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Kwas jabłkow y jest szeroko rozpowszechniony w świecie roślinnym 
i obok kw asu cytrynowego jest ilościowo dominującym oksykwasem 
wielu roślin, a w szczególności owoców. W  małych katalitycznych ilo­
ściach w cyklu kwasów trójkarboksylowych występuje znacznie szerzej, 
zarówno w organizmach roślin, jak  i zwierząt, i drobnoustrojów.

Specyficzne metody oznaczania kwasu jabłkowego istnieją dopiero 
od stosunkowo krótkiego okresu czasu, przy czym metoda P u c h e r a, 
V i c k e r y  i W a k e m a n a  (1,2) jest niewątpliwie najbardziej se­
lektywna. Metoda ta polega na utlenieniu kwasu jabłkowego w kwaśnym 
środowisku przy pomocy bromu wydzielonego z bromku i nadm anga­
nianu do lotnego związku, który z 2,4-dwunitrofenylohydrazyną tworzy 
nierozpuszczalny osazon. S u o m a l a i n e n  i A r h i m o  (3) w y ­
kazali, że produktem utleniania kwasu jabłkowego jest dwubromoace- 
taldehyd, k tóry  z 2,4-dwunitrofenylohydrazyną tworzy glioksal-2,4-dwu- 
nitrofenyloosazon. Ten sam osazon powstaje również z kwasu asparagi­
nowego, tyrozyny i dwufenyloalaniny. S u o m a l a i n e n  i A r h i ­
mo udowodnili następujący schemat mechanizmu reakcji utlenienia 
kwasu jabłkowego i syntezy osazonu
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Ten glioksalowy osazon tworzy w zasadowym środowisku w obecno­
ści pirydyny piękny, rozpuszczalny, niebieski barwnik, którego in ten­
sywność zabarwienia jest w szerokich granicach proporcjonalna do 
ilości kwasu jabłkowego w próbie.

Specyficzność metody Puchera i wsp. zaznacza się ponadto w eks trak ­
cji kwasu jabłkowego z materiału roślinnego przy pomocy eteru e ty low e­
go, w którym wyżej wspomniane aminokwasy są zupełnie nierozpuszczal­
ne. Mimo to metoda ta jest rzadko stosowana w badaniach laboratoryjnych
1 jak  wykazał W o l f  (4) nastręcza ona przy wykonaniu analiz ilościowych 
poważne trudności związane z procesem utleniania kwasu jabłkowego 
do dwubromoacetaldehydu, i otrzymanie powtarzalnych wyników za­
leży od ścisłego i dokładnego przestrzegania wszystkich szczegółów 
metody. S u o m a l a i n e n  i A r c h i m o  (3) wykazali, że proces 
utleniania kwasu jabłkowego metodą Puchera i wsp. nie przebiega ilo­
ściowo i wynosi zaledwie 50 — 60%. Poza tym metoda ta nie jest mikro- 
metodą w ścisłym tego słowa znaczeniu, ponieważ polega na strąceniu 
osazonu i odseparowaniu osadu od nadm iaru  dwunitrofenylohydrazyny. 
W yjściowa zawartość kwasu jabłkowego musi przeto wynosić około
2 mg, jeżeli normalne granice dokładności mają być zachowane. Oddzie­
lenie osazonu od nadmiaru odczynnika jest konieczne w metodzie Pu­
chera i wsp., ponieważ dwunitrofenylohydrazyna z pirydyną i w odoro­
tlenkiem sodowym tworzy intensywny czerwony barwnik, który p rze­
szkadza w oznaczeniu kwasu jabłkowego. Inne czynności, jak destylacja 
dwubromoacetaldehydu, sączenie, mycie, suszenie i rozpuszczanie osa­
zonu w pirydynie komplikują metodę i w dużym stopniu obniżają jej 
przydatność do celów masowego oznaczania kwasu jabłkowego.

Niniejsza praca miała na celu przebadanie warunków oznaczenia 
kwasu jabłkowego w ilościach wyjściowych około tysiąc razy mniej­
szych od ilości wyjściowych wym aganych w metodzie Puchera i wsp., 
co związane było z rozwiązaniem następujących zadań: 1. ominięcie 
destylacji dwubromoacetaldehydu, 2. wyeliminowanie oddzielenia osa­
zonu od nadmiaru odczynnika, 3. powiększenie czułości metody i 4. opra­
cowanie optymalnych warunków utlenienia kwasu jabłkowego w celu 
zabezpieczenia powtarzalności wyników.

Część doświadczalna

W e wstępnych badaniach zauważono, że zarówno dwunitrofenylohy­
drazyna, jak  i osazon rozpuszczają się łatwiej w benzenie aniżeli w roz­
cieńczonych roztworach kwasów mineralnych. Stwierdzono również, że 
dwunitrofenylohydrazyna, rozpuszczona w benzenie, przy wytrząsaniu
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kwasem siarkowym 1:1 przechodzi ilościowo do fazy wodnej, natomiast 
rozpuszczony osazon pozostaje całkowicie w benzenie. Ta obserwacja 
umożliwiła opracowanie metody, w której oddzielenie osazonu od nad­
miaru odczynnika zostało wyeliminowane.

Do ustalenia optymalnych warunków syntezy dwubromoacetaldehydu 
posługiwano się D,L-kwasem jabłkowym firmy Merck, dwukrotnie prze- 
krystalizowanym z wody destylowanej.

5 ml roztworu zawierającego 16 ng kwasu jabłkowego odpipetowano 
do probówki i dodawano kolejno rozcieńczony kwas siarkowy 1:1, 1,2% 
roztwór bromku potasowego i 0,6% roztwór nadmanganianu potasowego, 
zmieniając każdorazowo tylko ilości jednego odczynnika. Oznaczenie 
wykonano dokładnie wg metody opisanej poniżej.

Rys. 1. Zależność wartości ekstynkcji 
od ilości 1,2% ,KBr (0,5 ml 0,6<>/o 
KMnC>4 i 1 ml H2SO4 1:1 w 7 ml p ły­

nu) 16 n-g kwasu jabłkowego

Rys. 2 Zależność wartości ekstynkcji 
od ilości 0,6°/o KM11O4 (0,5 ml 1,2'% 
KBr i 1 ml H2SO4 1:1 w 7 ml pły­

nu) 16 pg kwasu jabłkowego

Jak  wynika z w ykresów (rys. 1 i 2), optymalne warunki utlenienia 
kwasu jabłkowego zależą od ilościowego stosunku bromku do nadm an­
ganianu, przy czym maksimum syntezy dwubromoacetaldehydu otrzy­
muje się we względnie wąskich granicach. Najwyższe intensywności 
zabarwienia zaobserwowano przy użyciu 0,5 ml 1,2% bromku potasu 
i 0,5 ml 0,6% nadmanganianu potasu w obecności 1 ml kwasu siarko­
wego 1:1, z tolerancją nie przekraczającą +  20%. Również ilości kwasu 
siarkowego są krytyczne (rys. 3), ponieważ ze wzrastającym  jego stęże­
niem rośnie proporcjonalnie utlenianie bromku do wolnego bromu 
kosztem nadmanganianu. Optymalne zakwaszenie wynosi 1 ml kwasu 
siarkowego 1:1 w granicach +  10%.

Obecność nadmiaru nadmanganianu w mieszaninie jest niezbędna 
i w próbach, w których nadmiar ten został usunięty przez dodatkowe
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ilości bromku, względnie kwasu siarkowego, synteza dwubromoacetal- 
dehydu w ogóle nie nastąpiła. Z tego powodu wniosek W  o 1 f a (4), że 
utlenianie kwasu jabłkowego wynika na skutek działania bromu in statu  
nascendi wydaje się niesłuszny, tym bardziej, że ilość wytworzonego 
dwubromoacetaldehydu w tem peraturach poniżej 20° jest zależna od

Rys, 3. Zależność wartości ekstynkcji od 
ilości H2SO4 1 : 1 (0,5 ml 1,2%> KBr i 0,5 ml 0,6%> 
KMnC>4 w 7 ml płynu) 16 pg kwasu jabłkowego

Rys. 4. Zależność wartości ekstynkcji od tempe­
ratury i czasu utleniania

czasu utleniania. Mniej krytyczne są tem peratura i czas utleniania (rys. 4) 
i w temperaturze 20° +  2° w czasie od 10 do 20 minut następuje  m aksy­
malne utlenienie kwasu jabłkowego. W  tem peraturach wyższych obser­
wuje się szybki rozkład dwubromoacetaldehydu i tak np. w temp. 30° 
maksimum utlenienia osiąga się już po upływie 5 minut, po czym po 
upływie dalszych 5 względnie 10 minut wyniki opadają o 12% względnie 
24%.
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Aldehydy i ketony, jak  również produkty  utleniania niektórych 
oksykwasów często spotykanych w m ateriale roślinnym tworzą odpo­
wiednie osazony, które przeszkadzają w oznaczeniu kwasu jabłkowego. 
Do tych należy w pierwszym rzędzie zaliczyć: kwas pirogronowy, wino­
wy, cytrynowy, askorbinowy, jak również cukry proste. W prawdzie 
w w arunkach  oznaczania kwasu jabłkowego opisaną metodą osazony 
wym ienionych związków tworzą barwne kompleksy o małej in tensyw­
ności, bo wynoszące zaledwie 1 do 2% intensywności osazonu glioksa- 
lu, tym niemniej w materiale biologicznym, zawierającym  duże ilości 
wymienionych oksykwasów w obecności małych ilości kwasu jab łko­
wego, wyniki analiz byłyby zupełnie bezużyteczne. W pływ  tych oksy­
kwasów da się jednak  z łatwością wyeliminować, ponieważ utleniają 
się one już w obecności samego nadmanganianu, natomiast do utlenienia 
kwasu jabłkowego niezbędna jest obecność wolnego bromu. Zamiast 
ślepej próby odczynnikowej sporządza się przeto ślepą próbę m ateria­
łową, zawierającą kwas jabłkowy i utlenia się samym nadmanganianem. 
Ponieważ wolny brom wydziela się z bromków w obecności nadm anga­
nianu dopiero po dodaniu kwasu siarkowego, przeto ślepą próbę m ate­
riałową utlenia się identycznie jak próbę pełną, z tą różnicą, że kwas 
dodaje się dopiero po redukcji nadmanganianu siarczynem sodowym. 
Różnica między barwą próby pełnej i ślepej materiałowej odpowiada 
ilości kwasu jabłkowego w badanym materiale. Poza tym ekstrakcja 
kwasu jabłkowego eterem etylowym eliminuje szereg innych związków, 
jak  kwas asparaginowy, tyrozyna, dwufenyloalanina, kwas askorbinowy 
i cukry, które w eterze są nierozpuszczalne. W  analizach zestawionych 
w tablicy 2 wykazano, że ślepa próba m ateriałowa niewiele różni się 
od ślepej odczynnikowej mimo obecności dużych ilości oksykwasów 
i nie przekracza w zabarwieniu 0,5 ug do 2,0 ixg w przeliczeniu na kwas 
jabłkowy.

Odczynniki:

1. D,L-kwas jabłkowy (firmy Merck). Rozpuścić 40 mg kwasu jabłko­
wego w wodzie destylowanej, przenieść ilościowo do kolby miarowej 
o poj. 100 ml i dopełnić do znaku. Dowolne rozcieńczenia można spo­
rządzić ze standardowego roztworu.

2. Rozcieńczony kwas siarkowy 1:1. Do 100 ml wody destylowanej 
dolać ostrożnie 100 ml stężonego kwasu siarkowego, o c. wł. 1,84.

3. 1,2% roztwór bromku potasowego.
4. 0,6% roztwór nadmanganianu potasowego.
5. 5% roztwór siarczynu sodowego. Sporządzić świeży roztwór bez­

pośrednio przed użyciem.
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6. 0,05% roztwór 2,4-dwunitrofenylohydrazyny. Do 25 mg odczynni­
ka dodać 10 ml kwasu solnego 1:1, rozpuścić na gorąco i uzupełnić wodą 
do 50 ml. Przechowywać w ciemnej butelce. Świeży roztwór należy spo­
rządzać raz na tydzień.

7. Benzen.
8. Bezwodny węglan sodowy in substantia.
9. 1% roztwór wodorotlenku sodowego w 95% alkoholu.

Metoda: 5 ml wodnego roztworu zawierającego od 0,5 M-g do 16 ng 
kwasu jabłkowego odpipetować do probówki 160X16 mm, dodać 1 ml 
kwasu siarkowego (2), 0,5 ml bromku (3) i wstrząsając energicznie do­
dawać kroplami 0,5 ml nadmanganianu (4), po czym probówki wstawić 
do zlewki z wodą o temp. 20° +  2° na 15 minut. Następnie chłodzić pro­
bówki w mieszaninie wody z lodem przez około 5 minut i zredukować 
nadmiar bromu i nadmanganianu roztworem siarczynu sodu (5), który, 
aby uniknąć jego nadmiaru, należy ostrożnie dodawać kroplami. Po 
dodaniu 1 ml dwunitrofenylohydrazyny (6) wstawić do łaźni z wrzącą 
wodą na 15 minut, wstrząsając od czasu do czasu. W oda w łaźni po­
winna sięgać ponad poziom płynu w probówce. Po ostudzeniu przenieść 
ilościowo zawartość probówki do cylindrycznego rozdzielacza o poj. 
30 ml, z dokładnie doszlifowanym korkiem szklanym, przem yć probów­
ki 3 razy około 5 ml wody i dodać do rozdzielacza dokładnie 3 ml ben­
zenu (7). Nałożyć korek i wstrząsać energicznie zawartość rozdzie­
lacza, odczekać jedną minutę i powtórzyć wykłócanie jeszcze dwukrot­
nie. Osazon i nadmiar dwunitrofenylohydrazyny rozpuszczają się w ben­
zenie. Odseparować fazę wodną, a benzen wytrząsać dwukrotnie 2 ml 
rozcieńczonego kwasu siarkowego (2), do którego przechodzi nadmiar 
dwunitrofenylohydrazyny. Benzen zawierający osazon przemyć 3 razy 
około 5 ml wody (bez wstrząsania) i odjpuścić wodę, możliwie do ostat­
niej kropli. Przez suchy lejek dodać około 0,5 g bezwodnego węglanu 
sodowego (8), wymieszać kilkakrotnie przez wstrząsanie, dodać dokład­
nie 3 ml alkoholowego wodorotlenku (9) i po nałożeniu płukanego i obsu- 
szonego korka szklanego na rozdzielacz wymieszać benzen z alkoholem 
wstrząsając energicznie. Barwny roztwór benzenu z alkoholem przesą­
czyć do kolorymetrycznej probówki o średnicy 10 mm przez sączek 
z waty i odczytać przepuszczalność światła w kolorymetrze Leitza, sto­
sując zielony filtr D, po nastawieniu ślepej próby materiałowej na 100% 
przepuszczalności. Ślepą próbę materiałową należy przygotować w  spo­
sób identyczny jak  próbę pełną, z tą różnicą, że kwas siarkowy 1:1 2) 
dodaje się dopiero po zredukowaniu nadm anganianu siarczynem sodo­
wym (w obojętnym roztworze nadmanganian .zostaje zredukow any do 
dwutlenku manganowego, przeto po zaniku barw y nadmanganianu i do­
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daniu kwasu należy dodatkowo zredukować koloidowy dwutlenek man­
ganu 1 — 2 kroplami siarczynu).

W ytw orzony barwnik jest trwały przez czas nieograniczony. Jeżeli 
odczyty mają być wykonane dopiero po upływie pewnego czasu, należy 
probówki kolorymetryczne szczelnie zakorkować ze względu na zmęt­
nienie, które powstaje z czasem na skutek powstawania węglanu sodo­
wego, nierozpuszczalnego w mieszaninie benzenu z alkoholem.

W  granicach od 0,5 ug do 16 ug kwasu jabłkowego otrzymuje się 
w wyżej opisanych warunkach w aparacie Leitza, filtr D, wykres zgod­
nie z prawem B e e r a - L a m b e r t a  (rys. 5).

Rys. 5

Krzywą wzorcową sporządzono na podstawie średnich z oznaczeń 
różnych stężeń kwasu jabłkowego w granicach od 0,5 ug do 16 ug. 
W tablicy 1 podane są wyniki analiz czystego kwasu jabłkowego wy­
konanych nową metodą.

J a k  wynika z tablicy 1, maksimum odchylenia od obliczeń z krzywej 
wzorcowej dla kwasu jabłkowego w granicach od 0,5 ug do 2 ug wynosi 
od 4 do 8%, a w ilościach od 2 ug do 16 ug nie przekracza +  4%.

Zbadano wpływ następujących kwasów na oznaczenie kwasu jabł­
kowego i wykazano, że 200 ug kwasu szczawiowego lub 200 ug kwasu 
glutaminowego, lub 100 ug kwasu mlekowego, względnie mieszanina 
złożona z 200 ug kwasu fumarowego, 200 ug kwasu bursztynowego, 
200 ug kwasu malonowego i 200 ug kwasu maleinowego, wreszcie mie­
szanina 100 ug kwasu a-ketoglutarowego i 100 ug kwasu szczawiowo- 
octowego nie zmieniają wyników, tzn., że ślepa odczynnikowa i ślepa 
materiałowa w obecności wymienionych kwasów są identyczne.
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T a b l i c a  1

Oznaczenie kwasu jabłkowego nową metodą

pg
E

z wykresu
Ekstynkcja (E)

Maks. odchylenia  
od odczytu  

z w ykresu w  %

0,5 0,026 0,024 0,027 0,024 0,028 0,025 + 7 ,8 - 7 ,7

1,0 0,052 0,053 0,054 0,049 0,056 0,053 +  5,7 - 7 ,5

2,0 0,103 0,099 0,104 0,107 0,102 0,104 +  3,9 - 1 ,0

4,0 0,206 0,206 0,208 0,212 0,208 0,212 +  3,4 - 0 ,0

6,0 0,308 0,305 0,313 0,311 0,317 0,307 +  2,9 - 1 ,0

8,0 0,411 0,413 0,423 0,418 0,416 0,423 +  2,9 - 0 ,0

10,0 0,513 0,520 0,529 0,523 0,523 0,514 +  3,1 - 0 ,0

12,0 0,614 0,631 0,626 0,622 0,618 0,614 + 2 ,7 — 0,0

16,0 0,817 0,808 0,800 0,797 0,797 0,807 +  0,0 — 2,5

W  tablicy 2 umieszczone są wyniki oznaczeń kwasu jabłkowego 
w obecności oksykwasów, które podobnie jak  kwas jabłkow y są roz­
puszczalne w eterze, które są utleniane nadmanganianem do związków 
tworzących osazony i tym samym zwiększających odczyty kwasu jab ł­
kowego. Ponieważ jednak kwas jabłkow y samym nadm anganianem  się 
nie utlenia do związków tworzących osazony, a oksykwasy jak  kwas 
pirogronowy, kwas cy trynow y i kwas winowy w obecności bromu 
reagują podobnie jak  w obecności nadmanganianu, przeto powodują 
one równomierne przyrosty intensywności zabarwienia tak  w próbie 
pełnej, jak i w ślepej materiałowej. Kwas asparaginowy, tyrozyna, dwu- 
fenyloalanina, kwas askorbinowy i  cukry proste nie zostały uwzględ­
nione, ponieważ są one nierozpuszczalne w eterze i pozostają bez wpły­
wu na ślepą próbę materiałową.

T a b l i c a  2
Oznaczenie kwasu jabłkowego w obecności oksykwasów w pływ ających na wielkość 

ślepej materiałowej (średnia z 5 oznaczeń)

Kwas
jabł­
kowy

Pg

Kwas
cytry­
nowy

Pg

Kwas
piro­

gronowy
pg

Kwas
w inow y

pg

E
próby
pełnej

E
próby
ślepej

Różnica

W ykryto 
kw. jabł­
kowego  

Pg

Różnica 
w  %

8,0 — — 0,4523 0,0363 0,4160 8,05 +  0,6

8,0 200 — — 0,5528 0,1428 0,4100 7,97 - 0 ,4

8,0 100 — 0,5057 0,0809 0,4248 8,22 +  2,7

8,0 200 0,4684 0,0656 0,4028 7,84 - 2 ,0
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Jak  wynika z tablicy 2, nawet 200 M-g kwasu cytrynowego nie prze­
szkadza w oznaczeniu kwasu jabłkowego i ślepa materiałowa tak  dużej 
ilości tego kwasu odpowiada zaledwie 2 ng w przeliczeniu na kwas jab ł­
kowy, wynosząc zaledwie 1 % intensywności barwy osazonu w alkalicz­
nym środowisku. W  dużych ilościach kwas cytrynowy wpływa na  zmia­
nę zabarwienia próby pełnej i ślepej, które przyjmuje odcień fiołkowy 
na  miejsce normalnej barw y niebieskiej. Kwasy pirogronowy i w inowy 
również tylko nieznacznie zwiększają ślepą próbę materiałową. W yniki 
otrzymane w obecności tych oksykwasów znajdują się w ramach błędu 
metody.

Zastosowanie metody do oznaczania kwasu jabłkowego w materiale
biologicznym

Przygotowanie materiału  do ekstrakcji: 1 g suchego materiału zadaje 
się 1 ml eteru etylowego, 1 ml 1 N kwasu siarkowego, dodaje około 5 g 
bezwodnego siarczanu sodowego (jeżeli materiał zawiera dużo cukrów, 
jak  np. suszone owoce, należy dodać około 7 g siarczanu) i rozciera 
dokładnie w moździerzu o średnicy około 6 cm. W ymieszany suchy m a­
teriał przenosi się przy pomocy lejka do cylindra o poj. 25 ml z dobrze 
doszlifowanym korkiem szklanym, przemywa moździerz przy pomocy 
około 1 g bezwodnego siarczanu sodowego i wytrząsa materiał w cylin­
drze przez 5 minut z 20 ml eteru etylowego. Eter dekantuje się do kolbki 
stożkowej o poj. 100 ml i wytrząsa materiał ponownie przez 5 minut 
jak  wyżej. Po zdekantowaniu eteru przemywa się materiał około 10 ml 
e teru  i sączy przez sączek z waty. Z połączonych wyciągów oddestylo- 
wuje się eter i suszy zawartość kolbki w temp. 50° aż do całkowitego 
odparowania eteru. Do kolbki dodaje się wody destylowanej, 1 ml 1 N 
wodorotlenku sodowego, sączy i przenosi ilościowo do kolbki miarowej. 
Po uzupełnieniu do znaku, pobiera się 5 ml do analizy. Ekstrakcja kwasu 
jabłkowego ze świeżego materiału przebiega w sposób identyczny z tym, 
że zamiast 1 ml 1 N kwasu siarkowego dodaje się 0,1 ml 10 N kwasu, 
ze względu na wodę zawartą w świeżym materiale. Jeżeli próba badana 
zawiera od 0,08 — 1,2% kwasu jabłkowego, wówczas należy rozcień­
czyć wyciąg do 200 ml i 5 ml tego roztworu rozcieńczyć ponownie do 
100 ml. Jeżeli zawartość kwasu jabłkowego w próbie wynosi od 
0,005 — 0,08%, względnie od 0,0005 — 0,008%, wówczas należy rozcień­
czyć roztwór do 250 ml, względnie 25 ml.

