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Kwas jabtkowy jest szeroko rozpowszechniony w §wiecie roslinnym
i obok kwasu cytrynowego jest ilosciowo dominujacym oksykwasem
wielu roslin, a w szczegdlnosci owocow. W matych katalitycznych ilo-
sciach w cyklu kwasow tréjkarboksylowych wystepuje znacznie szerzej,
zarowno w organizmach roslin, jak i zwierzat, i drobnoustrojow.

Specyficzne metody oznaczania kwasu jablkowego istnieja dopiero
od stosunkowo krotkiego okresu czasu, przy czym metoda Pucher a,
Vickery i Wakemana (1,2) jest niewatpliwie najbardziej se-
lektywna. Metoda ta polega na utlenieniu kwasu jabtkowego w kwasnym
srodowisku przy pomocy bromu wydzielonego z bromku i nadmanga-
nianu do lotnego zwigzku, ktéry z 2,4-dwunitrofenylohydrazyna tworzy
nierozpuszczalny osazon. Suomalainen i Arhimo (3) wy-
kazali, Zze produktem utleniania kwasu jabltkowego jest dwubromoace-
taldehyd, ktéry z 2,4-dwunitrofenylohydrazyna tworzy glioksal-2,4-dwu-
nitrofenyloosazon. Ten sam osazon powstaje rowniez z kwasu asparagi-
nowego, tyrozyny i dwufenyloalaniny. Suomalainen i Arhi-
mo udowodnili nastepujacy schemat mechanizmu reakcji utlenienia
kwasu jabtkowego i syntezy osazonu
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368 1. REIFER 21

Ten glioksalowy osazon tworzy w zasadowym Srodowisku w obecno-
$ci pirydyny piekny, rozpuszczalny, niebieski barwnik, ktérego inten-
sywno$¢ zabarwienia jest w szerokich granicach proporcjonalna do
ilosci kwasu jablkowego w probie.

Specyficzno$¢ metody Puchera i wsp. zaznacza sie¢ ponadto w ekstrak-
cji kwasu jabtkowego z materialu roslinnego przy pomocy eteru etylowe-
go, w ktéorym wyzej wspomniane aminokwasy sg zupelnie nierozpuszczal-
ne. Mimo to metoda ta jest rzadko stosowanaw badaniach laboratoryjnych
i jak wykazal W o 1f (4) nastrecza ona przy wykonaniu analiz iloSciowych
powazne trudnosci zwiazane z procesem utleniania kwasu jabtkowego
do dwubromoacetaldehydu, i otrzymanie powtarzalnych wynikéw za-
lezy od $cistego i dokladnego przestrzegania wszystkich szczegélow
metody. Suomalainen i Archimo (3) wykazali, Zze proces
utleniania kwasu jablkowego metoda Puchera i wsp. nie przebiega ilo-
$ciowo i wynosi zaledwie 50 — 60%. Poza tym metoda ta nie jest mikro-
metodg w $cistym tego slowa znaczeniu, poniewaz polega na strgceniu
osazonu i odseparowaniu osadu od nadmiaru dwunitrofenylohydrazyny.
Wyjsciowa zawarto$¢ kwasu jabtkowego musi przeto wynosi¢ okotlo
2 mg, jezeli normalne granice doktadnosci maja by¢ zachowane. Oddzie-
lenie osazonu od nadmiaru odczynnika jest konieczne w metodzie Pu-
chera i wsp., poniewaz dwunitrofenylohydrazyna z pirydyng i wodoro-
tlenkiem sodowym tworzy intensywny czerwony barwnik, ktéry prze-
szkadza w oznaczeniu kwasu jabtkowego. Inne czynnosci, jak destylacja
dwubromoacetaldehydu, saczenie, mycie, suszenie i rozpuszczanie osa-
zonu w pirydynie komplikuja metode i w duzym stopniu obnizaja jej
przydatnos$é do celow masowego oznaczania kwasu jabtkowego.

Niniejsza praca miala na celu przebadanie warunkow oznaczenia
kwasu jablkowego w ilosciach wyjsciowych okolo tysigc razy mniej-
szych od iloéci wyjsciowych wymaganych w metodzie Puchera i wsp.,
co zwigzane bylo z rozwigzaniem nastepujacych zadan: 1. ominigcie
destylacji dwubromoacetaldehydu, 2. wyeliminowanie oddzielenia osa-
zonu od nadmiaru odczynnika, 3. powiekszenie czutosci metody i 4. opra-
cowanie optymalnych warunkéw utlenienia kwasu jabtkowego w celu
zabezpieczenia powtarzalnosci wynikow.

Cze$¢ doswiadczalna

We wstepnych badaniach zauwazono, ze zaro6wno dwunitrofenylohy-
drazyna, jak i osazon rozpuszczaja sie fatwiej w benzenie anizeli w roz-
ciefniczonych roztworach kwaséw mineralnych. Stwierdzono rowniez, ze
dwunitrofenylohydrazyna, rozpuszczona w benzenie, przy wytrzasaniu
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13) MIKROMETODA OZNACZANIA KWASU JABLKOWEGO 369

kwasem siarkowym 1:1 przechodzi ilosciowo do fazy wodnej, natomiast
rozpuszczony osazon pozostaje calkowicie w benzenie. Ta obserwacja
umozliwila opracowanie metody, w ktorej oddzielenie osazonu od nad-
miaru odczynnika zostalo wyeliminowane.

Do ustalenia optymalnych warunkéw syntezy dwubromoacetaldehydu
postugiwano sie¢ D,L-kwasem jabtkowym firmy Merck, dwukrotnie prze-
krystalizowanym z wody destylowanej.

5 ml roztworu zawierajacego 16 ug kwasu jablkowego odpipetowano
do probowki i dodawano kolejno rozcienczony kwas siarkowy 1:1, 1,2%
roztwor bromku potasowego i 0,6% roztwér nadmanganianu potasowego,
zmieniajac kazdorazowo tylko ilosci jednego odczynnika. Oznaczenie
wykonano dokladnie wg metody opisanej ponizej.
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Rys. 1. Zalezno$¢ wartosci ekstynkcji Rys. 2 Zaleznos¢ wartosci ekstynkcji
od ilosci 1,2°% KBr (0,5 ml 0,6% od ilosci 0,6% KMnO4 (0,5 ml 1,2%
KMnOy4 i 1 ml H2SO4 1:1 w 7 ml ply- KBr i 1 ml H2SO4 1:1 w 7 ml ply-
nu) 16 ng kwasu jabtkowego nu) 16 pg kwasu jabtkowego

Jak wynika z wykresow (rys. 1 i 2), optymalne warunki utlenienia
kwasu jabtkowego zaleza od ilo$ciowego stosunku bromku do nadman-
ganianu, przy czym maksimum syntezy dwubromoacetaldehydu otrzy-
muje si¢ we wzglednie waskich granicach. Najwyzsze intensywnosci
zabarwienia zaobserwowano przy uzyciu 0,5 ml 1,2% bromku potasu
i 0,5 ml 0,6% nadmanganianu potasu w obecnosci 1 ml kwasu siarko-
wego 1:1, z tolerancjg nie przekraczajaca -+ 20%. Réwniez iloéci kwasu
siarkowego sg krytyczne (rys. 3), poniewaz ze wzrastajacym jego steze-
niem rosnie proporcjonalnie utlenianie bromku do wolnego bromu
kosztem nadmanganianu. Optymalne zakwaszenie wynosi 1 ml kwasu
siarkowego 1:1 w granicach + 10%.

Obecnoé¢ nadmiaru nadmanganianu w mieszaninie jest niezbedna
1 w probach, w ktérych nadmiar ten zostatl usuniety przez dodatkowe
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370 I. REIFER (41

iloéci bromku, wzglednie kwasu siarkowego, synteza dwubromoacetal-
dehydu w ogole nie nastapila. Z tego powodu wniosek Wolfa (4), ze
utlenianie kwasu jabltkowego wynika na skutek dzialania bromu in statu
nascendi wydaje sie niestuszny, tym bardziej, ze ilos¢ wytworzonego
dwubromoacetaldehydu w temperaturach ponizej 20° jest zalezna od
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Rys. 3. Zalezno$¢ wartosci ekstynkcji od

ilosci HoSO4 1:1 (0,5 ml 1,2° KBr i 0,5 ml 0,6%

KMnOs w 7 ml plynu) 16 pug kwasu jabtkowego
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Rys. 4. Zaleznoé¢ wartosci ekstynkcji od tempe-
ratury i czasu utleniania

czasu utleniania. Mniej krytyczne sa temperatura i czas utleniania (rys. 4)
i w temperaturze 20° + 2° w czasie od 10 do 20 minut nastepuje maksy-
malne utlenienie kwasu jabtkowego. W temperaturach wyzszych obser-
wuje sie szybki rozklad dwubromoacetaldehydu i tak np. w temp. 30°
maksimum utlenienia osiaga sie juz po uplywie 5 minut, po czym po
uplywie dalszych 5 wzglednie 10 minut wyniki opadajg o 129% wzglednie
24%.
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5] MIKROMETODA OZNACZANIA KWASU JABLKOWEGO 371

Aldehydy i ketony, jak réwniez produkty utleniania niektorych
oksykwasow czesto spotykanych w materiale roslinnym tworza odpo-
wiednie osazony, ktore przeszkadzaja w oznaczeniu kwasu jabltkowego.
Do tych nalezy w pierwszym rzedzie zaliczy¢: kwas pirogronowy, wino-
wy, cytrynowy, askorbinowy, jak rowniez cukry proste. Wprawdzie
w warunkach oznaczania kwasu jabtkowego opisana metoda osazony
wymienionych zwigzkow tworza barwne kompleksy o matlej intensyw-
nosci, bo wynoszace zaledwie 1 do 2% intensywnoéci osazonu glioksa-
lu, tym niemniej w materiale biologicznym, zawierajacym duze ilosci
wymienionych oksykwaséw w obecnosci malych ilosci kwasu jabiko-
wego, wyniki analiz bylyby zupelnie bezuzyteczne. Wplyw tych oksy-
kwasow da sig jednak z latwoscia wyeliminowaé, poniewaz utleniaja
sie one juz w obecnosci samego nadmanganianu, natomiast do utlenienia
kwasu jabtkowego niezbedna jest obecno$é¢ wolnego bromu. Zamiast
Slepej proby odczynnikowej sporzadza sie przeto $lepa psf()be materia-
towa, zawierajacq kwas jabtkowy i utlenia si¢ samym nadmanganianem.
Poniewaz wolny brom wydziela si¢ z bromkéw w obecno$ci nadmanga-
nianu dopiero po dodaniu kwasu siarkowego, przeto $lepa préobe mate-
rialowq utlenia sie identycznie jak probe pelna, z ta réznica, ze kwas
dodaje sie dopiero po redukcji nadmanganianu siarczynem sodowym.
Roéznica miedzy barwa proby pelnej i $lepej materialowej odpowiada
ilosci kwasu jabtkowego w badanym materiale. Poza tym ekstrakcja
kwasu jabtkowego eterem etylowym eliminuje szereg innych zwigzkow,
jak kwas asparaginowy, tyrozyna, dwufenyloalanina, kwas askorbinowy
i cukry, ktore w eterze sa nierozpuszczalne. W analizach zestawionych
w tablicy 2 wykazano, ze $lepa proba materialowa niewiele rozni sie
od slepej odczynnikowej mimo obecnosci duzych ilosci oksykwasow
i nie przekracza w zabarwieniu 0,5 ug do 2,0 ng w przeliczeniu na kwas
jablkowy.

Odczynniki:

1. D,L-kwas jabtkowy (firmy Merck). Rozpusci¢ 40 mg kwasu jabtko-
wego w wodzie destylowanej, przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej
o0 poj. 100 ml i dopelni¢ do znaku. Dowolne rozcienczenia mozna spo-
rzadzi¢ ze standardowego roztworu.

2. Rozcienczony kwas siarkowy 1:1. Do 100 ml wody destylowanej
dola¢ ostroznie 100 ml stezonego kwasu siarkowego, o c. wi. 1,84,

3. 1,2% roztwér bromku potasowego.

4. 0,6% roztwér nadmanganianu potasowego.

5. 5% roztwor siarczynu sodowego. Sporzadzi¢ $wiezy roztwor bez-
posrednio przed uzyciem.
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372 I. REIFER 161

6. 0,05% roztwor 2,4-dwunitrofenylohydrazyny. Do 25 mg odczynni-
ka doda¢ 10 ml kwasu solnego 1:1, rozpusci¢ na goraco i uzupelni¢ woda
do 50 ml. Przechowywaé w ciemnej butelce. Swiezy roztwor nalezy spo-
rzadzac¢ raz na tydzien.

7. Benzen.

8. Bezwodny weglan sodowy in substantia.
9. 1% roztwo6r wodorotlenku sodowego w 95% alkoholu.

Metoda: 5 ml wodnego roztworu zawierajacego od 0,5 ng do 16 ng
kwasu jablkowego odpipetowa¢ do probowki 160X16 mm, doda¢ 1 ml
kwasu siarkowego (2), 0,5 ml bromku (3) i wstrzasajac energicznie do-
dawa¢ kroplami 0,5 ml nadmanganianu (4), po czym probowki wstawi¢
do zlewki z woda o temp. 20° -+ 2° na 15 minut. Nastepnie chtodzi¢ pro-
bowki w mieszaninie wody z lodem przez okoto 5 minut i zredukowa¢
nadmiar bromu i nadmanganianu roztworem siarczynu sodu (5), ktory,
aby unikna¢ jego nadmiaru, nalezy ostroznie dodawa¢ kroplami. Po
dodaniu 1 ml dwunitrofenylohydrazyny (6) wstawi¢ do lazni z wrzaca
woda na 15 minut, wstrzasajac od czasu do czasu. Woda w 1azni po-
winna siegaé¢ ponad poziom plynu w probowce. Po ostudzeniu przenies¢
ilosciowo zawartos¢ probowki do cylindrycznego rozdzielacza o poj.
30 ml, z dokladnie doszlifowanym korkiem szklanym, przemy¢ probow-
ki 3 razy okoto 5 ml wody i doda¢ do rozdzielacza dokladnie 3 ml ben-
zenu (7). Nalozy¢ korek i wstrzasa¢ energicznie zawartos¢ rozdzie-
lacza, odczekaé jedna minute i powtorzy¢ wyklocanie jeszcze dwukrot-
nie. Osazon i nadmiar dwunitrofenylohydrazyny rozpuszczaja si¢ w ben-
zenie. Odseparowa¢ faze wodna, a benzen wytrzasa¢ dwukrotnie 2 ml
rozcienczonego kwasu siarkowego (2), do ktérego przechodzi nadmiar
dwunitrofenylohydrazyny. Benzen zawierajacy osazon przemyc¢ 3 razy
okoto 5 ml wody (bez wstrzgsania) i odpusci¢ wode, mozliwie do ostat-
niej kropli. Przez suchy lejek doda¢ okoto 0,5 g bezwodnego weglanu
sodowego (8), wymiesza¢ kilkakrotnie przez wstrzasanie, doda¢ doklad-
nie 3 ml alkoholowego wodorotlenku (9) i po nalozeniu ptukanego i obsu-
szonego korka szklanego na rozdzielacz wymiesza¢ benzen z alkoholem
wstrzasajac energicznie. Barwny roztwor benzenu z alkoholem przesg-
czyé do kolorymetrycznej proboéwki o srednicy 10 mm przez saczek
z waty i odczyta¢ przepuszczalnos¢ swiatta w kolorymetrze Leitza, sto-
sujac zielony filtr D, po nastawieniu $lepej préby materiatlowej na 100%
przepuszczalnosci. Slepa probe materialowa nalezy przygotowa¢ w spo-
sob identyczny jak prébe pelna, z ta roznicg, ze kwas siarkowy 1:1 (2)
dodaje sie dopiero po zredukowaniu nadmanganianu siarczynem sodo-
wym (w obojetnym roztworze nadmanganian zostaje zredukowany do
dwutlenku manganowego, przeto po zaniku barwy nadmanganianu i do-
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n MIKROMETODA OZNACZANIA KWASU JABLKOWEGO 373

daniu kwasu nalezy dodatkowo zredukowac koloidowy dwutlenek man-
ganu 1 — 2 kroplami siarczynu).

Wytworzony barwnik jest trwaly przez czas nieograniczony. Jezeli
odczyty maja by¢ wykonane dopiero po uptywie pewnego czasu, nalezy
probowki kolorymetryczne szczelnie zakorkowa¢ ze wzgledu na zmet-
nienie, ktére powstaje z czasem na skutek powstawania weglanu sodo-
wego, nierozpuszczalnego w mieszaninie benzenu z alkoholem.

W granicach od 0,5 ug do 16 ug kwasu jabtkowego otrzymuje sie
w wyzej opisanych warunkach w aparacie Leitza, filtr D, wykres zgod-
nie z prawem Beera-Lamberta (rys. 5).
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Krzywa wzorcowa sporzadzono na podstawie srednich z oznaczen
roznych stezen kwasu jabltkowego w granicach od 0,5 ng do 16 ug.
W tablicy 1 podane sg wyniki analiz czystego kwasu jablkowego wy-
konanych nowa metoda.

Jak wynika z tablicy 1, maksimum odchylenia od obliczen z krzywej
wzorcowej dla kwasu jablkowego w granicach od 0,5 ug do 2 ug wynosi
od 4 do 8%, a w ilosciach od 2 ug do 16 ng nie przekracza + 4%.

Zbadano wplyw nastepujacych kwaséw na oznaczenie kwasu jabt-
kowego i wykazano, ze 200 ug kwasu szczawiowego lub 200 ug kwasu
glutaminowego, lub 100 ug kwasu mlekowego, wzglednie mieszanina
zlozona z 200 ng kwasu fumarowego, 200 ng 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 zmieniajg wynikow, tzn., ze $lepa odczynnikowa i $lepa
materialowa w obecnosci wymienionych kwaséw sa identyczne.
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374 1. REIFER 81

Tablica 1

Oznaczenie kwasu jablkowego nowa metoda

' - Maks. odchylenia
ug S Ekstynkcja (E) od odezytu

g | z wykresu w %
_Oi [ 0,026 ’ 0,024 0,027 0,024 0,028 0,025 +1,8 S A
1,0 | 0,052 ‘\ 0,053 0,054 0,049 0,056 0,053 +5,7 =T
2,0 | 0,103 [ 0,099 0,104 0,107 0,102 0,104 +3,9 =10
4,9_\ 0,206 l 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 =10
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 +31 —0,0
120 | 0,614 I 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 40,0 — 290

W tablicy 2 umieszczone sa wyniki oznaczen kwasu jablkowego
w obecnosci oksykwasow, ktore podobnie jak kwas jabtkowy sa roz-
puszczalne w eterze, ktore sa utleniane nadmanganianem do zwiazkow
tworzacych osazony i tym samym zwiekszajacych odczyty kwasu jabi-
kowego. Poniewaz jednak kwas jabtkowy samym nadmanganianem sig
nie utlenia do zwiazkow tworzacych osazony, a oksykwasy jak kwas
pirogronowy, kwas cytrynowy i kwas winowy w obecnosci bromu
reaguja podobnie jak w obecno$ci nadmanganianu, przeto powoduja
one rownomierne przyrosty intensywnos$ci zabarwienia tak w proébie
peinej, jak i w $lepej materialowej. Kwas asparaginowy, tyrozyna, dwu-
fenyloalanina, kwas askorbinowy i cukry proste nie zostaly uwzgled-
nione, poniewaz sg one nierozpuszczalne w eterze i pozostaja bez wptly-
wu na $lepa probe materialowa.

Tablica 2

Oznaczenie kwasu jablkowego w obecno$ci oksykwasow wplywajacych na wielkos¢
Slepej materialowej ($rednia z 5 oznaczen)

; Kwas | Kwas | Kwas | I E E !Wykryto %
i jabl- | cytry- piro- I'{was préby préby | Réznica kw. jabi- R6zn°1ca‘
| kowy | nowy |gronowy winowy | Coyooi | glepej kowego | w % }
| e ug ug | ME | vg |
80 — | = | = | 04528 | 00363 | 04160 | 8,05 +0,6 |
80 200 | — — | 05528 | 01428 | 0,4100 | 7,97 04 |
80 | — | 100 | — | 05057 | 00809 | 04248 | 822 | +27 |
80 -5 — | 200 | 04684 | 00656 | 04028 | 17,84 | —20 |
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91 MIKROMETODA OZNACZANIA KWASU JABLKOWEGO 375

Jak wynika z tablicy 2, nawet 200 ug kwasu cytrynowego nie prze-
szkadza w oznaczeniu kwasu jabtkowego i $lepa materialowa tak duzej
ilosci tego kwasu odpowiada zaledwie 2 ug w przeliczeniu na kwas jabt-
kowy, wynoszac zaledwie 1% intensywnosci barwy osazonu w alkalicz-
nym srodowisku. W duzych ilosciach kwas cytrynowy wplywa na zmia-
ne zabarwienia préby petnej i $lepej, ktore przyjmuje odcien fiotkowy
na miejsce normalnej barwy niebieskiej. Kwasy pirogronowy i winowy
rowniez tylko nieznacznie zwiekszaja Slepa probe materialowa. Wyniki
otrzymane w obecnosci tych oksykwaséw znajduja sie¢ w ramach biedu
metody.

