miedzią. Być może, redukujące środo
wisko w metodzie miedziowej wywołuje jakieś bliżej nie określone 
zmiany. W  celu uniknięcia zarzutu, że inny związek strąca się srebrem, 
a inny miedzią, wykonano kolejne strącenie związku miedzią, a następ
nie srebrem, za każdym razem w ykonując chromatogram w układzie 
alkohol izopropylowy-woda-HCl. Plama z osadu miedziowego po 
wywołaniu rtęcią w ykazała Rf — 0,99, zaś po strąceniu srebrem zmieni
ła swoje położenie na Rf =  0,64. Nieznany związek wyciąga się z łusek 
dość trudno, gdyż dopiero działaniem 1 N NaOH i to nie całkowicie. 
Ilości jego w różnych łuskach są bardzo różne. Dla bliższego określenia 
na tu ry  tego związku należałoby przeprowadzić dokładniejsze badania, 
przede wszystkim w sensie stwierdzenia domniemanego charakteru 
aminokwasowego lub peptydowego.

Ja k  ciekawym i obiecującym materiałem są łuski, może świadczyć 
kilka obserwacji poczynionych w trakcie hydrolizy oraz w yodrębnia
nia nukleoproteidów. Prowadząc dwustopniowe ogrzewanie z kwasem 
siarkowym zauważono, że po odsączeniu 2-godzinnego hydrolizatu i po 
dodatkowej kilkugodzinnej hydrolizie z nową porcją 1 N H 2S 0 4 roztwór 
nabiera wyraźnie różowego koloru. Po wykłóceniu takiego roztworu 
z alkoholem amylowym lub butylowym  całe zabarwienie przechodzi 
do warstw y alkoholowej, która staje  się intensywnie malinowa. O bser
wacja  ta również wym aga szerszego opracowania.

E . S E M P lN S K A
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Przy wyciąganiu nukleoproteidów roztworami NaCl oraz NaOH zau
ważono jeszcze jeden frapujący fakt. Część wyodrębnionych nukleopro
teidów miała zdolność rozpuszczania się na gorąco w wodzie, podobnie 
jak  typowe |3-rybonukleoproteidy, obecne w dużej ilości w trzustce. 
Przy dłuższym trak tow aniu  materiału łuskowego 1 N NaOH i kolejnym 
w ytrącaniu  kwasem octowym frakcji zawierającej nukleoproteidy otrzy
muje się w drobnych ilościach związek dający reakcję biuretową, za
wierającą fosfor i rybozę (a więc nukleoproteid) m ający własność nie 
tylko rozpuszczania się w gorącej wodzie powyżej 60°, ale również 
w ytrącania  się po oziębieniu. Jedynym  dotychczas znanym białkiem
0 podobnych własnościach jest białko Bence-Jonesa (bezfosforowe), 
występujące w moczu chorych na nowotwór szpiku kostnego. Dokładne 
badania  nad (3-rybonukleoproteidami łusek z uwzględnieniem zauważo
nych i opisanych wyżej własności są tematem oddzielnej pracy.

Streszczenie

1) Przeprowadzono na bibule W hatm ana nr 1 metodą C a r t e r a  
oraz W  y  a t t a analizę chromatograficzną osadów srebrowych
1 miedziowych puryn z hydrolizatów kwaśnych łusek łuszczycy. Stwier
dzono obecność w łuskach adeniny, guaniny i w mniejszej ilości hipo- 
ksantyny.

2) Hydrolizaty nukleoproteidów wyciągniętych z łusek: a) 0,14 M 
NaCl, b) 1 M NaCl, c) 0,1 N NaOH wykazują na chromatogramach jedy
nie obecność adeniny i guaniny. Hydrolizaty z dezoksyrybonukleopro- 
teidów wyciągniętych 1 N NaOH dają obok adeniny i guaniny dodat
kową plamę o Rf =  0,99 w układzie alkohol izopropylowy-woda-HCl 
i 0,85 w układzie alkohol izoamylowy-5% N a 2HP0 4 • I 2H 2O (z osa
dów miedziowych).

3) Nieznana plama pojawiła się również wraz z adeniną i guaniną na 
chromatogramach hydrolizatów pozostałości po ekstrakcji łusek 1 M 
NaCl. Usunięcie wszystkich • nukleoproteidów z łusek przez kolejne 
ekstrakcje 1 M NaCl i 1 M NaOH daje w wyniku — na chromatogramie 
hydrolizatu z pozostałości — wyłącznie wspomnianą, nieznaną plamę.

4) Eluat z powyższej plamy nie wykazuje  pochłaniania w obszarze 
240—280 mg.

L I T E R A T U R A

1. B u r r o w s S., G r y  1 1 ,s F. S„ H a i r i s o n  J. S.: N aturę  170, 800, 1954
2. C a i t e i  C. E.: J. Am. Chem. Soc. 72, 1466, li960.
3. D m o c h o w s k i  A. i P a d z i  k  H.: A cta  Biochim. Pol. 1, 73, 1954.

http://rcin.org.pl



30 E . SE M PItfT SK A

4. D m o c h o w s k i  A.  i P a n u  s z H.: Acta  Biochim. Pol. 1, 81, 1064.
5. Ł o z a E,: Pol. Tyg. Lek., 8, 61'7, 660, 1963.
6. M a t k  h a m H. i S m i t h  J. D.: Biochem. J. 45, 294, 1949.
7. M i r s  k y  A. E. i P o 1 II i s t  e i  A. W .: Proc. Nat. Acad. Sci. US 28, 344

1942.
8. V  i ;S c h e i E. i C h a i g a f f  E .: J. Biol. Chem. 176, 703, 1948.
9. W  y a t t G. R.: Biochem. J. 48, 584, 1951.

N iniejsza p raca została  w ykonana dzięki subw encji otrzym anej na badan ia  nau 
kow e przez Zakład Biochem ii UŁ z Komisji Popieran ia  Tw órczości N aukow ej i A rty  
stycznej przy U rzędzie Rady M inistrów .

XPOMATOrPA<£>M HECKM ił AHAJIM 3 rK flP O JIM 3A T A  IH E JiyX M  
P S O R I A S I S  V U L G A R I S

P  e 3 K) m e

1 .  B b iA  n p o B e # e H  x p o M a T o r p a c p H n e c K H H  a H a A H 3  c e p e 6 p H H H b ix  h  m c a h w x  

o c a ^ K O B  n y p H H O B  H 3 K H C A O T H oro  T H A p o A H 3 a T a  in e A y x H  psoriasis H a ó y M a r e  B a T -  

M aH  N °  1 n o  M e T o ^ y  K a p T e p a  h  Y a n r a .  B  r n e A y x e  6 m a h  o 6 H a p y » > e H b i  a a e H H H ,  

r y a H H H  h  b  M e n b u ie M  K O A H n e c T B e  r u n o K c a H X H H .

2 .  H a  x p o M a T o r p a M M e , c o f l e p a t a i i j e H  r H A p o A H 3 a x  H y K A e o n p o x e n A O B  a x c x p a -  

r H p o B a H H b ix  H 3 u ie A y x H  a )  0 , 1 4  m  N a C l  6 )  1 N  N a C l  b )  0 , 1  N  N a O H ,

6 w a h  o Ó H a p y iK e H b i T O A b K o  aA&HHH h  rya iH H H . H a  x p o M a T o r p a M M e ,  c o A e p H ia ij u e H  

r H A p o A tH 3 a T  A e 3 0 iK C H p H 6 o H y K A e o in p o T e H A O B  9 K C T p a r H p a B a H H b iH  1 N  N a O H ,  H a -  

p « A y  c  a  a  ejM łHOM  h  ryaH H H O M  6 m a o  o Ó H a p y iK e H o  n a x H o ,  H M e io u ^ e e  R f  =  0 , 9 9

A AH  p a C T B O p H T eA H  C O C TO H IIjerO  H 3 CMeCH H 3 0 n p o n H A O B b I H  ennpT --- BOAa —
H C 1  H R f  =  0 , 8 5  Ą A H  p  aC T B O p  HT e  A H C O C TO H U jerO  H 3 CM eCH H 3 0 a M H A 0 B b IH

c n w p x  —  5 ° / o  N a H P O - i  1 2  R O  ( n a  m c a h w x  o c a a k o b ) .

3 )  H a  x p o M a T o r p a M M e ,  c o A '& p a ta i i ie H  r H A p o A H 3 a T  u i e A y x n ,  n o c A e  n e p B o -  

H a n a A b H o r o  B K C T p a r H p o e a H H H  e e  1 N  N a C l  n a p H A y  c  a a ^ h h h o m  h  ryaH H H O M  

6biAo obHapyjKCHo HenaBecTHoe n n x H O .

H a  x p o M a T o r p a M M e , o o A e p j K a u j e H  r H A p o A H 3 a T  u i e A y x n ,  n o c A e  n e p B O H a n a A b -  

H o r o  yA aA C H H H  H 3 w e e  h  y  k  a  e o n p o t e h a o b  n y x e M  n o c A e A O B a x e A b H o r o  a K C T p a r n -  

p o s a H H H  1 N  N a C l  u  1 N  N a O H ,  6 m a o  o Ó H a p y a i e H o  x o A b K o  B b im e y K a 3 a H H o e ,  

H O H 3 B e c x H o e  nnxHo.
4 .  3 A 6 a x  B b iu ie y iK a 3 a H H o r o  n a x H a  « e  o Ó H a p y iK H A  n o r a o i u c h h r  n p n  2 4 0 — - 

2 8 0  m / h .

CHROMATOGRAPHIC STUDIES ON THE NUCLEOPROTEIN HYDROLYSATES 
OF THE PSORIASIS  SCALES

S u m m a r y

1 . Silver and cupric precipitates of purines from the acid hydrolysate  
of the psoriasis scales have been analised by Carter 's  and W yatt 's  chro

[10]
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matographic method on W hatm an 1 filter paper. The presence of adeni
ne, guanine and a smaller amount of hypoxanthine has been proved.

2 . Hydrolysates of nucleoproteins extracted  with the following sol
vents: a) 0,14 M NaCl, b) 1 M NaCl and c) 0,1 N NaOH show on chro
m atographic analysis adenine and guanine. The hydrolysates of desoxy- 
nucleoproteins extracted with 1 N NaOH give an unidentified spot of 
Rf =  0,99 in  isopropyl alcohol: water: hydrochloric acid mixture and 
Rf =  0,85 in isoamyl alcohol: 5% N a2HP0 4  • I2H 2O system (from cupric 
precipitates).

3. An unknown spot has appeared also together with adenine and 
guanine when residue following 1 M NaCl extraction have been hydro- 
lised and chromatographed. The residue left after removing of all nu
cleoproteins by the subsequent extraction of the scales with 1 M NaCl 
and 1 M NaOH, gives, while hydrolised, the above mentioned spot on 
the chromatograms.

4. The eluate of the spot does not show absorption in 240—280 m 
region.

O trzym ano 20.V III.1954
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A C T  A  B I O C H I M I C  A  P O L O N I C A  

V O L . II  1955 N o  1

A NTO N I DM OCHOW SKI, ELŻBIETA SlEMP.lNSKA, LEOKADIA KŁYSZEJKO

O TAK ZWANYCH [3-NUKLEOPROTEIDACH W ŁUSKACH ŁUSZCZYCY
(.PSORIASIS VULGARIS)

Z Zakładu Biochemii Uniwersytetu  Łódzkiego  
Kierownik: proi. dr A. Dmochowski

Dotychczasowe badania  biochemiczne łusek łuszczycy, podjęte w Za
kładzie Biochemii UŁ w celu uzyskania dowodów chemicznych w iru
sowej etiologii tego schorzenia, doprowadziły do stwierdzenia znacz
nych ilości nukleoproteidów w łuskach i pozwoliły na wyciągnięcie 
pewnych wniosków co do ich charakteru i składu chemicznego. Ł o z a  
(21 , 22) znalazł mianowicie 37% nukleoproteidów suchej masy łusek, 
a na zasadzie dodatniej reakcji D i s c h e g o  (6) z dwufeniloaminą 
przypisał im charakter praw ie wyłącznie dezoksyrybonukleoproteido- 
wy. D m o c h o w s k i  i P a d z i k  (8 ), oznaczywszy wagowo 
całkowitą adeninę i guaninę w hydrolizatach łusek, wykazali wyraźną 
przewagę guaniny (1,3 w stosunku molowym do adeniny). Jeszcze wyż
sze wartości na guaninę, oznaczone mikrojodometrycznie i spektrofoto- 
metrycznie, podali D m o c h o w . s k i  i P a n u s z  (9). Ponieważ 
zaś rybonukleoproteidy w tkankach  zwierzęcych wykazują znaczną 
przewagę guaniny nad adeniną [1,7:1,  C h a r g a f f  (3), C r o s b i e, 
D a v i d s o n  (5)], a w tkankach  nowotworowych nawet 4 :1  [ C h a r 
g a f f ,  M a g a s a n i k  i współpr. (4)], to oznaczenia puryn w łu
skach przemawiały raczej za obecnością znacznych ilości rybonukleo- 
proteidów. W stępne oznaczenia ilości rybo- i dezoksyrybonukleopro- 
teidów w łuskach [ D m o c h o w s k i  i D r a b i k o w s k i  (7)] 
przemawiały również za tym przypuszczeniem. Po uzyskaniu orcynolu 
ch. cz.1), niezbędnego do oznaczenia rybozy, podjęliśmy na nowo bada
nia w celu stwierdzenia i scharakteryzow ania  związków rybozowych 
w kwasonierozpuszczalnych frakcjach białkowych.

] ) Za przesłan ie  o rcynolu  jesteśm y  zobow iązani prof, drow i T. B a r a n o w 
s k i e m u .
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W  czasie badań chromatograficznych nad purynami łusek S e m- 
p i ń s k a  (26) zauważyła c iekawy fakt, że znaczna część materiału 
białkowego wielu łusek rozpuszcza się stopniowo we wrzącej wodzie 
i to nawet po wielokrotnej ekstrakcji. Nasunęło się przypuszczenie 
obecności złożonych białek w rodzaju charakterystycznych (3-nukleo- 
proteidów trzustkowych, odznaczających się — jak wiadomo — zdolno
ścią rozpuszczania się w gorącej wodzie i wyjątkowo wysoką zawarto
ścią guaniny w stosunku do adeniny i zasad pirymidynowych: 2—4 moli 
guaniny na 1 mol adeniny [według różnych autorów: O. H a m m a r-
s t e n  (13), E. H a m m a r s t e n  (12), J o n e s  i P e r k i n s  
(14), J o r p e s  (15), L e v e n e  i J o r p e s  (19), C h a r  g a f  i 
(4), B a c h e r  i A l l e n  (1), D m o c h o w s k i  i L e s z c z y ń 
s k a  (10)]. W ykonane przez nas analizy na fosfor, rybozę, adeninę 
i guaninę różnych frakcji potwierdziły w zupełności te przypuszczenia.

W  miarę przedłużania czasu ekstrakcji łusek gorącą wodą, po za
kwaszeniu końcowych wyciągów otrzymano frakcję rozpuszczalną w go
rącej wodzie, ale wytrącającą się po oziębieniu do 40—50°C i rozpusz
czającą się z powrotem na gorąco. Te niezwykłe własności końcowych 
frakcji (^-nukleoproteidów przypominają cechy specyficznego białka 
Bence-Jonesa, występującego — jak  wiadomo — w ogromnych ilo
ściach w moczu i krwi chorych na nowotwór szpiku kostnego (M yeloma  
multiplex). Skład łusek łuszczycy z punktu widzenia występowania nu
kleoproteidów okazał się więc nadspodziewanie skomplikowany i w y
sunął konieczność wszechstronnego zbadania wszystkich frakcji tych 
złożonych ciał białkowych.

Część doświadczalna

Badania nad rodzajem i ilościami nukleoproteidów łusek łuszczycy, 
przechodzących do gorącego wyciągu wodnego, rozpoczęliśmy od ana
liz chromatograficznych, gdyż najbardziej przekonującym  dowodem 
obecności (3-nukleoproteidu w wyciągach byłoby wykrycie tą  drogą obu 
aminopuryn: adeniny i guaniny. W ystępowanie  samej adeniny świad
czyłoby raczej o przechodzeniu do wyciągu związków adenilowych 
kwasorozpuszczalnych. W ykonane przez nas analizy chromatograficzne 
potwierdziły w całości hipotezę występowania |3-nukleoproteidu. Praco
waliśmy metodą W  y a t t a (28), w ypróbowaną już uprzednio w Za
kładzie Biochemii UL [ S e m p i ń s k a  (26)].

A N A L I Z A  C H R O M A T O G R A F IC Z N A  P U R Y N  W  W Y C IĄ G U  W O D N Y M

10 g łusek zhomogenizowanych i odlipidowanych mieszaniną aceto
nu i chloroformu [5:1,  N i e m i e r k o  (25)], wyciągnięto kilkakrot-
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nie 100— 200 ml wrzącej wody. W yciąg wodny odparowano do niewiel
kiej objętości, zakwaszono H 2SO4 tak, by roztwór był 1 N, i hydrolizo- 
wano 3 godz. na łaźni wodnej. Następnie strącono puryny nasyconym 
roztworem A g2S0 4 . Osad srebrowy puryn odsączono, przemyto wodą 
zakwaszoną kwasem  siarkowym z dodatkiem siarczanu srebra, a na
stępnie rozłożono kilkoma porcjami 0,1 N HC1 na gorąco. Roztwór 
otrzym anych w ten  sposób chlorowodorków puryn nakroplono na pa
ski bibuły W hatm ana  nr 1 i poddano rozdziałowi chromatograficznemu 
w rozpuszczalnikach alkohol izopropylowy-2 N HC1 [W y a t t (28)]. 
Chrom atogram y wywołano azotanem rtęci. Otrzymano tylko dwie 
ciemne plamy odpowiadające guaninie o Rf =  0,25 i adeninie Rf =  0,36 
(chromatogramy kontrolne — z roztworami czystej guaniny i adeniny). 
W  ten sposób uzyskano potwierdzenie obecności jedynie dwóch ami- 
nopuryn w w yciągu wodnym.

Następnie metodą F i s k e g o  i S u b b a r o w a  (11) oraz 
metodą orcynolową wykonano analizy na zawartość w wyciągu fosforu 
i rybozy. Oznaczanie fosforu w środowisku bardziej kwaśnym 
(0,6 N H 2 SO 4 ) niż w metodzie F i s k e g o  i S u b b a r o w a ,  za
stosowanie amidolu jako reduktora oraz odczytywanie wartości eks
tynkcji ściśle po 10 minutach od chwili dodania amidolu zmniejszały do 
minimum błąd, mogący powstać na skutek ewentualnej obecności krze
mianów [K a r p i a k (16)].

Rybozę oznaczano metodą B i a 1 a - M e j b a u m (2, 24) w mody
fikacji K e r r a  i S e r a i d a r i a n a  (17). W  oznaczeniach kolo
rymetrycznych fosforu i rybozy posługiwano się fotokolorymetrern 
S p e k k e r a .

O T R Z Y M Y W A N IE  P -N U K L E O P R O T E ID U  Z Ł U S E K  O R A Z  A N A L I Z A  JE G O  S K Ł A D U

Mając już dowody na obecność P-nukleoproteidu w wyciągach wod
nych przystąpiono do jego wyizolowania i zanalizowania. Opierano się 
przy tym na odpowiednich pracach J o n e s a  i P e r k i n s a  (14), 
J  o r p e s a (15), D m o c h o w s k i e g o  i L e s z c z y ń s k i e j  
(10), dotyczących otrzymywania (3-nukleoproteidu z trzustki bydlęcej.

10— 20 g łusek drobno zmielonych i odlipidowanych mieszaniną chlo
roformu i acetonu wygotowywano 3—5 razy wodą destylowaną o pH 6,5, 
zagęszczano wyciągi do małej objętości, zakwaszano kwasem octowym 
do pH 4—5, a następnie dodawano alkoholu do 70%. W ytrącony w ten 
sposób biały, k łaczkowaty osad opadał na dno po kilkunastu godzinach. 
Osad odwirowywano i przemywano' 70%, a następnie 96% alkoholem, 
po czym suszono w 105°C. O trzym ywany w postaci białego proszku

3* http://rcin.org.pl
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(3-nukleoproteid poddawano kolejnym analizom na zawartość poszcze
gólnych puryn, fosforu i rybozy.

Opracowano ilościowo łuski dwóch różnych pacjentów, w innych 
wypadkach stwierdzono obecność |3-nukleoproteidu tylko jakościowo.

Oznaczenie zawartości poszczególnych puryn w ykonano metodą 
spektrofotometryczną na spektrofotometrze B e c k m a n n a .  W  tym 
celu zhydrolizowano 6 mg (3-nukleoproteidu V (tabl. 2) w 2 N kwasie 
siarkowym w ciągu 3 godzin. Po rozcieńczeniu roztworu do 0,5 N strą
cono puryny zawiesiną AgiO. Osad srebrowy puryn rozłożono po prze
myciu 0,1 N kwasem solnym. Otrzym any w ten sposób roztwór chloro
wodorków puryn w kwasie solnym służył do bezpośrednich oznaczeń 
spektrofotometrycznych 1). Maksimum pochłaniania adeniny w 0,1 N 
kwasie solnym leży w paśmie 262 mp, maksimum pochłaniania guani- 
ny — w 247 mu. Ponieważ w roztworze znajdowały się obok siebie obie 
puryny, wykonywano więc pomiary gęstości optycznej przy dwóch dłu
gościach fal, dla których różnice w wartościach molowych współczyn
ników ekstynkcji były możliwie największe. Posługiwano się współczyn
nikami K e r r a  i S e r a i d a r i a n a  (18), którzy pracowali w dłu
gościach fal 245 mu i 262 mp, oraz L o r i n g a i współpr. (20), p racu
jących w długościach fal 240, 262 i 208 mp.

Molowe współczynniki adeniny i guaniny podano w tablicy 1.

T a b l i c a  1

Długość 
fali w  m p

M olowy
w spółczynnik A utorzy

aden iny guan iny

240 5310 9400 L oring  i w spółpr.
245 8050 10900 K e rr  i S era idarian
262 13100 7650 L oring  i w spółpr.
262 13300 7580 K e rr i S era idarian
820 4720 6660 L oring  i w spółpr.

Po wykonaniu pomiarów wyliczono stężenia adeniny i guaniny 
(w molach na litr) ze wzorów:

10 900 D 262 -  7580 D 245

ad ~  84 x  10«

_  13 300 P 245 -  8050 P 262

gu 84 x  10“
._________  [wg Kerra i Seraidariana (18)]

1) O znaczenia m gra H. Panusza, st. asyst. Z akładu Chemii O gólnej i F izjologicznej 
AM w Łodzi.
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_  6 .6 6  P 268 -  7.65 P 280 

ad 5.11 X 104

„  _  13.1 D 280 -  4.72 D 262
SU

5.11 X 104

(wg Loringa i współpr. (20)]

Dane do obliczeń: D245 =  0 553
D2 6 2 =  0,522
D280 =  0,332

W zięto do analizy 69 mg (3-nukleoproteidu.
Objętość roztworu po hydrolizie: 100 ml (0,1 N HC1).

Grubość kiuwety: 0,5 cm.

W yliczona na podstawie powyższych danych zawartość procentowa 
guan iny  w fl-nukleoproteidzie V (z tabl. 2) wyniosła 1,62%, a zawartość 
adeniny  0,707% [wartości średnie obliczone ze wzorów K e r r a 
i S e r a i d a r i a n a  (18) i L o r i n g a  (20)]. W ynika  stąd, że 
guaniny  jest znacznie więcej niż adeniny, a mianowicie 2,3 : 1, czyli 
2,1 : 1 w stosunku molowym, podobnie jak  w (3-nukleoproteidzie trzust
ki świńskiej, gdzie na przykład V i s c h e r i C h a r g a f f  (27) 
znaleźli s tosunek 2,4 : 1, a ostatnio C h a r g a f f  i współpr. (4) — 
s tosunek  2,25 : 1.

W  tablicy 2 podano kilka analiz na fosfor i rybozę w kilku p repa
ra tach  (^-nukleoproteidów z łusek w różnych okresach choroby.

T a b l i c a  2
Z aw artość p rocen tow a fosforu i rybozy w P -nukleoproteidach nieoczyszczonych

(3-nukleo-
p ro teid

fosfor w  °/0 ryboza w  °/„

I 2,73 3,53
II 2,80 3,36

IV 2,75 2,87
V 3,55 2,92

VI 4,04 3,14

(3-nukleoproteidy I, IV, V i VI otrzymano z łusek pacjen ta  nr 1 (B), 
P-nukleoproteid II z łusek pacjenta  nr 2 (Cz.).

Ja k  wynika z tablicy 2, ilość fosforu w porównaniu z ilością rybozy 
była znacznie większa niż na przykład w kwasie nukleinowym drożdżo- 
wym, gdzie s tosunek fosforu całkowitego, tj. fosforu nukleotydów pu-
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rynow ych i pirymidynowych do rybozy nukleotydów purynowych (da
jącej się oznaczyć orcynolem) wynosi 0,41 wagowo, a 2,0 molowo. W y 
dawało się mało prawdopodobne, aby przyczyną tego faktu była ogrom
na przewaga nukleotydów pirym idynow ych nad purynowymi. Można 
było przypuścić raczej, że wchodzą tutaj w grę zanieczyszczenia fosfo
ranami nieorganicznymi albo też obecność dodatkowych grup fosfora
nowych. Zanieczyszczenia fosfolipidami należało wykluczyć, gdyż (3-nu- 
kleoproteid po odlipidowaniu w mieszance alkoholu i eteru (3 : 1) 
w tem peraturze wrzenia nie zmieniał swojego składu. W  celu rozstrzy
gnięcia tego zagadnienia porównaliśmy zawartości fosforu i rybozy 
(3-nukleoproteidu otrzymanego przez ekstrakcję gorącą wodą z pełnych 
łusek (preparat VI) i prepara tu  z tychże.

