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It is generally adm itted that activation of carboxyl groups of amino 
acids is the prelim inary indispensable stage in the protein biosynthesis.

Hoagland dem onstrated in 1955 [4] that homogenates of ra t livers 
produced adenilic acid (AMP) and pyrophosphate (PP) in the  presence of 
adenosine triphosphate (ATP) and amino acids. More detailed studies on 
these reactions led to the conclusion tha t the groups activated were the 
carboxylic ones, the  anhydride of adenyl-am ino-acid being the in ter­
m ediate product which combined w ith the amino acids activating enzyme:

O R

11 I(1) E +  A T P + R —CH — COOHZ=_E—A M P — C— CH +  P P  .
I I

N H , N H 2

Two methods are known to be useful for estim ating the rate  of amino 
acids activation. The first consists in combining the activated amino acid 
w ith hydroxylam ine to form a hydroxam ate:

O R  O R
H I  II I

(2) E - A M P  -  C - C H  +  N H , O H = E  +  A M P  +  H O N H -  C -  CH .
I I

N H 2 N H ,

The hydroxam ate reacts w ith ferric chloride in an acid solution to 
give a pink-brown colour, the intensity of which is proportional to the 
am ount of the activated amino acid. Since the reaction is reversible the 
pyrophosphate form ed inhibits the rate  of reaction. Thus an addition of 
pyrophosphatase is necessary to decompose the PP  formed.

The second known method is based on the reversibility of the reaction 
of activation (1). It consists in the addition of the labelled pyrophosphate

[133]
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(32p32p^ which is recovered subsequently in ATP. Thus the ra te  of pyro­
phosphate incorporation into ATP allows to appreciate the rate  of the 
amino acid activation.

Since the isoelectric point of amino acids activating enzymes is always 
somewhat about pH 5, they are often called “pH 5 enzymes”. As yet nearly 
all reported researches deal w ith the activation of a  m ixture of various 
amino acids, while not so much is known about the  activation of single 
amino acids. Therefore, we studied the enzymes which should activate 
individual amino acids in various organs of the guinea pig. It could be 
expected that the results should ascertain w hether there is any relation­
ship between the rate  of amino acids activation and their quantitative 
share in the protein of a given organ. The data obtained were also ex­
pected to enable the choice of the  most suitable organ for eventual fu tu re  
isolation of enzymes activating individual amino acids.

EXPERIMENTAL

Guinea pigs 6 to 9 m onths old were used. One series of experim ents 
consisted of three guinea pigs starved for about 20 hours then, after 
stunning, killed by decapitation. Liver, intestines, abdomen muscles, 
limbs muscles, kidneys, brain, spleen, pancreas, heart and skin w ere 
rem oved and the acetone powders prepared. The enzymatic preparations 
were made subsequently from these powders. The hydroxam ic m ethod 
was used to determ ine the rate  of amino acids activation [4]. The 
m easurem ents were repeated 3 or 4 times w ith  each organ, every time, 
w ith  a new group of guinea pigs. Skin was exam ined in one series of 
experim ents only, and the m anner in which the acetone powder of skin 
was prepared diverged a little  from the procedure applied to other organs.

Acetone powders. The isolated guinea pig organs were washed w ith 
ice cooled physiological saline solution, then finely minced by means of 
a small laboratory m eat-m ill w ith 0.05 mm. holes in the  disk. 10 g. of 
m inced tissue were transferred  to the ice cooled homogenizer w ith 
a polyacrylic piston. 20 ml. of — 30° cold acetone was added, and the whole 
was homogenized for about 10 sec. at 1000 r.p.m. A fu rther 50 ml. of 
— 30° cold acetone was added and homogenization continued for 1 min. 
The suspension was then filtered on B uchner’s funnel, the sedim ent 
washed with 50 ml. of cold acetone, its residue being pressed out on the 
filter. The rem aining powder was dried in the stream  of cold air for 
about 40 min. until the smell of acetone disappeared. The powders were 
stored in the vacuum desiccator over CaCl2 at 3°. The enzym atic activity 
of these powders did not show any essential change during a period of 
ten  days.
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E3] ACTIVATION OF AMINO ACIDS IN VARIOUS ORGANS I 3 5

A modified procedure was applied when acetone powders of skin were 
prepared. The isolated skin was placed on ice and, after shearing the
hair w ith scisors, it was cut into small slices and transferred  into the
M. S. E. homogenizer surrounded by solid CCb. Then, 80 ml. of —30° cold 
acetone was added and the whole homogenized for about 2 m inutes at 
14 000 r.p.m. The hom ogenate was filtered through a m etal grill. The 
rem ainder was removed from  the grill and homogenized once more as
described above, then filtered again. The filtra te  containing a fine
suspension of homogenized skin was then passed through Buchner’s 
funnel. The sediment on the filter was washed w ith cold acetone, dried 
and stored in the sim ilar m anner as those prepared from other organs.

Enzymatic preparations. All m anipulations related w ith enzymatic 
preparations were carried out in ice. The 250 mg. portion of acetone 
powder was homogenized w ith 5 ml. of the 0.02 m  “tris” buffer pH 7.76 
in a Potter homogenizer, left for 15 min., stirred at short intervals, then 
centrifuged at 0° in M. S. E. centrifuge at 28 000 g for 15 min. The sa­
turated  ammonium sulphate solution was added to the supernatant until 
the 0.6 saturation was reached. Generally the obtained m ixtures had a pH 
about 5.5. They were adjusted to pH 5.0 w ith 0.2 n HC1, and were centri­
fuged after 5 m inutes at 10 000 g for 10 min. at 0°. The sedim ent was 
dissolved in 0.2 m “tris” buffer pH 7.76 to a final volume of about 2.5 ml. 
The protein contents in preparations was determ ined by the biuret 
method [4J.

The method used elim inates free amino acids present in acetone powders 
as they may render the  control test values too high. O ther authors get 
rid of free amino acids by means of dialysis, this procedure resulted, 
however, in partial, inactivation of enzymes reaching up to 20°/o.

MEASUREMENTS

The incubated m ixture contained in 1 ml.: MgCB 1 0 //moles, 0.2 ml. 
of 0.2 m “tris” buffer pH 7.76. L-amino acid 10//moles, ATP 11//moles, 
hydroxylam ine 1 500 //moles, pyrophosphatase 5 //g., and 0.1 ml. of enzy­
matic preparation. The sequence of addition of all components was as 
mentioned above. The protein contents in enzymatic preparations varied 
from 20 to 50 mg. per ml. m

The ATP employed was the potassium salt prepared from rabbit 
muscles [9]. ATP and amino acids were dissolved in 0.2 m “tris” buffer 
pH 7.76. Crystalline K unitz pyrophosphatase dissolved in w ater was 
used. A 6  n  w ater solution of salt-free commercial hydroxylam ine was 
used.
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186 P. SZAFRAŃSKI AND E. SUŁKOW SKI 14]

The activation of 10 amino acids was studied: L-arginine (Gliwice), 
L-aspartate (Roche), L-cysteine (Gliwice), glycine (FOCH Gliwice), L-glu- 
tam ate (Xenon, Łódź), L -H istidine (Laokoon, Lwów), L-hydroxyproline 
(Light), L-leucine (Gliwice), L-lysine (Schuhardt), L-proline (Katowice).

The control experim ent w ith  the inactivated enzyme was carried out 
for each amino acid parallel to the proper test. In the control MgCL, 
“tris” buffer and the exam ined amino acid were added to th e  enzyme 
solution before its inactivation. The inactivation was obtained by heating 
the enzyme for 1.5 min. in boiling water. The test tube was then cooled 
in ice and the rem aining components were added w ithin the sequence 
referred  to above. The absorption values of control tests differed slightly 
from  one another. The differences reached up to 0.03. Yet this inaccuracy 
was reduced, since the control test was perform ed for each amino acid 
individually.

The samples were incubated for 30 min. at 37°. The reaction was
stopped by adding 2.3 ml. of the m ixture containing trichloroacetic acid,
50.5 g. concentrated hydrochloric acid, 25 ml. and 60.0 g. ferric chloride 
and w ater to 1 1. [2]. Then the samples were shaken, centrifuged and the 
supernatant carefully decanted into test tubes. M easurements were made 
on the “Unicam” spectrophotom eter at 520 m/u. The amounts of hydro- 
xam ates formed were calculated from  the standard curve prepared for 
glycine-hydroxam ate according to Safir and W illiams [7].

RESULTS

The results are listed in Table 1. The figures represent mean values
from  3 or 4 experim ents perform ed on various groups of guinea pigs.
The values expressed as traces are those that did not exceed 0.01^ moles 
per 1 hour per 1 mg. of protein. Standard deviations of the  m ean allow 
to appreciate differences in the ra te  of activation of the same amino acid. 
In several cases considerable discrepancies w ere observed between acti­
vities of various acetone powder preparations deriving from  various 
animals. These variations are probably of biological origin, since the 
preparations of the same powder showed the same activity over a period 
of ten days. The activity lowered, however, after prolonged storage. The 
gut acetone powclpr, which is one of the most active, did not exhibit any 
activity after four months of storage at —20° in a vacuum  desiccator 
over CaCL. The powders used in these experim ents were stored not longer 
than for ten days.

Our experim ents showed th a t the rate of amino acids activation varies 
w ith various organs. Liver, gut, abdominal muscles, and kidneys showed
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the highest rate of amino acids activation as compared w ith other exam ined 
organs. On the contrary, limb muscles activated but few amino acids. The 
heart muscle preparations appeared to be more active than those deriving 
from  other muscles. As m uch as 5 of the tested amino acids were not 
activated by pancreatic preparations, although the synthesis of protein 
is known to be very intense in this organ. Spleen showed traces of activity 
w ith regard to a few amino acids only. Brain strongly activated glutam ic 
acid, but not other amino acids, histidine being the only exception w hen 
slight activation was observed.

We failed to find any activation of amino acids by skin in a single 
series of experim ents perform ed w ith this organ. The fact may be due 
to inactivation of enzymes since the organ was somewhat homogenized 
otherwise.

When comparing the rates of activation of the given individual amino 
acids it became obvious that the order of values is always the same in all 
the organs tested. The only exception was glutamic acid which was more 
intensively activated by brain and kidneys than by other organs. These 
results suggested that the rate  of activation of an amino acid is not 
related to its contents in the proteins of a given organ. Thus the  higher 
content of an amino acid was not accompanied by a higher rate  of 
activation.

T a b l e  2

A c t i v a t io n  of a m in o  ac ids  in  the  no rm a l  and  reg e n e ra t in g  rat l i v e r  
,«m ole  o f h y d ro x a m a te  form ed /m g o f prote in /h our

N o. Amino acids Normal Regenerating

1 L-Glutamic acid 0.88 0.92

2 L-Proline 0.12 0.10

3 L-Lysine 0.06 0.06

4 L-Arginine 0.04 0.04

Since we concluded that there is no relationship between the rate  of 
activation and that of incorporation of amino acid into protein it is to 
be doubted w hether the increased protein synthesis is accompanied by 
greater activity of the  amino acids activating enzymes. To clear up the 
question we perform ed an experim ent w ith norm al and regenerating ra t 
liver. The experim ent was performed 18 hours after partial rem oval of 
the  liver. The values obtained w ith the excised part of the liver were 
accepted as standard. The results listed in Table 2 revealed no differences 
betw een the normal and regenerating tissue. The values of Table 2 cannot
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F7] ACTIVATION OF AMINO ACIDS IN VARIOUS ORGANS 13'9

be compared to those of Table 1 for liver, because of the difference in 
species (rat and guinea pig).

These results, as well as earlier ones, led to the conclusion that the 
activity of amino acids activating enzymes is by no means a factor lim iting 
the rate  of protein synthesis.

DISCUSSION

Although activation of amino acids is a rather well known stage of 
protein biosynthesis, yet there still rem ain many doubts tha t have to be 
cleared up. The general outline of the activation mechanism  is certainly 
consistent w ith that referred  to by Hoagland [4]. However, m any experi­
m ental data now suggest that the process is much m ore complex and re­
quires some additional, as yet unknown, cofactors.

The question of specificity of amino acids activating enzymes still 
rem ains unsolved. It should be rem em bered that only the tryptophan 
activating enzyme was purified to a higher degree by Davie, Konings- 
berger and Lipmann [2] and even crystallised (Szafrański and W ork [10]). 
O ther enzymes were studied in a crude state, and therefore it is impossible 
to say anything about their specificity.

The results presented here show that there is no relationship between 
the rate  of activation of a given amino acid and its contents in protein. 
This may indicate e ither that the activation by “pH 5 enzymes” is not the 
unique mechanism leading to protein synthesis, or that the activated 
amino acids may be used in any way other than protein synthesis. The 
la tter possibility is ra ther imposing when considering the high rate of 
tryptophan activation [2, 10] as against its low contents in protein.

There is also no correlation between the values obtained by the hydro- 
xamic m ethod and those obtained when the exchange of 32P 32P w ith  ATP 
is measured. The highly activated amino acids as m easured with hydro- 
xamic method do not account for any visible exchange of labelled pyro­
phosphate. On the contrary, amino acids which show a high ra te  of 
pyrophosphate exchange do not provide hydroxam ic derivatives at all. [6]. 
On the basis of these facts Novelli and De Moss sugest tha t there are 
some amino acids which can be activated indirectly by means of trans­
acylation w ith other already activated amino acids [6]. This suggestion, 
however, does not seem to be very convincing. The question arises to how 
are incorporated these amino acids which are not activated either directly 
or by means of transacylation. These considerations lead to the conclusion 
tha t there exists some mechanism introducing amino acids into the chain 
of reactions of protein biosynthesis other than the indisputable activation 
of carboxyl groups.
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140 P. SZAFRAŃSKI AND E. SUŁKOW SKI [81

SUMMARY ^

The rate of activation of ten amino acids (tested individually) was 
studied in ten various organs of guinea pig. The estimations were m ade 
using the hydroxam ic m ethod and acetone powder preparations w ere 
used as a source of enzyme.

Liver, gut, abdomen muscles, heart muscle and kidneys showed the 
highest rate  of amino acids activation, while limb muscles and pancreas 
activated slightly some few amino acids only. Spleen, brain and skin 
showed traces of activation only, w ith the exception of glutam ate, which 
was highly activated in the brain.

The activity of amino acids activating enzymes regenerating liver 
appeared to be of the same order of value as in norm al liver. Thus the 
more intense protein synthesis does not run parallel to an increased rate  
of amino acids activation.

We wish to thank to Miss K. Derkus for her skilled technical assistance.
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A K T Y W A C JA  A M IN O K W A SÓ W  W R Ó ŻNY CH  N A R Z Ą D A C H  
ŚW IN K I M O R SK IEJ

S t r e s z c z e n i e

Zbadano poziom aktyw acji 10 poszczególnych aminokwasów w 10 róż­
nych narządach świnki morskiej. Pom iary przeprowadzono m etodą hydro- 
ksamową na preparatach z proszków acetonowych. W ątroba, jelito, mięśnie
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[9] ACTIVATION OF AMINO ACIDS IN VARIOUS ORGANS

brzuszne, serce, nerki w ykazują największą aktyw ację. Mięśnie kończyn 
i trzustka aktyw ują tylko niektóre aminokwasy i w  m ałym  stopniu. Śle­
dziona, mózg, skóra w ykazują śladową aktyw ację, z w yjątkiem  dużej 
aktyw acji kwasu glutaminowego w mózgu. Aktywność enzymów aktyw u­
jących w wątrobie regenerującej jest tego samego rzędu co w wątrobie 
norm alnej. Zatem wzmożona synteza białka nie idzie w parze ze zwięk­
szoną aktyw acją aminokwasów.

O trzym ano 6.10.58 r.
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M W IEW IÓROW SKI, J. AUGUSTYNIAK, H. SKRZYPIŃSKA,
J. PRZYBYLSKA i Z. KOCIAŁKOWSKI

Z BADAŃ NAD BIAŁKIEM ŁUBINOWYM 

III. PRZYCZYNEK D O  P O Z N A N IA  SY N T E Z Y  BIAŁEK W  N A SIO N A C H  ŁUBINU

Z a k ła d  H o d o w l i  R o ś l in  P A N ,  w  P oznan iu  
K ie r o w n ik :  prof.  d r  S. B a rb a c k i

Metabolizm azotu w dojrzewających nasionach różnych roślin był 
i jest przedm iotem  prac licznych autorów. Szczególnie intensywnie ba­
dany jest m etabolizm  azotu w dojrzewających nasionach grochu. Zagad­
nieniem  tym  zajm owali się ostatnio: C. E. Danielsson [4], I. D. Raacke 
[21— 23], T. G. Hyde [11] oraz S. P. Spragg [24], Duża koncentracja ba­
dań na tym  odcinku oraz nowoczesne metody analityczne w nich stosowane 
doprowadziły do licznych, interesujących i zgodnych stw ierdzeń oraz hi­
potez. Nie brak jednak i tu ta j licznych niejasności, a nawet sprzeczności 
i dlatego nie można uznać tych badań za zakończone.

K ontynuując nasze badania nad białkiem  łubinowym [26, 28], postano­
wiliśm y prześledzić metabolizm azotu w dojrzewających nasionach łubinu; 
tym  bardziej, że proces ten był dotychczas badany fragm entarycznie i to 
tylko przy pomocy m etod klasycznych.

W poprzedniej naszej pracy [26] staraliśm y się określić zawartość róż­
nych form azotu w dojrzałych nasionach różnych gatunków i biotypów łu­
binu. Stwierdziliśm y, że zawartość azotu ogólnego i niebiałkowego jest 
w trzech badanych gatunkach łubinu bardzo różna, natom iast poziom 
azotu białkowego jest bardzo wyrów nany i wynosi około 4% suchej masy 
nasion. We w szystkich badanych nasionach stw ierdziliśm y obecność pepty- 
dów, przy czym wydawało się, że różnice m iędzygatunkowe w zawartości 
azotu ogólnego i niebiałkowego są głównie spowodowane różną zawar­
tością peptydów. Praca niniejsza miała wyjaśnić rolę peptydów w syntezie 
zapasowych białek nasion łubinowych, a także naświetlić stosunki bio- 
syntetyczne między album inam i a globulinam i i między poszczególnymi 
frakcjam i globulinowym i.

[143]

http://rcin.org.pl
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Tak postawione zadanie staraliśm y się rozwiązać oznaczając w bada­
nym m ateriale różne form y azotu, przy czym chcąc uniknąć błędów 
i sprzeczności w ynikających ze stosowania różnych ekstrakcji do poszcze­
gólnych oznaczeń, przyjęliśm y zasadę dotąd nie stosowaną, aby wszystkie 
analizy przeprowadzić na ekstrakcie jednego typu, mianowicie na w y­
czerpującym  ekstrakcie 0,2 m - chlorkiem sodowym zbuforowanym do 
pH 7. Takie postępowanie umożliwiło nam  kontrolowanie dokładności 
przeprowadzonych oznaczeń na drodze rachunkowego ich bilansowania. 
Od przyjętej zasady musieliśmy w jednym  przypadku odstąpić, m iano­
wicie dla oznaczenia wzajemnego stosunku poszczególnych składników 
globulinowych stosowaliśmy oddzielną ekstrakcję 2 m roztworem  chlorku 
sodu, a to dlatego, ponieważ frakcjonow anie składników globulinowych 
wymagało preparatu  oczyszczonego na drodze dw ukrotnej dializy, co 
z kolei zmuszało do pracy z roztworam i białek o większym stężeniu ani­
żeli w ekstrakcie zasadniczym.

CZĘŚĆ D O Ś W IA D C Z A L N A

Przygotowanie materiału

Przedm iotem  naszych badań były rozwijające się nasiona łubinu bia­
łego (Przebędowski średnio wczesny grupa V ród 342) i wąskolistnego 
(Obornicki) ze stacji hodowlanej I. U. N. G. w Przebędowie. W obu przy­
padkach pobieranie prób rozpoczęliśmy w 23 dniu od początku kw itnie­
nia kw iatostanu pędu głównego. Ponieważ nie ma ściśle sprecyzowanego' 
botanicznego kryterium  oceny stopnia dojrzałości nasion, dlatego próby 
pobieraliśmy w określonych odstępach czasu: około 5-dniowych dla łu -

T a b l i c a  1
M asa  100 ś w ie ż y c h  na s io n  w  ró ż n y ch  fa za ch  r o z w o ju

Łubin biały Łubin wąskolistny

Data
zbioru

Symbol
próby

Masa 
100 nasion 

(g)

Data
zbioru

Symbol
próby

Masa 
100 nasion 

(g)

4.VII.57 B , — 4.VII.57 Wi 11,0
19.VII-.57 b 2 52,2 9.VII.57 W, 29,6
25.V1I.57 B,j 67,0 14.VII.57 w 3 31,0

2.VIII.57 b 4 91,2 19.VII.57 w , 33,0
13.V1II.57 b 5 131,2 25.VII.57 Wr, 22,0
23.VIII.57 Br, 141,1

4. IX. 57 B r 136,0
14.IX.57 b 8 141,3
25.IX.57 B, 142,0
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binu wąskolistnego i 10-dniowych dla łubinu białego. Dodatkowo ozna­
czaliśmy masę 100 świeżych nasion (Tabl. 1). Po zbiorze, nasiona oddzie­
laliśmy od strąków, zamrażaliśmy w tem p. około —20° i liofilizowaliśmy. 
Zawartość wody w zliofilizowanym m ateriale nie przekraczała 0,l°/o.

Ekstrakcja zasadnicza i analiza ekstraktu

Rysunek 1 podaje schemat postępowania. Zliofilizowany m ateriał (1,5 g) 
dokładnie rozdrabnialiśm y i ekstrahow aliśm y (a) „standardowym  bufo­
rem “ wg C. E. Danielssona [3] (skład buforu 0,2 M-NaCl, 0,02 M-NaH2PC>4 

i 0,03 M-Na^HPO/J. Ekstrakcję przeprowadzaliśm y w temp. około 4° 
w  ciągu 7 dni 6 porcjami rozpuszczalnika, dzięki czemu m ateriał był eks­
trahow any prawie wyczerpująco x). Przy zmieszaniu z pierwszą porcją 
rozpuszczalnika m ateriał homogenizowaliśmy przy pomocy homogeniza- 
tora MSE (ca 2 min. przy 14 tys. obr./min.). Połączone porcje ekstraktu  po 
odwirowaniu sączyliśmy, uzupełnialiśm y do standardowej objętości 
(150 ml), a sączek wraz z pozostałością po ekstrakcji mineralizowaliśmy 
i oznaczaliśmy ilość azotu nierozpuszczalnego (b). Przy omawianiu wyni­
ków N nie ulegający ekstrakcji będziemy doliczać do N-białkowego uw a­
żając zgodnie z praktyką analityczną, stosowaną do m ateriału  roślinnego 
[11, 16], że związany jest on w postaci trudno rozpuszczalnych białek kon­
stytucyjnych.

W ten sposób otrzym any ekstrakt przechowywaliśmy w temp. około 
— 10° i oznaczaliśmy w nim zawartość następujących form azotu: 
1. N-ogólny ekstraktu  (na Rys. 1 (c), 2. N-białkowy rozpuszczalny ( f,k ), 
3. N-albuminowy (g), 4. N-globulinowy (h), 5. N-niebiałkowy (n), 6. N-ami- 
nowy (l), 7. N-amidowy (m), 8. N-poszczególnych wolnych aminokwasów 
(o, r), 9. N-allantoinowy (p), 10. N-wyciągu eterowego (j). W szystkie wy­
mienione oznaczenia były przeprowadzone w 2 powtórzeniach w 3 od­
dzielnych seriach ekstraktu.

Ad 1. N-ogólny ekstraktu  (c) oznaczaliśmy m ineralizując określoną 
część (10 ml) ekstraktu, metodą Kjeldahla w  modyfikacji C. H. Perrina [27]. 
Amoniak destylowaliśmy w półm ikroaparatach Parnasa.

Ad 3 i 4. 20 ml ekstraktu  poddaliśmy wyczerpującej dializie (e) w sto­
sunku do wody (około 70 godz. w m ałych woreczkach celofanowych). Wy­
trącone w wyniku dializy globuliny (h) oddzielaliśm y przez wirowanie od 
roztworu album in (g) i w  każdej z tych frakcji oznaczaliśmy azot, który

J) I. D. R aacke [21] bad ając zaw artość  n iek tó ry ch  form  azotu  w  n a sio n a ch  grochu, 
sto so w a ła  ek stra k cję  20-m inutow ą. N asze  o b serw a cje  w y k a za ły , że  w  przypadku  
n a sion  łub in u  tak i czas ekstrakcji by ł sta n o w czo  za krótki.
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ZLIOF1LIZOWANY  
MATERIAŁ ROŚLINNY

Ekstrakcja 2M -N aC l
(5)

EKSTRAKT B

2 X dializa 
do wody (t)

Oznaczenie 
N-ogólnego  

ekstraktu (c)

Ekstrakcja 0 ,2M -N aC l 
(«)

EKSTRAKT A

Dodanie 
CC13 OOOH 

(d)

Pozostałość — 
oznaczenie N  (b)

4-
Dializa 

do wody (<e)

Osad globulin (w)

Elektroforeza 
bibułowa (w)

PRZESĄCZ A 

!
Ekstrakcja eterem 

etylowym ( / )

O sad— ozn. Roztwór
N-białkowego album iny-  

( f )  ozn. Ń
(8)

Wyciąg eterowy — 
oznaczenie N  (J)

Osad-oznaczenie 
N-,,pseudobialkowego“ 

(k)
PRZESĄCZ B

Osad globu­
lin y — ozn. Ñ

(*)

4 ir i  4
Oznaczenie Odsolenie Oznaczenie Oznaczenie

N-am inowego (/) (Dowex 50-X4) (/) N-amidowego im) N-niebiałkowego (n)

Chromatografia 
aminokwasów' (o)

Oznaczenie 
allantoiny (/?)

Ilościowe oznaczenie 
aminokwasów (r)

Rys. 1. Schemat postępowania analitycznego

w dalszym  ciągu będziemy nazywali odpowiednio N-globulinowym 
i N-album inowym .

Ad 2. Azot białkowy rozpuszczalny oznaczaliśmy m ineralizując osad (/) 
otrzym any działaniem kwasu trójchlorooctowego na 40 ml ekstraktu 
w tem p. ca 90°. W ytrącanie białka dokonywaliśmy na gorąco, ponieważ 
tym  sposobem chcieliśmy spowodować całkowite w ytrącenie również 
album in. Nasz sposób postępowania uznaliśmy za popraw ny, ponieważ 
sum a N-albuminowego i N-globulinowego, oznaczanych po dializie w y­
kazyw ała dużą zgodność z wartościami azotu białkowego rozpuszczalnego,
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oznaczonego w wyżej podany sposób. Stężenie kwasu trójchlorooctowego 
doprowadzaliśm y do około 9°/o.

Przesącz i popłuczyny po w ytrąceniu białka zagęszczaliśmy do obję­
tości około 25 ml, w wyniku czego znacznie wzrosło stężenie kwasu tró j­
chlorooctowego. Chcąc uniknąć przy dalszych oznaczeniach komplikacji 
związanych z dużym stężeniem tego kwasu, usuwaliśm y go ekstrahując 
eterem  etylowym  w aparacie Tielepapa (i). Podczas procesu „odkwasza­
n ia“ w ytrącał się osad, który po odsączeniu m ineralizowaliśm y (Tc), a za­
w arty  w nim azot, k tóry  będziemy w dalszym ciągu nazywali N-pseudo- 
białkowym, doliczaliśmy do azotu białkowego 2).

Ad 10. Chcąc uzyskać pełny bilans pomiędzy azotem ogólnym, a po­
szczególnymi frakcjam i, oznaczaliśmy również azot zaw arty w wyciągu 
eterow ym  (j), otrzym anym  przy usuwaniu kwasu trójchlorooctowego 
z bezbiałkowego ekstraktu.

Ad 5, 6, i 7. W przesączu po w ytrąceniu białka (odkwaszonym, zagęsz­
czonym i uzupełnionym  do 50 ml) oznaczaliśmy zawartość N-niebiałko- 
wego m ineralizując 5 ml roztworu (n). W dalszych 10 ml oznaczaliśmy 
N -am inowy (l) m etodą A. A. Albanese i V. Irby [1], oraz w 5 ml N-ami- 
dowy (m) metodą J. E. V arner’a i wsp. [25]. W celu pośredniego okre­
ślenia zawartości peptydów, N-aminowy oznaczaliśmy dodatkowo po hy­
drolizie 5 ml tego przesączu. Stosowaliśmy trzy typy hydrolizy: 6n kw a­
sem solnym pod chłodnicą zwrotną przez 8 godz., 3 n  kwasem solnym 
w 120° w zatopionych probówkach przez 24 godz., oraz m ieszaniną kwasu 
solnego i mrówkowego [10].

Ad 8 i 9. W 10 ml bezbiałkowego przesączu oznaczaliśmy zawartość 
N-allantoinowego (p) oraz azotu poszczególnych wolnych aminokwasów (o). 
Przed analizą chrom atograficzną aminokwasów okazało się konieczne od­
salanie przesączu (l). Przeprowadzaliśmy to na kolum nach kationitu 
Dowex 50-x 4 (200—400 oczek) wg D. L. Buchanana [2], zbierając przy 
pomocy autom atycznego kolektora oddzielnie frakcje zawierające allan- 
toinę i aminokwasy. Stosowaliśmy kolum ny o średnicy 6 mm i pojem ­
ności 6 ml. Kolum ny o takich rozm iarach posiadały pojemność jonowy­
m ienną około 8 milirównoważników. Zaabsorbowaną na kolumnie allan- 
toinę eluowaliśmy wodą, a aminokwasy 0,5 m wodnym roztworem  pipe­
rydyny [2],

Zawartość allantoiny oznaczaliśmy spektrofotom etrycznie metodą 
E. G. Young'a i C. F. Conway’a [32] przy długości fali świetlnej 528 m /l i 

i szczelinie 0,015 mm.

2) O sadu tego d o ty ch cza s b liżej n ie  zb ad a liśm y , przypuszczam y, że m a on ch a ­
rakter  k om p leksu  lip o id o w o -b ia łk o w eg o  [14].
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Rozdział i identyfiKację wolnych aminokwasów przeprowadzaliśm y 
przy pomocy chrom atografii dwukierunkowej wg N. W olfe’a [29]. Całko­
w ity rozdział aminokwasów uzyskaliśmy przy rozw ijaniu chrom atogram u 
techniką zstępującą przepływową, przez 26 godz. w pierwszym  kierunku 
i 18 godz. w drugim  kierunku (temp. 21°). Każdorazowo przed rozwinię­
ciem chrom atogram u stosowaliśmy 3-godzinne kondycjonowanie bibuły 
parami rozpuszczalnika. Jako komory chromatograficzne służyły oszklone 
skrzynie drew niane o w ym iarach 120X25X60 cm, w których jednocześnie 
rozwijaliśmy po 5 chromatogramów. Celem identyfikacji aminokwasów 
ekstraktu, równocześnie z 4 chromatogramami wolnych aminokwasów roz­
wijaliśmy 1 chrom atogram  ze standardową mieszaniną aminokwasów. 
Chromatogram ten wywoływaliśmy 0,5% roztworem  ninhydryny w ace­
tonie.

Odsolone frakcje aminokwasowe (zebrane z kolektora) łączyliśmy ra ­
zem (około 12 ml) i odparowywaliśmy do sucha w łaźni wodnej, temp. 80°. 
W celu hydrolizy amidów 3), które zaciemniały stosowany przez nas roz­
dział chrom atograficzny aminokwasów — pozostałość rozpuszczaliśmy 
w  5 ml I n kwasu solnego i podgrzewaliśmy przez 5 godz. na wrzącej 
łaźni wodnej pod chłodnicą zwrotną. Po odpędzeniu kwasu solnego pozo­
stałość rozpuszczaliśmy w małej ilości wody (2 krople) i roztwór ten 
„oczkiem“ platynowym  nakładaliśm y na co najm niej 3 chrom atogram y.

Chrom atogram y frakcji wolnych aminokwasów wywoływaliśmy w stęp­
nie 0,02% roztworem  ninhydryny w acetonie [7], celem lokalizacji plam 
aminokwasów (Rys. 8). Następnie wycinaliśmy plam y aminokwasów, usu­
waliśmy z nich amoniak metodą L. Fowden’a [8], po czym przeprowadza­
liśmy reakcję ninhydryną metodą E. W. Yemma i E. C. Cocking [30] 
uwzględniając m odyfikację N. W olfe’a [29] oraz własne doświadcze­
nia [27]. Odczyty doświadczalne korygowaliśmy wartościam i ślepych prób. 
Przy ilościowej ocenie aminokwasów opieraliśmy się na krzyw ych kali- 
bracyjnych w ykreślonych na podstawie chrom atogramów ze standardo­
wymi roztworami aminokwasów. Uzyskane w ten sposób w yniki przed­
staw iają wzajem ną korelację azotu a-aminowego poszczególnych wolnych 
aminokwasów (Rys. 10 i 12). Procentowy udział wolnych aminokwasów 
w suchej masie nasion, przedstawiony na rys. 9 i 11 został obliczony 
w  oparciu o wartości podane w tablicy 2 (pozycja 11).

3) W zw ią zk u  z przep row ad zan ą h yd rolizą  a m id ó w  o zn a cza liśm y  ty lk o  su m a­
ryczną za w artość  k w a su  g lu ta m in o w eg o  i g lu ta m in y  oraz k w a su  a sp a ra g in o w eg o
i asp araginy .
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A zot ogólny

Ogólną zawartość azotu w badanych nasionach wyliczaliśmy sum ując 
azot pozostający w m ateriale po ekstrakcji z azotem ogólnym ekstraktu . 
Sporadycznie azot oznaczaliśmy bezpośrednio w m ateriale roślinnym . W y­
niki tych oznaczeń zgadzały się z wartościami obliczonymi z dokład­
nością ± 3% .

Oznaczenie wzajemnego stosunku poszczególnych składników
globulinowych

Oznaczenie to wykonano frakcjonując globuliny przy pomocy elektro­
forezy bibułowej (w) wg opisanego poprzednio postępowania [28]. Oprócz 
dotychczas stosowanego buforu boranowego, używaliśmy dodatkowo 0,2 m  

bufor weronalowy o pH 8,6, przy czym w arunki analizy były następu­
jące: bibuła W hatm an No. 4, pasek o „długości roboczej“ 20 cm, napięcie 
200 V. Mieszaninę białek nakładaliśm y w odległości około 6 cm od kato­
dowego końca paska bibuły. Rozdzielone na bibule frakcje białkowe w y- 
barwialiśm y błękitem  bromofenolowym [6]. Po w ybarw ieniu poszczególne 
plamy wycinaliśmy eluowaliśmy z nich barw nik 0,01 n  ługiem  sodo­
wym  [12], a następnie oznaczaliśmy kolorym etrycznie, stosując f iltr  po­
marańczowy. Przyjęliśm y, że procentowy udział poszczególnych frakcji 
w ogólne*j ilości globulin jest równy procentowemu udziałowi ekstynkcji 
poszczególnych frakcji w stosunku do sumy ekstynkcji wszystkich frak­
cji [15].

