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Nowotwér w czasie swego wzrostu, stawia nowe — nie istniejace
w organizmie zdrowym — wymagania wobec przemiany materii gospo-
darza. Nie wiemy dokladnie, w jaki sposob ustroj gospodarza zaspokaja
zapotrzebowanie bialkowe rozwijajacej sie tkanki nowotworowej.

W literaturze panuje na ogé! przekonanie, ze nowotwor rosnie na koszt
tkanek gospodarze, z ktérych czerpie zaréwno material budulcowy, jak
i energetyczny 18], [20], [24], [29], [30]. Nastepstwem takiej gospodarki
ma by¢ stopniowe wyniszezenie prowadzace w koncu do $mierci nosicie-
la guza.

Istnieja réwniez nieliczne prace do$wiadczalne, ktére wskazuja na
mozliwosé¢ zaopatrywania guza nowotworowego w bialko przez oszczed-
niejsza przemiane azotowa [4], [8].

SadziliSmy, ze badania bilansu azotowego w czasie wzrostu nowotwo-
ru u do$wiadczalnych szczuréw pozwolg naswietli¢ przebieg zmian w go-
spodarce azotowej nosiciela.

Tre$¢ niniejszej pracy stanowia nastepujace 'badania doswiadczalne:

1. okreslenie bilansu azotowego i przyrostu wagi ciala zwierzat kar-
mionych dietami, o réznych, znanych zawartosciach azotu,

2. zbadanie wplywu wzrostu przeszczepialnego miesaka na bilans azo-
towy i przyrost wagi ciala gospodarza,

3. okreslenie zalezno$ci miedzy zatrzymywaniem azotu w ustroju a przy-
rostem wagi guza.
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132 M. CHORAZY 21

Material i metoda

A. ZWIERZETA I WARUNKI DOSWIADCZENIA

Badania wykonano na biatych szczurach, samcach wlasnego chowu.
Poczatkowa waga zwierzat wahala sie okoto 120—130 g, przy czym dla
poszczegbélnych doswiadczen dobierano zwierzeta jednakowego wieku
i zblizonej wagi. Szczury umieszczano pojedynczo w klatkach metabo-
licznych [7]. W czasie doswiadczenia zwierzeta przebywaly w szafie-ter-
mostacie o stalej temperaturze +24°C (£1,5°C), z ktérego wyjmo-
wano je jedynie na czas karmienia (3 X dziennie na przeciag okoto 3 mi-
nut). Do termostatu dochodzilo $wiatlo dzienne. Szczury wazono co drugi
dzien rano zaraz po karmieniu i od wagi szczura odejmowano wage po-
dawanego pokarmu.

B. PRZESZCZEPY MIESAKA

Wycinki tkanki miesaka wagi 80—100 mg (11 i 12 pasaz nowotworu
wywolanego metylcholantrenem, Kalicinscy [20]) wszczepiano do
podskoérnej kieszonki okolicy ledzwiowej, a rane zamykano klamerka.

Podobnie postepowano ze szczurami kontrolnymi, ktérym nie wszcze-
piano jednak nowotworu. Migsak ien charaktervzuje sie dosé¢ szybkim
wzrostem, nie daje przerzutéw, a jego przeszczepy przyjmuja sie blisko
w 100%. Po ukonczeniu do$wiadczen zwierzeta zabijano przez skrwawie-
nie w lekkiej narkozie eterowej. Wypreparowane i oczyszczone z otacza-
jacej tkanki lacznej guzy wazono i homogenizowano z trzykrotng iloScia
wody. Azot oznaczano w 3 nawazkach homogenizatéw kazdego guza.

C. DIETA I SPOSOB KARMIENIA

Zwierzeta karmiono plynna dieta, podawana przy pomocy zglebnika
zoladkowego (cienki, gumowy cewnik Nelatona) i strzykawki. Podsta-
wowa dieta stosowana w do$wiadczeniach miala sklad wg pierwszego ze-
stawienia na str. 133 (ilosci przypadajace na 1 szczura na 2 doby). Dieta
ponizsza okreslana jest dalej jako ,dieta I”!. | Dieta II” zawierala
300 mg, a ,dieta III” — 152 mg azotu na 1 szczura na 48 godz. Zawar-
tos¢ bialtka w diecie II i III obnizano przez zmniejszenie ilosci sproszko-
wanego mleka. Warto$¢ kaloryczna diet ubozszych w biatko (II i III}
byla taka jak ,diety I dzieki dodaniu odpowiednich ilo$ci weglowoda-
néw. Zestawienie pcdane ma str. 133 ilustruje ilosciowe réznice skladni-
kow pokarmowych stosowanych diet (ilo$ci skladnikow podano w gra-
mach na jednegc szczura 48 godz.).

! W pézniejszych do§wiadczeniach uzywano mleka w proszku nieco ubozszego
w biatko. W ilo$ci diety I, przypadajacej na 1 szczura/48 godz. bylo 572 mg azotu.
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Inne skladniki dodawano do diety II i III w ilo§ciach takich samych
jak w diecie I.

Zawarto$¢ weglowodanéw i tluszczéw oraz warto$¢ kaloryczna obli-
czono z tablic [16], a ilo§¢ azotu na podstawie analizy poszczegélnych
skladnikéw diety. Bialko obliczono z zawartosci azotu uzywajac wspoét-
czynnika 6,25. Suche skladniki diety przechowywano w eksykatorach.

Dieta I
TR T | 2<iobown ilos¢ diey sawierale:
Skladniki g azot biatko | weglo- | tluszcze | kalorie
wodany
mg g g g g
Mleko odtluszczone suszone | 10,84 596 3,6 7,0 44
Skrobia pszenna . . . . . 6,04 4 6,0 24
Cukier buraczany . . . . 3,00 3,0 12
Qlef’Iniang v o & o e e 2,0 2.0 18
Mieszanka soli 2 . . . . | 0,7 |
Mieszanka witamin 3 ml . 1,0 ‘ '
Woda destglowana ml . . | 26,42
{ | |
I N ¥ v | ! S s e R
| Razem . . . . . ... | 5000 | 600 | 36 16,0 2,0 98

Do diety dodawano ponadto: tran (I kropla na 1 szczura na 2 doby),
plyn Lugola (1 kp. na 1 szczura na 4 doby), roztwor chlorku kobaltu (ok.
0,4 ug na 1 szczura na 1 dobe).

Zestawienie diet

|

| Skladniki _ | Dieta I Dieta II | Dieta III

|— = e Pl B R s ey i1~

‘ Mleko odtluszczone suszone . . . . . Ak 1 10,84 5,34 2,60
Skrobla pszemna . o . oo S o A | 6,04 9,60 11,52
Gukier BOraCEaAnIL €. 7 ia on o oot gl 3,00 4,80 5,76

2

uzywano mieszanki Osborne-Mendel Nr 2 [13].
3 mieszanke witamin sporzadzano z nastepujacych skladnikow:

a) tiamina (roztw.) — 12 mg, b) ryboflawina (subst.) — 24 mg, ¢) niacyna (subst.) —
150 mg, d) pirydoksyna (subst.) — 12 mg, e) pantotenian wapnia (subst) — 75 mg,
f) kwas p-aminobenzoesowy (subst.) — 75 mg, g) kwas foliowy (subst) — 3 mg,
h) biotyna (subst.) — 1 mg, i) naftochinon (roztw.) — 15 mg, j) tokoferol (roztw.
ol.) — 300 mg, k) alkohol etylowy 20° — 150 g. Do powyzszej mieszanki dodawano:
chlorowodorek choliny (subst.) — 1.500 mg, inozytol (subst.) — 300 mg. Mieszaning
po przesaczeniu przez bibule zakwaszono do pH 3,4 rozcienczonym kwasem solnym
i przechowywano w chtodni o temperaturze +4°C. 0,5 ml tej mieszaniny zawieralo
ilo§¢ witamin réwna dobowemu zapotrzebowaniu jednego rosngcego szczura [11].
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Tak wzbogacona diete ulozono z mysla o koniecznoéci odzywiania
szczuréw w ciggu dlugiego okresu.

Mieszanine wymienionych skiadnikéw diety homogenizowano w ciagu
okolo 5 min. w aparacie ,,Cyklon” uzyskujgc mase o konsystencji $mie-
tany. Przechowywano ja w chlodni (+4°C) w zakorkowanej kolbie
z szklanymi peretkami, z ktorej po dokladnym zmieszaniu odlewano ilosé
potrzebng kazdorazowo do karmienia. Diete przyrzadzano zwykle na
okres 5 dni. W ciggu do$wiadczen okresowo sprawdzano zawartosé¢ azotu
w diecie. Woda destylowana byla udostepniona zwierzetom do woli.

Szczury karmiono 3 X dziennie w godzinach: 730—815 13301415
i 1730—1815. Przed karmieniem diete ogrzewano na lazni wodnej do
temp. +38°C. W czasie rannego karmienia kazdemu szczurowi podawano
9,0 g diety, a w nastepnych karmieniach po 8,0 g diety (blad = 0,5%).
Strzykawke, ktéora podawano diete cechowano okresowo (przeliczano
objetos¢ podgrzanej do +38°C diety na wage).

Wilasciwe doswiadczenie rozpoczynano po 5—7-dniowym okresie kar-
mienia zglebnikiem, w ktérym to czasie szczury przyzwyczajaly sie do
nowych warunkéw odzywiania.

D. ANALIZA WYDALIN

Mocz zbierano do odbieralnikow zawierajacych 3 ml 10% roztworu
kwasu cytrynowego i krysztalek tymolu: kal — do duzych naczyniek wa-
gowych zawierajacych wode destylowanag z dodatkiem tymolu. Do chwili
oznaczen kal i mocz przechowywano w chiodni.

Catkowity azot oznaczano w moczu i kale zbieranych co 48 godz. Mocz
saczono przez bibule i przenoszono ilo$ciowo do kolb miarowych, ktérych
zawartos¢ uzupelniono wodg destylowana do 500 ml.

Z kazdej kolby pobierano 3 probki po 2 ml do oznaczen azotu. Kal
z dodatkiem niewielkiej ilosci wody homogenizowano przy uzyciu mie-
szadla mechanicznego na rzadka papke, nastepnie calosé wazono i pobie-
rano 3 nawazki do wykonania analizy. Azot oznaczano metoda mikro-
Kjeldahla. Jako katalizatora do spalan probek stosowano CuSOj. Spalanie
konczono w 20—30 min. po wyklarowaniu sie probki.

Amoniak oddestylowywano do kwasu borowego z czerwienig metylowa
jako wskaznikiem. Do miareczkowania uzywano 0,02 N H»SOy.

Czulo$¢ metody oznaczona na wzorcowym roztworze siarczanu amonu
wynosita: 0,086 mg azotu z bledem 11,5

0,172 mg azotu z bledem 1,7%

Blad wzgledny przy oznaczaniu azotu w moczu wynosit srednio 0,6%%
przy oznaczaniu kalu 1,4%, oraz przy oznaczaniu homogenizatéw guzow
2,9% 0. W probkach katu, moczu i diety oraz homogenizatow guzoéw bra-
nych do spalan znajdowala sie ilos¢ azotu rzedu kilku miligraméw.
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Metode sprawdzano stosujac stale $Slepe proby oraz okresowo przy
uzyciu wzorowego roztworu siarczanu amonu. Ilo§¢ azotu wyrazano w mg
na iloéé moczu i katu wydalonych w ciagu 48 godz. przez jednego szczura.

Warto$é $redniej arytmetycznej odchylenia wzorcowego oraz Srednie-
go bledu $redniej obliczano wedlug odpowiednich wzoréw [15], [23].

Doswiadczenie wstepne

Przed wykonaniem do$wiadczenia ze szczurami obarczonymi miesa-
kiem mnasunela sie koniecznosé okreslenia takiej najmniejszej ilosci azotu,
jaka podana w pokarmie szczurom normalnym utrzymywataby szybkosé
ich wzrostu w tempie zblizonym do szczuréw zdrowych, karmionych
standardowa dieta w dowolnych ilo$ciach. W zasadzie rosngce zwierzeta
powinny otrzymywaé wzrastajace ilosci bialek w pokarmie odpowiednio
do zwiekszania sie wagi ciala. Postulatu tego nie spelniono ze wzgledu na
krotkotrwaly okres do$wiadezenia i latwiejsze opracowanie bilansu azo-
towego przy jednakowej ilosci podawanych substancji azotowych.

Szesé szezuréw jednakowego wieku, sameow, wagi okolo 135 g umiesz-
czono pojedynczo w klatkach metabolicznych w termostacie. Zwierzeta
karmiono przy pomocy zglebnika. Dwom szczurom podawano diete III,
nastepnym dwom diete II, ostatnim dwom zwierzetom diete I. W odste-
pach 48-godzinnych obliczano bilans azotowy szczuréw karmionych po-
szczegblnymi dietami. Sredni, 48-godzinny przyrost wagi szczuréw kar-
mionych zglebnikiem dietami I, II, III poréwnano ze Srednim 48-godzin-
nym przyrostem wagi 12 szczuréw, samcoéw, karmionych dowolna iloscia
standardowej diety PZH (Dajkowska i Szczygiel [9]).

Obydwie grupy zwierzat obserwowano w ciagu 24 dni.

Wyniki badan

1. BILANS AZOTOWY | PRZYROST WAGI SZCZUROW ZDROWYCH KARMIONYCH
DIETAMI O ROZNEJ ZAWARTOSCI AZOTU

Warunki tego doswiadczenia oméwiono wyzej w punkcie ,, Doswiad-
czenie wstepne”. Srednig zawarto$é azotu w dietach, kale i moczu, $red-
nie ilo$ci azotu wchlonietego, bilans azotowy oraz $redni przyrost wagi
szczur6w karmidnych zglebnikiem i odzywiajacych sie¢ w sposob dowolny
podaje tabela 1.

Przyrost wagi szczur6w karmionych dieta ubogg w azot (dieta III) byl
nieznaczny. U zwierzat tych stwierdzono ujemny bilans azotowy. Szczury
stawaly sie malo ruchliwe, apatyczne. Waga szczuréw karmionych dieta
zawierajaca 4 razy wiecej skladnikéw azotowych (dieta I) wzrastala nie-
mal 7-krotnie szybciej. Srednia przyrostu wagi 2 szczuréw karmionych
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136 M. CHORAZY | [6)
ta dieta jest zblizona do $redniej uzyskanej z obserwacji 12 szczurdw,
karmionych do woli standardowa dietg PZH. Szczury karmione dietg I
byly normalnie ruchliwe, nie wykazywaly cech niedozywienia. U zwierzat
tych w okresie 24 dni stwierdzono staly, dodatni bilans azotowy.

Tabela 1

= fRe s o o e sgimin Tt A S NN T e - ‘
Azot | Azot | Azot Azot Bilans Przyrost |

Tlos¢ Dieta pokarmu kalu | wchlon. | moczu azotowy wagi
o e T (a) | (b) ' (a—h) | (c) a—(b-+c)  g/48 godz.i
________ mg/48 godz. |
2 1 ! 152 32 120 125 —5 0,6 =

|

2 Il - 300 60 240 ] 171 +69 2,4 I

2 1 601 | 104 | 497 352 4146 4,1
1

12 dieta PZH w dowolnej ilosci ‘ 53

Srednie wartosci bilansu azotowego i przyrostu wagi szczuréw karmionych zgleb-
nikiem dietami o réznej zawartosci azotu oraz przyrost wagi szczuréw karmionych
dieta PZH w dowolnej ilosci,

Srednie obliczono z oznaczen azotu i przyrostu wagi ciala w odstepach 48 godz.
wykonanych w ciagu 24 dni.

2. WPEYW WZROSTU MIESAKA NA BILANS AZOTOWY I PRZYROST WAGI SZCZUROW

Doswiadczenie przeprowadzono na 9 szczurach o wadze poczatkowej
okolo 120 g. W pierwszym dniu do§wiadczenia 6 zwierzetom wszczepiono
fragmenty miesaka, u 3 szczuréw wykonano zabieg pozorny, tzn. nacinano
skore bez wszczepienia im nowotworu (grupa kontrolna). Zwierzetom
podawano zglebnikiem diete zawierajaca 572 mg azotu/48 godz.

Poczawszy od nastepnego dnia po implantacji nowotworu wykony-
wano oznaczenia calkowitego azotu w kale i moczu. Czas obserwacji zwie-
1zat z nowotworem wynosil okolo 32 dni, zwierzat kontrolnych 36 dni.

Tabela 2 przedstawia $redni, bezwzgledny przyrost wagi oraz bilans
azotowy zwierzat z wszczepionym nowotworem i kontrolnych. Mniej wie-
cej do 16 dnia obserwacji przyrost wagi obu grup szczuréw jest zblizony;
pézniej przyrost wagi szczuréw nowotworowych jest szybszy.

Bilans azotowy po 16 dniu w ostatniej grupie zwierzat ma wyzsze
warto$ci w poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi. Otrzymane — w miare
uplywu czasu — réznice w przyroscie wagi i bilansie azotowym umozli-
wily rozdzielenie spostrzezen na 2 okresy: weze$niejszy i pézniejszy.

Tabela 3 zawiera $rednie warto$ci bilansu azotowego i przyrostu wagi
obydwu grup szczuréw obliczone dla 2 okreséw doswiadczenia.
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Tabela 2
Bilans azotowy mg/48 godz. Przyrost wagi g/48 godz. 5
Dzienn obserwacji £ SECEHION ST Sxgemzon i
| kontrolnych l Z nowolworem kontrolnych ' z nowotworem
4 [ I +173 ; 43 45
6 1 + 141 l + 159 | 2,3 4,0
8 . + 156 1168 - | 7.3 6,5
10 | + 157 | + 162 | 3,3 4,1
12 ’ e e A 43 4,0
14 +1m | + 168 33 4,6
16 + 127 | + 159 ‘ 3,6 4,5
18 + 132 | + 163 | 1,6 4,5
20 + 136 + 169 1,6 6,6
22 + 125 + 176 ] 53 8,1
24 +.112 + 188 | 3,6 , 9,3
26 + 100 | + 193 | 3,0 : 10,6
28 e, + 221 | 2,6 ] 7,3
30 + 135 LRI e 5,0 ; 10,5
. 32 + 123 + 209 | 4,0 10,5
| ' !

Srednie warto$ci bilansu azotowego i przyrostu wagi szczurow z wszczepionym
migsakiem oraz kontrolnych. Przez okres calego doswiadczenia zwierzeta karmiono
zglebnikiem, dieta plynna zawierajaca 572 mg azotu/48 godz. Wszczepienie nowo-
tworu nastgpilo w pierwszym dniu obserwacji. Srednie uzyskano z obserwacji
6 szezuréw obarczonych miesakiem i 3 szczuréw Kkontrolnych.

W I okresie, weze$niejszym, obejmujacym 4--16 dzien do$wiadczenia
Sredni przyrost wagi szczurow obarczonych nowotworem nie rézni sie od
$redniego przyrostu wagi szczurow kontrolnych. W drugim okresie, p6z-
niejszym (18--32 dzien obserwacji) réznice te sa istotne. Szczury z ne-
wotworem przybieraja Srednio na wadze w ciagu 48 godz. 8,0 g, szczury
kontrolne tylko 3,3 g (tabela 3).

Podobnie przedstawia sie bilans azotowy: w I okresie §rednia retencja
azotu w ciggu 48 godzin u szczuréw kontrolnych wynosi 130 mg, u no-
wotworowych wprawdzie nieco wiecej, mianowicie 162 mg, ale roznica
ta nie jest jednak statystycznie istotna. Natomiast w II okresie réznica
ta jest istotna (P << 0,01): hilans azotowy szczuréw nowotworowych usta-
la sie na wyraznie wyzszych wartoSciach (+ 186 mg N/48 godz.) w poréw-
naniu ze szczurami kontrolnymi (- 123 mg N/48 godz.).

Nalezy podRresli¢, ze Srednie wartosci wyrazajace bilans azotowy
w II okresie nie odzwierciedlaja zachowania sie tego zjawiska w czasie.
W miare uplywu czasu wraz ze wzrostem guza wzrasta stopniowo ilo$é
azotu zatrzymywanego w ustroju zwierzecia (rys. 1); — Srednia obliczona
dla calego okresu tego nie ilustruje. Stopniowe zwiekszanie sie ilosci za-
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Tabela 3
|1 okres (416 dzieh obs.) | II okres (18—32 dzien obs.) |
szczury i szczury roznica szczury szczury I réznica
kontrolne | nowotw. | miedzy | Kontrolne | nowotw. | migdzy
(A) (B) (A) i (B) (A) (B) (A) i (B)
| I
|
llo§¢ szczuréw 3 ; 6 3 g
e o et | = = SEE e ¥ )
Azot pokarmu 572 l 572 ‘ 572 572
mg/48 godz. [
|
] il Dl e | oy L el (VY
Azot kalu 89 86 88 86 .
mg/48 godz. [
(b) !
St o T s e IR 7] R R ko St e = et
Azot wchloniety | 483 486 | 484 486
mg/48 godz. : |
(a—Db) l |
e\ e e = R o
Bilans azotowy A 150 162 12 123 186 63
(retencja azotu) + 343 + 22,8 P >0, 4 18,4 + 29,3 P < 0,01
mg/48 godz.
[a—(b+c)] + 749 | £+ 3,52 + 3,92 | £ 4,63
e oAt SRRt | el S e sl T il bl ot
Przyrost wagi 43 4.8 05 || 3.3 80 | 4,7
0/48 godz. + 2,0 + 1,5 | P>09 | £19 | + 31 P < 0,01
i -+ 0,40 +:0,21 | | =4 0,42 + 0,51 |

Srednie warto$ci bilansu azotowego i przyrostu wagi szczuréw obarczonych mie-
sakiem i kontrolnych. Obydwie grupy zwierzgt karmiono zgiebnikiem.

Srednie obliczono z wartosci dla pojedynczego szczura w odstepach 48 godz. Po-
nizej Srednich wartosci bilansu azotowego i przyrostu wagi podano wielko$é¢ odchy-
lenia wzorcowego (d) oraz $redni blad $redniej (¢). Roznice uznawano za statystycz-
nie istotng gdy P2 << 0,05.
trzymywanego azotu wplywa tez na wzrost warto$ci odchylenia wzorco-
wego $redniej (o).

Wydalanie azotu z kalem u szczuréw kontrolnych jak i nowotworo-
wych zaréwno w I jak i w II okresie utrzymuje sie na jednakowym po-
ziomie i ulega niewielkim wahaniom w ciggu 48 godz. (tabela 3, rys. 1).

Ilos¢ azotu wchlonietego z przewodu pokarmowego u obydwu grup
zwierzat w ciggu calego okresu obserwacji przyjmuje zat&in rowniez war-
tosci jednakowe.

Wyzsze wartosci bilansu azotowego u szczuréw nowotworowych w po-
réwnaniu z bilansem azotowym u szczuréw kontrolnych sa wynikiem
zmniejszonego wydalania skladnikéw azotowych w moczu szczuréw obar-
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czonych nowotworem (tabela 3, rys. 1). Na rys. 1, pole zakreskowane sko-
$nie obrazuje bilans azotowy (bilans azotowy = azot wchloniety — azot
moczu) u szezuré6w kontrolnych, a obszar zakreskowany pionowo bilans
zwierzat z nowotworem. Z wykresu tego wynika, ze bilans azotowy szczu-
réw z wszczepionym miesakiem poczawszy od 16 dnia obserwacji przybie—
ra wyzsze wartosci w poréwnaniu ze szczurami kontrolnymi, wskutek wy-
dalania przez szczury chore coraz to mniejszych ilo$ci azotu z moczem.

ULWUW  nesiciele guza (6 szczurdw)

Lldiiidsr  kontrole (3 szczury)
600t azot pokarmu
azot kalu
500 23 azot wehloniety
= v9siash09,
g s 7
‘ 0 bilans azotowy LA Wi
it i
i
SURY) Un

300+

2 AN mrzuﬁvnmz}z;zlsz;naz
dni abserwacji

Rys. 1. Wspoélzalezno$¢ miedzy $rednig iloscig azotu po-
karmu, kalu, moczu, azotu wchlonietego i $rednim bi-
lansem azotowym szczuréw kontrolnych i obarczonych
migsakiem. Obydwie grupy zwierzgt karmiono zgiebnikiem.
Nowotwor zostal wszczepiony w pierwszym dniu do§wiad-
czenia

3. ZALEZNOSC MIEDZY RETENCJA AZOTU A PRZYROSTEM WAGI GUZA

Przyczyna stopniowego zwiekszania sie bilansu azotowego u szczurow
obarczonych nowotworem jest rosngca masa tkanki nowotworowej. Do-
wodu dostarcza tutaj poré6wnanie zaleznosci miedzy wzrostem guza a bilan-
sem azotowym. Na rys. 2 kropkowa linia? uwidoczniono przyrost wagi
ciala (bez guza) szczuré6w nowotworowych w II okresie obserwacji. Wi-
dzimy, ze miesak w danych warunkach do$wiadczenia rést nie powodu-

* Linie te wykreslono w sposob nastepujgcy: obliczono Sredni przyrost wagi cia-
la szczuréw po usunieciu guza w koncu do$§wiadczenia. Przyjeto, ze w 12 dniu obser-
wacji waga guza wynosila 0,0 g, czyli ze na przyrost wagi szczura do tego okresu
skladatl sie jedynie przyrost wagi ciala bez guza (guzy w 12 dniu doswiadczenia
mialy $rednice od 0,5 do 1,0 cm, co odpowiada wadze 0,5—0,8 g; tz wartos¢ mozna
bez wiekszego bledu pomingé). Punkty odpowiadajace $redniemu przyrostowi wagi
ciala po ukonczeniu obserwacji i Sredniemu przyrostowi wagi w 12 dniu obserwa-
cji polaczono linig prosta.
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obserwacji mg/48 godz.
(a)
12 ; + 149
14 ; + 168
16 j + 159
18 | + 163
20 | + 169
22 | + 176
24 ‘ + 188
26 ‘ 4+ 193
28 ‘ + 221
30 | + 199
32 ! + 209
|

|
| Bilans azotowy | Waga guza® |
] |

g ‘ S przyrostu w 9%,
® = .
(b) 1 bilansu azot. ! wagi guza
0,0
1,0 1680 | 128
2,0 79,8 —5,4 100
3,5 46,6 2,5 75
6,5 26,0 a iy 86
11,5 15,3 4,1 77
17,0 11,1 6,8 47,9
240 8,0 2. 41,1
28,5 9 14,5 18,8
35,5 5,6 —9,9 24,5
43,0 4,9 5,0 21,1
|
|

M. CHORAZY

Tabela 4

Wskaznik tempa |

(a)

Zalezno$¢ miedzy bilansem azotowym i waga guza a uplywem czasu oraz wskaz-
nikiem tempa przyrostu bilansu i wagi szczuréw. Dane uzyskano z obserwacji
6 zwierzat z wszczepionym migsakiem.

Tabela 5

= g b R |
Waga guza | Stezenie azotu
[ |(mg) w 1 g guza

1 |

; e

22 23,8 I

33 20,6 |

35 22,5 |

40 215 |

44 18,8 I

49 18,0 |

Wagi guzow usunietych po
ukonczeniu doswiadczenia o-
raz stezenie azotu w jednost-
ce mokrej wagi guza

jac spadku wagi tkanek gospodarza. Przy-
rost wagi ciala (bez guza) grupy zwierzat
z miesakiem ma podobne tempo jak u szczu-
row kontrolnych, zatem gwaltowny przyrost
caltkowitej wagi (szczur + guz) po 16-tym
dniu obserwacji wywolany jest przede
wszystkim szybkim wzrostem guza.
Wspolzalezno$¢ miedzy przyrostem wagi
guza a bilansem azotowym przedstawia ta-
bela 4. Bilans azotowy wzrasta wraz ze wzro-
stem wagi guza, ale wolniej nizby to naleza-
lo oczekiwac¢ $ledzac tempo wzrostu nowo-
tworu. W II okresie do$wiadczenia iloraz:
»bilans azotowy/waga guza“ maleje w miare
uplywu czasu. Szybkos$¢ przyrostu bilansu
azotowego jest mniejsza niz wzrastanie wagi

guza — ilustruja to wskazniki tempa przyrostu obu zmiennych (tabela 4).
Powyzsze zjawisko nasunelo nam przypuszcze, ze w miare uplywu cza-

5 Obliczono z wykresu (rys.

3) jako roznice miedzy przyrostem wagi ciala wraz

z guzem a przyrostem wagi ciata bez guza,
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su w warunkach karmienia stalg iloscia diety spada stezenie azotu w gu-
zie nowoiworowym lub w ciele chorego szczura.

W tabeli 5 zestawiono wagi guzéw 6 szczuréow uzytych w naszym
do$wiadczeniu oraz zawarto$é azotu w 1 g mokrej masy guza. Zestawie-
nie wykazuje, ze zawsrto$¢ azotu w jednostce mokrej wagi guza stop-

azot zatrzymany
N W ustrgju(mgx100)

'§‘.
S
=
B A
S *——x— @20t Zatrzymany | nosiciele »
N przyrost wagi(c+g) + guza /
PE | R— przyrost wagi(c-g) | (6szczurow) 4
w——x— qz0t zatrzymany \ kontrole %
2] e DI ZYr0ST Wagi }(3$zczury) /"
we 20
18
80 16
]
® 12
: 10
“0w 8
5
w0 4
2

4 58 00 R WIS 2N R 8
dni obserwacyi

Rys. 2. Zestawienie warto$ci zatrzymanego w ustroju azo-

tu oraz przyrostu wagi ciala szczuréw nowotworowych

i kontrolnych. Obydwie grupy zwierzat karmiono zgieb-

nikiem. Podawana dieta zawierala 572 mg azotu na jed-
nego szczura na 48 godzin;

symbol (¢ 4+ g) oznacza: ciato + guz
» (c—g) 3 cialo — guz

niowo maleje w miare zwiekszania si¢ wagi nowotworu. Nalezy podkre-
é§lié, ze guz nie przedstawial tkanki jednorodnej, gdyz w Srodkowych
swych czeéciach skladal sie z bezpostaciowych mas martwiczych. W gu-
zach o duzych rozmiarach masy martwicze byly bardziej obfite niz w gu-
zach matych.
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Omoéwienie wynikéw

1. Bilans azotowy u szczuréw karmionych zglebnikiem przedstawia
rozne wartosci w zaleznosci od ilo$ci substancji azotowych podanych po-
karmoéw. Dieta, ktorej wartos¢ kaloryczna réwna sie ok. 100 kal/48 godz.
a zawarto$¢é azotu okoto 600 mg/48 godz. pozwala uzyskaé przyrost wagi
miodych szczuréw zblizony do przyrostu wagi szczurow odzywiajacych
sie standardowa dieta PZH w dowolnych ilosciach. Szczury karmione ta
dieta pozostawaly na dodatnim, stalym bilansie azotowym w ciggu 3 ty-
godni.

Szczury karmione dieta izokaloryczna, ale zawierajacg 4 razy mniej-
sza ilo$¢ azotu, przybieraly nieznacznie na wadze i pozostawaly na ujem-
nym bilansie azotowym. Niewielki przyrost wagi zalezny byl albo od
gromadzenia w ustroju zwierzecia skladnikow niebiatkewych, albo byt
wynikiem ograniczenia zuzycia bialka na procesy pozawzrostowe.

2. W poczatkowych okresach wzrostu miesaka bilans azotowy i przy-
rost wagi ciala szczurow nowotworowych nie roznit sie w istotny sposéb
od bilansu i przyrostu wagi zwierzat kontrolnych. Po okolo 2 tyg. od
chwili wszczepienia guza, waga szczuréw nowotworowych zaczyna szyb-
ciej wzrasta¢ niz waga szczurow kontrolnych. W tym okresie rowniez
retencja azotu u zwierzat obarczonych miesakiem ustala sie na wyzszym
pozicmie, niz u zwierzat kontrolnych. W pierwszym, wezesnym okresie,
masa guza przyrasta tylko w nieznacznym stopniu. Zapotrzebowanie no-
wotworu na budulcowy material bialkowy jest wowczas stosunkowo nie-
wielkie, i nie wplywa w widoczny spos6éb na gospodarke azotowa ustroju,
natomiast wzrasta w okresie gwaltownego przyrostu masy guza. Zwiek-
szona retencje azotu w ustroju szczura z miesakiem Jensena zauwazyli
Cramer i Pringle [8) Sherman i wsp. [24] nie stwierdzili
natomiast réznic w wydalaniu azotu w moczu szczuréw z rakiem Wal-
kera i kontrolnych.

Szybki przyrost wagi szczuréw z miesakiem wiaze sie z postepujacym
rozrostem guza. Szybko$¢ przyrostu wagi gospodarza bez guza jest po-
dobna do przyrostu wagi szczuréw kontrolnych (rys. 2). W warunkach
karmienia zglebnikiem, dieta wysokokalorycznga, nie obserwowano spad-
ku wagi ciala szezuréw nowotworowych. Podobne wyniki uzyskali inni
autorzy [4]. [25]. Spadek wagi ciala zwierzat w okresie rozrostu nowotworu
zachodzi wskutek stopniowej utraty laknienia, gdy zwierze pobiera karme
w spos6b dowolny ([1], cyt. wg Mider’a [18] oraz spostrzezenia wilasne).

Wehlanianie sie azotu z przewodu pokarmowego przez caly okres ob-
serwacji utrzymywalo sie na jednakowym poziomie. Migsak nie wplywa
zatem na zmiane ilo$ci wchlonietego biatka. Podobne dane uzyskali Cr a-
mer i Pringle [8].
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Begg i Dickinson [4| tlumaczg zjawisko zwiekszonej retencji
azotu u zwierzat z guzem karmionych stalg iloscia diety syntetyzowaniem
dodatkowej ilo$ci protoplazmy w komorkach nowotworowych. Takie sta-
nowisko okresla jednak tylko formalny zwiazek miedzy nowotworem
a przemiang azotowa. Zmniejszona ilo$¢ azotu wydalanego w moczu szczu-
réw nowotworowych jest zapewne przejawem mechanizméw reguluja-
cych przemiane bialkowa w taki sposob, ze ustréj zuzytkowuje czesé
skladnikéw azotowych na synteze dodatkowych ilosci biatka.

Wykazywany w procesie rozwoju nowotworu spadek bialek surowicy
krwi [3], |14], [17], [19], [20], [21], {22], [30], zmniejszona ilo§¢ hemoglo-
biny [4], [5], przeciwcial [28], oraz zwiekszenie wysokosci fali polarogra-
ficznej surowicy [12], wskazuja, ze w skladnikach bialkowych krwi i tka-
nek ustroju obarczonego nowotworem zachodza iloSciowe i jakoSciowe
przesuniecia. Jaka jest kolejnosé zuzytkowania cial biatkowych i jak prze-
biega przemiana azotowa w ustroju w warunkach narzucenia mu koniecz-
nosci syntetyzowania dodatkowych ilo$ci biatka, nie mozna wnioskowaé
na podstawie wynikoéw uzyskanych za pomoca metody ujmujacej zbior-
czo tylko niektére, koncowe ogniwa przemiany biatkowej.

Wyniki nielicznych badan bilansu azotowego w samorzutnych nowo-
tworach u ludzi sg sprzeczne; obserwowano zaré6wno dodatni jak i ujem-
ny bilans azotowy [6], [10], [27] oraz cyt. wg [6] i [27]. Te rozbieznos¢ wy-
nikéw mozna objasni¢ znikoma iloscig obserwowanych przypadkow i roéz-
norakimi warunkami poszczegélnych badan (wiek chorych, zaawansowa-
nie choroby, stan odzywiania i sposéb odzywiania chorych, wplyw zasto-
sowanego leczenia itd.).

3. Zmniejszone tempo przyrostu bilansu azotowego w poréwnaniu
z przyrostem wagi guza (tablica 4) jest — by¢ moze — wynikiem niedosta-
tecznego pokrycia zwiekszajacego sie zapotrzebowania na biatko w miare
wzrostu szczura i guza. To zjawisko moze mie¢ zrédlo w karmieniu zwie-
rzat niezmienng iloscig diety. Mozna przypuszezac¢ ze bilans azotowy usta-
litby sie na wyzszym poziomie przy wzbogaceniu diety w biatko [26]. Jed-
nak — wnioskujgc z przyrostu wagi guzoéw szczuréw karmionych dieta
wysokobialtkowa w dowolnych ilosciach mozna przypuszcza¢, ze takze wa-
ga guza zwieksza si¢ wowczas znacznie wyrazniej.

Guz nowotworowy przybiera na wadze nieproporcjonalnie wiecej, niz-
by to wynikalo ze wzrostu ilo$ci bilansu azotowego. Przyrostu wagi guza
nie mozna wiec rozpatrywaé¢ jako prostego, wylacznego skutku zwiekszo-
nej retencji azotu. W 'warunkach naszego do$wiadczenia im ciezszy jest
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guz nowotworowy tym mniej zawiera azotu w jednostce mokrej wagi
guza (tabela 5) 6,

Nieznaczny spadek stezenia azotu w jednostce wagi guza w miare
wzrostu jego masy stwierdza sie rowniez w zestawieniu podanym w pra-
cy Kalicinskich [20].

Zjawisko to mozna tlumaczy¢ w rézny sposob. Szybki przyrost wagi
guza moze by¢ spowodowany zwiekszonym uwodnieniem jego tkanek.
Mozliwe, ze ustroj gospodarza potrafi w pewnym stopniu zabezpieczy¢
sie przed utrata podstawowego materialu budulcowego, jakim jest biatko,
1 wowcezas guz nowotworowy zwieksza swoja mase kosztem materialow
ubogich w azot. Na uwage zasluguje jeszcze nastepujaca hipoteza: guz
w czasie swego wzrostu nie wigze na stale sktadnikéw azotowych: mo-
zliwe, ze miedzy tkanka mowotworowa a tkankami gospodarza istnieje
stala wzajemna wymiana aminokwasow i ich polaczen. Przejscie skladni-
kéw azotowych nie byloby wiec tylko jednokierunkowe tzn. z koryta krwi
i limfy do guza jak to postulowal Mider (cyt. wg. [2]), ale moglyby
mie¢ réwniez kierunek odwrotny. Obumierajace komérki nowotworowe
moglyby wiec stanowié zrédlo azotu, ktérym dysponuje nastepnie ustroj.
Przeciw koncepcji jednokierunkowego przejscia azotu Swiadcza wyniki
badan Babsona i Winnicka [2].

W naszym do$wiadczeniu przyrost wagi ciala (bez guza) szczuréw no-
wotworowych jest podobny do przyrostu wagi szczuréw kontrolnych.
U szczuréw z miesakiem nie stwierdzono spadku stezenia azotu w zhomo-
genizowanych tkankach w poréwnaniu do tkanek zwierzat kontrolnych 7,
mimo ze réznica taka wynika z przeliczenia ilo$ci zatrzymanego w ustro-
ju azotu przypadajacego na jednostke przybranej wagi ciata. Spadek ste-
zenia azotu w tkankach szczura obarczonego mowotworem obserwowatl
Mider [18] i Sherman [24] w warunkach odzywiania dieta w do-
wolnej ilosci. Wyniki badan Kalicinskich [20] nie daja odpowiedzi
na pytanie, czy nowotwoér czerpie azot z tkanek gospodarza. Autorzy ci
tylko sugeruja, ze taki proces moze mie¢ miejsce. Za pobieraniem azotu
przez nowotwor z tkanek gospodarza przemawia uzyskanie wzrostu prze-
szczepialnego gruczolako-raka, gruczotu mlekowego u myszy z ujemnym
bilansem azotowym [29], [30]. Jednak tempo wzrostu nowotworéw w tych
warunkach bylo wolniejsze niz u zwierzat z dodatnim bilansem azoto-
wym. Prawdopodobnie zasadniczy wplyw na omawiane tu zagadnienia
ma stan odzywienia i spos6b odzywiania nosiciela guza, jak réwniez war-
to$¢ stosunku masy guza do masy ciala. -

® ¥akt ten ootwirdzono pdziniej na materiale kilkudziesigciu migsakéw (dane
niepublikowane).
? Dane te b3da orzedmiotem osobnego donizsienia.
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Ilosciowe przesuniecia w azotowych skladnikach tkanek gospodarza
moga by¢ maskowane zmiang w zawartosci wody tluszezéw i weglowo-
danow. Bardziej uzasadnionym wydaje sie badanie stezenia azotu w tkan-
kach suchych i odtluszezonych.

Whnoioski

1. Plynna dieta o wartosci okolo 100 Kal/48 godz. zawicrajaca okolo
600 mg azotu’'48 godz. zapewniala normalny przyrest wagi szczurom.
ktére na poczatku doswiadczenia wazyly okolo 120 g. U zwierzat
tych w ciagu 3 tyg. utrzymywal sie dodatni bilans azotowy.

Szczury karmione dieta izokaloryczna, ale zawierajaca 4 razy
mniej skladnikéw azotowych nie przybieraly na wadze i wykazywaly
ujemny bilans azotowy.

2. a) Przeszczepialny miesak powodowal u szczuréw karmionych stalg
iloscig diety zmiany w przemianie azotowej, ktore przejawiaty
sie stopniowo zwiekszaniem ilosci azotu zatrzymywanego w ustro-
ju zwierzecia przy zmniejszeniu ilosci azotu wydalanego z mo-
czem.

b) W czasie wzrostu nowotworu nie zmieniala sie ilo$¢ ciatl azoto-
wych wchlanianych z przewodu pokarmowego zwierzecia.

¢) W warunkach przymusowego karmienia zgtebnikiem wzrost mie-
saka nie powodowal spadku wagi ciala gospodarza.

@

Przyrost wagi guzéw nowotworowych w warunkach naszego do-
Swiadczenia byl szybszy niz to wynika z ilo$ci azotu zatrzymanego
w ustroju zwierzecia. Stwierdzono spadek stezenia azotu w jednostce
wagi guza w miare wzrestu masy nowotworu. Zjawisko to moze by¢
wynikiem stopniowego ubozenia w azot martwiczo zmiennych czesci
guza.

Panu Profesorowi K. Duxow1 za udzielenie cennych wskazéwek
craz zonie mojej Kazimierze — lab. med. za pomoc techniczna
w przeprowadzonych doswiadczeniach skladam serdeczne podziekowanie.

Streszczenie

Zdrowe, mlode szczury o wadze poczatkowej okolo 120 g karmicno
za pomocyg zglebnika dietami izokalorycznymi (ok. 100 Kal./48 godz.) o réz-
nej zawartosci biatka. Dieta zawierajgca okolo 600 mg azotu/48 godz. za-
pewniala takim szczurom normalny przyrost wagi i dodatni bilans azo-
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[16]

towy. Zwierzeta nie przybieraly na wadze i wykazywaly ujemny bilans
azotowy, jezeli karmione byly dieta zawierajaca iylko 150 mg azotu/
/48 godz.

Wplyw wzrostu przeszczepialnego miesaka na bilans azotowy i przy-
rost wagi nosiciela guza badano na 6 szczurach, 5 zdrowe zwierzeta shu-
zyly jako kontrola. Obie grupy zwierzat karmiono przy pomocy zglebni-
ka zoladkowego dieta o niezmienne) zawartosci azotu, zapewniajaca do-
datni bilans azotowy. Te ilos¢ 2zotu okreSlono na podstawie wynikéw
wstepnego do$wiadczenia. Szczury z wszczepionym miesakiem wykazy-
waly w stosunku do zwierzat kontrolnych:

1) zwiekszona retencje azotu,
2) zwiekszony przyrost wagi.

Roznice te zaczynaly wystepowa¢ po uptywie okolo 2 tygodni od chwili
wszczepienia nowotweru. Zwiekszona retencja azotu w ustroju szczuréow
obarczonych nowotworem wystepuje w nastepstwie wydalania coraz to
mniejszych iloéci cial azotowych w moczu. Absorpeja azotu z przewodu
pokarmowego obu grup zwierzat przez okres catego do$wiadczenia utrzy-
mywala sie na jednakowym poziomie.

Szybkos¢ przyrostu wagi ciala (bez guza) szczuréw obarczonvch no-
wotworem bylta zbliZona do przyrostu wagi szczuré6w kontrolnych; nowo-
iwoér nie powodowatl spadku wagi ciala nosiciela. ,

W miare wzrostu nowotworu retencja azotu w ustroju szczuréow
zwiekszala sie, jednak wolniej niz wynosil przyrost wagi szczura. Guzy
nowotworowe w miare wzrostu stawaly sie ubozsze w azot. Wysunieto
przypuszczenie, ze — w pewnych warunkach — azot z obumartych, $rod-
kowo polozonych czeSci guza nowotworowego moze przechodzi¢ do ogél-
noustrojowej ,,puli metabolicznej”.
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A30THBIM BAJIAHC ¥ KPBIC C IIPMBUTOM CAPKOMOI
Peszwme

310poBLIe, MOJIOAbIE KPbICHI, MMEIOILME MEepPBOHAYaJILHO Bec oxk. 120 r.,
Ob17IM KOPMJICHBI ITPU ITOMOLIM KEJIYA0YHOr0 30HAAa AMETaMy, KOTOPBLIX Ka-
JIOPUITHOCTH Oblia IMOCTOAHHOM M paBHAJAachk OK. 100 kaJ./48 wac., xoam-
yecTBO Ke Gesika ObL10 pasHoe. Takue KpbIChl, KOTOPBIX AMETa COAEpIKa-
Ja ox. 600 Mr azora/48 yac. HOpMaJIbHO NPUOABJAIM B BECe, a UX a30THII
H6ananc 6bLr moJsozxkureneHd. 2KuBOTHbIe He NpuOABJAIM B Bece ¥ MMEIN
OTpUIIATEJIbHBI a30THbIA OajlaHC ecyam IoJy4alM AMEeTY COJAEpPKaBIIYIO
Jqmur 150 mr.azora/48 yac. OmyucaHbl COCTAB AMET U YCJIOBUSA OIBITOB.

JdBe npyrue rpynmnbl Kpbic (6 KpbIC ¢ MMILUIAHTAPOBAHHO! CapKOMOI
M 3 310pOBbIE KPbICHI) ObLIM KOPMJIEHBI IPU ITOMOIIM KeJyA0YHOro 30HAa
ITOCTOAHHBIM KOJIMYECTBOM JMEeThbl COAEPIKaBIUe TaKOe HEeM3MEHHOe KOJIM-
YeCcTBO a30Ta, KOTOPOe rapaHTUMPOBAJIO Dbl ITOJIOXKUTEJBHBIM a30THbI Oa-
nanc. B npomexkyTkax 48 yac. KOHTPOJMPOBAHO IPUPOCT Beca KMBOTHBIX
M OTIPeAEeNAJIOCH KOJIMYECTBO a30Ta B KaJie M B MOYe.

B oramume oT 370pOBBIX KPBIC, KPBICHI C NMPVBUTHIMM CapKOMaMy ITPO-
ABJIAJNM MOBBILLIEHHYIO 33/IePKKY a30Ta ¥ MOBBIILIEHHBIA NIPUPOCT Beca. DTU
pa3Huubl ObLIM 00HAPYIKEHBI OK. ABYX HEJeJIb [OocJe NMPUBUBKM OITYXOJIN.

IlIcBBIIEHHAA 3a7iepiKKa a30Ta B OpraHmM3Me OOJIBHBIX KPbIC BBICTYIAET
BCJIE/ICTBME YAAJEHMA YMEHBLIAIOUMXCA KOJMYECTB a30Ta B MOYe; 9TO
ABJIEHME CYTTepUpyeT M3MEHeHMA B IIpoilecce a30THOro obmMeHa.
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CxkopocTh npupocra Beca Tesa (6€3 omyxXoJsm) OIyXOoJIeBbIX KpbIC Oblia
npubJM3eTesbHO paBHA CKOPOCTH IPMUPOCTA BECA TeJia KOHTPOJIBHBIX KpPbIC:
OITyXO0JIb HE BbI3bIBaJIa IMOHUKEHUSA Beca TeJia y OOJBbHBLIX KPBIC.

