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Kwiaty rozpowszechnionych na terenie Europy srodkowej roslin nale-
zacych do rodziny Compositae, a mianowicie: dziko rosngcych arniki (Arni-
ca montana), podbiatu (Tussilago farfara) i mniszka (Taraxacum officinale)
oraz uprawnych nogietka (Calendula officinalis) i stonecznika (Helianthus
annuus), wykazujg podobienstwo grupowe niektérych metabolitéw wtér-
nych z grupy izoprenoidéw. Zabarwienie tych kwiatow wywolane jest obec-
noscig barwnikow karotenoidowych; arnika zawiera alkohoic: luteol, epok-
syluteol [18] i zeaksantol [10], mniszek -— luteol [14], taraksantol [19]
i flawoksantol [13], nogietek — wiolaksantol [24] i luteol [12] obok weglo-
wodoréw karotenu i likopenu [24], podbial — wiolaksantol i taraksantol
[11], slonecznik — taraksantol, kryptosantol [26] i luteol [19].

We wszystkich tych kwiatach wystepuja nalezace do grupy piecio-
cyklicznych trojterpenéw dwuwodorotlenowe alkohole: faradiol i arnidiol
[27]. Inny przedstawiciel tej samej grupy zwigzkoéw — kwas oleanolowy
jest aglikonem saponiny wyodrebnionej z nogietka [23, 15].

Ze wzgledu na cbecno$¢ tzw. ,substancji gorzkich”, do ktérych miedzy
innymi zalicza si¢ i saponiny wykazane réwniez w arnice, mniszku, stonecz-
niku i podbiale [}, zajeliSmy sie stwierdzeniem, czy kwiaty tych roslin za-
wierajg saponiny o aglikonach nalezacych do grupy tréjterpenéw pieciocy-
klicznych.

Obecnos$¢ saponiny w arnice wykazali Thies i Herrlinger [22],
a w sloneczniku Koczwara [16] metodg hemolizy zelatyny z krwig.
Metodg stosowang do otrzymywania saponin [23] przygotowali$my z kwia-
tow czterech wyzej wymienionych roslin frakcje wytracajace sie z wyciagu
metanolowego acetonem (frakcja S) i uzyliSmy do oznaczenia indeksu he-
molitycznego metodg podang przez Koeflera [17].

*) I. Z. Kasprzykéwna: Prace Badawcze Glown. Inst. Chemii Przemysl. zeszyt 3
s. 39, 1951.
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StwierdzilisSmy, ze 1%0- roztwor frakcji S otrzymanej z kwiatow stonecz-
nika wywoluje hemolize po uptywie 30 sekund, tj. w tym samym czasie,
cc roztwér saponiny otrzymanej z kwiatow nogietka. Roztwor frakeji S
bodbialu hemolizowal dopiero po 3 godz., natomiast frakcje S arniki
i mniszka w tescie hemolitycznym okazaly sie nieczynne.

Test hemolityczny, jakkolwiek czesto stosowany w badaniach farmako-
logicznych, nie jest specyficzny dla saponin. Wiele z nich nie wywoluje he-
molizy, a dodatni test hemolityczny ze skrawkami tkanek nie zawsze
$wiadczy o obecnoéei saponiny w badanym materiale, gdyz moze by¢ wy-
wolany innymi skiadnikami rosliny. Tym prawdopodobnie nalezy tiuma-
czy¢ rozbieznos¢ wynikow Thiesa i Herrlingera oraz naszych
w ocniesieniu do arniki.

Ze wzgledu na najwieksze podobienstwo indeksu hemolitycznego frak-
cji S z kwiatéw slonecznika i saponiny trojterpenowej nogietka zajelismy
sie przede wszystkim tg frakcjg slonecznika. Badania polegaly na stwier-
dzeniu, czy {rakcja ta zawiera heterozyd hydroksykwasu tréjterpenowego,
tj. saponine trojterpenowa, oraz na ustaleniu budowy jego skladnikow.

Czesé¢ doswiadczalna

1. WYODREBNIANIE SUROWEJ SAPONINY

240 g wysuszonych w temp. 40° i zmielonych kwiatéw jezyczkowych
stonecznike ekstrahowano eterem etylowym w ekstraktorze typu Schoebe-
la 0 pojemnosci 1 litra w ciggu 10 godzin. Susz slonecznikowy uwolniony
w ten sposob od tluszczowcdéw, karotenoidow, wolnych tréjterpendéw
i estrow alkoholi trojterpenowych ekstrahowano nastgpnie w ciggu 10 go-
dzin alkoholem metylowym w tym samym ekstraktorze.

Zawartoéé skladnikéw wyciggu metanolowego (frakcja A) wynosila
30%» ciezaru uzytych do ekstrakcji kwiatow.

Zatezony do objetosci 150 ml wyciag metanolowy wkroplono do 5-krot-
nej objetoéci bezwodnego acetonu oziebionego do — 5°. Wytracony osad
frakeji S odsgezono szybko na lejku sitowym, przemyto 10 ml suchego ace-
tonu i wysuszono w eksykatorze prézniowym w temperaturze pokojowej.
Swiezo wytrgcony produkt jest bardzo hygroskopijny i nalezy chroni¢ go
przed zetknieciem z wilgocig powietrza, gdyz natychmiast rozplywa sie.
natomiast po wysuszeniu wlasnosci hygroskopiine w znacznym stopniu
malejq.

Z 240 g suszonych kwiatéw otrzymano 32 g kremowo zabarwionego
proszku (frakeja S), co stanowi 13,3%0 wagi suszu.
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13] SAPONINY TROJTERPENOWE ROSLIN RODZINY COMPOSITAE 301

W celu oczyszczenia frakcje S rozpuszezono dwukrotnie w 97% alkoho-
lu metylowym i wytragcono acetonem. Otrzymana w ten sposéb surowa
saponina ma gorzki smak, rozpuszcza sie bardzo latwo w wodzie — dajac
silnie pienigce si¢ roztwory — trudniej w alkoholu metylowym i etylo-
wym, bardzo trudno w acetonie i eterze etylowym, nie rozpuszcza sie w ete-
rze naftowym. Ze stezonym kwasem siarkowym wytwarza chrakterystycz-
ne dla saponin czerwone zabarwienie,

2. HYDROLIZA SAPONINY DZIAEANIEM KWASU

2 g surowej saponiny otrzymanej w p. 1 rozpuszczono w 20 ml metanolu
zawierajacego 7% chlorowodoru i ogrzewano w ciggu 4 godzin do wrzenia.
Po skonczonej reakeji dodano 40 ml wody i oddestylowano czesciowo alko-
hol, a nastepnie wyekstrahowano hydrolizat eterem (frakcja E).

3. OZNACZANIE SKEADNIKOW CUKROWYCH W HYDROLIZACIE SUROWEJ SAPONINY

Roztwor wodny hydrolizatu po ekstrakeji eterowej przepuszczono
w celu usuniecia jonéw Cl przez kolumne z jonitu (Amberlite IR-4B) —
pH po odkwaszeniu wynosito 6,8 — i zatezono pod zmniejszonym cisnie-
niem dc objetosci 5 ml. Rozdzielenie cukréw przeprowadzono na bibule
Whatmana Nr 1 metoda chromatogramu wstepujacego stosujac jako roz-
puszczalnik mieszanine butanol : kwas octowy : woda w stosunku 4:1 :5.
Chromatogram wywolano za pomocg kwasnego ftalanu aniliny w roztwo-
rze wodnym nasyconym butanolem. Otrzymano trzy wyraznie oddzielo-
ne od siebie plamy: srodkowa — najwieksza — miala barwe brazowoczer-
wona, obie pozostale — brazows.

Rf plamy 1 0,18
R¥ w & 0,24
RF Tl SRR

W celu identyfikacji typu cukréw sporzadzono chromatogram, na kto-
rym rownolegle obok hydrolizatu rozdzielono mieszanine trzech czystych
cukréw: glikozy, ksylozy i ramnozy. Odpowiednie plamy umiescily si¢ na
tych samych poziomach, co wskazuje, ze cukier plamy 1 jest heksoza (gli-
kozg lub galaktoza), cukier plamy 2 — pentozg (ksylozg lub arabinozg), cu-
kier plamy 3 -—— metylopentozg.

4. ROZDZIELANIE SKEADNIKOW FRAKCJI E

Roztwor eterowy otrzymany w p. 2 (frakcja E) przemyto woda do vd-
czynu obojetnego w celu usuniecia alkoholu i resztek kwasu solnego, a na-
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stepnie wyekstrahowano wyczerpujaco 5-ml porcjami 2% roztworu wo-
dorotlenku potasowego. Wydzielila sie charakterystyczna dla szeregu kwa-
sow trojterpenowych nierozpuszczalna sél potasowa, ktéora odsgczono
(frakcja Ts). Z przesaczu po zakwaszeniu wytracil sie drugi skltadnik kwa-
sowy (kwas K), ktorego sol potasowa jest latwo rozpuszczalna w wodzie.
Kwas ten rozpuszczono ponownie w eterze i wyekstrahowano 2% wodnym
KOH. Odsgczono niewielka ilo§¢ wydzielonej soli Ts i dolaczono ja do
gléwnej porcji. Z przesaczu zregenerowano kwas K przez zakwaszenie
kwasem solnym. Otrzymano 120 mg soli Ts i 40 mg kwasu K. So6l Ts
(120 mg) rozpuszczono w niewielkiej ilosci alkoholu etylowego, roziozono
przez zakwaszenie kwasem solnym i wytracono wolny kwas wodg. Otrzy-
mano 90 mg kwasu T. Stosunek wagowy kwaséw T do K wynosi okolo 2:1.

5. OTRZYMYWANIE KWASOW T I K Z FRAKCJI METANOLOWEJ A

Ze 100 g kwialow slonecznika otrzymano wyciag metanolowy w sposob
opisany w p. 1 (frakcja A). Wyciag zatezono do objetosci 150 ml, dodano
150 ml 14%o-metanolowego roziworu chlorowodoru i ogrzewano do
wrzenia w ciggu 4 godzin. Hydrolizat zatezono do 150 ml, dodano do nie-
go 300 ml wody i wyekstrahowano wyczerpujaco eterem. Wyciag eterowy
(frakcja E) przerobiono w sposob opisany w p. 4. Otrzymano 720 mg kwa-
su T i 350 mg kwasu K.

6. WEASNOSCI I ANALIZA KWASU T

Kwas T przekrystalizowano czterokrotnie z uwodnionego alkoholu ety-
lowego, otrzymujac bezbarwne igly. Ogrzewany w kapilarze kwas T kur-
czy sie poczawszy od temp. 270° i topi nieostro w temp. 283—287°. Zwia-
zek ten rozpuszcza sie bardzo dobrze w bezwodnym etanolu, metanolu, pi-
rydynie, eterze etylowym i chloroformie. Nie rozpuszcza sie w wodzie,

Daje on nastepujgce reakcje barwne:

a) reakcja Nollera [20]:2—3 mg probke zadano 1 ml 1% roztworu
chlorku cynawego w chlorku tionylu i ogrzano, powstalo zabarwienie czer-
wone, przechodzace w fioletowe.

b) reakeja Storcha-Morawskiego: 2—3 mg probke zadano 1 ml 1% roz-
tworu waniliny w stez. kwasie siarkowym, powstalo zabarwienie czerwone.

¢) reckeja Liebermanna — Burchardta: 2—3 mg probke rozpuszczono
w 2 ml chloroformu, dodano 20 kropli bezwodnika octowego i 1 krople
stez. kwasu siarkowego, po zmieszaniu powstalo zabarwienic réozowe, prze--
chodzgce w czerwone, fioletowe, a po kilku godzinach w nicbieskie.
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d) reakcja z kwasem chlorosulfonowym [2]: 2—3 mg probke rozpusz-
czono w 1 ml] kwasu chlorosulfonowege, powstalo zabarwienie wiénio-
weczerwone,

e) reakcja z czteronitrometanem: 2—3 mg probke w 0,5 ml alkocholu
etylowego zadano kilku kroplami czteronitrometanu, powstalo zabarwie-
nie jasnozoite.

Wszystkie reakcje barwne z kwasem T przeprowadzono poréwnujac
z odpowiednimi reakcjami kwasu oleanolowego (CyoHys03) jako substancji
wzorcowej.

-Analiza elementarna dala nastepujace wyniki:

25,3% mg subst. dalo 71,07 mg CO» i 22,19 mg H>O

22,12 mg ,, w0414 mg: 0 U088 mps
znaleziono: C 76,54%; 76,82%0
H 9,80%; 9,81%0

dla C30H4304
obliczono C 176,27%o; H 10,17%
dla C31Hz¢04
obliczono C 76,54%o; H 10,28%

7. POCHODNE KWASU T

a) Octan

200 mg kwasu T rozpuszczone w 10 ml bezwodnej pirydyny i dodano
5 ml bezwodnika octowego. Mieszaning pozostawiono w ciggu 24 godzin
w temp. pokojowe}], a nastepnie wylano do wody z lodem. Wydzielony osad
odsgczono, przemyto dokladnie zimng wodg i wysuszono w eksykatorze
préozniowym. Otrzymany produkt przekrystalizowany z uwodnionego kwa-
su octowego topi sie w temp. 101—105°. Po wysuszeniu w temp. 110° nad
P20s5 pod zmniejszonym cisnieniem t. t. wynosita 152—158°.

Cznaczenie grup acetylowych:

14,2 mg substancji zuzylo 1,22 ml NaOH 0,021 n, co odpowiada 7,75%
reszt acetylowych.

12,2 mg substancji zuzylo 1,1 ml NaOH 0,021 n, co odpowiada 8,14%0
reszt acetylowych.

7,9%0 reszt acetylowych

Wyliczono dla jednooctanu CszsHz¢O3

b) ester metylowy

200 mg kwasu T rozpuszezono w 10 ml bezwodnego eteru etylowego. Do
roztworu dodano w nadmiarze eterowy roztwér dwuazometanu i pozosta-
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wiono mieszanine w ciggu 24 godzin w temp. pokojowej. Po skonczonej
reakcji eter i nadmiar dwuazometanu odparowano pod zmniejszonym cis-
nieniem. Otrzymang substancje przekrystalizowano z uwodnionego alkoho-
lu metylowego i wysuszono w temp. 110° nad P3O35 pod zmniejszonym cis-
nieniem. T. t. wysuszonego estru metylowego 185—189°.

Analiza elementarna i oznaczenie grup metoksylowych metodg Zeisela
daly nastepujgce wyniki:

19,93 mg subst. dalo 56,07 mg COs i 17,57 mg HaO
18,8¢ mg o 02,99 mg , , 1636 mg ,

znaleziono:  76,68%0; 76,63%0
" H 9,86%; 10,44%
OCHjy 6,2%0
dla C31H5004
obliczono C 176,54%0 H 10,28% OCHs 6,6%
dla CgaHzo04
obliczono C 76,80% H 10,4°% OCHg 6,2%

8. KWAS K

Kwas K przekrystalizowany z eteru naftowego ciemnieje w temp. 175~
i topi sie w temp. 194—196°. Zwiazek ten rozpuszcza sie¢ latwo w alkoho-
lach i eterze etylowym, trudniej w eterze naftowym i wodzie.
Orientacyjna analiza elementarna dala nastepujgce wyniki:
21,09 mg subst. dalo 54,30 mg COz i 16,52 mg H0
znaleziono: C 70,28°% H  3,81%

Dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaly obecnos¢ saponiny trojterpenowej
w kwiatach stonecznika.

W wyniku kwasnej hydrolizy surowej saponiny otrzymano dwa kwasy
réznigce sie t. t. i skladem chemicznym. Kwasu K o t.t. 194—196° na razie
nie badano blizej. Orientacyjny wynik analizy elementarnej wskazuje, ze
nie nalezy on do grupy trojterpenéw. Natomiast przynaleznos¢ kwasu T
do tej grupy zwiazkoéw nie ulega zadnej watpliwosci. Wykazuje on wszyst-
kie reakcje barwne, charakterystyczne dla tréjterpenéw. Reakcje Nollera,
Storcha-Morawskiego i Liebermanna-Burchardta daja co prawda rowniez
aglikony saponin sterydowych. Natomiast wystepowanie czerwonego zabar-
wienia z kwasem chlorosulfonowym jest typowe dla tréjterpenéw — ste-
rydy daja z tym odczynnikiem zabarwienie jasnozolte [2]. Jasnozolte za-
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Tablica 1
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barwienie kwasu T z czteronitrometanem wskazuje na obecno$¢ jednego
wigzania podwojnego.

Wynik analizy elementarnej zaré6wno kwasu, jak i jego pochodnych nie
pozwala na razie rozstrzygnaé miedzy wzorami CgoHssO4 i C31H5004, nie-~
mniej jednak wskazuje wyraznie na obecnos¢ czterech atoméw tlenu
w czgsteczce. Dwa z nich wchodzg w sklad grupy karboksylowej (wytwo-
rzenie monoestru), zas dwa nalezag do dwoch grup alkohclowych (wy-
tworzenie acetylowej pochodnej, brak reakcji na grupe karbonylows).

7 powyzszych danych wynika, ze kwas T jest dwuhydroksyjednokar-
boksylowym kwasem trdjterpenowym; t. t. jego pochodnej acetylowej
i estru metylowego nie odpowiadaja stalym, podanym dla znanych kwa-
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sow trojterpenowych dwuhydroksyjednokarboksylowych, ktorych zesta-
wienie podano w tabl. 1. Kwas T jest zatem prawdopodobnie zwigzkiem do-
tychczas nie opisanym. Proponujemy dla niego nazwe kwasu heliantowego,

W hydrolizacie kwasnym surowe]j saponiny stwierdzono vbecnos¢ trzech
rodzajow cukrow: heksozy, pentozy i metylopentozy.

Tloé¢ kwasu oleanolowego w hydrolizacie wyciagu metanolowego kwia-
tow nogietka wynosi 3% [15], natomiast ilos¢ kwasu heliantowego w hy-
drolizacie wyciggu kwiatow stonecznika tylko 0,72%0. Jakkolwiek nie usta-
liliSmy jeszcze masy czasteczkowej saponiny stonecznika, poréwnanie za-
wartosei aglikondow wskazuje jednak na mniejsza zawartos¢ saponiny
w kwiatach stonecznika niz nogietka.

Otrzymanie w wyniku hydrolizy surowej saponiny dwoch skiladnikow
kwasowych wskazuje, ze: 1) w surowej saponinie wystepuja dwa rézne he-
terozydy o réznych aglikonach kwasowych albo — 2) oba kwasy wchodzg
w sklad tej samej saponiny. Drugie przypuszczenie wydaje sie bardziej
prawdopodobne.

Pani prof. dr Irenie Chmielewskiej skiadamy serdeczne podzi¢ko-
wanie za cenne rady i wskazéwki udzielane w czasie wykonywania
niniejszej pracy. ’

Streszczenie

1. Z suszonych kwiatéow slonecznika wyodrebniono surowg saponing
i wykazano jej przynaleznos¢ do grupy saponin tréjterpenowych.

2. W hydrolizacie kwasnym surowej saponiny stwierdzono ob2cnosé
trzech rodzajéw cukréw: heksozy, pentozy i metylopentozy.

3. Z wyciaggu eterowego hydrolizatu wyodrebniono dwa kwasy K i T,
réznigce sie wilasnosciami i skladem chemicznym. Orientacyjny wynik
analizy elementarnej wskazuje, ze kwas K nie nalezy do grupy trojter-
penéw.

4. Stwierdzono, ze kwas T jest nie opisanym dotychczas dwuhydro-
ksykwasem tréjterpenowym. Wynik analizy elementarnej nie pozwala na
razie rozstrzygngé¢ miedzy wzorami CsoHssOs i Cs:1Hs001. Zaproponowano
dla kwasu T nazwe kwasu heliantowego.
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TPUTEPIEHOBBIE CATIOHVHbBI PACTEHVI CEMEACTBA COMPOSITAE
1I. CAIIOHMHBI IIBETOB ITOJCOJIHEYHUKA (HELIANTHUS ANNUUS)

Pezwome

1SR 1 CYILIEHHbLIX L{BETOB IIOJACOJIHEYHMKA M30JIMPOBAHO CblpOl‘;l carro-

HMH M JIOKa3aHO ero NpuHa/JIeXKHOCTh K TPYIIIEe TPUTEPIIeHOBBIX Ccaro-
HUHOB.

2. B kuciaom rmapoamnsaTe CbIPpOro caroHMHa KOHCTATMPOBAHO HaJIM4ue

TPeX POoAOB MOHOCaxapuJOB: reKco3bl, MEHTO3bl M METUJIIIEHTO3bI.

3. W3 acupHOro sKeTpakTa IMAPOIM3ATA M3OJIMPOBAIUCH JBE KUCJO-

el K u T, oramyaronmecs Kak CBOMCTBAMM, TaK M XMMUYECKMM COCTABOM.
OpMEeHTMPOBOYHBN Pe3yJIbTaT SJIEMEHTAPHOTO aHajau3a yKa3blBaeT Ha ToO,
4To KMcsaora K He MpUHAANERKUT K IPyINIle TPUTEPIIEHOB.
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4. KoncratmposaH (akT, 4To Kucjaora T ABaAeTCA A0 HACTOALLETO MO-
MEHTAa He OIMCAHHO}, TPUTEPIIEHOBOM AMOKCHMKMCIIOTON. Pesysbrar sie-
MEHTAPHOr0 aHaJm3a NoKa He I103BojAeT u3bparh OAHy M3 QopMyJ
Cs0H1sO0s m C21H500s. Ilpepnaraercs Ha3BaTh T-KUCJIOTY TeJIMAHTOBOM
KUCJIOTOIA.

TRITERPENE SAPONINS OF PLANTS OF THE FAMILY COMPOSITAE

11. SAPONIN OF SUNFLOWER (HELIANTHUS ANNUUS)
Summary

1. Crude saponin was isolated from dried sunflowers and was shown
to belong to the group of triterpene saponins.

2. It was established that acid hydrolysate of the crude saponin con-
tained three types of sugars: hexose, pentose and methylpentose.

3. Two acids, K and T, differing in properties and composition were
isolated from an ether extract of the hydrolysate. Preliminary results of
elementary analysis indicated that acid K does not belong to the group of
triterpenes.

4. 1t was established that acid T is a triterpene dihydroxy acid hitherto
unknown. Results of elementary analysis make no decision possible
between the formulae Cs0HisOs and Cs1Hs5004; the name of helianthic acid
has been proposed for acid T.

Otrzymano 18.1. 1956 r.
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Obecnosé roznych aminokwaséw w moczu osobnikow prawidlowych
jest faktern znanym od dawna, a moze jeszcze dawniej znane jest pojawia-
nie sie duzej iloéci pewnych aminokwasow w moczu przypadkow patolo-
gicznych, jak np. z6lty, ostry zanik watroby, cystynuria itd. Trudnosci, na
jakie napotykalo dawniej identyfikowanie poszczegblnych aminokwasow
w meczu, a tym bardziej ich ilosciowe oznaczanie, uniemozliwialy rozleg-
leisze badania nad problemem fizjologicznej i patologicznej aminoacydurii.
Dopierc zastosowanie nowoczesnej, subtelnej techniki analitycznej po-
zwolilo postawié¢ to zagadnienie na szerzej zakreslonej plaszczyznie do-
$§wiadczalnej.

Pierwsze systematyczne badania dotyczace jakosci i ilosci aminokwasow
w moczu przeprowadzone byly przy zastosowaniu metod mikrobiologicz-
nych [10, 11, 23, 29]. Trudnosci, z jakimi polaczone jest stosowanie tych
metod, ograniczaly zasieg badan i wykluczaly calkowicie rutynowe badania
kliniczne. O wiele rozleglejsze mozliwosci otwieralo zastosowanie chroma-
tografii, i to zaréwno chromatografii bibulowej, jak i kolumnowej. Dopiero
wykorzystanie tej metodyki stworzylo podstawy do systematycznych ba-
dan nad zagadnieniem aminoacydurii u czlowieka, wykazujge réwnoczes-
nie zawiloé¢ samego problemu fizjologicznego, jak i wartos¢ tego typu ba-
dan dla celéw ¥linicznych. Szczegélnie chromatografia bibulowa w posta-
c¢i postepowania dwukierunkowego stala sie podstawowq metoda badawcza.

Chromatografia bibulowa mieszaniny aminokwaséw zawartych w mo-
czu wigze sie jednak z pewnymi szczegélnymi trudnosciami, jakich nie spo-
tykamy przy analizie mieszaniny czystych aminokwasoéw lub tez produk-
tow hydrolizy bialka. Badajac mocz mamy do czynienia z bardzo rozcien-
czonym roztworera aminokwaséw (przecietna ilo§é dobowa 0,5—1,0 g), kto-
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remu towarzyszy bardzo duza ilosc jonéw nieorganicznych oraz inne sktad-
niki organiczne, zawierajgce azot. Te substancje towarzyszace aminokwa-
som w moczu zmieniaja warto$ci Ry aminokwaséw i zdecydowanie zacie-
rajg granice plam odpowiadajacych poszczegélnym aminokwasom. Totez
podstawowym warunkiem przeprowadzania chromatograficznej analizy
aminckwasow wystepujacych w moczu jest jego nalezyte odsolenie oraz
zredukowanie do minimum wplywu innych niz aminokwasy organicznych
skladnikéw. Ten techniczny problem utrudnia zresztg analize sktadu ami-
nokwasowego wszystkich plynoéw pochodzenia biologicznego. Co prawda
niektérzy autorzy [9] uzywaja do chromatografii bibutowej ptynéw pocho-
dzenia biologicznego bez uprzedniego odsalania, twierdzac, ze domieszka
soli niecrganicznych w niezbyt duzych ilosciach nie wywiera wiekszego
wplywu na obraz chromatogramu. Wiekszos¢ jednak autoréw, zaintereso-
wanych tym zagadnieniem jest przeciwnego zdania.

Trudnosci zwigzane z odsalaniem plynéw biologicznych s tak powazne,
ze opracowano metody eliminujgce wplyw soli nieorganicznych bez stoso-
wania bezposredniego procesu odsalania. P, Decker i wspolpracow-
nicy {8] postepuja w ten sposob, ze przeprowadzaja réwnolegle analizy
chromatograficzne standardowego roztworu czystych aminokwaséw, mie-
szaniny tego roztworu z moczem oraz samego moczu. Ten sposéb postepo-
wania ma pozwoli¢ na okreslenie wplywu soli nieorganicznych na wartosci
Ry aminockwaséw w badanym moczu. Sadzac jednak z opisu tej metody,
jest ona nawet bardziej zawila, niz inne metody, opierajace sie na chroma-
tografii moczu uprzednio odsolonego. Zresztg nasze osobiste do§wiadczenie
poucza nas, ze zawarte w moczu stezenie soli nieorganicznych z reguly do
tego stopnia zamazuje obraz chromatogramu, ze odcyfrowanie plam odpo-
wizdajgcych poszezegélnym aminokwasom czesto staje sie niemozliwe.

W poczatkowych etapach rozwoju techniki chromatograficznej odsala-
nie plynéw biologicznych przeprowadzano przy pomocy elektrodializy
[7]. Pomijajgc koniecznosé dysponowania odpowiednia aparaturg, ten spo-
sOb odsalania jest niedogodny z powodu koniecznosci stosowania duzych
objetosci badanego plynu oraz ze wzgledu na znaczne straty ilosciowe nie-
ktorych aminokwaséw, szczegélnie argininy. Pierwotna metode eiektro-
dializy dla przygotowania pltynéw do chromatogratii usitowano zmodyfiko-
wac i ulepszyé¢ [1, 2], nie uzyskujac jednak zadowalajacych wynikéw. Dla
matych objetosci plynu prébowano zastosowaé odsalania za pomoca elektro-
forezy [3]."

Nowe perspektywy analizy chromatograficznej plynéw pochodzenia
biologicznego otworzylo zastosowanie wymiennikow jonowych. W ostat-
nich latach pojawil sie szereg publikacji opisujacych réznorodne sposoby
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postepowania, zmierzajace do przygotowania roztworu, ktory ma by¢ pod-
dany chromatografii. Najwieksza trudnos¢ stanowi dobdr odpowiedniego
wymiennika, pozwalajacego na oddzielenie nieorganicznych jonéw od
amfoterycznych aminokwaséw. Oméwimy w krotkosci te sposoby poste-
powania, ktore znajdowaly zastosowanie przy analizie sktadu aminokwaso-
wego plynéw pochodzenia biologicznego.

Poslugiwano sie kolejnym stosowaniem slabego anionitu i stabego ka-
tionitu [6]. Metoda ta jest jednak zbyt czasochlonna ze wzgledu na koniecz-
nos¢ wielokrotnego powtarzania procesu przepuszczania badanego plynu
przez kolumny z adsorbentem, a poza tym polaczona jest ze zbyt duza stra-
tag aminokwaséw obojetnych, pomijajgc juz to, ze nie daje sie zastosowac
do roztworéw zawierajgcych aminokwasy kwasne i zasadowe.

Stosowano réwniez wymienniki silnie zasadowe z czynnymi grupami
wodorotlenowymi i dwuweglanowymi [21]. Metoda ta pozwala na catko-
wite usuniecie nieorganicznych anionéw i kationéw z roztworéw, ale pro-
wadzi do do powaznych strat aminokwaséw zasadowych. Arginina jest
zupeklie nieuchwytna przy tym sposobie postepowania, a lizyne odzyskuje
sie tylko czesciowo.

Najdogodniejsza metods okazalo sie zastosowanie silnie kwasnych
wymienniko6w. Wymienniki te przepuszezajg aniony, zatrzymujgc calkowi-
cie kationy i wszystkie aminokwasy. Stosujac z kolei odpowiedni eluent
mozna wypluka¢ aminokwasy i uzyskany w ten sposob roztwoér poddaé na-
stepnie chromatograficznej analizie na bibule. Szczegélnie rozbudowat ten
sposbb postepowania S. M. Partridge [17, 18, 19, 20], opracowujac
metede analizy hydrolizatow bialka, Badal rézne rodzaje wymiennikow
stwierdzajac, Ze najdogodniejszymi sg zywice polistyrenowe, zawierajace
jako grupe czynng jedynie grupe -SO3H. Zasadniczo jednak we wszystkich
swych pracach postuguje sie wymiennikiem Zeo-Karb 215, ktéry jest zywi-
cg fenolowg z czynnymi grupami — OH i — CH>SO3H. Po uwolnieniu ana-
lizowanej mieszaniny aminokwasdw od anionéw nieorganicznych, polegaja-
¢ym na przepuszczeniu jej przez kolumne z wymiennikiem, wyplukuje na-
stgpnic Partridge aminokwasy z wymiennika rozcienczonym roztwo-
rem amoniaku, rozdzielajgc wyciek na 7 kolejno po sobie nastepujacych
frakeji, z ktérych kazda zawiera kilka odmiennych aminokwaséw. Amino-
kwasy w poszczegdlnych frakcjach zostaja zidentyfikowane przy pomocy
dwukierunkowej chromatografii.

Sposdb postepewania opracowany przez Partridge’a zostat przy-
Jely z nieznacznymi modyfikacjami przez innych autoréw. Pozwala on
istotnie uchwyci¢ wszystkie aminokwasy wystepujace w badanym plynie,
a nawet okresli¢ iloSciowo aminokwasy zawarte w kazdej z pojedynczych
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frakeji. Wlasnie moznos¢ ilo§ciowego ujmowania wynikéw analizy stanowi
najwicksza zalete tej metody. Co prawda ilosciowa analiza aminokwasow
w moczu daje sie najdokladniej przeprowadzi¢ za pomoca znanej metody
Steina i Moore’a, polegajgcej na uzyciu kolumn adsorpcyjnych ze
skrobig [24, 25] lub zywicami polistyrenowymi [26] i rozdzielaniu badanej
mieszaniny na dziesiatki lub setki frakcji, ale skomplikowana aparatura
i czasoch.onno$é tego sposobu postepowania wyklucza jej stosowanie do
badan masowych.

Jak iuz o tym byla mowa powyzej, zasada, na ktorej opiera si¢ metoda
Partricge’a, z drobnymi modyfikacjami uzywana jest dzi§ powszechnie
przy wszystkich badaniach nad aminoacydurig. Mimo ze w poréwnaniu
z dawniejszymi metodami metoda Partridge’a jest o wiele dokladniejsza, to
zastoscwanie jej do celéw klinicznych napotyka na duze trudnosci, szcze-
golnie woweczas, gdy zachodzi koniecznosé wykonania wigksze] ilosci analiz
i to w mozliwie krétkim czasie. Niemalym utrudnieniem jest koniecznosc
uzywania chromatografii dwukierunkowej i to stosowanej siedmiokrotnie,
dla 7 frakeji aminokwasowych, uzyskanych z jednego badanego ptynu.

Dogodno$é chromatograficznej analizy mieszaniny aminokwasow, jakg
przeusiawia opracowana przez nas metoda chromatografii jednokierunko-
wej przy uzyciu izatyny i jej pochodnych dla réznicowania plam poszcze-
golnych aminokwaséw [16], sklonila nas do préb odpowiednich modyfikacji
zastosowania wymiennmkow jonowych do przygotowania moczu, majacego
by¢ poddanym chromatografii. Chodzilo nam o opracowanie mozliwie pros-
tej, taniej i latwej ao zastosowania metody, ktora pozwolilaby na jakosScio-
wg analize skladu aminokwasowego moczu w warunkach laboratorium kli-
nicznego. Ponizej przedstawiamy wyniki naszych badan oraz opis oparte]j
na nich metody.

Czes¢ doswiadczalna

Do$wiadczenia nasze mialy na celu wyjasnienie dwéch zasadniczych
punktoéw. Pierwszym z nich byla sprawa ewentualnego wplywu jonéw nie-
organicznych i skladnikéw organicznych moczu na przebieg jednokie-
runkowej chromatografii bibulowej mieszaniny aminokwasow. Pragnelys-
my sprawe te wyswietli¢, gdyz jak juz wspomniano, niektérzy autorzy [9]
poddaja mocz dwukierunkowej analizie chromatograficzne) bez zastosowa-
nia ugprzednich zabiegéw. Poniewaz stwierczitySmy, ze odsolenie moczu
jest niezbedne dla przeprowadzenia jednokierunkowej chromatografii ami-
nokwasow, postawilySmy sobie jako drugie zadanie wyszukanie najprost-
szej metody przygotowania moczu do tego sposobu postepowania.
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1. WPEYW NIEORGANICZNYCH I ORGANICZNYCH SKEADNIKOW NA CHROMATOGRAMY
MIESZANIN AMINOKWASOW

Poddawaly$my analizie chromatograficznej nastepujace roztwory:
a) mieszanina standardowa aminokwaséw (cysteina, lizyna, arginina,
glikokol, alanina, tryptofan, walina, leucyna),

b) mieszanina standardowa aminokwaséw + mocznik,

¢) mieszanina standardowa aminokwasow - kwas moczowy,

d) mieszanina standardowa aminokwasow - kreatynina,

e) mieszanina standardowa aminokwasiw + NaCl +KCL

Chromatografie przeprowadzano jednokierunkowo na krazkach i pas-
kach w ukladzie n-butanol + CH3COOH + H3O (w stosunku 4: 1 :5), po-
slugujac sie papierem Whatmana Nr 1 i wybarwiajac plamy aminokwasow
izatying wg poprzednio podanej metody [16]. Mocznik wykrywano odczyn-
nikiem Ehrlicha (aldehyd p-dwumetyloaminobenzoesowy) [12], kreaty-
nine cdezynem Jaffego (kwas pikrynowy) [14], kwas moczowy préba re-
dukeyjng craz metodqg Markhama przy uzyciu $wiatla pozafiotkowego [13].

Postepujac w ten sposob stwierdzono, ze ani mocznik (w warunkach
chromatografii krazkowej Ry = 0,47), ani kreatynina (R; = 0,40), ani kwas
moczowy (Rf = 0,26) nie wplywaja na obraz chromatogramu mieszaniny
aminokwasoéw. Natomiast obecnosé soli nieorganicznych powoduje zatarcie
granic plam aminokwasow i ich przemieszczenie, szczegélnie w odcinku od-
powiadajgcym R; 0,1 — 0,26, w warunkach doswiadczen przez nas wyko-
nywanych.

Te wstepne badania wykazaly nam, ze postugiwanie si¢ chromatografig
jednokierunkowg dla analizy aminokwasow bez uprzedniego odsolenia mo-
czu jest niemozliwe.

2. WYEOR WYMIENNIKA

Proby zastosowania Amberlitu IRC-50 oraz kationitu, uzyskanego z fir-
my Leight (bez okreslonego blizszego charakteru wymiennika), do wigza-
nia nieorganicznych kationé6w w mieszaninach standardowych oraz w mo-
czu skonczyly sie niepowodzeniem. Dlatego nie podajemy ich dpisu.

Opierajac sie na danych z literatury zwrécity§my uwage na zywice po-
listyrenowe. Westall [27, 28] uzywa do odsalania moczu Zeo-Karb
215, ale Partridge w swych pracach podkresia jednak réwnoczesnie
ujemny wplyw grup fenolowych, tkwigcych w tym wymienniku, na proces
wymywania zasadewych aminokwaséw. W metodzie stosowanej przez
Westalla aminokwasy zasadowe w ogole nie sg wykrywane. Zdecydowalys-
my sie wiec na uzycie wymiennika Zeo-Karb 225, w ktérym nie ma grup
fenclowych, a grupy czynne sa reprezentowane jedynie przez reszty
-— SO3H.
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Préby zatrzymywania poszczegblnych aminokwaséw przez Zeo-Karb
225 przeprowadzaly$my w nastepujacy sposob: mieszaniny roznych kombi-
nacji 8—10 aminokwasoéw, zawierajgce w 1 ml roztworu 0,26 mg N amino-
kwasowego, przepuszczatySmy przez kolumne wypeiniong wymiennikiem,
postepujgc wg sposobu, ktory opiszemy ponizej. StwierdzitySmy, ze tylko
tauryna nie jest zatrzymywana przez Zeo-Karb 225, co pokrywa si¢ z wy-
nikami Priora i Whiteheade’a [22], ktorzy postugiwali sie tym
wymiennikiem ala analizy aminokwaséw w pilynie mézgordzeniowym
iBoulangeraiBisserte’a [4,5], ktérzy uzywali wymiennika Per-
mutyt 50, bedacego réwniez zywica polistyrencwa z czynnymi grupami
— SOsH.

3. ZACHOWANIE SIE MOCZNIKA, KWASU MOCZOWEGO I KREATYNINY NA KOLUMNIE Z ZEO-KARB 225

Odpowiednie proby ze skladnikami azotowymi moczu dodawanymi do
wzorcowej mieszaniny aminokwaséow wykazaly, ze:

1) kwas moczowy przechodzi przez kolumne z Zec-Karb 225 niemal
caitkowicie; drobna jego ilos¢ pozostaje na kolumnie, ale wymywa sie
o wiele tatwiej niz aminokwasy;

2) inng sytuacje zaobserwowano cdnosnie mocznika i kreatyniny. Oba
te zwigzki zostajg zatrzymane przez Zeo-Karb 225, ale rowniez nieco la-
twiej ulegaja wymyciu od aminokwaséw, przy czym jednak kreatynina
okazuje silniejsze powinowactwo do wymiennika niz moecznik.