Obliczenie: % kwasu jabłkowego =  A-B-0,02, gdzie
A =  miligramy kwasu jabłkowego w 5 ml roztworu,
B =  całkowita objętość w ml.
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W  celu potwierdzenia ilościowego przebiegu ekstrakcji nową metodą, 
przeprowadzono dodatkowo wytrząsanie eterem 2 X 20 minut na m echa­
nicznej wstrząsarce i ekstrakcję w aparacie Soxhleta przez 4 godziny. 
W yniki w tablicy 3 wykazują, że wytrząsanie eterem 2 X 5  minut 
ekstrahuje ilościowo kwas jabłkowy z odwodnionej próby.

T a b l i c a  3

Ekstrakcje kwasu jabłkowego z jabłka

Ekstrakcja W ykryto 
w  %

Różnice 
w  %

Soxhlet 0,292 100
2 X 20 min. 
m echanicznie 0,288 98,9
2 X 5  minut
ręcznie 0,288 98,9

W  tablicy 4 podane są wyniki oznaczania kwasu jabłkowego w ma­
teriale pochodzenia roślinnego w ykonane nową metodą.

T a b l i c a  4

Kwas jabłkowy oznaczony nową metodą

Materiał R ozcieńczenie  
g na m l w ody

Wykryto
Rg

Obliczono 
w  %

Jabłko 1 4000 3,60 0,288

Figa suszona 1 4000 2,15 0,172

Gruszka suszona 1 4000 6,82 0,545

Rengloda suszona 1 4000 9,70 0,776

Śliw ka suszona 1 10.000 7,80 1,560

L iście  cykorii 1 4000 1,08 0,086

Koniczyna suszona 1 4000 5,15 0,412

Mączka łubinu 1 200 13,25 0,053

Liść rajgrasu 1 200 4,75 0,019

K iełki łubinu 1 200 3,31 0,013

Rabarbar łodyga 1 4000 15,12 1,210

Żórawina 1 4000 9,87 0,790

Szczypiorek 1 4000 1,40 0,112

L iście pietruszki 1 4000 2,15 0,172

L iście  sałaty 1 4000 1,16 0,093

W  tablicy 5 umieszczone są wyniki analiz kwasu jabłkowego doda­
nego do materiału roślinnego przed ekstrakcją. Do 1 g próby dodano
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zamiast 1 ml 1 N kwasu siarkowego 1 ml roztworu 1 N kwasu siarkow e­
go zawierającego 400 ng kwasu jabłkowego, po czym ekstrahowano jak  
wyżej.

T a b l i c a  5

Ekstrakcja dodanego kwasu jabłkowego

!

Materiał R ozcieńczenie

Zawartość 
kw. jabłko­
wego w  5 
m l próby

f*g

Dodano
kwasu
jabłk.

ł*g

Wykryto
ogółem

99

Różnica

ł̂ g

W ykryto
dodanego

kwasu
jabłkowego

w  %

Otręby
pszenne 1 : 500 2,47 4,00 6,45 3,98 99 5
Słom a
jęczm ienna 1 :1000 8,42 2,00 10,45 2,03 101,5
Koniczyna
suszona 1 :2000 10,15 2,00 12,10 1,95 97,5

Jak  wynika z tablicy 5, ekstrakcja kwasu jabłkowego, dodanego do 
próby, przebiega ilościowo i błąd ekstrakcji nie wykracza poza ram y 
błędu metody.

Dyskusja

Maksimum syntezy dwubromoacetaldehydu zależy w głównej mierze 
od dokładnego przestrzegania w arunków utleniania kwasu jabłkowego. 
Ilości użytego kwasu siarkowego, bromku i nadmanganianu są czynni­
kami krytycznymi, jak  również, ale w mniejszym stopniu, tem peratura  
i czas utleniania. Jak  wynika z wykresów od 1 — 4, maksimum utlen ia­
nia uzyskuje się tylko w bardzo wąskich granicach i odchylenia w y ­
biegające poza +  20% powodują wyraźne obniżenia syntezy dw ubro­
moacetaldehydu i tym samym ilości kolorymetrowanego osazonu.

W g opisanej metody stosowane ilości odczynników utleniających 
są znacznie niższe aniżeli w metodzie Puchera i wsp. W  przeliczeniu 
na 7 ml roztworu autorzy oryginalnej metody stosują 40 mg bromku 
potasowego i 40 mg nadmanganianu potasowego, podczas gdy w opisa­
nej powyżej metodzie ilości te wynoszą 6 mg, względnie 3 mg. Jak  w y ­
nika z wykresów 1 — 3, nadmiar nadmanganianu jest jednym z pow o­
dów obniżenia syntezy dwubromoacetaldehydu.

S u o m a l a i n e n  i A r h i m o  (3) wykazali, że współczynnik 
utleniania kwasu jabłkowego wg metody Puchera i wsp. wynosi od
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50 — 60% w zależności od ilości kwasu jabłkowego w próbie. W  ta ­
blicy 6 zestawione są współczynniki metody Puchera i wsp. w porów na­
niu z nową metodą.

T a b l i c a  6

W spółczynnik utleniania kwasu jabłkowego

Mg na 100 m l 
osazonu

Przeliczono  
na kwas 
jabłkowy 

mg

E

Metoda Puchera Nowa metoda

przeliczono 
na kwas 
jabłkowy  

mg

°//o

przeliczono 
na kwas 
jabłkowy 

mg

°//o

0,240 0,077 0,246 0,124 62,1 0,080 96,25

0,480 0,154 0,599 0,305 50,5 0,195 78,9

Jak  wynika z tablicy 6, utlenianie metodą Puchera i wsp., jak  rów ­
nież nową metodą, nie przebiega ilościowo. Jednakże w nowej metodzie 
utlenianie wynosi od 79 — 96% teorii zawartego kwasu jabłkowego 
obliczonego z osazonu. Czułość metody jest przeto o około 50% wyższa 
od metody Puchera i wsp.

Obniżono również znacznie ilości dwunitrofenylohydrazyny. Metoda 
Puchera stasuje 50 mg odczynnika na jedno oznaczenie, podczas gdy 
w nowej metodzie ilość ta wynosi 0,5 mg, jest więc 100 razy mniejsza.

Opisana metoda ekstrakcji eterem eliminuje suszenie badanej próby, 
odbiałczanie i oczyszczanie ekstraktów, jest prosta w manipulacji, szyb­
ka i nie wymagająca żadnej aparatury. W yniki otrzymane na drodze 
wytrząsania eterem są identyczne z ekstrakcją w aparacie Soxhleta. 
Krótka ekstrakcja przez wytrząsanie 2 X 5  minut jest bardziej korzystna 
aniżeli ekstrakcja w Soxhlecie, ponieważ po 4 godzinach ekstrakcji e te ­
rem ślepa materiałowa jest znacznie wyższa na skutek wymywania 
związków, które reagują z dwunitrofenylohydrazyną.

Kwas cytrynowy, pirogronowy i winowy utleniają się nadm angania­
nem i tworzą osazony, które w alkalicznym środowisku barwią się na 
fiołkowo. W  tych w arunkach kwas jabłkowy nie daje osazonów, przeto 
ślepa materiałowa wprowadzona na  miejsce ślepej odczynnikowej umoż­
liwia oznaczenie kwasu jabłkowego w obecności wyżej wymienionych 
oksykwasów. W  ten sposób zdołano wyeliminować konieczność odde­
stylowania dwubromoacetaldehydu, która jest n iezbędna w metodzie 
Puchera i wsp. Ponieważ kwas cytrynowy nie przeszkadza w analizie 
kwasu jabłkowego, przeto ekstrakcja pentabromoacetonu (produkt u tle­
niania kwasu cytrynowego) do rozpuszczalników organicznych okazałe 
się również niepotrzebna.
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W  opisanej metodzie zrezygnowano ze stosowania kosztownej i przy­
krej w pracy p irydyny i zastąpiono ją tanim i wygodnym roztworem 
w odorotlenku sodowego w 95% alkoholu etylowym.

Opisana metoda zezwala na szybkie oznaczenie kwasu jabłkowego 
i czas potrzebny do w ykonania  pełnej analizy z materiału roślinnego 
nie przekracza 2 godzin. Powyżej 2 M-g błąd metody nie przekracza +  4%.

Analizy kwasu jabłkowego w materiale roślinnym wykonał mgr. inż. 
J. Kączkowski, któremu na tym miejscu składam serdeczne podzięko­
wanie.

Streszczenie

1. Opisano mikrometodę oznaczania kwasu jabłkowego w m ate­
riale roślinnym.

2. Metoda zezwala na oznaczenie 0,5 — 16 iig kwasu jabłkowego.
3. Zasada metody polega na utlenieniu kwasu jabłkowego do dwu- 

bromoacetaldehydu, k tóry  z dwunitrofenylohydrazyną tworzy niebieski 
barw nik w zasadowym środowisku.

4. Opracowano optymalne warunki utlenienia kwasu jabłkowego, 
podwyższono znacznie czułość metody i wyeliminowano destylację dwu- 
bromoacetaldehydu. Pirydynę zastąpiono alkoholowym roztworem wo­
dorotlenku sodowego.

5. Kwas cytrynowy, pirogronowy i winowy tworzą osazony, które 
wchodzą w skład ślepej materiałowej i ich obecność naw et w dużych 
nadm iarach nie przeszkadza w analizie kwasu jabłkowego.

6. W g opisanej metody można oznaczyć kwas jabłkowy w materiale 
roślinnym w czasie nie przekraczającym  2 godzin.

7. Opracowana metoda nie wymaga poza kolorymetrem żadnej apa­
ratury, jest szybka i prosta, nadaje  się przeto do masowego oznaczania 
kwasu jabłkowego w materiale pochodzenia biologicznego.
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MMKPOMETOÆ OnPE^EJIEHMH HEJIOHHOVÏ KMCJIOTBI 

P e 3  K) m  e

1 . OroicaH M M K poM eTO ^ o n p e fle j ie H M H  h ô j io h h o m  k m c j io t b i  b  pacTM-  

TejibHOM MaTepnajie.
2. M eTOÆ  A o n y c K a e T  o n p e p ;e j ie H M e  0,5 — 1 6  gr h ô j io h h o m  k m c j io t b i .

3 . C y m H O C T b  M eT O ^a 3 a K jn o n a e T C H  b  o k m c jic h m m  h ô jio h h o m  k m c j io t b i  

ÆO A n ô p o M o a p e T a j iB ^ e r M f la ,  k o t o p b i m  o ô p a 3 y e T ,  coB M ecT H O  c  Æ M HM Tpocjje- 

HM JibrM ^;pa3M H0M , r o j i y ô o e  K p acM J iB H o e B e ip e c T B O  b  mëJiOHHOM  c p e p ;e .

4. E b IJIM p a 3 p a 6 0 T a H B I  OnTM M aJIBHBie yCJIOBMH OKMCJieHMH h ô jio h h o m  

KMCJIOTBI, ÔBIJia 3H aH M TeJIBH 0 IIO B B im eH a TOHHOCTB M eT O ^a M y C T p a H e H a  

^ecTMJiHU,MH p ;M 6poM oau;eT ajiB ^ ;erM A a. ü m p m æ m h  3 a M e H e H  ô b iji cn M p T O -  

BBIM paCTBO pO M  ë^KOTO HaTpM H .

5. J lM M O H H aa, n M p o B M H o rp a ^ H a H  m BM HH an KMCJiOTa o ô p a 3 y i o T  o c a 3 0 -  

HBI, BXOAHLU,Me B  COCTaB KOHTpOJIBHOM 0 6 p a 3 U ;a  M Æ axce H pe3M epH B IM  MX 

M 3JiM ineK  H e  n p e n n T C T B y e T  a H a jiM 3 y  h ô j io h h o m  k m c j io t b i .

6 .  M 0 5 K H 0  O npe^O JIH T B HÔJIOHHyiO KMCJIOTy COTJiaCHO OüMCaHHOMy M e -  

T O ^ y b  pacT M T ejiB H O M  M a T e p M a jie  b  n p o M e x c y T K e  B peM eH M  H e n p e B B im a -  

loipeM 2 nacoB.
7. P a 3 p a 6 o T a H H B iM  M eTO fl H e  T p e ô y e T  H M K aK oii a n n a p a T y p n i  KpoMe 

KO JIO pM M eTpa, 3 T 0  CKOpBIM M npOCTOM MeTOÆ, nO STO M y OH npMTOp;eH n p M  

M accoB O M  o n p ep ;ejieH M M  h ô j io h h o m  k m c j io t b i  b  M a T e p M a jie  Ô M O JiorM necK oro  

npoMCXOJK^eHMH.

A MICROMETHOD FOR THE DETERMINATION OF MALIC ACID

Summary

1. A microchemical method for the determination of malic acid has 
been described.

2. The method permits to determine quantities betw een 0,5 — 1 6  gg 
of malic acid.

3. The method is based upon the oxydation of malic acid to dibro- 
moacetaldehyde, which reacts with dinitrophenylhydrazine, giving a blue 
coloured complex in alcoholic alkaline solution.

4. Optimal conditions for the oxidation of malic acid have been w ork­
ed out, the sensitivity of the reaction has been considerably increased. 
The distillation of dibromoacetaldehyde has been eliminated and pyri­
dine has been replaced by ethyl alcohol.

5. Pyruvic, citric and tartaric acid produce osazones, which are 
incorporated in the blind estimation and their p resence even in large 
excess does not interfere with the analysis of malic acid.
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6. The time for the complete estimation of malic acid in plant m a­
terial does not exceed 2 hours.

7. The described method does not require with the exception of the 
photocolorimeter any additional apparatus. The method is quick and 
simple and for this reason it may be applied for mass analyses of malic 
acid in material of biological origin.

Otrzymano 12.4‘.1956

2 A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L  II  1955 N O  4

ELŻBIETA ROMANOWSKA

POLAROGRAFICZNA MIKROMETODA OZNACZANIA POTASU  
W OSOCZU I SUROWICY KRWI

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A. M. w e Wrocławiu  
Kierownik prof. dr T. Baranowski

Znane są dwie polarograficzne metody oznaczania potasu w surow i­
cy. W  jednej z nich potas oznacza się na podstawie zmniejszenia się 
znanej ilości dwupikrylaminy, które ma miejsce na skutek wiązania się 
potasu z tym związkiem (3). W  drugiej metodzie oznacza się po larogra­
ficznie kobalt w wytrąconym osadzie azotyno-kobaltanu sodowo-pota­
sowego, którego ilość jest proporcjonalna do ilości potasu w badanej 
próbce (4). Ta druga metoda została ogłoszona w czasie, kiedy nasze 
doświadczenia były już daleko posunięte.

M etoda nasza polega na strąceniu potasu jako nierozpuszczalny azo- 
tyno-kobaltan sodowo-potasowy, który następnie rozkłada się stężonym 
kwasem solnym i oznacza polarograficznie sumę sodu i potasu. Suma­
ryczna ilość sodu i potasu jest miarą ilości potasu ze względu na  ste- 
chiometryczny stosunek sodu i potasu w azotyno-kobaltanie sodowo- 
potasowym K2Na/Co(N02)6/. W arunki ilościowego wytrącenia osadu 
azotyno-kobaltanu sodowo-potasowego są ściśle określone i powinny 
być zawsze zachowane, aby skład osadu nie uległ zmianie. W arunki te, 
to przede wszystkim: pH odczynnika strącającego (wynosi ok. 6) i stała 
tem peratura  (optimum 10°). Poza tym osad powinno się strącać zawsze 
z tej samej objętości roztworu.

Metoda ta nadaje się szczególnie w tych przypadkach, gdzie obok 
dużych ilości sodu potasu jest stosunkowo mało, np. w osoczu, gdzie 
stosunek ilości sodu do ilości potasu wynosi jak 1:20.

Część doświadczalna
O D C Z Y N N IK I

1. Alkohol etylowy 96%.
2. Roztwór azotyno-kobaltanu sodowego. A) 25 g azotanu kobaltu

2 * [383]
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cz. d. a. rozpuszcza się w 50 ml wody i dodaje się 12,5 ml lodowatego 
kwasu octowego. B) 120 g azotynu sodowego cz. d. a. wolnego od K 
rozpuszcza się w 180 ml wody. Do roztworu A) dodaje się 210 ml roz­
tworu B). W ywiązują się tlenki azotu, które wypędza się z roztworu 
przez przepuszczanie powietrza. Otrzymany roztwór ma pH =  5,7. Roz­
twór ten sporządza się więc analogicznie jak  w metodzie K r a m e r a -  
-T i s d a 1 1 a (2).

3. Stężony kwas solny.
4. 0,1 N wodorotlenek czterometyloamoniowy. Odczynnik ten został 

sporządzony wg przepisu podanego przez H. E r d m a n n a  (5).

O P IS  M E T O D Y

Oznaczenia potasu przeprowadzono we krwi żylnej. Aby zapobiec 
krzepnięciu, do 1 ml krwi dodawano 1 jednostkę m iędzynarodową hepa­
ryny. W  czasie 10 — 15 min. po pobraniu krwi odwirowywano krwinki, 
a osocze natychmiast odpipetowano.

1 ml osocza odbiałcza się, dolewając 2 ml alkoholu etylowego. Osad 
białka odwirowuje sie, a następnie przemywa mieszanką alkoholu

etylowego z wodą (1 objętość wody, 2 objęt. 
alkoholu). Roztwór alkoholowy łączy się z roz­
tworem z przemycia i odparowuje do sucha. 
Pozostałość rozpuszcza się w około 0,5 ml w o­
dy. Odwirowuje się nierozpuszczone resztki 
zdenaturowanego białka. Płyn znad osadu p rze­
nosi się ilościowo do drugiej probówki w irów­
kowej, stosując trzykrotne przepłukiwanie 
(ok. 1 ml płynu), dodaje powoli kroplami 2 ml 
roztworu azotyno-kobaltanu sodowego i pozo­
stawia przez 45 min. dla zupełnego w ytrącenia 
się osadu. Żółty osad azotyno-kobaltanu sodo­
wo-potasowego odwirowuje się i przemywa 

3 — 4-krotnie wodą, ostrożnie, nie wzruszając osadu, aż płyn nad 
osadem będzie bezbarwny. Następnie osad rozpuszcza się w stężo­
nym kwasie solnym na gorąco. Roztwór przenosi się na parownicz- 
kę i odparowuje do sucha. Suchą pozostałość rozpuszcza się w 2,5 ml 
0,1 N wodorotlenku czterometyloamoniowego i oznacza polarogra­
ficznie sumę sodu i potasu (jon sodowy i potasow y mają jedna­
kowy potencjał półfali). Oznaczenia wykonano na aparacie Heyrowskie- 
go przy czułości galwanometru 1/50, czas spadania kropli 3 sek. W yso ­
kość fali polarograficznej odczytywano przy — 2,2 V. W ygląd otrzyma­
nych polarogramów przedstawia rys. 1.

Rys. 1. Polarogramy otrzy­
mane przy oznaczaniu pota­
su w osoczu krwi. Czułość 

galw. 1/50
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Krzywą kalibrowania otrzymano w ten sposób, że z roztworu chlorku 
potasu o znanym stężeniu wytrącono potas jako azotyno-kobaltan sodo­
wo-potasowy i po przeprowadzeniu tego związku w chlorki sodu i po­
tasu sposobem opisanym wyżej polarografowano. W ysokość fali pola­
rograficznej jest bezpośrednią miarą ilości potasu w roztworze (rys. 2).

Rys. 2. Krzywa kalibrowania do polarograficz­
nego oznaczania potasu. Z 1 ml standardowego 
roztworu chlorku potasu wytrąca się potas 
jako Ki>Na [CojNOaje]. Po przeprowadzeniu 
tego związku w chlorki ¡sodu, potasu i kobal­
tu irozpuszcza się je w 2,5 ml 0,1 N  
(CHs^NOH i polarografuje sumę ilości sodu 

i potasu

W yniki

Oznaczono zawartość potasu w osoczu 18 różnych próbek krwi ludz­
kiej. Średnia zawartość potasu wynosi 17,4 mg %, średnie odchylenie 
o wynosi +  10%.

Wyniki, które otrzymano, podaje tabl. 1.

Oprócz tego, aby sprawdzić powtarzalność oznaczeń opisaną metodą, 
wykonano 10 równoległych oznaczeń potasu w jednym i tym samym 
osoczu. W yniki otrzymane podaje tabl. 2.
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Ta b l i c a  1

Zawartość potasu w osoczu ludzi zdro­
wych

Nr 
i  próbki 

krwi

Zawar­
tość 

potasu 
w  osoczu 
w  mg %

Nr
próbki
krw i

Zawar­
tość 

potasu 
w  osoczu 
w  mg %

1 18,4 10 20,6
2 18,2 11 17,9
3 18.2 12 14,6
4 17,4 13 14,6
5 17 14 17,3
6 15,2 15 17,3
7 14,6 16 18,4
8 17,4 17 19,4
9 16,6 18 19,4

średnia zawartość potasu w oso­
czu w mg°/o 17,4

średnie odchylenie od wartości
X) f2 0,41średniej S =  l

|  n (n—1)
/  2 f2

średnie odchylenie ct=  1 / ------- 1,73X n—1
średnie odchylenie w °/o 10
f — pojedyncze odchylenie od wartości 

średniej 
n — ilość oznaczeń

Ta b l i c a  2

W yniki 10 oznaczeń potasu w tym sa ­
mym osoczu

Nr
ozna­
czenia

Zawar­
tość 

potasu 
w  osoczu 
w  mg %

Odchy­
lenie od 
wartości 
średniej

Kwadrat 
odchyle­

nia od 
wartości 
średniej

1 17,8 0 0
2 17,4 0,4 0,16
3 18,2 0,4 0,16
4 18,6 0,8 0,64
5 17,8 0 0
6 17 0,8 0,64
7 17,8 0 0
8 17,4 0,4 0,16
9 18,2 0,4 0,16

10 17,8 0 0
średnia zawartość potasu w osoczu 

w mg °/o 17.8
średni błąd pojedynczego po­

miaru a 0,46
średni błąd pojedynczego po­

miaru w % 2,6
średni błąd wartości średniej S 0,14

Dyskusja

Przy oznaczaniu potasu tą nową polarograficzną modyfikacją metody 
Kramera-Tisdalla ważne jest zachowanie tych samych reguł co i w in­
nych  metodach polegających na wytrąceniu  potasu jako azotyno-kobal- 
tanu sodowo-potasowego, odnośnie sposobu i warunków wytrącania 
osadu, w celu zapewnienia jego stałego i określonego składu, tzn. aby 
zawsze powstawał K2N a/C o(N 02)G/. W arunki te to pH roztworu, które 
powinno wynosić ok. 6 i stała tem peratura (optimum 10°). Poza tym 
osad powinien być zawsze w ytrącany  z tych samych objętości roztworu 
(1 ml odbiałczonego osocza strąca się 2 ml roztworu azotyno-kobaltanu 
sodowo-potasowego).