Zastosowanie metody do oznaczania kwasu jablkowego w maleriale
biologicznym

Przygotowanie materiatu do ekstrakcji: 1 g suchego materiatu zadaje
sie 1 ml eteru etylowego, 1 ml 1 N kwasu siarkowego, dodaje okoto 5 g
bezwodnego siarczanu sodowego (jezeli material zawiera duzo cukrow,
jak np. suszone owoce, nalezy doda¢ okolo 7 g siarczanu) i rozciera
doktadnie w mozdzierzu o srednicy okoto 6 cm. Wymieszany suchy ma-
teriat przenosi sie przy pomocy lejka do cylindra o poj. 25 ml z dobrze
doszlifowanym korkiem szklanym, przemywa mozdzierz przy pomocy
okolo 1 g bezwodnego siarczanu sodowego i wytrzasa material w cylin-
drze przez 5 minut z 20 ml eteru etylowego. Eter dekantuje sie do kolbki
stozkowej o poj. 100 ml i wytrzasa materiat ponownie przez 5 minut
jak wyzej. Po zdekantowaniu eteru przemywa sie materiat okoto 10 ml
eteru i saczy przez saczek z waty. Z potaczonych wyciagoéw oddestylo-
wuje sie eter i suszy zawartos¢ kolbki w temp. 50° az do catkowitego
odparowania eteru. Do kolbki dodaje sie¢ wody destylowanej, 1 ml 1 N
wodorotlenku sodowego, sgczy i przenosi ilosciowo do kolbki miarowej.
Po uzupetnieniu do znaku, pobiera sie 5 ml do analizy. Ekstrakcja kwasu
jablkowego ze swiezego materiatu przebiega w sposob identyczny z tym,
ze zamiast 1 ml 1 N kwasu siarkowego dodaje sie 0,1 ml 10 N kwasu,
ze wzgledu na wode zawarta w $wiezym materiale. Jezeli proba badana
zawiera od 0,08 — 1,2% kwasu jablkowego, wowczas nalezy rozcien-
czy¢ wyciag do 200 ml i 5 ml tego roztworu rozcienczy¢ ponownie do
100 ml. Jezeli zawartos¢ kwasu jablkowego w probie wynosi od
0,005 — 0,08%, wzglednie od 0,0005 — 0,008 %, wéwczas nalezy rozcien-
czy¢ roztwor do 250 ml, wzglednie 25 ml.

Obliczenie: % kwasu jablkowego = A-B-0,02, gdzie

A = miligramy kwasu jabtkowego w 5 ml roztworuy,
B = caltkowita objetos¢ w ml.
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W celu potwierdzenia ilosciowego przebiegu ekstrakcji nowa metoda,
przeprowadzono dodatkowo wytrzasanie eterem 2 X 20 minut na mecha-
nicznej wstrzasarce i ekstrakcje w aparacie Soxhleta przez 4 godziny.
Wyniki w tablicy 3 wykazuja, ze wytrzasanie eterem 2 X 5 minut

ekstrahuje ilosciowo kwas jabtkowy z odwodnionej proby.

W tablicy 4 podane sg wyniki oznaczania kwasu jabtkowego w ma-

Tablica 3

Ekstrakcje kwasu jabtkowego z jablka

Ekstrakeja Wykx;yto ‘ Réznice
w % ‘ w %
Soxhlet 0,292
2 X 20 min.
mechanicznie 0,288
2 X 5 minut
recznie 0,288 8,9

teriale pochodzenia roslinnego wykonane nowa metoda.

Kwas jabltkowy oznaczony nowa metoda

Tablica 4

|

Materiat Rozcienczenie | Wykryto Obliczono ’
g na ml wody Vg w % '
Jablko ~1:4000 360 | o288 |
Figa suszona 1:4000 | 215 0172 |
Gruszka suszona 1:4000 6,82 ‘ 0,545 |
Rengloda suszona 1:4000 970 | 0716 |
Sliwka suszona ~1:10.000 7,80 | 1,560 2
Liscie cykorii 1:4000 1,08 0,086
i Koniczyna suszona 1:4000 5,15 0,412 !
| Maczka tubinu 1:200 13,25 | 0053
Lis¢ rajgrasu | 1:200 4,75 | 0,019
Kietki tubinu 1:200 331 | 0013
Rabarbar todyga | 1:4000 | 1512 | 1210
Zérawina © 1:4000 | 987 | 0,790
Szczypiorek ©1:4000 | 140 0,112
Liscie pietruszki |  1:4000 215 | 0172
| Liécie salaty | 1:4000 1,16 | 0,003

W tablicy 5 umieszczone sa wyniki analiz kwasu jabtkowego doda-
nego do materiatu roslinnego przed ekstrakcja. Do 1 g préby dodano
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zamiast 1 ml 1 N kwasu siarkowego 1 ml roztworu 1 N kwasu siarkowe-
go zawierajacego 400 ug kwasu jablkowego, po czym ekstrahowano jak
wyzej.

Tablica §

Ekstrakcja dodanego kwasu jablkowego

i | |

| | Zawarto§é Wykryto

[ kw. jablko-| Dodano dodanego

l g e : Wykryto o ‘
Materiat } Rozcienczenie | wego w 5 | kwasu ot Réznica kwasu

’ [ ml proéby jabik. | ORI jabtkowego

[ ug ug l vy ug w %

| Otreby |

| _pszenne | 1:500 2,47 4,00 6,45 3,98 99 5
Siloma

| jeczmienna |  1:1000 | 8,42 200 | 1045 | 203 101,5
Koniczyna ’
suszona 1:2000 10,15 2,00 12,10 1,95 97,5

Jak wynika z tablicy 5, ekstrakcja kwasu jablkowego, dodanego do
proby, przebiega ilosciowo i blad ekstrakcji nie wykracza poza ramy
btedu metody. :

Dyskusja

Maksimum syntezy dwubromoacetaldehydu zalezy w gtéwnej mierze
od dokladnego przestrzegania warunkéw utleniania kwasu jabltkowego.
Ilosci uzytego kwasu siarkowego, bromku i nadmanganianu s3 czynni-
kami krytycznymi, jak rowniez, ale w mniejszym stopniu, temperatura
i czas utleniania. Jak wynika z wykresow od 1 — 4, maksimum utlenia-
nia uzyskuje sie tylko w bardzo waskich granicach i odchylenia wy-
biegajace poza -+ 20% powoduja wyrazne obnizenia syntezy dwubro-
moacetaldehydu i tym samym ilosci kolorymetrowanego osazonu.

Wg opisanej metody stosowane ilosci odczynnikéw utleniajacych
sa znacznie nizsze anizeli w metodzie Puchera i wsp. W przeliczeniu
na 7 ml roztworu autorzy oryginalnej metody stosuja 40 mg bromku
potasowego i 40 mg nadmanganianu potasowego, podczas gdy w opisa-
nej powyzej metodzie ilosci te wynosza 6 mg, wzglednie 3 mg. Jak wy-
nika z wykreséw 1 — 3, nadmiar nadmanganianu jest jednym z powo-
dow obnizenia syntezy dwubromoacetaldehydu.

Suomalainen i Arhimo (3) wykazali, ze wspétczynnik
utleniania kwasu jabtkowego wg metody Puchera i wsp. wynosi od
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50 — 609% w zaleznosci od ilo$ci kwasu jabtkowego w probie. W ta-
blicy 6 zestawione sa wspotczynniki metody Puchera i wsp. w poréwna-
niu z nowa metoda.

Tablica 6

Wspoétczynnik utleniania kwasu jablkowego

| Metoda Puchera Nowa metoda
Przeliczono : 3
Mg na 100 ml| na kwas przel;{czono przelll{(‘::ono
osazonu jablkowy DA ewas % na o %
jabtkowy jabltkowy
mg
mg mg
0240 | 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 metodg Puchera i wsp., jak row-
niez nowq metodq, nie przebiega ilosciowo. Jednakze w nowej metodzie
utlenianie wynosi od 79—96% teorii zawartego kwasu jabtkowego
obliczonego z osazonu. Czuto$é¢ metody jest przeto o okoto 50% wyzsza
od metody Puchera i wsp.

Obnizono rowniez znacznie ilosci dwunitrofenylohydrazyny. Metoda
Puchera stosuje 50 mg odczynnika na jedno oznaczenie, podczas gdy
w nowej metodzie ilos¢ ta wynosi 0,5 mg, jest wiec 100 razy mniejsza.

Opisana metoda ekstrakcji eterem eliminuje suszenie badanej proby,
odbialczanie i oczyszczanie ekstraktow, jest prosta w manipulacji, szyb-
ka i nie wymagajgca zadnej aparatury. Wyniki otrzymane na drodze
wytrzasania eterem sa identyczne z ekstrakcja w aparacie Soxhleta.
Krotka ekstrakcja przez wytrzasanie 2 X 5 minut jest bardziej korzystna
anizeli ekstrakcja w Soxhlecie, poniewaz po 4 godzinach ekstrakcji ete-
rem S$lepa materialowa jest znacznie wyzsza na skutek wymywania
zwigzkow, ktore reaguja z dwunitrofenylohydrazyna.

Kwas cytrynowy, pirogronowy i winowy utleniaja si¢ nadmangania-
nem i tworza osazony, ktére w alkalicznym $rodowisku barwig si¢ na
fiotkowo. W tych warunkach kwas jabtkowy nie daje osazonoéw, przeto
$lepa materialowa wprowadzona na miejsce $lepej odczynnikowej umoz-
liwia oznaczenie kwasu jablkowego w obecnosci wyzej wymienionych
oksykwasoéw. W ten sposob zdotano wyeliminowa¢ koniecznos¢ odde-
stylowania dwubromoacetaldehydu, ktora jest niezbedna w metodzie
Puchera i wsp. Poniewaz kwas cytrynowy nie przeszkadza w analizie
kwasu jablkowego, przeto ekstrakcja pentabromoacetonu (produkt utle-
niania kwasu cytrynowego) do rozpuszczalnikéw organicznych okazale
sie rowniez niepotrzebna.

http://rcin.org.pl



[13] MIKROMETODA OZNACZANIA KWASU JABLKOWEGO 379

W opisanej metodzie zrezygnowano ze stosowania kosztownej i przy-
krej w pracy pirydyny i zastgpiono ja tanim i wygodnym roztworem
wodorotlenku sodowego w 959% alkoholu etylowym.

Opisana metoda zezwala na szybkie oznaczenie kwasu jabtkowego
i czas potrzebny do wykonania pelnej analizy z materiatlu roslinnego
nie przekracza 2 godzin. Powyzej 2 ug blad metody nie przekracza -+ 4%.

Analizy kwasu jablkowego w materiale roslinnym wykonat mgr. inz.
J. Kaczkowski, ktéremu na tym miejscu skladam serdeczne podzieko-
wanie,

Streszczenie

1. Opisano mikrometode oznaczania kwasu jablkowego w mate-
riale roslinnym.

2. Metoda zezwala na oznaczenie 0,5 — 16 ug kwasu jabtkowego.

3. Zasada metody polega na utlenieniu kwasu jablkowego do dwu-
bromoacetaldehydu, ktéry z dwunitrofenylohydrazyna tworzy niebieski
barwnik w zasadowym s$rodowisku.

4. Opracowano optymalne warunki utlenienia kwasu jabtkowego,
podwyzszono znacznie czulo$¢ metody i wyeliminowano destylacje dwu-
bromoacetaldehydu. Pirydyne zastapiono alkoholowym roztworem wo-
dorotlenku sodowego.

5. Kwas cytrynowy, pirogronowy i winowy tworza osazony, ktére
wchodza w skiad $lepej materiatlowej i ich obecno$¢ nawet w duzych
nadmiarach nie przeszkadza w analizie kwasu jabtkowego.

6. Wg opisanej metody mozna oznaczy¢ kwas jablkowy w materiale
roslinnym w czasie nie przekraczajagcym 2 godzin.

7. Opracowana metoda nie wymaga poza kolorymetrem zadnej apa-
ratury, jest szybka i prosta, nadaje sie przeto do masowego oznaczania
kwasu jabtkowego w materiale pochodzenia biologicznego.
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MUKPOMETOJI OITPEAEJEHUA ABJIOYHOW KUCJTOTEI

Pezwome

1. OnmcaH MMKPOMETOJ OIpejeseHus fAOJOYHOM KMCJIOTBI B pacTu-
TEJBLHOM MaTepualie.

2. Merox pomyckaer onpeznenenyue 0,5 — 16 pr a6J09HOM KUCJIOTEIL.

3. CywHocTh METOZA 3aKJIOYaeTcd B OKUCJIEHMM AOJIOYHON KMCJIIOTHI
10 amubpomoalieTajabAernza, KoTopblii obpasyer, COBMECTHO ¢ AMHUTPO(e-
HUJIBIMAPA3UHOM, rojyboe KpacuiabHOE BEIIeCTBO B IIEJIOYHON cpene.

4. Boum pa3paboTaHbBI ONTHMMAJIbHBIE YCJIOBMUA OKMUCIEHMA AOGI09HOM
KMCJIOTBI, Obla 3HAYMTENHHO INOBBIIIEHA TOYHOCTH METOAA M yCTpaHeHa
pectuasaumA aubpomoauneranbaernaa. IlvpymamH 3aMeHeH ObUT cnMpTO-
BBIM PacTBOPOM EIKOro HaTpus.

5. JIuMoHHas, NMMPOBUHOrpaAHAsA M BMHHAA KMCJIOTa 0Opas3yioT ocaso-
HBI, BXOAALME B COCTAB KOHTPOJIBHOM oOpaszla ¥ jaxKe 4Ype3MEpHbIA MX
M3JMILIEK He NPENATCTBYEeT aHaJM3y ADJOYHOI KMCJOTHI.

6. MozkHO omnpejiesIATh AOJOYHYIO KMCJOTY COIJIACHO ONMCAHHOMY Me-
TOAY B PAcTUTEJIBHOM MaTepyaje B IPOMEKYyTKe BPEMeHM He IpeBbIla-
IOLIEeM 2 YacoB.

7. PaspaboraHHbII MeToJ He TpebyeT HMKAaKOil amnmapaTypbl Kpome
KOJIOPMMETPA, 9TO CKOPBIA M IPOCTO} METOJ, IOTOMY OH IIPUIOJEH IIpH
MacCOBOM OIlpejiesieHmy sA6JI0YHOM KMCJIOTHI B MaTepymaJe 6MOJIOrMIecKoro
NIPOMCXOIKAEHNUA. -

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 between 0,5 — 16 ng
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 work-
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 presence 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 ma-
terial does not exceed 2 hours.

7. The described method does mot 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 12.4.1955

2 Acta Biochimica Polonica
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Z Zakiadu Chemii Fizjologicznej A. M. we Wroclawiu
Kierownik prof. dr T. Baranowski

Znane sg dwie polarograficzne metody oznaczania potasu w surowi-
cy. W jednej z nich potas oznacza si¢ na podstawie zmniejszenia sie
znanej ilosci dwupikrylaminy, ktéore ma miejsce na skutek wigzania sie
potasu z tym zwiazkiem (3). W drugiej metodzie oznacza sie polarogra-
ficznie kobalt w wytraconym osadzie azotyno-kobaltanu sodowo-pota-
sowego, ktorego ilo$¢ jest proporcjonalna do ilosci potasu w badanej
probce (4). Ta druga metoda zostala ogloszona w czasie, kiedy nasze
doswiadczenia byty juz daleko posuniete.

Metoda nasza polega na straceniu potasu jako nierozpuszczalny azo-
tyno-kobaltan sodowo-potasowy, ktéry nastepnie rozklada sie stezonym
kwasem solnym i oznacza polarograficznie sume sodu i potasu. Suma-
ryczna ilos¢ sodu i potasu jest miarg ilosci potasu ze wzgledu na ste-
chiometryczny stosunek sodu i potasu w azotyno-kobaltanie sodowo-
potasowym K:Na/Co(NOz)g/. Warunki ilosciowego wytracenia osadu
azotyno-kobaltanu sodowo-potasowego sg $cisle okreslone i powinny
by¢ zawsze zachowane, aby sktad osadu nie ulegt zmianie. Warunki te,
to przede wszystkim: pH odczynnika stracajagcego (wynosi ok. 6) i stala
temperatura (optimum 10°). Poza tym osad powinno sie straca¢ zawsze
z tej samej objetosci roztworu.

Metoda ta nadaje sie szczegdlnie w tych przypadkach, gdzie obok
duzych ilosci sodu potasu jest stosunkowo mato, np. w osoczu, gdzie
stosunek ilosci sodu do ilosci potasu wynosi jak 1:20.

Czes¢ doswiadczalna
ODCZYNNIKI

1. Alkohol etylowy 96%.
2. Roztw6r azotyno-kobaltanu sodowego. A) 25 g azotanu kobaltu

& (383]
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cz. d. a. rozpuszcza sie w 50 ml wody i dodaje sie 12,5 ml lodowatego
kwasu octowego. B) 120 g azotynu sodowego cz. d. a. wolnego od K
rozpuszcza sie w 180 ml wody. Do roztworu A) dodaje sie 210 ml roz-
tworu B). Wywiazuja sie tlenki azotu, ktore wypedza sie z roztworu
przez przepuszczanie powietrza. Otrzymany roztwoér ma pH = 5,7. Roz-
twor ten sporzadza sie wiec analogicznie jak w metodzie Kramer a-
-Tisdalla (2).

3. Stezony kwas solny.

4. 0,1 N wodorotlenek czterometyloamoniowy. Odczynnik ten zostat
sporzadzony wg przepisu podanego przez H. Erdmann a (5).

OPIS METODY

Oznaczenia potasu przeprowadzono we krwi zylnej. Aby zapobiec
krzepnieciu, do 1 ml krwi dodawano 1 jednostke miedzynarodowa hepa-
ryny. W czasie 10 — 15 min. po pobraniu krwi odwirowywano krwinki,
a osocze natychmiast odpipetowano.

1 ml osocza odbialcza sie, dolewajac 2 ml alkoholu etylowego. Osad
biatka odwirowuje sie, a nastepnie przemywa mieszanka alkoholu

etylowego z woda (1 objetos¢ wody, 2 objet.

alkoholu). Roztwoér alkoholowy taczy sie z roz-
' g cd 13 tworem z przemycia i odparowuje do sucha.

Pozostalos¢ rozpuszcza sie w okoto 0,5 ml wo-
) f dy. Odwirowuje sie nierozpuszczone resztki
'J J zdenaturowanego biatka. Ptyn znad osadu prze-
| J nosi sie ilosciowo do drugiej probowki wirow-
! kowej, stosujac trzykrotne przeplukiwanie
Rys. 1. Polarogramy otrzy- (ok. 1 ml ptynu), dodaje powoli kroplami 2 ml
mane przy oznaczaniu pota- IO0Ztworu azotyno-kobaltanu sodowego i pozo-
su w osoczu krwi. Czulos¢ stawia przez 45 min. dla zupelnego wytracenia

galw. 1/50 sie osadu. Zélty osad azotyno-kobaltanu sodo-
wo-potasowego odwirowuje sie i przemywa
3 — 4-krotnie woda, ostroznie, nie wzruszajac osadu, az plyn nad

osadem bedzie bezbarwny. Nastepnie osad rozpuszcza sie w stezo-
nym kwasie solnym na gorgco. Roztwor przenosi sie na parownicz-
ke i odparowuje do sucha. Sucha pozostato$¢ rozpuszcza sie¢ w 2,5 ml
0,1 N wodorotlenku czterometyloamoniowego i oznacza polarogra-
ficznie sume sodu i potasu (jon sodowy i potasowy maja jedna-
kowy potencjal pélfali). Oznaczenia wykonano na aparacie Heyrowskie-
go przy czuloéci galwanometru 1/50, czas spadania kropli 3 sek. Wyso-
kosé fali polarograficznej odczytywano przy — 2,2 V. Wyglad otrzyma-
nych polarograméw przedstawia rys. 1.
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Krzywa kalibrowania otrzymano w ten sposob, ze z roztworu chlorku
potasu o znanym stezeniu wytragcono potas jako azotyno-kobaltan sodo-
wo-potasowy i po przeprowadzeniu tego zwigzku w chlorki sodu i po-
tasu sposobem opisanym wyzej polarografowano. Wysoko$¢ fali pola-
rograficznej jest bezposrednia miarg ilosci potasu w roztworze (rys. 2).

g §
| 1

Wys. Tali polarogr. Na K w mm =
S
J

S
]

|
7 15 P W52
mg % K w roztw. standarfowym —e-

Rys. 2. Krzywa kalibrowania do polarograficz-
nego oznaczania potasu. Z 1 ml standardowego
roztworu chlorku potasu wytraca sie potas
jako KasNa [Co(NOz)g]. Po przeprowadzeniu
tego zwigzku w chlorki sodu, potasu i kobal-
tu Tozpuszcza si¢ je w 25 ml 01N
(CH3)4NOH i polarografuje sume ilosci sodu
i potasu

Wyniki

Oznaczono zawartos¢ potasu w osoczu 18 réznych probek krwi ludz-
kiej. Srednia zawarto$¢ potasu wynosi 17,4 mg %, $rednie odchylenie
6 wynosi + 10%.

Wyniki, ktére otrzymano, podaje tabl. 1.

Oprocz tego, aby sprawdzi¢ powtarzalnos¢ oznaczen opisang metoda,
wykonano 10 réwnolegltych oznaczen potasu w jednym i tym samym
osoczu. Wyniki otrzymane podaje tabl. 2.
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Tablica 1 Tablica 2
Zawartos¢ potasu w osoczu ludzi zdro- Wyniki 10 oznaczen potasu w tym sa-
wych mym 0soczu
F Zawar- | | Zawar- | Zawar- ‘!Kwadrat
Nr tosé Nr | tosé | Nr tosé ‘ Od.chy ~ |odchyle- |
| probki | potasu | prébki | potasu | ozna- potasu i:::;?d. nia od
{ krwi |w osoczu| krwi |w 0soczu czenia |w osoczu éredn?:l | warto$ci
j w mg % )w mg % | W mg %l J | $redniej
’ |
i | [
: 1 18,4 10 20,6 1 17,8 1 LS O
|3} &2 18,2 i o s 2 174 | 04 0,16 |
flig 18.2 12 14,6 | 3 18,2 0,4 0,16
' 4 17,4 13 14,6 1 4 18,6 08 | 064 ]
| 17 14 17,3 | I O P
=48 15,2 15 | 1738 | ey 17 | 0,8 0,64
7 14,6 16 | 184 7 17,8 0 0
| 174 | 17 | 19.4 |8 | 114 0,4 0,16
|~ 56 166 | 18 | 194 | e J 18,2 0,4 0,16
Srednia zawarto$§¢ potasu w o0so- J i S s, Y
czu w mg% 17,4 srednia zawartos¢ potasu w osoczu
$rednie odchylenie od wartosci w mg %o 178
‘ g Vantom $redni blad pojedynczego po-
$redniej S = ];’ oy 0,41 miaru ¢ 0,46
: F $redni blad pojedynczego po-
Srednie odchylenie ¢ = S 1,73 miaru w %o 2,6
érednie odchylenie w %o 10 $redni blad wartosci sredniej S 0,14
f — pojedyncze odchylenie od wartosci
Sredniej
n — ilo$¢ oznaczen

Dyskusja

Przy oznaczaniu potasu ta nowa polarograficzng modyfikacja metody
Kramera-Tisdalla wazne jest zachowanie tych samych regut co i w in-
nych metodach polegajacych na wytraceniu potasu jako azotyno-kobal-
tanu sodowo-potasowego, odnosnie sposobu i warunkéw wytracania
osadu, w celu zapewnienia jego stalego i okreslonego sktadu, tzn. aby
zawsze powstawal KaNa/Co(NOgz)g/. Warunki te to pH roztworu, ktore
powinno wynosi¢ ok. 6 i stala temperatura (optimum 10°). Poza tym
osad powinien by¢ zawsze wytracany z tych samych objetosci roztworu
(1 ml odbialczonego osocza straca si¢ 2 ml roztworu azotyno-kobaltanu
sodowo-potasowego).