4. ODSALANIE WZORCOWEJ MIESZANINY AMINOKWASOW

Przygotowano wzorcowg mieszanine 12 réznych aminokwasow za-
wierajacg kationy Na® i K'. Przy przygotowaniu tej mieszaniny nie
dodawaly$my kationéw Ca’" i Mg" ", liczac sie z tym, ze s3 one silniej
wigzane przez zywice. Aniony byly reprezentowane jedynie przez Cl-.

Sklad wzorcowej mieszaniny odpowiadat w przyblizeniu skladowi
moczu wykazujgc zawartosé:

767 mg % azotu (ozn. met. Kjeldahla, w tym 27° N aminowego,

cznaczanego metoda van Slyke’a),

1548 mg °/o Cl~ (ozn. met. Volharda)

725 mg %o Na e
458 mg % K | (ozn. za pomocy fotometru plomieniowego).

5 ml mieszaniny wzorcowej wprowadzono na kolumne z Zeo-Karb
225, przygotowans wedlug sposobu nizej podanego. Ustalono szybkosé
przepiywu cieczy, odpowiadajaca 8 — 10 kropli na minute. Po ukoncze-
niu przeplywu roztworu wzorcowego kolumne przemyto 25 ml HsO bi-
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dest. Wycieki zebrano w kolbce miarowej, uzupelniajac je do 50 ml przy
pomocy H»0O. Uzyskany w ten sposob roztwér badano na zawartosé azotu,
Cl—, K* i Na*. Wyniki podane sa w tabl. 1.

Tablica 1
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|
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| 77,36 77,98‘76.98 77,00 | 77,45 | 77,60
!

Na+ ‘ -

K+ : = =

Jak z danych w tabl. 1 wynika, w wycieku otrzymanym w powyzej
opisany spcséb uzyskuje sie calkowicie anion chlorkowy, natomiast katio-
ny i zwiazki azotowe zostajg zatrzymane na kolumnie wymiennikowej.

5. WYMYWANIE AMINOKWASOW Z KOLUMNY

Dare z literatury podaja dotychczas 2 sposoby wymywania aminokwa-
s6w zatrzymywanych na kolumnach wymiennikéw polistyrenowych.
Jednym z nich jest uzycie HCI [15], drugim — uzycie amoniaku.

Stosowanie kwasu solnego wymaga doboru odpowiedniego stezenia
tego odezynnika, przy ktéorym zostalyby wyplukane wylgcznie aminokwa-
sy bez réwnoczeénie zaadsorbowanych kationéw. Natomiast uzycie amo-
niaku zamiast kwasu solnego ma te wyzszosé, ze nawet duze stezenie te-
go odczynnika nie doprowadza do wyplukiwania kationéw. Poza tym
o wiele fatwiej jest odpedzi¢ z roztworu amoniak niz kwas solny. Par-
tridge i wspélpracownicy [17,18,19] uzywaja amoniak w stezeniu
0,14 -— 0,2 n, usuwajgc w ten sposob z kolumny adsorpcyjnej wolne od
kationow aminokwasy, jednak bez aminokwaséw zasadowych. Boulan-
ger [45] i Prior [22] postuguja sie 1 n amoniakiem, wyplukujgc
wszystkie aminokwasy, z powaznymi stratami jednak aminokwaséw za-
sadowych.
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Zdecydowalysmy sie na uzycie 2 n amoniaku w objetosci 25 ml, wy-
plukujac w ten spcsOb wszystkie aminokwasy i uzyskujac réwnoczesnie
male objetosci plynu, nie sprawiajace trudnosci przy dalszych manipu-
lacjach.

Uzyskany przy uzyciu 25 ml 2 n amoniaku wyciek odparowalysSmy
w prozni w temperaturze 37°C do suchosci. W celu catkowitego usuniycia
amoniaku proces zageszczenia przeprowadzalySmy 3-krotnie, stosujac
w ramach zestawu pompy prozniowej dodatkowa pluczke ze stezonym
H2S0s. Pozestalosé rozpuszezong w 0,5 ml H2O bidest. badatysmy na za-
wartos¢ kationow (uzywajac fotometru plomieniowego) i na zawarto$é
azotu oznaczanego metodg mikro-Kjeldahla. Wyniki tych prob podaje
tabl. 2.

Tablica 2
\ Kolumna | - % |
lloéé\':\ y | 2 3 3 5 6
e R RN ) R
_ N 4001 |3825| 3n10| a7e7| 30,00 3805
e s 2 | ) L
R+ : = = % E =

Otrzymany w powyzszy sposob roztwoér poddawalysmy chromatografii
stosujac zar6wno chromatogram krazkowy, jak i chromatografi¢ na pasku
wstepujgeym, rozwijana w ukladzie butanol-CH3COOH-H:0, i barwigc
plamy aminokwasowe izatyna. Uzyskane w ten sposob chromatogramy
pokrywaly sie dokladnie z chromatogramem wzorcowej mieszaniny amino-
kwaséw, wolnej od domieszki soli nieorganicznych i innych zwigzkow
azotowych. Jedynie intensywnoéé plam aminokwaséow zasadowych byia
nieco mniejsza.

Poniewaz zalozenia teoretyczne i wyniki naszych wstepnych badan na-
suwaly przypuszczenie, ze przy zastosowanym przez nas postepowaniu
czesé aminokwaséw zasadowych nie zostaje wyplukana z kolumny wy-
pelnionej wymiennikiem, zawarto$¢é kolumny potraktowanej w sposob
uprzednio opisany zadawalyémy 5 ml 2 n amoniaku na przeciag 10 go-
dzin, po czym przemywaly$my niewielka iloscia wody. Uzyskany w ten
sposéb wyciek z kolumny zageszczalyémy i badalySmy w sposob wyzej
opisany. Okazalo sie, ze otrzymany plyn zawiera N w ilo§ciach nie dajacych
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sie wykazaé mikro-Kjeldahlem, a na chromatogramie daje ledwo dostrze-
galne plamy, odpowiadajace aminokwasom zasadowym.

Te wstepne badania przekonaly nas, ze mozliwe jest uwolnienie mie-
szaniny aminokwaséw i innych najwazniejszych skladnikow moczu od
nieorganicznych kationéw i anionéw, co w rezultacie zezwala na jednowy-
miarowa jako$ciowa analize mieszaniny aminokwasow. Ponizej podajemy
bardziej szczegbélowe sposoby postepowania, ktore zastosowaly$my z po-
wodzeniem do analizy skladu aminokwasowego moczu.

6. POSTEPOWANIE PRZY JAKOSCIOWEJ ANALIZIE AMINOKWASOWEGO SKEADU MOCZU

Do odsolenia moczu uzywamy kolumny wypelnionej zywica Zeo-Karb
225, ktéra znajduje sie w handlu w postaci soli sodowe) o wielkosci ziarn
16-—50 cczek (mesh). Przed uzyciem zywica zostaje zaktywowana przez
zadanie dwukrotng objetoscig 10%0 HCI na przeciag 1 — 2 godzin z wstrza-
saniem od czasu dc¢ czasu.

Kolumng jest rura szklana o $rednicy 0,6 cm, diugosci 35 cm, za-
opatrzona u dolu w kurek ze szlifem. Rura ta zawiera u dolu warstwe
odttuszczonej waty. Wypelnia sie ja woda, po czym wprowadza sie do niej
zywice malymi porciami, jako zawiesing w wodzie. Aby umozliwi¢ rowno-
mierne ukladanie sie ziarn wymiennika w kolumnie i usungé banki po-
wietrza, wypelnienie kolumny przeprowadzamy przy stalym przeplywie
wody. Przygotowana w ten sposéb kolumne przechowuje sie stale w sta-
nie wilgotnym przez utrzymywanie poziomu wody ponad gérng warstwa
zywicy.

Dla przeprowadzenia odsolenia moczu nalewa si¢ na powierzchnie war-
stwy zywicy 5 ml moczu, ustalajgc szybkos¢ przeplywu cieczy przez ko-
lumne réwng €—10 kropel w ciggu minuty. Po ukonczeniu wyplywu mo-
czu kolumna zostaje przemyta 25 ml H20O bidest.

Z kolei zostaje doprowadzone do kolumny 25 ml 2 n amoniaku. Wy-
ciekajgey roztwér zebrany do kolby zostaje odparowany w prézni do su-
chosci w temp. 37°. Dla catkowitego usuniecia amoniaku dodaje sie do su-
chej pozostalosci wode i ponownie odparowuje w prozni. Zabieg ten jest
powtarzany trzykrotnie. Pozostalo§¢ rozpuszczona w 0,5 ml H2O bidest.
uzywa sie do przeprowadzenia chromatografii.

Regeneracje kolumny przeprowadza sie przepuszczajac przez warstwe
wymiennika 50 ml 10% HCI z szybkoscig 8—10 kropel/min. Nadmiar kwa-
su solnego zostaje usuniety przez HsO, przepuszczang przez kolumng az
do chwili zaniku reakcji na jon Cl—. Ten sposéb regeneracji jest wy-
starczajgey do odzyskania pierwotnej aktywnosci kolumny.
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Rys. 1 przedstawia schematy chromatogramoéow
a— moczu prawidlowego
b — moczu kobiety w dziewigtym miesigcu cigzy
¢ —moczu dziecka dziewieciomiesiecznego, cierpigcego na dy-
strofie.

Prolina

‘  Alanina
| fwas glutaminowy
@& Glikokol +seryna
b oini
Histydyna
® Lizyna

i

B (4 0 SRR - — — Nalozenie

Rys. 1

W kazdym przypadku chromatografii poddawano okolc 10 ul moczu
odsolonego, zageszczonego 10-krotnie, a wiec ilos¢ odpowiadajaca 0,1 ml
moczu pierwotnege.

Zaznaczy¢ nalezy, ze chromatogramy moczu prawidiowego przygoto-
wane na materiale pochodzacym od kilkunastu dorostych, zdrowych osob
z reguly pokrywajg sie. Brak pewnych aminokwaséow (prcliny, treoniny,
tryptofanu) wynika niewgtpliwie stad, ze aminokwasy te w objetosci mo-
czu uzytej do chromatografii wystepuja w stezeniach nieuchwytnych dla
uzywanej przez nas metody. Plamy zaznaczone znakiem zapytania odno-
szg sie do jakichs aminokwaséw nie bedacych skladnikiem biatka, ktérych
wobec braku cdpowiednich wzorcow nie moglyémy zidentyfikowaé.
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Plamy zaznaczone x daja z izatyng typowe zabarwienia peptydow. Po-
rownanie podanych na rys. 1 chromatogramoéw wykazuje wybitne wzmo-
zenie ilosci histydyny i treoniny w moczu ciezarnej oraz pojawienie si¢
proliny i wolnego kwasu glutaminowego w moczu dziecka dystroficznego.

O wynikach zastosowan opracowanej przez nas metody do celow kli~
niczavch doniesiemy w przygotowywanej, odrebnej pracy.

Za cenne uwagi i wskazdéwki skladamy prof. dr B. Skarzyn-
skiemu serdeczne podziekowania.

Streszczenie

W celu przeprowadzenia analizy chromatograficznej skiadu aminokwa-
sowego moczu normalnego i patologicznego opracowano metode odsala-
nia z zastosowaniem zywicy polistyrenowej Zeo-Karb 225. Przy przepusz-
czeniu przcz kolumne z wymiennikiem odpowiedniej ilosci moczu zostaja
na niej zatrzymane wszystkie kationy hieorganiczne i aminokwasy, nato-
miast aniony nieorganiczne przechodza swobodnie przez zywice.

Aminokwasy zatrzymane na wymienniku eluuje sie¢ 2 n amoniakiem,
ktéry usuwa sic nastepnie przez odparowanie roztworu do suchosci pod
préznia. Po rozpuszczeniu suchej pozostalosci w wodzie roztwor poddaje
sie jedcnowymiarowej analizie chromatograficznej wybarwiajgc plamy
aminockwasow izatyna.
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XPOMATOTPAGUYECKNI AHAJN3 AMUHOKMUCIOT,
YIAJIAEMBIX C MOYEM

Pezwme

C 1eJBl0 NPOBECTM XPOMATOrpathmMyecKkmii aHaJ u3 aMMHOKMCJIOTHOIO
cocTaBa HOPMAIBHOM M ITATOJOIMYECKOH MOYM, aBTOPLI pa3padoTayiym me-
TOJi BBICAJIMBAHUA, IPUMEHAA ITOJIMCTUPOJIOBYIO cmoay 3eo-Kapb 225.

IIpy nponyckaHuy COOTBETCTBEHHOrO KOJIMYECTBA MOYM uepes3 KOJIOH-
Ky ¢ obMenuTesieM, Ha Heil 33aJeprKUBAIOTCA BCE HEOPraHMYECKMe KaTUMOHBI
M aMMHOKMCJIOTHI, TOra KAaK HEOpPraHM4yecxKme aHMOHBI CBOOOJHO IIPOXO-
IAT Yepes3 CMOoJy.

3aneprkaHHble HA 0OMEHUTe e AMMHOKMCJIIOTEI SJIIOUPYIOTCA 2 H aMMma-
KOM, YCTPAaHAEMBIM 3aTeM IIyTEeM IIOJHOrO BBINApUBAHMA PacTBOpa B Ba-
KyyM-amrapare. 3

ITocne pacTBOpeHMA CyXOro ocTaTka B BOJE, PAaCTBOP ITOABEPraioT OJHO-
MEPDHOMY XPOMAaTHMYECKOMY aHaau3y, obecupBeuuBas MATHA aMMHOKMUCIOT
U3aTUHOM.

CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF AMINO ACIDS ELIMINATED WITH URINE

Summary

In order to analyse chromatographically the amino acid composition of
normal and pathological urine, a method of desalting was evoled using
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polystyrene resin Zeo-Karb 225. When urine is passed through such
a column, all inorganic cations and amino acids are retained in it while
inorganic anions easily pass through the resin.

Amino acids retained in the exchanger are eluated with 2 N ammonia
and the eluate is then vacuum dried. The dry residue is dissolved in water
end analysed by one-dimensional chromatography. The amino acid spots
are developed with isatin.

Otrzymano 21.1.1956 r.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



A G TOALY B O CIHIT MoLLCOA PO, O N I C A

Vol. III 1956 No 3

M. GUMINSKA i M. ECKSTEIN

PRZECIWZARKRZEPOWE DZIAELANIE NAFTYLOWYCH
PCCHODNYCH INDANDIONU-1,3%)

7 Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie, Kierownik prof. dr B. Skariyiiski

i Zakladu Chemii Farmaceutycznej A. M. w Krakowie, Kierownik prof. dr A. Kocwa

Osiatnich kilka lat wzbogacilo arsenal syntetycznych zwigzkow che-
micznych o dzialaniu przeciwzakrzepowym o grupe substancji, rokujacych
nadzieje na wielkie korzys$ci w praktyce klinicznej. Oprocz wielu pochod-
nych 4-hydroksykumaryny jak dwukumarol (wzér I), pelentan, cykloku-
marol, markumar i oprécz badanych przez Chmielewskga pochod-
aych naftochinonowych [4], [5], [6], przedmiotem badan laboratoryjnych
i klinicznych staly sie pochodne indandionu-1,3 [9], [12], [13], jak np.
2-fenyloindandion-1,3 (FID) [1-3], [7-8], [14], [15], [17], [19-21], [26-29]
i 2-dwufenyloacetyloindandion-1,3 [9-11], [25], [30]. Dotychczasowe dane
przemawiajg za tym, ze preparaty grupy indandionu okazuja w poréownaniu
z preparatami grupy kumaryny szybsze dzialanie i mniejszg toksyczrno$¢.

Mentzer i wspélpracownicy [15], [17], ktorzy w roku 1947 wpro-
wadzili do praktyki leczniczej 2-fenyloindandion-1,3 (FID) (wzdr IV),
w roku 1953 opublikowali wyniki swoich badan nad wplywem 3-a-nafty-
lo-4-hydroksykumaryny (¢-NHK) (wzoér 1I) na poziom proirombiny [16],
[18], stwierdzajgc, ze «~NHK okazuje znacznie silniejsze dzialanie prze-
ciwzakrzepowe niz 3-fenylo-4-hydroksykumaryna (wzor 1II). Autorzy ci
sformulowali wniosek, iz zdolno§¢ pelnienia roli antywitaminu K przez
syntetyeznie otrzymane zwigzki jest w duzej mierze zalezna od symetrii
czasteczki. Wieksza ogélna symetria czesteczki «-NHK w poréwnaniu
z 3-fenylo-4-hydroksykumaryng ma warunkowa¢ — zdaniem tych auto-
row — silniejsze biologiczne dziatanie.

Dla sprawdzenia tego wniosku jeden z autoréw niniejszej pracy otrzy-
ma! syntetycznie 2-naftylowe pochodne indandionu-1,3, tj.: 2-a-nafty-
loindandion- 1,3 (¢-NID) (wz6r V) oraz 2-f-naftyloindandion-1,3 (B-NID)
(wzér VI) !. Czasteczki tych dwéch zwiazkéw, zbudowane z dwéch ukla-
dow dwupierscieniowych, posiadaja strukture z wyrazniej zaznaczona sy-

*) Praca byla referowana ma Konferencji PAN i P.T.Ch. na temat leku synie-
tycznego (Gdansk, X. 1954).
1 Czgs¢ chemiczna opublikowana bedzie oddzielnie (M. Eckstein, A. Kocw: —
w druku. Praca byla referowana na Konferencji P.AN. i P.T.Ch. na temat leku
syntetycznego (Gdansk X .1954 r.).
[323]
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metrig niz w przypadku FID, w swej symetrii sg zblizone do ¢-NHK i do
dwukumarolu, wobec czego nalezaloby sie spodziewa¢, ze bedg okazywaly
wybitne dzialanie przeciwzakrzepowe.

Pochedne 4-hydroksykumaryny:

OH OoH OH
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Ponizej przedstawione badania mialy na celu okreslenie sily dzialania
antyprotrombinowego obu wyzej wymienionych pochodnych naftylowych
indandionu i rozpatrzenie wynikoéw z punktu widzenia hipotezy Mentzera.

Metody

Badania przeprowadzano na kroélikach o wadze 2—3 kg, karmionych
zwyklg pasza. badane preparaty podawano doustnie w postaci zawiesiny
w cleju arachidowym, w dawkach przeliczonych na kg wagi ciala. Ozna-
czano poziom protrombiny wedlug jednostopniowej metody Quicka [22],
[23], [24] na osoczu nierozcienczonym, postugujgc sie tromboplastyng spo-
rzadzong z mozgow kroliczych, w sposéb podany przez tegoz autora. Krew
do oznaczen pobierano z zyly brzeznej ucha krélika, uzywajac 0,1 M szcza-
wianu, sodu w stosunku 1 : 9. Procentowa zawarto§é protrombiny obliczano
jako $rednig z pieciu pomiaréw wedlug krzywe) wzorcowej Quicka na
podstawie okre$lenia czasu protrombiny wyrazonego w sekundach.

W celu ustalenia okresu maksymalnego dzialania preparatu i szybkosci
powrotu krzepniecia do normy, oznaczano poziom protrombiny po 6, 12, 24,
48, 72 i 96 godz., potem wylacznie po 24, 48 i 72 godz.
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Badanie stopnia kumulacji «-NID w organizmie krélika przeprowadza-
no, podajac jako pierwsza dawke 10 mg/kg, a nastepnie co 24 godz. 1/5 —

1/2 dawki poczatkowej przez okres 3—7 dni.

Rysunki 1 i 2 przedstawiajg wyniki badan nad wplywem jednorazowe-

Wyniki

go podawania réznych dawek -NID i FID na poziom protrombiny.

Uawki Hlost 2wuerzitt
& -NiD-u badanych
; o
%0 1 nig/kg kroll
5 mg/k: 2krolike
8 /%9
T
§ 10mg/kg 16 krolikow
R : Iimg/kg 1 rolik
§. 5 25mg/kg  Ihrolik
g :
é‘ 30
00mg/kg ! krolik
0
o a8 7 h

Czas w godzinach

Rys. 1. Procentowa zawarto§¢ protrombiny po réznych daw-
kach 2-a-naftyloindandicnu-1,3, podanych jednorazowo

Dawk: 1Hosc zwierzat
FiD-u vadanych
90
8
)
g U mg/ka 4 krolik
$ 29mg/hg 8 krolikomw
50
g
£
N
&% v
50 mg/kg 1 kroltk
100mg/kg 1 Arolik
10
7 24 48 2 h
Czas w godzinach

Rys. 2. Procentowa zawarto$¢ protrombiny

kach 2-fenyloindandionu-1,3, podanyc,
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Rysunek 3 przedstawia poréwnawczo wptyw a-NID, FID i dwukuma-
rolu na poziom protrombiny po jednorazowym podaniu w dawkach wy-
wolijacych w przyblizeniu ten sam efekt. Zaobserwowane przez nas wy-
niki dziatania FID i dwukumarolu zgodne sa z danymi z literatury.

2o

Preparat llos¢ zwierzqt
i dewka badanych

2
=
2 e =NID 15 Krolikow
& 0 ma/kg
S SEHO.. 8 krdlikow
q 50 25 mq /kg
E
<
S
R dwukumaro!
WUKU o ke
—/.(T'ng 7hg 6 krolikow
0
7 24 %8 2 h

Czas w godzinach

Rys. 3. Poré6wnanie procentowej zawartosci protrombiny po

jednorazowym podaniu 2-a-naftyloindandionu-1,3 (a-NID),

2-fenyloindanionu-1,3 (FID) i dwukumarolu w dawkach
o zblizonej sile dzialania

Badania nad wplywem p-NID na poziom protrombiny przeprowadza-
ne na § krolikach wykazaly, ze zwigzek ten okazuje malg aktywnoéé bio-
logiczng. Dawki 10 i 30 mg/kg (6 kréolikow) nie powoduja zadnych dajg-
cych si¢ zaobserwowa¢ zmian w poziomie protrombiny. Dawki 80
i 100 mg/kg powoduja jedynie nieznaczne obnizenie poziomu protrombiny
(do 80—70%0). Poziom protrombiny po tych duzych dawkach powracal do
normy po 48 godz. '

Pragnac ustali¢c dawke otrzymujaca peziom protrombiny w granicach
okolo 20% po podaniu dawki poczatkowej 10 mg/kg i tym samym okresli¢
stopienn kumulacji «-NID, po podaniu jednorazowej dawki poczatkowej,
podawano co 24 godz. odpowiednio mniejszg dawke. Wyniki 2 serii badan,

przeprowadzonych w kardym przypadku na 3 krélikach, podaja krzywe
zaznaczone na rys. 41i 5
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llosc zwerzal badanych Oawki & -NID-u:
3 kroliki

?' ga”w%lgmﬂmwal
J\7Z
. 7
2 7
2
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é R A R 7,5m9/k9 )
: / /2 dawki poczatkowej)
§ 33
& ot /?7 ""/I/Jtzfvz'ymat/mnq)
VXN A
DB R W L. T
Czas w dobach

Rys. 4. Zawarto$§¢ procentowa protrombi-
ny po codziennym podawaniu réznych da-
wek 2-a-naftyloindandionu-1,3, Diagramy
obrazuja wielko$§¢ stosowanych dawek. Na
tle diagraméw krzywa rysuje zachowanie
sie peziomu protrombiny w 24 godz. ro
podaniu odpowiedniej dawki

Jawki & -NID-u

losc_zwierzat bada : 3Aroliki
Nosc zwerzat badanych t 10mg/kg

""""""""""""""""""""""" (dawka poczatkowa)
%0
N
X 70
2
fo
§ 33 mg/kg
LY % (1/3 dawki poczgthowey)
| 2mg/kg
U / (1/5 dawki poczgthowes)
0 %/ /
} R 3/ q 'f%{{ v

Rys.

Czas w cobach

5. Zawarto$¢ procentowa protrombiny po co-
dziennym podawaniu réznych dawek 2 -« - naftyloin-

dandionu - 1,3.

Diagramy obrazujg wielko$¢ stosowanych dawek. Na tle
diagraméw krzywa rysuje zachowanie sie poziomu pro-
trombiny wystepujace w 24 godz. po podaniu odpowied-

niej dawki
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Toksyczno$é dla myszy po podskéornym podaniu roztworu soli sodo-
wych badanych preparatéw przedstawia sie nastepujaco: *

DLso — a-NID 160 mg/kg (wyniki z 44 myszy)
DLs — FID 140 mg/kg (wyniki z 40 myszy)
DLsy — dwukumarolu 130 mg/kg (wyniki z 36 myszy)

Omowienie wynikéw

2-a-Naftyloindandion-1,3 wykazujgc wyrazny wplyw na poziom pro-
trombiny juz w dawce 1 mg/kg jest zwigzkiem cechujgcym sie wybitng
aktywno$cig przeciwzakrzepows, obdarzonym silg dzialania lezgca w rze¢-
dzie aktywnos$ci dwukumarolu. Jednorazowe podanie doustne 10 mg/kg
a-NID powoduje w przyblizeniu ten sam efekt, jaki wywoluje identyczna
dawka dwukumarolu, a w poréwnaniu z 2-fenyloindandionem-1,3 okazuje
aktywnosé 3—5 razy silniejsza. Efekt biologiczny po podaniu «-NID ujaw-
nia sie juz p» uplywie 6—12 godz., przy czym maksymalne obnizenie po-
ziomu protrombiny wystepuje po uplywie 24 godz. Pod tym wzgledem
a-NID wykazuje analogie do FID, w przeciwienstwie do dwukumarolu
i innych pochodnych 4-hydroksykumaryny, powodujacych maksymalny
efekt dopiero po 48 godz. Po jednorazowej dawce doustnej powrdt pozio-
mu protrombiny do normy wystepuje przy zastosowaniu «-NID i FID po
4—5 dniach, natomiast po dwukumarolu dopiero po 8 dniach.

2-a-Naftyloindandion- 1,3, podobnie jak inne syntetyczne preparaty
tego typu kumuluje si¢ w organizmie zwierzecym, na co wskazuje uirzy-
mywanie sie dzialania przez dluzszy okres czasu oraz fakt, ze podany w kil-
ku po sobie nastepujgcych dniach a-NID powoduje narastanie efektu bio-
logicznago wzglednie utrzymywanie tego efektu na tym samym poziomie
w zaleznosci od wysokosci stosowanych dawek.

Optymalng dawkg poczatkowa a-NID, obnizajaca poziom protrombiny
do .okola 20%, jest dawka 8—10 mg/kg, a dawkg podtrzymujacg 1/3—1/5
dawki poczatkowej, tj. 2—3 mg/kg.

Z poréwnania ¢-NID ze znanymi lekami przeciwzakrzepowymi, jak FID
i dwukumarol, wynika wyzszo§¢é a-NID, wyrazajgca sie w tym, ze dziala-
nie jego iloSciowo zblizone jest do dwukumarolu, a jakosciowo (szybko$¢
wystepowania efektu biologicznego i czas jego trwania) do FID. Poza tym
a-NID cechuje sie nieco mniejszg toksycznosciag. Wplyw tego zwigzku na
poziom protrombiny jest rownomierny i pozwala na utrzymanie efektu
terapeutycznego przy pomocy niewielkich dawek podtrzymujacych.

* Szczezblowe dane odnosnie toksycznosci podane zostang w oddzielnej pracy

o farmakologii a-NID (J. Maj, J. Sierostawska, M. Eckstein: Dis-
sert. Pharm. (w druku).
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Silniejsze biologiczne dzialanie «-NID w poréwnaniu z FID stanowi ana-
logie do znanego faktu, wyrazajacego si¢ w tym, ze 3-a-naftylo-4-hydroksy-
kumaryna dziala silniej przeciwzakrzepowo anizeli 3-fenylo-4-hydroksy-
kumaryna. Moina by w tym upatrywaé¢ potwierdzenie wspomnianej juz
hipotezy Mentzera, wedlug ktérego dzialanie przeciwzakrzepowe wzmaga
siec w miare wzrostu symetrii czasteczki zwigzku biologicznie czynnego.
- Przeciwko tej hipotezie przemawia jednak wykazana przez nas w czesci
doswiadczalnej staba aktywnoéé biologiczna P-naftyloindandionu-1,3.

p-N1D mimo wyraznie zaznaczonych cech symetrii czgsteczki okazuje
aktywnosé biologiczng okclo 100 razy mniejsza niz «-NID. By¢ moze je-
dnak, ze slabe dziatanie izomeru f- jest wynikiem jego wielkiej wrazliwosci
na wplyw réznych czynnikéow utleniajgcych, a nawet tlenu powietrza,
w przeciwienstwie do a-NID, ktory jest odporny na $rodki utleniajgce.

O tym, do jakiego stopnia hipoteza Mentzera, wigzaca aktywnos$¢ anty-
witaminowa K z ogélng symetrig czasteczki, jest sluszna, mozna by powie-
dzie¢ dopiero co$ bardziej pewnego po zbadaniu aktywnosci biologicznej
3-f-naftylo-4-hydroksykumaryny, zwiazku dotychczas w literaturze nie
znanego.

Autorzy dziekuja prof. dr B. Skarzynskiemu i prof. dr
A. Kocwie za pomoc udzielong podczas przygotowywania pracy.

Streszczenie

1. Badano wplyw 2-u-naftyloindandicnu-1,3 oraz 2-pf-naftylcindandio-
nu-1,3 w réznych dawkach na poziom protrombiny, po podaniu doustnym
jednorazowyin i wielckrotnym, na nierozcienczonym osoczu kroéliczym, je-
dnostopniowa metedg Quicka. Uzyskane wyniki poré6wnywano z analogicz-
nym dzialaniem dwukumarolu i 2-fenyloindandionu- 1,3.

2. 2-a-Naftyloindandion-1,3 jest substancja czynng antywitaminowo
K, o sile dzialania zblizonej do dwukumarolu, a okolo 3—5 razy bardziej
aktywny od 2-fenyloindandionu-1,3. W typie dzialania zblizony jest do
2-fenyloindandionu- 1,3, bedgc od niego nieco mniej toksyczny.

3. 2-c-Naftyloindandion- 1,3 kumuluje sie, o czym $wiadczy utrzymy-
wanie sie dzialania przez dluzszy okres czasu i narastanie efektu biologicz-
nego lub utrzymywanie sie tego efektu na tym samym poziomie zaleznie
od ilosci i wysokoéci stesowanych powtérnie dawek.

4. 2-f-Naftyloindandion- 1,3 jest antyprotrombinowo okolo 100 razy
mniej aktywny niz izomer «a.
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IMPOTUBOTPOMBO3HOE IEVICTBUME HA®TUIITPOU3IBOJIHBIX
MHIAHAUOHA 1,3

Pezmome

1. MUccnenoBamm BimsaHue 2-o-HadrmymHaangnoHa-1,3 n 2-f-HadpTmi-
VMHIAHAMOHA-1,3 B pasHbIX Z03aX Ha ypPOBEHb NPOTPOMOMHA, IMoOcjae me-
POPaJIbHOM OJHOKPATHOM ¥ MHOTOKPATHOH II0OfAa4¥, B Hepa3BeeHHOM!
mra3zMe KpPOJIMKOB, OJHOCTyNeHYaTeIM MeronoM Ksuxa. IlomyuenHble
pe3yJIbTaThl CPABHMBAJM C AHAJOTMYHBIM JIEMCTBMEM JIMKyMapoJia u 2-che-
HUI-MHAaHIMoHa-1.3.

2. 2-a-HaTWIMHAAHAMOH-1,3 ABJISAETCHA aKTMBHOI NPOTHB BuTaMmHa K
cybcraHmen, oOIafaIonIei CUJION AeiCTBUA, NPUOIMKEHHOX K AUMKyMa-
posy m npubamsurensHo 3—5 pa3 Gosee akTMBHOM, YeM 2-(heHMIMHAAH-
nyon-1,3. ITo Tumy neiicTBua oH npubimkaered K 2-peHMIMHAAHANOHY-1,3,
Oyy4y HECKOJIBKO MEHee TOKCHYeHd, YeM 9TOT ITOCJIe JHMIA,

3. 2-0-HATUIMHAAHAMOH-1,3 KyMMyJMpyeTcs, CBUIAETEJILCTBOM Hero
ABNAIOTCA (PAKTBI €ro JIefiCTBUA B TeueHme Oosiee AJIMTEBHOr0 IpoMe-
KyTKa BPEMEHM, M HapacTaHus Ouosiormueckoro sdderra uam yAep:Ku-
BaHMA 9TOro 3pdeKkTa Ha TOM K€ YPOBHE B 3aBUCHMMOCTM OT BBICOTHI IO~
BTOPHO INPUMEHAEMbIX JI03.

4. 2-Pp-macprmamuAaHMOH-1,3 MPUBAMINTENHLHO CTOKPATHO MEHEe aKTH-
BEH, 4YeM M30Mep ¢, B CMbICIIe aHTmnpOTpomﬁuHoaoro UX JIeCTBUA.

THE ANTI-COAGULANT EFFECT OF NAPHTHYL DERIVATIVES OF INDANDIONE -
Summary

1. The effect on the level of prothrombin of 2-t-naphthylindandione
and of 2-B-naphthylindandione-1,3 was examined: after single and repeated
oral administration, on undiluted rabbit serum, by the one-degree method
of Quick. The results obtained were compared with analogous activi-
ties of dicoumarole and 2-phenylindandione-1,3.

2. 2-a-Naphthylindandione-1,3 is an acitve anti-vitamin- K substance.
Its efficiency approaches that of dicoumarole and exceeds by 3 to 5 times
that of 2-phenylindandione-1,3. In mode of action it resembles 2-phenyl-
indandione- 1,3 but is less toxic.

3. 2-a-Naphthylindandione-1,3 accumulates, which is borne out by pro-
longed action and increasing biological effect, or by the persistance of the
effect on the same level irrespective of number and amount of additional
doses.

4. 2-f-Naphthylindandione-1,3 is about 100 times less antiprothrombin

active than the u-isomer.
Otrzymano 21.1.1956
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T. BORKOWSKI N

CHROMATOGRAFICZNA ANALIZA AMINOKWASOW W ZOLCI

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Lublinie
Kierownik Zakladu prof. dr J. Opienska-Blauth

Wstep

W ciggu ostatnich lat stosowano z duzym powodzeniem metode chroma-
tografii bibulowej do badania sktadu aminokwasowego wielu plynéw ustro-
jowych. Stosunkowo najmniej poznanym pod tym wzgledem plynem ustro-
jowym jest z0l¢. Cantarow i Trumper [1]wswej monografii na
temat biochemii klinicznej ograniczaja sie do stwierdzenia, ze w zolci obok
mukoproteidéw, amoniaku, mocznika i pochodnych purynowych wystepuja
takze aminokwasy oraz, ze w przypadkach ciezkiego, nekrotycznego uszko-
dzenia watroby moga pojawia¢ sie w z6lci leucyna i tyrozyna. Hawkins
i wspoélpracownicy [4] przeprowadzajac do§wiadczenia na psach z przetoka
zolciowy stwierdzili metodg chromatografii bibutowej w zoélci niehydroli-
zowanej obecnoéé¢ $ladéw tauryny, waliny, kwasu glutaminowego i kwasu
asparaginowego. Natomiast po hydrolizie kwasem solnym stwierdzono du-
ze iloéci tauryny, a zaznaczone jedynie plamy leucyny, waliny, alaniny, gli-
cyny, seryny, kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego.

Celem niniejszej pracy bylo przebadanie sktadu aminokwasowego zélci
przy pomocy chromatografii bibulowej oraz wykazanie ewentualnych ja-
kosciowych roznic w przypadkach schorzen watroby. Chociaz ilosé¢ danych
metodycznych odnosnie chromatograficznej analizy aminokwaséw jest bar-
dzo pokazna, jednakze zadna ze stosowanych metod nie jest wolna od trud-
nosci i pewnych niedogodnosci praktycznych. Dlatego tez czes¢ wstepna ba-
dan poswiecono opracowaniu schematu postepowania chromatograficzne-
go, najdogodniejszego do analizowania skladu aminokwasowego z6lcl.
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Czeé¢ doswiadczalna

METODA CHROMATOGIAFICZNA

Do analizy skladu aminokwasowego bogatych mieszanin biologicznych
najczesSciej stosowana jest technika chromatografii dwukierunkowej.
Procedura ta jest diugotrwala i wymaga duzej ilosci bibuly. W ciggu
ostatnich lat cpracowano wiele modyfikacji omijajacych technike dwu-
kierunkowa. jak np. metode krazkowg z dodatkowym przeplywem przez
rurke zawierajacg wate [8], metode rechromatografii skrawkow [7] i inne.
W niniejszej pracy zastosowano nowg technike, polegajaca na rechroma-
tografowaniu nie rozdzielonych w ukladzie fenol-woda poszczeg6lnych
skupien aminokwasow w odpowiednich ukla-

A : B dach rozpuszczalnikow.

| i oy 1l

, s Postepowanie jest nastepujgce:
07 O : Q . Analizowang mieszaning aminokwasow
' | umieszcza sie¢ w dwoéch purnktach na pasku bi-
= D i Q buly i rozwija chromategram wstepujacy
v ; : w ukladzie fenol-woda 7:3. Po rozwinigciu
04 O : O chromatogram rozcina si¢ i jedna czes¢ pozosta-
' wia bez wywolania, a drugg wywotuje 0,2%
% 0 . O acetonowym roztworem ninhydryny. Dla uzys-
| kanych na pasku kontrolnym plam wyznacza
= — sie warto$é Ry i oznacza polozenie plam na pas-
—— : | ku niewywolanym. Wyciete z niewywolanego
Rys. 1 odcinka chromatogramu skrawki bibuty (ksztai-
A — czebt paska wywo- U jak na rys. 1) z miejsc odpowiadajacych sku-
lana ninhydryna pieniom aminokwasiw poddaje sie rechromato-
3 — czes§é paska do re- grafowaniu w réznych ukladach rozpuszczalni-
chromatografii kéw stosownie do wlasciwosci rozdzielezych

danej grupy aminokwaséw. Rechromatogra-
fowania dokonuje si¢ bezposrednio z wycietych skrawkéw w sposéb nizej
podany:
Wyciety skrawek chromatogramu zawiesza sie na szklanym preciku
i zanurza prostokatng podstawe paska w szklanej plytce, zawierajgcej fa-
ze¢ ruchomg ukladu rozpuszczalnikéw (rys. 2). Faza ruchoma przechodzi
wzdluz skrawka i dochodzi az do jego wierzcholka, na ktérym opiera sie
krazek bibuly. Z punktu oparcia szczytu skrawka o krazek rozpuszczal-
nik przechodzi centrycznie na caly krazek, na ktorym zachodzi rozdzie-
lenie rechromatografowanej mieszaniny aminokwasow. Caly wyzej opi-
sany proces wtérnego rozdzielania mieszaniny na krazku bibuty odbywa
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sie w pomieszczeniu zamknietym, sporzg-
dzonym z duzego lejka o $rednicy 18 cm,
Jak to przedstawia nizej podany rysu-
nek (r)}s. 3).