W  metodzie tej stosuje się odbiałczanie osocza w tym celu, aby usu­
nąć ochronne działanie białek. Białka przeszkadzają ilościowemu wy-
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trąceniu potasu, specjalnie w osoczach dłużej przechowywanych. W y ­
trącanie potasu bezpośrednio z osocza, jak  to ma miejsce w oryginalnej 
metodzie Kramera-Tisdalla, a również w niektórych jej modyfikacjach, 
jes t  niekorzystne również z tego względu, że osad azotyno-kobaltanu 
sodowo-potasowego adsorbuje z osocza substancje organiczne (np. b ia ł­
ka), które mogą powodować błędy przy oznaczaniu potasu. Substancje 
te w metodzie Kramera-Tisdalla zwiększają zużycie nadm anganianu przy 
m iareczkowaniu azotynów.

Oznaczanie bezpośrednie sodu i potasu po rozłożeniu azotyno-ko­
baltanu sodowo-potasowego wydawało się słuszniejsze, niż oznaczanie 
kobaltu lub azotynów i obliczanie na tej podstawie zawartości potasu, 
jak  to ma miejsce prawie we wszystkich innych modyfikacjach m etody 
Kramera-Tisdalla. Oznaczanie kobaltu lub azotynów zamiast bezpośred­
niego oznaczania potasu powodowałoby błąd szczególnie wtedy, gdy 
wraz z azotyno-kolbaltanem sodowo-potasowym strąciłyby się jeszcze 
azotyno-kobaltany innych kationów, np. azotyno-kobaltan amonowy.

Metodą powyższą można oznaczać potas równie dobrze w osoczu 
jak  i w surowicy.

W yniki otrzymane na  zawartość potasu w osoczu krwi różnych ludzi 
mieściły się w granicach 14,6 — 20,6 mg %. Średnia zawartość potasu  
wynosiła 17,4 mg %, przy czym średnie odchylenie od tej wartości w y ­
nosiło 1,73, tzn. 10%. Normy zawartości potasu w krwi ludzkiej podane 
przez K i n g a  E. J. (1) są następujące: 13,5 — 21,7 mg %, przy czym 
średnia zawartość potasu wynosi 17,35 mg %. Porównanie tych w yni­
ków z wynikami otrzymanymi metodą wyżej przedstawioną jest zado­
walające. Średnie zawartości potasu są niemal identyczne, a zakres w a ­
hań fizjologicznych potasu we krwi otrzymany metodą opisaną w n i­
niejszej pracy jest naw et węższy.

Metoda nadaje się do seryjnego oznaczania potasu w osoczu lub 
surowicy.

Powyższa praca była subsydiowana przez Komitet Biochemiczny 
PAN.

Streszczenie

Przedstawiono metodę polarograficznego oznaczenia potasu w oso­
czu lub surowicy krwi. Metoda polega na tym, że potas wytrąca się jako 
azotyno-kobaltan sodowo-potasowy, który rozkłada się stężonym kw a­
sem solnym. Po przeprowadzeniu tego związku w chlorki sodu, potasu 
i kobaltu, oznacza się polarograficznie sumę ilości sodu i potasu propor­
cjonalną do ilości potasu w próbce.
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nO JIH PO rPA O M H ECK M H  M M KPOM ETO fl O nPEßEJIEH M H  KAJIMH 
B IIJIA 3M E  M B C BIB O PO TK E KPO BM

P e 3 K) m  e

M3Ji05KeH nojiHporpa4>MHecKMM MeTOfl onpe^ejieHMH KajiMH b  njia3Me 
MJIM CBIBOpOTKe KpOBM.

MeTO# 3aKJiioHaeTCH b  y^ajieHMM KajiMH b  BMfle K ajinii-H aTpnn-K oßajib- 
TOHMTpMTa, KOTOpBlÜ pa3JiaraeTCH KOHpeHTpupOBaHHOM COJIflHOÜ KMCJIO- 
t o m .  I lo c jie  npeBpaipeHMB aToro coeßWHemiH b  xjiop n flb i HaTpMH, Kajina  
h  Ko6ajiBTa, cyMMa KajinuecTB HaTpna m KajiMH, nponoppMOHajibHaa k o j i m -  

aecTBy Kajinn b  o6pa3n;e, onpe^ejineTCH nojinporpacjDMHecKKM m c t o / j o m .

NEUE POLAROGRAPHISCHE MIKROMETHODE ZUR KALIUMBESTIMMUNG

Z u s a m m e n f a s s u n g

Es wird eine Methode zur polarographischen Kaliumbestimmung im 
Blutserum beschrieben. Das Kalium wird als KaliunnNaturium-Kobalt-ni- 
trit ausgefällt, der Niederschlag mit konz. Chlorwasserstoffsaüre zersetzt 
und in entsprechenden Chloride übergeführt. Die Gesamtmenge Kal­
ium +  Natrium, die zur Menge Kaliums proportional ist wird danach 
polarographisch bestimmt.

Otrzymano 22.4.1955
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V O L  II  1955 N O  4

E. BOROWSKI, S. KRYŃSKI, Z. KURYŁO-BOROWSKA, D. WASIELEWSKA

IZOLOWANIE I WŁASNOŚCI CZYSTEJ CEREINY B — 
ANTYBIOTYKU SZCZEPU „ 99” Bacillus cereus*

Z Instytutu M edycyny  Morskiej (dyr. doc. dr Z. Buczowski), Katedry Technologii  
Środków Leczniczych Politechniki Gdańskiej (kier. prof. dr Z. Ledóchowski) i Katedry  

Mikrobiologii Akad. Med. w  Gdańsku (kier. proi. dr S. Kryński)

W  jednej z poprzednich prac wykazano, że w yhodow any przez A. 
K u c h t ę  szczep zarodnikującej laseczki tlenowej, Bacillus cereus, 
wytwarza substancję działającą antybiotycznie na szereg drobnoustro­
jów, głównie powodujących schorzenia przewodu pokarmowego (8). 
Najbardziej z nich wrażliwym jest pałeczka czerwonki Shigella shigae.

W yhodowany szczep B. cereus  oznaczano literą ,,99". W ykazano tak­
że (7), że wytwarzana przez szczep B. cereus substancja antybiotyczna 
jest kompleksem kilku ciał czynnych. Kompleks ten nazwano cereiną. 
Antybiotykowi występującem u w głównej ilości nadano nazwę ,,Cereina 
B2". Stwierdzono, że substancja ta nie odpowiada własnościami żadnemu 
z poznanych dotychczas antybiotyków. Zbadano szereg własności, głów­
nie biologicznych, antybiotyku będącego w stanie nieoczyszczonym. 
Opisano też własności samego szczepu oraz określono warunki w ytw a­
rzania przez drobnoustrój ciała czynnego na podłożach naturalnych 
i syntetycznych.

Celem niniejszego doniesienia jest przedstawienie badań nad wyizo­
lowaniem w stanie czystym cereiny B2 oraz określeniem jej najważniej­
szych własności fizycznych, chemicznych i biologicznych.

Oznaczanie aktywności

W  toku pracy aktywność poszczególnych próbek była oznaczana 
metodą cylinderkową (6). Jako drobnoustrój wzorcowy stosowany był

* Praca wykonana częściowo na podstawie dotacji Komitetu Biochemicznego Pol­
skiej Akademii Nauk. Praca została zreferowana na zjeździe Pol. Tow. Fizjologicznego 
w Krakowie w 1054 t .  oraz na M iędzynarodowym Sympozjum na temat Antybiotyków  
w W arszawie w lutym 1955 r.

[389]
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szczep Shigella shigae  PZH-16. Za jednostkę obrano taką ilość ciała 
czynnego, która w objętości 1 ml dawała w metodzie cylinderkowej 
strefę zahamowania wzrostu o średnicy 23 mm.

F E R M E N T A C J A

W  niniejszej pracy stosowano opracowaną przez nas (7) pożywkę 
syntetyczną. Jest to modyfikacja podłoża Andersona M-9. Skład jej jest 
następujący:

MgSÛ4 0,1 g
N a2H P 0 4-H20 6,0 g
k h 2p o 4 3,0 g
NaCl 5,0 g
N H 4C1 1,0 g
MnCl2 0,02 g
kwas cytrynowy 2,0 g
glikoza 4,0 g
woda dest. do 1 1
KOH — do ustawienia pH =  7,0.

Fermentację prowadzono metodą powierzchniową we flaszkach Roux 
w temp. 34°. Czas fermentacji wynosił 24 godz. Z dojrzałej hodowli 
odwirowywano drobnoustroje i otrzymany płyn poferm entacyjny pod­
dawano dalszej przeróbce.

O T R Z Y M A N IE  A N T Y B IO T Y K U  S U R O W E G O

Antybiotyk praktycznie nie daje się ekstrahować z płynu pofer­
m entacyjnego rozpuszczalnikami: eterem etylowym, eterem naftowym, 
benzenem, chloroformem, octanem amylowym, n-butalonem.

Ciało czynne wydobywano z hodowli przez adsorpcję na  węglu 
aktywnym. Stosowano 3% węgla technicznego. Ilość ta, jak wynika 
z wykresu (rys. 1), jest optymalna. W  warunkach tych adsorbuje się ok. 
95% czynnej substancji. Po odsączeniu i przemyciu wodą węgla usuw a­
no zaadsorbowane na nim ciało czynne przez wypieranie nasyconym  
roztworem wodnym alkoholu izoamylowego. Stosowano go w objętości 
równej objętości wyjściowej hodowli. O trzym ywano tą drogą ok. 
40 — 50% substancji aktywnej, zawartej w hodowli. Inne substancje 
eluujące dawały nie lepsze, a przeważnie gorsze wyniki. Kilkakrotne 
powtarzanie elucji także nie poprawia wyników. Przy pierwszej, jak 
podano wyżej, uzyskano 40 — 50% substancji czynnej, przy drugiej 
dalsze 10%, a przy trzeciej zaledwie 2%. Poprawienie wydajności przez
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kilkakrotną elucję jest więc nieproporcjonalne do trudności, jakie 
w  dalszym przerobie stwarzają duże ilości płynu.

Użycie nasyconego roztworu alkoholu izoamylowego w objętości 
równej użytej hodowli jest konieczne. Stosując 60% objętości otrzyma­
no tylko 30% wydajności ciała aktywnego.

O trzym yw any roztwór surowego antybiotyku zagęszczono w próżni 
w temp. pokojowej, po czym w celu usunięcia części ciał barw nych oraz 
koloidowej zawiesiny węgla poddawano chromatografii przepływowej 
na włóknistym tlenku glinu. Jednakże w dalszej pracy okazało się to 
niekonieczne, gdyż w następnych etapach oczyszczania antybiotyku 
ciała barw ne występujące w materiale surowym dadzą się łatwo usunąć.

Zagęszczony w próżni roztwór surowego antybiotyku poddawano 
dalszemu oczyszczaniu bez uprzedniego osuszania go. Przy zagęszczeniu 
należy zwracać uwagę na zmiany pH i w miarę potrzeby doprowadzać 
do wartości 7,0. W  środowisku tym antybiotyk jest najtrwalszy. Zalka- 
lizowanie roztworu wpływa szczególnie destrukcyjnie na ciało czynne. 
Także i przechowywanie roztworu surowego antybiotyku (nawet w lo­
dówce) przez czas dłuższy nie jest wskazane. Obecne w roztworze ciała 
zanieczyszczające powodują już po kilku dniach przechowywania czę­
ściową inaktyw ację  ciała czynnego.

Z 1 litra kultury otrzymuje się roztwór zawierający 500 — 800 mg 
suchej substancji. Antybiotyk surowy daje w stężeniu 0,12 — 0,25 mg/ml 
strefę zahamowania o średnicy 23 mm zależnie od aktywności p rzera­
bianej kultury.

R O Z D Z IA Ł  P R Z E C IW P R Ą D O W Y

Surowy produkt poddano dalszemu oczyszczaniu stosując metodę 
rozdziału przeciwprądowego (2). W  tym celu posługiwano się dwoma 
aparatam i z elementami szklanymi systemu Craiga (3, 4, 1). Stosowano 
układ fenol nasycony wodą (faza nieruchoma) i woda nasycona fenolem 
(faza ruchoma).

Rozdział przeciwprądowy prowadzono w kilku etapach. Na wstępie 
przeprowadzono rozdział próbny, 33-przejściowy w celu ogólnego zo­
rientowania się w przebiegu rozdzielania przeciwprądowego i opraco­
wania na tej podstawie właściwej metody postępowania. W yniki przed­
stawione są na wykresie 2 (rys. 2).

W  toku całej pracy krzywe substancji suchej wyznaczano według 
Craiga i współprac. (5).

Z podanego wykresu jest widoczne, że w badanym preparacie obec­
na jest jedna główna substancja zanieczyszczająca obok innych ciał

http://rcin.org.pl



E . B O R O W S K I , S . K R Y Ń S K I , Z . K U R Y Ł O -B O R O W S K A , D . W A S IE L E W S K A  [4]

balastowych, występujących w znacznie mniejszych ilościach. Ponadto 
można wywnioskować z przebiegu krzywej aktywności, że p repara t 
zawiera nie jedno ciało czynne, lecz kilka, w tym jedno występujące 
w głównej ilości, z maksimum w elementach 13-14. Ponieważ tematem

Rys. 1. Adsorpcja ciała czynnego na w ęglu aktywnym.

Rys. 2. Rozdział przeciwprądowy próbny, 33-przejściowy.
--------------- subst. sucha
----------------aktywność względem Shigella shigae
— • — • — aktywność względem Proteus OX-19

niniejszej pracy jest izolowanie głównego antybio tyku  kompleksu anty- 
biotycznego „cereina", w dalszym postępowaniu nie uwzględniano frak­
cji odpowiadających pozostałym, występującym  w nieznacznych ilo­
ściach składnikom tego kompleksu.

Współczynniki rozdziału woda-fenol głównego zanieczyszczenia oraz 
głównego antybiotyku, wyliczone z położenia maksimum ich krzywych 
(2, 14), wynoszą odpowiednio 7,2 oraz 0,65. Tak znaczna różnica współ-
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czynników rozdziału obu tych substancji pozwala na oddzielenie głów­
nego zanieczyszczenia we wstępnym, niewieloprzejściowym rozdziale 
przeciwprądowym. Obliczono, że dla osiągnięcia tego celu wystarcza 
już 20 przejść.

W  rozdziale wstępnym stosowano aparat o pojemności elementów 
wynoszącej po 35 ml każdej fazy. W yniki rozdziału przedstawione są 
na wykresie (rys. 3). Podobnie jak  poprzednio zaznacza się na nim obec­
ność więcej niż jednej substancji aktywnej.

Do dalszej przeróbki brano zawartość elementów 3-12. Z połączo­
nych  frakcji usuwano fenol drogą ekstrakcji eterowej i otrzymany roz­
twór zagęszczano w próżni. Z 9,0 gramów surowego materiału otrzym y­
wano roztwór zawierający ok. 700 mg substancji suchej. Roztwór o s tę­
żeniu 0,048 mg/ml dawał strefę zahamowania o średnicy 23 mm.

Rys, 3. Rozdział przeciwprądo.wy wstępny, 20-p,rzejściowy.
------------ subst. sucha
 — aktywność względem Shigella shigae

Preparat uzyskano w wyniku wstępnego rozdziału, wolny od głów­
nego zanieczyszczenia zawiera jeszcze szereg ciał balastowych o współ­
czynnikach rozdziału bardzo zbliżonych do substancji aktywnej. Zawiera 
także obok głównego antybiotyku pozostałe ciała czynne. W  celu od­
dzielenia głównego antybiotyku od tych wszystkich substancji koniecz­
ne jest zastosowanie większej ilości przejść. Zastosowano więc 100-przej- 
ściowy rozdział przeciwprądowy powtórzony kilkakrotnie.

Ponieważ aparat, którym dysponowano, nie posiadał dostatecznie 
dużej ilości elementów, stosowano technikę pojedynczego usuwania 
("single withdrawal") (4), polegającą na zbieraniu wychodzących kolej­
no z ostatniego elementu frakcji. Uzyskane, po zanalizowaniu ich, dane 
przedstawia się na osobnym wykresie obok głównego wykresu przed­
stawiającego przebieg krzywych rozprzestrzenienia w poszczególnych 
elementach aparatu.

Pojemność elementów w aparacie wynosiła po 4,5 ml każdej fazy. 
Po skończonym rozdziale usuwano fenol i poszczególne frakcje badano

http://rcin.org.pl



3 9 4  E - B O R O W S K I, S . K R Y Ń S K I , Z . K U R Y Ł O -B O R O W S K A , D . W A S I E L E W S K A  [6]

na zawartość substancji suchej i aktywność względem Shigella shigae. 
W yniki przedstawione są na wykresie (rys. 4). W  dalszej pracy  przy 
przerobie większych ilości materiału stosowano napełnianie nim dwóch 
pierwszych elementów przed rozpoczęciem rozdziału. Powoduje to n ie ­
wielkie przesunięcie krzywej (wykres), natomiast zwiększa dwukrotnie 
wydajność aparatury.

Przebieg krzywej aktywności, jak  też i uzyskane wyniki z badania 
własności biologicznych różnych frakcji wskazują na obecność czterech 
antybiotyków. Pierwszy — zawarty w elementach Nr 0-6, drugi w ele­
mentach 10-20, trzeci 21-60 i czwarty we frakcjach 68-100. Ostatni 
antybiotyk jest prawdopodobnie kompleksem kilku ciał czynnych. Po­
szczególne antybiotyki oznaczono literami licząc od lewej strony 
krzywej: A, Bi, B2 i C. Głównym antybiotykiem jest antybiotyk B2. N a ­
dano mu nazwę „Cereina B2".

Humer elementu
7068 

Hu mer prrejścia—

Rys 4. I rozdział przeciwprądowy 100-przejściowy.
 aktywność względem Shigella shigae
 subst. sucha
— • aktywność przy napełnianiu materiałem

w yjściowym  dwóch pierw szych elem entów

Jak  wynika z krzywych, rozdział 100-przejściowy pozwolił na zupeł­
ne rozdzielenie antybiotyków A, Bi +  B2 oraz C. Rozdzielenie Bi i B2 
jest tylko częściowe. Ponadto widoczne jest, że interesujący nas an ty ­
biotyk B2 jest nadal jeszcze znacznie zanieczyszczony ciałami obojęt­
nymi. Ciała barwne znajdujące się w materiale m ają niewielkie współ­
czynniki rozdziału i zatrzymują się w pierwszych elementach. Frakcje 
zawierające B2 są już zupełnie od nich uwolnione.

Materiał, znajdujący się we frakcjach zaw ierających  cereinę B2, 
został poddany dalszym procesom przeciwprądowym. W  tym celu sub­
stancję zawartą w elementach Nr 35-50 (lub 27-47 w wypadku napeł-
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niania dwóch pierwszych elementów) poddawano ponownemu 100-przej- 
ściowemu rozdziałowi. Krzywe rozprzestrzeniania substancji suchej 
i aktywności (rys. 5) wskazują na osiągnięcie w tym procesie już dużego

10 30 50 67 90 7068
Numer elementu —•- Numer przejścia

Rys. 5. U. rozdział przeciwprądowy 100-przejściowy. 
------------ subst. sucha
------------ aktywność względem Shigella shigae

7068
Numer elementu — »- Numer przejścia —

Rys. 6 III. rozdział przeciwprądowy 100-,przejściowy. 
------------ subst. sucha
—  aktywność względem Shigella shigae

stopnia oczyszczenia. Jednakże dla uzyskania krzywej odpowiadającej 
substancji jednorodnej konieczne jest poddanie materiału zawartego 
w elem entach 35-50 po raz trzeci 100-przejściowemu rozdziałowi. Prze­
bieg krzyw ych przedstawiony jest na wykresie (rys. 6). Przebieg ich 
pozwala przyjąć, że według kryteriów  rozdziału przeciwprądowego 
uzyskana substancja jest jednorodna.
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Do dalszych badań własności otrzymanego preparatu  wzięto zaw ar­
tość elementów Nr 32-46. Ilość uzyskiwanego w ten sposób m ateriału 
wynosi ok. 2 mg z litra hodowli. W  toku całej pracy otrzymano 90 mg 
antybiotyku. Substancja w stężeniu ok. 0,006 mg/ml daje w metodzie 
cylinderkowej strefę zahamowania o średnicy 23 mm.

W Ł A S N O Ś C I  P R E P A R A T U  C E R E IN Y  B 2

Otrzymany preparat cereiny B2 jest substancją bezpostaciową zu­
pełnie bezbarwną. Dobrze rozpuszcza się w wodzie, fenolu nasyconym  
wodą, metanolu (zwykłym i absolutnym), lodowatym kwasie octowym. 
Nie rozpuszcza się w organicznych rozpuszczalnikach tłuszczowych. 
Rozpuszczalność antybiotyku określano metodą chromatografii b ibuło­
wej obserwując przesuwanie się plamy w badanym  rozpuszczalniku.

Preparat daje pozytywną reakcję ninhydrynow ą i izatynową. A n ty ­
biotyk można osuszać przez liofilizację lub odparowanie w próżni w tem ­
peraturze pokojowej. Nie następuje przy tym wcale utrata aktywności.

Roztwór antybiotyku pozostawiany w lodówce traci po miesiącu 
część aktywności (ok. 30%). Antybiotyk liofilizowany przechowyw any

Rys. 7. W pływ kwasów i zasad na trwałość cereiny B2.
  kontrola -  -  - 0, Oln H2SO4 . . .  0 ,ln H2SO4

------------- 0,ln  N aO H ---------------0,01 n NaOH

w lodówce traci po dwóch miesiącach ok. 50% aktywności, po czterech 
zaś pozostaje już tylko ok. 25% aktywności początkowej.

Roztwory wodne cereiny B2 nie tracą zupełnie aktywności ogrzew a­
ne w ciągu 2 godz. w łaźni wodnej w 100°.

Cereina B2 łatwo dializuje przez błony kolodionowe.
Jonoforeza bibułowa antybiotyku daje przy pH =  4,5 przesunięcie 

plamy do katody, przy 8,5 zaś do anody. Przemawia to za praw dopo­
dobną obecnością w cząsteczce antybiotyku grup kwasowej i zasadowej.
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Rozcieńczone kwasy i zasady wywierają działanie destrukcyjne na 
cereinę B2. Jest ona szczególnie n ietrwała  w roztworach alkalicznych. 
Aktywność roztworu antybiotyku w 0,1 N ługu sodowym spada w 34° 
po 12 godz. prawie do zera. Kwasy w yw ierają mniej destrukcyjny wpływ 
(rys. 7).

Trypsyna chem. cz. w stężeniu 2,5 mg/ml nie powoduje inaktywacji 
cereiny B2 inkubowanej w 34° w ciągu 24 godz. przy pH =  8,0. Użyty 
preparat trypsyny  trawił w tych warunkach kazeinę.

Chromatografia bibułowa hydrolizatu kwaśnego otrzymanego prepa­
ratu  w ykazuje  obecność kilku, prawdopodobnie pięciu aminokwasów.