W metodzie tej stosuje sie odbialczanie osocza w tym celu, aby usu-
naé¢ ochronne dziatanie bialek. Bialka przeszkadzaja ilosciowemu wy-
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traceniu potasu, specjalnie w osoczach dluzej przechowywanych. Wy-
tracanie potasu bezposrednio z osocza, jak to ma miejsce w oryginalnej
metodzie Kramera-Tisdalla, a rowniez w niektérych jej modyfikacjach,
jest niekorzystne rowniez z tego wzgledu, ze osad azotyno-kobaltanu
sodowo-potasowego adsorbuje z osocza substancje organiczne (np. biat-
ka), ktéore moga powodowaé¢ btedy przy oznaczaniu potasu. Substancje
te w metodzie Kramera-Tisdalla zwiekszaja zuzycie nadmanganianu przy
‘miareczkowaniu azotynow.

Oznaczanie bezposrednie sodu i potasu po roztozeniu azotyno-ko-
baltanu sodowo-potasowego wydawato sie stuszniejsze, niz oznaczanie
kobaltu lub azotynow i obliczanie na tej podstawie zawartosci potasu,
jak to ma miejsce prawie we wszystkich innych modyfikacjach metody
Kramera-Tisdalla. Oznaczanie kobaltu lub azotynéw zamiast bezposred-
niego oznaczania potasu powodowaloby blad szczegdlnie wtedy, gdy
wraz z azotyno-kolbaltanem sodowo-potasowym stracilyby sie jeszcze
azotyno-kobaltany innych kationéw, np. azotyno-kobaltan amonowy.

Metoda powyzsza mozna oznacza¢ potas rownie dobrze w osoczu
jak i w surowicy.

Wyniki otrzymane na zawarto$¢ potasu w osoczu krwi réznych ludzi
miescilty sie w granicach 14,6 — 20,6 mg %. Srednia zawarto$¢ potasu
wynosita 17,4 mg %, przy czym $rednie odchylenie od tej wartosci wy-
nosito 1,73, tzn. 10%. Normy zawartosci potasu w krwi ludzkiej podane
przez Kinga E. J. (1) sa nastepujace: 13,5 — 21,7 mg %, przy czym
$rednia zawarto$¢ potasu wynosi 17,35 mg %. Poréwnanie tych wyni-
kow z wynikami otrzymanymi metoda wyzej przedstawiona jest zado-
walajace. Srednie zawarto$ci potasu sq niemal identyczne, a zakres wa-
han fizjologicznych potasu we krwi otrzymany metoda opisang w ni-
niejszej pracy jest nawet wezszy.

Metoda nadaje si¢ do seryjnego oznaczania potasu w osoczu lub
surowicy.

Powyzsza praca byla subsydiowana przez Komitet Biochemiczny
PAN. )

Streszczenie

Przedstawiono metode polarograficznego oznaczenia potasu w oso-
czu lub surowicy krwi. Metoda polega na tym, ze potas wytraca sie jako
azotyno-kobaltan sodowo-potasowy, ktory rozklada sie stezonym kwa-
sem solnym. Po przeprowadzeniu tego zwigzku w chlorki sodu, potasu
i kobaltu, oznacza sie polarograficznie sume iloéci sodu i potasu propor-
cjonalng do ilo$ci potasu w prébce.
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IIONAPOTPAPUYECKUN MMKPOMETOJ/I OIIPEIEJNIEHUA KAJIUA
B IIUIABME M B CBIBOPOTKE KPOBU

Pe3zwome

VzioxkeH mnoasporpacmMyecKuii MeToJ ONpeAeJIeHMs Kajusa B Ijiasme
WMJI CBIBOPOTKE KPOBM.

MeToj 3aKJI0YaeTcsa B yAAJICHUM KaJud B BUAE KaJuii-HaTpuit-Kobab-
TOHMUTPUTA, KOTOPBIA pas3jlaraeTcd KOHLIEHTPMPOBAHHOM COJIAHOM KMUCJIO-
Toy. Ilocie mpeBpaleHMsA STOTO COeAVMHEHUA B XJOPUAbI HATPUA, KaJUA
u KobaJibTa, CyMMa KaJMYECTB HATPUA U KaJusd, MPONOPLUMOHAJIbHAA KON~
4ecTBy KaJufA B obpa3sle, onpefesgeTca 1moJaporpaguyeckum MeTOAOM.

NEUE POLAROGRAPHISCHE MIKROMETHODE ZUR KALIUMBESTIMMUNG
Zusammenfassung

Es wird eine Methode zur polarographischen Kaliumbestimmung im

Blutserum beschrieben. Das Kalium wird als Kalium-Naturium-Kobalt-ni-
trit ausgefallt, der Niederschlag mit konz. Chlorwasserstoffsalire zersetzt

und in entsprechenden Chloride tibergefiihrt. Die Gesamtmenge Kal-
ium + Natrium, die zur Menge Kaliums proportional ist wird danach
polarographisch bestimmt.

Otrzymano 22.4.1955
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IZOLOWANIE I WEASNOSCI CZYSTE] CEREINY B,—
ANTYBIOTYKU SZCZEPU .,9” Bacillus cereus*

Z Instytutu Medycyny Morskiej (dyr. doc. dr Z. Buczowski), Katedry Technologii
Srodkéw Leczniczych Politechniki Gdanskiej (kier. prof. dr Z. Ledéchowski) i Katedry
Mikrobiologii Akad. Med. w Gdarnsku (kier. prof. dr S. Krynski)

W jednej z poprzednich prac wykazano, ze wyhodowany przez A.
K u ¢ h t ¢ szczep zarodnikujacej laseczki tlenowej, Bacillus cereus,
wytwarza substancje dzialajaca antybiotycznie na szereg drobnoustro-
jow, gléwnie powodujacych schorzenia przewodu pokarmowego (8).
Najbardziej z nich wrazliwym jest pateczka czerwonki Shigella shigae.

Wyhodowany szczep B. cereus oznaczano literg ,,¢'. Wykazano tak-
ze (7), ze wytwarzana przez szczep B. cereus substancja antybiotyczna
jest kompleksem kilku ciatl czynnych. Kompleks ten nazwano cereina.
Antybiotykowi wystepujacemu w gtownej ilosci nadano nazwe ,,Cereina
B»". Stwierdzono, ze substancja ta nie odpowiada wlasnosciami zadnemu
z poznanych dotychczas antybiotykow. Zbadano szereg wlasnosci, gtow-
nie biologicznych, antybiotyku bedacego w stanie nieoczyszczonym.
Opisano tez wlasnosci samego szczepu oraz okreslono warunki wytwa-
rzania przez drobnoustréj ciala czynnego na podlozach naturalnych
i syntetycznych.

Celem niniejszego doniesienia jest przedstawienie badan nad wyizo-
lowaniem w stanie czystym cereiny B, oraz okreéleniem jej najwazniej-
szych wilasnosci fizycznych, chemicznych i biologicznych.

Oznaczanie aktywnosci

W toku pracy aktywnos¢ poszczegoélnych probek byla oznaczana
metoda cylinderkowa (6). Jako drobnoustr6j wzorcowy stosowany byt

* Praca wykonana cze$ciowo na podstawie dotacji Komitetu Biochemicznego Pol-
skiej Akademii Nauk. Praca zostala zreferowana na zjezdzie Pol. Tow. Fizjologicznego
w Krakowie w 1954 1. oraz na Miedzynarodowym Sympozjum na temat Antybiotykow
w Warszawie w lutym 1955 r.

(389]
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szczep Shigella shigae PZH-16. Za jednostke obrano taka ilos¢ ciala
czynnego, ktéra w objetosci 1 ml dawala w metodzie cylinderkowej
strefe zahamowania wzrostu o srednicy 23 mm.

FERMENTACJA

W niniejszej pracy stosowano opracowang przez nas (7) pozywke
syntetyczna. Jest to modyfikacja podloza Andersona M-9. Skilad jej jest

nastepujacy:

MgSO; 0,1 g
NagHPO4 & H;:O 6,0 g
KH;:PO.; 3,0 g
NacCl 50¢g
NH;Cl 10g
MnCl, 0,02g
kwas cytrynowy 209
glikoza 40¢g
woda dest. do 11

KOH — do ustawienia pH=7,0.

Fermentacje prowadzono metoda powierzchniowa we flaszkach Roux
w temp. 34°. Czas fermentacji wynosit 24 godz. Z dojrzalej hodowli
odwirowywano drobnoustroje i otrzymany plyn pofermentacyjny pod-
dawano dalszej przerobce.

OTRZYMANIE ANTYBIOTYKU SUROWEGO

Antybiotyk praktycznie nie daje si¢ ekstrahowa¢ z plynu pofer-
mentacyjnego rozpuszczalnikami: eterem etylowym, eterem naftowym,
benzenem, chloroformem, octanem amylowym, n-butalonem.

Cialo czynne wydobywano z hodowli przez adsorpcje na weglu
aktywnym. Stosowano 3% wegla technicznego. Ilos¢ ta, jak wynika
z wykresu (rys. 1), jest optymalna. W warunkach tych adsorbuje sig ok.
959% czynnej substancji. Po odsaczeniu i przemyciu woda wegla usuwa-
no zaadsorbowane na nim cialo czynne przez wypieranie nasyconym
roztworem wodnym alkoholu izoamylowego. Stosowano go w objetosci
rownej objetosci wyjsciowej hodowli. Otrzymywano ta droga ok.
40 — 509 substancji aktywnej, zawartej w hodowli. Inne substancje
eluujace dawaly nie lepsze, a przewaznie gorsze wyniki. Kilkakrotne
powtarzanie elucji takze nie poprawia wynikow. Przy pierwszej, jak
podano wyzej, uzyskano 40 — 509 substancji czynnej, przy drugiej
dalsze 10%, a przy trzeciej zaledwie 2%. Poprawienie wydajno$ci przez
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kilkakrotna elucje jest wiec nieproporcjonalne do trudnosci, jakie
w dalszym przerobie stwarzaja duze ilosci ptynu.

Uzycie nasyconego roztworu alkoholu izoamylowego w objetosci
rownej uzytej hodowli jest konieczne. Stosujac 60% objetosci otrzyma-
no tylko 30% wydajnosci ciala aktywnego.

Otrzymywany roztwor surowego antybiotyku zageszczono w prozni
w temp. pokojowej, po czym w celu usuniecia czesci cial barwnych oraz
koloidowej zawiesiny wegla poddawano chromatografii przeplywowej
na wiloknistym tlenku glinu. Jednakze w dalszej pracy okazalo sie to
niekonieczne, gdyz w nastepnych etapach oczyszczania antybiotyku
ciala barwne wystepujace w materiale surowym dadza sie tatwo usungc.

Zageszczony w prozni roztwor surowego antybiotyku poddawano
dalszemu oczyszczaniu bez uprzedniego osuszania go. Przy zageszczeniu
nalezy zwraca¢ uwage na zmiany pH i w miare potrzeby doprowadzac
do wartosci 7,0. W $rodowisku tym antybiotyk jest najtrwalszy. Zalka-
lizowanie roztworu wpltywa szczegoélnie destrukcyjnie na cialo czynne.
Takze i przechowywanie roztworu surowego antybiotyku (nawet w lo-
dowce) przez czas dluzszy nie jest wskazane. Obecne w roztworze ciala
zanieczyszczajgce powoduja juz po kilku dniach przechowywania cze-
sciowq inaktywacje ciala czynnego.

Z 1 litra kultury otrzymuje sie roztwor zawierajacy 500 — 800 mg
suchej substancji. Antybiotyk surowy daje w stezeniu 0,12 — 0,25 mg/ml
stref¢ zahamowania o $rednicy 23 mm zaleznie od aktywnosci przera-
bianej kultury.

ROZDZIAL PRZECIWPRADOWY

Surowy produkt poddano dalszemu oczyszczaniu stosujagc metode
rozdzialu przeciwpradowego (2). W tym celu postugiwano sie dwoma
aparatami z elementami szklanymi systemu Craiga (3, 4, 1). Stosowano
uklad fenol nasycony woda (faza nieruchoma) i woda nasycona fenolem
(faza ruchoma).

Rozdzial przeciwpradowy prowadzono w kilku etapach. Na wstepie
przeprowadzono rozdzial probny, 33-przejsciowy w celu ogélnego zo-
rientowania sie w przebiegu rozdzielania przeciwpradowego i opraco-
wania na tej podstawie wlasciwej metody postepowania. Wyniki przed-
stawione sa na wykresie 2 (rys. 2).

W toku catej pracy krzywe substancji suchej wyznaczano wedlug
Craiga i wspolprac. (5).

Z podanego wykresu jest widoczne, ze w badanym preparacie obec-
na jest jedna gléwna substancja zanieczyszczajaca obok innych ciat
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balastowych, wystepujacych w znacznie mniejszych ilosciach. Ponadto
mozna wywnioskowa¢ z przebiegu krzywej aktywnosci, ze preparat
zawiera nie jedno cialo czynne, lecz kilka, w tym jedno wystepujace
w gléownej ilosci, z maksimum w elementach 13-14. Poniewaz tematem

8§

P o]
g
§ﬁ-
10 1
/ 7 3 4 5 6
% weglo —

Rys. 1. Adsorpcja ciala czynnego na weglu aktywnym.

WE ———
(S N &8
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% tlosct wyscio
i

PR e e .
Numer elementy —e
Rys. 2. Rozdzial przeciwpradowy probny, 33-przejSciowy.
————— subst. sucha
— — — — aktywnos$¢ wzgledem Shigella shigae
————— aktywnos¢ wzgledem Proteus OX-19

~
> 4
S

niniejszej pracy jest izolowanie gléwnego antybiotyku kompleksu anty-
biotycznego ,,cereina”’, w dalszym postepowaniu nie uwzgledniano frak-
cji odpowiadajacych pozostalym, wystepujagcym w nieznacznych ilo-
$ciach skladnikom tego kompleksu.

Wspotczynniki rozdzialu woda-fenol gtéwnego zanieczyszczenia oraz
gléwnego antybiotyku, wyliczone z polozenia maksimum ich krzywych
(2, 14), wynosza odpowiednio 7,2 oraz 0,65. Tak znaczna réznica wspol-
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czynnikow rozdziatu obu tych substancji pozwala na oddzielenie glow-
nego zanieczyszczenia we wstepnym, niewieloprzejsciowym rozdziale
przeciwpragdowym. Obliczono, ze dla osiagniecia tego celu wystarcza
juz 20 przejsc.

W rozdziale wstepnym stosowano aparat o pojemnosci. elementow
wynoszacej po 35 ml kazdej fazy. Wyniki rozdzialu przedstawione sa
na wykresie (rys. 3). Podobnie jak poprzednio zaznacza sie na nim obec-
nos¢ wiecej niz jednej substancji aktywnej.

Do dalszej przerobki brano zawarto$¢ elementow 3-12. Z potlaczo-
nych frakcji usuwano fenol droga ekstrakcji eterowej i otrzymany roz-
twor zageszczano w prozni. Z 9,0 gramow surowego materiatu otrzymy-
wano roztwor zawierajacy ok. 700 mg substancji suchej. Roztwér o ste-
zeniu 0,048 mg/ml dawat strefe zahamowania o $rednicy 23 mm.

% dlasct wyyscio WE -
3 ‘K &
N
Y
I
U
£
-,

£
X

TS BRI s
Numer elementy — e

Rys, 3. Rozdzial przeciwpradowy wstepny, 20-przej$ciowy.
———— subst. sucha
— — — aktywnos$¢ wzgledem Shigella shigae

Preparat uzyskano w wyniku wstepnego rozdziatu, wolny od gtow-
nego zanieczyszczenia zawiera jeszcze szereg ciat balastowych o wspot-
czynnikach rozdziatu bardzo zblizonych do substancji aktywnej. Zawiera
takze obok gléwnego antybiotyku pozostale ciala czynne. W celu od-
dzielenia glownego antybiotyku od tych wszystkich substancji koniecz-
ne jest zastosowanie wiekszej ilosci przejs¢. Zastosowano wiec 100-przej-
sciowy rozdzial przeciwpradowy powtérzony kilkakrotnie.

Poniewaz aparat, ktorym dysponowano, nie posiadal dostatecznie
duzej ilosci elementéw, stosowano technike pojedynczego usuwania
("single withdrawal"”) (4), polegajaca na zbieraniu wychodzacych kolej-
no z ostatniego elementu frakcji. Uzyskane, po zanalizowaniu ich, dane
przedstawia si¢ na osobnym wykresie obok gléwnego wykresu przed-
stawiajgcego przebieg krzywych rozprzestrzenienia w poszczegoélnych
elementach aparatu.

Pojemnos¢ elementéw w aparacie wynosita po 4,5 ml kazdej fazy.
Po skonczonym rozdziale usuwano fenol i poszczegolne frakcje badano
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na zawarto$¢ substancji suchej i aktywnos¢ wzgledem Shigella shigae.
Wyniki przedstawione sa na wykresie (rys. 4). W dalszej pracy przy
przerobie wiekszych ilo$ci materiatu stosowano napetnianie nim dwoéch
pierwszych elementéw przed rozpoczeciem rozdzialu. Powoduje to nie-
wielkie przesuniecie krzywej (wykres), natomiast zwieksza dwukrotnie
wydajnos¢ aparatury.

Przebieg krzywej aktywnosci, jak tez i uzyskane wyniki z badania
wlasnosci biologicznych roznych frakcji wskazuja na obecnos¢ czterech
antybiotykow. 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 ciat czynnych. Po-
szczegolne antybiotyki oznaczono literami liczac od lewej strony
krzywej: A, By, B2 i C. Glownym antybiotykiem jest antybiotyk B». Na-
dano mu nazwe ,,Cereina Bo".

ey ~N
A .

[3%Y
n

% ilosci wysciowej —e

0 0 50 67 90 0688
Numer elementy —e Numer przejscia —

Rys. 4. I rozdzial przeciwpragdowy 100-przejsciowy.
———— aktywnos$¢ wzgledem Shigella shigae
— — — subst. sucha
— . — . aktywno$¢ przy napelnianiu materialem
wyjsciowym dwoéch pierwszych elementow

Jak wynika z krzywych, rozdzial 100-przejsciowy pozwolil na zupei-
ne rozdzielenie antybiotykéw A, B; + B, oraz C. Rozdzielenie B; i B2
jest tylko czesciowe. Ponadto widoczne jest, Ze interesujacy nas anty-
biotyk B. jest nadal jeszcze znacznie zanieczyszczony cialami obojet-
nymi. Ciala barwne znajdujgce sie¢ w materiale majq niewielkie wspoi-
czynniki rozdzialu i zatrzymuja sie w pierwszych elementach. Frakcje
zawierajace Bs sa juz zupelnie od nich uwolnione.

Material, znajdujacy sie we frakcjach zawierajgcych cereine B,
zostal poddany dalszym procesom przeciwpradowym. W tym celu sub-
stancje zawarta w elementach Nr 35-50 (lub 27-47 w wypadku napet-
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niania dwoch pierwszych elementéw) poddawano ponownemu 100-przej-
$ciowemu rozdzialowi. Krzywe rozprzestrzeniania substancji suchej
i aktywnosci (rys. 5) wskazujq na osiggniecie w tym procesie juz duzego

7 4 74
A
'4 \
14
1 \ 4
t & B 2
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: (1]
:% ] |‘
X3 { 3
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®
7* ] -4
n 2 - TR L
Numer elementy — Numer preejscio ——

Rys. 5. II. rozdzial przeciwpradowy 100-przej$ciowy.
subst. sucha
— — — aktywnos$¢ wzgledem Shigella shigae

74 7
1 51 N 5
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R ;’ %,
’/
74 II \ /
A 47, \\
< - . — — O —C—0
0 K/ 50 67 90 70 68
Numer elementy —e Numer przefScia —

Rys. 6 III. rozdzial przeciwpradowy 100-przejSciowy.
———— subst. sucha
—- — — aktywnos$¢ wzgledem Shigella shigae

stopnia oczyszczenia. Jednakze dla uzyskania krzywej odpowiadajacej
substancji jednorodnej konieczne jest poddanie materialu zawartego
w elementach 35-50 po raz trzeci 100-przejsciowemu rozdzialowi. Prze-
bieg krzywych przedstawiony jest na wykresie (rys. 6). Przebieg ich
pozwala przyja¢, ze wedlug kryteriow rozdzialu przeciwpradowego
uzyskana substancja jest jednorodna.
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Do dalszych badan wlasnosci otrzymanego preparatu wzieto zawar-
toé¢ elementow Nr 32-46. Ilos¢ uzyskiwanego w ten sposob materialu
wynosi ok. 2 mg z litra hodowli. W toku calej pracy otrzymano 90 mg
antybiotyku. Substancja w stezeniu ok. 0,006 mg/ml daje w metodzie
cylinderkowej strefe zahamowania o $rednicy 23 mm.

WELASNOSCI PREPARATU CEREINY B

Otrzymany preparat cereiny Bs jest substancja bezpostaciowa zu-
pelnie bezbarwna. Dobrze rozpuszcza sie w wodzie, fenolu nasyconym
woda, metanolu (zwyklym i absolutnym), lodowatym kwasie octowym.
Nie rozpuszcza sie w organicznych rozpuszczalnikach tluszczowych.
Rozpuszczalno$¢ antybiotyku okreslano metoda chromatografii bibuto-
wej obserwujac przesuwanie sie plamy w badanym rozpuszczalniku.

Preparat daje pozytywna reakcje ninhydrynowa i izatynowa. Anty-
biotyk mozna osuszac¢ przez liofilizacje lub odparowanie w prézni w tem-
peraturze pokojowej. Nie nastepuje przy tym wcale utrata aktywnosci.