Po rozwinieciu chromatogram krgzko-
wy rozcina sie na dowolng ilos¢ wycin-
kow i kazdy z nich wywoluje odpowied-
nim testem barwnym. W niniejszej pracy
oprocz testu z ninhydryna [9] stosowano
takze bromoizatyne [5, 6], reakcje Saka-
guchi [10] i test dwuazowy [2]. Lokaliza-
cje aminockwasdw uzyskiwano na podsta-
wie obecnosci barwnych krazkow i porow-
nania ich w réznych testach barwnych.

Przed zastosowaniem wyzej opisanej
techniki do oznaczania sktadu aminokwa-
sowego z0lci przeprowadzono szereg do-
Swiadczen nad rozdzieleniem sztucznie
sporzadzonych mieszanin aminokwaso-
wych. Mieszaniny sporzadzono z czystych
roztworéw etanolowych zakwaszonych
kwasem solnym. Warto$¢ Ryp poszczegdl-
nych aminokwaséw oznaczono w uktadzie
fenol-woda dla stalych warunkéw do-
Swiadczalnych.

Juz na wstepie przekonano sie, ze do
rechromatografowania wedlug wyzej po-
danej techniki nadajg si¢ tylko wyraznie
odgraniczone skupienia aminokwaséw po-
siadajgcych bliskie wartosci Ry w ukladzie
fenol-woda. W przypadku rozdzielania
mieszaniny o bogatym skladzie aminokwa-
sowym po rozwinieciu w- ukladzie fenol-
weda tworzy sie jedna barwna plama
przez calg dlugos¢ rozwinietego chroma-
togramu. W tych warunkach rozdzielenie
na drodze rechromatografowania jest prak-
tycznie niewykonalne.

Do rechromatografii stosowano i wy-
prébowano 6 najczesciej uzywanych ukia-
déw rozpuszczalnikow:

335

Rys. 2

a — odcinek rechromatografo-
wany
b — uklad rozpuszczalnikow

Rys. 3

a — pokrywa lejka

b — krazek bibuly

¢ — skrawek rechromatogra-
fowany

d — uklad rozpuszczalnikéw

e — podstawa

f — korek uszczelniajgcy

¢ —- pret szklany ruchomy
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I. n-propanol-woda (7 :3)

1I. III-bunatol-metanol-woda (4 :5 : 1),

I1I. butanol-kwas octowy-woda (4 :1 :5),

1V. izo-propanol-kwas octowy-woda (7:2 : 1),

V. 2-6-lutydyna-etanol-woda (10: 4 :5),

VI. etancl-III-butanol-amoniak-woda (12:4:1: 3).

Ponizsza tabelka podaje wyniki przeprowadzonych doswiadczen nad

rozdzielaniem poszczeg6lnych grup aminokwaséw przy pomocy podanych
powyvzej ukladéw (tabl. 1). Jak wynika z tabeli, kazda z grup aminokwa-

Toashukdc a i

Zaleznosci miedzy wartosciami Ry aminokwaséw w ukladzie fenol-woda a doborem odpo-
wiedniego ukladu rozpuszczalnikéw do rechromatografii

1
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Zakresy R/ w ukladzie fenol-woda®):
0,85 - 0,65: do rechromatografil nadaja si¢ uklady 1, 11, III, IV, VI
0,65 - 0,48: do rechromatografil nadajq si¢ uklady I, IV i V
0,48 - 0,37: do rechromatografii nadajq si¢ uklady II, 1
0,37 B 0,29: do rechromatografii nadaje si¢ uklad IV
0,29 - 0,17: do rechromatografii nadaja si¢ ukladyg 1, III, IV
*) Cylry rzymskie oz ja numery ukladéw r Inikéw podane w tekcie.
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sowych moze byc rozdzielana w rechromatografii przy pomocy odpowied-
nich ukladéw rozpuszczalnikow. Tym samym zwieksza sie mozliwosé i za-
kres rozdzielania mieszanin aminokwasow. Wskazuje to réwnoczesnie na
wyzszos¢ powyzszej techniki w stosunku do chromatografii dwukierunko-
wej, gdzie stosuje sie tylko dwa uktady.

PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO ANALIZY CHROMATOGRAFICZNE]

Préobke zolci poddawano odbialczaniu przez potraktowanie jej potrdj-
ng objetoscig 96'/0 etanolu. Po odsaczeniu wytrgconego catkowicie w tych
warunkach bialka odbarwienie probki uzyskuje sie przez wytrzasanie na
zimmno z weglem aktywnym.

Wstepne do$wiadczenia wykazaly, ze stosowanie tego rodzaju odbar-
wienia probki nie wplywa w sposob widoczny na zmiang skladu jakoscio-
wego analizowanej mieszaniny aminokwaséw. W ten sam sposéb Gid-
dey [3] odbarwial prdbki moczu przed chromatograficzng analizg skiadu
aminokwasowego. Po przesgczeniu bezbarwng probke odparowywano
w prozni w temp. 37°C, a suchg pozostalosé ekstrahowano 96%6 etanolem,
zakwaszonym przy pomocy 1 kropli 2N kwasu solnego. Objetos¢ uzywa-
nego do ekstrakceji etanolu byla kazdorazowo dobierana w ten sposoéb, aby
otrzyma¢ 10-krotne zageszczenie probki wyjsciowej. 40 ul ekstraktu pod-
dawano analizie chromatograficznej w modyfikacji powyzej podanej oraz
przeprowadzono kontrole otrzymanych wynikéw wykonujge réwnoczesnie
chromategramy dwukierunkowe. W pierwszym kierunku stosowano uklad
propanol-woda (7:3), w drugim fenol-woda (7:3). Otrzymane chroma-
togramy wywotywano testem izatynowo-ninhydrynowym (9). We wszyst-
kich doswiadczeniach uzywano bibuly Whatman Nr 1.

Wyniki

Badania przeprowadzono w probkach zolei zaréowno ludzi zdrowych,
jak i chorych z réznymi zaburzeniami watrobowymi. Probki zoétei otrzy-
mywano na drodze zglebnikowania dwunastniczego, przeprowadzanzgo
na czczo u oséb znajdujacych sie od 3 dni na diecie bezbiatkowej. Anali-
zie poddawano z0i¢ ,,A” (frakcja dwunastnicza uzyskana bez dzialania
czynnikow pobudzajgcych wydzielanie zolci), z6t¢ ,,B” (z6i¢ z oprédznio-
nego woreczka zoiciowego po podaniu do dwunastnicy siarczanu magnezu)
1 z0t¢ ,,C” (frakcja wyplywajgca po oproznieniu woreczka zoélciowego).
W sumie przebadanc z61¢ pochodzaca od 5 osobnikéw zdrowych i 5 cho-
rych. W tirzech przypadkach os6b zdrowych oraz dwoéch oséb chorych nie
udalo sie uzyska¢ frakeji ,,C” i analizie poddano tylko zét¢ ,,A” i ,,B".
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Objasnienia znakéw:

t aminokwas obecny we wszystkich analizowanych prébkach zélci
-+ aminokwas obecny w jednej lub dwu analizowanych préokach zélci
brak aminokwasu we wszystkich analizowanych prébkach zékci.

Tabl. 2 podaje zestawienie skladu aminokwasowego réznych frakcji anali-
zowanej zoélci. Jak wynika z przytoczonej tabeli, we wszystkich frakcjach
z0lci wystepuja stale: kwas glutaminowy, glikokol, alanina, tyrozyna, leu-
cyna, prolina i walina. Nie zawsze natomiast spotyka sie tauryne i arginine.

Poréwnujac sklad aminokwasowy zoélci osobnikéw zdrowych i cho-
rych nie stwierdzono zadnych réznic w poszczegblnych frakcjach. Zole
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pobierano od oséb chorych w przypadkach zoltaczki zakaznej, przebiega-
jace] z wyrainymi objawami uszkodzenia migzszu watrobowego (3 osoby)
i w przypadkach zmian zapalnych drog zélciowych (2 osoby).

Oprécz analizy probek zoélci pobranych zglebnikiem dwunastniczym
poddano réwniez badaniu z6i¢ otrzymang bezposrednio z woreczka zoicio-
wego usunigtego na drodze operacyjnej. Ogolem przebadano 7 probek zoi-
ci woreczkowe]j, przy czym w 5 przypackach w woreczku znajdowano
kamienie zolciowe. W dwéch pozostalych przypadkach woreczek usunigto
ze wzgledu na zrosty pozapalne z dwunastnicg. Zaréwno w jednej, jak
i w drugie) grupie przypadkow obraz aminokwasowy nie roznil sie zu-
pelnie od obrazu aminokwasowego zo6lci pobranej zglebnikiem dwunast-
niczym.
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Propanol -woda
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Rys. 4

a) — chromatogram dwuwymiarowy

b) — chromatogram jednowymiarowy poddawa-
ny rechromatografii

¢) — chromatogramy krazkowe odpowiednich
wycinkow

We wszystkich analizowanych probkach zoélci obserwowano stale obok
wymienionych wyzej aminokwasoéw obecnos¢ jednej plamy, ktérej lokali-
zacje na chromatogramie dwukierunkowym przedstawiono na rys. 4. Po
przeprowadzeniu hydrolizy probki zolci 6N kwasem solnym plama ta zni-
kaia, co moze swiadczy¢ o tym, ze pochodzila od zwigzku zlozonego. Nie
stwierdzono wprawdzie dodatkowych plam, lecz duze stezenia glikokolu
i tauryny uwolnione w czasie hydrolizy utrudniaiy w znacznym stopniu
identyfikacie plam na chromatogramach dwukierunkowych, a technika
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jednokierunkowsg nie otrzymywano w ogole rozdzielenia. Oprocz tego
stwierdzano niekiedy dodatkowo plamy zwigzkéw ninhydryno-pozytyw-
nych, ktérych nie identyfikowano.

Omowienie wynikow

Opisana w niniejszej pracy modyfikacja chromatograficznego rozdzie-
lania mieszaniny aminokwaséw zostala z powodzeniem zastosowana do
rozdzielania i identyfikacji wolnych aminokwaséw wystepujacych w z61-
ci ludzkiej. Jak to zostalo stwierdzone na wstepie pracy, aminokwasy wy-
stepujace w zolci ludzkiej po rozwinieciu w ukladzie fenol-woda dawa-
ty trzy $cisle odgraniczone skupienia aminokwasow, dajacesie latwo re-
chromatografowac.

Podana w niniejszej pracy metoda posiada pewne zalety, ktorych nie
majg stosowanc dotychczas modyfikacje. Rechromatografia bezposrednia
ze skrawkow usuwa bledy i straty powstajace przy elucji w innych meto-
dach rechromatografii. Zwiekszaja sie znacznie mozliwos$ci rozdzielenia
dzieki zastosowaniu wiekszej ilosci roznych ukladow rozpuszezalnikow
bardziej swoistych dla rozdzielenia poszczegdlnych grup aminokwaséw
uprzednio podzielonych na grupy w ukladzie fenol-woda. Dodatkowe wy-
konanie specyficznych testow barwnych na wycinkach krgzka otrzymane-
go po rechromatografii ulatwia jeszcze bardziej identyfikacje poszczegol-
nych aminokwasow. Przy zastosowaniu tej techniki uzyskuje sie rowniez
znaczna oszczednoéé czasu potrzebnego do wykonania analizy. Male ilos-
ci zaréwno bibuly, jak i ukladéw rozpuszczalnikow, nieskomplikowane

rzydzenie codatkowe — wszystko to przemawia za tym, ze powyzsza mo-
dyfikacja moze byé¢ dostepna dla kazdego laboratorium. Dobre wyniki
uzyskane przy oznaczaniu skladu aminokwasowego zélci zachecaja do wy-
korzystania tej techniki w badaniach skladu aminokwasowego réwniez
i innych pltynéw biologicznych. Nalezy jednak doda¢, ze powyzszej tech-
niki nie mozna zastosowa¢ w warunkach, w ktérych aminokwasy po roz-
winieciu w ukladzie fenol-woda nie rozdzielily si¢ na wyraznie odgrani-
czone skupienia.

Poréwnujac sklad aminokwasowy zoélci ludzkiej zwraca uwage brak
wickszych réznic w poszczegblnych probkach zélei pobranych od oséb
zdrowych. Celem potwierdzenia, ze wykrywane w zélci ,,A” aminokwa-
sy nie sg pochodzenia trawiennego, przeprowadzono pobieranie zélci na
czczo, po uprzednim dwudniowym przebywaniu pacjenta na diecie bezbial-
kowej. Poniewaz pobrana zglebnikiem dwunastniczym z6i¢ jest zmiesza-
na z sokiem trzustkowym, dlatego tez dla okreslenia sktadu aminokwaso-
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wego czystej zolei poddawano analizie rowniez z0l¢ otrzymang bezposred-
nio z woreczkdéw operacyjnie usunietych. Wykazywane w zdlei woreczko-
wej aminokwasy byly takie same, jak we frakcji ,,A”. Mogloby to wska-
zywaé, ze na sklad aminokwasowy zolci ,,A” nie wplywajg towarzyszace
soki trawienne. Niezaleznie od tego, czy analizowane byly prébki zétei ,,A”,
.,B” czy ,,C”, stale obserwowano wystepowanie kwasu glutaminowego, gli-
kokolu, alaniny, tyrozyny, proliny, leucyny i waliny. Czy aminokwasy te
sa stalym skladnikiem zélci i przenikaja do niej w miejscu jej produkecji
(kanaliki watrobowe), czy tez przenikaja do niej z naczyn krwionosnych
w przebiegu drég zolciowych, trudno byloby odpowiedzie¢ na podstawie
przeprowadzonych badan. Obecnoéé tych samych aminokwaséw w  zo6lci
»A” i ,,C” moglaby raczej wskazywaé¢ na watrobowe pechodzenie amino-
kwaséw. Drugim interesujagcym faktem jest catkowity brak réznic w ja-
kosciowym skladzie aminokwasowym zolci ludzi zdrowych i z uszkodzona
funkcja watroby czy tez zmianami zapalnymi drég zétciowych. Otrzymane
wyniki moglyby $wiadezyé o tym, ze uszkodzenie funkcji watroby, obser-
wowane klinicznie oraz testami na wydolno$é watroby, nie wpltywa na skiad
aminokwasowy zo6lci. Znajdowaloby sie to w pewnej sprzecznosci z przy-
toczonymi na wstepie danymi Cantarowa i Trumpera, kto-
rzy wiaza obecno$é tyrozyny i leucyny w zélei tylko z uszkodzeniem
migzszu watrobowego. Tymczasem zaréwno tyrozyna, jak i leucyna byly
wykazywane w niniejszej pracy w zoélci ludzi zdrowych. Brak réznic jakos-
ciowych w skladzie aminokwasowym zoélei ludzi zdrowych i osoéb z uszko-
dzeniem funkcji watroby utrudnia zastosowanie tego rodzaju badan do
celéw diagnostycznych.

Pragne zlozy¢ podziekowanie panu doc. drowi Mieczystawowi
Zakrysiowi za umozliwienie korzystania z materialu operacyjnego
IT Kliniki Chirurgicznej oraz panu Stanistawowi Trojnarowi
za pomoc laboratoryjna przy wykonywaniu niniejszej pracy.

Streszczenie

1. Opracowano nowa technike ,paskowo-krazkowa” dla chromato-
graficznego rozdzielania aminokwaséw. Wstepnie rozdzielone
w ukladzie fenol-woda poszczegdélne grupy aminokwaséw rechro-
matografuje sie bezposrednio ze skrawkow bibuly na krazki.

2. Opisang metode zastosowano z powodzeniem do rozdzielania i iden-
tyfikacji wolnych aminokwaséw znajdowanych w zoélci ludzkiej.

3. Okreslono sklad aminokwasowy réznych frakcji zétei ludzkiej. Ana-
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(10]

lizie poddano probki zéici ,,A”, ,,B” i ,,C”, pobrane od ludzi zdro-
wych, jak rowniez chorych z zaburzeniami watrobowymi. Ponadto
analizowano probki zolci, pobrane z operacyjnie usunietego wo-
reczka zéiciowego.

4. Stwierdzono, ze niezaleznie od tego, z jakim rodzajem analizowanej
probki ma sie do czynienia, stale wystepowaty: kwas glutaminowy,
glikckol, alanina, tyrozyna, leucyna, prolina i walina oraz niestale
cystyna, kwas asparaginowy, tauryna, ornityna i arginina.
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XPOMATOTPAGUYECKHUI AHAJIU3 AMMHOKMUCIOT B ZKEJYN

PezmomMme

1. Paspaborana HoOBag ,,ITOJIOCKOBO-KPY’>KKOBaA~ TEXHMKA XpOMaTo-
rpachMYecKOro pPas3fesIeHMsas aMMHOKMCIIOT. BCTYIUTENBbHO Pa3JiesIeHHbIe
B cucreMe (heHOJ-BO/IA OTAEJNBHBIE TPYIIBEI aMMHOKMCIIOT PeXpOMaTOrpa-
dupyioTea HernocpeICTBEHHO C TOJIOCOK (OMIBTPOBAJIbLHON OyMarum Ha
KPY KK

2. OnucaHHBNI METOJ YCIIELIHO NPYMMEHEH K Pa3/iesIeHMI0 M MIAeHTH-
duxaimy cBoBOAHBIX AMMHOKMCIIOT, HAXOAALMXCS B YEJOBEYECKON KEIUM.

3. OnmnpepgeseH COCTaB aMMHOKMCJIOT B PAa3JMYHBIX (DPaKUMAX YeJIo-,
BEYECKO# 2Kenuu. AHaym3y nojBeprasuck mpobsr xkemqun A, B, C, B3a-
ThIE KaK y 370POBBIX JIMIl, TaK M y OOJIBHBIX paccTPOiCTBAMM [ACATENb-
HOCTY IeyeHu. Kpome TOro, aHaJIM3MpPOBAJMUCH NMPOOBLI JKeJ4y, IOJy4deH-
HBIE M3 yAAJIEHHOTO ONEPAaTUBHBIM ITyTEeM KEeJIYHOro Iy3bIPhbKa.

4. KoncraTMpoBaJiM, YTO HE3aBMCMMO OT POZAA AHAJIM3MPOBAHHOM ITPO-
Obl, MMOCTOAHHO BBICTYNAJM: IJIyTAMMHOBAS KMCHOTA, TVIMKOKOJb, aJaHWH,
THUPO3MH, JIEHLVH, TIPOJIMH M BaJIMH, a TaK’Ke HENOCTOSHHO: LMCTHUH, acra-
ParMHOB&A KMCJIOTa, TAyPUH, OPHATUH M apPTUHMH.
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CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF BILE AMINO ACIDS

Summary

1. A new ,strip-disc” technique for chromatographic partition of amino
acids was developed. After preliminary partition in a phencl-water sys-
tem the particular amino acid groups are chromatographed from paper
strips directly on to discs.

2. The method described was used successfully for the partition and
identification of free amino acids found in human bile.

3. The amino acid composition of various fractions of human bile was
determined. Samples of bile ,,A”, ,B” and ,,C” were taken from healthy
subjects as well as from liver patients. In addition, samples were taken
from excised gall bladders.

4. It was established, that, irrespective of the kind of sample, the fol-
lowing substances were always present: glutamic acid, glycine, alanine,
tyrosine, leucine, proline, valine. Cystine, aspartic acid, ornithine and
arginine were not always present.

Otrzymano 30.1.1956 r
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M. WIEWIOROWSKI i J. AUGUSTYNIAK

ELEKTROFOREZA BIBULOWA BIALEKR NASION LUBINU

Z Zakladu Chemii Ogilnej Wyiszej Szkoly Fkonomicznej w Poznaniu
Kierownik: doc. dr M. Wiewidrowski

Jedng z rosiin zdobywajacych sobie ostatnio coraz wigksze znaczenie
gospodarcze jest lubin. Chociaz znaczenie to zawdziecza lubin przede
wszystkim duzej zawartosci biatka, bialko lubinowe jest dotychczas malo
zbadan~. Dlatego tez podjelismy w tym zakresie badania, a niniejszy ko-
munikat podaje pierwsze osiagniete wyniki.

Pierwsze powazniejsze i przez dlugi okres czasu jedyne wiadomosci
o bialku lubinowym zawdzieczamy T. B. Osborneowi [11].
Osborne stwierdzil, ze prawie cale biatko tubinu zo6ltego i wgsko-
listnego nalezy co giobulin, przy czym wg T. B. Osborne’a biatko to znacz-
nie rézni si¢ od globulin wyodrebnionych z nasion innych roslin motylko-
wych. Dalej T. B. Osborne stwierdzil, ze mozna rozdzieli¢ globuliny
tubinu na drodze frakcjonowanego wysalania na przynajmniej 2 skladniki
roznigce sie skladem (tabl. 1), rozpuszczalnoscig i ilosciowym stosunkiem -
produktéw rozpadu. Te dwa skladniki zostaly przez niego nazwane kon-
glutyng @ i kongiutyna p.

Preparaty konglutyn T. B. Osborne otrzymatl w nastgpujacy spo-
s6b: bialko z nasion tubinu ekstrahowal 10°% roztworem chlprku socowe-
go, roztwor dializowal az do catkowitego usuniecia soli, osad wytrgconych
globulin rozpuscil w rozcienczonym roztworze siarczanu amonu i po prze-
sgczeniu ponownie poddat dializie. Po wytraceniu sie globulin rozpuscit je
ponownie w rozcienczonym roztworze siarczanu amonu i zwiekszajac ste-
zenie tej soli wytrgeil przy 6/10 stanu nasycenia konglutyne «, przy 7/10 —
konglutyne p. Obydwie konglutyny, podobnie jak inne globuliny, sa roz-
puszczalne w rozcienczonych roztworach lugéw, soli i kwasow, natomiast

nie sg rozpuszczalne w wodzie.
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Sklad elementarny konglutyn wg T. B. Osborne’a [11]:

N & O S H
konglutyna « . 17,57% 51,75% 23,10% 0,620 6,96/
konglutyna p 18,40%0 49,49% 23,63%0 1,67%0 6,810

W pewnej sprzecznosci z wynikami badan T. B. Osborne’a stojg
nowsze prace, przeprowadzene przez C. E. Danielsona [2] i M. J.
Smirnowgsg wraz ze wspolpracownikami {18].

C. E. Danielson przeprowadzajagc badania ultrawiréwkowe glo-
bulin réznych rosiin motylkowych doszedt do wniosku, Ze nie ma roznic
migazy globulinami roznych gatunkow tubinéw, a nawet, ze praktycz-
nie wszystkie rosliny motylkowe posiadajg identyczne skiadniki globuli-
nowe. Wniosek swoéj opiera na tym, ze wszystkie rosliny motylkowe wy-
kazaly w jego badaniach obecnosé globulin o bardzo podobnych stalych
sedymantacji. :

M.J. Smirnowa zajmujgc sie charakterystykg nasion rdznych ros-
lin pastewnych okre§lala miedzy innymi ilosci bialtka rozpuszczalnego
w wodzie i stwierdzila, ze z nasion ltubinu mozna przy pomocy wody wy-
ekstrahowaé 12—37% ogolnej ilosci bialek. Wskazywaloby to na duza za-
warto$¢ w nich albumin, co jest w pewnej mierze sprzeczne z danymi
T.B. Osborne’a.

Fiszemy ,,w pewnej mierze sprzeczne”, gdyz kazdy z wymienionych
autordow badal material roélinny wyhodowany w innym czasie, innym
miejscu, réznych odmian i to moze do pewnego stopnia usprawiedliwia¢
duze réznice w uzyskanych wynikach. Dalsze rdznice mogly powstac na
skutek stosowania roéznych metod badawczych.

Nasze badania postanowiliSmy przeprowadzi¢ przy pomocy elektro-
forezy bibutowej {1, 10, 13], wychodzgc z zalozenia, ze ta bardzo prosta
metoda jest rownocze$nie jedng z najsubtelniejszych metod frakcjonowa-
nia mieszanin bialkowych. Dodatkowym celem bylo stwierdzenie, w jakim
stopriu elektroforeza bibutowa moze byé przydatna do badania mieszanin
bialek roslinnych, gdyz w dotychczasowych publikacjach z dziedziny elek-
troforezy bibulowej bialek, niemal ze jedynym obiektem byly bialtka su-
rowicy krwi [3,12,4,5,6,9,15,19], a pierwsze znane nam dwie prace dotycza-
ce elektroforezy bibulowej bialek roslinnych ukazaly sie — jedna w 1953 r.
[17], a druga w ostatnich miesigcach 1955 r. [16].

Metody

1. ODCZYNNIKI I MATERIALY

a) 10% roztwor chlorku sodowego,
b) nasycony roziwoér siarczanu amonu,
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¢) papka bibulowa,

d) bibuta Whatman 4,

e) bufor boranowy pH ok. 8,4 (33,92 g HsBOs+ 110 ml 1-n NaOH +
5 g NaCl uzupelni¢ do objetosci 1 1.),

f) roztwor azokarminu B (50 ml nasyconego wodnego roztweru azokar-
minu + 40 ml alkoholu metylowego + 10 ml kwasu octowego lo-
dowatego),

g) alkohol metylcwy,

h) kwas octowy 10%b.

2. PRZYGOTOWANIE ROZTWORU BIALEK

Suche nasiona tubinu zmielone na drobng maczke odtluszczano ekstra-
hujac eterem etylowym przez 8 godzin w aparacie Soxleta. Odttuszczong
mgczke mieszano z 5-krotng iloscig 10% roztworu chlorku sodowego, po
czym wytrzgsano na wytrzgsarce przez 1,5 godz. W butelce, w ktérej prze-
prowadzano ekstrakcje, znajdowalo sie na kazde 10 g mgczki 8—10 kulek
porcelanowych (1 kulka wazyla ca 1,7 g), dzieki czemu uzyskiwano pod-
czas wytrzgsania duze rozdrobnienie ekstrahowanego materiatlu. Po wy-
trzgsaniu mieszanine odstawiano na ok. 0,5 godz., po czym sgczono przez
warstwe rozbitej bibuly. Pierwsze partie przesgczu odrzucano, nastepne
brano do badan. Tak otrzymany ekstrakt biatka bgdziemy w dalszym cig-
gu nazywali ,,surowym wyciggiem biatka”.

Dialize surowegc wyciggu bialka przeprowadzano w malych worecz-
kach celofanowych najpierw przez 12 godzin w stosunku do biezgcej wody
wodociggowej, pozniej przez 6 godzin w stosunku do wody destylowanej.

3. APARAT DO ELEKTROFOREZY

W badaniach postugiwano sie¢ aparatem wlasnej konstrukeji, przedsta-
wionym na rys. 1.

Rys. 1. Schemat stosowanego apara- 2 .
tu do elektroforezy bibulowej: Y \ A
a) komora szklana o wymiarach
60 cm X 21 em X 17 cm }

=
L= [N

b) przykrywa szklana
¢) uszczelki gumowe
d) wysuwana ptyta szklana o wymia-

rach 50>X20 cm, na ktérej ustawiono g £
krystalizatory i bagietki wspieraja-
ce bibule g) elektrody wraz z urzgdzeniem labi-
e) krystalizatory o pojemn. 300 ml. ryntowym (9)
f) bagietki wspierajgce bibule odlegle h) bagietki obcigzajgce pasek bibuly
od siebie 0 20 cm i) pasek bibuty
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Przy wykonywaniu wszystkich analiz stosowano napigcie 120 V (wyz-
sze roznice potencjalu nie powodowaly ostrzejszych rozdzialow poszcze-
goélnych frakcji). Prad pobierano z prostownika zasilanego wprost z sieci
(stad mozliwe byly pewne wahania napigcia). W obwod w celu kontroli
przebiegu analizy wlaczony byl stale miliamperomierz.

4. POSTEPOWANII

Do dwoch krystalizatoréw (e) nalewano po ca 250 ml roztworu buforo-
wego (tak, by poziomy cieczy w obu naczyniach byly jednakowe), na ba-
gietkach (f) umieszczano pasek bibuly (i) o wymiarach 28,8 x 6 cm. Zawie-
szano go zawsze w ten sposob, zeby w obu krystalizatorach zanurzone by-
ly jednakowo dlugie konce paska bibuly. W ten sposob uzyskano ,,dlugost
robocza” paska (dl. mierzona wzdluz paska pomiedzy dwoma powierzch-
niami roziworu elektrolitu), wynoszacg 26 cm. W celu utrzymania bibuty
w pozycji poziomej konce paska obcigzano dwoma bagietkami polgczony-
mi gumkami w ten sposéb, zeby bibula mogla by¢ miedzy bagietkami
scisnieta (h). Po zawieszeniu paska komore (a) zamykano szczelnie plyta
(b) i po 2 gocz., kiedy komora byla czeSciowo nasycona parg wodng, a pa-
sek bibuly calkowicie buforem — nakladano na niego badany roztwor
bialka. i
Poszczegblne roztwory bialek nanoszono przy pomocy wykalibrowanej
kapilary (2 mm®) dokladnie na §rodek paska bibuly — na odcinek dlugosci
1 cm. Poniewaz szerokoéé¢ paska wynosila 6 cm, na 1 pasku mozna bylo
réwnoczesnie badaé trzy rézne mieszaniny biatkawe. Okreslenie punktu
startowego okazalo sie w naszym postepowaniu elektroforetycznym bar-
dzo istotnym czynnikiem rozdzialu, a mianowicie przy nalozeniu badane}
mieszaniny w innym miejscu niz na $rodku paska znaczny ruch dosrodko-
wy buforu, wynikajacy ze stosunkowo silnego parowania wody z bibuly,
uniemozliwial rozdzial. Doé¢ silne parowanie wody z bibuly bylo spowo-
dowane tym, ze uzywany bufor by} (w stosunku do zwykle stosowanych do
elektroforezy) stezony i podczas przeptywu pradu wywigzywala sie znacz-
na ilosé ciepta. Przy uzyciu jednak buforu rozcienczonego nie otrzymywa-
no dobrych rozdzialéw. Mniej istotnym, ale réwniez waznym czynnikiem
byt czas trwania elektroforezy — najlepsze rozdzialy uzyskiwano w ciggu
6 goczin. .

Po uplywie 6 godz. prad wylgczano, pasek bibuly suszono w 100°C
przez 0,5 godz., a nastepnie zdenaturowane na bibule bialko wybarwiano
azokarminem. Pasek bibuly zanurzano w roztworze barwnika przez 15 mi-
nut — po tym czasie nadmiar barwnika wymywano najpierw alkoholem
metylowym, a. poézniej 10%o roztworem kwasu octowego. Ilosciowy stosu-
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nek poszczegolnych frakeji okreslano przy pomocy fotoabsorpcjometru [12],
okliczajgc i poréwnujac powierzchni¢ pod maksimami krzywych elektro-
foretycznych. Poniewaz jednak szczelina uzywanego przez nas fotoab-
sorpcjometru jest za krotka i pomiar jednej analizy trzeba okresla¢ mie-
rzgc absorpcje 4 razy (kolejno w 4 pasmach plamy), dlatego uzyskane na
tej podstawie wyniki nie sg dokladne i przytaczamy je raczej jako dane
orientacyjne.

Wyniki i dyskusja

Glownym przedmiotem badan byt lubin waskolistny, na ktérego bial-
ku zostala wypracowana metoda postepowania elektroforetycznego. Do-
datkowo, stosujgc ten sam tok postepowania, przebadano fragmentarycz-
nie biatko tubinu biatego i z6itego. Do badan uzyto tubinéw nastepujacego
pochodzenia:
1) lubin waskolistny rézowy, gorzki, ze stacji Hodowli Nasion Udycz
(zbior 1951 r.),

2) lubin bialy grupa V — mieszanina kilku biotypéw wyhodowanych
przez stacje Przebedowo I.LH.AR. (zbiér 1953 r.),

3) lubin zélty nr 97 ze stacji selekcyjnej w Wierzenicy (zbiér z 1954 r.).

Surowy wyciag biatka z nasion lubinu waskolistnego rozdziela sig
w warunkach poprzednio przedstawionych na 4 skladniki (rys. 2 i 3a). Ba-
dane w tych samych warunkach surowe wyciagi bialka z nasion lubinu
biatego rozdzielajq sie na 2 skladniki (rys. 3c), a wyciagi z nasion lubinu
zoltego nie rozdzielajg si¢ w sposob wyrazny (rys. 3b).

W celu zidentyfikowania, ktory z rozdzielonych skladnikéw lubinu
waskolistnego odpcwiada konglutynie «, a ktéry konglutynie B, przepro-
wadzono na tym samym pasku bibuly analize elektroforetyczna:

1) preparatu konglutyny a,
2) " " B (przygotowanych metoda
T. B. Osborne’a) oraz !
3) surowego wyclagu biatka z nasion lubinu waskolistnego.

Analizujgc otrzymany w ten sposob elektroforegram (rys. 4) stwierdzi-
liSmy, ze frakcja oznaczona znakiem x, jest globuling, za nig znajduje sie
konglutyna B, dalej konglutyna « i frakcja x,. Jak wida¢ na zamieszczo-
nym zdjeciu, preparat konglutyny a (rys. 4a) oprocz zanieczyszczen kon-
glutyna B zawiera réwniez skladnik x,, a stad wniosek, ze ta globulina wy-
traca sie albo przy 6/10 stanu nasycenia siarczanem amonu albo przy mniej-
szym stezeniu ( odpowiednich badan poréwnawczych z wysalaniem jesz-
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32
o
o

Y .- 2_ Zdjecie elektroforegramu surowego wyciggu
bialtka z nasion lubinu wgskolistnego. Warunki elektro-
forezy: bufor boranowy (patrz: ,,Odczynniki i materia-

1y”), napiecie ok. 4 V/em ,dlugosci roboczej paska”
-

3. Zdjecie elektroforegramu surowyc
a) lubin waskolistny; b) lubin

ENAER R I =8

Rys. 4. zdjecie eiexiroforegramu bialek nasion tubinu waskolistnego: a) preparat

konglutyny a; b) surowy wyciag bialka; ¢) preparat konglutyny f. Warunki elektrofo-

rezy j. w.
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cze nie przeprowadzono). Brak frakeji 2z na elektroforegramach prepara-
tow otrzymanych przez rozpuszczenie osadu wytraconego v wyniku diali-
zy surowego wyciggu biatka w stosunku do wody sugeruje, ze jest to
2lbumina.

Orientacyjne oznaczenia ilosciowe stosunku poszezegolnych frakcji bial-
kowych wyodrebnionych z nasion lubinu waskolistnego daly nastepujace
wyniki (podane wyniki sg $rednig z 5 pomiarow):

frakcja xy stanowi ok. 4% ogélnej zawartosci bialka w nasionach

konglutyna B ” ” 460/0 " ” ” ” ”
konglutyna o ”» ”» 410/0 ” ” " » *°0.
rrakcja ‘r2 ” ” 9"/0 ” ” ” ”» ”

W dotychczasowych naszych badaniach przede wszystkim zajmowalis-
my sie dostosowaniem elektroforezy bibulowej do badania biatka nasion
lubinu. Zdajemy wiec sobie sprawe, ze szczuplosé przebadanego materialu
biologicznego nie upowaznia nas do wyciagniecia daleko idgcych stwier-
dzen. Mimo to rezultaty naszych badan zamykamy w formie 3 wstepnych
wnioskow:

1. W nasionach lubinu waskolistnego znajduja sie przynajmniej 3 glo-
buliny, a nie 2, jak dotychczas podawano. Wniosek ten pokrywa sig czes-
ciowo z wynikami réwnolegle prowadzonych badan F. J. Jouberta
[7], ktory badajgc metodg ultrawirowania i metodg tzw. ,klasycznej” elek-
troforezy mieszaniny globulin wyodrebnionych z nasion lubinu wagskolist-
nego (pochodzenia afrykanskiego) znalazl rowniez 3 skladniki. F. J. Jou-
bert rozwijajac koncepcje C. E. Danielsona [2], przyjmuje, ze
jeden ze skiadnikéw (odpowiadajacy konglutynie «) ulega w Srodowisku
alkalicznym odwracalnej dysocjacji — asocjacji, przy czym przy pH 8,8 ca-
ly ten skladnik jest wg autora zdysocjowany na dwie czesci o mniej wiecej
réwnej masie czasteczkowej.

2. Pomiedzy kompleksami bialek zapasowych roznych gatunkow tubinu
istnieja wyrazne rdznice. Wniosek ten przeczy hipotezie C. E. Daniel-
sona [2] zakladajgcej, ze rosliny motylkowe posiadaja praktycznie iden-
tyczne skladniki globulinowe. Pokrywa sie natcmiast czeSciowo z wynika-
mi prac F. J. Jouberta [8JorazE. M. Petriego i wspolpr. [14].
Ostatnio wymienieni autorzy badali globuliny lubinu Eéllego i doszli do
wniosku, ze rowniez jedna z globulin lubinu zéttego ulega odwracalnej dy-
cocjacji-asocjacji, ale przy pH innym niz globulina lubinu wgskolistnego.
Wskazuje to na istnienie réznic pomiedzy biatkiem obu tych gatunkow.

3. Elektroforeza bibulowa nadaje sie dobrze do badania zapasowych
bialek roslinnych. Naszym zdaniem w pelni oplacaja sie trudnosci, ktére
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trzeba pokonaé przy dostosowaniu jej do rozdzialu okreslonej mieszaniny
bialkowej. Przypuszczamy, ze po dalszych metodycznych udoskonaleniach
przy jei pomocy bedzie mozna réwniez bada¢ mieszaniny roslinnych biatek
konstytucyinych.

Streszczenie

Sprecyzowano warunki postepowania dla elektroforezy bibulowej zapa-
sowego bialka lubinu. W oparciu o opracowane postepowanie przeprowadzo-
no wstepne badania nad typami biatek wystepujacych w nasionach iubinu
waskolistnego. Zgodnie z réwnoleglymi badaniami F. J. Jouberta
stwierdzono obecno$¢ w nich 3 frakcji globulinowych. Przeprowadzajac
analogiczne badania elektroforetyczne biatka wyodrebnionego z nasion lu-
pinu zoéttege i bialego stwierdzono, ze pomiedzy kompleksami zapasowych
bialek badanych gatunkéw tubinu istnieja wyrazne roéznice.

Stwierdzono, ze elektroforeza bibulowa w pelni nadaje si¢ do badania
mieszanin zapasowych biatek roslinnych.