Globuliny do elektroforezy przygotowywaliśmy, ekstrahując je ze 
zliofilizowanych nasion 2m roztworem chlorku sodu (s) i oczyszczając na 
drodze dwukrotnej dializy do wody (t).

Preparaty  konglutyn a i /3 (odpowiednikami Osbornowskich [18], kon- 
glutyn a i (3 są legumina i wicilina wg C. E. Danielssona [5], a wg F. J. Jou- 
berta [13] frakcja A i B), potrzebne do identyfikacji frakcji globulinowych 
rozdzielonych elektroforę tycznie w buforze weronalowym, otrzym aliśm y 
rozdzielając mieszaninę globulin metodą F. J. Jouberta [13].

WYNIKI

Uzyskane wyniki są podane w tabl. 2 oraz na rysunkach. Jak  w yka­
zuje tablica 2 oraz rys. 2 i 3, ilość azotu w nasionach badanych gatunków 
łubinu zwiększa się w m iarę postępującego dojrzewania. Największy przy­
rost azotu obserwuje się w początkowych fazach dojrzewania, w później­
szych fazach dopływ związków azotowych jest znacznie mniejszy.
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W yjątek stanowi druga faza rozwoju nasion łubinu białego (B2, Tabl. 2. 
Rys. 2). Spadku tego nie obserw uje się w przypadku nasion łubinu wąsko­
listnego.

W zrost zawartości azotu ogólnego w stosunku do suchej masy świad­
czy o szybszym nagrom adzaniu przez nasiona łubinu związków azoto­
wych niż węglowodanów i tłuszczowców. W zależności od fazy rozwojo­
wej, azot dopływający do nasion jest reprezentowany przez poszczególne 
frakcje w różnych proporcjach. W pierwszej fazie rozwoju nasion obser­
wuje się dużą zawartość niskocząsteczkowych związków azotowych i niski 
poziom azotu białkowego. Za azot białkowy uważamy sumę azotu białek 
dających się wyekstrahować oraz azot nie ulegający ekstrakcji. Spadek 
procentowej zawartości azotu białkowego w fazie B2, w ynika wyłącznie 
ze znacznego spadku procentowej zawartości białek konstytucyjnych (nie

Rys. 2. Z m iany  za w artości różn ych  form  azotu  (w  p ro cen ­
tach  suchej m asy) w  czasie  rozw oju  n asio n  łu b in u  b ia łeg o

ulegających ekstrakcji). W pozostałych fazach w obu badanych gatunkach 
zawartość azotu nie ulegającego ekstrakcji utrzym uje się na mniej więcej 
równym  poziomie, stanowiąc około 0,8% suchej masy (Rys. 2 i 3). Po­
czynając od drugiej fazy dojrzewania nasion łubinu białego, obserwu­
jem y aż do fazy 6 (Rys. 2) gwałtowny wzrost azotu białkowego. Od 6 fazy 
tempo przyrostu białek wyraźnie maleje. W nasionach łubinu wąskolist­
nego (Rys. 3) wzrost ten jest równom ierny w ciągu całego okresu rozwoju. 
Na podkreślenie zasługuje fakt, że intensyw ny wzrost azotu białkowego
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wynika niemal wyłącznie z silnego przyrostu globulin. Azot albuminowy 
wzrasta o wiele wolniej i dość równom iernie w ciągu całego okresu doj­
rzewania. Zdecydowanie różna szybkość syntezy globulin i album in na­
suwa przypuszczenie, że obydwa wymienione typy białek są syntetyzo­
wane zupełnie niezależnie od siebie.

W yniki analizy elektroforetycznej sugerują, że również poszczególne 
składniki globulinowe syntetyzowane są niezależnie od siebie. W poprzed­
niej pracy donieśliśmy [28], iż przy zastosowaniu buforu boranowego, glo-

Rys. 3. Z m iany zaw artości różn ych  form  azotu  (w  procen­
tach  su ch ej m asy) w  czasie  rozw oju  n asion  łub in u  w ą sk o ­

lis tn eg o

buliny z nasion łubinu wąskolistnego .rozdzielają się na 3 frakcje, a glo­
buliny z nasion łubinu białego — wyraźnie na 2. W w arunkach analizy 
przeprowadzanej przy użyciu buforu weronalowego globuliny z nasion 
łubinu białego można rozdzielić na 4 frakcje, nazwane kolejno: I, II, III, IV, 
(Rys. 4), a globuliny z nasion łubinu wąskolistnego tylko na dwie frakcje 
nazwane odpowiednio frakcjam i I i II. W yniki te potwierdzają nasze po­
przednie obserwacje o wyraźnych międzygatunkowych różnicach w cha­
rakterze kompleksów białek zapasowych. W przypadku globulin łubinu 
wąskolistnego stwierdziliśm y (Rys. 5), że frakcja I z buforu weronalowego 
zawiera konglutynę fi, a frakcja II — konglutynę a. Podobnego ozna­
czenia nie udało się nam  przeprowadzić z globulinami łubinu białego, gdyż 
w wyniku frakcjonowania globulin na skalę preparatyw ną w analogiczny
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sposób, jak w przypadku nasion łubinu wąskolistnego, otrzym ano prepa­
ra ty  będące zawsze mieszaniną kilku różnych globulin.

Procentowy udział w suchej masie frakcji I, III i IV globulin łubinu 
białego (Rys. 6) wzrasta równom iernie w m iarę dojrzewania nasion, nato-

R ys. 4. R ozdział e lek tro fo rety czn y  
g lo b u lin  z dojrza łych  n asion  łub in u  
w ą sk o lis tn eg o  (a) i łub in u  b ia łego  (b). 
przep row ad zon y przy zastosow an iu  

buforu w ero n a lo w eg o

Rys. 5. Id en ty fik a cja  e lek tro - 
foretyczn a  frak cji g lo b u lin o -  
w y ch  z d ojrza łych  nasion  łu ­
binu w ą sk o listn eg o ; a —  p re­
parat k o n g lu ty n y  a (s iln ie  za­
n ieczy szczo n y  k on g lu ty n ą  /i), 
b —  m ieszan in a  g lo b u lin , c — 

preparat k on g lu ty n y

m iast frakcja II po osiągnięciu maksimum w fazie 7 wykazuje w yraźny spa­
dek. Interpretow anie jednak tego spadku przem ianą tej frakcji w inne skład­
niki globulinowe jest stanowczo przedwczesne. Z rys. 6 wynika, że frakcja II

Symbol id ola  pobrania próby

Rys. 6. Z m iany procen tow ej za w artości p o szczegó ln ych  fra k cji 
g lo b u lin o w y ch  w  czasie  rozw oju  nasion  łu b in u  b ia łego
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Rys. 7. Z m iany  procen tow ej zaw artości frakcji g lo b u lin o -  
w y ch  w  czasie  rozw oju  nasion  łub inu  w ą sk o listn eg o

jest syntetyzow ana najwcześniej i w największych ilościach; frakcje pozo­
stałe pow stają później, są one nagrom adzane wolniej i w mniejszych ilościach.

Zm iany wzajemnego stosunku globulin podczas dojrzewania nasion 
łubinu wąskolistnego są przedstawione na rys. 7.

Proporcjonalnie do wzrostu azotu 
białkowego zmniejsza się w miarę 
dojrzewania nasion zawartość azotu 
niebiałkowego. Widać to szczególnie 
w yraźnie przy porównaniu udziału 
poszczególnych form azotu w azocie 
ogólnym (Tabl. 2, kolum ny b).

Przew ażająca część azotu niebiał- 
koweo przypada na azot amidowy 
i aminowy. Zawartość N-amidowego 
w m iarę dojrzewania nasion wyraź­
nie się zmniejsza, przy czym najsil­
niejszy spadek zaznacza się w pierw ­
szym  okresie rozwoju nasion. Jak 
widać na rys. 2 i 3, najszybszy spa­
dek poziomu N-amidowego m a m iej­
sce z równoczesnym silnym wzro­
stem  N-białkowego.

Podobnie przedstaw iają się zmia­
ny zawartości N-aminowego. Różnica 
jednak pomiędzy zawartością N-ami­
nowego na początku i na końcu okre­
su rozwoju nasion jest znacznie wyż­
sza niż w przypadku N-amidowego.

Omówione zmiany zawartości azo­
tu aminowego są wypadkową zmian,

Rys. 8. C hrom atogram  w o ln y ch  am in o ­
k w a só w  łub in u  b iałego, w stęp n ie  w y ­

w o ła n y
A  —  punkt sta rtow y , il —  k w as a sp a­
ragin ow y, 2 —  k w as g lu ta m in o w y , 3 —  
lizyna , 4  —  arg in in a , 5 —  g licyna , 6 —  
h istyd yna, 7 —  seryna , 8 —  alan ina , 
9 —  prolina, 1'0 —  kw as, y -am inom asło- 
w y, ¡11 —  tyrozyna, 12 —  w a lin a , 13 —  
treon ina, ¡14 —  izo leu cyn a , 16 —  leu cy -  
na, 16 —  fen y lo a la n in a , x  —  p lam y n ie ­

z id en ty fik o w a n e
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T a b 1 i

Z a w a r to ś ć  ró ż n y c h  f o r m  a zo tu  
a) w  °/o°/o su ch ej  m a s y

Lp.
Symbol próby 
Data zbioru

B ,
4.7.57

B2
19.7.57

B,
25.7.57

a b a b a b

1 N-ogólny 4,70 4,10 4,39 _
2 N-nierozpuszczalny (b)*) 1,25 26,59 0,65 15,85 0,64 14,58

3 N-ogólny ekstraktu (c) 3,45 73,41 3,45 84,14 3,75 85,42

4 N-białkowy rozpuszczalny (f) 0,52 11,06 0,55 13,41 1,10 25,06

5 N-pseudo białkowy (k) 0,22 4,68 0,21 5,12 0,21 4,78

6 Suma 4 +  5 0,74 15,74 0,76 18,54 1,31 29,84

7 Suma 2 + 6 1,99 42,34 1,41 34,39 1,95 44,42

8 N-globulinowy (h) 0,28 5,96 0,17 4,15 0,40 9,11

9 N-albuminowy (g) 0,22 4,68 0,21 5,12 0,34 7,74

10 Suma 8 + 9 0,50 10,64 0,38 9,27 0,74 18,86

11 N-aminowy (1) 1,35 28,72 1,11 27,07 0,96 21,87

12 N-amidowy (m) 0,98 20,85 0,84 20,49 0,86 19,59

13 N-allantoinowy (p) 0,11 2,33 0,08 1,95 0,08 1,82

14 N-niebiałkowy (n) 2,15 45,74 2,34 57,08 2,33 53,07

15 N-wyciągu eterowego (j) 0,48 10,21 0,22 5,36 0,18 4,10

16 Suma 6 +  14+15 3,37 3,32 3,82

17 Różnica pomiędzy N-niebiałkowym  
obliczonym a oznaczonym  
(3 — (6 +  15 )—  14

—0,08 + 0,12 +  0,07

*) L itery w n aw iasach  odn oszą  się  do sch em a tu  p ostęp ow an ia  (R ys. 1).

jakim  podlegają poszczególne aminokwasy. Dlatego też przeprowadziliśm y 
ilościowe oznaczenia wolnych aminokwasów w kolejnych fazach rozwoju 
nasion. We wszystkich fazach rozwojowych stwierdziliśm y obecność 16 na­
stępujących aminokwasów: kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, 
lizyny, argininy, histydyny, seryny, glicyny, alaniny, kwasu y-am ino- 
masłowego, tyrozyny, treoniny, waliny, izoleucyny, leucyny, fenylo- 
alaniny oraz proliny. Nie stwierdziliśm y występowania uchw ytnych ilości 
cystyny, m etioniny i tryptofanu, a histydyna występowała w ilościach 
śladowych. Istnieje duże prawdopodobieństwo, że w trakcie stosowanej 
przez nas kwaśnej hydrolizy amidów tryptofan uległ rozkładowi; dlatego 
też niew ykrycie przez nas tryptofanu nie jest równoznaczne z jego nie­
występowaniem  w badanym  m ateriale. We wszystkich fazach dojrzewania
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C a 2

w  d o j r z e w a ją c y c h  n as ion ach  łub inu  bia łego  
b) w  °/o°/o a zo tu  ogólnego

B4
2.8.57

EŁ
13.8.57 23.8.57

B7
4.9.57

B8
14.9.57

BS
25.9.57

O
dc

hy
le

­
nie

 
st

an
­

da
rd

ow
e 

j

a b a b a b a b a b a b

5,04 5,76 6,41 6,51 6,90 7,01
0,90 17,86 0,84 14,58 1,03 16,07 0,94 14,44 0,78 11,30 1,09 15,55 +  0,07
4,14 82,14 4,92 85,42 5,38 83,93 5,57 85,56 6,12 88,70 5,92 84,45 ± 0 ,1 0
1,66 32,93 2,64 45,83 3,31 51,64 3,61 55,45 3,91 56,67 3,67 52,35 ± 0 ,0 6
0,20 3,97 0,26 4,51 0,36 5.62 0.36 5,53 0,31 4,49 0,36 5,13 ± 0 ,0 6
1,86 36,90 2,90 50,35 3,67 57,25 3,97 60,98 4,22 61,16 4,03 57,49
2,76 54,76 3,74 64,93 4,70 73,32 4,91 75,42 5,00 72,46 5,12 73,04
1,53 30,36 2,18 37,85 3,16 49,30 3,37 51,77 3,37 48,84 — — ± 0,05

— — 0,31 4,58 0,27 4,21 0,45 6,91 0,30 4,35 — — ± 0 ,0 7

— — 2,49 43,23 3,43 53,51 3,82 58,68 3,67 53,19 3,99 56,92

0,75 14,88 0,55 9,53 0,36 5,62 0,39 5,99 0,39 5,65 0,32 4,56 ± 0 ,03
0,71 14,09 0,60 10,42 0,65 10,14 0,63 9,68 0,54 7,83 0,48 6,85 ± 0 ,07
0,07 1,46 0,07 1,15 0,06 1,01 0,07 1,02 0,06 0,93 0,06 0,80
2,09 41,47 1,89 32,81 1,51 23,56 1,67 25,65 1,61 23,33 1,62 23,11
0,15 2,98 0,22 3,82 0,20 3,12 0,12 1,84 0,23 3,33 0,20 2,85
4,10 5,01 5,38 5,76 6,06 5,85

—0,04 + 0,09 0,00 +  0,19 —0,06 —0,07

nasion stwierdziliśm y występowanie znacznych ilości proliny, nie ozna­
czaliśmy jej jednak ilościowo z uwagi na nieprzystosowanie kolorym e­
trycznej metody ninhydronow ej do oznaczania tego aminokwasu.

Na szczególną uwagę (Rys. 9— 12) zasługują: kwas asparaginowy, kwas 
glutaminowy, arginina, alanina i kwas y-aminomasłowy, ponieważ udział 
tych aminokwasów w ogólnym azocie aminowym ulega bardzo ciekawym 
zmianom. Procentowy udział azotu alaniny w N-aminowym w zrastając 
w  pierwszej fazie od 20 do 33% spada następnie w m iarę dojrzewania 
nasion łubinu białego do 1,5% przy czym najsilniejszy spadek ma miejsce 
pomiędzy 2 a 4 fazą rozwoju (Rys. 10). Również i kwas asparaginow y bar­
dzo znacznie zmniejsza swój udział w ogólnej puli N-aminowego, najsil­
niej w początkowych fazach rozwojowych. Równocześnie ze spadkiem  obu
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Rys. 9. Z m iany  zaw artości k w asu  g lu ta m in o w eg o , 
k w asu  asp arag in ow ego , arg in in y , k w a su  y -a m in o -  
m a sło w eg o  i a la n in y  (w  procen tach  suchej m asy) 

w  czasie  rozw oju  n asion  łub in u  b ia łego

tych aminokwasów obserwujem y wzrost kwasu glutaminowego oraz bar­
dzo gwałtowny wzrost argininy, której procentowy udział w N-aminowym

Symbol i data pobrania próby

Rys. TO. Z m iany p ro cen tow ego  ud zia łu  azotu  
o -a m in o w e g o  n iek tórych  a m in o k w a só w  w  azo­
cie  ogólnym  a m in o w y m  w  cza sie  rozw oju  

nasion  łu b in u  b ia łego
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w zrasta pod koniec dojrzewania nasion do przeszło 30% (Rys. 10). Udział 
pozostałych aminokwasów w N-aminowym nie ulega zasadniczym zmia­
nom  w ciągu całego okresu rozwoju nasion.

R ys. 11. Z m iany za w artości kw asu  g lu ­
ta m in o w eg o , k w a su  asp araginow ego, 
arg in in y , k w asu  y -a m in o m a sło w eg o  
i a la n in y  (w  p rocen tach  suchej m asy) 
w  czasie  rozw oju  nasion  łub in u  w ą sk o ­

lis tn eg o

R ys. 12. Z m iany p rocen tow ego  ud zia łu  
.azotu « -a m in o w eg o  n iek tórych  a m in o ­
k w a só w  w  cza sie  rozw oju  n asion  łu ­

b inu  w ą sk o listn eg o

DYSKUSJA

Metabolizm związków azotowych w dojrzewających nasionach łubino­
w ych przebiega w  licznych fragm entach inaczej, aniżeli wykazały ostatnie 
badania w odniesieniu do nasion grochu. Stwierdziliśm y, że w łubinach 
procentowy udział azotu w suchej masie w trakcie dojrzewania nasion 
rośnie, podczas gdy w grochu maleje [4]. Świadczy to, że w okresie doj­
rzew ania nasion łubinu dominuje synteza białka, podczas gdy w grochu 
szybciej postępuje synteza węglowodanów. Fakt ten  ma na pewno zasad­
niczy wpływ na kształtowanie się innych zauważonych różnic.

I tak I. D. Raacke [21] i S.P. Spragg [24], a także C. E. Danielsson [4] 
zgodnie sugerują, że prekursoram i w syntezie globulin nasion grochu są 
peptydy, ponieważ maksimum ich nagrom adzania w niedojrzałych nasio­
nach ściśle zbiega się z początkiem gwałtownej syntezy globulin.
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Nasze natom iast badania nie wykazały obecności poważniejszych ilości 
peptydów w żadnej fazie dojrzewania nasion łubinu. Fakt ten był dla 
nas bardzo zaskakujący, byliśm y bowiem pod silnym wrażeniem pracy
I. D. Raacke [21—23], a przede wszystkim wyników naszej poprzedniej 
pracy [26], w  której donieśliśmy o występowaniu pokaźnych ilości pep­
tydów w dojrzałych nasionach łubinu. Pozorne sprzeczności istniejące 
między naszym i wynikam i zostały spowodowane różnymi obiektami ba­
dań, a mianowicie: w poprzedniej pracy analizowaliśmy nasiona łubinu 
dojrzałe w w arunkach polowych, nasiona przed analizą były przechowy­
wane w  tem p. pokojowej przez okres około 6 miesięcy, podczas gdy w obec­
nej pracy nasiona ze wszystkich faz dojrzewania były natychm iast pO' 
w yłuskaniu ze strąków liofilizowane. Brak peptydów w niedojrzałych 
i dojrzałych a liofilizowanych nasionach łubinowych i wyraźna ich obec­
ność w nasionach dojrzałych, nie liofilizowanych i magazynowanych 
przed analizą przez okres około 6 mies. sugeruje, że w przypadku łubinów 
peptydy nie stanow ią prekursorów syntetyzowanych globulin — są nato­
m iast produktam i ich odbudowy w okresie „dojrzewania w tórnego“. Ba­
dania, które obecnie prowadzimy m ają wyjaśnić mechanizm tworzenia się  
peptydów  w dojrzałych nasionach.

Należy podkreślić, że różnice w in terpretacji funkcji peptydów w pro­
cesie dojrzew ania nasion łubinu i grochu, o których wyżej wspomnieliś­
my, nie w ypływ ają z porównywalnych faktów doświadczalnych. I. D. Raac­
ke [21—23] uważała za azot peptydowy różnicę między azotem niebiał- 
kowym a sum ą niebiałkowego azotu aminowego i amidowego, przy czym 
wszystkie wartości liczbowe były obliczone, a nie pochodziły z bezpo­
średnich oznaczeń. Azot niebiałkowy stanowił różnicę między azotem 
ogólnym a azotem białkowym, natom iast niebiałkowy azot aminowy i ami­
dowy wyliczono odejmując od doświadczalnie oznaczonego azotu amino­
wego i amidowego ogólnego wartość azotu aminowego i amidowego 
białkowego (również oznaczonego doświadczalnie).

W naszej poprzedniej pracy [26] obliczaliśmy, podobnie jak I. D. Raac­
ke, azot peptydow y z różnicy między azotem niebiałkowym a sumą azotu 
aminowego i amidowego. Różnica między postępowaniem I. D. Raacke 
a naszym polega na tym, że wszystkie wymienione form y azotu oznacza­
liśm y doświadczalnie, a co więcej — dopiero w tedy zdecydowaliśmy się 
na m atem atyczne obliczenie azotu peptydowego, kiedy stwierdziliśm y 
w yraźny wzrost azotu aminowego po hydrolizie ekstraktu uwolnionego^ 
od białka.

W obecnej pracy wykazaliśmy, że we wszystkich analizowanych na­
sionach nie występowały uchwytne ilości peptydów, gdyż mimo dużych 
różnic m iędzy azotem niebiałkowym  a sumą azotu amidowego i amino­
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wego, nie stw ierdziliśm y w żadnym przypadku wzrostu azotu aminowego 
po hydrolizie ekstraktów  uwolnionych od białka (mimo stosowania trzech 
różnych typów hydrolizy). Między postępowaniem I. D. Raacke a naszym 
jest jeszcze ta różnica, że I. D. Raacke oddzielała białko z ekstrak tu  przy 
pomocy dializy, my natom iast w ytrącaliśm y je na gorąco około 9% kwasem 
trójchlorooctowym . I. D. Raacke [21] na podstawie prób w ykonanych na 
preparatach białkowych wyizolowanych z grochu przestrzega przed sto­
sowaniem kwasu trójchlorooctowego do w ytrącania białek, gdyż zależnie 
■od warunków, może on spowodować niekom pletne w ytrącanie białek, 
a szczególnie album in, jak również może łącznie z białkam i wytrącić 
wszystkie lub część peptydów. W tym  stanie rzeczy nasz pośredni dowód 
na nieobecność peptydów w ekstrakcie odbiałczonym przy pomocy kwasu 
trójchlorooctowego może wydawać się mało przekonywujący, gdyż pepty- 
dy mogły być w ytrącone razem z białkiem. To przypuszczenie jest jednak 
niesłuszne, gdyż, jak już wspomnieliśmy, azot oznaczany w  osadzie w y­
trąconym  z ekstraktu  zasadniczego kwasem trójchlorooctowym w ykazuje 
dużą zgodność z sumą azotu globułinowego i albuminowego, oznaczonego 
po dializie ekstraktu.

Jak  już wspomnieliśmy, również i S. P. Spragg [24] stw ierdził obec­
ność dużych ilości peptydów we wczesnych fazach rozwojowych grochu. 
S. P. Spragg ekstrahował zliofilizowany m ateriał roślinny najpierw  70u/o 
-etanolem, a z pozostałości ekstrahował „peptydy“ przy pomocy gorącej 
wody. Chociaż postępowanie to nie jest bez zarzutu, (arginina nie da się 
całkowicie wyekstrahować przy pomocy etanolu, a także niektóre albu­
m iny nie ulegają term icznej koagulacji) to jednak autor wykazał w spo­
sób przekonywujący, że w jego frakcji wodnej znajdowały się peptydy.

W tym  stanie rzeczy udział peptydów w syntezie globulin grochu 
w ydaje się być dość pewny, niemniej przyłączamy się skwapliw ie do 
stw ierdzenia E. W. Yemma i B. F. Folkesa [31], że „konieczne są bardziej 
krytyczne m etody rozdziału i charakterystyki roślinnej frakcji peptydo- 
w ej“ — wtedy bowiem dopiero będzie istniała płaszczyzna umożliwiająca 
porównanie wyników uzyskanych przez różnych autorów.

Na zakończenie dyskusji o peptydach chcielibyśmy zwrócić uwagę na 
tak zwany przez nas azot „pseudo białkowy“, który otrzym aliśm y mine- 
ralizując osad w ytrącający się z odbiałczonego ekstraktu w trakcie usu­
w ania z niego kwasu trójchlorooctowego przy pomocy eteru. Jak  już 
wspomnieliśmy, osadu tego nie badaliśmy, istnieje więc możliwość, że 
w  skład niego wchodzi również frakcja peptydowa. Przypuszczam y jed­
nak, na podstawie warunków, w których uległ on w ytrąceniu, że należy 
on  do lipoproteidów, na co wskazywałaby również bardzo w yrów nana jego
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zawartość we wszystkich fazach rozwojowych nasion (Tabl. 2 — po­
zycja 5).

Następną sprawą, k tórą należy przedyskutować, to bilans azotu n ie - 
białkowego. Oprócz pierwszej fazy rozwoju nasion łubinu białego, gdzie 
suma azotu aminowego, amidowego i allantoinowego osiąga wartość azotu, 
niebiałkowego (a nawet nieco ją przewyższa), we wszystkich fazach roz­
woju łubinu białego i wąskolistnego istnieje deficyt bilansowy, k tóry 
w m iarę dojrzewania nasion wyraźnie się pogłębia. Jak  już uzasadniliśmy,, 
nie możemy tej luki wytłumaczyć obecnością frakcji peptydowej, nale­
żałoby się więc zastanowić czym ją wytłumaczyć. Niewątpliwie, uwzględ­
nienie azotu alkaloidowego, purynowego a także azotu innych zasad orga­
nicznych wpłynęłoby na pewne poprawienie obecnego bilansu. Przypusz­
czamy jednak, że ważniejszą przyczyną obecnych trudności bilansowych 
jest operowanie przez nas wartością azotu aminowego zamiast wartością 
azotu występującego we frakcji wolnych aminokwasów. Różnica między 
tymi dwiema wartościam i może być bardzo znaczna, a szczególnie wtedy,, 
gdy frakcja wolnych aminokwasów będzie bogata w aminokwasy zasa­
dowe — a szczególnie w argininę. Chcemy też zwrócić uwagę na pewną 
zbieżność obserwowaną szczególnie w yraźnie u łubinu białego — a m iano­
wicie wyraźnem u pogłębieniu się deficytu bilansowego w m iarę rozwoju 
nasion towarzyszy bardzo w yraźny wzrost procentowej zawartości argini­
ny w puli wolnych aminokwasów (od 1% do 33%). Tak więc dodatkowe 
uwzględnienie azotu reszty guanidynowej argininy (nie można go oznaczyć 
metodą C. G. Pope’a i M. F. Stevens’a [20]) w ostatniej fazie rozwoju 
łubinu białego powiększy bardzo wyraźnie wartości azotu „aminowego“ — 
a przez to zmniejszy bardzo pokaźnie istniejącą w tej fazie największą 
różnicę między N-niebiałkowym, a sumą N-aminowego i amidowego. Nie­
mniej spraw a ta wymaga dalszych dokładnych badań.

Mimo, że przeprowadzona w tej pracy analiza ilościowa wolnych ami­
nokwasów w ykazuje pewne luki, uzyskane wyniki są bardzo ciekawe. 
A oto niektóre z nich: istnieje w yraźna różnica we frakcji wolnych am i­
nokwasów łubinu białego i wąskolistnego — różnica ta dotyczy zarówno 
poziomu jak  i korelacji poszczególnych aminokwasów i wreszcie k ierun­
ku zmian zachodzących w trakcie rozwoju nasion (Rys. 9— 12). W przy­
padku łubinu białego gwałtownej syntezie globulin (Tabl. 2 — stadium  
2— 6) towarzyszy gwałtowny spadek zawartości kwasu asparaginowego 
(asparaginy) i alaniny oraz w yraźny wzrost argininy, podczas gdy poziom 
kwasu glutaminowego (wzgl. glutaminy) ulega tylko drobnym  wahaniom  
(Rys. 9 i 10). W dojrzałych nasionach łubinu białego arginina jest amino­
kwasem dom inującym  i stanowi 1/3 całej frakcji wolnych aminokwasów., 
przy czym w dojrzałych nasionach łubinu wąskolistnego głównymi amino­
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kwasami są: kwas glutaminowy, arginina i kwas asparaginowy. Brak ilo­
ściowego oznaczenia proliny uniemożliwia nam prześledzenie stosunków 
panujących w „rodzinie“ aminokwasów kwasu glutaminowego [31]. Po­
kaźne ilości argininy i kwasu glutaminowego wskazują wyraźnie, że am i­
nokwasy tej „rodziny“ odgrywają bardzo ważną rolę w  metaboliźmie azotu 
w nasionach łubinów.

Elektroforeza bibułowa globulin łubinu białego i wąskolistnego w bu­
forze weronalowym  wykazuje odpowiednio 4 i 2 frakcje.

Różne zachowanie się tej samej mieszaniny globulin w  czasie elektrofo­
rezy bibułowej w różnych buforach pozwala domniemywać, że precyzyjne 
ilościowe oznaczenie wszystkich składników globulinowych będzie tru d ­
ne, tym  bardziej, że sprawa dodatkowo się kom plikuje odwracalnymi pro­
cesami dysocjacyjno-asocjacyjnymi [13, 9]. Mimo to sądzimy, że dokonana 
w tej pracy ilościowa wycena składników globulinowych rozdzielonych na 
drodze elektroforezy bibułowej upoważnia nas do stwierdzenia, że synteza 
poszczególnych składników globulinowych przebiega w różnych okresach 
z różną szybkością i dla każdego składnika oddzielnie, przy czym nie w y­
daje się prawdopodobne, że np. kosztem jednego składnika globulinowego 
następowała synteza drugiego. Wniosek ten jest zgodny z wynikam i ana­
lizy składu aminokwasowego poszczególnych frakcji globulinowych uzy­
skanymi przez Th. G erritsena [9], W ykazał on, że różne frakcje globulin 
różnią się składem aminokwasowym, a więc jedna globulina nie może być 
prekursorem  drugiej, gdyż wtedy ich skład aminokwasowy m usiałby być 
bardzo podobny.

Praca nie dostarczyła dowodów, które by wskazywały na to, że w pro­
cesie syntezy białek biorą bezpośrednio udział aminokwasy. Ich ubytek 
obserwujem y również w okresie poprzedzającym gwałtowną syntezę glo­
bulin. w którym  to okresie następuje prawdopodobnie intensywny spadek 
zawartości azotu ogólnego (Tabl. 2 i rys. 2). Dlatego wydaje się, że wolno 
nam w formie hipotezy stwierdzić, że syntetyzowane globuliny mogą w y­
wodzić się z węglowodanów i z prostych związków azotowych.

STRESZCZENIE

W dziewięciu fazach rozwoju nasion łubinu białego i pięciu — nasion 
łubinu wąskolistnego oznaczano: N-ogólny, N-nierozpuszczalny, N-roz- 
puszczalny, N-białkowy, N-albuminowy, N-globulinowy, N-poszczegól- 
nych frakcji globulinowych, N-aminowy, N-amidowy, N-aminowy posz­
czególnych wolnych aminokwasów, N-allantoinowy.

Stwierdzono, że w nasionach łubinu białego i wąskolistnego synteza 
związków azotowych jest szybsza niż węglowodanów i tłuszczowców.

16H

http://rcin.org.pl



162 M. WIEWIÓROWSKI, J. AUGUSTYNIAK, H. SKRZYPIŃSKA I INNI r 20 j

Intensyw ny wzrost azotu białkowego wynika niemal wyłącznie z przy­
rostu globulin. Różne krzywe syntezy globulin i album in sugerują, że 
obydwa typy białek są syntetyzowane niezależnie od siebie. Również nie­
zależne od siebie są drogi syntezy poszczególnych frakcji globulino wy ch.

Suma N-aminowego i N-amidowego nie stanowi 10(1% azotu niebiał- 
kowego. Różnicy tej nie stanowi N-peptydowy, gdyż w badanych (liofili­
zowanych) nasionach nie stwierdzono obecności peptydów. Peptydy więc 
nie stanowią frakcji pośredniej na drodze syntezy białek w dojrzew ają­
cych nasionach łubinu. W ydaje się natom iast, że są produktam i ich od­
budowy, gdyż wyraźne ilości peptydów stwierdziliśm y dopiero w nasionach 
dojrzałych i magazynowanych w tem peraturze pokojowej [26].

We wszystkich fazach rozwoju nasion zidentyfikowano 16 wolnych 
aminokwasów. Duże ilości oraz zmiany zawartości kwasu glutaminowego, 
kwasu asparaginowego, alaniny, kwasu y-amino-masłowego, a szczególnie 
argininy, sugerują duże znaczenie tych aminokwasów w metaboliźmie roz­
wijających się nasion łubinu. Praca jednak nie dostarczyła dowodu, że 
globuliny są syntetyzowane wprost z wolnych aminokwasów.
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ST U D IE S O N L U P IN E  PR O T E IN  

S u m m a r y

Authors have estim ated the various nitrogen compounds during several 
stages of ripenning in lupine seeds (Lupinus albus and Lupinus angusti- 
folius). The following values of nitrogen w ere determ ined: total, inso­
luble, protein, albumin, globulin, of separate globulin fractions, amino, 
amido, of individual amino acids and allantoine.

The seeds showed a higher rate  of the synthesis of nitrogen compounds 
than that of carbohydrates and lipids one. The considerable increase in 
protein nitrogen is m ainly due to the increase of globulins. The different 
shapes of the curves illustrating the rate  of globulins and album ins syn­
thesis suggest that the two processes run independently one from another. 
The synthesis of separate globulin fractions appeanes also to run its own 
way for each fraction.

The sum or amino-N and of amido-N does not account for 100% of 
non-protein N. Peptide N is not responsible for the defficiency, since 
authors have not found any peptides in the tested (liophilized) seeds. 
Thus peptides are not any interm ediate stage in protein synthesis. It 
seems possible, however, that peptides are some products of protein 
reconstruction, since authors have found greater amounts of peptides in 
ripenned and stored at room tem perature seeds only [26].

Authors have identified 16 free amino acids during all stages of seeds 
growth. The large amounts and apparent changes in the contents of glu- 
tam ata, aspartate, alanine, y-am inobutyric acid and espeeialy arginine 
suggest that these amino acids might play some im portant role in the me­
tabolism of ripenning lupine seeds.

This report did not provide, however, any evidence for the direct 
globulin synthesis from free amino acids.

O trzym ano 7.10.1958 r.
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AMINO ACIDS ACTIVATION IN RELATION TO THE SYNTHESIS 
OF SILKPROTEIN

In s ty tu t  B io ch em ii  i B io f i z y k i  P A N , W a r s za w a  
Z a k ła d  B io ch em ii  E w o lu c y jn e j

A  study of the amino acid carboxyl groups activation in various organs 
of guinea pig reported in our previous paper [10] raised doubts w hether 
there is any relationship between the rate of activation of an amino acid 
and its contents in protein. The silkglands of a silkworm lend themselves 
particularly  well to the study of such a problem. The two parts of these 
glands produce two different proteins, namely fibroin and sericin, the 
amino acid composition of these two proteins being well known. Therefore 
it was of interest to study if there exists any quantitative relationship 
between the rate of activation of individual amino acids and their contents 
in fibroin and sericin.