Roztwo6r antybiotyku pozostawiany w lodowce traci po miesigcu
cze$¢ aktywnosci (ok. 30%). Antybiotyk liofilizowany przechowywany

-
o
-
-

NN
(r0s -godzin ——

Rys. 7. Wplyw kwasow i zasad na trwalo$¢ cereiny Ba.
kontrola - - - 0, Oln H2SO4 . . . 0,In H2SO4
—-+—-— 0,In NaOH— - — - 0,01 n NaOH

w lodéwce traci po dwoch miesigcach ok. 50% aktywnosci, po czterech
za$ pozostaje juz tylko ok. 25% aktywnosci poczatkowej.

Roztwory wodne cereiny B, nie traca zupelnie akt'ywnoéci ogrzewa-
ne w ciggu 2 godz. w tazni wodnej w 100°.

Cereina B, latwo dializuje przez blony kolodionowe.

Jonoforeza bibulowa antybiotyku daje przy pH = 4,5 przesunigcie
plamy do katody, przy 8,5 zas do anody. Przemawia to za prawdopo-
dobna obecnoscia w czasteczce antybiotyku grup kwasowej i zasadowej.
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Rozcienczone kwasy i zasady wywierajq dziatanie destrukcyjne na
cereine B». Jest ona szczegolnie nietrwala w roztworach alkalicznych.
Aktywnos¢ roztworu antybiotyku w 0,1 N lugu sodowym spada w 34°
po 12 godz. prawie do zera. Kwasy wywieraja mniej destrukcyjny wpltyw
(rys. 7).

Trypsyna chem. cz. w stezeniu 2,5 mg/ml nie powoduje inaktywacji
cereiny B, inkubowanej w 34° w ciagu 24 godz. przy pH = 8,0. Uzyty
preparat trypsyny trawit w tych warunkach kazeine.

Chromatografia bibulowa hydrolizatu kwasnego otrzymanego prepa-
ratu wykazuje obecnos¢ kilku, prawdopodobnie pieciu aminokwaséw.

Widmo antybiotycznego dzialania cereiny Bz obejmuje przede
wszystkim rodzaje: Shigella, Proteus, Escherichia, Salmonella i Serratia.
Do najwrazliwszych naleza Sh. shigae, Proteus OX-19 i HX-19. Jedna
jednostka, dajaca ze szczepem Sh. shigae PZH-16 strefe o srednicy
23 mm odpowiada 0,006 mg substancji. Badanie metodq rozcienczen
seryjnych, majace na celu oznaczenie najmniejszego stezenia hamuja-
cego, nie dalo dodatnich wynikéw. Szczepy Sh. shigae i Proteus OX-19
rosty w obecnosci 10 jedn. cereiny B» w 1 ml., tj. stezeniu, ktére w me-
todzie cylinderkowej daje strefe 33,0 mm srednicy. Wzrost bakterii nie
jest w tym wypadku zwiazany z inaktywacja antybiotyku, gdyz w pod-
tozu hodowlanym po 24 godz. inkubacji i pelnym wzroécie paleczek
czerwonki wzgl. odmienca stwierdzono 70% pierwotnej ilosci cereiny.
Rowniez zjawisko wzrostu nie laczy sie z opornoscia badanego szcze-
pu. Drobnoustroje wyizolowane ze wspomnianych hodowli byly réw-
nie wrazliwe w metodzie cylinderkowej, jak szczepy macierzyste. Za-
gadnienie to wymaga osobnego opracowania.

Do badan zastosowano réwniez metode ,sko$nych ptytek' (13). Ste-
zenie hamujgce 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 toksycznosci stosowano test Weigla na wszach (9).
Roztwor w stezeniu 5 mg/ml wstrzykniety doodbytniczo daje wskaz-
nik 12,4. Odpowiada to dosis letalis 50%. Streptomycyna dla wszy jest
toksyczna w stezeniu 10 mg/ml, s61 sodowa sulfatiazolu 1 — 5 mg/ml.
Antybiotyk jest wiec dwa razy bardziej toksyczny od streptomycyny,
natomiast toksyczno$¢ jego jest rowna toksycznosci soli sodowej sulfa-
tiazolu lub nawet nizsza.

CHROMATOGRAFIA BIBULOWA CEREINY B

W celu ostatecznego zbadania stopnia czystosci otrzymanego anty-
biotyku zastosowano chromatografie bibulowa. Wyniki wykazaly nie-
jednorodnos¢ materiatu.

3 Acta Biochimica Polonica
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Rys. 8. Chromatografia bibulowa jednokie-
runkowa wstepujaca preparatu cereiny B2
Uklad III-rzedowy butanol-kwas mrowkowy-
stos. wody 695:10:295. Dlugos¢ drogi frontu
16 cm. Bibula Whatmana Nr. 1. Barwienie nin-
hydryna. Plama aktywna oznaczona strzalka

Do badan zastosowano bibule Whatmana Nr 1. Chromatogramy bar-
wiono ninhydryna oraz izatyna. Przebadano szereg ukladéw rozpusz-
czalnikéw. Najlepsze wyniki uzyskano przy uzyciu mieszanek zawie-
rajacych w swoim skladzie butanol. Najlepszy okazal sig uklad (11):
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| ninhydryna

Rys. 9. Porownawcze barwienie chromatogra-

mu preparatu cereiny Bz ninhydryng i izatyma.

Sposéb wykonania chromatogramu jak przy
rys. 8

III-rzedowy butanol-kwas mrowkowy-woda w stosunku objetosciowym
695:10:295. W tych warunkach preparat wykazywal, na chromatogra-
mie jednokierunkowym wstepujacym barwionym ninhydryna, siedem
plam (rys. 8). Barwienie izatyng (12) wykazywato tylko cztery plamy
gtdwne, przy czym natezenie ich barwy bylo mniejsze niz przy ninhy-
drynie (wyjatek plama nizsza). Plam stabszych, widocznych przy bar-
wieniu ninhydrynowym, izatyna nie wykrywa (rys. 9). Podobnie barwie-
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nie bromo i nitroizatyna (10) nie dawato rezultatéow lepszych niz nin-
hydryna.

Ciekawe jest, ze uklad fenol-woda daje w chromatografii bibulowej
tylko jedna plame. Wskazuje to na to, ze uklad fenol-woda w rozdziale
przeciwpradowym doprowadza do okreslonej mieszanki szeregu sub-
stancji, ktore w tych warunkach zachowujg sie jak cialo jednorodne.
Wryniki te pozwalaja takze przewidzie¢, ze catkowite oczyszczenie
materialu moze by¢ przeprowadzone metoda rozdzialu przeciwprado-
wego, o ile uzyje si¢ w miejsce uktadu fenol-woda uklad butanolowo-
wodny i zastosuje odpowiednio wiekszg ilo$¢ przejsc.

Otrzymane w chromatogramie jednokierunkowym plamy majg war-
tosci Ry: 0,96, 0,86, 0,75, 0,57, 0,52, 0,37, 0,23. Aktywnos¢ jest zwigzana
wylqcznie z trzecig plamg, tzn. z plamg o Ry = 0,75. Zadne inne plamy
ani tez niezabarwione pola chromatogramu nie wykazujg aktywnosci.
Dowodzi to tego, ze otrzymany preparat‘cereiny B, zawiera tylko jed-
no ciato aktywne.

Warto$¢ Ry dla cereiny B, jest cecha charakterystyczna. Metoda
chromatografii bibulowej przy zastosowaniu opracowanych warunkow
moze wiec stuzy¢ jako cenne narzedzie do dalszych badan nad cereina.
Najmniejsza ilo$¢ preparatu cereiny Bg, ktéra daje jeszcze widoczna
plame aktywng, wynosi 0,004 mg.

CHROMATOGRAFIA BIBULOWA PREPARATYWNA CEREINY B:

Nie dysponujac odpowiednig iloscia preparatu oraz nie posiadajgc
dostatecznie duzego aparatu rozdzialu przeciwprgdowego umozliwia-
jacego dokonanie kilkuset przej$¢ koniecznych dla zupeinego oczysz-
czenia substancji w ukladzie butanolowo-wodnym, ostatecznego wy-
odrebnienia czystej cereiny B, dokonano na drodze chromatograficznej.
Przeprowadzono chromatografie bibulowa preparatywna, stosujac bi-
bule Whatmana Nr 3.

Uprzednio podany uktad rozpuszczalnikow jest tutaj niezbyt ko-
rzystny, gdyz chociaz na Whatmanie 3 uklad plam jest podobny do po-
przednio otrzymanego, to jednak wartosci Ry plamy czynnej i jej gor-
nego sasiada sa zbyt bliskie (rys. 10). Duzy wplyw na zmiany Ry, przede
wszystkim plamy aktywnej, ma zawartos¢ kwasu mrowkowego. Zwiek-
szenie iloéci kwasu powoduje w znacznym stopniu zwiekszenie rozni-
cy R; plamy aktywnej i jej gornej sasiadki. Jednakze zbyt duza zawar-
tos¢ kwasu, chociaz wplywa korzystnie na zwigkszenie réznic Ry, po-
woduje powstawanie ,,ogon6w". Ukladem o optymalnych wlasnosciach
dla celéw preparatywnych przy uzyciu bibulty Whatmana 3 jest: III-bu-
tanol-kwas mrowkowy-woda w stos. objet. 75:5:20. Warto$¢ Ry plamy
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““"?" F adrf Y

Rys. 10, Chromatog:aﬁa bibulowa )ednokxerunkowa

wstepujgca preparatu cereiny B2 na bibule Whatmana

Nr 3 w ukladzie IlI~butanol/kwas mréowk./woda w stos,
695:10:295. Plama aktywna oznaczona strzaltkg

aktywnej jest tutaj nizsza niz w ukladzie poprzednim i wynosi 0,7. Réz-
nice Ry z plamami sasiednimi sa dostatecznie duze, dajace dobre od-
dzielenie przy niezbyt duzej drodze rozpuszczalnika. Jednoklerunkowy
wstepujgcy chromatogram preparatu cereiny B, w takim ukladzie po-
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kazany jest na rys. 11. Sq na nim wzrastajace ilosci nanoszonej substan-
cji. Maksymalne dopuszczalne obciazenie bibuty wynosi 0,24 mg na jeden
punkt startowy. Przy takiej ilosci naniesionego materialu pojawia sie

[} 7 3
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Rys. 11. Chromatografia bibulowa cereiny Bs w ukladzie preparatywnym: IlI-rzedowy

butanol-kwas mrowk.-woda w stos. 75:5:20. Papier Whatmana Nr 3. Barwienie ninhy-
dryna. Plama aktywna oznaczona strzatka

stabo widoczna 6sma plama tuz ponizej plamy aktywnej. Diugos¢ drogi
frontu rozpuszczalnika wynosi 21,5 cm.

Chromatografie bibulowa preparatywna przeprowadzono w poda-
nych warunkach nanoszac na arkusz w szeregu punktach po 0,24 mg
substancji. Polozenie plamy aktywnej ustalano przez odcigcie czesci
chromatogramu i zabarwienie go. Nastepnie wycinano z arkusza pa-
sek zawierajacy plamy aktywne z wszystkich naniesien i eluowano zen

http://rcin.org.pl



[15] IZOLOWANIE I WEASNOSCI CZYSTEJ CEREINY B: 403

antybiotyk przez poddanie chromatografii zstepujacej, przy uzyciu wo-
dy jako rozpuszczalnika. Juz po zebraniu kilku ml eluatu znajduje sie
w nim cala zawarta w pasku substancja aktywna. W ten sposob otrzy-
maliSmy ok. 1 mg czystego antybiotyku. Chromatografia bibulowa ta-
kiego materialu w ukladzie rozpusz-zalnikéw, takim jak uprzednio sto-
sowano dla bibuly Whatmana Nr 1, wykazuje obecno$¢ tylko jednego
sktadnika (rys. 12).

: ’ V. P 2 “A
Rys. 12. Chromatografia bibulowa jednokie-
runkowa wstepujaca czystej cereiny B

Aktywnos$¢ tak otrzymanego materiatu jest pieciokrotnie wyzsza niz
substancji wyjsciowej. Preparat uzyty do chromatografii dawal w me-
todzie cylinderkowej #strefe zahamowania o éredn. 23 mm w stezeniu
0,010 mg/ml. Antybiotyk chromatograficznie czysty daje taka sama
strefe juz w stezeniu ok. 0,002 mg/ml. Cyfra ta jest przyblizona ze
wzgledu na duze trudnosci przy wazeniu tak matej ilosci uzyskanego
preparatu.
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Otrzymany material poddano hydrolizie kwasnej. Chromatografia
bibulowa hydrolizatu wykazuje obecno$t prawdopodobnie trzech ami-
nokwaséw. Badania nad identyfikacja tych aminokwaséw sa dotychczas
nie zakonczone.

Na podstawie otrzymanych danych mozemy stwierdzi¢, ze cerei-
na B. jest niskoczasteczkowym polipeptydem.

Streszczenie

Podano metode izolowania z kultury szczepu ,¢'" B. cereus, nie opi-
sanego czystego antybiotyku — cereiny B.. Opisano wazniejsze wiasno-
$ci antybiotyku. Fermentacje prowadzono metoda powierzchniowag na
podiozu syntetycznym. Surowy antybiotyk wydobywano przez adsorp-
cje na weglu aktywnym i nastepna elucje roztw. alkoholu izoamylowe-
go. Dalsze oczyszczanie przeprowadzono metoda rozdzialu przeciwpra-
dowego, ktory stosowano w kilku etapach. Pierwszy — rozdzial wstep-
ny 20-przejsciowy. Usunieto tu gléwne zanieczyszczenie. Drugi — roz-
dziat 100-przejsciowy, wlasciwy. Powtarzano go trzykrotnie wybierajac
za kazdym razem frakcje aktywne. Stwierdzono obecno$¢ co najmniej
czterech cial czynnych nazwanych A, By, B; oraz C. Gléwnym antybio-
tykiem jest By (cereina B:). Osiggnieto tu zupelne oddzielenie cerei-
ny B, od pozostalych skladnikéw kompleksu antybiotycznego. Uzyska-
no tez daleko posuniete oczyszczenie wymienionego antybiotyku.
Otrzymany preparat poddano chromatografii bibulowej. Stwierdzono
obecno$é siedmiu nieaktywnych substancji zanieczyszczajacych obok
jednej substancji czynnej. Warto$¢ Ry antybiotyku w ukladzie III-buta-
nol-kwas mrowkowy-woda w stosunku 695:10:295 wynosi dla bibuly
Whatmana Nr 1 0,75. Opracowano warunki chromatografii preparatyw-
nej na bibuleWhatmana Nr 3. Stosujac te technike otrzymano ok. 1 mg
czystego antybiotyku.

Cereina Bs jest bezbarwnym, bezpostaciowym cialem, dobrze roz-
puszczalnym w wodzie, metanolu, lodowatym kwasie octowym, nieroz-
puszczalnym w rozpuszczalnikach ttuszczowych. Jest cieptostala. Dia-
lizuje. Daje sie osusza¢ bez utraty aktywnosci. Nie jest zbyt trwala
przy przechowywaniu. Trypsyna jej nie unieczynnia. Kwasy i zasady
dzialaja destrukcyjnie. Jest szczegolnie wrazliwa na Srodowisko alka-
liczne. Widmo antybiotycznego dzialania obejmuje rodzaje: Shigella,
Proteus, Salmonella, Escherichia i Serratia. Szczep Shigella shigae PZH-16
w metodzie cylinderkowej daje w stezeniu 0,002 mg/ml strefe zahamo-
wania wzrostu o srednicy 23 mm. Toksyczno$¢ cereiny Bz jest w tescie
Weigla dwukrotnie wyzsza niz streptomycyny.
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Hydrolizat cereiny B, zawiera aminokwasy. Antybiotyk ten jest ni-
skoczasteczkowym polipeptydem.
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U3O0JANUA ¥ CBOVICTBA YMCTOI'O LIEPEMHA B:
AHTUBUOTUKA IITAMMA ,4”, B. CEREUS

Pezwome

VI3nokeH MeTo M30JMPOBKM M3 KyJbTYpBI WITamMMa ,,¢” B. cereus He-
OIMICAHHOIO YMCTOro aHTMOMoTMKAa — ILepeuHa Bs. OnmcaHbl rJiaBHbBIE
cBoiicTBa aHTUOMOTMKA. BpoKeHme mpoBeHReHO OBLIO MOBEPXHOCTHBIM
METO/ZIOM Ha CHMHTETH4ecKoi ocHoBe. CpIpoit aHTMOMOTHMK M3BJIEKAJICA
nyTeM ajcopbuyyu Ha aKTMBHOM yIJIE ¥ IIOCJEAYIOLIEr0 NPOMBIBAHUA
pacTBOPOM M30aMMJIOBOrO crupra. JanbHeilas peRTuUKaLMUA IPOBOAM-
Jlach MEeTOZOM IIPOTMBOTOYHOIO pacrpezesieHus, NMPUMEHABLIErocs B He-
CKOJIBKMX 9Tanax. B nepsom, npeasapuresbHOM — 20-1epeHOCHOM — yaa-
JieHa 6blia raIaBHaA 4acTh 3acopeHusa. Bropoii, aeiicTeurenbHsit, 100-nepe-
HOCHBI/i ITOBTOPeH OBLI TPOEKPAaTHO, NpMYeM BCAKMII pa3 BLIOMpAJNCh
akTuBHbIEe ppakiyy. ObHapyzKeHO OBLIO He MeHee 4 aKTMBHEBIX TeJ, KOTO-
pble o6o3HayeHb! 6b A, By, Bs u C. I'y1aBEBIM aHTMOMOTHMKOM SBJISETCS
B2 (uepemn B:). JdocturHyro 6bLI0 mOJIHOE pasjesenue nepemna BoOT
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OCTAJbHBIX KOMIIOHEHTOB aHTMOMOTHYECKOTO KoMInIekca. JloeTurayTo ObI-
JI0 TaK¥Ke BO3MOKHO Gojiee THIaTeJbHOEe OYMIIEeHMe Ha3BaHHOr0 aHTHOMo-
Tuka. IloJy4yeHHBII mpemnapar NoABeprHyT ObL1 OymarkHOM Xpomaro-
rpachmy. O6HApYKEHO HaJu4YMe ceMy HeaKTMBHBIX 3acopsaioumx cybcraH-
umit Ipu OAHOM akTMBHOM cybGeranumu. R; antubmoruka B cucreme III
byTaHOJN — MypaBMHaA KucJoTa — Boja B npomopumm 695 : 10 : 295 paa
Barmanckoit 6ymarnm Ne 1 — pasHaerca 0,75. Pazpaborans! 6bmm ycJio-
BUS IIpernapaTMBHOM Xpomarorpadum Ha Barmanckoit 6ymare Ne 3. Ilpu
NPYMEHEeHMN 9TOJ TEXHUKM IOJyyYeHo ObLIo 0Kojo 1 Mr umeToro aHTHOMO-
THKA.

Ilepeyna B, — 910 OGecueHHoe, aMopdHOe TEJO, JIETKO pacTBO-
puMoe B BOZAe, B METAHOJIe, B JIEJAHOM yKCYCHOJ KMUCJIOTE M He PacTBOpA-
JoleecAa B JKUPOBBIX pactBopurenax. llepenn Bs Tenoycroityus, OH aua-
JN3UPYET.

IlepeuH Bs He TepAeT akKTMBHOCTM npyu cyuleHuu. OH He COXpaHAETCA
0cobeHHO NPoYHO. TPUIICHH He JIMIIaeT ero akTMBHOCTH. KuesoTsl 1 meso-
uy ZeicTBYIOT Ha Hero paspyuiarouie. Ilepenn B: oco6eHHO pearmpyer Ha
uiesioyHyo cpeny. CrnexTp aHTMOMOTMYECKOTO JEHCTBUA BKJIOYAET Ccie-
ayiomme copra: Shigella, Proteus, Salmonella, Escherichia n Serratia.

IlIrammer Shigella shigae PZH-16 B IMIMHAPUYIECKOM METOJ€ CO3AAI0T
B xoHueHTparpy 0,002 Mr/MJ 30HY 3aflepzKKM POCTa € AMaMETPOM B 23 MM.
TorcuyHOCTL LjepeyHa Bs B onblTe Beiris BABOe CUIbHEE TOKCHMYHOCTH
crpentomuimHa. [uapommsar uepeyHa By COmepzKuUT aMMHOKMCJIOTBL DTOT
aHTUOMOTMK ABJIAETCA HU3KOMOJIEKYJIAPHBIM IIOJMIIEIITHIOM.

ISOLATION AND PROPERTIES OF A PURE CEREIN B2 — AN ANTIBIOTIC
SUBSTANCE FROM "' STRAIN OF BACILLUS CEREUS

Summary

A method is given of isolating, pure antibiotic substance non de-
scribed so far, from the culture of ¢ strain of Bacillus cereus. The most
important properties of the isolated antibiotic have been described. The
fermentation has been carried out by the surface method on synthetic
medium. A crude antibiotic has been isolated on the activated charcoal
followed by the elution with isoamyl 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-transfer distribution has been
repeated three times with selection of the active fractions each time. The
presence of at least, 4 active substances called A, B;, B2 and C have been
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proved. The main antibiotic substance involves Bs (cerein Bs), which has
been completely separated from the remaining components of the antibio-
tic complex, purified to a large extent and examined by paper chromato-
graphy. Seven non-active substances impuring the active form have
been found. R¢ of the antibiotic in butanol-formic acid-water (695:10:295)
system amounts to 0,75 for Whatman 1 filter paper. A preparative chro-
matographic procedure on Whatman 3 has been developed. Using this
technique app. 1 mg of a pure antibiotic substance has been obtained.

Cerein B: is a colourless, amorphous substance readily soluble in
water, methanol, glacial acetic acid, insoluble in fat solvents. It is ther-
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 B» examined
by the Weigl jest is twice as high as streptomycin. The hydrolisate of
B. consists of aminoacids. The antibiotic is a law molecular polipeptide.

Otrzymano 23.4.1955.
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WLODZIMIERZ BIELAWSKI

OZNACZANIE FRAKCJI BIALKOWYCH SUROWICY KRWI
METODA BIURETOWA PO WYSOLENIU; SIARCZANEM AMONO-
WYM ORAZ ELEKTROFOREZA BIBULOWA

Z Zakiadu Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdarnsku
Kierownik prof. dr Wiodzimierz Mozolowski

Potrzeba klinicznych analitycznych metod oznaczania bialek suro-
wicy krwi i ich frakeji kaze zwr6ci¢ uwage na metode biuretowa. Uzy-
cie jej w oznaczeniu frakcji biatkowych surowicy po wysoleniu siar-
czanem amonowym moze wydatnie zwiekszy¢ zespol tatwych i doktad-
nych metod chemii klinicznej.

