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Szczególnie  ak tu a ln y m  prob lem em  z za k re su  biochem ii w itam in u  
Bi2 s ta ła  się w la tach  o s ta tn ich  sp raw a  a k ty w n e j  postaci tego w itam inu , 
w a ru n k u jące j  jego  b io log iczne w łasności. C oraz  rozleglejsze p o d b u d o ­
w an ie  zn a jd u je  hipoteza, w m yśl k tóre j  w itam in  B i2 bierze udział w  m e ­
tabolizm ie u s tro jó w  nie jak o  w o ln y  d rob n o cząs teczk o w y  zw iązek  taki, 
jak im  go d o s ta jem y  w p o s tac i  k rys ta l icznej ,  ale  jako  w ie lkocząs tecz­
kow e po łączen ie  z b iałk iem . Szczególnie b a d a n ia  nad  tzw. w ew n ątrz -  
-pochodnym  czynnik iem  (in tiin s ic  factor) C as t le 'a  n asu w a ły  p rz y p u sz ­
czenie, że czynn ik  ten  je s t  w łaśn ie  b ia łk o w ą  k o m p o n en tą  ak ty w n e j  p o ­
staci w itam in u  (16, 7).

Za słusznością  tego p o g ląd u  p rzem aw ia ły  dośw iadczen ia  B i r d a 
i H o e v  e t a (1), w ed łu g  k tó ry ch  w ew n ą trz -p o ch o d n y  czynn ik  
C a s t l e a  da je  t rw a łe  p o łączen ie  z w itam in em  Bi 2 , p race  G 1 a s s a 
i w spółprac . (4) s tw ie rd za jące  p o w in o w a c tw o  w itam inu  B i2 do jed n e j  
z frakc ji  m u k o p ro te id ó w  soku  żo łądkow ego  oraz b ad an ia  C h o w  
i Y a m a m o t o  (12), k tó rzy  w yosobnili  z soku  żo łądkow ego b ia łko  
o m asie  cząs teczkow ej ok. 500 000, w iążące  w itam in  B i2. Ubocznie za ­
znaczyć je d n a k  należy, że n ieza leżn ie  od n iew ą tp liw ie  s tw ie rd zo n y ch  
w soku  żo łądkow ym  b ia łek  o k az u ją cy ch  w y b i tn e  pow inow ac tw o  do ko- 
balamiiny, b ad an ia  P r u s o f f a  i w spó łprac .  (11) zm ierza jące  do 
o trzym an ia  czynn ika  w e w n ą trz -p o ch o d n eg o  w  czystym  stan ie  zd a ją  się 
p rzem aw iać  za tym, że czy n n ik  ten  m oże w  ogóle nie w iąże Bi2 .

Pom ija jąc  jeszcze  nie w y ja ś n io n y  p rob lem  m echan izm u udziału  cz y n ­
n ika w ew n ą trz -p o ch o d n eg o  w w y k o rz y s ta n iu  ko b a lam in y  przez żyw e 
ustro je , h ipo teza  ak ty w n e j  p o s tac i  tego  w itam in u  jako  p o łączen ia  
z b ia łk iem  zna jdu je  p o p arc ie  w  w y n ik a c h  b ad a ń  z innego zakresu .
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R o s s i w spółprac. (8 , 13) w ykazali ,  że w iększość w itam inu  Bł2 za ­
w ar teg o  w surow icy  k rw i ludzkie j w y s tęp u je  w postac i  zw iązane j 
z b iałkiem , a badan ia  nasze  (9) oraz P i t n e y  a, B e a r d a  i v an  
L o o n a (10) doprow adziły  do w niosku , że p o nad  80% zw iązanej z b ia ł ­
kiem  surow icy  ludzkiej k o b a lam in y  zaw arte  jes t  w e frakcji  a x- i a2-glo- 
bulinów, rep rezen tu jące j  za ledw ie  15% ogólnej ilości b iałek. F ak t  ten  
p rzem aw ia  zdecydow an ie  za eg zy s ten c ją  sw oistego  po łączen ia  w itam i­
nu Bi2 z  białkiem  surow icy. W reszc ie  w osta tn ich  m ies iącach  G r e ­
g o r y  i H o l d s w o r t h  (5) o trzym ali  z se rw atk i  m leka  świni 
b iałko o m asie cząs teczkow ej około 55 tys., zaw iera jące  23,6 pg B i2 
w jed n y m  mg m asy  b iałka, a W i j m e n g a  i T h o m p s o n  (20) 
w yosobnili  podobne  po łączen ie  k o b a lam in y  z b ia łk iem  ze śluzów ki żo ­
łądka  świni jako  f rakc ję  A  o m asie  cząs teczkow ej około 128 tys., w ią ­
żącą 10,4 ug B i 2 w  1 mg, oraz frakc ję  B o  m asie cząsteczkow ej około 
100 tys , w iążącą 12,8 pg Bi2 w 1 mg białka.

B adania nad  po łączen iem  k o b a lam in y  z b ia łk iem  su row icy  b y ły  p rz e ­
pro w ad zan e  ty lko  z k rw ią  ludzką  i n iew iadom e pozostaw ało  zag ad n ie ­
nie egzystencji  tak ich  po łączeń  w su ro w icy  innych  zw ierząt. Spraw a 
ta  m oże mieć ew en tu a ln ie  doniosłe  p ra k ty c zn e  znaczen ie  dla p rób  w y ­
dzielen ia  tak ich  po łączeń  z surow icy . J e d y n ie  W o l f  i K a r l i n  
( 21)  przeprow adzali  b ad an ia  nad  zaw arto śc ią  w itam inu  B i 2 w e k rw i róż­
n ych  ga tu n k ó w  zw ierzęcych , s tw ie rd za jąc  p rzy  tym  bardzo  pow ażne 
różnice zachodzące m iędzy  poszczegó lnym i gatunkam i. Z aw arto ść  w i­
tam inu  B i2 w różnych  tk a n k a c h  i n a rząd ach  zw ierzęcych  by ła  k ilka­
kro tn ie  b adana  (3, 14), ale  nie zw racano  w  toku  tych  b ad ań  uw agi na 
to, czy w b ad an y m  m ate r ia le  k o b a lam in a  w y s tęp u je  w postac i  wolnej, 
czy też jako  połączen ie  z białk iem . R ozm ieszczeniem  kobalam iny  
w obrębie  kom órki w ą tro b o w ej  za jm ow ali  się S w e n d s e i d  
i w spółprac. (17) dochodząc do w niosku, że w iększość  tego czynnika 
w y s tęp u je  w m itochondriach . A u to ro w ie  ci jed n a k  nie za jm ow ali  się 
innym i typam i kom órek.

Pow yżej p o dkreś lone  luki w w iadom ośc iach  o rozm ieszczen iu  w i­
tam inu  B i2 zw iązanego z b ia łk iem  sk łon iły  nas do p o d jęc ia  tego zagad­
n ien ia  i zbadan ia  obecności p o łączeń  k o b a lam in y  z b ia łkam i w surow i­
cy  różnych  g a tu n k ó w  zw ie rzęcy ch  oraz w  ró żn y ch  ty p ach  komórek.

Stosowane metody

O z n a c z a n i e  k o b a l a m i n y  p rz ep ro w a d za l iśm y  posługu­
jąc  się glonem  Euglena gracilis var. bacillaris, s tosu jąc  p o ży w k ę  i spo­
sób p o s tęp o w an ia  op isany  p rzez  nas p o przedn io  (9). W ie lk a  ilość prób
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p rz ep ro w a d zan y c h  przy  tym p o s tęp o w an iu  p rzekona ła  nas, że uzysku je  
się tym  sposobem  w ynik i o w ie le  bardzie j  regu la rne  i zgodne, niż p o ­
sługując  się p ie rw o tn ą  techn iką  op isaną  przez R o s s a  (13). Do tych  
sam ych  w n io sk ó w  doszedł H e i n r i c h  i L a- h a n n (6).

O z n a c z a n i e  k o b a l a m i n y  w poszczególnych  frakcjach  
b ia łk o w y ch  o p a r te  zostało na zas tosow an iu  e lek tro fo rezy  bibułowej. 
Szczegóły p o s tęp o w a n ia  zostały  rów nież podane  w uprzedniej p racy  (9).

O z n a c z a n i e  w i t a m i n u  Bi o we frakc jach  m orfo tycznych  
ko m ó rek  w ą tro b y  opar te  zostało na  zas tosow aniu  m etody  S c h n e i ­
d e r a  i H o g e b o o m a  (15) oraz m etody  V e n d r e l y  i V e n ­
d r e  1 y  (19). T k an k ę  w ą tro b o w ą hom ogen izow ano  w hom ogenizato- 
rze szk lanym  P o tte ra  z 5-krotną ob ję tośc ią  odpow iedn iego  roztw oru; 
dla w y d z ie lan ia  ją d e r  s tosow ano różn iczkow e w irow an ie  w M/3 i M/18 
roz tw orze k w a su  cy trynow ego , w ce lu  o trzym ania  m itochondri, w iro w a­
nie p rz ep ro w ad zan o  w roztw orze 0,25 M sacharozy. Jednorodność  za ­
w iesiny  ją d e r  i m itochondri k o n tro lo w an a  była b adan iem  m ikroskopo­
wym, po up rzedn im  zabarw ien iu  p re p a ra tu  hem atoksy liną-eozyną .

O z n a c z a n i e  w i t a m i n u  B i2 w e lem en tach  m orfo tycz­
nych  k rw i p rzep ro w ad zan e  było  po w ydz ie len iu  k om órek  przy  pom ocy 
różn iczkow ego  w irow ania . K rew  n iek rzep n ącą  o trzym yw ano  przez do­
dan ie  1 g szczaw ianu  am onu n a  1 litr krwi, um ieszczano w w ysokim  
cylindrze  i ods taw iano  w tem p era tu rze  poko jow ej na 2 do 3 godz ce­
lem sed y m en tac j i  k rw in ek  czerw onych . L eukocy ty  pozosta jące  jako za ­
w ies ina  w su ro w icy  w irow ano  i p rzem y w an o  trzy k ro tn ie  roz tw orem  
soli fizjologicznej. Po zd ek an to w an iu  su row icy  i zebran iu  kożucha  leu ­
kocytów , e ry tro c y ty  od w iro w y w an o  i p rzem y w an o  k ilkak ro tn ie  solą 
fizjologiczną. W  końcu  rozcieńczano  w odą d es ty lo w an ą  i brano  do 
oznaczen ia  w itam inu  Bł2 .

P r z y g o t o w a n i e  m a t e r i a ł u  d o  o z n a c z a n i a  z a ­
w a r t o ś c i  w i t a m i n u  Bi2 . W  celu uw oln ien ia  w itam inu  Bi2 
zw iązanego  z b ia łk iem  au to k law o w an o  b ad a n y  m ater ia ł  w 105° przez 
60 m in przy  pH =  7,0. Te op ty m aln e  w aru n k i  usta liliśm y już po p rzed ­
nio (9). S tosow aliśm y tak ie  p o s tęp o w an ie  w b rew  opinii innych  autorów, 
k tó rzy  twierdzili, że dla uw oln ien ia  w itam inu  B i2 w y s ta rczy  już auto- 
k law o w an ie  w 100° przez 15 min. O s ta tn io  opub likow ana p raca  (12) 
p o tw ierdza  ca łkow ic ie  słuszność naszego od daw na usta lonego  sposobu 
p o s tępow an ia .  Do sp raw y  tej p o w ró c im y  jeszcze w dalszym  ciągu n a ­
szych  w ywodów .

A zot oznaczano  m etodą m ikro-K je ldah la ;  objętość k om órek  w b a ­
d an e j  zawiesin ie  oznaczano p rzy  po m o cy  hem atok ry tu .
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Wyniki

1. R O Z M IE S Z C Z E N IE  W IT A M IN U  B ]2 W E F R A K C J A C H  B IA Ł K O W Y C H  S U R O W IC Y  
R O Ż N Y C H  G A T U N K Ó W  Z W IE R Z Ę C Y C H

Badaniu poddaliśm y su row icę  8 g a tu n k ó w  zw ierzęcych. Tablica  1 p o ­
da je  w ynik i  średn ie  u zy sk a n e  z 4 do 10 serii oznaczeń. J a k  z p o w y ż ­
szej tab licy  w ynika, u w iększości b ad a n y ch  g a tu n k ó w  zw ie rzęcych  w i­
tam in B i2 zw iązany  jes t  g łów nie  z frakc jam i ci!- i a 2-globulinów. N ieco  
odm iennie  p rzeds taw ia  się sp raw a  z su row icą  myszy, w k tó re j  p o k aź n a  
ilość w itam inu  Bł2 w ę d ru je  razem  z album inam i i z f rakc ją  o d p o w ia d a ­
jącą  |3-globulinom. W  p rz y p ad k u  su ro w icy  św ink i m orsk ie j  m usimy 
uwzględnić tę okoliczność, że poszczególne f rakc je  b ia łk o w e  su ro w icy  
tego g a tu n k u  zw ierzęcego  nie p o k ry w a ją  się z k lasycznym i f rakc jam i 
e lek tro fore tycznym i su ro w icy  ludzkiej. W  tabl. 1 za liczy liśm y do p o ­
szczególnych  frakcji  g lobu linow ych  te odcinki w idm a b ia łk o w eg o  su ­
row icy  świnki m orskiej, k tó re  cechu ją  się tak ą  sam ą szybkośc ią  w ę ­
drow ania ,  jak ą  okazu ją  f rakc je  g lobulinów  su ro w icy  ludzkiej, zda jąc  
sobie zresztą  sp raw ę z pe łne j  dow olności tak ieg o  podejścia .

T a b l i c a  1
Poziom  w itam inu Bi2 w e frakcjach b ia łk ow ych  surow ic różnych gatunków  zw ierzęcy ch  

po rozdzielen iu  e lek troforetycznym

[i[ig w itam inu B 12 na 1 m l su ro w icy

Lp. gatunek
g 1 o b u 1 i n y sum a  

po e le ­
ktrofore­
ty czn y m  
rozd zie­

len iu

poziom  
o g ó ln y  

w  pełnej 
su row icy

a lb u m i­
ny

I
*

II III IV

w o ln y

1 czło w iek 50,2 145,3 56,6 40,6 45,3 359,1 157,3 31,7
2 koń 160,5 187,5 32,5 84,5 37,5 502,5 298,0 142,5
3 krow a 31,8 43,8 48,0 37,5 40,7 201,8 305,0 0
4 królik 24,3 42,0 37,5 3,7 28,5 136,0 148,0 —
5 szczur 41,2 57,0 28,6 16,8 52,5 196,1 126,2 7,0
6 św in k a

m orska 14,0 8,2 73,0 93,5 6,4 195,1 145,0 82,5
7 m yszka biała 39,0 15,0 27,0 42,0 26,4 149,4 — —
8 p ies 23,3 56,4 49,0 14,9 1,5 155,1 156,0 —

Przy ro zp a try w an iu  cy frow ych  w y n ik ó w  p o d a n y c h  w tab licy  1 n a ­
leży wziąć pod u w agę  fakt, że frakc je  a!- i a 2-g lobu linów  re p rez en tu ją  
za ledw ie  15% ogólnej ilości b ia łka  surow icy, p rz y  czym  na f rakc ję  a!
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p rz y p ad a  ty lko  1,5%. Przy uw zględn ien iu  tej okoliczności szczególne 
zagęszczen ie  w itam inu  Bi2 w b ia łkach  tych  frakcji  u w y d a tn i  się w y ra ź ­
nie. P oniew aż to zagęszczenie  w itam inu  Bi2 w e frak c jach  a-g lobulinów  
w y s tęp u je  u w szys tk ich  g a tunków  zwierzęcych, sądzimy, że fakt ten  p o ­
siada bardzie j ogólne znaczenie  i że p rzem aw ia  za egzystenc ją  k o m ­
p leksu  k o b a lam in y  z p ew n y m  okreś lonym  typem  białka, odznacza jącym  
się p raw d o p o d o b n ie  zbliżonymi w łasnośc iam i f izyko-chem icznymi, bez 
w zględu na pochodzen ie  gatunkow e.

P rzed s taw ia jąc  pow yższe w ynik i m usim y zw rócić uw ag ę  na  z jaw isko  
zao b serw o w an e  przez n as  już daw nie j,  k tóre  jed n a k  w  toku  o p isy w a­
ny ch  dośw iadczeń  stale się pow tarzało . Suma ilości w itam inu  Bi 2 , 
o k reś lonych  w  poszczegó lnych  frak c jach  b ia łk o w y ch  surow icy  po ich 
e lek tro fo re ty czn y m  rozdzieleniu, je s t  niemal zaw sze znacznie w iększa  
od ilości w itam inu  B i2, zna lez ionych  w tej samej su row icy  p rzed  jej 
rozdzieleniem  na poszczególne frakcje. Na fakt ten  zw raca ją  z n ac isk iem  
uw agę rów nież  P i t n e y  i w spóprac. (! 0) i p róbu jąc  w y tłum aczyć  
p rzy jm ują ,  że w surow icy  is tn ie je  jak aś  substancja  u tru d n ia jąca  w y k o ­
rzys tan ie  ko b a lam in y  przez organizm  glonów u ży w an y ch  do m ik rob io ­
log icznych  oznaczeń. Po e lek tro fo re tycznym  rozdzielen iu  su row icy  ten  
czynn ik  h am u jąc y  zużycie w itam inu  B i2 zosta je  w y e lim in o w an y  z p o ­
szczególnych  frakcji  b ia łk o w y ch  i nie p rzeszkadza w  b ad an iu  m ik ro ­
biologicznym .

M ożliwe je s t  jeszcze inne t łum aczen ie  pow yżej op isanego  zjaw iska , 
p rzy jm u jące  in ak ty w ac ję  B i2 w su ro w icy  sku tk iem  działan ia jak iegoś  
czynn ika  enzym atycznego . A żeby  sp raw ę  w yśw ietlić ,  t rzym aliśm y su ­
row icę w te rm ostac ie  w 37° przez dw a tygodnie  k on tro lu jąc  codziennie  
poziom witam inu. Trzym aliśm y ją  rów nież w tem p era tu rze  poko jow ej 
na św ie tle  i w  obu w y p a d k ach  stw ierdziliśm y, że w ciągu dw óch ty g o d ­
ni zaw artość  k oba lam iny  w su row icy  nie u lega dostrzegalnej zmianie. 
N aśw ie t lan ie  su row icy  lam pą k w a rco w ą  już po godzinie pow o d u je  w y ­
raźne zm niejszenie  się zaw artośc i  Bi2 .

W  su ro w icach  w szystk ich  b ad a n y ch  g a tu n k ó w  zw ierzęcych  część 
ogólnej zaw artośc i  w itam inu  Bi2 p rzy p ad a  na kobalam inę, w y k o rz y ­
s ty w an ą  przez drobnoustró j bez uprzedn iego  au to k law o w an ia ,  a w ięc  
nie zw iązaną z białkiem. Szczególnie dużo w olnego  Bł2 zna jdu je  się 
w su row icy  końskiej. Z nam iennym  jes t  jed n ak  fakt, że ta  tzw. ,,w o lna  
kobalam ina"  z su row icy  końskiej  nie dializuje  przez b łonę ce lofanow ą. 
Przypuszcza ln ie  w tym w y p a d k u  m am y  do czyn ien ia  z w itam inem  Bi2 
zw iązanym  nie z w ielkocząs teczkow ym  białkiem, ale z jakim ś pep ty -  
dem, nie s tanow iącym  przeszkody  dla w y k o rzy s tan ia  w itam inu  przez 
drobnoustró j ,  lecz cechu jącym  się dos ta teczn ie  dużą m asą  cząs teczkow ą 
un iem ożliw ia jącą  przejście  przez  b łonę  dializatora.
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2. W IT A M IN  B 12 W  E L E M E N T A C H  M O R F O T Y C Z N Y C H  K R W I

Tablica 2 podaje  zaw artość  B12 w  cia łkach  cze rw o n y ch  oraz ciał­
k ach  b ia łych  krw i kon ia  i cz łow ieka, w p o ró w n an iu  z za w ar to śc ią  wi- 
tam inu  w surow icy  tej sam ej krwi. C yfry  zaw arte  w tej tab l icy  w s k a ­
zują na to, że znaczna ilość k o b a lam in y  zn a jd u je  się w obu ty p ach  e le ­
m entów  m orfo tycznych , p rz y  czym leu k o cy ty  za w ie ra ją  n ie je d n o k ro t ­
nie w ięcej kobalam iny, niż jej zaw iera  tak a  sam a ob ję tość  surow icy.

Badaliśmy rozm ieszczenie w itam inu  Bi2 w różnych  f rak c jac h  e le ­
m en tów  m orfo tycznych  krwi. Po hem olizie  e ry tro cy tó w  5-k ro tną  ob ję­
tością w ody  w odoc iągow ej,  do d aw an o  k w asu  oc tow ego  do zaw artośc i 
0,3 %, w y trą co n y  osad w iro w an o  i p rzem y w an o  5-kro tn ie  w odą  w o d o ­
ciągową, a nas tępn ie  0,9% NaCl. Po au to k law o w an iu  tej n ie rozpusz­
czalnej pozostałości e ry tro cy tó w  oznaczano  zaw artość  B i2 s tw ie rd z a ­
jąc, że większość k o b a lam in y  uprzednio  zaw arte j  w e ry tro c y ta c h  zw ią­
zana  jes t  z tą  frakcją, ja k  to i lus tru je  tabl. 3. Z aw ies inę  leu k o cy tó w  
w NaCl hom ogenizow ano w  hom ogeniza to rze  typu  W aring-B lendor, 
po czym oznaczano zaw artość  Bi2 za rów no  w e frakcji  rozpuszczalnej 
w NaCl, ja k  i we frakcji n ierozpuszczalnej.  Ilość B i2 p rz y p a d a ją c a  na 
1 mg azotu  w obu frakc jach  by ła  w przyb liżen iu  ta k a  sam a, gdyż we 
frakcji  rozpuszczalnej p rzypada ło  4,5 ggg B i2/m g N , a w e frakcji  n ie roz­
puszczalnej 3,3 ggg B i2/m gN .

T a b l i c a  2 
Poziom  w itam inu B12 w su row icy  
i sk ładnikach  m orfotycznych  krwi 

końskiej

T a b l i c a  3 
W itam in B12 w  nierozpuszczalnej  

frakcji ery tro cy tó w  koń sk ich

N r
ppg w itam in u  B 12 na 1 m l ppg w ita m in u  B 1Z na m g N

krw i erytro­ leu k o cy ­
su row ica cyty ty

N r p e łn e frakcja stop ień
erytro ­ n iero z- zagęsz­

1 266,0 36,6 — cy ty p u szcza l- czenia
2 200,0 47,0 170,0
3 405,0 104,0 440,0 1 3,1 26,6 8,5
4 129,0 92,0 — 2 2,5 8,9 3.6
5 204,0 65,0 980,0 3 2,0 20,7 10,4
6 223,0 32,4 457,0 4 3,7 30,2 8,3
7 305,0 57,9 505,0
81) 136,7 51,8 77,2 ' ś ednio  2,8 21,6 7,7

3. R O Z M IE S Z C Z E N IE  W IT A M IN U  B 12 W  K O M Ó R C E  W Ą T R O B Y  S Z C Z U R A

W ą tro b a  jes t  n arządem  zaw ie ra jący m  n a jw ięk sze  s tężen ia  k o b a la ­
miny. N a fakt ten  zw raca li  już uw agę  poprzednio  inni b ad acze  p o d k re ­

x) K rew ludzka.
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śla jąc  (3, 14), że w ą tro b a  byd lęca  odznacza się 20—50 razy  w iększym  s tę ­
żeniem  Bi 2 w p o ró w n a n iu  z tk an k ą  mięsną. W  toku  naszych  b adań  ozna­
czaliśm y zaw arto ść  B i2 w hom ogenizacie  w ą troby  13 różnych  szczurów 
s tw ierdza jąc ,  że s tężen ie  w itam inu  Bi o w aha  się w gran icach  od 
48— 149 gpg B i2/m g N ,  średnio  93 ggg/mg N, podczas gdy w leukocy tach  
końsk ich  w y n o s i  34,2 ppg/mg N, a w e ry tro cy tach  końsk ich  2,5 [4 ig/mg N.

H o m o g en iza ty  w ą tro b y  by ły  frak c jo n o w an e  p rzy  zas to sow an iu  m e­
tody  S c h n e i d e r a  i H o g e b o o m a  (15) dla uzyskan ia  mi- 
tochondri  oraz m e to d y  V e n d r e 1 y  (19) dla u zyskan ia  możliwie 
n ieu szk o d zo n y ch  jąder .  Rozmieszczenie w itam inu  B i2 w tych  dw óch 
e lem en tach  m orfo tycznych  kom órek  w ą troby  w p o ró w n an iu  z z a w ar to ­
ścią w n ie frak c jo n o w an y m  hom ogenizacie , po przeliczeniu  na mg N, 
podaje  tab lica  4. Z w artości  p o d an y ch  w tej tab licy  w ynika, że w ita ­
min B i2 w szczególnie  dużych  s tężen iach  za w arty  jes t  w mitochon- 
driach, re p re z e n tu ją c y c h  m ater ia ł  b io logiczny  za w ie ra ją cy  na jw iększe  
ilości B i2.

T a b l i c a  4 

R ozm ieszczenie w itam inu B12 w e frakcjach
m orfotycznych kom órek w ątroby szczura

(jt-pt-g w itam in u  B 12 na m g N
Lp. p e łn y  ho­

m o g en i­
zat

m ito ­
chondria

jądra
uw agi

1 48,6 107,2 50,4
1 10) <D
a g>
tac 5G2 61,5 344,4 60,8

3 69,6 476,3 89,4 * -  5?
4
5
6 
7

133,6
91.7 
67,2
85.7

481,6
268,3
476,1
274,5

66,0
45,3
60.7
53.8

Q Sh r-H
¡ 3 -CO S  C> <U C !

g £ f

8
9

56,8
149,4

141,2
302,9 80,3

2 ■§ «+—< g

10 72,2 — 23,6 >> ^  -a -  a;
11
12
13

73,9
123,0
77,0

—
55.2 
52,0
21.2

a c l e  
« > > >

A nalog iczne  badan ia  p rzep row adza liśm y  na hom ogen iza tach  nerk i 
szczurzej, u zy sk u jąc  średnie  w artośc i  90 pgg/mg N. A naliza zaw artośc i 
B i2 w h o m o g en iza tach  w ą tro b y  i n e re k  m yszy  da ła  w ynik i cyfrow e le ­
żące  w tym  sam ym  rzędzie w ielkości, w  jak im  o b raca ją  się w artości  
u zy sk an e  p rz y  badan iu  w ątrób  i n e re k  szczurów: p e łn y  hom ogeniza t  
ś redn io  58,1 ąu/mg N, m itochondria  136 pąg/mg N, jąd ra  50 ftp/mg N.

http://rcin.org.pl



122 B . S K A R Ż Y Ń S K I , W . O S T R O W S K I , A . N IE W IA R O W S K A  I  Z . Ż A K [8]

W itam in  B i2 zaw arty  je s t  w m itochondriach  w p o s tac i  ła tw o  ro z ­
puszczalnego  połączen ia  z białkiem. W  odróżn ien iu  od w ie lu  b io log icz­
nie czynnych  sk ładn ików  m itochrondri,  to po łączenie  b ia łk o w e  da je  
się całkow icie  w y e k s t rah o w ać  za pom ocą  0,15 M N aCl z m itochondri  
zniszczonych przez hom ogenizow anie  w W aring-B lendor.

Połączenie k o ba lam iny  z b ia łk iem  zaw arte  w m ito ch o n d riach  ma o d ­
m ienny  ch a rak te r  od po łączen ia  w y s tęp u jąceg o  w o to czk ach  c ia łek  czer­
w onych  krwi, w leu k o cy tach  i w surowicy. O ile au to k law o w an ie  su ro ­

wicy, leu k o cy tó w  i e ry to c y tó w  już po 
30 m inu tach  uw aln ia  w iększość  u p rzed ­
nio zw iązanego w itam inu  B i2, w p r z y ­
p ad k u  m itochondri  k rzy w a  w y ra ż a ją ­
ca p rzyros t  ilości u w a ln ian eg o  Bi2 n a ­
w et po jednogodz innym  au to k law o w a- 
niu nie zm ienia kształtu .  I lu s tru je  to 
rys. 1.

W szys tk ie  nasze oznaczen ia  z a w a r ­
tości w itam inu  Bi2 o p ar te  by ły  na auto- 
k law ow an iu  przez jed n ą  godzinę. T rw a ­
łość po łączen ia  ko b a lam in y  z b ia łk iem  
w m itochondriach  n a su w a  p rzy p u sz ­
czenie, że w artośc i nasze, uzy sk an e  
przy  b adan iu  h om ogen iza tów  w ą tro b y  
i m itochondri, nie o b e jm u ją  całości 
B i2 zaw arte j  w  ty ch  m ater ia łach ,  n ie ­
mniej pozw ala ją  na us ta len ie  p ew n y ch  
p o rów naw czych  d an y ch  liczbowych. 
Dalsze bad an ia  nad  w y jaśn ien iem  tego 
zagadn ien ia  są w toku.

Rys. 1. Z ależność czasu autok law ow a- 
nia w  105° a ilością  uw oln ion ego  w i­
taminu B12 z połączeń z różnym i b ia ł­
kami. e r y tr o c y ty ,o  o frak­
cja n ierozpuszczalna erytrocytów , 
o o leu k o cy ty  krwi koń sk iej,

m itochondria w ątroby szczura.

Omówienie wyników

Przedstaw ione  pow yżej szeregi dośw iadczeń  p rz em aw ia ją  zd ecy d o ­
w anie  za tym, że znaczna w iększość zaw artośc i  w itam inu  Bi2 w  ko ­
m órkach  i cieczach us tro jow ych , a może n aw e t  ca ła  zaw arto ść  tego 
w itam inu  rep rezen to w an a  je s t  przez połączen ia  z białkam i. S tw ie rdza­
m y co p raw d a  w su row icy  krw i obecność p ew n e j  ilości kobalam iny , 
określane j jako  w o lny  w itam in  B i2, ale po jęc ie  tej fo rm y w itam inu  w y ­
wodzi się z w yn ików  dośw iadczeń  m ik rob io log icznych  o p a r ty ch  na za­
s tosow aniu  glonu Euglena gracilis. N a zy w am y  w o ln y m  w itam inem  Bi 2
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tę form ę kob a lam in y ,  k tó ra  zos ta je  przez drobnoustró j zuży ta  bezpo­
średn io  bez u p rzed n ieg o  au to k law o w an ia  m ater ia łu . Z dośw iadczeń  
R o b i n s o n a  i w spółprac. (12) w ynika, że s to so w an y  przez tych  
au to ró w  jako  w sk aź n ik  m ikrobio logiczny  Lactobacillus le ich m a n i potrafi 
zuży tkow ać  p o łączen ie  w itam inu  B i2 z jakim ś pep tydem , p o w s ta jący m  
przy  en z y m a ty czn y m  rozkładzie b ia łkow ego  kom pleksu  kobalam iny . 
R ównież nasze dośw iadczen ia  p rzem aw ia ją  za tym, że tzw. w o ln y  B i2 
w  su row icy  k rw i końsk ie j  jes t  jak im ś połączeniem  o d znacza jącym  się 
s to su n k o w o  dużą m asą  cząsteczkow ą, gdyż nie dializuje przez b łonę ce ­
lofanow ą, ja k k o lw ie k  jes t  zu ży w an y  przez glon Euglena. M ożliwe jes t  
więc, że to, co n az y w am y  potocznie  w olnym  w itam inem  B i2, je s t  zawsze 
p o łączen iem  k o b a lam in y  z jakim ś p ros tszym  peptydem .

G dy b y  n a w e t  okaza ło  się, że is to tn ie  pew n a  ilość k o b a lam in y  w y s tę ­
p u je  w us tro ju  zw ie rzęcym  i k rąży  w  surow icy  w postac i  nie p o w iąz a ­
nej z jak im k o lw ie k  pep tydem , to je d n a k  p rz ew aż a jąc a  w iększość  tego 
w itam in u  w su ro w ic y  jes t  zw iązana  z białkami, p rzy  czym ilościowo 
p rz ew aż a  p o łączen ie  kobalam iny  z jak im ś b ia łk iem  w ę d ru jący m  z f rak ­
cją  « i-g lobu linów . N a  fakt ten  zw raca liśm y  już poprzedn io  u w ag ę  w to ­
ku  naszych  b ad a ń  nad  surow icą ludzką (9), co zostało  po tw ierdzone  
rów nież  w w y n ik a c h  p ra cy  P i t n e y  a i w spółprac. (10). B adania 
su ro w ic y  in n y ch  g a tu n k ó w  zw ie rzęcych  po tw ierdza  —  zdaniem  n a ­
szym  —  w n io sek  o sw oistym  ch a rak te rze  kom pleksu  witam fn Bi 2-biał- 
ko zaw arteg o  w surow icy .

R ozm ieszczenie w itam inu  B j2 w e frakcjach  innych  niż a-g lobuliny  
su ro w icy  ró żn y ch  g a tu n k ó w  zw ierzęcych  w yraża  się co p ra w d a  w a r to ­
ściam i odm ien n y m i od tych, k tó re  odpow iada ją  rozm ieszczeniu  B i2 
w e  frak c jach  su row icy  ludzkiej. N iem niej,  surow ice  w szys tk ich  g a tu n ­
k ó w  zw ie rzęcy ch  w y k azu ją  n a jw ięk sze  s tężenie koba lam iny  w  s tosun­
ku  do ilości b ia łk a  zaw sze we frakcji a-globulinów. N ależy  w ięc  p rzy jąć  
e g z y s te n c ję  w su ro w icy  sw oistego  pro te idu , w sk ład  k tó rego  w chodzi 
koba lam ina ,  w ę d ru jące g o  z a-globulinam i, k tó ry  p ro p o n u jem y  nazw ać 
e r y t r o g l o b u l i n e m  przez ana log ię  do nazw y  e ry tro ty n a  i ery- 
te ina , w p ro w ad zo n e j  przez T e r n b e r g a  i E a k i n a  (18) dla 
p o łączen ia  k o b a lam in y  z czynnik iem  w ew nątrz -pochodnym  Castle 'a .

O prócz  ery tro g lo b u lin u  w y s tęp u ją  w surow icy  krw i inne po łączen ia  
w itam in u  B i2 z b iałkam i, o czym św iadczy  fakt, że około p o łow y  ogólnej 
ilości k o b a lam in y  w surow icy  w ęd ru je  podczas e lek tro fo rezy  z innym i 
niż a -g lobu iiny  frakc jam i b ia łkow ym i, rep rezen tu jący m i 85% ogólnej 
ilości białek. Czy te po łączen ia  k o b a lam in y  z b ia łkam i m ają  rów nież

http://rcin.org.pl



124 B . S K A R Ż Y Ń S K I , W . O S T R O W S K I , A . N IE W IA R O W S K A  I  Z . Ż A K [lOJ

sw oisty  ch a rak te r  tak  ja k  ery trog lobu lin ,  o tym  jeszcze nie m ożna  p o ­
wiedzieć nic pew nego. W y n ik i  naszych  b ad a ń  p rzem aw ia ją  raczej p rz e ­
c iwko tak iem u przypuszczeniu . Być może, że m am y do czyn ien ia  z n ie ­
sw oistym  połączeniem  w itam inu  Bi2 z białkam i, w y n ik a jąc y m  z dz ia ła ­
nia sił m iędzycząsteczkow ych.

Połączenia w itam inu  Bi2 z b iałkam i w y s tęp u ją  rów nież  w  k o m ó r­
kach. W  e ry tro cy tach  w iększość  koba lam iny  tkw i w części kom órk i  n ie ­
rozpuszczalnej w 0,9% NaCl. W  leu k o cy tach  na  część n ie rozpuszcza lną  
kom órki p rzypada  około p o ło w y  zaw artośc i w itam inu  B i2. M am y  w ięc  
w tym w y p ad k u  do czyn ien ia  z odm iennym  połączen iem  k o b a lam in y  
niż te połączenia, k tó re  k rążą  wraz z b ia łkam i surow icy .

W  kom órkach  w ą tro b y  w itam in  B i2 za w ar ty  jes t  g łów nie  w m ito- 
chondriach  i to ca łkow ic ie  w postaci  zw iązane j z b iałkiem. P rzy p u sz ­
czalnie stanow i on sk ładow ą część p ro te id ó w  o d zn acza jący ch  się w ła ­
snościami enzym atycznym i, nag ro m ad zo n y ch  przecież  w tak  dużych  
s tężeniach  w tych  e lem en tach  m orfo tycznych  kom órki.  Spośród w szy s t­
kich b ad an y ch  przez nas m ate r ia łó w  p o chodzen ia  b io logicznego —  m i­
tochondria  kom órek  w ą tro b y  i nerki zaw iera ją  n a jw ięc e j  ko b a lam in y  
w  stosunku  do ilości białka. Dla p o rów nan ia  zw racam y  u w ag ę  na  to, że 
s tosunek  ilości kobalam iny  do ilości azotu b ia łkow ego  w ynosi w a j-g lo -  
bulinach  surow icy  ludzkiej 200 ggg/mg N, podczas  gdy  w m itochondriach  
w ą troby  i nerki około 300 ppg/mg N. To szczególne nag rom adzen ie  się 
w itam inu  B i2 w m itochondriach  obserw ow ali  już S w e n d s e i d  
i współprac. (17), podając  p rzy  -tym dla ko b a lam in y  w artośc i  jeszcze 
wyższe od tych, jak ie  zna leźliśm y w toku  naszych  badań . N a leży  jed n ak  
zwrócić uw agę  na to, że badacze  am ery k ań scy  pos ług iw ali  się p rzy  ozna­
czaniu Bi o L. leichm ani, a w ięc d robnoustro jem  re ag u jący m  nie ty lko  
na obecność w itam inu  B i2 w pożyw ce, ale rów nież  na szereg innych  
związków, jak  np. tym idyna , k tó re  n iew ątp liw ie  z a w ar te  są w rozłożo­
n ych  m itochondriach.

Połączenie koba lam iny  z b ia łk iem  zaw arty m  w m ito ch o n d riach  jes t 
na jp raw dopodobnie j  po łączen iem  ca łkow icie  od m ien n y m  od tych, jak ie  
spo tykam y  w surow icy  oraz w kojnórkach  krwi, gdyż rozk łada  się do­
piero  po znacznie dłużej t rw a jący m  au to k law o w an iu .  W  toku  naszych  
badań  poprzes taw aliśm y na au to k law o w an iu  przez 60 m inut w 105°, 
ale w edług  R o b i n s o n a  i w spółprac. (12) ca łk o w ite  w ydzie len ie  
kobalam iny  z jej po łączeń  w tkance  w ą tro b o w ej os iąga  się dopiero  po 
4-godzinnym au tok law ow an iu .