Biorąc pod uwagę możliwość zanieczyszczenia ^-nukleoproteidów 
fosforanem wapniowym, rozpuściliśmy 287,4 mg najbogatszego w fo
sfor (Unukleoproteidu VI (zawartość 11,53 mg P) w I N  ługu sodowym 
i pozostawiliśmy w temp. 30°C na przeciąg jednej doby. Po praw dopo
dobnym rozpadzie rybonukleoproteidu na rozpuszczalne nukleotydy na 
dno opadł galaretow aty  osad o charakterze czysto nieorganicznym, 
k tóry  odwirowano, przemyto roztworem bardzo rozcieńczonego ługu, 
wysuszono i spalono. Pozostałość po spaleniu w ilości 39,0 mg, rozpusz
czalna w kwasach, zawierała 9,6% P, czyli 32,5% pierwotnego fosforu 
(3-nukleoproteidu. Zawartość wapnia, oznaczona w tej pozostałości za 
pomocą fotometru płomieniowego, wyniosła 17,5%, a sodu 6 %. Stwier
dzono również znaczne ilości magnezu. Skład osadu potwierdził więc 
przypuszczenie obecności fosforanu wapniowego, być może z domiesz
ką fosforanów magnezowych (Ca : P =  1,82 zamiast 1,93 — teo re tycz 
nego).

Identyczny zabieg z 248,7 mg fl-nukleoproteidu VI, ale o trzym anego 
z łusek uprzednio ekstrahowanych kwasem trójchlorooctowym (zaw iera
jącego  1,61% P), dał zaledwie 2,4 mg nieorganicznej pozostałości, z aw ie 
rającej 4,8% fosforu, czyli 0,11 mg P (2,8% całego fosforu). W reszcie  
z 210 mg prepara tu  (3-nukleoproteidu II otrzymaliśmy 38,4 mg n ieo rga
nicznej pozostałości o zawartości 5,29% fosforu (2,03 mg P), zaw iera ją 
cej również znaczne ilości wapnia i magnezu.

Osad fosforanów nieorganicznych, rozpuszczalny w kwasach, a od
czepiony po łagodnej hydrolizie alkalicznej (3-nukleoproteidu, za
wierał więc znowu około 34,5% całkowitego fosforu wyjściow ego 
prepara tu  nukleoproteidu.

W szystkie preparaty  nieoczyszczonych ^-nukleoproteidów w y k a 
zywały wyraźną obecność krzemu. W stępne, orien tacyjne  oznaczenia 
dały ilości 40—50 mg% Si, a prace nad tym zagadnieniem  są w toku.
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T a b l i c a  N r  3

Łuski pac jen ta  N r 1 (B)
A nalizy  ko lejnych  ekstrak tów  w odnych oraz odpow iednich pozostałości z łusek  odlipi- 
dow anych  i ekstrahow anych  kró tko  5%  CCI3COOH (P łusek =  220 mg°/or ryboza  =

=  415 mg °/o

1 2 3 4 1 5 6 7 8 9 10 11

M ateria ł 
w zię ty  do 
ko le jnych  
ek strak c ji 

( I—V II)

P
łu sek

(m g% )

Ryboza
łusek

(m g% )

Ilość 
łu sek  

w zię ta  
do ek s
trak c ji 

(g)

Czas
e k s tra k 

c ji
(goez.)

Sucha
m asa

ek s tra k 
tów
(g)

Sucha m asa 
ekstrak tów  
w  o d n ies ie 

n iu  do 
łu sek  
(% )

P
w suchej 

m asie 
ek s trak 

tu 
(%)

Ryboza 
w  suchej 

m asie  
ek s trak tu  

(% )

P
ek strak tu  

w  p rze licze 
n iu  na 

w yjściow e 
łusk i 

(mg%)*)

Ryboza 
ekstrak tu  

w  p rze licze- 
k iu  na 

w yjśc iow e 
łusk i 

(mg)**)

Ł uski użyte do 
ekstr. I 220,0 415,0 9,20 3 0,425 4,51 1,366 2,086 01,6 04,1

Z łu sek  pozosta
łych  po ek s tra k 
cji I, w zięto  do 
ek s trak c ji I I 5,52 3 0,150 2,59 1,447 2.837 37,5 73,5

Z łu sek  pozosta
łych po ek s trak 
c ji II , w zięto do 
ek s trak c ji I I I 4,44 10 0,31 6,49 0,828 1,386 53,7 90,0

IV — — 4,13 16 0,290 5,54 0,310 0,376 17,2 20,7

V — — 5,86 32 0,46 9,62 0,143 0,230 13,8 22,1

VI — — 3,20 36 0,35 7,30 0,c64 0,322 4,9 16,2

V II — 3,05 40 0,23 4,82 0,048 0,100 2,3 0,1

E k strak ty  I -V II  (a) — — ; j 135 — 40,86 _ — 190,7 325,7

Pozostałość po ek s
trak c ji V II (b)

.
2,60 54,46 0,032 0,112 17,6 61,3

Sum a: a  -f- b — -  i — “  1 95,32 — 208,3 387,0

*) I lo c z y n  r u b r y k  7 i  8. 
**) I lo c z y n  r u b r y k  7 i 9.

A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a .  S t r .  38—39
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B A D A N I E  IL G S C I I S K Ł A D U  K O L E J N Y C H  W Y C IĄ G Ó W  W O D N Y C H  Z Ł U S E K

Łuski zhomogenizowane i odlipidowane mieszaniną chloroformu 
i acetonu (1 : 5) przemyto pięciokrotnie 5% kwasem trójchlorooctowym 
w celu usunięcia związków kwasorozpuszczalnych (nukleotydy, fosfo
rany nieorganiczne), odmyto kwas trójchlorooctowy zimną wodą i w y
suszono do stałej wagi. Po oznaczeniu fosforu i rybozy poddawano łuski 
wielokrotnej ekstrakcji wrzącą wodą destylowaną pod chłodnicą zwrot
ną. W odę  zmieniano średnio co kilka godzin (początkowo co V2 godzi
ny, w końcu średnio co 6 godzin).

W yciągi wodne zlewano po kilka, odparowywano do sucha na łaź
ni wodnej, ważono i oznaczano za każdym  razem fosfor i rybozę. W  ten 
sposób można było zorientować się w maksymalnej wydajności (3-nukleo- 
proteidów z łusek oraz w ićh składzie w kolejnych wyciągach po k ró t
kiej i d ługotrwałej ekstrakcji. Oznaczono również skład pozostałości po 
niektórych ekstrakcjach.

Do ekstrakcji użyto łusek pacjenta nr 1 (B) z łuszczycą uogólnioną, 
nie leczonego od dłuższego czasu. Łuski suszone zawierały 277 mg % 
fosforu i 434 mg % rybozy, po częściowym odlipidowaniu acetonem 
i chloroformem 281 mg % fosforu i 463 mg % rybozy, wreszcie po k ró t
kotrw ałym  wyciąganiu 5% CCl3COOH na zimno — 220 mg % fosforu 
i 415 mg % rybozy. Długotrwała ekstrakcja  kwasem dała w wyniku 
183 mg % fosforu kwasonierozpuszczalnego i 98 mg % fosforu kwaso- 
rozpuszczalnego.

W yniki podaje tablica 3.
Liczby z rubryk  7, 10 i 11 były wyliczane na 100 g łusek wyjścio

wych. Ilość pozostała po ekstrakcji VII wyniosła 2,6 g zamiast obliczo
nej 2,82 g, co było miarą stosunkowo niewielkich strat w czasie wszyst
kich manipulacji. Straty w ogólnym bilansie fosforowym wyniosły 6 %, 
a w bilansie fosforu nukleinowego 7%, rybozy również 7%, co przy 
wielkiej liczbie oznaczeń należy uznać za wynik zadowalający.

Ilość substancji ekstrahowanych po 135 godzinach wyniosła ponad 
40%, z czego połowa po 40 godzinach (szybkość ostatniej ekstrakcji zma
lała do 10% pierwotnej). Po odliczeniu fosforanów nieorganicznych 
w ilości 37 mg% (220— 183 mg%), ekstrahujących  się w pierwszych 
ekstraktach, wyciąganie tzw. fosforu nukleinowego i rybozy w tym 
okresie przebiegało dość równolegle (75% wyjściow ych ilości), dając 
zgodny obraz ilości ekstrahowanych rybonukleoproteidów. W  pozosta
łości po ekstrakcji VII pozostało poniżej 10% pierwotnego fosforu nu
kleinowego i 15% rybozy łusek.
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Stosunek ilości fosforu nukleinowego (nukleoproteidowego) do rybo
zy wynosił w łuskach 0,44, a w całości ekstraktów 0,47, natomiast w po
zostałości po ekstrakcjach 0,3, a w ostatnich dwóch ekstraktach na
wet 0,25.

Naw et po 135 godzinach ekstrakcji ilość białka wyciąganego, da ją
cego się strącić mocnym kwasem trójchlorooctowym, jest dość znacz
na, natomiast zawartość rybozy, a szczególniej fosforu spada w nim 
do minimum. Te końcowe wyciągi mają odmienny wygląd, są mętne, 
a po pewnym czasie dają niewielki osad, rozpuszczalny na nowo w go
rącej wodzie. Do sprawy tej powrócimy w następnych rozważaniach.

T a b l i c a  4 
Lusiki pacjen ta  nr li(B)

A nalizy kolejnych  frakcji (3-nukleoproteidów, strąconych  alkoholem  z w yciągów  w od
nych odlipidow anych łusek. Ilość ekstrahow anych  łusek: 5,7 g (P łusek  =  281,3 mg °/o,

ryboza =  463‘ mg%>).

1 2 3 4 5 6 7 8

Ilość
s trąco 

Ilość
nuk leo 
p ro te i P Ryboza

P
n u k leo p ro 

R yboza 
n u k leo p ro 

te idów  
w  p rz e li
czen iu  na 
w y jśc iow e 

łu sk i 
(m g°/0)

K olejność
ekstrac ji

Czas
ekstr.

nych
nuk leo 

dów  p rze
liczona

nuk leo 
p ro te i

nu k leo 
p ro te i

te idów  
w  p rze licze

n r (godz) p ro te i
dów
(g)

na w y j
ściow e 

łuski
(° /o )

dów
(° /c )

dów
(% )

niu  na w y j
ściow e łusk i 

(m g°/0)

I 13 0,36 6,3 2,725 3,528 172,0 223,0
II 27 0,20 3,5 0,448 0,570 15,8 20,0

I I I 19 0,20 3,5 0,347 0,283 12,1 10,0
IV 22 0,12 2,1 0 121 0,242 2,5 5,1

V 24 0,12 2,2 0,061 0,235 1,2 5,3
VI 21 0,10 1,8 0,049 0,241 1,0 4,2

V II 20 0,10 1,9 0,053 0,212 1,0 4,2

E k strak c je
I— V II 146 1,20 21,3 — — 205,6 271,8

Pozostałość
po V II ek s
tra k c ji łusek — 3,0 52,6 0,037 0,125 19,3 65,7

C ałość ek s
trak tów  z
łusek  -f-

pozostałość — 4,2 73,7 — — 224,9 337,5
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Sucha pozostałość wyciągów, szczególniej początkowych, mogła za
wierać substancje z łusek zupełnie odrębne od ^-nukleoproteidów. Dla 
oznaczenia więc ilości i charakteru  samych (^-nukleoproteidów w ykona
liśmy analogiczne, wielokrotne ekstrakcje, ale stosując każdorazowo 
strącanie osadów z zatężonych wyciągów za pomocą trzech części alko
holu w pH 4,5. Po odsączeniu, wysuszeniu i zważeniu osadów oznaczano 
w nich zawartość fosforu i rybozy i przeliczano na łuski wyjściowe. Do 
badań były  użyte łuski dwóch pacjentów: tablica 4 daje obraz dla łusek 
poprzednio om aw ianych [nr(B)j odlipidowanych, ale nie wyciąganych 
kwasem trójchlorooctowym, tablica 5 — dla łusek pacjenta nr 2 (Cz.) 
z ciężką łuszczycą.

ł
T a b l i c a  5 

Łuski p ac jen ta  nr 2 (Cz.)
A nalizy iden tyczne jak  w tab licy  4. Ilość łusek: 18,9 g (P łusek =  403, mg °/o,

ryboza =  563,5' m g %>)

K o le j
ność

e k s tr 
akcji

n r

Czas
ekstr.

(godz.)

Ilo ść  
s trąco 

nych  
n u k leo 
p ro te i
dów  (g)

Ilość nuk leo 
pro teidów  

przeliczona 
na w yjśc io 
w e łusk i (% )

P
n u k leo 
p ro te i

dów
(% )

Ryboza
nuk leo 
p ro te i

dów
(% )

P  n u k lop ro - 
teigdów  w  
przeliczen iu  
na w y jśc io 

w e łusk i 
(m g %)

R yboza n u 
k leo p ro te i
dów  w  p rz e 
liczen iu  na 
w yjśc iow e 

łu sk i (m g %

I 3 0,70 3,70 2,747 3,757 101,5 139,1
II 22 1,52 8,57 1,503 1,020 127,5 87,4

I I I 23 0,62 3,28 0,523 0,288 17,0 9,3
IV 19 0,34 1,80 0,247 0,267 4,5 5,0
V 24 0,36 1,90 0,162 0,264 3,1 4,5

VI 20 0,26 1,37 0,174 0 412 2,2 5,6
V II 20 0,37 1,99 0,083 0,222 1,6 4,5

V III 20 0,13 0,69 0,120 0,343 0,83 2,38
IX 20 0,036 0,15 0,169 0,888 0,34 1,76

X 20 0,050 0,26 0,071 0,850 0,18 2,15

E kstrakcje
I —X 191 4,48 23,71 — — 258,8 261,7

Pozostałość
po X  eks

trak c ji łusek — 7,76 41,1 0,047 0,250 19,60 102,7

Całość eks
trak tów  z 

łusek -f po
zostałość — 12,24 64,81 — — 278,12 364,4

Ekstrakcja łusek nie traktow anych uprzednio kwasem trójchloroocto
wym była znacznie słabsza, strącanie nukleoproteidu pociągało za sobą
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znaczne straty (26%). Straty te w ogólnym bilansie fosforowym wynio
sły 20%, a rybozy 27%; w obliczeniu fosforu nukleinowego kwasonie- 
rozpuszczalnego — naw et 30%. W yciągnięto ogółem około 60% fosforu 
nukleinowego w yjściow ych łusek i tyleż rybozy, a pozostałość po 146 
godzinach ekstrakcji zawierała jeszcze ponad 10% pierwotnego fosforu 
nukleinowego i prawie 15% rybozy. Stosunek fosforu nukleinowego do 
rybozy w łuskach wyjściow ych wynosił 0,4, podobnie w strąconych nu- 
kleoproteidach, z w yjątk iem  dalszych ekstrakcji (IV— VII), gdzie, p ra 
wie zgodnie z pozostałością po wszystkich ekstrakcjach, wynosił poni
żej 0,3.

Łuski powyższe odznaczały się wyjątkowo wysoką zawartością 
fosforu nukleinowego, o 6 6 % wyższą niż łuski nr 1 (B), natomiast fosfor 
nieorganiczny był podobny, ryboza zaś o 22% wyższa. W  przeciw ień
stwie do słabej reakcji D i s c h e g o  w pozostałości nr 1 (B) odpowiednia 
pozostałość nr 2 (Cz.) wykazała  znaczną zawartość dezoksyrybozy, a więc 
dezoksyrybonukleoproteidów  nie ekstrahujących  się wrzącą wodą. 
Zgodnie z tymi faktami ilość ekstrahowanego fosforu nukleinowego ry- 
bonukleoproteidów była niższa, a mianowicie 52% (po odjęciu 102 mg% 
fosforu nieorganicznego), a rybozy 47%. Nadmienić należy, że długo
trwała ekstrakcja łusek nr 2 (Cz.) zimnym CCI3COOH wykazała zawar
tość 301,8 mg % P kwasonierozpuszczalnego, a 102 mg % P kwasoroz- 
puszczalnego.

(3-nukleoproteid z ekstrakcji I zawierał, jak  to już podano wyżej, 
34,5% łatwo odczepianego fosforu nieorganicznego (str. 9), a z ekstrakcji 
II podobnie znaczne ilości; prawdopodobnie cały ten fosfor ulegał 
ekstrakcji i strącał się wraz z nukleoproteidami, i to w postaci fosforanu 
wapnia i magnezu (patrz wyżej).

Po zsumowaniu wszystkich ekstraktów i pozostałości straty w ogól
nym bilansie wyniosły 35% suchej masy łusek, w bilansie całkowitym — 
fosforu 31%, fosforu nukleinowego 42%, rybozy 38%.

Dyskusja

Niniejsza praca miała za zadanie dalsze wniknięcie w skomplikowa
ne zagadnienie rybonukleoproteidów łusek łuszczycy. Niektóre obser
wacje nasunęły przypuszczenie, że mogą to być tak zwane P-nukleopro- 
teidy, rozpuszczalne w gorącej wodzie, znajdowane w drobnych ilościach 
w wielu tkankach, ale w większych ilościach tylko w trzustce, a więc 
w narządzie niezmiernie in tensyw nie syntentyzującym  ciała białkowe.

Przypuszczenie to znalazło potwierdzenie w niniejszej pracy, a kla
syczne metody otrzym ywania (^-nukleoproteidów wykazały istotnie 
obecność bardzo znacznych ilości tych ciał we wszystkich zbadanych
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łuskach. Analiza chromatograficzna rozłożonych osadów srebrow ych 
z hydrolizatów strąconych nukleoproteidów wykazała obecność dwóch 
aminopuryn, tj. guaniny  i adeniny.

Oznaczenia spektrofotometryczne puryn wyniosły w jednym  przy
padku (preparat V) 1,62% guaniny, a 0,707% adeniny, a więc 2,1:1 w sto
sunku molowym, podobnie jak  w (3-nukleoproteidzie z trzustki.

Uprzednio D m o c h o w s k i  i P a d z i k  (8) metodą wagową 
otrzymali wprawdzie dla całych łusek stosunek najwyższy 1,3:1,  ale 
wagowe oznaczenia guaniny mogły dawać znaczne straty, natomiast 
D m o c h o w s k i  i P a n u s z  (9) jodometrycznie, spektrofotome- 
trycznie i polarograficznie otrzymali średnio z paru prepara tów  całych 
łusek również stosunek 2 :1.

Z zawartości puryn  (2,33%) we wspomnianym (3-nukleoproteidzie V 
wynika teore tyczna zawartość kwasu nukleinowego (statystycznego 
tetranukleotydu) 10,45%, a ewentualnego pentanukleotydu (2 mole 
guaniny, 1 mol adeniny, 2 mole pirymidyn) 8,7%; z zawartości rybozy 
(2,92%) wyliczono podobnie 10,5% tegoż pentanukleotydu.

Znajdowana początkowo przez nas w różnych prepara tach  (3-nu- 
kleoproteidu z łusek wysoka zawartość fosforu zdawała się przemawiać 
za znacznie wyższą ilością kwasu nukleinowego, ale stwierdzenie obec
ności fosforanów wapniowych i usunięcie ich drogą hydrolizy alkalicz
nej obniżyło procentow ą zawartość fosforu (np. z 2,8% P prepara tu  II na 
1,83% P; z 4,04% P prepara tu  VI na 2,67% P, przy tym równoległy p re 
parat z tych łusek, uprzednio ekstrahowanych kwasem trójchloroocto- 
wym, wykazał nawet 1,61% P); opierając się na tej ostatniej liczbie mie
libyśmy maksym alną zawartość kwasu nukleinowego w tych (3-nukleo- 
proteidach w granicach 16%. Te 10% lub też 16% kwasu nukleinowego 
są to liczby dość wysokie, gdyż większość nukleoproteidów izolowanych 
z tkanek zawiera do kilku procent kwasu nukleinowego, a tylko niek tó
re, jak  na przykład (3-nukleoproteidy trzustki, nukleohistony, bakteriofa
gi i nieliczne wirusy roślinne osiągają i przekraczają 40%.

Co się tyczy składu kolejnych ekstraktów wodnych z łusek lub s trą
conych z nich (^-nukleoproteidów, to bilansowe oznaczenia fosforu i ry 
bozy rzuciły pewne światło na ilość i charakter substancji w yciągowych 
oraz na dynamikę ich ekstrakcji z łusek świeżych lub trak tow anych 
uprzednio kwasem trójchlorooctowym.

Na ogół straty bilansowe są niewielkie, co przemawia za słusznością 
obranej metody. Ilości ekstrak tu  są nadspodziewanie wysokie, na p rzy
kład w czasie 21 godzin ekstrakcji wrzącą wodą o pH 6,5 wyciągnięto 
13,6% suchej masy łusek, po 135 godzinach 40% (tablica 3), w ytrącone 
zaś (3-nukleoproteidy wyniosły po 13 godzinach 6,3%), po 146 — 2 1 % su-
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chej masy łusek (tablica 4). Ilości suchej masy ekstraktów szybko spa
dają, ale nawet po najdłuższej ekstrakcji otrzymujemy drobne ilości 
(1-nukleoproiteidów, co świadczy, że następuje widocznie rozpad złożo
nych kompleksów w łuskach, uwalniających charakterystyczne, rozpu
szczalne P-nukleoproteidy o coraz niższej zawartości kwasu nukleinow e
go. Otrzymane (3-nukleoproteidy zawierają dość znaczne ilości krzemu, 
a prepara ty  z łusek nie trak tow anych uprzednio kwasem trójchloroocto- 
wym wykazują nadspodziewanie duże ilości wapnia i magnezu (str. 8 ). 
Badania nad hipotetycznymi kompleksami z dodatkowymi grupami fo
sforowymi ^-nukleoproteidów, nad oczyszczaniem ^-nukleoproteidów 
oraz nad oznaczaniem zawartości wapnia, magnezu i krzemu są w toku. 
Dodatkowe grupy fosforanowe w P-nukleoproteidach stają się p raw do
podobne na tle nowszych prac B r e s l e r a  i N i d z i a n a  (2a) oraz 
D o u n c e' a (lOa). D o u n c e osiągał do 48% przyrostu zawartości 
fosforu przez działanie ATP i miokinazą na kwas rybonukleinowy 
z trzustki. Również nowoodkryta  rola jonów magnezu w tworzeniu w ią
zania między grupą aminową guaniny a sąsiednią fosforanową [ B r o w n  
i W a t s o n (2b)] może być źródłem pewnych sugestii co do w ystępo
wania magnezu i wapnia w opisanych przez nas P-nukleoproteidach.

W  czasie ekstrakcji w ystępują dość znaczne zmiany stosunku fosforu 
do rybozy w kolejnych preparatach (^-nukleoproteidów.

Tak na przykład w łuskach dokładnie wyciągniętych kwasem trój- 
chlorooctowym Pnuki-: Ryb. =  183 : 415 =  0,44 (wagowo), czyli 2,15 mo- 
lowo, w pozostałości po ekstrakcjach odpowiednio Pnuki" Ryb. =  17,6 : 
: 61,3 =  0,28 (wagowo), czyli 1,35 molowo. W  „statystycznym tetranu- 
kleotydzie", jak  wiadomo, stosunek Pnuki-: Ryb. =  2 (molowo), a w penta- 
nukleotydzie z trzustki 1,67. Zmniejszenie udziału pirymidyn w cząstecz
ce kwasu nukleinowego obniżyłoby tę liczbę. N asuwa się więc koniecz
ność dokładnego zbadania stosunku puryn do pirymidyn w różnych 
frakcjach nukleoproteidów z łusek.

Zmniejszony udział pirymidyn w (1-nukleoproteidach trzustkowych 
oraz nadmiar guaniny przypisują B a c h e r  i A l l e n  (1) działaniu 
rybonukleazy, zgodnie z teorią M a r k h a m a  (23) budowy kwasów n u 
kleinowych. Jednak  dotychczas nic nie wiadomo o obecności rybonu
kleazy w łuskach, dalsze badania muszą tę sprawę wyjaśnić. Możliwe 
jest przypuszczenie, że kolejne ekstrakcje doprowadzały do rozfrakcjo- 
nowania odrębnych kwasów rybonukleinowych o różnym stosunku pu
ryn do pirymidyn. Po pracach C h a r g a f f a  i wsp. (4a), B r o w n a  
i W  a t s o n a (2b), L u c y  i B u t l e r a  (20a) nad dezoksyrybonu- 
kleoproteidami oraz E l s  o n a  i C h a r g a f f a  (lOb) nad rybonu- 
kleoproteidami przypuszczenie to staje się prawdopodobne.
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Dalszą trudność stanowi niezmiernie różny skład łusek różnego po
chodzenia. Tak na przykład łuski z tabl. 3 i 4 zawierają 183 mg % fosfo
ru nukleinowego, ale tylko minimalną ilość dezoksyrybonukleopro- 
teidów (reakcja D i s c h e g o ujemna), natomiast łuski z tablicy 5 
( P n u k i -  =  301,0 mg%)  znacznie wyższą, co odbiło się na zwiększonym sto
sunku Pnuki• • Ryb. =  0,54. Staje się konieczne oznaczenie udziału dezo- 
ksyrybonukleoproteidów nie ekstrahujących się wrzącą wodą.

