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Z  K atedry Fizjologii R oślin  i Katedry Chemii Organicznej Uniwersytetu Warszawskiego

K w ia ty  rozpow szechnionych na te ren ie  E uropy środkow ej roślin  n a le ­
żących do rodziny  Compositae,  a m ianowicie: dziko rosnących a rn ik i (A r n i ­
ca montana),  podbiału  (Tussilago fai fara)  i m niszka (Taraxacum officinale)  
oraz u p raw n y ch  nogietka (Calendula officinalis)  i słonecznika (Hel ianthus  
annuus),  w y k azu ją  podobieństw o grupow e n iek tó rych  m etabo litów  w tó r­
nych  z g ru p y  izoprenoidów . Z abarw ien ie  tych  kw iatów  w yw ołane je s t obec­
nością barw n ików  karo tenoidow ych; a rn ik a  zaw iera alkohoic-: lu teo l, epok- 
sy lu teo l [18] i zeaksan to l [10], m niszek »— luteol [14], ta ra k san to l [19] 
i flaw oksan to l [13], nogietek  — w io laksan to l [24] i lu teol [12] obok w ęglo­
w odorów  k a ro te n u  i likopenu [24], podbiał — w iolaksantol i ta rak san to l 
[1 1 ], słonecznik  —  ta rak san to l, k ry p to san to l [26] i lu teo l [19].

We w szystk ich  tych  kw iatach  w y stęp u ją  należące do g ru p y  pięcio- 
cyklicznych tró jte rp e n ó w  dw uw odorotlenow e alkohole: farad io l i arn id io l 
[27]. In n y  p rzedstaw iciel tej sam ej g ru p y  zw iązków  —  kw as oleanolow y 
jest aglikonem  sapon iny  w yodrębnionej z nogietka [23, 15].

Ze w zględu na obecność tzw. „substanc ji gorzkich”, do k tó ry ch  m iędzy 
innym i zalicza się i saponiny  w ykazane rów nież w  arnice, m niszku, słonecz­
niku i podbiale [9], za jęliśm y się stw ierdzen iem , czy kw ia ty  ty ch  roślin  za­
w ierają  sapon iny  o aglikonach należących do g ru p y  tró jte rp en ó w  pięciocy- 
klicznych.

Obecność sapon iny  w arn ice w ykazali T h i e s  i H e r r l i n g e r  [2 2 ], 
a w  słoneczniku K o c z w a r a  [16] m etodą hem olizy że la ty n y  z k rw ią . 
M etodą stosow aną do o trzym yw an ia  saponin  [23] przygotow aliśm y z k w ia­
tów  cz te rech  w yżej w ym ienionych  roślin  frak c je  w y trącające  się z w yciągu 
m etanolow ego acetonem  (frakcja  S) i użyliśm y do oznaczenia indeksu  he- 
m olitycznego m etodą podaną przez K o e f 1 e r  a [17].

*) I. Z. K asp rzy k ó w n a : P ra c e  B adaw cze Głów n. In s t. C hem ii P rzem ysł, zeszyt 3 
s. 39, 1951.
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S tw ierdziliśm y, że l°/o- roz tw ór frak c ji S o trzym anej z kw iatów  słonecz­
n ika w yw ołu je  hem olizę po up ływ ie 30 sekund, tj. w  ty m  sam ym  czasie, 
co roz tw ór sapon iny  o trzym anej z kw iatów  nogietka. R oztw ór frak cji S 
podbiału  hem olizow ał dopiero po 3 godz., n a to m iast frak c je  S arn ik i 
i m niszka w  teście hem olitycznym  okazały się nieczynne.

- T est hem olityczny, jakko lw iek  często stosow any w badan iach  fa rm ak o ­
logicznych, n ie jes t specyficzny dla saponin. W iele z n ich  nie w yw ołu je he- 
molizy, a d o d a tn i te s t hem olityczny  ze sk raw kam i tk an ek  nie zawsze 
św iadczy o obecności sapon iny  w badanym  m ateria le , gdyż może być w y ­
w ołany in n y m i sk ładn ikam i rośliny. T ym  praw dopodobnie należy  tłu m a ­
czyć rozbieżność w yników  T h i e s a  i H e r r l i n g e r a  oraz naszych 
w  odniesien iu  do arn ik i.

Ze w zględu na  najw iększe podobieństw o indeksu  hem olitycznego f ra k ­
cji S z k w iatów  słonecznika i saponiny  tró j terpenow ej nog ietka zajęliśm y 
się przede w szystk im  tą  frak c ją  słonecznika. B adan ia polegały  na s tw ie r­
dzeniu, czy frak c ja  ta  zaw iera heterozyd  h ydroksykw asu  tró jte rp en o w eg o , 
tj. sapon inę tró j terpenow ą, oraz na u sta len iu  budow y jego składników .

C zęść  d ośiu iad cza ln a

1. W Y O D R Ę B N IA N IE  SU R O W E J SA P O N IN Y

240 g w ysuszonych w  tem p. 40° i zm ielonych kw iatów 7 języczkow ych 
słonecznika ekstrahow ano  e terem  ety low ym  w  ek s trak to rze  ty p u  Schoebe- 
la o pojem ności 1 li tra  w ciągu 10 godzm. Susz słonecznikow y uw olniony 
w ten  sposób od tłuszczowców, karo tenoidów , w olnych  tró jte rp en ó w  
i es tró w  alkoholi tró jte rp en o w y ch  ekstrahow ano  n astęp n ie  w ciągu 10 go­
dzin alkoholem  m ety low ym  w ty m  sam ym  ekstrak to rze .

Z aw artość sk ładn ików  w yciągu m etanolow ego (frakcja  A) w ynosiła  
30%  ciężaru  u ży tych  do ek s trak c ji kw iatów .

Z atężony do objętości 150 m l w yciąg m etanolow y w kroplono  do 5 -k ro t- 
nej objętości bezw odnego acetonu oziębionego do —  5°. W ytrącony  osad 
frak c ji S odsączono szybko na le jku  sitow ym , p rzem yto  10 m l suchego ace­
tonu  i w ysuszono w eksykatorze próżniow ym  w tem p era tu rze  pokojow ej. 
Świeżo w y trąco n y  p ro d u k t je s t bardzo hygroskop ijny  i należy  chron ić go 
p rzed  zetknięciem  z wilgocią pow ietrza, gdyż n a ty ch m iast rozp ływ a się. 
natom iast po w ysuszeniu  w łasności hygroskopiine w  znacznym  stopn iu  
m aleją.

Z 240 g suszonych kw iatów  o trzym ano  32 g krem ow o zabarw ionego 
proszku (frakcja  S), co stanowo 13,3% w agi suszu.
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W celu oczyszczenia frak cję  S rozpuszczono dw u k ro tn ie  w  97°/o alkoho­
lu  m ety low ym  i w ytrącono  acetonem . O trzym ana w  ten  sposób surow a 
sapon ina  m a gorzki sm ak, rozpuszcza się bardzo łatw o w  w odzie — dając 
siln ie p ieniące się roz tw ory  —  tru d n ie j w  alkoholu m ety low ym  i e ty lo ­
wym , bardzo  tru d n o  w  acetonie i e te rze  etylow ym , nie rozpuszcza się w  e te­
rze naftow ym . Ze stężonym  kw asem  siarkow ym  w y tw arza  ch rak te ry s ty cz - 
ne dla saponin  czerw one zabarw ienie.

2. H Y D R O L IZA  SA P O N IN Y  DZIAŁANIEM  KW ASU

2 g su row ej saponiny  o trzym anej w  p. 1 rozpuszczono w  20  m l m etanolu  
zaw ierającego  7°/'o chlorow odoru i ogrzew ano w  ciągu 4 godzin do w rzenia. 
Po skończonej reak cji dodano 40 m l wody i oddestylow ano częściowo alko­
hol, a następn ie  w yekstrahow ano  h y d ro liza t e te rem  (frak cja  E).

3. O Z N A C Z A N IE  SK ŁA DNIK Ó W  C U K R O W Y C H  W  H YDR O L IZA C IE SU R O W E J SA PO N IN Y

R oztw ór w odny h ydro liza tu  po ek strak c ji e terow ej przepuszczono 
w  celu  usunięcia  jonów  Cl przez kolum nę z jo n itu  (A m b erlite  IR-4B) — 
pH  po odkw aszeniu w ynosiło 6,8  —  i zatężono pod zm niejszonym  ciśnie­
niem  dc objętości 5 ml. Rozdzielenie cukrów  przeprow adzono n a  bibule 
W hatm ana N r 1 m etodą chrom atogram u w stępującego  stosu jąc  jako  roz­
puszczalnik  m ieszaninę bu tano l : kw as octow y : woda w  sto sunku  4 : 1 : 5 .  
C hrom atogram  w yw ołano  za pom ocą kw aśnego fta lan u  an ilin y  w  roztw o­
rze w odnym  nasyconym  butanolem . O trzym ano trz y  w yraźn ie  oddzielo­
ne od siebie plam y: środkow a —  najw iększa —  m iała barw ę brązow oczer- 
woną, obie pozostałe —  brązow ą.

R f p lam y 1 0,18
R f „ 2 0,24
R f „ 3 0,36

W celu  iden ty fikac ji typu  cukrów  sporządzono chrom atogram , na k tó ­
rym  rów nolegle obok hyd ro liza tu  rozdzielono m ieszaninę trzech  czystych 
cukrów : glikozy, ksylozy i ram nozy. O dpow iednie p lam y um ieściły  się na 
tych sam ych poziom ach, co w skazuje, że cuk ier p lam y 1 je s t heksozą (gli- 
kozą lub galaktozą), cu k ier p lam y 2 — pentozą (ksylozą lub  arabinozą), cu­
k ie r p lam y 3 — m etylopentozą.

4. R O Z D Z IE L A N IE  SK ŁA D N IK Ó W  FRAKCJI E

R oztw ór eterow y o trzy m an y  w  p. 2 (frakcja  E) p rzem yto  w odą do od­
czynu obojętnego wt celu  usunięcia alkoholu i resz tek  kw asu  solnego, a na-

|3 ]  S A P O N IN Y  T R Ó J T E R P E N O W E  R O Ś L IN  R O D Z IN Y  C O M P O S 1 T A E  301

http://rcin.org.pl



302 z. K A S P R Z Y K Ó W N A  i W . J A C H Y M C Z Y K  [4}

stopnie w yekstrahow ano  w yczerpująco  5-m l p o rc jam i 2°/o ro z tw o ru  wo­
doro tlenku  potasow ego. W ydzieliła się ch a rak te ry s ty czn a  dla szeregu  kw a­
sów’ tró jte rp en o w y ch  nierozpuszczalna sól potasow a, k tó rą  odsączono 
(frakcja  Ts). Z przesączu po zakw aszeniu  w y trąc ił się drugi sk ład n ik  kw a­
sow y (kwras K), k tórego sól potasow a jest ła tw o  rozpuszczalna w  wodzie. 
K w as ten  rozpuszczono ponow nie w  eterze i w yekstrahow ano  2%  w odnym  
KOH, Odsączono n iew ielką ilość w ydzielonej soli Ts i dołączono ją  do 
głów nej porcji. Z przesączu zregenerow ano kw as K przez zakw aszenie 
kw asem  solnym . O trzym ano  120 mg soli Ts i 40 m g kwasu! K. Sól Ts 
(120  mg) rozpuszczono w n iew ielkiej ilości alkoholu  etylow ego, rozłożono 
przez zakw aszenie kw asem  solnym  i w ytrącono  w olny kw as wodą. O trzy­
m ano 90 m g kw asu  T. S tosunek  w agow y kw asów  T do K w ynosi około 2:1.

5. O TR Z Y M Y W A N IE K W A SÓ W  T I K Z FRAKCJI M ET A N O LO W EJ A

Ze 100 g kw iatów  słonecznika o trzym ano  w yciąg m etanolow y w sposób 
opisany w p. 1 (frakcja  A). W yciąg zatężono do objętości 150 ml, dodano 
150 ml 14% -m etanolow ego roztw oru  chlorow odoru i ogrzew ano do 
w rzenia w ciągu 4 godzin. H ydro liza t zatężono do 150 ml, dodano do n ie­
go 300 m l w ody i w yekstrahow ano  w yczerpująco  eterem . W yciąg eterow y 
(frakcja  E) przerobiono  w  sposób opisany w p. 4. O trzym ano 720 m g kw a­
su T i 350 mg kw asu  K.

6. W Ł A SN O ŚC I I A N ALIZA K W ASU T

K w as T p rzekrysta lizow ano  cz terok ro tn ie  z uw odnionego alkoholu  e ty ­
lowego, o trzym ując  bezbarw ne igły. O grzew any w  kapilarze kw as T k u r­
czy się począw szy od tem p. 270° i topi n ieostro  w  tem p. 283— 287°. Zwią­
zek ten  rozpuszcza się bardzo dobrze w bezw odnym  etano lu , m etanolu , p i­
rydyn ie , e terze ety low ym  i chloroform ie. Nie rozpuszcza się w  wodzie.

D aje on n astęp u jące  reak cje  barw ne:
a) reakcja  N ollera [20] : 2— 3 mg próbkę zadano  1 ml l°/o roztw oru  

ch lorku  cynaw ego w ch lo rku  tiony lu  i ogrzano, pow stało  zabarw ien ie czer­
wone, przechodzące w fioletow e.

/
b) reak cja  S torcha-M oraw skiego: 2— 3 mg próbkę zadano 1 m l 1%  roz­

tw o ru  w an ilin y  w  stęż. kw asie siarkow ym , pow stało  zabarw ienie czerwone.
c) reakcja  L ieberm anna —  B urch ard ta : 2— 3 m g próbkę rozpuszczono 

w 2 m l ch loroform u, dodano 20  k rop li bezw odnika octowego i 1 kroplę 
stęż. kw asu siarkow ego, po zm ieszaniu pow stało  zabarw ien ie różow e, prze­
chodzące w7 czerw one, fioletow e, a po k ilku  godzinach w  niebieskie.
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znaleziono: C 76,54%; 76,82%
H 9,80%; 9,81%

dla C30H 48O4
obliczono C 76,27%; H 10,17%

dla C31H 50O4
obliczono C 76,54%; H 10,28%

d) reak cja  z kw asem  chlorosu lfonow ym  [2 ] : 2— 3 m g p róbkę rozpusz­
czono w  1 m] kw asu  chlorosulfonow egc, pow stało zabarw ien ie  w iśnio- 
w cczerw one.

e) reak cja  z cz teron itrom etanem : 2— 3 mg próbkę w  U,5 m l alkoholu 
etylow ego zadano k ilku  kroplam i cz te ro n itro m etan u , pow stało  zabarw ie­
nie jasnożółte .

W szystk ie  reak c je  barw ne z kw asem  T przeprow adzono porów nując 
z odpow iednim i reakcjam i kw asu  oleanolow ego (C30H 48O 3) jako substancji 
w zorcow ej.

A naliza  e lem en ta rn a  dała n astęp u jące  w yniki:

25,34 mg subst. dało 71,07 mg COo i 22,19 mg H 20  
22,73 mg „ „ 64,14 mg „ „ 19,88 mg „

7. PO C H O D N E  K W ASU T

a) O c t a n

200 mg kw asu  T rozpuszczono w  10 m l bezw odnej p iry d y n y  i dodano 
5 ml bezw odnika octowego. M ieszaninę pozostaw iono w ciągu 24 godzin 
w tem p. pokojow ej, a następnie w ylano do w ody z lodem . W ydzielony osad 
odsączono, p rzem yto  dokładnie zim ną w odą i w ysuszono w  eksykatorze 
próżniow ym . O trzym any  p roduk t p rzek rysta lizow any  z uw odnionego kw a­
su octowego topi się w tem p. 101— 105°. Po w ysuszeniu  w tem p. 110° nad 
P2O5 pod zm niejszonym  ciśnieniem  t. t. w ynosiła 152— 158°.

O znaczenie g ru p  acetylow ych:

14.2 mg su b stan c ji zużyło 1,22 m l NaOH 0 ,021  n, co odpow iada 7 ,7 5 %
reszt acetylow ych.

12.2 m g su b stan c ji zużyło 1,1 m l NaOH 0,021 n, co odpow iada 8,14%
reszt acetylow ych.

W yliczono dla jednooctanu  C32H 50O 5 -------- 7,9%  reszt acetylow ych

b) e s t e r  m e t y l o w y

200 mg kw asu  T rozpuszczono w 10 ml bezw odnego e te ru  etylowego. Do 
roztw oru  dodano w  nadm iarze e te row y  roz tw ór dw uazom etanu  i pozosta­
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304 Z. K A S P R Z Y K Ó W N A  i W . J A C H Y M C U Y K 1«!

wiono m ieszaninę w ciągu 24 godzin w tem p. pokojow ej. Po skończonej 
reak c ji e te r  i n ad m iar dw uazom etanu  odparow ano pod zm niejszonym  ciś­
nieniem . O trzym aną substanc ję  p rzekrystalizow ano  z uw odnionego alkoho­
lu  m etylow ego i w ysuszono w  tem p. 1 1 0 ° nad  P 2O5 pod zm niejszonym  ciś­
nieniem . T. t. wysuszonego es tru  m etylow ego 185— 189°.

A naliza e lem en ta rn a  i oznaczenie g rup  m etoksylow ych m etodą Zeisela 
dały  n astęp u jące  w yniki:

19,93 mg subst. dało 56,07 mg CO2 i 17,57 m g H 2O
18,84 mg

znaleziono:
1

dla C31H 50O4 
obliczono 

dla C32H 52O 4 
obliczono

„ 52,99 mg „ „ 16,35 mg

C 76,68%; 76,63%
H 9,86%; 10,44%
OCH3 6,2%

C

c

76,54%

76,80%

H 10,28% 

H 10,4%

OCH3

OCH3

b,6%

6,2%

8. K W AS K

K w as K p rzek rysta lizow any  z e te ru  naftow ego ciem nieje  w tem p. 175" 
i topi się w tem p. 194— 196°. Zw iązek ten  rozpuszcza się łatw o w alkoho­
lach i e terze  ety low ym , tru d n ie j w  eterze naftow ym  i wodzie.

O rien tacy jn a  analiza e lem en ta rn a  dała n astęp u jące  w yniki:
21,09 mg subst. dało 54,30 mg COo i 16,52 m g H 2O 

znaleziono: C 70,29% H 8,81%

D y s k u e ja

P rzeprow adzone badania w ykazały  obecność sapon iny  tro jte rp en o w ej 
w  kw iatach  słonecznika.

• W w yn iku  kw aśnej hydro lizy  surow ej saponiny  o trzym ano  dw a kw asy 
różniące się t. t. i sk ładem  chem icznym . K w asu  K o t.t. 194— 196° na razie 
nie badano bliżej. O rien tacy jn y  w ynik  analizy  e lem en ta rn e j w skazuje, że 
nie należy on  do g ru p y  tró j terpenów . N atom iast p rzynależność kw asu  T 
do te j g ru p y  zw iązków  nie ulega żadnej w ątpliw ości. W ykazu je on w szyst­
kie reak cje  barw ne, ch arak te ry sty czn e  dla tró jte rp en ó w . R eakcje N ollera, 
S torcha-M oraw skiego  i L ieb e rm an n a-B u rch a rd ta  d a ją  co p raw d a rów nież 
aglikony saponin  sterydow ych. N a tom iast w ystępow anie czerw onego zabar­
w ienia z kw asem  chlorosulfonow ym  jest typow e d la  tró jte rp e n ó w  —  ste ­
ry d y  dają  z ty m  odczynnikiem  zabarw ien ie  jasnożółte  [2]. Jasnożó łte  za-
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T a b l i c a  1

t. t.

Naziua W zór sumar.
Kułas

Ester
metyloujy Octan

Ku;. echinocysUnuy (7) C;S0^48^4 3 0 5 -312° 213-215° 271-272°

Kuj. gujajaujolouy (1 ) C3 0 H4 3 O 4 3 0 6 -3 0 8 2 1 0 - 2 1 1 2 4 2 -2 4 4

Hederagenina (7) ^30^48^4 3 3 2 -3 3 4 2 38 -2 3 9 198-200

Kuj. kochaloujy (6 ) ^30^48^4 303—306 192-194 3 0 4 -310

Kuj. krategoloujy (2 1 ) C3 0 H 4 8 O 4 2 5 2 -2 5 4 2 1 7 -2 1 9 —

Kuj. macheriiiouiy (5) 2 3 2 -2 3 4 —

Ku;, poliporenouy A (4) ^'30^48^4 199—200 148-149 —

Kuc poliporenouiy B (8 ) ^30^48^4 300—310 168-171 159 —161

Ku. siaresinoloiry (7) ^30^48^4 292 kurczy się 
160 

topi 182
280-281

Kuj. sumaresinoloujy (7) (--30^48^4 298 2 2 0 - 2 2 1 227

Kuj. tumulozoujy (3) C31H50O4 306 164 217 -2 2 8

Kuj. heiiantoujy 283—287° 185-189° 152-158°

barw ien ie kw asu  T z cz te ro n itro m etan em  w skazu je na obecność jednego 
w iązania podw ójnego.

W ynik analizy e lem en ta rn e j zarów no kw asu , jak  i jego pochodnych nie 
pozw ala na razie rozstrzygnąć m iędzy w zoram i C30I I48O4 i C31H 50O4, n ie ­
m niej jed n ak  w skazuje w yraźn ie  na obecność cz terech  atom ów  tlen u  
w cząsteczce. Dwa z n ich  w chodzą w  sk ład  g ru p y  karboksylow ej (w ytw o­
rzenie m onoestru), zaś dw a należą do dw óch g rup  alkoholow ych (w y­
tw orzenie  acetylow ej pochodnej, b rak  reak cji na g rupę karbonylow ą).

Z pow yższych danych  w ynika, że kw as T je s t d w u h y d ro k sy jed n o k ar- 
boksylcw ym  kw asem  tró jte rp en o w y m ; t. t. jego pochodnej acetylow ej 
i e s tru  m etylow ego nie odpow iadają sta łym , podanym  dla znanych  k w a­
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sów  tró jte rp en o w y ch  dw uhydroksy jednokarboksy low ych , k tó rych  zesta­
w ienie podano w  tabl. 1. K w as T jes t zatem  praw dopodobnie zw iązkiem  do­
tychczas n ie  opisanym . P ro p o n u jem y  dla niego nazw ę kw asu heliantow ego, 

W hydro lizacie  kw aśnym  surow ej saponiny  stw ierdzono obecność trzech  
rodzajów  cukrów : heksozy, pen tozy  i m ety lopentozy .

Ilość kw asu  oleanolowego w hydrolizacie w yciągu m etanolow ego kw ia­
tów  nog ietka  w ynosi 3°/o [15], natom iast ilość kw asu  heliantow ego w hy ­
drolizacie w yciągu kw iatów  słonecznika ty lko 0,72°/o. Jakko lw iek  nie u sta ­
liliśm y jeszcze m asy  cząsteczkow ej saponiny  słonecznika, porów nanie za­
w artości aglikonów  w skazu je jed n ak  na m niejszą zaw artość saponiny  
w k w ia tach  słonecznika niż nogietka.

O trzy m an ie  wT w yniku  hydro lizy  surow ej sapon iny  dwóch składników  
kw asow ych w skazuje, że: 1) w surow ej saponinie w y stęp u ją  dw a różne he- 
te ro zy d y  o różnych  aglikonach kw asow ych albo —  2 ) oba kw asy wchodzą 
w  sk ład  te j sam ej saponiny. D rugie przypuszczenie w ydaje  się bardziej 
p r a wdopodo bn e .

Pani prof. dr Irenie C hm ielem skiej sk ładam y serd eczn e  podzięko - 
m anie za cenne rady i luskazóinki udzielane ir czasie ujykonyujania 
niniejszej pracy.

S tr e s z c z e n ie

1 . Z suszonych kw iatów  słonecznika w yodrębniono surow ą saponinę 
i w ykazano  je j p rzynależność do g ru p y  saponin  tró jte rp en o w y ch .

2 . W hydrolizacie kw aśnym  surow ej sapon iny  stw ierdzono obecność 
trzech  rodzajów  cukrów : heksozy, pen tozy  i m ety lopentozy .

3. Z w yciągu  eterow ego h y d ro liza tu  w yodrębniono dw a kw asy  K i T, 
różniące się w łasnościam i i sk ładem  chem icznym . O rien tacy jn y  w ynik  
analizy  e lem en ta rn e j w skazuje, że kw as K nie należy  do g ru p y  tró jte r -  
penów .

4. S tw ierdzono, że kw as T jes t n ie opisanym  dotychczas dw uhydro - 
ksykw asem  tró jte rp en o w y m . W ynik ana lizy  e lem en ta rn e j nie pozw ala na 
razie  rozstrzygnąć m iędzy  w zoram i C.ioHcsOł i CuhboOi. Zaproponow ano 
dla kw asu  T nazw ę kw asu  heliantow ego.

L I T E R A T U R A

[1] A r t h u r  H ,  H u i  W. J. C hem . Soc. 1404, 1954.
[2] B r i e s k o r n  C., B r i n e r  M. Pharm . A cta  H elv. 28, 139, 1953.

http://rcin.org.pl



[91 S A P O N IN Y  T R Ó J T E R P E N O W E  R O Ś L I N  R O D Z IN Y  C O M P O S I T A E 307

[3] C o r  t L., G a s c o i g n e  R.,  H o l k e r  J.,  R o 1 p h B., R o b e r t s o n  A.,
S i m  e s J . J. C hem . Soc. 3713, 1954.

[4] C u r t i s  R., H e i l  b r o n  J.,  J o n e s  E., W o o d s  G. J. C hem . Soc.
457, 1953.

[5] D j e r a s s i  C., L ippm an  A. J . A m . C hem . Soc. 77, 1825, 1955.
[6 ] D j e r a s s i  C., T h o m a s  C., M e n s i m e r  H., J. A m . C hem . Soc. 77,

3579, 1955.
[7] E l s e v i e r s ’ Encyclopaedia  o f O rganic C h em is try  tom  14, s. 1 — 938, 1941

i su pp lem en t, tom  14, s. 939 — 1346, N ew  Y ork 1952.
[8 ] G u i d e r  J., H a  I s  a l l  T., H o d g e s  R., J  o 'n  e s E. J. C hem . Soc.

3234, 1954.
[9] H a g e r s  H andhuch  der P h a rm a zeu tisch en  P raxis , S p rin g e r, B erlin  1949.

[10] K a r r e r  P. ,  J u c k e r  E., K  r  a u s e E., H elv . C him . A c ta  30, 573, 1947.
[11] K a r r e r  P.,  M o r f  R., H elv. C him . A c ta  15, 863, 1932.
[12] K a r r e r  P. ,  N o t t h a f t  L., H elv. C h im . A c ta  15, 1196, 1932.
[13] K a r r e r  P.,  R u t s c h m a n n  J., H elv. C him . A cta  25, 1144, 1942.
[14] K a r r e r  P., S a l o m o n  H. H elv. C him . A cta  13, 1063, 1930.
[15] K a s p r z y k ó w n a  Z., Prace B adaw cze  G lów n. Inst. C hem ii P rzem yśl., ze­

szy t 3 s. 39, 1951.
[16] K o c z w a r a  M. PA U, D isserta tiones P harm aceu ticae  1, 63, 1949.
[17] K o e f l e r  L. Die Saponine, W ien  1927.
[18] K u h n  R.,  W i n t e r s t e i n  A., N a tu rw iss . 18, 754, 1930.
[19] K u h n  R.,  L e d e r e r  E. Z. p hysio l. C hem . 200, 108. 1931.
[20] N o l l e r  C., S m i t h  R., H a r r i s  C., W a l k e r  J ., A m . C hem . Soc.

64, 347, 1942.
[21] T s c h e s e h e  R., F u g m a n n  R. B er. 84, 810, 1951.
[22] T h i e s  H.,  H e r r l i n g e r  F. P h a rm a zie  5, 119, 1950.
[23] W i n t e r s t e i n  A., Z. physio l. C hem . 199, 25, 1931.
[24] Z e c h m e i s t e r  L., C h o l n o k y  L., Z. physio l. C hem . 203, 26, 1932.
[25] Z e c h m e i s t e r  L., T u z s o n  P. B er. 63, 320, 1930.
[26] Z e c h m e i s t e r  L., T u z s o n  P. B er. 67, 170, 1934.
[27] Z i m m e r m a n n  J . H elv. C him . A cta  24, 393, 1941.

T P M T E P nE H O B blE  C A H O H M H bl PA CTEH M H  CEM EH CTBA  C O M P O SIT A E  

II. C A nO H M H bl IfB ETO B  nO ßC O JIH E H H M K A  (H E L IA N T H U S  A N N U U S)

P  e 3 K) M e

1. M3 cymeHHbix pBeTOB noAcojmeHHMKa H30JinpoBaHo cbipoM cano- 
HMH w ^0Ka3aH0 ero npwHaą;jiexcHOCTb k  rp y n n e  TpnTepneHOBbix cano-
HHHOB.

2. B KMCjiOM rMApojiioaTe cbiporo canoHiiHa KOHCTaTupoBaHo HajiHHMe 
Tpex poztOB MOHOcaxapiiflOB: reKC03bi, neHT03bi u MeTHjineHT03bi.

3. Ü3 34>MpHoro SKCTpaKTa rM ßpojuoaTa n30jmpoBajiucb abg kmcjio- 
T b l  K M T, OTJIMHaiOmMeCH KSK CBOÜCTBaMM, TaK M XMMHHeCKMM COCTaBOM. 
OpueHTMpoBOUHbiw pg3yjibTaT 3JieMeHTapHoro aHajiM3 a yKa3biBaeT Ha to , 
h to  KHCJiOTa K He npwHaAJiexcHT k rpynne TpMTepneHOB.
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4. KoHCTampoBaH c£>aKT, h t o  KHCJiOTa T HBJineTCH ao  HacTOHinero m o -  
MeHTa He onncaHHOM, TpMTepneHOBoii a m o k c h k m c j i o t o m .  Pe3yjit>TaT 3Jie- 
MeHTapHoro aHajiM3a noKa He n03B0JiHeT n3bpaTB oAHy M3 cjiopMyji 
C30H 48O4 h  C31H 50O4. IIpeAJiaraeTCH Ha3BaTt T-KMCJioTy rejinaHTOBOH 
KHCJIOTOH.

I'RITHKPENE SAPONINS OF PLANTS OF THE FAMILY C O M P O SITA E

II. SAPONIN OF SUNFLOWER ( H E L I A N T H U S  A N N U l ’S)

S u m m a r y

1. C rude saponin  w as iso lated  from  d ried  sunflow ers an d  w as show n 
to belong to th e  group  of tr ite rp e n e  saponins.

2. I t  w as estab lished  th a t acid h y d ro ly sa te  of the  crude saponin  con­
ta in ed  th ree  ty p es of sugars: hexose, pen tose  an d  m ethy lpen tose .

3. Two acids, K an d  T, d iffe ring  in  p ro p e rtie s  and  com position w ere  
iso lated  from  an  e th e r ex tra c t of th e  hv d ro ly sa te . P re lim in a ry  re su lts  of 
e lem en ta ry  analysis ind icated  th a t acid K does no t belong to  th e  group of 
trite rp en es.

4. It was estab lished  th a t acid T is a tr ite rp e n e  d ih y d ro x y  acid h ith e rto  
unknow n. R esu lts of e lem en ta ry  ana lysis  m ake no decision possible 
betw een  th e  fo rm ulae  C30H 48O4 an d  C31H 50O4; th e  nam e of h e lian th ic  acid 
has been proposed for acid T.

3 0 3  Z . K A S P R Z Y K O W N A  i W . J A C H Y M C Z Y K  1101
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J. NOWORYTKO i M SARNECKA - KELLER

C H R O M A T O G R A F IC Z N A  ANA LIZA  A M IN O K W A SÓ W  
W Y D A L A N Y C H  Z M O C ZEM

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A . M . w Krakowie  
Kieroicnik Zakładu prof. dr B . Skarżyński

Obecność różnych am inokw asów  w moczu osobników  praw idłow ych 
jes t fak tem  znanym  od daw na, a może jeszcze daw niej znane jest po jaw ia­
nie się dużej ilości pew nych am inokw asów  w moczu p rzypadków  pato lo­
gicznych, jak  np. żółty, o stry  zanik  w ątroby , cy sty n u ria  itd . T rudności, na 
jak ie  napo tykało  daw niej iden ty fikow anie  poszczególnych am inokw asów  
w moczu, a ty m  bardziej ich ilościowe oznaczanie, uniem ożliw iały  rozleg- 
lejsze badania nad problem em  fizjologicznej i patologicznej am inoacydurii. 
Dopiero zastosow anie now oczesnej, sub te lnej techn ik i ana litycznej po­
zwoliło postaw ić to zagadnienie na szerzej zakreślonej płaszczyźnie do­
św iadczalnej.

P ierw sze system atyczne badania dotyczące jakości i ilości am inokw asów  
w m oczu przeprow adzone by ły  p rzy  zastosow aniu m etod  m ikrobiologicz­
nych  [10, 11, 23, 20j. T rudności, z jak im i połączone je s t stosow anie tych  
m etod, ogran iczały  zasięg b ad ań  i w ykluczały  całkow icie ru ty n o w e b ad an ia  
kliniczne. O w iele rozleglejsze m ożliwości o tw iera ło  zastosow anie chrom a­
tografii, i to zarów no chrom atografii b ibułow ej, jak  i ko lum now ej. D opiero 
w ykorzystan ie  te j m etodyki stw orzyło  podstaw y do system atycznych  b a ­
dań  nad  zagadnieniem  am inoacydurii u człow ieka, w ykazując rów nocześ­
nie zaw iłość sam ego p rob lem u fizjologicznego, jak  i w artość tego ty p u  ba­
dań dla celów klinicznych. Szczególnie ch rom atografia  b ibułow a w  posta­
ci postępow ania dw ukierunkow ego s ta ła  się podstaw ow ą m etodą badaw czą.

C hrom atografia  b ibułow a m ieszaniny  am inokw asów  zaw artych  w m o­
czu w iąże się jed n ak  z pew nym i szczególnym i trudnościam i, jak ich  nie spo­
tykam y przy  analizie m ieszan iny  czystych am inokw asów  lub też p ro d u k ­
tów’ hydro lizy  białka. B adając mocz m am y do czynienia z bardzo rozcień­
czonym  roz tw orem  am inokw asów  (przeciętna ilość dobow a 0,5— 1,0  g), k tó ­
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re /n u  tow arzyszy  bardzo duża ilość jonów  nieorganicznych oraz inne sk ład ­
n ik i organiczne, zaw ierające azot. Te substancje  tow arzyszące am inokw a­
som w  m oczu zm ien iają  w artości R f am inokw asów  i zdecydow anie zacie­
ra ją  g ran ice p lam  odpow iadających  poszczególnym  am inokw asom . Toteż 
podstaw ow ym  w arunk iem  przeprow adzan ia  chrom atograficznej analizy  
am inokw asów  w ystępu jących  w  m oczu jest jego należy te odsolenie oraz 
zredukow an ie  do m in im um  w pływ u innych  niż am inokw asy organicznych 
sk ładników . Ten techniczny  prob lem  u tru d n ia  zresztą  analizę sk ładu  am i- 
nokw asow ego w szystkich  p łynów  pochodzenia biologicznego. Co p raw da 
n iek tó rzy  au to rzy  [9] używ ają do chrom atografii b ibułow ej p łynów  pocho­
dzen ia biologicznego bez uprzedniego  odsalania, tw ierdząc, że dom ieszka 
soli n ieorgan icznych  w  n iezby t dużych ilościach n ie  w yw iera w iększego 
w p ływ u n a  obraz chrom atogram u. W iększość jed n ak  autorów , za in te reso ­
w anych  ty m  zagadnieniem  jest przeciw nego zdania.

T rudności zw iązane z odsalaniem  p łynów  biologicznych są tak  pow ażne, 
że opracow ano m etody  e lim inu jące  w pływ  soli nieorganicznych bez stoso­
w ania bezpośredniego procesu odsalania. P. D e c k e r  i w spółpracow ­
nicy [8 ] p o stęp u ją  w ten  sposób, że p rzeprow adzają  rów noległe analizy  
chrom atograficzne standardow ego roz tw oru  czystych am inokw asów , m ie­
szan iny  tego roztw oru  z m oczem  oraz sam ego moczu. Ten sposób postępo­
w ania m a pozw olić na określen ie  w p ływ u  soli nieorganicznych na w artości 
Rf am inokw asów  w b adanym  moczu. Sądząc jed n ak  z opisu tej m etody, 
jes t ona n aw e t bardziej zawiła, niż inne  m etody, op iera jące się na chrom a­
tog rafii m oczu uprzednio  odsolonego. Z resztą nasze osobiste dośw iadczenie 
poucza nas, że zaw arte  w  moczu stężenie soli n ieorganicznych z reg u ły  do 
tego stopn ia  zam azuje obraz chrom atogram u, że odcyfrow*anie p lam  odpo­
w iadających  poszczególnym  am inokw asom  często s ta je  się niem ożliwe.

W początkow ych etapach  rozw oju techn ik i chrom atograficznej odsala- 
nie p łynów  biologicznych przeprow adzano  p rzy  pom ocy e lek trod ia lizy  
[7]. P o m ija jąc  konieczność dysponow ania odpow iednią ap a ra tu rą , ten  spo­
sób odsalan ia je s t niedogodny z pow odu konieczności stosow ania dużych 
objętości badanego p łynu  oraz ze w zględu na znaczne s tra ty  ilościowe n ie­
k tó ry ch  am inokw asów , szczególnie arg in iny . P ie rw o tn ą  m etodę e iek tro - 
d ializy  dla p rzygotow ania p łynów  do chrom atografii usiłow ano zm odyfiko­
wać i ulepszyć [1, 2], nie uzysku jąc jed n ak  zadow alających w yników . Dla 
m ałych  objętości p łynu  próbow ano zastosow ać odsalania za pomocą e lek tro ­
forezy [3].

Nowe p e rsp ek ty w y  analizy  chrom atograficznej p łynów  pochodzenia 
biologicznego otw orzyło  zastosow anie w ym ienników  jonow ych. W o sta t­
n ich  la tach  pojaw ił się szereg pub likacji opisujących różnorodne sposoby
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postępow ania, zm ierzające do przygo tow ania roztw oru , k tó ry  m a być pod­
d an y  ch rom atografii. N ajw iększą trudność stanow i dobór odpow iedniego 
w ym ienn ika, pozw alającego na oddzielenie n ieorganicznych  jonów  od 
am fo terycznych  am inokw asów . O m ów im y w  kró tkości te  sposoby postę­
p o w a n ia /k tó re  znajdow ały  zastosow anie p rzy  analizie sk ładu  am inokw aso- 
wego p łynów  pochodzenia biologicznego.

P osługiw ano się k o le jnym  stosow aniem  słabego an ion itu  i słabego ka- 
tio n itu  [6 ]. M etoda ta  je s t jed n ak  zbyt czasochłonna ze w zględu na  koniecz­
ność w ielokrotnego pow tarzan ia  procesu przepuszczania badanego p łynu 
przez ko lum ny  z adsorbentem , a poza ty m  połączona jes t ze zbyt dużą s tra ­
tą  am inokw asów  obojętnych , p om ija jąc  już to, że nie daje się zastosować 
do roztw orów  zaw iera jących  am inokw asy  kw aśne i zasadowe.

Stosow ano rów nież w ym ienn ik i siln ie zasadowe z czynnym i grupam i 
w odorotlenow ym i i dw uw ęglanow ym i [21]. M etoda ta  pozw ala na całko­
w ite  usunięcie n ieorgan icznych  anionów  i kationów  z roztw orów , ale p ro ­
w adzi do do pow ażnych s tra t am inokw asów  zasadow ych. A rg in ina  jest 
zupełn ie  n ieu ch w y tn a  p rzy  ty m  sposobie postępow ania, a lizynę odzyskuje 
się ty lko  częściowo.

N ajdogodniejszą m etodą okazało się zastosow anie silnie kw aśnych 
w ym ienników . W ym iennik i te  p rzepuszczają aniony, za trzy m u jąc  całkow i­
cie k a tio n y  i w szystkie am inokw asy. S tosu jąc z kolei odpow iedni e luen t 
m ożna w ypłukać am inokw asy  i uzyskany  w  ten  sposób roz tw ór poddać n a ­
stępn ie  chrom atograficznej analizie na bibule. Szczególnie rozbudow ał ten  
sposób postępow ania S. M. P a r t r i d g e  [17, 18, 19, 20], opracow ując 
m etodę analizy  hydro liza tów  białka. Badał różne rodzaje w ym ienników  
stw ierdzając , że najdogodniejszym i są żyw ice po listyrenow e, zaw ierające 
jako  g rupę czynną jedyn ie  g rupę -SO 3H. Zasadniczo jednak  w e w szystkich  
sw ych p racach  posługuje się w ym ienn ik iem  Z eo-K arb  215, k tó ry  je s t żyw i­
cą fenolow ą z czynnym i g rupam i —  OH i —  C H 2SO 3H. Po uw oln ien iu  an a­
lizow anej m ieszan iny  am inokw asów  od anionów  nieorganicznych , po legają­
cym  na przepuszczeniu  jej przez ko lum nę z w ym ienn ik iem , w y p łu k u je  n a ­
stępn ie  P a r t r i d g e  am inokw asy  z w ym ienn ika rozcieńczonym  roztw o­
rem  am oniaku , rozdzielając w yciek na 7 ko lejno  po sobie następu jących  
frakc ji, z k tó ry ch  każda zaw iera k ilka odm iennych  am inokw asów . A m ino­
kw asy  w  poszczególnych frak c jach  zostają z iden ty fikow ane p rzy  pom ocy 
d w u k ieru n k o w ej chrom atografii.

Sposób postępow ania opracow any przez P a r t r i d g  e ’a został p rzy ­
ję ty  z n ieznacznym i m odyfikac jam i przez innych  au torów . Pozw ala on 
isto tn ie  uchw ycić w szystk ie am inokw asy  w y stęp u jące  w  badanym  płynie, 
a n aw et określić  ilościowo am inokw asy  zaw arte  w  każdej z pojedynczych
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iYakcji. W łaśnie możność ilościowego u jm ow ania  w yników  analizy  stanow i 
najw iększą zaletę te j m etody. Co p raw da ilościowa analiza am inokw asów  
w m oczu daje  się n a jd o k ład n ie j przeprow adzić za pomocą znanej m etody  
S t e i n a  i M o o r  e ’a, po legającej na użyciu ko lum n adso rpcy jnych  ze 
skrobią [24, 25] lub  żyw icam i po listy renow ym i [26] i rozdzielaniu  badanej 
m ieszaniny  na dziesiątk i lub setk i frakc ji, ale skom plikow ana a p a ra tu ra  
i czasochłonność tego sposobu postępow ania w yklucza jej stosow anie do 
badań  m asow ych.

Jak  już  o tym  była m ow a pow yżej, zasada, n a  k tó re j opiera się m etoda 
P a r tr ic g e ?a, z d robnym i m odyfikacjam i używ ana jest dziś powszechnie 
przy  w szystkich  badaniach  nad  am inoacydurią. M imo że w porów naniu  
z daw niejszym i m etodam i m etoda P a r tr id g e ’a je s t o w iele dokładniejsza , to 
zastosow anie jej do celów klin icznych  napo tyka na duże trudności, szcze­
gólnie wówczas, gdy zachodzi konieczność w ykonan ia  w iększej ilości analiz 
i to w m ożliwie k ró tk im  czasie. N iem ałym  u tru d n ien iem  jest konieczność 
używ ania chrom atografii dw ukierunkow ej i to stosow anej siedm iokrotnie , 
dla 7 frak c ji am inokw asow ych, uzyskanych z jednego badanego płynu .

Dogodność chrom atograficznej analizy  m ieszaniny  am inokw asów , jaką 
p rzedstaw ia  opracow ana przez nas m etoda chrom atografii jed n o k ieru n k o ­
wej p rzy  użyciu izatyny  i je j pochodnych dla różnicow ania p lam  poszcze­
gólnych am inokw asów  [16], sk łoniła  nas do p ró b  odpow iednich m odyfikacji 
zastosow ania w ym ienników  jonow ych do przygotow ania moczu, m ającego 
być poddanym  chrom atografii. Chodziło nam  o opracow anie m ożliw ie pros­
tej, tan ie j i ła tw ej ao zastosow ania m etody, k tó ra  pozw oliłaby na jakościo­
wy analizę sk ładu  am inokw asow ego moczu w  w aru n k ach  lab o ra to riu m  k li­
nicznego. Poniżej p rzedstaw iam y w ynik i naszych badań  oraz opis oparte j 
na nich m etody.

C zęść  d oś iu iad cza lii  i

Dośw iadczenia nasze m iały  na celu w y jaśn ien ie  dwóch zasadniczych 
punk tów . P ierw szym  z nich  była sp raw a ew entualnego  w pływ u jonów  n ie­
organicznych i sk ładn ików  organicznych moczu na przebieg jednok ie­
runkow ej chrom atografii bibułow ej m ieszaniny  am inokw asów . P rag n ę ły ś­
m y spraw ę tę w yśw ietlić, gdyż jak  już w spom niano, n iek tó rzy  au to rzy  [9] 
poddają mocz dw ukierunkow ej analizie chrom atograficznej bez zastosow a­
nia uprzednich  zabiegów. Poniew aż stw ierdz iłyśm y, że odsolenie moczu 
jest n iezbędne dla przeprow adzen ia jednok ierunkow ej chrom atografii am i­
nokw asów , postaw iłyśm y sobie ja k a  d rugie zadanie w yszukanie n a jp ro s t­
szej m etody  przygotow ania m oczu do tego sposobu postępow ania.
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I. W P Ł Y W  N IE O R G A N IC Z N Y C H  I O R G A N IC Z N Y C H  SKŁADNIK ÓW  NA  CH RO M ATO G RA M Y  
M IE SZ A N IN  A M IN O K W A SÓ W

P oddaw ałyśm y analizie chrom atograficznej następ u jące  roztw ory:
a) m ieszan ina s tan d ard o w a am inokw asów  (cysteina, lizyna, arginina, 

glikokol, alan ina , try p to fan , w alina, leucyna),
b) m ieszan ina stan d ard o w a am inokwasów 7 +  mocznik,
c) m ieszanina s tan d ard o w a am inokw asów  +  kw as m oczowy,
a) m ieszanina s tan d ard o w a am inokw asów  -i- k rea ty n in a ,
e) m ieszan ina s tan d ard o w a am inokw asów  +  N aCl +KC1.
C hrom atografię  p rzeprow adzano  jednok ierunkow o na k rążkach  i pas­

kach w7 uk ładzie n -b u tan o l +  CH 3COOH +  H 2O (w stosunku  4 : 1 :5), po­
sługu jąc  się pap ierem  W hatm ana N r 1 i w ybarw iając  p lam y am inokw asów  
iza ty n ą  wg poprzednio  podanej m etody  [16]. M ocznik w ykryw ano  odczyn­
n ik iem  E hrlicha (a ldehyd  p-dw um etylcam inobenzoescw y) [12], k re a ty ­
ninę cdczynem  Jaffeg o  (kw as p ik rynow y) [14], kw as m oczow y próbą re ­
d u k cy jn ą  oraz m etodą M arkham a p rzy  użyciu św iatła  pozafiołkow ego [13].