LITERATURA

[1] Cremer H. D. Tiselius A., Biochem. Z. 320, 273, 1950.
[2] Damnielson C. E., Biochem. J. 44, 387, 1944.
[81 Flyn F. V., de Mayo, Lancet 261, 253, 1951.
[4] Fiser-Herman M, Davorin P. Biochem. Z. 324, 96, 1953.
[6] Hardwicke J. Biochem. J. 57, 166, 1954.
“I6] Hoch H., Barr G. H. Science 122, 243, 1955,
i711 Joubert F. J., Biochim. Biophys. Acta 16, 370, 1955.
€] Joubert F. J. Biochim, Biophys. Acta 17, 444, 1955.
[9] Krawczenko U. A, Samarina O. P, Kricman M. G. Biochimja
18, 34, 1953.
[10] Michl H. Mh, Chem. 85, 166, 1954.
[11] Osborne T. B. Handlexikon der Biologischen Arbeitsmethoden, E. Abder-
halden, tom 4, Berlin 1911.
[12] Ostrowski W. i Mikucki A. Acta Physiol. Pol. 1952, 3, 277, 1952.
[13] Ostrowski W., Wiad. Chem. 9, 21, 1955.
[14] Petri E. M, Staverman J, Pals D. T. F., Biochim. Biophys. Acta 17,
446, 1955.
[15] Ramshorn K., Die Pharmazie 9, 181, 1954.
[16] Schneider G, Sparmann G. Naturwiss. 42, 391, 1955.
[17 Schwarze P., Naturwiss. 40, 21, 1953.
[18] Smirnowa M. J.,, Ikonnikowa, Wiesjolowa E. P., Doklady Akade-
mii Nauk Z.S.R.R. 77, 1071, 1951.
[19] Werner G, Westphal O. Angew. Chem. 67, 251, 1955.

http://rcin.org.pl



9] ELEKTROFOREZA BIBULOWA BIALEK NASION LUBINU 353

DIEKTPOPOPE3 CEMEHHBIX BEJKOB JIOIIVHA
IIYTEM IIPMMEHEHUS ®PUIBTPOBAJBHOM BYMATU

Pezwme

ABTOPBI YTOYHWJIM METOA JeKTpodopesa (NMpu MpUMEHeHMn PUIbLTPO-
BaJbHOM Gymary) 3amacHbIX OenkoB jronymHa. Ha ocHoBaHMM paspaboraH-
HOTO METOZAa INMPOBOAMJINMCH BCTYIMTENBHBIE MCCIIE/IOBAHMA TUIIOB OEJKOB,
BBICTYIAIOLIMX B CEMEHaX Y3KOJMCTHOro JronuHa. CorjiacHO ¢ rmapasesib-
HeIMy ucenepoBaunamMy D. V. 2Kybepra KOHCTATMPOBAIM HAJUYKE B HUX
Tpex rJobyJaMHOBBIX hpakimii. [IpoBOAsA aHAJOTMYHLIE 9JIEKTPOOPeTH-
geckue MccJaeA0BaHuA Gesika, M30JKPOBAHHOIO M3 CeMAH KeNToro u 6emoro
JIIONVMHA, ABTOPHI KOHCTATMPOBAJY, YTO MEKAY KOMILTIEKCAMM 3aIlaCHBIX
0eJIKOB MCCIeAyeMbIX BMJOB JIOMMHA CYIIECTBYIOT OTYETJIMBLIE PABJINYMA.

KoncraTupoBaH hakT, 4TO 9J1eKTPocope3 mpu NMpUMEeHeHuM (OUiIbLTPO-
BAJBHOI OyMarn BIIOJIHE TIPUTOAEH K VCCIEIOBAHMIO CMECeil 3aracHbIX
PaCTUTENBHBIX DEJIKOB.

DIE PAPIERELEKTROPHORESE VON LUPINENSAMENPROTEIN

Zusammenfassung

Die Mitteilung enthilt eine Beschreibung der Bedingungen fiir Pa-
pierelektrophorese von Lupinensamenprotein. Mit Hilfe des beschriebe-
nen Verfahrens wurden Untersuchungen der Eiweiss-typen der Samen
der schamalblitttrigen Lupine (L. angustifolius) eingeleitet. In Ubereins-
timmung mit den parallel durchgefiihrten Arbeiten F. J. Jouberts wur-
den in den genannten Lupinensamen 3 Globulinfraktionen festgestellt.
Ahnliche papierelektrophoretische Versuche mit Samenprotein der gel-
ben (L. luteus) und weissen (L. albus) Sorte erwiesen, dass zwischen den
Samenproteinkomplexen der untersuchten Lupinensorten deutliche Un-
terschiede bestehen.

Es wurde festgestellt, dass sich die Papierelektrophorese sehr gut zur
Untersuchung von Samenproteingemischen eignet.

Ofrzymano 4.2.1956 r
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A. B. WOJTCZAR

ZWIAZRI FOSFOROWE W WYDALINACH MOLA WOSKOWEGO
(GALLERIA MELLONELLA)

I. IDENTYFIKACJA

Z Zakladu Biochemii Instytutu Biologii DoSwiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie
Kierownik: prof. dr W. Niemierko

S. Niemier ko i W. Niemierko [9], [10], [11] stwierdzili, ze
gasienice mola woskowego wydalaja fosfor nie tylko jako ortofosforan, ale
takze w znacznej czesci pod postacig labilnych polaczen fosforowych, hy-
drolizujacych po 7 minutach w N HC1 w 100° do ortofosforanu. We frakeji
tej wymienieni autorzy wykryli metafosforan. Obecnos¢ jego stwierdzono
na podstawie reakcji metachromatycznej z blekitem toluidynowym oraz
reakcji stragcania biatka. Probne ilo§ciowe oznaczenia metafosforanu za po-
mocg strgcenia octanem olowiu przy pH = 2 wykazaly, ze stanowi on
okolo 50% labilnych zwiazkéw fosforowych wydalin.

W latach ostatnich stwierdzono obecno$¢ metafosforanow w drozdzach
i bakteriach [3, 4] oraz w plesniach [8]. Ingelman i Malmgren
[6] izolowali z plesni Aspergillus niger zwigzek o wilasnosciach
zblizonych do syntetycznej soli Grahama (wysokoczasteczkowy polimer).
Wsrod zwierzat meta- i polifosforany znaleziono jedynie u owadow: Galle-
ria mellonella [9 — 11] i Celerio euphorbiae [5].

Badania metafosforanéw utrudnia w znacznym stopniu fakt, ze zwigzki
te wystepuja pod postacia réznego rodzaju polimeréw cyklicznych i tancu-
chowych, ktérych wlasnosci chemiczne sa bardzo zblizone. Terminologia
metafosforanéw nie jest ustalona. Na ogét terminem ,metafosforany”
w Scistym znaczeniu obejmuje sie polimery cykliczne, np. tréj- i tetrame-
tafosforan. Polimery tancuchowe nazywa sie ,,polifosforanami”; zalicza sie
tutaj zaréwnc niskoczasteczkowe polaczenia (pirofosforan, tréjpolifosforan
i inne), jak i zwiazki wysoko spolimeryzowane o ciezarze czasteczkowym
dochodzacym do 1 miliona (np. s61 Grahama) [14].
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Celem niniejszej pracy jest blizsze scharakteryzowanie wystepujacego
w wydalinach gasienic mola woskowego metafosforanu oraz zidentyfiko-
wanie pozostalych labilnych polgczen fosforowych.

Stosowano nastepujace sposoby rozdzielania i charakterystyki labil-
nych zwigzkéw fosforowych z wydalin ggsienic:

1) wytracanie w postaci soli Mn i Ba,

2) rozdzial i identyfikacja chromatograficzna,

3) dializa,

4) identyfikacja enzymatyczna.

Cz¢$¢ metodyczna

Zwiazki fosforowe, ktore byly przedmiotem badan, wydobywano z wy-
dalin gasienic Galleria mellonella za pomocg kilkakrotnej ekstrakcji wod-
nej w temp. 0°. Wiekszos¢ analiz wykonano na wodnych wyciggach z wy-
dalin gasienic glodzonych, poniewaz wydaliny gasienic zerujgcych zawie-
raja duzg ilo$¢ niestrawionych woskow, ktoére utrudniaja ekstrakcjg zwiaz-
kéw rozpuszczalnych w wodzie, Fosfor nieorganiczny (ortofosforan) ozna-
czano natychmiast po sporzadzeniu ekstraktu wodnego metodg Fiskego
i Subbarowa [15]. Labilne zwiazki fosforowe oznaczano po 7 minutach
hydrolizy w N HCl w 100°. Pirofosforan oznaczano przez wytracenie soli
manganowej [7]. Przy frakcjonowanym straceniu solami baru postepowano
wediug metod M ann a [8] oraz E b e 1 a [3], ktérzy rozdzielali zwigzki fos-
forowe pochodzace z pleéni i drozdzy. Autorzy ci podaja, ze przy pH = 2
wytracajg sie metafosforany wysokoczasteczkowe, przy pH od 4 do 5 — pi-
rofosforan oraz niskoczasteczkowe metafosforany. Rozdzielenie chromato-
graficzne przeprowadzano w rozpuszczalnikach stosowanych przez Eb e-
la [2]. Przy rozwijaniu i wywolywaniu chromatograméw postepowano
wedlug metody opisanej przez Opienskg-Blauth i wspblpra-
cownikéw [13].

Do chromatografii i doSwiadczen enzymatycznych uzywano: ortofosfo-
ranu, pirofosforanu i glicerofosforanu ch. cz. firmy Merck oraz troj- i tetra-
metafosforanu, tréjpolifosforanu i soli Grahama pochodzacych z pracowni
prof. E. Thilo w Berliniel. Metafosforan z drozdzy izolowano metoda
Wiame’a [16].

Czesé¢ doswiadczalna

Jak juz wspomniano na wstepie, gasienica mola woskowego wydala fos-
for w znacznej czesci pod postacig labilnych polaczen fosforowych. W wy-

! Zwigzki te otrzymaliémy dzieki uprzejmoS$ci prof. J. Hellera.

http://rcin.org.pl



3] ZWIAZKI FOSFOROWE W WYDALINACH MOLA WOSKOWEGO. L 357

dalinach gasienic glodzonych znajduja sie: ortofosforan w ilesci odpowiada-
jacej okolo 50% catego fosforu zawartego w wydalinach, zwigzki fosforo-
we hydrolizujgce w N HCl w 100° w ciggu 7 minut do ortofosforanu (P7)
w ilosci odpowiadajacej 40°%0 — 50%0 fosforu oraz bardzo malo lub wecale
innych polgczen fosforowych. Fosfor catkowity stanowi okolo 1% — 2%
masy wydalin [11].

Celem zbadania, z jakich zwigzkow sklada sie frakcja Py, zastosowalisSmy
frakcjoncwane stracanie solami baru. Z wyciagu wodnego z wydalin pro-
bowano wyirgca¢ zwigzki fosforowe przy pomocy 10%0 BaCls przy pH = 2,
nastepnie przy pH = 5. Przy pH = 2 nie wytracatl sie zaden osad. Przy pH
wynoszgcym 4,5 — 5,0 wytrgcalo sie okolo polowy frakecji P7. Wynika z te-
go mozliwo$¢é wystepowania we frakcji P7 niskoczgsteczkowych metafosfo-
ranow i pirofosforanu. Przy wytracaniu soli barowej z poszczegdlnych pro-

Tablica 1

Stracanie labilngch zwiazkéw fosforowych (P,) wydalin
mola woskowego za pomoca BaCl, i Mn(CH;COO),

przy pH=5
Ilos¢ wytraconego fosforu iy
IOI:I:J. x:::’;?z w 9%9% calego labilnego fgﬂoru
BaCl, | Mn(CH,C00),
1 Ekstrakt wodny 50; 47; 45°) | 44; 44%)
2 % 3 50; 60°) | 32; 52°)
3 " ”" 56 65
1 Osad alkoholowy 72:.75%) 30; 30%)
2 D 49 60
3 ¥ ¥ 60 46; 47%)
4 " 'y — 85
5 s F - 715'72%)
[

*) Réwnolegle oznaczenia 2z tego samego materialu.

bek tego samego ekstraktu wystepowaly dosé duze réznice pomiedzy ro-
wnoleglymi oznaczeniami, co wskazywaloby na nieilosciowe wytracanie sig
w tych warunkach pewnych zwigzkoéw fosforowych zawartych we frakeji
P;7. Aby przekona¢ sig, czy we frakeji P; wystepuje pirofosforan, wytrgco-
no osad przy pomocy 5% Mn (CH3COO)s przy pH = 5. Okazalo sie, ze man-
gan wytrgca okolo 50% P7, podobnie jak bar. W wypadku wytrgcania man-
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ganem ilosci zwigzkow fosforowych, zawarte w rownoleglych prébach
z tego samego ekstraktu, sg prawie identyczne.

W celu oddzielenia metafosforanéw od pirofosforanu Mann [8] sto-
sowat stracanie metafosforanu 50% etanolem przy pH okolo 5. Probowa-
lisSmy wyizolowaé¢ polifosforan z ekstraktu wodnego z wydalin przez wy-
trgcanie 50 /o alkoholem przy pH od 5 do 8. Otrzymane osady rozpuszcza-
no w wodzie i badano, ile fosforu wytraca si¢ barem, a ile manganem. Na-
sze analizy wykazaly, ze osad alkoholowy wytracany z ekstraktu wodnego
z wydalin mola woskowego zawiera w dalszym ciggu mieszaning polifosfo-
ranow, poniewaz czes¢ zwigzkow fosforowych stracata sie solami manganu
a cze$¢ solami baru.

Tablica 2

Rozdzielanie labilnych zwiazkéw fosforowych z ekstraktu wodnego z wydalin przez kolejne
strgcanie solami baru i manganu przy pH=5
I yp doswiadczen: kolejnoéé stracania — najprz6d przy pomocy Mn(CH,COO),, nastepnie
przy pomocy BaCly;
IT typ doswiadczen: kolejno$é stracania odwrotna.

*§ b Stracanie przy pomo- Stracanie przy Py v przés: | SwneRew obm
2 % cy Mn(CH,COO), pomocy BaCl, sgczu przesaczu
= 8.a Po™) W ?/O%f Po w %% w mg (:zlk/(‘;lﬁ- w mg o/::i .
B E § W mg | w mg | calkowi-| W M | w mg | catkowi- | tego P, 707")
= |z O ‘ tego P, tego P, ‘
Ekstrakt ‘
wodny 1,87 | 100
| 1 0,011 | 0,78 41,7 0,02 | 0,85 46,4 0,29 15,5 1,92 | 104 I
I 2 0,014 | 0,95 50,7 0,17 | 0,81 43,3 0,08 4,3 1,84 98
3 0,048 | 0,72 38,4 0,06 | 0,82 43,8 0,12 6,4 1,66 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 | 100
Il I 1 0,14 0,29 40,3 iﬁlady 0,35 I 48,7 0,09 I 12,5 0,73 | 101
! 2 0,19 0,28 38,9 slady , 0,34 47,2 0,09 l 325 0,71 99
| | .

*) Hoé¢ P; w ekstrakcie wodnym, oznaczona po hpdrolizie, przgjeto za 100 0/,
**) Po — fosfér ortofosforanu

Dane zawarte w tablicy 1 podaja ilosci fosforu strgcane badz barem,
bgdZ manganem z ekstraktu wodnego z wydalin oraz z osadu alkoholowe-
go. Z danych tych widaé, ze zar6wno mangan jak i bar strgcajag tylko
cze$e frakceji P7. Nie wykluczone jest przy tym, ze istnieja jakies skiadni-
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ki tej frakeji, ktore nie sg stracane ani przez bar, ani przez mangan. Aby
przekona¢ sie o stusznosci tego przypuszczenia, zastosowano kolejne strg-
canie zwigzkéw fosforowych w tej samej probie zaré6wno barem, jak i man-
ganem: do przesgczu po straceniu chlorkiem baru dodawano octanu man-
ganu i na odwrét. Wyniki zestawiono w tablicy 2. Z danych tych wynika,
ze frakcjonowane strgcanie barem i manganem daje w sumie przeszio 90%o
wytraconego P;. Niezaleznie od kelejnosci stracania mangan i bar wytra-
cajg podobne ilosci fosforandow, zawsze jednak pozostaje pewna ilo$é P;
w przesgczu. Wydaje sie, ze przy postepowaniu pierwszym, to znaczy stra-
caniu najpierw manganeny, a nast¢pnie w przesgczu — barem, otrzymuje
sie¢ lepsze wyniki (mniej fosforanow pozostaje ostatecznie niestrgconych).
Tak z solg barowsg jak i iman-

ganowg wylraca si¢ razem z la-
bilnymi zwigzkami fosforowy-
mi nieznaczna ilo$é¢ ortofosfo- no Q)
ranu, ktoérego zawartosé ozna- o O O O o
czano po rozpuszczeniu odpo- L O g
wiedniego osadu w 1 N H»SOy:
ortofosforan oznaczano natych-
miast Po s:porz.qdzemu roztw<?~ P o < i’,’[z‘,‘,} »
ru, zwiazki labilne - po 7 mi- 2 L1 6 ?
nutach hydrolizy w 100°,

W dalszych badaniach usi- R¥s L Chromatogr'am zw%azlféw fos-
towalismy scharakteryzowa¢ orowych & .wydalm gamarics Mon

Ghe 3 woskowego 1 syntetycznych meta-

dokladniej obie frakcje Iabil- i polifosforanéw. Sklad rozpuszczalni-
nych zwigzkéw fosforowych, ka: izopropanol 20 ml, izobutanol 20 ml,

woda 39 ml, amoniak stez. 1 ml.
Oznaczenia: (1) s61 Grahama, (2) tetra-
metafosforan, (3) tréjmetafosforan,

to znaczy przekona¢ sie, czy
s6l manganowa jest pirofosfo-

ranem, jak wynikaloby z me-
tody Kornberga [7], a nastep-
nie okreslic blizej pirofosfo-
ran wystepujgcy we frakeji
soli barowej. Stosowano w tym
celu chromatografie bibutows.

(4) ekstrakt wodny z wydalin, (5) piro-

fosforan, (6) ortofosforan i pirofosfo-

ran, (7) osad soli barowej z ekstraktu

wodnego 2z wydalin ‘otrzymany po

uorzednim wytragceniu soli mangano-

wej. Stabe plamy i smugi oznaczono li-
nig kropkowang

Poddawano analizie chromato-

graficznej ekstrakt wodny z wydalin oraz roztwory soli manganowej i ba-
rowej polifosforanéw. Uzywano dwéch ukiladéw rozpuszezalnikéw: kwas-
nego, do rozdzielenia polifosforanéw lancuchowych, o skladzie: izopropa-
nol 75 ml, woda 25 ml, kwas tréjchlorooctowy 5 g, NHs stez. 0,3 m, oraz
alkalicznego do rozdzielenia metafosforanéw cyklicznych, o skladzie: izo-
propanol 20 ml, izobutanol 20 ml, woda 39 ml, NHj stez. 1 ml [2]. Chroma-
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togramy rozwijano (chromatcgrafia wstepujaca) w temp. 27" — 30° na bi-
bule Whatman Nr 1 przemytej rozcienczonym kwasem octowym. Czas na-
sycania 12 godzin, czas rozwijania okolo 8 godzin. Fosfér wywoiywano
odezynnikiem benzydynowo-molibdenowym. Jeden chromatogram wywo-
lywano bez hycdrolizy, drugi taki sam — po ogrzewaniu w suszarce bibu'y
rozpostartej na szkle i zwilzonej N NCl w temp. okolo 80° przez 7— 10
minut.

W rozpuszczalniku alkalicznym wycigg wodny z wydalin daje dwie pla-
my: gérna pechodzi od corto-i pirofosfcranu (te dwa zwigzki rozdzielaja sie
zle w rozpuszezalniku alkalicznym), druga plama lezy na linii startowej,
pochodzi wiec od zwigzkéw, ktére nie wedrujg w tych warunkach.
Z umieszczonych obok dla poréwnania substancji syntetycznych: ortofos-

@) o IS8 e W o Sl

lima
starfu

Rys. 2. Chromatogram zwigzkéw fosforowych z wy-
dalin gasienic mola woskowego i syntetycznych me-
ta- i polifosforanéw. Skiad rozpuszczalnika: izopropa-
nol 75 ml, woda 25 ml, kwas trojchlorooctowy 5 g,
amoniak stez. 0,3 ml.
Oznaczenia: (1) s61 Grahama, (2) tetrametafosforan,
(3) trojmetafosforan, (4) ekstrakt wodny z wydalin,
(5) pirofosforan, (6) ortofosforan i pirofosforan,
(7) osad soli barowej z ekstraktu wodnego z wydalin
otrzymany po uprzednim wytrgceniu soli manganowej,
(9) osad soli manganowej z ekstraktu wodnego z wy-
dalin. Slabe plamy i smugi oznaczono linig kropko-
wang .

foranu, pirofosforanu, tréj- i tetrametafosforanu oraz soli Grahama — na
linii startu pozostaje tylko s6l Grahama (rys. 1). W rozpuszczalniku kwas-
nym wycigg wodny daje trzy wyrazne plamy: jedna odpowiada ortofosfo-
ranowi, druga pirofosforanowi, trzecia polozona jest najblizej linii startu
i znajduje sie na tym samym poziomie, co plama tréjmetafosforanu (rys. 2).
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Przypuszczeniu, ze w wyciggu wodnym z wydalin znajduje sie trojmetafo-
sforan, przeczy fakt, ze na chromatogramie w rozpuszczalniku alkalicznym
nie bylo odpowiadajacej mu plamy. Z drugiej strony istnieje mozliwosc
rozlozenia sie labilnego zwigzku wielkoczgsteczkowego na zwiazek o malej
czasteczce podczas rozwijania chromatogramu w rozpuszezalniku kwasnym.

Chromatografia soli barowej otrzymanej przez bezposrednie stracenie
samym barem (bez vprzedniego usuniecia pirofosforanu manganem) daje
trzy plamy identyczne z otrzymanymi z wyciagu wodnego (rozpuszczalnik
xwasny). Chromatografia soli manganowej daje dwie plamy: orto- i piro-
forforanu. Analiza chromatograficzna soli barowej, otrzymanej przez stra-
cenie barem po uprzednim usunieciu pirofosforanu, daje tylko jedng pla-
me na poziomie trojmetafosforanu w rozpuszezalniku kwasnym (rys. 2),
a w rozpuszczalniku alkalicznym plame na linii startu (rys. 1).

Metoda chromatografii potwierdzono wiec poprzednie wyniki, otrzymane
przy frakcjonowanym stracaniu solami baru i manganu. Przekonano sie, ze
frakcja soli manganowej zawiera tylko pirofosforan i ortofosforan, natomiast
frakcja soli barowej — polifesforan, ktéry podczas chromatografii w roz-
puszczalniku alkalicznym zachowuje sig¢ tak jak zwigzek wielkoczastecz-
kowy, natomiast podczas chromatografii w rozpuszczalniku kwasnym
prawdopodobnie rozkiada sie na zwigzek o mniejszej czgsteczce.

W dalszych prébach identyfikacji polifosforanu stosowano dialize.
CheieliSmy przekonac sig, czy polifosforan z wydalin dializuje, czy tez jest
to zwigzek wielkoczgsteczkowy, niedializujgcy. Stosowano dialize ekstrak-
tu wodnego z wydalin przez celofan wobec wody w temp. 0°. Stwierdzono,
z2 po dializie z przepltywem, trwajacej 24 godziny, nie przedializowatlo okoto
/1 zewartego poczatkowo P7. Octan manganu nie stracal osadu z pozostaja-
cego roztworu, chlorkiem baru przy pH = 5 stracilo sie okolo 85%0 calego
fosforu w tej pozostalosci. Po dializie 48 godzinnej z przeplywem pozosta-
lo tylko 13"'o P; poczatkowo zawartego. W pozostatosci chlorkiem baru przy
pH = 5 wytracilo sic 70% P;. Substancje nie dializujaca badano nastep-
nie chromatograficznie; w rozpuszczalniku alkalicznym dawala ona tylko
jedng plame na linii startu. Roztwoér niedializujgcego polifosforanu wyka-
zuje bardzo wyraznie reakcje metachromatyezng z biekitem toluidynowym,
podobnie jak cala frakcja stracajaca sie solami baru; s6l manganowa reak-
cji tej nie wykazuje. Wszystko to wskazuje, ze polifosforan z frakcji P;
wydalin jest zwiazkiem o duzej czasteczce, dializujacym bardzo wolno
w pordwnaniu z pirofosforanem, ktéry szybko przechodzi przez celofan,
badZ tez ulegajacym rozpadowi w czasie 24 lub 48 godzin dializy.

Zwiazki wchodzace w skiad frakeji P; wydalin probowaliSmy rowniez
scharakteryzowa¢ za pomocg ich enzymatycznej hydrolizy. Juz S. Nie -
mierko i W. Niemierko [11] wykazali, ze miazga z gasienic mola
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woskowego hydrolizuje labilne zwiazki fosforowe zawarte w wydalinach
tych gasienic. Nastepnie S. Niemierko i A. Wojtczak [12]
stwierdzily w miazdze obecnos¢ pirofosfatazy. Wiasnosci pirofosfatazy mo-
la woskowego zostaly obecnie doktadniej poznane [17], przy czym stwier-
dzono aktywowanie enzymatyczne] hydrolizy pirofosforanu przez jony
Mg™**, a hamowanie przez jony Mn**. Opierajac sie na tych spostrzeze-

Tablica 3

Wplyw jon6w Mg*++ i Mn**+ na enzgmatyczna hydrolize
labilngch zwiazkéw fosforowych z wydalin przy uzpciu miazgi
z gasienic mola woskowego

Kazda préba zawierala: 1) labilne zwiazki fosforowe w ilosci od-
powiadajacej 1 mg P, 2) 2 ml miazgi, 3) 0,5 ml 0,01 M MgCl,
wzglednie 0,5 ml 0,01 M MgCl, i 0,5 ml 0,01 M MnCl,, 4) roz-
two6r buforowy glikokolowo-weglanowy o pH=8 lub octanowy
o pH=5,5 do ogélnej objetosci 5 ml. Czas inkubacji: 2 godz.,
; temperatura 37°

Dodane jony

pH Substrat | Met® jMeivnis
1 ilo$¢ roztozonego P, w %%,

! Ekstrakt wodny z wydalin | 100 ' -

Pirofosforan syntetyczny 100 ’ 50

8 S61 manganowa z wydalin 93 30

S6l manganowa z wydalin 90 57

Sé6l barowa z wydalin 100 - 100

S6l barowa z wydalin 100 | 93

i Ekstrakt wodny z wydalin 47 20
8.5 Pirofosforan syntetyczny 10 7 !
S6l manganowa z wydalin 17 10 {
S6l barowa z wydalin 36 - i

niach przebadali$my zachowanie sie soli barowej i soli manganowej frak-
cji P; pod wplywem enzymow miazgi z gasienic. DoSwiadczenie przepro-
wadzono przy pH = 7,5 do 8, optymalnym dla pirofosfatazy [17] oraz
przy pH = 5 (slabe dzialanie pirofosfatazy). Z roztworéw soli barowej bar
usunieto jako BaSOy, z roztworow soli manganowej manganu nie usuwa-
no. Tablica 3 zestawia wyniki enzymatycznej hydrolizy piro- i polifosfo-
ranu z wydalin pod wplywem miazgi z gasienic przy pH okolo 8 oraz pH
5,5. Dla poréwnania podano, jak przebiega enzymatyczna hydroliza piro-
fosforanu syntetycznego. Widzimy, ze zwiazek stracajacy sie z ekstraktu
wodnego manganem hydrolizuje pod wplywem miazgi podobnie jak piro-
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fosforan syntetyczny. W obu wypadkach wystepuje charakterystyczne
dla pirofosfatazy obnizenie aktywnosci pod wplywem jonéw Mn w po-
robwnaniu do aktywnos$ci w obecncsci jonow Mg. Przy pH = 5,5 miazga
wykazuje stabg aktywno$¢ enzymatyczna zaréwno wzgledem pirofosfo-

Tablica 4

Enzgmatyczna hydroliza meta- i polifosforanéw syntetycznych

i pochodzenia Dbiologicznego oraz glicerofosforanu pod wply-

wem miazg z jelita i watroby zaby oraz miazgi z gasienicy mola

woskowego. Kazda préba zawierala: substrat w ilosci odpowia-

dajacej okolo 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 MgCl,. Czas inkubacji — 2 godz., temperatura — 37°

| Miazga z: |
jelita | watroby | gasienic
Substrat zaby zaby |mola wos.
kowego
ilo$¢ rozlozonego P, w %%
° PN TR R AR TR
Ekstrakt wodny z
wydalin | 100 100 100
Pirofosforan | 100 | 100 100
Glicerofosforan | 30 50
Tréjpolifosforan | 100 100
Tr6jmetafosforan 3%) 3
Tetrametafosforan - 0 \ 0
S61 Grahama | 0 | o
Pol:fosforan ' ‘
z drozdzy l } 0 i 0 i

*) Jak wykazaly analizy chromatograficzne, tréjmetafosforan byl
ieznacanie zaniccryszczony tréjpolifost

ranu syntetycznego i soli manganowej z wydalin, jak rowniez ekstraktu
wodnego z wydalin. Frakcja zwigzkow fosforowych z wydalin wytraca-
jacych sie barem zachowuje sie¢ odmiennie pod wplywem enzymow
z miazgi niz s6]1 manganowa. Jony Mg i Mn aktywujg w tym samym stop-
niu enzymatyczng hydrolize soli barowej. Przy pH = 5 intensywnos$é
enzymatycznego rozkladu soli barowej jest prawie dwukrotnie wyzsza
niz intensywnos$¢ hydrolizy pirofosforanu. Wynika z tego, ze polifosforan
z wydalin nie jest rozkladany przez pirofosfataze, lecz przez inny enzym.
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Aby przekona¢ sie, czy polifosforany frakcji P7 rozkladane sg przez ja-
ki§ szczegblny enzym wystepujacy tylko u owadow, dzialalismy na ekstrakt
wodny z wydalin miazga z jelita oraz watroby zaby. (W pracach poprzed-
nich [11] dzialano na labilne zwigzki fosforowe z wydalin ggsienic miazga
z mie$ni krolika i otrzymywano czesciowy ich rozklad). Jak wiadomo,
w narzadach tych obecne sg zaréwno pirofosfataza, jak i rézne inne fosfata-
zy. Diz poréwnania poddawano dzialaniu miazg réwniez metafosforany
syntetyczne, pochodzacy z drozdzy wielkoczasteczkowy polifosforan izolo-
wany metodg Wiame’a [16] oraz glicerofosforan (tablica 4). Pod wplywem
miazgi z jelita i watroby zaby oraz miazgi z gasienic rozktada sie 100° P
z wydalin, a wiec zaréwno piro- jak i pelifosforan.

Z doswiadczenia tego widac¢, ze z przebadanych zwigzkow jedynie piro-
fosforan i trojpolifosforan rozkladaja sie rownie latwo jak frakcja P; z wy-
dalin. Z poprzednich jednak badan (chromatografia i dializa) wynika jasno,
ze polifosforan frakcji P7 nie jest trojpolifosforanem, lecz zwigzkiem wyso-
ko-czagsteczkowym.

W dalszych badaniach probowali$my oznaczy¢ sklad ilosciowy polifosfo-
ranu, mierzac stosunki ilosciowe metalu do fosforu w soli srebrowej. Nie
mogliSmy jednak uzyska¢ prawidlowych wynikow, pc')niewai przeszkadza
strgcajgcy sie razem ze zwiazkami fosforowymi kwas moczowy, znajdujacy
sie w znacznych ilosciach w wydalinach.

Badajac jakosciowo sklad soli barowej, stwierdziliSmy obecnos¢ pentozy
na podstawie reakecji z orcyna. W dalszych badaniach bedziemy usilowali
osgdzié¢, czy pentoza ta jest zwigzana z badanym przez nas polifosforanem.

Dyskusja i wnioski

Badania niniejsze wykazaly, ze wydaliny gasienic mola woskowego za-
wieraja pirofosforan oraz nie zidentyfikowany blizej polifosforan. Zwigzki
te, stanowigce w sumie frakcje labilnych polaczen fosforowych (P7), wy-
stepujg w wydalinach mniej wiecej w jednakowych ilosciach. Obecnos$c pi-
rofosforanu stwierdzono za pomocg kilku metod: wytrgcania solami man-
ganu, chromatograficznie, enzymatycznie — rozkladajac s61 manganowa
miazga z gasienic, przy czym stwierdzono, ze optimum pH i zachowanie
wzgledem jonéw Mg i Mn jest podobne jak dla hydrolizy enzymatyczne]
pirofosforanu syntetycznego.

Préby charakterystyki polifosforanu wytracajacego sie jako sél barowa
wykazaly, ze jest on zwigzkiem wielkoczgsteczkowym, poniewaz daje
reakcje metachromatyczng, trudno lub weale nie dializuje, nie wedruje na
bibule podczas chromatografii (w rozpuszczalniku alkalicznym). Ze wzgle-
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du na wyzej wymienione cechy polifosforan z wydalin podobny jest do po-
lifosforanu syntetycznego, tak zwanej soli Grahama. Polifosforan ten rézni
sie jednak od soli Grahama tym, ze 1) nie wytraca sie chlorkiem baru przy
pH = 2, lecz wytraca sie dopiero przy pH = 5, 2) jest rozkladany enzyma-
tycznie przez miazgi z narzadow zwierzat wyzszych (zaba), ktére nie wy-
kazujg aktywnosci enzymatycznej wzgledem soli Grahama.

Stwierdzono, ze polifosforan z wydalin gasienicy mola woskowego nie
jest identyczny z zadnym z meta- i polifosforanéw, z ktérymi préobowano
go w tych badaniach poréwnac.

Streszczenie

Stwierdzono, ze frakcja labilnych polaczen fosforowych, znajdujacych
sie w wydalinach ggsienic Galleria mellonella, zawiera okolo 50%0 pirofos-
foranu oraz tylez samo polifosforanu. Pirofosforan izolowano z ekstraktu
wodnego z wydalin w postaci soli manganowej. Pirofosforan manganu ziden-
tyfikowano: 1) metodg chromatografii bibulowej, 2) enzymatycznie — dzie-
ki stwierdzeniu, ze miazga z gasienic rozktada go do ortofosforanu w takich
samych warunkach, w jakich rozklada syntetyczny pirofosforan. Polifosfo-
ran wyizolowano z wydalin jako sél barowa. Na podstawie badan chroma-
tograficznych i dializy stwierdzono wysokoczasteczkowy charakter tego
zwigzku. Przeprowadzonc enzymatyczng hydrolize polifosforanu przez
miazgi z jelita i watroby zaby oraz miazge z gasienic Galleria mellonella.
Wykazano, ze hydroliza polifosforanu pod wplywem wyzej wymienionych
miazg zachodzi najlepiej przy pH okolo 8 i wobec jonéw Mg** lub Mn**.
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DPOCPOPHLIE COEAVMHEHVA B SKCKPEMEHTAX
BOJILIIOW BOIIMHHOWM MOJU (GALLERIA MELLONELLA)

I. WUupenTuduxkauus

Peszmwowme

ABTOp KOHCTATMPOBAJI, YTO B SKCKPEMEHTaX ryceHuy OOJIbLION BOLUMH-
Hoi Moy (Galleria mellonella) mpo- u monndocdaTsl BHICTYNAIOT B NPH-
O/M3MTeNIBH) PABHBIX Kosm4yecTBaX. IIupo- u mosmdocdarer 6b1m u30-
JIMPOBAHLI U3 BOAHOTO 9KCTPIKTA 9KCKPEMEHTOB IIyTEeM OYEPEeAHOIO0 OCaxK-
ZIeHUA YKCYCHOKMCJIBIM MapraHueMm M xJopuctbivM 6apuem npu pH = 5.

IInpocdoccar MapraHia MACHTUMUIMPOBAHO XPoMaTorpacudecKuMm
MEeTOJIaMM, a Tak¥Ke MCIOoJb3ya (PakT, 4To nmupodpocdaraza pasjara€T €ro
1o oprococcara B TeX ¥Ke yCAOBMAX, B KAKMX OHa pasjaraer M CMHTeTU-
gecKmit nupocdocdar.

MzonupoBaHHbBII B BUZAE CONM 6apm1 nosmmdoccar mccaeoBaNca Iry-
TeM Kak Xpomartorpadpum, Tak M Auaimsa. XpomarorpaduyeckKue UCCIen0-
BaHMA IPOBOAMJIMCE C NPUMEHEHMEM KMCJIOrO ¥ I2JIOYHOrO pacTBOPUTE-
seit. B 1enouHoM pacrtBopuresie mogmndgocdar U3 9KCKPEMEHTOB BeJeT
ceba aHaAJIOTMYHO, KAaK MaKpPOMOJEKYJAPHBIA CHMHTETUYECKMIA II0JIM-
docdar. B kuciom pacTBopuTesie, 10 BCEA BEPOATHOCTM, HACTyIAeT I'MJi-
posmm3 noJmcoccara 10 COEMHEHUA, COCTOALEero m3 0oJjiee MEJKUX MO-
JIEKYJI.

ITonncbocchar M3 SKCKPEMEHTOB AMANM3MPYETCA OYEHb MEJJIEHHO I10
cpaBHeHMIO ¢ nmpodoccarom. B BogHOM pacTBOpe OH NPOABJIAET MHTEH-
CHMBHYIO METaXPOMAaTHMYECKYIO Peariuio. Xpomarorpaduyeckmuii aHaians,
pearMpoBaHye BO Bp2MA AMAJM3a M MeTaXpoMaTHyecKad peakuusa yKasblBa-
JIOT Ha BBICOKOMOJIEKYJIAAPHBIA XapakTep mnosandocdara, NOJyYEHHOro M3
9KCKPEMEHTOB BOLIMHHO! MOJIM.

UzommpoBaHHBII M3 9KCKPEMEHTOB B Bue GapueBoir coum rosmgocdar,
NOABEPraJica SH3UMaTUIECKOMY IuApoan3y. KoHcTaTupoBaHo, 4TO IOA BJIM-
AHMEM KaluMUbl U3 TyCEeHMI] BOIMHHOM MOJIM, a TaK¥Ke M3 KMIIeYHMKa
Y MEYEHN JIATYILIKM TMAPOJIM3UpYeTcsa OH Ao oprodocdara. Hambomee 6ni-

CTPO ruaposm3 nporexas npu pH okono 8 u B npucyreTBuu MoHos Mgt *
uiay Mn*+,
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PHOSPHOROUS COMPOUNDS IN THE EXCRETA OF THE WAX MOTH
GALLERIA MELLONELLA

1. IDENTIFICATION

Summary?®

The nature of the labile phosphorous fraction derived from the excreta
of the wax moth (Galleria mellonella L.) larvae was investigated. Pyro-
phosphate and some polyphosphate were found to be the main components
of this fraction. Pyrophcsphate was identified by means of chromato-
graphic analysis of the manganese precipitate from the water extract of
excreta and by the way it was split by the pyrophosphatase of the wax
moth larvae. Pyrophosphate amounted to & half of the labile phosphorous
compounds of excreta.

Polyphosphate was isolated frecm the excreta as barium salt. When
examined chromatographically and by means of dialysis it appeared to
be a rather macromolecular polymer, very labile in acid medium. The
metachromatic reaction with toluidine blue of this polyphosphate was
very pronouced. It was easily hydrolyzed enzymatically to orthophosphate
by the wax moth larvae homogenates and by the homogenates of frog
organs.

