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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L .  I 1 9  5 4 N O F

D A W ID  S H U G A R

Ś W I A T Ł O C Z U Ł E  U T L E N I A N I E  NIEKTÓRYCH 3 - P O D S T A W I O N Y C H  
P O C H O D N Y C H  I N D O L U  W O B E C N O Ś C I  R IB O FL A W IN Y

O d d z ia ł  B io c h e m ii  F i z y c z n e j  D z ia łu  B io ch em ii  P a ń s tw .  Zakł.  H ig ien y .

Kier. D z ia łu :  P ro f  J. H eller .  Kier. O d d z ia łu :  D. S hugar.

F o t o u t l e n i a n i e  s z e r e g u  s u b s t a n c j i  t ak ich,  j ak :  a m i n o k w a s y ,  en z ym y,  w i 
t a m i n y ,  s t e ry d y  z a c h o d z ą c e  w świe t l e  w i d z i a l n y m  w obecnośc i  ucz u l a cz a ,  
by ło  z u w a g i  n a  b i o lo g i cz ną  i k l i n i cz ną  w a ż n o ś ć  tych reakcj i  p r z e d m i o t e m  
z n a c z n e g o  z a i n t e r e s o w a n i a .  J e d n a k  z a r ó w n o  iden ty f ika c j a  p r o d u k t ó w  tych 
reakcj i ,  j a k  i p o z n a n i e  ich m e c h a n i z m u  n a t r a f i a ł o  n a  s z e r e g  t ru dn o śc i .  W i ę k 
s z oś ć  d o ty c h c z a s o w y c h  b a d a ń  do tyc zy ła  g ł ó w n i e  j a ko śc i o we j  s t r o n y  z j a w i 
ska  ( S h u g a r ,  1951) .

Ro la  r ib o f l aw in y  j a k o  uc z u la c z a  t akich  reakc j i  t a k  in vit.ro, j a k  i in vivo  
j e s t  s zc z eg ó ln ie  in t e r e s u j ą c a  z a r ó w n o  z u w a g i  n a  sze rok ie  r o z p r z e s t r z e n i e 
nie  r ib o f l a w in y  w  p r zy ro d z i e ,  j a k  i z t e go  w z g lę d u ,  że wchod z i  o n a  w sk ła d  
g r u p y  p ro s te ty cz n e j  f l aw op ro te in .  W y s t a r c z y  p r zy toc zyć  tu  j a k o  p rz y k ła d ,  
że p o c z ą t k o w e  p r a c e  E u l e r a  i A d l e r a  (1934)  i T h e o r e 1 1 a 
(1935)  s t a ły  się p u n k t e m  w y jś c io w y m  dla  sz e r e g u  da l sz yc h  b a d a ń  n a d  rolą  
r i b o f l a w in y  w m e c h a n i z m i e  w id z e n ia  u r ó żn yc h  o r g a n i z m ó w  i w  leczen iu  
z a b u r z e ń  w z r o k o w y c h  (H  e i m  a n, 1942; p a t r z  r ó w n i eż  B 1 u m,  1941; 
H e y r o t h, 1941) .

W y d a j e  się,  że s z c z e g ó ln e  zn a c z e n i e  m a  fo tou t l en ien ie  p oc h od ny c h  in d o 
lu w ob ec  r i b o f l a w in y  j a k o  u c z u la cz a  ( 1) z u w a g i  n a  z a le ż n o ś ć  m ię d z y  ri- 
b o f l a w in ą  a m e t a b o l i z m e m  t r y p t o f a n u  ( H a r d i n g ,  D a g  1 e i s h 
i N e u b e r g e r ,  1953) ,  (2 ) ze w z g l ę d u  n a  rolę  k w a s u  in do lo o c to w eg o  
( IAA )  i n i e k tó ry ch  j e g o  a n a l o g ó w  ja k o  s u b s t a n c j i  w z r o s t o w y c h  d la  roś l in  
o r a z  (3 ) ,  że i s t n ie j ą  p e w n e  dane ,  w s k a z u j ą c e  n a  ud z i a ł  r ib o f l aw in y  w  z j a 
w is k u  fo to t r o p iz m u  (G a 1 s t o n 1950) w  d r o d z e  reakc j i  z k w a s e m  indo-  
looc tow ym ,  a k t y w o w a n e j  p rzez  św ia t ło .

P r a w d o p o d o b n i e  f o to u t l e n ia n ie  k w a s u  in do lo o c to w eg o  in vitro  w  o b ec 
nośc i  r óż n y c h  u c z u la c z y  (G  a 1 s t o n, 1950; S h u g a r ,  1951; F  e r- 
r i, 1951 a)  p r z e b i e g a  ró żn y m i  d r o g a m i  i j e s t  z w i ą z a n e  z p r z e n o s z e n i e m  
w o d o r u  n a  j a k i ś  ak c e p t o r  (G a 1 s t o n,  1950; B r a u n  e r, 1952) .

[3]
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4 D. SHUGAR

W  p r z y p a d k u  g d y  u c z u la c z e m  je s t  r ib o f l aw in a ,  k o n ie c z n a  j e s t  o b ec noś ć  t l e 
nu  (F  e r r i, 1951 b; G a 1 s t o n,  1950) ,  a r ib o f l a w in a ,  j a k  się w y 
daje ,  o d g r y w a  rolę  p r z e n o ś n i k a  w o d o r u  mię d zy  k w a s e m  i u d o lo oc to w ym  
a t l e n e m  (G a 1 s t o n, 1950) w g  n a s t ę p u j ą c e g o  o g ó l n e g o  m e c h a n i z m u :

Rbf  +  hv  -> Rbf*

IAA +  Rbf* p r o d u k t  u t l e n ie n ia  +  Rbf .Ho,

R b f . H 2 - f  V 2 0 2 -> Rbf  +  H 2 0 ,  

gdz i e  Rbf* o z n a c z a  r ib o f l aw in ę  a k t y w o w a n ą  św ia t ł e m .

O s t a t n i o  B r a u n e r (1952) d o s t a rc zy ł  do w o d ó w ,  że r ea kc ja  t a  jes t  
z w i ą z a n a  z d ek a r b o k s y la c ją  ł a ń c u c h a  bocz neg o ,  z a ś  D e n f f e r i F i 
s c h e r  (1952)  podal i ,  że pod d z i a ł a n i e m  pr o m ie n i  u l t r a f i o l e to w yc h  j ako  
p r od u k t  r eakcj i  p o w s ta je  3 - in d o lo k a rb o k s y a ld e h y d .  Z w y k łe  św i a t ł o  d z i enn e  
po w o d u je  p o w s t a n i e  in n e g o  r o d z a j u  p r o d u k t u  r o z p a d u ,  być m o ż e  o c h a r a k 
t e rze  ke to -k w a su .

W  cz as ie  b a d a ń  n ad  in a k t y w a c j ą  en z y m ó w ,  u c z u l o n ą  p r ze z  r ib of l awin ę  
(S  h u g  a r, 1951) ,  s t w i e r d z o n o  z n a c z n e  różn ice  w  i lościowej w y d a j n oś c i  
fo to u t l e n ia n ia  t r y p t o f a n u  i k w a s u  in do loo c t ow ego .  R o z p a t r z e n i e  mo ż l iwych  
p r zyc zyn  tych różn ic  o r a z  r o z w a ż e n i e  n iek tó ry ch  d a n y c h  j a k o śc i o w y c h  z a 
w ar t yc h  w p r ac y  G a 1 s t o n a (1949) zwr óc i ło  u w a g ę  n a  p e w n ą  r e 
g u l a r n o ś ć  w  w y d a jn o ś c i  u t l e n ie n ia  p o sz cz eg ó l ny c h  p o c h o d ny c h  indolu,  
p rzy  cz ym  w y d a j e  się,  że r e g u l a r n o ś ć  t a  j e s t  w y n ik ie m  r o d z a j u  p o d s t a w n i k a  
w pozycj i  3 p ie r śc ien ia  in do low eg o .  J a k o  j e d n o  z m o ż l i w y ch  t ł u m a c z e ń  r ó ż 
nic w w y d a jn o ś c i  fo to u t l e n i en ia  n a s u w a  się w p ł y w  po la rn o śc i  w  oparc iu  
o za łożen ie ,  że m ie j s c em  reakc j i  j e s t  g r u p a  N H  p i e r ś c i en ia  p i ro lowe go .

W y d a w a ł y  się ce lo w ym i  d a l s z e  b a d a n i a  n a d  rolą  p o d s t a w n i k a  w p i e r 
śc ien iu  ind o lo w ym ,  a w  s z cz eg ó ln o śc i  u s t a l e n ie  w y d a j n o ś c i  fo tou t l e n ie n i a
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ŚWIATŁOCZUŁE UTLENIANIE POCHODNYCH INDOLU 5

po sz cz eg ó l ny c h  cz ło n ó w  sz e r e g u  h o m o l o g i c z n e g o  po ch od n y c h  indo lu  z i n 
do le m i t r y p t o f a n e m  w łączn i e .

P r z y p u s z c z a n o ,  że s t o p n i o w o  r o s n ą c e  o d d a l e n ie  g r u p y  k a r b o k s y lo w e j  od 
r d z e n ia  ind o io we go ,  j a k  to m a  mi e j sc e  w  ko le jny ch  c z ło na ch  w y że j  p r z y t o 
cz o n e g o  sz e re gu ,  pozwoli  na  p e w n ą  in te r p re ta c ję  w p ł y w u  p o d s t a w n i k a .  Rów
n ież  in te r e su ją c e  w y d a w a ł o  się p r z e b a d a n i e ,  w  j a k i m  s to pn i u  r e a k c ja  z a c h o 
dzi p rz y  ki lku  r ó żn yc h  w a r t o ś c i a c h  p H  ś r o d o w is k a ,  ab y  us ta l i ć  w p ły w ,  jaki  
w y w ie r a  z m i a n a  po la rn ośc i  g r u p y  k a r b o ks y l ow e j ,  p o n ie w a ż  w ś r o d o w is k u  
k w a ś n y m  g r u p a  ta  z a c h o w u je  się j a ko  ak c ep to r  w od o ru ,  n a t o m i a s t  w  ś r o 
d ow is ku  w y s t a r c z a j ą c o  z a s a d o w y m  p r z e k s z ta ł c a  się o n a  w  a n i o n  C O O - 
i m a  w y r a ź n ą  t e nd e n c ję  do o d p y c h a n i a  e l ek t ro nó w .

Metodyka

J a k o  ź r ód ł o  św i a t ł a  s ł u ż y ła  l a m p a  r t ęc io w a  P h i l l i p s a  H P- 12 5 ,  z której  
u su n ię to  z e w n ę t r z n ą  os ł on ę  sz k la n ą .  Za  p o m o c ą  f i l t ru E a s t m a n a  7-37, 
a w  p ew n y c h  p r z y p a d k a c h  r ów ni eż  f i l t ru W  o o d a, i z o lo w an o  em is ję  
ene rg i i  w  za k r es ie  około 3650 A,  p o n ie w a ż  w  ty m  w ł a ś n i e  za k r e s i e  za chodz i  
a b s o r p c ja  ś w i a t ł a  w ył ą c z n i e  p rze z  r i bof l awinę .  P e w n e  d o ś w i a d c z e n i e  
w re sz c ie  p r z e p r o w a d z a n o  s to s u ją c  zwykłe ,  r o z p r o s z o n e  ś w i a t ł o  dz ienne.

U ży te  do d o św ia d c z e ń :  indol ,  t ry p to fan ,  k w a s  ind o looc towy,  in d o l o m as lo -  
wy  i k w a s  in d o l op r o p i o no w y by ły  p r o d u k t a m i  h a n d l o w y m i ,  k tó ry ch  cz ys tość  
s p r a w d z o n o  n a  p o d s ta w ie  t e m p e r a t u r y  to p n ie n ia  i w i d m a  a b s o r p c y j n e g o  
w św ie t l e  u l t r a f io le to w ym  ( W  a r  d, 1923) .  K w a s  in d o lo k a r b o k sy lo w y  
s p o r z ą d z o n o  d z i a ł a n ie m  b e z w o d n ik a  k w a s u  w ę g l o w e g o  n a  jod e k  indolo-  
m a g n e z o w y  (M a j  i m a  i S h i g e m a t s u ,  1924) ;  p r o d u k t  w y k a z y w a ł  
t e mp .  topn.  212— 213°.  R ib o f l a w in a  po cho dz i ł a  z f i rmy  H o f f m a n  —  La Ro- 
che,  p rzy  cz ym  jej w i d m o  a b s o rp c y jn e  
by ło  z g o d n e  z tym,  k tó re  poda l i  W  a r- 
b u r g  i C h r i s t i a n  (1938) .

