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N ow o tw ó r w  czasie sw ego  wzrostu, staw ia now e —  nie istn iejące 
w  organ izm ie zd row ym  —  w ym agan ia  w obec przem iany m aterii gospo­
darza. N ie  w iem y  dokładnie, w  jak i sposób ustrój gospodarza zaspokaja 
zapotrzebow an ie b ia łkow e ro zw ija ją ce j się tkanki now otw orow ej.

W  litera tu rze  panuje na ogó ł przekonanie, że now otw ór rośnie na koszt 
tkanek gospodarze, z k tórych  czerp ie zarówno m ateriał budulcowy, jak 
i en ergetyczn y [18], [20], [24], [29], [30]. Następstw em  takiej gospodark i 
ma być stopn iow e w yn iszczen ie prow adzące w  końcu do śm ierci nosic ie­

la  guza.

Is tn ie ją  rów n ież n ie liczne prace dośw iadczalne, które w skazu ją na 
m ożliw ość zaopatryw an ia  guza n ow otw orow ego  w  białko przez oszczęd­

n iejszą  przem ianę azotową [4], [8],

Sądziliśm y, że badania bilansu azotow ego w  czasie wzrostu  n ow o tw o ­
ru u dośw iadczalnych szczurów  pozwolą naśw ietlić przeb ieg zmian w  go­

spodarce azotow ej nosiciela.

Treść n in iejszej pracy stanow ią następujące badania dośw iadczalne:

1. określen ie bilansu azotow ego  i przyrostu  w ag i ciała zw ierzą t kar­
m ionych  dietam i, o różnych, znanych zawartościach azotu,

2 . zbadanie w p ływ u  wzrostu  przeszczep ia lnego m ięsaka na bilans azo­

tow y  i p rzyrost w a g i ciała gospodarza,

3 . określen ie zależności m iędzy za trzym yw an iem  azotu w  ustroju a p rzy ­

rostem  w ag i guza.
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Materiał i metoda

A. Z W IE R Z Ę T A  I WARUNKI  D O ŚW IA D C Z E N IA

Badania wykonano na b ia łych  szczurach, samcach w łasnego chowu. 
Początkow a w aga zw ierzą t wahała się około 120— 130 g, p rzy  czym  dla 
poszczególnych  dośw iadczeń dobierano zw ierzęta  jednakow ego  w ieku  
i zb liżonej wagi. Szczury umieszczano po jedyńczo w  klatkach m etabo­
licznych  [7]. W  czasie dośw iadczenia zw ierzęta  p rzeb yw a ły  w  sza fie-ter- 
m ostacie o stałej tem peraturze + 2 4 °C  (± 1 ,5 °C ), z k tórego w y jm o ­
wano je  jedyn ie  na czas karm ien ia (3 X  dziennie na przeciąg około 3 m i­
nut). Do term ostatu dochodziło św iatło dzienne. S zczury ważono co drugi 
dzień rano zaraz po karm ieniu  i od w agi szczura odejm ow ano w agę  po­
dawanego pokarmu.

B. PRZESZCZEPY MIĘSAKA

W ycin k i tkanki mięsaka w ag i 80— 100 m g (11 i 12 pasaż n ow otw oru  
w yw ołanego  m etylcholantrenem , K a l i c i ń s c y  [20]) w szczepiano do 
podskórnej kieszonki okolicy  lęd źw iow e j, a ranę zam ykano klam erką.

Podobn ie postępowano ze szczuram i kontrolnym i, k tórym  n ie w szcze­
piano jednak now otw oru . M ięsak ten charakteryzu je się dość szybk im  
wzrostem , n ie daje przerzu tów , a jego  przeszczepy p rzy jm u ją  się blisko 
w  100%. Po ukończeniu dośw iadczeń zw ierzęta  zabijano przez sk rw aw ie ­
n ie w  lekk ie j narkozie e terow ej. W ypreparow ane i oczyszczone z otacza­
jącej tkanki łącznej gu zy ważono i hom ogenizowano z trzyk ro tną  ilością 
w ody. A zo t oznaczano w  3 naważkach hom ogen izatów  każdego guza.

C. D IETA  I S P O S O B  KARMIENIA

Zw ierzę ta  karm iono płynną dietą, podawaną p rzy  pom ocy zgłębnika 
żołądkow ego (cienki, gu m ow y cew n ik  N e la  tona) i s trzykaw k i. Podsta­
w ow a dieta stosowana w  dośw iadczeniach m iała skład w g  p ierw szego  ze ­
staw ien ia  na str. 133 (ilości p rzypadające na 1 szczura na 2 doby). D ieta  
poniższa określana jest dalej jako „d ieta  I ” 1. „D ie ta  I I ”  zaw iera ła  
300 mg, a „d ie ta  I I I ”  —  152 m g azotu na 1 szczura na 48 godz. Z a w a r­
tość białka w  d iec ie I I  i I I I  obniżano przez zm n iejszen ie ilości sproszko­
w anego m leka. W artość kaloryczna d iet uboższych w  białko ( I I  i I I I )  
była taka jak  „d ie ty  I ”  dzięk i dodaniu odpow iednich  ilości w ęg low od a ­
nów. Zestaw ien ie podane na str. 133 ilustru je ilościow e różn ice składni­
ków  pokarm ow ych  stosowanych d iet (ilości sk ładników  podano w  g ra ­
mach na jednego szczura 48 godz.).

1 W  późniejszych dośw iadczeniach używano m leka w  proszku nieco uboższego  

w  białko. W  ilości diety I, p rzypadającej na 1 szczura/48 godz. by ło  572 rag azotu.
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Inne składniki dodawano do d ie ty  I I  i I I I  w  ilościach takich samych 

jak  w  d iecie I.
Zaw artość w ęg low od an ów  i tłuszczów  oraz wartość kaloryczną ob li­

czono z tablic [16], a ilość azotu na podstaw ie ana lizy poszczególnych  
sk ładn ików  d iety. B ia łko obliczono z zawartości azotu u żyw a jąc w spół­
czynn ika 6,25. Suche składniki d ie ty  przechow yw ano w  eksykatorach.

D i e t a  I

Składniki g

-dobowa ilość diety zawierała: I

azot

mg

białko

g

węglo­
wodany

g

tłuszcze

g

kalorie

g

Mleko odtłuszczone suszone 10,84 596 3,6 7,0 44

Skrobia pszenna . . . . . 6,04 4 6,0 24

Cukier buraczany . . . . 3,00 3,0 12

Olej ln ia n y ....................... 2,0 2,0 18

Mieszanka soli 2 . . . . 0,7
Mieszanka witamin 3 ml . 1,0
W oda destylowana ml . . 26,42

j  R az e m ............................ 50,00 600 3,6 16,0 2,0 98

Do d ie ty  dodawano ponadto: tran (1 kropla na 1 szczura na 2 doby), 
p łyn  Lu go la  (1 kp. na 1 szczura na 4 doby), ro ztw ór ch lorku kobaltu (ok. 

0,4 ug na 1 szczura na 1 dobę).

Z e s t a w i e n i e  d i e t

Składniki Dieta I Dieta II Dieta III

Mleko odtłuszczone suszone ............................ 10,84 5,34 2,60

Skrobia pszenna ................................................* 6,04 9,60 11,52

Cukier buraczany ............................................... 3,00 4,80 5,76

2 używano m ieszanki O sborne -M en del N r  2 [13],
3 m ieszankę w itam in  sporządzano z następujących sk ładn ików :

a) tiam ina (roztw .) —  12 mg, b) rybo flaw in a  (subst.) —  24 mg, c) niaoyna (subst.) —  

150 mg, d ) p irydoksyna (subst.) —  12 mg, e) pantotenian w apn ia  (subst.) —  75 mg, 
f ) kw as p -am inobenzoesow y (subst.) —  75 m g, g) kw as fo liow y  (subst.) —  3 mg, 
h) biotyna (subst.) —  1 mg, i) naftochinon (roztw .) —  15 mg, j) tokoferol (roztw. 
ol.) —  300 mg, k) alkohol ety lowy 20°/o —  150 g. Do powyższej m ieszanki dodawano: 
chlorowodorek choliny (subst.) —  1.500 mg, inozytol (subst.) —  300 mg. M ieszaninę  

po przesączeniu przez b ibu łę  zakwaszono do pH  3,4 rozcieńczonym kwasem  solnym  
i p rzechowywano w  chłodni o tem peraturze + 4 °C . 0,5 m l tej m ieszaniny zaw ierało  

ilość w itam in rów ną dobowem u zapotrzebowaniu  jednego rosnącego szczura [11].
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Tak wzbogaconą d ietę ułożono z m yślą  o konieczności odżyw ian ia  
szczurów  w  ciągu długiego okresu.

M ieszaninę w ym ien ionych  składników  d ie ty  hom ogenizow ano w  ciągu 
około 5 min. w  aparacie „C y k lo n ” uzyskując masę o konsystencji śm ie­
tany. P rzechow yw ano ją  w  chłodni (-c4 °C ) w  zakorkow anej ko lb ie 
z szklanym i perełkam i, z k tórej po dokładnym  zm ieszaniu od lew ano ilość 
potrzebną każdorazowo do karm ienia. D ietę przyrządzano zw yk le  na 
okres 5 dni. W  ciągu dośw iadczeń okresowo sprawdzano zawartość azotu 
w  diecie. W oda destylow ana była udostępniona zw ierzętom  do w oli.

Szczury karm iono 3 X  dziennie w  godzinach: 7;3°— 8%  i3 :3°— 141»  
i 17-50— 1815. P rzed  karm ien iem  dietę ogrzew ano na łaźni w odnej do 
temp. 4 38°C. W  czasie rannego karm ien ia każdem u szczurow i podawano 
9,0 g d iety, a w  następnych karm ieniach po 8,0 g d iety  (błąd =  0,5%»). 
S trzykaw kę, którą podawano d ietę cechowano okresowo (przeliczano 
objętość podgrzanej do + 3 8 °C  d iety  na wagę).

W łaściw e dośw iadczen ie rozpoczynano po 5— 7-dn iow ym  okresie kar­
m ien ia zgłębnik iem , w  k tó rym  to czasie szczury p rzy zw ycza ja ły  się do 
now ych  w arunków  odżyw iania.

D. ANALIZA W Y D ALIN

M ocz zbierano do odb iera ln ików  zaw iera jących  3 m l 10%  roztw oru  
kwasu cy tryn ow ego  i kryszta łek  tym olu  r kał —  do dużych naczyn iek w a ­
gow ych  zaw iera jących  w odę destylow aną z dodatkiem  tym olu. Do ch w ili 
oznaczeń kał i mocz przechow yw ano w  chłodni.

C a łk ow ity  azot oznaczano w  moczu i ka le zb ieranych  co 48 godz. M ocz 
sączono przez bibułę i przenoszono ilościowo do kolb m iarow ych, których  
zawartość uzupełniono wodą destylow aną do 500 ml.

Z  każdej ko lby pobierano 3 próbki po 2 m l do oznaczen azotu. K a ł 
z dodatkiem  n iew ie lk ie j ilości w od y  hom ogenizow ano p rzy  użyciu  m ie­
szadła m echanicznego na rzadką papkę, następnie całość w ażono i pob ie­
rano 3 naważki do w ykonan ia analizy. A zo t oznaczano m etodą m ikro- 
K je ldah la . Jako katalizatora do spalań próbek  stosowano CuSO.]. Spalan ie 
kończono w  20— 30 min. po w yk larow an iu  się próbki.

Am on iak  oddesty low yw ano do kwasu borow ego  z czerw ien ią  m ety low ą  
jako w skaźnik iem . Do m iareczkowania używ ano 0,02 N  H 2SO 4.

Czułość m etody oznaczona na w zorcow ym  roztw orze siarczanu amonu 
w ynosiła : 0,086 m g azotu z b łędem  11,5%

0,172 m g azotu z  b łędem  1,7%

Błąd w zg lęd n y  p rzy  oznaczaniu azotu w  moczu w yn os ił średnio 0,6% 
p rzy  oznaczaniu kału 1,4%, oraz p rzy  oznaczaniu hom ogen izatów  gu zów  

2,9° 0. W  próbkach kału, moczu i d iety  oraz hom ogen izatów  guzów  bra­
nych do spalań znajdow ała się ilość azotu rzędu kilku m iligram ów .

M. C H O R ĄŻY
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M etodę sprawdzano stosując stale ślepe próby oraz okresowo p rzy 
użyciu  w zorow ego  roztw oru  siarczanu amonu. Ilość azotu w yrażano w  m g 
na ilość moczu i kału w yda lonych  w  ciągu 48 godz. przez jednego szczura.

W artość średn iej a ry tm etycznej odchylenia w zorcow ego  oraz średn ie­
go błędu średniej obliczano w ed ług odpowiednich w zorów  [15], [23],

Dośiuiadczenie lustępne

Przed  w ykonan iem  dośw iadczen ia ze szczuram i obarczonym i m ięsa- 
k iem  nasunęła się konieczność określenia takiej najm n ie jszej ilości azotu, 
jaka podana w  pokarm ie szczurom  norm alnym  u trzym yw a łaby szybkość 
ich wzrostu  w  tem pie zb liżonym  do szczurów zdrowych, karm ionych 
standardową dietą  w  dow olnych  ilościach. W  zasadzie rosnące zw ierzęta  
pow inny o trzym yw ać w zrasta jące ilości białek w  pokarm ie odpow iednio 
do zw iększania się w ag i ciała. Postulatu tego nie spełniono ze w zględu  na 
k rótko trw a ły  okres dośw iadczen ia i ła tw ie jsze  opracowanie bilansu azo­
tow ego  p rzy  jednakow ej ilości podaw anych  substancji azotowych.

Sześć szczurów  jednakow ego  w ieku, samców, w a g i około 135 g um iesz­
czono pojedynczo w  klatkach m etabolicznych w  term ostacie. Zw ierzęta  
karm iono p rzy  pom ocy zgłębnika. D w om  szczurom podawano d ietę III, 
następnym  dw om  dietę II, ostatnim  dwom  zw ierzętom  dietę I. W  odstę­
pach 48-godzinnych obliczano bilans azotow y szczurów  karm ionych po­
szczególnym i dietam i. Średni, 48-godzinny przyrost w ag i szczurów  kar­
m ionych zgłębn ik iem  d ietam i I, II, I I I  porównano ze średnim  48-godzin- 
nym  przyrostem  w agi 12 szczurów , samców, karm ionych dow olną ilością 
standardowej d ie ty  P Z H  ( D a j k o w s k a  i S z c z y g i e ł  [9]).

O bydw ie  gru py zw ierzą t obserwow ano w  ciągu 24 dni.

Wyniki badań

1. B ILA N S  A Z O T O W Y  I PR Z Y R O S T  W A G I  SZ C Z U R Ó W  ZD RO W YCH  KARMIONYCH 
D IETAM I O ROŻNE.I ZAW A RTO ŚCI AZOTU

W arunki tego dośw iadczenia om ówiono w yże j w  punkcie „D ośw iad ­
czenie w stępne” . Średnią zawartość azotu w  dietach, kale i moczu, śred­
nie ilości azotu w ch łon iętego, bilans azotow y oraz średni przyrost w agi 
szczurów  karm ionych zgłębn ik iem  i odżyw ia jących  się w  sposób dow olny 

podaje tabela 1.
P rzy ros t w agi szczurów  karm ionych dietą ubogą w  azot (d ieta I I I )  był 

nieznaczny. U  zw ierzą t tych  stw ierdzono u jem ny bilans azotowy. Szczury 
stawały się m ało ruchliwe, apatyczne. W aga szczurów  karm ionych  dietą 
zaw iera jącą 4 razy w ięcej sk ładników  azotowych  (d ieta I) w zrastała n ie­
m al 7-krotniie szybciej. Ś redn ia przyrostu  w agi 2 szczurów  karm ionych

[5] B IL A N S  A Z O T O W Y  U  SZC ZUR Ó W  O BA RCZO NYCH  M IĘSA K IEM  135
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tą d ietą  jest zb liżona do średn iej uzyskanej z obserw acji 12 szczurów, 
karm ionych  do w o li standardową dietą PZ H . Szczury karm ione dietą I 
b y ły  norm aln ie ruch liw e, n ie w yk a zyw a ły  cech n iedożyw ien ia . U  zw ierzą t 
tych  w  okresie 24 dni stw ierdzono stały, dodatni bilans azotowy.

T a b e l a  1

Ilość

szczurótn
Dieta

Azot
pokarmu

(a)

Azot
kału

(b)

Azot
mchłon.
( a - b )

Azot
moczu

(c)

Bilans
azotoiuy
a — (b + c )

Przyrost 
inagi 

g/48 godz.

mg/48 godz.

2 III 152 32 120 125 - 5 0,6

2 II 300 60 240 171 +  69 2,4

2 I 601 104 497 352 +  146 4,1

12 dieta PZH w  doiuolnej ilości 5,3

Średnie wartości bilansu azotowego i przyrostu w ag i szczurów karm ionych zg łęb ­
nikiem  dietam i o różnej zawartości azotu oraz przyrost w ag i szczurów  karm ionych  
dietą P Z H  w  dow olnej ilości.

Średnie obliczono z oznaczeń azotu i przyrostu w ag i ciała w  odstępach 48 godz. 
wykonanych  w  ciągu 24 dni.

2. W P Ł Y W  W Z R O S T U  MIĘSAKA NA BILA N S  A Z O T O W Y  I PR Z Y R O S T  W A G I  S Z C Z U R Ó W

D ośw iadczen ie przeprow adzono na 9 szczurach o w adze początkow ej 
około 120 g. W  p ierw szym  dniu dośw iadczen ia 6 zw ierzętom  w szczepiono 
fragm en ty  m ięsaka, u 3 szczurów  w ykonano zab ieg pozorny, tzn. nacinano 
skórę bez w szczep ien ia  im  now otw oru  (grupa kontrolna). Zw ierzę tom  
podawano zgłębn ik iem  dietę zaw iera jącą  572 m g azotu/48 godz.

Począw szy od następnego dnia po im p lan tacji n ow otw oru  w yk o n y ­
wano oznaczenia ca łkow itego azotu w  kale i moczu. Czas obserw acji zw ie ­
rząt z n ow otw orem  w ynosił około 32 dni, zw ierzą t kontrolnych  36 dni.

Tabela  2 przedstaw ia średni, b ezw zg lęd n y  przyrost w agi oraz bilans 
a zotow y zw ierzą t z w szczep ionym  n ow otw orem  i kontrolnych. M n ie j w ię ­
cej do 16 dnia obserw acji p rzyrost w agi obu grup szczurów  jest zb liżony; 
późn iej p rzyrost w ag i szczurów  n ow otw orow ych  jes t szybszy.

Bilans a zo tow y po 16 dniu w  ostatniej gru p ie  zw ierzą t ma w yższe 
w artości w  porów naniu  ze szczuram i kontrolnym i. O trzym ane —  w  m iarę 
u p ływ u  czasu —  różnice w  przyroście w agi i  b ilansie azotow ym  u m ożli­
w iły  rozdzie len ie  spostrzeżeń na 2 okresy: w cześn ie jszy i późn iejszy.

Tabela  3 zaw iera  średnie w artości bilansu azotowego i przyrostu  w ag i 
obydwu grup szczurów  obliczone dla 2 okresów  doświadczenia.

136 [6]
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T a b e l a  2

Dzień obserwacji

Bilans azotowy mg/48 godz. 
szczurów

Przyrost wagi g/48 godz. 
szczurów

kontrolnych z nowotworem kontrolnych z nowotworem

4 4- 173 +  173 4,3 4,5
6 +  141 +  159 2,3 4,0
8 +  156 +  158 7,3 6,5

10 +  157 +  162 3,3 4,1
12 +  127 +  149 4,3 4,0
14 +  171 +  168 3,3 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 5,3 8,1
24 +  112 +  188 3,6 9,3
26 +  100 +  193 3,0 10,6
28 +  123 +  221 2,6 7,3
30 +  135 +  199 5,0 10,5
32i +  123 +  209 4,0 10,5

Średn ie wartości bilansu azotowego i przyrostu w ag i szczurów z wszczepionym  

m ięsakiem  oraz kontrolnych. Przez okres całego dośw iadczenia zw ierzęta karm iono  

zgłębnikiem , dietą płynną zaw iera jącą 572 m g azotu/48 godz. W szczepienie now o­
tw oru  nastąpiło w  pierwszym  dniu obserwacji. Średnie uzyskano z obserw acji 
6 szczurów  obarczonych m ięsakiem  i 3 szczurów kontrolnych.

W  I okresie, w cześn iejszym , obejm u jącym  4— IG dzień  dośw iadczenia 
średni p rzyrost wagii szczurów  obarczonych n ow otw orem  nie różn i się od 
średniego przyrostu  w agi szczurów  kontrolnych. W  drugim  okresie, póź­
n ie jszym  (18— 32 dzień obserwacja) różn ice te są istotne. S zczu ry z no­
w otw orem  p rzyb iera ją  średnio na w adze w  ciągu 48 godz. 8,0 g, szczury 
kontrolne ty lko  3,3 g  (tabela 3).

Podobn ie przedstaw ia się bilans azotow y: w  I okresie średnia retencja  
azotu w  ciągu  48 godzin  u szczurów  kontrolnych  w ynosi 150 mg, u no­
w otw orow ych  w praw dzie  nieco w ięcej, m ianow icie  162 mg, ale różnica 
ta nie jest jednak statystyczn ie istotna. Natom iast w  I I  okresie różnica 
ta jest istotna (P  0,01): bilans azotow y szczurów  n ow otw orow ych  usta­
la się na w yraźn ie  w yższych  wartościach ( +  186 m g N/48 godz.) w  porów ­
naniu ze szczuram i kontrolnym i ( +  .123 m g N/48 godz.).

N a leży  podkreślić, że średnie w artości w yraża jące  bilans azotow y 
w  I I  okresie n ie odzw ierc ied la ją  zachowania się tego z jaw iska w  czasie. 
W  m iarę up ływ u  czasu w raz ze w zrostem  guza w zrasta stopn iow o ilość 
azotu za trzym yw an ego  w  ustroju zw ierzęc ia  (rys. 1): —  średnia obliczona 
dla  całego okresu tego nie ilustruje. S topn iow e zw iększan ie się ilości za-

http://rcin.org.pl



138 M C H O R Ą ŻY  [8]

T a b e l a  3

I okres (4— 16 dzień obs.) II okres (18 — 32 dzień obs.)

' szczury
kontrolne

(A)

szczury
nowotw.

(B)

różnica 
między 

(A ) i (B)

szczury
kontrolne

(A)

szczury
nowotw.

(B)

różnica 
między 

(A) i (B)

Ilość szczurów 3 6 3 6

Azot pokarmu 

mg/48 godz. 
(a)

572 57? 572 572

Azot kału 

mg/48 godz.
(b )

89 86 88 86

Azot wchłonięty 

mg/48 godz.
(a—b)

483 486 484 486

Bilans azotowy 

(retencja azotu) 
mg/48 godz.
[a— (b+c)]

150
±  34,3

±  7,49

162 

±  22,8

±  3,52

12
P >  0,1

123 

±  18,4

±  3,92

186
±  29,3

±  4,63

63
P <  0,01

Przyrost wagi 
g/48 godz.

4,3 

±  2,0 

±  0,40

4,8
±  1,5 
±  0,21

0,5 

P >  0,9
3,3 

±  1,9 
±  0,42

8,0
±  3,1 
±  0,51

4,7 

P <  0,01

Średnie wartości bilansu azotowego i przyrostu w ag i szczurów obarczonych m ię- 
sakiem i kontrolnych. O bydw ie  grupy zw ierząt karm iono zgłębnikiem .

Średnie obliczono z wartości dla pojedynczego szczura w  odstępach 48 godz. P o ­
niżej średnich wartości bilansu azotowego i przyrostu w ag i podano wielkość odchy­
lenia w zorcow ego  (ó) oraz średni b łąd  średniej (e). Różnicę uznawano za statystycz­
nie istotną gdy P2 ^  0,05.

trzym yw an ego  azotu w p ływ a  też na w zrost wartości odchylen ia w zorco­

w ego  średn iej (o).
W yda lan ie  azotu z kałem  u szczurów  kontrolnych  jak i n ow otw oro­

w ych  zarów no w  I jak  i w  I I  okresie u trzym u je się na jednakow ym  po­
ziom ie i u lega n iew ie lk im  wahaniom  w  ciągu 48 godz. (tabela 3, rys. 1).

Ilość azotu w ch łon iętego z przewodu  pokarm ow ego u obydw u grup 
zw ierzą t w  ciągu całego okresu obserw acji p rzy jm u je  za t2fn rów nież w a r­

tości jednakow e.
W yższe w artości bilansu azotow ego u szczurów  now otw orow ych  w  po­

równaniu z bilansem  azotow ym  u szczurów  kontrolnych  są w yn ik iem  
zm niejszonego w ydalan ia  składników’ azotow ych  w  moczu szczurów  obar-
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czonych n ow otw orem  (tabela 3, rys. 1). Na rys. 1, pole zakreskowane sko­
śnie obrazu je bilans azotow y (bilans azotow y =  azot w ch łon ięty  —  azot 
moczu) u szczurów  kontrolnych , a obszar zakreskowany p ionow o bilans 
zw ie rzą t z now otw orem . Z  w ykresu  tego w ynika, że bilans azotow y szczu­
rów  z w szczep ionym  m ięsakiem  począwszy od 16 dnia obserw acji p rzyb ie ­

ra w yższe  w artości w  porównaniu  ze szczurami kontrolnym i, wskutek w y ­
dalania przez szczury chore coraz to m niejszych  ilości azotu z moczem .

Rys. 1. W spółzależność m iędzy średnią ilością azotu po­
karm u, kału, moczu, azotu wchłoniętego i średnim  b i ­
lansem  azotowym  szczurów kontrolnych i obarczonych  
mięsakiem. O bydw ie  grupy zw ierząt karm iono zgłębnikiem . 
N o w otw ó r został wszczepiony w  pierwszym  dniu dośw iad ­

czenia

3. ZALEŻNO ŚĆ  MIĘDZY R ET EN C JĄ  AZOTU A P RZY RO STEM  W A G I  GUZA

Przyczyn ą  stopn iow ego zw iększania się bilansu azotow ego u szczurów  
obarczonych n ow otw orem  jest rosnąca masa tkanki n ow otw orow ej. D o­
wodu dostarcza tutaj porówmame zależności m iędzy w zrostem  guza a b ilan ­
sem  azotowym . Na rys. 2 kropkow ą lin ią4 uw idoczn iono przyrost w agi 
ciała (bez guza) szczurów  n ow otw orow ych  w  I I  okresie obserwacji. W i­
dzim y, że m ięsak w  danych warunkach dośw iadczenia rósł nie pow odu-

4 Lin ię tę w ykreślono  w  sposób następujący: obliczono średni przyrost w ag i cia­
ła szczurów po usunięciu guza w  końcu doświadczenia. Przyjęto, że w  12 dniu obser­
w ac ji w aga  guza w ynosiła  0,0 g, czyli że na przyrost w ag i szczura do tego okresu  

sk łada ł się jedyn ie przyrost w ag i ciała bez guza (guzy w  12 dniu dośw iadczenia  
m iały  średnicę od 0,5 do 1,0 cm, co odpow iada wadze 0,5— 0,8 g; tz wartość można 

bez większego błędu  pom inąć). Punkty  odpow iadające średniem u przyrostow i w ag i 
cia ła  po ukończeniu obserw acji i średniem u przyrostow i w ag i w  12 dniu  o bse rw a­
c ji połączono linią prostą.
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T a b e l a  4

140 M. C H O R Ą ŻY  [10]

Dzień
obserwacji

Bilans azotowy 
mg/48 godz.

W aga guza5
g

(a)

(b)

Wskaźnik tempa 

przyrostu u t  %
(a) (b) bilansu azot. wagi guza

12
14

+  149 

+  168
0,0
1,0 168,0 12,8

'

16 +  159 2,0 79,8 -5 ,4 100
18 +  163 3,5 46,6 2,5 75
20 +  169 6,5 26,0 3,7 86
22 +  176 11,5 15,3 4,1 77
24 +  188 17,0 11,1 6,8 47,9
26 +  193 24,0 8,0 2,7 41,1
28 +  221 28,5 7,9 14,5 18,8
30 +  199 35,5 5,6 -9 ,9 24,5
32 +  209 43,0 4,9 5,0 21,1

Zależność m iędzy bilansem  azotowym  i w agą  guza a up ływ em  czasu oraz w skaź­
nikiem  tempa przyrostu bilansu i w ag i szczurów. D ane uzyskano z obserw acji 
6 zw ierząt z wszczepionym  mięsakiem.

T a b e l a  5 jąc spadku w ag i tkanek gospodarza. P r z y ­
rost w ag i ciała (bez guza) gru py zw ierzą t 
z m ięsakiem  ma podobne tem po jak u szczu­

rów  kontrolnych, zatem  gw a łtow n y  przyrost 
ca łkow ite j w ag i (szczur t  guz) po 16-tym 

dniu obserw acji w yw o ła n y  jest przede 
w szystk im  szybk im  w zrostem  guza.

W spółzależność m iędzy  p rzyrostem  w ag i 
guza a bilansem  azotow ym  przedstaw ia  ta­
bela 4. B ilans azotow y w zrasta  w ra z  ze w zro ­
stem  w a g i guza, a le  w o ln ie j n iżb y  to należa­

ło oczek iw ać śledząc tem po w zrostu  now o­

tworu. W  I I  okresie dośw iadczen ia iloraz: 
„b ilans azotowy/waga guza*' m a le je  w  m iarę 

upływu czasu. Szybkość przyrostu  bilansu 
azotow ego  jest m niejsza n iż w zrastan ie w ag i 

guza —  ilustru ją to w skaźnik i tem pa przyrostu  obu zm iennych  (tabela  4). 
P ow yższe  z jaw isko nasunęło nam przypuszczę, że w  m iarę u p ływ u  cza­

W aga guza
g

Stężenie azotu 

(mg) w  1 g guza

22 23,8
33 20,6
35 22,5
40 21,5
44 18,8
49 18,0

W agi guzów  usuniętych po 

ukończeniu doświadczenia o - 
raz stężenie azotu w  jednost­
ce m okrej w ag i guza

5 Obliczono z w ykresu  (rys. 3) jako  różnicę m iędzy przyrostem  w ag i ciała w raz  

7. guzem  a przyrostem  w ag i cia ła bez guza.
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su w  w arunkach  karm ien ia  stałą ilością d ie ty  spada stężen ie azotu w  gu ­
zie n ow o tw o row ym  lub w  c ie le  chorego szczura.

W  tabeli 5 zestaw iono w ag i gu zów  6 szczurów  użytych  w  naszym  
dośw iadczen iu  oraz zawartość azotu w  1 g m okrej masy guza. Z estaw ie­
n ie w ykazu je , że zawartość azotu w  jednostce m okrej w ag i guza stop-

t li] B IL A N S  A Z O T O W Y  U  S ZC ZU R Ó W  O BA R C ZO N YC H  M IĘSAK IEM  141

Rys. 2. Zestaw ienie wartości zatrzym anego w  ustro ju  azo­
tu oraz przyrostu w ag i cia ła szczurów now otw orow ych  
i kontrolnych. O bydw ie  grupy zw ierząt karm iono zg łęb ­
nikiem. Podaw an a dieta zaw iera ła  572 m g azotu na jed ­

nego szczura na 48 godzin;

sym bol (c +  g) oznacza: ciało' + guz  

(c — g) „ ciało — guz

ni owo m a le je  w  m iarę zw iększania  sie w a g i now otw oru . N a leży  podkre­
ślić, że guz n ie przedstaw ia ł tkanki jednorodnej, gd yż  w  środkow ych 
swych częściach składał się z bezpostaciow ych  mas m artw iczych . W  gu ­
zach o dużych rozm iarach m asy m artw icze  b y ły  bardzie j ob fite  niż w  gu­

zach m ałych.
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Omóiuienie wyników

1. Bilans azotow y u szczurów  karm ionych zgłębn ik iem  przedstaw ia 
różne w artości w  zależności od ilości substancji azotow ych  podanych po­
karm ów . D ieta, której wartość kaloryczna rów na się ok. 100 kal/48 godz. 
a zawartość azotu około 600 mg/48 godz. pozw ala  uzyskać przyrost w ag i 
m łodych  szczurów  zb liżony do przyrostu  w agi szczurów  odżyw ia jących  
się standardową dietą P Z H  w  dow olnych  ilościach. Szczury karm ione tą 
d ietą  pozostaw ały na dodatnim , stałym  bilansie azotow ym  w  ciągu 3 ty ­
godni.

Szczury karm ione dietą izokaloryczną, ale zaw iera jącą  4 razy m n ie j­
szą ilość azotu, p rzyb iera ły  n ieznacznie na w adze i pozostaw ały na u jem ­
nym  bilansie azotowym . N iew ie lk i p rzyrost w ag i za leżny by ł albo od 
grom adzen ia  w  ustroju zw ierzęc ia  składników  n ieb ia łkow ych , albo by ł 
w yn ik iem  ograniczenia zużycia białka na procesy pozaw zrostowe.

2. W  początkowych  okresach wzrostu mięsaka bilans azotow y i p rzy­
rost w agi ciała szczurów  now otw orow ych  n ie różn ił sie w  istotny sposób 
od bilansu i przyrostu  w ag i zw ierzą t kontrolnych. P o  około 2 tyg. od 
ch w ili wszczepien ia guza, waga szczurów  n ow otw orow ych  zaczyna szyb­
c ie j w zrastać niż w aga szczurów  kontrolnych. W  tym  okresie rów n ież 
re tencja  azotu u zw ierzą t obarczonych m ięsakiem  ustala się na w yższym  
poziom ie, niż u zw ierzą t kontrolnych. W  p ierw szym , w czesnym  okresie, 
masa guza przyrasta ty lko  w  n ieznacznym  stopniu. Zapotrzebow an ie no­
w otw oru  na budu lcow y m ateriał b ia łkow y jest w ów czas stosunkowo n ie­
w ie lk ie , i n ie w p ływ a  w  w idoczny sposób na gospodarkę azotową ustroju, 
natom iast wzrasta w  okresie gw ałtow nego  przyrostu  m asy guza. Z w ięk ­
szoną re tencję azotu w  ustroju szczura z m ięsakiem  Jensena zauw aży li 
C r a m e r  i P r i n g l e  [8]. S h e r m a n  i wsp. [24] n ie s tw ierd zili 
natom iast różnic w  w ydalan iu  azotu w  moczu szczurów  z rakiem  W a l­
kera i kontrolnych.

Szybk i p rzyrost w ag i szczurów  z m ięsakiem  w iąże się z postępu jącym  
rozrostem  guza. Szybkość przyrostu  w ag i gospodarza bez guza jest po­
dobna do przyrostu  w ag i szczurów  kontrolnych  (rys. 2). W  warunkach 
karm ien ia zgłębnik iem , d ietą  wysokokaloryczną, n ie obserwow ano spad­
ku w ag i ciała szczurów  now otw orow ych . Podobne w yn ik i uzyskali inni 
au torzy [4], [25]. Spadek w agi ciała zw ierzą t w  okresie rozrostu now otw oru  
zachodzi wskutek stopniow ej u traty łaknienia, gd y  zw ierzę  pobiera karm ę 
w  sposób dow olny ([1], cyt. w g  M i  d e r ’ a [18] oraz spostrzeżenia w łasne).

W chłan ian ie się azotu z przewodu  pokarm ow ego przez cały okres ob­
serw ac ji u trzym yw a ło  się na jednakow ym  poziom ie. M ięsak nie w p ływ a  
zatem  na zm ianę ilości w ch łon iętego białka. Podobne dane uzyskali C r a ­
m e r  i P r i n g l e  [8].

142 M. C H O R Ą ŻY [12]
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B e g g  i D i c k i n s o n  [4] tłum aczą zjaw isko zw iększonej retencji 

azotu u zw ie rzą t z guzem  karm ionych  stałą ilością d ie ty  syntetyzow an iem  
dodatkow ej ilości p rotop lazm y w  kom órkach now otw orow ych . Tak ie  sta­

now isko określa jednak  ty lko  fo rm aln y  zw iązek  m iędzy now otw orem  

a przem ianą azotową. Zm niejszona ilość azotu w ydalanego w  moczu szczu­

rów  n ow otw orow ych  jest zapew ne p rze jaw em  m echanizm ów  regu lu ją ­

cych p rzem ianę b ia łkow ą w  taki sposób, że ustrój zu żytkow u je  część 

sk ładn ików  azotow ych  na syntezę dodatkow ych  ilości białka.

W yk a zyw a n y  w  procesie rozw oju  now otw oru  spadek białek surow icy 

k rw i [3], [14], [17], [19], [20], [21], [22], [30], zm niejszona ilość hem oglo­

b iny [4], [5], p rzec iw cia ł [28], oraz zw iększen ie wysokości fa li po larogra­

ficzn e j su row icy  [12], wskazują, że w  składnikach b ia łkow ych  k rw i i tka­

nek ustroju obarczonego now otw orem  zachodzą ilościow e i jakościow e 

przesunięcia. Jaka jest kolejność zużytkow an ia ciał b ia łkow ych  i jak  p rze­

biega przem iana azotowa w  ustroju w  warunkach narzucenia mu koniecz­

ności syn tetyzow an ia  dodatkow ych  ilości białka, nie można wnioskować 

na podstaw ie w yn ik ów  uzyskanych za pomocą m etody u jm ującej zb ior­

czo ty lko  n iektóre, końcow e ogn iwa przem iany b ia łkow ej.

W yn ik i n ie licznych  badań bilansu azotow ego w  sam orzutnych now o­

tw orach  u ludzi są sprzeczne; obserwowano zarówno dodatni jak  i u jem ­

n y bilans azotow y [6], [10], [27] oraz cyt. w g  [6] i [27]. T ę  rozbieżność w y ­

n ików  m ożna objaśnić znikom ą ilością obserwow anych  przypadków  i róż­

norak im i w arunkam i poszczególnych  badań (w iek  chorych, zaawansowa­

n ie choroby, stan odżyw ian ia  i sposób odżyw ian ia  chorych, w p ły w  zasto­

sow anego leczen ia  itd.).

3. Zm nie jszone tem po przyrostu  bilansu azotow ego w  porównaniu  

z p rzyrostem  w ag i guza (tablica 4) jest —  być m oże —  w yn ik iem  niedosta­

tecznego pokryc ia  zw iększa jącego się zapotrzebow ania na białko w  m iarę 

wzrostu  szczura i guza. To  zjaw isko m oże m ieć źródło w  karm ien iu  zw ie ­

rząt n iezm ienną ilością d iety. M ożna przypuszczać że bilans azotow y usta­

liłb y  się na w yższym  poziom ie p rzy  wzbogacen iu  d ie ty  w  białko [26]. Jed­

nak —  w niosku jąc z przyrostu  w agi gu zów  szczurów  karm ionych  dietą 

w ysokob ia łkow ą w  dow olnych  ilościach można przypuszczać, że także w a ­

ga guza zw iększa się w ów czas znacznie w yraźn ie j.

Guz n ow o tw orow y  przyb iera  na w adze n ieproporcjonaln ie w ięce j, n iż­

by  to w yn ika ło  ze wzrostu  ilości bilansu azotowego. Przyrostu  w agi guza 

n ie można w ięc  rozpatryw ać jako prostego, w yłącznego  skutku zw iększo­

nej re tenc ji azotu. W  warunkach naszego dośw iadczenia im  cięższy jest
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guz n ow o tw orow y tym  m niej zaw iera  azotu w  jednostce m okrej w agi 
guza (tabela 5 ) (>.

N ieznaczny spadek stężenia azotu w  jednostce w ag i guza w  m iarę 
wzrostu  jego  masy stw ierdza się rów n ież w  zestaw ieniu  podanym  w  pra­
cy K a l i c i ń s k i c h  [20].

Z jaw isko  to można tłum aczyć w  różny sposób. S zybk i przyrost w agi 
guza m oże być spow odow any zw iększonym  uw odnien iem  jego  tkanek. 
M ożliw e , że ustrój gospodarza po tra fi w  pew n ym  stopniu zabezp ieczyć 
się przed utratą podstaw ow ego m ateriału  budulcowego, jak im  jest białko, 
i w ów czas guz n ow otw orow y zw iększa sw o ją  masę kosztem  m ateria łów  
ubogich w  azot. Na uw agę zasługuje jeszcze następująca hipoteza: guz 
w  czasie swego wzrostu n ie w iąże na sta łe sk ładników  azotowych : m o­
ż liw e, że m iędzy tkanką n ow otw orow ą  a tkankam i gospodarza istn ieje 
stała w zajem na w ym iana am inokwasów  i ich połączeń. P rze jśc ie  składni­
ków  azotowych  nie by łob y  w ięc ty lko  jednok ierunkow e tzn. z koryta  k rw i 
i lim fy  do guza jak to postu low ał M  i d e r (cyt. wg. [2]), ale m og łyby  
m ieć rów n ież kierunek odw rotny. O bum iera jące kom órki n ow otw orow e 

m ogłyb y  w ięc  stanow ić źródło azotu, k tó rym  dysponuje następnie ustrój. 
P rze c iw  koncepcji jednok ierunkow ego p rze jścia  azotu św iadczą w yn ik i 
badań B a b s o n a  i W i n n i c k a  [2].

W  naszym  dośw iadczeniu przyrost w a g i ciała (bez guza) szczurów  no­
w otw orow ych  jest podobny do przyrostu  w ag i szczurów  kontrolnych. 
U  szczurów z m ięsakiem  nie stw ierdzono spadku stężenia azotu w  zhom o- 
gen izow anych  tkankach w  porównaniu do tkanek zw ie rzą t kontrolnych  7, 
m im o że różnica taka w yn ika  z p rze liczen ia  ilości zatrzym anego w  ustro­
ju  azotu przypadającego na jednostkę p rzybran ej w ag i ciała. Spadek stę­
żenia azotu w  tkankach szczura obarczonego n ow otw orem  obserw ow ał 
M i d e r  [18] i S h e r m a n  [24] w  warunkach odżyw ian ia  dietą w  do­
w olnej ilości. W yn ik i badań K a l i c i ń s k i c h  [20] n ie dają odpow iedzi 
na pytan ie, czy now otw ór czerp ie azot z tkanek gospodarza. A u to rzy  ci 
ty lko  sugerują, że taki proces m oże m ieć m iejsce. Za pobieran iem  azotu 
przez n ow otw ór z tkanek gospodarza przem aw ia  uzyskanie wzrostu  prze- 
szczep ia lnego gruczolako-raka, gruczołu m lekow ego  u m yszy z u jem nym  
bilansem  azotow ym  [29], [30]. Jednak tem po wzrostu  n ow o tw orów  w  tych 
warunkach było  w o ln ie jsze  niż u zw ie rzą t z dodatnim  bilansem  azoto­
w ym . Praw dopodobn ie zasadniczy w p ły w  na om aw iane tu zagadnienia 
m a stan odżyw ien ia  i sposób odżyw ian ia  nosiciela guza, jak  rów n ież w a r­
tość stosunku m asy guza do m asy ciała. '

6 Fakt ten potw ierdzono później na m ateria le kilkudziesięciu m ięsaków  (dane  

niepublikowane).
7 D ane te będą przedmiotem  osobnego doniesienia.
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Ilo śc iow e  przesunięcia w  azotowych  składnikach tkanek gospodarza 
m ogą być m askowane zm ianą w  zawartości w ody tłuszczów  i w ę g lo w o ­
danów. B ardzie j uzasadnionym  w yd a je  się badanie stężenia azotu w  tkan­
kach suchych i odtłuszczonych.

Wnioski

1. P łynn a  dieta o w artości około 100 Kal/48 godz. zaw iera jąca  około 
600 m g azotu. 48 gcdz. zapewniała norm alny przyrost w agi szczurom, 

k tóre  na początku dośw iadczen ia w a ży ły  około 120 g. U  zw ie rzą t 
tych w  ciągu 3 tyg. u trzym yw a ł się dodatni bilans azotowy.

Szczu ry karm ione dietą izokaloryczną, ale zaw iera jącą  4 ra zy  
m n iej sk ładn ików  azotowych  nie p rzyb iera ły  na w adze i w yk a zyw a ły  
u jem ny bilans azotowy.

2. a) P rzeszczep ia lny  mięsak pow odow ał u szczurów  karm ionych stałą
ilością d ie ty  zm iany w  przem ian ie azotowej, k tóre p rze jaw ia ły  
się stopniowo zw iększaniem  ilości azotu za trzym yw an ego  w  ustro­
ju  zw ierzęc ia  p rzy  zm niejszen iu  ilości azotu w yda lanego  z m o­
czem.

b) W  czasie wzrostu  now otw oru  nie zm ien iała się ilość ciał azoto­
w ych  wchłanianych  z przew odu  pokarm ow ego zw ierzęcia .

c) W  warunkach przym usow ego karm ien ia  zgłębn ik iem  w zrost m ię ­
saka nie pow odow ał spadku w ag i ciała gospodarza.

3. P rzy ros t w ag i gu zów  n ow otw orow ych  w  warunkach naszego do­
św iadczen ia b y ł szybszy niż to wyniką. z ilości azotu zatrzym anego 
w  ustroju zw ierzęcia . S tw ierdzono spadek stężenia azotu w  jednostce 
w agi guza w  m iarę wzrostu masy now otw oru . Z jaw isko  to m oże być 

w yn ik iem  stopniow ego ubożenia w  azot m artw iczo  zm iennych części 
guza.

[15] B IL A N S  A ZO T O W Y  U  SZC ZUR Ó W  O BA R C ZO N YC H  M IĘSA K IEM  145

Panu P ro fe so row i K . D u x o w i  za udzielen ie cennych w skazów ek  
oraz żon ie m o je j K a z i m i e r z e  —  lab. med.. za pomoc techniczną 
v/ przeprow adzonych  dośw iadczeniach składam  serdeczne podziękow anie.

Streszczenie

Zdrow e, m łode szczury o w adze początkow ej około 120 g karm iono 
za pom ocą zgłębnika dietam i izoka lorycznym i (ok. 100 Kal./48 godz.) o ró ż­
nej zawartości białka. D ieta  zaw iera jąca  około 600 m g azotu/48 godz. za­
pew n ia ła  takim  szczurom norm alny przyrost wragi i  dodatni bilans azo-
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146 M. CH O R Ą ŻY [16]

to w y. Zw ierzęta  nie p rzyb iera ły  na w adze i w yk a zyw a ły  u jem ny bilans 
azotowy, je że li karm ione b y ły  dietą zaw iera jącą  ty lko  150 m g azotu/ 
/48 godz.

W p ływ  wzrostu przeszczep ia lnego mięsaka na bilans a zotow y i p rzy ­
rost w agi nosiciela guza badano na 6 szczurach, 3 zdrow e zw ierzęta  słu­
ż y ły  jako kontrola. O bie gru py zw ierzą t karm iono p rzy  pom ocy zg łębn i­
ka żołądkow ego dietą o n iezm iennej zawartości azotu, zapew nia jącą  do­
datni bilans azotowy. T ę  ilość zzotu określono na podstaw ie w yn ik ów  
w stępnego doświadczenia. S zczury z w szczep ionym  m ięsakiem  w yk a zy ­
w a ły  w  stosunku do zw ierzą t kontrolnych:

1) zw iększoną re tencję  azotu,
2) zw iększony p rzyrost wagi.

Różnice te zaczynały w ystępow ać po u p ływ ie  około 2 tygodn i od chw ili 
w szczepien ia nowotworu . Zw iększona retencja  azotu w  ustroju  szczurów  
obarczonych n ow otw orem  w ystępu je  w  następstw ie w yda lan ia  coraz to 
m niejszych  ilości ciał azotow ych  w  moczu. A bsorpcja  azotu z przewodu  

pokarm ow ego obu grup zw ierzą t przez okres całego dośw iadczen ia u trzy ­
m yw ała  sie na jednakow ym  poziom ie.

Szybkość przyrostu  w agi ciała (bez guza) szczurów  obarczonych no­
w otw orem  była zbliżona do przyrostu  w agi szczurów  kontrolnych ; now o­
tw ór nie pow odow ał spadku w agi ciała nosiciela.

W  m iarę wzrostu now otw oru  retencja  azotu w  ustroju  szczurów' 
zw iększała  się, jednak w o ln ie j niż w ynos ił p rzyrost w ag i szczura. Guzy 
n ow otw orow e w  m iarę wzrostu  staw ały się uboższe w  azot. W ysunięto 
przypuszczenie, że —  w  pew nych  warunkach —  azot z obum arłych, środ­
kow o położonych części guza now otw orow ego  m oże przechodzić do ogó l- 
noustrojowej „p u li m etabo licznej” .
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A 3 0 T H B IH  E A J IA H C  Y  K P B IC  C n P M B M T O H  C A P K O M O H

P  e 3 io m e

3,ąopoBbie, Mojioflbie Kpbicbi, nMeiom,ne nepBOHauajibHo Bec ok. 120 r., 
öbuiii KopMJieHbi npn noMoiRH JKejiyßOHHoro 30HAa AneTaMn, KOTopbix n a - 
jiopuMHOCTb öbuia nocTOHHHOÜ H paBHHjiacb ok. 100 Kaji./48 uac., kojim- 
uecTBo nee öejiKa GbiJio pa3Hoe. Tanne npbicbi, KOTopbix uneTa coßepjKa- 
Jia ok. 600 Mr a30Ta/48 uac. HopMajibHo npnöaBJiHJin b Bece, a mx a30THbin 
öajiaHc 6bui nojio>KHTe.neH. 2KnBOTHbie He npnGaBJiHJin b Bece vt hmcjih 
OTpMiiaTejibHbin a30THbiM GajiaHc ecjin nojiynajin AneTy co^epxcaBiHyio 
Jimn 150 Mr.a30Ta/48 nac. OnncaHbi cocTaß AueT n ycjiOBMH onbiTOB.

/IBe APyrne rpynnbi Kpbic (6 Kpbic c nMnjiaHTnpoBaHHOn capnoMOM 
n 3 3AopoBbie Kpbicbi) GbiJin KopMJieHbi npn noMomn >KejiyAOHHoro 30HAa 
nocTOHHHbiM KOJinuecTBOM AweTbi coßepxiaBiHeii: Tanoe Hen3MeHHoe kojih-  
necTBo a30Ta, KOTopoe rapaHTnpoBa.no Gbi nojio>KiiTejibHbiii a30THbiił 6a- 
jiaHC. B  npoMexcyTKax 48 nac. KOHTpojinpoBaHO npnpocT Beca jkmbothbix  
h  onpeą;ejiHJiocb KOJinnecTBO a30Ta b najie n b Mone.

B OTJinune ot 3AopoBbix Kpbic, Kpbicbi c npnBHTbiMn capnoMaMH npo- 
hbjihjih noBbimeHHyio 3anep>KKy a30Ta n noBbimeHHbin npnpocT Beca. 3 th  
pa3Hnu;bi GbiJin oGHapyxceHbi ok . Aßyx Heą,ejib nocjie npuBMBKn onyxojin.

IIcBbimeHHaH 3aAep>KKa a30Ta b opraHH3Me GojibHbix Kpbic BbiCTynaeT 
BCjieACTBne yAajiemiH yMeHbmaiom;nxcH KOjinuecTB a30Ta b Mone; oto 
HBjieHne cyrrepnpyeT M3MeHeHHH b rrpopecce a30THoro oÖMena.

117] B IL A N S  A Z O T O W Y  U  SZC ZUR Ó W  O B A R C ZO N YC H  M IĘSA K IEM  147
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CKopocTb npiipocTa Beca Tejia (6e3  onyxo.nn) onyxojieBbix xpbic Sbijia 
npn6jiM3eTejibHO paBHa c k o p o c t m  npwpocTa Beca Te.na k o h t p o j i b h b i x  xpbic: 
onyxojib He Bbi3biBajia noHMxceHMH Beca Tejia y S o j i b h b i x  xpbic.

ripn  yBejiMHeHHM pocTa onyxo jin  ogHOBpeMeHHO yBejiMvnBajiacb 3a- 
gepxeKa a30Ta b  opraHM3Me KpBic, h o  MegjieHHee, neM npupocT Beca caMOM 
onyxojin . HoBOo6pa30BaHMH no Mepe m x  pocTa Tepnjin asoT. Ha ocHOBaHHM 
3 t h x  pesyjibTaTOB aBTop npegnojiaraeT, h t o  opraHMSM nopaxveHHBiM ony- 
XOJIBK) MO>KeT, B HeKOTOpBIX CJiyuaHX, nOJiyHHTB a30T M3 peHTpajlBHO 
pacnojioxceHHbix, HeKpoTMnecKMx nacTeii onyxojin .

N IT R O G E N  B A L A N C E  IN  T U M O U R -B E A R IN G  R A T S  

S u m m a r y

You ng m ale w h ite  rats w eigh in g  about 120 g. w ere  fed  (using a sto­
mach tube) liqu id-d iets <of a constant ca loric  va lu e o f about 100 Cal./48 
hrs. and a d iffe ren t p rote in -level. The rats gained norm al w e igh t 
and showed a positive n itrogen  balance when fed  a diet containing 600 mg. 
nitrogen/48 hrs. W hen fed  a d iet contain ing 150 mg. nitrogen/48 hrs. on ly, 
the animals did not gain w eigh t and showed a negative n itrogen balance. 
Com position o f diets and conditions o f experim en t are described.

T w o  other groups o f  rats (6 anim als w ith  the transplantable, m eth y l- 
cholantrene-induced sarcoma, and 3 w ithou t neoplasm ) w ere  fo rce -fed  
a stable d iet contain ing a constant n itrogen -leve l, w hich  secured a posi­
t ive  n itrogen  balance. E ve ry  48 hrs, the animals w ere  w eighed  and 48 hrs. 
samples o f faeces and urine w ere  collected and analysed  fo r total n itro ­
gen. The tum our-bearing rats as com pared w ith  norm al animals:

1) increased n itrogen  retention,
2) h igher rate o f  w e igh t gain.
This d iffen ren ce becam e ev iden t just at the tim e o f tw o  weeks a fte r  

the tumour implantation. T h e  increased n itrogen  retention  appeared in 
consequence o f dim inished excretion  o f u rine-n itrogen .

The tum our-bearing rats w ithou t tumour gained at the same ra te as 
control ones. Tum ours did not cause any decrease o f the host’s body 
w e igh t when the animals w e re  forced-fed .

N itrogen  retention  in  tum our-bearing rats increased m ore s low ly  than 
the w eigh t o f rat W ith  the grow th  o f  tumour, the n itrogen  control fe ll. 
It is suggested that the n itrogen  o f the central necrotic tissue o f tum ours 
m ay again becom e part o f the m etabolic pool.