Zadaniem tej pracy bylo oznaczenie poziomu biatka catkowitego
i wysoleniowych frakcji biatlkowych surowicy krwi ludzi zdrowych
i chorych metoda biuretowa i poréwnanie tych wynikéw z wynikami
otrzymanymi innymi metodami. Poziom biatka catkowitego surowicy
krwi oznaczano metoda biuretowa (4), metoda Kjeldahla (1,15) i re-
fraktometrycznie (15), natomiast poziom frakcji biatkowych, uzyska-
nych przez wysolenie siarczanem amonowym, poréwnano z wynikami
otrzymanymi na drodze elektroforezy bibulowej. Przeprowadzone do-
$wiadczenia stwierdzaja celowos¢ stosowania metody biuretowej dla
oznaczenia poziomu biatka catkowitego oraz frakcji biatkowych.

Metody

Badania przeprowadzono na ludziach zdrowych i chorych. Krew po-
bierano na czczo z zyly lokciowej, unikajac zacisku (2). Surowice, po
2 godz. oddzielano od skrzepu przez dwukrotne wirowanie.

I. OZNACZENIE BIALKA CALKOWITEGO I FRAKCJI BIALKOWYCH
W SUROWICY KRWI METODA BIURETOWA

a. Odczynniki

1. Odczynnik biuretowy wedlug Gornalla i wspolpracowni-
kéw (4). Odwazy¢ 1,5 g CuSO4-5H20 i 6,0 g winianu sodowo potaso-
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wego (C4H;0sKNa-4H»0), przenies¢ do s u ¢ h e j kolby miarowej
pojemnosci 1 11 rozpusci¢ w okoto 500 ml wody. Nastepnie doda¢, ciag-
le mieszajac, 300 ml 10% zasady sodowej. Te ostatnig przygotowuje-
my z roztworu macierzystego 65 — 70%, wolnego od weglanéw. Do-
peini¢ kolbe do 1 1 woda, wymiesza¢ i przela¢ odczynnik do parafino-
wanej butelki. Odczynnik ten jest w zasadzie nieograniczenie trwaty.
Jezeli jednak w nastepstwie dzialania czynnikow zewnetrznych lub wa-
dliwego sporzadzenia odczynnika ukaza sie w nim slady czarnego lub
czerwonego stratu musi by¢ ponownie sporzadzony.

2. Chlorek sodowy — roztwor 1%.

3. Roztwor siarczanu amonowego nasycony na zimno w tempéra-
turze pokojowej.

4. Roztwor siarczanu amonowego 0,33 nasycony (1 objetos¢ nasy-
conego siarczanu amonowego + 2 objetosci wody).

5. Roztwor siarczanu amonowego 0,50 nasycony (1 objetos¢ nasy-
conego siarczanu amonowego + 1 objetos¢ wody).

Uwaga: ptyn 3, 4, 5, doprowadzamy do pH 7 przez dodanie odpowied-
niej ilosci zasady amonowej kroplami przy stalej kontroli pH elektroda
szklana. Plyny te trzeba co pewien czas kontrolowa¢ ze wzgledu na
mozliwos¢ zmiany pH.

b. Oznaczenie poziomu bialka calkowitege wedlug Gornalla
i wspotpracownikow (4).

Do probowki odmierzyé¢ 1,0 ml surowicy i dopetni¢ do 20 ml 1% roz-
tworem chlorku sodowego. Zatka¢ probowke i wymiesza¢ przez odwra-
canie (unika¢ wstrzgsania!). Odmierzy¢ 2 ml tego roztworu do probow-
ki, doda¢ 8 ml odczynnika biuretowego i zmiesza¢ dokladnie. Odstawic
na 30 min. w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu kolory-
metrowa¢ w stosunku do proby élepej (2 ml 1% chlorku sodowe-
go + 8 ml odczynnika biuretowego). Jezeli uzywamy fotometru Pul-
fricha, to oznaczenia dokonujemy przy uzyciu filtru S 53 w na-
czynkach 1 cm; wyniki odczytujemy z krzywej. Jezeli oznacza si¢ row-
noczes$nie i frakcje, to mozna rozcienczona surowice pozostawi¢ do na-
stepnego dnia w temp. 4°C. i

c. Oznaczenie poziomu euglobulin wedlug Jagera (9) z tym, ze
uzyto odczynnika biuretowego sporzadzonego wedlug Gornalla
(4). Do 1 ml surowicy w rurce wir6wkowej doda¢ 0,5 ml nasyconego
roztworu siarczanu amonowego, wstrzasajac po dodaniu kazdego 0,1 ml
odczynnika. Osad zazwyczaj znika po wstrzasaniu, az do chwili doda-
nia 0,3 ml roztworu soli. Probowke zatka¢ korkiem i zostawic¢ przez noc
w temp. 4°C. Nastepnie wirowaé przez 30 min. — 3000 obr./min. Blado-
z6lty, klarowny plyn zlewamy przez odwrocenie rurki wirowkowej dos¢
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szybkim ruchem. Rurke wir6wkowa odwrdécong ustawiamy na przeciag
kilku minut na bibule. Nastepnie zbity osad skiéci¢ po dodaniu 3,0 ml
0,33 nasyc. roztworu siarczanu amonowego; wirowa¢ ponownie jak
wyzej. Klarowny, bezbarwny plyn zlewamy, postepujac jak uprzednio.
Osad rozpuszczamy w 5 ml 1% roztworu chlorku sodowego przez
ostrozne mieszanie lub wprowadzenie bagietki szklanej, unikajac two-
rzenia piany. Odmierzy¢ 2,0 ml ptynu, dodaé 8,0 ml odczynnika biure-
towego. Dalsze postepowanie takie, jak przy oznaczaniu biatka calko-
witego.

d. Oznaczenie poziomu globulin. W oparciu o wysolenie globulin
siarczanem amonowym i wykonanie préoby biuretowej z otrzymanym
osadem opracowano nastepujacy sposob postepowania: do 1 ml suro-
wicy doda¢ kroplami 1,0 ml nasyconego roztworu siarczanu amonowe-
go. Dalsze postepowanie takie jak przy wysalaniu euglobulin z tg roz-
nicg, ze po odwirowaniu osadu i zlaniu piynu osad skioci¢ z 3,0 ml 0,5
nasyconego siarczanu amonowego.

Albuminy oznaczano z réznicy wedlug wzoru:

albuminy = biatko catkowite —globuliny.

e. Wykre$lanie krzywej wedlug Gornalla (4). Odmierzyé 5,0 ml
surowicy, uzyskanej z krwi osobnika subiektywnie zdrowego, do kol-
by miarowej 50 ml i dopetni¢ do kreski 1% roztworem chlorku sodowe-
go. Do 7 probowek odmierzy¢ z mikrobiurety kolejno: 0,0; 0,15; 0,30;
0,50; 1,00; 1,50; 1,70 ml rozcienczonej surowicy i uzupetni¢ z mikrobiu-
rety roztworem chlorku sodowego do 2,00 ml. Nastepnie do kazdej pro-
bowki dodac¢ 8,0 ml odczynnika biuretowego, wymiesza¢ ostroznie przez
odwrécenie; pozostawi¢ przez 30 minut i odczytywaé na fotometrze
Pulfricha w stosunku do préby $lepej, zaczynajac od najmniejszych
stezen,

II. METODA KJELDAHLA (15)

Zamiast mnoznika 6,25 wprowadzono -wartos¢ 6,73 wedlug
Armstronga i wspolpracownikéow (1).

III. WSPOLCZYNNIK REFRAKCJI

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

IV. ELEKTROFOREZA BIBULOWA

Rozdziatu dokonywano przy pomocy aparatu sporzadzonego w na-
szym Zaktadzie na bibule Whatmana Nr 1 o rozmiarach 2 X 40 cm, da-
jac na pasek 0,02 ml surowicy (w postaci 2 kropli umieszczonych
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w 2 punktach obok siebie lezacych) rozcienczonej w stosunku 1:3 mo-
deratorem weronalowym. Moderator sporzadzono wedlug G r a s s-
manna iwspolpracownikow (5) o pH 8,6 i mocy jonowej 0,1. Paski
umieszczano w komorze wilgotnej i po uptywie 30 minut wtaczano
prad (10). Czas elektroforezy wynosit 16 godzin; przez jeden pasek
przepuszczano prad o napieciu 200 V i natezeniu rzedu 0,5 mA, czyli
na 1 cm szerokosci 0,25 mA (5, 7, 13). Paski suszono, barwiono czernia
amidowa 10 B i wymywano wedlug sposobu podanego przez Pué¢ara
(13). Po uzyskaniu wybarwionych paskéw bibuty, fotografowano je apa-
ratem kliszowym. Po otrzymaniu obrazu na kliszy, odczytywano stopien
przepuszczalnosci $wiatta przez poszczegolne frakcje na mikrofotome-
trze typu M®-2. Uzyskane wyniki nanoszono na papier milimetrowy
i poszczegolne frakcje oznaczano ilosciowo planimetrycznie.

Poziom biatka catkowitego oznaczano metoda biuretowa.

Wyniki do$§wiadczen

Dla poziomu bialka calkowitego oraz frakcji biatkowych uzyska-
nych przez wysolenie siarczanem amonowym, a oznaczonych metoda
biuretowa, okreslono $rednie odchylenie (dyspersje) na 9 réwnolegtych
probach. Wartosci przedstawia tablica 1.

Tablica 1

] 3 ] Srednie odchylenie poziomu biatka cal-
’ 8o e 1% £ 0l2 kowitego oraz frakcji uzyskanych przez
' Albuminy ’ 3,99 + 0,12 wysolenie siarczanem amonowym —
oznaczonych metoda biuretowa. Wyko-
! Globuliny % ‘ 3,12 + 0,04 nane na 9 probach tej samej surowicy;
ZiE= wartoéci wyrazone sa wg bialka

Euglobuliny ' 1,77 + 0,04 o 100 1] surowicy

Dla okreélenia normy i wahan dla poszczegolnych sposobow poste-
powania oznaczono $rednie wartosci oraz $rednie odchylenie poziomu
biatka catkowitego i frakcji biatkowych u ludzi zdrowych. Wartosci
podaje tablica 2.

W zastosowaniu metody biuretowej po wysoleniu siarczanem amo-
nowym nalezy liczy¢ sie z mozliwoscia wplywu jonu amonowego na
barwe odczynu biuretowego. Jager i Nickerson (9) str. 684)
podaja, ze w ich postepowaniu metodycznym jon amonowy nie wywiera
istotnego wplywu na masilenie barwy reakcji biuretowej. Dane te zna-
lazly potwierdzenie w wykonanej przeze mnie kontrolnej serii doswiad-
czen.

http://rcin.org.pl



5] OZNACZANIE FRAKCJI BIALKOWYCH SUROWICY KRWI METODA BIURETOW A 413

Tablica 2

Srednie wartosci oraz $rednie odchylenie poziomu biatka calkowitego i frakcji bial-

kowych u ludzi zdrowych. Biatko calkowite oznaczano metoda Kjeldahla, refraktome-

trycznie oraz metoda biuretowq; frakcje bialkowe — metoda biuretowa po wysoleniu

siarczanem amonowym. Wartosci wyrazone w g biatka w 100 ml surowicy. W nawia-
sach podano liczbe badanych oso6b

l

Metoda Kjeldahla | Biatko-calkowite (17) & 17,6 + 0,44
Metoda refraktometryczna | Bialko catkowite (19) 7,7 + 0,44
Metoda biuretowa Biatko calkowite (20) | 17,6 -+ 0,48

Metoda biuretowa po wysoleniu siarcza- | ‘
nem amonowym | Globuliny (20) | 24 + 0,26

l Metoda biuretowa po wysoleniu siarcza-
I’ nem amonowym | Euglobuliny (20) 1,1 4+ 0,16

Powtarzalno$¢ wynikéw i $rednie odchylenie dla metody elektrofo-
rezy bibulowej przeprowadzono i oznaczono na 10 réwnolegtych pré-
bach tej samej surowicy; uzyskane wyniki przedstawia tablica 3.

Tablica 3
Frakcje | Srednie odchylenie
Srednie odchylenie dla frakcji bialko- Albuminy 71,70 £ 2,00
wych oznaczonych metoda elektroforezy F
bibulowej, Wykonano na 10 réwnole- «,-Globuliny 2,30 + 0,40

glych oznaczeniach tej samej surowicy.

l
|
oznaczonego metoda biuretowa ; B-Globuliny { 9,14 + 0,73

- i 5,5 ,61
Wartosci wyrazone w %o catoéci biatka s fetinny g0
v=-Globuliny 12,20 + 1,42

Poziom poszczegdlnych frakcji oznaczonych metoda elektroforezy
bibulowej w surowicy ludzi zdrowych przedstawia tablica 4.

Poréwnanie pozioméw frakcji biatkowych otrzymanych wysole-
niem siarczanem amonowym i oznaczonych metoda biuretowa z frak-
cjami uzyskanymi elektroforeza bibulowa surowic ludzi zdrowych
przedstawia tablica 5.

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

4 Acta Biochimica Polonica
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Tablica 4

Frakcje bialkowe surowicy ludzi zdrowych oznaczone elektroforeza bibulowa w dwoéch
réownoleglych probach (I, II). Wartosci wyrazone w °/ calo$ci biatka, oznaczonegu
metoda biuretowa

| Bialko : ,-Glo- #,-Glo- B-Glo- ¥-Glo-
Suro- |catkowite Albuminy | pyiny buliny buliny buliny
. Wice w
Nr g/100 ml
D, e Sr ety MR i) By air Sy
Ea 72 | 663 69,0 33| 27| 66| 63| 96 |104 [142 | 116
2 73 | 69,0 | 70| 24 | 83 | 60 | 62 | 80 | 74 |142 [125
8 | 73 | 690|680 25| 27| 55| 68 | 80 [ 81 |150 [157
4 71 | 69,2 | 700 | 24 | 1,8 | 69 | 78 | 84 | 86 131 ;122
5 76 | 700 | 70,0 | 30 | 24 | 46 | 52 | 100 | 90 |126 | 132
6 66 | 700 | 7,0 | 1,7 | 1,8 | 42 | 43 | 83 | 71 [157 ! 158
7 26 | 10| 725| 23| 20| 55| 46 | 81 | 87 |130 | 122
8 78 | 642 652 | 26 | 31 | 52 | 58 |11,5 | 109 | 162 | 153
érednia | 69,0 = 2,14/ 2,50 = 0,51 | 5,70 + 0,96 | 8,90 + 1,26 | 13,9 + 1,54
Tablica §

Poréwnanie poziom6éw frakcji bialkowych otrzymanych wysoleniém siarczanem amo-
nowym i oznaczonych metoda biuretowa z frakcjami uzyskanymi elektroforeza bi~
butowa surowic ludzi zdrowych. Wartosci wyrazone w g biatka w 100 ml surowicy.
Biatko catkowite oznaczono metoda biuretowa

padkach chorobowych, przeprowadzono

Biatko ~ , Euglo~ | y~Glo~
By Eeudin Albu_mmy Globuliny buliny | buliny
Nr wyr. w biureto- _ | biureto- _ | biureto- k
g/100 ml | wa powy- elektro- | o powy- elektro- | powy- elektro
surowicy soleniu foreza | si1eniu foreza | o;1eniu foreza
4L ol a8 4,20 470 | 240 | 190 | 12 | 1,05
2 7,6 5,00 5,40 2,60 2,20 1,20 | 1,00
3 7,3 5,00 5,10 2,30 2,20 0,80 _0,98
4 I 1,2 4,80 4,80 2,40 2,40 0,90 0,98
5 7,8 5,10 5,00 2,70 280 | %10 L 130
6 7,6 5,20 5,30 2,40 2,30 1,00 0,95
7 7,1 5,00 5,00 2,10 2,10 0,80 0,95
8 7,3 4,90 5,00 2,40 2,30 1,00 1,10

rowicach patologicznych. Wyniki przedstawia tablica 6.
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Tablica 6

Poréwnanie poziomu frakcji biatkowych otrzymanych wysoleniem siarczanem amo-

nowym i oznaczonych metoda biuretowa z frakcjami uzyskanymi elektroforezg bi-

bulowa w surowicach ludzi chorych. Warto$ci wyrazone w g biatka w 100 ml suro-
wicy. Biatko calkowite oznaczone metoda biuretowa

| f . ) | Euglo-  v-Glo-
r [ Biatko Albuminy } Globuliny [ buliny | buliny
Z : | catkowite ”. S T O BT S
s Nazwa Jedno§tk1 wyr. w | biure- biure- | biure-
S ‘ chorobowej g/100 ml |’ towa |elektro-| towa |elektro- towa elektro-|
e surowicy |Po wy- foreza |po wy-‘ foreza |po wy-| foreza ‘
7 { ]soleniu“ lsoleniu‘i soleniu |
1| Vitium  cordis | ' 7 | ,
| Insuff. circula- | ‘ | {
___| toria ) 300 | 290 | 490 | 500 | 310 | 3,15
2 | Endocarditis ‘ “ i
| lenta hros 6 | 530 | 49 | 230 | 270 | 09 | 0,90
3 | Nephroso-neph- ! ‘
| _ritis 39 | 140 | 050 | 250 | 340 | 070 | 0,90
_ 4 |_Schisophrenia**)| 76 | 560 | 520 | 200 | 240 | 062 | 062
5 | Schisophrenia®*) | 7,4 | 470 | 4,90 | 270 | 250 | 100 & 0,80
6 | Vitium cordis 11 ‘ !
Insuff. circula- ‘ | :
| toria _ |86 | 52 | 48 | 340 | 380 | 210 | 230 |
7| Cirrhosis hepatis 78 | 420 | 440 | 360 | 340 | 2,75 | 2,50 |
8 | Morbus rheuma- | ‘ ’
| ticus 93 | 59 | 49 | 340 | 440 | 1,85 | 1,80
9 | Morbus rheuma- 1
| _ticus 72 | 400 | 340 | 320 | 380 | 1,60 | 1,65 |
10 | Status post sur- ’ x
| renalectom. 7,4 3,90 3,90 3,50 3,50 1,00 1,40 |

*") W czasie leczenia largaktylem,

Dyskusja

Znaczenie metody biuretowej dla klinicznego zastosowania jest dzis$
niemal ogdlnie uznane; dzieki swojej prostocie, matej ilosci mozliwych
bledow i predkosci wykonania moze by¢ ona uwazana za wzo6r metody
klinicznej. Wyrazem tego jest fakt, ze znalazla sie ona w zbiorze metod
standardowych amerykanskiego stowarzyszenia Kklinicznych chemi-
koéw (14). Dla oznaczania frakcji bialkowych znajdujemy w tym zbio-
rze wysolenie siarczanem sodowym. Jednak praca Jagera
i Nickerson (9 podaje zachecajace wyniki oznaczania frakcji

4* Acta Biochimica Polonica
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euglobulinowej, odpowiadajacej gamma globulinom elektroforetycz-
nym, przez wysolenie siarczanem amonowym. W obecnej pracy zasto-
sowano wysolenie siarczanem amonowym rowniez i dla calosci globu-
lin. Uzyskane wyniki poréwnano z wynikami elektroforezy bibulowej.

Dla elektroforezy bibulowej jest rzecza konieczng sciste okreslenie
warunkoéw postepowania oraz ustalenie wartosci normalnych, wiasci-
wych dla danej pracowni (11). O potrzebie tego $wiadczy zestawienie
podane w tablicy 7. Tablica ta zawiera podstawowe dla tych badan
dane Grassmanna (5) oraz wyniki innych autoréw. Jedynie nie-
liczni z nich podaja wartosci srednie; wigkszos$¢ ogranicza sie do poda-
nia jednego przykladu elektroforogramu.

Tablica 7

Zestawienie wynikow uzyskanych elektroforeza bibulowa przez réznych autorow dla
frakcji biatkowych surowicy ludzi zdrowych

i Mode- Poziom wyrazony w % biatka
| Liczba otor _Moc : » calkowitego
Autor Przy- | wero- |i000Wa Uzyt.y Lt ail

pa'd. nalowy mode- barwik Albu- G'lobu-’ B"G]O" Y‘GIO'
kow | ;pH | Yatora miny | ;. | buliny | buliny

Grassmann (5) 25 8,6 0,10 Czern 61,3 12,2 | 11,0 | 156

amidowa

bt b N i MBI oo | et s e S L
Harald (6) | 20 | &6 |00 | , | e6s | 122 | 85 | 128
Holt (8) ? (85 0045 | , | €25 | 123 | 89 | 145
Putar 19 | 1 | 86 | 0M8 | ., | 654 | 134 | 85 | 128

Ostrowski (12) | 1 | 86 |005 | , | 526 | 126 | 168 | 181
_Kemula(10) | 1 | 86 | 005 | , | 542 | 131 | 97 | 230

Wyniki ’wlasne 8 8,6 0,10 5 69,0 8.2 8,9 13,9

Roznice te, wydaje sie, pochodza stad, iz zmienienie chociazby jed-
nej czynnosci czy tez odczynnika w tej metodzie powoduje bardzo du-
ze roznice w otrzymanych wynikach.

Por6wnanie metody biuretowej w polaczeniu z wysoleniem oraz me-
tody elektroforetycznej daje rozne wyniki dla poszczegélnych frakcji.
A mianowicie stwierdza sie zaréwno u ludzi zdrowych, jak i u badanych
ludzi chorych duza zgodnos$¢ miedzy frakcja euglobulinowa uzyskang
przez wysolenie siarczanem amonowym a gamma-globulinami elektro-
foretycznymi. Wyniki Jagera i Nickerson (9) znalazly
wiec w pelni potwierdzenie w naszej pracy.
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Dla catkowitych globulin istnieje tez pewna réwnolegto$é¢ u ludzi
zdrowych i w wielu przypadkach chorobowych. Jednak brak réwnole-
glosci w surowicy Nr 3 tablicy 6 jest wystarczajacym dowodem roz-
bieznosci poje¢ opartych na wysoleniu w poréownaniu z pojeciami
elektroforetycznymi. Zdanie sobie sprawy ze zlozonosci frakcji alfa
i beta-globulinowej w odréznieniu od albumin i gamma-globulin czyni
zrozumiatym, ze zmiany patologiczne moga dotyczy¢ poszczegdlnych
sktadowych czesci tych ztozonych frakcji w rozmaity sposob; ta roz-
maitos¢ moze da¢ odmienny obraz elektroforetyczny od obrazu uzyska-
nego wysoleniem.