P rzep row adzając  ana log ię  z w ielu  innym i zn anym i w itam inam i, k tó ­
rych  rola b iologiczna po lega  na tym, że s tan o w ią  one  sk ład n ik  licznych
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enzymów, m ożem y z dużym  p raw d o p o d o b ień s tw em  przypuszczać, iż 
ko b a lam in a  dopiero  w połączeniu  z odpow iednim  b ia łkow ym  apoenzy- 
mem k a ta l izu je  ok reś lo n e  re ak c je  m etaboliczne. Być może, że po łącze­
nia b ia łk o w e  w itam inu  B i2, k tó ry ch  egzystencję  s tw ierdz il iśm y w ty lu  
różnych  o b iek tac h  biologicznych, są właśnie  ow ym i bliżej jeszcze nie 
p o zn an y m i enzym am i.

Streszczenie

1. P osługu jąc  się e lek tro fo rezą  b ibułow ą oraz m etodą  m ikrobio lo­
giczną Euglena  gracilis  zbadano surow icę  szeregu  g a tu n k ó w  zw ierzę­
cych, s tw ierdza jąc ,  że znaczna w iększość zaw arte j  w  su row icy  k o b a la ­
m iny  zw iązan a  jes t  z b ia łkam i i to głównie z f rakc ją  a-globulinów. 
P raw d o p o d o b n ie  u w szystk ich  g a tu n k ó w  zw ierzęcych  w y s tęp u je  iden ­
ty czn y  lub bardzo  zbliżony kom pleks  kobalam ina-bia łko, k tó ry  autoro- 
w ie p ro p o n u ją  nazw ać ery trog lobu linem .

2. Badano zaw artość  k o b a lam in y  w czerw onych  i b ia łych  c ia łkach  
k rw i stw ierdza jąc , że zaw arto ść  ta w krwi końskie j  w ynosi około 
70 gpg/ml e ry tro cy tó w  i około 500 BPg/ml leukocy tów . W  e ry tro cy tach  
w iększość  k o ba lam iny  zw iązana  je s t  z b iałk iem  nierozpuszczalnym .

3. W  kom órkach  w ą tro b y  i n e rk i  szczura koba lam ina  zaw arta  jes t  
g łów nie  w m itochondriach  i to ca łkow ic ie  w postac i  zw iązanej z b ia ł ­
kiem, p rzy  czym stężenie w itam inu  w y raża  się cyfrą około 300 [.ąig/mg N 
m itochondri. Połączenie ko b a lam in y  z b iałk iem  w  m itochondriach  jes t  
po łączen iem  odm iennego  typu  niż to, k tó re  sp o ty k am y  w b ia łkach  su­
ro w ic y  i kom órkach  krwi, gdyż znacznie  trudnie j  u lega rozszczepieniu  
w  to k u  au tok law ow ania .
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COEßM HEHM E BM TAM M HA B ]2 C EEJIKOM  

P  e 3  i o  m  e

1. B b i A a  HCCAeßOBaHa c b i B o p o T K a  K p o B H  y e A o r o  pHßa bhaob jkhbothmx n o  

M e T O ^ y  3 A e K T p o < J ) O p e 3 a  H a  ( J i H A b T p o B a A b H o n  ö y M a r e  h n o  M n K p o Ö H O A o r H H e c K O M y  

MeTOAy n  6 wao oÖHapyiKeHO, hto ö o A b u i a H  n a c T b  coAepiKaiijerocH b c b i B o p o T K e  

K O Ö a A b T a M H H a  C B H 3 a H a  C Ö e A K O M ,  r A a B H b I M  0 Ö p a 3 0 M  C a - r A O - Ö y A H ß H O H  t p p a K U , H e H .  

F l o B H A H M O M y  B C e  B H A b l  H iK B O T H b I X  C O A e p H t a T  H A 6 H T H H H b I H  HAIH n O H T H  C X O A H bJH  

K O M n A e K C  K O Ö a A b T a M H H Ö e A O K ,  K O T O p b l H  a B T O p b l  n p e ^ A a r a i O T  H a 3 B a T b  S p H T p O T A O -  

Ö y A H H O M .

2 .  H c c A e A O B a H o  c o A e p i K a H H e  K O Ö a A b T a M H H a  b  K p a c H b i x  h  ö e A b i x  T e A b ^ x  

K p O BH  H O Ö H a p y iK e H O ,  HTO B K p O B H  A O U ia A H  C O A e p H i a H H e  K O Ö a A b T a M H H a  n p H Ö A H -

3 H T 6 A b H O  p a B H O  7 0  P P g / M A  a p H T p O ^ T O B  H 5 0 0  P P g / M A  A e H K O ^ H T O 'B .  B  a p H -

T p O y H T a X  K O Ö a A b T a M H H  C B R 3 a H  T A a B H b l M  0 Ö p a 3 O M  C H C p O C T B O p H M b l M  Ö e A K O M .

3 .  B  KAeTK ax n e n e H H  h n o n e K  K p b i c w  KOÖaAbTaMHH ^ ahkom  CBH3aH c  öeA- 
KOM H COAepiKHTCR TAaBHbIM OÖpaBOM B MHTOXOHApHHX, npHHÖM K O H y e H T p a ^ H  

BiiTaMHHa BbipaineHa npHÖAH3HTeAbH0H yneppon 300  ppg/Mr N  m h t o x o h a p h h .

C o e A H H e H H e  K O Ö a A b T a M H H a  C Ö e A K O M  B M H T O X O H A P H H X  BO B p C M R  a B  T O K  A a  BH p  0  -  

B a H H R  p a c n a ^ a e T C R  c T p y A O M  h 3thm o T A i m a e T C H  ot c o e A W H e H H H  BCTpenaioiii,iixcji 
B Ö e A K a X  C b lB O p O T K H  H K A C T K 3 X  K p O B H ,  p a c n a A a i O I I J H X C f l  B  3 T H X  y C A O B H H X  TO -

pa3AO Aerne.

http://rcin.org.pl



[13] P O Ł Ą C Z E N IA  W IT A M I N U  B i 2 Z  B I A Ł K A M I 127

COM BINATIONS OF VITAM IN B12 WITH PROTEINS 

S u m m a r y

1. Using p a p e r  e lec trophores is  as well as m icrobiological m ethods  
{Euglena gracilis), s tudies on th e  se ra  of a series of anim al spec ies  sho­
w ed th a t  an  apprec iab le  fraction  of the  serum  cobalam ine is com bined  
w ith  proteins,  in general w ith  the  a-globulin fraction. It is p robab le  th a t  
an  identical  or similar coba lam ine-pro te in  com plex exists  in all anim al 
spec ies and  the  au thors  p ropose  „e ry th rog lobu lins ' '  as a nam e for this 
complex.

2. A n  analysis  of the coba lam ine  con ten t of the red  and  w h ite  blood 
corpusc les  show ed  that iin horse  b lood tiit is about 70 gpg/ml e ry th ro c y ­
tes and about 500ggg/ml leucocytes .  In the e ry th ro cy tes  the m a jo r  p o r­
tion  of coba lam ine  is bound  to non-so lub le  proteins.

3. In the l iver  and k idney  cells of the rat, coba lam ine is g en e ra l ly  
found in the  m itochondria ,  a lm ost en t ire ly  bound to proteins, th e  v i ta ­
min concen tra t ion  being in  the n e ighbourhood  of 300 pug/mg N m ito ch o n ­
dria. The b ind ing  of coba lam ine to the p ro te ins  of the m itochondria  
is of a different type than  th a t  w ith  serum  pro te ins  and  in b lood  cells, 
w h e re  the ir  separa t ion  by  au to c lav in g  is considerab ly  m ore  difficult.

O trzym ano 2.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 N °  2

ZBIGNIEW SZOT

OZNACZANIE CYNKU SUROWICY I KRWINEK CZERWONYCH

Z P racow ni B iochem ii  K lin icznej  In s ty tu tu  H em ato log i i  w  W a rsza w ie  

K iero w n ik :  dr med. E. K o w a lsk i  
D y r e k to r  Instytu tu: Doc. dr A. Hausmann

Z as tosow an ie  d it izonu  do analizy  ilościowej m etali  [1929 (2) ], a n a ­
s tępn ie  zas to so w an ie  go do oznaczeń cynku  [1936 (3)] doprowadziło  do 
o p raco w an ia  d o k ład n y ch  m etod  s to so w an y ch  obecnie  w pracow niach  
biochem icznych .

cza lny  w rozpuszcza ln ikach  organicznych. Rozpuszczony w chloroformie 
da je  zabarw ien ie  szm aragdow ozie lone  —  w św ietle  przepuszczonym  
i c iem n o p u rp u ro w e w św ie t le  odbitym. Łączy się on z różnymi m e ta la ­
mi ciężkimi tw orząc  kom pleksow e po łączen ia  barw ne. Specyficzność 
reak c ji  z różnym i m etodam i polega na  reag o w an iu  z nimi w określonym  
zak res ie  pH.

C ynk  łączy  się z d it izonem  w gran icach  pH  5,0 do 7,0. W  tym  za k re ­
sie pH  re ag u ją  z nim  rów nież  Co, Ni, Cd i w pobliżu pH  7,0 Pb. O zna­
cza jąc  c y n k  m ożna  te m e ta le  w y łączyć  z po łączeń  z d itizonem przez 
zas to sow an ie  zw iązków , k tó re  tw orzą  z nimi połączenia, a u tru d n ia ją  
tw orzen ie  d i t izon ianów  w y m ien io n y ch  metali. Poniew aż w e krw i Co, Ni, 
Cd w y s tęp u ją  w ilościach  znikom ych, m ożna nie uw zględniać  ich obec­
ności p rzy  b ad a n iu  cynku. Pow odu je  to n ieznaczny  b łąd metody.

P rzys tępu jąc  do oznaczeń  cynku  w e krw i innym i znanym i m etodami 
(1, 4, 5) n ap o tk an o  na duże  trudności z p ow odu  b rak u  odczynników  
o w y m ag an e j  czystości.

P raca  n in ie jsza  p rzed s taw ia  m odyfikac ję  m etod  (4 i 5). Za pom ocą  tej 
n o w e j m e to d y  udało  się uzy sk ać  zad o w ala jące  wyniki. M odyfikac ja  ta 
p o leg a  g łów nie  na  doborze sposobu u su w an ia  ś rodków  u tlen ia jących

NH— NH— CtíH 5

Ditizon —  b a rw n ik  o wzorze S =  C jest  rozpusz-

2 A c t a  B io c h im ic a  P o lo n ic a [129]
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d z ia ła jących  szkodliw ie na  ditizon, u s ta len iu  pH  reakcji  n a  6,5 oraz 
doborze  sposobu tw orzen ia  d it izonianu  cynku.

Zasada metody
I

B adaną p róbkę  (surowica, krwinki) spala  się kw asem  s ia rkow ym  
i azo tow ym  przez 3 —  4 godziny. Szkodliwe działan ie u t len ia jące  re sz tek  
k w a su  azotow ego na ditizon u su w a się przez dalsze spa lan ie  z d o d a t ­
k iem  5% k w asu  szczaw iow ego, a nas tęp n ie  z 5 ml wody.

P róbkę spaloną zobo ję tn ia  się za p om ocą  am o n iak u  w obec czerw ie­
ni m ety low ej jak o  w skaźn ika ,  a nas tęp n ie  doda je  się do niej buforu  
oc tanow ego  o pH  6,5. C y n k  ek s tra h u je  się roz tw orem  ch loroform ow ym  
ditizonu. P u rp u ro w y  ditizonian  cynku  zb iera  się do kolbki m iarow ej 
i po  skończeniu  ek s trak c ji  k o lo ry m etru je  się w obec  ślepej p ró b y  w  dłu­
gości fali —  530 mp.

O D C Z Y N N IK I

1. S tężony kw as  s ia rk o w y  (chem. czys ty  nie desty low any).
2. S tężony kw as  azotow y, p rzed es ty lo w an y .
3. S tężony am oniak, p rzedes ty low any .
4. 5% roz tw ór k w asu  szczaw iow ego (prod. FO C H  Gliwice).
5. 1% alkoho low y  roz tw ór czerw ieni m ety low ej (FOCH).
6. Bufor o c tan o w y  o pH  6,5 (wolny od cynku).
7. W o d a  podw ójn ie  des ty low ana .
8 . Roztw ór ditizonu (F-y BDH) w  chloroform ie: 10 m g / l00 ml.

P R Z Y R Z Ą D Z A N I E  R O Z T W O R U  D IT IZ O N U

W  le jku  rozdzielczym  na około 500 ml rozpuszcza się 10 mg ditizonu 
w 100 ml chloroformu, dodaje  się 200 ml w o d y  i 1 ml s tężonego am on ia­
ku. W strząsa  się. Do fazy w odnej p rzechodzi ty lk o  czys ty  ditizon. W y ­
puszcza się chloroform. Z ak w asza  się k rop lą  s tężonego  k w asu  solnego 
i dodaje  się do niej 100 ml chloroformu. Po p o n o w n y m  w strząśn ięc iu  
oczyszczony ditizon przechodzi do fazy ch lo ro form ow ej. O d lew a  się fa­
zę w odną  i p rzem y w a  się rozitwór 2 —  3-kro tn ie  w o d ą  p o d w ó jn ie  de­
s ty low aną .  Roztwór p rzech o w u je  się w  lodów ce n aw a rs tw ia ją c  go 1% 
k w asem  siarkow ym . T ak  p rzyrządzonym  ro z tw o rem  oczyszcza się bufor 
o c tanow y, w y trząsa jąc  w  le jk u  rozdzielczym  bufor  z coraz n o w ą  dozą 
d itizonu aż do zaniku  reakc ji  na  cynk. W o d ę  u ży w an ą  do b ad a ń  należy 
zbuforow ać m ałą  ilością oczyszczonego buforu  o c tan o w eg o  i spraw-
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dzić ro z tw o rem  ditizonu, czy nie da je  reakcji  na cynk. Podobnie s p ra w ­
dza  się  czystość  szkła.

M Y C IE  S Z K Ł A

Z w y ją tk ie m  le jków  rozdzielczych używ a się naczyń  ze szkła j e ­
na jsk ieg o .  W y m y te  chrom ianką  szkło zanurza się na  24 godziny w 4 N  
k w a s ie  azo tow ym , a po w y jęc iu  p łucze się w odą p odw ójn ie  des ty lo w an ą  
do ca łkow itego  usun ięcia  kwasu.

W Y K O N A N IE

1 ml su row icy  z dodatk iem  dok ładn ie  odm ierzonego 1 ml s tężonego 
k w a s u  s ia rkow ego  i 1 ml k w asu  azotow ego s tężonego spala  się przez  
o k re s  3 —  4 godzin, aż zaw artość  kolbki s tanie się bezbarw na. Po o ch ło ­
dzen iu  dodaje  się 5 ml 5% k w asu  szczaw iow ego i spala  się znow u przez  
oko ło  30 —  45 minut. Spalanie p o w ta rzam y  znow u po dodaniu  5 ml 
w o d y  p o d w ó jn ie  desty low anej.

Z aw artość  kolbki przenosi się ilościowo do le jka  rozdzielczego i do ­
le w a  się 4 razy  po 10 ml gorącej w o d y  podw ójn ie  desty low ane j.  Z a w a r ­
to ść  le jk a  zobo jętn ia  się ostrożnie am oniak iem  w obec kropli czerw ieni

T a b l i c a  1
D okładność m etody oznaczan ia  cynku w su row icy

Lp.
O znaczo­

no 
Zn w  [ig

Ś rednia  
Zn w  [ig

Z aw . Zn  
w  próbie  
badanej

W [Ig

O znaczo­
no 

Zn w  [ig

% o d zy s­
kania

S u row ica  A
1,23
1,12 j 1,17

S u ro w ica  B
1,37
1,30 j 1,33

1 S u row ica  A  +  1 ¡ig Zn 2,17 2,02 93,09
2 +  1,5 pg Zn 2,67 2,58 90,67
3 Su row ica  B  +  1,0 ¡ig Zn 2,33 2,11 90,56
4 +  1,0 fig Zn 2,33 2,13 91,42
5 1,5 ¡ig Zn 1,50 1.47 98,00
6 1,5 [ig Zn 1,50 1,39 92,67
7 1,5 [ig Z n 1,50 1,48 98,67
8 1,5 ¡ig Zn 1,50 1,58 94,67
9 1,5 ¡ig Zn 1,50 1,43 95,34

10 1,5 ¡ig Zn 1,50 1,46 97,34

Ś redn io  odzyskano ±  94,84 
2,83
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m ety low ej i dodaje  się 50 ml oczyszczonego buforu  oc tanow ego , a n a ­
s tępnie  p rzep row adza  się ek s trak c ję  cynku  przez d o d aw an ie  po kropli 
ditizonu i w ytrząsanie .  D itizonian cy nku  koloru  rub inow ego  zb iera  się 
do kolbki 25 ml. O sta tn ie  k rop le  d itizonu m ają  ba rw ę  szarozie loną z p o ­
w odu  in te rfe row an ia  b a rw y  zielonej —  pochodzącej od nie zm ien io n e­
go ditizonu i rub inow ej —  ditizonianu  cy nku  obecnego w tej m ieszan i­
nie w m ałych  ilościach.

P ierw sza nie zm ieniona k rop la  d itizonu św iadczy, że ca łkow itą  ilość 
cynku  w y ek strah o w an o .  N a zaw iązan ie  1,50 gg cy n k u  obecnego  w p ró b ­
ce zużyw a się około 5 ml roz tw oru  ditizonu. N astęp n ie  ko lbkę  dopełn ia  
się ch loroform em  do objętości 25 ml i k o lo ry m etru je  w obec  ślepej p ró ­
by w y k o n y w an e j  rów noleg le  z próbą  badaną.

K o lo rym etru je  się w ko lo rym etrze  Pulfricha u ży w a jąc  filtru  S53. 
K rzy w ą w zorcow ą sporządzono u ży w ając  bezw odnego  o c tan u  cy n k u  
(prod. FOCH Gliwice).

M etoda  ta  n ad a je  się do oznaczeń cy nku  w p ró b ach  o zaw artośc i  
0,4 —  3,0 gg cynku.

T a b l i c a  2
D okładność m etod y  oznaczania cynku w  erytrocytach

Lp.
O znaczo­

no
w  gg

Średnia  
Zn w  gg

Z aw . Zn  
w  próbie  

w  gg

O znaczo­
no 

w  gg

% o d zy s­
kan ia

1,54 )
0,5 m l k rew  nr 1 1,48

1,54
l 1,52

0,5 m l krew  nr 2
1,41
1,36 |  1,38

1 0,5 krew : 1
+  1,0 iig Zn 2,52 2,13 84,53

2 „ +  0,6 ,, „ 2,12 1,91 90,10
3 „ +  0,4 ,, „ 1,92 1,52 79,17
4 „ +  1,2 „ „ 2,72 2,23 81,99
5 „ - +  1,4 „ „ 2,92 2,45 83,91
6 „ nr 2 -|- 0,3 „ „ 1,68 1,35 80,36
7 „ ,, -j-  0,4 „ „ 1,78 1,45 81,47
8 5, ,, +  0,6 „ „ 1,98 1,62 81,82
9 „ ,, +  0,8 „ ,, 2,18 1,76 80,74

10 „ „ +  1,0 ,, „ 2,38 1,78 74,79

Śred n io odzyskano , 81,89 
~  3,94
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P R Z Y G O T O W A N IE  P R Ó B E K  D O  O Z N A C Z A N IA  C Y N K U  W  E R Y T R O C Y T A C H

Celem oznaczenia cynku  e ry tro cy tó w  do 1 ml krw i p obrane j  z żyły 
w kalib row anej p ro b ó w ce  dodano  (0,3 ml 3,8) cy try n ian u  sodu. Krw inki 
p rzem yw ano  trzy k ro tn ie  solą fizjologiczną używ ając  do każdorazow ego  
p rzem yw an ia  około 5 ml soli fizjologicznej (0,9%), a nas tęp n ie  po p rze­
m yciu  uzupełn iano  zaw artość  p robów ki solą fizjologiczną do objętości 
1 ml. Dla oznaczenia ilości e ry tro cy tó w  w 1 m m 3 pobrano  p ró b k ę  i przez 
dodanie  trzyk ro tne j  ob ję tośc i  w o d y  des ty low ane j p o w o d o w an o  hemo- 
lizę krw inek. Do oznaczen ia  zaw artośc i  cynku  pob ierano  po łow ę  hemo- 
lizatu.

O znaczoną ilość cy n k u  przeliczano  na miliard k rw in e k  znając  o b ję ­
tość użytego roz tw oru  k rw in e k  i ich ilość w m m 3.

Dyskusja

Przedstaw iona m odyfikac ja  oznaczania  cy nku  w e krw i opar ta  o za ­
sady  podane przez F ischera  i inne znane m etody  pozw ala  na un ikn ięcie  
n iepow odzeń  w y n ik a jąc y ch  z b rak u  odczynn ików  o dużej czystości.

S tosow anie przy  analiz ie  ściśle okreś lonych  ilości odczynników  p o ­
zw ala na używ anie  od czy n n ik ó w  o s tosunkow o dużych  zan ieczyszcze­
niach. Spalanie kw asem  s ia rk o w y m  i azo tow ym  okazało  się najlepsze. 
Użycie sam ego k w asu  azotow ego  p o w o d u je  częste pęk an ie  kolbek, sp a ­
lan ie  w piecu e lek trycznym  w y m ag a  kosztow nego  urządzenia . Z as toso­
w ano  sposób tw orzen ia  d it izonianu  cy n k u  bez użycia n adm iaru  ditizonu, 
pon iew aż usuw an ie  d itizonu za pom ocą  rozcieńczonego am on iaku  lub 
s iarczku  sodu nie daw ało  d o brych  w yników . Obecność kobaltu ,  k a d m u r 
n ik lu  pom inięto  jako  źródło b łędu  i nie s tosow ano żadnych  ś rodków  do 
ich „m askow ania" .  M etoda  je s t  dok ładn ie jsza  przy  oznaczaniu  poziomu 
cynku  w surow icy  aniżeli w ery tro cy tach .

Streszczenie

Opisano zm odyfikow aną m e to d ę  oznaczania  poziom u cy n k u  w e r y ­
tro cy tach  i surowicy. M etoda  ta  po lega  na spalan iu  1 ml su row icy  krw i 

* lub p rzem ytych  i zh em olizow anych  e ry tro cy tó w  kw asem  s ia rkow ym  
i azo tow ym  oraz w y tw orzen iu  b a rw n eg o  połączen ia  z d itizonem  o pH  6,5.
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O nPE/IEJIEH M E IfM H K A C blB O PO T K M  M K P A C H b IX  K P O B H H b IX  TEJIEIf

(
P e 3 to m e

O n H C a H  MOflHtpHyHpOBaHHblH MeTOÆ O npef leA eH H H  ypOBHH ^H H K a b  s p u -  

TpOU,HTaX H CbIBOpOTKe. M e T O f l  3aKAK»HaeTCH B C/KHraHHH 1 MA CblBOpOTKH KpO- 

BH HAH npOMblTbIX H nO flB ep rH y T b IX  rCM 0A H3y ^pH TpO ^H TO B  CepHOH H a3 0 T H 0 H  

KHCAOTOH H 0 0 p a 3 0 B a H H H  O K p am eH H O rO  COeAHHeHHH C AHTH30HOM HMeiOIIjeM

pH  6,5.

DETERMINATION OF ZINC IN SERUM A N D  RED BLOOD CELLS

S u m m a r y

A  m odified m ethod  is described  for the  de te rm in a tio n  of zinc in 
e ry th ro c y te s  and serum. T he m ethod  is b ased  on the  com bustion  of 
1 ml of b lood serum  or w a sh e d  and hem o ly ced  e ry th ro cy te s  w ith  sul­
p h u r ic  and nitric acids and  form ation  of a co loured  com plex  w ith  dithizo- 
n e  a t pH  6,5.

O trzym ano 30.VIH.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 N o  2

ZBIGNIEW SZOT

ZAWARTOŚĆ ANHYDRAZY WĘGLANOWEJ I CYNKU WE KRWI 
W STANACH ZDROWIA I CHOROBY

II

Z P racow ni  Biochem ii  K lin icznej  In s ty tu tu  H em ato log i i  w  W a r s za w ie  

K ierow nik:  dr m ed. E. K o w a lsk i  

D y re k to r  Instytu tu: Doc. dr A. Hausman

C y n k  u w aża  się obecnie za fizjologiczny sk ładn ik  k rw i i k o m ó rek  
ustro ju . C y n k  za w ar ty  w e ry tro cy tach  jes t  sk ładn ik iem  k a rb o an h y d ra -  
zy, k tóre j  znaczenie  fizjologiczne jes t  s tosunkow o dobrze poznane. Rola 
cy n k u  w osoczu k rw i i tk an k ac h  nie jes t  jeszcze ca łkow ic ie  w y jaśn io n a .  
Is tn ie ją  dow o d y  św iadczące, że cy n k  jes t  n iezbędny  dla n o rm a ln y c h  
funkcji en zy m a ty czn y ch  i ho rm o n aln y ch  us tro ju  (5). O b se rw ac je  po z io ­
m u cynku  su row icy  w ykazu ją ,  że poziom  ten u lega  w ahan iom  w  róż­
n y ch  s tanach  pato logicznych , a am plitudy  tych  w a h ań  zależą bardzo  
często  od ciężkości s tanu  chorego  (2).

N iek tó rzy  au to rzy  sugeru ją  pogląd, że zm niejszona zaw artość  cy n ­
k u  w leu k o cy tach  b ia łaczkow ych  w  p o ró w n an iu  z leukocy tam i p r a w i ­
dłow ym i może mieć pew ne  znaczenie  w  pa togenez ie  b iałaczek. B adając  
k a rb o an h y d ra zę  k rw in k o w ą  nie m ożna  pom inąć  z p o w o d ó w  w yżej 
w spom nianych  zagadn ień  zw iązanych  z obecnością  cy n k u  w k rw in k a ch  
i surowicy. Z achow anie  się k a rb o an h y d ra zy  e ry tro cy tó w  w  ró żn y ch  
s tan ach  chorobow ych  jes t m ało poznane, a w ynik i bad ań  ró żn y ch  au to ­
ró w  są bardzo często sprzeczne.

Celem  p ra cy  niniejszej je s t  b ad an ie  zachow an ia  się k a rb o a n h y d ra z y  
k rw in e k  czerw onych  w przeb iegu  różnych  s tanów  choro b o w y ch  oraz 
badan ie  poziom u cynku  k rw in ek  czerw onych  i su row icy  u ludzi zd ro ­
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w ych , ja k  rów nież w n iek tó ry ch  s tan ach  choro b o w y ch  w y k a zu jący c h  
znaczne  odchy len ia  w  ak tyw nośc i  k a rb o an h y d ra zy  ery trocy tów .

Materiał i metody

O znaczano  ak ty w n o ść  k a rb o an h y d ra zy  k rw in k o w ej oraz poziom c y n ­
ku  w e krw i u chorych  p rz eb y w a ją cy ch  na oddzia łach  k l in icznych  In ­
s ty tu tu  Hematologii,  ja k  rów nież  u osób zd ro w y ch  p rzew ażn ie  k rw io ­
daw ców . Krew c iężarnych  i no w o ro d k ó w  pochodz iła  z oddziału  p o ło ż ­
niczego  jednego  ze szpitali w arszaw skich . C y n k  w su row icy  i k rw in k ach  
cz e rw o n y c h  oznaczano m etodą  p o d an ą  w don ies ien iu  I. O znaczan ie  
ak ty w n o śc i  k a rb o an h y d ra zy  w y k o n y w a n o  m etodą  B rinkm ana (2), k tó ra  
p o leg a  na  pom iarze  czasu uw odn ien ia  C 0 2 w obec  czerw ieni fenolow ej 
ja k o  w skaźnika. Czas n ieka ta lizow anej  reakc ji  w in ien  w ynosić  około 
120 sek u n d  (Ro). Czas ka ta lizow anej reakc ji  R jes t  krótszy. Jed n o s tk a

en zy m u  p rzy ję ta  w tej m etodzie  ró w n a  się E =  —  w  0°C. P o b ie ­
li

ran o  z opuszki pa lca  0,1 ml krw i rozcieńczając  ją  w odą  des ty lo w an ą  
w  s to su n k u  1 : 100. Jednocześn ie  pob ierano  k rew  ce lem  obliczenia 
ilości k rw in ek  w 1 m m 3. Po ca łkow ite j hem olizie k rw in e k  oznaczano  ich 
ak ty w n o ść  karb o an h y d razo w ą.  Czas n ieka ta lizow anej  reak c ji  u s ta lano  
zaw sze  na 110 sekund. O siągano  go w sposób p o d an y  przez B akkera  (4) 
(podgrzew anie  jednego  z roz tw orów  albo p rzed m u ch iw an ie  pow ie trzem  
p ęch e rz y k o w y m  płuc drugiego  roztworu). R oztw ory  p rz y g o to w y w an o  
codziennie, poniew aż p rzech o w y w an ie  ich w sp ec ja ln y ch  n aczyn iach  bez 
do s tęp u  pow ie trza  nie daw ało  p ożądanych  w yników . W y k o n u ją c  ró w ­
n o leg le  10 oznaczeń czasu reakcj i  C 0 2 +  HoO -> H 2C O 3 z k rw inkam i 
tego  sam ego osobnika o trzym ano  średnią  czasu u w odn ien ia  ró w n ą
25,7 sek  ±  1,8 z odchy len iem  k rań co w y m  (23,1" —  28,5").

A b y  móc p o ró w n y w ać  ze sobą w ynik i osób b adanych ,  obliczano 
w sk aźn ik  ak tyw nośa i  ka rb o an h y d razo w ej jednej  k rw ink i  (I k-a) ze

R 0 — R
w zo ru  I k-a =  — —------, gdzie Ro — czas reak c ji  nie ka ta l izow anej ,

N
R =  czas reakcji  ka ta lizow anej,  a N  =  ilość e ry tro cy tó w  w 1 m m 3. 
P on iew aż w skaźn ik  ten  jes t  m ały  mnożono go w szędzie w ze s ta w ie ­
n iach  przez 10°. O znaczeń  h em ato k ry tu  d o k o n y w an o  m etodą W in- 
t ro b e 'a  (3).
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W vniki

Z b ad a ń  krw i osób zdrow ych  
ści nas tępu jące :
A k ty w n o ść  k a rb o an h y -  osób 
d raży  k rw in e k  cz e rw o ­
n y ch  70

O bję tość  k rw ink i  

C y n k  w su row icy

C y n k  w k rw in k a ch  czer­
w o n y ch  w  109 e ry t ro c y ­
tów

50

10 cf 

io 9

8 cf 
5 9

m etodam i podanym i o trzym ano w arto -

I k-a (w skaźnik  ak tyw nośc i k rw in ­
ki) 20,01 a ±  1,40 e 0,16. W arto śc i  
k rańcow e 17,0 —  23,0. R (czas r e a k ­
cji katalizow anej):  ś rednia  19 sek  
(14 —  26"). A k ty w n o ść  k rw in e k  
czerw onych  w y rażo n a  w je d n o s t ­
k ach  E Brinkm ana: średn ia  4,79
jedn. (3,23 —  6,85)
Średnia: 0,97 (0,88 —  1,07) 

o 0,049 8 0,0069
Średnia  174 gg % (126 — 209 fig %) 

o ±  34 8 10,75
Średnia  138 gg % (114 —  162 gg %) 

o ±  17 8 6,37

Średnia  0,56 gg (0,51 —  0,63) 
o ±  0,045 e 0,015 

Średnia  0,48 gg (0,49 —  0,51) 
o ±  0,0223 e 0,09

W y n ik i  z bad an ia  ak tyw nośc i  k a rb o an h y d ra zy  k rw inkow ej osób ch o ­
ry c h  zebrano  w g ru p y  i p rzeds taw iono  je  poniżej.

Gruipa 1. N ied ok rw istość  z łośliw a.

N r
przyp.

Erytroc. 
m m 3 
X 106

P rzysp . 
reakcji 
w  sek

I k -a Nr
przyp.

E rytroc. 
m m 3 
X 106

Przysp . 
reakcji 
w  sek

I k -a

1 2,23 82,4 36 11 2,00 88,8 44
2 3,12 83,5 26 37 3,30 85,5 26
5 2,00 89,8 44 49 4,27 94,6 22
7 3,05 91,8 30 72 3,51 85,3 24
8 2,89 83,8 28 75 2,77 93,5 34

10 2,72 93,6 34 80 2,28 92,1 40

o — ś redn ie  odchy len ia  od średnie j  l  f  i i __ i )
X n  — 1

e =  średn i b łąd  średnie j a ry tm e ty czn e j  =
j/ n .
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N r
przyp.

Erytroc. 
m m 3 
X 106

P rzysp . 
reak cji  
w  sek

I k -a N r
przyp.

E rytroc. 
m m 3 
X 10°

P rzysp . 
reak cji 
w  sek

I k -a

85 2,78 93,1 34 147 1,01 84,7 83
102 4,20 93,4 22 152 3,06 85,9 28
107 3,49 83,9 24 153 3,82 89,1 23
112 3,36 87,3 26 157 3,92 87,5 22

119 2,86 91,5 32 160 3,19 84,0 26
128 1,14 66,5 58 182 2,00 79,8 39
146 3,36 96,7 29

Grupa 2. N ied ok rw istości n iedobarw liw e.

6 2,14 69,0 32 86 3,88 89,5 23

9 1,26 78,5 62 88 3,35 92,6 28

18 2,38 89,8 37 90 2,45 85,0 35

19 2,98 92,6 31 100 3,95 89,9 23

23 3,35 93,0 27 108 3,12 87,4 28

34 3,50 87,9 25 132 3,61 85,9 24

59 3,50 87,5 25 140 3,72 91,5 25
63 3,39 91,9 27 148 3,91 92,2 24

81 3,51 93,2 26 163 3,53 88,3 25
84 3,26 87,8

Grupa 3. Białaczki.

39 2,27 68,5 30 180 3,43 82,7 24

42 2,07 77,0 37 184 2,39 82,2 34

43 2,48 74,2 29 185 2,60 87,5 33

44 3,48 78,5 22 188 3,65 89,7 24

45 3,83 82,9 22
125 3,03 81,5 27
150 3,32 83,8 25
179 3,08 82,3 26

Grupa 4. Schorzenia w ątroby i dróg żó łc iow ych .

16 3,58 85,5 24 132 3,61 85,9 24

21 3,52 89,7 25 134 3,86 85,6 22

50 3,68 87,0 24 159 2,88 87,0 30

52 4,37 82,4 19 161 3,09 82,1 26

56 3,14 87,5 28 164 3,61 88,0 24

65 3,56 93,5 26 167 3,79 95,0 25

Grupa 5. Choroby przew odu pokarm ow ego.

13 3,48 93,3 27 89 3,32 93,5 28

22 4,52 87,5 19 134 3,86 85,6 22

58 3,67 89,9 24 156 4,30 92,2 21

78 3,49 94,5 27
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N r
przyp.

Erytroc. 
m m 3 
X 106

P rzysp . 
reakcji 
w  sek

I k -a N r
przyp.

Erytroc. 
m m 3 
X 106

Przysp. 
reakcji 
w  sek

I k -a

Grupa 6. Schorzen ia  układu krążenia.
25 2,78 86,0 30 158 4,15 91,0 21
33 4,87 86,2 17 162 3,57 92,0 25
46 3,83 85,5 22 166 4,00 91,8 23
24 3,77 82,3 22 170 4,30 86,8 20
55 3,63 92,3 25 171 4,10 94,8 23
95 3,77 92,0 24 172 3,92 81,8 20

137 5,47 89,0 16

Grupa 7. Schorzen ia  układu odd echow ego .
29 3,62 87,5 24 51 4,42 93,0 21
32 4,21 85,9 20 98 4,14 90,8 22
38 4,10 88,5 21 165 3,90 92,5 23
47 4,10 82,0 20 169 4,50 94,6 21
48 3,69 86,6 23 192 4,47 91,9 21

Grupa 8. Choroba n ad ciśn ien iow a.
20 3,84 89,8 23 64 3,50 91,3 26
53 4,02 87,3 22 91 4,10 88,8 21
54 4,36 89,4 21 193 4,76 92,4 19

Grupa 9. S iatków ce.
35 4,01 83,0 20 151 4,06 85,5 21
62 3,85 88,1 23 186 4,42 90,0 20

Grupa 10. A n em ie z n iedoboru  żelaza.
101 4,20 90,8 21 174 3,67 84,0 22
133 2,87 63,5 22 176 4,02 82,0 20
139 3,48 89,4 25

Grupa 11. A n em ie hem olityczm e.
70 1,00 86,3 86 175 3,39 83,8 25
82 2,83 90,7 32

G rupa 12. C zerw ien ice.
40 7,20 100 13 178 6,66 95,8 14

104 5,52 91,1 17 190 5,19 95,0 18

2.0 3.0 <0 5.0 6.0 10
Erytrocyty n mm3- x 10e ---

Rys. 1. Z ależność I-ka od ilo śc i krw inek  czerw onych .
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Celem  k ry tycznej oceny  o trzy m an y ch  w y n ik ó w  p rzep ro w ad zo n o  w y ­
liczenia s ta ty s tyczne  dla poszczegó lnych  grup, k tó re  p o d an o  w  ze s ta ­
w ieniu  1.

Z e s t a w i e n i e  n r l

Grupa Przysp .
(średnia)

I k -a CT e t* p * *

1 87,5 33,38 ± 13,2 5,09 2,62 0,20 > P > 0,01
2 88,07 29,15 ± 8,85 2,08 4,37 P > 0,001
3 80,09 27,75 ± 4.90 1,41 5,45 P > 0,001
4 87,43 24,75 ~T~ 2,77 0,80 5,83 P > 0,001
5 90,93 24,00 ± 3,46 1,68 2,36 0,1 > P > 0,05
6 88,57 22,15 ± 3,62 1,00 2,11 0,1 > P > 0,05
7 89,33 21,60 -j- 1,35 0,42 3,61 0,01 > P >

OOO

8 ,  89,50 22,00 ± 2,14 0,85 2,31 0,1 > P > 0,05
9 86,45 21,00 ~T~ 1,41 0,70 1,37 0,3 > P > 0,2

10 81,94 22,00 ± 1,87 0,83 2,37 0,1 > P > 0,05
11 86,93 47,66 ± 33,38 19,29 1,43 0,3 > P > 0,2
12 95,47 15,5 ± 2,5 1,25 3,60 0,05 > P > 0,02

Dalsze dw a zes taw ien ia  uw idaczn ia ją  zachow an ie  I k-a pod  w p ły ­
w em  leczenia  (zestaw ienie 2) i zależność I k-a od czynności k rw in e k  
czerw onych  (zestaw ienie 3).