P o stęp u jąc  w  ten  sposób stw ierdzono, że ani m ocznik (w w7arunkach  
ch ro m ato g rafii k rążkow ej Rf =  0,47), ani k rea ty n in a  (Rf =  0,40), ani kw as 
m oczowy (Rf =  0,26) nie w p ły w a ją  na  obraz chrom atogram u m ieszaniny 
am inokw asów . N atom iast obecność soli n ieorganicznych pow oduje zatarcie 
g ran ic p lam  am inokw asów  i ich przem ieszczenie, szczególnie w  odcinku od­
pow iadającym  Rt 0,1 —  0,26, w  w aru n k ach  dośw iadczeń przez nas w yko­
nyw anych.

Te w stępne badan ia  w ykazały  nam , że posługiw anie się chrom atografią 
jed nok ierunkow ą dla analizy  am inokw asów  bez uprzedniego odsolenia mo­
czu je s t niemożliwie.

?. W Y E O R  W YM IENNIK A

P ró b y  zastosow ania A m b erlitu  IRC-50 oraz ka tion itu , uzyskanego z f ir­
m y L eight (bez określonego bliższego ch a rak te ru  w ym iennika), do w iąza­
n ia  n ieorganicznych kationów 7 w m ieszaninach  standardow ych  oraz w  m o­
czu skończyły  się niepow odzeniem . D latego nie podajem y ich opisu.

O pierając się na danych  z l i te ra tu ry  zw róciłyśm y uw agę na żyw ice po­
listy renow e. W e s t a 11 [27, 28] używ a do odsalania m oczu Z eo-K arb
215, ale  P a r t r i d g e  w  sw ych p racach  podkreśla  jed n ak  rów nocześnie 
u jem n y  w pływ  g ru p  fenolow ych, tkw iących  w  ty m  w ym ienn iku , na proces 
w ym yw nnia zasadow ych am inokw asów . W m etodzie stosow anej przez 
W esta lla  am inokw asy  zasadow e w  ogóle n ie są w ykryw ane. Z decydow ałyś­
m y się w ięc na  użycie w ym ienn ika Z eo-K arb  225, w  k tó ry m  nie m a grup  
fenolow ych, a g ru p y  czynne są rep rezen to w an e jedyn ie  przez reszty  
—  SOoH.
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P ró b y  za trzym yw an ia  poszczególnych am inokw asów  przez Z eo-K arb 
225 przeprow adzałyśm y w n astęp u jący  sposób: m ieszaniny  rożnych  kom bi­
nac ji 8— 10 am inokw asów , zaw ierające w  1 m l roz tw oru  0,26 mg N am ino- 
kwasow ego, przepuszczałyśm y przez ko lum nę w ypełn ioną w ym iennik iem , 
postępując wg sposobu, k tó ry  opiszem y poniżej. S tw ierdziłyśm y, że ty lko  
tau ry n a  nie jes t za trzy m y w an a przez Z eo-K arb  225, co pokryw a się z w y­
n ikam i P r  i o r a  i W h i t e h e a d  e ’a [22], k tó rzy  posługiw ali się tym  
w ym ienn ik iem  ula analizy  am inokw asów  w  płynie m ózgordzeniow ym  
i B o u 1 a n  g e r  a i B i s s e r  t e ’a [4, 5], k tó rzy  używ ali w ym ienn ika P e r-  
m u ty t 50, będącego rów nież żyw icą po listy renow ą z czynnym i g rupam i 
—  SO3PI.

3. Z A C H O W A N IE  SIĘ M OCZNIK A, KW ASU M O C ZO W EG O  I K REA TY N IN Y  NA  K OLUM NIE Z ZEO-KARB 225

O dpow iednie p róby  ze sk ładn ikam i azotow ym i moczu dodawTanym i do 
w zorcow ej m ieszaniny am inokw asów  w ykazały , że:

1) kw as m oczowy przechodzi przez ko lum nę z Z eo-K arb 225 niem al 
całkow icie; d robna jego ilość pozostaje na kolum nie, ale w ym yw a się 
o w iele ła tw iej niż am inokw asy;

2) in n ą  sy tuację  zaobserw ow ano odnośnie m ocznika i k rea ty n in y . Oba
te zw iązki zostają za trzym ane przez Z eo-K arb  225, ale rów nież nieco ła­
tw iej u legają  w ym yciu  od am inokw asów , p rzy  czym  jednak  k rea ty n in a  
okazuje siln iejsze pow inow actw o do w ym ienn ika niż m ocznik.

4. O D SA L A N IE  W Z O R C O W E J M IESZ A N IN Y  A M IN O K W A SÓ W

P rzygotow ano w zorcow ą m ieszaninę 12 różnych am inokw asów  za­
w iera jącą  k a tiony  Na i K +. P rzy  p rzygotow aniu  te j m ieszan iny  nie 
dodaw ałyśm y kationów  Ca + i Mg +, licząc się z tym , że są one silniej 
w iązane p rzez żywicę. A niony by ły  rep rezen tow ane jedyn ie  przez C l- .

Sk ład  w zorcow ej m ieszaniny  odpow iadał w przyb liżen iu  składow i 
moczu w ykazując zaw artość:

767 m g «/o azotu (ozn. m et. K je ld ah la , w  tym  27%  N am inow ego, 
oznaczanego m etodą van S ly k e’a),

1548 m g %  Cl-  (ozn. m et. V olharda)
725 m g %  Na I
458 mo o/ 0 j (ozn - za pom ocą fo tom etru  płom ieniowego).

5 m l m ieszaniny w zorcow ej w prow adzono na ko lum nę z Z eo-K arb  
225, p rzygotow aną w edług sposobu niżej podanego. U stalono szybkość 
p rzep ływ u cieczy, odpow iadającą 8 —  10 k rop li na m inu tę . Po ukończe­
n iu  p rzep ływ u roz tw oru  wzorcowego kolum nę p rzem yto  25 m l H^O bi-
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dest. W ycieki zebrano  w kolbce m iarow ej, uzupełn ia jąc  je do 50 m l przy  
pom ocy IIoO. U zyskany  w ten  sposob ro z tw ó r badano na zaw artość azotu, 
Cl- , K + i N a+. W ynik i podane są w  tab l. 1.

T a b l i c a  1

Kolumna

Ilość
substancji 

u; mg

1 2 3 4 5 6

N

c i - 77,36 77,98 76,98 77,00 77,45 77,60

Na+

K+

Ja k  z danych  w  tab l. 1 w ynika, w  w ycieku o trzy m an y m  w  pow yżej 
op isany  spcsób uzysku je się całkow icie anion ch lorkow y, na to m iast katio ­
n y  i zw iązki azotow e zostają za trzym ane na ko lum nie  w ym iennikow ej.

5. W Y M Y W A N IE  A M IN O K W A SÓ W  Z KOLUMNY

Dane z li te ra tu ry  podają  dotychczas 2 sposoby w ym yw an ia  am inokw a­
sów zatrzym yw anych  na kolum nach  w ym ienn ików  polistyrenow ych. 
Jed n y m  z nich jest użycie HC1 [15], d rug im  —  użycie am oniaku.

Stosow anie kw asu  solnego w ym aga doboru odpow iedniego stężenia 
tego odczynnika, p rzy  k tó ry m  zostałyby  w yp łu k an e  w yłącznie am inokw a­
sy bez rów nocześnie zaadsorbow anych kationów . N atom iast użycie am o­
niaku  zam iast kw asu solnego m a tę wyższość, że n aw e t duże stężenie te ­
go odczynnika n ie doprow adza do w yp łu k iw an ia  kationów . Poza tym  
o wiele ła tw ie j je s t odpędzić z roz tw oru  am oniak niż kw as solny. P a r ­
t r i d g e  i w spółpracow nicy [17,18,19] używ ają  am oniak w stężeniu  
0,14 —  0.2 n, usuw ając w ten  sposób z k o lu m n y  adsorpcy jnej w olne od 
kationów  am inokw asy, jed n ak  bez am inokw asów  zasadow ych. B o u 1 a n - 
g e r  [4,5] i P  r i o r  [2 2 ] posługu ją  się 1 n  am oniakiem , w y p łuku jąc  
w szystkie am inokw asy, z pow ażnym i s tra ta m i jed n ak  am inokw asów  za­
sadowych.
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Z decydow ałyśm y się na użycie 2 n  am oniaku  w objętości 25 ml, w y­
p łu k u jąc  w ten  sposób w szystk ie  am inokw asy  i uzy sk u jąc  rów nocześnie 
m ałe objętości p łynu , nie sp raw ia jące  trudności p rzy  dalszych  m anipu­
lacjach.

U zyskany przy  użyciu 25 m l 2 n am oniaku  w yciek odparow ałyśm y 
w próżni w  tem p era tu rze  37°C do suchości. W celu całkow itego usunięcia 
am oniaku  proces zagęszczenia p rzep row adzałyśm y  3 -k ro tn ie , stosując 
w ram ach zestaw u pom py próżniow ej dodatkow ą p łuczkę ze stężonym  
H 2SO 4. Pozcstałcść rozpuszczoną w  0,5 m l H 2O bidest. bad a ły śm y  na za­
w artość kationów  (używ ając fo to m etru  płom ieniow ego) i na  zaw artość 
azotu oznaczanego m etodą m ik ro -K jeldah la . W yniki ty ch  prób  podaje 
tabl. 2.

T a b l i c a  2

Kolumna

I I o ś ć \ .  . 
substancji '

uj mg \

1 2 3 4 5

i

6

N 40,01 38,25 38,10 37,67 39,00 38,05

Na+ _ _ _ — —

K+ — — — — — —

O trzym any  w pow yższy sposób roz tw ór poddaw ałyśm y chrom atografii 
stosu jąc zarów no chrom atogram  krążkow y, jak  i ch rom atografię  na pasku 
w stępującym , rozw ijaną w  uk ładzie  bu tano l-C H 3CO O H -H 2 0 , i barw iąc 
p lam y am inokw asow e izatyną. U zyskane w  ten  sposób chrom atogram y 
pokryw ały  się dokładnie z ch rom atogram em  w zorcow ej m ieszan iny  am ino­
kw asów , w olnej od dom ieszki soli n ieorganicznych i in n y ch  zw iązków  
azotow ych. Jed y n ie  in tensyw ność plam  am inokw asów  zasadow ych była 
nieco m niejsza.

P oniew aż założenia teo re tyczne  i w ynik i naszych w stęp n y ch  badań  n a ­
suw ały  przypuszczenie, że p rzy  zastosow anym  przez n as  postępow aniu  
część am inokwasów7 zasadow ych nie zostaje w y p łu k an a  z ko lum ny w y ­
pełn ionej w ym iennik iem , zaw artość ko lum ny  p o trak to w an ej w  sposób 
uprzednio  opisany zadaw ałyśm y 5 m l 2 n  am oniaku na  przeciąg  10 go­
dzin, po czym  p rzem yw ałyśm y n iew ielką ilością w ody. U zyskany  w  ten  
sposób w yciek z ko lum ny zagęszczałyśm y i badałyśm y w  sposób w yżej 
opisany. Okazało się-, że o trzy m an y  p ły n  zaw iera N w  ilościach n ie  dających
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się w ykazać m ikro-K jeldah lem , a na chrom atogram ie daje  ledw o dostrze­
ga ln e  plam y, odpow iadające am inokw asom  zasadow ym .

T e w stępne badan ia  przekonały  nas, że m ożliw e jes t uw olnienie m ie­
szan in y  am inokw asów  i innych  najw ażn iejszych  sk ładników  moczu od 
n ieorganicznych k ationów  i anionów , co w  rezu ltacie  zezwala na jednow y­
m iarow ą jakościow ą analizę m ieszaniny  am inokw asów . Poniżej podajem y 
bardziej szczegółowe sposoby postępow ania, k tó re  zastosow ałyśm y z po­
w odzeniem  do analizy  sk ładu  am inokw asow ego moczu.

6. P O ST Ę PO W A N IE  PRZY JA K O ŚC IO W EJ A N A L IZ IE A M IN O K W A SO W EG O  SK ŁADU MOCZU

Do odsolenia m oczu używ am y k o lu m n y  w ypełn ionej żyw icą Zeo-K arb 
225, k tó ra  zn a jd u je  się w h an d lu  w  postaci soli sodowej o w ielkości ziarn 
16— 50 cczek (mesh). P rzed  użyciem  żyw ica zostaje zak tyw ow ana przez 
zadanie d w u k ro tn ą  objętością 10%  HC1 n a  przeciąg 1 —  2 godzin z w strzą­
saniem  od czasu dc czasu.

K olum ną je s t ru ra  szk lana o śred n icy  0,6 cm, długości 35 cm, za­
opatrzona u  dołu w k u rek  ze szlifem . R u ra  ta  zaw iera u dołu w arstw ę 
odtłuszczonej w aty . W ypełnia się ją  w odą, po czym  w prow adza się do niej 
żyw icę m ałym i porcjam i, jako zaw iesinę w  wodzie. A by um ożliw ić rów no­
m ierne uk ład an ie  się z iarn  w ym ienn ika  w  kolum nie i u sunąć bańki po­
w ietrza, w ype łn ien ie  ko lum ny  p rzeprow adzam y p rzy  s ta ły m  przepływ ie 
wody. P rzygo tow aną w  ten  sposób ko lum nę p rzechow uje się s tale  w  s ta ­
nie w ilgo tnym  przez u trzym yw an ie  poziom u w ody ponad  górną w arstw ą 
żywicy.

Dla p rzeprow adzen ia  odsolenia moczu nalew a się na pow ierzchnię w a r­
stw y  żyw icy 5 ml moczu, u sta la jąc  szybkość p rzep ływ u  cieczy przez ko­
lum nę rów ną 8— 10 kropel w  ciągu m in u ty . Po ukończeniu  w ypływ u  mo­
czu ko lum na zostaje p rzem yta 25 m l HoO bidest.

Z kolei zostaje  doprow adzone do k o lu m n y  25 m l 2 n am oniaku. W y­
ciekający  roz tw ór zeb ran y  do kolby zosta je  odparow any  w  próżni do su­
chości w  tem p. 37°. D la całkow itego usun ięcia  am oniaku dodaje się do su­
chej pozostałości wodę i ponow nie odparow uje  w  próżni. Zabieg ten  jest 
pow tarzany  trzy k ro tn ie . Pozostałość rozpuszczoną w  0,5 m l H 2O bidest. 
używ a się do p rzeprow adzen ia chrom atografii.

R egenerację  ko lum ny  przeprow adza się przepuszczając przez warstw*ę 
w ym iennika 50 ml 10%  HC1 z szybkością 8 — 10 kropel/m in . N adm iar kw a­
su solnego zostaje u su n ię ty  przez H 2O, przepuszczaną przez kolum nę aż 
do chw ili zan iku  reak c ji na jon Cl- . T en  sposób reg en erac ji jes t w y­
starczający  do odzyskania p ierw o tn e j ak tyw ności ko lum ny.

[9] C H R O M A T O G R A F I C Z N A  A N A L I Z A  A M IN O K W A S Ó W  W Y D A L A N Y C H  Z  M O C Z E M  3 1 7
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Rys. 1 p rzedstaw ia  schem aty  chrom atogram ów  
a —  moczu praw idłow ego
b —  m oczu kob iety  w  dziew iątym  m iesiącu  ciąży 
c —  moczu dziecka dziew ięciom iesięcznego, cierpiącego n a  dy- 

strofię.

Rys. l

W każdym  p rzypadku  chrom atografii poddaw ano około 10 ul moczu 
odsolonego, zagęszczonego 10 -k ro tn ie , a w ięc ilość odpow iadającą 0,1 m l 
m oczu pierw otnego.

Zaznaczyć należy, że chrom atogram y m oczu praw idłow ego p rzygoto­
w ane n a  m ateria le  pochodzącym  od k ilk u n astu  dorosłych, zdrow ych osób 
z reg u ły  pokryw ają  się. B rak  pew nych  am inokw asów  (prcliny, treon iny , 
try p to fan u ) w ynika n iew ątp liw ie  stąd , że am inokw asy  te w  objętości m o­
czu uży te j do chrom atografii w y stęp u ją  w  stężeniach  n ieu ch w y tn y ch  dla 
używ anej przez nas m etody. P lam y  zaznaczone znakiem  zapy tan ia  odno­
szą się do jak ichś aminokwrasówT ńie będących sk ładn ik iem  białka, k tó ry ch  
wobec b rak u  odpow iednich w zorców  nie m ogłyśm y zidentyfikow ać.
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P lam y  zaznaczone x  d a ją  z iza tyną typow e zabarw ien ia peptydów . Po­
rów n an ie  podanych n a  rys. 1 chrom atogram ów  w ykazu je w y b itn e  w zm o­
żenie ilości h is ty d y n y  i treo n in y  w m oczu ciężarnej oraz pojaw ienie się 
p ro liny  i w olnego kw asu  glutam inow ego w  m oczu dziecka dystroficznego.

O w ynikach  zastosow ań opracow anej przez nas m etody do celów  k li­
n icznych  doniesiem y w  przygotow yw anej, odrębnej pracy.

Za cenne uwTagi i w skazów ki sk ładam y prof. d r B. S k a r ż y ń ­
s k i e m u  serdeczne podziękow ania.

S tr e s z c z e n ie

W celu p rzeprow adzen ia  analizy  chrom atograficznej sk iadu  am inokw a- 
sowego m oczu norm alnego i patologicznego opracow ano m etodę odsala­
nia z zastosow aniem  żyw icy polistyrenow ej Z eo-K arb 225. P rzy  przepusz­
czeniu przez kolum nę z w ym ienn ik iem  odpow iedniej ilości m oczu zostają 
na n iej za trzym ane w szystkie k ationy  nieorganiczne i am inokw asy, n a to ­
m iast an iony  n ieorganiczne przechodzą sw obodnie przez żywicę.

A m inokw asy  za trzym ane na  w ym ienn iku  e lu u je  się 2 n  am oniakiem , 
k tó ry  usuw a się n astęp n ie  przez odparow anie roz tw oru  do suchości pod 
próżnią. Po rozpuszczeniu suchej pozostałości w  wodzie roz tw ór poddaje 
się jednow ym iarow ej analizie chrom atograficznej w yb arw ia jąc  plam y 
am inokw asów  izatyną.
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X PO M A TO rPA cU M H EC K M il AHAJIM 3 AMMHOKMCJIOT, 
y ß A JIH E M b lX  C M OHEÜ

P  e 3 io m e

C pejiLK) npoBecTn xpoMaTorpacjDMHecKuii aHajm 3 aMMHOKucjiOTHoro 
cocTaea HopMajibHoit m naTOJiorMaecKOM mohm, aBTopbi pa3pa6oTajm Me- 
TOfl BbicajuiBaHMH, npnMeHHH nojincTMpojiOByio cMOjiy 3eo-K ap6 225.

Ilp n  riponycKaHMM cooTBeTCTBeHHoro K O J in u e cT B a  mohm nepe3 kojioh- 
Ky c oß'vteHMTejieM, Ha Heft 3agep5KMBaiOTCH B c e  HeopraHMuecKHe KamoHbi 
h aMMHOKHCJiOTbi, Torga KaK HeopraHMHecKne armoHbi cboooaho n poxo- 
Aht uepe3 CMOJiy.

3a^;ep>KaHHbie Ha oßMeHMTejie aMHHOKHCJiOTbi ajnonpyioTCH 2 h  aMMwa- 
kom, ycTpaHHeMbiM 3aTeM nyTeM nojiHoro BbinapMBaHMH pacTBopa b Ba- 
KyyM-annapaTe.

Ilocjie pacTBopeHMH cyxoro  ocTaTKa b BO^e, pacTBop no^BepraioT o^ho- 
MepHOMy xpoMaTHHecKOMv aHa.7iH3y, oßecpBeHHBaH n araa  aMHHOKMC.noT 
H3aTMH0M.

CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF AMINO ACIDS ELIMINATED WITH URINE

S u m m a r y

In o rd e r to ana lyse  ch ro m ato g rap h ica lly  th e  am ino acid  com position of 
norm al and pathological u rine , a m ethod  of d esa ltin g  w as evoled using
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polysty rene resin  Z eo-K arb  225. W hen u rine  is passed th rough  such 
a colum n, all inorgan ic cations and  am ino acids a re  re ta in ed  in it w hile 
inorganic anions easily  pass th ro u g h  th e  resin.

Am ino acids re ta in ed  in  th e  ex ch an g er a re  e lu a ted  w ith  2 N am m onia 
and th e  e lua te  is th en  vacuum  dried . T he d ry  residue is dissolved in w a te r 
and analysed  by  one-d im ensional ch rom atography . The am ino acid spots 
are developed w ith  isatin .

O trzym ano  21.1.1956 r.

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

Vol. I I I  1956 NO 3

M. GUMIŃSKA i M. ECKSTEIN

PRZECIW ZAKRZEPOW E D Z IA Ł A N IE  N A F T Y L O W Y C H  
P O C H O D N Y C H  IND A N DIO N U-1,3*)

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A .  M . w Krakowie, K ierow nik prof. dr B . Skarżyński
i Zakładu Chemii Farmaceutycznej A . M . w K rakouie, K ierow nik prof, dr A . Kocwa

O statn ich  k ilka la t wzbogaciło a rsenał syn te tycznych  zw iązków  che­
m icznych o działan iu  przeciw zakrzepow ym  o g rupę substancji, roku jących  
nadzie je  na w ielk ie korzyści w  p rak ty ce  klin icznej. O prócz w ielu  pochod­
nych  4 -h y d ro k sy k u m ary n y  jak  d w ukum aro l (wzór I), pe len tan , cykloku- 
m arol, m ark u m ar i oprócz badanych  przez C h m i e l e w s k ą  pochod­
n y c h  naftochinonow ych [4], [5], [6 ], p rzedm iotem  badań  lab o ra to ry jn y ch  
i k lin icznych  s ta ły  się pochodne indandionu-1 ,3  [9], [12], [13], jak  np. 
2 -ien y lo in d an d io n -l,3  (FID) [1-3], [7-8], [14], [15], [17], [19-21], [26-29] 
i 2 -dw ufeny loacety lo indand ion -l,3  [9-11], [25], [30]. D otychczasow e dane 
p rzem aw ia ją  za tym , że p re p a ra ty  g ru p y  indand ionu  okazu ją  w  po rów naniu  
z p re p a ra ta m i g ru p y  k u m ary n y  szybsze działan ie  i m n iejszą toksyczność.

M e n  t z e r  i w spółpracow nicy  [15], [17], k tó rzy  w  roku  1947 w pro ­
w adzili do p rak ty k i leczniczej 2 -feny lo indand ion -l,3  (FID) (wzór IV), 
w ro k u  1953 opublikow ali w yn ik i swoich badań  nad  w pływ em  3 -a -n afty - 
lo -4 -h y d ro k sy k u m ary n y  (a-NHK ) (wzór II) na poziom  p ro tro m b in y  [16], 
[18], s tw ierdzając, że a-N H K  okazuje znacznie siln iejsze działanie p rze- 
ciw zakrzepow e niż 3 -fen y io -4 -hydroksykum aryna (wzór III). A utorzy  ci 
sform ułow ali wniosek, iż zdolność pełn ien ia  roli an ty w itam in u  K przez 
syn te tyczn ie  o trzy m an e zw iązki jes t w  dużej m ierze zależna od sy m etrii 
cząsteczki. W iększa ogólna sy m etria  częsteczki a-N H K  w  porów naniu  
z 3 -feny lo -4~ hydroksykum aryną m a w arunkow ać —  zdaniem  tych  au to ­
rów  —  siln iejsze biologiczne działanie.

D la sp raw dzen ia  tego w niosku jed en  z au to rów  nin iejszej p racy  o trzy ­
m ał syn te tyczn ie  2 -nafty low e pochodne indandionu-1,3, tj.: 2-a -n a fty -  
lo in d a n d io n -1,3 (a-NID) (wzór V) oraz 2 -|l-na fty lo in d an d io n - 1,3 (fł-NID) 
(wzór VI) 1. C ząsteczki tych  dwóch zw iązków , zbudow ane z dw óch u k ła ­
dów  dw upierścien iow ych, posiadają s tru k tu rę  z w yraźn ie j zaznaczoną sy­

*) P ra c a  b y ła  re fe ro w an a  n a  K o n fe ren c ji PA N  i P .T .C h. n a  te m a t lek u  sy n te ­
tycznego  (G dańsk, X. 1954).

1 Część chem iczna op u b lik o w an a  będzie oddzieln ie  (M. E ckste in , A. K ocw a — 
w d ru k u . P ra c a  b y ła  re fe ro w a n a  n a  K o n fe ren c ji P.A .N. i P .T.Ch. na  te m a t leku 
syn te tycznego  (G dańsk X  .1954 r.).
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m etrią  niż w przypadku  FID , w  sw ej sy m etrii są zbliżone do a-N H K  i do 
dw ukum aro lu , wobec czego należałoby się spodziew ać, że będą okazyw ały 
w ybitne działanie przeciw zakrzepow e.

P cchcdne 4 -hydroksykum aryny :

Poniżej p rzedstaw ione badania m iały  na celu  określen ie  siły  działania 
an typro trom binow ego  obu w yżej w ym ienionych  pochodnych nafty low ych  
indandionu i rozpatrzen ie  wTyników  z p u n k tu  w idzenia h ipo tezy  M entzera.

M eto d y

B adania przeprow adzano  na k ró likach  o w adze 2— 3 kg, karm ionych  
zw ykłą paszą, b a d a n e  p re p a ra ty  podaw ano doustnie w  postaci zaw iesiny 
w o leju  arachidow ym , w  daw kach przeliczonych na kg w agi ciała. O zna­
czano poziom p ro tro m b in y  w edług  jednostopniow ej m etody  Q uicka [2 2 ], 
[23], [24] na osoczu nierozcieńczonym , posługując się tro m b o p lasty n ą  spo­
rządzoną z mózgów króliczych, w  sposób podany przez tegoż au to ra . K rew  
do oznaczeń pobierano  z ży ły  brzeżnej ucha królika, używ ając  0,1 M szcza­
wianu. sodu w stosunku  1 : 9. P rocen tow ą zaw artość p ro tro m b in y  obliczano 
jako średn ią  z pięciu pom iarów  w edług  k rzyw ej w zorcow ej Q uicka na 
podstaw ie określen ia czasu p ro tro m b in y  w yrażonego w  sekundach .

W celu usta len ia  okresu  m aksym alnego działania p re p a ra tu  i szybkości 
pow rotu  krzepnięcia  do norm y, oznaczano poziom p ro tro m b in y  po 6 , 12, 24, 
48, 72 i 96 godz., po tem  w yłącznie po 24, 48 i 72 godz.

http://rcin.org.pl



13] P R Z E C I W Z A K R Z E P O W E  D Z I A Ł A N IE  P O C H O D N Y C H  IN D A N D IO N U -1 ,3 325

B adanie stopn ia  k um ulac ji «-N ID  w organizm ie k ró lik a  p rzep row adza­
no, podając jako  pierw szą daw kę 10 m g/kg, a następn ie  co 24 godz. 1/5 — 
1 /2  daw ki początkow ej przez okres 3— 7 dni.

W jjn ik i

R ysunk i 1 i 2 p rzedstaw ia ją  w ynik i badań  nad  w pływ em  jednorazow e­
go podaw ania różnych  daw ek a-N ID  i F ID  na poziom pro trom biny .

Baw hi 
cx -NID-o

ilosc ¿wiev.Lt 
badanych

' królik

? króliki

15 królików 
l królik 
Ikrólik

/ królik

Rys. 1. P ro cen to w a  zaw arto ść  p ro tro m b in y  po różnych  d aw ­
k ach  2 -a -n a£ ty lo in d an d io n u -l,3 , p o d anych  jednorazow o

12 24 48 12 h
Czas w godzinach

Rys. 2. P ro cen to w a  zaw arto ść  p ro trom biny4x>  różnych  d a w ­
kach  2 -feny lodndand ionu-l,3 , p o d a n y c M  jednorazow o

ilość z wier2ąt 
badanych

4 kroi i hi 
8 królikom

I królik 
I królik

Damki
FID-u

W mg/kg 
25 mg/kg

5 0 mg/kg 
100 mg/kg
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R ysunek 3 p rzedstaw ia  porów naw czo w p ływ  a-N ID , FID  i dw ukum a- 
ro lu  na poziom p ro tro m b in y  po jednorazow ym  podan iu  w  daw kach w y ­
w ołujących w przyb liżen iu  ten  sam  efek t. Z aobserw ow ane przez nas w y ­
n ik i działan ia FID  i d w ukum aro lu  zgodne są z danym i z lite ra tu ry .

Rys. 3. P o ró w n an ie  p rocen tow ej zaw arto śc i p ro tro m b in y  po 
jedno razow ym  p o d an iu  2 -a -n a fty lo in d a n d io n u -l,3  (a-N ID ), 
2 -fen y lo in d an io n u -l,3  (FID) i dw u k u m aro lu  w  daw kach  

o zbliżonej sile  dz ia łan ia

B adania nad  w pływ em  (ł-NID na  poziom p ro tro m b in y  p rzep row adza­
ne n a  8 kró likach  w ykazały , że zw iązek ten  okazuje m ałą ak tyw ność bio­
logiczną. D aw ki 10 i 30 m g/kg (6 kró lików ) n ie  pow odują żadnych  d a ją ­
cych się zaobserw ow ać zm ian w  poziom ie p ro tro m b in y . D aw ki 80 
i 100  m g/kg pow odują jedyn ie  nieznaczne obniżenie poziom u p ro tro m b in y  
(do 60— 70°/o). Poziom  p ro tro m b in y  po tych  dużych daw kach pow racał do 
norm y po 48 godz.

P ragnąc  ustalić daw kę o trzy m u jącą  poziom p ro tro m b in y  w  granicach  
około 2 0%  po podaniu  daw ki początkow ej 10 m g/kg i ty m  sam ym  określić 
stop ień  kum ulacji a-N ID , po podan iu  jednorazow ej daw ki początkow ej, 
podaw ano co 24 godz. odpow iednio m niejszą  daw kę. W yniki 2 se r ii badań, 
p rzeprow adzonych w k a rn y m  p rzy p ad k u  na 3 kró likach , p o d a ją  krzyw e 
zaznaczone na rys. 4 i
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Ilość zwierząt badanych Dawki a-N ID -u

Czas w dobach 

Rys. 4. Z aw arto ść  p ro cen to w a  p ro tro m b i­
ny  po codziennym  p o d aw an iu  różnych d a ­
w ek  2 -« -n a fty lo in d a n d io n u -l,3 . D iag ram y 
o b razu ją  w ielkość s to so w an y ch  daw ek. Na 
tle  d iag ram ó w  k rzy w a  ry su je  zachow an ie  
się poziom u p ro tro m b in y  w  24 godz. po 

po d an iu  o d pow iedn ie j daw k i

Czas w dobach

3,3 mg/kg
0/3 dawki początkowej) 
2 mg/kg
(1/5 dawki początkowej)

Ilość zwierząt badanuch ■ 3króliki
Dawki a  -NID-u 
10 mg/kg
(dawka początkowa)

Rys. 5. Z aw arto ść  p ro cen to w a  p ro tro m b in y  po co­
dziennym  p o d aw an iu  różnych  d aw ek  2  - a  -  n a fty lo in - 

* d an d io n u  -  1,3.
D iag ram y  o b ra z u ją  w ie lkość  s to sow anych  daw ek. N a tle 
d iag ram ów  k rz y w a  ry su je  zachow an ie  się poziom u p ro ­
tro m b in y  w y stęp u jące  w  24 godz. po p o d an iu  odpow ied­

n ie j daw k i
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Toksyczność d la  m yszy po podskórnym  podaniu  roz tw oru  soli sodo­
w ych badanych  p rep ara tó w  przedstaw ia się następująco: 2

2-u -N afty lo indand ion -l,3  w ykazu jąc w y raźn y  w pływ  na  poziom  pro- 
tro m b in y  już w  daw ce 1 m g/kg jes t zw iązkiem  cechującym  się w y b itn ą  
ak tyw nością przeciw zakrzepow ą, obdarzonym  siłą działania leżącą w  rzę­
dzie aktyw ności dw ukum aro lu . Jednorazow e podanie doustne  10 m g/kg 
a-N ID  pow oduje w  przyb liżen iu  ten  sam  efek t, jak i w yw ołu je  identyczna 
daw ka dw ukum aro lu , a w  porów naniu  z 2 -feny lo indand ionem -l,3  okazuje 
ak tyw ność 3— 5 razy  siln iejszą. E fek t biologiczny po podaniu  «-N ID  u jaw ­
nia się już po upływ ie 6— 12 godz., p rzy  czym  m aksym alne obniżenie po­
ziom u p ro tro m b in y  w y stęp u je  po up ływ ie  24 godz. Pod ty m  w zględem  
«-N ID  w ykazuje analogię do FID, w p rzeciw ieństw ie do dw ukum aro lu  
i inn y ch  pochodnych 4 -h y d roksykum aryny , pow odujących  m aksym alny  
efek t dopiero po 48 godz. Po jednorazow ej daw ce doustnej pow ró t pozio­
m u p ro tro m b in y  do no rm y  w ystępu je  p rzy  zastosow aniu «-N ID  i F ID  po 
4— 5 dniach, natom iast po dw ukum aro lu  dopiero po 8 dniach.

2-ci-N aftyloindandion- 1,3, podobnie jak  inne sy n te ty czn e  p rep ara ty  
tego ty p u  k u m u lu je  się w  organizm ie zw ierzęcym , na co w skazu je u trz y ­
m yw anie się działania przez dłuższy okres czasu oraz fak t, że podany  w  k il­
ku po sobie następu jących  dniach  a-N ID  pow oduje n arastan ie  e fek tu  bio­
logicznego w zględnie u trzy m y w an ie  tego efek tu  na  ty m  sam ym  poziomie 
w zależności od wysokości stosow anych daw ek.

O ptym alną daw ką początkow ą a-N ID , obniżającą poziom  p ro tro m b in y  
do .około 20%, je s t daw ka 8— 10 m g/kg, a daw ką po d trzy m u jącą  1/3— 1/5 
daw ki początkow ej, tj. 2— 3 m g/kg.

Z porów nania a-N ID  ze znanym i lekam i przeciw zakrzepow ym i, jak  FID  
i dw ukum arol, w ynika wyższość a-N ID , w y raża jąca  się w tym , że działa­
nie jego ilościowo zbliżone je s t do dw ukum aro lu , a jakościow o (szybkość 
w ystępow ania e fek tu  biologicznego i czas jego trw an ia ) do FID . Poza tym  
a-N ID  cechuje się nieco m niejszą toksycznością. W pływ  tego zw iązku na 
poziom  p ro tro m b in y  jes t rów nom ierny  i pozw ala na u trzy m an ie  efek tu  
terapeu tycznego  p rzy  pom ocy n iew ielkich  daw ek pod trzym ujących .

- Szczegółow e d an e  odnośnie toksyczności podane zo stan ą  w  oddz ie lne j p racy  
o fa rm ak o lo g ii a -N ID  (J. M a j ,  J.  S i e r o s ł a w s k a ,  M.  E c k s t e i n :  D is- 
sert. P harm . (w  d ruku ).

DLso —  a-N ID  
DLso —  FID
DLr.o —  dw ukum aro lu

160 m g/kg (w yniki z 44 m yszy) 
140 m g/kg (w yniki z 40 m yszy) 
130 m g/kg (w yniki z 36 m yszy)

O m óiD ien ie  inynikóiu
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S iln iejsze biologiczne działanie a-N ID  w  porów naniu  z FID  stanow i an a­
logię do znanego fak tu , w yrażającego się w tym , że 3 -a -n afty io -4 -hydroksy - 
k u m ary n a  działa siln iej przeciw zakrzepow o aniżeli 3 -feny lo-4-hydroksy- 
k u m ary n a . M ożna by  w  ty m  upatry w ać potw ierdzenie  w spom nianej już 
h ipo tezy  M entzera, w edług  którego działanie przeciw zakrzepow e w zm aga 
się w  m iarę  w zro stu  sy m etrii cząsteczki zw iązku biologicznie czynnego. 
P rzeciw ko  te j h ipotezie przem aw ia jed n ak  w ykazana przez nas w  części 
dośw iadczalnej słaba ak tyw ność biologiczna (ł-naftyloindandionu-1,3.

fł-NID m im o w yraźn ie  zaznaczonych cech sym etrii cząsteczki okazuje 
ak tyw ność biologiczną około 100 razy  m niejszą niż a-N ID . Być może je ­
dnak , że słabe działan ie  izom eru (1- jes t wynikiem, jego w ielk iej w rażliw ości 
na  w p ływ  różnych  czynników  u tlen ia jących , a naw et tlen u  pow ietrza, 
w przeciw ieństw ie  do a-N ID , k tó ry  je s t odporny  na środki u tlen ia jące .

O tym , do jak iego  stopnia hipoteza M entzera, w iążąca ak tyw ność an ty - 
w itam inow ą K  z ogólną sy m etrią  cząsteczki, jest słuszna, m ożna by  pow ie­
dzieć dopiero  coś bardziej pew nego po zbadaniu  ak tyw ności biologicznej
3-{:>-naftylo-4--hydioksykumaryny, zw iązku dotychczas w  lite ra tu rz e  nie 
znanego.

A utorzy  dzięku ją prof. d r B. S k a r ż y ń s k i e m u  i p rof. d r 
A. K o c w  i e za pomoc udzieloną podczas p rzygotow yw ania pracy.

S treszczen ie

1. B adano w pływ  2 -a -n a ity lo in d an d icn u -l,3  oraz 2 -fl-nafty lo indand io- 
nu-1,3 w  różnych  daw kach  na poziom pro trom biny , po podaniu  doustnym  
jednorazow ym  i w ielokro tnym , na nierozcieńczonym  osoczu kró liczym , je - 
dnostopniow ą m etodą Q uicka. U zyskane w ynik i porów nyw ano z analogicz­
nym  działan iem  d w u k u m aro lu  i 2 -feny lo indand ionu- 1,3.

2. 2 -a -N afty lo in d an d io n -l,3  jes t su b stan c ją  czynną an tyw itam inow o  
K, o sile działan ia zbliżonej do dw ukum aro lu , a około 3— 5 razy  bardziej 
ak ty w n y  od 2 -fenv lo indand ionu- 1,3. W typ ie  działan ia  zbliżony je s t do 
2 -feny lo indand ionu- 1,3, będąc od niego nieco m niej toksyczny.

3. 2 -a-N afty lo in d an a io n - 1,3 k u m u lu je  się, o czym  św iadczy u trz y m y ­
w anie się działan ia przez d łuższy okres czasu i n a ras tan ie  e fek tu  biologicz­
nego lub  u trzy m y w an ie  się tego efek tu  na  ty m  sam ym  poziom ie zaleznie 
od ilości i wysokości stosow anych pow tórn ie daw ek.

4. 2-,0-N aftyloindandion- 1,3 jes t an typ ro trom binow o  około 100 razy  
m niej ak ty w n y  niż izom er a.
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Ü P 0 T M B 0 T P 0 M B 0 3 H 0 E  AElYCTBJUE HAd>TM ,nnPOM 3BOAHBIX 
MHAAHAMOHA 1,3

P  e 3 io m  e

1 . M c c j ie ^ O B a jiH  B jiM H H ne 2-a-H adD T njiH H ,n;aH 1n1H O H a -l,3  m 2 -P -H a<^ )T iiJ i- 
n H A aH A M O H a-1 ,3  b  p a 3 H t i x  A 0 3 a x  H a y p o B e u b  n p o T p o M S n H a , n o c j i e  n e -  
p op aJIb H O ÍÍ OAHOKpaTHOM H M H O rO K paTH O ií nOAaHM , B H e p a 3 B e A e H H 0 H  
n j ia 3 M 8  K pojiM K O B , O A H O C TyneH H aTbiM  MeTO^OM K B H K a . n o j i y n e H H b i e  
pe3yjibTaTbi cpaBHHBajm c aHajiorMHHbiM aghctbmgm AMKyMapojia m 2 -c])e-
HHJI-MHAaHAMOHa-1.3.

2 . 2-a-H ac]D T H JIM H A aH A H O H -l,3  HBJIHeTCH aKTMBHOM npOTM B BMTaMMHa K  
c y S c T a H i iw e i i ,  o S j ia A a io m e M  c m j io h  a g h c t b u h ,  n p n 5 jiM 5 K e H H o ii k  A H K y M a -  
p o j i y  m npn6jiM 3H T ejibH O  3 — 5 p a 3  S o j i e e  aKTHBHoh, neM  2-c]3eHHJiMH,n;aH- 
A H O H -1 ,3 . I l o  TM Iiy A eiłC T BH H  OH n p ’MSjIHJKaeTCH K 2-c |3eH M JIH H A aH A H O H y-l,3 , 
6 y A y n n  H ecK O JibK O  M e H e e  TO K CM ueii, u e M  s t o t  n o cjieA H M Ü .

3. 2-a-Hac]DTMJiHHAaHAHOH-l,3 K yM M yjiM p yeT C H , CBM AeTejibCTBOM  nero 
H BjiaiO TCH  cjoaK Tbi e r o  a ^ m c t b h h  B T e u e H u e  S o j i e e  A J iM T ejib H oro  n p o M e -  
JK yT K a B peM eH M , m H a p a cT a H H H  S n o j io r M u e c K o r o  ac^ c^ eK T a  h jim  y^ ep H C P i-  
BaHHH 3 T 0 r 0  SC jxjieK T a Ha TOM x c e  y p O B H e  B 3aBMCMMOCTM OT BblCO Tbl n o -  
BTOpHO npM M eH H eM bIX  A 0 3 .

4. 2-P-Ha4)TMJiHHAaHAHOH-l,3 npn5jin3MTejibH0 cTOKpa-rao MeHee aKTM- 
B eH , n e M  M 3 0 M ep  a ,  b  C M b icjie  aH T u n p oT p oM Ó M H O B oro  w x  a ^ m c tb m h .

THE ANTI-COAGULANT EFFECT OF NAPHTHYL DERIVATIVES OF INDANDIONE - 1,3

S u m m a r y

1. The effect on the  level of p ro th ro m b in  of 2 -a -n ap h th y lin d an d io n e  
and of 2 -fI-naph thy lindand ione-l,3  was exam ined: a f te r  single and rep ea ted  
oral ad m in is tra tio n , on u n d ilu ted  rabb it serum , by th e  one-degree m ethod  
of Q u i c k .  The re su lts  ob ta ined  w ere com pared w ith  analogous activ i­
ties of d icoum arole and  2 -p h en y lin d an a io n e-l,3 .

2. 2 -a -N ap h th y lin d an d io n e-l,3  is an acitve an ti-v itam in - K  substance. 
Its efficiency  approaches th a t  of d icoum arole and  exceeds b y  3 to 5 tim es 
th a t of 2 -p h en y lin d an d io n e -l,3 . In  m ode o f action i t  resem bles 2 -pheny l- 
m dand ione- 1,3 b u t is less toxic.

3. 2 -a -N ap h th y lin d an d io n e-l,3  accum ulates, w hich is borne ou t by  pro­
longed action  an d  increasing  biological effect, or by  th e  pers is tan ce  of th e  
effect on th e  sam e level irre sp ectiv e  of n u m b er and am oun t of add itional 
doses.

4. 2 -(3-N aphthylindandione-l,3  is about 100  tim es less an tip ro th ro m b in  
active th an  th e  u-isom er.

O trzym ano  21.1.1956 r.
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T. BORKOWSKI

C H R O M A T O G R A F IC Z N A  A N A LIZA  AM IN O K W A SÓ W  W ŻÓŁCI

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A .  M . iv Lublinie  
K ierow nik Zakładu prof. dr J .  O pieńska-Blauth

W stęp

W ciągu osta tn ich  la t stosow ano z dużym  pow odzeniem  m etodę ch rom a­
to g rafii b ibu łow ej do badania sk ładu  am inokw asow ego w ielu  p łynów  u s tro ­
jow ych. S tosunkow o n ajm n ie j poznanym  pod ty m  w zględem  p łynem  u stro ­
jow ym  jes t żółć. C a n t a r o w  i T r u m p e r  [ l ] w  sw ej m onografii na 
tem at b iochem ii k lin icznej ogran iczają się do stw ierdzen ia, że w  żółci obok 
m ukopro teidów , am oniaku, m ocznika i pochodnych p u rynow ych  w ystępu ją  
także am inokw asy  oraz, że w  przypadkach  ciężkiego, nekrotycznego uszko­
dzenia w ą tro b y  m ogą pojaw iać się w żółci leucyna i ty rozyna . H a w  k i n s 
i w spółpracow nicy  [4] p rzeprow adzając  dośw iadczenia na psach z przetoką 
żółciową stw ierdz ili m etodą chrom atografii b ibu łow ej w  żółci n iehydro li- 
zow anej obecność śladów  tau ry n y , w aliny , kw asu  g lu tam inow ego i kw asu  
asparaginow ego. N atom iast po hydrolizie kw asem  solnym  stw ierdzono du ­
że ilości tau ry n y , a zaznaczone jedyn ie  p lam y leucyny, w aliny , alan iny , gli­
cyny, seryny , kw asu  g lu tam inow ego i kw asu  asparaginow ego.