Dość niespodziewanie stwierdzono zmiany własności (3-nukleopro- 
teidów w miarę przedłużania czasu ekstrakcji i zmniejszania się zawar
tości fosforu i rybozy. Końcowe ekstrakty  nie są już przezroczyste i po 
zależeniu w ypadają  z nich osady rozpuszczalne w gorącej wodzie, a w y
padające  z powrotem po obniżeniu tem peratury do 50—60°C itd. W ła
sności te przypominają znane białka Bence-Jonesa z moczu cho
rych na M yelom a multiplex, a drobne ilości otrzymanego przez nas koń
cowego nukleoproteidu wykazały  zawartości 161 mg% rybozy (?) i 172 
mg% fosforu. Białka tego typu jeszcze łatwiej można było otrzymać 
przez wyciąganie łusek (,odlipidowanych lub nieodlipidowanych) 1 N łu
giem sodowym w 203C przez 1—2 dni i strącanie w pH 4,5. Analizy na 
fosfor tych białek dały zawartość 150 mg%,  a więc podobnie do (3-nuk- 
leoproteidów z końcowych ekstraktów wodnych z łusek. Koniecznym 
warunkiem  uzyskania tych nukleoproteidów, w ytrącających się po ochło
dzeniu roztworu, było widocznie odczepienie większości kwasów rybo
nukleinowych. Badania nad tą ciekawą frakcją białek z łusek są prow a
dzone dalej, a szczególniej badania elektroforetyczne powinny wykazać 
ich charakter.

Streszczenie

1) W yciągano mieszane, odlipidowane łuski łuszczycy wrzącą wodą. 
W yciągi hydrolizowano 1 N H2SO4, strącono A g2S0 4  i analizowano 
chromatograficznie. W ykry to  duże ilości adeniny i guaniny, co przema
wia za obecnością ^-nukleoproteidów.

2) Kolejne wodne wyciągi z łusek odlipidowanych i wyciąganych 
uprzednio zimnym kwasem trójchlorooctowym (3— 135 godzin ekstrakcji 
wrzącą wodą) odparowywano, ważono i oznaczano zawartość fosforu 
i rybozy. W yciągnięto ogółem 40% suchej masy łusek, 8 6 % fosforu 
i 78% rybozy łusek.

3) Z kolejnych wyciągów wodnych odlipidowanych łusek strącano 
^-nukleoproteidy alkoholem i oznaczano w nich zawartość fosforu i ry 
bozy

4) Oznaczono spektrofotometrycznie zawartość adeniny i guaniny
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w P-nukleoproteidzie. Guaniny znaleziono 2,1 raza więcej niż adeniny 
w stosunku molowym.

5) P-nukleoproteidy strącane z wyciągów z łusek n ietraktow anych 
uprzednio kwasem trójchlorooctowym wykazują nadmiar fosforu. Ła
godna hydroliza alkaliczna tych P-nukleoproteidów odczepia znaczne 
ilości fosforanów wapnia i magnezu (ponad 1/3 P).

6 ) Szybszy spadek zawartości fosforu niż rybozy w P-nukleopro- 
teidach, otrzymywanych przez bardzo długą ekstrakcję łusek gorącą 
wodą, nasuwa przypuszczenie frakcyjnego rozdzielenia nukleoproteidów 
zawierających kwasy nukleinowe o różnym stosunku puryn do piry- 
midyn.

7) Nukleoproteidy z końcowych frakcji wyciągów wodnych oraz 
pewną część ^-nukleoproteidów ekstrahowanych z łusek N NaOH roz
puszcza się w gorącej wodzie i strąca się po oziębieniu, podobnie jak  
białko Bence-Jonesa.

Praca n iniejsza została  w ykonana dzięki subw encjom  przyznanym  na badan ia  
naukow e dla Zakładu Biochemii UŁ przez:

1) Komisję Popierania Tw órczości N aukow ej i A rtystycznej przy Radzie M inistrów  
oraz 2) Polską A kadem ię N auk.
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P-H yK JIE O IT PO T E M /lhl IH E JiyX M  P S O R I A S I S  V U L G A R I S  

P e 3 K> m e

1. SKCTparnpyiOT iueAyxy psoriasis KmiHiijeH boaoh nocAe nepBOHaqaAbHO- 
ro  yAaAeHHH H3 Hee ahhhaob . 3KCTpaKTbi rnApoAH3yiOT 1 N  H 2S 0 4, oca*KAaior 
A g 2S 0 4 h HCCAeAyioT no xpom axorp a<j)nqcck OMy MeTOAy. B w ao  oÓHapynteHo 
óoAbinoe KOAHHecTBo aAeiHHua h ryaHHHa, h to  AaeT ocnoBaHHe npeAnoAaraTb 
npHicycTBHe P-HyKAeonpoTenAOB.

2. IlocAeAOBaTeAbHO noAyneHbie 3KCTpaKTbi ineAyxH, nocAe nepBOHaqaAb- 
Horo yAaAeHHB H3 Hee a h o h a o b  h aKCTparHpotBaHHB ee x o a o a h o h  TpnxAopyKcy- 
OHOH KH'CAOTOH, ynapHBaAHCb. B3BeiUHBaAHCb H OnpeAeAHACH B HHX cpoccpop H pH-
6 0 3 a, B cyMMe noAyqeHo 40% cyxon Maccbi uieAyxn, 8 6 % (Jjoccpopa h 78%
pH6o3bI.

3. H 3 oqepeAHbix boahmx 3KCTpaKTO.B uieAyxn (nocAe yAaAeHHH H3 wee ah- 
nHAOB) ocaiKAaAHCb cnHpTOM P-HyKAeonpoTeHAbi h onpeAeAHACH b hhx (poctpop 
h pw 6o3a.

4 .  OnpeAeAeHO n o  c n e  KTpo (J) o  to m  e Tp h q e  c k o  My MeroAy coAepHtaHHe aAcnn- 
Ha h ryaHHHa b P-HyKAeonpoTeHAe. OóHapyjKeHo ryaHHHa b 2,1 pa3a óoAbine, qeM 
aAeuHHa (MoAHpHbie c o o T H o n ie H H a ) .

3. B P-HyKAeonpoTeHAax ocaaiAe«Hbix H3 aKCTpaxxoB meAyxw, He o6pa6o- 
TaHHon nepBOHaqaAbHo TpHXAopyKcycHon k h c a o to h , oÓHapyiKeHo H36biToqHoe 
KOAnqecTBo (f»oc(j)opa. B pe3yAbTaTe ujeAOHHoro rHApoAH3a (5-HyKAeonpoTOHAOB
OCBo6o>KAaeTCH 3HaqHTeAbHl0e KOAHqeCTBO (pOCCpaTHAOB, KaAb^H H MarHHH. 
(cBbirne 1/3 H).

6 .  n pH AAHTeAbHOM 3 KCTpa T HpOBa.HHH U ieA yX H  r O p flq e ft  BOAOH HaÓAIOAaCTCH 

6 o A e e  ó b iC T p o e  yM eH b in eH H e c o A e p ^ a i n e r o c H  b  P -  h  y  k a  e o n  p o  t e h a  e c p o c cp o p a  n o  

CpaBHeHHH C p y 6 0 3 O H , HTO A a e T  OGHOBaHHe CqH TaTb B03M0JKHbIM  (ppaKU,HOHHpO-
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BaHHoe pa3/i,eAeHHe h  y k  a  e onp o t  c h a o b  , coAeparaiiJHX h  yk a  b h h  o b  bit k h c a o t m ,  

HMeKJLLJHe pa3AHHH0e OTHOUieHHe nypHHOBblX OCHOBaHHH K nHpHMHAHHOBbIM.
7. HyKAeonpoTeHAbi nocAeAHHX (ppaKUHH boahmx aKCTpaxTOB, a Taïone 

onpeAeAeHHaR nacTb (3-HyKAeonpoTeHAOB BKCTparHpoBaHHbix H3 iueAyxn IN 
Na/OH pacTBopmoTCH b ropHnefi boac h ocaîKAaioTCH nocAe oxAa?KAeHHH Tax/Ke 
Kax 6eAOK Bence-Jonesa.

ON THE SO-CALLED p-NUCLEQPROTEINS 

S u m m a r y

1. The m ixed, p s o r ia s is  scales devoid of lipids have been extracted  
with boiling water. The extracts, have been hydrolysed with 1 N H 2 SO 4 , 
precipitated with A g 2 S0 4 and analysed by the chrom atographic method. 
Large amount of adenine and guanine found in the extracts accounts for 
the presence of fLnucleoproteins.

2. The subsequent aqueous extracts, (3— 135 hr. extraction w ith bo
iling water) previously  hydrolysed  w ith cold trichloroacetic acid, have  
been evaporated to dryness, w eighted  and the ribose and phosphorus 
content has been estim ated. 40% of dry matter, 86% of phosphorus and 
76% of ribose can be extracted from the scales by the above m entioned  
method.

3. P-nucleoprofeins have been precipitated w ith alcohol from the 
subsequent aqueous extracts of the scales devoid of lipids: phosphorus 
and ribose content being determined each time.

4. The adenine and guanine content in ^-nucleoproteins has been de
termined by the spectrophotom etric method: Guanine has been found  
to be 2,1 tim es more than adenine, considering the molar ratio.

5. P-nucleoproteins precipitated from the extracts of the sca les un
treated with trichloroacetic acid, show  an excess of phosphorus. Large 
amount of phosphates, calcium, and m agnesium  split off under the con
ditions of mild alkaline hydrolysis (above 1/3 of P).

6. The faster decrease of phosphorous content of (^-nucleoproteins 
as compared with ribose during a prolonged extraction of the scales  
with boiling water suggests a fractional separation of nucleoproteins  
on the basis of the different ratio of purines and pyrim idines in the nu
c le ic  acids.

7. N ucleoproteins from the final fractions of the aqueous extracts 
and som e part of fj-nucleoproteins extracted w ith N NaOH are soluble 
in hot water and precipitate, on cooling very  much like Bence-Jones 
proteins.

O trzym ano 20.VIII.1954
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M. ŻYDOWO, W. BIELAWSKI, S. CHYREK-BOROWSKA, J. JUSKO, A. MANITIUS,
R. NIEMIRO, R. WOŁOWSKI

NIEKTÓRE ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI ZDROWEGO CZŁOWIEKA 
POD WPŁYWEM ADRENALINY 

III. WPŁYW NA NIEORGANICZNE JONY SUROWICY

Zakład Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdańsku  
Kierownik: prof. dr W. M ozołowski

W  poprzednich dwóch doniesieniach (29, 30) badano wpływ domię
śniowo podanej adrenaliny na białka surowicy krwi oraz równowagę 
kwasowo-zasadową krwi zdrowego człowieka. W ykazano, że w godzinę 
po  zastrzyku wzrasta stężenie białka surowicy na skutek naturalnej ultra- 
filtracji krwi poprzez ściany naczyń krwionośnych. Równocześnie spada 
rezerwa zasadowa osocza, czemu towarzyszy nieznaczne zakwaszenie 
krwi. Obecny komunikat ma za zadanie przedstawić zmiany w elektro
litach surowicy spowodowane podaniem adrenaliny.

Przebieg doświadczeń

Przedmiotem doświadczeń byli subiektywnie zdrowi mężczyźni 
w wieku od 20 do 30 lat. Krew pobierano dwukrotnie. Pierwsze pobranie 
następowało po półgodzinnym pozostawaniu badanego w pozycji leżą
cej, drugie w 50 do 60 minut po domięśniowym podaniu 1 mg chlorowo
dorku adrenaliny (preparat handlowy produkcji ZZF). Badany pozosta
wał przez cały czas doświadczenia w pozycji leżącej. Do żyły łokciowej 
wprowadzano bez zastoju igłę osadzoną na strzykawce typu ,,Luer" 
i pobierano około 2 ml krwi. Następnie usuwano strzykawkę pozosta
wiając igłę w żyle i dołączano do igły probówkę z płynną parafiną na 
dnie i tak umieszczonymi rurkami szklanymi, że można było pobrać 
krew wprost pod parafinę bez dostępu powietrza. Krew zawartą w strzy
kawce natychmiast odbiałczano wodorotlenkiem cynku i używano do 
oznaczenia cukru metodą H a g e d o r n a  i J e n s e n a  (14). A na
logicznie postępowano przy drugim pobieraniu krwi po zastrzyku adre-
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naliny. W  badaniach kontrolnych postępowanie było takie samo, jak 
opisano wyżej, tylko zamiast adrenaliny badany otrzymywał 1 ml 0,9% 
roztworu chlorku sodowego w zastrzyku domięśniowym. Przed doświad
czeniem badani nie byli uprzedzani, czy otrzymają zastrzyk adrenaliny, 
czy też soli fizjologicznej. Około 40 ml krwi zawartej w probów ce pozo
stawiano na przeciąg 2 godzin w tem peraturze pokojowej, a następnie 
wirowano dwukrotnie pod parafiną, uważając, ażeby przy wszystkich 
zabiegach aż do oddzielenia surowicy krew  nie stykała się z powietrzem. 
Po oddzieleniu surowicy część jej pobierano bezpośrednio spod parafiny 
do aparatu manometrycznego Van Slyke'a i Neilla, za pomocą którego 
oznaczano stężenie jonu dwuwęglanowego (25, 26). Reszta surowicy słu
żyła do wykonania następujących oznaczeń.

W apń oznaczano według K r a m e r a  i T i s d a l a  w modyfika
cji C l a r k a  i C o l l i p a  (23) przez bezpośrednie strącanie  szcza
wianem amonu, rozpuszczenie szczawianu wapnia w H2SO4 i miarecz
kowanie powstałego kwasu szczawiowego 0,01 N nadmanganianem po
tasowym.

Stosowany sposób oznaczania magnezu oparto na dwóch metodach 
(2,16). 1 ml surowicy odbiałczano kwasem  wolframowym i wirowano 
(2 ml wody, 1 ml 10% N a 2WC>4, 1 ml 2/3 N H 2S 0 4). Do 3 ml odbiałczo- 
nego płynu dodawano 0,2 ml odczynnika składającego się z 60 ml N H 4 O H

0 ciężarze wł. 0,900 i 4 ml HC1 o cięż. wł. 1,19 oraz 0,2 ml roztworu 8 -oksy- 
chinoliny (0,5 g 8 -oksychinoliny w 45 ml bezwodnego alkoholu ety low e
go). Po wymieszaniu, probówki zakrywano luźnymi korkami szklanymi
1 wstawiano do zimnej łaźni wodnej. Łaźnię podgrzewano stopniowo 
w ciągu 45 minut do temp. 90—95° i w tej temperaturze utrzym ywano ją 
10— 15 minut. Powstały osad po ostudzeniu odwirowywano przy 
3000— 3500 obr./min i lewarowano płyn ostrożnie, ażeby nie stracić czę
ści osadu pozostającego niekiedy na powierzchni płynu. Najlepiej na
daje się do tego celu pipeta zgięta na końcu pod kątem prostym. Osad 
płukano dwukrotnie 4 ml 2% N H 4OH zachowując przy lew arow aniu  te 
same ostrożności. Pozostały osad rozpuszcza się w 1 ml HC1 o cięż. wł. 
1,19, a następnie dodaje się 2 ml 10% HC1, 8 ml wody redestylowanej, 
0,5 ml 0,1 N KBr oraz 2 ml. 0,01 N K B r0 3 świeżo sporządzonego z 0,1 N 
K B r0 3. Probówkę zatykano szczelnym korkiem gumowym, zawartość 
dokładnie mieszano i pozostawiano przez 3 minuty. Następnie przeno
szono ilościowo zawartość probówki do zlewki, w której znajdowały się
2 ml 10% świeżo sporządzonego roztworu KJ, a pow sta ły  jod m iarecz
kowano 0,01 N a2S20 3. Dokładność m etody — około 10% (dziewięć 
oznaczeń w ykonanych na tej samej surowicy dało w ynik  od 1,7 do 1,9 
milirównoważnika w litrze).
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Sód oznaczano kolorymetrycznie według K i n g a  (18) w fotometrze 
Pulfricha przy  użyciu filtru zielonego S57.

Potas (1) oznaczano przy użyciu chlorku choliny i azotyno-kobaltanu 
sodowego, kolorym etrując  powstały kompleks fotometrem Pulfricha po
przez filtr czerwony S61.

Fosfor nieorganiczny oznaczano metodą F i s k e g o  i S u b b a -  
r o w a (16). Niebieski roztwór kolorymetrowano w stosunku do wody 
w fotoelektrycznym kolorymetrze radzieckim ,,FEK-M" używając czer
wonego filtru.

Chlorki oznaczano metodą K i n g a  i B a i n a  (19) polegającą na 
strąceniu chlorków jodanem  srebra i jodometrycznym oznaczeniu uwol
nionego w reakcji z jonem chlorkowym jonu jodanowego. Do miarecz
kowania używano N/10 NaoŚ20 3  z m ikrobiurety Conwaya.

W szystkie oznaczenia w ykonyw ane były podwójnie.
Ponadto w każdej surowicy oznaczono refraktometrycznie stężenie 

białka, przyjmując wartości ultrafiltratu i refrakcji właściwej białka 
takie, jakie stosował Ż y  d o w o (31).

W artości ,,P“ tablicy III uzyskano przez obliczenie następujących

wielkości: dyspersja  o =  |  średni błąd średniej arytmetycznej
\  n — 1

o G A, — A 2S = — , wskaźnik istotnej różnicy t =  ■—
Vn V S l+ S l

oraz liczbę stopni swobody N =  ni +  n2 — 2. A oznacza średnią arytm e
tyczną jednego z porów nyw anych szeregów, An — wielkość poszczegól
nego pomiaru, n — liczbę pomiarów danego szeregu. Znając N oraz t 
można z tablic Fishera (13) obliczyć prawdopodobieństwo istotnej różni
cy pomiędzy dwoma szeregami o średnich arytm etrycznych Ai i A 2.

W yniki doświadczeń i dyskusja

Znaną jest rzeczą wpływ adrenaliny na poziom cukru gronowego we 
krwi (21) oraz stężenie białka surowicy (29). Dlatego też jako kontrolę 
działania adrenaliny przeprowadzono równoległe oznaczenia tych dwóch 
składników.

Ewentualna równoległość zmian stężenia jakiegoś jonu do zmian stę
żenia glikozy lub białka mogłaby dać pewne wskazówki, czy zmiany 
te są spowodowane wpływem hormonu na przemianę węglowodanową, 
czy też na ciśnienie krwi. Uzyskane wyniki przedstawia tablica 1.

J a k  widać z tablicy, nie można wykazać ścisłej równoległości pomię
dzy zmianami stężenia żadnego z oznaczonych elektrolitów z jednej 
strony a stężeniem cukru lub białka z drugiej. Być może, zmiany w stę-
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żeniu białka są zbyt małe, ażeby mogły odbić się w sposób bezsporny na 
poziomie na przykład wapnia, który — jak  wiadomo — związany jest 
częściowo z białkiem, jednakże zaznacza się pewna tendencja do wzro
stu stężenia tego jonu po adrenalinie. Przyczyną braku osobniczej rów 
noległości zmian w stężeniu tych elektrolitów, które zdają się być zwią
zane z przem ianą węglowodanową, i glikozy może być także fakt, że 
maksima jednych  zmian w porównaniu z drugimi w ystępują w niejedna
kowym czasie po podaniu adrenaliny (8 ).

Zmiany, jak ie  obserwujem y w elektrolitach osocza pod wpływem 
adrenaliny, lepiej uwidacznia tablica 2 .

T a b l i c a  2
Średnie w artośc i stężenia e lek tro litów  surow icy w m ilirów now ażnikach na litr (mE/1) 

przed i po podan iu  1 mg chlorow odorku  adrenaliny  lub 1 ml soli fizjologicznej
(w kontrolach)

C a - M g” Na- K- H P O i' C l' HCOŚ
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Szczegółowa analiza różnicy stężeń oznaczonych składników przed
stawiona jest w tablicy 3.

Oprócz cukru, którego wzrost stężenia pod wpływem adrenaliny jest 
bezsporny, statystycznie istotne różnice wykazują  jony: potasowy, fosfo
ranowy i dwuwęglanowy. Dla każdego z tych jonów prawdopodobień
stwo, że trafi się taka seria adrenalinowa, która pokryje  się z kontrol
ną, leży pomiędzy 0,01 a 0 ,001 .

Spadek stężenia potasu w surowicy krwi pod wpływem adrenaliny 
jest zjawiskiem dość dobrze znanym, aczkolwiek jego mechanizm jest 
zupełnie niejasny (5, 7, 9, 12). W iadomo (6), że szczury, którym usunięto 
nadnercze, giną po podaniu glikozy wśród objawów hyperkaliemii, o ile 
nie otrzymały adrenaliny. W ykazyw ano także (8), że zachowanie się 
poziomu potasu we krwi po adrenalinie jest inne u ludzi zdrowych ani
żeli u epileptyków. Ostatnio D u r y  i współpracownicy (27, 10) badają 
zależność pomiędzy zmianami poadrenalinowymi w elektrolitach a frak-
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cjami lipidowymi osocza i wątroby. Nie wydaje  się — jak wynika z do
świadczeń H a u g a a r d  i S t a d i e  (15) na skraw kach w ątrobo
w ych — aby adrenalina  miała jakiś bezpośredni wpływ na przemianę 
tłuszczową. Jes t  rzeczą niewątpliwą że spadek poziomu potasu w suro
wicy związany jest bezpośrednio z samą adrenaliną, a nie z jej jak im 
kolwiek pośrednim  działaniem przez inny hormon (7), jak  na przykład 
na fosforany poprzez insulinę. Udowodniono to w doświadczeniach na 
szczurach; zwierzęta te reagują obniżeniem potasu osocza zarówno na 
insulinę, jak  i na adrenalinę, jednakże insulina działa tylko wtedy, je 
żeli znajduje się w ustro ju  prawidłowy rdzeń nadnercza, natomiast ad re
nalina w yw iera  wpływ niezależnie od tego i niezależnie od usunięcia 
trzustki. W yda je  się, że przyczyny obniżenia potasu po adrenalinie na
leży szukać w przemianie węglowodanowej (11). W prawdzie nie udało 
się w naszych doświadczeniach wykazać jednolitej zależności pomiędzy 
wzrostem poziomu cukru we krwi a obniżeniem się potasu i fosforanów, 
jednakże nie jest wykluczone, że fosforylacja glikozy w ustroju p row a
dzi do wytworzenia  glikozofosforanu potasowego (12).

Stężenie fosforanu nieorganicznego surowicy ulega obniżeniu zarówno 
po podaniu adreneliny, jak  i insuliny (28); adrenalina działa tylko w te 
dy, kiedy w ustroju znajduje się zdrowa trzustka. Jest  to zatem działa
nie reflektoryczne, powodowane prawdopodobnie przez podwyższenie 
poziomu cukru we krwi i pobudzenie wydzielania insuliny. Spadek stę
żenia fosforanów nieorganicznych nie odbija się zupełnie na stężeniu 
fosforu całkowitego osocza, które wzrasta w przybliżeniu proporcjonal
nie do wzrostu stężenia białka. Uwidacznia to tablica 4 .

Jon dw uw ęglanow y zmniejsza swoje stężenie po adrenalinie na j
prawdopodobniej na skutek pojawienia się we krwi zwiększonej nieco 
zawartości kwasów organicznych bądź też jako wynik  żywszego oddy
chania, k tóre adrenalina może pobudzać (21).

Suma oznaczonych kationów przed podaniem adrenaliny wynosi 
150,9 milirównoważnika w litrze, suma natomiast anionów — 131,6 mE/1. 
Różnica zatem, która powinna być pokryta  przez białko, wynosi 19,3 mE/1. 
Ponieważ średnie stężenie białka wynosi przed adrenaliną 7,06 g/100 ml, 
wyliczony stąd równoważnik elektrochemiczny białka wynosi 3658. Je  
żeli w analogiczny sposób obliczymy równoważnik elektrochemiczny 
białka z średnich wartości o trzym anych po zastrzyku adrenaliny 
[73 700:(150,4— 129,1)], to wyniesie on 3460. D i 1 1 i inni (3), (4) przy j
mują, że w surowicy znajduje się 17,4 mE/1 białka przy jego stężeniu 
7,22 g/100 ml. Obliczając stąd równoważnik elektrochemiczny otrzym a
my wartość 4149.
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T a b l i c a  4

Stężenie fosforu całkow itego surow icy  w porów naniu  ze stężeniem  białka przed i po 
dom ięśniow ym  podaniu 1 mg chlorow odorku ad renaliny  lub (w kontrolach) 1 ml soli

fizjologicznej

Sym bol
dośw.

Rodzaj
dośw-

P  całkow ity  
m g % Białko g/100 m l

przed po przed po

R. N. ad ren a lin a 9,9 10,4 7,05 7,31

J. K. 9,9 10,7 6,70 7,05

L. Z. » 10,0 10,5 7,05 7,38

W. R. 11 10,4 U ,1 6,69 6,91

M. Z. 11 10,2 11,2 7,15 7,52

M. Z. kon tro la 9,8 9,4 6,60 6,60

H. S. V
11,0 10,8 6,20 6,20

Sumarycznie biorąc, stężenie kationów surowicy nie zmienia się po 
adrenalinie (150,9 mE/1 przed; 150,4 mE/1 po), obniża się natomiast suma 
nieorganicznych anionów surowicy o 2,5 mE/1 (131,6 przed; 129,1 po). 
Ten spadek jest (przynajmniej w znacznej swej części) w yrów nany przez 
wzrost stężenia białka surowicy z 19,5 mE/1 do 20,7 mE/1 po adrenalinie. 
W  obliczeniach tych nie uwzględniono anionów organicznych surowicy 
takich, jak  mleczan, cytrynian czy pirogronian, których stężenie może 
się zmieniać pod wpływem adrenaliny (19, 20, 21); nie wydają się one 
jednak  odgrywać większej ilościowej roli i nie są przedmiotem obecne
go doniesienia.