Widmo antybiotycznego działania cereiny B2 obejmuje przede 
wszystkim rodzaje: Shigella, Proteus, Escheiichia, Salmonella i Serratia. 
Do najwrażliwszych należą Sh. shigae, Proteus OX-19 i HX-19. Jedna 
jednostka, dająca ze szczepem Sh. shigae  PZH-16 strefę o średnicy 
23 mm odpowiada 0,006 mg substancji. Badanie metodą rozcieńczeń 
seryjnych, mające na celu oznaczenie najmniejszego stężenia ham ują­
cego, nie dało dodatnich wyników. Szczepy Sh. shigae  i Proteus OX-19 
rosły w obecności 10 jedn. cereiny B2 w 1 ml., tj. stężeniu, które w me­
todzie cylinderkowej daje strefę 33,0 mm średnicy. W zrost bakterii nie 
jest w tym wypadku związany z inak tyw acją  antybiotyku, gdyż w pod­
łożu hodowlanym  po 24 godz. inkubacji i pełnym wzroście pałeczek 
czerwonki wzgl. odmieńca stwierdzono 70% pierwotnej ilości cereiny. 
Również zjawisko wzrostu nie łączy się z opornością badanego szcze­
pu. Drobnoustroje wyizolowane ze wspomnianych hodowli były rów­
nie wrażliwe w metodzie cylinderkowej, jak  szczepy macierzyste. Za­
gadnienie to wymaga osobnego opracowania.

Do badań zastosowano również metodę „skośnych płytek" (13). Stę­
żenie hamujące dla Sh. shigae wynosi od 0,2 do 0,6 jednostki na ml., 
Proteus OX-19 —  0,6 jedn./ml, HX-19 —  0,45 jedn./ml.

W  badaniach toksyczności stosowano test Weigla na wszach (9). 
Roztwór w stężeniu 5 mg/ml wstrzyknięty  doodbytniczo daje wskaź­
nik 12,4. Odpowiada to dosis letalis 50%- Streptomycyna dla wszy jest 
toksyczna w stężeniu 10 mg/ml, sól sodowa sulfatiazolu 1 — 5 mg/ml. 
Antybio tyk  jest więc dwa razy bardziej toksyczny od streptomycyny, 
natomiast toksyczność jego jest równa toksyczności soli sodowej sulfa­
tiazolu lub naw et mższa.

C H R O M A T O G R A F IA  B IB U Ł O W A  C E R E IN Y  B 2

W  celu ostatecznego zbadania stopnia czystości otrzymanego an ty ­
biotyku zastosowano chromatografię bibułową. W yniki wykazały n ie­
jednorodność materiału.

3 A c ta  B io c h im ic a  P o lo n ic a
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Rys. 8. Chromatografia bibułowa jednokie­
runkowa wstępująca preparatu cereiny B2 

Układ -III-rzędowy butanol-kwas m rówkowy- 
stos. wody 695:10:296. Długość drogi frontu 
16 cm. Bibuła Whatmana Nr. 1. Barwienie nin- 
hydryną. Plama aktywna oznaczona strzałką

Do badań zastosowano bibułę W hatm ana Nr 1. Chromatogramy b a r­
wiono ninhydryną oraz izatyną. Przebadano szereg układów rozpusz­
czalników. Najlepsze wyniki uzyskano przy użyciu mieszanek zawie­
rających w swoim składzie butanol. Najlepszy okazał się układ (11):
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Rys. 9. Porównawcze barwienie chromatogra- 
mu preparatu cereiny B2 ninhydryną i izatymą. 
Sposób wykonania chromatogramu jak przy 

rys. 8

III-rzędowy butanol-kwas m rówkowy-woda w stosunku objętościowym 
695:10:295. W  tych warunkach p repara t  wykazywał, na  chromatogra- 
mie jednokierunkow ym  wstępującym barwionym ninhydryną, siedem 
plam (rys. 8). Barwienie izatyną (12) wykazywało tylko cztery p lam y 
główne, przy czym natężenie ich barw y było mniejsze niż przy ninhy- 
drynie (wyjątek plama niższa). Plam słabszych, widocznych przy bar­
wieniu ninhydrynowym, izatyna nie w ykryw a (rys. 9). Podobnie barw ie­
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nie bromo i nitroizatyną (10) nie dawało rezultatów lepszych niż nin- 
hydryna.

Ciekawe jest, że układ fenol-woda daje w chromatografii bibułowej 
tylko jedną plamę. W skazuje to na to, że układ fenol-woda w rozdziale 
przeciwprądowym doprowadza do określonej mieszanki szeregu sub­
stancji, które w tych warunkach zachowują się jak  ciało jednorodne. 
W yniki te pozwalają także przewidzieć, że całkowite oczyszczenie 
m ateriału może być przeprowadzone metodą rozdziału przeciwprądo- 
wego, o ile użyje się w miejsce układu fenol-woda układ butanolowo- 
wodny i zastosuje odpowiednio większą ilość przejść.

Otrzymane w chromatogramie jednokierunkowym  plamy mają w ar­
tości Rf: 0,96, 0,86, 0,75, 0,57, 0,52, 0,37, 0,23. Aktywność jest związana 
wyłącznie z trzecią plamą, tzn. z plamą o Rf =  0,75. Żadne inne plamy 
ani też niezabarwione pola chromatogramu nie wykazują aktywności. 
Dowodzi to tego, że otrzym any preparat cereiny B2 zawiera tylko jed ­
no ciało aktywne.

W artość Rf dla cereiny B2 jest cechą charakterystyczną. Metoda 
chromatografii bibułowej przy zastosowaniu opracowanych warunków 
może więc służyć jako cenne narzędzie do dalszych badań nad cereiną. 
Najmniejsza ilość preparatu  cereiny B2, która daje jeszcze widoczną 
plamę aktywną, wynosi 0,004 mg.

C H R O M A T O G R A F IA  B IB U Ł O W A  P R E P A R A T Y W N A  C E R E IN Y  B 2

Nie dysponując odpowiednią ilością preparatu  oraz nie posiadając 
dostatecznie dużego aparatu rozdziału przeciwprądowego umożliwia­
jącego dokonanie kilkuset przejść koniecznych dla zupełnego oczysz­
czenia substancji w układzie butanolowo-wodnym, ostatecznego w y ­
odrębnienia czystej cereiny B2 dokonano na drodze chromatograficznej. 
Przeprowadzono chromatografię bibułową preparatyw ną, stosując b i­
bułę W hatm ana Nr 3.

Uprzednio podany układ rozpuszczalników jest tutaj niezbyt ko­
rzystny, gdyż chociaż na W hatm anie  3 układ plam jest podobny do po­
przednio otrzymanego, to jednak  wartości R f plamy czynnej i jej gór­
nego sąsiada są zbyt bliskie (rys. 10). Duży wpływ na zmiany Rf, przede 
wszystkim plamy aktywnej, ma zawartość kwasu mrówkowego. Zwięk­
szenie ilości kwasu powoduje w znacznym stopniu zwiększenie różni­
cy Rf plamy aktywnej i jej górnej sąsiadki. Jednakże zbyt duża zaw ar­
tość kwasu, chociaż wpływa korzystnie na zwiększenie różnic Rf, po­
woduje powstawanie „ogonów". Układem o optymalnych własnościach 
dla celów preparatyw nych przy użyciu bibuły W hatm ana 3 jest: Ill-bu- 
tanol-kwas mrówkowy-woda w stos. objęt. 75:5:20. W artość Rf plamy
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Rys. 10. Chromatografia bibułowa jednokierunkowa 
wstępująca preparatu cereiny B2 na bibule Whatmana 
Nr 3 w układzie Iit^butanol/kwas mrówk./woda w stos.

695:10:295. Plama aktywna oznaczona strzałką

aktywnej jest tutaj niższa niż w układzie poprzednim i wynosi 0,7. Róż­
nice Rf z plam ami sąsiednimi są dostatecznie duże, dające dobre od­
dzielenie przy  niezbyt dużej drodze rozpuszczalnika. Jednokierunkow y 
w stępujący chromatogram prepara tu  cereiny B2 w takim układzie po ­

[13] IZ O L O W A N IE  I  W Ł A S N O Ś C I  C Z Y S T E J  C E R E IN Y  Bo 4 Q1
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kazany jest na  rys. 11. Są na nim wzrastające ilości nanoszonej substan­
cji. M aksymalne dopuszczalne obciążenie bibuły wynosi 0,24 mg na jeden 
punkt startowy. Przy takiej ilości naniesionego materiału pojaw ia się

Rys. 11. Chromatografia bibułowa cereiny B2 w układzie preparatywnym: Ill-rzędow y  
butanol-kwas mrówk.-woda w stos. 75:5:20. Papier Whatmana Nr 3. Barwienie ninhy­

dryną. Plama aktywna oznaczona strzałką

słabo widoczna ósma plama tuż poniżej plamy aktywnej. Długość drogi 
frontu rozpuszczalnika wynosi 21,5 cm.

Chromatografię bibułową prepara tyw ną przeprowadzono w poda­
nych w arunkach nanosząc na arkusz w szeregu punktach po 0,24 mg 
substancji. Położenie plamy aktywnej ustalano przez odcięcie części 
chromatogramu i zabarwienie go. Następnie wycinano z arkusza pa ­
sek zaw ierający plamy aktyw ne z wszystkich naniesień i eluowano zeń

http://rcin.org.pl



I Z O L O W A N IE  I  W Ł A S N O Ś C I  C Z Y S T E J  C E R E IN Y  B 2 403

antybiotyk przez poddanie chromatografii zstępującej, przy użyciu wo­
dy jako rozpuszczalnika. Już po zebraniu kilku ml eluatu znajduje się 
w nim cała zawarta w pasku substancja aktywna. W  ten sposób otrzy­
maliśmy ok. 1 mg czystego antybiotyku. Chromatografia bibułowa ta ­
kiego m ateriału w układzie rozpuszczalników, takim jak  uprzednio sto­
sowano d la  bibuły W hatm ana Nr 1, wykazuje obecność tylko jednego 
składnika (rys. 12).

Rys. 12. Chromatografia 'bibułowa jednokie­
runkowa wstępująca czystej cereiny Bo

Aktywność tak otrzymanego materiału jest pięciokrotnie wyższa niż 
substancji wyjściowej. Preparat użyty do chromatografii dawał w me­
todzie cylinderkowej »strefę zahamowania o średn. 23 mm w stężeniu 
0,010 mg/ml. Antybiotyk chromatograficznie czysty daje taką samą 
strefę już w stężeniu ok. 0,002 mg/ml. Cyfra ta jest przybliżona ze 
względu na duże trudności przy ważeniu tak małej ilości uzyskanego 
preparatu.
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Otrzymany materiał poddano hydrolizie kwaśnej. Chromatografia 
bibułowa hydrolizatu wykazuje obecność prawdopodobnie trzech ami­
nokwasów. Badania nad identyfikacją tych aminokwasów są dotychczas 
nie zakończone.

Na podstawie otrzymanych danych możemy stwierdzić, że cerei- 
na B2 jest niskocząsteczkowym polipeptydem.

Streszczenie

Podano metodę izolowania z kultury szczepu ,,cp‘“ B. cereus, nie opi­
sanego czystego antybiotyku — cereiny B2. Opisano ważniejsze własno­
ści antybiotyku. Fermentację prowadzono metodą powierzchniową na 
podłożu syntetycznym. Surowy antybiotyk wydobywano przez adsorp­
cję na węglu aktywnym  i następną elucję roztw. alkoholu izoamylowe- 
go. Dalsze oczyszczanie przeprowadzono metodą rozdziału przeciwprą- 
dowego, który stosowano w kilku etapach. Pierwszy — rozdział wstęp­
ny 20-przejściowy. Usunięto tu główne zanieczyszczenie. Drugi — roz­
dział 100-przejściowy, właściwy. Powtarzano go trzykrotnie wybierając 
za każdym razem frakcje aktywne. Stwierdzono obecność co najmniej 
czterech ciał czynnych nazwanych A, Bi, B2 oraz C. Głównym antybio­
tykiem jest B2 (cereina B2). Osiągnięto tu zupełne oddzielenie cerei­
ny  B2 od pozostałych składników kompleksu antybiotycznego. Uzyska­
no też daleko posunięte oczyszczenie wymienionego antybiotyku. 
Otrzym any preparat poddano chromatografii bibułowej. Stwierdzono 
obecność siedmiu nieaktyw nych substancji zanieczyszczających obok 
jednej substancji czynnej. W artość Rf antybiotyku w układzie III-buta- 
nol-kwas mrówkowy-woda w stosunku 695:10:295 wynosi dla bibuły 
W hatm ana Nr 1 0,75. Opracowano warunki chromatografii preparatyw - 
nej na  b ibule 'W hatm ana Nr 3. Stosując tę technikę otrzymano ok. 1 mg 
czystego antybiotyku.

Cereina B2 jest bezbarwnym, bezpostaciowym ciałem, dobrze roz­
puszczalnym w wodzie, metanolu, lodowatym kwasie octowym, nieroz­
puszczalnym w rozpuszczalnikach tłuszczowych. Jest ciepłostała. Dia­
lizuje. Daje się osuszać bez utraty aktywności. Nie jest zbyt trwała 
przy przechowywaniu. Trypsyna jej nie unieczynnia. Kwasy i zasady 
działają destrukcyjnie. Jest szczególnie wrażliwa na środowisko alka­
liczne. Widmo antybiotycznego działania obejmuje rodzaje: Shigella, 
Proteus, Salmonella, Escherichia  i Serratia. Szczep Shigella shigae  PZF1-16 
w metodzie cylinderkowej daje w stężeniu 0,002 mg/ml strefę zahamo­
wania wzrostu o średnicy 23 mm. Toksyczność cereiny B2 jest w teście 
W eigla dwukrotnie wyższa niż streptomycyny.
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Hydrolizat cereiny B2 zawiera aminokwasy. Antybiotyk ten jest ni- 
skocząsteczkowym polipeptydem.
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3  P P A T  A

C T p .

s k i J., 

c 1 a E.,
H a n e M a T a n o  a o j d k h o  ß b iT b

405 nocjiê HHH B„0 f B„ot ^0  ̂ ^ow-

, 1954.

cfa B ioch im ica  P olon ica  N r. 4 str,—404—405

m 30jih u ;m h  m  c b o ü c t b a  H H C T o ro  u ,e p e m h a  b 2
AHTMEMOTMKA LQTAMMA „<p” , B. CEREUS 

P e 3  io  m  e

M3jio«ceH M e T o ą ;  m 3 0 j im p o b k m  M 3 K y j i f c T y p b i  mTaMMa „<p” B. cereus He- 
o n M c a H H o r o  h m c t o t o  aH T M Ö M O T M K a —  p e p e M H a  B2. O n n c a H b i  r j i a B H b i e  

C B O M C T B a aH T M Ö M O T M K a. B p o x t e H M e  n p o B e ą ; e H O  ö b i j i o  n o ß e p x H O C T H b iM  

M e T O ß O M  H a  C M H T e T M H e C K O ii O C H O B e. C b ip O M  aH T M Ö M O T M K  M 3 B J ie K a J I C H  

r i y T e M  a ą ; c o p 6 ij ; M M  H a  aK T M B H O M  y r j i e  m n o e j i e , o ; y i o m e r o  n p o M b r n a H M H  

p a c T B o p o M  M 3 o a M M J iO B o r o  c n M p T a .  ^ a j i b H e i i m a H  p e K T M c jjM K a p M H  n p o B O ß M -  

J i a c b  M e T O ^ O M  n p o T M B O T O H H o r o  p a c n p e ^ e j i e H M H ,  n p M M e H H B i n e r o c H  b  H e -  

C K O J ib K M x  3 T a n a x .  B n e p B O M , n p e f l B a p M T e j i b H O M  —  2 0 - n e p e H O C H O M  —  y ^ a -  

j i e H a  ß b u i a  r j i a B H a n  n a c T b  3 a c o p e H M H .  B T o p o i i ,  ^ e i i c T B M T e j i b H b i M ,  1 0 0 - n e p e -  

H O C H b lM  n O B T O p e H  6 b IJ I  T p o e K p a T H O ,  n p M H e M  BC H K M M  p a 3  B b lÖ M p a J IM C b  

a K T M B H b ie  c j jp a K ijM M . O Ö H a p y x i e H O  ö m j i o  H e  M e H e e  4  a K T M B H b ix  T e j i ,  k o t o -  

p b i e  O Ö 0 3 H a H e H b I  Ö b lJIM  A, Bl, B2 M C. T j i a B H b l M  aH T M Ö M O T M K O M  H B J IH e T C H  

B2 ( p e p e M H  Bo). J I o c T M r H y T O  ö b i j i o  n o j i H o e  p a 3 ,n ; e j i e H M e  p e p e M H a  B2OT
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ocTajitH tix KOMnoHeHTOB aHTn6noTMHecKoro KOMnjieKca. ^ocTMrHyTo 6bi- 
jio Taxxce b o 3 m o x c h o  Sojiee TipaTejibHoe OHMLpeHiie Ha3BaHHoro aHTnSjio- 
TMKa. IIojiyHeHHBiM npenapaT noAseprHyT 6 b i j i  6yMa>KHon xpoMaTO- 
rpa^DMM. OGHapyxieHO HajiMHne ceMM HeaKTHBHbix 3acopmoiu;Mx cyScTaH- 
pnii npn o a h o m  aKTMBHOM cybcTaHpnM. Rf aHTnSuoTMKa b  cucTeMe III 
SyTaHOJi —  MypaBHHan KwcjioTa —  BOAa b  nponoppnM 695 : 10 : 295 ^ j i b  

BaTMaHCKoh SyMam J\T° 1 —  paBHneTCH 0,75. Pa3pa5oTaHBi 6bum ycjio- 
b m h  npenapaTMBHoii xpoMaTorpacjjMM Ha BaTMaHCKoii SyMare No 3. ripn  
npriMeHeHHM s t o m  t g x h m k m  nojiyneHO 5biJio o k o j i o  1 Mr h m c t o t o  aHTnSno- 
TMKa.

I^epewHa Bo — 3to becpeHHoe, aMopcfmoe Tejio, jierxo pacTBO- 
pwMoe b BO^e, b MeTaHOJie, b jigahhom yKcycHoh KMCJiOTe m He pacTBopn- 
K)HJ,eeca B HCHpOBbIX paCTBOpMTejIHX. IjepeMH Bo TenJIOyCTOilHHB, OH RVldL- 
jiM3npyeT.

I j e p e H H  B 2 H e  T e p n e T  aKTHBHOCTM  n p w  c y m e H M M . O h  H e  c o x p a H n e T c a  

o c o S e H H o  n p o H H O . T p u n c H H  H e  j m m a e T  e r o  aKTM BHOCTH. Khcjiotbi h i p e j i o -  

h m  A e iic T B y iO T  H a  H e r o  p a s p y m a i o m e .  I J e p e j i H  B 2 o c o b e H H o  p e a r n p y e T  H a  

ip e j iO H H y io  c p e A y .  C n e K T p  a H T M b n o T H H e c K o ro  agmctbmh B K J iio H a e T  c j i e -  

A y i o u i H e  c o p T a :  Shigella, Proteus„ Salmonella, Escherichia h  Serratia.
IIlTaMMbi Shigella shigae PZH-16 b pmiHHApuHecKOM MeTOAe co3AaioT 

b KOHpeHTpapMM 0,002 Mr/MJi 30Hy 3aAepxcKM pocTa c AuaMeTpoM b 23 mm. 
ToKCMHHOCTb peperiHa B 2 b onbiTe Behrjia BABoe cnjibHee tokchhhoctm  
CTpenTOMMpiiHa. TMApojiM3aT pepeHHa B 2 coAepxcuT aMMHOKHCJioTbi. O tot 
aHTMSnOTHK HBJIHeTCH HH3K0M0JieKyJIHpHbIM nOJIMnenTHAOM.

ISO LA TIO N  AN D PROPERTIES O F A PURE CEREIN Bo —  A N  A N TIB IO TIC  
SUBSTANCE FRO M  "cp" STR A IN  O F B A C IL LU S CEREUS

S u m m a r y

A method is g iven  o f isolating, pure antibiotic substance non de­
scribed so far, from the culture of (p strain of Bacillus cereus. The most 
important properties of the isolated antibiotic have been described. The 
fermentation has been carried out by the surface m ethod on synthetic  
medium. A crude antibiotic has been isolated  on the activated charcoal 
follow ed by the elution w ith isoam yl alcohol. The further purification  
procedure has been based on the counter-current distribution, applied  
in several steps. In the primary 20-transfer distribution the main impuri­
ties have been removed. The actual 100-tra.nsfer distribution has been  
repeated three tim es w ith selection  of the active fractions each time. The 
presence of at least, 4 active substances called A, B i, B2 and C have been
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proved. The main antibiotic substance involves B2 (cerein B2), which has 
been completely separated from the remaining components of the an tib io­
tic complex, purified to a large extent and examined by paper chrom ato­
graphy. Seven non-active substances impuring the active form have 
been found. Rf of the antibiotic in butanol-formic acid-water (695:10:295) 
system amounts to 0,75 for W hatm an 1 filter paper. A preparative chro­
matographic procedure on W hatm an 3 has been developed. Using this 
technique app. 1 mg of a pure antibiotic substance has been obtained.

Cerein B2 is a colourless, amorphous substance readily soluble in 
water, methanol, glacial acetic acid, insoluble in fat solvents. It is th e r ­
mostable, dialisable, can be dried without losing its activity, not very  
stable on storing. It is not inactivated by trypsin, but it is destroyed by 
acids and bases, particularly  susceptible in the alkaline medium. The 
antibiotic spectrum involves the following genera: Shigella, Proteus, 
Salmonella, Escherichia  and Serratia. Shigella shiquae  PZH-16 strain in 
cylinder plate method gives in concentration of 0,002 mg/ml the growth 
inhibition zone of 23 mm diameter. The toxicity of cerein B2 examined 
by the Weigl jest is twice as high as streptomycin. The hydrolisate of 
B2 consists of aminoacids. The antibiotic is a law molecular polipeptide.

Otrzymano 23.4.1955.
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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  II 1955 N O  4

WŁODZIMIERZ BIELAWSKI

OZNACZANIE FRAKCJI BIAŁKOWYCH SUROWICY KRWI 
M ETODĄ BIURETOWĄ PO WYSOLENIU; SIARCZANEM AM ONO­

WYM ORAZ ELEKTROFOREZĄ BIBUŁOWĄ

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdańsku 
Kierownik proi. dr Włodzimierz  Mozolowski

Potrzeba klinicznych analitycznych metod oznaczania białek suro­
wicy krwi i ich frakcji każe zwrócić uwagę na metodę biuretową. Uży­
cie jej w oznaczeniu frakcji białkowych surowicy po wysoleniu siar­
czanem amonowym może wydatnie  zwiększyć zespół łatwych i dokład­
nych  metod chemii klinicznej.

Zadaniem tej pracy było oznaczenie poziomu białka całkowitego 
i wysoleniowych frakcji białkowych surowicy krwi ludzi zdrowych
1 chorych metodą biuretową i porównanie tych wyników z wynikami 
otrzymanymi innymi metodami. Poziom białka całkowitego surowicy 
krwi oznaczano metodą biuretową (4), metodą Kjeldahla (1,15) i re ­
fraktometrycznie (15), natomiast poziom frakcji białkowych, uzyska­
nych przez wysolenie siarczanem amonowym, porównano z wynikami 
otrzymanymi na drodze elektroforezy bibułowej. Przeprowadzone do­
świadczenia stwierdzają celowość stosowania metody biuretowej dla 
oznaczenia poziomu białka całkowitego oraz frakcji białkowych.

