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Zainteresowanie kliniki badaniem poziomu potasu  w surowicy krwi 
i wiązanie go z różnymi stanami chorobowymi znajduje swój wyraz 
w licznych — ukazujących się w ostatnich latach — pracach (np. 4 , 27, 
31 i in.). Jednakże w  wielu bardzo przypadkach ocena wyniku badania 
zawartości potasu w  surowicy jest bardzo trudna, a naw et wręcz nie
możliwa, ze względu na niezbyt dokładne określenie normy dla potasu. 
J a k  wynika z zestaw ionych w tablicy 1 norm alnych  wartości poziomu 
potasu w surowicy krwi, podawanych przez różnych autorów oraz 
podręczniki biochemii klinicznej, ,,potas wykazuje  zmienność nie spoty
kaną dla innych sk ładników ” (26).

W ydaje  się, że głównymi przyczynami tak  dużych rozbieżności jest 
z jednej strony niedokładność używ anych metod oznaczania potasu 
w surowicy, a z drugiej częste niezwracanie uwagi na okres czasu upły
w ający od chwili pobrania  krwi do oddzielenia surowicy. Tymczasem 
stwierdzono bezspornie, że otoczka krw inek czerwonych jest p rzepu
szczalna dla jonów potasu  i że wyw ędrow yw anie  potasu z krwinek do 
osocza jest procesem, k tó ry  in vitro  zachodzi dość szybko.

W  pracy  niniejszej starano się w surowicy krwi ludzi zdrowych ozna
czyć norm alną zawartość potasu  dwoma niezależnymi metodami; suro
wicę oddzielano natychm iast po pobraniu krwi.

Metody

1. M A TER IA Ł  D O ŚW IA D C Z A L N Y

Krew w  ilości od 20 do 50 ml (w zależności od ilości w ykonyw anych 
oznaczeń) pobierano od ludzi subiektywnie zdrowych, tak mężczyzn jak  
i kobiet, w wieku od 16 do 27 lat (jeden osobnik 34-letni). W szyscy ba 
dani byli na  czczo od około 12 godzin; przed pobraniem krwi odpoczy-

[231]http://rcin.org.pl
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Ta b l i c a  1
Normalna zawartość potasu w surowicy krwi człowieka w mg na 100 ml, podawana

przez różnych autorów

Autor Rok Wahania 
od —  do

Prace oryginalne

Pincus i Kramer (28) 1923 20,0 —  24,2
Spiro (30) 1929 1 7 ,5 — 22,5
Duliere (5) 1931 19,3 —  20,0
Leulier (19) 1933 16,0 —  19,8
M arinis, M uirhead,

Jones i H ill (24) 1947 1 4 ,1 — 24,2
W ootton, K ing, Mac-

lean, Sm ith (39) 1951 1 3 ,5 — 21,7
Hadorn i Riva (8) 1951 15,5 —  21,0

Podręczniki i prace
poglądowe
Tołkaczewskaja (36) 1940 16,0 —  24,0
Cantarow i Trum -

per (3) 1945 16,0 —  22,0
Kolmer i Boerner (14) 1945 16,0 —  22,0
Sunderman i Boer

ner (34) 1949 14,8 —  16,8
H aw k,O seri Summer-

son (10) 1949 16,0 —  22,0
Krebs (15) 1950 1 2 ,1 — 25,4
Predteczenskij, Bo

ro wskaj a i Margo-
lina (29) 1953 17,5 —  22,5

Bałachowscy (1) 1953 16,0 —  22,0
Jeanneret, Rosenmund

i Esselier (12) 1954 16,0 —  22,0

wali w pozycji leżącej od 15 do 60 minut. Krew pobierano od osobników 
leżących z żyły łokciowej, starając się unikać zastoju. Z otrzymanej 
krwi uzyskiwano surowicę trzema różnymi sposobami:

I s p o s ó b  — krew  ze strzykawki wlewano do 50-ml. probówki 
wirówkowej, której ścianki wew nętrzne pokry te  by ły  cienką w arstw ą 
stałej parafiny, i w irowano natychm iast przez 10 minut z szybkością 
około 1000 obr./min. Od chwili pobrania krwi do zakończenia w irow a
nia upływało średnio 15 minut. Po odwirowaniu k rew  była  jeszcze p łyn
na; osocze znajdujące się ponad  składnikami m orfotycznymi lewarowano 
ostrożnie, aby  uniknąć przypadkowego pobrania wraz z nim składników 
morfotycznych. Lewarowanie wykonyw ano przy  pom ocy p ipety  zakoń-
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czonej szerokim otworem, której ścianki wewnętrzne były pokryte  c ien
ką warstw ą płynnej parafiny. W  ten sposób udawało się bez trudu p rze
nieść płynne osocze do innej, czystej rurki wirówkowej. Po skrzepnięciu 
osocza oddzielano skrzep bagietką od ściamek probówki i wirowano, 
a następnie znajdującą się ponad skrzepem surowicę zlewano do czy
stego, suchego, szczelnie zamykanego naczynia.

I I  s p o s ó b  — do zakończenia wirowania krwi postępowano tak, 
jak  w sposobie pierwszym. W  odwirowanej krwi nastąpiło oddzielenie 
osocza od składników morfotycznych, tak  że powierzchnia kontaktu 
części płynnej z krwinkami była stosunkowo niewielka. Odwirowaną 
krew  pozostawiano na przeciąg 2 — 4 godzin w temperaturze pokojowej, 
po czym skrzep oddzielano bagietką szklaną od ścianek naczynia i wiro
wano ponownie przez 10 minut z szybkością około 1000 obr./min. Suro
wicę lewarowano znad skrzepu i po przeniesieniu do czystej probówki 
wirówkowej wirowano ponownie przez 10 minut celem usunięcia ew en
tualnie  pobranych przy  lewarowaniu surowicy składników morfotycz
nych. Odwirowaną surowicę zlewano do suchego, czystego, szczelnie 
zamykanego naczynia.

I I I  s p o s ó b  — krew  pobraną do strzykawki przelewano do 50-ml. 
suchej probówki wirówkowej i pozostawiano na przeciąg dwóch godzin 
w temperaturze 19 — 22°C. Powstały skrzep oddzielano bagietką szklaną 
■od ścianek naczynia, po czym krew  wirowano i postępowano z nią tak, 
jak  w sposobie drugim (od chwili powtórnego odwirowania).

Otrzymane surowice używano do prób bądź to natychmiast, bądź też 
p rzechow yw ano w lodówce w tem peraturze 0 do + 4 °C  aż do w yko
nania badania. N a  ogół czas upływ ający od chwili oddzielenia surowicy 
do jej użycia nie był dłuższy niż 24 godziny. Przed pobieraniem surowicy 
do badań doprowadzano jej tem peraturę do pokojowej. Do oznaczeń uży
wano tylko takie surowice, które nie w ykazyw ały  optycznych cech he- 
molizy.

2. O Z N A C Z A N IE  PO T A SU

Potas oznaczano metodą kolorym etryczną i na fotometrze płomienio
wym. W yniki podane w tej pracy są wartościami średnimi z dwóch ozna
czeń. Regularnie przeprowadzano kontrolę pom iarów na  standardach.

a) M e t o d a  k o l o r y m e t r y c z n a .  Oparto się na metodzie 
podanej przez B a r r y ' e g o  i R o w l a n d a  (2). W  metodzie tej p o 
tas w y trąca  się z nieodbiałczonej surowicy krwi w postaci azotyno-ko- 
baltanu  sodowo-potasowego. O trzym any osad przemywa się kolejno 35% 
i 70% alkoholem etylowym, a następnie rozpuszcza w wodzie na gorąco 
i dodaje  chlorowodorku choliny oraz żelazocyjanku potasu. Powstaje
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zabarwienie zielone, którego intensywność zależy od ilości kobaltu  strą
conego wraz z potasem. Intensywność zabarwienia mierzono na fotome
trze Pulfricha używając filtru S61.

Dla sporządzenia wzorców do wykreślenia krzywej użyto K2SO4 che
micznie czystego do analizy, osuszonego do stałej wagi. Używane do 
analizy odczynniki były chemicznie czyste.

Kontrolę dokładności metody przeprowadzono na siedmiu próbach 
tej samej surowicy; otrzymano kolejno wyniki (K w mg na  100 ml): 20,0; 
19,4; 19,5; 19,0; 19,6; 19,6; 18,8; średnio 19,4 ±  0,40.

b) F o t o m e t r  p ł o m i e n i o w y .  Używany w pracy  aparat jest 
modelem III firmy Zeiss. Przy zestawianiu aparatu  wprowadzono tylko 
jedną modyfikację: powietrze pobierano nie z butli, ale doprowadzano 
je do aparatu bezpośrednio ze sprężarki, używając dodatkow ych regula
torów zapewniających utrzym ywanie stałego ciśnienia. W artość pusta 
(„backgroundflame") przy użyciu powietrza otrzymywanego ze sprężarki 
dawała wychylenia galwanometru tej samej wielkości, jak  wówczas gdy 
powietrze pobierano z butli.

Dla oznaczenia potasu rozcieńczono nieodbiałczoną surowicę 10-krot- 
nie wodą destylowaną. Przy sporządzaniu płynów  wzorcowych do w y 
kreślenia krzywej oparto się na powszechnie znanym i notow anym  fakcie 
(np. 6 i 11) oraz na obserwacjach własnych, że inne składniki surowicy, 
a przede wszystkim kationy (w szczególności sodowy), w pływ ają  n a  
wartość wychyleń galwanometru przy oznaczaniu potasu. Dlatego w y
dawało się słuszne oparcie o płyn, którego skład jonow y byłby jak  n a j
bardziej zbliżony do składu surowicy.

Dla stwierdzenia, które jony i w jakim stopniu zmieniają uzyskiwane 
przy oznaczaniu potasu wychylenia galwanometru, przeprowadzono 
oznaczenia porównawcze na następujących płynach:

1. Roztworach chlorku potasowego.

2. Płynie Krebsa (16) rozcieńczonym w różnym stosunku wodą.

3. Rozcieńczonym 10-krotnie płynie Krebsa zawierającym  potas w  róż
nym stężeniu.

4. Roztworach zawierających chlorki: sodowy, w apniow y i potasowy, 
w których stężenie sodu wynosiło 33 mg%, wapnia 1 mg% i potas 
w  różnych stężeniach.

5. Roztworach zawierających chlorki sodowy i potasowy, w których 
stężenie sodu wynosiło 33 mg%, a potasu było różne.
Do sporządzenia roztworów użyto substancji chemicznie czystych 

i chemicznie czystych do analizy.
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W  płynach 2 i 3 użyto płynu Krebsa, ponieważ jego skład jest bardzo 
zbliżony do mineralnego składu surowicy krwi ludzi zdrowych. W  pły
nach 4 i 5 stężenie sodu (a w płynach 4 również i wapnia) było w przy
bliżeniu równe jego stężeniu w 10-krotnie rozcieńczonej surowicy.

Oznaczenia porównawcze wykazały, że:

l 3 W ychylenia  galw anom etru  przy użyciu płynów 1 (roztwory KC1) były 
znacznie niższe aniżeli w pozostałych płynach zawierających potas 
w takim  samym stężeniu.

2° W ychylenia  galw anom etru  przy użyciu płynów 3, 4 i 5, zawierających 
potas w takim samym stężeniu, są praktycznie  biorąc identyczne.

3° Przy użyciu płynów 2 (rozcieńczonego w różnym stosunku wodą p ły
nie Krebsa), zaw ierających sód w stężeniach od 20 do 33 mg%, uzy
skano w porównaniu  z płynami 3, 4 i 5, zawierającymi potas w tych 
samych stężeniach, w ychylenia galwanometru nieznacznie tylko niż
sze i leżące w granicach błędu metody.
Powyższe próby wykazały, że:

a) Spośród składników jonowych 
surowicy na emisję świetlną 
potasu wpływa praktycznie bio
rąc wyłącznie sód; jak  istotnym 
jest ten wpływ, widać z rys. 1, 
na którym wykreślono dwie 
krzywe: jedną dla roztworów 
chlorku potasowego, a drugą dla 
p łynów  5, tj. mieszanin chlorków 
potasowego i sodowego, zawie

rających sód w stężeniu 33 mg%.
Jak  wynika z rysunku, takie sa
mo wychylenie glawanometru, 
odczytane z obu krzywych, daje 
różnicę w stężeniu potasu rzędu 
5 mg%.

b) W ahania  w stężeniach sodu, k tó
re spotyka się w praktyce  nie ty l
ko w stanach fizjologicznych, ale i patologicznych, nie mają prak tycz
nego znaczenia przy oznaczaniu po tasu  na fotometrze płomieniowym. 
Kontrolę dokładności m etody przeprowadzono na  sześciu próbach

tej samej surowicy; otrzymano następujące  wyniki (K w  mg na  100 ml): 
18,6; 18,8; 18,7; 18,6; 18,5; 18,7; średnio 18,7 +  0,12.

Rys. 1. Zależność w ychyleń galwanome- 
tru na fotometrze płom ieniowym  od 
stężenia potasu w roztworach KC1 oiaz 
w roztworach KC1 z dodatkiem NaCl 

(stężenie sodu =  33 mg*/o). 

Ciśnienie powietrza 0,4 atm 
C iśnienie acetylenu 120 mm H2O 
Przesłona 35
W artość pusta („backgroundflame") 9 
W artość wodna 9
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c) P o r ó w n a n i e  d o k ł a d n o ś c i  m e t o d y  k o l o r y m e 
t r y c z n e j  z o z n a c z e n i a m i  w y k o n a n y m i  n a  f o t o 
m e t r z e  p ł o m i e n i o w y m .  Celem porównania dokładności obu 
metod, używanych w tej pracy, wykonano na tej samej surowicy, uzy
skanej sposobem II, pięć oznaczeń fotometrem płomieniowym i pięć 
metodą kolorymetryczną. Uzyskane wyniki zestawione zostały w ta
blicy 2 .

T a b l i c a  2
Zawartość potasu w tej samej surowicy 
oznaczona metodą kolorym etryczną i na foto

metrze płom ieniowym

M etoda kolorym e
tryczna

Fotometr p ło
m ieniowy

Oznaczenie mg% K Oznaczenie mg% K

I 18,8 I 18,5
II 19,5 II 18,5

III 19,2 III 18,4
IV 19,1 IV 18,4
V 18,3 V 18,6

średnio 19,0 średnio 18,5
± 0,46 ± 0,08

3. O Z N A CZEN IE B IA Ł K A

Białko w surowicy oznaczono refraktometrycznie, posługując się kli
nowym refraktometrem zanurzeniowym Pulfricha. W artości podane są 
średnimi z dwóch oznaczeń. Dla utrafiltratu przyjęto według Żydowo (41) 
wartość refrakcji 1,33574.

W yniki

1. PO RÓ W NA N IE W ARTO ŚCI ST Ę Ż E N IA  PO T A SU  W SU R O W IC Y  K R W I O T R ZY M A N EJ
SP O SO B A M I I i II

Celem ustalenia, czy zawartość potasu w surowicy jest taka sama, 
czy też różna, gdy uzyskuje się ją przez natychm iastow e oddzielenie 
płynnego osocza od składników morfotycznych i przez pozostawienie po 
odwirowaniu na przeciąg 3 do 4 godzin razem z krwinkami, w ykonano 
równoległe oznaczenia w 10 różnych surowicach otrzym anych sposoba
mi I i II. Oznaczenia wykonano na fotometrze płomieniowym. W ynik i 
zostały zestawione w tablicy 3.

http://rcin.org.pl



[7] Z A W A R T O Ś Ć  P O T A S U  W  SU R O W IC Y  K R W I L U D Z I ZD R O W Y C H 237

T a b l i c a  3
Zestawienie wartości porównawczych zawartości potasu w surow icy .krwi otrzymanej 

dwoma sposobami (mg na 100 ml)
(Oznaczenia przeprowadzono na fotometrze płomieniowym)

L .p . Sposób I Sposób II Różnica w wynikach 
spos. II —  spos. I

1 16,7 16,9 +  0,2
2 16,1 16,3 +  0,2
3 15,1 15,2 +  0,1
4 15,1 15,0 - 0 , 1
5 16,1 16,0 - 0 , 1
6 17,7 17,4 -  0,3
7 17,4 17,5 +  0,1
8 14,6 14,6 0,0
9 16,6 16,8 +  0,2

10 16,2 16,3 +  0,1

I s p o s ó b :  surowica otrzymana przez natychmiastowe oddzielenie 
płynnego osocza z krwi odwirowanej bezpośrednio po pobraniu.

I I  s p o s ó b :  surowica otrzymana z krwi odwirowanej inatychmiast 
po pobraniu, lewarowana znad skrzepu po 3 do 4 godzinach.

Jak  wynika z powyższej tablicy, nie ma istotnych różnic w stężeniu 
potasu surowicy otrzymanej dwoma opisanymi metodami. Dlatego w do
świadczeniach mających na celu ustalenie norm y stosowano dla o trzy
mania surowicy sposób II jako łatwiejszy technicznie.

2. ZA LE ŻN O ŚĆ  STĘŻEN IA  PO TA SU  W SUROW ICY OD C ZASU  U PŁ Y W A JĄ C EG O  OD CHW ILI 
PO BR A N IA  KRW I AŻ DO O D D Z IE L EN IA  SUROW ICY

Opierając się na badaniach innych autorów (5, 7, 19, 30, 38) w ykona
no badania na krwi pięciu osobników, chcąc się przekonać, czy w p rzy 
padku zwykłego, powszechnie stosowanego sposobu otrzymywania su
rowicy (odpowiadającego sposobowi III, opisanemu w tej pracy) poziom 
potasu jest wyższy aniżeli w surowicy otrzymanej przez natychm iastowe 
oddzielenie od składników morfotycznych. Pobraną krew dzielono na 
dwie części, z pierwszej otrzymywano surowicę sposobem II (natychmia
stowe wirowanie), z drugiej sposobem III (wirowanie po 2 godzinach). 
O trzymane wyniki zestawiono w tablicy 4. Oznaczenia wykonano tylko 
na fotometrze płomieniowym.

Z załączonej .tablicy wynika, że poziom potasu w surowicy jest 
zależny od tego, czy część p łynna krwi została oddzielona od składni
ków morfotycznych natychmiast po pobraniu krwi, czy też dopiero po 
2 godzinach. W  przeprowadzonych doświadczeniach wzrost po tasu  
w surowicy krwi, otrzymanej przez 2 godziny w tem peraturze 19 — 22°C, 
wynosił średnio 0 8 mg%.
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T a b l i c a  4

Zawartość potasu w surow icy krwi (w mig°/o otrzy
manej przez: II — natychm iastowe odwirowanie 
krwi; III — oddzielenie po 2 godzinach (temp. 

19 — 22°C)
(Oznaczenia wykonano na fotometrze płomieniowym)

L .p . II III Różnica III —  II

1 16,8 17,7 +  0,9
2 17,5 18,1 +  0,6
3 14,6 15,4 +  0,8
4 16,8 17,6 +  0,8
5 16,3 17,1 +  0,8

średnio + 0 , 8

T a b l i c a  5

Zawartość potasu w  surowicy krwi ludzi zdrowych

Pleć Wiek Bi?łko Potas w m g na 100 ml surowicy
U w a g iL.p.

lat (refr.) K olorym etr. m et. Fotometr pł.

1 22 7,85 15,3 16,1
i 2 23 7,35 16,6 15,9

i 3 21 7,65 15,2 15,5
4 18 7,9 16,6 16,3
5 U 19 7,15 15,6 15,2 •
6 — 18 8,05 17,4 17,2
7 21 7,6 15,3 15,5

! 8 20 8,3 17,1 —

9 20 7,9 15,9 15,8
10 * 21 7,5 18,8 —

11 25 7,1 16,3 15,5
12 24 7,9 15,9 —

13 20 7,55 15,7 —

14 18 7,25 17,5 17,2
: 15 18 7,95 16,4 16,3

16 17 8,65 16,4 16,6
17 17 7,35 17,1 17,1
18
19
20 
21 
22
23
24

19
19
16
16
18
18
19

8,1
8.05 
7,3
7.6  
7,05
7.8
6.9

18,8

17,3

17.6

17.7

18,1
16,0
17.4
17.4
17.9
16.9 
18,0

|  Krew tej samej osoby  
j pobr. w odst. 4 mies. 
1 Krew tej samej osoby 
} pobr. w odst. 4 m ies. 
|  Krew tej samej osoby 
j pobr. w odst. 4 mies.

25 16 8,1 16,2 16,2
26 16 8,0 16,4 16,0
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d. c. tabl. 5

27 19 6,9 16,3
28 18 7,75 — 15,2
29 25 7,65 — 15,0
30 26 — 16,5 — 1 Krew tej samej osoby
31 — 26 7,6 — 14,6 J pobr. w odst. 6 mies.
32 c 27 7,25 19,5 19,2 1 Krew tej samej osoby
33 'N 27 6,65 — 17,5 J pobr. w odst. 6 mies.
34 25 7,25 16,5 16,9 |  Krew tej samej osoby
35 N 25 7,3 — 16,8 ) pobr. w odst. 6 mies.
36 27 7,95 18,8 17,9
37 19 8,0 15,9 16,6
38

•N
21 6,5 17,0 16,8

39 ¡UJ 19 7,6 15,9 15,5
40 s 34 7,6 17,7 18,4
41 23 7,9 — 16,3

Średnia arytmetyczna

Kolorymetr. met. Fotom etr płom.

Ogólnie 16,8 ± 1 ,1 16,6 ±  1,0
Kobiety 16,7 16,4
M ężczyźni 17,2 17,0

3. W ARTO ŚCI N O R M ALN E PO ZIO M U P O T A SU  W SURO W ICY K R W I L U D Z I ZDROW YCH  

U Z Y SK A N E J PRZEZ W IRO W AN IE K R W I N A T Y C H M IA ST  PO PO B R A N IU  (SPO SÓ B  II)

Łącznie zbadano 41 surowic pochodzących od 35 osób (26 kobiet 
i 9 mężczyzn). Oznaczenia wykonano metodą kolorym etryczną i na fo
tometrze płomieniowym. Otrzymane wyniki zestawiono w tablicy 5.

J a k  wynika z tablicy, uzyskano wartości:

a) metodą kolorymetryczną: od 15,2 do 19,5 mg%; śr. 16,8+1,1.
b) na fotometrze płomieniowym: od 14,6 do 19,5 mg°/o; śr. 16,6+1,0.

Nie stwierdzono związku między poziomem potasu a stężeniem bia
łek  surowicy. Nie daje się również — w badanych granicach wieku — 
stwierdzić jakiejkolwiek zależności między wiekiem badanego osobni
ka a stężeniem potasu w surowicy. Nie ma w badanych przypadkach 
istotnej różnicy w poziomie potasu u mężczyzn i kobiet. Porównując 
wartości otrzymane metodą kolorym etryczną i na  fotometrze płomie
niowym  znajduje się daleko idącą zgodność wyników, ,i to zarówno dla 
wartości średniej, jak  i dla poszczególnych surowic. Największe różni
ce nie przekraczają wartości 1 mg%.
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Dyskusja

W  zestawionych w tablicy 1 wartościach stężenia potasu  w surowi
cy, podaw anych przez n iek tórych  autorów, uderza przede wszystkim 
duża rozbieżność między poszczególnymi danymi. Rozbieżność tę moż
na przypisać przede wszystkim dwom czynnikom:

1. n iew łaściw em u otrzym ywaniu surowicy,
2 . małej dokładności i dużej różnorodności stosowanych metod.
Badania różnych autorów, jak  i własne, wskazują na to, że in vitro

potas stosunkowo szybko przenika z krwinek do osocza. P r e d ł e -  
c z e n s k  i j i współpracownicy (29) podają, że po 6 godzinach po
ziom potasu  w surowicy nie oddzielonej od krwinek wzrasta o 5 mg na 
100 ml. L e u 1 i e r (19) podaje, że po 22 godzinach stężenie potasu 
w surowicy jest dwukrotnie większe aniżeli prawidłowe. G o o d m a n  
i współpracownicy (7) znajdują, że w temperaturze 25° w ciągu 24 go
dzin poziom potasu wzrosta średnio o 0,8 milirówn./litr (około 3,12 mg%), 
przy czym najszybszy wzrost — około 0,2 milirówn./litr (około 
0,78 mg%) — następuje  w ciągu pierwszej półtorej godziny. Badania 
własne potwierdzają te wyniki, wykazując w tem peraturze 19 — 22°C 
wzrost średnio o 0,8 mg%. Na podstawie badań szeregu autorów, 
a w szczególności H a r r i s a  (9), M a i z e 1 s a (21, 22, 23), 
a ostatnio S t r a u b a i współpracowników (32, 33, 35), którzy 
wykazali zależność wędrowania jonów potasowych między krwinkami 
a osoczem od procesu glikolizy, słusznie uważa się, że szybkość n a ra 
stania poziomu potasu w surowicy pozostającej w kontakcie z krwin
kami zależy od temperatury, w jakiej przechowyw ana jest krew, jak  
również od stężenia glikozy i produktów pośrednich pow sta jących  
w procesie glikolizy, a także innych czynników, jak  np. pH krwi. 
W  związku z tym należy bezwzględnie dążyć do tego, aby oddzielenie 
surowicy odbywało się bezpośrednio po pobraniu krwi, na co już w ro
ku 1929 wskazywał S p i r o  (30). Opisany w niniejszej pracy  spo
sób II oddzielania surowicy zapobiega uchwytnemu wzrostowi poziomu 
potasu w surowicy krwi kontaktującej się ze skrzepem naw et w prze
ciągu 4 godzin upływających od chwili pobrania krwi. Sposób ten jest 
bardzo p rosty  i może być z powodzeniem stosowany w każdym labora
torium usługowym. Sposoby inne, jak  np. podaw any przez P r e d t e- 
c z e n s k i e g o  i współpracowników (29), po legający na prze trzy
m ywaniu  krwi w cieplarce, wydaje się bardziej złożony technicznie. 
Sposób podaw any przez D u 1 i e r e' a (5), a po legający na w iro
waniu krwi w temperaturze 0°C, wydaje się o tyle niesłuszny, że jak  
wykazali wspomniani już H a r r i s  i M a i z e l s ,  a ostatnio po-
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twierdził to K ii s e 1 (18) oraz G o o d m a n  i współpracowni
cy (7), w temperaturze 0°C następuje szybsze w yw ędrow yw anie  potasu 
z krwinek do osocza niż w temperaturze pokojowej.

Jeśli chodzi o dokładność powszechnie stosowanych chemicznych 
metod oznaczania potasu, to źródła błędów były już niejednokrotnie 
dyskutowane przez różnych autorów. Tak np. metody oparte na w ytrą 
caniu potasu działaniem azotyno-kobaltanu sodowego na surowicę są 
obarczone bardzo poważnymi możliwościami błędu, jak  np. zależnością 
składu wytrącanego osadu od szybkości dodawania odczynnika do su
rowicy oraz temperatury, w jakiej przeprowadza się próby (25). Dal
szym czynnikiem wpływającym na obniżenie dokładności metody jest 
konieczność płukania  wytrąconego osadu, co pociąga za sobą na ogół 
mniejsze lub większe straty osadu, zależnie od jakości użytego do płu
kania płynu (2). Część autorów przypisuje także pewną rolę oddziały
waniu środowiska, w jakim przeprowadza się wytrącanie osadu. W  sto
sowanej w tej p racy  metodzie kolorymetrycznej dodatkowym poważ
nym czynnikiem wpływającym na dokładność oznaczeń była stosun
kowo mała stromość krzywej kalibracyjnej, w wyniku czego nawet 
nieduże różnice w pomiarze przepuszczalności dawały dość znaczne 
różnice w odczytyw anych wartościach stężenia potasu.

Nieco więcej uwagi warto poświęcić metodzie oznaczania potasu na 
fotometrze płomieniowym w związku z coraz szerszym i powszechniej
szym stosowaniem tego aparatu. Oznaczanie potasu w surowicy napo
tyka tu na pewne trudności, z których bodaj że najw iększą jest sporzą
dzenie odpowiednich standardów potrzebnych do wykreślenia krzywej, 
ponieważ obecność innych jonów w surowicy wzmaga znacznie emisję 
świetlną potasu. M o s h e r i współpracownicy (cytowane według 
G i l b e r t a  i in. 6) stosowali standard zaw ierający chlorki: sodowy, 
potasowy, wapniowy i magnezowy, a dalej fosforan amonu, glikozę, 
mocznik, cholesterol, alkohol i żelatynę. Dodatek białka znajduje swoje 
uzasadnienie w tym, że, jak  podają  G i l b e r t  i współpracowni
cy (6), wielkość napięcia powierzchniowego badanej cieczy wpływ a na 
wartość odczytu. Sporządzenie jednakże tak  złożonego standardowego 
roztworu wym aga znacznej ilości czasu, co przy równoczesnej ko
nieczności dysponowania doskonale oczyszczonymi odczynnikami or
ganicznymi znacznie zmniejsza wartość praktycznego zastosowania te 
go roztworu. H i 1 g e r s (11) w swojej pracy, w której podaje  sze
reg cennych uwag dotyczących fotometru płomieniowego i jego zasto
sowania do oznaczania sodu, potasu i wapnia w surowicy, proponuje 
wykreślenie  kilku krzywych obrazujących zależność wartości w ychy
leń galwanometru od stężenia potasu  przy różnych stężeniach sodu.
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Proponuje on dalej, aby określać najp rzód  zawartość sodu, a następ
nie w zależności od stwierdzonego stężenia sodu odczytywać wynik 
badania potasu z tej czy innej krzywej.

Z przeliczeń teoretycznych opartych na p racy  H i 1 g e r s a, jak  
i z porównawczych badań własnych w yn ika  jednak, że wyraźnie za
znacza się wpływ wahań w stężeniu sodu na  wychylenia galwanometru 
wówczas, gdy wahania te leżą w granicach  0 — 10 — 20 mg%, nato
miast dalsze zwiększanie stężenia sodu (od 20 — 33 mg%) w płynie, 
w którym  określa się zawartość potasu, ma już wpływ nieznaczny. W y 
nika stąd, że wahania stężeń sodu w surow icy krwi spotykane nie tylko 
w stanach fizjologicznych, ale i patologicznych, nie mają praktycznego 
znaczenia przy oznaczaniu stężenia potasu  na  fotometrze płomie
niowym.

Z badań porównawczych wynika również, że najprostszym i i dają
cymi jednocześnie dobre wyniki p łynam i standardowymi dla oznacza
nia potasu mogą być p łyny zawierające tylko chlorki sodowy i po ta
sowy, w  których stężenie potasu jes t dowolnie dobrane, a sodu stałe 
i równe 33 mg%. O tym, że te p łyny  dają w praktyce dobre wyniki, 
świadczy daleko idąca zgodność między oznaczeniami na  fotometrze 
płomieniowym i wykonanym i metodą kolorymetryczną.

Analizując wartość użytkową obu metod i ich dokładność na pod
stawie uzyskanych wyników, w ydaje  się, że fotometr płomieniowy 
daje wyniki lepsze i dokładniejsze, aniżeli stosow ana w tej p racy  me
toda chemiczna. W iększa dokładność w połączeniu z szybkością ozna
czeń oraz nieskomplikowana i łatwa do opanowania w krótkim czasie 
technika obsługi stwarza z fotometru płomieniowego aparat nadzwy
czaj cenny dla seryjnych analiz n ieorganicznych składników surowicy.

Przechodząc do zagadnienia zasadniczego, a mianowicie określenia 
normalnej zawartości potasu w surowicy krwi, wydaw ałoby się słusz
nym uważać, że podane w tablicy 1 wartości są na ogół za wysokie, co 
należałoby może w odniesieniu do większości autorów przypisać otrzy
m ywaniu surowicy w sposób nieodpowiedni. W  odniesieniu do autorów, 
którzy mówią o konieczności szybkiego oddzielania surowicy od k rw i
nek, należałoby przypuścić, że źródło błędów leży w metodach, którymi 
się posługiwali. W ydaje  się, że wartości praw idłowe poziomu potasu  
w surowicy krwi ludzi zdrowych, oddzielonej bezpośrednio po pobraniu  
krwi, leżą w granicach 15,0 — 19,0 mg%. W artości wyższe należałoby 
uważać za podejrzane o hyperpotasemię, wartości zaś niższe o hypo- 
potasemię. W  tablicy 6 zestawiono otrzymane wyniki w ten sposób, 
że podzielono je na grupy w zależności od stężenia potasu.
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Z tablicy 6 wynika, że najw iększa ilość przypadków wypada na stę
żenie 16,1 — 17,0 mg%; z ilościowego rozmieszczenia pozostałych 
przypadków można wnosić, że przy odpowiednio zwiększonej ilości 
oznaczeń otrzymano by  norm alną krzywą rozkładu dla norm alnych w ar
tości stężenia po tasu  w  surowicy krwi.

T a b l i c a  6
Rozrzut wartości normalnych poziomu  
potasu w  surow icy fcrwi ludzi zdrowych  

obojga płci

Zawartość potasu  
w  m g na 100 ml

Ilość przypadków

14,1 — 15,0 2
1 5 ,1 — 16,0 11
1 6 ,1 — 17,0 14
17,1 — 18,0 10
1 8 ,1 — 19,0 3
19,1 — 20,0 1

Razem
przypadków

41

Na podstawie uzyskanych  w tej p racy  wyników wydaje się słuszne 
twierdzenie M o z o ł o w s k i e g o  (26), że nie jest prawdopodob
na tak  wielka — jak  się zazwyczaj przyjm uje — normalna zmienność 
poziomu potasu  w surow icy krwi i że raczej ma się tu do czynienia 
z n iedostateczną ścisłością stosowanej metody lub też z system atycz
nym błędem. Stwierdzenie normalnej krzywej rozkładu pozwala na w y
rażenie zawartości po tasu  w  surowicy zdrowych ludzi w ścisły sposób, 
a mianowicie przez podanie  średniej arytmetycznej i dyspersji. W  opar
ciu o analizę 41 surowic znaleziono 16,6 +  1,0 mg% potasu, czyli 
4,25 +  0,25 milirównoważnika/litr. Należy zaznaczyć, że M a r i n  i s 
i współpracownicy (24) w swojej p racy  opartej na zbadaniu 107 przy
padków  uzyskali wartości dające się również przedstawić w postaci 
normalnej krzywej rozkładu z wartością średnią 4,52 +  0,45 milirów
noważnika/litr. Średnia tych  autorów, jak  również wartość dyspersji, 
są większe niż w yznaczone w  tej pracy; należy jednak  zaznaczyć, że 
au torzy  ci nie oddzielali surow icy  natychm iast po pobraniu krwi, lecz 
dopiero po wytw orzeniu  się skrzepu. Nie mówią oni także nic. o wieku 
osób badanych.

W artości uznane na  podstaw ie  tej p racy  za normalne winny być 
p rzy ję te  za praw idłowe tylko w odniesieniu do ludzi w  wieku 15 — 30
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lat, n iektórzy bowiem autorzy, jak  np. K a l o ś - D e f f n e r  (13) s tw ier
dzają, że u dzieci poziom potasu w surowicy jest nieco niższy niż u do
rosłych. Być może, że duża rozbieżność wyników niek tórych  autorów 
spowodowana jest również, między innymi, nieuwzględnieniem wieku 
osób badanych. Niejasna wydaje się kwestia wiązania kompleksowego 
potasu w surowicy, bo gdy W a e l s c h  i K i t t e l  (38) stw ier
dzają, że potas w surowicy krwi ludzi zdrowych wędruje  w polu e lek
trycznym do anody, L e v y  i P a c u  (20) poddając surowicę i oso
cze ultrasączeniu stwierdziły, że praktycznie biorąc cała ilość potasu 
(95%) przechodzi do ultraprzesączu. W  doświadczeniach opisanych 
w tej pracy nie udało się stwierdzić jakiejkolwiek zależności między 
poziomem potasu a zawartością białek w surowicy krwi.

W  o o t t o n i współpracownicy (40) w pracy  opublikowanej 
w roku 1954 mówiąc o klinicznym zastosowaniu biochemii podają, że 
wartości prawidłowe stężeń potasu w surowicy wahają  się w granicach 
3,5 — 5,6 milirówn./litr (13,7 — 21,9 mg%), przy czym autorzy ci nie 
uwzględniają wieku jako ewentualnego czynnika wpływającego na  za
wartość potasu. W  świetle uzyskanych wyników wydaje  się jednak, że 
przynajmniej w odniesieniu do osób w wieku od 15 do 30 lat słusz
niejsze byłoby przyjęcie granic węższych — od 15,0 do 19,0 mg%, tj. 
3,8 do 4,9 milirówn./litr.

Oznaczenia przeprowadzone na fotometrze płomieniowym były  
możliwe tylko dzięki uprzejmości prof, dra M ariana G ó r s k i e g o ,  
kierownika I Kliniki Chorób W ewnętrznych AMG., k tó ry  zechciał w y 
pożyczyć na pewien okres czasu fotometr Zakładowi Chemii Fizjolo
gicznej AMG., za co pozwalam sobie i w tym miejscu złożyć profeso
rowi G ó r s k i e m u  podziękowanie.

Równocześnie uprzejmie dziękuję prof, dr Irenie M o c h n a c k i e j  
za udzielenie szeregu cennych uwag.

Streszczenie

1. Opisano sposób otrzymywania surowicy krwi dla oznaczania po
tasu, polegający na pobieraniu krwi do parafinowanych probów ek wi
rówkowych i natychmiastowym jej wirowaniu. Po odwirowaniu od
dziela się surowicę od składników morfotycznych po upływie dw óch 
godzin.

2. Potas w surowicy oznaczano metodą chemiczną, po legającą  na 
w ytrącaniu  jego z nieodbiałczonej surowicy w postaci azotyno-kobalta- 
nu sodowo-potasowego z następowym  kolorymetrycznym oznaczaniem
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wytrąconego kobaltu. Równolegle oznaczano potas na fotometrze pło
mieniowym; do sporządzenia krzywej użyto płynów będących miesza
niną chlorków sodowego i potasowego, zawierających sód w stężeniu 
stałym  równym 33 mg%, a potas w stężeniu różnym.

3. Przy porównaniu  wartości uzyskanych metodą kolorym etryczną 
i na fotometrze płomieniowym stwierdzono daleko idącą zgodność w y 
ników, i to zarówno dla wartości średniej ze  wszystkich oznaczeń, jak  
i dla poszczególnych surowic.

4. Stwierdzono, że wyniki uzyskane na fotometrze płomieniowym są 
dokładniejsze niż otrzymane przy użyciu stosowanej w tej p racy  me
tody kolorymetrycznej.

5. Dla wartości stężenia potasu określonego w 41 surowicach uzy
skano normalną krzywą rozkładu. W artość średnia normalnego stęże
nia potasu w surowicy krwi ludzi w w ieku od 15 do 30 lat na  podsta 
wie przeprowadzonych oznaczeń wynosi 4,25 +  0,25 milirównoważni- 
ka/litr, (to jest 16,6 +  1,0 mg%).
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CO/fEPTKAHME KAJIMH B CbIBOPOTKE KPOBM 3ÄOPOBBIX JIIOßEH

P  e  3 k) m e

1. OroicaH enoeoö nojiynerniH clibopotkm kpobm « jih onpe^ejieHMH 
KaJiMH, 3aKJiK>HaiomMMCH BO B3HTMH KpoBH B napatJiMHMpoBaHHbie npo- 
6 np km m HeMeflJieHHOM ee peHTpHcjpyroBaHMM. Hepe3 2 naca nocne peHTpM-
c]?yroBaHMH cBiBopoTKy OTflejiaioT ot MopcJiOTMHecKMx cocTaBHLix HacTeił.

2 . I ly T e M  X H M H H ecK oro  M eT O ^ a 6 b u i  o n p e ^ e j i e H  K a jiM ił b  c t iB o p o T K e ,  

c o A e p j K a m e i ł  e i p e  6 e j io K . K ajiM M  n o j i y n e H  b  B M ^ e o c a ^ K a  K O M njieK C H O ii
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cojih KOÓajibHHTpwTa HaTpMH u KajiMii; nocjie 3Toro nocpe^CTBOM kojio- 
pwMeTpa onpe^ejieH BŁinaBimiii KobajibT. IlapajiJiejibHo onpe^ejiHJica no- 
cpe,ącTBOM njiaMeHHoro c|>OTOMeTpa Kajmił; æjih HaHeceHHH kpmboh 
HCn0JIb30BaHbI ÓbIJIH XCMflKOCTM, HBJIHKHipieCH CMeCbK) XJIOpHCTOrO HBTpMH
u  x j i o p n c T o r o  K a jiM a , c o f l e p x c a m w e  H aT pM Ü  b  i i o c t o h h h o h  KOHu;eHTpan;MH  

paBHOM 33 Mr %, a KaJIWM ------ B pa3JIMHHbIX KOHpeHTpaiJMflX.
3. IlyTeM cpaBHeHHH BejinmiH, nojiyneHHbix nocpe^CTBOM KOJiopuMe- 

TpMHecKoro MeTo^a h ruiaMeHHoro c£>OTOMeTpa, oÔHapyxceHo, hto nojiyueH- 
Hbie pe3yjibTaTbi BecbMa cxo^hbi, x a x  æjih cpe^Heu BejiHHMHbi, Taie m kjih  
OT^ejIbHblX CbIBOpOTOK.

4. OÔHapyxeeHO, h to  nojiyueHHbie Ha njiaMeHHOM cJ)OTOMeTpe pe3yjib- 
TaTbi TOHHee pe3yjibTaTOB, nojiyueHHbix nyTeM npHMeHeHHH b stom paôoTe 
KOJIOpMMeTpMHeCKOM MeTOflbI.

5. BejiHHMHe KOHijeHTpaipiH KajiKH, onpe^ejiëHHoro b 41 cbiBopoTKe, 
cooTBeTCTByeT nojiyneHHaa HopMajibHaa KpnBan pa3jioxeeHMH. Cpe^Haa 
BejIHHMHa HOpMaJIbHOM KOHpeHTpapMM KajIHH B 0Ôpa3Ij;aX CbIBOpOTKM 
KpOBH JIRDAew B  B03paCTe OT 15 AO 30 JieT, Ha OCHOBaHMH npOBe^eHHblX 
onpeflejieHMÎi paBHaeTCH 4,25 +  0,25 MMJiMSKBMBajieHTOB/jiMTp ( t .  e. 
16,6 +  1,0 Mr %).

POTASSIUM CONTENT IN HUMAN SERA 

S u m m a r y

1. A  method has been  described for potassium  determ ination in se 
rum based on taking of blood directly into paraffin-coated centrifuge- 
cones and im m ediately centrifugation. Serum is separated from the 
m orphological constituents after 2 hours.

2. Potassium has been determined by the chem ical method, involv ing  
precipitation of potassium  from non-deproteinized serum in the form  
of sodium -potassium -cobalt com plex, fo llow ed  by the colorim etric d e
term ination of the precipitated cobalt. Potassium  has been determ ined  
in parallel determ inations in the flame photom eter using, for constructing  
of the standard curve, solutions of 33 mg% NaCl w ith  varying amounts 
of KC1.

3. Comparison of the results obtained by the tw o different m ethods 
sh ow s high agreement of the mean va lues from all determ inations and 
from individual sera as well.
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4. It has been proved that photometric results are more precise as 
compared with the colorimetric values.

5. A normal distribution curve has been obtained for the values of 
potassium concentration estimated in 41 specimens of serum. The mean 
value of the normal potassium concentration in the serum of the indi
viduals of 15 — 30 years  is 4,5 +  0,25 mE/lite (e. i. 16,6 + 1 , 0  mg°/o).

O trzym an o 9.X II .1954
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SYNTETYCZNY D,L-TRYPTOFAN
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Oddział w Krakowie  

Kierownik proi. dr J. Supniewski

H o p k i n s  i C o l e  (13), (14) w roku 1901 wyosobnili z hydro
lizatu białkowego aminokwas tryptofan, k tóry  okazał się później (3-in- 
dolylo-alaniną. Aminokwas ten wchodzi w  skład większości b iałek i jest 
niezbędnym składnikiem pokarm owym  dla zwierząt, które nie synte ty
zują go w swych tkankach.