W s zy s t k i e  n a ś w i e t l a n i a  p r z e p r o 
w a d z a n o  w ś r o d o w is k u  z a w i e r a j ą c y m  
M/60  bufor  fo s f o r an ow y o w ar to śc i  
p H  =  5,3, 7,2 i 8,7. R o z tw o ry  p r z y r z ą 
d z a n o  tak,  aby z a w ie r a ł y  50/ml p o 
chodne j  indolu  i 10/ml  r ibof l awiny.
K a ż d o r a z o w o  s p o r z ą d z a n o  św ie że  r o z 
t w o r y  r ibof l awiny .

Około  3,5 ml b a d a n e g o  r o z tw o r u  
u m ie s z c z a n o  w  k iuwec ie  B e c k m a n n a  
o g ru bo śc i  w a r s t w y  10 m m  i p o d d a 
w a n o  n aś w i e t l an iu .  W  czas ie  t r w a n i a

Rys. 1 —  Krzywa w zorc ow a  dla indolu  
przy z a s to s o w a n iu  m etody  o zn a c z a n ia  
kw asu  g l io k s a lo w e g o  w  modyfikacji  

B r i c ‘e a.
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6 D. SHUGAR

n a ś w i e t l a n i a  t r zy k r o tn ie  w  o d p o w ie d n i o  d ob r a n y c h  o d s t ę p a c h  cz as u  po b ie 
r a n o  0,5 ml  próbki  celem o z n a c z e n i a  ilości poc hodne j  in do l ow ej ,  k tó ra  nie 
u l e g ł a  z m i a n i e  pod  w p ł y w e m  n a ś w i e t l a n i a .  Re ak c je  z k a ż d ą  z poc hod ny ch  
p r z e p r o w a d z a n o  p r zy  3 ró żn yc h  w a r to ś c ia c h  pH ,  j a k  p o d a n o  wyże j .  S t ę ż e 
nie pochod ne j  indo lowej ,  k tó r a  nie u l e g ł a  r eakcj i ,  o z n a c z a n o  k o lo r y m e t r y c z 
nie,  r ó w n o c z e ś n ie  z se r i ą  p rób  k o n t r o ln yc h  o z m i e n n y c h  s t ęże n i ach ,  k tóre  
s łuż y ły  do u s ta l e n ia  k r zyw ej  wzor cow ej .  Ch o c ia ż  r i b o f l a w in a  m a  niewielki  
w p ły w  na  k o lo r y m e t r y c z n e  o z n a c z a n i e  indo iu ,  n i e m ni e j  j e d n a k  d o d a 
w a n o  j ą  do w sz ys tk ic h  p rób ko n t ro ln yc h .  W s z y s tk i e  o p e r a c je  p r z e p r o w a d z a 
no  w c iemni ,  u ż y w a j ą c  s ł a b e g o  c z e r w o n e g o  ś w ia t ł a .

T y p o w ą  k r z y w ą  w z o r c o w ą  dla  s a m e g o  indo lu  p r z e d s t a w i o n o  n a  rys.  1, 
p rzy  cz y m  do o z n a c z a n i a  uży to  zm o d y f i k o w a n e j  p rze z  B r  i c e‘a (1933-

Rys. 2 —  W idmo absorpcyjne barwy w ytw arzan ej  przez różne pochodne in d o lo w e  przy  
za s to so w a n iu  m etody  B r i c  e ‘a dla kw asu  g l io k sa lo w eg o :

(1) tryptofan, (2) kw as in d o lom as low y ,  (3) kw as indolopropionow y,  (4) in d o l) ,  (5) kw as  
indolokarbokisylowy, (6 ) kw as indo looctow y .

Krzywa 6 a) dot. o zn aczeń  kw asu  in d o lo o c to w e g o  przy z a s to s o w a n iu  od czyn n ik a  S a 1- 
k o w s k i e g o .  K ońcow e s tę ż e n ie  pochodnych  indolu w roztw orze  w y n o s i  11 y/ml.
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ŚWIATŁOCZUŁE UTLENIANIE POCHODNYCH INDOLU 7

34)  m e t o d y  o z n a c z a n i a  k w a s u  g l i ok s a l o w e g o .  W s z y s tk i e  inne  p o c ho d n e  
indo low e ,  z w y j ą t k i e m  k w a s u  i n d o lo k a r b o k s y lo w e g o ,  d a j ą  r ó w n i e ż  k r zy w e  
w z o r c o w e  o za l eż noś c i  w  p r zy b l i że n i u  l in iowej ;  j e d n a k  n a t ę ż e n i e  b a r w y  
j e s t  r ó ż n e  d la  ró żn yc h  po cho dny ch ,  j a k  to w i d a ć  z rys.  2. N a  t y m  s a m y m  
r y s u n k u  p r z e d s t a w i o n o  l inię a b s o r p c y j n ą  d la  b a r w y ,  j a k ą  o t r z y m a n o ,  o z n a 
c z a j ą c  k w a s  indo lo oc tow y o d c z y n n ik ie m  S a l k o w s k i e g o  ( T a n g  i B o n -  
n e r, 1947) ;  m e to d ę  tę s t o s o w a n o  też n a s t ę p n i e  p r zy  o z n a c z a n i u  u t l e n ie 
n ia  IAA. O z n a c z e n i e  k o l o r y m e t r y c z n e  w e  w s zy s tk ic h  p r z y p a d k a c h  p r o w a 
d z o n o  p r zy  d łu go śc i  fali 5400  A. W  k i lku  d o św i a d c z e n i a c h  ce lem j a k o ś c i o 
w e g o  s p r a w d z e n i a  n ie k tó rych  w y n i k ó w  z a s t o s o w a n o  m e to d ę  c h r o m a to g r a f i i  

b ibu łowe j .

Wyniki  i dyskusja

N a  rys.  3 p r z e d s t a w i o n o  w y d a j n o ś ć  u t l e n i a n i a  po sz cz eg ó ln y c h  b a d a n y c h  
p o c h od n yc h  indolowych.  ( O d n o ś n i e  k w a s u  in d o lo k a r b o k s y lo w e g o  p a t rz  
n i ż e j ) .  Z rys.  3 (d)  w yn i ka ,  że w y d a j n o ś ć  u t l e n ie n i a  s a m e g o  in d o l u  z m i e 
n ia  s ię ze z m i a n ą  w ar to śc i  pH ,  co n a j p r a w d o p o d o b n i e j  z w i ą z a n e  j e s t  z j e g o  
zd o l n o śc i ą  do tw o r z e n ia  pos tac i  t a u t o m e r y c z n e j  z a k t y w n ą  g r u p ą  m e t y l e 
n o w ą  w  po łoż en i u  3 p ie r śc ien ia  p i r o lo w eg o  (K a r r e r, 1950) .

W y d a j n o ś ć  u t l e n i e n i a  indo lu  j e s t  j e d n a k  z n a c z n ie  n iż sz a  aniże l i  i nnych  
p r z e b a d a n y c h  w tej p r ac y  poc hodnych .

Z p o r ó w n a n i a  w y k r e s ó w  n a  rys.  3 ( a)  i 3 (b)  w y n ik a ,  że w y d a j n o ś ć  
u t l e n i e n i a  IAA zm ie n i a  się w  za le żno śc i  od  m e t od y ,  jak ie j  uży t o  do o z n a c z a 
nia k w a s u  ind o looc towego .  J e s t  r zeczą  z n a n ą ,  że m e t o d a  B r  i c e ‘a (1933- 
34) o z n a c z a n i a  k w a s u  g l io k s a lo w e g o  j e s t  spe cyf i czna  dla p ie r śc ie n ia  indo-  
lowego .  N a t o m i a s t  m e t o d a  T a n g a  i B o n n e r a  (1947)  z a s t o s o 
w a n a  w d o św ia d cz en ia ch ,  k tó rych  wynik i  p r z e d s t a w i o n o  n a  rys.  3 ( b ) ,  w g  
s z e r e g u  a u t o r ó w  n ie  j e s t  specyf i czną  d la  u k ł a d u  indo lu  ( F  r i e b e r, 1922; 
H a p p o 1 d, 1950) —  i r ze czywiśc ie  w  p r z y p a d k u  innyc h  p o ch o d n y c h  in 
dolu,  b a d a n y c h  w tej pracy,  d a j e  b a r d z o  s ł a b e  lub n a w e t  w c a le  n ie  da j e  z a 
b a r w ie n ia .  Z a t e m  w y d a j e  się p r a w d o p o d o b n e ,  że a lbo  p ie r śc ień  i n do lo w y  j e s t  
a t a k o w a n y  w  więcej  niż  j e d n y m  miej scu,  a lbo  s a m  łań cu c h  b oc z n y  w po z y 
cji 3 b ie rze udz i a ł  w  reakcj i .  J e d n a k  ta  o s t a t n i a  m o ż l i w o ś ć  w y d a j e  się w ą t 
p l i wa  wobec  w y n ik ó w  p r z e d s t a w i o n y c h  p rze z  W e i l a  i w s p ó ł p r a c o w n i 
ków (19 51 ) ,  k tó re  w y k a z u j ą ,  że p rzy  użyc iu  b łęki tu  m e t y l e n o w e g o  j ako  
u cz u la cz a  ł a ń cu c h  boczny  w  pozycj i  3 po z o s ta j e  n ie n a r u s z o n y .

W y ł ą c z a j ą c  IAA, w y d a j n o ś ć  u t l e n ie n ia  r óż n y c h  p oc ho d ny c h  indo lu  r o ś 
nie  ze w z r o s t e m  w ar to śc i  pH ,  co j e s t  do p e w n e g o  s t o p n i a  a n a l o g i c z n e  dó 
w yn ikó w ,  k tó r e  o t r z y m a l i  W e i l  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  (1951)  n a  t rypto fa-
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nie p rzy  z a s t o s o w a n i u  b łęki tu  m e t y l e n o w e g o  j a k o  ucz u la cz a .  Ci s a m i  a u t o 
rzy p o d a j ą ,  iż o t r z y m a l i  id e n ty c z n ą  w y d a j n o ś ć  u t l e n i e n i a  d la  indo lu  i t ryp-  
to f an u  p r z y  w ar to śc i  p H  =  8,5 ( m ie r z o n e  n a  p o d s t a w i e  w y d z ie la n ia  się 
C 0 2 w  a p a r a c i e  W a r b u r g a ) ,  a wy n ik i  te o d b i e g a j ą  od dan yc h ,  j a k i e  uzy-

Rys. 3 —  W y d a jn o ść  fotoutlen ien ia  p o sz c z e g ó ln y c h  pochodnych  indolu w obec  r yb of law i
ny: (a)  k w a s  indo looctow y ,  (c) tryptofan, (d) indol, (e) kw as indo lopropionow y ,  (f) 
kw as in d o lom as łow y .  Krzywa (b) zm ierzon a ,  z m o d y f ik o w a n ą  w ed łu g  B r ice‘a m etodą  
o z n a c z a n ia  kwasui g l ik sa lo w e g o ,  p rzed s taw ia  s to p ie ń  fo toutlen ien ia  kw asu  in d o looctow e-  

go, o z n a c z o n e g o  przy z a s to s o w a n iu  odczynnilka Salkow sk iego .

sku je  się z p o r ó w n a n i a  rys.  3 ( a)  i 3 (d)  n in i e j sz e j  pracy.  J e d n a k  a u t o r z y  
ci z w r a c a j ą  u w a g ę ,  że r e a k c ja  b a r w n a  na  t r y p t o f a n  j e s t  u j e m n a  n a  d łu g o  
p r ze d t em ,  z a n i m  u s t a n i e  w y d z ie la n ie  się C 0 2 , t a k  że o g r a n ic z e n ie  p o m i a r u  
tylko do t e g o  o s ta tn ie g o  nie  j e s t  o d p o w i e d n i e  j a k o  w sk a ź n ik  z n i sz c ze n i a  
p ie r śc ien ia  indo lowego .