Metody

Badania przeprowadzono na ludziach zdrowych i chorych. Krew po­
bierano na czczo z żyły łokciowej, unikając zacisku (2). Surowicę, po
2 godz. oddzielano od skrzepu przez dwukrotne wirowanie.

I . O Z N A C Z E N IE  B I A Ł K A  C A Ł K O W IT E G O  I F R A K C J I  B IA Ł K O W Y C H  
W S U R O W IC Y  K R W I M E T O D Ą  B IU R E T O W Ą

a. Odczynniki
1. Odczynnik biuretowy według G o r n a 1 1 a i współpracowni­

ków (4). Odważyć 1,5 g CuS0 4 *5H 20  i 6,0 g winianu sodowo potaso-

[409]
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410 W . B I E L A W S K I [2]

wego (C4H40 cKNa-4H20), przenieść do s u c h e j  kolby miarowej 
pojemności 1 1 i rozpuścić w około 500 ml wody. Następnie dodać, ciąg­
le mieszając, 300 ml 10% zasady sodowej. Tę ostatnią przygo tow uje­
my z roztworu macierzystego 65 — 70%, wolnego od węglanów. Do­
pełnić kolbę do 1 1 wodą, wymieszać i przelać odczynnik do parafino­
wanej butelki. Odczynnik ten jest w zasadzie nieograniczenie trwały. 
Jeżeli jednak  w następstwie działania czynników zewnętrznych lub w a­
dliwego sporządzenia odczynnika ukażą się w nim ślady czarnego lub 
czerwonego strątu musi być ponownie sporządzony.

2. Chlorek sodowy — roztwór 1 %.
3. Roztwór siarczanu amonowego nasycony na zimno w tem pera­

turze pokojowej.
4. Roztwór siarczanu amonowego 0,33 nasycony (1 objętość nasy­

conego siarczanu amonowego +  2 objętości wody).
5. Roztwór siarczanu amonowego 0,50 nasycony (1 objętość nasy ­

conego siarczanu amonowego +  1 objętość wody).
Uwaga: płyn 3, 4, 5, doprowadzamy do pH 7 przez dodanie odpowied­

niej ilości zasady amonowej kroplami przy stałej kontroli pH elektrodą 
szklaną. Płyny te trzeba co pewien czas kontrolować ze względu na 
możliwość zmiany pH.

b. Oznaczenie poziomu białka całkowitego według G o  m a i l a  
i współpracowników (4).

Do probówki odmierzyć 1,0 ml surowicy i dopełnić do 20 ml 1% roz­
tworem chlorku sodowego. Zatkać probówkę i wymieszać przez odwra­
canie (unikać wstrząsania!). Odmierzyć 2 ml tego roztworu do probów­
ki, dodać 8 ml odczynnika biuretowego i zmieszać dokładnie. Odstawić 
na 30 min. w temperaturze pokojowej. Po upływie tego czasu kolory- 
m etrować w stosunku do próby ślepej (2 ml 1 % chlorku sodowe­
go +  8 ml odczynnika biuretowego). Jeżeli używamy fotometru P u 1- 
f r i c h a, to oznaczenia dokonujemy przy użyciu filtru S 53 w n a ­
czyńkach 1 cm; wyniki odczytujemy z krzywej. Jeżeli oznacza się rów ­
nocześnie i frakcje, to można rozcieńczoną surowicę pozostawić do na ­
stępnego dnia w temp. 4°C.

c. Oznaczenie poziomu euglobulin według J a g e r a (9) z tym, że 
użyto odczynnika biuretowego sporządzonego według G o r n a 11 a 
(4). Do 1 ml surowicy w rurce wirówkowej dodać 0,5 ml nasyconego 
roztworu siarczanu amonowego, wstrząsając po dodaniu każdego 0,1 ml 
odczynnika. Osad zazwyczaj znika po wstrząsaniu, aż do chwili doda­
nia 0,3 ml roztworu soli. Probówkę zatkać korkiem i zostawić przez noc 
w temp. 4°C. Następnie wirować przez 30 min. — 3000 obr./min. Blado- 
żółty, k larow ny płyn zlewamy przez odwrócenie rurki wirówkowej dość
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szybkim ruchem. Rurkę wirówkową odwróconą ustawiamy na przeciąg 
kilku minut na bibule. Następnie zbity osad skłócić po dodaniu 3,0 ml 
0,33 nasyć, roztworu siarczanu amonowego; wirować ponownie jak  
wyżej. Klarowny, bezbarwny płyn zlewamy, postępując jak  uprzednio. 
Osad rozpuszczamy w 5 ml 1 % roztworu chlorku sodowego przez 
ostrożne mieszanie lub wprowadzenie bagietki szklanej, unikając tw o­
rzenia piany. Odmierzyć 2,0 ml płynu, dodać 8,0 ml odczynnika biure- 
towego. Dalsze postępowanie takie, jak przy oznaczaniu białka całko­
witego.

d. Oznaczenie poziomu globulin. W  oparciu o wysolenie globulin 
siarczanem amonowym i wykonanie próby biuretowej z o trzym anym  
osadem opracowano następujący  sposób postępowania: do 1 ml suro­
wicy dodać kroplami 1,0 ml nasyconego roztworu siarczanu am onow e­
go. Dalsze postępowanie takie jak  przy wysalaniu euglobulin z tą róż­
nicą, że po odwirowaniu osadu i zlaniu płynu osad skłócić z 3,0 ml 0,5 
nasyconego siarczanu amonowego.

Albuminy oznaczano z różnicy według wzoru:
albuminy =  białko całkowite —globuliny.

e. W ykreślanie krzywej według G o r n a l l a  (4). Odmierzyć 5,0 ml 
surowicy, uzyskanej z krwi osobnika subiektywnie zdrowego, do kol­
by miarowej 50 ml i dopełnić do kreski 1 % roztworem chlorku sodowe­
go. Do 7 probówek odmierzyć z m ikrobiurety kolejno: 0,0; 0,15; 0,30; 
0,50; 1,00; 1,50; 1,70 ml rozcieńczonej surowicy i uzupełnić z mikrobiu­
re ty  roztworem chlorku sodowego do 2,00 ml. Następnie do każdej p ro ­
bówki dodać 8,0 ml odczynnika biuretowego, wymieszać ostrożnie przez 
odwrócenie; pozostawić przez 30 minut i odczytywać na fotometrze 
Pulfricha w stosunku do próby ślepej, zaczynając od najm niejszych 
stężeń.

I I .  M E T O D A  K J E L D A H L A  (15) i

Zamiast mnożnika 6,25 wprowadzono wartość 6,73 według 
A r m s t r o n g a  i współpracowników (1).

I I I .  W S P Ó Ł C Z Y N N IK  R E F R A K C J I

W spółczynnik refrakcji oznaczano refraktometrem zanurzeniowym 
Pulfricha w temperaturze 20°C (15).

IV . E L E K T R O F O R E Z A  B IB U Ł O W A

Rozdziału dokonywano przy pomocy aparatu sporządzonego w n a ­
szym Zakładzie na bibule W hatm ana Nr 1 o rozmiarach 2 X 40 cm, da­
jąc na pasek  0,02 ml surowicy (w postaci 2 kropli umieszczonych
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w 2 punktach obok siebie leżących) rozcieńczonej w stosunku 1:3 mo­
deratorem weronalowym. Moderator sporządzono według G r a s s -  
m a n n a  i współpracowników (5) o pH 8,6 i mocy jonowej 0,1. Paski 
umieszczano w komorze wilgotnej i po upływie 30 minut włączano 
prąd (10). Czas elektroforezy wynosił 16 godzin; przez jeden pasek 
przepuszczano prąd o napięciu 200 V i natężeniu rzędu 0,5 mA, czyli 
na 1 cm szerokości 0,25 mA (5, 7, 13). Paski suszono, barwiono czernią 
amidową 10 B i wymywano według sposobu podanego przez P u  c a r  a 
(13). Po uzyskaniu wybarwionych pasków bibuły, fotografowano je  apa­
ratem kliszowym. Po otrzymaniu obrazu na kliszy, odczytywano stopień 
przepuszczalności światła przez poszczególne frakcje na mikrofotome- 
trze typu M(h-2. Uzyskane wyniki nanoszono na papier milimetrowy 
i poszczególne frakcje oznaczano ilościowo planimetrycznie.

Poziom białka całkowitego oznaczano metodą biuretową.

Wyniki doświadczeń

Dla poziomu białka całkowitego oraz frakcji białkowych uzyska­
nych przez wysolenie siarczanem amonowym, a oznaczonych metodą 
biuretową, określono średnie odchylenie (dyspersję) na 9 równoległych 
próbach. W artości przedstawia tablica 1.

T a b l i c a  1

Średnie odchylenie poziomu białka cał­
kow itego oraz frakcji uzyskanych przez 
w ysolenie siarczanem amonowym — 
oznaczonych metodą biuretową. W yko­
nane na 9 próbach tej samej surowicy; 
wartości wyrażone są wg białka 

w 1 0 0  ml surowicy

Dla określenia normy i wahań dla poszczególnych sposobów postę­
powania oznaczono średnie wartości oraz średnie odchylenie poziomu 
białka całkowitego i frakcji białkowych u ludzi zdrowych. W artości 
podaje tablica 2.

W  zastosowaniu metody biuretowej po wysoleniu siarczanem amo­
nowym należy liczyć się z możliwością wpływu jonu amonowego na 
barw ę odczynu biuretowego. J a g e r  i N i c k e r s o n  (9) str. 684) 
podają, że w ich postępowaniu metodycznym jon amonowy nie wyw iera  
istotnego wpływu na nasilenie barw y reakcji biuretowej. Dane te zńa- 
lazły potwierdzenie w wykonanej przeze mnie kontrolnej serii doświad­
czeń.

B iałko całkow ite 7,12 ± 0 ,1 2

A lbum iny 3,99 ± 0 ,1 2

G lobuliny 3,12 ± 0,04

Euglobuliny 1,77 0,04
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T a b 1 ii c a 2

Średnie wartości oraz średnie odchylenie poziomu białka całkowitego i frakcji b iał­
kowych u ludzi zdrowych. Białko całkowite oznaczano metodą Kjeldahla, refraktome­
trycznie oraz metodą biuretową; frakcje białkowe — metodą biuretową po w ysoleniu  
siarczanem amonowym. W artości wyrażone w g białka w 100 ml surowicy. W  naw ia­

sach podano liczbę badanych osób

Metoda Kjeldahla Białko całkow ite (17) 7,6 ±  0,44

Metoda refraktometryczna Białko całkow ite (19) 7,7 ±  0,44

Metoda biuretową Białko całkow ite (20) 7,6 ±  0,48

Metoda biuretową po w ysoleniu siarcza­
nem amonowym Globuliny (20) 2,4 ±  0,26

Metoda biuretową po w ysolen iu  siarcza­
nem amonowym Euglobuliny (20) 1 , 1  ±  0,16

Powtarzalność wyników i średnie odchylenie dla metody elektrofo­
rezy bibułowej przeprowadzono i oznaczono na 10 równoległych p ró ­
bach tej samej surowicy; uzyskane wyniki przedstawia tablica 3.

T a b l i c a  3

Frakcje Średnie odchylenie

A lbum iny 71,70 ±  2,00

a1-G lobuliny 2,30 ±  0,40

a2-G lobuliny | 5,50 ±  0,611
[3-Globuliny 1 9,14 ±  0,73

y-G lobuliny j  12,20 ±  1,42

Poziom poszczególnych frakcji oznaczonych metodą elektroforezy 
bibułowej w surowicy ludzi zdrowych przedstawia tablica 4.

Porównanie poziomów frakcji b iałkowych otrzymanych wysole-
niem siarczanem amonowym i oznaczonych metodą biuretową z frak­
cjami uzyskanymi elektroforezą bibułową surowic ludzi zdrowych 
przedstawia tablica 5.

Dotychczas przedstawione wyniki dotyczyły surowic ludzi zdro­
wych. Celem zorientowania się, jak  przedstawia się sprawa w przy-

Srednie odchylenie dla frakcji białko­
wych oznaczonych metodą elektroforezy 
bibułowej. W ykonano na 10 równole­
głych oznaczeniach tej samej surowicy. 
W artości wyrażone w °/o całości białka 

oznaczonego metodą biuretową

4 A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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Frakcje białkow e surowicy ludzi zdrowych oznaczone elektroforezą bibułową w dwóch  
rów noległych próbach (I, Iii). W artości wyrażone w  % całości białka, oznaczonego

metodą biuretową

Suro-
. w ice  

Nr

Białko
całkow ite

w
g / 1 0 0  m l 
surow icy

A lbum iny
«^-Glo­
buliny

a2-G lo-
buliny

P-G lo-
buliny

y -G lo -
buliny

I II i II I II I II I II

1 7,2 66,3 69,0 3,3 2,7 6 ,6 6,3 9,6 10,4 14,2 1 1 , 6

2 7,3 69,0 71,0 2,4 3,3 6 ,0 6 ,2 8 ,0 7,4 14,2 12,5

3 7,3 69,0 6 8 ,0 2,5 2,7 5,5 6 ,8 8 ,0 8 ,1 15,0 15,7

4 7,1 69,2 70,0 2,4 1 ,8 6,9 7,3 8,4 8 ,6 13,1 1 2 ,2

5 7,6 70,0 70,0 3,0 2,4 4,6 5,2 1 0 ,0 9,0 1 2 ,6 13,2

6 6 ,6 70,0 71,0 1,7 1 ,8 4,2 4,3 8,3 7,1 15,7 15,8

7 7,6 71,0 72,5 2,3 2 ,0 5,5 4,6 8 ,1 8,7 13,0 1 2 ,2

8 7,8 64,2 65,2 2 ,6 3,1 5,2 5,8 11,5 10,9 16,2 15,3

średnia 69,0 ±  2,14 2,50 ±  0,51 5,70 ±  0,96 8,90 ±  1,26 13,9 ±  1,54

T a b l i c a  5

Porównanie poziomów frakcji białkowych otrzymanych wysoleniem  siarczanem amo­
nowym i oznaczonych metodą biuretową z frakcjami uzyskanym i elektroforezą bi­
bułową surowic ludzi zdrowych. W artości wyrażone w g białka w 100 ml surowicy. 

Białko całkowite oznaczono metodą biuretową

Surow ica
Nr

Białko  
całkow ite  

wyr. w  
g/ 1 0 0  ml 
surow icy

A lbum iny G lobuliny
Euglo-
buliny

y -  G lo­
buliny

biureto- 
wa po wy- 

soleniu

elektro­
foreza

biureto- 
wa po wy- 

soleniu

elektro­
foreza

biureto- 
w a po wy- 

soleniu

elektro­
foreza

1 6 ,6 4,20 4,70 2,40 1,90 1 ,2 0 1,05

2 7,6 5,00 5,40 2,60 2 ,2 0 1 ,2 0 1 ,0 0

3 7,3 5,00 5,10 2,30 2 ,2 0 0,80 0,98

4 4,80 4,80 2,40 2,40 0,90 0,98

5 7,8 5,10 5,00 2,70 2,80 1 , 1 0 1 ,2 0

6 7,6 5,20 5,30 2,40 2,30 1 ,0 0 0,95

7 7,1 5,00 5,00 2 ,1 0 2 ,1 0 0,80 0,95

8 7,3 4,90 5,00 2,40 2,30 1 ,0 0 1 , 1 0

padkach  chorobowych, przeprowadzono badanie porównawcze na su­
rowicach patologicznych. W yniki przedstawia tablica 6.
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T a b l i c a  6

Porównanie poziomu frakcji białkowych otrzymanych wyśnieniem  siarczanem amo­
nowym i oznaczonych metodą biuretową z frakcjami uzyskanymi elektroforezą bi­
bułową w surowicach ludzi chorych. W artości wyrażone w g białka w 100 ml suro­

wicy. Białko całkowite oznaczone metodą biuretową

Su
ro

w
ic

a 
N

r

Nazwa jednostki 
chorobowej

Białko  
całkow ite 

wyr. w  
g / 1 0 0  m l 
surow icy

Album iny Globuliny
E uglo-
buliny

y -G lo -
buliny

biure- 
towa 

po w y -  
soleniu

elektro­
foreza

biure- 
towa 

po w y-  
soleniu

elektro­
foreza

biure- 
towa  

po w y -  
soleniu

elektro­
foreza

1 V itium  cordis 
Insuff. circula­
toria 7,9 3,00 2,90 4,90 5,00 3,10 3,15

2 Endocarditis
lenta 7,6 5,30 4,90 2,30 2,70 0,90 0,90

3

_  4

5

N ephroso-neph-
ritis 3.9 1,40 0,50 2,50 3,40 0,70 0,90
Schisophrenia**) 7,6 5,60 5,20 2 ,0 0 2,40 0,62 0,62
Schisophrenia**) 7,4 4,70 4,90 2,70 2,50 1 ,0 0 0,80

6 Vitium  cordis 
Insuff. circula­
toria 8 ,6 5,20 4,80 3,40 3,80 2 , 1 0 2,30

7 Cirrhosis hepatis 7,8 4,20 4,40 3,60 3,40 2,75 2,50
8 Morbus rheum a- 

ticus 9,3 5,90 4,90 3,40 4,40 1,85 1,80
9

10

•

Morbus rheum a- 
ticus 7,2 4,00 3,40 3,20 3 80 1,60 1,65
Status post sur- 
renalectom. 7,4 3,90 3,90 3,50 3,50 1,00 1 1,40

**) W czasie leczenia largaktylem,

Dyskusja

Znaczenie metody biuretowej dla klinicznego zastosowania jest dziś 
niemal ogólnie uznane; dzięki swojej prostocie, małej ilości możliwych 
błędów i prędkości wykonania może być ona uważana za wzór m etody 
klinicznej. W yrazem tego jest fakt, że znalazła się ona w zbiorze metod 
standardowych amerykańskiego stowarzyszenia klinicznych chemi­
ków (14). Dla oznaczania frakcji białkowych znajdujemy w tym zbio­
rze wysolenie siarczanem sodowym. Jednak  praca J  a g e r a 
i N i c k e r s o n  (9) podaje zachęcające wyniki oznaczania frakcji

4* A c ta  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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euglobulinowej, odpowiadającej gamma globulinom elektroforetycz- 
nym, przez wysolenie siarczanem amonowym. W  obecnej pracy  zasto­
sowano wysolenie siarczanem amonowym również i dla całości globu­
lin. Uzyskane wyniki porównano z wynikami elektroforezy bibułowej.

Dla elektroforezy bibułowej jest rzeczą konieczną ścisłe określenie 
w arunków  postępowania oraz ustalenie wartości normalnych, właści­
w ych dla danej pracowni (11). O potrzebie tego świadczy zestawienie 
podane w tablicy 7. Tablica ta zawiera podstawowe dla tych badań 
dane G r a s s m a n n a  (5) oraz wyniki innych autorów. Jedyn ie  n ie ­
liczni z nich podają wartości średnie; większość ogranicza się do poda­
nia jednego przykładu elektroforogramu.

i
T a b l i c a  7

Zestawienie wyników uzyskanych elektroforezą bibułową przez różnych autorów dla 
frakcji białkowych surowicy ludzi zdrowych

Autor

Liczba
przy­
pad­
ków

Mode­
rator 

w ero- 
nalowy  

o pH

Moc
jonowa
m ode­
ratora

Użyty
barwik

Poziom wyrażony w  % białka  
całkow itego

A lbu­
m iny

a, +  a2 

Globu­
liny

P-G lo-
buliny

y -G lo -
buliny

Grassmann (5) 25 8 ,6 0 ,1 0 Czerń 
amidowa 

10 B

61,3 1 2 ,2 1 1 ,0 15,6

Harald (6 ) 20 8 ,6 0,05 ** 66.5 1 2 ,2 8,5 1 2 ,8

Holt (8 ) ? 8,5 0,045 62,5 12,3 8,9 14,5

Pućar (13) 1 8 ,6 0,048 M 65,4 13,4 8,5 1 2 ,8

Ostrowski (12) 1 8 ,6 0,05 52,6 1 2 ,6 16,8

00

K em ula (10) 1 8 ,6 0,05 łJ 54.2 13,1 9,7 23,0

W yniki w łasne 8 8 ,6 0 ,1 0 69,0 8,2 1 8,9 13,9

Różnice te, wydaje się, pochodzą stąd, iż zmienienie chociażby jed­
nej czynności czy też odczynnika w tej metodzie powoduje bardzo du­
że różnice w otrzymanych wynikach.

Porównanie metody biuretowej w połączeniu z wysoleniem oraz me­
tody elektroforetycznej daje różne wyniki dla poszczególnych frakcji. 
A mianowicie stwierdza się zarówno u ludzi zdrowych, jak  i u badanych 
ludzi chorych dużą zgodność między frakcją euglobulinową uzyskaną 
przez wysolenie siarczanem amonowym a gamma-globulinami elektro- 
foretycznymi. W yniki J a g e r a i  N i c k e r s o n  (9) znalazły 
więc w pełni potwierdzenie w naszej pracy.
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Dla całkowitych globulin istnieje też pewna równoległość u ludzi 
zdrowych i w wielu przypadkach chorobowych. Jednak  brak równole­
głości w surowicy Nr 3 tablicy 6 jest wystarczającym  dowodem roz­
bieżności pojęć opartych na wysoleniu w porównaniu z pojęciami 
elektroforetycznymi. Zdanie sobie sprawy ze złożoności frakcji alfa 
i beta-globulinowej w odróżnieniu od albumin i gamma-globulin czyni 
zrozumiałym, że zmiany patologiczne mogą dotyczyć poszczególnych 
składowych części tych złożonych frakcji w rozmaity sposób; ta roz­
maitość może dać odmienny obraz elektroforetyczny od obrazu uzyska­
nego wysoleniem.

Dla ścisłego wyrażenia podobieństwa posłużyłem się wyliczeniem 
prawdopodobieństwa braku istotnej różnicy; w obliczeniu posłużyłem 
się statystycznymi tablicami F i s h e r a  i Y a t e s a (3). Prawdopo­
dobieństwo braku istotnej różnicy w przypadku surowic ludzi zdro­
wych wynosi dla globulin całkowitych 0,3 >  P >  0,2. Porównanie róż­
nic pomiędzy wynikami uzyskanymi przez wysolenie i elektroforezę 
bibułową w surowicy ludzi chorych z takimiż różnicami u ludzi zdro­
wych wykazuje, że euglobuliny odpowiadają z dużą dokładnością gam- 
ma-globulinom: 0,8 >  P >  0,7. Natomiast takie samo porównanie 
w przypadku globulin całkowitych wykazuje, że zachodzą tu różnice: 
0,1 > P > 0 , 0 5 .  Niezgodność w przypadku globulin całkowitych tłuma­
czymy tym, że białka ludzi chorych różnią się jakościowo od białek no r­
malnych.