EXPERIMENTAL AN D RESULTS

The silkworm caterpillars (B om byx mori, W hite Adrianopol race) were 
used. The caterpillars were anaesthesized w ith ether on the 5-th to 7-th 
day of the last larval period, then bleed and posterior as well as middle 
silkglands were' removed.

Enzymatic preparations. The posterior silkglands isolated from 10 ca­
terpillars were washed w ith distilled w ater, homogenized in a glass Potter 
homogenizes for 1.5 min. at about 1000 r.p.m. w ith 5 ml. 0.02 m  “tris” 
buffer pH 7.8 and allowed to stand for 15 min. in ice. All fu rther operations 
were perform ed at tem perature near 0°. The sediment was then discarded 
and the supernatant adjusted to an adequate pH w ith 0.1 n-HC1.

It is adm itted generally that the protein precipitated at pH 5 is the 
most active one. Our experim ents revealed, however, tha t the fraction 
precipitated from the silkglands homogenate at pH 4.3 was the most active 
towards glycine and tryptophane. When pH was lower than 4.3 denatura-

[165]
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tion of protein occurred. Thus, pH 4.5 was chosen to avoid the risk of 
dénaturation. The precipitated protein was centrifuged as soon as possible 
and dissolved in 1 ml. of 0.2 m  “tris” buffer pH 7.8. The insoluble residue 
was removed by centrifugation, the supernatant being used in experim ents.

The middle silkglands isolated from 10 caterpillars were washed w ith 
w ater, placed in ice cold w ater, and the jellied silk substance was 
removed. This m anipulation lasted for about 20 minutes. The homogeniza­
tion and the whole fu rther procedure was the same as tha t applied to the 
posterior silkglands.

The haemolymph deriving from 10 caterpillars was treated  w ith 
saturated  ammonium sulphate solution (acidified w ith 1 n-HC1 to pH 3.5) 
to final 0.6 saturation. All m anipulations were carried out at 0°. The 
m ixture was then adjusted to pH 5 with 0.1 n-HC1, allowed to stand for 
10 min., the precipitate centrifuged and dissolved in 1 ml. of 0.2 m “tris” 
buffer pH 7.8. This solution was used in experim ents.

The biuret m ethod [4] was used to determ ine the protein contents in 
the enzymatic preparations. The protein contents ranged from  15 to 50 mg. 
per ml. The incubation m ixture and conditions of incubation and the 
determ ination were identical w ith those described in our form er paper [10]. 
Amino acids tested were as follows: DL-alanine, glycine, L-histidine, 
L-glutamic acid. DL-serine, L-tryptophan and L-tyrosine. When DL-amino 
acids were employed their concentration was twice that used for L-amino 
acids. The control test contained 0.2 ml. of “tris” buffer instead of amino 
acid solution. Each experim ent was repeated 3—4 times, the enzymatic 
preparation being a new one every time deriving from another portion 
of caterpillars.

The results obtained are listed in Table 1, the standard deviations of 
the means being included. The results show that all examined amino acids 
do undergo some activation. The rate of activation varies w ith various 
amino acids. This holds as well for the rates of activation of various amino 
acids in one tissue as for the same amino acid in posterior or middle 
silkglands or in haemolymph. Tryptophan and tyrosine w ere the two 
amino acids which showed the highest rate  of activation in posterior and 
m iddle silkglands. The posterior silkglands activated the  serine carboxyl 
groups to a great extent, while glutam ate and histidine w ere highly 
activated by middle silkglands. The rate of tyrosine and tryptophan 
activation in haemolymph was by far not so high as in silkglands. How­
ever, in the case of tyrosine it was still twice that found for other amino 
acids, glutam ate excluded. In general, the rate  of amino acids activation 
was ra ther more steady in haemolymph than  in silkglands. Glycine showed 
the lowest rat.e of activation in exam ined tissues. It was several times
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T a b l e  1
A c t i v a t i o n  of a m in o  ac ids  in  the  s i lk g la n d s  and  h a e m o ly m p h  of ca te rp i l la r s

of B o m b y x  m o r i  L.
V a lu es m ean s ±  S. D. of th e  m ean  o f 3—4 d ifferen t sam p les

1

No. Amino acids
«m ole o f hydroxamates/mg o f protein/hour

Posterior glands Middle glands Haemolymph

1 DL-Aianine 0.068 ±0 .03 0.088 ±0.03 0.085 ± 0 .0 4

2 Glycine 0.038 ± 0 .0 0 0.073 ±0.01 0.057 ± 0 .0 2

3 L-Histidine 0.098 ±0.01 0 .2 8 6 ± 0 .15 0.060 ± 0 .0 2

i 4 L-Glutamic acid 0.031 ± 0 .02 0.258 ± 0 .07 0.105 ± 0 .03

5 DL-Serine 0.318 ±0 .05 0.168±0.04 0.079 ± 0 .0 2

6 L-Tryptophan 0.623 ± 0 .10 0.406 ±0.21 0.071 ± 0 .03

7 L-Tyrosine 0 .6 0 0 ± 0 .19 0.370±0.18 0.150 ± 0 .0 6

lower than that found for tyrosine and tryptophan. The fact is all the more 
surprising in view of a high glycine concentration in fibroin.

These results induced us to consider another way of activation, perhaps 
by means of transacylation [6, 7]. In view of the high rate of activation of 
tryptophan and tyrosine it seemed possible that the active forms of these 
two amino acids might participate in the transfer of the adenilic residue 
to glycine. We investigated this possibility using the  enzymatic prepara­
tions of posterior silkglands. The rate of activation of glycine alone was 
studied as well as tha t of glycine in the presence either of tryptophan or 
of tyrosine. Incubation was carried on for 60 min., then the reaction was 
stoped by heating to 100°, and samples for paper chrom atography were 
prepared. The chrom atographic analysis was needed to differentiate  the 
hydroxam ates form ed as they all produce the same colour in colorimetric 
assays. The heat denaturated  protein was removed by centrifugation, the 
supernatant evaporated and the rem aining free hydroxylam ine removed 
by distillation over concentrated sulfuric acid. The hydroxam ates were 
extracted from  the residue by means of the acidified ethanol (0.5 ml. of 
concentrated hydrochloric acid per 10 ml. of ethanol). Then the suspension 
was centrifuged and the ethanol extract dried over calcium chloride. The 
sedim ent was dissolved in one drop of w ater and transferred  on W hatm an 
No. 1 filte r paper, and the descending chrom atography was carried out. 
The solvent used was n-butanol-glacial acetate-w ater (90 : 10 : 10) [5]. The 
chrom atograms w ere developed w ith a m ixture containing trichloroacetic 
acid, hydrochloric, acid and ferric chloride [2].

W hen glycine alone was the substrate we could not dem onstrate any 
glycine-hydroxam ate on the chromatogram. This is due to a low rate of

m
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glycine activation as well as to some loss related usually to the  extraction 
of the hydroxam ates from  the incubated m ixture. The standard  solution 
of the glycine-hydroxam ate had an ft/.- =  0.02. The chrom atographic ana­
lysis of the samples containing either glycine and tryptophan or glycine 
and tyrosine did not reveal the presence of glycine-hydroxam ate, too. 
We found only tryptophan- or tyrosine-hydroxam ates (R/.- =  0.23 and 0.22. 
respectively). The R F values of these hydroxam ates diverge so much from 
the R f of glycine-hydroxam ate that it is impossible to overlook the pre­
sence of glycine. The results we obtained prove th a t the presence of 
activated tryptophan or tyrosine does not influence the ra te  of glycine 
activation. Thus, our experim ents do not support the  transacylation 
hypothesis.

DISCUSSION

Many authors stated that some amino acids show an extrem ely high 
rate of activation as compared to others. These are first of all tryptophan 
and tyrosine. We found a sim ilar fact in our experim ents, w here it was 
especially outstanding when compared to the quantitative share of these 
amino acids in silkproteins. The amino acid composition of these proteins 
is given in Table 2. Fibroin contains as much as 42% of glycine, while

T a b l e  2

The  p e rc en ta g e  of som e  a m in o  ac id s  in  s i lk p ro te in s  a f te r  F uk u d a  e t  al. [3]

Amino acids
Fibroin

(posterior
glands)

Sericin
(middle
glands)

Alanine 28.30 4.00

Glycine 42.80 8.60

Histidine 0.35 1.39

Glutamic acid 1.37 10.65

Serine 14.70 30.10

Tryptophan 0.26

Tyrosine 13.75 3.80

sericin contains 30% of serine. The rate  of activation of these amino acids 
is unproportionally low in comparison w ith  their concentration in protein. 
On the other hand, other amino acids such as tryp tophan  and tyrosine 
are strongly activated in spite of their low concentration in silkprotein. 
Our experim ents show therefore that there  is no relationship betw een the 
rate  of activation of an amino acid and its concentration in protein.
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These results could be comprehensible from  the standpoint of the 
theory of activation if one assumed that some amino acids m ight be 
activated indirectly by other already activated amino acids. We failed, 
however, to obtain any transacylation in our attem pts to find an activation 
of glycine in the  presence of highly activated tryptophan and tyrosine. 
Thus, the  question as to how glycine, the main constituent of fibroin, is 
introduced to the course of silkprotein synthesis still rem ains open. It is 
incorporated, may be, as a component of some peptides. Unequal d istribu­
tion of ^'C-glycine, when injected to haemolymph [9] may be considered 
as an evidence supporting this suggestion. Yet synthesis of the known 
peptides requires also activation of amino acids [1]. Thus, the observed 
rate  of glycine activation should also be high in such a case. We did not 
find it in our experim ents w ith glycine, as well as in those perform ed 
with serine and alanine. Thus, we are faced w ith the possibility tha t the 
incorporation of some amino acids into protein m ust occur by means other 
than the activation of carboxyl groups.

SUMMARY

The rate  of activation of seven amino acids was studied in silkglands 
and in haemolymph of silkworm caterpillars. The hydroxamic method 
was used.

Tryptophan and tyrosine showed the highest rate  of activation in 
posterior silkglands as well as in the middle ones, whereas glycine showed 
the lowest rate of activation in these tissues.

We failed to find the glycine transacylation w ith activated tryptophan 
and tyrosine.

Since fibroin contains over 40% of glycine and 0.26% of tryptophan 
only, our results suggest that some amino acids might be incorporated 
into protein otherwise than by carboxyl group activation.

We wish to thank  to Eng. St. Kędzierski from the Silk Institute in Mi­
lanów ek for kindly supplying the  silkworm caterpillars for this study, and 
we are indebted to Miss K. Derkus for her technical assistance.
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A K T Y W A C JA  A M IN O K W A SÓ W  W SY N T E Z IE  B IA Ł E K  JE D W A B IU

S t r e s z c z e n i e

Przebadano aktywację siedm iu aminokwasów w gruczołach przędnych 
oraz hemolimfie gąsienic B om byx mori L. W badaniach stosowano metodę 
hydroksamową.

Najintensywniej aktywowanym i aminokwasami w gruczołach przęd­
nych zarówno tylnych jak  i środkowych są tryptofan i tyrozyna, najsłabiej 
glicyna. Aktywacja aminokwasów w hemolimfie jest bardziej równomierna.

Nie stwierdzono transacylacji glicyny za pośrednictwem  zaktywowa- 
nych form  tryptofanu i tyrozyny. Ponieważ fibroina zawiera ponad 40% 
glicyny i ślady tryptofanu rezultaty  sugerują, że niektóre aminokwasy 
mogą być włączone do syntezy białka na innej drodze niż aktyw acja grupy 
karboksylowej.

O trzym ano 5.11.1958 r.
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W. RZECZYCHI

KWAS NEURAMINOWY BIAŁEK SUROWICY KRWI. 
SPOSOBY JEGO OZNACZANIA

Z a k ła d  C h em ii  F iz jo lo g ic zne j  A k a d e m t i  M e d y c zn e j  w  G d a ń sk u  
K ie r o w n ik :  prof. d r  W ł.  M o zo lo w sk i

Kwas neuram inow y występuje jako składnik części węglowodanowej 
pewnych białek ustrojowych, a między innymi i białek surowicy krwi 
człowieka. Ocena ilościowa tego związku w białkach ustrojowych, a szcze­
gólnie w białkach surowicy, ma coraz istotniejsze znaczenie, nie tylko 
teoretyczne ale i praktyczne. Bliższe dane o budowie i znaczeniu biolo­
gicznym kwasu neuraminowego podałem w pracy przeglądowej ogłoszo­
nej w Postępach Biochemii [6].

Oznaczanie kwasu neuraminowego w białkach surowicy krwi opiera 
się na reakcjach barwnych z takim i odczynnikami jak: orcyna, dwufeni- 
loamina, rezorcyna czy też tryptofan z kwasem nadchlorowym. Oczywiście 
swoistość tych reakcji jest różna i wyniki uzyskane tym i metodami mogą 
różnić się znacznie pomiędzy sobą. Stosując nawet tę samą metodę można 
otrzymać odmienne wyniki w zależności od tego, jakich pochodnych kwa­
su neuraminowego użyto jako standardów  do oznaczeń kolorym etrycznych. 
Odpowiedzi więc wymaga pytanie, czy oznaczając kwas neuram inowy 
jedną z wym ienionych metod, oznaczamy rzeczywiście ten związek, oraz 
jaki jest wpływ innych substancji na uzyskany wynik. W pracy tej s ta ra ­
łem się dojść do uzyskania odpowiedzi na powyższe pytanie dwiema dro­
gami. Jedną z nich było porównanie wyników ilościowego oznaczania tego 
związku w  surowicy krwi różnymi metodami. Drugą zaś znalezienie spo­
sobu, którym  by oznaczano tylko i wyłącznie kwas neuram inowy.

PREPARATY I UŻYTE ODCZYNNIKI

Kwas m etoksyneuram inowy. M ateriałem  wyjściowym była m ucyna 
ślinianek podszczękowych wołu, otrzym ana według sposobu podanego 
przez Blixa [2]. Z mucyny preparowałem  kwas, m etoksy neuram inow y, 
według przepisu W eyganda i Rinno [14], zastępując żywicę jonowym ienną
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Dowex 2X10 odpowiadającą ilością Am berlitu IRA 400. O trzym any zwią­
zek charakteryzował się następującym i własnościami: [ a ] ^ = — 57,5C 
(c =  0,4), zawartość azotu (oznaczona metodą Kjeldahla) 4,4%. Chroma­
tograficznie dawał jedną plam ę w układach n-butanol-kw as octowy-woda 
4 : 1 : 5  (obj.) o R F =  0,09 i n-propanol-woda 7 : 3 (obj.) o R F =  0,24. Chro- 
m atogram y rozwijano techniką wstępującą i wywoływano według Bohma 
[3]. Z ninhydryną daje odczyn dodatni.

Kwas N-acetyloneuram inowy. Dla uzyskania tego związku z białek su- 
sowicy krwi człowieka posłużyłem się przepisem Svennerholm a [8]. P re ­
para t miał następujące własności: [ a ] ^ = — 32° (c =  0,4). Zawartość azotu 
oznaczonego metodą Kjeldahla 4,5%. Chromatograficznie preparat dawał 
jedną plamę w układach n-butanol-kwas octowy-wcda 4 : 1 : 5  (obj.) 
o R/.- =  0,15 i butanol II rzędowy-kwas octowy-woda 4 : 1 : 5  (obj.) 
o R,.• =  0,59. Chrom atogram y rozwijano techniką w stępującą i w yw oływ a­
no odczynnikiem używanym do w ykrywania ketocukrów: orcyna-kwas 
trój chlorooctowy [1]. Kryształy oglądane pod mikroskopem były jedno­
rodne i dawały obraz identyczny z kryształam i otrzym anym i przez Fail- 
Iarda [4]. Próba redukcyjna wypadła dodatnio. Odczyn z n inhydryną 
ujem ny.

Inne odczynniki. Chlorowodorek glikozaminy otrzym ano hydrolizując 
kwasem  solnym chitynę skorup raków i następnie oczyszczając przez k ry ­
stalizację. D( +  )-Galaktoza firm y The British Drug Houses LTD. D (—)-Man- 
noza dar, prof, dra Leona Kamieńskiego. Orcyna cz. (Merck). Rezorcyna 
cz. (Merck) po przekrystalizowaniu z mieszaniny woda-alkohol etylowy. 
Dwufeniloamina cz. d.a. (radziecka). Kwas siarkowy cz. (Merck) po uprzed­
nim  3 godzinnym gotowaniu. Kwas solny cz. d.a. firm y J. D. Riedel, Ber­
lin. Kwas octowy lodowaty cz. produkcji polskiej po przedestylowaniu. 
Alkohol n-butylow y firm y Xenon. Alkohol butylow y II-rzędowy cz. pro­
dukcji Fluka, Szwajcaria. Alkohol n-propylowy cz. w yrabiany przez VEB 
Schering Adlershof, Berlin.

PORÓW NANIE METOD ILOŚCIOW EGO OZNACZANIA KW ASU N EUR AMIN OW EG O
W  SUROW ICY KRWI

Porównano ze sobą trzy metody: orcynową, rezorcynową i dwufeni- 
loaminową. Nie włączyłem w zakres swej pracy sposobu posługującego 
się odczynnikiem aldehydowym Ehrlicha [13] oraz tryptofanem  z kwasem 
nadchlorowym  [15]. Próbę Ehrlicha uważa się za mało swoistą [9], a zatem 
nie nadającą się do oznaczania kwasu neuraminowego w surowicy krwi. 
Reakcji barwnej z tryptofanem  i kwasem nadchlorowym, chociaż używ a­
nej do tego celu [15], nie włączyłem w zakres porównywanych metod dla­
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tego, ze charakteryzuje ją  stosunkowo mała czułość (około 5—6 razy 
mniejsza od metody orcynowej czy też rezorcynowej), a oznaczanie odby­
wa się przy długości fali (równej 500 m/<), przy której nie ma wyraźnego 
m aksimum  absorpcji.

Oznaczanie przy użyciu odczynnika orcynowego wykonywano według 
przepisu Bóhma [3], przystosowując objętość końcowego roztworu tak, aby 
można było wykonać oznaczenia w probówkach 6—304 spektrofotom etru 
Coleman Junior, przy długości fali 570 m/u [5].

Reakcję z dwufeniloaminą przeprowadzono według Seifera i G ersten- 
felda [7]. Absorpcję odczytywano w spektrofotom etrze Coleman Junior, 
przy długości fali 530 m/u.

Przydatność m etody rezorcynowej do oznaczania kwasu neuram ino­
wego w białkach surowicy krw i oparto na spostrzeżeniach Svennerholm a
1 własnym  doświadczeniu. Posługi­
wano się odczynnikiem rezorcyno- 
wym, sporządzonym według przepisu 
podanego przez Svennerholm a [10]:
2 g rezorcyny rozpuszczono w 100 ml 
wody destylowanej (roztwór trw ały 
przez miesiąc w lodówce). Do 10 ml 
tego roztworu dodano 80 ml stężone­
go kwasu solnego i 0.25 ml 0,1 m 

siarczanu miedziowego. Objętość od­
czynnika doprowadzono do 100 ml 
wodą destylowaną. Odczynnik jest 
trw ały  przez tydzień, jeżeli jest prze­
chowywany w lodówce. Z pracy 
Svennerholm a było wiadomo, że od­
czynnik rezorcynowy daje zabarw ie­
nie z kwasem neuram inowym  i z róż­
nego rodzaju cukrami. W mieszani­
nie kwasu neuraminowego i cukrowca 
można metodą orcynową oznaczyć te 
związki obok siebie. Dla stw ierdze­
nia czy ten odczyn da się zastosować do oznaczeń kwasu neuram inowego 
w surowicy krwi, przeprowadziłem  następujące doświadczenia. Sporzą­
dziłem w ykresy absorpcji w reakcji rezorcynowej dla roztworu kwasu 
m etoksyneuraminowego i surowicy, tak dobierając stężenie kwasu m eto­
ksyneuraminowego, aby absorpcja dwóch porównywanych płynów przy 
długości fali 580 m/i była sobie równa. Z w ykresu (Rysunek 1) ilu s tru ­
jącego to doświadczenie widać, że maksimum  absorpcji dla standardów  
kwasu neuraminowego i dla surowicy jest w 580 m/< i, że prawe (od

Rys. 1. A b sorp cja  św ia tła  w  reak cji r e ­
zorcyn ow ej: su ro w icy  krw i x , roz­
tw oru  k w asu  m eto k sy n eu ra m in o w eg o  

. S tężen ie  kw asu  m eto k sy n eu ra ­
m in o w eg o  dobrano tak, by absorp cja  
w  500 m/< od p o w ia d a ła  absorp cji u z y ­
skanej z 0,1 m l su row icy . A b sorp cję  
o d czy ty w a n o  na sp ek tro fo tom etrze  Co­
lem an  Jun ior m odel 6 w  p robów kach  

6-304
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maksimum) strony krzywych (dla tych substancji) pokryw ają się ze sobą. 
Natomiast ich lewe strony przebiegają odmiennie, a mianowicie krzywa 
dla surowicy biegnie wyżej i ma tendencję do drugiego maksimum przy 
470 m^. Z danych tych można wyciągnąć wniosek, że różnica ta jest 
związana z nakładaniem  się na wynik innych związków powstających 
podczas ogrzewania białka z odczynnikiem rezorcynowym. W kwaśnej 
hydrolizie, jaka ma miejsce przy ogrzewaniu z odczynnikiem rezorcyno­
wym, mogą odszczepić się poszczególne składniki białek jak aminokwasy 
i cukry. Dlatego zbadano absorpcję reakcji rezorcynowej tych związków 
przy długości fali 470 m/u i 580 (Tablica 1). W ykazano, że istotny 
wpływ może mieć przede wszystkim galaktoza i mannoza. W ykreślenie

T a b l i c a  1
A b so r p c ja  św ia t ła  w  d ługośc i  fa l i  470 oraz  580 m p  z w i ą z k ó w ,  k tó re  m o g ą  u w o ln ić  się  

w  czasie  h y d ro l i z y  b ia łka  z  o d c zy n n ik ie m  r e z o r c y n o w y m  
Próby: 2 m l roztw oru bad anego, 4 m l od czyn n ik a  rezorcynow ego, ogrzew ane 15 m in u t w 100°.. 

P ow sta ły  barw ik ek strah ow an o 6 m l a lk oh o lu  am ylow ego. A bsorcję o zn aczon o  w sp e k tro fo to ­

m etrze  C olem an Ju n ior  m odel 6 w probów kach 6-304

Składnik /<g /̂ 470m/i ^580m/(

Galaktoza 400 0,23 0,04

Mannoza 500 0,42 0,09

Mieszanina aminokwasów I*) 1140 0 0

Mieszanina aminokwasów II**) 1000 0 0

Mieszanina aminokwasów III***) 1000 0 0

Tryptofan 500 0,04 0,01

Glikozamina-HCl 400 0,03 o

*) M ieszan in a sk ład ająca  się  z ilo śc i ek w im olarnych  seryny, kw asu  asparaginow ego, kw asu  
g lu tam in ow ego , g licyn y , a rg in in y  i fen ilo a la n in y .

**) M ieszan in a  sk ład ająca  się z ilośc i ekw im olarnych  lizyn y , h isty d y n y , a lan in y , tyrozyny , 
fen ilo a la n in y , w a lln y  i leu cy n y .

* * * )  M ieszan in a  sk ład ająca  się  z ilo śc i ek w im olarn ych  a la n in y , kw . asparaginow ego, cy ­
ste in y , g licyn y , h istyd yn y , leu cyn y , m etio n in y  i treon in y .

krzywych absorpcji dla galaktozy i mannozy wykazuje, że istotnie m aksi­
mum absorpcji dla tych cukrów przypada przy 470 m/u (Rysunek 2). W obec 
tego oznaczanie kwasu neuraminowego w  białkach surowicy przeprowadza 
się jak w mieszaninie kwasu neuraminowego i galaktozy z mannozą.

[4J
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Jeżeli zmieszamy odpowiednie ilości kwasu metoksyneuraminowego z man- 
nozą i galaktozą otrzym uje się w ykres absorpcji (Rysunek 2) bardzo po­
dobny do wykresu uzyskanego z surowicą (Rysunek 1). P rzyjm uje się, że 
w białkach surowicy stosunek galaktozy do mannozy jest jak 1 :1 [15]. 
Barwik powstający w reakcji rezor- 
cynowej mieszaniny tych cukrów 
i kwasu neuraminowego wykazuje 
absorpcję, która w długości fali 470 
oraz 580 m̂ a jest wartością addytyw - 
ną poszczególnych składników; moż­
na zatem ułożyć następujące 2 rów ­
nania:

a 470 =  k 2 c 1 +  k 4 c 2,
A.580 ==: Kj Cj d- Kg Ca.

Symbole A47y i A580 oznaczają w iel­
kość absorpcji mieszaniny cukru 
i kwasu neuraminowego odpowiednio 
w 470 i 580 mg. K t jest współczyn­
nikiem absorpcji dla kwasu neuram i­
nowego w długości fali 580 m^; K2— 
wspólczynniikem absorpcji dla kw a­
su neuraminowego w długości fali 
470 mg; K;{ — współczynnikiem ab­
sorpcji mieszaniny cukrów w dłu­
gości fali 580 mg; K/, — współczyn­
nikiem absorpcji mieszaniny cukrów w długości fali 470 mg; G, — 
zawartość kwasu neuraminowego w próbce oznaczanej; C2 — zawartość 
mieszaniny cukrów galaktozy z mannozą (w stosunku 1 :1 )  w próbce 
oznaczanej.

AW spółczynnik absorpcji K, to jest stosunek wylicza się z ozna­

czonej absorpcji określonej ilości danego składnika w odpowiadającej dłu­
gości fali.

Na tej podstawie można obliczyć zawartość kwasu neuraminowego 
surowicy z wzoru:

p    A 58o ’ K  j —— A., 70 * K;i
1 K, -K 4 — K ..-K ,

Słuszność tego założenia potwierdza fakt, że dodatek standardów kwasu 
neuraminowego do białek surowicy daje się ilościowo odzyskać przy ozna­
czaniu.

R ys. 2. A b sorp cja  św ia tła  w  reakcji re- 
zo rcyn ow ej 400 g g  ga la k to zy  X— x , 
500,« g m an n o zy  • —1•  ; m iesza n in y  z ło ­
żonej z 5 0 g g  k w a su  m eto k sy n eu ra m i­
n ow ego , 125g  g  ga la k to zy  i 125g g  m a n ­
nozy  O—O. A b sorpcję  od czy ty w a n o  na  
sp ek tro fo to m etrze  C olem an Jun ior m o­

del 6 w  p robów kach  6-304
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Przebieg oznaczenia. Do probówek wirówkowych kalibrowanych na 
2 ml, daje się 5 ml acetonu i kroplami 0,5 względnie 0,25 ml su ro w icy - 
rozcieńczonej wodą. (Rozcieńczano wodą 3 ml surowicy w kolbie m iaro­
wej do 25 ml). Powstałe osady odwirowuje się; płyn znad osadu dekan- 
tu je  i osad przemywa dwa razy acetonem. Osady w probówce dopełnia

T a b l i c a  2

Z a w a r to ś ć  k w a su  n e u r a m in o w e g o  w y r a ż o n a  ja k o  k w a s  N - a c e t y lo n e u r a m in o w y  
(ac-neur.),  lub  ja k o  k w a s  m e to k s y n e u r a m in o w y  (m -neur.)  w  s u r o w ic y  k r w i  ludzi  
z d r o w y c h  ozn aczona  je d n o cześn ie  m e to d ą  o rcyn o w ą ,  r e z o r c y n o w ą  i d w u fe n i lo -

a m in o w ą
W ynik i pod ano w  m g na  100 m l su ro w icy

Lp. Symbole
Metoda orcynowa Metoda rezorcynową Metoda dwu- 

feniloaminowa

m-neur ac-neur m-neur ac-neur ac-neur

1 T.K. 70 91 55 66 71
2 A.S. 53 70 48 57 71
3 K.C. 59 76 44 54 67
4 B.L. 64 86 52 63 73
5 J.R. 51 66 43 51 65
6 D.M . 59 76 49 63 73

7 E.S. 59 76 52 64 71
8 M.K. 53 70 46 58 71
9 Z.S. 53 70 52 64 71

10 D.P. 56 73 53 65 75
11 S.A. 56 73 49 58 57
12 R.N. 71 91 60 73 71
13 W.R. 56 73 49 58 59
14 A.S. 62 80 53 66 66
15 J.P. 67 86 59 72 71
16 J.R. 62 80 55 67 66
17 J.K. 63 80 53 67 73
18 Z.J. 59 76 48 58 73
19 J.P. 59 76 49 63 75
20 B.K. 63 80 54 67 81
21 E.J. 64 86 59 73 79

Średnia arytmetycz­
na ze średnim od­
chyleniem

60 ± 6 7 8 ± 7 5 2± 4 ,5 6 3 ± 6 7 0 ± 5 ,5

się do dwóch ml wodą, dodaje się 2 ml odczynnika rezorcynowego [10] 
i ogrzewa się we wrzącej łaźni wodnej dokładnie 20 m inut. Probówki pod­
czas ogrzewania są zakryte stożkowatymi probówkami wirówkowymi na­
pełnionym i wodą. Następnie chłodzi się je w wodzie z lodem i w ytrząsa 
się z 6 ml alkoholu amylowego, przenosi w arstw ę alkoholu amylowego
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do probówek wirówkowych, chłodzi się w wodzie z lodem i k laru je  przez 
wirowanie. Absorpcję światła ekstrak tu  alkoholowego oznacza się przy 
470 i 580 m/u w stosunku do próby ślepej, którą otrzym ujem y w identycz­
nej procedurze, dając zamiast 2 ml roztw oru białka 2 ml wody. Odczyty 
przeprowadzano w spektrofotom etrze Coleman Junior, model 6 w pro­
bówkach 6— 304. W yniki wylicza się z dwóch równań, które można uło­
żyć na podstawie oznaczania absorpcji standardów  kwasu neuram inow ego 
i m ieszaniny galaktozy z mannozą, postępując podobnie jak z surow icą 
krwi.

W metodzie orcynowej i rezorcynowej użyto jako standardów  kwasu 
N-acetyloneuraminowego i metoksyneuraminowego; w  metodzie dw u- 
feniloam inowej ograniczono się tylko do kwasu N-acetyloneuraminowego, 
ponieważ kwas m etoksyneuram inowy nie może w tej reakcji służyć jako  
standard. Otrzym ane wartości dla 21 badanych zdrowych ludzi podaje 
tablica 2.

CHROMATOGRAFICZNE OZNACZANIE KWASU NEURAM INOW EGO  
W  HYDROLIZATACH BIAŁEK SUROWICY KRWI

Opracowanie odpowiedniego postępowania ujęto w  dwa etapy: 1) ilo­
ściowe chrom atograficzne oznaczanie kwasu neuraminowego przy użyciu 
standardów  oraz 2) przeprowadzenie hydrolizy białek surowicy bez znisz­
czenia kwasu neuraminowego, a umożliwiające jego chrom atograficzne 
oznaczanie.

Dla ilościowego oznaczania standardów na chrom atogramach próbo­
wano początkowo zastosować poprzednio opracowane barw ne reakcje. 
W ywołanie plam  odczynnikiem orcynowym podanym przez Bóhma [3],. 
a następne eluowanie alkoholem amylowym nie dało wyników proporcjo­
nalnych do stężenia kwasu neuraminowego. Próby wyzyskania własności 
redukcyjnych kwasu N-acetyloneuraminowego również: zakończyły się nie­
powodzeniem z powodu bardzo małej czułości tej reakcji. Wobec tego 
eluowałem kwas neuram inow y z bibuły wodą, a następnie wywoływałem  
zabarwienie w  eluacie jednym  z odczynników używanym  poprzednio do 
oznaczeń. Początkowo zbadałem odczyn orcynowy i nie uzyskałem jedno­
znacznych wyników. Przyczyną niepowodzenia był fakt, że bibuła uży­
w ana do chrom atografii (W hatman 1), naw et jeżeli ją płukano począt­
kowo 0,4°/o wersenianem  sodu, a następnie szereg razy (do 10 razy) wodą. 
dawała dużą próbę ślepą, ciągle się zm ieniającą .Również i odczyn z re­
zorcyną nie dawał się zastosować z tych samych powodów, chociaż Svenner- 
holm [11] stosował go do tego rodzaju oznaczeń. Natomiast dobre w yniki 
otrzym ałem  z odczynem dwufeniloaminowym. Jeżeli eluuje się kaw ałek 
bibuły W hatm an 1 przez w ytrząsanie z 4 ml wody w ciągu 20 m inut
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na trzęsawce, to po odwirowaniu daje ten płyn z odczynnikiem dw ufenno- 
aminowym takie samo zabarwienie jak woda destylowana. Odczyn z dwu- 
feniloam iną okazał się więc odpowiedni.

Dla chromatograficznego oznaczania standardów kwasu neuram ino­
wego postępowano w następujący sposób. Na paski bibuły szerokości 3 cm 
nakrapiano po 10, 20, 30 i 35 ^g kwasu N-acetyloneuraminowego i chro- 
m atogram y rozwijano w układzie butanol II-rzędowy-kwas octowy-woda 
w stosunku (4:1:5) techniką zstępującą (14 godzin, 18—20°). Każdą z w y­

mienionych prób nakrapiano na 
cztery lub więcej pasków bibuły. 
Jeden z tych pasków skraplano od­
czynnikiem: orcyna-kwas trój chlo­
rooctowy [1], używanym  do w y­
krywania ketoheptoz, a następnie 
ogrzewano przez 10 m inut w  120°. 
Kierując się miejscem powstawa­
nia plamy na wywołanym  pasku 
wycinano na pozostałych paskach 
wycinek bibuły o wym iarach 3X7 
cm; krajano go na drobne części, 
przenoszono do probówki w irów ­
kowej i eluowano 4 ml wody przez 
20-minutowe w ytrząsanie na trzę­
sawce. Po odwirowaniu strzępów 
bibuły oznaczano w płynie kwas 
neuram inow y reakcją z dwufenilo- 
aminą, a mianowicie do 2 ml płynu 
dodawano 4 ml odczynnika dwufe- 

niloaminowego [7]; po wymieszaniu zakrywano stożkowatymi probów­
kami napełnionymi wodą. służącymi jako chłodniczki i ogrzewano przez 
30 m inut we wrzącej łaźni wodnej. Po oziębieniu odczytywano absorpcję 
powstałego zabarwienia w fotom etrze Pulfricha przy filtrze S52 w m ikro- 
kiwetach długości 5 cm, w stosunku do próby ślepej, którą otrzym ujem y 
w  podobny sposób z paska bibuły, przez który przepłynął tylko rozpusz­
czalnik. Dokładność takiego oznaczenia ilustru je wykres (Rysunek 3) przed­
staw iający wyniki oznaczeń eluatów po chrom atograf owaniu standardów  
kwasu N-acetyloneuraminowego.