Dla $cislego wyrazenia podobienstwa postuzylem si¢ wyliczeniem
prawdopodobienstwa braku istotnej réznicy; w obliczeniu postuzylem
sig statystycznymi tablicami Fishera i Yatesa (3). Prawdopo-
dobienstwo braku istotnej roznicy w przypadku surowic ludzi zdro-
wych wynosi dla globulin catkowitych 0,3> P > 0,2. Por6wnanie roz-
nic pomiedzy wynikami uzyskanymi przez wysolenie i elektroforeze
bibulowa w surowicy ludzi chorych z takimiz réznicami u ludzi zdro-
wych wykazuje, ze euglobuliny odpowiadaja z duza dokladnoscia gam-
ma-globulinom: 0,8 > P > 0,7. Natomiast takie samo poréwnanie
w przypadku globulin catkowitych wykazuje, ze zachodza tu réznice:
0,1 > P > 0,05. Niezgodnos¢ w przypadku globulin catkowitych ttuma-
czymy tym, Ze biatka ludzi chorych réznig sie jakosciowo od biatek nor-
malnych.

Mimo braku zgodnosci globulinowych frakcji wysoleniowych i elek-
troforetycznych stosowanie frakcjonowania wysolenionego moze daé
lekarzowi cenne wyniki. Przeciez idzie tu glownie o stwierdzenie od-
chylenia od stanu normalnego. Zaledwie nieliczne schorzenia daja obraz
elektroforetyczny swoisty dla danej choroby. Zaré6wno frakcjonowanie
wysoleniowe, jak i elektroforetyczne ma jako gléwne zadanie stwier-
dzenie stanu utrzymania normy lub tez istotnego od tej normy odchy-
lenia. Oczywistg jest rzecza, iz metoda wysoleniowa nie spelnia tych
wszystkich warunkéw, jakie speinia metoda elektroforezy bibulowej.
Nie daje ona bowiem odpowiedzi na to, jak zachowuja sie pozostale
frakcje biatkowe surowicy krwi, co bardzo czesto moze by¢ pomocne
dla lekarza. Biorac jednak pod uwage to, ze oznaczenie biatka catko-
witego i frakcji biatkowych metodg biuretowa dla celéw praktycznych
w wigkszosci przypadkéw jest w zupelnosci wystarczajace, wybér me-
tody wydaje sie by¢ celowy. Momentem korzystnym dla tej metody
jest jeszcze to, iz wymaga ona w poréwnaniu z metoda elektroforezy
bibutowej odczynnikéw latwo dostepnych i latwej w obstudze apara-
tury.
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Streszczenie

Poziom bialka calkowitego oznaczano metoda biuretowa, metoda
Kjeldahla i refraktometrycznie; poziom frakcji biatkowych, uzyskanych
przez wysolenie siarczanem amonowym, a oznaczonych metoda biureto-
wa, porownano z wynikami otrzymanymi na drodze elektroforezy bi-
butowej.

Stwierdzono, ze:

1. Euglobuliny odpowiadaja gamma-globulinom w przypadkach su-

rowic ludzi zdrowych i chorych.

2. Statystycznie zaznaczaja sie réznice w globulinach otrzymanych
przez wysolenie siarczanem amonowym i elektroforeze bibulowa. Me-
toda wysoleniowa pozwala jednak na uzyskanie danych, majacych
praktyczne znaczenie dla lekarza.
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[11) OZNACZANIE FRAKCJI BIALKOWYCH SUROWICY KRWI METODA BIURETOW A Z:9

ONPEJEJNIEHUE BEJIKOBBIX ®PAKIIMI B CHIBOPOTKE KPOBU
IIYTEM BIOPETHOTO AHAJIM3A IIO BBICAJIMBAHUU
CEPHOKMUCJBIM AMMMAKOM M IIVTEM EJEKTPO®OPE3A
C IPMMEHEHVMEM ®UJIbBTPALIMOHHOWN BYMATIU

Peszwme

KosmyecrBo obuero Geska ompezmeseHo 6bLI0 myTem 6GropeTHOro Mme-
roxa, meroxom Keabmana um npy nomouy pedpakTOMETPa; KOJMYECTBO
OesKOBBIX (bpakuMii, ITOJIyYEHHBIX IIyTE€M BBICAJMBAHMUA CEPHOKMCIILIM
aMMMaKoOM ¥ ImyTeM OIOPeTHOro MeTOoja, CPaBHEHO OBLIO ¢ pesyJbTaTaMu,
IIOJIy YEHHBIMM IIOCPEJCTBOM SJeKTpodope3a ¢ IpMMEHEeHueM (UIbTpa-
LMOHHOM Gymarn.

ObHapyzKeHo, 4TO:

1) 9Bryio6yMHBI COOTBETCTBYIOT raMMa-Ij00yJMHaM B CHIBOPOTKE KPO-
BM KaK y 37I0POBBIX, TaK # y GOJIBHBIX JIIOAE.

2) HameuaroTcs craTMCTMYECKMe Pa3jMyusA B IJIOOYJMHAX, IOJy4eH-
HBIX IIyTeM BBICAJIMBAHMUA CEPHOKMCJIBIM aMMMAaKOM M IIyTE€M 9JE€KTPodo-
pesa ¢ npuMeHeHueM (pUIbTpalMOHHOM OGymaru. MeTon BbICAJMBAHUA
AOIIyCKaeT OHAKO-3Ke II0JIy4YeHMe JaHHBIX, MMEIIMX AJA Bpaya NpakTu-
4ecKoe 3Ha4eHue.

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

Summary

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. i

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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Kierownik Katedry: Lech Dzialoszynski

Derrien (2), ktéory po raz pierwszy wykazal obecnos¢ sulfatazy
arylowej (nazwanej przez niego purpurazg) w wyciagu ze $limaka —
Murex trunculus, uczynit to dzialajac wspomnianym wyciggiem na in-
dykan moczu. Pod wpltywem sulfatazy z indykanu uwalnial sie indok-
syl, ktory utleniajac sie przechodzit w indygo. Barwa powstajacego in-
dyga swiadczyla o obecnosci sulfatazy. Byla to pierwsza metoda jako-
sciowa. Neuberg i Kurono (5) okreélali aktywnosé¢ sulfata-
zy arylowej w sposob iloSciowy przez grawimetryczne oznaczanie siar-
czanu wyzwolonego w trakcie enzymatycznej hydrolizy soli potasowej
kwasu fenylosiarkowego. Od tego czasu pojawily sie liczne metody ilo-
sciowego oznaczania aktywnosci sulfatazy arylowej, ktére gtéwnie po-
legaja na kolorymetrycznym lub spektrofotometrycznym oznaczaniu
substancji fenolowej wyzwolonej przez sulfataze z odpowiednio dobra-
nego substratu. Dodgson i Spencer (3) omawiajg krytycz-
nie wiekszos¢ tych metod.

Metoda 4-nitrokatecholowa, w ktorej substratem jest s61 potasowa
lub dwupotasowa kwasu 2-hydroksy-5-nitrofenylosiarkowego (siarczan
nitrokatecholu — SNK), zostala wprowadzona przez Robin son a,
Smitha i Williamsa (7) wr 1951. Kolorymetryczne ozna-
czanie 4-nitrokatecholu wyzwolonego przez sulfataze arylowa z SNK
pozwala na okreslanie aktywnosci sulfatazy arylowej.

Pomimo wypowiedzi R o y a (8) o nieprzydatnosci tej metody do
oznaczania sulfatazy arylowej w nieoczyszczanych homogenizatach
tkanek zwierzecych, zwlaszcza watroby, Dodgson i Spencer
(3) wykazali, Zze metoda ta moze by¢ stosowana do oznaczania sulfata-
zy arylowej w tkankach szczura z wyjatkiem watroby.

[421]

http://rcin.org.pl



499 L. M. DZIALOSZYNSKI (2}

Autor obecnej pracy wykazuje, ze metoda 4-nitrokatecholowa moze
by¢ uzywana, z zachowaniem pewnych warunkéw, do oznaczania ak-
tywnosci sulfatazy arylowej w nieoczyszczanych homogenizatach wa-
troby i innych tkanek myszy.

Metody

W celu oznaczenia aktywnosci sulfatazy arylowej homogenizowano
0,1 g $wiezej tkanki z dodatkiem 0,5 ml buforu octanowego (0,2 M)
pH 5,5 przez 5 minut w homogenizatorze szklanym typu ttokowego (6).
Homogenizat rozcienczano do 12,5 ml buforem octanowym, a nastepnie

> 3 ]
1 iE 1

g4 ~nitrokatecholu [Gril —=

N
1

) &0 100 Mo 180
Odczyty skali kolorymetry —==

Rys. 1. Krzywa kalibracyjna dla 4-nitrokatecholu

dodawano 12,5 ml roztworu (0,001 M) soli dwupotasowej kwasu 2-hy-
droksy-5-nitrofenylosiarkowego, otrzymanej wedlug postgpowania opi-
sanego przez R o y a (8). Tak przygotowang mieszaning umiesz-
czano w termostacie (37°C) na 24 godziny, po czym odwirowywano
resztki komoérkowe, a w klarownym plynie oznaczano ilos¢ wyzwolo-
nego 4-nitrokatecholu w nastepujacy sposéb: do 1 ml pobranego ptynu
dodawano 4 ml wody destylowanej i 1 ml 20% (wag./obj.) NaOH. Roz-
twor przybieral zabarwienie czerwone o mniejszej lub wigkszej in-
tensywnosci zaleznie od ilosci (stezenia) obecnego w nim 4-nitrokate-
cholu. Po uplywie 5 minut od chwili dodania NaOH dokonywano po-
miaru natezenia barwy kolorymetrycznie. Stezenie nitrokatecholu okre-
$lano z krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla uzywanego w tej
pracy kolorymetru fotoelektrycznego produkcji francuskiej (Electro-
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photometre, P. Meunier). Dla sporzadzenia krzywej kalibracyjnej przy-
gotowano kilka roztworow 4-nitrokatecholu, otrzymanego wg metody
Bakera (1), o nastepujacych stezeniach: 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 14 ug/ml. Do
1 ml kazdego z tych roztworéw dodawano 4 ml wody i 1 ml NaOH
(20%). Intensywno$é otrzymanych zabarwien okreslano kolorymetrycz-
nie 5 minut po dodaniu NaOH. Rys. 1 przedstawia otrzymanag krzywa.

Uzywany roztwor substratu zawieral 202 ug siarczanu nitrokatecholu
w | ml. Po catkowitej hydrolizie roztwor taki zawieratby 100 wg 4-nitro-
katecholu w 1 ml. Poniewaz substrat dodawany byl zawsze w nadmia-
rze, nigdy nie dochodzilo do catkowitej jego hydrolizy. W takich wa-
runkach ilo§¢ wyzwalanego nitrokatecholu byla miernikiem aktyw-
nosci enzymu.

Aktywnos¢ sulfatazy arylowej okreslano w jednostkach dowolnych,
przyjmujac jako jednostke te ilos¢ enzymu, ktéra wyzwala z nadmiaru
substratu 1 wg 4-nitrokatecholu w ciagu 24 godzin, w temp. 37°, przy
pH 5,5 w buforze octanowym.

Ilosci jednostek sulfatazy arylowej wyrazaliSmy w odniesieniu do
1 mg mokrej tkanki dzielac warto$¢ odczytana z krzywej przez 4, gdyz
brany do pomiaru 1 ml mieszaniny reagujacej odpowiadal 4 mg
tkanki.

Dla zbadania wplywu homogenizatéow tkankowych na 4-nitrokate-
chol dodawano okreslong ilo$¢ tej substancji do znanej ilosci tkanki
w homogenizacie i natychmiast oznaczano ilo$¢ nitrokatecholu w kla-
rownym plynie po odwirowaniu resztek komoérkowych. Do wykonania
pomiaru brano 1 ml ptynu, dodawano 4 ml wody i 1 ml NaOH (20%),
a nastepnie dokonywano pomiaru kolorymetrycznego. Reszte mieszani-
ny umieszczano w termostacie na 24 godz. Po uplywie tego czasu ozna-
czano ponownie stezenie 4-nitrokatecholu. \

W literaturze sa wzmianki o zanikaniu czerwonego =zabarwienia
anionu 4-nitrokatecholu w roztworach (alkalicznych) homogenizatow
tkankowych wotu (8) i szczura (3). Dla zbadania zachowania sie czer-
wonej barwy nitrokatecholu wobec homogenizatow tkanek myszy,
z ktorych usunieto resztki tkankowe przez odwirowanie, badano inten-
sywnos¢ barwy przez pewien czas od momentu dodania NaOH.

Wyniki

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

(Uwaga: dane o aktywnosci sulfatazy arylowej w tkankach myszy znajduja
sig w pracy — Dzialoszynski i Zawielak, str. 429).
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Tablica 1
Ubytki 4-nitrokatecholu dodanego do homogenizatéw tkankowych myszy, szczura
i krowy
S dspiire Ste‘zenig‘l—nit::okatecholu; f
SO AT »g€/ml mieszan. ; Ubytek )
Zwierze Tkanka 1 mg tkanki { 4-nitro-
o htasens Przed |Po inkubacji| katecholu |
ainte inkubacjg | 24 godz. (%) |
Mysz Watroba 5,0 10,5 10,6 0,0 |
> 5 2,5 10,5 10,5 0,0 ;
5 - 1,25 10,5 6,9 36,0 |
5 b 0,5 10,5 3,9 63,0 |
Ik Nerka 2,5 10,5 10,5 0,0 |
" Serce 2,5 10,5 10,4 0,0 |
3 Sledziona 2,5 10,6 10,5 0,0 |
” Moézg 2,5 10,5 10,5 0,0 ‘
% Miegsien 2,5 10,5 10,5 0,0 ]
S Tkankalgcz- [
napodskoérna 2,5 10,5 10,5 0,0 \
5 Miescak ‘
Crockera 2,5 10,5 10,4 0,0 |
Szczur Watroba 2.5 9,6 9,5 0,0 !
» » 1,25 9,5 8,3 13,0 ‘
. . : 0,5 9,5 3,3 620 |
Krowa % 2,5 10,5 9,0 150 |
o S 1,25 10,5 7.3 320 |
» ! » 0,5 10,5 4,1 63,0
Dyskusja

Dodgson i Spencer (3) wykazali na tkankach szczura,
ze siarczan nitrokatecholu moze by¢ stosowany jako substrat do ozna-
czania aktywnosci sulfatazy arylowej w nieoczyszczanych homogeni-
zatach tych tkanek z wyjatkiem watroby. W tym ostatnim bowiem
przypadku 4-nitrokatechol dodany do homogenizatéw zanika czescio-
wo prawdopodobnie na skutek redukcji do odpowiedniego aminofe-
nolu (3). W warunkach stosowanych przez wspomnianych autorow
ubytek dodanego nitrokatecholu wynosit okoto 10% po godzinie inku-
bacji.

Autor niniejszej pracy potwierdzit wyniki Dodgsona i Spen-
c e r a w odniesieniu do watroby szczura, lecz stwierdzit dodatkowo,
ze U ubytku 4-nitrokatecholu dodanego do homogenizatéw watroby
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Tabildcalt2

Trwato$¢ czerwonego zabarwienia 4-nitrokatecholu w alkalicznym roztworze buforu
oraz w alkalicznych roztworach inkubowanych homogenizatéw tkankowych pozba-
wionych resztek komdérkowych przez wirowanie

5 ug Intensywno$¢ zabarwienia jako p.g 4-nitrokatecholu
1‘ 4ritroe w 1 ml mieszaniny po uplywie cdpowiedniego czasu
|  Tkanka | katecholu od dodania NaOH
i na mg Minuty Godziny
| s o | 15 | 30 T T
! Bez tkanki — 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) | 8,3(17)
|
:’ Mysz
| Watroba | 50 | 100) | 100) | 100) | 1000 | 9,82) | 9,82) | 4,5(55)
; ,, ' 2,5 10(0) | 10(0) | 10(0) | 9,9(1) — — | 2,674)
4 1,25 8,3(0) | 7,94) | 7,5(10) 6,2(24) - — | 1,0(88)
‘ 5 0,5 4,5(0) | 4,0(11) 4,0(11)| 3,7(15) —_ — | 1,7(62)
- Nerka 2.5 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) - — | 5,0(50)
'\ Serce f 2,5 10(0) | 10(0) 10(0) | 10(0) = — | 4,5(55)
| Mozg ‘ 2,5 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) o= — |,0(81)
Sledziona 2,5 1000) | 10(0) | 10(0) | 83(17) — — | 3,565)
Migsien 2,5 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) e — | 6,6(44)
Tkanka © 000 p
laczna 2,5 10(0) | 10(0) | 10(0) | 10(0) — — | 7,6(34)
| Migsak : ,
| Crockera 2,5 100) | 10(") | 10(0) | 9.3(D = — | 2,2(88)
Szczur
Watroba 2,5 100) | 982 | 9,82 | soan| — | — [ =
» 1,25 8,30) | 830) | 6126) 5632 - — —
» 0,5 3,30) | 3,30) 1,748) 1,0,73) — — —
‘ Nerka 2,5 | 10,0) | 10{0) | 10{0) | 9,5(5) — — -
% L l 05 | 100) | 100) | 100) | 9,28) | — — =
| |
{
\ Krowa
Watroba | 25 | 9,00) | 900 | 900 | 900 | — | — lo0100
5 1,25 } 880) 863 6,033 6,033 —_ — 10,0 100)
% 0,5 ' 550) | 526) | 4,518) 4,518) — —_ 0,0;100)’
Uwaga: cyfry w nawiasach oznaczaja % ubytku intensywnos$ci czerwonego zabar-

wienia.

szczura i innych zwierzat jest zalezny od stosunku stezenia 4-nitroka-

techolu do stezenia tkanki w mieszaninie reagujacej.

Przy stosunku

wynoszacym 1,25 ug 4-nitrokatecholu/mg tkanki (warunki podobne do
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warunkéw Dodgsona i Spencera) nastepowalta utrata okolo 13% do-
danego nitrokatecholu po 24 godz. inkubacji (tablica 1). Gdy stosunek
ten wynosit 0,5 ng/mg tkanki, wowczas utrata mitrokatecholu podnio-
sta sie¢ do 62% w tym samym czasie. Jezeli natomiast stosunek nitro-
katecholu do tkanki wynosit 2,5 ug/mg, woéwczas nie spostrzegano
ubytku dodanego 4-nitrokatecholu nawet po 24 godz. inkubacji.

Homogenizaty watrobowe i innych tkanek myszy nie powodowaly
rowniez ubytku nitrokatecholu przy stosunku stezen 2,5 ug nitrokate-
cholu/mg tkanki.

Zaznaczy¢ nalezy, ze stezenie 4-nitrokatecholu wyzwolonego w trak-
cie doswiadczen nad aktywnoscia sulfatazy arylowej w watrobie utrzy-
mywalo sie¢ w granicach 2,5 ug/mg tkanki. Inaczej zachowywatly sie
homogenizaty watroby wolu. W tym przypadku bowiem nawet przy
optymalnym (dla myszy i szczura) stosunku stezen (2,5 nwg/mg) nastepo-
wala utrata okoto 15% dodanego nitrokatecholu po 24 godz. inkubacji.

Obserwacje te wykazuja, ze tkanka watrobowa badanych zwierzat
moze prawdopodobnie, i to w réznym stopniu, zuzywac¢ nitrokatechol
jako metabolit, lecz widocznie w tak matlych ilosciach, ze ujawnia sie
to dopiero (w przypadku myszy i szczura) przy stosunkowo duzym ste-
zeniu tkanki w stosunku do stezenia nitrokatecholu. Przy pewnym opty-
malnym stosunku stezen zuzytkowywanie nitrokatecholu jest minimal-
ne, podczas gdy aktywnos¢ sulfatazy arylowej jest wyrazna i moze byZ
swobodnie mierzona. Ze wzgledu na duza aktywnos¢ sulfatazy w wa-
trobie mozliwe jest stosowanie w opisanych w tej pracy warunkach
jeszcze mniejszych ilosci tkanki (np. 0,05 g), przez co zuzytkowywanie
wyzwolonego nitrokatecholu bedzie jeszcze mniejsze. Nalezy przy-
puszczaé, ze inne tkanki myszy poza watroba nie posiadaja, podobnie
jak tkanki szczura (3), zdolnosci metabolizowania nitrokatecholu.

Roy (8) wspomina o szybkim zanikaniu czerwonej barwy 4-nitro-
katecholu w alkalicznym roztworze alkoholowym, z ktérego wytracono
biatka homogenizatu watrobowego wotu. Dla stabilizacji barwy R o y
zaleca stosowanie hydrochinonu i siarczynu sodowego w roztworze
alkalicznym.

Dodgson i Spencer (3)twierdza, ze czerwone zabarwie-
nie nitrokatecholu w alkalicznym roztworze alkoholowym homogeniza-
tow tkankowych szczura zaczyna zanika¢ po 10 min. od chwili dodania
NaOH.

Autor stwierdzil, ze czerwone zabarwienie nitrokatecholu w wodnych
alkalicznych roztworach homogenizatow tkankowych myszy jest trwale
co najmniej w ciagu 0,56 — 1,0 godziny, jezeli stosunek stezenia nitro-
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katecholu do stezenia tkanki w mieszaninie reagujacej wynosit 2,5 ug/mg
(tablica 2). Przy stosunku stezen wynoszacym 5,0 ng/mg zabarwienie
zaczynalo. powoli zanika¢ dopiero po 1,5 — 2,0 godz.

Ze wzgledu na to, ze wykonanie pomiaru kolorymetrycznego zaj-
muje zaledwie kilka minut, stosowanie postepowania zalecanego przez
R o y a bylo w warunkach stosowanych przez obecnego autora zby-
teczne. Przy mniej korzystnych stosunkach stezen (np. 1,25 ng nitroka-
techolu/mg tkanki) zabarwienie bylo mniej trwate i juz po 15 min. na-
stepowal spadek intensywnosci o 4%, a po 30 min. o 10%. W przypad-
ku watroby szczura zanik barwy byl wiekszy, zwtaszcza wobec wiek-
szej ilosci tkanki. Watroba wolu rowniez powodowata zanikanie barwy,
szczegolnie przy mniej korzystnym stosunku stezen nitrokatecholu do
tkanki (np. 1,25 ug/mg).