Mimo braku  zgodności globulinowych frakcji wysoleniowych i elek- 
troforetycznych stosowanie frakcjonowania wysolenionego może dać 
lekarzowi cenne wyniki. Przecież idzie tu głównie o stwierdzenie od­
chylenia od stanu normalnego. Zaledwie nieliczne schorzenia dają obraz 
elektroforetyczny swoisty dla danej choroby. Zarówno frakcjonowanie 
wysoleniowe, jak  i elektroforetyczne ma jako główne zadanie stwier­
dzenie stanu utrzymania normy lub też istotnego od tej normy odchy­
lenia. Oczywistą jest rzeczą, iż metoda wysoleniowa nie spełnia tych 
wszystkich warunków, jakie spełnia metoda elektroforezy bibułowej. 
Nie daje ona bowiem odpowiedzi na to, jak  zachowują się pozostałe 
frakcje białkowe surowicy krwi, co bardzo często może być pomocne 
dla lekarza. Biorąc jednak pod uwagę to, że oznaczenie białka całko­
witego i frakcji białkowych metodą biuretową dla celów praktycznych 
w większości przypadków jest w zupełności wystarczające, wybór me­
tody wydaje  się być celowy. Momentem korzystnym dla tej metody 
jest jeszcze to, iż wymaga ona w porównaniu z metodą elektroforezy 
bibułowej odczynników łatwo dostępnych i łatwej w obsłudze apara­
tury.
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Streszczenie

Poziom białka całkowitego oznaczano metodą biuretową, metodą 
Kjeldahla i refraktometrycznie; poziom frakcji białkowych, uzyskanych 
przez wysolenie siarczanem amonowym, a oznaczonych metodą b iure to­
wą, porównano z wynikami otrzymanymi na drodze elektroforezy bi­
bułowej.

Stwierdzono, że:
1. EuglobuLiny odpowiadają gamma-globulinom w przypadkach su­

rowic ludzi zdrowych i chorych.
2. Statystycznie zaznaczają się różnice w globulinach otrzymanych 

przez wysolenie siarczanem amonowym i elektroforezę bibułową. M e­
toda wysoleniowa pozwala jednak na uzyskanie danych, m ających 
praktyczne znaczenie dla lekarza.

L I T E R A T U R A

1. A r m s t r o n g  S. H., B u d k a  E., M o r r i s o n  K. C., H a s s a n
M., J. Am. Chem. Soc. 69, 1747, 1947.

2. B y c z k o w s  k i  St . ,  Doniesienie na posiedzeniu IV  Wydz. P. A. U. w dniu 
15.V.1951.

3. F i s h e r R. A., Y a t e s F., Statistical Tables, Oliver and Boyd, Lon­
don 1948.

4. G o r n a 1 1 A. G., B a r d a w i 1 1 C. J., D a v i d  M. M., J. Biol.
Chem. 177, 751, 1949.

5. G x a s s m a n n  W., H a n n i g K., Z. physiol. Chem. 290, 1, 1952.
6 . H a r a 1 d O., C o n n  M. D., K 1 a t s k i n G., Am. J. Med.  16, 822,

1954.
7. H a i  d w i c k e J., Biochem. J. 57, 166, 1954.
8 . H o 1 t C., V o i g t  K. D., G a e d e K., Biochem. Z. 323, 345, 1952.
9. J a g e r B. V., M a r g a r e t  N i c k e r s o n ,  J. Biol. Chem. 173, 683, 

1948.
10. K e m u 1 a W., B a r t o s i e w i c z  W., Roczn. Chemii, 28, 100, 1954.
11. M o z o ł o w s k i  W., Postępy Biochemii, 2, 8 , 1954.
12. O s t r o w s k i  W., M i k u c k i A., Acta  Physiol. Pol. 3, 277, 1952.
13. P u  ć  a t  Z., Z. physiol. Chem. 296, 62, 1954.
14. Standard methods oi Clinical Chemistry  by the Amer. Assoc. Clin. Chem. Vol. I, 

-Editor M. Reiner, s-trona 8 8 . Academic Press, N ew  York 1953.
15. Z y d o w o M., Pol. Tyg. Lek. 7, 697, 1952.

http://rcin.org.pl



[11] O Z N A C Z A N IE  F R A K C J I  B IA Ł K O W Y C H  S U R O W IC Y  K R W I  M E T O D Ą  B IU R E T O W Ą  Z ¡ 9

OITPEflEJIEHME EEJIKOBbIX (T-PAKIfMll B CblBOPOTKE KPOBM 
nY TEM  BKDPETHOrO AHAJIM3A n o  BblCAJIMBAHMM 

CEPHOKMCJIbIM AMMHAKOM M nY TEM  EJIEKTPO<t>OPE3A 
C nPMMEHEHMEM c^MJIbTPAIJMOHHOll BYMATH

P e 3 K) M e

KojiMnecTBO o6m;ero SejiKa onpe^eneHO 6bijio nyTeM GiopeTHoro Me- 
TO,n;a, MeTOflOM Kejib^ajin n rrpM noMOirgi pec|>paKTOMeTpa; KOJinnecTBO 
GejiKOBtix c|DpaKU,MM, nojiyneHHbix nyTeM BbicajmBaHna cepHOKncjibiM 
aMMwaKOM m nyTeM 6iopeTHoro MeTO/ja, cpaBHeHo Sbijio c pe3yjibTaTaMn, 
nojiyneHHbiMn nocpe^CTBOM 3JieKTpoc|)ope3a c npnMeHeHneM cjDHjibTpa- 
pnoHHoii SyMarn.

OGHapyjKeHO, hto:
1) 3 B r j io 6 y j in H L i  c o o T B e T C T B y io T  r a M M a -r j io 6 y j in H a M  b  c b m o p o T K e  K p o -  

b m  K aK  y  3 ^ ;o p o B b ix , T a x  n  y  S o j i b h b i x  j n o ^ e h .

2) HaMenaioTCH CTaTncTnnecKne pa3JinHHH b  rjioSyjniH ax, n ojiyn eH -  
h b ix  nyTeM BbicajinBaHMH cepHOKncjibiM aMMwaKOM m nyTeM 3JieKTpo(J)0- 
p e3 a  c npnMeHeHMeM dnuiBTpaiproHHOM SyMarn. MeTop; BbicajinBaHMH 
flonycK aeT oflHaKO-xce n ojiyn eH n e .zjaHHBix, nM eiom nx ¿jjih Bpaua npaKTn- 
necK oe 3HaneHne.

DETERMINATIONS OF THE PROTEIN FRACTIONS OF THE BLOOD SERA BY THE
BIURET METHOD, FRACTIONS BEING SALTED OUT WITH AMMONIUM  

SULPHATE, AND BY THE PAPER ELECTROPHORESIS

S u m m a r y

The total protein level has been determined by the biuret, Kjeldahl 
and refractometric methods. Results obtained with the protein fractions 
salted out with ammonium sulphate and determined by the biuret me­
thod have been compared with paper electrophoresis. The following 
facts have been proved:

1. Euglobulins correspond to gamma globulins in the sera of healthy 
and sick subjects.

2. Statistically important differences have been obtained between 
ammonium sulphate salting and paper electrophoresis. By the „salting 
out" method, however, it is possible to get data of practical importance 
for a physician.

Otrzymano 2.5.1955
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L. M. DZIAŁOSZYŃSKI

SIARCZAN 4-NITROKATECHOLU JAKO SUBSTRAT 
DO  OZNACZANIA SULFATAZY ARYLOWEJ

Katedra Fizjologii Zwierząt  W. S. R. w Poznaniu 
Kierownik Katedry: Lech Działoszyński

D e r r i e n (2), który po raz pierwszy wykazał obecność sulfatazy 
arylowej (nazwanej przez niego purpurazą) w wyciągu ze ślimaka — 
M urex trunculus, uczynił to działając wspomnianym wyciągiem na in- 
dykan moczu. Pod wpływem sulfatazy z indykanu uwalniał się indok- 
syl, k tóry  utleniając się przechodził w indygo. Barwa powstającego in- 
dyga świadczyła o obecności sulfatazy. Była to pierwsza metoda jako­
ściowa. N e u b e r g i K u r o n o (5) określali aktywność sulfata­
zy arylowej w sposób ilościowy przez grawimetryczne oznaczanie siar­
czanu wyzwolonego w trakcie enzymatycznej hydrolizy soli potasowej 
kwasu fenylosiarkowego. Od tego czasu pojawiły się liczne metody ilo­
ściowego oznaczania aktywności sulfatazy arylowej, które głównie po­
legają na kolorymetrycznym lub spektrofotometrycznym oznaczaniu 
substancji fenolowej wyzwolonej przez sulfatazę z odpowiednio dobra­
nego substratu. D o d g s o n  i S p e n c e r  (3) omawiają krytycz­
nie większość tych metod.

Metoda 4-,nitrokatecholowa, w której substratem jest sól potasowa 
lub dwupotasowa kwasu 2-hydroksy-5-nitrofenylosiarkowego (siarczan 
nitrokatecholu — SNK), została wprowadzona przez R o b i n s o n  a, 
S m i t h a  i W i l l i a m s a  (7) wr .  1951. Kolorymetryczne ozna­
czanie 4-nitrokatecholu wyzwolonego przez sulfatazę arylową z SNK 
pozwala na określanie aktywności sulfatazy arylowej.

Pomimo wypowiedzi R o y a (8) o nieprzydatności tej metody do 
oznaczania sulfatazy arylowej w nieoczyszczanych homogenizatach 
tkanek  zwierzęcych, zwłaszcza wątroby, D o d g s o n  i S p e n c e r  
(3) wykazali, że metoda ta może być stosowana do oznaczania sulfata­
zy arylowej w tkankach szczura z wyjątkiem  wątroby.

[421]
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Autor obecnej pracy wykazuje, że metoda 4-nitrokatecholowa może 
być używana, z zachowaniem pew nych warunków, do oznaczania ak­
tywności sulfatazy arylowej w nieoczyszczanych homogenizatach w ą­
troby i innych tkanek myszy.

Metody

W  celu oznaczenia aktywności sulfatazy arylowej homogenizowano 
0,1 g świeżej tkanki z dodatkiem 0,5 ml buforu octanowego (0,2 M) 
pH 5,5 przez 5 minut w homogenizatorze szklanym typu tłokowego (6). 
Homogenizat rozcieńczano do 12,5 ml buforem octanowym, a następnie

Rys. 1. Krzywa kalibracyjna dla 4-nitrokatecholu  
•

dodawano 12,5 ml roztworu (0,001 M) soli dwupotasowej kwasu 2-hy- 
droksy-5-nitrofenylosiarkowego, otrzymanej według postępowania opi­
sanego przez R o y a (8). Tak przygotowaną mieszaninę umiesz­
czano w termostacie (37°C) na 24 godziny, po czym odwirowywano 
resztki komórkowe, a w klarownym  płynie oznaczano ilość wyzwolo­
nego 4-nitrokatecholu w następujący sposób: do 1 ml pobranego płynu 
dodawano 4 ml wody destylowanej i 1 ml 20% (wag./obj.) NaOH. Roz­
twór przybierał zabarwienie czerwone o mniejszej lub większej in­
tensywności zależnie od ilości (stężenia) obecnego w nim 4-nitrokate­
cholu. Po upływie 5 minut od chwili dodania NaOH dokonywano po­
miaru natężenia barw y kolorymetrycznie. Stężenie nitrokatecholu okre­
ślano z krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla używanego w tej 
pracy  kolorymetru fotoelektrycznego produkcji francuskiej (Electro-
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photomètre, P. Meunier). Dla sporządzenia krzywej kalibracyjnej p rzy­
gotowano kilka roztworów 4-nitrokatecholu, otrzymanego wg metody 
Bakera (1), o następujących stężeniach: 2, 4, 6, 8, 10, 12 ;i 14 fig/ml. Do 
1 ml każdego z tych roztworów dodawano 4 ml wody i 1 ml NaOH 
(20%). Intensywność otrzymanych zabarwień określano kolorym etrycz­
nie 5 minut po dodaniu NaOH. Rys. 1 przedstawia otrzymaną krzywą.

Używany roztwór substratu zawierał 202 fig siarczanu nitrokatecholu 
w 1 ml. Po całkowitej hydrolizie roztwór taki zawierałby 100 fig 4-nitro- 
katecholu w 1 ml. Ponieważ substrat dodawany był zawsze w nadm ia­
rze, nigdy nie dochodziło do całkowitej jego hydrolizy. W  takich w a­
runkach ilość wyzwalanego nitrokatecholu była miernikiem ak tyw ­
ności enzymu.

Aktywność sulfatazy arylowej określano w jednostkach dowolnych, 
przyjmując jako jednostkę tę ilość enzymu, k tóra wyzwala z nadmiaru 
substratu 1 fig 4-nitrokatecholu w ciągu 24 godzin, w temp. 37°, przy 
pH 5,5 w buforze octanowym.

Ilości jednostek sulfatazy arylowej wyrażaliśmy w odniesieniu do 
1 mg mokrej tkanki dzieląc wartość odczytaną z krzywej przez 4, gdyż 
brany do pomiaru 1 ml mieszaniny reagującej odpowiadał 4 mg 
tkanki.

Dla zbadania wpływu homogenizatów tkankow ych na 4-nitrokate- 
chol dodawano określoną ilość tej substancji do znanej ilości tkanki 
w homogenizacie i natychmiast oznaczano ilość nitrokatecholu w k la ­
rownym płynie po odwirowaniu resztek komórkowych. Do wykonania 
pomiaru brano 1 ml płynu, dodawano 4 ml wody i 1 ml NaOH (20%), 
a  następnie dokonywano pomiaru kolorymetrycznego. Resztę mieszani­
ny umieszczano w termostacie na 24 godz. Po upływie tego czasu ozna­
czano ponownie stężenie 4-nitrokatecholu.

W  literaturze są wzmianki o zanikaniu czerwonego zabarwienia 
anionu 4-nitrokatecholu w roztworach (alkalicznych) homogenizatów 
tkankowych wołu (8) i szczura (3). Dla zbadania zachowania się czer­
wonej barwy nitrokatecholu wobec homogenizatów tkanek myszy, 
z których usunięto resztki tkankow e przez odwirowanie, badano in ten­
sywność barwy przez pewien czas od momentu dodania NaOH.

W yniki

Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 1 i 2 (patrz strona 424 i 425).

( U w a g a :  dane o aktywności sulfatazy arylowej w tkankach myszy znajdują
się w pracy — Działoszyński i Zawielak, str. 429).
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T a b l i c a  1

Ubytki 4-nitrokatecholu dodanego do homogenizatów tkankowych myszy, szczura
i krowy

gg 4-n itro­
katecholu na

Stężenie 4-nitrokatecholu  
pg/m l mieszań. Ubytek

Zwierzę Tkanka 1 mg tkanki 
w  m iesza­

nin ie
Przed

inkubacją
Po inkubacji 

24 godz.

4-n itro­
katecholu

(%)

Mysz Wątroba 5,0 10,5 1 0 ,6 0 ,0

yy yy 2,5 10,5 10,5 0 ,0

yy „ 1,25 10,5 6,9 36,0
yy ,, 0,5 10,5 3,9 63,0
yy Nerka 2,5 10,5 10,5 0 ,0

Serce 2,5 10,5 10,4 0 ,0

yy Śledziona 2,5 1 0 ,6 10,5 0 ,0

yy Mózg 2,5 10,5 10,5 0 ,0

yy

yy

M ięsień  
Tkanka łącz­

2,5 10,5 10,5 0 ,0

yy

na podskórna 
Mię>-ak

2,5 10,5 10,5 0 ,0

Crockera 2,5 10,5 10,4 0 ,0

Szczur Wątroba 2,5 9,5 9,5 0 ,0

„ „ 1,25 9,5 8,3 13,0
„ yy 0,5 9,5 3,3 62,0

Krowa yy 2,5 10,5 9,0 15,0
yy yy 1,25 10,5 7,3 32,0
„ „ 0,5 10,5 4,1 63,0

Dyskusja

D o d g s o n  i S p e n c e r  (3) wykazali na  tkankach szczura, 
że siarczan nitrokatecholu może być stosowany jako substrat do ozna­
czania aktywności sulfatazy arylowej w nieoczyszczanych homogeni- 
zatach tych tkanek z wyjątkiem wątroby. W  tym ostatnim bowiem 
przypadku 4-nitrokatechol dodany do homogenizatów zanika częścio­
wo prawdopodobnie na skutek redukcji do odpowiedniego aminofe­
nolu (3). W  warunkach stosowanych przez wspomnianych autorów 
ubytek dodanego nitrokatecholu wynosił około 10% po godzinie inku­
bacji.

Autor niniejszej pracy potwierdził wyniki D o d g s o n a  i S p e n ­
c e r  a w odniesieniu do wątroby szczura, lecz stwierdził dodatkowo, 
że % ubytku 4-nitrokatecholu dodanego do homogenizatów wątroby
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T a b l i c a  2

Trwałość czerwonego zabarwienia 4-nitrokatecholu w alkalicznym roztworze buforu 
oraz w alkalicznych roztworach inkubowanych homogenizatów tkankowych pozba­

wionych resztek komórkowych przez wirowanie

Pg
4-nitro-

Intensywność zabarwienia jako p-g 4-nitrokatecholu
w  1 m l m ieszaniny po up ływ ie odpowiedniego czasu

Tkanka katecbolu od dodania NaOH

na mg M inuty Godziny
tkanki

0 15 30 1 1,5 2 24

Bez tkanki — 1 0 (0) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0) 8,3(17)

Mysz

Wątroba 5,0 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0) 1 0 (0 ) 9,8(2) 9,8(2) 4,5(55)
>> 2,5 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 9,9(1) — — 2,6(74)
>> 1,25 8,3(0) 7,9(4) 7,5(10) 6,2(24) — — 1 ,0 (8 8 )

0,5 4,5(0) 4,0(11) 4,0(11) 3,7(15) — — 1,7(62)
Nerka 2.5 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) — — 5,0(50)
Serce 2,5 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0 ) 1 0 (0) — — 4,5(55)
Mózg 2,5 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) — — 7,0(3 i) ¡
Śledziona 2,5 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 8,3(17) — — 3,5(65)
M ięsień 2,5 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0) 1 0 (0 ) — — 6,6(44)
Tkanka

łączna 2,5 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) — — 7,6(34) 1

M ięsak
Ciockera 2,5 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0 ) 9,3(7) — — 2 ,2 (8 8 )

Szczur

Wątroba 2,5 1 0  0 ) 9,8 2) 9,8,2) 8,9(11) —
M 1,25 8,3(0) 8,3,0) 6 ,1  26) 5,6(32) — — —

0,5 3,3,0) 3,3,0) 1,7,48) 1,0(73) — — —
Nerka 2,5 1 0 ,0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 9,5(5) — — —

n (',5 1 0 ,0 ) 1 0 ,0 ) 1 0 (0 ) 9,2(8) — — —

Krowa

Wątroba 2,5 9,0(0) 9,0 0) 9,0,0) 9,0(0) — — 0 ,0  1 0 0 )
1,25 8 ,8 ,0 ) 8 ,6  3) 6,0,33; 6,0(33) — — 0 ,0  1 0 0 )
0,5 5,5 0) 5,2,6) 4,5(18) 4,5(18) — — 0 ,0 J 0 0 )

Uwaga: cyfry w nawiasach oznaczają '% ubytku intensywności czerwonego zabar­
wienia.

szczura i innych zwierząt jest zależny od stosunku stężenia 4-nitroka­
techolu do stężenia tkanki w mieszaninie reagującej. Przy stosunku 
wynoszącym 1,25 ąg 4-nitrokatecholu/mg tkanki (warunki podobne do
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w arunków  Dodgsona i Spencera) następowała utrata  około 13% do­
danego nitrokatecholu po 24 godz. inkubacji (tablica 1). Gdy stosunek 
ten wynosił 0,5 ng/mg tkanki, wówczas utrata  nitrokatecholu podnio­
sła się do 62% w tym samym czasie. Jeżeli natomiast stosunek n itro­
katecholu do tkanki wynosił 2,5 ug/mg, wówczas nie spostrzegano 
ubytku dodanego 4-nitrokatecholu nawet po 24 godz. inkubacji.

Homogenizaty wątrobowe i innych tkanek myszy nie powodow ały 
również ubytku nitrokatecholu przy stosunku stężeń 2,5 ug nitrokate- 
cholu/mg tkanki.

Zaznaczyć należy, że stężenie 4-nitrokatecholu wyzwolonego w trak ­
cie doświadczeń nad aktywnością sulfatazy arylowej w wątrobie u trzy­
mywało się w granicach 2,5 ug/mg tkanki. Inaczej zachow ywały się 
homogenizaty wątroby wołu. W  tym przypadku bowiem nawet przy 
optymalnym (dla myszy i szczura) stosunku stężeń (2,5 ug/mg) nas tępo­
wała utrata około 15% dodanego nitrokatecholu po 24 godz. inkubacji.

Obserwacje te wykazują, że tkanka wątrobowa badanych zwierząt 
może prawdopodobnie, i to w różnym stopniu, zużywać nitrokatechol 
jako  metabolit, lecz widocznie w tak małych ilościach, że u jaw nia się 
to dopiero (w przypadku myszy i szczura) przy stosunkowo dużym stę­
żeniu tkanki w stosunku do stężenia nitrokatecholu. Przy pewnym  opty­
malnym stosunku stężeń zużytkowywanie n itrokatecholu jest minimal­
ne, podczas gdy aktywność sulfatazy arylowej jest wyraźna i może być 
swobodnie mierzona. Ze względu na dużą aktywność sulfatazy w w ą­
trobie możliwe jest stosowanie w opisanych w tej pracy w arunkach 
jeszcze mniejszych ilości tkanki (np. 0,05 g), przez co zużytkowywanie 
wyzwolonego nitrokatecholu będzie jeszcze mniejsze. Należy przy­
puszczać, że inne tkanki myszy poza wątrobą nie posiadają, podobnie 
jak  tkanki szczura (3), zdolności metabolizowania nitrokatecholu.

R o y  (8) wspomina o szybkim zanikaniu czerwonej barw y 4-nitro­
katecholu w alkalicznym roztworze alkoholowym, z którego wytrącono 
białka homogenizatu wątrobowego wołu. Dla stabilizacji barw y R o y  
zaleca stosowanie hydrochinonu i siarczynu sodowego w roztworze 
alkalicznym.

D o d g s o n  i S p e n c e r  (3) twierdzą, że czerwone zabarwie­
nie nitrokatecholu w alkalicznym roztworze alkoholowym homogeniza- 
tów  tkankowych szczura zaczyna zanikać po 10 min. od chwili dodania 
NaOH.

Autor stwierdził, że czerwone zabarwienie n itrokatecholu w wodnych 
alkalicznych roztworach homogenizatów tkankow ych m yszy jest trwałe 
co najmniej w ciągu 0,5 — 1,0 godziny, jeżeli stosunek stężenia nitro-
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katecholu do stężenia tkanki w mieszaninie reagującej wynosił 2,5 ug/mg 
(tablica 2). Przy stosunku stężeń wynoszącym 5,0 ug/mg zabarwienie 
zaczynało powoli zanikać dopiero po 1,5 — 2,0 godz.