Celem  n in iejszej p racy  było  p rzebadan ie  sk ładu  am inokw asow ego żółci 
p rzy  pom ocy ch rom atografii b ibułow ej oraz w ykazanie ew en tu a ln y ch  ja ­
kościow ych różnic w  p rzypadkach  schorzeń w ątro b y . Chociaż ilość danych 
m etodycznych odnośnie chrom atograficznej analizy  am inokw asów  jest b a r­
dzo pokaźna, jednakże żadna ze stosbw anych m etod  nie jes t w olna od t ru d ­
ności i pew nych  niedogodności p rak tycznych . D latego też część w stępną b a ­
dań poświęcono opracow aniu  schem atu  postępow ania chrom atograficzne­
go, najdogodniejszego do analizow ania sk ładu  am inokw asow ego żółci.
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M ETODA C H H 0 M A T 0 3 1 A F IC Z N A

Do analizy  sk ładu  am inokw asow ego bogatych m ieszanin biologicznych 
najczęściej stosow ana je s t tech n ik a  ch rom atografii dw uk ierunkow ej. 
P ro ced u ra  ta  je s t d ługo trw ała  i w ym aga dużej ilości b ibu ły . W ciągu 
o sta tn ich  la t opracow ano w iele m odyfikacji om ijających techn ikę dw u­
k ierunkow ą. jak  np. m etodę krążkow ą z dodatkow ym  przep ływ em  przez 
ru rk ę  zaw iera jącą w atę  [8 ], m etodę rech rom atog ra fii sk raw ków  [7] i inne. 
W nin ie jszej p racy  zastosow ano now ą technikę , polegającą na rechrom a- 
tografow aniu  nie rozdzielonych w  układzie fenol-w oda poszczególnych

skupień am inokw asów  w  odpow iednich u k ła ­
dach rozpuszczalników .

Postępow anie je s t następu jące:
A nalizow aną m ieszaninę am inokw asów  

um ieszcza się w  dw óch p u n k tach  na  pasku  bi­
bu ły  i rozw ija  chrom atogram  w stępu jący  
w uk ładzie fenol-w oda 7 : 3 .  Po  rozw inięciu 
ch rom atogram  rozcina się i jedną część pozosta­
w ia bez w yw ołania, a d rugą w yw ołu je  0 ,2"/o 
acetonow ym  roz tw orem  n in h y d ry n y . D la uzys­
kanych  na pasku  kon tro ln y m  plam  w yznacza 
się w artość R f i oznacza położenie p lam  na pas­
ku  n iew yw ołanym . W ycięte z n iew yw ołanego 
odcinka chrom atogram u sk raw ki b ibu ły  (kształ­
tu  jak  n a  rys. 1) z m iejsc odpow iadających  sku ­
pieniom  am inokw asów  poddaje się rech rom ato - 
grafow aniu  w różnych  uk ładach  rozpuszczalni­
ków  stosow nie do w łaściw ości rozdzielczych 
danej g ru p y  am inokw asów . R echrom atogra- 

fow ania dokonuje się bezpośrednio  z w ycię tych  sk raw ków  w  sposób niżej 
podany:

W ycięty  sk raw ek  chrom atogram u zaw iesza się na szk lanym  pręciku  
i zanurza  p rostokątną  podstaw ę paska w szk lanej pły tce, zaw iera jącej fa­
zę ruchom ą uk ładu  rozpuszczalników  (rys. 2). Faza ruchom a przechodzi 
w zdłuż sk raw k a i dochodzi aż do jego w ierzchołka, na  k tó ry m  op iera  się 
k rążek  b ibuły . Z p u n k tu  oparcia szczytu sk raw k a o k rążek  rozpuszczal­
n ik  przechodzi centrycznie na ca ły  krążek, na k tó ry m  zachodzi rozdzie­
lenie rechrom atografow anej m ieszaniny  am inokw asów . C ały w yżej opi­
sany  proces w tórnego  rozdzielania m ieszan iny  na  k rążku  b ibu ły  odbyw a

A B

A  — część p ask a  w yw o­
ła n a  n in h y d ry n ą  

B — część p aska  do re ­
ch ro m ato g rafii

T . B O R K O W S K I
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się w  pom ieszczeniu zam knię tym , sporzą­
dzonym  z dużego le jk a  O' średn icy  18 cm, 
jak  to p rzedstaw ia  niżej podany  ry su ­
nek (rys. 3).

P o  rozw inięciu ch rom atogram  krążko­
w y rozcina się na  dow olną ilość w ycin­
ków  i każdy  z n ich  w yw ołu je  odpow ied­
n im  tes tem  barw nym . W n in iejszej pracy 
oprócz te s tu  z n in h y d ry n ą  [9] stosow ano 
także brom oizatynę [5, 6 ], reak cję  Saka- 
guchi [10] i test dw uazow y [2]. L okaliza­
cję am inokw asów  uzyskiw ano na podsta­
w ie obecności barw nych  krążków  i porów ­
nan ia  ich w  różnych testach  barw nych .

P rzed  zastosow aniem  w yżej opisanej
techn ik i do< oznaczania sk ładu  am inokw a- %

sowego żółci przeprow adzono szereg do­
św iadczeń nad  rozdzieleniem  sztucznie 
sporządzonych m ieszanin am inokw aso- 
w ych. M ieszaniny sporządzono z czystych 
roztw orów  etanolow ych zakw aszonych 
kw asem  solnym . W artość R f poszczegól­
nych am inokw asów  oznaczono w  układzie 
fenol-w oda dla s ta ły ch  w a ru n k ó w  do­
św iadczalnych.

Ju ż  na w stępie przekonano się, że do 
rechrom atografow ania w edług  w yżej po­
danej technik i n ad a ją  się ty lko  w yraźn ie 
odgraniczone skup ien ia am inokw asów  po­
siadających bliskie w artości R f  w  układzie 
fenol-w oda. W p rzy p ad k u  rozdzielania 
m ieszaniny o bogatym  składzie am inokw a- 
sow ym  po rozw inięciu w  układzie fenol- 
wcda tw orzy  się jed n a  b arw n a plam a 
przez całą długość rozw iniętego chrom a- 
togram u. W tych  w a ru n k ach  rozdzielenie 
na drodze rech rom atog rafow an ia  je s t p ra k ­
tycznie n iew ykonalne.

Do rech rom atografii stosow ano i w y­
próbow ano 6 najczęściej używ anych  u k ła ­
dów rozpuszczalników :

Rys. 2

a — odcinek rech ro m a to g ra fo - 
w any

b — uk ład  rozpuszczaln ików  .

Rys. 3

a — p o k ry w a  le jk a  
b — k rążek  b ibu ły  
c — sk ra w e k  re c h ro m a to g rr-  

fow any
d — u k ład  rozpuszczaln ików  
e — p o d staw a  
f — k o rek  uszczeln ia jący  
g — p r ę t  szk lany  ruchom y
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I. n-propanol-w oda (7 : 3)
II. Ill-b u n a to l-m etan o l-w o d a  ( 4 : 5 :  1),
III. butanol-kw as octowy-woda ( 4 : 1 : 5 ) ,
IV. izo-propanol-kwas octowy-woda ( 7 : 2 :  1),
V. 2-6-lutydyna-etanol-woda (10 : 4 : 5),
VI. e tan o l-III-bu tano l-am on iak -w oda ( 1 2 : 4 : 1 : 3 ) .

Poniższa tabelka podaje w ynik i p rzeprow adzonych  dośw iadczeń nad 
rozdzielaniem  poszczególnych grup  am inokw asów  p rzy  pom ocy podanych 
pow yżej uk ładów  (tabl. 1). J a k  w ynika z tabeli, każda z g ru p  am inokw a-

T a b l i c a  1

Zależności między wartościami Hf aminokwasów w układzie fenol-woda a doborem  odpo­
wiedniego układu rozpuszczalników do rechrcm atografii

Aminokwasy

Z a k re sy  He u) u k ła d z ie  fen o l-in o d a * ):

do rech rom atografii nadają s ię  układy 1, II. III, IV, VI

do rech rom atografii nadają s ię  układy I, IV i V

0,48 — 0,37: do rech rom atografii nadają s ię  układy II, I

do rech rom atografii nadaje s ię  uk ład  IV

do rech rom atografii nadają s ię  uk ład y 1, III, IV

0,85 - 0,65:

0,65 - 0,48:

0,48 - 0,37:

0,37 - 0,29:

0,29 - 0,17:

*) Cyfry rzym skie oznaczają num ery układów rozpuszczalników  podan e ut tekście.
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sow ych  może byc rozdzielana w  rech rom atogra fii p rzy  pom ocy odpow ied­
nich układów  rozpuszczalników . T ym  sam ym  zw iększa się m ożliwość i za­
kres rozdzielania m ieszanin am inokw asów . W skazuje to rów nocześnie na 
wyższość pow yższej techn ik i w  sto su n k u  do chrom atografii d w u k ie ru n k o ­
wej, gdzie stosu je się ty lko  dw a układy .

P R Z Y G O T O W A N IE  M ATERIAŁU DO  A N A L IZ Y  C H R O M A T O G R A FIC ZN E!

PróbKę żółci poddaw ano odbiałczaniu  przez po trak tow an ie  jej p o tró j­
ną objętością S6°/o etanolu . Po odsączeniu  w ytrąconego całkow icie w  tych  
w aru n k ach  białka odbarw ienie p ró b k i uzysku je  się przez w y trząsan ie  na 
zim no z w ęglem  ak tyw nym .

W stępne dośw iadczenia w ykazały , że stosow anie tego rodzaju  odbar­
w ienia próbki nie w pływ a w sposób w idoczny na zm ianę sk ładu  jakościo­
wego analizow anej m ieszan iny  am inokw asów . W ten  sam  sposób G i d- 
d e y [3] odbarw iał p róbk i m oczu p rzed  chrom atograficzną ana lizą sk ładu  
am inokw asow ego. Po przesączeniu  bezbarw ną p róbkę odparow yw ano 
w próżn i w  tem p. 37°C, a suchą pozostałość ekstrahow ano  8-5%> etanolem , 
zakw aszonym  przy  pom ocy 1 k rop li 2N kw asu  solnego. O bjętość używ a­
nego do ekstrakcji e tano lu  była każdorazow o dobierana w  ten  sposób, aby 
o trzym ać 10-krotne zagęszczenie p róbk i w yjściow ej. 40 ul ek s tra k tu  pod­
daw ano analizie chrom atograficznej w  m odyfikac ji pow yżej podanej oraz 
przeprow adzono kon tro lę  o trzy m an y ch  w yników  w ykonując  rów nocześnie 
chrom atogram y dw ukierunkow e. W p ierw szym  k ie ru n k u  stosow ano uk ład  
p ropanol-w oda (7 : 3), w  d rug im  fenol-w oda (7 : 3). O trzym ane ch rom a­
togram y w yw oływ ano testem  izatyn o w o -n in h y d ry n o w y m  (9). We w szyst­
kich dośw iadczeniach używ ano b ib u ły  W hatm an  N r 1.

W y n ik i

B adania przeprow adzono w  p róbkach  żółci zarów no ludzi zdrow ych, 
jak  i chorych  z różnym i zaburzen iam i w ątrobow ym i. P ró b k i żółci o trzy ­
m yw ano na drodze zgłębnikow ania dw unastniczego, p rzeprow adzanego 
na czczo u osób zna jdu jących  się od 3 dni na diecie bezbia łkow ej. A nali­
zie poddaw ano żółć ,,A ” (frakcja  dw unastn icza  uzyskana bez działania 
czynników pobudzających  w ydzie lan ie  żółci), żółć ,,B” (żółć z opróżnio­
nego w oreczka żółciowego po pod an iu  do d w u n astn icy  siarczanu  m agnezu) 
i żółć „C ” (frakcja  w y p ły w a jąca  po opróżn ien iu  w oreczka żółciowego). 
W sum ie przebadano żółć pochodzącą od 5 osobników  zdrow ych i 5 cho­
rych. W trzech  p rzypadkach  osób zdrow ych oraz dw óch osób chorych nie 
udało się uzyskać frak c ji ,,C” i analiz ie  poddano ty lko  żółć ,,A ” i ,,B’\
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Skład aminokmasomy różnych próbek żółci

338 T . B O R K O W S K I  [6]

Aminokmas
d

„A ” ,,B” „C ” żółć
moreczkoma

zdro-
my chory

zdro- i 
my 1 chory

zdro-
my chory

zdro-
my chory

cystyna — _ _ ± _

kmas asparaginomy ! _ _ _ _ ± ’ _

kmas glutaminomy + + + + + + ± +

glikokol + + + 4- + + 1

tauryna — — ± _ _ _ ± ±

ornityna _ _ + _ + + + ±

j alanina + + + + + + + +

i arginina —
■1 ' 1  > U l#

+  | ± ± ± ± _ _

tyrozyna + + + + + + 4- +

leucyna + + + + + + "T" +

prolina + + ± ± + + + +

malina + + + ± ± + +
i

O bjaśnienia znakom:

aminokmas obecny me mszystkich analizomanych próbkach żółci 
dz aminokmas obecny m jednej lub dmu analizomanych ffróokach żółci 

brak aminokmasu me mszystkich analizomanych próbkach żółci.

Tabl. 2 podaje zestaw ienie sk ładu  am inokw asow ego różnych  frak c ji an a li­
zow anej żółci. Ja k  w yn ika z przytoczonej tabeli, we w szystk ich  frakcjach  
żółci w y stęp u ją  stale: kw as g lu tam inow y, glikokol, alan ina, ty rozyna , leu- 
cyna, p ro lina  i w alina. Nie zawsze natom iast spo tyka się ta u ry n ę  i arg in inę .

P orów nu jąc  sk ład  am inokw asow y żółci osobników  zdrow ych i cho­
rych  nie stw ierdzono żadnych różnic w  poszczególnych frak c jach . Ż-ółó
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pobierano  od osób chorych w  p rzypadkach  żółtaczki zakaźnej, p rzeb iega­
jącej z w y raźn y m i objaw am i uszkodzenia m iąższu w ątrobow ego (3 osoby) 
i w  p rzypadkach  zm ian zapalnych  dróg żółciowych (2 osoby).

O prócz analizy  próbek  żółci pobranych  zgłębnikiem  dw unastn iczym  
poddano rów nież  badaniu  żółć o trzym aną bezpośrednio z w oreczka żółcio­
wego u sun iętego  na drodze operacy jnej. Ogółem  przebadano 7 próbek  żół­
ci w oreczkow ej, p rzy  czym  w 5 p rzypadkach  w  w oreczku znajdow ano 
kam ienie żółciowe. W dw óch pozostałych przypadkach  w oreczek usun ięto  
ze w zględu na zrosty  pozapalne z dw unastn icą . Zarów no w jed n ej, jak  
i w  d ru g ie j g rup ie  przypadków  obraz am inokw asow y nie różnił sie zu ­
pełnie od obrazu  am inokw asow ego żółci pobranej zgłębnikiem  d w u n ast­
niczym .

R ys. 4

a) — c h ro m a to g ram  dw u w y m ia ro w y
b) — ch ro m ato g ram  jed n o w y m ia ro w y  p o d d aw a­

n y  rech ro m a to g ra fii
c) — ch ro m ato g ram y  k rążk o w e odpow iednich

w ycinków

W e w szystk ich  analizow anych próbkach  żółci obserw ow ano stale  obok 
w ym ienionych w yżej am inokw asów  obecność jed n ej p lam y, k tó re j lokali­
zację na ch rom atogram ie dw u k ieru n k o w y m  przedstaw iono na rys. 4. Po 
przeprow adzen iu  hydro lizy  p róbki żółci 6N kw asem  solnym  plam a ta  zni­
kała, co m oże św iadczyć o tym , że pochodziła od zw iązku złożonego. Nie 
stw ierdzono w praw dzie dodatkow ych plam , lecz duże stężenia glikokolu 
i ta u ry n y  uw olnione w  czasie hydro lizy  utrudniamy w znacznym  stopniu  
id en ty fik ac ję  plam  na chrom atogram ach  dw ukierunkow ych , a tech n ik ą

ninh.izat

ninh. izat

ninh.izat
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jednok ierunkow ą nie o trzym yw ano  w  ogóle rozdzielenia. Oprócz tego 
stw ierdzano  n iek iedy  dodatkow o p lam y zw iązków  n in h y d ry n o -p o zy ty w - 
nych, k tó rych  nie iden tyfikow ano .

O m ó iu ie n ie  ujynikóuj

O pisana w n in iejszej p racy  m odyfikacja  chrom atograficznego  rozdzie­
lan ia m ieszaniny am inokw asów  została z pow odzeniem  zastosow ana do 
rozdzielania i id en ty fik ac ji w olnych  am inokw asów  w y stęp u jący ch  w  żół­
ci ludzkiej. Ja k  to zostało stw ierdzone na w stęp ie  pracy, am inokw asy  w y­
stęp u jące  w  żółci ludzkiej po rozw inięciu  w  układzie fenol-w oda daw a­
ły trzy  ściśle odgraniczone skup ien ia am inokw asów , da jące  <się łatw o re - 
chrom atografow ać.

Podana w  nin iejszej p racy  m etoda posiada pew ne zale ty , k tó ry ch  nie 
m ają  stosow ane dotychczas m odyfikacje . R echrom atografia  bezpośrednia 
ze sk raw ków  usuw a błędy  i s tra ty  pow sta jące  p rzy  e lucji w  innych  m eto­
dach rechrom atografii. Z w iększają się znacznie m ożliwości rozdzielenia 
dzięki zastosow aniu w iększej ilości różnych  uk ładów  rozpuszczalników  
bardziej sw oistych dla rozdzielenia poszczególnych g ru p  am inokw asów  
uprzednio  podzielonych n a  g ru p y  w  uk ładzie fenol-w oda. D odatkow e w y­
konanie specyficznych tes tó w  barw nych  na  w ycinkach k rążk a  o trzym ane­
go po rech rom atografii u ła tw ia  jeszcze bardziej iden ty fikac ję  poszczegól­
nych  am inokw asów . P rzy  zastosow aniu te j techn ik i uzysku je się rów nież 
znaczną oszczędność czasu potrzebnego do w ykonan ia  analizy. M ałe iloś­
ci zarów no b ibu ły , jak  i uk ładów  rozpuszczalników , nieskom plikow ane 
urządzenie dodatkow e —  w szystko to p rzem aw ia za tym , że powyższa m o­
dyfikacja  może być dostępna dla każdego labo ra to rium . D obre w ynik i 
uzyskane p rzy  oznaczaniu sk ładu  am inokw asow ego żółci zachęcają do w y­
korzystan ia  te j techn ik i w  badaniach  sk ładu  am inokw asow ego rów nież 
i innych  p łynów  biologicznych. N ależy jed n ak  dodać, że pow yższej tech ­
n ik i n ie m ożna zastosow ać w  w arunkach , w  k tó ry ch  am inokw asy  po roz­
w inięciu  w  układzie fenol-w oda nie rozdzieliły  się n a  w yraźn ie  odgran i­
czone skupienia.

P o rów nu jąc  sk ład  am inokw asow y żółci ludzkiej zw raca uw agę b rak  
w iększych różnic w  poszczególnych próbkach  żółci pobranych  od osób 
zdrow ych. Celem  potw ierdzenia, że w y k ry w an e  w  żółci ,.A ” am inokw a­
sy nie są pochodzenia traw iennego , przeprow adzono pobieran ie żółci na 
czczo, po up rzedn im  dw udniow ym  przebyw an iu  p ac jen ta  na diecie bezbiał- 
kow ej. P oniew aż p obrana  zgłębnikiem  dw unastn iczym  żółć je s t zm iesza­
na z sokiem  trzustkow ym , dlatego też dla określen ia składu am inokw aso-
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w ego czystej żółci poddaw ano analizie rów nież żółć o trzym aną bezpośred­
nio z w oreczków  operacy jn ie  u sun iętych . W ykazyw ane w żółci w oreczko­
w ej am inokw asy  by ły  tak ie  sam e, jak  w e frak c ji ,,A ”. M ogłoby to w ska­
zyw ać, że na  sk ład  am inokw asow y żółci ,,A }' nie w p ływ ają  tow arzyszące 
soki traw ien n e . N iezależnie od tego, czy analizow ane były  próbk i żółci ,,A ’ , 
„B ” czy „C ” , s tale  obserw ow ano w ystępow anie kw asu  glutam inow ego, gli­
kokolu, a lan iny , ty rozyny , p ro liny , leucyny  i w aliny. Czy am inokw asy  te 
są s ta ły m  sk ładn ik iem  żółci i p rzen ik a ją  do niej w m iejscu jej p rodukcji 
(kanalik i w ątrobow e), czy też p rzen ik a ją  do niej z naczyń krw ionośnych 
w przebiegu  dróg żółciowych, tru d n o  byłoby odpow iedzieć na podstaw ie 
przeprow adzonych  badań. Obecność ty ch  sam ych am inokw asów  w  żółci 
„A” i „C ” m ogłaby raczej w skazyw ać na  w ątrobow e pochodzenie am ino­
kw asów . D rug im  in te resu jący m  fak tem  jest ca łkow ity  b ra k  różnic w ja ­
kościow ym  składzie am inokw asow ym  żółci ludzi zdrow ych i z uszkodzoną 
fu n k c ją  w ątro b y  czy też zm ianam i zapalnym i dróg żółciowych. O trzym ane 
w y n ik i m ogłyby św iadczyć o tym , że uszkodzenie fu n k c ji w ątroby , obser­
w ow ane klin icznie oraz tes tam i na w ydolność w ątroby , nie w pływ a na skład 
am inokw asow y żółci. Z najdow ałoby  się to w pew nej sprzeczności z p rzy ­
toczonym i na w stęp ie danym i C a n t a r o w a  i T r u m p e r a ,  k tó ­
rzy  w iążą obecność ty ro zy n y  i leucyny  w żółci ty lko  z uszkodzeniem  
m iąższu w ątrobow ego. T ym czasem  zarów no ty rozyna , jak  i leucyna były  
w ykazyw ane w n in ie jszej p racy  w  żółci ludzi zdrow ych. B rak  różnic jakoś­
ciow ych w składzie am inokw asow ym  żółci ludzi zdrow ych i osób z uszko­
dzeniem  fu n k c ji w ą tro b y  u tru d n ia  zastosow anie tego rodzaju  badań  do 
celów  diagnostycznych.
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Pragnę złożyć podziękow anie pan u  doc. drow i M i e c z y s ł a w o w i  
Z a k r y s i o w i  za um ożliw ienie k o rzystan ia  z m a te r ia łu  operacyjnego  
II K liniki C h iru rg icznej oraz pan u  S t a n i s ł a w o w i  T r o j n a r o w i  
za pomoc lab o ra to ry jn ą  p rzy  w ykonyw an iu  n in iejszej pracy.

S tre szcz en ie

1 . O pracow ano now ą tech n ik ę  „paskcw o-k rążkow ą” dla chrom ato­
graficznego rozdzielan ia  am inokw asów . W stępnie rozdzielone 
w układzie fenol-w oda poszczególne g ru p y  am inokw asów  rech ro - 
m atog ra fu je  się bezpośrednio  ze sk raw ków  b ibu ły  na krążki.

2 . Opisaną m etodę zastosow ano z pow odzeniem  do rozdzielania i iden ­
ty fikac ji w olnych am inokw asów  znajdow anych  w  żółci ludzkiej.

3. Określono skład am inokw asow y różnych  frak c ji żółci ludzkiej. Ana-
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lizie poddano p róbk i żółci „A ”, „B ” i „C” , pobrane od ludzi zdro­
wych, jak  rów nież chorych  z zaburzen iam i w ątrobov/ym i. Ponadto  
analizow ano p róbki żółci, pobrane z operacy jn ie  usuniętego  wo­
reczka żółciowego.

4. S tw ierdzono, że n iezależnie od tego, z jak im  rodzajem  analizow anej 
próbki m a się do czynienia, s ta le  w ystępow ały: kw as glutam inow y, 
glikokol, a lan ina , ty rozyna , leucyna, p ro lina  i w a lina  oraz n iestale  
cystyna, kw as asparaginow y, tau ry n a , o rn ity n a  i arginina.
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X PO M A T O rPA O H H E C K M H  AHAJIM 3 AMMHOKMCJIOT B 2KEJIHH

P  e  3  K> M e

1. Pa3pa6 oTaHa HOBan ,,nojiocKOBo-Kpy>KKOBaH” TexHMKa xpoMaTO- 
rpacjoMuecKoro pa3AejieHMH aMMHOKMCJIOT. BcTynMTejibHO pa3AejieHHbie 
b  CMcxeivre c£>eHOji-BOAa OTAejibHbie rpvnnbi aMMHOKMCJIOT pexpoMaTorpa- 
(jDnpyioTca HenocpeACTBeHHO c itojiocok cfiMJibTpoBajibHon 6yM ara Ha 
KpyaoKH.

2. OnncaHHbin MeTog ycnem Ho npinvreHeH k  pa3AejieHnio m  m a c h t h -  
(jlMKaiUlM CBoGOAHbIX aMMHOKMCJIOT. HaXOAHLgMXCH B HejIOBeneCKOM HOejIHH.

3. OnpeAejieH cocxaB aMMHOKMCJIOT b  pa3JiMHHbix c|DpaKu,HHX n e j io - . 
BenecKoii h c c j ih m . AHajiM3y noABeprajiMCb npoSbi xcejiHM A, B, C, B 3 H -  
Tbie Kax y  3AopoBbix jimu;, TaK m  y  SojibHbix paccTpodcTBaMM AeHTejib- 
h o c t m  neneHH. KpoMe Toro, aHajiM3MpoBajiMCb npoóbi xoejiHM, nojiyneH- 
Hbie M3 yAaJieHHoro oneparMBHbiM nyTeM xoejiHHoro ny3bipbKa.

4. KOHCTaTM pOBajIM , HTO He3aBM CM M 0 OT pO A a aHa.7IM3MpOBaHHOM n p o -  
6 b i ,  n ocT O H H H o B b iC T y n a j in :  rjiyrajviM H O B aH  k m c j io t t , rjiMKOKOJib, ajiaH M H , 
T M p03H H , J ieifllM H , npOJIMH M BajIM K, a  TaK 5K e HenOCTOHHHO: IfMCTMH, a c n a -  
parM H O BSH  KMCJiOTa, T ayp M H , o p h m t m h  m ap rn H M H .
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CHROMATOGRAPHIC A N A LY SIS OF BILE AMINO ACIDS  

S u m m a r y

1. A new  ,,s trip -d isc” techn ique for ch rom atograph ic  p a r titio n  of am ino 
acids w as developed. A fte r p re lim in a ry  p a r titio n  in  a p h en o l-w a te r sys­
tem  th e  p a r tic u la r  am ino acid g roups are  ch ro m ato g rap h ed  from  p ap e r 
s trip s  d irec tly  on to discs.

2. The m ethod  described  was used successfu lly  for th e  p a r titio n  and 
iden tifica tion  of free  am ino acids found  in h u m an  bile.

3. The am ino acid com position of various frac tio n s  of hum an  bile w as 
determ ined . Sam ples of b ile  „A”, ,,B” an d  ,,C” w ere  tak en  from  h e a lth y  
sub jects as w ell as from  liv er pa tien ts . In  add ition , sam ples w ere tak en  
from  excised gall b ladders.

4. It was established, th a t, irrespective  of th e  k in d  of sam ple, th e  fo l­
lowing substances w ere  alw ays p resen t: g lu tam ic  acid, glycine, a lan ine , 
tyrosine, leucine, p ro line, valine. C ystine, aspartic  acid, o rn ith in e  and  
arg in ine w ere not a lw ays p resen t.

Otrzymano 30.1.1956 r.
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M. WIEWIÓROWSKI i J. AUGUSTYNIAK 

E L E K T R O F O R E Z A  B IB U ŁO W A  B IA ŁEK  N A S IO N  ŁUBINU

Z Zakładu Chemii Ogólnej Wyższej Szkoły Ekonomicznej w Poznaniu 
K ierownik: doc. dr M . W iewiórowski

Jed n ą  z roślin  zdobyw ających sobie ostatn io  coraz w iększe znaczenie 
gospodarcze je s t łubin. Chociaż znaczenie to zawdzięcza łub in  przede 
w szystk im  dużej zaw artości białka, białko łubinow e je s t dotychczas mało 
zbadane. D latego też podjęliśm y w ty m  zakresie badania , a n in ie jszy  ko­
m u n ik at podaje pierw sze osiągnięte w yniki.

P ierw sze pow ażniejsze i przez długi okres czasu jed y n e  w iadom ości 
o b ia łku  łub inow ym  zaw dzięczam y T. B. O s b o r n e ’o wi  [11]. 
O s b o r  n  e s tw ierdz ił, że praw ie całe b iałko łu b in u  żółtego i w ąsko­
listnego należy do globulin , p rzy  czym  wg T. B. O sborne’a białko to znacz­
nie różni się od globulin  w yodrębnionych  z nasion innych  roślin  m oty lko­
wych. D alej T. B. O s b o r  n e stw ierdził, że m ożna rozdzielić g lobuliny 
łub inu  n a  drodze frakcjonow anego w ysalan ia na p rzy n a jm n ie j 2 sk ładnik i 
różniące się sk ładem  (tabl. 1), rozpuszczalnością i ilościow ym  stosunkiem  
p roduk tów  rozpadu. Te dw a sk ładn ik i zostały  przez niego nazw ane kon- 
g lu ty n ą  a i kong łu tyną |3.

P re p a ra ty  k o n g lu ty n  T. B. O s b o r n e  o trzym ał w  n astęp u jący  spo­
sób: b iałko  z nasion łub inu  ekstrahow ał 10% roz tw orem  chlorku sodow e­
go, roz tw ór dializow ał aż do całkow itego usunięcia  soli, osad w ytrąconych  
globulin  rozpuścił w  rozcieńczonym  roztw orze siarczanu  am onu i po p rze­
sączeniu ponow nie poddał dializie. Po w y trącen iu  się globulin  rozpuścił je 
ponow nie w  rozcieńczonym  roztw orze siarczanu  am onu i zw iększając stę ­
żenie te j soli w y trąc ił p rzy  6/10 s tanu  nasycenia ko n g lu ty n ę  a, p rzy  7/10 
kong lu tynę (5. O bydw ie k ong lu tyny , podobnie jak  inne globuliny, są roz­
puszczalne w  rozcieńczonych roz tw orach  ługów, soli i kw asów , natom iast 

n ie  są rozpuszczalne w wodzie.
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S k ład  e lem en ta rn y  k o n g lu ty n  wg T. B. O s b o r  n e ’a [11]:

N C O S H
k o n g lu tyna  a , 17,57% 51,75% 23,10%  0,62%  6,96%
k o ng lu tyna  (1 18,40% 49,49% 23,63% 1,67%  6,81%

W pew nej sprzeczności z w yn ikam i badań  T. B. O s b o r  n e ’a sto ją 
now sze prace, p rzeprow adzone przez C. E. D a n i e l s o n a  [2] i M.  J.  
S m i r n c w ą  w raz ze w spó łpracow nikam i [18].

C. E. D a n i e l s o n  p rzep row adzając  badan ia  u ltraw irów kow e glo­
bulin  różnych roślin  m oty lkow ych doszedł do w niosku, że n ie ma różnic 
m iędzy globulinam i różnych  ga tunków  łubinów , a naw et, że p rak tycz­
nie w szystkie rośliny  m otylkow e posiadają  iden tyczne sk ładn ik i globuli­
no we. W niosek swój opiera n a  tym , że w szystk ie  ro ślin y  motylkowTe w y­
kazały  w  jego badaniach  obecność globulin  o bardzo podobnych stałych  
sedym antacji.

M. J . S m i r n o w a  za jm u jąc  się c h a rak te ry s ty k ą  nasion różnych ro ś­
lin pastew nych  określa ła  m iędzy innym i ilości b ia łka  rozpuszczalnego 
w wodzie i stw ierdziła , że z nasion łu b in u  m ożna p rzy  pom ocy wody w y ­
ekstrahow ać 12— 37%  ogólnej ilości b iałek. W skazyw ałoby to na  dużą za­
w artość w  nich album in , co jes t w pew nej m ierze sprzeczne z danym i 
T. B. O s b o r  n e ’a.

P iszem y „w  pew nej m ierze sp rzeczne”, gdyż każdy  z w ym ienionych 
au torów  badał m ate ria ł ro ślin n y  w yhodow any w innym  czasie, innym  
m iejscu, różnych odm ian i to może do pew nego stopn ia  uspraw iedliw iać 
duże różnice w  uzyskanych  w ynikach . Dalsze różnice m ogły pow stać na 
sk u tek  stosow ania różnych  m etod  badaw czych.

Nasze badania postanow iliśm y przeprow adzić p rzy  pom ocy e lek tro ­
forezy bibułow ej [1, 10, 13], w ychodząc z założenia, że ta bardzo p rosta  
m etoda jes t rów nocześnie jedną z n a jsu b te ln ie jszy ch  m etod frak c jo n o w a­
nia m ieszanin białkow ych. D odatkow ym  celem  było stw ierdzen ie, w  jak im  
stopn iu  elek tro fo reza b ibułow a może być p rzy d a tn a  do badania m ieszanin 
b iałek  roślinnych, gdyż w  dotychczasow ych pub likacjach  z dziedziny e lek ­
tro fo rezy  bibułow ej b iałek, n iem al że jed y n y m  obiek tem  by ły  b ia łk a  su ­
row icy k rw i [3,12,4,5,6,9,15,19], a p ierw sze znane nam  dw ie p race  dotyczą­
ce e lek tro fo rezy  b ibułow ej b ia łek  roślinnych  ukazały  się —  jed n a  w 1953 r. 
[17], a d ruga w osta tn ich  m iesiącach 1955 r. [16].

Metody

1. O D C Z Y N N IK I I M ATERIAŁY

a) 10%  roztw ór ch lo rku  sodowego,
b) nasycony roz tw ór siarczanu  am onu,
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c) pap k a  bibułow a,
d) b ibu ła  W hatraan  4,
e) b u fo r boranow y  pH  ok. 8,4 (33,92 g H3BO3 +  110 m l 1-n NaOH +  

5 g NaCl uzupełn ić  do objętości 1 1.),
f) ro z tw ó r azokarm inu  B (50 ml nasyconego wodnego roz tw oru  azokar- 

m inu  r 40 m l alkoholu  m ety low ego +  10 m l kw asu  octowego lo­
dowatego),

g) alkohol m ety low y,
h) kw as octow y 10%.

2. P R Z Y G O T O W A N IE  R O Z T W O R U  BIAŁEK

Suche nasiona łu b in u  zm ielone n a  drobną m ączkę odtłuszczano ek s tra ­
h u jąc  e te re m  ety low ym  przez 8 godzin w  aparacie Soxleta. Odtłuszczoną 
m ączkę m ieszano z 5 -k ro tn ą  ilością 10%  roztw oru  ch lo rku  sodowego, po 
czym  w ytrząsano  na w y trząsarce  przez 1,5 godz. W butelce, w  k tó rej p rze­
p row adzano ekstrakcję , znajdow ało się na każde 10 g m ączki 8— 10 ku lek  
porcelanow ych (1 k u lk a  w ażyła ca 1,7 g), dzięki czem u uzyskiw ano pod­
czas w y trząsan ia  duże rozdrobnienie ekstrahow anego  m ateria łu . Po w y­
trząsan iu  m ieszaninę odstaw iano  na ok. 0,5 godz., po czym  sączono przez 
w arstw ę rozbitej b ibu ły . P ierw sze p a r tie  przesączu odrzucano, następne 
brano do badań. Tak o trzy m an y  ek s tra k t białka będziem y w  dalszym  cią­
gu nazyw ali „su row ym  w yciągiem  b ia łk a”.

Dializą surow ego w yciągu b iałka przeprow adzano  w  m ałych  w orecz­
kach celofanow ych n a jp ie rw  przez 12 godzin w sto sunku  do bieżącej wody 
wodociągow ej, później p rzez 6 godzin w  stosunku do w ody desty low anej.

3. APARAT DO  ELEKTROFOREZY

W badaniach posługiw ano się ap a ra tem  w łasnej k onstrukcji, p rzed sta­
w ionym  na rys. 1.

Rys. 1. S ch em at sto sow anego  a p a ra ­
tu  do  e lek tro fo rezy  b ib u ło w e j:

a) k o m o ra  szk lan a  o 'w ym iarach  
60 cm X 21 cm X 17 cm

b) p rzy k ry w a  szk lan a
c) uszczelki gum ow e
d) w y su w an a  p ły ta  szk lan a  o w y m ia ­

rach  50X20 cm, n a  k tó re j u staw iono  
k ry s ta liz a to ry  i b ag ie tk i w sp ie ra ją ­
ce b ibu łę

e) k ry s ta liz a to ry  o p o jem n . 300 ml.
f) b ag ie tk i w sp ie ra jące  b ib u łę  odległe 

od siebie o 20 cm

g) e lek tro d y  w raz  z u rządzen iem  lab i­
ry n to w y m  (9)

h) b ag ie tk i obciążające pasek  b ibu ły
i) pasek  b ibu ły
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P rzy  w ykonyw aniu  w szystk ich  analiz stosow ano napięcie 120 V (wyż­
sze różnice po tencja łu  n ie pow odow ały ostrzejszych  rozdziałów  poszcze­
gólnych frakcji). P rą d  pob ierano  z p rostow nika zasilanego w prost z sieci 
(stąd m ożliw e by ły  pew ne w ahan ia  napięcia). W obwód w celu kon tro li 
przebiegu analizy w łączony był stale m iliam perom ierz.

4. P O ST Ę PO W A N IE

Do dw óch k ry sta liza to ró w  (e) nalew ano po ca 250 m l roz tw oru  buforo­
wego (tak, by poziom y cieczy w obu naczyniach  były  jednakow e), na ba­
gietkach  (f) um ieszczano pasek  b ibuły  (i) o w ym iarach  28,8 x  6 cm. Z aw ie­
szano go zawsze w  ten  sposób, żeby w  obu k ry sta liza to rach  zanurzone by­
ły  jednakow o długie końce paska bibuły . W ten  sposób uzyskano „długość 
roboczą” paska (dł. m ierzona w zdłuż paska pom iędzy dw om a pow ierzch­
niam i roztw oru  elek tro litu ), w ynoszącą 26 cm. W celu u trzy m an ia  b ibu ły  
w pozycji poziom ej końce paska obciążano dw om a bagietkam i połączony­
m i gum kam i w  ten  sposób, żeby b ibu ła m ogła być m iędzy bagietkam i 
ściśnięta (h). Po zaw ieszeniu  paska kom orę (a) zam ykano szczelnie p ły tą  
(b) i po 2 goćz., k iedy  kom ora była częściowo nasycona parą  w odną, a p a­
sek b ibu ły  całkow icie bu fo rem  — nakładano na niego badany ro z tw ó r 
b iałka.

Poszczególne roz tw ory  b iałek  nanoszono p rzy  pom ocy w ykalib row anej 
k ap ila ry  (2 m m 2) dokładnie na  środek paska b ibu ły  —  na odcinek długości 
1 cm. Poniew aż szerokość paska w ynosiła 6 cm, na 1 pasku m ożna było 
rów nocześnie badać trzy  różne m ieszaniny białkowe. O kreślenie p u n k tu  
startow ego okazało się w  naszym  postępow aniu  elek tro fo re tycznym  b a r­
dzo is to tnym  czynnik iem  rozdziału, a m ianow icie p rzy  nałożeniu  badanej 
m ieszaniny w  innym  m iejscu niż na środku paska znaczny ruch  dośrodko­
w y buforu , w ynikający  ze stosunkow o silnego parow ania  w ody z b ibuły , 
uniem ożliw iał rozdział. Dość silne parow anie w ody z b ibu ły  było spow o­
dow ane tym , że używ any  b u fo r by ł (w stosunku do zw ykle stosow anych do 
elek troforezy) stężony i podczas p rzepływ u p rądu  w yw iązyw ała się znacz­
na ilość ciepła. P rzy  użyciu jed n ak  bu fo ru  rozcieńczonego nie o trzy m y w a­
no dobrych rozdziałów . M niej isto tnym , ale rów nież w ażnym  czynnikiem  
był czas trw an ia  e lek tro fo rezy  —  najlepsze rozdziały uzyskiw ano w  ciągu 
6 godzin. v

Po upływ ie 6 godz. p rąd  w yłączano, pasek b ibuły  suszono w  100ŁC 
przez 0,5 godz., a następn ie  zdenaturow Tane na bibule białko w ybarw iano  
azokarm inem . P asek  b ibu ły  zanurzano  w  roztw orze barw n ik a  przez 15 m i­
n u t — po ty m  czasie n ad m ia r b a rw n ik a  w ym yw ano n a jp ie rw  alkoholem  
m etylow ym , a później 10('/o roz tw orem  kw asu octowego. Ilościowy sto su ­

i%}
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n ek  poszczególnych frak c ji określano  p rzy  pom ocy fo toabsorpcjom etru  [12], 
obliczając i porów nując pow ierzchnię pod m aksim am i k rzyw ych  e lek tro - 
fo re tycznych . P oniew aż jed n ak  szczelina używ anego przez nas fo toab­
so rp c jo m etru  jes t za k ró tk a  i pom iar jed n ej analizy  trzeba określać m ie­
rząc  absorpcję 4 razy  (kolejno w 4 pasm ach plam y), d latego  uzyskane na 
te j podstaw ie w ynik i nie są dokładne i p rzy taczam y  je raczej jako dane 
o rien tacy jn e .

L
W yniki i dyskusja

G łów nym  przedm io tem  badań  by ł łu b in  w ąskolistny , n a  k tórego b iał­
k u  została w ypracow ana m etoda postępow ania elek troforetycznego . Do­
datkow o, stosu jąc ten  sam  tok postępow ania, p rzebadano  frag m en tary cz­
n ie  białko łub inu  białego i żółtego. Do badań  użyto  łub inów  następującego 
pochodzenia:

1) łu b in  w ąskolistny  różowy, gorzki, ze stac ji H odow li Nasion Udycz 
(zbiór 1951 r.),

2) łub in  b iały  g ru p a  V —  m ieszanina k ilku  b iotypów  w yhodow anych 
p rzez s tację  P rzebędow o I.H.A.R. (zbiór 1953 r.),

3) łu b in  żółty  n r  97 ze s tac ji se lekcy jnej w  W ierzenicy  (zbiór z 1954 r.).

S u ro w y  w yciąg b iałka z nasion łu b in u  w ąskolistnego rozdziela się 
w  w aru n k ach  poprzednio  p rzedstaw ionych  na  4 sk ładn ik i (rys. 2 i 3a). Ba­
d an e  w ty ch  sam ych w aru n k ach  surow e w yciągi b ia łka  z nasion łub inu  
białego rozdzielają  się na  2 sk ładn ik i (rys. 3c), a w yciągi z nasion łub inu  
żółtego n ie  rozdzielają się w  sposób w y raźn y  (rys. 3b).

W celu  ziden ty fikow ania, k tó ry  z rozdzielonych składników  łub inu  
w ąskolistnego  odpow iada k o ng lu tyn ie  «, a k tó ry  kong lu tyn ie  (3, p rzep ro ­
w adzono n a  ty m  sam ym  p asku  b ibu ły  analizę e lek tro fo retyczną:

1) p re p a ra tu  k o n g lu ty n y  a,
2) ,, „ ,6 (przygotow anych m etodą

T. B. O s b o r  n e ’a) oraz

3) surow ego w yciągu białka z nasion łu b in u  w ąskolistnego.

A nalizu jąc o trzy m an y  w  ten  sposób e lek tro fo reg ram  (rys. 4) s tw ierdz i­
liśm y, że frak c ja  oznaczona znakiem  x  jest globuliną, za n ią  zn a jd u je  się 
k o n g lu ty n a  P, dalej k o n g lu ty n a  a  i frak c ja  x o. J a k  w idać na zamieszczo­
n y m  zdjęciu, p re p a ra t k o n g lu ty n y  cc (rys. 4a) oprócz zanieczyszczeń kon- 
g lu ty n ą  fł zaw iera rów nież sk ładn ik  x  , a s tąd  w niosek, że ta  g lobulina w y­
trą c a  się albo p rzy  6/10 s ta n u  nasycenia siarczanem  am onu albo p rzy  m n ie j­
szym  stężeniu  ( odpow iednich badań  porów naw czych  z w ysalan iem  jesz-
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Rys. 2. Z d jęcie  e lek tro fo reg ram u  su row ego w yciągu  
b ia łk a  z nasion  łu b in u  w ąsko listnego . W aru n k i e lek tro ­
forezy : b u fo r bo ran o w y  (patrz : „O dczynn ik i i m a te r ia ­

ły ”), nap ięc ie  ok. 4 V7cm „długości roboczej p a sk a ”

Rys. 3. Z d jęcie  e lek tro fo reg ram u  su row ych  w yciągów  b ia łk a  z nasion: 
a) łub in  w ąsko lis tny ; b) łu b in  żółty; c) łu b in  b iały . W aru n k i j.w .

Rys. 4. Zctjęcue e ieK iro fo reg ram u b ia łek  n asion  łu b in u  w ąsk o lis tn eg o : a) p re p a ra t 
k o n g lu tyny  a; b) su row y  w yciąg  b ia łk a ; c) p re p a ra t  kon g lu ty n y  (3. W aru n k i e lek tro fo ­

rezy  j. w.
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cze nie przeprow adzono). B rak frak c ji na e lek tro fo reg ram ach  p re p a ra ­
tów  o trzym anych  przez rozpuszczenie osadu w ytrąconego w  w yniku  d iali­
zy surow ego w yciągu  b iałka w sto sunku  do wody sugeru je , że je s t to 
album ina.