Tryptofan jako związek indolowy jest wrażliwy na  działanie kw a
sów i silnych alkalii, ulega więc zniszczeniu przy hydrolizie białek 
mocnymi gorącymi kwasami lub alkaliami. Otrzym ujem y go z hydro
lizatów białek strawionych fermentami proteolitycznymi, na  przykład 
trypsyną, poprzez nierozpuszczalne połączenie rtęciowe. Białka zawie
rają L-tryptofan. Aminokwas ten najczęściej o trzym ywany jest z hy 
drolizatów kazeiny. Metoda ta jest kosztowna i kłopotliwa.

Obecnie hydrolizaty białek są szeroko stosowane w lecznictwie ja 
ko środki odżywcze przy ujemnym bilansie białkowym — podajem y je 
wówczas dożylnie, rzadziej doustnie. Zawierają one zwykle mało tryp- 
tofanu lub nie zawierają go wcale, nie są więc pełnowartościowymi 
odżywkami dla ludzi, ludzie bowiem powinni dostawać dziennie z po
karmami 0,25 — 0,5 g tryptofanu. Hydrolizaty te wzmacniamy dodając 
do nich trypftofan. Można dodawać do nich tryptofan racemiczny, k tó
ry  jest zużytkowywany przez tkanki jak  tryptofan lewoskrętny.

Acetylotryptofan służy za stabilizator roztworów białek (albumin) 
używanych w lecznictwie.

E l l i n g e r  i F l a m a n d  (5) już w roku 1908 otrzymali 
D,L-tryptofan przez syntezę chemiczną. Kondensowali oni aldehyd- 
-P-indolowy z kwasem hipurow ym  do azlaktonu, k tóry  po hydrolizie 
i redukcji dawał tryptofan. W ydajności tej syntezy były bardzo słabe, 
a p rodukt wyjściowy syntezy, a ldehyd indolowy, był drogi (9). Ostatnio 
opracowano względnie tanią syntezę tego aldehydu z graminy przez

[249]
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utlenianie jej fenylohydroksylaminą i nitrobenzenem. Pozwoliło to na 
wydajną nową syntezę tryptofanu z tego związku przez kondensację go 
z hydan,toiną, hydrolizę i redukcję powstałego produktu  kondensacji do 
tryptofanu.

S n y d e r z współpracownikami (22), (23), (24), (25), (26) zastoso
wał metodę S ó r e n s e n a  (1), (3), (4), (10), (20), (27) syntezy ami
nokwasów za pośrednictwem acetoamidomalonianu dwuetylowego do 
syntezy tryptofanu z graminy, łatwo dostępnej dzięki metodzie syntezy 
K i i h n a  i S t e i n a  (18). Gramina pow sta je  przez kondensację 
indolu z aldehydem mrówkowym i dwumetyloaminą. Z jodkiem m ety
lowym gramina daje metylojodek, k tóry  ogrzewany z acetoamidoma- 
lonianem dwuetylowym wobec alkalicznych katalizatorów odczepia 
trójmetyloaminę i tworzy indolo-metylo-acetamidomalonian dwuetylo- 
wy. Hydroliza tego związku daje w końcu D, L-tryptofan z dobrą w y
dajnością. Metoda ta następnie była modyfikowana przez B u t e- 
n a n d t a  i H e l l m a n n a  (2), (11), (12) i innych. Zamiast ace- 
tomidomalonowego estru stosowano ester formamidomalonowy.

J o n e s  i K o r n f e l d  (16) kondensowali graminę, siarczan 
metylowy, szczawian dwuetylowy i acetamidomalonian dwuetylowy 
wobec etylanu sodowego do a-oksy-(3-acetamido-f3-karboetoksy-3-indo- 
lomalonianu dwuetylowego, który hydrolizowany roztworem wodoro
tlenku sodowego daje D, L-tryptofan z 70% wydajnością.

Racemiczny tryptofan można rozłożyć na optyczne antypody, n a j
prościej drogą biologiczną. W yciągi z trzustek  zwierzęcych zawierają 
fermenty hydrolizujące do wolnego tryptofanu ;tylko lew oskrętny ester 
etylowy tryptofanu, estru praw oskrętnego nie zmieniają. Pozwala to po 
hydrolizie estru tryptofanu racemicznego na  oddzielanie tryptofanu 
lewoskrętnego. W  wyciągach z nerek  znaleziono ferm enty  odczepia
jące grupy kwasowe tylko z L-acylopochodnych tryptofanu.

Do syntez tych potrzebny jest acetamidomalonian dwuetylowy. 
Związek ten powstaje przez redukcję pyłem cynkowym  izonitrozoma- 
lonianu dwuetylowego w roztworze kwasu octowego i bezwodnika 
octowego (1), (19). Redukcje można prowadzić też amalgamatem sodo
wym lub katalitycznie wodorem wobec p la tyny  lub niklu Raneya. Za
miast estru acetamidomalonowego można używać ester formamidoma
lonowy (7), gdy redukujem y izonitrozomalonian dwuety low y cynkiem 
w kwasie mrówkowym (8), (18), (29). Najlepsze wyniki otrzymujemy 
przy redukcji izonitrozomalonianu dwumetylowego. Izonitrozodwuma- 
lonian dwuetylowy lub dwum etylowy otrzym ujemy łatwo przez dzia
łanie azotynów i kwasów na estry malonowe (20).
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Acetamido- i formamidomaloniany możemy też otrzymać przez re 
dukcję nitromalonianów (17), które łatwo pow sta ją  z estrów malono- 
wych przy działaniu na nie stężonego kwasu azotowego (31).

W  roku 1950 i 1951 pod kierunkiem prof. S u p n i e w s k i e g o  
dr M a y e r  opracował syntezę D, L-tryptofanu z indolu celem prze
niesienia jej na produkcję fabryczną, aby zaopatrzyć polski rynek  le
ków w ten ważny aminokwas. Oparto się na zasadach syntezy trypto- 
fanu opracowanych przez S n y d e r a, rokującej najlepsze wyniki 
w produkcji fabrycznej.

Indol do tej syntezy otrzymywano z czystej orto-formylotoluidyny 
zgodnie ze wskazówkami podanymi w Organie Syn theses  (tom XXIII, 
s. 44 (30)) stosując etylan potasowy, co wpływało na zmniejszenie po
danej wydajności. Indol można też otrzymać m etodą R e i s s e r t a  
(21) z orto-nitrotoluenu i szczawianu dwuetylowego.

Z indolu łatwo otrzymuje się graminę kondensując go w tem pera
turze pokojowej z dwuetylaminą i aldehydem mrówkowym.

Gramina ogrzewana z acetamidomalonianem dwuetylowym  i bez
wodnym sproszkowanym wodorotlenkiem sodowym we wrzącym  tolue
nie odczepia dwumetylaminę i kondensuje się do indolo-fi-metyloaceta- 
midomalonianu dwuetylowego.

Koniec reakcji wskazuje koniec wydzielania się dwum etylaminy 
z wrzącego płynu. Ester ten hydrolizujemy gorącym roztworem wodo
rotlenku sodowego do odpowiedniego zacetylowanego kwasu. W olny 
kwas, ogrzewany z wodą do wrzenia, odczepia dw utlenek węgla i za
mienia się w acetylotryptofan, który hydrolizowany na gorąco roz
tworem wodorotlenku sodowego odczepia kwas octowy i w dobrej 
wydajności daje D, L-tryptofan. W ydajność tryptofanu z indolu w y
nosi 52%, metoda jest więc dobra i technicznie opłacalna.

W  produkcji fabrycznej na leży  się liczyć ze wzrostem wydajności 
i lepszym wyzyskaniem półproduktów.

Acetamidomalonian dw uetylow y otrzymano z malonianu dw uety
lowego nitrozując go mieszaniną azotynu sodowego i kwasu octowego. 
EsteT nitrozowy bez dalszego oczyszczania redukow ano wodorem wo
bec niklu Raneya do aminomalonianu dwuetylowego, k tóry  acetylowa- 
no bezwodnikiem octowym.

Należało opracować normy farm akopealne dla otrzymanego synte
tycznego tryptofanu. Normy te opracowano w Pracowni Farmakopei 
Polskiej Nr 9, znajdującej się w Zakładzie Farmakologii Akademii Me
dycznej w Krakowie. Pod kierunkiem prof. S u p n i e w s k i e g o  
opracował je mgr S. K a m i ń s k i .

http://rcin.org.pl



252 J .  S U P N IE W S K I, J .  M A Y E R  i S. K A M IŃ S K I [4]

Przy opracowaniu norm spotkaliśmy się z trudnością prostego, ilo
ściowego określenia tryptofanu. Tryptofan można określić oznaczając 
w nim azot metodą Dumasa lub Kjeldahla, jest to jednak kłopotliwe. 
Próby miareczkowania tryptofanu wodorotlenkiem sodowym wobec for- 
molu nie dały dobrych wyników. Nie otrzymano też dobrych w yni
ków miareczkowania wodorotlenkiem sodowym w roztworze alkoholo
wym i miareczkowania kwasem nadchlorowym  (wobec fioletu m etylo
wego) w roztworze kwasu octowego naw et po dodaniu octanu rtęcio
wego.

Zwrócono się więc do bromometrii, bo tryptofan wiąże osiem ato 
mów bromu. Tryptofan próbowano już oznaczyć bromometrycznie 
w 1907 roku (17). Nasze próby określenia go bromometrycznie w roz
tworze wodnym nie doprowadziły do pożądanego celu, za to bromome- 
tria w  roztworze ca 70% kwasu octowego, podobnie jak  to robił Z y k a  
(32) z paroma środkami leczniczymi, dała wyniki równoznaczne z okre
ślaniem tryptofanu drogą oznaczenia w nim azotu metodą mikro- 
Dumasa.

W  literaturze naukowej lat ostatnich spotykam y się wyłącznie ty l 
ko z kolorymetrycznymi metodami oznaczania tryptofanu, wolnego 
i w białkach, opartych na przykład na zniebieszczeniu odczynnika fosfo- 
romolibdeno-wolframowego (F o 1 i n, C i o c a 1 t a u (6) ) przez 
ten aminokwas lub na odczynach barwnych, które daje tryptofan z al
dehydami (aldehydem para-dwuetyloaminobenzoesowym, aldehydami: 
benzoesowym, mrówkowym, z kwasem glioksalowym lub waniliną). 
Metody te mniej nadają się do oznaczenia stopnia czystości tryptofanu 
drogą analizy ilościowej.
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P o s t a ć  i w ł a s n o ś c i .  Bezbarwne krystaliczne rombowe 
blaszki bez zapachu, o słodkawym smaku.

R o z p u s z c z a l n o ś ć .  Tryptofan rozpuszcza się w 20 C 
w 190 cz. wody i w 3170 cz. alkoholu etylowego, nie rozpuszcza się 
w eterze dwuetylowym, chloroformie i benzenie.

S p r a w d z e n i e  t o ż s a m o ś c i .  Tem peratura topliwości 
289 — 291 °C z rozkładem (przy szybkim ogrzewaniu).

0,01 g tryptofanu rozpuścić w 1 ml wody, dodać 2 — 3 kropli wody 
bromowej. Powstaje wiśniowe zabarwienie.

0,005 g tryptofanu zadać 3 kroplami stężonego kwasu azotowego, 
ogrzać do rozpuszczenia. Powstaje żółte zabarwienie, które zamienia 
się w czerwone po silnym zalkalizowaniu amoniakiem.

0,002 — 0,003 g tryptofanu zadać 1 ml 1 % roztworu aldehydu para- 
-dwumetyloaminobenzoesowego w stężonym kwasie siarkowym. Po kil
ku minutach płyn przyjmuje czerwoną barwę.

0,01 g tryptofanu rozpuścić w 2 ml wody i dodać 1 ml farmakopeal- 
nego roztworu siarczanu rtęciowego. Powstaje żółty osad.

0,01 g tryptofanu rozpuścić w 1 ml wody, dodać 2 m_ odczynnika 
Hopkins-Cole (wodny roztwór kwasu glioksalowego) i 5 ml stężonego 
kwasu siarkowego. Po paru minutach na granicy zetknięcia się obu 
płynów tworzy się fioletowe zabarwienie.

0,01 g tryptofanu rozpuszczamy w 2 ml wody, dodajemy 5 kropli 
10% wodnego kwasu jodowego i ogrzewamy do wrzenia. Płyn brunat
nieje i wydziela jod.

B a d a n i e  n a  c z y s t o ś ć .  0,2 g tryptofanu suszone cztery go
dziny w 105°C powinny tracić na wadze nie więcej niż 0,001 g (0,5%).
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Tryptofan nie powinien dawać więcej niż 0,4% popiołu. Tryptofan 
nie powinien zawierać więcej niż 2 mg % metali ciężkich, 2 mg % że
laza, 5 mg % chloru, 10 mg % SO4.

O z n a c z a n i e  z a w a r t o ś c i .  W  kolbie ze szklanym  korkiem 
rozpuszczamy na gorąco 0,05 g tryptofanu w 25 ml w ody i 25 ml czy
stego lodowatego kwasu octowego. Po ochłodzeniu dodajem y 25 ml 0,1 N 
roztworu bromu w lodowatym kwasie octowym i po wymieszaniu odsta
wiamy zakorkowany na pół godziny w ciemnym miejscu. Dodajemy 
10 ml 10% wodnego jodku potasowego i zaraz m iareczkujem y nadmiar 
niezwiązanego jodu 0,1 N tiosiarczanem sodowym wobec skrobi. 1 ml 
związanego z tryptofanem 0,1 N bromu odpowiada 0,002553 g tego ami
nokwasu. Tryptofan farmakopealny powinien zawierać nie mniej niż 99% 
czystego tryptofanu. M iareczkowanie w 90 — 100% kwasie octowym 
nie daje dobrych wyników.

Wyniki analiz miareczkowaniem bromometrycznym w porównaniu 
z oznaczeniem azotu w tryptofanie metodą mikro-Dumasa

Oznaczenia bromomefcryczne 
1 mli 0,1 N Br odpowiada 204,22/8000 =  0,00255275 g tryptofanu

Waga substancji Zużyte ml Znaleziona z anali % tryptofanu
bezwodnej 0 ,1N  Br zy waga tryptofanu w  preparacie

I. 50,33 mg 19,7 50,24 99,78
II. 49,06 mg 19,2 48,96 99,79

Oznaczenia azotometryczne 
1 mg N odpowiada 7,2893 mg tryptofanu

Waga substancji 
bezwodnej w mg

W ydzielony  
azot w  

mm H g 0°

Znaleziony 
azot w mg

Znaleziona  
z analizy 

waga trypto
fanu m g

% tryptofanu 
w  preparacie

I. 13,051 1,58 ml 
721 mm  
H g 20°

1,7766 12,975 99,43

II. 14,840 1,88 ml 
721 mm  
H g 19°

2,037 14,840 100,0

W yniki analiz tryptofanu przeprowadzone dwoma metodami pok ry 
wają się ze sobą.
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Streszczenie

Racemiczny tryptofan otrzymano z indolu z 52% wydajnością. Przez 
kondensację indolu i aldehydem mrówkowym, i dwumetylaminą w  roz
tworze kwasu octowego w ciepłocie pokojowej otrzymano graminę, 
k tórą kondensowano, gotując z acetamidomalonianem dwuetylowym 
w toluenie wobec wodorotlenku sodowego do indolo-p-metyloacetami- 
domalonianu dwuetylowego. Ester ten hydrolizowano do kwasu indolo- 
-|3-metyloacetamidomalonowego, gotując z wodnym roztworem wodo
rotlenku sodowego. Kwas ten gotowany z wodą odczepia dwutlenek 
węgla i zamienia się w acetylotryptofan, który hydrolizowany gorącym 
roztworem wodorotlenku sodowego odczepia kwas octowy i daje tryp 
tofan.

Podano normy farmakopealne dla racemicznego tryptofanu. Opraco
wano bromometryczną metodę określania tryptofanu. W  roztworze 70% 
kwasu octowego tryptofan wiąże osiem atomów bromu z roztworu bro
mu w kwasie octowym. Po reakcji nadmiar nie związanego bromu ok re 
ślamy jodometrycznie dodając jodku potasowego i miareczkując w y
dzielony jod 0,1 N tiosiarczanem sodowym wobec skrobi. Metoda ta 
jest  bardzo dokładna i szybka.
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rature. Gramme boiled with diethylacetoamidomalonate in toluene yields 
diethyl indolo-P-methylacetoamidomalonate in the presence of sodium 
hydroxide. The ester is hydrolized to indolo-P-methylamidomalonic acid 
while boiled with aqueous sodium hydroxide solution.

Carbon dioxide splits off from the acid through boilling with water. 
The acetyltryptophane resulted in the above reaction hydrolizes in hot 
sodium hydroxide solution yielding tryptophane and acetic acid.

The pharmacopoeial norms for racemic tryptophane have been given. 
The bromometric method of tryptophane determination was elaborated. 
T ryptophane dissolved in 70% acetic acid is capable of binding 8 b ro 
mine atoms, bromine solution in acetic acid being used in the reaction.

The excess of the unreacted bromine is determined iodometrically, 
by adding potassium iodide and titrating the liberated iodine with 0,1 N 
sodium thiosulphate in the presence of starch solution.

The outlined method is rapid and highly accurate.

O trzym an o  7.II.1955
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pod ciśnieniem 100 atm. Temperaturę w ciągu redukcji utrzym uje się 
w zakresie około 50°, przy czym czas trwania redukcji wynosi około 
3 godzin.

Po tym czasie zawartość autoklawu przesącza się i z przesączu odde- 
stylowuje etanol w próżni. Ilość produktu surowego, w  postaci ciemnej 
oleistej cieczy, wynosi około 295 g.

VIII. Acetamidomalonian dwuetylowy

Uzyskany poprzednio surowy ester etylowy kwasu aminomalonowego 
w ilości około 295 g oziębia się do temp. 0°, po czym silnie mieszając 
wkrapla się 158 ml świeżo przedestylowanego bezwodnika kwasu octo
wego. W ciągu wkraplania bezwodnika u trzym uje się temperaturę miesza
niny w granicy od 0° do + 5° .  Po wkropleniu całej ilości bezwodnika 
ochładza się mieszaninę w lodówce, po 12 godzinach odsącza wykrystalizo
wany osad, przemywa małą ilością zimnego ksylenu, a następnie suszy 
w próżni. Otrzymuje się 61 g efeitru etylowego kwasu acetaminomalono- 
wego o temp. 95—97°.

Ług poreakcyjny zagęszcza się w próżni, przy czym, obok ksylenu, 
otrzymuje się około 45 g niezużytego estru malonowego. Do gorącej pozo
stałości podestylacyjnej dolewa się 85 ml ksylenu, oziębia mieszaninę 
w lodówce przez 12 godzin w temp. 0°, a następnie wydzielony osad odsącza, 
przemywa małą ilościę zimnego ksylenu i suszy w próżni.

Otrzymany produkt barwy jasno-brunatnej rozpuszcza się w gorącej 
wodzie, oczyszcza węglem aktywnym, sączy, oziębia i odsącza wykrysta
lizowany związek w ilości około 32 g.

W ten sposób otrzymuje się łącznie 93 g estru etylowego kwasu 
acetaminomalonowego o temp. topn. 95—97° (21,6% wydajności w sto
sunku do estru etylowego kw. malonowego). Uwzględniając ilość zrege
nerowanego estru malonowego (45 g) — wydajność estru acetaminoma
lonowego wynosi 25%.
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J. PAWEŁKIEWICZ i K. NOWAKOWSKA

PREKURSORY BIOSYNTEZY NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN. 

IL SYNTEZA NOWYCH POCHODNYCH WITAMINU B12

Z Zakładu Biochemii Żyw nośc i WSR w  Poznaniu 
Katedra Techn. Rolnej. Kierownik K a tedry  prof. dr J. Janicki

Bakterie kwasu propionowego, Propionibacterium shermanii, hodo
wane na pożywkach złożonych z hydrolizatu kazeiny lub glutenu, namo- 
ku kukurydzianego, ekstrak tu  drożdżowego, glikozy, fosforanów i ś la
dów soli kobaltawych w ytw arzają  głównie w itam in B i2P obok n ie 
znacznych ilości witaminu Bi2 (13), (14). Gdy do pożywki dodać 
ponadto niektórych pochodnych benzimidazolu, a mianowicie 5, 6-dwu- 
metylo- lub 5-metylo-benzimidazolu, związki te zostają na  drodze 
biologicznej włączone do cząsteczki kobalaminowej tworząc odpowied
nio: 5,6-dwumetylobenzimidazolocyjanokobalaminę (witamin B12)1) lub 
5(6)-metylobenzimidazolocyjanokobalaminę. Zawartość witaminu B i2p 
spada przy  tym praktycznie do zera (18), (19). Na tej drodze otrzymano 
po raz pierwszy większe ilości powyższych kobalamin w stanie k ry s ta 
licznym. W  dyskusji p racy  wypowiedziano przypuszczenie, że ty lko  
określone pochodne benzimidazolu mogą być prekursorami syntezy 
odpowiednich kobalamin, p rodukow anych przez bakterie  kwasu propio
nowego. Celem sprawdzenia tej hipotezy przebadano dalszy szereg 
związków pochodnych podstaw ionych w  pozycji 5 i 6 . Badania te m iały 
również na celu otrzymanie now ych pochodnych witaminu Bi2 , k tóre  
m ogłyby okazać się w dalszych badaniach biologicznych antywitami- 
nami i tym samym posłużyć w rozwiązaniu zagadnienia roli witaminu B i2 
w metabolizmie ustrojów żywych. W yrażono również przypuszczenie, 
że te  antywitaminy mogą posiadać własności carcinostatyczne (11).

Do badań użyto następu jących  związków: benzimidazol (I), 5-ni-
trobenzimidazol (II), 5 (lub 6)-nitro-6 (lub 5)-metylobenzimidazol (III),
5,6-dwunitrobenizimidazol (IV), 5-etoksybenzimidazol (V) i 5,6-imidazo- 
benzimidazol (VI).

b  Otrzymany w ten sposób witamin B12 przebadano w Instytucie Hem atologicznym  
w  W arszawie i stwierdzono jego kliniczną aktywność.

12591
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W szystkie te związki udało się na drodze biosyntezy włączyć do 
cząsteczki kobalaminowej i odpowiednie kobalaminy otrzymać w stanie 
krystalicznym. . . .

W stępnie przebadano również benzotriazol i 2-merkaptobenzotiazol, 
związki o zbliżonej strukturze do benzimidazolu.

Równolegle z powyższymi pracami F o r d  i współpracownicy 
w dwóch komunikatach donieśli o biosyntezie różnych kobalamin p rze
prowadzanej przez Bact. coli mutant 113-3 z czynnika B i odpowiedniego 
prekursora (8), (9). Czynnikiem B nazwali badacze z National Institute 
for Research in Dairying z F o r d e m  na  czele jedną z kobalamin 
wyodrębnioną przez nich z kału cieląt i kurcząt (10), (12). Bact. coli m u
tant potrzebujący dla swego wzrostu witaminu B i2 w pożywce rośnie 
również po dodaniu czynnika B do pożywki. W  normalnych w arunkach  
hodowli drobnoustrój ten przekształca czynnik B w inną kobalaminę, tzw. 
czynnik C znaleziony również w kale zwierząt i ptaków. Gdy do pożywki 
dodać prócz czynnika B, 5,6-dwumetylobenzimidazol lub 4,5-dwumety- 
lo-o-fenylodwuaminę lub riboflawinę z czynnika B i dodanego p reku rso 
ra, zostaje zsyntetyzowany witamin B12 (5,6-dwumetylobenzimidazolocy- 
janokobalamina) (8). Podobnie z adeniną otrzymano pseudowitam in B12 
(8) (adenino-cyjanokobalaminę), związek, k tóry  został uprzednio w yizo
lowany przez P f i f f n e r a  i innych z bakterii występujących w prze
wodzie pokarmowym cieląt (20). W  następnym komunikacie (9) F o r d  
i inni stwierdzają powstanie nowych kobalamin przy użyciu nas tępu ją 
cych prekursorów: benzimidazolu, 5,6-dwuchlorobenzimidazolu, 5-mety- 
lobenzimidazolu, 5-aminobenzimidazolu, 5-nitrobenzimidazolu, 4-chlo- 
ro-l ,2-benzotriazolu, benzotiazolu, 2 ,8-dwuchloroadeniny i 2 ,6-dwuamino- 
puryny. W  czystej formie badacze ci izolowali tylko kobalaminę zaw ie
rającą benzimidazol (benzimidazolocyjanokobalaminę (19) ). Również 
F a n t e s i 0 'C  a 1 1 a g h a n (7), powtarzając pracę D u 1 a n e y  a 
i W  i 1 1 i a m s a (5), donieśli w formie kom unikatu o otrzymaniu k ry 
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stalicznej benzimidazolocyjanokobalaminy w procesie fermentacyjnym 
przy użyciu szczepu Streptom yces griseus i o-fenylenodwuaminy jako 
prekursora. Próby kliniczne wykazały, że jest ona aktyw na w wypadkach 
anemii złośliwej w tym samym stopniu, co witamin B i2.

W  międzyczasie A r m i t a g e i inni (1) udowodnili, że „czynnik 
B" Forda jest witaminem Bi2 pozbawionym ugrupowania nukleotydo- 
wego w cząsteczce. W  myśl powyższego reakcje biosyntezy różnych 
kobalamin przeprowadzanych przez Bact. coli m utant można tłumaczyć 
jako przyłączenie ugrupowania nukleotydowego do deznukleotydocyja- 
nokobalaminy 2).

Podobnie okazało się, że witamin B i2, produkowany przez badany 
przez nas szczep Propionibacterium shermanii, jest deznukleotydocyja- 
nokobalaminą, a zatem jest związkiem identycznym z „czynnikiem B“ 
Forda (15).

W  ten sposób istnieje formalne podobieństwo syntez różnych nu- 
kleotydocyjanokobalam in (NCK) przeprowadzanych przez Bact. coli m u
tant i Propionibacterium shermanii.

Natomiast zasadnicza różnica obu metod tkwi w tym, że Bact. coli 
m utant potrafi jedynie sprzęgać podane w pożywce komponenty, deznu- 
kleotydoeyjanokobalam inę (DNCK), będącą dla tego drobnoustroju 
substancją wzrostową, i zasadę nukleotydową (ZN), w ytw arzając  nu- 
kleotydocyjanokobalam inę (NCK). Bakterie kwasu propionowego pro
dukujące w zwykłych w arunkach  DNCK potrzebują jedynie  ZN do bio
syntezy NCK. Różnice te ilustrują schematycznie wzory podane niżej, 
w których P oznacza prekursory  DNCK zawarte  w zwykłej pożywce:

D N C K  B. f ° l ‘ m utant ^  czynnik C

D N C K  +  Z N  B- “ li m utant N C K  ►
P Prot), shermanii D N C K >
P +  Z N  Prop. sherm anii N C K

Bakterie kwasu propionowego okazały się w ten sposób wygodnym 
obiektem do otrzymywania większych ilości różnych nukleotydocyjano- 
kobalamin w stanie krystalicznym.

W  pracy  niniejszej rozpatrywano również mechanizm tworzenia się 
NCK przez Propionibacterium shermanii. Celem stwierdzenia, czy synteza

-) Wg zaproponowanej uprzednio nomenklatury (19) chodzi tu o cyjanokobalaminę 
(płaską część cząsteczki z atomem kobaltu +  grupa cyjanowa) nazywaną jednak w dal
szej części pracy deznukleotydocyjanolcobalaminą w celu niem ylenia jej z ogólnie 
w  literaturze przyjętą nazwą cyjanokobalaminy dla całej cząsteczki witaminu B12.
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NCK jest reakcją następczą po niezależnie od niej postępującej syntezie 
DNCK, dodawano prekursor (5,6-dwumetylobenzimidazol) pod koniec 
okresu hodowli szczepu, a zatem w chwili gdy komórki drobnoustroju 
zgromadziły już znaczne ilości witaminu B i2p (DNCK).

Analizy takich hodowli wykazały, że w  kom órkach bakterii kwasu 
propionowego, podobnie jak  w B ad. coli m utant, zachodzi reakcja;

DNCK +  ZN ->• NCK

i że czas trwania tej reakcji w kom órkach Prop, sherm anii wynosi ok. 
24 godzin.

W stępne próby przeprowadzenia tej reakcji in vitro  dały  wynik ne
gatywny.

Część doświadczalna

M A TE R IA Ł Y  DO B A D A N

1 . B e n z i m i d a z  o l  — otrzym ano z o-nitroaniliny. Redukcji 
o-nitroaniliny dokonano za pomocą cyny i kwasu solnego. Po rozcień
czeniu wodą mieszaniny reakcyjnej roztwór wysycano siarkowodorem 
do całkowitego w ytrącenia się cyny. Osad siarczków odsączano, a k la
row ny roztwór chlorowodorku o-fenylenodwuaminy zagęszczano w próż
ni do zapoczątkowania krystalizacji. Po oziębieniu odsączano kryształy 
na lejku piankowym, po czym bezpośrednio używano ich do syntezy 
benzimidazolu, którą przeprowadzano metodą Philipsa (21). Tem peratura 
topliwości czystego związku 171°.

2. 5(lub 6)-N i t r o b e n z i m i d a z o l .  N itrow ą prochodną ben
zimidazolu otrzymywano wg metody podanej przez E f r o s a (6).

Preparat krystalizowano z wodnego etanolu. Temp. topliwości 203°.
3. 5(6)-N i t r o-6(5)-m e t y l o b e n z i m i d a z o l  — otrzym yw a

no podobnie jak  5-nitrobenzimidazol wychodząc z 5-metylobenzymida- 
zolu. Preparat krystalizowano z wody. Temp. topliwości 181°. Preparat 
miękł już w temp. 158°.

4. 5,6-D w u n i t r o b e n z i m i d a z o l .  Związek ten  otrzymano 
wg metody podanej przez E f r o s a (16), wychodząc z azotanu 5(6)-ni- 
trobenzimidazolu lub też ogrzewając bezpośrednio 1 g benzimidazolu 
z mieszaniną 20 ml HNOs(d 1,52) i 10 ml stężonego H 2SO4 4 godziny 
pod chłodnicą zwrotną. Temp. topliwości czystego produktu 187 — 189° 
(E f r o s podaje 186°).

5. 5,6-1 m i d a z o b e n z i m i d a z o l .  Związek ten otrzymano re 
dukując cyną i kwasem solnym 5,6-dwunitrobenzimidazol i kondensując
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otrzymaną pochodną dwuaminową z kwasem mrówkowym  wg m etody 
Phillipsa (21).

E f r o s (6) syn te tyzując  imidazobenzimidazol ogrzewał 5,6-dwuami- 
nobenzimidazol z kwasem  mrówkowym w 15% HC1 w zatopionej rurze 
w temp. 180° w ciągu 1 godziny.

W  naszej p racy  przekonaliśmy się, że nie trzeba używać tak  dra
stycznych w arunków  reakcji  do utworzenia drugiego pierścienia imida- 
zolowego. Już k ilkum inutowe ogrzewanie w tem peraturze wrzenia chlo
rowodorku dwuaminobenzimidazolu z kwasem mrówkowym  w roztw o
rze HC1 powoduje pow stanie  imidazobenzimidazolu. Po oziębieniu roz
tworu krystalizuje w p ięknych  igłach trudno rozpuszczalny chlorowo
dorek tego związku. Oczyszczano go dodatkowo za pomocą węgla ak ty 
wnego, a wolny imidazobenzimidazol wytrącano z roztworu amoniakiem.

Rys. 1. Widmo absorpcyjne 5, ©-imidazobenzimida
zolu w  Toztwoize 0,1 N  HC1

Czysty związek nie topi się poniżej 330°. Posiada on bardzo charak te ry 
styczne widmo absorpcyjne w ultrafiolecie (rys. 1), typowe dla pochod
nych benzimidazolu, lecz z przesuniętymi pasmami absorpcji w kierunku 
fal dłuższych w porównaniu do benzimidazolu lub pochodnych 5-metylo- 
lub 5,6-dwumetylo-benzimidazolu. M aksima absorpcji: 282 i 290,5 mu, 
w 0,1 N HC1 i 292 i 295 m|i w roztworze alkalicznym.

6 . 5-E t o k s y b e n z i m i d a z o l  — otrzymano z p-fenacetyny na 
drodze następu jących  przemian: p-fenacetyna 2-nitro-4-etoksyacetani-
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lid 2-nitro-4-etoksyanilina 4-etoksy-l,2-dwuaminobenzen -► 5(6)- 
-etoksybenzimidazol.

Nitrowanie p-fenacetyny przeprowadzano w bezwodnym kwasie octo
wym dymiącym kwasem azotowym wg następującej metody:

5 g fenacetyny rozpuszczano w 30 ml lodowatego kwasu octowego 
w temp. ok. 50°. Po ostudzeniu do tem peratury  18° dodawano kroplami 
stale mieszając próbę 4 ml roztworu dymiącego kwasu azotowego (d 1,52) 
w bezw. kwasie octowym (1:1 v/v). Proces nitrowania przeprowadzano 
w ten sposób, by tem peratura  mieszaniny reagującej w ahała  się w gra
nicach 20 — 25°. Po wkropleniu całej mieszaniny nitrującej ciecz pozo
stawiono na 1 x/2 godziny w spokoju, a następnie wlewano ją do wody 
z lodem (ok. 200 ml). W ytrącony osad odsączano na lejku piankowym, 
po czym przekrystalizowywano z gorącego etanolu. Produkt suszono na 
powietrzu. Temp. topliwości 104 — 105°.

Utworzony 2-nitro-4-etoksyacetoanilid hydrolizowano w roztworze 
kwasu siarkowego.

W  tym celu Ś g zw iązku 'ogrzew ano pod chłodnicą zwrotną z 25 ml 
40% kw. siarkowego. Reakcja była zakończona, gdy wszystka acetylo- 
pochodna rozpuściła się w roztworze (ok. 1 godziny). Po ostudzeniu roz
tworu doprowadzono pH do 5 — 6 za pomocą NaO H i wytrącony osad 
odsączano. 2-nitro-4-etoksyanilinę krystalizowano z etanolu i suszono 
na powietrzu. Temp. topliwości czystego prepara tu  113°.

Redukcję otrzymanej nitroaniliny i syntezę 5-etoksybenzimidazolu 
przeprowadzono dalej analogicznie jak  podano przy syntezie 5-metylo- 
benzimidazolu (19). Temp. topliwości 5-etoksybenzimidazolu 116 '.

7. B e n z o t r i a z o l .  Użyto następującej m etody syntezy benzo- 
triazolu: 1 g chlorowodorku o-fenylenodwuaminy rozpuszczono w 5 ml 
0,4 N  HC1 i szybko wlano do roztworu 0,4 g N a N 0 2 w  5 ml wody. M ie
szaninę reakcyjną ogrzano do 80° i w tej tem peraturze u trzym ywano 
15 minut. Następnie dodano roztworu octanu sodu, by  pH podniosło się 
do wartości ok. 5 , i roztwór pozostawiono w lodówce do pełnego w y trą 
cenia się benzotriazolu. Osad odsączano na lejku piankowym, przem yto 
wodą, po czym rozpuszczono w etanolu. Roztwór e tanolowy odbarwiono 
węglem, etanol odparowywano do sucha i surow y benzotriazol 2 razy 
destylowano w próżni. Temp. topliwości 95,5°.

8 . 2-M e r k a p t o b e n z o t i a z o l .  Do badań użyto p repara tu  
handlowego fmy Schuchardt o temp. topliwości 175 (wg lite ra tu ry  
177 — 179°).
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H O DO W LA B A K TE R II K W A SU  PROPIONOW EGO

Do badań użyto szczepu Propionibacterium sherm anii otrzymanego 
z Zakładu Mikrobiologii WSR w Olsztynie i przechowywanego w stanie 
zliofilizowanym, stosując technikę hodowli opisaną uprzednio (14). Ho
dowle przeprowadzono na pożywce o składzie: 120 ml kwasowego hy
drolizatu kazeiny lub glutenu (14), 5 g  ekstraktu drożdżowego 3), 2,5 g 
namoku kukurydzianego, 4,5 g fosforanu jednopotasowego, 1 ml 1 % 
roztworu siarczanu kobaltawego, 20 g glikozy technicznej, 880 ml wody 
wodociągowej. Fosforan jednopotasowy rozpuszczano najpierw w wo
dzie i dodawano roztworu KOH aż do uzyskania roztworu buforoweqo 
o pH 7.

M ETODA B A D A N IA  PREK URSO RÓ W

W  pracy niniejszej zastosowano analogiczną metodę badania p re 
kursorów, jak  podano w poprzedniej publikacji (19), polegającą na 
wyodrębnieniu u tworzonych kobalamin z 1-litrowych hodowli Propioni
bacterium shermanii i badaniu widm absorpcyjnych otrzymanych kon
centratów.

Zmieniono jedynie sposób otrzymywania koncentratów kobalamin. 
Stosowano następującą  metodę: z 1-litrowej hodowli odwirowywano 
bakterie kwasu propionowego, po czym osad baktery jny  zawieszano 
w ca 200 ml wody. Suspensję tę zakwaszano 0,5 N kwasem siarkowym 
do pH 3 i ogrzewano 10 minut w temperaturze 60°. Po ostudzeniu doda
wano 0,5 ml 10% roztworu cyjanku sodowego i nasyconego roztworu 
węglanu sodowego do pH 8 . Alkaliczny płyn wirowano i klarowny cen- 
tryfugat (ca 200 ml) zadawano 50 g chlorku sodowego. Po rozpuszczeniu 
soli ekstrahowano kobalaminy 4 — 6 razy po 20 ml alkoholem benzylo
wym. Połączone ekstrak ty  wirowano celem usunięcia zemulgowanej 
fazy wodnej z alkoholu benzylowego i klarowny roztwór zadawano rów 
ną objętością chloroformu. Z mieszaniny ekstrahowano kobalaminy m a
łymi porcjami wody. Połączone wyciągi wodne ekstrahowano jeden raz 
1/2 obj. chloroformu celem usunięcia śladów alkoholu benzylowego i za
dawano je 1 — 2 ml 1 M N aH 2P0 4 , by obniżyć pH roztworu do wartości
6,0 — 6,5. Tak przygotowany wodny roztwór ekstrahowano roztworem 
o-krezolu w chloroformie (1:1 v/v) stosując do ekstrakcji 0,1 — 0,2 
objętości mieszaniny na objętość roztworu wodnego. Ekstrację prze
prowadzano małymi porcjami, tak by użyta objętość wystarczała do 
ilościowego usunięcia kobalamin z fazy wodnej. Połączone ekstrak ty  
krezolowe zadawano 1/2 objętości chloroformu i fazę organiczną prze-

3) Ekstrakt drożdżowy otrzymano z Nadodrzańskich Zakładów Przemysłu Drożdżo
w ego w Szczecinie. Najlepszy okazał się ekstrakt otrzym ywany z drożdży browarnia
nych dolnej fermentacji plazm olizowanych siarczanem amonowym.
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mywano małą ilością wody. Gdy w trakcie przem ywania część kobala- 
min przeszła do wody, ekstrahowano ją ponownie małymi porcjami 
mieszaniny krezolu i chloroformu. Następnie do tego wyciągu dodawano 
1 objętość mieszaniny chloroformu i n-butanolu (1:1 v/v) i kobalaminy 
ekstrahowano kilka razy małymi porcjami wody. W odny wyciąg koba- 
lamin, dostatecznie czysty do badań widmowych, ekstrahowano dodat
kowo 3 razy chloroformem (po 0,5 obj. fazy wodnej) celem usunięcia 
śladów o-krezolu, po czym odparowywano go pod zmniejszonym ciśnie
niem na łaźni wodnej do sucha. Suchą pozostałość rozpuszczano w odpo
wiedniej ilości wody i badano widmo absorpcyjne roztworu w zakresie 
260 — 600 mp. W  próbie kontrolnej, bez dodatku prekursora  lub w w y 
padku niewiązania prekursora, powstawał witamin B i2p (deznukleotydo- 
cyjanokobalamina) charakteryzujący się maksimami absorpcji dla fal 
o długościach 355 i 500 mu- (i słabym maksimum dla 525 — 30 mp). 
W  wypadku utworzenia nukleotydocyjanokobalam in pojaw iały  się 
maksima dla fal o długościach 360 — 62 i 550 mjx.

Sposób przygotowania koncentratu  stosowany w niniejszej pracy  
okazał się praktyczniejszy i szybszy od stosowanego uprzednio (19). 
Stosowana metoda okazała się również praktyczna dla spektrofotome- 
trycznego, ilościowego oznaczania różnych kobalamin. W  metodzie 
ilościowej stężenie badanej kobalaminy opierano na pomiarze wartości 
absorpcji dla fali o długości 550 mix (lub 498 mia, dla DNCK).

Zastosowany tu sposób ekstrakcji krezolowo-butanolowej oparto 
na pracy Bachera i innych (2).

Dodatkowo kontrolowano powstawania  now ych  nuk leo tydocy jano
kobalamin metodą elektroforezy bibułowej. W  tym  celu na  paski bibuły 
chromatograficznej W hatm an nr 4 lub, dla rozdzielenia większych ilo
ści kobalamin, bibuły W hatm an nr  3 nanoszono zagęszczony koncen
trat, po czym rozdzielano zawarte w nim kobalam iny elektroforetycz- 
nie według metody Holdswortha (12), stosując jako  elektrolit 2 N  kwas 
octowy, zawierający 0,01 % cyjanku sodu. Rozdzielenie było kompletne 
po 6 — 8 godzinach przy gradiencie napięcia ok. 9 V/cm i poziomym 
ułożeniu bibuły. W itamin B i2p wędrował ku katodzie przesuwając się 
ok. 10 cm od miejsca startu. Obojętne kobalaminy przesuw ały  się w tym 
czasie ok. 2 — 3 cm wskutek zjawisk elektroosmozy.

IZOLO W ANIE N U K L EO T Y D O C Y JA N O K O B A L A M IN

Celem izolowania utworzonych NCK posługiwano się m etodą op i
saną uprzednio (19), (16).

Posługiwano się również następującymi m odyfikacjami wyodrębnie
nia krystalicznych związków:
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(a). Przygotow ywano koncentrat kobalamin, jak  podano wyżej przy 
opisie metody badania prekursorów. W odny  koncentrat ekstrahowano 
następnie kilka razy 20% roztworem fenolu w chloroformie. Połączone 
wyciągi sączono do kolbki destylacyjnej, a sączek przemywano małą 
ilością roztworu fenolowego. Z mieszaniny odpędzono chloroform pod 
zmniejszonym ciśnieniem w łaźni wodnej o temp. 80°. Roztwór fenolo
wy zadawano w rozdzielaczu 8 — 10 objętościami eteru i kobalaminy 
ekstrahowano małymi porcjami wody. Z ekstraktów  wodnych usuw a
no ślady fenolu za pomocą eteru i w odny roztwór odparowywano do 
sucha pod zmniejszonym ciśnieniem. Suchą pozostałość rozpuszczano 
w małej objętości m etanolu (1 — 2 ml) i roztwór chromatografowano 
na kolumnie z tlenkiem glinu. Tlenek glinu przygotowywano, jak  po
dano uprzednio (16). Dobry okazał się również tlenek glinu wg Brock- 
manna, zakwaszony uprzednio do pH 6 . M etanolowy eluat odparowy
wano pod zmniejszonym ciśnieniem do sucha i kobalaminę krystalizo
wano w zwykły sposób z wodnego acetonu. M etodą tą otrzymano 5(6) 
-etoksybenzimidazolocyj anokobalaminę.