Racze j  z a s k a k u j ą c y  j e s t  o d w r o t n y  p r z e b i e g  za leżn ośc i  s t op n i a  u t l e n ie n ia  
I’AA od z m i a n y  w ar to śc i  p H  w  p o r ó w n a n i u  z in ny m i  b a d a n y m i  p o c h o d n y m i ,  
i to n ie za le ż n i e  od m e to d y  k o lo r y m e t r y c zn e j ,  j a k ą  z a s t o s o w a n o  do o z n a c z e n i a  
k w a s u  in d o lo oc to w eg o  w  czas ie  r eakc j i .  Z j a w i s k o  to t łu m a c z y  fakt ,  d l a c z e 
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go  u p r z e d n i o  z a o b s e r w o w a n o  t ak  z n a c z n e  różn ic e  w y d a j n o ś c i  u t l e n ie n ia  
IAA i t r y p t o f a n u  (S  h u g  a r, 1951) ,  j a k  ró w n i e ż  s t a j e  się j a sn e ,  że 
w  p r z e c i w i e ń s t w i e  do innyc h  p oc h o dn y c h  k w a s  ind o lo oc tow y b ie rze  udz i a ł  
w  rea kc j i  g ł ó w n i e  j a k o  d r o b in a  n ie z d y s o c jo w a n a .  Z t e go  p u n k t u  w id ze n ia  
i n t e r e s u j ą c a  j e s t  o b s e r w a c j a  v a n  S a n t e n a  (19 35) ,  w g  której  k r z y 
w a  w z r o s t u  A vena coleoptile za l e ży  od k r zyw ej  dys oc jac j i  k w a s u  indolo-  
oc t o w e g o ,  p r zy  c z y m  n a j s z y b s z y  w z r o s t  za cho dz i  w  p r z y p a d k u  d r ob i n  nie- 
z d y s o c jo w a n y c h .

Z t e go ,  co wyże j  p o d an o ,  w y n i ka ,  że choc iaż  ro dza j  p o d s t a w n i k a  w p o 
zycji  3 p ie r śc ie n ia  i n d o lo w e g o  o d g r y w a  w  p r ze b ie g u  reakcj i  w a ż n ą  rolę (co 
w id a ć  p oz a  ty m  z p o r ó w n a n i a  w y d a j n o ś c i  u t l e n ie n ia  t r y p t o f a n u  i k w a s u  
i n d o l o p r o p i o n o w e g o ) , to j e d n a k  w y s u n i ę t a  u p r z e d n io  s u g e s t i a  o w p ły w ie  
po la rn o śc i  n i e  n a d a j e  s ię do w y j a ś n i e n i a  z j a w i s k a  od ręb noś c i  w  p r z y p a d k u  
k w a s u  indo l ooc tow ego .

M o ż n a  było się spo dz ie w a ć ,  że wyn ik i  p r ze b ie g u  reakcj i  z k w a s e m  indo-  
lo k a r b o k s y l o w y m  m o g ą  się s t ać  p o m o c n e  w  in t e r p re tac j i  t e g o  z j aw iska .  
W b r e w  o c z e k i w a n i o m  j e d n a k  p o c h o d n a  t a  w y k a z u j e  b a r d z o  m a ł ą  a k t y w n o ś ć  
n a w e t  p r z y  b a r d z o  d ł ug i ch  ok r e sa c h  n a ś w i e t l a n i a  i n i e za le ż n ie  od z a s t o s o 
w a n e g o  p H  ś r o d o w is k a .  W  p ew n y c h  p r z y p a d k a c h  z a n o t o w a n o  n a w e t  n ie w i e l 
kie z w ię k s z e n ie  się p o zo r n e g o  s t ę że n ia  w  w y n i k u  n a ś w i e t l a n i a ,  co j e s t  do 
p e w n e g o  s t o p n i a  a n a l o g i c z n e  do w yn ik ó w ,  k tó re  o t r z y m a l i  A l l s o p p  
i W i l s o n  (1951)  p rzy  n a ś w i e t l a n i u  w o d n y c h  r o z t w o r ó w  indo lu  p r o 
m ie n i a m i  X  i y.

C e le m  s p r a w d z e n i a  o b s e r w o w a n e g o  b r a k u  a k t yw no ś c i  k w a s u  indolo-  
k a r b o k s y l o w e g o  b a d a n o  p róbki  n a ś w i e t l a n y c h  r o z t w o r ó w  w d r o d z e  c h r o m a 
tograf i i  b ibu łow ej ,  u ż y w a j ą c  ró żny ch  ro z p u sz c z a ln i k ó w .  N a jb a r d z i e j  p r z y 
d a t n y m i  o k a z a ł y  się m i e s z a n i n y  m e t a n o l - b u t a n o l - b e n z e n - w o d a  (4:2:2:2)  
o r a z  m e ty lo e ty lo k e to n - p i r y d y n a - w o d a  (70 :5 :15 ) .  K w a s  i n do lo o c to w y  i t ryp-  
to fan  p r z e b a d a n o  w  t en  s a m  sposób .  P l a m y  w y w o ł y w a n o  p - d w u m e ty l o b e n -  
z o a l d e h y d e m  lub ch l o rk ie m że la z o w y m .  W  tej d r od ze  o t r z y m a n o  zu pe łn i e  
do br e  wy nik i  co do z m n i e j s z a n i a  się s t ę ż e n ia  IAA i t r y p t o f a n u  w  czas ie  n a 
św ie t l a n ia ,  n a t o m i a s t  p l a m a  k w a s u  in d o lo k a r b o k s y lo w e g o  p o z o s t a ł a  n i e 
z m ie n i o n a  n a w e t  po b a r d z o  d ł u g i m  n a ś w i e t l a n i u .  Ani  IAA, an i  t r y p t o f an  
nie d a w a ł y  p r o d u k t ó w  r o zk ła du ,  k tó re  m o ż n a  by w y k ry ć  p rz y  u życ iu  wyże j  
w s p o m n i a n y c h  w y w o ł y w a c z y  p lam.  F  e r r i (1951 c) su g e ru je ,  że pod 
w p ły w e m  n a ś w i e t l a n i a  p r o m ie n ia m i  n a d f io ł k o w y m i  wobec  s i a r c z a n u  ch i 
n in y  j a k o  u cz u la cz a ;  j e d n y m  z p r o d u k t ó w  r o z k ła d u  m oż e  być ska tol .  G d y b y  
t ak  było,  w ó w c z a s  obec no ść  sk a t o lu  d a ł a b y  się ł a tw o  s tw ie rd z ić  za  po mo cą  
ch lo rku  że la zo w eg o .  Ocz yw iś c i e  j e s t  r ze czą  mo ż l iw ą ,  że m e c h a n i z m  reakcj i  
z a c h o d z ą c e j  pod w p ł y w e m  p r om ie n i  n a d f io ł k o w y c h  m o ż e  być inny ,  niż  to 
ima mie j sce  w  n a s z y m  p rz y p a d k u .  J a k  ju ż  w s p o m n i a n o  wyże j ,  D e n f f e r
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i F i s c h e r  (1952)  zna leźl i ,  że  r ea k c j a  z a c h o d z ą c a  w  św ie t l e  w i d z i a l 
n y m  d o s ta r c z a  innych  p r o d u k t ó w  aniżel i  r e a k c ja  p r z e b i e g a j ą c a  w  n a d f i o 
lecie. P o n i e w a ż  i lościowa  w y d a j n o ś ć  r eakcj i  p r a k ty c z n ie  n ie  z a le ży  od d ł u 
gośc i  fali u ż y t eg o  ś w i a t ł a  (S h u g  a r, 1951) ,  w y d a j e  się za te m ,  że b io 
rą tu  ud z i a ł  r eakc je  w tó rn e ,  z w i ą z a n e  z p r o d u k t a m i  ro z p a d u .

F  e r r i (1951 c) p o d a j e  równ ież ,  że  ska to l  m o ż e  być p r o d u k t e m  d e 
g r a d a c j i  ł a ń c u c h a  b oc z n eg o  w  d r ob i n ie  IAA. G d y b y  t a k  było  r zeczywiśc ie ,  
nie  n a l e ż a ło b y  oczek iwa ć  s t a ł e g o  w z r o s t u  p o z o r n e g o  s t ę że n i a  IAA,  j a k  to 
m a  mie j sc e  p rzy  o z n a c z a n i u  m e t o d ą  s t o s o w a n ą  dla  k w a s u  g l io k s a lo w e g o  
( r y s . 3 a ) ,  k tó ra  j e s t  specyf i czna  d la  p ie r ś c i en ia  ind o l ow e go .  T en  s a m  a r g u 
m e n t  odnos i  się też do w y ni k ów ,  j a k ie  o t r z y m a l i  B r a u n e r (1952)  
i D e n f f e r  i F i s c h e r  ( 19 52) ,  o k tó rych  w s p o m i n a n o  ju ż  wyżej .  
D an e ,  j ak ie  o t r z ym al i  W e i l  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  (1951)  d la  t r yp to f an u ,  
k tó re  o m ó w io n o  ju ż  p op rze dn io ,  s ą  z g o d n e  z tw ie r d z e n ia m i ,  że g ł ó w n y  
b ie g  reakcj i  zachodz i  p rzy  u d z i a l e  p i e r ś c i en ia  indo lo we go .

M o g ł y b y  się n a s u n ą ć  p e w n e  w ą tp l iw o ś c i  co do rozb ie żno śc i  w w y n i 
k a c h  z p o p r z e d n ią  p r ac ą ,  w  k tó rej  w y k a z a n o ,  że uczu lone j  ś w i a t ł e m  inak-  
tyw ac j i  e n z y m ó w  t o w a r z y s z y  z n i sz c ze n ie  t r y p to f a n u ,  w y s t ę p u j ą c e g o  j a ko  
s k ł a d o w e  d r o b in y  e n z y m u  (S h u g  a r 1951, 1952) .  Wy ni k i  tej p racy  
zo s ta ł y  p rzez  M c .  L a r e n a  i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (1953)  u ży t e  do  p o 
r ó w n a n i a  z w p ł y w e m  pro mie n i  n a d f io ł k ow yc h  n a  in a k t y w a c j ę  e n z ym ów .  
N a l e ży  zwrócić  u w a g ę ,  że t ak ie  p o r ó w n a n i e  nie j e s t  d o p u sz c z a ln e ,  po n ie 
w a ż  p i e rw o tn a  rea k c j a  w  obu p r z y p a d k a c h  j e s t  zu p e łn ie  ró żn a ,  j a k  to  w y 
nika  z p o r ó w n a n i a  w y d a jn o ś c i  i lo ściowej obu  tych p r o ce só w  (S  h u g  a r, 
1951).  J e s t  r zeczą  zu p e łn ie  m o ż l i w ą ,  że n a ś w i e t l a n i e  b ia ł ek  j e s t  z w i ą z a n e  
z j a k i m ś  z j a w is k i e m  u cz u la n ia ,  d o d a t k o w y m  w  s t o s u n k u  do  ina k t yw ac j i  
w yn ik a j ąc e j  z be z po ś r edn ie j  ab so rpc j i  ś w ia t ł a .  Fak t ,  że w  czas ie  n a ś w i e t l a 
n ia  p r o m ie n ia m i  u l t r a f i o l ko w ym i  z a ch od z i  u t l e n ia n ie  p i e r ś c i en ia  a r o m a 
tyc zne go ,  p r z e m a w i a  na  ko rz y ść  tej  h ipo tezy .  N a l e ż a ł o b y  j e d n a k  w y k a z a ć ,  
czy  j e s t  to z j aw is ko  p ie rwo tne ,  czy też j e s t  ono  w y n ik ie m  reakcj i  w t ó rn yc h ,  
z w ią z a n y c h  z p r o d u k ta m i  r o z p a d u ,  p o w s t a j ą c y m i  w czas ie  r eakc j i  p i e r 
wotnej .
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C B E T O n Y B C T B M T E J I b H O E  OKM CJIEH M E H E K O T O P B I X  3 -3 A M E L U ,E H H b I X  
M H ß O J IA  B  I I P M C y T C T B M M  PMEO<L>JIOBMHbI

P  e 3  io m  e

B b l A O  n p O B e A e H O  H C C A e A O B a H H e ,  C e H e H Ö H A H 3 H p 0 B a H H 0 r 0  p H Ö O ( { ) A a B H H O M  ( f ) 0 -  

T O O K H C A eH H H  B H ß e H T H M H b l X  yC A O B H H X  p H ß a  3 - 3 a M e L Q , e H H b I X  H H £ O A a  H C aM O T O  

HH£OAa, a  H M e H H O : H H £ O A H A H p o n H O H O B O H  K - T b l ,  HHÄOAHAMaCABHOH K - T b l ,  T p H n -  

T O ( j ) a H a ,  H H ß O A H A y K C y C H O H  K - T b l  H H H ß O A H A K a p Ö O K C H A O B O H  K - T b l .

