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W 1891 r. Zun tz [20Q] postawil hipoteze, w ktérej przypuszcza, ze mi-
kroorganizmy zwacza sa zdolne syntetyzowaé swoje bialka z prostych
polaczen azotowych, a bialtko tych mikroorganizméw, trawione w dal-
szych czeSciach przewodu pokarmowego przezuwacza, zostaje przez nie-
go wykorzystane. Od tego czasu ukazalo sie wiele prac, ktére poswieco-
no zagadnieniu czeSciowego zastapienia pasz bialkowych prostymi polg-
czeniami azotowymi, jak np. mocznikiem. Mocznik jako zwiazek latwo
otrzymywany syntetycznie mogltby mieé w praktyce zywienia duze zna-
czenie ekonomiczne.

Wykorzystanie mocznika przez bakterie zwacza moze przebiegaé po
uprzednim jego rozlozeniu do amoniaku przez ureaze bakteryjna. W ten
sposéb bezposrednim zZrédlem przyswajalnego azotu dla flory bakteryj-
nej zwacza jest amoniak. Praca McDonalda [8], Chalmersa i in.
[4, 5], Annison iin. [2], EI-Shazlego [10] i Graya i in. [11]
wskazujg na to, ze amoniak réwniez wytwarza sie w zwaczu w warun-
kach naturalnego zywienia, niekiedy w doéé znacznych iloéciach. Sy m
wykazal [19], ze mikroflora zwacza jest w stanie przy pomocy enzymoéw
proteolitycznych rozlozyé w zwaczu bialka paszy. Dalej Mc Donald
[8] przedstawil, ze u owcy juz w 4 godziny po karmieniu 20°% azotu
kazeinowego zostaje zamienione na amoniak. Wedlug niego azot biatko-
Wy, zamieniony w zwaczu na azot amonowy, zostaje znowu wbudowany
w biatko mikroorganizméw i jako takie jest w dalszych cze$ciach prze-
wodu pokarmowego trawione. W $wietle dalszych prac Chalmersa
tin. [4, 5] okazuje sie, ze nie caly amoniak powstaly z kazeiny jest wyko-
rzystywany przez mikroorganizmy zwacza. Autorzy ci wykazali, ze jak
to juz poprzednio stusznie zauwazyt! Mc Donald [7], amoniak obecny
W zwaczu czeSciowo przechodzi przez blone §luzowa zwacza do krwio-
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biegu. Stwierdzili oni, ze zachodzi to nie tylko w przypadku podawania
mocznika (Mc¢c Donald), lecz rowniez przy karmieniu paszg zlozong
z kazeiny czy maczki rybiej. Ten azot amonowy staje sie dla organizmu
zwierzecego bezwartosciowy. Dlatego tez bilans azotowy brzemiennych
owiec o niskim stanie odzywiania wykazal, ze kazeina nie zaspokaja
zapotrzebowania tych zwierzat na biatko [5]. Na podstawie wynikéw tej
pracy autorzy wywnioskowali, ze tworzenie sie¢ w zwaczu amoniaku
z bialek moze byé¢ waznym czynnikiem decydujacym o warto$ci pokar-
mowej biatek dla zwierzat przezuwajacych.

Mc Donald [7] wykazal, ze nie caly azot amonowy powstaly na
skutek proteolizy przechodzi przez blone Sluzowag zwacza. Jak wynika
z jego dalszej pracy [9], zalezy to — jak sie wydaje — w duzym stopniu
od latwosci, z jakag biatko ulega proteolizie. Autor ten wykazal, ze przy
podawaniu czeSciowo oczyszczonej diety, w ktérej azot zeiny stanowil
94% calego azotu, zostala ona w 40-procentach zamieniona na bialko
mikroorganizméw. Pozostala cze$¢ zeiny w zwaczu nie ulegla zmianie.
Nie obserwowalo sie strat na skutek wchlaniania amoniaku z zwacza.
Zeina stosunkowo trudno poddaje sie proteolitycznemu dzialaniu enzy-
moéw bakteryjnych w zwaczu. Zatem jest rzecza prawdopodobna, ze przy
niskich stezeniach amoniaku w zwaczu, na skutek wolnego przebiegu pro-
teolizy i stosunkowo duzej szybkosci wykorzystywania powstajacego
amoniaku do budowy biatka bakteryjnego, nie obserwuje sie wchlania-
nia amoniaku z zwacza do krwi. Swiadczyloby to o pewnej zalezno$ci
pomiedzy szybkoscig proteolizy a stopniem wykorzystania przez mikro-
organizmy zwacza, powstalego amoniaku.

Przy obecnym stanie badan nalezy przypuszczaé¢, ze nie znamy jesz-
cze do$¢ dokladnie stosunkéw panujacych w zwaczu. Produkcja amonia
ku z mocznika w réznych zestawach paszowych oraz w warunkach na-
turalnego zywienia, z uwzglednieniem réznych biatek, nie jest jeszcze
catkowicie poznana. Niniejsze badania maja za zadanie poglebi¢ wiado-
mos$ci o powstawaniu amoniaku w zwaczu w przypadku zywienia owiec
dietami naturalnymi oraz z dodatkiem mocznika. Pozwoli to nam opra-
cowaé podstawy do dalszych badan, w ktérych szybko§é powstawania
i znikania amoniaku z zwacza oraz przechodzenie jego do krwi beda
mogly byé¢ wskaznikiem okre§lajacym stopien zamiany azotu mocznika
na biatko bakteryjne, jak réwniez przy jej pomocy bedzie mozna badaé
czynniki wplywajace na rozklad mocznika wzglednie bialek paszowych.

Metody

Badania prowadzono na 4 owcach wagi 40—50 kg z przetoka zwa-
czowa (2 rasy merino-prekoz i 2 rasy cakiel) oraz na 3 owcach z prze-
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toka dwunastnicza i zwaczowa. W doswiadczeniach zastosowano 8 diet.
Okres przeddo$wiadczalny dla kazdej diety wynosit 10 dni, po czym na-
stepowal 3-dniowy okres do$wiadczalny. Pozywienie podawano w godzi-
nach rannych od 6—10, przy czym niekiedy o godzinie 9.30, czyli na
pot godziny przed pobieraniem prébek do oznaczenia podawano biatko-
wy skladnik diety (IV dieta). Kazeine podawano wprost do zwacza, przez
przetoke. Pasze dawkowang opracowano na podstawie tablic Malar-
skiego [15].

Sktad stosowanych diet:

I — dieta (sztuczna) na 1 owce na dzien wg Loosli [14]
335 g cukru (sacharoza)
532 g skrobi ziemniaczanej
260 g celulozy (w postaci popularnej ,,ligniny”)
52 g tluszezu roslinnego (olej rzepakowy)
68 g soli mineralnych
32 g mocznika

o

l
Sktadniki diety w g poéinatur. H IV _V
| iy kontrolna | kazeinowa zeinowa
siana \ 500 ! 750 | 500 500
burakéw pastewnych 1000 | 1000 ! 1000 1000
otrab pszennych — [ 100 ! — —
| stomy jeczmiennej | 400 | 200 400 200
owsa — 200 — =
skrobi ziemniaczanej | 118 | 115 £
melasy ; 230 — 230 -
mielonej kukurydzy | - — — 500
kazeiny ‘ — 30 —
mocznika 12 | — =— ‘ =

VI — dieta ok. 6 kg Swiezej trawy (raygrass)
VII — dieta ok. 6 kg zielonej koniczyny
VIII — dieta ok. 2 kg kiszonki.

Po zakonczeniu podawania karmy pobierano prébki tresci zwacza co
godzine, przez pewien okres czasu, w celu oznaczenia zawarto$ci amo-
niaku i mocznika. Prébki sgczono przez gaze i w przesaczu oznaczano
amoniak i mocznik metoda Conwaya [6]. Prébki pobrane z kilku
miejsc w zwaczu o tej samej godzinie dawaly u tej samej owcy prawie
identyczne zawarto$ci mocznika i amoniaku. Wobec tego, ze podczas
karmienia dietami bez dodatku mocznika nie wykazano jego obecnoéci
W Zwaczu, nie oznaczano w takich przypadkach mocznika w treéci zwa-
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cza. W czasie doswiadczenia oznaczano mocznik i amoniak w krwi po-
branej z zyly jarzmowe]j (v. jugularis). Podczas stosowania diety bez do-
datku mocznika oznaczenia te przeprowadzano tylko raz w 2 godziny po
zakonczeniu karmienia. W przypadku diet z dodatkiem mocznika oznacze-
nie zawarto$ci amoniaku i mocznika w krwi przeprowadzono co dwie
godziny. Amoniak w krwi oznaczano nieco zmodyfikowang metoda
Conwaya [6]. Wobec bardzo matych stezen amoniaku we krwi, w mysl
metody Conwaya nalezy stosowaé oznaczenie kolorymetryczne za po-
mocy odczynnika Nesslera. W celu stabilizacji zabarwienia otrzymanego
z odezynnikiem Nesslera zastosowano okolo 2% roztwér gumy arabskiej,
ktéry prawdopodobnie dzialajac jako koloid ochronny, przeciwdzialta
zmetnieniu badanej probki. Zabarwienie odczytywano w kolorymetrze
Pulfricha z przystawka mikro.

Metoda postepowania: w celu wywolania zabarwienia do $rodkowej
komory naczynka dyfuzyjnego Conwaya nalewano 1 ml przygotowa-
nej ex tempore mieszaniny 1 ml odczynnika Nesslera, 0,2 ml 2% roz-
tworu gumy arabskiej, 9 ml wody destylowanej wolnej od amoniaku,
po czym zaraz kolorymetrowano na grubo$ci warstwy 5 cm, przy fil-
trze S. 42.

Ograniczony czas karmienia nie zawsze pozwalal owcom na catkowi-
te zjedzenie podanej diety. Wobec tego pozostawaly pewne iloSci niedo-
jadkéw, ktére przewaznie skladaly sie z pasz objetoSciowych.

W przypadku diety II przeprowadzono réwniez do$wiadczenie, kto-
re mialo za zadanie prze$ledzi¢ proces wchlaniania amoniaku ze Zwa-
cza do krwi. Po podaniu pokarmu z mocznikiem pobrano krew z zyly
jarzmowej (v. jugularis), z zyly zwaczowej (v. ruminalis), z zyly wrot-
nej (v. portae) i tetnicy zwaczowej (a. ruminalis), po czym 0znaczono
w pobranych prébkach amoniak i mocznik. Podobne postepowanie prze-
prowadzono przy karmieniu dietg VI. Pobieranie krwi w tych przypad-
kach przeprowadzono w narkozie ewipanowej.

W celu przyblizonego zbadania przemian podawanego mocznika prze-
prowadzono jeszcze do$§wiadczenie na owcach z przetoka zwacza i dwu-
nastnicy. Tym zwierzetom podawano diete II i co 15 minut oznaczano
zawarto§é amoniaku i mocznika w treSci pokarmowej zwacza i dwunast-
nicy.

Omoéwienie wynikéw

Wiyniki uzyskane w niniejszej pracy przedstawiono w tablicach i gra-
ficznie. W wykresach i w tablicach poszczegélne wartoSci sg Srednig wy-
nikéw z 3 dni do$wiadczenia dla danej owcy, o tym samym czasie. Na
takie uproszczenie mozna bylo sobie pozwoli¢, poniewaz wyniki w po-
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szczegblnych dniach zbytnio nie odbiegaly od siebie. Na przyktad tabli-
ca 1 przedstawia wyniki zawartosci amoniaku w zZwaczu przez 3 dni do-
$wiadczenia podczas karmienia dieta II w przypadku owcy Nr 1. Mozna
przyja¢, ze Srednia tych 3 grup wynikéw bedzie z do$¢ duza dokladno-
$cig przedstawiala przecietny przebieg tworzenia sie amoniaku dla da-
nej owcey i diety.

Tablica 1
mg % N amonowego w zwaczu — dieta II — owca nr 1
T AR | T ]
o godzinie 10 ‘ 1|12/ 13 ! 14| 15, 16| 17| 18 19| 20 | 21| 22
dzien q ! ! [ ]
do$wiadczenia |
1 42,0399 32,2 273|224|19,5|18,8|16,8|14,3|13,3|12,4|13,3|16,6
2 38,2 (36,9 (37,7|32,8(25,7|233|21,0/19,7(21,1|18,7|15,4|16,2|17,5
3 41,6 37,7 36,2 /28,8 25,0|21,2|21,1|18,2|16,8|16,3|16,2 | 14,3 | 15,7
Srednia 40,6 : 38,2 35,6 (29,9|24,5|21,3 l 20,3 /18,2 17,4 ' 16,1 14,7 | 14,7 16,6

AMONIAK W ZWACZU

Tablice 1—8 przedstawiaja tworzenie si¢ amoniaku w zZwaczu owiec
po podaniu pokarmu, w zaleznosSci od czasu. Na tablicy 2 mozna obser-
wowaé tworzenie sie amoniaku, podczas podawania diety sztucznej
z mocznikiem, jako jedynym zrédiem azotu. Obserwuje sie tutaj réznice
indywidualne, np. u owecy nr 4, gdzie jest stosunkowo miska zawarto§é
amoniaku w zwaczu. Prawdopodobnie jest to spowodowane zjadaniem
mniejszej iloSci paszy, na skutek niekorzystnego smaku diety zlozonej
z mocznika, celulozy (w postaci ,ligniny”), oleju i cukru. U owcy tej ob-
serwowano do$¢ znaczne ilo$ci niedojadkéw. Jest rzecza zrozumialg, ze
mniejsza ilo§¢ zjedzonego mocznika pocigga za soba mniejsze stezenie
amoniaku w zZwaczu.

Tablica 2
mg % N amonowego w zwaczu — dieta I — érednie wynikéw z 3 dni
o godzinie i10i11]12l13|14)15 16‘17l18 19|20
owea nr 1 | 56| 775|870 | 480 | 449|175 | 177 | 123 | 70| 56| 28
2 | 52|47,9|450|349 308|261 |156|157| 21| 09| 25
3 ' 3,2 /336557483 387 [331|234158| 92| 55| 28
4 ! 28 108|131 189 368 283 | 43| 33| 25| 28 3,4|

Tablica 3 przedstawia tworzenie sie¢ amoniaku w zZwaczu podczas kar-
mienia dieta II. O godzinie 10 wystepuje maksymalne stezenie amonia-
ku, po czym ulega ono, w miare uplywu czasu, obnizeniu. Wg tablicy
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Tablica 3
mg % N amonowego w zwaczu — dieta II — $rednie wynikéw z 3 dni

ogodzinie |10 11| 12| 13| 14| 15] 16| 17| 18| 19| 20| 21 22
owca nr 1 )41,6 37,7(36.2 /208250 (21,2 (21,2182 168|165 16,5|14,5 | 15,0
2 41,1293 |23621,2|11,810,1] 80| 88| 77| 67| 70| 79| 93
3 |31,3]281|214 (200|163 132148118121 /129|114 113 130
4 387/257(162108 97| 83| 67| 80| 87 94 1o,4| 58| 75/
Tablica 4

mg % N amonowego — dieta II — S$rednie wynikow z 3 dni
| N B3 i - | ] |
o godzinie | 10' 1| 12| 13| 14| 15| 16 | 17' 18) 19( 20| 2| 2|
1 Y | ‘ T
oweanr1  |17,0|162 184184150 127 9.8 | 8.1 '

5,9 | 53 |58 53 61
21[15|29(26|35]

2 88| 86 94| 81 77 48

36 | 22

4 podczas karmienia dietg kontrolng widaé, ze produkcja amoniaku nie
jest wysoka. Na podstawie prac Mc Donalda [8], Chalmersa [4,5]
i innych [10] nalezy przypuszczaé, ze obserwowany w do$wiadczeniu
amoniak powstaje z biatka pasz. Maksymalne stezenie amoniaku w zwa-
czu obserwuje sie okolo godziny 13. W tym czasie widocznie mikroorga-
nizmy w zwaczu wykazuja najwieksza dzialalno$¢ proteolityczng. Od
godziny 14 obserwuje sie zdecydowany spadek stezenia amoniaku w zwa-
czu. Ogoétem stosunkowo niskie stezenie amoniaku w zwaczu nalezy przy-
pisa¢ malej proteolizie bialek, pochodzacych w przypadku omawianej
diety, gléwnie z siana. Siano posiadajac wysuszone $ciany komoérkowe
i biatko protoplazmy pozbawione wody, nie poddaje sie prawodlopodob-
nie tak latwo proteolitycznemu dzialaniu’ bakterii zwacza, jak bialko
protoplazmy $wiezej tkanki roslinnej.

Tablica 5
mg % N amonowego — dieta IV — $rednie wynikéw z 3 dni

3 e — S —
| o godzinie | 10| 11| 12| 13| 14| 15] 16| 17| 18] 19] 20 | 21|22'
Rl

| BN RRIIE P S s e ] ¥

| oweanr1 15,1 123| 91| 72| 73| 71|34 |49 | 46 ‘ 36 | 3.1 ' 3,8 | 4,4
2 |168(147(152|110| 76| 73|52 |55 |55 |44 |37 32 28
3 |147(205|234|225/17,2(134( 92 | 7,9 | 7.6 | 63 |64 |72 |70
4 |157]155(133|116| 77| s.s’ 35 (42|34 |34|34/42)52 l

Tablica 5 wykazuje, ze dieta kazeinowa réwniez nie wywoluje zw.ek-
szonej produkcji amoniaku w zwaczu. Jest to sprzeczne z obserwacja
Mc Donalda [8] i Chalmersa [5]. Nalezy jednak podkresli¢. ze

http://rcin.org.pl



[7] POWSTAWANIE AMONIAKU W 2ZWACZU OWIEC 153

uzywana w doswiadczeniu kazeina kwasna byla bardzo twarda, o pew-
nej zawartosci zjelczatego ttuszczu. W rezultacie tego, bardzo trudno pecz-
niala w wodzie. W tych warunkach bakteryjny rozklad kazeiny przebie-
gal opornie i w zwaczu powstawal amoniak w niewielkich ilo$ciach.

Tablica 6

mg % N amonowego — dieta V — $rednie wynikéw z 3 dni

| o godzinie ‘10[11'12‘13|14‘15|16E17|18.19'20 21122]
SRR, R 1 P e T TR " f

| owcanr1 (129109 62|37 |27 2822|1717 | 24 |23 |12/ 16|
> 151(157| 98 49 |23 |14 09|09 06|11 1100513 |

3 |1,211,8] 7923 50|15 ‘ 10 12|11 | 146141723

4 [134123[10,1 37 (31 (1609 (10|11 1414|2035

Tablica 6 reprezentuje stezenie amoniaku w przypadku zywienia ku-
kurydza, w ktérej bialkiem jest zeina. Wobec trudnej rozpuszczalno$ci
w wodzie, zeina ciezko poddaje sie proteolizie. W przypadku tej diety
obserwuje sie najnizsza produkcje amoniaku, co jest zgodne z badaniami
McDonalda [8]. Juz okolo godziny 13 stezenie amoniaku w zwaczu
jest znikome.

Tablica 17

mg e N azotu amonowego — dieta VI — $rednie wynikéw z 3 dni

| ogodzinie | 10| 11| 12|13 14] 15| 16 17 18| 19 20| 21 22
oweanr 1  |21,8(235158|1,2| 77| 64 65| 56| 72| 82 9,2|106(120

2 181183 /104|110 89 121|145|13,5|148 181|181 201|220,

3 |287|285|21,1(17,6 156(150(137 12,1 [12,2|12,1 125|140 147

4 |254|188(128| 99| 61| 69| 81| 89| 89| 93| 95(106|113 |

|

Tablica 7 przedstawia powstawanie amoniaku podczas karmienia die-
ta VI tj. zielong trawa. Obserwuje sie w tym przypadku wyzsza produk-
cje amoniaku niz w poprzednich dietach naturalnych. Mozna to przypi-
sa¢ wiekszej i szybszej proteolizie bialek paszy. Najwyzsza produkcje
amoniaku w zwaczu obserwuje sie podczas karmienia zielong koniczyna
(tablica 8).