W alkalicznym roztworze buforu, bez tkanki, zabarwienie 4-nitroka-
techolu jest trwale przez dluzszy czas, lecz i tutaj spostrzezono ubytek
17" intensywnosci po 24 godz. stania w temp. pokojowej.

Wyniki osiagniete w tej pracy co do mozliwosci stosowania SNK
"jako substratu do oznaczania sulfatazy arylowej watroby zgodne sa
z wypowiedzia Dodgsona Spencera i Thomasa (4
o warunkach, w jakich uzycie tej metody jest mozliwe. Z badan tych
samych autoréw nalezy wnioskowa¢, ze stosowanie SNK jako substra-
tu pozwala na oznaczanie jednej (,rozpuszczalnej') frakcji sulfatazy
arylowej. W watrobie ssakéw wystepuja bowiem dwie sulfatazy arylo-
we: jedna ,nierozpuszczalna, o duzym powinowactwie do siarczanu
p-nitrofenolu (SNF) i siarczanu p-acetylofenolu (SAF), druga ,roz-
puszczalna”, o duzym powinowactwie do SNK.

Streszczenie

1. Wykazano, ze s6l dwupotasowa kwasu 2-hydroksy-5-nitrofenylo-
siarkowego moze by¢ uzywana, z zachowaniem pewnych warunkow,
do oznaczania aktywnosci sulfatazy arylowej w homogenizatach watro-
by myszy i szczura.

2. Ubytek 4-nitrokatecholu dodanego do homogenizatow watrobo-
wych jest zalezny od stosunku stezenia nitrokatecholu do stezenia
tkanki.

3. Szybkos$¢ zanikania czerwonej barwy 4-nitrokatecholu w alka-
licznych roztworach homogenizatéow tkankowych jest zalezna od steze-
nia tkanki w mieszaninie.
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CVYJIBb®PAT 4 -HUTPOKATEXOJISA B KAYECTBE CYBCTPATA
IIPY OIPEJEJEHUM APUJIOBOV CYJIbPATA3BI

Peszwome

1. IloaTBep:KjaeHa BO3MOXKXHOCTH IIPMMEHEHMsd, NPy COOJIOZEHMM U3-
BECTHBIX YCJIOBMIA, JABYKAJMITHOM COJM 2-TUAPOOKMUCH-D-HUTPODEHNI0Cep-
HOM KMCJIOTBI IIPY ONPEAEJIeHNY aKTHMBHOCTY apuJIOBOM CcyJbdarasbl B ro-
MOTeHaTaxX IeYeHM MbIIe M ApbIC.

2. YObLIb 4-HUTPOKATEXOJIA, NpMOaBIEHHOIO K TrOMOreHaTaM II€4€HM
3aBMCUT OT OTHOLUEHMS KOHIIEHTpaUMy HUTPOKATEXO0JIA K KOHI[EHTpalyuu
TKaHMU.

3. CrOpOCTH MCYE3HOBEHMSA KPACHOM OKpacKy 4-HUTPOKATEXOJA B IIe-
JIOYHBIX PacTBOpPax IOMOI€HATOB TKAaHM 3aBMCUT OT KOHIEHTPaUUM TKaHU
B CMeCH.

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

Summary

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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SULFATAZA ARYLOWA MIESAKA CROCKERA U MYSZY ORAZ
NARZADOW MYSZY OBARCZONYCH TYM NOWOTWOREM

Katedra Fizjologii Zwierzat W. S. R. Poznan
Kierownik Katedry: Lech Dzialoszyriski

Ubiegte dwudziestolecie bylo $wiadkiem duzego postepu na polu
enzymologii nowotworéw, a zebrane wyniki umozliwity blizsza charak-
terystyke tkanki nowotworowej z punktu widzenia aktywnosci enzy-
matycznej. Okazalo sie np., ze pod wzgledem jakosSciowym sktad enzy-
matyczny nowotworéw i tkanek normalnych jest taki sam (4 i 5).
Stwierdzono jednak szereg roznic ilosciowych w aktywnosci wielu
enzymow wystepujacych w nowotworach w poréwnaniu z aktywnoscia
tych enzymoéw w tkankach normalnych. Wykazano, ze aktywnos$¢ nie-
ktérych enzyméw wzrasta w nowotworach, innych znowu maleje,
a jeszcze innych nie ulega powazniejszym zmianom (9).

Celem obecnej pracy bylo poznanie aktywnosci sulfatazy arylowej
w przeszczepialnym migsaku Crockera 180 u myszy oraz zbadanie
aktywnosci tego enzymu w narzadach myszy obarczonych wspomnia-
nym nowotworem. Sulfataza arylowa jest enzymem stosunkowo mato
jeszcze poznanym, a autorzy obecnej pracy znalezli tylko jedna wzmian-
ke o aktywnosci tego enzymu w nowotworze, a mianowicie w przeszcze-
pialnym miesaku 39 u szczura (7). Jest rzecza bardzo prawdopodobna,
ze sulfataza arylowa bierze powazny udzial w procesach detoksykacyj-
nych organizméw zwierzecych przez kierowanie synteza estrow arylo-
wych kwasu siarkowego z fenoli powstajacych podczas przemiany bial-
kowej (2).

Metoda

Do badan opisanych w tej pracy uzywalismy biatych myszy doswiad-
czalnych obojga pici z populacji hodowanych przez kilka lat w Katedrze
Chemii Organicznej A. M. w Poznaniu.

[429]
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Miesak Crockera przeszczepiano przez naciecie skory w okolicy
krzyzowej i wsuniecie pod skoére kawatka tkanki nowotworowej. Na-
cieta skore nastepnie zeszywano. Po okresie okoto dwoch tygodni, gdy
guz osiagnal wielkos¢ prawie 1/4 wielkosci myszy, zwierzeta zabijano
przez dekapitacje po uprzednim oszolomieniu eterem. W czasie sekcji
wycinano caly guz, czes¢ tkanki miesniowej oraz nastepujgce narzady:
watrobe, nerki, §ledzione, serce, tarczyce i mézg. Do badania aktywnosci
sulfatazy arylowej odwazano dokladnie 0,1 g tkanki, a tylko w nielicz-
nych przypadkach mniej, np. gdy caly narzad wazyt mniej miz 0,1 g.
Pobrang tkanke homogenizowano przez 5 minut z dodatkiem 0,5 ml bu-
foru octanowego pH 5,5 i dalej postepowano w mys$l metody opisanej
przez Dziatloszynskiego (3). W celu uchwycenia ewentual-
nych zmian w aktywnosci sulfatazy arylowej w narzadach myszy obar-
czonych miesakiem oznaczono rowniez aktywnos¢ sulfatazy w wyzej
wymienionych narzadach oraz w tkance lacznej podskornej kilku my-
szy zdrowych. Dane o aktywnosoi sulfatazy arylowej miesaka Crockera
odnoszono do aktywnosci enzymu w tkance tacznej, uwazanej za tkanke
macierzysta miesaka. Do kazdego oznaczenia aktywnosci sulfatazy brano
dwie rownolegte proby z kazdego narzadu jako tez i z guza.

Wyniki
Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 1 i 2.

Tablica 1

Aktywnosc¢ sulfatazy arylowej miesaka Crockera oraz tkanek myszy zdrowych i obar-
czonych migsakiem

Myszy zdrowe Myszy obarczone migsakiem Crockera
‘ | Aktyw- | Ilogé | Sred-| Aktyw- Ilosé]Sred-‘
' no§¢ |ozna-| nie | no§¢ |ozna- nie

Tkanka 'sulfatazy | czen | od- Tkanka | sulfatazy | czen | od-

| jedn./mg | }chyle- | jedn./mg | chy-

tkanki | | nie tkanki | lenie

| |

Moébzg 333 | 12 ‘ 0,22 | Nerka 3,17 ‘ 22 ’ 0,11

| Nerka 3,23 12| 0,12 Watroba 308k || 22 0,22
| Sledziona 2,87 12 | 0,10 | Mozg 3,03 14 | 0,20
| Watroba 276 | 12 | 0,07 | Sledziona 3,00 | 22 | 0,16
Tarczyca | 246 6 | 0,06 Tarczyca 253 | 12 | 0,13

‘ Serce 1,50 10 0,25 | Serce ‘ 1,46 | 16 0,16
Miesien 0,76 8 ’ 0,20 l Miesien \ 0,70 ! 16 l 0,14
Tkanka laczna | 0,80 12 | 0,08 m. Crockera | 310 | 20 ! 0,30
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Tablica 2

Waga $ledziony u myszy zdrowych oraz u myszy obarczonych migsakiem Crockera

Myszy obarczone migsakiem Crockera | Myszy zdrowe
Waga Waga élevgaga 5 Waga Waga gle\gla.ga
myszy $ledziony Ry myssy $ledziony oo o
\ w % wagi | w % wagi
g | g g g
| myszy | myszy
25149 | 038 | 188 . s -angps - o 0,11 0,45
30,15 | 0,28 [ 0,93 l 21,50 0,06 0,29
2370 | 0,24 oL 1 i1gdo 0,13 0,66
3260 | o028 | 08 | 1870 008 | 082
25,90 035 | 185 .. 5at10 0,05 | 0,23
Srednio | 0,30 ] 1,00 Srednio 0,08 | 0,40
Dyskusja

Jak wynika z danych zestawionych w tablicy 1, aktywnos¢ sulfata-
zy arylowej miesaka Crockera wzrosta czterokrotnie w poréwnaniu
z aktywnoscig tego enzymu w tkance lacznej, z ktorej migsak sie wy-
wodzi. Jezeli porownamy aktywnos¢ sulfatazy arylowej miesaka Croc-
kera z aktywnosciag tego enzymu w narzgdach myszy zdrowej, to zoba-
czymy, ze aktywnos¢ migsaka przewyzsza przeszio czterokrotnie aktyw-
nos¢ miesnia szkieletowego, dwukrotnie aktywnos¢ serca, nieznacznie
aktywnos¢ watroby, sledziony i tarczycy, lecz nie dorownuje aktywnosci
nerek i mézgu. Nerka, mozg, watroba i sledziona okazaly sie narzadami
najbogatszymi w sulfataze arylowa, co potwierdza wyniki R o s e n-
felda (8) w stosunku do narzadéw czlowieka i zgodne jest czesciowo
z danymi dla narzadow szczura (1 i 7).

Zaobserwowany duzy skok w aktywnosci sulfatazy arylowej miesa-
ka, w porownaniu z czynnoscig tego enzymu w tkance lacznej, mozna
wytlumaczy¢ wzrostem przemiany bialkowej szybko wzrastajacego no-
wotworu, a w zwiazku z tym potrzeba wzmozonego usuwania fenoli
powstajacych wtedy przypuszczalnie w wiekszych ilosciach.

Innym zagadnieniem jest wplyw, jaki nowotw6r wywiera na tkanki
organizmu nieraz bardzo odlegte od miejsca wzrostu nowotworu, a zwtla-
szcza na ich czynno$¢ enzymatyczng. Hepatoma np., przeszczepiony pod
skore powoduje 17-krotne obnizenie aktywnosci katalazy watroby (6),
a migsak Jensena 20-krotny wzrost fosfatazy kwaséw nukleinowych
miesni (10).
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Jesli idzie o wplyw badanego przez nas nowotworu na aktywnos¢
sulfatazy arylowej innych tkanek, to uzyskane wyniki (tablica 1) wyka-
zuja tylko nieznaczny wzrost aktywnosci tego enzymu w watrobie, sle-
dzionie i tarczycy oraz nieznaczne obnizenie w nerce, sercu, mozgu
i miesniu. Nie stwierdzono zadnych drastycznych zmian aktywnosci
sulfatazy arylowej w narzadach myszy obarczonych miesakiem Croc-
kera w porownaniu z aktywnoscia w narzadach myszy zdrowych.

Blizszego omowienia wymaga jednak $ledziona. Jakkolwiek aktyw-
nos¢ omawianego enzymu w $ledzionie myszy obarczonych migsakiem,
obliczona na jednostke wagi tkanki, wzrosta tylko o kilka procent, to
jednak catkowita aktywnos¢ sulfatazy arylowej w tym narzgadzie wzro-
sta dwa i potkrotnie w poréwnaniu z aktywnoscia sledziony myszy zdro-
wych. Dzieje sie to dlatego, ze dwa i potkrotnie wzrasta waga sledziony
(wyrazona w % wagi zwierzecia) w poréwnaniu z waga $ledziony u my-
szy zdrowych. U myszy normalnych $ledziony wazyly przecietnie 0,08 g,
co stanowito 0,4% wagi calej myszy, podczas gdy u myszy obarczonych
miesakiem Crockera $ledziona wazyla przecietnie 0,3 g, czyli 1,0% wagi
myszy (tablica 2). Odchylenia w wadze innych badanych narzadow
byly nieznaczne.

Streszczenie

1. Oznaczono aktywnos¢ sulfatazy arylowej w migsaku Crockera 180
u myszy oraz w narzadach myszy zdrowych i obarczonych migsakiem.

2. Stwierdzono, ze aktywnos¢ sulfatazy arylowej miesaka Crockera
jest czterokrotnie wigksza niz aktywnos¢ tkanki lgcznej, uwazanej za
tkanke macierzysta miesaka.

3. Aktywnos¢ sulfatazy arylowej, obliczona na jednostke wagi
tkanki, nie ulegla powazniejszym zmianom w narzadach myszy obarczo-
nych miesakiem Crockera w poréwnaniu z aktywnoscia tego enzymu
w narzadach myszy zdrowych.

4. Dzieki zwiekszeniu sie wagi $ledziony u myszy obarczonych mie-
sakiem Crockera aktywnosé sulfatazy arylowej calej sledziony wzrosta
dwa i potkrotnie w porownaniu z aktywnoscia w sledzionie myszy
zdrowych.
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APMJIOBAf CYJIbPATA3BA CAPKOMBI KPOKKEPA ¥ MBIIIEN
M B OPTAHAX MBIIIEV, IIOPAXKEHHBIX 3TOM OIIYXOJbIO

Pezwome

1. Beura omnpejieleHa aKTMBHOCTH apuMJIOBOM CcyJib@garasbl B CapKoOMe
Kpoxkepa 180 y mpIreit, a TakKe M B OpraHax 3J0POBBIX MBIIIEH ¥ MbI-
1Ieyl MopazKeHHBIX CapKOMOIL.

2. OOHapy:KeHO, YTO aKTMBHOCTH apMJIOBOI CyJb(arasbl CapKOMBI
Kpokkepa B 4YeThbIpe paza 0OJIbIlIe aKTMBHOCTM COEAMHMTEJLHON TKaHM,
KOTOPYIO INPUHATO CYMTATH MAaTEPUMHCKOM TKAHBIO CAPKOMBL.

3. AKTMBHOCTB apMJIOBOI CyJibaTasbl, BBIYMCICHHASA HA €JMHUILY Be-
ca TKaHu, B OpraHax MBIIIeJ, ITIOpazKeHHbIX capKoMoit Kpokkepa, He mox-
BeprJyiack 0oJiee 3HAYMUTEJBHBIM M3MEHEHMSM, CPABHMTEJBLHO C aKTUBHO-
CTBIO 9TOTO 9H3MMA B OpraHax 3/0POBBIX MBILIEI.

4. Beanencreue npubaBieHMA Beca CeJI3€HKM MbILUEH, CTPaaroLimMX
capkomoit Kpokkepa, akTMBHOCTE apuJIOBOM CyJIb(aTasbl BCEI CeJe3eHKM
BO3pOCJa B ABa C IIOJIOBMHOM pa3a CPaBHUTEJIBHO C aKTMBHOCTBIO CeJIe3eH-
KM 3J0POBBIX MBILLIE.

ARYLSULPHATASE OF CROCKER'S SARCOMA 180 IN MICE AND IN THE ORGANS
OF TUMOR BEARING MICE

Summary

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

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

5 Acta Biochimica Polonica
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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 bear-
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 PRZEMYSEAW SZAFRANSKI

CYKL PENTOZOWY CUKROWCOW U MYCOBACTERIUM PHLEI

Z Zaktadu Biochemii P. A. N. w Warszawie
Kierownik prof. dr J. Heller
Pracownia Biochemii Ewolucyjnej
Kierownik prof. dr Irena Mochnacka

Drogi metabolizmu cukrowego w Mycobacterium sa mato znane.
Przyjmuje sie¢ na ogoét, ze u tych drobnoustrojow glikoliza przebiega,
jakkolwiek nie zidentyfikowano wszystkich posrednich produktow tej
przemiany (E d s o n, 1951 (4)). Poznanie w ostatnich latach cyklu
pe.ntozov'vego (Horecker, 1953 (5), Racker 1954 (8)) wysuneto
zagadnienie wystepowania tej drogi metabolicznej takze u Mycobacte-
rii. Przemiana pentozowa heksozy idzie przez kwas 6-fosfoglukonowy,
5-fosforybuloze i 5-fosforyboze oraz 7-fosfosedoheptuloze, a nastepnie
przy udziale fosfotriozy i fosfotetrozy odtwarza sie czesciowo fosfo-
heksoza. Wykazanie charakterystycznych produktéow posrednich tego
cyklu lub wykazanie ich przemiany przez uzyte preparaty enzymatyczne
czyni prawdopodobnym istnienie tego cyklu w badanym materiale bio-
logicznym.

Przygotowanie preparatéw enzymatycznych

Do badan uzywano szczepu Mycobacterium phlei otrzymanego z mu-
zeum Instytutu Gruzlicy w Warszawie. Drobnoustroje hodowano w kol-
bach Roux przy dostepie powietrza. Bakterie wysiewano na 200 ml porcje
pozywki Syma (1949 (9)) zawierajacej jako zrédio wegla glukoze. Po
siedmiu dniach hodowli oddzielano kozuch od plynnej pozostatosci.za
pomoca saczenia przez bibute. Drobnoustroje przeptukiwano kilkakrotnie
na saczku lodowata wodg. Okolo 50 g wilgotnej masy bakteryjnej prze-
noszono do emulgatora typu ,Cyklon” i dodawano 150 ml oziebionego
do —10°C acetonu. Emulgator obkladano stalym dwutlenkiem wegla
utrzymujgc w ten sposob niska temperature. Bakterie ekstrahowano

. [435]

http://rcin.org.pl



436 J. HELLER I P. SZAFRANSKI (2]

przez okoto 10 minut wylaczajac co pewien czas motor. Nastepnie za-
wiesine wirowano przy 5 tys. obr./min. w ciagu 5 minut zwazajac, aby
temperatura roztworu po wirowaniu nie przekraczata 3 do 5°C. Pozo-
stalo$é¢ po odwirowaniu przenoszono powtoérnie do emulgatora i powta-
tzano zabieg. Po trzykrotnej ekstrakcji acetonem pozostaly po odwiro-
waniu proszek suszono w prozni przez 20 godz. w temp. 1°C. Proszek
acetonowy przechowywano w temp. —20°C. Okolo 2 g otrzymanego
proszku rozcierano z 15 ml wody w mozdzierzyku bakteriologicznym.
Czynnosci te jak i nastepne przeprowadzano w temp. 2 do 3°C. Po wy-
mieszaniu proszku acetonowego z woda zawiesing pozostawiano na
20 minut po czym wirowano przy 6 tys. obr./min. przez 10 minut. Ptyn
z nad osadu zlewano i dodawano do niego nasyconego roztworu siar-
czanu amonu do osiggniecia 0,7 wysycenia. Nastepnie doprowadzano
pH plynu do 7,0 za pomoca 2 N wodorotlenku potasu. Po 15 minutach
odwirowywano wytrgcone biatko przy 5 tys. obr./min. w ciagu 10 minut.
Osad rozpuszczano w 5 ml wody i pozostawiano przez 20 godz. w temp.
1°C. Wytracone w tym czasie biatko odwirowywano przy 5 tys. obr./min.
w ciggu 5 minut. Plyn z nad osadu zlewano, wysycano ostroznie stalym
siarczanem amonu do nasycenia 0,8 i doprowadzano pH roztworu do 7,0
przy uzyciu wodorotlenku potasu. Po 15 min. odwirowywano wytrg-
cone biatko przy 3,5 tys. obr./min. w ciagu 20 minut. Osad rozpuszczano
w malej ilosci wody i uzyskany ptyn dializowano przez 2 godz. wobec
wody destylowanej w temp. 1°C.

Preparat enzymatyczny ze szpinaku zostal przygotowany zgodnie
z opisem podanym przez Axelroda, Bandurskiego, Grei-
nera i Janga (1953, (1)). Oba preparaty przechowywano w —20°C.

Przemiana pentozowa w szpinaku zostala dobrze poznana przez
wspomnianych autoréw, a badania spektrofotometryczne potwierdzone
przez chromatografie. Réwnolegie uzycie preparatu enzymatycznego
ze szpinaku w przebiegu wszystkich naszych badan pozwolilo na inter-
pretacje uzyskanych krzywych spektrofotometrycznych.

OTRZYMANIE ESTRU RYBOZO-5-FOSFOROWEGO (R-5-P)

Fosforyboze otrzymywano z kwasu adenozynotréjfosforowego (ATP),
ktory izolowano z mieéni krélika jako sol wapniowa metoda Szent-
-Gyoérgyiego (1947 (10)). Pewne wskazowki odnosnie otrzymywa-
nia R-5-P z ATP podaje L o n g (1955 (6)). Dane te sa jednak bardzo
ogo6lne i niewystarczajace.

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 wrzacej lazni wodnej. Nastepnie dodawano 2 ml 40% octanu baru

http://rcin.org.pl



(3] CYKL PENTOZOWY CUKROWCOW U MYCOBACTERIUM PHLEI 437

i odwirowywano wytracony osad siarczanu baru. Roztwor alkalizowano
do pH 8,5 poczatkowo 10 N, a nastepnie 0,1 N wodorotlenkiem sodowym.
Wytracony osad fosforanéw odwirowywano. Soél barowa fosforybozy
wytrgcano z roztworu przez dodanie czterokrotnej objetosci alkoholu
etylowego. Plyn pozostawiano na kilkanascie godzin w temp. 2°C po
czym sgczono. Otrzymana w ten sposob sol barowa fosforybozy byta
w znacznym stopniu zanieczyszczona fosforanem baru. W celu doklad-
niejszego oczyszczenia rozpuszczano otrzymany preparat w 15 ml 0,01 N
kwasu solnego i powtdérnie wytracano osad przez dodanie alkoholu.
Czystos¢ rekrystalizowanego preparatu wynosila ok. 70%. Wydajnos¢
fosforybozy wahatla sie ok. 5% teoretycznej. Straty te powstaja w ciagu
hydrolizy, w czasie ktorej zachodzi odszczepienie trzeciej reszty fosfo-
ranowej.