Bbixo# peai^HH 3aBHCHT b  öoAbuiOH C T e n e H H  o t  xapaKTepa ö o k o b o h  ^ n n  
b  ^o3H^HH 3. CpaBHeHHe BbixoflOB peai^HH npn p H  3,3; 7,2 h  8,7 noKa3aHO,
HTO CaMOH peaKjiHOHHOCnOCOÖHOH HBAHeTCH HeAHCCOIJHHpOBaHHaH MOAeKyAa 
KH^OAHAyKCyCHOH K-Tbl. J\ah Ä p J T H X  n p 0 H 3 B 0 A H b I X  HHßOAa fleAa OÖCTOHT CO- 
BceM HaoöopoT. HHAOAHAKapöoKCHAOBan K-Ta He pearHpyeT BOBce b  TaKoft c h -  

CTeMe. / laHo KopoTKoe oöcyHifleHHe noAyneHHbix pe3yAbTaT0B.
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12 D. SHUGAR

T H E  R IB O F L A V IN  P H O T O -S E N S I T IZ E D  O X ID A T IO N  O F SO M E  3 -S U B S T I T U T E D
IN D O L E  D E R IV A T IV E S

S u m m  a r y

A s t u d y  h a s  been  m a d e  of the  r ibo f l av i n  se ns i t i z ed  ph o to -o x id a t io n  of 
a n u m b e r  of 3 - su bs t i t u t e d  indo le  d e r i va t iv es ,  i n c lu d in g  indole ,  i ndo lep rop io -  
nic acid,  indo l eb u ty r i c  acid,  t r y p t o p h a n e ,  indo leace t i c  acid a n d  indo l ec a rb o-  
xylic acid,  all u n d e r  ident i cal  cond i t io ns .  T he  n a t u r e  of the  s ide -ch a i n  in the  
3 - po s i t ion  h a s  a n  ap pr e c ia b le  inf luence  on the  r e l a t ive  r e a c t io n  ra t e .  A c o m 
p a r i s o n  of r a t e s  a t  p H  v a l u e s  of 5.3, 7.2 a n d  8.7 sh o w ed  tha t ,  w h i l e  the  
u nd i s s o c ia t e d  indo leace t i c  ac id  mo le cu le  r ea c t s  p r e fe ren t i a l ly ,  t he  r ev e r s e  
ho ld s  for the  o th e r  de r iva t iv es .  I n d o le c a r bo x y l i c  acid does  no t  a p p e a r  to 
r ea c t  a t  all in th i s  sys t em.  Th e  r e s u l t s  a r e  br ief ly  d i scussed .
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W Ł O D Z IM IE R Z  O ST R O W SK I,  B O L E S L A W  SK A R ŻY Ń SK I I Z D Z ISŁ A W  ŻAK

WIT A Al IN B 12 WE FRAKCJACH BIAŁKOWYCH S U R O W IC Y  KRWI  
LUDZKIEJ

Z Z ak ładu  C h em ii  F iz jo lo g ic zn e j  A. Al. K r a k ó w  

K iero w n ik :  j iro j . d r  B. S k a r ż y ń s k i

H i p o t e z a  o s z cz eg ó l n i e  a k t y w n e j  pos tac i  w i t a m i n u  B i 2 , ob d a r z o n e j  s w o i 
s t y m i  b io lo g i cz ny m i  w ł a s n o ś c i a m i ,  różne j  od cz y s t e g o  k r y s t a l i c z n e g o  z w i ą z 
ku  o t r z y m a n e g o  z w ą t r ó b  lub z h od ow l i  ple śn i ,  u z y s k u je  w  l a t a c h  o s t a t n i c h  
co r a z  s z e r s z ą  p o d b u d o w ę  d o ś w i a d c z a l n ą .  P u n k t e m  w y jśc ia  d la  tej  h i p o 
t e zy  był  n ie  u l e g a j ą c y  w ą t p l iw o śc i  fakt,  że w c h ł a n i a n i e  w i t a m i n u  B i 2  i j e g o  
w y k o r z y s t a n i e  p rze z  us t ró j  zw ie rzę cy  u w a r u n k o w a n e  j e s t  ł ą c z e n ie m  się 
z t zw.  c z y n n ik ie m  w e w n ą t r z p o c h o d n y m  C a s t 1 e ‘a. W ie lo k ro tn ie  p o 
t w i e r d z o n e  o b s e r w a c j e  w s k a z u j ą  na  to, że czy s ty  w i t a m i n  B i 2  w  wielu  
p r z y p a d k a c h  d z i a ł a  in vitro  o d m ie n n ie  od w y c i ą g ó w  z tk a n e k  z a w i e r a j ą c y c h  
t en  w i t a m in .  O ko l i cznośc i  te m u s z ą  n a s u w a ć  p rz yp u sz cz en ie ,  że b i o lo g i c z 
nie c z y n n a  w  u s t r o j u  z w ie r zę c y m  p os ta ć  w i t a m i n u  B 12 j e s t  j e g o  p o ł ą c z e 
n ie m  z b i a łk am i .

W y c h o d z ą c  z tych z a ło ż eń  pod ję to  ju ż  w  ki lku p r a c o w n i a c h  dos yć  r o z 
l eg łe  b a d a n i a  n a d  zdo ln ośc ią  ł ą cz en i a  się w i t a m i n u  B i2  z b i a łka m i .  B i r d  
i H o e v e t  ( 1) b ad a l i  zd o l n o ść  w i ą z a n i a  w i t a m i n u  B i 2 p rze z  w y o s o b 
n io n y  w e w n ą t r z p o c h o d n y  czy n n i k  C a s t 1 e ‘a i p rze z  l izozym s t w i e r d z a j ą c ,  
że t r w a ł e  p o łą c z e n ia  z w i t a m i n e m  B 12 d a j e  cz y nn ik  w e w n ą t r z p o c h o d 
ny,  n a t o m i a s t  m i e s z a n i n a  l i zo zym u z k o b a l a m i n ą  d a j e  się rozdz ie l i ć  za  p o 
m oc ą  dia l i zy.  R o l a n d ,  M i  l i m a n  i G i f f e e  (2) ba da l i  z d o l 
ność  w i ą z a n i a  czyste j  k o b a l a m i n y  p rze z  b ia łka  w y o s o b n io n e  z d w u n a s t n i c y ,  
żo ł ą d k a  ś w i ń s k i e g o  o r az  osocza .  S tw ie r dz i l i  oni  p rz y  tym,  że f r ak c ja  b ia łka  
d w u n a s t n i c y ,  ce c h u j ą c a  się p u n k t e m  izo e l e k t ry cz n y m  przy  p H  4,6, w i ą ż e  
z na c z n ie  więcej  w i t a m i n u  B 12 n i ż  b ia łka  ż o ł ą d k a  i b i a łk a  osocza .  R ó w n ie ż  
G l a s s  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  (3) s tw ie rdz i l i  p o w i n o w a c t w o  w i t a m i n u  B i 2  

do  j ed ne j  z f rakcj i  m u k o p r o t e i d ó w  soku  ż o ł ą d k o w e g o  lud z k i eg o  i z w i e r z ę c e 
go. O pe w n e j  wy b ió rczośc i  w i ą z a n i a  w i t a m i n u  B i 2  p rzez  ró żn e  sk ła dn ik i  k o 
mórki  ś w i a d c z ą  wynik i  b a d a ń  S w e n d s e i d a  i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w

[ 13]
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14 W. OSTROWSKI, B. SKARŻYŃSKI I Z. ZAK

( 4 ) ,  k tó rzy  s twie rdz i l i ,  że w  k o m ó r k a c h  w ą t r o b y  m y s z y  w i t a m i n  B 12 z n a j 
d u j e  się ty lko  w  m i t o ch o n d r ia c h ;  b r ak  go  n a t o m i a s t  w  b e z po s t a c i ow e j  części  
c y t o p l a z m y  i j ą d ra c h .  R o s s ' i  w s p ó ł p r a c o w n i c y  (5, 6 ) o z n a c z a l i  z a w a r 
tość  k o b a l a m i n y  lub jej  a n a l o g o n ó w  w su r o w ic y  k rwi  ludzk iej  d o ch o d z ąc  
do w n io sk u ,  że w ięk sz ość  w i t a m i n u  B 12 w  su r o w ic y  w y s t ę p u j e  w  pos tac i  
z w i ą z a n e j  z b ia łk iem,  nie p r ó b u ją c  j e d n a k  udzie l i ć  od po w ie dz i  n a  py ta n ie ,  
czy k o b a l a m i n a  j e s t  z w i ą z a n a  r ó w n o m i e r n i e  ze w sz y s tk im i  b ia łk a m i  s u r o 
wicy,  czy też ty lko  z p e w n y m i  f r a k c j a m i  bia łek.  Ze w z g l ę d u  n a  don ios ło ść  
t e g o  p r o b le m u  w  łącznośc i  ze s p r a w ą  b io log iczn ie  a k t y w n y c h  p o łą c z e ń  wi- 
w i t a m i n u  B i 2  z b i a łka m i ,  p o s t a w i l i ś m y  sob ie  za z a d a n i e  w y j a ś n i e n i e  t e g o  
z a g a d n i e n i a .

C e le m  n a s z y c h  b a d a ń  było u s ta l e n ie  z a w a r t o ś c i  w i t a m i n u  B 12 w  p o 
s z cz eg ó ln yc h  f ra kc j ac h  su r o w ic y  k r wi  ludzk ie j  o r az  o z n a c z e n i e  s t o s u n k u  
w i t a m i n u  w o ln e g o  do w i t a m i n u  u o so b n ik ó w  zdro wy ch .

Metodyka

B i a łk a  s u r ow ic y  k rwi  ro z d z ie la n o  za  po m o c ą  e l ek t ro f o rezy  b ib u łowej  na  
s z e r o k im  p a s k u  bibuły.  P o  odc ięc iu  w ą s k i e g o  s k r a w k a  i w y b a r w i e n i u  o d 
p o w i e d n i m  b a r w n i k i e m  u s t a l o n o  po ło żen ie  f rakcj i  b i a łk ow yc h  n a  bibule,  
a n a s t ę p n i e  o d c i n a n o  p o p r ze cz n e  sk r aw k i  z po sz c z e g ó ln y m i  f r a kc ja m i  i w y 
p ł u k i w a n o  bia łko.  S tę ż en ie  w i t a m i n u  B i2  w  rozdz ie lony ch  f ra k c j a ch  o z n a 
c z a n o  mik ro b io lo g icz n ie  p r zy  użyc iu  sz cze pu  g lo n u  Euglena gracilis.

Przebieg  doświa dc ze ń

R o z d z i a ł  e l e k t r o f o r e t y c z n y .  E le k t r o f o r e ty c z n e  r o z 
d z ie l a n i e  p r z e p r o w a d z a n o  za po m oc ą  a p a r a t u r y  op i sa ne j  p rze z  O s t r o w 
s k i e g o  i M i k u c k i e g o  (7 ) ,  a z m o d y f i k o w a n e j  w  t en  sposób ,  że 
z a m i a s t  e l ekt rod  w ęg lo w y c h  z a s t o s o w a n o  e l ek t ro dy  p la ty n o w e ,  p rzy  czym 
n a c z y n i a  z e l ek t r o da m i  z o s ta ł y  po łą cz o n e  z w a n n a m i  z a w i e r a j ą c y m i  bufo r  za 
p o m o c ą  k luczy  a g a r o w y c h  z 1,5 M  r o z t w o r e m  KC1. P o s t ę p o w a n i e  t ak ie  z a 
bez p iecza  p rzed  w p ł y w e m  p r o d u k t ó w  e lek t ro l i zy  n a  ro zd z ia ł  e l e k t ro fo re ty cz 
ny  o r a z  z a p o b ie g a  z a n ie cz ys zc ze n i u  bufo ru  w ę g le m .  P a s e k  b ib u ł y  W h a t m a -  
na  n r  4 o r o z m i a r a c h  10 X  35 cm u m i e s z c z a n o  w  k o m o r z e  w i l g o tn e j  i w y 
s y c a n o  r o z t w o r e m  buforu w e r o n a l o w e g o  o p H  =  8 ,6 , u 0,05.  N a  ś rodku  
p a s k a  za p o m oc ą  o dp o w ie dn ie j  d ł u g o śc i  płytki  sz k la n e j  u m i e s z c z a n o  
0,2 ml  su r ow ic y  i w ł ą c z a n o  p r ąd .  C z a s  r o z d z i a ł u  w y no s i ł  ok. 15 god z i n ,  n a 
pięcie 175 V, n a t ę ż e n ie  p r ą d u  4— 5 m A  w  t e m p e r a t u r z e  21°.  N a s t ę p n i e  p a 
sek b ibu ły  s u s z o n o  n a  p ow ie t r z u  o r az  s p r y s k i w a n o  1/15 M  r o z tw o r e m  
K H 2 P 0 4 w  celu z o bo ję tn ie n i a  z a s a d o w e g o  bufo ru  w e r o n a l o w e g o .  P o  p o 
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w t ó r n y m  w y s u s z e n i u  n a  p ow ie t r z u  w z d ł u ż  całe j  d łu g oś c i  p a s k a  o d c i n a n o  
s k r a w e k  sz e ro koś c i  1 cm i b a r w i o n o  w celu w y k a z a n i a  po ło ż en ia  f rakcj i  
b i a łkowych .  P o  u s t a l e n i u  ro z m i e sz c z e n ia  f rakcj i  n a  sz e r ok im  p a s k u  b ibuły  
o d c i n a n o  p o p r z e c z n e  sk raw ki ,  o d p o w i a d a j ą c e  p o s z c z e g ó ln y m  f ra kc jom.