Obserwowana na tablicy 7 anormalno$¢ w powstawaniu amoniaku
u owey nr 2 jest prawdopodobnie wywolana chorobg owcy, ktéra zacho-
rowala w czasie doswiadczenia. Nalezy zatem przypuszczaé, ze stan cho-
robowy zwierzecia wywoluje réwnmoczesna zmiane w procesach zacho-
dzacych w zwaczu.
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Tablica 8

mg % N amonowego — dieta VII (koniczyna) — Srednie wynikéw z 3 dni

o godzinie ‘10\11:12|13114‘15§16117|1s‘19!af9jxo!
de o am B Se i R <]

rano nast. dnia}

33,6 28,4 I 23,8

owca nr 1 46,2 | 159, 98 65| 6,1 61| 7,0/ 135 12,6|11,7‘
2 46,5 38,3 379 /37.9/228/140 84| 61|56 | 56/158|159|14,9
3 61,6 57,8 59,7|46,7 33,1’35,5 245|220 — |16,3 14,9‘11,7 13,1 |
, 4

47,6i38,7 36,4|28,9 228|163 102| 84 79 | 84 131|131 126

Uwaga: na nastepny dzien zwierzeta pokarmu nie otrzymaly.

Dla lepszego przedstawienia powstawania amoniaku przy karmieniu
paszg zielong, podajemy na rys. 1 krzywe, ktore ilustruja powstawanie
amoniaku w zwaczu, podczas catodniowego karmienia zielong trawg

Rys. 1. NH; w zwaczu
dieta VI (zielona trawa) karmienie

catodzienne
owcanr 1 O—0O—
7T A I B L owca nr 4 X—X— )

(raygrass). Widaé wyraznie, ze po kazdym pobraniu pokarmu zwigksza
sie stezenie amoniaku w zwaczu.

Przy karmieniu dietg VII (tabl. 8) spotyka sie stezenie amoniaku tego
samego rzedu, jakie obserwuje sie podczas podawania diet z mocznikiem
-(tabl. 3). Jest to prawdopodobnie wynikiem tego, ze koniczyna jest bardzo
bogata w latwo strawne biatko i dlatego rozklad biatek przebiega w szyb-
szym stopniu. Z drugiej strony warto podkre$li¢ fakt, ze tak wysokie
stezenia amoniaku w zwaczu wystepuja w warunkach naturalnych. Na-
lezy stad wnioskowa¢, ze dodatek mocznika do paszy, wywolujacy po-
dobne stezenia amoniaku jak pasza naturalna, nie moze by¢ fizjologicz-
nie szkodliwy. Jest to zgodne z badaniami nad toksyczno$cia mocznika,
ktére wykazaly, ze dodatek 2—3% mocznika do paszy nie wywoluje za-
burzen w organizmie zwierzecia [17].

Tablica 9 obrazuje stezenie amoniaku w zZwaczu podczas karmienia
dietg VIII, tj. kiszonka. Tutaj produkcja amoniaku jest takze wyzsza niz
w przypadku diet, w sklad ktérych wchodzi siano czy kukurydza. Jed-
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Tablica 9
mg % azotu amonowego — dieta VIII (kiszonka) — $rednie wynikow z 3 dni

o godzinie |1o| 11} 12|13} 14' 15’ 16’ 17 | 18|19{2o121|22

owca nr 1 131,6 27,3 24,6‘22,0 16,4 16,8 |15,2|13,1 (125 12,8 11,9'11,8 10,9
2 33,3/30,0/ 24,0 19,9/19,3|16,2|12,0/11,7|10,7| 9,7| 96| 9,1|123
3 ’35.7 31,8|23,7 16,4(17,6 |15,5|126(11,2| 9,9/10,2| 94| 83| 9,3
+

‘ |34,0 30,0i26,0£23.8 21,9(15,9|12,7(120| 7,8| 87| 95| 89| 9,4
nakze nie spotyka sie wartosci obserwowanych podczas podawania $wie-

zej koniczyny. Jest to prawdopodobnie spowodowane stosunkowo malg
iloscia podawane] kiszonki. Jednakze tutaj dos¢ duza ilo§é powstalego
amoniaku w zZwaczu . wskazuje na nasilenie proceséw proteolitycznych

mg %
L]
2 o4
r
< R
7]
£
gk
so} 4 \
] \\\
Rys. 2. NH; w zwaczu przy réznych J ,' \
dietach o |
owca nr 1
dieta I Qs = 0= 30
o T i
PR 1 8 G o - 20|
» Vi 00
. N B0 o
e WV Q——@
TR S [
s VIHA—A—

Rys. 2 ilustruje przebieg krzywych tworzenia sie amoniaku dla
wszystkich stosowanych diet w przypadku owcy nr 1. Obserwuje sie
wyraznie, ze pasze posiadajace biatko trudniej rozpuszczalne w wodzie
czy to na skutek wlasno$ci chemicznych (zeina) czy ma skutek zmian
fizycznych, produkuja amoniak w mniejszym stopniu. Zawarto$é amo-
niaku w zwaczu przy diecie I dla owecy nr 1 nie reprezentuje przeciet-
nych warto$ci dla wszystkich owiec doswiadczalnych.

< AMONIAK W DWUNASTNICY

Rys. 3 przedstawia stezenie amoniaku réwnoczesnie w zwaczu i dwu-
nastnicy podczas karmienia dieta II. Stezenie amoniaku w zwaczu jest
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156 R. RYS, L. GORSKI I H. STYCZYNSKI [10]

znacznie wyzsze niz w dwunastnicy. Po zakonczeniu karmienia stezenie
amoniaku w dwunastnicy ustala sie na pewnej wysokosci. Wykres ten
wskazuje, ze wbhrew sugestiom Gorbaczjowej [12] mocznik wzgled-
nie powstaly z niego amoniak przechodza jedynie w maltym stopniu do
nizszych partii przewodu pokarmowego.

50

40+

Rys. 3. NH; w zwaczu i dwunastnicy
dieta II (mocznik)
owca nr 1 zwacz O—O—

20

0 - A R A== N ——
owca nr 1 dwunastnica O—— O —
X2 e E ) ] - A——A——
§ 8% 9 9% 19 19011 012 120 13 godz el - 4] 5 o —0 -

MOCZNIK W ZWACZU

W przypadku diet naturalnych bez dodatku mocznika praktycznie nie
obserwowalo sie w zwaczu jego obecnos$ci. Podczas stosowania diet z do-
datkiem mocznika wystepowal on w zwaczu w pewnych iloSciach. Przy
diecie II, jak wynika z rys. 4, dodany mocznik prawie natychmiast ulega
rozlozeniu do amoniaku. Obserwowane w czasie karmienia zawartoSci
mocznika w zwaczu sg bardzo niskie. Rys. 4 odnosi sie do owey nr 1,
podobnie przedstawiajg sie dane dla owiec nr 2 i 3. Inaczej zachowuje sie
mocznik podany z dietg I zestawiona sztucznie. Rys. 5 przedstawia zacho-
wanie sie amoniaku i mocznika w przypadku diety I dla owey nr 1. Nalezy
zaznaczy¢, ze pokarm zaczeto podawa¢ o godz. 6 rano. Prawie do godz. 13
utrzymuja sie w zwaczu znaczne iloSci mocznika. U pozostalych owiec,
rowniez jeszcze o tej porze, obserwowalo sie dos¢ znaczne ilo$ci mocznika.
Wskazuje to na ostabienie proceséw ureolitycznych w zwaczu. Prawdopo-
dobnie jest to spowodowane niekorzystnym dla rozwoju mikroflory zwa-
cza zestawem sztucznej diety I.
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MOCZNIK W DWUNASTNICY

Rys. 6 obrazuje zawarto$¢ mocznika i amoniaku w dwunastnicy owcy
nr 1 podczas karmienia dieta II. Jest on typowy i dla pozostalych owiec.
Z wykresu jasno wynika, ze w dwunastnicy juz po skonczeniu karmienia
jest obecny mocznik.

Rys. 6. NH, i mocznik w dwunastnicy

dieta II

owca nr 1

stez. NH, Q=0
,, mocznika ® i @ i

MOCZNIK W KRWI

Tablica 10 przedstawia poziom mocznika w krwi pobranej z vena ju-
gularis o godz. 13, tj. w 3 godziny po zakonczeniu karmienia. Na tablicy
jest widoczne, ze w przypadku diet, w ktérych obserwowano wysoka za-

Tablica 10
Mocznik w krwi pobranej z zyly jarzmowej o godz. 13, mg % N

dieta g |m|w]| v | v Ivn VI

|

| owea nr 1 25,1 | 6,1 8,2 5,1 176 | 22,5 | 22,9

' 2 | 226 | 68 7,9 50 | 19,8 | 22,7 | 23,8
3 | 22,7 == 9,6 42 | 213 | 233 |229

l 4 | 223 — 8,8 87 | 20,1 | 26,1 | 23,0

warto$¢ amoniaku w zZwaczu, poziom mocznika w krwi jest wyzszy.
Rys. 7 ilustruje zmiany w zawarto$ci mocznika w krwi podczas karmie-
nia dietg II. W tym przypadku wahania w zawarto$ci mocznika sa nie-
wielkie i trudno z nich wyciagnaé¢ jakie§ wnioski.

Oznaczenie zawarto$ci mocznika w krwi pobranej z v. ruminalis, a. Tu-
minalis i v. portae podczas karmienia dieta VI wskazuja na réznice w za-
warto$ci mocznika. Przedstawia sie¢ to nastepujaco:

v. ruminalis 21,7 mg °o N mocznikowego
a. ruminalis 3 SR o S B
v. portae 205 , » » »

Jest rzecza ciekawa, dlaczego w przypadku karmienia dietg zielong,
kiedy w zasadzie nie wystepuje w zwaczu mocznik, obserwuje sie¢ roéz-
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nice w stezeniu mocznika w krwi. Wskazywatoby to na istnienie pewnych
mechanizméw ma odcinku miedzy zwaczem a watrobg, ktére posiadalyby
zdolno$¢é natychmiastowej zamiany amoniaku do mocznika. Swiadczy
o tym réznica w zawartosci mocznika w krwi pobranej z tetnicy i zyly
zZwaczowej.

mg %
N
30
L 0
20} _
L g’
ol
L ' .. 1 L 1 1 A i - _ SRR R oy b ' ' L
0w 72 ] 16 # 20 7 godz 9
Rys. 7. Mocznik w krwi z zyly jarzmowej
dieta II
owca Nl Q—— 0 =—=
£ 2 Dr—— DA—— A
5 30— —® o
”» R TR AT

AMONIAK W KRWI

Badania Mc¢ Donalda [7] i Chalmersa iinnych [5] wyka-
zaly, ze u przezuwaczy, powstaly w zwaczu amoniak przenika do krwio-
biegu. Najwyzsze stezenie amoniaku w krwi obserwuje sie w prébce po-
branej z zyly zwaczowej. Badano zawarto$§¢ amoniaku w krwi z v. rumi-
nalis, v. portae i v. jugularis przy karmieniu dietg II i IV i uzyskano
nastepujace wyniki:

przy diecie II

v. ruminalis 0,9 mg °% N amonowego

v. portae 0,63 0 % ¢

v. jugularis Q122 5 N, -t

przy diecie VI (§wieza trawa)
v. ruminalis 0,32 mg %% N amonowego
a. ruminalis 0038 s = ”

v- pO‘I’tae 0,3 ” » »” »
v. jugularis O:E6 i it %
w Zwaczu 23 e s T

Z przytoczonych wynikéw wida¢ wyraznie, ze najwyzsze stezenie amo-
niaku w krwi wystepuje w zyle zwaczowej. W krwi obwodowej pobra-
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nej z zyly jarzmowej zawarto§¢ amoniaku ulega obmizeniu. Dzieje sie to
na skutek wychwytywania amoniaku przez tkanke watroby i zamiany je-
go na mocznik albo na skutek mieszania sie krwi z zyly zwaczowe]j z krwia

" obwodowa. Wobec tego, ze krew z zyly jarzmowej w pewnym stopniu
odzwierciedla przechodzenie amoniaku z zwacza do krwi, badano po-
ziom amoniaku krwi z zyly jarzmowej podczas karmienia réznymi die-
tami. Nalezy jeszcze podkresli¢, ze wystepowanie amonu w krwi wyste-
puje nie tylko w przypadku diety z mocznikiem, lecz réwniez podczas
spasania zielonkami. Wskazuje to na przechodzenie amoniaku z zwacza
do krwi, rowniez podczas karmienia zielonymi paszami.

Tablica 11

Amoniak w krwi pobranej z zyly jarzmowej o godz. 12, mg o N

§ O e My iry | oz v ven | eadieka pe
owca nr 1 0,48 @ 0,04 ! 0,12 I 0,19 | 0,17 —
2 | 021 006 013 0,18 | 0,11
3 (023 004 013 0,17 | 0,10 0,17
4 | 018 ’ 0,03 ; 0,10 ) 0,12 | 0,16 0,16

Tabl. 11 ilustruje zawartos¢ N amonowego w przypadku roznych diet.
Widaé z niej, ze podobnie jak w przypadku mocznika, ze wzrostem ste-

Rys. 8. Amoniak w krwi (Srednie z 3

dni)
dieta II
owcanr 1 O——C
~ 7z A
3 B “ - 2 A R JAN
b \v/ podanie mocznika ) S
Yo B0l M 79 g . & K%

zenia amonu w zwaczu wzrasta zawarto$¢ amonu w krwi obwodowej.
W przypadku diet nie zamieszczonych na tablicy, amoniaku w krwi nie
stwierdzono. Rys. 8 przedstawia poziom azotu amonowego w krwi podczas
podawania diety II. Zawarto$¢ azotu amonowego w krwi w tym przypad-
ku ulega stosunkowo malym wahaniom. W niektérych przypadkach obser-
wuje sie wzrost stezenia amoniaku w krwi podczas karmienia.
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Z tych obserwacji wynika, ze rowniez biatko pasz zielonych na skutek
stosunkowo szybkiej proteolizy jest przez organizm przezuwacza w pew-
nym stopniu niewykorzystane. Nalezy zaznaczy¢, ze przechodzenie azotu
amonowego w tym przypadku zachodzi juz przy niskiej zawartos$ci azotu
amonowego w zwaczu (23%0 mg®o). Jak z tablicy 8 wynika, obserwowane
stezenia azotu amonowego w zZwaczu owiec karmionych paszami zielo-
nymi sg czesto znacznie wyzsze. W takich momentach mozna oczekiwac,
ze przenikanie amoniaku z zwacza do krwi przebiega w znacznie wyzszym
stopniu.

PRZEMIANY MOCZNIKA W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Na podstawie omoéwionych wyzej wynikbw mozna przesledzi¢ los
mocznika podanego owcy w paszy. Najbardziej interesujaca rzecza jest,
w jakim stopniu mocznik jest wykorzystany do budowy biatka bakteryj-
nego. W naszym przypadku postaramy sie przeprowadzi¢ prébe bardzo
schematycznego bilansu podanego azotu mocznikowego.

Przedstawia sie on w sposéb nastepujacy: z pasza diety II podano
12 g mocznika. Maksymalne stezenie amoniaku w zZwaczu wynosi okolo
60 mg °/o N, co odpowiada, przyjmujac pojemnos$é zwacza okoto 10 1, mniej
wiecej 6000 mg N. Przeliczajac ten azot na mocznik otrzymujemy mniej
wiecej 12 g mocznika. O godz. 13 stezenie amoniaku w zwaczu wynosi
okolo 20 mg % N, co stanowi 1/3 pierwotnej wartosci, czyli mniej wiecej
4 g mocznika. Reszta tego azotu mogla przej$¢ z zwacza do krwiobiegu,
podnoszac stezenie amoniaku i mocznika w krwi obwodowej, cze$é mogta
przej$¢ do nizszych partii przewodu pokarmowego, a cze$¢ mogla ulec
zamianie na azot bialkowy, na skutek dzialalno$ci mikroflory zwacza.
Przecietny wzrost amonu w dwunastnicy wynosi okolo 15 mg % w sto-
sunku do pozycji wyjsciowej (rys. 6).

Uwzgledniajac obserwacje Styczynskiego [18] mozna przyjaé,
ze w okresie 5 godzin od poczatku karmienia przechodzi mniej wiecej
3 litry tresci pokarmowej do dwunastnicy. Odpowiada to okolo 1 g mocz-
nika, co stanowi mniej wiecej 8% podanego z pokarmem mocznika. Za-
tem 12 g minus 4 g (tj. pozostalo§é w zwaczu) i minus 1 g (tj. czesé, ktéra
przeszla do dwunastnicy) wynosi 7g. Ilo§é ta zostala czeSciowo wchlonieta
ze zwacza, czeSciowo zostala zamieniona na biatko mikroorganizméw. Na
pytanie, jaka ilo$¢ azotu amonowego ulegta wchlonieciu z zwacza do krwi,
mozna odpowiedzie¢ na podstawie obserwacji zawarto$ci mocznika i amo-
niaku w krwi. Z tabl. 10 mozemy wnioskowaé, ze wzrost zawarto$ci mocz-
nika w krwi w przypadku diety II wynosit 15 mg % N, co odpowiada
1 g mocznika, przyjmujac w przypadku owecy obecno$é w mnaczyniach
3 litréow krwi. Obserwowany wzrost amoniaku w krwi, mniej wiecej
0 0.2 mg % N, stanowi bardzo nikly procent calo$ci rozpatrywanego azotu.

http://rcin.org.pl



162 R. RYS, L. GORSKI I H. STYCZYNSKI [16]

Odpowiada to mniej wiecej 0,12 g mocznika. W mys$l przytoczonych po-
wyzej rozwazan, zreszta bardzo niedoktadnych, mozna by pozostale 6,99 g
mocznika uwazaé za zamienione ma biatko przy wspoétudziale mikroflory
zwacza. Ta warto$¢ jednak wydaje sie by¢ za wysoka, poniewaz nie
uwzgledniono w tym pobieznym bilansie mocznika przechodzacego z krwi
do moczu. Na pewno jest to ilo§¢ powazna. Niestety obserwacji takich nie
przeprowadzono. W kazdym razie z tych przyblizonych obliczen wynika,
ze pewna ilo§¢ N mocznika znika z przemian mocznik-amoniak i jest to
prawdopodobnie wynikiem syntezy bialek bakteryjnych. Do podobnych
wnioskéw syntezy biatka z mocznika doszli takze inni badacze, ktoérzy
jednak udowodnili to na drodze czy to bilansu azotu [13], czy obserwacji
wzrostu azotu bialkowego w zwaczu podczas karmienia dieta z dodatkiem
mocznika [1], czy tez przez obserwacje produkcyjno$ci zwierzat karmio-
nych dodatkiem mocznika [16].

Autorzy dziekuja prof. dr W. Mozoltowskiemu za wskazowki
udzielone przy opanowaniu metody Conway a.

Streszczenie

1. Wykazano, ze stezenia amoniaku w zwaczu owiec sa wyzsze w przy-
padku zielonych pasz soczystych i w przypadku diet z dodatkiem mocz-
nika niz w przypadku takich pasz, jak siano, kukurydza, owies i inne.

2. Zawarto$§¢ amoniaku w tresci zZwacza w przypadku skarmiania
diety z dodatkiem mocznika i w przypadku zielonek byly podobne.

3. Potwierdzono obserwacje innych autoréw [5, 7] o przechodzeniu
amoniaku z zwacza do krwiobiegu.

4. Wykazano, ze przechodzenie amoniaku z zwacza do krwi zachodzi
réwniez podczas karmienia zielonkami.

5. Wykazano, ze wyzszej zawartoSci amoniaku w zwaczu odpowiada
wyzsza zawarto$é amonu i mocznika w krwi.

6. Na podstawie schematycznego bilansu azotu podawanego z dietg
mocznika wykazano, ze pewna cze$¢ tego azotu znika z przemian mocz-
nik-amoniak na odcinku zwacz-dwunastnica, co tlumaczy sie wykorzy-
staniem tego azotu do budowy biatka bakteryjnego.
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HCCJIIEJJOBAHHA OBPA3OBAHHUfl AMMHUAKA B PYBIE OBEIL],
COJAEPHHMbIX HA PA3HbIX JTUITAX

Peszwome

1. MceneoBasnua rioKasasim, YTO KOHLEHTPaMY aMMiaka B pybue oBery
B CJy4ae COYHbIX 3€JIEHBIX KOPMOB M B CJIy4Yae AMIThH ¢ npubaBKOi MO-
YEBMHbBI ABJIAOTCA OOJlee BBICOKMMIMM, HYeM B Cily4ae TakKuUX KOPMOB, Kak
CeHOo, KyKypy3a, OBec M Ap.

2. CopmepkaHmMe aMMMaKa B COAEPKMMOM pybla B Caydasdx NpUMEHe-
FUA AMSTBI ¢ MOYEBUHOM M B CJIYyYaAX 3€JEHBIX KOPMOB ObLIO CXOJHBIM.