Dla przeprowadzenia hydrolizy białek surowicy, mającej na celu uwol­
nienie kwasu N-acetyloneuraminowego bez jego zniszczenia, posłużyłem 
się 5°/o kwasem trójchlorooctowym, podobnie do postępowania przy ozna­
czaniu tego związku z odczynnikiem dwufeniloaminowym . O tym, że przy 
hydrolizie białek surowicy krwi człowieka odszczepia się kwas N-acetylo-

togram fug)

R ys. 3. Z ależn ości absorpcji św ia tła  w  re­
a k cji d w u fen ilo a m in o w ej od zaw artości  
kw asu  N -a cety lo n eu ra m in o w eg o  w  chro­
m atografii stan dardów . 2 m l e lu a tu  i 4  m l 
o d czyn n ik a  d w u fen ilo a m in o w eg o  ogrze­
w a n o  przez 30 m inut w  100°. A b sorpcję  
oznaczan o w  fo tom etrze  P u lfr ich a  u ży w a ­
jąc filtru  S52 i m ik ro k iw et d łu gości 5 cm

178 [81
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neuram inow y świadczy R F plamy uzyskanej przy chrom atografii hydro­
lizatu oraz to, że po dodaniu standardu kwasu N-acetyloneuraminowego 
otrzym uje się tylko jedną plamę. To ostatnie stwierdzenie oparto na chro­
m atografii w dwóch układach n-butanol-kw as octowy-woda (4:1:5) i bu­
tanol II-rzędowy-kwas octowy-woda (4:1:5). Doświadczenie wykazało, że 
po dziesięciu m inutach hydrolizy wartość absorpcji w  reakcji dwufenilo- 
aminowej nie wzrasta, a przy dłuższym ogrzewaniu zmniejsza się tylko 
nieznacznie (Tablica 3). Przyjęto więc jako czas hydrolizy 20 minut.

T a b l i c a  3

R ea k c ja  d w u f e n i lo a m in o w a  k w a s u  N - a c e ty lo n e u ra m in o w e g o  w y d z i e lo n e g o  c h ro m a ­
to g ra f iczn ie  z  h y d ro l i za tu  b ia łek  s u ro w ic y  

B ia łk o  w y trą co n e  a ceto n em  z 0,5 m l su ro w icy  h y d ro lizow an o  w  5% k w a sie  trój- 
ch lo ro o cto w y m  w  ciągu  czasu  p od anego  w  ta b licy . P o u su n ięc iu  k w asu  tró jch loro-  
o cto w eg o  i lio filiza c ji, rozpuszczono p ozosta łość  w  0,5 m l w o d y  i o d p o w ied n ie  ilo ści  
ch ro m atografow an o  jak  podano w  tek śc ie . O znaczano absorp cję  w  fo to m etrze  P u l-  
fr icha . f iltr  S 52 w  m ik ro k iw eta ch  o d łu gości 5 cm.

Ilość ^1 
nakropionego 

hydrolizatu

Czas hydrolizy

10 minut 20 minut 30 minut 40 minut

20 0,24 0,25 0,23 0,20
40 0,46 0,47 0,42 0,44
40 0,46 0,45 0,43 0,42

W oparciu o podane wyżej rozważania przyjąłem  następujące postę­
powanie. Do 5 ml acetonu wkraplano 0,5 ml surowicy. Osad powstały od­
wirowano, a płyn znad osadu zdekantowano. Pozostały osad zawieszono 
ponownie w 2 ml acetonu, wirowano i płyn dekantowano. Zabieg ten 
powtórzono ponownie. Tak otrzym ane białko surowicy zawieszano w  2,5 ml 
wody i dodawano 2,5 ml 10% świeżo sporządzonego roztworu trójchloro- 
octowego. Probówki zamykano chłodniczkami powietrznymi o długości 
40 cm i wstawiano do wrzącej łaźni na 20 m inut. Po ochłodzeniu sączono 
przez bibułę W hatm an 1. Probówki płukano 3 razy po 2 ml wody, za 
każdym razem  przenosząc popłuczyny na sączek. Z przesączu usuwano 
kwas trój chlorooctowy przez czterokrotne wytrząsanie z równą ilością 
e teru  i każdorazowe usuwanie w arstw y eterowej. E ter rozpuszczony 
w  przesączu usuwa się przez 5-minutowe ogrzewanie probówki w gorącej 
wodzie. Tak przygotowaną próbę suszono przez liofilizację. Po wysuszeniu 
rozpuszczono pozostałość w 0,5 ml wody i nakrapiano na bibułę W hat­
m an 1, zwykle w  ilości 20 i 40 /A płynu. Chrom atogram y rozwijano i na­
stępnie oznaczano kwas neuram inowy tak, jak opisano powyżej dla stan­
dardu.
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Opisany sposób postępowania sprawdzono na sześciu równoległych 
oznaczeniach wykonanych na tej samej surowicy krwi. Do trzech w ym ie­
nionych prób (IV—VI, Tabl. 4) dodano przed hydrolizą (a więc do białka 
0,5 ml surowicy wytrąconego i przem ytego acetonem) po 200//g kwasu 
N-acetyloneuraminowego. Każda z sześciu badanych prób była chrom ato­
graficznie oznaczana na czterech równoległych paskach. W yniki podaje 
tablica 4. Dla hydrolizatów prób I, II i III wartości w ahają sią od 225 /ig 
do 312 /ug, a więc w przybliżeniu jak  75 : 100. W artość średnia wynosi 
258 /ug kwasu N-acetyloneuraminowego. Dla prób IV, V i VI zawiera­
jących dodatek 200 /ug kwasu N-acetyloneuraminowego wyniki w ahają się 
od 362 do 500 /ug, a więc podobnie jak  75 :100. W artość średnia wynosi 
447/łg, a więc o 190 /ug więcej niż średnia prób I, II i III, a dodatek w y­
nosił 200 /ug na próbę.

T a b  l i c a  4

C h ro m a to g ra f ic zn e  ozn a cza n ie  m e to d ą  d w u f e n i lo a m in o w ą  k w a s u  N - a c e ty lo n e u r a m i­
n o w e g o  w  h y d ro l i za ta c h  b ia łe k  s u r o w ic y  k r w i  c z ło w ie k a .

O znaczen ia  I, II i III dotyczą  tej sam ej su ro w icy ; p o stęp o w a n ie , zaczynając od 
w y trą cen ia  b ia łka, było  d la  w szy stk ich  trzech  oznaczeń  o d d zie ln e. D la każdego h y ­
dro lizatu  w y k o n a n o  cztery  osob n e ozn aczen ia  ch rom atograficzn e  oznaczon e 1, 2, 3 i 4.

O zn aczen ia  IV, V  i V I dotyczą  prób tej sam ej su row icy , do których  przed h y ­
drolizą  dodano po 200 ąg  k w a su  N -a cety lo n eu ra m in o w eg o .

L iczby podają  w  m ikrogram ach  za w a rto ść  k w asu  N -a cety lo n eu ra m in o w eg o  
w  0,5 m l su row icy .

Dodatek
Chromatogram

1 2 3 4

I — 295 250 275 256

II — 256 250 225 275

III — 312 250 225 225

IV
!

200 «g kwasu N-acetyloneur- 
aminowego

485 425 375 480

V 200 /tg  kwasu N-acetyloneur­
aminowego

475 455 415 500

VI
200 p g  kwasu N-acetyloneur­

aminowego 362 425 500 475

Odpowiedź na pytanie, czy reakcją dwufeniloaminową wykonaną 
wprost z surowicy krw i człowieka oznacza się tylko kwas N -acetyloneur- 
aminowy, starałem  się uzyskać przez porównanie wyników oznaczenia 
wprost z hydrolizatem  surowicy krw i z wynikam i otrzym anym i po chro-
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m atograficznym  wydzieleniu kwasu N-acetyloneuraminowego z białka su­
rowicy. Z porównania wartości podanych dla dwóch różnych surowic krw i 
człowieka (Tablica 5) można wyciągnąć wniosek, że (w granicach wcale 
znacznego błędu) wyniki uzyskane obydwoma sposobami są zgodne.

T a b l i c a  5

Z a w a r to ść  k w a s u  N - a c e ty lo n e u ra m in o w e g o ,  o zn a czo neg o  re a k c ją  d w u f e n i lo a m in o w ą  
w p r o s t  w  h y d ro l i za c ie  o ra z  po  ro z d z ia le  c h ro m a to g ra f ic z n y m  h y d ro l i za tu  

W artości pod ano w m g k w a su  N -a cety lo n eu ra m in o w eg o  w  100 m l su ro w icy

Nr badanej 
surowicy Oznaczenie wprost Oznaczenie po rozdziale 

chromatograficznym

1 60, 62 45, 45, 45, 50, 50, 50,
64, 64 51, 51, 55, 55, 59, 60

53, 53, 53, 50, 51, 52, 54, 55,
2 55, 57 56, 56, 56, 60

DYSKUSJA

Ilościowa ocena zawartości kwasu neuraminowego w białkach suro­
wicy krwi, oparta o kolorym etryczne metody, które przecież nie są w pełni 
swoiste, może być obarczona dużym błędem [9, 15]. Błędy te mogą doty­
czyć z jednej strony substancji innych niż kwas neuram inowy, dających 
dany barw ny odczyn, z drugiej zaś strony możliwości, że w czasie ogrze­
wania w mocno kwaśnym  środowisku odszczepiony kwas neuram inow y 
może ulec zmianom i wskutek tego inaczej reagować z odczynnikiem niż 
pochodna kwasu neuraminowego użyta jako wzorzec [12]. O tym , że za­
strzeżenia te opierają się na realnych podstawach, świadczą dane tablicy 2. 
W yniki otrzym ane różnymi metodami, a także tą samą metodą standary­
zowaną wobec różnych pochodnych kwasu neuraminowego, są odmienne; 
wprawdzie na ogół stwierdzenie wyższej wartości jedną metodą idzie 
w parze z wyższym wynikiem  w innej, ale nie jest to regułą dającą się 
ściśle liczbowo ująć. Np. pozycje 14, 17 i 20 w tablicy 2 przedstaw iają 
dla m etody orcynowej standaryzowanej wobec kwasu N-acetyloneuram i- 
wego wartości po 80 mg°/o, a dla m etody dwufeniloaminowej, standaryzo­
wanej wobec tej samej pochodnej, mamy odpowiednio 66, 73 i 81 mg°/o. 
W prawdzie w doświadczeniach opisanych w  tej pracy wykazano, że w me­
todzie rezorcynowej można uniknąć błędów powodowanych reakcją innych 
związków przez obliczenie odpowiedniej poprawki, a dla m etody dwu­
feniloaminowej udało się wykazać, że oznaczaną pochodną jest kwas 
N-acetyloneuraminowy, nie wystarcza to jednak dla ścisłego zdania sobie 
spraw y z istoty oznaczanych substancji.
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Dlatego wydawało się potrzebne bliższe scharakteryzow anie substancji 
odpowiedzialnych za reakcję kolorym etryczną. Udało się to w odniesieniu 
do reakcji dwufeniloaminowej dzięki postępowaniu, w którym  białko hy- 
drolizowano z kwasem trójchlorooctowym, a uwolniony od kwasu hydro­
lizat chromatografowano; kwas neuram inowy eluowany z bibuły ozna­
czano ilościowo metodą dwufeniloaminową. W ykazano w ten sposób, że 
reakcją dwufeniloaminową oznacza się w  surowicy krw i ludzi zdrowych 
kwas N-acetyloneuraminowy. Analityk chętnie widziałby mniejszy roz­
rzut tych wartości; taki np. jaki stw ierdza się przy chrom atografii roz­
tw oru kwasu N-acetyloneuraminowego (Rysunek 3). Jednak większy 
rozrzut wartości przy rozdzielaniu i późniejszym eluowaniu chrom atogra- 
mów hydrolizatu białek nie jest niespodzianką; wiadomo przecież, że roz­
dział poszczególnych związków może zależeć od obecności innych sub­
stancji, a tych w  hydrolizatach białkowych przecież nie brak. Jeżeli 
uwzględnić to ostatnie zastrzeżenie, to wydaje się, że uzyskana zgodność 
między oznaczeniem wprost, a oznaczeniem po rozdziale chrom atograficz­
nym  jest zadowalająca. Na tej podstawie można twierdzić, że w reakcji 
dwufeniloaminowej, wykonywanej na surowicy krw i zdrowego człowieka, 
oznacza się kwas N-acetyloneuraminowy; nie można jednak wykluczyć, 
że w pewnym niewielkim stopniu ma się tu  do czynienia także z innym i 
substancjam i występującym i w  ilościach rzędu błędu stosowanej w tej 
pracy m etody chromatograficznej.

Kierownikowi Zakładu Prof. dr W. Mozołowskiemu dziękuję za wybór 
tem atu i życzliwe ustosunkowanie się w  czasie w ykonyw ania i pisania 
tej pracy.

Pragnę także podziękować: Prof. dr J. Hellerowi za użyczenie Do- 
wex 50X10, Prof. dr L. Kam ieńskiem u za mannozę i Prof. dr T. Korzyń­
skiemu za Dowex 50.

STRESZCZENIE

1. Stwierdzono przydatność metody rezorcynowej Svennerholm a do 
oznaczania kwasu neuraminowego w  białkach surowicy krwi.

2. Porównano na tej samej surowicy wyniki równoczesnych oznaczeń 
kwasu neuraminowego metodą orcynową, rezorcynową i dwufeniloam i­
nową. Jako standardów  użyto kwasu metoksyneuraminowego i N-acetylo­
neuraminowego. W yniki poddano dyskusji.

3. Podano sposób oznaczania chromatograficznego kwasu N-acetylo­
neuraminowego w białkach surowicy krw i hydrolizowanych 5°/o kwasem 
trójchlorooctowym.
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N E U R A M IC  A C ID  O F B LO O D  SER UM  PR O T E IN S.

TH E M ETHO D FO R E ST IM A T IO N

S u m m a r y

1. The availibility of the Svennerholm ’s resorcinol m ethod for the de­
term ination of neuram ic acid in blood serum  protein was stated.

2. The results obtained by the orcinol m ethod as well as by the resor­
cinol and diphenylam ine one were compared. M etoxyneuram ic acid and 
N-acetylneuram ic acid were used as standards. The results were discussed.

3. A m ethod for chrom atographic estim ation of N -acetylneuram ic acid 
in blood serum  proteins hydrolised w ith 5% trichloroacetic acid is re­
ported.

O trzym ano 10.12.1958 r.
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INCORPORATION OF 14C-AMINO ACIDS AND 32P INTO  
SOLUBLE NUCLEOPROTEINS FROM GUINEA-PIG 

LIVER CYTOPLASM

Z a k ła d  B io ch em ii  E w o lu c y jn e j ,  I n s t y tu t  B io ch em ii  i B io f i z y k i  P A N , W a r s za w a

Recent investigations on protein biosynthesis show that a considerable 
part of reactions related  to the process occurs in soluble fraction of cyto­
plasm. In the  year 1957 Hoagland et al. [7] showed that activated amino 
acids combine w ith  some small-molecule soluble ribonucleic acids 
(S-RNA). O ther authors did so later [9, 11]. It is accepted that S-RNA 
may participate in the transfer of amino acids to microsomes [8], where 
the protein synthesis is likely to occur. It is not excluded, however, that 
peptide-linkage form ation takes place already in the soluble cellular 
fraction. In such a case S-RNA should be an acceptor of amino acids, and 
the formed nucleotide-am ino-acid compound m ight react w ith one another 
to give e ither larger and larger polypeptides w ith liberation of free 
nucleotides or growing chains of polynucleotides and free amino acids [14]. 
Apparently these two processes should run parallel and be balanced 
by one another. Thus, if nucleotide-am ino-acid compounds were an 
interm ediate in protein synthesis as well as in that of nucleic acids, one 
might suppose th a t the form ation of these two moieties of nucleoproteins 
runs parallel. However, the question w hether the protein synthesis calls 
for a sim ultaneous synthesis of nucleic acids still rem ains open. We then 
decided to investigate w hether there is any relationship between the 
synthesis of protein and that of ribonucleic acid in the soluble nucleo- 
protein subfractions derived from  guinea pig liver cytoplasm.

EXPERIMENTAL 

14C-Am ino acids

l4C-Amino acids were prepared by the hydrolysis of labelled protein 
•derived from alga, Chlorella pyrenoidosa. The Chlorella culture was 
carried  out in conditions sim ilar to those described by Sorokin and

[185]
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Myers [16]. To preserve the Tamiya cycle the culture was illum inated for 
about 20 hours followed by 20 hours in the dark. The culture grown in 
such conditions yields over 90% of dark cells w ith a high ra te  of photo­
synthesis. A t the appropriate stage of culture growth, cells were collected 
by centrifuging, then 300 mg. of cells were suspended in 30 ml. of 0.1 m 
phosphate buffer, pH 6.8. The suspension was transferred  into a 50 ml. 
W arburg vessel containing in  the side-arm  0.7 ml. of 0.03 M-Na2 14C0 3  

w ith an activity of 800 ¡uc. The two outlets were stopped w ith  rubber 
stoppers, the stopper of the side outlet was provided w ith  a small stop- 
-cock funnel. The vessel was placed near the bottom  of the glass w ater-bath  
at 29°. Then a magnetic m ixer was set in motion, the cell suspension in  
the vessel being mixed as well as w ater in the bath. Three reflectors, 
250 V each, were placed by two sides and under the bath. The la tte r was 
first switched on and the cell suspension was thus illum inated for 1 hr. 
A fter such a prelim inary lightening pressure inside the vessel was 
adjusted to the atmospheric one, and radioactive carbonate was trans­
ferred  into the main com partm ent. Then the  vessel was placed again 
in a w ater-bath  and two other reflectors were switched on. Photo­
synthesis was allowed to proceed under such conditions for 20 hrs., care- 
being taken for tem perature not to exceed 30°. The vessel containing cells 
was then removed from the  bath and 3 ml. of 40% potassium hydroxide' 
was added through the funnel into the side-arm  and left for 30 min. to 
remove traces of 1'iC 02 from  the vessel atmosphere. The cell suspension 
was collected w ith a pipette and then centrifuged. Cells were ground for 
5 min. in a glass Po tter homogenizer at 1000 r.p.m. w ith 10 ml. of 1 nKO H. 
They were allowed to stand for 30 min., and then centrifuged to remove- 
insoluble particles. Trichloroacetic acid (TCA) was added to the super­
natan t in an amount adequate to reach up the 10% final concentration. 
The precipitate was centrifuged off after 10 min. standing, washed w ith 
5 ml. of w ater, then w ith several portions of 95% ethanol and dried in 
a desiccator over calcium chloride. The dried protein precipitate was 
hydrolysed w ith 50 volumes of 6 n  hydrochloric acid in a sealed glass 
pipe for 16 hrs. a t 105°. The hydrolysate thus obtained was filtered  
through a thick filter paper and the excess of hydrochloric acid was di­
stilled out in vacuum  over potassium hydroxide. 4 ml. of w ater were then 
added to the residue and pH adjusted to 7.2 w ith 0.1 n  potassium  hydro­
xide. The liquid was filtered through a filter paper and its nitrogen 
content was estim ated by Kjeldhal method, while radioactivity  was 
m easured w ith  a thin-window Geiger-M uller counter. The activity  as 
calculated per 1 mg. of nitrogen was 94 /uc. The nitrogen contents were 
0.2 mg. per 1 ml. Thus prepared ^C-am ino acid solution was employed 
in fu rther experim ents.

l ®6
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Animals

Guinea pigs 6 to 8 m onths old w ere starved for 24 hours before ex ­
perim ent. W hen protein synthesis had to be studied, the Chlorella protein 
hydrolysate was injected into the jugular vein in an amount of 35 ¡uc p e r  
1 kg. of body weight, while 600 ¿/c of 32P  as Na2H32P 0 4 w ere given w hen 
nucleic acids synthesis had to be followed.

Soluble fraction derived from  liver cytoplasm

The stunned anim als w ere killed by decapitation 30 min. after injection 
and livers w ere removed. All fu rther m anipulations were perform ed at 0°. 
Each liver was washed w ith  isotonic saline and minced in a laboratory 
m eat-m ill w ith a disk having apertures of about 0.5 mm. 12 g. of minced 
tissue were treated  w ith an equal quantity  of 0.25 m  sucrose and homo­
genized w ith a polyacrylic piston for 45 sec. at 1000 r.p.m. Then 0.25 m  

sucrose solution was added to make up 10 times the weight of the tissue. 
The suspension was centrifuged for 15 min. at 5000 g., the sedim ent being 
discarded; centrifugation was continued for a fu rther 15 min. at 10 000 g. 
The sedim ent was again discarded and the supernatant containing m icro- 
somes was left for 10 min. in solid C 02 which brought pH down to 6.3. 
This slight acidification aids microsomes to sink during centrifugation, 
which was carried out for 1.5 hours at 42 000 g., in MSE refrigerated 
centrifuge. The resulting supernatant containing soluble nucleoproteins 
was employed for fractionation. It contained, however some microsomes, 
but their contents m ight be insignificant, since the results obtained by 
means of such fractioning were entirely  consistent w ith those found 
earlier when Spinco Model E ultracentrifuge had been used.

Soluble nucleoproteins subfractions

40 ml. of the supernatan t obtained as above, containing 8 to 9 mg. of 
protein per 1 ml., were used for fractionation. *Protein was estimated by 
the spectrophotom etric m ethod [17] in the Unicam SP 500 spectrophoto­
m eter at 290 m y, the standard curve being prepared for the supernatan t 
proteins. All m anipulations throughout fractionation w ere carried out in 
ice. Fractionation was effected at various concentrations of calcium chlo­
ride and of am m onium  sulphate. The final concentrations of calcium 
chloride w ere identical w ith  those applied by H ultin  [10]. 0.1 M-calcium 
chloride was added until 0.004 m concentration was reached. The m ixture 
was centrifuged after 15 min. for 15 min. at 32 000 g. on Servall centrifuge. 
The precipitate was rinced out into a test tube w ith 5 ml. of 0.1 N-po-
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tassium hydroxide and left in ice. 0.1 M-calcium chloride was added again 
to  the supernatant to make up 0.012 m final concentration and after 15 min. 
centrifuged as described above. The resulting precipitate was treated in 
a similar manner as the first one was, while saturated solution of ammonium 
sulphate was added to the supernatant to give a final saturation of 0.15. 
After 15 min. the precipitate was collected by centrifuging and suspended 
in 5 ml. of 0.1 N-potassium hydroxide. The supernatant was fractionated 
further in the same manner, the following saturation of ammonium sul­
phate being used: 0.20; 0.25; 0.30; 0.35; 0.40; 0.45; 0.50; 0.60; 1.0.

Estimation of ribonucleic acid and proteins

Suspension of centrifuged sediments of each subfraction in 5 ml. of 
0.1 N-potassium hydroxide was treated with 1 ml. of 3 N-perchloric acid 
and centrifuged at 0°. The precipitates were washed with 2 ml. of 
0.5 N-perchloric acid and centrifuged once more. Then 4 ml. of n -per­
chloric acid were added, precipitates crumbled thoroughly and ribonucleic 
acids extracted at room temperature for approximately 16 hours. After

T a b l e  1

T h e  co n ten ts  of  p ro te in  a n d  of R N A  in  p a r t i c u la r  f ra c t io n s  of th e  so lu b le  nu cleo -  
p ro te in s  of the  gu in ea -p ig  l i v e r  cy to p la sm .

40 m l. portions of su p ern atan t w e re  tak en  for  fra ction atin g , w h ich  corresponds
to  4 gram s o f liv e r

Final salt 
concentration

Protein
(mg.)

RNA
(mg.)

Protein
(%)

R N A
(%)

R N A

^ Protein

I CaCl2 0.004-M 20.00 0.47 4.15 7.63 0.023

i CaCl2 0.012-M 12.50 0.79 2.63 12.81 0.065

(N H 4)3SO4 0.15 satur. 5.00 0.21 1.05 3.48 0.042

0.20 „ 3.75 0.12 0.79 2.73 0:032

0.25 „ 7.00 0.20 1.47 3.29 0.028

0.30 „ 14.65 0.30 3.08 4.80 0.020

0.35 „ 34.30 0.48 7.22 7.82 0.014

0.40 „ 33.50 0.26 7.05 4.27 0.0078

0.45 „ 50.00 0.15 10.50 2.47 0.0030

0.50 „ 67.00 0.17 14.10 2.75 0.0025

0.60 „ 91.00 0.57 19.20 9.17 0.0062

1.00 „ 135.70 2.47 28.90 39.70 0.018
i

sum 476.4 6.19 100 100 0.0129
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centrifuging the insoluble protein precipitate was collected. Nucleic acids 
were estim ated in the supernatant by spectrophotom etric method of Ogur 
and Rosen [12] with the Unicam SP 500 spectrophotom eter at 260 m y. 
Yeast ribonucleic acid was used as standard solution. The hot ex traction  
of rem aining precipitates w ith 5% TCA did not reveal any deoxyribo­
nucleic acid.

The insoluble protein precipitates from  each subfraction were dissolved 
in 4 ml. of N-potassium hydroxide each and left in it for 15 min. at 37°. 
Insignificant amounts of insoluble m aterial were rem oved by centrifuging 
for 15 min. at 42 000 g., then protein was estim ated in the clear super­
natants by spectrophotom etric method. The contents of proteins and of 
nucleic acids in each fraction are listed in Table 1.

Estimation of proteins radioactivity

The guinea pigs injected w ith |/‘C-amino acids were used when protein 
radioactivity had to be studied. The procedure of obtaining subfractions 
was identical w ith that described above, estimation of protein contents 
included. The samples in which protein had been estim ated were treated  
w ith 0.25 ml. of the neutralised casein hvdrolysate containing 0.2 mg. of

Fig. 1. R a d io a ctiv ity  o f protein  and  n u cle ic  acid  o f so lu b le  n u cleo p ro te in s o f  th e  
g u in ea -p ig  liv er  cytop lasm . R a d io a c tiv ity  is ex p ressed  in  co u n ts /hou r'm g. o f  prote in  
and counts/m in ./m g . o f R N A . T he a n im a ls  w ere  k ille d  30 m in . a fter  in jec tio n  o f

ra d io a ctiv e  m a ter ia l
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nitrogen. They w ere cooled in ice and 1.8 ml. of 70°/o TCA was added. 
The precipitates were collected by centrifuging at 0°, washed successively 
w ith 5% TCA, acetone, e thanol-ether (3:1) m ixture and finally w ith  e ther 
according to the procedure described by Simkin and W ork [15]. The 
obtained powders were suspended in 5 ml. ethanol-ether (3:1) and homo­
genized by means of a polyacrylic piston. The suspension was poured in 
a Buchner funnel and was evenly plated on a thin (2 mg ./cm.2) filte r 
paper disk, 3.7 cm.2 in area. The paper disks w ith  protein of infinite 
thinness were placed on a microscopic slide and their radioactivities were 
m easured in an end-window G-M counter (1.2 mg./cm.2). A fter the mea­
surem ent protein was ex tracted  w ith N-potassium hydroxide and esti­
m ated spectrophotom etrically, filte r paper being previously rem oved by 
centrifuging. The values of radioactivity as calculated per 1 mg. of protein 
per 1 hour are shown in Fig. 1.

Isolation of nucleic acids 
and determ ination of their radioactivity

The supernatants derived from  liver cytoplasm of guinea pigs injected 
w ith radioactive phosphorus was used in these experim ents. The nucleo- 
protein precipitates obtained from  the supernatant (after rem oval of micro- 
somes) at various concentrations of calcium chloride and of ammonium 
sulphate were suspended as the previous ones in 5 ml. of 0.1 N-potassium  
hydroxide, and 1 ml. of 30% TCA was added to the suspension. A tempe­
ratu re  of 0° was m aintained throughout. The TCA precipitates were col­
lected by centrifuging and washed w ith 2 ml. of cold 5%  TCA, twice 
w ith 2 ml. portions of 5% sodium chloride. To remove lipids the  precipi­
tates were then washed w ith  ethanol, acetone, ethanol-ether (3:1), and 
finally w ith ether. RNA was extracted  from  the residue by several succes­
sive extractions at 100° for 1 hour, 1 ml. of 10% sodium chloride being 
added for each extraction. The procedure described is in accordance w ith  
that referred  to by Bhargava, Simkin and W ork [2]. The combined RNA 
extracts from individual fractions were evaporated to dryness and ex­
tracted  at room tem perature w ith  4 ml. of 95% ethanol. The m inute 
am ounts of extracted RNA w ere estim ated spectrophotom etrically, then 
transferred  to ebonit planchets, 2 cm. in diam eter. Ethanol being 
evaporated, nucleic acids radioactivity  was m easured in an end-w indow  
G-M counter (2 mg./cm.2). The values of activity  as calculated per 1 mg. 
of RNA per 1 min. are shown in Fig. 1.
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RESULTS

Table 1 dem onstrates the protein and RNA contents in individual sub­
fractions obtained from soluble liver cytoplasm, expressed in absolute 
values and as percentage of the sum of all fractions, as well as the RNA 
to protein ratios. The sum  of protein contents in all subfractions is 95% 
of the am ount found in the supernatant before fractionation, while RNA 
is recovered in 80% only. This loss is due to the lability of RNA and it 
arises during fractionation.

The highest RNA to protein ratio is found in the subfraction preci­
pitated at 0.012 M-calcium chloride. This points to the presence of some 
non-centrifuged residual microsomes in which this ratio appears to be 
high, and amounts up to 0.114 according to Simkin and W ork [15]. It is 
also known that microsomes precipitate in the presence of calcium 
chloride and then are easily centrifuged (De Duve and Berthet [4]).

Fig. 1, illustrating the  rate  of 14C-amino acids incorporation into the 
supernatant proteins, shows the presence of three radioactive fractions. 
The first (I) is the calcium chloride one, the second (II) th a t precipitated 
at 0.15 to 0.45 saturation of ammonium sulphate, while the th ird  (III) 
active fraction is tha t obtained at 0.45 to 1.0 ammonium sulphate satu­
ration. The 32P radioactivity of nucleic acids in the II and III fractions 
runs parallel to the 14C activity of the proteins related to them . The 
nucleic acid fraction precipitated at 0.45 to 1.0 saturation of ammonium 
sulphate shows a higher specific activity than the form er one, and so does 
the respective protein fraction.

The results indicate that biosynthesis of cytoplasm proteins is con­
jugated w ith  the sim ultaneous nucleic acids synthesis. Nucleoproteins 
precipitated with calcium chloride do not exhibit, however, any significant 
incorporation of 32P into nucleic acids in spite of the high radioactivity 
of proteins related to these nucleic acids. Yet, it can be understood, since 
these fractions are contam inated w ith  microsomes not entirely  centrifuged 
off. It is known that, under conditions sim ilar to those of our investigation, 
microsomal protein shows a high radioactivity on the contrary to the 
nucleic acids related to it [2].

DISCUSSION

It is generally accepted that RNA is required for protein biosynthesis. 
There are, however, some contradictions as regards the question, whether 
the presence itself of RNA is sufficient or its sim ultaneous synthesis is 
necessary to the process. Many reports support the  la tte r opinion [1, 6], 
but, on the other hand, investigations excluding such a relationship are
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P. SZAFRAŃSKI AND E. SUŁKOW SKI [8]

not scarce. Wisseman et al. [18], e .g ., have shown, that the addition of 
chloramphenicol strongly inhibits protein synthesis in Escherichia coli, 
while nucleic acid synthesis rem ains undamaged. Gale and Folkes [5] 
have obtained sim ilar results w hen working w ith  Staphylococcus aureus. 
There are, however, some essential doubts w ith regard to the biological 
activity of the RNA form ed under conditions of the chloramphenicol 
action. Recent reports point out that such a RNA does not participate 
in protein synthesis. Nucleic acids accumulated in E. coli as a result of 
chloramphenicol action are first elim inated out of the  cells, and only then 
does protein synthesis occur as well as divisions of cells [6].

It seems possible that these apparent contradictions concerning the 
probable role of RNA in protein synthesis would be easier to comprehend 
if one realises the variety  of exam ined m aterial in various experim ents. 
Thus, Hultin [10], when studying RNA synthesis in soluble nucleoproteins 
as well as in microsomes, found in the la tte r a considerably lower RNA 
turnover than in the soluble cytoplasmatic fraction. Bhargava, Simkin 
and Work [2] also stated tha t microsomal RNA had a low rate  of tu rnover. 
Smelli and Davidson [13] have shown that nuclear RNA had still a higher 
rate  of turnover than tha t of cytoplasm, whereas for protein related to- 
these nucleic acids the reverse is true. The question would be somewhat 
elucidated if it were assumed that the processes occurring in various 
subcellular components m ight correspond to various stages of protein 
synthesis.

The high radioactivity found in our experim ents in nucleic acids 
related to the soluble proteins of liver cytoplasm suggests that synthesis 
of polypeptides occurs already in the soluble fraction of cytoplasm. Thus, 
protein molecule formed in the  soluble fraction m ight combine, to obtain 
its spheric structure, w ith microsomal nucleic acid, which did not parti­
cipate directly in the proper synthesis of the molecule. One could explain 
in such a way the fact tha t we have found in the supernatant a close 
correlation between the radioactivity of proteins and tha t of nucleic 
acids, whereas there is no such relationship in microsomal nucleo­
proteins [2]. The fractionation of microsomes, based on principles sim ilar 
to those described here for the  supernatant, points to the presence of th e  
same protein fractions in microsomes as those found in soluble nucleo­
proteins of cytoplasm (Szafrański and W ehr, to be published). Identifi­
cation of these proteins is the object of our fu rther investigations.

The authors are grateful to Professor Dr. J. Supniewski for the Chlo­
rella pyrenoidosa strain, which he kindly supplied, and to Miss K. Derkus 
for valuable technical assistance.
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SUMMARY

The relationship between protein synthesis and tha t of RNA was 
studied in soluble nucleoproteins derived from guinea pig liver cyto­
plasm. The protein synthesis was followed w ith 1/łC-amino acids, while 
32P was employed to follow the synthesis of nucleic acids.

Microsomes being removed by centrifugation, the supernatan t was 
subfractionated with calcium chloride and ammonium sulphate.

The radioactive proteins fractions corresponded to the active groups 
of nucleic acid fractions. These results show that the biosynthesis of the  
soluble cytoplasm protein is conjugated with the sim ultaneous nucleic 
acids synthesis.
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W Ł Ą C Z A N IE  14C -A M IN  OK W ĄSÓW  I 32P  DO R O Z PU SZ C Z A L N Y C H  
NU K L E O PR O T E ID Ó W  C Y T O PL A Z M Y  W Ą T R O B Y  ŚW IN K I M O R SK IE J

S t r e s z c z e n i e

Zbadano zależność między syntezą białka i RNA w rozpuszczalnych 
nukleoproteidach cytoplazmy w ątroby świnki morskiej. Syntezę białka 
śledzono za pomocą znaczonych 14C-aminokwasów, syntezę kwasów nu­
kleinowych za pomocą 32P.

Płyn po odwirowaniu mikrosomów rozfrakcjonowano przy użyciu 
chlorku wapnia i siarczanu amonu. W yniki wskazują, że biosynteza roz­
puszczalnych białek cytoplazm atycznych jest sprzężona z równoczesną 
syntezą kwasów nukleinowych.

O trzym ano 11.12.1958 r.
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K. BEŁŻECKA, K. RACZYŃSKA-BOJANOW SKA and J. HELLER

STUDIES ON TRANSAMINATION IN INSECTS

I . ASPA RTIC -a-K ETO G LUTA RIC T R A N SA M IN A SE  IN CELERIO E U P H O R B IA E  L.