W y p ł u k i w a n i e  b i a ł k a  z b i b u ł y  i u w a l n i a n i e  
w i t a m i n  u B i 2 . S k r a w k i  b ibu ły  z o d p o w i a d a j ą c y m i  im f ra kc ja m i  b i a 
łek c i ęto n a  d r o b n e  k a w a łk i  i z b i e r a n o  do p robówek .  P o  d o d a n i u  4 ml  w o d y  
de s ty lo w an e j  w y t r z ą s a n o  w t e m p e r a t u r z e  poko jowej  w  c i ą g u  2 —  4 g o dz i n .  
W a r u n k i  u w a l n i a n i a  w i t a m i n u  B 12 z p o łą cz en ia  z b ia łk ie m  nie  by ły  d o t y c h 
czas  u s t a l o n e  i l iczni  a u t o ro w ie  s to so wa l i  ró żne  za b i e g i  p o c z ą w s z y  od z w y 
k łe go  o g r z e w a n i a  (5) popr ze z  o g r z e w a n i e  w  a u t o k l a w i e  w  w yżs ze j  t e m 
p e r a t u r z e  (2) do  e n z y m a ty c z n e j  hy d ro l i z y  w łą c z n i e  (8 ).  D l a t e g o  też p rzed  
r oz poc zęc ie m z a s a d n i c z y c h  o z n a c z e ń  p r z e b a d a n o  około 40 s u r o w ic  o s o b n i 
ków z d r o w y c h  i u s t a l o n o  w a r u n k i ,  w  k tó ry ch  bez w ięk sz yc h  z m i a h  a k t y w 
ności  w i t a m i n u  zo s ta j e  o s i ą g n ię te  ca łk o w i t e  uw o ln ie n ie  w i t a m i n u  B 12 od 
p o ł ą cz en ia  z b ia łk iem.  Rys.  1 p r z e d s t a w i a  k r z y w ą ,  gd z i e  n a  osi  odcięte j  j e s t  
z a z n a c z o n y  c z as  o g r z e w a n i a  w  a u t o k l a w i e  w  t emp.  110°, n a  osi r z ę d n y c h  log  
z p r o c e n tu  u w o l n i o n e g o  w i t a m i n u  B i 2 . J a k  w y n ik a  z w y kr e su ,  m a k s y m a l n a  
i lość u w o l n i o n e g o  w i t a m i n u  B i 2  p r z y p a d a  n a  cz as  60 min.  p r zy  p H  =  7,0, 
a po  90 min .  w y s t ę p u j e  już  w y r a ź n a  i n a k ty w a c ja ,  s i ę g a j ą c a  ok. 6 0 %  p i e r 
wo tne j  ak t y w n o ś c i .  S to s o w n ie  do po w y żs z y ch  w y n ik ó w  próbk i  z w y p ł u k a 
ny mi  f r a kc ja m i  by ły  p rzed  m ik r o b io l o g ic z n y m  o z n a c z e n i e m  w i t a m i n u  B 12 
o g r z e w a n e  w a u t o k l a w i e  w  t emp.  110° p rzy  pH  =  7,0 w  c i ąg u  60 min.  Do 
m ik r o b io l o g ic z n e g o  o z n a c z e n i a  b r a n o  2 ml  k l a r o w n e g o  r o z tw o r u  z z a c h o 
w a n i e m  asep tyk i .

W  p i ś m ie n n i c tw ie  wc ią ż  j e s t  żywo d y s k u t o w a n e  z a g a d n i e n i e  e w e n t u a l n e j  
o c h r o n y  w i t a m i n u  B i 2  w  czas ie  o g r z e w a n i a  w a u t o k la w ie  p rze z  d o da t ek  
s u b s t a n c j i  r e du k u j ą cy c h .  O b s e r w a c j o m  p r z e m a w i a j ą c y m  za t a k i m  o c h r o n 
n y m  d z i a ł a n i e m  cys teiny ,  k w a s u  a s k o r b i n o w e g o  i k w a s u  t io g l ik o lo w eg o  
p r z e c i w s t a w i a j ą  s ię wyn ik i  b a d a ń  ś w ia d c z ą c y c h  o z m n i e j s z a n i u  się a k t y w 
ności  o g r z e w a n y c h  w  a u t o k la w ie  p r e p a r a t ó w  w i t a m i n u  B i 2 w  obecnośc i  
tych s u b s t a n c j i  (9 ) .  Nie u w a ż a m y  za w s k a z a n e  d y s k u t o w a ć  o tych s p r a 
wa c h  n a  ty m  mi e j sc u ,  tym  więcej ,  że w s z y s tk ie  d o ty c h c z a s o w e  b a d a n i a  n a d  
w p ł y w e m  c z y n n i k ó w  re d u k u ją c y c h  na  t r w a ł o ś ć  w i t a m i n u  B i 2 w  wyżs ze j  
t e m p e r a t u r z e  z w i ą z a n e  są  z o d m i e n n ą  t e chn iką  m i k r o b io l o g ic z n e g o  o z n a 
c z en ia  w i t a m i n u  B 12, a m ia n o w ic i e  z z a s t o s o w a n i e m  p a ł e : z e k  f e r m en ta c j i  
k w a s u  m le k o w e g o  i h y d r o l i z a tu  k a z e i n u  w  p o ż y w k a c h  d la  tych d r o b n o u s t r o 
jów.  P o s ł u g u j ą c  s ię  po ż y w k ą  ca łkow ic ie  s y n t e t y c z n ą  o r a z  g l o n e m  Euglenc  
gracilis, n ie  p o t r z e b o w a l i ś m y  się o b a w i a ć  tych p ow ik ła ń ,  z j a k im i  miel i  do 
cz yn ie n i a  w y m ie n ie n i  powyże j  au t o rz y .  D l a t e g o  p o p r z e s t a l i ś m y  n a  o g r z e 
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w a n i u  w  a u t o k l a w i e  ba d a n eg o  
m a t e r i a ł u  bez ż a d n y c h  d o d a t 
ków,  b io rąc  r ó w n i e ż  pod  uw a g ę  
i to, że d la  n a s  n ie  m i a ł y  decy
d u ją c e g o  z n a c z e n i a  w a r to śc i  a b 
solu tne .  N a d m i e n i ć  m u s i m y ,  że 
p rób y  z a s t o s o w a n i a  czynn ików 
r ed u k u ją c y c h  p rz y  o g r z e w a n iu  
w a u t o k l a w i e  m a t e r i a ł u  b a d a n e 
go  były  z g ó r y  s k a z a n e  na  n ie 
p ow odz en ie ,  g d y ż  o k a z a ł o  się,  że 
z a r ó w n o  c ys te in a ,  k w a s  as k o r b i 
nowy,  j a k  i k w a s  t iog l iko lowy 
w m n i e j s z y m  lub  w  wię ks zym  
s t op n i u  h a m o w a ł y  w z r o s t  g lonu .  

M i k r o b i o l o g i c z n e  o z n a c z a n i e  w i t a m i n u  B 12. 
Do m ik ro b io l o g ic z n e g o  o z n a c z a n i a  w i t a m i n u  B i 2  z a s t o s o w a n o  me tod ę  
H u t  n e r  a (10) p rzy  użyc iu  Euglena gracilis var. bacillaris, p o s łu g u j ą c  
się p o ż y w k ą  sy n te ty c z n ą  u ż y w a n ą  w modyf ikac j i  R o s s a  (5 ) .  W z r o s t  
E. gracilis  j a k o  w s k a ź n i k a  z a w a r t o ś c i  w i t a m i n u  B 12 w  b a d a n y m  m a te r i a l e  
j e s t  n a j c z u l s z y m  z d o ty c h cz as  z n a n y c h  o d c z y n e m  b io lo g ic z ny m ,  p o z w a l a j ą 
c ym  w y k r y w a ć  k o b a l a m i n ę  w  s t ęże n iu  10~ 12 g.  W g  H e i n r i c h a  
i L a h a n n a  (11) d la  p o d z i a łu  komó rk i  E. gracilis  w y s t a r c z a  z a le d w i e  
7400 cz ąs te c ze k  w i t a m i n u  B i 2 . P o n a d t o  s z c z e g ó ln ą  cechę t e g o  g lo n u  jest  
i ego  d a l ek o  po su n ię ta  sw oi s t oś ć  w  o d r ó żn ie n iu  od na jcz ęśc ie j  s to s o w a n y c h  
s z cz ep ó w  bak ter i i  m le k o w y ch  Lactobacillus lactis Dorner (12)  i Lactoba
cillus leichmanii (13) .  E. gracilis  n ie  r e a g u j e  n a  t e  zwią zk i  chemic zne ,  k t ó 
re nie b ę d ą c  w i t a m i n a m i  B i 2  z a s t ę p u j ą  te w i t a m i n y  w  p o ż y w k a c h  innyc h  
d r o b n o u s t r o jó w .  E. gracilis r e a g u j e  j e d n a k  n a  r ó żn e  p o c h o d n e  k o b a l a m i n y ,  
k tó re  n ie m a j ą  czyn noś c i  w i t a m i n u  B 12, j a k  w y k a z a ł  R o b b i n s i w s p ó ł 
p r a c o w n i c y  (14) .

M e t o d a  o z n a c z a n i a  w i t a m i n u  B 12 za  po m oc ą  E. gracilis, o p i s a n a  p rze z  
H u t n e r a  ( 10 ) z o s ta ł a  p rze z  n a s  z m o d y f i k o w a n a  w  t en  sposób,  że z a 
m ia s t  oz n a c z e n i a  w  k o lo r y m e t r z e  z a w ie s in y  k o m ó r e k  g lo n u  po okres ie  
w z r o s t u  —  z a s t o s o w a n o  ek s t r a k c j ę  chlorof i lu m e t a n o l e m  i o z n a c z o n o  
e ks ty nk c j ę  w y c ią g u  p rzy  l  =  665 mn.  O t r z y m a n a  w  t en  spos ób  k r z y w a  
w z o r c o w a  j e s t  z n a c z n ie  d o k ł a d n i e j s z a  i n ie  w y k a z u j e  du życ h  r o z r z u t ó w  
(por.  rys.  2 ),  a poza  ty m  e k s t r a k c j a  chlorof i lu  m a  t ę  za le t ę ,  że b a d a n a  p r ó b 
ka m oż e  być z a n ie cz y sz c zo n a  b ia łk ie m  i in n ym i  s k ł a d n i k a m i  z w i ę k s z a j ą c y 
mi abs orp c j ę ,  nie w p ł y w a j ą c  zu p e łn ie  n a  eks tyn kc j ę  ek s t r a k tu .  G lon  h o d o 
w a n y  był  w  fo to te rm os ta c ie  w  t emp.  28— 30°, o ś w i e t l o n y m  d w i e m a  ż a r ó w 
kam i  j a r z e n i o w y m i  o mo cy  25 W  ze w z g l ę d u  n a  to, że p r o m ie n ie  p o d cz e r w o-

Rys. 1. K rzyw a u w a ln ia n ia  w itam in u  B i 2  

przez o g r z e w a n ie  w autok law ie  w temp. 1 1 0 °.
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ne, k tó re  w y sy ła  z w y k łe  ś w ia t ł o  
ża rowe ,  h a m u j ą  rozwój  szczepu  
(15) .  O d le g ł o ś ć  ź r ó d ł a  ś w i a t ł a  
od h o d o w a n e j  k u l t u r y  w y n o s i ł a  
35 cm. H o d o w l ę  z a p a s o w ą  p r z e 
s z cz ep ia n o  w o d s t ę p ac h  7 d n i o 
wych n a  po ży w kę  sy n te ty c z n ą  
z d o d a t k ie m  160 u p g  k r y s t a l i c z 
nego  w i t a m i n u  B i 2 na  4 ml  p o 
żywki.  P r z e d  sz cze p ie n ie m z a 
wies inę  ko m ó r e k  o d w i r o w y w a n o  
w w a r u n k a c h  as ep ty c zn yc h  i 
t r zy kr o t n i e  p r z e m y w a n o  f iz jolo
g ic zn y m  r o z tw o r e m  NaCl .  C z a s  
ink ub ac j i  wy n o s i ł  7 dni.  Chlorof i l  e k s t r a h o w a n o  5 ml m e t a n o l u  w  dw óc h  p o r 
cjach,  o d w i r o w y w a n o  resz tk i  k o m ó r e k  i e k s t r a k t  b r a n o  do b a d a n i a  e k s t y n k 
cji. E k s ty n k c ję  m ie r zo n o  za po m o c ą  s p e k t r o f o to m e t r u  fo to e l ek t r y cz ne go  typu  
C o I e m  a n. Je ś l i  n a t ęż en ie  z i e l on eg o  ko lo r u  by ło  zby t  duże ,  e k s t r a k t  
r o z c ie ń c z a n o  m e t a n o l e m  do za k r e s u  k r zyw ej  w zorcowe j .