Otrzym ano 1.9.1955 r.

M. C H O R ĄŻY
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W . Z A LE W S K I

CH R O M A TO G R A FIC ZN E O Z N A C Z A N IE  C U K R O W C Ó W  
W  K R A JO W Y C H  O W O C A C H

Z  Działu Technologii Ow oców  Instytutu Sadownictwa w Skierniewicach, 
Kierownik Działu dr K. A. Bogdański, Dyr. Instytutu prof. dr S. A. Pieniążek

I. Wstęp

C hrom atogra fię  b ibu łow ą, która zna jdu je obecn ie szerokie zastosowa­
n ie w  oznaczaniu szeregu  zw iązków , w prow adzili po raz p ierw szy  C o n s -  
d e n ,  G o r d o n  i M a r t i n  [4j. M etodą tą oznaczano początkow o ja ­

kościowo, a późn iej i ilościow o badane zw iązk i, jak  am inokwasy, cukry itp. 
Badania w ęg low od an ów  p rzy  pom ocy chrom atografii zapoczątkow ał P  e- 
t r i d g e  [10], [11], następnie R a c z i n s k i j  [15], [16], [17] i inni.

W  p racy  n in ie jsze j posługiw ano się m etodam i podanym i w  m on ogra fii 
C  r a m e r a [5] i B ł o c k a  [2], stosując jako rozpuszczalnik m ieszaninę 
n-butanolu, kwasu octow ego  lodow atego  i w ody w  stosunku ob jętościo ­
w ym  4 : 1 : 5  [10], [13], [16], [22] i inni. Chrom atogram y w yw o ływ a n o  roz­
tw orem  kw aśnego fta lanu  an iliny [2], [12], [22] oraz roztw orem  n afto re- 
zo rcyn y  1 w  kwasie tró jch lorooctow ym  [5], [15], [19], [22].

II. Cel pracy

Celem  n in ie jsze j p racy  było  z id en ty fikow an ie  w ęg low od an ów  w y ­
stępu jących  w  badanych owocach. Oznaczenia przeprow adzano m etodą 
chrom atograficzną, jako jedną z najprostszych, a zarazem  dostatecznie 
czułą, pozw a la jącą  w yk ryć  naw et k ilka Mg cukrów  w  10 ul badanego 

płynu.

S zereg  autorów  [3], [14] i inn i w ym ien ia  trzy  cukry, a m ianow icie : 
glikozę, fruk tozę i cukrozę oraz pentozany, jako w ystępu jące w  różnych 
gatunkach i odmianach owoców . N iek tó rzy  jednak badacze donoszą o in ­
nych jeszcze cukrach, jak. m altozie, ram nozie, ksylozie, laktozie itp., k tó­

1 W  pracy  niniejszej zastąpiono naftorezorcynę —  rezorcyną.
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re  spotykali w  badanych owocach. Np. o obecności w olnej ksylozy w  ow o ­
cach donosi H a y  [7J, a o obecności m a ltozy  S r i v a s t a v a  [21] w g  [6],
0  obecności pen tozanów  w  jabłkach, szczególn ie arabinozy lub k sy lozy  
oraz m altozy pow stałej ze skrobi zhydro lizow an ej diastazą, donosi ró w ­
n ież S m o e k  [20],

Badania te przeprow adzono na innych odmianach i gatunkach ow o ­
ców  w  odm iennych niż nasze warunkach (k lim at, położen ie geogra ficzne, 

gleba, nasłonecznienie itp.), d latego też w yd a je  się rzeczą wskazaną p rze ­
badanie k ra jow ych  odmian, owoców , celem  jakościow ego stw ierdzen ia  
w  nich w ęglow odanów . Badania te m ia łyb y  w ie le  aspektów  ogó lnych
1 specjalnych, a m ianow icie :

1) W  sadow n ictw ie p rzyczyn iłyb y  się do dokładnego poznania w ła ­
ściwości poszczególnych  odmian. S tw ierdzono np., że odm iany 
w inogron  zaw iera jące cukrozę są bardzie j odporne na przem ar­
zanie [3], n iż odm iany, w  których  je j brak2.

2) W  pew nych  odm ianach w  stanie d o jrza łym  stosunek g likoza  : 
fruktoza w ynosi 1: 1 ,  m ożnaby w ięc  tą drogą określać stopień 
dojrzałości tych owoców .

3) P rzechow yw an iu  środków  spożyw czych  tow arzyszy  m iędzy in ­
nym i n ieen zym atyczne ich brunatn ien ie (reakcja  M aillarda ). Jed­
ną z p rzyczyn  tego z jaw iska jest reakcja  zachodząca pom iędzy cu­
krami, a am inokwasam i. Badając p rzeb ieg  tych reak c ji mo^na 
stw ierdzić jak ie  cukry lub am inokwasy biorą udział w  tym  n ie­
pożądanym  zjawisku.

III. Metoda oznaczania

Z próby reprezen ta tyw nej ow oców  (jabłka, gruszki, ś liw ki, truskawki, 
w inogrona  itp.), pobierano losow o 100 g  i usuwano ew entualne nasiona 
czy  pestki. Następnie p rzygo tow yw an o  25%  roztw ór podstaw ow y i m ie­
szano przez 2 m inuty na W aring B lender’że. Z  tak otrzym anej, siln ie 
zhom ogen izow anej m ieszan iny ekstrahowano cukry etanolem  w g  m etody 
R acz in sk ij’ego  [17]. D obierano takie ilości alkoholu e ty low ego , aby stę­
żen ie cukrów  było  ca 1%, to jest, aby w  10 ul badanego p łynu  nie p rze­
kraczało 100 ug.

Następnie nanoszono na bibu łę i ro zw ijan o  poszczególne chrom ato- 
gram y w g  zacytow anej na w stęp ie literatu ry . W  celu uw idoczn ien ia plam

2 Pog lądy  badaczy odnośnie w ystępow ania cukrozy w  w inogronach są podzielo­
ne, np. B a r n e s  [1] donosi o obecności cukrozy w  owocach niektórych odm ian ca ł­
k ow ic ie  dojrzałych, w  innych znów  odm ianach o w ystępow aniu  cukrozy w  owocach  

niedojrza łych  (w  dojrzałych w inogronach je j brak ).
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poszczególnych  cukrów, sprysk iwano paski b ibu ły następu jącym i odczyn ­

n ikam i do w yw ołan ia :
a) kw aśnym  fta lanem  aniliny,
b) roztw orem  rezo rcyn y  w  kw asie tró jch lorooctow ym  i umieszczano 

w  suszarce w  tem peratu rze w  100— 105° w  czasie 5— 10 minut.
Po  uw idoczn ien iu  się p lam ek poszczególnych cukrów  obrysow yw ano 

je  ostrożn ie o łów k iem  i porów nyw an o  ich wartości R( z rów nocześn ie ro z­
w ija n ym i i w yw o ła n ym i standardam i. Z  położenia, zabarw ien ia  i w a r­

tości R f poszczególnych  cukrów  wnioskow ano jak ie  cukrowce w ys tę ­

p ow a ły  w  badanych owocach.

IV. W yniki badań

Jakościow y skład w ęg low od an ów  w  poszczególnych gatunkach i od ­
m ianach ow7oców  przedstaw iono gra ficzn ie  na załączonych poniżej r y ­

sunkach.

Rys. 1. Ch rom atogram y cukrow ców  4 cdmir.n truskaw ek

W yn ik i jakościow ego  składu poszczególnych  cukrów  czterech odm ian 

truskawek przedstaw iono na rysunku 1.
Oznaczano p rzy  pom ocy ch rom atogra fii b ibu łow ej w ęg low od an y 

w  następujących odm ianach truskawek: ,,C lim ax” , ,,A fr y k a ” , „L a x to n
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U t ilit y ” , „P er ła  Praska” , dostarczonych pracow n i do analizy. O gółem  
stw ierdzono w  badanych odmianach obecność ksylozy, fruktozy, g lik ozy  
i cukrozy.

Cukry te w ystęp ow a ły  w  badanych odm ianach w  p rzyb liżon ym  skła­
dzie jakościowym .

Na rys. 2 przedstaw iono w yn ik i badań czterech  następujących odmian 
ś liw ek : „R enk loda Z ie lona O baw ska“ , „W ęg ie rk a  W angenheim a“ , „Q uack- 
enboss“ , „T ransparen t“ . W  przeanalizow anych  odmianach ś liw ek  ziden­
ty fik ow ano  następujące w ęglow odany, a m ianow icie : ksylozę, fruktozę, 
g likozę, cukrozę i m altozę. C harakterystyczne jest to, że w  przebadanych

Rys. 2. Chrom atogram y cukrow ców  4 odm ian śliw ek

odmianach truskawek (rys. 1) nie stw ierdzono obecności tego ostatniego 
cukru.

Jak zaznaczono na rys. 2, stężen ie w ęg low od an ów  w  10 ul nanoszone­
go roztw oru  było  w  przypadku  odm ian „R en k loda  Z ie lona O baw ska” , 
„W ęg ie rk a  W angenheim a“ i „Quackenboss“  trzy  razy  m niejsze. P o ­

w ierzchn ia  otrzym anych  po w yw o łan iu  plam ek, charakteryzu jących  po­
szczególne cukry, odbiegała znacznie swą w ielkością  (by ła  m n iejsza ) od 
pow ierzch n i p lam ek cukrów  odm iany „T ran sparen t“ . M etodą tą można

http://rcin.org.pl



15] CH R O M A TO G R AFIC ZNE  O Z N A C Z A N IE  CUK RO W CÓ W 153

w  przyb liżen iu  określać stężen ie cukrów  w  badanym  m ateriale. O za leż­
ności pom iędzy stężeniem  cukrów  a pow ierzchn ią  p lam ek (w  pew nych  
granicach stężeń) donosi m iędzy innym i C r a m e r  [5].

Jakościowy skład w ęg low od an ów  trzech odm ian w inogron  przedsta­
w iono na rys. 3. W  przebadanych następujących odmianach w inogron  

,.Chasselas T ok a y “ , „A m erykańska  M ieszanka N ieb ieska“ i „S e y v e  V i l-  
la rd ”  stw ierdzono obecność ty lko  dwóch cukrów, a m ianow icie  fru k to zy

Rys. 3. Chrom atogram y cukrow ców  3 odm ian w inogron

i g likozy. Obecności innych w ęg low odan ów  n ie stw ierdzono naw et w  śla­
dach.

Na rys. 4 przedstaw iono gra ficzn ie  jakościow y skład w ęg low od an ów  
trzech  odmian jabłek.

V/ przebadanych odmianach jab łek  „M a lin ow a  O berlandska” , „K ok sa  
Pom arańczow a” i „K ró lo w a  R en et”  stw ierdzono obecność następujących 
cukrów : ksylozy, fruk tozy, g likozy, m a ltozy i cukrozy. W ęg low od an y 
w ym ien iono w  takiej kolejności, w  jak ie j adsorbow ały się one na bibule. 
R ów n ież ich w artości R f zm n iejsza ły  się i w yn os iły  dla: ksy lozy  0,28, fru k ­
tozy  0,23, g lik ozy  0,17, m a ltozy 0,11 i dla cukrozy 0,07.
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Jakościowy skład w ęg low od an ów  trzech odm ian gruszek przedsta­
w iono na rys. 5.

W  przebadanych odmianach ,,Salisbura” , „F la szk ow a ” i ,,Bera H ar­
d ego“ stw ierdzono obecność następujących cukrów : ksylozy, fruktozy, 
g likozy , m altozy i cukrozy.

Zaw artość poszczególnych  cukrow ców  w  przebadanych  odmianach 
była w  przyb liżen iu  jednakow a i n ie u legała w yraźn ym  wahaniom .

Po przeanalizow aniu  szeregu  standardów  oraz chrom atogram ów  ba­
danych ow oców  stw ierdzono, że:

Rys. 4. Chrcm atogram y cukrow ców  3 odm ian jab łek

1) K sy loza  barw iła  się pod w p ływ em  kwaśnego fta lanu an ilin y na 
krw isto-czerw ono ii posiadała najw iększą  wartość R f spośród 
wszystk ich  przebadanych cukrów .

2) Fruktoza barw iła  się pod w p ływ em  kwaśnego fta lanu an ilin y na 
żółto, a od rezo rcyn y  w  kwasie tró j ch lorooctow ym  na różowo. Jej 
plam ki zna jdow ały  się poniżej plam ek ksylozy, a w artść Rf była 
m niejsza od w artości R f ksylozy.

3) G likoza barw iła  się pod w p ływ em  kwaśnego ftalanu an iliny na
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czekoladowo. Adsorbow ała się na arkuszu b ibu ły poniżej fru k to ­
zy  (w artość R { m niejsza od fruk tozy).

4) M altoza barw iła  się pod w p ływ em  kwaśnego fta lanu an iliny na 
czekoladowo, ale jako dw ucukier adsorbowała się poniżej heksoz 
(w artość R j m niejsza od g likozy ).

5) Cukroza barw iła  się pod w p ływ em  rezorcyny w  kwasie tró jch lo- 
rooctow ym  na różowo. Jej wartość Rf była zbliżona do wartości 
Rf m altozy, jednak nieco m niejsza.

Cukry adsorbow ały się na arkuszach b ibu ły w  kolejności w yże j po­
danej, p rzy  zastosowaniu param etrów  om aw ianych  w  m etodzie. Na ogół

Rys. 5. Chrom atogram y cukrow ców  3 odmian gruszek

nie stw ierdzono w yraźn ych  różnic pom iędzy wartościam i R ; standardów  
a badanych odm ian i gatunków  owoców .

Reasum ując stw ierdzono w ystępow an ie  w  różnych  odmianach jabłek, 
gruszek i ś liw ek  pięciu  om aw ianych  cukrów , tj. ksylozy, fruktozy, g lik o ­
zy, m altozy i cukrozy.

W  badanych owocach 4-ch odm ian truskawek w ystępow a ły : ksyloza,. 
fruktoza, g likoza  i cukroza, brak było  natom iast m altozy.
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In teresu jących  danych dostarczyły! przebadane odm iany w inogron, 
w  k tórych  stw ierdzono w ystęp ow an ie  ty lk o  fru k tozy  i g lik ozy  (patrz 
rys. 3). Innych  cukrów  nie stw ierdzono n aw et w  n iew ie lk ich  ilościach śla­
dowych , chociaż m etodą ch rom atogra ficzną  w yk ryć  można w  badanej 
prób ie naw et kilka ich ug.

W  przebadanych 4-ch odm ianach śliw ek ' (rys. 2) stężen ie cukrów  
w  trzech odmianach było  trzy  razy m n iejsze n iż w  pozostałej odmianie. 
N ie  stw ierdzono jednak w yraźn ych  różnic w  w artości Rf, w  stosunku do 
odm iany czw artej ś liw ek ; zauważono jed yn ie  różnice w  w ie lkośc i plam ek 
poszczególnych  w ęglow odanów .

V. Wnioski

W  przeanalizow anym  surowcu stw ierdzono, że w  ramach poszczegó l­

nych odmian ow oców  nie w ys tęp ow a ły  w yraźn e różnice w  składzie ja ­
kościow ym  węglowodanów '. P ew n e  różnice w ystęp ow a ły  dopiero w  okreś­
lonych gatunkach owoców . N adm ien ić rów n ież należy, że próbka analizo­

w anego  m ateriału  nie pow inna posiadać zbyt dużych ilości cukrowców ’ 
w  przec iw nym  razie o trzym u je  się chrom atogram  n ietypow y, rozm azany, 
nie rozdzie la jący zadow ala jąco badanych cukrów, co un iem ożliw ia  w yc ią ­
gan ie w niosków , jak  i n ie pozw a la  na ew entualne ilośc iow e oznaczenie 

analizow anych  w ęglow odanów .
N iem n ie j in teresu jącym  b y łob y  ilościow e oznaczanie w’ęglow ’odanów  

wr badanych owocach p rzy  użyciu  ch rom atogra fii b ibu łow ej. Zagadn ien ie 

to  będzie om aw iane oddzie ln ie w  następnym  doniesieniu.

VI. Dyskusja nad uiynikami

Przypuszczano p ierw otn ie, że w  badanych owocach oprócz innych cu­
k rów  w ystępu je  riboza. Chrom atogram  w zorcow y , zaw ie ra jący  następu­
jące cukry: cukrozę, maltozę, g likozę, fruk tozę i r ibozę n ie p ok ryw a ł się 
jednak z „m apą” ch rom atogram ów  w ęg low od an ów  w ystępu jących  w  ana­
lizow an ym  m ateria le  (patrz rys. 6 standard 1).

R ów n ież wartość Rt r ib ozy  różn iła  się (była  w iększa) od w artości R- 
pentozy. znajdu jącej się w  owocach. D op iero  p rzez zastąpienie ribozy 
ksylozą, otrzym ano chrom atogram  standardowy, na k tórym  rozm ieszcze­
n ie poszczególnych  w ęg low od an ów  pok ryw ało  się z chrom atogram em  ba­
danych ow oców 3. O bydw a chrom atogram y (standardow y i badanych 
ow oców ), p rzy  w yw ołan iu  p lam ek poszczególnych  cukrów  daw ały iden­

tyczne reakcje barwne, jak  i w artości R f (patrz rys. 1, 2, 3, 4, 5.).

3 Zastrzega się, że nie jest wykluczona ew entualna obecność innych cukrow ców  

w  stężeniach znacznie m niejszych niż badane.
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A że b y  m ieć ca łkow itą  pewność, że w y że j om aw iane cukry istotn ie 
w ystęp ow a ły  w  badanych owocach, p rzygo tow an o  chrom atogram , na któ­
ry nanoszono po 5 ul roztw oru  w ęg low od an ów  z badanej odm iany owoców , 
a następnie w  te same m iejsca po 5 ul standardu zaw iera jącego  ksylozę, 
fruktozę, g likozę, m a ltozę i cukrozę (pa trz rys. 6, Ś I4 +  i J2 So). 
Następn ie chrom atogram  rozw ijan o  i w yw o ływ a n o  m etodą zaadoptowaną

S/, - śliwki odm. Transparent
J2 - jabłka odm. Koksa Pomarańczowa

Rys. 6. Chrom atogram y standardów  oraz cu k rów  badanych odm ian ze
standardami

w n in iejszej pracy. S tw ierdzono, że .położenie, zabarw ien ie i w artości R f 
plamek w ęg low odan ów  w  tak p rzygo tow an ym  chrom atogram ie n ie ró ż­
n iły  się n iczym  od chrom atogram u standardow ego oraz od chrom atogra- 

mu badanej odm iany owoców .. W yże j opisane dośw iadczen ie w sk azy­
wałoby raz jeszcze, że om aw iane w ęg low od an y  zna jdow a ły  się rzec zy ­

w iście w  badanych gatunkach i odm ianach ow oców .

Streszczenie

W  pracy n in ie jsze j om aw iano oznaczanie cu krow ców  w ystępu jących  
w  owocach, m etodą ch rom atogra fii b ibu łow ej. O gółem  przebadano po

http://rcin.org.pl



158 W. ZA L E W S K I [10]

cztery  odm iany truskawek i ś liw ek  oraz po trzy  odm iany jabłek, gruszek 
i w inogron . W  gatunkach i odmianach w yże j om aw ianych  ow oców  s tw ie r­
dzono w ystępow an ie następujących w ęg low od an ów : ksylozy, fruktozy, 
g lik ozy , m altozy i eukrozy. W yże j w ym ien ion e cukry n ie w ystęp ow a ły  
w e  w szystk ich  gatunkach ow oców  w  jedn akow ym  składzie jakościowym .
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X P O M A T O rP A O M H E C K O E  OnPE^EJIEHME C A X A P O B  B M EC TH blX  cppyK TA X

P  e 3 K ) M e

B HacTOHipeM coo6m;eHHn npegcTaBJieHbi pe3yjibTaTBi onpegejieHMii ca- 
xapoß, HaxogHUiMxcH b c£>pyKTax, no Mexogy xpoMaTorpacjmn Ha óyMare. 
MccjiegOBaHMK) öbuin nogBepxceHbi no neTbipe copTa KJiyÓHMKU n cjihb m  no 
xpn copTa HÖJioK, rpyrn n BHHorpaga. Y  pa3Hbix coptob m bmhob Bbime y x a -  
3aHHbix cjDpyKTOB oÖHapyxceHO Hajnmne cjieuyiomMX yrjieBOgoß: kcmjio3bi,
4)pyKT03bI, rJIK)K03bI, MaJIbT03bI M Caxap03bl. OgHaKO KaHeCTBeHHbIM coc- 
TaB nepenncjieHHbix caxapoB He öbiji ogHHaKOB b  njiogax, MCCJiegoßaHHbix 
COPTOB n BHgOB.
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CH R O M A TO G R APH ISC H E  BESTIM M U NG  V O N  ZUCK ER N IM OBST

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

In d ieser M itte ilu n g  w urde die chrom atographische Bestim m ung von  
Koh lenhydraten  im  Obst besprochen. Insgesam t w urden  je  v ie r  Sorten 

E rdbeeren  und P flau m en  und je  drei Sorten Ä p fe l, B irnen und W e in ­
trauben analysiert. In  obengenannten Obstgattungen und —  Sorten w u r­
de die A nw esenheit von  X ylose, Fructose, Glucose, M altose und Saccha­
rose festgestellt. D ie ob igen  Zucker befanden sich in den analysierten  

Obstgattungen nicht in der g le ichen  qualitativen  Zusam mensetzung.

Otrzym ano 22.10.1955 r.
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O T R Z Y M Y W A N IE  K O N C E N T R A T Ó W  ORAZ K R Y S T A L IC Z N E G O  

W ITA M IN U  B12 ZE ŚC IEK Ó W  M IEJSKICH P O D D A N Y C H  

FE R M E N T A C JI M E T A N O W E J

Z  Katedry Technologii Rolnej — Zakładu Biochemii Żywności w Poznaniu  —
Kierownik Katedry: prof. dr J. Janicki

P ra w ie  jednocześn ie z odkryciem  w itam inu  B 12 stw ierdzono, że sub­
stancja ta działa w zrostow o  na kurczęta żyw ione paszą roślinną [16]. R oz­

szerzen ie badań żyw ien iow ych  na inne zw ierzęta  hodow lane pozw o liło  
ustalić, że w itam in  B 12 działa w zrostow o  nie ty lko  na drób ale i na inne —  
ważne z punktu w idzen ia  gospodarczego zw ierzęta , jak  prosięta, św i­
n ie oraz cielęta. W  liczn ie  przeprow adzanych  dośw iadczeniach ustalono, 
że  w itam in  B 12 dodaw any do paszy roślinnej zw iększa zużycie zaw artego  
w  paszy b iałka roślinnego tak, że p rzy  jednakow ej d iecie zw ierzęta , k tó­
rym  rów nocześn ie podawano w  paszy w itam in  B 12 szybcie j rosną 
(od 10— 40°/o) [15], [241. Jeszcze lepsze e fek ty  hodow lane osiąga się p rzy 
jednoczesnym  podawaniu obok w itam inu  B 32, an tyb io tyków  jak ch loro- 
te tracyk lin y  (aureornycyna), h yd roksytetracyk lin y  (terram ycyna), s trep ­

tom ycyn y  i innych  [4], [14], [15], [22],

Z  m om entem  stw ierdzen ia  w zrostow ego  działania w itam inu  B 12 na 
zw ierzęta  hodow lane w zrosło  ogrom nie zapotrzebow an ie na tę substancję. 
W  zw iązku  z tym  w y łon iła  się potrzeba szukania now ych  j tanich źródeł 
w itam inu  B 12, k tó ry  m óg łb y  być w ykorzystan y  dla ce lów  hodow lanych. 
O becnie ogrom na w iększość paszowych  ¡koncentratów w itam inu  B 12 zn a j­
du jących  się na rynkach pochodzi z odpadów  przy  produkcji a n tyb io ty ­
ków, a szczególn ie ch lorotetracyk lin y . W  roku 1951 H o o v e r  i inni [10], 
[11] w ykaza li, że w  ściekach m iejsk ich  oczyszczanych p rzy  pom ocy fe r ­
m entacji tlen ow ej lub beztlen ow ej (m etan ow ej) zna jdu je sie w itam in  
B 12 w  ilościach do 10 ug na kg suchej m asy ścieków. W  N iem czech  p ro ­
blem em  w yodrębn ien ia  i id en ty fik ac ji kobalam in zaw artych  w  szlam ach 
ściekow ych  po fe rm en tac ji m eta low ej za ję li s i ę w B e r n h a u e r  i F r i e ­

d r i c h  [2], [7].
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162 J. J A N IC K I, J. P A W E Ł K IE W IC Z , K . N O W A K O W S K A [21

O m ożliw ości o trzym yw an ia  ze szlam ów  ściekow ych  po ferm en tacji 
m etanow ej koncentratów  w itam inu B 12 nadających się dla celów  hodo­
w lanych  donoszą W i t m a r s h i inni [23J. S c h e u n e r t  i S o m m e r  
[21], o trzym ali rów n ież koncentraty p rzy  czym  S c h e u n e r t  
i K r a a c k  [20] s tw ierd zili ich w zrostow e działanie w  dośw iadczeniach 
żyw ien iow ych  na świniach.

W  pracy n in iejszej poda jem y w yn ik i naszych badań nad Otrzymaniem 

koncentratów  w itam inu B i2 oraz krysta licznego w itam inu  B 12 ze ścieków  
m ie jsk ich  poddanych ferm en tac ji m etanow ej. P rzeprow adza liśm y bada­
nia nad o trzym yw an iem  koncentratów  w itam inu  B 12 zarów no w  skali 
labora tory jn e j (p róby 50— 75 1 ścieków ) jak  i ćw ierć technicznej (próby 
do 500 1 ścieków).

P ragn iem y w  tym  m iejscu podziękować m gr Ś w i e r c z y ń s k i e m u  
za um ożliw ien ie nam przeprow adzenia prób technicznych. O trzym ane kon­
cen tra ty przebadano w  dośw iadczeniach żyw ien iow ych  na kurczętach. 
Badania te w ykazu jące dużą wartość preparatu p rzeprow adziło  w e  w łas­
nym  zakresie Laboratorium  naukow o-dośw iadczalne T u czam i Drobiu 
Poznań-Junikowo.

Część doświadczalna

1. O TRZY M Y W A N IE  KON CENTRATÓ W W IT A M IN U  B ZE Ś C IE K Ó W  M I E JS K I C H  , 

PODD ANYCH P R O C E S O W I F ERM EN TA CJI  M ET A N O W EJ

100 1 ścieków  pobranych bezpośrednio ze zb iorn ików  fe rm en tacy j­
nych  z O czyszczaln i śc iek ów  w  Poznaniu, zadawano 10 g  cyjanku  sodo­
w ego  i pozostaw iono 12— 24 godzin  w  spokoju. Następnie a lka liczny płyn  
doprowadzano p rzy pom ocy 30%  HC1 lub bezw odnego kwasu octow ego 
do pH  ó— 7 i podgrzew ano do tem peratu ry 80°. W  trakcie podgrzew an ia 
stale sprawdzano wartość pH  płynu i korygow ano dodając kwasu wśród 
energ icznego mieszania, w  celu u trzym ania pH  w  granicach 6— 7. Po 
osiągnięciu  temp. 80— 90° p łyn  u trzym yw ano w  tej tem peraturze w  ciągu 
15 m inut, po czym  szybko studzono do temp. 25°— 30°. Po  ostudzeniu 
p łyn  rozcieńczano wodą dodając 20— 40 1 w ody w  zależności od gęstości 
ścieków , po czym  zadawano nasyconym  roztw orem  1 kg ałunu —  g lin ow o- 

potasow ego (produkt techniczny). Sól g linow a pow odow ała  koagu lację 
ko lo idalnego roztworu. C iecz prze lew ano do odstojn ika i po 12— 24 go ­
dzinach dekantowano k la row ny lub słabo opa lizu jący  p łyn  znad osadu. 
Z e  sk larow anej cieczy adsorbowano substancje czynne na w ęg lu  a k tyw ­
nym  ,,Carbopol H 2“ (pH  6— 7) [13]. Na każde 100 1 płynu dodawano 200—  

300 g w ęg la  ak tyw nego  (za leżn ie od rozcieńczenia p ierw otn e j p róby w o ­
dą) 1 po dalszych 12 godzinach w ęg ie l odsączano. Następnie w ęg ie l prze-

http://rcin.org.pl



m yw an o  wodą, po czym  kobalam iny eluowano 75°/o acetonem  [13]. Po  

odpędzen iu  acetonu o trzym yw an o  koncentrat barw y czerw ono-brązow ej 

(400-— 600 m l ze 100 1 ścieków ), k tóry  analizowano na zawartość w itam i- 

nu B 12. Średn io ze  100 1 ścieków  o trzym yw an o  6— 14 m g w itam inu  B 12. 

R o z tw ó r w odny kobalam inu rozprow adzono w  mące lub śrucie ku ku ry­

dzianym  w  tej ilości, by  po wysuszeniu  produktu zawartość w itam inu  

B i o w ynosiła  4 mg/kg produktu i suszono w  prądzie suchego pow ietrza  
w  temp. ok. 30— 35°C. Tak  rozcieńczony koncentrat dostarczano do badań 

żyw ien iow ych , w  k tórych  podawano kurczętom  od 2— 4 m g w itam inu  
B 12 w  100 kg paszy treściw ej.

W odn y koncentrat służył rów n ież do o trzym yw an ia  k rysta licznego  

w itam inu  Bjo w ed łu g m etody opisanej n iżej, w  dużej m ierze  opartej na 

dośw iadczen iach P a w e ł k i e w i c z a  i N o w a k o w s k i e j  [18].

2. O T R Z Y M Y W A N IE  KRYSTALICZN EGO  W ITA M IN U  B|2

W odn y koncentrat w ysycano ch lork iem  sodowym , a lkalizow ano do 
pH  ca 9 roztw orem  cyjanku  sodowego, po czym  kobalam iny k ilkakrotn ie 

ekstrahowano alkoholem  ben zy low ym . Połączone ekstrakty a lkoholow e 

w irow ano  celem  sklarowania, następnie zadawano rów ną objętością ch lo­

roform u. K oba lam in y reekstrahowano k ilka razy m ałym i porcjam i w ody. 

Połączone w odne w yc ią g i p rzem yw ano jednorazow o rów ną objętością 

ch loroform u, zakwaszano do pH  5— 6 1 M  NaHoPOą i kobalam iny ekstra­

howano m ieszaniną o-krezolu  i ch loroform u (1 : 1 v/v). Połączone w yc ią ­

g i k rezo low o-ch lo ro form ow e zadawano Va ob jętości ch loroform u i jedn o­

krotn ie p rzem yw ano wodą. Następnie do p rzem ytego  roztw oru  kobala- 

m in  dodawano rów ną objętością m ieszaniny n-butanolu i ch loroform u 

(1 : 1 v/v) [1] i kobalam iny ekstrahowano wodą. W odny roztw ór p rzem y­

wano 3 razy ch loro form em  celem  usunięcia śladów  krezolu  i następnie 

odparow yw ano do sucha pod zm n iejszonym  ciśnieniem  na łaźni w odnej. 

Suchą pozostałość rozpuszczano w  bardzo m ałej ob jętości w ody i ro ztw ór 

nanoszono w  fo rm ie  w ąskiego paska na bibułę chrom atograficzną W hat- 

m an ’a N r  3. Następnie kobalam iny rozdzielano e lek tro foretyczn ie  w g  m e­

tody H oldsw ortha [9], [18]. Po  rozdzielen iu  kobalam in bibułę suszono 

w  prądzie c iep łego pow ietrza , w ycinano z miej pas e lek troobo jętnych  
kobalam in, po czym  eluowano je  wodą. W odn y roztw ór sączono do ko lbki 
p różn iow ej, skąd odpędzano w odę pod zm niejszonym  ciśnieniem. Suchą 

pozostałość rozpuszczano w  metanolu i ro ztw ór ten chrom atografow ano 

na kolum nie z tlenkiem  glinu. Z oczyszczonego roztw oru  krysta lizow ano 

w itam in  w g  m etody uprzednio opisanej [13],

13] O T R ZY M Y W A N IE  K O N C E N T R A T Ó W  W IT A M IN U  Br; 163
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3. SPEKTROFOTO METRYCZN A METODA OZNACZANIA W IT A M IN U  B )2 W  KONCENTRATACH 

OTRZYMANYCH ZE Ś C IE K Ó W

Spektro fotom etryczna różn icow a m etoda podana po raz p ierw szy  
przez R u d k i n a  i T a y l o r a  [19], a zm odyfikow ana w  naszej pra­
cow n i [12] nie m ogła znaleźć zastosowania p rzy  oznaczaniu w itam inu Bi-> 
w  koncentratach ze ścieków.

M etoda Rudkina i T ay lo ra  polega na pom iarze różn icy absorpcji roz­
tw oru  w itam inu B 12 i jego  kompleksu dw ucyjanow ego. W  badanych kon­
centratach w ystępu ją  różne kobalam iny (typu  deznuk leotydo-cy janoko- 
ba lam iny) dające w  obecności cy jan ków  trw a łe  p rzy  pH  6 kom pleksy 
dw u cyjan ow e u n iem ożliw ia jące oznaczenie w itam inu  B 12 w g  w yże j po­
danej m etody. D latego też opracowano now ą m etodę oznaczania spektro- 
fo tom etrycznego, polegającą na oczyszczeniu surow ego koncentratu, 
e lek tro fo re tyczn ym  rozdzielen iu  na b ibu le w itam inu  B 12 (frak c ji e lek - 
troobojętnych ) od innych kobalam in i oznaczaniu stężenia na podstaw ie 
pom iaru  absorpcji dla fa li 550 m u  w  eluacie z bibuły. Sposób postępow a­

nia w  opracowanej m etodzie oparto na opisanej w yże j m etodzie o trzy ­
m yw an ia  krysta licznego w itam inu  B 12 z koncentratów  (ekstrakcje alko­
holem  ben zy low ym  oraz ekstrakcje k rezo low o-bu tano low e i e lek tro fo re ­
za bibu łowa). Do analizy brano od 10— 50 m l koncentratu, w  zależności 
od przypuszczalnego stężenia w itam inu  B 12, po czym  postępowano, jak 
opisano w yże j, zw raca jąc szczególną u w agę na ilościow e przenoszen ie 
barw nych  substancji z jednej fa zy  do drugiej. Osiągano to przeprow a­
dzając poszczególne ekstrakcje 4— 6 razy. Zw racano rów n ież uw agę na 
ilośc iow e naniesienie roztw oru  kobalam in na bibułę. D odatek kilku k ro ­
pel m etanolu do próby w  kolbce desty lacy jn ej u łatw ia  to zadanie.

Z  wysuszonego e lek troforogram u  w ycinano następnie pas w itam inu  
B 12, cięto go na drobne skrawki, za lew ano 5— 10 m l wody, po czym  po 
30— 60 minutach sączono przez m ały sączek do ko lbk i p różn iow ej. Eks­
trakc ję  b ibu ły pow tarzano 3— 5 razy. Z  ko lbki odpędzano w odę pod 
zm n iejszonym  ciśnieniem, a suchą pozostałość rozpuszczano w  określonej 
ob jętości (v  m l) w od y  i w  roztw orze tym  m ierzono absorpcję dla fa li — 
=  550 mu (dsso) wobec w od y  jako roztw oru  porów naw czego. Stężen ie 
w itam inu  B i2 w  próbie obliczano w g  w zoru :

d55O’ 104‘ V R 'U'c -  - — -----  —- [Lg t>12 w  próbie,
63-1

w  k tórym  1 oznacza szerokość k iu w ety  absorpcyjnej w  cm.

4. BADANIE T O Ż S A M O Ś C I  W Y O D R Ę B N IO N E J  K R Y S T A L IC Z N E J  E L E K T R O O B O JĘ T N E J  KOBALAMINY

B e r n h a u e r  i F r i e d r i c h  p ierw si w ykaza li, że w  szlamach 
po ferm en tacyjnych , prócz w itam inu  B 12 w ystępu ją  różne inne kobalam i-
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nv, a w śród nich rów n ież e lek troobo jętny czynnik nazw any przez nich 
w itam inem  B 12H I [2]. W  w itam in ie  B 12I I I  n ie stw ierdzono 5 ,6-dw um ety- 
lobenzim idazolu  w  części nuk leotydow ej cząsteczki. C zynn ik  B 12I I I  w y ­
d a je  się iden tyczn y z tzw . czynn ik iem  I w yodrębn ionym  z kału św iń 
i k rów  p rzez B r o w n a  i innych [5]. Ostatni badacze s tw ierd zili rów n ież 
w ystęp ow an ie  szeregu dalszych elek troobo jętnych  kobalam in (tzw . czyn ­
n iki G, H, F.) o n iskiej aktyw ności m ikrob io log icznej w obec O chrom onas  

malhamensis. Z  tych  p rzyczyn  była  konieczna bliższa iden ty fik ac ja  w y ­
odrębn ionej przez nas krysta licznej kobalam iny. Poddaliśm y ją badaniom  
m ik rob io log icznym , fizyko-ch em icznym  i chem icznym . Kobalam ina w y -

Rys. 1. K rzyw e  w zrostow e E. coli d la w itam inu B J2 oraz w i -  
tam inu B 12 wyodrębnionego ze ścieków.

K rzy w a  osi rzędnej podaje w agę w  m g wyciętych krążków  
p ap ieru  fotograficznego, na którym  sfotografowano plam y  

wzrostu

odrębniona ze ścieków  poddanych ferm en tac ji m etanow ej w ykazyw a ła  
tę samą aktyw ność m ikrob io log iczną (Escherichia co li  m utant  —  m etoda 
p ły tow a ) [3], [8] co w itam in  B 12 (5 ,6 -dw um etylobenzim idazolocyjanoko- 

balam ina). Rysunek 1 przedstaw ia g ra ficzn ie  zależność m iędzy stężen iem  
w itam inu  a w agą w yc ię ty ch  k rążków  z papieru fo togra ficznego , na k tó­
rym  sfo togra fow ano p lam y wzrostu  [6j. D la oryg ina lnego  w itam inu  B 12 
oraz preparatu  badanego k rzyw e  wzrostu  p ok ryw a ją  się. R ów n ież w idm o 
absorpcyjne w yodrębn ion ej kobalam iny by ło  identyczne z w idm em  
absorpcyjnym  w itam inu  B 12 [13].

Celem  z id en ty fikow an ia  zasady nuk leotydow ej w yodrębn ionej koba­
lam iny, ca 3 m g w itam inu  zhydro lizow ano w  zatopionej rurce w  6 N  HC1, 
po czym  w  hydro lizac ie  z iden ty fikow ano  w idm ow o zasadę nukleotydow ą. 
S tw ierdzono w ystęp ow an ie  substancji o charakterystycznym  w id m ie  
absorpcyjnym  5 ,6-dw um etylobenzim idazolu  [17].

http://rcin.org.pl



166 J- J A N IC K I, J. F A W E Ł K IE W IC Z , K . N O W A K O W S K A  [6*.

S zczegó ły  m etody in den ty fikac ji zasady n u k leotydcw ej opublikowano 
w  innym  m iejscu [17].

Omóuiienie metody

W  trakcie opracow yw ania  m etody o trzym yw an ia  koncentratów  w i­
tam inu B 12 ze ścieków  poddanych ferm en tac ji m etanow ej stw ierdzono, 
zgodn ie z danym i W h i t m a r s h a  i innych [23], że celem  uw oln ien ia 

w itam inu  z kom órek baktery jnych  nie potrzeba p róby autoklawować, jak  
podaje H o o v e r  i inni [9], [10]. O grzew an ie c ieczy do temp. 80— 90° 
w ystarcza  do przeprow adzen ia  kobalam in do roztworu .

S tw ierdzono rów nież, że p raw ie  w szystk ie kobalam iny zw iązane są 
z osadem baktery jnym , a ty lko  nieznaczna ich część zna jdu je się w  ro z­
tw orze. Po zw o liło  to na w yd ob yc ie  w itam inu  rów n ież z osadów  zeb ra ­
nych  z drenow anych  pól, na których  suszy się p rze ferm en tow ane ścieki.

W ażn ie jszym  i m e notow anym  dotychczas w  p iśm ien n ictw ie  b y ło  
spostrzeżen ie w p ływ u  pH  ścieków  na zachowanie się kobalam in w  trak ­
cie ogrzew ania. Z  grzybn i Strep tom yces griseus [13] lub z bakterii p ro- 
p ionow ych  [17] można uw oln ić w itam in  B 12 ogrzew a jąc suspensję w odną 
drobnoustro jów  p rzy  pH  3 w  temp. 60° w  ciągu 10— 15 minut.

W  pracy n in iejszej stw ierdzono, że ogrzew an ie  ścieków  p rzy  pH  3, 
a naw et 4,5 w  temp. 60° w  ciągu 10 m inut n iszczy częściowo lub całko­
w ic ie , w  zależności od badanej partii ścieków, e lek troobo jętne kobalam i­
n y  a, do koncentratu przechodzą kobalam iny zasadowe (typu  deznukle- 
o tydocyjanckobalam iny). S tw ierdzono rów nież, że w  tych partiach ście­
ków , w których  e lek troobo jętne kobalam iny rozk ładały  się ca łkow ic ie  
w  trakcie ogrzew an ia p rzy  pH  3— 4, n aw et dodany do nich krysta liczny 
w itam in  B 32 u legał w  tych warunkach kom pletnej destrukcji.

T rzeba  tu jednak zaznaczyć, że zawsze prócz n iezrn ien iow ej e lek tro- 
cbo ję tn e j kobalam iny po jaw ia ły  się w  ekstraktach w  m n iejszych  lub w ię k ­

szych  ilościach kobalam iny zasadowe (e lek tro foreza  w  2 N  kw . octow ym ) 
b a rw y  pom arańczow o-czerw onej, przypom inające sw ym i w łasnościam i 
fizyk o-ch em iczn ym i deznukleotydocyjanokobalam inę. Ilość ich n ie  p rze­
kraczała na ogół 10— 20°/o kobalam in elek troobojętnych . W yd a je  się, że 
p rzyn a jm n ie j część ich pow sta je w  reakcji rozkładu kobalam in e lek tro ­
obojętnych.

W  pracy n in ie jsze j stw ierdzono, że (prócz pH ) duże znaczen ie dla w y ­
dajności o trzym yw an ego  w itam inu  B i2 ma dodatek cy janku  sodow ego 
do ścieków  przed ich ogrzewaniem .

W  tab licy  1 zestaw iono w yn ik i tych badań. W itam in  B 12 w yo d ręb ­
niono z 2- litrow ych  prób ścieków  ogrzew a jąc je  10 m inut w  temp. 80°.
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Badano tu w p ły w  pH  oraz cyjanku i siarczynu sodu na w ydajność pro­

cesu.

Po uw oln ien iu  w itam inu  B 12 z kom órek bakteryjnych , p róby odb ia ł- 
czano ałunem  g lin ow ym  —  jak w  opisanej m etodzie i po odw irow an iu  
osadu ekstrahowano w itam in  m ieszaniną krezolu  i ch loroform u (1 : 1). 
Po  zadaniu w yciągu  k rezo low o-ch ioro form ow ego  nadm iarem  ch loro fo r­
mu 1 butanolu, w itam in  B 12 reekstrahowano, po czym  w  uzyskanym  w y ­

ciągu oznaczano go w ed łu g m etody podanej w yże j.

Ścieki poddane fe rm en tac ji m etanow ej zarówno przed jak  i po ogrza ­
niu p rzedstaw ia ją  się jako ciemne, koloidalne ro z tw ory  z zaw ieszoym i 
w  nich częściam i sta łym i m azistej konsystencji. Norm alna przeróbka tego

T a b l i c a  1

Wpłyiu pH  oraz dodatku cyjanku i siarczynu sodu na iuydajność witaminu B12

pH 6,5 5,5 4,5

NaCN  (0,5g/l) 100* 62,6
J

33,0
N a2S 0 3 (2,5g/l) 25,5 20,0 18,0
Próba kontrolna 15,9

* Liczby podają wartości względne 

Wartość bezwzględna: 132,5 fig B12/l

m ateriału  jest trudna. Usuwanie części stałych w ym aga  stosowania spra­
w nych  w irów ek  o dużej pojemności. O ddzie len ie w ęg la  z o trzym yw an ych  
ro ztw orów  kolo idalnych  jest rów n ież u ciążliw e i w ym aga  np. stosowania 
super-cen tryfug. Trudności te om in ięto w  opracowanej m etodzie koagu- 
lu jąc ko lo id y  solam i glinu. Koagu lat ła tw o osadza się na dnie cdstc jn i- 
ków, co u łatw ia  dekańtow anie k larow nej lub lekko opalizu jącej cieczy. 
D odatek soli glinu  pow odu je obniżen ie się pH  cieczy do w artości 3,5—  
4,5, co n ie ma w  tym  m iejscu  zasadniczego znaczenia pod warunkiem , 
że koagu low any p łyn  jest już ochłodzony do temp. 25— 30°.

Z  surow ego koncentratu w itam inu  B 12 można dosyć łatw o o trzym ać 

preparat krysta liczny.

Na drodze m ik rob io log icznej oraz chem icznej stw ierdzono, że w  ście­
kach poddanych fe rm en tac ji m etanow ej pochodzących z Oczyszczaln i 
Ścieków  w  Poznaniu zna jdu je  się 5 ,6 -dw um etylobenzim idazolocyjanoko- 

balam ina w  ilościach 6— 14 m g na 100 litró w  ścieków.
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Streszczenie

1. O pracowano m etodę o trzym yw an ia  ze ścieków  m iejsk ich  oczysz­
czonych ferm en tacją  m etanow ą koncentratów  w itam inu  B 12, nadających 
się jako dodatek do pasz dla zw ierzą t gospodarskich. Ze 100 1 ścieków  
otrzym ano ok. 10 m g w itam inu B i9. Opracowana m etoda polega na u w o l­
n ieniu  w itam inu B 12 z kom órek baktery jnych  na drodze ogrzew an ia  ście­
k ów  do tem peratu ry 80— 90 p rzy  pH  6— 7 w  obecności cyjanku  sodowe­
go, koagu lacji ko lo idów  siarczanem glinow o-potasow ym , absorpcji w ita ­
m inu na w ęg lu  ak tyw n ym  1 elucji z w ęgla  w odnym  acetonem.

2. O grzew an ie  ścieków  p rzy  pH  3,0— 5,5 pow odu je  częściowe lub n ie­
k ied y  naw et ca łkow ite zn iszczen ie 'w itam inu  B 12. D odatek cyjanku  sodo­
w ego  przed ogrzew an iem  ścieków  znacznie podnosi w yda jność o trzym y­
w anego  w itam inu  B 12. Ochronne działanie siarczynu  sodu jest w ie le  
słabsze od NaC N .

3. Podano m etodę o trzym yw an ia  krysta licznego w itam inu B 12 z kon­
cen tratów  w itam inu  B 12.

4 O pracowano nową m etodę spektro fotom etrycznego oznaczania w i­
tam inu B 12 w  koncentratach.

5. M etodam i m ikrob io log icznym i oraz fizyk o-ch em icznym i z id en ty fi­
kow ano w yodrębn ioną krystaliczną kobalam inę jako 5,6-dw um etyloben- 
zim idazolocyjanokobalam dnę.

6. W  ściekach poi ferm en tac ji m etanow ej stw ierdzono prócz w ita ­

m inu B 12 w ystępow an ie  elektrozasadow ych  kobalam in typu deznukleo- 
tydocy janokoba lam iny w  ilościach od 10 do 20°/'o w szystk ich  kobalam in 
zaw artych  w  ściekach. W yd a je  się, że p rzyna jm n ie j częśc z ruch tw orzy  
się na skutek rozkładu w itam inu  B 12 w  trakcie jego  uwaln iania z kom ó­
rek  baktery jnych .
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nOJIYHEHHE v KOHH.EHTPATOB M KPMCTAJIJIMHECKMX BHTAM ilHOB B t2 
M3 rO P O ß C K M X  CTOHHBIX BOß nOCPEßCTBOM METAHOBOrO EPOX4EHMH

P  e 3 io  m  e

1. Pa3paÓ 0TaH  m g t o a  nojiyHCHMH M3 ropoA C K n x c t o h h l ix  b o a , o h m - 
ip eH H b ix  rrocpeACTBOM M eTaHOBoro GpojKCHMH, KOHpGHTpaTOB BMTaMMHa B u  
n p n ro A H b ix  a j ih  npnöaBJiCHMH k  K opM y cGJibCK0X03HMCTBGHHbix xcMBOTHbix. 
M3 100 .a. CTOHHbix b o a  n o j iy v c H o  OKOJio 10 Mr. BMTaMMHa B 12. Pa3pa6oTaH ~  
Hbin MeTOA 3aKJiioHaeTCH b BbiAejiGHMM BMTaMMHa Bt2 M3 k j ig t o k  G aK Tepn n  
n yTeM  noAorpGBaHMH CTOHHbix b o a  AO TG M nepaTypb i 80— 90° n p n  pH 6— 7, 
n p n  HajiMHMM pnaHM CToro HaTpMH, K oary jiH L in n  k o jij io h a o b  nocpeACTBOM 
cy.JibcjjaTa ajHOMMHMH n K a jin n , a ö c o p ö p n n  BMTaMUHa Ha aKTMBHOM y r j i e  
M npOMbIBaHMH M3 yrJIH BOAHbIM apeTOHOM.

2. IIoAorpeBaHMe CTOHHbix b o a  n p n  pH  30 —  5,5 Bbi3biBaeT nacTH H - 
Hoe, a MHorAa m n o jiH o e  yHMHTOJKGHMG BMTaMMHa B 12. n pn G aB K a  pnaHMCTO- 
ro  HaTpMH nepeA noAorpGBaHMGM CTOHHbix b o a  3HanM TejibH0 ycMJiMBaeT 
3c]x}DeKTMBH0CTb n o jiy n a c M o ro  BMTaMMHa B u  IIp eA o x p a H M T e jib H o e  A e ii-  
c t b m g  CGpHMCTOKMCJioro HaTpMH 3HaHMTGjibH0 ycT yn aG T  N a C N .

3. npG ACTaBJIG H  MGTOA HOJiyHGHMH KpMCTaJIJIMHGCKOrO BMTaMMHa Bl2 
M3 KOHpGHTpaTOB BMTaMMHa B l 2.

4. Pa3paÖ 0TaH  HGBblM MGTOA CnGKTpOCjDOTOMGTpMHGCKOrO OnpGAeJIGHMH 
BMTaMMHa B l 2 B KOHpGHTpaTaX.

5. n y T G M  MMKpOÖMOJIOrMHGCKMX M c|DM3MK0-XMMMHGCKMX MCTOAOB MAGH- 
TMCjDMpMpOBaHO BblAeJIGHHbIM  KpMCTaJIJIMHGCKMM KOÖaJiaMMH B BM Ae 5,6 A B y -  

3TM JI05GH3M M M Aa30JIOpM aH0K05aJiaM M Ha.
6. B  CTOHHbix BOAaX nOCJIG MGTaHOBOrO ÖpOTKGHMH OÖHapyHCGHO TIOHB- 

JIGHMG, KpOMG BMTaMMHa B l2, 3JlGKTpOipe,7IOHHbIX KOÖaJiaMMHOB TMÜä AB3H y-
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KJieoTHAOiiMaHOKo6ajiaMMHa b  KOJiHnecTBax o t  10  po 20°/o Bcex coAepxca- 
mwxcH b  c t o h h b i x  BOAax KoSajiaMMHOB. npeAraeTCH, h t o  no KpanHoh 
M ep e , nacTb nx o6pa3yeTCH BCJieACTBue pa3Jio>KeHHfl BMTaMHHa B 12 b o  Bpe- 
m h  ero BBiAejieHMH M3 k j i o t o k  baKTepnh.

O B T A IN IN G  OF V IT A M IN  B 12 IN  C O N C E N TR A TE S  A N D  C R YSTA LLIN E  FORM  

FROM T O W N  S E W A G E  SUBJECTED TO  M E TH A NE  FE R M E N T A T IO N

S u m m a r y

1. A  m ethod was developed  o f obtain ing v itam in  B]o concentrates 
from  tow n sew age pu rified  by m ethane ferm entation ; this concentrate 
is suitable as an addition to animal fodder. 100 litres o f sewage y ie lded  
about .10 m g c f  v itam in  B 12.

The m ethod consists in libera ting vitam in  B 12 from  bacteria cells by 
w arm in g sew age to 80— 90 C., at a pH  o f 6— 7, in presence o f sodium 
cyanide, by coagulation o f colloids w ith  potassium alum inium  sulphate, 
by absorption o f the v itam in  on activated  carbon and subsequent elution 
w ith  aqueous acetone.

2. W arm ing o f sew age at a pH  o f 3.0— 5.5 causes partia l/occasiona lly  
even  com plete, destruction o f v itam in  B 12. Add itions o f sodium cya­
n ide prior to w arm in g considerably raises the y ie ld  o f v itam in  B 12. So­
dium sulphite exerts a much w eaker p rotective  e ffec t than sodium  cya­
nide.

3. The paper presents a method o f obtain ing crysta lline B 12 from  con­
centrates o f the vitam in.

4. A  new  spectrcphotom etric m ethod was developed  fo r  determ in ing 
v itam in  B 12 in concentrates.

5. Th e crysta llin e  cobalam in isolated was iden tified  as 5,6-dim ethyl- 
benzim idoazolocyanocobalam in by m icrob io log ica l and physico-chem ical 
methods.

6. A fte r  methane ferm entation , th ere w ere  found in the sewage, be­
sides v itam in  B 12, also electrobasic cobalam ins o f the type o f desnucleo- 
tidecyanocobalam in, in quantities am ounting from  10 to 20 per cent o f 
the total content o f cobalamins. It appears that at least a part o f them 
results from  the decom position o f v itam in  B 12 during the liberation  of 
the la tter from  bacteria cells.