Z e s t a w i e n i e  nr  2

Nr
przyp.

Erytroc. 
m m 3, X 106

I k -a D n i lecz. R ozpoznanie

11 2.00 44 11 A n em ia  z ło ś liw a

U 3,00 30
68 3,14 30 7 N ied o k rw isto ść  w tórna

68 3,32 28
82 2,83 32 9 A n em ia  h em o lity czn a

82 3,50 25
92 4,50 20 1 M ałop ły tk ow ość  sam oistn a

92 4,50 20 po w y c ię c iu  ś led z io n y

95 3,77 24 8 P o w o ln e  zap a len ie  w s ierd z ia
3,64 25

* t =  w skaźnik znam ienności (różnicy istotnej),
** P =  praw dopodobieństw o z tablic F ischera.

D ane przeniesiono  na osie w spó łrzędnych  o trzym ując  k rzyw ą. (Patrz 
rys. 1).

Poniew aż na jw ięk szy  w zrost  ak tyw nośc i  k rw in e k  ob se rw o w an o  
w  grup ie  1, należało  sprawdzić, czy nie jes t  to zw iązane  ze zw iększoną
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Z e s t a w i e n i e  nr  3

Z ależność I k-a od ilości k rw inek  czerw onych

Chorzy Z drow i

L iczba  k r w in ek  
w  m m 3, X 1 0 u

I k -a Sum a przyp. I k -a Sum a przyp.

1,00 — 1,20 79,2 4
1.20 — 1,40 60,5 2
1,40 — 1,60 — —
1,60 — 1,80 —
1,80 — 2,00 41,0 2
2,00 — 2,20 39,2 4
2,20 -  2,40 36,7 7
2,40 — 2,60 34,0 4
2,60 — 2,80 33,0 6
2,80 — 3,00 29,1 7
3,00 — 3,20 27,6 13
3,20 — 3,40 27,0 10
3,40 — 3,60 24,9 22
3,60 — 3,80 24,1 25
3,80 — 4,00 22,7 21
4,00 — 4,20 21,4 25 21,5 8
4,20 — 4,40 20,8 15 21,2 19
4,40 — 4,60 20,2 8 19,8 15
4,60 — 4,80 19,3 3 19,0 21
4,80 — 5,00 17,0 1 18,1 6
5,00 — 5,20 18,0 1 17,0 1
5,20 — 5,40 — —
5,40 — 5,6^ 16,5 2
5.60 — 5,80 17,0 1
5,80 — 6,00 — —
6,00 — 6,20 — —
6,20 — 6,40 — —
6,40 — 6,60 — —
6,60 — 6,80 14,0 1
6,80 — 7,00 — —

7,00 — 7,20 13,0 1
7,20 — 7,40 — —
7,40 — 7,60 — —

obję tośc ią  krw inki.  W  tym  celu w y k o n an o  oznaczenia  h em ato k ry tu  
i I k-a u 50 zd row ych  osób, a nas tęp n ie  to samo u 41 chorych. W y n ik i  
o trzym ane u cho rych  zes taw iono  poniżej.

Poniew aż cy n k  e ry tro cy tó w  w chodzi w skład karb o an h y d razy ,  b a d a ­
no  jego zaw arto ść  w e ry tro c y ta c h  u k ilku  chorych, u k tó ry ch  zaobser-
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w ow ano  zw iększoną ak ty w n o ść  an h y d razo w ą krw inek . 
W y n ik i  podano w zes taw ien iu  n r 5.

Z e s t a w i e n i e  nr  4

O bjętość k rw in k i I k -a I lo ść  przypadków

0,66 22 1
0,80 18 1
0,89 20 1
0,90 20 2
0,91 25 1
0,93 20,5 2
0,94 14 1
0,95 25 2
0,97 24 3
1,00 27,3 3
1,02 21,6 5
1,03 47,3 3
1,04 20 1
1,05 20,5 2
1,07 22 3
1,09 25 1
1,10 39 1
1,13 25 2
1,14 28 2
1,18 23 1
1,19 33 1
1,30 59 1
1,32 26 1

Z e s t a w i e n i e  nr  5

N r
kol.

R ozpoznan ie

Zn 
w  suro­

w ic y  
gg%

Zn w  10!l 
erytroc.

W [Ig
I k -a

L iczba  erytroc. 
w  m m 3 

X 106

1 N iedokr. złośl. 87 1,02 34 2,72
2 98 1,41 44 2,00
3 ,, pokrw ot. 81 0,90 31 2,98
4 N iedokr. złośl. 92 1,03 80 1,00

108 0,92 29 2,85
5 M >> 77 1,39 40 2,28
6 Wrzód d w u n astn icy 146 0,54 21 4,30 (kontrola)

Badano także poziom  cy nku  surow icy  u 17 ch o ry ch  na  różne cho roby  
(zestawienie nr 6) oraz u 7 c iężarnych  i 7 now orodków .
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Z e s t a w i e n i e  nr  6

R ozpoznan ie Chory
P oziom  Zn  
w  su ro w icy

Pg%
U w agi

N ie d o k r w isto ść  z ło ś liw a O.K. 87
O. A. 98
F. 92
L.G. 139
W .J. 88
G .J. 184 po leczen iu
K.W . 155 >>
S.J. 135
N.M . 61

S ch o rzen ia  w ątroby S.N . 139
S. 105

N ie w y d o ln o ść  krążenia B .J . 88
S.H . 126
S .S 88

105 po leczen iu
Z m ian y  k iło w e  tę tn icy  g łów n ej Z.W . 118

S.M . 92
M .M . 102

Poziom c y n k u  surow icy  u c iężarnych  i now orodków .

Z e s t a w i e n i e  nr  7

Badany K rew  c iężarn ych  
Z n w  pg%

K rew  pęp ow in ow a  
Zn w  [ig%

W .W . IX  m 90
D.K . 97+ 103
K .R . 76
M .P. 78
K .W . V I m 125
O.B. 87+ 78+
P.W . V III m 103
Ch.O. 89
K .K . 83
L.M . V m 121
F .P . 96+ 85+

(K r z y ż y k  o z n a c z a , ż e  o t r z y m a n e  w y n i k i  p o c h o d z ą  z  o z n a c z e ń  k r w i  m a tk i  i d z ie c k a ) .
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Omówienie wyników

O trzym ana  w p racy  tej ś redn ia  zaw artość  enzym u w e ry tro cy tach  
u 70 osób zdrow ych  i w y ra żo n a  w jed n o s tk ach  u ży w an y ch  w m etodzie  
Brinkm ana (E) rów na jes t  4,78 E (z odchy len iem  3,23 —  6,85).

V. Goor o trzym yw ał w arto śc i  rów ne 2,61 E (2).
J a k  w y n ik a  z danych  l i te ra tu ry ,  w ynik i ilościowe b ad a ń  nad en z y m a­

mi nie dają  się często p o ró w n y w ać  ze sobą. I tak  s tosu jąc  m e to d y  łód ­
k ow e (manometryczne) do oznaczeń zaw artośc i k a rb o a n h y d ra z y  w e r y ­
tro cy tach  niżej w ym ien ien i au to rzy  znajdow ali  (4):

M eldrum  i R oughton 0,37 — 0,68 E/mm3 (u 10 zdrow ych)
H odgson  1,39 — 1,75 E/mm3 (u 10 zdrow ych)
Lambie 0,93 —  1,50 E/mm3 (u 15 zdrow ych)
Z zestaw ienia  1 widać, że nie m ożna ro zp a try w ać  zach o w an ia  się

enzym u w rozm aitych  s tan ach  cho robow ych  p o ró w n u jąc  w artośc i  p rz y ­
sp ieszenia  reakcji  u w o d n ien ia  C 0 2 ani też ilości enzym u w y ra żo n y ch  
w jed n o s tk ach  E, pon iew aż n ie  odzw ierc ied la ją  one is*toty b ad a n eg o  za ­
gadnienia . W y d a je  się zatem, że w prow adzen ie  w sk aźn ik a  I k-a je s t  ce ­
low e i uzasadnione.

Ilości cynku  w su row icy  i e ry tro cy tach  o trzym ane  w  p ra cy  n in ie j­
szej w  p o rów nan iu  z danym i p iśm ienn ic tw a p rzed s taw ia ją  się n a s tę ­
pująco:

Rok Zn w  su ro w icy
W !J.g%

Z n w  p lazm ie
W [Ag%

Zn w  109 
erytroc. w  iig

B u rste in  (1) 1929 333 0,75
V alee
G ib son  (6) 1949 300 1,34
B erfenstam  (1) 1949 113 (d ziec i) 1,30
W olff (4) 1951 średn ia

160 — 170 0,88
W łasne w y n ik i średnia

156 0,52

Z zestaw ień  grup cho rych  w ynika, że w e w szys tk ich  s tan ac h  choro­
bow ych  ak tyw ność  an h y d razo w a k rw in ek  czerw o n y ch  je s t  zw iększona. 
W  ro zp a try w an iach  tych  należy  pom inąć g rupę  sia tkow ic , anem ii hemo- 
litycznej i czerwienic, pon iew aż liczba p rz y p ad k ó w  jes t  za m ała  do w y ­
ciągania  w niosków.

I k-a podlega w ahan iom  w czasie leczenia zb liża jąc się p rzy  p o p ra ­
w ie stanu chorego do w artości  p raw id łow ych . N a jw ię k sze  wartości  
I k-a obserw ow ano  u chorych  przed  rozpoczęciem  leczenia. Po ukończę-
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niu leczenia, gdy ilość k rw in ek  czerw onych  osiągała  norm alne  w artości, 
w skaźn ik  osiągał tak że  w artości  j a k  u osób zdrow ych. W  p rzy p ad k ach  
cho rych  z podw yższoną  czynnością  k a rb o an h y d razo w ą  k rw in e k  poziom 
cy n k u  e ry tro cy tó w  je s t  zw iększony, natom iast  zaw artość  cynku  w su­
row icy  jes t  znacznie zmniejszona. Być może jes t  to p ierw szą  rezerw ą 
cy nku  k a rb o an h y d ra zy  ery trocy tów . J a k  w y n ik a  z danych, m iędzy 
ak ty w n o śc ią  k rw in ek  a ich ilością is tn ie je  s to sunek  odw ro tn ie  p ro p o r­
c jonalny. S tw ierdzono, że nie ma zw iązku m iędzy objętością  k rw inek  
a ich ak tyw nością .  N a jlepszym  przyk ładem  tego są p rzypadk i  nr 160 
(n iedokrw istość złośliwa), w  k tó rym  przy  na jw iększym  spośród o b ser­
w o w a n y ch  objętości k rw ink i  rów nej 1,32 ak ty w n o ść  jej rów na ła  się 
26 —  oraz p rzy p ad ek  nr 174 (n iedokrwistość z n iedoboru  żelaza). Przy 
objętości krw inki 0,66 ak tyw ność  jej pozostaw ała  w gran icach  norm y.

W  p rzy p ad k ach  chorób  w ątroby , n iedokrw istości,  n iew ydolnośc iach  
k rążen ia  i w ciąży s tw ierdzano  obniżenie  się poziom u cy nku  surowicy. 
Zbliżone w artości  poziom u cynku  surow icy  now o ro d k ó w  i m a tek  n asu ­
w a przypuszczenie,  że cynk  przechodzi przez łożysko. Skąpa ilość ozna­
czeń cy n k u  n ie  p ozw ala  na  w y c iąg an ie  w niosków.

Streszczenie

O znaczano  ak ty w n o ść  k a rb o an h y d ra zy  k rw in ek  czerw onych  m etodą 
B rinkm ana u 70 osób zdrow ych  i 183 chorych  na różne schorzenia.

Badano także poziom  cynku  w su row icy  i w e ry tro cy tach  u osobni­
ków  zdrow ych  oraz zaw artość  cy n k u  w surow icy  c iężarnych, now o ro d ­
ków  i w  różnych s tanach  chorobow ych.

A k ty w n o ść  k a rb o an h y d razy  e ry tro cy tó w  przeliczano na jed n ą  k rw in ­
kę. A k ty w n o ść  k rw ink i nie jes t za leżna od rodzaju  schorzenia, a j e ­
dynie od ilości e ry tro cy tó w  pozosta jąc  do niej w s tosunku  odw rotn ie  
proporcjonalnym .

A k ty w n o ść  k rw ink i nie zależy od jej objętości, co w ykazano  ozna­
czając ob jętość k rw in e k  oraz ich ak ty w n o ść  k a rboanhydrazow ą.

Poziom cynku  w surow icy  osób zdrow ych  w ynosi p rzecię tn ie  
174 gg % u m ężczyzn i 138 gg % u kobiet.

W  s tan ach  chorobow ych, w ciąży poziom  cynku  w su row icy  obniża 
się znacznie. U n o w orodków  poziom  cynku  surow icy  zbliżony jes t  do 
zaw artośc i  w e krw i matki.

W  p rzy p ad k ach  chorób z podw yższoną  czynnością  k a rb o an h y d ra zo ­
w ą zw iększa  się poziom  cynku  e ry tro cy tó w , a obniża się w surowicy.

3 A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a
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COAEPXCAHME K A P E O A H L M ^ P A 3b I M LfMHKA B  K P O B H  3^HOPOBblX
14 B O JIbH bIX  JUOflEH

P  e  3  l o  m  e

y  70 3 f l o p o B b i x  h  183 6 o A b H b i x  H a  p a 3 H b i e  6 o a c 3 h h  a h j a c h  6 b i A a  o n p e A e A e n a  

a K T H B H o c T b  K a p 6 o a H r H A p a 3 b i  K p a c H b i x  K p o B H H b ix  T e A e y  n o  M C T o a y  B rinkm ana.
E b l A  H C C A e^O BaH  ypOBenb IJHHKa B CblBOpOTKe H B a p H T p o y H T a X  3 A 0 p O B b I X  

AK>Aen, a  T a K a t e  6 w a  HccAeAoaaH ypoB&Hb ^HHKa b  cbiBcupoTKe 6epeMenHbix, h o -  

BOpOiKAeHHblX H BO BpeMfl p A 3 AHHHbIX 3 a 6 o A e B a H H H .

A K T H B H o c T b  K a p 6 o a H r H A p a 3 b i  a p H r p o y H T O B  O b iA a  n e p e c m i T a H a  H a  o a k h  a p n -  

T p O y H T .  A K T H B H O C T b  a p H T p C ^ H T a  H e  3aB H C H T  OT p O A a  6 0 A C 3 H H ,  a  TOAbKO OT KO- 

A H n e c T B a  a p H T p o ^ H T O B ,  H a x o A H u jH X C H  k  H e M y  b  o 6 p a T H o n p o n o p u , H O H a A b H O M  OTHO- 

UieH HH .

A K T H B H O C T b  apH T p O L J H T a  H e  3 a B H C H l  OT e r O  o 6 l > e M a .  3 t O 6bIA O  o b H a p y i K e H O  

n p n  H c cA e A O B a H H H  o 6 u e M a  a p H x p o y H T O B  h  h x  K a p 6 o a H . r H A p a 3 H O H  a K T H B H o c T H .

y p O B e H b  y H H K a  B C bIBOpOTKe 3A O pO B bIX  AIOACH COCTaBAHCT B C peA H C M  y  MyiKHHH

174 M-r °/o h  y HieHinHH 138 pr °/o.
B 6 o A b U iO M  OOCTOHHHiH H BO B p eM fl  6 e p e M e H H O C T H  y p O B e H b  U H H K a B B p H T p O -  

U.HTaX 3 H a H H T e A b H O  nOHH JK aeTCH . y  HOBOpOiKACHHbIX y p O B e H b  ^ H H K a  B CblBO- 

p O T K e  K p O B H  n p H 6 A H 3 H T e A b H O  p a B C H  ypO B HIO  ^ H H K a  B K pO B H  M a T e p H .

B CAyqaax 6oAe3HeH CBH3aHHbix c ycHAeHneM Kap6oaHrHApa3HOH aKTHBHOCTH, 
y p o B e H b  y n H K a  b  a p H T p o ^ H T a x  B 0 3 p a c T a e T ,  a  b  c b i B o p o T K e  n o H H iK a e T C H .

CARBO NIC ANHYDRASE A N D  ZINC CONTENTS OF THE BLOOD OF HEALTHY
A N D  DISEASED INDIVIDUALS

S u m m a r y

T he carbonic  an h y d rase  con ten t of red  blood cells w as  de term ined  
b y  the  m ethod  of B rinkm an in 70 h ea l th y  ind iv iduals  and  in 183 p a t ien ts  
suffering  from var io u s  diseases.

S tud ies  w ere  also m ade  of the zinc con ten t of se ru m  and  e ry th ro cy te s  
in h e a l th y  ind iv iduals  as well as the  zinc con ten t  of the  serum  of p re ­
g n an t  females, new born  and in var ious  diseases.
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C arbon ic  an h y d ra se  ac tiv i ty  is ca lcu la ted  in term s of th a t  of a s ing le  
cell. T he  ac tiv i ty  of the cells does not depend  on the n a tu re  of the  d i­
sease  b u t  on ly  in in v erse  p ro p o r tio n  to the num ber of e ry th ro cy tes .

T h e  ac tiv i ty  of the  cells does no t depend  on their  volum e, as w as  
show n  b y  s im u ltaneous  de te rm ina tions  of the vo lum e of the cells and  
th e ir  ca rbon ic  an h y d ra se  activity .

T h e  m ean  zinc con ten t  of th e  serum  of h ea l th y  ind iv idua ls  is 
174 gg % for m en an d  138 (¿g % for wom en.

In  d isease  and  in p re g n an cy  the  zinc con ten t of the serum  is m a r k e ­
dly  reduced . In n ew b o rn  the serum  zinc level is app rox im a te ly  the  sam e 
as th a t  of the  mother.

In d iseases  accom pan ied  by  in c reased  carbonic an h y d rase  ac tiv ity ,  
the  zinc con ten t  of the  e ry th ro cy te s  is inc reased  while  th a t  of th e  serum  
is decreased .

O trzym ano 30.VIII. 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 °  2

ZOFIA LASSOTA

WYTWARZANIE I ZUŻYWANIE KWASU CYTRYNOWEGO PRZEZ
M Y C O B A C TE R IU M  PHLEI

Z Z akładu Biochemii P A N  w  W a rsza w ie  

K ierow nik :  proi.  d r  Józef H eller

W  poprzedn ie j  pub likac ji  (2) doniesiono, że k u ltu ry  p ięciu  ró żn y ch  
szczepów  ro d za ju  M yco b a cteriu m , rozw ija jąc  się na pożyw ce sy n te ty c z ­
nej nie zaw ie ra jące j  k w asu  cy trynow ego , w y tw a rza ją  w podłożu  k w a s  
c y t ry n o w y  w  ilościach  kilku mg na 1 g suchej m asy  b ak te ry jn e j .

Celem  niżej p rzeds taw ionej  p ra cy  było zbadanie  w y tw arzan ia  k w a su  
cy try n o w eg o  przez g łodu jące  go tow e m asy  b ak te ry jn e  oraz zu ży w an ie  
przez nie, j a k  i przez rozw ija jące  się, norm alne kom órki, kw asu  c y t ry n o ­
w ego dodanego  do podłoża w  znanej ilości.

D ośw iadczen ia  p rzep row adzono  na szczepie M yco b a c ter iu m  p h le i 
(M uzeum  Dz. Bakterio logii PZH w  W arszaw ie),  tym  samym, k tó reg o  
uży to  poprzedn io  (2). Sposób p rzy rządzan ia  pożyw ki DGK zm odyfiko ­
w anej, ek s trak c j i  i oznaczania  k w a su  cy trynow ego  w pożyw ce  oraz 
w p rz y p ad k u  dośw iadczeń  z ku ltu ram i rozw ija jącym i się sposób hodow li  
by ł  id en ty czn y  z pos tępow an iem  op isanym  w poprzednie j  pracy . W  e k s ­
pe ry m e n tach  z g łodu jącym i m asam i b ak te ry jn y m i zas to sow ano  pod- 
w ars tw ian ie .  U żyw ano  kolb o k rąg ło d en n y ch  (Jena) o po jem nośc i  
1 1 zam k n ię ty ch  ko rk iem  z w a ty  i zaopa trzonych  w um ieszczony w k o r ­
k u  k ra n  dw udrożny , k tó rego  dolne ram ię  sięgało dna kolby. W  tak ie j  
kolbie, zaw iera jące j  500 ml pożyw ki hodow ano  drobnoustro je  p o w ie rzch ­
n iow o przez k i lkanaśc ie  dni do uzy sk an ia  dobrze w yksz ta łconego  k o żu ­
ch a  b ak te ry jn eg o .  W ów czas  po ży w k ę  usuw ano  i w prow adzano  do k o l­
b y  500 ml ja ło w eg o  roz tw oru  soli m in era ln y ch  o składzie

K H 2P O 4 0,5 g
M gS 0 4 -7H 2 0  0,5 g
Z n S 0 4-7H20  0,02 g
F e2( S 0 4)3 0,03 g

za w a r ty c h  w  1000 ml roz tw oru  o pH  7 (osiągniętym  przy  pom ocy  KOH).
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Po 30 m inu tach  roz tw ór soli usuw ano , a p rzem y ty  w ten  sposób kożuch  
b a k te ry jn y  podw ars tw iano  500 ml roz tw oru  o tak im  sam ym  składzie  
na p rzec iąg  72 godzin. W  dośw iadczen iach  nad  zu żyw an iem  k w a su  c y ­
trynow ego  dodaw ano  do ja łow ego  podłoża znaną  ilość w y ja ło w io n e ­
go na sączku Seitza s tan d ard o w eg o  roz tw oru  k w a su  cy trynow ego . U zy ­
skane  w yn ik i  p rzeds taw ia  tab lica  1.

Przy  obliczaniu stężenia  k w asu  cy try n o w eg o  uw zg lęd n ian o  w artość  
„ślepej p róby"  zarów no dla pożyw ki, na k tóre j  h o d o w an o  bak ter ie ,  j a k  
i dla roz tw orów  u ży ty ch  do podw ars tw ian ia .  O trzy m an e  w yn ik i  w y k a ­
zują, że g łodujące  go tow e m asy  b ak te ry jn e  Myc. phlei, podobn ie  ja k  to 
w y k aza ł  Sym (3) dla Myc. tub. v. hom. H37Rv zu ży w ają  kw as  c y t ry n o ­
w y dod an y  do podłoża jako  jed y n e  źródło w ęgla. Z es taw ien ie  w y n ik ó w  
dośw iadczeń  5 —  8 w skazu je ,  że d o dany  kw as  c y t ry n o w y  w  b a d a n y c h  
g ran icach  stężeń nie jes t  z pożyw ki zu ży w an y  ca łkow ic ie  przez rozw i­
ja jące  się kultury . Ilość k w a su  cy try n o w eg o  w  p o ży w ce  pow zros tow ej 
jes t tego  sam ego rzędu  co s tężenie k w asu  cy try n o w eg o  w y tw o rzo n eg o  
w podłożu p ierw o tn ie  nie zaw ie ra jący m  go, przez ro sn ące  kom órki (do­
św iadczen ie  1 —  4).

A nalogicznie  p rzeds taw ia  się w y tw arzan ie  (dośw iadczenia  9 — 11) 
i zużyw anie  dodanego (dośw iadczenia  12 —  14) k w a su  cy try n o w eg o  
przez gotowe, g łodujące  m asy  bak te ry jn e .  Z nalezione końcow e s tęże­
nia k w asu  cy trynow ego  w  p rz y p ad k u  k om órek  g ło d u jący ch  ca łkow ic ie  
lub w  obecności k w asu  cy try n o w eg o  są z reg u ły  niższe niż w p rz y ­
padku  ty ch  sam ych  kom ó rek  h o d o w an y ch  na  p e łn o w arto śc io w y m  p o d ­
łożu. W y ją te k  stanow i jed y n ie  dośw iadczen ie  14.

W y k o n a n o  rów nież dośw iadczen ia  na p o ży w ce  syn te tyczne j  DGK 
bez kw asu  cy trynow ego , w k tóre j  kw as  g lu tam inow y  zastąp iono  ró w ­
now ażną  pod w zględem  azotu  ilością w ęg lan u  am onu  (tzn. 2,7 g 
(NH-t^CO;} w 1 1 pożywki). W y n ik i  p rzeds taw iono  w  tab licy  2. Przy 
w yliczeniach  uw zględn iano  w artość  „ślepej p ró b y "  dla pożyw ki z w ę ­
glanem  amonu.

D ośw iadczenie 1 i 2 w y k o n an o  w  sposób p o d an y  w  poprzednie j  p r a ­
cy (2), w dośw iadczen iach  3 —  5 posłużono się op isanym  na w stęp ie  
podw arstw ianiem . Czas p o d w ars tw ien ia  w ynosił  w  ty ch  dośw iadcze­
niach 7 dni. W  tym  okresie  m asa  b ak te ry jn a  rozw ija ła  się dalej w spo ­
sób w idoczny dla oka.

Ilości k w asu  cy try n o w eg o  w dośw iadczen iu  1 i 2 nie zos ta ły  podane, 
poniew aż odczy ty  k o lo rym etryczne  leżały  poniżej g ran icy  czułości m e­
tody  i by ły  bliskie w artośc i ślepej p róby. W  do św iad czen iach  tych k o ­
żuch b a k te ry jn y  był w y raźn ie  słabszy niż w e w szy s tk ich  pozostałych. 
W  dośw iadczen iach  3 —  5 ta  sam a k u l tu ra  M yc. p h le i w y tw a rza ła  kw as
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cy try n o w y  w podłożu  za rów no  w obec  k w asu  g lu tam inow ego, ja k  i w o ­
bec w ęg lan u  am onu  jak o  źródła azotu. Ilości k w asu  cy try n o w eg o  w y ­
tw arzane  w czasie p o d w a rs tw ian ia  p o żyw ką  z kw asem  g lu tam inow ym  są 
tego sam ego rzędu  co w podobnie  p ro w ad zo n y ch  h odow lach  w d o św iad ­
czeniach 9 —  12 tab licy  1.

Dyskusja

Stw ierdzen ie  w h o d o w lach  M yco b a c teriu m  ph lei ok reślonego, dość 
n iskiego s tężen ia  k w a su  cy try n o w eg o  w podłożu, k tó re  go p ie rw o tn ie  
nie zaw iera ło , oraz zuży w an ie  dodanego  do podłoża k w asu  do tak ieg o  
samego poziomu, p o zw ala  przypuszczać, że poziom ten  m oże o d p o w ia ­
dać ró w n o w ad ze  k w a su  cy try n o w eg o  m iędzy  w nę trzem  kom órki,  a p o ­
dłożem. R ów now aga ta  u s ta la  się tak  w p rz y p ad k u  ro zw ija jący ch  się na 
p e łn o w arto śc io w y m  podłożu, jak  i w  p rzy p ad k u  g ło d u jący ch  m as b a k ­
tery jnych , chociaż dla ty ch  os ta tn ich  na n iższym poziomie.

Poniew aż ta sam a k u l tu ra  Myc. ph lei w y tw a rza  kw as  cy t ry n o w y  n ie ­
zależnie od tego, czy źródłem  azotu  jes t  kw as  g lu tam inow y, czy w ęglan  
amonu, p o w staw an ie  k w a su  cy try n o w eg o  nie jes t  zw iązane  w y łączn ie  
z p rzem ianą  resz ty  bezazo tow ej kw asu  g lu tam inow ego. S tężen ie  k w asu  
cy try n o w eg o  w p o ży w ce  DGK bez k w asu  cy try n o w eg o  jes t  niższe, jeśli 
przy tej sam ej ob ję tości  pożyw ki hodow lę  prow adzi się w  kolbie 1 1 
ok rąg łodennej ,  niż p rzy  hodow li w 1,5 1 kolbie E rlenm eyera .  M oże t a  
być w yn ik iem  zm ien ionego  s to sunku  obję tości  pożyw ki do jej p o ­
wierzchni. W p ły w  tego czynn ika  na ilość w y tw arzan eg o  k w a su  c y t ry n o ­
w ego w ykazali  u p le śn iak ó w  Doegler i P resco tt  (1).

Streszczenie

W y k azan o ,  że rozw ija jące  się na  p o ży w ce  sy n te ty czn e j  k u l tu ry  
Myc. phlei zu ży w ają  d o d an y  do podłoża w ilości 10 —  50 m g kw as  c y ­
trynow y , tak  że jego  s tężenie  w pożyw ce  pow zros tow ej w y n o s i  0,89 —: 
2,48 mg na 1 g suchej m asy  b ak te ry jn e j .  M yc. phlei w czasie w zros tu  na  
tym że podłożu bez k w a su  cy try n o w eg o  w y tw a rza  kw as  cy t ry n o w y  
w  ilości 0,40 —  2,09 na 1 g suchej m asy  bakter i i .  G łodujące  go to w e m a­
sy b ak te ry jn e  w y tw a rz a ją  w prze l iczen iu  na  1 g suchej około  0,1 mg 
kw asu  cy trynow ego , zu ży w ają  zaś kw as  c y t ry n o w y  d o dany  jak o  jed y n ą  
odżyw kę w ilości 5 — 10 mg tak, że jego  poziom  w pożyw ce p o w zro s to ­
wej w ynosi 0,1 —  0,7 mg na 1 g su ch y ch  bakterii.

Myc. p h le i wytwarzia kw as  c y t ry n o w y  rów nież  wówczas, gdy  w p o ­
żyw ce  jako  źródło azo tu  służy zam iast  k w a su  g lu tam inow ego  w ęg lan  
amonu.
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O E P A 30B A H M E  M P A C X O ß  JIM M OHHOft KMCJIOTBI M M K PO EO M  
M Y C O BA CTER IU M  P H L E I

P e 3 io m e

OöHapyiKeHo, hto pa3BHBaioLUHecH Ha cHHTeTHHecKOH cpeAe MHKpoöbi M yc. 
p h lei pacxoAyiOT AoöaBAeHHyio k cpe^e AHMOHuyio KHCAOTy b koahhcctbc 10 —  
50 Mr, Tan hto ee KOHyeHTpa^n b  nHTaTeAbHoS cpe/re nocAe pocTa Ha nefi öaKTe­
pHH cooTBercTByeT 0,89 —  2,84 mt »a 1 r cyxoro Beca ÖaKTepHH. MHKpoöbi 
M yc. p h le i bo BpeMH pocTa Ha nHTaTeAbHoh cpe^e öe3 ahmohhoh khcaotm  
b KOAHHecTBe 0,40 —  2,09 mt Ha 1 r cyxoro Beca ÖaKTepHH. FoAOAaioiuHe 
roTOBbie öaKTepHaAbHbie Maccw oöpaayioT b nepecneTe Ha 1 r  cyxoro Beca 
ÖaKTepHH OKOAO 0,1 M r AHMOHHOH KHCAOTbl, paCXOAyH AHMOHHyiO KHCAOTy
(eAHHCTBeHHblH HCTOHHHK I lH T a H H f l B HHTaTeAbHOH CpCAe) B KaAHHeCTBe 5 ---
10 MT T3KHM OÖpa30M, HTO ypOBCHb AHMOHHOH KHCAOTbl B Cpe^e HOCAe pOCTa
Ha Heii ÖaKTepHH öy^eT 0,1 —  0,7 Ha 1 r c y x o r o  Beca öaKTepHH. M yc. p h le i
OÖpa3yiOT AHMOHHyiO KHCAOTy H Tor^a, KOr â BMeCTO r AyTaMHHOBOH KHCAOTbl 
b  KanecTBe HCTOHHHKa a30Ta b  HHTaTeAbHyio cpe^y npHÖa.Bach yrAeKHCAbiii
3MM0HHH.

PRODUCTION AN D UTILIZATION OF CITRIC ACID BY M YC O B A C TE R IU M  PHLEI

S u m m a r y

It has b een  sh ow n  that M yc. Phlei cu ltures u tilize  citric acid w h en  
grow n on a sy n th etic  m edium  con tain in g  10— 50 mg. of citric acid, the  
con cen tration  of the acid in the culture m edium , f lo w in g  grow th, b ein g  
0,89 —  2,84 mg. per gm. of b acteria  (dry w eigh t).

M yc. phlei, grow in g  on the sam e m edium  w ith ou t citric acid, produce  
0,40 —  2,09 mg. of citric acid  per gm. of b acteria  (dry w eig h t). Starved  
b acteria  produce about 0,1 mg. of citric acid  per gm. dry w e ig h t and  
u tilize  5 —  10 m g if citric acid  ¡is th e  so le  nutrient, so that the con cen tra ­
tion  of citric acid in the cu lture m edium , flo w in g  grow th , to 0,1 — 0,7 m g  
per gm. dry w eigh t.

M yc. p h lei a lso  sy n th esize s  citric acid w h en  th e  n itrogen  source in  
the m edium  is am m onium  carbonate in p lace  of g lu tam ic  acid.

O trzym ano 20.X. 1954.
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W. LEYKO I S. GROSS

ZWIĄZKI ADENINOWE KRWI LUDZKIEJ

I. Oznaczenia polarograficzne i spektrofotometryczne adeniny 
we krwi odbiałczonej

Z Z akładu Biochemii U n iw e rsy te tu  Łódzk iego  

K ierow nik :  Proi. dr A. D m ochow sk i  
i Ins ty tu tu  M e d y c y n y  P racy  w  Łodzi  

D yrek tor:  Proi. dr E. Paluch

Z aw artość  n u k leo ty d ó w  ad e n in o w y ch  we krwi b y ła  od d aw na  p rz e d ­
m io tem  za in te reso w ań  w ielu  b ad a czy  (H erbrand  i J a e g e r  (10) ). Bass (3) 
(1914) oznaczał azot p u ry n o w y  (bez k w asu  moczowego) w hydro liza tach  
z odbiałczonej krwi. O trzym ane  przez niego w artości  w ah a ły  się w g ra ­
n icach  od 3,2 do 9 mg N w 100 g krwi, co odpow iada  około 6,5 do 
18 m g % adeniny. T h an n h a u se r  i Czoniczer (21) (1920) oznaczali azot 
n u k leo ty d ó w  w  su row icy  odbiałczonej.  W  su row icach  no rm alnych  
o trzym ali  oni około 2,3 mg % N, co odpow iada  oko ło  4,4 mg % adeniny. 
W  obu p rzy toczonych  pow yżej p ra cac h  do w y k o n an ia  oznaczenia pob ie­
rano  około 100 ml krwi. Buell i P erk ins  (5) (1928) zap ro p o n o w ały  do b a ­
dan ia  zaw artośc i  n u k leo ty d ó w  ad en in o w y ch  we krw i nefelom etryczną 
m etodę  oznaczania ad en in y  w h y d ro liza tach  z odbiałczonej krwi. Mozo- 
łow sk i (15) (1929) zarzucił au to rom  tej p racy , że n ie  zdaw ali sobie sp raw y 
z szybkiej dezam inacji n u k le o ty d ó w  w e krwi. Buell (4) (1935) w p ro w a­
dziła nas tępn ie  pew n e  m odyfikac je  sw ojej m etody  i podała,  że k rew  
odbiałczano  n a tychm ias t  po pobran iu .  M etoda  nefe lom etryczna  jes t  
w p raw d zie  bardzo skom plikow ana,  w y d a je  się je d n a k  s tosunkow o spe­
cyficzna i dokładna, a ponad to  p o zw ala  w y k o n ać  oznaczenie z n iew ie l­
kiej objętości, tj. z 2 ml krwi. Buell podała, że dla m ężczyzn zaw artość  
n u k leo ty d u  aden inow ego  w ah a ła  się w gran icach  24 —  37 mg %, co od­
p o w iad a  8,9 —  13,7 mg % aden iny , a dla kobiet 22 —  33 mg % n u k leo ­
tydu, co odpow iada 8,1 —  12,2 m g % adeniny .

Z agadn ien ie  znalezienia  w łaśc iw ej m eto d y  oznaczania  n u k leo tydów  
ad en in o w y ch  w e krw i i tk a n k a c h  stało się szczególnie w ażne po wy-
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jaśn ien iu  zasadniczej roli k w asu  adenozynotró jfosfo row ego  dla naszego 
ustro ju . G reen i w sp ó łp raco w n icy  (8) (1943) w ysunęli  hipotezę, że is to t­
ną p rzyczyną  w strząsu  u razow ego  jes t zakłócenie  no rm alnego  rozm iesz­
czenia n u k leo tydów  w organizmie. Dla sp raw dzen ia  swej h ipo tezy  a u to ­
rzy  ci p rzeprow adzili  szereg bad ań  na zw ierzętach, s tosu jąc  n a s tęp u ją ce  
m etody  oznaczania nuk leo tydów :

1. biologiczna m etoda  (7), w y k o rzy s tu jąca  działan ie zw iązków  ade- 
n inow ych  na serce św inki m orskiej. A u to rzy  ci (18) (1944, 1945, 1949) 
podali, że zaw artość  zw iązków  adeninow ych, w y ra żo n y ch  jak o  ad e n o ­
zyna, w ynosiła  w norm alnej,  pełnej krw i k ró lika  około 200 jed n o s tek  
(pg ad enozyny  na  ml), co odpow iada  około 10 mg % adeniny .

2. oznaczenie pentoz  w plazm ie m etodą  M ejbaum  (4). A u to rz y  ci (9) 
(1949) podali, że w  norm alnej p lazm ie k ró lika  i  szczura zaw artość  pentoz 
w ynosiła  około 5 mg %, co odpow iada  około 5 mg % adeniny . O sta tn io  
w prow adzono  dw ie enzym atyczne  m etody  oznaczania  zw iązków  ad en i­
now ych. J ed n a  z n ich —  S trauba  (19), do tycząca oznaczan ia  ATP, opar ta  
jes t  n a  w pływ ie  ATP na lepkość aktom iozynu. W  m etodzie  tej w y k re ś la  
się szereg k rzy w y ch  lepkości jako  funkcji czasu i przez in te rp o lac ję  
zna jdu je  się zaw artość  ATP w odpow iednich  eks trak tach .  D ruga  m e to ­
da —  K alckara  (11) (1947) opar ta  jes t  na zm ianach  absorpcji  w  nadfio le­
cie na  sku tek  działania  specyficznych  enzymów. M eto d a  ta  zosta ła  za ­
sto sow ana do bad ań  zaw artośc i  n u k leo tydów  ad en in o w y ch  w e krw i 
przez A lbaum a i w spó łp racow ników  (1, 2, 17) (1950 —  1953).