P r z e l i c z a n i e  s t ę ż e n i a  w i t a m i n u  B 12 n a  1 g  b i a ł -  
k a. R ó w n o c z e ś n ie  z r o z d z ie la n ie m  0,2 ml  su r o w ic y  n a  sz e r ok im  p a s k u  b i 
buły,  p r z e p r o w a d z a n y m  w celu o z n a c z e n i a  z a w a r to ś c i  w i t a m i n u  B i 2 , r o z 
dz ie l ano  n a  w ą s k i m  p as ku  b ibu ły  o rozm.  3 X  35 cm 0,006 ml tej s a m e j  s u 
rowicy w  celu i lośc iowego  o z n a c z e n i a  s t ęż en ia  f rakcj i  b i a łkow ych .  P o  elek- 
t ro fo r e ty cz n y m  rozdz ie len iu  i w y s u s z e n i u  w  t emp.  105°, pa s e k  b a r w i o n o  za 
p om oc ą  n a s y c o n e g o  ro z tw o r u  czern i  am id o w e j  10 B w  m e t a n o l u  z d o d a t 
k iem 10°/o obj.  k w a s u  o c to w e go  l o d ow at eg o .  C z a s  b a r w i e n i a  wy n o s i ł  10 min.  
O d b a r w i a n i e  p a s k a  p r z e p r o w a d z a n o  w  r o z tw o r z e  4 %  fenolu  w  2 0 %  obj. 
k w a s u  o c t o w e g o  w c i ąg u  20 min .  (16) .  K r z y w ą  e lek t ro fo rezy  w y k r e ś l a n o  za 
p o m o c ą  a p a r a t u r y  op i sa ne j  p rze z  n a s  w cześn ie j  (7 ) .  Z p r o c e n t o w e g o  s k ł a 
du p o s z cz eg ó ln y c h  frakcj i  i o g ó l n e g o  po z i om u b ia łk a  w  su r ow ic y  ob l i cza no  
s t ęże n ie  dane j  frakcj i  w  g / l 00 ml.  Z w a r to śc i  o t r z y m a n y c h  w toku m i k r o b i o 
l o g i c zn e g o  o z n a c z e n i a  w i t a m i n u  B 12 o b l i c za no  i lość w i t a m i n u  p r z y p a d a j ą 
cą n a  1 g  b i a ł k a  odpow ied n i e j  f rakcj i .  P o z i o m  b ia łk a  w  su r o w ic y  o z n a c z a n e  
m i k r o m e t o d ą  K j e 1 d a h 1 a.

Om ów ien ie  w yn ik ów

Z rys.  1 w y n ik a ,  że w  su r o w ic y  k rwi  o so b n ik ó w  zd r o w y ch  z a l e d 
wie  ok. 7 %  og ó ln e j  ilości w i t a m i n u  B i 2  z n a j d u j e  s ię w  postac i  n i e z w ią z a n e j ,  
r e s z ta  n a t o m i a s t  w y s t ę p u je  w  pos tac i  po łą cz eń  z b ia łk am i .  W a r t o ś ć  tę u z y 
s k a n o  po p r z e b a d a n i u  40 su ro wic ,  w  k tó ry ch  p r o w a d z o n o  r ó w n o l e g l e  ozna -
2 Acta B iochim ica  P o lo n ic a

wg R,t
Rys. 2. Krzywa w zo rc o w a  d'.a w itam inu  B 1 2  

s z c z e p  E. g ra c i l i s  —  czas  inkubacji 7 dni; na  
osi  rzędnych ekstynkcja  w y e k s tr a h o w a n e g o  ch lo 

rofilu.
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czen ia  w i t a m i n u  B 12 w  su r o w ic y  nie  o g r z e w a n e j  i o g r z e w a n e j  w  a u t o k la w ie  
w  t emp.  110° w  c i ą g u  60 min.  N a  p o d s t a w i e  a n a l i z y  tych s u r o w ic  s t w i e r d z i 
l i śmy,  że o g ó ln a  z a w a r t o ś ć  w i t a m i n u  B 12 w a h a  s ię w  g r a n i c a c h  od
3,5 PRg/ml do 787,0 nu  g/ml ,  z czeg o  ś r e d n i a  w yn os i  230,0 p p g /m l  su ro wi cy ,  
co p o k r y w a  s ię z w a r t o ś c i a m i  u z y s k a n y m i  p rze z  M  o 1 1 i n a i R o s s a (18) .  
W  d a l s z y m  c i ą g u  n as zy c h  b a d a ń  wyże j  o p i s a n ę  t e ch n ik ą  s t w ie rd z o n o ,  że 
ok. 5 0 %  z w i ą z a n e g o  w i t a m i n u  B 12 w y s t ę p u j e  w  pos t ac i  p o łą c z e n ia  z f r akc ją  
a 1 -g lob u l i nó w.  Re sz ta  ro zd z ie lo n a  j e s t  n i e r ó w n o m i e r n i e  n a  po z o s ta ł e  f r a k 
cje b ia łkowe .  P o z i o m  w i t a m i n u  w po sz cz eg ó l ny c h  f ra k c j a ch  w p r ze l i czen iu  
na  1 ml  s u r o w ic y  p r z e d s t a w i o n o  w  t ab l i cy  1. S t o s u n k o w o  wysok i  poz i om 
w  a 2 —  frakcj i  w  ki lku  p r z y p a d k a c h  p r a w d o p o d o b n i e  s p o w o d o w a n y  jest  
n i e d o k ł a d n y m  r o z d z ia łe m  frakcj i  a x od a 2 , gd y ż  w p r z e w a ż a j ą c e j  ilości p r z y 
p a d k ó w  n a j w y ż s z y  poz io m w i t a m i n u  B 12 o b s e r w u j e  się ty lko  we  frakcj i  a 1, 
k tó r a  r e p r e z e n t u j e  s t ęże n ie  za le d w i e  0 ,5% ogó ln e j  i lości  b i a łka  su r o w ic y  
w w a r u n k a c h  p r aw id ło w y c h .  R ó w n ie ż  w  p r z y p a d k u  a l b u m i n ó w  du ży  r o z r zu t

T a b l i c a  1
Poziom  w itam inu  B 1 2  w  p o szc zeg ó ln y ch  frakcjach w przeliczeniu  na 1 ml surow icy

L .  p.
p.pg w i t a m i n u  B J 2 n a  1  m l  s u r o w ic y

A «i <*2 P Y S u m a

1 57,75 100,90 70,10 72,20 65 ,60 368,6

2 73,00 106,40 4,10 1,90 0 199,1

3 27,50 122,50 37,50 31,20 37,50 256,2

4 56,20 195,00 68.70 60,00 41 ,20 421,1

5 60,00 195,00 1 1 1 , 2 0 6 8 ,60 1 0 1 , 0 0 535,8

6 55,00 135,00 75,00 72,50 1 0 0 , 0 0 437,8

7 70,00 148,00 145,00 53,71 76 ,50 493 ,2

8 75,00 257,50 145.00 46,23 31,32 605,1

9 27,50 115,00 1 2 , 2 0 0 0 153,7

1 0 0 75,00 42,50 0 0 117,5

w y ni k ów ,  bo od 0 do 75 wag na  1 ml  su ro wic y ,  j e s t  s p o w o d o w a n y  tym,  że 
f r ak c ja  a x nie z a w s z e  odd z i e la  się od a l b u m i n ó w  i n a j p r a w d o p o d o b n i e j  
obe cn ość  w i t a m i n u  B i 2  w e  f rakcj i  a l b u m in o w e j  j e s t  w y n ik ie m  domieszk i  
c t i -g lobu l inów.  W  p r z y p a d k u  (di- i y - g lo b u l i n ó w  w 1/3 p r z y p a d k ó w  w i t a m i 
nu  B i 2  n ie  z n a le z i on o  w ogó le  lub też z n a le z io n o  b a r d z o  m a ł ą  ilość.  W  2/3
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b a d a n y c h  p r z y p a d k ó w  za kr es  s t ę że n ia  n a  1 ml  su r o w ic y  w a h a  się od  31,2 do
72,5 n u g  w ^ - g l ob u l in a ch  o r a z  od 31,32 do 101,00 u u g  w  y - g lo bu l in ac h .  
Rys.  3 p r z e d s t a w i a  s t o s u n ek  z a w a r to ś c i  w i t a m i n u  B 12 w  p o sz cz eg ó ln y c h  
f rakcjach ,  gd z i e  s t ęże n ie  w i t a m i n u  w a l b u m i n a c h  p rzy ję to  za  1. S to s u n e k  
t en  w y r a ż a  się l i czbami  1 : 10,2 : 5,4 : 0,7 : 0,8 l icząc od a l b u m i n ó w  do  
y - g lo bu l inó w .  W ar to śc i  w y r a ż o n e  są  w  ¡.mg na  1 ml  surowicy .

A of, cr2 >0

Rys. 3. P o z io m  w itam inu B j 2  w po szc zeg ó ln y ch  frakcjach 'białkowych. P oz iom  w  a lb u m i
nach przyjęto za 1 .

S w o i s te  p o w i ą z a n i e  w i t a m i n u  B J2 z o i i -g lobu l inami  s u r o w ic y  w y s t ę p u j e  
s z cz eg ó ln ie  w y ra źn i e ,  jeżel i  z a w a r t o ś ć  w i t a m i n u  B 12 w  p o sz cz eg ó ln yc h  
f ra k c j a ch  p rz e l i c z ym y  n a  tę s a m ą  i lość b ia łka  dane j  f rakcj i .  T ab l i ca  2 
p r z e d s t a w i a  poz io m w i t a m i n u  B 12 p r ze l i cz on y  n a  1 g  b ia łka  p o s z c z e 
g ó l ny c h  f rakcj i .  L iczby w s k a z u j ą  n a  to, że b ia łko  f rakcj i  a 1-g lo b u l i n ó w  
w i ą ż e  ok. 15 r az y  więcej  w i t a m i n u  B 12 n iż  a l b u m in y ,  4 r az y  więcej  niż 
a 2 -g lobu l iny ,  7 r az y  więcej  niż ^ -g lo b u l in y  i ok. 9 r az y  więcej  niż  y -g lobu l i -  
ny.  S t o s u n e k  ten p r z e d s t a w i o n o  na  rys.  4.

W  z w i ą z k u  z tymi  f ak ta mi  n a s u w a  się z a s a d n i c z e  py tan ie :  czy r ó ż n o r o d 
ne ro z m i e sz c z e n ie  w i t a m i n u  B 12 w p os z cz eg ó l ny c h  f ra kc j ac h  s u r o w ic y  j e s t  
w y r a z e m  r ó ż n o r o d n e g o ,  w ył ąc zn i e  f i z y ko- che mi cz ne go  p o w i n o w a c t w a  tych 
b ia ł ek  z w i t a m i n e m  B 12 — albo czy sz cz eg ó l n ie  d u ż a  z a w a r t o ś ć  w i t a m i n u  
B ł 2  we  f rakcj i  a 1- g lo b u l in ó w  je s t  s p o w o d o w a n a  ob ec no śc ią  s w o i s t e g o  b i a ł 
ka,  w  k t ó r y m  w i t a m i n  B 12 j e s t  g r u p ą  p r o s t e t y cz n ą .  W  ty m  celu do s u r o 
wic y  k rwi  d o d a w a n o  400 rm g  k r y s ta l i c z n e g o  w i t a m i n u  B 12 n a  1 ml  i po  elek-
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T a b l i c a  2
Poziom  w itam inu  B 1 2  w p o szc zeg ó ln y ch  frakcjach surow icy  

w przeliczeniu  na 1 g  białka

L .  p.
fjtpLg w i t a m i n u  B 1 2  na [ g  b ia łka

A a ] a 2 P Y

1 1,927 24,225 9,873 8 , 0 2 2 4 ,370

2 3,230 19,703 418 172 0

3 1,045 28,488 4,032 2,971 2,419

4 2,248 27,857 7,231 6,741 5,421

5 2,142 34,881 12,460 9,397 6,644

6 2,195 19,285 6,756 6,904 7,142

7 3,431 33,636 16,476 4,794 5,932

8 3,135 88,620 15,261 6,328 1,944

9 1,108 23,958 1,066 0 0

1 0 0 11,538 6,538 0 0

Ś r e d n ia 2,046 31,313 8,014 4,532 3,387

R o z p i ę  0  — 11,538 — 418 0 0

to ś ć
w y n i 
k ó w 3,431 88,620 16,476 9,397 7,142

Rys. 4. S tę żen ie  w itam inu  B 1 2  ¡po przeli
c z e n iu  na 1 g  białka danej frakcji.

t r o fo r e t ycz nym  r o zdz ie le n iu  b a d a n o  
ro zm ie sz cz en ie  w i t a m i n u  w p o r ó w 
n a n i u  z u p r z e d n io  r o z d z ie lo n ą  t ą  
s a m ą  su ro w icą ,  do  k tóre j  n ie  d o d a 
no  w i t a m i n u  B 12. O t r z y m a n e  w  ten 
spo sób  wynik i  p r z e d s t a w i o n o  w t a 
blicy 3. Z l iczb p o d a n y c h  w tej 
t a b l i cy  wy n ik a ,  że w i t a m i n  B 12, 
d o d a n y  do su r o w ic y  in vitro, nie 
w ią ż e  się w  całośc i  ty lko  z j e d n ą  
f rakcją ,  lecz ro z m i e s z c z a  się we 
ws zy s tk ic h  f r a kc jach  bez szczegó l-

nie z a z n a c z o n e g o  p o w i n o w a c t w a  do j ednej  z nich.
W i ę k s z a  część d o d a n e g o  w i t a m i n u  u m ie j s c a w i a  się we  f r a k c ja c h  a 2 -,
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¡3 i y -g lob u l i nó w,  a więc w  tych,  k tó re  in vivo  z a w i e r a j ą  w i t a m i n u  B 12 n a j 
mniej .