3. Uccnenosanua noxTsepansn HabmopeHus apyrumx astopor [5], [7]
OTHOCHUTEJIBHO Iepexofia aMMMaka u3 pydlla B KPOBOOOpAallleHMe.

4. ViccmenoBanua nokasajy, 4TO IEPEX0j; aMMuaka u3 pyblla B KpPOBb
IIPOMCXOZUT TaKzKe BO BpeMA KOPMJIEHMSA 3€JIEHbIMM KOPMaMM.

5. ITokazaHo, YTO BBICILIEMY COAEPXKAHMIO aMMuaka B pybue cooTBer-
cTByeT GoJiee BBICOKOE COAEpPIKaHME aMMOHMA M MOYEBMHbI B KPOBM.

6. Ha ocmoBammm cxemarudeckoro Gasamca a30Ta, BBOJMMOIO IIpu
AMSTEe ¢ MOYEBMHOJ YCTAHOBJIEHO, YTO M3BECTHASA YacTb ITOr0 a30Ta MC-
uesaer u3 obmMeHa MOUEBMHA-aMMMAK Ha OTPe3Ke pyOel-ABeHaALaTUIIepeT-
Haf KMIIKa, 4YTO 06bACHAETCA MCIIOJIb30BaHMEM 3TOTO a30Ta JJIA IOCTPOe-
Hua BGakTepuitHoro Herka.
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STUDIES ON THE FORMATION OF AMMONIA IN THE RUMEN OF SHEEF
FED WITH VARIOUS DIETS

Summary

1. It has been shown, that the concentrations: of ammonia in the
rumen of sheep were higher following feeding with green succulent fodder
and with rations with supplemental urea than with hay, corn, oats, etc.

2. The ammonia contents of the rumen, by fed with supplemental
urea or with green fodder, were similar.

3. The observations of other authors [5, 7] concerning the passage of
ammonia from rumen in blood circulation were confirmed.

4. It was shown, that the passage of ammonia from rumen in the blood-
circulation occurs also by feeding with green fodder.

5. It was demonstrated, that higher ammonia contents in rumen are
associated with higher contents of ammonia and urea in blood.

6. On the ground of schematic nitrogen balance of supplemental urea
in diet it was shown, that certain part of urea nitrogen disappeared
between rumen and duodenum, which is explained by the fact that it was
used by bacteria in rumen for protein synthesis.

Otrzymano 27.12.1956 r
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Wstep

W ostatnich latach coraz czeSciej stosowane sg metody oznaczania
alkaloidow przy uzyciu wskaznik6w barwnych. Metody te opieraja sie
na tworzeniu zwigzkéw zasad alkaloidowych ze wskaznikami w organicz-
nych rozpuszczalnikach. Reakcja ta stanowi jedna z najczulszych metod
oznaczania zasad azotowych.

W 1940 r. Prudhomme [11] opracowal kolorymetryczng metode
oznaczania zasad chininowych, oparta na reakeji tych alkaloidow z eozy-
nag. Lehman i Aitken [9] w 1942 r. wykryli podobng reakcje mieg-
dzy N-metylo-4-fenylo-4-karboetoksypiperydyna (demerol) i biekitem me-
tylenowym. Marshall i Rogers [10] w 1945 r. przystosowali re-
akcje z blekitem bromotymolowym do oznaczania alkaloidéw kory chino-
wej, a Brodie i Udenfriend [3] wprowadzili do metody ozna-
czania tych alkaloidéw w plazmie i moczu,w miejsce biekitu bromoty-
molowego, oranz metylowy. Gettler i Sunshine [6] zmodyfiko-
wali reakcje z oranzem metylowym i przystosowali ja do iloSciowego
oznaczania alkaloidow w organizmie ludzkim, np. nikotyny.

Wedlug E1 Darawy i Tompestta [4] koniecznymi warun-
kami uzycia danego wskaznika do kolorymetrycznego oznaczania alkaloi-
dow sa: a) kwasny odczyn roztworu wskaznika, b) dobra rozpuszczalnosé
w organicznych rozpuszczalnikach, ¢) wskaznik powinien reagowaé z za-
sadg alkaloidowg stechiometrycznie, dajac sél dobrze rozpuszczalng
w organicznych rozpuszczalnikach, d) alkaloid powinien byé dobrze roz-
puszczalny w organicznych rozpuszczalnikach, e) rozpuszezalnik orga-

niczny powinien sie bardzo stabo mieszaé z woda i mieé moz11w1e wysoki
punkt wrzenia.

[165)
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Poza wyzej wymienionymi do kolorymetrycznego oznaczania alkaloi-
déw moga by¢ uzywane i inne wskazniki, jak np. purpura bromokrezo-
lowa, bilekit bromofenolowy, zielen bromokrezolowa, zélcien metanilowa.
W rozpuszczalnikach organicznych, np. benzenie, dwuchlorku etylenu,
eterze, wymienione wskazniki daja z alkaloidami barwne zwigzki.

Stwierdzono, ze alkaloidy lubinowe jako wolne zasady daja reakcje
z oranzem metylowym. Powstajacy zwiazek jest dobrze rozpuszczalny
w chloroformie. Reakcje te wykorzystano w niniejszej pracy do opraco-
wania kolorymetrycznej mikrometody oznaczania czterech podstawowych
alkaloidéw tubinowych.

Gléwnymi alkaloidami tubinu zoéltego (L. luteus) sa: lupinina i spar-
teina, a tubinu bialego (L. albus) i waskolistnego (L. angustifolius) sa: lu-
panina i hydroksylupanina. Wedlug niektérych autoréw [8], [14] obok
wymienionych moga wystepowaé w lubinach w mniejszych ilosciach
jeszcze inne alkaloidy, ktéorymi nie zajmowano sie ze wzgledu na brak ich
charakterystyki.

Czeé¢ doswiadczalna

Zasada metody. Metoda polega na iloSciowym wyekstrahowa-
niu alkaloidéw z materiatu tubinowego i oznaczeniu w otrzymanym wy-
ciagu sumy oraz jednego z dwu alkaloidéw po ich rozdzieleniu. Do kolo-
rymetrycznego oznaczenia wykorzystuje sie stechiometryczng reakcje
miedzy oranzem metylowym a zasadami alkaloidowymi w roztworze chlo-
roformowym. Po dodaniu zakwaszonego etanolu oznacza sie stezenie
‘ oranzu metylowego, a posrednio alkaloidow.

1. ODCZYNNIKI

1) Okolo 5 N wodorotlenek sodowy, 2) eter naftowy (p. wrz. 30—60°
oczyszezony i przedestylowany znad bezw. chlorku wapnia), 3) chloroform
(oczyszczony i przedestylowany znad bezw. chlorku wapnia), 4) roztwér
oranzu metylowego: (@) 500 mg oranzu metylowego rozpuszcza si¢ w 100
ml wody, ogrzewajac 20 min. w temp. 40° i po ostudzeniu saczy, (b) na-
sycony roztwor kwasu borowego. Odczynnik a i b zmiesza¢ w stosunku
1:1, 5) zakwaszony etanol: 2 ml stez. H.SO, w 100 ml bezwodnego eta-
nolu, 6) nasycony roztwoér weglanu sodowego.

W pracy postugiwano sie lupining firmy Merck, siarczanem sparteiny
(BH,SO, . 5H,0) CEFARM—Warszawa; lupanine (B.HCL.2H.O o t. t. 127
i hydroksylupanine (B.2HCIL.2H,O o t. t. 272 wylzolowano W naszej pra-
cowni z nasion lubinu waskolistnego.
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2. OZNACZANIE ALKALOIDOW W CZYSTYCH ROZTWORACH 1 WYCIAGACH EUBINOWYCH

Oznaczenie lupininy albo lupaniny w oczyszczonych wyciagach tubi-
nowych wymaga uprzedniego oddzielenia ich od alkaloidéw towarzysza-
cych (patrz. str. 172 i 176).

Wykonanie. Do suchego rozdzielacza o poj. 100 ml pipetuje sie
5 ml wodnego roztworu alkaloidéw, 0,2 ml wodorotlenku sodowego, 5 ml
chloroformu i silnie wytrzasa w ciagu ok. 1 min. Po rozdzieleniu faze chlo-
roformowa zbiera sie przez maly saczek z waty do cylindra miarowego z do-
szlifowanym korkiem. Ekstrakcje za pomoca 5 ml chloroformu powta-
rza sie 3 razy, zbiera sie¢ razem fazy chloroformowe, po czym uzupeinia
sie chloroformem do 20 ml, miesza i przenosi do drugiego rozdzielacza.
Wyciag chloroformowy nie powinien zawiera¢ wody. Nastepnie dodaje
sie 0,2 ml roztworu oranzu metylowego i wytrzasa przez ok. 3 min. i po-
zostawia na chwile dla oddzielenia sie wolnego oranzu metylowego.
Przenosi sie calo$¢ lub czes¢ barwnego roztworu chloroformowego (bez
oranzu metylowego) do suchej probéwki wiréwkowej i wiruje w ciggu
ok. 1 min. przy 2000 obr./min., w celu dokladnego oddzielenia niezwig-
zanego oranzu metylowego. Odmierza sie suchg pipeta 5 ml roztworu
chloroformowego do suchej probéwki kolorymetrycznej i dodaje 1 ml za-
kwaszonego etanolu. Intensywnos$¢ zabarwienia odczytuje sie w fotoko-
lorymetrze przy zielonym filtrze wobec préby $lepej zawierajacej tylko
odezynniki. Slepa prébe wykonuje sie w ten sam sposob, jak i prébe pel-
ng, uzywajac wody zamiast badanego roztworu. Przy czystych odczyn-
nikach, a zwtlaszcza chloroformie, $lepa daje 100 przepuszczalno$ci.

W tablicach 1, 2, 3, 4 zestawiono wyniki otrzymane dla czystych roz-
tworéw alkaloidéw w przeliczeniu na wolne zasady. W oznaczeniach na
czystych roztworach, w rubryce ,zawarto$¢ alkaloidow”, podana jest
ilos¢ alkaloidow w 5 ml kolorymetrowanego roztworu chloroformowego.
Dla kazdego z podanych pozioméw wykonano kilkanascie pelnych ozna-
czen. Ze wzgledu na duzg zgodno$é otrzymanych wynikéw dla uproszecze-
nia podajemy S$rednie arytmetyczne ekstynkeji.

Dla zestawionych wynikéw w tablicach 1—4, wyliczono przecietne
odchylenie od $redniej arytmetycznej na 1 ug alkaloidu. Przecietne odchy-
lenie od Sredniej arytmetycznej, wyrazone w % na 1 ug alkaloidu wyli-
czono jako wspoélczynnik regresji odchylen w % w stosunku do stezenia
alkaloidu. Przytoczone wspoélezynniki korelacji (m) okreslaja stopien zau-
fania do odpowiadajacego mu przecietnego odchylenia. Odchylenie
przecietne wynosi dla: sparteiny: -0,09 (m = 0,61), lupininy: -0,045
(m = 0,22), lupaniny: -0,137 (m = 0,58), hydroksylupaniny -0,068
(m = 0,48). Oznacza to, ze przyrost stezenia alkaloidu o 1 ug w kie-
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Tablica 1
Wyniki ozmaczen sparteiny w czystych roztworach
“g ST :
sparteiny | 1og To/1 Ekstynkcja 1 ug
w5 mi | (érednia) sparteiny w 1 ml
22,2 l 0,538 0,121
16,7 : 0,415 0.124
13,3 0,347 0,130
11,1 0,289 0,130
6,7 0,177 0,132
5,5 0,145 0,132 i
2,8 0,071 . 0,127
14 0,036 0,129
Tablica 2

Wyniki oznaczen lupininy w czystych roztworach

Ekstynkcja 1 ug

lup’i‘xiny log L,/ l
w 5 ml (Srednia) | lupininy w 1 ml
18,8 1 0,527 1 0,140
12,5 | 0,390 0,156
9,4 | 0,297 * 0,158
6,3 0,204 ' 0,162
4,7 0,152 0,162 [
| 2,4 | 0,078 0,162 j
l 1,2 l 0,039 l 0,162 |
Tablica 3

Wyniki oznaczen lupaniny w czystych roztworach

lup’;ﬁiny log Iy/I i Ekstynkcja dla 1 ug
w 5 ml (Srednia) | lupaniny w 1 ml
|

29,0 0,557 ! 0,096
149 0317 | 0,109 |
7,2 0,160 0,111 |
58 0128 | 0,110 ]
3,6 0,080 | 0,111 |
2,9 0,063 | 0,109 I
1,8 0,030 l 0,108 |

runku od niskich stezen do wyzszych (w podanych granicach) po-
woduje obnizenie $redniego bledu, dla sparteiny o 0,09%, lupininy
o 0,045% itd.
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Tablica 4

Wyniki oznaczen hydroksylupaniny w czystych roztworach

“g :
hydroksylupa- log L,:/I ! Ekstynkcja 'dla 1 ug [
niny w 5 ml (Srednia) | hydroksylupaniny w 1 ml |
. : S r : —|
18,6 ! 0,328 0,088 {
14,9 ’ 0,293 0,098 [
93 | 0,184 0,099 {
7.4 0,148 0,100 ,
‘ 4,6 0,092 : 0,100 |
| 2,3 0,048 0,104 |

1,2 0,025 | 0,104

W tablicach 1—4 podano réwniez ekstynkcje dla 1 ug alkaloidu w 1 ml.
Z danych tych wynika, ze sa one zgodne z prawem Beera-Lamberta w gra-
nicach stezen: sparteina i lupinina w zakresie od 0,2 do 2,6 ug, lupanina
i hydroksylupanina od 0,2 do 3,0 ug w 1 ml roztworu chloroformowego.

3. EKSTRAKCJA ALKALOIDOW Z EUBINU

Najistotniejszym momentem przy oznaczaniu alkaloidow w materiale
lubinowym jest prawidlowe przeprowadzenie ekstrakcji i oczyszczanie
badanego wyciggu. W literaturze mozna spotka¢ wiele metod ekstrakeji
i oczyszczania wyciggoéw. Podkresla sig [2, 7, 12, 13] duze znaczenie wia-
Sciwego rozdrobnienia badanego materialu, poniewaz alkaloidy groma-
"dza sie gléownie w wakuolach komérek i mechaniczne ich zniszezenie
umozliwia iloSciowe wymycie alkaloidéow. W naszej pracowni nasiona tu-
binu mielono na mtynku typu , Junior laboratory mill”, a nastepnie prze-
siewano przez sito o $rednicy oczek 0,075 mm.

Znane sg dwa typy ekstrakecji alkaloidéow. Jeden rodzaj to kwasna eks-
trakcja wodna lub alkoholowa, ktéra obecnie jest malo stosowana ze
wzgledu na trudno$ci calkowitego wymycia alkaloidéw. Drugi rodzaj to
alkaliczna ekstrakcja chloroformem, eterem lub ich mieszaning w ro6z-
nych stosunkach. Do alkalizacji bywaja stosowane: wodorotlenek sodo-
wy i potasowy, weglan sodowy i amoniak.

Ze wzgledu na rozpuszczalno$é¢ alkaloidéw zaréwno w wodzie (z wy-—
iatkiem sparteiny), jak i organicznych rozpuszczalnikach, material przed
ekstrakcja nalezy odwodnié. W tym celu bywa stosowany gips, bezwodny
weglan sodu, bezwodny siarczan sodu, ziemia okrzemkowa. Wie wié-
rowski i Bratek [14] stwierdzili, ze uzycie gipsu, bezwodnego siar-
czanu sodowego oraz weglanu sodowego powoduje adsorpcje czeSci alka-
loidéw, ktérych nie mozna wyekstrahowaé chloroformem. W pracy naszej
nad ekstrakcja alkaloidéw tubinowych potwierdzono adsorpcyjne wilas-
no$ci bezwodnego weglanu sodowego; wielko$é adsorpcji zalezy od ilosci
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uzytego weglanu do osuszenia. Uzyskane wyniki zestawiono w tablicy
5. Spadek wydajnosci ekstrakeji alkaloidéw, przy zwiekszeniu ilosci uzy-
tego weglanu sodu z 1,5 do 5 g, wynosi okolo 30°%, przy mniejszych
ilosciach weglanu adsorpcja jest niewielka.

Tablica 5

Wplyw bezw. weglanu sodowego na ekstrakcje alkaloidow
z tubinu waskolistnego

Ilo§é uzytego weglanu Wyniki oznaczen w log I,/ |
sodowego w gramach 1 préba j II préba

‘ 7
1.5 | 0,244; 0,252; 0,256 | 0,229; 0,233; 0,233
3.0 0,248; 0,248; 0,244 | 0,248; 0,252; 0,248 |
5,0 . 0,171; 0,171; 0,180 | 0,177; 0,180: 0,187

Osuszony material poddaje sie ekstrakeji, ktéra mozna przeprowadzi¢
w kolumnach ekstrakcyjnych lub przez mechaniczne wytrzasanie z roz-
puszczalnikami organicznymi. Ze wzgledu na prostsze i szybsze wykoaa-
nie przyjeto ekstrakcje przez polgodzinne mechaniczne wytrzasanie
z chloroformem. Przeprowadzono poréwnanie ekstrakcji metoda opisana
przez Wiewidérowskiego i Bratek|[14] z ekstrakcja opisana
w niniejsze] pracy. Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 6, wskazuja
one, ze nie ma praktycznie zadnych réznic w wydajnosci ekstrakeji alka-
loidéow miedzy tymi dwiema metodami.

Tablica 6
Ekstrakcja alkaloidow z tubinu waskolistnego réznymi metodami

| Wyniki oznaczen w log 1/ |
Probki ekstrakcja ekstrakcja
metoda kolumnowg metoda opisang
I : 0,301; 0,310 0,301; 0,310
1 | 0301 0310 | 0293 0301 |
': II1 ‘ 0,319; 0.310 0305; 0,305

Otrzymany wyciagg chloroformowy zawiera oprocz alkaloidéow duze
ilosci zanieczyszczen, jak tluszcze, barwniki, glikozydy, weglowodany
i inne [2], ktore nalezy usungé przed oznaczaniem alkaloidow. W pracy
nad oczyszczaniem wyciagéw lubinowych stwierdzono, ze jednorazowe
oczyszczanie, stosowane przez wielu autoréw, jest niewystarczajace. Wy-
niki zestawione w tablicy 7 potwierdzaja konieczno$¢ dwukrotnego oczysz-
czania wyciagéw. Trzykrotne nie zmienia juz uzyskiwanych wynikéw.
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Tablica 7

Wyniki oznaczen alkaloidow w zalezno$ci od oczyszczenia wyciggu chloroformowego

Ekstrakcja metoda opisang wyzej | Ekstrakcja metoda kolumnowa i

[ Oczyszczanie Wyniki oznaczen érednia réini‘ca Wyniki oznaczei érednia réini‘(m

log 1,1 w %% log 1./1 w %%%

| Bezpo$rednio | 0,301; 0,310 0,305 —_ 0,301; 0,310 0,&05 -

1% 0,301; 0,310 0,305 0,0 0,297; 0,293 0,295 —33

2% 0,252; 0,252 0,252 — 17,4 0,237; 0,237 0,237 — 19,7

3 > 0,260; 0,252 0,256 — 16,1 0,244; 0,244 0,244 — 18,0
| Bezposrednio | 0,301; 0,293 0,297 3 — 0,301; 0,310 0,305 = !
1% 0,297; 0,293 0,295 — 0,7 0,297; 0,293 0,295 | 3,3 ‘

| 2 X 0,248; 0,252 0,250 — 15,3 0,244; 0,240 0,242 | — 18,0
1 3X 0,252; 0,252 0,252 b 14,6 0,240; 0,240 0,240 | —18,7 ‘

*) W odniesieniu do bezposredniego oznaczenia

Wykonanie. 0,5 g przesianej maki lubinowej rozciera sie z 0,7 ml
stez. amoniaku w mozdzierzu o $redn. ok. 6 cm przez 30 min. (z przerwa-
mi). Nastepnie dodaje sie porcjami odpowiednig ilo$¢ ziemi okrzemko-
wej (ok. 1 g), uprzednio wyprazonej przez 3 godz. w tem. 250° i uciera
do otrzymania sypkiego, optycznie suchego proszku, ktéry przenosi sie
do suchego cylindra na 50 ml z korkiem szczelnie doszlifowanym. Moz-
dzierz wyciera sie niewielkg iloScig ziemi okrzemkowej i dolgcza do cy-
lindra. Do cylindra dodaje sie 30 ml chloroformu, przemywajac porcjami
mozdzierz i lejek, a nastepnie wytrzasa sie na wytrzasarce przez 30 min.
Zawarto$¢ cylindra przenosi sie na nucze G, i saczy do probéwki przy po-
mocy pompy wodnej.