O trzym ano 2.12.1955 r.
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P O Ł Ą C Z E N IA  W IT A M IN U  B12 Z BIAŁKAMI 
IV. O C Z Y S Z C Z A N I E  I W Ł A S N O Ś C I  KOMPLEKSU W ITAM IN  B „-  

BIAŁKO (ERYTROGLOBULINU) W  S U R O W IC Y  KRWI B Y D L Ę C E J

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A. M . w Krakowie  

Kierownik proj. dr B. Skarżyński

W  su row icy k rw i ludzk iej i zw ierzęce j istn ie je  połączen ie w itam inu  
B i2 n ie przechodzące przez błony d ia lizacyjne, nie p rzysw a jane przez 
drobnoustroje w ym aga jące  dla sw ego wzrostu dowozu w itam inu  Bjo, 
k tóre nazw aliśm y e r y t r  o g l o b u l i n ę  m. W  poprzednich naszych 
pracach [6], [8], [10], w ykazaliśm y, że erytrog lobu lin  jest połączen iem  w i­

taminu B j2 z białk iem , w ędru jącym  podczas e lek tro fo rezy  z frak cją  « i - g lo  
bu linów  [8j. S tw ierd z iliśm y rów nież, że kom pleks ten należy do n ieroz­
puszczalnej w  w od zie  frak c ji b iałek surow icy k rw i byd lęce j i u lega w y - 
soleniu p rzy  użyciu  siarczanu amonu w  stężeniu 1,46— 1,95 M  [6]. P r z y j­
m ując ew entualną ro lę  fiz jo log iczn ą  tego połączenia pod ję liśm y próby 
wyosobniania, o trzym u jąc w  m ałych  ilościach preparat znacznie bar­
dziej zagęszczony w  porównaniu z surow ice.

Metody

M etoda oczyszczania erytroglobu linu  oparta została na następującym  
postępowaniu : d ia lizow an ie su row icy w obec w ody, w yciągan ie  w ytrąco ­
nych. podczas d ia lizy  euglobu łinów  roztw orem  NaC l, frakcjonow an ie 
w yciągu  siarczanem  am onow ym  i frakcjon ow an ie  p rzy  użyciu ciągłe j 
e lek tro fo rezy  b ibu łow ej. B iałko oznaczano metodą m ik ro -K je ldah la  oraz 
m etodą tan inow ą [4], W itam in  B 12 oznaczano posługując się sposobem 
postępowania podanym  w  jedn ej z poprzednich  naszych prac [8].

F rakcjonow an ie  e lek tro fero tyczn e przeprow adzano p rzy  pom ocy apa­
ratury skonstruowanej p rzez nas, będącej m ody fikacją  aparatury Grass- 
manna i H anniga [2] oraz Durrum a [1]. Zasada m etody ciągłej e lek ro fo - 
rezy  b ibu łow ej polega na tym , że po le e lek tryczne w ytw orzon e jest na
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dużym  arkuszu b ibu ły w  kierunku prostopadłym  do kierunku sp ływ a ją ­
cego w zdłuż arkusza buforu. Rozdzielana m ieszanina doprowadzana ciąg­
le  do pow ierzchn i arkusza podlega działaniu s iły  sp ływ a jącego  buforu
w  kierunku p ionow ym  i s iły  pola e lek trycznego  w  kierunku poziom ym .
W  tych warunkach ruch liw ość e lek tro foretyczn a  jest w ypadkow ą dzia­
łan ia tych dwóch sił, jak  to obrazu je rys. 1.

Schem at aparatury przedstaw ia 
rys. 2. K om orę  aparatury stanow i 
akw arium  o rozm iarach 60 X  30 X  
X  25 cm z uszczelkam i gu m ow y­

mi U, na których  spoczyw a p ły ta  

z  grubego  szkła P. W anna W  z bu­
forem , w  której zanurzony jest górn y 

brzeg arkusza bibu ły, umieszczona 
jest na półce A , w ykonanej z a lum i­
n iow ej blachy. Na przygo tow anych  
z tego sam ego m ateriału  pólkach B 
i B ' znajdu ją  się naczyńka z b u fo ­
rem  N  i N ' o  pojem ności ok. 300 ml, 

w  których  zanurzone są dolne końce 

odpow iedn io  w yc ię tego  arkusza b i­
buły (por. rys. 2c). Naczyńka N  i N ' 
są połączone za pom ocą klucza e lek ­
tro lityczn ego  K  z naczyńkam i e lek ­
trodow ym i E i E '. Naczyńka e lek tro ­

dow e o pojem ności 150 m l m ają 

kształt naczyń z p rze lew em , w  celu 
ciągłej w ym ian y  b u forów  i usuwa­
nia produktów  e lek tro lizy . B u for 
z butli F  doprow adzony na dno na­
czyńka E i E ', odp ływ a  do butli F '
z szybkością ok. 2 1 na dobę. E lek tro ­
dy E l i E l' zbudowane są z b laszki 

p la tyn ow ej o pow ierzchn i 1 cm2 i u tw ierdzone w  otw orach  pó łk i A . 

Do tej półki p rzy tw ie rd zon y  jest rów n ież sta tyw  bakelitow y, w  k tó rym  

tkw ią  23 szklane le jeczk i L, um ieszczone w  od ległości 1 cm jeden  

od drugiego. Na każdy le jeczek  nałożony jest w ężyk  gu m ow y w y p ro ­
w adzony na zew nątrz aparatury, gd zie  w chodzi do p robów k i O, stano­

w iące j odbieraln ik.

Arkusz bibuły, m ający kształt i rozm iary podane na rys. 2c, za w ie ­

szon y  jest na szklanym  pręcie S i zanurzony w  w ann ie W, do k tórej c iąg le

Rys. 1. G raficzne p izedstaw ien ie za­
sady ciągłej elektroforezy b ibu łow ej. 
P róbk a  umieszczona w  m iejscu A  

przez działanie siły sp ływ ającego  b u ­
fo ru  znalazłaby się w  m iejscu O. Przy  

równoczesnym  działaniu pola elek­
trycznego cząsteczki w ęd ru ją  wzdłuż  

linii A B . Odległość O B  jest tym  w ięk ­
sza im wyższa jest ruchliwość elek­
troforetyczna danej frakcji, czyli:

szybkość sp ływ ającego  bu foru
tg a =    ------ — ----------------------------------

ruchliwość elektroforetyczna
(strzałki w skazu ją  kierunek sp ływ ania  

buforu )
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dop ływ a bu for z butli F ', z tą samą szybkością, z jaką bibuła ssie ten 
bu for. Z naczyńka M  doprow adzany jest m ateria ł badany poprzez wąski 
paseczek bibu ły O do pow ierzchn i arkusza b ibu ły  R.

Część doświadczalna i wyniki

D I A L IZ O W A N IE  S U R O W IC Y

Ok. 500 ml su row icy k rw i byd lęcej d ia lizow ano w obec w ody desty lo ­
w anej w  workach celo fanow ych  przez 40— 50 godzin  w śród  ciągłego m ie­
szania i w ym ian y  w od y  co k ilka godzin. A b y  uzyskać ca łkow ite w y  trą ­
cen ie b iałek  n ierozpuszczalnych w  wodzie, siła jonow a e lek tro litów  suro­
w ic y  w inna spaść pon iżej 0,001. O ddia lizow aną surow icę doprowadzano 
do pH  5,2— 5,3 przez dodawanie 0,1 M  kwasu octow ego  pod kontrolą 
pH -m etru  z elektrodą szklaną. W ytrącon y  osad odw irowano, odrzucając 

p łyn  pow ierzchow ny. Osad przem yw ano 3-krotn ie podw ójn ie  d es ty low a­
ną w odą celem  w ypłukan ia  zaadsorbowanych na osadzie rozpuszczalnych 
b ia łek .

EK ST R A K C JA  OSADU

Do osadu dodawano w  dwóch porcjach 50 m l 0*01 M  NaC l, m ieszano 
p rzez 10 minut, po czym  poddawano w irow an iu . Osad odrzucano' a dal­
sze oczyszczanie przeprow adzano ty lko  z roztw orem . S tw ierdzono, że 
ekstrakcję osadu białek n ieropuszczalnych w  w odzie  należy p rzep row a­
dzać 1/10 objętości roztw oru  soli w  stosunku do ob jętości u żyte j do d ia lizy  
surow icy. W yciągan ie  w iększą ilością roztw oru  soli pow odu je  przecho­
dzen ie do roztw oru  dużej ilości b iałek  z frak c ji i y-g lobu linów , co 
utrudnia uzyskanie czyściejszych  preparatów . O trzym ana w  ten sposób 
frak c ja  F-2 zaw iera  średnio 5 X  w ięce j w itam inu  B 12 na 1 m g białka niż 
.surowica w yjśc iow a.

FR A K C JO N O W A N IE SIARCZANEM AMONU

\
Do roztw oru  frak c ji F-2 dodawano nasyconego siarczanu amonu, u zy ­

skując stężen ie odpow iadające 45%  nasycenia i pozostaw iono w  chłodni 
na 4— 5 godzin. Osad po odw irow an iu  odrzucono. W  pozostałym  ro z tw o ­
rze  zw iększano stężenie siarczanu am onowego do 60%, po czym  pozo­
staw iono m ieszaninę w  chłodni na 24 godziny. P łyn  pow ierzch ow n y de- 
kantowano, a osad w irow ano p rzy  5 tys. obr./min. przez 20 m inut. N astęp ­
n ie osad rozpuszczono w  1— 2 m l 0,15 M  N aC l i d ia lizow ano w  bu forze  
w eron a low ym  0,05 M  o pH  8,6 p rzez 24 godziny. O trzym ana frak c ja  
F -4  odoow iada ok. 22-krotnemu zagęszczeniu kompleksu.
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F R A K C JO N O W A N IE  PRZY POMOCY C IĄ G Ł E J  ELEKTROFO REZY B IB U Ł O W E J

Frakcjonow an ie  przeprow adzono posługując się pow yże j opisaną apa­
raturą i stosując bibu łę W hatm ana N r  1 o pow ierzchn i rozdzie lczej 
260 X  220 mm z 23 odbieraln ikam i. Do rozdzielan ia stosowano bufor w e- 
ron a low y o sile jonow ej 0,05 i pH  8,6. Nap ięcie 360 V, natężen ie 3,5 m A. 
N aczyńko z roztw orem  oddia lizow anej frak c ji F-4 łączono z pow ierzchnią 
arkusza b ibu ły paskiem bibu ły o szerokości 1,5 mm.

N a rys. 3 przedstaw iony jest elek - 

tro fo rogram  z w yb a rw ion ym i frak ­
cjam i po rozdzielen iu  frak c ji F-4 

oraz podany jest schem atycznie sto­
sunek w itam inu  B 12 do jednostki 
m asy białka w  poszczególnych frak ­

cjach. P o  e lek tro for etycznym  roz­

dzielen iu  dia lizow ano uzyskane frak ­
c je  w  0,9%  N aC l przez 24 godz. ce­

lem  usunięcia buforu w eronalow ego, 
po czym  autoklaw ow ano w  105° 
przez 60 m inut i oznaczano zaw ar­
tość w itam inu  m etodą m ikrob io lo ­
giczną. Jak w yn ika  z rys. 3, n a jw ięk ­

sze stężen ie B 12 cechuje frak c ję  
o n a jw iększej ruch liw ości anodowej 
F-5. Stadium  elek tro foretyozn ego  

frakcjonow an ia  doprow adza do n a j­
dalej posuniętego zagęszczeń !a, ga.yż 

p rzeciętn ie frak c ja  F-5 zaw iera  ok. 
625 razy  w ięce j w itam inu  B 12 na 
jednostkę masy białka, n iż surow ica 
w yjśc iow a . Pokaźną ilość w itam inu 
stw ierdza  się p raw ie  zawsze rów n ież 
w e  frakcjach  o m ałej ruchliwości 
anodowej (frak c ja  N r  11, 12, 13), ale 
w itam in  w ystępu jąc w  tych frak ­
cjach nie jest zw iązany z białkiem . 

Odszczepia sie on w; czasie zab ie­
gów  zw iązanych  z oczyszczaniem , 
g łów n ie  skutkiem  w ysok iego  pH  bu­
foru (3). gd yż jak  w ykazano [6j, p rzy 
pH  8,7 następuje już częściowa dy- 

socjacja erytroglobu linu .

/ 3 4 5 5 i 8 9 'O n 1?  13 M 15 c

Nr frakcji

Rys. 3. E lektroforogram  frakc ji F -4  

(barw ion y  czernią am idową 10B) oraz 

rozmieszczenie w itam inu Bi> w  poszcze­
gólnych frakc jach  elektroforetycznych
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Z  500 m l su row icy o trzym u je się w  p ow yże j opisanych warunkach
1— 2 m g frak c ji F-5, zaw iera jące j średnio 2,0 m ug Bjo w  1 m g białka. T a ­
blica 1 zaw iera  dane odpow iadające 5 ko le jno pow tórzonym  zabiegom  
oczyszczania erytroglobu linu .

T a b l i c a  1

[A'j.g B ,2 na 1 mg białka
Stopień zagęszczenia w  stosun­

ku do surowicy wyjściowej

suromica
wyjściowa F -  2 F -  4 F - 5 F -  2 F -  4 F - 5

1,03 5,7 28,5 750 5,5 27,6 727
1,22 7,5 40,8 860 6,1 33,4 705
3,81 13,7 45,0 1410 3,6 11,8 371
3,76 19,2 71,0 2790 5,1 18,9 740
4,80 21,4 93,8 2840 4,5 19,6 590

2,9 13,5 56,0 1730 5,0 22,3 625

Własności erytroglobulinu

RU C H LIW O Ś Ć  ELEKTROFO RETYCZNA

Badanie ruch liw ości kompleksu otrzym anego po zagęszczeniu frak c ji 
F-5 przez u ltra filtra c ję  do zawartości ok. 0,5%  białka, przeprow adzano 
p rzy  pom ocy zw yk łe j aparatury do e lek tro fo rezy  b ibu łow ej opisanej już 
przez nas poprzedn io  [7]. Stosowano bibułę M unktell 20, bu for w erona- 
lo w y  o sile jon ow e j 0,05, pH  8.6, napięcie 3,5 V/cm, temp. 20°, cza.s ro z­
działu w yn os ił ok. 17 godzin. W p ły w  elek troosm ozy określano p rzepro ­
w adzając na rów n o leg le  um ieszczonym  pasku b ibu ły badanie zachowania 
się k rop li roztw oru  glikozy. Oznaczona w  ten sposób ruch liw ość w yraża ła  
się w  pow yższych  warunkach wartością — 6,99 X  10"5cm 2V '1sek“1. R uch li­
wość fra k c ji F-5 jest nieco w iększa niż frak c ji « i-g lo b u lin ó w  w  surow icy 
k rw i byd lęce j w  tych  sam ych warunkach.

SP R A W D Z A N IE  C Z Y S T O Ś C I  F RAKCJI  F -5

Do badania stopnia czystości o trzym anego kom pleksu zastosowano 
im m unochem iczną m etodę d y fu z ji w  agarze, opisaną przez O u d i n e ’a
[9], stosując postępow an ie podane przez M u n o z a  i B e c k e r a  [5], 

Surow icę kró lika  uodpornianego surow icą bydlęcą rozcieńczono 2,5 razy 
0,9%  ro ztw orem  NaC l, po czym  m ieszano ją  z rów n ym i ob jętościam i
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0,6°/o roztw oru  agaru w  temp. 43°. O trzym yw ano w ięc m ieszaninę zaw ie ­
rającą 5-krotne rozcieńczen ie surow icy odpornościowej i 0,3%  agaru. 
M ieszan inę rozlew ano do probów ek o rozm iarach 90 X  3,5 mm, w yp e ł­
n iając ok. 2/3 w ysokości probów ki. Po  oziębieniu  i zestaleniu agaru, w k ra - 
plano na jego  pow ierzchn ię ro ztw ory  badanych frakcji, u zysk iw anych  
w  toku oczyszczania kompleksu, będące antygenem  dla su row icy odpor­
nościow ej i um ieszczano w  temp. 22°C. Po  u p ływ ie  11 dni, w  czasie k tó­
rych  roztw ór antygenu dy fundo w ał do w arstw y agaru, zm ieszanej z su-

Rys. 4. W ystępowanie sm ug precypitacyjnych w  agarze przy  badan iu  im m unoche- 
miczinym: a) frakc ja  F-5, b ) frakc ja  N r  6 z rys. 3, c) frakc ja  F-4, d) pe łna surow ica

bydlęca. Om ów ienie w  teikście

row icą odpornościową, uzyskano obrazy, k tóre przedstaw ia rys. 4. P ro ­
bówka a) zaw iera antygen  odpow iada jący frak c ji N r  5 z rys. 3 (F-5, b) za­
w iera  frakcję  N r 6, c) przedstaw ia obraz po zastosowaniu frak c ji F-4,

d) odpowiada e fek tow i po zastosowaniu n iefrakcjonow anej su row icy b y ­
d lęcej. Jak w idać z rys. 4, w  probów ce a), k tórej antygenem  jest frak c ja  

F-5, w idać ty lko  jedną sm ugę odpow iadającą reakcji antygenu z p rze­
ciwciałem . W  probów ce b) w id z im y  dw ie  smugi. W  probów ce c), w  k tó­
rej użyto jako antygenu frak c ji F-4, uzyskanej ty lko przez frak c jon ow a­
nie siarczanem  amonu, w id z im y  4 sm ugi odpow iadające reak c ji an ty­
genu z przeciw ciałem , w  probów ce d), w  k tórej antygenem  była  n ieroz- 
dzielana surowica, szereg smug.

Opisana pow yże j im m unochem iczna m etoda nie da je  w yn ik ów  bez­
w zględnych, tzn. ilość smug nie zawsze odpow iada liczb ie  układów  an ty­
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gen -przec iw cia ło  reagu jących  w  m ieszaninie. N igd y  jednak ilość smug 
n ie jest w iększa od ilości układów, a raczej m niejsza o 1 lub 2 [5j. Jak­
ko lw iek  w ięc frakcja  F-5 w ykazu je  ty lko  jedną sm ugę dyfu zy jną , to nie 
dow odzi to jednak jednorodności tego białka. Inne znajdu jące się jeszcze 
w  tej frak c ji an tygeny m ogą w ystępow ać w  bardzo m ałym  stężeniu, skut­
k iem  czego m ogą nie w ytw arzać  odrębnych smug.

CHROMATOGRAFICZNY ROZD ZIA Ł F.RYTROGLOBULINU I W O LN EG O  W IT A M IN U  B „

Do prób tego rodzaju  nadaje się szczególn ie dobrze surow ica k rw i b y ­
d lęcej, zaw iera jąca  m niej w ięce j po łow ę ogó lnego stężenia w itam inu  B 12 
w  postaci w olnej, w yk orzys tyw an e j bezpośrednio w  prób ie m ik rob io lo ­
g icznej, bez uprzedniego autoklaw ow ania [10]. Ch rom atogra fow an ie oraz 
w yk azyw an ie  w olnego i  zw iązanego w itam inu B 12 na pasku b ibu ły p rze ­
p row adza liśm y w ed łu g sposobu opisanego w  poprzedn iej naszej pracy [6]. 
Podstaw ow ym  rozpuszczaln ikiem  b y ł 0,1 M  roztw ór sacharozy, do k tó re­

go dodawano coraz w iększe stężenia alkoholu izop ropy low ego . W  ro z tw o ­
rze sacharozy bez dodatku alkoholu w o ln y  w itam in  i jego  połączen ie 
z b ia łk iem  przesuw ały się z jednakow ą szybkością: na chrom atogram ie 
w ystępow ała  ty lko  jedna smuga w ykazu jąca b io log iczną aktywność w i­
tam inu o Rf 0,92. P rzy  stężeniu  15°/o obj. izopropanolu  smuga aktyw ności 
w itam inu  za trzym yw anego  na bibu le była znacznie szerszą i cechowała 
s ię R f 0,78. P rzy  stężeniu 35%  izopropanolu  na chrom atogram ie w ys tę ­
pu ją  d w ie  odrębne smugi, jedna o Rf 0,33, druga o Rf 0,78. P rzy  stężeniu 

45%  izopropanolu R f obu smug cechuje się w artościam i 0,25 i 0,67, a p rzy  
stężen iu  50%  izopropanolu  —  0,14 i 0,52. Zastosowanie analizy m ik rob io- 
log iczn e j wykazało, że smuga o w yższym  R f odpow iada położeniu w o ln e j 
cy janokobalam iny, smuga o n iższym  Rf odpow iada w itam inow i B 12 
zw iązanem u z białkiem . P r zy  pew nym  stężeniu izopropanolu  można w ięc 
w ygod n ie  oddzielić chrom atogra ficzn ie w o ln y  w itam in  B 12 od jego  połą­
czen ia z białkiem , p rzy  czym  w  m iarę wzrostu  stężenia izopropanolu 

w  fa z ie  ruchom ej wartości Rf stopniowo zm niejsza ją  się.

Omóirienie irynikóin

Z  przedstaw ionych  pow yże j danych dośw iadczalnych  w yn ika  wniosek, 
że g łów na masa erytroglobu linu , a ściślej m ów iąc w itam inu  B 12 zw iązan e­
go z b ia łk iem  jest składnikiem  frak c ji « i-g lo b u lin ó w  su row icy krw i. 
Rys. 5 ilustru je znam ienny fakt, że w  m iarę o trzym yw an ia  coraz czyś­

c ie jsze j frak c ji kompleksu w itam in  B i2-białko w zrasta  ilość a j-g lob u li-  
nów, w ykazyw an a  p rzy  pom ocy e lek tro fo rezy  tej frakcji. O czyw iście , nie 
m ożna w yciągnąć stąd wniosków , aby w  innych frakcjach  uzyskanych
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na drodze e lek tro fo rezy  w itam in  B 12 by ł n ieobecny. Obecność w itam inu  
B 12 w  tych frakcjach  w ykazu je  w yraźn ie  rys. 3, p rzy  czym  w  jednych  
frakcjach  jest on zw iązan y z b iałkiem , w  innych w ystęp u je  jako w o ln y  
w itam in .

F rakc ja  F-5 da je w y ra ź ­
nie dodatni odczyn M o li- 
scha, co m ogłoby w skazy­
wać na g lik op ro te id ow y cha­
rakter erytroglobu linu . B a­
danie tzw . kwaśnego « i - g l i -  
koproteidu  surow icy, o tr z y ­
m anego z przesączu su row i­
cy odbiałczonego kw asem  sul- 
fo sa licy low ym  po w ytrącen iu  

alkoholem  w ykazu je, że b ia ł­

ko to n ie zaw iera  w itam inu  
B 12. K w aśn y  a j-g lik op ro te id  

jes t w raz  z małą ilością <*2- 
i P i-g lobu lin ów  oraz nisko- 
cząsteczkow ych  bia łek  skład­
n ik iem  frak c ji V I  Cohna. Ba­

danie tej frak c ji su row icy na 

obecność w itam inu  B 12 dało 
w yn ik  u jem ny.

Z d a jem y  sobie spraw ę z 
tego, że m im o k ilkusetkrot- 
nego zagęszczen ia o trzym a­
ny przez nas preparat n ie 
m oże być czystym , jak k o l­
w iek  badania im m unoche- 

m iczne i  e lek tro fo re tyczn e  
przem aw ia ją  za jednorodno­
ścią preparatu. P rzy jm u jąc , 
że 1 cz. w itam inu  w ią że  się 
z 1 cz. białka oraz zakłada­
jąc zupełn ie dowoln ie, że cię­
żar cząsteczkow y białka w ią ­
żącego w itam in  leży  w  rzę ­
dzie w ie lkości 50 tys. docho­

dzim y do wniosku, że na

R }rs. 5. Kontrola elektroforetyczna poszczegól­
nych frakc ji w  czasie oczyszczania kom pleksu. 
K rzyw e  uzyskano przez fctom etrowanie pasków  

bibu ły  przy pomocy fotoabsorpcjom etru [7] b a r ­
w ionych czernią em idową 10B. a) pełna surow ica  
bydlęca, la) frakc ji euglobu linów  w  surow icy b y ­
dlęcej, c) ekstrakt euglobu linów  w  0*01 M N a C l  

(F -2 ), d) frakc ja  otrzym ana przez w ytrącen ie  

siarczanem  amonu (F-4 ), e) zagęszczony przez 

u ltrafiltrac ję  roztwór frakc ji F-5.

1 m g czystego kompleksu pow inno przypadać ok. 28 ag w itam inu na m g 
białka. Pon iew aż przeciętna zawartość w itam inu  Bjo w  surow icy k rw i
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byd lęce j w ynosi 250 nug to stężen ie połączen ia w itam in-b ia łko w  suro­
w ic y  leża łoby w  rzędzie w ielkości 8.9 X  10'7% . D otychczasowe nasze 
w yn ik i oczyszczania można w ięc  uważać jed yn ie  za procedurę wstępną.

K ierow n ik ow i Zakładu P r o f . D r B. S k a r ż y ń s k i e m u  za w yd a t­
ną pom oc p rzy  w ykonyw an iu  oraz opracow yw aniu  w yn ik ów  tej pracy 
składam y podziękowanie.

Streszczenie

Przedstaw iono sposób częściow ego oczyszczania kompleksu w itam in  
B i2-białko (erytrog lobu lin ) w ystępu jącego w su row icy k rw i byd lęce j, 
o trzym u jąc preparat zagęszczony ok. 625-krotnie w  porównaniu  z suro­
w icą  w ejściow ą . Zbadano dalsze własności fizyko-chem iczne kompleksu, 
jak  ruchliwość e lek tro foretyczną, własności antygenow e oraz zdolność 
adsorpcji na bibule.

Opisano uproszczony aparat do ciągłej e lek tro fo rezy  b ibu łow ej.
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n y T eM  K O Toporo  n o jiy u aeT C H  n p e n a p a T  cry ipeH H biM  pa3  b  625, cp aB H M T e jib - 
HO C MCXOÆHOM CBIBOpOTKOM. M 3yH eH bI TaK X ie M A p y m e  c]3M3MKO-XMMMHeC- 
Kwe CBOMCTBa K O M n jiexca , K a x  3JieKTpo4>ope3HaH i io æ b m x îh o c t b , npoTM B O - 
reH H bie  CBOMCTBa h  c e io c o ô h o c t b  agcopS pM M  H a cjjUJibTpapwoH H oii ô y M a re .

O n n c a H  y n p o m eH H b iM  a n n a p a T  g j in  nocTOHHHoro b y M a x m o ro  a j ie K T p o -  
(£>ope3a.

P R O T E IN -V IT A M IN  B 12 C O M P L E X E S  

TV. T H E  P U R IF IC A T IO N  A N D  P R O P E R T IE S  O F  T H E  V IT A M IN  B 12-P R O T E IN  

C O M P L E X  (E R Y T H R O G L O B U L IN ) IN, T H E  B O V IN E  B L O O D  S E R U M

S u m m a r y

T h e  authors presented a m ethod o f partial, purification  of the v ita ­
m in  B i2-proteiin com plex  (eryth rog lobu lin ), which appears in the bov in e  
blood serum, obtain ing a concentrated preparation condensed about 625 
tim es as compared w ith  the in itia l serum. Th ey  investigated  the fu rth er 
physico-chem ical properties o f the com plex, such as e lectrophoretic m o­

t i l i t y ,  antigen properties and the adsorption capacity on f i l t e r  paper. 
T h e y  also described a s im p lified  dev ice  fo r a continued f i lte r  paper e lec ­
trophoresis.

Otrzym ano 15.12.1955 r.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V o l. I I I  1956 N o  2

W . B ICZ

Z A S T O S O W A N IE  M ETO D Y NURKÓW K A R T E Z JU S Z A  DO B AD AN IA  
PR ZEM IA N Y G A Z O W E J KOMOREK Z W IE R Z Ą T  ST A Ł O C IE P L N Y C H

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie 
Kierownik proj. Dr. B. Skarżyński

W  r. 1937 L i n d e r s t r o m - L a n g  po raz p ierw szy  u ży ł k la­

sycznej m etody nurków  K artezju sza  jako podstawę gazom etrycznej 
u ltram ik rom etod y m ogącej znaleźć zastosowanie do badania m etabo liz­
mu gazow ego  bardzo m ałych ob iek tów  b io log icznych  [5], [7], [8]. M etoda 
ta w  ciągu następnych lat została ulepszona i zm odyfikow ana, zarów no 
w  p racow n i L i n d e r s t r  o m a - L i a n g a  [6], [9], jak  i przez innych 

au torów  [2], [11], [13]. Zasługą A n f i n s e n a  i C l a f f a  [1], [3], b y ­
ło opracow an ie technicznych zab iegów  pozw ala jących  na m ieszanie ze 
sobą różnych  substancji w  obręb ie nurka podczas trw an ia  eksperym entu.

D zięk i tym  u lepszen iom  m etoda nurków  Kartezjusza  znalazła zasto­
sow an ie do badania różnych  tw orów  b io logicznych , k tórych  masa jest 
zb y t mała do przeprow adzan ia  badań m etodą m anom etryczną W arburga. 
W szystk ie  badania przeprow adzane tą m etodą ogran iczały się jednak w y ­
łączn ie do śledzen ia  m etabolizm u kom órek organ izm ów  ciep łochw ie j- 
nych. Jedyn ie  W a t e r l o w  i B o r r o w  [12] p róbow a li stosować 
nurki K artez ju sza  do badań tkanek ssaków, posługując się nurkam i 
o szerokich szyjkach, pow lekanych  silikonem . Z  polskich badaczy P i g o ń
[10] celem  zw iększen ia  czułości pom iaru opracow ał typ  nurka w yp e łn ia ­

nego o lejem .

To  ogran iczen ie zakresu stosowania tej m etody w yn ika ło  stąd, że 

oznaczenia gazom etryczne | Qo.vQco27 Qco2> ) przeprow adzane na m ate­

ria le  pobranym  ze zw ierzą t stałocieplnych w ym aga ją  przeprow adzen ia  
dośw iadczen ia w  tem peraturze w yższe j od otoczenia. Po w ypełn ien iu  
nurków  Kartezjusza , p rzeprow adzonym  w  tem peraturze poko jow ej, faza 
gazow a tych  naczyn iek po ich um ieszczeniu w  temp. 37° u lega tak znacz­
nem u zw iększen iu  objętości, że zawartość nurka zosta je w ypchn ięta  do
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płynu  flo tacyjn ego , zm ien ia jąc w yb itn ie  ciężar w ypełn ionego  nurka. 
M ożna było uniknąć tych  trudności p rzeprow adza jąc zaw iłe  zab iegi w y ­
pełn ian ia nurka w  izo low anej kabinie, k tóre j tem peratura n ie różn iła  sie 
znaczn ie od tem peratury, w  jak ie j ma być w ykonane dośw iadczenie. 
O czyw iśc ie  takie rozw iązan ie tych trudności technicznych jest bardzo 
u ciążliw e i n iew ygodne, w yb itn ie  ogran icza jąc możność korzystan ia z tej 
w artośc iow ej u ltram ikrom etody.

Poza  tym, znacznie w yższa  w ym iana gazow a tkanek w  tem peraturze 
37° zmusza do dokładnego uw zg lędn ien ia  czynnika szybkości d y fu z ji ga­
zów  przez w arstw ę cieczy w  nurku, w  jak ie j zachodzą badane reakcje. P od ­
czas badania m etabolizm u kom órek u stro jów  zm iennociep lnych  w  temp. 
poko jow ej, szybkość d y fu z ji kom pliku je w yn ik i dośw iadczenia w  stosun­
kow o n ieznacznym  stopniu. Natom iast w  temp. 37°C czynnik ten w p ływ a  
na uzyskiw ane w artości liczbow e decydująco, jak  o tym  będzie poniżej 
mowa.

D la zasLosowania nurków  K artezjusza  do badań przem iany gazow e j 
kom órek  zw ierzą t stałocieplnych  koniecznym  było  rozw iązan ie  dw ojak ich  
trudności w iążących  się dotychczas z tą m etodą:

1. Konstrukcja  dającego się zastosować w  obręb ie nurka m ieszalnika, 
e lim inu jącego przez w ytrząsan ie badanego m ateriału  w p ły w  czyn ­
nika d y fu z ji gazów  w  obręb ie nurka.

2. Zastosowanie sposobu w ypełn ian ia  nurków  Kartezjusza  w  temp. po­
k o jow ej, u m ożliw ia jącego  następnie przeprow adzan ie pom iarów  
w  37°C.

Poniższe doniesienie przedstaw ia sposób rozw iązan ia  tych dwóch 
zadań.

1. Mikromieszalniki i nurki magnetyczne

Z a s a d a  m e t o d y :
M ała perełka szklana, zaw iera jąca  w ew n ą trz  zatop iony kaw ałek  że la ­

za, przystosowana w ym iaram i do średn icy szy jk i nurka i um ieszczona 
na dnie jego  bańki, spełnia ro lę  m ikronie,szaln ika (rys. 1).

N a  m ikroperełkę m agnetyczną działa od zew nątrz zm ienne pole m ag­
netyczne, w ytw orzon e przez elektrom agnes, zanurzony w  łaźni w odnej 
obok ścianki naczyńka flo tacy jn ego . P rze rw y  w  prądzie p łynącym  przez 
elektrom agnes, uzyskane autom atycznym  przeryw aczem , w p raw ia ją  
w  ruch m ikroperełkę m agnetyczną, która w  zależności od częstości p rze rw  
w  obw odzie elektrom agnesu w ytrząsa  zawartość bańki nurka z różną 
szybkością. Chcąc posługiw ać się słabym i elektrom agnesam i dzw onko­
w ym i m usim y przesunąć nurek z p o zyc ji środkow ej naczyńka flo ta c y j­
n ego  do jego  ścianki, pozostającej w  n a jb liższym  sąsiedztw ie e lek trom ag­
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nesu. E fek t ten uzysku jem y przez zastosowanie specja lnych  nurków  m ag­
netycznych  (rys. 2) posiadających w*ewnątrz ogona p ow yże j ku listego za­
kończenia, w top ion y kawałek drucika żelaznego. N u rek  tego typu  zostaje 
przesun ięty przez po le m agnetyczne do ścianki naczyńka flo tacy jn ego , 
skutkiem  czego bańka nurka i m ieszcząca się w ew n ą trz  n iej m ik ropere ł- 
ka m agnetyczna zostają przeniesione w  obręb s iln ie jszego  pola m agne­
tycznego. P rzed  sam ym  odczytem  zm iany ciśnienia w  m anom etrze, p rze ­
ryw am y w ytrząsan ie i sprow adzam y nurka do p o zyc ji środkow ej naczyń-

Rys. 1. N u rek  K artezjusza z 

m ikrcperełką magnetyczną Rys. 2. N u rek  m agnetyczny

ka flo tacyjn ego . W  p rze rw ie  tej dokonu jem y odczytu  m anom etru, na­
stępn ie sprow adzam y nurek na dno naczyńka stosując nieco zw iększone 
ciśnienie, w łączam y ponow nie układ w ytrząsan ia  i kon tynuu jem y ozna­
czen ie (rys. 3).

W Y KO N AN IE  MIKROPEREŁKI M A G N E T Y C Z N E J

1. W yciągnąć kap ilarę o odpow iedn ie j średnicy.
2. Um ieścić w  po łow ie  długości kap ila ry  m aleńk i odcinek drucika że­

laznego (rys. 4a).
3. Stopić w  obręb ie m ikropłom ien ia szkło z m eta lem  i szybkim  ruchem  

w yciągnąć kapilarę, fo rm u jąc po obu stronach zatopionego drutu 
w łosy szklane (rys. 4b).

4. Odłamać boczne w łosy  blisko m asy p ere łk i i stopić odłam ane końce 
z je j masą szklaną (rys. 4c).

P rzy  zastosowaniu odpow iedn iego  kształtu  drucika żelaznego i p rzy  
zręcznym  w yciągn ięc iu  kap ila ry  sporządzona perełka  pow inna p rzy ją ć
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kształt kulisty. M ik rop ere łkę  m agnetyczną należy oglądnąć pod lupą 
i zw rócić  uw agę na to, czy cała masa m etalu pokryta  została szkłem. W y ­
m iary m ikroperełk i w in n y  być przystosow ane do w ym ia rów  nurka.

WY KO N AN IE  NURK ÓW MAGNETYCZNYCH

N u rk i m agnetyczne w yk on u jem y ze 
szklanych kap ilar o odpow iedn io  dobra­
nych rozm iarach w ew nętrzne j średnicy 
i grubości ścianki. Balast m agnetyczny 

w  postaci kaw ałeczka drutu zosta je w to ­
p iony w  cy lindryczną część ogona. U ży ­

w a liśm y drucik że lazny o średnicy około 
0,5 mm, sporządzając odcinki o długości

2— 3 mm. N u rk i w ykonyw ano nastę­

pująco:

1. Zatopić z jednego końca kapilarę fo r ­
m ując odpow iedn iej w ie lkośc i ku lecz­

kę szklaną (rys. 5a).

2. Um ieścić w  kapilarce odcinek żelaz­

nego drucika (rys. 5b).

3. Zatopić drucik w  kapilarze (rys. 5 c). 

Podczas zatapiania zw rócić  uwagę na 
to, aby w  szkle n ie pozostawało ba- 
n ieczki pow ietrza  i aby drucik został 

ca łkow icie w topiony.
4. U form ow ać bańkę nurka odpow iedn iej w ie lkości (rys. 5d).
5. Odciąć na odpow iedn ie j wysokości szy jk ę (rys. 5e) i sprawdzić pod 

lupą popraw ne w ykonan ie  nurka.

> ■  ' — = # = = —  #
o b e

Rys. 4. E tapy w ykonania m ikroperełki m agne­
tycznej

a. K aw a łek  drucika żelaznego umieszczony 
w  kapilarce

b. W yciągn ięta kap ilarka nad. m ikropalnikiem
c. U fo rm ow an a  m ikroperełka

Pozosta łe szczegóły dotyczące technik i w yrobu  nurków  stepowano 
w ed łu g H  o 1 1 e r  a [4].
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N urk i te posiadają tę zaletę, że pom ija jąc obecność balastu m agne­
tycznego m ają usztyw nioną część, cy lindryczną ogona, co w  znacznym  

stopniu u łatw ia  dotop ien ie w łosów  szklanych podczas cechowania bez 
n iebezp ieczeństw a deform acji bańki nurka. Cechow anie nurków  m agne­
tycznych  przeprow adza  się u w zg lędn ia jąc w e  w zorze  na (g.Nj) masę żelaza 
u żytego na w ykonan ie m ik ropere łk i i w staw k i magnet, jako dodatkow ą 
plom bę.

Rys. 5. K o le jne etapy w ykonan ia  nurka m a­
gnetycznego

a. Zatopienie kapilary
b. Um ieszczenie w staw k i magnet.
c. Zatopienie w staw k i i ztopienie ogona
d. U form ow an ie  bańki nurka
e. Odcięcie zbyw ającej części szyjki

W Y K O N A N IE  URZĄ DZENIA W Y T R Z Ą S A JĄ C E G O

Elektrom agnesy. S tosow aliśm y po jedyncze e lek trom agnesy dzw onko­
we, które po w ym ontow an iu  z opraw k i dzwonka umieszczano w  cienkim  
w oreczku gumc-wym. Oba w o ln e  końce u zw ojen ia  przedłużone zostały 
drutam i b iegnącym i w ew n ą trz  c ien k ie j ru rk i gum ow ej, na k tórej dolnej 
części zaw iązyw ano w oreczek  osłaniający elektrom agnes (rys. 3). D ługość 
rurki gum ow ej i w ew nętrznych  p rzew od ów  dostosowane b y ły  do g łębo ­
kości zanurzenia elektrom agnesu w  łaźni w odnej. Sam elektrom agnes 
zabezp ieczony przed  zetkn ięciem  się z wodą um ieszczano p rzy  ściance 
każdego naczyńka flo tacy jn ego , w  k tórym  p ływ a  nurek m egnetyczny, łą ­
cząc w olne końce p rzew od ów  doprow adzających  do u zw ojen ia  z p rzew o ­
dami b iegnącym i przez au tom atyczny przeryw acz.

http://rcin.org.pl



188 W. B IC Z [6]

AU TO MATYCZNY PR Z E R Y W A C Z

R o lę  autom atycznego p rzeryw acza  spełn iał zw ycza jn y  dzwonek, po 
usunięciu z n iego m eta low ej muszli d zw onkow ej. Pod łączen ie do źródła 
prądu i obwodu elek trom agnesów  przedstaw iono na rys. 6. Szybkość w y ­
trząsania regu low ano przez odpow iedn ie nastrajanie (regu lacja  odległości

Rys. 6. Schem at urządzenia w ytrząsającego

pom iędzy sprężyną a rdzen iem  elektrom agnesu ) p rzeryw acza  oraz przez 
zm ianę napięcia na zaciskach źródła prądu w zg lędn ie  transform atora.

ŻRODŁO p r ą d u

Źród ło  prądu w  naszych pracach stanow ił transform ator z końców ka­
mi, 4, 6, 12, 24 V. Do tego celu m ożna używ^ać baterii w zg lęd n ie  akumu­
latora.

W P Ł Y W  W Y T R Z Ą S A N IA  NA W Y N IK  P O M IA R O W  ZUŻYCIA TLENU

Badanie przeprow adzono z kom órkam i drożdży i z kom órkam i szpiku 
kostnego posługując się zarówno k lasycznym i nurkam i Kartezjusza, jak  
i nurkam i m agnetycznym i. P om ia ry  przeprow adzano w  term ostacie w od ­
nym  w  temp. 37°C, stosując pon iżej opisaną m etodę w ypełn ian ia  nurków.

Do dośw iadczenia użyto zaw ies iny kom órek d rożdży  piekarn ianych  
w  roztw orze  K rebsa-R ingera  z dodatk iem  buforu fos fo ran ow ego  o pH  7,4. 
W  w ypadku  przeprow adzan ia  pom iaru zużycia tlenu p rzez kom órki szpi­
ku kostnego, posługiwano się zaw iesiną  szpiku kostnego otrzym anego 
z mostka b ia łej m yszy wt roztw orze  K rebsa-R ingera  z bu forem  fos fo ra ­
now ym . W  obu wypadkach, zarów no k lasyczne nurki Kartezjusza, jak 
i nurki m agnetyczne w ypełn iano tym i sam ym i ilościam i (1,5 ó l) jedno­
rodnej zaw iesiny kom órek drożdżowych , czy też szpiku kostnego. Pom iar
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zużycia  tlenu w yrażano  zm ianą ciśnienia, odczytaną na m anom etrze 
w  m m  słupa płynu B rod iego (rys. 7a i 7b).

Jak w yn ika  z rys. 7a, zużycie tlenu przez zaw iesinę kom órek drozdżo- 

w ych , podczas stosowania systemu w ytrząsan ia  w  nurkach K artez ju sza ,

Rys. 7a. Zużycie tlenu przez kom órki drożdży  

p —  ciśnienie (p łyn B rodiego)

Rys. 7b. Zużycie tlenu przez kom órki szpiku  

kostnego p —  ciśnienie (p łyn  Brodiego) w  cm

było  o 150% w iększe od zużycia  tlenu przez tę samą ilość m ateriału  b ez  
W3rtrząsania. Podobny e fek t zaobserw ow ano badając zaw iesinę kom órek 

szpiku kostnego m yszy (rys. 7b).

http://rcin.org.pl



W. B ICZ

2. Przeprowadzenie pomiarów w  nurkach Kartezjusza w  tempera­
turach w yższych od temperatury pracowni

G łów ne założenia technik i posługiwania się nurkam i Kartezjusza  p rze­

w idu ją  przeprow adzen ie pom iarów  w  term ostacie wodnym , którego tem ­

peratura zbliżona jest do tem peratury pom ieszczenia, w  jak im  nurek by ł 

w ypełn iany. Jeżeli nurek przed  um ieszczeniem  go razem  z naczyńkiem  

flo tacy jn ym  w  łaźni w odnej b y ł w ype łn ian y  w  atm osferze, k tórej tem ­

peratura jest znacznie niższa od tem peratu ry łaźni w odnej, spełniającej 

ro lę  termostatu, zm ien ia się w yb itn ie  objętość fa zy  gazow e j w  nurku, 

w  następstw ie czego zostają przesunięte p lom by i zm ien ia się pokaźnie 

ciężar w ypełn ionego  nurka. W  tych warunkach nie można ustalić nurka 

na w ycechow anej p o zyc ji za pomocą zm iany ciśnienia w  dopuszczalnych 

granicach  (cd 5 do 10 cm słupa c ieczy  B rod iego ).

Przeprow adza jąc badania m etabolizm u gazow ego  p rzy  pom ocy nur­

ków  Kartezjusza  na żyw ych  kom órkach ludzkich  (szpik kostny) w yk on y­

w ałem  pom iary zużycia tlenu przez te  ob iek ty  w  temp. 37— 38°C. Począt­

kow o  w ypełn ia łem  nurki w  szklanej kab in ie spełn ia jącej ro lę  term osta­

tu, o tem peraturze pow ietrza  u trzym y­

w anej w  granicach tem peratu ry łaźni 

w odnej. Praca z nurkam i w  kabinie- 

term ostacie podczas w ykonyw an ia  se­

ry jn ych  i częstych pom iarów  jest n ie­

w ygodna i uciążliwa. Trudności zw ią ­

zane z tym  rozw iąza łem  w  następujący 

sposób:

ZASADA POM IARU

Znając różnicę tem peratur otocze­

nia i łaźni w odnej ob liczam y p rzy­

rost objętości fa zy  gazow ej w  nur­

ku, k tó ry  musi nastąpić w  chw ili 

um ieszczenia w ypełn ion ego  w  tem pe­

raturze otoczenia nurka w  łaźni w od­
nej o znacznie w yższe j tem peraturze. O bliczoną w artość przyrostu  ob ję­

tości p rze liczam y na w artość masy p łynu  flo tacy jn ego , która stanowić 

będzie dodatkowe obciążenie nurka w  postaci p lom by u jścia pow iększonej 

o tę wartość. Nurek  w ype łn ion y  w  tem peraturze pok o jow e j i zam knięty

Nurek przed Nurek po
umieszczeniem umieszczeniu

w łaźni w łaźni
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p lom bą ujścia, k tórej objętość równa jest sumie objętości p lom by norm al­
nej i  dodatkow ej (ob liczonej) będzie w  tem peraturze poko jow ej w zg lę ­
dem  płynu flo tacy jn ego  o ty le  za ciężki, ile  w ynosi ciężar dodatkow ej 
części p lom by ujścia. Po  um ieszczeniu wr łaźni o tem peraturze w yższe j, 
napełn iony w  ten sposób nurek straci na w adze dzięk i w ypchn ięciu  do­
datkow ej części p lom by przez rozszerzającą się fazę gazow ą nurka. W  ten 
sposób nurek w yp e łn ion y  w  tem peraturze poko jow ej, a um ieszczony 
w  łaźn i w odnej o tem peraturze w yższej, uzysku je ciężar rów now ażny 
z p łynem  flo tacy jn ym , co um ożliw ia  przeprow adzan ie pom iarów  w ed łu g 
k lasycznych  zasad (rys. 8).

O BLICZEN IA

D odatkow y objętość p lom by ujścia ob liczam y dla każdego nurka w y ­
korzystu jąc jego  stałą gazow ą (V ), która jest ca łkow itą  objętością fa zy  
gazow ej nurka, gdy ten ostatni jest w ype łn ion y  i zna jdu je się w7 rów no­
w ażn ej p o zyc ji w  p łyn ie  flo tacy jn ym  pod ciśnieniem  P i w  temp. t.

Stałą tę można ob liczyć:

1. z różn icy ca łkow ite j objętości samego nurka i ca łkow ite j ob jętości 
fa zy  ciek łe j, albo

2. z poniższego wzoru

2 ̂  y  , Sn “f-  ^ oi 9 oi -j- Vw <?w ^ oi 9m ^ w ?  m C Sn ?m /?sz 1

9m

gdzie: g, V, cp oznaczają: masę, objętość i gęstość, a w skaźnik i N, ol, w, M, 
sz oznaczają ko lejno: nurek, olej para finow y, wodną fazę, p łyn  flo ta ­
cy jn y  i szkło. W zór ten w yp row ad zon y  jest z rów nan ia w yraża jącego  
stan rów now agi pom iędzy gęstością płynu flo tacy jn ego  a gęstością w yp e ł­
n ionego nurka:

2) 'ru =  SN ^ ol '̂ ol ^ " f̂ w
V -f-V o i -j- V w + g N  / 9 “

Jeżeli w ype łn ion y  nurek w  temp. poko jow ej (t i), posiadający ob liczo­
ną w g  pow yższego  w zoru  stałą (V ), zostanie um ieszczony w  temp. w y ż ­
szej (t2), to faza gazow a (stała V ) u legn ie zw iększen iu  objętości i p r z y j­
m ie wartość (p rzy  zachowaniu  tego sam ego ciśnienia):
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gd zie  V t =  objętość fa zy  gazow ej nurka w  temp. poko jow ej (t i )

V t — objętość fa zy  gazow e j nurka w  temp. w yższe j (t2)

T 0 — tem peratura bezw zględna =  273°K 

T i  — T 0 -k t<

T 2 =  T 0 t2

Z  różn icy objętości fa zy  gazow e j nurka w  temp. poko jow ej t j (V t i )

i ob jętości fa zy  gazow e j w  temp. w yższe j t, (V t i ) ob liczam y przyrost

objętości fa zy  gazow ej (A V ) podczas zm iany tem peratury od t i do t2

(4) AV  =  V t2 -  V tl

Pon iew aż V tl jest obliczoną dla każdego nurka stałą gazow ą V przeto  

znając ty lko  stałą (V ) nurka 1 różnicę tem peratur ( t , — t^ m ożem y ob li­

czyć A V  dla każdego nurka w ed łu g ogólnego w zoru:

(5) AV =  V  Ta ~  T l

192 W . B IC Z  [10)

T i

O trzym any przyrost objętości (A V ) stanow i zarazem  dodatkową objętość 

p lom by ujścia, o którą należy pow iększyć p ierw otną p lom bę podczas w y ­

pełn ian ia nurka w  temp. poko jow ej ti. W obec tego nurek w ype łn ion y  

w  temp. poko jow ej (t i) i zam kn ięty p lom bą ujścia pow iększoną o ob liczo­

ną objętość AV, po następnym  um ieszczeniu go w  w yższe j tem peratu rze 

łaźni (t2), utraci dodatkową objętość p lom by ujścia A v , która zostanie w y ­

pchnięta do płynu flo tacy jn ego  przez rozszerzoną fazę gazową.

Założen ie p lom by ujścia p rzeprow adzam y następująco: dodając o b li­

czoną wartość A v  do objętości p ierw otn e j p lom by ujścia (V.m) u zysku je­

m y objętość pow iększonej p lom by ujścia (A V  +  V M). Zna jąc średnicę 

s zy jk i nurka (d) m ożem y ob liczyć długość odcinka szy jk i nurka (h), k tó­

ry  w in ien  być w ype łn ion y p lom bą ujścia o objętość V m +  AV.

(6) h =  I F + J l l i
zd 2

Zna jąc długość odcinka szy jk i nurka (h) przeprow adzam y za łożen ie p lom ­

by  ujścia w g  klasycznej m etody, posługując się p rzy  tej czynności pozio­

m ym  m ikroskopem  z poprzeczną podziałką.
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P r z y k ł a d  o b l i c z e n i a :

Zbadać należy zu życie  tlenu (Q o„) p rzez zaw iesinę kom órek posługu­

jąc się nurkam i Kartezjusza. Pom iar w ykon an y mo być w  temp. 38°C  (t2). 
W yp e łn ian ie  nurków  prow adzone ma być w  temp. poko jow ej 18°C (t j).

W  podanym  p rzyk ładzie  do dyspozycji m am y nurki o następujących 

danych :

Nurek W aga nurka 
N r uj mg

Objętość 

nurka ul
Ç SZ © 01 9  M

Śred. szyjki 
mm [d]

Dług. plomby 
ujścia mm [h]

1. (komórki) 19,01 19,2 2,4 0,87 1,325 0,75 2,7
2. (kontr.) | 19,71 20,1 2,4 0,87 1,325 0,81 2,5
3. (komórki) | 22,03 21,2 2,4 0,87 1,325 0,80 2,5

N u rk i w yp e łn iam y następu jącym i ob jętościam i p łynów :

a) kropla  denna 0,8 m-1 (zaw iesina kom órek),

b) niska plom ba szy jk i 0,5 m-1 (0,1 n NaO H ),

c) plomba z oleju paraf. 0,4 m-1,

P rzed  przystąp ien iem  do w łaściw ego w ypełn ien ia  nurka ob liczam y 
dodatkow ą objętość p lom by ujścia z rów nania (5):

gdzie : A V  —  dodatkowa objętość p lom by ujścia, V  —  stała gazow a nurka 
(obliczona z rów nania (1), T j  =  273 +  18 =  291, T 2 =  273 +  38 =  311. 

O b liczam y stalą gazow ą nurka (V ) w g  w zoru  (1).
D la  nurka N r  1:

Znając stałą gazow ą (V ) nurka N r  1 ob liczam y z rów nania (5) dodatkow ą 

objętość p lom by ujścia:

V  =

19,01-1,325

2,40

1,325

=  5,97 al

AV  =  5,97
311 -  291 

291
— 0,41 ul
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O bliczona wartość dla rozw ażanego przykładu  0,41 pi stanow i objętość 
dodatkow ej p lom by ujścia, o którą to ilość należy pow iększyć normalną 
p lom bę ujścia (V m). D opiero po założeniu takiej p lom by ujścia, której 
ob jętość równa jest sum ie objętości norm alnej p lom by (V m) i dodatkow ej 
(A V ), m ożem y przystąpić do przeprow adzen ia  pom iarów  w  temp. 38°C. 
W  naszym  w ypadku całkow ita  objętość p lom by ujścia (V m AV ) równa 
jes t:

h +  AV  =  1,60 |Al
4

• • v  - d2 iponieważ Vm =  n
4

gd zie : V M =  objętość p lom by ujścia norm alnej (ob liczonej dla tem pera­
tu ry  18°C), d =  średnica szy jk i nurka mm, h =  w ysokość norm alnej 
p lom by ujścia (Vm) w  szy jce  nurka w  mm, A V  =  ob jętość dodatkowej 
p lom b y (pi).

P o  założeniu p lom by ujścia z płynu flo tacy jn ego  o ob jętości 1,60 pl 
w  szy jce  nurka N r 1 um ieszczam y w ypełn ionego  nurka z naczynkiem  f lo ­
tacy jn ym  w  term ostacie o temp. 38°C i po w yrów nan iu  tem peratur p rze ­
prow adzam y pom iar zużycia tlenu.

Podobne obliczen ia w ykon u jem y dla każdego nurka z osobna.

Streszczenie

Podano m ody fikac ję  m etody nurków  Kartezjusza  m ającej na celu 
przystosow anie tego postępowania do badania m etabolizm u gazow ego  ko­
m órek  zw ierzą t ciep łokrw istych .

1. Podano m etodę m agnetycznego w ytrząsan ia  m ieszanin reagu ją ­
cych  w  bańce nurka K artezjusza  podczas trw an ia pom iaru. W prow adzono 
n ow y  typ nurka m agnetycznego z m ikroperełką m agnetyczną.