T a b l i c a  3

R ozm ieszczen ie  w itam in u  B 1 2  w p o szc zeg ó ln y ch  frakcjach su ro w ic y  po dodaniu
w itam inu  in vi tro.

I lo ś ć  d o d a 
n e g o  w i t a 
m i n u  B 1 2

W  [IJJL g

[i.[jig w i t a m i n u  B J 2 na 1  m l  s u r o w ic y

L . p ,
A a ) a 2 P y S u m a

Z n a le z io n o
d o d a n e g o
w i t a m i n u

b 1 2

1

0

400

70,0

250,0

148,0

157 ,5

145,0

262,5

53,7

180,0

76,5

170,0

493,2

1 0 2 0 , 0 526,8

2

0

400

0

91,0

75,0 42,5

205,0

0

175,0

0

12,5

117.5

483.5 366,0

3
0 27,5 115,0 1 1 , 2 0 0 153,7

400 47,5 245,0 180,0 185,50 37,5 595,0 441,3

Dyskusja

D o ty c h c z a s o w e  b a d a n i a  n a d  w y s t ę p o w a n i e m  w i t a m i n u  B i 2  w  su r ow icy  
k rwi  ludzkiej  w s k a z u j ą  n a  to, że z a le dw i e  k i lka  p ro ce n t  ogó lne j  ilości w i t a 
m in u  po zos ta j e  w  s t a n ie  w o ln y m ,  r e sz ta  n a t o m i a s t  j e s t  z w i ą z a n a  z b i a ł k a 
mi.  D o w o d z ą  t e go  b a d a n i a  R o s s a  ( 5 ) ,  M o l  l i  n a  i R o s s a  ( 6 )
o r az  n a s z e  (por.  rys.  1),  gd z i e  n a  40 su r o w ic a c h  o so b n ik ó w  zd ro w yc h  
s tw ie rd zo no ,  że i lość w o ln e g o  w i t a m i n u  B 12 o d p o w i a d a  z a le d w i e  7 %  o g ó l 
nej  i lości w i t a m i n u  z a w a r t e g o  w  surowicy .  R o s s  (5) j a k  równi eż
B a r r o w s  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  (17) s twie rdz i l i ,  że po p o d a n i u  w i t a 
m in u  B 12 po za je l i t ow o  zo s ta j e  on ca łkow ic ie  z w i ą z a n y  z b ia łk i em  już  w  k i l 
ka  g od z i n  po p o d a n i u ,  p rzy  cz ym  z m o c z e m  z up e łn ie  się w te d y  nie wydzie la ,  
w  odr óż n ie n i u  od sy tua c j i  z a ch od z ąc e j  w ó w c z a s ,  k i edy  zo s ta n i e  p o d a n y  d r o 
g ą  do us tn ą .  O g ó l n a  z a w a r t o ś ć  w i t a m i n u  B 12 w  su r o w ic y  w a h a  się w  b a r d z o  
sze rok ich g r a n ic a c h ,  j a k  to w y n ik a  z l iczb u zy s k a n y c h  w toku n as zy c h  b a 
dań .  W  p r ze c i w ie ń s t w ie  do k la sy cz ny ch  w i t a m i n ó w  g r u p y  B, j a k  t i a m in a ,  
r i bo f l a w ina ,  n i a c y n a ,  w  p r z y p a d k u  w i t a m i n u  B i2  n ie  m o ż n a  mó w ić  o j a 
k im ś  s t a ł y m  poz i om ie  tej su b s t an c j i  w  su r ow ic y  krwi .  Z w r a c a l i  n a  to u w a g ę  
już  R o s s  (5) o r a z  M  o 11 i n (6 ) p r z y jm u ją c ,  że t a k  z n a c z n e  r ó ż n i 
ce s p o w o d o w a n e  są  r ó ż n y m  s t a n e m  o d ż y w i a n i a  po sz cz eg ó l ny c h  oso bn ików.  
W  os ta tn ie j  swej  p r a c y  M o l  l i n  i R o s s  (18)  p r z y j m u j ą  do lną  g r a 
n icą  p r aw id ło w e j  z a w a r to ś c i  w i t a m i n u  B 12 w su r o w ic y  ok. 100 urig/ml

http://rcin.org.pl



22 W. OSTROWSKI. B. SKARŻYŃSKI I Z. 2AK

u o s ob n ik ó w  p r a w id ło w y c h ,  n a t o m i a s t  u cho ry ch  n a  n i e d o k rw is t o ś ć  z łoś l iwą 
ś r e d n ie  s t ężen ie  w i t a m i n u  B ł 2  w  s u r o w i c y  w y no s i  w g  tych au t o ró w  
ok. 40  mig/ml .

J a k  już  o ty m  by ła  m o w a ,  wiele  d a n y c h  w s k a z u j e  n a  to, że w i t a m i n  B 12 

o k a z u je  swois t e  p o w i n o w a c t w o  do  p e w n y c h  b ia ł ek  d a j ą c  z n imi  sz c z e g ó l 
ne  po ł ąc ze n ia .  Wy ni k i  b a d a ń  B i r d a  i H o e v e t a  (1)  p r z e m a w i a j ą  
za  s z c z e g ó ln y m  p o w i n o w a c t w e m  do  w e w n ą t r z p o c h o d n e g o  czyn n ika  
C  a s 1 1 e ‘a ( 19) ;  b a d a n i a  R o l a n d a  i w sp ó łp r a c ,  w s k a z u j ą  n a  s w o 
iste p o w i n o w a c t w o  do pewn e j  f rakcj i  b i a łk a  d w u n a s t n i c y  św ińsk ie j  (2 ). 
Z n a m i e n n y  j e s t  fakt ,  że owo  b ia łko  d w u n a s t n i c y  cechu je  s ię p u n k t e m  izo- 
e l ek t r yc z n y m  r ó w n y m  p H  4,6, gd y ż  g lo b u l i n y  —  o.ly z k tó ry mi  z w i ą z a n a  
jest  w ię k sz oś ć  w i t a m i n u  B 12 z a w a r t e g o  w  su ro wi cy ,  c h a r a k t e r y z u j ą  się 
p u n k t e m  iz o e le k t ry czn y m b a r d z o  zb l i żo ny m ,  bo r ó w n y m  p H  4,8 (20 ) .  W e 
d ł u g  S c h e i d a  ( 2 1 ) i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  w ą t r o b a  w ołu  z a w ie r a  
ok. 20 — 50 r az y  więcej  w i t a m i n u  B i 2  n i ż  mięśn ie ,  a nerki  z a w i e r a j ą  
ok. 10 r a z y  więcej .  F a k t  t en  p r z e m a w i a ł b y  ró w n i e ż  za n i e r ó w n o m i e r n y m  
w i ą z a n i e m  się w i t a m i n u  B 12 z ró żn y m i  b ia łk am i  ró żny ch  tkanek .

N ie w ą tp l i w ie  po łą c z e n ia  w i t a m i n u  B i2  z w ie l o m a  b i a łk am i  są  w y r a z e m  
je d y n i e  s ł ab ie j  lub s i lniej  z a z n a c z o n e g o  p o w i n o w a c t w a  f i zykoc hem icz neg o ,  
w y n ik ie m  k t ó r e g o  będz ie  p o w s t a n i e  lu ź n e g o  po łą cz en ia ,  i lekroć d a n e  b ia łko 
ze tkn ie  się z w i t a m i n e m  B i 2 . N iemnie j  j e d n a k  po łą cze n ie  tak ie ,  j a k  w i t a m i 
nu  B 12 z  c z yn n ik ie m  w e w n ą t r z p o c h o d n y m  lub  p e w n ą  f rak c ją  b ia łka  d w u 
n as tn ic y ,  z d a ją  się być u w a r u n k o w a n e  s w o is t y m i  w ł a s n o ś c i a m i  s t r u k t u r a l 
ny mi  obu  p a r t n e r ó w  w c h o d z ą c y c h  w reakc ję .  M o ż n a  z n a j w i ę k s z y m  p r a w 
d o p o d o b i e ń s t w e m  przyp uśc ić ,  że j e de n  z « i - g l o b u l i n ó w  cechu je  s ię ró wn ie ż  
t a k ą  sw o is t ą  z d o ln o śc ią  w y t w a r z a n i a  po łą c z e ń  z w i t a m i n e m  B i 2  lub co 
więcej  —  że r e p r e z e n tu j e  on sw oi s t y  k o m p le k s  b io log iczn ie  c z y n n y  w i t a m i 
nu  B 12, k tó ry  w  o d p o w ie d n i c h  k o m ó r k a c h  b ie rze  b ez po ś r ed n i  u d z i a ł  w p r o 
cesach  z w i ą z a n y c h  z w s p ó ł d z i a ł a n i e m  c y j a n o k o b a l a m i n y  ( 2 2 ).

Z n a m y  już  k i lka r eakcj i  z a c h o d z ą c y c h  w u s t r o ju  zw ie rzę cy m,  u w a r u n 
k o w a n y c h  u d z i a ł e m  w i t a m i n u  B 12, n a  p r z y k ł a d  p roces t r a n s m e t y l a c j i  lub 
syn te zy  d es o k sy ry b o n u k l eo z y d ó w .  W n i o s k u j ą c  p rzez  a n a l o g i ę  z w ie l o m a  in 
n ym i  e g z o g e n n y m i  z w i ą z k a m i  ch e m ic z n y m i  o c h a r a k t e r z e  w i t a m i n ó w ,  k tó re  
b io r ą  ud z i a ł  w  r e a k c ja c h  ch e m ic zn yc h  u s t r o j u  z w ie r zę c eg o  w pos tac i  k a t a 
l i tycznie  d z i a ł a j ą c y c h  po łą cz eń  z b ia łk iem,  m o ż e m y  się spo d z ie w a ć ,  że 
i c y j a n o k o b a l a m i n a  w  tej pos tac i  w k r a c z a  w  tok reakcj i  ch em ic zny ch  
w  us t ro ju .  J e s t  r ze czą  m o ż l i w ą ,  że k o m p le k s  b ia łkowy,  z a w i e r a j ą c y  w i t a 
min  B 12, o p i s a n y  p rze z  n a s  j a k o  s k ła d n ik  f rakcj i  o ^ -g lo b u l in ó w ,  j e s t  w ł a ś 
nie  ty m  b io log iczn ie  c z y n n y m  po łą cz en ie m .  J u ż  M o l  l i n  i R o s s  
( 6 ) w yraz i l i  p r z y p us z cz en ie ,  że w ł a ś n i e  w  su r o w ic y  z n a j d u j e  s ię k rwio-  
twó rcz o  a k t y w n a  p o s ta ć  w i t a m i n u  B i 2 . N a s z e  b a d a n i a  p o z w a l a j ą  z w i ą z a ć  
tę p o s t a ć  ze śc i ś l e  o k r e ś l o n ą  f r ak c ją  b ia łka  su rowicy .
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W i a d o m o ,  że oprócz  c y j a n o k o b a l a m i n y  i jej a n a l o g o n ó w  w pr zy ro d z i e  
w y s t ę p u j ą  j e szc ze  inne  s u bs t an c j e ,  k tó re  cec hu ją  się w ł a s n o ś c i a m i  w i t a m i n u  
B 12 p r zy  z a s t o s o w a n i u  me to d  mi k ro b i o lo g i cz ny ch  lub też b a d a ń  p o s ł u g u 
jący ch  się zw ie rz ę t am i .  Z a g a d n i e n i e  to j e s t  j e s zc ze  da lek ie  od u jęc ia  w  k o n 
k r e t n e  s f o r m u ło w a n ie ,  n i e mn ie j  j e d n a k  w i ą ż e  s ię  ono  ju ż  t e r a z  ze s p r a w ą  
w y s t ę p o w a n i a  w i t a m i n u  B 12 w  su rowicy .  W e d ł u g  F o r d a  i w s p ó ł p r a c o w 
n ik ów  (23)  o w e  r ó żn e  o d m i a n y  w i t a m i n u  B i 2  d a j ą  się oddz ie l i ć  za  pom oc ą  
e lek t ro fo rez y  b ib u łowej ,  a w e d ł u g  R o b  b i n  s a  i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (14) 
s t o s o w a n y  p rze z  n a s  E. gracilis  r e a g u j e  n ie  ty lko  n a  c y j a n o k o b a l a m i n ę ,  lecz 
i n a  in n e  s u b s t a n c j e ,  cec hu ją c e  się b io lo g i cz ny mi  w ł a s n o ś c i a m i  w i t a m i n u  
B 12. Być może,  że s t w ie rd z o n y  p rze z  n a s  n i e r ó w n o m i e r n y  ro zd z ia ł  w i t a m i 
nu  B 12 n a  ró ż n e  f rakc je  b ia łk o w e  su r o w ic y  j e s t  w y r a z e m  w y s t ę p o w a n i a  
ki lku  r óż n yc h  o d m i a n  w i t a m i n u  B 12, swo iśc ie  z w i ą z a n y c h  z ró żn y m i  b i a ł 
kam i .  P r ó b y  w y j a ś n i e n i a  t e go  p r o b le m u  są  w  toku.