O rien tacy jne oznaczenia ilościowe stosunku  poszczególnych frak c ji b iał­
kow ych w yodrębn ionych  z nasion łu b in u  w ąskolistnego dały  następu jące  
w ynik i (podane w y n ik i są średn ią  z 5 pom iarów ):

frak c ja  x \  s tanow i ok. 4%  ogólnej zaw artości białka w nasionach 
konglu tyna (3 „ „ 46%  „ „ „ „ „
kongiu tyna a „ „ 41%  „ „ „ ,,
frakcja  X2 „ „ 9%  ,, „ „ ,, ,,

W dotychczasow ych naszych badaniach przede w szystkim  zajm ow aliś­
m y się dostosow aniem  elek tro fo rezy  bibułow ej do badania b iałka nasion 
łubinu. Z dajem y więc sobie spraw ę, że szczupłość przebadanego m ate ria łu  
biologicznego n ie  upow ażnia nas do w yciągnięcia daleko idących s tw ie r­
dzeń. Mimo to re zu lta ty  naszych badań  zam ykam y w form ie 3 w stępnych  
wniosków:

1. W nasionach  łub inu  w ąskolistnego zn a jd u ją  się p rzy n a jm n ie j 3 glo­
buliny, a nie 2, jak  dotychczas podaw ano. W niosek ten  p okryw a się częś­
ciowo z w ynikam i rów nolegle prow adzonych badań  F. J . J o u b e r t a  
[7], k tó ry  badając  m etodą u ltraw iro w an ia  i m etodą tzw . „k lasycznej” e lek­
tro forezy  m ieszaniny  globulin  w yodrębnionych  z nasion łub inu  w ąskolist­
nego (pochodzenia afrykańskiego) znalazł rów nież 3 sk ładniki. F. J . J o u -  
b e r t  rozw ija jąc  koncepcję C. E. D a n i e l s o n a  [2], p rzy jm u je , że 
jeden  ze sk ładników  (odpow iadający kong lu tyn ie  a) ulega w środowusku 
alkalicznym  odw racalne j dysocjacji —  asocjacji, p rzy  czym  przy  pH 8,8 ca­
ły  ten  sk ładnik  jes t wg au to ra  zdysocjow any na dw ie części o m niej w ięcej 
rów nej m asie cząsteczkow ej.

2. Pom iędzy kom pleksam i białek  zapasow ych różnych  ga tunków  łub inu  
is tn ie ją  w yraźne różnice. W niosek ten  przeczy h ipotezie C. E. D a n i e l ­
s o n a  [2] zak ładające j, że rośliny  m otylkow e posiadają  p rak tyczn ie  iden ­
tyczne sk ładn ik i globulinow e. P okryw a się natom iast częściowo z w y n ik a­
m i prac F. J. J o u b e r t a  [8] oraz E. M. P e t r i e g o  i w społpr. [14]. 
O statn io  w ym ien ien i au to rzy  badali g lobu liny  łub inu  żółtego i doszli do 
wniosku, że rów nież jed n a  z g lobulin  łub inu  żółtego ulega odw racalnej dy- 
socjacji-asocjacji, ale p rzy  pH innym  niż g lobulina łub inu  w ąskolistnego. 
W skazuje to na  is tn ien ie  różnic pom iędzy b iałk iem  obu tych  gatunków .

3. E lek tro fo reza b ibułow a n ad a je  się dobrze do badania zapasow ych 
białek roślinnych. N aszym  zdaniem  w  pełn i op łacają się trudności, k tó re
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trzeba pokonać p rzy  dostosow aniu  jej do rozdziału  określonej m ieszaniny 
białkow ej. P rzypuszczam y, że po dalszych m etodycznych udoskonaleniach 
przy je j pom ocy będzie m ożna rów nież badać m ieszaniny roślinnych  białek  
konsty tucy jnych .

S tre s z c z e n ie

Sprecyzow ano w aru n k i postępow ania dla e lek troforezy  b ibułow ej zapa­
sowego białka łub inu . W oparciu  o opracow ane postępow anie przeprow adzo­
no w stępne badania nad  ty p am i białek w ystępu jących  w  nasionach łub inu  
w ąskolistnego. Zgodnie z rów noleg łym i badaniam i F. J . J o u b e r t a  
stw ierdzono obecność w  n ich  3 frak c ji globulinow ych. P rzep row adzając  
analogiczne badania e lek tro fo re tyczne  b ia łka  w yodrębnionego z nasion łu - 
oinu żółtego i białego stw ierdzono, że pom iędzy kom pleksam i zapasow ych 
b iałek  badanych g a tunków  łu b in u  is tn ie ją  w yraźne różnice.

Stw ierdzono, że e lek tro fo reza b ibułow a w  pełni n ad a je  się do badania 
m ieszanin zapasow ych b iałek  roślinnych.

L I T E R A T U R A

[1] C r e m e r  H.  D.,  T i s e l i u s  A., Biochem . Z. 320, 273, 1950.
[2] D a n i e l s  o n  C. E., Biochem . J. 44, 387, 1944.
[3] FI y n F. V., d e  M a y  o, L a nce t  261, 253, 1951.
[4] F i ś e r - H e r m a n  M., D a  v o r  i n  P., Biochem . Z. 324, 96, 1953.
[5] FI a r d  w  i c k e  J., Biochem . J. 57, 166. 1954.

1 6 ]  FI o c h  H., B a r r  G. H., Science  122, 243, 1955.
[7] J o  ü b e r  t F\ J., Biochim. B iophys. Acta  16, 370, 1955.
LS] J  o u b e r  t  F. J ., B iochim . B iophys. A c ta  17, 444, 1955.
[9] K r a w c z e n k o  U.  A.,  S a m a r  i n  a O. P., K r  i c m  a n  M. G., Biochimja

18, 34, 1953.
[10] M i c h l  H. Mh. Chem.  85, 166, 1954.
[11] O s b o r n e  T. B., H a n d le x ik o n  der  Biologischen A rb e i t sm e th o d e n ,  E. A b d e r­

h a lden , tom  4, B erlin  1911.
[12] O s t r o w s k i  W.  i M i  k u c k i  A., A cta  Physiol. Pol. 1952, 3, 277, 1952.
[13] O s t r o w s k i  W., Wiad. Chem.  9, 21, 1955.
[14] P e t r i  E. M.,  S t a v e r m a n  J.,  P a l s  D. T. F., Biochim. Biophys. A cta  17, 

446, 1955.
[15] R a m s h o r n  K., Die P h arm a zie  9, 181, 1954.
[16] S c h n e i d e r  G.,  S p a r m a n n  G., N aturwiss .  42, 391, 1955.
[17] S c h w a r z e  P., N aturw iss .  40, 21, 1953.
[18] S m i r n o w a  M.  J. ,  I k o n n i k o w a ,  W i e s j o ł o w a  E. P., D oklad y  A k a d e ­

m ii  N au k  Z.S.R.R. 77, 1071, 1951.
[19] W e r n e r  G., W e s t p h a l  O., A n gew .  Chem.  67, 251, 1955.

http://rcin.org.pl



[9] E L E K T R O F O R E Z A  B IB U Ł O W A  B IA Ł E K  N A S IO N  Ł U B IN U  3 5 3

3JIEKTPO<i>OPE3 C EM EH H BIX  EEJIK O B  JHOIIM HA 
IIY TEM  nPM M EH EH M H  c£>MJILTPOBAJILHO]/t B Y M A B 1

P  e 3 io m  e

ABTOpbl yTOHHMJIM MCTOfl 3JieKTp0C]3Ope3a (npu npMMeHCHMM cjDMJIbTpO- 
BajibHoii öyMam) 3anacHbix ßejiKOB jnorom a. Ha ocHOBamin pa3pa6oTaH- 
Horo MeTOfla npoBOßnjincb BCTynuTejibHbie wccjiegOBaroiH tio tob  SejiKOB, 
BbiCTynaiomMx b ceMeHax y3KOjincTHoro jnonnHa. CorjiacHO c napajuiejib- 
HbiMn MCCJieflOBaHMHMM O . M. 2Ky6epTa KOHCTaTMpoBajin Hajinune b h h x  
Tpax rJioöyjiMHOBbix cjDpaKpMii. üpoBop;H aHajiorMUHbie 3JieKTp3c]3opeTn- 
HecKue MCCJieąoBaHMH SejiKa, M30JiiipoBaHHoro M3 ceMRH xeejiToro u  Sejioro 
jnonwHa, aBTopw KOHCTaTnpoBajin, h to  Mexcą;y KOMnnexcaMM 3anacHbix 
oejiKOB iicc.neą;yeMbix bm^ob jnonim a cymecTByioT OTueTJiMBbie pa3JinuMH.

KoHCTaTiipoBaH c|3aKT, hto 3.7ieKTpoc|Dope3 np n  npiiMeHeHWM cjmnbTpo- 
Ba.nbHoii SyM arit Bnojine npw ro^eH  k  nccjießOBaHm o CMeceü 3 anacH bix  
pacTHTe.nbHbix SejiKOB.

D IE P A PIE R E L E K T R O P H O R E SE  VON L U PIN E N SA M E N PR O TE IN

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

Die M itte ilung  en th ä lt eine B eschreibung  der B edingungen fü r  P a ­
p iere lek trophorese  von L up inensam enpro te in . M it H ilfe des beschriebe­
nen V erfah ren s w u rd en  U n tersu ch u n g en  der E iw eiss-typen  d er Sam en 
d er sch am alb lä tttrig en  L upine (L. angustijolius)  e ingele itet. In  Ü bereins­
tim m ung  m it den p a ra lle l d u rch g efü h rten  A rbeiten  F. J. J o u b e r t s  w u r­
den in den  g en an n ten  L up inensam en  3 G lob u lin frak tio n en  festgeste llt. 
Ä hnliche pap iere lek tro p h o re tisch e  V ersuche m it S am enpro te in  der gel­
ben (L. luteus)  und  w eissen (L. albus)  S orte  erw iesen, dass zw ischen den 
S am enpro te inkom plexen  d e r u n te rsu c h te n  L u p in en so rten  deutliche U n­
tersch iede bestehen.

Es w urde festgeste llt, dass sich die P ap iere lek tro p h o rese  seh r gu t zur 
U ntersuchung  von S am enpro te ingem ischen  eignet.

O trzym ano  4.2.1956 r

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  

V ol. I I I  1956 N o  3

A. B. WOJTCZAK

ZWIĄZKI F O S F O R O W E  W W Y D A L IN A C H  M O L A  W O SK O W E G O
(G A L L E R IA  M E L L O N E L L A )

I. IDENTYFIKACJA

Z  Zakładu Biochem ii In sty tu tu  Biologii Doświadczalnej im . Nenckiego w Warszawie 
K ierow nik: prof. dr W. N iem ierko

S. N i e m i e r k o  i W.  N i e m i e r k o  [9], [10], [11] stw ierdzili, że 
gąsienice m ola woskowego w ydala ją  fosfor nie ty lko  jako  o rtofosforan , ale 
także w  znacznej części pod postacią lab ilnych  połączeń fosforow ych, hy - 
d ro lizu jących  po 7 m in u tach  w  N HC1 w  100° do ortofosforanu . W e frakcji 
tej w ym ien ien i au to rzy  w y k ry li m etafosfo ran . O becność jego stw ierdzono 
na podstaw ie reak c ji m etach rom atyczne j z b łęk item  to lu idynow ym  oraz 
reak c ji s trącan ia  b iałka. P ró b n e  ilościowe oznaczenia m etafosfo ranu  za po­
mocą strącen ia  octanem  ołowiu p rzy  pH  =  2 w ykazały , że stanow i on 
około 50%  lab ilnych  zw iązków  fosforow ych w ydalin .

W la tach  o sta tn ich  stw ierdzono obecność m etafosforanów  w drożdżach 
i b ak teriach  [3, 4] oraz w  p leśniach [8]. I n g e l m a n  i M a l m g r e n  
[0] izolowali z p leśni Aspergillus niger  zw iązek o w łasnościach 
zbliżonych do sy n te ty czn ej soli G raham a (wysokocząsteczkow y polim er). 
W śród zw ierząt m eta - i po lifosforany znaleziono jedyn ie u owadów: Galle- 
ria mellonella  [9 —  11] i Celerio euphorbiae  [5],

B adania m etafosfo ranów  u tru d n ia  w  znacznym  stopniu  fakt, że zw iązki 
te  w y stęp u ją  pod postacią różnego rodzaju  polim erów  cyklicznych i łańcu­
chow ych, k tó ry ch  w łasności chem iczne są bardzo zbliżone. Term inologia 
m etafosforanów  nie je s t ustalona. Na ogół te rm in em  „m eta fo sfo ran y ” 
w ścisłym  znaczeniu obejm uje  się po lim ery  cykliczne, np. tró j-  i te tram e- 
tafosfo ran . P o lim ery  łańcuchow e nazyw a się „po lifosforanam i” ; zalicza się 
tu ta j  zarów no niskocząsteczkow e połączenia (pirofosforan, tró jpolifosforan  
i inne), jak  i zw iązki wysoko spolim eryzow ane o ciężarze cząsteczkow ym  
dochodzącym  do 1 m iliona (np. sól G raham a) [14].
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Celem  nin iejszej p racy  jes t bliższe scharak teryzow anie w ystępu jącego  
w w ydalinach  gąsienic m ola woskowego m etafosio ranu  oraz z id en ty fik o ­
w anie pozostałych lab ilnych  połączeń fosforow ych.

Stosow ano n astęp u jące  sposoby rozdzielan ia i ch a rak te ry sty k i lab il­
nych  zw iązków fosforow ych z w ydalin  gąsienic:

1) w y trącan ie  w  postaci soli Mn i Ba,
2 ) rozdział i id en ty fik ac ja  chrom atograficzna,
3) dializa,
4 )  iden ty fikac ja  enzym atyczna.

C z ęść  m e to d y c z n a

Związki fosforow e, k tó re  by ły  p rzedm iotem  badań, w ydobyw ano z w y­
dalin  gąsienic Galleria mellonella  za pom ocą k ilk ak ro tn e j ek strak c ji w od­
nej w  tem p. 0°. W iększość analiz w ykonano na w odnych w yciągach z w y ­
dalin  gąsienic głodzonych, poniew aż w yd a lin y  gąsienic żeru jących  zaw ie­
ra ją  dużą ilość n iestraw ionych  wosków, k tó re  u tru d n ia ją  ekstrakc ję  zw iąz­
ków rozpuszczalnych w  wodzie. Fosfor n ieorganiczny  (ortofosforan) ozna­
czano n atychm iast po sporządzeniu  e k s tra k tu  w odnego m etodą Fiskego 
i S ubbarow a [15]. L ab ilne  zw iązki fosforow e oznaczano po 7 m in u tach  
hydro lizy  w N HC1 w  100°. P iro fosfo ran  oznaczano przez w y trącen ie  soli 
m anganow ej [7]. P rzy  frakcjonow anym  strącen iu  solam i baru  postępow ano 
w edług  m etod  M a n  n a [8 ] oraz E b e 1 a [3], k tó rzy  rozdzielali zw iązki fos­
forow e pochodzące z p leśni i drożdży. A uto rzy  ci podają, że p rzy  pH — 2 
w y trąca ją  się m etafosfo rany  w ysokocząsteczkow e, p rzy  pH od 4 do 5 —  p i­
rofosforan oraz niskocząsteczkow e m etafosfo rany . Rozdzielenie chrom ato­
graficzne przeprow adzano  w rozpuszczalnikach stosow anych przez E b e -  
1 a [2]. P rzy  rozw ijan iu  i w yw oływ aniu  chrom atogram ów  postępow ano 
w edług  m etody  opisanej przez O p i e ń s k ą - B l a u t h  i w spó łpra­
cow ników  [13].

Do chrom atografii i dośw iadczeń enzym atycznych  używ ano: ortofosfo- 
ranu , p irofosforanu  i glicerofosforanu ch. cz. firm y  M erck oraz tró j-  i te tra -  
m etafosforanu , tró jpo lifosfo ranu  i soli G raham a pochodzących z pracow ni 
p rcf. E. T h i 1 o w  B erlin ie1. M etafosforan  z drożdży izolow ano m etodą 
W iam e’a [16].

C zęść  d o ś w ia d c z a ln a

Jak  już w spom niano na w stępie, gąsienica m ola w oskow ego w ydala fos­
for w  znacznej części pod postacią lab ilnych  połączeń fosforow ych. W w y­

1 Z w iązki te o trzym aliśm y  d z ięk i up rze jm ośc i p ro f. J . H e l l e r a .
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dalinach gąsienic głodzonych zn a jd u ją  się: o rtofosforan w ilości odpow iada­
jącej około 50°/° całego fosforu zaw artego  w  w ydalinach, zw iązki fosforo­
we hydro lizu jące  w  N HC1 w 100° w  ciągu 7 m inu t do o rto fosforanu  (P 7 ) 
w ilości odpow iadającej 40%  —  50%  fosforu  oraz bardzo m ato  lub  wcale 
innych  połączeń fosforow ych. Fosfor całkow ity  stanow i około 1% — 2%  
m asy w ydalin  [1 1 ].

Celem  zbadania, z jak ich  zw iązków  sk łada się frak c ja  P 7, zastosow aliśm y 
frakcjonow ane s trącan ie  solam i baru . Z w yciągu wodnego z w yda lin  p ró ­
bowano w y trącać  zw iązki fosforow e p rzy  pom ocy 10% B aC l2 p rzy  pH  =  2, 
następn ie  p rzy  pH  =  5. P rzy  pH — 2 nie w y trąca ł się żaden osad. P rzy  pH 
w ynoszącym  4,5 —  5,0 w y trącało  się około połow y frak cji P 7. W ynika z te ­
go m ożliwość w ystępow ania  we frak c ji P 7 niskocząsteczkow ych m etafosfo- 
ranów  i p irofosforanu . P rzy  w y trącan iu  soli barow ej z poszczególnych pró-

T a b l i c a  1

Strącanie labilnych związków fosforowych (P7) wydalin 
mola woskowego za pom ocą BaCl2 i Mn(CH3COO)2 

przy pH =  5

Nr
lośw.

Badany
materiał

Ilość wytrąconego fosforu 
w % %  całego labilnego fosforu

BaCl2 Mn(CH3COO)2

1
2
3

Ekstrakt wodny 50; 47; 45*) 
50; 60*) 

56

44; 44*) 
52; 52*) 

65

1 Osad alkoholowy 72; 75*) 30; 30*) |
2 ,, ,, 49 60
3 ,, ,, 60 46; 47*)
4 ,, ,, — 85
5 ” 71; 72*)

*) R ó w n o leg łe  oznaczen ia  z teg o  sam ego  m a te iia łu .

bek  tego sam ego ek s trak tu  w ystępow ały  dość duże różnice pom iędzy ró­
w noleg łym i oznaczeniam i, co w skazyw ałoby na m eilościowe w y trącan ie  się 
w  ty ch  w aru n k ach  pew nych zw iązków  fosforow ych zaw artych  w e frak c ji 
P 7 . A by przekonać się, czy we frak c ji P 7 w y stęp u je  p irofosforan, w y trąco ­
no  osad p rzy  pom ocy 5%  Mn (CH3COO )2 p rzy  pH  =  5. Okazało się, że m an­
gan w y trąca  około 50% P 7 , podobnie jak  bar. W w ypadku  w y trącan ia  m an-
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g anem  -ilości zw iązków  fosforow ych, zaw arte  w  rów noległych p róbach  
z tego sam ego ek strak tu , są p raw ie identyczne.

W celu oddzielenia m etafosfo ranów  od p iro fosfo ranu  M a n n  [8 ] s to ­
sow ał strącan ie  m etafosfo ranu  50%  etanolem  p rzy  pH  około 5. P ró b o w a­
liśm y wyizolować polifosforan z ek s tra k tu  wodnego z w ydalin  przez w y ­
trącan ie  50 %  alkoholem  p rzy  pH  od 5 do 8 . O trzym ane osady rozpuszcza­
no w  wodzie i badano, ile fosforu  w y trąca  się barem , a ile m anganem . N a­
sze analizy  w ykazały , że osad alkoholow y w y trącan y  z ek s tra k tu  w odnego 
z w ydalin  mola woskowego zaw iera w  dalszym  ciągu m ieszaninę polifosfo­
ranów , poniew aż część zw iązków  fosforow ych strąca ła  się solam i m anganu  
a część solam i baru .

T a b l i c a  2

Rozdzielanie labilnych związków fosforowych z ekstraktu uiodnego z wydalin przez kolejne 
strącanie solami baru i manganu przy pH — 5

I typ doświadczeń: kolejność strącania — najprzód przy pomocy Mn(CH3COO)2, następnie
przy pomocy BaC!2;

II typ doświadczeń: kolejność strącania odwrotna.

Ty
p 

do
św

ia
dc

ze
ń

N
um

er
 

do
św

ia
d­

cz
en

ia

Strącanie przy pom o­
cy Mn(CH3 COO ) 2

Strącanie przy 
pomocy BaCl2

P 7 w prze­
sączu

Suma P; m obu  
osadach  i ur 

przesączu

Po**) 
w mg

P 7

Po 
w ing

P 7

w mg

, , ,  0/  0/  
LU /O /O
całkowi­
tego P 7

w mg
w

0/  0/  * \  
/ o  / o  )w mg

w  % %  

całkowi­
tego P 7

w mg
UJ % %  

całkowi­
tego P 7

Ekstrakt
wodny 1,87 1 0 0

1 0 , 0 1 1 0,78 41,7 0 , 0 2 0,85 46,4 0 , 2 9 15,5 1,92 104
I

1
2 0,014 0,95 50,7 0,17 0,81 43,3 0,08 4,3 1,84 9 8

3 0,048 0,72 38,4 0,06 0,82 43,8 0 , 1 2 6,4 1 , 6 6 89
4 0,045 0,76 40,7 0,04 0,90 48,2 0,08 4,3 1,75 93

Ekstrakt
wodny 0,72 1 0 0

II 1 0,14 0,29 40,3 ślady 0,35 48,7 0,09 12,5 0,73 1 0 1

2 0,19 0,28 38,9 ślady 0,34 47,2 0,09 12,5 0,71 99
i

*) Ilo ść  P7 u) ekstrak cie  m odnym , oznaczoną po h yd ro liz ie , przyjęto za 100 "/y. 
**) Po — fo sfó r  orto fosforan u

D ane zaw arte  w  tab licy  1 podają ilości fosfo ru  s trącan e  bądź barem , 
bądź m anganem  z e k s tra k tu  w odnego z w ydalin  oraz z osadu alkoholow e­
go. Z d anych  tych  w idać, że zarów no m angan  jak  i bar s trąca ją  ty lko 
część frak c ji P 7 . Nie w ykluczone jes t p rzy  tym , że is tn ie ją  jak ieś sk ład n i­
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ki te j frakcji, k tó re  n ie  są strącane  ani przez bar, ani przez m angan. Aby 
przekonać się o słuszności tego przypuszczenia, zastosow ano kolejne s t rą ­
canie zw iązków fosforow ych w  te j sam ej próbie zarów no barem , jak  i m an ­
ganem : do przesączu po s trącen iu  chlork iem  baru  dodaw ano octanu  m an­
ganu i na odw rót. W ynik i zestaw iono w  tab licy  2. Z danych  tych  w ynika, 
że frakcjonow ane s trącan ie  barem  i m anganem  daje w sum ie przeszło 90°/o 
w ytrąconego Py. N iezależnie od kolejności s trącan ia  m angan i bar w y trą ­
cają podobne ilości fosforanów , zawsze jed n ak  pozostaje pew na ilość Py 
w przesączu. W ydaje się, że p rzy  postępow aniu  p ierw szym , to znaczy s trą ­
can iu  n a jp ie rw  m anganem , a następn ie  w  przesączu — barem , o trzy m u je  
się lepsze w ynik i (m niej fosforanów 7 .pozostaje ostatecznie n iestrąconych). 
Tak z solą barow ą jak  i m an ­
ganow ą w y trąca  się razem  z la- 
b ilnym i zw iązkam i fosfo row y­
mi nieznaczna ilość ortofosfo- 
ran u , k tórego  zaw artość ozna­
czano po rozpuszczeniu odpo­
w iedniego osadu w  1 N HoSOi; 
o rtofosforan oznaczano n a ty ch ­
m iast po sporządzeniu  ro z tw o ­
ru, zw iązki labilne —  po 7 m i­
n u tach  hydro lizy  w 1 0 0 °.

W dalszych badaniach  usi­
łow aliśm y scharak teryzow ać 
dokładniej obie frak c je  labil- 
nych zw iązków  fosforow ych, 
to znaczy przekonać się, czy 
sól m anganow a je s t p irofosfo- 
ranem , jak  w yn ikałoby  z m e­
tody  K o rn b erg a  [7], a n as tęp ­
nie określić  bliżej pirofosfo- 
ran w y stęp u jący  we frak cji 
soli barow ej. S tosow ano w  tym  
celu ch rom atografię  bibułow ą.
P oddaw ano analizie ch ro m ato ­
graficznej ek s tra k t w odny z w yda lin  oraz roz tw ory  soli m anganow ej i b a ­
row ej polifosforanów . U żyw ano dw óch układów  rozpuszczalników : kw aś­
nego, do rozdzielenia polifosforanów  łańcuchow ych, o składzie: izopropa- 
nol 75 m l, w oda 25 ml, kw as tró j chlorooctow y 5 g, NH:s stęż. 0,3 m , oraz 
alkalicznego do rozdzielenia m etafosfo ranów  cyklicznych, o składzie: izo- 
propanol 20 ml, izobutanol 20 ml, w oda 39 ml, N H 3 stęż. 1 m l [2]. C hrom a-

Rys. 1. C h rom atog ram  zw iązków  fo s­
fo row ych  z w y d a lin  gąsienic m ola 
w oskow ego i sy n te tycznych  m e ta -  
i po lifosforanów . S k ład  rozpuszczaln i­
k a : izopropano l 20 ml, izobu tano l 20 m l, 

w oda 39 m l, am o n iak  stęż. 1 ml. 
O znaczenia: (1) sól G raham a, (2) te t r a -  
m e ta fo sfo ran , (3) tró jm e ta fo s fo ran , 
(4) e k s tra k t w odny  z w ydalin , (5) p iro - 
fo sfo ran , (6) o rto fo sfo ran  i p iro fo sfo - 
ran , (7) osad soli b arow ej z e k s tra k tu  
w odnego z w y d a lin  'o tr z y m a n y  po 
u p rzedn im  w y trącen iu  soli m an g an o ­
w ej. S łabe p lam y i sm ugi oznaczono l i ­

n ią  k ro p k o w an ą
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tog ram y  rozw ijano (chrom atografia  w stępu jąca) w tem p. 27° — 30° na  b i­
bule W hatm an  N r 1 p rzem yte j rozcieńczonym  kw asem  octow ym . Czas n a ­
sycania 12 godzin, czas rozw ijan ia  około 8 godzin. Fosfor w yw oływ ano 
odczynnikiem  benzydynow o-m olibdencw ym . Jed en  chrom atogram  w y w o ­
ływ ano bez hydrolizy , d ru g i tak i sam  —  po ogrzew aniu  w  suszarce b ib u ły  
rozpostarte j na szkle i zw ilżonej N NC1 w  tem p. około 80° przez 7 —  10 
m inu t.

W rozpuszczalniku alkalicznym  w yciąg w odny z w ydalin  daje  dw ie p la­
m y: gćrna pochodzi od c rto -i p iro fosfcranu  (te dw a zw iązki rozdzielają  się 
źle w  rozpuszczalniku alkalicznym ), d ruga p lam a leży n a  lin ii s ta rto w e j, 
pochodzi więc od zw iązków, k tó re  nie w ęd ru ją  w  ty ch  w arunkach . 
Z um ieszczonych obok dla porów nania substancji syn tetycznych: o rto fos-

Rys. 2. C h ro m ato g ram  zw iązków  fosforow ych  z w y ­
da lin  gąsien ic  m ola  w oskow ego i sy n te ty czn y ch  m e­
ta -  i po lifosfo ranów . S k ład  rozpuszczaln ika: izo p ro p a- 
nol 75 m l, w oda 25 m l, k w a s  tró jch lo rooc tow y  5 g, 

am o n iak  stęż. 0,3 m l.
O znaczenia: (1) sól G raham a, (2) te tra m e ta fo s fo ra n ,
(3) tró jm e ta fo s fo ran , (4) e k s t ra k t w odny z w ydalin ,
(5) p iro fo sfo ran , (6) o rto fo sfo ran  i p iro fo sfo ran ,
(7) osad soli b a ro w ej z e k s t ra k tu  w odnego  z w y d a lin  
o trzy m an y  po up rzed n im  w y trącen iu  soli m an g an o w ej,

(9) osad soli m an g an o w ej z e k s tra k tu  w odnego  z w y ­
dalin . S łabe p lam y i sm ugi oznaczono lin ią  k ro p k o ­

w aną

fo ranu , p irofosforanu , tró j-  i te tram e ta fo sfo ran u  oraz soli G rah am a —  na 
lin ii s ta r tu  pozostaje ty lko  sól G raham a (rys. 1). W rozpuszczaln iku  kw aś­
nym  w yciąg w odny daje trzy  w yraźne plam y: jed n a  odpow iada ortofosfo- 
ranow i, d ruga pirofosforanow i, trzecia  położona je s t n a jb liże j lin ii s ta r tu  
i zn a jd u je  się na ty m  sam ym  poziomie, co p lam a tró jm e ta fo sfo ran u  (rys. 2 ).
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Przypuszczeniu , że w  w yciągu w odnym  z w ydalin  zn a jd u je  się tro jm etafo - 
sforan, przeczy  fak t, że n a  chrom atogram ie w  rozpuszczalniku alkalicznym  
nie było odpow iadającej m u p lam y. Z d rug ie j s tro n y  is tn ie je  możliwość 
rozłożenia się labilnego zw iązku w ielkocząsteczkow ego na zw iązek o m ałej 
cząsteczce podczas rozw ijan ia  ch rom atogram u  w rozpuszczalniku kw aśnym .

C hrom atografia  soli barow ej o trzym anej przez bezpośrednie strącen ie  
sam ym  b arem  (bez uprzedn iego  usunięcia p irofosforanu  m anganem ) daje  
trzy  p lam y iden tyczne z o trzym anym i z w yciągu w odnego (rozpuszczalnik 
kw aśny). C hrom atog rafia  soli m anganow ej daje dw ie plam y: o rto - i p iro- 
fo rio ranu . A naliza chrom atograficzna soli barow ej, o trzym anej przez s t rą ­
cenie b arem  po up rzed n im  usun ięciu  p irofosforanu , daje ty lko  jedną p la­
m ę na poziom ie tró jm eta fo sfo ran u  w  rozpuszczalniku kw aśnym  (rys. 2 ), 
a w rozpuszczalniku alkalicznym  plam ę na linii s ta r tu  (rys. 1).

M etodą chrom atografii potw ierdzono więc poprzednie w yniki, o trzym ane 
p rzy  frakcjonow anym  strącan iu  solam i baru  i m anganu. P rzekonano  się, że 
frak c ja  soli m anganow ej zaw iera ty lko p irofosforan i o rtofosforan, natom iast 
frak c ja  soli barow ej —  polifosforan, k tó ry  podczas chrom atografii w* roz­
puszczalniku alkalicznym  zachow uje się tak  jak  zw iązek w ielkocząstecz­
kow y, n a to m iast podczas chrom atografii w  rozpuszczalniku kw aśnym  
praw dopodobnie rozkłada się na zw iązek o m niejszej cząsteczce.

W dalszych próbach  id en ty fik ac ji po lifosforanu stosow ano dializę. 
C hcieliśm y przekonać się, czy polifosforan z w ydalin  d ializuje, czy też jes t 
to zw iązek w ielkocząsteczkow y, n ied ializu jący . Stosow ano dializę ek s tra k ­
tu  w odnego z w ydalin  przez celofan wobec w ody w tem p. 0°. S tw ierdzono, 
że po dializie z przepływ em , trw a jące j 24 godziny, nie przedializow ało około 
Vt zaw artego  początkow o Py. O ctan m anganu nie s trąca ł osadu z pozostają­
cego roztw oru , ch lork iem  b aru  p rzy  pH =  5 strąc iło  się około 85%  całego 
fosforu w te j pozostałości. Po dializie 48 godzinnej z przep ływ em  pozosta­
ło ty lko  13%  Py początkow o zaw artego. W pozostałości ch lorkiem  b aru  p rzy  
pH =  5 w y trąciło  się 70% Py. S ubstanc ję  nie d ializu jącą badano następ ­
nie chrom atograficznie; w rozpuszczalniku alkalicznym  daw ała ona tylko 
jed n ą  plam ę na linii s ta r tu . R oztw ór niedializującego polifosforanu w y k a­
zu je bardzo w yraźnie reak c ję  m etach ro m aty czn ą  z b łęk item  to lu idynow ym , 
podobnie jak  cała frak c ja  s trąca jąca  się solam i b aru ; sól m anganow a reak ­
cji te j nie w ykazuje. W szystko to w skazuje, że polifosforan z frak c ji Py 
w y d a lin  jes t zw iązkiem  o dużej cząsteczce, d ializu jącym  bardzo wolno 
w  porów naniu  z p irofosforanem , k tó ry  szybko przechodzi przez celofan, 
bądź też u legającym  rozpadow i w czasie 24 lub 48 godzin dializy.

Zw iązki wchodzące w sk ład  frak c ji Py w ydalin  próbow aliśm y rów nież 
scharak teryzow ać za pom ocą ich enzym atycznej hydrolizy . Ju ż  S. N i e - 
m i e r k o  i W.  N i e m i e r k o  [1 1 ] w ykazali, że m iazga z gąsienic m ola
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woskowego hydro lizu je  lab ilne  związki fosforow e zaw arte  w w ydalinach 
tych  gąsienic. N astępnie S. N i e m i e r k o  i A.  W o j t c z a k  [12] 
s tw ierdziły  w m iazdze obecność pirofosfatazy. W łasności p irofosfatazy m o­
la w7oskowego zostały obecnie dokładniej poznane [17], p rzy czym  s tw ie r­
dzono ak tyw ow anie enzym atycznej hyd ro lizy  p irofosforanu  przez jony 
M g+L, a ham ow anie przez jony  Mn +. O pierając  się na tych  spostrzeże-

T a 1) I i c a 3

Wplyui jonów  M g++ i M n++ na enzymatyczną hydrolizę 
labilnych związków fosforowych z wydalin przy użyciu miazgi 

z gąsienic mola woskowego

Każda próba zawierała: 1) labilne związki fosforowe w ilości od­
powiadającej 1 mg P, 2) 2 ml miazgi, 3) 0,5 ml 0.01 M MgCl2 
względnie 0,5 ml 0,01 M MgCI2 i 0,5 ml 0,01 M MnCl2, 4) roz­
twór buforowy glikokolowo-węglanowy o p H = 8  lub octanowy 
o pH =  5,5 do ogólnej objętości 5 ml. Czas inkubacji: 2 godz., 

temperatura 37°

1 PH Substrat

Dodane jony 
Mg + + M g++ iM n+ + 

ilość rozłożonego P7 m % %
Ekstrakt modny z mydalin 100 —
Pirofosforan syntetyczny 100 50

i 8 Sól manganoma z mydalin 93 30
Sól manganoma z mydalin 90 57
Sól baroma z mydalin 100 100
Sól baroma z mydalin 100 93

Ekstrakt modny z mydalin 47 20
5,5 Pirofosforan syntetyczny 10 7

Sól manganoma z mydalin 17 10
Sól barom a z mydalin 36 _

niach  p rzebadaliśm y zachow anie się soli barow ej i soli m anganow ej fra k ­
cji P 7 pod w pływ em  enzym ów  m iazgi z gąsienic. D ośw iadczenie p rzep ro ­
wadzono p rzy  pH =  7,5 do 8 , op tym alnym  dla p iro fosfatazy  [17] oraz 
p rzy  pH =  5 (słabe działan ie pirofosfatazy). Z roztw orów  soli barow ej b a r 
u sun ięto  jako BaSC>4, z roztw orów  soli m anganow ej m anganu nie u su w a­
no. Tablica 3 zestaw ia w ynik i enzym atycznej hydro lizy  p iro - i polifosfo­
ranu  z w ydalin  pod w pływ em  miazgi z gąsienic p rzy  pH około 8 oraz pH
5,5. Dla porów nania podano, jak  przebiega enzym atyczna hydroliza p iro ­
fosforanu syntetycznego. W idzim y, że zw iązek strąca jący  się z e k s tra k tu  
wodnego m anganem  hydro lizu je  pod w pływ em  miazgi podobnie jak  piro-
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fosforan sy n te ty czn y . W obu w ypadkach  w y stęp u je  ch a rak te ry sty czn e  
dla p iro fosfa tazy  obniżenie ak tyw ności pod w p ływ em  jonów  Mn w  po­
rów naniu  do ak tyw ności w  obecności jonów  Mg. P rzy  pH =  5,5 m iazga 
w ykazu je  słabą ak tyw ność enzym atyczną zarów no w zględem  pirofosfo-

T a b l i c a  4

Enzymatyczna hydroliza meta- i polifosforanom syntetycznych 
i pochodzenia biologicznego oraz glicerofosforanu pod wpły- 
mem miazg z jelita i wątroby żaby oraz miazgi z gąsienicy mola 
woskowego. Każda próba zawierała: substrat w ilości odpow ia­
dającej około 1 mg P, 3 ml miazgi w roztworze buforowym 
o pH —8, (300 mg tkanki roztartej w 2,7 ml buforu). 0,5 ml 0,01 

M MgCl2. Czas inkubacji — 2 godz., tem peratura — 37"

Substrat
jelita
żaby

Miazga z: 
wątroby 

żaby
gąsienic 

mola w os. 
kowego

.
ilość rozłożonego P7 ™ % %

Ekstrakt wodny z 
wydalin 100 100 100

Pirofosforan 100 100 100

Glicerofosforan 30 50

Trójpolifosforan 100 100

Trójm etafosforan - 3*) 5*)

Tetram etafosforan - 0 o
Sól G raham a 0 0

Polifosforan 
z drożdży 0 0

*)  Jak  w yk a za ły  an alizy  chrom atograficzne, trójraetafosforan był 
n iezn aczn ie  zan ieczyszczony trójpolifosforanem .

ran u  syn te tycznego  i soli m anganow ej z w ydalin , jak  rów nież ek s tra k tu  
wodnego z w ydalin . F rak c ja  zw iązków  fosforow ych z w ydalin  w y trąca ­
jących się b arem  zachow uje się odm iennie pod w pływ em  enzym ów  
z m iazgi niż sól m anganow a. Jo n y  Mg i M n ak ty w u ją  w  ty m  sam ym  stop­
niu  enzym atyczną hydro lizę soli barow ej. P rz y  pH =  5 in tensyw ność 
enzym atycznego rozk ładu  soli barow ej je s t p raw ie  d w u k ro tn ie  w yższa 
niż in tensyw ność hydro lizy  pirofosforanu . W ynika z tego, że polifosforan 
z w yda lin  nie je s t ro zk ład an y  przez p irofosfatazę, lecz przez in n y  enzym .
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A by przekonać się, czy polifosforany  frak c ji P 7 rozk ładane są przez ja ­
kiś szczególny enzym  w y stęp u jący  ty lko  u owadów, działa liśm y na  ek s trak t 
w odny z w ydalin  m iazgą z je lita  oraz w ą tro b y  żaby. (W pracach  poprzed­
nich [1 1 ] działano na lab ilne  zw iązki fosforow e z w yda lin  gąsienic m iazgą 
z m ięśni k ró lika i o trzym yw ano  częściowy ich rozkład). J a k  wiadom o, 
w narządach  tych  obecne są zarów no pirofosfataza , jak  i różne inne fosfa ta­
zy. Dis porów nania poddaw ano działan iu  miazg rów nież m etafosfo rany  
syn tetyczne, pochodzący z drożdży w ielkocząsteczkow y polifosforan  izolo­
w any  m etodą W iam e'a [16] oraz g licerofosforan (tablica 4). Pod w pływ em  
m iazgi z je lita  i w ą tro b y  żaby oraz m iazgi z gąsienic rozk łada się 100% P 7  

z w ydalin , a więc zarów no p iro - jak  i polifosforan.

Z dośw iadczenia tego w idać, że z p rzebadanych  zw iązków  jedyn ie  p iro- 
fosforan i tró j polifosforan rozk ładają się rów nie łatw o  jak  frak c ja  P 7 z w y­
dalin . Z poprzednich  jed n ak  badań (chrom atografia  i dializa) w ynika jasno, 
że polifosforan frak c ji P 7 n ie jes t tró jpo lifosfo ranem , lecz zw iązkiem  wyso- 
ko-cząsteczkow ym .

W dalszych badaniach  próbow aliśm y oznaczyć sk ład  ilościowy polifosfo­
ranu , m ierząc stosunk i ilościowe m eta lu  do fosforu  w  soli sreb row ej. Nie 
m ogliśm y jednak  uzyskać p raw id łow ych  w yników , poniew aż przeszkadza 
strąca jący  się razem  ze zw iązkam i fosforow ym i kw as moczowy, znajdu jący  
się w znacznych ilościach w  w ydalinach .

B adając jakościowo sk ład  soli barow ej, s tw ierdz iliśm y obecność pentozy 
na podstaw ie reakcji z orcyną. W dalszych badan iach  będziem y usiłow ali 
osądzić, czy pentoza ta  je s t zw iązana z badanym  przez nas polifosforanem .

D y sk u s ja  i tu n io sk i

Badania n in iejsze w ykazały, że w yda liny  gąsienic m ola woskowego za­
w iera ją  p irofosforan  oraz nie z iden ty fikow any  bliżej polifosforan. Związki 
te, stanow iące w  sum ie frak c ję  lab ilnych  połączeń fosforow ych (P 7), w y­
stęp u ją  w  w ydalinach  m niej w ięcej w  jednakow ych ilościach. Obecność pi- 
rofosfo ranu  stw ierdzono za pomocą k ilku  m etod: w y trącan ia  solam i m an­
ganu, chrom atograficznie, enzym atycznie —  rozk ładając  sól m anganow ą 
m iazgą z gąsienic, p rzy  czym  stw ierdzono, że o p tim um  pH i zachow anie 
względem  jonów  Mg i M n je s t podobne jak  dla hydro lizy  enzym atycznej 
p iro fosfo ranu  syntetycznego.

P róby  ch a rak te ry s ty k i polifosforanu  w y trącającego  się jako  sól barow a 
w ykazały , że jes t on zw iązkiem  w ielkocząsteczkow ym , poniew aż daje 
reak cję  m etachrom atyczną, tru d n o  lu b  w cale nie d ializu je , nie w ęd ru je  na 
bibule podczas chrom atografii (w rozpuszczalniku alkalicznym ). Ze w zglę­
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du  na wyżei w ym ienione cechy polifosforan z w ydalin  podobny jes t do po­
lifosfo ranu  syntetycznego, tak  zw anej soli G raham a. P olifosforan ten  różni 
się jed n ak  od soli G raham a tym , że 1) n ie w y trąca  się ch lo rk iem  b aru  p rzy  
p i l  =  2, lecz w y trąca  się dopiero p rzy  pH  =  5, 2) je s t rozk ładany  enzym a­
tyczn ie  przez m iazgi z narządów  zw ierzą t w yższych (żaba), k tó re  nie w y ­
k azu ją  aktyw ności enzym atycznej w zględem  soli G raham a.

Stw ierdzono, że po lifosforan  z w ydalin  gąsienicy m ola woskowego nie 
je s t iden tyczny  z żadnym  z m eta - i polifosforanów , z k tó ry m i próbow ano 
go w  tych  badaniach porów nać.

S tre s z c z e n ie

Stw ierdzono, że frak c ja  lab ilnych  połączeń fosforow ych, zna jdu jących  
się w  w ydalinach  gąsienic Galleria mellonella,  zaw iera około 50°/o p irofos- 
fo ranu  oraz ty leż sam o polifosforanu. P iro fosfo ran  izolowano z ek s tra k tu  
wodnego z w ydalin  w  postaci soli m anganow ej. P iro fosfo ran  m anganu ziden­
tyfikow ano: 1) m etodą chrom atografii b ibułow ej, 2 ) enzym atycznie —  dzię­
k i s tw ierdzeniu , że m iazga z gąsienic rozkłada go do o rto fosfo ranu  w tak ich  
sam ych w arunkach , w  jak ich  rozkłada sy n te ty czn y  p irofosforan . Polifosfo­
ran  w yizolowano z w ydalin  jako  sól barow ą. N a podstaw ie badań chrom a­
tograficznych  i d ializy stw ierdzono w ysokocząsteczkow y ch a rak te r tego 
zw iązku. P rzeprow adzono en zy m aty czn ą  hydro lizę polifosforanu przez 
miazgi z je lita  i w ą tro b y  żaby oraz m iazgę z gąsienic Galleria mellonella. 
W ykazano, że hydro liza polifosforanu  pod w pływ em  w yżej w ym ienionych  
m iazg zachodzi n a jlep ie j p rz y  pH  około 8 i wobec jonów  M g++ lub M n ++.
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O O C O O P H b lE  COE£M HEHM H B 3K C K PE M E H T A X  
EOJIblU OW  BOIUM HHOH MOJIM (G A L L E R I A  M E L L O N E L L A )

I . MHAeHTMCj)MKaiJ,MH 

P  e 3 K> m  e

A B T O p  KOHCTaTMpOBaJI, HTO B SK C K peM eH T aX  ryCGHMIl ÖOJIbHIOM BOHJMH- 
h o m  m ojim  (G alleria m e l l o n e l l a )  n n p o -  m n ojiM c|)O C (|)aT bi B b iC T yn a iO T  b  n p M -  
6jIM 3M TejIbH D p aB H b IX  KOJIMHeCTBaX. Ü M p O - M nOJIMCjDOCCjaaTbl GbIJIM M 3 0 -  
jiMpoBaHbi M3 B O ^ H oro  3 K c r p a K T a  SK CK peM eH TO B n y T e M  onepeAHoro ocaaK- 
geH M H  yK cycH O K M C JibiM  M a p r a H iie M  m x j io p m c t b im  Sap M eM  n p M  p H  =  5 .

ÜMpoc^occliaT Mapramja MAeHTMt|)MLi,MpoBaHO xpoMaTorpacjaMHecKMMM 
MeTO/iaMM, a Taxxce Mcnojib3ya cjaaKT, h t o  nMpocjaoccjaaTasa pa3JiaraeT ero 
go opTocjaoccjaaTa b  Tex axe ycjioBMax, b  k 3 k m x  OHa pa3JiaraeT m c m h t c t m -
ReCKMM ITMpOC£>OCC]3aT.