2. W ykazano, że zu życie tlenu przez zaw iesinę kom órek a rożdżow ych  
podczas stosowania systemu w ytrząsan ia  jest o około 150% w yższe od 
w artości zużyciia tlenu przez ten  sam m ateriał bez wytrząsan ia. Podobną 
zależność w ykazano u żyw a jąc do oznaczeń zaw ies iny kom órek szpiku 
kostnego m yszy.

3. Podano m etodę w ypełn ian ia  nurków  K artezjusza  do p rzep row a­
dzania pom iarów  w  temp. w yższych  od temp. otoczenia. Zastosowano 
zam kn ięcie ujścia szy jk i nurka dodatkową plom bą p łynu  flo tacy jn ego , 
która w ypchn ięta  zosta je podczas zm iany tem peratury. O bjętość tej p lom ­
b y  ob licza  się z przyrostu  fa zy  gazow ej. .
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TIPI4MEHEHME METOßA nOIIJI ABKOB ÄEKAPTA IIPM MCCJIEßOBAHMH 

TA30BOrO I IP E 0 E P A 3 0 B A H J 4 H  KJIETOK TEIIJIOKPOBHblX JKMBOTHblX

i

P  e 3 io m  e

IIpeACTaBJieH O  y n p o ip e H n e  MOTOga non jiaBK O B  ^ e x a p T a ,  K O Topoe n o3 B O - 
jin e T  MCc.negOBaTb ra3 0 B b in  M eTa6ojiM 3M  k j ic t o k  T en jiO K poB H bix  j k m b o t h b ix .

1. IIpeACTaBjieH MeTOA MaraeTHnecKoro B36ajiTbiBaHHH pearnpyioipiix 
CMeceii b pe3epßyape nonjiaBKa JfeKapTa b  TeneHne n3MepeHnii. BßeAeH 
HOßBiü Tun MarHeTnnecKoro nonjiaBKa c MarHeTiraecKOw MHKpo6ycnHKOM.

2. OÖHapyxceHO, h t o  noTpeöJiemie KncjiopoAa aMyjibcneii A p o x o K e B b ix  

KJieTOK, npn npHMeHennn cncTeMbi B36ajiTbiBaHna, na 150 npopeHTOB Gojib- 
rne, neM KOJinnecTBO KncjiopoAa, ynoTpeGjieHHoro TeM-xte MaTepnajiOM 6e3 
B36ajiTbiBaHKH. TaKoro poAa 3aBncnMOCTb oÖHapyxceHa GbiJia npn npwMe- 
HeKMM a j ih  o n p eA e jieH H ii oMyjibCMn KJieTOK k o c t h o to  M03ra Mbimeii.

3. IIpeACTaBJieH m cto a  3anojiHemiH nonjiaBKOB .ZfeKapTa ajih npoBeAe- 
hmh n3M epeHM M  b  TeMnepaTypax Bbirne OKpyxcafomen TeMnepaTypbi. n p w -  
MeHeHa 3aKynopxa OTBepcTMH rneiiKM nonjiaBKa AOÖaBOHHon njiOMÖon n3 
cjonoTapnoH Hon > k h a k o c th , KOTopan BbiTajiKHBaeTCH npn nepeMeHe TeMne­
paTypbi. OSneM 3 to h  njiOMGbi BbinncjineTCH Ha ocHOBaHnn npnpaipeHMH 
ra30Bcn c£>a3bi.
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T H E  C A R T E S IA N  D IV E R  M E T H O D  A S  A P P L IE D  TO  IN V E S T IG A T IO N S  O F  

M E T A B O L IS M  O F  G A S E S  B Y  C E L L S  O F  W A R M -B L O O D E D  A N IM A L S

S u m m a r y

Th e paper presents a m od ification  o f the Cartesian d ive r m ethod in 
o rd er to adapt the m ethod to investigations o f m etabolism  o f gases by 
cells o f w arm -b looded  animals.

1. The paper presents a m ethod o f m agnetic shaking out o f m ixtures 
reactin g in the bulb o f the Cartesian d ive r w h ile  read ings are taken. 
A  n ew  type o f a m agnetic d ive r w ith  a m agnetic m icro-bead was in tro ­
duced.

2. It  was dem onstrated that oxygen  uptake by  yeast cell suspensions 
increases by  about 150 p er cent w hen  the shaking out system  is applied. 
S im ila r results w ere  obtained w hen a suspension o f bone-m arrow  cells 
o f m ice w ere  used.

3. A  m ethod is presented o f f i l l in g  Cartesian d ivers fo r  ca rry in g out 
m easurem ents in. tem peratures exceed ing the room  tem perature. Th e  
neck o f the d ive r was closed w ith  flo ta tion  flu id  w h ich  is e jec ted  du ring 
the change o f tem perature. Th e vo lum e o f this flu id  is calcu lated from  
changes o f the gaseous phase.

Otrzym ano 15.2.1955 r.
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NIEKTÓRE ZA G A D N IE N IA  Z W I Ą Z A N E  Z A K T Y W N O Ś C IĄ  
E N Z Y M Ó W  O D D E C H O W Y C H  W  C Z A S IE  R O Z W O JU  JE D W A B N IK A  

M O RW O W EGO , B O M B Y X  M O B I L

Z  Zakładu Biochemii Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M . Nenckiego w  Warsza­
wie Kierownik: prof. dr W . Niemierko

W  poprzednich badaniach [13] stw ierdzono dość in teresu jące zm iany 
w  układach en zym ów  oddechowych  w  czasie rozw oju  i m etam orfozy  m ola 
w oskow ego. Praca n in iejsza pośw ięcona jes t prześledzeniu  aktyw ności 
n iek tórych  enzym ów  oddechow ych  u jedw abn ika m orw ow ego , k tó ry  
ze  w zględu  na bardzo unorm ow any p rzeb ieg  rozw oju  jest n iezm iern ie  

dogodnym  obiektem  tego rodzaju  badań.
Jedw abnik  jest jedn ym  z najdokładn iej pod w zg lęd em  biochem icz­

nym  poznanych owadów . O ddychan ie jedw abn ika w  różnych  stadiach 
ro zw o jow ych  by ło  w ie lok ro tn ie  badane [3], [16] i inni, natom iast do tych ­
czasowe badania nad enzym am i oddechow ym i jedw abn ika są raczej fr a g ­
m entaryczne i n ie obejm u ją  całego cyk lu  rozw ojow ego . W  zw iązku  z tym  
w  pracy n in ie jsze j przebadano pod w zg lęd em  aktyw ności n iek tórych  
en zym ów  oddechowych  cały okres ro zw o jow y , począw szy od w y lęgu  
z ja ja , poprzez stadia gąsien icy i poczwarki, aż do fo rm y  im aginalnej. 
Badania dotyczą aktyw ności feno loksydazy i oksydazy bu rsztynow ej oraz 
poziom u endogennego zużycia tlenu p rzez m iazgę (zużycia  tlenu p rzez 
św ieżo przygotow aną m iazgę bez dodawania substratów  enzym atycznych ).

W stępne doniesienie z części przedstaw ionych  tu badań ogłoszono 

w cześn iej [14].

Materiał i metody

Badania przeprow adzono na następujących rasach jedw abn ika m orw o­
w ego  B o m b y x  m o r i : b ia łej adrianopolsk iej, żó łte j A sco li i żó łte j w arsk ie j 
dużej. Z e  w zględu  na to, że różn ice rasow e w  aktyw ności badanych en zy­
m ów  okazały się n ieistotne, dane dośw iadczalne pochodzące z różnych  
ras potraktow ano łącznie. H odow lę  gąsienic prowadzono w  temp. 20°—  
25° p rzy  w ilgotności w zg lęd n e j 60% — 75%, rozw ój poczw arek  odbyw a ł

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



198 L. W O JT C ZA K [21

się w  temp. 23°— 25°. Zebrany m ateriał dośw iadczalny pochodzi z czte­
rech sezonów hodow lanych. Stadium  gąsien icy (od w y lęgu  z ja ja  do prze­
poczw arzen ia ) trw a ło  około 40 dni; długość zaś okresu poczw arkow ego 
wahała się w  różnych  latach od 12 do 13 dni. W  tym  celu, aby móc łącz­
n ie rozpatryw ać w yn ik i badań nad okresam i poczw arkow ym i o różnej 
długości trwania, w iek  poczw arek  w yrażano n ie w  dniach, lecz w  procen­
tach całego okresu poczw arkow ego. M om ent przepoczw arzen ia  usialano 
z dokładnością do k ilku  godzin  obserwu jąc gąsien icę przez n iew ie lk ie  
okienko w yc ię te  w  kokonie. P łc i gąsienic nie oznaczano; płeć poczw arek  
określano na podstaw ie zew nętrznych  cech po w y jęc iu  z kokonu. Zu życ ie  
tlenu przez żyw e  ow ady  (poczw ark i i fo rm y  im aginalne) m ierzono w  apa­
racie W arburga w  naczyniach o pojem ności około 100 m l w  tem peratu­
rze  25°. Badane poczw ark i zna jdow a ły  się w  kokonach z w yc ię tym i 
okienkam i. A k tyw n ość  en zym ów  oznaczano rów n ież w  aparacie W arbur­
ga w  zw yk łych  naczyniach o pojem ności około 15 m l w  tem peraturze 30°. 
Sposób p rzygotow an ia  m iazg i (hom ogenatu) do dośw iadczeń enzym atycz­
nych, podobny do tego, jak i zastosowano do badań nad m olem  w osko­
w ym  [12], b y ł następujący: ow ady rozcierano w  hom ogenizatorze P o tte ­
ra E lveh jem a [9] z ro ztw orem  b u forow ym  fosfo ran ów  w ed łu g S ó r e n s e n a  
o pH  =  6,6 w  tem peratu rze około 0° (na 1 g m asy ow adów  brano 9 m l roz­
tw oru  bu forow ego). P o  2 m l tak sporządzonej m iazg i um ieszczano w  na­
czyniach aparatu W arbu rga  i po 5-m inu tow ym  okresie w yrów n aw czym  
m ierzono w  ciągu 60 m inut endogenne zu życie  tlenu. Pom iary  przepro­
w adzano w  odsftępaclh 15-minutowycih. D w u tlenek  w ęg la  pochłaniano 
p rzy  pom ocy 10°/o K O H . Po  u p ływ ie  60 m inut w lew ano  do m iazgi z bocz­
nego naczynia około 0,5 m l roztw oru  substratu i m ierzono zużycie tlenu 
przez dalsze 30— 45 minut. Jako substratów  dla feno loksydazy używ ano: 
fenolu  w  roztw orze w odnym  2°/o (w  dośw iadczeniach nad stadium gąsie­
n icy) i 1%  roztw oru  w odnego katecholu (w  dośw iadczen iach nad okresa­
m i: poczw arkow ym  i im aginalnym ). Jako substrat dla oksydazy bu rszty­
now ej s łużył 0,2 M  ro ztw ór bursztynianu sodu o pH  doprow adzonym  do 
6,6. M iarą  aktyw ności badanych enzym ów  b y ł w zrost zużycia tlenu przez 
m iazgę po dodaniu odpow iedn iego substratu. W stępne dośw iadczenia w y ­
kazały, że w zrost zużycia  tlenu przez m iazgę jest w  p rzyb liżen iu  taki sam 
n iezależn ie od tego, czy substrat dodano na początku doświadczenia, czy 
dopiero po godzin ie pom iaru „oddychan ia”  m iazg i bez substratu.

Część doświadczalna

G Ą SIEN IC A

Badania nad stadium  la rw a lnym  rozpoczęto w  3 dni po w y lęgu  gąsie­
n icy z jaja. Tablica  1 przedstaw ia p rzeb ieg  endogennego zużycia tlenu
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przez m iazgę oraz aktywność feno loksydazy i oksydazy bursztynow ej. 
Chociaż w yn ik i pom iarów  tych samych stad iów  ro zw o jow ych  w ykazu ją  
cluże indyw idu a lne wahania (dane tab licy  1 stanow ią średnie wartości 
z dośw iadczeń  prow adzonych  w  ciągu 4 lat) i w  zw iązku  z tym  średnie 
odch ylen ie  jest dość znaczne, to w yd a je  się, że fak t okresow ego wzrostu  
endogennego zużycia  tlenu przez m iazgę i aktyw ności feno loksydazy 
w  okresach snu linkow ego  w  porównaniu  z okresam i żerow ania nie u lega 
w ątp liw ości. W zrost endogennego zużycia  tlenu przez m iazgę w  ok re-

Rys. 1. Endogenne zużycie tlenu przez m iazgi (hom ogenaty (-------------- )
i aktywność fenolclksydazy ( - - - - )  w  czasie rozw o ju  gąsienicy je ­
dw abnika. Endogenne zużycie 0 2 przez m iazgę w yrażone w  m l na g 
św ieżej masy na godzinę Q 02 dla p ierw szej 15 m inut pom iaru, aktywność  

fenoloksydazy w yrażona jako  w zrost zużycia ilenu po dodaniu fenolu  
do miazgi. Tem peratura 30°. Oznaczenia: w  —  w y lęg  gąsienicy, ś —  

okresy snu linkowego, p —  przepoczwarzenie,, I do V  —  kolejne okre­
sy la rw a lne

sach snu Linkowego w idać n a jw yraźn ie j, je ś li porów nu je  się zużycie t le ­
nu m iazgi w  ciągu p ierw szych  15 m inut pom iaru  (rys. 1). Bezpośredn io 
po lince następuje spadek zużycia  tlenu  przez m iazgę i spadek aktywności 
fenoloksydazy. W zrost aktyw ności oddechow ej m iazg i i czynności fen o ­
loksydazy ma m ie jsce rów n ież pod koniec ostatn iego okresu larw alnego, 
to jest w  czasie snucia kokonu i w  stadium przedpoczw arkow ym .

Czynność oksydazy bursztynow ej, m ierzona stosowanym  przez nas 
sposobem, okazała się bardzo niska lub rów na zeru w  czasie całego okre­

su la rw a lnego  (tablica 1).
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T a b l i c a  1

Zużycie tlenu przez m iazgi (hom ogenaty) z gąsienic jedw abn ik a  oraz aktywność  

fenoloksydazy i oksydazy bursztynowej. W szystkie wartości w yrażone w  m l 0 2 na
gram  świeżej m asy na godzinę
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I 3 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

11
0 3 0,81 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 0,18 0,34 0,16 0,18 —

5 (sen linkowy) 4 1,05 0,22 0,62 0,38 0,22 0,54 0,32 0,33 0,11

m 0 -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 |

IV 0 4 0,60 0,02 0,30 0,18 0,14 0,45 0,31 0,19 0,05
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

V 0 -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 0,19 0,13 0,09 0,21 0,12 0,07 —
9 -1 2 3 0,15 0,02 0,08 0,05 0,05 0,40 0,35 0,05 —
13 — 15 (snucie) 
16 (forma przed-

5 0,41 0,16 0,26 0,18 0,14 0,40 0,26 0,09

poczwarkowa 5 1,03 0,31 0,39 0,18 0,13 1,00 0,87 0,12

P O CZW ARKA

Pon iew aż n ie stw ierdzono w yraźn ych  różnic p łc iow ych  ani w  oddy­
chaniu ani w  aktywności badanych enzym ów  w  stadium  poczw arkow ym , 
dane dotyczące obu p łc i potraktow ano w  dalszym  opisie łącznie.

P rzed  przystąp ien iem  do badań enzym atycznych  przebadano zużycie 
tlenu przez żyw e  poczw ark i w  ciągu całego okresu ro w o j ow ego w  tym  
celu, aby aktywność enzym atyczną móc bezpośrednio porów nać z natęże­

n iem  oddychania żyw e j poczwarki. P om ia ry  oddychania i aktyw ności
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en zym ów  przeprow adzano p rzew ażn ie na tych samych osobnikach. R ysu ­
nek 2 obrazu je zm iany w  natężeniu zużycia tlenu przez poczw ark i je d ­
wabnika. Bezpośredn io po p rze­
poczw arzen iu  zużycie tlenu szyb­
ko m aleje , osiągając najn iższy po­

z iom  w  okresie rów n ym  około 10%  
całego stadium poczw arkowego.
N astępn ie m a m ie jsce stopniowy 

w zrost natężen ia oddychania pocz­
w ark i aż do około 65%  okresu 
poczw arkow ego. Od tego czasu zu­

życ ie  tlenu u trzym u je się na m niej 
w ięce j sta łym  poziom ie, aż od w y ­
klucia imago. O trzym ane w yn ik i 
zgodne są na ogół z rezu ltatam i 
badań B i a ł a s z e w i c z a  [3] 
nad oddychaniem  poczw ark i je d ­
wabnika.

T a b l i c a  2
Endogenne zużycie tlenu przez m iazgi i aktywność fenoloksydazy i oksydazy b u r ­
sztynowej w  okresie poczw arkow ym  jedw abn ika . Endogenne zużycie tlenu podano  

dla p ierwszych 15 m inut pom iaru ; utlenianie substratów  w yrażono jako  wzrost 

zużycia tlenu po dodaniu substratów  do m iazgi. W szystkie wartości w yrażone  

w  m l 0 2 na g św ieżej m asy na godzinę

W iek poczwarki
T1T 9/ 9//O /O

Ilość
doświadczeń

Endogenne
zużycie
tlenu

Utlenianie

katechol

ubstratów

bursztynian

forma przed- 
poczwarkowa 5 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 8 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

Rys. 2. P rzebieg zużycia tlenu w  czasie 
metam orfozy jedw abn ika  m orw ow ego. 
W ick  poczwarki w yrażono w  procentach  

całego okresu poczw arkow ego zużycie 0 2 
w  m l na gram  świeżej masy poczw ark i 

na godzinę. Tem peratura 25°
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Badania enzym atyczne prow adzono podobnie jak  u gąsienic. Tablica 2 
i rysunek 3a przedstaw ia ją  przeciętne w artości dla endogennego zużycia 
tlenu przez m iazgę oraz dla aktyw ności feno loksydazy i oksydazy bu r­
sztynow ej (na w yk res ie  uw zględn iono ty lko  endogenne zużycie tlenu 
w  ciągu p ierw szych  15 m inut pom iaru). Bezpośredn io po przepoczw arze­
niu zużycie tlenu przez m iazgę szybko m aleje ; najn iżse endogenne zu ży­
cie O 2 w ykazu je  m iazga z poczw arek  w  w ieku  około 10%  okresu poczw ar- 
kow ego. W  m iarę dalszego rozw oju  pocz w ark i zu życie tlenu przez m iazgę 
wzrasta, osiągając maksim um  dla poczw arek  w  w ieku  około 50%, po czym  

znów  m aleje . W  w ieku  około 80% — 90%  zaznacza się drugie, znacznie 
niższe maksimum.

Rys. 3a. Endogenne zużycie tlenu przez m iazgi z poczwarek  (krzyw a A )  i aktywność  

oksydazy bursztynowej w  rozw o ju  poozw arkow ym  jedw abn ika  (krzyw a B).  E ndo ­
genne zużycie Q 2 w yrażone w  ml/g godz. (Q o 2) d la pierwszych 15 m inut pom iaru, 
aktywność oksydazy bursztynowej w yrażon a jako w zrost zużycia tlenu po dodaniu  

bursztynianu do miazgi. Tem peratura 30°

Rys. 3b. Aktyw ność fenoloksydazy w  czasie rozw o ju  poczw arkow ego jedw abn ik a  

wyrażona jako wzrost zużycia tlenu (AQ  ) po dodaniu katecholu do miazgi

A ktyw n ość feno loksydazy w  okresie poczw arkow ym  w ykazu je  zm ia­
ny o tym  sam ym  charakterze i kierunku, co zm iany endogennego zużycia 
tlenu (rys. 3b).

A k tyw n ość  oksydazy bursztynow ej na początku okresu poczw arkow e­
go iest bardzo niska. W  m iarę rozw oju  poczw ark i czynność enzym u stop­
n iow e wzrasta i osiąga n a jw yższy  poziom  w  ostatnich dniach m etam or­
fozy.
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IMAG O

M ierzono zarówno zużycie tlenu przez żyw e  dorosłe owady, jak  i  ak­
tyw ność enzym atyczną m iazgi z fo rm  im aginalnych. O w ady b y ły  badane 
w  w iększości w yp ad k ów  w krótce po w y jśc iu  z kokonu, jeszcze przed  ko­
pulacją.

N atężen ie oddychania form  dorosłych jest w yższe n iż poczw arek, p rzy  
czym  zużycie tlenu przez samce jest około dwa razy  w yższe n iż przez 
sam ice (tablica 3). Endogenne zużycie tlenu przez m iazgę z sam ców  jest 
stosunkowo jeszcze w yższe niż p rzez m iazgę z samic. Podobn ie czynność 
oksydazy bu rsztynow ej jest znacznie w yższa  u osobników  samczych. N a ­
tom iast aktywność feno loksydazy jest w yższa  u samic niż u sam ców  
(tablica 3).

T a b l i c a  31

Zużycie tlenu i aktywność enzym ów oddechowych w  stadium  im ąginalnym  je d w a b ­
nika m orwowego. Endogenne zużycie tlenu przez m iazgę podano d la pierwszych  

15 m inut pom iaru; utlenianie substratów  wyrażono jako wzrost zużycia tlenu po- 
dodaniu  substratów  do m iazgi. W szystkie wartości podane w  m l 0 2 na g  św ieżej 
m asy na godzinę. Pom iary  zużycia tlenu przez żywe ow ady  przeprowadzono  

w  temp. 25°, pom iary zużycia tlenu przez m iazgi i pom iary aktywności enzym ów
w  temp. 30°

Płeć

Ilo
ść

 
do

św
. 

|

Zużycie 0 2 
przez żywe 

owady

Ilo
ść

 
do

św
. 

,

Endogenne zużycie 
tlenu przez miazgę

Utlenianie substratów

bursztynian katechol1

M S M S M S
samce 3 0,77; 0,88; 9 1,15 ±  0,56 0,79 ±  0,38

0,83 1,41 ±  0,94
samice 3 0,42; 0,38; 7 0,39 ±  0,20 0,32 ±  0,18

0,47

M  —  średnia wartość, S —  średnie odchylenie.
1 Z  powodu dużej rozbieżności w y n ik ów  i b raku  w yraźnych  różnic płciowych , 

wartości dla utleniania katecholu dla obu płci potraktowano łącznie

Dyskusja

W  pracy n in ie jsze j badano w  ciągu całego pozazarodkow ego rozw oju  
jedwabnika m orw ow ego  aktywność feno loksydazy i oksydazy bu rszty­
now ej oraz poziom  tak zw anego  endogennego zużycia tlenu przez m iazgę,, 
k tóre jako w ypadkow a różnych  procesów  enzym atycznych  m oże rów nież; 
dostarczyć pew nych  in fo rm acji o czynności en zym ów  oddechowych.
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Charakterystycznym  i rzucającym  się w  oczy z jaw isk iem  by ł zaobser­
w ow an y  w zrost zużycia tlenu przez m iazgę oraz w zrost aktyw ności fen o l­
oksydazy w  ko le jnych  okresach snu lin kow ego1 gąsien icy w  porównaniu 
do okresów  żerowania. Z  badań B i a ł a s z e w i c z a  [3] i innych  autorów  
[16] wyn ika, że w  okresie snu lin kow ego  ma m ie jsce spadek oddychania 
gąsienicy, zaś w  okresie żerow ania w zrost, .a w ięc  p rzec iw n ie  niż w  p rzy ­
padku zużycia tlenu przez m iazgi, jak  to w yk aza ły  n in ie jsze badania.. Jest 
jednak  rzeczą znamienną, że —  jak to  w idać z dośw iadczeń B i a ł a s z e ­
w i c z a  [3] —  w zrost natężenia oddychania gąsien icy po przejściu  w y lin k i 
następu je dopiero z chw ilą  rozpoczęcia odżyw ian ia . Jeśli gąsienicę pozba­

w iono  pokarmu, poziom  zużycia tlenu po w y lin ce  n ie ty lk o  n ie wzrastał, 
lecz p rzec iw n ie  spadał aż do ch w ili um ożliw ien ia  gąsien icy pobrania po­
karm u. Analogiczn ie, jeś li żeru jące gąsienice pozbaw iono pokarm u, zu ży­
cie tlenu znacznie m alało [3]. W yd a je  się w ięc, że w ysok i poziom  zużycia 
tlenu przez gąsienicę jedw abn ika  w  okresie m ięd zy lin k ow ym  w  znacznym  
stopniu za leży od je j ruchów  i fu n kcji odżyw iania . Natom iast, s tw ierd zo­
na w  n in iejszej pracy w ysoka aktywność en zym ów  oddechow ych  w  okre­
sach snu linkow ego  jest, być może, odbiciem  innych  p rocesów  m etabo­
liczn ych  zachodzących z dużą intensywnością w łaśn ie w  tym  czasie. Na 
duże natężen ie pew nych  procesów  przem iany m aterii w skazu ją  rów n ież 
i inne prace Zakładu [7, 8].

W zros t aktyw ności feno loksydazy w  okresach przed linkow ych  
i w  okresie poprzedzającym  przepoczw arzen ie gąsien icy jest z jaw isk iem  
bardzo in teresu jącym . W yd a je  się m ianow icie, że stanow i ono jeszcze 
jedno po tw ierdzen ie  przypuszczen ia [11, 15], że fenoloksydaza  spełnia 
u ow adów  jakąś w ażną ro lę  podczas p rzepoczw arzen ia  i lin ienia.

Badania nad okresem  poczw arkow ym  d o tyczy ły  zarów no poziom u 
zużycia  tlenu przez żyw e  poczw ark i jak  i aktyw ności en zym ów  oddecho­
w ych  w  m iazgach z poczw arek. Chodziło bow iem  o m ożność porównania 
aktyw ności enzym atycznej z natężen iem  oddychania żyw ego  owada. D o­
tychczasow e badania na innych owadach [5, 13] w ykza ły , że zu życie  t le ­
nu p rzez m iazgę z poczw arek  jest w  pew n ym  stopniu proporc jona lne 
do zużycia O 2 przez żyw ą  poczwarikę i że obie w artości u lega ją  w  czasie 
ro zw o ju  poczw ark i podobnym  zm ianom, dając na w yk res ie  charaktery­
styczne krzywce o kształcie lite ry  „ U ” . Z  obecnych dośw iadczeń wynika, 
że w  okresie poczw arkow ym  jedw abn ika  sprawa przedstaw ia  się nieco 
inaczej. M ian ow ic ie  zm iany w  oddychaniu  poczw ark i n ie p rzeb iega ją  
w ed łu g  typow ej k rzyw e j ,,U ” , lecz ju ż w  okresie odpow iada jącym  około 
65°/o całego okresu poczw arkow ego  zu życie tlenu osiąga n a jw yższą  w a r­
tość, na k tóre j u trzym u je  się aż do w yk lu cia  owada dorosłego. E ndogen­
ne zużycie tlenu przez m iazg i z poczw arek  zm ien ia się w  p ierw sze j po ło­
w ie  okresu poczw arkow ego  podobnie jak  oddychan ie poczw ark i (spadek,
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a następn ie w zrost zużycia tlenu). Natom iast w  drugie j po łow ie  stadium  
p oczw arkow ego  zu życie tlenu p rzez m iazg i ponownie spada, podczas gd y  
zu życie  CU przez żyw e  poczw ark i u trzym u je  się, jak  ju ż pisaliśm y, na sta­
łym  w ysok im  poziom ie. W  podobny sposób jak endogenne zu życie  tlenu 
p rzez  m iazg i zm ien ia się w  okresie poczw arkow ym  aktywność fen o loksy- 
dazy. W idać tu w yraźn ie , że endogenne zużycie tlenu przez m iazgę jest 
w  p ierw szym  rzędzie  odbiciem  aktyw ności fenoloksydazy.

W  trakcie rozw oju  poczw arkow ego  jedw abn ika w zrasta aktyw ność 
oksydazy bursztynow ej. Podobne zjaw isko  zostało zaobserw ow ane już 
w cześn ie j u Calliphotfj, erythrocephala  [1] i u G alle r ia  m ellone lla  [13]. 
Chodzi w ięc  tu praw dopodobn ie o proces o ogó ln ie jszym  znaczeniu dla 
m etam orfozy  owadów .

Wzrost, aktyw ności systemu oksydazy bursztynow ej w  drugiej po ło ­
w ie  m etam orfozy  i spadek czynności feno loksydazy p rzy  jednoczesnym  
w zroście  natężenia procesów  oddechowych  poczw ark i wskazują, że 
w  okresie tym  ro lę  oksydazy końcow ej spełnia praw dopodobn ie w  znacz­
nym  stopniu oksydaza cytochrom ow a. Natom iast pew na rów noleg łość 
zm ian aktyw ności feno loksydazy i poziom u zużycia tlenu przez poczw ar- 
kę w  p ierw szej p o łow ie  m etam orfozy  pozw a la ją  przypuszczać, że w  tym  
okresie fu nkcję  oksydazy końcow ej m oże pełnić, p rzyna jm n ie j w  p e w ­
nym  zakresie, fenoloksydaza.

U  fo rm  im aginalnych  jedw abn ika  zw raca ją  u w agę znaczne różn ice 
p łc iow e  zarów no w  oddychaniu ow adów  jak  i w  aktyw ności en zym ów  
oddechowych. W yższe  zużycie tlenu p rzez samce m ożna przypisać, p r zy ­
n ajm nie j częściowo, zaobserw ow anej w iększej ruch liw ości sam ców  n iż 
samic. P om ia ry  przeprow adzone na m iazgach w yk aza ły  jednak, że 
i aktyw ność oksydazy bu rsztynow ej jest znacznie w yższa  u sam ców niż 
u samic. Jest to, jak  się w yda je , zjaw isko  ogóln iejsze, gd yż  i u innych  
ow adów  obserwow ano w yższy  poziom  oddechowej przem iany tkanko­
w e j [2] i aktywności oksydazy bu rsztynow ej [4, 6, 10] u sam ców  n iż 

u samic.

Streszczenie

Badano aktywność feno loksydazy i oksydazy bu rsztynow ej w  czasie 
ro zw o ju  pozazarodkow ego jedw abn ika  m orw ow ego . B o m b y x  m or i ,  po­
cząw szy od trzeciego* dnia po w y lęgu  gąsien icy z ja ja  aż do stadium im a- 
ginalnego. Przeprow adzono rów n ież pom iary  endogennego zużycia  'tlenu 
p rzez m iazg i (hom ogenaty) w  ciągu całego okresu ro zw o jow ego  jed w a b ­
nika oraz pom iary zużycia tlenu przez poczw ark i i ow ady dorosłe.

S tw ierdzon o  w zrost aktyw ności feno loksydazy w  ko le jnych  okresach 
snu linkow ego  gąsien icy oraz bezpośrednio przed  przepoczw arzen iem
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w  porównaniu z okresam i m iędzy lin kow ym i. R ów n ież endogenne zu ży­
cie tlenu przez m iazgę jes t znacznie w yższe  w  przypadku  gąsienic w  sta­
n ie snu linkow ego  i w  okresie przedpoczw ańkow ym  niż w  okresach m ię- 
dzy lin kow ych . W zrost aktyw ności fen o loksydazy  i zużycia  tlenu przez 
m iazgę w  okresie snu lin kow ego  oraz spadek obydw u  w artości po p rze j­
ściu  w y lin k i pow tarza ły  się regu larn ie w e  w szystk ich  pięciu  okresach 
wzrostu  gąsienicy jedw abnika.

A k tyw n ość systemu oksydazy bu rsztynow ej jest bardzo niska w  cza­
sie całego okresu larw alnego.

Zu życ ie  tlenu przez poczw arkę spada szybko po przepoczw arzen iu  
i osiąga najniższą w artość w  czasie odpow iada jącym  około 10%  całego 
okresu poczw arkowego. Następnie zu życie tlenu rośnie i osiąga poziom  
n a jw yższy  p rzy  około 65%  okresu poczw arkow ego, na k tórym  to pozio­
m ie  u trzym u je się aż do w yk lu cia  imago.

A k tyw n ość feno loksydazy znaczn ie m a le je  po przepoczw arzen iu ; n a j­
n iższa aktywność przypada rów n ież na okres około 10%  całego okresu 
poczw arkow ego. Następnie aktywność feno loksydazy w zrasta osiągając 
maksim um  p rzy  około 65%  w ieku  poczwarki, po czym  ponow nie m aleje. 
Podobnym  zm ianom  (spadek,wzrost i ponow ny spadek) podlega endogen­
ne zużycie  tlenu przez m iazgę z poczwarek.

A k tyw n ość oksydazy bursztynow ej jest bardzo niska lub rów na zeru 
bezpośrednio po przepoczw arzen iu  i rośnie stopniow o w  czasie rozw oju  
poczw arki. N a jw yższą  czynność osiąga oksydaza bursztynow a w  ostat­
n ich dniach okresu poczw arkowego.

U  fo rm  im aginalnych  zaobserw owano znaczne różn ice p łc iow e od­
nośnie zużycia tlenu  i aktyw ności enzym atycznej. Zu życ ie  tlenu przez 
osobniki samcze jest dw a razy w yższe niż przez sam ice (w  ob liczen iu  na 
w agę  ciała). R ów n ież zu życie tlenu przez m iazgę i aktyw ność oksydazy 
bu rsztynow ej jest znacznie w yższa  odnośnie sam ców  niż samic.
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ftb lX A T E J Ib H b lE  <J>EPMEHTbI B O  B P E M H  P O C T A  M M E T A M 0P<£>03A  

T Y T O B O rO  n iE J IK O n P H ^ A  B O M B Y X  M O R I  L.

P  e 3 K) m e

Mccjie,o;oBajiocb norjioipeHM e K ncjiopopa Kam npeH  M3 T yroBoro  m ejiKO - 
ripapa, a Taxxte  aKTMBHOCTb 4DeHOJiOKCną;a3bi m cyKLi,MHOKcn,n;a3bi bo  B p e -  
Mfl Bcero nepnopa pocTa w MeTaMopc|oo3a. OSHapyxceHO, h to  norjiom eH ne  
KMCjiopo,n;a KaiHiipeił m aKTMBHocTb 4DeHOJiOKCną;a3bi yBejiiiHHBaeTCH bo  
BpeMH jim hkm  ryceHHRbi, a TaKJKe nepep; OKyKJiHBaHneM. A k t m b h o c t b  
cyKu;MHCKCMą;a3bi y  ryceHMu; He3HauMTejibHa.

IIorjioineHM e KMCJiopo^a KyKOJiKOM noHM>KaeTCH bbiCTpo nocjie  OKy- 
KJiMBaHHH, a 3aTeM yBejiMHHBaeTCH. B HauajibHOM nepnofle  MeTaMopc|)03a 
norjicHj;eHne KMCJiopo^a KauiHiieii u bktm bhoctb  c]3eHOJiOKCM,n;a3bi TOJKe n o -  
HMJKaiOTCH, a 3aTeM pacTyT, ho bo BTopofi nojioBMHe MeTaMopc£)03a ch o b s  
HaÓJiioAaeTCH noHM>KeHHe norjiomeHMH K ucjiopo^a KauiMpeM u aKTMBHOCTb
c]3eHOJiOKCiią;a3bi. A k t m b h o c t b  cyKiiMH0KCMAa3bi yBejmuMBaeTCH b  T eu e -  
h m g  MeTaMopcjaosa.

IIorjioiiieHM e KMCJiopoą,a 6a6oHKOM caMpoM BflBoe Sojibiiie, ueM ó a b o u -  
kom caMKoii. ITorjioipeHMe O 2 KauiMpeii, a TaK>Ke aKTMBHOCTb cyKpMHOKCM- 
pa3bi y  caM poB 3HauMTe.nbH0 Bbirne, hcm y  caMOK.

A C T IV IT Y  O F  S O M E  R E S P IR A T O R Y  E N Z Y M E S  D U R IN G  T H E  D E V E L O P M E N T  

O F  S IL K W O R M , B O M B Y X  M O R I  L.

S u m m a r y * )

The oxygen  uptake o f hom ogenates and the a c tiv ity  o f phenoloxidase 
and o f succinoxidase w ere  m easured during the en tire  developm ent p e­
riod o f the silkworm , B o m b y x  m or i ,  as w e ll as the oxygen  consum ption 

o f liv in g  pupae and adults. D uring a ll fou r periods o f la rva l moults and 
b efore  pupation a considerable increase, as com pared w ith  the periods 
betw een  m oultings, in oxygen  consumption o f hom ogenates and in the 
a c tiv ity  o f phenoloxidase was observed. The succinoxidase ac tiv ity  was 
w eak  throughout the w hole  la rva l stage.

D uring the firs t days a fter pupation, mean oxygen  uptake o f l iv in g  
pupae decreases and la ter on it rises, rem ain ing on a constant h igh  le v e l

*) The fu ll text appears in English  in Acta Biol. Exper. 18 1956 (in press).
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during the last days o f m etam orphosis. S im ilarly , both the endogenous 
oxygen  consumption o f hom ogenates o f pupae and the a c tiv ity  o f phenol- 
oxidase decrease a fter pupation and rise la ter on; they show, however,, 
a new  decrease in the second h a lf o f the pupal stage. The succinoxidase 
ac tiv ity  increases gradu ally  in the course o f metamorphosis.

The oxygen  consumption o f m ale adults is tw ice  as h igh as that o f 
fem ales. Considerab ly h igher in adult m ales than in fem ales are also 
the endogenous oxygen  uptake o f hom ogenates and the ac tiv ity  o f suc­
cinoxidase.

Otrzym ano 15.12.1955 r.
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I. REIFER, A. RUM IŃSKA, J. K Ą C ZK O W SK I

W P Ł Y W  Ż E L A Z IC Y JA N K U  PO TASU  N A D A T U R A  S T  R A M O N  I U M  L. 
PLO N LIŚCI, Z A W A R T O Ś Ć  A LK A LO ID Ó W  I N IEKTÓ RYCH  

IN N Y CH  SK ŁAD N IK Ó W

Z  Zakładu Biochemii S G G W  

Kierownik: prof. dr I. Reifer  

i z Zakładu Szczegółowej Upraw y Roślin S G G W  

Kierownik: prof. dr A. Listowski

W  1954 r. w ykonano wstępne dośw iadczen ia nad w p ływ em  że laz icy ­
janku  potasu na plon  i zawartość a lka lo idów  w  Datura  s tram on ium  L . [1]. 
Pon iew aż w  dośw iadczen iach tych uzyskano 2 5 % -ow y przyrost plonu 
liści u roślin  traktowanych, oraz w7zrost zaw artości a lka lo idów  ŵ  liściach 
i nasionach, w  roku b ieżącym  przeprow adzono dalsze, rozszerzone do­
św iadczen ia na ten temat.

Dośiriadczenia polonie I

D ośw iadczen ia  przeprow adzono na poletkach dośw iadczalnych S G G W  
na g leb ie  typu  b ie lic y  p y łow e j, na pow ierzchn i 250 m 2 w  czterech kom ­
binacjach, a m ianow icie, przed w ys iew em  nasiona moczono w  roztw orze 
że lazicy janku  o trzech  różnych stężeniach: 0,05%, 0,1% i 0,2%, oraz na­
siona kontrolne m oczono ŵ  wodzie. W szystk ie  nasiona moczono w  ciągu 
5 dni, po czym  w  dniu 3.V.55 r. w ysiano w  trzech pow tórzen iach  na po­
letka  w  odstępach 50 X  50 cm. W  trakcie m oczenia stwuerdzono, że na­

siona trak tow ane k ie łkow a ły  szybcie j n iż nasiona kontrolne, poza tym  
zaś zaobserw ow ano wschody roślin  traktow anych  stężen iem  0,2%  już 
dnia 20.V., a w schody roślin  kontrolnych  dopiero 28 m aja. W  tych  do­
św iadczen iach  n ie stosowano pod lew an ia  roślin  roztw orem  żelazicyjanku. 
W  okresie w/zrostu stw ierdzono znaczn ie szybszy rozw7ój i w zrost roślin  
traktow anych  i to proporc jona ln ie do stężen ia roztw oru  żelazicyjanku. 
W  późn ie jszym  okres ie  różn ice te zanikały, a pod koniec okresu w egeta ­

cy jn ego  uw ydatn iło  się szybsze do jrzew an ie  i w iędn ięc ie  roślin trak to­
wanych, podczas gd y  roślin y kontro lne b y ły  jeszcze zielone. N a leży  jesz-

[2091
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eze zaznaczyć, że począ tkow y okres w ege ta c ji p rzeb iega ł w  tej porze 
roku przy w y ją tk ow o  n iskiej tem peraturze.

W  ciągu okresu w ege tacy jn ego  dokonano trzech  zb iorów :
I —  dnia 23.V II . w  okresie kw itn ien ia  (p ierw szy  owoc w ykszta ł­

cony),
I I  —  dnia 12.V II I .  w  okresie w ykszta łcen ia  się ow oców  (koniec 

kw itn ien ia ),
I I I  —  dnia 2.IX . w  okresie pełnego do jrzew an ia  ow oców  (koniec 

w egetac ji).
Na m ateriale uzyskanym  z poszczególnych  zb io rów  dokonano pom ia­

rów  długości części nadziem nej i podziem nej roślin  oraz m asy poszcze­
gó lnych  części roślin i ilości sztuk w ażn iejszych  organów . Ponadto w  u zy­
skanym m ateria le oznaczono zawartości a lka lo idów  m etodą R e ifera -B u - 
chowicza [2], oddzieln ie w  poszczególnych  częściach roślin.

Fot. 1. W yg ląd  liści typowych z trzech zbiorów  —  dojrzałych (B ) i m łodych (A )  
z roślin traktowanych roztworem  0,2°/o żelazicyjanku potasu

Ponadto liście ze w zględu  na zróżn icow aną zawartość a lka lo idów  
i zw iązane z tym  w ykorzystan ie  p rzy  ekstrakcji atropiny, podzielono na 
trzy  kategorie  w  zależności od w ieku. Za liście m łode p rzy ję to  liście, osa­
dzone na szczytach pędów  o jaśn ie jszej barw ie  i n ie w ykszta łconej blaszce 
(około V3 pow ierzchn i liści do jrza łych ) —  za liście do jrza łe  p rzy ję to  liście 
osadzone pow yże j p ierw szego rozga łęzien ia  o norm aln ie w ykszta łconej 
blaszce, za liście stare —  liście zna jdu jące się pon iżej p ierw szego  rozga­
łęzien ia  —  żółknące.

Do oznaczeń b iom etrycznych  brano w szystk ie liście, do oznaczeń a l­
ka lo idów  natomiast pobierano 5 gram ów  liści typow ych , p rzy  czym  prób­
ki te natychm iast po zerw an iu  u trw alano w e w rzącym  etanolu.

W yg ląd  liści typow ych , do jrza łych  i m łodych  z roślin  traktow anych  
0,2°/o-owym roztw orem  żelazicy janku  podano na fo to g ra fii 1;

http://rcin.org.pl



T
a

b
li

c
a

 
1

Da
ne

 
bi

om
et

ry
cz

ne
 

do
ty

cz
ąc

e 
ro

śl
in

 
tr

ak
to

w
an

yc
h 

że
la

zi
cy

ja
nk

ie
m

 
po

ta
su

 
o 

ró
żn

ym
 

st
ęż

en
iu

 
(w 

pr
ze

li
cz

en
iu

na
 

je
dn

ą 
ro

śl
in

ę)

[3] W P Ł Y W  Ż E L A Z IC Y J A N K U  PO T A S U  N A  D A T U R A  S T R A M O N I U M  L. 211

Il
oś

ć
o

w
o

có
w

1,
63

1,
90

3,
00

4,
07

' 
8,

00
 

7,
00

 
j 

8,
70

 

7,
30

6,
30

4,
26

4,
70

5,
10

Ci
ęż

ar
 

w 
gr

am
ac

h

<L>U
¡
o

m © co ©  co u- © CM 
cm cj i>" v© 60

,3
0

58
,1

0

69
,2

9

71
,5

0

83
,2

0

48
,1

0

56
,7

0

58
,3

0

li
śc

ie
st

ar
e

1 1 1 5
O O p-H o©  CO rh CM 
^  Tf< Th lO 1 1 1 1

li
śc

ie
do

jr
za

łe

14
,1

0

19
,8

0

30
,3

0

33
,4

0

43
,3

0

28
,9

0

29
,0

0

30
,1

0

15
,6

0

12
,4

0

12
,9

0

9,
30

li
śc

ie
m

ło
de

3,
96

5,
35

7,
50

9,
62

O O CO O*' O“' © CM̂ tO
co" u-" o" cm"CM —t CM 8,

20

3,
90

5,
30

4,
49

pą
cz

ki
 

i 
kw

ia
ty

0,
62

0,
35

2,
10

2,
69

0,
80 1 1 1 1

cdOO
J?
-2

O o  co OO VO O CO
lo cví —7 oor-H CO lO lO 69

.9
0 

46
,4

0

59
.9

0

67
.9

0 o  o  o  o  r- o  io
O IM csf rt" O' 1-0 1.0

ko
rz

eń O O U- O co vq co r-
co o  co 17

,4
0

15
,6

0

19
,7

3

14
,8

0 o  o  o  o  o  e- co cti 
•*t< —l ci

1 E

i  3
i 'U1 M/j
I cI oc

cd-U . C
■£•5 E 
8 Su .Siw N 16

,6
3 

! 
19

,0
7 

19
,0

3 

21
,9

1

23
,5

0 

24
,7

0 

! 
26

,2
0 

26
,4

0

; 
16

,1
0 

21
,8

0 

20
,0

0 

21
,5

0

cz
ęś

ć
n

ad
­

zi
em

n
a

23
,2

7

28
,6

0

38
,3

0

52
,6

0 o  o  o  oco co t- 
t-7 co |T" oIO LO LO LO

O O O Ooo co as rh 
© as r-" o"to TÍ* lO ©

Il
oś

ć 
ro

śl
in

 

w 
p

o
­

w
tó

rz
eń

.

m -h ■'■h ~hr-H CM CM CM 10 
i

15 16
 

15 O lO irt lO _l r-| CM

s

2 1

O
O-

II
I

II
I

II
I

II
I II II
I 

II
I 

II
I B  B  B  B

>c
£  - o  

C f j  o-
•N TT O '
i? ^
C/i po S3

LO
o  ° -  "5o  o  o

irt
o  «  esL 

c  o  o

0 

0,
05

 

0,
1 

1 
0,

2

Z
bi

ó
r

1

I

23
.V

II
.1

95
5

II

12
. V

II
I.

 1
95

5

II
I

2.
IX

.1
95

5

http://rcin.org.pl



Wyniki

W yn ik i pom iarów  b iom etrycznych  roślin z dośw iadczeń  po low ych  ( I )  

zestaw iono w  tab licy  1.

Jak w idać z tab licy  w p ły w  żelazicyjanku  na w zrost i rozw ój roślin  
uw idacznia się n a js iln ie j w  p ierw szym  okresie rozw oju , k tó ry  został

212 I. REIFER, A. R UM IŃ SK A , J. K Ą C Z K O W S K I [4)

? '2  3 4

Fot. 2. W y g ląd  liści roślin  I -g o  zbioru w  zależności od rodzaju  traktowania. 
1 traktowanie 0,2u/o roztworem  żeiazicjanku, 2 —  traktow anie 0,1,°/o, 3 —  

traktow anie 0,05°/o, 4 —  liść rośliny kontrolnej

uchw ycony w  I-y m  zbiorze. P rze jaw ia  się to zarów no w  szybszym  w zro ­
ście roślin  traktowanych , jak  i w  w iększej m asie poszczególnych  ich o r ­
ganów, zw łaszcza liści, kw iatów , pączków  i ow oców , p rzy  czym  e fek t jes t 

wprost p roporc jon a lny do stężenia żelazicyjanku .

W yg ląd  liści z p ierw szego  zbioru roślin  w  różny sposób trak tow anych  

przedstaw ia fo tog ra fia  2.

W  II-g im  i I I I-c im  zb iorze ogó lny  e fek t działania że lazicy janku  na 
w ielkość części nadziem nych  i podziem nych  zm niejsza  się, natom iast m a­
sy poszczególnych  organów  w ykazu ją  spadek u roślin traktow anych  w  po­
równaniu z kontrolnym i.

Fo togra fia  3 przedstaw ia  liście do jrza łe  II-e g o  zbioru  w ykazu jąc brak 
istotnych różnic m iędzy  roślinam i trak tow an ym i i kontrolnym i.

W yd a je  się, że nasiona poddane stym ulującem u działaniu  że la z icy ­
janku przekazu ją  bodziec m łodej roślin ie, co w yw o łu je  p rzysp ieszen ie 
wzrostu i rozw oju , w  rezu ltacie czego, porów nu jąc w  J-ym  zb iorze  roś li­

ny, w  tym  sam ym  czasie m am y do czyn ien ia  w łaśc iw ie  z różnym  stop­
niem  rozw oju  osobniczego poszczególnych  roślin.
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Okres zb ioru  II-e g o  w yd a je  się być okresem  prze jśc iow ym , w  k tórym  
roś lin y  trak tow ane i kontrolne n ie w ykazu ją  istotnych różnic i w szystk ie 
zna jdu ją  się w  fa z ie  kw itn ien ia , co p rze jaw ia  się w  stosunkowo m ałym  

zróżn icow an iu  danych liczbow ych .

Fot. 3. W y g lą d  liści dojrzałych I i -g o  zbioru  roślin o  różnym  sposobie trak tow a­
nia. 1 —  traktow an ie  0,2%>, 2 —  trak tow an ie  0,1%, 3 —  traktowanie 0,05%,

4 —  liść rośliny kontrolnej

R óżn ice te  w ystęp u ją  ponow nie w  II I-c im  zbiorze, gd yż  w  okresie 
tym  rośliny trak tow ane zakończyły ju ż sw ó j okres w ege ta cy jn y  i zaczy­
nają  obum ierać, gd y  rośliny kontro ln e dopiero do jrzew a ją . Pow od u je  to 
w ystąp ien ie  różn ic w  p lon ie poszczególnych  o rgan ów  —  w  n iektórych  
w ypadkach  dość w yraźn ych  —  na n iekorzyść roślin  traktow anych .

W  tab licy  2 podano w yn ik i oznaczeń a lka lo idów  w  poszczególnych  
częściach rośliny. W yn ik i zestaw ione w  tej tab licy  w ykazu ją , że m ocze­
n ie nasion w  żelazicy janku  działa szczególn ie siln ie na przyrost a lka lo i­
dów  w  p ie rw szym  okresie w ege ta c ji ( I - y  zb iór). W p ły w  ten zaznacza się 
szczególn ie w yra źn ie  w  liściach, natom iast dzia łan ie to na ło d yg i jest 
m niej rów nom ierne, a w  przypadku  k w ia tów  i pączków  n ie stw ierdza  się 

istotnych różnic.

N a js iln ie j p rze jaw ia  się w p ły w  żelazicy janku  na liście do jrza łe, igdzie 
jes t on w prost p roporc jon a lny do je g o  stężenia; n ajkorzystn ie jsze w ięc 
d la  tych liśc i jes t stężen ie 0,2%. W  przypadku  liści m łodych  p rzy ros ty  
a lka lo idów  są znaczn ie m niejsze, a stężen iem  optym alnym  okazał się roz­
tw ó r  0 ,1% -ow y. W  m iarę starzen ia się rośliny, p rzyrosty  a lka lo idów
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w  obu rodzajach  liści m aleją, a w  przypadku liści m łodych  p rzy  kom bi­
n ac ji 0,2%  w  II I-c im  zbiorze zaobserw owano spadek zawartości a lka lo i­
dów  w  stosunku do kontrolnych. W  przypadku łod yg  najm n ie j korzys t­
nym  okazało się stężen ie 0,1% , gd zie  w e w szystk ich  zbiorach obserw o­

w ano spadek zaw artości a lkaloi­
dów  w  stosunku do kontroli. P rzy  

pozosta łych  stężeniach uzyskano 
p rzy ros ty  a lka lo id ów  w  I-yn i 
i I I -g im  zbiorze. W  III-c im  zb io ­
rze uzyskano spadek alkaloidów  
w  stosunku do kontroli, p roporc jo ­
nalny do stężen ia  żelazicyjanku.
W  kw iatach  i pączkach uzyskiw a­
no n iew ie lk ie  p rzyrosty  a lka lo i­
dów , aczko lw iek  n ie w e  w szyst­
kich  przypadkach.

W  tab licy  3 zestaw iono dane 
odnośnie plonu i zawartości alka­
lo id ów  oraz ilości a lka lo idów  w  
prze liczen iu  na jedną roślinę (ilo ­
czyn  m asy liści przez % -o w ą  za­
w artość a lka lo id ów ) w  liściach 
roślin  kontro lnych  i trak tow a­

nych. Podano rów n ież stosunkowe 
p rzy ros ty  w  odniesieniu do kon­
tro li plonu liści i zaw artości alka­
lo id ów  w  prze liczen iu  na jedną 

roślinę.

Dane tab licy  3 w ykazu ją  w y ­
raźny w p ły w  traktowan ia nasion 
na ogólną ilość a lkaloidów , u zy­
skiwaną z jedn ej rośliny. W zrost 
plonu liści z  rów noczesnym  w zro ­
stem  zawartości w  nich a lka lo idów  
w  porów nan iu  z kontrolą, p ow o­
du je duży p rzyrost ilości a lka lo i­
dów  uzyskanych z jednej rośli­
ny —  w  I-y m  zb iorze p raw ie  sześ­
ciokrotny dla liści dojrzałych, a p raw ie  czterokrotn y dla liści m łodych. 
W  II-g im  zb iorze  obserwow ano p rzyrost w  w yższych  stężeniach dla liści 
dojrza łych , a w  niższych stężeniach żelaz icy jan ku  dla liści m łodych, na-

W ykres 1. P lon  a lk a lo id ów  z liści m łodych  

i do jrzałych  (średnio na jedną rośl.) u 

roślin traktow anych  żelazicyjankiem  o 

różnym  stężeniu w  mg
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tom iast I l l - c i  zb iór w ykaza ł n a jw yższy  „p lon ”  a lka lo id ów  z jednej roś li­
n y u roślin  kontrolnych.