Wyciag chloroformowy z probowki przenosi sie do kolby stozkowej
0 poj. 100 ml, a cylinder i osad na nuczy przemywa sie¢ 3 porcjami chlo-
roformu o objetosciach 10, 5 i 5 ml. Do kolbki dodaje sie 2 ml ok. 0,1 N
kwasu solnego i calkowicie oddestylowuje chloroform na lazni wodnej.
Pozostatos¢é w kolbce, ktéra zawiera chlorowodorki alkaloidéw oraz rézne
zanieczyszczenia, rozpuszcza sie w 10 ml eteru naftowego i przenosi ilo-
Sciowo do rozdzielacza z krotka nézka. Kolbke przemywa sie 5 ml eteru
naftowego, 5 ml ok. 0,1 N kwasu solnego i ok. 10 ml wody. Zawarto$é
rozdzielacza wytrzgsa sie i faze wodng przenosi do kolby miarowej o poj.
25 lub 50 ml (jezeli roztwor jest metny, saczy sie). Eter w rozdzielaczu
ekstrahuje si¢ jeszcze dwukrotnie po 5 ml kwasu solnego. Polgczone wy-
ciggi uzupelnia sie¢ woda do kreski i powtornie oczyszecza. W tym celu do
rozdzielacza odmierza si¢ 2 ml kwasnego wyciagu, alkalizuje 1 ml roz-
tworu wodorotlenku sodowego i ekstrahuje czterema porcjami chlorofor-
mu (10, 10, 5 i 5 ml). Wyciagi chloroformowe zbiera sie do rozdzielacza
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i ekstrahuje czterokrotnie alkaloidy do 0,1 N kwasu solnego, w podany
nizej sposéb.

Do rozdzielacza, zawierajacego chloroformowy wyciag alkaloidéw,
dodaje sie 10 ml 0,1 N kwasu solnego i wytrzagsa w ciaggu ok. 1 min. Faze
chloroformowa przenosi si¢ do drugiego rozdzielacza, a kwasny wyciag
do kolby miarowej o poj. 200 ml (w przypadku lubinéw gorzkich roz-
ciencza sie np. po pierwszym oczyszczeniu do 25 ml i po drugim do
200 lub 250 ml). Chloroform w drugim rozdzielaczu ekstrahuje sie
ponownie 10 ml kwasu i faze chloroformowa przenosi z powrotem do
pierwszego rozdzielacza, a kwasny wyciag alkaloidéw do Kolby miarowej
itd. Zawarto$¢é kolby uzupelnia sie¢ woda i otrzymany roztwor nadaje sie
bezposrednio do analizy. W przypadku lubinéw zawierajacych mate iloSci
alkaloidé6w mozna chloroform ekstrahowaé¢ czterema porcjami po 5 ml
kwasu i uzupemlié do 25 ml.

-~

A. Oznaczanie alkaloidéw lubinu zéltego

1. ROZDZIELENIE LUPININY OD SPARTEINY

Metoda ta oparta jest na réznicach w rozpuszczalno$ci sparteiny i lu-
pininy w eterze naftowym. IloSciowy rozdzial tych alkaloidow otrzymuje
sie przy zachowaniu stosunku objetosciowego wody do eteru naftowego
réwnego 6:1. W czasie ekstrakcji alkalicznego roztworu wodnego alka-
loidéw za pomocg eteru naftowego sparteina przechodzi do eteru, lupi-
nina pozostaje w roztworze wodnym, ktéry stuzy do oznaczen. Przy
mniejszych iloSciach wody lupinina takze czeSciowo przechodzi do eteru
naftowego. . \

Wykonanie. Do rozdzielacza z krétka nézkg o poj. 100 ml odmie-
rza sie okre$long objeto$é, np. 5 ml, wodnego roztworu alkaloidéw. Na-
stepnie dodaje sie tyle wody, aby laczna objetosé wynosita ok. 30 ml, alka-
lizuje 1 ml tugu sodowego, dodaje 5 ml eteru naftowego i silnie wytrzgsa
w ciggu ok. 2 min. Pozostawia na ok. 5 min. dla dokladnego rozdzielenia
sie i faze wodng (lupinine) przenosi sie do drugiego suchego rozdzielacza.
Do pierwszego rozdzielacza, zawierajacego faze eterowa, dodaje sie ok.
5 ml wody, przemywa rozdzielacz przez lekkie wymieszanie, pozostawia
na ok. 2 min. i faze wodna przenosi do drugiego rozdzielacza. Nalezy uwa-
zaé, aby do rozdzielacza z lupining nie przedostal sie eter zawierajacy
sparteine. Do rozdzielacza zawierajacego alkaliczny roztwoér wodny lu-
pininy dodaje sie 5 ml chloroformu i postepuje, jak podano na str. 167
(Wykonanie) Probe Slepg odczynnikowa wykonuje sie w ten
sam sposo6b z wodg zamiast badanym roztworem. W tablicy 8 podano wy-
niki otrzymane dla mieszanin czystych roztworéw lupininy i sparteiny.
Wyniki wykazuja, ze otrzymano iloSciowy rozdzial lupininy od sparteiny.

http://rcin.org.pl



9] KOLORYMETRYCZNE OZNACZANIE ALKALOIDOW 173

Tablica 8

Wyniki oznaczen lupininy obok sparteiny w czystych roztworach

Zawartos¢ | |
alkaloidéw w 5 ml Wyniki | Wykryto
— e oznaczen Srednia | lupininy
lupinina |sparteina log I,/1 { g
”g ll‘g ] 1
|
1,2 14 0,041; 0,041 | 0,041 | 1,2 |
1,2 11,1 0,041; 0,043 0,042 1,3
2,4 5,5 0,075; 0,079 00T | 34
94 11,1 0,293; 0,293 I 0,293 | 9.2
47 5,5 0,152; 0,148 | 0,150 | 47
| |

Obliczenie: ug lupininy = g— a

(E — odczytana ekstynkcja, K — ekstynkcja dla 1 ug lupininy w 1 ml,
ktora dla kolorymetru Leitza filtr D wynosi 0,160 (tabl. 2), a — wyliczona
objetos¢ koncowa badanego wyciggu w ml).

Dla przekonania sie czy rzeczywiscie cala ilo§¢ lupininy pozostaje
w wodzie, za$ cala ilo§¢ sparteiny przechodzi do eteru naftowego, prze-
prowadzono préby na standardowych roztworach jednego z alkaloidow.
Alkaliczne roztwory wodne ekstrahowano eterem naftowym, a nastepnie
chloroformem. W przypadku uzycia roztworéw lupininy stwierdzono, ze
cala zawarto$é¢ alkaloidu pozostaje w wodzie i po przeprowadzeniu do
chloroformu mozna ja wykazaé iloSciowo, jak to widaé w tablicy 9.

Tablica 9

Wyniki oznaczen lupininy dla czystych roztworéw, po prze-
prowadzeniu rozdzielenia eterem maftowym

ug Wyniki Wykryto - -
lupininy oznaczen Srednia | lupininy | wy.kxty tej
w 5 ml log I,/1 ng lupininy
1,2 0,041; 0,039 0,040 12 100,0
2,4 0,073; 0,076 0,075 2,3 95,8
4,7 0,152; 0,148 0,150 47 100,0
9,4 0,293; 0,297 | 0,295 9,2 97,9 '
12,5 0,387; 0,382 0,385 12,0 i 96,0 '

Przy uzyciu roztwordéw sparteiny (probki zawierajace od 1 do 20 ug)
calo$¢ przechodzi do eteru naftowego i w chloroformie uzytym do ekstrak-
cji z wody nie odnajdujemy zupelnie alkaloidu.
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2. OZNACZANIE SUMY LUPININY I SPARTEINY

Oznaczenie sumy alkaloidow potrzebne jest do wyliczenia ilosci spar-
teiny w badanym roztworze. W tym celu do suchego rozdzielacza daje sie
odpowiednig ilo$¢ (np. 5 ml) wodnego roztworu alkaloidéw, alkalizuje
0,2 ml wodorotlenku sodowego i wykonuje oznaczenie w spos6b podany na
str. 167. Uzyskane wyniki dla sumy alkaloidéw podano w tabl. 10, biad ich

Es—El

nie przekracza 4%o. Obliczenie: ug sparteiny = — a (Es—odczy-
K y

tana ekstynkcja dla sumy, El — odczytana ekstynkcja dla lupininy, K —
ekstynkcja dla 1 ug sparteiny w 1 ml (tabl. 1), ktéra dla kolorymetru
Leitza, filtr D, wynosi 0,130, a — wyliczona objetos¢ koncowa badanego
wyciagu w ml).

Tablica 10

Wyniki oznaczen sumy lupininy i sparteiny

Zawartosé alkaloidow ' |
w 5 ml e Oznaczenie Oznafc?enie; Wykryto | Wykryto
2= P R sumy log I,/T lupininy | log I, I.dla sparteiny ' lupininy
sparteina | lupinina | (srednia) !08 L,'I | sparteiny ug “g
ug | g ($rednia) I
1,4 1,2 0,076 0,039 o3y | v dar herig
55 2.4 0213 | 0013 | 0,140 54 | K33
28 4.7 0,220 [ 0,147 0,073 28 4,6
5,5 I 4.7 0,289 { 0,152 K 0.137 { 5,3 ‘ 47

W tablicy 11 zestawiono wyniki oznaczen zawartosci alkaloidow
w nasionach lubinéw z6itych. W ekstraktach z tubinu, zrobionych jak po-
dano w niniejszej pracy, poréwnano nasza metode oznaczania z metoda
Reifera i Mozejko [12], wyniki podano w tabl. 11.

Tablica 11

Zawarto$§¢ alkaloidow w nasionach lubinéw zéitych

¢ alkaloidéw | % alkaloidow i Réznica w %%
|7 Tigmaes | wg opisanej metody Lupini- | W poréwnaniu
Proba || WEMO00T ——| na/spar- z metoda
| Reifera i Mozejko teinal Iniel | t/ 2 Reifera
(2] sparteina lupinina | suma | einy o Moseiko
_____ sEl Ly O il el | at e e ST s
nri1 | 0,746 0288 | 0493 | 0781 | 1058 | + 4,4
nr 2 0,663 0,238 0,437 0,678 10,54 ‘ + 1,8
nr 3 ' 0,934 0,196 0,665 0,861 1/0,29 ; + 7,9 '
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B. Oznaczanie alkaloidéw lubinu bialego i waskolistnego

1. ROZDZIELENIE LUPANINY OD HYDROKSYLUPANINY

Metoda rozdzialu oparta jest na réznicy w rozpuszczalnosci lupaniny
i hydroksylupaniny w eterze naftowym, wobec malej objetosci nasy-
conego weglanu sodowego. Lupanina jako dobrze rozpuszczalna prze-
chodzi w czasie ekstrakcji do eteru naftowego, a hydroksylupanina po-
zostaje w roztworze weglanu sodowego.

Wykonanie. Do suchego rozdzielacza odmierza sie 5 lub 10 ml
wodnego roztworu alkaloidéw, alkalizuje 0,5 ml wodorotlenku sodowego
i ekstrahuje czterokrotnie chloroformem w ilosciach po 5 ml. Fazy chlo-
roformowe zbiera sie przez saczek z waty do kolbki stozkowej ze szlifem
na 50 ml. Chloroform oddestylowuje sie na }azni wodnej do obj. ok.
1,5 ml. Reszte chloroformu odparowuje sie przy pomocy pradu cieplego
powietrza, az do catkowitego pozbycia sie sladéw chloroformu.

Do suchej pozostalo$ci w kolbce (lupanina i hydroksylupanina) dodaje
sie ok. 0,2 ml nasyconego roztworu weglanu sodowego, 10 ml eteru nafto-
wego, zamyka kolbke i silnie wytrzasa w ciggu ok. 2 min. Pozostawia
na ok. 1 min. dla oddzielenia si¢ roztworu weglanu od eteru i sgczy faze
eterowg do suchej kolbki stozkowej na 50 ml, uwazajac, aby nie przelaé
weglanu na saczek. Saczek przygotowuje sie z dwu warstw lekko ubitej
waty w nozce i na dnie lejka. Ekstrakcje powtarza sie jeszcze dwa razy,
uzywajac kolejno 10 i 5 ml eteru. Wszystkie trzy wyciagi eterowe zbiera
sie do kolbki. Sgczka nie nalezy wyciskaé, mogloby to bowiem powodo-
wa¢ przejScie do kolbki §ladow roztworu weglanu zawierajacego hydro-
ksylupanine.

Eter oddestylowuje sie na lazni wodnej, pozostawiajac w kolbce pare
kropel. Laznie wodng odstawia sie, kolbke wyciera sie z wody i odlacza
od chlodnicy. Reszte eteru odpedza sie na zimno przy pomocy dmuchaw-
ki. W kolbce po odpedzeniu eteru nie powinno byé §ladéw weglanu. Do
ostudzonej kolbki dodaje sie dokiadnie 10 ml chloroformu splukujac nim
dokladnie $cianki i roztwor przenosi ilosciowo do suchego rozdzielacza.
Kolbke przemywa si¢ dwukrotnie, dokladnie po 5 ml chloroformu, prze-
nosi do rozdzielacza, dodaje 0,2 ml oranzu metylowego i postepuje, jak
podano na str. 167. Prébe $lepa wykonuje sie w ten sam sposéb jak i pelna,
uzywajac wode zamiast roztworu alkaloidéw.

W tablicy 12 zestawione sa wyniki oznaczen lupaniny obok hydroksy-
lupaniny w czystych roztworach alkaloidéw. Z tablicy tej wynika, ze blad
oznaczenia lupaniny obok hydroksylupaniny nie przekracza 4%. Obli-

czenie: ug = g— a (K dla 1 ug lupaniny w 1 ml wynosi 0,110 (tabl. 3)).
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Tablica 12
Wyniki oznaczen lupaniny obok hydroksylupaniny w czystych

roztworach
g e
alkaloidéw w 5 m1 |  Wyniki | Wykryto
————————————| oznaczei | Srednia glupaminy|
I lupanina hydrolfsy- log T | “g
lupanina i
| A T s 0,068; 0,066 0067 = 30 |
| s | 4s 0319; 0310 = 0314 = 143 |
Ibe S * 9,2 0,158; 0,155 | 0,157 | 7,1

W tablicy 13 podano wyniki oznaczen, ktoére dowodza, ze lupanina
iloSciowo przechodzi do eteru naftowego. Takie same do$wiadczenia wy-
konane z roztworami hydroksylupaniny wykazaly, ze alkaloid ten pozo-
staje iloSciowo w roztworze weglanu sodowego i nie mozna go wykazaé
we frakcji eteru naftowego.

Tablica 13

Wyniki oznaczen lupaniny w czystych roztworach z zastoso-
waniem metody rozdziatu

| |

g B4 3 ! g
lup:niny Wyniki oznaczen | Srednia wy:rytej
w 5 ml log In/1 ' ‘ lupaniny

2,9 0,063; 0,063 l 0,063 2,9
3.6 0,081; 0.076 l 0,079 3,6
72 0,158; 0,155 ‘ 0,156 7,1
14,5 0,314; 0,314 ‘l 0,314 14,3

2. OZNACZENIE SUMY LUPANINY I HYDROKSYLUPANINY

Do wyliczenia zawarto$ci hydroksylupaniny oznacza sie sume alka-
loidéw, jak podano ma str. 167, pkt. 2. Obliczenie: ug hydroksylupani-
__ Es—El
LIS S
paniny, K — ekstynkcja dla 1 ug hydroksylupaniny w 1 ml (tabl. 4), kt6-
ra dla flitru D kolorymetru Leitza wynosi 0,1000, a — koncowa obje-
tos¢ wyciagu w ml).

W tablicy 14 zestawiono wyniki oznaczen w czystych roztworach su-
my alkaloidéw oraz samej lupaniny, a takze wyliczenie ilosci hydroksy-
lupaniny. Jak widaé, warto$ci otrzymane dla hydroksylupaniny zgodne sa
z ilo$ciami uzytymi do analizy.

ny a (Es — ekstynkcja dla sumy, El — ekstynkcja dla lu-
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Tablica 14

Wyniki oznaczen w czystych roztworach sumy alkaloidow oraz samej lupaniny
i wyliczenie iloéci hydroksylupaniny

| |
“g ‘ ie |
' alkaloidéw w 5 ml Oznaczenie Olzunz‘:'ime | log Iy/I Wykryto hW:kr}}('to-
I~ ; : ; —k—" sumy logI, I{ 1 :g Il Iy dla hydro- | lupaniny hylp;:i:;'
i ydroksy- | (srednia) | | ° 0 ksylupaniny ug
luparga lupanina (Srednia) ! ug
2,9 9,2 0,242 0,062 0,180 2,8 I 9,0
7,2 4,6 0,254 0,162 0,092 7,4 4,6
| 5,8 7.4 0,268 0,124 0,144 ! 5,7 7,2
fegs 1 gt 0,232 0,158 0074 | 172 3,7

W tablicy 15 zestawiono wyniki oznaczen alkaloidéw w nasionach iu-
binéw bialych i waskolistnych. Opisana metode poréwnano na mate-
riale lubinowym z metoda Reifera i Mozejko. [12], z tym ze
ekstrakeje i rozdzielenie lupaniny od hydroksylupaniny przeprowadzono
w sposOb opisany w miniejszej pracy.

Tablica 15

Zawarto$¢ alkaloidow w nasionach lubinéw bialych i waskolistnych

, % alkaloidéw % z‘zlkak?idéwt d Lupa- géi):irc:w:a:iﬁ
Préba | wg metody Aol W& OR\SANF) e 0%y ___| nina/hy- z metoda
| Reifera i Mozejko Tiarieh khyfm' droksy- Reifera
ina| ksylupa-| suma
AR Y s lupaniny| i Mozejko [12]
nr 1 ‘ 1,929 1,054 0,760 I 1,814 | 1/0,72 —6,0
ar 2 | 1,737 1,062 0,640 ’ 1,680 1/0,60 —3,2
nr 3 2,184 1,484 0,728 2,212 1/0,49 “+1.0
nr 4 I 1,637 1,149 0,480 | 1,629 1/0,42 —0,5
nr 5 ‘ 1,703 1,266 ‘ 0,256 | 1,522 1/0,20 —10,0

3. Obliczenie wynikéw

Przyktad. Do analizy uzyto 0,5 g maki lubinowej. Wyciag wodny roz-
cienczono ogétem do 1250 ml (po pierwszym oczyszczeniu do 25 ml, i z te-
go 5 ml do drugiego oczyszczenia rozcienczono do 250 ml), do analizy po-
brano 10 ml i wyekstrahowano alkaloidy do 20 ml chloroformu. Kofcowa
objeto$¢ badanego wyciagu wynosi wiec 2500 ml. W 1 ml znaleziono
0,988 ug lupininy i 0,577 ug sparteiny.

b-a

W 3 P e S £ i A 2
% alkaloidu = ¢-10000°
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b — ug alkaloidu w 1 ml chloroformu, ¢ — wyliczona koncowa objetos¢
wyciagu w ml, ¢ — odwazka materialu w gramach.

0,988 2500 0,577 2500
0,5 -10000 0,5 -10000

skad procentowa zawarto$¢ obydwu alkaloidéow wynosi 0,782.

% lupininy = = 0,494; Y sparteiny = = 0,288,

Dyskusja

Znane dotychczas metody iloSciowego oznaczania alkaloidéw tubino-
wych opierajg sie na oznaczeniu sumy lub jednego z dwu alkaloidow
(najczesciej przez wytracanie) w obecnosci drugiego. Takie postepowanie
metodyczne moze byé zrodlem pewnych bledow. W metodach oznaczania
sumy dla wyliczenia ilo$ci alkaloidéw przyjmuje sie raczej umowne
wspotczynniki przeliczeniowe, oparte na stalym stosunku iloSciowym dwu
alkaloidow. Wartosé tych wspolezynnikéw jest problematyczna, ze wzgle-
du na znane nam duze wahania w zawartos$ci poszczegélnych alkaloidéw.
Na przyklad w tubinach biatych i waskolistnych stosunek lupaniny do hy-
droksylupaniny moze sie waha¢ w granicach od 1:1 do 5:1, a nawet wie-
cej. Rowniez oznaczanie jednego z dwu alkaloidow w obecnosci drugiego,
przez stosowanie specyficznych odczynnikéw wytracajacych, moze pocia-
ga¢ za soba pewne bledy, ze wzgledu na wytracanie sie w réznym stop-
niu alkaloidu towarzyszacego.