H 3 0 JiM p o B aH H b iM  B B M ^ e  c o jiM  Gapna n o jiM c ja o c c ja a T  M c c j ie A O B a jic a  n y -  
reM K a x  x p o M a T o rp a c fa M M , T a x  m A w ajiM 3 a .  X p o M a T o r p a c ja M n e c K M e  M CCJieAO- 
BaHM H npO BO A M JIM Cb C Iip M M eH eH M eM  KMCJIOrO M LRSJIOHHOrO p a C T B O p M T e - 
J ie i i .  B m e jio H H O M  p a c T B o p M T e j ie  n o jiM cjao c cJaaT  M3  3 K C K p eM eH T 0 B B e A eT  
c e G a  a H a jio rM M H o , K a ic  M a K p o M O J ie K y jm p H b i i i  c m h t 6 t m h 0 c k m m  n o j w -
c]aocc[aaT . B KMCJiOM p a c T B o p M T e j ie ,  n o  B c e i i  B ep o aT H O C T M , H a c T y n a e T  t m a -  
p o j iM 3  n o jiM c ja o c c ja a T a  a o  coeA M H eH M H . c o c T O H in ;e ro  m 3  G o j ie e  m c j ik m x  m o -  
j i e K y j i .

n o j iM c |)o c ( |)a T  M3 3K C K peM eH TO B A n ajiM 3M p yeT C H  o n e H b  M eAJieH H O  n o  
c p a B H eH M io  c nM pocjaoccjaaTO M . B b o a h o m  p a c T B o p e  o h  n p o H B j ia e T  M H TeH- 
CM BH yio M e T a x p o M a T M H e c K y io  p ea K R M io . X p oM aT orpacJaM n ecK M M  aH ajiM 3„  
p e a r M p o B a H M e  b o  b p b m h  A n a jiM 3 a  m M e T a x p o M a T M n e c K a a  peaK R M H  y K a 3 b i s a -  
k) t  H a B b icoK O M O JieK yjiap H b iM  x a p a K T e p  n o jiM ^ a o cc la a T a , n o j iy n e H H o r o  M3 
SK CK peM eH TO B BOIHMHHOM MOJIM.

H 3 0 jiM p o h aHHbiM  M3 3K CK peM eH TO B B BMAe G apneB O M  co jim  nojiM cjaocclaaT,, 
n o A B e p r a j i c a  3H 3M M aT M necK 0M y rM A p o jiM 3 y . K oH C T aT M poB aH O , h t o  n o A  b j im -
HHMeM K aiH M R bl M3 TyCeHM R BOIRMHHOM MOJIM, a  TaK JK e M3 KMUieHHMKa 
m n e n e H M  j ia r y n iK M  rM A p o jiM 3 M p y eT c a  o h  a o  opT ocJaoccjaaT a. H a n G o j i e e  G bi- 
CTpO TMAP0JIM3 n p O T eK a jI  np M  p H  OKOJIO 8  M B npMCyTCTBMM HOHOB M g ^ 4 " 
mjim M,n+ + .
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PHOSPHOROUS COMPOUNDS IN THE EXCRETA OF THE WAX MOTH 
G A L L E R IA  M E L L O N  E L L A

I. ID E N T IFIC A T IO N  

S u m m a r y * )

The n a tu re  of th e  labile phosphorous fraction  derived  from  the  ex c re ta  
of th e  w ax m oth  (Galleria mellonella  L.) larvae w as investigated . P y ro ­
phosphate and  som e po lyphosphate  w ere  found to be th e  m ain  com ponents 
of th is  fraction . P y ro p h o sp h ate  w as iden tified  by m eans of ch rom ato­
g raph ic  analysis of th e  m anganese  p rec ip ita te  from  th e  w a te r e x tra c t of 
ex c re ta  and  by  th e  w ay  it w as sp lit by  th e  pyrophosphatase  of th e  w ax 
m oth larvae. P y rophosphate  am oun ted  to  a half of the  labile phosphorous 
com pounds of excreta .

P o lyphosphate  w as isolated  frcm  th e  ex cre ta  as b ariu m  salt. W hen 
exam ined  ch ro m ato g rap h ica lly  and  by m eans of d ialysis it ap p eared  to 
be a ra th e r  m acrom olecu lar po lym er, v e ry  labile in acid m edium . The 
m etach rom atic  reaction  w ith  to lu id ine  blue of th is po lyphosphate w as 
v ery  prcnouced. It w as easily  hydro lyzed  enzym atically  to o rthophosphate  
by  th e  w ax m oth la rv ae  hom ogenates and  by  th e  hom ogenates of frog 
organs.

O trzym ano  18.2.1956 r.

[13] Z W IĄ Z K I  F O S F O R O W E  W  W Y D A L IN A C H  M O L A  W O S K O W E G O . I. 367

*) The fu ll te x t  ap p ears  in E nglish  in A cta B iologiae E x p erim en ta lis , 17, 232, 1956.
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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 ol. I I I  1956 N o  3

A. B. WOJTCZAK

ZWIĄZKI FO SFO R O W E W W Y D A L IN A C H  M O LA  W O SK O W EG O
(G A L L E R IA  M E L L O N E L L A )

%
II. ENZYMATYCZNA HYDROLIZA

Z Zakładu Biochem ii Insty tu tu  Biologii Doświadczalnej im. M . Nenckiego w R arszawie 
Kierownik: prof. dr W . Niemierko

W poprzednich  p racach  [13, 14] stw ierdzono, że m iazga z gąsienic 
Galieria mellonella  rozkłada p iro - i polifosforany w ydalane przez te  gą­
sienice. C elem  n in ie jszych  badań  było usta len ie  op tym alnych  w aru n k ó w  
enzym atycznej hydro lizy  p iro - i polifosforanów  oraz zbadanie p irofosfa- 
tazy, w ystępu jące j u gąsienic m ola woskowego.

M eto d y

W dośw iadczeniach nad  enzym atyczną hydrolizą p iro - i polifosforanów  
używ ano m iazgi ze św ieżych gąsienic m ola woskowego (Galieria m e llone l­
la). G ąsienice hom ogenizow ano w  oziębionym  do tem p. 0° roztw orze bu fo ­
row ym  (na 100 mg m asy  gąsienic —  0,9 m l buforu) w  hom ogenizatorze 
P o tte ra  i E lveh jem a [15], następn ie  odw irow yw ano n ie ro z ta rte  części chi- 
tynow e. S tosow ano ro z tw o ry  buforow e o n astępu jącym  składzie: 1) roz­
tw ór o pH =  8 : glikokol 0,3 M i N aH CO ;j 0,15 M w  stosunku  1 : 1; 2) roz­
tw ó r o pH =  9 : N H 4CI 0,15 M i roz tw ór w odny am oniaku  0,2%  w  stosun­
ku 1 : 1 ; 3) b u fo r octanow y o pH 5,5.

B adanym i su b s tra tam i były: 1) ek s tra k t w odny z w ydalin  gąsienic m ola 
woskowego zaw iera jący  p iro - i polifosforan (ekstrak t ten  zaw ierał i inne 
su b stan c je  z w ydalin  rozpuszczalne w  wodzie, a w ięc m iędzy innym i sole 
n ieorganiczne oraz dość duże ilości kw asu  moczowego; oznaczone w  w y d a­
linach  zaw artości w apnia i m agnezu w ynoszą odpow iednio 0,3%  i 0,4% ; 
pH ek s tra k tu  w odnego w aha się około 5), 2) p iro fosforan  sodu N a4P 2 0 7  bez­
wodny, M erck p. a., 3) po lifosforany  syn tetyczne: tró j-  i te tram eta fo sfo ran ,

[369]
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tró ipo lifosfo ran  i sól G raham a pochodzące z pracow ni prof. T h i 1 o 
w B erlin ie, 4) g licerofosforan sodu, M erck p. a.

E nzym atyczną hydro lizę przeprow adzono w  probów kach  trzy m an y ch  
w łaźni w oanej u itra te rm o s ta tu  h  opiera w  tem p. 37° od 15 m in u t do 3 go­
dzin zależnie od rodzaju  doświadczenia. K ażda badana p róba zaw ierała: 
3 ml m iazgi w roztw orze buforow ym , su b s tra ty : p irofosforan, tró jm eta fo - 
sforan , te tram e ta fo sfo ran  i tró jpo lifo sfo ran  w  stężen iu  ostatecznym  0,004 M 
oraz sól G raham a i w yciąg w odny z w ydalin  w ilościach odpow iadających 
0,2 mg P /m l oraz jony  ak ty w ato ró w  lub in h ib ito ró w  w ostatecznym  stęże­
n iu  0,001 M. O bjętość p ró b y  w ynosiła 5 ml. P ró b y  k o n tro ln e  zaw ierały: 
1) ek s tra k t w odny z w yda lin  lub roz tw ór fosforanów  w buforze, 2) 3 ml 
m iazgi w roztw orze buforow ym . R eakcję en zy m aty czn ą .p rzery w an o  przez 
um ieszczenie probów ek w  lodzie i odbiałczenie 10%  kw asem  tró jch lo ro - 
octow ym . O dbiałczony roz tw ór sączono w  tem p. 0°. O rto fosfo ran  i labilne 
zw iązki fosforow e (P7) oznaczono m etodą F iskego i Subbarow a [17]. Ilość 
rozłożonego enzym atyczn ie p iro - w zględnie polifosforanu  obliczano odej­
m ując od A P 7 oznaczonego w  próbie badanej w artość  A P 7 w  próbie kon­
tro lnej.

W badaniach  nad  w łasnościam i p iro fosfatazy  m ola w oskowego enzym  
izolowano z gąsienic uproszczoną przez n as  m etodą E lroy 'a  [11]. Sposób 
o trzym yw ania częściowo oczyszczonego p re p a ra tu  enzym atycznego był n a ­
stępu jący : 5 g gąsienic w ysuszonych w próżn i nad  kw asem  siarkow ym  
w tem p. pokojow ej rozcierano w  wodzie w  tem p. 0 ° ek s trah u jąc  k ilka ra ­
zy, łącznie 100 ml w ody. N astępnie odw irow yw ano w tem p. 0° p rzy  
3000 cbro iów /m in . S u p e rn a ta n t doprow adzano za pomocą N NaOH do 
pH ~  7, po czym  dodaw ano acetonu  w tak ie j ilości, by stężenie acetonu 
w yniosło 60%. Całość oziębiano w  tem p. — 17° przez 15 m in u t, po czym 
w irow ano rów nież w tem p. — 17°. Osad rozpuszczano w tem p. 0° w 30 m l 
w cdy i dodaw ano stałego siarczanu am onu do 30%  nasycenia. R oztw ór do­
prow adzano do pH  =  7 i pozostaw iano w tem p. 0° przez 15 m in u t, po czym  
odw irow yw ano i osad odrzucano. Do su p e rn a ta n tu  dodaw ano stałego s ia r­
czanu am onu do 80%  nasycenia i odw irow yw ano jak  poprzednio. Osad roz­
puszczano w 20 m l w ody. W prow adzone przez nas uproszczenie polegało na 
opuszczeniu drugiego frakcjonow ania acetonem  i pom inięciu  końcow ej 
absorpcji enzym u na żelu krzem ionkow ym . O trzy m an y  w  ten  sposób p re ­
p a ra t p irofosfatazy  je s t zanieczyszczony A PT -azą, k tó re j ak tyw ność rów na 
je s t około 1/5 ak tyw ności p irofosfatazy . C elem  zinak tyw ow an ia  A T P-azy 
p re p a ra t zam rażano  do te m p e ra tu ry  około — 5° p rzez noc, a następn ie 
p rzetrzym yw ano  w  tem p era tu rze  pokojow ej 3-4 godz. W edług L i p m  a n a 
i K a p ł a n a  [5] p rocedura  tak a  niszczy A TP-azę; w  naszych w arunkach  
m etoda ta  okazała się rów nież skuteczna.
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Po tygodniow ym  przechow yw aniu  p re p a ra tu  w stan ie  zam rożonym  pi- 
ro fosfa taza  tra c iła  około połow y aktyw ności.

C zęść  d o ś iu ia d cza ln a

I. H Y D R O L IZ A  PIR O - I P O L IFO SF O R A N Ó W  (FRA K C JI P ) Z W Y D A L IN  G Ą SIEN IC  M OLA W O SK O W E G O  
PO D  W PŁYW EM  EN ZY M Ó W  Z A W A R T Y C H  W  M IAZDZE

Poniew aż e k s tra k t w odny z w ydalin  zaw iera p iro - i polifosforan, o bser­
w ow any efek t enzym atyczny  je s t sum ą działan ia enzym ów  m iazgi na te  
dw a su b stra ty .

1. W pływ  pH . W pływ  pH  n a  enzym atyczną hydrolizę p iro - i polifosfo­
ranów  w y stęp u jący ch  w w yda linach  m ola woskowego p rzedstaw ia  ry su ­
nek  1. B adano ak tyw ność enzym atyczną w  zakresie pH od 5 do 9. O ptim um
pH  h y dro lizy  frak c ji P 7 w ynosi, jak  w idać z ry su n k u  7 ---- 7,5. W m iarę
w zrostu  pH  pow yżej op tim um  ak tyw ność enzym u m aleje  szybciej niż 
w m iarę  obniżenia pH  poniżej op tim um ; p rzy  pH  =  5 hydrolizow ało  około 
50°/o P 7, p rzy  pH =  9 ty lko około 10%  P 7.

2. W pływ  tem p era tu ry . Z badano przebieg  hydro lizy  w  tem p era tu rac h  
24°, 37° i 54°. W dośw iadczeniach tych  pozostałe w arunk i, to je s t s tężen ie 
su b s tra tu . stężenie  enzym u (miazgi) i pH  były  jednakow e, zm iany w  zacho­
dzącym  procesie m ożna więc było odnieść ty lko  do w pływ u różnych tem p e­
ra tu r . H ydrolizę enzym atyczną prow adzono przez 3 godziny, badając w  ko­
le jnych  odcinkach czasu: 15 m in., 30 m in., 1 godz., 2 godz. i 3 godz. ilość 
uw olnionego ortofosforanu . W ynik i ilu s tru je  ry su n ek  2, w artości są ś re d n i­
mi z 3 —  6 dośw iadczeń.

T em p era tu ra  37° okazała się o p ty m aln ą; po 3 godzinach zostaje rozłożo­
ne p raw ie  100%  P 7, p rzy  czym  po 1 godzinie już  80%  P 7 ulega hydrolizie. 
W tem p. 24° hydro liza  przebiega bardzo w olno; szybkość hydro lizy  w  pierw7- 
szych 15 m in u tach  jes t o połow ę m niejsza w  porów naniu  z szybkością 
w  tem p. 37°. Po 2 godzinach dochodzi ty lko  do 40%  rozkładu, podczas gdy 
w  tem p. 37° w  tym  sam ym  czasie u lega rozpadow i ponad 90%  P 7. T em pe­
ra tu ra  54° leży pow yżej op ty m aln e j; pom im o że szybkość hydro lizy  
w  p ierw szych  15 m in u tach  je s t w yższa o 50%  od szybkości w tem p era tu rze  
37°, to jed n ak  w  dalszym  p rzeb iegu  dośw iadczenia, praw dopodobnie na 
sk u tek  in ak ty w ac ji cieplnej enzym u, hydro liza zachodzi znacznie w oln iej, 
osiągając po 1 godzinie ty lko  60%  rozk ładu  P 7 p rzy  całkow itej in ak ty w ac ji 
enzym u.

3. W pływ  jonów Mg, Mn, Co, Zn, Ag i Hg. C elem  dalszych dośw iadczeń 
było zbadanie w pływ u ak tyw ującego  w zględnie inh ib itu jącego  różnych  k a­
tionów  na enzym atyczną hydro lizę poli- i p irofosforanów . W yniki p rzed ­
staw ia tab lica 1 . N ależy zw rócić uw agę, że w e w szystkich  próbach, a w ięc
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i w tych, do k tó rych  nie dodaw ano żadnego m etalu , znajdow ało  się w iele 
substancji w ystępu jących  norm aln ie w w ydalinach  gąsienic. Nie p rzep ro ­
w adzano dokładnej analizy  zw iązków  nieorganicznych , zna jdu jących  się 
w  w ydalinach, oznaczono jedyn ie  zaw artość w apnia i m agnezu, k tó re  w y ­
stęp u ją  w  ilościach 0,4%  i 0,3%.

Z tab licy  widać, że: 1) s ilny  w pływ  ak ty w u jący  w ykazu ją  jony  Mg i Co; 
p rzy  w yższym  pH w pływ  ten  jest słabszy, 2) p rzy  pH  =  6,6  ak ty w u ją  rów -

T a b l i c a  1

Wpłym jonom metali na enzymatyczną hydrolizę piro- i polifo­
sforanom mydalanych przez gąsienice mola moskomego 

Próby zamierały: 3 ml miazgi, labilne zmiązki fosforome z mydalin 
(hydrolizujące m N HC1 m 100° m ciągu 7 minut do ortofosforanu) 
m ilości odpomiadającej 1 mg fosforu oraz badany kation o osta­
tecznym stężeniu 0,003 M. Inkubacja trmała 15 minut m tem pe­

raturze 37°

3 7 2  A - B - W O J T C Z A K  [4]

Dodane
sole

pH —5,5 pH = 6,6

Ilość umol- 
nionego P 

m mg

Aktymność 
UJ %%*)

Ilość umol- 
nionego P 

m mg

Aktyumość 
ut % % *)

0,12 100 0,20 100
M gS04 0,25 208 0,24 135
MnCl2 0,08 67 0,25 145
C0 SO 4 0,28 234 0,26 155
Z nS 04 0,09 75 0,03 15
AgNOa 0,05 42
HgCl2 0,02 17

*) I lość  roz łożon ego  P7 m próbie n ie  zam ierającej d od an ego kationu przyjęto
za 100 % .

nież jo n y  Mn, jakkolw iek  przy pH — 5,5 m angan  w  m ałym  stopn iu  h am uje  
hydrolizę, 3) Zn p rzy  pH  =  6,6  ham u je  reak cję  w  stopn iu  bardzo znacznym ,
4) silnym i inh ib ito ram i p rzy  pH  =  5,5 są jony  Hg i Ag oraz w  m niejszym  
stopn iu  jony  Zn.

II. W Ł A S N O ŚC I PIR O FO SFA TA Z Y  MOLA W O SK O W E G O

Obecność p iro fosfatazy  w tkan k ach  gąsienicy m ola woskowego w ykaza­
na została już poprzednio [14j. W pracy  n in iejszej p rzystąp iliśm y  do zbada­
nia je j w łasności. C hcieliśm y rów nież ustalić , czy polifosforan hydrolizo- 
w any  przez m iazgę z gąsienic rozk ładany  jes t przez p irofosfatazę, czy też 
przez inny  enzym  zaw arty  w  m iazdze.
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W poniższych dośw iadczeniach su b s tra tem  był p irofosforan  sodu bez­
w odny  firm y  M erck. We w szystk ich  dośw iadczeniach używ aliśm y miazgi, 
z gąsienic, z w y ją tk iem  dośw iadczeń m ających  na celu stw ierdzen ie  specy­
ficzności enzym u. Do b ad an ia  specy ­
ficzności sporządzono częściowo oczysz­
czony p re p a ra t en zy m aty czn y  w edług  
m etody  podanej w  części m etodycznej.

1. Optimum pH. B adano ak tyw ność 
enzym atyczną w zakresie  pH  od 5,5 clo
9,3. O ptym alne pH rozk ładu  pirofos- 
fo ran u  okazało się w yższe niż d la  poii- 
i p iro fosfo ranu  z w y d a lin  (P7) i w yno­
si 7,5 — 8,3 (ry sunek  1). S iln ie j h am u ­
je hydro lizę p iro fosfo ranu  środow isko 
bardzie j alkaliczne od op tym alnego  
niż bardziej kw aśne. P rz y  pH =  9,3 
rozk łada się ty lk o  około 10%  piro fos­
fo ranu , a p rzy  pH =  6 ,6  jeszcze około 
70%. Zbliżone op tim um  pH  posiadają  
p iro fosfa tazy  z w ą tro b y  św ini (1) oraz 
z robaczka św ięto jańsk iego  P hetinus  
pyralis  [11]. N atom iast p iro fosfa tazy  
z drożdży [3] i z p leśn i Penicillium  
chrysogenum  (8 ) m ają  op tim a niższe, 
wynoszące odpowiednio- 7,0 i około 6 .

2. Wpływ temperatury. O ptim um  
tem p era tu ry  w ynosi około 37°. P o d ­
w yższenie tem p e ra tu ry  do 50° szybko 
inaktyw ruje enzym . M iazga z gąsienic 
ogrzew ana przez 1 godzinę w  tem p.
60° (pH =  7) całkow icie trac i a k ty w ­
ność p irofosfatazy .

3. W pływ jonów M g++, Co 4 ,
Mn++, Ca++ i Fe- . S tw ierdzono, że 
p iro fosfataza z m iazgi z gąsienic jes t 
zupełn ie  n ieak ty w n a  w  nieobecności 
jonów  Mg . O ptym alne stężen ie  M g'f L, 
pow yżej k tórego nie obserw u je  się już 
w zrostu  aktyw ności, w ynosi 0,004 M. P rzy  dużo w yższych stężeniach 
M g++, około 0,1 M, obserw ow ano znaczne ham ow anie p iro fosfatazy  (około 
80%  ham ow ania). W pływ  jonów  M g++, Co++, Mn++, C a++ i F e-  po­

Rys. 1. W pływ  pH  na  enzym a­
tyczną ny d ro lizę  p iro fo sfo ran u
(o------- o) i f r a k c ji  lab iln y ch
zw iązków  fosfo row ych  z w y ­
d a lin  gąsien ic  m ola w oskow ego 
(x -------x). H ydro lizę  p iro fosfo ­
ra n u  p rzep ro w ad zan o  w te m p e ra ­
tu rze  37° w  c iągu  1 godziny. P ró ­
by zaw ie ra ły : 3 m l m iazgi w  ro z ­
tw orze bufo row ym , 1 m l 0,02 M 
p iro fo sfo ran u  sodu i 0,5 m l 0,05 M 
M g S 3 4. H y dro lizę  f ra k c ji P 7 z 
w yda lin  p rzep ro w ad zan o  w  te m ­
p e ra tu rz e  37° w  ciągu 3 godzin. 
P róby  zaw ie ra ły : 3 m l m iazg i w  
roztw orze  bu fo row ym  i 2 m l 
e k s tra k tu  w odnego z w ydalin  za­
w iera jącego  około  0,5 m g lab iln e - 
go fosfo ru . S tosow ane roz tw o ry  
bu fo row e: w  zak res ie  pH  od 5 do 
6 — b u fo r oc tanow y, w  zak re ­
sie pH  od 6,5 do 8,5 — bu fo ry  
g likokolow e (glikokol +  PICI lub  
g likokol +  N aH C 0 3) oraz dla 
pH  9 i 9,5 chlorek: am onu  +  am o­

n iak
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374 A - B - W O J T C Z A K  [6]

d aje  tab lica  2. Jo n y  M n ++ h am u ją  hydro lizę  praw dopodobnie d la ­
tego, że w y trąca  się n ierozpuszczalny  p iro fosfo ran  m anganu . S topień  za­
ham ow ania zależy od stężen ia  su b s tra tu ; im  w yższe stężenie p irofosforanu , 
ty m  słabszy  efek t h am u jący  m anganu. To sam o zjaw isko stw ierdził 
S j o b e r g  [16] w  p rzypadku  p iro fo sfa tazy  z e ry tro cy tó w  konia

T a b l i c a  2

Wpłyiu jonów  metali oraz fluorku na aktyw ność pirofosfatazy mola wos-
komego

Warunki hydrolizy: stężenie pirofosforanu 0,004 M, p H = 8 , czas inku­
bacji 15 minut, tem peratura 37°

i Nr 
dośw.

Dodane
sole

Ostateczne stężenie
Ilość uwol- 

nionego P 
uj mg

Akty inność 
% % *)

1 M gS04 5 . 10'3 M 0,152 100

O M gS04 1 . 10"3 M 0,099 66

3 CaCl2
M gS04

1 . 10‘3 M 
5 . 10'3 M

0,086 56

4 CaCl2
MgSÓ4

5 . 10'3 M 
5 . 10'3 M

0,008 5

5 MnSO,
MgS04

1 . 10'3 M 
5 . 10'3 M

0,077 50

6 M nS04
MgSO,

1 . 10'3 M 
5 . 10'3 M

0,039**) 26

• 7 C oS04
MgSO,

1 . 10‘3 M 
1 . 10‘3 M

0,150 100

8 NaF
M gS04

1 . 10‘3 M 
5 . 10’3 M

0,034 22

*) A k tyw ność pirofosfatazy uj o b ecn o śc i o  s tę ż e n iu  5 • 10 3 M przyjęto za 100%
**) Stężenie pirofosforanu w yn osiło  0,002  M.

i M c  E l r o y  [11] dla p iro fosfa tazy  z robaczka św iętojańskiego. W do­
św iadczeniach n in iejszych  stw ierdzono, że jo n y  Co++ ak ty w u ją  enzym  je ­
dyn ie w  obecności choćby n iew ielkiej ilości jonów  M g++. Inaktyw^acja jona­
m i Ca zależy od sto sunku  Ca : Mg. P rzy  sto sunku  Ca : Mg w ynoszącym  0,2 
osiąga się około 50°/o ak tyw ności, p rzy  sto sunku  Ca : Mg =  1 —  praw ie
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całkow ite zaham ow anie. Ten sam  efek t opisano d la  p iro fosfatazy  robaczka 
św iętojańskiego [11]. S ilnym  in h ib ito rem  badanego przez nas enzym u, po­
dobnie jak  i w szystk ich  znanych  pirofosfataz, są jony  Fe- .

Rys. 2. W pływ  te m p e ra tu ry  n a  en zy m a ty czn ą  
h yd ro lizę  f r a k c ji P 7 z w y d a lin . P ró b y  zaw ie ra ­
ły . 3 m l m iazg i w bu fo rze  g lik o ko low o-w ęg lano - 
w ym  o pH  =  7,5 i 2 m l e k s t ra k tu  w odnego  z w y­
dalin  zaw ie ra jąceg o  około 0,5 m g lab ilnego  

fo sfo ru

Rys. 3. W pływ  s tężen ia  su b s tra tu  n a  en zy m a ty czn ą  
hydro lizę  p iro fo sfo ran u . K rzy w a A — 1 m l m iazg i z g ą­
sienic, k rzy w a  B — 0,5 m l m iazg i; s tężen ie  M g S 0 4 0,004 M.
K ażdą p róbę  d o p e łn iono  do  ob ję to śc i 5,0 m l b u fo rem  g li- 

ko k o lo w o -w ęg lan o w y m  o p H  =  8.
Czas in k u b a c ji w y n o sił 15 m in u t, te m p e ra tu ra  37°

4. W pływ stężenia substratu. W szystkie op isane p iro fosfa tazy  [3], [11], 
[16] posiadają  szczególną w łasność odróżn ia jącą  je  od innych  enzym ów . 
Jest to zjaw isko ham ow ania  enzym atycznej h y d ro lizy  p rzez n ad m iar su b ­
stra tu . Celem  przekonan ia  się, czy podobnie zachow uje się p irofosfataza
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376 [8]

z Gallería mellonella, przeprow adzono szereg dośw iadczeń, w  k tó ry ch  
zm ienne było stężenie p irofosforanu . W yniki p rzedstaw iono na ry su n k u  3 ,  

k tó ry  podaje zależność aktyw ności enzym u od stężenia p iro fosfo ranu  w  m g 
fosforu  uwolnionego' w  postaci o rtofosforanu  podczas p ierw szych  15 m in u t 
hydro lizy . S tw ierdzono, że op tym alne stężenie p irofosforanu  dla p iro fosfa­
tazy  gąsienic m ola w oskowego w ynosi 0,004 M. Pow yżej tego stężenia n a ­
s tęp u je  znaczne obniżenie aktyw ności enzym u; przy  stężeniu  0,008 M, to 
jes t dw u k ro tn ie  w yższym  niż optym alne, szybkość hydro lizy  jes t d w u k ro t­
nie niższa, a p rzy  stężeniu  0,015 M m aleje  do k ilk u n astu  p rocen t w  sto su n ­
ku  do prędkości m aksym alnej. W yliczona z w ykresu  s ta ła  M ichaelisa w yno­
si 2,3 • 10"3 M. O ptym alne stężenia su b s tra tu  dla innych  p iro fosfataz w ah a­
ją  się dość znacznie: dla p iro fosfa tazy  robaczka św ięto jańskiego  w ynosi ono 
0,0004 M [11], z e ry tro cy tó w  konia 0,001 M [16], z drożdży 0,0001 M [3], 
S ta ła  M ichaelisa dla w szystk ich  tych  enzym ów  jest bardzo  m ała, rzędu 
1 0 -4— nys jyp św iad czy  to o dużym  pow inow actw ie enzym u do su b stra tu , co 
sp raw ia, że p iro fcsfa taza  in tensyw nie  rozkłada p irofosforan  już p rzy  b a r ­
dzo niskich jego stężeniach w7 środow isku. Z tego w łaśn ie w zględu p rzy p i­
su je  się p irofosfatazie w ażną rolę regu lu jącą  w  tych  p rzem ianach  bioche­
m icznych, w  k tó ry ch  pow sta je  p irofosforan  jako  jed en  z p roduk tów  re a k ­
cji. D la p rzyk ładu  przytoczyć tu  m ożna reak cje  syn tezy  nuk leo tydów  [7], 
ak ty w ac ji kw asów  tłuszczow ych [6 ] oraz zjaw isko em isji św iatła  u ro ­
baczka św ięto jańskiego  [1 2 ].

5. Specyficzność enzymu. Celem  dalszego sch a rak tery zo w an ia  p iro fo ­
sfa tazy  m ola w oskowego p rzystąp iliśm y  do zbadania jej specyficzności. B a­
daliśm y aktyw ność oczyszczonego p re p a ra tu  enzym atycznego wobec n a s tę ­
p u jący ch  substra tów : p irofosforanu , tró jm eta fo sfo ran u , te tram e ta fo sfo ra - 
nu, tró jpo lifosfo ranu , soli G raham a (w ysokocząsteczkow y polifosforan  so­
du), polifosforanu  z drożdży izolowanego w edług m etody  W iam e’a [18], 
ATP, polifosforanu  z w yda lin  gąsienic m ola woskowego o trzym anego 
w  postaci soli barow ej [19] oraz g licerofosforanu . A ktyw ność en zy m a­
tyczną badano p rzy  pH  5 i 8 oraz wobec jonów  M g++ i M n++. P re p a ra t 
p iro fosfa tazy  rozk łada ty lko  pirofosforan . Podobnie więc jak  w  w ypadku  
innych  p irofosfataz p iro fosfataza m ola w oskowego jes t enzym em  bardzo 
specyficznym .

D yskusja

Przeprow adzone badania nad w łasnościam i p iro fosfatazy  m ola wosko­
wego w ykazały , że enzym  ten  posiada ch a rak tery sty czn e  cechy innych  zna­
nych  pirofosfataz [3, 11, 16]. Podobnie jak  inne p irofosfatazy  je s t ak tyw o- 
w any-przez Mg++ i Co++, inh ib itow any  przez Mn++, Ca-*--*- i Fe- , inh ib ito -

A . B . W O J T C Z A K
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w any  przez n ad m iar su b s tra tu , in ak ty w o w an y  w  tem p era tu rze  50° p rzy  pH 
około 7 oraz posiada dużą specyficzność. Rola i znaczenie wysoce ak tyw nej 
p iro fosfa tazy  u gąsienic m ola w oskow ego są nam  na razie nieznane. 
Zw łaszcza tru d n y  do zrozum ienia je s t fak t, że m im o obecności w  orga­
n izm ie bardzo ak ty w n e j p irofosfatazy gąsienica w ydala  znaczne ilGŚci pi- 
rofosforanu. Być m oże, czynność enzym u jest w  u stro ju  lub w  poszcze­
gólnych narządach  w  jak iś  spcsób zaham ow ana. Dalsze b ad an ia  będą m ia­
ły n a  celu w y jaśn ien ie  tego zjaw iska.

Nie zostało ustalone, jak i enzym  rozkłada polifosforan z w ydalin  gąsie­
nic. Z p racy  w ynika jasno, że nie je s t tu  czynna pirofosfataza, gdyż oczysz­
czony p re p a ra t p iro fosfa tazy  nie hyd ro lizu je  izolowanego w postaci soli ba­
row ej polifosforanu z w ydalin . D ośw iadczenia z całą m iazgą rów nież to po­
tw ierdzają , m ianow icie krzyw e enzym atycznej hydro lizy  w  zależności od 
pH całej frak cji P 7 oraz p iro fosfo ranu  różnią się: p rzy  pH  =  5,5 pirofosfo- 
ran praw ie nie hydro lizu je , na to m iast frakcja  P 7 rozkłada się w ilości 
przeszło 40%. O ptim um  pH dla rozk ładu  frak c ji P 7 w aha się około 7, op ti­
m um  pK dla rozkładu p iro fosforanu  w ynosi około 8 . P onadto  hydroliza w y ­
izolowanego polifosforanu  jak  i ca łe j frak c ji P 7 jes t ak tyw ow ana zarów no 
przez Mg++, M n++, i Co++, podczas gdy  hydro liza p iro fosfo ranu  jest ak tyw o­
w ana przez M g++ i Co++, n a to m iast ham ow ana przez M n++.

Nie stw ierdziliśm y w  m iazdze obecności polifosfatazy ty p u  polifosfataz 
obecnych w drożdżach i p leśn iach  [9, 10], rozkładających  m eta- i polifosfo­
rany. Is tn ie je  więc możliwość, że albo obecny jest w m iazdze specyficzny 
enzym  hydro iizu jący  polifosforan w y d a lan y  przez gąsienice, albo działa tu  
niespecyficzna fosfataza ty p u  fosfa tazy  alkalicznej i kw aśnej. N a tę  o s ta t­
nią m ożliwość w skazyw ałby  fak t, że polifosforan z w ydalin  je s t hydrolizo- 
w any rów nież przez m iazgi z je lita  i w ą tro b y  żaby [19]. W iem y w praw dzie 
z prac innych  au to rów  [2, 4], że e k s tra k ty  z narządów  zw ierząt w yższych 
rozkładają w ysokocząsteczkow e polifosforany, naw et sól G raham a. W do­
św iadczeniach M a l m g r e n a  [9] i naszych fak t ten  nie potw ierdza się. 
Jak w idać, sp raw a obecności po lifosfatazy  u zw ierząt nie jest na razie w y ­
jaśniona.

Doc. d r  S t e l l i  N i e m i e r k o  p ragnę w yrazić gorące podziękow a­
nie za cenne w skazów ki i d yskusje  n ad  pracą.

S tr e s z c z e n ie

Zbadano w aru n k i enzym atycznej hydro lizy  p iro - i polifosforąnów  po­
chodzących z w ydalin  gąsienic m ola woskowego (Galleria mellonella), pod 
w pływ em  m iazgi z tychże gąsienic. S tw ierdzono, że optim um  tem p era tu ry  
w ynosi około 37°, op tim um  pH 7,0 —  7,5. E nzym atyczna hydro liza ak ty -
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Wo w an  a jest p rzez jony  M g+ + i Co++. Jo n y  Mn++ ak ty w u ją  hydro lizę 
p rzy  pH  6 ,6 , na tom iast in h ib itu ją  p rzy  pH  5,5. S ilnym i inh ib ito ram i są jo ­
n y  Zn++, Ag+ i H g++.

Z gąsienic m ola w oskow ego w yizolow ano p iro fosfatazę w  postaci oczysz­
czonego p re p a ra tu  i zbadano jej w łasności. O ptim um  pH  w ynosi 7,5 —  8,3. 
P iro fosfa taza  z m ola woskowego jest ak ty w n a ty lko  w  obecności jonów  
Mg +. O ptym alne stężenie M g++ wynosi 0,004 M. Jo n y  Co rów nież a k ty ­
w u ją  enzym , lecz ty lko  w  obecności jonów  M g+" . O ptym alne stężenie sub- 
s tra tu  w ynosi 0 , 0 0 4  M; pow yżej tego stężenia n astęp u je  silne zaham ow anie 
działan ia  enzym u. S ta ła  M ichaelisa rów na jes t 2,3 * 10"3 M. Oczyszczony 
p re p a ra t enzym atyczny p iro fosfatazy  w ykazu je  dużą specyficzność —  
h y d ro lizu je  w yłącznie p irofosforan. E nzym  ten  nie działa na n astęp u jące  
zw iązki: tró jpo lifosforan , tró jm etafosfo ran , te tram e ta fo sfo ran , sól G rah a ­
m a, po lifosforan z drożdży, polifosforan z w ydalin  z gąsienic Galleria m e i-  
lonella, A TP i glicerofosforan.
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<i>OC<£>OPHbIE COE^MHEHMH B 3KCKPEM EHTAX  
BO Jlbm O H  B O m H H H O il MOJIM ( G a lie r ia  m e llo n e lla )

II . 3H3MMaTMHeCKHii m/ipOJIM 3 

P  e  3 10 m e

ABTO p MCCJieą,OBaJI yCJIOBMH 3H3nM aTM HeCK0r0 TMAP0JIM3a n n p o -  M n o -  
jincjpoccjpaTOB, n p oM cxoA H m M x M3 SKCKpeMeHTOB ry cern in ; S o jibih o m  b o ih m h -  
hom  MOJiM (Galieria mellonella), n o #  bjim h h m g m  K aiHM pbi M3 T e x  x c e  r y c e -  
hmli;. A b t o p  KOHCTaTMpoBaji, h to  onTMMyM T e M iie p a T y p ti  paBHneTCH n p n -
6jIM3MTejIbHO 3 7 ° , OnTMMyM p H  7 ,0  ---- 7 ,5 . 3H3MMaTMH0CKMM TMAP0JIM3
aKTMBMpyeTCH MOHaMM M g  + + M C o +  + . MOHbl M n  + + aKTMBMpyiOT TMAPO- 
JIM3 npM p H  6 ,6 , MHrMÓMpyioT x c e  npM  p H  5 ,5 . CMJibHbiMM MHrMdMTopaMM 
HBJIHIOTCH MOHbl Z n + + , A g  + + M H g + + . M 3 TyCeHMU, ÓOJlbLHOii BOLLJ,MHHOM 
m ojim  (Galieria m ellonella ) aB T op  M 30JiM poBaji nM poc]3oe(|)aT a3y b  BMjje oh m -  
m e H H o ro  n p e n a p a T a  m MCCJie^OBaji e e  CBOMCTBa. OnTMMyM p H  p a B eH  7 ,5  —
8 ,3 . IlM p o c]3 0 c4 )a T a 3 a  M3 Gojiblhom  bolu,m hhom  mojim  aKTMBHa to jib k o  b  npM - 
CyTCTBMM MOHOB M g 4"*". OlITMMaJIbHaH KOHpeHTpapMH M g 4"'7' paBHHCTCH 
0 ,0 0 4  M . MOHbl C o 4 " TaKJKe aKTMBMpyiOT 3H3MM, HO TOJIbKO B  IipMCyTCTBMM 
m o h o b  M g  ~+ . O nT M M ajibH aa KOHii;eHTpaii,MH c y 6 c T p a T a  —  0 ,0 0 4  M ; npM  
noBbim eH M M  y K a 3 a H H o n  KOHpeHTpaijMM H a cT y n a eT  CMJibHoe 3aTopMOJKeHMe 
AeftcTBM a 3H3MMa. K oHCTaHTa M n x a s j iM c a  paB H a 2 ,3  X  1 0 ^  M . O h m iu c h -  
HbiM 3H3MMaTMnecKMM n p e n a p a T  n M poc|)occ]ja3b i n p o H B jm eT  3H aH M T ejibH yio
CnepMCjjMHHOCTb ---- TMgpOJIM3yeT MCKJIIOHMTeJIbHO nMpOcjjOCCfjaT. 3 t OT 3H--
3MM He a,eMCTByeT Ha cjie/jyiouiMe xMMMuecKiie coeą;MHeHMH: Tpnnojin- 
t^occJiaT, TpMMeTa450cc|DaT, TeTpaMeTac|)oc45aT, cojib TparaMa, nojiM(£)oc4)aT 
M3 ji,po>K>KeM, nojiM cf)oc4>aT M3 3KCKpeMeHTOB Galieria mellonella,  A.T.<i>. 
m  r j iM ]n e p o c £ > o c (J )a T .

PHOSPHOROUS COMPOUNDS IN T H E  EXCRETA OF T H E  WAX MOTH, 
G A L L E R IA  M E L L O N E L L A

II. ENZYMATIC HYDKOLISIS

S  u  m  m  a r  y * )

O p t im u m  c o n d i t io n s  w e r e  e s t a b l i s h e d  f o r  t h e  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  o f  

t h e  l a b i l e  p h o s p h o r o u s  f r a c t i o n  o f  e x c r e t a  o f  t h e  w a x  m o t h  la r v a e ,  b r o u g h t  

a b o u t  b y  w a x  m o t h  l a r v a e  h o m o g e n a t e s .  T h e  t e m p e r a t u r e  a n d  p H  o p t i m a  

a r e  3 7 °  a n d  7 .5  —  8 r e s p e c t i v e l y .  F o r  f u l l  a c t i v i t y  t h e  h y d r o l y z in g  e n z y m e  

r e q u ir e s  t h e  p r e s e n c e  o f  b i v a l e n t  c a t io n s ,  M g + +  a n d  C o  b e i n g  m o s t  

e f f e c t i v e .  M n ++ a c t i v a t e s  t h e  h y d r o l y s i s  a t  p H  6 .6 , a n d  i s  i n h ib i t o r y  a t  p H

5 .5 . Z n + + , A g +  a n d  H g ++ a r e  p o t e n t  i n h ib i t o r s .

*) T he fu ll te x t ap p ea rs  in E nglish  in A cta  Biol. E xper. 17, 232, 1956.
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An enzym e w hich hydro lyzes inorganic p y rophospha te  to  o rthophos­
phate  w as iso lated  from  th e  w ax  m oth  larvae and  p a r tia lly  pu rified . T he 
m axim um  ra te  of p y rophospha te  hydro lysis w as ob ta ined  a t 37 and  in 
pH range 7.5 —  8.3. M agnesium  ions a re  essential fo r th e  enzym e ac tiv ity , 
the  op tim um  concen tra tion  of M g++ being  0.004 M; Co ions increase  the  
ra te  of hydro lysis only  in th e  presence of M g++ ions. The enzym e w as in h i­
b ited  by Mn++, Ca++ and  F~ The op tim um  su b s tra te  concen tra tion  proved 
to be 0,004 M. A t h igher su b s tra te  concen tra tions a decrease in th e  ra te  of 
hydrolysis w as observed. The M ichaelis constan t, as calcu lated  from  th e  
su b stra te  concen tration  curve, w as 2.3 * 10' 3 M. The p u rified  enzym e 
show ed h igh  specifity  w ith  respec t to  py rophosphate . No o rthophosphate  
w as lib e ra ted  w hen  th e  enzym e w as in cu b ated  w ith  te  follow ing 
substances: tripo lyphosphate , trim etap h o sp h ate , te tram e tap h o sp h a te , G ra­
h a m ’s salt, yeast polyphosphate, po lyphosphate of th e  w ax m oth excre ta , 
adenosine trip h o sp h a te  and glycerophosphate.

O trzym ano  18.2.1950 r

3 8 0  A . B . W O J T C Z A K  t12f
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M IK R O M E T O D A  IL O ŚC IO W E G O  O Z N A C Z A N IA  PIĘCIU  
G ŁÓ W N Y C H  A LK A LO ID Ó W  O PIU M

Z Pracowni Biochemii R oślin  Zakładu  Biochem ii P A N  
K ierow nik Pracowni pro f. I .  Reifer

j .  W s tę p .

P iśm iennictw o dotyczące ilościowego oznaczania m orfiny  w opium  jest 
bardzo obszerne. T rudności m etodyczne, jak  rów nież ocena opium  oparta  
ty lko  na zaw artości w  n im  m orfiny , s ta ły  się pow odem , że pozostałych 
alkalo idów  bądź nie oznaczano, bądź też oznaczano je  sum aryczn ie jako 
tzw . a lkalo idy  poboczne. D latego też is tn ie ją  ty lko  nieliczne prace do ty ­
czące ilościowego oznaczania pozostałych w ażniejszych  alkaloidów  opium .