Ilpu yBesMueHMM POCTA ONYXOJM OZHOBPEMEHHO yBeJMYMBAJacCh 3a-
JlepzKKa a30Ta B OpraHuM3Me KpbIC, HO MEJJICHHee, YeM IIPUMPOCT Beca caMoii
onyxoJsy. HoBoobpazoBaHus 1o Mepe Mx pocTta Tepsiyiu a3oT. Ha ocHOBaHMM
9TUX PEe3yJIbTATOB aBTOP IIPSAIOJIATaeT, YTO OPraHM3M TOPaXKEHHBIA OIry-
XOJIBI0O MOXKET, B HEKOTOPBIX CJy4aaX, IMOJYYUTb a30T M3 LEHTPAJIbHO
PacCITOJIOXKEHHBIX, HEKPOTUYECKUX YaCTei OIyXOJIN.

NITROGEN BALANCE IN TUMOUR-BEARING RATS

Summary

Young male white rats weighing about 120 g. were fed (using a sto-
mach tube) liquid-diets of a constant caloric value of about 100 Cal./48
hrs. and a different protein-level. The rats gained normal weight
and showed a positive nitrogen balance when fed a diet containing 600 mg.
nitrogen/48 hrs. When fed a diet containing 150 mg. nitrogen/48 hrs. cnly,
the animals did not gain weight and showed a negative nitrogen balance.
Composition of diets and conditions of experiment are described.

Two other groups of rats (6 animals with the transplantable, methyl-
cholantrene-induced sarcoma, and 3 without neoplasm) were force-fed
a stuble diet containing a constant nitrogen-level, which secured a posi-
tive nitrogen balance. Every 48 hrs, the animals were weighed and 48 hrs.
samples of faeces and urine were collected and analysed for total nitro-
gen. The tumour-bearing rats as compared with normal animals:

1) increased nitrogen retention,

2) higher rate of weight gain.

This diffenrence became evident just at the time of two weeks after
the tumour implantation. The increased nitrogen retention appeared in
consequence of diminished excreticn of urine-nitrogen.

The tumour-bearing rats without tumour gained at the same rate as
control ones. Tumours did not cause any decrease of the host’s body
weight when the animals were forced-fed.

Nitrogen retention in tumour-bearing rats increased more slowly than
the weight of rat. With the growth of tumour, the nitrogen control fell.
It is suggested that the nitrogen of the central necrotic tissue of tumours
may again become part of the metabolic pool.

Otrzymano 1.9.1955 r.
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I. Wstep

Chromatografie bibulowa, ktora znajduje obecnie szerokie zastosowa-
nie w oznaczaniu szeregu zwiazkow, wprowadzili po raz pierwszy C ons-
den, Gordon i Martin [4]. Metoda ta oznaczano poczatkowo ja-
kosciowo, a pézniej i iloSciowo badane zwiazki, jak aminokwasy, cukry itp.
Badania weglowodanéw przy pomocy chromatografii zapoczatkowal P e-
tridge [10], [11], nastepnie Raczinskij [15], [16], [17] i inni.

W pracy niniejszej postugiwano sie metodami podanymi w monografii
Cramera [5]i Blocka [2], stosujac jako rozpuszczalnik mieszanine
n-butanolu, kwasu octowego lodowatego i wody w stosunku objetoScio-
wym 4 :1:5 [10], [13], [16], [22] i inni. Chromatogramy wywolywano roz-
tworem kwasnego ftalanu aniliny [2], [12], [22] oraz roztworem naftore-
zoreyny ! w kwasie trojchlorooctowym [5], [15], [19], [22].

II. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zidentyfikowanie weglowodanéw wy-
stepujacych w badanych owocach. Oznaczenia przeprowadzano metoda
chromatograficzng, jako jedna z najprostszych, a zarazem dostatecznie
czuly, pozwalajaca wykry¢ nawet kilka ng cukrow w 10 vl badanego
plynu.

Szereg autoréw [3], [14] i inni wymienia trzy cukry, a mianowicie:
glikoze, fruktoze i cukroze oraz pentozany, jako wystepujace w réznych
gatunkach i odmianach owocéw. Niektorzy jednak badacze donosza o in-
nych jeszcze cukrach, jak: maltozie, ramnozie, ksylozie, laktozie itp., kt6-

! W pracy niniejszej zastagpiono naftorezorcyne — rezorcyna,
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150 W. ZALEWSKI 21
re spotykali w badanych owocach. Np. o obecnosci wolnej ksylozy w owo-
cach donosi Hay [7], a o obecnosci maltozy Srivastava [21] wg [6].
O obecnosci pentozanéw w jablkach, szczegélnie arabinozy lub ksylozy
oraz maltozy powstalej ze skrobi zhydrolizowanej diastaza, donosi row-
niez Smock [20].

Badania te przeprowadzono na innych odmianach i gatunkach owo-
cow w odmiennych niz nasze warunkach (klimat, polozenie geograficzne,
gleba, nastonecznienie itp.), dlatego tez wydaje sie rzecza wskazana prze-
badanie krajowych odmian; owocow, celem jakosciowego stwierdzenia
w nich weglowodanéw. Badania te mialyby wiele aspektéw ogoélnych
i specjalnych, a mianowicie: f

1) W sadownictwie przyczynityby sie do dokladnego poznania wta-
Sciwosci poszezegolnych odmian. Stwierdzono np., ze odmiany
winogron zawierajace cukroze sa bardziej cdporne na przemar-
zanie [3], niz odmiany, w ktorych jej brak>.

2) W pewnych odmianach w stanie dojrzalym stosunek glikoza :
fruktoza wynosi 1:1, moznaby wiec ta droga okresla¢ stopien
dojrzalosci tych owocow.

3) Przechowywaniu Srodkéw spozyweczych towarzyszy miedzy in-
nymi nieenzymatyczne ich brunatnienie (reakcja Maillarda). Jed-
na z przyczyn tego zjawiska jest reakcja zachodzaca pomiedzy cu-
krami, a aminokwasami. Badajac przebieg tych reakcji mozna
stwierdzi¢ jakie cukry lub aminokwasy biorg udzial w tym nie-
pozadanym zjawisku.

IIl. Metoda oznaczania

Z proby reprezentatywnej owocow (jablka, gruszki, §liwki, truskawki,
winogrona itp.), pobierano losowo 100 g i usuwano ewentualne nasiona
czy pestki. Nastepnie przygotowywano 25 roztwér podstawowy i mie-
szano przez 2 minuty na Waring Blender’ze. Z tak otrzymanej, silnie
zhomogenizowanej mieszaniny ekstrahowano cukry etanolem wg metody
Raczinskij'ego [17]. Dobierano takie ilo$ci alkoholu etylowego, aby ste-
zenie cukrow bylo ca 1%, to jest, aby w 10 ul badanego plynu nie prze-
kraczato 100 ng.

Nastepnie nanoszono na bibule i rozwijano poszczegélne chromato-
gramy wg zacytowanej na wstepie literatury. W celu uwidocznienia plam

* Poglady badaczy odnosnie wystepowania cukrozy w winogronach sa podzielo-
me, np. Barnes [1] donosi 0 obecnoéci cukrozy w owocach niektéorych odmian cal-
kowicie dojrzalych, w innych znéw odmianach o wystepowaniu cukrozy w owocach
niedojrzatych (w dojrzalych winogronach jej brak).
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poszezegblnych cukrow, spryskiwano paski bibuly nastepujacymi odezyn-
rikami do wywolania:

a) kwasnym ftalanem aniliny,

b) roztworem rezorcyny w kwasie trojchlorooctowym i umieszczano

w suszarce w temperaturze w 100—105° w czasie 5—10 minut.

Po uwidocznieniu sie plamek poszczegdlnych cukréow obrysowywano
je ostroznie otéwkiem i poréwnywano ich wartesci Ry z rownoczesnie roz-
wijanymi i wywolanymi standardami. Z polozenia, zabarwienia i war-
tosci Ry poszczegélnych cukrow wnioskowano jakie cukrowce wyste-
powaly w badanych owocach.

IV. Wyniki badan

Jakosciowy sklad weglowodanéw w poszczegélnych gatunkach i od-
mianach owocéw przedstawiono gralicznie na ‘zalgczonych ponizej ry-
sunkach.

- 80 %@

v 992 0%

Ll pnia O e Y T
S T, A i T, T ; A T S
A ‘ 7 0 o
L Sedighiodintag. g

odmiany cukry. wywolywacze barwa wywolanych cukrdw
! Climax 1 ksyloza A kwasny ftalan aniliny & krwisio-czerwona
2 Afryka Il fruktoza I\l czeksiadowa
3 Laxton Utility 11 glikoza 8 rezorcyna w kwasie &y idita
4 Perla Praska WV cukrozo tréjchlorooctowym /) ceglasta

S-standard cukrow

Rys. 1. Chromatogramy cukrowcow 4 cdmian truskawek

Wyniki jako$ciowego skladu poszczegolnych cukréw czterech odmian
{ruskawek przedstawiono na rysunku 1.

Oznaczano przy pomocy chromatografii bibulowej weglowodany
w nastepujacych odmianach truskawek: ,Climax”, ,.Afryka”, ,Laxton

http://rcin.org.pl



152 W. ZALEWSKT’ 4]

Utility”, ,Perla Praska”., dostarczonych pracowni do analizy. Ogétem
stwierdzono w badanych odmianach obecno$é ksylozy, fruktozy, glikozy
i cukrozy.

Cukry te wystepowaly w badanych odmianach w przyblizonym skta-
dzie jakosciowym.

Na rys. 2 przedstawiono wyniki badan czterech nastepujacych odmian
sliwek: ,,Renkloda Zielona Obawska*, ,,Wegierka Wangenheima*, , Quack-
enboss“, , Transparent”. W przeanalizowanych odmianach $liwek ziden-
tyfikowano nastepujace weglowodany, a mianowicie: ksyloze, fruktoze,
glikoze, cukroze i maltoze. Charakterystyczne jest to, ze w przebadanych

“
Q-
o3

WEYR]
:VéD@ O ¢ ‘m’b '@@@%@

wartost

linia Shta r AU
RN LSS Sl o ERC T R A
A
L %e dgive nidid 8
odmiany_ Cukry. wywolywacze barwa wywolanych cukrdw
1 R-da Zielona Obawska I ksyloza A kwasny ftalan aniliny 2 krwisto-czerwona
2 Weg. Wangenheima Il fruktoza |ll| czekoladowa
3 Quackenboss [l glikoza . & dlta
4 Transparent W maltoza 4 %%j’%’:xﬁ” L/ ceglasta
V cukroza

S- standord cukrdw
w- stezenie cukrdw 3 x mnigjsze

Rys. 2. Chromatogramy cukrowcow 4 odmian $liwek

odmianach truskawek (rys. 1) nie stwierdzono obecnosci tego ostatniego
cukru.

Jak zaznaczono na rys. 2, stezenie weglowodanéw w 10 ul nanoszone-
go roztworu bylo w przypadku odmian ,,Renkloda Zielona Obawska”,
»,Wegierka Wangenheima“ i , Quackenboss“ trzy razy mniejsze. Po-
wierzchnia otrzymanych po wywolaniu plamek, charakteryzujacych po-
szczegblne cukry, odbiegala znacznie swa wielkoécig (byla mnizsjsza) od
powierzchni plamek cukréw odmiany , Transparent“. Metoda ta mozna
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w przyblizeniu okresla¢ stezenie cukré6w w badanym materiale. O zalez-
no$ci pomiedzy stezeniem cukréow a powierzchnig plamek (w pewnych
granicach stezen) donosi miedzy innymi Cramer [5].

Jakosciowy sktad weglowodanéw trzech odmian winogron przedsta-
wiono na rys. 3. W przebadanych nastepujacych odmianach winogron

..Chasselas Tokay*, , Amerykanska Mieszanka Niebieska“ i ,,Seyve Vil-
lard” stwierdzono obecnosé¢ tylko dwoch cukréw, a mianowicie fruktozy

8 .0p Qo

wartosc
Rf

[ 1 n i*a Sifia c't=u
SN W, W A W S
A
L e g8 e.“ntidig

odmiany. cukry. wywolywacze barwa wywolanych cukrdw
1 Chasselas Tokay | fruktoza A kwasny ftalan aniling ||| czekoladowa
2 amerykarska [ glikoza S lta

mieszanka niebieska yreglasta
3 Seyve Villard Nr3-160 8 rezorcyna w kwasie

trdjchloroactowym

S-standard cukrdw

Rys. 3. Chromatogramy cukrowcéw 3 odmian winogron

i glikozy. Obecnosci innych weglowodanéw nie stwierdzono nawet w $la-
dach.

Na rys. 4 przedstawiono graficznie jakosciowy sklad weglowodanow
trzech odmian jablek. ’

W przebadanych odmianach jablek ,,Malinowa Oberlandska”, ,,Koksa
Pomaranczowa” i .,Krolowa Renet” stwierdzono obecnosé¢ nastepujacych
cukrow: ksylozy, fruktozy, glikozy, maltozy i cukrozy. Weglowodany
wymieniono w takiej kolejnosci, w jakiej adsorbowaly sie one na bibule.
Roéwniez ich wartosci Ry zmniejszaly sie i wynosity dla: ksylozy 0,28, fruk-
tozy 0,23, glikozy 0,17, maltozy 0,11 1 dla cukrozy 0,07.
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JakoSciowy sklad weglowodanéw trzech odmian gruszek przedsta-
wiono na rys. 5.

W przebadanych odmianach ,,Salisbura”, ,,Flaszkowa” i ,,Bera Har-
dego* stwierdzono obecno$¢ nastepujacych cukrow: ksylozy, fruktozy.
glikozy, maltozy i cukrozy.

Zawarto$¢ poszczegdlnych cukrowecéow w przebadanych odmianach
byla w przyblizeniu jednakowa i nie ulegala wyraznym wahaniom.

Po przeanalizowaniu szeregu standardéw oraz chromatograméw ba-
danych owocéw stwierdzono, ze:

N
S @
=
%
0@ do
1IIsta SRELG ST
S J, b A J, 5 7 y
A
L. Serigaipsins-dia
odmuany. Cukry wywalywacze barwa wywolanych cukriw
I Malinowa Ober- | ksyloza A kwasny ffalan aniling & krwisto-czerwona
landska I fruktoza Illl czekoladowa
2 Koksa Pomaran- Il glikeza 8 rezorcyna w kwasie & 20lta
czowa N maiteza trjchiorooctowym /y ceglasta

3 Krotowa Renet  V cukrcza

S-standard cukrow

Rys. 4. Chroematogramy cukrowcow 3 odmian jablek

1) Ksyloza barwila sie pod wplywem kwasnego ftalanu aniliny na
krwisto-czerwono i posiadala najwieksza wartos¢ R; sposrod
wszystkich przebadanych cukrow.

2) Fruktoza barwila sie pod wplywem kwasnego ftalanu aniliny na
z0lto, a od rezorcyny w kwasie tréjchlorooctowym na rozowo. Jej
plamki znajdowaly sie ponizej plamek ksylozy, a wart$¢ Ry byla
mniejsza od wartosci Ry ksylozy.

3) Glikoza barwila sie pod wplywem kwasnego ftalanu aniliny na
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czekoladowo. Adsorbowala sie na arkuszu bibuly ponizej frukto-
zy (wartos¢ Ry mniejsza od [ruktozy).

4) Maltoza barwila sie pod wpiywem kwasnego ftalanu aniliny na
czekoladowo, ale jako dwucukier adsorbowala sie ponizej heksoz
(warto$¢ Ry mniejsza od glikozy).

5) Cukroza barwila sie pod wplywem rezorcyny w kwasie tréjchlo-
rooctowym na rézowo. Jej wartos¢ Ry byla zblizona do wartosci
R; maltozy, jednak nieco mniejsza.

Cukry adsorbowaly sie na arkuszach bibuly w kolejnosci wyzej po-
danej, przy zastosowaniu parametréw omawianych w metodzie. Na ogol

0 @0

Sotsgic 1 u

warlosc
Rf

S~

R 6, G, 6, 6, G, S
A 8
L e g .espid.g
odmiany Cukry. wywolywacze barwa vrywoianych cakedw

! Salisbura | ksyloza 4 kwasny flalan ariiing & krwisto-czerwarg
{f{as:kcwa Il fruktoza Wi czekolodowa
3Bera-Hardego [l glikoza 8 rezorcync w kwasie e

IV malteza trgjchloroactowym & ilta

V cukroza 1 cegiasta

S - standard cukrow

Rys. 5. Chromatogramy cukrowcoéw 3 odmian gruszek

nie stwierdzono wyraznych réznic pomiedzy warto$ciami R, standardow
a badanych odmian i gatunkéw owocoéw.

Reasumujac stwierdzono wystepowanie w réznych odmianach jablek,
gruszek i Sliwek pieciu omawianych cukrow, tj. ksylozy, fruktozy, gliko-
zy, maltozy i cukrozy.

W badanych owocach 4-ch odmian truskawek wystepowaly: ksyloza,
fruktoza, glikoza i cukroza, brak bylo natomiast maltozy.
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Interesujacych danych dostarczyly, przebadane odmiany winogron,
w ktorych stwierdzono wystepowanie tylko fruktozy i glikozy (patrz
rys. 3). Innych cukréw nie stwierdzono nawet w niewielkich ilosciach $la-
dowych, chociaz metoda chromatograficzna wykry¢é mozna w badanej
préobie nawet kilka ich ug.

W przebadanych 4-ch odmianach $liwek (rys. 2) stezenie cukrow
w trzech odmianach bylo trzy razy mniejsze niz w pozostalej odmianie.
Nie stwierdzono jednak wyraznych roznic w wartosci Ry, w stosunku do
odmiany czwartej $§liwek; zauwazono jedynie réznice w wielkos$ci plamek
poszczegblnych weglowodanow.

V. Wnioski

W przeanalizowanym surowcu stwierdzono, ze w ramach poszczegol-
nych odmian owocow nie wystepowaly wyrazne roznice w skladzie ja-
kosciowym weglowodan6éw. Pewnz r6znice wystepowaty dopiero w okres-
lonych gatunkach owocéw. Nadmieni¢ rowniez nalezy, ze probka analizo-
wanego materialu nie powinna posiada¢ zbyt duzych ilosci cukrowcow
w przeciwnym razie otrzymuje sie chromatogram nietypowy, rozmazany,
nie rozdzielajacy zadowalajaco badanych cukréw, co uniemozliwia wycia-
ganie wnioskéw, jak i nie pozwala na ewentualne iloSciowe oznaczenie
analizowanych weglowodanow.

Niemniej interesujacym byloby iloSciowe oznaczanie weglowodanow
w badanych owocach przy uzyciu chromatografii bibulowej. Zagadnienie
to bedzie omawiane oddzielnie w nastepnym doniesieniu.

VI. Dyskusja nad wynikami

Przypuszczano pierwotnie, ze w badanych owocach oprécz innych cu-
krow wystepuje riboza. Chromatogram wzorcowy, zawierajacy nastepu-
jace cukry: cukroze, maltoze, glikoze, fruktoze i riboze nie pokrywat sie
jednak z ,,mapg” chromatogramow weglowodanéw wystepujacych w ana-
lizowanym materiale (patrz rys. 6 standard 1).

Rowniez warto$é Ry ribozy roéznila sie (byta wieksza) od wartosci R-
pentozy. znajdujacej sie w owocach. Dopiero przez zastapienie ribozy
ksyloza, otrzymano chromatogram standardowy, na ktérym rozmieszcze-
nie poszczegbélnych weglowodanéw pokrywalo sie z chromatogramem ba-
danych owocow3. Obydwa chromatogramy (standardowy i badanych
owocoéw), przy wywolaniu plamek poszczegélnych cukréw dawaly iden-
tyczne reakcje barwne, jak i wartosci R (patrz rys. 1, 2, 3, 4, 5.).

3 Zastrzega sie, ze nie jest wykluczona ewentualna obecno&¢ innych cukrowcow
w stezeniach znacznie mniejszych niz badane,
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Azeby mie¢ calkowita pewno$¢, ze wyzej omawiane cukry istotnie
wystepowaly w badanych owocach, przygotowano chromatogram, na kié-
ry nanoszono po 5 ul roztworu weglowodanow z badanej odmiany owocow,
a nastepnie w te same miejsca po 5 1l standardu zawierajacego ksyloze,
fruktoze, glikoze, maltoze i cukroze (patrz rys. 6, Sly + S» i Jo + Sy).
Nastepnie chromatogram rozwijano i wywolvwano metoda zaadoptowana

V |

@_i
@00
o ‘28600

wartosc

/)

t1ni1a S Lairiit-u
S S5 SESRRe ¥ S SL*S; S,
A 8
[eoiligprin'tga g
standarg -1 standard -2 wywolywacze barwa wywolgnych cukrow
| riboza Il ksyloza A kwasny ftalan aniliny & krwisto-czerwona
M fruktoza Il fruktoza |||l czekoladowa
W glikoza IV glikoza B rezorcyna w kwasie &y 2dlta
V maltoza V maltoza trdjchiorooctowym Jy/ceglasta
VI cukroza VI cukroza

Si,~ Slhwki cam. Transparent
J, - jablka odm. Koksa Pomararczowa

Rys. €. Chromatogramy standardow oraz cukrow badanych odmian ze
standardami

w niniejszej pracy. Stwierdzono, ze .polozenie, zabarwienie i warto$ci Ry
plamek weglowcdanéw w tak przygotowanym chromatogramie nie réz-
nily sie niczym eod chromatogramu standardowego oraz od chromatogra-
mu badanej odmiany owocéw.. Wyzej opisane doéwiadczenie wskazy-
waloby raz jeszcze, ze omawiane weglowodany znajdowaly sie rzeczy-
wiScie w badanych gatunkach i cdmianach owocow.

Streszczenie

W pracy niniejszej omawiano oznaczanie cukrowcdw wystepujacych
w owccach., meteda chromatografii bibulowej. Ogdélem przebadano po
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cztery odmiany truskawek i Sliwek oraz po trzy odmiany jablek, gruszek
1 winogron. W gatunkach i odmianach wyzej omawianych owocow stwier-
dzono wystepowanie nastepujacych weglowodanéw: ksylozy, fruktozy,
glikozy, maltozy i cukrozy. Wyzej wymienione cukry nie wystepowaty
we wszystkich gatunkach owocéw w jednakowym skladzie jako$ciowym.
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XPOMATOIPAPUYECKOE OIIPEJAEJIEHUE CAXAPOB B MECTHBIX ®PYKTAX

Peszwwme

B Hacroauem cooblueHny npeacTaBieHbl pe3yJibTaThl ONpeAeseHmi ca-
XapoB, HaxoAAlMXcsA B (ppykTax, mo Meroay Xpomarorpacduu Ha Oymare.
McenenoBaumio Gb1IM MOBEPIKEHbI 10 YETHIPE COPTA KIAYOHMKM U CJIMB U 10
TPy copra A0JIOK, IPyIl 1 BMHOrpaza. ¥ pa3HbIX COPTOB M BUOB BbILIE yKa-
3aHHBIX (DPYKTOB ODHAPYIKEHO HaJIMuMe CJIEAYIOIUX YIJIEBOAOB: KCUJIO3EI,
(PpPYKTO3bI, IIIOKO3bI, MAJLTO3bI M caxapo3bl. OJHAKO KauyecTBEHHbI coc-
TaB IIEPEYMCIIEHHBIX caXapoB He ObLI OAMHAKOB B ILIOJAAX, MCCIIEAOBAHHBIX
COPTOB M BHUJOB.
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CHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNG VON ZUCKERN IM OBST

Zusammenfassung

In dieser Mitteilung wurde die chromatographische Bestimmung von
Kohlernhydraten im Obst besprochen. Insgesamt wurden je vier Sorten
Erdbeeren und Pflaumen und je drei Sorten Apfel, Birnen und Wein-
trauben analysiert. In obengenannten Obstgattungen und — Sorten wur-
de die Anwesenheit von Xylose, Fructose, Glucose, Maltoss und Saccha-
rose festgestellt. Die obigen Zucker befanden sich in den analysierten
Obstgattungen nicht in der gleichen qualitativen Zusammensetzung.

Otrzymano 22.10.1955 r.
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Z Katedry Technologii Rolnej — Zaktadu Biochemii Zywnosci W.S.R. w Poznaniu —
Kierownik Katedry: prof. dr J. Janichi

Prawie jednocze$nie z odkryciem witaminu B2 stwierdzono, ze sub-
stancja ta dziala wzrostowo na kurczeta zywione pasza roslinna [16]. Roz-
szerzenie badan zywieniowych na inne zwierzeta hodowlane pozwolilo
ustali¢, ze witamin Bjs dziala wzrostowo nie tylko na droéb ale i na inne —
wazne z punktu widzenia gospodarczego zwierzeta, jak prosieta, Swi-
nie oraz cieleta. W licznie przeprowadzanych doswiadczeniach ustalono,
ze witamin Bj» dodawany do paszy roslinnej zwieksza zuzycie zawartego
w paszy biatka roslinnego tak, ze przy jednakowej diecie zwierzeta, kto-
rym réwnoczesnie podawano w paszy witamin Bi2 szybciej rosna
(od 10—40%0) [15], [24]. Jeszcze lepsze efekty hodowlane osigga sie przy
jednoczesnym podawaniu obok witaminu Bjs, antybiotykéw jak chloro-
tetracykliny (aureomycyna), hydroksytetracykliny (terramycyna), strep-
tomyecyny i innych [4], [14], [15], [22].

Z momentem stwierdzenia wzrostowego dzialania witaminu Bj» na
zwierzeta hodowlane wzroslo ogromnie zapotrzebowanie na te substancje.
W zwigzku z tym wylonila sie potrzeba szukania nowych i tanich Zrédet
witaminu Bjs, ktéry moglby byé wykorzystany dla celéw hodowlanych.
Obecnie ogromna wiekszo$¢é paszowych koncentratéw witaminu B2 znaj-
dujacych sie na rynkach pochodzi z odpadoéw przy produkeji antybioty-
kéw, a szezegdblnie chlorotetracykliny. W roku 1951 Hoover i inni [10],
[11] wykazali, ze w $ciekach miejskich oczyszczanych przy pomocy fer-
meniacji tlenowej lub beztlenowej (metanowej) znajduje sie witamin
B2 w ilosciach do 10 ug na kg suchej masy Sciekéw. W Niemczech pro-
blemem wyodrebrienia i identyfikacji kobalamin zawartych w szlamach
$ciekowych po fermentacji metalowej zajelisiew Bernhauer i Frie-
drich [2], [7].
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162 J. JANICKI, J. PAWELKIEWICZ, K. NOWAKOWSKA [2]

O mozliwosci otrzymywania ze szlamow Sciekowych po fermentacji
metanowe] koncentratéw witaminu B2 nadajacych sie dla celéw hodo-
wlanych donosza Witmarsh i inni [23]. Scheunert i Sommer
[21], otrzymali roéwniez koncentraty przy czym Scheunert
i Kraack [20] stwierdzili ich wzrostowe dzialanie w do$wiadczeniach
zywieniowych na $winiach. '

W pracy niniejszej podajemy wyniki naszych badan nad otrzymaniem
koncentratéw witaminu Bys oraz krystalicznego witaminu Bis ze $ciekow
miejskich poddanych fermentacji metanowej. PrzeprowadzaliSmy bada-
nia nad oirzymywaniem koncentratow witaminu Bys zaréwno w skali
laboratoryjnej (proby 50—75 1 sciekow) jak i éwieré technicznej (préby
do 500 1 sciekdw).

Pragniemy w tym miejscu podziegkowaé mgr Swierczynskiemu
za umozliwienie nam przeprowadzznia préb technicznych. Otrzyman= kon-
centraty przebadano w doswiadczeniach zywieniowych na kurczetach.
Badania te wykazujace duza warto$é preparatu przeprowadzilo we wilas-
nym zakresie Laboratorium naukowo-do$wiadczalne Tuczarni Drobiu
Poznan-Junikowo.

Czeé¢ doswiadczalna

1. OTRZYMYWANIE KONCENTRATOW WITAMINU B,. ZE SCIEKOW MIEJSKICH ,
PODDANYCH PROCESOWI FERMENTACJI METANOWEJ

100 1 Sciekow pcbranych bezpoérednio ze zbiornikéw fermentacyj-
nych z Oczyszczalni Sciekéw w Poznaniu, zadawano 10 g cyjanku sodo-
wego 1 pozostawiono 12-—24 godzin w spokoju. Nastepnie alkaliczny piyn
doprowadzano przy pomocy 30% HCI1 lub bezwodnego kwasu octowego
do pH 6—7 i podgrzewano do temperatury 80°. W trakcie pedgrzewania
stale sprawdzano wartosc pH plynu i korygowano dodajac kwasu wsrod
energicznego mieszania, w celu utrzymania pH w granicach 6—7. Po
osiagnigciu temp. 80—90° plyn utrzymywano w tej temperaturze w ciagu
15 minut, po czym szybko studzono do temp. 25°—30°. Po ostudzeniu
plyn rozcienczano woda dodajac 20--40 1 wody w zalezno$ci od gestosci
Sciek6w, po czym zadawano nasyconym roztworem 1 kg alunu — glinowo-
potasowego (produkt techniczny). Sél glinowa powodowala koagulacje
koloidalnego roztworu. Ciecz przelewano do odstojnika i po 12—24 go-
dzinach dekantowano klarowny lub stabo opalizujgcy plyrn znad osadu.
Ze sklarowanej cieczy adsorbowano substancje czynne na weglu aktyw-
nym ,,Carbopol H2“ (pH 6—7) [13]. Na kazde 100 1 ptynu dodawano 200—
300 g wegla aktywnego (zaleznie od rozcienczenia pierwotnej proby wo-
da) 1 po dalszych 12 godzinach wegiel odsaczano. Nastepnie wegiel prze-
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mywano woda, po czym kobalaminy eluowano 75% acetonem [13]. Po
odpedzeniu acetonu otrzymywano koncentrat barwy czerwono-brazowej
(400—600 ml ze 100 1 Sciek6w), ktory analizowano na zawarto$é witami-
nu Bjs. Srednio ze 100 1 Sciekéw otrzymywano 6—14 mg witaminu Bjs.
Roztwor wodny kobalaminu rozprowadzono w mace lub $rucie kukury-
dzianym w tej iloSci, by po wysuszeniu produktu zawartos¢ witaminu
B2 wynosita 4 mg/kg produktu i suszono w pradzie suchego powietrza
w temp. ok. 30—35°C. Tak rozcienczony koncentrat dostarczano do badan
zywieniowych, w ktéorych podawano kurczetom od 2—4 mg witaminu
Ey2 w 100 kg paszy tresciwej.

Wodny koncentrat stuzyl réwniez do otrzymywania krystalicznzgo
witaminu B> wedlug metody opisanej nizej, w duzej mierze opartej na
doswiadczeniach Pawetkiewicza i Nowakowskiej [18].

2. OTRZYMYWANIE KRYSTALICZNEGO WITAMINU By

Wodny koncentrat wysycano chlorkiem sodowym, alkalizowano do
pH ca 9 roztworem cyjanku sodowego, po czym kobalaminy kilkakrotnie
ekstrahowano alkoholem benzylowym. Polaczone ekstrakty alkoholowe
wirowano celem sklarowania, nastepnie zadawano réwna objetoscia chlo-
roformu. Kcbalaminy reekstrahowano kilka razy matymi porcjami wody.
Polaczone wodne wyciagi przemywano jednorazowo rowna objetoscia
chloroformu, zakwaszano do pH 5—6 1 M NaH»POy i kobalaminy ekstra-
howano mieszaning o-krezolu i chloroformu (1:1 v/v). Polaczone wycia-
gi krezolowo-chloroformowe zadawano /4 objetosci chloroformu i jedno-
krotnie przemywano woda. Nastepnie do przemytego roztworu kobala-
min dodawano réwna objetoscia mieszaniny n-butanolu i chloroformu
(1:1 v/v) [1] i kobalaminy ekstrahowano woda. Wodny roztwér przemy-
wano 3 razy chloroformem celem usuniecia $ladéw krezolu i nastepnie
odparowywano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem na }azni wodnej.
Suchg pozostalos$é rozpuszezano w bardzo malej objeto$ci wody i roztwor
nanoszono w formie waskiego paska na bibule chromatograficzng What-
man’a Nr 3. Nastepnie kobalaminy rozdzielano elektroforetycznie wg me-
tedy Holdswortha [9], [18]. Po rozdzieleniu kobalamin bibule suszono
w pradzie cieplego powietrza, wycinano z niej pas elektroobojetnych
kobalamin, po czym eluowano je woda. Wodny roztwér saczono do kolbki
prézniowej, skad odpedzano wode pod zmniejszonym ci$nieniem. Sucha
pozostalo$é rozpuszczano w metanolu i roztwoér ten chromatografowano
na kolumnie z tlenkiem glinu. Z oczyszczonego roztworu krystalizowano
witamin wg metody uprzednio opisanej [13].
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3. SPEKTROFOTOMETRYCZNA METODA OZNACZANIA WITAMINU Bj: W KONCENTRATACH
OTRZYMANYCH ZE SCIEKOW

Spektrofotometryczna réznicowa metoda podana po raz pierwszy
przez Rudkina i Taylora [19], a zmodyfikowana w naszej pra-
cowni [12] nie mogta znalezé zastosowania przy oznaczaniu witaminu Bj»
w koncentratach ze $ciekow.

Metoda Rudkina i Taylora polega na pomiarze réznicy absorpcji roz-
tworu witaminu Bj> i jego kompleksu dwucyjanowege. W badanych kon-
centratach wystepuja rozne kobalaminy (typu deznukleotydo-cyjanoko-
balaminy) dajace w obecnosci cyjankéow trwale przy pH 6 kompleksy
dwucyjanowe uniemozliwiajace oznaczenie witaminu B wg wyzej po-
danej metody. Dlatego tez opracowano nowa metode oznaczania spektro-
fotometrycznego, polegajaca na oczyszczeniu surowego koncentratu,
elektroforetycznym rozdzieleniu na bibule witaminu Bjs (frakcji elek-
troobojetnych) od innych kobalamin i oznaczaniu stezenia na podstawie
pomiaru absorpcji dla fali 550 mu w eluacie z bibuly. Sposéb postepowa-
nia w opracowanej metodzie oparto na opisanej wyzej metodzie otrzy-
mywania krystalicznego witaminu B> z koncentratow (ekstrakcje alko-
holem benzylowym oraz ekstrakcje krezolowo-butanolowe i elektrofore-
za bibulowa). Do analizy brano od 10—50 inl koncentratu, w zalezno$ci
od przypuszczalnego stezenia witaminu Bjys, po czym postepowano, jak
opisano wyzej, zwracajac szczegblng uwage na iloSciowe przenoszenie
barwnych substancji z jednej fazy do drugiej. Osiggane tc przeprowa-
dzajac poszczegblne ekstrakcje 4—6 razy. Zwracano réowniez uwage na
iloSciowe naniesienie roztworu kobalamin na bibule. Dodatek kilku kro-
pel metanolu do préby w kolbce destylacyjnej ulatwia to zadanie.

Z wysuszonego elektroforogramu wycinano nastepnie pas witaminu
Bye, cieto go na drobne skrawki, zalewano 5—10 ml wedy, po czym po
20—60 minutach saczono przez maly saczek do kolbki prézniowej. Eks-
trakcje bibuly powtarzano 3—5 razy. Z kolbki odpedzano wode nod
zmniejszonym cisnieniem, a sucha pozostalo$¢ rozpuszczano w okre$lonej
objetosci (v ml) wody i w roztworze tym mierzono absorpcje dla fali =
= 550 mu (ds50) wobec wody jako roztworu poréwnawczego. Stezenie
witaminu B2 w probie obliczano wg wzoru: '

_d.'.:.nr' 10‘_1""

C— - ng By, w prébie,

63-1

w ktorym 1 oznacza szerokosé kiuwety absorpcyjnej w cm.

4. BADANIE TOZSAMOSCI WYODREBNIONEJ KRYSTALICZNEJ ELEKTROOBOJETNEJ KOBALAMINY

Bernhauer i Friedrich pierwsi wykazali, ze w szlamach
pofermentacyjnych, préocz witaminu Bjs wystepuja rézne inne kobalami-
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ny, a wsrod nich rowniez elektroobojetny czynnik nazwany przez nich
witaminem BioIlI [2]. W witaminie Bq2III nie stwierdzono 5,6-dwumety-
lobenzimidazolu w czes$ci nukleotydowej czasteczki. Czynnik By2lIT wy-
daje sie identyczny z tzw. czynnikiem I wyodrebnionym z kalu $win
1krow przez Browna iinnych [5]. Ostatni badacze stwierdzili rowniez
wystepowanie szeregu dalszych elektroobojetnych kobalamin (tzw. czyn-
niki G, H, F.) o niskiej aktywnos$ci mikrobiologicznej wobec Ochromonas
nalhamensis. Z tych przyczyn byla konieczna blizsza identyfikacja wy-
odrebnionej przez nas krystalicznej kobalaminy. PoddaliSmy ja badaniom
mikrobiologicznym, fizyko-chemicznym i chemicznym. Kobalamina wy-

mg
30,0F

250F
200}

150}

Q03 4062 0125 0250 250 775

; 10 g/t
8., —-— =8, ofrzymany w tg/ pracy

Rys. 1. Krzywe wzrostowe E. coli dla witaminu B;; oraz wi-
taminu B,; wyodrebnionego ze $ciekow.
Krzywa osi rzednej podaje wage w mg wycietych krgzkow
papieru fotegraficznego, na ktorym slotografowano plamy
wzrostu

odrebniona ze $ciekow poddanych fermentacji metanowej wykazywala
te sama aktywno$¢ mikrobiologiczna (Escherichia coli mutant — metoda
plytowa) [3], [8] co witamin By (5,6-dwumetylobenzimidazolocyjanoko-
balamina). Rvsunek 1 przedstawia graficznie zalezno$¢ miedzy stezeniem
witaminu a waga wycietych krazkow z papieru fotograficznego, na kto-
rym sfotogralowano plamy wzrostu [6]. Dla oryginalnego witaminu B2
oraz preparatu badanego krzywe wzrostu pokrywaja sie. Rowniez widmo
absorpcyjne wyodrebnionej kobalaminy bylo identyczne z widmem
absorpcyjnym witaminu Bz [13].

Celem zidentyfikowania zasady nukleotydowej wyodrebnionej koba-
laminy, ca 3 mg witaminu zhydrolizowano w zatopionej rurce w 6 N HCI,
po czym w hydrolizacie zidentyfikowano widmowo zasade nukleotydowa.
Stwierdzono wystepowanie substancji o charakterystycznym widmie
absorpeyjnym 5,6-dwumetylobenzimidazolu [17].
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Szczegoly metody indentyfikacji zasady nukleotydowej opublikowano
w innym miejscu {17].

Omoéwienie metody

W trakcie opracowywania metody otrzymywania koncentratéow wi-
taminu By ze Sciekéw poddanych fermentacji metanowej stwierdzono,
zgodnie z danymi Whitmarsha i innych [23], ze celem uwolnienia
witaminu z komoérek bakteryjnych nie potrzeba proby autoklawowaé, jak
podaje Hoover i inni [9], [10]. Ogrzewanie cieczy do temp. 80—90°
wystarcza do przeprowadzenia kobalamin do roztworu.

Stwierdzono réwniez, ze prawie wszystkie kobalaminy zwigzane sa
z osadem bakteryjnym, a tylko nieznaczna ich cze$¢ znajduje sie w roz-
tworze. Pozwolilo to na wydobycie witaminu réwniez z osadéw zebra-
nych z drenowanych poél, na ktorych suszy sie przefermentowane $cieki.

Waziziejszym 1 nie notowanym dotychczas w pismiennictwie bylo
spostrzezenie wplywu pH Sciekow na zachowanie sie kobalamin w trak-
cie ogrzewania. Z grzybni Streptomyces griseus [13] lub z bakterii pro-
pionowych [17] mozna uwolni¢ witamin B2 ogrzewajgc suspensje wodna
drobnoustrojéw przy pH 3 w temp. 60° w ciggu 10—15 minut.

W pracy niniejszej stwierdzono, ze ogrzewanie sSciekéw przy pH 3,
a nawet 4,5 w temp. 60° w ciagu 10 minut niszezy cze$ciowo lub catko-
wicie, w zalezno$ci od badanej partii Sciekow, elektroobojetne kobalami-
ny a, do koncentratu przechodza kobalaminy zasadowe (typu deznukle-
otydocyjanckobalaminy). Stwierdzono réwniez, ze w tych partiach Scie-
kéw, w ktérych elektroobojetne kobalaminy rozkladaly sie calkowicie
w trakcie ogrzewania przy pH 3—4, nawet dodany do nich krystaliczny
witamin Bj» ulegal w tych warunkach kompletnej destrukeji.

Trzeba tu jednak zaznaczy¢, ze zawsze précz niezmieniowej elektro-
cbojetnej kobalaminy pojawialy si¢ w ekstraktach w mniejszych lub wiek-
szych iloSciach kobalaminy zasadowe (elektroforeza w 2 N kw. octowym)
barwy pomaranczowo-czerwonej, przypominajace swymi wlasnosciami
fizyko-chemicznymi deznukleotydocyjanokobalamine. Iloéé¢ ich nie prze-
kraczala na ogét 10—20° kobalamin elektroobojetnych. Wydaje sie, ze
przynajmniej czes¢ ich powstaje w reakecji rozkladu kobalamin elektro-
obojetnych.

W pracy niniejszej stwierdzono, ze (précz pH) duze znaczenie dla wy-
dajnosci otrzymywanego witaminu Bjis ma dodatek cyjanku sodowego
do $ciekéw przed ich ogrzewaniem.

W tablicy 1 zestawiono wyniki tych badan. Witamin Bjs wyodreb-
niono z 2-litrowych préb $ciekéw ogrzewajac je 10 minut w temp. 80°.
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Badano tu wplyw pH oraz cyjanku i siarczynu sodu na wydajnos¢ pro-
cesu.

Po uwolnieniu witaminu Bys z komoérek bakteryjnych, proby odbial-
czano alunem glinowym — jak w opisanej metodzie i po odwirowaniu
osadu ekstrahowano witamin mieszaring krezolu i chloroformu (1 :1).
Po zadaniu wyciagu krezolowo-chloroformowego nadimiarem chlorofor-
mu 1 butanolu, witamin Bys reekstrahowano, po czym w uzyskanym wy-
ciagu oznaczano go wedlug metody podanej wyzej.

Scieki poddane fermentacji metanowej zaré6wno przed jak i po ogrza-
niu przedstawiaja sie jako ciemne, koloidalne roztwory z zawieszoymi
w nich czesciami stalymi mazistej konsystencji. Normalna przerébka tego

Tablica 1

Wplyw pH oraz dodatku cpjanku i siarczynu sodu na wydajno$¢ witaminu By,

pH l 6.5 | 5,5 4.5 ‘
i N A e R e | 5
NaCN (0,5g/1) 100*° | 62,6 33,0
Na,SO, (2,5¢/1) 25,5 20,0 18,0

Préba kontrolna 15,9 l —

* Liczby podaja wartosci wzgledne
Warto$¢ bezwzgledna: 132,5 ug By,/1

materialu jest trudna. Usuwanie cze$ci stalych wymaga stosowania spra-
wnych wiréwek o duzej pojemnosci. Oddzielenie wegla z otrzymywanych
roztworéow koloidalnych jest rowniez ucigzliwe i wymaga np. stosowania
super-centryfug. Trudno$ei te ominigto w opracowanej metodzie koagu-
lujac koloidy solami glinu. Koagulat latwo osadza si¢ na daie cdctojni-
kow, co ulatwia dekantowanie klarownej lub lekko opalizujgcej cieczy.
Dodatek soli glinu powoduje obnizenie si¢ pH cieczy do wartosci 3,5—
4,5, co nie ma w tym miejscu zasadniczego znaczenia pod warunkiem,
ze koagulowany plyn jest juz ochlodzony do temp. 25—30°.

Z surowego koncentratu witaminu Bj2 mozna dosy¢ latwo otrzymaé
preparat krystaliczny.

Na drodze mikrobiologicznej oraz chemicznej stwierdzono, ze w Scie-
kach poddanych fermentacji metanowej pochodzacych z Oczyszczalni
Sciekow w Poznaniu znajduje sie 5,6-dwumetylobenzimidazolocyjanoko-
balamina w ilo$ciach 6—14 mg na 100 litréw Sciekdw.
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Streszczenie

1. Opracowano metode otrzymywania ze $ciekow miejskich oczysz-
czonych fermentacja metanowa koncentratéw witaminu Bys, nadajacych
sie jako dodatek do pasz dla zwierzat gospodarskich. Ze 100 1 $ciekow
otrzymano ok. 10 mg witaminu Bj2. Opracowana metoda polega na uwol-
nieniu witaminu By2 z komoérek bakteryjnych na drodze ogrzewania $cie-
kow do temperatury 80—90° przy pH 6—7 w obecnosci cyjanku sodowe-
go, koagulacji koloidow siarczanem glinowo-potasowym, absorpcji wita-
minu na weglu aktywnym 1 elucji z wegla wodnym acetonem.

2. Ogrzewanie Sciekow przy pH 3,0—5,5 pewoduje czesciowe lub nie-
kiedy nawet catkowite zniszczenie 'witaminu Bys. Dodatek cyjanku sodo-
wego przed ogrzewaniem sciek6w znacznie podnosi wydajnos$é otrzymy-
wanego witaminu Bjs. Ochronne dzialanie siarczynu sodu jest wicle
slabsze od NaCN.

3. Podano metode otrzymywania krystalicznego witaminu Bj» z kon-
centratow witaminu Bjs.

4 Opracowano nowa metode spektrofotometrycznego oznaczania wi-
taminu By> w koncentratach.

5. Metodami mikrobiologicznymi oraz fizyko-chemicznymi zidentyfi-
kowano wyodrebniong krystaliczna kobalamine jako 5,6-dwumetyloben-
zimidazolocyjanokobalamine,

6. W ¢ciekach po fermentacji metanowej stwierdzono précz wita-
minu Bz wystepowanie elektrozasadowych kobalamin typu deznukleo-
tydocyjanokobalaminy w iloSciach od 10 do 20% wszystkich kobalamin
zawartych w $ciekach. Wydaje sie, ze przynajmniej cze$¢ z nich tworzy
si¢ na skutek rozkladu witaminu Bys w trakcie jego uwalniania z komo-
rek bakteryjnych.
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IIOJIYYEHME , KOHIIEHTPATOB ¥ KPUCTAJJIMYECKUX BUTAMMHOB B
U3 TOPOJACKUX CTOYHBIX BOJ ITOCPEICTBOM METAHOBOTO BPOXKEHUA

Peszwowme

1. PaspaboTaH MeTO[ IOJNYYEHMA M3 TOPOJACKMX CTOYHBIX BOJ, OUM-
LLIEHHBIX ITOCPEICTBOM METAHOBOro OpOKeHMA, KOHLEHTPATOB BUuTaMMHa Bi2
NIPUTOHBIX /1A NPUOABIEHMA K KOPMY CEJIBCKOX03ANCTBEHHBIX XKMBOTHBIX.
M3 100 1. cTOYHBIX BOJX I0Jy4YeHO 0K0J0 10 mr. BuTamuua Bi2. Pazpaboran-
HbIJi METOJ 3aKJIIOYAeTCH B BbIAEJEHMM BUTaMMHA Bi2 u3 KiaeTok Dakrepmit
IIyTEM I0JIOrPEBAHNMA CTOYHBIX BOZ A0 Temneparypbl 80—90° npu pH 6—7,
NPy HaJIMYMM LIMAHMCTOrO HATPUA, KOATrYJALMM KOJJIOUIOB IOCPEACTBOM
cynbthara aOMMHMA M KauauA, abcopbumym BMTaMMHA HAa AKTMBHOM yIJje
M NIPOMBIBAHMIA M3 YIJid BOAHBIM aLleTOHOM.

2. Iloporpesanue crounbix BoA npu pH 30 — 5,5 BeI3BIBaeT yacTuM4-
HOE, a MHOI/iAa M TMOJIHOe YHUYTOXKEeHMe BuTamyuHa Bie. IIpnbaBka nmaHmMeTo-
ro HaTpusa Nepej IOJOrPeBaHMEM CTOYHBIX BOJ 3HAYMTEJBHO yCUJIMBAET
9(h(hpeKTUBHOCTE TOJIyYaemMoro ButamyHa Bi:. IIpenoxpaHuTesbHOE Aeii-
CTBME CEPHMCTOKMCJIOr0 HaTpusa 3HauMTeJbHO ycrynaer NaCN.