Z a k ła d  C h e m ii  F iz jo lo g ic zn e j ,  A k a d e m ia  M e d y czn a ,
Z a k ła d  B io ch em ii  E w o lu c y jn e j ,  In s t y tu t  B io ch em ii  i  B io f i z y k i  P A N , W a r s z a w a

In recent years transam ination in insects has been the subject of several 
publications. Most of them, however, deal w ith the whole insects and the 
reported results are qualitative or sem i-quantitative based on the spot 
intensity on the chromatograms. Some quantitative data on a wide variety 
of transam inations in different tissues of Bom byx mori were reported by 
Japaneese workers [7]. Kilby et al. [9, 10, 6] determ ined the activity of 
aspartic-a-ketoglutaric and alanine-a-ketoglutaric transam inases in fat 
body of adult Schistocerca gregaria and Caliphora erythrocephala larvae.

All available data indicate that in insects as well as in mammals and 
birds aspartic-a-ketoglutaric transam inase is the most active aminopherase. 
This transam ination reaction is specially significant as it links w ith oxi­
dation processes through Krebs cycle or glutam ate dehydrogenase and 
DNP cytochrome c reductase reactions. On the other hand, it consists a part 
of dezaminating mechanism. Therefore, it seems of in terest to examine 
this process in different tissues of insect in various stages of its development.

The present paper deals w ith aspartate-a-ketoglutarate transam ination 
reaction in muscles, fat body and haem olym ph of pupae and muscles of 
adult Hawk-moth (Celerio euphorbiae). Application of quantitative, 
.spectrophotometric m ethod made possible a more detailed study of this 
process.

EXPERIMENTAL

Materials

Enzyme preparations. Isolated muscles and fa t body of pupae and 
flight muscles of the adult C. euphorbiae were homogenized in a chilled 
all glass Potter homogenizer w ith 9 vol. of cold 0.01 M phosphate buffer,

[195]
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pH 7.4. The resultant homogenates were centrifuged for 15 m inutes at 
4000 r.p.m. at 4° and supernatants dialyzed for 24 hrs. against 1 1. of 0.01 m 
phosphate buffer, pH 7.4 at 4°. The upper thin lipid layer was removed 
mechanically from supernatants of fat body homogenates before dialysis. 
Pupal haemolymph was dialyzed directly.

Malic dehydrogenase. MDH was prepared from  acetone powder of hog 
heart according to Ochoa [14].

Reduced diphosphopyridine nucleotide. DPNH was obtained by enzy­
matic reduction of DPN w ith  alcohol dehydrogenase in 0.5 m tris buffer. 
pH 10.1. 21% pure D PN + was used as prepared from  brew ers’ yeast by 
the method of Ohlmeyer [15]. 1 ml. of DPNH solution contained ca.
3.5 //moles of DPNH.

a-Ketoglutaric acid. This was synthesized by L. Friedm an and E. Ko- 
sower method, described in Organic Syntheses [16].

Oxalacetic acid. This was synthesized by the m ethod reported by 
Mieszkowa and Sjewierin [11].

Calcium salt of pyridoxal phosphate. It was prepared from commercial 
pyridoxam ine dichloride by compilated methods of Peterson, Sober. 
Meister [17] and Wilson, H arris [19].

L-Aspartic acid. Commercial reagent BDH.
L-Glutamic acid. Commercial reagent, Merck.

Methods

Transaminase activity in C. euphorbiae tissues was determ ined by 
ascending paper chrom atography and spectrophotom etric m easurem ents

Chromatographic technique. 0.2 ml. of dialyzed preparations of muscles 
or fat body, or 0.4 ml. of dialyzed haemolymph were incubated for 5 hrs. 
w ith 25 //moles of aspartate, 50 //moles of a-ketoglutarate and 0.2 //moles 
of calcium salt of pyridoxal phosphate under the conditions used by Gun- 
salus, Umbreit and Bellamy [8]. Samples were taken at 1-hr. intervals 
from m ixture incubated at 37°, deproteinized w ith  2 vol. of 96% ethanol, 
centrifuged out, and then 0.1 ml. samples were run on W hatm an No. 1 
paper previously saturated w ith -borate buffer, pH 10. Phenol-w ater 
system was used, and the chrom atograms were developed w ith 0.2% nin- 
hydrin solution in ethanol. The reverse reaction, i. e. glutamic-oxalacetic 
transam ination was dem onstrated in the same manner.

Spectrophotometric technique. The following system  was used : aliquots 
of dialyzed preparations, 100 //moles of sodium aspartate and 20 //moles 
of sodium a-ketoglutarate in phosphate buffer, pH 7.4, 80 units of malic 
dehydrogenase and 0.35 //moles of DPNH.
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O xalacetate arisen during transam ination is subsequently reduced 
w ith sim ultaneous oxidation of DPNH. Decrease of absorption at 340 m/a 
due to DPNH oxidation is strictly  proportional to transam inase concen­
tration. Incubation of the preparations and spectrophotom etric measu­
rem ents were performed according to Steinberg at al. [20, 21]. Specific 
transam inase activity was expressed as //moles of DPNH oxidized min./mg. 
of protein and as GOT units/mg. of protein; one unit of GOT being the 
am ount of the enzyme, that cause the reading at 340 m/i to decrease a t the 
rate  of 0.001 of optical density /m in/  cm. light path [21] under the condi­
tions considered.

Determ ination of protein. Protein content was determ ined by spectro­
photom etric m ethod based on absorption m easurem ents at 260 m/a and 
280 m//, according to W arburg and Christian [18]: mg. protein /ml. =  1.55 
E28o—E26o x dilution factor. The above m ethod m ay be used provided 
E280/E 2H0 is above 0.7, i. e. nucleic acid concentration does not exceed 10%. 
Nucleic acid content in our preparations as calculated from  W arburg and 
Christian tables was 3-5%.

Absorption spectrum  m easurem ents were made w ith Unicam spectro­
photom eter SP 500 or Beckman spectrophotom eter S. F. 4.

RESULTS

Chrom atographic analysis shown that aspartic- a-ketoglutaric trans­
aminase occurs in muscles, fat body and haem olym ph of C. euphorbiae 
pupae. Glutam ic acid spot appeared on the chrom atograms after 1 hr. 
of incubation when muscle and fat body homogenates were examined;

T a b l e  1

E ffec t  of  p y r id o x a l  p h o sp h a te  on  the  a c t i v i t y  of a sp a r tic -a  -k e to g lu ta r ic  t ra n sa m in a se  
in  d ia ly se d  p re p a ra t io n s  of C. e u p h o rb ia e  

fim oles of D P N H  ox id ized /m in ./m g . o f protein

Tissue control pyridoxal phosphate 
added (3 /ig ./m l.)

Flight muscles o f the moth 26 27

Muscles of diapausing pupae

3.3
(*3.6)

2.9
(*3.7)

6.6
(*6.4)

6.8

5.3 5.2

Fat body of diapausing pupae 0.64 0.63

Pigeon heart muscle 0.0 15.0

*) U n d ia lyzed  preparations.
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T a b l e  2

S p ec if ic  a c t i v i t y  of a sp a r t i c -a -k e to g lu ta r ic  t ra n sa m in a se  in  m usc les ,  fa t  b o d y  and  
h a e m o ly m p h  of C. e u p h o rb ia e  pup a e  d ia p a us in g  a t  4°

T he va lu es are exp ressed  in  G O T  u n its and /«m oles o f D P N H  o x id ized /m in ./m g
o f protein .

E ach ser ies  con sisted  of 7— 8 p u pae; v a lu es  averaged  from  3 d eterm in ation s; m ax.
d ev ia tio n  (P/o.

Series

Muscles Fat body Haemolymph

GOT D PN H
(/«mole) GOT DPNH

(/«mole) GOT D PN H
(/«mole)

I 854 5.3 97 0.60 9 0.03

II 1080 6.6 103 0.64 42 0.13

Average 967 5.9 100 0.62 25 0.08

the intensity  of the spot increasing as the time of incubation was prolonged. 
In case of haemolymph in spite of 20 times greater amount of the enzymic 
preparation glutamic acid spot appeared only after 4 hrs. of incubation.

U nder the same experim ental conditions glutam ic-oxalacetic trans­
form ation was dem onstrated proving thus that aspartic-a-ketoglutaric 
transam ination is reversible in examined preparations.

T a b l e  3

Sp e c if ic  a c t i v i t y  of  a s p a r t i c -a -k e to g lu ta r ic  t ra n sa m in a se  in f l ig h t  m u sc le s  of  a d u l t
C. eup h o rb ia e

T he v a lu es  are ex p ressed  in  G O T u n its  and  /«m oles o f D P N H  o x id ized /m in ./m g .
o f protein

Moth
•

GOT DPNH
(/«mole)

I 9 782 30.4
II 9 111 28.3

HI 13 043 41.0
IV 8 670 27.0

Average 10 151 31.7

Prelim inary spectrophotom etric studies (Tabl. 1) shown that addition 
of pyridoxal phosphate either to dialyzed or to undialyzed preparations 
had no effect on the activity  of aspartic-a-ketoglutaric transam inase. 
Com parative determ iantions m ade w ith the same preparation from  pigeon 
heart muscle shown that addition of pyridoxal phosphate to the dialyzed 
preparations was neccesary for transam inase activity.
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Specific activities of aspartic-a-ketoglutaric transam inase in muscles, 
fat body and haemolymph of pupae diapauzing at 4° and in  flight muscle 
of the m oth are given in Tables 2 and 3 and in Fig. 1. The specific activity 
of the transam inase in pupal stage is the 
highest in muscles, approxim ately 1 0  times 
lower in  fat body and insignificant in 
haemolymph. In the flight muscles of the 
moth the transam inase activity is 6 times 
higher than  in the same tissue in the 
pupal stage. The activity  of transam inase 
in the  flight muscles is notew orthy since 

, , „ . 3  it is--half as high as in pigeon heart muscle.
Fig. 2 shows the course of transam ination 
as studied w ith the preparations of pigeon 
heart muscle and flight muscles of Hawk- 
-moth. Fig. 3 includes kinetic data on this 
reaction occurring in enzymatic prepara­
tions from  C. euphorbiae pupae.

The specific activities of aspartic-a-ke- 
toglutaric transam inase during pupal de­
velopm ent are given in Table 4. It is 
interesting to note tha t this transam inase 
is more active in pupae kept during dia- 
pausis at 18° than  in the pupae diapausing 
a t 4°.

Our experim ental data indicate that 
during pupal developm ent the  activity of 
aspartic-a-ketoglutaric transam inase de­
creases, and is then raised ca. 1 0 -fold in the flight muscles, of the moth,
i. e. the activity  of this enzyme is twice as high as in pigeon heart muscle.

T a b l e  4
Sp ec if ic  a c t i v i t y  of a sp a r t i c -a -k e to g lu ta r ic  tra n s a m in a se  in  m u sc le s  of. C. eup h o rb ia e

du r in g  m e ta m o rp h o s is  
T he va lu es are ex p r essed  in  GOT u n its and (« m o le s  o f D P N H  oxid ized /m in ./m g . o f p rote in

F ig. 1. S p ec ific  a c tiv ity  of asp ar­
tic -a -k eto g lu ta r ic  tran sam in ase  in  
m uscles, fa t body and  h aem olym p h  
of p u pae and  f lig h t m u scles of 

th e  m oth  C. eup h o rb ia e  
(I) F lig h t m uscles, (II) P upal 
m uscles, (III) P u p a l fa t body, (IV) 
P u p al h aem olym p h , (V) P igeon  

h eart m u scle

Muscles Fat body Haemolymph

GOT DPNH
(¿tmole) GOT DPN H

immole) GOT DPN H
(«m ole)

.• • at 4° 967 5.9 100 0.62 25 0.08

Pupa
| at 18° 3290 10.5 252 0.78 11 0.03

beginning of development 427 2.7 100 0.30 — —
development almost completed 422 2.6 — — — —

Moth 10151 31.7 — — — —

Pigeon heart muscle 3320—4830 1 0 — 15 - — —
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Fig. 2. A sp a rta te -a  -k e to g lu ta ra te  
tran sam in ation  in  flig h t m u scles  
of th e  ad u lt C. e u p h o rb ia e  and  

pigeon  heart m uscle  
•  —  F ligh t m u scles of the m oth. 

O —  P igeon  heart m u scle

Fig. 3. A sp a r ta te -a -k e to g lu ta r a te  
tra n sam in ation  in m uscles, fat 
body and h aem olym p h  of C. e u­
p h o rb ia e  pupae d iap auzin g  at 4 °  
A —  M uscles, A — Fat body, 

•  —  H aem olym ph

DISCUSSION

It is generally accepted, that pyridoxal phosphate plays the role of 
a coenzvme in transam ination systems in insects as well as in the other 
animals. Kilby [10] found that the addition of pyridoxal phosphate increase 
the activity of dialyzed homogenates and cell fragm ents of Schistocerca 
gregaria fat body, while in undialyzed preperations it has no effect on 
their enzymic activity.

Desai and Kilby [6 ] observed that the activity of aspartic-u-ketogluta- 
ric and alanine-a-ketoglutaric transam inases in the  fat body homogenates 
of Calliphora erythrocephala  is reduced upon dialysis to 20°/o, and is
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restored only to 52°/o on subsequent addition of 1.3 mg. of pyridoxal 
phosphate per ml. of the incubation m ixture. Me Allen data reported by 
Bheemeswar [1] show that purified aspartic-a-ketoglutaric transam inase 
from Musca domestica  requires an addition of pyridoxal phosphate for 
its enzymic activity.

In our experim ents the activity of aspartic-a-ketoglutaric transam inase 
was found to be the  same w ithin experim ental error in dialyzed and 
undialyzed preparations of pupal muscles and fat body, and muscles of 
the  adult Celerio euphorbiae. In either case pyridoxal phosphate added 
has no effect on the enzymic activity. The same preparations from pigeon 
heart muscle are inactive unless fortified w ith  pyridoxal phosphate.

Cam marata and Cohen [3, 4] and Nisonoff and Barnes [13] found in 
the  kinetic studies on transam ination in hog heart and liver, th a t the 
addition of pyridoxal phosphate is necessary for the enzymic activity of 
preparations obtained by the same method. Results sim ilar to our data 
have been recorded by Nagayama. M uram atsu and Shimura [12] who 
studied alanine-ketom alonic transam inase in B om byx  mori larvae. Their 
purified preparation was ca. 18 times as active as the starting  m aterial 
but pyridoxal phosphate has no effect on the activity.

The results given in experim ental part show that aspartic-a-ketoglutaric 
transam inase occur in fat body, muscles and haemolymph of C. euphorbiae  
pupae. Other authors as referred by Bheemeswar [1] did not observed any 
transam inase activity in insect haem olym ph in spite of high amino- 
acidaemia. Our chrom atographic and spectrophotom etric studies carried 
out on the haemolymph of pupae show transam inating activity, although 
small as compared w ith that of o ther tissues; in the scale used in Fig. 1 
it seems insignificant.

The aspartic-a-ketoglutaric transam inase in pupae was found to be 
m ore active, ca. 7 fold in muscles than in fat body. This result is especially 
significant since many workers consider fat body as the m ajor site of 
interm ediary protein metabolism somewhat analogous to the m am malian 
liver. For this reason Kilby [10] carried out his determ inations on fat body 
while studying protein metabolism in Schistocerca gregaria. Under condi­
tions used by this author glutam ate was synthesized from a-ketoglutarate 
at a rate of about 2 0 0  //moles/g. tissue/hour, i. e. corresponding to the 
transam ination activity reported by Awapara and Seale for rat liver and 
kidney.

High activity of aspartic-a-ketoglutaric transam inase in pupal muscle 
of C. euphorbiae proves the participation of this tissue in protein m eta­
bolism in insect. The activity of this transam inase is ca. 3 times lower 
during pupal development than in diapausis stage. In this connection it

17]
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has to be m entioned that pupal development is characterised by intense 
protein synthesis [2 ].

An emphasis should be also put on the very high transam ination value 
in the flight muscles of the moth, exceeding 5 fold the activity of this 
enzyme in pupal muscle during diapausis and twice the activity  of pigeon 
heart muscle. It is possible that high activity of aspartic-a-ketoglutaric 
transam inase is due to the intense respiratory metabolism in the insect 
muscles during flight. It should also be noticed that the activity of 
aspartic-a-ketoglutaric transam inase is higher in pupae diapauzing at 18c 
than when kept at 4°.

The above observations suggest that the activity of this transam inase 
is related to the direction of protein m etabolism  in insects. Sim ilar 
relationship was observed by Cohen [5] who m easured aspartic-a-keto­
glutaric transam inase activities in various tissues. He concluded tha t the 
activity of this enzyme was inversely related to protein synthesis.

It seems interesting therefore w hether the  relationship betw een trans­
amination and general protein metabolism observed in homoiothermal 
animals implies to poikilotherm al insects.

SUMMARY

1. A spartic-a-ketoglutaric transam inase was dem onstrated in muscles, 
fat body and haemolymph of pupae and flight muscles of the Hawk-m oth 
(C. euphorbiae) by paper chrom atography and spectrophotom etric mea­
surem ents. The reaction catalyzed by this transam inase is reversible under 
described conditions.

2. Addition of pyridoxal phosphate either to dialyzed or undialyzed 
preparations has no effect on the activity of this enzyme.

3. Specific activity of aspartic-a-ketoglutaric transam inase in pupal 
stage is the highest in muscles, ca. 1 0  times lower in fat body and insig­
nificant in haemolymph.

4. Specific activity of the m oth flight muscles transam inase is 6 fold 
higher than in pupal muscles and twice as high as in pigeon heart muscle.

5. Specific transam inase activity is higher in pupae kept during dia­
pausis at 18° as compared w ith pupae diapauzing at 4°.
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T R A N SA M IN A C JA  U O W ADÓ W  
I. T R A N SA M IN A Z A  K W A S A S P A R A G IN O W Y -K W A S a-K E T O G L U T A R O W Y  

U  C E L E R IO  E U P H O R B IA E  L.

S t r e s z c z e n i e

1. W ykazano metodą chrom atograficzną i spektrofotom etryczną w ystę­
powanie transam inazy-kw as asparaginowy-kwas a-ketoglutarow y w mięś­
niach, ciele tłuszczowym i hemolimfie poczwarki oraz m ięśniach piersio­
wych m otyla wilczomleczka (C. euphorbiae). Reakcja katalizowana przez 
ten enzym jest odwracalna w opisanych w arunkach.

2. Dodatek fosforanu pirydoxalu do homogenatów badanych tkanek 
bez dializy i po dializie nie ma w pływu na aktywność enzymu.

3. Aktywność właściwa badanej transam inazy jest u poczwarek naj­
większa w  mięśniach, ok. 1 0  razy niższa w ciele tłuszczowym i nieznaczna 
w hemolimfie.

4. Mięśnie piersiowe m otyla wykazały ok. 6 razy wyższą aktywność 
transam inazy w  porównaniu z mięśniami poczwarki.

5. Aktywność transam inazy jest wyższa u poczwarek przechowywa­
nych podczas diapauzy w  temp. 18° w  stosunku do aktywności tego enzy­
m u u poczwarek w  tym  samym okresie rozwoju lecz przechowywanych 
w temp. 4°.

O trzym ano 12.12.1958 r.
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Z. SZAFRAN, H. SZAFRAN i J. OLEKSY

HYDROLIZA ESTRÓW KARBOKSYLOWYCH PRZEZ ESTERAZY 
SOKU TRZUSTKOWEGO PSA

Z a k ła d  C h em ii  F iz jo lo g ic zn e j  A. M. w  K r a k o w ie  
K ie r o w n ik :  prof.  d r  B. S k a r ży ń s k i  

i Z a k ła d  F izjo logii  A. M. w  K r a k o w ie  
K ie r o w n ik :  prof.  d r  J. K a u lb e r s z

Zagadnienie esteraz soku trzustkowego było podejmowane w dotych­
czasowym piśmiennictwie tylko fragm entarycznie. Bezspornie wszyscy 
badacze potwierdzają obecność lipazy w soku trzustkowym , jakkolwiek 
nazwą tą obejmowali niewątpliw ie mieszaninę kilku enzymów hydrolizu- 
jących wiązania estrowe.

Użycie metody elektroforezy stworzyło możliwości rozdziału białek 
soku trzustkowego i tym  samym zróżnicowania związanych z nimi enzy­
mów. Badania tego typu zapoczątkowali Munro i Thomas [24], a następnie 
rozwinęli Grossberg i współp. [10] oraz Byrne i współp. [5], lokalizując 
w wyodrębnionych frakcjach białkowych trzy główne enzymy soku trzust­
kowego psa. A. i R. Dełcourt [6 ] oraz Rotschild i Junąueira  [27], stosując 
elektroforezę bibułową, rozszerzyli te badania także na inne enzymy 
w ystępujące w soku trzustkowym. Pierw si z nich zlokalizowali lipazę, 
esterazę i esterazę pseudocholinową w soku trzustkow ym  psa, drudzy, 
rozdzielając na bibule sok trzustkow y szczura, oznaczali rozmieszczenie 
m. in. lipazy, esterazy i rybonukleazy. Rozróżnienie między lipazą i este- 
razą w obu tych pracach jest nieprzekonywające, ponieważ opierało się 
tylko na różnicach w hamowaniu taurocholanem  sodu. Wyniki tych wszyst­
kich prac są rozbieżne i nie pozwalają na dokładniejsze określenie włas­
ności badanych enzymów, ani też na jednoznaczne um iejscowienie ich 
we frakcjach elektroforetycznych.

Badania przeprowadzone poprzednio w naszych pracowniach na soku 
trzustkow ym  psa, posługujące się elektroforezą na bibule [18] i na żelu 
agarow ym  [31] wykazały obecność co najm niej czterech różnych esteraz,
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a mianowicie lipazy, niespecyficznej esterazy, esterazy cholinowej i za­
sadowej fosfatazy. Niniejsza praca ma na celu dokładniejsze scharaktery­
zowanie tych esteraz przy użyciu różnych substratów  i inhibitorów  oraz 
zaliczenie ich do przyjętych ostatnio typów aktywności esterolitycznej.

METODY

Sok trzustkow y psa otrzym ywano z przetoki ostrej po podaniu prepa­
ra tu  sekretyny, pankreozym iny lub pilokarpiny, albo z przetoki stałej we­
dług Thomasa [32], stosując dodwunastniczo roztwór kwasu solnego. Sok 
zagęszczony 2-4-krotnie przez dializę względnie 50% roztw oru gumy 
arabskiej rozdzielano elektroforetycznie na płytkach szklanych powleczo­
nych żelem agarowym z hyflo super-cel. Metodę elektroforezy oraz eluo- 
wania białka z w arstw  żelu agarowego opisano poprzednio [31]. W części 
doświadczeń elektroforezę przeprowadzano w pomieszczeniu chłodnym 
(ok. 15°) przy równoczesnym chłodzeniu w anienek z roztworem  buforo­
wym  i naczyń elektrodowych lodem.

Substratam i używanymi do oznaczeń aktywności enzymatycznej były 
następujące estry: tró jbutyryna, trójacetyna, oliwa, m aślan etylu, octan 
amylu, octan p-nitrofenolu, octan indoksylu, octan cholesterolu, steary­
nian cholesterolu i chlorek acetylocholiny. W szystkie te związki, z w y­
jątk iem  octanu p-nitrofenolu otrzymanego według metody Hugginsa i La- 
pidesa [20], były odczynnikami handlowymi. Jako inhibitory stosowano 
ezerynę i kwas dwuizopropylofluorofosfonowy (DFP), udostępniony nam 
uprzejm ie przez dra E. Chodorowskiego.

Aktywność enzymatycznej hydrolizy tró jbutyryny, trójacetyny, oliwy, 
m aślanu etylu i octanu am ylu oznaczano według zmodyfikowanej metody 
Overbeeka i Van der Viesa [26]. Roztwory substratów  sporządzano do­
dając po 0,35 //mola estru do 9,5 ml roztw oru zawierającego 0,25% 
(wag./obj.) soli sodowej w eronalu i 0,5% taurocholanu sodu. W przypad­
ku oliwy stosowano taurocholan sodu w stężeniu 2%. W celu otrzym ania 
jednorodnej emulsji, mieszaninę umieszczano w łaźni o tem peraturze 45c 
na 30 m inut przy stałym  wstrząsaniu. Do 10 ml emulsji dodawano 0,5 ml 
roztw oru zawierającego enzym i inkubowano przez 2 godziny w tem pera­
turze 37°, a następnie zatrzym ywano reakcję przez dodanie 20 ml alko­
holu etylowego 96% i miareczkowano 0,1 n  alkoholowym roztworem  
KOH w obecności fenolftaleiny i błękitu  tymolowego. Za jednostkę aktyw ­
ności enzymatycznej przyjęto tę  ilość enzymu, która w  w arunkach ozna­
czenia rozkłada w  czasie 2 godzin 10 //moli estru. Hydrolizę octanu indo­
ksylu oznaczano metodą histochemiczną Holta [17] przystosowaną do na­
szych celów. Adaptacja polega na tym , że 1 ml roztworu octanu indoksylu 
zawierającego 1,5 //moli tej substancji inkubuje się z 1 ml buforu  fosfo­
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ranowego 0,066 m o  pH =  7,0 i 3 ml roztworu zawierającego odpowiednią 
ilość enzym u w tem peraturze 25°. Dokładnie po oznaczonym czasie m ierzy 
się intensywność niebieskiego zabarwienia indyga na fotokolorym etrze 
Coleman Junior przy długości fali 650 m/u. Jednostką przyjętą dla tej me­
tody jest ilość enzymu, która w w arunkach oznaczenia w czasie 2 0  m inut 
powoduje przyrost gęstości optycznej o 0,100. Hydrolizę pozostałych sub­
stratów  oznaczano jak w pracach poprzednich [19, 31].

Przy wszystkich oznaczeniach z użyciem inhibitorów, przed oznacze­
niem aktywności enzymatycznej inkubowano roztwór zawierający enzym 
z roztworem  inhibitora przez 20 m inut w tem peraturze 37°.

W eluatach z poszczególnych frakcji elektroforetycznych oznaczano 
również stężenie białka poprzednio opisaną metodą [19] i aktywność enzy­
matyczną przeliczano na 1 mg białka.

WYNIKI

Doświadczenia przeprowadzono na sokach uzyskanych z przetok 
ostrych (12 psów) i przewlekłych (3 psy). Na otrzym anym  m ateriale 
(30 próbek soku trzustkowego) przeprowadzono w sumie 49 rozdziałów

T a b l i c a  1

Ś red n ie  w a r to śc i  ro z k ła d u  p r o c e n to w e g o  b ia łk a  w e  f ra k c ja c h  e le k t r o fo r e ty c z n y c h
so k u  t r z u s tk o w e g o  psa  

W artości średn ie  ob liczon o  z  49 oznaczeń  b ia łk a  w e  fra k cjach
i '

frakcje 1 2a 2b 3a 3b 4 5 6

W7o, Ą I 6,5 10,4 13,3 7,3 7,4 34,4 12,9 7,8
: ± 0 ,5  ± 0 ,6  ± 0 ,8  ±  0,4 ± 0 ,5  ± 1 , 2  ± 0 ,7  ± 0 ,3... _______i.

R ys. 1. R o zm ieszczen ie  b ia łk a  n e  e lek tro fo ro -  
gram ach  sok u  trzu stk ow ego  z zazn aczonym  

p o d zia łem  na frak cje

elektroforetycznych. Zastosowana technika elektroforezy na żelu agaro­
wym  zawierającym  hyflo super-cel umożliwia rozdzielenie białek soku 
trzustkowego na 6 — 8 frakcji, oznaczanych kolejno liczbami 1, 2a, 2b, 3a,
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3b, 4, 5 i 6 , licząc od dodatniego bieguna prądu (Rys. 1). Przeciętny rozkład 
procentowy białka na poszczególne frakcje przedstawiony jest w ta ­
blicy 1 i nie różni się od wartości otrzym ywanych poprzednio.

T a b l i c a  2

W a rto śc i  średn ie  a k ty w n o ś c i  e n z y m a ty c z n e j  p o szc zeg ó ln y c h  f r a k c j i  b ia łk o w y c h
so k u  t r z u s tk o w e g o  psa

substrat i l o ś ć
frakcje

o z n . 1 2a 2b 3a 3b 4 5 6

trójbutyryna 1 1 11,7
±5,1

1,9
± 1 ,5

0,8 1,3 
± 0 ,3  ± 0 ,3

44,6
± 9 ,0

39,6
± 6 ,5

°-‘ 1 
±0,05;

oliwa 15 1,2
± 0 ,6

0,6
± 0 ,3

1,1
± 0 ,4

12,6 1 30,4 
± 2 ,8  ±5,1

53,8
± 5 ,6

0,3
± 0 ,2

trójacetyna 11 1,1
± 0 ,4

0,5
± 0 ,3

1,9
± 0 ,5

10,1 23,0 
± 2 ,9  1 ± 3 ,6 .

63,3
± 4 ,5

0,3
±0,1

maślan etylu 14 3,9
±2,1

0,9
± 0 ,5

0,4 0,6 
± 0 ,2  ± 0 ,2

11,6 21,2 
± 2 ,6  | ±4 ,1

59,9
± 4 ,0

1,5 | 
± 0 ,9

octan amylu 9 4,4
± 1 ,7

1,9
± 0 ,9

5,5
± 2 ,3

10,3 ! 17,9 
± 1 ,7  ± 3 ,9

57,8
± 5 ,5

2 , ° ;  
± 1 ,0  j

octan /»-nitrofenolu 16 56,8
± 4 ,5

26,6 
±  3,2

9,8
± 1 ,7

3,4 j 1,7 
± 0 ,9  j ± 0 ,5

1,2
± 0 ,6

0,4
±0,1

0,4
± 0 ,2  ;

octan indoksylu 8 42,5
± 7 ,0

39,4
± 4 ,5

10,3
± 4 ,9

3,5
± 1 ,2

2,7
±1,1

0,9
± 0 ,2

0,7 | 
± 0 ,4  ;

octan cholesterolu 4 59,7
±12 ,5

24,6
± 1 0 ,2

12,3
± 5 ,8

1,6
± 0 ,7

0,9
± 0 ,5

1,0
± 0 ,5

0,0 ! 
± 0 ,0

stearynian cholesterolu 2
57,0

± 1 ,0
23,8

± 1 0 ,9
0,0

± 0 ,0
12,9

± 1 2 ,9
6,3

± 3 ,0
0,0

± 0 ,0

chlorek acetylocholiny 31 41,7
± 6 ,8

8,7 4,6 
± 2 ,5  ± 1 ,4

8,7 26,8 
± 2 ,6  ±6,1

9,3
± 3 ,0

0,2
±0 ,1

0,1
±0 ,1

P oszczegó ln e  liczb y  przed staw iają  p rocen t całej ak tyw n ośc i en zym atyczn ej w zględ em  danego  
su b str a tu  w każdej frak cji e lek tro foretyczn ej.

W yniki oznaczeń aktywności enzymatycznej hydrolizy zastosowanych 
substratów  przez poszczególne frakcje białkowe są przedstawione w ta ­
blicy 2. Z podanych tam  liczb widać, że trójglicerydy i estry  alkoholi alifa­
tycznych zachowują się zasadniczo w jednakowy sposób. Są one hydro- 
lizowane głównie przez frakcje 4 i 5 i w znacznie m niejszym  stopniu 
przez frakcję 1. Szybkość hydrolizy jest największa dla tró jbu tyryny  i m a­
leje w kolejności: tró jbutyryna, oliwa, trójacetyna, m aślan etylu, octan 
am ylu (Tablica 3). Frakcje 4 i 5 nie rozkładają ani estrów  fenoli ani też 
estrów  cholesterolu i acetylocholiny.

14]
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Estry zawierające układ cykliczny, to znaczy octan p-nitrofenolu, octan 
indoksylu, octan i stearynian cholesterolu są rozkładane głównie przez 
frakcję 1 i w słabszym stopniu przez frakcje sąsiadujące 2a i 2b. Roz­
kład tych substratów  przez frakcje 2 a i 2 b może być spowodowany dzia­
łaniem  innego enzym u; wskazują na to różnice w inaktyw acji cieplnej. 
Enzym (lub enzymy) we frakcji 1 jest term olabilny i jeżeli przeprowadza

T a b l i c a  3

S z y b k o ś ć  h y d ro l i z y  t r ó jg l i c e r y d ó w  i e s t r ó w  a l i fa ty c z n y c h  p r z e z  f ra k c ję  5

substrat trójbutyryna oliwa trójacetyna maślan
etylu

octan
amylu

ilość jednostek 
na 1 mg białka 5800 985 145

1
90 27

się elektroforezę soku trzustkowego w tem peraturze pokojowej, to w sku­
tek ogrzania w arstw  żelu agarowego na powierzchni płytek, ulega on 
często całkowitej inaktywacji. W tych przypadkach frakcja 1 n ie roz­
kłada żadnego z zastosowanych substratów , natom iast rozkład octanu 
p-nitrofenolu odbywa się wtedy, chociaż z mniejszą szybkością, pod dzia­
łaniem  frakcji 2a i 2b (Tablica 4). Aktywność ta pokryw a się z aktyw -

T a b l i c a  4

H y d r o l i za  oc tan u  p -n i t ro fe n o lu  i a c e ty lo c h o l in y  p r z y  in a k ty w a c j i  c iep ln e j  f ra k c j i  1

substrat ilość
dośw. .. . frakcj e

1 2a 2b 3a | 3b 4 5 6

octan a 16 56,8 26,6 9,8 3,4 1,7 1,2 0 4 0,4
p-nitrofenolu b 13 13,7 27,1 34,6 9.6 5,0 5,0 3,5 1,4

acetylocholina
a

b

12

12

69,9

4,9

14,8

1,2

5,5

2,3

I 
°°„ 

°®. 
1 

cn 
oo

3,4

61,8

2,5

20,5

0.0

0,3 o 
o

 
o 

o

P o szczeg ó ln e  liczb y  ozn acza ją  p rocen t całej ak tyw n ośc i w dan ej frakcji, szereg „a“ : d ośw iad ­
czen ia  przy e lek troforezie  ch łod zon ej, szereg  ,,b “ : d ośw iad czen ia  z  z in ak tyw ow an ą frakcją  1

(e lek troforeza  w tem p eratu rze  p ok ojow ej).

nością proteolityczną tych frakcji [18]. Biorąc pod uwagę stw ierdzone 
w kilku dawniejszych pracach esterolityczne działanie trypsyny, chymo- 
trypsyny i karboksypeptydazy względem tego typu substratów  [8 , 1 1 , 
15, 21], można tłumaczyć tę aktywność działaniem któregoś z tych enzy­
mów, najprawdopodobniej trypsyny.

http://rcin.org.pl



Z. SZAFRAN, H. SZAFRAN i J. OLEKSY [6 ]

Hydroliza acetylocholiny zachodzi pod działaniem dwóch frakcji: 
1 i 3b 4), przy czym 41,7% całej aktywności przypada na frakcję 1, a 26,8% 
na frakcję 3b. Enzym we frakcji 3b nie występował we wszystkich prze­
badanych w ten sposób próbkach soku, a tylko w  11 na 19; fakt ten nie 
pozostaje w  żadnej uchw ytnej łączności z rodzajem  soku. W ydaje się, że 
acetylocholina, ani też estry  cholesterolu nie ulegają hydrolizie pod w pły­
wem frakcji 2 a i 2 b, co można najlepiej zaobserwować w tych przypad­
kach, gdzie frakcja 1 uległa inaktyw acji cieplnej.