(b). Zawiesinę wodną bakterii ogrzewano 10 minut w temp. 60° przy 
pH 3. Po ostudzeniu ciecz alkalizowano nasyć, roztworem N a2C0 3, po 
czym dodawano 0,1 ml 10% roztworu NaCN. Ciecz wirowano i k larow 
ny  cetryfugat zakwaszano 0,5 N H 2S 0 4 do pH 5 — 6 . Teraz dodawano 
5 g kryst. octanu cynku na litr roztworu i ponownie alkalizowano NaOH 
do pH 8 (2). W ytrącony  osad odwirowywano, przem ywano małą ilością 
wody i klarowną ciecz zakwaszano kwasem siarkowym do pH 5 — 6 . 
Następnie kobalaminy ekstrahowano roztworem o-krezolu w chloro
formie, jak  opisano wyżej. W odny wyciąg alkalizowano roztworem 
NaCN do pH 8 , wysycano chlorkiem sodowym 25 g /l00 ml, po czym 
po 1 godzinie ekstrahowano 4 — 6 razy małymi porcjami alkoholu ben
zylowego. Połączone wyciągi alkoholowe wirowano, k larowny roztwór 
zadawano równą objętością chloroformu, a kobalaminy ponownie prze
noszono do fazy wodnej. W odny roztwór kobalamin ekstrahowano 
2 0% roztworem fenolu w chloroformie i postępowano dalej jak  w me
todzie (a). M etody tej użyto do otrzymania 5,6-dwunitrobenzimidazolo- 
cyjanokobal aminy.

(c). Po uzyskaniu wodnego koncentratu  po ekstrakcji krezolowo- 
butanolowej jak  w metodzie (b) — roztwór odparow ywano do małej 
objętości, po czym nanoszono w formie wąskiego paska na  bibułę chro
matograficzną Whatmain nr  3 i poddaw ano elektrofotoretycznęm u roz
dzieleniu w 2 N CH3COOH z 0,01 % NaCN.

5,6-Imidazobenzimidazolocyjanokobalamina, k tórą  oczyszczano w ten 
sposób, wędruje  razem z witaminem B i2p pojaw iającym  się w małych
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UZUPEŁNIENIE DO PRACY W TOMIE II 1955 R., STR. 252—253 

J. SUPNIEW SKI, J. MAYER i S. KAM IŃSKI

SYNTETYCZNY D, L — TKYPTOFAN

I. Gramina

W kolbce stożkowej pojemności 500 ml umieszcza się 69 ml 
33,6%-owego roztworu dwumetyloaminy, ochładza do temp. +  5°, po 
czym dodaje w kolejności 57 ml kwasu octowego lodowatego i po 5 m inu
tach 32,5 ml 360/o-owej formaliny. Otrzymaną mieszaninę wlewa się do 
50 g sproszkowanego indolu, miesza aż do całkowitego rozpuszczenia, 
w  trakcie czego tem peratura wzrasta do około 45 — 56°, po czym pozo
stawia mieszaninę na przeciąg 10 godzin w temp. pokojowej. Po tym czasie 
roztwór przyjm uje wygląd gęstego oleju barwy czerwonej. Otrzymany 
olej wlewa się przy równoczesnym mieszaniu do roztworu przyrządzonego 
przez rozpuszczenie 60 g wodorotlenku sodowego w 430 ml wody, na
stępnie chłodzi przez 2 godziny w temp. 0°, po czym sączy, osad przemywa 
trzy razy po 40 ml wody i suszy w temp. 50° w próżni. Ilość produktu 
surowego wynosi 80 g. Celem oczyszczenia produkt surowy zalewa się 
570 ml wody, rozpuszcza przez dolanie 86 ml kwasu octowego lodowatego, 
następnie wykłóca roztwór z 10 g węgla aktywnego, odsącza od węgla 
i z oziębionego przesączu wytrąca graminę za pomocą roztworu ługu sodo
wego, otrzymanego przez rozpuszczenie 71,5 g NaOH w 286 ml wody. 
Mieszaninę oziębia się w  lodzie, sączy, osad przemywa cztery razy po 
286 ml wody, a następnie suszy w  próżni nad kwasem siarkowym. Otrzy
muje się 60 g czystej graminy (81°/o wydajności) o temp. topi. 125— 127° 
(czysta 138—9°).

II. indolo- p- metyloacetaminomalononian dwuetylowy

W kolbce okrągłej pojemn. 750 ml zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną', 
mieszadło z zamknięciem rtęciowym oraz rurkę doprowadzającą azot, — 
umieszcza się 60 g graminy, 290 g bezwodnego toluenu, 4,2 g przetopio
nego i sproszkowanego wodorotlenku sodowego i 75,5 g estru etylowego 
kwasu acetaminomalonowego. Obecnie przepuszcza się suchy azot celem 
wyparcia  powietrza z aparatury, po czym ogrzewa mieszaninę do wrzenia 
(t. łaźni 130— 140°) aż do ustania wydzielania się dwumetyloaminy (około 
4 godz.). Skoro to nastąpi, roztwór przesącza się na gorąco, a przesącz
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oziębia przez 12 godzin w lodówce. Wydzielony po tym czasie osad krysta
liczny odsącza się, przemywa na sączku trzy razy po 40 ml zimnym tolu
enem, następnie 40 ml eterem naftowym, po czym suszy w temp. 100°.

Otrzymuje się 99 g związku (83% wydajności) o temp. 155— 158°.

III. Kwas indolo- p- metyloacetaminomalonowy

W okrągłej kolbie z 3 szyjkami pojemn. 4 1, zaopatrzonej w  chłodnicę 
zwrotną, mieszadło z zamknięciem rtęciowym oraz rurkę doprowadzającą 
azot, — umieszcza się 99 g estru kwasu indolo- P- metyloacetaminomalono- 
wego, po czym dolewa roztwór ługu otrzymany przez rozpuszczenie 56,5 g 
wodorotlenku sodowego w  1530 ml wody i przepuszcza suchy azot celem 
wyparcia powietrza z aparatury. Następnie przy ciągłym mieszaniu ogrze
wa się mieszaninę do wrzenia utrzymując temp. łaźni w granicy 135— 140°. 
W trakcie ogrzewania osad rozpuszcza się, przy czym reakcja zachodzi 
burzliwie (pienienie).

Po 4 godzinach ogrzewania mieszaninę lekko ochładza się przy ciągłym 
przepływie azotu, a następnie dodaje 13 g węgla aktywnego i ogrzewa 
przez 15 minut do wrzenia. Po tym czasie mieszaninę ochładza się do temp. 
pokojowej (przy przepływie azotu), sączy, a przesącz zakwasza rozcieńcz, 
kwasem solnym (2 obj. HC1 stęż. i 1 obj. H 20) do reakcji kwaśnej na 
czerwień kongo. Po oziębieniu wypada osad, który sączy się i suszy 
w  próżni. Otrzymuje się 58 g związku, o temp. topi. 133— 135°. Związek 
pod wpływem powietrza lekko różowieje.

Ług pokrystaliczny lekko alkalizuje się i zagęszcza w próżni (temp. 
łaźni 60°) do około 1/ ;{ objętości, a następnie oziębia i ponownie zakwasza 
kwasem solnym. Wykrystalizowany osad odsącza się i suszy. W ten spo
sób otrzymuje się jeszcze 23 g związku. Łącznie otrzymuje się 81 g 
związku (97,5% wydajności).

IV. V. Tryptofan

W kolbce kulistej pojemn. 1 litra, zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną 
i ru rkę  do doprowadzania azotu, — umieszcza się 80 g kwasu indolo- P- 
metyloacetaminomalonowego, dodaje 340 ml wody i ogrzewa do wrzenia 
przy ciągłym przepuszczaniu azotu aż do momentu, kiedy przestanie w y
dzielać się dwutlenek węgla (próby z wodą wapienną). Czynność ta  koń
czy się po około 2 1/ 2 do 3 godzin. W trakcie ogrzewania substancja począt
kowo rozpuszcza się, a następnie wydziela się ponownie biały osad.

Po tym czasie dolewa się do mieszaniny roztwór ługu sodowego, 
sporządzony przez rozpuszczenie 46,7 g NaOH w 114 ml wody i ogrzewa 
dalej do wrzenia przy ciągłym przepływie azotu przez 20 godzin, a następ
nie dodaje 8 g węgla aktywnego, ogrzewa jeszcze 15 minut, ochładza
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i przesącza. Przesącz zakwasza się kwasem octowym lodowatym do reakcji 
kwaśnej na lakmus, oziębia lodem, a wydzielony osad odsącza i przemywa 
trzy razy po 25 ml zimnej wody.

Wilgotny jeszcze osad rozpuszcza się w roztworze ługu sodowego, 
otrzymanym przez rozpuszczenie 14,5 g NaOH w 570 ml wody, dodaje 8 g 
węgla aktywnego, miesza przez 15 minut w temp. pokojowej, a następnie 
sączy. Do przesączu dolewa się 285 ml etanolu, mieszaninę podgrzewa do 
temp. 70° i zakwasza kwasem octowym do reakcji słabo kwaśnej na lak
mus. Mieszaninę ochładza się wolno, pod koniec lodem. W tych warunkach 
wykrystalizowuje osad w postaci blaszek. Osad ten odsącza się, przemywa 
trzy razy po 60 ml zimnej wody, następnie trzy razy po 40 ml zimnego 
etanolu absolutnego i wreszcie dwa razy po 40 ml eteru, po czym suszy 
w próżni.

Otrzymuje się 44,7 g tryptofanu (79% wydajności) o temp. topn. 
283—285° z rozkładem.

VI. Izonitrozomalonian dwuetylowy

W kolbce okrągłej pojemności 2 1 rozpuszcza się 316 g estru etylowego 
kwasu malonowego w 316 ml kwasu octowego lodowatego, po czym 
ochładza mieszaninę do temp. około + 10° i w tej temperaturze wkrapla 
się roztwór otrzymany przez rozpuszczenie 411 g azotynu sodowego 
w 560 ml wody. Roztwór azotynu wprowadza się ru rką  sięgającą do dna 
kolby, przy czym wkraplanie ma się odbywać przy silnym mieszaniu tak, 
aby temp. mieszaniny nie przekraczała + 10°.

Po wprowadzeniu całej ilości roztworu azotynu miesza się jeszcze w  tej 
samej temperaturze w ciągu 4 godzin, a następnie ekstrahuje mieszaninę 
trzy razy eterem, używając kolejno 400 ml, 300 ml i 200 ml eteru. Złączone 
wyciągi eterowe przemywa się 10% -ow ym  roztworem sody, aż do uzyska
nia reakcji obojętnej, a następnie dwa razy po 150 ml wody. Oddzieloną 
warstwę eterową suszy się za pomocą 100 g bez w. chlorku wapnia, po 
czym oddestylowuje eter z łaźni wodnej o temp. 50°, pod koniec w  słabej 
próżni.

Ilość pozostałości wynosi około 437 g.

VII. Aminomalonian dwuetylowy

Otrzymany poprzednio surowy związek nitrozowy w ilości około 437 g 
rozpuszcza się w  490 ml etanolu absolutnego, roztwór przenosi do auto
klaw u i dodaje zawiesinę katalizatora Raney’a (38 g Ni zawieszonego 
w  1Ó0 ml etanolu). Do autoklawu dopuszcza się wodór nie przekraczając 
początkowo ciśnienia 20—30 atm., przy końcu zaś prowadzi się redukcję
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pod ciśnieniem 100 atm. Temperaturę w ciągu redukcji u trzym uje się 
w zakresie około 50°, przy czym czas trwania redukcji wynosi około 
3 godzin.

Po tym czasie zawartość autoklawu przesącza się i z przesączu odde- 
stylowuje etanol w próżni. Ilość produktu surowego, w postaci ciemnej 
oleistej cieczy, wynosi około 295 g.

VIII. Acetamidomalonian dwuetylowy

Uzyskany poprzednio surowy ester etylowy kwasu aminomalonowego 
w ilości około 295 g oziębia się do temp. 0°, po czym silnie mieszając 
wkrapla  się 158 ml świeżo przedestylowanego bezwodnika kwasu octo
wego. W ciągu wkraplania bezwodnika utrzymuje się temperaturę miesza
niny w granicy od 0° do + 5° .  Po wkropleniu całej ilości bezwodnika 
ochładza się mieszaninę w lodówce, po 12 godzinach odsącza wykrystalizo
wany osad, przemywa małą ilością zimnego ksylenu, a następnie suszy 
w próżni. Otrzymuje się 61 g elsitru etylowego kwasu acetaminomalono- 
wego o temp. 95—97°.

Ług poreakcyjny zagęszcza się w próżni, przy czym, obok ksylenu, 
otrzymuje się około 45 g niezużytego estru malonowego. Do gorącej pozo
stałości podestylacyjnej dolewa się 85 ml ksylenu, oziębia mieszaninę 
w lodówce przez 12 godzin w temp. 0°, a następnie wydzielony osad odsącza,, 
przemywa małą ilościę zimnego ksylenu i suszy w próżni.

Otrzymany produkt barwy jasno-brunatnej rozpuszcza się w gorącej 
wodzie, oczyszcza węglem aktywnym, sącgy, oziębia i odsącza w ykrysta
lizowany związek w ilości około 32 g.

W ten sposób otrzymuje się łącznie 93 g estru etylowego kwasu 
acetaminomalonowego o temp. topn. 95—97° (21,6% wydajności w sto
sunku do estru etylowego kw. malonowego). Uwzględniając ilość zrege
nerowanego estru malonowego (45 g) — wydajność estru acetaminoma
lonowego wynosi 25%.
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J. PAWEŁKIEWICZ i K. NOWAKOWSKA

PREKURSORY BIOSYNTEZY NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN.

II. SYNTEZA NOWYCH POCHODNYCH WITAMINU B i2

Z Zakładu Biochemii Żywności WSR w  Poznaniu 
Katedra Techn. Rolnej. Kierownik Katedry  proi. dr J. Janicki

Bakterie kw asu  propionowego, Propionibacterium shermanii, hodo
wane na pożyw kach złożonych z hydrolizatu kazeiny lub glutenu, namo- 
ku kukurydzianego, ekstraktu  drożdżowego, glikozy, fosforanów i ś la
dów soli koba ltaw ych  w ytw arzają  głównie witamin Bi2P obok n ie 
znacznych ilości witaminu Bi2 (13), (14). Gdy do pożywki dodać 
ponadto n iek tó rych  pochodnych benzimidazolu, a mianowicie 5, 6-dwu- 
metylo- lub 5-metylo-benzimidazolu, związki te zostają n a  drodze 
biologicznej włączone do cząsteczki kobalaminowej tworząc odpowied
nio: 5,6-dwumetylobenzimidazolocyjanokobalaminę (witamin B12) 1) lub 
5(6)-metylobenzimidazolocyjanokobalaminę. Zawartość witaminu B i2p 
spada przy tym praktycznie  do zera (18), (19). Na tej drodze otrzymano 
po raz p ierwszy większe ilości powyższych kobalamin w stanie k ry s ta 
licznym. W  dyskusji pracy  wypowiedziano przypuszczenie, że ty lko  
określone pochodne benzimidazolu mogą być prekursorami syntezy  
odpowiednich kobalamin, produkowanych przez bakterie  kwasu propio
nowego. Celem sprawdzenia tej hipotezy przebadano dalszy szereg 
związków pochodnych podstawionych w pozycji 5 i 6. Badania te miały 
również na celu otrzymanie now ych pochodnych witaminu B12, k tóre  
m ogłyby okazać się w  dalszych badaniach biologicznych antywitami- 
nami i tym sam ym  posłużyć w rozwiązaniu zagadnienia roli witaminu B12 
w metabolizmie ustrojów żywych. W yrażono również przypuszczenie, 
że te  anty w itam iny mogą posiadać własności carcinostatyczne (11).

Do badań użyto następujących  związków: benzimidazol (I), 5-ni-
trobenzimidazol (II), 5 (lub 6)-nitro-6 (lub 5)-metylobenzimidazol (III),
5,6-dwunitrobenizimidazol (IV), 5-etoksybenzimidazol (V) i 5,6-imidazo- 
benzimidazol (VI).

1) Otrzymany w  ten sposób witamin B12 przebadano w Instytucie Hem atologicznym  
w  W arszawie i stwierdzono jego kliniczną aktywność.

12591
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W szystkie te związki udało się na drodze biosyntezy włączyć do 
cząsteczki kobalaminowej i odpowiednie kobalaminy otrzymać w stanie 
krystalicznym. . - .

W stępnie przebadano również benzotriazol i 2-merkaptobenzotiazol, 
związki o zbliżonej strukturze do benzimidazolu.

Równolegle z powyższymi pracami F o r d  i współpracownicy 
w dwóch komunikatach donieśli o biosyntezie różnych kobalamin prze
prowadzanej przez Bact. coli mutant 113-3 z czynnika B i odpowiedniego 
prekursora  (8), (9). Czynnikiem B nazwali badacze z National Institute 
for Research in Dairying z F o r d e m  na czele jedną z kobalamin 
wyodrębnioną przez nich z kału cieląt i kurcząt (10), (12). Bact. coli m u
tant potrzebujący dla swego wzrostu witaminu B i2 w pożywce rośnie 
również po dodaniu czynnika B do pożywki. W  normalnych w arunkach 
hodowli drobnoustrój ten przekształca czynnik B w inną kobalaminę, tzw. 
czynnik C znaleziony również w kale zwierząt i ptaków. Gdy do pożywki 
dodać prócz czynnika B, 5,6-dwumetylobenzimidazol lub 4,5-dwumety- 
lo-o-fenylodwuaminę lub riboflawinę z czynnika B i dodanego p rekurso
ra, zostaje zsyntetyzowany witamin B i2 (5,6-dwumetylobenzimidazolocy- 
janokobalamina) (8). Podobnie z adeniną otrzymano pseudowitamin B12 
(8) (adenino-cyjanokobalaminę), związek, który został uprzednio wyizo
lowany przez P f i f f n e r a  i innych z bakterii w ystępujących w prze
wodzie pokarmowym cieląt (20). W  następnym komunikacie (9) F o r d  
i inni stwierdzają powstanie nowych kobalamin przy użyciu nas tępu ją
cych prekursorów: benzimidazolu, 5,6-dwuchlorobenzimidazolu, 5-mety- 
lobenzimidazolu, 5-aminobenzimidazolu, 5-nitrobenzimidazolu, 4-chlo- 
ro -l ,2-benzotriazolu, benzotiazolu, 2 ,8-dwuchloroadeniny i 2 ,6-dwuamino- 
puryny. W  czystej formie badacze ci izolowali tylko kobalaminę zaw ie
rającą  benzimidazol (benzimidazolocyjanokobalaminę (19) ). Również 
F a n  t e s i 0 'C  a 1 1 a g h a n (7), powtarzając pracę D u 1 a n e y  a 
i W  i 1 1 i a m s a (5), donieśli w formie komunikatu o otrzymaniu kry-
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stalicznej benzimidazolocyjanokobalaminy w procesie fermentacyjnym 
przy użyciu szczepu Streptom yces griseus i o-fenylenodwuaminy jako 
prekursora. Próby kliniczne wykazały, że jest ona aktywna w wypadkach 
anemii złośliwej w tym samym stopniu, co witamin B12.

W  międzyczasie A r m i t a g e i inni (1) udowodnili, że „czynnik 
B" Forda jest witam inem  Bi2 pozbawionym ugrupowania nukleotydo- 
wego w cząsteczce. W  myśl powyższego reakcje biosyntezy różnych 
kobalamin przeprowadzanych przez Bact. coli m utant można tłumaczyć 
jako przyłączenie ugrupowania nukleotydowego do deznukleotydocyja- 
nokobalaminy 2).

Podobnie okazało się, że witamin B12, produkowany przez badany 
przez nas szczep Propionibacterium shermanii, jest deznukleotydocyja- 
nokobalaminą, a zatem jest związkiem identycznym z „czynnikiem B" 
Forda (15).

W  ten sposób istnieje formalne podobieństwo syntez różnych nu- 
kleotydocyjanokobalam in (NCK) przeprowadzanych przez Bact. coli m u
tant i Propionibacterium shermanii.

Natomiast zasadnicza różnica obu metod tkwi w tym, że Bact. coli 
m utant potrafi jedynie sprzęgać podane w pożywce komponenty, deznu- 
kleotydocyjanokobalam inę (DNCK), będącą dla tego drobnoustroju 
substancją wzrostową, i zasadę nukleotydową (ZN), wytw arzając  nu- 
k leotydocyjanokobalam inę (NCK). Bakterie kwasu propionowego pro 
dukujące w zwykłych w arunkach  DNCK potrzebują jedynie ZN do bio
syntezy NCK. Różnice te ilustrują schematycznie wzory podane niżej, 
w których P oznacza prekursory  DNCK zawarte w zwykłej pożywce:

D N C K  B - C°H m utant czynnik C

D N C K  4- Z N  B• coli m utant N C K . >
P Prot), sherm anii D N C K

P +  Z N  P rop. sherm anii N C K >

Bakterie kwasu propionowego okazały się w ten sposób wygodnym 
obiektem do otrzymywania większych ilości różnych nukleotydocyjano- 
kobalamin w stanie krystalicznym.

W  pracy  niniejszej rozpatrywano również mechanizm tworzenia się 
NCK przez Propionibacterium shermanii. Celem stwierdzenia, czy synteza

2) Wg zaproponowanej uprzednio nomenklatury (19) chodzi tu o cyjanokobalam inę 
(płaską część cząsteczki z atomem kobaltu +  grupa cyjanowa) nazywaną jednak w dal
szej części pracy deznukleotydocyjanokoibalaminą w celu niem ylenia jej z ogólnie 
w  literaturze przyjętą nazwą cyjanokobalam iny dla całej cząsteczki witaminu B12.
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NCK jest reakcją następczą po niezależnie od niej postępującej syntezie 
DNCK, dodawano prekursor (5 ,6-dwumetylobenzimidazol) pod koniec 
okresu hodowli szczepu, a zatem w chwili gdy komórki drobnoustroju 
zgromadziły już znaczne ilości witaminu B i2p (DNCK).

Analizy takich hodowli wykazały, że w kom órkach bakterii kwasu 
propionowego, podobnie jak  w Bact. coli m utant, zachodzi reakcja:

DNCK +  ZN NCK

i że czas trwania tej reakcji w kom órkach Prop, sherm anii wynosi ok. 
24 godzin.

W stępne próby przeprowadzenia tej reakcji in vitro  dały w ynik  ne
gatywny.

Część doświadczalna

M A TER IA ŁY  DO B A D A Ń

1 . B e n z i m i d a z  o l  — otrzym ano z o-nitroaniliny. Redukcji 
o-nitroaniliny dokonano za pomocą cyny i kwasu solnego. Po rozcień
czeniu wodą mieszaniny reakcyjnej roztwór wysycano siarkowodorem 
do całkowitego wytrącenia  się cyny. Osad siarczków odsączano, a k la
rowny roztwór chlorowodorku o-fenylenodwuaminy zagęszczano w  próż
ni do zapoczątkowania krystalizacji. Po oziębieniu odsączano kryształy 
na lejku piankowym, po czym bezpośrednio używano ich do syntezy 
benzimidazolu, którą przeprowadzano metodą Philipsa (21). Tem peratura  
topliwości czystego związku 171°.

2. 5 (lub 6)-N i t r o b e n z i m i d a z o l .  N itrową prochodną ben
zimidazolu otrzymywano wg metody podanej przez E f r o s a (6).

Preparat krystalizowano z wodnego etanolu. Temp. topliwości 203°.
3. 5(6)-N i t r o-6(5)-m e t y l o b e n z i m i d a z o l  — otrzym yw a

no podobnie jak  5-nitrobenzimidazol wychodząc z 5-metylobenzymida- 
zolu. Preparat krystalizowano z wody. Temp. topliwości 181°. P repara t 
miękł już w temp. 158°.

4. 5,6-D w u n i t r o b e n z i m i d a z o l .  Związek ten otrzymano 
wg metody podanej przez E f r o s a (16), wychodząc z azotanu 5(6)-ni- 
trobenzimidazolu lub też ogrzewając bezpośrednio 1 g benzimidazolu 
z mieszaniną 20 ml HNC>3(d 1,52) i 10 ml stężonego H2SO4 4 godziny 
pod chłodnicą zwrotną. Temp. topliwości czystego produktu 187 — 189° 
(E f r o s podaje 186°).

5. 5,6-1 m i d a z o b e n z i m i d a z o l .  Związek ten otrzymano re 
dukując cyną i kwasem solnym 5,6-dwunitrobenzimidazol i kondensując
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otrzymaną pochodną dwuaminową z kwasem mrówkowym wg metody 
Phillipsa (21).

E f r o s (6) syntetyzując imidazobenzimidazol ogrzewał 5,6-dwuami- 
nobenzimidazol z kwasem  mrówkowym w 15% HC1 w zatopionej rurze 
w temp. 180° w ciągu 1 godziny.

W  naszej p racy  przekonaliśmy się, że nie trzeba używać tak  dra
stycznych w arunków  reakcji do utworzenia drugiego pierścienia imida- 
zolowego. Już kilkuminutowe ogrzewanie w temperaturze wrzenia chlo
rowodorku dwuaminobenzimidazolu z kwasem mrówkowym w roztwo
rze HC1 powoduje powstanie imidazobenzimidazolu. Po oziębieniu roz
tworu krystalizuje w pięknych igłach trudno rozpuszczalny chlorowo
dorek tego związku. Oczyszczano go dodatkowo za pomocą węgla ak ty 
wnego, a wolny imidazobenzimidazol wytrącano z roztworu amoniakiem.

Rys. 1. Widmo absorpcyjne 5, 6-imidazobenzimida- 
zolu w  roztworze 0,1 N  HC1

Czysty związek nie topi się poniżej 330°. Posiada on bardzo charak te ry
styczne widmo absorpcyjne w ultrafiolecie (rys. 1), typowe dla pochod
nych benzimidazolu, lecz z przesuniętymi pasmami absorpcji w kierunku 
fal dłuższych w porównaniu do benzimidazolu lub pochodnych 5-metylo- 
lub 5,6-dwumetylo-benzimidazolu. M aksima absorpcji: 282 i 290,5 nut, 
w 0,1 N HC1 i 292 i 295 m(i w roztworze alkalicznym.

6 . 5-E t o k s y b e n z i m i d a z o l  — otrzymano z p-fenacetyny na 
drodze następujących  przemian: p-fenacetyna 2-nitro-4-etoksyacetani-
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lid 2-nitro-4-etoksyanilina 4-etoksy-l ,2-dwuaminobenzen -*• 5(6)- 
-etoksybenzimidazol.

Nitrowanie p-fenacetyny przeprowadzano w bezwodnym  kwasie octo
wym dymiącym kwasem azotowym wg następującej metody:

5 g fenacetyny rozpuszczano w 30 ml lodowatego kwasu octowego 
w temp. ok. 50°. Po ostudzeniu do tem peratury  18° dodawano kroplami 
stale mieszając próbę 4 ml roztworu dymiącego kwasu azotowego (d 1,52) 
w bezw. kwasie octowym (1:1 v/v). Proces nitrowania przeprowadzano 
w ten sposób, by tem peratura  mieszaniny reagującej w ahała  się w gra
nicach 20 — 25°. Po wkropleniu całej mieszaniny nitrującej ciecz pozo
stawiono na 1 V2 godziny w spokoju, a następnie wlewano ją do wody 
z lodem (ok. 200 ml). W ytrącony osad odsączano na lejku piankowym, 
po czym przekrystalizowywano z gorącego etanolu. Produkt suszono na 
powietrzu. Temp. topliwości 104 — 105°.

Utworzony 2-nitro-4-etoksyacetoanilid hydrolizowano w roztworze 
kwasu siarkowego.

W  tym celu 3 g związku' ogrzewano pod chłodnicą zwrotną z 25 ml 
40% kw. siarkowego. Reakcja była zakończona, gdy wszystka acetylo- 
pochodna rozpuściła się w roztworze (ok. 1 godziny). Po ostudzeniu roz
tworu doprowadzono pH do 5 — 6 za pomocą NaO H i w ytrącony osad 
odsączano. 2-nitro-4-etoksyanilinę krystalizowano z e tanolu i suszono 
na powietrzu. Temp. topliwości czystego p repara tu  113°.

Redukcję otrzymanej nitroaniliny i syntezę 5 -etoksybenzimidazolu 
przeprowadzono dalej analogicznie jak  podano przy syntezie 5-metylo- 
benzimidazolu (19). Temp. topliwości 5-etoksybenzimidazolu 116’.

7. B e n z o t r i a z o l .  Użyto następującej m etody syntezy benzo- 
triazolu: 1 g chlorowodorku o-fenylenodwuaminy rozpuszczono w 5 ml 
0,4 N  HC1 i szybko wlano do roztworu 0,4 g N a N 0 2 w 5 ml wody. Mie
szaninę reakcyjną ogrzano do 80° i w tej tem peraturze utrzymywano 
15 minut. Następnie dodano roztworu octanu sodu, by pH podniosło się 
do wartości ok. 5, i roztwór pozostawiono w lodówce do pełnego w ytrą 
cenia się benzotriazolu. Osad odsączano na lejku piankowym, przemyto 
wodą, po czym rozpuszczono w etanolu. Roztwór e tanolowy odbarwiono 
węglem, etanol odparowywano do sucha i surow y benzotriazol 2 razy 
destylowano w próżni. Temp. topliwości 95,5°.

8 . 2-M e r k  a p t o b e n  z o t i a z o 1. Do badań użyto p repara tu  
handlowego fmy Schuchardt o temp. topliwości 175 (wg litera tury  
177 — 179°).
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HODOW LA B A K TE R II K W A SU  PRO PIO NO W EG O

Do badań użyto szczepu Propionibacterium sherm anii otrzymanego 
z Zakładu Mikrobiologii WSR w Olsztynie i przechowywanego w stanie 
zliofilizowanym, stosując technikę hodowli opisaną uprzednio (14). Ho
dowle przeprowadzono na pożywce o składzie: 120 ml kwasowego hy
drolizatu kazeiny lub glutenu (14), 5 g  ekstraktu drożdżowego 3), 2,5 g 
nam oku kukurydzianego, 4,5 g fosforanu jednopotasowego, 1 ml 1 % 
roztworu siarczanu kobaltawego, 20 g glikozy technicznej, 880 ml wody 
wodociągowej. Fosforan jednopotasowy rozpuszczano najpierw w wo
dzie i dodawano roztworu KOH aż do uzyskania roztworu buforowego 
o pH 7.

M ETODA B A D A N IA  PREK U R SO R Ó W

W  pracy niniejszej zastosowano analogiczną metodę badania p re
kursorów, jak  podano w poprzedniej publikacji (19), polegającą na 
wyodrębnieniu  utworzonych kobalamin z 1-litrowych hodowli Propioni
bacterium  sherm anii i badaniu widm absorpcyjnych otrzymanych kon
centratów.

Zmieniono jedynie sposób otrzymywania koncentratów kobalamin. 
Stosowano następującą metodę: z 1-litrowej hodowli odwirowywano 
bakterie  kwasu propionowego, po czym osad bak tery jny  zawieszano 
w ca 200 ml wody. Suspensję tę zakwaszano 0,5 N kwasem siarkowym 
do pH 3 i ogrzewano 10 minut w temperaturze 60°. Po ostudzeniu doda
wano 0,5 ml 10% roztworu cyjanku sodowego i nasyconego roztworu 
węglanu sodowego do pH 8 . Alkaliczny płyn wirowano i klarowny cen- 
tryfugat (ca 200 ml) zadawano 50 g chlorku sodowego. Po rozpuszczeniu 
soli ekstrahowano kobalaminy 4 — 6 razy po 20 ml alkoholem benzylo
wym. Połączone ekstrak ty  wirowano celem usunięcia zemulgowanej 
fazy wodnej z alkoholu benzylowego i klarowny roztwór zadawano rów
ną objętością chloroformu. Z mieszaniny ekstrahowano kobalaminy ma
łymi porcjami wody. Połączone wyciągi wodne ekstrahowano jeden raz 
1/2 obj. chloroformu celem usunięcia śladów alkoholu benzylowego i za
dawano je 1 — 2 ml 1 M N aH 2P0 4 , by obniżyć pH roztworu do wartości
6,0 — 6,5. Tak przygotowany wodny roztwór ekstrahowano roztworem 
o-krezolu w chloroformie (1:1 v/v) stosując do ekstrakcji 0,1 — 0,2 
objętości mieszaniny na objętość roztworu wodnego. Ekstrację prze
prowadzano małymi porcjami, tak by użyta objętość wystarczała do 
ilościowego usunięcia kobalamin z fazy wodnej. Połączone ekstrakty 
krezolowe zadawano 1/2 objętości chloroformu i fazę organiczną prze-

3) Ekstrakt drożdżowy otrzymano z Nadodrzańskich Zakładów Przemysłu Drożdżo
wego w Szczecinie. N ajlepszy okazał się ekstrakt otrzym ywany z drożdży browarnia
nych dolnej fermentacji plazmolizowanych siarczanem amonowym.
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mywano małą ilością wody. Gdy w trakcie  przem ywania część kobala
min przeszła do wody, ekstrahowano ją  ponownie małymi porcjami 
mieszaniny krezolu i chloroformu. Następnie do tego wyciągu dodawano 
1 objętość mieszaniny chloroformu i n-butanolu (1:1 v/v) i kobalaminy 
ekstrahowano kilka razy małymi porcjami wody. W odny wyciąg koba
lamin, dostatecznie czysty do badań widmowych, ekstrahowano dodat
kowo 3 razy chloroformem (po 0,5 obj. fazy wodnej) celem usunięcia 
śladów o-krezolu, po czym odparowywano go pod zmniejszonym ciśnie
niem na łaźni wodnej do sucha. Suchą pozostałość rozpuszczano w odpo
wiedniej ilości wody i badano widmo absorpcyjne roztworu w zakresie 
260 — 600 min. W  próbie kontrolnej, bez dodatku prekursora  lub w w y
padku niewiązania prekursora, powstawał witamin B i2p (deznukleotydo- 
cyjanokobalamina) charakteryzujący się maksimami absorpcji dla fal 
o długościach 355 i 500 mix (i słabym m aksimum dla 525 — 30 m̂ -). 
W  wypadku utworzenia nukleotydocyjanokobalam in pojaw iały  się 
maksima dla fal o długościach 360 — 62 i 550 mio..

Sposób przygotowania koncentratu stosowany w niniejszej pracy  
okazał się praktyczniejszy i szybszy od stosowanego uprzednio (19). 
Stosowana metoda okazała się również prak tyczna dla spektrofotome- 
trycznego, ilościowego oznaczania różnych kobalamin. W  metodzie 
ilościowej stężenie badanej kobalaminy opierano na pomiarze wartości 
absorpcji dla fali o długości 550 m^ (lub 498 mii, dla DNCK).

Zastosowany tu sposób ekstrakcji krezolowo-butanolowej oparto 
na pracy Bachera i innych (2).

Dodatkowo kontrolowano pow staw ania  now ych  nuk leo tydocy jano
kobalamin metodą elektroforezy bibułowej. W  tym  celu na  paski bibuły 
chromatograficznej W hatm an nr 4 lub, dla rozdzielenia większych ilo
ści kobalamin, bibuły W hatm an nr 3 nanoszono zagęszczony koncen
trat, po czym rozdzielano zawarte w nim kobalam iny elektroforetycz- 
nie według metody Holdswortha (12), stosując jako  elektrolit 2 N  kwas 
octowy, zawierający 0,01% cyjanku sodu. Rozdzielenie było kompletne 
po 6 — 8 godzinach przy gradiencie napięcia ok. 9 V/cm i poziomym 
ułożeniu bibuły. W itamin B i2p wędrował ku katodzie przesuwając się 
ok. 10 cm od miejsca startu. Obojętne kobalaminy przesuw ały  się w tym 
czasie ok. 2 — 3 cm wskutek zjawisk elektroosmozy.

IZOLO W ANIE N U K L E O T Y D O C Y JA N O K O B A L A M IN

Celem izolowania utworzonych NCK posługiwano się m etodą opi
saną uprzednio (19), (16).

Posługiwano się również następującymi modyfikacjami wyodrębnie
nia krystalicznych związków:
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(a). Przygotowywano koncentrat kobalamin, jak  podano wyżej przy 
opisie metody badania prekursorów. W odny koncentrat ekstrahowano 
następnie kilka razy 20% roztworem fenolu w chloroformie. Połączone 
wyciągi sączono do kolbki destylacyjnej, a sączek przemywano małą 
ilością roztworu fenolowego. Z mieszaniny odpędzono chloroform pod 
zmniejszonym ciśnieniem w łaźni wodnej o temp. 80°. Roztwór fenolo
wy zadawano w rozdzielaczu 8 — 10 objętościami eteru i kobalaminy 
ekstrahowano małymi porcjami wody. Z ekstraktów wodnych usuw a
no ślady fenolu za pomocą eteru i wodny roztwór odparowywano do 
sucha pod zmniejszonym ciśnieniem. Suchą pozostałość rozpuszczano 
w małej objętości metanolu (1 — 2 ml) i roztwór chromatografowano 
na kolumnie z tlenkiem glinu. Tlenek glinu przygotowywano, jak  po
dano uprzednio (16). Dobry okazał się również tlenek glinu wg Brock- 
manna, zakwaszony uprzednio do pH 6. M etanolowy eluat odparowy
wano pod zmniejszonym ciśnieniem do sucha i kobalaminę krystalizo
wano w zwykły sposób z wodnego acetonu. Metodą tą otrzymano 5(6) 
-etoksybenzimidazolocyj anokobalaminę.

(b). Zawiesinę wodną bakterii ogrzewano 10 minut w temp. 60° przy 
pH 3. Po ostudzeniu ciecz alkalizowano nasyć, roztworem Na2C0 3 , po 
czym dodawano 0,1 ml 10% roztworu NaCN. Ciecz wirowano i k larow 
ny eetryfugat zakwaszano 0,5 N H2S 0 4 do pH 5 — 6. Teraz dodawano 
5 g kryst. octanu cynku na litr roztworu i ponownie alkalizowano NaOH 
do pH 8 (2). W ytrącony osad odwirowywano, przemywano małą ilością 
wody i klarowną ciecz zakwaszano kwasem siarkowym do pH 5 — 6. 
Następnie kobalaminy ekstrahowano roztworem o-krezolu w chloro
formie, jak  opisano wyżej. W odny  wyciąg alkalizowano roztworem 
NaCN do pH 8, wysycano chlorkiem sodowym 25 g/100 ml, po czym 
po 1 godzinie ekstrahowano 4 — 6 razy małymi porcjami alkoholu ben
zylowego. Połączone wyciągi alkoholowe wirowano, klarowny roztwór 
zadawano równą objętością chloroformu, a kobalaminy ponownie prze
noszono do fazy wodnej. W odny roztwór kobalamin ekstrahowano 
20% roztworem fenolu w chloroformie i postępowano dalej jak  w m e
todzie (a). M etody tej użyto do otrzymania 5,6-dwunitrobenzimidazolo- 
cy j an o k ob al aminy.

(c). Po uzyskaniu wodnego koncen tratu  po ekstrakcji krezolowo- 
butanolowej jak  w metodzie (b) —  roztwór odparow ywano do małej 
objętości, po czym nanoszono w  formie wąskiego paska na  bibułę chro
matograficzną W hatm an nr  3 i poddaw ano elektrofotoretycznęmu roz
dzieleniu w 2 N CHsCOOH z 0,01 % NaCN.

5,6-Imidazobenzimidazolocyjanokobalamina, k tórą oczyszczano w ten 
sposób, wędruje  razem z witaminem B i2p pojaw iającym  się w małych
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ilościach w niektórych badanych ferm entacjach ku katodzie, oddziela
jąc się od innych kobalamin, w ystępujących w m niejszych ilościach 
w próbie. Po wysuszeniu bibuły wycinano pasmo zawierające miesza
ninę wit. B i2p i 5,6-imidazobenzimidazolocyjanokobalaminę i ekstraho
wano wodą zawierającą 0,1 ml 10% NaCN i 1 ml 2 M N aH 2P 0 4 w 100 ml 
(pH 5 — 6). Następnie celem usunięcia soli mineralnych ponow nie pod
dawano kobalaminy ekstrakcji krezolowo-butanolowej. Uzyskany wodny 
koncentrat odparowywano do sucha pod zmniejszonym ciśnieniem. By 
rozdzielić obie kobalaminy od siebie, zastosowano metodę dającą dobre 
wyniki przy rozdzielaniu witaminu B42 i B i2p (14). W  tym celu suchą 
pozostałość rozpuszczano w 85% acetonie (v/v) i chromatografowano 
na A12C>3. Witamin łatwo przechodzi w tych w arunkach  do eluatu, 
a NCK zatrzymują się u góry kolumny chromatograficznej. Po wypłu
kaniu witaminu Bł2p NCK można wyeluować metanolem lub 80% me
tanolem (dla pochodnej 5,6-imidazobenzimidazolowej). Po odpędzeniu 
metanolu NCK krystalizowano z wodnego acetonu.

W szystkie otrzymane w tej pracy p repara ty  krystalizowano co na j
mniej dwa razy. Otrzymano po 5 — 15 mg krystalicznych kobalamin 
z 10 — 40-litrowych hodowli.

W ŁA SN O ŚC I O TRZYM ANYCH PO CH O DNYCH  W ITA M IN U  B 12

W  pracy niniejszej otrzymano w stanie krystalicznym następują
ce nukleotydocyjanokobalam iny: 
benzimidazolo-, 5(6)-nitrobenzimi- 
dazolo-,5(6)-nitro-6(5)-metyloben- 
zimidazolo-, 5,6-dwunitrobenzimi- 
dazolo-, 5-etoksybenzimidazolo- 
i 5,6-imidazobenzimidazolo-cyja- 
nokobalaminę.

Nadto metodą elektroforezy 
bibułowej dało się wykazać, że 
również benzotriazol i 2-merkap- 
tobenzotiazol są częściowo w y
korzystywane przez Propionibac
terium sherm anii do syntezy od
powiednich kobalamin.

W szystkie krystaliczne związ
ki krystalizują w postaci ciem no
czerwonych igieł, podobnie jak 
witamin B i2.

Rys. 2. Widmo absorpcyjne benzimidazolo- W idma absorpcyjne wodnych
cyjanokobalaminy w roztworze wodnym roztworów tych  związków są zbli-
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żone do widma absorpcyjnego witaminu Bi2 i wszystkie posiadają cha
rakterystyczne maksima absorpcji dla fal o długości 360 — 362 i 550 mp. 
Jednak  w widmach poszczególnych NCK wyraźnie zaznacza się wpływ 
podstawianej zasady nukleotydowej na kształt krzywej pochłaniania. 
Najbardziej zbliżone do widma absorpcyjnego witaminu Bi2 jest widmo 
benzimidazolocyjanokobalaminy (rys. 2). Posiada ono nieznacznie p rze
sunięte ku krótszym falom maksimum przy 274 mp zamiast 278 mp jak  
witamin Bi 2. Przesunięcie to jest uwarunkowane podobnym przesunię
ciem maksimów absorpcji benzimidazolu w porównaniu z 5,6-dwumety- 
lobenzimidazolem, co ilustruje poniższa tabelka.

T a b l i c a  1 

Maksima pochłaniania w mp

pH  1 pH 13

benzimidazol 267 i 273,5 271 —  2 i 276,5
5,6-dwumetylobenzim idazol 274 — 6 i 283 280 i 285

Zaznacza się w nim również charakterystyczne wygięcie („karb") przy 
280 mp (w witaminie Bi 2 przy 288,5 mp świadczące o koordynacyjnym  
wiązaniu między atomem azotu N(3) pierścienia benzimidazolowego i a to
mem kobaltu (3).