3. IlpexacraBieH METOZ IMOJYYEHMS KPUCTAJLIMYECKOTO BUTAMMHA Bi2
U3 KOHLEHTPATOB BUTaMMHA Biz.

4. PaspaboTaH HOBBLI METOJ CIEKTPO(OTOMETPMYECKOTrO ONpPeesIeHNA
BUTaMMHA Bi2 B KOHIIEHTpaTax.

5. IlyTeM MMKPOOMOJOTMYECKMUX U (PUBUKO-XMMUYECKMUX METOAOB UAEH-
TU(MOUIMPOBAHO BbIJEJEHHBIN KPUCTAJINYECKMIT KoDaslaMyH B Buje 5,6 1By-
ITMIIODEH3UMMAA30JI0LMAHOKODAaIaMMHa.

6. B cTOYHBIX BOjAax IOCJie METAHOBOro OpozKeHusa ODHapyKEHO IOAB-
JIeHue, KpoMe BUTaMMHa Bi2, 91€KTPOIUENTOYHBIX KODAJIaMMHOB THUIIA JIE3HY -
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KJleoTHonManokobanmammaa B kosmuecrsax or 10 mo 20%0 Bcex comepzka-
LIMXCA B CTOYHBIX Bojax kKobasmamuuoB. Ilpexaraercsa, yYTo 1o KpayHOM
Mepe, 4acThb UX oDpa3yeTcs BCJIEACTBME pa3JIoxKeHMd BuTaMMHa Bi2 Bo Bpe-
M5 erc BbIIEJIEHUA U3 KJETOK OakTepmii.

OBTAINING OF VITAMIN Bi2 IN CONCENTRATES AND CRYSTALLINE FORM
FROM TOWN SEWAGE SUBJECTED TO METHANE FERMENTATION

Summary

1. A method was developed of obtaining vitamin Bj» concentrates
from town sewage purified by methane fermentation; this concentrate
is suitable as an addition to animal fodder. 100 litres of sewagz yielded
about 10 mg of vitamin Bis.

The method consists in liberating vitamin By2 from bacteria cells by
warming sewage to 80—90°C., at a pH of 6—7, in presence of sodium
cyanide, by coagulation of colloids with potassium aluminium sulphate,
by absorption of thz vitamin on activated carbon and subsequent =lution
with aqueous acetone.

2. Warming of sewage at a pH of 3.0—5.5 causes partials occasionally
even complete. destruction of vitamin Bjs. Additions of sodium cya-
nide prior to warming ccnsiderably raises the yield of vitamin Bjs. So-
dium sulphite exerts a much weaker protective effect than sodium cya-
nide.

3. The paper presents a method of obtaining crystalline By2 from con-
centrates of the vitamin.

4. A new spectrophotometric method was developed for determining
vitamin Bis in concenirates.

3. The crystalline cobalamin isolated was identified as 5,6-dimethyl-
benzimidoazolocyanocobalamin by microbiological and physico-chemical
methoeds.

6. After methane fermentation, there were found in the sewage, be-
sides vitamin Bjs, also electrobasic cobalamins of the type of desnucleo-
tidecyanocobalamin, in quantities amounting from 10 to 20 per cent of
the total content of cobalamins. It appears that at least a part of them
results from the decomposition of vitamin Bjs during the liberation of
the latter from bacteria cells.

Otrzymano 2.12.1955 r.
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POLACZENIA WITAMINU B,, Z BIALKAMI
IV. OCZYSZCZANIE I WEASNOSCI KOMPLEKSU WITAMIN B,.-
BIALKRO (ERYTROGLOBULINU) W SUROWICY KRWI BYDLECEJ

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik prof. dr B. Skarzunski

W surowicy krwi ludzkiej 1 zwierzecej istnieje polaczenie witaminu
Ei2 nie przechodzace przez blony dializacyjne, nie przyswajane przez
drobnoustroje wymagajace dla swego wzrostu dowozu witaminu Bis,
ktére nazwaliSmy erytroglobulinem. W poprzednich naszych
pracach [6], [8], [10], wykazaliSmy, ze erytroglobulin jest polgczeniem wi-
taminu By z biatkiem, wedrujacym podczas elektroforezy z frakeja aq-glo
bulinéw [8|. StwierdziliSmy rowniez, ze kompleks ten nalezy do risroz-
puszczalnej w wodzie frakeji bialek surowicy krwi bydlecej i ulega wy-
soleniu przy uzyciu siarczanu amonu w stezeniu 1,46—1,95 M [6]. Przyj-
mujac ewentualna role fizjologiczna tego polaczenia podjeliSmy proby
wyosobniania, otrzymujac w malych iloSciach preparat znacznie bar-
dziej zageszczony W porownaniu = surowica.

Metody

Metoda oczyszczania erytroglobulinu oparta zostala na nastepujacym
postepowaniu: dializowanie surowicy wobec wody, wycigganie wytraco-
nych pedczas dializy euglobulinéw roztworem NaCl, frakcjonowanie
wyciagu siarczanem amonowym i frakcjonowanie przy uzyciu ciagte)
elektroforezy bibulowej. Biatko oznaczano metoda mikro-Kjeldahla oraz
metcda taninowa [4]. Witamin Bys cznaczano postugujac sie sposobem
postepowania podanym w jednej z poprzednich naszych prac [8].

Frakcjonowanie elektrofcretyczne przeprowadzano przy pomocy apa-
ratury skonstruowanej przez nas, bedacej modyfikacja aparatury Grass-
manna i Hanniga [2] oraz Durruma [1]. Zasada metody ciaglej elekrofo-
rezy bibulowej polega na tym, ze pole elektryczne wytworzene jest na
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duzym arkuszu bibuly w kierunku prostopadtym do kierunku splywaja-
cego wzdluz arkusza buforu. Rozdzielana mieszanina doprowadzana ciag-
le do powierzchni arkusza podlega dzialaniu sily splywajacego buforu
w kierunku pionowym i sily pola elektrycznego w kierunku poziomym.
W tych warunkach ruchliwosc¢ elektroforetyczna jest wypadkowa dzia-
tania tych dwoch sil, jak to obrazuje rys. 1.
Schemat aparatury przedstawia
rys. 2. Komore aparatury stanowi
[ l l [ J akwarium o rozmiarach 60 X 30 X
X 25 em z uszcezelkami gumowy-
mi U, na ktérych spoczywa plyia
z grubego szkla P. Wanna W z bu-
forem, w ktorej zanurzony jest gorny
brzeg arkusza bibuly, umieszczona
jest na polce A, wykonanej z alumi-
niowej blachy. Na przygotowanych
z tego samego materiaiu poétkach B
i B’ znajduja sie naczynka z bufo-
rem N i N' o pojemnosci ok. 300 ml,
w ktorych zanurzone sa dolne konce
odpowiednio wycietego arkusza bi-
buty (por. rys. 2¢). Naczynka N i N’
sa polaczone za pomoca klucza elek-
trolitycznego K z naczynkami elek-
trocdowymi E i E". Naczynka elektro-
dowe o pojemnosci 150 ml maja

o
B )0
I

|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
5
|

Rys. 1. Graficzne pizedstawienie za-
sady ciaglej elektroforezy bibutowej.
Probka umieszczona w miejscu A
przez dziatanie sily splywajacego bu-
foru znalazlaby sie w miejscu O. Przy
rownocczesnym dzialaniu pola elek-
trycznego czasteczki wedruja wzdluz
linii AB. Odlegleé¢ OB jest tym wiek-

sza 1m wyzsza jest ruchliwo$é elek-
troforetyczna danej frakeji, czyli:
szybkos¢ splywajgcego buforu

tg a = s
ruchliwo$é¢ elektroforetyczna

(strzalki wskazujg kierunek splywania
buforu)

ksztalt naczyn z przelewem, w celu
cigglej wymiany buforéw i usuwa-
nia produktéw elektrolizy. Buior
z butli F doprowadzony na dno na-
czynka E i E’, odplywa do butli £’
z szybkoscig ok. 21 na dobe. Elektro-

dy El i El" zbudowane sa z blaszki
platynowej o powierzchni 1 em?® i utwierdzone w otworach potki A.
Do tej polki przytwierdzony jest rowniez statyw bakelitowy, w ktérym
tkwia 23 szklane lejeczki L, umieszczone w odleglosci 1 cm jeden
od drugiego. Na kazdy lejeczek nalozony jest wezyk gumowy wypro-
wadzony na zewnatrz aparatury, gdzie wchodzi do probéwki O, stano-
wiacej odbieralnik.

Arkusz bibuly, majacy ksztalt i rozmiary podane na rys. 2c, zawie-
szony jest na szklanym precie S i zanurzony w wannie W, do ktérej ciagle
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doplywa bufor z butli F’, z ta sama szybkoscia, z jaka bibula ssie ten
bufor. Z naczynka M doprowadzany jest material badany poprzez waski
paseczek bibuly Q do powierzchni arkusza bibuly R.

Czeé¢ doswiadczalna i wyniki

DIALIZOWANIE SUROWICY

Ok. 500 ml surowicy krwi bydlecej dializowano wobec wody destylo-
wanej w workach celofanowych przez 40—50 godzir wsréd ciaglego mie-
szania 1 wymiany wody co kilka godzin. Aby uzyskaé¢ calkowite wytra-
cenie bialek nierozpuszczalnych w wodzie, sila jonowa elektrolitow suro-
wicy winna spa$é ponizej 0,001. Oddializowana surowice doprowadzano
do pH 5,2—5,3 przez dodawanie 0,1 M kwasu octowego pod kontrola
pH-metru z elektroda szklana. Wytracony osad odwirowano, odrzucajac
plyn powierzchowny. Osad przemywano 3-krotnie podwéjnie destylowa-
na woda celem wyplukania zaadsorbowanych na osadzie rozpuszczalnych
bialek.

EKSTRAKCJA OSADU

Do osadu dodawano w dwoch porcjach 50 ml 0°01 M NaCl, mieszano
przez 10 minut, po czym poddawano wirowaniu. Osad odrzucano a dal-
sze oczyszczanie przeprowadzano tylko z roztworem. Stwierdzono, ze
ekstrakcje osadu bialek nieropuszczalnych w wodzie nalezy przeprowa-
«dza¢ 1/10 objetosci roztworu soli w stosunku do objetosci uzytej do dializy
surowicy. Wycigganie wigksza iloscia roztworu soli powoduje przecho-
dzenie do roztworu duzej ilo$ci bialek z frakeji B i y-globulinéw, co
utrudnia uzyskanie czysciejszych preparatéw. Otrzymana w ten spos6b
frakcja F-2 zawiera $rednio 5 < wiecej witaminu B2 na 1 mg bialka niz
surowica wyjsciowa.

FRAKCIONOWANIE SIARCZANEM AMONU

Do roztworu frakeji F-2 dodawano nasyconego siarczanu amonu, uzy-
skujac stezenie odpowiadajace 45%0 nasycenia i pozostawiono w chlodni
na 4—5 godzin. Osad po odwirowaniu odrzucono. W pozostalym roztwo-
rze zwiekszano stezenie siarczanu amonowego do 60%, po czym pozo-
stawiono mieszanine w chlodni na 24 godziny. Plyn powierzchowny de-
kantowano, a osad wirowano przy 5 tys. obr./min. przez 20 minut. Nastep-
nie osad rozpuszczono w 1—2 mi] 0,15 M NaCl i dializowano w buforze
weronalowym 0,05 M o pH 8,6 przez 24 godziny. Otrzymana frakcja
-4 odvowiada ok. 22-krotnemu zageszczeniu kompleksu.
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FRAKCJONOWANIE PRZY POMOCY CIAGEEJ ELEKTROFOREZY BIBULOWEJ

Frakcjonowanie przeprowadzono postugujac sie powyzej opisana apa-
ratura i stosujac bibule Whatmana Nr 1 o powierzchni rozdzielezej
260 >< 220 mm z 23 odbieralnikami. Do rozdzielania stosowano bufor we-
ronalowy o sile jonowej 0,05 i pH 8,6. Napiecie 360 V, natezenie 3,5 mA.
Naczynko z roztworem oddializowanej frakeji -4 laczono z powierzchnia
arkusza bibuly paskiem bibuly o szerokosci 1,5 mm.

Na rys. 3 przedstawiony jest elek-
troforogram z wybarwionymi frak-
cjami po rozdzieleniu frakcji F-4
craz podany jest schematycznie sto-
sunek witaminu Bjs do jednostki
masy bialka w poszczeg6lnych frak-
cjach. Po elektroforetycznym roz-
dzieleniu dializowano uzyskane frak-
cje w 0,9% NaCl przez 24 godz. ce-
lem usuniecia buforu weronalowego,
po czym autoklawowano w 105°
przez 60 minut i cznaczano zawar-
tos¢ witaminu meteda mikrobiolo-
giczng. Jak wynika z rys. 3, najwiek-
sze stezenie Bjs cechuje frakcje
o najwiekszej ruchliwosci anodowej
F-5. Stadium elektroforetycznego
frakcjonowania doprowadza do naj-
dalej posunigtego zaggszezenia, giyz
przecietnie frakcja F-5 zawiera ok.
625 razy wiecej witaminu By2 na
jednostke masy biatka, niz surowica
wyjsciowa. Pokazng ilo§¢ wilaminu
stwierdza sie prawie zawsze réwniez o
we frakcjach o malej ruchliwosc :
anodowej (frakcja Nr 11, 12, 13), ale
 witamin wystepujac w tych frak-
cjach nie jest zwigzany z biatkiem.
Odszczepia sie on w, czasie zabie- :
goéw zwiagzanych z oczyszezaniem, 00555 7 afa O RRC]

e : . i Nr frakepi
fgol :uw?:;)e ;gg;k::;nwv;ii(;tl:ﬁ 6F],Hp1t‘)zltl Rys. 3 Elektro.forog.rfam frnkc_ii P-4

’ : = (barwicny czernia amidowa 10B) oraz
pH 8,7 nastgpuje juz czeSciowa dy-  rozmieszezenie witaminu By, w DOsZCZE~
socjacja erytroglobulinu, gblnych frakcjach elektroforetycznych
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T Vho Rt vl

o
~

mug 8,/ mg bualka
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Z 500 ml surowicy otrzymuje sie w powyze]j opisanych warunkach
1—2 mg frakcji F-5, zawierajacej srednio 2,0 m ng By> w 1 mg biatka. Ta-
blica 1 zawiera dane odpowiadajace 5 kolejno powtérzonym zabiegom
oczyszczania erytroglobulinu.

Tablica 1
Stopien zageszczenia w stosun-

g By, na 1 mg biatka ku do surowicy wyjsciowej

P Rl g s

|

surowica ” Fain r Hoe
wyj$ciowa :[ g ol 28 c
S e N it b A\ elogs y5 <3 A
| 1,03 'S ¥ ’ 28,5 ' 750 55 I 276 ’ 727 l
! 1,22 | 75 | 408 | 860 61 | 334 | 708 |

| 3,81 | 137 ‘ 450 | 1410 | 36 | 118 371
| 376 i 19,2 70 | 2790 | 51 | 189 | 740 ‘
{ 4,80 | 214 ‘ 938 | 2840 | 45 | 196 | 5% |
‘ ‘ ' A |
| 5 '
] 2,9 | 135 | 560 1730 “ 50 | 223 625 ‘

Wilasnosci ergtroglobulinu

RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA

Badanie ruchliwosci kompleksu otrzymanego po zageszczeniu frakej:
F-5 przez ultrafiltracje do zawartosci ok. 0,5%0 bialka, przeprowadzano
przy pomocy zwyklej aparatury do elektroforezy bibulowej opisanej juz
przez nas poprzednio [7]. Stosowano bibule Munktell 20, bufor werona-
lowy o sile jonowej 0,05, pH 8.6, napiecie 3,5 V/cm, temp. 20°, czas roz-
dzialu wynosit ok. 17 godzin. Wplyw elektroosmozy okreslano przepro-
wadzajac na rownolegle umieszczonym pasku bibuty badanie zachowania
sie kropli roztworu glikozy. Oznaczona w ten sposob ruchliwo$¢ wyrazala
sie w powyzszych warunkach wartoscia — 6,99 X 10-cm?V-'sek™!. Ruchli-
wosé frakeji F-5 jest nieco wieksza niz frakeji ay-globulinow w surowicy
krwi bydlecej w tych samych warunkach.

SPRAWDZANIE CZYSTOSCI FRAKCIJI F-5

Do badania stopnia czysto$ci otrzymanego kompleksu zastosowano
immunochemiczng metode dyfuzji w agarze, opisang przez Oudine’a
{9], stosujac postepowanie podane przez Munoza i Beckera [5].
Surowice krélika uodpornianego surowica bydleca rozcienczono 2,5 razy
0,9%0 roztworem NaCl, po czym mieszano ja z réwnymi objetosciami

http://rcin.org.pl



(7] FOLACZENIA WITAMINU D: Z BIALKAMI 177

0,6"/0 roztworu agaru w temp. 43°. Otrzymywano wiec mieszanine zawie-
rajaca 5-krotne rozcienczenie surowicy odpornosciowej i 0,3%/» agaru.
Mieszanine rozlewano do prcbéwek o rozmiarach 90 X 3,5 mm, wypel-
niajac ok. 2/3 wysokosci prehdwki. Po oziebieniu i zestaleniu agaru, wkra-
plano na jego powierzchnie roztwory badanych frakeji, uzyskiwanych
w toku oczyszczania kompleksu, bedace antygenem dla surowicy odpor-
nosciowej i umieszczano w temp. 22°C. Po uplywie 11 dni, w czasie kt6-
rych roztwoér antygenu dyfundowal do warstwy agaru, zmieszanej z su-

Rys. 4. Wystepowanie smug precypitacyjnych w agarze przy badaniu immunoche-

micznym: &) frakeje F-5, b) frakcja Nr 6 z rys. 3, ¢) frakcja F-4, d) pelna surowica

bydleca, Omoéwienie w tekscie

rowicg odpornosciowa, uzyskano obrazy, ktére przedstawia rys. 4. Pro-
béwka a) zawiera antygen odpowiadajacy frakeji Nr 5 z rys. 3 (F-5, b) za-
wiera frakcje Nr 6, c) przedstawia obraz po zastosowaniu frakecji F-4,
d) odpowiada efektowi po zastosowaniu niefrakcjonowanej surowicy by-
dlecej. Jak wida¢ z rys. 4, w probowce a), ktorej antygenem jest frakcja
F-5, wida¢ tylko jedng smuge odpowiadajaca reakeji antygenu z prze-
ciwcialem. W probdwce b) widzimy dwie smugi. W probéwce c), w ktd-
rej uzyto jako antygenu frakcji F-4, u'./‘}'skanej tylko przez frakcjonowa-
nie siarczanem amonu, widzimy 4 smugi odpowiadajace reakcji anty-
genu z przeciwcialem, w probéwce d), w ktoérej antygenem byla nieroz-
dzielana surowica, szereg smug.

Opisana powyzej immunochemiczna metoda nie daje wynikéw bez-
wzglednych, tzn. ilo§¢ smug nie zawsze odpowiada liczbie ukladéw anty-
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gen-przeciwcialo reagujacych w mieszaninie. Nigdy jednak ilo$¢ smug
nie jest wieksza od ilosci ukladéw, a raczej mniejsza o 1 lub 2 [5]. Jak-
kolwiek wiec frakeja F-5 wykazuje tylko jedna smuge dyfuzyjna, to nie
dowodzi to jednak jednorodnosci tego bialka. Inne znajdujace sie¢ jeszcze
w tej frakcji antygeny moga wystepowaé w bardzo malym stezeniu, skut-
kiem czego moga nie wytwarza¢ cdrebnych smug.

CHROMATOGRAFICZNY ROZDZIAE ERYTROGLOBULINU I WOLNEGO WITAMINU B,,

Do préb tego rodzaju nadaje sie szczegélnie dobrze surowica krwi by-
dlecej, zawierajaca mniej wiecej polowe ogélnego stezenia witaminu Bys -
w postaci wolnej, wykorzystywanej bezposrednio w prébie mikrobiolo-
gicznej, bez uprzedniego autocklawowania [10]. Chromatografowanie oraz
wykazywanie wolnego i zwigzanego witaminu Bys na pasku bibuly prze-
prowadzaliSmy wedlug sposobu opisanego w poprzedniej naszej pracy [6].
Podstawowym rozpuszczalnikiem byt 0,1 M roztwodr sacharozy, do kiore-
go dodawano coraz wieksze stezenia alkoholu izopropylowego. W roztwo-
rze sacharozy bez dodatku alkcholu wolny witamin i jego polaczenie
z bialkiem przesuwaly sie z jednakowa szybkos$cia: na chromatogramie
wystepowala tylko jedna smuga wykazujaca biologiczng aktywnosc wi-
taminu o Ry 0,92. Przy stezeniu 15% obj. izopropanolu smuga aktywnosci
witaminu zatrzymywanego na bibule byla znacznie szersza i cechowala
sie Rf 0,78. Przy stezeniu 35% izopropanolu na chromatogramie wyste-
puja dwie cdrebne smugi, jedna o Ry 0,33, druga o Ry 0,78. Przy stezeniu
45%0 izopropanolu Rs obu smug cechuje sie wartosciami 0,25 i 0,67, a przy
stezeniu 50°o izopropanolu — 0,14 i 0,52. Zastesowanie analizy mikrobio-
. logicznej wykazalo, ze smuga o wyzszym R; odpowiada polozeniu wolnej
cyjanokobalaminy, smuga o nizszym R; cdpowiada witaminowi Bis
zwigzanemu z biatkiem. Przy pewnym stezeniu izopropanolu mozna wiec
wygodnie oddzieli¢ chromatograficznie wolny witamin By od jego pola-
czenia z biatkiem, przy czym w miare wzrostu stezenia izopropanolu
w fazie ruchomej warto$ci R; stopniowo zmniejszaja sie.

Omowienie wynikéw

Z przedstawionych powyzej danych do$wiadczalnych wynika wniosek,
ze gléwna masa erytroglobulinu, a $cislej moéwiac witaminu Bys zwigzane-
go z bialkiem jest skladnikiem frakcji aq-globulinéw surowicy krwi.
Rys. 5 ilustruje znamienny fakt, ze w miare otrzymywania coraz czys-
ciejszej frakcji kompleksu witamin Bjis-biatko wzrasta ilo$¢ «q-globuli-
néw, wykazywana przy pomocy elektroforezy tej frakeji. Oczywiscie, nie
mozna wyciagna¢ stad wnioskéw, aby w innych frakcjach uzyskanych
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na drodze elektroforezy witamin Bi2 byl nieobecny. Obecno$¢ witaminu
B> w tych frakcjach wykazuje wyraznie rys. 3, przy czym w jednych
frakcjach jest on zwiazany z bialkiem, w innych wystepuje jako wolny

witamin.

Frakcja F-5 daje wyraz-
nie dodatni odezyn Moli-
scha, co moglocby wskazy-
wa¢ na glikoproteidowy cha-
rakter erytroglobulinu. Ba-
danie tzw. kwasnego «y-gli-
koproteidu surowicy, otrzy-
manego z przesaczu surowi-
cy odbiatezonego kwasem sul-
fosalicylowym po wytraceniu
alkoholem wykazuje, ze bial-
ko to nie zawiera witaminu
Bi2. Kwasny a;-glikoproteid
jest wraz z malg iloScig as-
i Py-globulinéw oraz nisko-
czasteczkowych bialek sktad-
nikiem frakcji VI Cohna. Ba-
danie tej frakeji surowicy na
okecnoéé witaminu Bis dalo
wynik ujemny.

Zdajemy sobie sprawe z
tego, ze mimo kilkusetkrot-
nego zageszczenia otrzyma-
ny przez nas preparat nie
moze by¢ czystym, jakkol-
wiek badania immunoche-
miczne i elektroforetyczne
przemawiaja za jednorcdno-
Scia preparatu. Przyjmujac,
ze 1 cz. witaminu wigze sie
z 1 cz. biatka oraz zaklada-
jac zupelnie dowolnie, ze cie-
zar czasteczkowy bialka wia-
zacego witamin lezy w rze-
dzie wielkoéei 50 tys. docho-
dzimy do wniosku, ze na

[

Ekstynkcja

e

L i " A "

ST 128 R 8 S N 2
anoda

7 cm
katoda

Rys. 5. Kontrola elektroforetyczna poszczegol-
nych frakcji w czasie oczyszczania kompleksu.
Krzywe uzyskano przez fetometrowanie paskow
bibuly przy pomocy fotcabsorpcjemetru [7] bar-
w.cnych czernia emidowa 10B. a) pelna surowica
bydlgca, b) frakeji euglobulinéw w surowicy by-
dlecej. ¢) ekstrakt euglobulinéw w 0701 MNacCl
(F-2), d) frakcja otrzymana przez wytracenie
siarczanem amonu (F-4), e) zageszczony przez
ultrafiltracje roztwér frakeji F-5.

1 mg czystego kompleksu powinno przypadaé ok. 28 ng witaminu na mg
biatka. Poniewaz przecietna zawarto$¢ witaminu Bjs w surowicy krwi
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bydlecej wynosi 250 wug to stezenie polgczenia witamin-biatko w suro-
wicy lezaloby w rzedzie wielkosci 8.9 X 10-7%. Dotychczasowe nasze
wyniki oczyszczania mozna wiec uwazaé¢ jedynie za procedure wstepne.

Kierownikowi Zakladu Prof. Dr B. Skarzynskiemu za wydat-
ng pomoc przy wykonywaniu oraz opracowywaniu wynikéw tej pracy
skladamy podzigkowanie.

Streszczenie

Przedstawiono sposéb czeSciowego oczyszczania kcmpleksu witamin
Bjs-bialko (erytroglobulin) wystepujacego w surowicy krwi bydlecej,
otrzymujac preparat zageszczony ok. 625-krotnie w poréwnaniu z suro-
wica wyjsciowa. Zbadano dalsze wiasnosci fizyko-chemiczne kompleksu,
jak ruchliwos¢ elektroforetyczng, wilasnosci antygenowe oraz zdolnosé
adsorpcji na bibule.

Opisano uproszczony aparat do cigglej elektroforezy bibulowej.
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COEIMHEHME BATAMMUHA B;. C BEJXKAMM. IV. OYMCTKA U CBOUCTBA
KOMIIJIEKCA BUTAMMH B;; — BEJIOK B CMBOPOTKE KPOBM CKOTA

Peszwwme

IIpexncraBaeH croco® YaCTUYHOM OYMCTKM KOMILIEKCA BUTAMUH Biz-
-6enky (3pUTPOrJOOYJIMH), BBICTYIIAIOLIEr0 B CHIBOPOTKE KPOBM CKOTA.
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IyTeM KOTOPOro IOoJIydaeTcs Mpernapar CrylleHHbl1 pa3 B 625, cpaBHUTEIb-
HO C MICXOZHOJ CBIBOPOTKONM. VI3y4yeHBl Takxke U Apyrue (pu3MKO-XUMMuyec-
KMe CBOMCTBa KOMILJIEKCA, KaK 3JIEKTPoopesHad MOABUIKHOCTD, ITPOTUBO-
reHHbIe CBOJMCTBA M CIIOCOOHOCTH ajacopbumy Ha (OUIABTPALMOHHON Dymare.

OnmcaH ynpoLIEeHHBNA annapar AJsa MOCTOAHHOro 6yMazKHOro 9JIeKTPO-
cdopesa.

PROTEIN-VITAMIN B,, COMPLEXES
IV. THE PURIFICATION AND PROPERTIES OF THE VITAMIN B,.-PROTEIN
COMPLEX (ERYTHROGLOBULIN) IN THE BOVINE BLOOD SERUM

Summary

The authors presented a method of partial, purification of the vita-
min Byg-protein complex (erythroglobulin), which appears in the bovine
blood serum, obtaining a concentrated preparation condensed about 625
times as compared with the initial serum. They investigated the further
physico-chemical properties of the complex, such as electrophoretic mo-
bility, antigen properties and the adsorption capacity on filter paper.
They also described a simplified device for a continued filter paper elec-
irophoresis.

Otrzymano 15.12.1955 r.
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W. BICZ

ZASTOSOWANIE METODY NURKOW KARTEZJUSZA DO BADANIA
PRZEMIANY GAZOWEJ KOMOREK ZWIERZAT STALOCIEPLNYCH

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik prof. Dr. B. Shkarzyrishi

W r. 1937 Linderstréom-Lang po raz pierwszy uzyl kla-
sycznej metody nurkow Kartezjusza jako podstawe gazometrycznej
ultramikrometody mogacej znalezé zastosowanie do badania metaboliz-
mu gazowego bardzo malych obiektéw biologicznych [5], [7], [8]. Metoda
ta w ciagu nastepnych lat zostala ulepszona i zmodyfikowana, zar6wno
w pracowni Linderstréma-Langa [6], [9], jak i przez innych
autoréow [2], [11], [13]. Zastuga Anfinsena i Claffa [1], [3], by-
lo opracowanie technicznych zabiegow pozwalajacych na mieszanie ze
sobg réznych substancji w obrebie nurka podczas trwania eksperymentu.

Dzieki tym ulepszeniom metoda nurkéw Kartezjusza znalazla zasto-
sowanie do badania roznych tworéw biologicznych, ktérych masa jest
zbyt mala do przeprowadzania badan metoda manometryczng Warburga.
Wszystkie badania przeprowadzane ta metoda ograniczaly sie jednak wy-
lacznie do $ledzenia metabolizmu komérek organizméw cieplochwiej-
nych. Jedynie Waterlow i Borrow [12] prébowali stosowaé
nurki Kartezjusza do badan tkanek ssakow, postugujac sie nurkami
o szerokich szyjkach, powlekanych silikonem. Z polskich badaczy Pigon
[10] celem zwiekszenia czuloéci pomiaru opracowal typ nurka wypelnia-
nego olejem.

To ograniczenie zakresu stosowania tej metody wynikalo stad, ze

02

! ) przeprcwadzane na mate-

oznaczenia gazometryczne (Qoz, cog, Q
riale pobranym ze zwierzat stalociepinych wymagaja przeprowadzenia
do$wiadczenia w temperaturze wyzszej od otoczenia. Po wypelnieniu
nurkéw Kartezjusza, przeprowadzonym w temperaturze pokojowej, faza
gazowa tych naczyniek po ich umieszczeniu w temp. 37° ulega tak znacz-
nemu zwiekszeniu objetosci, ze zawartos¢é nurka zostaje wypchnieta do
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plynu flotacyjnego, zmieniajac wybitnie cigzar wypelnionego nurka.
Mozna bylo unikngé¢ tych trudnosci przeprowadzajac zawite zabiegi wy-
pelniania nurka w izolowanej kabinie, ktorej temperatura nie roznila sie
znacznie od temperatury, w jakiej ma by¢ wykonane do$wiadczenie.
Oczywiscie takie rozwigzanie tych {rudnoéci technicznych jest bardzo
ucigzliwe i niewygodne, wybitnie ograniczajac moznosé¢ korzystania z tej
wartosciowe] ultramikrometody.

Poza tym, znacznie wyzsza wymiana gazowa tkanek w temperaturze
37° zmusza do dokladnego uwzglednienia czynnika szybkoéci dyfuzji ga-
zOw przez warstwe cieczy w nurku, w jakiej zachodza badane reakcje. Pod-
czas badania metabolizmu komoérek ustrojéw zmiennocieplnych w temp.
pokojowej, szybkos¢ dyfuzji komplikuje wyniki doswiadczenia w stosun-
kowo nieznacznym stopniu. Natomiast w temp. 37°C czynnik ten wplywa
na uzyskiwane wartosci liczbowe decydujaco, jak o tym bedzie ponizej
mowa.

Dla zaslosewania nurkéw Kartezjusza do badan przemiany gazowej
komoérek zwierzat stalocieplnych koniecznym bylo rozwiazanie dwojakich
trudnosci wiazacych sie dotychczas z tg metodg:

1. Konstrukecja dajacego sie zastosowa¢ w obrebie nurka mieszalnika,
eliminujacego przez wytrzasanie badanego matenialu wplyw czyn-
nika dyfuzji gazow w obrebie nurka.

2. Zastosowanie sposcbu wypelniania nurkéw Kartezjusza w temp. po-
kojowej, umozliwiajgcego nastepnie przeprowadzanie pomiaréw
w 37°C.

Ponizsze doniesienie przedstawia sposéb rozwigzania tych dwoch
zadan.

1. Mikromieszalniki i nurki magnetyczne

Zasada metody:

Mala peretka szklana, zawierajaca wewnalrz zatopiony kawalek zela-
za, przystosowana wymiarami do S$rednicy szyjki nurka i umieszczona
na dnie jego banki, spelnia role mikromieszalnika (rys. 1).

Na mikroperetke magnetyczng dziala od zewnatrz zmienne pole mag-
netyczne, wytworzone przez elektromagnes, zanurzony w lazni wodnej
obok $cianki naczynka flotacyjnego. Przerwy w pradzie plynacym przez
elektromagnes, uzyskane automatycznym przerywaczem, wprawiaja
w ruch mikroperetke magnetyczng, ktéra w zaleznosci od czestosci przerw
w obwodzie elektromagnesu wytrzasa zawarto$¢ banki nurka z rézna
szybkoscia. Chcac postugiwaé sie stabymi elektromagnesami dzwonko-
wymi musimy. przesungé¢ nurek z pozycji Srodkowej naczynka flotacyj-
nego do jego $cianki, pozostajacej w najblizszym sasiedztwie elektromag-
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131 ZASTOSOWANIE METODY NURKOW KARTEZJUSZA 185

nesu. Efekt ten uzyskujemy przez zastosowanie specjalnych nurkéw mag-
netycznych (rys. 2) posiadajacych wewnatrz ogona powyzej kulistego za-
konczenia, wtopiony kawalek drucika zelaznego. Nurek tego typu zostaje
przesuniety przez pole magnetyczne do $cianki naczynka flotacyjnego,
skutkiem czego banka nurka i mieszczaca si¢ wewnatrz niej mikroperel-
ka magnetyczna zostaja przeniesione w obreb silniejszego pola magne-
tycznego. Przed samym odczytem zmiany ci$nienia w manometrze, prze-
rywamy wytrzasanie i sprowadzamy nurka do pozycji srodkowej naczyn-

0 . ”°

plomog
S2yjki_ g

piomoe ]
genng 4]

Skaia Skola

/o042 = 'mm = lpodz =!mm
mikroperelxa mikroperelka

\Jnegnereing v
o wstawka magnet Mmagnetycznd.
—w 0ganie
Rys. 1. Nurek Kartezjusza z
mikroperetka magnetyczng Rys. 2. Nurek magnetyczny

ka flotacyjnego. W przerwie tej dokonujemy odczytu manometru, na-
stepnie sprowadzamy nurek na dno naczynka stosujac nieco zwigkszone
ci$nienie, wigczamy ponownie uklad wytrzasania i kontynuujemy ozna-
czenie (rys. 3).

WYKONANIE MIKROPERELKI MAGNETYCZNEJ

1. Wyciagnaé¢ kapilare o odpowiedniej Srednicy.
Umiesci¢ w polowie dlugosci kapilary malenki odcinek drucika ze-
laznego (rys. 4a).
Stopi¢ w obrebie mikroplomienia szklo z metalem i szybkim ruchem
wyciagna¢ kapilare, formujac po obu stronach zatopionego drutu
wlosy szklane (rys. 4b).
4. Odlama¢ boczne wlosy blisko masy perelki i stopi¢ odtamane konce
z jej masa szklana (rys. 4c).
Przy zastosowaniu odpowiedniego ksztaltu drucika zelaznege i przy
zrecznym wyciagnieciu kapilary sporzadzona perelka powinna przyjaé

o
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ksztalt kulisty. Mikroperelke magnetyczna nalezy ogladnaé pod lupa
i zwréci¢ uwage na to, czy cala masa metalu pokryta zostalta szklem. Wy-
miary mikroperetki winny by¢ przystosowane do wymiaréw nurka.

przewedy

) popreez WYKONANIE NURKOW MAGNETYCZNYCH

rc { przerywacz
& bater Nurki magnetyczne wykonujemy ze
szklanych kapilar o odpowiednio dobra-

! gumowa nych rozmiarach wewnetrznej S$rednicy
"‘”Z';’ddw i grubosci . $cianki. Balast magnetyczny
A = w postaci kawateczka drutu zostaje wto-

piony w cylindryczna cze$¢ ogona. Uzy-
woreczek wali$my drucik zelazny o Srednicy okolo
AL 0,5 mm, sporzadzajac odcinki o diugosci
2—3 mm. Nurki wykonywano naste-
pujaco:

1. Zatopié z jednego konca kapilare for-
mujac odpowiedniej wielkosci kulecz-

ke szklang (rys. 5a).

- 2. Umiesci¢ w kapilarce odcinek zelaz-
\elektromagnes

nego drucika (rys. 5b).

nurek magnetyczny_

ki kit 3. Zatopié drucik w kapilarze (rys. 5 c).

Podczas zatapiania zwréci¢ uwage na
Rys. 3, Nurek magnetyczny w to, aby w szkle nie pozostawalo ba-
HaErAg flolearlimcobok nieczki powietrza i aby drucik zostat

elektromagnesu A 3
calkowicie wtopiony.

4. Uformowa¢ banke nurka odpowiedniej wielkos$ci (rys. 5d).

5. Odcia¢ na odpowiedniej wysokosSci szyjke (rys. 5e) i sprawdzi¢ pod

lupa poprawne wykonanie nurka.

 u ) —@— @

Rys. 4. Etapy wykcnania mikroperetki magne-
tycznej
a. Kawalek drucika zelaznego umieszczony
w kapilarce
b. Wyciagnieta kapilarka nad mikropalnikiem
c. Ufermowana mikroperelka

Pozostate szczegély dotyczace techniki wyrobu nurkéw stcsowano
wedlug Holtera [4].
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Nurki te posiadaja te zaletg, ze pomijajac obecno$é balastu magne-
tveznego maja usztywnionag czeSé cylindryczng ogona, co w znacznym
stopniu ulalwia dotopienie wloséw szklanych podczas cechowania bez
niebezpieczenstwa deformacji banki nurka. Cechowanie nurkéw magne-
tycznych przeprowadza sie uwzgledniajac we wzorze na (gn) mase zelaza
uzytego na wykonanie mikroperetki i wstawki magnet. jako dodatkowg
plombe.

A

a

Rys. 5. Kolejne etapy wykonania nurka ma-
gnetycznego

Zatopienie kapilary

Umieszczenie wstawki magnet.

Zatopienie wstawki i ztopienie ogona

Uformowanie banki nurka

QOdcigcie zbywajgcej cze$ci szyjki

ooy

WYKONANIE URZADZENIA WYTRZASAJACEGO

Elektromagnesy. StosowaliSmy pojedyncze elektromagnesy dzwonko-
we, ktére po wymontowaniu z oprawki dzwonka umieszczano w cienkim
woreczku gumcwym. Oba wolne konce uzwojenia przediuzone zostaly
drutami biegngcymi wewnatrz cienkiej rurki gumowej, na ktérej dolnej
czesei zawiazywano woreczek ostaniajacy elektromagnes (rys. 3). Diugosé
rurki gumowej i wewnetrznych przewodéw dostosowane byly do gitebo-
kosci zanurzenia elektromagnesu w lazni wodnej. Sam elektromagnes
zabezpieczony przed zetknieciem sie z woda umieszczano przy Sciance
kazdego naczynka flotacyjnego, w ktérym plywa nurek megnetyczny, 1a-
czac wolne konce przewodéw doprowadzajacych do uzwojenia z przewo-
dami biegnacymi przez automatyczny przerywacz.
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AUTOMATYCZNY PRZERYWACZ

Role automatycznego przerywacza spelnial zwyczajny dzwonek, po
usunieciu z niego metalowej muszli dzwonkowej. Podlaczenie do Zrédia
pradu i obwodu elektromagneséw przedstawiono na rys. 6. Szybkos¢ wy-
trzasania regulowano przez odpowiednie nastrajanie (regulacja odleglosci

lazZnia wodna lehl, g
\laZnia wodna  lelehtromagees

Rys. 6. Schemat urzadzenia wytrzgsajacego

pomiedzy sprezyna a rdzeniem elektromagnesu) przerywacza oraz przez
zmiane napiecia na zaciskach zrédla pradu wzglednie transformatora.

ZRODEO PRADU

Zrédlo pradu w naszych pracach stanowil transformator z koncowka-
mi, 4, 6, 12, 24 V. Do tego celu mozna uzywac baterii wzglednie akumu-
latora.

WPEYW WYTRZASANIA NA WYNIK POMIAROW ZUZYCIA TLENU

Badanie przeprowadzono z komérkami drozdzy i z komorkami szpiku
kostnego postugujac sie zarowno klasycznymi nurkami Kartezjusza, jak
i nurkami magnetycznymi. Pomiary przeprowadzano w termostacie wod-
nym w temp. 37°C, stosujac ponizej opisang metode wypelniania nurkow.

Do dos$wiadczenia uzyto zawiesiny komoérek drozdzy piekarnianych
w roztworze Krebsa-Ringera z dodatkiem buforu fosforanowego o pH 7,4.
W wypadku przeprowadzania pomiaru zuzycia tlenu przez komorki szpi-
ku kostnego, postugiwano sie zawiesing szpiku kostnego otrzymanego
z mostka bialej myszy w roztworze Krebsa-Ringera z buforem fosfora-
nowym. W obu wypadkach, zaréwno klasyczne nurki Kartezjusza, jak
i nurki magnetyczne wypeiniano tymi samymi ilo$ciami (1.5 ul) jedno-
rodnej zawiesiny komoérek drozdzowych, czy tez szpiku kostnego. Pomiar
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zuzycia tlenu wyrazano zmiang ciSnienia, odczytana
w mm stlupa ptynu Brodiego (rys. 7a i Tb). !

na manometrze

Jak wynika z rys. 7a, zuzycie tlenu przez zawiesing komoérek drozdzo-
wych, podczas stosowania systemu wytrzasania w nurkach Kartezjusza,

)
2t (7) bez wytrzasana %
@ ¢ wytrzasanem

©) honirola
€
<
: | /
Cl
t" - [+3 o ~ @
5 30 a5 60 75
czas w min
Rys. Ta. Zuzycie tlenu przez komorki drozdzy
p -— ciSnienie (plyn Brodiego)
20 Q
@baz wyirzgsania,
@ Z wylrzq saniem
-~ Kontrola
T ] Qo
<
10 ~ -
5 30 % w0
r£zas w min

Rys. 7b. Zuzycie tlenu przez komorki szpiku
kostnego p — ci$nienie (plyn Brodiego) w cm

bylo o 150% wieksze od zuzycia tlenu przez te sama ilo$¢ materialu bez
wytrzasania. Podobny efekt zaobserwowano badajac zawiesing komoérek

szpiku kostnego myszy (rys. 7b).
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2. Przeprowadzenie pomiaré6w w nurkach Kartezjusza w tempera-
turack wyzszych od temperatury pracowni

Glowne zalozenia techniki postugiwania sie nurkami Kartezjusza prze-
widujg przeprowadzenie pomiaréw w termostacie wodnym, ktérego tem-
peratura zblizona jest do temperatury pomieszezenia, w jakim nurek byt
wypelniany. Jezeli nurek przed umieszczeniem go razem z naczynkiem
flotacyjnym w lazni wodnej byl wypelniany w atmosferze, ktérej tem-
peratura jest znacznie nizsza od temperatury !azni wodnej, spelniajacej
role termostatu, zmienia si¢ wybitnie objetosé fazy gazowej w nurku,
w nastepstwie czego zostaja przesuniete plomby i zmienia sie pokaznie
ciezar wypelnionego nurka. W tych warunkach nie mozna ustali¢ nurka
na wycechowanej pozycji za pomoca zmiany ci$nienia w dopuszczalnych
granicach (cd 5 do 10 em slupa cieczy Brodiego).

Przeprowadzajac badania metabolizmu gazowego przy pomocy nur-
kéw Kartezjusza na zywych komérkach ludzkich (szpik kostny) wykony-
walem pomiary zuzycia tlenu przez te obiekty w temp. 37—38°C. Poczat-
kowo wypelnialem nurki w szklanej kabinie spelniajacej role termosta-

tu, o temperaturze powietrza utrzyviny-

wanej w granicach temperatury lazni

plomba plomba

g atkowa r ujstia wodnej. Praca z nurkami w kabinie-
B (I | \eormaina termostacie podczas wykonywania se-
ujscla £ ryjnych i czzstych pomiardéw jest nie-
normaipa A s ;
B C wygodna i ucigzliwa. Trudnosci zwig-
—
— zane z tym rozwigzalem w nastepujgcy
& E sposob:
ZASADA POMIARU
Znajac roéznice temperatur otocze-
nia i lazni wodnej obliczamy przy-
Rys.8aib rost objetosci fazy gazowej w nur-
Nurek przed Nurek po ku, ktory musi nastgpi¢ w chwili
umieszczeniem umieszeze ain : : :
W Aetrs b e umieszczenia wypelnionego w tempe

raturze otoczenia nurka w tazni wod-
nej o znacznie wyzszej temperavurze. Obliczong warto$é przyrostu obje-
tosci przeliczamy na warto$¢ masy plynu flotacyjnego, ktéra stanowic
bedzie dodatkowe obciazenie nurka w postaci plomby ujscia powickszone]
0 te warto$¢. Nurek wypelniony w temperaturze pokojowej i zamkniety
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plomba ujscia, ktorej objetosé réwna jest sumie objetosci plomby normal-
nej i dodatkowej (obliczonej) bedzie w temperaturze pokojowej wzgle-
dem plynu flotacyjnego o tyle za ciezki, ile wynosi ciezar dodatkowej
czeSci plomby ujscia. Po umieszczeniu w lazni o temperaturze wyzszej,
napelniony w ten sposéb nurek straci na wadze dzieki wypchnieciu do-
datkowej czesci plomby przez rozszerzajaca sie faze gazowa nurka. W ten
sposob nurek wypelniony w temperaturze pckojowej, a umieszczony
w lazni wodnej o temperaturze wyzszej, uzyskuje ciezar rownowazny
z plynem flotacyjnym, co umozliwia przeprowadzanie pomiaréw wedlug
klasycznych zasad (rys. 8). /

OELICZENIA

Dodatkowa objeto$¢ plomby ujscia obliczamy dla kazdego nurka wy-
korzystujac jego stala gazowa (V), ktéra jest calkowita objetoScia fazy
gazowej nurka, gdy ten cstatni jest wypelniony i znajduje sie w réwno-
waznej pozycji w plynie flotacyjnym pod ci$nieniem P i w temp. t.

Stala te mozna obliczyc¢:

1. z roznicy calkowitej objetoSci samego nurka i calkowitej objetosci
fazy ciekiej, albo

2. z ponizszego wzoru

]) V_ = gx + ‘rol '-?ol + Yw '.:\\‘ - ‘rol 'f“ s \7“' ’? s [g‘- '?.“ /?Sd

oM

T

gdzie: g, V, ¢ oznaczaja: mase, objetos¢ i gestosé, a wskazniki N, ol, w, M,
sz oznaczaja kolejno: nurek, olej parafinowy, wodna faze, plyn flota-
cyjny i szklo. Wzoér ten wyprowadzony jest z réwnania wyrazajgcego
stan réwnowagi pomiedzy gesto$cig plynu flotacyjnego a gestoscia wypet-
nionego nurka:

g!\' _L Vol ’fnl + ‘rw ’?w
2) 7 -
‘7"}_\’0' + VW +gN / ';sz

Jezeli wypelniony nurek w temp. pokojowej (t1), posiadajacy obliczo-
na wg powyzszego wzoru stala (V), zostanie umieszezony w temp. wyz-
szej (t2), to faza gazowa (stala V) ulegnie zwiekszeniu objetosci i przyj-
mie warto$¢ {przy zachowaniu tego samego ciSnienia):

4
3) Ve, =V, 2
2 M,
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gdzie V; = objetos¢ fazy gazowej nurka w temp. pokojowej (ti)

Vi, = objetos¢ fazy gazowej nurka w temp. wyzszej (t2)

T, = temperatura bezwzgledna = 273°K

P MO N

To = Tyt t2
Z roéznicy objetosci fazy gazowe) nurka w temp. pokojowej t, (V)
i objetosci fazy gazowej w temp. wyzszej t, (Vi,) obliczamy przyrost

objetosci fazy gazowej (AV) podczas zmiany temperatury od t; do t»
(4) AV=YVY, -V,

Poniewaz V., Jest obliczona dla kazdego nurka stala gazowa V przeto
znajac tylko stala (V) nurka i réznice temperatur (t, b3 mozemy obli-
czy¢ AV dla kazdego nurka wedlug ogélnego wzoru:

(5) av=y2—T

1

Otrzymany przyrost objetosci (AV) stanowi zarazem dodatkowa objetoss
plomby ujscia, o ktérg nalezy powiekszyé pierwotna plombe podczas wy-
pelniania nurka w temp. pokojowej t;. Wobec tego nurek wypelniony
w temp. pokojowej (t1) i zamkniety plombg uj$cia powiekszong o obliczo-
na objetos¢ AV, po nastepnym umieszczeniu go w wyzszej temperaturze
lazni (t2), utraci dodatkowa objetosé plomby ujscia AV, ktéra zostanie wy-
pchnieta do plynu flotacyjnego przez rozszerzona faze gazowa.