Rozmieszczenie poszczególnych typów aktywności esterolitycznej wi­
doczne jest wyraźniej przy uwzględnieniu aktywności właściwej, to zna­
czy ilości jednostek enzymu przypadających na 1 mg białka w każdej 
frakcji elektroforetycznej. W artości aktywności właściwej hydrolizy 
wszystkich badanych substratów  przedstawione są w postaci diagramów 
na rys. 2 .

W celu dokładniejszego umiejscowienia maksimum aktywności esterazy 
z frakcji 4 i 5 przeprowadzono doświadczenie, w którym  każdą z tych 
frakcji podzielono na dwie części. W eluatach z tych odcinków oznaczono 
szybkość hydrolizy oliwy i dla porównania oznaczono równolegle aktyw ­
ność amylazy, której maksimum  przypada na frakcję 4 [18] (Tablica 5).

T a b l i c a  5

P o ró w n a n ie  h y d r o l i z y  o l iw y  i sk ro b i i  ( a k t y w n o ś ć  a m y la zy )  
p r z e z  są s ied n ie  o d c in k i  f r a k c j i  4 i 5

Nr dośw. Substrat
Frakcje

4a 4b 5a 5b

9upzi oliwa 44,8 203,0 319,3 80,7
skrobia 336,0 272,0 28,8 37,8

9upz.,
oliwa 33,9 115,7 5340,0 81,0
skrobia 424,0 396,0 • 59,0 0,0

P od an e  liczb y  przed staw iają  ilo ść  jed n o stek  aktyw n ości n a  1 m g białka.

Z doświadczeń tych wynika, że najwyższa aktywność hydrolizy oliwy 
przypada na tę część frakcji 5, która sąsiaduje z frakcją 4, jakkolwiek 
poważny procent aktywności wykazuje także przyległa część frakcji 4. 
Aktywność amylazy rozdzielona jest równo na obie części frakcji 4 i tylko 
w  niewielkim  stopniu daje się wykryć w sąsiednich odcinkach. W ydaje 
się więc, że frakcja białkowa zawierająca esterazę (to znaczy frakcja 5)

*) P oprzedn io  [31] u sta lon o  m ak sim u m  h y d ro lizy  a cety lo ch o lin y  w e  fra k cji 3a. 
O becn ie, ze w zg lęd u  na  n ieco  in n y  pod zia ł o d c in k ó w  na elek tro forogram ach , m ie jsce  
t o  pok ryw a frakcja  3b.

2 1 0
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Rys. 2. Śred n ie  w a rtośc i a k ty w n o śc i w ła śc iw e j hyd ro lizy  różn ych  e stró w  przez  
frak cje  e lek tro fo rety czn e  soku trzu stk ow ego  

W ysokość słupk ów  odpow iada śred n im  w artościom  ak tyw n ośc i w  jednostkach , aktyw n ośc i n a  1 
białka w ed łu g  sk a li u m ieszczon ej przy każdym  diagram iehttp://rcin.org.pl
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rozciąga się na większej przestrzeni i zachodzi na frakcję 4, zwykle ostro 
odcinającą się od frakcji sąsiednich.

W części wykonanych doświadczeń użyto powszechnie stosowane inhi­
bitory esteraz — ezerynę i DFP. Ezerynę uważa się za specyficzny inhi­
bitor esterazy cholinowej. W istocie w granicach użytych stężeń tej sub­
stancji (5-10 6 m — 2 - 1 0 ~ / i m ) ,  ham uje ona hydrolizę acetylocholiny pra­
wie w 100°/o, zarówno przez frakcję 1 jak i 3b. Hydroliza octanu p-nitro- 
fenolu, trójbutyryny, m aślanu etylu i octanu indoksylu przez tę samą 
frakcję 1 zostaje zahamowana tylko częściowo, to jest w ok. 60°/o. Rozkład 
octanu p-nitrofenolu i octanu indoksylu przez frakcje 2 a i 2 b zostaje za­
hamowana przez ezerynę w nieco mniejszym stopniu (ok. 50°/o), co jest 
również dowodem na odrębność tych dwóch aktywności. Frakcje 4 i 5 są 
niewrażliwe na działanie ezeryny i wartości hamowania uzyskane na pod­
stawie hydrolizy tró jbu tyryny  i m aślanu etylu leżą w granicach błędu.

DFP jest inhibitorem  silniejszym  ale mniej selektywnym  od ezeryny. 
W granicach używanych stężeń (2,5-10 gm— 1-10_ 5 m) ham uje on całko­
wicie hydrolizę acetylocholiny przez frakcje 1 i 3b, praw ie całkowicie 
hydrolizę octanu p-nitrofenolu przez frakcję 1 i nieco słabiej przez frak­
cję 2. Również w silnym stopniu hamowana jest przez ten inhibitor hy­
droliza octanu indoksylu. Rozkład tró jbu tyryny  przez frakcję 1 ulega sil­
nem u zahamowaniu, natom iast frakcja 5 hydrolizuje ten substrat z nie­
wiele mniejszą aktywnością w obecności DFP niż bez inhibitora. Dane 
przedstawiające działanie obu inhibitorów zebrane są w tablicy 6 .

T a b l i c a  6

Dzia łan ie  h a m u ją c e  e z e r y n y  i k w a su  d w u i z o p ro p y lo f lu o r o fo s fo n o w e g o  
na a k ty w n o ś ć  e s te r o ł i t y c zn ą  f ra k c j i  b ia łk o w y c h  soku  t r z u s tk o w e g o  psa

substrat

ezeryna DFP

ilość
dośw.

frakcje ilość
dośw.

frakcje

1 2a 2b 3b 5 1 2a 2b 3b 5

trójbutyryna 5 60,9 — —  : 2,9 8 69,5 — — 8,5 |

maślan etylu 1 56,1 — i 1,0 — —

octan p-nitrofenolu 8 43,2 40.3 —  | — 9 90,5 72,4 — -

octan indoksylu 3 68,5 56,8 —  : —
2

89,0 97,1 — —

octan cholesterolu 1 57,6 — _   ̂ _ 1 97,0 — — —

acetylocholina 11 97,9 — 99,4 5 98,5 — 99,2 —

P oszczegó ln e  liczby  przed staw iają  p ro cen t zah am ow an ia  h yd rolizy  estrów  w sk u tek  in k u b a c ji  
elu a tó w  frak cji b ia łk ow ych  z  roztw orem  in h ib ito ra  przez 20 m in u t w tem p eratu rze  37°. E zerynę  
u żyw an o  w stężen ia c h  5-10- “ — 2-10 4 m kw as d w u izop rop yloflu orofosfon ow y (D F P) w  stężen ia ch

2 , 5 - 10“ ' —  1-10  5 m .
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W większości zamieszczonych tablic zestawiono wartości średnie z po­
danej ilości doświadczeń wraz z wartością prawdopodobnego błędu śred­
niej. Podanie zestawienia wyników wszystkich oznaczeń nie jest możliwe 
ze względu na ograniczoną objętość pracy. Stosunkowo dość duże odchy­
lenia od średniej w ynikają z różnic indywidualnych użytych zwierząt do­
świadczalnych i licznych możliwości błędów w czasie długiej procedury 
dializy, elektroforezy, eluowania i oznaczeń analitycznych.

DYSKUSJA

W piśm iennictw ie spotyka się względnie dużo prac zajm ujących się 
zagadnieniem specyficzności i identyfikacji enzymów hydrolizujących 
wdązania estrowe. Prace te dotyczą najczęściej enzymów surowicy krwi, 
w ątroby, trzustki, rzadziej innych tkanek i płynów ustrojowych i wyod­
rębniają poszczególne enzymy w mieszaninie na podstawie szybkości hy­
drolizy różnych substratów  i hamowania przez różne inhibitory. Tylko 
w nielicznych przypadkach posługiwano się oczyszczonymi preparatam i, 
a w większości używano do badań surowych homogenatów tkanek lub 
nierozdzielonych białek w przypadku surowicy krwi lub innych płynów.

Obecnie w literatu rze ugruntow ał się już pewien schemat klasyfikacji 
enzymów esterolitycznych. Zapoczątkował go Aldridge [1], rozróżniając 
dwa typy esteraz — esterazę A odporną na działanie związków organo- 
fosforowych i esterazę B, wrażliwą na działanie tych związków. Bergmann 
i współprac. [4] uzupełnili tę klasyfikację dodając trzeci typ — esterazę C. 
Enzym ten w ystępuje w nerce, nie ulega hamowaniu przez związki organo- 
fosforowe i nie hydrolizuje ich, czym różni się właśnie od esterazy A Al- 
dridge’a. E. E. Underhay [33] w swojej klasyfikacji opiera się nie tylko 
na działaniu organofosforanów, ale także na specyficzności substratowej 
i używa nazwy „esteraza alifatyczna“ (odpowiadająca esterazie B) i „este- 
raza arom atyczna“ (odpowiadająca esterazie A). Słuszność tych nazw zo­
stała jednak zakwestionowana przez E. E. Hobbigera [13], który wykazał, 
że substraty zawierające układ arom atyczny mogą być hydrolizowane 
przez oba typy esteraz i dlatego używa dłuższego określenia „esteraza od­
porna na działanie związków organofosforowych“ i „esteraza wrażliwa na 
działanie związków organofosforowych“. Jest rzeczą widoczną, że propo­
nowana nom enklatura jest daleka od doskonałości i nie daje możliwości 
zidentyfikowania poszczególnych esteraz występujących w różnych tkan­
kach, płynach ustrojowych i sokach trawiennych.

Osobną grupę stanow ią esterazy cholinowe. Tutaj dawniejszy podział 
na esterazy pseudocholinowe i właściwe (true) został ostatnio zastąpiony 
nom enklaturą uwzględniającą najszybciej rozkładany substrat [3, 34].
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W szystkie esterazy cholinowe są hamowane przez związki organofosforowe 
już w bardzo małym stężeniu i przez ezerynę, która jest dla nich specy­
ficznym inhibitorem.

Piśmiennictwo dotyczące esteraz soku trzustkowego jest bardzo szczu­
płe. Dotychczasowe prace przeprowadzane w  większości na całym soku 
trzustkow ym  nie dają gwarancji uchwycenia pojedynczych enzymów, 
a wskutek trudności w uzyskaniu dostatecznie dużej ilości m ateriału nie 
przeprowadzano dotąd prób oczyszczania enzymów soku trzustkowego. 
Możność częściowego oddzielenia enzymów od innych białek daje w tym  
przypadku jedynie metoda elektroforezy i przy jej pomocy udało się już 
rozdzielić i zidentyfikować kilka podstawowych typów aktywności enzy­
matycznej soku trzustkowego [5, 10, 18, 24, 27]. Elektroforeza nie daje 
oczywiście gwarancji oddzielenia wszystkich enzymów z mieszaniny, po­
nieważ w jednej frakcji białkowej może występować mieszanina kilku 
enzymów o jednakowej ruchliwości i dlatego w niniejszych badaniach za­
stosowano dodatkowo w celu dokładniejszego ich zróżnicowania różne typy 
substratów  i inhibitorów.

Na podstawie poprzednich badań [31] ustalono, że przy rozdziale elektro- 
foretycznym  białek sodu trzustkowego trzy frakcje, to jest 1, 3b i 5 hy- 
drolizują estry  kwasów organicznych. Obecnie udowodniono, że odrębną 
aktywność esterolityczną wykazuje także frakcja 2 i że frakcja 1 zawiera 
co najm niej dwa, a być może nawet trzy enzymy tego typu, posiadające 
jednakow ą ruchliwość elektroforetyczną. W wyniku przeprowadzonych 
doświadczeń, dzięki zastosowaniu różnych substratów  i inhibitorów, uzy­
skano możliwość porównania zbadanych enzymów poszczególnych frakcji 
białkowych soku trzustkowego z opisanymi w  literaturze typam i esteraz.

Frakcja 1 hydrolizuje wszystkie użyte substraty, wykazując stosun­
kowo najm niejsze powinowactwo do oliwy. Różnorodność rozkładanych 
substratów  i różnice w hamowaniu przez ezerynę i DFP wskazują na 
działanie więcej niż jednego enzymu w tej frakcji. Jednym  z działających 
enzymów jest esteraza cholinowa, hamowana całkowicie przez niewielkie 
stężenia ezeryny i DFP. Enzym ten jest odpowiedzialny za całą hydrolizę 
acetylocholiny i co najm niej część hamowanej przez oba inhibitory hy ­
drolizy octanu indoksylu, substratu wykazującego struk turalne podobień­
stwo do acetylocholiny [16]. Wiadomo, że esterazy cholinowe mogą także 
rozkładać estry fenoli [13, 34], jednakże na podstawie danych z litera tu ry  
hydroliźę estrów cholesterolu, trójglicerydów i estrów alkoholi alifatycz­
nych hamowaną przez ezerynę i DFP można przypisać, przynajm niej czę­
ściowo, odrębnej esterazie o niskiej specyficzności substratow ej, wrażliwej 
na działanie związków organofosforowych i wysoce term olabilnej. Sądząc 
z tych własności byłaby to esteraza alifatyczna (wg U nderhaya [33])
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typu B (wg Aldridge’a [1]), przypuszczalnie identyczna z esterazą chole­
sterolową [23].

Ponieważ naw et przy użyciu większych stężeń inhibitorów nie udało 
się całkowicie zahamować hydrolizy badanych substratów  z wyjątkiem  
acetylocholiny, tę niewrażliwą na działanie ezeryny i DFP aktywność 
przypisać należy odrębnem u enzymowi, który według własności można by 
zaliczyć do typu  A Aldridge’a [1] lub typu C według Bergmanna i współ­
pracowników [4]. Jest to również enzym  o małej specyficzności, podobny 
pod tym  względem do drugiej omówionej poprzednio esterazy i tylko nie- 
wrażliwością na działanie ezeryny i DFP zbliżony do aromatycznej este­
razy surowicy.

Aktywność esterolityczną frakcji 2a i 2b musi się, choćby w części, 
przypisać działaniu odrębnego enzymu, na co wskazuje zachowana aktyw ­
ność tych frakcji względem octanu p-nitrofenolu przy inaktyw acji ciepl­
nej enzymów frakcji 1. Ponieważ w tej frakcji w ystępuje samoistna 
aktywność proteolityczna [18] działanie to należy przypisać trypsynie, 
o której wiadomo, że rozkłada tego typu substraty [8 , 2 1 ].

Esteraza z frakcji 3b rozkłada tylko acetylocholinę i w słabym stopniu 
octan indoksylu i jest całkowicie hamowana przez ezerynę i DFP, nawet 
przy najm niejszym  z użytych stężeń tych inhibitorów. Jest to esteraza 
cholinowa o większej specyficzności, której dokładniejsze scharakteryzo­
wanie byłoby możliwe tylko przy użyciu innych estrów choliny.

Spośród zbadanych obecnie esteraz soku trzustkowego najłatw iejszym  
do sklasyfikowania enzymem jest esteraza z frakcji 4 i 5. Jest to niew ąt­
pliwie lipaza trzustkow a. Hydrolizuje ona w w arunkach oznaczenia tró j- 
butyrynę, oliwę, trójacetynę, maślan ety lu  i octan am ylu (w kolejności 
malejącego powinowactwa), nie rozkłada (lub tylko bardzo wolno) octanu 
p-nitrofenolu, octanu indoksylu, estrów cholesterolu i acetylocholiny i nie 
jest wrażliwa na działanie ezeryny i DFP. W szystkie te cechy pokrywają 
się z charakterystyką lipazy podaną przez innych autorów [2 , 7 , 2 2 , 23, 
25, 28, 35].

Możliwość występowania w soku trzustkowym , poza lipazą, jeszcze 
dwóch niespecyficznych esteraz i dwóch esteraz cholinowych jest ele­
mentem nowym  i tylko częściowo pokrywa się z przeprowadzonymi przez 
różnych autorów  badaniam i enzymów esterolitycznych trzustki i soku 
trzustkowego [7, 9, 12, 14, 22, 23, 29, 30, 31]. W tych przypadkach, kiedy 
enzymy w ystępują w oddzielonych frakcjach białkowych, ich odrębność 
jest oczywista, natom iast stw ierdzenie z absolutną pewnością, że esterazy
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w ystępujące we frakcji 1 są odrębnym i enzymami, byłoby możliwe tylko 
po ich rozdzieleniu i oczyszczeniu, co dotąd nie zostało przeprowadzone.

Pragniem y złożyć podziękowanie Panu Prof. dr. B. Skarżyńskiem u za 
pomoc i opiekę, które umożliwiły nam wykonanie tej pracy.

STRESZCZENIE

Zbadano hydrolizę dziesięciu różnych estrów, a mianowicie tró jbuty- 
ryny, trójacetyny, oliwy, m aślanu etylu, octanu amylu, octanu choleste­
rolu, stearynianu cholesterolu, octanu p-nitrofenolu, octanu indoksylu 
i acetylocholiny przez rozdzielone elektroforetycznie frakcje białkowe soku 
trzustkowego psa. Zbadano również wpływ  inhibitorów esteraz: ezeryny 
i kwasu dwuizopropylofluorofosfonowego na szybkość hydrolizy zastoso­
wanych estrów.

Stwierdzono możliwość w ystępowania sześciu odrębnych enzymów 
esterolitycznych zgrupowanych w czterech frakcjach białkowych. Są to: 
lipaza, dwie esterazy cholinowe, dwie esterazy niespecyficzne różniące 
się wrażliwością na działanie ezeryny i kwasu dwuizopropylofluorofosfo­
nowego i aktywność esterolityczna przypisywana trypsynie. Przedyskuto­
wano właściwości i kryteria  klasyfikacji tych enzymów w świetle aktual­
nych poglądów.
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H Y D R O L Y SIS OF C A R B O X Y L IC  EST ERS BY E ST E R A SE S DERIVED  
FROM  DOG P A N C R E A T IC  JUICE

S u m m a r y

Authors have studied hydrolysis of ten esters by various electro­
phoretic fractions of protein derived from  the dog pancreatic juice.

The following esters were tested: tribu tyrin , triacetin , olive oil, ethy l 
butyrate, amyl acetate, cholesteryl acetate, cholesteryl stearate, para- 
nitrophenyl acetate, indoxyl acetate and acetylcholine.

Authors have also studied the effect of the known esterases inhibitors, 
such as eserine and diisopropylfluorophosphate upon the rate  of hydrolysis 
of the tested esters.

The obtained results point to the  probable presence of six separate 
esterases contained in four electrophoretic fractions. The following 
enzymes were found: lipase, two cholines terases, two non-specific
esterases differing one from  another by their susceptibility towards the 
two inhibitors tested, and an esterase activity a ttribu ted  to trypsin.

Characteristics of the enzymes as wellas principles of their classification 
have been discussed w ith regard ideas on the m atter.

O trzym ano 15.12.1908 r
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MIHROMETODA OZNACZANIA ORNITYNY

Z a k ła d  B io ch em ii  Rośl in  
I n s t y tu t  B io ch em ii  i B io f i z y k i  P A N , W a r s z a w a

Van Slyke i współpracownicy [3] zauważyli, że prolina, lizyna i o rn i- 
tyna tworzą z ninhydryną w pH =  1,0 barw ny produkt, podczas gdy więk­
szość innych aminokwasów w tym  pH daje tylko nieznaczne zabarwienia.

Chinard [1] przebadał spektrofotom etrycznie barw ne produkty amino­
kwasów z ninhydryną w pH =  1,0 i stwierdził, że przy długości fali 515 m / i ,  

prolina i ornityna mogą być oznaczone ilościowo. Ze względu na in ten­
sywność zabarwienia z ninhydryną, tylko cytrulina, cysteina, lizyna i hy- 
droksvprolina uniemożliwiają oznaczenie proliny i ornityny, jeżeli obecne 
są w stężeniach m olarnych 1 0 -krotnie wyższych aniżeli te dwa wymie­
nione aminokwasy.

W ork [4] podaje, że w pH =  l,0 lub niższym, dwuam inodwukarboksy- 
lowe kwasy reagują w podobny sposób z ninhydryną; autor uważa, że 
reakcja ta może być w ykorzystana do oznaczania dwuaminopimelinowego 
kwasu pod warunkiem , że oznaczona próba nie zawiera tryptofanu, cy­
styny, ornityny, proliny i lizyny.

W niniejszej pracy opisano metodę chromatograficznego rozdziału orni­
tyny i lizyny od innych przeszkadzających aminokwasów (proliny, hydro- 
ksyproliny, cysteiny, cytruliny i tryptofanu) oraz metodę kolorym etrycz­
nego oznaczania ornityny w  obecności lizyny.

M ETO DA

Odczynniki do chrom atografii: (1) alkohol n-butylow y, (2) 25°/o roz­
twór kwasu solnego (1 cz. HC1 o c. w. 1,18 i 3 cz. wody); (3) toluen; 
(4) 0,25% roztwór ninhydryny w 96% alkoholu etylowym.

Do oznaczania kolorym etrycznego: (5) 1,5% roztwór ninhydryny. Nin- 
hydrynę rozpuszcza się w kilkunastu ml lodowatego kwasu octowego 
w tem peraturze nie przekraczającej 70° i dopełnia kwasem octowym d a
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odpowiedniej objętości. Przechow any w lodówce roztwór pozostaje trw ały 
przez kilka dni. (6 ) Mieszanina kwasu o-fosforowego o c. w. 1,75 z lodo­
w atym  kwasem octowym. 30 ml kwasu fosforowego uzupełnić w kolbie 
m iarowej do 100 ml kwasem octowym. (7) Stężony kwas solny, c. w. 1,18. 
(8 ) Chloroform destylowany. (9) 96°/o alkohol etylowy.

2 do 20 yg  ornityny przenoszono pipetami Carlsberga (5 do 100/<l)na 
bibułę W hatman 1, stosując technikę krążkową. Fazę rozw ijającą przygo­
tow ano w sposób następujący: 100 ml n-butanolu wytrząsano z 300 ml 
25%  kwasu solnego. Odrzucono fazę wodną, a do fazy alkoholowej do­
dano 25 ml toluenu i wytrząsano. Po kilku m inutach oddziela się reszta 
fazy wodnej od fazy organicznych rozpuszczalników, którą używa się po 
przesączeniu przez sączek z bibuły. Szczegółowe dane odnośnie przygo­
towania chrom atogramu opisane są w pracy Reifera i współprac. [2].

Chrom atogram y rozwijano około 48 godzin, osuszano za pomocą su­
szarki fryzjerskiej, a następnie w eksykatorze próżniowym podłączonym 
do pompy wodnej przez około 15 do 20 m inut. W celu usunięcia pozo­
stałych w bibule śladów kwasu solnego chrom atogramy przetrzym ywano 
przez kilka m inut pod kloszem w atmosferze amoniaku, którego nadm iar 
usuwano za pomocą suszarki fryzjerskiej. Chrom atogram y opryskano 
0,25% roztworem ninhydryny i wywołano przez 10 m inut w tem pera­
turze 70°. W tych warunkach rozdziału chromatograficznego spośród prze­
badanych 29 aminokwasów '), 6 posiada R F od 0,04 do 0,09. Są to oprócz 
orn ityny : lizyna, histydyna, arginina, kwas djenkolowy i cystyna. Z tych 
aminokwasów w opisanych niżej w arunkach oprócz ornityny również li­
zyna, kwas djenkolowy i cystyna tworzą z n inhydryną barw ny produkt, 
w tedy gdy znajdują się w roztworze w stężeniach kilkadziesiąt razy więk­
szych aniżeli ornityna. Inne z przeszkadzających aminokwasów (jak pro- 
lina, tryptofan, hydroksyprolina, cytrulina i cysteina) doskonale oddzie­
lają się na chromatogramie od ornityny.

Plam y z bibuły odpowiadające ornitynie, pocięte na skraw ki umiesz­
czano w probówkach 160X16 mm. Do każdej probówki dodawano pipetą 
Carslberga 0,10 ml wody, 0,05 ml mieszaniny kwasów: fosforowego i octo­
wego oraz 0,5 ml 1,5% roztworu ninhydryny. Próbę ślepą stanow iły od­
czynniki z odpowiednimi wycinkami bibuły z wywołanego chrom ato­
gram u. Próby wstawiano na 25 m inut do łaźni wodnej o temp. 80° (±  I o), 
chłodzono pod bieżącą wodą i dodawano 2 ml stężonego kwasu solnego.

J) L eucyna, tryptofan , seryna, fen y lo a la n in a , k w a s a sp arag in ow y, asparagina, 
izo leu cy n a , prolina, k w a s g lu ta m in o w y , g lu tam in a , k w a s a -a m in o m a sło w y , cytru lina , 
k w a s  d jen k o low y , m etion in a , cystein a , n orw a lin a , cystyn a , n orleu cyn a , w a lin a , hydro­
ksyp ro lin a , tyrozyna, g licyna , hom ocystyn a . treon ina, a lan ina , orn ityna , lizy n a , h isty ­
d y n a , arg in in a . ' •'

'220

http://rcin.org.pl



13] MIKROMETODA OZNACZANIA ORNITYNY 221

(Intensywność zabarwienia nie zmienia się w ciągu 2 godzin w temp. po­
niżej 4°). Następnie przenoszono zawartość probówki do lejka rozdziel­
czego o pojemości 25 ml i probówkę przepłukiwano 2 ml chloroformu. 
Chloroform przenoszono do lejka i w ytrząsano przez 1 m inutę, po czym 
barw ną fazę chloroformową przenoszono do probówki kolorym etrycznej. 
Przem ywanie probówki i w ytrząsanie w lejku powtarzano jeszcze raz 
z 2 ml chloroformu. Połączone wyciągi chloroformowe klarowano 1 ml 
96% alkoholu etylowego i mierzono wartość ekstynkcji na kolorym etrze 
Leitza przy filtrze C wobec próby ślepej.

W wyżej opisanych w arunkach do chloroformu przechodzi cały barw ­
ny produkt reakcji n inhydryny z ornityną i połowa (50—52%) produktu 
reakcji z lizyną.

Aby oznaczyć zawartość lizyny w  próbie dodaje się do fazy wodnej 
w lejku rozdzielczym, pozostałej po oznaczeniu ornityny, 2 ml wody i w y­
trząsa dwukrotnie z 2 ml chloroformu. W tych w arunkach barw ny pro­
dukt lizyny, pozostały w  roztworze wodnym przechodzi ilościowo do chlo­
roformu. Wyciąg chloroformowy klaruje się i oznacza jak wyżej.

WYNIKI

W celu porównania wyników ilościowego oznaczania ornityny i lizyny 
po rozdziale chrom atograficznym , wykonano przede wszystkim oznaczenia 
tych aminokwasów bezpośrednio z roztworów wodnych. Średnie wartości 
wyników z wielokrotnych oznaczeń równoległych, w różnych stężeniach 
aminokwasów przedstawiono w tablicy 1. Różnice między poszczególnymi 
odczytami wynosiły od 0,5 do 2% przepuszczalności. W yniki wykazują, 
że wartość ekstynkcji ornityny w granicach od 2  do 2 0  yg  i lizyny w gra­
nicach od 50 do 200 yg zgodne są z prawem  Beera i Lam berta. Przy uży­
tym  filtrze wartość ekstynkcji ornityny jest około 3 5  razy większa od 
wartości dla połowy lizyny. Tym samym obecność lizyny w próbie o rzę­
dzie stężeń ornityny nie wpływa na wyniki oznaczeń. Z drugiej strony 
procentowy rozdział produktu lizyny z n inhydryną w wyciągach chloro­
formowych I i II jest niezależny od absolutnych ilości lizyny w próbie, co 
umożliwia zastosowanie ogólnego wzoru dla obliczenia ilości ornityny 
i lizyny w mieszaninach obu aminokwasów:

lig ornityny =  (E, — E„ • 1,038) ■ =  (E, — E„ • 1,038) • 80,

Vg lizyny =  E„ . - —  =  £„ • 2899.
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T a b l i c a  1

W a rto śc i  e k s t y n k c j i  d la  o r n i t y n y  i l i z y n y  o zn a czo n y ch  b ezp o śred n io  
i z  c h ro m a to g ra m ó w  *)

Ornityna /<g Lizyna /<g
bezpośrednio z chromatogramów

Ei En Er FEli

2,0 0,0 0,0245
»

0,0000 0,0224 0,0000

5,0 0,0 0.0630 0,0000 0,0580 0,0000

10,0 0,0 0,1277 0,0000 0,1189 0,0000

20,0 0,0 0,2480 0,0000 0,2365 0,0000

0,0 50,0 0,0178 0,0165 0,0178 0,0165

0,0 100,0 0,0363 0,0350 0,0338 0,0338

0,0 200,0 0,0693 0,0693 0,0682 0,0682

2,0 50,0 0,0433 0,0178 0,0422 0,0165

2,0 100,0 0,0603 0,0338 0,0567 0,0330

5,0 100,0 0,0997 0,0353 0,0916 0,0338

10,0 100,0 0,1611 0,0353 0,1428 0,0343

* )  W artości ek styn k cji p ierw szego w yciągu  ch loroform ow ego (o rn ity n a  +  50% lizy n y ) w y­
rażon o  sym b olem  Ej , zaś w artości ek sty n k cji drugiego w yciągu  (50% lizy n y ) sym b olem  E ( ) .

gdzie: Ej =  ekstynkcja pierwszego wyciągu chloroformowego, k tóry za­
w iera całą ornitynę i połowę lizyny,

En =  ekstynkcja drugiego wyciągu chloroformowego, który zawiera 
drugą połowę lizyny.

Jak  widać w tablicy 1 wartości ekstynkcji dla oznaczeń ornityny 
i w nieznacznym stopniu dla lizyny, wykonanych z chromatogramów, są 
niższe od wartości oznaczeń bezpośrednich. Różnice te wynoszą około 7°/or 
zostały one uwzględnione w  skorygowanych wzorach dla oznaczeń orni­
tyny  i lizyny z chromatogramów:

/ig ornityny =  fE, — E„ ■ 1,036) • ~  =  (E, -  E„ • 1,036) • 86,2,
J , l b

^  l.zyny =  £ „ • + ! +  =  £ „ . 3003.

W tablicy 2 umieszczone są wartości ekstynkcji aminokwasów o R F 
zbliżonym do ornityny. Jak  widać aminokwasy te dają barw ę z ninhydryną 
dopiero w  stężeniach w ielokrotnie wyższych od ornityny. W tablicy 3 
umieszczone są wyniki oznaczeń ornityny w obecności 2 0 -krotnie wyższych 
stężeń argininy, histydyny i kwasu djenkolowego, bez chrom atografowania. 
Z wym ienionych aminokwasów jedynie histydyna w większych stężeniach

[4J
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T a b l i c a  2

W artośc i  e k s t y n k c j i  d la  ró ż n y ch  s tę że ń  a m in o k w a s ó w  o R F z b l i ż o n y m  do  o r n i t y n y

Aminokwas
Dano
(,«g) El

50 0,0000

100 0,0000

arginina 250 0,0000

500 0,0021

1000 0,0043

25 0,0000

50 0,0021

kwas djenkolowy 100 0,0043

250 0,0111

500 0,0224

cystyna
100 0,0064

500 0,0630

50 0,0000

histydyna 100 0,0000

500 0,0043

T a b l i c a  3

O z n a c ze n ie  o r n i ty n y  w  obecnośc i  a m in o k w a s ó w  o R f  z b l i ż o n y m  do o rn i ty n y  
(b e z  ch ro m a to g ra fo w a n ia )

Dodatek Ej ornityny 5 ¡zg

— 0,0630

arginina 100 {zg 0,0630

cystyna 100 ¡zg 0,0630

kwas djenkolowy 100 ¡zg 0,0656

histydyna 25 ¡zg 0,0656

histydyna 50 ¡zg 0,0705

histydyna 75 [zg 0,0730

histydyna 100 [zg 0,0755

przeszkadza w oznaczeniu ornityny, mimo że sama w opisanych w arun­
kach nie barwi się z n inhydryną nawet w ilości 500 yg w  badanej próbie. 

Ze znanych związków poza przebadanymi aminokwasami jedynie jeszcze
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2 24  I- REIFER i L. BURACZEWSKA [6]

hydroksylizyna i kwasy dwuaminodwukarboksylowe mogą występować 
w m ateriale roślinnym  i wpływać niekorzystnie na oznaczanie ornityny. 
W pływ tych aminokwasów nie był przez nas badany, ponieważ związki 
te nie były nam dostępne.

Zastosowanie metody do oznaczania ornityny w  materiale roślinnym

Opracowaną metodę zastosowano do oznaczania ornityny w m ateriale 
roślinnym. W tym  celu chromatografowano wyciągi m ateriału  roślinnego 
bez dodatku i z dodatkiem znanych ilości ornityny. Wyciąg przygotowano 
w sposób następujący: 5 g  kiełków grochu, lub źdźbeł życicy trw ałej roz­
cierano w moździerzu 3-krotnie z około 15 ml 96°/o alkoholu etylowego, 
każdorazowo odwirowując przez 5 min. przy 6000 obr. min. Z połączo­
nych płynów znad osadu odparowano alkohol pod zmniejszonym ciśnie-

T a b l i c a  4

O zn a c ze n ie  o rn i ty n y  i w y k r y w a n i e  d o d a n e j  o r n i t y n y  w  w y c ią g a ch  ro ś l in n ych  
po  ro zd z ia le  c h ro m a to g ra f ic z n y m

Materiał roślinny mg
dodano
ornityny

."8
Ei pt u

wykryto
ornityny

«g

wykryto
lizyny

g g

kiełki grochu

50 — 0,0294 0,0111 1,5 33

100 — 0,0580 0,0245 2,9 73

50 2 0,0531 0,0132 3,4 39

50 5 0,0888 0,0132 6,5 39

50 10 0,1459 0,0132 11,4 39

50 0,0111 0,0064 0,4 19

100 0,0224 0,0111 0,9 33

źdźbła życicy 50 2 0,0363 0,0086 2,4 25

50 5 0,0705 0,0086 5,3 25

50 10 0,1338 0,0086 10,7 25

niem  w temp. 50 do 55°. Pozostałość przenoszono do 10 ml wody i w iro­
wano przez 10 m inut przy 6000 obr. min. O trzym any płyn nanoszono na 
bibułę w ilościach odpowiadających 50 i 100 mg świeżej masy. W yniki 
analiz po chrom atografii, zebrane w tablicy 4, w ykazują wyraźnie, że kiełki 
grochu oraz źdźbła życicy zawierają bardzo małe ilości ornityny, a do­
daną ornitynę odnajduje się ilościowo.

Opisana metoda nadaje się do identyfikacji i ilościowego oznaczania 
ornityny w m ateriale roślinnym, jeżeli ilość jej w badanej próbie wynosi.
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powyżej 2 /ng. A  więc stężenie orn ityny  w m ateriale roślinnym  musi w y­
nosić powyżej 2  mg°/o w  świeżej masie, ponieważ nakraplanie nadm ier­
nych ilości wyciągu roślinnego uniemożliwia prawidłowy rozdział chro­
m atograficzny aminokwasów.