Przy użyciu  3 różnych  enzymów , dodanych  do odpow iedn io  p rzygo­
to w an y c h  odbia łczonych p ró b ek  krwi, sk ładniki ad en in o w e b y ły  s top­
niowo p rzeksz ta łcane  w kw as  inozynow y w edług  n as tęp u jąceg o  sche­
matu:

ATP heksok inaza  ADP +  este r  g lukozo-6-fosforowy 
--------------------------v

2 ADP m iokinaza ATP +  AMP 
 ►

AM P dezam inaza IMP 
 >

Zmiany, w y w o łan e  działaniem  każdego enzymu, m ierzone  b y ły  p rzy  
265 mp na spek tro fo tom etrze  Beckmanna. C ałkow itą  zaw artość  p u ry n  
oznaczano w odbiałczonej krwi, nie poddanej dzia łan iu  enzym ów , m ie­
rząc absorpcję  przy  258 mp i p rzy jm ując  w szystk ie  obecne  p u ry n y  za 
adeninę. A utorzy  (17) zaznaczyli, że z no rm alnych  sk ład n ik ó w  krw i ty l ­
ko kw as  m oczow y i k re a ty n in a  w y k azu ją  n iespecyficzne poch łan ian ie  
w tym  zakresie  widma; b łąd  spow o d o w an y  obecnością  ty ch  sk ładn ików  
nie p rzek racza  jed n a k  0,4 do 0,7 mg %. Dla no rm alne j  k rw i au torzy  
ci (17) podali ca łkow itą  zaw artość  pu ry n  (adeniny) w  g ran icach  około
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10 —  15 mg %, n a to m ias t  sum ę ATP, ADP, AMP w y rażo n ą  jako  aden i­
na w  gran icach  4 —  10 m g % adeniny. Zadziw iające  są tu  w ah an ia  ad e ­
n iny  n u k leo ty d ó w  (ATP, ADP i AMP) dla jednego  osobnika, szczególnie 
w p o ró w n a n iu  ze s to su n k o w o  sta łym  poziom em  w szystk ich  p u ry n  (ta­
b lica  1).

T a b l i c a  1
W ahania zaw artości nu k leo tyd ów  w e krwi norm alnego osobnika  

w ed łu g  A lbaum a i w spółpracow ników  (17)

1 2 3 4

Data pobra­
nia  k rw i

C a łk o w ite
p u ryn y

N u kleotyd y  
(A T P  +  A D P  +  

+  A M P )

R óżnica  
2 —  3

28. 2. 50 15,3 m g%  adeniny 5,1 m g%  adeniny 10,2 m g%

7. 7. 50 10,0 8,2 1,8 „

12. 9. 50 10,3 4,4 5,9 „

17.10.50 12,4 7,5 4,9 „

25. 7. 51 12,2 9,5 2,7 „

Inni au to rzy  p o d aw ali  dość s tały  poziom  nu k leo ty d ó w  aden inow ych  
w e  krwi, np. Bueil (4) zao b serw o w ała  w ciągu 4 m iesięcy  zaw artość  n u ­
k leo ty d ó w  a d e n in o w y ch  w  gran icach  29 —  31 mg %, co odpow iada
10,7 —  11,4 m g % aden iny .  O sta tn io  ukaza ła  się p raca  Święcickie j (20) 
(1954), do tycząca  frakc ji  fosfo row ych  k o n serw o w an e j  krwi. A u to rka  
oznacza ła  k w as  aden o zy n o tró jfo sfo ro w y  jako  fosfor ła tw o hydro lizu ją-  
cy  się, tj. po 8 m in u tach  hydro lizy  w 1 N HC1. Dla e ry tro cy tó w  podała  
ona  w artości  od 6,2 —  11,3 mg % fosforu, co odpow iada łoby  około 2,8 
do 5 mg % P w pełne j krwi, a w przeliczeniu  na aden inę  6 do 11 mg % 
aden iny ,  pochodzące j z ATP.

Poniżej p rz y ta cza m y  zeb rane  w ynik i,  o trzym ane przez różnych  
au to ró w  na  zaw artość  zw iązków  ad e n in o w y ch  w norm alnej,  odbiałczo- 
nej k rw i ludzkiej (tablica 2).

Część doświadczalna

W  niniejszej p ra cy  p o d an e  są w yn ik i  po la rog ra f icznych  i spektrofo- 
to m e try czn y ch  oznaczeń  aden iny , pochodzącej ze w szystk ich  jej zw iąz­
ków, w pełnej krwi, odbia łczonej kw asem  tró jch lo rooc tow ym . O znacze­
n ia  w y k o n an o  w ed ług  uprzednio  podane j  m etody  (13). W  m etodzie tej 
k rew , po odbiałczeniu, zos ta je  p o d d an a  hydro lizie  za pom ocą  1 N  H0SO4. 

Z o trzym anego  hy d ro liza tu  p u ry n y  w y trą ca  się 1 M zaw iesiną  A g 20 ,
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T a b l i c a  2
Z aw artość zw iązków  aden in ow ych  kw asorozp u szeza ln ych  w  norm alnej krw i ludzk iej

L  p. Autor
R ok

ogłosz.
pracy

m g%  ad en in y

M etoda

pełna  krew su row ica  
lub  osocze

1 B ass (3) 1914 6,5 — 18 — azot p u ryn ow y (także w e  
k rw i p ato log iczn ej)

2
T hannhauser i 
C zoniczer (21)

1920 — 4,4 azot n u k leo tyd ów

3
B u e ll i P e r ­
k in s (5) 
B u e ll (4)

1928
1935 8,1 — 13,7 ślad y n efe lo m etr ía

4 Stoner i 
G reen (18)

1944
1949

10* b io log iczn a

5
G reen, Stoner i
B ie lsch o w sk y
1.9)

1949 — 5* ryboza

6 K alckar (11) 1947 — śla d y sp ek tro fo tom etria  przy  
u życiu  en zy m ó w

7
Rottino, H of­
m an i A lbaum  
(17)

1952 1 0 — 15 
4 — 10 —

ca łk o w ita  zaw artość  
puryn
A T P  +  A D P  +  A M P , 
sp ek tro fo tom etria  przy  
u życiu  en zy m ó w

8 Ś w ięc ick a  (20) 1954 6 — 11 0,7 P -ła tw o  hyd rolizu jący , 
k rew  k o n serw ow an a

♦ P r z y t o c z o n e  d a n e  d o ty c z ą  k r w i  k r ó lik a . P o n ie w a ż  B u e l l  (5) s t w ie r d z i ła ,  ż e  z a w a r to ś c i  n u -  
k le o t y d ó w  a d e n in o w y c h  w e  k r w i  k r ó l ik a  i  lu d z k ie j  s ą  b a r d z o  z b l iż o n e ,  u m ie ś c i l i ś m y  j e  r ó w ­
n ie ż  d la  p o r ó w n a n ia .

a n as tęp n ie  osad s reb ro w y  p u ry n  ek s tra h u je  się 1 N  HC1 w  tem p era tu ­
rze 100°C. W  eks trakc ie  oznacza się po larog raf iczn ie  zaw arto ść  adeniny. 
R ów noleg le  z pom iaram i po larograficznym i w y k o n y w a n o  oznaczenia 
spek tro fo tom etryczne .  Poniżej p o d a jem y  p rz y k ła d  całości oznaczenia.

Przykład oznaczenia

Krew, p rzy p ad ek  nr 11, p ró b a  (hydrolizat) n r  25.
Do oznaczenia w zięto 0,8 ml k rw i (tj. p o b ra n o  2 ml na 2 rów noległe
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oznaczenia). Puryny , po w y trą cen iu  srebrem , ek s trah o w an o  1 N HC1 do 
10 ml.

1. O Z N A C Z E N IE  P O L A R O G R A F IC Z N E

O znaczenie  w y k o n y w a n o  na po larografie  H eyrovsk iego  ze zw yk łym  
w yposażeniem . Do naczy n k a  po larograficznego  wzięto 0,3 ml eks trak tu ,  
dodano  0,7 ml 0,83 N  KOCH i 1,5 ml 0,21 N PICIO4, w ykreś lono  k rz y w ą  
(1), nas tępn ie  dodano 0,2 ml ad en in y  o s tężeniu  15 gg/1 ml, w y k re ś lo n o  
k rz y w ą  (2) i dodano jeszcze raz 0,2 ml tej samej 
ad e n in y  —  w ykreś lono  k rzy w ą  (3) —  ry su n ek  1.
Roztw ór b ad an y  w y sy can o  C 0 2 przez 5 minut, 
a n a s tęp n ie  po 2 m inu ty  po k ażdym  dodan iu  ad e ­
niny.

Stężenie aden iny  obliczono ze w zoru

v d o d 's t d

gdzie
ii
Ai

Cstd 
V

Ai (v +  v dod) +  ix • v dod

— począ tkow y  prąd  (w ysokość fali),
— przyrost  p rądu  (wysokości fali),
— szukane stężenie substancji  badanej,
— stężenie roz tw oru  w zorcow ego,
— początkow a objętość roz tw oru , 

vdod —  objętość dodanego roz tw oru  w zorcowego.
Z (1) i (2) k rzyw ej cx =  1,3 gg/ml,
z (1) i (3) k rzyw ej c =  1,20 gg/ml średnio  e =  1,29 gg/ml,

2,5 
0 3̂

e k s t ra k tu  ( =  0,8 ml krwi) m am y  108 gg adeniny,
13,5 mg %.

Rys. 1.. Polarogram y  
hydrolizatu  krw i.

a więc stężenie ek s trak tu  w ynosi  1,29 X

krwi)

10,8 gg/ml. W  całości 

co odpow iada

2. O Z N A C Z E N IE  S P E K T R O F O T O M E T R Y C Z N E

Pom iary  spek tro fo tom etryczne  w nadfio lecie  w y k o n y w an o  przy  p o ­
m ocy  spek tro fo tom etru  Beckm ana, m odel DU, w yposażonego  w lam pę 
w o d o ro w ą  oraz w naczynka k w arcow e , po jem ności 0,8 ml i o grubości 
w a rs tw y  0,5 cm. Skalę długości fal skon tro low ano  przy  pom ocy  linii emi- 
sy jne j  rtęci A =  253,7 mg, zaś w sk azan ia  absorpcji  z danym i cy to w an y m i 
w  l i te ra tu rze  (12).

S tosow ano szczelinę szerokości 2 mm, co odpow iada  p rzy  długości 
fali 260 mg szerokości wiązki św ie t lne j  5 mg. P om iary  absorpcji doko-
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n azyw ano  w odniesien iu  do 0,1 N  HC1 M ercka. Do oznaczeń  uży w an o  te 
sam e ek s trak ty  co przy oznaczaniu  polarograficznym . M ieszano  rów ne  
objętości ek s trak tu  i 0,8 N KOH, tak  by  b ad an y  roz tw ór (dw ukro tn ie  roz ­
c ieńczony w s tosunku do eks trak tu ) posiadał pH = 1  — 2, o d p o w iad a jący  
około 0,1 N HC1. O trzy m an e  w ynik i p rzeds taw iono  w postaci k rz y w y ch  
absorpcji  w układzie: na  osi odc ię tych  długości fali X w mp oraz n a  osi

rzędnych  absorpcja A =  loci -y- b ad an eg o  ro z tw oru  o znanym  rozc ień ­

czeniu. Punk tem  w yjśc ia  dla przeliczenia  s tężenia  było  każdorazow e 
p o ró w n y w an ie  w yn ików  serii p om iarów  z abso rpc ją  w zorcow ego  roz­
tw o ru  aden iny  lub odpow iedn ich  puryn . S tężenie p u ry n  w tych  ro z tw o ­
rach  określono przez oznaczenie  azo tu  m ikrom e^odą K jeldahla , zaś ich 
czystośc i w y k re ś la jąc  ca łkow ite  k rzy w e absorpcji.

Obliczenie zawartości adeniny

2 ml ek s trak tu  w 1 N HC1 zadano 2 ml 0,8 N  KOCH i po zm ieszaniu  
w y k o n an o  pom iar absorpcji w 262 mp. O trzym ano  w y n ik  średni z 3 po ­
m iaró w  A =  0,265, jednocześn ie  oznaczono abso rpc ję  roz tw oru  w zor­
cow ego aden iny  o s tężeniu  11,25 pg/ml, k tó ra  w ynosiła  A  =  0,540. 

0 265
c =  11,25- —------ -2 =  11 pg/ml, gdzie c v — stężen ie  aden iny  w badanym

0,540
ekstrakcie .

Zaw artość  aden iny  w całej próbie, odpow iada jące j  0,8 ml krw i w y ­
nosi 10-11 =  110 pg, co odpow iada  13,75 mg % aden iny .

M ożliwość b łędów  p o chodzących  z absorpcji  odczynn ików  została  
zb ad an a  przez w y kreś len ie  k rz y w y ch  po ch łan ian ia  k iłku  ś lepych  prób. 
Szczególną uw agę  zw rócono na  k w as  t ró jch lo ro o c to w y  i p łyn  k o n se r­
w ujący , k tó re  w y k azu ją  znaczną absorpc ję  w  nadfiolecie, jed n ak  w cza­
sie w y trącan ia  i p rzem y w an ia  osadu  s rebrow ego  p u ry n  zos ta ją  ca łkow i­
cie usunięte . N a ry su n k u  2 p rzedstaw iono  p rzy k ład  k rz y w y ch  absorpcji.

1. w zorcow y roz tw ór aden iny  o s tężeniu  11,2 pg/ml w  0,1 N HC1.
2 . roz tw ór aden iny  p rz y g o to w an y  z ro z tw oru  w zorcow ego  w  iden­

ty czn y  sposób jak  p rze rab iane  h ydro liza ty  krwi.
3. hydro liza t  krwi.
4. hydro liza t  tej samej krw i co (3) z doda tk iem  67 pg aden iny  przed 

odbiałczeniem.
Z k rzy w y ch  1 i 2 w ynika, że p o d an y  sposób p re p a ro w a n ia  nie w p ły ­

w a na  ch a rak te r  k rzyw ej adeniny, a z k rzy w y ch  3 i 4, że dodane  do krwi
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ilości ad en in y  o d n a jd u ją  się w y s ta rcza jąco  ilościowo z różnicy  p o ch ła ­
nian ia  p rz y  262 mg.

Sprawdzenie warunków oznaczenia

W  p ie rw szy m  rzędzie spraw dzono, czy oznaczenie jes t  ilościowe, tj. 
czy po dodan iu  znanej ilości ad en in y  o trzym a się odpow iednio  p o d w y ż­
szone w ynik i.  O trzy m an e  ,wyniki p rzy toczone  są w tab licy  3.

Sądzim y więc, że przy  zachow a- 1
niu o d p o w ied n ich  ostrożności p rzy  
p re p a ra ty c e  (w y trącan ie  i p rz em y ­
w an ie  osadu  s reb row ego  p u ry n  w 
0°C itp.) m ożna uznać oznaczenie  
ad en in y  w e k rw i za w ys ta rcza jąco  
ilościowe.

Przed p rzy s tąp ien iem  do w łaśc i­
w y ch  oznaczeń  us ta lono  w p ływ  w a ­
ru n k ó w  po b ie ran ia  k rw i na w yn ik i  
oznaczan ia  adeniny . W  tym celu p o ­
b ie rano  3 —  4 ml krwi, z czego p o ­
łow ę odb iałczano  na tychm ias t  po p o ­
bran iu , a pozosta łą  po łow ę d o d aw a­
no do cy t ry n ia n u  lub na p łyn  s to so ­
w a n y  do k o n se rw o w an ia  krwi, p rz e ­
c h o w y w an o  w lodów ce w 0°C 
i oznaczano  po 24 godzinach. P łyn 
k o n se rw u ją c y  zaw iera  30 g k w a śn e ­
go cy t ry n ia n u  sodu, 35 g glukozy, 5 g soli sodowej acety lo -am idu  kw asu  
p -am ino-benzenosu lfonow ego  (a lbucyd Natrium ) i 0,03 riwamolu w  litrze 
roz tw oru ; po b ie ra  się 1 ob ję tość  tego roz tw oru  na 5 ob jętości krwi. P rzy ­
taczam y  ty p o w e  w ynik i (średnie z oznaczeń  po larograficznych  i spektro- 
fo tom etrycznych) w tab licy  4.

K rew  c y try n ia n o w a  w y k azu je  p rzy  p rzech o w y w an iu  znaczny  spadek  
zaw artośc i  adeniny . Parnas  (16) (1925) i C onw ay, i Cooke (6) (1939) b a d a ­
jąc  zaw artość  am oniaku, w y tw a rza ją ceg o  się przy  p rzech o w y w an iu  
krw i,  zaobserw ow ali  po 24 godzinach  od chwili p o b ran ia  dezam inację  
zw iązk ó w  ad en in y  w p o d o b n y ch  gran icach . Przy pob ieran iu  krw i na 
cy t ry n ia n  s to sow ano  więc m ożliwie szybkie  odbiałczanie. W  w iększo­
ści p rz y p ad k ó w  pob ierano  k rew  bezpośredn io  do kolby  m iarow ej.  Tam

l ---►

Rys. 2. W pływ  dodatku adeniny na 
krzyw ą absorbcji hydrolizatu  krwi.

4 A c t a  B io c h im ic a  P o lo n ic a
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T a b l i c a  3 

Spraw dzenie ilo śc io w eg o  strącania puryn

N r
próby
(hy­

d r o l i ­
zatu)

D odana
ade­
nina

PS

A d en in a  w  [ i g

° //o
o d z y s­
kania

(śred.)

U w agi

ca łk o w ita odzyskana

polar. sp ek tro -
fot.

polar. sp ek tro-
fot.

średnio

1 224 224 224 218 224 221 roztw ór w zor­
c o w y  adeniny

2 224 206 203 206 203 204,5 92,7* roztw ór w ytrą­
co n y  srebrem

3 — 74 84 — — — —
krew  przypa­
d ek  nr 2

8 67 135 145 61 61 61 91 99 99

19 — 68,8 78 — — — — k rew  przypa­
dek  nr 7

20 67 122 153 53,2 75 64,1 96 ”

23 — 172 168 — — — —
k rew  przypa­
d ek  nr 10

24 67 227 235 55 67 61 91 ”

33 — 98 95 — — — — k rew  przypa­
dek  nr 14

34 90 200 178 102 83 92,5 103 „

D la  krw i średnio 95,25%

* P a tr z  r y s u n e k  2.

gdzie z konieczności is tn ia ła  p rze rw a  paru  godzin m iędzy  pobran iem  
k rw i a  w y k o n an iem  analizy, pob ierano  k rew  na p ły n  kon se rw u jący .

S praw dzono  n as tęp n ie  w p ły w  na w ynik i oznaczen ia  in n y ch  puryn, 
k tó re  m o g ły b y  .także w y s tęp o w ać  w e krwi, tj. gw an iny , h ipoksan tyny ,  
k s a n ty n y  i k w a su  m oczow ego. Żadna  z tych  p u ry n  n ie  w y w ie ra  w pływ u 
w w a ru n k a c h  dośw iadczenia  na oznaczenie po la ro g ra f iczn e  adeniny. 
N a to m ias t  p och łan ian ie  p rzy  262 m[x zosta je  znacznie  p o d w y ższo n e  przez 
d o d a tek  gw aniny . J e d n a k  zaw artość  gw an iny  n aw e t  w ty c h  w y p a d k ach
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T a b li i c a 4

W pływ  w arun ków  pobierania  krwi na w yn ik i oznaczeń adeniny

P rzyp a­
dek nr

H yd ro li­
zat nr

I lo ść  
k rw i m l

m g%
ad en in y

U w agi

7 17 0,6 11,3 k rew  pobrana bezpośrednio

7 19 0,6 12,0 „ „ na p łyn  kon serw ujący , 
po 24 godzinach

14 33 0,6 16,2 krew  pobrana bezpośrednio

14 34 0,6 11,8 „ „ na cytryn ian ,
po 24 godzinach

może być m a tem atyczn ie  ob liczona (12), o ile pom iary  w y k o n u je  się j e d ­
nocześnie  w X =  245 i 262 mg. H ip o k san ty n a ,  k san ty n a  i kw as m o czo w y  
w y trą ca ją  się nie ilościow o w p o d an y c h  w arunkach ,  a w  ilościach w y ­
stęp u jący ch  we k rw i m a ją  n iew ie lk i  w p ły w  na p rzebieg  krzyw ej spek- 
trofo tom etrycznej.  P on iew aż g w an in a  nie w y s tęp u je  w e krw i ludzkie j  
(ew entualn ie  w y s tęp u je  w  bardzo  
n iew ie lk ich  ilościach), u w ażam y  
więc, że o trzym ane w y n ik i  za rów no  
polarograficzne, ja k  i spek tro fo tom e- 
tryczne  podają  w zasadzie  w je d n o ­
znaczny sposób zaw artośc i  zw iąz­
kó w  aden inow ych  w e k rw i (możli­
we, że oznacza się także  częściow o 
oksyadeninę , k tóre j  obecność  we 
k rw i stwierdziła  Buell (5)).

Poniżej p o d a jem y  o r ien ta cy jn e  
k rzyw e absorpcji (o trzym ane na p o ­
jed y n czy ch  przypadkach), p rz e d s ta ­
w ia jące  w pływ  innych  p u ry n  na w y ­
niki aden iny  (rysunek  3, 4, 5).

Szczegółowe dane do tyczące  
w p ły w u  tych  p u ry n  będą  treśc ią  je d ­
nej z nas tępnych  publikacji.

N a ry su n k u  3 o b se rw u jem y  w y raźn e  p rzesun ięc ie  m aksim um  p o ­
ch łan ian ia  w s tronę  fal k ró tszych , ch a rak te ry s ty c zn e  dla obecności gw a- 
niny. Przyrost po ch łan ian ia  w X =  245 m g k rzyw ej 3 w s tosunku  do 
k rzyw ej 2 odpow iada teo re ty czn ie  p rzew idz ianem u  dla dodanej ilości

l mji

Rys. 3. W p ły w  dodatku g w a n in y  
na krzyw ą absorbcji hydrolizatu  krw i.
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L mpt

Rys. 4. W p ły w  dodatku k santyn y i h ip ok san tyn y  na 
krzyw ą absorbcji hydrolizatu  krwi.

1

t m̂ i

Rys. 5. W p ły w  dodatku kw asu m oczow ego  na k rzy w ą  
absorbcji hydrolizatu  krwi.
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gw aniny. N a ry su n k u  4 widzimy, że zarów no ksan tyna ,  ja k  i h ipoksan -  
tyna  nie w p ły w a ją  na  podw yższen ie  w y n ik ó w  w A =  260 mą. N iezn acz ­
ny i zupełnie  n ie ilośc iow y w pływ  h ip o k san ty n y  jes t  w idoczny  
w A =  250 mą. R y su n ek  5 w skazuje, że kw as m oczow y d o dany  do p ró b ­
ki krwi, nie p o jaw ia  się w kw aśn y m  ekstrakcie ,  pon iew aż p o ch łan ian ie  
p rzy  l  =  290 m u dla k rw i czystej i dla krw i z dodatk iem  k w a su  m o czo ­
w ego jes t jed n ak o w e.  Różnica poch łan ian ia  w l  =  260 mą pochodz i 
z b łęd u  po jedynczego  oznaczenia.

W yniki oznaczeń

W  pracy  niniejszej p rzebadano  14 p rzypadków  krwi, stosuj ącprówno- 
legle oznaczenia po larograficzne i spek tro fo tom etryczne; różnice  m ię ­
dzy tym i pom iaram i n a  ogół nie p rzek racza ją  10 —  15%; jako  w ynik i 
os ta teczne  brano  średn ie  z oznaczeń w y k o n a n y ch  obu m etodam i. W y n i ­
ki p rzy toczone  są w tab licy  5.

W y n ik ó w  tych  jes t  jeszcze zbyt mało, aby  m ożna z nich było  w y ­
snuć jak ieś  wnioski. Z aw artość  ad en in y  we krw i norm alne j zgadza się 
w zasadzie z w yn ikam i Buell (4) i ca łkow itą  zaw artośc ią  p u ry n  w ed ług  
Rottino, Hofm ana i A lbaum a (17). Związki aden inow e zaw arte  są p rz e ­
w ażnie  w krw inkach . P ew ne ilości tych  związków, oznaczone przez ró ż ­
nych  au to rów  (21, 9, 20, 13) w osoczu lub surowicy, p rzed o s ta ją  się tam  
p raw dopodobnie  z k rw in ek  podczas p rocesu  ich oddzielania. Z ty ch  
w zględów  w p rzypadkach ,  w k tó ry ch  zaw artość  aden iny  nie m ieści się 
w g ran icach  8 —  15 mg % aden iny  podaliśm y liczbę e ry trocy tów .

W  przypadku  reum atyzm u i łuszczycy, p rzy  norm alnej zaw arto śc i  
k rw inek , o trzym aliśm y w ynik i nieco niższe od normy.

Dyskusja

Praca  nasza miała na celu i lościow e skon tro low an ie  uprzedn io  p o ­
danej m etody  (13) po larograficznego oznaczania  aden iny  we krwi. W  m e ­
todzie tej do oznaczenia używ a się n iew ie lk ich  ilości krw i (0,6 — 2 ml), 
a s tężenie  roz tw oru  stosow anego  osta teczn ie  do pom iaru  leży w g ra n i ­
cach  5 — 20 ąg adeniny/m l. N iew ie le  in nych  metod, poza po larograficzną, 
nada je  się do oznaczenia p u ry n  w roz tw orach  o tak  niskich stężeniach . 
W  p ra cy  niniejszej rów noleg le  do po la rograf icznych  zas tosow ano  o zn a ­
czenia spektrofo tom etryczne , p rzy  czym różnice w y n ik ó w  o trzy m a n y ch  
obu tym i m etodam i nie p rzek racza ły  na  ogół 10 —  15%.

Poniew aż n a  b łędy obu m etod  w p ły w a ją  zupełnie  in n e  czynniki, m o ż­
na w ięc uznać, że w ynik i po larog ra f icznych  oznaczeń  ad en in y  zos ta ły
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T a b l i c a  5

Z aw artości zw iązk ów  ad en in ow ych  ¡kw asorozpuszczalnych w e krw i ludzkiej 
(podane w artości są  średnim i z oznaczeń  polarograficznych  i sp ek trofotom etryczn ych )

U w agi

Lp. P rzyp a­
dek  nr

m g%
aden in y k rew  osobnika dodaw ano  

do k rw i

ilo ść  czerw o ­
n y ch  k rw in ek  

X 106

1 2 11,5 norm alnego cytryn ian —

2 5 9,4 „ 0 —

3 7 11,3 „ 0 —

4 > 9 9,6 99 cytryn ian —

5 11 12,4 99 0 —

6 14 16,2 99 0 4,9

7 .16* 14,1 99 0 —

8 6 4,2 chorego (rak płuc) cy tryn ian 2,6

9 10 10,7 „ (żółtaczka zakaźna) cytryn ian —

10 12 8,5 „ (rak odb ytn icy) cy tryn ian —

11 13 9,6 „ (rak w ątroby) cy tryn ian

12 15 7,3 „ (łu szczyca) 0 4,5

13 17 2,4 „ (anem ia z ło ś liw a )
p łyn  k o n ser ­
w u jący 2,0

14 18 5,3 „ (reum atyzm  p ier ­ p ły n  k o n ser­
3,9w o tn ie  p rzew lek ły ) w u jący

* K r e w  t e g o s a m e g o  o s o b n ik a , c o  w  p r z y p a d k u  nr 14 lp . 6, p o b r a n o  p o ty g o d n iu .

p o tw ie rdzone  pom iaram i spek tro fo tom etrycznym i i o d p o w iad a ją  za w ar­
tości tego zw iązku  w e krwi. W  p ra cy  niniejszej okreś lono  zaw artość  
a d en in y  w e krw i odbiałczonej, po dodan iu  znanej ilości ad en in y  oraz 
in n y ch  puryn , tj. gw an iny , h ipoksan tyny ,  k s a n ty n y  i k w asu  moczow ego, 
a także  p rzy  różnych  w a ru n k ach  p o b ie ran ia  krwi. P odano w yn ik i  ozna­
czeń dla 14 p rzy p ad k ó w  krw i ludzkiej, norm alne j i pato logicznej.  W y ­
niki te  zgodne są z w yn ikam i Buell (4) oraz A lb au m a  i w sp ó łp raco w n i­
kó w  (17).

Streszczenie

Praca  m iała  n a  celu ilościowe skon tro low an ie  uprzedn io  podane j  m e­
to d y  (13) oznaczenia  aden iny  we krwi, p rzy  za s to so w an iu  oznaczeń  po ­
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la rog raficznych  i spek tro fo tom etrycznych .  O kreślano  zaw artość  aden iny  
w e krw i odbiałczonej po  dodaniu  znanej ilości ad en in y  oraz innych  p u ­
ryn, tj. gw aniny ,  h ipo k san ty n y , k san ty n y  i k w asu  m oczow ego. Podano 
w ynik i oznaczeń  dla 14 p rzy p ad k ó w  krw i ludzkiej, norm alne j i p a to lo ­
gicznej.
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COE^M HEHHH A flE H H H A  B KPOBPI H EJIOBEKA  

P  e 3 lo m e

B  3 t o h  p a ó o T e  n p o H 3 B O Ą H A a c b  KOAHHecTBeHHan n p o B e p K a  p a r i e e  y K a 3 a H H o r o  

M C T o^ a  (13 ) o n p e Ą e A e H H H  a / t e m i H a  b K poB,n  u eA O B eK a .  M 3M epeH tH 3  n p o H 3 B O A H -
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AHCb n o  n o A H p o r p a f p H q e c K O M y  h  c n e K T p o t p o T O M e T p H q e c K O M y  M eT O A y .  O n p e A e -  

a h a c h  c o A e p iK a in ,H H C fl  b  K p o B H  ( n o c A e  y A a A e H H H  H3 H e e  6 e A K a )  a A e « H H  n o c A e  

n p n 6 a B A e H H H  H 3 B e c T H o r o  K O A H q e c T B a  a A e m i H a  h  A p y r n x  n p o H 3 B 0 A H b i x  n y p n H a  

t . e .  r y a H H H a ,  r n n o K c a H T H H a ,  K c a H T H H a  h  M o q e B o n  KHCAOTbi.  Y K a 3 a H b i  p e 3 y A b T a -  

Tbl HCCAeAOBaHHH 1 4  B a p H a H T O B  iHOpM aAbHOH H n a T O A O r H q e t K O H  KpOBH qe A OiB€K a .

ADENINE COM POUNDS OF H UM AN BLOOD. I. POLAROGRAPHIC A N D  
SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATIONS OF ADENINE IN PROTEIN-FREE

BLOOD FILTRATES

S u m m a r y

The object of the p re sen t  s tu d y  w as to contro l the  q u an t i ta t iv e  
aspect of the p rev iously  described  m ethod  (13) of es tim ation  of aden ine  
in blood, using po larog raph ic  and spec tropho tom etr ic  determ inations. 
The contents  of aden ine  in p ro te in -f ree  f iltra tes  of b lood w as estim ated  
after addition of know n  am ounts  of aden ine  and  o ther  p u rines  i. e. 
guanine, hypoxan th ine ,  x an th in e  and  uric acid. The resu lts  of 14 cases 
of norm al and pathological  hum an  blood  are given.

O trzym ano 30.X .1954.
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T. W . SZCZEPKOWSKI

NOW A METODA WYOSABNIANIA I OCZYSZCZANIA 
CYTOCHROMU c

Z Z akładu C hem ii  F iz jo log iczne j  A. M. w  K ra k o w ie  

K iero w n ik :  Proi. dr B. Sk a rżyńsk i

D otychczas  s to so w an e  sposoby  o trzym yw an ia  cy tochrom u c uży ­
w anego  do badań  e n z y m a ty czn y c h  w yw odzą  się z podstaw ow ej m etody 
podanej przez Keilina i H a r t ree 'eg o  (4,5). M etoda ta po lega na w y c ią g a ­
niu cy toch rom u c z rozdrobn ionej  itkanki roz tw orem  0,145 N k w asu  trój- 
chlorooctow ego, na w y sa la n iu  n iesw ois tych  zanieczyszczeń z w yc iągu  
s iarczanem  am onu i w y trą c a n iu  z p rzesączu  cy toch rom u  c odpow ied ­
nim s tężen iem  k w asu  tró jch lo rooc tow ego . U zyskany  w ten  sposób p re ­
p ara t  cy toch rom u  cech u je  się zaw artośc ią  0,34% Fe. O p raco w an o  ró w ­
nież szereg  m etod  dalszego  oczyszczania  tego pods taw ow ego  p repara tu ,  
przy pom ocy  k tó ry ch  m ożna o trzy m y w ać  cy tochrom  c o zaw artośc i  
0,42 —  0,46% Fe. M o d y fik ac je  te po legały  na frak c jo n o w an y m  w y trą ­
caniu  s ia rczanem  am onu  w  ś ro d o w isk u  alkalicznym  (Keilin i H artree , 5) 
lub na w y trą can iu  cy to ch ro m u  w rzącym  chloroform em  (Tsou, 14). 
W  osta tn ich  la tach  za s to so w an o  rów nież  do oczyszczania cy tochrom u 
m etody  chrom atograficzne. C a rru th e rs  (1) posługiw ał się t lenk iem  glinu 
nie w p ro w ad za jąc  jed n a k  za sadn iczych  zmian w p ierw o tne j  m etodzie  
Keilina i H artree 'ego .  Pa leus  i N e ilan d s  (9) używ ali  ko lum ny  w ype łn ione  
am berlitem  IRC-50 e lu u jąc  n as tęp n ie  cy tochrom  0,1 M buforem  
o pH =  10,8, p rz y  czym na jczys tsze  frakc je  uzy sk an e  przez 'tych b a d a ­
czy zaw ie ra ły  0,466% Fe. Dla zagęszczen ia  tych  p re p a ra tó w  stosow ano 
w y trącan ie  cy toch rom u k w asem  tró jch lo rooc tow ym , co pociągało  za so­
bą znaczne in ak ty w o w a n ie  cy tochrom u. N eilands (8) zm odyfikow ał póź­
niej pos tępow an ie ,  w y p łu k u jąc  cy toch rom  c z am berlitu  nasyconym  
roz tw orem  oc tanu  am onu  i o t rzy m y w a ł  p re p a ra t  enzym atyczn ie  czynny, 
lecz bardzo  rozcieńczony sk u tk iem  d ługo trw ałe j  dializy. M argo liash  (7) 
pos ług iw ał się również am b er l i tem  IRC-50, w y p łu k iw ał  zaś cy tochrom  
0,25 M ro z tw orem  am o n iak u  lub 0,5 M roz tw orem  chlorku  potasu.
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M odyfikac je  p ie rw o tne j  m etody  Keilina i H a r t ree 'eg o  d o p ro w ad za ją  
do uzyskan ia  czystych  p re p a ra tó w  cy toch rom u  c, ale c e ch u jący ch  się 
m ałą ak tyw nośc ią ,  pon iew aż pos ług iw anie  się kw asem  tró jch lo rooc to -  
w ym  z regu ły  doprow adza  do co najm niej  częściow ego in ak ty w o w a n ia  
prepara tu .  Przy pos ług iw an iu  się tym i sposobam i p o s tępow an ia ,  k tó re  
ogran icza ją  zastosow anie  k w a su  tró jch lo rooc tow ego  u zy sk u je  się p re p a ­
ra ty  enzym atyczn ie  ak tyw ne , ale bardzo  rozcieńczone.

Jed y n ie  m etoda opisana przez T heore lla  (13) u n ika  ca łkow ic ie  u ż y ­
w an ia  k w asu  tró jch lo rooc tow ego . W  m etodzie tej cy toch rom  w y c ią g an y  
jes t  z tkank i  roz tw orem  k w asu  s iarkow ego, ale oczyszczanie  p re p a ra tu  
jes t  bardzo zawiłe. Polega na adso rbow an iu  s ia rczanem  b a ru  i s k ra w k a ­
mi celofanu oraz na w y trą can iu  nasy co n y m  roz tw orem  s iarczanu  am onu  
w  tem pera tu rze  60°. S tosując tę m etodę  T heorell  o trzym ał p re p a ra t
0 zaw artośc i  0,34% Fe, nie opisał j e d n a k  ak ty w n o śc i  en zym atyczne j  t e ­
go p repara tu .

W  toku  naszych  bad ań  nad  hem oprote idam i, p ro w a d zo n y ch  już od 
dłuższego czasu, n asu w a ła  się konieczność op raco w an ia  możliw ie tan ie j  
m etody  otrzym yw ania , czys tych  p re p a ra tó w  cy to ch ro m u  w postac i z a ­
gęszczonych, enzym atyczn ie  czy n n y ch  roz tw orów . W y n ik iem  naszych  
usiłow ań  jes t  m etoda, k tó rą  poniżej p rzeds taw iam y.

Stosowane metody analityczne i preparaty

Zaw artość  żelaza w cy tochrom ie  oznaczana b y ła  w ed ług  Keilina
1 H a r t re e ‘ego (5), przy  czym w toku  ko lo ry m etry czn eg o  oznaczan ia  że la ­
za za pom ocą 2-2-dw upirydylu  [Hill (3)] zas to sow ano  późn ie jsze  m o d y ­
fikacje  po legające  na posług iw an iu  się oc tanem  sodu i hydroch inonem , 
zam iast s iarczynem  sodu (Fister, 2).

S tężenie cy tochrom u c oznaczano spek tro fo tom etryczn ie  za pom ocą 
ap a ra tu  K óniga-M artensa , s tosu jąc  w artości  p o d an e  przez P o tte ra  (10). 
S tosow ano rów nież m etodę spek tro fo tom etryczną  p o d an ą  przez Rosen- 
tha la  i D rabkina (11).

Aktywnoś*ć enzym atyczną  oznaczano m etodą  m anom etryczną ,  b a d a ­
jąc  zużycie tlenu  przez układ: oksydaza  cy to ch ro m o w a-cy to ch ro m
c-kwas askorb inow y. U żyw ano jako  o k sydazy  cy toch rom ow ej p r e ­
p a ra tu  o trzym anego z serc szczurzych, s tosu jąc  częściow o p o s tęp o w an ie  
podane  przez Keilina i H ar tree 'eg o  (6) dla m ięśn ia  sercow ego  konia. 
Serca szczurze po rozdrobn ien iu  p rzem yw ano  w ie lo k ro tn ie  wodą, po 
czym roz tarto  je  w hom ogeniza torze  szklanym. O d w iro w an y  osad zaw ie ­
szono w buforze fosforanow ym  0,1 M o pH — 7,3. T ak  o trzy m an y  p r e ­
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p a ra t  używ ano  do oznaczeń. Kwas askorb inow y stosow ano  w stężeniu 
po lecan y m  przez S la tera  (12).

Do adsorpcji  uży w an o  t lenku  glinu p ro d u k c ji  Gławichimreaksziw 
„do chrom atografii"  ze znakiem  „C zerw ona p ieczątka" . P erm uty t p rze ­
m y w an o  roz tw orem  0,5 M am oniaku  i w odą desty low aną .