Zalozenie plomby ujscia przeprowadzamy nastepujgco: dodajac obli-
czong wartoé¢é AV do objetosci pierWotnej plomby ujscia (Vi) uzyskuje-
my objeto$¢ powiekszonej plomby ujécia (AV + Vy). Znajac $rednice
szyjki nurka (d) mozemy obliczyé dlugos$é odcinka szyjki nurka (h), kt6-
ry winien by¢ wypelniony plombg ujscia o objetosé Vy + AV.

i b (Y +4V)4
a4 =d?

Znajac dlugosc¢ odcinka szyjki nurka (h) przeprowadzamy zalozenie plom-

by ujscia wg klasycznej metody, postugujac sie przy tej czynnosci pozio-
mym mikroskopem z poprzeczng podziatka.

http://rcin.org.pl



[11] ZASTOSOWANIE METODY NURKOW KARTEZJUSZA 193

Przyklad obliczenia:

Zbada¢ nalezy zuzycie tlenu (Qo,) przez zawiesing komérek postugu-
jac sie nurkami Kartezjusza. Pomiar wykonany mo byé w temp. 38°C (t2).
Wypelnianie nurkéw prowadzone ma byé w temp. pokojowej 18°C (4).

W podanym przykladzie do dyspozycji mamy nurki o nastepujacych
danych:

Nurek | Waga nurka } Objetosé

? [ & iy
w|?a i © M | Sred. szpjki Diug. plomby

! Nr | w mg nurka pl | mm [d] jiujécia mm [h]
1 = ’ |

1. (komérki) | 19,01 19,2 2,4 ! 0,87 } 1325| 075 2,

2. (kontr.) | 19,71 ’ 20,1 24 |o087|1325| o081 | 25

3. (komérki) | 22,03 21,2 |24 | o087 (1325 o8 | 25

Nurki wypelniamy nastepujacymi objetosciami plynow:
a) kropla denna 0,8 ul (zawiesina komoérek),
b) niska plomba szyjki 0,5 ul (0,1 n NaOH),
¢) plomba z oleju paraf. 0,4 nl,

Przed przystapieniem do wlasciwego wypelnienia nurka obliczamy
dodatkowa objeto$¢ plomby ujscia z réwnania (5):

AV =YV TI,—-T

1

gdzie: AV — dedatkowa objeto$é plomby ujscia, V — stala gazowa nurka
(obliczona z réwnania (1), Ty = 273 + 18 = 291, Tp = 273 + 38 = 311.
Obliczamy stala gazowa nurka (V) wg wzoru (1).

Dla nurka Nr 1:

10,01 4 0,4-0,874 1,3 - L0 — 0,4-1,325 — 1,3.1,325 — 202 :1,325
2,40
V= i
1,325
=597

Znajac stala gazowa (V) nurka Nr 1 obliczamy z réwnania (5) dodatkowa
objetos¢ plomby ujscia:

AV = 5,97 SRS i i wl
291
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Obliczona warto$¢ dla rozwazanego przykladu 0,41 ul stanowi objetosé
dodatkowej plomby uj$cia, o ktérg to ilo$¢é nalezy powigkszyé normalna
plombe ujscia (Va). Dopiero po zalozeniu takiej plomby ujscia, kiorej
objetos¢ rowna jest sumie objetosci normalnej plomby {Vy) i dodatkowej
(3V), mozemy przystapi¢ do przeprowadzenia pomiaréw w temp. 38°C.
WV naszym wypadku catkowita objetosé plomby ujscia (Vi - AV) réwna
jest:

L SN
4
poniewaz Vy = ::- h

gdzie: Vy = objetoé¢ plomby uj$cia normalnej (obliczonej dla tempera-
tury 18°C), d = $érednica szyjki nurka mm, h = wysokos¢ normalnej
plomby ujscia (Vy) w szyjce nurka w mm, AV = objetoéé dodatkowe;j
plomby (ul).

Po zalozeniu plomby ujs$cia z plynu flotacyjnego o objetosci 1,60 ul
w szyjce nurka Nr 1 umieszczamy wypelnionego nurka z naczynkiem flo-
tacyjnym w termestacie o temp. 38°C i po wyréwnaniu temperatur prze-
prowadzamy pomiar zuzycia tlenu.

Podobne obliczenia wykonujemy dla kazdego nurka z osobna.

Streszczenie

Podano modyfikacje metody nurkéw Kartezjusza majacej na celu
przystosowanie tego postepowania do badania metabolizmu gazowego ko-
moérek zwierzat cieplokrwistych.

1. Podano metode magnetycznego wytrzasania mieszanin reaguja-
cych w bance nurka Kartezjusza podeczas trwania pomiaru. Wprowadzono
nowy typ nurka magnetycznego z mikroperetka magnetyczna.

2. Wykazano, ze zuzycie tlenu przez zawiesine komdrek drozdzowych
podczas stosowania systemu wytrzgsania jest o okolo 150% wyzsze od
wartosci zuzycia tlenu przez ten sam materiat bez wytrzasania. Podobna
zalezno$¢ wykazano uzywajac do oznaczeri zawiesiny komoérek szpiku
kostnego myszy.

3. Podano metode wypelniania nurkéw Kartezjusza do przeprowa-
dzania pomiaréw w temp. wyzszych od temp. ofoczenia. Zastosowano
zamkniecie ujécia szyjki nurka dodatkows plomba plynu flotacyjnego,
ktoéra wypchnigta zostaje podczas zmiany temperatury. Objetosé tej plom-
by oblicza sie z przyrostu fazy gazowej. .
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IIPMMEHEHUME METOJA TIIOIIJTABKOB JEKAPTA IIPM WMCCJIEIOBAHUN
TASOBOTO ITPEOBPA3BOBAHMS KIETOK TEIJIOKPOBHBIX KMBOTHBIX

PeszwowMme

ITpencraBneHo ynpolueuue MeToAa nonaaskos Jlekapra, KOTOpPoe o380~
JIieT MCCJIeI0BATh Ira30BhIil MeTab0M3M KJIETOK TeIJIOKPOBHBIX JKMBOTHBIX.

1. IlpexcraBiieH METOJ MarHETMYECKOro B30ajTLIBAHMS pearupyolymsx
€Meceit B pesepByape nomaBka Jlekapra B TeueHue u3MepeHuit. BeeneH

HOBBII TMII MarHETMYECKOro IMOIJIABKA ¢ MAarHeTUHYecKOoi MUKPOOYCHHKO.

2. OBHapy#<€HO, YTO MOTPedJeHNe KMUCIOPoAa IMyJIbCHell APOKIKEBBIX

KJIETOK, TP/ NPMMEHEHUM CHUCTeMb! B3baaTeiBanusa, Ha 150 npoueHToB 60Jb-
LIS, YeM KOJIMYECTBO KMCJIOPOAa, yHoTpeOIeHHOro TeM-3Ke MaTtepuajoMm 6e3
B30anTeIBaHMA. Takoro poza 3aBMCMMOCTL OODHapy’KeHa ObLia nmpu npume-
HEHMM JIJIsl ONPEJIEJIeHM 9MYJIbCUY KJIETOK KOCTHOIO MO3Ta MbILIE.

3. IlpexcraBiieH MeTOJ 3aIOJIHEHMS IOMJIABKOB JlekapTa JJs NpoBese-
HUA U3MEPEHMIT B TEMIIepaTypaxX BbILIe OKpyIKarolleir Temmneparypsl. IIpu-
MEHEHa 3aKyIlopKa OTBepPCTHA IUeHKM IoIuIaBka A06aBOoYHOM Imyiom00it U3
IOTALMOHHO JKUIKOCTH, KOTOPas BLITAJKMBAETCA NPY IEPEMEHe TeMIie-
patypel. O6pem 9Toit nIoMOLI BBEIYMCIAAETCS Ha OCHOBAHMM IPHUPAILEHUA
ra3oBcit basbl.
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196 W. BICZ [14]

THE CARTESIAN DIVER METHOD AS APPLIED TO INVESTIGATIONS OF
METABOLISM OF GASES BY CELLS OF WARM-BLOODED ANIMALS

Summary

The paper presents a modification of the Cartesian diver method in
order to adapt the method to investigations of metabolism of gases by
cells of warm-blooded animals.

1. The paper presents a method of magnetic shaking out of mixtures
reacting in the bulb of the Cartesian diver while readings are taken.
A new type of a magnetic diver with a magnetic micro-bead was intro-
duced.

2. It was demonstrated that oxygen uptake by yeast cell suspensions
increases by about 150 per cent when the shaking out system is applied.
Similar results were obtained when a suspension of bone-marrow cells
of mice were used.

3. A method is presented of filling Cartesian divers for carrying out
measurements in temperatures exceeding the room temperature. The
neck of the diver was closed with flotation fluid which is ejected during
the change of temperature. The volume of this fluid is calculated from
changes of the gaseous phase.

Otrzymano 15.2.1955 r.
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NIEKTORE ZAGADNIENIA ZWIAZANE Z AKTYWNOSCIA
ENZYMOW ODDECHOWYCH W CZASIE ROZWOJU JEDWABNIKA
MORWOWEGO, BOMBYX MORIL

Z Zakladu Biochemii Instytutu Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nenckiego w Warsza-
wie Kierownik: prof. dr W. Niemierko

W poprzednich badaniach [13] stwierdzono do$¢ interesujace zmiany
w ukladacn enzymoéw oddechowych w czasie rozwoju i metamorfozy mola
woskowego. Praca niniejsza po$wiecona jest przeSledzeniu aktywnoSci
niektérych enzyméw oddechowych u jedwabnika morwowego, ktory
ze wzgledu na bardzo unormowany przebieg rozwoju jest niezmiernie
dogodnym obiektem tego rodzaju badan.

Jedwabnik jest jednym z najdokladniej pod wzgledem biochemicz-
nym poznanych owadéw. Oddychanie jedwabnika w roéznych stadiach
rozwojowych bylo wielokrotnie badane [3], [16] i inni, natomiast dotych-
czasowe badania nad enzymami oddechowymi jedwabnika sa raczej frag-
mentaryczne i nie obejmuja calego cyklu rozwojewego. W zwiazku z tym
w pracy niniejszej przebadano pod wzgledem aktywnosci niektérych
enzyméw oddechowych caly okres rozwojowy, poczawszy od wylegu
z jaja, poprzez stadia gasienicy i poczwarki, az do formy imaginalnej.
Jadania dotyczg aktywnosci fenoloksydazy i oksydazy bursztynowej oraz
poziomu endogennego zuzycia tlenu przez miazge (zuzycia tlenu przez
éwiezo przygotowana miazge bez dodawania substratéw enzymatycznych).

Wstepne doniesienie z cze$ci przedstawionych tu badan ogioszono
wczeéniej [14].

Material i metody

Badania przeprowadzono na nastepujgcych rasach jedwabnika morwo-
wego Bombyx mori: bialej adrianopolskiej, z6ttej Ascoli i zéltej warskiej
duzej. Ze wzgledu na to, ze réznice rasowe w aktywnosci badanych enzy-
moéw okazaly sie nieistotne, dane doswiadczalne pochodzace z réznych
ras potraktowano lacznie. Hodowle gasienic prowadzono w temp. 20°—
25° przy wilgotnosci wzglednej 60°%0—75%, rozwdj poczwarek odbywat
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198 L. WOJTCZAK 21

si¢ w temp. 23°—25°. Zebrany material do§wiadczalny pochodzi z czte-
rech sezon6w hodowlanych. Stadium gasienicy (od wylegu z jaja do prze-
poczwarzenia) trwalo okolo 40 dni; dlugo$¢ zas okresu poczwarkowego
wahala si¢ w réznych latach od 12 do 18 dni. W tym celu, aby méc iacz-
nie rozpatrywa¢ wyniki badan nad okresami poczwarkowymi o réinej
dlugosci trwania, wiek poczwarek wyrazano nie w dniach, lecz w procen-
tach calego okresu poczwarkowego. Moment przepoczwarzenia usialano
z dokladno$cig do kilku godzin obserwujac gasienice przez niewielkie
ckienko wyciete w kokonie. Plci gasienic nie oznaczano; ple¢ poczwarek
okre$lano na podstawie zewnetrznych cech po wyjeciu z kokonu. Zuzycie
tlenu przez zywe owady (poczwarki i formy imaginalne) mierzeno w apa-
racie Warburga w naczyniach o pojemnosci okolo 100 ml w temperatu-
rze 25°. Badane poczwarki znajdowaly si¢ w kokonach z wycietymi
okienkami. Aktywno$¢ enzyméw oznaczano réwniez w aparacie Warbur-
ga w zwyklych naczyniach o pojemnosci okolo 15 ml w temperaturze 30°.
Sposéb przygotowania miazgi (homogenatu) do do§wiadczen enzymatycz-
nych, podobny do tego, jaki zastosowano do badari nad molem wosko-
wym [12], byl nastepujacy: owady rozcierano w homogenizatorze Potte-
ra Elvehjema [9] z roztworem buforowym fosforanéw wedlugSérensena
o pH = 6,6 w temperaturze okolo 0° (na 1 g masy owadéw brano 9 ml roz-
tworu buforowego). Po 2 ml tak sporzadzonej miazgi umieszczano w na-
czyniach aparatu Warburga i po 5-minutowym okresie wyréwnawczym
mierzono w ciggu 60 minut endogenne zuzycie tlenu. Pomiary przepro-
wadzano w odstepach 15-minutowych. Dwutlenek wegla pochlaniano
przy pomocy 10°% KOH. Po uptywie 60 minut wlewano do miazgi z bocz-
nego naczynia okolo 0,5 ml roztworu substratu i mierzono zuzycie tlenu
przez dalsze 30—45 minut. Jako substratow dla fenoloksydazy uzywano:
fenolu w roztworze wodnym 2% (w do$wiadczeniach nad stadium gasie-
nicy) i 1% roztworu wodnego katecholu (w doéwiadczeniach nad okresa-
mi: poczwarkowym i imaginalnym). Jako substrat dla oksydazy burszty-
nowej stuzyt 0,2 M roztwoér bursztynianu sodu o pH doprowadzonym do
6,6. Miarg aktywnos$ci badanych enzyméw byl wzrost zuzycia tlenu przez
miazge po dodaniu odpowiedniego substratu. Wstepne do$wiadczenia wy-
kazaly, ze wzrost zuzycia tlenu przez miazge jest w przyblizeniu taki sam
niezaleznie od tego, czy substrat dodano na poczatku doswiadczenia, czy
dopiero po godzinie pomiaru ,,oddychania” miazgi bez substratu.

Czeéé doswiadczalna

GASIENICA

Badania nad stadium larwalnym rozpoczeto w 3 dni po wylegu gasie-
nicy z jaja. Tablica 1 przedstawia przebieg endogennego zuzycia tlenu
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[3] NIEKTORE ZAGADNIENIA ENZYMOW ODDECHOWYCH 199

przez miazge oraz aktywno$¢ fenoloksydazy i oksydazy bursztynowej.
Chociaz wyniki pomiaréw tych samych stadiéw rozwojowych wykazuja
duze indywidualne wahania (dane tablicy 1 stanowia Srednie warto$ci
z do$wiadczen prowadzonych w ciagu 4 lat) i w zwiazku z tym $rednie
odchylenie jest doé¢ znaczne, to wydaje sig, ze fakt okresowego wzrostu
endogennego zuzycia tlenu przez miazge i aktywno$ci fenoloksydazy
w okresach snu linkowego w poréwnaniu z okresami zerowania nie ulega
watpliwo$ci. Wzrost endogennego zuzycia tlenu przez miazge w okre-

&,
10
i
/&)
W TS TS 5 v S 4 snucte P
dm
Rys. 1. Endogenne zuzycie tlenu przez miazgi (homegenaty (———)
i aktywnos$é fenolcksydazy (- - - -) w czasie rozwoju gasienicy je-

dwabnika, Endogenne zuzycie O; przez miazge wyrazone w ml na g

éwiezej masy na godzine Q. dla pierwszej 15 minut pomiaru, aktywnosé

fenoloksydazy wyrazona jako wzrest zuzyc®: ilenu po dodaniu fenolu

do mioazgi. Temperatura 30°. Oznzozenia: w — wyleg gasienicy, § —

okresy snu linkowego, p — przepoczwarzenie,, I do V — kolejne ckre-
sy larwalne

sach snu linkowego widaé najwyrazniej, jesli poréwnuje sie zuzycie tle-
nu miazgi w ciagu pierwszych 15 minut pomiaru (rys. 1). Bezposrednio
po lince nastepuje spadek zuzycia tlenu przez miazge i spadek aktywnosci
fenoloksydazy. Wzrost aktywnosci oddechowej miazgi i czynnosci feno-
loksydazy ma miejsce réwniez pod koniec ostatniego okresu larwalnego,
to jest w czasie snucia kokonu i w stadium przedpoczwarkowym.

Czynno$¢ oksydazy bursztynowej, mierzona stosowanym przez nas
sposobem, okazala sie bardzo niska lub réwna zeru w czasie calego okre-
su larwalnego (tablica 1).
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200 L. WOJTCZAK [4]

Tablica 1

Zuzycie tlenu przez miazgi (homogenaty) z gasienic jedwabnika oraz aktywnosé
fenoloksydazy i oksydazy bursztynowej. Wszystkie warto$ci wyrazone w ml O, na
gram $§wiezej masy na godzineg

Utlenianie substratéw 1
fenol bursztynian [
Dni i Endogenne zuzycie tlenu 2 ; z |
~N e s = = = |
». po wylegu = w kolejnych okresach = S E 2 sz
% E lub lince Ny g 15-minutowych g § = _g § =
EE 232 S |FE| §|R¢
= =3 R laR] & s 3“‘
| | |
13 3 0,91 ( 0,31 ( 0,60 | 0,33 | 0,23 | 0,49 | 0,26 | 0,30 | 0,07 |
5 (sen linkowy) | 11 1.21 | 0,22 | 0,80 | 0,40 | 0,26 | 0,59 | 0,33 |' 0,42 | 0,16 [
N mgis’ o 5 T P A
Imio 3 081 | 0,17 | 0,53 | 0,27 | 0,18 | 0,28 | 0,10 | 0,21 0,03‘
2—4 10 0,70 | 0,23 | 0,40 | 0,26 | 0,13 | 0,34 | 0,16 | 0,18 ool
5 (sen linkouwy) 4 1,05 ( 0,22 ( 0,62 | 0,38 | 0,22 | 0,54 | 0,32 | 0,33 | 0,11 |
I {o—1 4 0,64 ( 0,13 | 0,40 | 0,27 | 0,14 | 0,39 | 0,25 | 0,22 0.08‘
2--5 8 0,45 | 0,14 | 0,29 | 0,18 | 0,13 | 0,58 | 0,45 | 0,17 | 0,04 |
6 (sen linkowy) 5 0,88 | 0,19 | 0,32 | 0,14 | 0,12 | 0,88 | 0,76 ‘ 0,16 | 0,04 E
IV io 4 0,60 | 0,02 | 0,30 | 0,18 | 0,14 | 0,45 | 0,31 | 0,19 0,051
3—5 5 0,38 | 0,07 | 0,19 | 0,10 | 0,09 | 0,65 | 0,56 | 0,09 - :
7 (sen linkowy) | 5 0,80 | 0,16 | 0,22 | 0,14 | 0,14 | 1,02 | 0,88 | 0,18 | 0,04 [
Vio—1 5 0,34 | 0,11 | 0,17 | 0,09 | 0,06 | 0,42 | 0,34 | 0,07 | 0,01
4—6 7 0,31 | 0,09 | 019 | 0,13 | 0,09 | 0,21 { 0,12 | 0,07 |
9—12 3 0,15 | 0,02 | 0,08 | 0,05 | 005 | 0,40 | 0,35 | 0,05 —
13—15 (snucie) 5 0,41 | 0,16 | 0,26 | 0,18 | 0,14 | 0,40 | 0,26 | 0,09 | =
16 (forma przed- s \
poczwarkowa 5 103 | 0,31 | 0,39 | 0,18 | 0,13 | 1,00 | 0,87 | 0,12 | = |

POCZWAREKA

Poniewaz nie stwierdzono wyraznych réznic plciowych ani w oddy-
chaniu ani w aktywnosci badanych enzyméw w stadium poczwarkowym,
dane dotyczace obu plci potraktowano w dalszym opisie lacznie.

Przed przystapieniem do badan enzymatycznych przebadano zuzycie
tlenu przez zywe poczwarki w ciagu calego okresu rowojowego w tym
celu, aby aktywno$é¢é enzymatyczng méc bezposrednio poréwna¢ z nateze-
niem oddychania zywej poczwarki. Pomiary oddychania i aktywnosci
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5] NIEKTORE ZAGADNIENIA ENZYMOW ODDECHOWYCH 201

enzymoOw przeprowadzano przewaznie na tych samych osobnikach. Rysu-
nek 2 obrazuje zmiany w natezeniu zuzycia tlenu przez poczwarki jed-
wabnika. Bezposrednio po prze-
poczwarzeniu zuzycie tlenu szyb- &,
ko maleje, csiagajac najnizszy po- sl 1\
ziom w okresie rownym okoto 10% :
calego stadium poczwarkowego.
Nastepnie ma miejsce stopniowy
wzrost natezenia oddychania pocz-
warki az do okolo 65°% okresu “
poczwarkowego. Od tego czasu zu-
zycie tlenu utrzymuje sie na mniej % 7 50 i
wiecej stalym poziomie, az od wy- wrek poczwarkt w %
klucia imago. Otrzymane wyniki Rys. 2. Przebieg zuzycia tlenu w czasie
zgodne sa na og6l z rezultatami  Metamorfozy jedwabnika morwowego.
badah Bialtaszewicza [3] Wick poczwarki wyrazono w pro.cen‘tach
calego okresu poczwarkowego zuzycie O,
w ml na gram $§wiezej masy poczwarki
na godzine. Temperatura 25°

'
i
|
|
|
|
i
]
|
i
!
]
:

0o

S e e

nad oddychaniem poczwarki jed-
wabnika.

Tablica 2

Endogenne zuzycie tlenu przez miazgi i aktywno$é fenoloksydazy i oksydazy bur-

sztynowej w okresie poczwarkowym jedwabnika. Endogenne zuzycie tlenu podano

dla pierwszych 15 minut pomiaru; utlenianie substratéw wyrazono jako wzrost

zuzycia tlenu po dodaniu substratéow do miazgi. Wszystkie wartosci wyrazone
w ml O, na g Swiezej masy na godzine

Wick poczmatil losé | F.ndogctnne Utlenianie substratéw
w %% doswiadczeri . z:xltl:‘cl:c katechol l bursztynian
forma przed- ‘

poczwarkowa 5 f 1,03 . 3,15 0,00
2 4 0,77 0,90 0,00

4 4 0,47 0,94 0,03

9 3 0,24 0,77 0,02

12 6 0,45 1,27 0,06

19 7 0,48 1,43 0,04

27 6 0,60 2,04 0,05

35 3 0,68 2,43 0,08

42 7 0,67 2,42 0,07

51 6 0,84 2,61 0,07

58 5 0,71 2,84 0,10

65 5 0,63 2,99 0,19

72 7 0,31 0,39 0,24

81 7 0,50 1,04 0,15

89 5 0,48 1,28 0,22

96 8 0,25 0,31 0,24
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202 L. WOJTCZAK 63

Badania enzymatyczne prowadzono podobnie jak u gasienic. Tablica 2
i rysunek 3a przedstawiaja przecietne wartosci dla endogennego zuzycia
tlenu przez miazge oraz dla aktywnosci fenoloksydazy i oksydazy bur-
sztynowej (na wykresie uwzgledniono tylko endogenne zuzycie tlenu
w ciggu pierwszych 15 minut pomiaru). BezpoSrednio po przepoczwarze-
niu zuzycie tlenu przez miazge szybko maleje; najnizse endogenne zuzy-
cie Os wykazuje miazga z poczwarek w wieku okolo 10%o okresu poczwar-
kowego. W miare dalszego rozwoju poczwarki zuzycie tlenu przez miazge
wzrasta, osiggajac maksimum dla poczwarek w wieku okoto 50, po czym
zné6w maleje. W wieku okolo 80%/0—90%0 zaznacza sie drugie, znacznie
nizsze maksimum.

4

&, 84,
twp \! ! 3ot |1 !
a ! '
a8 i |
I : |
20 |
et | | |
| | |
I ! |

g4t | |
| | I |
| | “T b I
g2t | : | !
| I
| a8 I : |
1 o : : | L 2 aiif
0 20 a0 60 80 100 TR 20 40 60 80 100
wiek poczwarki w % wiek poczwarki w %

Rys. 3a. Fndogenne zuzycie tlenu przez miazgi z poczwarek (krzywa A) i aktywnosé

oksydazy bursztynowej w rozwoju poczwarkowym jedwabnika (krzywa B). Endo-

genne zuzycie O, wyrazcne w ml/g gedz., (Qo:) dla pierwszych 15 minut pomiaru,

aktvwno$¢ oksydazy bursztynowej wyrazena jako wzrost zuzycia tlenu po dodaniu
bursztynianu do miazgi, Temperatura 30°

Rys. 3b. Aktywnos$é fenoloksydazy w czasie rozwoju poczwarkowego jedwabnika
wyrazona jako wzrost zuzycia tlenu (AQ ) po dodaniu katecholu do miazgi

Aktywnosé fenoloksydazy w okresie poczwarkowym wykazuje zmia-
ny o tym samym charakterze i kierunku, co zmiany endogennego zuzycia
tlenu (rys. 3b).

Aktywnoéé oksydazy bursztynowej na poczatku okresu poczwarkowe-
go iest bardzo niska. W miare rozwoju poczwarki czynno$¢ enzymu stop-
niowe wzrasta i osigga najwyzszy poziom w ostatnich dniach metamor-
fozy. :
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m NIEKTORE ZAGADNIENIA ENZYMOW ODDECHOWYCH 203

IMAGO

Mierzono zaréwno zuzycie tlenu przez zywe doroste owady, jak i ak-
tywnos¢ enzymatyczng miazgi z form imaginalnych. Owady byly badane
w wiekszosci wypadkéw wkrotce po wyjsciu z kokonu, jeszcza przed ko-
pulacja.

Natezenie oddychania form dorostych jest wyzsze niz poczwarek, przy
czym zuzycie tlenu przez samce jest okolo dwa razy wyzsze niz przez
samice (tablica 3). Endogenne zuzycie tlenu przez miazge z samcow jest
stosunkowo jeszcze wyzsze niz przez miazge z samic. Podobnie czynno$é .
oksydazy bursztynowej jest znacznie wyzsza u osobnikéw sameczych. Na-
tomiast aktywnos$¢ fenoloksydazy jest wyzsza u samic niz u samcow
(tablica 3).

Tablica 3

Zuzycie tlenu i aktywnos$¢ enzymoéw oddechowych w stadium imgginalnym jedwab-
nika morwowego. Endogenne zuzycie tlenu przez miazge podano dla pierwszych
15 minut pomiaru; utlenianie substratéw wyrazono jako wzrost zuzycia tlenu po-
dedaniu substratéw do miazgi. Wszystkie warto$ci podane w ml O, na g $wiezej
masy na godzing. Pomiary zuzycia tlenu przez zywe owady przeprowadzono
w temp. 25°, pomiary zuzycia tlenu przez miazgi i pomiary aktywnosci enzyméw

w temp. 30°
I Jj A ’ .,é Utlenianie substratow
PI !' _§ Zuzycx'c 0, ' é Endogenne zuzycie
Bt |9 e e «© | tlenu przez miazge
J‘ 2 owady ° bursztynian katechol®
|| = =
T T
(| ' M S M S M S x
samce "‘ 3 0,77; 0,88; 9 1,15 -+ 0,56 0,79 4 0,38
|; 0,83 1,41 + 0,94
samice " 3 0,42; 0,38; T 0,39 - 0,20 0,32 + 0,18
| 0,47

M — $rednia warto$¢, S — Srednie odchylenie.
! Z powodu duzej rozbieznosci wynikow i braku wyraznych réznic plciowych.
warto$ci dla utleniania katecholu dla obu plei potraktowano lacznie

Dyskusja

W pracy niniejszej badano w ciagu calego pozazarodkowego rozwoju.
jedwabnika morwowego aktywnos$¢ fenoloksydazy i oksydazy burszty-
nowej oraz poziom tak zwanego endogennego zuzycia tlenu przez miazge,
ktére jako wypadkowa réznych procesdw enzymatycznych moze réwniez:
dostarczyé pewnych informacji o czynnosci enzyméw oddechowych.
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204 L. WOJTCZAK 181

Charakterystycznym i rzucajacym sie w oczy zjawiskiem byl zaobser-
wowany wzrost zuzycia tlenu przez miazge oraz wzrost aktywnosci fenol-
oksydazy w kolejnych okresach snu linkowego gasienicy w pordwnaniu
do okresow zerowania. Z badan Biataszewicza [3] i innych autoréow
[16] wynika, ze w okresie snu linkowego ma miejsce spadek oddychania
gasienicy, za$ w okresie zerowania wzrost, a wiec przeciwnie niz w przy-
padku zuzycia tlenu przez miazgi, jak to wykazaly niniejsze badania.. Jest
jednak rzecza znamienna, ze — jak to wida¢ z doswiadczen Biatasze-
wicza [3] — wzrost natezenia oddychania gasienicy po przej$ciu wylinki
nastepuje dopiero z chwila rozpoczecia odzywiania. Jes$li gasienice pozba-
wiono pokarmu, poziom zuzycia tlenu po wylince nie tylko nie wzrastal,
lecz przeciwnie spadal az do chwili umozliwienia gasienicy pobrania po-
karmu. Analogicznie, jesli zerujace gasienice pozbawiono pokarmu, zuzy-
cie tlenu znacznie malato [3]. Wydaje sie wige, ze wysoki poziom zuzycia
tlenu przez gasienice jedwabnika w okresie migdzylinkowym w znacznym
stopniu zalezy od jej ruchéw i funkeji odzywiania. Natomiast, stwierdzo-
na w niniejszej pracy wysoka aktywnos$¢ enzyméw oddechowych w okre-
sach snu linkowego jest, by¢ moze, odbiciem innych proceséw metabo-
licznych zachodzacych z duza intensywnoscia wlasnie w tym czasie. Na
duze natezenie pewnych proceséw przemiany materii wskazuja réwniez
i inne prace Zaktadu [7, 8].

Wzrost aktywnos$ei fenoloksydazy w okresach przedlinkowych
i w okresie poprzedzajacym przepoczwarzenie gasienicy jest zjawiskiem
bardzo interesujacym. Wydaje sie mianowicie, ze stanowi ono jeszcze
jedno potwierdzenie przypuszczenia [11, 15], ze fencloksydaza spelnia
u owadow jaka$ wazna role podczas przepoczwarzenia i linienia.

Badania nad okresem poczwarkowym dotyczyly zaréwno poziomu
zuzycia tlenu przez zywe poczwarki jak i aktywnosci enzymoéw oddecho-
wych w miazgach z poczwarek. Chodzilo bowiem o mozno$¢ poréwnania
aktywnosci enzymatycznej z natezeniem oddychania zywego owada. Do-
tychczasowe badania na innych owadach [5, 13] wykzaly, ze zuzycie tle-
nu przez miazge z poczwarek jest w pewnym stopniu proporcjonalne
do zuzycia Oz przez zywa poczwarke i ze obie wartosci ulegaja w czasie
rozwoju poczwarki podobnym zmianom, dajac na wykresie charaktery-
styczne krzywe o ksztalcie litery ,,U”. Z obecnych do$wiadczen wynika,
ze w okresie poczwarkowym jedwabnika sprawa przedstawia sie nieco
inaczej. Mianowicie zmiany w oddychaniu poczwarki nie przebiegaja
wedlug typowej krzywej ,,U”, lecz juz w okresie odpowiadajacym okolo
65%0 calego okresu poczwarkowego zuzycie tlenu osiaga najwyzsza war-
tos$¢, na ktoérej utrzymuje sie az do wyklucia owada doroslego. Endogen-
ne zuzycie tlenu przez miazgi z poczwarek zmienia si¢ w pierwszej poto-
wie okresu poczwarkowego podobnie jak oddychanie poczwarki (spadek,
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a nastepnie wzrost zuzycia tlenu). Natomiast w drugiej polowie stadium
poczwarkowego zuzycie tlenu przez miazgi ponownie spada, podczas gdy
zuzycie Oz przez zywe poczwarki utrzymuje sie, jak juz pisaliSmy, na sta-
Iym wysokim poziomie. W podobny sposoéb jak endogenne zuzycie tlenu
przez miazgi zmienia si¢ w okresie poczwarkowym aktywno$c fenoloksy-
dazy. Wida¢ tu wyraznie, ze endogenne zuzycie tlenu przez miazge jest
w pierwszym rzedzie odbiciem aktywnosci fenoloksydazy.

W trakcie rozwoju poczwarkowego jedwabnika wzrasta aktywno$é
oksydazy bursztynowej. Podobne zjawisko zostalo zaobserwowane juz
weze$niej u Calliphota erythrocephala [1] i u Galleria mellonella [13].
Chodzi wiec tu prawdopodobnie o proces o ogoélniejszym znaczeniu dla
metamorfozy owadow.

Wzrost aktywnosci systemu oksydazy bursztynowej w drugiej polo-
wie metamorfozy i spadek czynnosci fenoloksydazy przy jednoczesnyvm
wzro$cie natezenia procesow oddechowych poczwarki wskazujg, ze
w okresie tym role oksydazy koncowej spelnia prawdopodobnie w znacz-
nym stopniu oksydaza cytochromowa. Natomiast pewna réwnolegiosé¢
zmian aktywnosci fenoloksydazy i poziomu zuzycia tlenu przez poczwar-
ke w pierwszej polowie metamorfozy pozwalaja przypuszczaé, ze w tym
okresie funkcje oksydazy koncowej moze pelni¢, przynajmniej w pew-
nym zakresie, fenoloksydaza.

U form imaginalnych jedwabnika zwracaja uwage znaczne roznice
plciowe zaré6wno w oddychaniu owadéw jak i w aktywnosSci enzymoéw
oddechowych. Wyzsze zuzycie tlenu przez samce mozna przypisaé, przy-
najmniej cze$ciowo, zaobserwowane] wiekszej ruchliwosci samcow niz
samic. Pomiary przeprowadzone na miazgach wykazaly jednak, ze
i aktywno$é oksydazy bursztynowej jest znacznie wyzsza u samcoéw niz
u samic. Jest to, jak sie wydaje, zjawisko ogoélniejsze, gdyz i u innych
owadow obserwowano wyzszy poziom oddechowej przemiany tkanko-
wej [2] i aktywnoséci oksydazy bursztynowej [4, 6, 10] u samcéw niz
u samic.

Streszczenie

Badano aktywnosé fenoloksydazy i oksydazy bursztynowej w czasie
rozwoju pozazarodkowego jedwabnika morwowego. Bombyx mori, po-
czawszy od trzeciego dnia po wylegu gasienicy z jaja az do stadium ima-
ginalnego. Przeprowadzono réowniez pomiary endogennego zuzycia tlenu
przez miazgi (homogenaty) w ciagu calego okresu rozwojowego jedwab-
nika oraz pomiary zuzycia tlenu przez poczwarki i owady doroste.

Stwierdzono wzrost aktywnosci fenoloksydazy w kolejnych okresach
snu linkowego gasienicy oraz bezposrednio przed przepoczwarzeniem
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W poréwnaniu z okresami miedzylinkowymi. Réwniez endogenne zuzy-
cie tlenu przez miazge jest znacznie wyzsze w przypadku gasienic w sta-
nie snu linkowego i w okresie przedpoczwatkowym niz w okresach mie-
dzylinkowych. Wzrost aktywnosci fenoloksydazy i zuzycia tlenu przez
miazge w okresie snu linkowego oraz spadek obydwu wartosci po przej-
Sciu wylinki powtarzaly sie regularnie we wszystkich pieciu okresach
wzrostu gasienicy jedwabnika.

Aktywnos$¢ systemu oksydazy bursztynowej jest bardzo niska w cza-
sie calego okresu larwalnego.

Zuzycie tlenu przez poczwarke spada szybko po przepoczwarzeniu
i osiaga najnizsza wartoS¢ w czasie odpowiadajacym okolo 10% calego
okresu poczwarkowego. Nastepnie zuzycie tlenu roénie i osiaga poziom
najwyzszy przy okolo 65% okresu poczwarkowego, na ktéorym to pozio-
mie utrzymuje si¢ az do wyklucia imago.

Aktywnos$¢ fenoloksydazy znacznie maleje po przepoczwarzeniu; naj-
nizsza aktywno$¢ przypada réwniez na okres okolo 10% calego okresu
poczwarkowego. Nastepnie aktywnos$¢ fenoloksydazy wzrasta osiagajac
maksimum przy okolo 65/ wieku poczwarki, po czym ponownie maleje.
Podobnym zmianom (spadek,wzrost i ponowny spadek) podlega endogen-
ne zuzycie tlenu przez miazge z poczwarek.

Aktywnos$¢ oksydazy bursztynowej jest bardzo niska lub réwna zeru
bezposérednio po przepoczwarzeniu i roénie stopniowo w czasie rozwoju
poczwarki. Najwyzsza czynno$¢ osigga oksydaza bursztynowa w ostat-
nich dniach okresu poczwarkowego.

U form imaginalnych zaobserwowano znaczne réznice plciowe od-
nosnie zuzycia tlenu i aktywnosci enzymatycznej. Zuzycie tlenu przez
osobniki samcze jest dwa razy wyzsze niz przez samice (w obliczeniu na
wage ciala). Rowniez zuzycie tlenu przez miazge i aktywnos$é oksydazy
bursztynowe] jest znacznie wyzsza odno$nie samcoéw niz samic.
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ABIXATEJNBHBIE ®EPMEHTEI BO BPEMSI POCTA ¥ METAMOP®O3A
TYTOBOI'O IIEJTKOIIPATA BOMBYX MORI L.

PezwowMme

UcenenoBanocs MOrJIOMIEHMe KMCIOPOAA KAIIMILEH U3 TYTOBOrO LUIEJIKO-
p#AjAa, a TakKe akTHBHOCTH (PEHOJIOKCHAA3bl M CYKLIMHOKCUAA3LI BO Bpe-
Ms BCero mepmojaa pocrta u meramopdgosza. OGHapyKeHO, YTO IMOrJOLIeHNue
KMCJIOpO/Ia KalMIe!l M aKTUBHOCTH (DEHOJIOKCHMAA3BI YBEJIMYMBAETCH BO
BPEMA JMHKM TYCEHMIbI, a TaKiKe Iepej OKYKJMBAHMEM. AKTUBHOCTB
CYKIMHOKCH/Ia3bl Y T'YCEHMI] He3HAYMUTEJBHA.

ITorsomieHue KMCIOpoAa KYKOJKOM IMOHMIKAeTcs ObICTPO IOCae OKY-
KJIMBaHUA, a 3aTe€M yBeJuuyBaeTcd. B HavalbHOM mepuozie meramopdosa
TIOIJICLLIEHME KMCJI0PO/Aa KalLIMIIeil ¥ aKTMBHOCTE (DeHOJIOKCHAA3EI TOXKE 0~
HUKAKOTCSA, a 3aT€M PacTyT, HO BO BTOPOJ IOJOBMHE MeTamMopco3a CHOBZ
Ha0MI0/1aeTCA MOHVIKEHME NOIJIOLIEHMA KUCJIOPOAa KAIUMLei M aKTUBHOCTH
(deHonokenaas3pl.  AKTMBHOCTE CYKLIMHOKCHA3b! YBEJIMYMBAETCA B Teye-
HMe MeTamMopco3a.

ITornomenne kucJiopona 6aboukoit camuoMm BaBoe Gosbiue, yem Habou-
kot camkoit. ITorsomenne O2 Kaumileit, a Tak>XXe aKTMBHOCTH CYKLIMHOKCH~
/la3bl y CaMIIOBR 3HAYMTEJBHO BBILIE, YEM Y CAMOK.

ACTIVITY OF SOME RESPIRATORY ENZYMES DURING THE DEVELOPMENT
OF SILKWORM, BOMBYX MORI L.

Summary?®

The oxygen uptake of homogenates and the activity of phenoloxidase
and of succinoxidase were measured during the entire development pe-
riod of the silkwerm, Bombyx mori, as well as the oxygen consumption
of living pupae and adults. During all four periods of larval moults and
before pupation a considerable increase, as compared with the periods
between moultings, in oxygen consumption of homogenates and in the
activity of phenoloxidase was observed. The succinoxidase activity was
weak throughout the whole larval stage.

During the first days after pupation, mean oxygen uptake of living
pupae decreases and later on it rises, remaining on a constant high level

*) The full text appears in English in Acta Biol. Exper. 16 1956 (in press).
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during the last days of metamorphosis. Similarly, both the endogenous
oxygen consumption of homogenates of pupae and the activity of phenol-
oxidase decrease after pupation and rise later on; they show, however,
a new decrease in the second half of the pupal stage. The succinoxidase
activity increases gradually in the course of metamorphosis.

The oxygen consumption of male adults is twice as high as that of
females. Considerably higher in adult males than in females are also
the endogenous oxygen uptake of homogenates and the activity of suc-
cinoxidase.

Otrzymano 15.12.1955 r.
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WPLYW ZELAZICYJANKU POTASU NA DATURA STRAMONIUM L.
PLON LISCI, ZAWARTOSC ALKALOIDOW I NIEKTORYCH
INNYCH SKEADNIKOW

Z Zakladu Biochemii SGGW
Kierownik: prof. dr 1. Reifer
i z Zakladu Szczegotowej Uprawy Roslin SGGW
Kierownik: prof. dr A. Listowski

W 1954 r. wykonano wstepne do$wiadczenia nad wplywem zelazicy-
janku potasu na plon i zawartos¢ alkaloidow w Datura stramonium L. [1].
Poniewaz w do$wiadczeniach tych uzyskano 25%-owy przyrost plonu
lisci u roslin traktowanych, oraz wzrost zawartosci alkaloidéw w lisciach
i nasionach, w roku biezacym przeprowadzono dalsze, rozszerzone do-
$wiadczenia na ten temat.

Doswiadczenia polowe I

Doswiadczenia przeprowadzono na poletkach doswiadczalnych SGGW
na glebie typu bielicy pylowej, na powierzchni 250 m2 w czterech kom-
binacjach, a mianowicie, przed wysiewem nasiona moczono w roztworze
zelazicyjanku o trzech réznych stezeniach: 0,05%, 0,1% i 0,2%, oraz na-
siona kontrolne moczono w wodzie. Wszystkie nasiona moczono w ciggu
5 dni, po czym w dniu 3.V.55 r. wysiano w trzech powtérzeniach na po-
letka w odstepach 50 X 50 cm. W trakcie moczenia stwierdzono, ze na-
siona traktowane kietkowaly szybciej niz nasiona kontrolne, poza tym
za$ zaobserwowano wschody ro$lin traktowanych stezeniem 0,2% juz
dnia 20.V., a wschody roslin kontrolnych dopiero 28 maja. W tych do-
$wiadczeniach nie stosowano podlewania roslin roztworem zelazicyjanku.
W okresie wzrostu stwierdzono znacznie szybszy rozwdéj i wzrost roslin
traktowanych i to proporcjonalnie do stezenia roztworu zelazicyjanku.
W pézniejszym okresie roznice te zanikaly, a pod koniec okresu wegeta-
cyjnego uwydatnilo sie szybsze dojrzewanie i wiedniecie roslin trakto-
wanych, podczas gdy rosliny kontrolne byly jeszcze zielone. Nalezy jesz-
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cze zaznaczy¢, ze poczatkowy okres wegetacji przebiegal w tej porze
roku przy wyjatkowo niskiej temperaturze.
W ciagu okresu wegetacyjnego dokonano trzech zbioréw:

I — dnia 23.VII. w okresie kwitnienia (pierwszy owoc wyksztal-
cony),

II — dnia 12.VIII. w okresie wyksztalcenia sie owocow (koniec
kwitnienia),

IIT — dnia 2.IX. w okresie pelnego dojrzewania owocow (koniec
wegetacji).

Na materiale uzyskanym z poszczegélnych zbioréw dokonano pomia-
réw dlugosci czeSci nadziemnej i podziemnej roslin oraz masy poszcze-
g6lnych czesci roslin 1 iloSci sztuk wazniejszych organoéw. Ponadto w uzy-
skanym mateniale oznaczono zawartosci alkaloidéow metoda Reifera-Bu-
chowicza [2], oddzielnie w poszczegblnych czes$ciach roslin.

#‘ t‘ .*

Fot. 1. Wyglad liSci typowych z trzech zbiorow — dojrzalych (B) i mltodych (A)
z ro$lin traktowanych roztworem 0,2° zelazicyjanku potasu

-

Ponadto liscie ze wzgledu na zroznicowana zawartos¢ alkaloidéow
i zwigzane z tym wykorzystanie przy ekstrakcji atropiny, podzielono na
trzy kategorie w zalezno$ci od wieku. Za lisScie mlode przyjeto liscie, osa-
dzone na szczytach pedow o jasniejszej barwie i nie wyksztalconej blaszce
(okolo '/s powierzchni liSci dojrzalych) — za liscie dojrzate przyjeto liscie
osadzone powyzej pierwszego rozgalezienia o mormalnie wyksztalconej
blaszce, za liscie stare — liScie znajdujace sie ponizej pierwszego rozga-
lezienia — zo6lkngce.

Do oznaczen biometrycznych brano wszystkie liscie, do oznaczen al-
kaloidow natomiast pobierano 5 gramoéw lisci typowych, przy czym proéb-
ki te natychmiast po zerwaniu utrwalano we wrzacym etanolu.

Wyglad lisci typowych, dojrzalych i mlodych z roslin traktowanych
0,2%0-owym roztworem zelazicyjanku podano na fotografii 1;
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Wyniki

Wyniki pomiaréw biometrycznych roslin z do$wiadczen polowych (I)
zestawiono w tablicy 1.

Jak widaé z tablicy wplyw zelazicyjanku na wzrost i rozw6j roslin
uwidacznia sie najsilniej w pierwszym okresie rozwoju, ktéry zostal

' T 7YY

Fot. 2. Wyglad lisci ro§lin I-go zbioru w zalezno$ci od rodzaju traktowania.
1 — traktowanie 0,2%/o roztworem zelazicjanku, 2 — traktowanie 0,1,%, 3 —
traktowanie 0,05%, 4 — liS¢ rosliny kontrolnej

uchwycony w I-ym zbiorze. Przejawia sie¢ to zaré6wno w szybszym wzro-
$cie roslin traktowanych, jak i w wigkszej masie poszczegélnych ich or-
ganéw, zwlaszeza lisci, kwiatéw, paczkow i owocéw, przy czym efekt jest
wprost proporcjonalny do stezenia zelazicyjanku.

Wyglad lisci z pierwszego zbioru ro$lin w rézny sposéb traktowanych
przedstawia fotografia 2.

W II-gim i III-cim zbiorze og6lny efekt dzialania zelazicyjanku na
wielko$é czeSci nadziemnych i podziemnych zmniejsza sie, natomiast ma-
sy poszczegblnych organéw wykazuja spadek u roélin traktowanych w po-
réwnaniu z kontrolnymi.

Fotografia 3 przedstawia liscie dojrzate 1I-ego zbioru wykazujgc brak
istotnych réznic miedzy roslinami traktowanymi i kontrolnymi.