Opracowana przez nas metoda pozwala na rozdzielenie alkaloidéw i na-
stepnie oddzielne oznaczenie jednego z alkaloidéw. IloSciowe rozdzielenie
alkaloidow oparte jest na ich réznej rozpuszczalnosci w eterze naftowym
i wodzie. Oddzielenie lupininy od sparteiny przez ekstrakcje sparteiny
z wody do eteru naftowego jest szybkie i proste. Nastepnie w roztworze
wodnym oznacza sie lupinine. Zawarto$¢ sparteiny wylicza sie z réznicy
ekstynkeji dla sumy i lupininy.

Préby rozdzielenia lupaniny od hydroksylupaniny w roztworze wod-
nym nie powiodly sie. Rowniez okazalo sie bezowocnym poszukiwanie
odpowiednich adsorbentéw i rozpuszczalnikéw. Do opracowania metody
rozdzialu wykorzystano zaobserwowany przez nas fakt réznego zachowa-
nia sie tych alkaloidéw w stosunku do eteru naftowego, wobec malej obje-
toSci masyconego roztworu weglanu sodowego. Lupanina w tych warun-
kach rozpuszcza sie w eterze naftowym i jest catkowicie ekstrahowana,
a hydroksylupanina pozostaje w roztworze weglanu.

Stwierdzono duzy wplyw sposobu otrzymywania wyciaggow na wy-
niki. Najbardziej odpowiednim czynnikiem do osuszania materialu jest
ziemia okrzemkowa, ze wzgledu na brak wlasno$ci adsorpcyjnych alka-
loidéw tubinowych. Uzycie do osuszania bezwodnego weglanu sodowego
jest niewskazane, poniewaz powstaja straty alkaloidow w procesie eks-
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trakeji. W mniektérych metodach oznaczenie alkaloidéw przeprowadza sie
na nieoczyszczonych lub tez tylko jednokrotnie oczyszczonych wyciagach
lubinowych. Na podstawie uzyskanych przez nas wynikéw (tabl. 7) na-
lezy stwierdzi¢, ze postepowanie takie daje bledy dochodzace przy sto-
sowaniu naszej metody do 20%. Okazalo sie, ze dla otrzymania popraw-
nych wynikéw nalezy dwukrotnie oczyszczaé wyciagi lubinowe. Dalsze
oczyszczanie nie zmienia juz uzyskiwanych wynikéw.

Opracowana przez nas metoda jest szybka i prosta w wykonaniu. Wy-
maga malej iloSci podstawowych i tatwo dostepnych odczynnikéw. Na
wyniki oznaczen moga mie¢ wplyw tylko czystosé eteru naftowego i chlo-
roformu. Szczegdlnie dokladnie nalezy oczys$ci¢ chloroform od alkoholu
etylowego. Nasza mikrometoda charakteryzuje sie duza czuloscia (poz-
wala na oznaczenie alkaloidéw w roztworach wodnych o stezeniu do
0,0001%) oraz powtarzalnoScia wynikéw. Moze byé przydatna szczegdl-
nie do oznaczania alkaloidéw w tubinach stodkich. W poréwnaniu z inny-
mi metodami nie wymaga uzycia duzych ilosci badanego materiatu.

Streszczenie

1. Opisano kolorymetryczna metode mikrooznaczania czterech alka-
loidéw tubinowych, tj. lupininy i sparteiny w L. luteus, oraz lupaniny
i hydroksylupaniny w L. albus i L. angustifolius.

2. Kolorymetryczne oznaczanie alkaloidéw oparte jest na stechiome-
trycznej reakeji miedzy alkaloidami i oranzem metylowym w roztwo-
rze chloroformu. Po zakwaszeniu oznacza sie stezenie oranzu metylo-
wego i posrednio alkaloidow.

3. Alkaloidy ekstrahuje sie do chloroformu z alkalicznego, osuszone-
go przy pomocy ziemi okrzemkowej, materialu lubinowego.

4. Opracowana metoda pozwala oznaczaé¢ lupining i sparteine w gra-
nicach od 0,2 do 2,6 ug, lupanine i hydroksylupanine od 0,2 do 3,0 ug,
w 1 ml koncowego roztworu.

5. Blad metody nie przekracza 5%.
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HOJIOPUMETPUYECKHH MHHKPOMETO/] OIIPEJEJIEHHUA AJIKAJIOUIOB
B CEMEHAX JIIOITHHA

Pe3zwomMme

1. Ommucan KOJOPMMETPUYECKMII METOJ MMKPOONpejeseHus dYeTbipex
JIOIMMHOBBIX AJKAJOMIOB, @ MMEHHO: JIyIMHMHa ¥ craprenmHa B L. luteus,
a Tak¥XKe JynaHMHa ¥ oKcuiynamumHa B L. albus u L. angustifolius.

2. KosiopumeTpudeckoe OmpeziesieHne aJKaJOUI0B ONMpaeTcsd Ha CTe-
XMOMETPMYECKON peakimyM MeZKAY AJKaJoOMAaMy M MeTUJIOpaHzKeM B pac-
TBOpe XJopodopma. ITocie ammaudukaumyu onpenesseTcs KOHIeHTpauusd
METMJIOPaHKa M IMOCPEICTBEHHBIM ITyTEeM aJIKaJOUIOB.

3. AJNRaJONAbl 9KCTPArupyrTca B XJIOPOOPM M2 ILEJOYHOro, Ipocy-
LIEHHOrO IPM IIOMOLLM MH(PY30PHOM 3eMJy, JIOIMMHOBOIO MaTepuaJia.

4. PazpaboTaHHBIA METOJ] ITO3ROJIAET ONPEAeNATh JYIIMHNH U CHapTeuH
B npezenax or 0,2 no 2,6 ur, mymasmH u oxemaynaumH ot 0,2 xo 3,0 ur
B 1 M2 KOHEYHOIO pacTBOpa.

5. ITorpeurHocTs MeToAa He mpeBbnuaer 5%.

A COLORIMETRIC MICRODETERMINATION OF ALKALOIDS IN LUPINE SEEDS

Summary

1. A colorimetric microdetermination of lupine and sparteine in L. lu-
teus and of lupanine and hydroxylupanine in L. albus and L. angusti-
folius has ben described.

2. The method depends upon the reaction between the alkaloid bases
and methyl orange in chloroform. On acidification the cancentration of
the indicator and thus indirectly of the alkaloids is determined.

3. The alkaloids of the alkalised, with infusorial earth thoroughly
dried plant material are extracted into chloroform.

4. The method permits to determine lupinine and sparteine within the
limits of 0.2 — 2.6 ug, lupanine and hydroxylupanine between 0.2 —
3.0 ug per 1 ml of the final solution

5. The error of the method does not exceed 5%.
Otrzymano 6.3. 1957 r.
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ZASTOSOWANIE AMIN ALIFATYCZNYCH DO ELUCIJI
AMINOKWASOW Z KATIONITOW O GRUPACH FUNKCYJNYCH
SULFONOWEJ I FENOLOWEJ

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lublinie
Kierownik Zakladu: prof. dr J. Opienska-Blauth

Odsalanie plynéw biologicznych w analizie chromatograficznej ami-
nokwaséw najlepiej przeprowadzaé¢ przy zastosowaniu zywic jonowy-
miennych. Przy uzyciu do tych celow elektrodializy lub dializy wystepuja
straty niektérych aminokwaséw, a szczegélnie argininy. Do najczesciej
stosowanych syntetycznych zywic jonowymiennych naleza kationity sil-
nie kwasne, polistyrenowe o czynnej grupie sulfonowej. Adsorbuja one na
kolumnie obok kationéw nieorganicznych wszystkie aminokwasy, przy
czym te ostatnie udaje si¢ nastepnie wyeluowaé¢ amoniakiem. Wymiennik
kationowy polistyrenowy pod nazwa ,,Zeo-Karb 225” stosowali Prior
i Whiteheade [8] do analizy aminokwaséw w plynie moézgo-rdze-
niowym, a Noworytko i Sarnecka - Keller [5] do analogicz-
nych badan w moczu. Awapara i Sato [1] uzywali natomiast do
odsalania moczu silnie zasadowy anionit ,,Dowex 2”. Roberts i wspélp.
[9] w badaniach nad przemiang posrednig drobnoustrojéw postugiwali
si¢ w celu odsalania pozywek mineralnych kationitem ,Dowex 50
i anionitem ,,Dowex 2”. W przeciwienstwie do zywic polistyrenowych ka-
tionity z dwiema grupami funkcjonalnymi: sulfonowg i fenolowa adsor-
buja tak silnie aminokwasy zasadowe, ze eluuja sie one tylko cze$ciowo
amoniakiem, a arginina nie daje sie eluowaé zupeie [6, 7, 11]. W pracy
niniejszej do elucji aminokwaséw zasadowych z kolumny napelnionej zy-
wica zawierajaca dwie grupy funkeyjne (SO;H, - OH) zastosowano z po-
myS$lnym rezultatem aminy alifatyczne.

[181]
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Czeé¢ doswiadczalna

Do badan uzyto Kkationitu sulfofenolowego (produkecji angielskiej
o nieznanej nazwie, znajdujacego sie w handlu). Kolumny napelniano
wymiennikiem uprzednio zmielonym, o $rednicy ziarna 0,060—0,075 mm.
Kationit przemywano kolejno 2N HCIl, 2N NH,OH oraz 5—10 % roztwo-
rami etyloaminy i dwuetyloaminy. Do regeneracji kolumny uzywano
2N HCIl. Zdolno$¢ wymienng oznaczano wg Tatura i Nowakow-
skiego [10]. Analiza eluatéw mieszanin aminokwasowych (ze szczegdl-
nym uwzglednieniem wszystkich aminokwaséw zasadowych i cyklicznych)
z kolumn z Dowex 50, Zeo-Karb 225 i kationitu sulfofenolowego wyka-
zala, ze argininy nie odzyskuje sie jedynie z kationu sulfofenolowego
podczas elucji przy pomocy 0,1 — 2N amoniaku. Doswiadczenia te po-
twierdzily wyniki badan innych autoréw.

Na podstawie przegladu stalych dysocjacji (Kg) i punktéw wrzenia
amin alifatycznych (tablica 1) podjeto proby uzycia ich jako silniejszych
zasad w miejsce amoniaku. Duza ilo§¢ przeprowadzonych doswiadczen
wykazala, ze aminy nie niszcza struktury kationitu. Do elucji aminokwa-

Tablica 1

State dysocjacji (Kp) i temp. wrzenia amin alifatycznych

Nazwa zwiazku Ky Temp. wrzenia
Metyloamina SRS (O SRE 7 I DAy
Dwumetyloamina CTPA T T R

|_~T_r<—3jmetyl_c$a_fn—axa | 0,74-10—4 3,5
Etyloamina | 5610~ | 166 |
Dwuetyloamina R 12,5 -10;4 T 56 771]
Trojetyloamina | 64 -10-4 895 |
n-Propyloamina 47 -10—14 48,7
Izopropyloamina 5T 53 -10—14 ¥ 7'73;4
Amoniak 1.8 10, 1| 18 EEEas:

(wg. Jenkinsa i Hartunga ([4)])

s6w uzyto etyloaminy (f-my BDH Laboratory Reagent-Anglia) i dwuetylo-
aminy (f-my Light-Anglia), zwiazkow o duzej statej dysocjacji i o wzgled-
nie niskiej temperaturze wrzenia, a co za tym idzie latwych do odparo-
wania. Na kolumne wysokosci 30 ¢cm i $rednicy 1 em wprowadzano préb-
ke aminokwaséw o zawarto$ci 0,8 mg N-aminowego, zawierajacej ponad-
to okolo 50—100 .mg soli (NaCl, MgSO, KH,PO,). Przemywano 25 ml
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wody destylowanej, a nastepnie eluowano: (1) 50—55 ml 2N amoniaku ce-
lem wymycia wszystkich aminokwaséw z wyjatkiem argininy, a na-
stepnie 25 ml 5—10% roztworami aminy pierwszorzedowej lub drugo-
rzedowej do elucji argininy; (2) 50—60 ml 5—10%s roztworami amin celem
elucji wszystkich aminokwaséw w tym i argininy; (3) 50—60 ml miesza-
niny 1N, amoniaku zawierajacego 5% aminy pierwszorzedowej celem
elucji wszystkich aminokwasow.

e - A
23

(X |
. -
Ve

Chromatogram I Chromatogram I1I
Mieszanina aminokwasow wprowa- Pozywka powzrostowa Mycobacte-
dzona na kolumny zawierala: Asp, rium phlei. 1. nieodsolona, 2. odsolo-

Glu, Gly, Ala, Arg. na, widoczne aminokwasy: Asp, Glu,

Ala.

1. Eluowano amoniakiem (brak Arg).

2. Eluowano mieszankg amoniaku i
aminy pierwszorzedowej.

Chromatografowano w ukladzie fe-
nol-woda w atmosferze amoniaku.

Najpraktyczniejszy wydaje sie by¢ 2 i 3 sposob elucji. Pierwsza porcje
wycieku w ilo$ci okolo 10 ml odrzucano, pozostala za§ odparowywano pod
zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze nie przewyzszajacej 40° do su-
chosci, rozpuszezano w 2 ml wody destylowanej i odparowywano ponow-
nie. Czynnos¢ te powtarzano trzykrotnie celem catkowitego usuniecia
amoniaku i aminy z eluatu. Przy pomocy chromatografii bibulowej ba-
dano sktad aminokwasowy wycieku. Zamieszczony chromatogram I przed-
stawia dwie jednakowe probki aminokwaséw, z ktérych: 1) eluowano
z kolumny amoniakiem, za§ 2) mieszanina amoniaku i aminy pierwszo-
rzedowej.
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Zbadano, czy nowg metoda elucji odzyskuje sie iloSciowo wprowa-
dzone na kolumne aminokwasy. W tym celu przeprowadzono ilo$ciowe
oznaczenie azotu aminowego metoda Van Sly ke’ a [3], natomiast ami-
nokwasy oznaczano na spektrofotometrze ,,Unicam” przy dlugosci fali
530 mu po uprzednim rozdziale chromatograficznym i elucji metanolem
plam aminokwasowych wywolywanych metoda Barrolliera [2].
Oznaczenia iloSciowe wskazujg na calkowita elucje podana wyzej me-
toda (tablica 2).

Tablica 2
IloSciowe oznaczanie wprowadzonych na kolumne aminokwaséw
| Metoda Barrolliera ——'__ V_ruMetoda Van S—]-yl;e_’a-_r _,_
Nr | ilo$¢ aminokwa- | ilo§¢ aminokwa- |ilo§¢ N-aminowe-|ijos¢ N-aminowe-
prébki !séw wprowadzo- | séw oznaczona | go wprowadzona 6 (OImadsaih
’ |nych na kolumne w wycieku |  na kolumne g X ‘
; a w mg |z kolumny w mg | w mg w wycieku w mg
{ | o H &
ad 2 2 0.8 0,75
g 2.8 0,8 0,81
s d 5 5,3 0,8 0,78
|
! S 10 10,4 = = ,
i 5 20 18,9 - | = i

Napotkano na pewna trudno$¢ przy odzyskiwaniu catkowitej ilosci
tauryny wprowadzonej na kolumne kationitu sulfofenolowego. Tauryna
wigzana jest przez wymiennik kationowy w minimalnym stopniu, znacz-
na jej cze$¢ przechodzi razem z anionami do wycieku przy przemywaniu
kolumny woda. Wydaje sie, ze zmiana stalych dysocjacji grup funkecyj-
nych tauryny przez zmiane pH préobki wprowadzonej na kolumne moze
da¢ dobre wyniki, o ile nie wchodzi tu w gre wzajemne oddzialywanie
grup sulfonowych tauryny i kationitu. Zagadnienie to wymaga doklad-
niejszego przebadania. Podobne zjawisko zaobserwowaly Noworytko
i Sarnecka-Keller [5] postugujac sie kationitem Zeo-Karb 225.

Celem wykazania praktycznej przydatnosci powyzszej metody odsa-
lano przesacz kilkudniowej hodowli Mycobacterium phlei rosnacej na
pozywce plynnej DGK!. Pozywke po odwirowaniu bakterii zageszczano
parokrotnie, a nastepnie wprowadzono 5 ml przesaczu na kolumne. Eluat
odparowywano do suchosci i rozpuszczano w 1 ml wody destylowanej.

1 Skiad pozywki DGK, wedlug Syma: Glukoza 10 g, kwas glutaminowy 5 g, kwas
cytrynowy 2 g, KH,PO, 0,5 g, MgSO,.7H,0 0,5 g, ZnSO,.7H,0 0,02 g, cytrynian
zelazowo-amonowy 0,04 g. Rozpusci¢é w wodzie, doprowadzi¢é do pH 7,4 i dopeki¢
wodg do 1 litra.
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25 ul probke nakraplano na bibule Whatman Nr 1 i rozwijano chromato-
gram w ukladzie fenol-woda. Zamieszczony chromatogram 2 przedstawia
probke przed odsoleniem i po odsoleniu. Widoczny jest wplyw soli na
rozdzial aminokwaséw o niskim R;, wyrazajacy sie tworzeniem jednej
duzej plamy przesuwajacej sie nieznacznie z miejsca nakroplenia.

Zastosowanie amin alifatycznych pozwolilo wykorzysta¢ zywice sul-
fo-fenolowe do odsalania plynéw biologicznych przy odzyskiwaniu wszy-
stkich aminokwaséw lacznie z zasadowymi, ktére jak wiadomo z prac
Partridge’a i Westalla [6, 7, 11] oraz wlasnych do$wiadczen,
nie eluowaly sie roztworami amoniaku. Latwo$é odparowania amin pod-
nosi wartoéé praktyczng powyzszej metody.

Streszczenie

Do elucji wszystkich aminokwaséw lacznie z zasadowymi z kolumny
napelnionej kationitem o grupach funkecyjnych: sulfonowej i fenolowej
uzyto aminy alifatyczne.
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ITPUMEHEHHE AJIMGPATHYECKUX AMUHOB K BJIIOUPOBAHHIO AMHUHO-
KHCJIOT U3 KATHOHHUTOB, OBJIA/IAIOIHUX ®YHRIIMOHAJIbHBIMH CVYJIb-
POHOBOH U ®EHOJIBHOW T'PYIIIIAMH

Pezwme

C nenbio 9JI0MpOBaTH BCE, BKJKOYAsA OCHOBHBIC, aMMHOKMCJIOTHI U3 KO-
JIOHKM, HANOJHEHHOM KaTMOHMTOM ¢ (PYHKUMOHAJBHBIMM CYJIb(MOOHOBOI
u beHONBHOM rpynnaMyu, 6bLIM UCIIOIH30BAHBI aaMMaTNYECKMEe aMUHbL
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APPLICATION OF ALIPHATIC AMINES TO THE ELUTION OF AMINO ACIDS
FROM CATIONIC EXCHANGE RESINS WITH SULPHONIC AND PHENOLIC
FUNCTIONAL GROUPS

Summary

Aliphatic amines have been applied to the elution of all amino acids,
including basic ones from columns charged with cationic exchange resins
containing the sulphonic and phenolic functional groups.

Otrzymano 22. 3. 1957 r.
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17-KETOSTERYDY I 17-HYDROKSYSTERYDY W MOCZU LUDZI,
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I. CHROMOGENY ZIMMERMANNA W EKSTRAKTACH MOCZOWYCH
PRZED I PO UTLENIENIU KWASEM CHROMOWYM

Z Instytutu Onkologii w Gliwicach
Zaktlad Biologii Nowotworéw
Kierownik: prof. dr K. Dux

Wielkie postepy poczynione w ciagu ostatnich lat w dziedzinie bio-
chemii sterydéow pozwalajg juz zrozumieé zaleznosci istniejace pomiedzy
hormonami kory nadnercza i ich metabolitami moczowymi i co za tym
idzie, w jakim stopniu badanie metabolitow odzwierciedla aktywnosé
gruczoléow.