Zasada metody

W y c ią g  z tkank i  zaw iera jące j  cy tochrom  c zosta je  p rzy g o to w an y  
w w a ru n k ach  nie p o w o d u jący ch  denatu racji .  Z w y c iąg u  tego adsorbu je  
się cy tochrom  c na t len k u  glinu i e luu je  0,6 M N H 3. O trzy m an y  e luat 
p o d d a je  się chrom atografii  na ko lum nie  z t lenkiem  glinu, w y p łuku jąc  
0,6 M N H 3, po czym roz tw ór zosta je  ch ro m ato g ra fo w an y  na  kolum nie  
z perm uty tem , w y p łu k u jąc  cy tochrom  c 0,5 M N H 3.

Sposób postępowania

1500 g dw ukro tn ie  przepuszczonego  przez m aszynkę  do m ięsa m ięś­
n ia  serca  końskiego  zad a jem y  4500 ml wody, dop row adzam y  kw asem  
s ia rkow ym  2 N do pH  =  5,3, zada jem y  to luenem  i pozostaw iam y  przez 
noc. Po up ływ ie  około 16 godzin sączym y przez m uślin  i do uzyskanego  
p rzesączu  objętości 5 1 do d a jem y  10% N aO H , doprow adzając  do pH =  7. 
Z oboję tn iony  p łyn  zos taw iam y  w spokoju  przez 2 godziny, w k tó rym  to 
czasie w ydzie la  się osad. P łyn z nad  osadu  śc iągam y  lew arem , a osad 
z resz tką  p łynu  sączym y przez duży  sączek  fa łdow any. O trzym ujem y  
w  ten  sposób 5 1 p rze jrzys tego  roz tw oru  w y k azu jąceg o  w y raźn e  smugi 
abso rpcy jne  cy tochrom u c i hem oglobiny. Z aw artość  cy tochrom u 
w przesączu  wynosi 1,82 X 10~6 moli/l, tzn. z 1500 g m ięśnia  sercow ego 
o trzym ujem y  9,10 X io° moli cy toch rom u  c.

Do w yciągu  zaw iera jącego  cy toch rom  doda jem y  20 g t lenku  glinu, 
dobrze mieszamy, oddzie lam y t len ek  glinu od cieczy i w y p łu k u jeń iy  za- 
ad so rbow any  na A120 3 cy toch rom  0,6 M roz tw orem  N H 3. Zabieg ten  po ­
w tarzam y  z w yciąg iem  z m ięśnia każdorazow o u ży w ając  w y p łu k an e  
am oniakiem , a następn ie  p rzem yte  wodą, te sam e p ie rw o tn e  20 g A120 3 
tak  długo, ja k  długo kon tro la  sp ek tro sk o p o w a  am oniaka lnego  e lua tu  
z t lenku  glinu po dodaniu  dw ution inu  sodow ego będzie w y k azy w ała  ty l ­
ko  bardzo słabą sm ugę ab so rp cy jn ą  p rzy  550 mg. Zazw yczaj w ys ta rcza  
6-krotne adsorbow anie  na t len k u  glinu.

P ostępując  w pow yżej p o d an y  sposób u zy sk u jem y  około 500 ml wy- 
p łuczyn  z t lenku  glinu, zaw ie ra jąceg o  cy tochrom  c. Z w yp łuczyn  tych
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odpędzam y w próżni w iększość  rozpuszczonego am oniaku, po czym  do­
dajem y 60 g A l2 0 3, m ieszamy, p łyn  z nad osadu  t lenku  glinu dekan tu je -  
my, a t lenek  glinu z zaad so rb o w an y m  cy tochrom em  c um ieszczam y 
w grubej rurze chrom atograficznej i w y m y w a m y  cy toch rom  posługu jąc  
się 0,6 M NH;{. U zysku jem y  w ten  sposób 100 ml eluatu , z k tó rego  znów 
w próżni odpędzam y częściow o am oniak  (do os iągnięc ia  s tężenia  0,1 M). 
Z kolei przepuszczam y roz tw ór przez kolum nę z A120 3 o długości 40 cm, 
średn icy  0,7 cm. Z aad so rb o w an y  cy tochrom  e luujem y, p rz em y w ając  ko ­

lum nę 0,6 M N H ;i, zb iera jąc  frakc ję  za ­
barw ioną  czerwono. O trzy m u jem y  w 
ten  sposób 40 ml c iem noczerw onych  
w ypłuczyn za w ie ra ją cy ch  8,4 X 10 6 
moli cy tochrom u c o zaw artośc i  żelaza 
0,33%. Z tak  uzy sk an eg o  roz tw oru  d ia­
lizując odpędzam y częściowo am oniak 
do stężenia 0,05 M, po czym  roztw ór 
przepuszczam y przez ko lum nę długości 
40 cm, ś redn icy  0,7 cm w yp e łn io n ą  per- 
m utytem.

K olum nę p e rm u ty tu  z zaodsorbow a- 
nym  cy tochrom em  c chrom atografu je-  
m y 0,6 M roz tw orem  N H 3, zbierając 
zabarw ioną  * frakcję .  O trzy m u jem y  
15 ml e lua tu  o zaw artośc i  8,00 X 10~6 
moli cy tochrom u c. U zy sk an y  p rep ara t  
cy tochrom u zaw iera  0,432% żelaza.

P orów nanie  ak tyw nośc i  enzym atyczne j cy to ch ro m u  o trzym anego  
przy  zastosow aniu  m etody  Keilina i w łasnej m eto d y  pow yżej  opisanej 
od tw arza  ry su n ek  1.

K rzyw e A p rzed s taw ia ją  zużycie tlenu  po dodan iu  cy toch rom u o trzy ­
m anego  m etodą w łasną, k rzy w e B p rzed s taw ia ją  zużycie  t lenu  po d oda­
niu cy tochrom u o trzym anego  m etodą Keilina.

W  w y p ad k u  k rzy w y ch  ze w skaźn ikam i (1) —  dodano  cy tochrom  
w ilości odpow iada jące j 1 m ikrogram ow i żelaza, w sk aźn ik  (2) — odpo­
w iada  2 m ikrogram om  żelaza.

K rzyw a C p rzed s taw ia  zużycie tlenu  bez d o d a tk u  cy tochrom u. Do­
św iadczenia  p rzep row adzano  rów noleg le  na  ap a rac ie  W a rb u rg a .  W  n a ­
czynku  umieszczano 1 ml p re p a ra tu  oksydazy  cy to ch ro m o w ej i zm ienne 
ilości roz tw oru  cy tochrom u c uzupełn ia jąc  w odą  do objętości 2,9 ml. 
W  kubeczku  środkow ym  um ieszczano 0,1 ml K O H  30% -ego. W odnodze

Czas i* minutac.') »-

Rys. 1. P orów nyw anie ak tyw ności 
enzym atycznej cytrochrom u otrzym a­

n eg o  m etodą K eiłiiia i w łasną.
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bocznej 0,3 ml ro z tw o ru  kw. askorb inow ego  o s tężeniu  50 mg/ml. Tem- 
'p e ra tu ra  łaźni 38°.

Pow yżej op isan y  sposób p o s tęp o w an ia  pozw ala  o trzym ać stężony 
ro z tw ó r cy to ch ro m u  c bez pos ług iw an ia  się czynnikam i den a tu ru jący m i 
białko. W y d a jn o ść  naszej m eto d y  zależy głównie od sposobu p rzep ro ­
w adzan ia  p ie rw o tn e j  ek s trak c ji  cy tochrom u z mięśnia. Po zas tosow aniu  
m eto d y  Keilina i H a r tree 'eg o  w y d a jn o ść  w ynosi — ja k  pouczy ły  nas 
w łasne  dośw iadczen ia  — średn io  5,47X10~° moli cy toch rom u  na 1 kg 
m ięśnia  sercow ego  konia. W y d a jn o ść  naszej m etody  w y raża  się cyfrą 
5 ,33X 1 0 -6 m ola na 1 kg mięśnia. A k ty w n o ść  enzym atyczna  p roduk tu  
o trzym anego  naszą  m etodą  leży  w tym  sam ym  rzędzie w ielkości, jaki 
cechu je  ak ty w n o ść  en zy m a ty czn ą  p re p a ra tu  uzyskanego  przez Keilina. 
Zaznaczyć rów nież  należy, że op isana  pow yżej m etoda jes t  zabiegiem  
w zględnie  tanim, a s to sow ane  do niej adso rben ty  da je  się z ła tw ością  
regenerow ać .

Prof, dr Bolesław ow i S karżyńsk iem u  dziękuję za pom oc w p rzy g o to ­
w y w a n iu  tej p racy .

Streszczenie

O pisano  m etodę  o trzy m y w an ia  zagęszczonych  roz tw orów  en zy m a­
tyczn ie  czynnego  cy toch rom u c o zaw artośc i  0,43% Fe. M etoda  polege 
na ek s tra h o w an iu  z m ięśnia serca  końskiego  rozcieńczonym  H^SOą, ad- 
so rbow an iu  na A120 ; { oraz na p e rm utyc ie  i e luow an iu  rozcieńczo­
n ym  N H 3.
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H O B b lil  M ETO fl BbltfEJIEHM H  M OHMCTKM IfM T O X PO M A  C

P e 3 to m e

O n H C A H  M e T O A  n O A y q e H H H  K O H U ,eH TpH pO B aH H bIX  p a C T B O p O B  ( p e p M e H T aT H B H O

a K T H B H o r o  y H T O x p o M a  c, c o A e p H s a u j e r o  0,43°/o Fe. Flo a r o M y  M e x o A y  B H a q a A e

npOH3BOAHTCH 3KCTparHpOBaHHe CepAeHHOH MbILUU,bI AO'UiaAH, pa36aBAeH H O H  

H 2SO4, nocAe H ero  npoH3BOAHTCH aACopb^H AI2O3 h nepMyTHHOM h HaKOHeu, 

3AK)HpOBaHHe pa36aBAeiHHbIM paCTBOpOM NH3.

A  NEW  M ETHOr FOR THE ISOLATION A N D  PURIFICATION OF CYTOCHROME C

S u m m a r y

A  m ethod  is described  for ob ta in ing  co n cen tra ted  so lu tions of enzy ­
m atica l ly  ac tive  cy toch rom e c, con ta in ing  0,43% Fe. The m ethod  is b a ­
sed on the  ex trac t ion  of horse  h ea r t  m uscle  w ith  d ilu ted  H 2SO4 and ad ­
sorp tion  on perm uti t  as w ell as a lum inum  oxide fo llow ed by  e lu tion  
w ith  d ilu ted  N H 4O H .

O trzym ano 2.XI.1954.
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J. DŻUŁYNSKA, W . BARTOSIEWICZ, R. GAJZLER

FOSFATYDY WE FRAKCJACH BIAŁKOWYCH SUROWICY 
OTRZYMYWANYCH METODAMI: WYSALANIA I WYTRĄCANIA 

METANOLEM

Z In sty tu tu  D erm ato log ii  i W enero log i i  

D y re k to r  Instytu tu: doc. dr J. Suchanek  
K iero w n ik  Sekc ji  B iochem icznej:  m gr J. D żu łyńska

Coraz w iększe za in te reso w an ie  wzbudza w os ta tn ich  czasach zacho­
w an ie  się fosfa tydów  w e frak c jach  b ia łk o w y ch  surow icy. O kazało  się 
bowiem, że w n iek tó ry ch  jed n o s tk ach  chorobow ych  ilość fosfa tydów  
w  izo low anych  b ia łkach  ulega tak  znacznym  zmianom, że mogą one słu­
żyć jako  w ażn y  w sk aźn ik  rozpoznaw czy.

D otychczasow e m eto d y  oznaczania  fosfa tydów  w e frakc jach  b ia łk o ­
w y ch  op iera ły  się g łów nie  na rozdzie lan iu  b ia łek  drogą e lek tro forezy  
sw obodnej,  w zględnie b ibułowej, lub na  w y trącan iu  e tano lem  w ściśle 
ok re ś lo n y ch  w arunkach . Ponieważ zas tosow anie  tych  m etod  w p ra c o w ­
n iach  klin icznych  na tra fia  n ie jed n o k ro tn ie  na trudności n a tu ry  te ch ­
nicznej, zw iązane z koniecznością  pos iadan ia  odpow iedniej  ap a ra tu ry ,  
op raco w an o  szybką i n ieskom plikow aną  m etodę oznaczania  fosfa tydów  
w e frak c jach  b ia łk o w y ch  o trzy m y w an y ch  drogą w y sa lan ia  s iarczanem  
sodu  lub w y trą can ia  m etano lem  w odpow iedn ich  w arunkach .

W  naszej p ra cy  zastosow ano  m etodę  rozdzielania b ia łek  Kibricka 
i Blonstein (9). R ów nocześnie p rzep row adzano  bad an ia  we frak c jach  w y ­
t rąc an y ch  m etano lem  w edług  P illem era  i H u tch insona  (14). Za w yborem  
ty c h  m etod  p rzem ów iły  wyniki: różniły  się one bardzo mało zdaniem 
au to ró w  od o trzy m y w an y ch  na drodze e lek tro forezy  sw obodnej.  Poza 
ty m  w artośc i  dla album in  i globulin  o trzy m y w an e  p rzy  użyciu  obu w y ­
m ien io n y ch  m etod f rakc jonow an ia  nie różniły  się m iędzy  sobą w cale  
lub ty lko bardzo nieznacznie, co s tw ierdzono  na pods taw ie  szeregu  b a ­
d ań  surow ic  no rm alnych  i pato logicznych . K ibrick i B lonstein (9), Dżu­
ły ń sk a  (5, 6).
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Założyw szy na podstaw ie  pow yższych  danych, że frak c je  te m ogą 
być względnie  jednorodne ,  p rzep row adzono  szereg  b ad a ń  w celu  zo r ien ­
to w an ia  się w  zachow an iu  fosfa tydów  w  tych  frakcjach .

Część doświadczalna

Do badań  używ ano  surow ic  pochodzących  z krw i po b ran e j  od osób 
zd ro w y ch  w w ieku  od 20 do 30 lat,, na  czczo, po pó łgodzinnym  leżeniu, 
bez zm iany  pozycji. Surow icę  oddzielano po 3-godzinnym  stan iu  w tem ­
p era tu rze  poko jow ej drogą w irow ania.

1. F R A K C J O N O W A N IE  B IA Ł E K

Dla ła tw iejszej o rien tac ji  w dalszym  toku  p o s tęp o w an ia  poda je  się 
w sk rócen iu  sposób frakcjonow ania .

Zgodnie z Kibrickiem  i Blonstein  do w y sa lan ia  prób  su row icy  w ilości 
1 ml używ ano  kolejno: 15,8%, 19,9% i 27,2% ro z tw orów  s iarczanu  sodu. 
O dsączone  i p rzem yte  osady  zaw ie ra ły  kolejno: y-globuliny, ß +  y-glo- 
buliny, w reszcie  a +  ß +  y- czyli g lobuliny  ca łkow ite  w ed ług  term ino lo ­
gii użytej przez Kibricka. P rzesączy  u żyw ano  do oznaczeń  białka, zaś 
osadów  globulin na sączkach  do eks trac j i  fosfa tydów. W y n ik i  dla p o ­
szczególnych  frakcji  b ia łkow ych  w yliczano  drogą odejm ow ania . N o ­
m en k la tu ra  dla poszczegó lnych  frakcji  g lo b u lin o w y ch  zas tosow ana 
przez K ibricka będzie zachow ana i w obecnej pracy ,  mimo że ca łkow i­
tej zgodności frakcji w y sa lan y ch  z o trzy m y w an y m i na  drodze e lek tro ­
fo rezy  nie udało się au to row i udowodnić.

Rów nolegle f rakc jonow ano  surow icę  m etodą  P illem era, w y trąca jąc  
b ia łko  z 1 ml su row icy  42% roz tw orem  m etanolu , w  tem p era tu rze  0°, 
u trzym ując  pH 6,9. O trzy m y w an o  w ten  sposób dw ie frakcje : p ierw szą 
o d p o w iad a jącą  a lbum inom  pozosta jącym  w roz tw orze , d rugą  w postaci 
p recy p i ta tu  sk ładającego  się z g lobulin ca łkow itych . F rak c je  rozdzielano 
drogą  w irow ania  w w irów ce chłodzonej.

2, E K S T R A K C J A  F O S F A T Y D Ö W

E kstrakc ję  fosfa tydów  przep row adzono  p rzy  p o m o cy  bezw odnego 
e tanolu . Rozpuszczalnik ten, jak  s tw ierdzono, e k s t ra h u je  w  ciągu 24 go­
dzin fosfa tydy  całkow icie, tak  z su row icy  ca łkow ite j,  j a k  i z frakcji b ia ł­
kow ych, za rów no w ysa lanych , jak  i w y trą c a n y c h  m etano lem . P ow tórna 
ek s t ra k c ja  delip idow anych  białek, p rzep ro w ad zan a  rów nież  i p rzy  p o d ­
g rzew aniu  do w rzen ia  przez 1 go^ /inę ,  nie w y k a z y w a ła  n aw et śladów 
fosfatydów.
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Frakc je  b ia łk o w e  zebrane  na sączkach  um ieszczano w ko lbkach  
stożkow ych, poj. 50 ml, dodaw ano  30 ml bezw odnego  e tano lu  i po do­
k ładnym  rozm ieszan iu  pozostaw iano  w tem pera tu rze  poko jow ej przez 
24 godziny. N a s tę p n ie  sączono przez m iękkie  sączki, osad p rzem yw ano  
dw ukro tn ie  e tan o lem  (po 10 ml), po czym odparo w y w an o  do małej 
objętości na łaźni wodnej.  W  iden tyczny  sposób postępow ano  również 
i z frakcjam i o t rzy m y w an y m i m etodą  m etanolow ą, tj. odw irow anym  osa­
dem globulin i a lbum inam i pozos ta jącym i w roztworze. Te osta tn ie  bez 
poprzedza jącego  w y trą c a n ia  b iałka, po ilościowym  przen ies ien iu  z p ro ­
bów ki w irow niczej do kolbki s tożkow ej,  zadaw ano  e tano lem  i p o s tęp o ­
w ano ja k  wyżej podano . Podobnie ek s trah o w an o  1 ml surowicy, celem 
o trzym ania  w artośc i  dla fosfa tydów  ca łkow itych  surowicy.

Ponadto  p o d d an o  eks trakc ji  a lbum iny  w y trąco n e  za pom ocą 5 ml 
20% k w asu  t ró jch lo rooc tow ego  z ca łkow ite j  ilości p rzesączu  pozos ta łe ­
go po w yso len iu  z globulin. Ze w zg lędu  na bardzo małe różnice w  o trzy ­
m y w an y ch  w po w y ższy  sposób w artośc iach  fosfa tydów  w po ró w n an iu  
z uzyskanym i d rogą  w yliczenia  z różnicy  fosfa tydów  ca łkow itych  i fo­
sfa tydów  globulin  oraz skąpe ilości m ate r ia łu  dośw iadczalnego, badan ie  
p rzeprow adzono  je d y n ie  na 4 surowicach.

3. S P A L A N I E  I O Z N A C Z A N IE  F O S F A T Y D Ó W

Spalania i oznaczan ia  fosfa tydów  d o k onyw ano  w edług  m etody  Fiske- 
go i S ubbarow a (8).

Zagęszczone e k s t ra k ty  p rzenoszono ilościowo przy  pom ocy  p ipe tek  
kap ila rn y ch  do k o lb ek  Kjeldahla, p rzem y w ając  kolbki s tożkowe, w k tó ­
ry ch  zagęszczano, m ałą  ilością e teru . N astępn ie  o d p aro w y w an o  praw ie  
ca łkow ic ie  i spa lano  w szeregow ym  p iecy k u  nad  m ikropaln ikam i, po do­
dan iu  2,5 ml 10 N kw asu  s iarkow ego , p rzysp iesza jąc  p roces  spalan ia  
przez dodaw an ie  od czasu do czasu po kropli stęż. k w asu  azotow ego. 
Bardzo w ażnym  jes t  dla o trzy m y w an ia  dok ładnych  w yn ików  p raw id ło ­
w y  proces  spalania .  Musi p rzeb iegać  on niezbyt gw ałtow nie , ale i n ie ­
zby t  wolno. Przy użyc iu  zbyt m ałego  płom ienia  w oda sk rap la  się w szy j­
ce kolbki i sp ływ a  z pow ro tem  u tru d n ia jąc  ca łkow ite  spalanie , p rzy  
czym  proces spa lan ia  p rzeciąga się na szereg godzin, a czasem  naw et 
dni. P raw id łow e spa lan ie  pow inno  trw ać  około 1 — 2 godzin.

O znaczania  fosforu do k o n y w an o  ściśle w ed ług  m etody  Fiskego 
i Subbarowa. N a tężen ie  w y tw o rzo n eg o  zabarw ienia , pow sta jącego  
w  w yn iku  reakc ji  b łęk itu  m olibdenow ego, odczy tyw ano  p rzy  pom ocy 
ab so rp c jo m etru  Spekkera. Dla prze liczen ia  w artośc i  fosforu na  fosfa tydy  
uży w an o  m nożn ika 25.

5 A c ta  B io c h im ic a . P o lo n ic a
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W y n ik i  by ły  pow tarza lne ,  mimo dużego s to sunkow o  szeregu  p rz e j­
śc iow ych  operacji,  co stw ierdz il iśm y przez d o k o n y w an ie  dużej ilości 
p o d w ó jn y ch  oznaczeń w ty ch  sam ych  surow icach.

4. B A D A N I A  Z M IA N  Z A C H O D Z Ą C Y C H  W Z A W A R T O Ś C I F O S F A T Y D O W  W  A L B U M IN A C H  
I G L O B U L IN A C H  W  C Z A S IE  P R Z E C H O W Y W A N IA  Z O D C Z Y N N IK IE M  W Y T R Ą C A J Ą C Y M

C iekaw e zm iany zauw ażono  przy  dłuższym  p rze trzy m y w an iu  w  tem ­
pe ra tu rze  0° prób  su row icy  zad an y ch  odczynnik iem  m etano low ym . 
W  m iarę  stania, zaw artość  fosfa tydów  w  album inach  m alała, w globuli­
nach  zaś odpow iednio  w zrasta ła .  P rzeprow adzono  szereg  dośw iadczeń , 
p rze trzym ując  p róby  su row icy  zadane  odczynnik iem  m etano low ym  
przez różny  okres czasu, po czym frakcje  rozdzie lano  drogą w irow an ia  
w chłodzonej wirówce. Mimo że zaw artość  b ia łka  w e frak c jach  nie u le ­
gała zmianie, zaw artość  fosfa tydów  zm ienia ła  się znacznie. Zm iany  za­
chodzące uw idacznia  tab lica  1.

T a b l i c a  1

Zm iany zaw artości fo sfa tyd ów  w  album inach ii g lobu linach  
w czasie stania z odczynnik iem  m etanolow ym  w m g/100 ml su row icy

Lp.
W a l b u m i n a c h W g l o b u l i n a c h

po 30 
mi n

po 2 
dniach

po 7 
d n iach

po 14 
dn iach

po 30 
m in

po 2 
d n ia ch

po 7 
d n ia ch

po 14 
dniach

1 107 — 60 _ 82 _ 125 _
2 60 47 42 37 102 118 122 127
3 80 70 52 35 120 128 150 170
4 70 - 37 37 250 278 275 278
5 65 50 47 40 108 123 123 135
6 115 88 — 58 155 — — 205
7 135 94 78 58 168 232 — 235

8 115 86 — 52 183 220 — 235
9 80 57 — 38 188 220 — 235

10 95 58 52 40 130 160 168 172
11 82 60 50 38 90 115 123 130
12 80 60 32 30 110 125 152 160
13 49 43 35 30 143 150 162 172
14 132 90 72 — 132 175 197 —
15 77 45 . 30 25 120 155 175 177

ubytek
w y ra ­
żono

w  %

średnio 27% 42% 51%
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J a k  w y n ik a  z pow yższego  zestaw ienia, szybkość u b y w an ia  fosfaty- 
dów z frakc ji  a lbum inow ej w ciągu p ierw szych  48 godzin jes t na ogół 
dość znaczna; w  ty m  czasie ub y w a  średnio  27%. N astęp n e  badan ia  po 
tygodn iu  w y k a z u ją  dalszy, jak k o lw iek  w oln ie jszy  spadek  poziom u fosfa- 
tydów  w a lb u m in ach  (średnio 42%). W reszc ie  po dw óch tygodn iach  za­
ledw ie p o ło w a  fosfa tydów  pozosta je  zw iązana z albuminami. Nie 
w szystk ie  su ro w ice  zachow ują  się podobnie, jak  w idać z pow yższego 
zestaw ienia . Np. w  n iek tó ry ch  f rakc je  a lbum inow e w ciągu  48 godzin 
tracą  12,2%, p o d czas  gdy  inne aż 57% fosfatydów.

Ze sp ad k iem  fosfa tydów  w album inach  w y s tęp u je  rów noczesne 
w zbogacan ie  się w nie frakcji  g lobulinow ych.

P o d o b n y ch  zm ian  w p rz y p ad k u  frakc jonow an ia  s iarczanem  sodu 
nie s tw ierdzono. B adania  p rzeprow adzono  bezpośrednio  po w yso len iu  
po 24 godz inach  i po 8 dniach; zaw artość  fosfa tydów  w album inach  
i g lobu linach  nie u leg a ła  zmianie.

5. W Y N IK I  B A D A N  N A D  Z A W A R T O Ś C IĄ  F O S F A T Y D Ó W  W E F R A K C J A C H  B IA Ł K O W Y C H
S U R O W IC Y

W y n ik i  b a d a ń  n ad  zaw artośc ią  fosfa tydów  w poszczególnych  frak ­
c jach  b ia łk o w y ch  su row icy  o trzy m y w an y ch  m etodą Kibricka oraz m e­
todą P il lem era  p rzed s taw ia  tab lica  2.

J a k  w y n ik a  z pow yższego  zestaw ienia , zaw artość  p ro cen to w a fosfa­
ty d ó w  w g lo b u lin ach  ca łkow itych  jes t  nieco wyższa niż- w album inach, 
n ieza leżn ie  od sposobu  f rakc jonow an ia  białka. Średnio globuliny  o trzy ­
m y w an e  m e to d ą  w y sa lan ia  zaw ie ra ją  3,1%, zaś w y trą can e  m etanolem  
3,5% fosfa tydów , podczas  gdy  a lbum iny  2,6% i 2,4% kolejno. W śród  
b ia łek  g lo b u lin o w y ch  o t rzy m y w a n y ch  m etodą w ysa lan ia  na jw yższy  
o d se tek  fosfa tydów  w y k a zu ją  a-globuliny, średnio  6,2%; znacznie niż­
szy  o d se tek  fosfa tydów  s tw ierdzono w fl-globulinach, średnio  2,2%, 
a w ięc  zbliżony  do odse tka  fosfolipidów w album inach. N a jm nie jszą  
p ro c en to w ą  zaw arto ść  znaleziono w y-globulinach, bo za ledw ie 1,0% 
średnio.

D yskusja

J a k  w y n ik a  z p rzep ro w ad zo n y ch  doświadczeń, o trzym ano zarów no 
w e  f rak c jach  w y sa lan y ch , jak  i w y trą c a n y c h  m etanolem , w artości  dla 
fo sfa tydów  album in  i y-globulin zgodnie z danym i Blixa-Tiseliusa- 
-S vensona  (1), k tó rzy  pos ługu jąc  się e lek tro fo rezą  sw obodną wykazali  
w b ia łk u  a lbum in  2,25%, zaś w  y-g lobulinach  1,0% fosfatydów. N ie ja s ­
n y m  p o zo s ta je  na tom ias t  zao b se rw o w an e  w naszych  b ad an iach  przesu-
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nięcie  p rzew agi fo sfa tydów  z P- w stronę a-globulin. Podczas gdy  w y ­
niki naszych  badań  w y k a zu ją  w P-globulinach za ledw ie 2,2%, zaś 
w a-g lobu linach  blisko trzy k ro tn ie  w ięcej, bo 6,2% średnio, to w y m ien ie ­
ni au to rzy  zn a jd u ją  w yższy  o d se tek  w (^-globulinach (10,0%), niższy 
w  a-g lobulinach  (7,3%). P rzy jm ując , że o trzym ane uży tą  przez nas 
tech n ik ą  frakc je  g lobu linow e są iden tyczne  z frakcjam i elek troforetycz- 
nym i Blixa i wsp., spos trzegane  przez nas przem ieszczenia m ogłyby  w y ­
stępow ać pod  w p ływ em  u ży ty ch  do f rakc jonow an ia  s tężonych roz tw o­
rów  soli. T ak ie  z jaw iska  asoc jac ji  i dysocjac ji  zachodzące pod w p ły ­
w em  roz tw orów  soli opisał w  sw ej p ra cy  S oerensen  (15), tw ierdząc, że 
sk ład  kom pleksu  o trzym anego  p rzy  użyciu  odczynnika w y trąca jąceg o  
nie może podać  obrazu w a ru n k ó w  is tn ie jących  w p ie rw o tn y m  roztworze. 
T ru d n y m  do w y tłum aczen ia  pozosta je  jednak , dlaczego p rzy  użyciu  dwu 
zupełn ie  różnych  odczynn ików  w y trą c a ją c y c h  siarczanu  sodu i m e ta ­
nolu  o odpow iednim  pH  o trzym ane  w ynik i dla fosfa tydów  album in tak  
m ało różniły  się m iędzy  sobą i w yn ikam i innych  au to rów  u zy sk iw a n y ­
mi we frakc jach  e lek tro fore tycznych .

Badania C ohna  i wsp. (2, 3) p o s łu g u jący ch  się m etodą  e tano low ą 
p rzy  rozdzie lan iu  b ia łek  w sk azu ją  na to, że p raw ie  całość lipidów 
zn a jd u je  się we frakc jach  za w ie ra ją cy ch  a i -  1 1%-lipoproteiny. Lever 
i wsp. (11) p row adząc  dalsze b ad an ia  w izolow anych, zm odyfikow aną 
przez siebie m etodą C ohna  (z r. 1950), f rakc jach  podają,  że w w y o d rę b ­
nionej frakcji  IV +  V, za w ie ra ją cy ch  a- lipopro te iny , zna jdu je  się w ięk ­
sza ilość fosfa tydów  niż cho les te ro lu  (stosunek  mol. cholesterol: 
P lipid =  0,81) w p o ró w n an iu  z f rakc ją  I +  III m ieszczącą w sobie 
(Tlipoproteiny (stosunek mol. choleste ro l: P lipid. =  2,31).

Do p o dobnych  w y n ik ó w  dochodzą Kunkel i S la tter (10) posługu jąc  
się e lek tro forezą  bibułow ą; w ykaza li  oni, że w spó łczynn ik  cholesterol 
fo sfa tydy  w ynosi 0,50 w a-g lobulinach , zaś (3-globulinach 1,3 średnio. 
Przy użyciu  ostatn io  w ym ien ionej  techniki, tj. e lek tro forezy  bibułow ej, 
Fasoli (7) s tw ierdza, że w n o rm a ln y ch  surow icach  60 —  75% ab so rb o w a­
nego zabarw ien ia  i ca łkow itego  cho les te ro lu  p o jaw ia  się w sm udze (%, 
zaś sm uga a x zaw iera  p raw ie  w szy s tk ie  inne sk ładnik i lipidowe, ja k  to 
w y k aza ła  absorpc ja  b a rw y  i oznaczan ie  cholesterolu .

P orów nanie  w artości w y k a zan y c h  dla fosfa tydów  w obecnej p racy  
z w ynikam i o trzym anym i dla cho les te ro lu  w 6 b ad an y ch  surow icach  
n o rm aln y ch  p rzy  użyciu tej sam ej techn ik i f rakc jonow an ia  b ia łek  (Dżu- 
ły ń sk a  6) w skazu je  rów nież na w yższy  s to sunek  cho les te ro lu  do fosfa­
ty d ó w  we frakcji  (I-globulinowej w  odn iesien iu  do a-globulin. W  (3-gIo- 
bulimach w ynosi on 2,4, podczas gd y  w a —  0,7 średnio.
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Rozbieżności w w y n ik ac h  o trzy m y w an y ch  dla fo sfa tydów  sp o ty k an e  
w p iśm ienn ic tw ie  są zrozumiałe, jeśli się weźm ie pod u w a g ę  za s to so w a­
nie przez au to rów  różnych  sposobów  rozdzielania białek. Z a s ta n a w ia ją ­
ce są jed n ak  w ynik i D elsala  (4), k tó ry  przeprow adził  w  sw ej p ra cy  p o ­
rów naw cze  badan ia  w k ie ru n k u  oznaczania  zaw artośc i  l ip idów  w e  
f rak c jach  o trzy m y w an y ch  p rzy  użyciu  różnych  metod, m iędzy  innym i 
m eto d y  P illem era i H utch insona, użytej rów nież i w naszej p racy .  A u to r  
o trzym ał dw ukro tn ie  w iększą  zaw artość  fosfa tydów  w  a lbum inach  
w  s tosunku  do fosfa tydów  globulin  (w globulinach  2,9 mg % P, w a lb u ­
m inach  6,2 mg % P), podczas  gdy znalezione przez n a s  w arto śc i  w 13 
su row icach  na 14 b ad a n y ch  w y k azy w ały  p rzew agę, ja k k o lw ie k  n ie­
znaczną, fosfa tydów  zw iązanych  z globulinami.

Dane przy toczone  przez D elsala do tyczą badań  p rz ep ro w a d zo n y ch  
n a  jednej  ty lko  surow icy, za tem  wartości  u zy sk an e  dla fosfa tydów  m o ­
gą być zupełnie p rzypadkow e. Dużą rolę może tu o d g ry w ać  w p ro w ad ze ­
nie n iezm iern ie  skom plikow anego  sposobu po s tęp o w an ia ,  po łączonego  
ze zby tecznym  zupełnie  rozpuszczaniem  o trzy m y w a n y ch  b ia łk o w y ch  
osadów, po to, aby  je  nas tęp n ie  w y trącać  w rzącym  alkoholem , po czym 
ek s trah o w ać  a lkoholo-eterem . N aw et  k ró tk ie  dzia łan ie  gorącego  e tano lu  
musi spow odow ać częściow ą u tra tę  fosfolipidów, co m oże być p rz y czy ­
ną o trzym yw an ia  za n isk ich  w y n ik ó w  dla fosfa tydów  globulin  i n ie ­
możności uzyskan ia  w artośc i  fosfa tydów  ca łk o w ity ch  ze sum y fosfa ty ­
dów obu frakcji.

Z as tosow any  w naszej p ra cy  p ro s ty  sposób p o s tęp o w an ia  jes t  zupe ł­
nie w ysta rcza jący ;  ek s tra k c ja  jes t  zupełna, o czym św iadczą o trzy m y ­
w a n e  przez nas w yniki: sum a fosfa tydów tow arzy szący m  album inom  
i globulinom  p o k ry w a  się ca łkow ic ie  z całością  fo sfa tydów  surow icy, 
w g ran icach  b łędu dośw iadczalnego. Poza tym, ja k  już poprzednio  w sp o ­
m niano, w delip idow anych  b ia łkach  nie stw ierdzono  n aw e t  ś ladów  fo­
sfa tydów  przy  pow tó rne j  ekstrakcji .

M iędzy  innymi, badał w spom niany  au to r  rozm ieszczenia  fosfa tydów  
obok  innych  lipidów w album inach  i g lobulinach  o t rzy m y w a n y ch  z su ­
row icy  drogą połow icznego w y sy cen ia  s iarczanem  am onu, podobnie  ja k  
M acłleboeuf (12) i Theorell  (17). N iskie w artośc i  dla fosfa tydów  globulin  
w po ró w n an iu  z w ysokim i w album inach, jak ie  o trzy m y w ali  w y m ien ie ­
ni au to rzy  (Macheboeuf: ś lady  P w globulinach, p ra w ie  całość P w a lb u ­
m inach; Theorell: 0,57 g °/0o le cy ty n y  w g lobulinach, 1,29 g °/oo w a lbu ­
minach), ja k  rów nież i Delsal (1,7 mg % P w e frakc ji  g lobulinow ej,  
zaś 4,6 w album inow ej),  mogą być sp o w o d o w an e  przede  w szy s t­
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kim n ie jed n o ro d n o śc ią  o trzy m y w a n y ch  przez nich frakcji  b ia łkow ych. 
Badania bow iem  Svensona  (16) p rzy  pom ocy e lek tro fo rezy  sw o­
bodnej w ykazały ,  że s tosu jąc  m etodę  frakc jonow an ia  sia rczanem  am onu 
w połow icznym  n asy c en iu  o trzym uje  się roz tw ór a lbum in bo g a ty  w lipi­
dy, pochodzące z frakc ji  « i- l ipop ro te inow ej,  k tó ra  w znacznym  odsetku  
pozosta je  w roz tw orze .

O dnośn ie  z jaw isk  w ędrów ki fosfa tydów  we frakc jach  o trzy m y w a­
nych  m etodą  P il lem era , to zm iany  te mogą pozostaw ać  w zw iązku z de- 
n a tu rac ją  b iałka, k tó ra  zachodzi pod w pływ em  dłużej trw a jąceg o  od­
dzia ływ ania  m etano lu .  W sk u te k  zm ian w s truk tu rze  sym pleksu  lipido- 
b iałkowego, sp o w o d o w a n y ch  tym  procesem , mogą ulec rozluźnieniu  
w iązania  fo sfa tydów  z b iałkiem, a uw oln ione fosfa tydy  w y p ad ać  z roz­
tw oru  i dołączać się do osadu  globulin. M ożliwe jes t  rów nież roz luźnia­
jące  oddzia ływ an ie  uży tego  buforu  na w iązanie  lip idów  z białkiem. Po­
dobne zjaw isko  s tw ierdz ił  M au re r  (13) oznaczając fosfa tydy  we frak ­
cjach  b ia łk o w y ch  p rzy  pom ocy  dłużej trw a jące j  e lek tro forezy  b ibuło­
wej, tłumacząc je  w raż l iw ością  w iązań  w y s tęp u jący ch  w lipopro te inach  
na działanie buforu.

Czy o p raco w an a  przez nas m eto d a  będzie mogła mieć zas tosow anie  
dla celów d iagnostyk i,  to jes t  czy w s tanach  chorobow ych  w ys tąp ią  
zm iany w rozm ieszczeniu  fosfa tydów  w o trzy m y w an y ch  frakcjach , w y ­
każe d ruga  część p racy ,  k tó ra  je s t  w toku.