P ierw szą m etodę oznaczania sześciu g łów nych alkaloidów  opium , tj. 
m orfiny , n a rk o ty n y , p ap aw ery n y , kodeiny, teb a in y  i n a rce in y  opublikow ał 
w  1887 r. P l u g g e  [7]. Znacznie później (1933 r.) K l i a c z k i n a  
[5] dokładnie p rzeb ad a ła  w łasności fizyczne tych  zasad i na podstaw ie uzys­
kanych  w yników  podała pięć schem atów  ich rozdzielania. A n n e l e r  [2] 
w  oparciu  o te  dane opracow ał m etodę rozdzielania i oznaczania m orfiny  
i cz terech  alkaloidów  niefenolow ych. W edług tej m etody  po oddzieleniu 
m o rfin y  oddziela się n ark o ty n ę , p ap aw ery n ę  i teb a in ę  w  postaci rozpusz­
czalnych  w  chloroform ie chlorow odorków . Z roztw orów  w odnych, zaw ie­
ra jący ch  chlorow odorki tych  alkaloidów  w y trąca  się n a rk o ty n ę  i pap aw ery ­
nę za pom ocą octanu  sodowego, tebainę  natom iast w y trąca  się z alkoholo­
wego ręz tw o ru  w  postaci tru d n o  rozpuszczalnej soli kw asu  winowego, k tó ­
rą  n astęp n ie  oznacza się wagowo. O ddzielenie n a rk o ty n y  od papaw eryny  
dokonuje się przez zm ydlenie jej alkoholow ym  ługiem  potasow ym  i n astęp ­
nie po zregenerow aniu  za pom ocą kw asu  solnego i w ykrysta lizow an iu  z e te ­
ru  oznacza się g raw im etryczn ie . P ap aw ery n ę  w yk ry sta lizo w u je  się w  fo r­
m ie szczaw ianu i oznacza rów nież wagowo. Pozostałą w  kw aśnym  roztw o­
rze w odnym  kodeinę po zalkalizow aniu  p rze jm u je  się do chloroform u 
i oznacza m iareczkow o.
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Postępow ania tego nie m ożna zastosow ać w m ikroanalizie , s tąd  też 
w  osta tn ich  la tach  do rozdzielan ia  alkalo idów  opium  zaczęto stosow ać m e­
todę chrom atografii b ibu łow ej i kolum now ej [1,3,4,6,10],

W nin iejszej p racy  opisano m etodę ilościowego oznaczania pięciu głów ­
nych  alkaloidów  opium , tj. m orfiny , n ark o ty n y , papaw eryny , kodeiny i te ­
bainy  w ilościach poniżej 0,1 mg każdego alkaloidu w próbce. M etoda pole­
ga na w y ekstrahow an iu  z alkalicznego i odw odnionego opium  w ym ienio­
nych  alkaloidów  do m ieszaniny ch loroform u z alkoholem  ety low ym , na ich 
podzieleniu na  trzy  n astęp u jące  grupy: i)  m orfinę, 2 ) n a rk o ty n ę  z papaw e­
ryną, 3) kodeinę z tebainą i następn ie  ko lo rym etrycznym  oznaczeniu. Iloś­
ciowe oznaczenie pojedynczych  zasad p rzy  tak im  ich rozdziale jes t m ożli­
we dzięki opracow aniu  m etody  oznaczania n a rk o ty n y  w obecności papaw e­
ry n y  i teb a in y  w  obecności kodeiny.

Rozdział alkaloidów  oparto  na ich różnej'rozpuszcza lności w w odnych 
roztw orach  zasad i słabych kw asów  oraz rozpuszczalnikach organicznych. 
M orfina, w  odróżnieniu  od pozostałych czterech  zasad, jes t dobrze rozpusz­
czalna w alkalicznych roztw orach  w odnych, w  benzenie n a tom iast p ra k ­
tycznie się nie rozpuszcza. Za pomocą ek strak c ji a lkalicznych roztworów ' 
w odnych benzenem  do rozpuszczalnika tego przechodzą ilościowo n a rk o ty -  
na, papaw eryna , kodeina i tebaina , m orfina  natom iast pozostaje w roztw o­
rze w odnym .

K odeina i teb a in a  są m ocnym i zasadam i, tw orzą dobrze rozpuszczalne 
w wodzie sole z rozcieńczonym  kw asem  octow ym  i z benzenu  dają  się ła tw o 
do niego ekstrahow ać. N arko tyna i pap aw ery n a  zaś jako słabe zasady nie 
tw orzą soli z rozcieńczonym  kw asem  octow ym  i w  odróżnieniu  od kodeiny  
i tebainy  pozostają w benzenie.

W oparciu  o te  w łasności opracow ano m etodę rozdzielania, k tó re j sche­
m atyczny przebieg jes t następu jący :

W odny alkaliczny  roztw ór zaw iera jący  m orfinę, n ark o ty n ę , p ap aw ery ­
nę, kodeinę i tebainę.

E kstrakc ja  benzenem

i
Y

a) R oztw ór w odny 
zaw iera m orfinę

I E kstrakc ja  m ieszaniną 
4, chloroform -izopropanol 

M ieszanina chloro- 
form ow o-izopropano- 
low7a zaw iera m orfinę

 1
Y

b) B enzen
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b) Benzen zaw iera n ark o ty n ę , papaw erynę , 
kodeinę i tebainę .

E k strak c ja  rozcieńcz, 
kw asem  octow ym

B enzen  zaw iera 
n a rk o t. i papaw er.

E kstrakc ja  
kw asem  s ia r­
kow ym

E kstrakc ja
chlorofor­
m em

K w as siarkow y 
(n a rk o ty n a  i papaw eryna)

C hloroform
zaw iera kodeinę i tebainę

E kstrakc ja
chloroform em

C hloroform  
zaw iera n a rk o ty n ę  i papaw erynę .

Z nane barw ne te s ty  jakościowego w y k ry w an ia  alkaloidów  dostosow ano 
i opracow ano do celów ko lo rym etrycznego oznaczania w ym ienionych 
alkaloidów .

M orfinę oraz sum ę kodeiny  i teb a in y  oznacza się za pom ocą aldehydu  
p-dw um etyloam m cbenzoesow ego w kw asie siarkow ym  (odczynnik Wasic- 
k y ’ego). Tebainę w obecności kodeiny  w  około 29 N kw asie siarkow ym . S u­
mę n a rk o ty n y  i p ap aw ery n y  oznacza się za pomocą kw asu  m olibdenow ego 
w  kw asie siarkow ym  (odczynnik Fróhdego), a n ark o ty n ę  w  obecności p a ­
p aw ery n y  za pomocą kw asu  arsenow ego w  m ieszaninie rów nych  ilości kw a - 
sów  siarkow ego i o-fosforówego (zm odyfikow any odczynnik R osen tha lera- 
-T iirka).

1 . C hloroform ;
2. Benzen;
3. A lkohol ety low y 96% ;
4. Alkohol izopropylow y;
5. O dczynnik octanow y: 20 g octanu  sodowrego (CEGCOONa.SEbO) 

rozpuścić w  ok. 200  m l w ody desty low anej, dodać 20  ml lodow atego kw asu  
octowego i dopełnić w odą dest. do 1 litra ;

6 . Około 0,1  N kw as siarkow y;
7. Około 2 N kw as solny;

II. C zęść  d ośu iiad cza ln a

A. O D C Z Y N N IK I
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8 . Okołc 2 N w odorotlenek sodowy;
9. Około 10% w ag /o b j. roz tw ór ch lo rku  am onowego;

10. N asycony roztw ór w ęglanu  sodowego;
11. S iarczan sodowy bezw odny in substantia;
12. O dczynniki do oznaczania m orfiny  oraz sum y kodeiny  i tebainy:
a) 5 °/o wag./obj. alkoholow y roz tw ór a ldehydu  p -dw um ety loam inoben- 

zoesowego. P rep a ra t handlow y je s t zazwyczaj zanieczyszczony. W celu 
o trzym ania  czystego p rep a ra tu  należy go rozpuścić w  m ożliw ie m ałej iloś­
ci lodow atego kw asu  octowego, w y trąc ić  przez dodanie zim nej w ody d es ty ­
low anej, przesączyć i na sączku przem yw ać w odą z lodu aż do reak c ji obo­
ję tn e j. Suszyć w tem p era tu rze  pokojow ej pod zm niejszonym  ciśnieniem . 
T ak o trzy m an y  p re p a ra t je s t jasno  żółty  o t.t. 74cC. A lkoholow y roz tw ór 
należy przechow yw ać w naczyniu  z ciem nego szkła.

b) K w as siarkow y: do 4 m l w ody dest. dodać 30 m l kw asu  siarkow ego 
o c. wł. 1,82 —  1,84. K w as m usi być abso lu tn ie  bezbarw ny  i w  p róbie ślepej 
z odczynnikiem  1 2a przepuszczalność św iatła  w ko lo rym etrze  n ie pow inna 
w ynosić poniżej 90% . W przeciw nym  razie należy  kw as siarkow y przede­
stylow ać. P rzechow yw ać w  bu telce  ze szczelnie doszlifow anym  korkiem .

13. O dczynnik do oznaczania n a rk o ty n y  w  obecności papaw eryny .
0,5 g N a2H As0 4  ’ 7H20  rozpuścić w 50 m l kw asu  siarkow ego o c. wł. 

1,84 i dopełnić kw asem  o-fosforow ym  o c. wł. 1,7 do 100 ml. K w as siarko­
w y i fosforow y m uszą być bezbarw ne i n ie mogą zaw ierać jonów  m etali. 
P rzechow yw ać w butelce ze szczelnym  korkiem .

14. O dczynnik do oznaczania sum y  n a rk o ty n y  i papaw eryny : 2 g m olib- 
den ianu  am onowego: (N Ii4)eMo7 0 24 • 4H20  rozpuścić w  ok. 90 m l kw asu 
siarkow ego o c. wł. 1,84 i dopełnić tym  sam ym  kw asem  do 100 ml. Czy­
stość kw asu  i przechow yw anie jak  w yżej.

15. K w as siarkow y ok. 80%  obj./obj. : do 200 m l wody desty low anej 
dodać ostrożnie 800 ml kw asu siarkow ego o c. wł. 1,84. O dczynnik ten  po­
w inien być bezbarw ny. Z anieczyszczenia m etalam i n ie p rzeszkadzają.

16. K w as siarkow y ok. 40%  obj./obj.: przygotow ać przez odpow iednie 
rozcieńczenie odczynnika 15.

B. O ZN A C Z A N IE PO SZC ZEG Ó LN Y C H  AL K A LO ID Ó W  W  C ZYSTYC H  R O ZT W O R A C H

1 . O z n a c z a n i e  m o r f i n y  o r a z  s u m y  k o d e i n y  i t e b a i n y

A ldehyd p-dw um etyloam inobenzoesow y w kw asie siarkow ym  (odczyn­
nik  W asicky’egc) tw orzy  z n iek tó ry m i alkaloidam i, a w śród  nich  z m orfiną, 
kodeiną i tebainą  in tensyw ne, czerw one zabarw ienie. O dczynnik ten  był 
p rzystosow any do ilościowego oznaczania alkaloidów  tropow ych. O statn io  
R e i f e r  i B u c h o w  i c z [9] opracow ali m ikrom etodę ilościowego ozna­
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czania tych  alkaloidów . M etodę tę dostosow ano do ilościowego oznaczania 
m orfiny  oraz su m y  kodeiny  i tebainy . S tw ierdzono, że używ any  przez au to ­
rów  w ym ienionych  do rozcieńczania kom pleksu barw nego 60°/okwas sia r­
kow y okazał się za słaby. W tych  w aru n k ach  połączenie b arw ne z alkalo i­
dam i opium ow ym i je s t n ie trw ałe . Jek  w ynika z tab licy  1 użycie 80%  kw asu 
siarkow ego daje trw a łe  i in tensyw ne zabarw ienie.

T a b l i c a  1

Wpływ stężenia kwasu siarkowego na trwałość i intensyw­
ność zabarwienia przy oznaczaniu morfiny oraz sumy ko­
deiny i tebainy m etodą z aldehydem p-dwumetyloamino- 

benzoesowym

151 M IK R O M E T O D A  O Z N A C Z A N IA  P I Ę C I U  A L K A L O ID Ó W  O P IU M  3 3 5

Czas u j

- ........... -  ■»" ■
Odczyty uj % % przepuszczalności

minutach od
chudli zmiesza 60% 70% 80% - 0 %

nia z kmasem h 2s o 4 h 2s o 4 h 2s o , h 2s o 4

0 74,0 64,0 62,5 64,0
5 78,0 64,0 62,5 63,5

10 82,0 64,0 62,5 63,5
15 — — 62,5 63,0
30 - 69,0 62,0

W ykonanie: Do probów ki o średn icy  ok. 15 m m  i długości 50 m m  odm ie­
rza  się p ipetą  1 łub  2 m l alkoholowego ro z tw o ru  alkalo idu  w ilościach od 
10 do 100 Mg m orfin y  lub  teb a in y  i od 7 do 60 ug kodeiny. P róbę odparo­
w u je  się na łaźni w odnej i do suchej p robów ki dodaje się p ipetą  0,2  m l od­
czynnika 12a, odparow uje  alkohol do sucha, p rzy  czym  po ostudzeniu  a lde­
hyd  p-dw um ety loam inobenzoesow y k ry s ta lizu je  w postaci jasnożółtych  
kryszta łów . W p rzypadku , gdy b arw a osadu je s t brązow a, należy oznacze­
nie pow tórzyć. N astępnie odm ierza się p ipetą  0 ,2  m l odczynnika 12 b, roz­
puszcza osad przez lekkie ogrzanie na łaźni w odnej i po dok ładnym  w y ­
m ieszaniu  przez w strząsan ie  w staw ia  się probów ki na  5 m in. do w rzącej 
łaźn i w odnej. P rzed łużen ie  czasu ogrzew ania na łaźn i w odnej o dalsze 
2— 3 m in. nie w pływ a na  in tensyw ność zabarw ien ia . Z byt długie ogrzew a­
n ie na łaźni w odnej pow oduje częściowe zw ęglanie, a w ięc ciem nienie p ró ­
by  ślepej i pełnej. Po ostudzeniu  dodaje się do probów ki p ipetą  4,8 m l od­
czynnika 15 i m iesza roz tw ory  k ilk ak ro tn ie  p rzelew ając  z probów ki do p ro ­
bów ki ko lorym etrycznej. In tensyw ność zab arw ien ia  odczytu je się w  foto- 
k o lo rym etrze p rzy  niebieskim  filtrze  wobec iden tyczn ie  przygotow anej śle­
pej odczynnikow ej.

j
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386 L  R E IF E R  i K . T O C Z K O [61

Na rysu n k ach  1, 2, i 3 przedstaw ione są k rzyw e w zorcow e dla m orfiny, 
kodeiny i tebainy  oznaczonych w ko lo rym etrze Leitza, f i l tr  C. Ja k  w ynika 
z rysunków , kodeina w  granicach od 6 do 60 pg, a teb a in a  w g ran icach  10 
do 100 ug dają  w ykresy  zgodne z praw em  B eera-L am berta . M orfina nato-

Rys. 1. K rzyw a w zorcow a d la  m o rfin y  Rys. 2. K rzyw a w zorcow a d la  kodeiny
oznaczonej m etodą z a ldehydem  p -d w u - oznaczonej m etodą n a  sum ę kodeiny
m ety loam inobenzoesow ym  w  k o lo ry - i teb a in y  w  k o lo ry m e trze  L eitza ,

m e trze  L eitza, f i l t r  C f i l t r  C

Rys. 3. K rzy w a  w zorcow a d la  teb a in y  
oznaczonej m etodą n a  sum ę kodeiny  i te ­

bainy  w  k o lo rym etrze  L eitza , filti C

m iast w  gran icach  od 10 do 100 pg tw orzy  w  w yżej w ym ien ionych  w a ru n ­
kach  zabarw ienie, k tórego in tensyw ność nie jes t zgodna z w ym ienionym  
praw em . Dla każdego k o lo rym etru  należy sporządzić odpow iednie krzyw e 
wzorcowe w gran icach  stężeń alkaloidów  podanych w yżej.

W tab licach  2, 3 i 4 podane są w ynik i analiz ch lorow odorku  m orfiny  
oraz w olnych zasad kodeiny i teb a in y  w czystych roz tw orach  opisaną m e­
todą Błąd oznaczenia m orfiny  i kodeiny nie p rzekracza 7°/o.
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T a b l i c a  2

Wyniki oznaczeń morfiny m etodą z aldehydem p-dinumetyloamino- 
benzoesomym u; kolorymetrze Leitza, filtr C

Użyto
morfiny

HCI.3H20
UJ U-g

Wyniki oznaczeń 
UJ log Io/I Średnia

, Maksymalne 
odchylenie 
od średniej

UJ % %

1 0 0 0,377 0,377 0,377 
0,367

0,375 + 0 ,5  —2,0

75 0,319 0,310 0,310 0,313 +  1,9 —1,0
62,5 0,280 0,276 0,280 

0,284
0,280 +  1,4 —1,4

50 0,237 0,229 0,233 
0,244 0,229

0,234 + 4 ,3  - 2 ,2

37,5 0,194 0,190 0,194 
0,187

0,192 + 1 , 1  —1 , 6

25 0,143 0,137 
0,128 0,125

0,133 + 7 ,6  - 6 ,0

12,5 0,076 0,073 0,073 
0,071

0,073 + 4,1  - 2 ,7

6,25
t

0,039 0,036 0,039 
0,036

0,038 + 4 ,0  —4,0

T a b l i c a  3

Wyniki oznaczeń kodeiny iu czystych roztworach metodą z alde­
hydem p-dwumetyloaminobenzoesowym w kolorymetrze Leitza,

filtr C

Użyto
kodeiny

UJ ¡J-g

Wyniki oznaczeń 
u j  log Io/I Średnia

1
Maksymalne 
odchylenie 

od średniej u j  % %  j

60 0,403 0,398 0,403 
0,398

0,401 +  0,5 - 0 ,7

40 0,278 0,278 0,284 
0,276

0,279 +  1 , 8  —1 , 1

30 0,197 0,197 0,197 0 , 0  0 , 0  1

2 0 0,146 0,146 0,143 0,145 + 0 ,7  —1,4
7,5 0,060 0,055 0,055 0,057 +  5,3 - 3 ,5
4 0,027 0,027 0,027 0,027 0 , 0  0 , 0

' i
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T a b l i c a  4

Wyniki oznaczeń tebainy u: czystych roztinorach metodą z alde­
hydem p-dummetyloaminobenzoesomym in kolorymetrze Leitza,

f i l t r  C

3 g g  I .  R E I F E R  i K . T O C Z K O  W

Użyto
tebainy

m p-g

Wyniki oznaczeń 
uj log Io/I

Średnia
K =logI0/I 
dla 1 /tg średnie

1 0 0 0,260 0,256 0,258 0,0026
80 0,204 0,204 0,218 

0,204
0,207 0,0026 .

60 0,155 0,158 0,158 0,157 0,0026 . 0,0026
40 0,105 0,105 0,105 0,0026
30 0,086 0,076 0,081 0,0027
2 0 0,051 0,053 0,052 0,C026
1 0 0,027 0,022 0,025 0,0026

2. O z n a c z a n i e  t e b a i n y  w  o b e c n o ś c i  k o d e i n y

T ebaina w stężonym  kw asie siarkow ym  ulega na zim no rozkładow i 
i tw orzy  połączenia o in ten sy w n y m  żó łtym  zabarw ieniu . P rzebadano  po-

T a b l i c a  5

Wyniki oznaczeń tebainy u j  czystych raztiuorach metodą na ozna­
czanie tebainy u j  obecności kodeiny (kolorymetr Leitza, filtr C)

Użyto
tebainy

w  p-g

120

100

80

56

40

32

16

_

Wyniki oznaczeń 
u j  log Io/I

'

Średnia
Maksymalne 

odchylenie od 
średniej u j  % %

0,222 0,222 0,215 0 , 2 2 0 + 0 ,9  —2,3
0,218

0,186 0,180 0,182 0,182 +  2 , 2  - 1 , 1

0,180
0,152 0,152 0,149 0,152 + 2 , 0  —2 , 0

0,155
0,114 0,114 0,111 0 , 1 1 2

O1CO+

0 , 1 1 1

0,086 0,086 0.084 0,085 +  1 , 2  - 1 , 2

0,086
0,073 0,071 0,073| 0,072 +  1,3 - 1 ,3

0,071
0,032 0,034 0,034 0,033 + 3 ,0  —3,0

0,032
0,015 0,018 0,015 0,017 + 8 , 8  - 8 , 8

0,018
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w staw an ie  połączeń barw nych  p roduk tów  rozkładu teb a in y  w  kw asie s ia r­
kow ym  i stw ierdzono, że najbardzie j in tensyw ne zabarw ienie pow staje  
w  obecności około 29 N kw asu  siarkow ego. W tych  w aru n k ach  kodeina 
w' ilościach nie w iększych aniżeli 200 ag  nie tw orzy  barw n y ch  połączeń. 
W łasność tę w ykorzysta liśm y do ilościowego oznaczania teb a in y  w  obec­
ności kodeiny.

W ykonanie: W probów kach o w ym iarach  podanych w yżej, z a w ie ra ją ­
cych 1 lub 2 m l alkoholow ego roz tw oru  teb a in y  w  ilościach cd 10 do 120 ag, 
odparow uje  się alkohol na  łaźni w odnej do sucha i dodaje 5 m l odczynn i­
ka 15. Po dokładnym  w ym ieszaniu  przez k ilk ak ro tn e  p rzelew anie ro z tw o ru

u g  tebainy

Rys. 4. Krzywa w zorcow a tebainy oznaczo­
nej m etodą oznaczania tebainy w  obecności 

kodeiny w  kolorym etrze Leitza, filtr C

z probów ki do probów ki ko lo rym etrycznej, in tensyw ność zabarw ien ia  
oznacza się w ko lo rym etrze  stosu jąc n iebieski f il tr  jak  w yżej. O trzy m a­
ne barw ne połączenie jest trw a łe  w tem p era tu rze  pokojow ej przez co n a j­
m niej jedną godzinę. Na rys. 4 podana jes t k rzyw a w zorcow a d la  teb a in y  
oznaczonej tą  m etodą w ko lo rym etrze  L eitza stosując f i l tr  C.

Tablica 5 zaw iera w y n ik i oznaczeń tebainy . Ja k  w ynika z tab licy , te ­
bainę m ożna oznaczać w ilościach od 10 do 120 ag z b łędem  nie p rz e k ra ­
czającym  6°/o.

3. O z n a c z a n i e  s u m y  n a r k o - t y n y  i p a p  a .w e r  y  n  y

Kwas siarkow y zaw iera jący  kw as m olibdenow y (odczynnik F rohde) 
tw orzy z n iek tó rym i alkalo idam i, m. i. z n a rk o ty n ą  i p ap aw ery n ą  b arw n e 
połączenia, k tó re  dotychczas w ykorzystane b y ły  w yłącznie do ich jak o ś­
ciowego w ykryw an ia . R eakcję tę  p rzebadano w  naszym  lab o ra to riu m  
i opracow ano w a ru n k i do ilościowego m ikrooznaczania sum y n a r k o t y n y  

i papaw eryny.
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390 I. R E tF E R  i K . T O C Z K O [19:

W ykonanie: 1 lub  2 m l alkoholowego^ roz tw oru  zaw ierającego od 10 do 
100 Pg pap aw ery n y  lub 20 do 100 pg n a rk o ty n y  odparow uje się na łaźn i 
w odnej w probów kach, jak  opisano p rzy  m orfin ie. N astępnie dodaje się

Rys. 5. K rzyw a w zorcowa dla papaw ery- Rys. 6. K rzyw a w zorcow a dla narkotyny
ny oznaczonej metodą na sum ę narkotyny oznaczonej metodą na sum ę narkotyny

' i  papaw eryny w  kolorym etrze Leitza, i papaw eryny w  kolorym etrze Leitza,
filtr C filtr  C

T a b l i c a  6

Wyniki oznaczeń papaweryny in czystych roztworach m etodą na 
sum ę papaweryny i narkotyny (kolorymetr Leitza, filtr C)

Użyto pa­
paweryny

W  | l g

Wyniki oznaczeń 
w log Io/I

Średnia
Maksymalne 

odchylenie od 
średniej w % %

1 0 0 0,252 0,248 0,250 + 0 , 8  —0 , 8

80 0,208 0 , 2 0 1 0,205 +  1,5 - 2 ,0
60 0,155 0,152 0,146 

0,152
0,151 + 2 ,6  - 3 ,3

50 0,125 0,116 0,128 
0,124

0,123 + 4,1  - 5 ,7

40 0,097 0,097 0,099 
0,103

0,099 + 4 ,0  - 2 ,0

30 0,079 0,079 0,076 0,078 +  1,3 - 2 ,6
2 0 0,051 0,048 0,048 

0,048
0,049 +4,1 —2,1

1 0 0 , 0 2 2  0 , 0 2 0  0 , 0 2 2  

0 , 0 2 0

0 , 0 2 1 + 4 ,8  - 4 ,8

0,5 m l odczynnika 3 4, m iesza i w staw ia do w rzącej łaźni w odnej na okres 
10 m in u t. Po ostudzeniu  dodaje się p ip e tą  4,5 m l odczynnika 15, m iesza jak  
podano w yżej i in tensyw ność zabarw ien ia oznacza w  ko lo rym etrze stosu jąc 
n ieb iesk i filtr, wobec identycznie przygotow anej ślepej odczynnikow ej. Po-
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w sta ły  b arw ny  zw iązek jest trw a ły  w tem p era tu rze  pokojow ej do dwóch 
godzin. Dla papaw eryny  w podanych w yżej granicach o trzy m u je  się w y­
k res zgodny z p raw em  B eera-L am b erta  (rys. 5), natom iast dla n ark o ty n y  
w ilościach m niejszych od 40 ug alkaloidu w ykres odbiega od w ym ien ione­
go p raw a  (rys. 6).

W  tablicach 6 i 7 podane są w ynik i oznaczen p ap aw ery n y  i n a rk o ty n y  
w czystych  roztw orach, w ykonanych w  ko lorym etrze L eitza w obec n ie ­
bieskiego filtru  C. J a k  w idać z tab licy  6, papaw erynę m ożna oznaczać opi­
saną m etodą z błędem  nie przekracza jącym  6°/<>.

T a b l i c a  7

Wyniki oznaczeń narkotyny m czystych roztiuorach metodą na sumę n a r­
kotyny i papameryny (kolorymetr Leitza, filtr C)

Użyto
narkotyny

u; [ig

100
80
60
50
40
30
20

Wyniki oznaczeń 
UJ iog Io/I

0,184 0,184 
0,143 0,143 
0,108 0,108 
0,084 0,089 
0,068 0,066 
0,043 0,043 
0,025 0,022

Średnia

0,184
0,143
0,108
0,087
O-Oó1:
0,043
0,024

li log Io/I
d l a  1 ¡ ig

0,0018
0,0018
0,0018
0,0017
0.0017
0,0014
0.0012

K
średnie

0,0018

4. O z n a  c z a n i e  n a r k o t y n y  w o b e c n o ś c i  p a p a w e r y n y

W lite ra tu rze  nic znaleziono w zm ianki na tem at m ożliwości w y k ry w a­
nia n a rk o ty n y  w obecności pap aw ery n y  za pomocą reakcji barw nych, k tó re  
m ożna by przystosow ać do ilościowego oznaczania. Po długich poszuk iw a­
niach w y k ry to  w arunk i, w  k tó ry ch  m ożna oznaczyć ko lorym etryczn ie  
w m ikroilościach n a rk o ty n ę  w  obecności papaw eryny . S tw ierdzono, że od­
czynnik  zaw iera jący  kw as arsenow y w obecności m ieszaniny  jednakow ych 
ilości kw asu  siarkowego, i kw asu  o-fosforow ego tw orzy  z n ark o ty n ą , po 
krótk inf podgrzew aniu , trw a łe  Czerwone zabarw ienie , p roporcjonalne do 
ilości n a rk o ty n y  w  próbie. Ten sam  odczynnik w obecności ty lko pap a­
w eryny  pozostaje bezbarw ny . W m ieszanin ie  z n a rk o ty n ą  p ap aw ery n a  tw o ­
rzy b arw n e  połączenia, co stw ierdza  się przez o trzym an ie  zabarw ien ia  
o w iększej in tensyw ności, n iżby  w ynikało  z ilości obecnej n arko tyny . 
W odróżnien iu  od barw nego połączenia n a rk o ty n y  zw iązek b arw n y  papa­
w eryny  zanika przez rozcieńczenie 40°/o kw asem  siarkow ym . Na tej w łas­
ności oparto  m etodę oznaczania n a rk o ty n y  w  obecności papaw eryny.
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W ykonanie: 1 lub  l  m l alkoholowego roz tw oru  n a rk o ty n y  w  ilościach 
od 10 do 100 Mg lub  m ieszaniny  n a rk o ty n y  i p ap aw ery n y  w  ilościach do 
200 Rg odparow uje ;ię na łaźni w odnej do sucha. Do suchych p robów ek  do-

ug narkotyny 

Rys. 7. Krzywa w zorcowa dla narko­
tyny oznaczonej metodą na oznaczanie 
narkotyny w  obecności papaw eryny  

w kolorym etrze Leitza, filtr C

daje się 0,5 m l odczynnika 13 i po do­
k ład n y m  w ym ieszaniu  p rzez w strzą ­
sanie w staw ia  się na 10 m in . do w rz ą ­
cej łaźni w odnej. Do ostudzonych 
probów ek dodaje się 4,5 m l odczyn­
n ika  16 i przenosi do probów ki kolo­
ry m etry czn ej w  sposób podany w y ­
żej. In tensyw ność zabarw ien ia  ozna­
cza się wobec iden tyczn ie  przygo to­
w anej ślepej odczynnikow ej w kolo­
ry m etrze , s tosu jąc  f i l tr  niebieski. 
P ow stałe  połączenie barw n e sam ej 
n a rk o ty n y  je s t trw a łe  w  te m p e ra tu ­
rze pokojow ej przez godzinę, nato -

Wyniki oznaczeń narkotyny i narkotyny in obecności papaweryny u; czys­
tych roztworach metodą na oznaczanie narkotyny w obecności papaweryny 

(kolorymetr Leitza, filtr C)

Użyto
narkotyny

Î g

Użyto pa­
paweryny

¡̂ g

Wyniki oznaczeń 
w log lo/l Średnia

Maksymalne 
odchylenie od śred- j  

niej w % %

i  1 0 0 0 0,333 0,335 0,334 + 0 ,3  —0,3
80 0 0.272 0,270 0,271 + 0 ,3  —0,3
60 0 0,204 0,204 0.204 + 0 , 0  —0 , 0  :
50 0 0,171 0.171 0,171 + 0 . 0  —0 , 0

! 40 0 0,140 0.134 0,139 + 2 ,9  - 3 ,7  j

0,143 0,140
30 0 0,105 0,105 0.105 + 0 , 0  —0 , 0

2 0 0 0,068 0,067 0,068 + 0 , 0  —1,5
1 0 0 0,027 0,027

0,031 0,029 0,029 +  6.9 - 6 ,9
0,031

48,5 48 0,166 0,170 0,168 — 1 , 0

53 48 0,189 0,191 0,190 + 4 ,0
1 0 0 48 0,352 0,352 0,352 + 2 ,5  •

; 40
________

1 0 0 0,127 0,133 0,130 - 6 , 2

U w a g  a: W ostatnich czterech wierszach tablicy 8  podano nie maksy 
malne odchylenie, lecz błąd z jakim wykryto narkotynę.

392
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m iast w obecności p ap aw ery n y  barw a stopniow o zanika, s tąd  odczyty n a ­
leży w ykonać w  czasie nie p rzek racza jący m  10 m in u t od chw ili dodania od­
czynnika 16.

Ja k  w ynika z rys. 7, n a rk o ty n a  w ilościach od 10 do 100 uig oznaczona 
w ko lo rym etrze  Leitza f il tr  C daje  w ykres zgodny z p raw em  B eera-L am - 
hcrta . Z tab licy  8 w ynika, że n ark o ty n ę  w  roztw orach czystych m ożna 
oznaczać z b łędem  poniżej 7°/o.

C. O Z N A C Z A N IE  AL K A LO ID Ó W  W  OPIUM

1. E k s t r a k c j a  a l k a l o i d ó w  z o p i u m
Ilościowe oznaczenie alkaloidów  w opium  zależy w dużym  stopniu  od 

sposobu ich ilościowego w y dobycia z m ateria łu . W piśm iennictw ie poda­
nych jest w iele m etod, z k tó ry ch  najczęściej stosuje się, szczególnie w  p ra ­
cach starszych , ek strak c ję  za pomocą rozcieńczonego kw asu solnego. U jem ­
ną stro n ą  te j m etody jes t pow staw anie em ulsji w czasie ek strak c ji alkalo i­
dów do organicznych rozpuszczalników , u tru d n ia jący ch  w dużym  stopniu  
rozdział fazy w odnej od rozpuszczalnika. Podobne trudności napo tyka ¿lę 
p rzy  ek strak c ji m etanolem  z dodatkiem  kw asu  solnego.

E m ulsji un ika  się stosu jąc dw uchlorom etan , jednak  m etoda ta  w ym aga 
co najm niej 8 godzin ek strak c ji w aparacie  Soxhleta.

M etoda ekstrakcji opracow ana przez nas polega na w ydzieleniu  a lka­
loidów z odw odnionego opium  za pom ocą m ieszaniny  chloroform u z alko­
holem  etylow ym , zm ieszanych w  stosunku  objętościow ym  9 : 1. W m iesza­
ninie tej dobrze rozpuszczają się w szystkie om aw iane pięć alkaloidów  i po 
20 m inu tach  w strząsan ia  całkow icie przechodzą do rozpuszczalnika. 
W oparciu o dośw iadczenia w ykonane na czystych p rep ara tach  alkaloidów  
oraz na próbkach  opium  z dodatk iem  znanych  ilości p rep ara tó w  czystych 
zasad opracow ano n astęp u jący  sposób ekstrakcji:

N aw ażkę 50 mg opium  przenosi się do m oździerza o średn icy  ok. 10 cm, 
dodaje ok. 1 ml nasyconego roz tw oru  w ęglanu sodowego i zaw artość m oź­
dzierza dokładnie rozciera przez ok. jed n ą  m inutę . N astępnie dodaje się ok. 
5 g bezwodnego siarczanu sodowego i po dokładnym  roztarciu  suchy proszek 
przenosi się ilościowo do bu te lk i o pojem ności 150 m l z szczelnym  korkiem  
Moździerz „przem yw a się” ck. 1 g siarczanu sodowego -i dodaje do poprzed­
niego. Po dodaniu  ok. 30 m l ch loroform u zaw ierającego 10% 96-procentow e- 
go alkoholu etylow ego, w y trząsa  się na w y trząsarce  m echanicznej przez 
20 m inut. Z aw artość bu te lk i sączy się przez w atę do kolbki stożkow ej o poj 
ok. 100 ml., bu telkę i osad przem yw a się cz te ry  razy  porcjam i po 5 ml chlo­
roform u z alkoholem  ety low ym . O trzym any  w yciąg zaw iera obok alka­
loidów zanieczyszczenia, k tó re  podczas rozdzielania alkaloidów  zostają 
usunięte.
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2. R o z d z i a ł  a l k a l o i d ó w

R oztw ór chloroform ow o-alkoholow y zaw iera jący  alkaloidy oddesty iow u- 
je  się na  łaźni w odnej do obj. 1 — 3 ml. R esztę ostrożnie odparow uje  się na 
łaźni do sucha. Pozostałe w  kolbce alkalo idy z zanieczyszczeniam i w  postaci 
żółtego m azistego osadu rozpuszcza się w 5 m l benzenu, k tó ry  przenosi się 
do rozdzielacza o pcj. 100 m l ze szczelnym  kork iem  i k ran em  (do uszczel­
n ian ia  n ie należy używ ać sm arów  tłuszczow ych). N ierozpuszczalną w b en ­
zenie m orfinę oraz ew en tu a ln e  ślady pozostałych alkaloidów  rozpuszcza się 
w  ck. 0,1 N kw asie siarkow ym , k tó rym  trzy k ro tn ie  porc jam i po 5 m l p rze­
m yw a się kolbkę Kwas ten  dodaje się do rozdzielacza z benzenem . Z aw ar­
tość rozdzielacza energicznie w ytrząsa się przez ok. 1 m inutę . Po rozdziele­
n iu  się p łynu  na  dw ie fazy (przy zachow aniu stosunku  bezenu do wody 
row nego 1 : 3, rozdział jes t szybki i ostry) frak c ję  w odną zb iera się w d ru ­
gim, podobnym  rozdzielaczu. Benzen w y trząsa  się ponow nie, dodając 5 ml 
0,1 N kw asu  siarkow ego i 10 ml w ody desty low anej. Połączone w drugim  
rozdzielaczu w yciągi w odne zaw iera ją  w szystkie badane alkalo idy, n a to ­
m iast benzen, w k tó ry m  pozostały tylko zanieczyszczenia, nie podlega dal­
szej analizie.

C elem  oddzielenia m orfiny  od pozostałych alkaloidów  kw aśny  w yciąg 
w odny, zebrany  w drug im  rozdzielaczu, a lkalizu je  się 5 m l nasyconego roz­
tw o ru  w ęglanu sodowego i po usunięciu  d w u tlen k u  w ęgla przez w strząsa­
nie, e k s tra h u je  się cz terok ro tn ie  benzenem  porc jam i po 5 ml. F rakc ję  ben ­
zenow ą sączy się do następnego  rozdzielacza przez suchy sączek z b ibuły
0 śr. 5 —  7 cm. Do benzenu przechodzą nark o ty n a , kodeina, papaw eryna
1 tebaina .

A lkaliczny roz tw ór w odny, zaw ierający  ty lko  m orfinę, zakw asza się 
5 m l ok. 2 N kw asu  solnego celem  rozłożenia w ęglanu, a lkalizu je  5 ml ok
2 N w odoro tlenku  sodowego, całość przenosi do kolbki m iarow ej o poj. 
50 m l i dopełnia wodą desty low aną do znaku. 5 ml tego ro z tw o ru  w roz­
dzielaczu doprow adza się za pomocą ok. 3 ml 10% ch lorku  am onowego do 
pH  ok. 9 i ek s tra h u je  cz tery  razy  po 5 m l m ieszaniną ch loroform u z alkoho­
lem  izopropylow ym  zm ieszanych w  stosunku  objętościow ym  3 : 1 .  W yciąg 
ch loroform cw o-izopropanolow y zbiera się w  kolbce m iarow ej o poj. 25 ml, 
dopełn ia  się chloroform em  do znaku. Ś lady  w ody w iąże się przez dodanie 
do kolbki ok. 1 g bezw odnego siarczanu  sodowego i k ilk ak ro tn e  w strząśn ię ­
cie. W 1 lub  2 m l tego roztw oru  oznacza się m orfinę, jak  podano na s tr. 385.

W yciąg benzenow y, zebrany  w rozdzielaczu, zaw ierający pozostałe czte­
ry  alkaloidy, w y trząsa  się cz terokro tn ie , porcjam i po 5 m l odczynnika 5, 
do k tó rego  przechodzą kodeina i tebaina , n a rk o ty n a  i p ap aw ery n a  n a to ­
m iast pozostają w benzenie.
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K w aśny w yciąg wodny, zaw iera jący  kodeinę z tebainą, a lkalizu je  się 
przez dodanie 10 m l nasyconego roz tw oru  w ęglanu sodowego i e k s tra h u je  
ch loroform em  4 razy  po 5 ml. C hloroform  zbiera się w kolbce m iarow ej
0 poj. 25 ml, dopełnia ch loroform em  do znaku i odw adnia jak  w yżej. W roz­
tw orze  tym  oznacza się teb a in ę  m etodą podaną na str. 389 oraz sum ę ko­
deiny  i tebainy  m etodą opisaną na str. 385.

Benzen, pc oddzieleniu kodeiny  i tebainy , zaw iera jeszcze obok n ark o - 
ty n y  i pap aw ery n y  zanieczyszczenia i n ie może być u ży ty  do bezpośredn ie­
go oznaczenia zaw arty ch  w  n im  alkaloidów . W ty m  celu ek s tra h u je  się je  
do kw asu  siarkow ego, podczas gdy zanieczyszczenia pozostają w  benzenie. 
E k strak c ję  w y k o n u je  się cz te rok tro tn ie , porcjam i po 5 m l ok. 0,1 N kw asu  
siarkow ego. K w aśny w yciąg w odny w  rozdzielaczu a lkalizu je  się przez do­
danie 5 m l nasyconego roz tw oru  w ęglanu sodowego i w y trząsa  ch lo ro fo r­
m em  4 razy po 5 ml. Z ebrany  i odw odniony w kolbce m iarow ej o poj. 25 ml 
w yciąg chloroform ow y służy  do oznaczania n a rk o ty n y  m etodą podaną na 
str. 392 oraz sum y n ark o to n y  i p ap aw ery n y  wg m etody  podanej na str. 390.

3. O b l i c z e n i a

Z aw artość m orfiny , n a rk o ty n y  i teb a in y  w analizow anej próbie w y ra ­
żoną w  ug, odczy tu je  się bezpośrednio  z w ykresów  1, 4 i 7.

Zaw artość kodeiny oblicza się w  sposób następu jący :
E kstynkcję dla kodeiny oblicza się z w zoru:

Ekod  =  E s u m y  Kb

gdzie Ekod =  ek sty n k cja  dla kodeiny, Esumy =  ek sty n k cja  d la sum y kodeiny
1 teb ain y  oznaczonej m etodą na sum ę obu alkalo idów  K =  0,0026 =  eks­
ty n k cja  d la 1 ug teb a in y  oznaczonej m etodą na sum ę kodeiny  i teba iny , 
b “  M-g tebainy . Z w ykresu  2 odczytu je  się ilość kodeiny  w  ug d la  obliczo­
nej w artości Ekod.

Zaw artość pap aw ery n y  oblicza się podobnie jak  kodeiny, p rzy  czym  
K  ~  0,0017 dla ilości n a rk o ty n y  pow yżej 40 .ag w  próbie. D la ilości m n ie j­
szych w artość K b odczy tu je  się z ry su n k u  6.

Z ry su n k u  5 odczytu je  się ilość p ap aw ery n y  w yrażoną w ug dla obli­
czonej w artości Epap.

P rzykład . Do analizy  pobrano próbę zaw iera jącą 2,00 mg chlorow odor­
ku m orfiny  i po 1,00 mg pozostałych czterech  alkaloidów . Zgodnie z w yżej 
podanym  przebieg iem  rozdzielan ia alkaloidów , objętość roz tw oru  zaw iera ­
jącego m orfinę w ynosiła 50 ml, pozostałe dw a roz tw ory  zaw ierające n a rk o ­
tynę  z papaw eryną i kodeinę z teb a in ą  rozcieńczone b y ły  do objętości 
25 ml. Tym  sam ym  w 1 m l każdego z roztw orów  znajdow ało  się po 40 ug 
każdego alkaloidu.
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T %  dla 1 m l m orfiny: 63,5 63,0 =  E =  log Io/I =  0,197 =  39,5 ug
T°/o „ „ „ n a rko tyny : 73,0 73,5, E =  0,135 =  39,0 ug
T°/o „ „ „ tebainy : 81,5 82,5 E =  0,086 =  40,0 ug
T %  d la sum y n a rk o ty n y  i papaw eryny : 69,5 70,0, E =  0,157
T %  dla sum y kodeiny  i tebainy : 41,0 42,0 E =  0,382
Epap. -  Esumy —  K b =  0,157 —  0,0017 * 39,0 =  0,091
D la te j w artości E odczy tu je  się z w ykresu  5, 38,0 ug papaw eryny .
Ekod =  sumy —  K b =  0,382 —  0,0026 * 40,0 =  0,278
Tej w artości E odpow iada na w ykresie 2, 41,0 ug kodeiny.

T a b l i c a  9

Wyniki oznaczeń morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny i tebainy po wyko- 
naniu ekstrakcji i rozdzieleniu nomą metodą, na preparatach czystych alkaloidów

Nr
próby

Użyto do analizy p-g Wykryto p-g

Morf.
Nar-
kot.

Pa-
paw. Kod. Teb. Morf.

Nar-
kot.

Pa-
paw. Kod. Teb.

W 1 100 98
2 80 — — — — 78 — — —
3 — — 104 — — — — . 103 — —
4 — — — 100 — — — — 97 —
5 — — — — 40 — — — — 40
6 — — — 28 40 — — 26,5 40
7 100 80 40 40 40 97 77 41 39 40
8 60 60 30 30 30 61 58,5 28 31 29

T a b l i c a  10

Ekstrakcja i oznaczenie morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny i tebainy
w opium

Nr
Dodano alkaloidów w p-g Wykryto w !Lg

próby
Morf.

Nar-
kot.

Pa-
paw. Kod. Teb. Morf.

Nar-
kot.

Pa-
paw. Kod. Teb.

1 43 14 57 46 97
1 40 — — — — 82 14 57 46 97
2 — — — — — 40 12,5 64 36 101
2 — 45,5 — — — 40 56 64 36 101
3 — — — - - — 40,5 15 45 40 90
3 — — 38 — — 40,5 15 83 40 90
4 — — — — — 42 15,5 59 43 71
4 — — — 33 50 42 15,5 59 75 124

(
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W aru n k i m etody  opracow ano na czystych p rep a ra tach  alkaloidów ; każ­
d a  czynność została opracow ana n a jp ie rw  na pojedynczych  zasadach, a n a ­
s tęp n ie  na ich m ieszaninie. Podane w  tab licy  9 w ynik i oznaczeń alkaloidów  
po w ykonan iu  ek strak c ji i rozdzielania na czystych p rep a ra tach  w ykazują, 
że ek s trak c ja  i rozdział alkaloidów  w edług  opisanej m etody  przebiega iloś­
ciowo i dokładność uzyskanych  w yników  nie jest m niejsza niż p rzy  bezpo­
śred n im  oznaczeniu.

W ykonano następn ie  oznaczenie om aw ianych alkaloidów  w  próbkach 
opium , do k tó ry ch  dodano przed  ek s trak c ją  czyste p re p a ra ty  zasad w zna­
nych  ilościach. Zestaw ione w tab licy  10 w ynik i tych  oznaczeń w skazują, że 
zarów no ek strak c ja , jak  rów nież rozdział jest ilościowy i b łąd  oznaczenia 
n ie je s t w iększy  niż w w ypadku czystych  alkaloidów.

P onad to  w ykonano oznaczenia chrom atograficzne poszczególnych roz­
tw orów  i znaleziono, że p lam y  na chrom atogram ach  badanych  by ły  iden­
tyczne z odpow iednim i chrom atogram am i kontro lnym i.