Charakterystyczne jest, że najw iększą, absolutną ilość a lkaloidów  
w  prze liczen iu  na jedną roślinę uzyskano w  II -g im  zbiorze, zarów no dla 
liści m łodych, jak  i dojrza łych , p rzy  czym  w  I-y m  przypadku  p rzy  stę­
żeniu 0,l°/o (48,9 mg), a w  drugim  przypadku p rzy  stężeniu  0,2%) (57,5 m g). 
Dane te sugerują, że w  przypadku roślin trak tow anych  znacznie korzyst­
n ie jsze jest dokonyw an ie zb io rów  nie p rzy  końcu w ege tac ji, lecz w  ok re ­
sie b lisk im  końca kw itn ien ia . U zysk iw an y „p lo n ”  a lka lo idów  z jednej 
roś lin y w  poszczególnych  zbiorach w  zależności od kom binacji w ykazu je  
pow yższy  w ykres:

Doświadczenia wazonowe i poletkowe II

R ów n o leg le  do w y że j opisanych badań jeden  z au torów  (J. K ą c z -  
k o w s k i )  p row adził dośw iadczen ia w azonow e i p o le tkow e nad w p ływ em  
żelazicyjanku  na zawartość a lka lo idów  i n iek tórych  innych składników  
w  D atura  stram on ium  L .  W  dośw iadczeniach w azonow ych , w ykonanych  
w  trzech seriach, w ysianych  w  dniach 19 marca, 15 kw ietn ia  i 2 maja, 
nasiona przed w ys iew em  moczono w  0,l°/o-owym  ro ztw o rze  żelazicy janku  
w  ciągu 5 dni, natom iast nasiona kontrolne m oczono rów n o leg le  w  w o ­
dzie, po czym  w ysiew ano do w azonów  z g lebą próchniczną, inspektową. 
Po  10 dniach od w zejścia  w azony roślin trak tow anych  podlew ano 
0 ,1% -ow ym  że lazicy jank iem  w  ilościach 200 m l roztw oru  na wazon. Do 
analiz pobierano nadziem ną część rośliny odciętą 0,5 cm nad pow ierzchn ią  
g leb y .

Podobn ie w  dośw iadczeniach po letkow ych  nasiona m oczono przed w y ­
s iew em  w  w yże j podany sposób i w ysiew ano rzędow o co 30 cm, a w  rzę ­
dach co 10 cm. Na poletka w ielkości 1,2 X  2,5 m  dokonano w ysiew u  
15.V.1955 r. w  czterech pow tórzen iach  i 5.V I .1955 r. rów n ież w  czterech  
pow tórzen iach. Następnie rośliny traktowane podlano 0,l°/o-owym  ro z­
tw orem  żelazicyjanku  w  ilości 3 litró w  roztw oru  na poletko. Po letka  I-sze j 
serii podlano 11.V I, a poletka II-g ie j serii 25.V I. P o le tka  kontrolne podla­
no rów no leg le  analogiczną ilością w ody.

Do analiz pobierano próbk i po łow ę liści zie lonych, zdrow ych , dobrze 
w ykszta łconych  w  ilości ok. 25 g, z k tórych  pobierano p róby do analiz. 
Z  poletek  I-szej serii pobrano próby p ięc iokrotn ie w  dniach: 18.V I., 27.V I., 
12.V II., 23.V II. i 2.V II I .,  z po letek  I I-g ie j serii w  dniach: 12.V II., 23.V II .  
i 2.V II I .

Zarów no w  próbach z dośw iadczeń w azonow ych , iak  i po le tkow ych  
oznaczano zawartość a lka lo idów  m etodą R e ife ra  i Buchow icza [2], azotu 
ogó lnego  i rozpuszczalnego m etodą podbrom inow ą R e ife ra  i Ta rn ów -

http://rcin.org.pl
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skiej [3], cukrów  redukujących  m etodą Fu jita  A k ij i  i Danzo Iw atake [4} 
w  m od y fik ac ji D. W o lsz leg ie r  [5], oraz kwasu cy tryn ow ego  [6] i jab łko­
w ego [7j m etodam i R eifera . Ponadto w  próbach z pola oznaczano suchą 

masę liści.

Wyniki

Średn ie w yn ik i z dośw iadczeń w azonow ych  i po letkow ych  (I I )  zesta­

w iono w  n iże j podanych tablicach:

T a b l i c a  4

Zaw artość suchej masy w  liściach w  procentach w  doświadczeniach polowych (II )

I seria 25.VI.1955 r. II seria 19.V III.1955 r.

1 2 3 4 Średnio 5 6 7 8 Średnio

O
K3Fe(CN)6

17,42
18,31

16,91
18,00

17,10
17,50

17,13
17,20

17,14
17,75

18,44
19,13

18,18
18,88

17,50
18,05

17,44
17,95

17,89
18,51

P ow yższe  w yn ik i w ykazu ją  w p raw d zie  n iew ie lk ie  p rzyrosty  zaw ar­
tości suchej m asy w  roślinach traktowanych , jednakże w zrost ten obser­
w ow ano w e  wszystkich  przypadkach, co pozw a la łoby wnioskować, że 
trak tow an ie roślin że la z icy jan k iem  w p ływ a  na zw iększen ie  zawartości 

suchej m asy w  liściach.

T a b l i c a  5

Zaw artość  azotu ogólnego w  procentach w  doświadczeniu w azonow ym

I seria II seria III seria

Data °
K3Fe
(C N )6

Przy­
rost
u; %

Data o
K3Fe

(CN)6
Przy­
rost

%
Data O

K3Fe
(C N )6

Przy­
rost

20.IV 

23.IV 

28.IV 

30.IV

1

0,259
0,197
0,264
0,178

0,294
0,252
0,292
0,128

+  13,8 

+  28,9 

+  10,7 

-3 7 ,0

3.V.
9.V.

13.V.
18.V.

0,239
0,264
0,230
0,231

0.264
0,272
0,271
0,296

+  10,0 

+  11,4 
+  17,8 

+  28,7

21.V. 
25.V, 

1.VI 
6.VI.

0,475
0,474
0,534
0,446

0,497
0,436
0,600
0,534

+4 .6  

-8 ,7  

+  12,8 

+  19,3

____
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W  tab licy 5 zestaw iono w yn ik i zaw artości azotu ogólnego w  roślinach 
trzech  serii dośw iadczeń w azonow ych :

D ane pow yższej tab licy  wskazu ją w  10 przypadkach w zrost zaw ar­
tości azotu ogólnego w  granicach od 5 do 29%, a w  dwu przypadkach spa­
dek jego  zawartości. W  w iększości p rzypadków  przyrost azotu ogólnego 
u roślin  traktowanych  w ahał się około 10% .

W  tab licy  6 podano w yn ik i oznaczeń azotu ogólnego, a lka lo idów  oraz 

kwasu jab łkow ego  i cy tryn ow ego , w ykonanych  na m ateria le  z dośw iad­
czeń po low ych  (II ). Jak w ykazu je  tablica 6, uzyskano w  dośw iadczeniach 

po letkow ych  w yraźn y  w ip ływ  traktowania nasion na zawartość azotu 
ogó lnego  w  liściach, co zgadza  się z  opisanym  w yże j dośw iadczen iem  w a ­
zonow ym . Uzyskane w yn ik i odnośnie zaw artości a lka lo idów  wskazu ją 
rów n ież na w p ły w  .żelazicyjanku na p rzyrost zaw artości tego  składnika. 
W yn ik i późnych zb io rów  w ykazu ją  obniżkę zawartości a lka lo idów  w  rośli­
nach traktowanych, co zgadza się z  II I-c im  zb iorem  tab licy  2, w  którym  
stężen ie 0,2% żeliziicyjanku w yw o łu je  podobny e fek t. W praw dzie  stoso­
w ane tu stężenie bodźca w ynosiło  ty lk o  0,1%  jednak roś lin y w  czasie roz­
w o ju  zosta ły dodatkowo podlane żelazicy jank iem . Zw iązku  m iędzy zaw ar­
tością kwasu jab łkow ego  i a lka lo idów  n ie w yk ry to , natom iast przyrost 
zaw artości kwasu cy tryn ow ego  w  liściach roślin y traktow anych  w skazy­
w a łb y  na in tensyw niejszą  przem ianę m aterii tych  roślin.

Oznaczenia zawartości azotu rozpuszczalnego i cukrów  redukujących 
oraz oznaczenia na m łodych  kiełkach (dośw iadczen ie w azonow e) kwasu 
jab łk ow ego  i cy tryn ow ego  n ie dały istotnych  i regu larnych  różnic, w obec 
czego n ie są w  n in iejszej pracy zam ieszczone.

Dyskusja

W  tegorocznych  dośw iadczeniach uzyskano w yraźn y  w p ły w  moczenia 
nasion w  żelazicyjanku  potasu na w zrost osobniczy i ro zw ó j rośliny, oraz 
na nagrom adzanie się poszczególnych  składników . S tw ierdzono w yb itn ie  
stym u lu jące działanie że lazicyjanku  w  p ierw szym  okresie rozw oju  roślin, 
co u w ydatn iło  się szybszym  k ie łkow an iem  i wschodam i roślin  trak tow a­
nych, jak  rów n ież znacznym i różn icam i w ysokości roślin  i w ielkości p lo ­
nu poszczególnych organów  na korzyść roślin  traktow anych  w  okresie
I-g o  zbioru. W p ły w  ten odbił się rów n ież w  w yraźn y  sposób na grom adze­
niu się a lkaloidów , azotu ogólnego i kwasu cy tryn ow ego  oraz na w yższe j 
zawartości suchej m asy u roślin  traktowanych , co św iadczyłoby o znacz­
n ie  w zm ożonym  m etabolizm ie roślin  trak tow anych  żelazicyjank iem . 
W  późn iejszym  okresie rozw oju  różn ice te  w yrów n u ją  się i to zarówno 
w  m asie liści, jak  i nagrom adzaniu pow yższych  składników, co u w ydat-
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nia się bardzo m ałym i różnicam i w  p lon ie poszczególnych  organów  roś­
lin , s tw ierd zon ym i w  II-g im  zbiorze. Na skutek przyśpieszen ia rozw oju  
roślin  traktow anych  następuje też ich szybsze do jrzew an ie  i starzen ie się, 
czego dow odzi spadek w  ostatnim  zb iorze  plonu liści, jak  i „p lon u ” alka­
lo id ó w  z jednej rośliny. R ów n ież w  późn iejszych  okresach opadają róż­
n ice na korzyść roślin traktow anych  w  zawartościach alkaloidów , azotu 

ogó lnego  i kwasu cytrynow ego.

W  u b ieg łym  roku okres w ege ta cy jn y  roślin  traktow anych  w  stosun­
ku do kontrolnych  by ł przed łużony [1], w  tym  roku natom iast b y ł skró­
cony. N a leży  jednak zaznaczyć, że w arunk i k lim atyczne w  obu okresach 
w ege tacy jn ych  b y ły  krańcowo różne —  gd y  w  roku 1954 w iosna i w cze ­
sne lato b y ły  ciep łe i raczej suche, w  roku 1955 okres ten cechowała niska 
tem peratura i stosunkowo duża w ilgotność. Jednakże n ieza leżn ie od tego  
w  obu dośw iadczeniach uzyskano p rzyrost a lka lo idów  w  roślinach trak­

towanych.

S tw ierdzono rów nież, że w p ły w  żelazicy janku  jest w  pew n ym  stopniu 
za leżny od stężenia jego  roztworu , k tó ry  b y ł u ży ty  do m oczenia nasion, 
p rzy  czym  w p ły w  ten jest różny dla różnych  organów  roślin. M ian ow ic ie  

w p ły w  stężenia żelazicyjanku  nie uw idaczn ia się w  przypadku zawartości 
a lka lo idów  w  kw iatach  i pączkach, natom iast stężen ie że lazicy janku  w p ły ­
w a w yraźn ie  na zawartość a lka lo idów  w  liściach i łodygach. Z  tab licy  2 
w idać, że na zawartość a lka lo idów  w  liściach m łodych  na jbardzie j w p ły ­
w a stężen ie 0,l°/o, a w  liściach do jrza łych  —  stężen ie 0,2°/o. Natom iast 
w p ły w  stężenia żelazicyjanku  na zawartość a lka lo idów  w  łodygach oraz. 
na masę liści zaznaczył się w yraźn ie  jed yn ie  w  I-szym  zbiorze.

„P lo n ” a lka lo idów  na jedną roślinę w  zb iorze  I I-g im  tak w  roślinach 
traktow anych  jak  i kontrolnych  w yk a zu je  regu la rn y przyrost w  p orów ­
naniu z „p lon em ”  I-go  zbioru. W  zb iorze II I-c im  „p lo n y ” a lka lo idów  na 
jedną roślinę w ykazu ją  silny spadek w  porów naniu  ze zb iorem  II-g im .

Z  drugiej strony „p lo n y ”  a lka lo idów  liści do jrza łych  na jedną roślinę 
w  roślinach traktow anych  są w  I-szym  zb iorze  najw iększe w  porównaniu 
z kontrolą (około 600%), w  II-g im  zb iorze są znacznie n iższe (około 150%) 
i w  II I-c im  zb io rze  n ie w ykazu ją  zasadniczych różnic.

N ie  u lega w ątp liw ości, że liście m łode i do jrza łe  I-go  okresu rozw oju  
roślin y są z punktu w idzen ia  teoretyczn ego  n ajbardzie j in teresu jącym  
przedm iotem  badań, natom iast w  zw iązku  z p rak tycznym  w yk orzys ta ­
niem  rośliny do. ekstrakcji a lka lo idów  liśc ie  zb io rów  późniejszych , odpo­
w iadających  m n iej w ięce j okresow i zbioru  I i- g o  m ogą przedstaw iać w ięk ­
szą wartość ekonom iczną. Masa liśc i 11-g'o zbioru roślin traktow anych  
nie w ykazu je  w p raw d zie  wdększych różnic, natom iast zawartość a lka lo i­
dów  w  liściach do jrza łych  tych  roślin  jest dw ukrotn ie w iększa, an iże li
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w  zb iorze I-szym . W p raw d zie  w  zb iorze I I I-c im  stw ierdza  się dalszy, 
znaczny przyrost zawartości a lka loidów , jednak masa liści opada gw a ł­
townie, przeto „p lon  a lk a lo id ów ” u lega znacznemu obniżeniu.

W  ten sposób dośw iadczen ia ostatnich 2 lat w yraźn ie  nakreśla ją k ie ­
runek dalszych badań, szczególn ie jeś li chodzi o farm akopea lne znaczenie 
te j rośliny.

Ze  w zględu  na ścisły zw iązek , jak i istn ie je  m iędzy  ro zw o jem  rośliny 
i zawartością w  niej a lkaloidów , w zrastającą regu larn ie z w iek iem  rośli­
ny, z drugiej zaś strony ze w zg lędu  na to, że bodźcow an ie żela z icy jan k iem  

w yk azu je  najkorzystn ie jsze e fek ty  w  okresie m iędzy  kw itn ien iem  i za­
w ią zyw an iem  owoców , należy dokładnie przebadać te okresy rozwoju , 
w  których  iloczyn  masy liści i zawartości a lka lo idów  przedstaw ia sie n a j­
korzys tn ie j.

Streszczenie

Przeprow adzono dalsze, rozszerzone badania nad w p ływ em  że la z icy ­
janku potasu na plon i zawartość a lka lo idów  i n iek tórych  innych składni­
ków  w  Datura  stram on ium  L . u w zg lędn ia jąc różne stężenia bodźca (0,05%, 
0,1%  i 0,2%). Z  uzyskanych w yn ik ów  w yc iągn ię to  następujące wnioski:

1. M oczen ie nasion w  żelazicy janku  potasu pow odow ało  znaczne p rzy ­
śp ieszen ie wzrostu i rozw oju  roślin  oraz p rzyrost zaw artości a lkaloidów , 
azotu ogólnego i kwasu cy tryn ow ego , szczególn ie w  p ierw szym  okresie 
ro zw oju  rośliny.

2. Zaw artość a lka lo idów  w  liściach do jrza łych  w zrasta p roporc jona l­

n ie do stężenia żelazicyjanku, natom iast dla liści m łodych  optym alne by ło  
stężen ie 0,1% , a stężen ie 0,2%  w yw o łu je  w  nich bardzo w yraźn e obn iże­
nie zawartości alkaloidów .

3. N a jw iększe  ilości a lka lo idów  z jednej rośliny uzyskano w  II-g im  

ob iorze.
4. Rośliny traktowane w ykazu ją  p rzyrost zawartości suchej masy.
5. N ie  stw ierdzono istotnego w p ływ u  żelazicy janku  na zawartość azo­

tu rozpuszczalnego, cukrów  reduku jących  i kwasu jab łkow ego .
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B 0 3 A E H C T B M E  / K E J IE 3 0 C M H E P 0 A M C T 0 r0  KAJIM H H A  D A T U R A
STRAMONIUM L. YPO/KAtt JIMCTbEB, COflEP/KAHME AJIKAJIOMAOB 

M HEKOTOPbIX APYTMX KOMnOHEHTOB

P e 3 k> m e

IlpoBeAeH bi AaJibHeiimiie, Goxee pacuiMpeHHbie uccjieAOBaHMH HaA B03- 
AeucTBueM  x<e«ne30CMHepoAMCToro K ajm n Ha ypoxcaw k  coAepxcaHwe a jiK a- 
j io m a o b  m  HeKOTopbix A p v rn x  KOMnoHeHTOB b  D a tu ra  s tram o n iu m  L ., y n n -  
TbiBan pa3jiMHHbie KOHpeHTpapMM HM nyjibca (0,05°/o, 0,1% m 0,2%)- Ha 
ocHOBaHMM nojiyueH H bix pe3yjibTaTOB CAejiaH Gbui cjieAyiom iiri b b i b o a :

1. Monica ceMHH b xcejie30CHHepoAHCTOM xajiMH cnocoGcTBOBajia 3Ha- 
HHTejibHOMy ycKopeHHio pocTa m pa3BMTHH pacTeHMii, a Taicxce yBejiHHe- 
hhk) coAepxcamiH ajiKajioMAOB, oGipero a30Ta w  jihmohhom khcjiotbi, oco- 
GeHHO b nepBOM nepnoAe pa3BMTna pacTeHMH.

2. CoAepxcaHue ajixajiOHAOB b 3pejib ix jih ctbhx B03pacTaeT npo- 
noppnoHajibHO KOHpeHTpapMH >Kejie30CHHepoAHCToro xajiMH, TorAa KaK 
onTMMajibHan ajih mojioabix jiHCTbeB KOHpeHTpapHH paBHHjiacb 0,1% , 
a KOHpeHTpapuH 0,2% Bbi3biBaeT b hmx BecBMa 3aMeTHoe yMeHbmenne 
coAepxcaHnx ajiKajioMAOB.

3. CaM oe Gojibinoe KOJinnecrBO ajncajioMAOB H3 1 pacTeHMH nojiyneHO  
GbIJIO BO BTOpOM cGope.

4. B oGpaGaTBiBaeMBix pacTOHMxx oGHapyxceH npnpocT cyxoii 
MaCCBI.

5. He OTMeneHo cy m ecT B eH H o ro  bjimxhhh xcejie30CM H epoAHCToro K a -  
jimx Ha coA epxcaH H e p a cT B o p n M o ro  a30Ta, BOCCTaHOBHTejibHbix c a x a p o B  
H  xGjIOHHOM KHCJIOTbl.

T H E  IN F L U E N C E  O F F E R R IC Y A N ID E  O N  D A T U R A  S T R A M O N I U M  L.
Y IE L D  O F  L E A V E S , C O N T E N T S  O F A L K A L O ID S  A N D  SO M E  

O T H E R  C O M P O U N D S

S u m m a r y

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 o f alkaloids, total n itrogen  and citric  acid, particu larly  in the first* 
stages o f grow th .

2. The contents o f a lkaloids in m ature leaves increases in  proportion  
w ith  the concentration  o f ferricyan ide . The optim al concentration  fo r  
young leaves is about 0,1%  and concentrations o f 0,2%  are dec ided ly  
detrim ental.

3. Th e y ie ld  o f alkaloids per p lant is h ighest in the second crop.
4. T rea ted  leaves show  a m arked increase o f d ry  m atter.
5. N o  d ifferen ces w ere  found in soluble n itrogen, reducing sugars and 

m alic acid in  the treated  plants.

Otrzvm ano 29.12.1955 r..
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

Y o l. I I I  1956 NO 2

J. PAW  EŁK1EWICZ i K. Z O D R O W

W Y T W A R Z A N IE  W O L N Y C H  PORFIRYN P R Z EZ

P R O P l O f t l B A C 1 E R I U M  S H E R M A i\ I l

Z  Katedry Chemii Ooólnej 
Kierownik Naukowy: doc. dr J. Pawelkiewicz 

i z Katedry Mikrobiologii Rolnej Wyższej Szkoły Rolniczej w Poznaniu  

Kierownik: doc. dr J. Duda

H odując na pożyw kach  półsyntetycznych  szczep bakterii kwasu pro- 

p ionow ego z gatunku P rop ion ib a c te r iu m  shermanii, zauważono w yd z ie la ­
n ie się do p ożyw k i czerw on o-fio łkow egc  barwnika. B arw n ik  ten w yk a zy ­

w a ł następujące cechy fizyko-chem iczne:
1. W ysa la ł się z pożyw k i (po odw irow an iu  bakterii) siarczanem  amo­

now ym  p rzy  pH  4,0— 5,0. W yso lony barw n ik można by ło  odsączyć, po 

czym  ponow nie rozpuścić w  wodzie.
2. Barw n ik  przechodził bardzo łatw o z p ożyw k i i w odnych  ro z tw o ­

ró w  do m ieszaniny ch loroform u i alkoholu n -bu ty low ego  (1 : 1) p rzy  
pH  4,0— 5,0. Z  roztw oru  organicznego barw n ik  ekstrahow ał się w odnym i 
roztw oram i a lka liów  lub soli a lkalicznych  (NaO H . N H 4OH, Na^COs, 
NaHCC>3). K w as solny rów n ież ekstrahował barw nik z fa zy  organ icznej, 
ze zmianą b a rw y  z czerw on o-fio łkow ej na w yraźn ie  fio łkow ą. Jednakże 
ju ż po kilkunastom inutow ym  wytrząsan iu  z kwasem  solnym  część b a rw ­
nika w  sposób trw a ły  w iązała się w  fa z ie  organ icznej i n ie dawała się już 
z n iej w yekstrahow ać naw et roztw oram i a lkalicznym i.

3. Zakw aszen ie wodnego, obojętnego lub a lkalicznego koncentratu 

barwnika do pH  3,0— 4,0 pow odow ało  jego  w ytrącan ie  się w  postaci b rą­
zow ych  kłaczków . W ytrącony barw n ik rozpuszczał się ła tw o zarów no 
w  roztw orze HC1, jak  i w  roztworach  alkalicznych.

4. K w aśn y w odny roztw ór barw nika odbarw ia ł się natychm iast pod 
działaniem  dwution inu sodowego lub kwasu askorbinowego. W  roztw orze  
a lkalicznym  w ym ien ione zw iązk i redukujące n ie w y w o ły w a ły  żadnych 
zmian.

P rzy toczone w łaściwości nasunęły przypuszczen ie, że w yd z ie lan y  
przez Prop ion ib a c te r iu m  sherm anii barw n ik  jest zw iązk iem  p o rfiryn ow ym .
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Przypuszczen ie to p o tw ie rd z iły  badania w idm ow e. W  roztw orze  ob o ję t­
nym  barw n ik  posiadał charakterystyczne dla p o rfiryn  czteropasm ow e 
w idm o absorpcyjne w  zakresie 450— 650 mM, a w  roztw orze  kwasu sol­
nego w idm o dwupasm owe. Ponadto barw n ik  w yk azyw a ł bardzo silną ab­
sorpcję p rzy  około 400 mM, p rzy  czym  maksimum nieco zm ien iało  się 
w  zależności od pH  roztworu . W odne ro z tw ory  barwnika, zarów no k w a ­
śne, obojętne, jak  i alkaliczne, oraz ro z tw o ry  w  rozpuszczalnikach orga ­
nicznych pod w p ływ em  prom ien i u ltra fio le tow ych  (z lam py W ooda) bar­
dzo siln ie flu o ryzo w a ły  jaskraw o czerwoną fluorescencją.

W yd zie lan ie  w o ln ych  p o rfiryn  przez drobnoustroje jest z jaw isk iem  
znanym . W ystępow an ie  w o ln e j kop roporfiryn y  I oraz p ro top orfiryn y  IX  
stw ierdzono p raw ie  w e w szystk ich  kom órkach drozdżowych . W y tw a rza ­

nie kop roporfiryn  przez drożdże wzrasta podczas hodowania ich na po­
żyw kach  ubogich w  w itam in y  [9], [10]. K e n c h  i W i l k i n s o n  [19] 
w y izo low a li izom ery  I i I I I  kop rop o rfiryn y  z drożdży p iw nych . S m i t h  
[33] w y k ry ł w iększe ilości w o ln e j p o r firyn y  w  toksycznych  przesączach 
C oryn eb a c te r iu m  diphteriae, a odkryc ie  to p o tw ie rd z ili C o u 1 1 e r 
i S t o  n e  [4], G r a y  i H o l t  [12] z id en ty fik ow a li tę p o rfiryn ę  jako 
kop roporfiryn ę  II I ,  zaw iera jącą  nadto bardzo m ałe ilości u rop o rfiryn y  I. 
T o d d  w y izo low a ł koproporfiryn ę  I I I  z M ycob a c te r iu m  karlinski [35]. 
T ę  samą p o rfiryn ę  w yk ry ł S c h a e f f e r  [30] w  beztlen ow ych  hodo­
w lach  Bacil lus subtilis.

Część dośmiadczalna

METO DY HO D O W LAN E

Szczep P rop io n ib a c te r iu m  sherviam i, o trzym any od Pro f. dr H. K a r -  
n i c k i e j z O lsztyna, hodowano na pożyw ce agarow ej (pożyw ka hodo­
w lana) o składzie podanym  w  tab licy  1.

N a opisanej pożyw ce szczep hodowano w  kulturach k łu tych  przez 
5 dni w  tem peratu rze 28°. W yhodow ane w  ten sposób ku ltu ry przecho­
w yw an o  w  lodów ce w  tem peraturze 4°. Co 4 tygodn ie  bakterie  przesz­
czepiano na św ieżą  pożyw kę hodowlaną.

Zbadano zasadnicze cechy szczepu pod w zg lędem  hodow lanym , m or­
fo log iczn ym  i w łaściw ości ferm en tacyjnych . H odow le zw iązane z tym i 
badaniam i, jak  zresztą i w szystk ie hodow le dośw iadczalne prow adzono 
w  temp. 28°.

R ozw ó j szczepu na pożyw ce hodow lanej skośnej w  warunkach tleno­
w ych  jest bardzo słaby i ustaje zupełn ie po kilku dniach. R ozw ó j szczepu 
na pow ierzchn i tej sam ej p ożyw k i w  atm osferze C O 2 jest bu jny. U w i­
dacznia się on po około 48 godzinach hodow li, nasila się z czasem i ustaje
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po u p ływ ie  5— 7 dni. Pasm o bakterii w yrosłych  w zd łuż lin ii posiewu jest 
ko loru  żó łtaw o-b ia ław ego , a w  św ietle  przechodzącym  prześw ieca  z od­
cien iem  zło taw o-żó łtym . H odow la  kłuta na pożyw ce hodow lanej charak­
te ry zu je  się brak iem  rozw o ju  na pow ierzchni. W zrost zaczynający się

T a b l i c a  1

Pożywka hodowlana

1. W oda w o d o c ią g o w a ..........................................................................................
2. A g a r .....................................................................................................................

Rozpuścić w  autoklawie

1

400 ml
20 g

3. W oda wodociągowa ...........................................................................................
4. Hydrolizat kwasowy k a z e in y ..........................................................................
5. Ekstrakt drożdżowy ..........................................................................................
6. Namok z k u k u ry d zy ..........................................................................................
7. KH2PO 4 .................................................................................................................
8. C 0 SO 4 .7 H 2O (1% -owy ro z tw ó r )......................................................................

300 ml 
100 ml

4 g 
3 g 

4,5 g 
0,1 ml

Zmieszać na gorąco składniki od 1 do 8, dopełnić do 900 ml wodą wodociągową, 
ustalić pH na 6,8 i wstawić do autoklawu (110°/15 min.). Po wyjęciu z autoklawu spraw­
dzić pH, przesączyć przez watę i wiyjalowić w  autoklawie (110°/10 min ).

9. Glukoza (10%-owy roztwór).............................................................................. 100 ml

Dodać jałowo roztwór glukozy i rozlać jałowo po 15 ml do probówek.

p rzy  pow ierzchn i c iągn ie się w zd łuż lin ii wkłucia w  postaci grubego pa­
sm a w ykazu jącego  gru ze łkow ate  uw ypuklen ia . P e łn y  rozw ó j w  h odow li 
k łu tej trw a  4— 6 dni.

Na pożyw ce C lauberga w  atm osferze C O 2 pasmo w zrostu  jest czarne, 
przypom inające w zrost C ory neba cte r ium  d iphteńae.  Szczep hodow any 
w  atm osferze CO 2 na agarze m ięsno-peptonow ym  z k rw ią  charak teryzu je  
się w zrostem  b arw y szaro-b ia ław ej, bez z jaw iska hem olizy.

R ozw ó j na pożyw kach  p łynnych  zaczyna się jed n o litym  zm ętn ien iem . 
Po  3 —  4 dniach, rów nocześn ie z nasilen iem  się rozw oju , w ystęp u je  tw o ­
rzen ie się zb itego  osadu na dnie i przejaśn ian ie się górnej w a rs tw y  po­
żyw k i.

Kszta łt i układ kom órek  w yros łych  na pow ierzchn i p o żyw k i h odow la­
nej w  atm osferze t len ow e j jest typ ow y  dla m aczugow ców , jednak z ten ­
dencją do tw orzen ia  fo rm  zg iętych  i ko lbow ato  rozdętych. C h arak tery­
styczna jest duża różnorodność w ym iarów . Grubość kom órek  waha się 
od 0,3 do 0,4 u, a długość od 0,6 do 2 u. K om órk i w yros łe  na pow ierzch n i 
pożyw k i hodow lanej w  atm osferze C O 2 oraz kom órki z p ożyw k i p łynnej 
(pożyw ka dośw iadczalna) m ają  postać krótk ich  pałeczek, podobnych do 
bakterii pseudodyfterytycznych . W ym ia ry  ich są następujące: grubość
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od 0,3 do 0,4 r , długość od 0,5 do 1 m-. Często w ystępu ją  parami, rzadziej 
tw orzą  łańcuszki złożone n a jw yże j z 3 do 4 komórek.

K om órk i te barw ią  się m etodą Gram a dodatnio. B arw ien ie  metodą 
Neissera w ykazu je, że w  hodow lach pow ierzchn iow ych  na pożyw ce ho­
dow lanej, zarów no w  warunkach tlenow ych  jak  i w  atm osferze COo, t y l­
ko n ieliczne kom órk i posiadają jedno lub dwa ziarenka m etachrom atycz- 
ne. Natom iast w  hodow lach p łynnych  w iększość kom órek charakteryzu je 
się obecnością dw u um ieszczonych b iegunow o ziarnistości m etachrom a- 
tycznych.

W łaściw ości ferm en tacy jn e  szczepu, użytego  w  n in iejsze j pracy, ba­
dano na opisanej n iżej pó łsyntetycznej pożyw ce dośw iadczalnej. Szczep 
siln ie ferm en tu je  z w ytw orzen iem  kwasu i gazu: g licero l, glukozę, ga lak - 
tozę i laktozę. R ozw ó j na pożyw ce z D -m annozą jest silny, jednak ferm en ­

tacja tego cukru przeb iega  z w ytw orzen iem  ty lk o  kwasu. Na pożyw ce 
z fruktozą ro zw ó j jest słaby, z lekk im  zakw aszen iem  podłoża. L - ( + )-a ra - 
binoza jest słabo ferm en tow ana z w ytw orzen iem  kwasu i gazu. Inozyto l 
(i- in ozyto l) jest siln ie ferm en tow an y z zakwaszeniem  pożyw k i. R ozw ój na 
pożyw ce dośw iadczalnej z dodatkiem  m leczanu sodu —  słaby. S tw ierd zo­
no jednak, że tiam ina (dodawano 2 ąg/ml p ożyw k i) w yw ie ra  w yraźn ie  

stym ulujące działanie na w ykorzystan ie przez szczep tego źródła węgla.
Poza pow yższym i danym i stw ierdzono, że szczep nie ferm en tu je: 

am ygdaliny, dekstryny, skrobii, glikogenu, inuliny, m altozy, m annitolu, 
ra finozy, D -(— )-ribozy , L -(-i-)-ram m ozy , sorbitolu, sorbozy, sacharozy, 
treha lozy i ksy lozy.

C zynn ik iem  w zrostow ym , koniecznym  dla rozw oju  szczepu, okazał się 
kwas pantotenow y, a b iotyna w yw iera ła  w yraźn e działanie stym ulujące. 
Spostrzeżenia te są zgodne z badaniam i innych autorów  [34J, [5]. M o a t  
i D e l  w  i c h e [23] w ykaza li, że kwas pantotenow y m ożna częściowo za­
stąpić koenzym em  A . Znaczen ie b io tyny polega w ed łu g D e 1 w  i c h e [6] 
na tym , że od gryw a  ona zasadniczą ro lę w  procesie dekarboksylacji kw a­
su bursztynow ego. Tiam ina, jak  w yże j podano, stym ulowała, a kwas pa- 
ra-am inobenzoesow y (P A B ) nie stym u low ał wzrostu na pożyw ce z m lecza­
nem  sodu. Zarów n o  tiam ina jak i P A B  nie w p ływ a ły  stym ulująco na fe r ­
m entację fruk tozy.

Badania nad w ytw arzan iem  w olnych  p o rfiryn  w ykonano na pożyw ce 

dośw iadczalnej (tablica 2).

H yd ro liza t kazeiny p rzygo tow yw an o  następująco: do 525 g  han­
d low ej kazeiny dodawano 4000 m l kwasu solnego (1 :1 )  i gotow ano pod 
chłodnicą zw rotną  przez 10 godzin. Następnie, celem  usunięcia nadmiaru 
HC1, odparow yw ano w  próżn i do konsystencji gęstego syropu, k tóry  z ko­
le i rozpuszczano w  2000 m l w od y  i p rzy  pom ocy stężonego N aO H  dopro­

wadzano do pH  3,0— 4,0. Tak  uzyskany p łyn  zadawano 100 g w ęg la  ak ty­
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w ow an ego  „C arbopo l H 2 “ i po godzin ie sączono. Przesącz a lkalizow ano 
N aO H  do pH  6,5— 7,0 (w y trąca  się osad), zadawano 50 g tego sam ego 
w ęg la  aktyw ow anego , gotow ano i sączono. W ęg ie l przep łuk iw ano każdora­
zow o 150— 200 m l w ody. Przesącz staw iano na kilkanaście godzin  do lo ­
dów k i o tem peraturze 4°, co pow odow ało  w ytrącan ie  się osadu, k tóry  
odsączano.

Tak p rzygo tow an y  h yd ro liza t zaw iera ł w yraźn e ślady żelaza (żelazo  
jon ow e ), co stw ierdzano p rzy  pom ocy 2 ,2 '-dw upirydylu . Z tego w zg lę -

T a b l i c a  2 

Pożywka doświadczalna

1. Hydrolizat kwasowy kazeiny (bez F e + + ) .  ......................................około* 200 ml
2. Roztwiór N a ll2PO.t(4 ,4  g w  100 ml I h O ) ...............................................................40 ml
3. Roztwór K3PO.i(4 ,4  g w  100 ml H 2O ) ..............................................   40 ml
4. Roztwór MgCl2 .6H 2 0 ( 2  g w  50 ml H 2O ) ......................................................  10  ml
5. Roztwór C 0 SO 4 .7 H 2O  (0 ,1  g w  250 ml I L O ) ..............................................  5 ml
6 . W oda podwójnie destylowana — dopełnić d o ..................................................  939 ml

Zmieszać składniki od 1 do 6 , sprawdzić pH (6 ,8 ) i wyjałowić w  autoklawie (110° /15
minut).

7. Roztwór pantotenianu uiapnia (10 mg w 250 ml H 2O )  10 ml
8 . Roztwór biotyny (10  mg w  500 ml H 2O )   1 ml
9. Roztwór glukozy (20 g w  100 ml H 2O )  50 ml

Składniki od 7 do 9 wyjałowić dwa razy w  aparacie Kocha po 10 minut i dodać do 

wyjałowionych uprzednio składników 1 do 6.

* )  Ilość hydrolizatu odpowiadała 4 g azotu ogólnego

du nie nadaw ał się on do badań nad tw orzen iem  w olnych  p o r firyn  
p rzez bakterie  propionowe. Że lazo  usuwano z hydrolizatu  przez 
zagotow an ie  go z dodatk iem  70 g w ęglanu  wapnia. P rzy  usuwa­
niu żelaza z n iektórych  serii hydrolizatu  dodawano oprócz w ęglanu  
w apn ia  jeszcze 2— 3 g  K 3 P O 4 ,  co u łatw ia ło usunięcie Fe. Po  zagotow aniu  
z CaCO;) hydro liza t sączono. Jego barw a z poprzednio żó łtaw o-czerw ona- 
w e j po zabiegu  usuw ającym  żelazo jonow e zm ien iała się na jasno żółtą. 
Następnie h ydro liza t zakwaszano p rzy  pom ocy HC1 (1 : 1) do pH  6,8 i uzu­
pełniano w odą do 3000 ml, rozlew ano do kolb  oraz w yja ław ian o  w  auto­

k law ie  (110°/15 m inut).

Każdą serię hydrolizatu  badano na zawartość azotu całkow itego. Ilość 
N  w  różnych  seriach hydroliza tu  wahała się od 1,75 do 2,1 g w  100 ml. 
Do pożyw k i brano ty le  hydrolizatu , aby ilość azotu ca łkow itego p rzyp a ­

dająca na 1 litr  p o żyw k i w ynosiła  4 g.
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Opisaną w yże j pożyw kę dośw iadczalną zaszczepiano siln ie rozw in iętą  
ku lturą bakterii, k tóre rozm nażano etapami. Pob ierano ja łow o  np. z 500 m l 
p o żyw k i dośw iadczalnej, zna jdu jącej się w  ko lb ie E rlenm eyera  o p o jem ­
ności 750 ml, 100 m l po żyw k i i przenoszono do ko lby  o pojem ności 200 ml. 
Z  pobranych  100 m l przenoszono z kolei po 10 m l p ożyw k i do dwu p ro ­
bówek. P rob ów k i zaszczepiano dużą dawką bakterii pobranych z hodow li 
k łu tej na pożyw ce hodow lanej, w zg lędn ie  zaw iesiną p rzem ytych  kom ó­
rek  lub 1 m l uprzednio rozm nożonej gęstej hodow li. Po  u p ływ ie  48— 72 
godzin  ku lturam i z p robów ek  zaszczepiano 80 m l p ożyw k i zna jdu jącej 
się w  ko lbce o pojem ności 200 m l i znowu hodowano 48 godzin. Tak  na­
m nożoną kulturą zaszczepiano pozostałe 400 m l p ożyw k i dośw iadczalnej, 
osiągając tym  sam ym  je j ob jętość w yjśc iow ą.

K u ltu ry  na p ożyw ce  dośw iadczalnej hodowano p rzez 9 do 14 dni. 
W  czasie hodow li, zw łaszcza w  p ierw szych  dniach, następowało szybk ie  

zakw aszen ie pożyw k i. W  przeciągu  dwóch dni pH  obniżało się średnio do 
w artości 5,5— 6,0. D latego też co 48 godzin  doprowadzano pH  pożyw k i do 
wartości 6,5— 6,6 25%  roztw orem  w ęglanu sodu. Do neu tra lizacji p o żyw ­
ki o ob jętości 1000 m l zużyw ano w  czasie 14-dniowej h odow li około 100 m l 
roztw oru  N a 2C03. Zab ieg neu tra lizacji po żyw k i pow odow ał przesycan ie 
się je j dw u tlenk iem  w ęgla, co w p ływ a ło  korzystn ie na u trzym an ie się b ez­
tlen ow ych  w aru nków  rozw oju . Duża ilość CO2 w  p ożyw ce  m ogła rów n ież 
w yw ie ra ć  w p ły w  na proces asym ilacji tego zw iązku  p rzez bakterie [37]. 
O prócz n eu tra lizac ji stosowano 3 lub 4-krotne dokarm ian ie hodow li g l i­
cerolem , dodając go każdorazow o w  ilości 10 m l na 1000 m l pożyw k i

P o  u p ływ ie  około 40 godzin  hodow li zaczynało po jaw iać się ró żow e  
podbarw ien ie  pożyw k i. Podbarw ien ie  to po około 70 godzinach staw ało 
się w yraźn e  i nasilało się jeszcze w  ciągu następnych dni, tak że p ożyw ka  
p rzy jm ow a ła  barw ę czerw ono-fio łkow ą. Podbarw ien ie  p ożyw k i zm ien ia ło 
odcień  w  zależności od je j pH. P r zy  pH  w ynoszącym  około 6,8 pożyw ka  
p rzy jm ow a ła  w yraźn ie jszą  barw ę czerw ono-różow ą niż p rzy  pH  5,0— 5,5.

R ów n o leg le  z ku lturam i na p ożyw ce  dośw iadczalnej nastaw iano ho­
dow le  kontro lne na tej samej pożyw ce z dodatkiem  żelaza. N a 1000 m l 
p o żyw k i dodawano 10 m l roztw oru  siarczanu że lazaw ego  (100 m g 
FeSC>4 • 7H 2O w  100 m l H 2O). R oztw ór ten zakwaszano rozcieńczonym  
kw asem  siarkow ym , s tery lizow ano w  aparacie K ocha i dodawano ja łow o  
do pożyw k i. K u ltu ry  na pożyw ce z dodatkiem  żelaza n ie w yk a zyw a ły  
podbarw ien ia  czerw on o-fio le tow ego . W  m iarę ro zw o ju  p rzy jm o w a ły  one 
barw ę b ia ław o-żó łtaw ą. R ozw ó j bakterii na p ożyw ce  z żelazem  b y ł in ten ­
syw n ie jszy  niż na pożyw ce bez żelaza. Św iadczy ła  o tym  ilość w ęglanu  
sodu zu żytego  dla n eu tra lizac ji pożyw k i. Do n eu tra lizac ji 1000 m l po­
żyw k i bez żelaza zużyw ano w  czasie h odow li około 100 m l roztw oru  
N a 2CC>3. N eu tra lizac ja  tej samej ilości pożyw k i z dodatk iem  żelaza w y ­
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m agała około 160 m l roztw oru  N a2CC>3. O w p ływ ie  żelaza na intensywność 
rozw oju  bakterii św iadczy także sucha masa kom órek. W  pożyw kach  bez 
żelaza w ynosiła  ona około 3,5 g na 1000 m l hodowli, a na pożyw kach  z że ­
lazem  osiągała średnio 5,5 g z tej sam ej objętości ku ltury.

M ETO DY ANA LIT YCZN E

1. O z n a c z a n i e  p o r f i r y n

W  n in iejszej pracy stosowano następującą m etodę oznaczania p o r fi­
ryn :

P róbę  p ożyw k i zobojętn iano 25l)/'o-owym roztw orem  N a 2CC>3 i w iro ­
w ano celem  usunięcia komórek. Do 20 m l odw irow anej p ożyw k i dodaw a­
no 12 g stałego siarczanu am onowego oraz 1 do 2 kropel lodow atego k w a ­
su octow ego (pH  obniżało sie w  ten sposób do 4,0— 5,0). Po  rozpuszczeniu 
się siarczanu am onow ego dodawano 10 m l n-butanolu i siln ie wstrząsano. 
Pon iew aż w  czasie w ytrząsan ia  tw orzy ła  się słaba em ulsja, dla je j roz­
bicia m ieszaninę w irow ano. Z  w ars tw y  butanolow ej, zaw iera jące j całą 
porfiryn ę , odciągano 5 m l i przenoszono do rozdzielacza o pojem ności 
100 ml, dodawano 15 m l ch loroform u oraz 10 m l l°/o-wego roztw oru  
NaHCC>3 (w/v) i s iln ie wytrząsano. P o r fir y n y  przechodziły  do fa zy  w od ­
nej, Dolną w arstw ę bu tano low o-ch loro form ow ą odrzucano, a w arstw ę 
wodną przem yw ano 5 m l ch loroform u, k tó ry  rów n ież odrzucano. Do w a r­
s tw y  w odnej dodawano teraz 10 m l 0,3 N  HC1 i zakwaszony w  ten sposób 
roztw ór p o rfiryn  przenoszono ilościow o do ko lbki m iarow ej o pojem ności 
50 lub 100 ml. Rozdzielacz p rzem yw ano 0,1 N  HC1 i tym  samym ro z tw o ­

rem  dopełniano kolbkę do kreski.
Celem  ilościow ego oznaczania p o rfiryn  w  tak przygo tow anym  k w a­

śnym roztw orze  m ierzono spek tro fotom etryczn ie  absorpcję w  k iu w ecie  
o szerokości 1 cm dla fa l o długości 380, 401 i 422 m u .  Stężenie p o rfiryn  
w  prób ie obliczano, uw zg lędn ia jąc u żyte ob jętości pożyw k i i butanolu, 

w ed łu g w zoru:

i. ■ ■ ~1\ —  ̂ 4̂01 ( 3̂80 4̂22 ) ^  ' Vstężen ie p o rfiryn  w  m g/ 1   1% ■ - —   ,
i , 833- E j °m (401  m u )

w  którym :
dąoi, d38o, d j22 oznaczają w artości absorpcji dla fa l o długości 401, 
380 i 422 mu,
v  =  objętość końcowa roztw oru  w  ko lbce m iarow ej 50 lub 100 m l 

(401 mu) —  w spółczynn ik  absorpcji k op roporfiryn y  I I I  dla 
fa li 401 mu,

1,833 —  sta ły w spółczynnik.
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W zór pow yższy w yprow adzono  w  oparciu o pracę R i m i n g t o n a  
i S v e i n s s o n a  [29], k tó rzy  oznaczali spek tro fotom etryczn ie u roporfi- 
rynę w  analitycznych koncentratach badając w artość pochłaniania w  m a­

ksimum absorpcji (w  zakresie pasma Soreta). Bezpośrednie obliczen ia 
stężeń u roporfiryn y  oparte na tych pom iarach daw a ły  zbyt w ysok ie  w ar­
tości, ponieważ obecne w  koncentratach zanieczyszczen ia podw yższa ły 
w yn ik  absorpcji. Celem  w prow adzen ia  popraw ki w ym ien ien i autorzy 

m ie rzy li jednocześn ie absorpcję dla 2 dodatkow ych  długości fa l równo 
od ległych  od fa li m aksym alnego pochłaniania. Zakładając jednocześnie. 
że absorpcja w yw ołana zanieczyszczen iam i jest odw rotn ie proporcjonalna 
do długości absorbowanej fa li (tj. tym  w iększa im  krótsza jest fa la  —  
zjaw isko powszechnie obserw ow ane dla złożonych układów  optycznych ) 
w yp row adzili w zór na wartość skorygow anej absorpcji:

l  2 (1 ,nax (¿ m a x  f a +  d  max — a )
**kor. max. == •,

f
w  którym :

d max oznacza absorpcję zm ierzoną dla fa li m aksym alnego pochłaniania, 

dmax + a i d max - a oznaczają absorpcję dla fa l o długościach (m ax —  a) 
i (m ax +  a) mu,

f  —  stały współczynnik, k tó ry  można ob liczyć m ierząc w artości ab­

sorpcji dla w ybranych  fa l w  roztw orze  analityczn ie czyste j kopro- 
porfiryn y.

Dla koproporfiryn y R i m i n g t o n  i S v e i n s s o n  podali f  =  1,833. 
T ę  samą wartość o trzym aliśm y dla w yodrębn ionego  przez nas z ku ltury 
P rop io n ib a c te rm m  shermanii preparatu  p o rfiryn y . ..Fakt ten potw ierdza  
rów n ież identyczność w yodrębn ionej w  n in iejszej pracy p o r firyn y  z ko- 
p roporfiryną. W spółczynn ik  ekstynkcji p rzy ję to  rów ny Ej""m (401 mn) =  
=  8120. W artość tę podali J o p e  i O ’B r i e n  [18] dla k op roporfiryn y 
I I I  w  0,10— 0,15 N  HC1 .

2. O z n a c z a n i e  ż e l a z a

Żelazo  oznaczano w  pop ie le  h yd ro liza tów  ka;zeiny w ed łu g m etody 
S id  e r  i s  a [32] opartej na fo toko lo rym etryczn ym  pom iarze absorpcji 
z ie lonego  kompleksu u tw orzonego z soli że lazaw ych  i kwasu 1-n itrozo-

2-hydroksy-naftaleno-3,6-dwusu lfonow ego. Odczynnik ten zsyn tetyzo- 
wano w ed łu g K i o  s t e r  a [20].

3. W y k r y w a n i e  k w a s u  5 - a m i n o l e w u i i n o w e g o

K w as 6-am in o lew u lin ow y w yk ryw a n o  w  hodow lach bakterii kwasu 
prop ionow ego w ed ług następującej m etody: 5 lub 10 m l ku ltu ry bakte­
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ry jn e j zadawano szczyptą (na końcu noża) kaolinu, siln ie wytrząsano i w i­
rowano. K u ltu ra  pow inna m ieć pH  4,0— 5,0. W  warunkach tych ew entu ­

a ln ie  obecne w  ku lturze w olne p o r firyn y  zostają zaadsorbowane na kao li­
nie. C en try fu ga t dodatkowo sączono, a k larow ny p łyn  dzielono na dw ie 
rów ne części, k tóre przenoszono do dwu probówek. Do jednej probów ki 
dodawano 0,5 m l nasyconego w odnego roztworu  acetylooctanu ety low ego , 
a do drugiej, kontro lnej, 0,5 m l w ody. Obie probów ki staw iano na 10 m i­
nut do w rzące j łaźni w odnej, następnie studzono i dodawano do obu prób 
rów ną objętość 2% -ego  roztw oru  (w/v) p-dw um etyloam ino-benzaldehydu  

w  kw asie so lnym  (1 :1 ) .  W  obecności kwasu 8-am inolew u linow ego  bada­
ny roztw ór p rzy jm u je  barw ę czerw ono-fio letow ą. Próba kontrolna praw ie 
n ie zm ien ia barw j\

Pon iew aż zawartość kwasu 5-am inolew u linow ego w  hodow lach była 
niska pow stałe zabarw ien ie czerw on o-fio łkow e słabo się zaznaczało, 
zw łaszcza w  próbach posiadających własne ciem no-żółte podbarw ien ie. 
A b y  om inąć tę trudność i  uczulić reakcję ekstrahowano czerw on o-fio le- 

tow y  barw n ik  m ieszaniną n-butanolu i ch loroform u (1 : 1, v/v). W  tym  
celu dodawano do obydw u  probów ek po jednym  ml m ieszaniny i siln ie 
wytrząsano, poczym  odstawiano dla rozdzielen ia  się w arstw . W  wypadku 
p ozy tyw n e j reak c ji w arstw a butanolow o-ch loroform ow a przy jm ow ała  
czyste fio łk ow e zabarw ien ie. W  prób ie kontrolnej w arstw a ta pozostawa­
ła bezbarwna, n a jw yże j lekko żółta. R eakcję w yk ryw an ia  kwasu. 5-am i­
nolew u lin ow ego  oparto na dośw iadczeniach G r a n i c k a  i S c h r i e c -  
k a  [11]. A u to rzy  ci kondensowali kwas 5-am iinolewulinowy z acetyloace- 
tonem  i u tw orzony w  ten sposób zw iązek  p iro low y  w yk ryw a li p rzy  pom o­
cy odczynnika Ehrlicha (p -dw um etyloam inobenzaldehyd w  HC1).

W  opracow anej przez nas m etodzie w ykryw an ia  kwasu 5-am inolew u­
linow ego  u żyw a liśm y do kondensacji acetylooctanu ety low ego , a m etodę 
uczu liliśm y w prow adza jąc se lek tyw ną ekstrakcję u tw orzonego barw n i­
ka. M etodę sprawdzono na czystych, rozcieńczonych roztworach  ch loro­
w odorku  kwasu 5-am inolew u linow ego. P reparat tego zw iązku  o t.t. 148—  
151° (roz.) o trzym aliśm y od dr J. J. S c o t t a .

W Y O D R ĘBN IA N IE  I ID EN TYFIKACJA PORFIRYN

P o r fir yn y  w yodrębn iono  z 28 litró w  10-dniowej hodow li P ro p io n i ­
bacter ium  sherm anii na pożyw ce dośw iadczalnej. Bakteria odw irow ano 
na w irów ce typu  Sharples p rzy  około 25000 obr./min. K la row n y  cen try­
fugat zakwaszono stężonym  HC1 do pH  około 3,5 i zadano go 200 g kao­
linu. K ao lin  z zaadsorbowanym i na nim  porfiryn am i odw irow ano na w i­

rów ce Sharplesa. W  odw irow an ym  p łyn ie  stw ierdzono tylko ślady por- 
firyn . P łyn  ten odrzucano.

(9] W Y T W A R Z A N IE  W O L N Y C H  P O R F IR Y N  233
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P o r firyn y  eluowano z kaolinu m ałym i porcjam i acetonu zakw aszonego 
kwasem  solnym  (3 m l stęż. HC1 na 100 m l acetonu). W  sum ie zu żyto  
1750 m l acetonu. E luat zadano około 150 m l wody, poczym  oddesty low ano 
aceton pod zm niejszonym  ciśn ien iem  w  tem peratu rze 50— 60° na łaźni 
wodnej. W odny, kwaśny ro ztw ór zadawano stężonym  roztw orem  octanu 
sodowego aż do uzyskania pH  3,5 (około 110 g  CH.jCOONa • 3H-jO). R o z­
tw ór pozostaw iono na 36 godzin  w  chłodni w  temp. 4°, poczym  od w irow a ­
no w ytrącone p orfiryn y. O dw irow ane p o r firyn y  przem yto  jeden  raz w o ­
dą zakwaszoną kwasem  octow ym  i w irow ano. O dw irow any osad rozpusz­
czano w  100 m l 0,5 N  HC1 i sączono przez sączek p ian kow y G3. W  kw asie 
solnym  nie rozpuszczały się substancje o charakterze sm olistym . K la ro w ­
ny przesącz ponow nie zadawano nasyconym  roztw orem  octanu sodowego 
aż do uzyskania pH  3,5 i pozostaw iono przez noc w  chłodni.