W idma absorpcyjne 5(6)-nitro- 
ora2 5(6)-nitro-6(5)-metylo-benzi- 
midazolocyjanokobalamina (rys.
3 i 4) są zbliżone do siebie i zmie
nione w porównaniu do widma 
witaminu Bi 2, zwłaszcza w zakre
sie fal między 270 i 333 mp. W pro
wadzenie nukleotydu 5,6-dwuni- 
trobenzimidazolowego do czą
steczki DNCK zaznacza się zarów
no w widzialnej, jak  i ultrafiole
towej części widma (rys. 5). W  
części widzialnej pojawia się ma
ło charakterystyczny szeroki pas 
absorpcyjny między 400 i 480 mp.
Z tej przyczyny roztwór dwunitro- 
bezimidazolocyjnokobalaminy po- RyS 3 w idm o absorpcyjne 5i(6)-nitroben-
Siada barwę brązowawoczerwo- zim idazolocyjanokobalam iny w roztworze
ną. W  części ultrafioletowej wid- wodnym
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ma zaznacza się duże podobieństwo do widma DNCK, zwłaszcza w za
kresie 290 — 340 mp z nieznacznie przesuniętymi maksimami: 307 — 8 
i 324 — 5 m\x (DNCK posiada przy 305 mix przegięcie i przy 
320 m[x maksimum (14)). Bardzo duże zmiany spostrzega się w widmach

pochodnych 5-etoksybenzimida- 
zolu i 5,6-imidazobenzimidazolu 
(rys. 6 i 7), w których w prow a
dzony chromofor zasadniczo zmie
nia charakterystyczny w części 
ultrafioletowej obraz widma. O d
nosi się to zwłaszcza do ostatniej 
pochodnej, w której w porów na
niu do widma absorpcyjnego wit. 
Bi2 pojaw ia się dodatkowe, bar
dzo silne pasmo absorpcji z m ak
simum przy 291 — 292 mir, cha
rakterystyczne dla samego 5,6- 
imidazobenzimidazolu (zwłaszcza 
w wysokich wartościach pH 
(rys. 1)).

Obecność nowych pasów ab
sorpcyjnych w widmach otrzy
manych NCK jest pośrednim do
wodem włączenia się om aw ia
nych zasad nukleotydowych do 
tych związków.

Otrzymane NCK, prócz 5,6,- 
-imidazobenzimidazolo-cyj anoko- 
balaminy, zachowywały się elek- 
troforetycznie jak  substancje obo
jętne (w 2 N kw. octowym). O stat
nia pochodna z r a c j i  w ystępow a
nia w niej zasadowego azotu po
siadała charakter zasadowy i prze
suwała się w kwaśnym roztworze 
ku katodzie.

W szystkie otrzymane w stanie

Rys. 5. W idmo absorpcyjne 5,6-dwunitro- k r Ysta liC T n Ym  N C K  « » S T O 4  z
benzimidazolocyjano,kobalaminy w troztwo- roztworem chloraminy T dając,

Tze wodnym podobnie jak  witamin Bi2 , fioleto-

Rys. 4. Widmo absorpcyjne 5i(6)-nitro- 
G(5)-metylo-benzimidazolocyjanokobalaminy  

w  roztworze wodnym
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wo zabarwione chlorowe pochodne (19). Deznukleotydocyjanokobalami- 
na (wit. B i2p) ulega w tych w arunkach  odbarwieniu. Pochodne zadane 
roztworem NaCN przechodzą w niebiesko zabarwione związki.

Otrzymane krystaliczne pochodne witaminu B i2 okazały się a k ty w 
ne w badaniach mikrobiologicznych wobec Euglena gracilis i Bact. coli 
mutant.

Rys. 6 . Widmo absorpcyjne S-etoksybenzim idazolocyjanokobalami- 
ny w  roztworze wodnym

Badania z Euglena gracilis wykonał d r K .  Z o d r o w  w Zakładzie 
Mikrobiologii Rolnej WSR w Poznaniu, za co składamy mu serdeczne 
podziękowania.

Tablica 2 przedstawia wyniki tych badań. Liczby w tabeli podają  
wartości procentowej przepuszczalności światła badanych hodowli m ie
rzone na fotoelektrycznym  fotometrze Leitza przy użyciu czerwonego 
filtru. Zebrane wyniki są średnimi z 3 równoległych oznaczeń.
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Czynność mikrobiologiczną za pomocą szczepu Bact. coli m utant ba
dano metodą płytkową (4). Miarą aktywności była powierzchnia strefy 
wzrostu lub proporcjonalna do niej waga wykrojonych z kalki tech
nicznej uprzednio na niej skopiowanych plam wzrostowych. W  tabli
cy 3 podano wyniki oznaczeń za pomocą Bact. coli m utant. W artości 
podają  wagę krążków w mg.

Rys. 7. Widmo absorpcyjne 5,6-imidazoben- 
zimidazolocyjanokobalam iny w roztworze 

wodnym

T a b l i c a  2 

Badanie wzrostu Euglena gracilis

W i t a m i n
Stężenie witam inu w próbie pąg m l

1 5 :o

Benzim idazolo-CK 92* 70 37
5(6)-Nitrobenzim idazolo-CK * 92 77 35
5(6)-Nitro-6(5)-m etylobenzim idazolc-C K 87 68 36
5 ,6 -Dwunitrobenim idazolo-CK 86 65 34
5-Etoksybenzim idazolo-CK 87 65 33
5,6-Im idazobenzim idazolo-CK 91 71 34
Witamin B 12 86 65 35
Kontrola (bez witaminu) 96

’) Liczby oznaczają wartości procentowej przepuszczalności światła badanych 
hodowli, mierzone na fotoelektrycznym fotometrze Leitza.
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W  doświadczeniach mikrobiologicznych stężenie badanych NCK 
określano metodą spektrofotometryczną mierząc wartości gęstości 
optycznych roztworów podstawowych, z których wykonywano dalsze 
rozcieńczenia, dla fali o długości 550 mi-i. Zakładano przy tym, że dla 
wszystkich NCK wartość współczynnika ekstynkcji E ^  jest jednako
wa i równa 63 jak  dla witaminu Bi 2 (21).

T a b l i c a  3 
Wzrost Bact. coli mutant

W i t a m i n
Stężenie witam inu w [¿g/ml

0,1 0,5 1,0

Benzim idazolo-CK 4,8* 8,6 12,4
. 5(6)-Nitrobenzim idazolo-CK . 4,2 8,8 10,0

5(6)-Nitro-6(5)-m etylobenzim idazolo-C K 5,5 9,6 14,9
5,6-D wunitrobenzim idazolo-C K 5,0 8,4 11,0
5-Etoksybenzim idazolo-CK 5,4 10,4 14,1
5,6-Im idazobenzim idazolo-CK 4,1 6,9 8,8
Witamin B 12 5,5 8,0 9,5

*) Liczby oznaczają wagę w mg wykrojonych z kalki technicznej plam wzro
stowych.

B A D A N IE  M EC H A N IZM U  SY N T EZ Y  NCK  PRZEZ

P R O P I O N I B A C T E R I U M  S H E R M A N I I

Do 3 jednakow ych ośmiodniowych 1-litrowych hodowli bakterii 
kwasu propionowego dodawano na  24, 12 i 6 godzin przed p rzerw a
niem procesu fermentacji po 5 mg 5,6-dwumetylobenzimidazolu. Czwar
ta hodowla stanowiła próbę zerową. Z komórek drobnoustroju wyodręb
niono kobalaminy wg metody opisanej przy badaniu prekursorów, po 
czym rozdzielano je elektroforetycznie na bibule W hatm an nr 3 w 2 N 
kwasie octowym zawierającym 0,01% NaCN i przy gradiencie napięcia 
9 V/cm. Rozdzielone plamy witam inów Bi2 i B i2p wycinano z wysuszo
nej bibuły i witaminy ekstrahowano 6 ml 3%  roztworu NaCN. W  uzy
skanych koncentratach określano stężenie kobalamin na podstawie po 
miaru gęstości optycznej dla fali o długości 368 mp-. Pomiar w ykony
wano po pełnym przekształceniu się obu kobalamin w formy dwucy- 
janowe.

Rys. 8 przedstawia zdjęcie rozdzielonych na bibule kobalamin. 
W szystkie próby prócz wit. Bi2 i Bi2p wykazują  obecność innych 
jeszcze kobalamin występujących w mniejszych ilościach. Identyfika
cja n iektórych z nich będzie przedmiotem odrębnej publikacji. Liczby 
na zdjęciu oznaczają czas działania prekursora  w godzinach. Na rysun-
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ku widać również, że za
wartość trzeciej kobalaminy 
(X) występującej we wszyst
kich próbach zmniejsza się 
również na korzyść witaminu 
Bi 2 proporcjonalnie do czasu 
działania prekursora.

Tablica 4 przedstawia w y 
niki stosunku zawartości w i
taminu B i2p i w itaminu B12 
w poszczególnych próbach, ob
liczone na podstawie d a 
nych spektrofotometrycznych 
przy założeniu, że współ
czynniki ekstynkcji obu związ
ków są jednakow e dla fali 

śc i 368 mu- i że ich suma równa jest 100.

T a b l i c a  4 

Stosunek zawartości wit. Bi2p do wit. B12

Czas działania prekursora 
w godz. W itamin B J2p W itamin B j2

0 87,8 12 ,2

6 67,2 32,8
12 38,3 61,7
24 14,4 85,6

Z danych tablicy 4 wynika, że reakcja  powstawania  NCK jest reak 
cją następczą w stosunku do reakcji tworzenia się DNCK i że czas 
trwania reakcji przekształcania się witaminu B i2p w witamin B i2 w y 
nosi co najmniej 24 godziny w końcowym stadium fermentacji.

Omówienie wyników

Doświadczenia przedstawione w tej p racy  potwierdzają  dane uprzed
nie (19), że użyty do badań szczep Propionibacterium shermanii posia
da ograniczoną zdolność syntezy pierścienia benzimidazolowego, po
trzebnego do budowy ugrupowania nukleotydowego witaminu B12. N a 
tomiast posiada on zdolność w ykorzystyw ania z pożywki szeregu po
chodnych benzimidazolu, podstawionego różnymi rodnikami w pozycji 
5 i 6 do syntezy odpowiednich nukleotydocyjanokobalamin. Mechanizrą

Rys. 8 . Elektroforogram rozdzielonych koibaila- 
min wyodrębnionych z bakterii kw. propiono- 
wego (wit. B i2, Bi2P i X). Liczby z boku zdjęcia  
oznaczają czas działania prekursora w  godzi

nach
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tej syntezy polega na wbudowaniu ugrupowania nukleotydowego — 
z benzimidazolem lub jego pochodnymi jako zasadami nukleotydowy- 
mi — do deznukleotydocyjanokobalaminy, związku syntetyzowanego 
przez bakterie kwasu propionowego w normalnych warunkach hodowli. 
Jes t  to reakcja  następcza w stosunku do tworzenia się deznukleotydo- 
cyj anokobalaminy.

W szystkie otrzymane w pracy  pochodne witaminu B i2 są mikrobio
logicznie czynne zarówno wobec Bact. coli m utant, drobnoustroju w y 
m agającego do wzrostu tylko DNCK (9), jak  i wobec Euglena gracilis. 
W ydaje  się, że większość nukleotydocyjanokobalamin typu benzimida- 
zolowego stanowi substancje wzrostowe dla tego pierwotniaka.

W  pracy  niniejszej posługiwano się 
nomenklaturą uprzednio już zapropo
nowaną (19). W  myśl tej nom enklatury 
nazywano kobalaminą tylko płaską 
część cząsteczki witaminu B i2 zawie
rającą atom kobaltu (rys. 9). Ogólna 
nazwa nukleotydocyjanokobałam ina o- 
znacza połączenie kobalaminy z ugru
powaniem nukleotydowym  i grupą 
cyjanową. W  nazwie szczegółowej 
zamiast pełnej nazwy nukleotydu uży
wano dla uproszczenia tylko nazw y zasady nukleotydowej.

Rys. 9. Schemat budowy nukleotydo- 
cyj anokobalaminy

Streszczenie

1. Kontynuując badania nad biosyntezą pochodnych witaminu B i2 
(nukleotydocyjanokobalamin NCK) przy użyciu Propionibacterium  
shermanii, otrzymano 6 dalszych nowych związków zawierających 
w  miejsce 5,6-dwumetylobenzimidazolu, występującego w witaminie 
B i2, następujące  zasady nukleotydowe: benzimidazol, 5-nitrobenzimida- 
zol, 5(6)-nitro-6(5)-metylobenzimidazol, 5,6-dwunitrobenzimidazol, 5-etok- 
sybenzimidazol i 5,6-imidazobenzimidazol. W szystkie te pochodne otrzy
mano w stanie krystalicznym. Ponadto stwierdzono, że bakterie  kwasu 
propionowego także włączają benzotriazol i 2-merkaptobenzotiazol do 
cząsteczki kobalaminowej.

2. O trzym ane krystaliczne nukleotydocyjanokobalam iny przebadano 
pod względem fizyko-chemicznym oraz mikrobiologicznie. Okazały się 
czynne wobec Bact. coli m utant (metoda płytkowa) i Euglena gracilis.

3. W ykazano, że reakcja pow staw ania  NCK jest reakcją  następczą, 
p rzeb iega jącą  po utworzeniu się deznukleotydocyjanokobalam iny (wita-
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minu Bi2p) i że czas trw ania  tej reakcji wynosi co najmniej 24 godziny 
w końcowym stadium fermentacji w obecności 5,6-dwumetylobenzimi- 
dazolu.

L I T E R A T U R A

1. A r m i t a g e  J. B., C ą n n o n J. R., J o h n s o m  A.  W. ,  P a r k e r
L. F. J., S m i t h L. E., S t a f f o r d  W. H. i T o o d A. R., J. Chem.
Soc., 3849, 1953.

2. B a c h e r F. A., B o 1 e y A. E. i S h o n k C. E., Anal. Chem., 26, 1146, 
1954.

3. B e a v e n G. H., H o l i d a y  E. R., J o h n s o n  E. A., E 1 1 i s B.
i P e t r o w V., J. Pharm. Pharmacol., 2, 944, 1950.

4. B o g u c k a  J., I w a n o w s k a  J. i K ą k o l  H., Przemysł Chem., 9,
14, 512, 1953.

5. D u 1 a n e y E. L., i W i l l i a m s  P. L., Mycologia,  XLV, 3, 345, 1953.
6 . E f r o s P. S., Żurnał obszczei chimii 22, 1008, 1952.
7. F a n t e s K. H. i O' C a 1 1 a g h a n C. H., Biochem. J. 58, XXI, 1954.
8 . F o r d J. E. i H o l d s w o i t h  E. S., Biochem. J., 56, XXXV, 1954.
9. F o r d  J. E. i H o l d s w o i t h  E. S., Biochem. J., 58, XXI, 1954.

10. F o r d J. E. i P o r t e r  J. W. G., Biochem. J. 51, V, 1952,
F o r d  J. E., K o n  S. K. i P o i  t e r  J. W. G., Biochem. J.,, 50, IX, 1951,
52, VIII, 1952, Chem. and. Indust., 495, 1952.

11. H e i n r i c h  H. C. i L a h a m H., Złschr. Vitamin. Hormon-Ferm, forsch.,
6 , 126, 1954.

12. H o 1 d s w o r t h E. S., Nature, 171,  148, 1953.
13. J a n i c k i  J. i P a w e 1 k i e w i c z J., Bull. Acad. Polon. Sc., Cl. 11, 3,

5, 1955.
14. J a n i c k i  J. i P a w e ł k i e w i c z  J., Acfa Biochim. Pol. 1, 307, 1954.
15. J a n i c k i J. i P a w e ł k i e w i c z  J., Acfa Biochim. Pol., 2, 329, 1955.
16. J a n i c k i J., P a w e ł k i e w i c z  J., S t a w i c k i 1 St., S z e b i o t-

k o K. i Z o d r o w K., Przem. Chem., 9, 385, 1953.
17. K a c z k a E. A., D o n a l d  E. W., K u e h 1 F. A. i F o 1 k e t  s K.,

J. Am. Chem. Soc., 73, 3569, 1951.
18. P a w e ł k i e w i c z  J., Bull. Acad. Polon. Sc., Cl. i l ,  3, 3, 1955.
19. P a w e ł k i e w i c z  J., Acfa Biochim. Pol., 1, 313, 1954.
20. P f i f f n e t J. J., C a l k i n s  D.  G., P e t e r s o n  R. C.,  B i r d  O.  D., 

M c  G l o h o n  V.  i S t i p e k  R. W., Abstracts  120 -th Amer. Chem. Soc.
Meeting  N. Y. 23c, 1951.
D i o n H. W., C a l k i n s  D. G. i P f i f f n e t  J. J ., J. Am. Chem. Soc. 
74, 1108, 1952.

21. P h i l l i p  s J., J. Chem. Soc., 2393, 1928.

nPEHLUECTBEHHMKM EMOCMHTE3A HyKJIEOTMflOHMAHKOEAJlAMMHA II.

P e 3 K) M e

1. B pe3yjibTaTe npoBo/tmvibix HaMM nccjie^oBaHiiM Haß 6nocnHTe30M 
npon3BOAHbix BMTaMMHa B 12 (HyKJieoTMflopnaHKobajiaMMHa NCK) c npn-
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MeHeHweM Propionibacterium sherm anii, nojiyneHo GbiJio b cjie/iyiomMx 
hobbix coeAMHeHMHx, coflepxcamMx bmucto 5,6-AMMeTMJio6eH3HMu^;a30Jia, 
BxoflHipero b cocTaB BMTaMMHa B 12, cjie^yioipMe HyKJieoTMflHbie mejiOHM-: 
BeH3MMMJi;a30JI, 5-HMTpo6eH3MMM,0;a30JI, 5(6)-HMTp0-6(5)-MeTMJI06eH3MMMAa- 
3oji, 5,6-j];ByHMTpo6eH3MMMj];a30Ji, 5-3T0KCM6eH3MMM;na30Ji m 5,6-MMH;n;a30- 
6eH3MMM^a'30Ji. Bee stm npon3BO,n,Hbie nojiyneHbi GbiJiM b KpMCTajuiMHe- 
CKOM COCTOHHMM. KpOMe TOrO oGHapyXCeHO, HTO GaKTepMM npOnMOHOBOii 
KMCJIOTbl BKJIIOHaiOT TaK5Ke B KOGaJiaMMHOByiO MaCTMpy 6eH30Tpna30JI 
m 2-MepKanTo6eH30MM^a30.7i.

2 . Mccjie^OBaHbi GbiJiM c|)M3MK0-xMMMHecKMe m MMKpoGnojiornHecKMe 
CBoiicTBa npn nojiyueHHbix KpMCTajuiMHecKMx HyKJieoTMfloipiaHKoGajiaMM- 
h o b . O h m  OKa3ajiMCb aKTMBHbiMM no OTHOineHMio k  Bact. coli m utant (njia- 
CTMHHbiii MeTO/i;) m Euglena gracilis.

3. OGHapyxceHO, hto peaxpMH bo3hmkhob6hmh NCK hbjihotch nocjie- 
AyiomeM peaKpMeM, npoTeKaiomeM nocjie oGpa30BaHMH .zjeBHyKJieoTMfto- 
pMaHOKoGajiaMMHa (BMTaMMHa B i2p), m hto  3Ta peaKijMH npoflOJixcaeTCH 
b kohchhom CTa^MM GpoxceHMH He MeHee 2 4  nacoB, b npncyTCTBMM 5 ,6 - ,o;m -  

M e T M J i o G e H 3 M M M j i ; a 3 0 J i a .

PRECURSORS IN THE BIOSYNTHESIS OF CYANOCOBALAMINE NUCLEOTIDES II.

THE SYNTHESIS OF THE NEW VITAMIN Bi2 DERIVATIVES

S u m m a r y

1. Continuing studies on the biosynthesis of vitamin B i2 derivatives 
(cyanocobalamine nucleotide NCK) 6 further new compounds syn
thesized by Propionibacterium sherm anii have been isolated. The com
pounds possess the following nucleotide bases instead of 5,6-dimethyl 
benzimidazole of vitamin B i2: benzimidazole, 5-nitrobenzimidazole,
5(6)-nitro-6(5)-methylbenzimidazole, 5,6-dinitrobenzimidazole, 5-ethoxy- 
benzimidazole and 5,6-imidazobenzimidazole. All those derivatives have 
been obtained in the crystalline form. It has been proved that the pro
pionic acid bacteria  condense benzotriazole and 2-mercaptobenzomida- 
zole with the cobalamine molecule.

2. The crystalline cyanocobalamine nucleotides have been exami
ned by means of physico-chemical and microbiological methods. The 
compounds are biologically active for Bact. coli m utant and Euglena 
gracilis.
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3. It has been shown that the formation od NCK follows the p re 
vious synthesis of cyanocobalamine desnucleotide (vitamin B i2p). The 
synthesis of NCK takes  p lace  at least in the course of 24 hours in 
the  final fermentation stage, in the presence of 5,6-dimethylbenzimi- 
dazole.

O trzym an o  9.II.1955
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W ANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN

TURBIDYMETRYCZNA MIKROMETODA 

OZNACZANIA BIAŁEK TANINĄ*

Zakład Chemii Fizjologicznej Akademii M edycznej  w e Wrocławiu  
Kierownik proi. dr Tadeusz Baranowski

Szybkie oznaczanie ilościowe białek w drobnych ilościach m ateriału  
biologicznego napo tyka  ciągle jeszcze duże trudności metodyczne (4). 
N aw et stosowanie m ikrometody Kjeldahla ma pewne ograniczenia, 
gdyż wym aga znajomości procentowej zawartości azotu w badanym  
białku i nie daje się stosować bezpośrednio w obecności innych związ
ków azotowych.

Często w  oznaczeniach ilościowych używa się odczynników s trąca
jących  białka. Oznaczenia przeprowadza się wagowo lub przez m ierze
n ia  zmętnienia w fotokolorymetrach lub nefolometrach. W  m etodach 
turbidym etrycznych najczęściej stosuje się kwas sulfosalicylowy (5) 
lub trójchlorooctowy (2). M etody te są wprawdzie łatwe i szybkie 
w wykonaniu, ale odznaczają się małą dokładnością i słabo dają  się 
reprodukować.

Szukając m etody nadającej się do oznaczania białek w mikrogramo- 
w ych (ng) ilościach zajęłam się zbadaniem optymalnych w arunków  dla 
s trącania różnych białek kwasem taninowym. Odczynnik ten, chociaż 
często stosow any w próbach jakościowych, nie był, o ile mi wiadomo, 
w ykorzystany  w metodach ilościowych.

Wiadomo, że 40% roztwory taniny, zakwaszone kwasem octowym, 
s trącają  żelatynę, albuminy i pep tony jeszcze w miligram procen to
w ych roztworach. Ponadto pow stają  nierozpuszczalne połączenia tan i
ny  z licznymi alkaloidami i niektórymi wielocuikrami.

Znaczna czułość i mała specyficzność tan iny  wobec różnych białek  
nasunęła  przypuszczenie, że może ona być odczynnikiem dającym  się 
wykorzystać  w oznaczeniach ilościowych tak  mieszaniny, jak  i po-

*) Praca w ykonana z dotacji Komitetu Biochemicznego PAN.

[279]
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szczególnych frakcji białkowych, i to w znacznie niższych stężeniach 
niż w dotychczasowych turbidym etrycznych metodach.

W  pracy przedstawię wyniki uzyskane w czasie badania zachow a
nia się białek surowicy, żela tyny i lizozymu wobec odczynnika tanino- 
wego, jak też warunki metody, pozwalające na zastosowanie odczynu 
taninowego do turbidymetrycznego oznaczania białek.

Podana turbidymetryczna m ikrometoda polega na pomiarze w foto- 
kolorymetrze zmętnienia, jakie dają nierozpuszczalne połączenia b ia 
łek z taniną po stabilizowaniu ich koloidem chroniącym. W  zakresie 
stężeń od 20 do 100 pg białka w 4 ml objętości próby i odczynników  
uzyskałam wprost proporcjonalną zależność pomiędzy stężeniem białek  
a gęstością optyczną. Otrzymałam zupełną zgodność wyników dla że
latyny, białek surowicy i lizozymu. W  podanym zakresie stężeń błąd 
metody wynosi ± .3 ,6 % . • • . ,

' I. Odczynniki i postępowanie

1. O D C ZYN N IK  T A N IN O W Y : 10?/» T A N IN A  W I N  HCI i 2*/* FENO LU

Do 98 ml 1 Ń HĆ1 ogrzanego do 80° dodać 2 ml również ogrzanego 
fenolu (ch. cz.). Po zupełnym rozpuszczeniu fenolu w kwasie dodać 
10 g taniny. Przechowywać w ciemnej flaszce. Odczynnnik jest t rw ały  
do kilku tygodni. ' "

Do sporządzania odczynnika taninowego używałam różnych p rep a 
ratów taniny. Tanina (ac. tanicum, Mallincrodt, U. S. P. XII) i tan ina  
Mercka (Gallapfelgerbsaiire) rozpuszczały się dobrze naw et w zimnym 
roztworze fenolu w kwasie solnym i dawały roztwory jasnożółte, k tóre 
z czasem ciemniały. Inne p repara ty  kwasu taninowego nie oznaczone 
marką fabryczną rozpuszczały się dopiero po kilkuminutowym ogrze
waniu we wrzącej łaźni wodnej. Roztwory są ciemniejsze i n ie jedno
krotnie zawierają drobne zanieczyszczenia, które należy odsączyć.

2. W ODNY ROZTW Ó R G UM Y A R A B S K IE J l®/«

10 g gumy arabskiej rozpuścić w litrze wody destylowanej.
Do użytku sporządzać na świeżo 0,1% roztwór, w razie potrzeby są

czyć. Roztwory gumy arabskiej powinny być wodojasne i z odczynni
kiem taninowym nię mogą dawać reakcji barw nych ani strąceniowych.

Używano preparatów gumy arabskiej nie oznaczonych m arką fa
bryczną.

- ' 3. ST A N D A R D O W E  ROZTW O RY B IA Ł E K

a. Ż e l a t y n a :  0,1% w 0,9% NaCl: 100 mg odważonej analitycz
nie żelatyny rozpuścić w około 10 ml 0,9% NaCl w kolbie miarowej
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na 100 ml, ogrzać w łaźni wodnej aż do zupełnego rozpuszczenia białka 
i po oziębieniu do tem pera tury  pokojowej uzupełnić do znaczka 0,9% 
roztworem chlorku sodowego.

Do sporządzenia standardów używałam sproszkowanej żelatyny 
„Griibler", suszonej do stałej wagi w eksykatorze próżniowym nad 
H 2SO4 i sprawdzonej na czystość przez oznaczenie azotu metodą Kjel- 
dahla. W  przeliczeniu azotu na białko stosowałam współczynnik 5,55 
(18% N). Analizowany preparat zawierał teoretyczny procent azotu.

b. L i z o z y m 0,1% w wodzie destylowanej: 25 mg lizozymu 
rozpuścić w kolbie miarowej na 25 ml w wodzie destylowanej i uzupeł
nić do znaczka.

Lizozym (globulin Gi) otrzymałam z białek jaj kurzych metodą 
A l d e r t o n a  i F e v o l d a  (1). Krystaliczny preparat, osuszony 
do stałej wagi w eksykatorze próżniowym nad H 2 S O 4 , zawierał 83% 
azotu w stosunku do wartości teoretycznej (18,6% N) (3). Do sporzą
dzania standardu brano odpowiednio większą naważkę lizozymu.

c. B i a ł k a  s u r o w i c y ,  1 % w 30% moczniku lub 0,9% NaCl. 
Surowicę ludzką po oznaczeniu azotu białkowego metodą Kjeldahla roz
cieńczyć 30% mocznikiem tak, aby w ml znajdowało się 10 mg białka. 
Stosowałam współczynnik białkowy 6,25 (16% N).

Standardy macierzyste białek chroniono tymolem i przechowywano 
w lodówce (około 5°).

Ze standardów macierzystych po doprowadzeniu ich do tem peratury  
pokojowej, przeciętnie po godzinie od wyjęcia z lodówki, sporządzano 
roztwory do użytku o stężeniach białka od 20 do 100 (¿g/ml. Lizozym 
rozcieńczano wodą destylowaną, żelatynę i białka surowicy 0 ,9 % chlor
kiem sodowym. Rozcieńczone roztwory przechowywano w tem peratu
rze pokojowej przez kilka dni.

4. PO ST ĘPO W A N IE

Do probówek o średnicy 1,4 cm i długości 7 cm odmierzyć po 1 ml 
roztworu białka o stężeniu 2 0 — 100 ¡.ig/ml i wstawić do term ostatu (lub 
łaźni wodnej) o temperaturze 30° ±  1°. Po wyrównaniu temperatur 
(około 10 minut) dodać 1 ml odczynnika taninowego o temperaturze 30°, 
zmieszać pręcikiem szklanym i d o k ł a d n i e  po 10 minutach do
dać 2 ml 0 ,1% roztworu gumy arabskiej, zmieszać i wyjąć z termostatu. 
Oziębić do tem peratury pokojowej (15 — 20°).

Próba kontrolna: Odmierzyć 1 ml rozpuszczalnika (woda lub roz
tw ór soli, w którym rozpuszczono białko), dodać 1 ml odczynnika tani
nowego i 2 ml 0 ,1% roztworu gumy arabskiej.
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II. Pomiar zmętnienia

Zmętnienie mierzyłam w absorpcjometrze Hilgera w optycznie je d 
norodnych probówkach przy filtrze czerwonym (ROR2 o m aksym alnej 
przepuszczalności światła o długości fali X =  615 — 630 mg). Optyczną 
gęstość badanych standardów białkowych odczytywałam na skali gal

wanom etru w jednostkach ekstynkcji E =  log Punkt zerowy skali

nastawiałam  na wodę destylowaną lub na próbę kontrolną. W  w y p a d 
ku nastawiania punktu zerowego na wodę należy od ekstynkcji  o trzy 
manej dla próby odjąć ekstynkcję  próby kontrolnej, k tóra  nie pow inna 
przekraczać 0,08.

III. Czułość i dokładność metody

W  podanej metodzie uzyskałam linijną zależność pomiędzy s tęże
niem białka a optyczną gęstością tylko w granicach stężeń od 20 do 
100 mikrogramów (10~6 g) w 4 ml objętości końcowej próby i odczyn
ników. Powyżej i poniżej tych stężeń zaznacza się odchylenie od krzy-

Rys. 1. Krzywa standardowa dla liizozymu, żelatyny i białek surowicy. Odczyty  
ekstynkcji w probówkach w absorpcjometrze Hilgera, X =  616 — 645 mg. Obję

tość próby i odczynników 4 ml

wej standardowej, przedstawionej na rysunku 1 i wykreślonej na pod
stawie danych  zebranych w tablicy 1.

W  tablicy 1 zestawiłam wyniki pomiarów zmętnienia, przeprowa
dzonych na standardowych roztworach żelatyny, lizozymu i białek su
rowicy w różnych stężeniach od 20 do 100 gg. W  tablicy  podałam śred
nie  arytmetyczne z 10 — 20 oznaczeń i ich średnie odchylenia (o).
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T a b l i c a  1
Średnie arytm etyczne z ekstynkcji i średnie odchylenia  

dla lizozymu, żelatyny i białek surowicy 
(1 ml roztw oru białka +  1 ml odczynnika taninowego, 
po 10 m inutowej inkubacji w temperaturze 30° — 2 ml 
0,1% gum y arabskiej). Odczyty ekstynkcji w  probów
kach w absorpcjometrze Hilgera, filitr czerwony ROG2)

Stężenie 
białka w  

98

E =  log -y -

lizozym żelatyna surowica
n A a n A a n A CT

100 15 0,54 ± 0 , 0 3 20 0,54 “±  0,03 10 0,54 ± 0 , 0 2

80 20 0,44 ± 0 , 0 1 19 0,44 ± 0 , 0 2 15 0,44 ±  0,01

60 20 0,34 ± 0 , 0 2 19 0,34 ± 0 , 0 1 15 0,34 ± 0 , 0 2

40 20 0,22 ± 0 , 0 2 20 0,22 ± 0 , 0 1 15 0,22 ± 0 , 0 1

20 20 0,10 ±  0,006 20 0,10 ±  0,006 15 0,10 ±  0,006

n — ilość oznaczeń; A =  średnia arytmetyczna

Średnie odchylenie =  — ---- ——

Odczyty ekstynkcji otrzymane dla różnych stężeń standardów białko
w ych przeliczyłam na 100 ing białka i obliczyłam z nich średnią ary tm e
tyczną i jej średnie odchylenie (o). W yniki przedstawia tablica 2.

Ja k  widać w tablic 1 i 2, uzyska
łam taką samą czułość i dokładność 
metody dla tak różnych białek, jak 
lizozym, żelatyna i białka surowicy.
Średnia ekstynkcja dla 100 pg w 
4 ml objętości końcowej próby i od
czynników w zakresie stężeń białka 
od 20 do 100 pg wynosi: E =  0,55 +
±  0,02.

Metodą taninową oznaczałam s tę 
żenia białek we frakcjach białko
wych, otrzymywanych w czasie izo
lowania enzymów i hormonów 
z tkanek  zwierzęcych, jak  też stężenie białka w liofilizowanej plazmie 
krwi. Otrzymywałam zawsze zgodność wyników z oznaczeniem azotu 
białkowego. Jedyny  w yją tek  stanowi krystaliczna insulina 1), w której 
metodą taninową oznacza się zaledwie 20% w stosunku do azotu.

T a b l i c a  2 
Średnia ekstynkcja dla 100 ng w 4 ml 
mieszaniny próby i odczynników i śred
nie odchylenie dla lizozymu, żelatyny  

i surow icy

Rodzaj biał
ka

E 100 98 
4 ml

n A CT
lizozym 95 0,55 ± 0 , 0 2

żelatyna 99 0,55 ± 0 , 0 2

surowica 70 0,55 ± 0 , 0 2

x) Preparat handlowy przekrystalizowany przez T. B a r a n o w s k i e g o .
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IV. Warunki powstawania i trwałości nierozpuszczalnych połączeń
białek z taniną

1. ST A B IL IZ A C JA  Z M Ę T N IE N IA  KOLOIDEM  CHRONIĄCYM

Do stabilizacji nierozpuszczalnych połączeń taniny z białkiem moż
na używać tylko takich roztworów koloidowych, które nie s trącają ta 
niny. Z przebadanych wielocukrów dobrze nadaje się do u trw alania  
zmętnienia guma arabska i guma indyjska (gum ghatti), nie można 
natom iast stosować agaru, który  — podobnie jak glikogen lub skro
bia — daje nierozpuszczalne połączenia z taniną.

Obecność w próbie 0,1 — 0,2% koloidu chroniącego utrwala zmęt
nienie w stężeniach białka do 200 ng na okres 24 godzin w tem pera tu
rze pokojowej. Utrwalona zawiesina jest wrażliwa na większe zmiany 
temperatury. Tak na przykład próbki utrwalone koloidem i wstawione 
na parę minut do wrzącej łaźni wodnej po kilku m inutach stają się 
zupełnie przejrzyste, a oziębione ponownie mętnieją.

W  podanym zakresie stężeń białka koloid chroniący dodany do 
próby razem z odczynnikiem taninowym hamuje powstanie zmętnie
nia — dodany po odczynniku utrwala zmętnienie obecne w danym mo
mencie. Guma indyjska hamuje powstawanie zmętnienia znacznie sil
niej od gumy arabskiej. Oba koloidy stabilizują zmętnienia równie 
dobrze.

Naw et drobne ilości koloidu (1 kropla 0,1% roztworu) chronią biał
ka przed strącaniem taniną. Z tego względu w seryjnych oznaczeniach 
należy szczególnie zwracać uwagę na czystość naczyń, aby nie zawie
rały śladów koloidu chroniącego.

2. CZAS IN K U B A C JI

Czas upływający od dodania odczynnika taninowego do dodania 
koloidu chroniącego nazwano czasem inkubacji. Przy niskich stęże
niach białka wyraźnie daje się zauważyć wpływ czasu tak na pow sta
wanie nierozpuszczalnych połączeń białka z taniną, jak  i na stopień 
ich dyspersji. Szybkość nasilania się zmętnienia jak  i kłaczkowacenia 
osadu zależą od stężenia białka, składu odczynnika taninowego, od 
tem peratury  i czasu inkubacji. Ekstynkcja może być miarą stężenia 
białka tylko w wypadku takiej samej dyspersji osadu.

Dla wykazania wpływu czasu inkubacji na pow staw anie  i kłaczko- 
wacenie zmętnienia przebadałam zależność pomiędzy optyczną gęsto
ścią a czasem inkubacji w roztworach lizozymu, że la tyny i białek su
rowicy stabilizowanych gumą arabską natychmiast po dodaniu odczyn-
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nika taninowego (czas inkubacji =  0) 
inkubacji w stałej tem peraturze (20°).

Rys. 2. Zależność pomiędzy E l ^ \ 8 
a czasem inkubacji w temperaturze 20° 

dla lizozymu
1 •  -  -  •  krzywa dla 20 pg
2 f i  -  -  II ,, „ 50 pg
3 A -  -  ▲ ,, ,, 100 pg
4 X ----- X „ „ 200 pg

Rys. 3. Zależność pomiędzy 8

a czasem inkubacji w  temperaturze 20° 
dla żelatyny

1 •  -  -  •  krzywa dla 20 pg
2 m  K „ 50 pg
3 ▲ -------▲ „ „ 100 pg
4 X  X „ „ 200 pg

i po 5, 10, 15, 20 i 30-minutowej

Tablica 3 przedstawia wyniki zebrane dla lizozymu, żelatyny i bia
łek surowicy, badanych równolegle w stężeniach 20, 50, 100 i 200 mi-

T a b l i c a  3
W pływ czasu inkubacji na powstawanie nierozpuszczalnych połączeń białek 

z odczynnikiem taninowym  
(Czas inkubacji liczony od dodania odczynnika taninowego do stabilizacji zmęt
nienia 2 ml- 0,05fl/o gumy indyjskiej. Temperatura inkubacji: 20°. Odczyty ekstynk

cji w absorpcjometrze Hilgera przeliczone dla 100 pg białka)

1 0 0  p g100XE
4 ml

w minutach lizozym  surowica żelatyna
a b c d a b c d a b c d

0 18 25 37 - 25 32 38 41 25 32 36 45

5 37 43 48 21 50 48 51 40 45 50 54 42 1

10 47 48 50 21 55 53 52 37 55 56 53 40

15 52 53 50 X - 60 60 50 35 55 56 50 35

20 50 53 50 X — 65 60 40 35 50 52 48 34

30* 55 58 39 31 45 50 42 28J J  J O

pg białka w próbie; b — 50 pg białka
O A A  l l r r  h i  ^  l i r  -* t a r r » r  A K i  . i r  1 -̂ 1- lr- i

-  20

ie ; d — 20n
T»r r ń h i  n i .
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krogram ów w próbie (kolumny a, b, c, d). Dla porównania  uzyskanych 
w yników  optyczną gęstość wyrażono w ekstynkcji po przeliczeniu jej 
na 100 mikrogramów białka. Uzyskane wartości dla wygody pom nożo
no przez 100.

W pływ  czasu inkubacji na ekstynkcję graficznie przedstawia dla 
lizozymu rysunek 2, dla żela tyny rysunek 3, a dla białek surowicy ry 
sunek 4. Krzywe 1, 2, 3 i 4 na tych rysunkach odpowiadają różnym stę
żeniom białek (20, 50, 100 i 200 ug w próbie).

Z wykresów 2 — 4 widać, że tę 
samą gęstość optyczną osiągają roz
twory lizozymu, żelatyny i białek 
surowicy tylko po 10-minutowej in
kubacji jedynie w przedziale stężeń 
od 20 do 100 (¿g białka w próbie.

Po 20-minutowej inkubacji w ystę
pują wyraźne różnice optycznej gę
stości tylko dla białek surowicy. ' 
Podczas gdy przy stężeniu 20 (¿g 
w próbie (krzywa 1 na rys. 4) zmęt
nienie znacznie nasila się, to dla 
100 (¿g wyraźnie spada wskutek 
zmniejszenia się dyspersji osadu 
białkowego. Nasuwa' się przypusz
czenie, że wyznaczanie „krzywych 
czasowych'' odczynu taninowego 
może się przyczynić do rozstrzygnię
cia sprawy homegenności białek. 
W  podanym zestawieniu standardów 

białkowych lizozym stanowi układ najmniej złożony, a białka surowicy 
najbardziej niejednorodny.

W zrost optycznej gęstości w początkowym  okresie inkubacji (od 
0 do 10 minut) jest charak te rystyczny  tylko w stężeniach białek do 
100 (¿g. W  stężeniu białka 200 gg w próbie (krzywa 4 na  rysunkach 2, 
3, 4) najwyższą ekstynkcję dają próbki stabilizowane natychm iast po 
dodaniu odczynnika taninowego, a dalsza inkubacja prowadzi do stop
niowego spadku ekstynkcji. Proces ten szczególnie ostro zaznacza się 
dla lizozyzmu, którego osad po 15-minutowej inkubacji jest już tak  
gruboziarnisty, że opada na dno probówki naw et w  obecności koloidu 
chroniącego.

Dla jasności obrazu nie podaję doświadczeń przeprowadzonych 
z odczynnikiem taninowym o składzie odmiennym, niż podano poprzed-

' 4mlRys. 4. Zależność pom iędzy E; 
a czasem inkubacji w  temperaturze 20° 

dla surowicy
1 •  — — •  krzywa dla 20 p.g
2 a  B „ „ 50 M-g
3 A  A „ „ 100 (¿g
4 X  X , „ 200 (¿g
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nio. W ydaje  się jednak, że czas potrzebny do osiągnięcia m aksym al
nego zmętnienia jest ściśle związany z szybkością kłaczkowacenia osa
dów. Odczyn taninowy przy małych stężeniach kwasu solnego w ym a
ga znacznie dłuższej inkubacji, do paru godzin, i znacznie wolniej ulega 
kłaczkowaceniu. W iększe stężenia kwasu solnego i fenolu w odczyn
niku taninowym skracają  wprawdzie czas potrzebny do uzyskania m ak
symalnego zmętnienia, ale równocześnie zmniejsza się gęstość optycz
na z powodu szybszego kłaczkowacenia osadów.

Z podanych doświadczeń wynika, że ścisłe przestrzeganie 10-mimu- 
towej inkubacji próbek przed dodaniem czynnika stabilizującego zmęt
nienie jest podstaw owym  warunkiem dokładności metody taninowej.

3. TE M P ER A T U R A  IN K U B A C JI

Temperaturę, w której znajdują się próbki od chwili dodania od
czynnika taninowego do dodania koloidu chroniącego, nazwano tem 
pera turą  inkubacji. Dopiero po wprowadzeniu do oznaczeń stałej 
i określonej tem peratury  inkubacji uzyskałam konieczną dla metod ilo
ściowych powtarzalność w yników  w poszczególnych seriach oznaczeń 
standardowych. Krzywe uzyskiwane w upalne dnie letnie nie dawały 
się reprodukować w dnie chłodniejsze, a szczególnie zmiennie zacho
wyw ały się standardy lizozymu.

T a b l i c a  4 
W pływ temperatury inkubacji na pow sta
wanie nierozpuszczalnych połączeń białek  

z odczynnikiem taninowym  
(Temperatura inkubacji utrzymana do sta 
bilizacji zmętnienia 2 ml 0,05%  gumy in
dyjskiej. Czas inkubacji w danej tem pera

turze 10 minut)
Odczyty ekstynkcji w absorpcjometrze Hil- 
gera, przeliczone dla 100 dla 20, 50 

i 100 pg lizozymu i żelatyny

Tem peratu
ra inkuba
cji w  stop

niach

10 0  pg
E • 100 

4 m l
lizozym żelatyna

a b c a 1 b 1 c
5 12 1 2 1 2 17 17 16

15 1 2 15 15 30 35 40

25 48 50 54 45 50 52

35 50 52 56 48 48 50

100,,Rys. 5. Zależność pom iędzy E4mi 
a temperaturą dla lizozymu i żelatyny.

Czas inkubacji 10 minut

1 •  -  -  •  
2 b  —  a

krzywa dla lizozymu 
krzywa dla żelatyny

a =  20 pg, b =  50 pg, c =  100 pg białka
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W  tablicy 4 i na rysunku 5 podaję  przykład jednego doświadczenia, 
w którym przeprowadziłam 10-minutową inkubację trzech stężeń lizo- 
zymu i żelatyny w różnych temperaturach. Jak  widać z w ykresu  
(rys. 5), dopiero powyżej 25° uzyskuje się dla żelatyny i lizozymu m ak
symalną i taką samą gęstość optyczną. W  temperaturze 15° czułość od
czynu taninowego dla żelatyny spada blisko dwukrotnie, a dla lizozy
mu trzykrotnie.