Otrzymano 18.2.1956 r.

*) The full text appears in English in Acta Biologiae Experimentalis, 17, 232, 1956.
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A. B. WOITCZAR

ZWIAZKI FOSFOROWE W WYDALINACH MOLA WOSKOWEGO
(GALLERIA MELLONELLA)

II. ENAYMATYCZNA HYDROLIZA

Z Zakladu Biochemii Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie
Kierownik: prof. dr W. Niemierko

W poprzednich pracach [13, 14] stwierdzono, ze miazga z ggsienic
Galieria mellonella rozklada piro- i polifosforany wydalane przez te g3-
sienice. Celem niniejszych badan bylo ustalenie optymalnych warunkéow
enzymatycznej hydrolizy piro- i polifosforanéw oraz zbadanie pirofosfa-
tazy, wystepujacej u gasienic mola woskowego.

Metody

W doswiadczeniach nad enzymatyczng hydrolizg piro- i polifosforanow
uzywano miazgi ze $wiezych gasienic mola woskowego (Galleria mellonel-
la). Gasienice homogenizowano w oziebionym do temp. 0° roztworze bufo-
rowym (na 100 mg masy gasienic — 0,9 ml buforu) w homogenizatorze
Pottera i £lvehjema [15], nastepnie odwirowywano nieroztarte czesci chi-
tynowe. Stosowano roztwory buforowe o nastepujacym skladzie: 1) roz-
twér o pH = 8 : glikokol €¢,3 M i NaHCO3 0,15 M w stosunku 1: 1; 2) roz-
twor o pH = 9 : NH4Cl 0,15 M i roztwér wodny amoniaku 0,2%0 w stosun-
ku 1:1; 3) bufor octanowy o pH 5,5.

Badanymi substratami byly: 1) ekstrakt wodny z wydalin gasienic mola
woskowego zawierajacy piro- i polifosforan (ekstrakt ten zawieral i inne
substancje z wydalin rozpuszczalne w wodzie, a wigc miedzy innymi sole
nieorganiczne oraz dos¢ duze ilosci kwasu moczowego; oznaczone w wyda-
linach zawarto$ci wapnia i magnezu wynosza odpowiednio 0,3% i 0,4%0;
oH ekstraktu wodnego waha sie okolo 5), 2) pirofosforan sodu NasP207 bez-
wodny, Merck p. a., 3) polifosforany syntetyczne: tréj- i tetrametafosforan,
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370 A. B. WOJTCZAK (2
trojpolifosforan i s61 Grahama pochodzace z pracowni prof. Thilo
w Berlinie, 4) glicerofosforan sodu, Merck p. a.

Enzymatyczng hydrolize przeprowadzono w probéwkach trzymanych
w lazni woanej uliratermostatu Hoplera w temp. 37° od 15 minut do 3 go-
dzin zaleznie od rodzaju dos$wiadczenia. Kazda badana proba zawierata:
3 m! miazgi w roztworze buforowym, substraty: pirofosforan, trojmetafo-
sforan, tetrametafosforan i tréjpolifosforan w stezeniu ostatecznym 0,004 M
oraz s6l Grahama i wycigg wodny z wydalin w ilosciach odpowiadajgcych
0,2 mg P/m] oraz jony aktywatoréw lub inhibitoréw w ostatecznym steze-
niu 0,001 M. Objetos¢ proby wynosita 5 ml. Proby kontrolne zawieraty:
1) ekstrakt wodny z wydalin lub roztwoér fosforanow w buforze, 2) 3 ml
miazgi w roztworze buforowym. Reakcje enzymatyczng, przerywano przez
umieszczenie probowek w lodzie i odbialczenie 10%0 kwasem trojchloro-
octowym. Odbialczony roztwoér sagczono w temp. 0°. Ortofosforan i labilne
zwiazki fosforowe (P;) oznaczono metodg Fiskego i Subbarowa [17]. Ilosé
rozlozonego enzymatycznie piro- wzglednie polifosforanu obliczano odej-
mujac od A P; oznaczcnego w prébie badanej warto$¢é A P; w prébie kon-
trolnej.

W badaniach nad wlasnosciami pirofosfatazy mola woskowego enzym
izolowano z gasienic uproszczona przez nas metoda Elroy'a [11]. Sposéb
otrzymywania cze$ciowo oczyszczonego preparatu enzymalycznego byl na-
stepujgcy: 5 g gasienic wysuszonych w prézni nad kwasem siarkowym
w temp. pokojowej rozcierano w wodzie w temp. 0° ekstrahujac kilka ra-
zy, lacznie 100 ml wody. Nastepnie odwirowywano w temp. 0° przy
3000 cbrotow/min. Supernatant doprowadzano za pomocg N NaOH do
pH = 7, po czym dodawano acetonu w takiej ilosci, by slezenie acetonu
wyniosto 60%. Calo$é oziebiano w temp. —17° przez 15 minut, po czym
wirowano réwniez w temp. —17°. Osad rozpuszczano w temp. 0° w 30 ml
wedy i dodawano stalego siarczanu amonu do 30%0 nasycenia. Roztwoér do-
prowadzano o pH = 7 i pozostawiano w temp. 0° przez 15 minut, po czym
odwirowywano i osad odrzucano. Do supernatantu dodawano stalego siar-
czanu amonu do 80% nasycenia i odwirowywano jak poprzednio. Osad roz-
puszczano w 20 ml wody. Wprowadzone przez nas uproszczenie polegato na
opuszczeniu drugiego frakcjonowania acetonem i pominieciu koncowej
absorpcji enzymu na zelu krzemionkowym. Otrzymany w ten sposoéb pre-
parat pirofosfatazy jest zanieczyszczony APT-aza, ktérej aktywnosé réwna
jest okolo 1/5 aktywnosci pirofosfatazy. Celem zinaktywowania ATP-azy
preparat zamrazano do temperatury okolo —5° przez noe, a nastepnie
przetrzymywano w temperaturze pokojowej 3-4 godz. Wedlug Lipmana
i Kaplana [5] procedura taka niszczy ATP-aze; w naszych warunkach
metoda ta okazala sie réwniez skuteczna.
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Po tygodniowym przechowywaniu preparatu w stanie zamrozonym pi-
rofosfataza tracila okolo polowy aktywnosci.

Czes¢ doswiadczalna

I. HYDROLIZA PIRO- I POLIFOSFORANOW (FRAKCJI P) Z WYDALIN GASIENIC MOLA WOSKOWEGO
POD WPEYWEM ENZYMOW ZAWARTYCH W MIAZDZE

Poniewaz ekstrakt wodny z wydalin zawiera piro- i polifosforan, obser-
wowany efekt enzymatyczny jest suma dzialania enzymow miazgi na te
dwa substraty.

1. Wpilyw pH. Wplyw pH na enzymatyczng hydrolize piro- i polifosfo-
randw wystepujgcych w wydalinach mola woskowego przedstawia rysu-
nek 1. Badano aktywnos$¢ enzymatyczng w zakresie pH od 5 do 9. Optimum
pH hydrolizy frakcji P; wynosi, jak wida¢ z rysunku 7 —7,5. W miare
wzrostu pH powyzej optimum aktywno$¢ enzymu maleje szybciej niz
w miar¢ obnizenia pH ponizej optimum; przy pH = 5 hydrohzowa}o okolo
50% Pz, przy pH = 9 tylko okots 10% P5.

2, Wplyw temperatury. Zbadano przebieg hydrolizy w temperaturach
24°, 37° 1 54°. W doswiadczeniach tych pozostale warunki, to jest stezenie

‘- substratu, stezenie enzymu (miazgi) i pH byly jednakowe, zmiany w zacho-

dzgcym procesie mozna wigc bylo odniesé tylko do wpltywu réznych tempe-
ratur. Hydroiize enzymatyczng prowadzono przez 3 godziny, badajac w ko-
lejnych odcinkach czasu: 15 min., 30 min., 1 godz., 2 godz. i 3 godz. ilo§é
uwolnionego ortofosforanu. Wyniki ilustruje rysunek 2, wartosci sg sredni-
mi z 3 — 6 do$wiadczen.

Temperatura 37° okazala si¢ optymalna; po 3 godzinach zostaje roztozo-
ne prawie 100% P7, przy czym po 1 godzinie juz 80% P; ulega hydrolizie.
W temp. 24° hydroliza przebiega bardzo wolno; szybko$é hydrolizy w pierw-
szych 15 minutach jest o polowe mniejsza w poréwnaniu z szybko$cig
w temp. 37°. Po 2 godzinach dochodzi tylko do 40°b rozkladu, podczas gdy
w temp. 37° w tym samym czasie ulega rozpadowi ponad 90% P;. Tempe-
ratura 54° lezy powyzej optymalnej; pomimo ze szybkosé hydrolizy
w pierwszych 15 minutach jest wyzsza o 50% od szybko$ci w temperaturze
37°, to jednak w dalszym przebiegu do$wiadczenia, prawdopodobnie na
skutek inaktywacji cieplnej enzymu, hydroliza zachodzi znacznie wolniej,
osiagajac po 1 godzinie tylko 60% rozktadu P; przy catkowitej inaktywacji
enzymu.

3. Wplyw jonéw Mg, Mn, Co, Zn, Ag i Hg. Celem dalszych dos§wiadczen
bylo zbadanie wplywu aktywujacego wzglednie inhibitujacego réznych ka-
tiondw na enzymatyczng hydrolize poli- i pirofosforanéw. Wyniki przed-
stawia tablica 1. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze we wszystkich probach, a wiec
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’ i = — - i

i w tych, do ktorych nie dodawano zadnego metalu, znajdowalo sie wiele
substancji wystepujacych normalnie w wydalinach gasienic. Nie przepro-
wadzano dokladnej analizy zwigzkéw nieorganicznych, znajdujacych sie
w wydalinach, oznaczono jedynie zawarto$¢ wapnia i magnezu, ktore wy-
stepuja w ilosciach 0,4%0 i 0,3%bo.

Z tablicy widaé¢, ze: 1) silny wptyw aktywujacy wykazuja jony Mg i Co;
przy wyzszym pH wplyw ten jest slabszy, 2) przy pH = 6,6 aktywuja row-

Tablica 1

Wplyw jonéw metali na enzymatyczna hydrolize piro-i polifo-
sforan6w wydalanych przez gasienice mola woskowego
Proby zawieraly: 3 ml miazgi, labilne zwiazki fosforowe z wydalin
(hydrolizujace w N HCl w 100° w ciggu 7 minut do ortofosforanu)
w ilosci odpowiadajacej 1 mg fosforu oraz badany kation o osta-
tecznym stezeniu 0,003 M. Inkubacja trwala 15 minut w tempe-

raturze 37°
pH=55 pH=6,6
Dodane | Iloé¢ uwol- | Aktywnos$é | Ilosé uwol-
2 Aktywnosé
sole | nionego P w %%") nionego P Z
w %%")
w mg w mg
- 0,12 100 0,20 100
MgSO, 0,25 208 | 024 135
MnCl, 0,08 62 | 025 145
CoSO, 0,28 234 | 0,26 155
ZnSO, 0,09 | 75 | 003 15
AgNO, 0,05 | 42 |
HgCl, 0,02 ! 17 !

*) Nlo&é rozlozonego P, w prébie nie zawierajgcej dodanego kationu przyjcto
za 100 %.
niez jony Mn, jakkolwiek przy pH = 5,5 mangan w malym stopniu hamuje
hydrolizg, 3) Zn przy pH = 6,6 hamuje reakcje w stopniu bardzo znacznym,
4) silnymi inhibitorami przy pH = 5,5 sa jony Hg i Ag oraz w mniejszym
stopniu jony Zn.

1. WEASNOSCI PIROFOSFATAZY MOLA WOSKOWEGO

Obecnosé pirofosfatazy w tkankach ggsienicy mola woskowego wykaza-
na zostata juz poprzednio [14]. W pracy niniejszej przystgpiliSmy do zbada-
nia jej wiasnosci. ChcieliSmy réwniez ustali¢, czy polifosforan hydrolizo-
wany przez miazge z gasienic rozkladany jest przez pirofosfataze, czy tez
przez inny enzym zawarty w miazdze.
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W ponizszych doswiadczeniach substratem byl pirofosforan sodu bez-
wodny firmy Merck. We wszystkich do§wiadczeniach uzywaliSmy miazgi,
z gasienic, z wyjatkiem doswiadczen majacych na celu stwierdzenie specy-

ficznosci enzymu. Do badania specy-
ficznoseci sporzadzono czgSciowo OCzysz-
czony preparat enzymatyczny wedlug
metddy podanej w czesci metodycznej.

1. Optimum pH. Badano aktywnos¢
enzymatyczng w zakresie pH od 5,5 do
9,3. Optymalne pH rozkladu pirofos-
foranu okazalo sie¢ wyzsze niz dla poli-
i pirofosforanu z wydalin (P7) i wyno-
si 7,5 — 8,3 (rysunek 1). Silniej hamu-
je hydrolize pirofosforanu $rodowisko
bardziej alkaliczne od optymalnego
niz bardziej kwasne. Przy pH = 9,3
rozklada sie tylko okolo 10° pirofos-
foranu, a przy pH = 6,6 jeszcze okolo
70%. Zblizone optimum pH posiadaja
pirofosfatazy z watroby $wini (1) oraz
z robaczka $wietojanskiego Phctinus
pyralis [11]. Natomiast pirofosfatazy
z drozdzy [3] i z plesni Penicillium
chrysogenum (8) maja optima nizsze,
wynoszace odpowiednio 7,0 i okolo 6.

2. Wpiyw temperatury. Optimum
temperatury wynosi okoto 37°. Pod-
wyzszenie temperatury do 50° szybko
inaktywuje enzym. Miazga z gasienic
ogrzewana przez 1 godzine w temp.
60° (pH = 7) calkowicie traci aktyw-
nos¢ pirofosfatazy.

3. Wplyw jonéw Mg*", Co'",
Mn**, Ca** i Fe—. Stwierdzono, ze
pirofosfataza z miazgi z gasienic jest
zupelnie nieaktywna w nieobecnosci
jonéw Mg *. Optymalne stezenie Mg’ ",
powyze] ktérego nie obserwuje sie juz

100
®
w N
&
g
7T
N
£
£ ot
20}
4 6 ) ';pH
Rys. 1. Wplyw pH na enzyma-

tyczng hydrolize pirofosforanu
(o 0) i frakcji labilnych
zwigzkéw fosforowych z wy-
dalin gasienic mola woskowego
(x- - - -x). Hydrolize pirofosfo-
ranu przeprowadzano w tempera-
turze 37° w ciggu 1 godziny. Pro-
by zawieraly: 3 ml miazgi w roz-
tworze buforowym, 1 ml 0,02 M
pirofosforanu sodu i 0,5 ml 0,05 M
MgSO,. Hydrolize frakeji P; z
wydalin przeprowadzano w tem-
peraturze 37° w ciggu 3 godzin.
Préoby zawieraly: 3 ml miazgi w
roztworze buforowym i 2 ml
ekstraktu wodnego z wydalin za-
wierajacego okolo 0,5 mg labilne-
go fosforu. Stosowane roztwory
buforowe: w zakresie pH od 5 do
6 — bufor octanowy, w zakre-
sie pH od 6,5 do 8,5 — bufory
glikokolowe (glikokol + HCI lub
glikokol + NaHCO;) oraz dla
pH 9i 9,5 chlorek amonu -+ amo-
niak

wzrostu aktywnosci, wynosi 0,004 M. Przy duzo wyzszych stezeniach
Mg**, okolo 0,1 M, obserwowano znaczne hamowanie pirofosfatazy (okoto
80°% hamowania). Wplyw jonéw Mg++, Co++, Mn++ Ca++ i Fe~ po-
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daje tablica 2. Jony Mn'* hamuja hydrolize prawdopodobnie dla-
‘tego, ze wytraca sie nierozpuszczalny pirofosforan manganu. Stopien za-
hamowania zalezy od stezenia substratu; im wyzsze stezenie pirofosforanu,
tym slabszy efekt hamujacy manganu. To samo zjawisko stwierdzil
Sjober g [16] w przypadku pirofosfatazy z erytrocytéow konia

.

Tablica 2
Wplyw jonéw metali oraz fluorku na aktywno$é pirofosfatazy mola wos-
kowego

Warunki hydrolizy: stezenie pirofosforanu 0,004 M, pH=38, czas inku-
bacji 15 minut, temperatura 37°

Nr Dodane . llovéé il Aktywnosé
dosw =51 Ostateczne stezenie nionego P w 9%9%°)
. e w mg 0/0
1 MgSO, 5.10°M 0,152 100
2 MgSO, 1.10°M 0,099 66
3 CaCl, 1.10°M 0,086 56
MgSO, 5.10°M
4 CaCl, 5.10°M 0,008 5
MgSO, 5.10°M
5 MnSO, 1. 10° M 0,077 50
MgSO4 5.10° M
6 MnSO, 1.108M 0,039**) 26
MgSO, 5.10°M
7 CoSO, 1.10°M 0,150 100
MgSO, 1. 10°Mm
8 NaF 1.10°M 0,034 22
MgSO, 5.10°M

‘) Aktpwnosé pirofosfatazy w obecnosci Mg++ o stezeniu 5 « 10—°M przyjeto za 100%
**) Sigzenie pirofosforanu wynosito 0,002 M.

i Mc Elroy [11] dla pirofosfatazy z robaczka $wietojanskiego. W do-
$wiadczeniach niniejszych stwierdzono, ze jony Cot++ aktywuja enzym je-
dynie w obecnosci cho¢by niewielkiej ilosci jonow Mg++. Inaktywacja jona-
mi Ca zalezy od stosunku Ca: Mg. Przy stosunku Ca: Mg wynoszacym 0,2
osigga sie okolo 50° aktywnosci, przy stosunku Ca:Mg = 1 — prawie

http://rcin.org.pl



7 ZWIAZKI FOSFOROWE W WYDALINACH MOLA WOSKOWEGO. II. 375

calkowite zahamowanie. Ten sam efekt opisano dla pirofosfatazy robaczka
swietojanskiego [11]. Silnym inhibitorem badanego przez nas enzymu, po-
dobnie jak i wszystkich znanych pirofosfataz, sg jony Fe—.

100

3 8 8

2hydrolizowany A, % %

N
S

Bmin 30min  Igodz 2g0dz J;Mz
€2as nkubacjt
Rys. 2. Wplyw temperatury na enzymatyczng
hydrolize frakeji P; z wydalin. Proby zawiera-
iy: 3 ml miazgi w buforze glikokolowo-weglano-
wym o pH = 7,5 i 2 ml ekstraktu wodnego z wy-
dalin zawierajgcego okolo 0,5 mg labilnego
fosforu

P uwolniony po hydrolizie w mg
s

7 4 b ] o 7 7]
steienie pirofosforany <103 M
Rys. 3. Wplyw stezenia substratu na enzymatyczng
hydrolize pirofosforanu. Krzywa A — 1 ml miazgi z ga-
sienic, krzywa B — 0,5 ml miazgi; stezenie MgSO, 0,004 M.
Kazdg prébe dopeiniono do objetosci 5,0 ml buforem gli-
kokolowo-weglanowym o pH = 8.
Czas inkubacji wynosit 15 minut, temperatura 37°

4. Wplyw stezenia substratu. Wszystkie opisane pirofosfatazy [3], [11],
[16] posiadajg szczegblng wlasnos¢ odrozniajacg je od innych enzymow.
Jest to zjawisko hamowania enzymatycznej hydrolizy przez nadmiar sub-
stratu. Celem przekonania sie, czy podobnie zachowuje sie pirofosfataza
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z Galleria melloneila, przeprowadzono szereg doswiadczen, w ktérych
zmienne bylo stezenie pirofosforanu. Wyniki przedstawiono na rysunku 3,
ktéry podaje zaleznosé aktywnosci enzymu od stezenia pirofosforanu w mg
fosforu uwolnionego w postaci ortofosforanu podczas pierwszych 15 minut
hydrolizy. Stwierdzono, z2 optymalne stezenie pirofosforanu dla pirofosfa-
tazy gasienic mola woskowego wynosi 0,004 M. Powyzej tego stezenia na-
stepuje znaczne obnizenie aktywnosci enzymu; przy stezeniu 0,008 M, to
1est dwukrotnie wyzszym niz optymalne, szybkos$¢ hydrolizy jest dwukrot-
nie nizsza, a przy stezeniu 0,015 M maleje do kilkunastu procent w stosun-
ku do predkosci maksymainej. Wyliczona z wykresu stala Michaelisa wyno-
si 2,3+ 10 M. Optymalne stezenia substratu dla innych pirofosfataz waha-
ja sie doé znacznie: dla pirofosfatazy robaczka $wietojanskiego wynosi ono
0,0004 M [11], z erytrocytéw konia 0,001 M [16], z drozdzy 0,0001 M [3].
Stala Michaelisa dla wszystkich tych enzyméw jest bardzo mala, rzedu
10-4—10-3 M. Swiadezy to o duzym powinowactwie enzymu do substratu, co
sprawia, ze pirofcsfataza intensywnie rozklada pirofosforan juz przy bar-
dzo niskich jego stezeniach w $rodowisku. Z tego wiasnie wzgledu przypi-
suje sie pirofosfatazie wazng role regulujagcg w tych przemianach bioche-
micznych, w ktérych powstaje pirofosforan jako jeden z produktéw reak-
cji. Dla przykladu przytoczyé tu mozna reakcje syntezy nukleotydéw (7],
aktywacji kwaséw tluszczowych [6] oraz zjawisko emiscji swiatla u ro-
baczka $wietojanskiego [12].

5. Specylicznoéé enzymu. Celem dalszego scharakteryzowania pirofo-
sfatazy mola woskowego przystgpiliémy do zbadania jej specyficznosci. Ba-
dalismy aktywnos$¢ oczyszczonego preparatu enzymatycznego wobec naste-
pujacych substratow: pirofosforanu, trojmetafosforanu, tetrametafosfora-
nu, tréjpolifosforanu, soli Grahama (wysokoczgsteczkowy polifosforan so-
du), polifosforanu z drozdzy izolowanego wediug metody Wiame’a [18],
ATP, polifosforanu z wydalin ggsienic mola woskowego otrzymanego
w postaci soli barowej [19] oraz glicerofosforanu. Aktywnos¢ enzyma-
iyezna badano przy pH 5 i 8 oraz wobec jonow Mg++ i Mn*+. Preparat
pirofosfatazy rozklada tylko pirofosforan. Podobnie wiec jak w wypadku
innych pirofosfataz pirofosfataza mola woskowego jest enzymem bardzo
specyficznym.

D yskusja

Przeprowadzone badania nad wtlasnosciami pirofosfatazy mola wosko-
wego wykazaly, ze enzym ten posiada charakterystyczne cechy innych zna-
nych pirofosfataz [3, 11, 16]. Podobnie jak inne pirofosfatazy jest aktywo-
wany-przez Mg++ i Co*+, inhibitowany przez Mn++, Ca++ i Fe~, inhibito-
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wany przez nadmiar substratu, inaktywowany w temperaturze 50° przy pH
okolo 7 oraz posiada duza specyficznosé. Rola i znaczenie wysoce aktywnej
pirofosfatazy u gasienic mola woskowego 3 nam na razie nieznane.
Zw.aszcza trudny do zrozumienia jest fakt, ze mimo obecncsci w orga-
nizmie bardzo aktywnej pirofosfatazy gasienica wydala znaczne iloSci pi-
rofosforanu. By¢ moze, czynnos¢ enzymu jest w ustroju lub w poszcze-
gélnych narzagdach w jaki$ spesdb zahamowana. Dalsze badania bedg mia-
ly na celu wyjasnienie tego zjawiska.

Nie zostalo ustalone, jaki enzym rozklada polifosforan z wydalin ggsie-
nic. Z pracy wynika jasno, ze nie jest tu czynna pirofosfataza, gdyz oczysz-
czony preparat pirofosfaiazy nie hydrolizuje izolowanego w postaci soli ba-
rowej polifosforanu z wydalin. Doswiacczenia z calg miazga réwniez to po-
twierdzaja, mianowicie krzywe enzymatycznej hydrolizy w zaleznosci od
pH calej frakcji P7 oraz pirofosforanu réznig sie: przy pH = 5,5 pirofosfo-
ran prawie nie hydrolizuje, natomiast frakcja P; rozklada si¢ w ilosci
przeszto 40%. Optimum pH dla rozktadu frakcji P; waha sie okolo 7, opti-
mum pH dla rozktadu pirofosforanu wynosi okolo 8. Ponadto hydroliza wy-
izolowanego polifosforanu jak i catej frakcji P7 jest aktywowana zaréwno
przez Mg++, Mn++, i Cot+, podczas gdy hydroliza pirofosforanu jest aktywo-
wana przez Mg++ i Cot+, natomiast hamowana przez Mn++.

Nie stwierdziliSmy w miazdze obecnosci polifosfatazy typu polifosfataz
obecnych w drozdzach i plesniach [9, 10], rozkladajgcych meta- 1 polifosfo-
rany. Istnieje wiec mozliwos¢, ze albo obecny jest w miazdze specyficzny
enzym hydrolizujgcy polifosforan wydalany przez gasienice, albo dziala tu
niespecyficzna fosfataza typu fosfatazy alkalicznej i kwasnej. Na te ostal-
nig mozliwo$¢ wskazywalby fakt, ze polifosforan z wydalin jest hydrolizo-
wany rowniez przez miazgi z jelita i watroby zaby [19]. Wiemy wprawdzie
z prac innych autoréw [2, 4], ze ekstrakty z narzadow zwierzat wyzszych
rozkladaja wysokoczgsteczkowe polifosforany, nawet s61 Grahama. W do-
fwiadczeniach Malmgrena [9]i naszych fakt ten nie potwierdza sie.
Jak wida¢, sprawa obecnosci polifosfatazy u zwierzat nie jest na razie wy-
jasniona.

Doc.dr Stelli Niemierko pragne wyrazi¢ gorgce podzickowa-
nie za cenne wskazowki i dyskusje nad praca.

Streszczenie

Zbadano warunki enzymatycznej hydrolizy piro- i polifosforanéw po-
chodzacych z wydalin ggsienic mola woskowego (Galleria mellonella), pod
wplywem miazgi z tychze gasienic. Stwierdzono, ze optimum temperatury
wynosi ckolo 37°, optimum pH 7,0 — 7,5. Enzymatyczna hydroliza akty-

http://rcin.org.pl



378 A. B. WOJTCZAK {10

wowana jest przez jony Mg++ i Cot+. Jony Mn++ aktywuja hydrolize
przy pH 6,6, natomiast inhibituja przy pH 5,5. Silnymi inhibitorami sg jo-
ny Zn++, Agt i Hgt+.

Z gasienic mola woskowego wyizolowano pirofosfataze w postaci oczysz-
czonego preparatu i zbadano jej wlasnosci. Optimum pH wynosi 7,5 — 8,3.
Pirofosfataza z mola woskowego jest aktywna tylko w obecnosci jonow
Mg *. Optymalne stezenie Mg"* wynosi 0,004 M. Jony Co" " réwniez akty-
wuja enzym, lecz tylko w obecnosci jonéw Mg* . Optymalne stezenie sub-
stratu wynosi 0,004 M; powyzej tego stezenia nastepuje silne zahamowanie
dzialania enzymu. Stala Michaelisa réwna jest 2,3 103 M. Oczyszczony
preparat enzymatyczny pirofosfatazy wykazuje duzg specyficznos¢ —
hydrolizuje wylacznie pirofosforan. Enzym ten nie dziala na nastepujace
zwiazki: trojpolifosforan, trojmetafosforan, tetrametafosforan, s61 Graha-
ma, polifosforan z drozdzy, polifosforan z wydalin z gasienic Galleria mei-
lonella, ATP i glicerofosforan..
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POCPOPHBIE COEIMHEHMA B DKCKPEMEHTAX
BOJBIIIOM BOUIMHHOM MOJIN (Galleria mellonella)

II. DOH3uMMaTHHECKMIT MMAPOIN3

Peszwwme

ABTOp MCCIIEIOBAJI YCJIOBUA SH3MMATUYECKOIO IMAPOJIM3A IMPO- M IO-
JubocaToB, MPOMCXOAAILMX U3 IKCKPEMEHTOB I'yCeHMI] DOJIbILION BOLIMH-
Hoit Moy (Galleria mellonella), mox BAMAHMEM KalLMLBI M3 TeX Ke ryce-
HUI. ABTOp KOHCTATMPOBAJ, YTO OINTMMYM TEMIIEPAaTypbl PaBHAETCH IIpy-
b6ausnressHo 37°, ommvmym pH 7,0 — 7,5. DH3MMATUMUECKMIT TMAPOJIMU3
akTueupyerca moHammu Mg++ m Co++, Monbr Mn*+ akTUMBUPYIOT TUAPO-
anz apu pH 6,6, marnbupyror xe npu pH 5,5. CuabHbIMM MHrMOMTOPAMMU
ABJAITCA MOHB! Zn*+, Ag++ y Hg++. V3 ryceHmiy 6OJBLION BOLUMHHON
moan (Galleria mellonella) aBTop nzommpoBas nupodgocgarasy B BUAE 09U-
LIIEHHOr0 npenapara M uccJeosat ee cpoitetBa. Ontumym pH paBen 7,5 —
8,3. Ilmpocpocdparaza u3 GOMBIIOK BOIIMHHON MOJIM aKTHMBHA TOJIBKO B IIPHU-
cyrcTBMy MOHOB Mg™". OnrumanbHas KOHLeHTpauma Mg' ™ paBHsAeTCA
0,004 M. Mouer Co* ™ Takike aKTMBMPYIOT 9H3MM, HO TOJILKO B IIPUCYTCTBUM
moHoB Mg . OnrtmmasnpHasa KoHIeHTpauma cyberpara — 0,004 M; npu
MOBBILIEHUY YKa3aHHOM KOHLEHTPALMM HaCTyINaeT CUMJIbHOE 3aTOPMOIKEHUE
AevierBua sH3uMa. KoHcranta Mwuxassamca pasHa 2,3 X 102 M. OunieH-
HBIi1 SH3MMATMYECKMII npernapar mupodgocdasbl NPOABAAET 3HAYUTEIbHYIO
CHEeUM(PUIHOCTE — TUAPOJIM3YET MCKJIIOYMTENBbEO mupodocdar. DToT 9H-
3IM He ZAEHCTBYET Ha CJeAYIOLIME XMMMMECKME COEAMHEHMA: TDUIIOJM-
ocecpar, Tpumeragocedar, rerpameradocdar, conb I'parama, nosmdocdat
M3 apozxcken, noandgocdar u3z skekpemenros Galleria mellonella, A.T.P.
M rakuepocdocdar.

PHOSPHOROUS COMPOUNDS IN THE EXCRETA OF THE WAX MOTH,
GALLERIA MELLONELLA

Il. ENZYMATIC HYDROLISIS
Summary*)

Optimum conditions were established for the enzymatic hydrolysis of
the labile phosphorous fraction of excreta of the wax moth larvae, brought
about by wax moth larvae homogenates. The temperature and pH optima
are 37° and 7.5 — 8 respectively. For full activity the hydrolyzing enzyme
requires the presence of bivalent cations, Mg** and Co"" being most
effective. Mn++ activates the hydrolysis at pH 6.6, and is inhibitory at pH
5.5. Zn*+, Ag+ and Hg++ are potent inhibitors.

*) The full text appears in English in Acta Biol. Exper. 17, 232, 1956.
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An enzyme which hydrolyzes inorganic pyrophosphate to orthophos-
phate was isolated from the wax moth larvae and partially purified. The
maximum rate of pyrophosphate hydrolysis was obtained at 37° and in
pH range 7.5 — 8.3. Magnesium ions are essential for the enzyme activity,
" the optimum concentration of Mg* " being 0.004 M; Co™ " ions increase the
" rate of hydrolysis only in the presence of Mg*+ ions. The enzyme was inhi-
hited by Mn++, Ca+*+ and F~ The optimum substrate concentration proved
to be 0,004 M. At higher substrate concentrations a decrease in the rate of
hydrolysis was observed. The Michaelis constant, as calculated from the
substrate concentration curve, was 2.3+103 M. The purified enzyme
showed high specifity with respect to pyrophosphate. No orthophosphate
was liberated when the enzyme was incubated with te following
substances: tripolyphosphate, trimetaphosphate, tetrametaphosphate, Gra-
ham’s salt, yeast polyphosphate, polyphosphate of the wax moth excreta.

adenosine triphosphate and glycerophosphate.
’

Otrzymano 18.2.1956 r

http://rcin.org.pl



A LG T A B 1 OO H I M“L C. A POLONICA

Vol. III 1956 No 3

I. REIFER i K. TOCZKO

MIKROMETODA ILOSCIOWEGO OZNACZANIA PIECIU
GEOWNYCH ALKALOIDOW OPIUM

Z Pracowni Biochemii Roslin Zakladu Biochemii PAN
Kierownik Pracowni prof. I. Reifer

'
1. Wstep.

Pismiennictwc dotyczace ilociowego oznaczania morfiny w opium jest
bardzo ohszerne. Trudnosci metodyczne, jak rowniez ocena opium oparta
tylke na zawartosci w nim morfiny, staly sie powodem, ze pozostalych
alkaloidow badz nie oznaczano, badz tez oznaczano je sumarycznie jako
tzw. alkaloidy poboczne. Dlatego tez istnieja tylko nieliczne prace doty-
czace ilosciowego oznaczania pozostalych wazniejszych alkaloidow opium.

Pierwsza metode oznaczania szesciu glownych alkaloidow opium, t).
morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny, tebainy i narceiny opublikowal
w 1887 r. Plugge [7]. Znacznie poézniej (1933 r) Kliaczkina
[5] doktadnie przebadala wlasno$ci fizyczne tych zasad i na podstawie uzys-
kanych wynikéw podala pieé schematdéw ich rozdzielania. Anneler [2]
w oparciu o te dane opracowal metode rozdzielania i oznaczania morfiny
i czterech alkaloidow niefenolowych. Wedlug tej metody po oddzieleniu
morfiny oddziela sie narkotyne, papaweryne i tebaine w postaci rozpusz-
czalnych w chloreformie chlerowodorkéw. Z roztworéw wodnych, zawie-
rajgcych chlorowodorki tych alkaloidéw wytraca sie narkotyne i papawery-
ne za pomoca octanu sodowego, tebaine natomiast wytraca sie z alkohoio-
wego rqztworu w postaci trudno rozpuszczalnej soli kwasu winowego, kto-
rg nastepnie oznacza sie wagowo. Oddzielenie narkotyny od papaweryny
dokonuje si¢ przez zmydlenie jej alkoholowym lugiem potasowym i nastep-
nie po zregenerowaniu za pomocg kwasu solnego i wykrystalizowaniu z ete-
ru oznacza sie¢ grawimetrycznie. Papaweryne wykrystalizowuje sie w for-,
mie szczawianu i oznacza réwniez wagowo. Pozostala w kwasnym roztwo-
rze wodnym kodeine po zalkalizowaniu przejmuje si¢ do chloroformu
i cznacza miareczkowo.
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Postepowania tego nie mozna zastosowa¢ w mikroanalizie, stgd tez
w ostatnich latach do rozdzielania alkaloic:5w opium zaczeto stosowa¢ me-
tode chromatografii bibulowej i kolumnowej [1,3,4,6,10].

W niniejszej pracy opisano metode¢ ilosciowego oznaczania pieciu glow-
nych alkaloidéw opium, tj. morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny i te-
bainy w ilosciach ponizej 0,1 mg kazdego alkaloidu w préobce. Metoda pole-
ga na wyekstrahowaniu z alkalicznego i odwodnionego opium wymienio-
nych alkaloidow do mieszaniny chloroformu z alkoholem etylowym, na ich
podzieleniu na trzy nastepujgce grupy: i) morfine, 2) narkotyne z papawe-
ryng, 3) kodeine z tebaing i nastepnie kolorymetrycznym oznaczeniu. Il1os-
ciowe oznaczenie pojedynczych zasad przy takim ich rozdziale jest mozli-
we dzieki opracowaniu metody oznaczania narkotyny w obecnosci papawe-
ryny i tebainy w obecnosci kodeiny.

Rozdziat alkaloidow oparto na ich réznejirozpuszczalnosci w wodnych
roziworach zasad i slabych kwasow oraz rozpuszczalnikach organicznych.
Morfina, w odréznieniu od pozostalych czterech zasad, jest dobrze rozpusz-
czalna w alkalicznych roztworach wodnych, w benzenie natomiast prak-
tycznie si¢ nie rozpuszcza. Za pomoca ekstrakcji alkalicznych roztworow
wodnych benzenem do rozpuszczalnika tego przechodza ilosciowo narkoty-
na, papaweryna, kodeina i tebaina, morfina natomiast pozostaje w roztwo-
rze wodnym,

Kodeina i tebaina s3 mocnymi zasadami, tworza dobrze rozpuszczalne
w wodzie sole z rozcienczonym kwasem octowym i z benzenu daja sie latwo
do niego ekstrahowa¢. Narkotyna i papaweryna za$ jako slabe zasady nie
tworzg soli z rozcienczonym kwasem octowym i w odréznieniu od kodeiny
i tebainy pozostaja w benzenie.

W oparciu o te wlasnosci opracowano metode rozdzielania, ktorej sche-
matyczny przebieg jest nastepujacy:

Wodny alkaliczny roztwér zawierajacy morfine, narkotyne, papawery-
ne, kodeine i tebaine.

_ Itkstrakcja benzenem
v v
a) Roztwoér wodny b) Benzen
zawiera morfine
Ekstrakcja mieszaning
1 chloreform-izopropanol
Mieszanina chloro-
formowo-izopropano-
lowa zawiera morfine
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b) Benzen zawiera narkotyne, papaweryne,
kodeine i tebaine.

Ekstrakecja rozciencz.

kwasem octowym

v v

Benzen zawiera Kwas octowy zawiera kodeine
narkot. i papawer. i tebaine
Ekstrakcia ! Ekstrakcja
kwasem siar- chlorofor-
J  kowym (3 mem
Kwas siarkowy Chloroform
(narkotyna i papaweryna) zawiera kodeine i tebaine
I Ekstrakcja
v chloroformem
Chloroform

zawiera narkotyne i papaweryne.

Znane barwne testy jakosciowego wykrywania alkaloidow dostosowano
i opracowano do celéow kolorymetrycznego oznaczania wymienionych
alkaloidow.

Morfine oraz sume kodeiny i tebainy oznacza si¢ za pomoca aldehydu
p-dwumetyloamincbenzoesowego w kwasie siarkowym (odczynnik Wasic-
ky’ego). Tebaine w obecnosci kodeiny w okolo 29 N kwasie siarkowym. Su-
me narkotyny i papaweryny oznacza sie za pomoca kwasu molibdenowego
w kwasie siarkowym (odczynnik Frohdego), a narkotyne w obecnosci pa-
paweryny za pcmocg kwasu arsenowego w mieszaninie rownych ilosci kwa-
sow siarkowego i o-fosforowego (zmodyfikowany odczynnik Rosenthalera-
-Tirka).