Ze względu na to, że wykonanie pomiaru kolorymetrycznego za j­
muje zaledwie kilka minut, stosowanie postępowania zalecanego przez 
R o y a było w warunkach stosowanych przez obecnego autora zby­
teczne. Przy mniej korzystnych stosunkach stężeń (np. 1,25 ug nitroka- 
techolu/mg tkanki) zabarwienie było mniej trwałe i już po 15 min. n a ­
stępował spadek intensywności o 4%, a po 30 min. o 10%. W  przypad­
ku wątroby szczura zanik barw y był większy, zwłaszcza wobec w ięk­
szej ilości tkanki. W ątroba wołu również powodowała zanikanie barwy, 
szczególnie przy mniej korzystnym stosunku stężeń nitrokatecholu do 
tkanki (np. 1,25 ug/mg).

W  alkalicznym roztworze buforu, bez tkanki, zabarwienie 4-nitroka­
techolu jest trwałe przez dłuższy czas, lecz i tutaj spostrzeżono ubytek  
17% intensywności po 24 godz. stania w temp. pokojowej.

W yniki osiągnięte w tej pracy co do możliwości stosowania SNK 
jako substratu do oznaczania sulfatazy arylowej wątroby zgodne są 
z wypowiedzią D o d g s o n  a, S p e n c e r a  i T h o m a s a  (4) 
o warunkach, w jakich użycie tej m etody jest możliwe. Z badań tych 
samych autorów należy wnioskować, że stosowanie SNK jako substra­
tu pozwala na oznaczanie jednej („rozpuszczalnej") frakcji sulfatazy 
arylowej. W  wątrobie ssaków występują bowiem dwie sulfatazy arylo- 
we: jedna „nierozpuszczalna", o dużym powinowactwie do siarczanu 
p-nitrofenolu (SNF) i siarczanu p-acetylofenolu (SAF), druga „roz­
puszczalna", o dużym powinowactwie do SNK.

Streszczenie

1. W ykazano, że sól dwupotasowa kwasu 2-hydroksy-5-nitrofenylo- 
siarkowego może być używana, z zachowaniem pewnych warunków, 
do oznaczania aktywności sulfatazy arylowej w homogenizatach w ątro ­
by myszy i szczura.

2. Ubytek 4-nitrokatecholu dodanego do homogenizatów w ątrobo­
wych jest zależny od stosunku stężenia nitrokatecholu do stężenia 
tkanki.

3. Szybkość zanikania czerwonej barw y 4-nitrokatecholu w a lka­
licznych roztworach homogenizatów tkankow ych jest zależna od stęże­
nia tkanki w mieszaninie.
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CYJIbc^AT 4 -H M TPO K A TEX O JIH  B K A H ECTBE C Y EC TPA TA  
IIPJ4 O nPEftEJIEH M M  APM JIOBOH CyJIb<i>ATA3bI

P e 3  K> m e

1. noTiTBepncTteHa bosmojkhoctb npMMeHeHnn, npn coSjuoAeHun m3- 
BeCTHBIX yCJIOBHM, ^ByKajIMMHOii COJIM 2-rM71,pOOKMCM-5-HMTpOC|)eHMJIOCep- 
Hoii KMCJiOTbi npn onpe,a;ejieHHH aKTMBHOCTu apujiOBoii cyjib4)aTa3bi b ro- 
MoreHaTax neneHii MBiineii m npbic.

2. y6biJib 4-HMTpoKaTexojiH, npwSaBjieHHoro k roMoreHaTaM neneHn 
3aBMCMT OT OTHOLLieHMH KOHpeHTpapMIl HMTpOKaTeXOJIH K KOHU,eHTpaiJ,MM 
TKaHM.

3. CKopocTb MCHe3H0BeHMH KpacHOM OKpacKM 4-HMTpoKaTexojiH b  nj;e- 
jiohhbix pacTBopax roMoreHaTOB TKaHM 3aBncnT ot KOHpeHTpapiiM TKaHii 
B  CMeCM.

NITROCATECHOL SULPHATE (NCS) AS SUBSTRATE FOR THE ASSAY OF ARYL
SULPHATASE

S u m m a r y

1. It has been shown, that dipotassium 2-hydroksy-5-nitrophenyl 
sulphate (nitrocatechol sulphate — NCS) may be used, under certain con­
ditions, as substrate for the assay of aryl sulphatase in whole liver ho- 
mogenates of mouse and rat.

2. The recovery of 4-nitrocatechol added to liver homogenates de­
pends on the ratio of the concentration of nitrocatechol to the concen­
tration of the tissue.

3. The rate of disappearance of the red colour of the 4-nitrocatechol 
anion in alkaline solutions of tissue homogenates is dependent on the 
concentration of tissue in the mixture.

Otrzymano 16.5.1955
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L. M. DZIAŁOSZYŃSKI I J. ZAWIELAK

SULFATAZA ARYLOWA MIĘSAKA CROCKERA U MYSZY ORAZ 
NARZĄDÓW MYSZY OBARCZONYCH TYM NOWOTWOREM

Katedra Fizjologii Zwierzaj  W. S. R. Poznań 
Kierownik Katedry: Lech Działoszyński

Ubiegłe dwudziestolecie było świadkiem dużego postępu na polu 
enzymologii nowotworów, a zebrane wyniki umożliwiły bliższą charak­
terystykę  tkanki nowotworowej z punktu  widzenia aktywności enzy­
matycznej. Okazało się np., że pod względem jakościowym skład enzy­
matyczny nowotworów i tkanek normalnych jest taki sam (4 i 5). 
Stwierdzono jednak  szereg różnic ilościowych w aktywności wielu 
enzymów występujących w nowotworach w porównaniu z aktywnością 
tych enzymów w tkankach normalnych. W ykazano, że aktywność nie­
których enzymów wzrasta w nowotworach, innych znowu maleje, 
a jeszcze innych nie ulega poważniejszym zmianom (9).

Celem obecnej pracy było poznanie aktywności sulfatazy arylowej 
w przeszczepialnym mięsaku Crockera 180 u myszy oraz zbadanie 
aktywności tego enzymu w narządach myszy obarczonych wspomnia­
nym nowotworem. Sulfataza arylowa jest enzymem stosunkowo mało 
jeszcze poznanym, a autorzy obecnej pracy znaleźli tylko jedną wzmian­
kę o aktywności tego enzymu w nowotworze, a mianowicie w przeszcze­
pialnym mięsaku 39 u szczura (7). Jest rzeczą bardzo prawdopodobną, 
że sulfataza arylowa bierze poważny udział w procesach detoksykacyj- 
nych organizmów zwierzęcych przez kierowanie syntezą estrów arylo- 
wych kwasu siarkowego z fenoli powstających podczas przemiany biał­
kowej (2).

Metoda

Do badań opisanych w tej pracy używaliśmy białych myszy doświad­
czalnych obojga płci z populacji hodowanych przez kilka lat w Katedrze 
Chemii Organicznej A. M. w Poznaniu.

[429]
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Mięsak Crockera przeszczepiano przez nacięcie skóry w okolicy 
krzyżowej i wsunięcie pod skórę kawałka tkanki nowotworowej. N a ­
ciętą skórę następnie zeszywano. Po okresie około dwóch tygodni, gdy 
guz osiągnął wielkość prawie 1/4 wielkości myszy, zwierzęta zabijano 
przez dekapitację po uprzednim oszołomieniu eterem. W  czasie sekcji 
wycinano cały guz, część tkanki mięśniowej oraz następujące narządy: 
wątrobę, nerki, śledzionę, serce, tarczycę i mózg. Do badania aktywności 
sulfatazy arylowej odważano dokładnie 0,1 g tkanki, a tylko w nielicz­
nych przypadkach mniej, np. gdy cały narząd ważył mniej ¡niż 0,1 g. 
Pobraną tkankę homogenizowano przez 5 minut z dodatkiem 0,5 ml bu ­
foru octanowego pH 5,5 i dalej postępowano w myśl metody opisanej 
przez D z i a ł o s z y ń s k i e g o  (3). W  celu uchwycenia ew entual­
nych zmian w aktywności sulfatazy arylowej w narządach myszy obar­
czonych mięsakiem oznaczono również aktywność sulfatazy w wyżej 
wymienionych narządach oraz w tkance łącznej podskórnej kilku m y­
szy zdrowych. Dane o aktywności sulfatazy arylowej m ięsaka Crockera 
odnoszono do aktywności enzymu w tkance łącznej, uważanej za tkankę 
macierzystą mięsaka. Do każdego oznaczenia aktywności sulfatazy brano 
dwie równoległe próby z każdego narządu jako też i z guza.

Wyniki

Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 1 i 2.

Ta b l i c a  1

A ktywność sulfatazy arylowej mięsaka Crockera oraz tkanek m yszy zdrowych i obar­
czonych mięsakiem

M yszy zdrowe M yszy obarczone m ięsakiem  Crockera

A ktyw ­ Ilość Śred­ A ktyw ­ Ilość Śred­
ność ozna­ nie ność ozna­ nie

Tkanka sulfatazy czeń od­ Tkanka sulfatazy czeń od­
jedn./mg ch y le­ jedn./m g chy­

tkanki nie tkanki lenie

Mózg 3,33 1 2 0 ,2 2 Nerka 3,17 2 2 0 ,1 1

Nerka 3,23 1 2 0 ,1 2 Wątroba 3,06 2 2 0 ,2 2

Śledziona 2,87 1 2 0 ,1 0 Mózg 3,03 14 0 ,2 0

Wątroba 2,76 1 2 0,07 Śledziona 3,00 2 2 0,16
Tarczyca 2,46 6 0,06 Tarczyca 2,53 1 2 0,13
Serce 1,50 10 0,25 Serce 1,46 16 0,16
M ięsień 0,76 8 0 ,2 0 M ięsień 0,70 16 0,14
Tkanka łączna 0,80 1 2 0,08 m. Crockera 3,10 2 0 0,30
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Ta b l i c a  2

Waga śledziony u myszy zdrowych oraz u myszy obarczonych mięsakiem Crockera

Myszy obarczone m ięsakiem  Crockera M yszy zdrowe

Waga
m yszy

g

Waga
śledziony

g

Waga 
śledziony  

w % wagi 
m yszy

Waga
m yszy

g

Waga
śledziony

g

Waga 
śledziony  

w  % wagi 
m yszy

25,15 0,33 1,31 25,30 0 ,1 1 0,45
30,15 0,28 0,93 21,50 0,06 0,29
23,70 0,24 1 ,0 1 19,60 0,13 0 ,6 6

32,60 0,28 0 ,8 6 18,70 0,06 0,32
25,90 0,35 1,35 2 1 , 1 0 0,05 0,23

Średnio

Ocoo

1 ,0 0 Średnio 0,08 0,40

Dyskusja

Jak  wynika z danych zestawionych w tablicy 1, aktywność sulfata- 
zy arylowej mięsaka Crockera wzrosła czterokrotnie w porównaniu 
z aktywnością tego enzymu w tkance łącznej, z której mięsak się w y ­
wodzi. Jeżeli porównamy aktywność sulfatazy arylowej mięsaka Croc­
kera z aktywnością tego enzymu w narządach myszy zdrowej, to zoba­
czymy, że aktywność mięsaka przewyższa przeszło czterokrotnie ak tyw ­
ność mięśnia szkieletowego, dwukrotnie aktywność serca, nieznacznie 
aktywność wątroby, śledziony i tarczycy, lecz nie dorównuje aktywności 
nerek i mózgu. Nerka, mózg, wątroba i śledziona okazały się narządami 
najbogatszymi w sulfatazę arylową, co potwierdza wyniki R o s e n- 
f e 1 d a (8) w stosunku do narządów człowieka i zgodne jest częściowo 
z danymi dla narządów szczura (1 i 7).

Zaobserwowany duży skok w aktywności sulfatazy arylowej m ięsa­
ka, w porównaniu z czynnością tego enzymu w tkance łącznej, można 
wytłumaczyć wzrostem przemiany białkowej szybko wzrastającego no­
wotworu, a w związku z tym potrzebą wzmożonego usuwania fenoli 
powstających wtedy przypuszczalnie w większych ilościach.

Innym zagadnieniem jest wpływ, jaki nowotwór wywiera na tkanki 
organizmu nieraz bardzo odległe od miejsca wzrostu nowotworu, a zwła­
szcza na ich czynność enzymatyczną. Hepatoma np., przeszczepiony pod 
skórę powoduje 17-krotne obniżenie aktywności katalazy wątroby (6), 
a mięsak Jensena 20-krotny wzrost fosfatazy kwasów nukleinowych 
mięśni (10).
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Jeśli idzie o wpływ badanego przez nas nowotworu na aktyw ność 
sulfatazy arylowej innych tkanek, to uzyskane wyniki (tablica 1) w y k a ­
zują tylko nieznaczny wzrost aktywności tego enzymu w wątrobie, ś le­
dzionie i tarczycy oraz nieznaczne obniżenie w nerce, sercu, mózgu 
i mięśniu. Nie stwierdzono żadnych drastycznych zmian aktyw ności 
sulfatazy arylowej w narządach myszy obarczonych mięsakiem Croc­
kera w porównaniu z aktywnością w narządach myszy zdrowych.

Bliższego omówienia wymaga jednak  śledziona. Jakkolw iek ak tyw ­
ność omawianego enzymu w śledzionie myszy obarczonych mięsakiem, 
obliczona na jednostkę wagi tkanki, wzrosła tylko o kilka procent, to 
jednak całkowita aktywność sulfatazy arylowej w tym narządzie wzro­
sła dwa i półkrotnie w porównaniu z aktywnością śledziony myszy zdro­
wych. Dzieje się to dlatego, że dwa i półkrotnie wzrasta waga śledziony 
(wyrażona w % wagi zwierzęcia) w porównaniu z wagą śledziony u m y­
szy zdrowych. U myszy normalnych śledziony ważyły przeciętnie 0,08 g, 
co stanowiło 0,4% wagi całej myszy, podczas gdy u myszy obarczonych 
mięsakiem Crockera śledziona ważyła przeciętnie 0,3 g, czyli 1,0% wagi 
myszy (tablica 2). Odchylenia w wadze innych badanych narządów  
były nieznaczne.

Streszczenie

1. Oznaczono aktywność sulfatazy arylowej w mięsaku Crockera 180 
u myszy oraz w narządach myszy zdrowych i obarczonych mięsakiem.

2. Stwierdzono, że aktywność sulfatazy arylowej mięsaka Crockera 
jest czterokrotnie większa niż aktywność tkanki łącznej, uważanej za 
tkankę macierzystą mięsaka.

3. Aktywność sulfatazy arylowej, obliczona na jednostkę wagi 
tkanki, nie uległa poważniejszym zmianom w narządach myszy obarczo­
nych mięsakiem Crockera w porównaniu z aktywnością tego enzymu 
w narządach myszy zdrowych.

4. Dzięki zwiększeniu się wagi śledziony u myszy obarczonych mię­
sakiem Crockera aktywność sulfatazy arylowej całej śledziony wzrosła 
dwa i półkrotnie w porównaniu z aktywnością w śledzionie myszy 
zdrowych.
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ARYLSULPHATASE OF CROCKER'S SARCOMA 180 IN  MICE AND IN THE ORGANS
OF TUMOR BEARING MICE

S u m m a r y

1. The activity of arylsulphatase has been determined in Crocker's 
sarcom a 180 and in the organs of healthy and tumor bearing mice.

2. It has been found, that the activity of arylsulphatase of Crocker's 
sarcom a is about four times greater than that of connective tissue, be ­
lieved to be the tissue of origin of this tumor.

5 A c t a  B io c h im i c a  P o lo n ic a
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3. Arylsulphatase activity in the organs of mice bearing Crocker's 
sarcoma, calculated for unit weight of tissue, did not change significantly 
as compared with the activity in the organs of healthy mice.

4. Owing to a marked increase of weight of spleen in the mice b e a r ­
ing Crocker's sarcoma, the activity of arylsulphatase of the whole 
organ increased by 250 per cent as  compared with the activity of the  
spleen in normal mice.

Otrzymano 16.5.1955
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JOZEF HELLER I PRZEMYSŁAW SZAFRAŃSKI

CYKL PENTOZOWY CUKROWCÓW U M YCO BACTERIUM  PHLEI

Z Zakładu Biochemii P. A. N. w  Warszawie  
Kierownik proi. dr J. Heller 

Pracownia Biochemii Ewolucyjnej  
Kierownik prof, dr Irena Mochnacka

Drogi metabolizmu cukrowego w Mycobacterium  są mało znane. 
Przyjmuje się na ogół, że u tych drobnoustrojów glikoliza przebiega, 
jakkolwiek nie zidentyfikowano wszystkich pośrednich produktów tej 
przemiany (E d s o n, 1951 (4)). Poznanie w ostatnich latach cyklu
pentozowego (H o r e c k e r, 1953 (5), R a c k e r ,  1954 (8)) wysunęło 
zagadnienie występowania tej drogi metabolicznej także u M ycobacte- 
rii. Przemiana pentozowa heksozy idzie przez kwas 6-fosfoglukonowy, 
5-fosforybulozę i 5-fosforybozę oraz 7-fosfosedoheptulozę, a następnie 
przy udziale fosfotriozy i fosfotetrozy odtwarza się częściowo fosfo- 
heksoza. W ykazanie charakterystycznych produktów pośrednich tego 
cyklu lub wykazanie ich przemiany przez użyte preparaty  enzymatyczne 
czyni prawdopodobnym istnienie tego cyklu w badanym materiale bio­
logicznym.

Przygotowanie preparatów enzymatycznych

Do badań używano szczepu Mycobacterium phlei otrzymanego z mu­
zeum Instytutu Gruźlicy w Warszawie. Drobnoustroje hodowano w kol­
bach Roux przy dostępie powietrza. Bakterie wysiewano na 200 ml porcje 
pożywki Syma (1949 (9)) zawierającej jako źródło węgla glukozę. Po 
siedmiu dniach hodowli oddzielano kożuch od płynnej pozostałości, za 
pomocą sączenia przez bibułę. Drobnoustroje przepłukiwano kilkakrotnie 
na sączku lodowatą wodą. Około 50 g wilgotnej masy bakteryjnej prze­
noszono do emulgatora typu „Cyklon” i dodawano 150 ml oziębionego 
do — 10°C acetonu. Emulgator obkładano stałym dwutlenkiem węgla 
utrzymując w ten sposób niską temperaturę. Bakterie ekstrahowano

5* 1435]
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przez około 10 minut wyłączając co pewien czas motor. Następnie za­
wiesinę wirowano przy 5 tys. obr./min. w ciągu 5 minut zważając, aby 
tem peratura roztworu po wirowaniu nie przekraczała 3 do 5°C. Pozo­
stałość po odwirowaniu przenoszono powtórnie do emulgatora i pow ta­
rzano zabieg. Po trzykrotnej ekstrakcji acetonem pozostały po odwiro­
waniu proszek suszono w próżni przez 20 godz. w temp. 1°C. Proszek 
acetonowy przechowywano w temp. — 20°C. Około 2 g otrzymanego 
proszku rozcierano z 15 ml wody w moździerzyku bakteriologicznym. 
Czynności te jak  i następne przeprowadzano w temp. 2 do 3°C. Po w y ­
mieszaniu proszku acetonowego z wodą zawiesinę pozostawiano na 
20 minut po czym wirowano przy 6 tys. obr./min. przez 10 minut. Płyn 
z nad osadu zlewano i dodawano do niego nasyconego roztworu siar­
czanu amonu do osiągnięcia 0,7 wysycenia. Następnie doprowadzano 
pH płynu do 7,0 za pomocą 2 N  wodorotlenku potasu. Po 15 minutach 
odwirowywano wytrącone białko przy 5 tys. obr./min. w ciągu 10 minut. 
Osad rozpuszczano w 5 ml wody i pozostawiano przez 20 godz. w temp. 
1°C. W ytrącone w tym czasie białko odwirowywano przy 5 tys. obr./min. 
w ciągu 5 minut. Płyn z nad osadu zlewano, wysycano ostrożnie stałym 
siarczanem amonu do nasycenia 0,8 i doprowadzano pH roztworu do 7,0 
przy użyciu wodorotlenku potasu. Po 15 min. odwirowywano w ytrą ­
cone białko przy 3,5 tys. obr./min. w ciągu 20 minut. Osad rozpuszczano 
w małej ilości wody i uzyskany płyn dializowano przez 2 godz. wobec 
wody destylowanej w temp. 1°C.

Preparat enzymatyczny ze szpinaku został p rzygotow any zgodnie 
z opisem podanym przez A x e 1 r o d a, B a n d u r s k i e g o ,  G r e i- 
n e r a  i J a n g a  (1953, (1)). Oba preparaty  przechowywano w —20°C.

Przemiana pentozowa w szpinaku została dobrze poznana przez 
wspomnianych autorów, a badania spektrofotometryczne potwierdzone 
przez chromatografię. Równoległe użycie prepara tu  enzymatycznego 
ze szpinaku w przebiegu wszystkich naszych badań pozwoliło na inter­
p retację  uzyskanych krzywych spektrofotometrycznych.

O T R Z Y M A N IE  E S T R U  R Y B O Z O -5 -F O S F O R O W E G O  (R -5 -P )

Fosforybozę otrzymywano z kwasu adenozynotrójfosforowego (ATP), 
k tóry  izolowano z mięśni królika jako sól w apniową metodą S z e n t - 
-G y ó r g y i e g o (1947 (10)). Pewne wskazówki odnośnie o trzym ywa­
nia R-5-P z ATP podaje L o n g (1955 (6)). Dane te są jednak  bardzo 
ogólne i niewystarczające.

W  celu otrzymania fosforybozy hydrolizowano 400 mg czterowodnej 
soli wapniowej ATP z 5 ml 0,5 N kwasu siarkowego przez 4 godz. 30 min. 
na  wrzącej łaźni wodnej. Następnie dodawano 2 ml 40% octanu baru
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i odwirowywano wytrącony osad siarczanu baru. Roztwór alkalizowano 
do pH 8,5 początkowo 10 N, a następnie 0,1 N wodorotlenkiem sodowym. 
W ytrącony osad fosforanów odwirowywano. Sól barową fosforybozy 
wytrącano z roztworu przez dodanie czterokrotnej objętości alkoholu 
etylowego. Płyn pozostawiano na kilkanaście godzin w temp. 2°C po 
czym sączono. Otrzymana w ten sposób sól barowa fosforybozy była 
w znacznym stopniu zanieczyszczona fosforanem baru. W  celu dokład­
niejszego oczyszczenia rozpuszczano otrzymany preparat w 15 ml 0,01 N 
kwasu solnego i powtórnie wytrącano osad przez dodanie alkoholu. 
Czystość rekrystalizowanego preparatu  wynosiła ok. 70%. W ydajność 
fosforybozy wahała się ok. 5% teoretycznej. Straty te powstają w ciągu 
hydrolizy, w czasie której zachodzi odszczepienie trzeciej reszty fosfo­
ranowej.

Aby otrzymać wolny ester R-5-P, rozpuszczano sól barową w wodzie 
i zakwaszano roztwór do pH 3,5 za pomocą 0,1 N kwasu siarkowego. 
W ytrącony siarczan baru odwirowywano. Do badań enzymatycznych 
używano soli sodowej fosforybozy otrzymanej przez alkalizację roztwo­
ru R-5-P ługiem sodowym. Alkalizację zaczynano 1 N wodorotlenkiem 
sodu, a następnie doprowadzano pH do 7,6 za pomocą 0,1 N roztworu. 
Preparat zagęszczano przez odparowanie części wody w próżni. Ester 
rybozo-5-fosforowy jest dosyć trwałym związkiem i roztwory jego w sta­
nie zamrożonym służyły nam w ciągu kilku miesięcy.