U czlowieka badania nad metabolitami moczowymi byly przedmiotem
bardzo licznych prac. Najczesciej jako test funkcjonowania kory nadner-
cza stluza oznaczenia 17-ketosterydéw neutralnych i kortykoidow.
U zwierzat laboratoryjnych oznaczenie sterydow moczowych napotyka
na powazne trudnos$ci. Istniejg tylko nieliczne prace dotyczace najczescie]
wydalania 17-ketosterydéw u krélika [11, 12, 18]. Zaledwie kilku autoréw
prébowato $ledzi¢ przemiane sterydoéw u szczura [19, 20, 21] oraz u my-
szy [17]. Bardzo niedawno wprowadzono pewne niewielkie zmiany do
metod oznaczania kortykoidéw moczowych celem przystosowania ich do
badan nad $winkami morskimi [14, 22]. Wyniki tych prac sa czesto
sprzeczne, co przypuszczalnie jest spowodowane miedostateczng swoistos-
cia metod opracowanych dla badan nad sterydami organizmu ludzkiego.
W przypadku moczu zwierzecego nalezy bowiem pracowaé¢ na ilo$ciach
czesto niktych, w obecnosci wielkiej iloSci zanieczyszczen, ktére latwo
wywieraja wplyw na reakcje barwne bedace podstawa metod mikroana-
litycznych.

Analiza fizjologiczna powinna zawiera¢ z jednej strony badanie ja-
kosciowe metabolitéw, z drugiej za$ strony ich oznaczenie globalne. Ana-

[187)
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liza jakosciowa jest mozliwa tylko na drodze chromatograficznej. Meto-
da chromatograficzna na bibule wg Busha [8] zostala juz przystoso-
wana do rozdzielenia kortykoidéw moczowych psa- [4]. Mikro-chroma-
tografia kolumnowa na tlenku glinu wyodrebnia szereg frakcji 17-keto-
sterydow u szczura, eliminujac réwnocze$nie wieksza cze$¢ pigmentow
brunatnych, silnie polarnych .

Problem oznaczenia ilo$ciowego polega na oznaczeniu jak najwiek-
sze] ilosci metabolitow kory nadnercza przy uzyciu metody wystarczajgco
swoistej. Metoda ostatnio opisana przez Wilsona i Fairbanksa
[27] wydala si¢ nam najwlasciwsza dla malych zwierzat laboratoryjnych
z nastepujacych powodéw: po pierwsze, uwzglednia ona wielkg rozmaitosé
sterydéw; po drugie autorzy zauwazyli, ze substancje chromogeniczne
wplywajace na reakcje barwnag zdawaly sie zanika¢ w trakcie utleniania.
Wilson i Fairbanks oparli sie¢ na dzialaniu kwasu chromowego,
ktéry przeksztalca liczne 17-hydroksysterydy w 17-ketosterydy, ktére to
zwigzki mozna nastepnie oznaczy¢ iloSciowo przy pomocy reakeji Zim-
mermann a [28]. 17-ketosterydy, istniejace w ekstrakcie nieutlenionym,
sg przeksztalcane w dwu- lub tréjketony, w zaleznosci od tego, czy posia-
daja grupe hydroksylowa w pozycji C; lub w pozycji C; i C,,. Praca Wi l-
sona i Fairbanksa polegala na zbadaniu wartosci chromogenicz-
‘nej produktéw utleniania czystych sterydow w reakcji Zimmerman-
na. W serii sterydow C,, metoda ta oznacza wszystkie 17-21-dwuhydro-
ksyketony i 17-20-21-triole. W ponizszym schemacie reakcji pokazujemy
tylko boczny tancuch tych zwigzkéw.

I CH,OH 'CHZ.OH
'CO O H—-C—OH
Il |
C—OH CrO, C CrO, C—OH
5 BN SR

17-20-diole i 17-hydroksy-20-ketony w serii pregnanu i allopregnanu
(wzér II) sa réwniez iloSciowo przeksztalcone w 17-ketosterydy

II ?H, ?H:
H—C—OH o (I:o
Il
C—OH Cro, C Cro, C
/N el o b s e T <

W serii sterydéw C,, metoda utleniania pozwala na oznaczenie testostero-
nu i androstan-3f-17f-diolu. Oznaczenia dokonane na mieszankach o skla-
dzie nieznanym daja przyblizong warto§¢ sumy 17-hydroksysterydow
i 17-ketosterydéw. Wyniki wyraza sie jako androsteron utleniony.

* Praca w toku.
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)
W niniejszej pracy postawiliémy sobie nastepujace zadania:
a) sprawdzié¢, czy metoda Wilsona i Fairbanksa da sie
zastosowaé do surowych ekstraktow z moczu ludzkiego,
b) w przypadku uzyskania pozytywnej odpowiedzi na pytanie zawarte
w punkeie ,,a”, spréobowa¢ przystosowac te metode do ekstraktéw z moczu
matych zwierzat laboratoryjnych.

Czeé¢ doswiadczalna

Probki moczu ludzi, krélikow i szczuréw zbierano przez 24 godziny
bez stosowania substancji przeciwgnilnych. Hydrolizy i ekstrakcje doko-
nywano w przeciggu 3 godzin po zebraniu moczu. Zwierzeta byly umiesz-
czone w klatkach metabolicznych, z ktérych odbiera sie osobno kal i mocz.
Celem zapobiezenia ewentualnemu zanieczyszczeniu moczu, zywno$¢ po-
dawano krélikom przy pomocy zlobu umieszczonego na zewnatrz klatki
w ten sposéb, ze tylko glowa miala do niego dostep. Szczury karmiono
przy pomocy sondy zoladkowej trzy razy dziennie. Proby przeprowadza-
no na dwéch krélikach samicach w wieku okolo 12 miesiecy i na szeSciu
szezurach samiczkach w wieku okolo 6 miesiecy.

METODA

1) Przygotowanie ekstraktéow. Z oémiu prébek moczu
ludzkiego przygotowano 2 rodzaje ekstraktéw. I: ekstrakty surowe za-
wierajgce calo$¢ 17-ketosterydéow obojetnych, otrzymane po hydrolizie
kwasem solnym na goraco. Stosowano metode Bonder [5] (metoda
Drektera zmodyfikowana). II: ekstrakty surowe zawierajace , Kortykoidy”
otrzymane przez hydrolize na zimno w pH 1. Stosowano metode Smitha
i Melin gera [23] nieznacznie przez nas zmodyfikowang 2. Z moczu
zwierzecego przygotowano tylko ekstrakty typu I. Po hydrolizie kwasem
solnym na goraco ekstrakty obfituja w substancje chromogeniczne bru-
natne, pracowano wiec w warunkach najbardziej niesprzyjajacych. Tok
postepowania by! nastepujacy: mocz sgaczono przez wate szklang, mocz
krolika poddawano nastepnie odwirowaniu, otrzymujac obfity osad mine-
ralny. Hydrolize prowadzono w kolbie ze szfilem pod chtodnicg zwrotna
w spokojnym wrzeniu w obecnosci stezonego kwasu solnego (15%
obj./obj.). Hydrolizat chlodzono natychmiast woda biezacg. Z uwagi na to,
ze mocz zwierzecy jest bardzo gesty i tworzy z latwoscia emulsje z eterem,
stosowano kolumny ekstrakcyjne typu kolumn uzywanych przez Jay-

* Jako rozpuszczalnika zamiast butanolu stosowanego przez Smitha uzyto
chloroformu oczyszczonego przy pomocy benzydyny i wprowadzono dodatkowo
oczyszczanie weglanem potasu.
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le'a [16] do ekstrakcji fenolosterydow. Stosowano eter w stosunku ob-
jetosciowym 1 : 1 i 10 przej$¢ przez kolumne. Ekstrakt eterowy przemy-
wano 3 razy 1/5 swojej objetosci 2N NaOH, przy czym roztwoér tugu sodo-
wego uzywany do trzeciego przemycia zawieral ponadto szczypte podsiar-
czanu sodu, nastepnie trzy razy woda destylowana, uzywajac kazdorazo-
wo jedna objetos¢ wody na dziesie¢ objetosci ekstraktu. Po przemyciu
ekstrakt suszono nad siarczanem sodu i odparowywano w eksykatorze.
Mocz zbierany przez 24 godziny z 6 szczur6w mieszano, nastepnie hydro-
lizowano i ekstrahowano tak samo jak mocz kréliczy.

2) Oznaczenie 17-ketosterydoéw obojetnych. Stoso-
wano metode opisang przez Bonder. Rozdzielanie frakeji ketono-
wych prowadzono wedle tej samej metody, przy uzyciu odczynnika , T
Girarda (chlorek tréjmetylo-acetylo-hydrazyno-amoniowy) 2.

3) Oznaczanie 17-ketosterydéw po utlenieniu
kwasem chromowym. Zaréwno utlenienie jak i mikroanalize
17-ketosterydow wykonywano wediug metody opisanej przez Wilsona
i Fairbanksa, z ta tylko roéznica, ze roztwér alkoholowy KOH spo-
rzadzano bezposrednio przed uzyciem stosujac alkohol oczyszczony na
m-~fenylenodwuaminie i dwa razy rektyfikowany. Ekstrakty do utlenienia
przygotowano w sposéb nastepujacy: ekstrakt suchy rozpuszczano w ta-
kiej objetosci oczyszczonego alkoholu bezwodnego, aby okolo 20ug stery-
déw przypadalo na objeto$¢ alkoholu zawartg w granicach 0,1 — 0,01 ml.
Nastepnie wprowadzono do probéwek takie iloSci roztworu, ktére by
zawieraly troche mniej niz 20 ug sterydéow i odparowywano do sucha,
przepuszczajac ponad powierzchnig cieczy w probéwkach strumien po-
wietrza i w koncu suszono w proézni nad P,O,. Réwnolegle pobierano z te-
go samego roztworu probki dla oznaczenia 17-ketosterydéw metoda
Bonderowej idla oddzielenia frakcji ketonowych, o ile to bylo ko-
nieczne. Oznaczenia spektrofotometryczne reakecji Zimmermanna
prowadzono przy uzyciu spektrofotometru Coleman Junior model 6. Sto-
sowano probéwki Coleman 6-304 B (Srednica 19 mm). BezposSrednio po
utlenieniu proébke rozcieniczano do 8 ml alkoholem 96°0 dwukrotnie re-
ktyfikowanym, po czym odczytywano adsorpcje $wiatla kolejno w na-
stepujacych dlugosciach fali: 510, 530, 550, 570, 590, 490, 470, 450, 430 mpu.

WYNIKI

1) Ekstrakty z moczu ludzkiego. Nalezy tu przede
wszystkim zaznaczy¢, ze reakcja Zimmermanna przeprowadzona
na ekstrakcie poddanym utlenieniu kwasem chromowym daje piekne za-

3 Odczynnik ,,T” otrzymano preparatywnie metoda klasyczng opisang m. in.
przez Bonder [3].
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barwienie czerwono-fioletowe bez $ladow barwy brunatno-pomaranczo-
wej, tak w przypadku ekstraktu typu I jak i II. Badania spektrofo-
tometryczne ekstraktow typu I, tj. po hydrolizie kwasem solnym 'na go-
raco, daja krzywa posiadajgca maksimum odpowiadajace dilugosci fali
510—530 myu. To samo maksimum wykazuje badanie spektrofotometrycz-
ne wykonane na czystym androsteronie krystalicznym utlenionym w tych
samych warunkach. Rys. 1 pokazuje zadowalajaca réwnoleglo§¢ dwu
krzywych. Fairbanks i Wilson
podaja optymalng dlugosé fali 530—
550 mu. Poniewaz jednak we wszyst-
kich naszych doswiadczeniach otrzy-
maliSmy maksimum przy fali 510— %
530 my, wybraliSmy te dilugosé fali, 3
aby otrzymac¢ jak najwieksza doktad- §
nos¢ i swoistos¢é. W tabeli 1 podajemy
kilka wynikéw iloSciowych na eks- - PRI it bl
traktach I przy rownoleglym oznacze- R PR e o
niu 17-ketosterydéw obecnych w mo-

czu (metoda Bonderowej) i 17-ke-

Rys. 1. Widma absorpcyjne chro-
mogenow Zimmermanna eks-

tosterydéw otrzymanych przez utle- traktu I z moczu ludzkiego i
nianie (metoda Wilsona i Fair- czystego androsteronu po utle-
banksa). nieniu kwasem chromowym
W przypadku moczu nr 1. nr 26 OO 20 ug androsteron utle-
’ . . ’ . . . nlony
roznice 2,92 mg i 2,75 mg odpowiadaja O— — (0 155 ug ekstrakt I utle-
17-hydrosksysterydom odpornym na niony

hydrolize kwasem solnym na goracc

Zdarza sie¢ jednak, ze réznica ta nie wystepuje albo jest nawet ujemna
(mocz nr 6). Wilson i Fairbanks pracujac na mieszankach ste-
rydéw C,, znalezli réwniez przypadki, gdzie réznica byla ujemna i tluma-

Tabela 1

Chromogeny Zimmermanna ekstraktu I z moczu ludzkiego przed i po utle-
nieniu kwasem chromowym

| 17-ketosterydy w ekstrakcie I.
| Mocz nr MPNET SAT E

| bez utlenienia*) | po utlenieniu**)

i Ll 6,08 9,00 f

6 14,80 12,50
15 15,30 15,00

26 7,25 9,00

*) Wpyrazone jako androsteron w mg/24 godz.
**) Wyrazone jako androsteron utleniony w mg/24 godz.
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czg to zjawisko w spos6b nastepujacy: utlenienie kwasem chromowym
eliminuje ketony C., ktére w metodzie klasycznej zwigkszaja wyniki
oznaczen 17-ketosterydéw, poza tym moze nastapi¢ zniszczenie substancji
chromogenicznych nieswoistych. W przypadku moczu nr 6 zaobserwowa-
no. ze stosunek gestosci optycznych 430 mu i 520 mu wynosit przeszio
0,9, co wskazywalo na obecnosé
substancji chromogenicznych. Po
oczyszczeniu odczynnikiem Girar-
da otrzymano tylko 8,50 mg/24
godz. 17-ketosterydow. Reakcja
Zimmermanna przepro-
wadzona po utlenieniu dala za-
barwienie fioletowe bez odcienia
brunatno-pomaranczowego, jak to
mialo miejsce bez utlenienia.

030+

Geslosc optyczna

Il 1 1

B w50 590 ma
Dlugosc fali Na ekstraktach II, tj. na ek-

Rys. 2. Widma absorpcyjne chromoge-  straktach zawierajacych korty-
néow Zimmermanna ekstraktu II z mo- koidy, wykonywano réwniez row-
czu ludzkiego i czystego androsteronu nolegle reakcje Zimmermanna z

iE 1 Il 1

po ‘utlenieniu kwasem chromowym e
utlenieniem kwasem chromowym

i bez utlenienia. Bez utlenienia
reakcja dawata zabarwienie z od-
cieniem pomaranczowym i bez widma charakterystycznego. Po utlenie-
niu otrzymano piekne zabarwienie fioletowe i krzywa spektrofotome-
tryczng bardzo zblizona do krzywej czystego hormonu (rys. 2). Oznacze-
nia przeprowadzone na kilku moczach normalnych wahaja sie w. grani-
cach 2—3 mg/24 godz.

2) Ekstrakty z moczu krolikéw. Reakcja Zimmerman-
na wykonana na surowych ekstraktach z moczu krolika daje zawsze za-
barwienie brunatno-pomaranczowe. Krzywa spektrofotometryczna wygina
sie cokolwiek w poblizu diugosci fali 520 my, co wyklucza jakgkolwiek
mozliwo$¢é oznaczen w tych warunkach (patrz krzywa 1 rys. 3). Absorpcja
pozostaje wysoka w krotkich diugosciach fali; we frakcji tej znajduja sie
jeszcze substancje chromogeniczne nieswoiste. Jezeli natomiast poddaje
sie surowe ekstrakty utlenieniu kwasem chromowym, reakcja Zimmer-
manna nie daje juz zadnych $§ladéw brunatnych. Krzywa spektrofo-
tometryczna (krzywa 2 rys. 3) jest niemal réwnolegla do krzywej andro-
steronu (krzywa 3 rys. 3). Rowniez frakcje ketonowe poddane utlenieniu
kwasem chromowym tracg swoje substancje chromogeniczne nie dajgc
przez to wynikéow nizszych. Krzywa spektrofotometryczna posiada wierz-
cholek wyrazniejszy i upodabnia sie do krzywej czystego hormonu

(rys. 4).

O O 15 ug androsteron utleniony
O~ — —0O 17 ug ekstrakt II utleniony
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=
[
S

o
Oestosc optyczna

030} i

b,
S
-

4 S
'\ Olugosé fali
§ : Rys. 4. Widma absorpcyjne chromogenéw
gug- Zimmermanna ekstraktéw ketonowych z
;3 . moczu krélika, przed i po utlenieniu
‘i \ (O— — —O frakcja ketonowa utleniona
S IS0 3 O -O frakcja ketonowa nie utleniona
\s
430+

Rys. 3. Widma absorpcyjne chromogenéw
Zimmermanna w ekstraktach moczowych

: kroélika
v 4 1. O—~-—) ekstrakt surowy
2. O— — —0 ekstrakt surowy utleniony : 22 ug
., 430 470 Jl'o 590 mu 3. O———0 androsteron utleniony :20 ug
Mugosc fali 4. O--=-=-- (O ekstrakt ketonowy

Tabela 2

Poréwnanie chromogenéw Zimmermanna ekstraktéw ketonowych i ekstrak-
tow surowych utlenionych u krélika

| 17-ketosterydy | 17-ketosterydy
| oczyszczone przy utlenieniu
Mocz ar ' odczynnikiem i kwasem chro-
| »T” Girarda®) | mowym*¥) [
o | 085 | 1,550 ‘
19 l‘ 0,720 I 2,000
21 I 0,785 | 1,900

*) mg/24 godz. wyrazone jako androsteron
**) mg/24 godz. wyrazone jako androsteron utleniony

W tabeli 2 podajemy wyniki oznaczen 17-ketosterydéw na ekstraktach

oczyszczonych odezynnikiem ,,T” Girarda i na ekstraktach surowych pod-
danych utlenieniu kwasem chromowym. Wyniki otrzymane po utlenieniu
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s3 dwukrotnie wyzsze od wynikow otrzymanych przez wydzielenie frak-
cji ketonowej. Surowe ekstrakty utlenione wykazuja wystarczajaca zgod-
no$¢ z prawem Beera, co sprawdzono jak nastepuje: zmienne iloSci roz-
tworu alkoholowego ekstraktéw moczowych odparowywano, suszono i na-
stepnie utleniano wedlug metody Wilsona i Fairbanksa. Otrzy-
mane gestoSci optyczne sa mniej wiecej proporcjonalne do objetosci
roztworu alkoholowego, co uwidoczniono w tab. 3.

Tabela 3
Zgodno$¢ reakcji barwnej ekstraktoéw moczowych utlenionych z prawem Beera

jetosé * '
alnthoiowego eketrakiu|  Gestosé optyezna |
w ml przy 510 mu ‘

0,02 0,05 ;

0,04 0,10 |

0,06 0,17 i

0,08 0,21 [

*) Roztwor alkoholowy otrzymano rozpuszczajgc surowy ekstrakt z moczu z 48 godz. w 5 ml
alkoholu bezwodnego.

Celem przekontrolowania wiernosci stosowanej metody, do kilku pro-
bek moczu dodano znane ilosci czystego androsteronu. Surowe ekstrakty
z 48 godzin rozpuszczano w 5 ml alkoholu. Z roztworu pobierano 2 prob-
ki po 0,03 ml. Do jednej probki dodawano 0,02 ml roztworu alkoholowego
androsteronu o stezeniu 0,025% (wag./obj.) tj. 5 ug androsteronu. W ta-
beli 4 ujeto otrzymane wyniki.