II. Czesé¢ doSwiadczalna

A. ODCZYNNIKI

1. Chloroform;

2. Benzen;

3. Alkohol etylowy 96"/0,

4, Alkohol izopropylowy;

5. Odczynnik octanowy: 20 g octanu sodowego (CH3COONa.3H>0)
rozpusci¢ w ok. 20C ml wody destylowanej, doda¢ 20 ml lodowatego kwastt
octowego i dopelni¢ woda dest. do 1 litra; '

6. Okoto 0,1 N kwas siarkowy;

7. Okolo 2 N kwas s°1“ﬁitp'//rcin org pI
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8. Okole 2 N wodorotlenek socdowy;
9. Okolr 10% wag /obj. roztwoér chlorku amonowego;

10. Nasycony roztwor weglanu sodowego;

11. Siarczan sodowy bezwodny in substantia;

12. Odczynniki do oznaczania morfiny oraz sumy kodeiny i tebainy:

a) 5% wag./obj. alkoholowy roztwoér aldehydu p-dwumetyloaminoben-
zoesowego. Preparat handlowy jest zazwyczaj zanieczyszczony. W celu
otrzymania czystego preparatu nalezy go rozpusci¢ w mozliwie malej ilos-
ci lodowatego kwasu octowego, wytraci¢ przez dodanie zimnej wody desty-
lowanej, przesaczy¢ i na saczku przemywaé wodg z lodu az do reakeji obo-
ietnej. Suszy¢é w temperaturze pokojowej pod zmniejszonym cisnieniem.
Tak otrzymany preparat jest jasno zlty o t.t. 74°C. Alkoholowy roziwar
nalezy przechowywaé w naczyniu z ciemnego szkla.

b) Kwas siarkowy: do 4 ml wody dest. doda¢ 30 ml kwasu siarkowegc
o c. wi. 1,82 — 1,84. Kwas musi by¢ absolutnie bezbarwny i w probie Slepej
z odezynnikiem 12a przepuszczalnosé §wiatta w kolorymetrze nie powinna
wynosi¢ ponizej 90°/0. W przeciwnym razie nalezy kwas siarkowy przede-
stylowaé. Przechowywaé¢ w butelce ze szczelnie doszlifowanym korkiem.

13. Odczynnik do oznaczania narkotyny w obecnosci papaweryny:

0,0 g NagHAsO4 * TH20 rozpusci¢ w 50 ml kwasu siarkowego o ¢. wi.
1,84 i dopei¢ kwasem o-fosforowym o c¢. wi. 1,7 do 100 ml. Kwas siarko-
wy i fosforowy muszg by¢ bezbarwne i nie mogg zawiera¢ jonow metali.
Przechowywa¢ w butelce ze szczelnym korkiem.

14. Odczynnik do oznaczania sumy narkotyny i papaweryny: 2 g molib-
denianu amonowego: (NHg)gMo070s24 * 4H0 rozpusci¢ w ok. 90 ml kwasu
siarkowego o ¢. wi. 1,84 i dopeli¢ tym samym kwasem do 100 ml. Czy-
stoé¢ kwasu i przechowywanie jak wyzej.

15. Kwas siarkowy ok. 80% obj./obj.: do 200 ml wody destylowane]j
doda?® ostroznie 800 ml kwasu siarkowego o c¢. wi. 1,84. Odczynnik ten po-
winien by¢ bezbarwny. Zanieczyszczenia metalami nie przeszkadzaja.

16. Kwas siarkowy ok. 40%0 obj./obj.: przygotowaé przez odpowiednie
rozcienczenie odczynnika 15.

B. OZNACZANIE POSZCZEGOLNYCH ALKALOIDOW W CZYSTYCH ROZTWORACH
1. Oznaczanie morfiny oraz sumy kodeiny i tebainy

Aldehyd p-dwumetyloaminobenzoesowy w kwasie siarkowym {odczyn-
nik Wasicky’egc) itworzy z niektérymi alkaloidami, a wéréd nich z morfing,
kodeing i tebaing intensywne, czerwone zabarwienie. Odezynnik ten byt
przystosowany do ilo$ciowego oznaczania alkaloidéw tropowych. Ostatnio
Reifer i Buchowicz [9/]/ opracowali m1krometode iloSciowego ozna-
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czania tych alkaloidow. Metode te dostosowano do iloSciowego oznaczania
morfiny oraz sumy kodeiny i tebainy. Stwierdzono, ze uzywany przez auto-
réw wymienionych do rozcienczania kompleksu barwnego 60% kwas siar-
kowy ckazal sie za staby. W tych warunkach polgczenie barwne z alkaloi-
dami opiumowymi jest nietrwate. Jek wynika z tablicy 1 uzycie 80%0 kwasu
siarkowego daje trwale i intensywne zabarwienie.

Tablica 1

Wphlyw stezenia kwasu siarkowego na trwalosc¢ i intensyw-

no$¢ zabarwienia przy oznaczaniu morfiny oraz sumy ko-

deiny i tebainy metoda z aldehydem p-dwumetyloamino-
benzoesowym

et Eh R N S e
Czas w Odczyty w %% przepuszczalnosci
minutach od |—————7— T =T =

chwili zmiesza 60% | 709% | 80% | <€0%

nia z kwasem | H,SO, l H,SO; | H,S0, | H,S0,

|

|
!
i 0 74,0
u
|

| 64,0 ‘ 62,5 | 64,0
5 | 780 | 640 | 625 63,5
10 | 820 | 640 ’ 62,5 63,5
15 - | = | 625 63,0
f 30 v | 69,0 ' 62,0
I

Wykonanie: Do probowki o srednicy ok. 15 mm i dlugosci 50 mm odmie-
rza sie pipetg 1 lub 2 ml alkoholowego roztworu alkaloidu w ilosciach od
10 do 100 ug moriiny lub tebainy i od 7 do 60 ng kodeiny. Probe odparo-
wuje si¢ na lazni wodnej i do suchej probowki dodaje sie pipeta 0,2 ml od-
czynnika 12a, odparowuje alkohol do sucha, przy czym po ostudzeniu alde-
hyd p-dwumetyloaminobenzoesowy krystalizuje w postaci jasnozoéitych
krysztalow. W przypadku, gdy barwa osadu jest brazowa, nalezy oznacze-
nie powtoérzy¢. Nastepnie odmierza sie pipeta 0,2 ml odczynnika 12 b, roz-
puszcza osad przez lekkie ogrzanie na }azni wodnej i po doktadnym wy-
mieszaniu przez wstrzgsanie wstawia sie probowki na 5 min. do wrzacej
lazni wodnej. Przedluzenie czasu ogrzewania na lazni wodnej o dalsze
2—3 min. nie wplywa na intensywnos¢ zabarwienia. Zbyt dlugie ogrzewa-
nie na lazni wodnej powoduje cze$ciowe zweglanie, a wiec ciemnienie pro-
by $lepej i pelnej. Po ostudzeniu dodaje sie do probdéwki pipeta 4,8 ml od-
czynnika 15 i miesza roztwory kilkakrotnie przelewajac z probéwki do pro-
bowki kolorymetryczaej. Intensywnosé zabarwienia odezytuje sie w foto-
kolorymetrze przy niebieskim filtrze wobec identycznie przygotowanej $le-
pej odczynnikowej.
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Na rysunkach 1, 2, i 3 przedstawione sa krzywe wzorcowe dla morfiny,
kodeiny i tebainy oznaczonych w kolorymetrze Leitza, filtr C. Jak wynika
z rysunkéw, kodeina w granicach od 6 do 60 ug, a tebaina w granicach 10
do 100 ug dajg wykresy zgodne z prawem Beera-Lamberta. Morfina nato-

04 a4}
93 Q3
s R
P
242 &
3_’ h : Q2
or o1}
20 P77 60 20 00 20 @ 50 (7 00
Mg morfiny ' uq rodeuy
Rys. 1. Krzywa wzorcowa dla morfiny Rys. 2. Krzywa wzorcowa dla kodeiny
oznaczonej metodg z aldehydem p-dwu- oznaczonej metodg na sume kodeiny
metyloaminobenzoesowym w kolory- i tebainy w kolorymetrze Leitza,
metrze Leitza, filtr C filtr C
04
03
=
\0
§. 02y
ot
IR LW e < 00
ug tebainy

Rys. 3. Krzywa wzaorcowa dla tebainy
oznaczonej metodg na sume kodeiny i te-
bainy w kolorymetrze Leitza, filtt C

miast w granicach od 10 do 100 ug tworzy w wyzej wymienionych warun-
kach zabarwienie, ktorego intensywnosé¢ nie jest zgodna z wymienionym
prawem. Dla kazdego kolorymetru nalezy sporzadzi¢ odpowiednie krzywe
wzercowe w granicach stezen alkaloidéw podanych wyzej.

W tablicach 2,3 i 4 podane sa wyniki analiz chlorowodorku morfiny
oraz wolnych zasad kedeiny i tebainy w czystych roztworach opisana me-
toda. Btad oznaczenia morfiny i kodeiny nie przekracza 7%.
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Tabli

ca 2

Whyniki oznaczeii morfiny metoda z aldehydem p-dwumetyloamino-
benzoesowym w kolorymetrze Leitza, filtr C

Uzyto

morfiny
HCL3H,0

Wyniki oznaczen
w log Io/l

100

75
62,5

50

37,5

25

0,377 0,377 0,377
0,367
0,319 0,310 0,310
0,280 0,276 0,280
0,284
0,237 0,229 0,233
0,244 0,229
0,194 0,190 0,194
0,187
0,143 0,137
0,128 0,125
0,076 0,073 0,073
0,071
0,039 0,036 0,039
0,036

Tablica

Srednia

0,375 |

0,313 |
0280 |

0,234 |
0,192
0,133
0,073

0,038

3

: Maksymalne |

odchylenie
od $redniej

w %%
+0,5 —2,0
+1,9 —-1,0
+1,4 —1,4
+4,3 —2,2
LI =16
+7,6 —6,0
+4,1 —2,7
+4,0 —4,0

Wyniki oznaczeri kodeiny w czystych roztworach metoda z alde-
hydem p-dwumetyloaminobenzoesowym w kolorymetrze Leitza,

filtr C

Uzqto I Wil vlacien . Maksymalne l!
kodeiny wlog TofI Srednia odchylenie !
w ig ‘ od sredniej w %% [
S et LV B L B :
60 0,403 0,398 0,403 0,401 +0,5 —0,7 ’
0,398 [
40 0,278 0,278 0,284 0,279 +1,8 —1,1 |
0,276 [
30 0,197 0,197 0,197 00 00 |
20 0,146 0,146 0,143 0,145 +0,7 —1,4 i
7,5 0,060 0,055 0,055 0,057 +53 —3,5 |
4 0,027 0,027 0,027 0,027 0,0 0,0 i
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Tablica 4

Wyniki oznaczen tebainy w czystych roztworach metoda z alde-
hydem p-dwumetyloaminobenzoesowym w kolorymetrze Leitza,

filtr C
Uiy.to ! Wyniki oznaczen ; . |K=logl,/1 R
tebainy | . Srednia
w log Tofl ' dla 1 pg| $rednie
w kg | :
e S 2
100 0,260 0,256 0,258 0,0026
80 0,204 0,204 0,218 0,207 0,0026 .
0,204
60 0,155 0,158 0,158 0,157 | 10,0026 { 0.0026
40 0,105 0,105 0,105 0,0026
30 0,086 0,076 0,081 0,0027
20 0,051 0,053 0,052 0,0026
10 0,027 0,022 0,025 0,0026

2. Oznaczanie tebainy w obecno$ci kodeiny

(8

Tebaina w stezonym kwasie siarkowym ulega na zimno rozkiadowi
i tworzy polaczenia o intensywnym z6ltym zabarwieniu. Przebadano po-

Tablica 5

Wyniki oznaczeni tebainy w czystych roztworach metoda na ozna-
czanie tebainy w obecno$ci kodeiny (kolorymetr Leitza, filtr C)

Uzg{lo Wyniki oznaczen - Maksyr?lalne
tebainy & Yo Talt Srednia | odchylenie od
w g $redniej w %%
120 0,222 0,222 0,215 0,220 +0,9 —2,3
0,218
100 0,186 0,180 0,182 0,182 +2,2 —1,1
0,180 :
80 0,152 0,152 0,149 0,152 +2,0 —2,0
0,155
56 l 0,114 0,114 6,111 0,112 +1,8 —0,9
0,111 '
40 0,086 0,086 0,084 0,085 +1,2 —1,2
0,086
32 0,073 0,071 0,073, 0,072 +1,3 —1,3
0,071
16 [ 0,032 0,034 0,034 0,033 +3,0 —3,0
| 0,032
8 0,015 0,018 0,015 0,017 +88 —8,8
0,018 5
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wstawanie polgezen barwnych produktéw rozkladu tebainy w kwasie siar-
kowym i stwierdzono, ze najbardziej intensywne zabarwienie powslaje
w obecnosci okelo 29 N kwasu siarkowego. W tych warunkach kodeina
w ilosciach nie wiekszych anizeli 200 ug nie tworzy barwnych polgczen.
Wlasnos$é te wykorzystaliémy do iloSciowego oznaczania tebainy w obec-
nosci kodeiny.

Wykonanie: W probéwkach o wymiarach podanych wyzej, zawieraja-
cych 1 lub 2 ml aikoholowego roztworu tebainy w ilosciach cd 10 do 120 vg,
odparowuje sie alkohol na tazni wodnej do sucha i dodaje 5 ml odczynni-
ka 15. Po dokladnym wymieszaniu przez kilkakrotne przelewanie roztworu

04

03

02} )

log Jp /)

01

7 7] %0 7] 00 1%
ugq tebainy

Rys. 4. Krzywa wzorcowa tebainy oznaczo-
nej metodg oznaczania tebainy w obecnos$ci
kodeiny w kolorymetrze Leitza, filtr C

z probéwki do probéwki kolorymetrycznej, intensywnos¢ zabarwienia
oznacza sie w kolorymetrze stosujgc niebieski filtr jak wyzej. Otrzyina-
ne barwne polgczenie jest trwale w temperaturze pokojowej przez co naj-
mniej jedng godzine. Na rys. 4 podana jest krzywa wzorcowa dla tebainy
oznaczonej ta metodg w kolorymetrze Leitza stosujgc filtr C.

Tablica 5 zawiera wyniki oznaczen teb'ainy. Jak wynika z tablicy, te-
baine mozna oznaczaé¢ w ilosciach od 10 do 120 ug z bledem nie przekra-
czajacym 6%o.

3. Oznaczanie sumy narkotyny i papaweryny

Kwas siarkowy zawierajacy kwas molibdenowy (odczynnik Frohde)
tworzy z niektérymi alkaloidami, m. i. z narkotyna i papaweryna barwne
polgczenia, ktére dotychczas wykorzystane byly wylgcznie do ich jakos-
ciowego wykrywania. Reakcje te przebadano w naszym laboratorium
i opracowano warunki do ilosciowego mikrooznaczania sumy narkotyny
i papaweryny.
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-

Wykonanie: 1 lub 2 ml alkoholowego'r(ntworu zawierazacego od 10 do
100 ug papaweryny lub 2¢ do 100 ng narkotyny odparowuje sie¢ na lazni

wodnej w probdéwkach, ;ak opisano przy morfinie. Nastepnie dodaje sig
aq

93 03
22r ~ 02

NS

~

g
o1 Qr

20 77 r7 7 00 o w0 W& 100
ug papaweryny ug narkolyny

log Jp /7

o

Rys. 5. Krzywa wzorcowa dla papawery- Rys. 6. Krzywa wzorcowa dla narkotyny

ny oznaczonej metoda na sume narkotyny oznaczonej metoda na sume narkotyny

‘i papaweryny w kolorymetrze ILeitza, i papaweryny w kolorymetrze Leitza,
filtr C filtr C

Tablica 6

Wyniki oznaczeni papaweryny w czpstych roztworach metoda na
sume papaweryny i narkotyny (kolorymetr Leitza, filtr C)

Uzyto pa- Waniki. samacres . Maksym.alne
paweryny - tos 1o 1 Srednia odch.yleme od
w pg [ $redniej w %%
|
100 0,252 0,248 0,250 +0,8 —0,8 i
! 80 0,208 0,201 0,205 +1,5 —2,0 |
60 0,155 0,152 0,146 0,151 +2,6 —33 |
0,152
50 0,125 0,11'6 0,128 0,123 +4,1 —5,7
0,124 ?
40 0,097 0,097 0,099 0,099 +4,0 —2,0 '
0,103 |
30 0,079 0,079 0,076 | 0,078 +1,3 —2,6 '
20 0,051 0,048 0,048 0,049 +4,1 —-2,1 |
0,048 ’ ! '
10 0,022 0,020 0,022 ‘ 0,021 | +48 —4,8 f
1 0,020 ' !

0,5 ml odczynnika 14, miesza i wstawia do wrzacej lazni wodnej na okres
10 minut. Po ostudzeniu dodaje sie pipeta 4,5 ml odczynnika 15, miesza jak
podano wyzej i intensywno$¢ zabarwienia oznacza w kolorymetrze stosujgc
_niebieski [iltr, wobec identycznie przygotowanej $lepej odczynnikowej. Po-
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wstaly barwny zwigzek jest trwaly w temperaturze pokojowej do dwack.
godzin. Dla papaweryny w podanych wyzej granicach otrzymuje si¢ wy-
kres zgodny z prawem Beera-Lamberta (rys. 5), natomiast dla narkotyny
w ilosciach mnieiszych cd 40 ug alkaloidu wykres odbiega od wymienione-
go prawa (rys. 6).

W tablicach 6 i 7 podane sg wyniki oznaczen papaweryny i narkotyny
w czystych roztworach, wykonanych w kolorymetrze Leitza wobec nie-
bieskiego filtru C. Jak wida¢ z tablicy 6, papaweryne mozna oznaczaé¢ opi-
sang metoda z bledem nie przekraczajacym 6%.

Tablica
Wyniki oznaczen narkotyny w czystych roztworach metoda na sume nar-

kotyny i papaweryny (kolorymetr Leitza, filir C)

| [ ‘
b:ylo | Wyniki oznarzen @, b | K=log o/l K
narkotgng w log lo/l |zoreania dlalpg |  Srednie
w g i .
| | }
100 | 0840184 | 0184 | 00018
80 l 0,143 0,143 | 0,143 0,0018
| 60 | 0,108 0,108 ‘ 0,108 | 00018 ’ 0,0018
‘ 50 0,084 0,089 | 0,087 00017 |
40 0,068 0,066 | 0,067 00017
30 0,043 0,043 | 0,043 0,0014 |
20 | 0,025 0,022 l 0,024 | 0,0012 |

4.02n~'aczanie naxkotyny w obecnos$ci papaweryny

W llteraturze nic znaleziono wzmxankl na temat mozliwosci wykrywa-
nia narkotyny w obecnosci papaweryny za pomocg reakcji barwnych, ktéore
mozna by przystosowac do ilo§ciowego oznaczania. Po dlugich poszukiwa-
niach wykryto warunki, w ktérych mozna oznaczyé¢ kolorymetrycznie
w mikroiloéciach narkotyne w obecnosci papaweryny. Stwierdzono, ze od-
czynnik zawierajacy kwas arsenowy w obecnosei mieszaniny jednakowych
ilosci kwasu siarkowego i kwasu o-fosforowego tworzy z narkotyna, p
krotklm podgrzewaniu, trwale ¢zerwone zabarwienie, proporcjonalne do
ilosci narkotyny w probie. Ten:sam odczynnik w obecnosci tylko papa-
weryny pozostaje bezbarwny. W mieszaninie z narkotyna papaweryna two-
rzy barwne polaczenia, co stwierdza sie przez otrzymanie zabarwienia
0 wigksze] intensywnosci, nizby wynikalo z ilosci obecnej narkotyny.
W odr6znieniu od barwnego polgczenia narkotyny zwigzek barwny papa-
weryny zanika przez rozcienczenie 40°%0 kwasem siarkov(rym. Na tej wlas-
nosci oparto metode oznaczania narkotyny w obecnosci papaweryny.
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Wykonanie: 1 lub 2 ml alkoholowego roztworu narkotyny w ilosciach
od 10 do 100 ng lub mieszaniny narkotyny i papaweryny w ilosciach do
200 vg odparowuje sie na tazni wodnej do sucha. Do suchych probowek do-

24

a3k

tog Jp/J

arr

2 W B L0 w0
ug narkotyny

Rys. 7. Krzywa wzorcowa dla narko-

tyny oznaczonej metodg na oznaczanie

narkotyny w obecno$ci pajaweryny
w kolorymetrze Leitza, filtr C

daje sie 0,5 ml odczynnika 131 po do-
kladnym wymieszaniu przez wstrza-
sanie wstawia sie na 10 min. do wrza-
cej lazni wodnej. Do ostudzonych
probéwek dodaje si¢ 4,5 ml odczyn-
nika 16 i przenosi do probowki kolo-
rymetrycznej w sposdb podany wy-
zej. Intensywnosc zabarwienia ozna-
cza sie wobec identycznie przygoto-
wanej $lepej odezynnikowej w kolo-
rymetrze, stosujac filtr niebieski.
Powstale polgczenie barwne samej
narkotyny jest trwale w temperatu-
rze pokojowej przez godzine, nato-

Tablica 8

Wyniki oznaczen narkotyny i narkotyny w obecnosci papaweryny w czys-
tych roztworach metoda na oznaczanie narkotyny w obecnosci papaweryny
(kolorymetr Leitza, filtr C)

Uzyto IUiylo pa-! Waniki oznaczes | . ] Maksymalne
narkotyny paweryny w log Tofl Srednia | odchplenie od sred-
bg | g | g niej w %%

| | |
1000 | 0 | 03330335 0,334 +0,3 —0,3
80 | 0 | 02720270 0,271 £0,3 —0,3
60 | 0 | 002040204 0,204 £0,0 —0,0
50 A1 %0 0,171 0,171 0,171 +£0,0 —0,0
40 1 0 | 0,140 0,134 0,139 $219 —3.7
. : 0,143 0,140
3 0 0,105 0,105 0,105 +0,0 —0,0 |
20 0 ‘ 0,068 0,067 0,068 +00 —1,5 |
10 0 l 0,027 0,027
| 0,031 0,029 0,029 £6,9 6,9
| I 0,031
48,5 48 | 0,166 0,170 0,168 1,0 |
53 48 | 0189 0,19 0,190 +4,0 l
100 48 | 0,352 0,352 0,352 +2,5 + |
i 40 100 | 0127 0133 0,130 —6,2 |
|

Uwaga: W ostatnich czterech wierszach tablicy 8 podano nie maksy-
malne odchyplenie, lecz blad z jakim wykryto narkotyne.
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miast w cbecnosci papaweryny barwa stopniowo zarika, stad odezyty na-
lezy wykona¢ w czasie nie przekraczajacym 10 minut od chwili dodania od-
ciynnika 16.

Jak wynika z rys. 7, narkotyna w ilosciach od 10 do 100 ng oznaczona
w kolorymetrze Leitza fiitr C daje wykres zgodny z prawem Beesra-Lam-
berta. Z tablicy 8 wynika, ze narkotyne w roztworach czystych mozna
oznaczaé z bledem ponizej 7%o.

C. OZNACZANIE ALKALCIDOW W OPIUM

1. Ekstrakcja alkaloidéw 2z opium

Ilosciowe oznaczenie alkaloidow w opium zalezy w duzym stopniu cd
sposobu ich ilosciowego wydobycia z materialu. W piSmiennictwie poda-'
nych jest wiele metcd, z ktérych najczesciej stosuje sie, szczegélnie w pra-
cach starszych, ekstrakecje za pomocg rozcienczonego kwasu solnego. Ujem-~
ng strong tej metody iest powstawanie emulsji w czasie ekstrakeji alkaloi-
dow do organicznych rozpuszcezalnikdow, utrudniajacych w duzym stopniu
rozdzial fazy wodne; od rozpuszczalnika. Podobne trudnosci napotyka sie
przy ekstrakeji metanolem z dodatkiem kwasu solnego.

Emulsji unika sie stosujac dwuchlorometan, jednak metoda ta wymaga
co najmniej 8 godzin ekstrakcji w aparacie Soxhleta.

Metoda ekstrakeji opracowana przez nas polega na wydzieleniu alka-
leidéw z odwodnionego opium za pomocg mieszaniny chlcroformu z alko-
holem etylowym, zmieszanych w stosunku objetosciowym 4 : 1. W miesza-
ninie tej dobrze rozpuszczajg sie wszystkie omawiane pie¢ alkaloidow i po
20 minutach wstrzgsania calkowicie przechodza do rozpuszczalnika.
W oparciu o doswiadezenia wykonane na czystych preparatach alkaloidow
oraz na probkach opium z dodatkiem znanych ilosci preparatow czystych
zasad opracowano nastepujacy sposob ekstrakeji:

Nawazke 50 mg opium przenosi sie¢ do mozdzierza o $rednicy ok. 10 um,
dodaje ok. 1 ml nasyconego roztweru weglanu sodowego i zawarto$¢ moz-
dzierza dok}adnie rozciera przez ok. jedng minute. Nastepnie dodaje sie ok.
5 g bezwodnego siarczanu sodowego i po dokladnym roztarciu suchy proszek
przenosi sie ilosciowo do butelki o pojemnosci 150 ml z szczeinym korkiem.
Mozdzierz ,,przemywa sie”’ ck. 1 g siarczanu sodowego i dodaje do poprzed-
niego. Po dodaniu ok. 30 ml chloroformu zawierajacego 10% 96-procentowe-
go alkoholu etylowego, wytrzgsa sie na wytrzasarce mechanicznej przez
20 minut. Zawartosc butelki saczy sie przez wate do kolbki stozkowej 2 poj
ok. 100 ml., butelke i osad przemywa sie cztery razy porcjami po 5 mi chlo-.
roformu z alkoholem etylowym. Otrzymany wyciag zawiera obok alka-
loidéw zanieczyszczenia, ktoére podczas rozdzielania alkaloidoéw zostaja
usuniete.
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2. Rozdziatlt alkaloidow

Roztwor chloroformowo-alkoholowy zawierajacy alkaloidy oddestylowu-
je sie na lazni wodne) do obj. 1 — 3 ml. Reszte ostroznie odparowuje sig i
tazni do sucha. Pozostate w kolbee alkaloidy z zanieczyszczeniami w postaci
z6ttego mazistego osadu rozpuszcza sie w 5 ml benzenu, ktéry przenosi sie
do rozdzielacza o pcj. 100 ml ze szezelnym korkiem i kranem (do uszczel-
niania nie nalezy uzywac smardow ttuszczowych). Nierozpuszczalng w ben-
. zenie morfine oraz ewentualne $lady pozostatych alkaloidéw rozpuszcza sig
w ck. 0,1 N kwasie siarkowym, ktérym trzykrotnie porcjami po 5 ml prze-
mywa sie kolbke Kwas ten dodaje sie do rozdzielacza z benzenem. Zawar-
tos¢ rozdzielacza energicznie wytrzgsa sie przez ok. 1 minute. Po rozdziele-
niu sie pltynu na dwie fazy (przy zachowaniu stosunku bezenu do wody
rownego 1 : 3, rozdzial jest szybki i ostry) frakcje wodna zbiera si¢ w dru-
gim, podobnym rozdzielaczu. Benzen wytrzgsa sie ponownie, dodajac 5 ml
0,1 N kwasu siarkowego i 10 ml wody destylowanej. Polagczone w drugim
rozdzielaczu wyciggi wodne zawierajg wszystkie badane alkaloidy, nato-
raiast benzen, w ktérym pozostaly tylko zanieczyszczenia, nie podlega dal-
szej analizie.

Celem oddzielenia morfiny od pozostalych alkaloidow kwasny wyciag
‘wodny, zebrany w drugim rozdzielaczu, alkalizuje sie¢ 5 ml nasyconego roz-
tworu weglanu sodowego 1 po usunieciu dwutlenku wegla przez wsirzgsa-
nie, ekstrahuje sie czterokrotnie benzenem porcjami po 5 ml. Frakcje ben-
zenowq sgczy sie do nastepnego rozdzielacza przez suchy saczek z bibuty
0 §r. 5— 7 cm. Do benzenu przechodza narkotyna, kodeina, papaweryna
i tebaina.

Alkaliczny roztwor wodny, zawierajacy tylko morfing, zakwasza sig
5 ml ok. 2 N kwasu solnego celem rozlozenia weglanu, alkalizuje 5 ml ok
2 N wodorotlenku sodowego, catos¢ przenosi do kolbki miarowej o pcj.
50 ml i dopeinia woda destylowang do znaku. 5 ml tego roztworu w roz-
dzielaczu doprowadza si€ za pomocg ok. 3 ml 10% chlorku amonowego do
pH ok. 9 i ekstrahuje cztery razy po 5 ml mieszaning chlorofermu z alkoho-
lem izopropylowym zmieszanych w stosunku objetosciowym 3 :1. Wyciag
chloroformowo-izopropanolowy zbiera sie w kolbce miarowej o poj. 25 ml,
dopelnia sie chloroformem do znaku. Slady wody wiaze sie przez dodanie
do kolbki ok. 1 g bezwodnego siarczanu sodowego i kilkakrotne wstrzasnie-
cie. W 1 lub 2 ml tego roztworu oznacza sie morfing, jak pocdano na str. 385.

Wyciag benzenowy, zebrany w rozdzielaczu, zawierajacy pozostate czte-
ry alkaloidy, wytrzgsa sie czterokrotnie, porcjami po 5 ml odczynnika 5,
do ktorego przechodza kodeina i tebaina, narkotyna i papaweryna natc-
miast pozostaja w benzenie.

http://rcin.org.pl



15] MIKROMETODA OZNACZANIA PIECIU ALKALOIDOW OPIUM 395

Kwasny wycigg wodny, zawierajacy kodeine z tebaing, alkalizuje sig
przez dodanie 10 ml nasyconego roztworu weglanu sodowego i ekstrahuje
chloroformem 4 razy po 5 ml. Chloroform zbiera si¢ w kolbce miarowej
0 poj. 25 ml, dopehnia chloroformem do znaku i odwadnia jak wyzej. W roz-
tworze tym oznacza sie tebaine metoda podang na str. 389 oraz sume ko-
deiny i tebainy metoda opisana na str. 385.

Benzen, pc oddzieleniu kodeiny i tebainy, zawiera jeszcze obok narko-
tyny i papaweryny zanicczyszczenia i nie moze by¢ uzyty do bezposrednie-
go oznaczenia zawartych w nim alkaloidow. W tym celu ekstrahuje sig je
do kwasu siarkowego, podczas gdy zanieczyszczenia pozostaja w benzenie.
Ekstrakcje wykonuje si¢ czteroktrotnie, porcjami po 5 ml ok. 0,1 N kwasu
siarkowego. Kwasny wycigg wodny w rozdzielaczu alkalizuje sie przez do-
danie 5 ml nasyconego roztworu weglanu sodowego i wytrzgsa chlorofor-
mem 4 razy po 5 ml. Zebrany i odwodniony w kolbce miarowej o poj. 5 ml
wycigg chloroformowy siuzy do oznaczania narkotyny metodga pcdarg na
s.tr. 392 oraz sumy narkotony i papaweryny wg metody podanej na str. 390.

3. Obliczenia

Zawarto$¢ morfiny, narkotyny i tebainy w analizowanej probie wyra-
zong w ug, odezytuje sie bezposrednio z wykresow 1, 4 i 7.

Zawarto$é kodeiny oblicza si¢ w sposéb nastepujacy:
Ekstynkcje dla kodeiny oblicza sie z wzoru:

Ekod = Esumy — Kb

gdzie Ekod = ekstynkcja dla kodeiny, Esumy = ekstynkcja dla sumy kodeiny
.1 tebainy oznaczonej metoda na sume obu alkaloidéw K = 0,0026 = eks-
tynkcja dla 1 ug tebainy oznaczonej metoda na sume kodeiny i tebainy,
b = ug tebainy. Z wykresu 2 odezytuje sie ilogé kodeiny w ug dla obliczo-
nej wartosci Ekod.

Zawartos¢ papaweryny oblicza sie podobnie jak kodeiny, przy czym
K == 0,0017 dla iloéci narkotyny powyzej 40 ng w probie. Dla ilosci mniej-
szych wartos¢ Kb cdczytuje sie z rysunku 6.

Z rysunku 5 odczytuje sie ilo§é papaweryny wyrazong w ng dla obli-
czonej wartosci Epsp.

Przyklad. Do analizy pobrano probe zawierajaca 2,00 mg chlorowndor-
ku morfiny i po 1,00 mg pozostatych czterech alkaloidéw. Zgodnie z wyzej
podanym przebiegiem rozdzielania alkaloidéw, objetos¢ roztworu zawiera-
Jacego morfine wynosita 50 ml, pozostate dwa roztwory zawierajace narko-
tyne z papawerynag i kodeine z tebaing rozcienczone byly do objetosci
25 ml. Tym samym w 1 ml kazdego z roztworéw znajdowalo sie po 40 ug
kazdego alkaloidu.
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T% dla 1 ml morfiny: 63,5 63,0 = E = log Io/I = 0,197 = 39,5 ug
T ,, ,, , narkotyny: 73,0 73,5, E = 0,135 = 39,0 ug

T ,, ,, ,, tebainy: 81,5 82,5 E = 0,086 = 40,0 ug

T dla sumy narkotyny i papaweryny: 69,5 70,0, E = 0,157

T% dla sumy kodeiny i tebainy: 41,0 42,0 E = 0,382

Epas. = Esumy — Kb = 0,157 — 0,0017 + 39,0 = 0,091

Dla tej wartosci E odczytuje sie z wykresu 5, 38,0 ug papaweryny.
Ekod = sumy — Kb == 0,382 — 0,0026 * 40,0 = 0,278

Tej wartosci E odpowiada na wykresie 2, 41,0 ug kodeiny.

Tablica 9

Wyniki oznaczen morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny i tebainy po wyko-
naniu ekstrakcji i rozdzieleniu nowa metoda, na preparatach czystych alkaloidéuw

i Uzyto do analizy pg Wykryto pg
T
rob e =4 % =

ot NLZ: p':'u' | Kod. | Teb. | Morf. 1:2: p::. Kod. | Teb.

W1 | 100 x . -~ 3 98 — - ( - —
9 [ 80 - = e = 78 e =
SLAE S =l dean ) e & < gl N s e =
4 = = — | 100 = = e =L l 97 =
5 - - - - 40 - - e 40
ol 2o [SSLE SRR B o T R (R R (ST
7 | 100 80 10 40 40 97 7 41 | 39 40
8 60 60 30 30 30 61 58,5| 28 ‘ 31 29

|
|
|
i
|

Tablica 10
Ekstrakcja i oznaczenie morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny i tebainy
w opium
Dodano alkaloidéw w pg Wykryto w 11g
INESH] s NN
préby Nar- | Pa- Nar- | Pa-
Morf. kot. | paw. Kod. | Teb. | Morf. kot. | paw. Kod. | Teb.
ia¥ = ol i B0 b T V,,‘,I BT 7 T ) S N ) ]
1 - —- - - - — 43 14 57 46 97
1 40 — — — — 82 14 7 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 1591559 D 124
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Warunki metody opracowano na czystych preparatach alkaloidéw; kaz-
da czynno$¢ zostala opracowana najpierw na pojedynczych zasadach, a na-
stepnie na ich mieszaninie. Podane w tablicy 9 wyniki oznaczen alkaloidoéw
po wykonaniu ekstrakecji i rozdzielania na czystych preparatach wykazuja,
ze ekstrakcja i rozdzial alkaloidow wedlug opisanej metody przebiega ilos-
ciowo i doktadno$¢ uzyskanych wynikéw nie jest mniejsza niz przy bezpo-
srednim oznaczeniu.

Wykonano nastepnie oznaczenie omawianych alkaloidow w probkach
opium, do ktérych dodano przed ekstrakcjg czyste preparaty zasad w zna-
nych ilosciach. Zestawione w tablicy 10 wyniki tych oznaczen wskazuja, ze
zaréwno ekstrakcja, jak rowniez rozdzial jest ilosciowy i blad oznaczenia
nie jest wiekszy niz w wypadku czystych alkaloidow.

Ponadto wykonano oznaczenia chromatograficzne poszczegélnych roz-
tworéw i znaleziono, ze plamy na chromatogramach badanych byty iden-
tyczne z odpowiednimi chromatogramami kontrolnymi.

Oznaczenie morfiny nowa metoda poréwnano poza tym z metoda Pri-

de’a i Sterna [8] na trzech prébkach opium. Otrzymano nastepujace wy-
niki:

Opium Metoda Pride‘a i Sterna Nowa metoda
Nr 1 17,00 17,4%0
Nr 2 16,8% 16,0%
Nr 3 17,0% 16,2%0

III. Dyskusja

Nowo opracowana metoda oznaczania alkaloidéw w opium pozwala na
ich vznaczenie w jednej probce o wadze nie wiekszej anizeli 50 mg. Stoso-
wanie matych ilosci surowca znacznie zmniejsza trudnosci zwigzane z po-
wstawaniern emulsji miedzy faza wodng i faza rozpuszczalnika pedezas
wielokrotnych ekstrake;i, stanowigcych podstawe rozdziatu poszezegolnych
alkaloidéw. Stosowany w nowej metodzie podzial alkaloidéw na trzy gru-
Py znacznie upraszceza ich oznaczenie i umozliwia analize w jednej probce
materialowej. Podziat ten mozna zastosowaé dzieki opracowaniu metody
dznaczania narkotyny w obecnosci papaweryny i tebainy w obecnosci ko-
deiny. Nalezy zaznaczy¢, ze w opracowanej metodzie nie uwzglednicno
oznaczaria narceiny, '“wtora znajduje sie w wyciggu obok morfiny. W po-
réwnaniu z morfing w reakeji z p-dwumetyloaminobenzaldehydem narcei-
na tworzy zabarwienie o znacznie mniejszej intensywnosci. Ze wzgledu na
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kilkadziesigt rczy mniejszg jej zawartos¢ w opium nie moze ona wplywac
na dokladnosé¢ oznaczenia morfiny.

W opisanej metodzie uzywa si¢ do reakcji barwnych stezonego kwasu
siarkowego. Z tego powodu stosowane organiczne rozpuszczalniki nie moga
zawiera¢ organicznych zanieczyszczen, bowiem na goraco ulegajg spaleniu
z wytworzeniem dodatkowego zabarwienia, ktére przeszkadza w koncowym
kolorymetryzznym oznaczeniu. Przed uzyciem nalezy je przedestylowac
i przechowywaé¢ w szczelnie zamknigtych butelkach.

Najbardziej istotnym czynnikiem uzyskiwania powtarzalnych wynikow
jest jakos¢ kwasu siarkowego, uzytego do sporzadzania odczynnikow shuzg-
cych do wywolywania reakeji barwnych. Kwas powinien by¢ absolutnie
bezbarwny o c. wi. 1,82 — 1,84 i nie moze zawiera¢ jonéw metali ciezkich.
Jezeli nie odpowiada tym wymogom, nalezy go przedestylowac.