O znaczenie m orfiny  now ą m etodą porów nano poza ty m  z m etodą P ri-  
d e ’a i S te rn a  [8] na trzech  próbkach  opium . O trzym ano n astęp u jące  w y­
niki:

O pium  M etoda P rid e ‘a i S te rn a  Nowa m etoda

N r 1 17,0% 17,4%
N r 2 30,8% 16,0%
N r 3 17,0% 16,2%
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I I I .  D y sk u s ja

Nowo opracow ana m etoda oznaczania alkaloidów  w opium  pozw ala na 
ich oznaczenie w iednej próbce o w adze nie w iększej aniżeli 50 mg. Stoso­
w anie m ałych  ilości surow ca znacznie zm niejsza trudności zw iązane z po­
w staw aniem  em ulsji m iędzy fazą w odną i fazą rozpuszczalnika podczas 
w ielokro tnych  ekstrakcji, stanow iących  podstaw ę rozdziału poszczególnych 
alkaloidów . S tosow any w  nowej m etodzie podział alkaloidów  na trzy  g ru ­
py znacznie upraszcza ich oznaczenie i um ożliw ia analizę w jednej próbce 
m ateria łow ej. Podział ten  m ożna zastosow ać dzięki opracow aniu  m etody 
oznaczania n a rk o ty n y  w  obecności p ap aw ery n y  i teb a in y  w  obecności ko­
deiny. N ależy zaznaczyć, że w opracow anej m etodzie n ie uw zględniono 
oznaczania narceiny , k tó ra  zn a jd u je  się w w yciągu obok m orfiny . W po­
rów naniu  z m orfiną  w  reak cji z p -dw um ety loam inobenzaldehydem  narcei- 
na tw orzy zabarw ien ie  o znacznie m niejszej in tensyw ności. Ze względu na
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kilkadziesiąt razy  m niejszą je j zaw artość w  opium  nie może on a  w pływ ać 
na  dokładność oznaczenia m orfiny .

W opisanej m etodzie używ a się do reakcji barw nych  stężonego kw asu 
siarkow ego. Z tego pow odu stosow ane organiczne rozpuszczalniki nie mogą 
zaw ierać organicznych  zanieczyszczeń, bow iem  na  gorąco u legają  spaleniu 
z w ytw orzen iem  dodatkow ego zabarw ienia, k tó re  przeszkadza w  końcow ym  
ko lorym etrycznym  oznaczeniu. P rzed  użyciem  należy  je przedesty low ać 
i przechow yw ać w szczelnie zam kniętych  bu telkach .

N ajbardziej is to tnym  czynnikiem  uzyskiw ania p o w tarzalnych  w yników  
jes t jakość kw7asu siarkow ego, użytego do sporządzania odczynników  służą­
cych do w yw oływ ania reak cji barw nych. K w as pow inien być absolu tn ie  
bezbarw ny  o c. wł. 1,82 —  1,84 i nie m oże zaw ierać jonów  m eta li ciężkich. 
Jeżeli nie odpow iada ty m  wym ogom , należy  go przedesty low ać.

U żyw any p re p a ra t a ldehydu  p-dw um etyloam inobenzoesow ego pow inien 
być bezbarw ny  bądź o barw ie  słcm kow o-żółtej, o t.t. 74°C. T aki p re p a ra t 
w próbie ślepej daje pow yżej 90%  przepuszczalności w porów naniu  z wo­
dą destylow aną.

O pisaną m etodą m ożna w ykonać oznaczenie w  dw óch pow ierzen iach  
w ciągu jednego dnia roboczego.

S tre szcz en ie

1. Opisano ko lo rym etryczną m etodę m ikrooznaczania pięciu głów nych 
alkaloidów  opium , tj. m oriiny , nark o ty n y , p ap aw ery n y , kodeiny i teba iny .

2. M etoda polega na ilościowym  w yekstrahow an iu  alkaloidów  z odw od­
nionego opium  do m ieszaniny chloroform u z alkoholem  ety low ym  i n astęp ­
nie na ich rozdzieleniu  na trzy  następu jące  grupy:

a) m orfinę, b) n a rk o ty n ę  z p ap aw ery n ą  i c) kodeinę z tebainą .
3. K olorym etryczn ie oznacza się m orfinę oraz sum ę kodeiny i tebainy  

za pomocą reakcji b arw nej z aldehydem  p-dw um etyloam inobenzoesow ym  
w kw asie siarkow ym , tebainę w  obecności kodeiny  za pomocą reak cji b a rw ­
nej z około 29 N kw asem  siarkow ym , sum ę n a rk o ty n y  i p ap aw ery n y  od­
czynnikiem  zaw iera jącym  kw as m olibdenow y w  stężonym  kw asie siarko ­
w ym  oraz n a rk o ty n ę  w  obecności p ap aw ery n y  za pom ocą odczynnika za­
w ierającego kw as arsenow y w  m ieszaninie jednakow ych ilości kw asu  s ia r­
kowego i o-fosforowego.

4. O pisaną m etodą m ożna oznaczać kodeinę w gran icach  od 6 do 60 ug, 
pozostałe cz te ry  alkalo idy  w gran icach  od 10 do 100 ag każdego.

5. W edług opisanej m etody  m ożna oznaczać w ym ienione alkaloidy 
v/ jednej próbce opium  o wadze nie p rzekraczającej 50 mg.
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6. O znaczenie alkaloidów  w  opium  w dw óch pow tórzeniach m ożna w y­
konać w  ciągu jednego dnia roboczego.
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M M KPOM ETOÄ KOJIMMJECTBEHHOTO O nP E ^E JIE H M H  
nH TM  O C H O B H blX  A JIK AJIOM ßOB ORM fl

P  e  3 io  m  e

1. O n n c a H  KOJiopM M eTpM HecKnh MeTOg M H K poonpenejieH M H  ithtm 
ocHO BH bix a riK a.aoH noB onMH, T.e. MopcjjMHa, HapKOTMHa, n a n a B e p r iH a , k o -  
n e n H a  h  T eöaw H a.

2. M eT O ß COCTOHT B KOJIMHeCTBeHHOM 3KCTparMpOBaHMM ajIKajIOMZlOB 
H3 o 6 e3B O xceH H oro  o n w a  b CM ecb xjiopoc£>opM a m STaHOJia, a  3aTeM  b  h x  
pa3AejieHM M  H a Tpw c j i e n y i o i iw e  r p y n n b i:  a ) MopcjiMH, 6 )  H apnoT H H  c n a -  
naBepwHOM  m  b ) K o n en H  c  TeöawHOM.

3 . K ojiop w M eT p M H ecK M M  n y T e M  o n p e n e j im o T C H  M o p cjw H , a  T a i o x e  c y M -  
M a K O neH H a m T e ó a w H a  n p w  n o M o m w  u b c t h o m  p e a K i im i  c  n a p an M M eT M jiaM H -  
H o6eH 3 0 H H b iM  a j ib n e r n n o M  b c e p H o i i  KMCJiOTe; T eö a n H  b  n p u c y T C T B im  k o -  
n e m i a  —  n p n  n o M o ig M  L jB eT H oii peaK U M M  c, n p x 6 j in 3 M T e j ib H 0  2 9  h  c e p H o i i  
k m cjio to m ; c y M M a  H apK O T H H a H  n a n a ß e p M H a  —  peaK TM BO M , co p ;ep ? K a m w M  
MOJIMÓ^eHOByiO KMCJIOTy B KOHIieHTpM pOBaHHOM  C epH O il KMCJIOTe; HapKOTMH  
b  npH cyT C T B H H  n a n a ß e p H H a  n p n  noM OiRM  p eaK T M B a, c o n e p x c a m e r o  M b in ib -  
HKOByiO KMCJIOTY B CMBCM CepHOM M O-cjjO'CcfDOpHOM KMCJIOT, B3H T bIX  B p a B -  
H blX  KOJIMHeCTBaX.

4 . r ip n  n o M o m w  o n n c a H H o r o  M eT on a m o ä h o  o n p e n e jiH T b  KoneMH  
b n p e n e j ia x  o t  6 n a  6 0  iir , o c T a jib H b ie  x c e  u e T b ip e  ajiKajiOMHa b  n p e n e j ia x  
o t  10 n o  1 0 0  u r  K a x cn o ro .

5. ü o  B b im eyK a3aH H O M y M eTOßy m o jk h o  o n p e z je jii iT b  rrpM BeneHH bie  
ajiKajiOMHbi b  oa h o m  n p o 6 e  o n n n ,  bc c o m  He ö o j i e e  5 0  Mr.

6. O n p en e jieH M e  ajiKajioM HOB b  onMM MOxceT ö b it b  M cnojm eH O  b  T e u e -  
H ue OHHOro p a ö o u e r o  h h h  b  h b v x  riOBTopeHMHX.
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A COLORIMETRIC MICRODETERMINATION OF THE MAIN FIVE ALKALOIDS IN OPIUM

S u m m a r y

1. A colorim etric m icro d e te rm in a tio n  of th e  5 m ain alkaloids of opium : 
m orph ine, narco tine, papaverine , codeine and  th eb ain e  has been  described.

2. T he m ethod is based on th e  q u an tita tiv e  p artitio n  of th e  alkaloids 
in to  3 groups: a) m orphine, b) n arco tine  and  papaverine, c) codeine and 
thebaine . In  group 6 and  c the  sum s of bo th  alkaloids are determ ined , as 
w ell as narco tine  alone in the  p resence of papaverine , and thebaine alone 
in th e  p resence of codeine.

3. W ith  th is  m ethod  codeine can be d e term in ed  in am ounts from  
6— 60 ug, th e  rem ain ing  4 alkalo ids in  am ounts from  10— 100 ug each.

4. The w eight of the  analysed  sam ple of opium  need not exceed 50 mg.
5. A com plete analysis of a dup licate  sam ple of opium  can be ca rried  

out in one w orking day.
Otrzymano 20.2.1956 r.
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A. KRAWCZYK, W. OSTROWSKI, B. SKARŻYŃSKI

P O Ł Ą C Z E N IA  W IT A M IN U  B12 Z BIA ŁK A M I

V. CIĘŻAR CZĄSTECZKOWY FCŁĄCZENIA WITAMIN B12 BIAŁKO 
Z SUROWICY KRWI BYDLĘCEJ

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A . M . w Krakowie  
K ierow nik  prof. dr B . Skarżyński

W poprzedn ich  naszych p u b lik ac jach  [13], [14], [15], [19] w ykazaliśm y 
egzystencję  i opisaliśm y pew ne w łasności połączenia w itam in  B i2-bialko, 
w ystępu jącego  w  surow icy  k rw i zw ierzęcej, nazw anego przez nas e ry tro -  
g lobulinem . D la bliższej ch a rak te ry zac ji tego p ro te idu  oraz dla porówm ania 
z innym i pcdobnym i połączeniam i, w yosobnionym i z innych  m ateria łó w  
biologicznych, w skazane było określen ie  rzędu w ielkości ciężaru cząstecz­
kowego te j su b s tan c ji białkow ej. W ty m  celu zastosow aliśm y m etodę dy ­
fuzji przez p rzeg ro d y  porow ate opracow aną przez N o r t h r o p a  i A n - 
s o n a  ' [12]......................................................................................................... ..

Z aletą m etody  N o rth rcp a  i A nsona jes t jej p rosto ta  i w zględnie dosyć 
duża dokładność, osiągalna p rzy  zachow aniu  odpow iednich w a ru n k ó w  do­
św iadczenia. Szczególnie k o rzy stn ą  w łaściw ością te j m etody  jes t możność 
określan ia  c iężaru  cząsteczkow ego b iałka znajdującego się w m ieszanin ie 
z innym i sk ładn ikam i, o ile ty lk o  badane białko w yróżnia się w  jak iś  ch a­
rak te ry s ty czn y  sposób od tych  sk ładn ików  [6], M etoda polegająca na zasto­
sow aniu p o ro w ate j p rzeg rody  by ła  już  n ie jednokro tn ie  używ ana dc ok reś­
lania c iężaru  cząsteczkow ego różnych  białek  oraz do badania ich jed n o ro d ­
ności [4], [11], [18]. D okładne opracow anie teore tycznych  zasad te j m etody 
jes t podane przez A n s o n a  i N o r t h r o p a  [3] oraz przez G o r ­
d o n a  [7].

W Y Z N A C Z E N IE  ST A ŁE J SĄCZKA [12]

Do badan ia  w spółczynnika d y fu z ji na podstaw ie m etody p rzegrody  po­
row atej n ad a je  się n a jlep ie j —  zdaniem  w ielu au to rów  —  sączek ze szkła

i-w li
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spiekanego, p rodukow any  przez firm ę Schott w Jen ie  pod sym bolem  G-4 
(średnica kanalików  5-15 r).

S tosow aliśm y te  sączki w kształcie zaznaczonym  na rys. i o obj. 
V =  49-64 mi, efek tyw nej pow ierzchni p ły tk i ok. 34 cm - (średnica ok. 
6,5 cm), grubość p ły tk i ok. 2,3 m m . O bjętość sączka oznaczano ważąc go 
przed i po napełn ien iu  ttfodą. Sączek przed  użyciem  gotow ano w stężonym  
kw asie azotow ym , następn ie  p rzep łuk iw ano  w oaą desty low aną, w ciągając 
wodę przez p ły tkę  za pom ocą pom py w odnej. B adany roz tw ór w ciągano do 
sączka rów nież p rzy  zastosow aniu pom py próżniow ej, p rzy  czym  pierw szą 
porcję w ciągniętego p ły n u  w ylew ano z pow rotem  celem  w y p łukan ia  i w y­
pędzenia pow ietrza z kanalików  p ły tk i. Po n ape łn ien iu  roztw orem  da w y­
sokości ku rk a , k u rek  zam ykano i sączek w staw iano  do zlew ki zaw iera jącej 
tę  sam ą objętość w ody, jak a  odpow iadała objętości sączka. Z ew nętrzna po­
w ierzchn ia p ły tk i m usi być rów noległa do pow ierzchni p ły n u  w  zlewce 
i sty k ać  się z n ią całkow icie. W ten  sposób zestaw ioną ap a ra tu rę  pozosta­

wiano na JV2 godz. w tem p. pokojow ej, aby mógł 
przedyfund.ow ać roztw ór zaw arty  w  kanalikach  
p ły tk i, a następn ie  sączek przenoszono do drugiej 
zlew ki z w ofą , stosu jąc się do pow yżej podanych 
przepisów . W celu rów nom iernego rozprow adza­
nia ciepła ap a ra tu rę  w staw iano  do grubościenne- 
g.j bloku m iedzianego' i um ieszczano w te rm o sta ­
cie o odpow iedniej tem p era tu rze  Po upływ ie 
określonego czasu d y fu z ji sączek w yjm ow ano  ze 
zlew ki i w ypychano przez p ły tk ę  zaw arty  w  nim  
roztw ór. R oztw ór ten , jak  rów nież zaw artość 
zlew ki używ ano do analizy.

S ta łą  sączka K w tem p. 25° w yznaczano za 
Rys. 1. U rządzen ie do pomocą 0,01 N KC1, p rzy jm u jąc  jako  w artość 
oznaczan ia  ^ s t a ł e j  dy - WSpółczynnika dyfuz ji D.,5o —  1 ,836  x  1 0 '5 cm 2

sek.*1. (wg G o r d o n a )  [7], Ilość przedyfuradow a­
nej substancji u sta lono  oznaczając chlorki m etodą M ohra. S ta łą  sącz­
ka w tem p era tu rze  5° w yznaczono używ ając 1 N NaCl o w spółczynniku 
dy fuz ji D^o — 83>3 x  10'7 cm 2 sek -1 (wg O h o l m a )  [16]. W szystk ie roz­
tw ory  do badań  dy fuzy jnych  przygo tow yw ano  używ ając w ody podw ójn ie  
desty low anej i w ygotow anej, gdyż rozpuszczony w  w odzie COo w ydziela 
się w  czas;e d y fuz ji i za tyka k an a lik i sączka. T ablica 1 zaw iera w yniki 
oznaczeń stałej K  sączka, k tó rą  ~1~1:----- o z w zoru:

gdzie D =  w spółczynnik d y fuz ji roztw oru  wzorcowego, dyfundującego  
w czasie t, Q ~  ilość ml przedyfundow anego roztw oru .
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T a b l i c a  1 
Sączek G-4, V—49,3 ml, temp. 5°

t sek. Q ml K

1 7 200 1,57 0,0382
2 1 0  800 2,36 0,0382
3 2 0  1 0 0 4,04 0,0379

średnia 
śr. 0 . —

0,0381
±0,0004

%

roztw oru  w ew nątrz  sączka, tzn. 
czano stałe  innych  sączków.

Z nając sta łą  K  sączka obliczono 
w spółczynnik  dy fuz ji substancji ba­
danej z rów nania:

N ależy podkreślić, że aby móc 
stosow ać w zór (1) i (2) stężenie roz­
tw o ru  C2 w  zlewce na początku do­
św iadczenia, tj. w  czasie t =  0, m u ­
si się rów nać 0, a objętość roz tw oru  
w zlew ce m usi rów nać się objętości 

Vi =  V->. W analogiczny sposób w yzna-

C zęść d o św ia d c z a ln a  i w y n ik i

W celu skontro low ania m etody rozpoczęto od szeregu oznaczeń su b s tan ­
cji zarów no białkow ych, jak  i n ieb iałkow ych  o znanym  w spółczynniku d y ­
fuzji. Tablica 2 podaje w yniki oznaczeń sta łe j dyfuz ji k rystalicznego  w ita - 
m inu B12 (f-m y R i c h t e r ,  B udapeszt). Sporządzono roz tw ór w odny w i- 
tam inu , zaw ierający  28 mp-g/ml i po odpow iednim  czasie dy fuz ji oznaczano 
ilość przedyfundow anego w itam inu  m etodą m ikrobiologiczną [15].

Dość znaczne w ahania w arto ś­
ci uzyskanych w poszczegól­
nych oznaczeniach przypuszczalnie 
tkw ią głów nie w  błędach n ieu n ik ­
nionych p rzy  stosow aniu m ikro­
biologicznej analizy stężenia w ita ­
m inu. S ta ła  dyfuzji dla B I2 w 
tem p. 20° oznaczona inną m etodą 
w ynosi w edług danych z p iśm ien­
nictw a 4,44 x 10'6 cm 2 sek.-1 [5].
W edług teoretycznych  obliczeń 
w spółczynnik D2.0 w inien w yno­
sić ok. 5,5.

O ZN A C Z EN IE W SPÓ ŁC ZY NNIK A D Y F U Z JI O RAZ C IĘŻAR U CZĄ ST EC ZK O W EG O  LIZO ZY M U, 
O KSY HEM O G LO BINY I KOM PLEKSU W IT A M IN  B l?-BIAŁKO

Z nając w spółczynnik dy fuz ji m ożna obliczyć ciężar cząsteczkow y danej 
substancji na podstaw ie określen ia  p rom ien ia  cząsteczki z w zoru E insteina:

T a b l i c a  2

W yznaczanie współczynnika dyfuzji krystalicz­
nego witaminu B12. Sączek G-4, V—64,0 ml,

K—0,1401 w temp. 25°

I sek. O ml 1 0 ' 6  cm 2  sek ’ 1

1 90 000 3,24 5,05
2 173 000 6,05 5,27
3 176 200 6,19 4,89

średnia 5,07
śr. 0 . ±  0.41
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R T 1
<3 >  "  =

gdzie: R —  stała  gazowa
T —  tem p e ra tu ra  bezw zględna 
N  —  liczba A yogadry  
r  —  prom ień  cząsteczki w  cm 
t] —  lepkość w ody w  danej tem p.

Po obliczeniu p rom ienia r, c iężar cząsteczkow y w yliczyć m ożna z wzoru:

4
(4) M  =  —  z  r3 gIV

gdzie- M  —  ciężar cząsteczkow y
g —  ciężar w łaściw y białka, 1 ,30—  1,33 g e m '3 
N  —  liczba A yogadry

Lizozym  uzyskano z b ia łka  ja ja  kurzego wg m etody  A ldertona i Feyolda 
[1]. P re p a ra t ten  k rysta lizow ano  d w ukro tn ie  z roz tw oru  5%  NaCl p rzy  pH 
9,5-10,0, używ ając do b ad an ia  roz tw ór o stężen iu  1,325 m g lizozym u 
w 1 m l H 20 . Ilość p rzedyfundow anego lizozym u oznaczano nefelom etrycz­
nie m etodą tan inow ą [10], O kreślony  przez nas w spółczynnik  dyfuzji dla 
lizozym u w tem p era tu rze  5° w ynosił 8,55 x  10~7, s tąd  r =  1,55 a ciężar czą­
steczkow y ok. 13 000. D ane w  lite ra tu rz e  o k reśla ją  D 0 dla lizozym u jako  
11,2 x 10'7, z czego w ynika ciężar cząsteczkow y ok. 14 —  17 000 [2], U zyska­
na przez nas w artość jes t więc niższa w porów naniu  z danym i lite ra tu ry . 
P rzyczyna różnicy tkw i praw dopodobnie w zanieczyszczeniach naszego p re ­
p a ra tu  lizozym u, gdyż znalezioną przez nas w artość stw ierdzano  każdora­
zowo przy  k ilk ak ro tn y m  p o w tarzan iu  dośw iadczenia.

Inne kon tro lne  oznaczenia p rzeprow adzaliśm y z oksyhem oglobiną k rw i 
końskiej, o trzym aną wg m etody  H eidelbergera [9], p rzek rysta lizow aną 
z wody z dodatkiem  12°/o etanolu . P rzem y te  k ry sz ta ły  HbC)2 rozpuszczano 
w  wodzie sporządzając roz tw ór o stężeniu  12 m g/m l. Ilość p rzedyfundow a- 
nej H b 0 2 oznaczano spek tro fo tom etryczn ie , na podstaw ie w spółczynnika 
ekstynkcji p rzy  500 mu-. Tablica 3 podaje w ynik i oznaczeń w spółczynnika 
dy fuz ji oraz w ypośrodkow anego na tej podstaw ie ciężaru  cząsteczkowego.

Ciężar cząsteczkow y H b 0 2 k rw i końskiej oznaczony m etodą osm om e- 
tryczną w yraża się cy frą  średn io  67 000 [17], W yniki nasze są w ięc nieco 
wyższe, podobnie jak  w  p rzypadku  lizozym u w artości uzyskane przez nas 
są nieco niższe od w artości uzyskanych  na podstaw ie innych  m etod. N ie­
m niej zgodnym  je s t rząd  w ielkości i to u p raw n ia  nas do stosow ania pow y­
żej opisanej m etody  w celu ok reślen ia  rzędu  w ielkości m asy  cząsteczkow ej 
ery trog lobu linu .
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W celu oznaczania ciężaru  cząsteczkow ego ery tro g lo b u lin u  użyto fra k ­
cję F-2, w yosobnioną z surow icy k rw i bydlęcej wg przepisu  podanego 
w jed n e j z poprzednich  naszych prac [14]. R oztw ór poddaw any badan iu  za­
w iera ł ery tro g lo b u lin  w stężeniu  200-600 Rug/ml w przeliczeniu  na w itam in

T a b l i c a  3

Współczynnik dyfuzji i ciężar cząsteczkoiuy H b 0 2; sączek 
G-4, V—49,3 ml, K —0,0381 u j  iemp. 5°

t sek. Q ml D 5 0

X 1 0 ' 7
x ić - 7  

cm
M

1 28 400 0,346 4,72 2,81 73 000
2 61 900 0,766 4,71 2,82 74 000
3 87 000 1,087 4,75 2,80 72 400

średnia — — _ _ 73 000
śr. 0 . — - - ±500

E i2. Poniew aż roz tw ór przygotow ano w  0,01 N NaCl, dyfuzję  przeprow a­
dzano rów nież do roz tw oru  NaCl, a n ie do czystej w ody. Ilość przedyfundo- 
w anego ery trog lobu linu  obliczano na podstaw ie m ikrobiologicznych ozna­
czeń w itam inu  B 12 uw olnionego z kom pleksu p rzez  au tok law cw anie  [15j. 
Poniew aż część w itam in u  B 12 znajdow ała się w  badanym  roztw orze za-

T a b l i c a  4

Współczynnik dyfuzji i ciężar cząsteczkoiny kompleksu initamin 
B1 2  - białko. Sączek G-4, V-51,2 ml, K-0,0758 u j  temp. 5°

t sek. Q ml
D 5 0

x i o - 7 x i ° - 7

M

1 165 000 1,14 5,21 2,55 56 200
2 173 000 1 , 2 2 5,35 2,48 51 700
3 310 000 2,38 5,82 2,29 41 500

średnia 
śr. 0 . — _

50 000 
± 5  000

rów no przed  dyfuzją , jak  i po dy fuzji w postaci w olnej, oznaczano osobno 
w itam in B 12 zn a jd u jący  się w  w olnym  stan ie  i w itam in  B 12 zw iązany, o d e j­
m ując te w artości od ogólnej ilości w itam inu . W yniki pom iarów  podane 
są w tab licy  4.
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U derzające są w ty m  w ypadku  dosyć znaczne różnice w artości uzyska­
nych  w  poszczególnych oznaczeniach, o w iele w iększe od różnic, jak ie za­
znaczały się p rzy  określan iu  ciężaru cząsteczkowego oksyhem oglobiny. Róż­
nice te  n iew ątp liw ie w yn ika ją  z pokaźnego błędu  dośw iadczalnego, jak im  
obarczona jes t m ikrobiologiczna m etoda oznaczania w itam inu  B j2 ( i  20°/o). 
Jeżeli poza ty m  w eźm iem y pod uw agę tę  okoliczność, że w  czasie długo­
trw ałego  dośw iadczenia pew ien odsetek  cząsteczek ery tro g io b u lm u  może 
ulec dysocjacji na część białkow ą i w itam in  B i 2, dochodzim y do w niosku, że 
uzyskane przez nas w artości nie mogą być ścisłe, lecz jed y n ie  o rien tu ją  
nas ogólnie w rzędzie wielkości, w  jak im  m usi obracać się ciężar cząstecz­
kow y połączenia w itam inu  B i2-białko  w ystępującego w* surow icy krw i 
bydlęcej.

O m ó w ie n ie  w y n ik ó w

Jed y n ie  dostępna dla nas m etoda oznaczania ciężaru cząsteczkowego 
białka na  podstaw ie w spółczynnika d y fuz ji dała nam  w  p rzypadku  kon­
tro ln y ch  badań p rzeprow adzonych  z lizozym em  i z oksyhem oglobiną k rw i 
końskiej w artości nieco różne od tych, jak ie  uzyskano za pom ocą bardziej 
dokładnych  m etod. W każdym  razie uzyskane przez nas w yn ik i poszcze­
gólnych oznaczeń są na ogół zgodne m iędzy  sobą i leżą w  rzędzie w ielkości 
ciężaru  cząsteczkow ego b ia łek  kon tro lnych , oznaczonego m etodam i bardziej 
p recyzy jnym i. F ak t ten  u p raw n ia  nas do w niosku, że w artość 50 000 dla 
ciężaru  cząsteczkow ego e ry tro g lo b u lin u  —  jakko lw iek  nie będzie w artością  
dokładną —  leży w rzędzie w ielkości rzeczyw istego ciężaru  cząsteczkowego 
tego połączenia w itam inu  B j2 z b iałkiem . Na uw agę zasługuje fak t, że w y­
dzielone przez nas połączenie posiada ciężar cząsteczkow y bardzo zbliżony 
do ciężaru  cząsteczkowego analogicznego kom pleksu w yosobnionego przez 
G r e g o r y  i H o l d s w o r t h a  [8] z serw atk i m leka św ińsk ie­
go (55 000).

Uzyskane przez nas w ynik i stanow ią  dalsze uzupełn ien ie cech ch a rak te ­
ryzu jących  b ad an y  przez nas p ro te id  w ystępu jący  w surow icy bydlęcej.

S tre szcz en ie

Stosując m etodę dyfuzji przez p ły tk i porow ate wg N orth ropa  i Ansona, 
oznaczono w spółczynnik  dyfuzji i wyliczono ciężar cząsteczkow y e ry tro g lo ­
bulinu, połączenia B j2 z b iałk iem , w ystępującego  w  surow icy k rw i byd lę­
cej. W spółczynnik dyfuzji D .0 w  0,01 M NaCl, w ynosi 2^5,45 x  10'7 cm 2 
s e k '1, skąd prom ień  cząsteczki r 2 ,4 4 x 1 0 '7 cm  i ciężar cząsteczkow y 
50 000 ±  5 000.

406
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I lp ilM e H H H  MGTOfl, AM 4>c|)y3M M  H e p e 3  n o p M C T b ie  nJiaCTW H K M  n o  H o p T p o -  
n y  n  A h c o h y ,  o n p e ^ e j i n . n n  K c a c jx ^ r m n e H T  A H cfjc jD yB w i M b b i h m c j i h j i h  MOJie- 
K y jiH p H b m  Bee a p M T p o r j i o S y j m H a ,  c o e f lM H e H M a  B 12 c d e jiK O M , B b i c T y n a i o -  
m ero b  c b iB o p o x K e  k p o b h  p o r a T o r o  C K O T a. K o a c jo c ^ m in e H T  ,o;nc]D(}Dy3MM Dr." 
b  0,01 M NaCl paBHaeTCH ^  5,45 X 10~7 c m 2 cex-1, OTKy^a pa^nyc m o -  
jieKyjiti r  ^  2,44 X 10"7 c m , a MO.neKyjiHpHBiM b c c  50.000 -  5000.

PR O T E IN —VITAMIN B 1 2  COMPLEXES 

S u m m a r y

The au thors hav e  used the  porous p la te  d iffusion  m ethod  of N orth rop  
and Anson for d e te rm in in g  th e  d iffusion  coefficien t and  m olecu lar w eight 
of e ry th rog lobu lin , a com plex of v itam in  B 12 and  p ro te in , p re sen t
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in th e  serum  of ox-blood. The diffusion coefficient D5o in 0.01 M NaCl 
is 5.45 x  10"7 cm 2.sec '1, hence, m olecular rad iu s  r  ę ^ 2 .4 4 x l 0 '7 cm. 
and th e  m olecu lar w eight 50,000 ±  5,000.

O trzym ano  26.3.1956 r.

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  

Vol. I I I  1956 . NO 3

I

A. KRAWCZYK, W . OSTROWSKI, B. SKARŻYŃSKI

P O L A R O G R A F IC Z N IE  CZYNNE SU B ST A N C JE  W SU R O W IC Y  
KRWI

Z  Zakładu Chemii Fizjologicznej A .  M . w Krakowie  
K ierow nik prof. dr B . Skarżyński

W o sta tn ich  la tach  p rzed  w ojną B r d i ć k a  [2] opublikow ał dane d o ty ­
czące opracow anej przez niego tzw. f iltracy jn e j reakcji po larograficznej, 
zastosow anej do badan ia  surow icy  k rw i w  celach diagnostycznych. M etoda 
czeskiego badacza w zbudziła bardzo żyw e za in teresow anie  w y rażające  się 
w licznych doniesieniach z różnych  p racow ni [13]. R eakcja B r  d i ć k i po­
lega na re je s tro w an iu  fa li po larograficznej w  przesączu surow icy  uzyska­
nym  po zadan iu  tej cieczy kw asem  su lfcsalicy low ym , w obecności am o n ia­
kalnego roz tw oru  soli kobaltu  lub zw iązków  am inokobaltow ych. W edług 
B r d i ć k i  i w ielu  innych  badaczy, w y b itn y  w zrost te j fa li d a je  się 
stw ierdzić w  surow icach  patologicznych, a szczególnie w surow icach osob­
ników  obarczonych now otw oram i.

B r d i ć k a  u trzy m y w a ł p ierw o tn ie , że przyczyną w zrostu  w ysokości 
fali po larograficznej bezbiałkow ego przesączu surow icy  k rw i ' są rozpusz­
czalne w  kw asie  su lfosalicy low ym  p ro d u k ty  rozpadu białka. W a 1 d- 
s c h  m  i d t-L  e i t z [13] doszedł do w niosku, że odpow iedzialną za odczyn 
polarograficzny  B r d i ć k i  je s t jakaś su b stan c ja  o ch a rak terze  m u kopro - 
teidu, k tó re j zaw artość m a w zrastać  szczególnie w schorzeniach now otw o­
row ych. Badacz ten  [13] w y trąc ił alkoholem  z przesączu po cdb ia łczen iu  
surow icy  kw asem  sulfosalicy low ym  frak c ję  b iałkow ą, zaw iera jącą  g iikcza- 
m inę i cechu jącą  się w y b itn ą  ak tyw nością  polarograficzną. B adan ia 
W a l d s c h m i d t  a-L  e i t  z a rozw inął W i n z 1 e r  w raz ze w sp ó łp ra ­
cow nikam i [14], [16], [17] w ykazu jąc, że po larograficzn ie czynna su b stan c ja  
re je s tro w an a  w  reak c ji B r d i ć k i  jes t m ukopro te idem  w ęd ru jący m  
z frak c ją  « 1-g lobulinow , cechu jącym  się w y b itn ie  kw aśnym  ch a rak te rem  
(punk t izoelek tryczny  -- pH  1,8) o ciężarze cząsteczkow ym  ok. 40 009. 
W ow ym  m u kopro te iaz ie  stw ierdzono  obecność glikozam iny, galak tozy  
i m annozy. S u b stan c ja  ta  je s t c iep ło trw ałą , n ie w ypada z ro z tw o ru  p rzy
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ogrzew aniu surow icy w  80° p rz y  pH 4,7 [11], a d a je  się w ytrącić  alkoho­
lem  lub acetonem  albo p rzy  ca łkow itym  nasycen iu  roz tw oru  siarczanem  
am onu [14]. Zaznaczyć przy ty m  należy, że podobny odczyn polarograficz­
ny daje  m ukoid  uzyskany  z b ia łk a  ja ja  kurzego , zaw iera jący  te  sam e cu ­
krow ce i cechujący się tak im  sam ym  sk ładem  am inokw asow ym  jak  m uko- 
p ro teid  W inzlera [15].

H o  m o l  k a [6] s tosu jąc  kom binację e lek tro fo rezy  bibułow ej surow i­
cy i polarografii poszczególnych frak c ji b iałkow ych badał rozm ieszczenie 
polarograficznie czynnej su b stan c ji w  frak c jach  białkow ych surow icy, 
stw ierdzając, że substancja  pow odująca najw yższą falę polarograficzną w ę ­
d ru je  z frakcją  aj-g lobulinów . P osługu jąc się sposobem  postępow ania H o- 
m  o 1 k i stw ierdziliśm y w jed n ej z naszych p rac  [10], że p rzy  gruźlicy skó­
ry, a zw łaszcza w  przypadkach  leczonych tiosem ikarbazonem , w zrost fali 
polarograficznej w  surow icy  łączy się z w ystępow aniem  jak ie jś  substancji 
w ędru jące j głów nie z frak c ją  a 2- i ¡3-globulinów. F ak t ten  n asuną ł p rzy ­
puszczenie, że w surow icy k rw i w y stęp u je  w ięcej niż jed n a  substancja  po­
larograficznie czynna. Dla w y jaśn ien ia  tego zagadnienia badaliśm y sy ste­
m atycznie szereg surow ic osobników  praw id łow ych  i p rzypadków  patolo­
gicznych, zw racając uw agę przede w szystk im  na  rozm ieszczenie substancji 
polarograficznie czynnych w  różnych  frak c jach  b iałkow ych surow icy, uzys­
kanych  zarów no przy  pom ocy e lek tro fo rezy  bibułowrej, jak  i p rzy  zastoso­
w aniu klasycznej juz dziś m etody  Cohna.

1. RO ZM IESZCZENIE PO LA R O G R A FIC Z N IE C Z Y N N Y C H  SU B S T A N C JI W FRAKCJACH BIAŁK OW YCH  
SU R O W IC Y , R O ZD ZIEL A N Y C H  PRZY PO M O C Y ELEKTROFOREZY

a) M etoda. Posługiw aliśm y się zasadą, n a  k tó re j opiera się postępow a­
nie H o m  o 1 k i [6], tzn. po p rzep row adzen iu  rozdziału e lek tro fo re ty cz- 
nego surow icy na szerokim  pasku  bibuły, odcinaliśm y z niego podłużny 
skraw ek, na k tó rym  przez odpow iednie w y barw ien ie  usta la liśm y  rozm iesz­
czenie poszczególnych frak c ji b iałkow ych. Z pozostałego nie barw ionego 
paska b ibu ły  przygotow yw aliśm y poprzeczne w ycinki, odpow iadające po­
szczególnym  frakcjom . Z w ycinków  tych  w yciągaliśm y białko roztw orem  
0,9°/o NaCl, po czym  w  każdej uzyskanej w  ten  sposób frak c ji białkow ej 
przeprow adzaliśm y polarograficzny  p om iar wg klasycznej m etody  
B r  d i c k  i. Poniew aż u i-g lo b u lin y  nie zawsze oddzielają się dobrze od 
album inów , obie frakcje  badano razem . Ten sposób postępow ania nie mógł 
m ieć większego w pływ u na ocenę zaw artości po larograficzn ie  czynnej sub ­
stancji w e frak c ji ai-g lobulinów , gdyż w  w aru n k ach , w  k tó rych  p rzep ro ­
w adzaliśm y doświadczenia, frak c ja  album inow a w ykazu je  z re g u ły  ty lko 
nieznaczny odczyn polarograficzny.

E lek troforezę bibułow ą przeprow adzano  stosu jąc m etodę i a p a ra tu rę
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up rzed n io  przez n as  opisaną [8]. O znaczenia polarograficzne p rzep row a­
dzano posługu jąc  się ap a ra tu rą  H eyrovsky’ego z k rop low ą e lek tro d ą  rtęcio­
wą. W ysokość fali m ierzono na odciętej odpow iadającej —  1,6 V, stosu jąc
4 -w oltow y ak u m u la to r i p o larog rafu jąc  p rzy  czułości 1/15.

b) W yniki. W pow yżej opisany sposób zbadano 37 p raw id łow ych  i pa­
tologicznych surow ic stw ierdzając, że po larograficzn ie czynna substancja  
w ę d ru je  zarów no z u j-, ja k  i a2 oraz ^-globulinam i, p rzy  czym  w  surow i­
cach osobników  praw in łow ych  wysokość 
fali po larograficznej jest najw yższa w fra k ­
cji a i-g lobulinów . In tensyw ność odczynu 
w frak c ji cc2-  i p-globulinów  w  surow icach  
p raw id łow ych  jes t stosunkow o m ała; w  y-  
g lobulinach  nie sp o ty k am y  nigdy odczynu 
polarograficznego Brdićki.

S y tu ac ja  p rzed staw ia  się odm iennie 
w w iększości surow ic patologicznych. W 
w ielu  w y padkach  w ysokość fa li po laro­
graficznej cechującej a 2-globuliny  jest 
znacznie w yższa niż w ysokość te j fali 
w cn-globulinach. W ybitn ie  nasila się rów ­
nież często odczyn po larograficzny  w  P- 
globulinach. y -G lobuliny  zawsze dają  u je ­
m ny odczyn B rdićki. W zajem ny stosunek  
wysokości fali po larograficznej dla trzech  
frakcji b iałkow ych  je s t w  różnych p rzy ­
padkach różny. W dw óch p rzypadkach  nie 
stw ierdzono np. zupełn ie  odczynu po laro­
graficznego w P-globulinach, w jednym  
przypadku (anaem ia) stw ierdz iliśm y  zdu­
m iew ająco niską fa lę polarograficzną fra k ­
cji ai-g lobulinów .

B adane surow ice u ję to  w  trzy  g rupy : 1) 
surow ice praw id łow e, 2) surow ice z p rzy ­
padków  patologicznych, w  k tó ry ch  w zrost 
wysokości fa li po larograficznej w  poszcze­
gólnych frak c jach  by ł bardzo znaczny 
w  po rów naniu  z w artościam i p raw id ło w y ­
mi, 3) surow ice patologiczne, w  k tó ry ch  
odczyn po larograficzny  b y ł n iew iele sil­
n iejszy  od odczynu su row icy  p raw id łow ej lub  n aw et w yrażał się w a rto ­
ściam i niższym i od p raw id łow ych . Tablica 1 podaje cyfrow e w y n ik i ba-

Rys. 1. G raficzne  p rz e d s ta ­
w ien ie  w y stęp o w an ia  p o la ro ­
g raficzn ie  czynnych  su b s ta n ­
c ji: a) w  su row icy  p ra w id ło ­
w ej, b) w  zap a len iu  m iąższo­
w ym  w ą tro b y  (p rzypadek  26 
z tab l. 1 ), c) w  nerczycy  (p rzy ­

p a d e k  7 z tab l. 1.)
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T a b l i c a  1

W ysokość fali polarograficznej w poszczególnych frakcjach biał­
kowych. Liczby przedstawiają wysokość fali w mm

Nr su­
rowicy Przypadek A + S « 2

I I 
0  „ i

1 r

39 surowica prawidłowa 6 8 14 i i 0

43 surowica prawidłowa 33 8 6 0

44 surowica prawidłowa 90 1 0 18 0

52 surowica prawidłowa 61 7 19 0

53 surowica prawidłowa 19 2 1 0 0

II grupa

55 kłębuszkowe zapalenie
nerek 72 94 2 0 0

56 rak macicy 125 1 1 1 130 0

61 gruźlica płuc 130 118 175 0

2 0 rak żołądka 67 71 13 0  !
26 zapalenie miąższowe

wątroby 108 33 48 0  i

30 białaczka szpikowa chro­
niczna 1 1 1 72 5 0

1 1 Erythematodes acutus 62 35 35 0

1 2 marskość wątroby 72 93 0 0

46 reumatyzm 1 0 1 ’ 18 138 0

50 anemia ostra 5 155 60 0

51 mięsak 1 0 0 70 8 0

35 nadnerczak 8 6 51 0

0  !
. . . .

III grupa

34 szpiczak 73 30 9 0  i
40 plazmocytoma 36 23 8 0

41 chroniczne zapal, szpiku 2 0 16 4 0

57 choroba Cushinga 47 54 34
0  1

58 gruźlica płuc 32 6 2 o
59 gruźlica płuc 2 2 46 13 0

60 gruźlica płuc 34 6 8 23 0

28 nerczyca 57 36 3 0

31 rak szyjki macicy 98 2 1 3 0  i

32 białaczka 52 5 16 0

33 białaczka 71 34 16 0

4 1 2
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Ciąg dalszy tabl. 1

Nr su ­
rowicy Przypadek A + a  j “ 2 P T

1 zapalenie wątroby 
miąższowe 44 24 23 0

5 żółtaczka zakaźna 23 7 '  6 0

7 nerczyca 15 1 1 23 0

15 zapalenie gruczołów 
chłonnych chroniczne 26 27 26 0

18 zapalenie szpiku 2 1 19 15 0

47 konflikt serologiczny Rh 60 19 27 0

48 konflikt serologiczny Rh 17 48 2 0

49 rak płuc 44 53 8 0

d ań  poszczególnych surow ic, u g rupow anych  wg pow yżej podanych  k ry ­
teriów  (por. rów nież rys. 1).

Z danych  zaw arty ch  w  tab l. 1 w ynika, że w  surow icy ludzkiej w y stęp u ­
ją  co n a jm n ie j trzy  różne polarograficznie czynne substancje , k tó rych  za­
w artość  nie pozostaje w żadnej w zajem nej zależności, zm ieniając się 
w  różnych  p rzypadkach  patologicznych. N ieste ty  w artości uzyskane przez 
n as nie stanow ią cech ch arak te ry sty czn y ch  dla poszczególnych typów  scho­
rzeń, jak  o ty m  m ożem y sądzić na po d sta­
w ie naszego szczupłego m ateria łu  dośw iad­
czalnego. ' ' ' ' ' '

W szystkie pow yżej om ówione badania 
p rzeprow adzane by ły  na surow icy  rozdzie­
lanej e lek tro fo re ty czn ie  w  buforze w ero- 
nalow ym  p rzy  pH 8,6. P oddając e lek tro ­
forezie surow ice w  buforze octanow ym  
o pH 4,2 uzysku je  się odm ienne rozm iesz­
czenia polarograficznie czynnych  su b stan ­
cji w poszczególnych frak c jach  białkow ych 
(por. rys. 2). Znacznie w iększa ak tyw ność 
polarograficzna cechuje album iny  i a2-glo- 
buliny. N atom iast w  y-g lobulinach nie 
stw ierdza się odczynu polarograficznego, 
podobnie jak  wówczas, gdy surow ica jes t rozdzielana p rzy  pH 8,6. R ów ­
nież i te fa k ty  p rzem aw iają  za egzystencją  k ilku  n iezależnych od siebie 
różnych polarograficznie czynnych  substancji.

mm-

Rys. 2. O dczyn p o la ro g ra ficz ­
ny  w e frak c jach  surow icy  
ludzk ie j po rozdzie len iu  w  b u ­
forze oc tanow ym  o pH  4,2 
y  — 0,05, s — 1/100; w a r ­
tości rzędne j w sk azu ją  w yso­

kość fa li
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2. RO ZM IESZCZENIE PO LA R O G R A FIC Z N IE C Z Y N N Y C H  S U B S T A N C JI W E  FRAK CJACH  C O H N A

a) M etoda. U żyw aliśm y frak c ji b iałek  su row icy  o trzym anych  m etodą 
C ohna N r 10 [4j, uzyskanych dzięki uprzejm ości In s ty tu tu  H em atolcgii 
w  W arszaw ie. N iek tóre frak c je  (IV +  V i VI) o trzym aliśm y  w  naszym  Za­
kładzie posługując się m etodą C ohna N r 11 [7].

20 mg suchego proszku b adanej frak c ji rozpuszczano w  1,5 m l 0,9°/« 
NaCl, po czym  codaw ano 1,5 m l bu fo ru  octanow ego o pH 4,7 i m ieszaninę 
ogrzew ano w 80° przez k ilka  m in u t. Po odsączeniu  osadu w y trąconych  b ia­
łek dodaw ano do 1 ml przesączu 1 m l odczynnika kobaltow ego B rdićki i m ie­
szaninę polarografow ano.

b) W yniki. Rys. 3 p rzedstaw ia  wysokości fa l po larograficznych  w po­
szczególnych frakcjach . F rak c ja  I (fibrynogen) oraz  II (y-globuliny) nie za­
w ie ra ją  polarograficznie czynnych substancji. W pozostałych frakcjach  
zawsze w ystępu je  odczyn po laro ­
graficzny, na jbardzie j in ten sy w n y  
we frak cji VI, w ypadające j p rzy  
najw yższym  stężeniu  etanolu . Do­
syć w yraźną polarograficzną ak ty ­
wność okazują rów nież frakcje  
III-3  oraz IV-4. F rak c ja  V (albu­
m iny) okazuje ty lko słabą falę p o ­
larograficzną.