Tabela 4

Kontrola odnalezionych znanych ilosci czystego androsteronu dodanych do suro-
wych ekstraktéw moczowych kroélika

manna po utlenieniu
kwasem chromowym

Chromogeny Zimmer- l ' '

% odnalezionego

ekstrakt eksﬁ:ﬁkfi?ioda— androsteronu
Surowy: tkiem 5 ug |

#g | androsteronu | '
s 29 100 |
| 125 | 17,5 ' 100 ‘
, T S 218 | 76

3) Ekstrakty z moczu szczuro6w. Reakcja Zimmer-
manna wykonana bezposrednio na ekstraktach surowych daje tylko
zabarwienie zolto-pomaranczowe nie posiadajace zadnego znaczenia. Te
same ekstrakty poddane utlenieniu kwasem chromowym reaguja w reak-
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cji Zimmermanna dajagc piekne zabarwienie czerwono-fioletowe.
Badanie spektrofotometryczne daje w tych warunkach krzywa, ktérej
wierzcholek jest wprawdzie lekko przesuniety w kierunku krétszych diu-
gosci fali (490—510 my), lecz bardzo zblizong do krzywej androsteronu
utlenionego (rys. 5). Oznaczenie 17-ketosterydéw wykonane na surowych

g30}

Gestosc opiyczna

et A
430 470 510 550 590 my
Dlugosc fali

Rys. 5. Widma absorpcyjne chromogenow
Zimmermanna ekstraktéow moczowych
szczura

ekstrakt surowy

16 ug androsteron utleniony
14 ug ekstrakt surowy utle-
niony

ekstraktach po utlenieniu kwasem chromowym daje wyniki bardzo wy-
sokie w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi przez wykonanie reakecji
Zimmermanna na frakeji ketonowej. Rezultaty poré6wnawcze przed-
stawiono w tab. 5. Nalezy tu zaznaczy¢, ze pigmenty czerwone zawarte

Tabela 5

Chromogeny Zimmermanna we frakcji ketonowej moczuw szczuréw z 24 go-
dzin i w surowym ekstrakcie utlenionym kwasem chromowym

17-ketosterydy®*) | 17-ketosterydy**)
Mocz nr ketonowe bez po utlenieniu
i utlenienia kw. chromowym
T 7
2 - 82
3 - 63
4 - 105
67 26 86

l

*) Wyrazone jako androsteron ug/24 godz.
**) Wyrazone jako androsteron utleniony ug/24 godz.

| 89 18 ‘ i ’

w suchych ekstraktach odbarwily sie podczas utlenienia. Pozostalo tylko
zabarwienie zo6lto-zielone $rodowiska utleniajacego.
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Ponadto wykonano préby odnalezienia czystego androsteronu doda-
nego do 2 surowych ekstraktéw z moczu 12 szczuréw, zbieranego przez
34 godziny, rozpuszczonych w 5 ml alkoholu, z ktérych pobrano po 2
probki po 0,05 ml. Do jednej z probek kazdego ekstraktu dodano 5 ug
czystego androsteronu. Otrzymane wyniki ujeto w tab. 6.

Tablica 6

Kontrola odnalezienia znanych ilo$ci czystego androsteronu dodanych do surowych
ekstraktéw moczowych szczura

| Chromogeny Zimmer- A

manna po utlenieniu
___kwasem chromowym _ | ¢ odnalezionego
ekstrakt | ekstrakt z doda- androsteronu
surowy: tkiem 5 ug
#g | androsteronu ’
13 1 17 80
11 | 15,5 : 90

Omoéwienie wynikow

Doswiadczenia wykonane na moczu ludzkim wykazuja mozliwos¢ ilo-
Sciowego oznaczenia 17-ketosterydéw i 17-hydroksysterydéw bezposred-
nio na surowych ekstraktach. Stosuje si¢ w tym celu reakcje Zimmer-
manna w polgczeniu z dzialaniem kwasu chromowego. Badania spek-
trofotometryczne zabarwieh otrzymanych na ekstraktach poddanych
dwom réznym hydrolizom daje widmo bardzo zblizone do widma czy-
stego androsteronu o maximum w pasmie 510—530 mu. Test Wi l-
sona i Fairbanksa odpowiada zasadniczym wymogom stawia-
nym metodom klinicznym oznaczania hormonéw [6] i wydaje sie dobrym
narzedziem w rekach endokrynologéw. Z drugiej strony metoda ta poz-
wala oznaczyé bardzo duza ilo§é metabolitow kory nadnercza. Kortyko-
sterydy jak 17-hydroksy-11-dezoksykortykosteron, kortyzon i kortyko-
steron, ktére juz same posiadaja grupy hydroksylowe na C,;, oraz andro-
geny kory mnadnercza, jak andrenosteron i dehydroizoandrosteron, ule-
gaja przemianie w sterydy moczowe, z ktérych przewazajaca ilo$¢ posia-
da grupe hydroksylowa na C,;. Voigt i wspolpracownicy [26] zesta-
wili liste sterydéw moczowych pochodzacych z kory nadnercza, wyodreb-
nionych i zidentyfikowanych metoda chromatografii, 18 sposréd nich po-
siada funkcje hydroksylowa na C,; podlegajaca utlenieniu kwasem chro-
mowym, a wiec reaguje w tescie Wilsona i Fairbanksa.

Jednakowoz wypada zaznaczy¢, ze Huis in’t Veld i Lampe
Hintzen [15], ktérzy zastosowali ostatnio w swoim laboratorium me-
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tode oznaczania globalnego 17-hydroksykortykosterydéw opracowana
przez Brooksa i Norymberskiego [7], doszli do wniosku,
ze metoda ta, jakkolwiek zadowalajaca z punktu widzenia chemicznego,
posiada tylko ograniczong warto$¢ dla badan klinicznych.

Trudnos$ci napotykane w oznaczaniu sterydow moczowych matych gry-
zoni wydaja sie czeSciowo rozwigzane przez zastosowanie metody Wil-
sona i Fairbanksa. Trudnosci te polegajg przede wszystkim na:

1. Obecno$¢ licznych pigmentéw i chromogenéw nieswoistych. Srod-
ki na ogét stosowane celem usunigcia tych substancji, takie jak wydzie-
lenie frakeji ketonowej odczynnikiem Girarda, formulki korygujace otrzy-
mane wyniki [1, 24], ekstrakcja zabarwienia koncowego za pomocg chlo-
roformu [9], zawodzg juz wobec moczu ludzkiego i okazujg sie zupelnie
bezwartosciowe w odniesieniu do moczu zwierzecego. Oczyszczanie od-
czynnikiem Girarda, ktére sie najczesciej stosuje, tylko cze$ciowo eli-
minuje nieswoiste substancje chromogeniczne. Reakcja Zimmerman-
na wykonana na frakcjach ketonowych daje zabarwienie rézowo-poma-
ranczowe o wysokich warto$ciach absorpeji w dlugosciach fal 410—430 mu
bez wyraznego, charakterystycznego wierzcholka (najcze$ciej zauwaza sie
tylko splaszczenia okolo 510—530 my). U obu rodzajéw zbadanych gryzoni
surowe ekstrakty moczowe utlenione wedlug metody Wi lsomn a
i Fairbanksa daja wreakcji Zimmermanna piekne zabar-
wienie fioletowe. Krzywe spektrofotometryczne, ktérych charakterystycz-
ne maksimum znajduje sie w pasmie 510—530 mu, sa niemal réwnolegle
do krzywych czystego androsteronu utlenionego. Problem chromogenéw
brunatnych wpltywajacych na reakcje Zimmermanna wydaje sie
wigec calkowicie rozwigzany przez zastosowanie procesu utleniania.
Appleby i wspélpracownicy [2], ktérzy opracowali metode analitycz-
ng oparta na utlenieniu 17-hydroksysterydéw bizmutynianem sodu, zau-
wazyli réwniez zanik chromogenéw brunatnych w ich do$wiadczeniach
nad moczem ludzkim.

2. Tlosci sterydéw wydzielonych w moczu sa bardzo nikle. Doswiad-
czenia wykonane na szczurach i na myszach przy uzyciu izotopéw promie-
niotwérezych [13] wskazaly na z61¢ jako na gléwng droge wydzielania
hormonéw sterydowych. Stosowanie metody Fairbanksa i Wil-
sona ma podwoéjna zalete: metoda ta jest bardzo czula i réwnocze$nie
pozwala unikna¢ frakcjonowania odczynnikiem Girarda, ktére stanowi
zawsze zrodlo strat substancji ketonowych. Nawet dla bardzo matych ilesci
sterydéw 17-ketogenicznych, w granicach 5—10 ug, krzywa spektrofotome-
tryczna posiada jeszcze charakterystyczny wierzcholek i jest bardzo zbli-
zona do krzywej czystego hormonu. Rezultaty sa korzystniejsze od tych,
ktére otrzymat Charollais [10] przez ,uczulenie” reakeji Z i m-
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mermanna przez zastosowanie eteru jednometylowego glikolu ety-
lenowego w celu oznaczenia 17-ketosterydéw u $winki morskiej.

3. Nieznajomo$é proceséw degradacji sterydow u tych gatunkéw
utrudnia stosowanie klasycznych metod oznaczen. Podczas gdy u czlo-
wieka bardzo liczne metabolity moczowe zostaly wyodrebnione i rozpoz-
nane, u gryzoni tylko Burstein [22] zidentyfikowal hydroksykorty-
zon w moczu $winki morskiej. Pomimo nieznajomosci metabolitéw mo-
czowych u gryzoni wydaje sig, ze test Wilsonai Fairbanksa
powinien z wystarczajaca wiernoscia obrazowa¢ funkcje kory nadnercza.

Rezultaty ilo§ciowe otrzymane na ekstraktach z moczu kroélika i szczu-
ra nalezy uzupelni¢ nastepujacymi uwagami. Poniewaz hydrolize prowa-
dzono w temperaturze wrzenia w ciggu 10 minut w obecno$ci kwasu sol-
nego 15% (obj./obj.), sterydy posiadajace boczny lancuch 17-21-on ulegly
zniszczeniu. Tymeczasem réznica pomiedzy oznaczeniem 17-ketosterydéw
neutralnych metoda klasyczng i testem Wilsonai Fairbanksa
jest bardzo powazna. Roznica ta odpowiada 17-hydroksysterydom odpor-
nym na hydrolize kwasem solnym na goraco i przeksztalconym w 17-ke-
tosterydy w procesie utleniania chromowego. Nalezy z tego wnioskowag,
ze metabolizm niektérych sterydéw jest zupelnie rézny u czlowieka i u obu
gatunkéw gryzoni. Venning cytuje doSwiadczenia poréwnawcze [25]
metabolizmu testosteronu u czlowieka i u krolika, z ktérych wynika, ze
podczas gdy u krélika 21% tego hormonu przechodzi w sterydy nieketo-
nowe: etiocholan-3a, 17a-diol oraz androstan-3f, 178-diol (oba te meta-
bolity przeksztalcaja sie iloSciowo w 17-ketosterydy przez utlenienie chro-
mowe), to u czlowieka tylko 3% wprowadzonego hormonu odnajduja sie
we frakcji nieketonowej sterydéw moczowych. Opréocz 17-hydroksystery-
déw C,, rowniez sterydy C,, moga wplywaé na réznice pomiedzy obu te-
stami. Jest rzecza wiadoma, ze 21-deoksy-17-20-ketosterydy sa bardzo
odporne na hydrolize kwasem solnym na goraco [2]. Skadingd Bauer
i Karl [3] z moczu ludzkiego patologicznego poddanego tej samej hy-
drolizie wydzielili droga chromatografii na tlenku glinu duze iloSci ste-
rydow C,,.

Jakkolwiek metoda Wilsona i Fairbamnksa pozwala ozna-
czy¢ u czlowieka i u matych zwierzat laboratoryjnych, oprécz dwéch za-
sadniczych rodzin 17-ketosterydéw i kortykoidéow, wiele roznych meta-
bolitéw kory nadnercza, nie moze ona jednak daé wiernego obrazu funk-
cji kory nadnercza. Nie pozwala bowiem odré6zni¢ metabolitow kory nad-
nercza od metabolitéw pochodzenia jadrowego ani od pochodnych 17-hy-
droksyprogesteronu. Dlatego tez metoda ta, jakkolwiek catkowicie zado-
walajgca z punktu widzenia chemicznego, powinna by¢ jeszcze poddana
kontrolom statystycznym i fizjologicznym.
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Streszczenie

Test Wilsona i Fairbanksa: utlenianie kwasem chromo-
wym polaczone z reakcja Zimmermanna, zastosowano do ekstrak-
tow moczowych czlowieka, krolika i szczura. U tych trzech gatunkéw
utlenienie kwasem chromowym pozwala uzyskaé¢ w reakcji Zimmer-
manna zabarwienia, ktérych widma absorpcyjne sa bardzo zblizone
do widma androsteronu utlenionego. W szczeg6lnosci u zwierzat labora-
toryjnych, u ktérych chromogeny nieswoiste stanowity bardzo ciezki pro-
blem, dzialanie kwasem chromowym pozwala zastosowaé¢ reakcje Zim-
mermanna do surowych ekstraktéw moczowych.

Poza tym test Wilsona i Fairbanksa pozwolil stwierdzi¢
obecno$é wielkich ilosci 17-hydroksysterydow w moczu krélika i szczura.
Sterydy te sa odporne na dzialanie kwasu solnego na goraco.

Poniewaz przewazna ilo$¢ metabolitow moczowych hormonéw kory
nadnercza posiada funkcje hydroksylowa w C,., test ten powinien réwniez
stanowi¢ dobry sprawdzian funkcji kory nadnercza.

LITERATURA

[1] Allen W. M., J. Clin. Endocrin. 10, T1, 1950.

[2] Appleby J.1. Gibson G, Norymberski I. K, Stubbs R. D,
Biochem. J. 60, 453, 1955.

[8] Bauer J, Karl J, Zeitsch. Ges. Exp. Med. 125, 14, 1955.

[4] Bekaert T, Vermeulen A. Ann. Endocrin. 15, 946, 1954.

[5] Bonder F. Post. Higieny i Med. Dosw. 6, 211, 1953.

[6] Borth R., Coll. Endocrin. Found. Ciba IL, 1952.

[7]] Books G.J, Norymberski J. K., Biochem. J. 55 371, 1953.

[8] Bush E. Biochem. J. 50, 370, 1952.

[9] Cahen R. L, Salter W. 1, J. Biol. Chem. 152, 489, 1944.

[10] Charollais E. J., Bull. Soc. Chim. Biol. 37, 2, 1955.

[11] Davis C.T,Slater C. R, Krichesky B. Endocrinology 44, 83,1949,

[12] De Konig J, Krichewski B, Glass S. J.,, Proc. Soc. Biol. Med.
68, 321, 1948.

[13] Grady H. J, Eliott W. H, J. Biol. Chem. 195, 755, 1952.

[I4] Grant W. Liddle, Endocrinology 55, 5, 1954.

[15] Huis in’t Veld L. G, Lampe Hintzen D. A. V. M, Ann. Endo-
crin. 2, 17, 1956.

[16] Jayle M. F., Bull. Soc. Chim. Biol. 32, 1067, 1950.

[177 Karnofsky D. A, Cancer Research 4, 772, 1944.

[18] Kimeldorf D., Am. J. Physiol. 152, 615, 1948,

[19] Koller M., De Giuseppe L., Bull. Soc. Ital. Biol. Sperm. 39, 40,
1953.

[20] Kowalewski K., Bastenie P. A, Drzewicka H, C. R. Soc.
Biol. 145, 769, 1951.

[21] Lampton A. K, Miller I, J. Urol. 68, 497, 1941.

[22] Shlomo Burstein, Endocrinology 50, 412, 1952.

http://rcin.org.pl



200 J. KRZEMICKA (14

[23] Smith R. S, Mellinger R. C, J. Clin Endocrin. Metal. 14, 330, 1954.

[24] Talbot N. B, Butler A. M, Mac Lachlan E. A, Jones R. N,
J. Biol. Chem. 143, 211, 1942,

[25] Venning H., Coll. Endocrin. Ciba Foundation 2, 1952.

[26] Voigt K. D, Schroeder W, Beckmann I, Acta Endocrin.
18, 325, 1955.

[27] Wilson H., Fairbanks R. Arch. Biochem. Biophys. 54, 440, 1955.

[28) Zimmermann W, Z. Physiol. Chem. 233, 281, 1935.

17-KETOCTEPH/IbI U 17-OKCHCTEPHUJBI B MOYE YEJIOBEKA, KPOJIHKA
H KPbICHI

1. XPOMOTEHbi ITUMMEPMAHHA B MOYEBBIX 9KCTPAKTAX
JO H IIOCJIE OKHUCJIIEHHUA XPOMOBOH KHCJIOTOH

Peszwwme

Tect Buibcona u PepbaHkca: OKMCIEHME XPOMOBOM KMCIIOTON B COeAM-
HeHuu ¢ peakumeis llumMmepMaHHa — NPUMMEHMJIM K MOYEBBIM 9KCTPaKTaMm
YeJIOBEKa, KPOJIMKA M KPBICHL. ¥ 9TUX TPEX BUAOB OKMCIIEHME XPOMOBOA
KMCJIOTOM II03BOJIAET NOJYYMTH B peakumyu llyMMepmMaHHa OKpalllMBaHWUA,
abcopOLMOHHBIE CIIEKTPHI KOTOPBIX BeChbMa NPMOJIMIKEHBI K CIIEKTPY OKM-
CJIGHHOTO aHApocTepoHa. B ocobeHHOCTM Yy JTabOPaTOPHBIX IKMBOTEBIX,
Yy KOTOPBHIX Heclelm(puIecKue XPOMOTEHBI IIPEeACTaBJAMM coboi0 BecbMa
TPYAHYIO IpobJieMy, BO3AE/ICTBME XPOMOBOI KMCJIOTOM paspeliaer IpyMe-
HUTH peakiyy LlyMmepMaHHA K CBIPBIM MOYEBBIM 9KCTPaKTaM.

Kpome Toro, Tect Bunbcona u depbaHkca NMO3BOJMI KOHCTATHMPOBATH
HaJmyue OOJBbUIMX KOJIMYECTB 17-OKCMCTEPU/OB B MOYE KPOJMKA M KPEICHL.
DT cTepuAbl ABJAIOTCA CTOMKMMM HA JeiCTBME Tropadeil COJAHOM Ku-
CJIOTBI. :

Tak kak npeobiazgaiolllee KOJMYECTBO MOYEBBIX MeTaboJmMTOB IropMo-
HOB KOpBI HajIioyeyHuKa obsajaer rmapokcuioBoit ¢yHrumeir B Cii, TO
9TOT TECT JOJIKEH ABJATHCA XOPOIUMM KpuTepueM (pyHKIMM KOPbI Hal-
[TOYeYHMKA.

LES 17-KETOSTEROIDES ET 17-HYDROXYSTEROIDES DE L'URINE CHEZ
L’'HOMME, LE LAPIN ET LE RAT

I. LES CHROMOGENES DE ZIMMERMANN DANS LES EXTRACTS D'URINE
AVANT ET APRES L'OXIDATION D’ACIDE CHROMIQUE

Résumé
Le test de Wilson et Fairbanks: oxydation chromique com-
binée a la réactionde Zimmerm ann, a été appliqué aux extraits
urinaires chez ’homme, le lapin et le rat. Chez les trois espéces 'oxyda-
tion chromique permet d’obtenir dans la réactionde Zimmermann
des colorations dont les spectres d’absorption sont trés proches du spectre
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de l'androsterone oxydée. Chez les animaux, en particulier, ou se posait
avec acuité le probléme des chromogenes non spécifiques, l'action de
I’acide chromique rend la réaction de Zim me r m a n n applicable
aux extraits bruts des urines.

Letestde Wilson e¢t Fairbanks a permis de déceler la
présence de grandes quantités de 17-hydroxystéroides dans les urines de
lapin et du rat. Ces 17-hydroxystéroides résistent a une hydrolyse chlor-
hydrique a chaud.

Un grand nombre de métabolites urinaires des hormones cortico-
surrénales posseédant une fonction hydroxyle en C;; ce test devrait en outre
constituer un bon index de la fonction surrénale.

Otrzymano 29.4. 1957 r.
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BADANIA NAD BIOSYNTEZA ZWIAZKOW KOBALAMINOWYCH

2. MECHANIZM POWSTAWANIA KOBALAMIN U CORYNEBACTERIUM
DIPHTHERIAE®)

Z Katedry Biochemii (kierownik: doc. dr J. Pawetlkiewicz) i Katedry Mikrobiologii
Rolnej (kierownik: doc. dr J. Duda) Wyzszej Szkoly Rolniczej w Poznaniu

Niedawno wykazano w naszych pracowniach, ze maczugowce blonicy
posiadajg zdolnos¢ syntezy kobalamin [7]. W ostatnich badaniach zajeto
sie charakterystyka i identyfikacja kobalamin wytwarzanych przez C. di-
phtheriae (szczep nr 44, Kolekcja Panstwowego Zakladu Higieny, War-
szawa) [8]. Metoda elektroforezy bibutowej w 0,5N CH,COOH rozdzielono
zwigzki kobalaminowe na 4 frakcje: elektroobojetna frakcje I oraz zasa-
dowe frakcje II, III i IV. Frakecje II i III zidentyfikowano jako pseudo-
witamin B,, (adeninocyjanokobalamina, adeninocyjanokobamid) i czyn-
nik A (2-metyloadeninocyjanokobalamina, 2-metyloadeninocyjanokoba-
mid). Frakcja IV okazala sie karboksylowa pochodna czynnika B (witami-
nu B,,,, etiokobalaminy, korfinoamidu), za$§ elektroobojetna frakcja I
przedstawiala mieszanine zlozona z co najmniej 4 réznych zwiazkéw
7 przewaga dwoch kobalamin [8].