Streszczenie

Zbadano 14 su row ic  no rm aln y ch  pod  w zględem  zachow an ia  się fo­
sfolipidów w b ia łk u  ca łk o w ity m  i frakc jach  b ia łkow ych , o t rzy m y w a­
n ych  dw om a m etodam i: m e tan o lo w ą  Pillem era i H u tch insona  oraz wysa- 
lan ia  za pom ocą s ia rczanu  sodu K ibricka i Blonstein. N iezależnie  od uży ­
tego  sposobu frak c jo n o w an ia  stw ierdzono, że w iększy  od se tek  fosfo­
lip idów  zaw iera ją  globuliny, m n ie jszy  albuminy. W śró d  frakcji  globu- 
l inow ych, o trzy m y w a n y ch  drogą  w ysalan ia ,  na jw yższą  p ro cen to w ą  za ­
w artość  fosfa tydów  w y k a zu ją  a-globuliny, znacznie niższą (1-, a na jn iż­
szą y-globuliny.

W  m iarę  s tan ia  z odczynnik iem  m etan o lo w y m  stw ierdzono znaczne 
u b y w an ie  zaw artośc i  fosfa tydów  zw iązanych  z album inam i z ró w n o ­
czesnym  w zbogacan iem  się w fosfolip idy globulin. P odobnych  zm ian we 
f rak c jach  w ysa lanych ,  p rz ech o w y w an y ch  w  roz tw orze s ia rczanu  sodu 
n ie  w ykazano.
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c50CcI>ATM^E)l EEJIKOBblX <&PAKUiMll CblBOPOTKM, nOJIYHEHHblE  
n o  METOflAM: BbICAJIMBAHMH M OCA^KßEHMH METAHOJIOM

P  e 3 io m e

HcCAeßOBaHO 14 HOpMaAbHblX CbIBOpOTOK C TOHKH 3peiIHH (pOCtpOAHriHÄOB 
öeAKa h öeAKOBbix (Jipai^HH noAyueHHbix no MeTOAy ocaaiAeHHH MeTaHOAOM 
P illem era  h Natchimscma a Tanate no MeTOAy BbicaAHBaHna cepHOKHCAbiM Ha­
rpii cm Kubriicka h Blonsteina.

He3aBHCRMO ot n p h.m e h e h h o r  o MeTOAa (ppaxyn oh np ob an h h ycTaHOBAeHO, hto 

Ö O A b l l lH H  npoyeHT (J )OC(j)OA H nHA O B COÂ piKaT r A O Ö y A H H b l ,  a M e H b U I H H  a A b Ö y M H H b l .

CpeAH rAoöyAHHOBbix ąjpaKąnH caMoe öoAbuioe koahhcctbo cpoc<paTHAOB co -  

AepiKaT a-rAoöyAHHbi, MeHbmee ß-rAoöyAHHbi h caMoe Menbinee y-rAoöyAHHbi.
B  n p n c y c T B H H  M e T a H O A O B o r o  p e a K T H B a  o Ö H a p y a i e H O  y M e n b i n e H H e  K O A H u e c T B a  

(J )OC(j)aTH AO B C B B 3 a H H b I X  C a A b Ö y M H H a M H  H O A H OB p  eM  e  H H b l  H p O C T  ( p O C C paT H A O B  C B B -

aaHHbix c rAobyAHiHaMH. He oÓHapya^eHO noAOÖHbix H3MeHeHnn b (ppaxyHnx no- 
AyueHHblX nyTeM BbICaAHBaHHH H XpaHHMbIX B npHCyTCTBHH cepHOKHCAOrO HaTpHH.
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PHOSPHATIDES IN SERUM — PROTEIN FRACTIONS, OBTAINED BY SALTING OUT 
AND BY METHANOL PRECIPITATION

S u m m a r y

The con ten t of phospho lip ides  in the w hole  p ro te in  and  f i n  p ro te in  
fractions was estim ated  in the serum  of 14 h ea lth y  persons;  the fractio­
na t ion  w as perform ed by  using the m ethod  of P illem er —  H utchinson , 
em ploy ing  m ethanol precip ita tion , as well as by  salting  out w ith  so­
dium  su lphate  as described  by  K ibrick  —  Blonstein. R egardless of the 
p ro ced u re  em ployed  it w as ob se rv ed  tha t  globulins a lw ays  contained 
a h igher  p e rcen tage  of phospho lip ides  than  the album in fraction.

A m ongst the g lobulin fractions, ob ta ined  by  salting out, the highest 
p e rcen tag e  of phosphatides  w as  found in the «-globulin fraction, a si­
gn ifican tly  low er p e rcen tag e  in the  (3-globulins and the  low est content 
in the  Y-globulin fraction.

Pro longed  contact w ith  the  m ethano l  reagen t  caused  a decrease  in 
the  con ten t of a lbum in-bound phosphatides ,  w ith  a corresponding  si­
m u ltan eo u s  enrichm ent o f  the g lobulin  fractions. This p henom enon  w as  
not observed  in serum fractions ob ta ined  by  salting out and  being in 
p ro longed  contac t  w ith so lutions of sodium  sulphate.

Otrzymano 21.XI.1S54.
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A C T A  B I O C H 1 M I C A  P O L O N I C A  

V O L. I I  1955 N o  2

IGNACY REEFER I JERZY BUCHOWICZ

MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDÓW TROPOWYCH 
W  MATERIALE ROŚLINNYM

Zakład Biochemii SGGW  
Kierownik: Prof. dr I. Reiier

Roztw ór p -d w u m ety lam in o b en za ld eh y d u  w stężonym  kw asie  s ia rko ­
wym, znany  pod n azw ą odczynnika W asick y eg o  tw orzy  w o dpow ied­
n ich  w a ru n k ach  z a lka lo idam i tropow ym i połączenia  o bardzo in ten sy w ­
nym  zabarw ieniu . Te b a rw n e  połączenia  zosta ły  w osta tn ich  la tach  w y ­
ko rzy s tan e  do o p raco w an ia  ko lo ry m etry czn y ch  sem im ikro- i m ikrom e- 
tod  oznaczania  a trop iny , h y o scy n y  i hy o scy am in y  w m ater ia le  roślin ­
nym  i w p re p a ra ta ch  farm aceu tycznych .

P ierw szą i lościow ą m etodę oznaczania  alkalo idów  tro pow ych  za p o ­
m ocą p -d w u m ety lam in o b en za ld eh y d u  opracow ał V an  Os (6). Pew ne 
udoskonalen ia  i m odyfikac je  w prow adzili  Gottlieb (1), Jen tsch  (2), a Ro- 
m eike  (3), Pal Rozsa (4) i W ilczyńska  (5) dostosow ali tę m etodę  do mi- 
k rooznaczan ia  a lka lo idów  tropow ych  w ilościach od 50 pg wzwyż.

M etoda  ilościow ego oznaczania a lka lo idów  tro p o w y ch  z p-dw um ety- 
lam inobenza ldehydem  po lega  zasadniczo na barw nej  reakc ji  kw asu  
tropow ego  z odczynnik iem  W asick y eg o  w stężonym  kw asie  s iarkow ym , 
p rzy  czym ch a rak te ry s ty c zn e  zabarw ien ie  w y s tęp u je  w środow isku  
b ezw odn ika  kw asu  octow ego. W y m ien io n e  m odyfikac je  różnią się m ię­
dzy sobą bardzo n ieznacznie  i w  zasadzie  sp row adza ją  się do m ałych  
zm ian w s tężeniu  k w asu  s ia rkow ego  i do zm ian w czasie w yw ołan ia  
b a rw n eg o  kom pleksu.

W sz y scy  au to rzy  zgodnie stw ierdzają ,  że o trzym ane ba rw n e  po łącze­
nie je s t  bardzo w raż liw e na wszelkie , n aw e t  na jm nie jsze  zm iany  w w a ­
ru n k a ch  p rzep row adzen ia  analizy. T ak  np. Jen tsch  (2) twierdzi, że s tę ­
żenie k w asu  s ia rkow ego  musi w ynosić  dok ładn ie  88% i zm iana stężenia, 
nie p rzek racza jąca  1%, pow odu je  zm iany  w  ek s ty n k c ji  dochodzące do 
10%. Również sam przeb ieg  oznaczania  jes t  n ad e r  uciąż liw y i delikatny. 
M etoda  Jen tsch a  w y m ag a  ogrzew ania  p ró b y  przez dokładnie  180 sekund
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w łaźni wodnej, ch łodzenia w lodzie dok ładn ie  przez 15 sek u n d  i pozo­
staw ien ie  p róby  na p rzeciąg  1 godziny  w tem p era tu rze  poko jow ej.  
W  m etodzie W ilczyńskie j  (5) w artość  absorpcji  u lega podw yższen iu  
o 10%, jeżeli p róba  z odczynn ik iem  pozostaw iona  jes t  p rzed  o g rzew a­
niem na 1V2 godziny w tem p era tu rze  pokojow ej.  A u to rk a  s tw ierdziła  
również, że dodatek  soli że lazow ych  zw iększa  trw ałość  i in tensyw ność  
barw y, p rzy  czym m aksim um  in tensyw ności  uzyska ła  p rzy  użyc iu  0,05 ml 
2% roz tw oru  ch lorku  że lazow ego na 1 ml odczynn ika p rzy  ogrzew aniu  
przez 2 minuty.

Trudnośc i m etodyczne  oznaczania  alkalo idów  t ro p o w y ch  za pom ocą 
barw n ej  reakcji  z p -d w um ety lam inobenza ldehydem  są ta k  duże, że ko­
rzys tan ie  z usta lonych  dla p ew n y ch  śc isłych w a ru n k ó w  w spó łczynn i­
ków  absorpcji czy też k rz y w y ch  w zorcow ych  nie je s t  w skazane .  Po­
nadto  ze względu na dużą wrażliw ość reakcji  na zm iany  w w a ru n k ach  
analizy  konieczne jes t  p rzep row adzen ie  rów no leg łych  oznaczeń  w p ró ­
bach  w zorcow ych  o zn an y ch  ilościach alkaloidów.

W  toku  w stęp n y ch  badań  w naszym  labora to rium  stw ierdziliśm y, że 
roz tw ór p -d w um ety lam inobenza ldehydu  w stężonym  kw asie  s ia rkow ym  
już po k ró tk im  czasie w yraźn ie  ciemnieje, a po up ływ ie  24 godzin jest 
już nie do użytku, pon iew aż w w a ru n k ach  analizy  a lka lo idów  tro pow ych  
da je  bardzo w y so k ą  ślepą odczynnikow ą. W  alkoho lu  na tom ias t  od­
czynn ik  ten nie zmienia swej p ie rw o tn ie  bladożółtej b a rw y  i p rzecho­
w an y  w ciemnej bu te lce  może być u ży w an y  przez ok res  co najm niej 
2 tygodni. N astępn ie  s twierdzono, że bezw odnik  k w a su  octow ego jest 
n iepo trzebny  do w yw ołan ia  barw n eg o  zw iązku a lka lo idów  tro p o w y c h  
z p -dw um ety lam inobenzaldehydem . W  obecności 60% k w a su  s ia rk o w e­
go lub bardziej stężonego p o w s ta je  fiołkowe zabarw ien ie ,  k tó re  w g ra ­
n icach  od 1 do 80 gg a lkalo idów  jes t  p ro p orc jona lne  do ilości a lkalo idów  
w  próbie.

W  niniejszej p racy  opisano prostą  i szybką m ik rom etodę  oznaczania 
a lka lo idów  tropow ych  na zasadzie reakcji  z p -d w u m ety lam in o b en za ld e­
hydem . M etoda  zezw ala na oznaczenie od 1 do 80 pg a lka lo idów  tropo­
w y ch  i może być s tosow ana do oznaczeń tych  a lka lo idów  w p re p a ra ­
tach  fa rm aceu tycznych  i w  m ater ia le  roślinnym.

Część doświadczalna

Odczynniki. I. p-D w um ety lam inobenzaldehyd . 1 g p -dw um ety lam ino­
b en za ld eh y d u  rozpuścić na zimno w 20 ml 95%- a lkoho lu  ety low ego. 
O dczynn ik  pow in ien  być jasnożó łty  o t. top. 74°. H a n d lo w y  p roduk t  
jes t  często zanieczyszczony, o ciemnej barw ie  z z ie lonym  odcieniem.
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Szybko można go oczyścić  w  sposób nas tępu jący : rozpuścić na zimno 
w m ałym  n ad m iarze  około  2 N k w asu  s iarkow ego i w y trząsać  k i lk an a ­
ście razy  z ch loroform em . W iększość  zanieczyszczeń pozosta je  w roz­
tw orze  w odnym  i częściow o oczyszczony in tensyw nie  żółty  p-dw um ety- 
lam in o b en za ld eh y d  o trzy m u je  się po odparow an iu  ch loroform u pod 
zm niejszonym  c iśn ien iem . 25 g tego p re p a ra tu  rozpuścić w  200 ml a lko­
holu, dodać 200 ml w ody, odstaw ić  n a  24 go-dz, po dodan iu  400 ml w ody 
odsączyć i p rzem yć  m ałą  ilością w ody  o tem pera tu rze  poniżej 10°C. Su­
szyć w eksyka to rze ,  ch ron iąc  przed światłem. P rzechow yw ać w n ac zy ­
niu z ciem nego szkła.

II. K w a s  s i a r k o w y .  Do 30 ml stężonego k w asu  s iarkow ego  
o c. wł. 1,82—  1,84 dodać 4 ml w ody  desty low ane j  i p rzechow yw ać  
w szczelnie z a k o rk o w an e j  butelce.

III. K w a s  s i a r k o w y  60%. Do 400 ml w o d y  des ty low ane j 
w lać ostrożnie 600 ml stężonego kw asu  siarkow ego.

IV. A t r o p i n a  i h y o s c y n a .  20,0 mg atrop iny  w zględnie 
h y o scy n y  albo o d p o w ied n ie  ilości soli a lkalo idów  rozpuścić w alkoholu  
e ty lo w y m  i w ko lbce  m iarow ej dopełnić a lkoholem  do 100 ml. Dowolne 
rozcieńczenie a lk a lo id ó w  od 1 do 80 gg na 1 ml roz tw oru  m ożna sporzą­
dzić z roz tw oru  m acie rzys tego .

M etoda. 1 ml ro z tw o ru  a lkoholow ego, zaw iera jącego  od 1 do 80 gg 
a tro p in y  o d p a ro w u je  się na w rzącej łaźni w odnej w n o rm alnych  p ro ­
b ó w k ach  la b o ra to ry jn y c h  o p rzek ro ju  15 —  17 mm, śc ię tych  do w y so ­
kości około 50 mm. Po od p aro w an iu  dodaje  się z m ik ro b iu re ty  0,2 ml 
odczynnika  (I) i p o n o w n ie  odp aro w u je  n a  łaźni w odnej,  przez 2 —  3 
m inuty . p -D w u m ety lam inobenza ldehyd  w probów ce k rys ta l izu je  na 
w o lnym  pow ie trzu  po u p ły w ie  około 1 m inu ty  i b a rw a  jego  jes t  słom- 
kowożółta . Do zim nej p robów ki dodaje  się z m ik rob iu re ty  0,2 ml k w a ­
su s ia rkow ego  (II) i w s taw ia  ponow nie  do w rzącej łaźni w odnej na 
5 minut, przy  czym p rzed  og rzew an iem  należy  p -dw um ety lam inoben- 
za ldehyd  zupełnie  rozpuścić w dodanym  kw asie  s ia rkow ym  przez 
w staw ien ie  p robów ki na  k ilka  sekund  do łaźni w odnej i sp łukan ie  
osadu  ze śc ianek  naczyn ia , w strząsa jąc  probów ką. Po o s tu d ze­
niu  p ro b ó w ek  d oda je  się 4,8 ml kw asu  s ia rkow ego  (III), miesza i z a w a r ­
tość p rzenosi się do k o lo ry m etry czn e j  p robówki. M ieszać n a leż y  przez 
2 —  3-krotne p rze lan ie  p ły n u  z p robów ki do probów ki. Przepuszczalność 
św ia tła  przez zab a rw io n y  roz tw ór m ierzy  się w fo toko lorym etrze  Leitza, 
s tosu jąc  niebieski filtr C. Z aw artość  a lka lo idu  w badane j  p rób ie  odczy­
tu je  się w obec iden tyczn ie  p rzy g o to w an e j  ślepej odczynnikow ej n a s ta ­
w ionej na  100% przepuszczalności.  O trzy m an y  b a rw n ik  jes t  t rw a ły  
w  tem pera tu rze  p o k o jo w ej  na okres  co najm niej  3 godzin.

http://rcin.org.pl



1 9 0  I .  R E I F E R  I J .  B U C H O W IC Z  [4]

W  gran icach  od 8 do 80 gg a tro p in y  lub h y o scy n y  o trzy m u je  się 
w  w yżej op isanych  w a ru n k a c h  w apa rac ie  Leitza, filtr C, w y k re s  zg o d ­
n ie z p raw em  Beera-Lamberta. W  g ran icach  poniżej 8 gg o dczy ty  leżą 
na k rzyw ej i dla każdego k o lo ry m etru  na leży  sporządzić k rzy w ą  w z o r­
cow ą z oznaczeń na k ilku  poziom ach  a t ro p in y  w g ran icach  od 1 do

^  W  tab licy  1 p o d an e  są w yn ik i  analiz
czystej a t ro p in y  (średnia z 5 oznaczeń), 
w y k o n a n y ch  now ą m etodą.

J a k  w y n ik a  z lab l icy  1, b łąd  m eto d y  
w g ran icach  od 1 do 8 gg a lka lo idu  nie 
p rzek racza  ±  5%, a w g ran icach  od  8 
do 80 gg n ie  p rzek ra cza  ±  3%.

W  tab licy  2 p o d an e  są w yn ik i  a n a ­
liz czyste j h y o scy n y  (średnia z 5 o zn a ­
czeń) w y k o n a n e  no w ą  m etodą. Ilości 
w y k ry te j  h y o sc y n y  odczy tano  z k rz y ­
wej w zorcow ej dla a trop iny . J a k  w y n i ­
ka z tab l icy  2, k rz y w a  w zorcow a dla 
h y o scy n y  jes t  id en ty cz n a  z k rzy w ą  dla 
a tropiny .

W  tab licy  3 p o d an e  są w yniki,  k tó re  
Rys. 1. K rzywa standardow a atropi- w ykazu ją ,  że w y tw o rz o n y  b a rw n ik  jes t  
ny oznaczonej ^kolorym etrem  Leitza t rw a ły  W tem p e ra tu rze  p o k o jo w e j  CO

T a b l i c a  1 
O znaczen ie atropiny now ą m etodą

Użyto atro­
piny W ¡JLg

Wykryto
W (J.g

Wykryto 
w  %

80,0 80,0 100,0

70,0 68,0 97,2

50,0 50,5 101,0

35,0 34,4 98,2

25,0 25,0 100,0

20,0 19,6 98,2

12,5 12,5 100,0

8,0 8,2 103,0

4,0 4,2 105,0

2,0 2,0 100,0

1,0 1,05 105,0
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najm niej  przez o k res  3 godzin. W p raw d zie  próba  ś lepa i pe łna  po p e w ­
n y m  czasie n iezn aczn ie  dodatkow o się zabarw ia ją ,  ale różnica w p rz e ­
puszczalności m iędzy  próbą  pełną  i  ś lepą nie u lega zmianie.

T a b l i c a  2 

Oznaczenie hyoscyny nową metodą

Użyto 
hyoscyny 

w gg
log I0/I

Wykryto 
hyoscyny  

w  gg

Wykryto 
w  %

70 0,357 71,2 101,7

40 0.200 38,1 95,2

30 0,156 29,1 97,1

15 0,091 15,0 100,0

5 0,039 4,76 95,1

3 0,026 2,90 96,6

T a b l i c a  3 
W pływ czasu na trwałość barwy alkaloidu  

z odczynnikiem. (Atropina =  12,5 gg)
Czas

w
' minutach

Odczyt (ślepa 
na 100% prze­
puszczalności)

Odczyt 
próby ślepej

0 83 2

10 83 2

20 83 2

3d 82,5 2

60 83,0 3,5

120 82,5 3,5

180 82,5 4,0

Zastosowanie metody do oznaczania alkaloidów tropowych 
w materiale roślinnym

Ze w zględu  na konieczność oczyszczenia m ate r ia łów  roś l innych  
p rzed  ko lo ry m etry czn y m  oznaczaniem  alkalo idów  tropow ych, należało  
p rzede  w szystk im  stwierdzić , czy m ikroilości a trop iny  i h y o scy n y  m oż­
na ilościowo ek s trah o w ać  z roz tw orów  w odnych  do chloroformu. W  tym  
celu  p o brano  2 ml roz tw oru  w odnego  zaw iera jącego  800 gg a trop iny , 
za lka lizow ano  w odoro tlenk iem  sodow ym  i ek s trah o w an o  a trop inę  ch lo ­
ro form em  4 razy 5 ml porc jam i rozpuszczalnika . Chloroform  o d d es ty lo ­
w an o  w łaźni w odnej,  a pozostałość w kolbce zakw aszono  rozc ieńczo­
nym  kw ase jn  siarkow ym . Zalka lizow ano  ja k  poprzednio  i ek s trah o w an o  
do chloroform u ja k  wyżej. W y c ią g  uzupełn iono  ch loroform em  w k o lb ­
ce m iarow e j do 25 ml i 1 ml roz tw oru  chloroform ow ego, zaw iera jąceg o  
32 gg a trop iny , p o b rano  do analizy. Dla p o ró w n an ia  pobrano  2 ml roz­
tw o ru  w odnego a trop iny  z p ły n u  s tandardow ego , o dparow ano  w odę  
i rozpuszczono w 25 ml chloroformu. W  p o dobny  sposób p rzy g o to w an o  
i e k s t ra h o w an o  roz tw ór w o d n y  h y o scy n y  za w ie ra ją cy  700 ug h y o scy n y  
w  25 ml chloroformu. W reszc ie  ek s trah o w an o  m ieszaninę obu a lka lo idów  
z a w ie ra ją c ą  312 gg a trop iny  i 138 gg hyoscyny . W y n ik i  analiz om ów io­
n y ch  ek s trak c ji  a lkalo idów  t ro p o w y ch  u ję te  są w tab licy  4.

J a k  w y n ik a  z tab licy  4, a trop inę  i h y o scy n ę  m ożna w m ikro ilośc iach  
e k s t ra h o w a ć  do chloroform u bez strat. A na lizy  prób  ek s tra h o w an y c h  
i k o n t ro ln y ch  są zgodne.
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T a b l i c a  4

Podw ójna ekstrakcja  atropiny i  h y o scy n y  
do chloroform u

Alk. tropowy Pobrano
w  y-g

Sposób
przygoto­

wania

W ykryto
W p g

atropina 32,0 ekstrakcja 31,5

atropina 32,0 kontrola 31,5

hyoscyna 28,0 ekstrakcja 28,3

hyoscyna 28,0 kontrola 27,8

hyoscyna
atropina 18,0 ekstrakcja 18,0

N astępn ie  p rzys tąp iono  do ek s trak c ji  a lka lo idów  t ro p o w y ch  z m a te ­
ria łu  roślinnego. A lkoho low y  w yciąg  liści b ie lun ia  (Datura s tram onium )  
odparow ano  na wrzącej łaźni wodnej,  zakw aszono  rozc ieńczonym  k w a ­
sem s iarkow ym  i sączono do rozdzielacza. Po p rzem yciu  sączka w odą  
des ty low aną , za lka lizow ano roz tw ór w odoro tlenk iem  sodow ym  i e k s t r a ­
h o w an o  alkalo idy  do chloroformu. N astęp n ie  o d p aro w an o  chloroform,

T a b l i c a  5

Ekstrakcja a lka lo id ów  tropow ych  z m ateriału roślin n eg o

Nr M ateriał
dodano alk. 
tropowych  

w  pg

wykryto 
w  1 ml

Pg

wykryto pg 
w  całości

powinno
być

1
B ieluń
liśc ie
młode

— 32,0 800,0 —

2
B ieluń  
liśc ie  naj­
młodsze

— 59,0 1475,0 —

3* 1 1012 14,2 1775,0 1812,0

4* 2 1012 20,0 2500,0 2487,0

* Z e  w z g lę d u  n a  d u ż e  s t ę ż e n ie  a lk a lo id ó w  p r ó b y  n r  3 i  4 r o z c ie ń c z o n o  p r z e d  a n a liz ą  

p ię c io k r o t n ie .
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pozostałość kolbki rozpuszczono w rozcieńczonym  kw asie  s iarkow ym , 
sączono p o n o w n ie  i za lka lizow any  roz tw ór w odny  ek s trah o w an o  do 
25 ml chloroformu. Do kolbki m iarowej zaw iera jącej a lka lo idy  w  ch lo ro­
formie dodano  około 1 g bezw odnego  w ęg lanu  sodow ego i po energ icz­
nym  w y trząsan iu  1 ml k larow nego  roz tw oru  pob ierano  do analizy. Dla 
kontroli  ek s trak c j i  w y k o n an o  również analizy  na w y c iąg ach  roś linnych  
z dodanym i czystym i m ieszaninam i a trop iny  i hyoscyny .

J a k  w y n ik a  z tab licy  5 ek s tra k c ja  czystych  a lka lo idów  dodanych  
do w y c iąg ó w  a lko h o lo w y ch  liści b ie lun ia  jes t  ilościowa.

Ekstrakcja alkaloidów tropowych z materiału roślinnego

10 g drobno pocię tego  m ate r ia łu  roślinnego lub odpow iednio  mniej 
suszonego m ate r ia łu  za lew a się okołó 50 ml a lkoholu  e ty low ego  i h o ­
m ogenizu je  w apa rac ie  m ark i C yklon  lub W aring-B lendor 6 razy  przez 
30 sekund. H om ogeniza t  p rzenosi się do kolbki E rlenm eyera  o p o jem ­
ności 200 ml i po dok ładnym  przem yciu  hom ogen iza to ra  około 40 ml 
alkoho lu  ogrzew a się po łączone ro z tw ory  na łaźni wodnej przez 15 m i­
nut. W  celu un ikn ięc ia  zbytn iego  p a ro w an ia  a lkoholu  zam yka  się kolbkę 
kork iem  zaopa trzonym  w ru rkę  szk laną o długości około 30 cm. Zim ny 
roz tw ór a lkoho low y  przenosi się do 100 ml kolbki m iarow ej,  po u p rzed ­
nim przesączen iu  przez sączek  z w a ty  i uzupełn ia  alkoho lem  do znaku. 
W  zależności od ilości a lkalo idów  tro pow ych  w próbie, odp ipe tow uje  
się 1 do 10 ml roz tw oru  a lkoho low ego  do zlew ki o po jem ności 100 ml 
i o d p a ro w u je  a lkohol na łaźni wodnej. Do pozostałości w  zlew ce doda­
je  się 1 ml około 0,1 N kw asu  s ia rkow ego  i około 10 ml w ody  des ty lo ­
w anej.  Z aw artość  zlew ki podgrzew a  się do w rzen ia  i po ochłodzeniu  
sączy do rozdzielacza o po jem ności 50 ml. Po 3-kro tnym  przem yciu  
sączka m ałym i ilościami w o d y  des ty low ane j,  a lkalizu je  się roztw ór 
w rozdzie laczu  około 5 ml 0,1 N w od o ro tlen k u  sodow ego i w y trząsa  
4 razy  po 5 ml chloroformu. Chloroform  zaw ie ra jący  a lka lo idy  zbiera 
się w  kolbce i o d d es ty low uje  na łaźni w odnej. Pozostałość na dnie 
kolbki rozpuszcza się w  10 ml około 0,1 N k w asu  s ia rkow ego  i sączy do 
rozdzielacza jak  w yżej. Po p rzem yciu  sączka w odą des ty low aną ,  alkali­
zuje  się k w a śn y  roz tw ór 2 ml około 2 N w o d oro tlenku  sodow ego i w y ­
trząsa  ch loroform em  ja k  wyżej. Chloroform  zaw ie ra jący  alkalo id  zbiera 
się w  25 ml kolbce m iarow ej i uzupe łn ia  ch loroform em  do znaku. W  ce ­
lu o trzym an ia  k la ro w n y ch  roz tw orów  dosypu je  się do kolbki około 1 g 
bezw odnego  w ęglanu  sodow ego i w y trząsa  energicznie . Do oznaczenia 
po b ie ra  się 1 ml roz tw oru  i po od p aro w an iu  ch loroform u przez 3 — 5 mi­
nut na  łaźni w odnej pos tępu je  się ja k  podano  p rzy  analizie czys tych  roz-

8 A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a
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tw o ró w  atropiny. W  tab licy  6 um ieszczone są w yn ik i  analiz p o k rzy k u  
[Atropa belladonna)  i b ie lun ia  (Datura s tramonium).

T a b l i c a  6
Z aw artość a lkalo id ów  tropow ych  

w  bieluniu  i w  pokrzyku

M ateriał wykryto %  alkalojdów  
[ig w  próbce

Bieluń, liśc ie  
najmłodsze

59,0 0,295

Bieluń, liśc ie  
młode

32,0 0,160

Bieluń, liśc ie  
dojrzałe

• 16,0 0,080

B ieluń, pąki 26,0 0,130

Bieluń, łodygi 10,25 0,051

B ieluń, korzenie 3,0 0,015

Bieluń, liśc ie  
dojrzałe suszone

4,0 0,10

Pokrzyk, liśc ie  
dojrzałe suszone

5,0 0,125

Dyskusja

N o w o o p raco w an a  m ikrom etoda  um ożliw ia ilościow e oznaczanie 
alkalo idów  tro pow ych  w gran icach  od 1 do 80 gg. Bardzo małe ilości 
a lkalo idów  po trzeb n y ch  do analizy  p o zw ala ją  na  zm niejszenie  ilości 
m ate r ia łu  po trzebnego  do badania . W  zasadzie  w  liśc iach  b ie lunia  i p o ­
k rzyku  o zaw artośc i  np. 0,1% a lka lo idów  p ró b k a  nie p rzek racza jąca  
100 mg św ieżego m ate r ia łu  w zupełności w y s ta rczy  do p rzep row adzen ia  
25 analiz. J e d n a k  ze w zględu  na  kon ieczność  p o b ie ran ia  p rzecię tne j p ró ­
by, p roponu je  się ko rzys tać  z n aw ażek  10 g. Poza tym  w y k o n an ie  
eks trakc ji  je s t  znacznie u ła tw ione, pon iew aż p rz y  użyc iu  rozcieńczo­
n y ch  a lkoho low ych  roz tw orów  alka lo idów  rozdział fazy  w odnej i ch lo­
roform ow ej je s t  bardzo szybki i ostry.

W  now oopracow ane j  m etodzie  p -dw um ety lam inobeinzaldehyd roz­
puszczony jes t  w alkoholu, zam iast  w  kw asie  s ia rkow ym , co um ożliwia
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p rz ech o w a n ie  o d cz y n n ik a  przez dłuższy okres czasu i obniża ślepą od­
czy n n ik o w ą  do m inim um . Bezw odnik k w asu  octow ego zastąp iono  60% 
k w asem  s ia rk o w y m , k tó ry  jes t  odczynnik iem  dużo tańszym  i nie p rz y ­
k rym  w  użyciu. M e to d a  zezw ala na korzys tan ie  z k rzy w y ch  w zorcow ych, 
p on iew aż  w y e lim in o w an o  w rażliwość reakcji  na d robne zm iany w w a­
ru n k a ch  jej p rzep ro w ad zen ia .

W  ce lu  o trzy m an ia  dok ładnych  i po w ta rza ln y ch  w yników , należy  
sk ru p u la tn ie  p rzes trzeg ać  zachow anie  n a s tęp u ją cy ch  w a ru n k ó w  pracy:

1. C h lorofo rm  m usi być  ca łkow ic ie  odparow any , bow iem  na jm n ie j­
sze ś lad y  ch lo ro fo rm u  re ag u ją  z kw asem  siarkow ym  i są pow odem  n ad ­
m iern ie  w y so k ich  ś lep y ch  odczynnikow ych. P robów ki zaw iera jące  w y ­
ciąg  ch lo ro fo rm o w y  na leży  przeto ogrzew ać na w rzące j łaźni w odnej 
co na jm n ie j  p rzez  3 m inuty .

2. S iady  ac e to n u  lub e te ru  naftow ego w pow ie trzu  pow o d u ją  ró w ­
nież w y so k ie  ś lep e  i d la tego  nie m ożna w y k o n y w a ć  oznaczeń a lka lo i­
dów  tro p o w y c h  p o d a n ą  m etodą  w  pom ieszczeniach, w  k tó ry ch  używ a 
się ac e to n u  lub e te ru  naftow ego.

3. p -D w u m ety lam in o b en za ld eh y d  n ie  może zaw ierać  żadnych  zan ie ­
czyszczeń, a 5% ro z tw ó r  odczynnika w alkoho lu  pow in ien  mieć blado- 
żółte  zabarw ien ie .

4. N a jb a rd z ie j  is to tn y m  czynnik iem  dokładnego  oznaczania a lk a ­
lo idów  je s t  czys ty  k w as  s ia rkow y  (odczynnik II). M usi on być absolutnie  
b ez b a rw n y ,  a w  p ró b ie  ślepej z p -dw um ety lam inobenza ldehydem  nie 
m oże d aw ać  zabarw ien ia ,  k tó re  w ko lo rym etrze  w y k azu je  ponad  2% 
ab so rp c ji  św iatła .  Jeże l i  kw as s ia rk o w y  nie odpow iada  tym  w y m ag a ­
niom, na leży  go p rzedes ty low ać . Do oznaczeń a lka lo idów  tropow ych  
k w a su  s ia rk o w eg o  nie m ożna pob ierać  z butelki, pon iew aż przez ciągłe 
o tw ie ra n ie  naczy n ia  s tężony  kw as s ia rk o w y  zanieczyszcza się bardzo 
szy b k o  i p o ch łan ia  z p ow ie trza  lo tne rozpuszczalniki organiczne, k tóre  
un iem o ż l iw ia ją  w y k o n a n ie  oznaczenia. Z tego p ow odu  należy  kw as 
s ia rk o w y  p o b ie rać  z m ik ro b iu re ty  np. o po jem ności 5 ml, p rzy  czym oba 
g ó rn e  o tw o ry  b iu re ty  i zb iorn ika  m uszą być zam knię te  m ałym i p łuczka­
mi za w ie ra ją cy m i k i lka  k ropel s tężonego k w asu  s iarkow ego. K rany  b iu ­
r e ty  n ie  m ogą być  w azelinow ane .  Zwilżenie k ran ó w  stężonym  kw asem  
s ia rk o w y m  um ożliw ia  ła tw ą  nimi m anipulację .

5. Probów ki, w k tó ry ch  p rzep row adza  się analizę muszą być abso­
lu tn ie  czyste . Jeże li  p ro b ó w k a  była  zanieczyszczona, w ów czas w y k ry ­
s ta l iz o w a n y  p -d w u m e ty lam in o b en za ld eh y d  po o d p aro w an iu  alkoholu  po ­
s ia d a  b ru n a tn y  odcień, a nie, jak  w inno być, jasnożółty . W  tym  w y p a d ­
k u  n a leż y  oznaczen ie  pow tórzyć.
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Przez w ye lim inow anie  w rażliw ości reakcji  na zm iany  w  w a ru n k ach  
p ra cy  czas ogrzew ania  a lka lo idów  z odczynnik iem  nie je s t  k ry ty cz n y  
i m ożna  ogrzew anie  p rzedłużyć np. do 10 m inut bez zm iany  w  p rzep u sz ­
czalności ko lo rym etrycznego  roztw oru. O grzew ane  przez 5 m inut p róby  
w y k a zu ją  czystą, p iękną  fio łkow ą barw ę, podczas  gdy  dłuższe o g rzew a­
nie p o w o d u je  w y tw orzen ie  b ru n a tn y c h  odcieni. K o n cen trac ja  k w asu  
s ia rkow ego  (odczynnik III) również nie jes t  k ry tyczna ,  m ożna używ ać  
60% i bardziej s tężony  kwas. W y tw o rzo n y  b a rw n ik  jes t  t rw a ły  na okres 
3 godzin, a ś lepa odczynn ikow a p rzy  zachow an iu  op isanych  w a ru n k ó w  
jes t  m inimalna.

W iększość  lo tnych  o rgan icznych  rozpuszczaln ików  re ag u je  z g o rą ­
cym  kw asem  siarkow ym . W  celu u zyskan ia  bezb a rw n y ch  ś lep y ch  od­
czyn n ik o w y ch  należy  przeto  w ystrzegać  się obecności e te ru  naftow ego, 
ace tonu , e te ru  e ty low ego  itp. w  atm osferze pracow ni.

O p isana  m etoda zezw ala na  szybkie oznaczenie  a lka lo idów  tro p o ­
w y c h  w m ater ia le  roślinnym  i czas t rw an ia  ana lizy  w oczyszczonych  
e k s t ra k ta c h  roślinnych  nie p rzek racza  20 minut. Pełne  oznaczenie  łącz­
nie z hom ogenizow aniem  i ek s trak c ją  może być  w y k o n a n e  w ciągu 
45 minut. M etoda  zezw ala na oznaczenie od 1 do 80 pg a lka lo idów  tro p o ­
w y c h  w g ran icach  b łędu  ± 5 % .

Streszczenie

1. Opisano k o lo ry m etry czn ą  m etodę m ik rooznaczan ia  a lka lo idów  
tro p o w y ch  w m ater ia le  roślinnym.

2. M etoda  polega na reakcji  p -dw um ety lam inobenza ldehydu , k tó ry  
z alkalo idam i tropow ym i tw orzy  b arw n ik  o in ten sy w n y m  odcien iu  um oż­
l iw ia jący  ko lo rym etryczne  oznaczenie a lka lo idów  w ilościach od 1 do 
80 pg.

3. Bezw odnik k w asu  oc tow ego zastąp iono 60% kw asem  siarkow ym  
i p-dw um ety lam inobenza ldehyd  rozpuszczono w alkoho lu  zamiast 
w kw asie  s iarkow ym . O p raco w an e  w arunk i  oznaczen ia  um ożliw iają  
k o rzy s tan ie  z k rzy w y ch  w zorcow ych  i w rażliw ość reakc ji  na drobne 
zm iany  w stężeniu  odczynn ików  została  w yelim inow ana .

4. W ed łu g  opisanej m etody  m ożna oznaczyć a lka lo idy  tropow e 
w  m ate r ia le  roślinnym  łącznie z p rzygo tow an iem  m ate r ia łu  i ek s trak c ją  
w  czasie nie p rzek racza jący m  45 minut.

5. Ze w zględu na szybkość oznaczania i m in im alną  ilość po trzeb n y ch  
rozpuszcza ln ików  i odczynn ików  opisana m etoda  n ad a je  się do m aso­
w ego  oznaczania a lka lo idów  tropow ych  w m ate r ia le  roślinnym  i w p r e ­
p a ra ta c h  farm aceutycznych .
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8 0  gr.
3 .  y K C y C H b l H  a H T H A p H A  6 b I A  3 a M C H e H  6 0 ° / o  C e p H O H  KHCA O TO H  H A ^ B  p a C T B O -  

p e H H H  p - A H M e T H A a M H i i o 6 e H 3 a A b A e r H A a  6 w a  n p H M e H e H  c n n p T  b m c c t o  c e p H o i i  

K K C A O T b l .