Uzywany preparat aldehydu p-dwumetyloaminobenzoesowego powinien
by¢ bezbarwny badz o barwie slomkowo-zoéltej, o t.t. 74°C. Taki preparat
w probie $lepej daje powyzej 90% przepuszczalnosci w porownaniu z wo-
dg destylowana.

Opisang metoda mozna wykona¢ oznaczenie w dwoch powtdrzeniach
w ciggu jednego dnia robcczego.

Streszczenie

1. Opisano kolorymetryczng metode mikrooznaczania pigciu glownych
alkaloidcw opium, tj. morfiny, narkotyny, papaweryny, kodeiny i tebainy.

2. Meteda polega na ilosciowym wyekstrahowaniu alkaloidéow z odwod-
nionego opium do mieszaniny chloroformu z alkoholem etylowym i nastgp-
nie na ich rozdzieleniu na trzy nastepujgce grupy:

a) morfine, b) narkotyne z papaweryna i ¢) kodeine z tebaina.

3. Kolorymetrycznie cznacza si¢ morfing oraz sume kodeiny i tebainy
za pomocg reakcji barwnej z aldehydem p-dwumetyloaminobenzoesowym
w kwasie siarkowym, tebaine w obecnoéci kodeiny za pomocg reakcji barw-
nej z ckolo 29 N kwasem siarkowym, sume narkotyny i papaweryny od-
czynnikiem zawierajgcym kwas molibdenowy w stezonym kwasie siarko-
wym oraz narkotyne w obecno$ci papaweryny za pomocg odczynnika za-
wierajgcego kwas arsenowy w mieszaninie jednakowych ilosci kwasu siar-
kowego i o-fosforowego.

4. Opisang metoda mozna oznaczaé¢ kodeine w granicach od 6 do 60 ug,
pozostale cztery alkaloidy w granicach od 10 do 100 ug kazdego.

5. Wedlug opisanej metody mozna oznacza¢ wymienione alkaloidy
w jednej probce opium o wadze nie przekraczajgcej 50 mg.
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.
6. Oznaczenie alkaloidow w opium w dwéch powtorzeniach mozna wy-
kona¢ w ciggu jednego dnia roboczego.
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MMUKPOMETOJZ[ KOJUYECTBEHHOI'O OIIPEJIEJEHUSA
AT OCHOBHBIX AJKAJOUIOB OITUS

Peszswome

1. OmmcaH KOJNOPUMMETPUYECKMII METOJ MMUKPOOINpEAeNIeHNA NATH
OCHOBHBIX aNKaJOMIOB Omus, T.e. MOp(MHA, HAPKOTMHA, MarnaBepMHa, KO-
JeuHa ¥ TebanHa.

2. MeTox COCTOMT B KOJMYECTBEHHOM 9KCTPArMpoBaHMM AaJKAJOUIOB
13 00€3BOXKEHHOro ONMA B CMeCh XJopodopMa M 9TaHOJA, a 3aTeM B UX
pa3feneHuu Ha TPU CJeAyloUIve rpynnsl: a) MopduH, 6) HAapKOTHMH C ma-
MaBePUMHOM ¥ B) KOJAEMH ¢ TehamHOM.

3. Komnopumerpmuueckum IryTeM ONpPEAENSIOTCA MOP(UH, a TAKIKE CyM-
Ma KOAeMHa 1 TebayHa Npy MOMOIM LBETHOM PeakIUu ¢ MapIAMMeTUIaMmu-
HOOEH30JHBIM aNBAErM/IOM B CEPHOM KMCJIOTEe; TeDAMH B NMPUCYTCTBUU KO-
JleMHA —— TIPY TOMOIM LIBETHOM pPeakKumy ¢, NpAOIM3UTEeNBbHO 29 H CepHO
KMCJIOTOM; CyMMa HAapKOTMHA M ITANaBepPUHA — PSaKTMUBOM, COAEPIKALIUM
MOJIMOEHOBYIO KMCJIOTY B KOHLEHTPUPOIBAHHOM CEPHOI KUCJIOTE; HAPKOTUH
B IIPUCYTCTBMM ITAllaBePMHA IPM IIOMOIIM PeakTUBA, COAEPIKAIEr0 MBIIIb-
AKOBYIO KUCJIOTY B CMeCM CEepHOIT U 0-(pocOPHOM KMUCJIOT, B3ATHIX B PaB-
HBIX KOJIM4YECTBAX.

4. Tlpx momomy ONMCAaHHOTO METOAA MOXKHO ONpEAENATh KOAEHUH
B mpezesax ot 6 a9 601r, ocTaJbHbIE JKe YeThIpe aJKaJoMAa B Npeaenax
oT 10 1o 100 ur xa¥xKa0roO. '

5. Ilo BBILICYKA3aHHOMY METO/ly MOXKHO ONPENeJATh MNPUBEJCHHbIE
anKaJaouAsl B O/HOM npobe onmsa, Becom He Gosee 50 mr.

6. OnpeneneHue ankaJOMAOB B ONMUM MOKET ObITH MCIIOJHEHO B Tede-
Hue oxHoro paboyero JHA B JBYX NOBTOPEHUAX.
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A COLORIMETRIC MICRODETERMINATION OF THE MAIN FIVE ALKALOIDS IN OPIUM

Summary

1. A colorimetric micredetermination of the 5 main alkaloids <f cpivm:
morphine, narcotine, papaverine, codeine and thebaine has been described.

2. The method is based on the quantitative partition of the alkaloids
into 3 groups: a) morphine, b) narcotine and papaverine, ¢) codeine and
thebaine. In group b and c¢ the sums of both alkaloids are determined, as
well as narcotine alone in the presence of papaverine, and thebaine alonz
in the presence of codeine.

3. With this method codeine can be determined in amounts from
6—60 ug, the remaining 4 alkaloids in amounts from 10—100 ug each.

4. The weight of the analysed sample of opium need not excead 50 mg.

5. A complete analysis of a duplicate sample of opium can be carried
out in one working dav.

Otrzymano 20.2.1956 r.
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A. KRAWCZYK, W. OSTROWSKI, B. SKARZYNSKI

POELACZENIA WITAMINU B,, Z BIALKAMI

V. CIEZAR CZASTECZKOWY FOLACZENIA WITAMIN B, BIALKO
Z SUROWICY KRWI BYDLECEJ

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik prof. dr B. Skariyriski

W poprzednich naszych publikacjach [13], [14], [15], [19] wykazalismy
egzystencje i opisalisiny pewne wilasnosci polaczenia witamin Bjg-biaiko,
wystepujacego w surowicy krwi zwierzecej, nazwanego przez nas erytro-
globulinem. Dla blizszej charakteryzacji tego proteidu oraz dla poréwnania
z innymi pcdoknymi poigczeniami, wyosobntonymi z innych materiaiow
biologicznych, wskazane bylo okreslenie rzedu wielkosci ciezaru czgstecz-
kowego tej substancji bialkowej. W tym celu zastosowaliémy metnde dy-
fuzji przez przegrody porowate opracowang przez Northropa i An-
son‘a ' [12].

Zaletg metody Northrcpa i Ansona jest jej prostota i wzglednie dosy¢
duza dokladno$¢, csiggalna przy zachowaniu odpowiednich warunkow do-
swiadczenia. Szczegolnie korzystnq wlasciwoscia tej metody jest moznosé
okreslania cigzaru ~zasteczkowego biatka znajdujacego sie w mieszaninie
z innyri skladnikami, o ile tylko badane biatko wyréznia si¢ w jaki§ cha-
rakterystyczny sposob od tych skladnikéw [6]. Metoda polegajgca na zasto-
sowaniu porowatej przegrody byla juz niejednokrotnie uzywana dc okres-
lania ciezaru czgsteczkowego réznych bialek oraz do badania ich jednorod-
nosci [4], [11], [18]. Dokladne opracowanie teoretycznych zasad tej metody
jest podane przez Ansona i Northropa [3) oraz przez Gor-
dona [T7].

WYZNACZENIE STALEJ SACZKA [12)

Do badania wspétczynnika dyfuzji na podstawie metody przegrody po-
rowate] nadaje sie najlepiej — zdaniem wielu autoréw — saczek ze szkla
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spiekanego, produkowany przez firme Schott w Jenie pod symbolem G-4
(srednica kanalikow 5-15 w).

Stosowaliémy te saczki w ksztalcie zaznaczonym na rys. 1 o obj.

V = 49-64 ml, efektywnej powierzchni plytki ok. 34 cm” (Srednica ok.
6,5 cm), grubosé viyiki ok. 2,3 mm. Objetos¢ sgczka oznaczano wazgc go
przed i po napeinieniu woda. Sgczek przed uzyciem gotowano w stezenym
kwasie azotowym, nastepnie przeplukiwano wodg aestylowana, wciggajac
wode przez plytke za pomocg pompy wodnej. Badany roztwor weiggaiio do
sgezka rowniez przy zestosowaniu pompy prozniowej, przy czym plerwszg
porcje weiggnictego plynu wylewano z powrotem celem wyplukania i wy-
pedzenia powietrza z kanzlikow plytki. Po napelnieniu roztworem o wy-
sokosci kurka, kurek zamykano i sgczek wstawiano do zlewki zawierajgce)
te samg objetosé wody, jaka odpowiadala objetosci sgczka. Zewngtrzna po-
wierzchnia plytki musi by¢ réwnoleglta do powierzchni plynu w zlewce
i stykaé sie z nig calkowicie. W ten sposob zestawiong aparature pozosta-
wiano na 1'/2 godz. w temp. pokojowej, aby mogi
przedyfundowaé roztwoér zawarly w kanalikach
plytki, a nastepnie saczek przenoszono do drugiej
ziewki z woda, stosujac sie do powyzej pedanych
przepisow. W celu réwnomiernego rozprowadza-
nia ciepla aparature wstawiano do gruboscienne-
go bloku miedzianego i umieszczano w termosta-
cie o odpowiedniej temperaturze. Po uplywie
okreslenego czasu dyfuzji saczek wyjmowano ze
zlewki i wypychano przez pltytke zawarty w nim
roztwér. Roztwér ten, jak réwniez zawartc$é
zlewki uzywano do analizy.

Stalg saczka K w temp. 25° wyznaczano za
Rys. 1. Urzadzenie do pomoca 0,01 N KCI, przyjmujac jako wartosé
°Z“a°za""“mzjsita*el 4y~ wspétczynnika dyfuzji D, —1,836 x 10° cm?

sek.!. (wg Gordon a) [7]. Ilo§é przedyfundowa-
nej substancji ustalono oznaczajac chlorki metodg Mohra. Stalg sgcz-
ka w temperaturze 5 wyznaczono uzywajac 1 N NaCl o wapoélczynniku
dyfuzji Do — 83.3x 10”7 cm? sek™* (wg Oholma) [16]. Wszystkie roz-
twory do badan dyfuzyjnych przygotowywano uzywajac wody podwojnie
destylowanej i wygotowanej, gdyz rozpuszczony w wodzie CO, wydziela
sie w czas‘e dyfuzji i zatyka kanaliki saczka. Tablica 1 zawiera wyniki
oznaczen stalej K saczka, ktora obliczono z wzoru: ~

(1) L L

gdzie D = wspolczynnik dyfuzji roztworu wzorcowégo, dyfundujacego
w czasie t, Q —= ilos¢ ml przedyfundowanego roztworu.
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Tablica 1 Znajac stalg K sgczka cbliczono
Saczek G4, V—49,3 ml, temp. 5° wspélezynnik dyfuz)i substancji ba-
SRR S E danej z réwnania:
; t sek. | Q ml K KO
R e (2)
1 ‘ 7200 | 1,57 0,0382
2| 10800 | 236 | 00382 | Nalezy podkresli¢, ze aby moc
e o3 L2100, ) 55508 %0379 stoscwac wzor (1) i (2) stezenie roz-
P ; ! 0,0381 t‘wc.n'u Cs w zl'ewce na‘poczqtku do-
' &e:p i — 40,0004 swiadczenia, tj. w czasie t = 0, mu-
, . si sie rowna¢ 0, a objetosc roztworu
> w zlewce musi rownaé sie objetosci
roztworu wewnatrz saczka, tzn. Vi = V2. W analogiczny sposbb wyzna-

czano stale innych saczkow.

Czes¢ doswiadczalna i wyniki

W celu skontrolowania metody rozpoczeto od szeregu oznaczen substan-
cji zarowno bialkowych, jak i niebialkowych o znanym wspoélczynniku dy-
fuzji. Tablica 2 podaje wyniki oznaczen stalej dyfuzji krystalicznego wita-
minu Bys (f-my Richter, Budapeszt). Sporzadzono roziwoér wodny wi-
taminu, zawierajacy 28 mug/ml i po odpowiednim czasie dyfuzji cznaczano
ilos¢ przedyfundowanego witaminu metoda mikrobiologiczng [15].

Dos¢ znaczne wahania wartos-
ci uzyskanych w poszczegol- Tablica 2
nyc}.] oznaczeniach przypuszezalnie Wyznaczanie wspoétczynnika dyfuzji krystalicz-
tkwig gléwnie w bledach nieunik- nego witaminu B,,. Saczek G-4, V64,0 ml,
nionych przy stosowaniu mikro- K—0,1401 w temp. 25°
biologicznej analizy stezenia wita- — o

minu. Stata dyfuzji dla B,, w | l t sek l Qml (10°cm? sck"'
temp. 20° oznaczona inng metoda A2 Ll i (0 (10 {
wynosi wedlug danych z pi$émien- | 1 | 90 000 | 3,24 i 5,05 ]
nictwa 4,44 x 106 cm2 sek.! [5]. 2 | 173000 | 6,05 | 527 |
Wedlug teoretycznych obliczen | 3 | 176200 | 619 | 489 I
wspélezynnik D,., winien wyno- | ¢rednia ‘ ' | g0t '+
si¢ ok. 5,5. 2 it &xlie. ] | o |

OZNACZENIE WSPOECZYNNIKA DYFUZJI ORAZ CIEZARU CZASTECZKOWEGO LIZOZYMU,
OKSYHEMOGLOBINY I KOMPLEKSU WITAMIN B, .-BIAEKO
Znajac wspdlezynnik dyfuzji mozna obliczy¢ ciezar czgsteczkowy danej
substancji na podstawie okre§lenia promienia czgsteczki z wzoru finsteina:

http://rcin.org.pl
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Vil RT 1
3) A e
gdzie: R — stala gazowa
T — temperatura bezwzgledna
N —- liczba Avogadry
T — promien czasteczki w cm

11 — lepkoé¢ wody w danej temp.

Po obliczeniu promienia 7, ciezar czasteczkowy wyliczy¢ mozna z wzoru:
4 r
(4) M = 3 7 r3 g

gdzie: M —- cigzar czasteczkowy
g — ciezar wlasciwy biatka, 1,30 — 1,33 g em™
N — liczba Avogadry '

Lizozym uzyskano z biatka jaja kurzego wg metody Aldertona i Fevelda
[1]. Preparat ten krystalizowano dwukrotnie z roztworu 5% NaCl przy pH
9,5-10,0, uzywajac do badania roztwér o stezeniu 1,325 mg lizozymu
w 1 ml HsO. Ilos¢ pizedylfundowanego lizozymu oznaczano nefelometrycz-
nie metodg taninowg [10]. Okreslony przez nas wspolczynnik dyfuzji dla
lizozymu w temperaturze 5° wynosit 8,55 x 107, stad r = 1,55 a cigzar cza-
steczkowy ok. 13 000. Dane w literaturze okreslaja D, . dla lizozymu jako
11,2 x 107, z czego wynika ciezar czasteczkowy ok. 14 — 17 000 [2]. Uzyska-
na przez nas wartos¢ jest wiec nizsza w poréwnaniu z danymi literatury.
Przyczyna réznicy tkwi prawdopodobnie w zanieczyszczeniach naszego pre-
paratu lizozymu, gdyz znaleziong przez nas warto§é stwierdzano kazdora-
zowo przy kilkakrotnym powtarzaniu do$wiadczenia.

Inne kontrolne oznaczenia przeprowadzaliSmy z oksyhemoglobing krwi
konskiej, otrzymang wg metody Heidelbergera [9], przekrystalizowang
z wody z dodatkiem 12% etanolu. Przemyte krysztaly HbOs rozpuszczano
w wodzie sporzadzajac roztwor o stezeniu 12 mg/ml. Ilosé przedyfundowa-
nej HbOy oznaczano spektrofotometrycznie, na podstawie wspodlczynnika
ckstynkeji przy 500 mu. Tablica 3 podaje wyniki oznaczen wspdlczynnika
dyfuzji oraz wyposrodkowanego na tej podstawie cigezaru czasteczkowego.

Ciezar czasteczkowy HbOs krwi konskiej oznaczony metodg osmome-
tryczng wyraza sie cyfra srednio 67 000 [17]. Wyniki nasze s3 wigc nieco
wyzsze, podobnie jak w przypadku lizozymu wartosci uzyskane przez nas
s3 nieco nizsze od wartosci uzyskanych na podstawie innych metod. Nie-
mniej zgodnym jest rzad wielkosci i to uprawnia nas do stoscwania powy-
zej opisanej metody w celu okreslenia rzedu wielkosci masy czasteczkowej
erytroglobulinu.
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W celu oznaczania ciezaru czasteczkowego erytroglobulinu uzyto frak-
cje F-2, wyosobniong z surowicy krwi bydlecej wg przepisu podanego
w jednej z poprzednich naszych prac [14]. Roztwor poddawany badaniu za-
wieral erytroglobulin w stezeniu 200-600 1wug/ml w przeliczeniu na witamin

Tablica 3

Wspélczynnik  dyfuzji i ciezar czasteczkowy HbO,; saczek
G-4, V—49,3 ml, K—0,0381 w temp. 5°

das A e S = :
| ) ‘ iy
H Dso l & 4
| tsek Q ml xlO'I <10 ‘ M
4 | om |
i 3 o Rk R T ST o
1 28 400 0,346 } 4,72 | 2,81 73 000
2 61900 | 0766 | 471 | 28 | 74000
3 | 87000 | 1,087 | 475 | 280 | 72400
érednia | — L ; APIESS | 2 ’ 73 000
Srron | — — | - i - | 4500

Bi2. Poniewaz roztwér przygotowano w 0,01 N NaCl, dyfuzje przeprowa-
dzano réwniez do roztworu NaCl, a nie do czystej wody. Ilos¢ przedyfundo-
wanego erytroglobulinu obliczano na podstawie mikrobiologicznych ozna-
czen witaminu B2 uwolnionego z kompleksu przez autoklawowanie [15].
Poniewaz cze$¢ witaminu By znajdowatla sie w badanym roztworze za-

Tablica 4

Wspolczynnik dypfuzji i ciezar czasteczkowy kompleksu witamin
B,. - bialko. Saczek G-4, V-51,2 ml, K-0,0758 w temp. 5°

| D | r
50
b eek Qml | x107 | x107 M

o aead — L7 N S0
1 165 000 1,14 5,21 2,55 | 56200

2 173 000 1,22 5,35 248 | 51700

3 310 000 2,38 5,82 2,29 | 41500
srednia ] 1 50 000
ér. o. - - - - -5 000

réwno przed dyfuzja, jak i po dyfuzji w postaci wolnej, oznaczano osobno
witamin Bys znajdujgcy sie w wolnym stanie i witamin Bjs zwigzany, odej-
mujac te wartosci od ogdlnej ilosci witaminu. Wyniki pomiaréw podane
sq w tablicy 4. )
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Uderzajace s3 w tym wypadku dosy¢ znaczne réznice wartosci uzyska-
nych w poszczegdlnych oznaczeniach, o wiele wigksze od réznic, jakie za-
znaczaly sie przy okreslaniu cigzaru czgsteczkowego oksyhemoglobiny. Roz-
nice te niewatpliwie wynikajg z pokaznego bledu doswiadczalnego, jakim
obarczona jest mikrobiologiczna metoda oznaczania witaminu By (= 20%).
Jezeli poza tym wezmiemy pod uwage te okoliczno$é, ze w czasie diugo-
trwalego doswiadczenia pewien odsetek czasteczek erytroglobulinu moze
ulec dysocjacji na cze$é biatkowa i witamin By, dochodzimy do wniosku, ze
uzyskane przez nas wartosci nie mogg by¢ Scisle, lecz jedynie orientujg
nas ogblnie w rzedzie wiclkosci, w jakim musi obraca¢ sig ciezar czastecz-
kowy polaczenia witaminu Bjz-biatko wystepujacego w surowicy krwi
bydigcej.

Omowienie wynikéw

Jedynie dostepna dla nas metoda oznaczania ciezaru czasteczkowego
biatka na podstawie wspoiczynnika dyfuzji dala nam w przypadku kon-
trolnych badan przeprowadzonych z lizozymem i z oksyhemoglobing krwi
konskiej wartogei nieco rézne od tych, jakie uzyskano za pomocg bardziej
dokladnych metod. W kazdvm razie uzyskane przez nas wyniki poszcze-
gdlnych oznaczen sg na 0gét zgodne miedzy sobg i lezg w rzedzie wielkosci
ciezaru czgsteczkowego bialek kontrolnych, oznaczonego metodami bardziej
precyzyjnymi. Fakt ten uprawnia nas do wniosku, ze wartos¢ 50 000 dla
ciezaru czasteczkowego erytroglobulinu — jakkolwiek nie bedzie wartosciag
doktadng — lezy w rzedzie wielkosci rzeczywistego ciezaru czasteczkowego
tego polaczenia witaminua Bje z biatkiem. Na uwage zastuguje fakt, ze wy-
dzielone przez nas poigczenie posiada ciezar czgsteczkowy bardzo zblizony
do cigzaru czgsteczkowego analogicznego kompleksu wyosobnionego przez
Gregory i Holdswortha [8] z serwatki mleka $§winskie-
go (55 000).

Uzyskane przez nas wyniki stanowig dalsze uzupelnienie cech charakte-
ryzujacych badany przez nas proteid wystepujacy w surowicy bydlecej.

Streszczenie

Stosujac metode dyfuzji przez plytki porowate wg Northropa i Ansona,
oznaczono wspdlezynnik dyfuzji i wyliczono ciezar czgsteczkowy erytroglo-
bulinu, polaczenia By: z bialkiem, wystepujgcego w surowicy krwi bydle-
cej. Wspoélezynnik dyfuzji Do w 0,01 M NaCl, wynosi &5,45x 107 cm?
sek™!, skad promien czgsteczki r & 2,44 x 107 cm i ciezar czgsteczkowy
50 000 £ 5 000.
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COEJIMHEHUSA By, C BEJKAMMUA

Peszwme

[Ipuvensasa merox mucdysum yepes nopucTbie IIACTMHKM 1o Hoprpo-
n AHCOHy, onpenesnan KeapduumeHT aubpdy3un ¥ BEIYMCIUIN MOJIE-

KyJIADHBIA BeC 3pUTPOrJIOOyJMHA, coeamHeHus Bi2 ¢ OeskoM, BBICTYIAIO-
LIEr0 B CHIBOPOTKE KpoBM porartoro ckora. Koaddument mndbdyzmmn Ds'
B 0,01 M NaCl paBuserca =~ 545 X 107 cm? cex™, oTkysa paauyc Mo-
JEKynbl T & 2,44 X 1077 cm, a monekyasapHent Bec 50.000 £ 5000.

PROTEIN —VITAMIN B;; COMPLEXES

Summary

The authors have used the porous plate diffusion method of Northrofn

and Anson for determining the diffusion coefficient and molecular weight

of

erythroglobulin, a complex of vitamin B,, and protein, present
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in the serum of ox-blood. The diffusion coefficient Dsc, in 0.01 M NaCl
is & 5.45x 107 cm2.sec’!, hence, molecular radius r &2.44 x 107 cm.

and the molecular weight 50,000 * 5,000.
Otrzymano 26.3.1956 r.
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A. KRAWCZYK, W. OSTROWSKI, B. SKARZYNSKI

POLAROGRAFICZNIE CZYNNE SUBSTANCJE W SUROWICY
KRWI

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik prof. dr B. Skariynski

W ostatnich latach przed wojna Brdic¢ka [2] opublikowal dane doty-
czace opracowanej przez niego tzw. filtracyjnej reakeji polarograficznej,
zastosowanej do badania surowicy krwi w celach diagnostycznych. Metoda
czeskiego badacza wzbudzila bardzo zywe zainteresowanie wyrazajace sie
w licznych doniesieniach z réznych pracowni [13]. Reakcja Brdicki po-
lega na rejestrowaniu fali polarograficznej w przesgczu surowicy uzyska-
nym po zadaniu tej cieczy kwasem sulfosalicylowym, w obecnoéci amonia-
kainego roztworu soli kobaltu lub zwigzkéw aminokobaltowych. Wedtug
Brdic¢ki i wielu innych badaczy, wybitny wzrost tej fali daje si¢
stwierdzi¢ w surowicach patologicznych, a szczegélnie w surowicach osob-
nikéw obarczonych nowotworami.

Brdic¢ka utrzymywal pierwotnie, ze przyczyng wzrostu wysokosei
fali polarograficznej bezbialkowego przesgczu surowicy krwi’sq rozpusz-
czalne w kwasie sulfosalicylowym produkty rozpadu biatka. W ald-
schmidt-Leitz [12] doszedl do wniosku, ze odpowiedzialna za odczyn
polarograficzny Brdick1 jest jaka§ substancja o charakterze mukopre-
teidu, ktérej zawartos¢ ma wzrasta¢ szczegélnie w schorzeniach nowotwo-
rowych. Badacz ten [13] wytracil alkoholem z przesgczu po cdbialczeniu
surowicy kwasem suliosalicylowym frakcje biatkowa, zawierajgea glikcza-
ming i cechujgcg sie wybitng aktywnoscia polarograficzna. Baconia
Waldschmidta-Leitza rozwingt Winzler wraz ze wspolpra-
cownikami [14], [16], [17] wykazujac, ze polarograficznie czynna substancja
rejestrowana w reakcji Brdic¢ki jest mukoproteidem wedrujacym
z frakcja «y-globulinéw, cechujacym sie wybitnie kwasnym charakterem
(punkt izoelektryczny == pH 1,8) o ciezarze czasteczkowym ok. 40 009.
W owym mukoproteidzie stwierdzono obecnosé glikozaminy, galaktozy
i mannozy. Substancja ta jest cieplotrwala, nie wypada z roztworu przy
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ogrzewaniu surowicy w 80° przy pH 4,7 [11], a daje sie wytraci¢ alkoho-
lem lub acetonem albo przy catkowitym nasyceniu roztworu siarczanem
amonu [14]. Zaznaczy¢ przy tym nalezy, ze podobny odczyn polarograficz-
ny daje mukoid uzyskany z biatka jaja kurzego, zawierajacy te same cu-
krowce i cechujacy sie takim samym skladem aminokwasowym jak muKo-
proteid Winzlera [15].

Homolka [6] stosujac kombinacje elektroforezy bibulcwej surowi-
cy i polarografii poszcezegdlnych frakcji biatkowych badal rozmieszezenie
polarograficznie czynnej substancji w frakcjach biatkowych surowicy,
stwierdzajgc, ze substancja powodujgca najwyzsza fale polarograficzng we-
druje z frakcjg aj-globulinéw. Poslugujac sie sposobem postepowania H o-
molki stwierdziliSmy w jednej z naszych prac [10], ze przy gruzlicy sko-
ry, a zwlaszcza w przypadkach leczonych tiosemikarbazonem, wzrost fali
pclarograficznej w surowicy lgczy sie z wystepowaniem jakiejs substancii
wedrujgcej glownie z frakejg az- i p-globulinow. Fakt ten nasunal przy-
puszczenie, ze w surowicy krwi wystepuje wiecej niz jedna substancja po-
larograficznie czynna. Dla wyjasnienia tego zagadnienia badaliémy syste-
matycznie szereg surowic osobnikéw prawidlowych i przypadkow patolo-
gicznych, zwracajac uwage przede wszystkim na rozmieszezenie substancji
polarograficznie czynnyvch w réznych frakcjach biatkowych surowicy, uzys-
kanych zaréwno vrzy pomeccy elektroforezy bibulowej, jak i przy zastoso-
waniu klasycznej juz dzis metody Cohna.

1. ROZMIESZCZENIE POLAROGRAFICZNIE CZYNNYCH SUBSTANCII W FRAKCJACH BIALKOWYCH
SUROWICY, ROZDZIELANYCH PRZY POMOCY ELEKTROFOREZY

a) Metoda. Postugiwaliémy sie zasada, na ktérej opiera si¢ postepowa-
nie Homolki (6], tzn. po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycz-
nego surowicy na szerokim pasku bibuly, odcinaliSmy z niego podluzny
skrawek, na ktorym przez cdpowiednie wybarwienie ustalaliémy rozmiesz-
czenie poszezegdlnych frakeji biatkowych. Z pozostalego nie barwionego
paska hibuty przygotowywaliSmy poprzeczne wycinki, odpowiadajace po-
szezegblnym frakcjom. Z wycinkow tych wyciggaliSmy biatko roztworem
0,9%/ NaCl, po czym w kazdej uzyskanej w ten sposob frakcji bialkowej
przeprowadzaliSmy polarograficzny pomiar wg klasycznej metody
Brdi¢ki. Poniewaz ij-globuliny nie zawsze oddzielaja sie dobrze od
albuminéw, obie frakcje badano razem. Ten sposob postgpowania nie mogt
mieé¢ wiekszego wplywu na ocene zawartosci polarograficznie czynnej sub-
stancji we frakeji ai-globulinéw, gdyz w warunkach, w ktérych przepro-
wadzaliémy doswiadczenia, frakcja albuminowa wykazuje z reguly tylko
nieznaczny odczyn polarograficzny.

Elektroforeze Libulowa przeprowadzano stosujagc metode i aparature
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uprzedanio przez nas opisang [8]. Oznaczenia polarograficzne przeprowa-
dzano postugujac sie aparatura Heyrovsky’ego z kroplowa elektroda rtecio-
wg. Wysokos¢ fali mierzono na odcietej odpowiadajacej — 1,6 V, stosujac
4-woltowy akumulator i polarografujac przy czulosci 1/15.

b) Wyniki. W powyzej opisany sposob zbadano 37 prawidlowych i pa-
tologicznych surowic stwierdzajac, ze polarograficznie czynna substancja
wedruje zarowno z ¢y-, jak i @z oraz p-globulinami, przy czym w surowi-
cach osobnikow prawiatowych wysokosé
fali polarograficznej jest najwyzsza w frak-
cji aj-globulinéw. Intensywnos¢ odczynu
w frakcji ag- i f-globulindw w surowicach
prawidlowych jest stosunkowo mata; w y-
globulinach nie spotykamy nigdy odczynu
polarograficznego Brdicki.

a)

Sytuacja przedstawia sie odmiennie 41 % V8 7
w wiekszosci surowic patologicznych. W
wielu wypadkach wysokosé fali polaro-
graficznej cechujacej «s-globuliny jest b
znacznie wyzsza niz wysokose tej fali
w ai-globulinach. Wybitnie nasila sie row-
niez czesto odezyn polarograficzny w f-
globulinach. y-Globuliny zawsze dajg uje-
mny odczyn Brdicki. Wzajemny stosunek
wysokosci fali polarograficznej dla trzech
frakeji biatkowych jest w réznych przy-
padkach rézny. W dwéch przypadkach nie

stwierdzono np. zupelnie odczynu polaro- Atx, &, B

graficznego w f-globulinach, w jednym

przypadku (anaemia) stwierdziliSmy zdu- ¢

miewajaco niska fale polarograficzng frak-

¢ji aj-globulinéw. Ate,\/ oc, A 7
Badane surowice ujeto w trzy grupy: 1) Rys. 1. Graficzne przedsta-

surowice prawidlowe, 2) surowice z przy-  wienie wystepowania polaro-

padkéw patologicznych, w ktérych wzrost  graficznie czynnych substan-

wysokosci fali polarograficznej w poszcze-  ¢ii: @ w surowicy prawidlo-

gélnyc'h frakcjach byl bardzo znaczny :?r;l b‘)”;:r:s}? al&:_:;pr:;aefz;;

W porownaniu z warto$ciami prawidlowy- z tabl 1), ¢) w nerczycy (przy-

mi, 3) surowice patologiczne, w ktérych padek 7 z tabl. 1.)

odcezyn polarograficzny byl niewiele sil-
niciszy od odezynu surowicy prawidlowej lub nawet wyrazal si¢ warto-
sciami nizszymi od prawidlowych. Tablica 1 podaje cyfrowe wyniki ba-
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Tablica 1

Wysoko$¢ fali polarograficznej w poszczeg6lnych frakcjach bial-
kowych. Liczby przedstawiaja wysokos$¢ fali w mm

::u;l:y Przypadek Ao, t g A B
I : O S0 T ’_ﬁ
39 | surowica prawidlowa 68 14 : T1asitt 70
43 | surowica prawidlowa 33 8 ’ 6 0
44 | surowica prawidlowa 90 103 1818 M0
52 | surowica prawidlowa 61 7 19 0
53 | surowica prawidlowa 19 21 0 0
Il grupa
BN Nl o 7,|,, —
55 | klebuszkowe zapalenie |
nerek 72 94 20 0
56 | rak macicy 125 | 111 130 0
61 | gruzlica pluc 130 | 118 | 175 0 |
20 | rak zoladka 67 71 13 0 |
26 | zapalenie migzszowe
watroby 108 33 48 0
30 | bialaczka szpikowa chro-
niczna 111 72 5 0
11 | Erythematodes acutus 62 35 35 0
12 | marsko$¢ watroby Pl T2 93 0 0
46 | reumatyzm 101 |'18 | 138 0
50 | anemia ostra 5 155 60 0
51 mi¢sak 100 70 8 0
35 | nadnerczak 86 51 0 0
IIT grupa
34 | szpiczak 73 30 9 0
40 | plazmocytoma 36 23 8 0 A
41 | chroniczne zapal. szpiku 20 16 4 0
57 | choroba Cushinga 47 54 34 0
58 | gruilica pluc 32 6 2 0
59 | gruzlica pluc 22 46 13 0
60 | gruzlica phuc 34 68 23 0
28 | nerczyca 57 36 3 0
31 | rak szyjki macicy 98 21 3 0
32 | bialaczka 52 5 16 0
33 | bialaczka 71 34 16 0
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Ciag dalszy tabl. 1

Nr su-

rowicy| Przypadek Atay
1 | zapalenie watroby
migzszowe 44
5 | zoltaczka zakazna 23
7 | nerczyca 15
15 | zapalenie gruczolow
| chlonnych chroniczne 26
| 18 | zapalenie szpiku 21
47 | konflikt serologiczny Rh 60
48 | konflikt serologiczny Rh 17
49 | rak phuc 44

27
19
19
48
53

g {
23 0
6 0
23 0
26 0
15 0
27 0
2 0
8 0

dan poszczegbélnych surowic, ugrupowanych wg powyzej podanych kry-

teriow (por. rowniez rys. 1).

7 danych zawartiych w tabl. 1 wynika, ze w surowicy ludzkiej wystepu-
ja co najmniej trzy rézne polarograficznie czynne substancje, ktorych za-
wartos¢ nie pozostaje w zadnej wzajemne]j zalezno$ci, zmieniajac sie
w réznych przypadkach patologicznych. Niestety wartosci uzyskane przez
nas nie stanowia cech charakterystycznych dla poszczegélnych typow scho-

rzen, jak o tym mozemy sadzi¢ na podsta-
wie naszego szczuplego materiatu do§wiad-
czalnego. ' Pk

Wszystkie powyzej omoéwione badania
przeprowadzane byly na surowicy rozdzie-
lanej elektroforetycznie w buforze wero-
nalowym przy pH 8,6. Poddajac elektro-
forezie surowice w buforze octanowym
o pH 4,2 uzyskuje sie odimienne rozmiesz-

e,

4 15 1617 o frake

; p : Rys. 2. Odczyn polarograficz-
czenie polarograficznie czynnych substan- ;v e

frakcjach surowicy

cji w poszczegoélnych frakcjach biatkowych  ludzkiej po rozdzieleniu w bu-
(por. rys. 2). Znacznie wiecksza aktywnosé  forze octanowym o pH 4,2

polarograficzna cechuje albuminy i az-glo-
buliny. Natomiast w y-globulinach nie
stwierdza si¢ odczynu polarograficznego,

u — 005, s — 1/100; war-
tosci rzednej wskazujg wyso-

kosé fali

podobnie jak wowczas, gdy surowica jest rozdzielana przy pH 8,6. Row-
niez i te fakty przemawiaja za egzystencjg kilku niezaleznych od siebie

roznych polarograficznie czynnych substancji.
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2. ROZMIESZCZENIE POLAROGRAFICZNIE CZYNNYCH SUBSTANCJI WE FRAKCJACH COHNA

a) Metoda. Uzywaliémy frakeji bialek surowicy otrzymanych metoda
Cohna Nr 10 [4], uzyskanych dzieki uprzejmosci Instytutu Hematolcgii
w Warszawie. Niektore {rakcje (IV + V i VI) otrzymaliSmy w naszym Za-
kladzie pcstugujac sie metoaa Cohna Nr 11 [7].

20 mg suchego proszku badanej frakcji rozpuszczano w 1,5 ml 0,3%
NaCl, po czym codawano 1,5 ml buforu octanowego o pH 4,7 i mieszaning
ogrzewano w 80° przez kilka minut. Po odsaczeniu osadu wytraconych bia-
lek dodawano do 1 ml przesgczu 1 ml odezynnika kobaltowego Brdicki i mie-
szanine polarografowano.

b) Wyniki. Rys. 5 przedstawia wysokosci fal polarograficznych w po-
szczegolnych frakcjach. Frakcja I (fibrynogen) oraz II (y-globuliny) nie za-
wieraja polarograficznie czynnych substancji. W pozostalych frakcjach
zawsze wystepuje odczyn polaro-
graficzny, najbardziej intensywny mm
we frakcji VI, wypadajacej przy %
najwyzszym stezeniu etanolu. Do- i
sy¢ wyrazng polarograficzng akty- e
wnos¢ okazujg roéwniez frakcje -
I11-3 oraz IV-4. Frakcja V (albu- 30t
miny) okazuje tylko slabg fale po-
larograficzng. 10

Frakcja albuminu uzyskana me- i
toda Cohna, poddana cigglej elek- o, lipo
troforezie bibulowej [9] w buforze prand

octanowym o pH 4,2, rozpada sig Rys. 3. Rozmieszczenie polarograficznie

na 2 gtéwne frakcje, ktore zebra- .;onnych substancii we frakejach Cohna;
lismy w 8 oddzielnych odbieralni- s — 1/200, obiaénienie w tekécie

kach (por. rys. 4). Rys. 4 przedsta-

wia wysokosci fal polarograficznych w przesgczach poszczegblnych pro-
bek rozdzielanego w powyzszy sposob albuminu. Wykres przedstawia dwa
wyrazne szezyty aktywnosci polarograficznej, $wiadczace o tym, ze w al-
buminach surowicy ludzkiej otrzymanych metoda Cohna, poddawanych
elektroforezie w odczynie kwasnym, wystepuja co najmniej 2 polarogra-
ficznie czynne substancje.