P R Z E M IA N Y  E S T R U  R Y B O Z O -5 -F O S F O R O W E G O

W  pierwszym etapie przebadano szybkość znikania fosforybozy pod 
wpływem preparatów enzymatycznych z M. phlei i ze szpinaku. Do 
oznaczania rybozy posługiwano się metodą orcynolową (M e j b a u m 
(7)). Roztwory kolorymetrowano przy użyciu fotometru Pulfricha stosu­
jąc filtr S66. Wyniki tych doświadczeń przedstawione są na rys. 1. Do­
świadczenia z obu preparatami w identycznych warunkach wykazały, 
że szybkość reakcji jest większa w przypadku M. phlei. Równowaga po ­
między fosforybozą i jej produktami rozkładu ustala się zasadniczo po 
50 min. inkubacji w 37°C. Przy użyciu preparatów enzymatycznych ze 
szpinaku reakcja  zatrzymywała się po rozkładzie ok. 27% estru R-5-P. 
W  przypadku M ycobacterium  rozkład fosforybozy sięgał 50%. Zmniej­
szenie ilości substratu przy zachowaniu tej samej ilości preparatów  
enzymatycznych nie wpływało na przesunięcie równowagi reakcji.

Celem scharakteryzowania produktów przemiany R-5-P zastosowano 
metodę D i s c h e g o CyRI (1949 (3)). Polega ona na ogrzewaniu 
badanego płynu z kwasem siarkowym i następnym dodaniu roztworu 
chlorowodorku cysteiny. Oznaczenia można wykonyw ać w kilka minut
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po dodaniu cysteiny. W g A x e l r o d  a, B a n d u r s k i e g o ,  G r e i ­
n e r  a i J a n g  a (1953 (1)) metoda ta pozwala oznaczać heptulozę 
obok glikozy, fruktozy, estru glikozo-6-fosforowego, fruktozo-6-fosforo- 
wego, fruktozo-l,6-dwufosforowego, rybozo-5-fosforowego, jak  również 
obok rybozy, rybulozy i fosforanu dwuhydroksyacetonu. Krzywe absorp­

cyjne produktów przemiany estru 
R-5-P są podane na rys. 2 i 3. Ozna­
czenia przeprowadzano w spektrofo­
tometrze „Unicam".

Przedstawione na rys. 2 i 3 k rzy­
we obrazują absorpcję ciał ba rw ­
nych powstałych w reakcji Dischego 
z produktów przemiany. Reakcję 
wykonyw ano przed inkubacją, po 
upływie 90 min. i po 17 godz. inku ­
bacji w temp. 37°C. Krzywe uzyska­
ne po 90 min. inkubacji mieszaniny 
posiadają 2 maksima zarówno w 
przypadku szpinaku, jak  i M. phlei. 
Położenie maksimów absorpcji obu 
krzywych jest identyczne. W ynik i 
te wskazują, że przemiana R-5-P 
idzie u M. phlei przez te same p ro ­
dukty co dobrze poznana przemiana 
w szpinaku. Cykl pentozowy w szpi­
naku został stwierdzony przez sze­
reg autorów, a podobne badania 
spektrofotometryczne były w ykona­
ne przez A x e 1 r o d a i innych 
(1953 (1)). Jedno z maksimów absorp­
cji leży w granicach 520 mą i odpo­
wiada heptulozie. Maksimum przy 
415 mą zależy od obecności heksoz. 

Ilustrują to na rys. 2 dołączone standartowe krzywe glikozy i fruk­
tozy.

W  doświadczeniach z M. phlei krzywa otrzymana po 90 min. inkuba­
cji mieszaniny wskazywała na powstawanie sedoheptulozy i wyraźnych 
ilości heksoz. Transaldolaza wykazuje więc w tym preparacie znaczną 
aktywność i w stosunkowo krótkim czasie umożliwia dalszą przemianę 
sedoheptulozy. Po 1030 min. znika prawie zupełnie absorpcja przy 
520 mą, rośnie natomiast przy 415 mą, co wskazuje na zwiększone s tę­

Minuły ----»-

Rys. 1. Zużycie estru rybnzo-5-fosforo- 
wego:

- - —  - przez preparat ze szpinaku
-------------przez preparat z Myc. phlei
Warunki reakcji: 0,4 ml R-5-P 0,033 M 
zalkalizowanego do pH 7,6, 0,2 ml buforu 
w eronalowego 0,1 M o pH 7,6, 0,3 ml 
preparatu enzymatycznego ze szpinaku 
(lub 0,3 ml. preparatu enzymat. z M. 
phlei) 0,1 ml wody. Mieszaninę inkubo- 
wano w 37°C. Do analizy pobierano 
0 ,2  ml mieszaniny enzymatycznej, do­
dawano 1 ml 1 00/o kwasu trój chloroocto­
wego i rozcieńczano wodą do 15 ml 
w kolbce miarowej. W 1 ml rozcieńczo­
nego odbiałczu oznaczano pentozę me­

todą orcynolową (7)
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żenie heksoz. W yniki te są zgodne z badaniami nad zużyciem R-5-P 
przez preparaty enzymatyczne (rys. 1). Większe zużycie fosforybozy 
w preparacie z M. phlei tłumaczy się większą aktywnością transaldolazy, 
która usuwa sedoheptulozę i tym samym przesuwa równowagę całej 
reakcji od pentoz ku heksozom.

m/u

Rys. 2. Krzywe absorpcyjne produktów  
uzyskanych działaniem preparatu z 

M. phlei na R-5-P.
_________ po upływie 0 ,0  min
  90 min
--------------- 1030 „
---------------standard glikozy
—   standard fruktozy

Warunki reakcji: 0,4 ml R-5-P 0,03 M 
zalkalizowanego do pH 7,6, 0,2 ml bufo­
ru weronalowego 0,1 M pH 7,6, 0,3 ml 
preparatu enzym atycznego z M. phlei,
0,1 ml wody. M ieszaninę inkubowano 
w 37°C. Krzywe absorpcyjne uzyskano  
przy pomocy reakcji Dischego. Do ana­
lizy pobierano 0,li5 ml mieszaniny in- 
kubowanej rozcieńczonej wodą do 1 ml.
Standardowe krzywe glukozy i fruktozy 
otrzymano biorąc do oznaczeń po 1 ml 
roztworów cukrów o stężeniu 2 0 0  y/ml

Mniejsza aktywność transaldolazy w preparacie szpinakowym po­
woduje, że po 90 min. inkubacji maksimum heksozowe jest niskie, na­
tomiast utrzymuje się wysoka absorpcja sedoheptulozy.
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m/u »-
Rys. 3. Krzywe absorpcyjne produktów  
uzyskanych działaniem preparatów ze 

szpinaku na R-5-P.
    po upływ ie 0 ,0  min.

   „ 90
  „ „ 1060

Warunki reakcji: 0,4 ml R-5-P 0,033 M 
zalkalizowanego do pH 7,6, 0,2 ml bufo­
ru weronalowego 0,1 M pH 7,6, 0,3' ml 
preparatu enzymatycznego ze szpinaku,
0,1 ml wody. M ieszaninę inkubowano 
w 37°C. Krzywe otrzymano wykonując 
reakcję Dischego z 0,4 ml m ieszaniny  
enzymatycznej, rozcieńczonej wodą do 

1 ml

Dyskusja

Na możliwości innego spalania glikozy u Mycobacterium  poza drogą 
glikolityczną zwróciło uwagę słabe nagromadzenie kwasu pirogronowe- 
go pod wpływem arseninu (E d s o n, 1951 (4)). Pewne wyjaśnienia
przyniosły prace Y o u m a n s  i Y o u m a n s  (1953 (11)), którzy 
stwierdzili, że kwas glukonowy w stężeniu 0,6 do 1 % podtrzymuje wzrost 
zjadliwego szczepu H37Rv. Autorzy ci sugerują, że przemiana kwasu 
glukonowego biegnie zgodnie ze schematem podanym  przez D i c k e n- 
s a (1951 (2)), tzn. przez ketokwas do kwasu pirogronowego. Kwas fosfo- 
glukonowy podawany w stężeniu 0,16 do 4% nie podtrzymywał jednak  
wzrostu szczepu H37Rv. W ydaje  się, że chodzi tu o przenikanie tego 
związku do komórki bakteryjnej, analogicznie do estrów heksozofosfo- 
rowych, które nie są zużywane przez nietknięte Mycobacterie, są na to ­
miast metabolizowane przez dezintegraty komórkowe (E d s o n, 
1951 (4)).
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Pentozy, a wśród nich i D-ryboza nie podtrzymują wzrostu szczepu 
H37Rv ( Y o u m a n s  i Y o u m a n s ,  1953 (12)). Nie dowodzi to jed­
nak, że spalanie cukrowców nie biegnie poprzez fosfopentozy. Fosfo­
rylacja w cyklu zachodzi na etapie heksoz, zatem włączenie pentoz 
w cykl przemian wymagałoby osobnej pentokinazy.

Wykazanie, że otrzymane przez nas preparaty  enzymatyczne m eta­
bolizowały fosforybozę do heksoz poprzez tak charakterystyczny dla 
cyklu pentozowego produkt pośredni jak  sedoheptuloza, wskazuje na 
udział tego cyklu w przemianie Mycobacterium phlei. Na przebadanym 
przez nas odcinku preparaty  nasze wykazywały aktywność izomerazy 
pentozowej, transketolazy i transaldolazy.

Streszczenie

Preparaty enzymatyczne otrzymane z Mycobacterium phlei zuży­
wały 5-fosforybozę. W  produktach reakcji stwierdzono spektrofotome- 
trycznie przy użyciu cysternowej metody Dischego pojawianie się sedo- 
heptulozy i przechodzenie jej w heksozy, a więc czynność izomerazy 
pentozowej, transketolazy i transaldolazy.
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UMKJI riEHTOBHblH CAXAPM ßOB y  
M Y C O BA CTER IU M  P H L E I

P e 3 K> M e

<E>occf)opn6o3a ncnojib30BajiacB 3H3HMaTHHecKnMn npenapaTaMn, no.ny- 
ueHHŁiMH H3 Mycobacterium phlei. B npo,a;yKTax peaKpnn — cneKTpoc£>o- 
TOMeTpMHecKn — nocpe,o;cTBOM pMCTenHOBoro MeTOfla ^nrne oÖHapyxceHO
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noHBjieHMe ce,o;orenTyji03Bi m ee npeBpaiqeHwe b reKC03y, a, cjieflOBaTejib- 
Ho, AeiicTBMe M30Mepa3Bi neHT03Bi, TpaHCKeT0Jia3bi m TpaHcajiA0Jia3bi.

THE PENTOSE CYCLE OF CARBOHYDRATES I'N MYCOBACTERIUM PHLEI

S u m m a r y

The enzymatic preparations from M ycobacterium phlei utilise 
phosphoribose. Sadoheptulose and its conversion to hexose has been 
proved in the reaction product spectrophotometrically by the Dische’s 
cysteine method. In this way the activity of pentose isomerase, transke- 
tolase and transaldolase has been demonstrated in the Mycobacterium  
preparation.

Otrzymano 21.6.1955
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MARIUSZ 2YDOWO I ZBIGNIEW KAMIŃSKI

FRAKCJE SUROWICY KRWI U CHORYCH LECZONYCH 
LARGAKTYLEM

(doniesienie tymczasowe)

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdańsku 
Kierownik; prof. dr W. Mozołowski  

Z Państwowego Szpitala dla N erw owo i Psychicznie Chorych ,,Srebrzysko" w  Gdańsku
Dyrektor: lek. Z. Kamiński

Mimo coraz szerszego zastosowania largaktylu w terapii, głównie 
w psychiatrycznej (3), zagadnienie jego toksyczności jest nadal różnie 
oceniane. Brak jest doświadczalnych danych o wpływie largaktylu na 
szereg procesów ustrojowych. W  dotychczasowych doniesieniach (3, 
6, 7) nie znaleźliśmy wzmianki o wpływie na białka krwi. Frakcje 
białkowe surowicy są czułym wskaźnikiem wielu procesów zachodzą­
cych we wszystkich narządach ustroju. Wiadomo, że od ilościowego 
stosunku poszczególnych frakcji zależy w dużym stopniu szybkość opa­
dania krwinek (1, 5, 8), dodatnie tzw. próby czynnościowe wątroby 
(5, 8) czy też inne odczyny surowicy krwi. Dlatego wydało się nam 
celowe zbadanie frakcji białkowych surowicy oraz odczynu opadania 
krwinek u chorych psychicznie leczonych largaktylem.

Opis doświadczeń

Zbadano 20 surowic pochodzących od dziewięciu chorych leczonych 
largaktylem  oraz 4 surowice od psychicznie chorych pozostających 
w tych samych warunkach, lecz nie przyjm ujących largaktylu. Te kon­
trolne surowice nie w ykazywały żadnych zmian w porównaniu z nor­
mami dla ludzi zdrowych.

W  użyciu były prepara ty  dwóch firm: „Largactil" Poulenc-Specia 
i „M egaphen" firmy Bayer. Chorzy otrzymywali początkowo iniekcje 
leku, a potem largaktyl w tabletkach w dawkach stopniowo zmniejsza­
jących się. Krew pobierano na czczo z żyły łokciowej. Z jednej porcji

[443]
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krwi uzyskiwano po skrzepnięciu i odwirowaniu surowicę, druga służyła 
do oznaczania szybkości opadania krwinek. W  surowicy krwi oznaczano 
refraktometrycznie w 20°C stężenie białka (współczynniki do oblicza­
nia wg (9)) oraz frakcje białkowe przy pom ocy elektroforezy bibułowej 
sposobem i aparaturą opisaną przez B i e l a w s k i e g o  (2). Czas 
trwania elektroforezy 16 godzin przy napięciu 200 V i natężeniu 0,25 mA 
na jednostkę. Używano moderatora weronalowego o pH 8,6. Paski b a r ­
wione były czernią amidową 10 B i foto metro wane po sfotografowaniu. 
Szybkość opadania krwinek odczytywano przez 2 godziny co 15 minut.

W yniki

W szyscy chorzy pozostawali w leczeniu z powodu psychoz schizo­
frenicznych. Dwóch wypisano jako wyleczonych, u pozostałych siedmiu

T a b l i c a  1

Porównanie frakcji białkowych surowicy oraz odczynu opadania krwinek u chorych 
leczonych largaktylem w dawkach p o w y że j  150 mg na dobę, z surowicami prawi­

dłowymi

L
ic

zb
a

b
ad

a
n

y
ch Białko 

całkowite 
g / 1 0 0  m l

A lbu­
m iny

°L/o

aŁ-globul.
°//o

a2-globul.
°f/o

/?-globul.
°//o

y-globul.
°//o

OB 
po po 

1 godz. 2 godz.

Chorzy
leczeni 1 1 7,7 ±0,62 59,7 ± 6 ,5 4,3±1,67 10,5±1,76 10,5±2,65 14,9±4,86 31± 23 56 ± 3 5

Kon­
trole 1 2 *) 7,5±0,61 68,0±4,3 2,3±0,59 6,1±1,30 9 ,2±  1,85 14,5±3,59 6 ± 4 , 14 ± 9

p >0,4
<0,5

> 0 ,0 0 1

< 0 ,0 1

> 0 ,0 0 1

< 0 ,0 1
< 0 ,0 0 1

> 0 ,1

< 0 ,2

> 0 ,8

< 0 ,9
> 0 ,0 0 1

< 0 ,0 1

> 0 ,0 0 1

< 0 ,0 1

osiągnięto większą lub mniejszą poprawę. Uzyskane wyniki doświad­
czalne podzielono na 2 grupy. Do pierwszej zaliczono surowice krwi 
pochodzące od pacjentów, którzy w dniu badania otrzymywali wyższe 
dawki largaktylu amiżelii 150 mg na dobę niezależnie od sposobu poda­

*) Kontrole dla frakcji białkowych obejmują 8 przypadków W. B ielawskiego (2) 
badanych tą samą metodą i na tej samej aparaturze (surowice ludzi zdrowych) oraz 
4 przypadki własne surowic chorych psychicznie nie leczonych largaktylem. Kontrole 
opadania krwinek dotyczą tylko tych ostatnich 4 przypadków.

**) P oznacza prawdopodobieństwo braku istotnej różnicy obliczone z tablic Fi- 
shera (4).
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nia leku (tablica 1). Druga grupa, to chorzy leczeni, w momencie bada­
nia, dawkami niskimi poniżej 150 mg na dobę per os.

Statystycznie istotne zmiany we frakcjach białkowych i szybkości 
opadania krwinek obserwujemy tylko w pierwszej grupie badanych. 
W yraźne jest zwiększenie alt a zwłaszcza a2-globulln, przy równoczes­
nym obniżeniu frakcji albuminowej. Jednocześnie wzrasta znacznie 
szybkość opadania krwinek. Zmian tych  nie ma u chorych pozostających 
w leczeniu małymi dawkami (tablica 2), poza nieznacznym podwyższe­
niem ai-globulin.

T a b l i c a  2

Porównanie frakcji białkowych surow icy oraz odczynu opadania krwinek u chorych  
leczonych largaktylem w dawkach dziennych poniżej 150 mg, z surowicami prawi­

dłowymi

! L
ic

zb
a 

b
ad

a
n

y
ch Białko 

całkow ite 
g / l 00 m l

A lbu­
miny

°//o

(Ą-globul.
0 /
/o

a2-globul.
0 /
/o

/3-globul.
°//o

y-globul.
°//o

OB 
po po 

1 godz. 2 godz.

Chorzy
leczeni 9 7,6+0,28 65,3 +  6 ,8 3,3 +  1,33 6,9 +  2,18 9,7+3,09 14,6 +  2,50 6  +  5 16+12

K on­
trole 1 2 *) 7,5 +  0,61 68,0+4,3 2,3+0,59 6,1 +  1,30 9,2 +  1,85 14,5 +  3,59 6 + 4 14 +  9

P**j >0,7 > 0,3 > 0 ,0 2 > 0 ,3 > 0 ,6 > 0 ,9 1
> 0 ,7

< 0 ,8 < 0,4 <0,05 < 0 ,4 < 0 ,7 < 0 ,8

*) Kontrole jak w tablicy 1 . 
**) Jak w tablicy 1.

T a b 1 i ca 3

Porównanie frakcji białkowych surow icy krwi tego samego chorego przed rozpoczę­
ciem  leczenia (22.IV) na siódmy dzień podawania iniekcji (29.IV) i w czasie poda­

wania tabletek (13.V)

Białko 
całkow ite 
g 10 0  ml

Albu­
m iny

°//o

a,-globul.
%

a2-globul.
°//o

¿S-globul.
%

y-globul.
0//o

Opadanie
krw inek

po po 
1 godz. 2 godz.

22.IV 8 ,1 61,0 2 ,2 7,1 11,7 18,2 1 1 27

29.IV 6,7 57,4 7,2 1 2 ,0 1 0 ,8 12,5 45

1
OCO 

|

13.V 7,5 47,3 3,9 10,9 15,7 2 2 ,1 28 62 i
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Dalszą ilustracją wpływu largaktylu na frakcje białkowe jest podany 
w tablicy 3 wyniik trzykrotnego badania surowicy jednego chorego: 
przed rozpoczęciem leczenia, w czasie podawania iniekcji (200 mg na 
dobę) i następnie w czasie przyjmowania tabletek (375 mg na  dobę). 
Widzimy wyraźny spadek albumin, ze wzrostem a2 i ai-globulin oraz 
równoczesny wzrost szybkości opadania krwinek.

Krwinki opadały zwykle bardzo szybko w ciągu pierwszych 15 do 45 
minut, po czym szybkość stopniowo malała.

Chorzy leczeni tabletkami, a zaliczeni przez nas do pierwszej grupy, 
otrzymywali uprzednio iniekcje; trudno jest więc w tej chwili pow ie­
dzieć, czy sposób podawania leku ma istotny wpływ na zmiany we krwi, 
widoczne jest jednak, że dawki tabletek niższe od 150 mg na dobę nie 
powodują tych zmian.

Streszczenie

Badano frakcje surowicy krwi metodą elektroforezy bibułowej oraz 
odczyn opadania krwinek u chorych, pozostających w leczeniu largak- 
tylem z powodu psychoz schizofrenicznych. U pacjentów, którzy 
otrzymywali większe dawki od 150 mg na dobę, stwierdzono statystycz­
nie istotny wzrost a2 i ai-tglobulin, spadek albumin oraz zwiększoną 
szybkość opadania krwinek. Surowice krwi chorych leczonych niższy­
mi dawkami nie wykazywały zmian.
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[5 ] F R A K C J E  S U R O W IC Y  K R W I U  C H O R Y C H  L E C Z O N Y C H  L A R G  A K T  Y L E M  4 4 7

cJ>PAKIJMM GhIBOPOTKM KPOBM y  BOJ1BHB1X 
nOCJIE JIEUEHMH MX JIAPrAKTMJIOM

P e 3  K) M e

M c c j i e A O B a H t i  S b iJ iM  cjapaK ijM M  c b iB o p o T K M  k p o b m  n y T e M  a j i e K T p o c j j o p e -  

3a c n p M M e H e -H n e M  c jjn jib T p a ij j iO H H O M  6 y M a r n ,  a T a K x c e  c K o p o c T b  o c e ^ a H i i H  

a p M T p o p M T O B  y  6 o j i b H b i x ,  n p o x o A H L p M x  K y p c  j ie n e H M H  j ia p r a K T M jio M , b b m -  

p,y o S H a p y x c e H H b i x  y  h m x  iH M 3 0 c J )p e H H b ix  n c M X 0 3 0 B .  y  n a u j ie H T O B  n o . n y -  

H a B H iM x  ,n ;0 3 b i G o j i e e  n e M  150 m t  b  cy T K M , o S H a p y x t e H O  C T aTM C T M necK M  

c j a a K T n u e c K o e  y B e j i M H e m i e  r j iy b o j iM H O B  a 2 m a x y S b i J i b  a jib S y M M H O B  h  n o -  

B b lH ie H H a H  CK O pO CTb O C e^aH M H  a p M T p o p M T O B . B C b lB O p O T K e K pO BM  60J I b -  

H b lX , n p O X O ^ H ip M X  K y p c  J ie u e H M H  M eH b lH H M H  A 0 3 a M M , M 3M eH eH M M  H e  o S H a -  

p y x c e H O .

FRACTIONS OF THE BLOOD SERA OF THE SUBJECTS TREATED WITH
LARGACTIL

S u m m a r y

Blood sera of the schizophrenic subjects treated with largactil have 
been examined by paper electrophoresis and sedimentation rate test of 
erythrocytes. An increase of ax and a2 globulins has been proved sta­
tistically wtih patients receiving larger doses of largactil i. e. obove 
150 mg/24 hr. This change has been accompanied by albumin decrease 
and the increased sedimentation rate of erythrocytes. Sera of the sub­
jects treated  with lower doses failed to show any change.
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