Wydaje sig, ze nasiona poddane stymulujacemu dzialaniu Zzelazicy-
janku przekazuja bodziec mlodej roslinie, co wywoluje przyspieszenie
wzrostu i rozwoju, w rezultacie czego, poréwnujac w I-ym zbiorze rosli-
ny, w tym samym czasie mamy do czynienia wlasciwie z réznym stop-
niem rozwoju osobniczego poszezegoélnych roslin.
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Okres zbioru II-ego wydaje sie by¢ okresem przejsciowym, w ktérym
roéliny traktowane i kontrolne nie wykazuja istotnych réznic i wszystkie
znajduja sie w fazie kwitnienia, co przejawia si¢ w stosunkowo matym
zr6znicowaniu danych liczbowych.

Fot. 3. Wyglad lisci dofirzatych II-go zbioru roélin o réznym sposobie traktowa-
nia. 1 — traktowanie 0,2%%, 2 — traktowanie 0,1°%, 3 — traktowanie 0,05%b,
4 — lis¢ rofliny kontrolnej

Roéznice te wystepuja ponownie w III-cim zbiorze, gdyz w okresie
tym roéliny traktowane zakonczyly juz swoéj okres wegetacyjny i zaczy-
naja obumieraé, gdy rosliny kontrolne dopierc dojrzewaja. Powoduje to
wystapienie réznic w plonie poszczegolnych organéw — w niektérych
wypadkach do$é wyraznych — na niekorzy$¢ roslin traktowanych.

W tablicy 2 podano wyniki oznaczen alkaloidéw w poszczegélnych
czedciach roéliny. Wyniki zestawione w tej tablicy wykazuja, ze mocze-
nie nasion w zelazicyjanku dziala szczegélnie silnie na przyrost alkaloi-
déw w pierwszym okresie wegetacji (I-y zbior). Wplyw ten zaznacza sie
szczegélnie wyraznie w liSciach, natomiast dzialanie to na lodygi jest
mniej rownomierne, a w przypadku kwiatow i paczkéw nie stwierdza sie
istotnych roéznic.

Najsilniej przejawia sie wplyw zelazicyjanku na liScie dojrzale, gdzie
jest on wprost proporcjonalny do jego stezenia; najkorzystniejsze wiec
dla tych liSci jest stezenie 0,2%. W przypadku lisSci mlodych przyrosty
alkaloidéw sg znacznie mniejsze, a stezeniem optymalnym okazal sie roz-
twor 0,1%-owy. W miare starzenia si¢ rosliny, przyrosty alkaloidéw
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7 WPLYW ZELAZICYJANKU POTASU NA DATURA STRAMONIUM L. 215

w obu rodzajach lisci maleja, a w przypadku lisci mlodych przy kombi-
nacji 0,2% w III-cim zbiorze zaobserwowano spadek zawartosci alkaloi-
dow w stosunku do kontrolnych. W przypadku lodyg najmniej korzyst-
nym okazalo sie stezenie 0,1%, gdzie we wszystkich zbiorach obserwo-
wano spadek zawartosci alkaloi-
dow w stosunku do kontroli. Przy
pozostalych stezeniach uzyskano
przyrosty alkaloidow w I-ym
i II-gim zbiorze. W III-cim zbio-
rze uzyskano spadek alkaloidéow
w stosunku do kontroli, preporcjo-
nalny do stezenia zelazicyjanku.
W kwiatach i paczkach uzyskiwa-
no niewielkie przyrosty alkaloi-
doéw, aczkolwiek nie we wszyst-
kich przypadkach.

00%

W tablicy 3 zestawiono dane
odnos$nie plonu i zawartosci alka-
loidow oraz ilosci alkaloidow w
orzeliczeniu na jedng ro$line (ilo-
“czyn masy lisci przez %.-owa za-
wartos¢ alkaloidow) w lisciach
-ro$lin  kontrolnych i traktowa-
nych. Podano réwniez stosunkowe
przyrosty w odniesieniu do kon-
troli plonu lisci i zawartosci alka-
loidébw w przeliczeniu na jedna
rosline.

Q1%

@ A8 o 8 N B A&Boad &8 ud

-

02%

Jl

Zbior [ Zbiorl] Zbidrlil

Qs 8

e

Dane tablicy 3 wykazuja wy-
razny wplyw traktowania nasion
na ogolna ilos¢ alkaloidow, uzy-
skiwana z jednej rosliny. Wzrost
plonu lisci z rownoczesnym wzro-
stem zawarto$ci w nich alkaloidéw ) 308

; . Wykres 1. Plon alkaloidow z liSci miodych
w poréwnaniu z kontrolg, powo- i dojrzalych ($rednio na jedng rosl.) u
duje duzy przyrost iloSci alkaloi- (o¢lin traktowanych zelazicyjankiem o
déw uzyskanych z jednej rosli- roznym stezeniu w mg
ny — w I-ym zbiorze prawie szes-
ciokrotny dla lisci dojrzalych, a prawie czterokrotny dla lisci mlodych.
W 1I-gim zbiorze obserwowano przyrost w wyzszych stezeniach dla lisci
dojrzalych, a w nizszych stezeniach zelazicyjanku dla liSci miodych, na-

B3R Liscie mlode, [ Lisue dgrzale
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L)} WPLYW ZELAZICYJANKU POTASU NA DATURA STRAMONIUM L. 217

tomiast III-ci zbiér wykazal najwyzszy ,plon” alkaloidéw z jednej rosli-
ny u ro$lin kontrolnych.

Charakterystyczne jest, ze najwieksza, absolutna ilo$¢ alkaloidow
w przeliczeniu na jedna rosline uzyskano w II-gim zbiorze, zar6wno dla
lisci miodych, jak i dojrzatych, przy czym w I-ym przypadku przy ste-
zeniu 0,1%0 (48,9 mg), a w drugim przypadku przy stezeniu 0,2% (57,5 mg).
Dane te sugeruja, ze w przypadku roélin traktowanych znacznie korzyst-
niejsze jest dokonywanie zbioréw nie przy koncu wegetacji, lecz w okre-
sie bliskim konca kwitnienia. Uzyskiwany ,,plon” alkaloidéw z jednej
ro$§liny w poszczegdlnych zbiorach w zaleznosci od kombinacji wykazuje
powyzszy wykres:

Doswiadczenia wazonowe i poletkowe II

Réwnolegle do wyzej opisanych badan jeden z autoréw (J, K ac z-
ko w sk i) prowadzil doswiadczenia wazonowe i poletkowe nad wplywem
zelazicyjanku na zawarto$¢ alkaloidow i niektérych innych skladnikow
w Datura stramonium L. W do$wiadczeniach wazonowych, wykonanych
w trzech seriach, wysianych w dniach 19 marca, 15 kwietnia i 2 maja,
nasiona przed wysiewem moczono w 0,1%0-owym roztworze zelazicyjanku
w ciggu 5 dni, natomiast nasiona kontrolne moczono réwnolegle w wo-
dzie, po czym wysiewano do wazonoéw z gleba prochniczna, inspektowa.
Po 10 dniach od wzejScia wazony ro$lin traktowanych podlewano
0,1%-owym zelazicyjankiem w ilo$ciach 200 ml roztworu na wazon. Do
analiz pobierano nadziemng czes$é rosliny odcieta 0,5 em nad powierzchnia
gleby.

Podobnie w do$wiadczeniach poletkowych nasiona moczono przed wy-
siewem w wyzej podany sposéb i wysiewano rzedowo co 30 cm, a w rze-
dach co 10 em. Na poletka wielkosci 1,2 X 2,5 m dokonano wysiewu
15.V.1955 r. w czterech powtoérzeniach i 5.VI.1955 r. rowniez w czterech
powtorzeniach. Nastepnie rosliny traktowane podlano 0,1%-owym roz-
tworem zelazicyjanku w ilosci 3 litrow roztworu na poletko. Poletka I-szej
serii podlano 11.VI, a poletka II-giej serii 25.VI. Poletka kontrolne podla-
no réwnolegle analogiczna iloscia wody.

Do analiz pobierano prébki polowe lisci zielonych, zdrowych, dobrze
wyksztalconych w ilosci ok. 25 g, z ktérych pobierano préby do analiz.
Z poletek I-szej serii pobrano proby pieciokrotnie w dniach: 18.VI., 27.VI.,
12.VIL., 23.VIIL i 2.VIIIL, z poletek II-giej serii w dniach: 12.VII., 23.VII.
i 2.VIIL

Zaréwno w probach z doswiadczen wazonowych, jak i poletkowych
oznaczano zawarto$¢ alkaloidow metoda Reifera i Buchowicza [2], azotu
ogoélnego i rozpuszczalnego metoda podbrominowa Reifera i Tarnow-
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218 I. REIFER, A. RUMINSKA, J. KACZKOWSKI (10}

skiej [3], cukrow redukujacych metoda Fujita Akiji i Danzo Iwatake [4]
w modyfikacji D. Wolszlegier [5], oraz kwasu cytrynowego [6] i jabiko-
wego [7j metodami Reifera. Ponadto w probach z pola oznaczano sucha
mase lisci.

Wyniki

Srednie wyniki z do§wiadczen wazonowych i poletkowych (II) zesta-
wiono w nizej podanych tablicach:

Tablica 4

Zawarto$é suchej masy w liSciach w procentach w doswiadczeniach polowych (II)

o
8
\
4 5

|
I seria 25.VI.1955 r. { I seria 19.VIIL.1955 r. t

i

|
|
|
|

4 sredmo 5 e ¢ e AGE SR iSrednio

H3FC(CN)6

|

|

’ , 1 ; :
7,4216,91 | 17,10 | 17,13 17,14 | 18,44i 18,18 | 17,50 | 17,44 17,89 i
,3l 18,00 | 17,50 . 17,20 ' 17,75 | 19,13 | 18,88 ‘ 18,05 i 17,95 | 18,51 i

Powyzsze wyniki wykazuja wprawdzie niewielkie przyrosty zawar-
tosci suchej masy w roslinach traktowanych, jednakze wzrost ten obser-
wowano we wszystkich przypadkach, co pozwalaloby wnioskowa¢, ze
traktowanie roélin zelazicyjankiem wplywa na zwigkszenie zawartosci
suchej masy w lisciach.

Tablica 5

Zawarto$é azotu ogoélnego w procentach w doswiadczeniu wazornowym

|

I seria 11 seria E Il seria
[
Przy- i : ’ Przy- | % Przy-
KsFe | RsFe | KsFe |
Data | O (CN) rost Data . O (CN)s | rost Data | O (CN)6 | rosll
w % | | w% | w%

|

|
20.1V | 0,259 | 0,294 | +13,8 3.V.| 0,239 | 0,264 | +10,0 | 21.V.| 0,475 | 0,497 | +4,6
23.IV| 0,197 | 0,252 | +28,9 9.V.| 0,264 | 0,272 | +11,4 | 25.V. (0,474 | 0,436 | —8,7
28.1V | 0,264 | 0,292 ( +10,7 | 13.V.| 0,230 | 0,271 | +17,8 1.VI| 0,534 | 0,600 |--12,8
30.1V| 0,178 (0,128 | —37,0 | 18.V.| 0,231 | 0,296 | --28,7 6.VL.| 0,446 | 0,534 |-+19,3
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220 1. REIFER, A. RUMINSKA, J. KACZKOWSKI [12]

W tablicy 5 zestawiono wyniki zawarto$ci azotu ogolnego w roslinach
trzech serii doswiadczen wazonowych:

Dane powyzszej tablicy wskazuja w 10 przypadkach wzrost zawar-
toSci azotu ogbélnego w granicach od 5 do 29%, a w dwu przypadkach spa-
dek jego zawarto$ci. W wiekszoséci przypadkow przyrost azotu ogélnego
u ro$lin traktowanych wahat sie okoto 10%s.

W tablicy 6 podano wyniki oznaczen azotu ogélnego, alkaloidow oraz
kwasu jabtkowego i cytrynowego, wykonanych na materiale z doswiad-
czen polowych (II). Jak wykazuje tablica 6, uzyskano w do$wiadczeniach
poletkowych wyrazny wplyw traktowania nasion na zawartoé¢ azotu
ogoblnego w liSciach, co zgadza sie z opisanym wyzej doSwiadczeniem wa-
zonowym. Uzyskane wyniki odnosnie zawartos$ci alkaloidéw wskazuja
réwniez na wplyw .zelazicyjanku na przyrost zawarto$ci tego skladnika.
Wyniki péznych zbioréw wykazuja obnizke zawartoSci alkaloidow w ro$li-
nach traktowanych, co zgadza sie z III-cim zbiorem tablicy 2, w ktorym
stezenie 0,20 zelizicyjanku wywoluje podobny efekt. Wprawdzie stoso-
wane tu stezenie bodzca wynosilo tylko 0,1% jednak rosliny w czasie roz-
woju zostaly dodatkowo podlane zelazicyjankiem. Zwigzku miedzy zawar-
tosciag kwasu jabltkowego i alkaloidow mie wykryto, natomiast przyrost
zawartosci kwasu cytrynowego w lisciach rosliny traktowanych wskazy-
walby na intensywniejszg przemiane materii tych roslin.

Oznaczenia zawarto$ci azotu rozpuszczalnego i cukréow redukujacych
oraz oznaczenia na mlodych kielkach (doswiadczenie wazonowe) kwasu
jablkowego i cytrynowego nie daly istotnych i regularnych roéznic, wobec
czego nie sg w niniejszej pracy zamieszczone.

Dyskusja

W tegorocznych do$wiadczeniach uzyskano wyrazny wplyw moczenia
nasion w zelazicyjanku potasu na wzrost osobniczy i rozwdéj rosliny, oraz
na nagromadzanie sie poszczegélnych skladnikéw. Stwierdzono wybitnie
stymulujace dzialanie zelazicyjanku w pierwszym okresie rozwoju roslin,
co uwydatnilo sie szybszym kielkowaniem i wschodami ro$lin traktowa-
nych, jak rowniez znacznymi réznicami wysokosci roslin i wielkosci plo-
nu poszczegélnych organéw na korzys$é roslin traktowanych w okresie
I-go zbioru. Wplyw ten odbil sie réwniez w wyrazny sposob na gromadze-
niu sie alkaloidéw, azotu ogdlnego i kwasu cytrynowego oraz na wyzszej
zawarto$ci suchej masy u roslin traktowanych, co Swiadczyloby o znacz-
nie wzmozonym metaboliZmie roslin fraktowanych zelazicyjankiem.
W poézniejszym okresie rozwoju réznice te wyréwnuja sie i to zaréwno
w masie lisci, jak i nagromadzaniu powyzszych skladnikéw, co uwydat-
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nia sie bardzo malymi r6éznicami w plonie poszczegélnych organéw ros-
lin, stwierdzonymi w II-gim zbiorze. Na skutek przysSpieszenia rozwoju
roslin traktowanych nastepuje tez ich szybsze dojrzewanie i starzenie sie,
czego dowodzi spadek w ostatnim zbiorze plonu lisci, jak i ,,plonu” alka-
loidéw z jednej rosliny. Rowniez w pézniejszych okresach opadaja réz-
nice na korzy$¢ roslin traktowanych w zawartosciach alkaloidow, azotu
ogdlnego i kwasu cytrynowego.

W ubieglym roku okres wegetacyjny roslin traktowanych w stosun-
ku do kontrolnych byl przedtuzony [1], w tym roku natomiast byl skré-
cony. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze warunki klimatyczne w obu okresach
wegetacyjnych byly krancowo rézne — gdy w roku 1954 wiosna i wcze-
sne lato byly cieple i raczej suche, w roku 1955 okres ten cechowatla niska
temperatura i stosunkcwo duza wilgotnos¢. Jednakze niezaleznie od tego
w obu do$wiadczeniach uzyskano przyrost alkaloidow w roslinach trak-
towanych.

Stwierdzono réwniez, ze wplyw zelazicyjanku jest w pewnym stopniu
zalezny od stezenia jego roztworu, ktory byl uzyty do moczenia nasion,
przy czym wplyw ten jest rozny dla réznych organéw roslin. Mianowicie
wplyw stezenia zelazicyjanku nie uwidacznia sie w przypadku zawartosci
alkaloidéw w kwiatach i pagczkach, natomiast stezenie zelazicyjanku wply-
wa wyraznie na zawarto$é¢ alkaloidow w liSciach i lodygach. Z tablicy 2
widaé, ze na zawarto$é¢ alkaloidow w lisciach mlodych najbardziej wply-
wa stezenie 0,1°%, a w liSciach dojrzalych — stezenie 0,2%. Natomiast
wplyw stezenia zelazicyjanku na zawartos¢ alkaloidéw w lodygach oraz
na mase liSci zaznaczy?t sie wyraznie jedynie w I-szym zbiorze.

., Plon” alkaloidéw na jedna ros$line w zbiorze II-gim tak w roélinach
traktowanych jak i kontrolnych wykazuje regularny przyrost w porow-
naniu z ,,plonem” I-go zbioru. W zbiorze III-cim ,plony” alkaloidéw na
jedng rosline wykazuja silny spadek w poréwnaniu ze zbiorem II-gim.

Z drugiej strony ,,plony” alkaloidéw lisci dojrzalych na jedna roSline
w roslinach traktowanych sa w I-szym zbiorze najwieksze w poréwnaniu
z kontrola (okoto 600%), w II-gim zbiorze sa znacznie nizsze (okolo 150°)
i w III-cim zbiorze nie wykazuja zasadniczych réznic.

Nie ulega watpliwosci, ze liscie mlode i dojrzale I-go okresu rozwoju
ros$liny sa z punktu widzenia teoretycznego najbardziej interesujacym
przedmiotem badan, natomiast w zwigzku z praktycznym wykorzysta-
niem roéliny do.ekstrakeji alkaloidow liScie zbiorow pézniejszych, odpo-
wiadajacych mniej wiecej okresowi zbioru II-go moga przedstawia¢ wiek-
sza warto$¢ ekonomiczng. Masa lisci II-go zbioru ro$lin traktowanych
nie wykazuje wprawdzie wigkszych réznic, natomiast zawarto$é alkaloi-
déw w lisciach dojrzatych tych roslin jest dwukrotnie wieksza, anizeli
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w zbiorze I-szym. Wprawdzie w zbiorze III-cim stwierdza sie dalszy,
znaczny przyrost zawartoSci alkaloidéow, jednak masa liSci opada gwal-
townie, przeto ,,plon alkaloidéw”™ ulega znacznemu obnizeniu.

W ten sposoéb doswiadczenia ostatnich 2 lat wyraznie nakres$laja kie-
runek dalszych badan, szczegolnie je$li chodzi o farmakopealne znaczenie
tej rosliny. '

Ze wzgledu na Scisly zwiazek, jaki istnieje miedzy rozwojem rosliny
i zawartoscia w niej alkaloidow, wzrastajaca regularnie z wiekiem rosli-
ny, z drugie]j za$ strony ze wzgledu na to, ze bodZcowanie zelazicyjankiem
wykazuje najkorzystniejsze efekty w okresie miedzy kwitnieniem i za-
wigzywaniem owocow, nalezy dokladnie przebada¢ te okresy rozwoju,
w ktorych iloczyn masy lisci i zawartosci alkaloidow przedstawia sie naj-
korzystniej. ’

Streszczenie

Przeprowadzono dalsze, rozszerzone badania nad wplywem .ielazic_v—
janku potasu na plon i zawarto$¢ alkaloidéw i niektorych innych skladni-
kéw w Datura stramonium L. uwzgledniajac rézne stezenia bodzca (0,05%,
0,1% 1 0,2%). Z uzyskanych wynik6w wyciggnieto nastepujace wnioski:

1. Moczenie nasion w zelazicyjanku potasu powodowalo znaczne przy-
Spieszenie wzrostu i rozwoju ro$lin oraz przyrost zawartosci alkaloidow,
azotu ogdélnego i kwasu cytrynowego, szczegblnie w pierwszym okresie
rozwoju rosliny.

2. Zawartos¢ alkaloidow w lisciach dojrzatych wzrasta proporcjonal-
nie do stezenia zelazicyjanku, natomiast dla lisci mtodych optymalne byto
stezenie 0,1%, a stezenie 0,20 wywoluje w nich bardzo wyrazne obnize-
nie zawartosci alkaloidow.

3. Najwieksze ilo$ci alkaloidow z jednej rosliny uzyskano w II-gim
zbiorze. :

4. Ros$liny traktowane wykazuja przyrost zawartosci suchej masy.

5. Nie stwierdzono istotnego wplywu zelazicyjanku na zawartos¢ azo-
tu rozpuszeczalnego, cukrow redukujacych i kwasu jablkowego.
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BO3JIEVICTBUE 2KEJE3OCUMHEPOJVCTOIO KAJIMA HA DATURA
STRAMONIUM L. YPOXKAW JUCTBHEB, COAEPXKAHUE AJKAJOUIOB
1 HEKOTOPBIX JIPYTUX KOMIIOHEHTOR

PeszwowMme

ITpoBenens! ganbHeime, Gosee pacUIMPEeHHBIE MCCJeA0BAHMUA Haj BO3-
JIeMCTBMEM 2KeJIe30CHMHEPOAMCTOr0 KaJiMA Ha YPOXKAai M COAepKaHMe aJIKa-
JIOUAOB M HEKOTOPBIX APYrux KOoMrioHeHTOB B Datura stramonium L., yun-
ThIBasg pa3JjMyHble KOHUeHTpaumy ummnysabca (0,05%, 0,1% wn 0,2%)- Ha
OCHOBAHMM IMOJIYYEHHbIX Pe3yJbTAaTOB CAeJIaH ObLI CJAeAVIOLIMIA BBIBOA:

1. MouKka ceMAaH B JKeJe30CMHEepPOAMCTOM KaJuy crocobcTBoBajsia 3Ha-
YUTEJBHOMY YCKOPEHMIO pOCTa M Pa3sBUTMA PACTEHMI, a TaKyKe yBeJMye-
HUMIO COAEpPIXKaHMA aJIKaJIOMJO0B, OOILIEro aszora M JMMOHHOM KMUCJOTHI, 0CO-
0EHHO B NMEpPBOM IEpPHOJie Pa3BUTUA PACTEHMA.

2. Copep:kaHMe aJKaJIOMJOB B 3PeJIbIX JIMCThAX BO3pacTaeT Ipo-
TIOPIMOHAJIBHO KOHIEHTPALMM IKEJIE30CMHEPOAUCTOr0 KaJius, TOrAa Kak
onTMMaJIbHAA AJIA MOJIOABIX JIMCTHEB KOHIEHTpauus paBHadack 0,1%,
a xoHueHrpauus 0,2°0 BpI3pIBaeT B HMX BecbMa 3aMETHOE yMEHbIIEHMe
COZIEPIKAHUA 2JIKAJIONJOB.

3. Camoe 6oabIIOe KOJMYECTBO ANKaJOMJOB M3 1 pacTeHusa IOJy4eHO
ObL7I0 BO BTOpPOM cHope.

4. B obpabGaTbIBa€MbIX paCTEHMAX OOHapy»KeH IIPUPOCT CyXOi
MacCCBHL.

5. He ormMeueHO CYILECTBEHHOrO BJIMAHMUA JKEJIe30CHMHEPOAMCTOro Ka-
JMA Ha COAEpIKaHMe pacTBOPMMOrO a30Ta, BOCCTAHOBUTEJBHBIX CaXapoB
M A0JIOYHOM KMUCJIOTHI.

THE INFLUENCE OF FERRICYANIDE ON DATURA STRAMONIUM L.
YIELD OF LEAVES, CONTENTS OF ALKALOIDS AND SOME
OTHER COMPOUNDS

Summary

The influence of ferricyanide on the yield of leaves, contents of alka-
loids and other compounds in Datura stramonium L. was investigated.
Ferricyanide was used in concentrations of 0,05%, 0,1% and 0,2%. The
following conclusions were drown:

1. Treating of seeds with ferricyanide leads to a considerable speed
up of plant growth and development, as well as to an increase of the con-
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tent of alkaloids, total nitrogen and citric acid, particularly in the first
stages of growth.

2. The contents of alkaloids in mature leaves increases in proportion
with the concentration of ferricyanide. The optimal concentration for
young leaves is about 0,1 and concentrations of 0,2° are decidedly
detrimental. g

3. The yield of alkaloids per plant is highest in the second crop.

4. Treated leaves show a marked increase of dry matter.

5. No differences were found in soluble nitrogen, reducing sugars and
malic acid in the treated plants.

Otrzymano 29.12.1955 r.
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Hodujac na pozywkach polsyntetycznych szczep bakterii kwasu pro-
pionowego z gatunku Propionibacterium shermanii, zauwazono wydziela-
nie sie do pozywki czerwono-fiotkowege barwnika. Barwnik ten wykazy-
wal nastepujace cechy fizyko-chemiczne:

1. Wysalal sie z pozywki (po odwirowaniu bakterii) siarczanem amo-
nowym przy pH 4,0—5,0. Wysolony barwnik mozna bylo odsaczyé¢, po
czym ponownie rozpusci¢ w wodzie.

2. Barwnik przechodzil bardzo latwo z pozywki i wodnych roztwo-
réw do mieszaniny chloroformu i alkoholu n-butylowego (1 :1) przy
pH 4,0—5,0. Z roztworu organicznego barwnik ekstrahowal sie wodnymi
roztworami alkaliow Ilub soli alkalicznych (NaOH, NH,;0H, Na»COg,
NaHCOj3). Kwas solny rowniez ekstrahowal barwnik z fazy organicznej,
ze zmiang barwy z czerwono-fiotkowej na wyraznie fiotkowa. Jednakze
juz po kilkunastominutowym wytrzasaniu z kwasem solnym cze$¢ barw-
nika w spos6b trwaly wiazala sie¢ w fazie organicznej i nie dawala sie juz
z niej wyekstrahowa¢ nawet roztworami alkalicznymi.

3. Zakwaszenie wodnego, obojetnego lub alkalicznego koncentratu
barwnika do pH 3,0—4,0 powodowalo jego wytracanie sie w postaci bra-
zowych klaczkow. Wytracony barwnik rozpuszczal sie tatwo zaréwno
w roziworze HCI, jak i w roztworach alkalicznych.

4. Kwasny wodny roztwor barwnika odbarwial sie natychmiast pod
dzialaniem dwutioninu sodowego lub kwasu askorbinowego. W roztworze
alkalicznym wymienione zwigzki redukujace nie wywolywaly zadnych
zmian.

Przytoczone wlasciwosci nasunely przypuszczenie, ze wydzielany
przez Pronionibacterium shermunii barwnik jest zwigzkiem porfirynowym.
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Przypuszcezenie to potwierdzily badania widmowe. W roztworze obojet-
nym barwnik posiadal charakterystyczne dla porfiryn czteropasmowe
widmo absorpcyjne w zakresie 450—650 mu, a w roztworze kwasu sol-
nego widmo dwupasmowe. Ponadto barwnik wykazywal bardzo silng ab-
sorpcje przy okolo 400 muw, przy czym maksimum nieco zmienialo sie
w zalezno$ci od pH roztworu. Wodne roztwory barwnika, zar6wno kwa-
sne, obojetne, jak i alkaliczne, oraz roztwory w rozpuszczalnikach orga-
nicznych pod wplywem promieni ultrafioletowych (z lampy Wooda) bar-
dzo silnie fluoryzowaly jaskrawo czerwona fluorescencja.

Wydzielanie wolnych porfiryn przez drobnoustroje jest zjawiskiem
znanym. Wystepowanie wolnej koproporfiryny I oraz protoporfiryny IX
stwierdzono prawie we wszystkich komoérkach drozdzowych. Wytwarza-
nie koproporfiryn przez drozdze wzrasta podczas hodowania ich na po-
zywkach ubogich w witaminy [9], [10]. Kench i Wilkinson [19]
wyizolowali izomery I i III koproporfiryny z drozdzy piwnych. Smith
[33] wykryl wieksze ilosci wolnej porfiryny w toksycznych przesaczach
Corynebacterium diphteriae, a odkrycie to potwierdzili Cowulter
i Stone [4]. Gray i Holt [12] zidentyfikowali te porfiryne jako
koproporfiryne III, zawierajaca nadio bardzo mate iloSci uroporfiryny I.
Todd wyizolowal koproporfiryne III z Mycobacterium karlinski [35].
Te sama porfiryne wykryl Schaeffer [30] w beztlenowych hodo-
wlach Bacillus subtilis.

Czesé¢ doswiadczalna

METODY HODOWLANE

Szczep Propionibacterium shermsinii, otrzymany od Prof. dr H. Kar-
nickiej z Olsztyna, hcdowano na pozywce agarowej (pozywka hodo-
wlana) o skladzie podanym w tablicy 1.

Na opisanej pozywce szczep hodowano w kulturach klutych przez
5 dni w temperaturze 28°. Wyhodowane w ten sposéb kultury przecho-
wywano w lodowce w temperaturze 4°. Co 4 tygodnie bakterie przesz-
czepiano na $wieza pozywke hodowlana.

Zbadano zasadnicze cechy szczepu pod wzgledem hodowlanym, mor-
fologicznym i wlasciwosci fermentacyjnych. Hodowle zwiazane z tymi
badaniami, jak zreszta i wszystkie hodowle doswiadczalne prowadzono
w temp. 28°.

Rozwoj szczepu na pozywce hodowlanej sko$nej w warunkach tleno-
wych jest bardzo staby i ustaje zupelnie po kilku dniach. Rozwdj szczepu
na powierzchni tej samej pozywki w atmosferze COs jest bujny. Uwi-
dacznia sie on po okoto 48 godzinach hodowli, nasila sie z czasem i ustaje
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po uplywie 5—7 dni. Pasmo bakterii wyrostych wzdluz linii posiewu jest
koloru zéitawo-bialawego, a w $wietle przechodzacym przeswieca z od-
cieniem zlotawo-zo6itym. Hodowla kluta na pozywce hodowlanej charak-
teryzuje sie brakiem rozwoju na powierzchni., Wzrost zaczynajacy sie

Tablica 1

Pozywka hodowlana

1:* Wotla WodoCIqaOwa == = =l dllel & 5 oy 5 TRIE < (ol Mo i, N e 400 ml
20 AGARAER Y TSN W ek et o ety R ) S SRS SR 20 ¢
Rozpusci¢ w autoklawie

3t Woda wodocnaoowa ........................ 300 ml
4. Hijdrolizat kwasowy KazZelifh .. o . b vty oo o/ i 8 ancons oilst taas o b 100 ml
S5UEkstrakt  droddiomyyl U it R VR ol s R WA RO 40

6./ Namok:Z7 KuKUINOZY) " = o e e e e e e s e 30
PRRHEPOS L MR, o e st A DU RN b ol ISl O e 1 45 g
8:4CGoS04. THO {194 -0 - LOZIWIGE) ol vl 2 oils e iroeoninsh ot paliet wioh farhaa by 0,1 ml

Zmiesza¢ na goraco skladniki od 1 do 8, dopeti¢ do 900 ml woda wodociagowa,
ustali¢ pH na 6,8 i wstawi¢ do autoklawu (110°/15 min.). Po wyjccnu z autoklawu spraw-
dzi¢ pH przesaczy¢ przez wate i wmalou‘lé w autoklawie (110°/10 min.).

Dodac¢ ialouvo roztwor glukozy i rozla¢ jalowo po 15 ml do probowek.

przy powierzchni ciagnie sie¢ wzdiuz linii wkiucia w postaci grubego pa-
sma wykazujacego gruzeltkowate uwypuklenia. Pelny rozwéj w hodowli
kilutej trwa 4—6 dni.

Na pozywce Clauberga w atmosferze CO2 pasmo wzrostu jest czarne,
przypominajace wzrost Corynebacterium diphteriae. Szczep hodowany
w atmosferze COsz na agarze miesno-peptonowym z krwia charakteryzuje
sie wzrostem barwy szaro-bialawej, bez zjawiska hemolizy.

Rozwdj na pozywkach plynnych zaczyna sie jednolitym zmetnieniem.
Po 3 — 4 dniach, ré6wnoczesénie z nasileniem sie rozwoju, wystepuje two-
rzenie sie zbitego osadu na dnie i przejasnianie sie gérnej warstwy po-
zywki.

Ksztalt i uklad komérek wyrostych na powierzchni pozywki hodowla-
nej w atmosferze tlenowej jest typowy dla maczugowcow, jednak z ten-
dencjg do tworzenia form zgietych i kolbowato rozdetych. Charaktery-
styczna jest duza réznorodno$¢ wymiaréw. Grubos¢ komoérek waha sie
od 0,3 do 0,4 u, a dlugoéé od 0,6 do 2 u. Komoérki wyroste na powierzchni
pozywki hodowlanej w atmosferze CO:> oraz komorki z pozywki plynnej
(pozywka do$wiadczalna) maja posta¢ krotkich paleczek, podobnych do
bakterii pseudodyfterytycznych. Wymiary ich sa nastepujace: grubos¢
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od 0,3 do 0,4 1, dlugos¢ od 0,5 do 1 n. Czesto wystepuja parami, rzadziej
tworza lancuszki zlozone najwyzej z 3 do 4 komorek.

Komoérki te barwia sie metoda Grama dodatnio. Barwienie metoda
Neissera wykazuje, ze w hodowlach powierzchniowych na pozywce ho-
dowlanej, zarébwno w warunkach tlenowych jak i w atmosferze CO,, tyl-
ko nieliczne komorki posiadaja jedno lub dwa ziarenka metachromatyecz-
ne. Natomiast w hodowlach ptynnych wiekszo$¢ komoérek charakteryzuje
sie obecno$cia dwu umieszczonych biegunowo ziarnistosci metachroma-
tycznych.

Wiasciwosei fermentacyjne szczepu, uzytego w niniejszej pracy, ba-
dano na opisanej nizej poéisyntetycznej pozywce do$wiadczalnej. Szczep
silnie fermentuje z wytworzeniem kwasu i gazu: glicerol, glukoze, galak-
toze i laktoze. Rozwoj na pozywce z D-mannoza jest silny, jednak fermen-
tacja tego cukru przebiega z wytworzeniem tylko kwasu. Na pozywece
z fruktoza rozwdj jest staby, z lekkim zakwaszeniem podtoza. L-( +)-ara-
binoza jest stabo fermentowana z wytworzeniem kwasu i gazu. Inozytol
(i-inozytol) jest silnie fermentowany z zakwaszeniem pozywki. Rozwoj na
pozywce doswiadczalnej z dodatkiem mleczanu sodu — staby. Stwierdzoe-
no jednak, ze tiamina (dodawano 2 uvg/ml pozywki) wywiera wyraznie
stymulujace dzialanie na wykorzystanie przez szczep tego zrodila wegla.

Poza powyzszymi danymi stwierdzono, ze szczep nie fermentuje:
amygdaliny, dekstryny, skrobii, glikogenu, inuliny, maltozy, mannitolu,
rafinozy, D-(—)-ribozy, L-(-)-rammozy, sorbitolu, sorbozy, sacharozy,
trehalozy i ksylozy.

Czynnikiem wzrostowym, koniecznym dla rozwoju szczepu, okazal sie
kwas pantotenowy, a biotyna wywierala wyrazne dzialanie stymulujace.
Spostrzezenia te sg zgodne z badaniami innych autoréw [34], [5]. Moat
iDelwiche (23] wykazali, ze kwas pantotenowy mozna czeSciowo za-
stagpi¢ koenzymem A. Znaczenie biotyny polega wedlug Delwiche [6]
na tym, ze odgrywa ona zasadnicza role w procesie dekarboksylacji kwa-
su bursztynowego. Tiamina, jak wyzej podano, stymulowala, a kwas pa-
ra-aminobenzoesowy (PAB) nie stymulowal wzrostu na pozywce z mlecza-
nem sodu. Zaréwno tiamina jak i PAB nie wplywaly stymulujaco na fer-
mentacje fruktozy.

Badania nad wytwarzaniem wolnych porfiryn wykonano na pozywce
doswiadczalnej (tablica 2).

Hydrolizat kazeiny przygotowywano nastepujgco: do 525 g han-
dlowej kazeiny dodawano 4000 ml kwasu solnego (1:1) i gotowano pod
chlodnicg zwrotna przez 10 godzin. Nastepnie, celem usuniecia nadmiaru
HCI, odparowywano w prézni do konsystencji gestego syropu, ktéry z ko-
lei rozpuszczano w 2000 ml wody i przy pomocy stezonego NaOH dopro-
wadzano do pH 3,0—4,0. Tak uzyskany plyn zadawano 100 g wegla akty-
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wowanego .,Carbopol H2“ i po godzinie saczono. Przesacz alkalizowano
NaOH do pH 6,5—7,0 (wytraca sie osad), zadawano 50 g tego samego
wegla aktywowanego, gotowano i sgczono. Wegiel przeplukiwano kazdora-
zowo 150—200 ml wody. Przesgcz stawiano na kilkanascie godzin do lo-

dowki o temperaturze 4°, co powodowalo wytracanie sie osadu, ktory
odsaczano.

Tak przygotowany hydrolizat zawieral wyrazne $§lady zelaza (zelazo
jonowe), co stwierdzano przy pomocy 2,2'-dwupirydylu. Z tego wzgle-

Tablica 2

Pozywka doswiadczalna

1. Hydrolizat kwasowy kazeiny (bez Fe**+) . . . . . . . . . . .. okolo® 200 ml
2. Roztwér NaHaPO4(4i4 ¢ ur 100-ml - He®) o v o oo o ieie e b Vot oo e 40 ml
3 Roztudr: KePO2(4:4- a0 100/ mliHa@) 50 . - .0 i e ai s o e 40 ml
4. Roztwér MgCl2.6H:02 g w 50 ml H:O) . . . . . . . . ... . ... 10 ml
5. Roztwér CoSO4.7TH20 (0,1 g w250 ml HaO) . . . . . . ¢ o . . ¢ .. 5 ml
6. Woda podwéjnie destylowana — dopeli¢ do. . . . . . . . . . . . .. 939 ml

Zmiesza¢ skladniki od 1 do 6, sprawdzi¢ pH (6,8) i wyjatowi¢ w autoklawie (110° /15
minut).

7. Roztwo6r pantotenianu wapnia (10 mg w 250 ml H:0) . . . . . . . .. 10 ml
‘. 8. Roztwo6r biotyny (10 mg w 500 ml H2O) . . . . . . . . . . . .. .. 1 ml
9. Roztwor . glukozy (20> @ av 100 mlVERE) k. o n S imisr s ot m v b 50 ml

Skladniki od 7 do 9 wpjalowi¢ dwa razy w aparacie Kocha po 10 minut i doda¢ do
wyjalowionych uprzednio skladnikéw 1 do 6.

*) Tos&¢ hydrolizatn odpowiadala 4 g azotu ogélnego

du nie nadawal sie on do badan nad tworzeniem wolnych porfiryn
przez bakterie propionowe. Zelazo usuwano z hydrolizatu przez
zagotowanie go z dodatkiem 70 g weglanu wapnia. Przy usuwa-
niu zelaza z niektérych serii hydrolizatu dodawano oprécz weglanu
wapnia jeszcze 2—3 g K3POy, co ulatwialo usuniecie Fe. Po zagotowaniu
z CaCOj3 hydrolizat saczono. Jego barwa z poprzednio z6itawo-czerwona-
wej po zabiegu usuwajacym zelazo jonowe zmieniala sie na jasno z6ita.
Nastepnie hydrolizat zakwaszano przy pomocy HCI (1 : 1) do pH 6,8 i uzu-
pelniano woda do 3000 ml, rozlewano do kolb oraz wyjatawiano w auto-
klawie (110°/15 minut).

Kazda serie hydrolizatu badano na zawartos¢ azotu catkowitego. Ilosé¢
N w réznych seriach hydrolizatu wahala sie od 1,75 do 2,1 g w 100 ml
Do pozywki brano tyle hydrolizatu, aby ilo$¢ azotu calkowitego przypa-
dajaca na 1 litr pozywki wynosila 4 g.
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Opisana wyzej pozywke doswiadczalna zaszczepiano silnie rozwinieta
kultura bakterii, ktére rozmnazano etapami. Pobierano jalowo np. z 500 ml
pozywki doSwiadczalnej, znajdujacej sie w kolbie Erlenmeyera o pojem-
nosci 750 ml, 100 ml pozywki i przenoszono do kolby o pojemnosci 200 ml.
Z pobranych 100 ml przenoszono z kolei po 10 ml pozywki do dwu pro-
boéwek. Probéwki zaszczepiano duza dawka bakterii pobranych z hodowli
klutej na pozywce hodowlanej, wzglednie zawiesing przemytych komo-
rek lub 1 ml uprzednio rozmnozonej gestej hodowli. Po uplywie 48—72
godzin kulturami z probowek zaszczepiano 80 ml pozywki znajdujacej
sie w kolbce o pojemnosci 200 ml i znowu hodowano 48 godzin. Tak na-
mnozona kultura zaszczepiano pozostate 400 ml pozywki do§wiadczalnej,
osiagajac tym samym jej objetos¢ wyjsciowa.

Kultury na pozywce doSwiadczalnej hodowano przez 9 do 14 dni.
W czasie hodowli, zwlaszcza w pierwszych dniach, nastepowalo szybkie
zakwaszenie pozywki. W przeciagu dwoéch dni pH obnizalo sie $rednio do
wartosci 5,5—6,0. Dlatego tez co 48 godzin doprowadzano pH pozywki do
wartosci 6,5—6,6 25%0 roztworem weglanu sodu. Do neutralizacji pozyw-
ki o objetosci 1000 ml zuzywano w czasie 14-dniowej hodowli okoto 100 ml
roztworu NasCOg. Zabieg neutralizacji pozywki powodowal przesycanie
sie jej dwutlenkiem wegla, co wptywalo korzystnie na utrzymanie sie bez-
tlenowych warunkéw rozwoju. Duza ilos¢ CO2 w pozywce mogta réwniez
wywiera¢ wplyw na proces asymilacji tego zwiazku przez bakterie [37].
Oprocz neutralizacji stosowano 3 lub 4-krotne dokarmianie hodowli gli-
cerolem, dodajac go kazdorazowo w ilosci 10 ml na 1000 ml pozywki.

Po uplywie okolo 40 godzin hodowli zaczynalo pojawiaé¢ sie rézowe
podbarwienie pozywki. Podbarwienie to po okolo 70 godzinach stawalo
sie wyrazne i nasilalo sie jeszcze w ciagu nastepnych dni, tak ze pozywka
przyjmowala barwe czerwono-fiotlkowa. Podbarwienie pozywki zmienialo
odcien w zaleznosci od jej pH. Przy pH wynoszacym okolo 6,8 pozywka
przyjmowala wyrazniejsza barwe czerwono-r6zowa niz przy pH 5,0—5,5.

Roéwnolegle z kulturami na pozywce do$wiadczalnej nastawiano ho-
dowle kontrolne na tej samej pozywce z dodatkiem zelaza. Na 1000 ml
pozywki dodawano 10 ml roztworu siarczanu zelazawego (100 mg
FeSO4* THoO w 100 ml H»0). Roztwér ten zakwaszano rozcienczonym
kwasem siarkowym, sterylizowano w aparacie Kocha i dodawano jalowo
do pozywki. Kultury na pozywce z dodatkiem Zzelaza nie wykazywaly
podbarwienia czerwono-fioletowego. W miarg rozwoju przyjmowaly one
barwe bialawo-zéltawa. Rozw6j bakterii na pozywce z zelazem byt inten-
sywniejszy niz na pozywce bez zelaza. Swiadczyla o tym ilo§é weglanu
sodu zuzytego dla neutralizacji pozywki. Do neutralizacji 1000 ml po-
zywki bez zelaza zuzywano w czasie hodowli okolo 100 ml roztworu
NasCOj3. Neutralizacja tej samej iloSci pozywki z dodatkiem zelaza wy-
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magala okolo 160 ml roztworu NaxCOg3. O wplywie zelaza na intensywnos¢
rozwoju bakterii swiadczy takze sucha masa komérek. W pozywkach bez
zelaza wynosila ona okolo 3,5 g na 1000 ml hodowli, a na pozywkach z ze-
lazem osiggala $rednio 5,5 g z tej samej objetesci kultury.

METODY ANALITYCZNE
1. Oznaczanie porfiryn

W niniejszej pracy stosowano nastepujaca metode oznaczania porfi-
ryn:

Probe pozywki zobojetniano 25%v-owym roztworem Na:COj i wiro-
wano celem usuniecia komérek. Do 20 ml odwirowanej pozywki dodawa-
no 12 g stalego siarczanu amonowego oraz 1 do 2 kropel lodowatego kwa-
su octowego (pH obnizalo sie w ten sposob do 4,0—5,0). Po rozpuszczeniu
sie siarczanu amonowego dodawano 10 ml n-butanolu i silnie wstrzgsano.
Poniewaz w czasie wytrzasania tworzyla si¢ staba emulsja, dla jej roz-
bicia mieszanine wirowano. Z warstwy butanolowej, zawierajacej cala
porfiryne, odciagano 5 ml i przenoszono do rozdzielacza o pojemnosci
100 ml, dodawano 15 ml chloroformu oraz 10 ml 1%-wego roztworu
NaHCOg3 (w/v) i silnie wytrzgsano. Porfiryny przechodzily do fazy wod-
vej. Dolrna warstwe butanolowo-chloroformowa odrzucano, a warstwe
wodna przemywano 5 ml chloroformu, ktéry réwniez odrzucano. Do war-
stwy wodnej dodawano teraz 10 ml 0,3 N HCI i zakwaszony w ten sposéb
roztwor porfiryn przenoszono ilosciowo do kolbki miarowej o pojemnosci
50 Iub 100 ml. Rozdzielacz przemywano 0,1 N HCI i tym samym roztwo-
rem dopelniano kolbke do kreski.

Celem iloSciowego oznaczania porfiryn w tak przygotowanym kwa-
$nym roztworze mierzono spektrofotometrycznie absorpcje w kiuwecie
o szeroko$ci 1 ecm dla fal o diugosci 380, 401 i 422 mu. Stezenie porfiryn
w probie obliczano, uwzgledniajac uzyte objetosci pozywki i butanolu,
wedlug wzoru:

a5 . iy — (daos -idiny ) 107V
stezenie porfiryn w mg/l = ——0L_ 980 © 4327 __
crined ol 1,833. E'® (401 my.)

w ktérym:
dgo1, dgso, dg22 Oznaczaja wartosci absorpcji dla fal o dlugosci 401,
380 i 422 mu,
v = objetos¢ koncowa roztworu w kolbce miarowej 50 lub 100 ml
E}%. (401 mu) — wspolezynnik absorpcji koproporfiryny III dla
fali 401 mu,
1,833 — staly wspétczynnik.
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Wz6r powyzszy wyprowadzono w c¢parciu o prace Rimingtona
i Sveinssona [29], ktorzy oznaczali spektrofotometrycznie uroporfi-
ryne w analitycznych koncentratach badajac warto$¢ pochlaniania w ma-
ksimum absorpeji (w zakresie pasma Soreta). Bezposrednie obliczenia
stezen uroporfiryny oparte na tych pomiarach dawaly zbyt wysokie war-
tosci, poniewaz obecne w koncentratach zanieczyszezenia podwyzszaly
wynik absorpcji. Celem wprowadzenia poprawki wymienieni autorzy
mierzyli jednocze$nie absorpcje dla 2 dodatkowych diugosci fal réwno
odleglych od fali maksymalnego pochlaniania. Zakladajac jednocze$nie,
ze absorpcja wywolana zanieczyszczeniami jest odwrotnie proporcjonalna
do dlugosci absorbowanej fali (tj. tym wieksza im krotsza jest fala —
zjawisko powszechnie obserwowane dla zlozonych uktadoéw optycznych)
wyprowadzili wzér na warto$¢ skorygowanej absorpcji:

’

2dmux—(dmut { n+d,m,x n)
dkur. max. —~ —-— 5

f
w ktorym: ;

dnax 0znacza absorpceje zmierzona dla fali maksymalnego pochlaniania,
dnay + 4 1 dpay - 4 0zZnaczaja absorpcje dla fal o dlugosciach (max — a)
i (max - a) mu, ;
f — staly wspoélezynnik, ktéry mozna obliczy¢é mierzae wartosci ab-
sorpcji dla wybranych fal w roztworze analitycznie czystej kopro-
porfiryny.