STRESZCZENIE

Opisano metodę oznaczania orn ityny  w  czystych roztworach, jak rów ­
nież w mieszaninie z innymi aminokwasami. Metoda polega na oddzie­
leniu ornityny od przeszkadzających aminokwasów przy pomocy rozdziel­
czej chrom atografii bibułowej i jej kolorym etrycznym  oznaczaniu z n in­
hydryną w  kwaśnym  środowisku. Lizyna jest jedynym  aminokwasem, 
k tóry  nie oddziela się od ornityny chrom atograficznie i barw i z ninhydryną 
w opisanych w arunkach. Oznaczenie ornityny w  obecności lizyny polega 
na ekstrakcji do chloroform u barw nych produktów obydwu aminokwasów 
z ninhydryną z kwaśnych roztworów.

Opisana m etoda nadaje się do oznaczania ornityny w m ateriale ro­
ślinnym , jeżeli w ystępuje ona w stężeniach powyżej 2 mg%.
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A  M ICR O M ETH O D FOR TH E D E T E R M IN A T IO N  OF O R N IT H IN E

S u m m a r y

A method for the determ ination of ornithine in presence of other 
aminoacids has been described. The m ethod depends upon partition of 
ornithine from  other interfering aminoacids by means of paper chro­
m atography, followed by the colorimetric determ ination of the aminoacid 
w ith ninhydrine. Some aminoacids such as arginine, cystine and djenkolic 
acid w ith rates of flow similar to the R r of orn ith ine do not in terfere w ith 
the determ ination even if present in quantities am ounting to 50 times the 
m olar concentration of ornithine. Lysine is the only aminoacid investi­
gated which could not be chrom atographically partitioned from ornithine 
and which gives a coloured product w ith ninhydrine if present in molar 
concentration 25 tim es bigger than ornithine. The described m ethod
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perm itting  the determ anation of ornithine in presence of lysine is based 
upon the extraction of the coloured products of both amino acids into 
chloroform  from acid media.

The method has been adapted for the determ ination of ornithine in 
p lan t m aterial and yields satisfactory results providing the concentration 
o f ornithine in the investigated sample is no less than 2 mg°/o on fresh 
w eight basis.

O trzym ano 8.1.1969 r.
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I. REIFER i L. BURACZEWSKA

¡ENZYMY I SUBSTRATY CYKLU ORNITYNOWEGO W ŻYCICY 
TRWAŁEJ (L O L IU M  P E R E N N E )

Z a k ła d  B io ch em ii  Roślin  

In s t y tu t  B io ch em ii  i B io f i z y k i  P A N , W a r s z a w a

Obecność enzymów i substratów  cyklu ornitynowego w m ateriale ro­
ślinnym  została stwierdzona przez wielu badaczy (patrz Reifer i B ura- 
czewska [8 ]). W ostatnich latach przyjm uje się, że przem iany cyklu orni­
tynowego przebiegają w zielonych roślinach podobnie jak  w tkance zwie­
rzęcej .

W niniejszej pracy podano wyniki przemian dwuzasadowych amino­
kwasów cyklu ornitynowego w życicy trw ałej. Do m ateriału  roślinnego 
wprowadzano znaczne ilości tych aminokwasów (do 500 mg na 1 0 0  g świe­
żej masy) i po upływie 4 godzin oznaczano ilościowo zawartość ornityny, 
cytruliny, argininy i mocznika w doświadczalnym m ateriale.

MATERIAŁ DOŚW IADCZALNY I METODY

Nasiona życicy trw ałej wysiewano w krystalizatorach na ziemi kom­
postowej. Rośliny hodowano przez 17 do 26 dni w słonecznym miejscu. 
Sześciogramowe naważki nadziemnych części roślin, odciętych około 1 cm 
nad powierzchnią ziemi, pozostawiano na bibule przez 1 godzinę. W tym  

•czasie źdźbła traciły  znaczne ilości wody, co umożliwiło szybsze wchła­
nianie podawanych aminokwasów. Następnie źdźbła zanurzano w zlew­
kach odciętymi końcami (do wysokości około 3 cm) w  5 ml 0,3 lub l,5°/o 
roztworu: ornityny, cytruliny, argininy względnie mocznika. Próbę kon­
trolną zanurzano w wodzie destylowanej. Transpirację przyspieszano 
umieszczając próby w term ostacie z w entylacją w tem peraturze 30° na 
3 godziny. W tym  czasie każda próba o masie 6 g w chłaniała około 2 ml 
roztworu. Po dokładnym  opłukaniu źdźbeł w wodzie destylowanej ozna­
czano pozostały, n ie wchłonięty nadm iar substratu . Źdźbła osuszano bi­
bułą i próbę rozważano na dwie równe części dla wykonania oznaczeń

•7 [227]
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równoległych. Po upływie jednej godziny od w yjęcia z roztworu, źdźbła, 
pocięte na skraw ki o długości około 1 cm, gotowano w około 5 ml wody 
przez 5 m inut w celu zinaktywowania enzymów. M ateriał roślinny do­
kładnie rozcierano w moździerzu i przenoszono do kolbki miarowej, uzu­
pełniając wodą do 25 ml. Zawiesinę sączono przez gazę i wirowano przez 
10 m inut na wirówce typu Sorvall przy 7000 g. W odwirowanym  wyciągu 
oznaczano ornitynę i mocznik, a po odbiałczeniu wyciągu wodorotlenkiem  
kadmu, wg metody Fujita  i Iwatake [3], oznaczano cytrulinę i argininę.

O rnitynę oznaczano m etodą Reifera i Buraczewskiej [9]. W tym  celu 
0 , 5  m l wyciągu odparowano w probówce na łaźni wodnej w  1 0 0 °, a po­
zostałość rozpuszczano w 0,1 ml 70°/o alkoholu etylowego i nakraplano na 
chrom atogram. W celu dokładnego wymycia probówki czynność tę pow ta­
rzano jeszcze dwukrotnie.

Cytrulinę oznaczano m etodą Łazariewa w m odyfikacji Kleczkowskie­
go [4], Argininę oznaczano przy pomocy m etody Ceriotti i Spandrio [1], 
stosując 0,3°/o roztwór podbrominu. Obecność znacznych ilości mocznika 
przeszkadza w oznaczaniu argininy tą metodą. Z tej przyczyny otrzym ane 
wyciągi z roślin wzbogaconych mocznikiem alkalizowano do pH 7,6—8,0 
i przepuszczano przez kolumnę z Decalso (wymiar 5 X 100 mm). Kolum nę 
następnie przemywano 25 ml wody destylowanej, aby wym yć z niej mocz­
nik. A rgininę eluowano 25 ml 10% NaCl i oznaczano jak wyżej. 10% N aCl 
jednocześnie regeneruje jonit i przemycie kolum ny wodą destylowaną 
umożliwia jej kolejne użytkowanie.

Mocznik oznaczano metodą dyfuzyjną Conwaya [2] w 2 ml wyciągu.

WYNIKI DOŚW IADCZEŃ

W yniki z analiz przedstawiono w mg%  świeżej masy roślin. Podane 
wartości liczbowe są średnim i 4 oznaczeń w ykonanych na 2 próbach 
równoległych.

Źdźbła wzbogacone ornityną
Doświadczenia wykonano z roślinami 22- i 25-dniowymi. 6 g źdźbeł 

pobrało średnio z 5 ml 0,3% roztworu około 7 mg, a z roztw oru 1,5% 
około 25 mg ornityny. W źdźbłach w ykryto tylko od 34—39% pobranej 
ornityny, reszta uległa przem ianie do innych związków. W yniki podano 
w tablicy 1 .

Zawartość cytruliny w źdźbłach karm ionych ornityną zwiększyła się 
około dw ukrotnie z 2,1 m g%  na 4,1 m g%  w przypadku wzbogacenia 0,3% 
roztworem  ornityny, a około czterokrotnie z 2,1 m g%  na średnio 7,8 mg%  
w przypadku wzbogacenia 1,5% roztworem  ornityny. Zawartość argininy 
zwiększyła się odpowiednio z 4,3 m g%  na 5,4 m g% , względnie z 4,3 mg%.
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na 6 ,6  mg°/o. W źdźbłach dokarm ianych ornityną przyrostu mocznika nie 
stwierdzono.

T a b l i c a  1
Z a w a r to ś ć  o rn i ty n y ,  c y tru lin y ,  a rg in in y  i m o czn ik a  w  źd ź b ła c h  ży c ic y  

w z b o g a c a n y c h  o rn ityną

j 
wi

ek
 

ro
śl

in
 

| 
(d

ni
)

mg% w świeżej masie
ornityny cytruliny argininy N-mocznika

kon­
trola

wzbogacone
ornityną kon­

trola

wzbogacone
ornityną kon­

trola

wzbogacone
ornityną kon­

trola

wzbogacone
ornityną

0,3% | 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% 1,5%

22 ślady 39,5 160,2 2,1 4,3 8,1 4,1 5,2 6,3 0,68 0,69 0,68

25 9 9 41,6 ! 166,6 2,1 4,4 7,5 4,4 5,7 6,8 0,73 0,74 0,76

Źdźbła wzbogacone cytruliną
Również w tym  przypadku źdźbła pobrały znaczne ilości aminokwasu: 

z roztworu. Na przykład, z 5 ml 0,3% roztworu średnio 7,25 mg, nato­
m iast z 1,5% roztworu od 25—35 mg cytruliny. Cytruliną ulega również 
szybkiej przemianie, bo tylko 30— 32% ilości pobranej znaleziono 
w źdźbłach. Jak widać w tablicy 2 w źdźbłach wzbogaconych cytruliną w y-

T a b l i c a  2

Z a w a r to ś ć  o rn i ty n y ,  c y tru l in y ,  a rg in in y  i m o czn ik a  w  źd ź b ła c h  ży c ic y  
w zb o g a c a n y c h  c y tru l in ą

mg% w świeżej masie

c ornityny cytruliny argininy N-mocznika

o
kon­
trola

wzbogacone
cytruliną kon­

trola

wzbogacone
cytruliną kon­

trola

wzbogacone
cytruliną kon­

trola

wzbogacone
cytruliną

•5 3 0,3% 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% 1,5%

2 1
ślady 3,0 7,3 2,2 — 118,7 4,2 — 6,8 0,87 — 0,87

22 , , 2,1 6,7 2,2 43,7 145,8 4,1 5,1 6,3 0,78 — 0,78

26 2,2 6,7 2,0 37,1 144,3 4,2 5,2 6,7 0,95 0,90 0,95

kryto znaczne ilości ornityny. Przyrost argininy wynosi podobnie jak  
w przypadku wzbogacania ornityną od 1,1 do 2,4 mg%. Przyrostu mocz­
nika nie wykryto.

Źdźbła wzbogacane argininą
Pobrane ilości argininy z roztworów, jak  też szybkość jej przem iany 

w źdźbłach -były tego samego rzędu co w  przypadku wzbogacania orni­
tyną, czy cytruliną.
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Jak  widać z zestawionych wyników w tablicy 3, w źdźbłach wzboga­
canych argininą w ykryw a się znaczne ilości ornityny oraz ponad dw u­
krotny przyrost mocznika. Zawartość cytruliny zwiększyła się średnio 
z 2,1 mg°/o na 3,2 mg%  w przypadku wzbogacania l,5°/o roztworem  argi­
niny.

T a b l i c a  3

Z a w a r to ść  o rn i tyn y ,  c y tru l in y ,  a rg in in y  i m o c z n ik a  w  źd ź b ła c h  ży c ic y
w z b o g a c a n y c h  argininą

wi
ek

 
ro

śl
in

 
(d

ni
)

mg% w świeżej masie

ornityny cytruliny argininy N-mocznika

kon­
trola

wzbogacone
argininą kon­

trola

wzbogacone
argininą kon­

trola

wzbogacone
argininą kon­

trola

wzbogacone
argininą

0,3% 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% : 1,5%

17 ślady 1,8 6,3 2,1 2,2 3,0 4,3 28,7 136,7 0,82 — 2,24

21 ,, 2,3 7,9 2,2 2,3 3,6 4,2 33,6 136,5 0,87 1,35 2,04

22 , , — 7,4 2,2 — 3,0 4,1 61,6 199,5 0,78 1,20 1,57

Żdźbla wzbogacane m ocznikiem
Z 0,3% roztworu źdźbła pobrały średnio 6,5 mg mocznika, a z 1,5% 

średnio 30 mg. Pobrany mocznik ulegał szybkiej przem ianie, gdyż znaj­
dowano tylko od 40— 50% ilości pobranej z roztworów.

T a b l i c a  4

Z a w a r to ść  o rn i ty n y ,  c y tru ł in y ,  a rg in in y  i m o c z n ik a  w  ź d ź b ła c h  ży c ic y  
w zb o g a c a n y c h  m o c z n ik ie m

wi
ek

 
ro

śl
in

 
(d

ni
)

mg% w świeżej masie

ornityny cytruliny argininy N-mocznika

kon­
trola

wzbogacone
mocznikiem kon­

trola

wzbogacone
mocznikiem kon­

trola

wzbogacone
mocznikiem kon­

trola

wzbogacone
mocznikiem

0,3% | 1,5% 0,3% j 1,5% 0,3% 1,5% 0,3% 1,5%

17 ślady ślady ślady 2,2 2,2 2,2 4,2 4,2 4,2 0,87 19,73 101,61

21 , , , , , , 2,1 2,1 2,2 4,1 4,2 4,2 0,81 25,08 142,91

22 „ , , 2,2 2,2 2,2 4,1 4,1 4,1 0,90 22,62 130,20

Wyniki przedstawione w tablicy 4 wskazują zgodnie z przew idyw ania­
mi, że azot mocznika nie wpływa na ilość aminokwasów cyklu ornityno- 
wego. Natomiast z analiz chrom atograficznych w układzie fenol-woda 
stwierdzono w yraźny przyrost asparaginy i glutam iny, zwłaszcza 
w  źdźbłach wzbogaconych mocznikiem z 1,5% roztworu.
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DYSKUSJA

Źdźbła życicy trw ałej pobierają z roztworów w krótkich okresach 
czasu znaczne ilości ornityny, cy tru liny  względnie argininy. Z roztworu 
zawierającego 0,3°/o aminokwasu 100 g rośliny w ciągu 3 godzin pobiera 
około 120 mg, a z roztworu zawierającego 1,5% aminokwasu około 500 mg. 
Przem iana w roślinie pobranych aminokwasów odbywa się bardzo szybko 
i po 4 godz., od początku wprowadzania wykrywano zaledwie 30—40%  
w niezmienionym stanie. W prowadzony do rośliny którykolwiek z trzech 
aminokwasów cyklu ornitynowego ulega w pewnym  stopniu przemianie 
do pozostałych dwóch. I tak rośliny pobierając z 1 ,5 %  roztworu ornitynę 
w ykazują przyrost cytruliny wynoszący średnio 5,7 m g%  i argininy około
2,4 m g% . Podobnie rośliny po wprowadzeniu cytruliny w ykazują przyrost 
około 2,4 m g%  argininy i około 6 m g%  ornityny. Wreszcie rośliny wzbo­
gacane argininą zawierają około 1 m g%  więcej cytruliny, około 7  m g%  
więcej ornityny oraz średnio 1 , 2  m g%  więcej azotu mocznika, aniżeli 
rośliny kontrolne. Przyrost mocznika z argininy wskazuje na obecność 
arginazy w  życicy trw ałej.

Z naszej pracy o enzymach cyklu ornitynowego w kiełkach grochu [8 ] 
wynika, że rośliny wyższe posiadają komplet enzymów katalizujących 
reakcje tego cyklu. W niniejszej pracy stwierdzono występowanie cyklu 
ornitynowego w życicy trw ałej i dzięki opracowanej metodzie zdołano 
rozszerzyć badania obejmujące oznaczenie ornityny w m ateriale roślin­
nym. Należy podkreślić, że działanie cyklu ornitynowego w  roślinach wyż­
szych nie wyklucza możliwości reakcji przebiegających w kierunku prze­
ciwnym, a mianowicie hydrolizy argininy do cytruliny przy pomocy dwu- 
hydrolazy argininowej, jak wykazali Oginsky i Gehrig [5]; biosyntezy 
cytruliny z argininy poprzez kwas argininobursztynowy, na co wskazują 
Ratner i Petraćk [6]; względnie rozkład cytruliny do ornityny w obecności 
karbam ylotransferazy ornitynowej, jak dowiódł Reichard [7].

Aktywność enzymów katalizujących biosyntezę argininy w życicy jest 
czynnikiem  ograniczającym szybkość reakcji, ponieważ poziom argininy 
jest niezależny od zawartości cytruliny w m ateriale roślinnym. P rzyrost 
zawartości argininy wynosi około 2,4 mg na 100 g niezależnie od tego, czy 
roślina zawiera 150 mg%, czy też tylko 8 m g%  cytruliny (Tabl. 2 i 1). Po­
dobnie przedstawia się kataliza hydrolizy argininy do ornityny, której 
przyrost wynosi około 7 mg%, mimo że w jednym  przypadku rośliny za­
w ierały 150 m g%  a w drugim  7 m g%  argininy (Tabl. 3 i 2). Natomiast 
biosynteza cytruliny zależy prawdopodobnie od stężenia substratu, po­
nieważ źdźbła życicy trw ałej zawierające około 160 m g%  ornityny w y­
kazały przyrost cytruliny około 6 m g% , natom iast w źdźbłach zawiera­
jących 7 m g%  ornityny przyrost ten wynosił zaledwie 1 m g%  (Tabl. 1 i 3).
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Obecność enzymów cyklu ornitynowego w badanym  m ateriale potw ier­
dza dodatkowo przyrost mocznika w źdźbłach wzbogacanych argininą. 
Zgodnie z naszymi badaniami nad kiełkami grochu, rośliny wzbogacane 
ornityną, lub cytruliną nie wykazały przyrostu mocznika, ponieważ nie­
znaczne ilości argininy i w ynikające z jej hydrolizy małe ilości mocznika 
ulegały przypuszczalnie szybkiemu rozkładowi przy pomocy ureazy, pow­
szechnie obecnej w m ateriale roślinnym.

STRESZCZENIE

Przedstawiono wyniki ilościowych badań nad przem ianą aminokwasów 
cyklu ornitynowego w źdźbłach życicy trw ałej (Lolium perenne), które 
wzbogacano ornityną, cytruliną, argininą, względnie mocznikiem. Źdźbła 
traw y w ciągu 3 godzin pobierały z 0,3°/o roztworu aminokwasu około 
120 mg substratu, a z l,5°/o roztworu około 500 mg substratu na 100 g 
świeżej masy. Stwierdzono, że w ciągu 4 godzin pobrane aminokwasy ule­
gały przemianie w 60— 70°/o. W wyniku przem iany ornityny stwierdzono 
syntezę cytruliny i argininy; z cytruliny powstawała arginina i ornityną, 
natom iast wprowadzona do rośliny arginina ulegała hydrolizie do ornityny 
i mocznika oraz przemianie do cytruliny.

Źdźbła życicy trw ałej zawierają enzymy katalizujące wybiórczo prze­
m ianę wszystkich trzech wym ienionych aminokwasów, jak też arginazę, 
która katalizuje hydrolizę argininy do ornityny i mocznika. Tym samym 
źdźbła życicy, podobnie jak kiełki grochu posiadają komplet enzymów ka­
talizujących przemianę cyklu ornitynowego.
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SU B ST R A T E S A N D  ENZY M ES OF TH E O R N IT H IN E  CYCLE IN  P E R E N N IA L  
R Y E G R A SS ( L O L IU M  P E R E N N E )

S u m m a r y

Ornithine, citrulline and arginine, respectively, w ere introduced into 
the blades of perennial ryegrass. These amino acids were rapidly absorbed 
into the  p lant m aterial. 60—70% of the amino acids w ere metabolised 
w ith in  the period of 4 hours. The introduction of ornithine led to partial 
synthesis of citrulline and arginine; blades enriched w ith citrulline have 
shown m arked increases of ornith ine and arginine, whereas arginine was 
m etabolised to citrulline as well as hydrolised to ornithine and urea.

It was proved that perennial ryegrass contains all enzymes catalising 
the interconversion of the three named amino acids, as well as active 
arginase which caused the hydrolysis of arginine into ornithine and urea.

O trzym ano 8.1.59 r.
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ZOFIA TRAMER and D. SHUGAR  

STUDIES ON PHENOLIC HYDROXYL BINDING IN PROTEINS

In s t y tu t  B io ch em ii  i  B io f i z y k i  P A N , W a r s z a w a

The m arked spectral red-shift and increase in extinction coefficient, 
accompanying the dissociation of the phenolic hydroxyl groups of tyrosine, 
has been used extensively as a tool for the study of the ionization of these 
groups in polypeptides by spectral procedures [2, 6 , 31] which make 
possible relatively accurate titrations in highly alkaline media. In terest 
in such m easurem ents has been fu rther stim ulated by the observation that 
it is possible, by means of this technique, to differentiate between “free” 
and “bound” phenolic hydroxyls (see ref. [2 ] for review) and this has 
now been done for a variety  of proteins including, amongst others, 
insulin [6 ], ovalbumin [6 ], lysozyme [9], ribonuclease [31, 36], desoxy- 
ribonuclease [33].

The suggestion originally advanoed by Cramm er and Neuberger [6 ], 
th a t the failure of most of the phenolic groups of ovalbumin to dissociate 
a t pH values below 13 is due to hydrogen bonding of these groups to 
carboxylate acceptors, has gained wide support in its application to other 
proteins. However, while hydrogen bonding m ay be a possible mechanism 
in some instances, evidence has accum ulated more recently to show that 
its application is not as universal as h itherto  assumed [18, 20, 32, 34, 36].

In previous studies on the kinetics of heat inactivation of lysozyme [34] 
and ribonuclease [1 0 , 1 1 ] it was found that the therm odynam ic constants 
for the inactivation process were of the same order of m agnitude as for 
ordinary chemical reactions. These results were in terpreted  an indicating 
th a t hydrogen bonding was not an im portant factor in the m aintenance 
of the native configuration of the molecules necessary for enzymatic 
activity, in agreem ent w ith analogous conclusions arrived at independently 
on the basis of other experim ental findings [5, 18, 26]. Subsequent studies 
showed that the isotope effect for inactivation in light and heavy w ater

k// ko ~  1
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as would be expected from  the above results. Since, however, both 
spectral data [31, 36] and deuterium  exchange [17] indicate the presence 
in ribonuclease of labile bonds, it became of interest to determ ine w hether 
the lability of such bonds becomes evident during the course of heat 
inactivation.

We have therefore investigated the effect of various treatm ents on the 
liberation of phenolic hydroxyl groups in ribonuclease, ovalbum in and 
bovine serum  albumin. A few m easurem ents have also been m ade on 
several other proteins for com parative purposes.

Since hydrogen bonding involving phenolic groups has also been po­
stulated in a num ber of proteins on the basis of secondary spectral m odi­
fications in acid medium [7, 12, 13, 21, 28, 29, 30] we have devoted some
attention to this question as well.

Materials

The ribonuclease preparations included one from Light, several 
W orthington samples and one Arm our preparation, for the la tte r of which 
we are indebted to Drs. L. Ledoux and F. Vanderhaege. These preparations 
were not uniform  as regards ratio  of m aximum  to m inimum  extinction 
coefficients (cf. ref. [31]), or of background absorption above 310 m y  but 
this proved to be w ithout m arked influence on the results obtained. 
Ovalbumin was prepared according to Kekwick and Cannan [19] and re ­
crystallized 5 times. Pepsin was a W orthington preparation; chym otrypsin 
was obtained from Sigma and bovine serum  albumin from Light. Insulin 
was a product of the  W arsaw Serum  and Vaccine P lant (provided through 
the courtesy of T. Spasowicz) and gave results practically identical to 
those of an Eli Lilly sample kindly provided by Dr. E. Fredericq. The 
/M actoglobulin was prepared according to the procedure of Palm er [23].

Oxidized proteins were prepared as described by Hirs, Stein and
Moore [15] for ribonuclease, w ith  the exception that for ovalbumin and 
bovine serum  album in the tim e of reaction was held to 30 m inutes, for 
reasons given below; while for insulin the procedure of Sanger [27] was 
used. The reduced bovine serum  album in was prepared according to Bie- 
licer et al. [4],

Experim ental

Protein samples were heated in a Hoeppler ultratherm ostat, using 
small glass-stoppered tubes to avoid losses by evaporation. Suitable dilu­
tions of HC1 and NaOH, as well as phosphate buffers, w ere used for
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adjustm ent of pH which was measured by means of the  glass electrode, 
using a Radiometer pH meter.

Most spectral m easurem ents were made with a Unicam spectrophoto­
m eter. A Hilger instrum ent was used for the direct m easurem ent of dif­
ference spectra, but in every instance the results were checked by norm al 
.spectrophotometry of the solutions under study, from  which the dif­
ference spectra were also obtained by substraction (cf. W etlauffer, Edsall 
and  Hollingworth [40]). ,

RESULTS

Ribonuclease

Fig. 1 illustrates the effect of heating on a solution of RN-ase, 0.5 mg./ml. 
a t  pH 7.8 and 80°. At the concentration used, heating at this pH resulted 
in the form ation of a slight turbidity  
w ith a resultant sm all increase in 
extinction, as shown by curve k '; 
however, the accompanying small 
.shift of the m aximum  to the violet 
as a result of heating is a real one 
(since it remains following removal 
■of the turb id ity  by centrifugation) 
and is already indicative of some 
modification in binding of the phe­
nolic groups (cf. ref. [29]); a similar 
shift is observed in the  spectrum  of 
pepsin in the presense of 8 m  

urea [24], Alkalization of the heated 
solutions results in the complete dis­
appearance of the turbidity , as might 
be expected. A djustm ent of the pH 
to 1 2  following heating for different 
tim e intervals demonstrates a step- 
wise release of bound phenolic 
groups, which ceases after 30 minutes 
heating. Curve 6 is that obtained by 
ad justm ent of the pH of an un­
heated control solution to pH 13.

N o t e :  A ctu a lly  a ll “fr e e ” p h en o lic  groups in r ib on u clease  are not fu lly
d isso c ia te d  at pH  12; th is  occurs o n ly  a t abou t pH  12.2 [3il]. H o w ev er  pH  12 is  a m ore  
c o n v e n ie n t  referen ce  po in t for th is  purpose and  is used  through out th is  w ork . A n

A (mpi )-------

Fig. 1. E ffect o f h eatin g  R N -ase
(0.5 mg. m l.) at pH 7.8 and 80° on d is­

soc ia tion  o f p h en o lic  groups:
k -  — unheated

pH 7.8
k '  — follow ing 30 m in. heating

■ 1 — unheated
2 — after 5 m in. heating

pH 12.0 3 — 10 „
i  — 20 „
5 — 30—50

pH 13.0 6 — unheated
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The ex ten t of liberation of phenolic hydroxyls was estim ated quan ti­
tatively from the increase in extinction in the range 285—300 m/u following 
alkalization to pH 12. Fig. 2 exhibits the course of this increase w ith  
time of heating, and corresponds fairly  closely to the course of enzym atic

inactivation by heat under the- 
same conditions [10, 11]. If we 
accept the curve at pH 13 of an 
unheated solution (curve 6 in Fig. 1) 
to represent the complete dis­
sociation of phenolic groups, then  
curve 5 (Fig. 1) suggests that, foll­
owing complete heat inactivation,. 
1 0 %  of these groups are still
bound, and this was our initial 
conclusion [38]. However the fact 
that, in the neighbourhood of
270—280 my, curve 6 is far re­
moved from the isosbestic points 
is clearly evidence that alkaline- 
dénaturation has occur red [31], and 

it appears to us that the resulting extraneous absorption may extend to 
a small extent to the wavelength region above 285 m// where extinctions 
are used for estimation of tyrosine dissociation. That this may be the 
case is fu rther indicated by the fact that the difference in extinction
betw een curves k' and 5 corresponds to a tyrosine content of 6 residues,,
as found chemically by Hirs, Stein and Moore [16].

It will be noted that the alkaline curves of the heated solutions pass 
fairly  closely through the isosbestic points; the small divergences evident 
in the figure testify, most probably, to the occurrence of more drastic 
changes than m erely liberation of phenolic groups as a result of heating.

A ttention should also be drawn to the fact that the ra te  of release of 
phenolic groups was found also to correspond to the rate  of heat in ­
activation of the enzyme [1 0 , 1 1 ] not only in alkaline, but in acid m edium  
as well.

It was not found possible to do a complete reversible titra tion  curve 
on heated RN-ase since, following alkalization, subsequent acidification 
resulted in the appearance of tu rb id ity  at about pH 10.7 which made 
accurate spectral m easurem ents to the acid side of pH 10.7 doubtful. 
However, from  the forw ard titration  curve, as well as from Fig. 1, it is

a d d itio n a l ad v a n ta g e  o f u sin g  pH  12 a s a referen ce  p o in t is th a t t im e-d ep en d e n t  
ch a n ges in  absprption  d u e to  a lk a lin e  d én atu ration  at s lig h tly  h igh er pH  v a lu es-  
[31, 36], w h ic h  w o u ld  co m p lica te  m easu rem en ts, are avo ided .

Fig. 2. P ercen tage  o f p h en o lic  groups in  
R N -a se  d isso cia tin g  fo llo w in g  h eatin g  for  
g iven  periods (abscissa) at 80°. C on d ition s  

as in  F ig. 1

[41
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clear that the  apparent pK of the phenolic hydroxyls in heat-inactivated 
RN-ase is about 10.4. It is of in terest to compare this w ith  insulin in which, 
although none of the phenolic groups are bound as in RN-ase [6 ], yet the 
apparent pK is quite high, about 11.2. Heating of an insulin solution for 
3 hours a t pH 3.7 and 83°, under which conditions about 50°/o inactivation 
of hormone activ ity  occurs [2 2 ], did not modify either the nature of the 
titra tion  curve nor the  apparent pK of the phenolic hydroxyls.

Ovalbumin

Fig. 3 exhibits the analogous results for ovalbumin following heating 
a t  pH 7.8 and 75°. In this case, however, there is a significant difference 
in  behaviour from  that for RN-ase, in tha t liberation of phenolic groups

4 (my) -
F ig. 3. D issocia tion  o f p h en o lic  groups in  o v ­
a lb u m in  fo llo w in g  h ea tin g  a t 75°; 1 m g./m l. 

pH 7.4, u n b u ffered :

pH 7•3 I k  — unheated
( k '  — heated 20 m in.

1 — unheated
2 — heated 2 m in.
3 — „ 6—10 m in.

( 4 — „ 20—30 „
pH 12.0 5 — unheated

pH 12.0

by heating either at 75° or 85° ceases when only 70°/o of the phenolic 
hydroxyls are free. It will also be observed from  the figure that for this
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protein there is little extraneous absorption in unheated solutions brought 
to pH 13, so that we may accept w ith a fair degree of confidence that 
30°/o of the phenolic groups do not freely dissociate following heat dé­
naturation. Although we have made no system atic m easurem ents of the- 
ra te  of liberation of phenolic groups w ith tem perature, our observations 
for ovalbum in indicate tha t the dependence is quite high and that the  
resu ltan t activation energy for this reaction m ust therefore also be high, 
in accordance w ith the known high activation energy for ovalbumin dé­
naturation, using coagulation as a criterion of dénaturation [35].

We have found that, if a solution of native ovalbum in is brought to- 
pH 13 and then back to pH 12, the resulting absorption spectrum  at the  
la tte r pH corresponds to tha t obtained by bringing the above-mentioned 
heated solution to pH 12. This is additional confirm ation that fu rth e r 
heating is w ithout effect.

Furtherm ore, contrary to the observations of Bencze and Schmidt [3], 
but in agreem ent w ith Tanford and Roberts [37] we have noted tha t above 
pH 12.3 the extinction of ovalbum in exhibits a tim e-dependent increase, 
the ex ten t of this increase at pH 13 being about 20% or about one-half 
that exhibited by RN-ase [31, 36]. Following heating, this tim e-dependent 
increase is reduced, but is still about 10% at pH 13, again showing that, 
unlike RN-ase, all the phenolic groups are not liberated by heating.

Serum  albumin

For bovine serum  albumin, w here 63% of the phenolic groups dissociate 
in the native protein at pH 12, only 78% are ionized at this pH following 
heat treatm ent, leaving about 25% still bound (or masked). An interesting 
observation made here was that occasionally unheated albumin solutions 
at pH 12 exhibited a tim e-dependent downward drift in pH, accompanied 
by a simultaneous decrease in extinction coefficient at 285—310 n,u (cor­
responding, clearly, to a decrease in phenolic hydroxyl dissociation) until 
the pH attained a value of about 11.6. In these instances it was necessary, 
therefore, to add alkali to bring the pH back to 12. The cause of this 
tim e-dependant uptake of hydroxyl ions is not clear, but the phenomenon 
has also been observed by Tanford and Roberts [37]. A ttem pts to investigate 
it in fu rther detail were abandoned when it was found that it could not 
always be reproduced.

For convenience some of the above results, as well as a few observations, 
on other proteins, are included in Table 1.
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T a b l e  1

P e r c e n ta g e  d issoc ia tion  of p h e n o l ic  h y d r o x y l s  in  va r io u s  p r o te in  a t  p H  12 
before  a n d  a f te r  v a r io u s  t r e a tm e n t s  *)

Protein Treatment

Dissociation  
of phenolic groups 

at pH 12

CO

Increase following 
treatment

CO

Ribonuclease Native 54 __

Heated, 80°; pH 7.8; 5 mins. 67 13
10 „ 74 20
20 „ 83 29
30 „ 90 36

Heated, 90°; pH 2; 3 hrs. 86 32
Performic acid oxidized 96 42

Ovalbumin Native
Heated, 75°; pH 7.4':

36 —

2 mins. 54 18
6— 10 „ 60 24

20 „ 70 34
30 „ 70 34

Heated, 80°, pH 7.4, 30 mins. 70 34
Heated, 85°, pH 7.4, 30 mins. 70 34
Performic acid oxidized 96 60

Bovine Native 63 ---
serum Heated, 15°, pH 7.4, 10— 15 mins. 78 15
albumin Reduced with Na SO 78 15

Performic acid oxidized 98 35

Pepsin Native 92 —
In 8 M-urea 100 8
Autodigested 24 hrs. at pH 2.2 100 8

Chymotryp­
sin

Native 57 —

/?-lacto-
globulin

Native 67

*) All m easurem ents of extent of d issociation of phenolic groups based on optical density  
m easurem ents at 300 m u . Optical densities at pH 13 taken  to  represent 100% dissociation (see  

text for discussion of validity of th is in  case of RN-ase)

Effect  of oxidation of -S -S - bridges

It has been shown by H arrington and Schellm an [14]) tha t oxidation of 
RN-ase w ith perform ic acid according to Hirs et al. [16] results in a product 
which, at neu tra l pH, exhibits an absorption spectrum  w ith an extinction 
corresponding to a tyrosine content of 5.75 residues as compared to a che­
mically determ ined value of 5.82 [16], based on a molecular weight of

http://rcin.org.pl



2 42  z - TRAMER AND D. SHUGAR [8]

13 900. Physico-chemical studies indicated that oxidized RN-ase in aqueous 
solution is a flexible, long-chain molecule, devoid of the characteristics 
attributable to secondary folding of polypeptides. It differs from  the native 
protein chemically in that the  4 cystine bridges are replaced by 8 sulfonic 
acid groups.