Widzimy, że biochemiczne zmiany, jakie powoduje podanie nadmier
nej, niefizjologicznej ilości adrenaliny w ustroju człowieka, nie są jasne, 
a spotykane w literaturze dane niejednokrotnie sprzeczne. Prawie zu
pełnie nieznane są mechanizmy powstawania tych czy innych zmian po
wodow anych adrenaliną. Istnieją wprawdzie dane, pozwalające przyjąć, 
że adrenalina działa na przemianę węglowodanową poprzez fosforylazę 
(17), badano także wpływ adrenaliny na niektóre enzymy na przykład 
hyaluronidazę (24), jednakże nie można jeszcze w tej chwili zestawić 
jednolitego i jasnego mechanizmu działania hormonu na ustrój.

Streszczenie

Pobierano krew u zdrow ych m ężczyzn przed i po dom ięśniow ym  po
daniu 1 mg chlorowodorku adrenaliny lub (w badaniach kontrolnych) 
1 ml 0,9% roztworu chlorku sodow ego. W ykonyw ano w obu próbkach  
następujące oznaczenia;
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1) Stężenie cukru gronowego we krwi,
2) Stężenie białka w surowicy,
3) Stężenie w surowicy jonów: wapniowego, magnezowego, sodowe

go, potasowego, fosforanowego, chlorkowego i dwuwęglanowego.
Stwierdzono, że w 60 minut po adrenalinie następuje wzrost stężenia 

białka i cukru oraz spadek stężenia jonów: potasowego, fosforanowego 
i dwuwęglanowego.

Obliczono równoważnik elektrochemiczny białka i wyrażono przy
puszczenie, że spadek stężenia potasu i nieorganicznego fosforu we krwi 
jest spowodowany wpływem adrenaliny na przemianę węglowodanową.
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H E K O T O PblE  M3M EHEHMH KPOBM  3ÆOPOBOTO H EJIO BEK A  H OCJIE 
ÆEÏÏCTBMH A ^PEH A JIM H A

P  e 3 jo m e

B3HTa KpOBb 3flOpOBbIX MyiKHHH £0  H TIOCAe BHyTpHMblUieHHOrO BBe^eHHH 
1 ma. 0,9% pacTB opa XAoprH Apara aApenaAHHa h a h  (npH  KOHTpoAbiibix nccA e- 
^OBa»HiHHx) 1 ma 0,9% pacxBOipa NaCl. B oôenx npoôax npoH3BeAenbi cacæ v- 
K)iHHe onpe^eAeHHa:

1 . KO'H^enTpa^iH BHHorpaAHoro caxapa b  k p o b h ,

2 . KOHIjeHXpa^H ÔeAKa B CblBOpOXKe,
3. KOH^lHTpaiJHH B CbIBOpOTKe CAeflyioiijHX h o h o b :
K aA byH H , MarHHB, H axpH H , (p o ccp a T H /ia ,  x A o p a ,  Ô H K a p ô o H a x a .  Y c T a H O B A e n o ,  

h x o  b  60 MHHyT n o c A e  B B e A e H H s  a A p e n a A H H a  KOH yeH xpai^H H  6 e A K a  h  c a x a p a  b o -  

3 p a c T a e T ,  a  K O H ^ H x p a ^ H H  h q h o b  KaAHH, c p o c cp a x H A a ,  Ô H K a p ô o H a x a  y M e H b i u a e x c n .  

BbIHHCAeH 3A&KXpOXHMHHeCKHH 3KBHBaACHX ÔeAKa H Bblf lBH H yxO  r ipe^H O  AOHîeHKe,  

h x o  yM eH bm eiHHe K O H ^ H x p a y H H  KaAHH h  H e o p r a H H H e c K o r o  c p o c ( p o p a  b  k p o b h

BbI3BaiHO BAHHHHeM aApeHaAHHa Ha OÔMeH yrAeBOAOB.

SOME BIOCHEMICAL MODIFICATIONS IN THE BLOOD OF A HEALTHY 
INDIVIDUAL UNDER THE INFLUENCE OF ADRENALINE

S u m m a r y

Blood samples were taken from healthy male individuals before and 
following intramuscular administration of 1 mg of adrenaline hydrochlo
ride or (in the case of controls) 1 ml of a 0,9% solution of NaCl. The 
following determinations were made on both series of samples:

1. Blood glucose concentration,
2. Serum protein concentration,
3. Serum concentration of the following ions: calcium, magnesium, 

sodium, potassium, phosphorus, chloride and bicarbonate.
It was demonstrated that during the 60 minutes following admini

stration of the adrenaline, there is an increase in the concentrations of 
protein and sugar as well as a decrease in concentration of the following 
ions: potassium, phosphorus and bicarbonate.

The electrochemical equivalent of the proteins was calculated and 
the hypothesis formulated, that the decrease in concentration of potas
sium and inorganic phosphorus in the blood is due to the influence of 
adrenaline on the metabolizm of carbohydrates.

O trzym ano 23.VIIIiI.1054
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BARBARA KANIUGA

BADANIA NAD STRUKTURĄ CZĄSTECZKOWĄ NATURALNEGO 
DEKSTRANU l )

Pracownia Dekstranu Głównego Instytutu Przem ysłu Rolnego i Spożywczego  
Kierow nik Pracowni: mgr Irena Januszewicz

Dekstran w ytw arzany przez Leuconostoc m esenteroides  jest polime
rem zbudowanym  z cząsteczek a-D-glikopiranozy połączonych w łańcu
chy za pomocą wiązań 1,6 (1). Na podstawie ostatnich badań (11) można 
wnosić, że główny łańcuch jest zwinięty spiralnie, przy czym na jeden  
zwój spirali przypada 4-5 reszt glikozy. Łańcuchy boczne, połączone 
z łańcuchem głównym wiązaniami 1,4 (1), występują w zmiennej ilości, 
zależnej od szczepu używanego do fermentacji. Dotychczas nie stw ier
dzono, czy długość łańcuchów bocznych jest wielkością stałą, czy zmien
ną. Badacze szwedzcy (3) wykazali, przy użyciu mikroskopu e lektrono
wego, że cząsteczki dekstranu przedstawiają długie rozgałęzione nitki 
o grubości od 30 do 100 A. Ponieważ długość cząsteczki glikozy w yno
si + 5 A, łańcuch boczny zawiera więc od 6 do 20 jednostek glikozy. 
Badania Z a k r z e w s k i e g o  i współpracowników (11) nad budową 
cząsteczek w roztworze wykazały, że szerokość łańcucha zhydrolizowa- 
nego dekstranu wynosi 17 A, z czego można by wnosić, że łańcuchy 
boczne zawierają jedną lub dwie cząsteczki glikozy. Badania te dotyczą 
jednak  dekstranu częściowo zhydrolizowanego, a w czasie hydrolizy 
może ulegać pękaniu  zarówno łańcuch główny, jak  i łańcuchy boczne.

Ciężar cząsteczkowy dekstranu waha się w szerokich granicach do
chodząc do kilkudziesięciu milionów. Ma tu znaczenie przede wszystkim 
szczep użytego drobnoustroju, ale i dla jednego szczepu wartości te w y 
kazują znaczną rozpiętość. I n g e l m a n  i S i e g b a h n  (3) ozna
czyli ciężar cząsteczkowy dekstranu za pomocą ultrawirówki i o trzy
mali wartości dla poszczególnych frakcji w granicach od 14 000 do

x) T erm inem  dekstran  na tu ra ln y  określa  się bezpośredni p rodukt ferm entacji 
Leuconostoc mesenteroides w odróżnieniu  od dekstranu  częściowo zhydrolizow anego, 
jak im  je s t dekstran-lek .
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38 000 000. Dekstran amerykański, w ytw arzany przez szczep oznaczony 
NRRL B-512, ma cząsteczkę o ciężarze od 30 do 50 milionów (10).

Najszersze zastosowanie znalazł dekstran jako surowiec do w yrobu  
środka zastępczego osocza krwi, przewyższając pod wielu względami 
środki dotychczas stosowane (6 ). Otrzymanie dekstranu-leku w ym aga 
częściowego zhydrolizowania dekstranu naturalnego, a następnie od rzu 
cenia frakcji o ciężarze cząsteczkowym zbyt niskim i zbyt wysokim. 
Małe cząsteczki zostają zbyt szybko wydalone z organizmu, duże zaś 
powodują groźne dla życia zlepianie się krwinek. •

Pewne właściwości prepara tu  leczniczego, jak  m aksym alna wielkość 
cząsteczek oraz występowanie groźnych dla organizmu odczynów, są 
związane z produktem  wyjściowym, tj. naturalnym  dekstranem, na k tó 
rego zróżnicowanie wpływa głównie używany do syntezy szczep (7).

W  produkcji naturalnego dekstranu największą trudność przedstawia 
wyodrębnienie odpowiedniego szczepu, ustalenie dla niego optymalnego 
składu pożywki i w arunków fermentacji. W  1952 r. w naszej pracowni 
wyodrębniono ze zgęstniałej lemoniady szczep, k tóry  oznaczono literą 
,,L", oraz opracowano warunki produkcji naturalnej dekstranu na skalę 
przemysłową (4).

Dekstran ten był przedmiotem badań Instytutu Farmacji i Instytutu 
Hematologii, k tóre wykazały, że jest on właściwym surowcem do w y 
robu dekstranu-leku. Obecnie wytwarzany w naszej pracowni dekstran 
służy dla potrzeb przemysłu farmaceutycznego.

Pracę niniejszą podjęto w celu scharakteryzowania dekstranu w y
twarzanego przez szczep ,,L" pod względem najistotniejszych cech bu 
dowy cząsteczkowej. Za param etry takie przyjęto stosunek wiązań 1,6 
do innych, lepkość roztworu dekstranu oraz skręcalność właściwą. Sto
sunek wiązań w naturalnym  dekstranie świadczy o przydatności jego do 
przerobu na dekstran-lek, gdyż wiązania 1,6 nie ulegają rozerwaniu przez 
amylazy ustro jowe (9). Lepkość roztworu jest zależna od ciężaru i asy
metrii cząsteczki. Skręcalność daje obraz zanieczyszczenia produktu 
głównie cukrami oraz wskazuje na właściwy przebieg fermentacji.

Materiał doświadczalny

Badania prowadzone były na materiale otrzymanym w naszej pra
cowni z 47 fermentacji prowadzonych na skalę półtechniczną przy uży
ciu szczepu ,,L". Fermentacje były prowadzone w tych samych warun
kach. Do badań pobierano średnią próbkę z całej ilości wyprodukowa
nego dekstranu po wytrąceniu go alkoholem etylowym z przefermento- 
wanej brzeczki i przechowywano pod warstwą etanolu w szklanych na-
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czyniach. Do badań w czasie fermentacji wytrącano dekstran z brzeczki 
pobranej z fermentora.

Część przeznaczonej do oznaczeń próby suszono w suszarce próżnio
wej w temperaturze 50°C, ucierano na drobny proszek i powtórnie su
szono do stałej wagi. Próby przechowywano w eksykatorze w zamknię
tych naczynkach wagowych. Niektóre analizy przeprowadzano na m a
teriale  oczyszczonym. Dekstran oczyszczony, głównie od cukrów i soli 
m ineralnych pochodzących z pożywki, otrzymywano przez trzykrotne 
rozpuszczenie w wodzie i strącenie alkoholem. Próby materiału  oczysz
czonego suszono i przechowywano tak samo, jak  nieoczyszczonego.

M etody analityczne

1. L e p k o ś ć  dekstranu nieoczyszczonego oznaczano w wiskozy
metrze Hoepplera. Przy oznaczaniu lepkości względnej 1 % roztworu 
wodnego dekstranu stosowano kulkę o stałej 0,07874, a dla wody kulkę 
o stałej 0,01033. Przy oznaczaniu lepkości wewnętrznej stosowano kulkę 
o stałej 0,01033. Pomiary w ykonyw ano w temperaturze 25°C + 0,1°.

Lepkość względną i wew nętrzną określano według następujących 
definicji:
t] — lepkość bezwzględna w centipuazach (cP),

Y]
w — lepkość względna w stosunku do wody =  —

%
?)o — lepkość bezwzględna rozpuszczalnika (wody),

?]sp — lepkość właściwa =   ---- — ,
%

[•/)] — lepkość wewnętrzna =  lim (rj sp/c) wzór Kraemera (8),
c —> o

gdzie c — stężenie w gramach na 100 ml roztworu.
2. S t o s u n e k  w i ą z a ń  1,6 do innych wiązań dekstranu oczy

szczonego oznaczano przez utlenienie nadjodanem według techniki opra
cowanej dla dekstranu przez J e a n e s a  i W i l h a m a  (5), w pro
wadzając poprawkę na kwasowość dekstranu. Utlenienie nadjodanem 
jes t znaną metodą stosowaną dla uzyskania wskazań dotyczących s truk
tury  wielocukrów. Działanie nadjodanu polega na jego zdolności u tle
niającej, przy czym ulega on redukcji do jodanu. W  odniesieniu do dek
stranu dane otrzymane przy pomocy utlenienia nadjodanem  dają dobrą 
zgodność z danymi metylowania, gdyż dekstrany o wysokim ciężarze 
cząsteczkowym nie wykazują zawartości grup redukujących  (5).
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Gdy sąsiadują ze sobą więcej niż dwie grupy wodorotlenowe, w tedy  
po utlenieniu nadjodanem  środkowe grupy —CH-OH dają kwas m rów 
kowy zgodnie z reakcją:

R x • CH(OH) • CH(OH) . CH(OH) . R2+ 2 H J 0 4—>RX • C H O + R 2CHO +
+  HCOOH +  H20  +  2 H J0 3.

Z dwóch moli nadjodanu otrzymują się zatem 1 mol kw asu  m rów kow e
go, co ma miejsce przy wiązaniach 1,6 .

W  przypadku pierwszorzędowej grupy alkoholowej powstaje  a lde
hyd m rówkowy zgodnie z reakcją:

R • CH(OH) • CH2 • OH +  HJO, —» R . CHO +  HCHO +  HaO -f HJOa, 
czyli z jednego mola nadjodanu otrzymuje się jeden mol aldehydu 
mrówkowego, co ma miejsce przy wiązaniach innych niż 1,6. Utworzony 
kwas mrówkowy oznacza się przez m iareczkowanie ługiem. Aldehydu 
mrówkowego nie oznacza się bezpośrednio, natomiast oznacza się nie- 
zużyty nadjodan. Stosunek wiązań 1,6 do innych wylicza się z wzoru:

C
Cx -  2C

gdzie C — liczba moli kwasu mrówkowego na jedną resztę glikozową, 
Ci — liczba moli nadjodanu zużytego na jedną resztę glikozową.

Odważkę 0,4 g rozpuszczano i dopełniano w kolbie miarowej do 
500 ml. Do 4 prób po 50 ml dodawano 50 ml roztworu nadjodanu potaso
wego (3,44 g/l). Po 72 godzinach utleniania w ciemności w temperaturze 
25°C + 2° w dwóch próbach oznaczano kwas m rów kowy i w dwóch 
niezużyty nadjodan. Kwas mrówkowy miareczkowano 0,01 N NaOH po 
uprzednim dodaniu 3 ml. 0,3 M glikolu etylenowego w celu związania 
nieprzereagowanego K J 0 4. Nadjodan oznaczano po zobojętnieniu pró
by, dodaniu 10 ml nasyconego na zimno N a H C 0 3 i około 2 g KJ, mia
reczkując 0,05 N arseninem wobec skrobi. Miano arseninu nastawiano 
na odważkę resublimowanego jodu.

Oznaczenia prowadzono w atmosferze azotu w celu uniknięcia wpły
wu co2.

3. S k r ę c a 1 n o ś ć [a] 20 dekstranu oczyszczonego i nieoczy- 
szczonego badano w polarymetrze kołowym przy użyciu lampy sodowej 
i rurki o długości 1 dom. Oznaczano skręcalność 0,5% roztworu dekstra
nu w normalnym ługu sodowym dla uzyskania lepszej przejrzystości.

W yniki badań
1. S T O S U N E K  W IĄ Z A Ń  I  L E P K O Ś Ć

W  tablicy 1 przedstawiono wyniki oznaczeń stosunku wiązań 1,6 do 
innych wiązań, lepkość i skręcalność dekstranu. Utrzymywanie się skrę-
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T a b l i c a  1. Cechy charak terystyczne  naturalnego  dekstranu.
Lepkość oznaczano w dekstran ie  nieoczyszczonym , stosunek  w iązań oznaczano w d e k 

stran ie  oczyszczonym

Lp. G ran ice
lepkości

Lepkość 
w zględna 

l°/o roztw o
ru  w odnego

Stosunek  
w iązań 
1,6 do 
innych

Procen t
w iązań

1,6

[a ]^  dekstranu

oczyszczo
nego

nieoczysz-
czonego

1 5,77 5 83,3 180 158
2 5—10 6,78 5 83,3 189 168
3 6,93 5 83,3 186 158
4 6,93 8 88,9 184 158

5 11,55 5 83,3 184 166
,6 11,62 8 88,9 192 162
7 12,05 8 88,9 184 159
8 12,20 6 85,7 190 174
9 12,35 8 88,9 196 160

10 10—15 13,00 7 85,7 190 158
11 13,00 5 83,3 184 158
12 13,30 5 83,3 196 158
13 14,44 8 88,9 184 160
14 14,44 5 83,3 170 163

14,73 6 85,7 186 160

16 15,52 6 85,7 170 160
17 15,59 5 83,3 178 160
18 16,07 8 88,9 180 170
19 16,16 5 83,3 180 159
20 16,18 5 83,3 189 177
21 16,63 6 85,7 182 161
22 15—20 16,81 6 85,7 183 159
23 17,71 5 83,3 189 165
24 17,97 5 83,3 178 160
25 18,76 4 80,0 175 166
26 19,35 6 85,7 190 172
27 19,49 6 85,7 186 160
28 19,50 6 85,7 190 168

29 20,78 5 83,3 182 157
30 21,08 6 85,7 192 170
31 21,67 6 85,7 180 170
32 21,94 6 85,7 190 170
33 20—25 22,02 8 88,9 190 160
34 22,38 6 85,7 178 162
35 23,34 5 83,3 186 172
36 23,49 5 83,3 188 158
37 23,82 4 80,0 200 162
38 24,26 9 90,0 194 172
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Lp. G ran ice
lepkości

L epkość 
w zględna 

1% roztw o
ru  w odnego

S tosunek 
w iązań  
1.6 do 
innych

P ro cen t
w iązań

1.6

[a]^  d e k s tra n u

oczyszczo
nego

n ieoczysz-
czonego

39 25—30 25,10 5 83,3 180 164
40 29,16 5 83,3 176 160

41 30,50 5 83,3 184 162
42 30,75 6 85,7 187 162
43 30—35 30,75 5 83,3 196 160
44 32,49 7 87,5 184 164
45 34,92 5 83,3 192 160

46 3 5 -4 0 36,09 4 80,0 189 180
47 36,97 5 83,3 187 164

calności właściwej oczyszczonego dekstranu w graniach 178° — 198° 
wskazuje na właściwy przebieg fermentacji.

Rys. 1 przedstawia procentową częstość występowania  poszczegól
nych wartości lepkości w przebadanych próbach. Dla uproszczenia za
stosowano podział wartości lepkości na klasy. Lepkość względna 1 % 
roztworu dekstranu waha się w graniach od 5 do 37, przy czym lepkość 
w granicach od 10 do 25 stanowi około 72%.

Rys. 2 przedstawia procentową częstość występowania  poszczegól
nych wartości stosunku wiązań 1,6 do innych wiązań w przebadanych 
próbach. Stosunek ten waha się w granicach od 4—9, przy czym wartości 
5 i 6 stanowią 72%.

Rys. 3 przedstawia procentową częstość występowania  poszczegól
nych wartości lepkości w przebadanych próbach o stosunku wiązań 5 
i 6 . Około 73% badanych dekstranów o stosunku wiązań 5 i 6 ma lep
kość w granicach 10—25.

Rys. 4 przedstawia procentową częstość występowania  poszczegól
nych wartości stosunku wiązań 1,6 do innych w przebadanych próbach 
o lepkości od 10 do 25. Około 70% prób o lepkości względnej 1% roz
tworu w granicach od 10 do 25 ma stosunek wiązań o wartości 5 i 6 .

A więc dla dekstranu, produkowanego za pomocą szczepu ,,L", war
tościami najbardziej typowymi są: dla stosunku wiązań — wartości 5 i 6 , 
a dla lepkości względnej 1% roztworu — wartości w granicach 10—25. 
Można uważać, że pod względem stosunku wiązań produkt jest wy
równany, niejednolity zaś pod względem lepkości 1 % roztworu.
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Rys. 1. P rocen tow a częstość w y
stępow an ia  poszczególnych w a rto 
ści lepkości w przebadanych  47 

próbach dekstranu.

Rys. 2. P rocentow a częstość w y
stępow ania poszczególnych w a rto 
ści stosunku  w iązań 1,6 do innych  
w przebadanych 47 próbach d ek 

stranu.

Rys. 3. Procentow a częstość w y
stępow ania poszczególnych w ar
tości lepkości w przebadanych 47 
próbach  dekstranu, w k tó rych  
w artość stosunku wiązań 1,6 do 

innych w ynosi 5 i 6.

2. Z M IA N Y  L E P K O Ś C I  W  C Z A S IE  F E R M E N T A C J I

W  celu stwierdzenia, czy istnieje zależność między lepkością dek 
stranu a czasem trwania fermentacji, badano zmiany lepkości w ciągi 
sześciodobowej fermentacji w odstępach jednodobowych.

Rys. 4. P rocentow a częstość w y
stępow ania poszczególnych w a rto 
ści stosunku wiązań 1,6 do innych 
w przebadanych  47 próbach  d ek 
stranu, w k tórych  w artość lepkości 

w ynosi od 10 do 26.
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T a b l i c a  2 
Zm iany lepkości w czasie ferm en tacji

Doba
ferm en tac ji

L epkość w zględna l°/0 roztw oru w odnego dek stran u

S eria : A B C D

7 . 11,55 19,35 7,80 _
17* 13,72 11,55 13,14 11,84
27* 14,00 8,66 8,30 —
37* 8,23 11,26 6,93 10,84
47* 7,58 12,56 8,08 —
57* 7,50 16,61 5,62 5,84

A m p litu d a  w ahań 6,42 10,69 7,52 6,00

Jak  widać z liczb przedstawionych w tabl. 2 lepkość dekstranu 
w czasie fermentacji ulega wahaniom. Najwyższa wartość dla amplitudy 
wahań wynosi 10,7.

W  wahaniach tych nie ma żadnej regularności, chociaż w czasie fer
mentacji można by się spodziewać wzrostu lepkości na skutek postępo
wania polimeryzacji. W  żadnym przypadku w przebadanych czterech 
fermentacjach końcowa wartbść nie była najwyższa. Badane ferm enta
cje nie były zakażone. Nieregularności w ahań lepkości roztworu dek 
stranu można wyjaśnić jedynie niejednolitością produktu. Najwidocz
niej stopień polimeryzacji nie jest jednakow y dla całej m asy fermentu- 

. jącej brzeczki. W  jednych miejscach powstają cząsteczki większe, w in
nych mniejsze. Mogą też występować mniejsze i większe agregaty czą
steczek.

3. P O R Ó W N A N IE  P O D  W Z G L Ę D E M  L E P K O Ś C I  P R O B  D E K S T R A N U  P O C H O D Z Ą C Y C H
Z  J E D N E J  F E R M E N T A C J I

W  celu potwierdzenia przypuszczeń o niejednolitości produktu otrzy
manego z jednej fermentacji oznaczono lepkość względną 1 % roztworu 
sześciu prób pobranych z różnych miejsc po w ytrąceniu  dekstranu z ca
łej brzeczki, tj. 450 1. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabl. 3.

Jak  widać z tabl. 3, różnice między równoległymi oznaczeniami 
wynoszą od 0 do 2,6. Amplituda wahań między poszczególnymi próbami 
wynosi 6,0. W artość ta jest niższa od wartości dla prób badanych w cią
gu fermentacji prawdopodobnie dlatego, że przy w ytrącaniu  alkoholem 
następuje wymieszanie i produkt jest bardziej jednolity.
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T a b l i c a  3

Lepkość d ekstranu  z różnych miejsc p roduk tu  otrzym anego w czasie jednej ferm entacji

N r próby
Lepkość 
w zględna 

1% roztw oru

R óżnice m iędzy rów 
no leg łym i próbam i 

(w zaokrągleniu)

W artość średn ia  z ró w 
noległych oznaczeń 

(w zaokrągleniu)

I a
b

19,06
16,98

2,0 18,0

II  a 
b

17,91
20,58

2,6 19,3

I I I  a 
b

18,05
18,87

0,9 18,4

IV  a 
b

16.98
16.98

0,0 17,0

V b b
15,88
14,58

1,3 15,2

V I a 
b

18,19
17,91

0,3 18,0

W artość średn ia 17,7

4. F R A K C J O N O W A N E  W Y T R Ą C A N IE

Aby wyjaśnić, na czym polegają różnice, w lepkości roztworów dek
stranu, przystąpiono do rozdzielania poszczególnych frakcji. Zastosowa
no frakcjonow ane wytrącanie według techniki używanej dła częściowo 
zhydrolizowanego dekstranu (2).