Zachowanie odpowiedniej i stałej tem peratury inkubacji (30°) okaza
ło się koniecznym warunkiem  dla powtarzalności oznaczeń i czułości m e
tody taninowej w stosunku do różnych białek.

4. SK Ł A D  O D C Z Y N N IK A  TANINO W EG O

Jednym  z najważniejszych zbłożeń postawionych w tej p racy  było 
uzyskanie tej samej czułości odczynu w jednakow ych w arunkach próby 
dla lizozymu, żelatyny i białek surowicy. W  tym celu zajęłam się przede 
wszystkim dobraniem optymalnych stężeń taniny i kwasu solnego w od
czynniku strącającym białko. W  tablicy 5 i na rysunkach 6 — 10 zesta
wione są wyniki otrzymane w trzech niezależnych seriach oznaczeń. 
Podane w tablicy ekstynkcje ilustrują wpływ składu odczynnika tan i
nowego na optyczną gęstość standardowych roztworów lizozymu, żela
tyny  i białek surowicy, o stałym stężeniu 100 ing w ml. Oznaczenia p rze
prowadziłam w optymalnych warunkach, to znaczy w tem peraturze in
kubacji 30° i czasie inkubacji — 10 minut. Zmętnienia stabilizowano 
0,1% roztworem gumy arabskiej. Dane tabeli odnoszą się do zmiennych 
stężeń taniny (2, 5, 10 i 20%). Roztwory taniny sporządzano w 0, 0,2, 0,5 
i 1 N kwasie solnym bez fenolu i z 2% fenolem. W  tablicy podano śred
nie wartości uzyskane dla roztworów taniny z dodanym fenolem i bez. 
Jedynie dla roztworów taniny w 1 N HC1 podano oddzielnie wyniki 
uzyskane w obecności fenolu i bez fenolu.

Okazało się, że jedynie 10% roztwór taniny w 0,5 N HC1 i 20% roz
twór taniny w 1 N HC1 dają takie same zmętnienia (E — 0,50) z badany
mi białkami (rysunek 8 i 9). Jednakże odczynniki o takich stężeniach 
kwasu i taniny są szczególnie nietrwałe. Pod wpływem kwasu z roztwo
rów taniny wypadają ciemnobrunatne, bezpostaciowe, nierozpuszczalne 
w wodzie i kwasach, pochodne taninowe. Stosunkowo trwałe roztwory 
daje 10% tanina w 1 N HC1. Niestety przy tym składzie odczynnika lizo- 
zym daje o 50% słabszą ekstynkcję niż żelatyna i białka surowicy 
(rys. 6).

Przy dalszych badaniach stwierdziłam, że dodatek fenolu do odczyn
nika taninowego chroni taninę przed działaniem kwasu i utrudnia po
wstawanie nierozpuszczalnych pochodnych. Stwierdziłam, że 2% wodne
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T a b l i c a  5
W pływ stężenia taniny, kwasu solnego i fenolu na powstawanie nierozpuszczalnych

połączeń'' białek z taniną 
Temperatura inkubacji 30°, czas 10 minut. Koloid chroniący -  2 ml 0,l°/o gumy 
arabskiej. Odczyty ekstynkcji pomnożone przez 100 dla 100 pg lizozymu, żelatyny  

i ipiałek surowicy w próbie (4 ml) , c

Odczynnik w % stężenie r  100 Ug
tanina HC1 fćnol----- IW  ‘ Ł 4 ml S i_ .

°//O N 10/■ /o 1’zozym żelatyna białko surowicy

2 0 ,0 0 ,0 '— 2 % 1 3 2

5 0 ,0 0,0  — 2,0 1 ------ 1 1 ------ ;j 5 Rys. 6

10 0 ,0 0,0  — 2,0 . 2 23 10

2 0 ,2 0 ,0 — 2,0 : -1 ... • - ,• 31 39
5 yy yy 1 . .  . 36 37 Rys. 7

10 y y yy --- >> 1 35 36
20 >> yy Z yy 2 38 30

2 0,5 * yy 28 . 32 . 34
5 > > y y y > 44 34 42 Rys. 8

10 y y «y 43 39 49
20 > > y * yy 6 35 47

2 1 ,0 0 ,0 6 30 33
5 > > ,, 10 37 45 Rys. 9

10 > > y, 28 52 54
20 y y y y 54 44 54

2 1,0 2,0 38 35 36
5 >, y y 47 43 40 Rys. 10

10 ■ 9 50 48 48
20 y y 50 42 49

i kwaśne roztwory fenolu nie strącają  badanych białek w warunkach 
opisanej metody. -------

Nieoczekiwanie okazało się, że dodatek fenolu do odczynnika tani- 
nowego wpływa tylko w 1 N HC1 na strącanie lizozymu taniną dając tę 
samą ekstynkcję, jak  dla że la tyny-i b iałek śurowiby (rys. 7).

Fenol nie wpływa na strącanie taniną innych białek, jak  również na 
strącanie lizozymu w 0,5 i 0,2 N HC1 i w roztworach wodnych 
(rys. 8, 9, 10).

Roztwory taniny w I N  kwasie solnym w obecności 2% fenolu w sze
rokim przedziale stężeń taniny (5 —  20%) nie wpływają na szybkość 
pow staw ania  nierozpuszczalnych połączeń lizozymu, żela tyny i białek 
surow icy przy najwyższej czułości odczynu.
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i sutow icy a stężeniem  taniny w  1 N HC1 bez fenolu

1 9 ----•  krzywa dla 100 pg lizozymu
2 B  — -  B  „ „ 100 pg żelatyny
3 A ----A „ „ 100 pg surow icy

Rys. 7. Zależność pomiędzy E ^ j 18 żelatyny, lizozymu 
i surowicy a stężeniem taniny w 1 N HC1 i 2°/o fenolu

1 • ---- •  krzywa dla 100 pg lizozymu
2 S  ~ ~ S  ,, „ 100 pg żelatyny
3 A ---- A „ ,, 100 pg surow icy
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Rys. 8 . Zależność pomiędzy E ^ j 1-8 

żelatyny, lizozymu i surow icy a stęże
niem taniny w wodzie 'bez fenolu

i z fenolem

1 • ---- •  krzywa dla 100 pg lizozymu
2 ▲ —  A .i 100 pg żelatyny
3 B  —  E  i. .. 100 pg surow icy

Rys. 9. Zależność pomiędzy F ^ ^ ż e la ty n y , lizozymu i su
row icy a stężeniem taniny w  0,2 N  HCl bez fenolu  

i z fenolem

1 • --•  krzywa dla 100 pg lizozymu
2 A -  -  A krzywa dla 100 pg surow icy
3 O -  -  krzywa dla 100 pg żeliatyny

Na podstawie tych danych przyjęto podany skład odczynnika 2a n a j
odpowiedniejszy dla ilościowego oznaczania różnych białek.

Omówienie wyników

Taniny stanowią wielką grupę organicznych garbników o bardzo 
różnej strukturze chemicznej. Tanina otrzymywana z dębianek dębu jest 
mieszaniną wielkocząsteczkowych pochodnych kwasu gallusowego lub 
innych polihydroksyfenoli połączonych wiązaniem estrowym pomiędzy 
sobą i glikozydowym z cukrowcem. Bliższa ich struktura  nie została 
jeszcze z całą pewnością udowodniona. Taniny z dębianek i otrzymy-
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i  surowicy a stężeniem taniny w 0,5' N HC1 bez fenolu  
i z fenolem

1 •  -  -  •  krzywa dla 100 pg lizozymu
2 03 -  -  15 krzywa dla 100 pg żelatyny
3 A -  -  ▲ krzywa dla 100 pg surowicy

wany z nich kwas taninowy należą do wspólnej klasy tanin hydrolizu-
jących.

Wspólną cechą wszystkich tanin jest ich dobra rozpuszczalność w wo
dzie i swoiste działanie na białka, wykorzystyw ane od dawna w procesie 
garbowania skóry.

Z przedstawionych w tej pracy wyników okazuje się, że powstawanie 
nierozpuszczalnych połączeń taniny z białkiem można wykorzystać 
w oznaczeniach ilościowych.

Przystosowanie odczynu taninowego do oznaczeń turbidymetrycz- 
nych białek stało się możliwe przede wszystkim dzięki uchwyceniu dol
nej granicy czułości odczynu (10 — 100 pg białka w próbie) i uwzględ
nieniu tak istotnych param etrów reakcji zmętnionych, jak  tem peratura  
i czas., Przez wprowadzenie stabilizacji zmętnienia gumą arabską w do
wolnym czasie reakcji można było tak dobrać warunki próby i skład 
odczynnika, ażeby osiągnąć zrównanie optycznej gęstości dla równo- 
procentowych roztworów zupełnie odmiennych standardów białkowych, 
o innej procentowej zawartości, azotu, masach cząsteczkowych i pun
k tach izoelektrycznych. .

Na tej podstawie można się spodziewać, że analizując mieszaninę 
białek otrzyma się sumę ze stężeń poszczególnych frakcji, niezależnie 
od indvwidualnych własności poszczególnych składników białkowych.

Odczyn taninowy góruje nad innymi odczynami strąceniowymi swoją 
małą snećyficznością, która dopuszcza używania żelatyny za białko
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wzorcowe. Tanina w podanych w arunkach metody strąca równie dobrze 
aluminy i globuliny surowicy, jak  chromoproteidy (hemoglobinę) (6).

Inne reakcje s trąceniowe taniny nie wpływają praktycznie na zakres 
stosowalności m etody taninowej w materiale biologicznym, w którym 
stężenie białek znacznie przewyższa stężenia wielocukrów, alkaloidów 
lub zasad azotowych strącających się taniną. Odczyn taninowy wobec 
glikogenu i skrobii jest znacznie mniej czuły: również obecność w próbie 
drobnych ilości cukrowców nie wpływa na reakcję zmętnieniową w  stan
dardach białkowych. Próby wykonane z kofeiną wykazały, że odczynnik 
używ any przeze mnie nie nadaje  się do strącania związków azotowych 
drobnocząsteczkowych, które rozpuszczają się przy tym składzie odczyn
nika. Z podobnym faktem spotkałam się i przy lizozymie, który strąca 
się jeszcze 10% roztworami taniny w 0,5 N kwasie solnym, ale w  20% 
roztworach taniny połączenia lizozymu z taniną stają się rozpuszczalne 
(rys. 8).

Nie było zadaniem tej pracy zbadanie optymalnych w arunków  dla 
strącania się różnych białek taniną, a raczej odpowiednie dobranie ko
niecznych warunków  dla jednakowego strącania jak  największej skali 
białek.

Z drugiej strony przedstawiona tu metoda pracy daje możność ilościo
wego śledzenia różnic w zachowaniu się białek w czasie zmiany poszcze
gólnych param etrów reakcji, a tym samym może przyczynić się do po
znania mechanizmu reakcji białkowo-taninowej.

W yjaśnienie  działania fenolu na strącanie lizozymu taniną wykracza 
poza zakres zgromadzonych faktów eksperymentalnych. Stwierdziłam, 
że wpływ fenolu na strącanie lizozymu nie jest ograniczony jedynie  do 
odczynu taninowego. Analogiczny efekt zaznacza się i przy strącaniu 
lizozymu kwasem sulfosalicylowym.

Kwas sulfosalicylowy strąca lizozym tylko w wodnych roztworach, 
zakwaszenie próby kwasem solnym znosi zupełnie powstawanie zmęt
nienia. Dodatek fenolu pozwala na strącanie lizozymu kwasem sulfosali
cylowym również w oddziaływaniu silnie kwaśnym  (1 N HC1).

W pływ soli używanych do frakcjonowania białek na odczyn tanino
w y  jest obecnie opracow ywany i wym aga oddzielnego omówienia. 
Pewne jest, że stężenie soli, które n ie  wysala danej frakcji białkowej, 
nie wpływa na czułość i dokładność m etody taninowej.

Przedstawiona w tej pracy metoda turbidymetrycznego oznaczania 
b ia łek  jest około 10 razy czulsza od dotąd stosowanych metod turbidy- 
m etrycznych i kolorymetrycznych (7), jest metodą bardzo szybką i daje
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się stosować bezpośrednio do roztworów białek, niezależnie od stężenia 
soli obecnych w roztworze. W  związku z faktem szybkiego spadku 
optycznej gęstości w stężeniach białek, przekraczających 100 fig w 4 ml 
objętości końcowej próby i odczynników, należy dla roztworów o nie
znanym  stężeniu białka przygotowyw ać przynajmniej d w a  rozcień
czenia, których wyniki pokryw ałyby się ze sobą.

Streszczenie

1. Zastosowano 10% roztwory taniny w 1 N HC1 i 2% fenolu do 
ilościowego oznaczenia białek surowicy, lizozymu i żelatyny.

2 . Podana mikrometoda oznaczania białek jest metodą turbidyme- 
tryczną. Zmętnienie mierzono w fotokolorymetrze przy  filtrze czerwo
nym. W prowadzono w tej metodzie, w odróżnieniu od dotychczasow ych 
m etod turbidymetrycznych, stabilizację zmętnienia koloidem chroniącym 
dopiero po dziesięciominutowej inkubacji roztworów białkow ych z od
czynnikiem taninowym w temperaturze 30°.

3. Stwierdzono, że czułość odczynu taninowego zależy od tem pera
tury, a dokładność oznaczeń od czasu inkubacji.

4. Zakres stężenia białek odpowiedni dla seryjnych oznaczeń wynosi 
w podanej metodzie 10 do 100 mikrogramów w 4 ml mieszaniny próby 
i odczynników. Dla 100 |ig żelatyny, lizozymu i białek surowicy uzyski
w ana ekstynkcja wynosi: E — 0,55 +  0,02. W  podanych granicach stę
żeń uzyskano zależność linijną pomiędzy optyczną gęstością a stęże
niem białka.

5. Podana metoda jest łatwa i szybka i daje się stosować w oznacze
n iach  seryjnych albumin-globulin, lizozymu i że la tyny bezpośrednio 
w roztworach, niezależnie od obecności soli i związków azotowych.
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TyPEMflMMETPMHECKWJl M ETO# OriPEflEJIEHMH EEJIKOB nOCPEftCTBOM
TAHHHHA

P  e  3  K) m  e

1 .  I I p i iM e H e H L i  S b iJ iM  1 0 %  p a c T B o p t i  T aH M H a b 1 N  N C I  n  2 %  c£>eH O Jie  

,o;j i h  K O J iM n e c T B e H H o r o  o n p e ^ e j i e H M H  6 e j iK O B  c b iB o p o T K n ,  j iM 3 0 u ;n M a  m  x c e -  

J ia T M H b l.

2 .  O n n c a H H b i n  M eTO,a; o n p e ^ e j i e H M H  G ejiK O B  H B J ia e T c a  T y p S n f lM M e T p M -  

n e c K H M  M eT o ^ O M . M y T H o c T b  o n p e ^ e j i a j i a c b  b  (£ > O T O K O J io p n M eT p e  c  x p a -  

C H blM  4)M JIb T p O M . B  OTJIM HM e OT n p M M eH H B H IM X C H  n p e x t f l e  M eT O flO B  B 3TOM  

M eT O flM K e C T a 6 m iM 3 a ij;M H  M y T H o c m  n o c p e f lC T B O M  o x p a H H o r o  K O J iJ io n ^ a  

H c n o j i b 3 0 B a H a  G b iJ ia  J i m u b  n o c j i e  1 0 -M U H y T H O M  M H K y G a p n n  G e j iK O B b ix  p a -  

C T B o p o B  c  p e a x T M B O M  T a H H M H a  n p n  T e M n e p a T y p e  3 0 ° .

3 .  O S H a p y x c e H O ,  h t o  t o h h o c t b  p e a x T M B a  T aH H M H a 3aB M C M T o t  T e M n e -  

p a T y p b i ,  a  t o h h o c t b  o n p e ^ e j i e H M M  —  o t  n p o f lO J ix t M T e j ib H o c T M  H H x y G a p M O H -  

h o t o  n e p x o f l a .

4 .  C o o T B e T C T B e H H b ii i  n p e ^ e j i  h j i h  c e p M M H b ix  o n p e ^ e j i e H M i i  K O H iie H T p a -  

u;mm S e j iK O B  G excM T  t i j i h  o n M c a H H o i i  m g t o ^ m k m  b  r p a H M ij a x  OT 1 0  ,g o  1 0 0  

M M K pO rpaM M O B  B 4  MJI CM eCM , C O C T O H ipeM  M 3 o 6 p a 3 U ; a  M p e a K T M B O B . J X j l f l  

1 0 0  g r  x c e j ia T M H b i,  J iM 3ou;M M a m G e j ix o B  c b i B o p o T x x  n o j i y u a e M o e  n p e x p a -  

H j;eH M e c o c T a B j r a e T :  E  =  0 , 5 5  ±  0 , 0 2 .  B  n p M B e ^ e H H b i x  n p e ^ e j i a x  k o h u ; g h -  

T p a p M M  n o j i y n e H o  G b iJ io  J iM H e iiH o e  B 3 a M M 0 0 T H 0 in e H M e  M e x c ^ y  o n T M H e c x o x  

n j io T H O C T b io  m K O H ije H T p a p M e M  G e j i x a .

5 .  I Ip M B e A e H H b lM  J ierK M M  M C K O pbIM  M eT O fl MOJKHO np M M G H H T b n p M  C 6 -  

p i- iM H b ix  o n p G ^ e j iG H M f lx  a jib G y M M H a , r j io G y j iM H a , jiM 3on ;M M a m  x t e j ia T M H b i  

HGnOCpG^CTBGHHO B p a C T B O p a X , HG3aBM CM M O OT HaJIMHM H COJIM M a 3 0 T H b I X  

COeHMHGHMM.

TURBIDIMETRIC MICROMETHOD OF PROTEIN DETERMINATION BY MEANS

OF TANNIN

S u m m a r y

1 . 1 0 %  t a n n i n  s o l u t i o n  i n  1 N  H C 1  a n d  2 %  p h e n o l  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  

t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e r u m  p r o t e i n s ,  l y s o z y m e  a n d  g e l a t i n .

2 .  T h e  o u t l i n e d  m e t h o d  o f  p r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n  i s  t u r b i d i m e t r i c  b a 

s e d  o n  p h o t o c o l o r i m e t r i c  m e a s u r e m e n t s ;  t h e  r e d  f i l t e r  b e i n g  u s e d .  T u r 

b i d i t y  h a s  b e e n  s t a b i l i z e d  w i t h  p r o t e c t i v e  c o l l o i d  a f t e r  1 0  m i n u t e s  i n c u 

b a t i o n  o f  p r o t e i n  s o l u t i o n s  w i t h  t a n n i n  r e a g e n t  a t  3 0 ° C .  T h e  a b o v e  p r o 

c e d u r e  d i f f e r s  a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  o t h e r  t u r b i d i m e t r i c  m e t h o d s .
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3. It has been proved that the sensitivity of the tannin test depends 
on tem perature  while the accuracy of the measurem ents relies upon the 
incubation period.

4. The concentration of proteins, suitable for determinations should 
not exceed 10 — 100 gg in 4 ml m ixture of the sample and the reagents. 
The extinction E =  0,55 ±  0,02 for 100 i^g of gelatin, lysozyme and serum 
proteins. In the above concentration range there  exists a linear relation
ship betw een optical density and the protein concentration.

5. The given method is easy and rapid; it can be applied for serial de
term inations of albumins, globulins, lysozyme and gelatin directly in 
solutions in the presence of salts and nitrogen compounds.

O trzym ano 1.III.1955
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WŁODZIMIERZ OSTROWSKI

POŁĄCZENIA WITAMINU B i2 Z BIAŁKAMI

I I I .  BADANIA NAD KOMPLEKSEM CYJANOKOBALAMINA-BIAŁKO 
(ERYTROGLOBULIN) W SUROWICY KRWI

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej AM  w  Krakowie  
Kierownik prof. dr B. Skarżyński

Ii
Przeważająca ilość witaminu Bi2 występującego w surowicy zwią

zana jest z białkiem i daje się w ykazać metodami mikrobiologicznymi 
(Euglena gracilis) dopiero po autoklawow aniu w wyższej temperaturze, 
czyli po denaturacji białka (17). Ponieważ zawartość witaminu Bi2 zwią
zanego z białkiem jest szczególnie mała w surowicy osobników cierpią
cych na  anemię megaloblastyczną, wysoce prawdopodobną jest hipoteza, 
w myśl której właśnie ta związana postać witaminu jest krwiotwórczo 
działającym czynnikiem (12). Za słusznością tej hipotezy p rzem aw iają  
badania H o r r i g a n a  i H e i n l e g o  (10), którzy posługując się 
witaminem B i2 znakowanym promieniotwórczym Co wykazali, że cho
rzy na  anemię w ydalają znacznie mniej witaminu B12 z moczem, jeżeli 
wraz z witaminem wprowadza się im pozajelitowo surowicę zdrow ych 
osobników. Można więc przypuszczać, że w surowicy normalnego czło
wieka znajduje się jakieś białko wiążące witamin B i2 i że niedobór tego 
białka jest znamienny dla anemii. Przytoczone fakty przem aw iają  więc 
za fizjologicznym znaczeniem kompleksu witamin B i2-białko zaw artym  
w  surowicy krwi.

W  ciągu badań nad połączeniami witaminu Bi2 z białkami w jednej 
z naszych prac stwierdziliśmy, że kompleks witaminów B i2-białko 
elektroforetycznie przynależy do frakcji a-globulinów (14), co po tw ier
dzili również inni autorowie (15). Forma związana witaminu B i2 z b iał
kiem nie jest  charakterystyczną cechą wyłącznie surowicy ludzkiej, gdyż 
tę postać witaminu można wykazać również u innych gatunków  zwie
rzęcych, przy czym należy zwrócić uwagę na fakt, że większość zwią
zanego witaminu Bi2 u wszystkich badanych  gatunków rozmieszczona 
jest we frakcjach cg- i a2-globulinów bądź we frakcjach o podobnej 
ruchliwnści elektroforetycznej, jak  a-globuliny surowicy ludzkiej (18).

[ 297]
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Surowica krwi nie jest jedynym  źródłem związanej postaci w itam inu 
Bi2, gdyż podobne połączenia znaleziono i częściowo otrzymano w czy
stym stanie ze śluzówki żołądka (2, 21, 5), w serwatce mleka świńskiego 
(17), w m itochondriach komórek wątroby i nerki, w leukocytach i e ry 
trocytach (18). W  powyższych badaniach rówmież ustalono, że połącze
nia witaminu B12 z białkami, pochodzące z różnych źródeł, różnią się 
swoimi własnościami, jak  stosunkiem ilości witaminu do m asy białka, 
ciężarem cząsteczkowym, trwałością kompleksu oraz innymi w łasno
ściami fizyko-chemicznymi.

W  niniejszej pracy przedstawione są badania mające na celu dokład
niejsze scharakteryzow anie  kompleksu witamin B i2-białko w ystępu ją 
cego w surowicy krwi bądź otrzymanie tego kompleksu możliwie w  czy
stym stanie.

Metody

Zawartość witaminu Bi2 w badanych frakcjach białkow ych oznacza
no metodą mikrobiologiczną za pomocą Euglena gracilis według techniki 
opisanej przez nas w pracach poprzednich (14, 18).

Frakcje surowicy ludzkiej uzyskane metodą nr 10 C o h n a  (3) 
otrzymano z Instytutu Hematologii w  W arszawie 1). N iektóre frakcje 
Cohna otrzymano również według metody n r  11 (11) w  tut. Zakładzie. 
Badania elektroforetyczne przeprowadzano za pomocą m etody opisanej 
przez nas wcześniej (13). Do ilościowego oznaczania białka stosowano 
metodę mikro-Kjeldahla. W szystkie pom iary pH przeprowadzano za po
mocą pH-metru z elektrodą szklaną typu Industrial & Scientific Instru
ments, LTD, London.

Badania nad rozmieszczeniem kompleksu we frakcjach  Cohna prze
prowadzano z surowicą ludzką, natomiast wszystkie inne badania prze
prow adzano z surowicą bydlęcą-, a to z tego względu, że surowica b y 
dlęca nie zawiera w ogóle wolnego witaminu B i2 (18) i jest stosunkowo 
łatwym  do  zdobycia m ateriałem w  większych ilościach.

W yniki

1. R O ZM IESZCZENIE K O M PLEK SU  WE FR A K C JA C H  C O H N A

Prepara ty  poszczególnych frakcji rozpuszczano w 0,15 M NaCl przy
gotowując roztwory ok. 4%. Po wymieszaniu część nierozpuszczalną bia-

a) Doc. drowi K. Z a k r z e w s k i e m u  za użyczenie mi pTepaTatów frakcji 
Cohna składam serdeczne podziękowanie.
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łek usuwano przez wirowanie i w roztworze oznaczano witamin B12 po 
autoklawow aniu  w 105° przez 60 min. Frakcje uzyskane za pomocą me
tody nr 11, tj. II +  III, IV +  V oraz VI, nie liofilizowano po wydziele
niu, przez co rozpuszczalność tych frakcji była znacznie większa niż 
rozpuszczalność pozostałych frakcji liofilizowanych.

Rys. 1 przedstawia rozmieszczenie formy związanej witaminu B12 
w poszczególnych frakcjach Cohna oraz stosunek stężenia witaminu do 
procentowej zawartości a-globulinów oznaczonej za pomocą elektrofo-

Rys. 1 . Rozmieszczenie związanej postaci witami
nu B12 we frakcjach Cohna surow icy ludzkiej

rezy bibułowej w odpowiednich frakcjach. Na rysunku uwzględnione są 
tylko te frakcje, które zawierają witamin B12; frakcje I (fibrynogen),
II (Y-globuliny), III-1, V (albuminy) oraz VI nie zawierają  w  ogóle wi- 
taminu Bi2, czyli białka tych frakcji nie zawierają fizjologicznego kom
pleksu cyjanokobalamina-białko. Z rysunku  widać, że najw iększą ak tyw 
ność witaminu Bi2 wykazują frakcje II +  III, III oraz IV +  V. Stosunek 
ilości witaminu przypadający na gram białka do procentowej zawartości 
a-globulinów, który nazywam  wskaźnikiem witaminu B i2, jes t  w  tych  
frakcjach szczególnie wysoki w odróżnieniu od pozostałych frakcji. N a
leży przy tym zwrócić uwagę na fakt, że w czasie dalszego rozdzielania 
poszczególnych frakcji, jak  np. frakcji II +  III na  frakcje II i III, frakcji
III na  III-l, III-2 i III-3 oraz frakcji IV +  V na frakcje IV i V, n a 
stępuje znaczny spadek zawartości witaminu B i2 we frakcjach bardziej 
jednorodnych. Jest to spowodowane dwoma czynnikami: 1° w czasie
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samego frakcjonow ania  pod wpływem takich zabiegów, jak  doprow a
dzanie do odpowiedniego pH, duże stężenia alkoholu i obecność różnych 
jonów, następu je  odszczepienie części najbardziej luźno związanego w i
taminu, co zostało potwierdzone w czasie dalszych badań, 2 ° liofilizo
wanie  p repara tów  pow oduje  denaturację białka i stosunkowo m ałą  roz
puszczalność frakcji III i IV. Tak np. stwierdzono, że prawie 60% ogólnej 
zawartości witam inu B i2 we frakcji III znajduje się w części b ia łek  nie
rozpuszczalnych w 0,15 M NaCl.

Z pow yższych danych  wynika, że związana postać witam inu B i2 
w surow icy znajduje  się głównie we frakcji III oraz w mniejszym s tę
żeniu we frakcji IV. Liofilizowanie po rozdzieleniu frakcji jest zabiegiem 
niekorzystnym  dla dalszego oczyszczania kompleksu ze względu na duży 
stopień denaturacji  białka, z którym związany jest witamin B12.

2. FR A K C JO N O W A N IE  B IA Ł E K  SUROW ICY W P U N K C IE  IZO EL EK TR Y C Z N YM

Ok. 150 ml surow icy bydlęcej dializowano wobec wody desty low a
nej w  woreczkach  celofanowych przez 40 do 50 godz. wśród ciągłego 
mieszania. W odę zmieniano co 3 — 4 godziny. Po oddializowaniu suro
wicę doprowadzono do pH 5,2—5,3 za pomocą 1 N kwasu octowego, 
w y trącony  osad odw irow yw ano i przemywano trzykrotnie podwójnie  
desty low aną wodą celem wypłukania rozpuszczalnych białek zaadsor- 
bow anych na osadzie. W  tak uzyskanym osadzie znajdow ano praw ie  
100% aktyw ności witam inu B42 zawartego w wyjściowej surowicy. Ten 
sposób postępow ania  przy izolowaniu różnych ak tyw nych białek su
row icy stosowali inni autorowie (16) zwracając uwagę na zależność 
między siłą jonow ą a jakościowym składem nierozpuszczalnej frakcji 
białek surowicy. W  toku tych  badań okazało się, że odsolenie surowicy 
musi być znaczne, i badany  kompleks wypadł dopiero wówczas, k iedy 
siła jonow a elektrolitów surowicy wahała się ok. 0,001. W  czasie frak
c jonow ania  osadu przy zastosowaniu roztworów soli o stężeniu od 0,001 
do 0,2 M NaCl stwierdzono, że cała aktywność witaminu B42 znajduje 
się we frakcji osadu rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl. W yniki tych  do
świadczeń zaw arte  są w tablicy 1.

Po oddzieleniu osadu białek nierozpuszczalnych w H 20 ,  czyli euglo- 
bulinów, surowica praktycznie  nie zawiera już witaminu.

Stwierdzona w kilku przypadkach pewna aktywność witaminu Bi2 
w surow icy pozbawionej euglobulinów jest spowodowana wolnym wi- 
taminem, k tóry  zosta je  odszczepiony od białka w czasie dializy i do
prowadzania  do punk tu  izoelektrycznego.

Przez w ytrącen ie  euglobulinów z surowicy i ekstrakcję  osadu 
0,01 M NaCl o trzym uje się ok. 5-krotne zagęszczenie kompleksu, na  co
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Rys. 2. Elektroferogram OTaz krzywa 
elektroforezy białek frakcji euglobu- 
linowej surowicy bydlęcej rozpusz
czalnej w 0,01 M NaCl. Pasek bar

wiono czernią amidową 10 B

A cta B io c h im ic a  P o lo n ic a  3, str. 300/301http://rcin.org.pl
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T a b l i c a  1

W ytrącanie kompleksu witaminów Bi2-białko z suirowicy w ¡punkcie izoelektrycznym

fi[v.g witaminu B ^  na 1 m g N

L.p.
surowica przed 

wytrąceniem  
frakcji euglobu

linów

surowica po 
wytrąceniu eu

globulinów

osad euglobu
linów rozpusz
czalny w 0 ,0 1 

M  NaCl

osad euglobu
linów rozpusz
czalny w  0,15 

M  NaCl

Stopień
oczyszczenia

1 5,7 0 19,5 0 3,4
2 6,4 0 35,3 0 5,5
3 23,8 nieznaczny 

wzrost glonu
85,5 0 3,6

4 4,8 0 24,2 0 5,0
5 7,6 0 19,7 0 2 ,6

6 23,5 nieznaczny
wzrost

12 0 ,0 0 . 5,1

7 6,4 1 ,2 47,2 0 7,4
8 30,0 0 133,5 0 4,5

średnia 4,6

wskazują cyfry w tablicy. Analiza elektroforetyczna frakcji euglobu- 
linów rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl wskazuje na stosunkowo dużą 
zawartość frakcji ou- i a2-globulinów, a szczególnie małą zawartość 
y-globulinów (por. rys. 2). Powyższe dane wskazują, że część białkowa 
kompleksu z witaminem Bł2 należy do tzw. frakcji euglobuliinów, n ie
rozpuszczalnej w wodzie, a rozpuszczalnej przy stosunkowo niskim stę
żeniu soli, przy czym frakcja euglobulinów rozpuszczalna w 0,01 M 
NaCl reprezentuje głównie te frakcje globulinów białek surowicy, k tó
re specyficznie wiążą witamin Bą2 (14).

3. FR A K C JO N O W A N IE  SUROW ICY SIA R C ZA N E M  AM O NU

Krzywe rozpuszczalności białek surowicy w  (Am)2 SO4 uzyskano 
przez zastosowanie metody podanej przez D e r r i e n  (4), odpowied
nio zmodyfikowanej. Roztwory soli w granicach stężeń od 0,65 do 
2,90 M (20 do 90%) przygotowywano z nasyconego roztworu siarczanu 
amonu w temperaturze pokojowej. W zrost stężenia soli w każdej n a 
stępnej frakcji wynosił 0,16 M (5%). Do 9 ml roztworu soli o danym 
stężeniu dodawano 1 ml surowicy, czyli końcowe rozcieńczenie suro
wicy wynosiło 1 : 10, i po zamieszaniu probówki pozostawiano na 
16 godz. w temp. pokojowej. Następnie zawartość każdej probówki są
czono przez twardy sączek; w wypadku kiedy przesącz wykazywał

http://rcin.org.pl



302 W . O S T R O W S K I [6]

zmętnienie, sączono go ¡powtórnie przez ten sam sączek. Poszczególne 
frakcje klarownego przesączu umieszczano w woreczkach ¡celofano
wych i dializowano wobec bieżącej wody wodociągowej przez 24 godz. 
Zawartość woreczków przenoszono do probówek i au toklaw ow ano 
w 105° przez 60 min. Następnie 2 ml próbki roztworu autoklawow anego 
i bezbiałkowego brano do oznaczenia witaminu Bi 2.

Rys. 3 przedstawia krzywe rozpuszczalności kompleksu uzyskane dla 
surowicy bydlęcej (kółka jasne) oraz dla frakcji euglobulinów rozpusz
czalnej w 0,01 M NaCl, otrzymanej z surowicy bydlęcej (kółka ciem

ne). Każda krzywa reprezentu je  wyni
ki trzech serii oznaczeń. Krzywa wysa- 
lania kompleksu z pełnej surowicy 
wskazuje, że większa część całej ak ty 
wności witaminu Bi2 w ypada przy stę
żeniu od 1,46 do 1,95 M (Am)2 S 0 4. 
Odpowiada to mniej więcej rozpusz
czalności a-globulinów w siarczanie 
amonu przy frakcjonowaniu białek su
rowicy (9).

Rozpuszczalność kompleksu we 
frakcji euglobulinowej przedstawia 
krzywa druga (kółka ciemne). Zakres 
stężenia siarczanu amonu, przy którym 

Rys. 3. Krzywe rozpuszczalności kompleks w ypada całkowicie, jest  w
kctmpleksu witamin Bi2-białko x „
w (Am), S 0 4 uzyskane przy ba- ‘i™ w YPadkU tylfco nieco węzszy.
daniu surowicy bydlęcej oraz Pewna aktywność witaminu B i2,

frakcji euglobulinowej stwierdzana w przesączu nawet przy
90% nasycenia siarczanem amonu, jest 

spowodowana obecnością wolnego witaminu, k tóry  pod wpływem du
żego stężenia soli odszczepia się od białka.

4. PR Ó B Y  A D SO R PC JI K O M PL E K SU  N A  R O ŻNYCH  A D SO R B E N T A C H

Badania nad adsorpcją przeprowadzano z roztworami frakcji Cohna 
z roztworem frakcji euglobulinowej oraz z surowicą niefrakcjonowaną. 
Próbie poddano następujące adsorbenty: ziemia okrzemkowa, ziemia 
folusznicza, siarczan baru, wodorotlenek glinu, węglan wapnia, tlenek 
glinu, bentonit, kaolin, żel krzemionkowy oraz celit nr 535.

Przebieg doświadczenia był następujący: mieszaninę frakcji Cohna 
zaw iera jących  witamin Bł2 rozpuszczano w 0,15 M NaCl, tak  aby stę
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żenie b iałek  rozpuszczalnych w roztworze wynosiło ok. 5%. Osad 
euglobulinów uzyskany przez dializę surowicy i w ytrącenie w punkcie 
izoelektrycznym, rozpuszczano w 0,01 M NaCl i taki roztwór używano 
do badania. Surowicę niefrakcjonowaną rozcieńczano przed adsorpcją 
5-krotnie wodą destylowaną. Na każde 10 ml danego roztworu dodawa
no 0,25 g adsorbentu, adsorbowano przez 1 godz. w temp. pokojowej 
ciągle mieszając, następnie po odwirowaniu adsorbentu w roztworze 
oznaczano witamin Bi2 po uprzednim autoklawowaniu.

W yniki zawarte w tabl. 2 dotyczą tych adsorbentów, które częścio
wo lub całkowicie adsorbują w powyższych w arunkach  kompleks biał
kowy z witaminem Bi 2. Pozostałe adsorbenty nie adsorbują w ogóle 
w tych warunkach bądź tylko w nieznacznym stopniu. Stwierdzono 
również, że kiedy adsorpcja z roztworu frakcji Cohna lub roztworu 
euglobulinów jest całkowita, to adsorbowanie wprost z surowicy za
chodzi tylko w pewnym  odsetku; prawdopodobnie jest to spowodowa
ne obecnością w surowicy takich białek, które posiadają większe po 
winowactwo do adsorbentu niż badany czynnik.

T a b l i c a  2
Adsorbowanie kompleksu z roztworu frakcji fil i z roztworu frakcji euglobulinowej

otrzymanej z surow icy bydlęcej

Adsorbent
1

Roztwór frakcji II 1(1) Roztwór euglobulinów (2) % zaadsor- 
bowanej 

aktywności 
witaminu Bia

(1 ) (2)

przed
adsorpcją

po
adsorpcji

przed
adsorpcją

po
adsorpcji

pLjjig witaminu B 12 na 1 ml roztworu

celit 535 54,2 61,5 40,6 0 —
kaolin oczyszczony 54,2 47,0 40,6 31,5 13,3 22,0
bentonit 54,2 5,5 40,6 15,5 90,0 62,0
żel krzemionkowy

sproszkowany 54,2 0 40,6 0 10 0 ,0  10 0 ,0

Liczby zawarte w tablicy wskazują na to, że całkowita adsorpcja 
w opisanych w arunkach zachodzi tylko w przypadku żelu krzemion
kowego (silica gel), słabiej adsorbuje  bentonit,.najsłabiej kaolin. Celit 
nie adsorbuje w ogóle, lecz adsorbuje stosunkowo dużo innych białek, 
stąd może służyć do usuwania zanieczyszczeń z mieszaniny innych b ia
łek. W  czasie prób nad eluowaniem kompleksu z żelu krzemionkowego 
ustalono, że znaczna ilość aktywności witaminu B i2 zaadsorbowanego 
daje się z żelu krzemionkowego wypłukać 0,1 M buforem fosforano
wym  z dodatkiem 0,075 M NaCl o pH 7,6. Następnie należało rozstrzy
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gnąć, czy adsorpcja oraz eluowanie dotyczy całego kompleksu, czy też 
tylko komponenty witaminowej. Za pomocą metody chromatografii 
bibułowej (patrz niżej) ustalono, że w  eluacie znajdujący się witamin 
w ystępuje w postaci związanej z białkiem.

Inne własności fizyko-chemiczne kompleksu

R o z d z i e l a n i e  z a  p o m o c ą  c h r o m a t o g r a f i i  
b i b u ł o w e j .  Dla dokładniejszego scharakteryzow ania  kom pleksu 
zastosowano metodę chromatografii bibułowej. Posługiwano się tech 
niką wstępującą (bibuła W hatm an nr 4 o rozmiarach 6 X 32 cm). 
W  czasie prób nad  w yborem  odpowiedniego składu fazy ruchomej 
ustalono, że najlepsze wyniki daje mieszanina 0,1 M roztworu sa
charozy z alkoholem izopropylowym w stosunku 1,5 : 1 (40% alko
holu). Badany roztwór (0,1 ml) umieszczano w postaci wąskiej sm u
gi 4 cm powyżej dolnego końca paska i nie  czekając na  w yschn ię
cie umieszczano go w  cylindrze wysyconym  parami 40% alkoholu 
izopropylowego. Zapobiega to denaturacji  oraz dużej adsorpcji 
b iałek na bibule w miejscu umieszczenia próbki. Chrom atogram  roz
wijano do chwili, gdy front rozpuszczalnika osiągnął wysokość 18 cm 
licząc od miejsca umieszczenia próbki; czas rozwinięcia chromatogra- 
mu w temperaturze pokojowej wynosił ok. 12 do 15 godz. Po rozwinię
ciu chromatogram suszono na  powietrzu, cięto na 1-cm. poprzeczne 
skrawki (18 skrawków z jednego chromatogramu), umieszczano je 
w ponum erowanych probówkach i dodawano po 3 ml 0,9% NaCl. Po 
kilku godzinach eluowania zawartość probówek autoklawow ano i po 
2 ml roztworu z każdej probówki brano do oznaczenia witaminu Bi2. 
Równolegle rozwijano analogiczny chromatogram, k tóry  po wysusze
niu barwiono na obecność białek przy pomocy roztworu czerni amido
wej 10 B (13).

Rys. 4. Chromatogram białek surowicy bydlęcej (a) 
oraz frakcji euglobulinowej (b); objaśnienie w tekście
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Schemat chromatogramu z wykazanymi frakcjami białkowymi przed
staw iony jest na rys. 4. Rys. 4a przedstawia chromatogram pełnej su
rowicy bydlęcej, rys. 4b przedstawia chromatogram roztworu frakcji 
euglobulinów rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl. Oba chromatogramy
otrzymano w identyczny sposób. 
Chrom atogram  białek surowicy w y
kazuje zasadniczo dwie intensywne 
plamy, jedną  o niskim Rf, drugą o Rf 
ok. 0,8. Pomiędzy tymi dwoma pla
mami znajduje  się rozwleczona dłu
ga plama białek o nierównomiernej 
in tensywności zabarwienia. W yraź
ne, pojedyncze frakcje przedstawia 
chrom atogram  roztworu euglobuli
nów (rys. 4b), który wykazuje kilka 
frakcji zupełnie dobrze od siebie od
dzielonych.

Rys. 5 przedstaw ia diagramy roz
mieszczenia aktyw ności witaminu 
Bi 2 po chromatograficznym rozdzie
leniu: a) witamin B12 krystaliczny, 
firmy Richter, 3 id roztworu zawie
rającego 1000 w g  Bi 2/ml, b) surowi
ca bydlęca, c) surowica bydlęca z 
dodatkiem  1000 w g  krystalicznego 
B i2/ml, d) roztwór frakcji euglobu
linów, e) 4% roztwór albuminów su
rowicy ludzkiej z dodatkiem 1000 
w g  krystalicznego B i2/ml. Ja k  wi
dać z diagramów, krystaliczny w ita
min Bi 2 oraz wolny witamin doda
n y  w nadmiarze do surowicy (c) lub 
w obecności roztworu albuminów 
(e) w ykazuje  Rf ok. 0,8 i wędruje  w 
postaci dość szerokiej plamy. W ita 
min Bi 2 w postaci kompleksu z biał
kiem  w odróżnieniu od wolnego wi
tam inu posiada bardzo niską w ar
tość współczynnika Rf, w surowicy 
ok. 0 ,20 , w  roztworze frakcji euglo-

RfO, 77

Rys. 5. Diagramy chromatogramów 
z rozmieszczeniem różnych form w ita
minu B12: a) witamin B12 krystaliczny, 
b) surowica bydlęca, c) surowica by
dlęca po dodaniu krystalicznego w ita
minu, d) frakcja euglobulinów rozpusz
czalna w 0,01 M NaCl, e) witamin B12 

krystaliczny w obecności albuminów  
surow icy ludzkiej (omówienie w tek
ście). W artości E chlorofilu są miarą 

stężenia wit. B12
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bulinów tej samej surowicy ok. 0,17. Należy zaznaczyć, że różnice w ar to 
ści Rf otrzymanej dla danej próbki w identycznie tych sam ych w aru n 
kach sięgają 10%. Jest to ogólna cecha wszystkich białek rozdzielanych 
za pomocą chromatografii bibułowej (8). W  w arunkach powyższego 
doświadczenia nie stwierdzono nigdy pozostawania wolnego lub zw ią
zanego witaminu w miejscu umieszczenia próbki. Mimo że w su row icy  
bydlęcej brak jest w itaminu niezwiązanego, to po chromatograficznym 
rozdzieleniu białek zawsze obserwuje się pew ną aktywność witam inu 
w miejscu odpowiadającym Rf wolnego witaminu Bi2 (rys. 5b). J a k  już 
o tym  była mowa, jest to spowodowane odszczepieniem części luźno 
związanego witaminu pod wpływem działania stężonego alkoholu oraz 
w skutek  częściowej denaturacji białka.