W ytrącony osad odw irow ano i  p rzem yto  rozcieńczonym  roztw orem  
kwasu octowego. Ciecz znad osadu m iała barw ę słom kową, pop łuczyny 
b y ły  p raw ie  bezbarwne. P rze m y ty  osad wysuszono w  eksykatorze p róż­
n iow ym  w  temp. poko jow ej nad CaClo, poczym  rozpuszczono go w  50 m l 
m etanolu nasyconego uprzednio gazow ym  ch lorow odorem . R oztw ór p rze ­
chow yw ano w  ciem nym  pom ieszczeniu w  temp. poko jow ej. Po  24 god z i­
nach roztw ór przelano do rozdzielacza o pojem ności 1 1. K o lb ę  po roz­
tw orze  przepłukano 50 m l ch loroform u. Pop łuczyny dolano do rozdzie la ­
cza, poczym  szybko dodawano nasyconego roztw oru  octanu sodowego aż 
do uzyskania zm iany zabarw ien ia  z fio łk ow ego  na czerw one (pH  4,0). 
Dodano 150 m l wody, w ytrząsano i oddzielono fazę ch loro form ow ą za w ie ­
rającą m ety low e  estry w yodrębn ionych  porfiryn . Pozosta ły w odno-a lko- 

h o low y roztw ór ekstrahowano k ilka razy m ałym i porcjam i ch loroform u, 
aż do zupełnego usunięcia barw nych  estrów. Połączone ekstrakty ch loro­
fo rm ow e przem yto  jeden  raz wodą, potem  rozcieńczonym  roztw orem  
amoniaku (celem  usunięcia ew en tua ln ie n iezestry fikow an ych  porfiryn ), 
a w reszcie dwa razy  wodą. R oztw ór ch loro form ow y przesączono p rzez 
zw ilżon y  ch loroform em  sączek do ko lby próżn iow ej i oddestylow ano ro z­
puszczalnik pod zm niejszonym  ciśnieniem  w  temp. 40— 60°. Pozostałość 
rozpuszczono w  4 m l ch loroform u, ro ztw ór przeniesiono do erlenm ayerk i 
i  kolbę p rzem yto  m ałym i porc jam i gorącego metanolu. Połączone w  k o l­
b ie Erlenm ayera roztwor;/ zadano 4-krotną objętością w rzącego  metanolu 
i w staw iono na 3 dni do chłodni.

Ester m e ty low y  porfiryn , w yk rys ta lizow an y  w  postaci ciem nych k ry ­
ształów, odsączono na le jku  p iankow ym  G3, przem yto  m ałą ilością m e­
tanolu i wysuszono pod zm n iejszonym  ciśnieniem  n a jp ie rw  nad CaC l2, 
a następnie nad H 2SO 4. W  ten sposób otrzym ano 159 m g estru m e ty low e­
go porfiryn .
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Tem peratu ra  top liw ości surowego preparatu  w ynosiła  146°. Punkt 
re top liw ości w yn os ił 176°. Punkty top liw ości i retop liw ości w skazyw a ły , 
że preparat jest prawiie czystą koproporfiryn ą  I I I  (estrem  m ety low ym ). 
P o tw ie rd z iła  to rów n ież analiza chrom atograficzna, w ykonana w ed łu g  
R a p p o r t  a, C a l v e r t  a, L o e f f l e r a  i G a s t a  (m etoda chrom ato­
g ra fii b ibu łow ej p ierśc ien iow ej) [28]. W  m etodzie te j w prow adzono m o­
d y fik a c ję  po lega jącą  na zastąpieniu w  rozpuszczalniku ro zw ija ją cym  
dw uch loroety lenu  —  dwuchloroetanem , a heptanu —  heksanem. W  bada­
niach tych jako standardu p ro top orfiryn y  IX  użyto preparatu sporządzo-

Rys. 1. W idm o absorpcyjne estru czterom etylowego koproporfiryny  III, w y od ­
rębnionej z kultur Propionibacterium shermanii w  roztworze ch loroform ow ym

nego z hem oglob iny w ed łu g  G r i n s t e i n a [13]. Do prepara tyk i użyto 
h em oglob iny firm y  D ifco.

Na chrom atogram ach w ykonanych  na b ibu le chrom atogra ficznej 
W hatm an nr 3, prócz g łów n ego  pierścien ia kop rop o rfiryn y  I I I  (R f =  0,71) 
stw ierdzono w ystępow an ie  w  ilościach śladow ych  drugiego p ierścien ia  
o R f =  0,41. Praw dopodobn ie jest to plam a kop rop o rfiryn y  I. D la p roto­
p o r firyn y  IX  u żytej w  badaniach jako standardu wartość R f  w ynosiła  0,82-
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R a p p o r t  i inni [28] podają dla k op roporfiryn y  I I I  i I odpow iednio w a r­
tości R f 0.62 i 0,53, a dla p ro top orfiryn y  IX  —  0,83.

Celem  dalszego oczyszczen ia preparatu o trzym anej kop roporfiryn y  I I I  
użyto m etody ch rom atograficznej w ed ług G r a y a  i H o l t a  [12]. W  tym  
celu benzenow y roztw ór estru m ety low ego  badanej p o r firyn y  przepusz­
czono przez kolumnę z w ęglanem  w apn iow ym . C zerw on y pas kopropor­

fir y n y  szybko przesuwał się w  kierunku dna kolum ny, podczas gdy b rą ­
zow e zanieczyszczenia zaadsorbowane zosta ły u je j szczytu. Jako środka 
eluu jącego użyto benzenu. W ęglan  w apn iow y przed upakowaniem  w  ko ­
lum nie wysuszono w  temp. 120°. Zebrany eluat benzenow y odparow ano 
pod zm niejszonym  ciśnieniem  do sucha, a suchą pozostałość ponow nie 
krysta lizow ano z m ieszan iny ch loroform u i metanolu, jak  podano w yże j.

O czyszczony preparat top ił się w  temp. 148°. Punkt retop liw ości w y ­
nosił 178°. W idm o absorpcyjne tak o trzym anego estru m ety low ego  w  ro z­

tw orze  ch loro form ow ym  przedstaw ia rys. 1.
M aksim a absorpcji przypadają  dla fa l o długościach 625, 570. 534, 

499,5 i 401 mu. In tensywność pasm absorpcyjnych  m a le je  w  kierunku V, 
IV , II I, II, I.

T a b l i c a  3

Z estaw ien ie  m aksim ów  ab sorp cji d la estru czterom etylow ego k op roporfiryny III u j  roztw orze

ch loro fo rm ow ym

•

Autorzy
P a s m a  w  m[X

I II III IV v

Todd [ 3 5 ] ............... 623,5 567 534 498,5
Gray i Ilolt [12] 622,1 572,0 533,7 502,5
Nasza praca . . . . 625 570 534 499,5 401

W  tab licy 3 zestaw iono dane w idm ow e k op rop orfiryn y  I I I  w ed ług 
T  o d d a [35] oraz G r a y a  i H o l t a  [12] w  porównaniu  z danym i o tr z y ­

m anym i w  naszej pracy.
D la dalszej id en ty fik ac ji w yodrębn ionej p o r firyn y  zhydro lizow ano 

m ałą próbkę estru m ety low ego  i w o ln e p o r firyn y  przebadano metodą 
ch rom atogra fii b ibu łow ej w ed łu g N i c h o l a s  i R i m i n g t o n a  [25] 
w  m od y fik ac ji C h u i C h u [2]. W tym  celu kilka k ryszta łków  estru 

m e ty low ego  porfiryn  rozpuszczono w  kilku kroplach kwasu solnego ( 1 : 1) 
i pozostaw iono przez noc w  tem peraturze poko jow ej. N astępn ie ro ztw ór 
wysuszono pod zm niejszonym  ciśnieniem  nad stałym  NaO H . Suchą pozo­
stałość rozpuszczono w  kilku kroplach 5 N  NH ąO H  i ro z tw ór naniesiono 
na bibułę W hatm an nr 1. Chrom atogram  rozw ijano  2,6-lutydyną (św ieżo
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d esty low aną  o t.w . 143°) z w odą (3,3 : 2,7 v/v) w  tem peraturze poko jow ej. 
P la m y  p o r firyn  obserw ow ano pod lam pą kw arcow ą zaopatrzoną w  f i lt r  
W ooda. O trzym ano ty lko  jedną plam ę p o rfiryn  o Rf =  0,66 —  0,69.

Przebadano rów n ież w idm o absorpcyjne w olnej p o r firyn y  w  ro z tw o ­
rze kwasu solnego. K ilk a  m g estru m ety low ego  rozpuszczono w  2 m l k w a­
su solnego (1 :1 )  i pozostaw iono do następnego dnia. Z h yd ro lizow an y 
w  ten sposób ro ztw ór p o rfiryn  rozcieńczono w  kolbce m iarow ej w odą do 
ob jętości 100 m l i zbadano w idm o (rys. 2). Maksima absorpcji w ystęp o ­
w a ły  dla fa l 547,5 i 590 mu.

Rys. 2. W idm o absorpcyjne koproporfiryny  I I I  w yodrębnionej z ku ltur  

Propionibacterium shermanii w  0,1 N  HC1

Przyrządzono rów n ież kom pleksow ą sól m iedziow ą  z oczyszczonego 
estru m ety low ego  i określono je j tem peraturę top liw ości oraz zbadano 
w idm o absorpcyjne. Około 20 m g  estru m ety low ego  otrzym anej p o r fir y n y  
rozpuszczono w  10 m l lodow atego  kwasu octowego, dodano roztw oru  octa­
nu m iedziow ego  (ok. 50 m g wT 10 m l C H 3CO O H ) i m ieszaninę gotowano' 
na siatce w  ciągu 5 minut. Po  ostygn ięciu  p łyn  przelano do rozdzielacza 
o pojem ności 150 ml, dodano około 100 m l w od y  i w ytrąconą czerw oną 
sól m iedziow ą ekstrahowano ch loroform em . Połączone ekstrakty ch loro­
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fo rm ow e przem yto  wodą i przesączono przez zw ilżon y  ch loroform em  są­
czek do kolbki p różn iow ej. Po  odpędzeniu rozpuszczalnika pod zm n ie j­
szonym  ciśnieniem, suchą pozostałość rozpuszczono w  4 m l ch loroform u 
i na gorąco zadano w rzącym  m etanolem . Po  oziębien iu  krysta lizow ała  
sól m iedziow a. Po 3 krysta lizacjach  tem peratura top liw ości soli w ynosiła  
210 do 211° (wartość nie korygow ana). Sól m iedziow a  estru m ety low ego  
kop roporfiryn y  I I I  topi się w ed ług V  ó 1 k e r a [36] w  temp. 206°. G  r a y  
i H o i l t  [12] stw ierdzili: dla preparatu 5-ciokrotniei k rysta lizow anego  
t.t. 218°. Analogiczna sól k op roporfiryn y  I topi się w  284° [22], Maksim a 

absorpcji ch loro form ow ego  roztw oru  soli m iedziow ej estru m ety low ego  
p o r firyn y  przypadały dla fa l 526 i 563 mM, zgodn ie z danym i G r a y  a 

i H o 1 1 a [12] (rys. 3).

Rys. 3. W idm o absorpcyjne soli m iedziowej k op roporfiry - 
ny III, w yodrębn icpej z kultur Propionibacterium shermanii 

w  roztworze ch loroform owym

Na podstaw ie w yże j przedstaw ionych  danych w olną p o rfiryn ę  w yod ­
rębnioną z kultur P rop ion iba c te r iu m  sherm anii z iden ty fikow ano  jako ko­
p rop o rfiryn ę  III. Obok koproporfiryn y I I I  w ystęp u je  w  śladach dodatko­
w o inna porfiryna , prawdopodobnie izom er I koproporfiryn y.

W P Ł Y W  ŻELAZA I KOBALTU NA W Y T W A R Z A N IE  W O LN Y C H  PORFIRYN W  H O D O W LACH

PH OPIO.Y IR A C TERIUM SHERMA M I

W  trakcie przeprow adzan ia badań zw rócono uwagę, że  w  n iektórych  
hodow lach  bakterii kwasu p rop ionow ego w olne p o r firyn y  nie po jaw ia ły
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się. Z jaw isk o  to zw iązane by ło  ze stosowaniem  różnych serii h yd ro liza ­
tów  kazeiny. N a leża ło  przy jąć, że h yd ro liza ty  kazeiny różn iły  sie m iędzy  
sobą zawartością  tych składników, od k tórych  za leży po jaw ian ie  się w o l­
nych p o r firyn  w  hodowlach. W  pracy zw rócono szczególną uw agę na 
w p ły w  zaw artości żelaza w  hydrolizatach  oraz na w p ły w  dodatku koba l­
tu do pożyw ek . P a p p e n h e i m e r  [26] podaje, że zawartość żelaza m ia­
ła decydu jące znaczen ie na z jaw isko pow staw an ia w olnych  p o rfiryn  w  ku l­
turach C orynebcic ter ium  diphteriae.

P a p p e n h e i m e r  nie obserw ow ał pojaw ian ia  się w olnych  p o rfiryn  
u C. diphteriae  p rzy stężeniu żelaza p ow yże j 0,6 m g na 1000 m l pożyw k i.

T a b l i c a  4

Wplyur zawartości F e T T  na wytwarzanie molnych porfiryn m kulturach Propionibacterium

shermanii (Stężenie C o +  t  w  pożywce 0 , 0 0  a g / m l )

Nr
próby

Stężenie Fe +  +  

w  ¡Lg/ml
Objętość pożywki 

w ml

Stężenie porfiryn jako 
koproporfiryny III 

w JJLg/ml

1 0,00*) 54 6,38
2 0,005 54 6,38
3 0,010 54 5,70
4 0,020 54 5,93
5 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

10 0,20 54 5,01
11 0,30 56 4,02
12 0,40 54 3,14
13 0,50 55 2,31
14 0,60 54 2,10
15 0,80 55 1,20
16 1,00 54 0,76

*) Stężenie żelaza niejonowego wynosiło 6,48 ag/ml

Badając używ ane w  naszej pracy h yd ro liza ty  kazeinow e na zawartość 
jon ow ego  żelaza (p rzy  pom ocy 2,2'-d w u p iryd y lu ) stw ierdzono, że szczep 
P rop io n ib a c te r iu m  sherm anii  n ie w y tw a rza ł w oln ych  p o rfiryn  (ana logicz­
nie jak  C orynebacte r ium  d iphter iae ) ty lko  w tedy, gdy pożyw k i p rzy go ­
towano na hydrolizatach  zaw iera jących  znaczn iejsze ilości żelaza jon o ­
w ego. Po  usunięciu żelaza jonow ego, w ed ług podanej w yże j m etody, ba­
dane przez nas bakterie syn tetyzow a ły  w o ln e po rfiryn y . W  n iektórych
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próbach stężen ie w olnych  p o rfiryn  osiągało w artość 9,4 mg/l, lab  w  p rze­
liczen iu  na suchą masę baktery jną  w ynosiło  2,5 mg/g suchej masy. Jest 
rzeczą bardzo interesującą, że ana lizy h yd ro liza tów  kazeinowych, poz­
baw ionych jonow ego  żelaza, w yk a zyw a ły  obecność znacznych ilości że la­
za zw iązanego, n ie jonow ego. Tak  np. w  jednej serii hydrolizatu  na 100 ml 
stw ierdzono 2,7 m g żelaza zw iązanego (Fe oznaczano w  popiele h yd ro li­
zatu). Na 1 m l pożyw ki, do której użyto tego hydrolizatu , przypadało za­
tem  6,48 ug żelaza zw iązanego. Żelazo  n ie jon ow e nie m iało jednak żadne­
go w p ływ u  na syntezę w oln ych  porfiryn .

Celem  stw ierd zen ia  w  jak ich  granicach stężeń jon y  żelaza ham ują 
syntezę w o ln ych  po rfiryn  oraz dla zbadania ew entualnej stech iom etrycz-

T a b l i c a  5

W pływ  zawartości Fe~t~-r na wytwarzanie wolnych porfiryn w  kulturach Propionibacterium 

shermanii (Stężenie C o + +  w  pożywce 0,41 [xg/ml)

Nr
próby

Stężenie F e + d  

w wg/ml
Objętość pożywki 

w  ml

Stężenie porfiryn jako 

koproporfiryny III
w  wg/ml

1 0,00*) 54 5,27
2 0,005 54 5,27

3 0,010 54 4,30

4 0,02 55 4,06
5 0,03 54 3,98
6 0,04 54 4,02
7 0,06 54 3,92
8 0,08 54 3,72
9 0,10 54 3,60

10 0,20 54 3,29
11 0,30 54 2,59
12 0,40 54 2,14
13 0,50 54 1,08
14 0,60 54 0,73
15 0,80 54 0,44
.6 1,00 54 0,27

*) Stężenie żelaza niejonowego wynosiło 6,48 wg/ml

nej zależności m iędzy ilością w ytw arzanych  p o rfiryn  a ilością w p row a ­
dzonego do p ożyw k i żelaza przeprow adzono szereg dośw iadczeń. W  do­
św iadczen iach tych hodowano bakterie  kwasu prop ionow ego  na pożyw ce 
dośw iadczalnej, do której w prow adzano określone ilości soli że lazaw ej 
(FeSOą). D la zbadania w p ływ u  kobaltu przeprow adzono analogiczne do­
św iadczen ia na pożyw kach  bez dodatku lub z dodatkiem  określonych ilo ­
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ści soli kobaltaw ych . W yn ik i tych dośw iadczeń podaje tablica 4 i 5, oraz 
rys. 4.

Z  przeprow adzonych  badań w yn ika, że dla p raw ie  zupełnego zaha­
m ow ania syn tezy  w olnych  p o rfiryn  przez bakterie kwasu prop ion ow ego  
stężen ie jon ów  że lazaw ych  musi być w yższe od 1 ug/ml pożyw k i. W  gra ­
nicach stężeń  F e 4' + do 0,1 u g/ml pożyw k i ilość w ytw arzanych  p o r firyn  
jest zm ienna i zb liżona do w artości kontrolnej (próba bez żelaza). N a le ży  
przypuszczać, że flu k tu acje  poziom u p o rfiryn  w  tym  zakresie stężeń że­
laza uw arunkow ane są zaburzen iam i w zrostow ym i bakterii. S tw ierdzon o  
bow iem , że p rzy  bardzo m ałych dawkach żelaza jonow ego  oraz w  p rób ie  
kon tro ln ej (w  której należało się liczyć ze śladow ym i ilościam i F e J + ) 
w zrost b y ł słabszy n iż w  próbach bogatszych w  żelazo, a badania jako ­
ściow e w yk a zyw a ły  w o ln ie jszy  p rzeb ieg spalania glukozy i w ytw arzan ia  
się kw asów  organicznych. Dane z tab licy  4 pozw a la ją  stw ierdzić , że  
w  granicach stężeń żelaza od 0,1 do 0,5 ug/ml is tn ie je  prosta p roporc jo ­
nalność m iędzy  ilością dodanych jon ów  żelazaw ych  a ubytk iem  w o ln e j 
p o r firyn y  z pożyw k i. W y lic zon y  z danych zaw artych  w  tab licy  4 stosunek: 

Ilość g-cz. zn ikającej k op rcporfin y  

Ilość g-at. dodanego F e  (jako F e ++ )

jest prak tyczn ie stały i wynosi, 

po u w zg lędn ien iu  ob jętości po­

żyw k i, odpow iednio:

dla stężeń F e + + : 

od 0,1 do 0,2 ug/ml p ożyw k i 0,87

do 0,2 do 0,3 „  „ 0,78

od 0,3 do 0,4 „  „  0,95

od 0,4 do 0,5 „  „  0,73

Z  pow yższych  rozw ażań  w yn ika, 

że na każdy dodany do pożyw k i 

gram oatom  żelaza (w  postaci F ++ ) . 

u byw a 0,73 do 0,95 gram ocząste- 

czek kop rop o rfiryn y  I I I .  W  p ew ­

nym  p rzyb liżen iu  m ożna w ięc 

przy jąć, że każdy g-atom  Fe za­

pobiega tw orzen iu  się jednej gra-

m ocząsteczki w olnej koproporfiryn y. Ana logiczną  zależność stw ierd za li 
d la C oryneb a cte r ium  diphteriae  P a p p e n h e i m e r  [26], oraz C i a r k ę  
i C la r k e [3], Z  tab licy  4 i 5 w yn ik a  także, że jon y  koba ltaw e po tęgu ją  
proces ham owania syn tezy w olnych  p o rfiryn  u P rop ion ib a c te r iu m  sher-

Rys. 4. W p ły w  zawartości Fe  ++  i Co ++- 
w pożywce na w ytw arzan ie  w olnych  por­
firyn  przez Propionibacterium shermanii
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manii. W ykonano dalsze dośw iadczen ia oznaczając kop roporfiryn ę  w  ho­
dow lach na pożyw kach  bez żelaza, a zaw iera jących  różne ilości C o+ + . 
W yn ik i zestaw iono w  tab licy  6.

U zyskane w yn ik i in form u ją  m n iej p rze jrzyśc ie  o w p ły w ie  C o++ na 
syntezę w olnych  p o rfiryn  niż dośw iadczen ia z F e + + . D op iero  znaczne stę­
żen ie soli kobaltawych, a m ianow ic ie  p o w yże j 2 óg  C o++/ml, w yraźn ie  
w p ływ a ło  na obniżen ie poziom u porfiryn . W p ły w  ten m ożna by jednak 
rów n ież tłum aczyć toksycznym  dzia łan iem  jon ów  koba ltaw ych  na bakte­

rie  kwasu propionowego.

T a b l i c a  6

Wpłytu zawartości Co +  ~r na wytwarzanie wolnych porfiryn w  kulturach Propionibacterium 

shermanii (Stężenie żelaza jonowego w  pożywce: 0,00 ¡ig/ml*))

Nr próby
Stężenie Co +  +  

in R g / m l

Stężenie porfiryn jako 

koproporfiryny III u j ¡J .g / m l

1 0,00 5,27
2 0,05 5,03
3 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

*) Stężenie żelaza niejonowego wynosiło 6,48 [J.g/ml

K W A S O-AM IN O LEW ULIN O W Y W  H O D O W LACH  B A K T E R II KWrASU PR O PIO N O W EG O

W  roku 1953 S h e m i n  i R u s s e l  [31] s tw ierdzili, że kwas 8-am i- 
n o lew u lin ow y spełnia w  tkankach zw ierzęcych  ro lę prekursora b iosyn­
tezy  porfiryn , oraz że zw iązek  ten pow sta je  z bursztyny lo-koenzym u  A  
i g licyn y. W  tym  sam ym  roku N e u b e r g e r  i S c o t t  [24], a następnie 
D r e s e l  d F a l k  [7] dostarczyli bezpośredn iego dośw iadczalnego dow o­
du dla tego tw ierdzen ia. W o ln y  kwas 8-am in o lew u lin ow y w y k ry ł G r a -  
n i c k  i S c h r i e c k  [11] w  moczu chorych na ostrą porfiryn u rię . B yło  
w ięc  rzeczą interesującą czy kwas ten w ystęp u je  w  kulturach bakterii 
kwasu prop ionow ego skoro są one zdolne do syn tezy  znacznych ilości 

po rfiryn .
Badania nasze p o tw ie rd z iły  te przypuszczen ia i w ykaza ły , że kwas 

8-am in o lew u lin ow y w ystęp u je  w e  w szystk ich  przesączach hodow li ba-
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•danych bak ter ii prop ionow ych. S tw ierdzono' p rzy  tym , że w ięce j tego  
zw iązku  w ystęp u je  w  przesączach ku ltu r w yrośn iętych  na pożyw kach  
z dużą ilością żelaza jonow ego , ham ującego produkcję w olnych  p o rfiryn  
n iż w  kulturach, w  k tórych  p o jaw ia ły  się porfiryny.

D o czasu naszych badań nie stw ierdzono w ystępow an ia  w olnego  k w a ­
su 8-am in o lew u lin ow ego  w  kulturach bakterii.

W Y T W A R Z A N IE  KO BALA M IN  NA PO ŻY W K A C H  U BO G IC H  W  ŻELAZO

P on iew aż n iedobór jonow ego  żelaza w  pożyw ce pow odow ał zaburze­

n ia w  m etabo liżm ie  p o r firyn ow ym  u P rop io n ib a c te r iu m  shermanii, w  p ra ­
cy  n in ie jsze j zbadano czy zaburzenia te w p ływ a ją  na w ytw a rzan ie  się 
kobalam in  syn tetyzow an ych  norm aln ie w  dużych ilościach p rzez ten 
drobnoustrój.

W  tym  celu bakterie odw irow ane z 28-litrow ej hodow li, która posłu­
ży ła  do w yodrębn ien ia  w oln ych  porfiryn , zawieszono w  około 5 1 w ody. 
D o zaw ies iny  dodano 0,4 g  NaC N , doprowadzono pH  do 6,0— 6,5 i o grze ­
w ano w  au tok law ie w  tem peraturze 110° przez 20 minut. Po  ostudzeniu 
■odwirowano osad, a k la row n y p łyn  znad osadu w ysycono stałym  ch lor­
k iem  sodowym . Po w ysycen iu  p łyn  a lkalizow ano roztw orem  N a C N  do 
p H  8,0— 9,0 i w ie lok ro tn ie  ekstrahowano alkoholem  b en zy low ym  aż do 
m om entu, gd y  do w a rs tw y  alkoholu p rzechodziły  ty lko  ślady barw nych  

zw iązków . Połączone ekstrakty a lkoho low e przerobiono dalej w  znany 
sposób [15], w yod rębn ia jąc  35,5 m g w itam inu  B i2p.

P łyn  po ekstrakcji alkoholem  b en zy low ym  w yk azyw a ł jeszcze zabar­
w ien ie  brudno-różow e. Zakwaszono go 80% -ow ym  C H 3CO O H  do pH  3,5
1 2 razy  ekstrahowano n-butanolem . Butanol w yc iąga ł ty lko  zan ieczysz­
czenia b a rw y  żó łtaw ej, podczas gd y  ró żow y  barw n ik pozostawał w  roz­
tw orze. B arw n ik  ten adsorbowano na w ęg lu  ak tyw n ym  „C arbopol H 2” i po
2 dniach odsączono go, a następnie barw n ik  eluowano z w ęg la  75°/'o-owym 
acetonem  za lka lizow anym  N H 4O H  do pH  8,0. Z  eluatu odpędzano pod 
zm n iejszonym  ciśnieniem  aceton, a w od n y w yc ią g  (150 m l) po w ysycen iu  
ch lork iem  sodow ym  jeden  raz ekstrahowano 50 m l alkoholu b en zy low e­
go. Pew na, n iew ie lka  część barw n ika przechodziła do alkoholu b en zy lo ­
w ego. B arw n ik  ten odrzucano. Ś lady alkoholu ben zy low ego  usuwano 
z roztw oru  ekstrakcją ch loroform em . Pozosta ły  w  roztw orze barw n ik  
ekstrahowano m ieszaniną ch loroform u i fenolu  (1 : 1). S tw ierdzono, że 
m ieszanina ta lep ie j ekstrahowała czerw on y barw n ik  niż m ieszanina ch lo­
ro form u  i o-krezolu . Ekstrakty fen o low o-ch lo ro fo rm ow e p rzem yto  w odą 
(część ba rw n ików  przechodzących  do w od y  reekstrahowano feno lem  
w  C H C I3), następnie rozcieńczano je  ch loroform em  i butanolem  [27], 
a  czerw on y p igm en t reekstrahowano wodą. Po oczyszczeniu otrzym ano
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16 m g barw n ika o w łaściwościach w idm ow ych  typ ow ych  dla deznukleo- 
tydocy janokoba lam iny (w it. B i2p) [16], lecz różniącego się, jak  w yn ika  
z m etody w yodrębn ien ia , innym i w łaściw ościam i rozpuszczania się w  roz­
puszczalnikach organicznych. Barw n ik  w yk azu je  m ianow ic ie  charakter 
zw iązku  bardzie j h yd ro filn ego  an iżeli w itam in  B i2p.

P o jaw ien ie  się drugiej, h yd ro filn e j kobalam iny obserwow ano w ie lo ­
krotn ie w  czasie badań zw łaszcza w  hodowlach, w  k tórych  z powodu n ie ­
doboru F e 4'~  bakterie  w y tw a rza ły  znaczn iejsze ilości w oln ych  porfiryn . 
N a leży  zatem  sądzić, że silny n iedobór żelaza jonow ego  w yw o łu je  ró w ­
n ież zm iany w  syntezie kobalam in. B liższe szczegóły dotyczące w yod ręb ­
n ionej h yd ro filn e j kobalam iny będą podane później.

Obliczono, p rzy jm u jąc  dla w itam inu  B i2p i nowo w yodrębn ionej ko­
balam iny ciężar cząsteczkow y rów ny 1017,1— że około 25%  dodanego 
do "pożywki kobaltu (0,41 ug C o^+/ml) znalazło się w  fo rm ie  pochodnych 
kobalam inow ych  w  kom órkach bakterii prop ionow ych.

Omóinienie irynikóin

W  n in ie jsze j pracy stw ierdzono, że badany przez nas szczep P ro p io n i ­
bacter ium  sherm anii w y tw a rza  znaczne ilości w o ln e j kop rop o rfiryn y  I I I  
ną pożyw kach  o m ałym  stężeniu żelaza jonow ego . Natom iast żelazo n ie­
jonow e, kom pleksow o zw iązane w  h ydro lizac ie  kaze inow ym  nie w y w ie ­
ra żadnego w p ływ u  na w ytw arzan ie  w olnych  p o rfiryn . K o p ro p o rfiry - 
nę I I I  uważa się obecnie za produkt n ienorm alnego m etabolizm u p o rfi-  
rynow ego  [8]. W yd a je  się, że zaburzenia m etabolizm u p o rfiryn  p o jaw ia ją  
się u drobnoustrojów7 albo na skutek braku żelaza w  pożyw ce, jak  to w y ­
stępuje u P rop io n ib a c te r iu m  shermanii, C o ryneb a cte r ium  diphteriae  [26] 
oraz Rhodopseudomonas spheroides [21], albo też w  w ypadku  anaerobio- 
zy  prow adzącej do zm ian w  układzie cytochrom ow ym , jak  to stw ierdzono 
na p rzyk ładzie  Bacil lus cereus [30]. D la  p ierw sze j gru py w ym ien ion ych  
drobnoustro jów  przyczyna  zaburzeń le ży  w  n iedoborow ej pożyw ce. 
W  przypadku  Bacillus cereus m am y do czyn ien ia z zachw ian iem  kore­
la c ji m iędzy  zapotrzebow an iem  a syntezą określonego m etabolitu , co 
rów n ież prow7adzi do pow staw ania ślepych  to rów  m etabolitycznych .

Na obniżen ie się poziom u w ytw arzan e j przez P rop io n ib a c te r iu m  sher­
m anii k oproporfiryn y, a zatem  na norm ow an ie się zachw ianego m etabo­
lizm u porfirynow 7ego w p ływ a  prócz żelaza rów n ież kobalt. To  samo z ja ­
w isko obserw ow a li u Corynebacte r ium  diphteriae  C l a r k e  ii C l a r -  
k e [3].

D la w ytłum aczen ia  w p ływ u  kobaltu na P rop io n ib a c te r iu m  sherm anii  
p rzy ję liśm y  n iżej podaną hipotezę.
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Badany przez nas szczep bakterii prop ionow ych  w y tw a rza  w  obecnoś­
c i soli kobaltu  znaczne ilości w itam inu  B i2p (deznuk leotydocyjanoko- 
balam ina) obok m n iejszych  ilości w itam inu  B 12 [15], [16]. O becnie w ia ­
domo, że w  cząsteczce koba lam inow ej znajdu je się układ w yw od zący  się 
z 4 p ierścien i p iro low ych  o charakterze układu pseudoporfirynow ego [1],
[14]. W  naszej h ipotezie roboczej za łoży liśm y, że zw iązk i po rfiryn ow e 
i koba lam inow e pow stają ze w spólnego prekursora, k tó rym  w ed ług n iże j 
podanego schematu może być kwas ö am inolew u linow y:

bu rsztynylo-koenzym  A  ~  glicyna 

1
kwas 8-am in o lew u lin ow y

----------------> kobalam ina
▼

k oproporfiryn a  111 <  u roporfiryn a  I I I

l  '
pro toporfiryn a  IX

D odan ie do p ożyw k i soli kobaltu um ożliw ia  pow staw an ie kobalam iny. 
Zgod n ie  z pow yższym  schem atem  synteza kobalam in zw iązana jest z za­
po trzebow an iem  na prekursor, k tóry  praw dopodobn ie jest w spólny dla 
syn tezy  kobalam iny i w olnej koproporfiryn y. T w orzen ie  się kobalam in 
m oże w ięc  zm niejszać szybkość syn tezy koproporfiryny, a w ięc  w p ływ ać 
na obniżen ie się je j poziom u w  pożyw ce. Sole kobaltu p rzy  n iedostatecz­
nej ilości żelaza stw arza ją  zatem  m ożliw ość now ej d rog i przem ian dla 
tw orzącego  się kwasu Ö -am inolewulinowego.

Dośw iadczen ia nasze w ykaza ły , że zdolność zm niejszania syn tezy 
w o ln e j k op roporfiryn y  przez C o 4""1" jest w yraźn ie  ograniczona. Z jaw isko  
to można tłum aczyć tym , że kobalam ina powstająca z kobaltu  i prekur­
sora p o rfiryn  n igdy nie w ystępu je  w  stanie w olnym , lecz jest zw iązana 
z  b ia łk iem  Synteza kobalam iny musi być zatem  ograniczona do tych ro z­
m iarów , do jak ich  dopuszcza m oż liw y  stosunek w a gow y  kobalam iny do 
b iałka w ystępu jącego  w  kom pleksie w itam inow o-p rote inow ym .

W yn ik i n in iejszej pracy w ykazu ją  podobieństwo m iędzy  P rop ion ib a c ­
te r iu m  sherm anii  a C orynebacte r ium  diphteriae  pod w zg lęd em  tworzenia 
w o ln ych  porfiryn . Z  punktu w idzen ia  pow iązań filogen etyczn ych  grupy 
C ory neba cte r ium  z innym i grupam i drobnoustrojów  [17], odkrycie  po­
w yższego  zjaw iska można uważać za jeden  z dow odów  na podobieństwc 
biochem iczne m iędzy C oryneba cte r ium  a P rop ion ib ac te r ium .
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D oktorow i J. J. S c o t t o w i  z St. M a ry ’s Hospital, M ed ica l School, 
Londyn  —  składam y podziękow an ie za przesłanie preparatu ch lorow o­
dorku kwasu 5 -am inolew u linow ego, oraz P ro f. dr K a r n i c k i e j  
z W S R  O lsztyn  za przesłan ie szczepu P rop ion ib a c te r iu m  shermanii.

D zięku jem y rów n ież P ro f. dr J. J a n i c k i e m u ,  k ierow n ikow i K a ­
ted ry  Technologii R o lnej W S R  w  Poznaniu za u m ożliw ien ie korzystan ia 
ze spektrofotom etru  i w irów k i, oraz D r A . R e i n h o l z o w i ,  d yrek to ro ­
w i Zak ładów  „L ech ia ”  w  Poznaniu za użyczen ie nam supercen tryfug i 
Sharplesa.

Pow yższa  praca została wykonana z dotacji K om itetu  B iochem icznego' 
Po lsk ie j A kadem ii Nauk.

Streszczenie

1. S tw ierdzono, że szczep bakterii prop ionow ych  z gatunku P ro p io n i ­
bacte r ium  shermanii  hodow any na pożyw ce pó łsyntetycznej, zaw ie ra ją ­
cej h yd ro liza t kaze inow y pozbaw iony żelaza jonow ego, glukozę, fos fo ra ­
ny, sole magnezu, pantotenian wapnia i biotynę, w y tw a rza  w o ln e p o r fi-  
ryny. Poziom  po rfiryn  osiągnął 9,4 m g na 1 l it r  pożyw ki. W  przeliczen iu  
na suchą masę ilość w o ln ych  p o rfiryn  dochodziła do 2,5 m g na 1 gram  
suchej m asy bakterii.

2. W olną  p o rfiryn ę  pow stającą w  kulturach Prop io n ib a c te r iu m  sher­
manii z iden ty fikow ano  m etodam i fizyko-ch em icznym i jako k op roporfi- 
rynę  II I .  Razem  z koproporfiryn ą  I I I  stw ierdzono w ystępow an ie  w  iloś­
ciach śladow ych  innej p o rfiryn y , praw dopodobn ie kop rop o rfiryn y  I.

3. Pow staw an ie  w o ln ej p o r firyn y  za leży  od poziom u żelaza jonow ego  
w  pożyw ce. P rzy  zawartości jonów  żelazaw ych  pow yże j 1 ug/ml pożyw k i 
tw orzą  się ty lko  śladow e ilości w olnych  porfiryn . W oln e p o r firyn y  osią­
ga ły  n a jw yższy  poziom  p rzy  stężeniu żelaza jonow ego  n ie przekracza ją­
cym  0,1 ug/ml pożyw ki. Że lazo  n iejonow e, zaw arte w  h yd ro lizac ie  kaze i­
n ow ym  w  ilości do 6,42 Mg/ml nie w p ływ a  na syntezę w oln ych  porfiryn..

4. Ilość b iosyn tetyzow anej k op roporfiryn y  I I I  jest w  określonych 
granicach stężeń żelaza jonow ego  odw rotn ie proporcjonalna do stężenia 
F e + + . S tw ierdzono, że jeden  m ol dodanego do p ożyw k i żelaza (w  posta­
ci F e 'i" t) pow odu je  ubytek  p raw ie  jednego m ola kop rop o rfiryn y  I I I  (od 
0,73 do 0,95 mola).

5. S tw ierdzono, że oprócz żelaza rów n ież kobalt działa ham ująco na 
syntezę w olnych  p o rfiryn  przez P rop ion ib a c te r iu m  shermanii, zw łaszcza 
w  obecności m ałych ilości Fe.

6. Brak żelaza w  pożyw ce i zw iązane z tym  w ytw arzan ie  koproporfi­

ryn y  II I ,  w  obecności soli kobaltu  nie w p ływ a  ham ująco na syn tezę k o - 
balam in p rzez P rop ion ib a c te r iu m  shermanii.
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7. W śród tw orzonych  przez Prop ion ib a c te r iu m  sherm anii  kobalam in 
stw ierdzono now ą kobalam inę, przypom inającą w łaściw ościam i optycz­
n ym i deznukleotydocyjanokobalam inę (w itam in  B i 2 p, czynn ik  B ),  lecz 
bardzie j od n iej hydrofilną .

8. W  kom órkach bakterii odw irow anych  z kultur P rop io n ib a c te r iu m  
sherm anii znaleziono w  postaci zw iązków  kobalam inow ych  około 25%  
kobaltu dodanego do pożyw ki.

i9. Przedyskutow ano ro lę  kobaltu  w  obniżaniu się poziom u w y tw a ­
rzanej przez P rop io n ib a c te r iu m  sherm anii koproporfiryny. Postaw iono 
hipotezę, że w  syn tezie  zarówno p o rfiryn  jak  i kobalam in w ystęp u je  
w spó lny prekursor, k tó rym  m oże być kwas 6-am inolew u linow y.

10. W  kulturach P rop io n ib a c te r iu m  shermanii  stw ierdzono w ystęp o­

w an ie kwasu 5-am inolew u linow ego.
11. O pracowano now ą m etodę spektro fotom etrycznego oznaczania 

p o rfiryn  w  cen tryfugatach  kultur bakterii.
12. Opracowano nową selek tyw ną m etodę w yk ryw an ia  kwasu 5-am i­

nolew u linow ego w  kulturach bakterii.
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0EPA30BAHME C B O B O ß H E IX  nOP^M PM HOB nOCPEßCTBOM  
P R O P I O N I B A C T E R I U M  S H E R M A N I I

P e 3 io m e

1. JfoKa3aHO, h t o  BBipaiR HBaeM biM  H a nojiycM HTeTM HecKOM  SyjibO H e, 
c o A ep jK a ip eM  Ka3eiiH0BbiM  m A po jiM 3aT , jiM ineHHbiM  n o m ro ro  xce jie3 a , r jn o -  
K03bi, cjDOccjjopaHOB, c o jie ü  MarHMH naH TO TeH naH a K ajibpM H  m  ÖMOTMHa, 
HiTaMM nponMOHOBOÜ öaKTepM M  M3 p o ^ a  Propion ibacterium  shermanii o ö p a -  
3 yeT  CBoGoAHbie nopcjonpiiHbi. K o jin n ecT B O  nopcjw ipM H a a o c t m i v i o  9,4 Mr, 
H a 1 jiM Tp öy jibO H a. B p a c n e T e  n a  c y x y io  Maccy K ojinnecTB O  C BoßoAH oro  
nopcjiMpMHa a o x o a m j i o  a o  2,5 M r. H a 1 rp . cy xo M  M accb i GaKTepiiM .

2. CßoöoAHbiM nopc^npiiH, B03HMKaK)nj;MM b  K y jib T y p a x  Propion ibacte­
rium  shermanii 6bui MAeHTncjDMu;MpoBaH nyTeM c|DM3MK0-XMMMHecKMx Me- 
t o a o b  Kax KonponopcjiMpMH III. BMecTe c KonponopcjjwpMHOM III oÖHapy- 
5KeHO m B03HMKH0BeHwe b  MMKpoKOjiMHecTBax APyroro nopcjiMpMHa, no Beeil 
B e p o H T H O C T M , K o n p o n o p f jD M p M H a  I .

3. Bo3HMKHOBeHwe CBoSoAHoro nopcjinpHHa oöycjiOBjiMBaeTCH KOJinne- 
ctbom MOHHOro 2Kejie3a b SyjibOHe. Hpir coAepx<aHMM mohob >Kejie30-:u;Ma- 
HMCToro KajiMH, npeBbimaiomeM 1 mt/mji ÖyjibOHa, oßpa3yK>TCH jimub 
MMKpOKOJIMHeCTBa CBOÖOAHblX nOptjDMpMHOE. CßOÖOAHbie nOpcjDMpMHbl AO~ 
CTMrajiM coMoro BbicoKoro ypoBHH npn KOHpeHTpaimn: MOHHoro xcejie3a, 
He npeBbimaiomeM 0,1 mt/mji öyjibOHa- HeMOHHoe ?Kejie30, coAep>KameecH 
b Ka3eMH0B0M rMApojiM3aTe b KOjmnecTBe, AOxoAHipeM ao 6,42 ur/Mji He 
OKa3biBaeT B03AeMCTßMH na cMHTe3 CBoöoAHbix nopcjanpiiHOB.

4. KojiMHecxBO ÖMccMHTe3MpoBaHHoro KcnponopcjaMpMHa III b  onpeAe- 
jieHHbix npeAejiax KOHpeHTpaijMM MOHHoro R4ejie3a oöpaTHO-nponopimo- 
HajibHo KOHiieHTpapMM Fe. OÖHapyjKeHO, h t o  1 m o j ib  npMÖaBjienHoro 
k  öyjibOHy 7Kejie3a ( b b m a c  Fe) Bbi3biBaeT yöbuib noHTM o a h o m  m o j im  Konpo- 
nopcjmpMHa III ( o t  0,73 a o  0,95 m o j i . ).

5. O Ö H apy jK eH o , h t o  K poM e 5Kejie3a Tax>Ke m KOÖajibT npenH TCTB yeT  

CMHT63y CBoöoAHbix nopcjjMpMHOB nocpeACTBOM Propionibacterium . sherma­
n ii 0C0Ö6HH0 n p n  HaJIMHMM H e3HaHM TejIbH blX  KOJIMHeCTB Fe-
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6. OTcyTCTBwe >Kejie3a b SyjibOHe n CBH3aHHoe c 3tmm o6pa30BaHne  
KonponopcjjupMHa H I npn  H ajm unn  cojim KoSajibra He npenHTCTByeT cmhtc- 
3y KoSajiaMHHOB nocpe,a;cTBOM P rop ion ib a c te r iu m  shermanii.

7. Cpe^M  oopa3yeM t.ix nocpe^cTBOM Prop ion ib a c te r iu m  shermanii. k o -  

6a.naMMH0B oSHapyxceHO h o b b im  xoSajiaMMH, npMnoMMHaiomMM BHemHMM 
BM£OM Ae3HyKJieOTMA0Li;naHOKO5aJiaMMH (BMTaMMH B l 2p, 4)aKTOp B ), HO 6o - 
jiee  rMApoc^MJibHbiM, ueM o h .

8. B  KJieTxax, Bbi,n;ejieHHbix n p n  noMOipM peHTpMc^yrM M3 xy jib T y p  
P rop io n ib a c te r iu m  sherm anii HaM.zjeHO, b  BM^e xoSajiaMMHOBbix coeAMHe- 
hm m  okojio 25%  npMSaBjieHHoro k dyjibOHy xoSajibTa.

9. 0 5 c y > K / ];e H a  6 b i j i a  p o j i b  x o d a j i b T a  b  n p o p e c c e  y M e H b iu e H M H  kojim- 
n e c T B a  c 5 p a 3 y e M o r o  n ccp e/ j,C T B O M  P rop ion ib a c te r iu m  shermanii x o n p o n o p -  

c| jM pM H a. B b i^ B M H y T a  S b i j i a  r M n o T e 3 a ,  h to  x a x  b  C M H T e3 e  nopc£ )M pM H O B , 

T a x  m  K o 5 a jia M M H O B  B b i c T y n a e T  o5hj;mm n p e ,o ,B a p M T e jib H b iM  c J ja K T o p , k o to - 
p b lM  M O X ie T  5 b IT b  5 -a M M H O J ieB y jIM H O B a H  KM CJIOTa.

10. B  x y j ib T y p a x  P rop io n ib a c te r iu m  shermanii oSH apyxceH O  noHBJie- 
HMe 6-aMMHOJieByjIMHOBOM KMCJIOTbl.

11. P a 3pa6oTaH hobbim MeTO/i; cneKTpocJiOTOMeTpMHecKoro onpe,n;ejie- 
hmh nopcJiMpMHOB b peHTpMcbyraTax xy jibTyp  SaxTepiiM.

12. P a 3 p a 5 o T a H  hobbim cejiexpM O H H biM  moto/i; oSH apyxceH M H  6-aM M H O- 
JieByjIMHOBOM KMCJIOTbl B K yJ IbT ypaX  SaKTepMM.

T H E  S Y N T H E S IS  O F  FR EE  P O R P H Y R IN S  B Y  P R O P I O N I B A C T E R I U M
S H E R M A N I I

S u m m a r y

1. It w a s  estab lish ed  that a s tra in  o f p ro p io n ic  ac id  m ic roo rgan ism s  

p ro d u ces  fre e  p o rp h y r in s  w h e n  g ro w n  on a sem i-syn th etic  n u trien t  

con ta in in g  an ircm -io n s -free  ca se in -h y d ro ly sa te , g lucose, phosphates, 

m agn es iu m  salts, ca lc ium  p an th oten a te  and  b ictin . T h e  le v e l of p o rp h y ­

r in s  a tta ined  9,4 m g  p e r 1 lit re  o f n u trien t, or 2,5 m g  w h e n  ca lcu la ted  

p e r  1 g  o f d ry  m ass o f bacteria .

2. T h e  f r e e  p o rp h y r in  e v o lv in g  in  P rop io n ib a c te r iu m  sherm anii cu ltu ­

re s  w a s  id en tified  as c o p ro p o rp h y r in  I I I  b y  p h y sico -ch em ica l m ethods. 

B es id es  c o p ro p o rp h y r in  I I I ,  th e re  w e r e  a lso  fo u n d  traces o f another  

p o rp h y r in , p ro b a b ly  c o p ro p o rp h y r in  I.

3. F o rm a tio n  o f fre e  c o p ro p o rp h y r in  d epen ds on the le v e l o f iro n -ion s  

in the nu trien t. W h e n  the iron  ions content exceeds  1 Mg/ml o f n u ­

trien t, th e re  a p p e a r  o n ly  traces o f  fr e e  p o rp h y r in s . F re e  p o rp h y r in s  

atta in ed  the h ighest le v e l at ion ic  iro n  concentration s not ex ceed in g  

0,1 ug/m l o f  nu trient. N o n -io n ic  iro n  con ta ined  in the casein  h v d ro ly sa te , 

in  am oun ts o f  up  to 6.48 Mg/ml, has no e ffec t on the synthesis o f free  

p o rp h y rin s .

4. A m o u n ts  o f b io syn th etised  co p ro p o rp h y r in  I I I  are, w ith in  d e fin ite  

lim its  o f ionic iron  concentrations, in in ve rse  p ro po rtio n  to the con cen tra -
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tion o f F e + + . It was established that addition  to the nutrient o f one m o le  
o f iron (in the fo rm  o f F e + + ) causes a decrease o f coproporphyrin  I I I  b y  
almost 1 m ole (i.e., 0.73 to 0.95 m ole).

5. It  was established that also cobalt, besides iron, inhibits the syn­
thesis o f fre e  porphyrins by Prop io n ib a c te r iu m  shermanii, particu la rly  
in  the presence o f sm all quantities o f iron.

6. D e fic ien cy  o f iron  in  the nutrient, and the consequent fo rm ation  
o f coproporphyrin  II I ,  in  the presence o f cobalt salts, has no in h ib ito ry  

e ffec t on the synthesis o f cobalamins b y  P rop io n ib a c te r iu m  shermanii.
7. A m on g  the cobalam ins produced b y  P rop io n ib a c te r iu m  shermanii, 

there was found a new  cobalam in like desnucleotidecyanocobalam in (v i­
tam in Bjop, Factor B) as regards optical properties, but was m ore h y ­

drophilic.
8. A bou t 25 per cent o f the cobalt added to the nutrien t was found 

in the fo rm  o f cobalam in compounds in the bacteria cells.
9. The ro le  o f cobalt in decreasing the production o f coproporphyrin  

by  P rop io n ib a c te r iu m  sherm anii was discussed. The hypothesis was 
advanced that a comm on precursor, p robab ly 8-am inolevu lin ic  acid, 

appears in  the synthesis o f both porphyrins and cobalamins.
10. 8-am inolevu lin ic  acid was found to be present in cultures o f P r o -  

p ion ibac te r ium  shermanii.
11. A  new  spectrophotom etric m ethod was deve loped  fo r  determ in ing 

porphyrins in cen trifugates o f bacteria cultures.
12. A  new  se lective m ethod was developed  fo r  detecting am inolevu ­

lin ic acid, in bacteria cultures.

Otrzvm ano 10.1.1956 r.
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E lek tro foreza  b ibu łowa, jako prosta i często stosowana m etoda bada­
nia w ie lu  substancja, w  coraz w iększym  stopniu staje się n ieodzow ną za­
rów no dla pracow n i naukow ych  jak  i usługowych. A  zatem  opracow an ie 
odpow iedn iego  aparatu, prostego w  konstrukcji i obsłudze, m oże m ieć 
duże praktyczne znaczenie. Jednak prostota konstrukcji pod żadnym  
w zg lęd em  nie pow inna n iekorzystn ie w p ływ ać  na p rzeb ieg  badania. 
O pracow anie tak iego aparatu było  celem  te j pracy. W  czasie pracy po­
starano się u w zg lędn ić zarówno dane literatu ry , jak  i dośw iadczen ia na­
b y te  w  czasie w ykon yw an ia  setek badań dla k lin ik  A k adem ii M edyczn ej 
w  Gdańsku.

I. Źródło prądu

Jako źródło prądu stałego korzystn ie jest stosować układ p rostow n i­
czy, k tórego  schemat przedstaw ione n iżej. O trzym any prąd jest niem al 
dokładn ie „w yg ła d zon y ”  (stały). W bńdow any potencjom etr pozw a la  na 
regu low an ie  napięcia w  sposób ciągły. U kład  zasilany jest z sieci prądu 
przem iennego (220 V ).

Stosowane n iek iedy układy prostsze [13], [21] dają prąd  tętn iący, który, 
naszym  zdaniem, podczas rozdziału  n iek tórych  substancji m oże m ieć 
n iekorzystny w p ływ . Jak w ykaza ła  praktyka, stosowanie uk ładów  z na­
p ięc iem  stab ilizow anym  [22], [23], [25] jest na ogół niekonieczne. U k łady 
tak ie są poza tym  o w ie le  droższe. N iek tó rzy  autorzy celow o n iek iedy 
stosują układy o zm iennym  napięciu, gd yż w  ten sposób stab ilizu ją  prąd 
na pasku (1). W  aparatach tego typu uzysku je się bardzo korzystne, sta łe 
w arunki rozdziału  (tem peratura, parow anie).
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II. Komora

Z  istn ie jących  dwóch zasadniczych metod, określa jących  warunki ro z ­
działu , a m ianow icie : w  środowisku obo ję tn ej (n iepo larnej) c ieczy o rga ­
nicznej [1], [2], [5], [26], oraz w  kom orze w ilgo tn e j [4], [6], [10], [16], 

[18], [24], [28] i inni —  w ybrano tę ostatnią.

Rys. 1. Schem at zasilacza p rądu  stałego
P  —  potencjom etr
Tri —  transform ator adoncuwy
T r 2 —  transform ator żarzeniowy
L  —  lam pa prostownicza

C i , 2,3 —  kondensatory  

D i,2 —  d ław ik i
V i —  woltom ierz na p rąd  stały
V n  —  woltom ierz na p rąd  zmienny

P ierw sza  m etoda jest na ogół zarzucana, gd yż w ykazano w ie le  je j 
w ad  [1], [6], [9], [14], [16], [25], [26] i inni. Natom iast kom ora w ilgo tna  
jest stosowana w  coraz w iększym  stopniu, szczególn ie od czasu donio­
s łych  badań M a c h e b o e u f a  i wsp., k tó rzy  w yk aza li now e je j m oż li­
wości, p rzez w ykorzystan ie  z jaw iska parow ania (e lek troreo foreza ) 

[18], [19].

I . M A TERIA Ł KO N STR U K C Y JN Y

Dotychczas na kom ory w yk  rzystu je się na ogół przypadkow o nabyte 
akw aria  szklane, często o w ym iarach  n iezbyt odpow iednich. Szkło jest 
m ateria łem  m ało praktycznym . Spraw ia  ono pow ażne trudności w  czasie 
obróbki (np. w iercen ia  o tw orów  na p rzew ody ), jest mało w y trzym a łe  m e­
chanicznie i term iczn ie, są trudności z jego  uszczeln ieniem  itp. Cenne 
w łasności w ykazu ją  pod tym  w zg lędem  m asy plastyczne. W ie lu  autorów  
stosuje n iedostępne u nas w  kraju  tw o rzyw o  po liak ry low e zw ane p lex i­
glas lu b -perspex  [6], [7], [8], [12], [14], [21]. Jak w ykaza ła  praktyka, za­
stosowane p rzez nas na budowę kom ory tw o rzyw o  po lich lo row in y low e  
w in idur, n ie ustępu je poprzednio w ym ien ion ym . N a jw ażn ie jsze  za lety  
w in iduru  są następujące: dobry izo la tor term iczny i e lek tryczn y, b io lo ­
g ic zn ie  obojętny, odporny na w ie le  czyn n ików  chem icznych (kwasy, alka-
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lia, w ie le  rozpuszcza ln ików  organicznych), daje się bardzo ła tw o  obra­
biać (ciąć, zginać, piłować, kleić, spawać), jest bardzo tani i ła tw o  dostęp­
ny (w  każdej Centr. Handl. Przem . Chem.).