Roztwór dekstranu sączono 'przez sączek Schotta G3. Następnie, silnie 
mieszając, dodawano z biurety 96% alkohol do chwili wystąpienia zmęt
nienia. Temperaturę podwyższano do 40°C i utrzymywano aż do rozpusz
czenia osadu, po czym powoli obniżano tem peraturę do 20°C. Znad osa
du zlewano płyn i traktowano go w podobny sposób większą ilością 
alkoholu. Zebrany osad ponownie rozpuszczano w wodzie i strącano 
alkoholem. W  celu przyspieszenia opadania osadu zastosowano wiro
wanie (5000 obr./min). Przy użyciu 1% roztworu osad nie dał się odwi
rować, prawdopodobnie z powodu dużej lepkości i nagrzewania się 
podczas długiego wirowania. Przy użyciu 0,5% roztworu osad tworzył 
się po 5 minutach.

W  pierwszym doświadczeniu otrzymano dwie frakcje, z których 
pierwsza stanowiła 77%, a druga 23%. Lepkość 1% roztworu dekstranu 
z pierwszej frakcji wynosiła 18,0, gdy tymczasem lepkość tej samej pró
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by przed rozdzieleniem wynosiła 13,0. (Lepkość frakcji drugiej nie zo
stała oznaczona z powodu zbyt małej ilości próby).

W  drugim doświadczeniu otrzymano sześć frakcji. Oznaczona lep
kość najcięższej frakcji wynosiła 8,74. W  związku z tym dalsze p ro w a 
dzenie badań stało się bezcelowe, ponieważ lepkość zamiast wzrosnąć 
znacznie zmalała. Najwidoczniej czynności związane z frakcjonow anym  
wytrącaniem, a szczególnie intensywne mieszanie wyw ołują  depolime- 
ryzację łańcuchów.

5. L E P K O Ś Ć  W E W N Ę T R Z N A

Oznaczenia lepkości wewnętrznej wykonano dla zorientowania się 
o ciężarze cząsteczkowym nautralnego dekstranu. Lepkość w ew nętrzną 
wyznaczano przez graficzne rozwiązanie wzoru K r a e m e r a  (patrz 
wyżej).

Do badań wzięto próby o lepkościach względnych największych, na j
mniejszych i pośrednich. Pierwsze oznaczenia wykonano na roztworach 
o stężeniu: 1%, 0,8%, 0,6%, 0,5% i 0,4%. Okazało się, że otrzymane 
punkty  nie wyznaczają kierunku, w którym  można by poprowadzić p ro 
stą. W obec tego wykonano pomiary przy stężeniach niższych: 0,3%, 
0,2%, 0,1%. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabl. 4.

T a b l i c a  4 
Lepkość w ew nętrzna dekstranu  natu ra lnego

Lepkość w zględna 
1% roztw oru  w odnego 

d ek stran u
1

Lepkość w ew n ętrzn a  
(tej sam ej próby)

.  ■
36,97 2,0
32,49 1,5
24,26 1,4
15,52 1,3
14,44 1,6
9,10 1,6
4,48 1,1

Między lepkością względną i % roztworu a lepkością wewnętrzną 
nie ma prostej zależności. Niektóre dekstrany o mniejszej lepkości 
względnej 1% roztworu mają większą lepkość wewnętrzną. W ahania 
lepkości względnej 1 % roztworu dochodzą nawet do ośmiokrotnej w ar
tości, a wahania lepkości wewnętrznej są około dwukrotne. Świadczy 
to o tym, że nie ma tak znacznych różnic w wielości cząsteczek dekstra
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nów pochodzących z poszczególnych fermentacji, jak  można by p rzy
puszczać tylko na podstawie lepkości względnej 1 % roztworu.

Omówienie wyników

Na podstawie przeprowadzonych doświadczeń można wysnuć pew 
ne wnioski, dotyczące budowy cząsteczkowej dekstranu wytwarzanego 
przez Leuconostoc m esenteroides szczep ,,L''.

Sądząc z bardzo wysokich lepkości względnych oraz porównując 
otrzymane wartości lepkości wewnętrznej z danymi z l iteratury dla in
nych dekstranów (7), (2), można przyjąć orientacyjnie, że średni ciężar 
cząsteczki naszego dekstranu osiąga wartość powyżej 50 000 000.

Mimo jednakow ych warunków fermentacji istnieją różnice w budo
wie otrzymanego produktu. Biorąc za miernik różnice w wartościach 
lepkości względnej można zrobić następujące zestawienie:

i
T a b l i c a  5 

M aksym alne różnice lepkości względnej

W próbach  pobranych: W artość
różn icy

1 z produktów  poszczególnych fe rm en tac ji 32
2 w ciągu jedne j fe rm en tac ji w  odstępach jednodobow ych 10,7
3 z różnych  m iejsc  p roduk tu  te j sam ej fe rm en tac ji 6,0
4 z jed n e j w ysuszonej i roz tarte j p róbki 2,6

Różnice w lepkości między produktami poszczególnych fermentacji 
mimo jednakow ych warunków ich prowadzenia są zapewne uw arunko
wane rozmaitym stopniem polimeryzacji. Różnice lepkości produktu  
jednej fermentacji świadczą o nierównomierności brzeczki. Po w ym ie
szaniu produktu w czasie wytrącania  różnice maleją.

Na rozbieżności między próbami z jednej wysuszonej i roztartej 
próbki wywiera wpływ sposób i czas rozpuszczania oraz mieszania dek
stranu. W  jak  silnym stopniu czynniki te mogą wywoływać depolime- 
ryzację. najlepiej zostało uwidocznione przy frakcjonowanym w y 
trącaniu, gdzie lepkość najcięższej frakcji zamiast wzrosnąć zmalała 
w porównaniu z lepkością przed frakcjonowaniem. Fakt ten świadczy 
o dużej nietrwałości tych ogromnych cząsteczek dekstranu.

W yniki oznaczeń lepkości są obciążone błędem, wypływającym  
z niejednorodności i nietrwałości dekstranu. Jednakow e warunki roz
puszczania są niemożliwe do osiągnięcia, gdyż sproszkowany dekstran 
po zetknięciu z wodą zbija się w różnej wielkości bryłki, które n ie jed
nakowo szybko się rozpuszczają.
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Streszczenie

Przebadano dekstran w ytw arzany przez Leuconostoc m esenteioid.es  
szczep „L“, wyodrębniony w Pracowni Głównego Inst. Przem. Roi. 
i Spoż. Do badań służył materiał pochodzący z 47 fermentacji, w k tórym  
oznaczano lepkość względną 1 % roztworu wodnego, stosunek wiązań 
1,6 do innych wiązań oraz skręcalność właściwą produktu  oczyszczonego 
i nieoczyszczonego.

Lepkość oznaczano za pomocą wiskozymetru Hoepplera, s tosunek 
wiązań 1,6 do innych metodą utleniania nadjodanem.

Przebadano zmianę lepkości w ciągu sześciodobowej fermentacji 
w odstępach jednodobowych oraz jednolitość produktu  pochodzącego 
z jednej fermentacji przez pobranie prób z sześciu miejsc.

Przeprowadzono próby z frakcjonowanym  wytrącaniem.
Porównano lepkość względną z lepkością wewnętrzną.
Lepkość względna 1 % roztworu wahała się w granicach od 5 do 35, 

przy czym z 47 fermentacji około trzy czwarte posiadało lepkość od 
10 do 25.

Stosunek wiązań 1,6 do innych wahał sie w granicach od 4 do 9, 
przy czym około trzy czwarte fermentacji posiadało stosunek wiązań 
o wartości 5 i 6 .

Między lepkością roztworu dekstranu a czasem trw ania fermentacji 
nie stwierdzono prostej zależności.

Dekstran pochodzący z jednej fermentacji jest produktem  niejednoli
tym pod względem lepkości.

Próby z frakcjonowanym wytrącaniem wykazały, że cząsteczki dek
stranu ulegają łatwo depolimeryzacji.

Lepkość wewnętrzna wykazała wahania od 1,1 do 2. Orientacyjna 
średnia wielkość cząsteczki badanych dekstranów wynosi powyżej 
50 000 000.

Cząsteczki dekstranu ulegają depolimeryzacji głównie pod wpływem 
rozpuszczania i intensywnego mieszania.
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MCCJIEÆOBAHME C T P y K T y P b l flE K C T PA H A  0 E P A 3 0 B A H H 0 r0  BAKTEPM HM H 
LE U C O N O S T O C  M ESEN TERO ID ES

P e 3 lo m e

MccAeflOBaHo AeKCTpaH o6pa30Ba«HbiH 6aKTepHHMH Leuconostoc mesente- 
roides n iT a M M a  ,,L“ h n o A y n e H b in  b A a ô o p a x o p H H  ^ e K C T p a H a  TAaBHoro H hcth- 
T y T a  F lH II je B O H  H C e A b C K 0 X O 3 f lH C T B e iH H 0 H n p O M b lU IA e H H O C T H . B  H C C A e flO B a « H O M

MaTcpnaAe b3h tom  c 47  (pepM eH T a^n  onpeAeAHAacb: oTHocnTeAbHaH BH3KOCTb 
1%  BOAHoro pacT B opa, cooxHomeHHe cbh3ch  1,6 k ApyrHM h B panjeuH e onnujeH - 
H oro h  cw p o ro  npoAyKTa. Bfl3KOCTb onpeAeAHAacb BHCK03HMeTpoM ren iA ep a  
a OTHomeHne cBH3efi 1,6 k ApyrHM no  MeTOAy oKHCAeHna nepnoAaTOM. H ccA e- 
AOBaHO H3MeHe«iHe b h 3 k o c th  pacTB opa b TeneHHH inecTHcyTOHHOH (pepM eH T a^n 
6 ep n  npoôbi b OAHocyTonHbix npoM entyxKax BpeMeHH. MccAeAOE&Ha o ah o - 
poAHOCTb npoAyKTa o a h o h  (pepMeHTayHH. HccAeAOBaHO (ppaKpnoHnpoBaHHoe 
OCaniAeHHe. C p  a BRU b AA AC b OTHOCHTeAbHaH BH3K0CTb C BHyTpeHHen BH3KOCTbIO.
OTHocHTeAbHaH BH3KOCTb 1°/o pacTBopa HaxoAHAacb b npeAeAax 5 ---- 35.
7 2 %  npOAyKTOB (pepMeHTayHH HMeAO BH3KOCTb 10 ---  2 5 . OTHOIIieHHe CBH3efi
1 ,6  k  ApyrHM, KOAeôaAOCb b rpaHHU,ax 4 —  9, n p im e M  BeAHmiiHa xapa«T epH 3y- 
lonjaH  OTHoineiH.He CBH3en 7 2 %  npOAyKTOB cpepMeHTayHH paBiHHAacb 5 h 6. H e  
6biAa ycTaHOBAena npHMaa 3abhchm ocTb Me>KAy BH3KocTbio pacTB opa AeKCTpaHa
H A A K T e A b H O C T b K ) (p e p M a H T a T H B H O rO  n p O ^ C C a .  /JcRCTpaH B 3 H T b IH  C OAH O H  c p e p -  

MCHTa^HH H M €A  HC O A 'H O pO A  H y K) B H 3 K O C T b . O n b l T b l  C ( p p  aK  U, HOiH H p O B  a»H b l M O C a iK -

AeHHeM oôiHapyîKHAH, mto MOAeKyAbi AeKCTpaHa Aerno AenoAKMepn3yiOTCii. BHy- 
TpeHHHH BH3KOCTb KOAeÔAeTCH B rpAHHgaX 1,1 ----  2 . OpHCHTHpOBOHHaH CpeAHflfl
BeAHHHHa MOAeKyAbi HCCAeAOBaHHoro AeKcxpaHa npeBbiuiaeT 50  0 0 0  000 . M oAe-
KyAbi AeKCTpaHa a eno  AHMapH3y iotch rAaBHbiM oôpasoM  bo BpeMH pacTBopeHHH 
h  ycHAeHHoro nepeMeuiHBaHHH.

STUDIES ON THE MOLECULAR STRUCTURE OF NATURAL DEXTRAN

S u m m a r y

Studies have been made on dextran  produced by Leuconostoc me  
senteroides, strain ,,L‘' isolated in the Dextran Laboratory of the Central 
Institute of the Agricultural and Food Industry. The studies embraced
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material derived from 47 fermentations and included determinations of 
the  relative viscosity of 1 % aqueous solutions, the proportion of 1,6 to 
o ther bonds, as well as the rotation of the crude and purified material.

Viscosity was m easured by means of the Hoeppler viscosimeter and 
the ratio of 1,6 to other bonds by periodate oxidation.

Measurements were made of the change in viscosity during a 6-day 
fermentation run, at one-day intervals, and of the uniformity of the pro
duct derived from one fermentation run by w ithdrawing samples from 
6 different places.

Tests were carried out on fractional precipitates.
A comparison was made of relative viscosity with intrinsic visco

sity.
The relative viscosity of a 1 % solution varied within the limits 5 to 

35, of which 72% of 47 fermentations had a viscosity of 10 to 25.
The ratio of 1,6 to other bonds varied within the limits 4 — 9, of 

which 72% fell between 5 and 6 .
No simple relationship could be found between the viscosity of the 

solution and the time of duration of the fermentation.
Dextran originating from one fermentation run is nonhomogeneous 

as regards viscosity.
Fractional precipitation trials showed that the dextran  molecules are 

quite readily depolymerized.
The intrinsic viscosity varied from 1,1 to 2. An average rough value 

of the molecular weight of the dextran studies is about 50 000 000.
The dextran molecules undergo depolymerization while being dissol

ved and during vigorous stirring.

O trzym ano 5.IX .1954
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TADEUSZ GŁĘBICKI 

METABOLIZM FOSFOROWY PRĄTKA GRUŹLICY

Dział B iochem ii P. Z. H. w  W arszaw ie  
K ierow nik: proł. dr J. H e l l e r

Dane piśmiennictwa światowego odnośnie do metabolizmu fosforo
wego M ycobacterii są bardzo skąpe i o charakterze fragmentarycznym. 
Zapoczątkowane przez S y m a (8 , 9) bilansowe badania przemiany 
materii prątka gruźlicy obejmowały metabolizm ogólny węglowy, azo
towy, tlenowy i wodorowy. Niniejsza praca jest próbą ujęcia w sposób 
bilansowy fosforowego metabolizmu prątka.

Metoda

Przystępując do oznaczenia fosforu w hodowlach prątka gruźlicy 
zmodyfikowano płynne podłoże syntetyczne DGK (2), stosując bufor cy- 
trynianowy w miejsce fosforanowego. Należało bowiem zmniejszyć s tę
żenie fosforu w pożywce wyjściowej, by metabolizm fosforowy prątka 
był jak  najwyraźniejszy. Zmniejszono ilość dodawanego KH2PO4 do 
0,05 g/l, zwiększając ilość kwasu cytrynowego do 5,50 g/l. Tak zmienio
ną pożywkę DGK, w której zawartość fosforu wynoszącą około 100 mg% 
oznaczono symbolem DGKC1. W  toku dalszej pracy okazało się, że ta 
ilość fosforu jest dla szczepu ludzkiego wirulentnego niewystarczająca; 
fosfor zostaje bowiem prawie całkowicie wbudowany w ciało bak tery j
ne i nie odnajduje się go niemal w pożywce powzrostowej. Z drugiej 
strony procentowa zawartość fosforu w prątkach jest wówczas bardzo 
niska. Dlatego w dalszych seriach doświadczeń zwiększono ilość fosfo
ru w podłożu wyjściowym do 200 mg% i 300 mg% stosując pożywkę 
DGKC2 i DGKC3.

W  doświadczeniach użyto prątków  następujących szczepów: Myc. 
phlei, Myc. tuberculosis v. hom inis  H37Rv oraz Myc. tuberculosis t. 
bovinus Vallée. Szczepy te otrzymano z Muzeum Szczepów Instytutu 
Gruźlicy. Prątki z podłoża Petragnaniego przesiewano na podkład z waty
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i b ibuły (3) napojony zmodyfikowaną pożywką DGK. Otrzym ywano 
w ten sposób w stosunkowo krótkim czasie obfitą hodowlę dającą szybki 
wzrost po przeniesieniu na pożywkę płynną DGKC. Z tej hodowli jedno 
oczko ezy przenoszono no kolby hodowlane, zaopatrzone w korki z w a 
ty i gazy. Sposób sporządzania i sterylizacji pożywki opisano już p o 
przednio (7). W yjałowioną pożywkę odpipetowywano do kolb hodo
wlanych  i kontrolnych. Kultury hodowano w 37°C. Prątki po okresie 
wzrostu odsączano przez sączek Seitza i przem ywano wodą.

Spalanie prątków i pożywki wykonyw ano metodą N e u m a n n a
(4). W  dalszych seriach doświadczeń posłużono się sposobem podanym  
przez K e n n e d y  (5) dla spalania krwi, polegającym  na ogrzewa
niu spalanej substancji z mieszaniną stężonego kwasu siarkowego i 60% 
kw asu nadchlorowego. W ypróbowano tę metodę i stwierdzono, że n a 
daje  się ona dobrze do naszych celów. Doświadczalnie ustalono, że n a 
leży dodawać 2 ml stężonego H 2SO4 i 1 ml 60% HCIO4 na 100 mg su
chej m asy prątków oraz taką samą ilość kwasów na 4 ml pożywki w y j
ściowej bądź 10 ml powzrostowej. Spalanie metodą K e n n e d y  trwa 
znacznie krócej niż metodą N e u m a n n a  i nie wymaga stałego 
nadzoru.

Fosfor oznaczano metodą F i s k e g o  i S u b b a r o w a  w m o
dyfikacji L o h m a n n a  i J e n d r a s s i k a  (6). Oznaczenia 
wykonyw ano na fotokolorymetrze Pulfricha stosując filtr S66 .

W  obawie, że badany materiał może zawierać substancje interferu- 
jące  w oznaczeniu fosforu, posłużono się metodą D e 1 o r y (1), 
w której fosforany strąca się jako fosforan wapnia, osad rozpuszcza się 
w kwasie nadchlorowym i oznacza się fosfor kolorymetrycznie. O trzy
mano wyniki zgodne w granicach błędu doświadczalnego z uzyskanymi 
metodą zwykłą. W obec powyższego zaniechano stosowania metody 
D e 1 o r y w analizowaniu badanego materiału.

W yniki i dyskusja

W yniki analiz zebrano w tablicach. Z prątkiem saprofitycznym Myc. 
phlei wykonano 3 serie doświadczeń, po 3 kolby w każdym doświadcze
niu. Stosowano pożywkę DGKC1 hodując prątki 7 dni (I seria) oraz 
DGKC2 hodując 7 (II seria) i 16 dni (III seria). Prątki saprofityczne ho
dowano stosunkowo krótko, gdyż wzrastają one szybko pokrywając 
kożuchem całą powierzchnię pożywki już w niedługim czasie.

W  tablicy 1 rzuca się w oczy bardzo niski procent fosforu w prątkach 
(0,33 — 0,41%). Zwiększenie ilości fosforu w pożywce wyjściowej przy 
tym samym czasie hodowli nie zmienia procentowej zawartości fosforu
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T a b l i c a  1 
Przysw ajan ie  fosforu przez M ycobacterium  phlei

N r kolby 1 2 3 4 5 6 7 8 9

D ni hodow li 7 7 7 7 7 7 16 16 16

mg %  
P w  

i po

w yjściow ej 113,0 113,0 113,0 205,0 205,0 205,0 205,0 205,0 205,0

pow zrostow ej 26,0 30,0 33,0 34,0 34,0 58,0 28,0 25,0 28,0

żyw ce
zużycie 87,0 83,0 88,0 171,0 171,0 147,0 177,0 180,0 177,0

zużycie P  w °/. 77,0 73,5 70,8 83,4 83,4 71,7 86,3 88,0 86,3

p rą tk i

w yhodow ano
m g

228,4 211,0 190,0 384,1 397,6 418,6 536,4 486,5 522,1

zaw iera ją  P  w % 0,41 0,41 0,40 0,44 0,43 0,35 0,33 0,37 0,34

w prątkach, zwiększa się tylko znacznie masa wyhodowanych bakterii. 
Hodując prątki Myc. phlei przez 16 dni otrzymujemy tzw. ,,stary ko 
żuch" — grubszy, o barwie ciemniejszej, mocno pofałdowany, w ycho
dzący na ściany naczynia. Przedłużenie czasu hodowli obniża bardzo 
nieznacznie zawartość fosforu w prątkach, powodując natomiast dość 
duży wzrost ilości wyhodowanej masy bakteryjnej. Zużycie fosforu po 
żywki zwiększa się stale choć nieznacznie w dalszych seriach do
świadczeń.

Hodując szczep ludzki zjadliwy H37Rv (tablica 2) na DGKC1 przez 
48 dni obesrwujemy niemal całkowite zużycie fosforu pożywki. W  tych 
warunkach hodowli procent fosforu w prątkach  jest niski, tego rzędu 
co u Myc. phlei. Przez zwiększenie zawartości fosforu w pożywce w y j
ściowej do 215 mg% osiągamy poważny wzrost procentowej zawartości 
fosforu w prątkach (0,63 — 0,71%). Porównanie kolb serii II (nr 12, 13 
i 14) hodowanych przez 30 dni z serią III (nr 15, 16 i 17), w której okres 
wzrostu wynosił 40 — 41 dni, nie w ykazuje  wyraźnej zmiany w p ro 
centowej zawartości fosforu w prątkach. Różnica czasu hodowli była 
w tym wypadku zbyt mała.

W zrost stężenia fosforu w pożywce wyjściowej (DGKC3) przy czasie 
hodowli 30 — 39 dni powoduje zwiększenie zawartości fosforu w p rą t 
kach do 0,86 — 1,09%. Należy podkreślić, że we wszystkich p rzypad
kach tej serii (kolby 24 — 29) wyhodowano praktycznie taką samą ilość
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masy baktery jnej w każdej z kolb przy zużyciu fosforu pożywki 
w 64 — 67%. Dalsze zwiększanie ilości fosforu w pożywce wyjściowej 
nie powoduje już wzrostu procentowej zawartości fosforu w ciele p rą t 
ka. Oznaczenia wykonane na prątkach  szczepu H37Rv hodowanych na 
niezmodyfikowanej pożywce DGK (zawierającej 1100 mg% fosforu) 
wykazały około 1 % fosforu w bakteriach. W  odróżnieniu od „starego 
kożucha" saprofitów, który przez dość długi czas hodowli dobrze u trzy
muje się na powierzchni pożywki, kożuch prątków zjadliwych starzejąc 
się łatwo opada na dno naczynia.

Ostatnią serię kolb szczepu H37Rv hodowano również na pożywce 
DGKC3 przez czas dostatecznie długi, by spowodować częściowo opada
nie kożucha na dno kolby. Ilość wyhodowanej masy bakteryjnej zwięk
sza się wprawdzie znacznie w tych warunkach, lecz procent fosforu 
w prątkach spada do 0,48—0,55%. Kolba nr 32 stanowi przejście po 
między tą serią a kolbami serii poprzedniej, gdyż mimo że czas wzrostu 
wynosił 65 dni, masa wyhodowanych prątków jest niemal taka sama, 
jak w kolbach o znacznie krótszym czasie hodowli. Zawartość fosforu 
wynosi w tym przypadku 0,76%.

T a b l i c a  3

Przysw ajan ie  fosforu przez M ycobacterium  tuberculosis t. bovinus  — Vallée

N r ko lby 18 19 20 21 22
I

23

D ni hodow li 50 52 54 59 61 63

m g%  P  
w pożyw 

ce

w y jśc iow ej 320,0 320,0 326,0 326,0 326,0 326,0

po w zrostow ej 93,0 101,0 103,0 106,0 121,0 146,0

zużycie 227.0 219,0 223,0 220,0 205,0 00 o o

zużycie  P  w  °/o 70,9 68,5 68,5 67,5 62,9 55,5

p rą tk i

w yhodow a' o 
m g

507,6 557,2 532,1 578,9 521,0 427,3

zaw artość P  w % 0,45 0,39 0,42 0,38 0,39 0,42

Prątki zjadliwe typu bydlęcego szczep Vallée hodowano na pożywce 
DGKC3 w dwóch seriach: I 50—54 dni i II 59—63 dni. W  kolbach 
I serii hodowle nie zajmowały jeszcze całej powierzchni pożywki, gdy
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kożuchy II serii rozpoczęły już opadać na dno kolb. Prątki bydlęce 
wzrastając zajmują powierzchnię pożywki powoli, tworzą jednak  g ru 
by kożuch, co w efekcie daje bardzo duże ilości w yhodow anych mas 
bakteryjnych. Mimo różnego czasu hodowli obu serii w przysw ajaniu  
fosforu nie występują tak  ostre różnice, jak  to obserwowaliśmy w do
świadczeniach ze szczepem H37Rv. W e wszystkich przypadkach  ilość 
fosforu wynosi 0,38—0,45% przy zużyciu fosforu pożywki w 56—71%.

Porównując procentową zawartość fosforu w prątkach  tych  trzech 
szczepów w zależności od stężenia fosforu w pożywce wyjściowej i cza
su hodowli dochodzimy do następujących wniosków: Hodując prątki 
szczepu Myc. phlei na pożywce zawierającej 100 mg% i 200 mg% fosfo
ru przez ten sam okres czasu, nie stwierdzamy różnic w procentowej 
zawartości fosforu w prątku. Zużycie fosforu w pożywce bogatszej 
w fosfor zwiększa sie jedynie nieznacznie powodując wzrost ilości w y
hodowanej masy bakteryjnej.