Powyższa metoda chromatograficznego badania połączeń witaminu 
B i2 oddaje duże usługi jako kontrola obecności wolnego i związanego 
witaminu, może ona również służyć do określania ilości związanego 
witam inu przez dane białko. Jeżeli zawartość B i 2 w  surowicy jest 
m niejsza od stężenia białka wiążącego witamin, mikrobiologiczna ak
tywność daje się wykazać jedynie w plamie o Rf ok. 0,2. Natomiast je 
żeli w surowicy znajduje się nadmiar witaminu, np. po dodaniu do su
row icy większego stężenia Bi2 , wówczas aktywność okazuje również 
p lam a cechująca się Rf ok. 0,8 odpowiadająca wolnemu witaminowi.

T r w a ł o ś ć  k o m p l e k s u  w z a l e ż n o ś c i  o d  p H .  
Krzywą dysocjacji kompleksu w zależności od pH otrzymano posługu
jąc się surowicą bydlęcą, poddając ją  dializie wobec buforu Britton 
ifRobinsona (19) (0 ,04M H 3P 0 4, H 3B 0 3( CH3COOH +  0,2 N NaOH) o p H  
od 2,0 do 12,0. Zamiast buforu dla pH 1,0 użyto 0,1 N HC1, d la p H  13,0 — 
0,1 N NaOH. pH wszystkich roztworów buforowych kontrolowano za 
pom ocą pH-metru z e lektrodą szklaną. 10 ml świeżej surowicy bydlę
cej umieszczano w woreczku celofanowym i szczelnie zawiązany w o
reczek  wkładano do szerokiej probówki wirówkowej. N astępnie  do 
probówki dodawano 20 ml buforu o odpowiednim pH i zamykano 
szczelnie korkiem gumowym. W szystkie probówki przytwierdzano na 
obwodzie kołowej tarczy drewnianej, która za pomocą m otorka e lek
trycznego była wprawiana w  ruch w płaszczyźnie pionowej, przez co 
zapewniono dokładne mieszanie zawartości probówek. Czas dializy 
w ynosił 36 do 48 godz. Po ukończeniu dializy surowicę brano do bada 
n ia  na obecność wolnego witaminu B42 (0,2 ml) oraz na obecność zwią
zanego witaminu (po rozcieńczeniu 1 : 10,2 ml) po uprzednim autokla- 
wowaniu. W yniki tych  doświadczeń przedstawiono na rys. 6 .

Krzywa oznaczona kółkami jasnymi przedstawia procent uwolnione
go witaminu Bi2 w czasie dializy przy danym pH, obliczony w  stosun-
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Rys. 6 . Krzywa dysocjacji komipleksu w zależności od pH 
(o o) oraz poziom związanego witaminu w surow icy by

dlęcej (•------•) po dializie przy różnych pH

ku do całkowitej zawartości związanego witaminu w  surowicy 
z uwzględnieniem poprawki na ilość przedializowanego witaminu do 
buforu. Krzywa oznaczona kółkami ciemnymi przedstawia poziom 
związanego witaminu w ml surowicy, oznaczony w próbkach su
rowicy dializowanej przy różnych pH. Krzywa dysocjacji wykazuje, 
że połączenie witaminu B i2 z białkiem, występujące w surowicy, jest 
połączeniem trw ałym  w zakresie pH  od ok. 6,5 do 8,7 w buforze Britton 
i Robinsona. Z krzywej dalej wynika, że maksymalna ilość (ok. 97%) 
związanego witaminu zostaje odszczepiona w tych warunkach przy ok. 
pH 2,4. Przy pH 1,0 następuje  duży spadek aktywności witaminu, spo
wodow any zniszczeniem struktury  cząsteczki działaniem dużego stęże
nia jonów wodorowych. Po stronie zasadowej skali pH m aksymalna 
aktywność wolnego witaminu dochodzi zaledwie do 26% i w m iarę  
wzrostu pH aktywność w dalszym ciągu spada. Ja k  to wykapali 
B r i n k  i F o l k e r s  (1), krysta liczny witamin B i2 w środowisku 
0,01 N HC1 w temp. pokojowej po 23 godz. traci ok. 75% pierwotnej 
aktywności, natom iast w 0,015 N NaO H po tym samym okresie czasu 
pozostaje zaledwie 10% pierwotnej aktywności witaminu B i2. Krzywa 
poziomu związanego witaminu w tej samej surowicy jest zgodna z p o 
wyższymi wywodami, tzn. m aksym alną ilość witaminu znajduje się 
między pH 2,4 — 8,7. Przy pH 1,0 związanego witaminu nie stwierdza 
się, natomiast w części zasadowej skali pH po autoklawowaniu surowicy
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obserwuje się większą aktywność Bi2 niż przed autoklawowaniem. 
Prawdopodobnie inaktyw acja  w środowisku zasadowym związanej po 
staci witaminu zachodzi wolniej niż witaminu już odszczepionego, przy 
czym, mimo denaturacji białka działaniem dużego stężenia jonów OH, 
witamin od białka nie odszczepia się całkowicie.

Omówienie wyników

Przedstawione powyżej wyniki pozwalają nieco dokładniej scharak
teryzować białko występujące w surowicy, wiążące swoiście witamin 
Bi 2. Jak  już była o tym mowa, podczas elektroforezy kompleks ten w ę
druje z frakcją a-globulinów (14), a wyniki przedstawionych badań prze
m awiają również za przynależnością do tej frakcji. Podjęte próby od
dzielenia kompleksu od innych białek wydają się prowadzić do celu, 
jakkolwiek wiążą się z szeregiem trudności spowodowanych przede 
wszystkim bardzo małym stężeniem tego białka w surowicy oraz bardzo 
żmudną i zabierającą dużo czasu metodą kontroli procesu oczyszczania, 
jaką  jest metoda mikrobiologiczna.

Frakcjonowanie surowicy alkoholem według Cohna nie daje zado
walających wyników z tego względu, że kompleks nie w ypada w jednej 
frakcji, lecz rozdziela się między frakcje III i IV. W  czasie frakcjonow a
nia alkoholem oraz w czasie liofilizacji zachodzi znaczna denaturacja 
białek, przy czym — jak  zostało stwierdzone — denaturuje  również 
białko kompleksu, co uniemożliwia dalsze oczyszczanie oraz powoduje 
duże straty w wydajności. W  miarę dalszego rozdzielania na podfrakcje 
uzyskuje się coraz to mniej korzystny stosunek stężenia witaminu do 
jednostki masy białka, co jest spowodowane zarówno odszczepieniem 
części witaminu od białka, jak  i denaturacją  białka kompleksu.

Przez wytrącenie z surowicy białek nierozpuszczalnych w woazie 
wykazano, że kompleks należy do tzw. frakcji euglobulinów, rozpusz
czalnej w 0,01 M NaCl. Analiza elektroforetyczna oraz mikrobiologicz
na na  obecność witaminu B i2 wykazała, że kompleks jest a-euglobuli- 
nem dającym się praw ie  ilościowo wytrącić z surowicy po jej dosta
tecznym odsoleniu. Zabieg ten pozwala na ok. 5-krotne zagęszczenie 
kompleksu. Rozpuszczalność kompleksu w siarczanie amonu odpowiada 
w zasadzie rozpuszczalności a-globulinów i większa część związanego 
witaminu Bi2 wydziela się między stężeniami 1,46 do 1,95M (45—60%). 
Jakkolw iek frakcja otrzymana między 1,46 do 1,95M (Am2)S 0 4 
wykazuje jeszcze obecność fł-globułinów, to głównie jednak za
wiera a 2- i a 2-globuliny. Dalsze więc oczyszczanie musi polegać na od
dzieleniu reszty (3-globulinów oraz ewentualnie a 2-globulinów, które za
wierają  znacznie mniej witaminu Bi2 niż ai-globuliny.
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Badania nad adsorbowaniem na różnych adsorbentach wykazały  
możliwość zastosowania tej metody do oczyszczania kompleksu zarów
no przez adsorbowanie właściwego białka, jak  i przez usuwanie zanie
czyszczeń. Jakkolw iek żel krzemionkowy adsorbuje bardzo małe ilości 
innych białek, po adsorpcji kompleksu z roztworu frakcji euglobulinów 
rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl stwierdza się w eluacie elektroforetycz-
nie obecność nie tylko a-globulinów, ale również P- i y  co wskazuje
na to, że żel krzemionkowy nie jest swoistym adsorbentem dla kom
pleksu.

W  poprzednich naszych pracach (14, 18) wykazaliśmy, że witamin B12 
uwalnia się z połączeń z białkami po godzinnym autoklawowaniu 
w 105 , co wskazywałoby na dość silne wiązanie między witaminem 
i białkiem. W ykazano jednak, że część witaminu odszczepia się już przy 
pH poniżej 6,5 oraz powyżej pH 8,7, czyli wiązanie tej części witaminu 
nie może być tak silne, aby wymagało aż godzinnego autoklawowania. 
Prawdopodobnie pew na część witaminu jest związana zupełnie luźno 
i ulega łatwo odszczepieniu pod działaniem stosunkowo łagodnych 
czynników, jak  nieznaczne zmiany pH, duże stężenie soli, alkoholu lub 
ogrzewania. Poza tym na trwałość kompleksu wpływają  różne czynniki, 
jak  skład jakościowy elektrolitów oraz ich siła jonowa. Stwierdzono 
np., że w czasie autoklawowania surowicy w 105° po 10 min. uwalnia 
się zaledwie 10% tej ilości witaminu, jaka  uwalnia się po godzinnym 
autoklawowaniu. Natomiast przy autoklawow aniu roztworu frakcji 
euglobulinów rozpuszczalnej w 0,01 M NaCl uwalnia się już ok. 80% 
ogólnej ilości związanego witaminu po 10-min. autoklawow aniu  w tych 
samych warunkach. Fakt ten obserwowano również w czasie badania 
innych połączeń witaminu Bi 2 z białkami, w ystępujących w ery trocy
tach, leukocytach oraz mitochondriach komórek w ątroby (18). W ynika  
stąd, że przez zmianę fizjologicznego środowiska, w którym występuje 
kompleks, następuje rozluźnienie i rozszczepienie wiązania między wi
taminem i danym białkiem. Techniką chromatograficzną opisaną w tej 
p racy  również wykazano obecność luźnego połączenia witaminu z b ia ł
kiem w surowicy, które ulega rozszczepieniu w w arunkach  doświad
czenia.

Na podstawie prac naszych oraz innych autorów można scharakte
ryzować w dość znacznym stopniu własności proteidu występującego 
w  surowicy, specyficznie wiążącego cyjanokobalaminę. Podobne połą
czenia wyizolowane z innych materiałów (2, 5, 7, 21), w których połą
czenia te, występując w znacznie większych stężeniach niż w surowicy 
krwi, mogły być przebadane dokładniej pod względem fizyko-chemicz
nym. Połączeniom tym nadano odpowiednie nazwy, jak  np. erytro tyna

6 A cta  Blochami oa P olonica
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i e ry teina — połączenia cyjanokobalam iny z czynnikiem wewinątrzpo- 
chodnym C a s t 1 e' a (20), ,,pink protein” — kompleks o trzym any 
z serwatki mleka świńskiego (7). Dla analogicznego połączenia, w ystę 
pującego w surowicy krwi, zaproponowaliśmy w jednej z poprzednich 
naszych prac nazwę erytroglobulin (18), k tóra ma charakteryzować jego 
własności, a nie funkcję biologiczną, dotychczas nie znaną. Ostatnio 
G 1 a s s i współprac. (6) dla tegoż połączenia zaproponowali nazwę 
B i2-transferyna, analogicznie do nazwy Fe-transferyna, przy czym auto- 
rowie zakładają, że rola tego białka sprowadza się tylko do transportu  
cyjanokobalaminy w  organizmie. Termin wprowadzony przez nas w y 
daje  się mieć bardziej obiektywne znaczenie, nie sugerując z góry  
fizjologicznej roli kompleksu.

Kierownikowi Zakładu, prof. doktorowi B. S k a r ż y ń s k i e m u ,  
za pomoc przy w ykonyw ańiu  tej p racy  składam n a  tym miejscu ser
deczne podziękowanie. Również czuję się w obowiązku podziękować 
magistrom A. N i e w i a r o w s k i e j  i Z.  Ż a k o w i  za po 
moc przy oznaczeniach mikrobiologicznych.

Streszczenie

Badano własności kompleksu cyjanokobalamina-białko, w ystępu ją
cego w surowicy krwi, i ustalono następujące fakty:

1. Kompleks cyjanokobalamina-białko podczas frakcjonow ania 
surowicy ludzkiej etanolem wg metody Cohna w ypada we frakcji III 
i w ok. 3 razy mniejszym stężeniu w e frakcji IV, biorąc za podstaw ę 
stężenie cyjanokobalam iny oznaczonej mikrobiologicznie za pom ocą 
Euglena gracilis.

2. Przez w ytrącenie białek surowicy bydlęcej nierozpuszczalnych 
w wodzie wykazano, że kompleks należy do frakcji a-euglobulinów roz
puszczalnej w 0,01 M NaCl.

3. Stwierdzono, że przy frakcjonowaniu surowicy siarczanem amo
nu w g metody Derrien, kompleks w ypada przy  stężeniu od 1,46 do 
1,95 M roztworu siarczanu amonu, co w  przybliżeniu odpowiada roz
puszczalności a-globulinów surowicy.

4. Kompleks adsorbowany jest przez sproszkowany żel krzemion
kowy oraz w mniejszym stopniu przez bentonit i kaolin. Nie jest adsor
bow any przez celit oraz inne adsorbenty tej grupy.

5. W  0,04 M buforze Britton i Robinsona kompleks jest trwały ty l
ko w zakresie pH od ok. 6,5 do 8,7; powyżej i poniżej tych wartości pH 
następuje  odszczepienie wolnego witaminu.
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6. O p is a n o  t e c h n ik ę  c h r o m a to g r a f ic z n e g o  b a d a n ia  w o ln e g o  i z w ią 
z a n e g o  w ita m in u  B i 2 w  r ó ż n y c h  m a te r ia ła c h  b io lo g ic z n y c h . P r z e d y sk u 
to w a n o  m o ż liw o ś ć  z a g ę s z c z e n ia  k o m p le k s u  n a  p o d s ta w ie  u z y s k a n y c h  
w y n ik ó w .
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COEflMHEHMil BMTAMMHA B j2 C EEJIKAMM.
III. MCCJIEHOBAHUE IJMAHOKOEAJIAMMHO-EEJIKOBOrG KOMIIJIEKCA 

OPMTPOTJIOEyjIMHA) B  CEIBOPOTKE KPOBM

P  e  3 10 m  e

B lijih HccjieflOBaHbi CBoncTBa iiuaHOKOÓajiaMJiHO-óejiKOBoro KOMiuieKca, 
B xoflm n ero  b  cocTaB ctiBopoTKu, nprrneM oÓHapyjKeHO óbijio cjie fly iom ee:
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1. lIpM c]Dp3KUMOHMpOBaHMM HeJIOBeneCKOM CblBOpOTKM 3TaH0JI0M, CO- 
rjiacHo MeTo^y KoHa JVb 10 u;MaH0K06ajiaMMH0- 6ejiK0Bbrii KOMiuieKC Bbina- 
TiaeT b oca,n;oK  b III c£>paKu;MM, Tor,n;a KaK b IV cjDpaKpMM oca,n;oK iiohtm  
BTpoe MeHbine, ecjm nprnvreivi 3a wcxoflHyio TOHKy KOHpeHTpapmo pnaHO- 
Ko6ajiaMMHa, onpeflejineMoro MMKpoSnojiorMHecKM nocpe^CTBOM Euglena 
gracilis.

2.' IlyTeM  ocajKjteHMH GejiKOB cb ib o p o tk m  CKOTa, He pacT B opaeM bix  
b BO#e, GbiJio oGHapyjxeHO, h t o  MCCJieflyeMbiii KOMnjieKC npMHa^jiexcMT 
k  4)paKu;HH a - 3y r j io 6yjiMHOB. pacTBopMMofi b 0,01 M NaCl.

3. OGHapyxceHO, h t o  n p n  (J)paKLi;pioHiipoBaHHM c b ib o p o tk m  nocpe,n;- 
c tb o m  cepHOKMCJioro bmmohm h n o  MeTO^y ^ e p p u s H a , KOM njiexc B b inajtaeT  
b oca^OK npM KOHpeHTpapiiM o t  1,46 r o  1,95 M pacT B opa cepHOKMCJioro 
aMMOHMH, h to  npM6jiM3MTejibHO cooTBeTCTByeT pacTBopnMOCTM a - r j io 6 y -
J1MHOB C blBO pO TK M .

4. KoMnjieKC sto t  norjio ipaeT C H  MejiKO pa3Apo6jieHHbiM  KpeMH03eM- 
HbiM rejieM  m b M eH bm eii cTeneHH —  Gchtohm tom  m k b o jim h o m ; oh  He n o -  
rjiom aeTCH  h h  pejiMTOM, hm ppyrMMM norjioTM TejiHM n stom  r p y n n b i .

5. B 0,04 M Sycjiepe EpuTTOHa h PoSwHcoHa KOMnjieKC yctomhmb TOJib- 
ko npn pH ot 6,5 po 8,7; CBoSopHbiii BHTaMHH OTipenjineTCH npn B b ic m e M  

M HM3HieM pH.

PROTEIN-V1TAMIN Bi2 COMPLEXES

III. STUDIES ON THE CYANOCOBALAMINE-PROTEIN COMPLEX 
(ERYTROGLOBULIN) IN BLOOD SERUM

I
S u m m a r y

Properties of cyanocobalam ine-protein  com plex have been  in v esti
gated and the fo llow ing facts have been  established:

1. C yanocobalam ine-protein com plex precip itates out from the III 
fraction of human serum fractionated by Cohn's ethanol method. The  
concentration of the com plex in the IV fraction is approxim ately three  
tim es smaller, the concentration m easurem ent of cyanocobalam ine being  
based on the m icrobiological determ inations w ith Euglena gracilis.

2. It has been proved w hile precipitating b ovin e serum proteins, 
insoluble in water, that the investigated  com plex belongs to a-euglobu- 
lin fraction, soluble in 0,01 M NaCl.

3. The com plex separates out from serum, fractionated by the m e
thod of Derrien, in 1,46 —  1,96 M amonium su lfate solution. Thus the 
solubility of the com plex resem bles that of a-globulin  group.
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4. The complex is adsorbed on pulverized silica gel and to a smaller 
extent on bento'nit and kaolin. It is not adsorbed on celite and the rela
ted adsorbents.

5. The complex is stable in 0,04 M Britton-Robinson buffor in the 
6,5 — 8,7 pH range. The vitamin splits off in lower and higher pH va
lues.

6. The chromatographic technique has been described suitable for 
investigating both free and the bound form of vitamin Bi2 in different 
biological materials. Possibilities of purification the complex have been 
discussed.

O trzym an o  3.III.1955
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IGNACY RELFER, ANTONINA RUMIŃSKA i JERZY KĄCZKOWSKI

WSTĘPNE BADANIA NAD WPŁYWEM ŻELAZICYJANKU POTASU 
NA PLON I ZAWARTOŚĆ ALKALOIDÓW

W  DATU RA STRAM O NIU M  L

Zakład Biochemii SG GW  i Zakład Szczegółow ej U prawy Roślin SGGW  
K ierow nik Zakładu K ierow nik Zakładu

Proi dr I. Reifer Proi. dr A. L istow ski
i

Datura stram onium  Linne  (bieluń dziędzierzawa) jest rośliną w prow a
dzoną do upraw y w 1950 roku. Zawiera we wszystkich swych częściach 
hyoscyam inę oraz inne alkaloidy tropowe i dzięki temu ma zastosowa
nie w przem yśle  farmaceutycznym do produkcji mieszanek przeciw- 
astm atycznych i do otrzymywania powyższych alkaloidów. Głównym 
surowcem leczniczym są liście, szczególnie młode, ze względu na n a j 
wyższą zaw artość alkaloidów.

W  roku 1954 na  poletkach doświadczalnych SGGW przeprowadzono 
wstępne badania  nad wpływem na plon oraz zawartość alkaloidów 
w  poszczególnych częściach rośliny, moczenia nasion i podlewania ro
ślin roztworem żelazicyjanku potasu. Doświadczenia przeprowadzono 
na powierzchni około 75 m 2 na glebie typu bielicy pyłowej.

Przed wysiewem  moczono nasiona w 0,1 %-owym roztworze żelazi
cyjanku po tasu  aż do ukazania się kiełków. Równocześnie nasiona kon
trolne moczono w wodzie. Kiełki w obu w ypadkach ukazywały  się po 
6 dniach.

W ysiew u w  pole dokonano dnia 24.V.54 r. w odstępach 50 X 50 cm. 
W schody roślin, zarówno traktowanych, jak  i kontrolnych ukazały się 
prawie równocześnie około 4.VI.54 r.

Dnia 6.VII.54 r. rośliny moczone w żelazicyjanku potasu, podlano 
0,1 %-owym roztworem tego związku w ilości 250 ml roztworu na rośli
nę. Rośliny kontrolne podlano równocześnie taką  samą ilością wody.

W  czasie wzrostu roślin dokonano trzykrotnie pomiarów długości 
części nadziemnej i części podziemnej roślin, nie stwierdzając istot
nych różnic w e wzroście między roślinami traktowanym i i kontrolny
mi, co ilustruje tablica 1.

[ 315]
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T a b l i c a  1
Średnie długości części nadziem nych i podziemnych roślin

Data
pomiaru Ilość roślin

D ługość części 
nadziemnej w  cm

Długość części 
podziem nej

ż k ż k ż k

6.V II .54 22 25 27,27 29,28 16,40 17,17
29.V II.54 5 5 76,20 71,00 25,00 27,00
10. IX . 54 5 5 84,20 88,20 29,00 35,00

ż — oznacza rośliny trak tow ane żelazicyjankiem potasu, 
k — oznacza rośliny kontrolne.

W  okresie wegetacji dokonano dwóch zbiorów, a mianowicie pod
czas pełnego kwitnienia oraz w czasie dojrzewania owoców.

Na materiale uzyskanym z obu zbiorów dokonano oznaczenia masy 
poszczególnych części roślin, ilości poszczególnych organów (liści, 
pączków i owoców) oraz transpiracji liści metodą Arlanda. Równocześ
nie oznaczono zawartość alkaloidów w poszczególnych częściach rośli
n y  kolorymetryczną metodą R e i f e r a  i  B u c h o w i c z a  (1).

Z pomiarów masy i ilości sztuk poszczególnych części roślin w yni
ka, że traktowanie żelazicyjankiem potasu wpływa na przedłużenie 
okresu kwitnienia (tabl. 2).

Ta b l i c a  2
W aga poszczególnych części rośliny w gramach (średnio na 1 roślinę)

Zbiór Korzenie
g

Łodygi
g

Liście
g

P ą c z k i O w o c e
g sztuk sztuk

ż k ż k ż | k ż k ż k ż k ż j_ k

I 28 30 136 136 144 125 5,1 3,5 _ 1 _ 27 37 4,4 1 4,4
II 49 35 186 202 55 ¡ 60 1,1 0,5 5,6 | 2,2 198 228 30 128

Zawartość alkaloidów w poszczególnych częściach rośliny (z w y ją t
kiem liści) u roślin trak tow anych układa się w stosunku do kontrolnych 
w sposób różnorodny. W  pierwszym zbiorze stwierdzono brak  istotnych 
różnic bądź naw et mniejsze ilości alkaloidów, w drugim zbiorze nato
miast otrzymano wyższe wyniki w przypadku nasion i owocni roślin 
traktowanych. Uzyskane wyniki podaje tablica 3.

W yniki uzyskane na liściach w obu zbiorach wskazują na  wyraźny 
wpływ żelazicyjanku potasu na masę i ilość liści, szczególnie młodych, 
oraz na zawartość w nich alkaloidów. Załączona tablica 4 zestawia 
uzyskane wyniki odnośnie do liści oraz masę alkaloidów w  miligra-
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T a b l i c a  3

Zawartość alkaloidów  w poszczególnych częściach roślin oraz °/o-owy przyrost 
w stosunku do roślin kontrolnych

I zbiór II zbiór
% alkaloidów Przyrost 

w  %
% alkaloidów Przvrost

k ż k ż w %

pączki 0,142 0,127 -  10,5 _ _
kwiaty 0,040 0,035 -  12,5 -- --
łodygi 0,045 0,053 +  17,7 0,006 0,009
korzenie 0,006 0,005 -  16,6 0,039 0,039 T 0
owoce niewykształcone 0,045 0,046 +  2,2 0,166 0,166 ± 0
owocnie niedojrzałe 0,015 0,015 ±  o 0,014 0,015 + 7,1
owocnie dojrzałe — — — 0 054 0,059 + 9,2
nasiona niedojrzałe — — — 0,190 0,196 + 3,1
nasiona dojrzałe — — — 0,230 0,260 + 13,0

Uwaga: w przypadku łodyg w drugim zbiorze nie podano %-owego 
przyrostu alkaloidów, gdyż ze względu na niską ich zawartość w pró 
bach błąd oznaczenia był wysoki.

T a b l i c a  4

Ilość i masa liści oraz zawartość alkaloidów w %°/o i masa alkaloidów  
w przeliczeniu na 1 roślinę

Rodzaj liści Ilość liści Masa liści 
w  gramach

% -owa 
zawartość 
alkaloidów

Masa 
alkaloidów  

na 1 roślinę

% -owy 
przyr. 

wagi liś.

0//o-owy
przyr.
alkal.

k ż k ż k ż k ż

I zbiór 
29.V III

liście dojrzałe 
liście m łodsze 
liście najm lod.

7,0
31,4
27,0

6,7
39,7
39,5

53.6
56.6 

5,0

53,9
86,3

6,4

0,085
0,167
0,199

0,092
0,167
0,201

45,6
94,5

9,9

49,6
144,1

12,9

11,75
52,47
28,20

8,80
63,05
29,45

razem I zbiór 65,4 85,9 115,2 146,6 150,0 206,6 28,13 37,70
V .• i . .
II zbiór 
10.IX

liście dojrzałe 
liście m łodsze  
liście najmlod.

6,5
4,2

31,7

12,0
36,3

134,0

17.0  
21,5
16.0

17.7  
26,1
21.8

0,169
0,225
0,206

0,186
0,226
0,225

28,7
48,4
32,9

32,9
59.0
49.0

4,11
16,74
36,25

14,58
21,95
48,75

razem II zbiór 42,4 182,0 54,5 65,6 110,1 141,0 20,36 27,35

obydwa zbiory 207,8 268,0 169,7 212,2 260,1 347,5 25,05 36,62

http://rcin.org.pl



318 I. REIFER, A . R U M IŃ SK A , J. K Ą C Z K O W SK I [4]

mach, zawartą w liściach jednej rośliny. Uzyskany % -owy wzrost 
średniego plonu liści z jednej rośliny —  25% oraz wzrost ogólnej m asy  
alkaloidów w jednej roślinie o 36,6% wskazuje na celowość p row adze
nia dalszych doświadczeń na  ten temat.

W  tablicy 5 podano wyniki transpiracji liści, oznaczonej m etodą 
Arlanda. Uzyskane wartości nie w ykazują  istotnych różnic.

T a b l i c a  5 

Transpiracja liści w %°/o

Rodzaj liści I zbiór II zbiór

ż k ż k

liście dojrzale 5,96 6,78 2,75
liście młodsze 5,40 6,52 5,46 3,92
liście najmłodsze 3,92 2,20 5,38 5,09

Dyskusja

W yniki niniejszej pracy  co do zawartości alkaloidów w poszczegól
nych częściach roślin nie są całkowicie zgodne z danymi literatury , 
opartymi na oznaczaniu alkaloidów metodami bądź grawimetrycznymi, 
bądź alkacymetrycznymi, a podającymi zawartość tych związ
ków średnio od 0,2 do 0,48% (2). W  przypadku nasion i liści mieszczą 
się one wprawdzie w podanych granicach, ale są bliskie 
wartości minimalnych. Pozostałe wartości są na ogół niższe od 
podaw anych w literaturze. „Farm akopea Polska” III (3) poda je  
wym aganą zawartość alkaloidów w  liściach Datui\a stram onium  
jako nie mniejszą niż 0 ,2 %, co jest zgodne z wynikami uzyskany
mi w niniejszej pracy. Powyższe różnice w ynikają  z zastosowania do 
oznaczenia alkaloidów m etody kolorym etrycznej R e i f e r a  i B u 
c h  o w i c z a (1), będącej w  danych w arunkach  m etodą specyficzną, 
charakterystyczną wyłącznie dla alkaloidów pochodnych  tropanu.

Porównanie wyników zawartości alkaloidów w  roślinach kontrol
nych  i trak tow anych żelazicyjankiem potasu w większości w ypadków  
w skazuje na  dodatni k ierunek  działania tego związku. W praw dzie  
w I zbiorze przyrost alkaloidów w roślinach trak tow anych  stwierdzono 
jedynie  u liści, łodyg i owoców niewykształconych, a w  pozostałych 
przypadkach stwierdzono spadek lub b rak  różnic, jednak  II zbiór 
w  prawie wszystkich przypadkach wykazuje  wzrost zawartości alkaloi
dów w roślinach traktowanych. Jedyn ie  w  korzeniach i owocach nie
wykształconych tego zbioru nie  stwierdzono żadnych różnic.
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W  przypadku liści natomiast zaobserwowano w obu zbiorach w y
raźny  wzrost zawartości alkaloidów. Jedyn ie  liście młodsze obu zbio
rów nie wykazały  istotnych różnic. W ynik i te wspólnie z uzyskanym  
w yraźnym  przyrostem masy liści o 25% dają znaczny wzrost bezwzględ
nej ilości uzyskanych alkaloidów w przeliczeniu na jedną  roślinę, mia
nowicie o 36,6%. Ponieważ liście, jak  wiadomo, są głównym surowcem 
farmaceutycznym, wyniki powyższe wskazują na praktyczne znaczenie 
dalszego prowadzenia niniejszych doświadczeń.

Również duże znaczenie z punktu  widzenia selekcji w hodowli tej 
cennej rośliny może posiadać wzrost zawartości alkaloidów w trak to
w anych  nasionach o 13%.

Jakkolw iek  wyniki, uzyskane na podstawie ubogiego materiału do
świadczalnego oraz jednorocznej obserwacji, nie upoważniają do w y
ciągnięcia konkretnych wniosków, jednakże otrzymane dane pozwalają 
na  stwierdzenie kierunku działania żelazicyjanku potasu  na Datura 
stram onium  L. Stwierdzony wpływ na przedłużenie okresu kwitnienia 
i zwiększenia plonu liści oraz zawartości w nich alkaloidów może mieć 
znaczenie zarówno teoretyczne, jak  i praktyczne.

Streszczenie

Przeprowadzono wstępne obserwacje nad wpływem moczenia nasion 
i podlew ania  roślin żelazicyjankiem potasu  na plon i zawartość alkaloi
dów w poszczególnych częściach rośliny Datura stram onium  Linne.

W  w yniku  badań stwierdzono:

1. Przyrost plonu liści u roślin trak tow anych średnio o 25%.
2. Przyrost masy pączków w obydwu zbiorach, co wskazuje na 

przedłużenie okresu kwitnienia w roślinach traktowanych.
3. W zrost zawartości alkaloidów w liściach, co łącznie z przyro

stem plonu daje wzrost m asy  alkaloidów na  jedną roślinę o 36,6%.
4. W zrost zawartości alkaloidów w nasionach roślin traktowanych 

o 13%.
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IIPE^BAPM TEjIbHblE O IIblT bl HAJ[ BJIMHHHEM 2KEJIE30CMHEP0Æ MCT0T0
KAJIMH HA yPOTKAW D A T U R A  S T R A M O N I U M  L .  Id HA CO/JEPTKAHME

AJIKAJIOM^OB

P  e 3 k» m  e

npoBe^eHbi G bijim  npe^BapnTejiBHbie HaG.niofleHMH Ha^ BJiMflHiieM 
oGpaooTKii ceMRH m i;o jim b k m  pacTeHMii pacTBopoM 5Kejie30CHHepo- 
/jMCToro KajiHH Ha ypojKaii m co^ep^KaHne ajixajiormoB b OT^ejibHbix 
nacTHX pacTeHMH Datura stram onium  Linne. B pe3yjibTaTe ycTaHOBjieHO 
cjie^yiomee:

1 . y p o j K a n  jiM C TbeB o n b iT H b ix  p a c T e H w ii  cp aB H M T ejib H O  c  K O H T p ojieM  

n o B b ic H J ic H  H a  25%.
2. K o jiM H ecT B O  GyTOHOB b A s y x  c G o p a x  B 0 3 p o c j io ,  h t o  C B M ^ e T e jib -  

C T B yeT  oG yB ejiM H eH H M  n p o^ oju K M T ejib H O C T M  n e p M O ^ a  xjBeTeH M H  o n b iT H b ix  

pacTeHMH.
3. I I o B b ic M jio c b  c o ^ e p x m H u e  a j iK a j io n ^ O B  b j i h c t b h x  o n b iT H b ix  p a c T e -  

h h h , h t o  b CBH3M c  y B e jm n e H M e M  y p o x c a a  ^ a e T  n p u p o c T  M a c c b i a j iK a j io -  

m^ob b  36,6% H a 1 p a c T e H M e .

4. KojinnecTBO anxajiOMflOB b  ceMeHax onbiTHbix pacTeHnii B03pocjio 
Ha 13%.

PRELIMINARY INVESTIGATION ON THE INFLUENCE OF FERRIC Y ANIDE ON THE 
YIELD AND AMOUNT OF TROPINE ALKAOiIDS iIN DATURA STRAMONIUM L

S u m m a r y
)

Seeds of Datura stram onium  Linné  w ere soaked and the young plants 
„watered" w ith a 0,1 % solution o f potassium  ferricyanide. One the basis 
of prelim inary observations the fo llow ing conclusions w ere arrived at:

1. The y ield  of lea v es of the treated plants increased  on the average  
by 25% w hen compared w ith untreated control plants.

2. The total w eight of the b lossom s increased considerably, sugge
sting a lengthened period of flow ering.

3. The total alkaloid content of the lea v es w as con sisten tly  higher 
in the treated plants, which together w ith the increased y ie ld  of leaves  
amounts to a 36,6% rise in the total alkaloids per plant.

4. The alkaloid content of the seeds from treated plants w as 13% 
higher than in the untreated control plants.

# O trzym ano 16.111.1955
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JERZY PAWEŁKlIiEWICZ

PREKURSORY BIOSYNTEZY NUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMIN

III. WPŁYW DZIAŁANIA AUREOMYCYNY NA SYNTEZĘ WITAMIŃÓW GRUPY B12 
PRZEZ BAKTERIE KWASU PROPIONOW EGO

Z Zakładu Biochemii Ż yw ności WSR w  Poznaniu 
K ierow nik Zakładu: Prof. dr J. Janicki

Już od dawna wiedziano, że norm alny  wzrost kurcząt jak  i dobra 
nośność kur uw arunkow ane są obecnością pewnych substancji w ich 
pożywieniu. Karmienie p taków pożywieniem zawierającym tylko białko 
roślinne daje typow e objawy niedoborowe. Czynnik ochronny, tak  zwa
n y  „czynnik białka zwierzęcego" (A nim al Protein Factor — A. P. F.), 
znajdow ano w pożywieniu białkowym pochodzenia zwierzęcego. Zna
leziono go w mączce rybnej sardynek, mączce wątrobowej, dalej w kale 
k rów  i w treści pokarm owej przeżuwaczy (3), (8), (7), (15), (21).

Stwierdzono również, że ekstrakty  wątrobowe, czynne przeciw ane
mii złośliwej, okazały się bogatym źródłem „czynnika białka zwierzęce
go" (13). Po w ykryciu  witaminu Bi2 jeszcze w tym samym roku w yka
zano w badaniach żywieniowych, przeprowadzanych na kurczętach kar
mionych wyłącznie pożywieniem roślinnym, że witamin ten posiada 
własności tegoż czynnika (14).

Gdy wreszcie S t o k s t a d i inni (19) stosując preparat „czynni
ka b iałka zwierzęcego", otrzymanego z kultur bak tery jnych  wyizolowa
nych z kału kur i zestandaryzowanego w badaniu na kurczętach, o trzy
mali pozytyw ne wyniki kliniczne w leczeniu anemii złośliwej, identycz
ność „czynnika białka zwierzęcego" i witaminu B42 stała się oczywista.

Do analogicznych wniosków doprowadziły badania żywieniowe, prze
prowadzone z innymi zwierzętami domowymi i doświadczalnymi. W ita 
min Bi2 okazał się substancją potrzebną do normalnego rozwoju zwie
rząt. •

W  roku 1949 S t o k s t a d  i inni (20) stwierdzają, że produkty 
poferm entacyjne, otrzym ywane przy fabrykacji aureom ycyny, działają 
silniej wzrostowo w doświadczeniach na kurczętach, niźliby to wynikało
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z zawartości witaminu B12 obecnego w tych produktach. Ten now y czyn
nik zidentyfikowano jako aureomycynę (18). Później stwierdzono, że 
i inne antybiotyki w yw iera ją  podobny wpływ (1), jednak  dla aureom ycy- 
ny  i terram ycyny  jest on szczególnie wyraźny.

Ze względu na doniosłe znaczenie praktyczne tych badań  liczba prac 
dotycząca tego zagadnienia wzrosła bardzo szybko. Sposób działania 
antybiotyków  w doświadczeniach żywieniow ych wydaje  się bardzo zło
żony i b rak  jest do dziś prostego objaśnienia mechanizmu tego działania.

Stwierdzono znaczny w pływ  antybiotyków na  mikroflorę przew odu 
pokarmowego.

S i e b u r t h i inni (17) przypisują wzrostowe działanie an tyb io ty 
ków eliminowaniu patogennych  drobnoustrojów w ytw arzających  
toksyny, jak  Clostridium perfingens. E 1 a m i J  a c o b s (5) w y
kazali, że antybiotyki zmniejszają liczbę drobnoustrojów beztlenow ych 
w kale kurcząt karm ionych tymi antybiotykami.

J o h a n s s o n ,  P e t e r s o n  i D i c k  (12) stwierdzają, że 
aureom ycyna wywołuje zmiany w równowadze form coli, enterokok- 
ków i bakterii kwasu mlekowego w przewodzie pokarm owym  szczu
rów, a szereg bakterii coli staje  się odporny na  aureom ycynę. J e d n o 
cześnie badacze ci nie stwierdzają znacznego wzrostu witaminu B i2 
w treści jelit  oraz w kale zwierząt. Natomiast C h  a w i inni (4) w y 
kazują w  doświadczeniu na myszkach, że aureom ycyna silnie s tym u
luje biosyntezę witaminu Bi2 przy jednoczesnym  wprowadzeniu 
Co60C12 do diety badanych  myszek. Zawartość witaminu Bi2 mierzo
no tu ilością radioaktywnego kobaltu, przechodzącego do fazy b u ta 
nolu z kału zwierząt.

Zagadnienie wpływu antybiotyków na wzmożoną biosyntezę w ita
minu B i2 jest  o tyle ciekawe, że antybiotyki działając ma florę 
jelitową zwierząt mogą działać wzrostowo również na tej pośredniej 
drodze.

Jednakże  ilościowe określenie wszystkich kobalamin biosyntetyzowa- 
nych przez bakterie, bez szczegółowego określenia rodzaju utworzo
nych  kobalamin, nie daje właściwej podstaw y in terpretacyjnej dla tych 
badań.

W  kale i w treści przewodu pokarm owego zwierząt stwierdzono w y
stępowanie szeregu kobalamin, z k tórych co najmniej 70% stanowi 
związki n ieczynne dla zwierząt (2), (6). Są one natomiast substancjami 
wzrostowymi dla drobnoustrojów.

Zmiany w  ilościowym składzie związków kobalaminowych nic nie 
mówią o zmianach ilości związków czynnych. Antybiotyki mogą od
działywać na  bakterie  synte tyzując  również w ten sposób, że mogą
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zmieniać stosunek stężeń poszczególnych kobalamin przy niewielkich 
zm ianach ich ogólnej zawartości.

W  p racy  niniejszej przebadano, czy istotnie tego rodzaju zmiany 
mogą wystąpić pod działaniem antybiotyków.

Celem uproszczenia zagadnienia przebadano tylko, jaki wpływ w y 
w iera  aureom ycyna n a  „obraz kobalaminowy" czystej ku ltury  bakterii 
kw asu propionowego.

Bakterie kwasu propionowego syntetyzują  w w arunkach  względnie 
beztlenow ych kilka kobalamin (witamin B12, B i2P, czyli dezinukleoty- 
docyjanokobalam inę, i dotąd nieokreśloną bliżej kobalaminę X) z p rze
w agą witam inu B i2p (10), (11), (16).

Do młodych hodowli tych drobnoustrojów dodawano aureomycynę, 
a po skończonej fermentacji wydobyte  z komórek kobalam iny rozdzie
lano m etodą elektroforezy bibułowej, po czym określano s tosunek ich 
stężeń.

Część doświadczalna

Hodowlę szczepu oraz wyodrębnienie koncentratu kobalamin syn
tetyzow anych  przez bakterie kwasu propionowego przeprowadzano w e
dług m etod uprzednio już opisanych (10), (16).

A ureom ycynę dodawano do trzydniowej, już dobrze rozwiniętej ho
dowli bakterii w  postaci wodnego roztworu chlorowodorku aureomy- 
cyny  (Lederle Laboratories Division Am. Cyanamid Co) w ilościach od 
8 do 24 mg/l. Stężenia te odpowiadają stężeniom, w jakich podaje  się 
aureom ycynę zwierzętom w pożywieniu (1).

Obok prób właściwych przeprowadzano zawsze doświadczenia kon
trolne (bez dodatku aureomycyny).

O trzym ane kobalaminy rozdzielano metodą elektroforezy bibułowej 
n a  bibule W hatm an nr 3 w 2 N  CH3COOH z 0,01% NaCN (9), przy 
gradiencie napięcia ok. 9 V/cm według techniki opisanej w innym  miej
scu  (16). Próby roztworów kobalamin nanoszono na bibułę w postaci 
kropli. Rozdzielone plamy witaminów B12, B i2P i kobalam iny oznaczo
nej jako  X wycinano następnie z wysuszonej bibuły i w itam iny ekstra
howano określonymi (zwykle 4 — 6 ml) objętościami 2% roztworu 
NaON. W  uzyskanych koncentratach określano stężenie kobalam in na 
podstaw ie pomiaru pochłaniania dla fali o długości 368 mu, Pomiar w y
konyw ano  po 2 godzinach od chwili zadan ia  skraw ków bibuły roztwo
rem  cyjanku sodowego. Określano również całkowitą zawartość koba
lam in (sumę kobalamin) po przeprowadzeniu uzyskanego koncentratu  
w  formę dw ucyjanow ą i mierząc spektrofotometrycznie pochłan ian ie
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dla fali o długości 580 mu, Próby te przeprowadzano przed rozdziele
niem elektroforetycznym.

Rysunek nr 1 przedstawia zdjęcie rozdzielonych na bibule koba la 
min. Na rysunku widać wyraźnie, że w próbach kontrolnych (Ki i K2)

Rys. 1.
Elektroforogram kobalamin wyodrębnionych 

z bakterii kw. propionowego.
Ki, K2 — hodowle kontrolne
Aui, Au2 — hodowle z aureomycyną (2'4 mg
chlorowodorku aureomycyny na litr hodowli)

znacznie więcej znajduje się wit. B i2p w porów naniu  do wit. B i2 i sub
stancji X niż w próbach z aureom ycyną (Aui i A u2).