Dla koproporfiryny Rimington i Sveinsson podali f= 1,833.
Te samg warto$¢ otrzymaliSmy dla wyodrebnionego przez nas z kultury
Propionibacterium shermanii preparatu porfiryny. ‘Fakt ten potwierdza
rowniez identyczno$¢ wyodrebnionej w niniejszej pracy porfiryny z ko-
proporfiryna. Wspolczynnik ekstynkeji przyjeto réwny E; (401 mun) =
= 8120. Wartos¢ te podali Jope i O'Brien [18] dla koproporfiryny
IIT w 0,10—0,15 N HCI .

2. Oznaczanie zelaza

Zelazo oznaczano w popiele hydrolizatéw kazeiny wedlug metody
Siderisa [32] opartej na fotokolorymetrycznym pomiarze absorpcji
zielonego kompleksu utworzonego z soli zelazawych i kwasu 1-nitrozo-
2-hydroksy-naftaleno-3,6-dwusulfonowego. Odczynnik ten zsyntetyzo-
wano wedlug Klostera [20].

3. Wykrywanie kwasu d-aminolewulinowego

Kwas $-aminolewulinowy wykrywano w hodowlach bakterii kwasu
propionowego wedlug nastepujacej metody: 5 lub 10 ml kultury bakte-
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ryjnej zadawano szczypta (na koncu noza) kaolinu, silnie wytrzasano i wi-
rowano. Kultura powinna mie¢ pH 4,0—5,0. W warunkach tych ewentu-
alnie obecne w kulturze wolne porfiryny zostaja zaadsorbowane na kaoli-
nie. Centryfugat dodatkowo saczono, a klarowny plyn dzielono na dwie
rowne czeSci, ktore przenoszono do dwu probéwek. Do jednej probowki
dodawano 0,5 ml nasyconego wodnego roztworu acetylooctanu etylowego,
a do drugiej, kontrolnej, 0,5 ml wody. Obie probéwki stawiano na 10 mi-
nut do wrzacej tazni wodnej, nastepnie studzono i dodawano do obu préb
rowna objetos¢ 2%-ego roztworu (w/v) p-dwumetyloamino-benzaldehydu
w kwasie solnym (1:1). W obecnosci kwasu d-aminolewulinowego bada-
ny roztwor przyjmuje barwe czerwono-fioletowa. Proba kontrolna prawie
nie zmienia barwy.

Poniewaz zawartos¢ kwasu d-aminolewulinowego w hodowlach byla
niska powstale zabarwienie czerwono-fiotkowe slabo sie zaznaczalo,
zwlaszeza w probach posiadajacych wlasne ciemno-zotte podbarwienie.
Aby ominagé¢ te trudnosé i uczuli¢ reakcje ekstrahowano czerwono-fiole-
towy barwnik mieszaninag n-butanolu i chloroformu (1:1, v/v). W tym
celu dodawano do obydwu probowek po jednym ml mieszaniny i silnie
wytrzasano, poczym odstawiano dla rozdzielenia sie warstw. W wypadku
pozytywnej reakcji warstwa butanolowo-chloroformowa przyjmowata
czyste fiolkowe zabarwienie. W proébie kontrolnej warstwa ta pozostawa-
la bezbarwna, najwyzej iekko zolta. Reakcje wykrywania kwasu §-ami-
nolewulinowego oparto na do§wiadczeniach Granicka i Schriec-
ka [11]. Autorzy ci kondensowali kwas d-aminolewulinowy z acetyloace-
tonem i utworzony w ten sposob zwigzek pirolowy wykrywali przy pomo-
cy odczynnika Ehrlicha (p-dwumetyloaminobenzaldehyd w HCI).

W opracowanej przez nas metodzie wykrywania kwasu §-aminolewu-
linowego uzywaliSmy do kondensacji acetylooctanu etylowego, a metode
uczuliliSmy wprowadzajac selektywnag ekstrakcje utworzonego barwni-
ka. Metode sprawdzono na czystych, rozcienczonych roztworach chloro-
wodorku kwasu §-aminolewulinowego. Preparat tego zwiazku o t.t. 148—
151° (roz.) otrzymaliSmy od dr J. J. Scotta.

WYODREBNIANIE 1 IDENTYFIKACJA PORFIRYN

Porfiryny wyodrebniono z 28 litrow 10-dniowej hodowli Propioni-
bacterium shermanii na pozywce doswiadczalnej. Bakterie odwirowano
na wirowce typu Sharples przy okolo 25000 obr./min. Klarowny centry-
fugat zakwaszono stezonym HCI do pH okolo 3,5 i zadano go 200 g kao-
linu. Kaolin z zaadsorbowanymi na nim porfirynami odwirowano na wi-
rowce Sharplesa. W odwirowanym plynie stwierdzono tylko $lady por-
firyn. Plyn ten odrzucano.
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Porfiryny eluowano z kaolinu malymi porcjami acetonu zakwaszonego
kwasem solnym (3 ml stez. HCIl na 100 ml acetonu). W sumie zuzyto
1750 ml acetonu. Eluat zadano okoto 150 ml wody, poczym oddestylowano
aceton pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 50—60° na lazni
wodnej. Wodny, kwasny roztwoér zadawano stezonym roztworem octanu
sodowego az do uzyskania pH 3,5 (okolo 110 g CH3COONa * 3H:0). Roz-
twor pozostawiono na 36 godzin w chlodni w temp. 4°, poczym odwirowa-
no wytrgcone porfiryny. Odwirowane porfiryny przemyto jeden raz wo-
da zakwaszong kwasem octowym i wirowano. Odwirowany osad rozpusz-
czano w 100 ml 0,5 N HCI i sgczono przez saczek piankowy G3. W kwasie
solnym nie rozpuszczaly sie substancje o charakterze smolistym. Klarow-
ny przesacz ponownie zadawano nasyconym roztworem octanu sodowego
az do uzyskania pH 3,5 i pozostawiono przez noc w chtodni.

Wytrgcony osad odwirowano i przemyto rozcienczonym roztworem
kwasu octowego. Ciecz znad osadu miala barwe slomkowa, popluczyny
byly prawie bezbarwne. Przemyty osad wysuszono w eksykatorze proz-
niowym w temp. pokojowej nad CaCls, poczym rozpuszczono go w 50 ml
metanolu nasyconego uprzednio gazowym chlorowodorem. Roztwér prze-
chowywano w ciemnym pomieszczeniu w temp. pokojowej. Po 24 godzi-
nach roztwoér przelano do rozdzielacza o pojemnosci 1 1. Kolbe po roz-
tworze przeplukano 50 ml chloroformu. Popluczyny dolano do rozdziela-
cza, peczym szybko dodawano nasyconego roztworu octanu sodowego az
do uzyskania zmiany zabarwienia z fiolkowego na czerwone (pH 4,0).
Dodano 150 ml wody, wytrzasano i oddzielono faze chloroformowa zawie-
rajacg metylowe estry wyodrebnionych porfiryn. Pozostaly wodno-alko-
holowy roztwér ekstrahowano kilka razy matymi porcjami chloroformu,
az do zupelnego usuniecia barwnych estrow. Polaczone ekstrakty chloro-
formowe przemyto jeden raz woda, potem rozcienczonym roztworem
amoniaku (celem usuniecia ewentualnie niezestryfikowanych porfiryn),
a wreszcie dwa razy woda. Roztwor chloroformowy przesaczono przez
zwilzony chloroformem saczek do kolby prézniowej i oddestylowano roz-
puszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem w temp. 40—60°. Pozostatosé
rozpuszczono w 4 ml chloroformu, roztwor przeniesiono do erlenmayerki
i kolbe przemyto maltymi porcjami gorgcego metanolu. Polaczone w kol-
bie Erlenmayera roztwory zadano 4-krotna objetoscia wrzacego metanolu
i wstawiono na 3 dni do chlodni.

Ester metylowy porfiryn, wykrystalizowany w postaci ciemnych kry-
sztaléw, odsaczono na lejku piankowym G3, przemyto malg iloscia me-
tanolu i wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem najpierw nad CaCls,
a nastepnie nad HoSOy4. W ten sposob otrzymano 159 mg estru metylowe-
go porfiryn.
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Temperatura topliwosci surowego preparatu wynosila 146°. Punkt
retopliwosci wynosit 176°. Punkty topliwosci i retopliwosci wskazywaly,
ze preparat jest prawie czysta koproporfiryna III (estrem metylowym).
Potwierdzila to rowniez analiza chromatograficzna, wykonana wedlug
Rapporta, Calverta, Loefflera i Gasta (metoda chromato-
grafii bibulowej pierScieniowej) [28]. W metodzie tej wprowadzonc mo-
dyfikacje polegajaca na =zastapieniu w rozpuszczalniku rozwijajacym
dwuchloroetylenu — dwuchloroetanem, a heptanu — heksanem. W bada-
niach tych jako standardu protoporfiryny IX uzyto preparatu sporzadzo-

.
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Rys. 1. Widmo absorpcyjne estru czterometylowego koproporfiryny III, wyod-
rebnionej z kultur Propionibacterium shermanii w roztworze chloroformowym

nego z hemoglobiny wedlug Grinsteina [13]. Do preparatyki uzyto
hemoglobiny firmy Difco.

Na chromatogramach wykonanych na bibule chromatograficznej
Whatman nr 3, précz gléwnego pierscienia koproporfiryny IIT (R; = 0,71)
stwierdzono wystepowanier w ilo$ciach S$ladowych drugiego pierscienia
o Ry = 0,41. Prawdopodobnie jest to plama koproporfiryny I. Dla proto-
porfiryny IX uzytej w badaniach jako standardu wartosé R; wynosita 0,82.
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Rapport i inni [28] podaja dla koproporfiryny III i I odpowiednio war-
tosci Ry 0,62 i 0,53, a dla protoporfiryny IX — 0,83.

Celem dalszego oczyszczenia preparatu otrzymanej koproporfiryny III
uzyto metody chromatograficznej wedtug Graya i Holta [12]. W tym
celu benzenowy roztwér estru metylowego badanej porfiryny przepusz-
czono przez kolumne z weglanem wapniowym. Czerwony pas kopropor-
firyny szybko przesuwal sie w kierunku dna kolumny, podczas gdy bra-
zowe zanieczyszczenia zaadsorbowane zostaly u jej szezytu. Jako $rodka
eluujacego uzyto benzenu. Weglan wapniowy przed upakowaniem w ko-
lumnie wysuszono w temp. 120°. Zebrany eluat benzenowy odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem do sucha, a sucha pozostalo§¢ ponownie
krystalizowano z mieszaniny chloroformu i metanolu. jak podano wyzej.

Oczyszczony preparat topit sie w temp. 148°. Punkt retopliwosci wy-
nosit 178°. Widmo absorpcyjne tak otrzymanego estru metylowego w roz-
tworze chloroformowym przedstawia rys. 1.

Maksima absorpcji przypadaja dla fal o diugosciach 625, 570, 534.
499.5 i 401 mu. Intensywnos$¢ pasm absorpeyjnych maleje w kierunku V.,
IV ITE T K

Tablica 3

Zestawienie maksiméw absorpcji dla estru czterometylowego koproporfirgny Il w roztworze
chloroformowym

Pasma w mp

‘ i i W TR e
Todd [35] . . . . . ‘ 6235 | 567 534 498,5 |
Gray i Holt [12] .| 6221 572,0 533,7 502,5

| Nasza praca . . . . ; 625 570 534 4995 401

|

W tablicy 3 zestawiono dane widmowe koproporfiryny III wediug
Todda [35] oraz Graya i Holta [12] w poréwnaniu z danymi otrzy-
manymi w raszej pracy.

Dla dalszej identyfikacji wyodrebnionej porfiryny zhydrolizowano
mala probke estru metylowego 1 wolne porfiryny przebadano metoda
chromatografii bibulowej wedlug Nicholas i Rimingtona [25]
w modyfikacji Chu i Chu [2]. W tym celu kilka krysztaltkow estru
metylowego porfiryn rozpuszczono w kilku kroplach kwasu solnego (1 :1)
i- pozostawiono przez noc w temperaturze pokojowej. Nastepnie roztwor
wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem nad stalym NaOH. Sucha pozo-
stalo$e rozpuszezono w kilku kroplach 5 N NH4OH i roztwér naniesiono
na bibule Whatman nr 1. Chromatogram rozwijano 2,6-lutydyna (Swiezo
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destylowana o t.w. 143°) z woda (3,3 : 2,7 v/v) w temperaturze pokojowej.
Plamy porfiryn obserwowano pod lampa kwarcowa zaopatrzona w filtr
Wooda. Otrzymano tylko jedna plame porfiryn o R; = 0,66 — 0,69.

Przebadano réwniez widmo absorpcyjne wolnej porfiryny w roztwo-
rze kwasu solnego. Kilka mg estru metylowego rozpuszczono w 2 ml kwa-
su solnego (1:1) i pozostawiono do nastepnego dnia. Zhydrolizowany
w ten sposob roztwor porfiryn rozcienczono w kolbce miarowej woda do
objetosci 100 ml i zbadano widmo (rys. 2). Maksima absorpcji wystepo-
waly dla fal 547,5 i 590 mu.
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Rys. 2. Widmo absorpcyjne koproporfiryny III wyodrebnionej z kultur
Propionibacterium shermanii w 0,1 N HCl

Przyrzadzono rowniez kompleksowg sol miedziowa z oczyszczonego
estru metylowego i okreslono jej temperature topliwosci oraz zbadano
widmo absorpcyjne. Okoto 20 mg estru metylowego otrzymanej porfiryny
rozpuszczono w 10 ml lodowatego kwasu octowego. dodano roztworu octa-
nu miedziowego (ok. 50 mg w 10 ml CH3COOH) i mieszanine gotowano
na siatce w ciagu 5 minut. Po ostygnieciu plyn przelano do rozdzielacza
o pojemnosci 150 ml, dodano okolo 100 ml wody i wytrgcona czerwong
s6l miedziowa ekstrahowano chloroformem. Potaczone ekstrakty chloro-
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formowe przemyto woda i przesaczono przez zwilzony chloroformem sa-
czek do kolbki prézniowej. Po odpedzeniu rozpuszczalnika pod zmniej-
szonym ci$nieniem, suchg pozostalo§é¢ rozpuszczono w 4 ml chloroformu
i na gorgco zadano wrzgcym metanolem. Po oziebieniu krystalizowata
sol miedziowa. Po 3 krystalizacjach temperatura topliwosci soli wynosila
210 do 211° (warto$é nie korygowana). S6l miedziowa estru metylowego
koproporfiryny III topi sie wedlug Vélkera [36] w temp. 206°. Gray
i Holt [12] stwierdzili dla preparatu 5-ciokrotnie} krystalizowanego
t.t. 218°. Analogiczna s61 koproporfiryny I topi si¢ w 284° [22]. Maksima
absorpcji chloroformowego roztworu soli miedziowej estru metylowego
porfiryny przypadaly dla fal 526 i 563 mu, zgodnie z danymi Graya
i Holta [12] (rys. 3).
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Rys. 3. Widmo absorpcyjne soli miedziowej koproporfiry-
ny III, wyodrebnicnej z kultur Propionibacterium shermani
w roztworze chloroformowym

Na podstawie wyzej przedstawionych danych wolna porfirvne wyod-
rebniong z kultur Propionibacterium shermanii zidentyfikowano jako ko-
proporfiryne III. Obok koproporfiryny IIl wystepuje w $ladach dodatko-
wo inna porfiryna, prawdopodobnie izomer I koproporfiryny.

WPLYW ZELAZA I KOBALTU NA WYTWARZANIE WOLNYCH PORFIRYN W HODOWLACH
PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

W trakcie przeprowadzania badan zwrécono uwage, ze w niektérych
hodowlach bakterii kwasu propionowego wolne porfiryny nie pojawialy

http://rcin.org.pl



115] WYTWARZANIE WOLNYCH PORFIRYN 239

sie. Zjawisko to zwiazane bylo ze stosowaniem réznych serii hydroliza-
tow kazeiny. Nalezalo przyja¢, ze hydrolizaty kazeiny réznily sie miedzy
soba zawarto$cia tych skladnikéw, od ktérych zalezy pojawianie sie wol-
nych porfiryn w hodowlach. W pracy zwrdcono szczegélng uwage na
wplyw zawarto$ci zelaza w hydrolizatach oraz na wplyw dodatku kobal-
tu do pozywek. Pappenheimer [26] podaje, ze zawartosé zelaza mia-
a decydujace znaczenie na zjawisko powstawania wolnych porfiryn w kul-
turach Corynebacterium diphteriae.

Pappenheimer nie obserwowal pojawiania sie wolnych porfiryn
u C. diphteriae przy stezeniu zelaza powyzej 0,6 mg na 1000 ml pozywki.

Tablica 4
Wplyw zawartosci Fe ™ na wytwarzanie wolnych porfiryn w kulturach Propionibacterium
shermanii (Stezenie Co ™ w pozywee 0,00 pg/ml)
I Nr Stezenie Fe - Objetos¢ pozywki Stgtenle pm:flryn joko
| proby w ng/mi w ml koproporfiryny 11
proby | 9 |
| | X , w 1g/ml
|
2] 0,00%) 54 | 6,38 |
2 0,005 54 1 6,38 |
3 0,010 54 { 5,70
4 0,020 54 ’ 5,93
g5 a0 0,030 54 ‘ 5,92
6 0,040 54 | 6,17
7 0,060 54 ‘ 5,33
8 | 0,080 : 56 ‘ 5,72
9 | 0,10 : 55 5,84
0| 0,20 ‘ 54 , 5,01
11 0,39 56 4,02
12 0,40 54 3,14
13l 0,50 ‘ 55 2,31
14 0,60 ‘ 54 2,10
15 | 0,80 55 1.20
16 [ 1,00 { 54 l 0,76

*) Stezenie zelaza niejonowego wynosito 6,48 p.g/ml

Badajac uzywane w naszej pracy hydrolizaty kazeinowe na zawarto$c
jonowego zelaza (przy pomocy 2,2’-dwupirydylu) stwierdzono, ze szczep
Propionibacterium shermanii nie wytwarzal wolnych porfiryn (analogicz-
nie jak Corynebacterium diphteriae) tylko wtedy, gdy pozywki przygo-
towano na hydrolizatach zawierajacych znaczniejsze ilosci zelaza jono-
wego. Po usunieciu zelaza jonowego, wedlug podanej wyzej metody, ba-
dane przez nas bakterie syntetyzowaly wolne porfiryny. W niektérych
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probach stezenie wolnych porfiryn osiagalo wartosé 9.4 mg/l, lub w prze-
liczeniu na sucha mase bakteryjna wynositlo 2,5 mg/g suchej masy. Jest
rzeczg bardzo interesujaca, ze analizy hydrolizatow kazeinowych, poz-
bawionych jonowego zelaza, wykazywaly obecnos¢ znacznych ilosci zela-
za zwigzanego, nie jonowego. Tak np. w jednej serii hydrolizatu na 100 ml
stwierdzono 2,7 mg zelaza zwiazanego (Fe oznaczano w popiele hydroli-
zatu). Na 1 ml pozywki, do ktérej uzyto tego hydrolizatu, przypadalo za-
tem 6,48 ug zelaza zwigzanego. Zelazo niejonowe nie mialo jednak zadne-
go wplywu na synteze wolnych porfiryn.

Celem stwierdzenia w jakich granicach stezen 'jony zelaza hamuJa
synteze wolnych porfiryn oraz dla zbadania ewentualnej stechiometrycz-

Tablica 5
Wplyw zawartosci Fe ™ na wytwarzanie wolnych porfirygn w kulturach Propionibacterium
shermanii (Stezenie Co™ = w pozywce 0,41 wg/ml)
1 Nr ! Stezenie Fe | Objetos¢ pozywki , Slczkcme pofr.flryn jako |
proby ; w ng/ml w ml oproporfingny
| w pe/ml
1 0,00%) ! 54 ’ 5,27
2 0,005 54 5,27
"3 0,010 1 54 4,30
o 0,02 55 i 4,06
| s 0,03 ‘ 54 ’ 3,98
| 6 0,04 54 4,02
1 = 0,06 ; 54 ‘ 3,92
; 8 0,08 ‘ 54 - 1 3,72
9 | 0,10 | 54 ; 3,60
’ 0 | 0.20 ; 54 3,29 |
11 0,30 | 54 2,59 ‘
. 12 0,40 | 54 } 2,14 1
13 0,50 ( 54 1,08 |
| 14 0,60 | 54 ’ 0,73 i
. | 0,80 . 54 | 0,44 ‘
} 16 1,00 * 54 z 0,27 ;

2 Stezcme zelaza niejonowego wynosilo 6,48 1.g/ml

nej zalezno$ci miedzy iloscia wytwarzanych porfiryn a iloscig wprowa-
dzonego do pozywki zelaza przeprowadzono szereg do$wiadczen. W do-
Swiadczeniach tych hodowano bakterie kwasu propionowego na pozywce
doswiadczalnej, do ktorej wprowadzano okreslone ilosci soli zelazawej
(FeSOy4). Dla zbadania wplywu kobaltu przeprowadzono analogiczne do-
$wiadczenia na pozywkach bez dodatku lub z dodatkiem okreslonych ilo-
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$ci soli kobaltawych. Wyniki tych do$wiadczen podaje tablica 4 i 5, oraz
rys. 4.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze dla prawie zupelnego zaha-
mowania syntezy wolnych porfiryn przez bakterie kwasu propionowego
stezenie jonéw zelazawych musi byé wyzsze od 1 ng/ml pozywki. W gra-
nicach stezen Fe™" do 0,1 ng/ml pozywki ilo§¢ wytwarzanych porfiryn
jest zmienna i zblizona do wartosci kontrolnej (préba bez zelaza). Nalezy
przypuszczac¢, ze fluktuacje poziomu porfiryn w tym zakresie stezen ze-
laza uwarunkowane sa zaburzeniami wzrostowymi bakterii. Stwierdzono
bowiem, ze przy bardzo malych dawkach Zelaza jonowego oraz w proébie
kontrolnej (w ktoérej nalezalo sie liczyé ze sladowymi ilo$ciami Fe'™)
wzrost byl stabszy niz w prébach bogatszych w zelaze. a badania jako-
$ciowe wykazyvwaly wolniejszy przebieg spalania glukozy i wytwarzania -
sie kwas6w organicznych. Dane z tablicy 4 pozwalaja stwierdzi¢, ze
w granicach stezen zelaza od 0,1 do 0,5 ug/ml istnieje prosta proporcjo-
nalnoéé miedzy iloscia dodanych jonéw zelazawych a ubytkiem wolnej
porfiryny z pozywki. Wyliczony z danych zawartych w tablicy 4 stosunek:
Ilos¢ g-cz. znikajacej koproporfiny

Ilo$é g-at. dodanego Fe (jako Fe™™) 40
jest praktycznie staly i wynosi,

po uwzglednieniu objetosci po- Al
zywki, cdpowiednio:

dla stezen Fe't*: %"0
od 0,1 do 0,2 ug/ml pozywki 0,87 \i
do 0.2:do:-0.3" 7, i 0,78 ?157
od 0,3 do 0,4 ,, 1 0,95 20
od 0,4 do 0,5 A 0,73

Z powyzszych rozwazan wynika,
ze na kazdy dodany do pozywki
gramoatom zelaza (w postaci F*7)
ubywa 0,73 do 0,95 gramoczaste-
czek koproporfiryny III. W pew-
nym przyblizeniu mozna wiec Rys. 4 Wiplyw zawertesci Fe ++ 1 Co ++
Yol j w pozywce na wytwarzanie welnych por-
przyja¢, ze kazdy g-atom Fe za- firyn przez Propionibacteriun. shermanis
pobiega tworzeniu sie jednej gra-
moczasteczki wolnej koproporfiryny. Analogiczna zalezno$é stwierdzali
dla Corynebacterium diphterice Pappenheimer [26], oraz Clarke
iClarke [3]. Z tablicy 4 i 5 wynika takze, ze jony kobaltawe poteguja
proces hamowania syntezy wolnych porfiryn u Propionibacterium sher-

10}
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manii. Wykonano dalsze do§wiadczenia oznaczajac koproporfiryne w ho-
dowlach ma pozywkach bez zelaza, a zawierajacych rézne ilosci Co™*™.
Wyniki zestawiono w tablicy 6.

Uzyskane wyniki informuja mniej przejrzyscie o wplywie Co*" na
synteze wolnych porfiryn niz do§wiadczenia z Fe® ". Dopiero znaczne ste-
zenie soli kobaltawych, a mianowicie powyzej 2 ng Co**/ml, wyraznie
wplywato na obnizenie poziomu porfiryn. Wplyw ten mozna by jednak
rowniez tlumaczyé toksycznym dzialaniem jonéw kobaltawych na bakte-
rie kwasu propionowego.

Tablica 6

Wplyw zawartoéci Co+ na wytwarzanie wolnych porfiryn w kulturach Propionibacterium
shermanii (SteZzenie Zelaza jonowego w pozywce: 0,00 p.g/ml*))

{ & | Stezenie Co T+ | Stezenie porfiryn jako
| Nr préby | w p.g/ml }koproporfiryny I w p.g/ml
( ‘
‘ 1 ! 0,00 5,27
l 25 = 0,05 5,03
s e 0,10 4,82
\ 4+ | 0,20 5,10
‘ 5 0.30 4,80
| 6 0,40 5,16
7 0,60 4,78
| 8 1,00 5,05
' 9 2,00 ' 4,60
10 4,00 ! 3,70

*) Stezenie zelaza niejonowego wynosilo 6,48 p.g/ml
KWAS 2-AMINOLEWULINOWY W HODOWLACH BAKTERII KWASU PROPIONOWEGO

W roku 1953 Shemin i Russel [31] stwierdzili, ze kwas §-ami-
nolewulinowy spelnia w tkankach zwierzecych role prekursora biosyn-
tezy porfiryn, oraz ze zwiazek ten powstaje z bursztynylo-koenzymu A
i glicyny. W tym samym roku Neuberger i Scott [24], a nastepnie
Dresel i Falk [7] dostarczyli bezposredniego do§wiadczalnego dowo-
du dla tego twierdzenia. Wolny kwas §-aminolewulinowy wykryl Gr a-
nick i Schrieck [11] w moczu chorych na ostra porfirynurie. Bylo
wiec rzecza interesujaca czy kwas ten wystepuje w kulturach bakterii
kwasu propionowego skoro sa one zdolne do syntezy znacznych iloSci
porfiryn. £

Badania nasze potwierdzily te przypuszczenia i wykazaly. ze kwas
d-aminolewulinowy wystepuje we wszystkich przesgczach hodowli ba-
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danych bakterii propionowych. Stwierdzono przy tym, ze wiecej tego
zwigzku wystepuje w przesaczach kultur wyroénietych na pozywkach
z duzg iloScig zelaza jonowego, hamujacego produkcje wolnych porfiryn
niz w kulturach, w ktérych pojawialy sie porfiryny.

Do czasu naszych badan nie stwierdzono wystepowania wolnego kwa-
su d-aminolewulinowego w kulturach bakterii.

WYTWARZANIE KOBALAMIN NA POZYWKACH UBOGICH W ZELAZO

Poniewaz niedobér jonowego zelaza w pozywce powodowal zaburze-
nia w metaboliZmie porfirynowym u Propionibacterium shermanii, w pra-
cy niniejszej zbadano czy zaburzenia te wplywaja na wytwarzanie sie

kobalamin syntetyzowanych normalnie w duzych iloSciach przez ten
drobnoustrdj.

W tym celu bakterie odwirowane z 28-litrowej hodowli, ktéra postu-
zyla do wyodrebnienia wolnych porfiryn, zawieszono w okoto 5 1 wody.
Do zawiesiny dodano 0,4 g NaCN, doprowadzono pH do 6,0—6,5 i ogrze-
wano w autoklawie w temperaturze 110° przez 20 minut. Po ostudzeniu
odwirowano osad, a klarowny plyn znad osadu wysycono stalym chlor-
kiem sodowym. Po wysyceniu plyn alkalizowano roztworem NaCN do
pH 8,0—9,0 i wielokrotnie ekstrahowano alkcholem benzylowym az do
momentu, gdy do warstwy alkoholu przechodzily tylko §lady barwnych
zwigzkéw. Polaczone ekstrakty alkoholowe przerobiono dalej w znany
sposob [15], wyodrebniajac 35,5 mg witaminu Bja,.

Plyn po ekstrakeji alkoholem benzylowym wykazywal jeszcze zabar-
wienie brudno-rézowe. Zakwaszono go 80%¢-owym CH3COOH do pH 3,5
i 2 razy ekstrahowano n-butanolem. Butanol wyciagal tylko zanieczysz-
czenia barwy zoéltawej, podczas gdy rézowy barwnik pozostawal w roz-
tworze. Barwnik ten adsorbowano na weglu aktywnym .,Carbopol H2"” i po
2 dniach odsaczono go, a nastepnie barwnik eluowano z wegla 75%0-owym
acetonem zalkalizowanym NH;OH do pH 8,0. Z eluatu odpedzano pod
zmniejszonym ci$nieniem aceton, a wodny wyciag (150 ml) po wysyceniu
chlorkiem sodowym jeden raz ekstrahowano 50 ml alkoholu benzylowe-
go. Pewna, niewielka cze$¢ barwnika przechodzila do alkoholu benzylo-
wego. Barwnik ten odrzucano. Slady alkoholu benzylowego usuwano
z roztworu ekstrakcja chloroformem. Pozostaly w roztworze barwnik
ekstrahowano mieszaning chloroformu i fenolu (1:1). Stwierdzono, ze
mieszanina ta lepiej ekstrahowala czerwony barwnik niz mieszanina chlo-
roformu i o-krezolu. Ekstrakty fenolowo-chloroformowe przemyto woda
(cze$¢ barwnikéw przechodzacych do wody reekstrahowano fenolem
w CHCI3), nastepnie rozcienczano je chloroformem i butanolem [27],
a czerwony pigment reekstrahowano woda. Po oczyszczeniu otrzymano
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16 mg barwnika o wlasciwosciach widmowych typowych dla deznukleo-
tydocyjanokobalaminy (wit. Bygp,) [16], lecz réznigcego sig, jak wynika
z metody wyodrebnienia, innymi wlasciwosciami rozpuszczania sie w roz-
puszczalnikach organicznych. Barwnik wykazuje mianowicie charakter
zwigzku bardziej hydrofilnego anizeli witamin Bjz,.

Pojawienie sie drugiej, hydrofilnej kobalaminy ohserwowano wielo-
krotnie w czasie badan zwlaszeza w hodowlach, w ktorych z powodu nie-
deboru Fe™ ™ bakterie wytwarzaly znaczniejsze ilosci wolnych porfiryn.
Nalezy zatem sadzi¢, ze silny niedobdr zelaza jonowego wywoluje row-
niez zmiany w syntezie kobalamin. Blizsze szczegély dotyczace wyodreb-
nionej hydrofilnej kobalaminy beda podane pézniej.

Obliczono, przyjmujac dla witaminu By, i nowo wyodrebnionej ko-
balaminy ciezar czasteczkowy réowny 1017,1 — ze okolo 253% dodanego
do pozywki kobaltu (0,41 ug Co™*/ml) znalazto sie w formie pochodnych
kobalaminowych w komoérkach bakterii propionowych.

Omoéwienie wynikow

W niniejszej pracy stwierdzono, ze badany przez nas szczep Propioni-
bacterium shermanii wytwarza znaczne ilo$ci wolnej koproporfiryny III
na pozywkach o matym stezeniu zelaza jonowego. Natomiast zelazo nie-
jonowe, kompleksowo zwigzane w hydrolizacie kazeinowym nie wywie-
ra zadnego wplywu na wytwarzanie wolnych porfiryn. Koproporfiry-
ne III uwaza sie obecnie za produkt nienormalnego metabolizmu porfi-
rynowego [8]. Wydaje sie, ze zaburzenia metabolizmu porfiryn pojawiaja
sie u drobnoustrojow albo na skutek braku zelaza w pozywce, jak to wy-
stepuje u Propionibacterium shermanii, Corynebacterium diphteriae [26]
oraz Rhodopseudomonas spheroides [21], albo tez w wypadku anaerobio-
zy prowadzacej do zmian w ukladzie cytochromowym, jak to stwierdzono
na przykladzie Bacillus cereus [30]. Dla pierwszej grupy wymienionych
drobnoustrojéw przyczyna zaburzen lezy w niedoborowej pozywce.
W przypadku Bacillus cereus mamy do czynienia z zachwianiem kore-
lacji miedzy zapotfrzebowaniem a synteza okresSlonego metabolitu, co
réwniez prowadzi do powstawania $lepych toréw metabolitycznych.

Na obnizenie sie poziomu wylwarzanej przez Propicnibacterium sher-
manii koproporfiryny, a zatem na normowanie sie zachwianego metabo-
lizmu porfirynowego wplywa préez zelaza rowniez kobalt. To samo zja-
wisko obserwowali u Corynebacterium dipnteriae Clarke i Clar-
ke [3]. =

Dla wytlumaczenia wplywu kobaltu na Propionibacterium shermanii
przyieliSmy nizej podana hipoteze.
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Badany przez nas szczep bakterii propionowych wytwarza w obecnos$-
ci soli kobaltu znaczne ilo$ci witaminu Bjz, (deznukleotydocyjanoko-
balamina) obok mniejszych ilosci witaminu By [15], [16]. Obecnie wia-
domo, ze w czasteczce kobalaminowej znajduje sie uklad wywodzacy sig
z 4 piersScieni pirolowych o charakterze ukladu pseudoporfirynowego [1],
[14]. W naszej hipotezie roboczej zalozyliSmy, ze zwiazki porfirynowe
i kobalaminowe powstaja ze wspdlnego prekursora, ktérym wedlug nizej
podanego schematu moze by¢ kwas 0 aminolewulinowy:

bursztynylo-koenzym A -+ glicyna

Y
kwas §-aminolewulinowy

» kobalamina

Y
uroporfiryna III

koproporfiryna I11<

Y
protoporfiryna IX

Dodanie do pozywki soli kobaltu umozliwia powstawanie kobalaminy.
Zgodnie z powyzszym schematem synteza kobalamin zwiazana jest z za-
potrzebowaniem na prekursor, ktoéry prawdopodobnie jest wspélny dla
syntezy kobalaminy i wolnej koproporfiryny. Tworzenie sie kobalamin
moze wigc zmniejsza¢ szybkos$¢ syntezy koproporfiryny, a wigec wplywaé
na obniZenie sie¢ jej poziomu w pozywce. Sole kobaltu przy niedostatecz-
nej ilosci zZelaza stwarzaja zatem mozliwo$¢é nowej drogi przemian dla
tworzacego sie kwasu §-aminolewulinowego.

Doswiadczenia nasze wykazaly, Ze zdolno$¢ zmniejszania syntezy
wolnej koproporfiryny przez Co”* jest wyraznie ograniczona. Zjawisko
to mozna tlumaczyé tym, ze kobalamina powstajaca z kobaltu i prekur-
sora porfiryn nigdy nie wystepuje w stanie wolnym, lecz jest zwiazana
z bialkiem Synteza kobalaminy musi byé zatem ograniczona do tych roz-
miaréw, do jakich dopuszcza mozliwy stosunek wagowy kobalaminy do
biatka wystepujacego w kompleksie witaminowo-proteinowym.

Wyniki niniejszej pracy wykazuja podobienstwo miedzy Propionibac-
terium shermanii a Corynebacterium diphteriae pod wzgledem tworzenia
wolnych porfiryn. Z punktu widzenia powiazan filogenetycznych grupy
Corynebacterium z innymi grupami drobnoustrojéow [17], edkrycie po-
wyzszego zjawiska mozna uwazaé za jeden z dowodéw na podobienstwo
biochemiczne miedzy Corynebacterium a Propionibacterium.
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Doktorowi J. J. Scottowi z St. Mary’s Hospital, Medical School,
Londyn — skladamy podzigekowanie za przestanie preparatu chlorowo-
dorku kwasu $-aminolewulinowego, oraz Prof. dr Karnickiej
z WSR Olsztyn za przestanie szczepu Propionibacterium shermanii.

Dziekujemy réwniez Prof. dr J. Janickiemu, kierownikowi Ka-
tedry Technologii Rolnej WSR w Poznaniu za umozliwienie korzystania
ze spektrofotometru i wiréwki, oraz Dr A. Reinholzowi, dyrektoro-
wi Zakladéw ,Lechia” w Poznaniu za uzyczenie nam supercentryfugi
Sharplesa.

Powyzsza praca zostala wykonana z dotacji Komitetu Biochemicznego
Polskiej Akademii Nauk.

Streszczenie

1. Stwierdzono, ze szczep bakterii propionowych z gatunku Propioni-
bacterium shermanii hodowany na pozywce poOlsyntetycznej, zawieraja-
cej hydrolizat kazeinowy pozbawiony zelaza jonowego, glukoze, fosfora-
ny, sole magnezu, pantotenian wapnia i biotyne, wytwarza wolne porfi-
ryny. Poziom porfiryn osiagnat 9,4 mg na 1 litr pozywki. W przeliczeniu
na suchq mase ilo§¢ wolnych porfiryn dochodzila do 2,5 mg na 1 gram
suchej masy bakterii.

2. Wolng porfiryne powstajaca w kulturach Propionibacterium sher-
manii zidentyfikowano metodami fizyko-chemicznymi jako koproporfi-
ryne III. Razem z koproporfiryng III stwierdzono wystepowanie w ilos-
ciach $ladowych innej porfiryny, prawdopodobnie koproporfiryny I.

3. Powstawanie wolnej porfiryny zalezy od poziomu zelaza jonowego
w pozywece. Przy zawartosci jonow zelazawych powyzej 1 ng/ml pozywki
tworza sie tylko $ladowe iloSci wolnych porfiryn. Wolne porfiryny osia-
galy najwyzszy poziom przy stezeniu zelaza jonowego nie przekraczaja-
cym 0,1 vg/ml pozywki. Zelazo niejonowe, zawarte w hydrolizacie kazei-
nowym w iloéci do 6,42 ng/ml nie wplywa na synteze wolnych porfiryn.

4. Tloé¢ biosyntetyzowanej koproporfiryny III jest w okreslonych
granicach stezen zelaza jonowego odwrotnie proporcjonalna do stezenia
Fe"*. Stwierdzono, ze jeden mol dodanego do pozywki zelaza (w posta-
c¢i Fe™") powoduje ubytek prawie jednego mola koproporfiryny III (od
0,73 do 0,95 moia).

5. Stwierdzono, ze oprocz zelaza réwniez kobalt dziala hamujaco na
synteze wolnych porfiryn przez Propionibacterium shermanii, zwlaszcza
w obecno$ci matych ilosci Fe.

6. Brak zelaza w pozywce i zwiazane z tym wytwarzanie koproporfi-
ryny III, w obecnosci soli kobaltu nie wplywa hamujaco na synteze ko-
balamin przez Propionibacterium shermanii.
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7. Wséréd tworzonych przez Propionibacterium shermanii kobalamin
stwierdzono nowa kobalamine, przypominajaca wlasciwosciami optycz-
nymi deznukleotydocyjanokobalamine (witamin Bjs2,, czynnik B), lecz
bardziej od niej hydrofilna.

8. W komoérkach bakterii odwirowanych z kultur Propionibacterium
shermanii znaleziono w postaci zwigzkéw kobalaminowych okolo 25%
kobaltu dodanego do pozywki.

9. Przedyskutowano role kobaltu w obnizaniu sie poziomu wytwa-
rzanej przez Propionibacterium shermanii koproporfiryny. Postawiono
hipoteze, ze w syntezie zar6wno porfiryn jak i kobalamin wystepuje
wspélny prekursor, ktorym moze by¢ kwas d-aminolewulinowy.

10. W kulturach Propionibacterium shermanii stwierdzono wystepo-
wanie kwasu §-aminolewulinowego.

11. Opracowano nowa metode spektrofotometrycznego oznaczania
porfiryn w centryfugatach kultur bakterii.

12. Opracowano nowa selektywna metode wykrywania kwasu -ami-
nolewulinowego w kulturach bakterii.
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OBPA3OBAHME CBOBOJIHBIX INIOPPUPUHOB ITOCPEACTBOM
PROPIONIBACTERIUM SHERMANII

Peszwme

1. Jloxka3zaHO, 4YTO BBIPAIUMBAEMBII Ha IOJYCHMHTETHMYECKOM OyJboHe,
coziepaKallleM Ka3eMHOBBIA I'MAPOJIM3aT, JIMILIEHHbII MOHHOIO KeJie3a, IJIio-
KO3bI, (pochOpaHOB, COJIEIM MarHusA NAaHTOTEHMAaHA KaJdblMAg M OMOTHUHA,
LITaMM IIPONMOHOBOI 6akTepuyu n3 pospa Propionibacterium shermanii o6pa-
3yer cBobojaHble mnopdupuHbl KosamudecTBo nopgpupuHa pocturao 9,4 mr,
Ha 1 smTp O6ynboHa. B pacuere Ha CyXyl MacCy KOJMYECTBO CBOBOZHOrO
nopgupMHa ZOXOAMIIO A0 2,5 Mr. Ha 1 rp. cyxoit Maccsl GakTepuit.

2. CaoboaHblit mOpUPHH, BO3HUKAIOIIMII B KyJbTypax Propionibacte-
rium shermanii 611 MACHTMMUIMPOBAH IyTEM (PUIMKO-XUMMUUECKUX Me-
TOAOB Kak kKonpornopdupun III. Bmecre ¢ konponopdupnuaom III obHapy-
JKEHO ¥ BO3HMKHOBEHME B MMKPOKOJIMYECTBAX APYroro nopupuHa, no Beeit
BepPOATHOCTH, Konpornopdpupnuua 1.

3. BosHukHOBeHue cBoH0AHOro rnopgupuHa 06yCaOBAMBaETCA KOJIMYE-
CTBOM MOHHOro xenesa B Oynbone. Ilpy cojepzKaHuM MOHOB >KeJe30-1{Ma-~
HMCTOr0 KaJmsa, npeBbuuatonieM 1 pr/mMy OyJibOHA, 00pa3yiOTCH JIMILIHL
MMKPOKOJMY€EcTBA cBOOOAHBIX mopdupyuHoE. CBobOOAHBIE OPMOUPUHEBL J0-
CTUraJiM COMOrO BLICOKOTO YPOBHS NIpPM KOHLEHTPALMM MOHHOTO JKeJjesa,
He npessnnasomeit 0,1 ur/mn Gyabona: HemonHoe keseso, copepKauieecs
B Ka3e€MHOBOM I'MAPOJM3aTe B KOJMYECTBE, AOXOAAIEM A0 6,42 ur/mMy He
OKa3bIBaeT BO3JEMCTBMA HA CUMHTE3 CBODOAHBIX NOPMUPUHOB.

4. KommuectBo 6MocuHTE3MPOBaHHOrO Konponopgupuua 111 B onpene-
JICHHBIX INpe/ieslaX KOHLEHTPAalLMii MOHHOrO Kejesda OOpATHO-TIPONOpLO-
HanbHO KOHUeHTpauuu Fe. OOHapyxkeHo, uTo 1 Moub npubaBIEHHOrO
K OyJsiboHy 2xene3a (BBuze Fe) BbI3bIBaeT yObliIb IOYTH OZHOM MOJIM KOIPO-
nopcupuna III (ot 0,73 xo 0,95 moa.).

5. OObHapy»keHO, YTO KpOMe Keje3a TakXe M KODaJbT MpenATCTBYeT
CuHTe3y cBOOOAHBIX NMOPhUPHUHOB mocpencTsoM Propionibacterium sherma-
Mnii 0coGEHHO MPyM HAMMYMM HE3HAUMTeNbHBIX KoauuyecTB Fe.

http://rcin.org.pl



125] WYTWARZANIE WOLNYCH PORFIRYN 249

6. OrcyrcTBMe 2kene3a B OyJIbOHe M CBA3aHHOE C 9TMM 0OOpazoBaHUE
xonponopcdupuxa I npyu Hamamu cosu KobaabTa He NPENnATCTBYET CHUHTe-
3y kobasammHOB nocpeactsoMm Propionibacterium shermanii.

7. Cpeayu odpa3yeMbIX nmocpeAcTBoM Propionibacterium shermanii. Ko-
6aslaMMHOB OOHAPY?KEHO HOBBII KODaJaMMH, IPUIIOMMHAIOLIMIA BHEIIHUM
BUJIOM JIE3HYKJIEOTUAOLMaHOKODaIaMMH (BuTaMmMH Biz,, dakTop B), HO Go-
Jee rMAPOMUIBHELA, 4eM OH.

8. B kuerkax, BbIIeJIEHHBIX IIPY MOMOLUM LEHTPUMYIU U3 KyJAbTYP
Propionibacterium shermanii HaliAeHO, B BuAe KODAJAMMHOBBIX COEIMHE-
HMIT 0xo0J10 25%0 npubaBneHHOro K 6yaboHy KobajgbTa. '

9. Ob6cyxnena 6pl1a posk Kobasbra B MpPOLECCE YMEHBLUEGHUA KOJM-
yectBa cbpasyemoro nocpencTBoM Propionibacterium shermanii Konpomnop-
¢dupuna. BeigsuuyTa OblTa rMIoresa, 4TO Kak B CMHTE3€ NOP(MUPUHOB,
Tak M KO0DaJaMMHOB BBICTYIaeT OOLIMII NpeABapUTeJILHBIN (PakTOp, KOTO-
PBIM MOXKeT ObITh 6-aMMHOJIEBYJIMHOBAaA KMUCJIOTA.

10. B kyusbeTypax Propionibacterium shermanii oOHapy3KeHO IOSABJIE-
Hye 6-aMMHOJIEBYJIMHOBOM KUCJIOTHI.

11. PaszpaboraH HOBBII METOJ{ CIIEKTPO(OTOMETPMYECKOr0 OIpejese-
HMsA NOPMMPUHOB B LIEHTpUdyratax KyJabTyp GakTepuii.

12. PaszpaoTaH HOBBIf CEJIEKLIMOHHBIN METOJ OOHAPYIKEHMs O-aMMHO-
JIEBYJIMHOBOJ KMCJIOTBI B KyJbTypax OaxTepwmii.

THE SYNTHESIS OF FREE PORPHYRINS BY PROPIONIBACTERIUM
SHERMANII

Summary

1. It was established that a strain of propicnic acid microorganisms
preduces free porphyrins when grown on a semi-synthetic nutrient
containing an ircn-ions-free casein-hydrolysate, glucose, phosphates,
magnesium salts, calcium panthotenate and bictin. The level of porphy-
rins attained 9,4 mg per 1 litre of nutrient, or 2,5 mg when calculated
per 1 g of dry mass of bacteria.

2. The free porphyrin evolving in Propionibacterium shermanii cultu-
res was identified as coproporphyrin III by physico-chemical methods.
Besides coproporphyrin III, there were also found traces of another
porphyrin, probably coproporphyrin I.

3. Formation of free coproporphyrin depends on the level of iron-ions
in the nutrient. When the iron ions content exceeds 1 ng/ml of nu-
irient, there appear only traces of free porphyrins. Free porphyrins
attained the highest level at ionic iron concentrations not exceeding
0,1 ug/ml of nutrient. Non-ionic iron contained in the casein hydrolysate,
in amounts of up to 6.48 ug/ml, has no effect on the synthesis of free
porphyrins.

4. Amounts of biosynthetised coproporphyrin III are, within definite
limits of ionic iron concentrations, in inverse proportion to the concentra-
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tion of Fe™ ™. It was established that addition to the nutrient of one mole
of iron (in the form of Fe® ") causes a decrease of coproporphyrin IIT by
almost 1 mole (i.e., 0.73 to 0.95 mole).

5. It was established that also cobalt, besides iron, inhibits the syn-
thesis of free porphyrins by Propionibacterium shermanii, particularly
in the presence of small quantities of iron.

6. Deficiency of iron in the nutrient, and the consequent formation
of coproporphyrin III, in the presence of cobalt salts, has no inhibitory
effect on the synthesis of cobalamins by Propionibacterium shermanii.

7. Among the cobalamins produced by Propionibacterium shermanii,
there was found a new cobalamin like desnucleotidecyanocobalamin (vi-
tamin By, Factor B) as regards optical properties, but was more hy-
drophilic.

8. About 25 per cent of the cobalt added to the nutrient was found
in the form of cobalamin compounds in the bacteria cells.

9. The role of cobalt in decreasing the production of coproperphyrin
by Propionibacterium shermanii was discussed. The hypothesis was
advanced that a common precursor, probably §-aminolevulinic acid,
appears in the synthesis of both porphyrins and cobalamins.