Szczep ludzki zjadliwy wymaga większej ilości fosforu w pożywce 
wyjściowej. Procent fosforu w prątkach wzrasta wraz ze stężeniem fo
sforu w pożywce, osiągając przy hodowli na pożywce DGKC3 graniczną 
wartość 1,09%. Przyswajanie fosforu szczepu wirulentnego ludzkiego 
H37Rv jest znacznie intensywniejsze, o czym świadczy około dw ukrot
nie wyższa zawartość fosforu w prątkach w porównaniu  z dwoma po
zostałymi szczepami.

Zawartość fosforu w zjadliwych prątkach typu bydlęcego jest po
dobna jak  u Myc. phlei i wynosi 0,4—0,5%.

Przedłużenie czasu hodowli do otrzymania tzw. „starego kożucha" 
nie zmienia praktycznie procentowej zawartości fosforu w bakteriach 
u Myc. phlei i szczepu bydlęcego Vallée. Natomiast u szczepu zjadli
wego ludzkiego zawartość fosforu w prątkach spada bardzo znacznie 
w tych warunkach.

Streszczenie

Szczep Myc. phlei hodowany równie długo na pożywce zawierającej 
100 mg% i 200 mg% fosforu wykazuje jednakow ą zawartość fosforu 
w bakteriach wynoszącą 0,3 — 0,4%. Szczep ludzki zjadliwy wymaga 
większej ilości fosforu w pożywce wyjściowej. Procent fosforu w prąt
kach wzrasta wraz ze stężeniem fosforu w podłożu osiągając graniczną 
wartość 1,1% przy hodowli na pożywce zawierającej 300 mg% fosforu. 
Zawartość fosforu w prątkach typu bydlęcego jest podobna jak  u Myc. 
phlei i wynosi 0,4 — 0,5%.

Przedłużenie czasu hodowli do otrzymania tzw. „starego kożucha" 
nie zmienia praktycznie procentowej zawartości fosforu w bakteriach
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u Myc. phlei i szczepu bydlęcego. Natomiast u szczepu zjadliwego ludz
kiego procen t fosforu w prątkach  spada bardzo znacznie w tych w a
runkach aż do wartości około 0,5%.
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M ETA EO JIM 3M  c£OCc£>OPA B T y E E P K Y JIË 3 H b IX  I1AJIOHKAX

P  e 3 K) m e

lÜTaMM M y c . p h le i  He3aBHCHMO ot KyAbTHBHpoBaHHH ero Ha cpeAe coA ep- 
•iKaijgeH 10 0  mt %  h 2 0 0  Mr fl/o (poccpopa oÔHapyiKHA OAHHaxoBoe coAep>KaHHe 
(poccpopa b ôaKTepHnx, paBHoe 0 ,3  —  0 ,4 % . 

BnpyAeHTHbiH uiTaMM qeAOBeqecKoro Tuna bo BpeMH pocTa ynoTpeÔAHeT 6oA b- 
inee koahucctbo (poccpopa H3 hcxoahoh cpeAW. r ip o ^ H T  (poccpopa b T yôepxy- 
Aë3HbIX naAOHKaX B0i3paCTaeT B 3aBHCHMOCTH OT KOH^HTpai£HH cpoctpopa b c p e 

Ae, AOCTHraH npeAeAbHOH BeAHHHHbl paBHOH 1 ,1 %  n p H  KyAbTHBIipOBaHHH Ha 
cpeA e coAepîKaiiieH 3 0 0  Mr.% (poccpopa.

CoAepJKaHHC (poccpopa b Ty6epKyAë3Hbix naAouxax îk h b o th o to  THna noAOÔHO
c coAepîKajHHeM b M y c . p h le i  h paBHo 0 ,4  —  0 ,5 % . FIpoAAeHHe BpeMeHH xyAb- 
THBHpOBaHHH AO MOMCHTa nOAyH©HHH TaK Ha3bLBaeMOH „CTapOH nAeHKH” He 
H3MeHHeT npoyeHTHoro ooAepîKaHHH (p oc (pop a b M y c . p le i  h b iutemmc îkh- 
B oraoro THna.

B onHcaHHbix ycAOBHHX coAepaiaHHe (poccpopa b Ty6epKyAë3Hbix naAonxax 
BHpyAeHTHoro uiTaMMa qeAOBeqecKoro THna 3HaqHTeAbH0 noHHîKaeTCH, AocrnraH  
BeAHHHHbl OKOAO 0 ,5 % .

THE PHOSPHORUS METABOLISM OF TUBERCLE BACILLI 

S u m m a r y

A strain of M ycobacterium  phlei, cultivated for equal lengths of time 
on media containing 100 mg% and 200 mg% of phosphorus, showed equal 
phosphorus contents amounting to 0,3 — 0,4%. A virulent human strain
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requires a larger amount of phosphorus in the culture medium. The 
phosphorus content of the bacilli increases with the phosphorus content 
of the medium, attaining a limiting value of 1,1% for a culture cultiva
ted on a medium containing 300 mg% phosphorus. The phosphorus con
tent of animal bacilli is similar to that of Myc. phlei and varies from 
0,4 — 0,5%.

Increasing the cultivation time to the point where an ,,old" bacterial 
layer is obtained does not result in any practical change in the pho
sphorus content of Myc. phlei or the animal strain. On the other hand 
with the virulent human strain, the phosphorus content of the bacilli, 
under these conditions, showed a marked decrease, attaining a value 
as low as 0,5%.

O trzym ano 7.IX .1954
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JA N  W. SZARKOWSKI

WPŁYW KWASU OCTOWEGO NA POWSTAWANIE KWASU 
SZCZAWIOWEGO W PRZEMIANIE M YCOBACTERIUM  PHLEI

Z Zakładu Biochemii Polskiej A kadem ii N auk i z Zakładu Chemii F izjo logicznej AM
w  W arszaw ie

K ierow nik: prof. dr J. Heller

Na podstawie szeregu prac odnośnie do powstawania kwasu szcza
wiowego u pleśni i grzybów można przypuszczać, że kwas octowy w tym 
procesie gra rolę zasadniczą.

C h r z ą s z c z  i T i u k o w  (3) badając biochemiczną przem ia
nę kwasu octowego i chemizm powstawania kwasu cytrynowego u p le
śni wykazali obok kwasów bursztynowego, fumarowego i jabłkowego 
także i kwas szczawiowy. Dodając do kultur grzybów kwasu octowego 
w obecności zasad udało się otrzymać przyrost ilości powstającego 
kwasu szczawiowego dochodzący do 40—70%, a w niektórych w ypad
kach przyrost ten sięgał 93— 100% zawartości w hodowlach kontrol
nych (1, 2). Celem poniżej przedstawionej pracy było przebadanie 
wpływu kwasu octowego na powstawanie kwasu szczawiowego w prze
mianie M ycobacterium phlei.

Część doświadczalna

W ykonano dwa rodzaje doświadczeń, w pierwszym wysiewano b a k 
terie na pożywkę zawierającą dodatek kwasu octowego, w drugim pod- 
warstwiano pożywką z kwasem octowym gotową hodowlę wyrosłą na 
pożywce bezoctanowej.

W  pierwszej serii doświadczeń bakterie  hodowano na 160 ml po 
żywki DGK (5) bez kwasu cytrynowego, w której również cytrynian że- 
lazowo-amonowy zastąpiono siarczanem żelazowym. Do poszczególnych 
hodowli dodawano kwas octowy w ilościach około 1, 2 i 3 g na 160 ml 
pożywki. pH pożywki nastawiano na 9, ługiem sodowym 0,1 N. Jako  
kontrola służyła hodowla Myc. phlei na takiej samej pożywce, nie za
wierającej tylko kwasu octowego.

6 A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a [811http://rcin.org.pl
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W yhodowane bakterie odsączano przez lejek Schotta 3G4, a n a 
stępnie przez bakteriologiczny filtr Seitza. W  przesączonej pożywce 
powzrostowej oraz w pożywce wyjściowej oznaczano kwas octow y 
i szczawiowy. Zebrane bakterie  z lejka Schotta suszono w temp. około 
105° i ważono.

Kwas octowy oznaczano acydymetrycznie po oddestylowaniu z parą  
w odną z zakwaszonej kwasem  fosforowym pożywki. Kwas szczawiowy 
strącano jako sól wapniową, a następnie oznaczano jodometrycznie, jak  
opisano w poprzedniej pracy  (6). Otrzymane wyniki zestawiono w ta 
blicy 1.

T a b l i c a  1

W pływ  kw asu octow ego w pożyw ce na pow staw anie kw asu  szczaw iow ego w hodo
w lach M ycobacterium  phlei. Czas hodow li 18 dni. Ilość pożyw ki 160 ml, pH pożyw ki 9,

temp. hodow li 37°

N r

P o ż y w k a

Suche
b ak terie

Pow sta ło  kw asu  szcza
w iow ego na 1 g suchych  

b ak te r ii
Dodany

kw as
octow y

Pozosta
ło kw asu 
octowego

Z użyty
kw as

octow y

Pow stało
kw asu

szczaw iow e
go w  m g

średn ia  
w  mg

w g w  g w g w mg w g

1 0 — — 3,64 0,955 - 3,81
3,65

2 0 — — 3,56 1,023 3,48

3- 1,06 — — 2,80 0,816 3,43

3,24

8,52

4 1,06 — — 2,75 0,918 3,00

5 1,06 0,28 0,78 2,13
V .: j

0,648 3,29

6 2,10 0,58 1,52 6,36 0,691 9,20

7 2,10 0,61 1,49 6,12 0,706 8,67

8 2,10. 0,64 1,46 5,90 0,766 7,70

9 3,25 1,30 1,95 8,41 0,680 12,36

11,3810 3,25 1,22 2,03 7,16 0,630 11,37

11 3,25 1,10 2,15 7,87 0,755 10,42

1 2 3 4 5 6 7
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W  drugiej serii doświadczeń bakterie  hodowano w litrowych kol
bach okrągłodennych, zaopatrzonych w urządzenie do podwarstwia- 
nia (4). Bakterie hodowano na 160 ml pożywki DGK o pH 7,2, bez kwasu 
cytrynowego. Po 13 dniach pożywkę ściągano i oznaczano w niej kwas 
szczowiowy. Kożuch podwarstwiano 160 ml pożywki zawierającej około 
3 g kwasu octowego o pH 9. Po upływie 5 dni bakterie  odsączano, su
szono i ważono. W  pożywce oznaczano pozostały kwas octowy oraz 
powstały kwas szczawiowy. Uzyskane wyniki zestawiono w tablicy 2.

Ta b l i c a  2
W pływ  kw asu octow ego na w ytw arzan ie  kw asu  szczaw iow ego przez podw arstw ione 
kożuchy M ycobacterium  phlei. W iek kożucha 13 dni. Czas dośw iadczenia 5 dni. Ilość 

pożyw ki 160 ml, pH pożyw ki 9, temp. hodow li 37°

N r

P o ż y w k a

Suche
b ak te rie

Pow stało  kw asu  szcza
w iow ego na 1 g suchych 

b ak te r ii
D odany

kw as
octow y

Pozosta
ło kw asu 
octow ego

Zużyty
kw as

octow y

P ow stało
kw asu

szczaw io
wego w  m g

śred n ia  
w  m g

w  g w  g w  g w  m g w  g

1 0 — — 1,70 2,16 0,79
0,75

2 0 — — 1,55 2,23 0,70

3 3,39 0 3,39 3,65 1,74 2,10

1,804 3,39 0 3,39 3,50 1,99 1,75

5 3,39 0 3,39 2,73 1,76 1,55

1 2 3 4 5 6 7

Omówienie wyników

Rubryka 4 tabl. 1 przedstawia ilości kwasu szczawiowego (bezwod
nego) wytworzone w czasie całego wzrostu bakterii na pożywkach kon
trolnych (nr 1,2) oraz na pożywkach zawierających różne ilości kwasu 
octowego. Liczby w rubryce 6 i 7 oznaczają ilości mg kwasu szczawio
wego przypadające na 1 g suchej m asy bakteryjnej. Dodatek około 1 g 
kwasu octowego na 160 ml pożywki (nr 3, 4, 5) nie wpływa na zwięk
szenie zawartości kwasu szczawiowego w stosunku do kontroli, nato

6* http://rcin.org.pl
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miast przy dodatku około 2 g (nr 6, 7, 8) uzyskano ilości kwasu szcza
wiowego przewyższające kontrolę przeszło dwukrotnie. Przy dodatku  
około 3 g (nr 9( 10, 11) ilość kwasu szczawiowego przewyższa kontrolę  
przeszło trzykrotnie.

Ilość kwasu szczawiowego przypadająca na 1 g suchej masy b a k te 
ryjnej, uzyskana w kontroli, wynosi średnio 3,65 mg, co przewyższa od
powiednie ilości kwasu szczawiowego uzyskane w poprzedniej p racy  
(6), gdzie ilość ta wynosiła około 2 mg na 1 g suchej m asy baktery jnej. 
Rozbieżność tę można wytłumaczyć bardziej alkalicznym odczynem 
pożywki, na której odbywał się wzrost bakterii (pH 9). Analogiczne 
zjawisko wpływu bardziej alkalicznego środowiska na wzmożenie w y 
twarzania kwasów, w tym i kwasu szczawiowego, zaobserwowali 
C h r z ą s z c z  i T i u k o w  (3) badając przemianę pleśni.

W  drugiej serii doświadczeń (tabl. 2) z podwarstw ianiem  gotowych 
kożuchów bakteryjnych w pożywkach pierwszych o pH 7,2, na których 
wyrosły bakterie, znaleziono 4,41; 4,49; 4,65; 4,71; 4,11 mg kwasu szcza
wiowego. W pożywce drugiej, zawierającej około 3 g kwasu octowego, 
którą podwarstwiono kożuchy, uzyskano po 5 dniach hodowli wzmo
żoną produkcję kwasu szczawiowego w stosunku do kontroli dwu 
krotnie.

Otrzymane wyniki przemawiają za tym, że kwas octowy w w ypad
ku M ycobacterium  phlei, podobnie jak  i u pleśni, gra zasadniczą rolę 
w procesie powstawania kwasu szczawiowego.

Streszczenie

Kwas octowy wzmaga w ytwarzanie kwasu szczawiowego przez 
M ycobacterium  phlei zależnie od ilości dodanej do pożywki. Przy do
daniu 2 lub 3 g kwasu octowego na 160 ml pożywki uzyskano ilości 
kwasu szczawiowego przewyższające kontrolę odpowiednio dwu i trzy
krotnie. W  przypadku podwarstw iania gotowych kożuchów bak tery j
nych pożywką z 3 g kwasu octowego uzyskano ilości kwasu szczawio
wego przewyższające kontrolę dwukrotnie.
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BJII1HHME y K C y C H O ÏÎ K M C JIO Tbl HA 0 E P A 3 0 B A H M E  IRA BEJIEBO H  
KMCJIOTBI EAKTEPM HM M  M. P H L E I

P e 3  io  m e

Y n c y c H a H  K H C A O T a y c H A H B a e T  o ö p a s o B a H H e  i y e B e A e B o n  k h c a o t w  u iT aM M O M  

M ycobacterium phlei b  3 aB H C H M O C T H  o t  K O A H n e c T B a  y K c y c H o f i  k h c a o t w  a o -  

Ô a B A e H H O H  K H H T a T e A b H O H  O p e ^ e .  n P H Ä O Ö a B A eH H H  2  H AH  3  r p .  y K C yC H O H  K H - 

C A O T bl K 1 6 0  MA n H T â T C A b H O H  C p e /J W  IIO A yH G H O  C O O TBCTCTBCH H O C K OA H HCCTBO  

i n a e e A e B O H  k h c a o t w  / t B a H î ^ w  h  t p h î k a w  n p e B w i u a i o i i i , e e  K O iH T p o A b H y io  n p o 6 y .

B CAynae n  o  a  c  a o m b  an h h  t o t o b o h  6  an t  e>p na a  b h o h  h a c h k h  nHTaTeAbHofi cpe- 
A O H , c o ^ e i p i K a i i i e H  3  r p .  y n c y c H O H  k h c a o t w , n o A y n e H W  K O A H n e c T B a  i u a B e A e B o ß  

k h c a o t w  ABaHî^bi npeBwuiaioiijHe KOHTpoAbHbie npoöbi.

THE INFLUENCE OF ACETIC ACID ON THE FORM ATION OF OXALIC ACID BY
M YCO BACTERIU M  PHLEI

S u m m a r y

Acetic acid increases the formation of oxalic acid by M ycobacterium  
phlei, depending on the amount added to the culture medium. The addi
tion of 2 or 3 gms. of acetic acid to 160 ml. culture medium resulted in 
a 2 to 3-foli increase in the amount of oxalic acid produced. In case of 
introducing the medium containing 3 g of acetic acid under the bacteria 
layer the amount of oxalic acid obtained was twice that of the control.

O trzym ano 8.IX.1954
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W. TYSAROWSKI

ODDYCHANIE M YCOBACTERIUM  PHLEI

I .  W P Ł Y W  H Y D R A Z Y D U  K W A S U  I Z O N I K O T Y N O W E G O  N A  O D D Y C H A N I E

MICOBACTER1UM PHLEI 

Zakład  Chemii F izjo log icznej A M  w  W arszaw ie  

K ierow nik: prof. dr J. H eller

Hydrazyd kw asu izonikotynowego (INH) jest związkiem struktural
nie podobnym  do amidu kwasu nikotynowego, składnika nukleotydu 
dwufosfopirydynowego (DPN) i trójfosfopirydynowego (TPN).

Podobieństwo to nasuwa przypuszczenie, że znane działanie INH, 
ham ujące wzrost prątków  kwasoopornych, polega na hamowaniu funk
cji nukleotydów  fosfopirydynowych. Ponieważ nukleotydy te odgry
wają  istotną rolę w oddychaniu komórkowym jako koenzymy dehy
drogenaz, przebadano wpływ INH na oddychanie Myc. phlei.

Część doświadczalna

1. M ycobacterium  phlei, szczep muzealny Instytutu Gruźlicy, hodo
wano na bulionie glicerynowym. Po 2—3 dniowym okresie wzrostu 
zbierano kożuch na szklanym sączku Schotta Gl, przemywano trzykro t
nie wodą destylowaną i rozbijano przez wstrząsanie ze szklanymi pe
rełkami. Prątki zawieszano w buforze fosforanowym M/15 pH 7,0. Gę
stość zawiesiny określano z ilości azotu przypadającego na 1 ml.

2. Zużycie tlenu mierzono bezpośrednią metodą W arburga. N aczyn
ka m anom etryczne zawierały  zawiesinę baktery jną z INH, ewentualnie 
z dodatkiem glicerolu, uzupełnioną buforem do 3 ml. W  naczynku 
środkow ym  umieszczano 0,2 ml 10% roztworu KOH. Fazę gazową sta
nowiło powietrze atmosferyczne. Czas doświadczenia wynosił 4 godzi
ny, tem peratura  łaźni wodnej 37°C.

3. INH pochodzący z produkcji Zakładu Syntezy Środków Przeciw
gruźliczych Insty tu tu  Gruźlicy pierwotnie stosowano nie oczyszczony, 
w późniejszych doświadczeniach dwukrotnie krystalizowany z alkoholu 
etylowego (t. topn. 172°— 173°C).

4. Glicerol był redystylowany.

[87]
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Wyniki

Hydrazyd kwasu izonikotynowego w stężeniu 10~2 M (137 mg%) 
i 10- 3 M wpływa nieznacznie hamująco na oddychanie endogenne Myc. 
phlei. Stężenie IN H 10- 1 M w 4 godzinnym doświadczeniu obniża bez-
substratowe zużycie tlenu o 32%, zaś

Rys. 1
a) W pływ  różnych stężeń INH na oddy
chanie endogenne Myc. phlei. W  naczyn
ku 1 ml zaw iesiny zaw ierającym  1,95 
mg azotu oraz różne stężenia INH. I. Bez 
dodania INH, 3X 10- 1 : 72% zaham ow a
nia, 10_1 M: 32% zaham ow ania 10- 2 M 

i 10_ 3 M: brak w pływu.

a) Zużycie tlenu przez 1 ml zaw iesiny 
M yc phlei zaw ierającej 1,6 mg azotu 
w obecności M/50 glicerolu i różnych  
stężeń INH. 1. bez dodania INH, 
3X 10_ 1 M — 91% zaham ow ania, 10~] M 
— 74% zaham ow ania, 10~2 M — 38% 
zaham ow ania, 10~3 M — 6%  zaham o

wania.

•10-1 M o 72% (rys. la, wykres 1).
Na wykresie 2 przedstawiono 

wpływ INH na  oddychanie Myc. 
phlei w obecności 0,02 M glicero
lu. W  doświadczeniu tym już w 
niższym stężeniu INH w ystępuje 
takie obniżenie zużycia tlenu, jak 
w badaniu oddychania endogen
nego.

W  czasie doświadczenia pH 
nie ulega zmianie. Użycie s k r y 
stalizowanego INH nie wpływa 
na zmniejszenie zauważonego e-

Rys. 2. Zależność obniżenia oddychania 
od stężenia INH. g =  w obecności glice
rolu, e =  dla oddychan ia  endogennego.

fektu, a nawet przeciwnie, oczyszczony preparat działa nieznacznie sil
niej w odpowiadających sobie stężeniach. W yklucza to przypuszczenie 
że czynnikiem hamującym jest jakaś substancja obecna w preparacie ja 
ko zanieczyszczenie.

Rys. 2 obrazuje zależność zahamowania oddychania od stężenia 
INH. Jest ona liniową w zakresie stężeń skutecznych. Oddychanie 
w obecności substratu jest hamowane przez INH w stężeniu 10~3 M do
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3 • ICH1 M, bez substratu w stężeniu INH ICH1 M do 3 • ICH1 M. Krzywe 
przecinają się w punkcie odpowiadającym  100% zahamowaniu oddy
chania i stężeniu ok. 5 • 10-1 M.

Dyskusja

Przebadane stężenia INH wielokrotnie przewyższają dawki bakterio- 
statyczne dla Myc. phlei. W yraźny  wpływ na oddychanie endogenne 
Myc. phlei ma stężenie 10^2 M przewyższające dawkę bakteriostatycz- 
ną 40-krotnie. W  obecności glicerolu wpływ wystąpił w stężeniu INH 
10~3 M, które jest około 4 razy wyższe od dawki bakteriostatycznej.

Użycie wyższych stężeń (10_ 1 M i 3-10_ 1 M) pozwala na wyraźniej
sze i wcześniejsze zaobserwowanie efektu w krótkim doświadczeniu 
metabolicznym. Tak duże stężenia mogą budzić zastrzeżenia co do spe
cyficzności działania badanego związku, jednak  można się spodziewać, 
że w czystych układach enzymatycznych znacznie mniej-sze dawki mo
głyby się okazać skuteczne.

Związek użyty w większym stężeniu w zawiesinach całych komórek 
bakteryjnych łatwiej przechodzi przez błonę komórkową i z większym 
prawdopodobieństwem dociera w obrębie ciała komórkowego do miej
sca reakcji, na którą działa wybiórczo. Jest to szczególnie ważne w przy
padku, gdy wprowadzony związek ulega rozłożeniu lub zamianie na for
mę nieczynną.

W pływ INH na oddychanie zarówno endogenne, jak  i w obecności 
glicerolu przemawia za mechanizmem hamującym główny szlak utle
niania w prątkach kwasoopornych, być może działa na układ oksydazy 
DPN lub TPN, w nieznanym dotychczas miejscu. M. W. F i s c h e r  (1) 
na podstawie badań nad zniesieniem przez różne związki, a w tym i he- 
minę, hamującego działania INH na wzrost szczepu H37Rv, uważa, że 
INH uszkadza metabolizm porfirynow y prątków kwasoopornych.

W  trakcie przygotowania niniejszej pracy  do druku ukazała się p ra
ca H. P o p e (2), k tóra stwierdziła, że INH w stężeniach około 200 
i 2000-krotnie przewyższających dawki bakteriostatyczne obniża wpływ 
pobudzający benzoanu i salicylanu na oddychanie szczepu H37Rv.

Również ostatnio Z a t m a n ,  K a p ł a n ,  C o l o w i c k  
i C i o t t i (3) wykazali występowanie dwóch rodzajów DPNaz; jedna 
z nich jest „wrażliwa" na INH, druga zaś, „niewrażliwa", tworzy w obec
ności INH i DPN dwunukleotyd, w którym zamiast amidu kwasu nikoty
nowego występuje INH (analog DPN).
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Streszczenie

1. Hydrazyd kwasu izonikotynowego obniża oddychanie Myc. phlei 
endogenne i w obecności glicerolu.

2. Zahamowanie oddychania w obecności substratu w ystępuje  przy 
użyciu mniejszych stężeń.
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ÆbIXAHME IH TAM M A  M Y C O B A C T E R I U M  P H L E I .
BJIMHHME m /tP A S M ^ A  M 3 0 H M K 0 T M H 0 B 0 ÏÏ KMCJIOTBI

P  e 3  io  m e 

/ ^ b ix a H H e  n iT a M M a  M ycobacterium phlei 3 a A e p ? K H B a e T C ii  r H A p a s H ß O M  H 3 o -

H H K O T H H O B O H  K H C A O T b l HMeKDUjefi K O H g e H T p a g H K )  1 0 “  1 M ---- 3 X 1 0 ~  1 M 6e3
cyôcTpaTa h KOHyeHTpaynio 10_ 3 m — 10~2 mb  npHcyTCTBHH m/50 rAHgepoAH.