Dane liczbowe powyższych badań podaje tablica 1. W  tablicy po 
dano wartości średnie z 2 — 3 pomiarów kontrolnych i właściwych.

Omówienie wyników

Z danych doświadczalnych wynika wyraźnie, że aureom ycyną w y
wiera wybitny wpływ na zmianę stosunku stężeń poszczególnych ko
balamin syntetyzowanych przez bakterie kwasu propionowego. Zwięk
sza się znacznie zawartość witaminu Bi2 i kobalam iny X na  niekorzyść 
witaminu Bi2p (deznukleotydocyjanokobalaminy). Zmiany te są bardzo 
charakterystyczne, ponieważ witamin Bi2p okazał się związkiem nie
czynnym w doświadczeniach żywieniowych dla zwierząt.

Małe dawki aureom ycyny (8 mg/l) wydają  się zwiększać ogólną syn
tezę kobalamin. Duże dawki (25 mg/l) działają bakterlostatycznie. 
W  tym wypadku zahamowanie wzrostu tłumaczy zmniejszenie ogólnej 
ilości wytworzonych witaminów.
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Streszczenie

W ykazano, że dodatek aureom ycyny do hodowli bakterii kwasu 
propionowego powoduje  zmianę stosunku stężeń syntetyzowanych 
przez ten drobnoustrój kobalamin.

T a b l i c a  1

W pływ  aureom ycyny na biosyntezę witamino w grupy B12 pTzez bakterie
kw. propionowego

W zględne stężenia witaminu B12 i kobalaminy X 

Wit. Bi2p =  1,00

I. 8 mg chlorowodorku aureomycyny/1

W itam in
Bu
X
Bi*p
Sum a kobalamin 
(wartości względne)

Próba kontrolna 
0,15 
0,23 
1,00 
1,00

Próba z antybiot. 
0,34 
0,46 
1,00 
1,20

II. 12,9 m g chlorowodorku aureomycyny/1

W itam in
Bia
X
Bnp
Sum a kobalamin 
(wartości względne)

Próba kontrolna 
0,22 
0,71 
1,00 
1,00

Próba z antybiot. 
0,71 
2,22 
1,00 
1,02

I I I .  24 m g chlorowodorku aureomycyny/1

W itam in
b 12
X
Bigp
Sum a kobalamin 
(wartości względne)

Próba kontrolna 
0,18 
0,24 
1,00 
1,00

Próba z antybiot. 
0,51 
0,72 
1,00 
0,42

Zwiększa się zawartość witaminu B12 oraz niezidentyfikowanej do 
tąd kobalam iny (X) na  niekorzyść n ieczynnego dla zwierząt witami
nu B i2p (deznukleotydocyjainokobalammy).
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nPEflinECTBEHHM K M  B EMOCMHTE3E HyKJIEOTM flOB IJHAHOKOEAJIAMM-
HA. III. BJIMHHME B03flEtfCTBMH AYPEOMMLIJIH A HA CMHTE3 BMTAMMHOB 

r p y n n t i  B t2 i i o c p e ä c t b o m  b a k t e p m h  n p oro ioH O B O Ji k h c j i o t b i

P  e  3  i o  m  e

O ß H ap yT K eH O , h t o  n p w ß a B K a  a y p e o M H ip iH a  b  K y j ib T y p e  6 a K T e p n M  n p o -

riHOHOBOM KMCJIOTbl BbI3bIBaeT M3MeHeHMe COOTHOIIieHMit KOHUjeHTpaiJMM
KOÖaJiaMMHOB, CMHTeTHSI-ipyeMblX 3TMM MHKp00praHH3M0M.
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IIOBbiniaeTCH KOJIHHeCTBO BHTaMMHa B i 2 M HepmeHTMIJMCjpMpOBaHHOrO 
(Heono3HaHHoro) a o  H acTonipero BpeMeHH KoSajiaMMHa X  3a cueT HeaKTMB- 
Horo flJiH apraHM3MOB x h b o th b ix  BHTaMMHa B i 2 (fle3HyKjieoTMflou;MaHO- 
KoöajiaMMHa).

PRECURSORS IN THE BIOSYNTHESIS OF C Y ANOCOB AL AMINE NUCLEOTIDES. 
HI. THE EFFECT OF AUREOMYCIN ON THE SYNTHESIS OF B12 VTAMINS BY THE

PROPIONIC ACID BACTERIA

S u m m a r y

It h a s  b e e n  p r o v e d , th at th e  a d d it io n  o f  a u r e o m y c in  to  th e  cu ltu r e  o f  
th e  p r o p io n ic  a c id  b a c te r ia  c h a n g e s  th e  c o n c e n tr a t io n  ra tio  o f  c o b a la -  
m in e s , s y n th e s iz e d  b y  th e s e  m ic r o o r g a n ism s;  n a m e ly  th e  c o n c e n tr a tio n  
o f  v ita m in  B i 2 an d  th e  u n id e n tif ie d  c o b a la m in e  x  in c r e a s e s  w ith  s im u l
t a n e o u s  d e c r e a s e  o f v ita m in  B i2p —  th e  n o n -a c t iv e  form  fo r  th e  a n im a l  
o r g a n ism s .

Otrzymano 17.111.1955
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J. JANICKI i J. RAWEŁKLEWICZ 

WITAMIN B i2p

Zakład Biochemii Ż yw ności i W yższe j S zkoły  Rolniczej — Katedra Technologii Rolnej 
K ierow nik K atedry proi. dr J. Janicki

W  komunikacie tymczasowym donieśliśmy o wyodrębnieniu nowej 
kobalam iny z bakterii kwasu propionowego — Propionibacterium sher- 
manii (19), (20). Związek ten, posiadający wiele wspólnych cech z wi- 
taminem B i2, nazwano witaminem Bi2p.

W  pracy  niniejszej przedstawiono wyniki badań identyfikujących 
witamin Bi2p jako deznukleotydocyjanokobalaminę (DNCK) 1).

Rys. 1,. 'Schemat budowy cząsteczki witaminu B12

0  Według nomenklatury zaproponowanej przez jednego z nas (J. P.) (25) dla wita- 
minów grupy B12, chodzi tu o cyjanokobalaminę, tj. związek zawierający grupę kobala- 
minową (płaską część cząsteczki z atomem Co) i grupę cyjanową, a pozbawiony ugru
powania nukleotydowego. W  dotychczasowej literaturze nazwa cyjanokobalamina  
oznaczała całą cząsteczkę witaminu B12 (z ugrupowaniem nukleotydowym ). Celem  
uniknięcia nieporozumień dla witaminu pozbawionego części nukleotydowej używ a
no dalej nazwy: deznukleotydocyjanokobalam ina. B e r n h a u e i  i F r i e d r i c h  (3) 
zaproponowali dla tego związku nazwę etiokobalaminy.

[ 329]
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Dotychczasowe badania  nad strukturą  witaminu Bi2 pozwoliły  u s ta 
lić jej częściową budowę, którą przedstawia wzór 1 (1), (3).

Cząsteczka witaminu Bi2 składa się:
a) z ugrupowania nukleotydowego, a mianowicie fosforanu 2 ‘ (lub 3‘) 

5,6-dwumetylo-l-(a-D-ribofuranozydo)-benzimidazolu,
b) ze sferycznie płaszczyźnianego ugrupowania kobalaminowego, za

wierającego kompleksowo związany atom tró jwartościow ego ko
baltu. Ten najmniej poznany dotąd fragment w itam inu Bi2 p o 
siada 4 pierwszorzędowe grupy amidowe oraz peptydow o zw ią
zaną cząsteczkę (lub 2 cząsteczki) Dg-l-aminopropanolu-2. Ami- 
nopropanol jest prawdopodobnie połączony ostrowo z kw asem  
fosforowym nukleotydu, jak  podano we wzorze 1.

Dyskutuje się możliwość istnienia układu porfirynow ego lub 
układów pokrew nych w  kobalaminie (1),

c) z grupy cyjanowej koordynacyjnie  związanej z atomem kobaltu.

Od czasu wykrycia  witaminu Bi2 w wątrobie zwierzęcej oraz w róż
nych drobnoustrojach wyodrębniono ze źródeł naturalnych (mikroorga
nizmy, treść pokarm owa przeżuwaczy, kał zwierzęcy, szlamy poferm en
tacyjne) lub otrzymano na drodze biosyntezy, lub wreszcie otrzymano 
z witaminu Bi2 na drodze prostych przemian chemicznych cały szereg 
związków spokrewnionych z witaminem B i2, różniących się jednak  od 
niego szeregiem własności fizycznych, chemicznych i biochemicznych.

Bardzo poważnym postępem metodycznym w tych  badaniach  było 
wprowadzenie metody elektroforezy bibułowej i użycie roztworów sła
bych elektrolitów jako cieczy przewodzących (17). M etodą tą wykazano, 
że szereg wyodrębnionych ze źródeł na turalnych i o trzym anych w stanie 
krystalicznym kobalamin przedstawia mieszaniny kilku substancji. Kry
stalizacja jako kryterium czystości związków kobalam inowych okazała 
się w tej grupie związków warunkiem zupełnie niewystarczającym. J e d 
nak  metoda elektroforezy bibułowej pozwoliła zredukować liczbę n o 
w ych pochodnych, gdy stwierdzono, że n iek tóre  z nich (np. witam in 
B i2f i B i2m) stanowią mieszaniny poznanych już kobalamin.

Po uzyskaniu analitycznie czystych prepara tów  możliwe było bliższe 
porównanie  nowych kobalamin z witaminem Bi 2. Badania te  dotyczyły 
głównie identyfikacji kobalamin wyodrębnionych z kału  zwierząt przez 
grupę badawczą z National Institute for Research in Dairying z F o r 
d e m  na czele oraz grupę Lestere S m i t  h ‘ a, jednego z odkrywców 
witaminu Bi 2. F o r d  i P o r t e r  (14) pierwsi wyizolowali z kału 
cieląt cztery kobalaminy, z których jedną utożsamiono z witaminem 
B i2. Trzy pozostałe nazwano „czynnikami A, B i C \  Grupa S m i t h ’ a
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(5), (6) uzupełniła liczbę kobalamin wydobytych z kału cieląt i świń
0 „czynniki D — J".

W  zakresie badań  s truktury  witaminu B i2 bardzo cenną okazała się 
praca ośrodka badawczego z Cambridge (1), gdzie A r m i t a g e  i inni 
opracowali metodę selektywnego usuwania części nukleotydowej z czą
steczki witaminu B12. Polega ona na  krótkotrwałym  ogrzewaniu w ita
minu w stężonym kwasie solnym. W edług G a n  t a ,  S m i t h a  i P a r 
k e r  a (16) jeszcze lepsze wydajności daje zastosowanie 72% kwasu 
nadchlorowego w  miejsce kwasu solnego. Zastosowanie powyższej me
tody do badania n iek tórych  z „czynników" kobalaminowych pozwoliło 
stwierdzić, że różnią się one tylko obecnością różnych zasad nukleoty- 
dowych w miejsce 5,6-dwumetylobenzimidazolu występującego w wita
minie B i2. Pozostała część cząsteczki po usunięciu nukleotydu była ta 
sama dla szeregu badanych  kobalamin i równocześnie była identyczna 
z w ystępującym  w naturze „czynnikiem B" F o r d a  (16).

Jako  zasadę nuk leo tydow ą „czynnik A" zawierał 2-metyloadeninę 
„czynnik G" — hipoksantynę, a „czynnik H" 2-metylohipoksantynę.

Niezależnie od powyższych badań już wcześniej P f i f f n e r ,  D i o n
1 inni (27) wykazali, że w yizolow any przez nich z bakterii przewodu po 
karm owego cieląt tzw. pseudo witamin B12 zawiera adeninę, a pseudo- 
w itamin Bi2d (7), wydzielony elektroforetycznie z pierwszych nieczy
stych, krysta licznych prepara tów  pseudo witaminu Bi2 , 2-metyloa
deninę.

Pseudo witamin B i2d okazał się identyczny z „czynnikiem A" 
F o r d a .

W  tablicy 1 zestawiono szereg niektórych poznanych kobalamin, przy 
czym podano ich racjonalne nazwy.

Porównanie własności fizykochemicznych i mikrobiologicznych wyo
drębnionego przez nas  z bakterii kw asu propionowego witaminu B i2p 
deznukleotydocyjanokobalam iny („czynnika B") wskazywało na  bliskie 
pokrewieństwo obu substancji.

W  tablicy 2 zestawiono własności witaminu Bi2p i deznukleotydo- 
cyj anokobalaminy.

Należało przypuszczać, że w itam in B i2p jest, podobnie jak  „czyn
n ik B" Forda, deznukleotydocyjanokobalaminą. Hipoteza ta była  tym 
bardziej prawdopodobna, że udało się w naszej pracowni otrzymać na  
drodze biosyntezy witamin Bi2 i szereg „sztucznych” nukleotydocyjano- 
kobalamin, gdy hodowlę Propionibacterium  sherm anii prowadzono na 
pożywce zawierającej 5,6-dwumetylobenzimidazol lub inne pochodne 
benzimidazolu (25), (26). W  hodowlach bakterii kwasu propionowego, 
prowadzonych w w arunkach  względnie beztlenowych na  pożywkach bez
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T a b l i c a  2
Porównanie w łasności deznuikletydocyjakobalaminy („czynnik B“) (1), (16)

i witaminu Bi2p

W itamin B 12P D N C K

1. W idm o absorpcyjne-maksima 354-5,500 i 530m p 355, 500 i 350 mp

2. W idm o absorpcyjne w  roztworze
N aC N
maksima

276, 310, 368 
540-42, 580 mp

277, 309, 367 
540 i 580 mp

3. T rw ałość pochodnej dwucyj anowej trwała przy pH  6 trwała przy pH  6

4. Charakter substancji w  badaniu elek- 
troforetycznym zasadowa zasadowa

5. Z dolność krystalizacji nie krystalizuje nie krystalizuje

6. C zynność m ikrobiologiczna  
witam in B 12 =  1
a) Bact. coli mutant metoda p łyt

kowa
b) Euglena gracilis

2 - 4
0

ok. 3 
0

w spom nianych p rekursorów , znajdowano głównie witamin B i2P obok 
tylko n ieznacznych ilości witam inu B i2. W  obecności prekursorów  tw o
rzyły się nukleotydocyjanokobalam iny, a zawartość witaminu B i2p spa
dała  praktycznie  do zera (25). Z drugiej strony F o r d  i H o 1 d- 
s w  o r t  h (9), (10) oraz F o r d ,  H o l d s w o r t h  i K o n  (11), a n ie
zależnie od nich B e r n h a u e r  i F r i e d r i c h  (3) wykazali, że Bact. 
coli m utant, szczep używ any  do ilościowego oznaczania aktywności 
witaminu B i2, potrafi z deznukleotydocyjanokobalam iny i odpowiednie
go prekursora  zsynte tyzow ać nukleotydocyjanokobalam iny (np. z 5,6- 
-dwumetylobenzimidazolu i DNCK syntezuje witamin Bi2). Celem defi
nitywnego ustalenia, czy witamin Bi2p jest deznukleotydocyjanokoba- 
laminą, zhyndrolizowano 5 (6)-metylobenzimodazolocyjanokobalaminą 
według m etody A r m i t a g e '  a i innych (1) i otrzymaną DNCK 
bezpośrednio porów nano z witaminem Bi2p. Badania te potwierdziły 
naszą hipotezę o identyczności obydwu związków.

Część doświadczalna

Hodowlę szczepu oraz w yodrębnianie koncentratu  witaminu Bi2p 
przeprowadzono wg metod poprzednio już opisanych (19), (20).

OCZYSZCZANIE WITAMINU B i2

a. Stwierdzenie obecności witaminu B i2 w surowych koncen tra
tach w itam inu B i2p.

http://rcin.org.pl
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Surowy koncentrat w itam inu B i2p nanoszono w formie w ąskiego  p a 
ska na arkusz bibuły W hatm an nr  1, po czym chromatografowano przy 
użyciu rozpuszczalnika: n-butanol-kwas octowy-woda (4:1:5, v/v/v) m e
todą wstępującą w komorze wysyconej HCN. Po rozdzieleniu kobalam in 
wycinano pasek bibuły zaw iera jący  związek barw y fioletowoczerwonej, 
eluowano go wodą, po czym po dodatkowym oczyszczeniu roztworu 
fenolem krystalizowano go z wodnego acetonu. Krystaliczny p repara t  
posiadał charakterystyczne dla witaminu B i2 widmo absorpcyjne i był 
w  równym  stopniu mikrobiologicznie czynny, jak  witamin B i2 w obec 
Euglena gracilis. W  surow ych koncentratach  witaminu B i2p stwierdzono 
do 10 — 15% witaminu Bi2 .

b. Chromatograficzne oddzielenie nukleotydocyjanokobalam in  od 
witaminu Bi2p.

Gdy stwierdzono, że witamin B i2p znacznie lepiej rozpuszcza się 
w 85% acetonie niż witamin Bi2, opracowano prosty sposób rozdziela
nia nukleotydocyjanokobalam in od witaminu B i2p. M etoda rozdzielenia 
polega na przepuszczeniu przez kolumnę Al20 3  roztworu kobalamin 
w 85% acetonie i w yeluowaniu tym samym rozpuszczalnikiem w itam i
nu B i2p.

Nukleotydocyjanokobalam iny zatrzymują się u góry kolumny i można 
je  stąd następnie wyeluować metanolem lub wodą (por. 26). Do chrom a
tografii używano tlenku glinu wg B r o c k m a n n a  i p rzygo tow ane
go jak  do analizy witaminu B i2 według L e n s  a i innych (23). M etoda 
ta  okazała się pożyteczna przy  rozdzielaniu większych ilości koncen
tra tów  kobalaminowych i pod względem sprawności rozdzielania n ie  
ustępowała metodzie elektroforezy bibułowej.

c. Rozdzielanie metodą elektroforezy bibułowej dokonywano według 
metody H o l d s w o r t h a  (17). Szczegóły opisano w innym 
miejscu (26).

OTRZYMYWANIE DEZNUKLEOTYDOCYJANOKOB AL AMINY

Celem otrzymania witaminu pozbawionego ugrupow ania  nukleoty- 
dowego hydrolizowano ca 5 mg 5(6)-metylobenzimidazolocyjanokobala- 
miny (25) stężonym kwasem solnym wg metody A r m i t a g e' a i in
nych  (1), stosując podwójną ilość kwasu solnego niż w metodzie orygi
nalnej.

5 mg NCK rozpuszczano w kolbce próżniowej o pojem. 25 ml w 1 ml 
stęż. HC1 i ogrzewano 5 minut na łaźni wodnej o tem peraturze 65°. N a
stępnie roztwór odparowywano w próżni do sucha. Utworzoną deznu-
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k leo tydocyjanokobalam inę  oczyszczano od innych produktów hydrolizy  
w dw ojaki sposób:

a) suchą pozostałość rozpuszczano w małej ilości wody i nanoszono 
w  formie wąskiego paska na bibułę W hatm an nr 3, po czym koba
lam iny rozdzielano elektroforetycznie stosując jako roztwór p rze
w odzący 0,1 N NaCN. Pas substancji „obojętnych" w ycinano, 
DNCK eluow ano wodą zawierającą nieco N aH 2P0 4  (3 ml 2 M  
N a H 2PC>4 w 100 ml wody), po czym uwalniano od soli m inera l
nych  przy pom ocy ekstrakcji krezolowo-butanolowej (26),

b) suchą pozostałość rozpuszczano w ok. 20 ml wody, alkalizowano 
do pH 8,10% roztworem NaCN, po czym kobalaminy eks trahow a
no 50% o-krezolem w chloroformie. Część kobalamin przeszła do 
fazy organicznej, część o charakterze zdecydowanie kwaśnym  po
została w roztworze wodnym. Do ekstraktu krezolowego dodaw a
no chloroformu (1/2 objętości mieszaniny krezolowej) i próbę 
wytrząsano 1 raz 1/4 objętości wody zalkalizowanej roztworem 
NaCN (0,4 ml 10% NaCN na 100 ml wody), po czym taką  samą 
objętością wody zakwaszonej roztworem N aH 2PC>4 (1 ml 2 M 
N aH 2PC>4/100 ml). W odne roztwory odrzucano, a do roztworu ko
balam in w mieszaninie krezolowo-chloroformowej dodawano 1 
objętość mieszaniny n-butanolu i chloroformu (1:1, v /v  (2), (26)) 
i kobalam iny ekstrahowano wodą. W odny roztwór ekstrahow ano 
3 razy  małymi porcjami chloroformu celem usunięcia śladów k re 
zolu, po czym odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem do 
sucha. Suchą pozostałość rozpuszczano w  2 ml 85% acetonu i oczy
szczano chromatograficznie na A120 3, jak  opisano wyżej. O trzy
m ana na tej drodze deznukleotydocyjanokobalamina była e lek tro 
foretycznie jednorodna.

BADANIE WŁASNOŚCI WITAMINU B 12p I OTRZYMANEJ 
DEZNUKLEOTYDOCYJANOKOBALAMINY

O trzym ana DNCK i witamin B i2p posiadają identyczne widma 
absorpcyjne  (rys. 2). Maksima absorpcji: 274, 320, 354, 405, 498, 
525 — 30 min. Również identyczne są widma absorpcyjne pochodnych 
dw ucyjanow ych. Zakwaszenie roztw oru DNCK do pH 2 bardzo słabo 
zmienia widmo, przesuwając tylko maksimum 498 mii do 492 min. N a to 
miast zalkalizowanie do pH 10,7 (bufor glicyna i NaOH) przesuwa m aksi
ma ku dłuższym falom upodabniając widmo do widma witam inu Bi 2. 
M aksim a pojaw iają się dla fal długości 276, 305, 321, 362—3, 405, 516—20 
i 552 mix. Analogicznie zachowuje się roztwór witaminu B i2p. E lektro
foretycznie  oba związki zachow ują się jednakow o przesuw ając się ku
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Rys. 2. Widmo absorpcyjne witaminu Bi2p 
w roztworze wodnym

katodzie w roztworze 2 N  kwasu octowego. Zasadowy charakter wita- 
minu B i2p wynika również z pom iarów współczynnika podziału między 
fazę alkoholu benzylowego i fazę wodną. W spółczynnik  podziału wy
nosi 0,24 dla pH 1,0 i 1,0 dla pH 12. W artości liczbowe współczynników 
podziału obliczono na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego stężeń 
w itaminu B i2p w obu fazach po wytrząśnięciu rów nych objętości alko
holu benzylowego z roztworu witaminu B i2p w odpowiednim roztworze 
buforowym i po odwirowaniu próby. Do badania użyto 0,1 N roztwory 
buforowe wg C l a r k a .  Próbę porównawczą w pomiarze spektrofo- 
tometrycznym stanowił bądź alkohol benzylowy, bądź odpowiedni roz
twór buforowy.

Również oba związki odbarwiały się pod działaniem roztworu chlo
ram iny T, co odróżnia je  od nukleotydocyjanokobalam in, które dają 
fioletowo zabarwione pochodne (25), (26).

Badania mikrobiologiczne wykazały, że zarówno witamin B i2p, jak 
i otrzymana DNCK są n ieczynne w metodzie z Euglena gracilis (21), 
a 2 — 4 razy  aktywniejsze od  witaminu Bł2 wobec Bact. coli m utant (me
toda płytkowa) (4). (Por. tablica 3).

Badania na obecność pochodnych benzimidazolu lub purynowych 
dały  dla witaminu B i2p wynik  negatywny. Badania te przeprowadzono 
wg m etody D i o n a i innych (27) (wykrycie puryn) i m etody uprzed-
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. . T a b l i c a  3

Badania m ikrobiologicznej aktyw ności witaminu B42p i dezciukleotydocyjanokobalaminy 
wobec Bact. Coli m utant (met. płytkowa) (4). Liczby oznaczają proporcjonalną do po
wierzchni w agę w yciętych  z kalki technicznej, plam wzrostowych w miligramach. 

N a bibułę wkroplono po 3 [ii badanego roztworu

Stężenie
fig/m l

W itamin
Biip

Stężenie
[Ag/ml

Witamin
Bi2p

D N C K

0,2 8 , 6 0 , 1 10,0 10,4
0,4 1 0 , 1 0,2 11,5 11,7
0,6 12,5 0,3 13,9 14,2

nio opisanej przez jednego z nas dla wykrycia pochodnych benzimida
zolu (25).

Powyższe badania  potwierdzają  identyczność witaminu B i2p biosyn- 
tetyzow anej przez Propionibacterium  sherm anii z deznukleotydocyja- 
nokobalaminą.

Streszczenie

1. W ykazano, że w yodrębniony z bakterii kwasu propionowego — Pro
pionibacterium  sherm anii i nazw any  przez nas witamin B12p jest 
deznukleotodycyjnanokobalam iną (DNCK). W itamin B i2p jest iden
tyczny  z „czynnikiem B" F o r  d a.

2. Opracowano metodę chromatograficznego rozdzielania DNCK i n u 
kleotydocyjanokobalam in na tlenku glinu w 85% acetonie.

3. Z surowych koncentratów kobalaminowych otrzymanych z bakterii 
kwasu propionowego wyodrębniono również witamin B i2 w ilości 
do 10 — 15% wszystkich kobalamin.

L I T E R A T U R A

1. A r m i ł a g e  J. B., C a n n o n  J. R., J o h n s o n  A.  W. ,  P a r k e r  L.
F. J., S m i t h  E. L., S t a f f o r d  W.  H.  i T o d d  A. R., J. Chem.
Soc. 3849, 1953.

2. B a c h e  t  F. A., B o 1 e y  A. E., i S h o n k C. E., Anal. Chem. 26, 1146,
1954.

3. B e r n h a u e r  K., F r i e d r i c h  W., A ngew. Chem. 66, 776, 1954.
4. B o g u c k a  J., I w a n o w s k a  J., i K ą k o 1 H., Przem. Chem. 9, 14,

512, 1953.
5. B r o w n F. B., C a i n  J. J., G a n t  D.  E., P a r k e r  L. F. J. i S m i t h  

L. E., Biochem. J. 59, 82, 1955.
6. B x o w n F. B., S m i t h  E. L., Biochem. J. 56, XXXIV, 1954.
7. D i o n H. W., C a l k i n s  D.  G., P f i f f n e r  J. J., J. Am. Chem. Soc. 

76, 948, 1954. '

http://rcin.org.pl



340 J . JA N IC K I 1 J . PAW EŁK IEW ICZ 112]

8. F a n t e s  K. H., O' C a li 1 a g h a n C. H., Biochem. J. 58, XXI, 1954, 59, 79, 
1955.

9, F o r d  J. E., H o l d s w o i t h  E. S., Biochem. J. 56, XXXV, 1954.

10. F o r d  J. E., H o 1 d s w o  r t h E. S., Biochem. J. 58, XXIV, 1954.

11. F o r d J. E., H o l d s  W o r t h  E. S., K o n  S. K., Biochem. J* 59, 86,
1955.

12. F o r d  J. E., H o l d s w o i t h  E. S., K o n  S.  K., i P o r t e r  J. W. G.,
N ature 171, 149, 1953.

13. F o i  d J. E., K o n  S. K., P o r t e r  J. W. G., Biochem. J. 50, IX, 1951, 
52, VIII, 1952, Chem. and industr. 495, 1952.

14. F o r d J. E., P o r t e r  J. W. G., Biochem. J. 51, V, 1952.
15. F r i e d r i c h  W. ,  B e r n h a u e r  K., Angew. Chem. 65, 627, 1953.
16. G a n t D. E., S m i t h  L. E., P a r k e r  L. F. J., Biochem. J. 56, XXXIV,

1954.
17. H o l d s w o i t h  E. S., N ature  171, 148, 1053.
18. J a c k s o n  W.  G., W h i t f i e l d  G. B., d e  V r i e s  W.  H., N e l s o n

H.  A.,  E v a n s  J. S., J. Am. Chem. Soc. 73, 337, 1951.
19. J a n i c k i  J., P a w e 1 k i e w  i c z J.„ A cta Biochim. Pol. 1, 307, 1954.
20. J a n i c k  i J., P a w e ł k i e  w  i c z J., Bull. Acad. Polon. Sc. Cl. II 3,

5, 1955.
21. J a n i c k i  J., P a w e ł k i e w i c z  J., S t a w i c k i  St., i Z o d r o w K.,

Przem. Chem. 9, 614, 1953.
22. K a c z k a  E. A.,  W o l f  D. E., F o 1 k e r s K., J. Am. Chem. Soc. 71,

1514; 1949.
22a. K a c z k a  E. A., Wo 1 f D. E., K u e h 1 F. A. jr, F o 1 k e r s  K., 4

J. Am. Chem. Soc. 73, 3569, 1951.
23. L e n s  J., W  i j m e n g a H.  G., W o l f  R., K a r l i n  R., W i n k l e r

K. C., D e  H a a n  P. G., Biochem. Biophis. A cta  8, 56, 1952.
24. L e w i s  U. J., T a p p a n D. V., E 1 v  e h j e  m C. A., J. Biol. Chem. 194,

539, 1952; 199, 517, 1952.
25. P a w e ł k i e w i c z  J., A cta Biochim. Pol. 1, 313, 1954; Bull. Acad. Polon. 

Sc. Ci 11 3, 3!, 1955.
26. P a w e ł k i e w i c z  J., N o w a k o w s k a  K., A cta Biochim. Pol. 2, 

259, 1955.
27. P f i f f n e r J. J., C a l k i n s  D.  G., P e t e r s o n  R. C., B i r d  O. D., 

Mc. G 1 o h o n V., S t i p e k R. W., Abstracts 120 th. Am er. Chem. Soc. 
M eeting  N. Y., 23, 1951.
D i o n  H.  W. ,  C a l k i n s  O. G., P f i f f n e r J. J., J. Am. Chem. Soc.
74, 1108, 1952.

28. R i c k e s  E. L., B r i n k  N.  G., K o n i u s z y  F. R., W o o d  F. R.,
F o 1 k e r s K., Science 107, 306, 1048.

29. R i c k e s  F. L., B r i n k  N.  G., K o n i u s z y  F. R., W o o d  F. R.,
F o l k e r s  K., Science 108, 634, 1948.

30. S m i t  h E. L., N ature 161, 638, 1948; 162, 144, 1048.
31. S m i t h E. L., Biochem. J. 52, 389, 395, 1953.
32. W  i j m e n g a H. G., V  e  e x W. L., Chem. W eekblad. 48, 33, 1952.

http://rcin.org.pl



[13] W IT A M IN  B 12p 341

BMTAMMH B i2p 

P  e  3  K) M e

1. y CTHHOBJieHO, HTO KOÔaJiaMMH, Ha3BaHHbIM HaMM BMTaMHHOM B i2 p, 
BbiAejieHHbiił HaMM M3 nponMHOBoii km cjiotbi —  Propionibacterium  
sherm anii —  h b jih o tch  ÆecHyKJieoTOÆimMaHOKoGajiaMMHOM (D N C K ). Brrra- 
MMH B i 2p TOJK^ecTBeH c ,,c|)aKTopoM B ” <J>op,o;a.

2. Pa3pa6oTaHa MeTÔ MKa xpoMOTorpacJmnecKoro pa3£ejieHHH D N C K  
w HyKjieoTMji;oij;MaHKo6a.TiaMMHa Ha okmcm ajiioMMHMH b  85% apeTOna.

3. PÍ3 cb ipbix KoSajiaMMHOBbix KOHpeiiTpaTOB, nojiyneH H bix M3 Gaicre- 
p n il npOnHOHOBOH KMCJIOTbl, Bbl^eJieH 6bIJI TaKHCe BHTaMHH B i 2 B KOJIM-
necTBe ro 10 —  15% Bcex KoôajiaMMHOB.

VITAMIN B12p 

S u m m a r y

1. It h a s  b e e n  fou n d , th a t th e  co b a la m in e , n a m e d  v ita m in  B i2p, i s o 
la te d  b y  u s from  th e  p r o p io n ic  a c id  b a c ter ia  is  th e  c y a n o c o b a la m in e  
d e s n u c le o t id e  (DN C K ). V ita m in  B i2p is  id e n tic a l w ith  F ord 's ,,B fa c to r ” .

2. T h e ch ro m a to g ra p h ic  m eth o d  h a s b e e n  d e v e lo p e d  for r e s o lv in g  
D N C K  and c y a n o c o b a la m in e s  d is s o lv e d  in  85% a c e to n e  on  a lu m in iu m  
o x id e .

3. V ita m in  B i 2 iso la te d  from  th e  cru d e c o b a la m in e  c o n c e n tr a te s  o f  
th e  p r o p io n ic  b a cter ia , c o n s is ts  10 —  15% of th e  to ta l am o u n t o f co b a -  
la m in es .

Otrzymano 17.III.1955

8 A cta  Biochim ica Polonica
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T. W. SZCZEPKOWSKI 

DZIAŁANIE TLENKU AZOTU NA POŁĄCZENIA HEMATYNOWE

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej A kadem ii M edycznej w  Krakow ie  
K ierow nik proiesor dr Bolesław Skarżyński

Reakcję między tlenkiem azotu a hemoglobiną opisał po raz pierw
szy w 1865 r. L. H e r m a n n  (16), zajmując się opisanym siedem lat 
wcześniej przez Claude B e r n a r d a  połączeniem hemoglobiny 
z tlenkiem węgla. H e r m a n n  zwrócił uwagę na zmiany widma 
hemoglobiny w obecności NO i zaobserwował wypieranie CO z połą
czenia z hemoglobiną przez tlenek azotu. Jakkolwiek więc reakcje he
moglobiny z CO i z NO znane są od bardzo dawna, to jednak uwaga 
badaczy przez wiele dziesiątków lat skierowana była przede wszystkim 
na hemoglobinę tlenkowęglową i połączenia tlenku węgla z innymi 
związkami hematynowymi, podczas gdy analogiczne połączenia NO 
były raczej zaniedbywane. Przyczyn tego stanu rzeczy należy szukać 
w częstym występow aniu  zatruć tlenkiem węgla, a więc w praktycznym  
znaczeniu tej reakcji, jak  również w tym, że badania nad działaniem 
CO są metodycznie o wiele łatwiejsze od badań przeprowadzanych 
z tlenkiem azotu. W  zetknięciu z tlenem NO utlenia się bardzo szybko 
do N 0 2, co powoduje konieczność usuwania nawet śladów tlenu ze 
środowiska reakcji, w której bierze udział tlenek azotu. Ten brak szer
szego zainteresowania oraz trudności metodyczne są powodem, dla k tó
rego stan naszych wiadomości o połączeniach NO ze związkami hem a
tynowymi przedstawia się skromnie i ogranicza się do niewielu faktów, 
skądinąd niejednokrotnie  kwestionowanych. Dotychczasowe dane 
piśmiennictwa z tego zakresu dają się streścić następująco:

Tlenek azotu łączy się z hemoglobiną wytwarzając hemoglobinę 
tlenkoazotową, k tórą można przeprowadzić w postać krystaliczną. 
Kryształy hemoglobiny tlenkoazotowej wykazują krystalograficzne ce
chy kryształów oksyhemoglobiny (H a u r o w i t z, 12, 11). W edług 
A n s o n a  i M i r k s y e g o  (1) tlenek azotu łączy się nie z he
moglobiną, lecz tylko z hemiglobiną. W edług K e i l i n a  i H a r t -  
r e e g o (18) połączenie z NO daje zarówno hemoglobina, jak  i hemi-
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globina, przy czym jednak  połączenie z hemiglobiną ma być nietrwałe. 
D r a b k i n  i A u s t i n  (7) wyznaczyli współczynniki ekstynkcji 
dla widzialnego zakresu widma hemoglobiny tlenkoazotowej, a C o- 
r y e l l ,  P a u l i n g  i D o d s o n  (6) wyznaczyli podatność m a
gnetyczną tego połączenia. K e i l i n  i H a r t r e e  (17) opisali 
reakcję  NO z cytochromem c, podając przy tym rozkład ekstynkcji po 
wstałego związku w widzialnym zakresie widma. Ci sami badacze opi
sali również połączenia tlenku azotu z katalazą (19) i peroksydazą (20), 
podając położenie smug absorpcyjnych w zakresie widzialnym.

W  toku prac przeprowadzanych uprzednio w Zakładzie Chemii Fi
zjologicznej AM w Krakowie, m ających na celu identyfikację cytochro- 
mu c, wynurzyła  się konieczność dokładniejszego zaznajomienia się 
z połączeniami NO z cytochromami. Gdy okazało się, że zagadnienie to 
jest dotychczas opracowane niedostatecznie, zdecydowaliśmy się zba
dać je bardziej wyczerpująco. Szczególnie interesujący okazał się fakt, 
pom ijany przez dotychczasowych badaczy, wyrażający się tym, że NO 
reaguje  z pewnymi połączeniami hematynowymi tylko wówczas, gdy 
zaw ierają  żelazo na + 3  stopniu utlenienia, z innymi natom iast w postaci 
zredukowanej. Fakt ten nasuwał przypuszczenie, że o zdolności łączenia 
się t lenku azotu ze związkami hematynowymi decyduje nie stopień 
utlenienia żelaza, tak jak  to ma miejsce w przypadku CO, lecz inne 
czynniki, prawdopodobnie podstawniki połączone z żelazem hematyno- 
wym. Jeżeliby przypuszczenie to okazało się słuszne, dokładniejsza 
charakteryzacja  połączeń z NO mogłaby rzucić światło na rodzaj pod 
staw ników w pochodnych hemu lub hematyny.

Już pierwsze doświadczenia przekonały nas o słuszności tego p rzy
puszczenia. Okazało się, że — w przeciwieństwie do CO — tlenek azo
tu działając na hem lub hematynę nie powoduje zmian w widmie w i
dzialnym tych związków, co przemawia przeciw pow staw aniu  odpo
wiedniego połączenia, natomiast widmo to zmienia się w sposób cha
rak terystyczny wtedy, gdy układy te są związane z pewnym i podstaw 
nikami, a więc w hemo- i hemichromach, w hemo- i hemiglobinie oraz 
w cytochromach. Postawiliśmy sobie więc jako zadanie dokładniejszą 
charakteryzację  połączeń NO z różnymi związkami hematynowymi 
w celu stworzenia podstawy dla wniosków dotyczących budowy tych 
związków.

Terminologia

Zgodnie z dążeniami piśmiennictwa światowego w pracy  niniejszej 
zastosowano zracjonalizowaną terminologię. Zamiast dawniej przyjętej 
nazwy hemochromogen i parahem atyna użyto za przykładem  L e m-
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b e r g a nazw hemochrom i hemichrom. Zamiast methemoglobina uży
to nazwę hemiglobina. Terminem — połączenia hematynowe — ozna
czamy ogólnie kompleksowe połączenia żelaza z porfiryną, niezależnie 
od rodzaju porfiryny, stopnia utlenienia żelaza i rodzaju substancji 
związanej z tym kompleksem ( L e m b e r g  i L e g g e  (23)).

Zastosowano następujące skróty: Hi =  hemiglobina, Hb =  hem o
globina, H b 0 2 — oksyhemoglobina, HbCO =  hemoglobina tlenkowę- 
glowa, HbNO =  hemoglobina tlenkoazotowa, DTN =  dwutionin sodu, 
zwany również dawniej hydrosulfitem.

Metodyka badań

Tlenek azotu otrzymano działaniem roztworu siarczanu żelazawego 
w kwasie siarkowym na azotyn sodu. W ydzielające się gazy przepusz
czono przez płuczki z 1% roztworem NaOH i alkalicznym roztworem 
pyrogallolu. Tlenek azotu zbierano w gazometrze szklanym, wypełn io
nym zalkalizowaną wodą.

Azot otrzymano działając roztworem chlorku amonu na ogrzany roz
twór azotynu sodu. W ydzielające się gazy przepuszczano przez płuczki 
z alkalicznym roztworem pyrogallolu, po czym zbierano w gazometrze 
szklanym.

Dwutionin sodu-DTN-; do doświadczeń stosowano odczynnik pro 
analysi firmy Merck.

Roztwór badanej substancji umieszczano w rurce Thunberga połą
czonej za pomocą kurka trójdrożnego z gazometrami z azotem, tlenkiem 
azotu i pompą próżniową. Po ewakuowaniu powietrza rurkę przepłuki
w ano 3X azotem i napełniano tlenkiem azotu.

Położenie smug absorpcyjnych w zakresie widzialnym ustalano za 
pom ocą spektrometru rewersyjnego Hartridge'a.

W ykresy  zależności ekstynkcji od długości fali sporządzono za po 
mocą spektrofotometru fotoelektrycznego ,,Uvispec" firmy Hilger. Do 
pom iarów ekstynkcji w zakresie widzialnym stosowano spektrofotometr 
fo toelektryczny Colemana i spektrofotometr Kóniga-Mertensa. Oprócz 
tych  ogólnych metod poszczególne sposoby postępowania zostaną po 
dane  w dalszym tekście.

Część doświadczalna

I. HEMOGLOBINA i HEMIGLOBINA

Ja k  o tym poprzednio była mowa, połączenie hemoglobiny z tlenkiem 
azotu  opisywano wielokrotnie. Sporne pozostawało jednak zagadnienie,
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czy NO łączy się z hemoglobiną, czy też z hemiglobiną. Pomijając daw 
niejsze poglądy na tę sprawę przytoczone w rozdziale wstępnym, na
leży podkreślić, że wg K e i l i n a  i H a r t r e e  (18) NO łączy się 
zarówno z Hb, jak i z Hi, przy czym jednak  połączenie z hemiglobiną ma 
być według tych autorów nietrwałe. HiNO zdaniem K e i l i n a  i H a r 
t r e e  ulega samoredukcji do HbNO. Moje doświadczenia potwierdzają 
doniesienie K e i l i n a  i H a r t r e e  tylko częściowo.

Do doświadczeń używałem dwukrotnie przekrystalizowanej oksyhe- 
moglobiny z krwinek końskich, otrzymanej metodą H e i d e l b e r g e -  
r a  (15) lub metodą H a u r o w i t z a  (12). Oksyhemoglobina otrzymana 
obiema metodami nie wykazywała różnic w cechach spektralnych. Prze
prowadzone doświadczenia dały następujące wyniki:

a) Roztwór hemoglobiny (smuga absorp. 555 mp), otrzymany przez 
dodanie DTN do roztworu H b 0 2 w buforze fosforanowym o pH 6,0 — 7,0,

wytwarza z NO połączenie cechu ją
ce się dwoma smugami, których 
środki odpowiadają długościom fal:
1-576 mu, 11-541 mu. Określone prze
ze mnie położenie tych smug nie po
krywa się w szczegółach z w arto 
ściami liczbowymi podanymi przez 
K e i l i n a .  Rozkład ekstyncji 
w widmie HbNO przedstawia rys. 1.

Połączenie tlenku azotu z hem o
globiną w odczynie obojętnym jest 
bardzo trwałe, ekstynkcja  roztworu 
dla długości fali 576 mu nie zmienia 
się po półgodzinnym wytrząsaniu 
z powietrzem i następnym  dodaw a
niu DTN. Tlenek węgla w ytrząsany  
w ciągu kilkunastu minut z roztwo
rem HbNO doprowadza do w y tw o
rzenia się pewnej ilości HbCO, 
o czym świadczy spadek ekstyncji 
dla długości fali 576 mu. Mamy 
w tym w ypadku do czynienia z opi

sanym już przed dziewięćdziesięciu laty przez H e r m a n a  zjawi
skiem współzawodnictwa między CO i NO o grupę proste tyczną Hb.