Aby otrzymac¢ wolny ester R-5-P, rozpuszczano sol barowa w wodzie
i zakwaszano roztwor do pH 3,5 za pomoca 0,1 N kwasu siarkowego.
Wytrgcony siarczan baru odwirowywano. Do badan enzymatycznych
uzywano soli sodowej fosforybozy otrzymanej przez alkalizacje roztwo-
ru R-5-P lugiem sodowym. Alkalizacje zaczynano 1 N wodorotlenkiem
sodu, a nastepnie doprowadzano pH do 7,6 za pomoca 0,1 N roztworu.
Preparat zageszczano przez odparowanie czesci wody w prozni. Ester
rybozo-5-fosforowy jest dosy¢ trwatym zwiagzkiem i roztwory jego w sta-
nie zamrozonym stuzyly nam w ciggu kilku miesiecy.

PRZEMIANY ESTRU RYBOZO-5-FOSFOROWEGO

W pierwszym etapie przebadano szybkos¢ znikania fosforybozy pod
wplywem preparatow enzymatycznych z M. phlei i ze szpinaku. Do
oznaczania rybozy postugiwano sie metoda orcynolowa (Mejbaum
'(7)). Roztwory kolorymetrowano przy uzyciu fotometru Pulfricha stosu-
jac filtr S66. Wyniki tych doswiadczen przedstawione sg na rys. 1. Do-
Swiadczenia z obu preparatami w identycznych warunkach wykazaty,
ze szybkos¢ reakcji jest wieksza w przypadku M. phlei. Rownowaga po-
miedzy fosforyboza i jej produktami rozkiladu ustala sie zasadniczo po
50 min. inkubacji w 37°C. Przy uzyciu preparatow enzymatycznych ze
szpinaku reakcja zatrzymywata sie po rozkladzie ok. 27% estru R-5-P.
W przypadku Mycobacterium rozklad fosforybozy siegal 50%. Zmniej-
szenie ilosci substratu przy zachowaniu tej samej ilosci preparatéow
enzymatycznych nie wplywalo na przesuniecie rownowagi reakcji.

Celem scharakteryzowania produktéw przemiany R-5-P zastosowano
metode D ischego CyRI (1949 (3)). Polega ona na ogrzewaniu
badanego plynu z kwasem siarkowym i nastepnym dodaniu roztworu
chlorowodorku cysteiny. Oznaczenia mozna wykonywaé w kilka minut
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po dodaniu cysteiny. Wg Axelroda, Bandurskiego, Grei-
nerai Janga (1953 (1)) metoda ta pozwala oznacza¢ heptuloze
obok glikozy, fruktozy, estru glikozo-6-fosforowego, fruktozo-6-fosforo-
wego, fruktozo-1,6-dwufosforowego, rybozo-5-fosforowego, jak rowniez
obok rybozy, rybulozy i fosforanu dwuhydroksyacetonu. Krzywe absorp-

cyjne produktow przemiany estru

il R-5-P sgq podane ma rys. 2 i 3. Ozna-
k czenia przeprowadzano w spektrofo-

7 LR tometrze ,,Unicam".
1 RS ey Przedstawione na rys. 2 i 3 krzy-
9- ST GeRIE we obrazuja absorpcje cial barw-
i nych powstatych w reakcji Dischego
3 7 z produktow przemiany. Reakcje
wykonywano przed inkubacja, po
R uptywie 90 min. i po 17 godz. inku-
bacji w temp. 37°C. Krzywe uzyska-

T T T

P 2 P 7 @ m 1e po 90 min. inkubacji mieszaniny
Minuty —e posiadaja 2 maksima zarowno w
Rys. 1. Zuzycie estru rybnzo-5-fosforo- przypadku szpinaku, jak i M. phlei.
wego: Polozenie maksiméw absorpcji obu

----- przez preparat ze szpinaku : 3 £
przez preparat z Myc, phlef krzywych jest identyczne. Wymniki

Warunki reakcji: 0,4 ml R-5-P 0,03M t€ wskazuja, ze przemiana R-5-P
zalkalizowanego do pH76,0,2mlbuforu idzie u M. phlei przez te same pro-
weronalowego 0,1M o pH 76, 03 ml dqykty co dobrze poznana przemiana
preparatu enzymatycznego ze szpinaku . kl :
. entozowy w Szpl-
(lub 0,3 ml. preparatu enzymat. z M. W iszaku CY, pdz lo Y P
phlei) 0,1 ml wody. Mieszaning inkubo- 1aXU ZOSta'l stwierdzony przez Sz_e'
wano w 37°C. Do analizy pobierano reg autoréw, a podobne badania
0,2 ml mieszaniny enzymatycznej, do- spektrofotometryczne byly wykona-
dawano 1 ml 10% kwasu tréjchloroocto- ne przez Axelroda i innych
wego i rozcieiiczano woda do 15 ml (1953 (1)). Jedno z maksimow absorp-
w kolbce miarowej. W 1 ml rozcienczo- s . $ :

: cji lezy w granicach 520 mu i odpo-
nego odbialczu oznaczano pentoze me- : 2 5
toda orcynolowa (7) wiada heptulozie. Maksimum przy
415 mu zalezy od obecnosci heksoz.
Ilustruja to na rys. 2 dolaczone standartowe krzywe glikozy i fruk-

tozy.

W doswiadczeniach z M. phlei krzywa otrzymana po 90 min. inkuba-
cji mieszaniny wskazywala na powstawanie sedoheptulozy i wyraznych
ilosci heksoz. Transaldolaza wykazuje wiec w tym preparacie znaczna
aktywnos¢ i w stosunkowo krotkim czasie umozliwia dalsza przemiane
sedoheptulozy. Po 1030 min. znika prawie zupelnie absorpcja przy
520 mu, rosnie natomiast przy 415 mu, co wskazuje na zwiekszone ste-
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zenie heksoz. Wyniki te sa zgodne z badaniami nad zuzyciem R-5-P
przez preparaty enzymatyczne (rys. 1). Wieksze zuzycie fosforybozy
w preparacie z M. phlei ttumaczy sie wigksza aktywnoscia transaldolazy,
ktéra usuwa sedoheptuloze i tym samym przesuwa rownowage catlej
reakcji od pentoz ku heksozom.

18-

L R G

B M0 M B W W 6

Rys. 2. Krzywe absorpcyjne produktéow
uzyskanych dzialaniem preparatu z
M. phlei na R-5-P.

po uplywie 0,0 min
——— 90 min
______ = 1030
sl st standard glikozy
—sesem.o= Standard fruktozy

Warunki reakcji: 04 ml R-5-P 0,03M
zalkalizowanego do pH 76, 0,2 ml bufo-
ru weronalowego 0,1 M pH 7,6, 0,3 ml
preparatu enzymatycznego z M. phlei,
0,1 ml wody. Mieszanine inkubowano
w 37°C. Krzywe absorpcyjne uzyskano
przy pomocy reakcji Dischego. Do ana-
lizy pobierano 0,15 ml mieszaniny in-
kubowanej rozcieniczonej woda do 1 ml.
Standardowe krzywe glukozy i fruktozy
otrzymano biorgc do oznaczen po 1 ml
roztworow cukrow o stezemiu 200 y/ml

Mniejsza aktywno$¢ transaldolazy w preparacie szpinakowym po-
woduje, ze po 90 min. inkubacji maksimum heksozowe jest niskie, na-
tomiast utrzymuje sie wysoka absorpcja sedoheptulozy.
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w W W W X W
my ——

Rys. 3. Krzywe absorpcyjne produktow
uzyskanych dzialaniem preparatow ze
szpinaku na R-5-P.
=~ po uplywie 0,0 min.
St e " " 90 "
e " " 1060 ,,
Warunki reakcji: 0,4 ml R-5-P 0,033 M
zalkalizowanego do pH 7,6, 0,2 ml bufo-
ru weronalowego 0,1M pH 76, 0,3 ml
preparatu enzymatycznego ze szpinaku,
0,1 ml wody. Mieszaning inkubowano
w 37°C. Krzywe otrzymano wykonujac
reakcje Dischego z 0,4 ml mieszaniny
enzymatycznej, rozcienczonej woda do
1 ml

Dyskusja

Na mozliwosci innego spalania glikozy u Mycobacterium poza droga
glikolityczna zwrocito uwage stabe nagromadzenie kwasu pirogronowe-
go pod wplywem arseninu (E d s o n, 1951 (4)). Pewne wyjasnienia
przyniosty prace Youmans i Youmans (1953 (11)), ktérzy
stwierdzili, ze kwas glukonowy w stezeniu 0,6 do 1% podtrzymuje wzrost
zjadliwego szczepu H37Rv. Autorzy ci sugerujg, ze przemiana kwasu
glukonowego biegnie zgodnie ze schematem podanym przez Dic Kk e n-
sa (1951 (2)), tzn. przez ketokwas do kwasu pirogronowego. Kwas fosfo-
glukonowy podawany w stezeniu 0,16 do 4% nie podtrzymywat jednak
wzrostu szczepu H37Rv. Wydaje sie, ze chodzi tu o przenikanie tego
zwigzku do komorki bakteryjnej, analogicznie do estrow heksozofosfo-
rowych, ktére nie sa zuzywane przez nietkniete Mycobacterie, sa nato-
miast metabolizowane przez dezintegraty komoérkowe (E d s o n,
1951 (4)).
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Pentozy, a wsréd nich i D-ryboza nie podtrzymujg wzrostu szczepu
H37Rv (Youmans i Youmans, 1953 (12)). Nie dowodzi to jed-
nak, ze spalanie cukrowcéw nie biegnie poprzez fosfopentozy. Fosfo-
rylacja w cyklu zachodzi na etapie heksoz, zatem wlaczenie pentoz
w cykl przemian wymagatoby osobnej pentokinazy.

Wykazanie, ze otrzymane przez nas preparaty enzymatyczne meta-
bolizowaly fosforyboze do heksoz poprzez tak charakterystyczny dla
cyklu pentozowego produkt posredni jak sedoheptuloza, wskazuje na
udzial tego cyklu w przemianie Mycobacterium phlei. Na przebadanym
przez nas odcinku preparaty nasze wykazywaly aktywnos$¢ izomerazy
pentozowej, transketolazy i transaldolazy.

Streszczenie

Preparaty enzymatyczne otrzymane z Mycobacterium phlei zuzy-
waly 5-fosforyboze. W produktach reakcji stwierdzono spektrofotome-
trycznie przy uzyciu cysteinowej metody Dischego pojawianie sie sedo-
heptulozy i przechodzenie jej w heksozy, a wiec czynno$¢ izomerazy
pentozowej, transketolazy i transaldolazy.
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IOUKJI IIEHTO3HBIM CAXAPUJIOB ¥
MYCOBACTERIUM PHLEI

Peszwome

Pochopubo3a uCnobL30BaIach SHIUMATHYECKMMM NIPeIapaTamMy, IoJy-
4eHHbIMM U3 Mycobacterium phlei. B npoaykrax peakumy — crnexTpodo-
TOMETPUYECKM — IIOCPEJCTBOM I[MCTEMHOBOrO Merofa Jmiile 00HApy:EHO
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[IOABJIEHME CEJIOTEeITYJO3bI M €€ IpeBpallleHue B reKcoly, a, CJIefoBaTeNb-
HO, JielicTBMe u3oMepasbl MMEHTO3bl, TPAHCKEeTOJa3bl M TPaHCAJIA0JIa3kbl.

THE PENTOSE CYCLE OF CARBOHYDRATES IN MYCOBACTERIUM PHLEI

Summary

The enzymatic preparations from Mycobacterium 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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FRAKCJE SUROWICY KRWI U CHORYCH LECZONYCH
LARGAKTYLEM

(doniesienie tymczasowe)

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdarisku
Kierownik; prof. dr W. Mozolowski
Z Panstwowego Szpitala dla Nerwowo i Psychicznie Chorych ,Srebrzysko” w Gdarnsku
Dyrektor: lek. Z. Kaminski

Mimo coraz szerszego zastosowania largaktylu w terapii, gtdwnie
w psychiatrycznej (3), zagadnienie jego toksycznosci jest nadal roznie
oceniane. Brak jest doswiadczalnych danych o wplywie largaktylu-na
szereg procesow ustrojowych. W dotychczasowych doniesieniach (3,
6, 7) nie znalezliSmy wzmianki o wplywie na biatka krwi. Frakcje
bialkowe surowicy sa czulym wskaznikiem wielu procesow zachodza-
cych we wszystkich narzadach ustroju. Wiadomo, ze od ilosciowego
stosunku poszczegdlnych frakcji zalezy w duzym stopniu szybkos$¢ opa-
dania krwinek (1, 5, 8), dodatnie tzw. proby czynnosciowe watroby
(5, 8) czy tez inne odczyny surowicy krwi. Dlatego wydalo sie nam
celowe zbadanie frakcji biatkowych surowicy oraz odczynu opadania
krwinek u chorych psychicznie leczonych largaktylem.

Opis do$wiadczen

Zbadano 20 surowic pochodzacych od dziewieciu chorych leczonych
largaktylem oraz 4 surowice od psychicznie chorych pozostajacych
w tych samych warunkach, lecz nie przyjmujacych largaktylu. Te kon-
trolne surowice nie wykazywaty zadnych zmian w poréwnaniu z nor-
mami dla ludzi zdrowych.

W uzyciu byly preparaty dwoch firm: ,Largactil” Poulenc-Specia
i ,Megaphen” firmy Bayer. Chorzy otrzymywali poczatkowo iniekcje
leku, a potem largaktyl w tabletkach w dawkach stopniowo zmniejsza-
jacych sie. Krew pobierano na czczo z zyly lokciowej. Z jednej porcji

[443]
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krwi uzyskiwano po skrzepnieciu i odwirowaniu surowice, druga stuzyla
do oznaczania szybkosci opadania krwinek. W surowicy krwi oznaczano
refraktometrycznie w 20°C stezenie biatka (wspotczynniki do oblicza-
nia wg (9)) oraz frakcje biatkowe przy pomocy elektroforezy bibutowej
sposobem i aparatura opisang przez Bielaw s kiego (2). Czas
trwania elektroforezy 16 godzin przy napieciu 200 V i natezeniu 0,25 mA
na jednostke. Uzywano moderatora weronalowego o pH 8,6. Paski bar-
wione byly czerniag amidowa 10 B i fotometrowane po sfotografowaniu.
Szybkos¢ opadania krwinek odczytywano przez 2 godziny co 15 minut.

Wyniki

Wszyscy chorzy pozostawali w leczeniu z powodu psychoz schizo-
frenicznych. Dwoch wypisano jako wyleczonych, u pozostatych siedmiu

Tablica 1

Poréwnanie frakcji biatkowych surowicy oraz odczynu opadamia krwinek u chorych
leczonych largaktylem w dawkach powyzej 150 mg na dobe, z surowicami prawi-

dlowymi
y'a g Biatko | Albu- | lobul. _?t:l‘ -lb 1. | 7-globul. | OB |
‘-g E catkowite| miny a,-go;) Y la,-g shulsé-glaonl. 1 7R o % ‘
| 3 g'g/lOO ml| % | | % 1 godz. odz.
I ' | a3 = J . —— —
| Chorzy J ' 1
| leczeni |11 |7,740,62|59,74-6,5 4,3+1,67 10 5:}:1 76 10,5+42,65 14,9j:4,86‘ 31i23‘ 5635
! Kon- ‘* i
{ trole |12%)7,5+0,61|68,0+-4,32,3+4+0,59| 6,1-+1,30( 9,2-+1 85}14 543, 59 6-+-4, I 14 4 9
1 RS T 2
=>0,4 =0,001 =0,001 =>0,1 =0,8 .-»0001\/0001
P!‘ ) » » /0,001 ’ ) )

{ 4 <05 | <001 | <001 | <02 | <09 |<001 <001 |

osiggnieto wieksza lub mniejsza poprawe. Uzyskane wyniki doswiad-
czalne podzielono na 2 grupy. Do pierwszej zaliczono surowice krwi
pochodzace od pacjentow, ktorzy w dniu badania otrzymywali wyzsze
dawki largaktylu anizeli 150 mg na dobe niezaleznie od sposobu poda-

*) Kontrole dla frakcji biatkowych obe]mu]g 8 przypadkow W. Bielawskiego (2)
badanych ta sama metoda i na tej samej aparaturze (surowice ludzi zdrowych) oraz
4 przypadki wlasne surowic chorych psychicznie nie leczonych largaktylem. Kontrole
opadania krwinek dotycza tylko tych ostatnich 4 przypadkow.

*) P oznacza prawdopodobienstwo braku istotnej réznicy 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 ponizej 150 mg na dobe per os.

Statystycznie istotne zmiany we frakcjach biatkowych i szybkosci
opadania krwinek obserwujemy tylko w pierwszej grupie badanych.
Wyrazne jest zwiekszenie a;, a zwlaszcza az-globulin, przy réwnoczes-
nym obnizeniu frakcji albuminowej. Jednoczes$nie wzrasta znacznie
szybko$¢ opadania krwinek. Zmian tych nie ma u chorych pozostajacych
w leczeniu matymi dawkami (tablica 2), poza nieznacznym podwyzsze-
niem a;-globulin.

Tablica 2

Poréwnanie frakcji bialkowych surowicy oraz odczynu opadania krwinek u chorych
leczonych largaktylem w dawkach dziennych ponizej 150 mg, z surowicami prawi-

diowymi
Y A P 7 L ok
k| THERL SAR lobll lbl‘ﬁ lbl} lobul gl
8 Elcalkothe miny i b gof,’ S e ki | po |
'3 8/g/100 mll % 2 & 48 |1 godz. 2 godz.
Chorzy ‘ ' ’ l
| leczeni| 9 |7,6+0,28 65,3468 331,33 69+ 218|97L309’l4,6;‘:2,50 6+5 | 16412
Kon- \
trole [12%)7,540,61 | 68, 1456359 64 |1449
' A=) ¥ i |
pro || >07 | >03 | >0,02 ] >08 | 06 | g e
1 | | <08 | <04 | <005 | <04 | <07 | <08

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

Tablica 3

Poréwnanie frakcji biatkowych surowicy krwi tego samego chorego przed rozpocze-
ciem leczenia (22.IV) na siédmy dzien podawania iniekcji (29.IV) i w czasie poda-
wania tabletek (13.V)

Biatko Alb Obacaie
1 u- .
- = i = krwinek
j catkowite, miny a, g(l)?bul. a, gloobul. B g]octbul. Y g{gbul.
g[lOO ml % /0 %o /0 /0 po ’ po
11 godz.|2 godz.
22.1V 8,1 61,0 # 2,2 71 11,7 18,2 , 1n | o7
29.1V 6,7 57,4 7,2 12,0 10,8 12,5 45 80 |
13.V 7.5 47,3 3,9 10,9 157 | 22, 28 | 62
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Dalszg ilustracja wplywu largaktylu na frakcje biatkowe jest podany
w tablicy 3 wynik trzykrotnego badania surowicy jednego chorego:
przed rozpoczeciem leczenia, w czasie podawania iniekcji (200 mg na
dobe) i nastepnie w czasie przyjmowania tabletek (375 mg na dobe).
Widzimy wyrazny spadek albumin, ze wzrostem a» i aj-globulin oraz
rownoczesny wzrost szybkosci opadania krwinek.

Krwinki opadaly zwykle bardzo szybko w ciggu pierwszych 15 do 45
minut, po czym szybko$¢ stopniowo malata.

Chorzy leczeni tabletkami, a zaliczeni przez nas do pierwszej grupy,
otrzymywali uprzednio iniekcje; trudno jest wiec w tej chwili powie-
dzie¢, czy sposob podawania leku ma istotny wplyw na zmiany we krwi,
widoczne jest jednak, ze dawki tabletek nizsze od 150 mg na dobe nie
powoduja tych zmian.

Streszczenie

Badano frakcje surowicy krwi metoda elektroforezy bibulowej oraz
odczyn opadania krwinek u chorych, pozostajacych w leczeniu largak-
tylem z powodu psychoz schizofrenicznych. U pacjentéw, ktorzy
otrzymywali wieksze dawki od 150 mg na dobeg, stwierdzono statystycz-
nie istotny wzrost as i aj-globulin, spadek albumin oraz zwigkszong
szybko$¢ opadania krwinek. Surowice krwi chorych leczonych nizszy-
mi dawkami nie wykazywaly zmian.
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PPAKIIMU CBIBOPOTKM KPOBM ¥ BOJIbHBIX
IIOCJIE JIEYEHUA UX JIAPTAKTUJIOM

Peszwome

UcenenoBansl 611 ppaKIMy CHIBOPOTKM KPOBM IyTeM 3JIEKTpodope-
3a ¢ MpuMeHeHneM (UIbTPauMoOHHOM Oymary, a TakKe CKOpPOCTh OCeJaHusA
9PUTPOLMTOB y OOJIBHBIX, NIPOXOAAIIMX KypC JIEYEHUA JIapTaKTUJIIOM, BBV-
Ay OOHapy?KEeHHBIX Yy HUX IIM30(PPEHHBIX IICMX030B. ¥ NALMEHTOB IIOJY-
yaBIIMX A03bI Ooslee yem 150 Mr B cyTKM, OOHApy?KEHO CTATUCTUYECKM
daxkTHIecKoe yBeJudeHue riayboMHOB ts M ¢y yOBLIb aabbyMMHOB U I10-
BBIIIEHHAA CKOPOCTh OCEJlaHMA SPUTPOLMUTOB. B CHIBOPOTKE KpOBM 60JIb-
HBIX, MPOXOAAIIMX KypC JIeYeHMA MEHbBIIVMMHU 03aMM, MUBMEHEHMIT He 00Ha-
pYyKeHO.

FRACTIONS OF THE BLOOD SERA OF THE SUBJECTS TREATED WITH
LARGACTIL

Summary

Blood sera of the schizophrenic subjects treated with largactil have
been examined by paper electrophoresis and sedimentation rate test of
erythrocytes. An increase of a; and @, 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.

Otrzymano 24.6.1955
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