THE INFLUENCE OF ISONICOTIiNIC ACID HYDRYZIDE ON THE RESPIRATION 

OF M YCO BACTERIU M  PHLEI

S u m m a r y

The respiration of M ycobact. phlei is inhibited by isonicotinic acid 
hydrazide at a concentration of 10_1 M and 3 X 10-1 M in the absence 
of substrate, at a concentration of 10~3 M and 10~2 M in the presence 
of 0,02 M glycerol.

O trzym ano 9.IX .1954
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ZASTOSOWANIE IZATYNY I JEJ POCHODNYCH 
W  CHROMATOGRAFII BIBUŁOWEJ AMINOKWASÓW I PEPTYDÓW

Z Zakładu Chemii F izjo log icznej A. M. w  K rakow ie  
K ierow nik: prof. dr B. Skarżyńsk i

Dotychczasowe metody chromatografii bibułowej stosowane dla roz
dzielania aminokwasów wykazują liczne braki, utrudniające zastosowa
nie tego sposobu postępowania do szybkich seryjnych oznaczeń, szcze
gólnie dla potrzeb klinicznych.

Chromatografia jednowymiarowa nie doprowadza do zupełnego roz
działu wszystkich aminokwasów. Am inokwasy posiadające bardzo zbli
żone do siebie wartości Rf, w zależności od stężenia, nakładają się czę
ściowo lub niemal całkowicie. W  często używanym układzie buta- 
nol-kwas octowy-H20  ( 4 : 1 : 5 )  wędrują razem glikokol i seryna oraz 
metionina i walina. Często obserwuje się, szczególnie przy więk
szych stężeniach, bezpośrednie stykanie się warstw szeregu aminokwa
sów, np. w wyżej wymienionym układzie prolina-tyrozyna, tryptofan- 
-metionina, feniloalanina-leucyna-izoleucyna-nurleucyna-walina-norwa- 
lina-feniloalanina (6). Aminokwasy te rozdzielają się, ale przy barw ie
niu ninhydryną tworzą jednolite, rozciągnięte smugi, gdyż ninhydryna 
daje z większością aminokwasów niemal jednakow e purpurow e lub 
niebieskofiołkowe zabarwienie. Trudność określenia granicy między 
plamami odpowiadającymi poszczególnym aminokwasom zaznacza się 
szczególnie w przypadku aminokwasów posiadających wysokie w arto
ści Rf, gdyż aminokwasy te wskutek przebywania dłuższej drogi ulegają 
znaczniejszemu rozciągnięciu wzdłuż paska niż aminokwasy o niskich 
wartościach Rf.

To nakładanie się i wzajemne stykanie się warstw  aminokwasów 
uniemożliwia analizę mieszanin cechujących się dużymi stężeniami. N a j
lepsze rozdzielenie osiąga się przy użyciu mieszaniny aminokwasów za
wierającej 10—30 pg każdego składnika w analizowanej objętości mie
szaniny (3). Ponieważ jednak w hydrolizatach białek zachodzi zwykle
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duża rozpiętość między stężeniami poszczególnych aminokwasów, skład
niki występujące w większych stężeniach tworzą szerokie, wyraźne smu
gi, podczas gdy stężenie aminokwasów innych znajduje się jeszcze p o 
niżej granicy czułości ninhydryny stosowanej jako w yw oływ acz plam. 
W  takich wypadkach konieczne jest zwiększenie ogólnego stężenia 
analizowanego hydrolizatu, co z kolei pociąga za sobą utworzenie c ią
głego łańcucha plam aminokwasów przedstawiającego się jako jednolita  
fiołkowa plama, w której trudno zauważyć drobne różnice odcieni b a r 
w y fiołkowej spowodowanych poszczególnymi aminokwasami.

W ymienione powyżej trudności ujawniają się jeszcze bardziej w y 
bitnie w toku chromatografii krążkowej. Metoda ta jest  co praw da 
szybsza i wygodniejsza, ale droga przebyw ana przez am inokwasy jest 
znacznie krótsza, co doprowadza do jeszcze większego nakładania  się 
w arstw  poszczególnych aminokwasów i zlewania się ich w jednobarw ną 
plamę po zastosowaniu ninhydryny. Am inokwasy o wysokich w arto
ściach Rf rozdzielają się stosunkowo dobrze, ale z powodu rozprzestrze
niania sie na większej powierzchni ich stężenie przypadające na jed 
nostkę powierzchni jest tak małe, że często leży poza granicą czułości 
n inhydryny jako wywoływacza (6).

Chromatografia dwuwymiarowa przy zastosowaniu dwóch układów 
rozpuszczalników doprowadza wprawdzie do całkowitego rozdziału ami
nokwasów, ale czas potrzebny na całkowite rozwinięcie chromatogramu 
jest bardzo długi, a ilość zużywanej bibuły kilkanaście razy większa niż 
w metodach poprzednio wymienionych. Ogranicza to w znacznym stop
niu stosowanie chromatografii dwuwymiarowej w sery jnych  ru tyno
w ych analizach.

Z powyższego omówienia stosowanych dotychczas odmian chroma
tografii bibułowej do analizy aminokwasów wynika, że główną trudność 
stanowi brak wyraźnych różnic barw plam w yw ołanych ninhydryną. 
Ponieważ powtarzalność wartości Rf zależy od wielu czynników zew
nętrznych i w danym rozpuszczalniku stała jest jedynie  kolejność ami
nokwasów (2), konieczne jest rozwijanie chromatogramów w takich 
samych warunkach, co nie zawsze jest możliwe do osiągnięcia w słabo 
wyposażonych laboratoriach. W artości Rf ulegają zresztą nawet w sta
łych warunkach pewnym wahaniom (ok. 15%) (2), identyfikacja amino
kwasów jest więc szczególnie utrudniona wówczas, gdy w ystępują  one 
łącznie z innymi substancjami również barwiącymi się ninhydryną. Nin- 
hydryna nie jest bowiem odczynnikiem ściśle swoistym dla aminokwa
sów, daje również barwne reakcje z peptydami, białkami, alifatycznymi 
pierwszorzędowymi aminami, aminocukrami, aminoalkoholami itd. (2 ,6).
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G ów nym  celem naszych badań było rozwiązanie powyższych trud 
ność. i umożliwienie identyfikacji aminokwasów przy pominięciu dłu
gotrwałej i nieekonomicznej chromatografii dwuwymiarowej. W  tym 
celu zastosowałyśmy:

1 różnicowe barwienie plam za pomocą różnych odczynników,
2 praktyczne wykorzystanie tego sposobu wywoływania plam przez 

odpowiednie modyfikacje techniki chromatografii krążkowej i jednowy- 
miamwej oraz stosowanie dwóch różnych kolejno używanych rozpusz
czalników.

Materiały i odczynniki

I. Bibuła W hatm ana nr 4 i krążki bibuły W hatm ana nr 2.
II. n-Butanol produkcji Gławchimreaktiw, dwukrotnie desty lowany

i przygotowany do analizy wg przepisu Partridge'a (9).
III. Fenol p. a., dwukrotnie desty lowany i zastosowany wg przepisu

Błocka (1).
IV. Aminokwasy i peptydy f-my F. Hoffmann - La Roche, Light

i Pfanstiehl.
V. Odczynniki używane do wyw oływ ania  plam:

a) ninhydryna B. D. H. Laboratory Reagent
b) p-benzochinon otrzymany syntetycznie (14)
c) antrachinon otrzymany syntetycznie (4)
d) alloksan f-my E. Merck
e) kwas l,2-naftochinono-4-sulfonowy, sól sodowa B. D. H. La

boratory Reagent
f) izatyna otrzymana syntetycznie (8 ),

g) 5-bromo-izatyna
h) 5-nitro-izatyna (prepara ty  pozostałe po prof. L. Marchlew-
i) N-etylo-izatyna (skim, otrzymane przez niego syntetycznie.

%
Badania nad różnicowym barwieniem plam aminokwasów

Oprócz powszechnie używanej n inhydryny spotykamy dotychczas 
w piśmiennictwie dane dotyczące zastosowania soli sodowej kw asu 
l,2-naftochinono-4-sulfonowego (5), alloksanu (7), oraz roztworu KJ 
w obecności skrobi (12), lub benzydyny w roztworze kwasu octowego 
(11), po uprzednim przeprowadzeniu aminokwasów w chloroaminopo- 
chodne. Dwie ostatnie m etody ze względu na konieczność stosowania 
gazowego chloru są niewygodne i nie były przez nas wykorzystane.
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Próby zastosowania dwóch pierwszych wyw oływ aczy plam dopro
wadziły nas do poniżej opisanych wyników

1. S O L  S O D O W A  K W A S U  l ,2 -N A F T O C H IN O N O -4 -S U L F O N O W E G O

Odczynnik ten stosowany był przez nas w dwojaki sposób: wg G i r i
(5) w roztworze acetonowym w wyższej temperaturze, oraz wg M a c e- 
k a (6) w roztworze alkoholowym. Obie m etody doprowadzają do pow 
stania w przypadku poszczególnych aminokwasów barw  zgodnych z opi
sem podanym przez G i r  i. Szczególnie wyraźnie w ystępuje  zabarw ie
nie pomarańczowe z proliną i pomarańczoworóżowe z oksyproliną.

Znamienne jest przy użyciu tego wywoływacza powstawanie barw  
zdecydowanie różnych z różnymi aminokwasami — ciemnofiołkowa 
z histydyną, zielona z seryną, treoniną i kwasem glutaminowym, b ru 
natna  z tryptofanem  i kwasem (Uaminomasłowym, jasnoniebieska z kw a
sem asparaginowym, argininą, lizyną i ornityną. Te własności okazyw a
ne przez sól sodową kwasu l,2-naftochinono-4-sulfonowego jako w yw o
ływacza plam mogą być bardzo użyteczne przy różnicowaniu poszcze
gólnych aminokwasów, z czego niejednokrotnie korzystałyśmy.

Niemniej odczynnik ten wykazuje poważne niedogodności. Czułość 
soli sodowej kwasu l,2-naftochinono-4-sulfonowego jako wywoływacza 
plam aminokwasów jest znacznie mniejsza niż czułość ninhydryny (5). 
Zaznaczyć również należy, że stosowanie tego odczynnika w acetonie, 
przy którym plamy aminokwasów muszą być w yw oływ ane przez ogrze
wanie z roztworem odczynnika pod chłodnicą zwrotną, jest dosyć nie
wygodne i wiąże się z pokaźną stratą rozpuszczalnika. Z alkoholowym 
roztworem barw a występuje już na zimno, ale wówczas czułość reakcji 
jes t  jeszcze mniejsza.

2. A L L O K S A N

Stosowałyśmy ten odczynnik wg przepisu L i e b e n a (7), tj. w roz
tworze wodnym. Pasek bibuły spryskany odczynnikiem suszony był 
V  tem peraturze 75°, co pozwalało wodzie użytej jako rozpuszczalnik 
pozostawać przez długi czas w kontakcie z plamami aminokwasów, po
wodując rozlewanie się tych plam na większej przestrzeni bibuły.

W szystkie aminokwasy z wyjątkiem proliny (która nie barwi się 
z alloksanem) dają czerwone zabarwienie o jednakow ym  odcieniu, co 
wyklucza możność różnicowania poszczególnych aminokwasów.

W obec tego, że większość dwuketonów daje w wyższej temperaturze 
barw ne produkty  z aminokwasami, podjęłyśmy próby z szeregiem innych 
odczynników, o których w piśmiennictwie nie spotkałyśmy żadnej
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wzmianki względnie tylko krótkie notatki. Zbadałyśmy możliwość zasto
sowania p-benzochinonu, antrachinonu oraz izatyny i jej pochodnych.

Zaznaczamy od razu, że próby zastosowania antrachinonu w nasyco
nym roztworze alkoholowym zarówno kwaśnym, jak  i zasadowym, nie 
doprowadziły do pozytywnego wyniku.

3. p - B E N Z O C H IN O N

Stosowałyśmy 1 % roztwór e terowy zawierający 1 % kwasu octow e
go. Po spryskaniu  chromatogramu tym roztworem, suszyłyśmy bibułę 
przez kilka minut na powietrzu, a następnie ogrzewałyśmy przez 5 minut 
w 80°. Barwa w ystępuje  po dłuższym czasie również w temperaturze po 
kojowej, ogrzanie przyspiesza jednak  proces barwienia.

A m i n o k w a s y :  glikokol, seryna, alanina, walina, arginina, pro- 
lina, oksy-prolina, treonina, feniloalanina, metionina, leucyna, izoleucy- 
na, norleucyna, tyrozyna, norwalina, histydyna, lizyna, kwas glutamino
wy i kwas asparaginow y dają zabarwienie brunatnofiołkowe lub b runa t
ne. Cysteina zabarwia się oliwkowozielono, tryptofan jasnobrunatno.

Przy zastosowaniu p-benzochinonu znamienne jest występowanie 
intensywnego zabarwienia z proliną i oksyproliną, a więc tymi am ino
kwasami, wobec których czułość odczynu z n inhydryną jest n iew ysta r
czająca, a k tóre z alloksanem nie barwią się zupełnie. Ponadto odczyn 
barwny z p-benzochinonem daje tylko cysteina, podczas gdy cystyna nie 
daje zabarwienia, przynajmniej w granicach stosowanych przez nas 
stężeń.

Znaczna część aminokwasów przy zastosowaniu benzochinonu za
barw ia się identycznie, co ogranicza możliwość zastosowania tego od
czynnika do różnicowania aminokwasów. Granica czułości odczynu 
z p-benzochinonem dla większości aminokwasów odpowiada stężeniu 
około 0,3 ¡ig/cm2, co świadczy, że odczyn ten cechuje się czułością taką  
samą lub nieco mniejszą od czułości odczynu z ninhydryną. Poważną 
niedogodnością odczynu z p-benzochinonem jest zabarwianie się tła na 
kolor jasnobrunatny, co utrudnia wykazywanie plam odpowiadających 
aminokwasom występującym  w małych stężeniach.

4. IZ A T Y N A  I J E J  P O C H O D N E

Izatyna była już dawno stosowana jako odczynnik do w ykryw ania  
i ilościowego oznaczania proliny (1), a jako odczynnik używany do iden
tyfikacji innych aminokwasów była omawiana przez S a d f e r a  i O r e -  
s k e s a (13). Autorzy ci stosowali 0,2% roztwór izatyny w acetonie za 
wierającym  4% CH3COOH. Po zanurzeniu chromatogramu w powyższym
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roztworze suszyli go kilka minut na powietrzu, a następnie ogrzewali 
przez 10 min w 100°. W  publikacji swej opisują barw y w ystępu jące  z 12 
aminokwasami, twierdząc przy tym, że reszta aminokwasów reagu je  
z izatyną dopiero w stężeniach większych niż 10 pg/cm2.

Nasze próby zastosowania izatyny wkrótce doprowadziły nas do 
wniosku, że związek ten jest szczególnie dogodnym odczynnikiem dla 
identyfikacji aminokwasów. Stosowałyśmy technikę barwienia według 
S a i f e r a  i O r e s k e s a ,  ogrzewając chrom atogramy przez 10 mi
nut w 110°.

W yniki uzyskane w toku badania 22 aminokwasów, szeregu pepty- 
dów i innych substancji dających zabarwienie z n inhydryną podaje  ta 
blica 1.

Charakter barw określony słowami powyższej tablicy nie oddaje w y
raźnych różnic odcieni charakterystycznych dla poszczególnych amino
kwasów. Różnice te dają się jednak łatwo stwierdzić przy bezpośrednim 
porównaniu odpowiednich plam aminokwasowych wybarw ionych iza
tyną. Poza tym w przypadku niektórych aminokwasów odcienie te  zmie
niają się zależnie od stężenia aminokwasów, co pozwala przy pewnej 
wprawie na wnioskowanie o przybliżonym stężeniu danego amino
kwasu.

Jak  wynika z danych tabl. 1 czułość odczynu z izatyną jest taka, jak  
czułość odczynu z ninhydryną, a w niektórych wypadkach  nawet w ięk
sza, np. dla histydyny, proliny, tyrozyny (dane co do czułości odczynu 
z ninhydryną wg M a c e k a (6)).

Szczególnie cenną zaletą izatyny jest dawanie zabarwień odmien
nych z tymi aminokwasami, które mają bardzo zbliżone wartości Rf, 
a z ninhydryną dają identycznie zabarwione produkty, np. norwalina- 
-walina (układ: butanol-CH^COOH-HoO), prolina-feniloalanina, argini- 
na (układ: fenol-NH3). Poza tym izatyna reaguje z pierwszorzędowy- 
mi aminami alifatycznymi i z glikozaminą dopiero przy stężeniach ok. 
50 [ig/cm2, a więc jest mniej czuła w odniesieniu do tych substancji niż 
ninhydryną, co stanowi dużą zaletę, gdyż wyklucza pomyłki w identy
fikowaniu aminokwasów w obecności wyżej wym ienionych substancji. 
Zabarwienie z peptydami daje w tych samych stężeniach, w jakich daje 
je  ninhydryną.

W adą izatyny jest szybkie znikanie barw, ale trudność tę można omi
nąć zanurzając chromatogramy w gorącej parafinie, co pozwala na prze
chowywanie chromatogramu przez dłuższy czas, a nawet wpływa ko
rzystnie na wzmocnienie intensywności plam.

Zachęcone powodzeniem zbadałyśmy zastosowanie szeregu pochod
nych izatyny do wywoływania plam aminokwasowych. Ja k  tego nale-
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T A B L I C A  BARWNA I

1 ) cystyna
2 )  lizyn a
3 ) histydyna
4 )  a rg in in a
5 ) kw as a sp arag in o w y
6 )  g lik o k o l
7 )  kw as glutam inow y
8 )  a la n in a
9 )  p ro lin a

1 0 )  tyro zyn a  
1 1 ) m etion ina 
1 2 )  w alin a  
1 3 )  fe n y lo a la n in a  /
1 4 )  le u cyn a

1 ) cystyna
2 ) lizyna
3 ) histydyna
4 ) arg in in a
5 ) kw as a sp a ra g in o w y
6 )  g lik o ko l
7 )  kw as p iutam inow y
8 )  a la n in a
9 )  pro lin a

1 0 )  tyro zyna 
1 1 ) m etionina 
1 2 )  w alin a  
1 3 ) fe n y lo a la n in a  
1 4 ) le ucyna

B — sektor b arw io n y  ninhydrynai
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Ta b l i c a  1 
Barw y plam  am inokw asów  przy użyciu izatyny

Substancja Barwa Czułość 
w pg/cm2

cysteina karm inow ofiolkow a 4
cystyna b runatna 3
lizyna niebieskopom arańczow a i
histydyna zielonofiołkow a 3
arginina karm inow oniebieska 0,5
kw as asparag inow y nieb ieska ciem na 0,8
seryna brązow ofiołkow a 5
glikokol brunatnoróżow a 3
oksypro lina szarofiołkow a 1
kw as g lu tam inow y zielonofiołkow a 0,5
treonina cynobrow obrązow a 1
alanina b łęk itna ciem na 0,2
prolina granatow a 0,1
tyrozyna niebieskoszara 0,3
tryp tofan pom arańczow obrązow a 0,8
m etionina szarofiołkow a 0,5
w alina karm inow a 0,2
norw alina fiołkow oniebieska 0,5
feniloalan ina błękitnozielona 3
izoleucyna karm inow a 0,3
leucyna karm iow oniebieska 0,5
norleucyna niebieska 0,8
glicyl-il-tryptofan brązow ofiołkow a 10
d-leucy l-t-ty rozyna różow a 5
g licyl-d l-leucyna różow a 5
d-leucyl-g licy lg licyna różow a 5
1-leucyl-glicyna różow a 5
m ety loam iny  chlorow odorek brązow opom arańczow a 50
ety loam iny  ch lorow odorek zielonoszara 50
am yloam ina zielonoszara 50
n-heksyloam ina nie barw i się przy 50
glikozam ina różow opom arańczow a 50

Uw a g a :
B a r w y  z e s t a w i o n e  w  t a b l i c y  1, 2, 3 o d n o s z ą  s ię  d o  s t ę ż e ń  s u b s t a n c j i  o k o ło  3 0 u g /c m 2.
P r z y  s t ę ż e n i a c h  m n i e j s z y c h  b a r w a  z m ie n i a  s ię  p r z y j m u j ą c  n a j c z ę ś c i e j  j e d e n  z  o d c i e n i  

s k ła d o w y c h ,  n p .  t r y p t o f a n  — b a r w a  p o m a r a ń c z o w a ,  t y r o z y n a  — s z a r a .

żało sie spodziewać, pochodne izatyny z zablokowanymi grupami keto
nowymi, jak  np. semikarbazon, tiosemikarbażon i oksym nie reagują 
z aminokwasami przy zastosowaniu takiego samego sposobu postępo
wania, jakie dawało wynik pozytywny przy użyciu izatyny. N-alkilo-

7 Acta Biochim ica Polonica
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-pochodne izatyny wykazują mniejszą czułość jako wyw oływ acze ami
nokwasów. N-etyloizatyna dawała wprawdzie zabarwienia o nieco od
miennych odcieniach w porównaniu z wolną izatyną, ale dolna granica 
czułości dla większości aminokwasów obracała się w granicach 1—5 
pg/cm2, dla peptydów 10— 15 pg/cm2. Czułość odczynu z izatyną i inny 
mi stosowanymi przez nas wywoływaczami wyznaczyłyśmy w nas tępu
jący sposób: sporządziłyśmy roztwory zawierające 10, 50, 100, 500, 1000,

Ta b l i c a  2
Barwy plam  am inokw asów  przy użyciu  5-brom oizatyny

Substancja Barwa C zułość 
w M-g/cm2

cysteina różow ofiolkow a 1
cystyna b runa tna  jasna 7
lizyna różow opom arańczow a 1
histydyna różow ofiolkow a 1
arginina różow obrunatna 1
kw as asparaginow y niebieskofio łkow a 0,8
seryna brązow ofiołkow a 0.3
glikokol różow a jasna 0,8
oksyprolina różow ofiolkow a 0,8
kw as glutam inow y fiolko w opom arańczow a 0,5
treonina różow opom arańczow a 1
alanina niebieskofio łkow a 0,5
prolina granatow a 0,1
tyrozyna szarofiołkow a 0,8
tryptofan fio łkow opom arańczow a 0,3
m etionina różow ofiolkow a 0,5
w alina różow a ciem na 0,3
norw alina różow ofiolkow a 0,3
feniloalanina fiołkow oszara 0,8
izoleucyna różow a ciem na 0,5
leucyna różow ofiolkow a 0,3
norleucyna fiołkow oróżow a 0,5
glicyl-l-tryptofan brązow opom arańczow a 10
d-leucyl-l-tyrozyna różow ofiolkow a 5
glicyl-dl-leucyna różow a 5
d-leucyl-glicylglicyna różow a 3
1-leucyl-glicyna różow a 5
m etyloam iny chlorow o

dorek różow a jasna 50
etyloam iny chlorow odo

rek różow a jasna 50
am yloam ina nie barw i się przy 50
n-heksyloam ina nie barw i się przy 50
glikozam ina różow a 10
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5000 gg badanej substancji w ml. Mikropipetką nakładałyśmy po 0,01 ml 
każdego roztworu na bibułę W hatm ana nr 4 i po wysuszeniu barw i
łyśmy odpowiednim wywoływaczem. Powierzchnię barwnych plam m ie
rzyłyśmy planimetrem. Znając ilość naniesionej substancji oraz wielkość 
powierzchni plamy obliczałyśmy ilość tej substancji przypadającą na 
1 cm 2. Jako dolną granicę czułości przyjęłyśmy to jednostkowe stężenie, 
przy którym barw a była jeszcze dobrze widoczna.

Z innych pochodnych izatyny szczególnie interesująca okazała się 
5-bromoizatyna i 5-nitroizatyna.

5-bromoizatyna stosowana w ten sam sposób, w jaki była stosowana 
izatyna, daje zabarwienia zasadniczo podobne do uzyskanych przy po
mocy izatyny (tabl. 2), ale odcienie barw przesunięte są ku czerwieni, 
co w niektórych wypadkach jest korzystne, zwłaszcza przy różnicowa
niu mieszanin: alanina-prolina-tyrozyna (układ: butanol-CHsCOOH-HoO) 
prolina-feniloalanina (układ: fenol-NH3). Czułość odczynu obraca sie 
w tym samym rzędzie wielkości, jaki odpowiada czułości odczynu z iza- 
tyną.

5-nitroizatyna stosowana była w ten sam sposób, w jaki używałyśmy 
poprzednio omówione wywoływacze. Okazało się, że grupa nitrowa ni- 
troizatyny powoduje przesunięcie się barw ku części fiołkowej widma, 
co wpływa dodatnio przy identyfikacji np. norwaliny-feniloalaniny 
(układ: butanol-CH;iCOOH), oraz wzmaga czułość barwnego odczynu 
(tabl. 3).

Jak  wynika z powyższego zestawienia 5-nitroizatyna powoduje dużą 
rozpiętość barw  z różnymi aminokwasami, co łącznie z czułością tego 
odczynnika, większą w porównaniu z izatyną czy bromoizatyną, po
zwala przy użyciu tego wywoływacza na wygodne zróżnicowanie m ie
szaniny aminokwasów. 5-nitroizatyna wybarwia plamy aminokwasowe 
szczególnie wyraźnie na chromatogramach rozwijanych najczęściej sto
sowanymi układami rozpuszczalników, jak  np. butanol-CH3COOH-H2C> 
i fenol-NHa, oraz daje z aminokwasami połączenia, których barw a jest 
trwalsza w porównaniu z barwami wywołanymi przez izatynę lub bro- 
moizatynę.