Juz we wstepnych do§wiadczeniach zauwazono, ze stosunek poszcze-
g6lnych frakeji kobalaminowych biosyntetyzowanych przez badany szczep
maczugowca zmienia si¢ regularnie w czasie hodowli drobnoustroju. Ta
znaczna liczba zwigzkéw kobalaminowych wytwarzanych w ilosciach tego
samego rzedu przez jeden szczep, jak rowniez obserwowane jako$ciowo
zmiany w wystepowaniu poszczegélnych frakeji budzily nadzieje, ze ba-
dajac szczegbélowo ilosciowe zmiany w pojawieniu sie poszczeg6lnych
zwigzkow kobalaminowych w czasie hodowli bedzie mozna wniknaé w me-
chanizm ich powstawania w komoérkach badanego mikroorganizmu.

W pracy niniejszej podajemy wyniki do§wiadczenia, w ktérym iloscio-
wo oznaczano stezenia czterech dajacych sie rozdzieli¢ elektroforetycznie

*)Cze$¢ 1. J. Pawetltkiewicz Acta Biochim. Pol,, 3, 581, 1956.

[23)
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frakeji w trzech terminach hodowli, a mianowicie po 24, 46 i 71 godzinach.
Analiza tych wynikéw, jak réwniez przeprowadzona réwnoczesnie blizsza
charakterystyka elektroobojetnej frakeji I pozwolily wydedukowaé przy-
puszczalny mechanizm biosyntezy zwiazkéw kobalaminowych u Coryne-
bacterium diphtheriae.

Czeé¢ doswiadczalna

1. ILOSCIOWE OZNACZENIE FRAKCJI KOBALAMINOWYCH 1-1V W CZASIE HODOWLI
C. DIPHTHERIAE

Oznaczenia iloSciowe wykonywano metoda spektrofotometryczng mie-
rzac gesto$¢ optyczng sumy wszystkich wytworzonych kobalamin (D),
a nastepnie oznaczajac stosunek stezen poszezegélnych frakeji ilosciowo
wyeluowanych z rozwinietych jonoforograméw. Wszystkie pomiary spek-
trofotometryczne dokonano na aparacie Unicam S. P. 500 dla fali o dlu-
gosci 580 myu, po przeksztalceniu kobalamin w ich formy dwucyjanowe.
Spos6b ten pozwolil okresli¢é ilosci poszczegblnych kobalamin w mikro-
molach, takze kobalamin o nieznanej strukturze, na zasadzie nastepujacego
rozumowania.

Wielokrotnie stwierdzono na przykiadzie réznych kobalamin, ze wid-
ma absorpeyjne ich pochodnych dwucyjanowych prawie nie réznia sie od
siebie, zwlaszcza dla fal w zakresie 360—590 my, z maksimami przy 368,
540 i 580 mu. Stwierdzono dalej, ze stosunek absorpcji dla maksiméw przy
368 i 580 mu jest rowniez niezalezny od rodzaju badanej kobalaminy.
I tak dla formy dwucyjanowej witaminu B,, dses/dsg, = 3,01, a dla wita-
minu B,,, (czynnika B) wynosi on 3,03. Spostrzezenia te $wiadcza, ze
uklady chromoforowe pochodnych dwucyjanowych réznych kobalamin sg
catkowicie lub prawie identyczne, a zatem wartosci liczbowe ich molo-
wych wspétczynnikéw ekstynkeji powinny byé jednakowe. Na podstawie
takiego zalozenia przyjeto warto$¢ molowego wspélczynnika ekstynkeji
(580 mu)= 10 707. Warto§¢ te obliczono ze znanego ciezaru czasteczko-
wego witaminu B,, (1355,3 — C;HO,.N,,PCo) i znanego wspoélczynnika
ekstynkeji Ef* (580 myu) = 79 formy dwucyjanowej witaminu B,,. Steze-

1cm

nie badanych kobalamin w mikromolach/ml obliczano wedlug wzoru:

_ _Gsgo
e q0g00 o,
gdzie d.s, oznacza gesto$¢ optyczna dla fali 580 mpy.
Doswiadczenia przeprowadzono w 36 kolbach zawierajacych po 170 ml
pozywki. Po 24, 46 i 71 godzinach hodowli zdejmowano z trzesawki po 12
kolb, odwirowywano komoérki maczugowca, po czym wyodrebniano z nich
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kobalaminy wedlug metody uprzednio opisanej [8]. W cytowane]j pracy
podano réwniez metode hodowli Corynebacterium diphtheriae. Uzyskane
koncentraty uzupeliano woda do okres§lonej objeto$ci (v) i nastepnie
oznaczano w nich sume zawartych kobalamin. W tym celu z koncentratu
pobierano ok. 5 ml roztworu, zadawano go krysztatkiem NaCN, dokladnie
mieszano i po 2 godzinach mierzono gestos¢ optyczng D dla fali 580 my.
Pozostaly cze$é roztworu zageszczano pod zmniejszonym ci$nieniem i na-
noszono w formie waskiego paska na bibule Whatman nr 3 (o szerokosci
ok. 12 c¢m) i kobalaminy rozdzielano jonoforetycznie metoda Hold s-
wortha [4] w 2N CH;COOH. Po wysuszeniu rozwinietego jonoforogra-
mu wycinano z niego pasy frakcji kobalaminowych (I—IV), ilo$ciowo
ekstrahowano je woda, odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem do
sucha, po czym rozpuszczano w okreslonej objetosci wody, zadawano kry-
sztalkiem NaCN i analogicznie jak przy oznaczaniu sumy kobalamin mie-
rzono gesto$é optyczng po 2 godzinach (otrzymywano wartoéei di, ds, ds, di,)
dla fali o dlugosci 580 my [6]. Z pomiaréw di..d; sprowadzonych do
jednakowej objetosci préby, obliczano stosunki:

kn) = d2 - ds 1 d‘

-_(Tir k'-l kd’:d—;'

fd
Pamigtajac, ze D jest suma gestosci optycznych poszczegélnych frakeji
kobalaminowych

D=d,+d,+d;+d, i ze —=d2—itd,
otrzymamy:
D=d,(1 + k, + ks + k),

skad mozemy obliczyé¢ zgodnie z prawem Beera stezenia poszczegélnych
kobalamin w koncentracie:

D
“ = Wt Ry 1

2 /ml itd.
EE S sM/ml  itd

Uwzgledniajac dalej objetosé v koncentratu mozemy obliczyé ilosci po-
szczegblnych frakeji kobalaminowych w mikromolach.

W jednym z przeprowadzonych do$wiadczen otrzymano np. v = 40 ml
koncentratu o gestoéci optycznej D = 0,700. Wartosci d” (w przeliczeniu
na jednakowa objetos¢ 10 ml) wynosily odpowiednio: di=0,264,
d;=0,082, d3=—0,078 i di=0,239. Stad obliczono k,= 0,31, k,= 0,29
i k, = 0,90. Ilo§¢ np. frakeji II (pseudowitaminu B,,) wynosila w prébie
(o objetosci 1220 ml):
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8

~ 0,700-40-0,31
10,707 (1+0,31+0,29+0,90)

Cy—

= 0,324 uM

a w przeliczeniu na 1 litr kultury: 0,266 x«M/1.
Wyniki do§wiadczenia sa zestawione w tablicy 1.

Tablica 1
Ilo$ci kobalamin biosyntetyzowanych przez C. diphtheriae (szczep nr 44, Kolekcja
Panstwowego Zakladu Higieny, Warszawa) w mikromolach na litr i ich sklad

procentowy w czasie przebiegu hodowli

) ____ Cza8 hodowli w godsinach 14
Frakcja 24 I 46 I 71
kobalaminowa T TR == At
3, ‘IJM o ” l‘M | %77 7'7 [lM | %
| [ |
1 | 0,118 100 || 0,843 45,2 0,614 39,9
‘ || | <L}
I | I
(adeninocyjano- Slady - | 0,266 142 | 0,191 12,4
kobalamina) y ) NS
111 4‘ '
(2-metyloadenino- Slady — [ 0,218 11,7 || 0,178 11,6
cyjanokobalamina) ‘ |
ot ~ it =4
v 0 — ' 0,537 28,8 | 0,556 36,1
b AR R EEr | PR (ROCT P
suma kobalamin 0,118 | 1,864 | 1,539
I |

\
2. CHARAKTERYSTYKA FRAKCJ1 | CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE

Dla blizszego poznania przypuszczalnego mechanizmu biosyntezy ko-
balamin u C. diphtheriae konieczna byla pelniejsza chrakterystyka frak-
cji I. Juz w poprzedniej publikacji [8] stwierdzono metodami chromato-
grafii bibulowej, ze frakcja ta nie jest jednorodna i sklada si¢ co najmniej
z 4 substancji z przewaga 2 kobalamin. Na podstawie badan elektrofo-
retycznych przy pH 2,2 i 6,5 wyrazono réwniez poprzednio przypuszcze-
nie, ze kobalaminy tej frakcji moga byé réznymi beznukleotydowymi
estrami fosforowymi witaminu B, (czynnika B) [8]. Niedawno Fried-
rich i Bernhauer [2] opierajac sie na wcze$niejszych pracach
Bamanna i innych dotyczacych katalitycznej hydrolizy estréw fos-
forowych, opracowali selektywng metode hydrolizy nukleotydocyjanoko-
balamin z oderwaniem nukleozydu i kwasu fosforowego oraz z utworze-
niem czynnika B (witaminu B,,;). Metoda Friedricha i Bern-
hauera polega na katalitycznym hydrolitycznym dziataniu wodoro-
tlenku cerawego przy pH ok. 5 w obecnos$ci cyjankéw przys$pieszajacych
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te reakcje. Dla sprawdzenia, czy kobalaminy frakeji I sg istotnie estrami
kwasu fosforowego, frakeje te poddano oméwionej katalitycznej hydro-
lizie, po czym przebadano powstala kobalamine.

W tym celu 0,5 ml roztworu frakeji I zawierajgcej ok. 2 mg kobalamin
zadano 0,5 ml ok. 0,3 M roztworu CeCl;, 0,5 ml 1 N NaOH i 1 kropla
3% NaCN zobojetnionego uprzednio kwasem siarkowym. Mieszanina po-

" siadatla pH ok. 5,5. Roztwor ten zatopiono w rurce szklanej i ogrzewano
na wrzacej lazni wodnej w ciggu 20 minut. Po ostudzeniu préby roz-
cienczano jg woda do objetosci 30 ml, odwirowywano osad Ce(OH).
i z klarownego plynu ekstrahowano kobalaminy roztworem Kkrezolu
w chloroformie (mieszanina izomerycznych krezoli i chloroformu, 1:1,
v/v). Z ekstraktu krezolowego przenoszono kobalaminy do wody po do-
daniu do niego !/2 obj. chloroformu i !/2 obj. n-butanolu [6]. Po usunieciu
§ladéw krezoli i butanolu przy pomocy ekstrakeji chloroformem, wodny
roztwér odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem do malej obje-
tosci i zageszezony roztwoér kobalamin uzyto do badan jonoforetycznych
i chromatograficznych. Za pomoca obydwu metod wykazano, ze w wy-
niku opisanej hydrolizy z niejednorodnej frakecji I uzyskano jednorodng
kobalaming, nie dajaca sie oddzieli¢ od witaminu B,,, (czynnika B). Ba-
dania jonoforetyczne przeprowadzono przy pH 2,7 (0,5 N CH,COOH
z dodatkiem 0,015% NaCN) i pH 6,5 (0,05 M bufor fosforanowy z dodat-
kiem 0,015% NaCN). W metodach chromatograficznych stosowano na-
stepujace uklady rozpuszczalnikéw:

a) nasycony woda sek-butanol z dodatkiem 1% (v/v) kwasu octowego
1 z dodatkiem $ladéw cyjankow [5],

b) nasycony woda sek-butanol z dodatkiem 1% (v/v) 25% amoniaku
i z dodatkiem $ladéw cyjankéw [5],

¢) n-butanol : propanol-2 : woda : kwas octowy (10:6,5:10:0,1)
z dodatkiem $ladéw NaCN,

d) jak podano pod c¢). Rozpuszezalnik wysycony KCIO,,

i e) nasycony woda sek-butanol. Rozpuszczalnik wysycony KCIlO,
z dodatkiem §ladéw NaCN [3].

Chromatografowano na bibule Whatman nr 1 metodg wstepujaca dla

rozpuszczalnikéw a), b) i €) lub splywowa dla rozpuszczalnikéw c) i d).

3. DYSKUSJA WYNIKOW

Wyniki badan ilo$ciowych (tablica 1) wykazuja, ze pierwszymi zwigz-
sami kobalaminowymi biosyntetyzowanymi przez Corynebacterium di-
phtheriae s zwiazki frakcji I. Bardzo charakterystyczny jest zupelny brak
frakeji IV, a obecnosé tylko §ladéw adenino- i 2-metyloadeninocyjanokoba-
laminy (frakeji II i III) w pierwszym okresie hodowli. Jednakze juz po 46
godzinach hodowli zwiazki te pojawiaja sie w znaczniejszych ilo$ciach.
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Po dalszych 25 godzinach hodowli procentowa zawarto$é adenino- i 2-me-
tyloadeninocyjanokobalaminy praktycznie nie zmienia sie, gdy tymczasem
zawarto$¢ kobalaminy IV silnie wzrasta w tym czasie (z 28,8%0 do 36,1%)
na niekorzy$é kobalamin frakeji I. Procentowa zawarto$¢ ostatnich ko-
balamin maleje z 45,2%0 do 39,9%b.

Z danych tych wydaje sie prawdopodobne, ze kobalamina IV (karbo-
ksylowa pochodna czynnika B) jest produktem rozkladu kobalamin za-
wartych we frakeji I. Przypuszczaé¢ takze nalezy, ze kobalaminy frakeji I
sa réwniez zwigzkami wyjsciowymi dla syntezy nukleotydocyjanokoba-
lamin (frakeji II i III).

Z uprzednio opublikowanych danych [8] wynika, ze frakcja I sklada sie
z 4 kobalamin z przewaga dwoch zwigzkéw, przy czym zaden z nich nie
zawiera ugrupowania nukleotydowego. Elektroobojetny charakter tych
zwigzkéw przy pH 2,7, a kwasny przy pH 6,5 wskazywal, ze zawieraja
one jedna dobrze dysocjujaca grupe kwasowa. W pracy niniejszej wy-
kazano, ze grupa ta jest grupa kwasu fosforowego, poniewaz katalityczna
hydroliza tych zwigzkéw w obecnosci wodorotlenku cerawego prowa-
dzila do powstania tylko jednego zwigzku, a mianowicie do witaminu
B,., (czynnika B). A zatem wszystkie kobalaminy frakeji I musza byé fos-
forowymi estrami witaminu B,,,. Cztery rézne kobalaminy frakcji I mo-
ga wiec przedstawia¢: kwas etiokobalaminofosforowy (kwas korfinoami-
dofosforowy), kwasy 2’- lub 3’-rybozoetiokobalaminofosforowe (kobamid
i jego izomer) czy wreszcie kwasy mono- lub polifosforybozoetiokobala-
minofosforowe. Blizsza identyfikacja tych zwigzkéw nie byla mozliwa ze
wzgledu na szczuplo$¢ posiadanego materiatu.

Dane przedstawione w tej pracy wskazuja, ze biosynteza pelnych ko-
balamin, tj. zawierajacych ugrupowanie nukleotydowe, zachodzi w ko-
mérkach C. diphtheriae przez stadium fosforowych estréw witaminu B,,,
(czynnika B). Nadmiar estrow fosforowych nie przeksztalcajacych sie
w nukleotydocyjanokobalaminy ulega rozktadowi z odszczepieniem kwasu
fosforowego i hydroliza jednej (lub wiecej) grupy amidowej. Zaleznosci
te obrazuje schemat:

procesy

katabolityczne Kobalamina frakeji IV
- (karboksylowa pochodna

witaminu B,,p)

Estry fosforowe wit. B,,p
(kobalaminy frakecji I)
| Nukleotydocyjanokobalaminy -

e s (pseudowitamin 8129 czynnik A)
procesy

anabolityczne
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Trzeba tu zaznaczy¢, ze Dellweg, Becher i Bernhauer
[1] pierwsi wyrazili przypuszczenie, ze biosynteza witaminu B,, zachodzi
przez fosforowe pochodne czynnika B, poniewaz pochodne nukleozydowa
i nukleotydowa 5,6-dwumetylobenzimidazolu sa trudniej biosyntetycznie
wykorzystywane przez E. coli do syntezy witaminu B,, niz sam dwume-
tylobenzimidazol. W pracy naszej uzyskaliémy po raz pierwszy dowody
eksperymentalne przemawiajace za takim mechanizmem biosyntezy nu-
kleotydocyjanokobalamin.

Streszczenie

1. Przedstawiono wyniki ilo$ciowych oznaczen poszezegélnych ko-
balamin syntetyzowanych przez Corynebacterium diphtheriae. Zbadano
zmiany stezen czterech rozdzielajacych sie jonoforetycznie kobalamin
w czasie hodowli drobnoustroju. Na podstawie uzyskanych danych stwier-
dzono, ze pierwszymi produktami biosyntezy zwigzkéw kobalaminowych
u C. diphtheriae sa beznukleotydowe i elektroobojetne (przy pH 2,7)
pochodne zawarte we frakcji I.

2. Wszystkie kobalaminy frakcji I poddane katalitycznej hydrolizie
w obecno$ci wodorotlenku cerawego przechodza iloSciowo w witamin
B, (czynnik B).

3. Przedyskutowano prawdopodobny mechanizm powstawania koba-
lamin u Corynebacterium diphtheriae.
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HUCCJIEJOBAHHSA 110-BHOCHHTE3Y KOBAJAMHWHOBbBIX COEAWHEHUH
2. MEXAHHU3M OBPA3OBAHWUSI KOBAJIAMUHOB ¥V CORYNEBACTERIUM
DIPHTHERIAE

Pezwowme

1. IlpeacTaBieHbl Pe3yabTATHI KOJIMYECTBEHHBLIX OIPEeAEeIeHUl OTAeNb-
HBIX KoDaslaMMHOB cuHTE3MpoBaHHBIX Corynebacterium diphtheriae. Vic-
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CJIEZI0BANIM WM3MEHEeHMA KOHIEHTPALMii YeThIpeX pasfelsiolmXcd MyTeM
woHodopesa, KobaTaMMHOB B TeYeHMEe KyJbTVMBUPOBAHMA MMKPOOPraHM2-
MoB. Ha OCHOBaHMM TIOJIy4EHHBIX JAHHBIX KOHCTATMPOBAJM, YTO IEPBBIMM
npoxykTamu byocuHTe3a KobasaMMHOBBIX coenyHenuii y Corynebacterium
diphtheriae sABnATCA OE3HYKJIEOTHMAHBIE M SJEKTPOHENTpaJbHbIE (Mpu
pH=2,7) npoussojHble, 3aKirovaonmecsa Bo dpaxipym L.

2. Bee xobasamuubl ppakuym I, mogBepKeHHbIe KaTalIuTUIeCKOMY I'M-
APOJM3Y B NMPMUCYTCTBMM IMAPATa 3aKMCH LEePHUA, NEePeXOAAT KOJINIECTBEH-
HO B BUTaMMH By, (cpakTop B).

3. IlpoaucKyTHpPOBaH BEPOATHBI MeXaHM3M obpazoBaHma kobanamm-
1oB y Corynebacterium diphtheriae.

STUDIES ON THE BIOSYNTHESIS OF COBALAMIN COMPOUNDS

2. MECHANISM OF FORMATION OF COBALAMINS BY CORYNEBACTERIUM
DIPHTHERIAE

Summary

1. Results of quantitative determinations of cobalamins biosynthe-
tised by Corynebacterium diphtheriae (strain No. 44, P.Z.H., Warszawa)
have been presented. Concentration changes, during growth of this mic-
ro-organism, of four ionophoretically separated cobalamins have been
investigated. The present experiments showed that the first products of
the biosynthesis are ionophoretically neutral (at pH 2,7) and nucleotideless
cobalamin compounds of the fraction I.

2. All cobalamins of the fraction I catalytically hydrolysed in the
presence of Ce(OH); give as the end products the factor B (vitamin B;,,)
only.

3. The possible mechanism of the biosynthesis of cobalamins in Co-
rynebacterium diphtheriae cells is discussed.

Otrzymano 215.1957 r.
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