F rak c ja  a lbum inu  uzyskana m e­
todą Cohna, poddana ciągłej e lek ­
troforezie b ibułow ej [9] w  buforze 
octanow ym  o pH 4,2, rozpada się 
na 2 głów ne frakcje , k tó re  zeb ra­
liśm y w 8 oddzielnych o db iera ln i­
kach (por. rys. 4). Rys. 4 p rzed sta ­
w ia w ysokości fa l po larograficznych  w przesączach  poszczególnych p ró ­
bek rozdzielanego w  pow yższy sposób album inu . W ykres p rzedstaw ia  dw a 
w yraźne szczyty  ak tyw ności po larog raficznej, św iadczące o tym , że w  a l­
b um inach  surow icy  ludzkiej o trzy m an y ch  m etodą Cohna, poddaw anych 
elek tro fo rezie  w  odczynie kw aśnym , w y stęp u ją  co na jm nie j 2 po laro g ra­
ficznie czynne substancje .

a ,  lipo 
proteid

R ys. 3. R ozm ieszczenie po la rog raficzn ie  
czynnych  su b s ta n c ji w e f ra k c ja c h  C ohna ; 

s — 1 / 2 0 0 , o b jaśn ien ie  w  tekście

W Ł A SN O ŚC I PO LA R O G R A FIC Z N IE C Z Y N N E G O  G LIK O PR O TE ID U  W Ę D R U JĄ C E C O  z  a .-G L O B U L IN A M I

a) M etoda. Surow cem , z k tó rego  uzyskano n a jb ard z ie j ch a rak te ry s ty c z ­
ną polarograficznie czynną su b stan c ję  surow icy  ludzkiej, była surow ica kon­
serw ow anej k rw i, uzyskana dzięki uprzejm ości S tacji P rze taczan ia  K rw i
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w K rakow ie. W celu  w ydzielenia polarograficzn ie czynnej substancji w y­
korzystano  postępow anie opisane przez W a 1 d s c h m i d t a-L  ei t z a 
[13], uzupe łn ia jąc  je  zabiegam i stosow anym i przez C o h n a  do frakcjo ­
now ania osocza.

Osocze rozcieńczano dw u k ro tn ie  wodą, zadaw ano 20°/o roztw oru  kw asu 
sulfosalicylow ego aż do całkow itego w y trącen ia  białka. Po upływ ie 10 m i­
n u t m ieszaninę sączono przez sączek z tw ard e j bibuły , odrzucano pierw sze 
opalizujące partie , zb ierając zupełnie 
p rze jrzy s ty  przesącz, celem dalszego 
frakcjonow ania . W szystkie te  czyn­
ności przeprow adzano  w tem p. 0C.

Do klarow nego przesączu, o trzy ­
m anego po usunięciu  b iałka ochło­
dzonego do tem p. — 4°, dodaw ano 
porcjam i 60%) objętości 96°/o etanolu  
i pozostaw iano w  chłodni na prze­
ciąg 48 godzin. Po zdekan tow aniu  
płynu znajdującego się nad  osadem , 
osad odw irow yw ano i przem yw ano 
etanolem  celem  w yp łukan ia  resztek  
kw asu sulfosalicylowego. P re p a ra t 
ten  rozpuszczano w  fizjologicznym  
roztw orze NaCi, dializow ano wobec 
0,9%) NaCl i używ ano do dalszych 
badań.

b) W yniki. U zyskany w pow yżej 
opisany sposób zw iązek w ykazyw ał 
dodatnie odczyny na białka. P om iar 
absorpcji w św ietle pozafiołkow ym , 
którego w ynik i ob razu je  k rzyw a ab ­
sorpcyjna, podana na rys, 5, w ykazu je  
dw a m aksim a —  jedno  p rz y  ok.
290 mu, d rugie — p rzy  ok. 238 mu.
Różnica krzyw ej absorpcji w yznaczo­
nej w  buforze fosforanow ym  o pH 7,2 
i w 0,1 N NaOH pozw ala w nioskow ać, 
że m aksim a absorpcji są u w aru n k o ­
w ane w badanym  p rep arac ie  obecnością try p to fa n u  i ty rozyny. C ba te  am i­
nokw asy zostały w ykazane w  analogicznym  produkcie  o trzym anym  przez 
w y trącen ie  siarczanem  am onu uzyskanym  z surow icy, rów nież przy użyciu 
klasycznych m etod analizy  chem icznej [14]. B adana su b stan cja  hydrolizo- 
w ana kw asem  siarkow ym  w ykazu je  p rzy  zastosow aniu  e lek tro forezy  b ibu ­

<7 13 «  15 >6 17 18 ts nr frakcji

Rys. 4. O dczyn B rd ićk i w e f r a k ­
cjach  a lb u m in u  surow icy  ludzk ie j 
po rozdz ie len iu  w  buforze o c tan o ­
w ym  p rzy  pH  4,2, u, — 0,05, s — 1/100. 
L in ia  p rz e ry w a n a  ogran icza  dw a 
m aksim a ak tyw ności p o la ro g ra ficz ­

nej
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łowej [5] zaw artość g iikozam iny i galaktozy. M annozy, o k tó rej obecności 
m ówią inn i au to rzy  [15], n ie m ogliśm y w ykryć.

Nasz p re p a ra t g likopro teidu  w buforze w eronalow ym  o pH 8,6 i sile jo ­
now ej 0,05 w ęd ru je  dc anody jako  jed n o lity  p ro d u k t. Podobny ch a rak te r 
okazuje ten  g likopro teid  w buforze octanow ym  o pH 4,0 cechując się je ­
dnak m niejszą ruchliw ością niż ta, k tó ra  ch a rak te ry zu je  go w buforze w e­
ronalow ym . P rzy  pH 4,0 g likopro teid  rozdziela się na dw ie frakcje — jedną

Rys. 5 Rys. 6

Rys. 5. W idm o ab so rp cy jn e  « i-g lik o p ro te id u ; s tężen ie  1 m g/m l. a) k rzyw a w 0,15 M 
bufo rze  fosfo ranow ym  pH  7,2 b) w  0,1 N N aO H  

Rys. 6 . E lek tro fo re ty czn e  badan ie  a i-g lik o p ro te id u : a) f ra k c je  su row icy  ludzkie.] 
z dodanym  oą-glikopro teidem , k tó ry  w ę d ru je  z f ra k c ją  cą-globulinów , b) u i-g liko - 

p ro te id  w bufo rze  w erona low ym  pH  8 , 6  c) w  b u fo rze  octanow ym  o pH  4,0

0 większej ruchliw ości anodow ej, rep rezen tu jącą  ok. 90%  m asy p re p a ra tu
1 d ru g ą  — o m niejszej ruchliw ości, zaw ierającą resztę  b iałka (rys. 6).

B adany glikopro teid  cechuje się w yb itną  ak tyw nością polarograficzną. 
Rys. 7 p rzedstaw ia dw ustopn iow e'fa le  polarograficzne glikopro teidu , o trzy ­
m ane p rzy  jego różnych stężeniach  w  odczynniku B rdićki z Co111. W m ia­
rę m alejącego stężenia  g likopro teidu  drugi stopień fali opada szybciej niż 
p ierw szy i p rzy stężeniu  ok. 0,013 m g na 1 m l p ierw szy  stopień fa li jest w yż­
szy od drugiego. M am y tu  do czynienia ze zjaw iskiem  ch arak te ry sty czn y m  
dla większości białek, z tzw. efek tem  krzyżow ym  T roppa [12], P o larograficz­
ną fa lę  g likopro teidu  badano rów nież w  roztw orze Co11; w ynik i tych b a ­
dań  p rzedstaw ia rys. 8. Z badanych  k rzyw ych  w ynika, że g likopro teid  
w obecności Co11, nie daje w idocznej fa li polarograficznej, tłu m i na to ­
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m iast w yb itn ie  falę jonu kobaltaw ego. Z jaw iska tego nie jesteśm y  w s ta ­
n ie  obecnie w ytłum aczyć, gdyż zasadniczo w szystkie b iałka, zarów no 
w  obecności Co", jak  i Co111 dają  w y raźn ą  dw ustopniow ą kata lityczną 
falę . Być może, że badany  glikopro teid  posiada odm ienną zdolność tw orze-

R ys. 7. D w ustopn iow e fa le  « i-g lik o p ro te id u  p rzy  różnym  s tężen iu  p re p a ra tu , 
1 ) k rzy w a  k o b a ltu  tró jw arto śc iow ego , 2 — 6  « ^ g lik o p ro te id  o s tężen iu  azo tu  w  m l: 
0,071, 0,054, 0,04, 0,017, 0,013 mg. S — 1/200, odcię te  o d p ow iada ją  200 mV, p o la ro g ra -

fow ano  od —9,8 — 2.0 V

Rys. 8 . P o la ro g ra fo w an ie  a i-g lik o p ro te id u  w  obecności CoU.
1) CoHi, 2 ) « i-g lik o p ro te id  +  Com , 3) CoU 4) « i-g lik o p ro - 
te id  +  CoH, s — 1/100. S tężen ie  a i-g lik o p ro te id u  i k o b a ltu  

w obu  p rzy p ad k ach  jed n ak o w e

nia kom pleksu  z jonem  II- i III-w artościow ego  k obaltu  i że z kobaltem  
i 1-w artościow ym  daje fa lę ka ta lity czn ą  p rzy  innym  stężeniu  i w innych  
w arunkach  niż te, k tó re  stosow ane były  p rzez nas.

j- o dodaniu  roz tw oru  oczyszczonego g likopro teidu  do surow icy krw i 
ludzkiej i po poddaniu  te j surow icy  rozdziałow i elek tro fo retyeznem u, w y­
b itn a  fala po larograficzna w y stęp u je  we frak c ji cti-globulinów.. jak  to w y ­
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kazu je  rys. 9. Z pow yższych danych  w ynika, że b ad an y  przez n as  glikopro- 
te id  jes t w łaśnie tym  ch a rak te ry sty czn y m  praw id łow ym  polarograficznie 
czynnym  sk ładn ik iem  surow icy  krw i ludzkiej, k tó r^  w w aru n k ach  no i-

m alnych  spo tykam y w szczególnie au - 
żym  stężeniu  we frak c ji «j-globulinów T.

O m ó in ien ie  m ynikóuj

Podane w części dośw iadczalnej w y­
nik i doprow adzają  do w niosku, że już 
w praw id łow ej surow icy  k rw i istn ie ją  
co na jm nie j 3 różne su b stan c je  polaro­
graficznie czynne, dające się wykazać 
przy  pom ocy k lasycznej reak c ji Brdićki, 
p rzy  czym vs w aru n k ach  praw idłow ych 
najw ięcej tak ie j su b stan cji w ęd ru je  
z frak c ją  c^-globulinów . Poza ty m  do­
św iadczenia przeprow adzane z oczysz­
czonym i a lbum inam i su row icy  w skazu­
ją  na  to, że i te  b iałka zaw iera ją  do­
m ieszkę jak ichś dwóch różnych sub­
stancji pow odujących dodatn i odczyn 
B rdićki. O tym , że polarograficznie 
czynne substancje  w ystępu jące  we frak ­
cji a2- i p-globulinów  są zw iązkam i róż­

nym i od tego, k tó ry  pow oduje falę po larograficzną charak terystyczną  
dla a j-g lobu linów  m ożna w nioskow ać na tej podstaw ie, że w zajem ny  sto­
sunek  ilościowy tych  substancji w  różnych  surow icach jes t różny. W aha­
nia ilościowe każdego z ty ch  zw iązków  przeb iegają  n iezależnie od siebie. 
D otychczasow y m ateria ł zeb rany  przez nas n ie pozw ala jed n ak  na  sfo r­
m ułow anie jak ie jś  zależności m iędzy różnym i procesam i patologicznym i 
a w zrostem  zaw artości poszczególnych polarograficznie czynnych sk ład­
ników. W zrost ich zaw artości zaznacza się w  w ielu różnorodnych  sp ra ­
wach patologicznych, co pozw ala na  sform ułow anie tw ierdzen ia , że w a r­
tość odczynu B rdićki d la rozpoznaw ania schorzeń now otw orow ych jest 
problem atyczna. Z nam ienny  jes t rów nież fak t, że n igdy  nie spo tyka się 
polarograficznie czynnych substancji tow arzyszących Y-g] obu linom .

W szystkie sk ładn ik i surow icy  dające dodatn i odczyn B rdićk i w ykazu­
ją  pew ne w spólne cechy, jak  rozpuszczalność w  kw asie sulfosalicylow ym  
i ciepłotrw ałość. M uszą więc to być zw iązki o stosunkow o m ałej m asie 
cząsteczkow ej, odporne na  działanie czynników  d en a tu ru jący ch . Jed en  
z nich, tow arzyszący «i-g lobulinom , próbow aliśm y bliżej sch a rak te ry zo ­

Rvs. 9. R ozm ieszczenie cą-gliko- 
p ro te id u  w e frak c jach  e le k tro fo re -  

tycznych  su row icy  ludzk ie j p r a ­
w id łow ej o raz  po do d an iu  do su ro ­
w icy czystego p re p a ra tu  (lin ia  p rz e ­
ryw ana). O becność fa li w  y-g lobu li- 
nach je s t spow odow ana z d e n a tu ro - 
w anym  glikopro te idem , k tó ry  pozo­
s ta je  w  m iejscu  um ieszczenia 

p róbk i na  b ibu le
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w ać, stw ierdzając  jego glikopro teidow y ch a rak te r , co zresztą  pokrvwTa sie 
z cecham i opisyw anym i przez innych  au torów .

S tr e s z c z e n ie

1. P rzeprow adzono odczyn B rdick i z poszczególnym i frak cjam i su ro ­
w icy k rw i luazk ie j, rozdzielonym i za pom ocą elek tro fo rezy  b ibułow ej. 
S tw ie rdzono  n iem al zawsze obecność po larograficzn ie czynnych subs ta n ' 
cji w e frak c ji a i- .a 2- i |i-globulinów .

2. W ędru jące  z poszczególnym i frak c jam i białkow ym i polarograficz­
nie czynne substancje  wT w ielu  p rzypadkach  patologicznych w y stęp u ją  w e 
w zm ożonych ilościach, p rzy  czym  zm iany  w  in tensyw ności odczynu 
B rdicki w  poszczególnych frakcjach  b iałek  surow icy nie w y k azu ją  żadnej 
w zajem nej zależności. M am y więc do czynienia n iew ątp liw ie  z trzem a 
różnym i polarograficznie czynnym i substancjam i. Poza ty m  z a lb u m in a­
mi w ęd ru je  rów nież d robna ilość dw óch polarograficznie czynnych zw iąz­
ków, na to m iast frak c ja  Y-globulinów daje  zawsze u jem n y  odczyn B rdicki.

3. Z frak c ji VI Cohna w ydzielono polarograficznie czynną substancję , 
będącą g likoproteidem , zaw iera jącym  glikozam inę i galaktozę. S ubstancja  
ta  je s t na jp raw dopodobniej iden tyczna z polarograficznie czynnym  sk ład ­
nik iem  i-g lo b u lin ó w .
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nO JIH PO rPA tU M H E C K M -A K T M B H blE  CyBCTAHU,MM B C blB O PO T K E  K PO B H

P e 3 K> M e

1. ABTopbi npoBejiM peaKqmo Ephmhkm c  oTnejibHbiMn cjjpaKiiMHMu 
cbiBopoTKM HejiOBenecKoii KpoBw, pa3HCJieHHbiMM nyTeM 3JieKTpoc|)ope3a 
c npmvieileHMeM cjDMjibTpoBajibHOM èyM am . IIouth Bcerna KOHCTaTMpoBa- 
jiM HajiMHMe nojinporpacjiMHecKM-aKTMBHbix cy6cTaHu,HM b o  c£>paKij,nHx 
ai-, a2- m ß- rjioöyjiMHOB.

2. CTpaHCTByiOmMe C OTHejIbHblMM ÖeJIKOBblMM 4ipaKIJ,MaMM nojinpo- 
rpacJiMHecKM-aKTMBHbie cy6cTamj;nji b o  MHomx naTOJiornnecKHx cjiynaax  
BbicTynaiOT b  yBejiMnei-tHbix KOJiMuecTBax, npimeM n3MeHeHMH HHTeHCMB- 
HOCTM peaKIlMM BpHMRKM B  OTnejIbHblX cjDpaKIJMHX ßejIKOB CblBOpOTKM He 
OÖHapyiKMBaiOT HMKaKOM B3aWMH0Ü 3aBMCMMOCTM. TaKMM 0Öpa30M, B 3TMX 
cjiyuanx BCTpenaioTCH, HecoMHeHHO, Tpw pa3JiMHHbie nojiHporpacßHHecKM- 
-aKTMBHbie cyöcTaHpMM. KpoMe Toro, c ajiböyMMHaMM cTpaHCTByeT Taxxce 
He3HaHMTejibHoe KOJiiinecTBO HByx nojinporpacjinHecKM-aKTnBHbix coenH- 
HeHMÍí, 4?paKij¡MH xte y-rjioßyjiMHOB naeT Bcem a oTpmiaTejibHyio peaKqmo 
BpHMHKM.

3. M3 (JipaKiiM M  VI K o H a  B b ig e j ie H a  n o jin p o rp a c^ M H ecK M -a K T H B H a H  
CyÖCTaHLlMH, HBJIHK>maHCH TJIIOKOnpOTeMHOM, C O H ep ^ aiR M M  rJIK)K03aM M H  
vt r a j ia K T 0 3 y . 3 T a  c y ö c T a H q w H , n o  B e e i l  BepoaT H O C T M , M geHTM HHa c n o j m -  
pO rpacjlM H eC K M -aK TM BH blM  KOMnOHeHTOM ai-rJIO Ö yjIM H O B.

PO LA R O G R A PH IC A L LY  A CTIV E SU BSTA N C ES IN BLOOD SERU M

S u m m a r y

1. The  B r d i c k a  reaction  w as applied  to various h um an  blood 
serum  fractions sep a ra ted  by p ap e r electrophoresis. « 1-, ct2-an d  P-glo- 
bu lin  fractions w ere alm ost invariab ly  found  to contain  po larographicallys
active substances.

2. The po larographically  active substances travelling  w ith  th e  p a r ti­
cu lar p ro te in  fractions increase in q u a n tity  in num erous pathological 
cases, b u t changes in th e  in ten s ity  of the  B r d i c k a  reaction  in  p a rtic u ­
la r  p lasm a p ro te in  fractions fa iled  to rev ea l any  correlation . The resu lts  
suggest the  presence of th ree  d iffe ren t po larograph ically  active substances.
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A lbum ins also include sm all q u an titie s  of tw o p o larog raph ica lly  ac tive 
substances, w hile th e  Y-globulin frac tio n  in v ariab ly  y ields a nega tive  
B r d i ć k a  reaction .

3. F rac tion  VI of Cohn y ie lded  a polarograph ically  active substance 
w hich w as a g lycoprotein  and  con ta ined  glucosam ine and  galactose. This 
substance is m ost lik e ly  id en tica l w ith  th e  po larog raph ically  active 
co n stitu en t of cq-globulin.

O trzym ano  26.3.1956 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  
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F. SZAFRAŃSKI

E N Z Y M Y  CYKLU P E N T O Z O W E G O  U M Y C O B A C T E R IU M  TBC. 
H 37R v

Z  Zakładu Biochem ii P A N  w Warszawie 
K ierow nik pro f. dr Jó ze f Heller 

Pracownia B iochem ii Ewolucyjnej 
K ierow nik prof. dr Irena Mochnacka

W poprzedniej pracy [8] w ykazaliśm y istn ien ie  p rzem ian  cyklu  pen to ­
zowego u Mycobacieriwm phlei. Różnice w ystępu jące  m iędzy saprofitam i 
i patogennym i b ak teriam i n ie  pozw alają  jednak  na uogólnienie tych  w y­
ników  na szczepy zjadliw e M yco b a z ten u m .

Celem  te j p racy  było zbadanie enzym ów  biorących udział w  bezpo­
średn im  u tlen ian iu  gliko?.y u gruźliczego szczepu ludzkiego H37Rv.

C z ę ść  d o ś i r ia d c z a ln a

S T O S O W A N E  PREPARATY

P r e p a r a t  e n z y m a t y c z n y  z MycGbacterium tbc. H37Rv. 
Uzyskano go w n astęp u jący  sposób: b ak te r ie  (ze zbioru Inst. G ruźlicy 
w W arszaw ie) hodow ano na p ły n n ej pożyw ce DGK używ anej przez nas [8| 
do tych celów. H odowlę prow adzono przez cz te ry  tygodnie, po czym  utw o­
rzony kożuch odsączono. Około 40 g w ilgo tnej m asy  b ak te ry jn e j przeno­
szono do em ulgato ra , dodaw ano 150 m l oziębionego do -30° acetonu  i w  tej 
tem p era tu rze  ekstrahow ano  przez 10 m inu t. N astępnie osad odw irow ano 
zw racając uw agę, aby  tem p e ra tu ra  po zakończeniu w irow ania n ie p rz ek ra ­
czała 3— 5°. O dw irow any osad pow tórn ie ekstrahow ano  w  em ulgatorze. 
W sum ie przeprow adzono trz y  ek s trak c je  acetonem . U zyskany proszek 
acetonow y suszono w  tem p. 0°. S łużył on nam  do o trzym yw ania p re p a ra ­
tów enzym atycznych . M etoda o trzym yw an ia  opisana szczegółowo w  po­
przedniej naszej p racy  [8] polega na  w yciąganiu  z proszku acetonow ego 
rozpuszczalnych w wodzie b ia łek  i p a ro k ro tn y m  frakcjonow an iu  siarcza­
nem  am onu. W ytrącone p rzy  nasycen iu  0,7 b iałko rozpuszczano w  wodzie 
i dializow ano. Z dwóch g ram ów  acetonow ych dezin teg ratów  o trzy m u je  się
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około 4 m l m ożliw ie zagęszczonego roztw oru  enzym atycznego. U zyskany 
w  ten  sposób p re p a ra t p rzechow yw any  przez 7 m iesięcy  w tem p. -15° w y ­
kazyw ał ty lko  n iew ielk i spadek  ak tyw ności enzym atycznej. Również p ro ­
szek acetonow y, p rzechow yw any  w  tych  w aru n k ach , całkow icie spełnia 
zadanie jako m ate ria ł w yjściow y do o trzy m y w an ia  p rep a ra tó w  enzym a­
tycznych.

E s t e r  r y b o z  o-5-f o s f o r o w y  (R-5-P). U żyw ano dw a p rep a ra ty . 
Jeden  o czystości 87°/o, d rug i 98°/o. Czystość obu p rep ara tó w  obliczano na 
podstaw ie oznaczenia organicznego fosforu m etodą Fiskego S ubbarow a 
w m odyfikacji K inga [10]. P re p a ra t o czystości 87%  otrzym ano' z A TP 
(8,15) izolowanego z m ięśni k rólika [24]. D rugi o czystości 98%  uzyskano 
z kw asu  inozynowego [14], k tó ry  w yosobniono z m ięśni konia [19]. Oba 
p re p a ra ty  przechow yw ane jako  sól barow a w olne by ły  cd  fosforu n ieo rga­
nicznego i chrom atograficzn ie w teście fosforanow ym  w ykazyw ały  ty lko 
jedną plam ę. Do dośw iadczeń używ ano roztw orów  po usunięciu  baru  i do­
prow adzeniu  pH  do 7,6 p rzez dodaw anie 0,1 N ługu sodowego. P rzy  sto ­
sow aniu  obu p rep ara tó w  nie zauw ażono różnic.

E s t e r  g l i k o z  o-6-f o s f o r o w y  (G-6-P). Sól barow a tego zw iąz­
ku została o trzym ana [23] przez lek. T eresę S z y m c z y k ,  st. asy sten ­
ta  Z akładu C hem ii F izjologicznej A kadem ii M edycznej w  W arszaw ie. 
Czystość p rep a ra tu  sięgała 96%.

K w a s  6-f o s f o g l i k o n o w y  (K -P-G ). U zyskano go u tlen ia jąc  
6-fosfoglikozę brom em  [21]. O trzym ano p re p a ra t o czystości 79%. W ba­
dan iu  chrom atograficznym  nie w ykazano zanieczyszczenia fosfoglikozą.

D e h y d r o g e n a z a  a l k o h o l o w a .  Izolow ano ją  z drożdży p iw ­
nych  w edług m etody  R ackera  [20].

D e h y d r o g e n a z a  G -6-P. M ateria łem  w yjściow ym  do o trzy m y ­
w ania tego enzym u by ły  drożdże p iekarsk ie . Postępow ano w edług  m etody  
G lasera i B row na [6] aż do frakcjonow an ia  alkoholem  ety low ym  w łącznie. 
W początkow ym  stad ium  p re p a ra ty k i pom inięto zastosow anie siarczanu  
p ro tam iny .

K o z y m a z a  (DPN). Izolow ano ją  z drożdży p iw nych  w edług  m etody  
G hlm evera [18]. Czystość D PN  określano  m ierząc w  spek tofo tom etrze  
przy 340 mu absorpcję p re p a ra tu  zredukow anego dehydrogenazą alkoholo­
wą. Do w yliczenia czystości D PN  stosow ano w spółczynnik  absorpcji 6,22 * 
106 cm 2/m ol podany przez H o r e c k e r a  i K o r n b e r g a  [9]. Czys­
tość p re p a ra tu  w ynosiła 33%.

P re p a ra t kozvm azy zbadano rów nież na obecność TPN. W ty m  celu 
uży liśm y dehydrogenazy  6-fosfoglikozy w raz z jej su b stra tem . W edług 
K o r n b e r g a  [11] enzym  ten  odznacza się w ysoką specyficznością 
w  s to sunku  do TPN. B rak  absorpcji p rzy  340 mu je s t dow odem  nieobec­
ności TPN  w naszym  preparacie  kozym azy.

http://rcin.org.pl



[3] E N Z Y M Y  C Y K L U  P E N T O Z O W E G O  u  M Y C O B A C T E R I U M  T B C .  H 37R v 425

D w u f o s f o t i a m i n a  (ThPP). W pierw szych dośw iadczeniach uży­
to p re p a ra tu  o trzym anego od m g r A. S z e w c z u k a 1. Do dalszych do­
św iadczeń rozporządzaliśm y p re p a ra tem  firm y  L. L ight & Co L td. Nie 
zauw ażono różnic w  działaniu  obu p repara tów .

D ośw iadczenia przeprow adzano  n a  dw óch różnych  p rep ara tach  
z Myc. tbc. H37Rv., pow tarza jąc  p aro k ro tn ie  z każdym  p rep ara tem .

BA D A N IA  EN ZY M A TY CZN E
i

W pierwszych próbach  zbadano szybkość zn ikania 5-fosfoiybozy pcd 
w pływ em  preparatu enzym atycznego z M ycobacterium  tbc.

Do dośw iadczeń brano m ie­
szan inę o n astęp u jący m  sk ła­
dzie: 0,3 m l R -5-P , 0,039 M;
0,2 m l bu fo ru  w eronalow ego 
0,1 M, pH 7,6; 0,3 m l p re p a ­
ra tu  enzym atycznego z M.37Rv 
0,2 m l w ody. M ieszaninę inku- 
bow ano w 37°. Co pew ien  czas 
pob ierano  0,2 ml, dodaw ano 
1 m l 10%  kw asu  tró jch lo ro - 
octowego i rozcieńczano w odą 
do 15 m l w  kolbce m iarow ej.
W 1 m l uzyskanego w  ten  spo­
sób roz tw oru  oznaczono rybozę 
m etodą orcynolow ą [17]. P ró b ­
ki do oznaczania rybozy  pobie­
rano  n a  początku  reakcji, po 
10 m in., 25, 50 i 90 m inu t.

P re p a ra t  enzym atyczny  z 
M ycobacterium  zużyw ał fosforybozę, p rzy  czym  reak cja  za trzym yw ała  
się po zużyciu  44%  R -5-P. Z n ikan ie fosforybozy ilu s tru je  rys. 1.

Produkty powstałe z R -5-P  podczas inkubacji z p rep a ra tem  enzym a­
tycznym  z M. H37Rv badano spek tro fo tom etryczn ie  stosu jąc m etodę Di- 
schego CyRI (4,8). P ob ierano  w  czasie 0 m in., 30 m in. i 1140 m in. od po­
czątku in k u b acji 0,1 m l m ieszan iny  rozcieńczano wodą do 1 ml i w ykony­
wano reakcję Dischego. Odczytanie absorpcji w  zakresie od 330 mu do 
560 m u pozwala zidentyfikow ać cukrowe składniki m ieszaniny  i ocenić ich 
stężenie. W yniki podaje rys. 2.

1 S k ład am y  p odz iękow an ie  m g r A. S z e w  c z u k o w  i, st. a sy s ten to w i Z ak ład u  
C hem ii F izjo log icznej A kadem ii M edycznej w e W rocław iu  za syn tezę  i o fia row an ie  
nam  d w ufosfo tiam iny .

Rys. 1. Szybkość zn ik an ia  (R -5-P) pod 
w p ływ em  p re p a ra tó w  enzym atycznych  

z M.H37Rv 
0,3 m l R -5 -P , 0,039 M; 0,2 m l b u fo ru  

w eronalow ego  0,1 M, pH  7,6;
0,3 m l p re p a ra tu  enzym atycznego  z M. 

H 37Rv; 0,2 m l w ody
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P rzedstaw ione krzyw e posiadają  dw a m aksim a absorpcji. Jedno  z nich 
p rzy  415 mp odpow iada heksozom , zaś m aksim um  około 520 m u  ch a rak ­
te ry zu je  heptulozę. Z k sz ta łtu  k rzyw ych  m ożem y w nioskow ać, że nasz 
p re p a ra t enzym atyczny  zaw iera  tran sk e to lazę  n iezbędną do w y tw orzen ia 
sedoheptu lozy  i tran sa ld o lazę  um ożliw iającą pow staw an ie  fosfoheksozy.

S tosunkow o n iew ielk i w zrost 
abso rpcji po in k u b acji odpo­
w iad a jący  hep tu lozie  w  porów ­
n an iu  z w ynikam i uzyskanym i 
na innym  m ate r ia le  [1,8] n asu ­
w ał przypuszczenie, że czyn­
ność tran sk e to lazy  jest tu  u p o ­
śledzona na sk u tek  n ied o sta t­
ku dw ufosfo tiam iny . Jed n ak że  
w zbogacenie m ieszaniny  inku- 
bow anej przez dodanie 100 pg 
T h P P  n ie zm ieniła ch a rak te ru  
k rzyw ej. W naszym  preparac ie  
n ie m am y zatem  do czynienia 
z b rak iem  dw ufosfo tiam iny . N e­
g aty w n y  w yn ik  powyższego do­
św iadczenia kazał zastanow ić 
się nad  m ożliw ością, czy tra n s - 
keto laza u M ycobacter ium  tbc. 
w odróżnien iu  od tran sk e to laz  
pochodzących z innych  źródeł 
może się obyw ać bez T hP P . 

W ykonano więc n astępu jące  dośw iadczenia: z p re p a ra tu  enzym atycz­
nego usun ięto  dw ufosfo tiam inę w edług  w skazów ek podanych  przez 
G u n s a l u s a  i innych [7]. W ty m  celu do około 2 m l p re p a ra tu  doda­
w ano 0,1 N kw asu solnego do pH  5,2, odw irow ano w y trąco n y  osad, a do 
p ły n u  znad osadu dodaw ano stałego  siarczanu  am onu do osiągnięcia 0,7 n a ­
sycenia. Po 15 m in. odw irow ano w ytrącone białko, rozpuszczono w  2 m l 
w ody i dializow ano przez 3 godz. do 10 1 0,005 M roztw oru  w e rs 2n ian u  dw u- 
sodowego. W szystkie czynności przeprow adzano w  tem p. n iep rzek racza- 
jącej +  3°. P rep a ra t p rzechow yw ano w -15°.

P rzygo tow any  w ten  sposób p re p a ra t nie zużyw ał fosforybozy. Dodanié 
100 'ig dw ufosfo tiam iny  reak tyw ow ało  nasz p rep ara t. P rzeb ieg  tego do­
św iadczenia ilu s tru je  rys. 3.

Na ry su n k u  3 krzyw a zerow a pow stała z p rzyk ryc ia  dw óch krzyw ych: 
a) n a ty ch m iast po dodaniu T h P P  oraz b) krzyw ej uzyskanej po 24 godz. 
z p re p a ra tu  pozbawionego T hP P . K rzyw e oznaczone lin iam i p rzery w an y m i

Rys. 2. K rzyw e ab so rp cy jn e  p ro d u k tó w  
p rzem ian y  R -5 -P  uzyskanych  pod w p ływ em  

d z ia łan ia  p re p a ra tó w  z M. H37Rv.
0,4 m l R -5 -P , 0,031 M; 0,2 m l b u fo ru  w ero - 
na low ego  0,15 M, pH  7,6; 0,05 m l M gCl2 

0,01 M; 0,3 m l p re p a ra tu  enzym atycznego  
z M. H 37Rv; 0,05 m l w ody; ------  0 m in.

— • — 30 m i n . ,  1140 m in.
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o b razu ją  absorpcję hep tu lozy  pow stałej z R -5-P  po dodaniu dializow anego 
p re p a ra tu  enzym atycznego wzbogaconego dw ufosfotiam iną. O trzym ane 
w ynik i dowodzą, że transketo łaza  z M. H37Rv. n ie różni się pod w zględem

Rys. 3. W pływ  d w ufosfo tiam iny  na  p rzem ian ę  R -5 -P  w  p re p a ra c ie  enzym atycznym  
z M. H37Rv, z k tó rego  u su n ię to  dw ufosfo tiam inę  p rzez  zakw aszen ie  i dializę. 0,4 m l 
R -5 -P , 0,031 M ; 0,2 m l b u fo ru  w eronalow ego  0,15 M, pH  7,6 0,05 m l MgCL> 0,01 M; 
0,05 m l T h P P  0,002 M (lub 0,05 m l w ody); 0,3 m l p re p a ra tu  enzym atycznego

z M. H37Rv; ------  k rzy w a  zerow a, — • — 30 m i n ,  ' 24 godz.

Rys. 4. R ed u k c ja  D PN  o b razu jąca  u tlen ian ie  G - 6 -P  i K -P -G  przez p re p a ra t
z M. H37Rv

1,95 m l b u fo ru  w eronalow ego  0,15 M, pH  7,6; 0,3 m l G - 6 -P  ),003 M (lub 0,3 m l
K -P -G  0,27 M); 0,45 m l D PN  0,0037 M; 0,3 m l p re p a ra tu  en zy m a ty czn eg o ; G - 6 -P ,

 4 K -P -G

zapotrzebow ania na T h P P  od transketo laz  o trzym anych  z m ateria łów  
zw ierzęcych i roślinnych .

Dalsze p róby  m iały  na celu zbadanie, czy uzyskane z M. H37Rv p re p a ­
ra ty  enzym atyczne zaw iera ją  dehydrogenazę G -6-P  oraz dehydrogenazę 
K -P -G . W tym  celu inkubow ano  p re p a ra t z w łaściw ym i su b stra tam i 
i D P N  w tem p. 22° śledząc narastan ie  D PN H  w  spek tro fo tom etrze  p rzy  
340 mu. Równocześnie w ykonano dw ie p róby  kon tro lne , z k tó ry ch  jed n a  
b y ła  bez su b s tra tu , d ru g a  bez enzym u. W obu ty ch  kon tro lach  nie s tw ie r­
dzono zm ian w  absorpcji p rzy  340 mu. Załączony rys. 4 obrazuje szybkość 
redukcji D PN  w e w łaściw ych dośw iadczeniach. Ja k  w idać, red u k cja  D PN  
wobec kw asu  fosfoglikonow ego je s t znacznie in tensyw niejsza  od red u k c ji 
wobec fosfoglikozy.
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W m ieszaninie zaw iera jącej D PN, p re p a ra t enzym atyczny i G -6-P  jako 
su b stra t, stw ierdzono zw iększenie ilości rybozy w  stosunku do p róby  kon­
tro ln e j odbiałczonej p rzed  inkubacją . Poniew aż nasuw ało  się podejrzenie, 
że pow stający  kw as fosfoglikonow y d aje  reakcję  na rybozę, w ykonano kon­
tro ln ą  próbę orcynolow ą. K w as fosfoglikonow y w  ty m  stężeniu  nie daje 
reakcji pentozow ej. Z atem  w zrost stężenia rybozy dowodzi, że przem iana 
fosfoglikozy biegnie zgodnie z cyklem  pentozow ym , a nie przez kw as 2-ke- 
to-3-dezoksy-6~fosfogłikonowy jak  w  schem acie podanym  przez D o u d o- 
r o f f a  i innych  [5 ,1 2 ,1 3 ,1 6 ]. Istn ien ie  obu tych  dróg rów nocześnie 
jes t jednak  niew ykluczone.

D y sk u s ja

U zyskane w ynik i w ykazały  jakościow ą zgodność p rzem iany  R -5-P  
u Myc. tbc.  z b ad an ą  uprzedn io  przem ianą szczepu saprofitycznego [8]. 
P ow staw anie fosfosedoheptulozy św iadczy o obecności w  uzyskanym  p re ­
paracie izom erazy R -5-P  oraz transketo lazy .

Jeśli p rzy jąć, że su b stra tem  dla tran sk e to lazy  nie je s t fosforybuloza, 
lecz este r ksyłulozo-5-iosforow y, jak  to podaje S r  e r  e i inn i [22], to 
należałoby założyć, że w  badanych  p rep ara tach  obecna jes t jeszcze jedna 
izom eraza p rzekształcająca 5-fosforybulozę w  5-fosfoksylulozę. W zrost 
absorpcji p rzy  415 m ą w skazu je  na  obecność heksozy, co jes t dowodem  
czynności tran sa ld o lazy  przerzucającej tró j w ęglow y frag m en t z sedoheptu- 
lozy na fosfotriozę z w ytw orzen iem  fosfoheksozy.

Na uw agę zasługuje fak t, że chociaż na ty m  odcinku przem ian  nie 
stw ierdzono jakościow ych różnic m iędzy szczepem  niechorobotw órczym  
i patogennym , to jed n ak  z M. H37Rv o trzym ano przeszło dw a razy w iększą 
objętość badanej frak c ji białkow ej niż ze szczepu saprofitycznego.

R edukcja kozym azy w p reparacie  enzym atycznym  z Mycobacterium  
tbc. H37Rv wobec G -6-P  i K -P -G  św iadczy o obecności odpow iednich de­
hydrogenaz. D ehydrogenaza G -6-P  w yodrębniona z drożdży i m ateria łu  
zwierzęcego jes t specyficzna dla TPN. W dośw iadczeniach naszych stoso­
w aliśm y D PN  i tym  m ożna by  tłum aczyć m ałą ak tyw ność układu  dehy- 
drogenazowego. N ależy jednak  pam iętać, że n iek tó re  d robnoustro je  m ają 
dehydrogenazę G -6-P  zdolną do red u k c ji D PN  (3,25). Inne znow u organiz­
m y  m ając dehydrogenazę specyficznie zw iązaną z T PN  m ogą także re d u ­
kować D PN  za pośredn ic tw em  tran sh y d ro g en azy  [2]. R eakcja ta  może 
przebiegać już w  obecności kata lity czn y ch  ilości TPN. W naszych dośw iad­
czeniach ew entualność ta  je s t raczej w ykluczona, poniew aż w preparacie  
D PN  nie stw ierdz iliśm y dom ieszki TPN. T ak w ięc m ałą  ak tyw ność d eh y ­
drogenazy G -6-P  m ożna tłum aczyć zarów no zakładając, że u ży ty  koenzym  
nie jes t specyficzny dla obecnej w  preparac ie  z Myc. tbc. dehydrogenazy ,
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jak  też p rzy jm u jąc  n ieduże stężenie enzym u w tym  p reparacie . W każdym  
razie  w ykonane badan ia  w skazują, że gruźliczy  szczep ludzki posiada uk ła­
dy zdolne do przenoszenia w odorów  z G -6-P  i K -P -G  na kozym azę.

S tre szcz en ie

P re p a ra t enzym atyczny  z Mycobacterium tbc. H37Rv m etabolizuje
5-fosforybozę. P ro d u k ty  pow stałe z R -5-P  badano spek tro fo tom etryczn ie  
stosu jąc cysternow ą m etodę Dischego. U zyskane k rzyw e absorpcyjne w ska­
zują, że p re p a ra t enzym atyczny  z M. tbc. H37Rv zaw iera izom erazę 5-fos- 
forybozy, transketo lazę  i transaldolazę. M ożna przypuszczać, że w p rep a ­
racie  naszym  w y stęp u je  rów nież izom eraza 5-fosforybulozy p rzekształca­
jąca ją  w 5-fosfoksylulozę.

W badaniach z dw ufosfo tiam iną stw ierdzono, że tran sk e to laza  z M yco­
bacterium  tbc. w ym aga do swego działania dw ufosfo tiam iny  podobnie jak  
inne tran sk e to lazy  z m ate ria łu  roślinnego czy zw ierzęcego. W o trzym anym  
p reparacie  enzym atycznym  stw ierdzono rów nież obecność dehydrogenaz
6-fosfoglikozy i kwasu. 6-fosfoglikonow ego m ierząc red u k cję  D PN  w obec­
ności odpow iednich substra tów . W m ieszaninie zaw iera jącej D PN  p re p a ra t 
enzym atyczny  i G -6-P  stw ierdzono zw iększenie ilości rybozy  w stosunku 
do p róby  kon tro lnej.

W yniki uzyskane z dośw iadczeń dowodzą, że u M ycobacterium  tbc. 
H37Rv podobnie jak  i u saprofitycznego szczepu Myc. phlei  w y stęp u ją  en ­
zym y cyklu  pentozow ego glikozy.
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3 H 3M M bI IIE H T 0 3 H O rO  U.MKJIA Y M Y C O B A C T E R IU M  T B C  H 37Rv.

P  e 3 K) M e

3H3MMaTMHecKMM npenapaT m3 M ycobacterium  tbc. H - 3 7 R v  MeTaGojin- 
3npyeT 5-cJ)occfD opH 6o3y. OGpa30BaBiiinecH M3 P _5-d>  npoÆyKTbi n c c j i e g o -  
BajIM CneKTpoejDOTOMeTpMHeCKM, npMMeHHH RMCTeMHOBblM MeTOg Æmue. 
nojiyneHHbie aGcopGiiHOHHbie xpnBbie yKa3biBaioT, h t o  3H3nMaTMHecKnn 
npenapaT M3 M .t b c .H 3 7 R v  coflepjKMT M30Mepa3y 5~4)oc<t>opn6o3bi, TpaHC- 
KeT0Jia3y m TpaHcajibA0Jia3y. M o j k h o  npegnojiaraTb, h t o  b  o t o m  n p en a- 
paTe BbiCTynaeT TaKxte M30Mepa3a 5-c|>oc4DopH6yjio3bi, npeBpanjaiomaH 
e e  b  5-4 )0c430K C M Jiyji03y .

B  MCCJie/lOBaHMHX C gncjSOCCjjOTliaMMHOM KOHCTaTMpOBaJIM, HTO TpaH CK e- 
TOJia3a M3 M ycobacterium  tbc., x a x  m g p y r n e  TpaH C K eT 0Jia3bi M3 pacT M - 
T ejib H o ro  m aKMBOTHoro M aT epM ajia , x a K  ycjiO BM e geiicTBM H  T p eG yeT  r v l -  

4)oc4iOTMaMMHa. B  nojiyneH H O M  3H3MMaTMHecK0M n p e n a p a T e  K O H C T am p o- 
BajiM T aK xce npMcyTCTBMe Æern,n;pa3 6 -( |)o c4 )o r jiK )K 0 3 b i m 6-cj3occ£>0rjiK>- 
KOHOBOM KMCJIOTbl, M3MepHH BOCCTaHOBJieHMe D P N  B npMCyTCTBMM COOTBeT- 
O T B yiom M x cyöcT p aT O B . B  CMecM, co A ep T K a in en  D P N ,  3H3MMaTMHecKMM 
n p e n a p a T  m G - 6 - P  K O H C TaTnpoBajin yB ejiM neH M e KOJiMnecTBa p M 6o3b i  
b  cpaBHeHMM c KOHTpojibHOM n p o G o ii.  I Io jiy H eH H b ie  nyT eM  onbiTO B p e 3 y j ib -  
TaTbi gO Ka3biBaiO T, h t o  y  M ycobacterium  tbc. H 3 7 R v . nogoG H biM  oG pa30M , 
x a K  m y  canpoc|)M T H oro iHTaMMa Myc. phlei,  B bicT ynaiO T  3H3MMbi n e H T 0 3 -  
HOrO IlMKJia rJIK)K03bI.

PENTOSE CYCLE ENZYMES IN M Y C O B A C T E R IU M  TB C . H37Rv 

S u m m a r y

Enzym atic p rep ara tio n s  of M ycobacterium  tbc. H37Rv m etabolize
5-phosphoribose. The R -5-P  decom position p roducts w ere  ana lysed  by 
th e  Dische cysteine reaction. T he absorption curves o b ta in ed  ind icated  
th a t the  enzym atic p rep ara tio n  from . M. tbc. H37Rv contains 5-phosphori-
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bose isom erase, transketo lase  and  transa ldo lase . It m ay be assum ed th a t 
our p rep a ra tio n  contains also isom erase of 5-phosphoribulose, tra n s fo r­
m ing it in to  5-phosphoxylulose.

Investigations on d iphospho th iam ine dem o n stra ted  th a t transketo lase  
from  M ycobacter ium  tbc. req u ires  fo r its ac tiv ity  d iphospho tiam ine sim i­
la rly  to o th e r tran sk e to la ses  of p lan t-  or an im al-o rig in . By m easu ring  D PN  
reduction  in th e  presence of su itab le  su b stra tes , the  enzym atic p rep ara tio n  
was found  to contain  also 6-phosphoglucose and 6-phosphogluconic acid 
dehydrogenases. A m ix tu re  of DPN, enzym atic  p rep ara tio n  and  G -6-P  was 
found to  con tain  a la rg er am ount of ribose as com pared  to a control.

The re su lts  ob ta ined  d em o n stra te  th a t, like th e  sap rophy tic  s tra in  of 
M ycobacterium  phlei, M ycobacterium  tbc. H37Rv possesses pentose cycle 
enzym es, too.

O trzym ano  29.3.1956 r.
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