3 t H  yCAOBHH n03BOA3IOT npHMCHHTb KOHTpOAbHbie KpHBbie H HCKAIOHaiOT 3a- 
EHCHMOCTb XOAa peaKgHH OT He3HaHHTCAbHbIX H3MeHeiIHH KOH êHTpa^ ÎH 
peaKTHBOB.

4 .  r i o  3 T 0 M y  M e T O A y  MOJKHO O n p e A C A H T b  a A K a A O H A b l  B p a C T H T e A b H O M  M a -  

T e p H a A e ,  n p H r o T O B H T b  M a T e p w a A  h  n p o H 3 B e c T H  a K C T p a r n p o B a H H e  b  T e n e i i H H  B p e -  

M e H H  H e  n p e B b i m a i o u j e M  4 5  MHHyT.

5. B C B H 3 H  C 6 b l C T p O T O H  O n p e A C A C H H H  H M H H H M a A b H b I M  K O A H H e C T B O M  H e o 6 x O -  

A H M b i x  p a c T B o p H T e A e n  h  p e a K T H B O B  s t o t  M e T O A  n p H r o A e H  a a h  M a c c o B o r o  o u p e -  

A C A e H H H  a A K a A O H A O B  b  p a C T H T e A b H O M  M a T e p n a A e  h  c p a p M a ^ B T H H e c K H x  n p e n a -  

p a T a x .

A MICROMETHOD FOR THE DETERMINATION OF TROPINE ALKALOIDS
IN PLANT MATERIAL

S u m m a r y

1. A  n ew  colorim etric m ethod  for the m icrodeterm in ation  of trop ine  
alk a lo id s is described.

2. T he m ethod depends upon  the reaction  of tropine a lk a lo id s w ith  
p -d im eth ylam in ob en za ld eh yd e. T he co lour produced  perm its the d e­
term ination  of tropine a lk a lo id s in am ounts from  1 to 80 gg.

3. A n h yd rou s acetic  acid has b een  rep laced  b y  60% su lphuric  acid  
and the p -d im eth y lam in ob en za ld eh yd e  reagen t w as d isso lv ed  in a lco h o l
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198 I .  R E I F E R  I  J .  B U C H O W IC Z [12]

in s tead  of sulphuric  acid. W o rk in g  conditions  h av e  b ee n  e labora ted  
w h ich  perm it  the use of s tandard  curves, and  the suscep tib i l i ty  of the 
re ac t io n  to minor changes in co n cen tra t io n  of the re ag en ts  has  been  
elim inated .

4. A ccord ing  to the described  m ethod  it is possible  to de te rm ine  tro- 
p in e  alkaloids in p lan t  m ater ia l,  including  the p re p a ra t io n  and  ex trac tion  
of the  tissue, in a per iod  not exceed ing  45 m inutes.

5. O w ing  to the speed  of the  es tim ation  and  the small am ounts  of 
n e c e s s a ry  so lvents  and reagen ts ,  the desc ribed  m ethod  can  b e  em ployed  
for m ass de term ina tions  of trop ine alkalo ids  in p lan t  m ate r ia l  as well 
as  in pharm aceu tica l  p repara tions .

O trzym ano 11.1.1955.
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PRZEMYSŁAW SZAFRAŃSKI I LUDMIŁA SZARKOW SKA  

INFILTROWANIE DROBNOUSTROJÓW

Z Z akładu  Biochem ii  P o lsk ie j  A k a d e m i i  N au k  w  W a r sza w ie  

K iero w n ik :  Prof. dr  Józef H eller

W  b ad an iach  m etab o liczn y ch  na  n ieuszkodzonym  m ater ia le  b io lo ­
g icznym  należy  zaw sze  b rać  pod  u w ag ę  w ybiórczą przepuszczalność k o ­
m ó rek  w s to sunku  do b ad an eg o  związku. N ieprzepuszeza lność  o toczki 
je s t  często p o w ażn y m  u tru d n ien iem  p rzy  tego rodzaju  dośw iadczeniach .

D o tychczasow e p race  nad  w prow adzen iem  różnych  substancji  do 
kom órk i  szły w k ie ru n k u  zw iększen ia  jej przepuszczalności. Badania  t a ­
k ie  w y k o n an o  n a  d robnous tro jach ,  ja k  Brucella abortus,  gdzie s ta rano  
s ię  to osiągnąć za pom ocą  zm ian pH, stężenia  substra tów , zam rażan ia  
i suszenia  (Gerhardt, M ac G regar,  M arr, O lsen  i W ilson  (1) ), n a  k i lku  
szczepach  z rodza ju  M y cobac te iium ,  u ży w ając  d e te rg en tó w  (Model (6) ), 
oraz na  drożdżach, s tosu jąc  zam rażan ie  i odm rażan ie  b ad an eg o  m a te ­
ria łu  (Krebs, Gurin  i Egglegston  (3) ). Bardziej d ras ty czn e  m etody, m a ją  
ce  n a  celu p rze łam an ie  barie ry ,  j a k ą  s tanow i otoczka, p row adzą  do d e ­
zin teg rac j i  kom órek.

W  p o szuk iw an iu  sku tecznej i n ied ras tycznej  m e to d y  w p ro w ad zan ia  
do kom órk i  su b s tra tó w  n a tk n ę l iśm y  się n a  re fera t  A. O p a r in a  (7) 
o p ra cac h  bad aczy  radz ieck ich  s to su jący ch  p różn iow ą infiltrację  roślin. 
N ap ro w ad z iły  nas  one na  pom ysł  zas to sow an ia  zm iennego ciśn ien ia  do 
naszy ch  celów. W  p rz y p ad k u  d ro b n o u s tro jó w  należało  jed n a k  p rz e z w y ­
ciężyć zasadniczą  przeszkodę, b o w iem  m etoda  infiltracji  m ate r ia łu  ro ­
ś l innego  opiera  się na  is tn ien iu  przes trzen i gazow ych  w  roślinie. K o­
m órki d ro b n o u s tro jó w  przes trzen i  tak ich  nie posiadają .  Z asada o p ra co ­
w an e j  przez nas m eto d y  p o leg a  na  w y tw o rzen iu  sz tucznych p rzes trzen i  
g a z o w y c h  w  k o m ó rk ach  d robnoustro jów . M etoda  nasza  pozw ala  w p ro ­
w adzać  do w y p e łn io n y ch  p ły n em  k o m ó rek  związki, k tó re  no rm aln ie  
nie w n ik a ją  do nich. M oże być  ona  w y k o rz y s tan a  za rów no  do w p ro w a ­
dzania, j a k  i u su w an ia  subs tanc ji  z kom órek  bez znaczniejszego  ich  
uszkodzenia.

[199]
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C zęść dośw iadczalna

B adania w y konano  na hodow li M y cobacterium  phlei,  w y h o d o w a n e j  
na p łynnej pożyw ce DGK (Sym (9) ). O koło  dz ies ięc iodn iow y kożuch  
odsączano od p łynnego  podłoża przez sączek  z bibuły. W ilg o tn e  d ro b n o ­
us tro je  poddaw apo  przez pół godziny dzia łan iu  d w u tlen k u  w ęg la  pod 
ciśnieniem  50 a tm osfer w  tem p era tu rze  poko jow ej.  D w u tlen ek  w ęg la  
jes t  dobrze rozpuszczalny w w odzie i w  ty ch  w a ru n k ach  rozpuszcza się 
w  p łyn ie  kom órkow ym . N astęp n ie  obniżano stopniow o w ciągu  1,5 m in u ­
ty  ciśnienie do a tm osferycznego. Przy rozprężan iu  rozpuszczony  w  p ły ­
nie kom órkow ym  gaz w y d o s ta je  się z kom órki, w y c isk a jąc  część jej 
zawartości. Drobnoustro je ,  zaw iera jące  p rzes trzen ie  gazow e, zaw ieszano  
w  roz tw orze  substancji ,  k tó rą  chc ie liśm y w prow adzić  do w n ę trza  k o ­
mórek. T ak  p rzy g o to w an ą  zaw iesinę  p o d d aw an o  p o w tó rn ie  c iśn ien iu  
50 atmosfer, uzyskanem u za pom ocą sp rężonego azotu. Po u p ły w ie  pół 
godziny ciśnienie obniżano do a tm osferycznego. U ży ty  w  tym  w y p a d k u  
źle rozpuszczalny w wodzie azot um ożliw ia w p ro w ad zen ie  pod  c iśn ie­
niem  do kom órki roz tw oru  badanej substancji .  Gaz dobrze rozpuszcza l­
ny  spow odow ałby  p rzy  rozprężaniu  usun ięc ie  w p ro w ad zo n eg o  do k o ­
m órki płynu.

O p isany  wyżej proces zastosow ano  do m odelu  w pos tac i  w oreczk a  
celofanowego, z k tó rego  usuw ano  i p onow nie  w p ro w ad zan o  roz tw ór 
skrobi. W o reczek  ce lo fanow y w y p e łn io n y  ca łkow ic ie  roz tw orem  sk ro ­
bi poddaw ano  działaniu d w u tlen k u  w ęg la  pod  c iśn ien iem  50 atmosfer. 
Przy rozprężaniu  d w u tlen ek  w ęgla  w yc iska ł  ca łkow ic ie  roz tw ór skrobi 
z w nę trza  w oreczka. W y p e łn io n y  gazem  w o reczek  zan u rzan o  w  roz­
tw orze  skrobi i poddaw ano  ciśnieniu  azotu. W  tych  w a ru n k a c h  część 
roz tw oru  skrobi została  w prow adzona  do w nę trza  w oreczka . M a n ip u la ­
cje  te  nie uszkodziły  woreczka,- odkształcenia , jak ie  zachodziły  w  czasie 
infiltrowania, by ły  odw racalne , pon iew aż po zakończen iu  infiltracji  
skrobia nie przechodziła  przez woreczek. W  p rz y p ad k u  gdy  rozp rężan ie  
było prow adzone  bardzo gw ałtow nie  (około 15 sekund) w o reczek  u legał 
rozerw aniu .

Inf iltrow anie p rzep row adzano  w spec ja ln ie  sk o n s tru o w an e j  bom bie  
stalow ej, pon ik low anej,  k tó ra  um ożliwia p racę  w  ja ło w y ch  w a ru n k ach .  
Bomba sk łada się z przestrzen i w łaśc iw ej „A" o ob ję tości o'koło 150 ml, 
w  której umieszcza się drobnoustro je .  Z aopa trzona  jes t  w  dw a  filtry  
Seitza ,,B" i ,,C '\ Filtr g ó rny  ,,B" służy do ja łow ego  w p ro w ad za n ia  g a ­
zów i odpow iednich  roztw orów , filtr d o ln y  ,,C" do p rzep łu k iw an ia  
d robnoustro jów  oraz usu w an ia  p łynów  z w n ę trza  bom by. D ok ład n y  
schem at bom by poda je  ry su n ek  1.
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N ależało  zbadać, czy w spom niane  wyżej zabiegi n ie  u szkadzają  k o ­
m órek. W  związku z tym  p rzeprow adzono  bad an ia  żyw otnośc i d robno­
ustro jów , p oddanych  tej procedurze. W y k o n a n o  cz te ry  serie dośw iad ­
czeń, oznaczając ilości ży w y ch  bak ter i i  m etodą p ły tkow ą. W  tym  celu 
część kożucha M y co b a c ter iu m  phlei  z około dziesięciodniow ej hodowli 
na p łynnej pożyw ce rozbijano  p ere łkam i szklanym i i sporządzano w o d ­
ną zawiesinę. Gęstość op tyczną  tej zaw ies iny  oznaczano tu rb idym etrycz-  
nie w fo tokolorym etrze  B onet-M aury  p rz y j ­
m ując  jako  punk t w y jśc ia  zaw iesinę  da jącą  
80% absorpcję. Z zaw ies iny  przyrządzono  
trzy rozcieńczenia 1 : 6 6, 1 : 10T i 1 : 108. Po­
s iew y w y k o n y w an o  na ag a ro w y m  podłożu 
,,Difco'\ W yn ik i  zebrano  w tab licy  1.

Różnice w żyw otności, jak ie  w ystąp iły  
między drobnoustro jam i trak to w an y m i d w u ­
tlenk iem  w ęgla  i azotem, a bak te r iam i nie- 
t rak to w an y m i były  s ta ty s tyczn ie  nieisto tne .
Poza tym  w ykonano  zd jęc ia  e lek tro n o w e 
bak te r i i  p rzed i po działaniu  d w u tlen k u  w ę ­
gla (rys. 1 ii 2).

N a rys. 2 nie w idać g rubszych  uszkodzeń  
kom órek, a ty lko zm ianę ich kształtu . A by 
p rzekonać  się, że o m aw iana  m e to d a  p o zw a­
la w prow adzać  substancje  naw e t  n iedyfun- 
du jące  w norm alnych  w a ru n k ach  do k o m ó r­
ki zastosow ano  odpow iednie  barw nik i,  u ży ­
w ane  n ieraz jako  jedno  z k ry te r ió w  do o k re ­
ślan ia  przepuszczalności otoczki. W y b ran o  
te barw nik i,  k tóre  norm aln ie  nie b a rw iły  k o m ó rek  M yco b a c ter iu m  phlei. 
Zaw ieszano  żyw e oraz m artw e  kom órk i w 0,5% i 2,5% roz tw orach  b a d a ­
n y ch  b a rw n ik ó w  na okres  24 godzin i nas tępn ie  s tw ierdzano  ich ba rw ę  
pod  m ikroskopem . Jak o  m artw e  d ro b n o u s tro je  użyto  te, k tó re  w p ro c e ­
sie liofilizacji s traciły  sw oją  żyw otność . O dpow iedn im i barw n ikam i 
ok aza ły  się indygo, zieleń jo d o w a  oraz zieleń  mocna. W y n ik i  zebrano  
w  tab l icy  2.

D ane z ko lum ny 3 w skazują , że uży te  b a rw n ik i  nie b arw ią  w no rm al­
n y ch  w a ru n k ach  żyw ych  kom órek  M yco b a c ter iu m  phlei.  J ed y n ie  w p rz y ­
p ad k u  zieleni jodow ej zaobserw ow ano  jasnozie loną  ba rw ę  bakterii.
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Rys. 2. E lek tronow e zdjęcie  komÓTek M ycobac- 
terium phle i  z 10-dn iow ej hodow li na ¡syntetycz­

nej p oży w ce  DGK. P ow ięk szen ie  6250X .

Rys. 3. E lektronow e zdjęcie kom órek M y c o b a c ­
terium phle i  ¡traktowanych CO2. N a  zd jęciu  n ie  
w idać uszkodzeń kom órek, w idoczna  je st  n a to ­
m iast zm iana ich kształtu, p ow sta ła  pod w p ływ em  
rozprężenia CO 2. Preparat u trw alon y  k w a sem  
osm ow ym . P ow ięk szen ie  8500X .
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T a b l i c a  1

Ż yw otn ość M yco b a c ter iu m  phle i  traktow anych  C 0 2 i N 2. Pożyw ka agarow a „Difco". 
Czas hod ow li 7 dni. R ozcieńczenie 1:106

N r
ser ii

N r
p ły tk i

Ilo ść  k o lon ii

kontrola po d zia łan iu
co2 i n 2

1 160 163
2 170 140

I 3 196 151
4 158 126
5 134 155
1 92 107
2 89 125

II 3 90 105
4 81 103
5 112 108
1 96 121
2 103 114

III 3 89 67
4 90 144
5 101 128
1 105 104
2 110 94

IV 3 99 120
4 82 108
5 86 98

M artw e  komórki, k tó re  z reg u ły  p o s iad a ją  zw iększoną przepuszczalność  
(W erkm an  i W ilson  (11) ), p rzy  użyc iu  zieleni jodow ej i in d y g a  w y ra ź ­
nie zabarw iły  się, nie b a rw iły  się n a to m ias t  z ielenią  mocną. W y n ik i  
um ieszczone w rub ryce  6 odnoszą się do d ro b nous tro jów  p o d d an y ch  
infiltrowaniu. W sk azu ją  one, że udało  się w prow adzić  do w nętrza  ko ­
m ó rek  barw niki,  k tó re  w  w a ru n k ach  n o rm aln y ch  n ie  d y fundu ją  do nich. 
W  0,5% roz tw orze  zieleni m ocnej b ak te r ie  p rzy  zas to so w an iu  infi l trow a­
n ia  n ie  zabarw iły  się. Udało się je d n a k  zabarw ić  je  p rzy  użyciu  2,5% 
roz tw oru . W  rubryce  5 p rzed s taw io n e  są w yn ik i  prób  kon tro lnych . Po­
lega ły  one na tym, że d ro bnous tro je  w  ro z tw o rach  b a rw n ik ó w  w ysyco- 
n y c h  uprzednio  dw utlenk iem  w ęg la  po d  c iśn ien iem  50 atm osfer podda-
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T a b l i c a  2
M ikroskopow e badania d o tyczące  barw ienia koanórek M ycob a c ter iu m  phlęi.  

O kres norm alnego barw ienia drobnoustrojów  —  24 godzimy. O kres in filtrow ania
0,5 godziny

Nr
d o ś-

w iad.

U żyty
barw nik

Stęż. B arw a kom órek
B arw a kom órek trakto­

w an ych
w
°// o ży w y ch m artw ych N ‘ c o 2 i n 2

1 Indygo 2,5 bezbarw ne c iem n o ­
n ieb iesk ie

bezbarw ne c iem n o ­
n ieb iesk ie

2 Indygo 0,5 bezbarw ne c iem n o ­
n ie b iesk ie

bezbarw ne c iem n o ­
n ie b ie sk ie

3 Z ie leń  m ocna 2,5 bezbarw ne bezbarw ne bezbarw ne jasn o­
zie lon e

4 Z ie leń  m ocna 0,5 bezbarw ne b erbarw ne b ezbarw ne bezbarw ne

5 Z ie leń  jodow a 0,5 jasn o­
z ie lon e

c iem n o ­
z ie lo n e

ja sn o ­
z ie lo n e

c iem n o ­
z ie lo n e

N r
rubr.

1 2 3 4 5 6

w ano od razu ciśnieniu azotu. O trzym ano  rezu lta ty  id en tyczne  z u zy sk a ­
nym i p rzy -n o rm a ln y m  b arw ien iu  ży w y ch  kom órek , to jes t  b ra k  zab a r­
w ienia  (rubryka 3). Dowodzi to, że zas tosow anie  c iśn ien ia  w y w o łan eg o  
ty lko azotem  nie zw iększa dyfuzji tych  b a rw n ik ó w  do w n ę trza  d robno­
us tro jów  oraz że samo w y sy can ie  roz tw oru  b a rw n ik a  dw utlenk iem  w ę ­
gla nie odgryw a roli.

W idzim y zatem, że m etoda nasza pozw ala  w p ro w ad zać  do kom órek  
norm aln ie  n iedyfundu jące  związki. K ontrole  dow odzą  zarazem, że samo 
zastosow anie  ciśnienia nie odgryw a decydu jące j  roli. Is to tnym  jest wy- 
sycenie  p lazm y ła tw o rozpuszczalnym  gazem, k tó ry  p rzy  rozprężaniu  
w yrzuca  część p łynnej zaw artośc i  zos taw ia jąc  d robne  p rzes trzen ie  g a ­
zowe.

Celem spraw dzen ia  słuszności tej in te rp re tac j i  p rzep ro w ad zo n o  ilo­
ściow e badan ia  usuw ane j  p rzy  rozprężaniu  d w u tlen k u  w ęgla  zaw artośc i  
kom órek. W  tym celu d robnoustro je  odsączano  od p łynnego  podłoża 
i p rzem yw ano  wodą, aby  usunąć  z nich sk ładnik i pożyw ki. Bakterie  p o d ­
daw ano  następn ie  działaniu  d w utlenku  w ęgla  pod  ciśnieniem. Po roz­
prężen iu  p rzem yw ano  d robnoustro je  na  filtrze Seitza 100 ml w ody  
i oznaczano w przesączu  glikozę i azot am inow y. J a k o  ślepą p róbę  do 
tych  oznaczeń p rzy ję to  zaw artość  glikozy i azo tu  am inow ego  w o s ta t­
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niej 100 ml porcji  pop łuczyn  przed zastosow aniem  dw u tlen k u  węgla. Gli- 
kozę oznaczano m etodą  k o lo rym etryczną  M ende la  i H ooglanda (5), azot 
am inow y  m etodą T rolla  i C an n an a  (10). P rzedstaw ione w tablicy  3 w y ­
niki w yraźn ie  w skazu ją  na usu w an ie  części p łynu  kom órkow ego.

T a b l i c a  3

Z aw artość g lik ozy  i azotu am inow ego w płyinie kom órkow ym , uzyskanym  z M yco- 
bac ter ium  phlei  przy użyciu  CO2.

Czas rozprężania CO2 : 1,5 min. G likoza i azot am inow y w  100 ml popłuczyn
bak teryjnych

Substancja  usun ięta  z drobnoustrojów  w  m g

Nr
d o ś-

w iad.

Sucha m a­
sa bakterii 

w  g

O znaczana
substancja

przed d zia ła ­
n iem  co2 

(próba ślepa)

po d z ia łan iu  
COz (po u w z­

g lęd n ien iu  
ślep ej próby)

po dzia łan iu  C 0 2 
w  przeliczen iu  
na 1 g suchej 
m asy bakterii

1 1,31 glikoza 0,00 6,30 4,8

2 1,61 glikoza 0.00 7,05 4.4

3 1,21 glikoza 0.00 6,50 5,4

4 0,88 azot am in o w y 0,002 0,209 0,24

5 0,82 azot a m in o w y 0,003 0,297 0,36

Nr
rubr.

1 2 3 4 5

N astęp n e  bad an ia  m iały  na  celu  w ykazan ie ,  że m iedyfundujące b a r ­
w niki w prow adzone  m etodą in fi l trow ania  zna jdu ją  się is to tn ie  w treści 
kom órek. W  tym  celu zas tosow aliśm y do zab arw io n y ch  kom órek  w y ­
sycan ie  dw utlenk iem  w ęgla  pod ciśnieniem , u zysku jąc  przy  rozprężeniu  
w yrzucen ie  części zabarw ionej treści. Do dośw iadczeń  b rano  około 10 g 
w ilgo tnych  bak ter i i  i używ ano  2,5% roz tw ór barw nika. Po infiltrowaniu  
indyga  d robnoustro je  p rzem y w an o  na sączku w odą celem usunięcia  n ad ­
m iaru  barw nika .  P rzem yw anie  p row adzono  100 ml porc jam i w ody  do 
uzyskan ia  p raw ie  b ezbarw nych  pop łuczyn . B akterie  po przem yciu  p o d ­
daw an o  działaniu  dw utlenku  w ęgla  pod ciśnieniem. W  czasie rozpręża­
nia d w u tlen ek  w ęgla usuw ał część zaw artośc i kom órkow ej.  Przy p rze ­
m yciu  ko m ó rek  100 ml w ody  w y rzu co n e  indygo zabarw ia ło  pop łuczyny  
i dało się oznaczyć k o lo rym etryczn ie  (fo tokolorym etr  Pulfricha filtr 
S61). W y n ik  p o ró w n y w an o  z zaw arto śc ią  indyga  w os ta tn ich  pop łuczy­
n ach  przed  zabiegiem.

W y n ik i  ilościowe do tyczące u su w an ia  indyga  z kom órek  uprzednio  
w p ro w ad zo n eg o  do nich zebrane  są w tab licy  4. W  kolum nie  5 podane  
są ilości in d y g a  zaw arte  w osta tn ich  p o p łuczynach  przed  działaniem
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d w u tlen k u  w ęg la  p rzy ję te  za ślepą próbę. R u bryka  7 p rz ed s taw ia  ilości 
b a rw n ik a  u su n ię teg o  z d ro b n o u s tro jó w  p rzy  użyc iu  d w u tlen k u  w ęg la  
po uw zg lęd n ien iu  ś lepych  prób. W  tab licy  4 są jednocześn ie  p o d an e  w y ­
niki prób  kon tro lnych .  P ró b y  kon tro lne  p o lega ły  na  tym, że d robno­
u s tro je  w  ro z tw o rach  b a rw n ik ó w  pod d aw an o  od razu  c iśn ien iu  azotu. 
D alsze p o s tęp o w an ie  było ana log iczne  ja k  w p ró b ach  w łaśc iw ych . Cyfry 
w  ko lum nie  8 w skazują , że ilości u sun ię tego  in d y g a  w p ró b ach  w łaśc i­
w y c h  p rzek ra cza ją  dziesięc iokro tn ie  ilości zaw arte  w  p ró b ach  k o n tro l­
nych . Dow odzi to, że w p ro w ad zo n y  przez nas  b a rw n ik  znalazł się is to t­
n ie  w e w n ą trz  kom órki, zab a rw ia jąc  jej treść.

O p isan y m  w yżej sposobem  p o s tęp o w an ia  pos łuży liśm y się, b y  raz 
jeszcze  udow odnić , że s to so w an e  przez nas b a rw n ik i  nie d y fu n d u ją  sa­
m orzu tn ie  do kom órek. W  ty m  celu zaw ieszano  b ak te r ie  na  okres  24 go­
dzin w  2,5% roz tw orze  indyga ,  po czym p rzem y w an o  je  do osiągnięc ia  
p ra w ie  b ez b a rw n y c h  pop łuczyn . D robnoustro je  p o d d aw an o  nas tępn ie  
dz ia łan iu  d w u tlen k u  w ęg la  pod  ciśnieniem. Po rozp rężen iu  dw utlenku  
w ę g la  p rzem y w an o  b ak te r ie  100 ml w o d y  i oznaczano w p rzesączu  za­
w a rto ść  indyga. O znaczone ilości p o d an e  w ru b ry ce  3 tab l icy  5 p o ró w ­
n y w a n o  z ilością indyga  w y m y teg o  100 ml p o rc ją  w o d y  przed  dzia ła­
n iem  d w u tlen k u  węgla. W y n ik i  w sk azu ją  w y raźn ie  na  b ra k  dyfuzji in ­
d y g a  do k o m ó rek  b a k te ry jn y c h  w norm alnych  w aru n k ach .

T a b l i c a  5

D ośw iad czen ia  w yk azu jące brak dyfuzji indyga do kom órek M y c o b a c te r iu m  phlei.
Czas dyfuzji indyga: 24 godziny . S tężen ie barw nika 2,5 % . Czas rozprężania  

CC>2 : 1,5 m inuty. In dygo  w 100 ml popłuczyn bak teryjnych

N r
d o ś-
w iad.

S u ch a  
m asa b a k ter ii 

w  g

Indygo u su n ię te  z drobno­
u strojów  w  m g

przed d z ia ła ­
n iem  c o 2

po dzia łan iu
c o *

1 0,925 0.070 0,078

2 1.035 0,080 0.080

3 0,700 0,070 0,075

N r
rubr.

1 2 3

C hcąc  uzyskać  k ry ty czn ą  ocenę p rzydatnośc i naszej m etody, p o ró w ­
n a liśm y  ją  z m etodą infiltracji  przez liofilizację.

B ak ter ie  liofilizowano z roz tw oru  soli fizjologicznej, s tosu jąc  p rz y ­
ję te  na ogół w a ru n k i  p rzy  liofilizacji d ro b n o u s tro jó w  (Kuryłowicz, Kuź-
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niecow  i K ossakow ski (4), Kolesow  (2) ). N ie  m ożna było liofilizować 
b ak ter i i  z p ły n ó w  ochronnych , za w ie ra ją cy ch  znaczną ilość d o d a tk o ­
w y ch  substancji,  pon iew aż m og ły b y  one in te rfe row ać  w badan iach ,  j a ­
kie zak reś la ją  nam  cele infiltrow ania. Do ok reś lan ia  ilości ży w y ch  b a k ­
terii s tosow ano podobnie  j a k  p rz y  in fi l trow aniu  m etodę  p ły tk o w ą .  
W  p rz y p ad k u  kontro li  s tosow ano  rozcieńczen ia  1 : 10°, 1 : 10“ i 1 : 10 8, 
w p rzy p ad k u  zaś d rob n o u s tro jó w  liofi lizow anych  rozc ieńczen ia  1 : 104, 
1 : 10’’ i 1 : 10°. Jak o  p u n k t  w y jśc ia  p rzy ję to  zaw iesinę  b ak te r i i  o 80% 
absorpcji.  W y k o n a n e  m etodą  p ły tk o w ą  b ad an ia  w p ły w u  liofilizacji na 
żyw otność  M y co b a c ter iu m  phle i  w y k aza ły ,  że po dz ies ięc iodn iow ym  
przech o w y w an iu  l io filizow anych b ak te r i i  w  tem p era tu rze  p o k o jo w e j ży ­
w otność w ynosiła  około 2%. T ak  n iska  p rzeżyw alność  nie p o zw ala  n ie ­
s te ty  zastosow ać liofilizacji do n aszy ch  celów. Być może u d a ło b y  się 
znaleźć jak ieś  och ronne  roz tw ory , k tó ry ch  zas tosow anie  zw iększy łoby  
p rocen t  p rzeży w a jący ch  bak ter i i  i k tó re  n ie in te rfe ro w a ły b y  w  p ó źn ie j­
szych badaniach . Tego rodzaju  p o szu k iw an ia  jed n ak  leżały  poza  g ra n i­
cami w y tk n ię ty ch  celów.

Dyskusja

O p raco w an a  przez nas m etoda  in f il trow ania  d ro b nous tro jów  s tw arza  
możliwości w p ro w ad zan ia  różnych  substancji  do w n ę trza  kom órek .  N a 
p rzyk ładzie  M yco b a c ter iu m  phlei  u d ow odn iono  infil trow anie  b a rw n i­
ków, k tó re  nie zab arw ia ły  ży w y ch  d robnoustro jów . Zarów no p ró b y  j a ­
kośc iow e z indygiem, z ielenią  jo d o w ą  i z ie len ią  mocną, jak  i o zn acze­
n ia  ilościowe z indygiem  udow odn iły  in fi l trow anie  substancji  n iedyfun- 
d u jący c h  do w nę trza  bakterii.  S to sow ane zabiegi nie u szkadza ją  k o m ó ­
rek, czego dow odem  by ły  w ynik i b ad ań  żyw otnośc i d ro b n o u s tro jó w  
przep row adzone  m etodą p ły tkow ą. Z as to so w an ie  m etody  infiltrac ji  roz ­
szerza możliwości b adań  nad  p rzem ianą  n ieuszkodzonych  kom órek , p o ­
zw a la jąc  obejść pow ażną  p rzeszkodę  w tego  rodzaju  dośw iadczen iach , 
ja k ą  je s t  n ieprzepuszczalność otoczki kom órkow ej.  O czyw iście  t rudno  
oczekiw ać, aby  infiltrow anie  o tw iera ło  d rogę  dla w szystk ich  zw iązków  
do w nę trza  komórki. P raw dopodobn ie  m ożliw ość ta ogran iczy  się ty lko  
do p ew n y ch  w ielkości cząsteczek, a także  ład u n k i  e lek try czn e  za rów no  
otoczki, ja k  i w prow adzanego  zw iązku  nie b ęd ą  tu  bez znaczenia .

P odana  m etoda  może być za s to so w an a  n ie  ty lko  do d ro b n ous tro jów , 
lecz także do innego m ater ia łu  bio logicznego. Z ale tą  jej je s t  m ożliw ość 
u ży c ia  za rów no do w prow adzan ia , ja k  i u su w an ia  substancji  z k o m ó rek  
bez ich uszkodzenia.
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W y d a je  się nam , że p rzy d a tn o ść  podane j przez nas zasady  in f i l trow a­
nia p rzek racza  ra m y  w y p ra co w a n e j  m etody  i że zasada  ta  m ogłaby  być  
uży ta  z po ży tk iem  do ró żn y ch  ce lów  spec ja lnych . W a r to  b y  na p rzy k ład  
sprawdzić, czy p rzez  zas tosow an ie  nagłego  rozprężan ia  nie da łaby  się 
przekszta łc ić  w  m etodę  dez in teg rac ji  oszczędzającą  u k ład y  en z y m a­
tyczne.

P oczuw am y się do m iłego obow iązku  podziękow ać P anu  Doc. K. Z a­
krzew sk iem u  za p rzep ro w ad zen ie  liofilizacji b ad a n y ch  przez nas d ro b n o ­
ustro jów  i P an u  M gr inż. A. F e l ty n o w sk iem u  za w y k o n an ie  zdjęć e le k ­
tronow ych.

Streszczenie

W  p oszuk iw an iu  m ożliw ości b ad an ia  przem ian  n ieuszkodzonego m a ­
teria łu  b io logicznego op raco w an o  m etodę  infi l trow ania  drobnoustro jów . 
Polega ona na  w y tw o rz en iu  sz tucznych  przes trzen i gazow ych  w ew n ątrz  
kom órek. U da je  się to o s iągnąć  za pom ocą  w y sy can ia  w ilgo tnych  b a k ­
terii d w u tlenk iem  w ęg la  pod  c iśn ien iem  50 atmosfer. Przy  rozprężan iu  
uchodzący  d w u tlen ek  w ęg la  u su w a  część zaw artośc i  kom órki. N a m ie j­
sce p rzestrzen i g azo w y ch  w ko m ó rce  w p ro w ad za  się roz tw ór bad an e j  
substancji  s to su jąc  azot pod c iśn ien iem  50 atmosfer. S tosow ane zabiegi 
nie zm nie jsza ją  żyw otnośc i  M y cobac terium  phlei,  co stw ierdzono p rzy  
pom ocy  m etody  p ły tk o w ej .  U dow odniono , że w czasie rozprężania  d w u ­
t len k u  w ęgla  zos ta je  u su n ię ta  część zaw artośc i  kom órki, oznacza jąc  
w uzy sk an y m  tą  drogą p łyn ie  g likozę i azot am inow y. M etoda  pozw ala  
w prow adzać  do k o m ó rek  su b s tan c je  n iedy fundu jące  do nich w n o rm a l­
n ych  w aru n k ach .  S tw ierdzono to na  p rzyk ładzie  M y cobacterium  phlei,  
do k tó ry ch  p rzy  pom ocy  tej m e to d y  w prow adzono  barw nik i,  k tó re  n o r ­
m alnie  nie zab a rw ia ły  ty ch  d robnoustro jów . Do b adań  użyto  indygo, 
zieleń jodow ą oraz zieleń  m ocną. M etodę  infi l trow ania  m ożna by  za s to ­
sow ać nie ty lko  do d robnoustro jów , lecz także  do innego m ater ia łu  b io ­
logicznego. Przy  użyciu  opisanej p ro c ed u ry  m ożna w prow adzać  ja k  
i u suw ać su b s tan c je  z k o m ó rek  bez ich uszkodzenia. W y d a je  się, że 
m ożna by  ją  rów nież  zas tosow ać  do n iszczenia s t ru k tu ry  kom órkow ej 
p rzy  dobran iu  odpow iedn ich  w a ru n k ó w  ciśn ien ia i szybkości rozp ręża­
nia d w u tlen k u  węgla.
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MHc£>MJIbTPAL;MH M M K PO O PrA H M 3M O B  

P e  3  k> m  e

B n O H C K a X  B 0 3 M 0 Z K H O C T C H  H C C A e A O B a H H H  O Ó M e H a  B e i J g e C T B  H e n O B p O Z K A C H H O r O  

Ó H O A o r H n e c K o r o  M a T e p n a A a  p a s p a b o T a H  m c t o a  H H ( p H A b T p a ^ H  M H K p o o p r a H H 3 M O B .  

O h  3 a K A K ) H a e T C H  B 0 6 p a 3 O B a H H H  H C K y C C T B e H H b I X  r a 3 0 B b I X  n p O C T p a H C T B  B H y T p H  

K A e T O K .  3 t o  A O C T H r a e T C H  n y T e M  H a c b i m e H H H  B A a z K H b i x  6 a K T e p H H  A B y o K H C b i o  y r A e ­

p o A a  n o A  A a B A e H H e M  5 0  a T M O c c p e p .

n PH CHHZKeHHH A a B A e H H H  y x o A H i j g a H  A B y o K H C b  y r A e p o A a  y h o c h t  u a c T b  c o -

AepZKHMOrO KAeTKH.

B  a 6 p a 3 0 B a B u i e e c H  b KAeTKe n p o c x p a H C T B O  b b o a h t c h  p a c T B o p  HccAeAyeMOH 

cy6cTaHL£HH, n p H M e n H H  a 3 0 T  n o A  AaBAeHHeM 5 0  aT M o ccp e p .  F I p H M e H H e M b i e  o n e -  

payHH He yMenbuiHAH ?KH3HeAeHTeAbHocTH M y c e b a c t e r i u m  p h le i .

Ż^OKa3aHo, h t o  npH c h h z k c h h h  AaBAeHHH AByoKHCH yrAepoAa yAaAneTCH nacTb 
coAepzKHMoro k a c t k h ,  nocAe nero onpeAeAHeTCH b  noAyneHHOH TaKHM o6pa30M 
z k h a k o c t h  rAK)K03a h  a30T aMHHorpynnbi. 3 t o t  m c t o a  AeAaeT b o s m o z k h m m  BBe- 

AeHHe b  KAeTKy cy6cTanyHH He AHcpcpyHAnpyio ujeii b  Hee npH nopMaAbHbix ycAO- 
b h h x .  3 t o  oÓHapyzKeHo npn  paóoTe c M yc .  p h le i ,  b  KOTopbie no aTOMy m ctoay  
yAaAocb b b c c t h  KpacHTeAH, He oKpauiHBaioiiiHe 6aKTepmi n p n  HopMaAbHbix ycAO- 
E H H X .  / I a H HCCAeAOBaHHH npHMCHCHbl: HHAHTO.

MeTOA HHCpIIAbTpaUHH MOZKHO npHM eHHTb He TOAbKO n p H  HCCAeAOBaHHH 

M H K poopraH H 3M O B , n o  h  n p n  HCCAeAOBaHHH A p y r o r o  Ó H O A orH H ec K oro  M a T e p n a A a .  