Bezpośrednie oznaczenie HbCO powstającej skutkiem częściowego 
wyparcia NO przez CO z połączenia z Hb, oparte tylko na pomiarze wiel
kości ekstynkcji przy 576 mp, okazało się w naszych' w arunkach  trudne

Rys. 1. Rozkład ekstynkcji w widmie 
HbNO, pH =  7 (bufor fosforanowy). Eks
tynkcję wyrażono jako ekstynkcję mili- 

molarną na litr roztworu
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do przeprowadzenia. Postępowałem więc w sposób następujący. Miesza
ninę HbNO i HbCO wytrząsano przez czas dłuższy z powietrzem, co p o 
wodowało zamianę HbCO na H b 0 2 bez zmiany HbNO. Następnie uzy 
skaną w ten sposób mieszaninę HbNO i H b 0 2 poddawano działaniu DTN 
i z ekstynkcji przy 576 m u oznaczano zawartość Hb, odpowiadającą 
uprzedniej zawartości HbCO w roztworze- Postępując w ten sposób 
stwierdziłem, że reakcja między CO a HbNO przebiega powoli; po 5 mi
nutach wytrząsania roztworu HbNO z CO powstaje około 17% HbCO. 
W artości te zbliżone są do liczb uzyskanych przez B r o o k s a (3), który 
zresztą oznaczenia przeprowadzał w sposób odmienny.

Podczas otrzymywania HbNO należy unikać większego nadmiaru 
DTN, gdyż w tych warunkach powstaje z HbNO hemoglobina, zapewne 
wskutek reakcji DTN z tlenkiem azotu.

b) Hemiglobina, otrzymana działaniem żelazicyjanku potasu na H b 0 2 
(smugi przy 630 i 500 mfi), wytwarza z NO w zakresie pH od 6,0 wzwyż 
związek cechujący się dwoma smugami absorpcyjnymi. Długość fali od
pow iadająca środkom tych smug wynosi: 1-568 mu, 11-532 mu. Smugi są 
ostre i intensywne.

Jak  to już zauważyli K e i l i n  i H a r t r e e  (18), w roztworze pozosta
wionym w spokoju po pewnym czasie (2 — 10 minut) smugi tlenkoazo- 
towej hemiglobiny rozmazują się nieco, a ich środki przesuwają się 
w kierunku czerwieni zajmując położenia: 1-572 mą, 11-536 mą. K e i l i n  
i H a r t r e e wnioskowali na podstawie tego przesunięcia smug, że hem i
globina tlenkoazotowa ulega redukcji do hemoglobiny tlenkoazotowej. 
Przeciwko takiemu wnioskowi przemawia odmienne położenie smug, 
gdyż smugi absorpcyjne HbNO odpowiadają długościom fal 576 i 542 mą. 
Poza tym roztwór hemoglobiny tlenkoazotowej pozostawiony w spokoju, 
cechujący się wyżej opisanym przesunięciem smug, po ponownym wy- 
trząśnięciu z NO okazuje p ierwotne widmo o smugach 1-568 mą,
11-532 mą.

Jeżeli po zadziałaniu NO na hemiglobinę zmniejszymy ciśnienie ga
zu, opisane powyżej przesunięcie smug nastąpi szybciej. Nigdy jednak  
nie otrzymujemy widma analogicznego do widma HbNO, lecz smugi są 
zawsze przesunięte w kierunku fiołkowej części widma.

Jeżeli do roztworu hemiglobiny tlenkoazotowej dodamy roztworu 
DTN zawartego uprzednio w bocznym ramieniu rurki Thunberga, o trzy 
mujemy widmo identyczne z widmem HbNO, tzn. o smugach przy 576 
i 542 mą.

Hemiglobina w roztworze zasadowym (pH 8,3, fosforan dwusodowy) 
zachowuje się wobec NO w ten sam sposób, jaki cechują hemiglobinę
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w roztworze obojętnym. Natomiast odmienne własności wykazuje połą
czenie hemiglobiny z NO w roztworze kwaśnym. W  roztworze o pH po
niżej 5,6 hemiglobina po wytrząśnięciu z NO wykazuje w widmie dwie 
smugi absorpcyjne 1-568 mg, 11-532 mu, a więc identyczne ze smugami 
hemiglobiny tlenkoazotowej w-roztworze obojętnym, nie u legające jed
nak powyżej opisanemu przesunięciu. Powyższe doświadczenia dowo
dzą, że hemiglobina wytwarza z NO dwa połączenia, jedno (a) cechują
ce się smugami absorpcyjnymi 1-568 mg i 11-532 mg oraz drugie (b) ce
chujące się smugami absorpcyjnymi 1-572 mg i 11-536 mg. Połączenie (a) 
powstaje podczas wytrząsania roztworu hemiglobiny z NO pod ciśnie
niem 76 cm Hg, związek (b) powstaje natomiast po pozostawieniu roz
tworu związku (a) przez pewien czas w spokoju.

Na podstawie powyżej opisanych doświadczeń dochodzimy do wnio
sku, że zmiana widma hemiglobiny tlenkoazotowej nie daje się in terpre
tować w sposób proponowany przez K e i l i n a  i H a r t r e e g o ,  lecz że 
bardziej prawdopodobnym tłumaczeniem jest egzystencja dwojakiego ro
dzaju połączeń NO z hemiglobiną. Nie możemy z całą pewnością w y
jaśnić, na czym polega różnica między tymi dwoma połączeniami, w y
suwając na razie tylko hipotezę, w myśl której połączenie (a) cechujące 
się smugami przy 568 i 532 mg byłoby połączeniem dwóch cząste
czek NO z jednym układem hematynowym, natomiast w połączeniu (b), 
(smugi 572 i 536 mg) przypadałaby na jeden układ hem atynowy jedna 
cząsteczka NO- Za tą koncepcją przemawia fakt polegający na tym, że 
połączenie (a) powstaje przy wytrząsaniu roztworu hemiglobiny z atmo
sferą NO w warunkach ułatwiających wytwarzanie się nadmiaru NO 
w roztworze. Przejście połączenia (a) w związek (b) zachodzi natomiast 
w warunkach ułatwiających dysocjację połączenia (a). W  myśl tej hipo
tezy połączeniu (a) należałoby przypisać wzór Hi(NO)2, połączeniu (b) 
HiNO.

Przy formułowaniu tej hipotezy opierałem się w pewnej mierze na 
poglądach C l a r k a  (4, 5) przyjmujących możliwość heptakoordynacji 
atomów żelaza oraz na faktach dotyczących reakcji jonu CN— z hemo- 
i hemichromami (24), z których wynika możliwość powstawania  jedno- 
i dwucyjankowych kompleksów układu hematynowego. Sprawę tę 
pragnę poruszyć bardziej wyczerpująco w łączności z innymi, moimi 
badaniami.

II. CYTOCHROM C

Roztwór cytochromu c zawierającego 0,43% żelaza otrzymano me
todą własną (29). Stężenie cytochromu c w roztworze oznaczano na pod
stawie zawartości Fe w suchej pozostałości, otrzymanej po odparowaniu
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odmierzonej objętości roztworu cytochromu c w tyglu platynowym  
w tem peraturze  100°. Masę suchej pozostałości oznaczano na  mikrowa- 
dze, po  czym suchą pozostałość spalano ogrzewając w piecu muflowym 
w tem peraturze  600°. Nie zauważyliśmy różnic własności spektralnych 
między cytochromem c otrzymanym naszą metodą, a cytochromem c 
otrzymanym metodą K e i 1 i n  a (21).

Do rurki Thtmberga dodawano 2 ml ok. 10~4 M roztworu cytochro
mu c i 8 ml roztworu buforowego, po czym po usunięciu powietrza i prze
płukaniu azotem napełniano rurkę tlenkiem azotu. Używając roztworów 
buforowych — cytrynianowego Mac Ilvaina i fosforanowego Soerónse- 
na lub roztworu HC1 stwierdzono, że w zakresie stężenia jonów wodoro
wych o pH =  8,0 do stężenia odpowiadającego 2 N HC1 ferricytochrom c 
nie w ykazujący  w tych warunkach widma absorpcyjnego tworzy z NO 
połączenia cechujące się dwoma smugami absorpcyjnymi. Środki tych 
smug odpowiadają długościom fal: 1-563 mu, 11-530 miu, a więc zbliżone 
do wartości określonych już uprzednio przez K e i l i n a i  H a r t r e e g o .  
Położenie smug określone za pomocą spektrometru Hartridge'a  nie za
leży od pH roztworu w powyżej podanym zakresie.

Jeżeli do roztworu tlenkoazotowego ferricytochomu c otrzymanego 
w sposób opisany dodamy DTN, wówczas widmo ferricytochromu c NO 
ulega zmianie. Smugi absorpcyjne, k tóre przypadały  dla długości fal 
563 i 530 mu, przesuwają  się w kierunku czerwieni i zajm ują położe
nie 1-572 mu i II 536 mp. Tak powstające widmo ulega dalszym zmianom; 
wymienione powyżej smugi tracą stopniowo intensywność, a jednocześ
nie pojawia się smuga ferrocytochromu c, o charakterystycznym poło
żeniu odpowiadającym 550 mp. Po paru minutach otrzymujemy więc ty l
ko typowe widmo ferrocytochromu c. K e i l i n  i H a r t r e e  (17), którzy 
pierwsi zaobserwowali opisany powyżej sposób reagowania ferricyto
chromu c NO z DTN, tłumaczą tę reakcję  nietrwałością połączenia ferro
cytochromu c z NO; połączenie takie przejściowo wytworzone ulega 
szybko rozkładowi na ferrocytochrom c i t lenek azotu. Faktem jest, że 
nawet długotrwałe wytrząsanie ferrocytochromu c z NO pod ciśnieniem 
76 cm Hg nie prowadzi do wytworzenia uchwytnych ilości odpowiednie
go połączenia z NO-

Rozkład ekstynkcji w widmie ferricytochromu c NO w roztworze 
o pH =  1,2 i o pH =  7,0 zbadano za pomocą spektrofotometru ,,Uvispec'' 
Hilgera. Przedstawia to rys. 2 .

Zależnie od pH roztworu ekstynkcja  ferricytochromu c NO zmienia 
się i pod tym względem związek ten  przypomina wolny ferricyto
chrom c, którego ekstynkcję badał T h e o r e 11 (30). W artości ekstynkcji 
milimolarnych w środowisku kwaśnym  (pH =  1,2) wynoszą: EmM4is  =

9 A cta Biochim ica Polonica
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Rys. 2. Rozkład ekstynkcji w widmie ferricyto- 
chiomu c NO, w  zależności od pH roztworu.
Ekstynkcję wyrażono jako ekstynkcję milimo- 

laraą na litr roztworu

=* 128, EmM 530 =  12,3, EmM 563 =  11,9. W  środowisku obojętnym  w ar
tości ekstynkcji milimolarnych są nieco niższe, p rzy  czym po jaw ia  się 
ponadto nowe maksimum dla długości fali 365 m|x.

Reakcja tlenku azotu z ferricytochromem c jest reakcją odwracalną 
i można ją sformułować:

C y tc  +  NO n  C y tc  NO.

Stałą równowagi napiszemy więc:

E  [Cytc NO]
[Cytc] [NO]

Stałą K wyznaczono dodając do odpowietrzonego roztworu ferricyto- 
ch rom uc , znajdującego się pod warstwą oleju parafinowego, w odny roz
twór tlenku azotu o znanym  stężeniu NO. Roztwór NO dodawano kalibro
waną strzykawką z podziałką 0,01 ml. Otwór igły zabezpieczono nasad
ką gumową. Mierzono ekstynkcję dla długości fali 562 mg.. Różnica eks
tynkcji między roztworem pierwotnym, roztworem, do którego dodano 
określoną ilość NO i roztworem nasyconym  NO, pozwala obliczyć % 
utworzonego ferricytochromu c NO. W ykres  zależności % utworzonego 
Cyt c NO od stosunku molarnego NO/Cyt c przedstaw ia rys. 3.
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Jedno  z typowych doświadczeń przedstawia poniższe zestawienie. 
W  probów ce dostosowanej do spektrofotometru Colemana umieszczono 
3 ml roztw oru  Cyt c o stężeniu 1,6-10” 4 M i dodano 2 ml HC1 ok. 0,1 N, 
uzyskując roztw ór o pH =  1,8 (oznaczone za po
mocą e lek trody  szklannej). Roztwór przykryto 
w arstw ą oleju  parafinowego i pow ietrze  w y
ciągnięto pom pą próżniową. Po zmierzeniu eks
tynkcji  E0562, dodawano NO. Procent u tworzo
nego Cyt c NO obliczono wyznaczając ekstynk
cję En, roztworu nasyconego tlenkiem azotu 
i eks tynkcję  E roztworu, do którego dodano 
określoną ilość NO, stosując wzór

% Cyt cNO =  x 100.
En ~  E0

Oznaczenie przeprowadzono w tem peraturze 15°.

Znając stężenie m olam e Cyt c =  a, molarne 
stężenie NO  =  b oraz oznaczywszy stężenie 
molarne Cyt c NO =  n  można wyznaczyć sta
łą K z równania:

(a -n )  (b -n )

W yznaczenie  K obrazuje poniższe zestawienie:

% C yt c N O a • 10~4 b • lO"4 n • 10"4 K  • 103

20 0,94 0,61 0,19 6,3
35 0,92 1,2 0,32 6,0
45 0,91 1,75 0,41 6,1
53 0,89 2,31 0,47 6,0

Różnice między wartościami uzyskanym i dla K z dziesięciu oznaczeń 
n ie  przekraczały  5%. Znając stałą równowagi K można ze wzoru 
F =  — RT ln K obliczyć zmianę energii swobodnej w czasie łączenia się 
ferricytochromu c z NO, zmiana ta wynosi — 5 Kcal.

W artość liczbowa stałej równowagi reakcji ferricytochromu c z NO 
doprowadza do wniosku, że zdolność ferricytochromu c do wiązania NO 
jes t  duża. W artość  ta zbliżona jest do wartości K reakcji myoglobiny 
z CO, k tóra wynosi 9,5 • 103 ( M i l l i k a n ,  25), jest zaś ok. 10-krotnie

Rys. 3. W ykres zależno
ści utworzonego Cyt c 
NO od stosunku molaT- 

nego NO/Cyt c
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większa od stałej równowagi dla reakcji myoglobiny z tlenem, która 
wynosi 4,95-102.

III. CYTOCHROM b

Preparat cytochromu b otrzymano wg E u l e r a  i H e l s t r ó m a  (10). 
Ferricytochrom b (brak smug absorpcyjnych) w odczynie bliskim obo
jętnego wytwarza z NO połączenie cechujące się dwoma smugami ab
sorpcyjnymi dla długości fal: 1-568 mg, 11-561 mg. Smugi te  po pewnym 
czasie przesuwają się w kierunku czerwieni i zajmują położenia:
1-572 mg, 11-536 mg. Te własności spektralne, tzn. położenie smug i ich 
przesunięcie ku czerwieni, wykazują całkowitą analogię z własnościami 
HiNO (patrz dośw. I).

Ferrocytochrom b (smuga przy 560 mg), otrzymany działaniem DTN 
na roztwór ferricytochromu b, w ytwarza z NO połączenie o dwóch sła
bych szerokich smugach, których środki przypadają na długości fal ok. 
581 mg i 547 mg. Widmo to różni się zdecydowanie od widma HbNO.

IV. CYTOCHROM a

Preparat cytochromu a sporządzono wg S t r a n b a  (28). W  widmie 
ferricytochromu a, nie wykazującym  smug absorpcyjnych, po wytrząśnię- 
ciu z NO nie pojawiają się dostrzegalne smugi. Ferrocytochrom a pod
dany działaniu NO wykazuje obok charakterystycznej smugi wolnego 
ferrocytochromu (605 mg) słabo widoczne zaciemnienie ok. 590 mg.

V. HEMATYNA I HEM

Do badań używano heminy firmy Merck, sporządzonej wg M o e r- 
n  e r a. Dla przeprowadzenia w hem atynę  rozpuszczano heminę 
w  NaOH 0,1 N. Widmo zasadowego roztworu hem atyny  w zakresie w i
dzialnym (smuga 612 mg) nie ulega zmianom po wytrząśnięciu tego roz
tworu z NO. Tlenek azotu nie powoduje również zmian widma hem atyny 
w roztworze o odczynie obojętnym.

Hem otrzymywano działając DTN na roztwór hematyny. W ytrząsanie 
z NO nie powoduje zmian w widmie widzialnym hemu (słaba smuga 
579 ngi i bardzo słaba 541 mg), zarówno w tedy  gdy znajduje się hem 
w roztworze obojętnym, jak  i w zasadowym.

Z doświadczeń powyższych wynika, że NO tw orzy połączenia cechu
jące się charakterystycznym  widmem wtedy, gdy reagujące z nim żela
zo - i żelaziporfirmy związane są równocześnie z kom ponentą  białkową, 
jak  np. w hemo- i hemiglobinie oraz w cytochromach, natomiast z wol
nym  hemem lub hematyną nie wytwarza połączeń dających  się wykazać
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spektroskopowo. Z faktu tego w ynikała  konieczność zbadania przebiegu 
reakcji m iędzy  NO a hemem i hem atyną związanymi z podstawnikami 
odmiennymi od białka.

VI. HEMO- I HEMICHROMY HISTYDYNOWE

W  celu otrzym ania  hemichromu histydynowego dodawano 80 mg 
chlorowodorku histydyny do 10 ml 1,7-10~4 M roztworu hem atyny 
w NaOH 0,1 N. Hemichrom histydynowy był już kilkakrotnie badany 
w innych pracow niach (2), i to z rozbieżnymi wynikami, doprowadzają
cymi naw et do wniosku negującego egzystencję tego hemichromu 
( H a u r o w i t z  13). Istotnie, widmo zasadowej hematyny w obecności 
histydyny nie zmienia się wyraźnie, jakkolwiek zmienia się barw a roz
tworu. Niemniej posiadamy dziś dowody istnienia hemichromu h istydy
nowego (2), a i nasze badania wskazują na egzystencję tego związku.

Po wytrząśnięciu roztworu hem atyny i histydyny z NO pojaw iają  się 
bardzo wyraźne ostre smugi absorpcyjne dla długości fal 1-568 mu,
11-532 mg. Po kilku minutach krawędzie smug ulegają zatarciu, a środ
ki smug przesuwają  się w kierunku czerwieni. Po ponownym w ytrząśnię
ciu z NO smugi znowu stają się ostre i zajmują pierwotne położenie. 
Powstaje więc związek okazujący cechy widmowe (położenie smug i ich 
przesuwanie się ku czerwieni) identyczne z tymi, jakie charakteryzują 
połączenia NO z hemiglobiną i ferricytochromem b.

Hemochrom histydynowy uzyskano dodając DTN do roztworu hem a
tyny i histydyny. Hemochrom ten cechuje się w środowisku zasadowym 
dwoma smugami — wyraźną smugą o długości fali 556 mg i słabszą przy 
524 mg. Po wytrząśnięciu z NO smugi hemochromu histydynowego giną, 
zamiast nich pojawia się rozmazane zaciemnienie, którego środek przy
pada ok. 577 mg oraz słabo widoczna smuga przy 543 mg. Położenie za
ciemnienia przy 577 mg mogłoby nasuwać analogię do widma HbNO, n a 
tężenie smug i ich charakter jest jednak  odmienny i nie pozwala na po
równywanie tych dwóch widm ze sobą.

Zdolność histydyny do wytw arzania  z hematyną i z NO połączeń ce
chujących się wyżej opisanymi smugami absorpcyjnymi wydaje  się 
swoista, ponieważ z szeregu przebadanych przeze mnie związków jedy 
nie pilokarpina — a więc związek posiadający  układ im idazo low y  do
dana do zasadowego roztworu hem atyny i wytrząśnięta z NO powoduje 
pow staw anie  połączenia o własnościach takich samych, jakie cechują 
hemichrom histydynowy. Kofeina, arginina, tryptofan, kwas asparagino
wy, kwas glutaminowy, asparagina, ty rozyna i walina, stosowane w ten 
sam sposób jak  histydyna, tj. dodaw ane w odpowiednich ilościach do 
roztw oru  hem atyny w  NaOH 0,1 N i w ytrząsane z NO, nie powodują  wi

http://rcin.org.pl



354 W. S Z C Z E P K O W S K I [12]

docznych zmian w widmie. Widmo alkalicznej hem atyny nie u lega  w  ich 
obecności zmianom, nie pojawiają się żadne charakterystyczne smugi 
absorpcyjne. Należałoby na tej podstawie wnioskować, że o ile nawet 
hematyna zasadowa wytwarza z wyżej wymienionymi związkami odpo
wiedni hemichrom, to połączenie takie nie reaguje z NO.

VII. HEMO- I HEMICHROM Y GLOBINOWE

Hemochrom globinowy otrzymano dodając do 5 ml 1 % roztworu 
H b 0 2 5 ml NaOH 0,2 N oraz nieco DTN. W  tak przygotowanym  roztwo
rze pojawia się po chwili charakterystyczne widmo hemochromu globi- 
nowego cechujące się bardzo wyraźną smugą dla 558 mu i słabszą dla 
527 mu. Po wytrząsaniu świeżo otrzymanego roztworu hemochromu glo- 
binowego (smugi przy 558 i 527 mu) z NO otrzym ujemy połączenie 
o widmie analogicznym do widma HbNO, a więc cechujące się smugami 
przy 576 i 542 mą. Natomiast jeżeli roztwór hemochromu globinowego 
pozostaje w spokoju przez czas ok. 80', tzn. gdy  wg D r a b k i n a  (8) na
stępuje całkowita zamiana Hb na hemochrom globinowy — reakcja 
z NO doprowadza do powstania połączenia o widmie niecharakterystycz- 
nym  — smuga I jest rozmazana, a smuga II słabo zaznaczona.

Hemichrom globinowy otrzymywano dodając do roztworu hemiglo
biny roztwór NaOH 0,1 N i następnie  doprowadzając mieszaninę do 
pH 8,0. Roztwór uzyskany w ten sposób cechuje się widmem złożonym 
ze smug przy 528 i 557 mą, a więc widmem podobnym do widma hemo
chromu globinowego, lecz o odmiennym charakterze — smuga przy 528 
jest intensywniejsza niż przy 558 miu. Po w ytrząsaniu  z NO pow staje  
związek cechujący się smugami przy 568 i 534 im*, a więc okazujący  
widmo absorpcyjne identyczne z widmem Hi(NO)2.

VIII. MYOHEMOGLOBINA I MYOHEMIGLOBINA

Krystaliczną myohemoglobinę otrzymano wg własnej modyfikacji 
metody T h e o r e 11 a (31) z uwzględnieniem wyników  M o r g a n a  (26). 
Przemyty mięsień sercowy konia zmielono w maszynce do mięsa i do 
otrzymanej miazgi dodano wodę destylowaną w  stosunku 1 :2. Ekstrak
cję przeprowadzano w 0° przez 12 godzin, po czym całość umieszczono 
na dużym sączku karbow anym  i pozostawiono w  0° do odsączenia. Po 
zobojętnieniu przesączu dodano nasyconego roztworu zasadowego octa
nu ołowianego (1 : 0,25) w tem peraturze 12°, odsączono od powstałego 
osadu, przesącz zobojętniono i wytrącono M y o H b 0 2 siarczanem amonu, 
utrzymując pH =  7,0 i t  =  0°. Osad m yohem oglobiny rozpuszczono 
w 50 ml wody i dodano mieszaninę fosforanów potasu (I- i II-rzędowegc)
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do uzyskania pH =  6,8 i stężenia jonu fosforanowego 3 M, po czym prze
sączono. Przesącz uwolniono od drobnej domieszki MyoHi dodając DTN 
i nieco roztworu katalazy. Roztwór zostawiono do krystalizacji w tem pe
raturze — 2°. Uzyskane w ten sposób kryształy  M y o H b 0 2 poddano re 
krystalizacji posługując się wyżej opisaną metodą.

a) MyoHb uzyskana przez dodanie DTN do roztworu M y o H b 0 2, po 
wytrząsaniu z NO daje produkt o wyraźnych  smugach 1-581 i 11-546 mg.

b) Myohemiglobina badana w podobny sposób w ytwarza związek 
o smugach przy 575 i 536 mg.

Omówienie wyników

W yniki badań nad położeniem w widzialnej części widma smug ab
sorpcyjnych charakterystycznych dla produktów  działania NO na połą
czenia hematynowe przedstawia załączone zestawienie.

Z danych dotyczących cech spektroskopowych poszczególnych pro
duktów działania NO na połączenia hem atynowe dają się wyprowadzić 
pewne ogólne wnioski:.

1) W olny hem i wolna hematyna nie wytwarzają z NO połączeń ce
chujących się charakterystycznym widmem. Prawdopodobnie pow sta
wanie tego typu produktów uw arunkow ane jest obecnością jakiegoś 
podstawnika skoordynowanego z żelazem hemu lub hematyny. Zaznacza 
się w tym wypadku znamienna różnica między zachowaniem się N O  i CO 
wobec hemu, z którym CO daje połączenie cechujące się charakterystycz
nym widmem.

2) NO daje połączenia z hemem lub hem atyną wówczas, jeżeli te  uk ła 
dy związane są koordynacyjnie z pewnymi podstawnikami. (Hb, Hi, 
MyoHb, MyoHi, hemo- i hemichromy globinowe i histydynowe, katala- 
za itd.).

3) W  odróżnieniu od połączeń z CO połączenia związków hematyno- 
wych z NO powstają niezależnie od stopnia utlenienia Fe.

4) Niektóre związki hematynowe, różniące się zdecydowanie swym 
widmem absorpcyjnym (hemiglobiną, ferricytochrom b , hemichrom hi- 
s tydynowy i globinowy)( dają z NO połączenia cechujące się widmem 
identycznym lub bardzo podobnym.

Od czasu ukazania się pracy H a u r o w i t z a  i W a e l s c h a  (14) 
przyjął się w nauce poparty licznymi dowodami pogląd, że w hemo- i he- 
miproteidach oraz w hemo- i hemichromach z żelazem związanym w por- 
firynie połączone są koordynacyjnie dodatkowe podstawniki- Przeprowa
dzono szereg badań dążących do w yjaśnienia  charakteru  tych  specjał-
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nych uk ładów  atomów w cząsteczce białka hemoproteidu, zwanych gru
pami hemafilnymi, które zostają skoordynowane wokół żelaza protopor- 
firyny. Podstawową metodą w tych badaniach było potencjometryczne, 
spektrometryczne i magnetochemiczne miareczkowanie komponenty biał
kowej hemoproteidu oraz całego hemoproteidu i jego pochodnych, 
np. H b 0 2. W  ten sposób można było oznaczyć pK grup, k tóre nie u jaw 
niają się w hemoproteidach będąc związane z żelazem hematynowym, 
pojawiają się natomiast w wolnej komponencie białkowej lub po w y
parciu tych grup z połączenia z żelazem przez jakiś now y podstawnik, 
np. t len  w H b 0 2. Oznaczone w ten sposób pK grup związanych koordy
nacyjnie można porównać z pK odpowiednich aminokwasów wchodzą
cych w  skład komponenty białkowej i na tej podstawie wnioskować
0 ich charakterze.

W ynik iem  tych badań był wniosek, że w hemoglobinie obiema gru
pami koordynacyjn ie  związanymi z żelazem są pierścienie imidazolowe 
histydyny, należącej do globiny (35). Podobny wniosek wysunięto 
w związku z badaniami nad cytochromem c (32), nowsze badania w ska
zują jednak, że w tym związku tylko jeden układ imidazolowy zostaje 
skoordynow any (24a). W  myohemoglobinie na podstawie kinetyki jej 
reakcji (25a, 22) przyjmuje się egzystencję tylko jednego koordynacyjnie 
połączonego pierścienia imidazolowego, natomiast odmienne od imida- 
zolu podstawniki upatrywane są w  peroksydazie (33, 34). Cytochrom b
1 katalaza nie mogły być badane dotychczasowymi metodami.

W yników  otrzymanych w ten sposób nie można uważać za całkowi
cie pewne, gdyż opierają się one na założeniu, że pK odpowiednich grup 
aminokwasów nie zmieniają się po wbudowaniu tych aminokwasów 
w  cząsteczkę białka, czego do tej pory  nie udowodniono. Należy więc 
stwierdzić, że o ile koordynacyjne wiązanie podstawników przez żelazo 
w budowane w porfirynę jest w tej chwili niemal pewnikiem, o tyle spra
w a rodzaju tych podstawników, czyli fragmentów cząsteczki białkowej 
hem oproteidu ulegających koordynacji, pozostaje stale otwarta. Np. w ąt
pliwości co do hipotezy podstawników imidazolowych w hemoglobinie 
podnoszą H a u r o w i t z  (13) i R o u g h t o n  (27).

Badania opisane w części doświadczalnej oraz podane w zestawieniu 
wyniki pozostają w zgodności z przypuszczeniem, że co najmniej jeden 
z podstaw ników koordynacyjnie związanych z Fe hemoglobiny jest re
p rezentow any przez układ imidazolowy. W nioskujemy o tym na tej pod
stawie, że spośród wielu badanych hemichromów tylko hemichrom hi- 
s tydynow y i pilokarpinowy daje z NO połączenie cechujące się widmem 
identycznym  z cechami spektroskopowymi połączenia hemiglobiny z NO. 
Co więcej, z faktu tego możemy wysnuć dalej idący wniosek, że widmo

http://rcin.org.pl



358 W . S Z C Z E P K O W S K I [16]

absorpcyjne połączenia hematynowego nie zależy od tego, czy skoordy
nowana grupa stanowi część wolnego aminokwasu, czy też aminokwasu 
wbudowanego w cząsteczkę białka.

Przyjmując hipotezę koordynacji dwóch grup imidazolowych z żela
zem w hemoglobinie, za którą przem awiają powyżej przytoczone fakty, 
należałoby spodziewać się, że widmo HbNO powinno być również iden
tyczne z widmem absorpcyjnym hemochromu histydynowego lub pilo- 
karpinowego poddanego działaniu NO. W  rzeczywistości widma te róż
nią się wyraźnie od siebie- Dla rozwiązania tej sprzeczności w ysuw am y 
hipotezę, w myśl której układ imidazolowy histydyny w cząsteczce glo- 
biny reprezentuje tylko jedną grupę hemafilną. Drugie ugrupow anie  
koordynacyjnie związane z żelazem protoporfiryny należy do jakiegoś 
odmiennego od histydyny układu, dotychczas nie zidentyfikowanego, 
k tóry  określamy jako grupę X.

W  myśl wysuniętej przez nas hipotezy, sposób reagow ania  hemo- 
i hemiglobiny z NO przedstawimy schematycznie następująco:

Ja k  z powyższego schematu wynika przyjmujemy, że w hemiglobinie 
t lenek azotu zajmuje miejsce koordynacyjne podstaw nika X, w y tw arza 
jąc połączenie, w którym  żelazo znajdujące się na  + 3  stopniu u tlen ie 
nia związane jest z układem  imidazolu i z NO. Połączenie to cechuje  się 
smugami absorpcyjnymi przy 568 mp i 532 mp, przesuwającym i się w od
powiednich warunkach w kierunku fioletu i zajm ujących położenia 
572 mp i 536 mp. Analogiczne połączenie powstaje  w toku reakcji hemi- 
chromu histydynowego z NO, a bardzo podobne połączenie z NO w y
twarza również hemichrom pilokarpinowy. N atom iast tlenek  azotu rea 
gując z hemoglobiną zajmuje miejsce koordynacyjne  układu imidazolo- 
wego wytwarzając połączenie hemu, którego żelazo na  + 2  stopniu 
utlenienia jest związane koordynacyjnie z podstaw nikiem  X oraz NO, 
cechujące się smugami absorpcyjnymi 576 i 542 mp. Oczywiście połączę-
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nie to musi być odmienne od produktu  reakcji hemochromu histydyno- 
wego lub pilokarpinowego z NO.

Jeżeli nasz pogląd na przypuszczalną strukturę powyżej omawianych 
połączeń jest słuszny,, to na jego podstawie można by wyciągać wnioski 
dotyczące podstawników związanych koordynacyjnie z żelazem w in
nych hemoproteidach. Z badań naszych wynika, że ferricytochrom b 
reaguje z NO dając produkt cechujący się widmem identycznym z w id
mem połączeń NO z hemiglobiną i hemichromem histydynowym. N a tej 
podstawie można twierdzić, że w cytochromie b jedną z grup hemafil- 
nych jest układ imidazolowy histydyny. Druga grupa hemafilna cy to 
chromu b nie jest prawdopodobnie układem imidazolowym, ale nie jest  
również identyczna z podstawnikiem X hemoglobiny. W niosek opieram y 
na podstawie charakteru widma połączenia ferrocytochromu b z NO, od
miennego od widma HbNO.

Z badań nad cytochromem c nie dadzą się na razie wyciągnąć żadne 
wnioski, ponieważ w związku tym występuje inna porfiryna, nie posia
dająca wolnych grup winylowych. Wiadomo z badań D r  a b  k i  n a  (9), 
że różnica w budowie porfiryny wpływa na położenie smug w  widmie.

Katalaza i peroksydaza w postaci połączenia z NO wykazują w łaści
we tylko sobie położenie smug absorpcyjnych. Na tej podstawie można 
przewidywać, że inne niż w hemoglobinie grupy skoordynow ane są 
z układem  hematynowym. Przewidywanie takie zgodne jest z badaniami 
przeprowadzonymi na innej drodze (33, 34).

Położenie smug absorpcyjnych w MyoHbNO jest w  porównaniu z po 
łożeniem smug HbNO przesunięte w kierunku czerwonej części widma, 
analogicznie do przesunięcia smug M yoHb0 2  w stosunku do smug Hb0 2 . 
Natomiast widmo MyoHiNO jest zbliżone do widma HiNO (a więc rów 
nież połączenia hemichromu histydynowego z NO) z tym jednak, że jed 
na ze smug posiada nieco odmienne położenie. Fakty te mogłyby być 
również wykorzystane dla poparcia koncepcji upatrującej w M yoHb 
tylko jedną grupę hemafilną w postaci układu imidazolowego (25a, 22)• 
W  przypadku myohemoglobiny sy tuacja  nie jest jednak  tak przejrzysta 
jak  w przypadku poprzednio om aw ianych hemoproteidów.

J a k  z powyższych rozważań wynika, badania widm połączeń NO ze 
związkami hematynowymi mogą służyć do określenia n iektórych grup 
hemafilnych. Dotychczas nie potrafim y jednak  posunąć się poza s tw ier
dzenie obecności lub nieobecności układu imidazolowego w koordynacji  
z Fe. Pewne wnioski dotyczące niektórych podstawników możemy w y 
ciągnąć na drodze pośredniej. Z badań nad hemochromem globinowym 
wynika, że podstawnik X nie jes t  w środowisku alkalicznym trw ały  
i że ulega stopniowo przemianom. Przemiany te  związane są z pow sta 
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waniem widma hemochromu globinowego, o którym  wiadomo z prac 
D r a b k i n a (8), że całkowicie zostaje wytworzony dopiero po upływie 
ok. 80 minut. Równolegle z powstawaniem  hemochromu zmienia się 
sposób reakcji z NO. Świeżo przygotowany roztwór hemochromu. w y 
kazuje po zadziałaniu NO widmo zbliżone do widma HbNO, w miarę 
upływu czasu widmo staje się coraz mniej charakterystyczne.

Należałoby jeszcze zastanowić się nad wykazaną w tej p racy  zdol
nością NO do wytwarzania połączeń ze związkami ferro- i fernhem aty- 
nowymi, szczególnie gdy uwzględnimy fakt, że CO zbliżony własnościa
mi do NO łączy się tylko z połączeniami ferroporfirynowymi. Tłum aczy
my ten fakt przypuszczeniem, że NO może dostarczyć do wytworzenia 
wiązania 1 elektron nieparzysty albo 2 lub 3 elektrony, podczas gdy 
CO może dostarczyć jedynie jedną parę  elektronów. W  ferriporfirynach 
atom Fe wymaga 5 elektronów dla uzyskania pełnej konfiguracji k ryp 
tonu, przy czym 2 e. dostarcza jeden z podstawników, natom iast 3 e. 
może dostarczyć jedna lub dwie cząsteczki NO, co jest niemożliwe, 
jeżeli zamiast NO zareaguje z żelazem CO. Powstawanie połączeń z NO 
da się więc uzasadnić w oparciu o teorię  e lektronow ą związków kom 
pleksowych. Stwierdzone przez nas powstawanie  dwóch połączeń Hi 
z NO (dośw. I), które nie mogąc znaleźć innego wytłumaczenie określi
liśmy jako Hi(NO)2 i Hi(NO), można uzasadnić w oparciu o teorię e lek
tronową:

Kończąc omawianie wyników badań nad związkami tlenkoazotowymi 
połączeń hematynowych wydaje mi się, że zasługuje na uwagę zary
sowująca się możliwość wykorzystania  pomiarów widm absorpcyjnych 
do wyjaśnienia charakteru grup skoordynow anych z układem  hematy- 
nowym. Ten sposób postępowania może stanowić nową metodę badań 
nad grupami hemafilnymi hemoproteidów.

Kierownictwu Instytutu Ekspertyz Sądowych w Krakowie dziękuję 
za umożliwienie dokonania oznaczeń na spektrofotometrze ,,Uvispec"- 

Specjalnie gorące słowa podziękowania składam prof. doktorowi 
B. S k a r ż y ń s k i e m u  za czas poświęcony na przedyskutowanie ze 
mną tej pracy i nadanie jej odpowiedniej formy.
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Streszczenie

Przedstawiono badania nad produktami działania tlenku azotu na 
szereg połączeń hematynowych. Na podstawie uzyskanych wyników 
stwierdzono:

1) NO wytwarza połączenia o charakterystycznym  dwusmugowym 
widmie zarówno z hemo-, jak  i hemiproteidami, oraz z hemo- i hemi- 
chromami, natomiast nie powoduje zmian w widmach roztworów wol
nego hemu i wolnej hematyny.

2) NO wytwarza połączenie o identycznych cechach widmowych 
z hemiglobiną, hemichromem histydynowym i globinowym oraz ferri- 
cytochromem b. Związek o bardzo podobnym widmie powstaje skutkiem 
działania NO na hemichrom pilokarpinowy. Identyczność widm pro
duktów działania NO na rozmaite połączenia prowadzi do wniosku, 
że w związkach tych są skoordynowane obok NO te same ugrupowania 
atomów.

3) Z wniosku pod punktem 2 wynika, że na charakter widma 
w zakresie widzialnym wpływają tylko grupy bezpośrednio skoordyno
wane z żelazem danego układu hematynowego, nie wpływają natomiast 
cechy białka, do którego należy grupa skoordynowana z żelazem.

4) Przedyskutowano możliwość zastosowania badań spektroskopo
wych dla wyjaśnienia rodzaju grupy hemafilnej w cząsteczce białka 
hemoproteidów, dochodząc przy tym do wniosku, że w hemoglobinie 
i w ferricytochromie b tylko jedna grupa hemafilna jest reprezentowana 
przez układ imidazolowy histydyny.

5) Oznaczono stałą równowagi dla reakcji cytochromu c z NO. 
Stwierdzono, że stała ta leży w rzędzie wielkości stałej równowagi 
dla reakcji myohemoglobiny z CO.
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B03^EH CTBM E OKMCM A 3 0 T A  HA TEMATMHOBblE COEAMHEHMH

P  e  3 io  m e

n p e flC T a B J ie H H e  jiccjieflOBaroiH npoflyKTOB B03,a;eM CTBiiH  o k m c m  a30Ta 
Ha paß coeflMHeHHÜ reTaMMHa. Ha ocHOBamiM nojiyHeHHbix pe3yjibTaT0B 
; i;o K a 3 a H o , h t o :

1) o 6 p a 3 y e T  coe^ M H eH M H , K O T opbiM  c o o T B e T C T B y e T  c n e K T p  c x a p a x r e p -  

HbiM H ,n;ByMH n o jio c a M M , K a x  c  reM O - T a x  u  c r e M M n p o T e n ^ a M M , a T a K x c e  

c reM O - m r eM w x p o H a M M , h o  o h  H e  B b i3 b iB a e T  n 3 M e H e H n f i  b  c n e K T p a x  p a -  

C T B op oB  cB o 6 o ,o ;H o ro  r e M a  u  C B o S o flH o r o  reM aT M H a.

2) o ö p a 3 y e T  c o e f ln H e H w a , K O T opbiM  c o o T B e T C T B y io T  T o x t,n ;e cT B eH H b ie  

C B o iicT B a  c n e K T p a , c  reM H rjioÖ M H O M , reM u x p o M O M  rncTM,zi;MHa m r j io S m r a ,  

a  T a K x r e  2 K e j ie 3 M -r p iT o x p o M  b. C o e ^ H H e H M e , K O T o p o M y  cooTBeTCTByeT 
o n e H b  n oxojK M M  c n e K T p , o 6 p a 3 y e T C H  BCJie^CTBM e ß eftcT B M H  N O  H a reM M - 

x p o M  n m iO K a p n M H a . Ha ocHOBaHM M  T O x c ^ e c T B a  c n e K T p o B  n p o ^ y K T O B  

B03^eM C TB H H  N O  H a p a 3 J IH H H b ie  COe^MHeHMH M bl 3aKJIK)HMJIH, HTO B 3THX  

coe^ M H eH M H x B M e c T e  c  N O  K O o p ą ;n H n p y K )T c h  Te-xce r p y n n b i  aTOMOB.
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3) M3 BbiBo^a N» 2 cjie^yeT, hto Ha xapaKTep cneKTpa b npe^ejiax bm-
ÆHMOCTM BJIHHIOT JIMHIb r p y n n b l ,  HenO CpeÆ CTBeH H O  K O O pflM H PipO BaH H bie

c 3Kejie30M qaHHoii CMCTeMbi reMaTMHa, ho He bjihhiot CBoftcTBa Gejma, 
k KOTopoMy othocmtch KOop^HHHpoBaHHaH c Hcejie30M rpynna.

4) OGcyni^ajiacb bosmojkhoctb npnMeHeHUH cneKTpocKonMHecKnx mc- 
cjie^OBaHMM æjih BbiHCHeHHH BM â reMac|)MJibHoii rpynnbi b HacTwqe SejiKa 
reMonpoTewflOB, npnneM 6biJi c^ejiaH Bbreofl, h to  b reMorjioÔHHe m b 5Ke- 
jie3M-ppiTonpoMe b ojsja.a Jinnib reMacjpmibHaH rpynna npe^CTaBJieHa
CHCTeMOii H M H ^ a 3 0 J I0 B 0 r 0  TMCTHflMHa.

5) Onpe^ejieHa GbiJia nocTOHHHaa paBHOBecHH ^jih peaKpwM qwTOxpo- 
Ma c c NO. y CTaHOBJieHO, hto 3Ta nocTOHHHaa Haxo^MTca b pn^y BejiHHMH 
nocTOHHHoii paBHOBecHH æjih peaKpMM MMOxeMorjioÔMHa c CO.

THE EFFECT OF NITROGEN OXIDE ON HEMATIN COMPOUNDS

S u m m a r y
Studies on the reaction products of n itrogen oxide on several hematin  

com pounds have been presented. The fo llow in g  conclusions have been  
made:
1. N O  forms w ith hemo and hem iprateins as w ell as w ith hemo and 

hem ichrom es com plexes, show ing characteristic tw o bands in the 
spectrum. This phenom enon is not observed w hen NO  acts on the  
solutions of free hem o and hematin.

2. NO  com plexes w ith hem oglobin, histidine hem ichrom e, globin he- 
michrom e and ferricytochrom e b p ossess identical spectra. The re
action product of NO w ith pilocarpine hemichrom e show s also a very  
sim ilar spectrum. The identity  of the spectra suggests the participa
tion of the sam e atom groupings.

3. It can be concluded from the above results, that groups directly coor
dinated with the iron atom of a g iven  hematin system  are responsible  
for the observed characteristics of the visib le part of the spectrum. 
Protein to w hich belongs the group coordinated w ith the iron show s 
no effect w hatever on the spectrum.

4- P ossibilities have been  discussed of applying spectroscopic investi
gations for eluciding the character of hem aphilic group in the protein  
m oiety  of hem oproteins. It has been  shown that on ly  one hem ophilic 
group in hem oglobin and ferricytochrom e b is represented by the  
im idazole grouping of histidine.

5. Equilibrium constrant for the reaction of cytochrom e c w ith NO has 
been estimated: the va lue being of the same order as the one charac
teristic for the reaction of m yohem oglobin w ith  CO.

Otrzymano 21.III.1955.
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