Praktyczne wykorzystanie różnicowego barwienia przy odpowiedniej 
modyfikacji techniki chromatograficznej

Jako  wstępną orientacyjną metodę stosowałyśmy chromatografię 
krążkową przeprowadzaną wg techniki R a o (10). W  wielu wypadkach 
zastosowanie chromatografii krążkowej okazało się zupełnie w ystarcza
jące  dla przeprowadzenia całkowitej analizy, jeżeli zwiększono drogę 
przebyw aną przez aminokwasy przykładając knot doprowadzający roz-

7*
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T a b l i c a  3
Barwy plam  am inokw asów  przy użyciu  5-nitro izatyny

Substancja Barw a C zułość 
w pg/cm 2

cysteina karm inow of iołkow a 0,8
cystyna b runatna 3
lizyna fiolko w opom arańczow a 0,8
h istydyna fiołkow ozielona 1
arg in ina karm iow of iołkow a 0,8
kw as asparag inow y niebieska 0,5
seryna brązow ocynobrow a 0,3
glikokol różow a 0,5
oksypro lina fiotkow oróżow a 0,5
kw as g lu tam inow y karm inow ofiołkow a 0,3
treonina cynobrow opom arańczo-

wa 0,2
alanina nieb ieskoszara 0,1
pro lina granatow a 0,1
tyrozyna fiołkow oszara 0,3
tryp tofan pom arańczo w obrązow a 0,3
m etionina fiolkow oróżow a 0 3
w alina różow a ciem na • 0,1
norw alina fiołkow a 0,5
feniloalan ina nieb ieskoszara 0,8
izoleucyna różow a ciem na 0,5
leucyna różow ofiołkow a 0;2
norleucyna fiołkow a 0,3
glicyl-1-tryptofan brązow opom arańczow a 10
d-leucyl-l-tyrozyna karm inow ofiołkow a 3
glicyl-dl-leucyna karm inow a jasna 3
d-leucyl-g licylglicyna karm inow a 3
1-leucyl-glicyna karm inow a 1
m etyloam iny chlorow o

dorek różow a jasn a 5
etyloam iny  chlorow odo

rek fiolkow oróżow a jasna 10
am yloam ina różow a jasna 30
n-heksyloam ina nie barw i się przy 30
glikozam ina pom arańczow oróżow a 10 1

puszczalnik nie do środka krążka, lecz do jego obwodu, oraz gdy zasto
sowano barwienie trzema różnymi wywoływaczami (izatyna, bromoiza- 
tyna  i nitroizatyna), trzech sektorów w yciętych z tego samego krążka.

W  celu dokładniejszego rozdzielenia mieszaniny stosowałyśmy chro
matografię jednowymiarową, wstępującą na paskach  bibuły długości 
40 cm o szerokości dolnej 2 cm a górnej 8 cm. Tego rodzaju kształt pa-
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sków okazał się dogodniejszy dla rozdziału aminokwasów o wysokich 
w artośc iach  Rf. Aminokwasy te nie ulegały wówczas rozciąganiu wzdłuż 
paska i dawały  plamy takiej samej szerokości, jak  aminokwasy o ni
skich w artościach Rf.

Często chromatografia jednowymiarowa nie wnosiła nic nowego, 
lecz jedyn ie  potwierdzała wynik uzyskany przy zastosowaniu chrom a
tografii krążkowej.

W  układzie butanol-kwas octowy-woda (4:1:5) wyznaczyłyśmy na
s tępującą  kolejność aminokwasów:

1. Cysteina 12. Alanina
2. Cystyna 13. Prolina

-3 . Lizyna 14. Tyrozyna
4. H istydyna *15. Tryptofan
5. Arginina 16. Metionina
6. Kwas asparaginowy -  17. W alina
7. Seryna 18. Norwalina
8. Glikokol 19. Feniloalanina
9. O ksyprolina o  20. Izoleucyna

10. Kwas glutaminowy 21. Leucyna
11. Treonina 22. Norleucyna

Szczególnie dogodne okazało się zastosowanie kolejno następują
cych po sobie dwóch rozpuszczalników, mianowicie: 1) fenol w atmosfe
rze par N H 3 i HCN, a następnie 2) n-butanol-CHsCOOH-FUO (4:1:5), przy 
czym stosunek dróg przebyw anych przez te rozpuszczalniki wynosił 
1/3:1 długości paska. W  tych w arunkach  aminokwasy posiadające po 
dobne wartości Rf w układzie butanol-CH3COOH-H20 ,  jak np. seryna 
i glikokol, rozdzielają się znacznie lepiej, co w połączeniu z zastosowa
niem różnicowego barwienia pozwala na dokładną ich identyfikację.

Po rozwinięciu chromatogramu w sposób powyżej opisany krążki 
bądź paski bibuły suszono celem dokładnego usunięcia rozpuszczalni
ków, a następnie rozcinano na trzy równoległe części, na których poło
żenie poszczególnych aminokwasów wykazywano posługując się trze
ma różnymi odczynnikami — izatyną, bromoizatyną i nitroizatyną.

Przykładem zastosowania powyżej opisanych modyfikacji technicz
nych  jes t analiza hydrolizatu edestyny, której wyniki podane są na za
łączonej barwnej tablicy. Nadmienić przy tym należy, że cała analiza 
trw ała  w tym w ypadku zaledwie 10 godzin.
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Omówienie wyników

Na podstawie wyżej opisanych doświadczeń dochodzimy do w n io 
sku, że izatyna, a szczególnie jej pochodne — 5-bromo- i 5-nitro-izatyna 
okazują zdecydowaną wyższość nad ninhydryną oraz innymi do tych
czas stosowanymi wywoływaczami plam aminokwasów. Czułość bromo- 
i nitro-izatyny leży w tym samym rzędzie wielkości, w jakim obraca się 
czułość ninhydryny, a w przypadkach niektórych aminokwasów, jak  np. 
feniloalanina, histydyna i lizyna czułość jest znacznie większa, nie w spo
minając już o pro-linie, dla której izatyna i jej pochodne są wręcz 
swoistymi odczynnikami. Natomiast reakcja izatyny i jej pochod
nych z aminami alifatycznymi oraz aminocukrami (glikozamina) za
chodzi w stężeniach tych substancji o wiele większych, niż te, które 
powodują wyraźny odczyn z ninhydryną. Czułość izatyny i jej pochod
nych wobec peptydów jest równa czułości ninhydryny.

Szczególnie cenną zaletą izatyny jest różnorodność barw i odcieni, 
jakie odczynnik ten daje z poszczególnymi aminokwasami. W prawdzie 
leucyna i arginina, metionina i kwas glutaminowy oraz feniloalanina 
i alanina dają zabarwienie prawie identyczne, ale znaczne różnice Rf tych 
par aminokwasów uniemożliwiają pomyłkę w odczytywaniu zabarwio
nego chromatogramu. Seryna i histydyna oraz tyrozyna i norleucyna 
dają z izatyną zabarwienia bardzo zbliżone do siebie, ale o wyraźnie 
odmiennych odcieniach dających się łatwo odróżnić.

Ważne jest jednak to, że w tych przypadkach, gdy dwa aminokwa
sy dają prawie identyczne zabarwienie z izatyną, ich barw a z nitro- lub 
bromo-izatyną jest wyraźnie odmienna, np. tyrozyna i norwalina, alani
na i metionina. Równoczesne barwienie trzech równolegle wyciętych 
skrawków jednokierunkowego chromatogramu tymi trzema odczynni
kami pozwala wykluczyć pomyłkę w identyfikacji aminokwasów.

Najcenniejszą zaletą izatyny i jej pochodnych jest to, że aminokwasy 
o bardzo zbliżonym Rf barwią się tym odczynnikiem odmiennie. W  tych 
przypadkach, gdy przy użyciu n inhydryny uzyskuje się w chromato- 
gramie jednolitą barwną smugę, izatyna lub nitroizatyna pozwalają 
w tej smudze wyróżnić odmiennie zabarwione odcinki odpowiadające 
poszczególnym wędrującym razem aminokwasom. Odnosi się to np. do 
seryny i glikokolu, metioniny i waliny oraz trzech izomerów leucyny. 
W  przypadku niezbyt złożonych mieszanin aminokwasów zastosowanie 
tylko jednego wywoływacza izatynowego może od razu wyjaśnić skład 
mieszaniny. Jeżeli jednak mieszanina obejmuje wiele aminokwasów, 
jak  to np. ma miejsce w przypadku hydrolizatów białka, do jednoznacz
nego wyniku doprowadza rozcięcie rozwiniętego jednowymiarowego 
chromatogramu na 3 równoległe podłużne paski i zabarwienie każdego
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z tych pasków odmiennym wywoływaczem izatynowym. Porównanie 
w ten sposób wybarwionych trzech chromatogramów pozwala rozwią
zać wątpliwości, k tórych nie może nigdy rozstrzygnąć ocena jednow y
miarowego chromatogramu wybarwionego ninhydryną.

Do szczególnie korzystnych wyników doprowadziło nas różnicowe 
barwienie wywoływaczami izatynowymi przy użyciu dwóch kolejno po 
sobie stosow anych układów rozpuszczalników. Przy tym sposobie p o 
stępowania rozpoczynamy rozwijanie chromatogramu fenolem w atm o
sferze par NH3 i HCN i kontynuujemy butanolem +  H 20  +  CH3COOH. 

Posługując się tym zabiegiem można rozsunąć plamy tych aminokwa
sów, k tóre  w samym butanolu wędrują razem. Dotyczy to szczególnie 
seryny i glikolu oraz metioniny i waliny.

Izatyna i jej pochodne jeszcze pod jednym względem górują nad 
ninhydryną. Są to związki tanie, łatwo dające się otrzymać syntetycznie, 
nawet w skromnie wyposażonym laboratorium chemicznym.

Na podstawie powyższych danych twierdzimy, że izatyna i jej nitro- 
i bromo-pochodna mogą nie tylko wytrzymać konkurencję z ninhydryną 
jako wywoływaczem  plam aminokwasowych, ale że zastosowanie ich 
upraszcza znacznie chromatograficzną analizę aminokwasów, sprowa
dzając ją wyłącznie do bardziej ekonomicznego i krócej trwającego 
jednow ymiarow ego postępowania.

Streszczenie

Badano zastosowanie kwasu 1,2-naftochinono-4-sulfonowego, alloksa- 
nu, p-benzochinonu i izatyny oraz jej nitro- i bromo-pochodnej jako w y 
woływaczy plam aminokwasów w chromatografii bibułowej. Spośród 
wszystkich związków izatyna i jej pochodne okazały się szczególnie 
cennymi odczynnikami, gdyż dają bardzo szeroką rozpiętość barw z po 
szczególnymi aminokwasami. Już przy zastosowaniu wyłącznie tylko 
izatyny można wygodnie odróżniać plamy aminokwasów, cechujących 
się bardzo zbliżonym Rf, co pozwala bez trudności ocenić skład m ie
szaniny aminokwasów przy zastosowaniu chromatografii krążkowej lub 
jednowymiarowej. Czułość, dokładność postępowania można zwiększyć 
przez odpowiednie, równoczesne użycie izatyny, 5-bromoizatyny i 5-ni- 
troizatyny w jednym i tym samym chromatogramie, oraz przez kolejno 
następujące po sobie zastosowanie 2 różnych rozpuszczalników, jako 
fazy ruchomej w rozwijaniu jednowymiarowego chromatogramu. Poda
no opis postępowania, pozwalający przy użyciu powyższych modyfika
cji przeprowadzić całkowitą analizę mieszaniny aminokwasów przy p o 
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mocy chromatografii jednowymiarowej, w bardzo krótkim okresie czasu 
i ekonomicznym wykorzystaniu materiału.

Za koncepcję zagadnien ia  oraz teoretyczne w skazów ki sk ładam y serdeczne p o 
dziękow ania Prof. Dr. B. Skarżyńskiem u.
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nPM M EH EH M E M 3ATM HA M ETO nPO M 3B O A H bIX  B K A H EC TB E 
nPO HBM TEJIH  AM M H OK M CJIO THblX  n E IIT M ß H b lX  IIH T E H  HA 

XPO M A TO TPA M M E

P  e 3 k» m e

HccAeAOBaHO np hm  en en h  e 1 ,2  Hacf)TOXHH-4-cyAbcf)o-KHCAOTbi, aAAOKcaHa, 
n-6eH30XHiHOHa, H30THHa h  e ro  HHTpo n  öpoMO npoH3BOAHbix b KanecTBe nponBH- 
TeAH a M HJH OKH C A OTH bl X nHTGH Ha XpOMaTOrpaMMe. CpeAH Bcex C O'e A HlH eH H H ca- 
MblMH AynUIHMH OKa3aAHCb IH3aTHH H erO npOH3BOAHbie, T. K. o6pa3yK)T C OTAeAb- 
HblMH aMHIHOKHCAOTa.MH p€3:ROe pa3APACHHe UBeTOB. FIpHIMeHHH HCKAJOHHTCAbHO 
H3amH, MOJKHO OTAHRHTb HHTHa aMHHOKHCAOT HMeiOLUHX OHCiHb ÖAH3KHe BeAH- 
RHHbi R f ,  ÖAaroAapn neiMy m o > k h o  6e3 TpyAa onpeAeAHTb a m h i h o k h c a o t h bih  c o -  

CTAB CMeCH, n p HMeHHfl MCTOA KpyrOBOH HAH O A HOM epH O H XpOMaTOPpacflHH. M o - 
?KHO yßeAHRHTb HyBCTBHTeAbHOCTb Me TO A 3 ynOTpeÖAHH OAHOBpeMeHHO H3aTHH, 
5-6poMH3aTKH H 5 HHTpoH3aTHiH h a  o a h o h  H TOHiKe xpoMaTorpaM Me, a TaKiKe 
nyTeM nocAeAOBaTeAbHoro np  hm  o h  en h a  Aßyx paaH bix pacTBopHTeAen b Kane- 
CTBe nOABHHiHOH (f»a3bl n p n  OAH’OMepHOM XpOMaTOrpacf»Hpo BAHHH. r i o  BTOMy Me- 

TOAy c COOTBeTCTByiOm,HMH MOAHCj) HK a ü  HAM H MOtKJHO n p  OB eC TH B TeneHHH KO- 
pOTKOrO BpeMeHH nOAHblH aHaAH3 aMHH OKHC A OTH OH CMeCH.
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THE USE OF ISATIN AND ITS DERIVATIVES IN  PAPER CHROMATOGRAPHY 
OF AMINO-ACIDS AND PEPTIDES

S u m m a r y

A study has been made of the application of 1,2-naphthoquinone- 
-4-sulfonic acid, alloxan, p-benzoquinone and isatin as well as its nitro- 
and bromo-derivatives as developing agents for amino- acid spots in 
paper chromatography. Of all these compounds, isatin and its derivati
ves proved to be the most useful, giving welldefined coloured spots for 
individual amino-acids. The use of isatin alone makes it possible to readi
ly distinguish amino-acids with very  close Rf values, so that one may, 
without difficulty, evaluate the  composition of an amino-acid mixture 
by circular or one-dimensional chromatography. The sensitivity and 
accuracy may be increased through th e  suitable and simultaneous use 
of isatin, 5-bromo-isatin and 5-nitro-isatin on one and the same chro
matogram, as well as by the use, one after the other, of two different 
solvent systems on a one-dimensional chromatogram. A description of 
the method is presented, which m akes it possible to carry out a complete 
analysis of a mixture of amino-acids by one-dimensional chromatography 
within a short space of time and economical use of material.

W e express our heartfelt thanks to Prof. dr B. Skarżyński for sugge
sting this work and for his constant advice.

O trzym ano 4.XI.1954
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L . I I  1955 NO 1

ANDRZEJ MORAWIECKI

HAMOW ANIE TRANSFORYLAZY FOSFOPIROGRONOWEJ PRZEZ
a d e n o z y n o t r O j f o s f o r a n  i p i r o f o s f o r a n

(Tymczasowe doniesienie)

Zakład C hem ii F izjo log icznej A kadem ii Med. w e W rocław iu  
K ierow nik  Zakładu: Proi. Dr. T. Baranowski

Podczas badań nad transfosforylazą fosfopirogronową z mięśnia kró
lika, k tóra katalizuje reakcję: kw. enolofosfopirogronowy +  ADP -> kw. 
pirogronowy +  ATP 1), stwierdziłem, że przebieg tej reakcji w czasie 
jest szczególny. Reakcja nie osiąga stanu równowagi, która przesunięta 
jest silnie na stronę p raw ą (K =  1650 wg. M e y e r h o f a (1) ), ale za
trzymuje się na pewnym  poziomie zależnym od stężenia enzymu (Rys. 1). 
Przy większych stężeniach enzymu 
przereagow uje większa ilość sub
stratów. Prawdziwy stan rów now a
gi można osiągnąć w tych  w arun
kach jedynie  przy pom ocy dużych 
ilości transfosforylazy.

Tego rodzaju przebieg reakcji 
można wytłumaczyć przyjmując, że 
katalizujący ją  enzym inaktyw uje  
się w miarę postępu reakcji, aż do 
całkowitego unieczynnienia. W  r.
1949 M e y e r h o f  w cytowanej wyżej pracy (1) zamieścił wzmiankę 
że: „...ATP ham uje reakcję  fosfopirogronianu z ADP . . ." nie badając 
jednak  bliżej ¡tego efektu. Spostrzeżenie to pozostało bez echa w litera
turze biochemicznej.

Przytoczone poniżej doświadczenia wskazują, że zaobserwowane nie
prawidłowości przebiegu transfosforylacji są spowodowane h a m o 
w a n i e m  t r a n s f o s f o r y l a z y  f o s f o p i r o g r o n o w e j

*) ADP =  kw. adenozynodw ufosforow y.
ATP =  kw . adenozynotró jfosforow y.

Rys. 1
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p r z e z  p o w s t a j ą c y  w c z a s i e  r e a k c j i  A T P  oraz 
że efekt ten może mieć znaczenie w fizjologicznym procesie glikolizy.

Doświadczenia wykonano przy użyciu transfosforylazy z mięśnia 
królika, oczyszczonej przez wytrącanie acetonem i frakcjonow anie  siar
czanem amonu. Preparat był jednorodny elektroforetycznie w m odera to
rze fosforanowym 0,1 M, o pH =  7,70. Szczegółowy sposób o trzym yw a
nia enzymu będzie podany później. Środowisko reakcji zawierało: kwas 
fosfopirogronowy, ADP, M g S 0 4, KC1, KCN, N a H C 0 3, oraz transfosfory- 
lazę i ew. glukozę, heksokinazę, lub ATP. Miarą przebiegu reakcji było 
znikanie kwasu fosfopirogronowego, który oznaczano przez katalityczne 
odszczepianie fosforanu, octanem rtęci.

Gdy reakcję przeprowadzano w takich warunkach, aby pow stający 
ATP był natychmiast usuwany, co osiągnięto dodając do środowiska 
nadmiar glukozy i heksokinazy, transfosforylacja przebiegała do końca 
tj. do wyczerpania się kw. fosfopirogronowego (Rys. 2 i 3).

-Rys. 2 Rys. 3

Dodanie ATP do środowiska reakcji w stężeniach rzędu 0,001 M — 
0,005M zmniejsza znacznie jej początkową szybkość; hamowanie to jest 
jeszcze silniejsze, gdy ATP pre-inkubować przez 5 min z enzymem. Jed
nakże nie udaje się w tych warunkach całkowicie unieczynnić enzymu. 
Widać to z rys. 4. Gdy reakcja przebiega bez dodania ATP, enzym ulega 
całkowitemu zahamowaniu po wytworzeniu 0,4 pM ATP/ml, a więc roz
tworu 4 .10-4 M ; natomiast dodany ATP, nawet w stężeniu 5.10~3 M, nie 
hamuje całkowicie reakcji. Być może, że ATP pow stający  w czasie trans- 
fosforylacji jest silniej lub inaczej związany z enzymem. 2)

Pirofosforan (Na4P2C>7) w stężeniu 0,001 M w yw iera  podobne dzia
łanie hamujące jak  ATP. Natomiast kwas adenilowy i pirogronowy 
w tych samych stężeniach nie wpływają (w granicach dokładności ozna
czeń) na transfosforylację.

2) M ożliwe są też różnice w budow ie ATP, zw iązanego z białk iem , w porów naniu 
z ATP otrzym anym  ipreparatyw nie.

http://rcin.org.pl



[3] H A M O W A N IE  T K A N S F O R Y L A Z Y

Fakty  te wskazują na to, że wiązanie się ADP z transfosforylazą fo- 
sfopirogronową odbywa się poprzez resztę pirofosforanową.

Ham owanie  transfosfor.ylazy przez ATP może mieć znaczenie w re
gulacji glikolizy w zależności od stanu energetycznego ustroju. Jak  
widać bowiem, obecność wolnego 
ATP w stężeniu 0,005 M (tj. ok. 250 
m9% — a więc rzędu zawartości 
ATP w.mięśniu) zmniejsza początko
wą szybkość transfosforylacji o kil
kadziesiąt % (Rys. 4). W  ten sposób 
przesunięcie stosunku ATP/ADP w 
tkance na korzyść ATP (np. na sku
tek reakcji utlenienia) mogłoby 
wpłynąć hamująco na całość gliko
lizy. H am ujący wpływ ATP na gli
kolizę w rozcierach mózgowych był już w pewnych warunkach obser
wow any (2).

Szczegółowa praca będzie opublikowana później.

S t r e s z c z e n i e

Zbadano hamowanie transfosforylazy fosfopirogronowej przez ATP 
i pirofosforan.

Nagromadzenie się ATP podczas transfosforylacji może doprowadzić 
do całkowitego unieczynnienia enzymu; aktywność jego można przy
wrócić usuwając ATP. Efekt ten może mieć znaczenie w regulacji prze
biegu glikolizy.

Jest prawdopodobne, że wiązanie się ATP z transfosforylazą fosfopi- 
rogronową odbywa się poprzez grupę pirofosforanową.
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W płynęło  11.3.1955.

THE INHIBITION OF PHOSPHOPYRUVIC PHOSPHORYLASE BY ATP 
AND PYROPHOSPHATES HAS BEEN INVESTIGATED

Accumulation of ATP during transphosphorylation may completely 
inactivate the enzyme. By elimination of ATP the enzyme can be reacti

Rys. 4
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vated. This may have a certain bearing upon the regulation of the pro
cess of glycolysis.

It is possible that ATP links up with the phosphopyruvic transpho- 
sphorylase by means of the pyrophosphate group.
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E R R A T A

do 1-go ze szy tu  1955 r. A c ta  B io ch im ica  P o lon ica . A r ty k u ł: A . M o raw ieck i: 
„ H am o w an ie  tra n sfo s fo ry la z y ...“

O b j a ś n i e n i a  r y s u n k ó w

R y s .  1. P rz e b ie g  tr a n s fo s fo ry la c ji  z k w a su  fo s fo p iro g ro n o w eg o  n a  A D P  p rz y  ró żn y ch  
s tę ż e n ia c h  en zy m u .

O dcię te : czas w  m in .
R zędne: u b y te k  fo s fo ra n u  (ąM /m l) od szczep ia jąceg o  się pod  w p ły w em  o c ta n u  rtęc i. 
Ś ro d o w isk o  re a k c j i :  K w . fosfop irogro .no  w y 7 X 10—4M, A D P 8,5X 10—4M, MgSO-t 

3 ,5X 10—3M, KC1 2X 10—2M, K C N  1 0 - 3M N aH C O 3 3 ,5 X 1 0 -;!M p H  =  8,5 T e m p e 
r a tu ra :  25°

S tę ż e n ie  en zy m u : 1) 67 fig/m l, 2) 31ug/'m l, 3) 20ąg/m l
N a w y k re sa c h  zaznaczono  ---------  m a k s y m a ln ą  ilo ść  fo s fo ran u , ja k a  m oże b y ć  p rz e 
n ie s io n a  n a  A D P.

R y s .  2. T ra n s fo s fo ry la c ja  w  obecnośc i h ek so k in azy .
1 ) T ra n s fo s fo ry la z a  67 ą-g/ml
1') „ 67 ąg /m l +  h e k so k in a z a  63 M-g/ml
2 )  „ 31 M-g/ml
2') „ 31 M-g/ml +  h e k so k in a z a  63 ng /m l
Ś ro d o w isk o  z a w ie ra  0,5°/o g lukozy . P o zo sta łe  w a ru n k i ja k  p o p rzedn io .

R y s .  3. P rz e b ie g  tra n s fo s fo ry la c ji .  W czasie  t  =  10 m in . d o d an o  h e k so k in a z y  do 
s tę ż e n ia  80 M-g/ml.
T ra n s fo s fo ry la z a : 30 Mg/ml. G lukoza : 0,5°/o
P o zo s ta łe  w a ru n k i ja k  p o p rzed n io .

R y s .  5. P rz e b ie g  tr a n s fo s fo ry la c ji z d o d a n y m  A T P .
E nzym  in k u b o w a n o  p rzez  5 m in . p rz e d  d o d an iem  do ro z tw o ru  s u b s tra tó w  
K ońcow e s tę ż e n ia  A T P  p o d an o  p rz y  w y k re sa c h .
T ra n s fo s fo ry la z a : 25 ąg /m l. P o zo s ta łe  w a ru n k i ja k  p o p rzedn io .
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