WEASNOSCI POLAROGRAFICZNIE CZYNNEGO GLIKOPROTEIDU WEDRUJACECO z %-GLOBULINAMI

2) Metoda. Surowcem, z kiorego uzyskano najbardziej charakterystycz-
na polarograficznie czynng substancje surowicy ludzkiej, byta surowica kon-
serwowanej krwi, uzyskana -dzigki uprzejmosci Stacji Przetaczania Krwi
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w Krakowie. W celu wydzielenia polarograficznie czynnej substancji wy-
korzystano postepowanic opisane przez Waldschmidta-L.eitza
[13], uzupeiniajac je zabiegami stosowanymi przez Cohna do frakcjo-
nowania osocza.

Osocze rozeienczano dwukrotnie woda, zadawano 20%o roztworu kwasu
sulfosalicylowego az do calkowitego wytracenia biatka. Po uplywie 10 mi-
nut mieszanineg sgczono przez saczek z twardej bibutly, odrzucano pierwsze
opalizujgce partie, zbierajgc zupeinie
przejrzysty przesacz, celem dalszego
frakcjonowania. Wszystkie te czyn-
nosci przeprowadzano w temp. 0°.

Do klarownego przesgczu, otrzy-
manego po usunieciu bialka ochlo-
dzonego do temp. —4°, dodawano
porcjami 60°% objetosci 96% etanolu
i pozostawiano w chlodni na prze-
cigg 48 godzin. Po zdekantowaniu
plynu znajdujgcego sie nad osadem,
osad odwirowywano i przemywano
etanolem celem wyptukania resztek
kwasu sulfosalicylowego. Preparat
ten rozpuszczano w fizjologicznym

roztworze NaCl, dializowano wobec ”j’}’
0,5 NaCl i uzywano do dalszych b K
badan. i

b) Wyniki. Uzyskany w powyzej [
opisany sposob zwigzek wykazywal ! |
dodatnie odczyny na biatka. Pomiar »/
absorpcji w s$wietle pozafiotkowym, e :
ktérego wyniki obrazuje krzywa ab- 5 B 9 nr frakgr
sorpeyjna, podana narys.5, wykazuje  Rys. 4. Odezyn Brdicki we frak-
dwa maksima — jedno przy ok. cjach albuminu surowicy ludzkiej
290 mu, drugie — przy ok. 238 mu. po rozdzieleniu w buforze octano-

2ol e oy , w— 0,05, s — 1/100.
Réznica krzywe) absorpcji wyznaczo- G0 PERX PEEE 6000,
5 & Linia przerywana ogranicza dwa

nej w buforze fosforanowym o pH 7,2 maksima aktywnoéci polarograficz-
iw 0,1 N NaOH pozwala wnioskowac, nej

ze maksima absorpcji sg uwarunko-

wane w badanym preparacie obecnoscig tryptofanu i tyrozyny. Oba te ami-
nckwasy zostaly wykazane w analogicznym produkcie otrzymanym przez
wytracenie siarczanem amonu uzyskanym z surowicy, rowniez przy uzyciu
klasycznych metod analizy chemicznej [14]. Badana substancja hydrolizo-
wana kwasem siarkowym wykazuje przy zastosowaniu elektroforezy bibu-
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lowej [5] zawartosé¢ glikozaminy 1 galaktozy. Mannozy, o ktorej obecnosci
mowia inni autorzy [15], nie mogliSmy wykryé¢.

Nasz preparat glikoproteidu w buforze weronalowym o pH 8,6 i sil2 jo-
nowej 0,05 wedruje dc anody jako jednolity produkt. Podoobny charakter
okazuje ten glikoproteid w buforze octanowym o pH 4,0 cechujac sig je-
dnak mniejsza ruchliwoscig niz ta, ktora charakteryzuje go w buforze we-
ronalowym. Przy pH 4,0 glikoproteid rozdziela si¢ na dwie frakcje -— jedna

24
|
201
16
12}
08
0
¢

04 b

220 250 3 W0 g > g

Rys. 5 Rys. 6

Rys. 5. Widmo absorpcyjne a,-glikoproteidu; stezenie 1 mg/ml. a) krzywa w 0,15 M
buforze fosforanowym pH 7,2 b) w 0,1 N NaOH
Rys. 6. Elektroforetyczne badanie «;-glikoproteidu: a) frakcje surowicy ludzkiej
z dodanym a,-glikoproteidem, ktory wedruje z frakcja «,-globulindow, b) «,-gliko-
proteid w buforze wercnalowym pH 8,6 ¢) w buforze octanowym o pH 4,0

o wiekszei ruchliwosci anoduwej, reprezentujgca ok. 90%0 masy preparatu
i druga — o mniejszej ruchliwosci, zawierajacg reszte bialka (rys. 6).
Badany glikoproteid cechuje sie wybitng aktywno$cia pojarograticzna.
Rys. 7 przedstawia dwustopniowe fale polarograficzne glikoproteidu, otrzy-
mane przy jego rdznych stezeniach w odezynniku Brdicki z Co'''. W mia-
re malejacego stezenia glikoproteidu drugi stopien fali opada szybciej niz
pierwszy i przy stezeniu ok. 0,013 mg na 1 ml pierwszy stopien fali jest wyz-
szy od drugiego. Mamy tu do czynienia ze zjawiskiem charakterystycznym
dla wiekszosci bialek, z tzw. efektem krzyzowym Troppa [12]. Polarograficz-
na fale glikoproteidu badano réwniez w roztworze Co''; wyniki tych ba-
dan przedstawia rys. & Z badanych krzywych wynika, ze glikoproteid
w obecnosci Co'!, nie daje widocznej fali polarograficznej, tlumi nato-

http://rcin.org.pl



|’:I.I POLAROGRAFICZNIE CZYNNE SUBSTANCJE W SUROWICY KRWI 417

miast wybitnie fale jonu kobaltawego. Zjawiska tego nie jestesmy w sta-
nic obecnie wytlumaczy¢, gdyz zasadniczo wszystkie biatka, zaréwno
w obecnosci Co'!, jak i Co!!' daja wyrazna dwustopniowg katalityczng
fale. By¢ moze, ze badany glikoproteid posiada odmienng zdolnos¢ tworze-

| |

st i 3 4 , /\/””‘

Rys. 7. Dwustopniowe fale u,-glikoproteidu przy roéznym stezeniu preparatu,

1) krzywa kobaltu trojwartoSciowego, 2—6 a,-glikoproteid o stezeniu azotu w ml:

0,071, 0,054, 0,04, 0,017, 0,013 mg. S — 1/200, odcigete odpowiadaja 200 mV, polarogra-
fowano od —0,8 — 2.0 V

f'\/,w

J
~ ;

b
|
1
i

|
|
|
!
|

Rys. 8. Polarografowanie «;-glikoproteidu w obecnoéci ColL,
1) Colll, 2) «,-glikoproteid + Coll, 3) Coll, 4) a,-glikopro-

teid + Coll, s — 1/100. Stezenie a,-glikoproteidu i kobaltu
w obu przypadkach jednakowe

nia kompleksu z jonem II- i III-wartosciowego kobaltu i ze z kobaltem
Hl-wartosciowym daje fale katalityczna przy innym stezeniu i w innych
warunkach niz te, ktore stosowane byly przez nas.

Po dodaniu roz{woru cezyszcezonego  glikoproteidu do surowicy krwi
ludzkiej i po poddaniu tej surowicy rozdzialowi elektroforetycznemu, wy-
bitra fala polarograficzna wystepuje we frakeji aj-globulinow, jak to wy-
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kazuje rys. 9. Z powyzszych danych wynika, ze badany przez nas glikopro-
teid jest wlasnie tym charakterystycznym prawidlowym polarograficznie
czynnym skladnikiem surowicy krwi ludzkiej, ktory w warunkach nor-
mainych spetykamy w szczegolnie au-

w ’
[ zym stezeniu we frakcji uq-globulinow.

st /
Oméwienie wynikéw
~i3 60} e G
A Podane w czesci doswiadczalne] wy-
niki doprowadzajag do wniosku, ze juz
w prawiclowej surowicy krwi istnieja
co najmniej 3 rozne substancje polaro-
/i \ graficznie czynne, dajace si¢ wykazac
NS = przy pomocy klasycznej reakcji Brdicki,
2 &, 0% 7 7 przy czym w warunkach prawidlowych
A O e najwiecej takiej substancji wedruje
p;o.teidl.x we frakcjach elektlrofore- %f'rakc]q (_ll—gIObUhnow' e de
tycznych surowicy ludzkiej pra- $wiadczenia przeprowadzane z OCZysz-
widlowej oraz po dodaniu do suro- CczZonymi albuminami surowicy wskazu-
wicy czystego preparatu (linia prze- j3 na to, ze i te bialka zawierajg do-
ry\zlang)_.tObecnoic fali w y-globuli-  mjeszke jakich§ dwéch roéznych sub-
nwzcny l:le"gli;l; ;‘;V;e?;:’akfg:;a;gg: stanf:'ji' powodujacyc.h dodatni oqczy.n
staje w miejscu umieszezenia Brdicki. O tym, Ze polarograficznie
prébki na bibule czynne substancje wystepujace we frak-
cji as- i p-globulinéw sa zwigzkami réz-
nymi od tego, ktéry powoduje fale polarograficzng charakterystyczng
dla ay-globulinéw mozna wnioskowaé na tej podstawie, ze wzajemny sto-
sunek iloéciowy tych substancji w réznych surowicach jest rézny. Waha-
nia iloSciowe kazdego z tych zwigzkéw przebiegajg niezaleznie od siebie.
Dotychczasowy material zebrany przez nas nie pozwala jednak na sfor-
mulowanie jakiej§ zaleznoéci miedzy réznymi procesami patologicznymi
a wzrostem zawarto$ci poszczegdlnych polarograficznie czynnych sklad-
nikéw. Wzrost ich zawarto$ci zaznacza sie w wielu réznorodnych spra-
wach patologicznych, co pozwala na sformulowanie twierdzenia, ze war-
toéé odezynu Brdicki dla rozpoznawania schorzen nowotworowych jest
problematyczna. Znamienny jest réwniez fakt, ze nigdy nie spotyka sie
polarograficznie czynnych substancji towarzyszacych y-globulinom.
Wszystkie skladniki surowicy dajace dodatni odeczyn Brditk: wykazu-
ja pewne wspblne cechy, jak rozpuszczalnosé w kwasie sulfosalicylowym
i cieplotrwalo$é. Musza wiec to byé¢ zwiazki o stosunkowo malej masie
czasteczkowej, odporne na dzialanie czynnikow denaturvjacych. Jeden
z nich, towarzyszacy wi-globulinom, préobowalisémy blizej scharakteryzo-
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[11) POLAROGRAFICZNIE CZYNNE SUBSTANCJE W SUROWICY KRWI 419

wac, stwierdzajgc jego glikoproteidowy charakter, co zresztg pokrywa sic
z cechaini opisywanymi przez innych autorow.

Streszczenie

1. Przeprowadzono cdezyn Brdicki z poszczegolnym: frakecjami suro-
wicy krwi ludzkiej, rozdzielonymi za pomocg elektroforezy bibulowej.
Stwierdzono niemal zawsze obecnos$¢ polarograficznie czynnych substan-
cji we frakeji «q-,03- i [-giobulindow.

2. Wedrujgce z poszezegélnymi frakcjami biatkowymi polarograficz-
nie czynne substancje w wielu przypadkach patologicznych wysi¢puja we
wznozonych  ilosciach, przy czym zmiany w intensywnos$ci odezynu
Brdicki w poszczegolnych frakcjach bialek surowicy nie wykazuja zadnej
wzajemne] zaleznosci. Mamy wige do czynienia niewatpliwie z trzema
roznymi polarograficznie czynnymi substancjami. Poza tym z albumina-
mi wedruje réwniez drobna ilo§¢ dwoch polarograficznie czynnych zwiaz-
kow, natomiast frakcja v-globulinéw daje zawsze ujemny odezyn Brdicki.

3. Z frakcji VI Cohna wydzielono polarograficznie czynna substancje,
bedaca glikoproteidem, zawierajacym glikozamine i galaktoze. Substancja
ta jest najprawdopodobniej identyczna z polarograficznie czynnym sklad-
nikiem «4-globulindéw.
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IIOJIAPOTPADPUYECKN-AKTUBHBIE CYBCTAHIMM B CBIBOPOTKE KPOBU

PezwmMme

1. ABTOpHI MpoBEaM peakuuio Bpauykyu ¢ OTAesbHBIMM (PpakuMAMM
CBIBOPOTKM YeJIOBEUECKOJ KpPOBM, PasZieJIeHHBIMM ITyTeM 9JIeKTpodopesa
¢ npuvMeHeHueM uiabTpoBasabHOM Oymary. IloyT Beerga KOHCTATMPOBA~
JM HaIMuYME TOJSpOrpadmMYecKM-akKTMBHBIX cyOcTaHumit BO bpakumax
a1-, 02— ¥ P- rI06yIMHOB.

2. CrpaHCTByIOUME € OTAEALHBIMM OEJIKOBBIMY (DpakuMsAMM IOJIAPO-
rpadpu4ecKM-aKTUBHbIe CyOCTAHLMM BO MHOTMX I1aTOJIOTMYECKMX CJydadax
BBICTYITAIOT B yBEJMYEHHBIX KOJINYECTBAX, NMPUYEM U3MEHEHMs VHTEHCUB-
HOCTM peaxkuyy BpAMYKM B OTAEJBHBIX (bpakumaAx OeJKOB CHIBOPOTKM HE
0DHapYIKMBAIOT HUKAKOM B3aMMHO/ 3aBucumocTi. Takum obpas3om, B 9TUX
CJlydasX BCTPEYAIOTCHA, HECOMHEHHO, TPY Pas3yIMHHBIE IOJAporpaduvecKu-
-akTMBHBIe cyDOcTaHumy. Kpome Toro, ¢ anbbyMuHaMy CTPAHCTBYET TakKKe
HE3HAYMTEJbHOE KOJMYECTBO ABYX INOJApOrpaduyecKku-akKTUMBHBIX COeu-
HEeHMi1, ppakumsa xe Y-ryobyIMHOB JaeT Bcerja OTPMLATENIBHYIO PEeaKkuuio
Bpanuxn.

3. U3z ¢pakuun VI Kona BeigeseHa mnosaporpacguyecku-akTUBHAA
cyOcTaHIys, ABJAIINAACA TJIIOKONPOTEUIOM, COJEpIKallyM TIJIIOKO3aMUH
M rajakTo3y. Ota cybcTaHLUMA, 110 BCEil BEPOATHOCTM, MJAEHTHMYHA C II0JIA-
porpadnyecKn-aK TUBHBIM KOMIIOHEHTOM ¢1-TJI00YJIMHOB.

POLAROGRAPHICALLY ACTIVE SUBSTANCES IN BLOOD SERUM

Summary

1. The Brdicka reaction was applied to various human blood
serum fractions separated by paper electrophoresis. @i-, az-and f-glo-
bulin fractions were almest invariably found to contain polarcgraphically
active substances. y

2. The polarographically active substances travelling with the parti-
cular protein fractions increase in quantity in numerous pathological
cases, but changes in the intensity of the Brdic¢ka reaction in particu-
lar plasma protein fractions failed to reveal any correlation. The results
suggest the presence of three different polarographically active substances.
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[13] POLAROGRAFICZNIE CZYNNE SUBSTANCJE W SUROWICY KRWI 421
Albumins also include small quantities of two polarographically active
substances, while the vy-globulin fraction invariably yields a negative
Brdic¢ka reaction.

3. Fraction VI of Cohn yielded a polarographically active substance
which was a glycoprotein and contained glucosamine and galactose. This
substance is most likely identical with the polarographically active
constituent of aj-globulin.

Otrzymano 26.3.1956 r.
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P. SZAFRANSKI

ENZYMY CYKLU PENTOZOWEGO U MYCOBACTERIUM TBC.
H37Rv

Z Zakladu Biochemit PAN w Warszawie
Kierownik prof. dr Jézef Heller
Pracownia Biochemii Ewolucyjnej
Kierownik prof. dr Irena Mochnacka

W poprzedniej pracy {3] wykazaliSmy istnienie przemian cyklu pento-
zowego u Mycobacieriiym phlei. Roznice wystepujace miedzy saprofitami
i patogennymi bakteriami nie pozwalaja jednak na uog6lnienie tych wy-
nikow na szczepy zjadliwe Mycobacterium.

Celem tej pracy bylo zbadanie enzymoéw bioracych udziai w bezpo-
srednim utlenianiu glikozy u gruzliczego szczepu ludzkiego H37Rv.

Czesé¢ doswiadczalna

STOSOWANE PREPARATY

Preparat enzymatyczny z Mycobacterium tbc. H37Rv.
Uzyskano go w nastepujacy sposob: bakterie (ze zbioru Inst. Gruzlicy
w Warszawie) hodowano na ptynnej pozywce DGK uzywanej przez nas [8]
do tych celéw. Hodowle prowadzono przez cztery tygodnie, po czym utwo-
rzony kozuch odsgczono. Okoto 40 g wilgotnej masy bakteryjnej przeno-
szono do emulgatora, dodawano 150 ml oziebionego do -30° acetonu i w tej
temperaturze ekstrahowano przez 10 minut. Nastepnie osad odwirowano
zwracajgc uwage, aby temperatura po zakonezeniu wirowania nie przekra-
czala 3—5°. Odwirowany osad powtérnie ekstrahowano w emulgatorze.
W sumie przeprowadzono trzy ekstrakcje acetonem. Uzyskany proszek
acetonowy suszono w temp. 0°. Stuzyl on nam do otrzymywania prepara-
tow enzymatycznych. Metoda otrzymywania opisana szczegélowo w po-
przedniej naszej pracy [8] polega na wyciaganiu z proszku acetonowego
rezpuszczalnych w wodzie bialek i parokrotnym frakcjonowaniu siarcza-
nem amonu. Wytracone przy nasyceniu 0,7 biatko rozpuszczano w wodzie
i dializowano. Z dwéch graméw acetonowych dezintegratéw otrzymuje sie
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424 P. SZAFRANSKI {2}

okolo 4 ml mozliwie zageszczonego roztworu enzymatycznego. Uzyskany
w ten sposob preparat przechowywany przez 7 miesigcy w temp. -15° wy-
kazywal tylko niewielki spadek aktywnosci enzymatycznej. Réwniez pro-
szek acetonowy, przechowywany w tych warunkach, calkowicie spelnia
zadanie jako material wyjsciowy do otrzymywania preparatéw enzyma-
tveznych.

Ester rybozo-5-fosforowy (R-5-P). Uzywano dwa preparaty.
Jeden o czystosci 87%, drugi 98%0. Czystos¢ obu preparatéw obliczano na
podstawie oznaczenia organicznego fosforu metoda Fiskego Subbarowa
w modyfikacji Kinga [10]. Preparat o czystosci 87% otrzymano z ATP
(8,15) izolowanego z mie$ni krolika [24]. Drugi o czystosci 98" uzyskano
z kwasu inozynowego [14], ktéry wyosobniono z mies$ni konia [19]. Oba
preparaty przechowywane jako s6l barowa wolne byly od fosforu nieorga-
nicznego i chromatograficznie w tescie fosforanowym wykazywatly tylko
jedna plame. Do doswiadczen uzywano roztwor6éw po usunigciu baru i do-
prowadzeniu pH do 7,6 przez dodawanie 0,1 N lugu sodowego. Przy sto-
sowaniu obu preparatéow nie zauwazono roznic.

Ester glikozo-6-fosforowy (G-6-P). S6l barowa tego zwigz-
ku zostala otrzymana [23] przez lek. Terese Szymczyk, st. asysten-
ta Zakladu Chemii Fizjclogicznej Akademii Medycznej w Warszawie.
Czystosé preparatu siegala 96%.

Kwas 6-fosfoglikonowy (K-P-G). Uzyskano go utleniajgc
6-fosfoglikoze bromem [21]. Otrzymano preparat o czystosci 79%. W ba-
, daniu chromatograficznym nie wykazano zanieczyszczenia fosfoglikoza.

Dehydrogenaza alkoholowa. Izolowano jg z drozdzy piw-
nych wedlug metody Rackera [20].

Dehydrogenaza G-6-P. Materialem wyjsciowym do otrzymy-
wania tego enzymu byly drozdze piekarskie. Postepowano wedlug metody
Glasera i Browna [6] az do frakcjonowania alkoholem etylowym wigcznie.
W poczatkowym stadium preparatyki pominieto zastosowanie siarczanu
pretaminy.

Kozymaza (DPN). Izolowano jg z drozdzy piwnych wedlug metody
Chlmevera [18]. Czysto§¢ DPN okre§lano mierzac w spektofotometrze
przy 340 mu absorpcje preparatu zredukowanego dehydrogenazg alkoholo-
wa. Do wyliczenia czystoéci DPN stosowano wspélczynnik absorpeji 6,22 *
10° cm®mol podany przez Horeckera i Kornberga [9]. Czys-
to$¢ preparatu wynosila 33%b.

Preparat kozvmazy zbadano réwniez na obecnos¢ TPN. W tym celu
uzyliSmy dehydrogenazy 6-fosfoglikozy wraz z jej substratem. Wedlug
Kornberga [11] enzym ten odznacza sie wysoka specyficznoscia
w stosunku do TPN, Brak absorpcji przy 340 mn jest dowodem nieobec-
nosci TPN w naszym preparacie kozymazy.
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Dwufosfotiamina (ThPP). W pierwszych doswiadczeniach uzy-
to preparatu otrzymanego od mgr A. Szewczuka'. Do dalszych do-
$wiadczen rozporzadzaliSmy preparatem firmy L. Light & Co Ltd. Nie
zauwazono roznic w dziataniu obu preparatow.

Doswiadczenia przeprowadzano na dwéch réznych preparatach
z Myc. tbe. H37Rv., powtarzajac parokrotnie z kazdym preparatem.

BADANIA ENZYMATYCZNE

W pierwszych prébach zbadano szybkos¢ znikania 5-fosforvbozy ped
wpiywem preparatu enzymalycznego z Mycobacterium tbe.

Do doswiadczen brano mie-
szanine o nastepujacym skla-
dzie: 0,3 ml R-5-P, 0,039 M;
0,2 ml buforu weronalowego
0,1 M, pH 7,6; 0,3 ml prepa-
ratu enzymatycznego z M.37Rv
0,2 ml wody. Mieszanine inku-
bowano w 37°. Co pewien czas
pobierano 0,2 ml, dodawano
1 ml 10% kwasu tréjchloro-
octowego i rozcienczano woda min.
do 15 ml w kolbce miarowej. © % [N @ kb
W 1 ml uzyskanego w ten spo-  Rys 1. Szybkosé znikania (R-5-P) pod
sob roztworu oznaczono ryboze wplywem preparatéow enzymatycznych
metodg orcynolowg [17]. Prob- z M.H3TRv

; . : -5~ 3 puforu
k 3 0,3 ml R-5-P, 0,039 M; 0,2 ml bu
i do oznaczania rybozy pobie SeroBIoess DL I B 10

rano.na pocza_tku reakeji, po g3 o preparatu enzymatycznego z M.
10 min., 25, 50 i 90 minut. H37Rv; 0,2 ml wody

Preparat enzymatyczny z
Mycobacterium zuzywal fosforyboze, przy czym reakcja zatrzymywaita
sig¢ po zuzyciu 44°0 R-5-P. Znikanie fosforybozy ilustruje rys. 1.

Produkty powstale z R-5-P podczas inkubacji z preparatem enzyma-
tycznym z M.H37Rv badano spektrofotometrycznie stosujac metode Di-
schego CyRI (4,8). Pobierano w czasie 0 min., 30 min. i 1140 min. od po-
czatku inkubacji 0,1 ml mieszaniny rozcienczano woda do 1 ml i wykony-
wano reakcje Dischego. Odezytanie absorpeji w zakresie od 330 mu do
560 mu pozwala zidentyfikowaé cukrowe skladniki mieszaniny i ocenié ich
stezenie. Wyniki podaje rys. 2.

L MR-5-F/ml
) <

~

! Skladamy podzigkowanie mgr A. Szewczukowi, st. asystentowi Zakladu
Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej we Wroclawiu za synteze i ofiarowanie

nam dwufosfotiaminy. Y
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Przedstawione krzywe posiadaja dwa maksima absorpcji. Jedno z nich
przy 415 mu odpowiada heksozom, zas maksimum okolo 520 mu charak-
teryzuje heptuloze. Z ksztaltu krzywych mozemy wnioskowa¢, ze nasz
preparat enzymatyczny zawiera transketolaze niezbedng do wytworzenia
sedoheptulozy i transaldolaze umozliwiajaca powstawanie fosfoheksozy.

Stosunkowo niewielki wzrost
absorpcji po inkubacji odpo-
wiadajacy heptulozie w poréw-
naniu z wynikami uzyskanymi

na innym materiale [1,8] nasu-
wal przypuszczenie, ze czyn-
no$¢ transketolazy jest tu upo-
sledzona na skutek niedostat-

ku dwufosfotiaminy. Jednakze
wzbogacenie mieszaniny inku-
bowanej przez dodanie 100 ng
ThPP nie zmienila charakteru
krzywej. W naszym preparacie

i : Y 2 nie mamy zatem do czynienia
W W W ® @w B  wms g prakiem dwufosfotiaminySiNe-
Rys. 2. Krzywe absorpcyjne produktéw gatywny wynik powyzszego do-

c

G5

03

Q1

przemiany R-5-P uzyskanych pod wplywem
dzialania preparatow z M. H37Rv.

0,4 ml R-5-P, 0,031 M; 0,2 ml buforu wero-

nalowego 0,15 M, pH 7,6; 0,06 ml MgCl.

0,01 M; 0.3 ml preparatu enzymatycznego

$wiadczenia kazal zastanowié
sie nad mozliwoscia, czy trans-
ketolaza u Mycobacterium tbc.
w odroznieniu od transketolaz

z M. H37Rv; 0,00 ml wody; —— 0 min.
— + — 30 min., - - - - 1140 min.

pochcdzacych z innych zrédel
moze sie obywaé¢ bez ThPP.
Wykonano wiec nastepujgce do$wiadczenia: z preparatu enzymatycz-
nego usunieto dwufosfotiaming wedlug wskazowek podanych przez
Gunsalusa iinnych [7]. W tym celu do okolo 2 ml preparatu doda-
wano 0,1 N kwasu solnego do pH 5,2, odwirowano wytracony osad, a do
plynu znad osadu dodawano stalego siarczanu amonu do osiagnigcia 0,7 na-
sycenia, Po 15 min. odwircwano wytracone biatko, rozpuszczono w 2 ml
wody i dializowano przez 3 godz. do 10 10,005 M roztworu wersznianu dwu-
sodowegn. Wszystkie czynnoéci przeprowadzano w temp. nieprzekracza-
jacej + 3°. Prcparat przechowywano w -15°.

Przygotowany w ten sposéb preparat nie zuzywat fosforybozy. Dodanié
100 wg dwufosfotiaminy reaktywowalo nasz preparat. Przebieg tego do-
$wiadczenia ilustruje rys. 3. ' '

Na rysunku 3 krzywa zerowa powstala z przykrycia dwéch krzywych:
a) natychmiast po dodaniu ThPP oraz b) krzywej uzyskanej po 24 godz.
z preparatu pozbawionego ThPP. Krzywe oznaczone liniami przerywanymi
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obrazujg absorpcje heptulozy powstatej z R-5-P po dodaniu dializowanego
preparatu enzymatycznego wzbogaconego dwufosfotiaming. Otrzymane
wyniki dowodza, ze transketolaza z M. H37Rv. nie rézni sie pod wzgledem

a2}t
ars
on

009
Qo5

007
min.
1nkud.

Rys. 3 Rys. 4

Rys. 3. Wplyw dwufosfotiaminy na przemiane R-5-P w preparacie enzymatycznym
z M. H3TRv, z ktérego usunieto dwufosfotiaming przez zakwaszenie i dialize. 0,4 ml
R-5-P, 0,031 M; 0,2 ml buforu weronalowego 0,15M, pH 7,6 0,05 ml MgCl: 0,01 M;
0,05 ml ThPP 0,002 M (lub 0,05 ml wody); 0,3 ml preparatu enzymatycznago

z M. H37TRv; —— krzywa zerowa, — + — 30 min, - - = 24 godz.
Ryg. 4 Rgdukcja DPN obrazujgca utlenianie G-6-P i K-P-G przez preparat
z M. H37Rv
1,95 ml buforu weronalowego 0,15 M, pH 7,6; 0,3 ml G-6-P ),003 M (lub 0,3 ml
K-P-G 0,27 M); 0,45 ml DPN 0,0037 M; 0,3 ml preparatu enzymatycznego; — G-6-P,
—+— K-P-G

N LTI T

zapotrzebowania na ThPP od transketolaz otrzymanych z materialdw
zwierzecych i ro§linnych. : .

Dalsze proby mialy na celu zbadanie, czy uzyskane z M. H37Rv prepa-
raty enzymatyczne zawieraja dehydrogenaze G-6-P oraz dehydrogenaze
K-P-G. W tym celu inkubowano preparat z wilasciwymi substratami
i DPN w temp. 22° §ledzgc narastanie DPNH w spektrofotometrze przy
340 mu. Réwnoczes$nie wykonano dwie proby kontrolne, z ktérych jedna
byta bez substratu, druga bez enzymu. W obu tych kontrolach nie stwier-
dzono zmian w absorpeji przy 340 mu. Zalgczony rys. 4 obrazuje szybkosé
redukcji DPN we wlasciwych doswiadczeniach. Jak wida¢, redukcja DPN
wobec kwasu fosfoglikonowego jest znacznie intensywniejsza od redukeji
wobec fosfoglikozy.
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W mieszaninie zawierajacej DPN, preparat enzymatyczny i G-6-P jako
substrat, stwierdzono zwiekszenie ilosci rybozy w stosunku do proby kon-
trolnej odbialczonej przed inkubacja. Poniewaz nasuwalo sie pcdejrzenie,
ze powstajacy kwas fosfoglikonowy daje reakcje na ryboze, wykonano kon-
trolng prébe orcynolowa. Kwas fosfoglikonowy w tym stezeniu nie daje
reakeji pentozowej. Zatem wzrost stezenia rybozy dowodzi, ze przemiana
fosfoglikozy biegnie zgodnie z cyklem pentozowym, a nie przez kwas 2-ke-
to-3-dezoksy-6-fosfoglikonowy jak w schemacie podanym przez Doud o-
roffa i innych [5,12,13,16]. Istnienie obu tych drég réwnocze$nie
jest jednak niewykluczone.

Dyskusja

Uzyskane wyniki wykazaly jakoSciowa zgodno§é przemiany R-5-P
u Mye. tbe. z badana uprzednio przemiana szczepu saprofitycznego [8].
Powstawanie fosfosedoheptulozy $wiadczy o obecno$ci w uzyskanym pre-
paracie izomerazy R-5-P oraz transketolazy.

Jedli przyja¢, ze subsiratem dla transketolazy nie jest fosforybuloza,
lecz ester ksylulozo-5-fosforowy, jak to podaje Srere i inni [22], to
nalezaloby zalozy¢, ze w badanych preparatach obecna jest jeszcze iedna
izomeraza przeksztalcajgca 5-fosforybuloze w 5-fosfoksyluloze. Wzrost
absorpcji przy 415 mu wskazuje na obecno$é heksozy, co jest dowodem
czynnosci transaldolazy przerzucajacej trojweglowy fragment z sedoheptu-
lozy na fosfotrioze z wytworzeniem fosfoheksozy.

Na uwage zastluguje fakt, ze chociaz na tym odcinku przemian nie
stwierdzono jakosciowych réznic miedzy szczepem niechorobotwérezym
i patogennym, to jednak z M. H37Rv otrzymano przeszlo dwa razy wieksza
objeto$¢ badanej frakeji biatkowej niz ze szczepu saprofitycznego.

Redukcja kozymazy w preparacie enzymatycznym z Mycobacterium
tbe. H37Rv wobec C-6-P i K-P-G $wiadczy o obecnosci odpowiednich de-
hydrogenaz. Dehydrogenaza G-6-P wyodrebniona z drozdzy i materiatu
zwierzecego jest specyficzna dla TPN. W do$wiadczeniach naszych stoso-
waliSmy DPN i tym mozna by tlumaczy¢ malg aktywno$é ukladu dehy-
drogenazowego. Nalezy jednak pamietaé, ze niektére drobnoustroje maja
dehydrogenaze G-6-P zdclng do redukeji DPN (3,25). Inne znowu organiz-
my majac dehydrogenaze specyficznie zwiazang z TPN moga takze redu-
kowa¢ DPN za posrednictwem transhydrogenazy [2]. Reakcja ta moze
przebiega¢ juz w obecnos$ci katalitycznych ilosci TPN. W naszych doswiad-
czeriach ewentualno$¢ ta jest raczej wykluczona, poniewaz w preparacie
DPN nie stwierdziliSmy domieszki TPN. Tak wiec mala aktywnos$é dehy-
drogenazy G-6-P mozna tlumaczyé¢ zaréwno zakladajac, ze uzyty koenzym
nie jest specyficzny dla obecnej w preparacie z Myc. tbc. dehydrogenazy,

http://rcin.org.pl



7 ENZYMY CYKLU PENTOZOWEGO U MYCOBACTERIUM TBC. H3TRv 429

jak tez przyjmujac nieduze stezenie enzymu w tym preparacie. W kazdym
razie wykonane badania wskazuja, ze gruzliczy szczep ludzki posiada ukla-
dy zdolne do przenoszenia wodorow z G-6-P i K-P-G na kozymaze.

Streszczenie

Preparat enzymatyczny z Mycobacterium tbe. H37Rv metabolizuje
5-fosforyboze. Produkty powstale z R-5-P badano spektrcfotomsetrycznie
stosujac cysteinowa metode Dischego. Uzyskane krzywe absorpeyjne wska-
zuja, ze preparat enzymatyczny z M. tbc. H37Rv zawiera izomeraze 5-fos-
forybozy, transketolaze i transaldolaze. Mozna przypuszczaé, ze w prepa-
racie naszym wystcpuje réwniez izomeraza 5-fosforybulozy przeksztalca-
jaca ja w 5-fosfoksyluloze.

W badaniach z dwufosfotiaming stwierdzono, ze transketolaza z Mycc-
bacterium tbc. wymaga do swego dziatania dwufosfotiaminy podcbnie jak
inne transketolazy z materiatu roslinnego czy zwierzecego. W otrzymanym
preparacic enzymatycznym stwierdzono réwniez obecno$é dehydrogenaz
6-fosfoglikozy i kwasu 6-fosfoglikonowego mierzac redukcje DPN w obec-
nosci odpowiednich substratow. W mieszaninie zawierajacej DPN preparat
enzymatyczny i G-6-P stwierdzono zwiekszenie ilosci rybozy w stosunku
do préby kontrolnej.

Wyniki uzyskane z do§wiadczen dowodzg, ze u Mycobacterium tbe.
H37Rv podobnie jak i u saprofitycznego szczepu Mye. phlei wystepuja en-
zymy cyklu pentozowego glikozy.
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DH3UMBI TEHTO3HOTIO IIMKJIA ¥ MYCOBACTERIUM TBC H 37Rv.

Peszwwme

Du3uMaTHyeckuit npernapar u3 Mycobacterium tbe. H-37TRv metaboau-
supyer 5-¢occopubosy. Obpasosapumeca u3 P-5-@ npoayKThl uccieno-
BaJIM CHEKTPO(POTOMETPUYECKM, TPUMEHAA NMCTeMHOBBIA MeTox Jluure.
IonyuenHsle abcOPOLMOHHBIE KPMBBIE YKa3bIBAIOT, 4TO SH3MMATUYECKMIA
npenapar u3 M.tbc.H3TRv copepxut usomepasy 5-cpoccopubosel, TpaHe-
KeToJla3y ¥ TpaHcasbjoJsa3y. MOXKHO NpearnoJsaraTh, 4TO B 9TOM Ipena-
paTe BBICTYNaeT Takke wu3omepasa 5-¢ocdopubyiossl, npespalammas
ee B 5-chocdorenirynosy.

B uccaenoBaunax ¢ amdocdoTMaMMHOM KOHCTATUPOBAJIM, YTO TPAHCKe-
Tosiaza u3 Mycobacterium tbc., Kak M ApyrMe TpPaHCKETOJasbl U3 PacTH-
TEJILHOTO M JKMBOTHOrO MaTepuajia, Kak ycJoBue peiicTBua Tpebyer am-
doccornammua. B nosy4eHHOM 9H3MMATMYECKOM IIperapaTe KOHCTaTUpPO-
BaJM TakxKe IpucyTcTBue aermapas 6-cocdormorossr u 6-docdoriro-
KOHOBOWM KMCJIOTHI, M3MepAsa BoccTaHoBeHue DPN B npucyTCTBMM COOTBET-
crByommx cyberpatoB. B cmecyu, coxpepikaiueir DPN, sH3MMaTHYeCKMA
nperniapatr u G-6-P  KOHCTaTMpoBaiM yBeJMYEHME KOJaMYecTBa PubO3BI
B CPaBHEHMM € KOHTPOJIBHOM npoboit. IlosyyeHHbIe ITyTeM OIBbITOB pPe3yJib-
TaThl AOKa3bIBAOT, 4T0 ¥y Mycobacterium tbe. H37TRv. mogobubemM 0bpasom,
Kak u y canpdgurHoro mramma Myc. phlei, BBICTYMAIOT 9H3UMMBI IT€HTO3-
HOr0 IMKJIA TJIIOKO3BI.

PENTOSE CYCLE ENZYMES IN MYCOBACTERIUM TBC. H37Rv

Summary

Enzymatic preparations of Muycobacterium tbc. H37Rv metabolize
5-phosphoribose. The R-5-P decomposition products were analysed by
the Dische cysteine reaction. The absorption curves obtained indicated
that the enzymatic preparation from. M. tbc. H37Rv contains 5-phosphori~
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bose isomerase, transketolase and transaldolase. It may be assumed that
our preparation contains also isomerase of 5-phosphoribulose, transfor-
ming it into 5-phosphoxylulose.

Investigations on diphosphothiamine demonstrated that transketolase
from Mycobacterium tbe. requires for its activity diphosphotiamine simi-
larly to other transketolases of plant- or animal-origin. By measuring DPN
reduction in the presence of suitable substrates, the enzymatic preparation
was found to contain also 6-phosphoglucose and 6-phosphogluconic acid
dehydrogenases. A mixture of DPN, enzymatic preparation and G-6-P was
found to contain a larger amount of ribose as compared to a control.

The results obtained demonstrate that, like the saprophytic strain of
Mycobacterium phlei, Mycobacterium tbe. H37TRv possesses pentose cycle
enzymes, too.

Otrzymano 29.3.1956 r.
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