10. d-aminolevulinic acid was found to be present in cultures of Prc-
pionibacterium shermanii.

11. A new spectrophotometric method was developed for determining
porphyrins in centrifugates of bacteria cultures.

12. A new selective method was developed for detecting aminolevu-
linic acid in bacteria cultures.

Otrzymano 10.1.1956 r.
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Centralne Laboratorium Chemiczno-Bakteriolosiczne P.S.K.
przy Ahademii Medycznej w Gdarishu

Kierownik: mgr inz. Jerzy Kowalczyhk

Elektroforeza bibulowa, jako prosta i czesto stosowana metoda bada-
nia wielu substancji, w coraz wiekszym stopniu staje sie nieodzowna za-
réwno dla pracowni naukowych jak i usiugowych. A zatem opracowanie
odpowiedniego aparatu, prostego w konstrukecji i obsludze, moze mieé
duze praktyczne znaczenie. Jednak prostota konstrukcji pod zadnym
wzgledem nie powinna niekorzystnie wplywaé¢ na przebieg badania.
Opracowanie takiego aparatu bylo celem tej pracy. W czasie pracy po-
starano sie uwzgledni¢ zaréwno dane literatury, jak i do$wiadczenia na-
byte w czasie wykonywania setek badan dla klinik Akademii Medyczne]
w Gdansku.

I. Zrédlo pradu

Jako zrédlo pradu stalego korzystnie jest stosowaé uklad prostowni-
czy, ktérego schemat przedstawionc nizej. Otrzymany prad jest niemal
dokladnie , wygladzony” (staly). Wbtidowany potencjometr pozwala na
regulowanie napiecia w sposob ciagly. Uklad zasilany jest z sieci pradu
przemiennego (220 V).

Stosowane niekiedy uktady prostsze [13], [21] daja prad tetniacy, ktory,
naszym zdaniem, podczas rozdzialu niektérych substancji moze mieé
niekorzystny wplyw. Jak wykazala prakiyka, stosowanie ukladéw z na-
pieciem stabilizowanym [22], [23], [25] jest na ogél niekonieczne. Uktady
takic sq poza tym o wiele drozsze. Niektorzy autorzy celowo niekiedy
stosuja uklady o zmiennym napieciu, gdyz w ten sposob stabilizuja prad
na pasku (1). W aparatach tego typu uzyskuje sie¢ bardzo korzystne, state
warurki rozdzialu (temperatura, parowanie).
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II. Komora

Z istniejacych dwoéch zasadniczych metod, okreslajacych warunki roz-
dzialu, a mianowicie: w srodowisku obojetnej (niepolarnej) cieczy orga-
nicznej [1], [2], [3], [26], oraz w komorze wilgotnej [4], [6], [10], [16],
[18], [24], !28] i inni — wybrano te ostatnia.

i Ir A

Rt W)

-~

I,

Rys. 1. Schemat zasilacza pradu statego

P — potencjometr Cy,2,5 — kondensatory

Tr, — transformator adonowy D,,» — diawiki

Tr, — transformator zarzeniowy Vi — woltomierz na prad staly

L — lampa prostownicza Vi — weltomierz na prad zmienny

Pierwsza metoda jest na ogél zarzucana, gdyz wykazano wiele jej
wad [1]. {6], [9], [14], [16], [25], [26] i inni. Natomiast komora wilgotna
jest stosowana w coraz wiekszym stopniu, szczegélnie od czasu donio-
stych badan Macheboeufa i wsp. ktérzy wykazali nowe jej mozli-
wosci, przez wykorzystanie zjawiska parowania (elektroreoforeza)
[18j, [19].

1. MATERIAE KONSTRUKCYJNY

Dotychezas na komory wyk rzystuje si¢ na ogél przypadkowo nabyte
akwaria szklane, czesto o wymiarach niezbyt odpowiednich. Szklo jest
materialem mato praktycznym. Sprawia ono powazne trudnosci w czasie
obrébki (np. wiercenia otworéw na przewody), jest mato wytrzymale me-
chanicznie i termicznie, sg trudnosci z jego uszczelnieniem itp. Cenne
wilasnos$ci wykazuja pod tym wzgledem masy plastyczne. Wielu autorow
stosuje niedostepne u nas w kraju tworzywo poliakrylowe zwane plexi-
glas lubrperspex [6], [7], [8], [12], [14], [21]. Jak wykazala praktyka, za-
stosowane przez nas na budowe komory tworzywo polichlorowinylowe
winicdur, nie ustepuje poprzednio wymienionym. Najwazniejsze zalety
winiduru sa nastepujace: dobry izolator termiczny i elektryczny, biolo-
gicznie obojetny, odporny na wiele czynniko6w chemieznych (kwasy, alka-
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lia, wiele rozpuszezalnikéw organicznych), daje sie bardzo latwo obra-
biaé¢ (cia¢, zginaé¢, pilowaé¢, klei¢, spawacé), jest bardzo tani i latwo dostep-
ny (w kazdej Centr. Handl. Przem. Chem.).

2. OGOLNY OPIS KOMORY

Komora jest zbudowana z dwoch zasadniczych czesci (rys. 2): obudo-
wy (A), o wymiarach 36 X 28 X 15 cm, ustawionej na nézkach zamyka-

nej pokrywa (L); polaczonych ze
soba naczyn buforowych (B),
wstawionych do obudowy, kazde
o wymiarach 35 X 13 X 6,5 cm.

Do obudowy przymocowane
jest wyposazenie komory: skrzyn-
ka z przelgcznikiem (C), instalacja
elektryczna (D) i sygnalizacyjna
(E); rurki instalacji ogrzewniczej
(F); krany: wylotowy (G) i po-
ziomnicowe (H); poéteczki na ram-
ki z paskami bibuty (I).

Obudowa spelnia zatem dwoja-
ka role: chroni wrazliwe czeSci
wyposazenia (F, G, H) od uszko-
dzen, oraz pozwala na swobodne
umocowywanie czeSci wyposaze-
nia (np. wiercenie otworéw) bez
obawy nieszczelnoscei, ktéra istnia-
laby, gdyby wyposazenie przymo-
cowaé¢ bezposrednio do naczyn z
roztworem buforowym. Naczynia
buforowe zawierajg naczynia elek-
trodowe (K). Sa one polgczone ze
soba rurka szklang poprzez kra-
ny (H). Umocowany na obudowie
odcinek rurki (M) pokazuje po-
ziom roztworu buforowego w na-
czyniach. Calo$¢ tworzy zwarty

WS ol
L
A
7 F
50/\9 J F
c/fkr
o /oS
Y -
K ]
M
H H 8

Rys. 2. Widok ogolny kcmory wilgotnej
A — obudowa
B — naczynia buforowe
C — przelgeznik
D — przewody elektr.
E — lampki sygnaliz.
F — instalacia ogrzewn.
G — kurek wylatowy
H — kurki poziomnicowe
I — poélki na ramki z bibulg
K — naczynia elektrodowe
L — pokrywa

bryle, o niewielkich rozmiarach, ustawna i wygodna w pracy. W stosun-
ku do rozmiaréw, komora miesci duzg ilos¢é paskéw bibuly (9 szt., kazdy
po 3 cm szeroki). W przeciwienstwie do niektérych typéw komér [14],.
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[22], wszystkie paski z materialem badanym znajduja sie w identycznych’
warunkach. Jest to korzystne, ze wzgledu na mozliwo§é otrzymania wiele
materialu poré6wnawczego.

3. SYSTEM ELEKTRODOWY (INSTALACJA ELEKTRYCZNA)

Naczynia elektrodowe (K) wykonano z rur winidurowych o $rednicy
okolo 4,5 cm i dlugosci 32 em. Rury te z jednego korica szczelnie zam-
knieto przyspawang plytka winidurowa. Z drugiego konca zamknieto je
korkiem gumowym. Korek ten opiera sie¢ silnie o $ciane w naczyniu
buforowym i utrzymuje rure¢ w okreslonym polozeniu (rys. 3).

 Usaczelk_gumowe Korek_gumony
.0/ ﬂ ? N \
; N 2\ “ﬂ
N\ \ L§
{ Q ooooo})é)ooooo
Frodlo P
produ \/ I, Y,
S

Rys. 3. Schemat naczynia elekirodowego

K — naczynia elektrodowe-rura winidurowa
N — rurka odprowadzajgca gazy

O — rurka na przewody instalacji elektr.
P — rurki z ligning

R — elektrcda grafitowa

W goérnej czeSci naczyn elektrodowych wmontowano krotkg rurke
szklang (N), wystajaca ponad poziom cieczy. Stuzy ona do odprowadzania
gazéw powstajacych w przestrzeni elektrodowej. Przy drugim koncu
znajduja sie zgiete rurki szklane (O), ktérymi wyprowadza sie przewody
instalacji elektrycznej poza komore. Z boku naczyn elektrodowych za-
montowano po 10 krétkich rurek szklanych (P) — ich przeznaczenie be-
dzie pdzniej oméwione.

Na elektrody uzyto tanich, ogélnie stosowanych pretéw grafitowych
(R). Jednym koncem umocowano je w korku gumowym. Na drugim ich
koncu zrobiono male naciecie i w tym miejscu owinieto elektrody drutem
platynowym. Nacigcie zabezpiecza drut przed zsunieciem sie z elektrody.
Nastepnie, drut wyprowadzono przez rurki (O) z naczynia elektrodowego
i przylutowano do drutu miedzianego, ktéry jest polaczony poprzez prze-
lacznik (C) ze zrédlem pradu stalego. Dlugie prety grafitowe (po 32 cm)
razem z zanurzonymi w roztworze buforowym odcinkami drutu platy-
nowego daja elektrody o do$¢ duzej powierzchni, co skutecznie zabez-
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piecza je przed polaryzacja. Na trwatosé roztworu buforowego korzystnie
wplywa okresowa zmiana znakéw elektrod np. przez zwykle przelozenie
wtycezki w gniazdku zasilacza. Jednak moze to by¢ niekiedy przyczyna po-
mylek, gdyz material na ogét naklada sie w poblizu jednego konca paska
bibuly, zanurzonego w poblizu elektrody o okres$lonym znaku (katody
lub anody). Pozadana jest zatem dobra orientacja w aktualnych w danej
chwili znakach elektrod, tj. znajomo$é kierunku przesuwania sie¢ mate-

= Zasiacz

Rys. 4. Schemat przelgcznika

rialu badanego na pasku bibuly. W tym celu w przedstawionej komorze
zainstalowano odpowiedni przelacznik elektryczny (C), ktéry jednym ru-
chem galki pozwala na zmiane znakéw elektrod i réwnocze$nie zapala
Swiatelko jednej z dwoch lampek sygnalizacyjnych (S). Zapalona lampka
wskazuje okreslong elektrode (np. zawsze anode). Lampki sygnalizacyjne
(6 V) zasilane sa z innego obwodu niz elektrody — pradem sieci 220 V
poprzez transformatorek dzwonkowy. Schemat przelacznika podano na
rys. 4. Przelacznik wbudowany jest z boku komory w obudowe winidu-
rowa, ktora zabezpiecza pracujacego przed zetknieciem sie z pradem (wy-
sokie napiecie, prad staty).

4. SYSTEM BUFOROWY

Naczynia buforowe maja duza pojemno$¢: razem z naczyniami elektro-
dowymi zawieraja okolo 3600 ml roztworu buforowego. Uzyskuje sie
w ten sposéb bardzo korzystne rozcienczenie ubocznych produktow elek-
trolizy. Zmieniajac roztwor buforowy co pewien czas, otrzymuje sie wa-
runki badania niemal takie same jak w komorach z ciggla wymiang [1].
Sposob ten jest jednak tanszy od stosowania ciaglej wymiany. Poza tym
do napelniania komér przy oznaczaniu biatka w surowicy krwi stosujemy
tani, rozcienczony roztwér buforu boranowego (sita jonowa w = 0,05)
([1], [3], [27], za$ paski bibuly, przed nalozeniem materialu maczamy w roz-
tworze buforu weronalowego (sita jonowa u = 0,1). W ten sposéb na pa-

http://rcin.org.pl



256 J. KOWALCZYK 63

sku bibuly uzyskujemy warunki podobne, do zalecanych przez niekto6-
rych autoréw, stosujacych bufor weronalowo-boranowy [3].

Dla oddzielenia produktéw ubocznych wydzielajgeych sie na elektro-
dach w czasie trwania procesu elektroforezy, jak tez dla usuniecia wply-
wu zanieczyszczen z samego materiatlu elektrod, stosuje sie rézne syste-
my przegrod polprzepuszezalnych miedzy przestrzeniag elektrodowsg, a po-
zostalg cze$cig komory. W omawianym aparacie uzyto w tym celu krot-
kie rurki szklane (P) zawierajace warstwe silnie ubitej ligniny. Warstwa
ta bardzo dobrze zatrzymuje zanieczyszczenia: nie stanowi przy tym
wiekszego oporu dla pradu. W kazdym naczyniu elektredowym znajduje
sie po 10 rurek szklanych, o srednicy wewnetrznej 8 mm, zawierajgcych
15 mm warstwe ubitej ligniny. W tych warunkach spadek napiecia wy-
nosi 20 V, przy 250 V na zaciskach zasilacza (gdy stosowano wyzej wy-
mieniony bufor, a napiecie mierzono woltomierzem lampowym o oporze
wewnetrznym 9 M£2).

Zaleta stosowania ligniny jest réwniez mozno$¢ latwej jej wymiany.

Celem unikniecia ujemnego wplywu ,,proceséw chromatograficznych’
[4), [8], [25], powstajacych na pasku na skutek wytwarzania sie lewaru,
do wyréwnywania poziomu cieczy sluzy przewod szklany laczacy oba
naczynia buforowe. Sposéb umocowania przewodu w dnach naczyn po-
daje rys. 5. 7

Umieszczone na przodzie kurki
(H, rys. 2) zamyka sie¢ na czas
trwania elektroforezy. Kurek (G,
rys. 2) sluzy do wylewania zuzy-
tego buforu.

Usuwanie resztek roztworu bu-
forowego z naczyn elektrodowych
Rys. 5. Spesob umocowania rurki w dnie n?‘]w.ngdnle‘] .przefprox-avadzac Sl

Komory uzyciu pompki wodnej, przez rur-
ke (N) sluzaca do usuwania gazoéw.

Rurka (M) zaopatrzona jest w znak, do ktérego napelnia sie¢ naczynia
roztworem. W miare wyparowywania roztworu ilo§¢ cieczy uzupelnia sie
woda destylowang. Pozwala to na Scisle kontrolowanie stezenia roztworu
buforowego.

5. UTRZYMANIE STALEJ TéMPEBATURY I WILGOTNOSCI

Celem otrzymania okreslonej temperatury i wilgotnosci Igczy sie rur-
ki instalacji ogrzewniczej (F) z ultratermostatem Hopplera.

Miedzy temperatura roztworu a atmosfera komory ustala sie¢ stala
réznica temperatur, ktéra nalezy uwzglednié przy nastawianiu ultrater-
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mostatu. Poniewaz kondensujaca si¢ na pokrywie para wodna moglaby,
spadajacymi kroplami zakl6cié rozdzial na bibule, powierzchnie pokrywy
nachylone sa ped katem ok. 50° (rys. 2, L). Krople wody $ciekaja po pochy-
lonych $cianach pokrywy, nie rozmywajgc badanej substancji.

6. ZAWIESZANIE PASKOW BIBULY

Z réznych sposobow zawieszania paskow bibuly jak: pionowy [12],
[15], ukosny [29], w ksztalcie odwroconej litery ,.V” [4], {6], [18], [24],
i poziomy (3], [8], [10], [11], [14], [16], [17], [20], [22], |25], [28], [30], —
wybrano ten ostatni.

Kierowano sie przy tym dwoma wzgledami, a mianowicie tym, ze przy
zawieszaniu poziomym unika sie wspomnianych ,efektow chromatogra-
ficznych” [4], [8], [25], a takze tym, ze przerwa w dostawie pradu do
sieci nie spowoduje zniszczenia materialu przez przesunigcie do $rodko-
wego punktu parowania oraz ewentualne zdenaturowanie biatka surowi-
cy na skutek zageszczenia soli.

W przedstawionej komorze paski bibuly zawiesza sie na ramkach, na
ktorych trzymaja sie one silami adhezji. Ksztalt ramki podano na rys. 6.

Zmieniajac proporcje wymia.
row ramki mozna ja przystosowaé a
do paskéw zadanej dlugosci.

Zawieszanie bibuly na ramkach M\\ P
ma wiele zalet. W czasie naklada- e i e
nia materialu na bibule komora ,’//
jest zamknieta i doprowadza sie A a -pkl zawieszema ramk:
ja do pozadanej temperatury. Na- /\
stepnie, na chwile podnosi sie po-
krywe, ramke z probkami wklada ?
do komory i komore znowu za-
myka. Rys. 6. Schemat ramki do zawieszania

- paskow bibuly

Duza pojemnos$¢ cieczy o odpo-

wiedniej temperaturze, oraz stosunkowo mala przestrzen nad powierzch-
nig cieczy, powoduje szybkie ponowne nagrzanie (lub oziebienie) atmo-
sfery woké! bibuly, do temperatury uprzednio nastawionej. Material ba-
dany przebywa wobec tego prawie caly czas w $cisle okreslonych warun-
kach wilgotnosci i temperatury.

Po zakonczeniu procesu elektroforezy, paski bibuly razem z ramka
wstawia sie do suszarki, barwi (po uprzednim umocowaniu) i przemywa.
Ramka jest tak wywazona, ze po zawieszeniu w suszarce w punkcie ,,a”
utrzymuje pozioma pozycje.
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Streszczenie

Podano szczegdly konstrukcyjnie prostego aparatu do elektroforezy
bibulowej, skladajacego si¢ z zasilacza pradu staltego i komory wilgotne;j.
Otrzymany prad staly jest niestabilizowany. Komore wybudowano z ta-
two dostepnej i odznaczajacej sie wieloma zaletami masy polichlorowiny-
lowej — winidur. W aparacie mozna dowolnie regulowa¢ napiecie zrédia
pradu, temperature i wilgotno$¢, szybko$¢ parowania na pasku bibuly,
dlugosé paskow itd. Pozwala to na zastosowanie aparatu do oznaczania
réznych substancji.

Aparat wyprébowano podczas wykonywania setek badan dla klinik
Akademii Medycznej w Gdansku.
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ITPOCTOM AIIITAPAT JJII BYMAZKHOTO DJEKTPODGOPE3A

Peszwwme

IIpesacTaBiIeHbI KOHCTPYKTUBHBIE JIETAJM IIPOCTOrO amrnapara AJsa 9JeK-
Tpochopesa ¢ npuMeHeHneM (OUIbTPALMOHHOM Dymary; anmapar COCTOUT U3
NMTATeJIA ITOCTOAHHOTO TOKA M BJIAXKHOM KaMmepsl Ilony4yaerca HecTabmimi-
3MPOBAaHHBINA ITOCTOAHHBIA TOK. Kamepa IocTpoeHa M3 JIerKO JOCTYITHOM,
OTJIMYAIOLIENCA MHOTMMM JOCTOMHCTBAMM IIOJIMXJIOPOBMHMJIOBOM MacChl —
BuHMAypa. B anmapare MOXKHO, IO KeJIAaHMIO, PEryJIMpoBaTh HaIpAzKeHue
MCTOYHMKA TOKA, TEMIIEPATYPY M BJIAXKHOCTb, CKOPOCTh MCITAPEHUsA Ha T10JI0-
ce (pbuapTpaUMOHHOM OymMaru, AJIMHY ITOJOC M T.II. DTO IO3BOJIAET I0JIB30-
BaThCA aNIapaToM JJIA ONpeAesIeHUs Pa3JIMYHbBIX BEIeCTB.

Armapa'r OBLT MCIIBITAH IIPU NPOBEJICHMN COTEH ONbITOB A1 MeaummH-
ckoit Akagemun B I'maHbCKeE.

A SIMPLE APPARATUS FOR PAPER ELECTROPHORESIS
Summary

The paper describes construction details of a simple apparatus for
paper electrophoresis; the apparatus consists of a d.c. generator and
a moist chamber. The d.c. obtained is not stabilised. The chamber was
made of winidur, a polychlorovinyl plastic easily available and endowed
with many useful qualities. The apparatus permits an easy regulation of
the current, of temperature and moisture in the chamber, of the rate of
evaporation on the paper strip, of the length of the strip, etc. The appara-
tus is thus suitable for determining various substances.

The apparatus was tested in hundreds of analyses carried out for the

Medical Academy in Gdansk.
Otrzymano 19.1.1956
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R KLIMEK, B. SKARZYNSKI, T. W. SZCZEPKOWSKI

BIOCHEMIA SAMOZYWNYCH BARTERII SIARKOWYCH
IIIl. CYTOCHROM W THIOBACILLUS THIOPARUS

7 Zahladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Krakowie
Kierownik: prof. dr B. Sharzynski

Od czasu klasycznych badan Keilina [3] cytochromy a, b i ¢ byly
przedmiotem niezliczonych dociekan, doprowadzajacych do wzglednie
gruntownej znajomosci ich roli biologicznej oraz wlasnosci fizycznych
i chemicznych. Badania te z reguly przeprowadzane byly nad cytochro-
mami uzyskiwanymi z materialu pochodzenia zwierzecego oraz cytochro-
mami z drozdzy. O egzystencji identycznych zwiazkéw w $wiecie drobno-
ustroj6w wnioskowano na podstawie widm absorpcyjnych, ktérych cha-
rakter na ogé! pokrywal sie z cechami widmowymi cytochroméw z droz-
dzy i zwierzat.

W r. 1952 Davenport i Hill [1] stwierdzili, ze w chloropla-
stach roélin zielonych wystepuje cytochrom, ktérego cechy spektralne
podobne sa do widm cytochromu ¢, jednak rézne wlasnosci $wiadcza
o tym, ze jest on zwigzkiem odmiennym, co spowodowalo nazwanie go
cytochromem f. W ostatnich latach Kamen i wspdtpracownicy [2]
stwierdzili, ze w fotosyntetyzujacych bakteriach (Rhodospirilium rubrum)
oraz w chemosyntetyzujacych drobnoustrojach (Micrococcus denitrifi-
cans, Pseudomonas denitrificans) wystepuja cytochromy, ktérych widma
w $wietle widzialnym cechuja sie polozeniem gléwnych smug identycz-
nych, lub bardzo zblizonym do polozenia smug absorpcyjnych cytochro-
mu c z drozdzy i z serca §winskiego. Okazalo sie jednak, ze wlasnosci fi-
zyczne i chemiczne tych cytochroméw sa odmienne od klasycznego cyto-
chromu c. Niektore z nich sg samoutleniane i maja nieco wyzszy potencjal
oksydacyjno-redukeyjny niz klasyczny cytochrom c. Na podstawie swo-
ich badan autorzy amerykanscy dochodza do wniosku, Ze nalezy ra-
czej méwié¢ o grupie cytochroméw ¢ niz o jednolitym wspélnym wszyst-
kim drobnoustrojom cytochromie tego typu. Do podobnych wnioskéw do-
chodzi Postgate [7], ktéry wyosobnil z Desulphovibrio desulphuricans
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cytrochrom odmienny od klasycznego cytochromu ¢, nazywany przez tego
autora cytochromem c3. Wreszcie ostatnio Keilin [4] wyosobnit
z mie$nia sercowego oprocz typowego cytochromu c jeszeze jeden zbli-
zony do niego, ale odmienny, ktory nazwal cytochromem cj.

Badajagc swego czasu polaczenia hematynowe wystepujagce w samo-
zywych bakteriach Thiobacillus thioparus i Thiobacillus thiooxydans [9]
stwierdziliSmy, ze w Th. thioparus znajduje sie tylko jeden cytochrom,
ktérego widmo w Swietle widzialnym bylo bardzo zblizone do widma cy-
tochromu c. Pragnac blizej okresli¢ charakter tego zwiazku opracowali-
$my metode jego wyosabniania, przy czym zachowanie sie tego cytochro-
mu wskazywalo na to, ze jest odmienny od cytochromu z mieénia serco-
wego. Nie dawal sie ekstrahowa¢ ze zmiazdzonych bakterii kwasem tro6j-
chlorooctowym lub buforem fosforanowym, natomiast przechodzit w od-
powiednich warunkach do acetonu. W toku dalszych naszych badan otrzy-
mujac cytochrom ten w stanie dalej posunietej czynno$ci, mogliémy blizej
okresli¢ rézne jego cechy przemawiajace zdecydowanie za tym, ze mamy
do czynienia z nowa odmiang cytochromu, rézna zaréwno od cytochromu f
Davenporta i Hilla i od cytochroméw opisanych przez Kamena
i wspélpracownikoéw. Proponujemy nazwacé go cytochromem s (od sulphur),
postepujac wedlug stlusznej naszym zdaniem zasady wprowadzonej przez
Keilina [3], ktory odroznia poszczegélne cytochromy literami alfa-
betu. Zdaniem naszym, ten sposob oznaczania zdaje sie byé bardziej uza-
sadnionym, niz propozycja Scarisbricka [8], wedlug ktérej cyto-
chromy winny by¢ oznaczane nazwa organizméw, z ktérych zostaty wy-
odrebnione i polozeniem smugi alfa.

Metody

a) Otrzymywanie materialu. Bakterie Th. thioparus szczepiono na po-
zywke o skladzie podanym w poprzedniej pracy [9], zmodyfikowang o ty-
le, ze w miare zakwaszania sie pozywki, dodawano do niej co jaki$ czas
drobnymi porcjami wodoroweglan sodu. Hodowle prowadzono w ciem-
nosci przez 6—8 dni, po czym saczono przez $wiece Berkefelda, postugu-
jac sie urzgdzeniem poélautomatycznym. Odsaczong mase zawieszano w wo-
dzie w wysokim cylindrze, pozwalajgc zawiesinie siarki opasé na dno na-
czynia, dekantujac nastepnie plyn zawierajacy wolne od siarki bakterie.
Z plynu tego oddzielono bakterie saczac go ponownie przez Swiece Ber-
kefelda. W ten sposéb z 300 1 hodowli uzyskiwano — zaleznie od warun-
kéw — 3—8 g wilgotnej masy bakteryjnej, zawierajacej 18°/o masy su-
chej po wysuszeniu w temperaturze 100°. Chroniona przed obfitszym do-
stepem tlenu Swieza zawiesina bakterii cechuje sie barwa rézowa, uwa-

http://rcin.org.pl



31 BIOCHEMIA SAMOZYWNYCH BAKTERII SIARKOWYCH 263

runkowana obecno$cig zredukowanej postaci cytochromu. Po pewnym
czasie zawiesina bakterii przybiera barwe szarg; temu stadium odpowia-
da rozklad cytochromu zawartego w komoérkach, o czym $wiadezy zanik
charakterystycznego widma. Dla uzyskania cytochromu nalezy wiec pod-
dawa¢ przerdbce komorki bakteryjne s$wieze, wkrétce po oddzieleniu
bakterii od pozywki.

b) Badanie widma absorpcyjnego. Badanie spektrometrvezne przepro-
wadzono uzywajac spektrometru rewersyjnego Hartridge’a, wzgl. nasad-
ki spektroskopowej polaczonej z mikroskopem (Leitz). Uzycie tego spo-
sobu pozwolilo bada¢ drobne iloéci materiatu. Krzywa ekstynkeji wykre-
Slono na podstawie pomiaré6w za pomocg spektrofotometru ,,Uvispec*.

¢) Potencjal oksydacyjno-redukeyjny oznaczono metoda wskaznikow.
W rurce Thunberga umieszczano roztwoér wskaznika i cytochromu w bu-
forze fosforanowym Soérensena o pH = 7. Po usunieciu powietrza wpro-
wadzono przez ostrozny obrét zamkniecia rurki Thunberga rozcienczony
roztwér dwutioninu sodowego (DTN) redukujacego zaréwno roztwor
wskaznika, jak i cytochromu. Przy pomocy fotokolorymetru oznaczono
stosunek postaci utlenionej wskaznika do jego postaci zredukowanej,
a jednoczesnie obserwowano stopien redukeji cytochromu. Uzywajac
wskaznikow o roéznym znanym redoks-potencjale mozna bylo wyznaczy¢
potencjal, przy ktérym badany cytochrom wystepuje w 50°% w postaci
zredukowanej.

d) Wydzielenie i oczyszczenie cytochromu z Th. thioparus. Zastoso-
wanie klasycznej metody wyciggania cytochromu kwasem tréjchlorcoc-
towym, podanej przez Keilina [5], lub opracowanej przez jednego
z autoro6w metody opartej na uzyciu roze. HaSO4 [10] nie doprowadzilo
do pomys$lnych wynikéw. Po szeregu prob ustalono sposéb postepowania,
pozwalajacego na catkowite wydzielenie cytochromu z komoérek bakte-
ryjnych, ktéore ponizej podajemy. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze postepo-
wanie to musi byé dokladnie przestrzegane, gdyz juz nawet drobne od-
chylenia wplywaja niekorzystnie na wydajno$¢ metody.

Zawiesine bakterii zawierajaca w 100 ml wody okolo 6 g wilgotnej
masy bakterii, wykazujaca pH okolo 7—7,5, oziebia sie do temperatury 0°
i zadaje acetonem ozigbionym do —20°, w ilosci rownej !/s objetosci za-
wiesiny oraz !/200 objetosci chloroformu, po czym wstawia do lodéwki
o temperaturze —20°. W czasie dodawania acetonu zawiesine miesza si¢
starannie precikiem szklanym. Z chwila gdy mieszanina wykaze zaczatki
zamarzania dodaje sie nowa porcje acetonu ochlodzonego do temp. — 20°,
w ilo$ci ro6wnej poprzednio dodanej. Za trzecim razem dodaje sie aceton
w iloSci réwnej !/s+ objetosci pierwotnej zawiesiny, za czwartym razem
znotwu /s objetosci, a wreszcie uzupelnia zimnym ‘acetonem, az jego
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og6lna objetos¢ bedzie odpowiadala 104°/0 pierwotnej objetosci zawiesi-
ny bakterii. Po uzyskaniu tego stezenia acetonu pozostawia sie miesza-
nine w temperaturze —20° na przecigg 1—2 godzin mieszajgc ja od cza-
su do czasu.

Zawiesine acetonowa wylewa sie niezbyt gruba warstwa na szalke
Petriego, wstawiajac do niej zwiniety w cylindryczna rolke arkusz bibuty
chromatograficznej, wspierajacy sie swym brzegiem o dno szalki Petrie-
go. Calo$¢ trzyma sie w otwartej przestrzeni w temperaturze mozliwie
nie przekraczajacej 10°. Po kilku godzinach roztwér acetonowy wedruje
dzieki wloskowatoéci na pewna wysoko$¢ arkusza bibuly, tracge réwno-
czesnie z powodu parowania aceton. Front wedrujacej na bibule i wysy-
chajacej cieczy zaznacza sie czerwona smuga cytochromu. Po wyparo-
waniu acetonu wycina sie z bibuly zabarwiony na czerwono sektor i wy-
mywa z niego cytochrom woda destylowana. Pozostalo$¢ znajdujaca sie
na szalce Petriego poddaje sie wirowaniu w wiréwce katowej przy szyb-
kos$ci 10 000 obr/min. Ptyn pozostajacy nad osadem zawiera jeszcze pewng
ilos¢ cytochromu i powinien byé poddany dalszym zabiegom w celu
oczyszczania tej substancji.

Proby oczyszczania wydzielonego w ten sposéb cytochromu, oparte
na uzyciu adsorbentow nie doprowadzily do celu. W odréznieniu od cy-
tochromu ¢ z mieénia sercowego, cytochrom Th. thioparus nie adsorbuje
sie na traktowanym amoniakiem amberlicie ITC 50. Stosowana uprzed-
nio przez jednego z nas metoda dla oczyszczania cytrochromu ¢ na permu-
tycie [10] réwniez zawiodla w tym przypadku. Procedura podana przez
Keilina dla oczyszezania cytochromu ¢, nie mogla znalez¢ zastosowania.
gdyz cytochrom z Th. thioparus jest nietrwaly, zaréwnc w Srodowisku
kwasnym, jak i zasadowym. Najkorzystniejsze do oczyszczania tego cy-
tochromu okazalo sie¢ wysalanie siarczanem amonowym w stezeniu odpo-
wiadajacym 75—86%0 nasycenia. W tych warunkach wypada cytochrom
jako czerwono-brunatny osad, ktéry po rozpuszczeniu w malej ilosci wo-
dy zostaje poddany jeszcze raz ponownemu wytraceniu siarczanem amo-
nowym. Roztwoér cytochromu poddany wstepnemu oczyszczeniu siarcza-
nem amonowym zostaje nastepnie sila wloskowatosci weiggniety na wa-
ski pasek chromatograficznej bibutly, z ktoérego nastepnrie oddziela sie od-
cinek zabarwiony na czerwono 1 wyplukuje woda destylowana.

CECHY WIDMOWE CYTOCHROMU Z 7/1. THIOPARLS

Badany przez nas cytochrom jest zwiazkiem samoutlenialnym i roz-
twor jego przy dostepie tlenu wykazuje tylko smuge absorpcyjng okolo
556 mu, Po dodaniu DTN lub siarkowodoru pojawia sie nowa intensywna
smuga absorpcyjna, odpowiadajaca diugosci fali 551 mu. Smuga ta jest
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wiec przesunieta o 1 mu w kierunku czerwieni w poréwnaniu ze smuga
zwierzegcego cytochromu c. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze ta intensywna
smuga zredukowanego cytochromu w nierozlozonych komérkach bakte-
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P cyt.c
S~
S~
g
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s " L -
600 350 500 300 A my

Rys. 1. Rozkiad ekstynkcji w widmach ferricytochromu s, ferri-
cytochromu f i ferricytochromu ¢

ryjnych przypada na dlugosé fali 552 mu. Nalezy wiec przypusci¢, ze cyto-
chrom wystepuje w komorkach bakteryjnych w postaci jakiego§ kom-
pleksu, ktéry zmienia nieznacznie polozenie jego smugi absorpcyjnej.
Oproécz powyzej omowionej smugi w widmie zredukowanego cytochromu,
wystepuje jeszcze slabsza smuga przy 526 mu. Rozklad ekstynkcji w wid-
mie cytochromu utlenionego i zredukowanego przedstawiaja rys. 1 i 2.
Dla poréwnania naniesiono na rysunki te, krzywe obrazujace rozklad
ekstynkcji dla zwierzecego cytochromu ¢ i cytochromu f.

INNE WEASNOSCI CYTOCHROMU Z TH. THIOPARUS

Badany przez nas cytochrom ulega redukcji nie tylko w obecnosci
DTN i HsS, ale réwniez w obecno$ci kwasu askorbinowego. Tiosiarczan
nie redukuje tego cytochromu. Widmo zredukowanego cytochromu nie
zmienia sie¢ po zadzialaniu tlenkiem wegla. Roztwoér utlenionego cyto-
chromu po zadzialaniu NO w warunkach beztlenowych wykazuje widmo
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dwusmugowe o polozeniu smug identycznym z widmem cytochrom c¢—
NO, tzn. 563 i 530 muw.

Przy zastosowaniu powyzej juz opisanej metody dla oznaczania re-
doks-potencjatu cytochromu z Th. thioparus, redukcja tego cytochromu

{5¢

05t

00 Xmy

Rys. 2. Rozklad ekstynkcji w widmach ferrocytochromu s, ferrocytochromu f
i ferrocytochromu c

nie nastepowala w zakresie uchwytnym dla 2,6-dwuchlorofenylo-indo-
fenolu (Eg = + 0,217), natomiast wystepowala w gérnym zakresie bleki-
tu toluidynowego (Eg = + 0,115). Ekstrapolowany normalny potencjat
oksydacyjno-redukcyjny cytochromu z Th. thioparus Wwyznaczono na
Eo = + 0,14 — 0,15 v (dla cyt. ¢ + 0,26, cyt. £ + 0,35 v) (pH = 7).

Omoéwienie wynikéw

Otrzymany z Th. thioparus zwiazek barwny wykazuje tak oczywiste
wiasnoéci charakterystyczne, jak np. widmo w postaci utlenionej i zre-
dukowanej, smuga Soreta itd., iz nie ma watpliwos$ci z okreSleniem go
jako polagczenie hematynowe i to nalezace do typu cytochroméw. Poloze-
nie smug absorpcyjnych i widmo polaczenia tego zwiazku z NO wykazuja
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bardzo daleko idace podobienstwo zaré6wno z cytochromem ¢, jak i z cy-
tochromem f. Niemniej istnieja wyrazne réznice, $wiadczace o tym, ze
badany cytochrom jest zwigzkiem odmiennym od wyzej wymienionych
znanych juz cytochroméw. Dlatego zdecydowaliSmy sie opisaé go jako
nowy cytochrom, nazwany przez nas cytochromem s (od sulphur).

Smuga « cytochromu z Th. thioparus przypada na dtugos$é fali 551 mu,
podczas gdy ta smuga dla cytochromu ¢ z drozdzy i z mieéni zwierzecych
przypada na 550 mu, a dla cytochromu f z chloroplastéw na 555 mu. Smu-
gi Soreta cytochromu s i cyiochromu f pokrywaja sie ze soba, podczas
gdy smuga Soreta dla cytochromu c¢ jest nieco przesunieta w kierunku
fal krotszych. Stosunek wysokosci smugi Soreta postaci zredukowanej
cytochromu, do jego smugi « wynosi dla cytochromu f — 7, dla cytochro-
mu ¢ — 5,1 a dla cytochromu ¢ — 7.

W odroznieniu od cytochromu c¢ cytochrom s nie daje sie wyciagaé
z tkanki bezposrednio roztworem kwasu tréjchlorooctowego lub siarko-
wego, natomiast zostaje ekstrahowany acetonem, ktéry nie wyciaga z ko-
morek cytochromu c¢. Zaznaczyé rowniez nalezy, ze cytochrom f, dajacy
sie ekstrahowaé¢ etanolem zostaje z roztworu etanolowego przez aceton
wytracony. W odroéznieniu od cytochromu ¢, cytochrom s ulega wysole-
niu siarczanem amonowym przy 75—=86%0 nasycenia. Wreszcie w odroz-
nieniu od cytochromu ¢, cytochrom s ulega rozktadowi w kwasnym i za-
sadowym rozezynie.

Szczegblnie wybitng ceche cytochromu s stanowi jego samoutlenial-
no$¢, ktérej nie wykazuja przy tym zakresie pH zaréwno cytochrom c,
jak i cytochrom f. Potencjal oksydacyjno-redukeyiny cytochromu s =
= +0,14v jest wyraznie nizszy od tego potencjalu cytochromu c
(+ 0,26 v) i cytochromu f (‘+ 0,35 v).

Po przeprowadzeniu ekstrakeji cytochromu s, z komérek Th. thioparus
W sposéb powyzej opisany, pozostalo$é poekstrakeyjna nie wykazuje juz
widma tego zwiazku, co $wiadczy o tym, ze ekstrakcja zostaje przepro-
wadzona calkowicie, lub co najmniej w znacznym stopniu. Gdyby mozna
bylo oznaczyé molarne stezenie cytochromu s w znanej objetosci wycia-
gu, wowczas mozliwe byloby okreslenie jego stezenia w komérkach bak-
teryjnych. Zadanie to mozna rozwiazaé opierajac sie na*dopuszczalnych
zalozeniach. Wiadomo, ze ekstynkcja molarna smug « cytochromu c i cy-
tochromu f posiada te samg wartos¢, z czego wynika, ze wartoéé ekstynkeji
nie zalezy dla tego typu polaczen od komponenty bialkowej, ale od obec-
nosci odpowiednio zwigzanej zelazoporfiryny. Poniewaz cytochrom s wy-
kazuje wielkie podobienstwo zaré6wno do cytochromu ¢, jak i do cytochro-
mu f, w pelni uzasadnione bedzie przypuszczenie, ze warto$é ekstynkeji
molarnej smugi « tego cytochromu bedzie identyczna z analogicznymi
wartosciami dla cytochroméw c i f (28, 2 X 103). Oczywiécie musimy jed-
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nak przyjaé, ze w przypadku cytochromu s tylko jedna zelazoporfiryna
przypada w nim na jedna czasteczke bialka.

Opierajac sie na powyzszych zalozeniach obliczyliSmy na podstawie
pomiaréw ekstynkcji, ze z 1222 mg suchej masy bakterii wyekstrahowano
2,6 < 101 mola cytochromu s. W jednej z poprzednich prac [6] obliczy-
liSmy, ze sucha masa jednej komérki Th. thioparus wynosi 0,15 X 109 mg,
a zatem w 1222 mg znajduje sie 81 X 10" komoérek. Zawartos¢ cytochro-
mu s w jednej komérce winna wynosi¢ 19 000 czasteczek.

Autorzy dziekuja kierownictwu Ekspertyz Sadowych w Krakowie
i jego pracownikowi mgrMarkiewiczowi za umozliwienie przepro-
wadzenia oznaczen na spektrofotometrze ,,Uvispec”.

Streszczenie

Przedstawiono sposo6b otrzymywania cytochromu z Thiobacillus thio-
parus. Stwierdzono, ze cytochrom wyizolowany z Th. thioparus. i w od-
powiedni sposob oczyszczony wykazuje pewne wspolne cechy z cytochro-
mami ¢ i f, jest jednak od nich zasadniczo odmienny. Dla nowego rodzaju
cytochromu zaproponowano nazwe cytochrom s. Badajac wlasnosci spek-
tralne stwierdzono, ze polozenie smugi alfa ferrocytochromu s zblizone
jest do polozenia smugi « ferrocytochromu c, natomiast stosunek ekstynk-
cji smugi « do ekstynkcji smugi Soreta jest dla cytochromu s identyczny
jak dla cytochromu f. Potencjal oksydacyjno-redukcyjny cytochromu s
rézni sie od potencjaléw redoksy zaréwno cytochromu c jak i cytochro-
mu f.
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BUOXUMMA ABTOTPOITHBIX CEPHBIX BAKTEPUM; III. HUTOXPOM
B THIOBACILLUS THIOPARUS

Pezwwme

IIpexacraBien crnocob nosyyenusa uuroxpoma us Thiobacillus thioparus.
O0HapyzKeHO, 4TO LMTOXPOM, BbineneHHbli u3 Th. thioparus u coOTBET-
CTBEHHBIM 00pa30M OYMILEHHBIA IPOABJIAET HEKOTOpPble obliMe cBOJCTBa
¢ uuroxpomMamyu ¢ ¥ f, OTIIMYASACh OJHAKOXKE OT HMX KOPEHHBIM 00pa3oM.
JlJ1sT HOBro poja LMTOXPOMa IIPEJIOKEHO HOBOE Ha3BaHMEe — LMTOXPOM S.
IIpu M3y4YeHMM CreKTpaJIbHBIX CBOMCTB ODHaApy»KeHO, YTO IIOJIOXKEHMue I10-
JIOCHI asibha heppouuTOXpoMa S NMPUOIMIKAETCA K IOJIOXKEHMIO ITOJIOCHI
deppounTOXpoMa €, TOrAQl KakK COOTHOLIEHME MCHEe3HOBEHMA IT0JIOCHI (t
K MCYEe3HOBEHMIO Iojiockl Copera AJA HMTOXpOMa S aHAJOTUYHO C I0JI0XKe-
HyeMm uuroxpoma f. OKMCIAMTEJIEHO BOCCTAHOBUTEJBHBIN MOTEHUMAJ LUTO-
XpoMa § OTJIMYaeTcd OT NOTEHUMAJIa BOCTAHOBJIEHMA KakK JJA LUTOXPO-
Ma ¢, TaK M JUIA quTOoXpoMma f.

BIOCHEMISTRY OF AUTOTROPHIC SULPHURIC BACTERIA
Summary

This work describes the method of obtaining cytochrome from Thio-
bacillus thioparus. It was ascertained that cytochrome isolated from Th.
thioparus and properly purified has certain features equally common to
cytochromes ¢ and f, yet, it essentially differs from them. For the new
kind of cytochrome, the name of cytochrome s is proposed. The inve-
stigation into spectral properties showed that the position of the alpha
band of ferrocytochrome s is similar to the position of the alpha band
of ferrocytochrome ¢, while the relation between the extinction of the
Sorets band and the extinction of the « band is identical in cyto-
chrome s and cytochrome f. The oxidation-reduction potential of cyto-
chrome s differs from the redox potentials of both cytochrome ¢ and cy-
tochrome f.

Otrzymano 21.1.1956
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A. NAREBSKA I W. MACKOWSKI

WYMIANA JONOW SODOWYCH, POTASOWYCH
I WAPNIOWYCH NA WOFATYCIE P W ROZTWORACH
ZBLIZONYCH SKEADEM JONOWYM DO SOKOW
TRAWIENNYCH CZLOWIEKA

Z Zahtadu Chemii Fizycznej Uniwersytetu M. Kopernika w Toruniu
Kierownik Zaktadu: prof. dr A. Basirishi

Reakcje wymiany przebiegajace pomiedzy wymieniaczem a jonami
roztworu zaleza od wlasnosci wymieniacza i rodzaju jonéw wymie-
nianych,

Na wiasnoSci wymieniacza wplywa charakter grup funkcyjnych, licz-
ba tych grup na jednostke masy lub objetosci, stopien usieciowania prze-
strzennego, zwigzana z tym sklonno$¢ do pecznienia i inne. Zdolno§¢ wy-
mienna jonitu, bedaca cecha podstawowa i najbardziej charakterystycz-
na, jest funkcja wymienionych wlasnosci i stezenia roztworu, z ktorym
wymieniacz reaguje. )

Z roztworu wodnego o malym stezeniu jondéw izowartoSciowych, wy-
mieniacz nie posiadajacy wlasnosci selektywnych w stosunku do zadne-
go z wystepujacych jonoéw zaadsorbuje!) przede wszystkim jony o naj-
wiekszym promieniu. W tych samych warunkach, z roztworu zawieraja-
cego jony o zblizonych promieniach i réznych wartosciowo$ciach, wymie-
niacz nie posiadajacy wlasnosci selektywnych zaadsorbuje przede wszyst-
kim jony o najwyzszej warto$ciowosci [7]. Zalezno$ci te Jenny i Gie-
droic tlumacza réznicami w stopniu hydratacji jonéw, a Gregor,
Boyd i inni réznicami we wspélczynnikach aktywnosci jonow w fazie
jonitu [1, 3, 4, 5].

Im silniejsze jest pole elektrostatyczne jonu tym silniej wiaza go prze-
ciwnie naladowane jony wymieniacza. Réwnocze$nie jednakze jony o ma-
lych promieniach i silnych polach ulegaja hydratacji w znacznie wiek-
szym stopniu niz jony o duzych promieniach i stabych polach. Wynika
stad, ze zdolno$¢ reagowania z wymieniaczem jest zalezna nie od promie-

! Przez okreSlenie ,adsorpcja” nalezy rozumie¢ adsorpcje jonowymienna.
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nia rzeczywistego jonu, a od promienia jonu uwodnionego, tzw. hydro-
dynamicznego, przy czym zaleznos¢ jest tego rodzaju, ze im wiekszy
promien hydrodynamiczny tym mniejsza ,energia wejscia jonéw do jo-
nitu” ?). Podanag teorie wydaja sie potwierdza¢ badania Giedroica
nad zalezno$cia ,,energii wejscia jonéw do jonitu” od ciezaru atomowego
jonéw [3] i badania Jenny nad zaleznoscia ,.energii wejscia” od hy-
drodynamicznego promienia jonu [5].

Wedlug interpretacji Gregora i Boyda wplyw na réznice
w ,energii wejScia jonéw do jonitu” posiadaja wspoélczynniki aktywno-
Sci jonow w fazie jonitu. Teorii tej poswigca sie ciagle jeszcze wiele prac,
a ostatnio znalazla ona powiazanie z teoria Debye’a — Hiickela.

Z roznic we wlasnosciach jonéw i z podanych zaleznosci wynika, ze
z roztworu ekwimolarnego trzech jonéw Na°, K* i Ca™, ktérych promie-
nie wynoszg (7):

promien jonu promien jonu

nieuwodnionego uwodnionego
Na® 0,98 A 1.9:A
e 1,33 A 53 A
Ca™ 1,17 A 9.6 A

wymieniacz zaadsorbuje najwiecej jonéw wapniowych, mniej potaso-
wych i najmniej sodowych. Co wiecej, jak wskazuja pomiary, z roztworu
zawierajgcego jony sodowe i wapniowe w stosunku 10:1 wymieniacz
zaadsorbuje je w stosunku, w przyblizeniu, 2 : 1, co oznacza, ze wymiana
jest przesunieta na korzys$¢ jonow wapniowych nawet wtedy, gdy wy-
stepuja w niewielkim stezeniu w stosunku do stezenia jonow sodowych.
W podobny sposéb, chociaz w mniejszym stopniu, wymiana przesunieta
jest na korzy$¢ jonow potasowych w stosunku do sodowych.