Fig. 4 (a) shows the absorption spectrum  of oxidized RN-ase at neutral 
pH and at several pH values up to pH 13. It will be observed that,

Fig. 4. (a) A b sorption  sp ectru m  of p erform ic acid  
o x id ized  R N -ase, 0.5 m g./m l. at v ar iou s pH  va lu es  

in d ica ted
(b) Sp ectrop h otom etric  titra tion  o f p h en o lic  groups in  
n a tiv e  (I) and  p erform ic acid  o x id ized  (II) R N -ase  

at 288 m tu.

although the isosbestic points are not quite the same as in native RN-ase, 
all the  curves intersect up to pH 13 w here dissociation of phenolic groups 
is complete; actually it is practically complete at pH 12. Furtherm ore 
the dissociation of the phenolic hydroxyls is this tim e completely reversible 
between pH 13 and 7. The titration curve for oxidized RN-ase is shown 
in Fig. 4 (b), where it is compared w ith tha t for native RN-ase. The 
titra tion  curve for the oxidized protein is seen to be completely n o rm a l1),

q B ig e lo w , o f th e  C arlsberg L aboratoriu m  (personal com m u nication ) a lso  fin d s  
th e  titra tio n  curve o f o x id ized  R N -a se  in  a lk a lin e  so lu tio n  to  be norm al.

http://rcin.org.pl



£9] PHENOLIC HYDROXYL B IN D IN G  IN PROTEINS 243

w ith an apparent pK for the phenolic groups of 10.4. In addition if we 
accept H arrington and Schellmams [14] value for the extinction coefficient 
of oxidized RN-ase at neutral pH, then the tyrosine content of the protein, 
calculated from the increase in extinction at pH 13, in the  range 2850— 
:300 m//, works out to 6 residues, in agreem ent w ith chemically determined 
values.

F ig. 5. (a) A b sorp tion  sp ectru m  o f p erform ic  ac id  o x id ized  
«ovalbum in, 1,1 mg. m l. at variou s pH  v a lu es  in d ica ted  (b e low  

pH  8.0 so lu tion  is c lou dy and no sp ectra  are show n).

4b) A b sorp tion  sp ectru m  of perform ic  acid  o x id ized  bovin  
seru m  albu m in . 1 mg. m l. at va r io u s pH  v a lu es  ind ica ted .

*
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For oxidized insulin the absorption spectrum  at alkaline pH was 
sim ilar to that for ribonuclease; the  titra tion  curve was likewise norm al, 
w ith an apparent pK for the phenolic groups of 10.4.

The absorption spectra of oxidized ovalbum in and bovine serum  
album in are shown in Figs. 5 (a) and 5 (b), from  which it w ill be observed 
that performic acid oxidized products in this case possess considerable 
background absorption. In particular, for ovalbumin the  characteristic 
m axim um  at 280 m/u disappears, due to the oxidation of tryp tophane (as 
a result of which, incidentally, the  phenylalanine m axim um  at 280 m y  
can be just distinguished in the pH 8 curve of Fig. 5 (a). Only by reduction 
of the oxidation time to 30 m inutes could the tyrosine m axim um  at 
alkaline pH be clearly placed in evidence. A somewhat sim ilar spectrum  
results from  the X -irradiation of bovine serum  album in [1] or the sensitized 
photo-oxidation of /Hactoglobulin in the presence of m ethylene blue [3 9 ]; 
and this has been ascribed in the form er case to oxidation of tyrosine 
and in the la tte r to oxidation of tyrosine, tryptophane and histidine.

Exam ination of both proteins at alkaline pH shows that the dissociation 
of the phenolic groups is now completely norm al and, even more im portant, 
reversible in the pH range 7.5— 13. It seems reasonable therefore to 
conclude that the  tyrosine residues have not been affected by perform ic 
acid oxidation (aside from the fact th a t the phenolic groups have been 
freed) and this derives additional support from  the fact tha t the apparent 
pK ’s of these groups in both proteins are now 10.45 and 10.5 for ovalbum in 
and serum  albumin, respectively.

Difference spectra in acid solution

A small, but definite, spectral shift occurs in proteins w hen titra ted  
w ith acid [31], hence under conditions w here phenolic dissociation may 
be excluded. For insulin Laskowski et al. [21] have studied this shift 
quantitatively by difference spectrophotom etry and have shown that its 
m agnitude is dependent on pH, that it is reversible and that a titration 
curve of this shift exhibits an apparent pK of about 2.6, from  which it 
was concluded that its source is the  reversible hydrogen bonding of 
phenolic groups to carboxylate acceptors. An analogous study  of ribo­
nuclease gave somewhat sim ilar results, except tha t the titra tion  curve 
is m uch steeper while the apparent pK of the presum ed acceptors was in 
the  neighbourhood of 1.7 [28]. The conclusion of Laskowski et al. [21] has 
been generally accepted and such m easurem ents have now been extended 
to num erous proteins; as well as to the  dem onstration of bonding involving, 
other absorbing chromophores, in acid m edium  [7].
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If the spectral shifts in acid medium are  really due to specific hydrogen 
bonding by carboxylate acceptors, it seems reasonable to assume that 
such bonds w ould be abolished following destruction of the native con­
figuration of the polypeptide chains.

Fig. 6. D ifferen ce  sp ectra  o f n a tiv e  and h eated  R N -ase  (1.4 m g./m l.) in  acid  m edium
vs. en zy m e in n eu tra l so lu tion  

(a) N a tiv e  R N -ase  at pH  1.05 (curve A) and  pH  1.95 (curve B) vs. en zy m e a t pH  6.9 
■(b) N a tiv e  R N -ase  —  titra tio n  cu rve  of d ifferen tia l sp ectru m  at 28® mp.
•(c) R N -a se  h eated  3 hrs. at 90° at pH  2.0 ; pH  1.05 or pH  1.95 vs. h ea ted  en zym e at 

pH  6.9
■(d) H ea ted  R N -ase —  titra tio n  cu rve o f d ifferen tia l sp ectru m  at 288 m g.

Fig. 6 (a) exhibits the difference spectrum  of RN-ase at two pH values,
1.05 and 1.95, m easured against a control at pH 6.95. Fig. 6 (b) is the 
titra tion  curve of the difference spectrum, using optical density values 
a t  288 m y. The results are quite sim ilar to those of Scherega [28], w ith 
the  exception that the pK of the carboxylate acceptors is perhaps slightly 
lower than  his value. Fig. 6 (c) shows the difference spectrum  for RN-ase 
heated under conditions leading to practically complete enzymatic 
inactivation [10, l l ] 2), while Fig. 6 (d) represents the titra tion  curve of

2) A d d itio n a l e v id en ce  for  the com p lete  in a c tiv a tio n  o f th e  en zy m e  used  in  th ese  
e x p e r im e n ts  is fu rn ish ed  by  th e  ob serv a tio n  th at su b seq u en t a lk a liza tio n  o f a sam p le  
sh o w e d  a ll the p h en o lic  h y d ro x y l groups to be d isso c ia ted  at pH  12.
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the difference spectrum  under these conditions. It w ill be seen tha t 
a “difference” spectrum  exists following heating, but the titra tion  curve 
is less steep and its apparent pK is now about 2.6 instead of 1.8, in other 
words corresponds more closely to the dissociation of carboxylate groups. 
The reversibility of the titra tion  curve for the heated RN-ase is, on the  
other hand, not as quantitative as for the  native protein, the position of 
the curve varying slightly as titra tion  is carried first in one direction and 
then in the other.

Although we have made no detailed studies on insulin, a few m easure­
m ents on partially  heat-inactivated samples indicated th a t a sim ilar 
behaviour is exhibited by this protein.

A ttem pts were made to run a difference spectrum  on oxidized RN-ase,. 
but these were complicated by the appearance of a slight tu rb id ity  as the  
pH was brought from acid medium to pH values above 3.5. At best we 
can state that no difference spectrum  was apparent in the pH range 1—3, 
w here the maximum  effect is norm ally encountered; and that, if a dif­
ference spectrum  is exhibited above pH 3, its apparent pK would have 
to be at least above pH 4.

DISCUSSION

The point of departure of the present study was our desire to establish 
w hether so-called hydrogen bonds are rup tu red  during the heat inactiva­
tion of ribonuclease, bearing in mind the fact that the therm odynam ic 
constants for the inactivation process are  of the order of m agnitude 
norm ally encountered in ordinary chemical reactions. The results re­
presented by Fig. 1 show quite clearly th a t w hat are w idely accepted as 
phenolic hydrogen bonds are in fact liberated  by heating and, in view 
of the deuterium -exchange studies of Hvidt [17] on native and heat-de­
natured RN-ase, it seems reasonable to assume that o ther such bonds are  
likewise broken, although spectral methods cannot be expected to fully 
clarify this point.

It is of interest to note tha t the apparent pK of the phenolic hydroxyl 
groups in heat denatured RN-ase, pK about 10.5, is practically identical 
to tha t for oxidized RN-ase, pK about 10.4. Bearing in m ind the fact tha t 
oxidized RN-ase in aqueous solution is in the form  of a fully unfolded, 
random , chain, and that the total num ber of charges on the two molecules 
is not m arkedly different, it appears likely th a t a sim ilar situation prevails 
for heat inactivated RN-ase despite the  presence of 4 disulfide bridges 
(it should be recalled that only 16°/o of the native molecule is in the form 
of an a-helix). Such extensive unfolding as a result of heat inactivation
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seems ra th e r surprising in view of the low entropy changes involved 
[10, 11, 32].

It is, however, pertinen t to inquire w hether these phenolic hydroxyl 
bonds are in fact hydrogen bonds, as is generally assumed. If such is, 
indeed, the case it is surprising that some of them, at least, in both oval­
bum in and serum  album in are so resistant to heat dénaturation. One can 
only conclude that, if the failure of some of the phenolic groups in these 
proteins to be liberated following heat dénaturation is due to hydrogen 
bonding, they m ust be hydrogen bonds of a rather unusual type.

From  the above data one m ay divide phenolic hydroxyls qualitatively 
into at least th ree groups which m ay be distinguished by the extent to 
which they are free to dissociate (or not) prior to and following heat dé­
naturation. Although our observations suggest the possibility of a fu rther 
subdivision, of those which are not free to dissociate in the native protein, 
the titra tions were not of sufficient accuracy to define these as we had 
originally expected. Rice and Doty [25] have found a somewhat sim ilar 
situation to prevail in the case of the heat dénaturation of DNA.

Of particu lar in terest are the results for insulin in which the  high 
apparent pK of the phenolic groups, due to the distribution of charge on 
a molecule of specific shape, drops from  1 1 . 2  in the native protein to 1 0 . 4  

for the oxidized form, as is to be expected for extensive unfolding if the 
total charge on the molecule is not appreciably altered, and as is also 
the case for RN-ase. On the other hand, even following 50°/o heat 
inactivation, the apparent pK is unchanged. This suggests that little  or 
no unfolding of the molecule has taken place, in contrast to the situation 
prevailing for RN-ase. From  this it m ay be deduced tha t the failure of 
some groups in ovalbum in or bovine serum  album in to dissociate following 
heat inactivation could be due to the location of such groups in a particular 
portion of the molecule, whose configuration is not m arkedly altered as 
a result of dénaturation, so that the local charge distribution is sufficient 
to inhibit the  dissociation, even in the absence of hydrogen bonding. The 
existence of such localized charge effects is also suggested by the fact, 
previously pointed out [31], tha t the dissociation of the phenolic groups 
of insulin apparently  proceeds in two stages, despite the  fact that these 
groups are not bound (or masked) as they are in RN-ase, ovalbum in and 
bovine serum  album in.

It should fu rth e r be noted that the presence of -S-S-bridges does not 
appear to play a particu lar role in the masking of phenolic groups since in 
RN-ase w ith 4 such bridges all phenolic hydroxyls are released by heating 
whereas in ovalbum in w ith  one such bridge some of the phenolic groups 
are still masked following heating. It is probably more likely that the more

PHENOLIC HYDROXYL BIN D IN G  IN PROTEINS 2 4 7
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im portant factor is the ex ten t to which the polypeptide chain exists in 
the a-helix form, which is 16% for RN-ase but 46% for ovalbum in [8 ].

Turning now to the question of difference spectra in acid solution, it 
is surprising th a t such spectra still exist following total heat-inactivation 
of RN-ase, the resultant unfolding of which is testified to not only by 
liberation of all the masked phenolic hydroxyls; but also by the appreciable 
drop in apparent pK of all the phenolic hydroxyls to a value only 0.5 pH 
units in excess of the intrinsic pK of these groups in RN-ase [36].

Although it is not possible at the moment to give an unequivocal 
answ er to the  question as to which of the phenolic hydroxyls are involved 
in the interaction revealed in acid medium, it is nonetheless of significance 
th a t w ith all 6 phenolic groups unm asked in the inactivated enzyme, the 
m agnitude of the difference spectrum  is undiminished. This is supporting 
evidence for the conclusion that the phenolic-carboxylate interaction in 
acid medium  involves ra ther those phenolic groups not masked in the 
native protein.

The fact th a t the difference spectrum  in oxidized RN-ase is non­
e x is te n t  or, a t most (see above) only a fraction of that exhibited by the 
native protein suggests, therefore, that heat-inactivated RN-ase is not 
as fully  unfolded as the oxidized enzyme, in agreement w ith the fact that 
in the  la tte r all the disulfide bridges have been ruptured. It is therefore 
of some significance that the titra tion  curve for the difference spectrum  
in acid m edium  of the heat-inactivated enzyme is not fully reversible in 
the forw ard and backward directions, but oscillates roughly about the  mean 
shown in Fig. 6 (d). This can be in terpreted  in term s of continued in te r­
action between certain phenolic and carboxylate groups in the inactivated 
enzyme but, since the polypeptide chain no longer possesses the unique 
configuration of the native state, this interaction may vary to some extent 
as a result of the increased flexibility  of the molecule. It is, however, 
somewhat difficult to in terpret such interactions in term s of hydrogen 
bonding and it appears m uch more likely that it is due to local electrostatic 
influences of carboxyl groups on neighbouring phenolic rings. This derives 
qualitative support from  the observation of W etlaufer et al. [40] tha t 
purely  electrostatic effects can provoke spectral shifts in the spectrum  of 
tyrosine sim ilar to those exhibited by this amino acid in proteins in acid 
solution.

SUMMARY

The heat inactivation of ribonuclease is accompanied by a step-wise 
relaese of “m asked” phenolic groups at a rate  corresponding to the rate  
of destruction of enzymatic activity; practically all phenolic groups are 
released by heating. For ovalbumin and serum  albumin some of the masked
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groups are still m asked following heat denaturation and it is possible 
in this way to distinguish at least th ree types of phenolic hydroxyls in 
proteins. W hile hydrogen bonding is not excluded as the source of masking 
of some of the phenolic groups, the results indicate that this cannot be the  
only explanation and tha t strong local electrostatic effects are also 
involved.

Perform ic acid oxidation of ribonuclease, insulin, ovalbum in and 
bovine serum  album in in all cases gives products in which all the  phenolic 
groups titra te  norm ally w ith apparent pK values of 10.4— 10.5. Gnly in 
the case of ribonuclease does heat inactivation release bound phenolic 
groups to the ex ten t th a t their apparent pK is practically the same as 
for the oxidized protein, thus providing some indication of the ex ten t of 
unfolding resulting from  inactivation.

Although the difference spectrum  of oxidized ribonuclease (as well 
as insulin) in acid m edium  is practically elim inated, that for heat-inacti­
vated ribonuclease is not only equal in m agnitude to tha t for the native 
enzyme, but the titra tion  curve for the difference spectrum  is more 
normal, w ith a pK more nearly in accord w ith that for involvem ent of 
carboxyl groups. The overall results suggest that electrostatic effects, 
ra ther than  hydrogen bonding, are the source of difference spectra in 
acid medium, and, in the case of ribonuclease, that the masked (or “bound”) 
phenolic groups are not the ones responsible for the difference spectrum  
in acid medium.
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B A D A N IA  N A D  W IĄ Z A N IE M  H Y D R O K SY L I FEN O LO W Y C H  W  B IA Ł K U

S t r e s z c z e n i e

Cieplnej inaktyw acji rybonukleazy towarzyszy stopniowe odsłanianie 
„zam askow anych“ grup fenolowych odpowiadające szybkości ustępow ania 
aktyw ności enzym atycznej. Praktycznie wszystkie grupy fenolowe rybo­
nukleazy odsłaniają się przez ogrzanie. Po cieplnej denaturacji album iny 
ja ja  i album iny surowicy, pewne grupy fenolowe pozostają zamaskowane, 
i w  ten sposób można wyróżnić co najm niej trzy rodzaje hydroksyli feno­
lowych w  białkach. Chociaż nie można wykluczyć, że „zam askowanie“ nie­
których grup fenolowych spowodowane jest przez w iązanie wodorowe, to 
jednak wyniki badań wskazują, że nie może to być jedynym  wytłumacze­
niem, i że grają tu  rolę również silne miejscowe oddziaływania elektro­
statyczne.

Przy utlenieniu rybonukleazy, insuliny, album iny ja ja  oraz bydlęcej 
album iny surowicy kwasem nadm rówkowym  otrzym uje się produkty,
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w których wszystkie grupy fenolowe m iareczkują się norm alnie i dają 
pozorną wartość pK 10,4— 10,5. Cieplna inaktyw acja jedynie w przypadku 
rybonukleazy powoduje odsłonięcie grup fenolowych w takim  stopniu, że 
ich pozorne pK jest praktycznie takie samo jak  dla utlenionego białka. 
Daje to pewne wskazówki co do stopnia rozwinięcia pofałdowań białka 
spowodowanego inaktywacją.

Chociaż utleniona rybonukleaza (jak też i insulina) praktycznie nie w y­
kazuje różnicowego widma absorbcyjnego w  środowisku kwaśnym, to 
ciepłem zinaktywow ana rybonukleaza ma nie tylko widmo różnicowe 
równe co do wielkości z otrzym anym  dla enzym u rodzimego, ale rów ­
nież i krzyw a miareczkowania dla widma różnicowego jest bardziej nor­
malna, z pK blisko odpowiadającym grupom karboksylowym . W sumie 
wyniki sugerują, że raczej elektrostatyczne wpływy, aniżeli wiązania wo­
dorowe są przyczyną widma różnicowego w środowisku kwaśnym, i że 
w przypadku rybonukleazy za to widmo różnicowe nie są odpowiedzialne 
zamaskowane (lub „związane“) grupy fenolowe.

O trzym ano 4.2.1959 r.
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A C T A  B I O C H I M 1 C A P O L O N I C A

K ażdy autor w in ien  d o k ł a d n i e  zapoznać s ię  z treśc ią  „ w y ty c zn y ch  dla  
a u torów “ jeszcze  przed p rzy stą p ien iem  do p isan ia  sw e j  pracy  i sk ru p u la tn ie  s to ­
sow ać s ię  do n ich . P race  n ie  od p o w ia d a ją ce  pod w z g lęd em  fo rm y  p o sta w io n y m  
w ym ogom  n ie  będą  m ogły  b y ć  b ran e pod  u w a g ę  i zo stan ą  zw ró co n e  au to ro m . F ak t 
przesłan ia  pracy  do red akcji u w a ża n y  je s t  jako  rów n o zn a czn y  z e  zgodą a u to ra  na 
treść „ w y ty czn y ch ”.

W YTY CZNE D L A  A U T O R Ó W

1. A cta  B ioch im ica  P o lo n ica  p u b lik u ją  p ra c e  b io ch em iczn e  i z d z ied zin  p o k re w ­
nych  b ioch em ii, za w iera ją ce  n ie  og łoszon e d otych czas w y n ik i b ad ań  d o św ia d c za l­
nych . O głaszan e prace w in n y  zaw iera ć  e lem en t n o w o śc i n a u k o w ej. J ę z y k ie m  prac  
zg ła sza n y ch  do p u b lik a cji w  A cta  B io ch im ica  P o lon ica  je s t  j ę z y k  p o lsk i  lu b  j ed en  
z j ę z y k ó w  k o n g r e s o w y c h .

2. P ra ce  p o w in n y  b yć p isa n e  m o ż liw ie  zw ięź le , a le  z w ięz ło ść  n ie  p o w in n a  p o ­
w od ow ać n ie ja sn o śc i p rzed sta w ien ia . A r ty k u ły  są p rzezn aczon e przed e w szy stk im  
dla  c z y te ln ik a  w y s p e c ja l i z o w a n e g o  w  d a n y m  tem a c ie ,  m im o to arty k u ły  p o w in n y  
być zrozu m ia łe  d la ogó łu  czy te ln ik ó w . O pis d ośw ia d czeń  p o w in ien  b y ć  tak i, by  
m ógł je  p o w tórzyć  każdy, k to  d y sp o n u je  od p o w ied n im  m ater ia łem , w y p o sa żen iem  
i tech n iczn ą  sp raw n ością . N a le ży  u n ik a ć  tech n iczn y ch  n eo lo g izm ó w . U ż y w a n e  sk róty  
na leży  w y ja śn ić  w  tek śc ie .

3. U k ł a d  a r t y k u ł ó w .  P race  n a leży  p rzesy ła ć  do red a k cji w  p o sta c i g o ­
tow ej do druku, w  trzech  egzem p la rza ch  p isa n y ch  na m a szy n ie  jed n o stro n n ie , z m ar­
g in esem  szerok ości około  4 cm  po lew ej stro n ie  i około  1 cm  po praw ej stron ie , z p o ­
dw ójn ą  in ter lin ią  oraz z n u m era cją  stron . P ie rw sz y  egzem p larz  n a leży  p isa ć  na p a ­
p ierze p iśm ien n y m  (białym ). W  te k śc ie  m aszy n o p isu  n ie  n a leży  robić ża d n y ch  po­
praw ek, p rzek reśleń  lu b  p o d k reśleń  na  m a szy n ie  an i a tram en tem . D op u szcza ln a  
najw yższa  ilo ść  p o p raw ek  w y n o s i trzy  na jednej stron ie . A u to r  m oże p ro p o n o w a ć  
oznaczen ia  ty p o g ra ficzn e  przez o d p o w ied n ie  o k r e ś len ie  (tek st ro zsp acjow an y , z łożon y  
ku rsyw ą , czc ion k ą  grubą itp.), a le  w y łą c zn ie  o łów k iem . N ie  n a leży  sta w ia ć  kropek  
po ty tu ła ch  i p od ty tu ła ch , an i po sk rótach  ta k ich  jak: m l, cm , g , kg . D la  w y ra żen ia  
m ikrogram a słu ży  sk rót „ąg“, a n ie  „ y “ . N a o sob n ych  k artk ach  poza tek stem  pracy  
n a leży  u m ieśc ić: a) streszczen ie  p o lsk ie , b) c y to w a n ą  litera tu rę , c) tab lice , d) ry su n k i  
lub fo to g ra fie  w raz z o b ja śn ien ia m i (patrz pkt. 8 i 9), e) p e łn e  im ię  i n azw isk o  autora  
(ów), adres dla przesłan ia  k o rek ty  i hon orariu m  oraz sk rócon ą  w e rsję  ty tu łu  n ie  
przekraczającą 60 m iejsc  litero w y ch , przeznaczon ą  dla u m ieszczen ia  jej nad  stro n a ­
m i tek stu  pracy. N a leży  podać n a zw isk o  i a d res osoby u p o w a żn io n ej do p rzep ro w a ­
dzenia k o rek ty , w  przypadk u  n ieo b ecn o śc i au tora . W  te k śc ie  n a leży  zazn a czy ć  
o łów k iem  na m a rg in es ie  w  p rzy b liżen iu  m iejsca , w  k tó ry ch  p o w in n y  b yć u m iesz ­
czon e ta b lice  i rysu n k i. P ra c e  nie o d p o w ia d a ją c e  w y m a g a n io m  z a w a r t y m  w  p u n k ­
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c ie  3 z o s ta n ą  p r z e p i sa n e  rui k o s z t  au to ra ,  a  o d p o w ie d n ia  k w o t a  zo s ta n ie  p o trą co n a  
z  h o n o ra r iu m  au torsk iego .

4. Na p ierw szej stro n ie  pracy  n a le ży  podiać: im ię  i n a zw isk o  autora (-ów ), ty tu ł  
m o żliw ie  z w ięz ły , a le jasn o  ch a ra k tery zu ją cy  treść  pracy , za k ła d  n au k ow y, w  k tó ­
rym  w y k o n a n o  pracę i n a zw isk o  k iero w n ik a  zak ładu , o d p o w ied z ia ln eg o  za jego  
d zia ła ln ość. W in teres ie  autora leży , aby t y t u ł  p r a c y  za w ier a ł w  najk rótszej fo r ­
m ie  p o d sta w o w y  w y n ik  pracy, a n ie  ty lk o  za g a d n ien ie . N a leży  un ik ać  ty tu łó w  
w  rodzaju: „B adan ia  nad ...”. W sk azan e je s t  p o d a w a n ie  ju ż  w  ty tu le  g łó w n eg o  w n io ­
sk u  w y n ik a ją ce g o  z  pracy, n a w e t w  p rzyp ad k u , gdy je s t  on n eg a ty w n y . T y tu ł m oże  
w ted y  p rzyb rać  postać: „N iem ożn ość...”, lub  pod obn ie .

5. T e k s t  p r a c y  p o w in ien  sk ła d a ć  s ię  z  n a stęp u ją c y ch  części: a) zw ięz ły  
w stęp  w y ja śn ia ją cy  ce l i za ło żen ie  pracy , b) op is m eto d  d o św ia d cza ln y ch , ch a ra k te ­
rystyka , p o ch o d zen ie  lub  sp osób  prepairatyw nego u zy sk a n ia  u ży w a n y ch  ch em ik a lió w  
oraz opis szczegó łów , k tóre  są  p o trzeb n e  dla p o w tó rzen ia  opasanych d o św iad czeń  
i sp ra w d zen ia  przep row ad zon ych  ob liczeń , c) opis w y n ik ó w  u ję ty  m o ż liw ie  z w ięź le  
n a jlep iej w  p o sta c i tab lic  lub  w y k resó w , d) d y sk u sja  o u zy sk a n y ch  w y n ik a ch , 
e) streszczen ie  lu b  w n io sk i —  ob ję to śc i n ie  przek raczającej 3% ro zm iarów  pracy. 
S treszczen ie  lu b  w n io sk i w in n y  być tak  sfo rm u ło w a n e, aby za w iera ły , w  postaci 
m o żliw ie  n ajb ard ziej zw ięz łe j, w y n ik i pracy  w ra z  z g łó w n y m i d an ym i liczb ow ym i. 
W niosk i w in n y  w y n ik a ć  bezpośredn io  z d ośw ia d czeń . W n iosk i p o śred n ie  m ogą być  
za m ieszczo n e  w  ty m  p u n k cie  w y łą c zn ie  p od  w a ru n k iem  w y ra źn eg o  o k reślen ia , że  
m ają one ch a rak ter  d y sk u sy jn y  lub  pod obn y.

6. M e t o d y  d o ś w i a d c z a l n e  p o w in n y  b y ć  p rzed sta w io n e  bardzo sta r a n ­
nie. J e ż e li a u to r  p o s łu g iw a ł s ię  znaną m etod ą  p u b lik o w a n ą , w y sta rc zy  p o w o ła n ie  s ię  
na odn ośn ą  pracę, e w en tu a ln ie  o m ó w ien ie  is to ty  danej m eto d y . N a leży  w y m ie n ić  
w sze lk ie , n a w et p ozorn ie  n iew ie lk ie , o d ch y len ia  od p ierw o tn e j m etod y; stw ierd zen ie , 
że p o s łu g iw a n o  s ię  odn ośn ą  m etod ą  ,,z n ie w ie lk im i m o d y fik a c ja m i” n ie  je s t  do­
p u szcza ln e .

7. S t ę ż e n i e  r o z t w o r ó w  p o sp o lity ch  k w a só w  i zasad  w yraża  s ię  p o jęc iem  
n o rm aln ośc i (N), n a to m ia st d la  roztw o ró w  so li n a leży  p o s łu ży ć  s ię  p o jęc iem  m o lo -  
w o śc i (M): 0,25 N  HC1, 0 15 M N aH 2PC>4 . S tężen ie  u ła m k o w e  n a leży  w y ra zić  sy s te ­
m em  d z ies ię tn y m , np. 0,25 N  HC1, a n ie  N /4  HC1. P o jęc ie  „p rocen t”, „%>” u ży w a  się  
w  śc is ły m  znaczen iu , tj. w  gram ach na 100 gra m ó w  roztw oru . P ro cen ty  o b ję to śc io w e  
n a leży  w y ra ża ć  sy m b o lem  „°/o ob j./o b j.” , a p ro cen ty  w a g o w o -o b ję to śc io w e  „°/o 
w a g ./o b j.” .

8. P o s z c z e g ó l n e  t a b l i c e  p o w in n y  m ieć  n a g łó w e k  o p isu jący  ich  treść . 
S en s ta b lic  p o w in ien  być  zrozum iały  bez p o w o ły w a n ia  s ię  na  te k st pracy . N ie  jest  
k o n ieczn e  o g ła sza n ie  w szy s tk ich  lic zb o w y ch  w y n ik ó w  p o d o b n y ch  d o św ia d czeń , jeże li  
pod a s ię  w a rto ść  śred n ią  w ra z  z jeg o  „średn im  o d c h y le n iem ”, e w . liczb ę  in d y w i­
du a lnych  r ezu lta tó w .

9. R y s u n k i  i f o t o g r a f i e  n a le ży  w y k o n y w a ć  w  p o sta c i n ad ającej s ię  do  
rep rod ukcji lu b  p rzery so w a n ia . K ażd y ry su n ek  lub  fo to g ra fia  w in n y  b yć p rzygo­
to w a n e  n a  o d d zie ln ej kartce . Na od w ro c ie  każdego  rysu n k u , lub  fo to g ra fii na leży  
podać o łó w k iem : n a zw isk o  autora, p ie rw sz e  s ło w a  ty tu łu  pracy , k o le jn y  n u m er  r y ­
su n k u  oraz p ie rw sz e  s ło w a  legen d y , k tóra  m a być u m ieszczo n a  p od  n im . D o r y su n ­
k ó w  i fo to g ra fii n a leży  d o łą czy ć  w y k a z  (na m aszyn ie) z a w iera ją cy  k o le jn e  n u m ery  
w raz z ty tu ła m i i leg en d ą . N a leży  u n ik ać  p o d a w a n ia  na rysu n k a ch  o b ja śn ień  tęk sto -  
w y ch . N a fo to g ra fia ch  n ie  n a leży  d o p isy w a ć  żad n y ch  oznaczeń . J e ś li  fo to g ra fie  ta ­
k ich  o zn aczeń  w y m a g a ją , n a leży  u m ieśc ić  je  na p rzy p ięte j do fo to g ra fii k a lce  te ch ­
n iczn ej. N a d m iern a  ilo ść  ry su n k ó w  m oże być  w y k o n a n a  w y łą c zn ie  na k o s z t  autora .  
K rzy w e w y r a ża ją c e  za leżn o śc i zbadane e k sp er y m en ta ln ie  w in n y  m ieć  w y r a źn ie  za ­
znaczon e p u n k ty , k tó ry ch  w a rto śc i u zy sk a n o  d o św ia d cza ln ie .

http://rcin.org.pl



10. C ytow aną  l i t e ra tu rę  n a leży  w y p isa ć  na  od d zieln ej karcie, w y m ie n ia ją c  
p o zy c je  w  alfaibetycznej k o le jn o śc i a u to ró w . W  w y k a z ie  pod aw ać k olejno: n u m er  
pozyoji, n a zw isk o  autora, p ierw sze  lite r y  im ion , sk rócon y  ty tu ł czasop ism a, tom  
(rocznik), p o czątk ow ą stro n ę  ar ty k u łu  i rok  w y d a n ia . Np. [8] P arn as J. K., A c ta  Biol.  
E x p .  11, 292, 1937. J eże li cy to w a n y  a r ty k u ł m a k ilk u  a u torów , n a leży  w  w y k a z ie  
l ite ra tu ry  p od ać n a zw isk a  i p o czą tk o w e  lite ry  im ion  w szy stk ich  autorów . D la  c y to ­
w a n y ch  k s ią żek  (n ie czasopism ) n a le ży  podać tak że  ty tu ł k siążk i, w y d a w cę , m ie j­
sc e  oraz rok w y d an ia . N p . [12] Ś n ia d eck i J., O f i z y c z n y m  v ty  c h o w a n iu  dz iec i ,  T u ­
ro w sk i, S an ok  1855. W ykaz u ży w a n y ch  sk rótów  czasop ism  podają R oczn ik i C h em ii 
26. 497, 1952. P race  k ilk a k ro tn ie  cy to w a n e  n a le ży  p o d aw ać jeden  raz, a  w szy s tk ie  
o d sy ła c z e  do tej pracy  p o w in y  m ieć  ten  sa m  n u m er. P o w o ła n ie  s ię  w  te k śc ie  na  
o d n o śn ą  p o zy cję  cy to w a n ej litera tu ry  n a stęp u je  przez w y m ie n ien ie  n u m eru  p o zy cji  
w y k a zu  w  n a w ia sie , np. [13].

11. A u to ra  o b o w ią zu je  k o r e k ta  a u to rsk a ,  k tórą  n a leży  zw racać  red a k cji w  c ią ­
gu trzech  dni. N ieo d esła n ie  przep row ad zan ej k o rek ty  w  oznaczon ym  przez r e ­
d a k cję  term in ie  oznacza re zy g n a c ję  a u to ra  z u m ieszczen ia  pracy w  b ieżą cy m  nu ­
m erze  czasop ism a. Z aleca  s ię  w y k o n a n ie  k o rek ty  o łó w k iem  k o lorow ym , barw y  
od m ien n ej od o łów k a  korektora , a le  n ie  czerw on ym . K oszty  sp o w o d o w a n e  zm ian ą  
tek stu , poza pop raw ą b łę d ó w  druk arsk ich , p on osi autor.

12. A u to ro w i p rzy słu g u je  b ezp ła tn ie  25 eg zem p la rzy  o d b i te k  p ra c y .  Ż ądan ie  
w ię k sz e j ilo śc i odb itek  w in n o  b yć w y ra żo n e  na p iśm ie, jed n o cześn ie  ze  z ło ż e ­
n ie m  p ra cy  w  red akcji, na jp óźn iej przy p ierw szej k o rek cie  szp a lto w ej. K o szt za 
d o d a tk o w e  eg zem p larze  p on osi autor.

13. R e d a k c ja  n ie  u w a ż a  się  za  u p r a w n io n ą  do  p r z e p r o w a d z a n ia  ja k ic h k o lw ie k  
z m i a n  w  p r a c y  b e z  z g o d y  au tora .  D la d ok onan ia  zm ian  u w a ża n y ch  przez red a k cję  ze. 
c e lo w e  dw a egzem p larze  p racy  o d sy ła  s ię  au torow i, trzeci po zo sta je  w  aktach  
red ak cji.
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