2 OGOLNY O P IS  KOMORY

K om ora  jest zbudowana z dwóch zasadniczych części (rys. 2): obudo­
w y (A ), o w ym iarach  36 X  28 X  15 cm. ustawionej na nóżkach zam yka­
nej pok ryw ą  (L ); połączonych ze 

sobą naczyń bu forow ych  (B), 
w staw ionych  do obudowy, każde 
o w ym iarach  35 X  13 X  6,5 cm.

Do obudow y przym ocow ane 

jest w yposażen ie kom ory: skrzyn­
ka z prze łączn ik iem  (C), instalacją 
elek tryczną (D ) i sygnalizacy jną
(E); rurki instalacji ogrzew n icze j
(F ); krany: w y lo to w y  (G ) i po- 

z iom nicow e (H ); półeczk i na ram ­
ki z paskam i b ibu ły  (I).

O budowa spełnia zatem  d w o ja ­
ką ro lę: chroni w ra ż liw e  części 
wyposażen ia (F, G, H ) od uszko­
dzeń, oraz pozw ala  na swobodne 

u m ocow yw an ie części w yposaże­
nia (np. w iercen ie  o tw orów ) bez 
obaw y nieszczelności, która istn ia­
łaby, gd yb y  w yposażen ie p rzym o­
cować bezpośrednio do naczyń  z 
roztw orem  bu forow ym . N aczyn ia  
bu forow e zaw iera ją  naczynia e lek ­
trodow e (K ). Są one połączone ze 
sobą rurką szklaną poprzez k ra ­
ny (FI). U m ocow any na obudow ie 

odcinek ru rk i (M ) pokazu je po­
ziom  roztw oru  bu forow ego  w  na­
czyniach. Całość tw orzy  zw artą  
bryłę, o n iew ie lk ich  rozm iarach, ustawną i w ygodną  w  pracy. W  stosun­

ku do rozm iarów , kom ora m ieści dużą ilość pasków  b ibu ły (9 szt., każdy 
po 3 cm szeroki). W  p rzec iw ień stw ie  do n iek tórych  typów  kom ór [14],.

Rys. 2. W idok  ogolny kom ory w ilgotnej] 
A  —  obudowa  

B  —  naczynia bu fo row e  

C —  przełącznik  

D  —  przewody elektr.
E  —  lam pki sygnaliz.
F  —  instalacja ogrzewn.
G  —  kurek w y lotow y  

H  —  kurk i poziom nicowe  
I —  półki na ram ki z b ibu łą  

K  —  naczynia elektrodowe  

L  —  pokryw a
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[22], w szystk ie paski z m ateria łem  badanym  znajdu ją  się w  identycznych 
warunkach. Jest to korzystne, ze w zg lędu  na m ożliw ość otrzym an ia w ie le  
m ateriału  porów naw czego.

3. SY ST E M  E LEK T R O D O W Y  (IN ST A L A C JA  ELEKTRYCZN A)

Naczyn ia  e lek trodow e (K ) w ykonano z rur w in idu row ych  o średnicy 
około 4,5 cm i długości 32 cm. R u ry  te z jednego końca szczeln ie zam ­
knięto przyspawaną p ły tką  w in idurow ą. Z  drugiego końca zam knięto je  
kork iem  gum owym . K o rek  ten opiera się s iln ie  o ścianę w  naczyniu 
bu fo row ym  i u trzym u je ru rę w  okreś lonym  położeniu (rys. 3).

Rys. 3. Schem at naczynia elektrodowego  
K  —  naczynia e lek trodow e-ru ra  w in idu row ą  
N  —  ru rk a  odprow adzająca gazy  
O —  ru rk a  na przew ody  instalacji elektr.
P  —  ru rk i z lign iną  
R —  elektroda g ra fitow a

W  górnej częścii naczyń e lek trod ow ych  w m ontow ano krótką rurkę 
szklaną (N ), w ysta jącą  ponad poziom  cieczy. S łuży ona do odprow adzan ia 
ga zów  pow stających  w  p rzestrzen i e lek trodow ej. P r z y  drugim  końcu 
znajdu ją  się zg ięte  rurki szklane (O ), k tó rym i w yprow adza  się p rzew ody 
in sta lac ji e lek trycznej poza kom orę. Z  boku naczyń elek trod ow ych  za­
m ontow ano po 10 krótk ich  ru rek  szk lanych  (P ) —  ich przeznaczen ie bę­
dzie  późn iej om ówione.

Na elek trody użyto  tanich, ogó ln ie  stosowanych p rę tów  gra fitow ych  
(R ). Jednym  końcem  um ocowano je  w  korku gum ow ym . Na drugim  ich 
końcu zrobiono m ałe nacięcie i w  tym  m iejscu  ow in ięto  e lek trod y  drutem  
p la tyn ow ym . N acięcie  zabezpiecza drut przed zsunięciem  się z elektrody. 
Następnie, drut w yprow adzono p rzez rurk i (O ) z naczynia e lek trodow ego 
i p rzy lu tow ano do drutu m iedzianego, k tó ry  jest po łączony poprzez p rze­
łączn ik  (C ) ze źród łem  prądu stałego. D łu g ie  p rę ty  g ra fito w e  (po 32 cm) 
razem  z zanurzonym i w  ro ztw orze  bu fo row ym  odcinkam i drutu p la ty ­
n ow ego  dają e lek trody o dość dużej pow ierzchn i, co skuteczn ie zabez-
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piecza je  przed po laryzacją . Na trw ałość roztw oru  bu forow ego  korzystn ie 
w p ływ a  okresowa zm iana znaków  elek trod  np. przez zw yk łe  prze łożen ie 
w tyczk i w  gniazdku zasilacza. Jednak m oże to być n iek iedy przyczyną  po­
m yłek, gd yż  m ateriał na ogół nakłada się w  pobliżu  jednego  końca paska 
bibuły, zanurzonego w  pobliżu  e lek trod y o okreś lonym  znaku (katody 
lub anody). Pożądana jest zatem  dobra orien tacja  w  aktualnych w  danej 
chw ili znakach elektrod, tj. znajom ość kierunku przesuwania się m ate-

Rys. 4. Schemat przełącznika

ria łu  badanego na pasku bibu ły. W  tym  celu w  przedstaw ionej kom orze 
zainstalowano odpow iedn i p rze łączn ik  e lek tryczn y  (C), k tó ry  jednym  ru ­
chem  ga łk i pozwala  na zm ianę znaków  e lek trod  i rów nocześn ie zapala 
św ia tełko  jednej z dwóch lam pek sygn a lizacy jnych  (S). Zapalona lampka 
w skazu je określoną e lek trodę (np. zaw sze anodę). Lam pk i sygna lizacy jne 
(6 V ) zasilane są z innego obwodu n iż e lek trody —  prądem  sieci 220 V  
poprzez transform atorek dzw onkow y. Schem at przełączn ika podano na 
rys. 4. P rze łączn ik  w bu dow any jest z boku kom ory w  obudow ę w in idu - 
rową, która zabezpiecza pracującego przed zetkn ięciem  się z prądem  (w y ­
sokie napięcie, prąd stały).

4. SY ST E M  BU FO RO W Y

N aczyn ia  bu forow e m ają  dużą pojem ność: razem  z naczyniam i e lek tro ­
d ow ym i zaw iera ją  około 3600 m l .roztworu bu forow ego . U zysku je  się 
w  ten sposób bardzo korzystne rozcieńczen ie ubocznych produktów  e lek ­
tro lizy . Zm ien ia jąc ro ztw ór bu fo row y  co pew ien  czas, o trzym u je się w a ­
runki badania n iem al takie same jak  w  kom orach z ciągłą  w ym ianą  [1]. 
Sposób ten jest jednak tańszy od stosowania c iąg łe j w ym iany. Poza tym  
do napełniania kom ór p rzy  oznaczaniu białka w  su row icy k rw i stosu jem y 
tani, rozcieńczony roztw ór bu foru  boranow ego (siła jonow a u =  0,05) 
[1], [3], [27], zaś paski bibu ły, przed  nałożen iem  m ateria łu  m aczam y w  ro z­

tw orze  bu foru  w eron a low ego  (siła jonow a u =  0,1). W  ten sposób na pa-
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sku b ibu ły uzysku jem y w arunk i podobne, do zalecanych przez n iektó­
rych autorów, stosujących bu for w eron a low o-b oran ow y [3].

D la  oddzielen ia produktów  ubocznych w yd zie la ją cych  się na e lek tro ­

dach w  czasie trwania procesu e lek tro forezy , jak  też dla usunięcia w p ły ­
wu zanieczyszczeń z sam ego m ateriału  elektrod, stosuje się różne syste­
m y przegród  półprzepuszczalnych m iędzy przestrzen ią  elek trodow ą, a p o ­
zostałą częścią kom ory. W  om aw ianym  aparacie użyto w  tym  celu k ró t­
k ie ru rk i szklane (P ) zaw ie ra jące  w arstw ę siln ie ubitej lign iny. W arstw a  
ta bardzo dobrze za trzym u je  zanieczyszczen ia: nie stanow i p rzy  tym  
w iększego oporu dla prądu. W  każdym  naczyniu, e lek trod ow ym  zn a jd u je  
się po 10 rurek szklanych, o średn icy w ew n ętrzn e j 8 mm, zaw iera jących  
15 m m  w arstw ę ubitej lign iny. W  tych warunkach spadek napięcia w y ­
nosi 20 V, p rzy  250 V  na zaciskach zasilacza (gd y  stosowano w y że j w y ­
m ien iony bufor, a napięcie m ierzono w o ltom ierzem  lam pow ym  o oporze  

w ew nętrznym  9 M D ).
Za letą  stosowania lign in y  jest rów n ież możność ła tw e j je j w ym ian y .
Celem  uniknięcia u jem nego w p ływ u  „p rocesów  ch rom atogra ficznych ”  

[4), [8], [25], pow stających  na pasku na skutek w ytw arzan ia  się lew aru , 
do w yrów n yw an ia  poziom u cieczy służy p rzew ód  szklany łączący oba 
naczynia bu forow e. Sposób um ocowania przew odu  w  dnach naczyń po­

da je  rys. 5.
U m ieszczone na p rzodzie  kurk i 

(H, rys. 2) zam yka się na czas 

trw an ia e lek tro forezy . K u rek  (G , 
rys. 2) służy do w y lew a n ia  zu ży ­

tego buforu.
Usuwanie resztek roztw oru  bu­

fo row ego  z naczyń e lek trodow ych  
na jw ygodn ie j przeprow adzać p rzy  
użyciu pom pki w odnej, p rzez ru r­
kę (N ) służącą do usuwania gazów .

Rurka (M ) zaopatrzona jesit w  znak, do k tórego  napełnia się naczynia 
roztw orem . W  m iarę w yp arow yw an ia  roztw oru  ilość c ieczy uzupełnia s ię  
w odą destylowaną. P ozw a la  to na ścisłe kontrolow an ie stężenia roztw oru  
bu forow ego.

5. UTRZYM AN IE S T A Ł E J TEM PERATU RY I W IL G O T N O ŚC I

Celem  otrzym ania określonej tem peratu ry i w ilgo tności łączy się ru r­
ki instalacji ogrzew n icze j (F ) z u ltraterm ostatem  H ópplera.

M ięd zy  tem peraturą roztw oru  a atm osferą k om ory ustala się stała 

różnica tem peratur, którą należy uw zg lędn ić p rzy  nastaw ianiu u ltra ter-

Rys. 5. Sposób um ocowania rurk i w  dnie  
kom ory
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mostatu. Pon iew aż kondensująca się na p ok ryw ie  para wodna m ogłaby, 
spadającym i krop lam i zakłócić rozdzia ł na bibule, pow ierzchn ie p o k ryw y  
nachylone są pod kątem  ok. 50° (rys. 2, L ). K rop le  w od y  ściekają po poch y­
lonych ścianach p ok ryw y , n ie ro zm yw a jąc  badanej substancji.

6. Z A W IE SZ A N IE  P A SK Ó W  BIBU ŁY

Z różnych  sposobów  zaw ieszania pasków  b ibu ły jak: p ionow y [12],
[15], ukośny [29], w  kształcie odw róconej lite ry  „ V ”  [4], [6], [18], [24], 
i poziom y [3], [8], [10], [11], [14], [16], [17], [20], [22], [25], [28], [30], —  

w ybrano ten ostatni.

K ierow an o  się p rzy  tym  dwom a w zględam i, a m ianow icie tym , że p rzy  
zaw ieszaniu poziom ym  unika się wspom nianych  „e fe k tó w  chrom atogra­
ficzn ych ”  [4], [8], [25], a także tym , że p rzerw a  w  dostaw ie prądu do 
sieci nie spow odu je zniszczenia m ateriału  przez przesunięcie do środko­
w ego punktu parow ania  oraz ew entualne zdenaturow anie białka su row i- 

cy na skutek zagęszczenia soli.

W  przedstaw ionej kom orze paski b ibu ły  zaw iesza się na ramkach, na 
k tórych  trzym a ją  się one siłam i adhezji. K szta łt ram ki podano na rys. 6.

Zm ien ia jąc p roporc ję  w ym ia_ 
rów  ram ki m ożna ją  przystosow ać 
do pasków  żądanej długości.

Zaw ieszan ie b ibu ły  na ramkach 
ma w ie le  zalet. W  czasie nakłada­
nia m ateriału  na bibu łę kom ora 
jest zam knięta  i doprow adza sie 
ją  do pożądanej tem peratury. N a ­
stępnie, na ch w ilę  podnosi się po­
kryw ę, ram kę z próbkam i w kłada 
do k om ory i kom orę znowu za­
myka.

Duża pojem ność c ieczy o odpo­
w iedn ie j tem peraturze, oraz stosunkowo m ała przestrzeń  nad pow ierzch ­

nią cieczy, pow odu je  szybk ie ponow ne nagrzan ie (lub ozięb ien ie) atm o­
sfery  w okół bibu ły, do tem peratu ry uprzednio nastaw ionej. M ateria ł ba­
dany p rzeb yw a  w obec tego p raw ie  ca ły czas w  ściśle określonych w arun­
kach w ilgo tności i tem peratury.

Po  zakończeniu procesu e lek tro forezy , paski b ibu ły razem  z ram ką 
w staw ia  się do suszarki, b a rw i (po uprzedn im  um ocowaniu ) i p rzem yw a. 
Ramka jest tak w yw ażona, że po zaw ieszen iu  w  suszarce w  punkcie „ a ”  
u trzym u je poziom ą pozycję.

Rys. 6. Schem at ram ki do zaw ieszania  
piasków bibu ły
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Streszczenie

Podano szczegóły konstrukcyjn ie prostego aparatu do e lek tro fo rezy  
b ibu łow ej, składającego się z zasilacza prądu stałego i kom ory w ilgo tn e j. 
O trzym any prąd stały jest n iestab ilizow any. K om orę  w ybudow ano z ła ­
tw o dostępnej i odznaczającej się w ielom a za letam i masy p o lich lo row in y- 
low e j —  w in idur W  aparacie można dow oln ie regu low ać napięcie źródła 
prądu, tem peraturę i w ilgotność,, szybkość parow ania na pasku bibu ły, 
długość pasków itd. Pozw a la  to na zastosowanie aparatu do oznaczania 

różnych substancji.

A parat w ypróbow ano  podczas w ykon yw an ia  setek badań dla k lin ik  
A kadem ii M edycznej w  Gdańsku.

L I T E R A T U R A

[1] B l o c k  R.  J., D u r  r u m  E. L., Z w e i g  G A  Manual of Paper Chromato ­
graphy and Paper Electrophoresis, A cadem ic Press, N e w  Y o rk  1955.

[2] C o n s d e n R., S t a n i e r  W . M., Nature  170, 1069, 1952.
[3] C o n s d e n  R., P o w e l l  M . N ., J. Clin. Path. 8, 150, 1955.
[4] D u r  r u m  E. L., J. Amcr. Chem. Soc. 72, 2948, 1950.
[5] D  u r  r u m  E. L., Science 113, 66, 1951.
[6] F l y n n  F. V., d e M a y o  P., Lancet 261, 235, 1951.
[7] F r a n g 1 e n G. F., M a r t i n  N . H., Chem. a. Industry  245, 1954.
[8] F r a n  g l e n  G.  F., M a r t i n  N.  H., T r e h e r n e  J. D., J. Clin. Path. 8, 

144, 1955.
[9] G r a s s m a n n  W. ,  H a n n i g  K., Z. physiol. Chem.  290, 1, 1952.

[10] G r a s s m a n n  W. ,  H a n n i g  K., K n e d e l  M., Deutsche med. Wochenschrift
76, 333, 1951.

[11] G r a s s m a n n  W. ,  H a n n i g  K., Z. physiol. Chem .  290, 1, 1952.
[12] G r j i f f i t i s  L. L., J. Labor. Clin. M ed .  41, 188, 1953.
[13] G  u r w  i c z A . E., Laboratornoje Dielo  3, 1955.

‘[14] H a r d w i c k  e J., Biochem. J. 57, 166, 1954.
[15] H e i l m e y e r  L., C l o t t e n R . ,  S a n o  I., S turm  A. jr, L ipp  A., K li. Wo.

32, 831, 1954.
[16] v. H o l t  C., V o i g t  K.  D ,  G a e d e  K., Biochem. Z. 323, 345, 1952.
[17] L a z a r ó w  N., Laboratornoje Dielo  9, 1955.
[18] M a c h e b o e u f M . ,  R e b e y r o t t e  P., D u b e r t  J. M. ,  B r u n e r i e  M.,

Bull. Soc. Chim. Biol. 35, 334, 1953.
[19] M a c h e b o e u f  M.,  D u b e r t  J. M. ,  R e b e y r o t t e  P., Bull. Soc. Chim.

Biol. 35, 346, 1953.
[20] M  o n c k e C., Z. ges. inn. Med.  11, 523, 1953.
[21] O o s t e r h u i s  PI. K., J. Lab. Clin. Med.  44, 280, 1954.
j 22] O p p 11 J. J., K  u t a ć e k M., L o ś t i c k y  C. C i ż . i m s k y  J ,  Cos. Lek.

Cesk. 92, 624 1953.
[23] O s t r o w s k i  W. ,  M i j k u c k i  A ., Acta Physiol. Polon. 3, 277, 1952.
,[24] O s t r o w s k i  W. ,  S k a r ż y ń s k i  B., Pol. Tyg. Lek. 7, 657, 1952.
[25] R o t t g e r  H., Z. arztl. Fortbildung  49, 149, 1955.

http://rcin.org.pl



19] F R O S T Y  A P A R A T  DO E LE K TR O FO R E ZY  B IB U ŁO W E J

[26] S c h n e i d e r  G., W u n d e r l y  H., Schw. med. Wochenschrift 16, 445, 1952.
[27] W a h a b  E.  A. ,  A d j u t a n t i s  G.,  L a u r e n c e  D. J. R., Biochem. J. 60, 

X III , 1955.

¡[28] W i e l a n d  T h ., F i s c h e r  E., Naturwiss. 35, 29, 1948.
[29] W i s z n j a k o w  A.  P., D  o b r  o w  o 1 s k  i j D.  S., J e r m a k o w  N.  W. ,  T  u-

k a c z i n s k i j  S. E., Dokl. Ak. Nauk Z S R R  87, 1035, 1952.
[30] V o l v i u s  D.,  V e r  s c h ü r e  J. C. M., J. Clin. Path. 8 , 140, 1955.

IIPOCTOH A n n A P A T  flJIH EYMAXCHOrO g j i e k t p o ^ o p e s a

P  e 3 io m e

IIpeącTaBjieHbi KOHCTpyKTMBHbie geTajiM npocToro annapaTa g jia  a jiex- 
Tpocf>ope3a c npwMeHeHMeM cjDHjibTpapnoHHOM SyMarw; annapax coctom t m3 
miTaTejiH nocTOHHHoro TOKa m BJiaxcHoii KaMepbi. riojiynaeTCH HecTadnjiM- 
3MpoBaHHbiii nocTOHHHbiii tok . KaMepa nocTpoeHa M3 Jierxo gocTynHoii,
OTJIMHaiOmeMCH MHOrMMM flOCTOMHCTBaMM nOJIMXJIOpOBMHMJIOBOM MaCCbl ----
BMHMgypa. B annapaTe mo>kho , no JKejiaHMio, peryjmpoBaTb HanpaxceHne 
MCTOHHMKa TOKa, TeivmepaTvpy n BJiaxcHOCTb, cxopocTb ucnapeHMH Ha nojio- 
ce (JjHjibTpaiiHOHHoii öyMarn, ąjiMHy nojioc m T.n. 3 to no3BOJiHeT nojib30- 
BaTbCH annapaTOM g jia  onpeąejieHHH pa3JiHHHbix BeipecTB.

AnnapaT 6biji ncnbiTaH npn npoBeąeHMM coTeH onbiTOB gjm  MegraiMH- 
CKoii A K a ą e M H H  b  r ^ a H b C K e .

A  S IM P L E  A P P A R A T U S  F O R  P A P E R  E L E C T R O P H O R E S IS  

S u m m a r y

The paper describes construction details o f a s im ple apparatus fo r 
paper electrophoresis; the apparatus consists o f a d.c. generator and 
a moist chamber. The d.c. obtained is not stabilised. The cham ber was 
m ade o f w inidur, a polych lom ovinyl p lastic easily  ava ilab le  and endowed 
w ith  m any useful qualities. The apparatus perm its an easy regu lation  o f 
the current, o f tem peratu re and m oisture in the chamber, o f the rate o f 
evaporation  on the paper strip , o f the length  o f the strip, etc. The appara­

tus is thus su itable fo r  determ in ing various substances.
The apparatus was tested in hundreds o f  analyses carried  out fo r  the 

M ed ica l A cadem y in Gdańsk.
Otrzym ano 19.1.1956

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  
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R KLIMEK, B. SKARŻYŃSKI, T. W . SZCZE PK O W SK I

B IO C H E M IA  S A M O Ż Y W N Y C H  B A K T E R II S IA R K O W Y C H  

I I I .  C Y T O C H R O M  W  T H I O B A C I L L U S  T H I O P A R U S

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Krakowie 

Kierownik: prof. dr B. Skarżyński

Od czasu klasycznych  badań K  e i 1 i n a [3] cytoch rom y a, b i c b y ły  
p rzedm iotem  n iezliczonych  dociekań, doprow adzających  do w zg lędn ie  
gru n tow nej znajom ości ich  ro li b io log iczne j oraz własności fizycznych  
i chem icznych. Badania te z regu ły  przeprow adzane b y ły  nad cytochro- 
m am i u zysk iw an ym i z m ateriału  pochodzenia zw ierzęcego  oraz cytochro- 
m am i z drożdży. O egzystencji id en tycznych  zw iązk ów  w  św iecie drobno­

u stro jów  w nioskow ano na podstaw ie w idm  absorpcyjnych, k tórych  cha­
rak ter na ogół p ok ryw a ł się z cecham i w id m ow ym i cytochrom ów  z droż­

d ży  i zw ierzą t.

W  r. 1952 D a v e n p o r t  i H i l l  [1] s tw ierd zili, że w  ch loropla­
stach roślin  zie lonych  w ystęp u je  cytochrom , k tórego cechy spektralne 
podobne są do w idm  cytochrom u c, jednak różne własności św iadczą 
o tym , że jest on zw iązk iem  odm iennym , co spow odow ało nazw anie go 
cytochrom em  f. W  ostatnich latach K a m e n  i w spółpracow n icy [2] 
s tw ierd zili, że w  fo tosyn tetyzu jących  bakteriach  ( Rhodosp ir i l ium  ru b ru m ) 
oraz w  chem osyntetyżu jących  drobnoustrojach (M icrococcu s  d en itr i f i -  
cans, Pseudomonas den itr if icans ) w ystęp u ją  cytochrom y, których  w idm a 
w  św ietle  w id z ia ln ym  cechują się położen iem  g łów nych  sm ug iden tycz­
nych, lub bardzo zb liżonym  do położenia smug absorpcyjnych  cytochro­
mu c z d rożdży i z serca św ińskiego. O kazało się jednak, że w łasności f i ­
zyczne i chem iczne tych cytochrom ów  są odm ienne od k lasycznego cy to­
chromu c. N iek tóre  z nich są sam outleniane i m ają  nieco w yższy  potencjał 
oksydacyjno-redu .kcyjny niż k lasyczny cy toch rom  c. Na podstaw ie swo­
ich badań au torzy am erykańscy dochodzą do wniosku, że należy ra­
czej m ów ić  o grup ie cytochrom ów  c n iż o jed n o litym  w spólnym  w szyst­
k im  drobnoustrojom  cytochrom ie tego typu. Do podobnych w niosków  do­
chodzi P o s t g a t e  [7], k tó ry  w yosobn ił z D esu lphov ib r io  desulphurictins

[261]
http://rcin.org.pl



262 R. K LIM EK , B. S K A R ŻY Ń SK I, T. W . S Z C ZE PK O W SK I [2J,

cytrochrom  odm ienny od klasycznego cytochrom u c, nazyw an y p rzez tego  
autora eytochrorriem  C3. W reszc ie  ostatnio K e i l i n  [4] w yosobn ił 
z m ięśnia sercow ego  oprócz typow ego  cytochrom u c jeszcze jeden  zb li­
żony do niego, a le odm ienny, k tóry  nazwał cytochrom em  ci.

Badając sw ego  czasu połączen ia hem atynow e w ystępu jące w  sam o- 
żyw ych  bakteriach  Th iobacil lus  th ioparus  i Th iobacil lus  th iooxydans  [9] 
s tw ierdziliśm y, że w  Th. th ioparus  zna jdu je się ty lk o  jeden  cytochrom , 
k tórego w idm o w  św ietle  w id zia lnym  było  bardzo zb liżone do w idm a cy ­
tochrom u c. P ragnąc b liże j określić charakter tego zw iązku  opracow ali­
śmy m etodę jego  wyosobnian ia, p rzy  czym  zachow anie się tego cy toch ro­
mu w skazyw ało  na to, że jest odm ienny od cytochrom u z m ięśnia serco­

wego. N ie  daw ał się ekstrahować ze zm iażdżonych  bak terii kw asem  tró j-  
ch lorooctow ym  lub bu forem  fosforanow ym , natom iast przechodził w  od­
pow iedn ich  warunkach do acetonu. W  toku dalszych naszych badań o tr z y ­
m ując cytochrom  ten w  stanie dalej posuniętej czynności, m ogliśm y b liże j 

określić różne jego  cechy przem aw ia jące zdecydow an ie za tym , że m am y 
do czyn ien ia  z now ą odm ianą cytochrom u, różną zarów no od cytochrom u f  
D avenporta  i H illa  i od cytochrom ów  opisanych p rzez K a m e n a  
i w spółpracow n ików . P ropon u jem y nazwać go cytochrom em  s (od sulphur), 
postępując w ed łu g  słusznej naszym  zdaniem  zasady w prow adzonej przez 
K e i l i n  a [3], k tó ry  odróżnia poszczególne cytoch rom y literam i a lfa ­
betu. Zdan iem  naszym, ten sposób oznaczania zda je się być bardzie j uza­
sadnionym , niż p ropozycja  S c a r i s b r i c k a  [8], w ed łu g  której cy to ­
chrom y w in n y  być oznaczane nazwą organ izm ów , z k tórych  zostały w y ­
odrębnione i położen iem  sm ugi alfa.

Metody

a) O trzym yw an ie  m ateriału. B akterie  Th. th ioparus  szczepiono na po­
żyw k ę  o sk ładzie podanym  w  poprzedn iej pracy [9], zm odyfikow aną o ty ­
le, że w  m iarę zakwaszania się pożyw ki, dodawano do n iej co jakiś czas 
d robnym i porc jam i w odorow ęg lan  sodu. H odow lę  prow adzono w  ciem ­
ności p rzez 6— 8 dni, po czym  sączono przez św iecę Berkefe lda , posługu­
jąc się u rządzen iem  półautom atycznym . Odsączoną masę zawieszano w  w o ­
dzie w  w ysok im  cylindrze, pozw ala jąc zaw iesin ie s iark i opaść na dno na­
czynia, dekantu jąc następnie p łyn  zaw ie ra jący  w o ln e od siark i bakterie. 
Z  płynu tego oddzielono bakterie sącząc go ponow n ie p rzez św iecę B e r­
kefelda. W  ten sposób z 300 1 hodow li u zyskiw ano —  za leżn ie od w arun­
ków  —  3— 8 g w ilgo tn e j masy bak tery jn e j, zaw iera jące j 18%  m asy su­
chej po wysuszeniu  w  tem peraturze 100°. Chroniona przed ob fitszym  do­
stępem  tlenu św ieża zaw iesina bakterii cechuje się barw ą różową, u w a-

http://rcin.org.pl



[3] B IO C H EM IA  S A M O ŻY W N Y C H  B A K T E R II S IA R K O W YC H 263

runkowaną obecnością zredukow anej postaci cytochrom u. P o  pew nym  
czasie zaw iesina bak terii p rzyb iera  barw ę szarą; temu stadium  odpow ia­
da rozkład cytochrom u zaw artego w  komórkach, o czym  św iadczy zanik 
charakterystycznego  w idm a. D la uzyskania cytochrom u n ależy  w ięc pod­
dawać przeróbce kom órki bak tery jn e św ieże, w krótce  po oddzielen iu  
bakterii od pożyw ki.

b) Badanie widma absorpcyjnego. Badanie spektrom etryczne przepro­
w adzono u żyw a jąc spektrom etru  rew ersy jn ego  H a rtr id ge ’a, w zg l. nasad­
k i spektroskopow ej połączonej z m ikroskopem  (L e itz ). U życ ie  tego spo­
sobu pozw o liło  badać drobne ilości m ateriału. K rzy w ą  ekstynk c ji w yk re ­

ślono na podstaw ie pom iarów  za pomocą spektro fotom etru  ,,U vispec“ .

c) Potencjał oksydacyjno-redukcyjny oznaczono m etodą wskaźników . 

W  rurce Thunberga umieszczano roztw ór wskaźnika i cytochrom u w  bu­
fo rze  fos fo ran ow ym  Sorensena o pH  — 7. Po  usunięciu pow ietrza  w p ro ­
w adzono przez ostrożny obrót zam knięcia ru rk i Thunberga rozcieńczony 
ro z tw ór dwutioninu sodowego (D T N ) reduku jącego zarów no roztw ór 

wskaźnika, jak  i cytochrom u. P rzy  pom ocy fo toko lorym etru  oznaczono 
stosunek postaci u tlen ionej wskaźnika do jego  postaci zredukow anej, 
a jednocześn ie obserw ow ano stopień redukcji cytochrom u. U żyw a jąc  
w skaźn ików  o różnym  znanym  redoks-potencja le można by ło  w yznaczyć 
potencjał, p rzy k tórym  badany cytochrom  w ystępu je  w  50°/o w  postaci 
zredukow anej.

d) Wydzielenie i oczyszczenie cytochromu z Th. th ioparus. Zastoso­
w an ie  k lasycznej m etody w yciągan ia  cytochrom u kw asem  tró j chlorooc­
tow ym , podanej przez K e i l i n a  [5], lub opracow anej p rzez jednego 
z au torów  m etody opartej na użyciu rozc. H 0SO 4 [10] n ie doprow adziło  
do pom yślnych  w yn ików . Po  szeregu prób ustalono sposób postępowania, 
pozw a la jącego  na ca łkow ite  w yd z ie len ie  cytochrom u z kom órek  bakte­
ry jnych , k tóre poniżej podajem y. Zaznaczyć jednak należy, że postępo­
w an ie  to musi być dokładnie przestrzegane, gd yż ju ż n aw et drobne od­
chylen ia  w p ływ a ją  n iekorzystn ie na w ydajność m etody.

Zaw iesin ę bakterii zaw iera jącą  w  100 m l w od y  około ó g w ilgo tn e j 
m asy bakterii, w ykazu jącą  pH  około 7— 7,5, oziębia się do tem peratu ry 0° 

i zadaje acetonem  ozięb ionym  do — 20°, w  ilości rów nej Vs ob jętości za­
w ies in y  oraz V2oo ob jętości chloroform u, po czym  w staw ia  do lodów ki 
o tem peraturze — 20°. W  czasie dodawania acetonu zaw iesinę m iesza się 
starannie p ręcik iem  szklanym. Z  chw ilą  gd y  m ieszanina w yk aże  zaczątki 

zam arzania dodaje się nową porc ję  acetonu ochłodzonego do temp. —  20°, 
w  ilości rów nej poprzednio dodanej. Za  trzec im  razem  doda je się aceton 
w  ilości rów ne j’ 1U  ob jętości p ierw otnej zaw iesiny, za czw artym  razem  
znowu V4 objętości, a w reszc ie  uzupełnia zim nym  acetonem , aż jego
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ogólna objętość będzie odpow iadała 104% p ierw otn e j objętości zaw ies i­
ny bakterii. Po  uzyskaniu tego stężenia acetonu pozostaw ia się m iesza­
ninę w  tem peraturze — 20° na przeciąg 1— 2 godzin  m ieszając ją od cza­
su do czasu.

Zaw iesin ę acetonową w y lew a  się n iezbyt grubą w arstw ą na szalkę 
Petriego , w staw ia jąc do n iej zw in ię ty  w  cy lindryczną  ro lkę arkusz b ibu ły 
chrom atograficznej, w sp iera jący  się sw ym  brzeg iem  o dno szalki P e tr ie ­
go. Całość trzym a się w  o tw arte j przestrzen i w  tem peraturze m ożliw ie  
n ie przekraczającej 10°. Po  k ilku  godzinach roztw ór acetonow y w ędru je  
dzięki w łoskowatości na pew ną wysokość arkusza bibuły, tracąc rów no­

cześnie z powodu parow ania aceton. Fron t w ędru jące j na b ibule i w ys y ­
chającej c ieczy zaznacza się czerwoną smugą cytochrom u. Po w yp a ro ­
waniu acetonu w ycina się z b ibu ły zabarw iony na czerw ono sektor i w y ­
m yw a  z n iego cytochrom  w odą destylowaną. Pozostałość znajdu jąca się 
na szalce P e tr iego  poddaje się w irow an iu  w  w irów ce  kątow ej p rzy  szyb ­
kości 10 000 obr/min. P łyn  pozosta jący nad osadem zaw iera  jeszcze pewną 

ilość cytochrom u i pow in ien  być poddany dalszym  zabiegom  w  celu 
oczyszczania tej substancji.

P rób y  oczyszczania w ydz ie lon ego  w  ten sposób cytochromu, oparte 
na użyciu adsorbentów  nie dop row adziły  do celu. W  odróżnieniu od cy ­
tochrom u c z m ięśnia sercowego, cytochrom  Th. th ioparus  n ie adsorbuje 
się na traktowanym  am oniakiem  am berlic ie  IT C  50. Stosowana uprzed­
nio przez jednego z nas m etoda dla oczyszczania cytrochrom u c na perm u- 
ty c ie  [10] rów n ież zaw iodła  w  tym  przypadku. Procedura podana przez 

K  e i 1 i n a dla oczyszczania cytochrom u c, nie m ogła  znaleźć zastosowania, 
gd yż cytochrom  z Th. th ioparus  jest n ietrw a ły , zarówno w  środowisku 
kwaśnym , jak i zasadowym . N a jkorzystn ie jsze  do oczyszczania tego cy ­
tochrom u okazało się w ysa lan ie siarczanem  am onow ym  w  stężeniu odpo­
w iada jącym  75— 86%  nasycenia. W  tych warunkach w ypada cytochrom  
jako czerwono-brunatny osad, k tóry  po rozpuszczeniu w  m ałej ilości w o ­
dy zostaje poddany jeszcze raz ponownem u w ytrącen iu  siarczanem am o­
now ym . R oztw ór cytochrom u poddany wstępnem u oczyszczeniu siarcza­
nem  am onow ym  zostaje następnie siłą w łoskowatości w c iągn ię ty  na w ą ­
ski pasek chrom atograficznej b ibuły, z k tórego następnie oddzie la  się od­
cinek zabarw iony na czerwono i w yp łu k u je  w odą destylowaną.

CECHY W ID M O W E  CYTO CHROM U Z TH.  T H I O P A R I S

Badany przez nas cytochrom  jest zw iązk iem  sam outienialnym  i roz­
tw ór jego  p rzy  dostępie tlenu w yk azu je  ty lko  sm ugę absorpcyjną około 

556 mM. Po  dodaniu D T N  lub siarkow odoru  p o jaw ia  się nowa intensywna 
sm uga absorpcyjna, odpow iadająca długości fa li 551 mu-. Smuga ta jest
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w ięc przesunięta o 1 mu w  kierunku czerw ien i w  porównaniu ze smugą 
zw ierzęcego  cytochrom u c. Zaznaczyć jednak należy, że ta in tensywna 
sm uga zredukow anego cytochrom u w  n ierozłożonych  kom órkach bakte-

Rys. 1. Rozkład ekstynkcji w  w idm ach ferricytochrom u s, fenri- 
cytochromu / i ferricytochrom u c

ry jn ych  przypada na długość fa li 552 mu. N a leży  w ięc  przypuścić, że cyto- 
chrom  w ystępu je w  kom órkach bak tery jnych  w  postaci jak iegoś kom ­
pleksu, k tóry zm ienia n ieznaczn ie położen ie jego  sm ugi absorpcyjnej. 
O prócz p ow }7żej om ów ionej smugi w  w idm ie zredukow anego cytochrom u, 
w ystęp u je  jeszcze słabsza smuga p rzy  526 mu. Rozkład ekstynkcji w  w id ­

m ie cytochrom u utlen ionego i zredukow anego przedstaw ia ją  rys. 1 i 2. 
D la porównania naniesiono na rysunki te, k rzyw e  obrazu jące rozkład 
ekstynkcji dla zw ierzęcego  cyloehrom u c i cytochrom u f.

INNE W Ł A SN O ŚC I CYTOCHROM U Z T H.  T H I O P A R U S

Badany przez nas cytochrom  ulega redukcji n ie ty lko  w  obecności 
D T N  i H 2S, ale rów n ież w  obecności kwasu askorbinowego. T iosiarczan 
nie reduku je tego cytochrom u. W idm o zredukow anego cytochrom u nie 
zm ien ia się po zadziałaniu  tlenk iem  w ęgla. R oztw ór utlen ionego cy to ­
chromu po zadziałaniu N O  w  warunkach beztlenow ych  w ykazu je  w idm o
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dw usm ugowe o położeniu  smug iden tycznym  z w idm em  cytochrom  c —  
NO, tzn. 563 i 530 mi-i.

P rzy  zastosowaniu p ow yże j już opisanej metodjr dla oznaczania re- 
doks-potencjału cytochrom u z Th. thioparus, redukcja tego cytochrom u

Rys. 2. Rozkład ekstynkcji w  w idm ach ferrocytochrom u s, ferrocytochrom u f
i ferrocytochrom u c

nie następowała w  zakresie uchw ytnym  dla 2,6-dw u ch loro feny lo-in do- 
fenolu  (Eo =  +  0,217), natomiast w ystępow ała  w  górn ym  zakresie b łęk i­
tu to lu idynow ego (Eo — +  0,115). Ekstrapolow any norm alny potencjał 
oksydacyjno-redukcy jny cytochrom u z Th. th ioparus  w yznaczono na 
Eo =  +  0,14 —  0,15 v  (dla cyt. c +  0,26, cyt. f  +  0,35 v ) (pH  = : 7).

Om ówienie w yników

O trzym any z Th. th ioparus  zw iązek  barw n y w yk azu je  tak oczyw iste  
własności charakterystyczne, jak  np. w idm o w  postaci u tlen ionej i zre­
dukowanej, smuga Soreta itd., iż n ie ma w ątp liw ości z określen iem  go 
jako połączenie hem atynow e i to należące do typu cytochrom ów . P o ło że ­
nie smug absorpcyjnych  i w idm o połączenia tego zw iązku  z N O  w ykazu ją
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bardzo daleko idące podobieństwo zarów no z cytochrom em  c, jak  i z cy- 
tochrom em  f. N iem n ie j istn ieją  w yraźn e różnice, św iadczące o tym , że 
badany cytochrom  jest zw iązk iem  odm iennym  od w yże j w ym ien ionych  
znanych ju ż cytochrom ów . D latego zdecydow aliśm y się opisać go jako  
n ow y  cytochrom , nazw any przez nas c y t o c h r o m e m  s (od sulphur).

Sm uga «  cytochrom u z Th. th ioparus  przypada na długość fa li 551 mu, 
podczas gd y  ta smuga dla cytochrom u c z drożdży i z m ięśni zw ierzęcych  
p rzypada na 550 mu, a dla cytochrom u f  z ch lorop lastów  na 555 mu. Sm u­
g i Soreta  cytochrom u s i cytochrom u f  pokryw a ją  się ze sobą, podczas 
gd y  smuga Soreta  dla cytochrom u c jest nieco przesunięta w  kierunku 
fa l krótszych. Stosunek w ysokości sm ugi Soreta postaci zredukow anej 
cytochrom u, do jego  smugi a w ynosi dla cytochrom u f  —  7, dla cytochro­
mu c —  5,1 a dla cytochrom u s —  7.

W  odróżn ien iu  od cytochrom u c cytochrom  s nie daje się w yciągać 
z tkanki bezpośrednio roztw orem  kwasu tró j ch lorooctowego lub siarko­
w ego , natom iast zosta je ekstrahow any acetonem, k tóry  nie w yciąga  z ko­
m órek  cytochrom u c. Zaznaczyć  rów n ież należy, że cytochrom  f, da jący 
s ię  ekstrahować etanolem  zostaje z roztw oru  etanolow ego przez aceton 
w ytrącony. W  odróżnien iu  od cytochrom u c, cytochrom  s u lega w yso le- 
niu siarczanem  am onow ym  p rzy  75— 86%  nasycenia. W reszcie w  odróż­
nieniu od cytochrom u c, cytochrom  s u lega rozk ładow i w  kw aśnym  i za­
sadow ym  rozczyn ie.

S zczegó ln ie w yb itn ą  cechę cytochrom u s stanow i jego  sam outlenial- 
ność, k tóre j n ie w ykazu ją  p r z y  tym  zakres ie pH  zarówno cytochrom  c, 
ja k  i cytochrom  f. Po tenc ja ł oksydacy jno-redu kcy jny cytochrom u s — 
=  +  0,14 v  jest w yraźn ie  n iższy od tego  potencjału  cytochrom u c 
( +  0,26 v ) i cytochrom u f  ( +  0,35 v).

Po  przeprow adzen iu  ekstrakcji cytochrom u s, z kom órek Th. th ioparus  
w  sposób p ow yże j opisany, pozostałość poekstrakcyjna n ie w ykazu je  ju ż  
w idm a tego zw iązku, co św iadczy o tym , że ekstrakcja zostaje p rzepro­
w adzona całkow icie, lub co najm niej w  znacznym  stopniu. G dyby można 
by ło  oznaczyć m olarne stężen ie cytochrom u s w  znanej objętości w yc ią ­
gu, w ów czas m ożliw e  by łoby określen ie jego  stężenia w  kom órkach bak­
tery jnych . Zadan ie to można rozw iązać op iera jąc się n a ’ dopuszczalnych 
założeniach. W iadom o, że ekstynkcja m olarna smug o. cytochrom u c i cy ­
tochrom u f  posiada tę samą wartość, z czego w yn ika, że wartość ekstynkcji 
n ie za leży dla tego typu połączeń od kom ponenty b ia łkow ej, ale od obec­
ności odpow iedn io  zw iązanej że la zoporfiryn y . Pon iew aż cytochrom  s w y ­
kazu je w ie lk ie  podobieństwo zarów no do cytochrom u c, jak  i do cytochro­
mu f, w  pełn i uzasadnione będzie przypuszczen ie, że wartość ekstynkcji 

m olarnej sm ugi a tego cytochrom u będzie identyczna z analogicznym i 
wartościam i dla cytochrom ów  c i f  (28, 2 X  103). O czyw iśc ie  m usim y jed ­
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nak przy jąć, że w  przypadku cytochrom u s ty lko  jedna że lazoporfiryn a  
przypada w  nim na jedną cząsteczkę białka.

O pierając się na pow yższych  założeniach ob liczy liśm y na podstaw ie 
pom iarów  ekstynkcji, że z 1222 m g suchej m asy bakterii w yekstrahow ano 

2,6 X  10*10 mola cytochrom u s. W  jednej z poprzednich  prac [6] o b lic zy ­

liśm y, że sucha masa jednej kom órki Th. th ioparus  w ynosi 0,15 X  10"9 mg, 
a zatem  w  1222 m g zna jdu je się 81 X  1011 kom órek. Zaw artość cy toch ro­

mu s w  jednej kom órce w inna w ynosić 19 000 cząsteczek.

A u to rzy  dzięku ją k ierow n ictw u  E kspertyz Sądow ych  w  K rak ow ie  
i jego  pracow n ikow i m gr M a r k i e w i c z o w i  za u m ożliw ien ie  p rzep ro ­

w adzenia oznaczeń na spektro fotom etrze ,,U vispec” .

Streszczenie

Przedstaw iono sposób o trzym yw an ia  cytochrom u z Th iobacil lus  th io ­
parus. S tw ierdzono, że cytochrom  w y izo low a n y  z Th. thioparus. i w  od ­
pow iedn i sposób oczyszczony w ykazu je  pew n e wspólne cechy z cytochro- 
mam i c i f, jest jednak od nich zasadniczo odm ienny. D la now ego rodzaju  
cytochrom u zaproponowano nazwę cytochrom  s. Badając w łasności spek­

tra lne stw ierdzono, że położen ie smugi a lfa  ferrocytochrom u  s zb liżone 
jest do położenia sm ugi a ferrocytochrom u  c, natom iast stosunek ekstynk­

c ji sm ugi a do ekstynkcji sm ugi Soreta jest dla cytochrom u s iden tyczn y 
jak  dla cytochrom u f. P o tenc ja ł oksydacy jn o-redu kcy jny cytochrom u s 
różni się od potencja łów  redoksy zarówno cytochrom u c jak  i cy toch ro­

m u f.
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B M O X M M M H  A B T O T P O IIH b lX  C E P H b IX  B A K T E P M ll;  III. U .M TO X PO M  

B T H I O B A C I L L U S  T H IO P A R U S

P  e 3 K) m  e

ripeflCTaBjieH cnoco6 nojiyueHHH p irroxpoM a 143 Thiobacil lus  th ioparus. 
OoHapyxceHo, h to  pn roxpoM , BbiAejieHHbiw M3 Th. th ioparus  u cooTBeT- 
CTBeHHblM o6pa30M OHHipeHHblM npOHBJIHCT HeKOTOpbie OÓmwe CBOHCTBa 
C pMTOXpOMaMH C K f, OTJIMHaHCb O/tHBKOJKe OT HMX KOpeHHbIM 06pa30M. 
JfjiH HOBro popa pHTOxpoMa npefljiojKeHO HOBoe Ha3BaHMe —  puTOxpoM s. 
U p n  M3yHeHMn cneKTpajibHbix c b o m c tb  obHapyxceHO, h t o  nojio jKeH ne no- 
jiocb i ajibcjja cJjeppopMTOxpoMa s npuSjiMxcaeTCH k  nojioxceHm o nojiocb i a  
cJoeppopirroxpoMa c, Torpai KaK cooTHom eHue MCMlesHOBeHMH no jiocb i a  
k  MCHe3HOBeHMio nojiocb i C opeTa a j i h  pMTOxpoMa s aHajiomHHO c n o jioxce -
HMeM pMTOXpOMa j. OKMCJIMTejIbHO BOCCTaHOBMTejIbHbIM nOTCHIJMajI U.HTO- 
XpOMa S  OTJIMHaeTCH OT IIOTeHpwaJia BOCTaHOBJieHMH KaK flJIH pHTOXpO- 
Ma C, Tax M PJIH pHTOXpOMa f.

B IO C H E M IS T R Y  O F  A U T O T R O P H IC  S U L P H U R IC  B A C T E R IA  

S u m m a r y

This w ork  describes the m ethod o f obtain ing cytochrom e from  T h io ­
bacillus thioparus. It  was ascertained that cytochrom e isolated from  Th. 
th ioparus  and p rop erly  pu rified  has certain  features equ a lly  common to 
cytochrom es c and f, yet, it  essentia lly d iffe rs  from  them. For the new  
kind o f cytochrom e, the nam e o f cytochrom e s is proposed. The in ve­
stigation  into spectral p roperties showed that the position o f the alpha 
band o f ferrocytoch rom e s is sim ilar to the position o f the alpha band 
o f ferrocytoch rom e c, w h ile  the re lation  betw een  the extinction  o f the 
Sorets band and the ex tinction  o f the a band is iden tica l in cy to­
chrome s and cytochrom e f. The oxiidation-reduction poten tia l o f cyto­

chrome s d iffers  from  the redox  potentials o f both cytochrom e c and cy­
tochrom e j .

Otrzym ano 21.1.1956-
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A C T A  B I O C H Í M I C A  P O L O N I C A

V ol. I I I  1956 N o  2

A. NARĘBSKA I W . M AĆKOW SKI

W Y M IA N A  JO N O W  SO D O W YCH , P O T A SO W Y C H  
I W A P N IO W Y C H  N A  W O F A T Y C IE  P W  R O ZTW O R A C H  

Z B LIŻO N Y C H  SKŁADEM  JO N O W Y M  DO SO KÓ W  

T R A W IEN N Y C H  CZŁO W IEK A

Z Zakładu Chemii Fizycznej Uniwersytetu M. Kopernika w Toruniu 

Kierownik Zakładu: proj. dr A. Basitiski

R eakc je  w ym ian y  p rzeb iega jące pom iędzy w ym ien iaczem  a jonam i 
roztw oru  zależą od w łasności w ym ien iacza  i rodzaju  jon ów  w ym ie ­
nianych.

Na w łasności w ym ien iacza  w p ływ a  charakter grup funkcyjnych, lic z­
ba tych grup na jednostkę masy lub objętości, stopień usieciowania p rze­
strzennego, zw iązana z tym  skłonność do pęcznienia i inne. Zdolność w y ­
m ienna jonitu, będąca cechą podstaw ow ą i najbardziej charakterystycz­
ną, jest fu nkcją  w ym ien ion ych  w łasności i stężenia roztworu , z k tórym  
w ym ien iacz reaguje.

Z roztw oru  w odnego o m ałym  stężeniu jonów  izow artościow ych , w y ­
m ien iacz n ie posiadający w łasności se lek tyw nych  w  stosunku do żadne­
go z w ystępu jących  jon ów  zaadsorbuje *) przede w szystk im  jony o n a j­
w iększym  prom ieniu . W  tych  samych warunkach, z roztw oru  zaw iera ją ­
cego jony o zb liżonych  prom ien iach  i różnych wartościowościach, w ym ie ­
niacz nie posiadający w łasności se lek tyw nych  zaadsorbuje przede w szyst­
k im  jon y  o n a jw yższe j w artościow ości [7]. Zależności te J e n n y  i G  i e- 

d r o i c tłumaczą różn icam i w  stopniu hydratacji jonów , a G r e g o r ,  
B o y  d i inni różnicam i w e  w spółczynn ikach  aktyw ności jonów  w  fazie  
jon itu  [1, 3, 4, 5].

Im  siln ie jsze jest po le  elek trostatyczne jonu tym  siln iej w iążą  go prze­
ciw n ie  naładowane jon y  w ym ien iacza. Rów nocześn ie jednakże jony o m a­
łych  prom ieniach  i s ilnych  polach u lega ją  hydratac ji w  znacznie w ięk ­
szym  stopniu niż jon y  o  dużych prom ieniach i słabych polach. W yn ika 
stąd, że zdolność reagow an ia  z w ym ien iaczem  jest zależna nie od prom ie-

1 Przez określenie „adsorpcja” należy rozumieć adsorpcję jonowym ienną.
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nia rzeczyw istego  jonu, a od prom ien ia  jonu uwodnionego, tzw. h yd ro ­
dynam icznego, p rzy  czym  zależność jest tego  rodzaju, że im w iększy  
prom ień hydrodynam iczny tym  m niejsza „en erg ia  w ejścia  jonów  do jo ­
n itu ”  2). Podaną teorię  w yd a ją  się potw ierdzać badania G i e d r o i c a  
nad zależnością „en erg ii w ejścia  jon ów  do jon itu ”  od ciężaru atom owego 
jon ów  [3] i badania J e n n y  nad zależnością „en e rg ii w e jśc ia ”  od h y ­

drodynam icznego prom ien ia jonu [5].
W ed łu g in terp retac ji G r e g o r a  i B o y d a  w p ły w  na różn ice 

w  „en e rg ii w ejścia  jon ów  do jon itu ”  posiadają w spółczynn ik i ak tyw n o­
ści jonów  w  fazie  jonitu. T eo rii te j pośw ięca się c iąg le  jeszcze w ie le  prac, 
a ostatnio znalazła ona pow iązan ie z teorią D eb ye ’a —  H iickela.

Z różnic w e własnościach jon ów  i z podanych zależności w ynika, że 
z roztw oru  ekw im olarnego trzech jon ów  N a ', K ’ i C a” , których  prom ie­

nie w ynoszą (7):

promień jonu promień jonu
nieuwodnionego uwodnionego

N U 0,98 A 7,9 A
K * 1,33 A 5,3 A
Ca” 1,17 A 9,6 A

w ym ien iacz zaadsorbuje n a jw ięce j jonów  w apn iow ych , m niej potaso­
w ych  i najm niej sodowych. Co w ięce j, jak  w skazu ją  pom iary, z roztw oru  
zaw iera jącego  jon y  sodow e i w apn iow e w  stosunku 10 : 1 w ym ien iacz 
zaadsorbuje je  w  stosunku, w  przyb liżen iu , 2 : 1, co oznacza, że w ym iana 

jest przesunięta na korzyść jon ów  w apn iow ych  naw et w tedy, gdy w y ­
stępują w  n iew ie lk im  stężeniu w  stosunku do stężen ia jon ów  sodowych. 
W  podobny sposób, chociaż w  m n ie jszym  stopniu, w ym iana przesunięta 
jest na korzyść jonów  potasowych  w  stosunku do sodowych.