Istnieja jednak przypadki, w ktérych zalezy na tym azeby usuna¢
z roztworu jak najwiecej jonow sodowych i nie zmieni¢, lub jak najmniej
zmieni¢ stezenie jonow potasowych i wapniowych. Zachodzi to np przy
leczeniu obrzekéw za pomocg wymieniaczy jonowych. I mimo, ze usu-
wanie jonéw sodowych bez zmniejszania stezen jonéw potasowych i wap-
niowych wydaje sie bardzo trudne, korzystne wtasnosci jonitow takie jak:

? Termin ten, chociaz do$¢ popularny w publikacjach poswieconych jonitom, nie
jest ogdlnie przyjety. W literaturze angielskiej spotyka sie czesto okreslenia: ,the
exchange potential”, lub ,ionc exchange affinity”, (przy czym Boyd uwaza, ze
powinowactwo to moze by¢ mierzone swobodng energia tworzenia — AF), a w je-
zyku rosyjskim: ,ionoobmiennoje srodstwo”, ,obmiennyj potencjal”, albo ,0tno-
sitielnaja eniergia obmiena”. W jezyku polskim w tej chwili wydaje sie by¢ przy-
jetym termin ,energia wymienna”, chociaz budzi on powazne zastrzezenia.
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nierozpuszczalnosé, trwalos¢, nietoksycznosé, sklonily wielu badaczy do
podjecia préb rozwiazania tego zagadnienia.

Mniej wiecej przed pieciu laty wprowadzono wymieniacze jonowe do
spisu lekow jako $érodki stosowane przy nadkwasocie zoladka, wrzodach
dwunastnicy i ostatnio przy leczeniu obrzekéw spowodowanych niewy-
dolncscig krazenia. Powodem wystepowania obrzekéw jest miedzy inny-
mi nadmierne zatrzymywanie jonéw sodowych w organizmie [9]. Ujmu-
~ jac zagadnienie z punktu widzenia fizyko-chemii mozna przypuszczaé, ze
wzrost stezenia elektrolitow w plynach tkankowych pozanaczyniowych,
w ktérych gromadza sie jony sodowe, powoduje wzrost ci$nienia onko-
tycznego osocza skutkiem przesaczania si¢ plynéw osocza do tkanek.
W efekcie ostatecznym daje to puchline, ktéora u oséb ciezko chorych mo-
ze siega¢ do kilkunastu procent wagi ciata. Jest zrozumiale, ze podany
obraz powstawania puchliny jest ogromnie uproszczony.

Poniewaz powodem bezposrednim wystepowania puchliny jest jon so-
dowy, zatem pierwsze rozwigzanie, jakie samorzutnie nasunelo sie leka-
rzom to — dieta bezsolna. Lecz zaburzenia chorobowe prowadzace do
obrzekéw maja z reguly charakter przewlekly i rygorystyczne stosowanie
diety bezsolnej w ciagu lat jest praktycznie niewykonalne, Wéréd rézno-
rodnych lekéw, jakie z wiekszym lub mniejszym powodzeniem stosowa-
no i stosuje sie nadal w leczeniu obrzekow, jako ostatnie pojawily sie wy-
mieniacze jonowe. Daly one dobre rezultaty, lecz stosowanie ich budzi pe-
wne zastrzezenia. Chodzi o 1o, ze procz jonéw sodowych, ktére w sckach
trawiennych zawarte sa w stezeniu $rednio 140 mval/l, wystepuja jeszcze
jony potasowe 5 mval/l, wapniowe 5 mval/l, magnezowe, zelazowe, mie-
dziowe, cynkowe i aminokwasy w ilosciach mniejszych. Wszystkie te
substancje wiazane sg przez wymieniacz i razem z jonami sodowymi
opuszczaja organizm [2]. O ile usuwanie jonéw sodowych jest pozadane,
o tyle usuwanie pozostalych jonéw i zwiazkéw jest szkodliwe. Co do jo-
néw magnezowych, zelazowych, cynkowych i miedziowych wiadomosci
sa niepewne, a raczej niesprawdzone, natomiast wiadome jest, ze nad-
mierne usuwanie jonéw potasowych, ktore w konsekwencji moze dopro-
wadzi¢ do objawdow niedoboru potasu, wywoluje stany apatii, ostabienia
mieéni i arytmii serca. Niedoboér jonéw wapniowych spowodowany sta-
lym usuwaniem przez wymieniacz, moze sta¢ sie powodem objawow te-
zyczki i odwapnienia ukladu kostnego.

.Powstaje wiec problem jak przygotowa¢ i w jakiej formie podawaé
wymieniacze jonowe, azeby speini¢ warunek zasadniczy: usuna¢ jony
sodowe i nie zmieni¢ stezenia jonéw potasowych i wapniowych, aby przy
jak najwiekszym oddzialywaniu korzystnym dzialanie szkodliwe bylo
jak najmniejsze.

Prébom rozwiazania tego zagadnienia poSwiecona jest niniejsza prace.
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Czes¢ doswiadczalna

1. CHARAKTERYSTYKA UKEADOW WYMIENNYCH

Poniewaz prototypem ukladéw badanych jest przewod pokarmowy
czlowieka nie tylko rodzaj, ale i stezenie jonow jest Scisle okreslone. Soki
trawienne rozcienczone treScia pokarmowg zawieraja:

NaCl — okolo 5 g/l albo — 85,5 mval/l.
KCl — , 07¢g1 , — 94 mvall
CaClpo— ,, 04 g1 , — 172 mval/l

Kwasowo$¢ sokéw trawiennych posiada rézng wartos¢ w roéznych od-
cinkach przewodu pokarmowego. pH soku zolgdkowego waha sie w gra-
nicach 1,8—2,2, podczas gdy sok jelitowy jest stabo alkaliczny. Zmianom
pH od 1,8 do 8,0 odpowiadaja zmiany stezenia jonéw wodorowych od
1,58 - 10-2 gj/1 do 10-® gj/l, co w przeliczeniu na kwas solny wynosi 0,57 g/l
przy pH 1,8 i 3,6 - 10" g/1 przy pH 8,0. Nie ulega watpliwosci, Ze jony wo-
dorowe, wystepujace w takich stezeniach jak w soku zotadkowym, biora
udzial w reakcji wymiany i wywieraja wplyw na stan rownowagi. Z dru-
giej strony zdolno$¢ wymienna wymieniaczy jonowych zalezy od warto-
Sci pH roztworu. Wobec tak wyraznego wplywu w badaniach nalezalo
uwzgledni¢ wplyw pH na réwnowagi wymienne. Bylo to tym bardziej
konieczne, ze wprowadzany wymieniacz wystepuje w formie kwasowej
i podczas wymiany wysyla jony wodorowe do roztworu, zmieniajac ste-
zenie wystepujacych tam jonéw.

2. CHARAKTERYSTYKA STOSOWANYCH WYMIENIACZY JONOWYCH

Wymieniacze kationowe posiadaja nastepujgce grupy kwasowe wbudo-
wane w makroczasteczke wymieniacza:

(—S03)-H*; (—CH»S03)'H*; (—CO0)'H*; (—CH2COO)'H*; (—O)'H*;
(—S)H*; (—CH2S)"H" i inne.

Kationity, w ktérych wystepuja grupy sulfonowe (—SO3)"H" i metyleno-
sulfonowe (—CH2SO3)"H* maja charakter silnie kwasowy, a wiec zdolne
sg do wymiany w silnie kwasnym $rodowisku zolgdka. Kationity o gru-
pach karboksylowych (—COO)H* jako stabo kwasowe wymieniaja tylko
w roztworach obojetnych i alkalicznych, wobec czego zakres ich dzialania
ograniczony jest do jelit. Niektorzy autorzy twierdza, [10] ze reakcja:

COOH

COONa
Kt -+ NaCl =Kt + HCl 1)

http://rcin.org.pl



15]) WYMIANA JONOW SODOWYCH, POTASOWYCH I WAPNIOWYCH 275

w praktyce nigdy nie zachodzi ze wzgledu na wydzielanie si¢ mocnego
kwasu, ktéry cofa dysocjacje grupy kwasowej kationitu. Bardziej praw-
dopodobne wydaje sie jednak, ze reakcja ta zachodzi z malg wydajnoscig.
Kationitom z grupami fenolowymi (—O)H* poswiecono dotychczas
stosunkowo niewiele prac, wiadome jest tylko, ze grupy (O)"H" wymie-
niaja w Srodowiskach alkalicznych.

Grupy kwasowe (—COO)H* wykazujg szczegélnie duze powinowac-
two do jonéw Ca** i Mg"™ [6], co wywolane jest tworzeniem sie komplek-
sow stabo dysocjujacych, lub zwigzkéw o matlej rozpuszczalnosci. Stad,
przy zastosowaniu wymieniaczy z grupami karboksylowymi, byloby
szczegoblnie trudno zmniejszy¢ straty wapnia. Zaletg karboksylowych wy-
mieniaczy jonowych w stosunku do sulfonowych jest ich dwukrotnie, lub
trzykrotnie wigksza zdolno$¢ wymienna; prawdopodobnie dlatego tez by-
ty one i sa stosowane.

Précz rodzaju pozostaje jeszcze zagadnienie doboru formy wymienia-
czy. Niektorzy lekarze klinicysci [2] zalecaja stosowanie wymieniaczy tyl-
ko w formie amonowej, lub zawierajacych do 80°% formy amonowej. Wy-
woluje to pewne zastrzezenia. Przede wszystkim w wyniku reakcji wy-
miany pomiedzy wymieniaczem a jonami wodorowymi kwasnego soku
zoladkowego wydziela sie chlorek amonowy i to w tym wiekszych ilosciach
im wiegksza jest zdolno$§¢ wymienna jonitu i im wieksza dawka dobowa.
Np. przy zastosowaniu wymieniacza o zdolno$ci wymiennej 5 mval/g
w ilosci 50 g dziennie moze sie wydzieli¢ do 13 g NH4Cl. Tymczasem we-
diug J. Roguskiego [8]: ,Do powstawania kwasicy doprowadzi¢ mo-
ze stosowanie w nadmiernej ilosci chlorku amonowego. Umiarkowane
dawkowanie chlorku amonowego (do 3 g na dobe) rzadko sprowadza kwa-
sice, dawki wieksze natomiast wywolujg kwasice...”

Z poréwnania ,.energii wej$cia jonéw do jonitu‘ podanych przez Gie-
droica [3] wynika, Ze jon amonowy posiada ,,energie wejscia‘“ mniejsza
od jonéw wapniowych i potasowych, ale wieksza od jonéw sodowych:

Ca >K >NH, > Na (2)
10,2 > 6,8 > 6,5 >4,5 (3)

Z tego powodu bezposrednia wymiana jonu amonowego na sodowy
w mys$l reakeji:

NH

1 Na
Kt +NaSKt +NH, @)

jest wysoce utrudniona i przebiega z bardzo mala wydajnoscig, natomiast
moze przebiegaé w dwoch etapach:
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NH

H
Kt ‘4+H <Kt +NH, (5)

H Na

Kt: - Na =Kt +H (6)

Jezeli reakcja [5] zajdzie do konca, otrzymujemy kationit w formie wo-
dorowej i nadmierne ilosci chlorku amonowego; jezeli za§ zajdzie cze-
Sciowo — umiarkowane ilosci chlorku amonowego, ale przy tym cze$é ka-
tionitu w formie nieprzydatnej do usuwania jonow sodowych.

Tak wiec jest niepozadane stosowanie wymieniaczy tylko w formie
amonowej, natomiast wskazane stosowanie wymieniaczy z pewnga iloScig
jonéw amonowych, a mianowicie taka, ktéra dawalaby w wyniku wy-
miany do 3 g NH4Cl na dobe.

Ze wzgledu na charakter i dostepno$¢ wybraliSmy do pomiaréw wo-
fatyt P — Kkationit dwufunkcyjny posiadajacy wediug Houwinka
grupy (—SOg)'H" i (—O)H*, a wedlug Stacha’ grupy (—SO3)H*
i (—COO)H*. Bardziej prawdopodobne wydaje sie jednak, ze wofatyt P
jest kationitem fenoloformaldehydowym i zawiera grupy sulfonowe i fe-
nolowe. Catkowita zdolno$¢ wymienna wynosi 2,8 mval/g, a w $rodo-
wiskach kwasnych 1,4 mval/g. Do pomiaréw wofatyt P przygotowano
w formie wodorowej.

3. METODYKA PRACY
a. Opis metody

Najczesciej stosowana metoda pracy z wymieniaczami jonowymi jest
metoda dynamiczna polegajaca na stalym przeplywie roztworu badanego
przez zloze wymieniacza i oznaczaniu zmian w eluacie odbieranym por-
cjami. Jednak ze wzgledu na to, ze czas pozostawania wymieniacza w tym
samym roztworze w warunkach ustroju irwa okolo dwunastu godzin, wy-
daje sie¢ bardziej stuszne przeprowadzenie pomiaréw metoda statyczna.
W metodzie tej roztwér pozostawia sie z wymieniaczem na przeciag kilku
godzin i calo$¢ wytrzasa celem ulatwienia wymiany.

W pracy niniejszej przeprowadzono pomiary metoda statyczna, wy-
trzgsajac probke wymieniacza z roztworem przez dwie godziny. Pomiary
wykonano w $rodowiskach o pH 2, 3 i 6, za kazdym razem oznaczajsc
ilosciowe zmiany stezen wystepujacych jondéw. Wartos¢é pH oznaczano
na potencjometrze produkcji polskiej typu ,,2b”, a stezenia jonow sodo-
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wych, potasowych i wapniowych na fotometrze plomieniowym produkcp
N. R. D. typu Zeiss model III.

b. Przygotowanie wymieniacza i roztworow

Wofatyt P przed zregenerowaniem poddano analizie sitowej; do po-
miaréw wybrano ziarna o $rednicy 0,5 <2r<<1,5 mm. Wymieniacz na
przeciag 50 godzin pozostawiono w wodzie destylowanej aby napecznial.
Odsaczony wymieniacz poddano dzialaniu 3n HCIL Do regeneracji uzywa-
ny jest zazwyczaj 1n HCI, chodzilo nam jednak o uwolnienie wymienia-
cza od jonéw zelazowych, ktére sa dosy¢ czestym zanieczyszczeniem jo-
nitéw produkowanych na skale techniczng. Regeneracje przeprowadzano
metoda statyczna w warunkach podobnych jak pomiary. Flaszke z wy-
mieniaczem 1 kwasem wytrzasano na wytrzasarce laboratoryjnej, kwas
wielokrotnie zmieniano. Po odmyciu wofatytu od zelaza wymieniacz plu-
kano woda destylowang do zaniku reakcji na chlorki. Otrzymany w ten
spos6b wymieniacz w formie wodorowej suszono w temperaturze 30°C.

W celu ulatwienia sobie przygotowania roztworéw o malych steze-
niach i zmiennych warto$ciach pH przygotowano z odezynnikéw chemicz-
nie czystych roztwory podstawowe zawierajace:

oo NaCLk ;o 200 @ho | BiCRCTE v BER0
9. KOl ... 98gl & HCl ...0ln

Z roztworéw podstawowych przygotowano roztwory robocze o réznych
wartoéciach pH, pobierajac odpowiednie iloéci roztworéw podstawowych
i rozcienczajac do 2000 ml. Roztwory robocze zawieraty:

1. NaCl... 5l KCl ... 07 g/l CaCls . . . 0,4 g/l

Po przygotowaniu roztwér poddawano fotometrycznej analizie ilo$ciowe]
dla ustalenia stezenia poczatkowego kationu i mierzono pH roztworu.

c¢. Wykonanie pomiaréw

4 g uprzednio przygotowanego wofatytu P zadawano 100 m] roztworu
i umieszezano we flaszce na wytrzasarce laboratoryjnej na przeciag
60 min. Po uplywie tego czasu roztwér po zdekantowaniu oddzielano,
wymieniacz jeszcze raz zadawano 100 ml roztworu i jak poprzednio, wy-
trzgsano w ciggu 60 min. Roztwory mieszano i poddawano analizie ilo~
$ciowej. Roéznica stezen roztworu poczatkowego i koncowego byla miara
adsorpcji, a réznica pH miara zmian stezenia jonéw wodorowych. We
wszystkich pomiarach stosowano te same warunki,
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Dwukrotne zadawanie jonitu roztworem stosowano z tego powedu, ze
w warunkach statycznych, ze wzgledu na stan rownowagi pomiedzy roz-
tworem a wymieniaczem, reakcja nie zachodzi do konca i zdolnos¢ wy-
mienna po drugim wytrzasaniu wzrasta blisko o polowe tej, jaka znale-
ziono po pierwszym.

Wystgpilo to bardzo wyraznie przy oznaczaniu zdolnosci wymiennej
wofatytu P.

Zdolno$¢ wymienna po pierwszym wytrzasaniu . . . . 2 mval/g
po drugim wytrzasaniu . e () B e val/ o
razem 2,8 mval/g

(zdolno$¢ wymienng oznaczano w 0,1 n NaOH)

Wyniki pomiaréw zestawiono w tablicach, poszczegoélne rubryki ozna-
czaja:
Tablica 1
rubryka 2,3 — pH
rubryka 4,5 — stezenie jonéw wodorowych w mval/l obliczone na pod-

stawie pH

rubryka 6 — réznica stezen jonéw wodorowych w mval/l przed i po
adsorpcji

rubryka 7,8 — stezenie jonéw Na w mval/l przed i po adsorpcji.

rubryka 9 — roéznica stezen jonéw sodowych w mval/l przed i po
adsorpcji

rubryka 10 — ubytek stezenia jonéw sodowych w procentach obliczony

\ w stosunku do stezenia w roztworze wyjsciowym (ste-

zenie w roztw. wyjsé. = 100%bo)

rubryka 11 — wykorzystanie zdolno$ci wymiennej kationitu w pro-
centach (ilo§¢ g wymieniacza uzytego do

Tablica 5 pomiaréw X zdolno$é wymienna = 100%0)

rubryka 7 — stezenie jonéw Na' na kationicie przed wymiang. Jonit

przygotowany do pomiaréw obsadzony byl jonami so-
dowymi. Réznica stezen roztworu NaCl, z ktérym rea-
gowal wymieniacz przed i po adsorpcji, jest réwna ste-
zeniu jonow sodowych na wymieniaczu.
Rubryki pozostale maja znaczenie podobne.
Uwaga! Nalezy pamigta¢, ze do pomiaréw brano 200G ml roztworu
i wyniki adsorpcji przeliczano na mval/l.
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Pomiary

Celem wyrobienia sobie pogladu na iloSciowe zmiany stezen poszcze-

goélnych jonéw, pomiary rozpoczeto od badania réwnowag w ukladach
prostych:

Kt® + H'+4Na,
B L H R,
Kt* + H + Ca’,

Wyniki pomiaréw zestawiono w tablicach i kazda z nich oméwiona jest
kolejno.

Pomiary iloSciowe zestawione w tablicy pierwszej wskazuja na to, ze
zgodnie z przewidywaniami, wofatyt P posiadajacy grupy sulfonowe wy-
mienia jony wodorowe z powierzchni na jony sodowe z roztworu w roz-
tworze kwasnym przy pH 1,8:

K% + Na' < Ko™ | H' (M

Wraz ze wzrostem pH roztworu rosnie stopien wymiany 3) i stopien wy-
korzystania zdolno$ci wymiennej kationitu. Wyjasnienia tych zaleznosci
nalezy szuka¢ we wzro$cie stopnia dysocjacji grup funkcyjnych wymie-
niacza kationowego i w przesuwaniu si¢ rownowagi wymiany w kierunku
adsorpcji jonow sodowych wobec zmniejszajacego sie stezenia jonéw wo-
dorowych w roztworze. -

Kt%0%8 o gr%%" L H' (8)
Kt®%°" ° Na' = Ktt00N« (9)

Obydwie reakcje wskazuja na to, ze zmniejszenie stezenia H' i wzrost
Kt “°°" sprzyja powstawaniu Kt “°°™

Na skutek wymiany wzrasta wyraznie zakwaszenie roztworu i pH ob-
niza sie do 1,5. Zwraca uwage réznica w stezeniu jonéw desorbowanych
do roztworu i adsorbowanych na powierzchnie wymieniacza. Gdyby re-
akcji nie towarzyszyly zjawiska uboczne stezenia te powinny byé réwne
scbie. Poniewaz we wszystkich przypadkach stezenie jonow adsorbowa-
nych przekracza stezenie jonéw desorbowanych mozna przypuszczac, ze
adsorpcji wymiennej towarzyszy adsorpcja fizyczna.

3 Przez stopien wymiany nalezy rozumieé stosunek ilo$ci jonéw zaadsorbowanych
na wymieniaczu do catkowitej iloSci jonéw w roztworze wyjSciowym.
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282 A. NAREBSKA, W. MACKOWSKI [12}

Te same wnioski nasuwa przeglad wynikow wymiany jonow potaso-
wych. Stopien wymiany i stopien wykorzystania zdolnosci wymiennej ro-
sna ze wzrostem pH. Wzrasta stezenie jonow wodorowych po wymianie,
a kationit wykazuje wiasnosci wymieniacza i adsorbenta wigzac wieksze
ilo$ci joné6w na powierzchni niz wymienia do roztworu.

Nie mozna poréwnywac wartosci bezwzglednych stopnia wymiany jo-
néw sodowych i potasowych poniewaz stezenie wyjsciowe jonoéw sodo-
wych jest w przyblizeniu siedmiokrotnie wigksze niz potasowych. Miedzy
innymi z tego powodu stopien wymiany jonoéw potasowych — 0,84 jest
znacznie wigkszy niz jonéw sodowych — 0, 23. Natomiast mozna w pierw-
szym przyblizeniu poré6wnywaé¢ wartosci stopni wymiany jonéw potaso-
wych i wapniowych ze wzgledu na to, ze ich stezenia wyjsciowe nie sa
zbyt rézne: 0,00932 grown/l K* i 0,00757 grown/l Ca*. Stopien wymiany
jonoéw wapniowych réwny 0,98 jest nieco wigkszy niz potasowych — 0,84,
dzigki czemu przy mniejszym stezeniu jonéw wapniowych w roztworze
otrzymujemy ten sam stopien wykorzystania powierzchni.

Tablica 4 zawiera zestawienie wynik6w wymiany jonéw sodowych,

potasowych i wapniowych z ich roztworu wspdélnego, zblizonego skladem
do tego, jaki istnieje w przewodzie pokarmowym czlowieka. Mimo, ze
analiza iloSciowa roztworow poreakcyjnych wjkazala najwiekszy ubytek
jonéw sodowych, mniejszy wapniowych, najmniejszy potasowych, wy-
niki sg niezadowalajace.

1

Rodzaj ‘ Stezenie w roztworze Ubytek stezenia | Stopien
jonu | wyjsciowym spowodowany adsorpcja | wymiany
Na’ 84,35 mval/l 11,36 mval/l 0,13
K 10,46 mval/l 2,52 mval/l 0,24
Ca” 8,4 mval/l 6,26 mval/l 0,76

Stopnie wymiany, wyliczone z przytoczonych pomiaréw sa stosunko-
wo niskie, co zwiazane jest z tym, ze w $rodowiskach kwasnych wymiana
jest utrudniona i wofatyt P jest wymieniaczem o matej zdolnosci wy-
miennej. W S$rodowiskach obojetnych i przy zastosowaniu wymieniaczy
o zdolno$ci wymiennej 5, 8, 10 mval/g odpowiédnio wzrasta stezenie jo-
néw adsorbowanych.

Z tablicy wynika, ze jony wapniowe wykazuja najwiekszy stopien
wymiany:

SWna:SWk : SWea =0,13:0,24:0,74 =1:1,8:5,6 (10)
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SW — stopien wymiany.
Przy stosunku stezen wyjsciowych:

[Na] « ] [Ca]=10:21,2 - 1, (11).

w ktorych stezenie jonoéw sodowych dziesigciokrotnie przewyzsza steze-
nie jonéw wapniowych, stopien wymiany jonéw wapniowych jest 5,6 ra-
zy wigkszy niz jonéw sodowych. Jak wida¢, usuwanie jonoéw sodowych
drogag wymiany jonowej bez zmiany stezenia jonéw wapniowych, jest
bardzo trudne do urzeczywistnienia.

Ten sam wniosek nasuwa poréwnanie stezen w roztworach wyjscio-
wych i na wymieniaczu:

[Na]:[K]:Ca]=10:1,2:1
[Na] :[K]:[Ca]’=4,5:1:2,5 (12)y

Przy dziesieciokrotnie wigkszym stezeniu jonéw sodowych w roztworze,
stezenie ich na powierzchni tylko dwukrotnie przewyzsza stezenie jonow
wapniowych.

Nieco prostsze wydaje sie rozwiazanie zagadnienia potasu. Rozumo-
wanie przytoczone powyzej doprowadza do wniosku, ze przy o$miokrot-
nie mniejszym stezeniu jonéw potasowych w roztworze:

1) ich stopien wymiany jest 1,6 razy wiekszy niz jonéw sodowych,

* 2) stezenie na wymieniaczu jest 4,5 razy mniejsze niz jonéw sodowych.

Ciekawe wnioski nasuwa poréwnanie tablic 1, 2, 3 z 4-3.

Rodzaj Ubytek stezenia jonu. !Ubylek stezenia jonu z roz-
jonu z roztworu pojedynczego |tworu wspélnego Na, K, Ca
Na’ 22,89, 13,4%
K 84,59, 24,09%,
Ca 98,6% 74,49,

Poréwnanie stosunku stezen jonéw zaadsorbowanych z roztworéw poje--
dyneczych i z roztworu wspélnego;

roztwory pojedyncze — 22,8:84,5:98,6 =1:3,7:4,3 13y
roztwoér wspoélny — 13,4:241:745=1:1,8:5,56 (14)
wskazuje na to, ze w roztworze wspolnym trzech omawianych jonéow
wzrasta stezenie zaadsorbowanych jonéw wapniowych w stosunku do
stezenia jonéw sodowych i ze zachodzi to kosztem jonoéw potasowych.
Stopien wymiany jonéw potasowych maleje przeszlo trzykrotnie.
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Pozostale wnioski z tabl. 4 sa podobne do tych, jakie podano przy
omoéwieniu tabl. 1, 2, 3. Na skutek wymiany obniza sie pH roztworu osia-
gajac warto$¢ 1,55. Wraz ze wzrostem pH roztworéw wyjsciowych rosnie
stopien wymiany poszczegélnych jonéw i stopien wykorzystania po-
wierzchni wymieniacza. Wreszcie, tak jak poprzednio, stezenie jondéw
adsorbowanych przekracza stezenie jonéw desorbowanych.

Kontynuujac badania nalezalo sprawdzi¢, czy jony juz zaadsorbowane
na wymieniaczu moga wymienia¢ sie na jony pozostale w roztworze
1 jezeli tak, to w jakich ilo$ciach. Bylo to konieczne z tego wzgledu, ze na
skutek wielogodzinnego przebywania wymieniacza w przewodzie pokar-
mowym, pierwotna réwnowaga ustalajaca sie dosy¢ szybko moze ulegaé
zmianom podczas wedrowki wymieniacza przez dalsze cze$ci przewodu
pokarmowego. Z drugiej strony pomiary takie powinny sprzyja¢ rozwia-
Zaniu zagadnienia.

Przygotowany do pomiaréw wymieniacz zawieral 11,9 mval jonow
wodorowych i 16,1 mval jonéw sodowych. W roztworze wy jSciowym ste-
zenie jondw wodorowych wynosito 7,88 mval/l. Procz tego roztwor przed
wymiang zawiera! jony potasowe i wapniowe i nie zawieral jonéw sodo-
wych. Nalezato przypuszczaé¢, ze w tych warunkach wymiana zajdzie kosz-
tem desorpeji jonéw sodowych. I rzeczywiscie, w $rodowisku kwasnym,
przy pH 2,1 desorbowane sg tylko jony sodowe a adsorbowane jony po-
tasowe, wapniowe i w niewielkich ilosciach wodorowe. Wraz ze wzrostem
pH roztworéw wyjsciowych maleje stezenie desorbowanych jonéw sodo-
wych, a wzrasta jonéw wodorowych. Po dwu godzinach stezenie jonow
sodowych na wymieniaczu osiaga warto$¢ bliska temu, jakie istnieje
w warunkach wymiany podanych w tabl. 4.

Wymieniacz obsadzony jest jonami potasowymi w stezeniu 7,36 mval
i jonami wodorowymi w stezeniu 20,64 mval. Roztwoér nie zawiera jonow
potasowych, a zawiera jony sodowe, wapniowe i wodorowe. Stezenie jo-
néw wodorowych réwna sie 8,84 mval/l. Wymiana jonéw sodowych
i wapniowych z roztworu odbywa sie rownolegle na jony wodorowe i po-
tasowe z wymieniacza. Przy pH 2,05 jony wodorowe i potasowe desorbuja
w réwnych ilosciach. W miare wzrostu pH roztworu wyjsciowego maleje
stezenie desorbowanych jonéow potasowych i wzrasta stezenie desorbo-
wanych jonéw wodorowych. Po uptywie dwu godzin stezenie jonéw pota-
sowych na wymieniaczu osiaga wartos¢ bliska stezenia z tabl. 4. Nalezy
podkresli¢, ze jak wynika z pomiarow, jony potasowe zdolne sa do desorp-
cji i ze ulegaja jej w duzym stopniu, bo $rednio w 64,7%.

Na wymieniaczu znajdowalo sie 20,56 mvala jonow wodorowych
i 7,44 mvala jonéw wapniowych. Roztwér przed wymiang nie zawieratl
jonéw wapniowych. W tych warunkach jony sodowe i potasowe z roz-
tworu wymieniane sg przede wszystkim na jony wodorowe z wymienia-
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17 WYMIANA JONOW SODOWYCH, POTASOWYCH I WAPNIOWYCH 287

cza i w znacznie mniejszym stopniu na jony wapniowe. Jak w dwoch omé-
wionych przypadkach ze wzrostem pH roztworu maleje stezenie desor-
bowanych jonéw wapniowych i wzrasta wodorowych. Desorpcja jonow
wapniowych wynosi $rednio 11,6% stezenia joné6w wapniowych na wy-
mieniaczu przed wymiang. Po wymianie stezenie pozostalych na kationi-
cie jonow wapniowych bliskie jest stezeniu tych jonéw w tabl. 4.

Jak wynika z poréwnania tabl. 1—7 jony sodowe, potasowe i wapnio-
we moga ulega¢ adsorpcji lub desorpeji w zaleznosei od ich stezenia na
wymieniaczu. Oznacza to, ze mozna mowi¢ o pewnym ,,stanie rownowagi”
pomiedzy wymieniaczem a roztworem. Nie jest to jednakze stan réwno-
wagi w Scistym tego slowa znaczeniu, poniewaz ulega zmianom w czasie,
a oprocz tego, jak wykazuja dalsze pomiary, nie odnosi sie¢ do dowolnych
stezen jonéw wapniowych. .

Tablica 8 zawiera zestawienie wynikéw wymiany pomiedzy wymie-
niaczem obsadzonym jonami sodowymi, potasowymi, wapniowymi i wo-
dorowymi a roztworem zawierajacym te same jony. Przed wymiang ste-
zenia jonéw sodowych, potasowych i wapniowych réwne byly stezeniom
w ,,stanie rownowagi” (tabl. 4). Stezenia tych samych jonéw w roztworze
wyjsciowym réwne byly stezeniom w soku trawiennym. jak w pomia-
rach poprzednich.

Rodzaj ’ Stezenie na wymieniaczu Stezenie w roztworze
jonu | przed wymiang ($rednio) wyjsciowym ($rednio)
Na’ I 11,37 mval ! 84,35 mval/l

. K ! 2,52 mval 10,46 mval/l
Ca” ' 6,26 mval 8,40 mval/l
H" [ 7,85 mval zmienne

W warunkach tych, w $rodowisku kwasnym, przy pH 2,05 adsorpcji
ulegaja jony wodorowe i wapniowe, desorpcji jony sodowe i potasowe.
W $rodowisku mniej kwasnym adsorbowane sa tylko jony wapniowe,
a pozostate ulegaja desorpcji. Chociaz iloSciowe zmiany sa niewielkie,
réwnowaga reakcji wyraznie przesuwa sie w kierunku obsadzenia wy-
mieniacza jonami wapniowymi.

Stezenie desorbowanych jondéw sodowych jest znacznie wigKsze niz
stezenie jonow potasowych. Jezeli stosunek stezen jonéw potasowych
1 sodowych na wymieniaczu wynosi:

[KT:[Na]'=1:4,5 (15)
to stosunek stezen jonéw desorbowanych:

[K]":[Na]" =1:14 (16)
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Z przegladu pomiaréw zestawionych w tabl. 8 wynika, ze zmiany, jakie
zachodza po ustaleniu si¢ pierwotnej réwnowagi na skutek diugiego prze-
bywania wymieniacza w przewodzie pokarmowym sa niekorzystne. Sred-
nio po czterech godzinach przebywania wymieniacza w roztworze w wy-
mianie wtornej nie zachodzi adsorpcja jonéow sodowych, lecz ich desorp-
cja. Desorpcji ulegaja takze jony potasowe, lecz w mniejszym stopniu.
Poza tym, wymiane wtérng charakteryzuje adsorpcja jonéw wapniowych,
ktérych stopienn wymiany wynosi Srednio 0,36.

Tablica 9 zawiera pomiary podsumowujace. Do wymiany przygotowa-
no wymieniacz obsadzony w okolo 22% jonami potasowymi, w 28%. jo-
nami wapniowymi, w 50% jonami woderowymi.

Stopien wymiany jonéw sodowych, ktéry powinien by¢ mozliwie naj-
wigkszy jest taki sam, jak przy wymianie na wymieniaczu w formie wo-
dorowej. Jony potasowe ulegaja desorpcji w 48,7%. Natomiast jony
wapniowe, pomimo tak wysokiego stezenia na wymieniaczu, ulegaja dal-
szej adsorpcji. Stopien wymiany jondw wapniowych przy stezeniu
7,84 mval na powierzchni i 8,32 mval w roztworze wynosi 0,32, a wiec
jest duzy.

Zwigzane z wymiang zakwaszenie zmniejsza sie, poniewaz cze$¢ jonow
adsorbowanych zajmuje miejsca jonéw potasowych.

Oméwienie wynikéw

1. CHARAKTERYSTYKA GRUP KWASOWYCH

Na podstawie znajomos$ci warunk6éw panujacych w przewodzie pokair-
mowym i wlasno$ci grup kwasowych wymieniaczy kationowych wydzje
sie¢ sluszne stosowanie wymieniaczy zawierajacych grupy (—SO3)H™
i (—COO)-H".

Przeciwko stosowaniu wymieniaczy tylko z grupami karboksylowymi
przemawiaja nastepujace wzgledy:

1) kationit z grupami karboksylowymi wymienia jedynie w $rodowi-
sku obojetnym i alkalicznym, a wiec nie wymienia w kwasnym $rodowi-
sku zoladka,

2) szybkos$¢ reakcji wymiany pomiedzy kationitem z grupami karbo-
ksylowymi w formie wodorowej a jonami z roztworu jest bardzo mala.
Wedlug Kunina i Myers’a [7] czas trwania wymiany do osiagniecia
stanu réwnowagi reakcji:

Kt%°% | KOH = Kt°°°* + H,0 (17)
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wynosi 7 dni. Czas ustalania sie rownowagi reakcji:
Kt % | KCl = Kt°*°* + H(l (18)

jest jeszeze dluzszy, ze wzgledu na to, ze zamiast wody wydziela sie kwas.

Prawdopodobnie skutkiem tego, ze z jednej strony wymiana zachodzi
tylko w jelitach, gdzie odbywa sie wchlanianie soli z przewodu pokarmo-
wego do krwi i stezenie elektrolitbw w miare uplywu czasu maleje,
a z drugiej szybko$§¢ wymiany jest bardzo mala, zdolno§¢ wymienna
wymieniacza jest wykorzystywana zaledwie w 30-—40%.

Przeciwko stosowaniu wymieniaczy tylko z grupami sulfonowymi
przemawia:

1) mniejsza zdolno$¢ wymienna niz kationitéw karboksylowych,

2) zbyt gwaltowne i duze zakwaszanie soku zoladkowego.

Zywice z grupami sulfonowymi i karboksylowymi wymieniaja na
calej diugoSci przewodu pokarmowego i posiadaja wiekszg zdolnosé wy-
mienng niz zywice z grupami sulfonowymi.

2. FORMA WYMIENIACZA

Jednym z Srodkéw stosowanych w leczeniu obrzekéw spowodowa-
nych niewydolnos'cia' krazenia jest chlorek amonowy. Zamiast podawaé
rrystaliczny chlorek amonowy mozna wprowadzi¢ do przewodu pokar-
mowego wymieniacz czeSciowo obsadzony jonami amonowymi, co bylo
uzasadnione poprzednio. Na wymieniaczu o zdolnoéci wymiennej 3 mval/g,
podanego w ilosci 50 g dziennie, stezenie jonu amonowego moze siggac
(io 37%, na wymieniaczu o zdolno$ci wymiennej 6 mval/g tylko do 18%.

Jak wynika z pomiaréw w stanie réwnowagi stezenie jonéw potaso-
wych na wymieniaczu waha sie¢ w granicach 2,5—3 mval. Jezeli stezenie
jonéw potasowych na wymieniaczu przed reakcja bylo mniejsze, jony
potasowe byly adsorbowane (tabl. 4), jezeli bylo wigksze — jony potaso-
we ulegaly desorpcji (tabl. 5, 9). Oznacza to, ze jezeli chcemy uniknaé
strat jonéw potasowych z sokéw trawiennych, stezenie ich na wymienia-
czu powinno by¢ co najmniej réwne stezeniu w ,stanie réwnowagi”.
W przeliczeniu daje to 11% calkowitego stezenia jonéw na wymieniaczu.
Poniewaz jednak zdolno§¢ wymienna wofatytu P w $rodowiskach kwas-
nych jest réwna 1,4 mval/g, a w obojetnych i alkalicznych 2,8 mval/g
stezenie zaadsorbowanego potasu przy wykorzystaniu calkowitej zdol-
nosci wymiennej wzros$nie dwukrotnie, a wiec réwniez i stopien obsa -
dzenia powierzchni jonami potasowymi. Stad optymalne wyniki powinno
otrzymywaé¢ sie przy obsadzeniu wymieniacza jonami potasowymi
w ilo$ci 20—25% calkowitego stezenia.
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O ile chodzi o zagadnienie wapnia, to wstepne obsadzenie wymieniz-
cza jonami wapniowymi nie daje pozadanych wynikéw. Nawet przy
obsadzeniu wymieniacza jonami wapniowymi w ilosciach przekraczaja-
¢ych stezenie w ,,stanie rownowagi‘ nie mozna uchroni¢ sie od dalszej
adsorpcji. Obsadzenie w 5-u, czy 10-u procentach mija sie z celem, bo
nawet przy stezeniu na wymieniaczu réwnym 28%o stopien wymiany jest
jeszeze duzy.

Nasuwa sie tu inna mozliwo$¢ oparta na réznicy w promieniach hydro-
dynamicznych jonéw wymienianych (promienie te podano powyzej)
Ot6z gdyby mozna bylo spreparowaé wymieniacz jonowy o $rednicy por
i kapilar 2r<<9,6 A, woéwczas byé moze, ilos¢ adsorbowanych jonow
wapniowych znacznie by sie zmniejszyta.

Na podstawie dokonanych pomiaréw mozna proponowaé¢ wzér pozwa-
lajacy obliczyé stezenia poszczegélnych jonéw na powierzchni wymie-
niacza.

Jezeli a — dawka dobowa wymieniacza w gramach, zalezna od rodza-

ju diety i zdolno$ci wymiennej jonitu,

z, — zdolno$¢ wymienna jonitu w mval/g,

¢ — catkowite stezenie jonéw potasowych, amonowych i wodo-
rowych na wymieniaczu wprowadzanym w ciagu doby

w mvalach,
to: C =z, (19)
Z drugiej strony: C=ixX Ly iz (20)
gdzie x — stezenie jonow K° ] i
g s A . NH, ! Da wymieniaczu
el 4 R ] w mvalach

Jak wynika z pomiaréw:

x = % mvali;y = 56 mvali : z = [c = (%+ 56)] myali

0] 5% % mvali K' + 56 mvali NH, -+ [c — (—Z— + 56)]mvali H
Innymi stowy, wymieniacz powinien zawiera¢ w stosunku do catkowitego

stezenia jonéw na wymieniaczu:

25 o/°K"; @Q o INH 5 [100 — (25 + .5.6_02)] o/ °H';
< f c

Przyktad liczbowy.
Pacjentowi podaje sie diete niskosodowa, zawierajaca od 2 do 4 g NaCl na dobg
i wymieniacz o zdolno$ci wymiennej 5 mval/g.
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Jezeli ilo$¢ mvali jonow sodowych wprowadzanych z pokarmem do przewodu
pokarmowego w ciggu jednej doby oznaczymy przez m, to dawke dobowg wymie-
niacza mozna obliczy¢ ze wzoru:

25-m
a= _ (22)
Zyy
2,5+ 68,4
a=-—-——-=2342g
5
W tym przyvpadku wymieniacz powinien zawierac:
c
1. jonéw K X = — = 42,8 mval = 25% calkowitego stezenia jonéw na wy-
5 mieniaczu,
2 » NH' y = 56 mvali = 32,7%0 calkowitego stezenia jonéw na wymieniaczuy,
c
3. e HY z = ¢ —(—— + 56) = 72,2 mval = 42,3"s catkowitego st¢zenia jo-
4 now na wymieniaczu.

Oznacza to, ze dla usuwania jonow sodowych z wprowadzanego pokarmu nalezaloby
podawa¢c w ciggu doby 34,2 g wymieniacza (zy = 5 mval/g), zawierajacego 25%0
jonow potasowych, 32,7% jonéw amonowych i 42,3% jonéw wodorowych.

Dla usuwania jonéw sodowych, zawartych w plynach puchlinowych, nalezaloby
zwigkszy¢ dawke wymieniacza, albo zmniejszyé ilo§¢ NaCl w podawanym pokarmie.

Wyniki niniejszej pracy zgadzaja sie z tymi, jakie uzyskali lekarze
klinicy$ci, stosujac cambil, carboresin, masoten, natrantit i inne wymie-
niacze [2, 12]. Poniewaz jednak praca zawiera pewne elementy nowe
wymaga ze swej strony sprawdzenia w Kklinice.

CUwazamy za mily obowigzek zlozyé¢ wyrazy podziekowania prof.
dr Antoniemu Basinskiemu za opieke i pomoc w opracowaniu
tematu i dr Schielakowi z Instytutu Uprawy Nawozenia i Glebo-
znawstwa w Bydgoszczy za udostepnienie fotometru plomieniowego.

Streszcezenie

Zbadano wymiane jonéw sodowych, potasowych i wapniowych na
wofatycie P w roztworach zblizonych skladem jonowym do sokéw tra-
wiennych czlowieka. Znaleziono, ze wprowadzenie do roztworu wymie-
niacza obsadzonego jonami potasowymi w ilosci 20%0—25%0 catkowitej
jego pojemnosci, zabezpiecza badany roztwér od strat jonéw potasowych,
przy niezmniejszonym usuwaniu jonéw sodowych. Pomiary przeprowa-
dzone z jonami wapniowymi wykazaly, ze bardzo latwo wiaza si¢ one
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z wymieniaczem i w formie zwiazanej opuszczaja roztwoér. CzeSciowe
obsadzenie jonami wapniowymi wprowadzanego wymieniacza nie obniza
strat wapnia z roztworu. Autorzy przypuszczaja, ze mozna zmniejszy¢
ilos¢ usuwanych jonéw wapniowych przez zastosowanie wymieniaczy
o $rednicy por i kapilar 2r << 9,6 A. Zaproponowano aby w leczeniu
obrzekéw uzywac kationitéw z grupami sulfonowymi i karboksylowymi
w formie amonowej, potasowej i wodorowej. Podano wzér dla obliczenia
ilodci poszezegélnych form w zalezno$ci od zdolnosci wymiennej i dobo-
wej dawki wymieniacza.
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OBMEH HATPUEBBIX, KAJIMEBBIX M KAJIBUMEBBIX MOHOB HA BODPATNUTE P
B PACTBOPAX COOTBETCTBVYIOUIMX ITO CBOEMY COCTABY
TIMIIEBAPUTEJBHBIM COKAM YEJOBEKA

Peszwwme

McenenoBad OOMEH HATPMEBBIX, KaJMEBBIX M KaJbIMEBBIX MOHOB Ha
Bodature P B pacTBopax NMpuOJMIKEHHBIX II0 COCTaBY K XKeJIy/IOYHBIM CO-
KaM 4YeJIOBeKa. BbLIO HaliiZIeHO YTO BBEJEHME B PacTBOP MOHOOOMEHHMKA CO-
Jlep3Kaliero Kajvesble MoHbI B umeste 20%0 — 25%0 obureir o6MEeHHOM eMKOo-
CTH, IpeOXPaHACT UCCIEeAYEeMblil pAaCTBOP OT NOTEPM Kauyuid, He yMeHbIIas
obmena HaTpusa. VccoefoBaHMA NPOBEICHHLIE B OTHOLIEHMY KaJbLyA ITOKa-
3aJi4, 4TO OH OCODEHHO JIETKO COeAMHAETCA ¢ MOHOOOMEHHMKOM, BBU/Y 4YEro
OH TepseTcsa B OONBIUMX KoJM4YecTBaX. BBejeHme MOHOOOMEHHMKA, COAEP—
JKalero HeKOTOpPoe KOJMYECTBO KaJIbIMEBBIX MOHOB, He BEJET K yMEHb-—
LISHMIO IIOTEPh. ABTOPBLI HAACIOTCA, YTO NPUMEHEHVE MOHOOOMEHHMKOB
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o
<€ IMaMeTPOM MMKPOIIOp U Kamuiinap Hmke 9,6 A, npuBeieT K YMEHBIIEHUIO
TIOTE€Pb MOHOB M3 MCCJIEyeMbIX PAaCTBOPOB.

ABTOpBI NPEJIaraloT NPUMEHATH B JIEYEHUM OIyXOJei KarMOHOOOMeH-
HbIE CMOJIBI, COZepzKall[ié aMMOHMEBble, KaJMeBble M BOAOPOAHBLIE MOHBI-
Beuta nana chopmysa, Nmo3BOJIAOLIAA BBIYMCINTE KOJMYECTBO OTHAEIbHBIX
BBOJMMBIX MOHOB B 3aBMCUMOCTM OT ODMEHHOJ €MKOCTY M CYTOYHOM 03Bl
MOHOOOMEHHMKA.

EXCHANGE OF SODIUM, POTASSIUM AND CALCIUM IONS ON VOFATITE P
IN SOLUTIONS RESEMBLING IN IONIC COMPOSITION GASTRIC
JUICES OF MAN

Summary

The exchange of sodium, potassium and calcium ions on vofatite P
was investigated in solutions resembling in ionic composition gastric
juices of man. The authors found that when an exchanger saturated up to
20—25 per cent of capacity with potassium ions is introduced into the
solution, it protects the solution investigated against the loss of potassium
ions without depressing exchange of sodium ions.

Readings relating to calcium ions revealed that the latter readily
adsorb on the exchanger (and leave the solution in fixed form, as a com-
pound).

When the exchanger introduced is only partly saturated with calcium
ions, it does not protect the solution against loss of calcium. The authors
supose that it is possible to reduce losses in calcium ions by using ex-
changers with pores and capillaries less than 9.6 A in diameter.

It is proposed to use ion exchangers having carboxil and sulfonic acid
groups containing ammonium potassium hydrogen ions in treating
oedema, and a formula is presented for calculating particular groups
depending on their exchange capacity and daily dose of the exchanger.

Otrzymano 22.11.1955 r.
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