P a ó o T a n  n o  yK a3 aH H 0 M y  MeTOAy m o z k h o  b b o a h t h  b  k a c t k h  h  yA aA H T b H3 h h x  

c y 6 c T a H y H K )  He p a 3 p y m a n  n p n  s t o m  k a c t k h .  K a z K e T c n  h t o  s t o t  m c t o a  m o z k h o  

npH M eH H Tb a a h  p a a p y m e H H H  k a c t k h ,  A o 6 n p a n n p n  s t o m  c o o T B e T C T B y io m e e  A a -  

b AeHHe h  6 b iC T p o T y  pa3pH H ieH H H  AByoKHCH y r A e p o A a .
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INFILTRATING OF MICROORGANISM S 

S u m m a r y

A  techn ique  in v o lv in g  infi l tra tion  of bac te r ia l  cells has been  d e v e ­
loped in the sea rch  for a su itab le  m ethod  of conduc ting  m etabolic  s tud ies  
on undam aged  bio logical m ateria l.  It is based  on the p roduc tion  of an 
artificial expansion  of gas w ith in  the cells, w h ich  is ach ieved  by s a tu ra ­
tion of the m oist b ac te r ia l  cells w ith  ca rbon  dioxide at 50 a tm ospheres  
pressure.  D uring the  su b seq u en t  decom press ion  the carbon  d ioxide  
expels  par t  of the cell consti tuents .  T he  gaseous  area  w ith in  the cells 
is then  occup ied  by  a so lu tion  of the  subs tance  un d er  investigation , 
w hich  is in troduced  b y  m eans  of m b o g e n  u n d e r  50 a tm ospheres  pressure .  
By m eans of the  p la te  m ethod  is w as  show n  th a t  the described  p ro ced u re  
did not d ec rease  the  v i ta l i ty  of M yc. phlei. The d isp lacem ent of p a r t  
of the cell consi tuen ts  b y  ca rbon  d ioxide  has  been  p roven  by  d e te rm i­
nations of g lucose  and  am ino-N  in the  ex pe lled  solutions.

The m ethod  m akes possib le  also the  in troduction  of substances  non- 
diffusible u n d e r  norm al conditions. In th is  w ay  some dyes, such  as 
indigo, iodine g reen  and  fast green , w h ich  do not norm ally  stain M yc. 
phlei, have  b een  in troduced  into the  cells. The infiltration  m ethod  can  
be applied  not only to m icroorganism s, b u t  also to o ther  biological m a ­
terial. In troduc tion  and  rem ova l  of su b s tan ces  from the cells can  be 
accom plished  w ithou t d es t ru c tio n  of the  ce llu lar  s tructure .

O trzym ano 12.1.1955.

6*
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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 N o  2

RYSZARD NIEMIRO

ZALEŻNOŚĆ ZAWARTOŚCI W APNIA SUROWICY KRWI 
OD STĘŻENIA BIAŁKA

Z Zakładu C hem ii  F iz jo log iczne j  A k a d e m i i  M e d y c z n e j  w  Gdańsku  
K iero w n ik :  Proi. dr  W l.  M o zo ło w sk i

O d daw na w iadom o, że w apń  surow icy  w y s tęp u je  w dw óch fizjolo­
g icznych  postaciach: jak o  w apń  dy fu n d u jący  i n iedyfundu jący .  W ap ń  
n iedyfundu jący  je s t  zw iązan y  z b ia łkam i surowicy. W a p ń  dyfundujący , 
ła two przechodzący  przez śc iany  naczyń  krw ionośnych ,  jes t  częściowo 
zjonizow any, częściow o zw iązany  z kw asem  cy trynow ym .

Pom iędzy b ia łkam i su row icy  i obydw om a postaciam i w apn ia  is tn ie je  
ścisła zależność. Tę za leżność m ożna w yraz ić  ogólnym  w zorem  (3, 5, 6,

Tot. Ca —  w apń  ca łkow ity ;  Tot. Prot. —  białko ca łkow ite ; m i b p rzed ­
s taw ia ją  w artości stałe. W a rto śc i  tych  s ta łych  u poszczegó lnych  au to rów  
są różne. Z pod an eg o  w zo ru  widać, że pom iędzy  b ia łkam i i w apniem  
su row icy  is tn ie je  za leżność  da jąca  się p rzeds taw ić  na w ykres ie  jako  
linia prosta . W a rto ść  m  o k reś lać  będzie  n achy len ie  prostej,  to jes t  ile 
w apn ia  w iąże 1 g białka. S ta ła  b określa , o ile ta  p ros ta  będzie p rzesu n ię ­
ta poza zero u k ład u  w spó łrzędnych , to jes t  s tężenie  w ap n ia  dyfundują- 
cego. M cLean i H astings  (9) u w aża ją  po łączen ie  w apnia  z b iałkam i za 
s łaby  e lek tro lit  m a jąc y  p e w n ą  stałą dysocjac j i  K

Porów nan ie  w zoru  (B) z (A) p rzeds taw iać  będzie s tałą  m  rów now aż-

kres  zależności s tężen ia  w a p n ia  od s tężen ia  b ia łek  su row icy  u M cLeana 
i H astingsa  (9) p rzed s taw ia  się jako  linia prosta. W ed łu g  Ludeviga 
i w spó łp racow ników  (11) s tosunk i  zachodzące pom iędzy  w apniem  i b ia ł­

9, 11, 14). 

(A) Tot.Ca — m  X Tot.Prot. +  b.

(B) k  =  !Ca! ! l [p r o t~l
[CaProt.]

ną w artości

[213]
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kam i su ro w icy  są bardziej złożone, aniżeli to p rzed s taw ia  w zór (B). U ży­
cie u l t racen try fu g i  (11) dało m ożność oznaczenia  w ap n ia  w jednej  s u ­
row icy  p rzy  różnych  s tężen iach  b ia łka  dzięki temu, że bad an o  różne 
w a rs tw y  w iro w an e j  surow icy. W  p ew n y ch  g ran icach  zależność s tężen ia  
w ap n ia  od s tężenia  b ia łek  p rzed s taw ia  się jako  linia prosta . Badano 
surow icę  ludzi chorych  i su row icę  końską. M cLean i H astings (9) p o d a ją  
dla s ta ły ch  m  i b w artości, k tó re  w ylicza ją  jako  średn ie  d an y ch  z p ięciu  
różnych  prac. Stałe m  i b o trzym ane p rzy  pom ocy  u l tracen try fu g i  (11) 
różnią się od w artości  s ta ły ch  przez n ich  podanych .  Z jedne j  s trony, 
z w y n ik am i osiągnię tym i p rzy  pom ocy  u l tracen try fu g i  nie zgadza się 
pogląd, że w ap ń  dy fu n d u jący  jes t  p raw ie  ca łkow ic ie  z jon izow any. Z d ru ­
giej s trony , budzi pow ażne  zastrzeżen ia  u jm ow an ie  po łączen ia  w ap n ia  
z różnym i białk,ami su row icy  jed n ą  s ta łą  dysocjacji.  W  os ta tn ich  la tach  
bad an ia  M ar t in a  i Perk insa  (12) w y k aza ły  bardzo różne p o w in o w ac tw o  
w ap n ia  do b ia łek  surow icy. Sposób p re p a ro w a n ia  i oczyszczania b ia łek  
ma tu  is to tny  wpływ.

W  dos tęp n y m  mi p iśm ienn ic tw ie  nie zna lazłem  pracy , k tó ra  b y  
w y k o rz y s ta ła  na tu ra ln ą  u ltra f i l t rac ję  do badań  nad  za leżnością  b ia łek  
i w ap n ia  surow icy . O becna  p raca  m a na  celu oznaczen ie  s ta łych  m  i b 
p rzy  pom ocy  na tu ra lne j  ultrafiltracji.

M etody

Z w iększen ie  u ltrafi l trac ji  k rw i z k rw iob iegu  do tk a n e k  da je  m ożność 
w p ew n y c h  g ran icach  zw iększan ia  s tężenia  tych  w ie lk o cząs teczk o w y ch  
sk ład n ik ó w  krwi, k tó re  nie p rzechodzą przez śc iany  kapilar . W  tej p ra cy  
w y k o rz y s tan o  dw a sposoby zagęszczania  krwi; je d e n  przez zm ianę p o ­
s taw y  cz łow ieka  z leżącej na pochy łą  (16), drugi przez  zas tosow an ie  
sztucznego zastoju.

D ośw iadczen ia  p rzeprow adzono  na su b iek ty w n ie  zd ro w y ch  osobn i­
k ach  obu płci w w ieku  od lat 18 do 27. O sobnikom  będ ący m  na czczo 
po b ie ran o  d w u k ro tn ie  k rew  bez zasto ju  z żyły  łokciow ej,  p ie rw szy  raz 
po p ó łgodz innym  leżeniu  z możliwie daleko  idącym  ogran iczen iem  ru ­
chów; drugi raz po trzydziesto-do  cz te rdz ie stom inu tow ym  p o zo s taw an iu  
b ad an eg o  w  postaw ie  pochy łe j  pod kątem-54° do poziom u, na  spec ja ln ie  
do tego ce lu  p rzy s to so w an y m  łóżku. Przy drugim  sposobie zagęszcza­
nia k rw i osobom  b ędącym  na czczo pob ie rano  k re w  bez zasto ju  po p ó ł ­
godzinnym  leżeniu. N astęp n ie  opaską ap a ra tu  do m ierzen ia  c iśn ien ia  
uc iskano  ramię. S tosow ano tak ą  siłę ucisku, aby  m an o m etr  w y k a zy w a ł  
c iśnienie pom iędzy  c iśnieniem  skurczow ym  i rozkurczow ym . W  ten  spo ­
sób w y tw o rz o n y  zastój k rw i u trzy m y w an o  przez 3 —  10 minut, w cza­
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sie k tó reg o  p o b ie ran o  k rew  jeden  raz, dw a lub trzy  razy. Z a rów no  zm ia ­
na p o s taw y  cz łow ieka, ja k  i k ró tk o trw a ły  sztuczny  zastój k rw i n ie  p o ­
c iąg a ją  za sobą w idocznych  zmian jak o śc io w y ch  b ia łek  su ro w icy  (2, 13).

Surow icę  oddzielano  po dw ugodzinnym  pozostaw an iu  k rw i w  tem ­
p e ra tu rze  p o k o jo w e j  przez d w ukro tne  w irow anie . Do oznaczeń  b rano  
ty lko  su row icę  n iezhem olizow aną. W a p ń  oznaczano w ed łu g  m eto d y  
K ram era  i T isdalla  w m odyfikac ji  C la rka  i Collipa (15). Białko ca łkow ite  
w yliczano  z re frakc ji  su row icy  oznaczonej re frak to m etrem  zan u rzen io ­
w y m  Pulfricha w  tem p era tu rze  20°C. Od w spó łczynn ika  re frakc ji  su ro ­
w icy  od e jm o w an o  w spó łczynn ik  refrakc ji  u l tra f i l tra tu  ró w n y  1,33574, 
a o trzy m a n y  w y n ik  dzielono przez 1,81 X10- 6 , to znaczy  p rzez  w a r to ść  
o d p o w iad a ją cą  p rzy ro s to w i re frakc ji  na 1 g b ia łka  w  100 ml (16).

W yniki

Przez zm ianę  p o s ta w y  badanego  z leżącej na p o ch y łą  u leg n ą  zagęsz­
czeniu  sk ładn ik i w ielkocząsteczkow e, a w ięc b ia łka  osocza oraz te  su b ­
stanc je ,  k tó re  są z nimi związane. W y n ik i  o trzym ane p rz y  zm ian ie  p o ­
s taw y  p rzed s taw ia  tab lica  1.

T a b l i c a  1
Zm iany stężen ia  w apnia su row icy  krwi człow iek a  w  za leżn ośc i od p osta w y

S tężen ie  Ca 
w  m g %

S tężen ie  b ia łek  
w  g /100 m l

P ostaw a P ostaw a P ostaw a P o sta w a
leżąca pochyła leżąca pochyła

1 10,7 11,4 7,9 8,8

! 2 10,1 10,6 7,35 8,05
i 3 9,9 ro,5 7,8 8,5

4 10,9 11,3 7,2 7,8
5 10,7 11,2 7,4 8,0
6 9,7 10,3 7,6 8,3
7 11,0 11,3 7,85 8,15
8 10,2 10,8 7,3 8,4
9 10,4 11,0 6,9 7,9

10 10,4 10,9 7,4 8,3
11 9,5 9,8 7,4 7,9
12 10,3 10,8 6,55 6,8
13 9,8 10,8 7,8 8,5

D ane  tab licy  1 w skazują , że zm iany  stężenia  b ia łka  i w a p n ia  su ro w i­
cy są jed n o k ie ru n k o w e .  J e d n a k  osiągn ię te  p rzy ro s ty  w  s tężen iu  b ia łka  
i w a p n ia  są zby t  małe, aby  m ożna było  użyć je  do w y liczen ia  s ta ły ch
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m  i b. W  p rzy p ad k u  9 tab l icy  1 p rzeprow adzono  dośw iadczen ie  w  ten 
sposób, że pob ierano  k rew  trzykro tn ie :  w  pozycji leżącej, p o chy łe j  i zno­
w u  leżącej. U zyskane  w yn ik i  w skazu ją ,  że za rów no wzrost, j a k  i sp a ­
d e k  stężenia  b ia łka  p o c iąg a  za  sobą w zros t  i spadek  s tężen ia  w apnia . 
O dp o w iad a jące  sobie stężen ia  w ap n ia  i b ia łka  są nas tępu jące :  

w apń : 10,4; 11,0; 10,8 mg %, 
białko: 6,9; 7,9; 7,7%.
Drugim  sposobem  zagęszczan ia  k rw i było  ¡stosowanie zasto ju . U zy­

skano  dość znaczne zagęszczenie  krwi. W  n iek tó ry ch  p rz y p a d k a c h  s tę ­
żen ie  b ia łka  w zrasta ło  pow yże j  50% w artośc i  w yjśc iow ej.  U zyskane  w y ­
niki zosta ły  p rzeds taw ione  na  tab licy  2.

T a b l i c a  2
S tężen ie  w apnia i b ia łk a  su ro w icy  krw i otrzym anej bez zastoju  i w  zastoju  oraz stałe  

rów nania (A) w iążące  te w ie lk o śo i ze  sobą:

m  =  mM  Ca zw iązane z l g b ia łka  = ---------------------
Bi B„

b =  mM Ca nie zw iązan e  z b ia łk iem  =  [Ca0 — m - B a]

Stęż. Ca w  m M /K g H 20 Stęż. b ia łek  w  g/lOOg H aO

m bw  sur. 
k rw i 

bez zast.

w  su ro w icy  k rw i 
zagęszczonej***

w  sur. 
krw i  
bez  
zast.

w  su ro w icy  krw i 
zagęszczonej***

1 2 3 1 2 3

1 2,84 3,32 8,4 11,6 0,150 1,58
2 2,84 3,46 7,9 12,5 0,135 1,74
3 2,93 3,14 8,3 9,9 0,150 1,66

4 2,78 3,00 7,8 9,2 0,157 1,56
5 2,75 3,15 7,8 11,0 0,128 1,75
6 2,77 2,93 7,5 8,7 0,133 1,77
7 2,98 3,23 3,26 7,8 - 9,6 10,0 0,133* 1,94*
8 2,72 2,92 3,04 7,8 9,4 10,2 0,129* 1,71*
9 2,68 2,82 2,96 8,0 8,8 9,6 0,175** 1,28**

10 2,77 2,97 3,16 3,54 8,1 9,4 10,6 13,3 0,153* 1,53*

śred n io 0,143 1,69

* P o d a n e  w a r t o ś c i  s ą  ś r e d n im i w a r t o ś c ia m i  w y l ic z o n y c h  d la  p o s z c z e g ó ln y c h  z a g ę s z c z e ń .
** W a r to ś c i  n ie  u w z g lę d n io n e  p r z y  o b lic z a n iu  ś r e d n ic h .
*** S u r o w ic e  k r w i z a g ę s z c z o n e j :  z n a c z o n e  1 p o c h o d z ą  z  k r w i  p o b r a n e j  w  p r z y b l iż e n iu  p o

t r z e c h  m in u t a c h  o d  p o c z ą t k u  z a s to ju ;  z n a c z o n e  2 w  p r z y b l i ż e n iu  p o  p ię c iu  m in u ta c h ,  
z a ś  s u r o w ic a  z n a c z o n a  3 z o k o ło  o ś m iu  m in u t  o d  p o c z ą tk u  z a s to ju .

Stężenie b ia łek  su row icy  w yrażano  w  g na 100 g H 2O. W yliczen ia  
op ar to  n a  rów naniu: w oda  (ilość g w 100 ml surow icy) =  99,0 — 0,75 X P. 
P =  ilość g b ia łka  w 100 ml surowicy. S tężenie w ap n ia  w y rażo n o  w mM 
n a  Kg H 20 .  W yliczen ie  p rzeprow adzono  w  oparc iu  o to samo rów nanie  
co dla białek. W arto ść  m  p rzeds taw ia  s to su n ek  p rz y ro s tu  s tężenia  w a p ­
n ia  do p rzyros tu  s tężenia  b ia łek  surow icy. P rzedstaw ić  to m ożna wzorem:
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(C) m  = [Caxj — [Ca0]
Bx — B0

Bo i [Ca0] — s tężen ie  b ia łka  i w ap n ia  su row icy  krw i bez zasto ju , 
Bi i [Cai] — s tężen ie  b ia łka  i w ap n ia  surow icy  k rw i zagęszczonej.  
W arto ść  m  p o d a je  ile mM  w ap n ia  jes t  zw iązanych  z 1 g b ia łka . W a r to ść  
b p rzeds taw ia  stężen ie  w ap n ia  nie zw iązanego z białkami. W yliczono  ją  
z ró w n an ia  (A). Ś redn ia  w arto ść  dla m  w ynosi 0,143, d la  b 
1,69 mM/Kg H 20 .  Jeże l i  we w zorze  (A) podstaw im y  w artości dla m  i b, 
p rzeds taw iać  się on będzie  nas tępu jąco :

Tot. [Ca] =  0,143 X p ro t. + 1,69.

Jeżeli  dane tab l icy  2 p rzed s taw i się w  ten  sposób, że stężenie  w a p n ia  
w yraz im y  w mg/100 ml, a b ia łko  w  g / l00 ml, 4o ś redn ia  w a r to ść  dla m

Rys. 1. W ykres za leżn ośc i stężen ia  w apnia od 
stężen ia  b ia łek  su ro w icy  przypadków : 7, 8, 9, 10 

ta b licy  2 .

w ynies ie  0,51, zaś dla b 6,7 mg %. W zó r  dla w apn ia  ca łkow itego  su ro w i­
cy p rzeds taw iać  się będzie  n as tęp u jąco -

Tot. Ca = 0,51 X Prot. + 6,7.

W  p rzy p ad k u  9 tab licy  2 (kobieta) w artośc i  m  i b w yraźn ie  o d b ieg a ­
ją  od pozostałych. W arto ść  m w y n o s i  0,175. J e s t  to być może p rz y p a ­
dek  w y ją tk o w o  w ysok iego  p o w in o w a c tw a  w apnia  do surowicy. D latego 
nie p rzy ję to  tej w arto śc i  p rzy  ob liczan iu  średn ich  w artości m i b.

Doświadczenia , dla k tó ry ch  oznaczono co najm niej trzy  p u n k ty  
p rzedstaw iono  w ykresem . W y k re ś lo n e  p ros te  ek s trap o lo w an e  do s tęże ­
nia b ia łka  rów nego  zero w y zn acza ją  na osi rzędnych  w artość  b (s tęże­
nie w apn ia  dyfundującego).
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Dyskusja

W y k o rzy s tan ie  uk ładu  naczyn iow ego  żyw ego  cz łow ieka  jak o  u ltra -  
sączka do badań  nad  zależnością s tężenia  b ia łek  i w ap n ia  su row icy  dało 
możność sp raw dzenia  in v iv o  dośw iadczeń  w y k o n y w a n y c h  poprzedn io  
in vitro. W artośc i  o trzym ane dla w apn ia  dyfundu jącego  p rzy  po m o cy  
na tu ra lne j  u ltrafiltrac ji  są w przybliżen iu  zgodne z danym i tych  a u to ­
rów  (7, 8, 10, 11), k tó rzy  tę w artość  oznaczali in v itro  (uUrafiltrac ja p rzez  
różne sztuczne błony  napółprzepuszczalne , u ltracen try fuga) .  W a p ń  dy- 
fu ndu jący  stanow i w przyb liżen iu  60% w apn ia  ca łkow itego . R eszta  
w ap n ia  zw iązana jes t  z b ia łkam i surowicy. J a k ą  część w a p n ia  n iedyfun- 
du jącego  w iążą album iny, a j a k ą  g lobuliny  nie da je  się dok ładn ie  o k re ­
ślić. D rinker i w sp ó łp racow nicy  (4) w ykazali,  że różne  f rakc je  glo- 
bu linow e m ają  różne stałe  dysocjacji,  a M artin  i Perk ins  (12) s tw ierdz il i  
bardzo różne p ow inow actw o  w apn ia  do b ia łek  su row icy  w za leżności od 
sposobu ich p rep a ro w an ia  i oczyszczania. S tąd też do ty ch czaso w e  d an e  
do tyczące ilości w apnia  zw iązanego z a lbum inam i i g lobulinam i budzą  
zastrzeżenia.

M cLean i H astings (9) pos ługu jąc  się w y izo lo w an y m  sercem  żabim  
oznaczyli stężenie  jo n ó w  Ca w surow icy  krwi. W y n o s i  ono średn io
1.25 mM/Kg H 20 .  Z p racy  ich w ynika, że p rak ty czn ie  b io rąc  ca ły  w a p ń  
d y fundu jący  jes t  zjon izow any, a ty lko n iew ie lk a  ilość około  
0,15 m M /H 20  jes t  n iezjonizow ana. Takie  u jęc ie  nie zgadza się z w y ­
nikam i osiągniętym i p rzy  pom ocy  u l tracen try fu g i  (11) i n a tu ra ln e j  
ultrafiltracji.  W arto ść  w apn ia  dy fundującego  n iez jon izow anego , p rz y j ­
m ując  z p racy  M cLeana i H astingsa  (9) poziom  jo n ó w  Ca ró w n y
1.25 mM/Kg H 20 ,  w ynosi w edług  Ludeviga i w sp ó łp raco w n ik ó w  (11) o k o ­
ło 0,5 mM/Kg H 20 ,  a z d an y ch  'tej p racy  około 0,45 mM/Kg H 20 .  S ta łą  
m  rów ną  0,188 M cLean i H astings (9) o trzym ali ob licza jąc  ją  jak o  ś red n ią  
z pięciu  prac różnych  au torów , u k tó ry ch  te w arto śc i  w a h a ją  się w dość 
szerokich  g ran icach  od 0,140 do 0,250. Ś rednia z p ięc iu  liczb o tak  dużym  
rozrzucie  budzi zastrzeżenia, tym  bardziej, że nie w szy s tk ie  te w a r to śc i  
by ły  o trzym ane z bad ań  nad  su row icą  ludzi. B adania  za leżności b ia łek  
i w apn ia  surow icy  przy  pom ocy  u l tracen try fug i (11) d o s ta rczy ły  danych ,  
k tó re  są w dość dużej zgodności z w ynikam i os iągn ię tym i p rzy  p o m o cy  
na tu ra lne j  u ltrafiltracji.  Dla stałej m  Ludevig i w sp ó łp raco w n icy  (11) 
u zy sk u ją  w artość  0,150 jako  średn ią  sześciu p rz y p a d k ó w  ludzi ch o ry ch  
na  różne choroby. W arto ść  m  tej p ra cy  w ynosi 0,144. Różnica pom iędzy  
stałym i m  obydw u  p rac  m ogła częściowo w y n ik n ąć  z różnego sposobu  
oznaczania  b ia łek  surowicy. Podczas gdy oni (11) poziom  b ia łek  w y l i ­
czali z ilości azotu p rzy jm ując  m nożnik  6,3, w tej p ra c y  w artość  pozio-
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m u b ia łek  w yliczona z refrakc ji  je s t  rów now ażna  tak ie j  ilości białka,
dla k tóre j  m nożnik  azo tow y  w ynosi 6,73 (1), (16). Jeżeli  w ich p racy
przeliczyć w artości  b ia łek  z użyciem  m nożnika 6,73 o trzym uje  się dla m  
średnio  wartość 0,147, k tó rą  m ożna uznać za bardzo bliską  w artości  m  
tej p racy . Bliskie są także w artości  w apn ia  dyfundującego . W ynoszą
one: p rzy  użyciu u l traoen try fug i 1,75 mM/Kg H 2O, p rzy  pom ocy  n a tu ­
ra lne j ultrafiltrac ji  1,69 mM/Kg H 20 .  Z p ew nym  uproszczeniem  m ożna 
p rzy jąć  rów nanie  dla w apnia  ca łkow itego  w  nas tępu jące j  postaci:

Tot. [Ca] =  0,145 X Prot. + 1,7.

W  piśm ienn ic tw ie  spo tyka  się często z dążeniem  do u jm ow an ia  
sk ładn ików  krwi w pew n ą  całość, w  k tóre j is tn ie je  szereg czynn ików  
w zajem nie  na siebie dz ia ła jących  i w a ru n k u jący c h  się. P od ję tych  zosta­
ło szereg  prób ścisłego określen ia  tych  w za jem nych  zależności p rzy  p o ­
m ocy  p ew n y ch  stałych. Celowość tak iego  u jęc ia  w y d a je  się oczywista . 
T rudno  w yobrazić  sobie, aby zm iana jednego  ze sk ładn ików  krw i nie 
pociągnę ła  za sobą mniejszej lub w iększej zm iany  innych. M ając  dane 
liczbowe o k reś la jące  u zd row ych  ludzi zależność jednego  sk ładn ika  od 
innych , łatw iej m ożna zdać sobie spraw ę, czy zm ienność tego sk ładn ika 
w y k ra cza  poza n aw ia sy  norm y, czy też nie. Często do w łaśc iw ej in te r­
p re tac j i  danych  lab o ra to ry jn y ch  nie w ys ta rcza  o d e rw an y  w y n ik  je d n e ­
go ty lko  sk ładn ika krwi, dopiero  p o ró w n an ie  go z innym i doprow adza 
do w łaśc iw ych  wniosków . Poziom w ap n ia  su row icy  ró w n y  np. 9,5 mg % 
inaczej należałoby  in te rp re to w ać  p rzy  hypoprote inem ii,  inaczej przy 
norm alne j zaw artośc i  b ia łek  czy też hyperpro te inem ii.  Poziom bia łek  ma 
is to tny  w pływ  na zaw artość  poszczegó lnych  postaci wapnia , tym  sam ym  
na fizjologicznie a k ty w n ą  postać  w apnia ,  k tó rą  u tożsam iam y z wapniem  
dyfundującym . W p row adzen ie  sposobu na tu ra lne j u ltrafiltrac ji  do ozna­
czan ia  w apn ia  dyfundującego , czyli stałej b, w  n iek tó ry ch  p rzypadkach  
k lin icznych  (tężyczki, s tany  przed tężyczkow e) w y d a je  się celowym.

Streszczenie

Przez zas tosow anie  ucisku ram ien ia  zd row ych  ludzi uzyskano  w y d a t­
ne  zagęszczenie krwi. O znaczano stężen ie  b ia łka  i w apn ia  su row icy  krw i 
p o b ran e j  p rzed i po jej zagęszczeniu. Tym  sposobem  zbadano in v ivo  
za leżność wzrostu  s tężenia w ap n ia  od b ia łek  i w yrażono  tę zależność 
w zorem : Tot. Ca =  m  X Prot. +  b, gdzie Tot. Ca —  w apń  całkow ity; 
Prot. —  białko całkow ite ; m  —  s ta ła  o k re ś la jąca  ile w apn ia  w iąże 1 g 
b iałka; b — stała  okreś la jąca  zaw arto ść  w ap n ia  dyfundującego . W y r a ­
ża jąc  s tężen ie  Ca w m M /Ka H 20 ,  zaś b ia łko  w g/100 g HoO: m  =  0,143,
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b =  1,69 mM/Kg H 20 .  Jeże li  na tom ias t  w y raz im y  s tężenie  Ca w mg/100 
ml, zaś b iałko w g / l00 ml: m =  0,51, b =  6,7 m g %. R ów nan ie  to  z p o ­
dobnym i w artościam i s ta łych  podał Ludevig  i w sp ó łp raco w n icy  (11) 
w oparciu  o bad an ia  in v itro  (u ltracentryfuga).
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3ABM CM M OCTB COflEP^KAHM H KAJIblJM H B C B IB O PO T K E  K PO B H  
OT K O H U E H T PA IJM Il EEJIKA

P  e 3 k> m e

C^aBAMBaR nA euo 3ĄOpOBoro neAOBeKa ĄOCTurHyTO 3HaHHTeAbHoe crym yHHe 

KpOBH. OnpeĄeAHAaCb K O H ^ H T pa^ H  6 eAKa H KaAb^lH CbIBOpOTKH KpOBH B3HTOH 

AO h nocA e ee crymeHHH. F lo  BTOMy M eroAy nocAeAOBaAacb in v ivo  3 aBHCHMocTb 

pOCTa KOHyeHTpa^HH KaAbyHH OT ÓeAKOB H 3Ta 3aBHCHMOCTb BbipaiKaAaCb cf>op- 

MyAOH:

Tot. Ca =  m  X Prot. +  b, rae Tot. Ca —  KaAbijHH, Prot. —  6caok, 
m  —  n ocT O R H H an ,  x a p a K T e p H 3 y i o i i j a H  CKOAbKO KaAbijHH c o e A H H a e T c n  c  1 r  6 e A -  

Ka, b —  nocT O H H H aa  x a p a K T e p n a y i o i J j a H  c o A e p j K a H n e  A H (p yH A H pyK > ii£ero  K a A b y n n .

EbLpaaiaa KOHyeHTpaymo Ca b mM /kt H 20 ,  6cako b r/100 r H 20  : m  =  0,143, 
b =  1,69 MM/Kr H 20 .
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Ecah Ko-HgeHTpagnK) Ca B b i p a 3 H M  b  Mr/100 ma, a 6eAKa b  r/100 ma: m  =  0,51, 
b =  6,7 Mr °/o.

3 t o  ypaBiie,HHe c noAobHbiMH 3HaneHHHMH nocTOHHHbix npneeA Ludevig 
c coTpyAHHKaMH (II) ocHOBbiBancb Ha HCCAeAOBaHHux in vitro  (yAbTpageHTpH- 
cpyra).

DEPENDANCE OF CALCIUM CONCENTRATION OF BLOOD SERUM O N PROTEIN
CONTENT

S u m m a r y

Calcium and p ro te in  concen tra t ions  of b lood serum  w ere  de term ined  
in sam ples taken  before  and  af te r  concen tra t ing  them. In this w ay  the 
,,in v ivo"  dependance  of the  g ro w th  of calcium  concen tra t ion  on p ro te in  
was determ ined  and is g iven  by  the following formula:

Tot. Ca =  m X Prot. b 
w here  Tot. Ca refers to to tal calcium; Prot. refers  to to ta l p ro te in ; m  is 
a constan t defining the  q u an ti ty  of calcium  bound  by  1 gm. pro te in ; b is 
a cons tan t defining the  con ten t of calcium. Expressing calcium co n cen ­
tra tion  in mM/kg H 20 ,  p ro te in  in gm/100 gm HoO, m — 0,143, 
b = 1,69 mM/kg H 20 .  If, h o w ever,  ca lc ium  co n cen tra t io n  is expressed  
in mg,/100 ml. and p ro te in  in gm/100 ml., then  m  = 0,51, b = 6,7 m g %. 
A similar equation  w ith  p rac t ica l ly  identical  constan ts  has  b een  given 
b y  Ludevig et al. (11), based  on ,,in v itro"  s tudies using an u l t racen tr i ­
fugal technique.

O trzym ano 12.1.1955.
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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 N °  2

ZOFIA LASSOTA i
ZWIĄZKI FOSFOROWE SAMORZUTNIE LABILNE W  KIEŁKACH

FASOLI

(Doniesienie tym czasow e)

Z Z a kładu  Biochem ii  Po lsk ie j  A k a d e m ii  Nauk, W a rsza w a  
K iero w n ik  prof. Józef H eller

Fasolę (Phaseolus vulgaris,  odmiaina biała) hodow ano  n a  w ilgo tnym  
podkładzie, w tem p era tu rze  poko jow ej p rzy  norm alnym  dostęp ie  światła, 
po uprzednim  24-godzinnym  m oczeniu  nasion  w w odzie w odociągow ej.

Rośliny p re p a ro w a n o  w całości (zarówno część nadziem ną, ja k  i k o ­
rzeń), ważono, zam rażano  30 min w temp. — 20 C, po czym  ziębiąc rozcie­
rano z kw asem  n ad ch lo ro w y m . K ońcow e stężenie k w asu  w ynosiło  7%. 
E kstrak t w irow ano , zobo ję tn iano  ługiem  po taso w y m  w obec fenolf ta le iny  
i uzupełn iano  do znanej objętości.

W  ten  sposób e k s tra h o w an o  z roślin  ok. 40% zaw artego  w n ich  fo­
sforu. M iędzy 4 a 7 dniem  k ie łk o w an ia  roślina zaw iera  w prze liczen iu  na 
„św ieżą" w agę  ok. 100 m g%  fosforu ca łkow itego , p rzy  czym część n a d ­
ziem na jes t  1,5 —  2-kro tn ie  bogatsza  w  fosfor niż korzeń. W  uzy sk an y m  
ek s trak c ie  oznaczono fosfor ca łk o w ity  i fosfor n ieo rgan iczny  m etodą  Fi- 
skego i S ubbarow a w  m odyfikac ji  Lohm anna i Jend rass ika .  O znaczo ­
no rów nież fosfor p ra w d z iw y  n ieo rg an iczn y  wg Umbreita . Z p o ró w n a ­
n ia  w yn ików  o trzy m a n y ch  obydw iem a m etodam i okazało  się, że 
60 —  80% fosforu n ieo rgan icznego  oznaczonego w ś ro d o w isk u  silnie 
k w aśn y m  (Fiske-Subbarow) s tanow i fosfor organ iczny  hydro lizu jący  
sam orzu tn ie  w w a ru n k ach  oznaczania .

S tw ierdzono, że fosfor sam orzu tn ie  lab ilny  w y s tęp u je  w roślin ie  
w  różnych  o k re sach  k ie łk o w an ia  (tabl. I).

T a b l i c a  1
Z aw artość fosforu w  ekstrakcie  HCIO4 w  przeliczen iu  na 1 g św ieży ch  roślin

Czas k ie łk o ­
w an ia  (dni)

P  c a łk o w ity  (I) P  n ieorgan iczn y  (II) P  la b iln y  (III)

Pg Fg P  % całk. Fg % P nieorg.

4 420 224 53 152 68
7 380 180 48 114 63

10 335 232 69 190 81

[223]
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(I) O znaczony po spaleniu .
(iii) oznaczony met. F iskego  i Subbarowa.
(ELI) W y liczo n y  z różn icy  oznaczenia  met. F isk ego  i Subbarow a i w g Um breita.

Z arodki w y p re p a ro w an e  z nasion  b ezp o śred n io  po 12 godzinach  m o ­
czenia  w wodzie w odoc iągow ej zaw ie ra ją  n a  1 g św ieżych  roślin  20 gg 
fosforu labilmego, co s tanow i 15% p o zornego  fosforu n ieo rg an iczn eg o  
eks trak tu .

Rozłożenie fosforu sam orzu tn ie  lab ilnego  w  poszczegó lnych  częśc iach  
roś liny  n ie  jes t  jednakow e. (Tabl. 2).

T a b l i c a  2
Z aw artość fosforu sam orzutnie lab iln ego  w ek strak cie  HCI1O 4 w  przeliczen iu  na 1 g 

św ieży ch  roślin  w  siódm ym  dniu k ie łk ow an ia

C zęść roślin y F o sfo r  la b iln y

gg % fosforu  nieorg.
C zęść nadziem na 128 61
Korzeń 52 21
Liścień 40 • 66

Streszczenie

Kiełki fasoli (Phaseolus vulgaris) w 4, 7 i 10 dn iu  w zros tu  ek s t ra h o ­
w ano  kw asem  nadch lo ro w y m  na zimno. W  ek s t ra k ta c h  znaleziono na 
1 g św ieżych  ro ś l in  100 —  200 fosforu lab ilnego , h y d ro lizu jąceg o  w  w a ­
ru n k a ch  oznaczania m etodą  F iskego i S ubbarow a. Z arodk i  n as ion  m o ­
czonych  przez 12 godzin w wodzie zaw ie ra ją  ok. 20 gg fosforu lab ilnego  
na  1 g św ieżych  zarodków . Część n ad z iem n a  k ie łk a  jes t  b ogatsza  w  fo­
sfor lab ilny  niż korzeń. Liście k ie łk u jący c h  nas ion  rów nież  za w ie ra ją  
fosfor labilny. W  ek s tra k ta ch  o pH 9 p rz e c h o w y w a n y c h  w temp. +2 C 
60 —  70% fosforu labilnego u lega hydro liz ie  po 72 godzinach.
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C A M O nP O M 3B C JIbH O  rM^POJIM SYIOUtMlT O O C i> A T  B  IIP O P O C T K A X
OACOJIM

P e 3 k> m e
HeTbipe-, ceMH-, h AccaTH-AHeBHbie npopocTKii cpacoAH (Phaseolus vulgaris)  

SKCTparnpoBaAH xoaoahoh XAopHoä khcaotoh. B BbiTiUKKax HaHAeno (Ha 1 r CBe- 
żkhx pacTeHHÖ) 100 —  200 r AaÖHAbHoro (poccpaTa rHApoAH3yioiH,ero b ycAO-
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b h h x  onpe/ieAeHHH no MeTOAy CDHCKe-Cn66apoy. 3apoAbinm c c m c h  m o h b h r m x  

12 nacoB b  BOAe coAepiKaT 20 r Aa6nAbHoro (poctpaTa na 1 r Beca cBeaiero pacTe- 
h h h .  C o A e p m a H n e  AabHAbHoro (poctpaTa b  HaA3eMH0H nacTH npopocTKa Bbiine 
4CM B KOpHK). B CeMHAO'AH npOpaiCTaiOIIJHX CeMeH TO/Ke oSHapyjKeHO Aa&HAbHbIH 
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SPONTANEOUS-LABILE PHOSPHORUS OF THE WHITE BEAN SEEDLINGS

S u m m a r y

Seedlings of w hite bean (Phaseolus vulgaris) 4, 7 and 10 days old 
have been extracted w ith cold perchloric acid. In the extracts 
100 — 200 pg of labile phosphorus, hydrolysable in the Fiske-Subbarow  
method, has been found per 1 g of fresh material. The em bryos of the  
seeds soaked per 12 hours in tap water contained 20 pg of labile pho­
sphorus per 1 g fresh m aterial. In the underground part of the seeding  
the greater amount of labile phosphorus has been found as 
contained the labile phosphorus as w ell. In the extracts show ing pH 9 
stored at +2 C 60 — 70% of the labile phosphorus hydrolyses in the 
course of 72 hrs.
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