Is tn ie ją  jednak przypadki, w  k tórych  za leży  na tym  ażeby usunąć 
z roztw oru  jak  n a jw ięce j jon ów  sodow ych  i n ie zm ienić, lub jak  najm niej 
zm ien ić stężenie jonów  potasow ych  i w apn iow ych . Zachodzi to np p rzy  
leczen iu  obrzęków  za pomocą w ym ien iaczy  jonow ych . I m imo, że usu­
w an ie jon ów  sodowych bez zm niejszania stężeń jon ów  potasowych i w ap ­
n iow ych  w yd a je  się bardzo trudne, korzystne w łasności jon itów  takie jak :

2 Term in  ten, chociaż dość popu larny  w  publikacjach  poświęconych jonitom, nie 

jest ogólnie przyjęty. W  literaturze angielskiej spotyka się często określenia: „the 

exchange potential”, lub  „ionc exchange affin ity”, (przy czym Boyd uważa, że 

pow inow actw o  to może być m ierzone sw obodną energią tworzenia —  AF), a w  ję ­
zyku rosyjskim : „iojnoobmiennoje sirodstwo”, „obm iennyj potencjał”, albo „otno- 
isitielnaja en iergia obm iena”. W  języku polskim  w  tej chw ili w y da je  się być przy ­
jętym  term in „energia w ym ienna” , chociaż budzi on poważne zastrzeżenia.
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nierozpuszczalność, trwałość, nietoksyczność, skłon iły w ie lu  badaczy do 
podjęcia  prób rozw iązan ia  tego zagadnienia.

M n iej w ięce j przed pięciu  la ty  w prow adzono w ym ien iacze jonow e do 
spisu leków  jako środki stosowane p rzy  nadkwasocie żołądka, w rzodach  
dwunastn icy i ostatnio p rzy  leczeniu  obrzęków  spow odow anych  n iew y ­
dolnością krążenia. Pow odem  w ystępow an ia  obrzęków  jest m iędzy in ny­
m i nadm ierne za trzym yw an ie  jon ów  sodowych w  organ izm ie [9], U jm u­
jąc zagadnienie z punktu w idzen ia  fizyk o-ch em ii można przypuszczać, że 
w zrost stężenia e lek tro litów  w  płynach tkankowych pozanaczyn iow ych, 

w  których  grom adzą się jony sodowe, pow odu je w zrost ciśnienia onko- 
tycznego osocza skutkiem  przesączania się p łynów  osocza do tkanek. 
W  efekcie ostatecznym  da je to puchlinę, która u osób ciężko chorych m o­

że sięgać do kilkunastu procent w ag i ciała. Jest zrozum iałe, że podany 
obraz pow staw ania puch liny jest ogrom n ie uproszczony.

Pon iew aż pow odem  bezpośrednim  w ystępow ania puchliny jest jon  so­
dowy, zatem  p ierw sze rozw iązan ie, jak ie  sam orzutnie nasunęło się leka­
rzom  to —  dieta bezsolna. Lecz zaburzenia chorobowe prowadzące do 
obrzęków  m ają z regu ły  charakter p rzew lek ły  ii rygorystyczn e stosowanie 
d ie ty  bezsolnej w  ciągu lat jest prak tyczn ie n iew ykonalne. W śród różno­
rodnych leków , jak ie z w iększym  lub m n iejszym  pow odzen iem  stosowa­
no i stosuje się nadal w  leczen iu  obrzęków , jako ostatnie p o ja w iły  się w y ­
m ien iacze jonow e. D ały one dobre rezu ltaty, lecz stosowanie ich budzi pe­
w ne zastrzeżenia. Chodzi o to, że prócz jonów  sodowych, k tóre w  sokach 
traw iennych  zaw arte są w  stężeniu średnio 140 mval/l, w ystępu ją  jeszcze 
jony potasowe 5 mval/l, w apn iow e 5 mval/l, m agnezowe, żelazow e, m ie­
dziowe, cynkow e i am inokwasy w  ilościach m niejszych. W szystk ie te 
substancje w iazane są przez w ym ien iacz i razem  z jonam i sodow ym i 
opuszczają organ izm  [2J. O ile  usuwanie jonów  sodowych jest pożądane, 
o ty le  usuwanie pozostałych jonów  i zw iązków  jest szkodliwe. Co do jo ­
nów  m agnezowych, żelazow ych , cynkow ych  i m iedziow ych  w iadom ości 
są n iepewne, a raczej niesprawdzone, natom iast w iadom e jest, że nad­
m ierne usuwanie jonów  potasowych, które w  konsekw encji m oże dopro­
w adzić do ob jaw ów  niedoboru potasu, w yw o łu je  stany apatii, osłabienia 
mięśni i a ry tm ii serca. N iedobór jonów  w apn iow ych  spow odow any sta­
łym  usuwaniem  przez w ym ien iacz, m oże stać się pow odem  ob jaw ów  tę- 
życzk i i odwapnien ia układu kostnego.

.Pow sta je  w ięc  prob lem  jak p rzygo tow ać i w  jak ie j fo rm ie podaw ać 
w ym ien iacze jonow e, ażeby spełnić w arunek zasadniczy: usunąć jon y  
sodowe i nie zm ien ić stężenia jonów  potasowych i w apniow ych , aby p rzy  
jak  najw iększym  oddzia ływ an iu  korzystnym  działanie szkod liw e by ło  
jak  najm niejsze.

Próbom  rozw iązan ia  tego zagadnienia pośw ięcona jest n in iejsza praca.
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Część doświadczalna

1. CH A RAKTERYSTYKA UKŁAD Ó W  W Y M IEN N YCH

Pon iew aż proto typem  układów  badanych jest p rzew ód  pokarm ow y 
człow ieka nie ty lko  rodzaj, ale i stężen ie jon ów  jest ściśle określone. Soki 
traw ienne rozcieńczone treścią pokarm ową zaw iera ją :

N aC l —  około 5 g/l albo —  85,5 mval/l.
KC1 —  „  0,7 g/l „  —  9,4 mval/'l.
CaC l2—  „  0,4 g/l „  —  7,2 mval/'l.

Kw asow ość soków  traw iennych  posiada różną w artość w  różnych od­
cinkach przewodu pokarm ow ego. pH  soku żołądkow ego waha się w  gra ­
nicach 1,8— 2,2, podczas gd y  sok je lito w y  jest słabo a lka liczny. Zm ianom  
pH  od 1,8 do 8,0 odpow iadają  zm iany stężenia jon ów  w odorow ych  od 
1,58 • 10'2 gj/1 do 10'8 gj/1, co w  przeliczen iu  na kwas solny w ynos i 0,57 g/l 
p rzy  pH  1,8 i 3,6 • 10~7 g/l p rzy  pH  8,0. N ie  u lega w ątp liw ości, że jony w o ­
dorowe, w ystępu jące w  takich stężeniach jak  w  soku żołądkow ym , biorą 
udział w  reakcji w ym ian y  i w yw ie ra ją  w p ły w  na stan rów now agi. Z  dru­
g ie j strony zdolność w ym ienna w ym ien iaczy  jonow ych  za leży  od w arto ­
ści pH  roztworu . W obec tak w yraźnego  w p ływ u  w  badaniach należało 
uw zględn ić w p ły w  pH  na rów now agi w ym ienne. B y ło  to tym  bardzie j 
konieczne, że w prow adzany w ym ien iacz w ystępu je  w  fo rm ie  kw asow ej 
i podczas w ym ian y  w ysy ła  jony w odorow e do roztworu , zm ien ia jąc stę­
żen ie w ystępu jących  tam jonów .

2. CH A RAKTERYSTYKA ST O SO W A N Y C H  W Y M IEN IA C Z Y  JO N O W Y C H

W ym ien iacze kationow e posiadają następujące gru py kw asow e w budo­
wane w  m akrocząsteczkę w ym ien iacza:

(— S O sj-H 1-; (— C H 2S 0 3)-H + ;,(— COOJ-H4-; (— C H 2C O O )-H "; (— 0 ) 'H  : ;
(— S)-H +; (— C H 2S )“H + i inne.

K a tion ity , w  których  w ystępu ją  grupy su lfonow e (— S 0 3)~H+ i m ćty leno- 
su lfonow e (— C H 2S 0 3) 'H + m ają charakter siln ie kw asowy, a w ięc zdolne 
są do w ym ian y  w  siln ie kw aśnym  środowisku żołądka. K a tion ity  o g ru ­
pach karboksylow ych  (— C O O )'H + jako słabo kw asow e w ym ien ia ją  tylko 
w  roztw orach  obojętnych  i alkalicznych, w obec czego zakres ich działania 
ogran iczony jest do je lit. N iek tó rzy  autorzy tw ierdzą, [10] że reakcja:

COOH COONa

Kt +  NaCl ^  Kt +  IIC1 (O
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w  praktyce n igdy n ie zachodzi ze w zględu  na w ydzie lan ie  się m ocnego 
kwasu, k tóry  cofa dysocjację grupy kw asow ej kationitu. Bardziej p raw ­
dopodobne w yd a je  się jednak, że reakcja  ta zachodzi z małą wydajnością. 

K a tion itom  z grupam i fen o low ym i (— 0 ) ‘ H + pośw ięcono dotychczas 
stosunkowo n iew ie le  prac, w iadom e jest tylko, że grupy (0 ) 'H + w ym ie ­
n ia ją  w  środow iskach alkalicznych.

G rupy kw asow e (— C O O )'H ~ w ykazu ją  szczególn ie duże pow inow ac­
tw o  do jonów  Ca*’ i M g ”  [6], co w yw o łan e jest tw orzen iem  się kom plek­

sów  słabo dysocjujących, lub zw iązk ów  o m ałej rozpuszczalności. Stąd, 
p rzy  zastosowaniu w ym ien iaczy  z grupam i karboksylow ym i, by łob y  
szczególn ie trudno zm n iejszyć stra ty wapnia. Zaletą  karboksylow ych  w y ­
m ien iaczy jonow ych  w  stosunku do su lfonow ych  jest ich dwukrotnie, lub 
trzyk ro tn ie  w iększa zdolność w ym ienna; praw dopodobn ie d latego też b y ­
ły  one i są stosowane.

Prócz rodzaju pozostaje jeszcze zagadnienie doboru fo rm y  w ym ien ia ­
czy. N iek tórzy  lekarze k lin icyści [2] za lecają stosowanie w ym ien iaczy  t y l ­
ko w  form ie am onowej, lub zaw iera jących  do 80%  fo rm y  am onowej. W y ­
w o łu je  to pew ne zastrzeżenia. P rzede  w szystk im  w  w yn iku  reakcji w y ­
m iany pom iędzy w ym ien iaczem  a jonam i w od orow ym i kwaśnego soku 
żołądkow ego w yd z ie la  się ch lorek am onow y i to w  tym  w iększych  ilościach 
im  w iększa jest zdolność w ym ienna jon itu  i im  w iększa dawka dobowa. 
Np. p rzy  zastosowaniu w ym ien iacza  o zdolności w ym ienn ej 5 mval/g 
w  ilości 50 g dziennie może się w yd z ie lić  do 13 g  N H 4CI. Tym czasem  w e ­

d ług J. R  o g u s k i e g  o [8]: ,,Do pow staw ania kw asicy doprow adzić m o­
że stosowanie w  nadm iernej ilości chlorku am onowego. U m iarkow ane 
daw kow an ie chlorku am onow ego (do 3 g  na dobę) rzadko sprowadza k w a­
sicę, daw ki w iększe natomiast w yw o łu ją  kwasicę...”

Z  porównania „en e rg ii w ejścia  jon ów  do jon itu “  podanych przez G i e- 
d r o i c  a [3] wyn ika, że jon  am onow y posiada „en erg ię  w e jśc ia “  m niejszą 
od jonów  w apn iow ych  i potasowych, a le w iększą od jonów  sodowych:

Z  tego powodu bezpośrednia w ym iana jonu am onowego na sodow y 
w  m yśl reakcji:

Ca >  K  >  N H 4 >  Na

10,2 > 6,8 > 6,5 > 4,5
(2)
(3)

N H , Na

K t +  N a ’ U; K t  +  N H / (4)

jest wysoce utrudniona i przeb iega  z bardzo małą wydajnością, natom iast 
m oże przeb iegać w  dwóch etapach:
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Jeżeli reakcja [5] za jdzie  do końca, o trzym u jem y kation it w  fo rm ie  w o ­
dorow ej i nadm ierne ilości chlorku am onowego; je że li zaś za jdzie  czę­
ściowo —  um iarkowane ilości chlorku am onowego, a le  p rzy  tym  część ka- 
tionitu w  fo rm ie n ieprzydatnej do usuwania jon ów  sodowych.

Tak  w ięc jest n iepożądane stosowanie w ym ien iaczy  ty lko  w  fo rm ie  
am onowej, natom iast wskazane stosowanie w ym ien iaczy  z pewną (ilością 
jonów  am onowych, a m ianow icie taką, która daw ałaby w  w yn iku  w y ­
m iany do 3 g N H 4CI na dobę.

Ze w zględu  na charakter i dostępność w yb ra liśm y do pom iarów  w o -  
fa ty t P  —  kation it dw u fu nk cy jn y  posiadający w ed łu g H o  u w i n k a  
gru py (— SC>3) 'H + i (— 0 ) H + , a w ed łu g S t a c h a '  grupy (— S 03)"H + 
i (— C O O )"H f . Bardziej prawdopodobne w yd a je  się jednak, że w o fa ty t  P  
jest kation item  fen o lo fo rm a ldeh ydow ym  i zaw iera  grupy su lfonow e i fe ­
nolowe. Całkow ita zdolność w ym ienna w ynosi 2,8 mval/g, a w  środo­
w iskach kwaśnych 1,4 mval/g. Do pom iarów  w o fa ty t P  p rzygo tow ano  
w  fo rm ie  w odorow ej.

a. Opis metody

Najczęściej stosowaną m etodą pracy z w ym ien iaczam i jon ow ym i jest 
m etoda dynam iczna polegająca na stałym  p rzep ływ ie  roztw oru  badanego 

przez złoże w ym ien iacza i oznaczaniu zm ian w  eluacie odb ieranym  por­
cjam i. Jednak ze w zględu  na to, że czas pozostawania w ym ien iacza  w  tym  
sam ym  roztw orze w  warunkach ustroju trw a około dwunastu godzin, w y ­
da je  się bardziej słuszne przeprow adzen ie pom iarów  m etodą statyczną. 
W  m etodzie tej roztw ór pozostaw ia się z w ym ien iaczem  na przeciąg k ilku  
godzin  i całość w ytrząsa celem  u łatw ien ia w ym iany.

W  pracy n in iejszej przeprow adzono pom iary m etodą statyczną, w y ­
trząsając próbkę w ym ien iacza z roztw orem  przez dw ie  godziny. P om ia ry  
w ykonano w  środowiskach o pH  2, 3 i  6, za każdym  ¡razem oznaczając 
ilościow e zm iany stężeń w ystępu jących  jonów . W artość pH  oznaczano 

na potencjom etrze produkcji polsk iej typu ,,2b ” , a stężenia jon ów  sodo-

3. M ETO DYKA PRACY
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w ych , potasow ych  i w apn iow ych  na fo tom etrze p łom ien iow ym  produkcji 

N. R. D. typu Zeiss m odel III.

b. Przygotowanie wymieniacza i roztworów

W o fa ty t  P  przed  zregenerow an iem  poddano analizie s itow ej; do po­
m ia rów  w ybrano  ziarna o średnicy ( k S ^ Ż r ^ L ó  mm. W ym ien iacz na 

przec iąg  50 godzin  pozostaw iono w  w odzie desty low anej aby napęczniał. 
Odsączony w ym ien iacz poddano działaniu 3n HC1. Do. regeneracji u żyw a­
ny jest zazw ycza j ln  HC1, chodziło nam jednak o uw oln ien ie w ym ien ia ­
cza od jon ów  żelazow ych , które są dosyć częstym  zanieczyszczen iem  jo ­
n itów  produkow anych  na skalę techniczną. R egenerację przeprowadzano 

m etodą statyczną w  warunkach podobnych jak pom iary. Flaszkę z w y ­
m ien iaczem  i kwasem  w ytrząsano na w ytrząsarce labora tory jn e j, kwas 
w ie lok ro tn ie  zm ieniano. Po  odm yciu w ofa ty tu  od żelaza w ym ien iacz płu­
kano w odą desty low aną do zaniku reakcji na chlorki. O trzym any w  ten 
sposób w ym ien iacz w  fo rm ie  w od orow ej suszono w  tem peraturze 30°C.

W  celu u łatw ien ia  sobie p rzygotow an ia  roztw orów  o m ałych stęże­
niach i zm iennych  w artościach pH  przygotow ano z odczynn ików  chem icz­

n ie czystych  ro z tw ory  podstaw ow e zaw iera jące:

1. N aC l . . .  100 g/l 3. C aC l2 . . .  8 g/l
2. KC1 . . .  28 g/l 4. HC1 . . .  0,1 n.

Z ro z tw o ró w  podstaw ow ych  przygotow ano ro ztw ory  robocze o różnych 
w artościach  pH, pob ierając odpow iedn ie ilości ro ztw orów  podstaw ow ych 

i rozcieńczając do 2000 ml. R o ztw ory  robocze zaw iera ły :

1. N aC l . . .  5 g/l, KC1 . . .  0,7 g/l C aC l2 . . .  0,4 ,g/l.

Po  p rzygo tow an iu  roztw ór poddawano fo tom etrycznej analizie ilościow ej 

dla ustalenia stężenia początkow ego kationu i m ierzono pH  roztworu .

c. Wykonanie pomiarów

4 g uprzednio przygo tow anego  w o fa ty tu  P  zadawano 100 m l roztw oru  
i  um ieszczano w e flaszce na w ytrząsarce labora tory jn ej na przeciąg 
60 min. Po  u p ływ ie  tego czasu ro ztw ór po zdekantowaniu oddzielano, 
w ym ien iacz jeszcze raz zadawano 100 m l roztw oru  i jak  poprzednio, w y ­
trząsano w  ciągu 60 min. R o ztw ory  m ieszano i poddawano analizie 'ilo­
ściow ej. Różn ica stężeń roztw oru  początkow ego i końcow ego była  m iarą 
adsorpcji, a różnica pH  m iarą zm ian stężenia jon ów  w odorow ych. W e 
w szystk ich  pom iarach stosowano te same warunki.
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D w ukrotne zadawanie jon itu  roztw orem  stosowano z tego powodu, że 
w  warunkach statycznych, ze w zględu  na stan rów now ag i pom iędzy roz­
tw orem  a w ym ieniaczem , reakcja  nie zachodzi do końca i zdolność w y ­
m ienna po drugim  wytrząsaniu  wzrasta b lisko o po łow ę tej, jaką zna le­
ziono po p ierw szym .

W ystąp iło  to bardzo w yraźn ie  p rzy  oznaczaniu zdolności w ym ienn ej 
w o fa ty tu  P.

Zdolność w ym ienna po p ierw szym  w ytrząsan iu  . . . .  2 m val/g

po drugim  w ytrząsan iu  .......... 0,8 m val/g

razem  2,8 m val/g

(zdolność w ym ienną oznaczano w  0,1 n NaO H )

W yn ik i pom iarów  zestaw iono w  tablicach, poszczególne ru bryk i ozna­
czają:

Tablica  1

rubryka 2, 3 —  pH

rubryka 4, 5 —  stężen ie jon ów  w odorow ych  w  mval/’l  ob liczone na pod­
staw ie pH

rubryka 6 —  różnica stężeń jonów  w od orow ych  w  mval/l przed i  po
adsorpcji

rubryka 7, 8 —  stężen ie jon ów  Na w  m val/l przed i po adsorpcji.

rubryka 9 —  różnica stężeń jonów  sodowych  w  mval/l przed i po
adsorpcji

rubryka 10 —  ubytek stężenia jonów  sodow ych  w  procentach ob liczony
x w  stosunku do stężenia w  roztw orze  w y jśc iow ym  (stę­

żen ie w  roztw . w yjść. =  100% )

rubryka 11 —  w ykorzystan ie  zdolności w ym ienn ej kation itu  w  p ro ­

centach (ilość g w ym ien iacza  użytego do
Tab lica  5 pom iarów  X  zdolność w ym ienna =  100%)

rubryka 7 —  stężen ie jonów  N a ' na kation ic ie  przed w ym ianą. Jonit
p rzygo tow any do pom iarów  obsadzony b y ł jonam i so­
dow ym i. Różnica stężeń roztw oru  NaC l, z k tórym  rea­
gow ał w ym ien iacz przed i po adsorpcji, jest rów na stę­
żeniu jonów  sodowych na wym ieniaczu .

R u bryk i pozostałe m ają znaczenie podobne.

U w aga ! N a leży  pam iętać, że do pom iarów  brano 200 m ł roztw oru
a w yn ik i adsorpcji przeliczano na mval/l.
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Pomiary

C elem  w yrob ien ia  sobie poglądu na ilościow e zm iany stężeń poszcze­
gó lnych  jonów , pom iary  rozpoczęto od badania rów now ag w  układach 
prostych:

K t H +  H + N a ,

K t H +  H ' +  K  ,

K t H +  H  +  C a ,

W yn ik i pom iarów  zestaw iono w  tablicach i każda z nich om ów iona jes t 
kolejno.

P om ia ry  ilościow e zestaw ione w  tab licy  p ierw szej w skazu ją na to, że  
zgodn ie z p rzew idyw an iam i, w o fa ty t P  posiadający grupy su lfonow e w y ­
m ienia jon y  w od orow e z pow ierzchn i na jony sodowe z roztw oru  w  roz­
tw orze  kw aśnym  p rzy  pH  1,8:

K ts°3H - f  Na' i=; K t s° 3Na +  H ' (7)

W raz ze w zrostem  pH  roztw oru  rośnie stopień w ym ian y  3) i stopień w y ­
korzystan ia zdolności w ym ienn ej kationitu. W yjaśn ien ia  tych  zależności 
na leży szukać w e w zroście  stopnia dysoc jac ji grup fun kcy jn ych  w ym ie ­
niacza kationow ego i w  przesuwaniu się rów now agi w ym ian y w  kierunku 

adsorpcji jonów  sodowych w obec zm niejsza jącego się stężenia jon ów  w o ­
dorow ych  w  roztw orze.

K tC00H K tcoo~ +  H ' (8)

K t co° -  _p  N a  * _  K t C00Na (9)

O b yd w ie  reakcje w skazu ją na to, że zm niejszen ie stężenia H* i w zrost
■tri C O O — • i • r y  j COONaK t  sprzy ja  pow staw an iu  K t

Na skutek w ym ian y  w zrasta  w yraźn ie  zakwaszenie roztw oru  i pH  ob­
niża się do 1,5. Zw raca  u w agę różnica w  stężeniu jonów  desorbow anych  
do roztw oru  i  adsorbowanych na pow ierzchn ię w ym ien iacza. G dyby  re ­
akcji n ie tow a rzyszy ły  z jaw iska  uboczne stężenia te  pow inn y być rów ne 
sobie. Pon iew aż w e  w szystk ich  przypadkach stężen ie jon ów  adsorbowa­
nych przekracza stężen ie jon ów  desorbowanych można przypuszczać, że 
adsorpcji w ym ienn ej tow arzyszy  adsorpcja fizyczna.

3 Przez stopień w ym iany  należy rozumieć stosunek ilości jonów  zaadsorbowanych. 
na wym ieniaczu do całkow itej ilości jonów  w  roztworze w yjśc iow ym .
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T e  same w nioski nasuwa przegląd  w yn ik ów  w ym ian y  jonów  potaso­
wych. Stopień w ym ian y i stopień w ykorzystan ia  zdolności w ym iennej ro ­
sną ze w zrostem  pH. W zrasta  stężenie jonów  w odorow ych  po w ym ian ie, 
a kation it w ykazu je  w łasności w ym ien iacza i adsorbenta w iążąc w iększe 
ilości jonów  na pow ierzchn i n iż w ym ien ia  do roztworu .

N ie  można porów nyw ać wartości bezw zględnych  stopnia w ym ian y  jo ­
nów  sodowych a potasowych  ponieważ stężen ie w y jśc iow e  jonów  sodo­
w ych  jest w  p rzyb liżen iu  siedm iokrotn ie w iększe niż potasowych. M ięd zy  
innym i z tego powodu stopień w ym ian y  jonów  potasowych  —  0,84 jest 
znacznie w iększy  niż jon ów  sodowych —  0, 23. Natom iast można w  p ie rw ­
szym  przyb liżen iu  porów nyw ać w artości stopni w ym ian y  jonów  potaso­
w ych  i w apn iow ych  ze w zg lędu  na to, że ich stężenia w y jśc iow e  nie są 
zbyt różne: 0,00932 grówn/1 K* i 0,00757 grówn/1 Ca*'. S topień w ym ian y  
jonów  w apn iow ych  rów n y 0,98 jest nieco w iększy niż potasowych  —  0,84, 
dzięk i czem u przy m n ie jszym  stężeniu jonów  w apn iow ych  w  roztw orze  
o trzym u jem y ten sam stopień w ykorzystan ia  pow ierzchni.

Tab lica  4 zaw iera  zestaw ien ie w yn ik ów  w ym ian y  jonów  sodowych, 

potasowych i w apn iow ych  z ich roztw oru  wspólnego, zb liżonego składem 
do tego, jak i istn ieje w  przew odzie  pokarm ow ym  człow ieka. M im o, że 
analiza ilościowa ro ztw orów  poreakcyjnych  w ykaza ła  n a jw iększy  ubytek  
jon ów  sodowych, m n ie jszy w apniow ych , najm n ie jszy potasowych, w y ­
n ik i są n iezadowalające.

Rodzaj
jonu

Stężenie w  roztworze 

wyjściowym
Ubytek stężenia 

spowodowany adsorpcją
Stopień

wymiany

N a ‘ 84,35 nwal/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 w ym iany, w y liczon e  z przytoczonych  pom iarów  są stosunko­
w o  niskie, co zw iązane jest z tym , że w  środowiskach kwaśnych w ym iana 
jes t utrudniona i w o fa ty t  P  jest w ym ien iaczem  o m ałej zdolności w y ­
m iennej. W  środowiskach obojętnych  i p rzy  zastosowaniu w ym ien iaczy  
o zdolności w ym ienn ej 5, 8, 10 mval/g odpow iedn io  w zrasta stężenie jo ­
nów  adsorbowanych.

Z  tab licy  w yn ika, że jon y  w apn iow e w ykazu ją  n a jw iększy  stopień 
w ym ian y:

SW Na : SW K : SW Ca =  0,13 : 0,24 : 0,74 =  1 : 1,8 : 5,6 (10)
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SW  —  stopień w ym iany.
P r zy  stosunku stężeń w yjśc iow ych :

[N a  ] : [K  ] : [Ca"] =  10 :1,2 :1, ( 11)

w  k tórych  stężen ie jonów  sodowych dziesięciokrotn ie przew yższa  stęże­
nie jon ów  w apn iow ych , stopień w ym ian y  jonów  w apn iow ych  jest 5,6 ra­
zy  w iększy  n iż jon ów  sodowych. Jak w idać, usuwanie jonów  sodowych  
drogą w ym ian y  jonow ej bez zm iany stężenia jonów  w apniow ych , jest 
bardzo trudne do urzeczyw istn ien ia.

Ten  sam w niosek nasuwa porów nan ie stężeń w  roztw orach  w y jśc io ­
w ych  i na w ym ien iaczu :

[Na ] : [ K  ] :  Ca"] =  1 0 :1 ,2 :1

[Na ] ’ : [ K ] ’ : [Ca ] ’ =  4,5 :1 : 2,5 (12>

P rzy  dzies ięc iok rotn ie  w iększym  stężeniu jonów  sodowych w  roztw orze, 
stężen ie ich na pow ierzchn i ty lko  dw ukrotn ie przew yższa  stężenie jon ów  
w apn iow ych .

N ieco  prostsze w yd a je  się rozw iązan ie zagadnienia potasu. Rozum o­
w anie p rzy toczone p ow yże j doprowadza do wniosku, że p rzy  ośm iokrot­
nie m n ie jszym  stężeniu jonów  potasow ych  w  roztw orze:

1) ich stopień w ym ian y  jest 1,8 ra zy  w iększy  niż jonów  sodowych,
2) stężen ie na w ym ien iaczu  jest 4,5 razy m n iejsze n iż jon ów  sodowych . 
C iekaw e w niosk i nasuwa porów nan ie tablic 1, 2, 3 z 4-ą.

Rodzaj
jonu

Ubytek stężenia jonu . 
z roztworu pojedynczego

Ubytek stężenia jonu z roz­
tworu wspólnego Na, K, Ca

Na' 22,8% 13,4%
K- 84,5% 24,0%
Ca" 98,6% 74,4%

Porów nan ie  stosunku stężeń jon ów  zaadsorbowanych z ro ztw orów  p o je ­
dyńczych  i z roztw oru  wspólnego;

ro z tw ory  po jedyncze  —  22,8 : 84,5 : 98,6 =  1 : 3,7 : 4,3 (13)
roztw ór w spó lny —  13,4 : 24,1 : 74,5 =  1 : 1,8 : 5,56 (14)
w skazu je na to, że w  roztw orze w spólnym  trzech om aw ianych  jonów
wzrasta stężen ie zaadsorbowanych jon ów  w apn iow ych  w  stosunku do
stężenia jon ów  sodow ych  i  że zachodzi to kosztem  jon ów  potasowych. 

Stopień  w ym ian y  jon ów  potasowych  m a le je  przeszło trzykrotn ie.
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Pozostałe w nioski z' tabl. 4 są podobne do tych, jak ie  podano p rzy  
om ów ien iu  tabl. 1, 2, 3. Na skutek w ym ian y  obniża się pH  roztw oru  osią­
ga jąc wartość 1,55. W raz ze w zrostem  pH  ro z tw orów  w y jśc iow ych  rośnie 
stopień w ym ian y poszczególnych  jonów  i stopień w ykorzystan ia  po­
w ierzch n i w ym ien iacza. W reszcie , tak jak poprzednio, stężenie jonów  
adsorbowanych przekracza stężen ie jonów  desorbowanych.

Kontynuu jąc badania należało sprawdzić, czy jon y  już zaadsorbowane 
na w ym ien iaczu  m ogą -wymieniać się na jon y  pozostałe w  roztw orze 
i je że li tak, to w  jakich  ilościach. B y ło  to konieczne z tego w zględu, że na 
skutek w ielogodzinnego p rzebyw an ia  w ym ien iacza  w  przew odzie  pokar­
m ow ym , p ierw otna rów now aga  ustalająca się dosyć szybko m oże ulegać 
zm ianom  podczas w ęd rów k i w ym ien iacza  przez dalsze części przewodu  
pokarm ow ego. Z drugiej strony pom iary  takie pow inny sprzyjać ro zw ią ­

zaniu zagadnienia.
P rzygo tow an y  do pom iarów  w ym ien iacz zaw iera ł 11,9 m val jon ów  

w od orow ych  ii 16,1 m val jonów  sodowych. W  roztw orze  w y jśc iow ym  stę­
żen ie jonów  w odorow ych  w ynos iło  7,88 mval/l. P rócz  tego roztw ór przed 
w ym ianą  zaw iera ł jon y  potasowe i w apn iow e i nie zaw iera ł jonów  sodo­
w ych . Należało  przypuszczać, że w  tych warunkach w ym iana  za jdzie  kosz­
tem  desorpcji jonów  sodowych. I rzeczyw iście, w  środowisku kwaśnym, 
p rzy  pH  2,1 desorbowane są ty lk o  jon y  sodowe a adsorbowane jony p o ­
tasowe, w apn iow e i w  n iew ie lk ich  ilościach w odorow e. W raz ze w zrostem  
pH  ro ztw orów  w y jśc iow ych  m a le je  stężen ie desorbowanych jonów  sodo­
w ych , a wzrasta jonówT w odorow ych . Po  dwu godzinach stężenie jonów  
sodowych  na w ym ien iaczu  osiąga wartość bliską temu, jak ie istn ie je  
w  warunkach w ym ian y podanych w  tabl. 4.

W ym ien iacz obsadzony jest jonam i potasow ym i w  stężeniu 7,36 m val 
i jonam i w od orow ym i w  stężeniu 20,64 m val. R oztw ór n ie zaw iera  jonów  
potasowych, a zaw iera jon y  sodowe, w apn iow e i w odorow e. Stężen ie jo ­
nów  w odorow ych  rów na się 8,84 mval/l. W ym iana  jonów  sodowych 
i w apn iow ych  z roztw oru  odbyw a się rów n o leg le  na jon y  w odorow e i po­
tasowe z wym ieniacza. P rzy  pH  2,05 jon y  w od orow e i potasow e desorbują 
w  rów nych  ilościach. W  m iarę wzrostu  pH  roztw oru  w y jśc iow ego  m ale je  
stężen ie desorbowanych jon ów  potasow ych  i w zrasta  stężen ie desorbo­
w anych  jon ów  w odorow ych . Po  u p ływ ie  dwu godzin  stężen ie jonów  pota­
sow ych  na w ym ien iaczu  osiąga w artość bliską stężenia z tabl. 4. N a leży  
podkreślić, że jak  w yn ika  z pom iarów , jony potasowe zdolne są do desorp­
c ji i że u lega ją  je j w  dużym  stopniu, bo średnio w  64,7%.

N a  w ym ien iaczu  zna jdow ało  się 20,56 m vala  jon ów  w odorow ych  
i 7,44 m vala  jon ów  w apn iow ych . R oztw ór przed w ym ianą  nie zaw iera ł 
jon ów  wapniow ych . W  tych warunkach jony sodowe i potasow e z roz­
tw oru  w ym ien iane są przede w szystk im  na jon y  w od orow e z w ym ien ia -
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cza i w  znaczn ie m n ie jszym  stopniu na jon y  w apniow e. Jak w  dw óch  om ó­
w ionych  przypadkach  ze w zrostem  pH  roztw oru  m a le je  stężen ie desor- 
bowanjmh jon ów  w apn iow ych  i w zrasta w odorow ych . D esorpcja  jonów  
w apn iow ych  w ynos i średnio 11,6%  stężenia jon ów  w apn iow ych  na w y ­
m ieniaczu przed wym ianą. Po  w ym ian ie  stężen ie pozostałych na kation i- 
c ie  jon ów  w apn iow ych  b lisk ie jest stężeniu  tych  jon ów  w  tabl. 4.

Jak w yn ika  z porów nania tabl. 1— 7 jony sodowe, potasow e i w apn io ­
w e  m ogą u legać adsorpcji lub desorpcji w  zależności od ich stężenia na 
w ym ien iaczu . Oznacza to, że m ożna m ów ić o p ew n ym  „stan ie ró w n o w a g i”  
pom iędzy  w ym ien iaczem  a roztw orem . N ie  jest to jednakże stan rów no­
w ag i w  ścisłym  tego słowa znaczeniu, pon iew aż u lega zm ianom  w  czasie, 
a oprócz tego, jak  w ykazu ją  dalsze pom iary, n ie odnosi się do dow olnych  
stężeń  jonów  w apniow ych .

Tab lica  8 zaw iera  zestaw ien ie w yn ik ów  w ym ian y  pom iędzy  w ym ie ­
niaczem  obsadzonym  jonam i sodow ym i, potasow ym i, w ap n iow ym i i w o ­
dorow ym i a roztw orem  zaw ie ra jącym  te same jony. P rzed  w ym ianą  stę­
żen ia jonów  sodowych, potasow ych  i w apn iow ych  rów ne b y ły  stężen iom  
w  „stan ie rów n ow ag i”  (tabl. 4). Stężenia tych sam ych jonów  w  roztw orze  
w y jśc iow ym  rów ne b y ły  stężen iom  w  soku traw iennym , jak  w  pom ia­
rach poprzednich.

Rodzaj Stężenie na mymieniaczu 
jonu j przed inymianą (średnio)

Stężenie m roztmorze 
iryjściowym (średnio)

N a ’ 11,37 mval 84,35 mval/l
K' ! 2,52 mval 10,46 mval/l
Ca" 1 6,26 mval 8,40 mval/l
H ‘ 7,85 mval zmienne

W  warunkach tych, w  środow isku kwaśnym , p rzy  pH  2,05 adsorpcji 
u lega ją  jon y  w od orow e i w apn iow e, desorpcji jon y  sodowe i potasowe. 
W  środowisku m n iej kw aśnym  adsorbowane są ty lko  jon y  w apniow e, 
a pozostałe u lega ją  desorpcji. Chociaż ilościow e zm iany są n iew ie lk ie , 
rów now aga  reak c ji w yraźn ie  przesuwa się w  kierunku obsadzenia w y ­
m ieniacza jonam i w apn iow ym i.

Stężen ie desorbow anych  jon ów  sodow ych  jes t znacznie w iększe niż 
stężen ie jon ów  potasowych. Jeże li stosunek stężeń jonów  potasow ych  
i sodow ych  na w ym ien iaczu  w ynosi:

[K  ] ’ : [Na  ] ’ =  1  :4 ,5  (15)

to stosunek stężeń jon ów  desorbowanych:

[K  ] ’’ : [Na ] ’ -  1 :14 (16)
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Z  przeglądu pom iarów  zestaw ionych  w  tabl. 8 w yn ika, że zm iany, jak ie 
zachodzą po ustaleniu się p ierw otn e j rów n ow ag i na skutek d ługiego p rze­

byw an ia  w ym ien iacza  w  p rzew odzie  pokarm ow ym  są n iekorzystne. Ś red ­
nio po czterech godzinach p rzebyw an ia  w ym ien iacza  w  roztw orze  w  w y ­
m ian ie w tórnej nie zachodzi adsorpcja jon ów  sodowych, lecz ich desorp­
cja. D esorpcji u lega ją  także jon y  potasowe, lecz w  m n ie jszym  stopniu. 
Poza  tym , w ym ianę w tórną  charakteryzu je adsorpcja jon ów  w apniow ych , 
k tórych  stopień w ym ian y  w ynos i średnio 0,36.

Tab lica  9 zaw iera  pom iary  podsum owujące. Do w ym ian y  p rzygo tow a ­
no w ym ien iacz obsadzony w  około 22%  jonam i potasow ym i, w  28%  jo ­
nam i w apn iow ym i, w  50%  jonam i w odorow ym i.

Stop ień  w ym ian y  jon ów  sodowych, k tó ry  pow in ien  być m oż liw ie  n a j­
w ięk szy  jest taki sam, jak  p rzy  w ym ian ie  na w ym ien iaczu  w  fo rm ie  w o ­
dorow ej. Jony potasow e u lega ją  desorpcji w  48,7%. Natom iast jony 
w apniow e, pom im o tak w ysok iego  stężenia na w ym ien iaczu , u lega ją  dal­
szej adsorpcji. Stopień w ym ian y  jonów  w apn iow ych  p rzy  stężeniu 
7,84 m val na pow ierzchn i i 8,32 m val w  roztw orze  w ynosi 0,32, a w ięc 
jes t duży.

Zw iązane z w ym ianą zakw aszen ie zm niejsza się, pon iew aż część jonów  
adsorbowanych za jm u je m iejsca jon ów  potasowych.

Om óujienie irynikóiu

I .  C H A RA KTERYSTYKA  GRUP K W A SO W Y C H

N a podstaw ie znajom ości w aru nków  panujących  w  p rzew odzie  pokar­
m ow ym  i własności grup kw asow ych  w ym ien iaczy  kationow ych  w yd a je  
s ię  słuszne stosowanie w ym ien ia czy  zaw iera jących  gru py  (— SC>3) 'H + 
i  (— CO O )-H +.

P rzec iw k o  stosowaniu w ym ien iaczy  ty lko  z grupam i karboksylow ym i 

p rzem aw ia ją  następujące w zg lęd y :

1) katiom t z grupam i karb oksy low ym i w ym ien ia  jed yn ie  w  środow i­
sku oboję tnym  i a lkalicznym , a w ięc  nie w ym ien ia  w  kw aśnym  środow i­
sku żołądka,

2) szybkość reak c ji w ym ian y  pom iędzy  kation item  z grupam i karbo­

k sy low ym i w  fo rm ie  w od orow e j a jonam i z roztw oru  jest bardzo mała. 
W ed łu g  K u n i n a  i M y e r s ’a [7] czas trw an ia  w ym ian y  do osiągnięcia 
stanu rów now agi reakcji:

K tC00H + KOH = K tC00K +  H20 (17)
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wynosi 7 dni. Czas ustalania się rów now agi reakcji:

K tC00H + KC1 ^  K tC00K + HC1 (18)

jest jeszcze dłuższy, ze w zg lędu  na to, że zam iast w ody w yd z ie la  się kwas.
P raw dopodobn ie skutkiem  tego, że z jednej strony w ym iana zachodzi 

ty lko  w  je litach , gd zie  odbyw a się wch łan ian ie soli z przew odu  pokarm o­
w ego  do k rw i i stężen ie e lek tro litów  w  m iarę up ływ u  czasu m a le je , 
a z d rugie j szybkość w ym ian y  jest bardzo mała, zdolność w ym ienna  
w ym ien iacza  jest w yk orzys tyw an a  za ledw ie w  30— 40%.

P rzec iw k o  stosowaniu w ym ien iaczy  ty lko  z grupam i su lfonow ym i 
przem aw ia:

1) m n iejsza  zdolność w ym ienna niż kation itów  karboksylowych ,
2) zbyt gw a łtow n e  i duże zakwaszanie soku żołądkow ego.
Ż yw ice  z grupam i su lfonow ym i i karboksylow ym i w ym ien ia ją  na 

całej długości p rzew odu  pokarm ow ego i posiadają w iększą zdolność w y ­
mienną niż żyw ice  z grupam i su lfonow ym i.

2. FORMA W Y M IEN IA C ZA

Jednym  z środków  stosowanych w  leczeniu obrzęków  spow odow a­
nych n iew ydolnością  krążen ia jest chlorek am onowy. Zam iast podaw ać 
krysta liczny ch lorek am onow y można w prow adzić do przew odu  pokar­
m ow ego w ym ien iacz częściow o obsadzony jonam i am onowym i, co b y ło  
uzasadnione poprzednio. N a  w ym ien iaczu  o zdolności w ym ienn ej 3 mval/g, 
podanego w  ilości 50 g  dziennie, stężen ie jonu am onowego m oże sięgać 
do 37%, na w ym ien iaczu  o zdolności w ym iennej 6 mval/g ty lko  do 18%.

Jak w yn ika  z pom iarów  w  stanie rów now agi stężen ie jon ów  potaso­
w ych  na w ym ien iaczu  waha się w  granicach 2,5— 3 m val. Jeżeli stężen ie 
jonów  potasow ych  na w junien iaczu  przed reakcją  by ło  m niejsze, jon y  
potasowe b y ły  adsorbow ane (tabl. 4), je że li by ło  w iększe —  jony potaso­
w e  u lega ły  desorpcji (tabl. 5, 9). Oznacza to, że je że li chcem y uniknąć 
strat jon ów  potasow ych  z soków  traw iennych, stężen ie ich na w ym ien ia ­
czu pow inno być co na jm n ie j rów ne stężeniu w  „stan ie rów n ow ag i” . 
W  prze liczen iu  daje to 11%  ca łkow itego stężenia jonów  na w ym ien iaczu . 
Pon iew aż jednak zdolność w ym ienna  w o fa ty tu  P  w  środow iskach kw aś­
nych jest rów na 1,4 mval/g, a w  obojętnych  i a lkalicznych  2,8 m val/g 
stężenie zaadsorbowanego potasu p rzy  w ykorzystan iu  ca łkow ite j zdo l­
ności w ym ien n ej w zrośn ie  dwukrotnie, a w ięc rów n ież i stopień obsa • 
dzenia pow ierzchn i jonam i potasow ym i. Stąd optym alne w yn ik i pow inno 
o trzym yw ać się p rzy  obsadzeniu w ym ien iacza  jonam i potasow ym i 
w  ilości 20— 25%  ca łkow itego  stężenia.
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O ile  chodzi o zagadn ien ie wapnia, to w stępne obsadzenie w ym ien ia ­
cza jonam i w apn iow ym i n ie daje pożądanych w yn ików . N aw et p rzy 
obsadzeniu w ym ien iacza  jonam i w apn iow ym i w  ilościach p rzekracza ją ­
cych  stężenie w  „stan ie rów n ow ag i“  n ie m ożna uchronić się od dalszej 
adsorpcji. Obsadzenie w  5-u, czy 10-u procentach m ija  się z celem , bo 
naw et p rzy  stężeniu na w ym ien iaczu  rów nym  28%  stopień w ym ian y  jest 

jeszcze duży.

Nasuwa się tu inna m ożliw ość oparta na różn icy w  prom ieniach  hydro­
dynam icznych jon ów  w ym ien ianych  (prom ien ie te podano p ow yże j) 
O tóż gd yb y  można by ło  spreparować w ym ien iacz jon ow y  o średn icy por 
i kapilar 2r < 9 ,6  A , w ów czas być może, ilość adsorbowanych jonów  

w apn iow ych  znacznie by  się zm niejszyła.

Na podstaw ie dokonanych pom iarów  m ożna proponow ać w zór pozw a­
la jący  ob liczyć stężenia poszczególnych  jonów  na pow ierzchn i w ym ie ­

niacza.

Jeżeli a —  dawka dobowa w ym ien iacza  w  gramach, zależna od rodza­

ju d iety  i zdolności w ym ienn ej jonitu, 
z w —  zdolność w ym ienna jon itu  w  mval/g, 

c —  ca łkow ite stężen ie jonów  potasowych, am onowych i w odo­
row ych  na w ym ien iaczu  w prow adzan ym  w  ciągu doby 

w  mvalach,
to: c =  a • z w (19)
Z  drugiej strony: c ~  x  -|- y  +  z (20)

gd zie  x  —  stężenie jonów  K ’ |
v  _  ‘ N H L  I na w ym ieniaczuy n u J-Nn 4

tt. I w  mvalach
z —  H  )

Jak w yn ika  z pom iarów :

x =  ----  mvali ;y  =  56 imali ; z =
4

c -  ( — + 5 6 ) mvali

c = mvali K +  56 mvali NH4 e -  ( ~  +  56) 
4

mvali H

In n ym i słowy, w ym ien iacz pow in ien  zaw ierać w  stosunku do ca łkow itego 

stężenia jonów  na w ym ien iaczu :

25 0/°k ; s6oo_ o/„ NH j . 5600
100 -  (25 H----------)

c

P r z y k ł a d  l i c z b o w y .
Pacjentow i podaje się dietę niskosodową, zaw iera jącą od 2 do 4 g N a C l na dobę  

i wym ieniacz o zdolności wym iennej 5 mval/g.
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Jeżeli ilość m vali jonów  sodowych w prow adzanych  z pokarm em  do przew odu  

pokarm ow ego w  ciągu jednej doby  oznaczym y przez m, to daw kę dobow ą w ym ie ­
niacza można obliczyć ze wzoru:

2,5 • m
a = --------------  (22)

Z w

2,5 • 68,4
a = ------------------- =  34,2 g

5

W  tym przypadku  wym ieniacz pow inien zaw ierać: 
c

1. jonów  K ' x  = ------- — 42,8 rnval =  25% całkowitego stężenia jonów  na w y -
4 mieniaczu,

2. „ N H \  y =  56 m vali =  32,7% całkowitego stężenia jonów  na wymieniaczu,
c

3. „ H ‘ z =  c —  (--------+  56) =  72,2 m val =  42,3% całkowitego stężenia jo -
4 nów  na wym ieniaczu.

Oznacza to, że d la usuw ania jonów  sodowych z w prow adzanego poikarmu należałoby  

podaw ać w  ciągu doby 34,2 g wym ieniacza (zw ~  5 mval/g), zaw iera jącego  25%  

jonów  potasowych, 32,7% jonów  am onowych i 42,3% jonów  wodorowych.
D la  usuw ania jonów  sodowych, zaw artych w  płynach puchlinowych, należałoby  

zwiększyć daw kę wym ieniacza, albo zmniejszyć ilość N aC l w  podaw anym  pokarm ie.

W yn ik i n in ie jsze j pracy zgadzają  się z tym i, jak ie  uzyskali lekarze 
k lin icyści, stosując cambil, carboresin, masoten, natrantit i inne w ym ie ­
niacze [2, 12]. Pon iew aż jednak praca zaw iera  pew ne elem en ty now e 
w ym aga  ze sw ej strony sprawdzenia w  klin ice.

U w ażam y za m iły  obow iązek  z łożyć w yra zy  podziękow an ia prof. 
d r  A n t o n i e m u  B a s i ń s k i e m u  za opiekę i pomoc w  opracowaniu 
tem atu i d r S c h i e l a k o w i  z Instytutu  U praw y Naw ożen ia  i G lebo­

znaw stw a w  B ydgoszczy za udostępnienie fo tom etru  p łom ien iow ego.

S treszczen ie

Zbadano w ym ianę jonów  sodowych, potasowych i w apn iow ych  na 
w o fa ty c ie  P  w  roztw orach  zb liżonych  składem jon ow ym  do soków  tra ­
w iennych  człow ieka. Znaleziono, że w prow adzen ie  do roztw oru  w ym ie ­
niacza obsadzonego jonam i potasow ym i w  ilości 20°/o— 25°/o ca łkow ite j 
jego  pojem ności, zabezpiecza badany roztw ór od strat jonów  potasowych, 
p rzy  n iezm niejszonym  usuwaniu jon ów  sodowych. P om ia ry  p rzeprow a­
dzone z jonam i w apn iow ym i w ykaza ły , że bardzo ła tw o w iążą  się one
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z w ym ien iaczem  i w  fo rm ie  zw iązanej opuszczają roztw ór. Częściowe 
obsadzenie jonam i w apn iow ym i w prow adzanego w ym ien iacza  nie obniża 
strat wapnia z roztworu . A u to rzy  przypuszczają, że m ożna zm n iejszyć 
ilość usuwanych jon ów  w ap n iow ych  p rzez zastosowanie w ym ien iaczy  
o średn icy por i  kap ilar 2r <C 9,6A . Zaproponowano aby w  leczeniu 
obrzęków  u żyw ać ka tion itów  z grupam i su lfonow ym i i karboksylow ym i 
w  fe rm ie  am onow ej, potasow ej i w od orow ej. Podano w zór dla obliczen ia 
ilości poszczególnych  fo rm  w  zależności od zdolności w ym ienn ej i dobo­
w ej daw k i w ym ien iacza.
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O B M E H  H A T P M E B B IX , K A J IM E B B IX  M K A J Ib lfM E B B IX  M O H O B  H A  B O c& A T H T E  P “ 
B  P A C T B O P A X  C O O T B E T C T B Y IO m M X  n O  C B O E M Y  C O C T A B Y  

n w m E B A P H T E J Ib H Ł IM  C O K A M  H E J IO B E K A

P  e 3 K) M e

M cc jie/ jO B aH  oÓ M eH  H a T p n e B b ix ,  K a jm e B b ix  n  K a j ib p w e B b ix  h o h o b  H a 

BocjDaTMTe P  b  p a c T B o p a x  npM Ö JH D K eH H bix  n o  c o c T a ß y  k  x te jiy f lO H H b iM  c o -  

K aM  u e jio B e K a .  E b u io  H aü fleH O  h t o  B B eą ,eH ne b  p a c T B o p  MOHOOOMeHHWKa c o -  

/ je p }K a m ;e ro  K a j in e B b ie  m o h b i  b  HMCJie 20°/o —  25%  o ö n je M  o ö m c h h o m  eM K O - 
ctm, n p e .n o x p a H n e T  nccjie^yeM biw  p a c T B o p  o t  n o T e p n  KajiMH, H e yM eHbiiiafi 
oÓ M eH a H a r p u n .  M cc jieą p B a H M H  n p o B eą ;eH H b ie  b  O TH om eH M H  K a jib ijH H  n o K a -  
3a jiM , h t o  o h  o co ö eH H O  J ie r x o  coe,n,MHHeTCH c MOHOOÓMeHHMKOM, BBM Ay uero 
o h  T ep n eT C H  b  6 o j ib m n x  K O J in n ecT B a x . B B eą ;eH H e  MOHOOÓMeHHUKa, c o f l e p -  
x ęa in ;e ro  H e x o T o p o e  k o j im h c c t b o  K a j ib u j ie B b ix  m o h o b , H e B eą,eT  k  y M e H b -  

IH3HMK) n o T e p b .  A ß T o p b i  Haą;eiOTCH, h t o  n pw M eH eH M e h o h o o ó m c h h iik o b
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c  gn aM eTpoM  M M Kponop n x a n m iJ in p  H i i x e  9,6 A , npnBeą;eT k  y M e H b iu e H n io  

noTept m o h o b  M3 M ccjieą ;yeM Łix  pacTBopoB .
A B T o p b i n p e/ y ia ra io T  npMMeHHTb b  jieueHMM o n yx o jieü  xarrMOHOOÔMeH- 

Hbie CMOJibi, co^epn cam M e aMMOHMeBbie, x a jm eB b ie  m  B O ^opoAH bie m o h b i- 
B bu ia  ftan a  c^opM yjia , no3BOJiHK>in;aH BbiHMCJiMTb KOjm uecTBO O T^ejibH b ix  
BBOgMMbIX MOHOB B 3aBMCMM0CTM OT OÔMeHHOM eMKOCTM M CyTOHHOM ,g03bl 
MOHOOÓMeHHMKa.

E X C H A N G E  O F  S O D IU M , P O T A S S IU M  A N D  C A L C IU M  IO N S  O N  V O F A T IT E  P  

IN  S O L U T IO N S  R E S E M B L IN G  IN  IO N IC  C O M P O S IT IO N  G A S T R IC
J U IC E S  O F  M A N

S u m m a r y

The exchange o f sodium, potassium and calcium  ions on vo fa tite  P 
was investigated  in  solutions resem b ling in  ion ic com position  gastric 
juices o f man. The authors found that whetn an exchanger saturated up to 
20— 25 per cen t o f capacity w ith  potassium ions is in troduced in to the 
solution, it protects the solution investigated  against the loss o f potassium 
ions w ithou t depressing exchange o f sodium ions.

Readings re la tin g  to calcium  ions revea led  that the la tte r  read ily  
adsorb on the exchanger (and lea ve  the solution in fix ed  form , as a com­
pound).

W hen  the exchanger in troduced is on ly partly  saturated w ith  calcium 
ions, d't does not p rotect the solution against loss o f calcium. T h e  authors 
supose that it is possible to reduce losses in calcium  ions b y  using ex ­
changers w ith  pores and capillaries less than 9.6 Â  in d iam eter.

It  is proposed to use ion exchangers h av ing  carbox il and sulfonic acid 
groups contain ing amm onium potassium hydrogen  ions in  treating 
oedema, and a form u la  is presen ted fo r  ca lcu lating particu la r groups 
depending on their exchange capacity and da ily  dose o f the exchanger.

Otrzym ano 22.11.1955 r.
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