C z u j e m y  się w  o b ow ią z ku  w y r a z i ć  n a s z ą  sz cz e r ą  w d z ię c z n o ś ć  prof.  
d rowi  J .  J a n i c k i e m u  w P o z n a n i u  za  u ży cz en ie  sz cz ep u  Euglena gracilis  o raz  
za w s k a z ó w k i  d o ty cz ąc e  hodowl i  szcz epu  o r a z  m g r o w i  J.  C h o l e w iń s k ie m u  
w K r a k o w i e  za  w y k o n a n i e  fotogra f i i  i l u s t r u j ąc y ch  tę pracę.
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K a c jD eA P a  <t > M 3 H o j io r M H e c K o ü  Xkmhm 14. A. b  K p a K O B e .  P y K O B O A M T e j i t  npoc£>. A P  
B .  CKapiKMHCKW.

http://rcin.org.pl



WITAMIN B12 W FRAKCJACH BIAŁKOWYCH SUROWICY KRWI 25

VITAMIN Bia IN THE PROTEIN FRACTIONS OF HUMAN BLOOD SERUM

S u m m a r y

1. The  a u t h o r s  i n v e s t i g a te d  the  d i s t r i bu t io n  of v i t a m i n  B 12 in f r ac t i ons  
of h u m a n  blood s e r u m  by m e a n s  of p a p e r  e l e c t ro ph o re s i s  a n d  m ic r o b io lo g i 
cal  d e t e r m in a t i o n s .

2. The  c on d i t i on s  for the  l ibe r a t ion  of v i t a m i n  B i 2 f rom c o m b i n a t i o n s  
wi th  p ro te in s  w er e  e s t ab l i sh ed ;  the  m a x i m u m  q u a n t i t y  of the  v i t a m i n  is l i be 
ra t e d  by a u t o c l a v i n g  a t  110°C. for  60 m in u t es .  It w a s  a s c e r t a in e d  by a n a l y 
s i n g  s e r u m s  tha t ,  t he  tota l  c on t en t  of v i t a m i n  B i 2 v a r i e s  w i th in  th e  l imi ts  
of 3,5 uiug/ml to 787 upg/ml ;  the  m e a n  v a l u e  is 230.0 ppg/ml .

3. Th e  a u t h o r s  h a v e  f o und  t h a t  c. 50 pe r  cen t  of the  c o m b in ed  v i t a m i n  
B i2  a p p e a r s  in the  fo rm of a c o m p le x  of v i t a m i n  B 12 a n d  « i - g l o b u l i n ;  the  
r e m a in d e r ,  h ow ev e r ,  is d i s t r i bu t ed  a m o n g  the  a 2 , (5, a n d  y g lob u l i n  f r a c t io ns  
a n d  the  a l b u m in s .  S ca rc e l y  7 pe r  cen t  of the  to ta l  a m o u n t  of v i t a m i n  B 12 is 
found  in the  s e r u m  in the  u n c o m b i n e d  form.

4. V i t a m i n  B 12 a d d e d  to s e r u m  in v i t ro  does  no t  co m b in e  wi th  the  
«^ -g l obu l in  f r ac t io n  only,  bu t  is d i s t r ib u t ed  b e t w e en  all  t he  f r a c t io ns  m o r e  
or  less equal ly .

5. The  co m ple x  of v i t a m i n  B i2  a n d  a j - g l o b u l i n  p r o b a b ly  p la y s  a p a r t  in 
the  e n z y m a t i c  p r o ce ss es  in the  o r g a n i z m  co nn ec te d  wi th  the  fu nc t io n  of v i 
t a m i n  B i 2 .

D e p a r tm e n t  of B io c h e m is try ,  A c a d e m y  of M e d ic ine ,  C racow .

D irector:  P r o fe ss o r  B. S k a r ż y ń s k i ,  M. D.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L.  I 1 9  5 4 N O T

K. ZAKRZEW SKI, J. KRYSIAK, K. M U R A W SK I,  Z. MAY, J. M ALEC

S T R U K T U R A  M O L E K U L A R N A  P R O D U K T Ó W  HYDROLIZY  
D E K S T R A N U

Z D z ia łu  B iochem ii  I n s ty tu tu  H e m a to lo g i i  
K ie r o w n ik  D z ia łu :  K. Z a k r z e w sk i

D e k s t r a n  j e s t  w ie l ocu kr em,  z b u d o w a n y m  z czą s te c ze k  g l ikozy  p o ł ą c z o 
nych  w i ą z a n i a m i  1:6 ze z m ie n n ą ,  na  ogół  n iewie lką ,  i lością w i ą z a ń  1:4, za 
p o m o c ą  k tó rych  p rzy cz ep i one  są  do ł a ń c u c h a  g ł ó w n e g o  ł a ńc u c hy  boczne  
(1 ,2) .  Tej swoje j  s t r u k tu r z e  z a w d z ię c z a  d e k s t r a n  sze rok ie  z a s t o s o w a n i e  j a 
ko ś r o d ek  za s t ę pc z y  osoc za  (3 ,4) .  P r a k t y c z n i e  n i e m e t a b o l i z o w a n y - d e k s t r a n  
w s t r z y k n ię ty  doży ln ie  p o zo s ta j e  p rzez  wiele  go d z i n  w  k r ąż en iu ,  u t r z y m u 
j ą c  p r a w i d ł o w e  c i śn ien ie  os m o t y c z n e  w s t a n a c h  p o u r a z o w y c h ,  poopa rz e -  
n i ow ych  itp.

D e k s t r a n  j e d n a k  w postaci ,  w  j akiej  j e s t  w y t w a r z a n y  p rzez o d p o w i e d 
n ie  d r o b no u s t r o j e ,  nie  n a d a j e  się do ce lów leczn iczych:  j e g o  zbyt  wie lka  
cz ąs te c zk a  ( r zę du  d z i es i ą tk ów  mi l i onó w )  p o w o d u je  s i lne  z l ep i an ie  się 
k rwinek ,  p r o w a d z ą c e  do g ro ź n y c h  dla  życia  z a to r ó w .  O t r z y m a n i e  l eku w y 
m a g a  z h y d r o l i z o w a n ia  d e k s t r a n u  n a t u r a l n e g o  ( s u r o w e g o )  do m i e s z a n i n y  
od p o w ie d n i ch  w ie lo cu k r ów  o c i ęż a rz e  c z ą s te c z k o w y m  rzę du  4 0 — 100 000. 
N a j b a r d z ie j  e fe k ty wn e  w d z i a ła n iu  l ecz n ic zy m są cz ąs teczk i  większe ,  c z ą 
s t eczki  za ś  mnie j s ze ,  z ko n ie cznośc i  z n a j d u j ą c e  się w  w y n ik u  hyd ro l i zy  
w  p r e p a ra c ie  l eczn iczym,  są  szybko  u s u w a n e  z k r ą ż e n i a  p rzez  nerk i  (5, 6 ).

O p r a c o w a n y  w roku u b i e g ł y m  przez  I n s t y t u t  H e m a t o l o g i i  p r e p a r a t  Po-  
l i g l u k a n  był p r z e d m io te m  b a d a ń  b io log icznych ,  k l in i czny ch  i n i e k tó rych  
chemi cz nyc h ,  co p o d a n o  w p rac y  po pr ze dn ie j  (7 ) .  B ard z i e j  s z cz eg ó ł ow e  b a 
d a n i a  f i zykochemiczne,  k tó re  są  p r z e d s t a w i o n e  w  n in ie j sze j  p racy,  p o z w a 
la j ą  na  d o k ła d n e  z o b r a z o w a n i e  c h a r a k t e r u  m o l e k u l a r n e g o  po l id y sp er so id u  
o r a z  na  w yc ią g n ię c ie  p ew n y c h  w n i o s k ó w  co do p r z e b ie g u  p roce su  hy dro l i zy  
wi e l o cu kr u  o w i ą z a n i a c h  w ł a ń c u c h u  g ł ó w n y m  typu  a — 1 :6 .

Materiały

Do b a d a ń  u ż y w a n o  w y łą c z n i e  p r e p a r a t u  P o l i g l u k a n  z seri i  d o ś w ia d c z e ń  
pó ł t e chn i cznych ,  w y k o n a n y c h  w tut .  p r a c o w n i  i oz n a c z o n y c h  n r  109— 130.

[77]
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P o s z c z e g ó ln e  f r akc je  i z o lo w a n o  p rze z  w y t r ą c e n ie  e t a n o l e m  w s t a ł e j  t e m p e 
r a tu rze .  Do w y jś c io w eg o  6 %  r o z t w o r u  d e k s t r a n u - le k u  ( P o l i g l u k a n )  d o d a 
w a n o  k r o p la m i  9 6 %  e tan o l  w  t e m p e r a t u r z e  poko jowej  aż  do  o s ią g n ię c i a  
p o ż ą d a n e g o  s t ężen ia .  C a ło ść  p o z o s t a w i a n o  w  t em p.  4-18°  lub + 4 ° C  (w z a 
l eżnośc i  od  f rakcj i )  n a  p r z e c i ą g  24 godz. ,  po cz ym  o sa d  z b i e r a n o  p rze z  w i 
rowa n ie .  O s a d  r o z p u s z c z a n o  w  wodzie ,  d i a l i z o w a n o  wob ec  w o d y  w o d o c i ą 
gow ej  i p o w tó r n ie  w y t r ą c a n o  w  id en tyc zn ych  w a r u n k a c h .  O s a d  os ta t e cz n i e  
r o z p u s z c z a n o  w wodzie ,  d i a l i z o w a n o  wobec  w o d y  w o d o c ią g o w e j  i d e s t y l o 
w an e j ,  a n a s t ę p n i e  l iof i l i zowano .  Z e b r a n e  w  t en  spo sób  su ch e  p r e p a r a t y  
d o s u s z a n o  do s t a ł e g o  c i ę ż a r u  w  wysok ie j  p ró żn i  w  t e m p e r a t u r z e  + 5 0 ° C  n ad  
P 0 O 5 . S tę ż en ie  e t an o l u  i t e m p e r a t u r ę  p o t r z e b n ą  do u z y s k a n i a  p o d z i a łu  po- 
l idy sp ero id u  na  moż l iw ie  d u ż ą  i lość frakcj i  u s t a lo n o  w  d o ś w ia d c z e n ia c h  
w s tę p n y c h  (por.  7) i do w sz y s tk ic h  p r e p a r a t ó w  s t o s o w a n o  tę m e t o d ę  bez 
zm ian .

1. C z ą s t k o w ą  ob ję tość  w ł a ś c i w ą  o z n a c z a n o  z p o m i a r u  c i ęż a r u  w ł a ś c i 
w e g o  s z e r e g u  ro zc ieńczeń  d a n e g o  p r e p a r a t u .  G ę s t o ś ć  o z n a c z a n o  w pikno-  
m e t r z e  o po je m no śc i  10 ml,  w a ż ą c  go z d o k ła d n o śc i ą  do 0,00005  g,  po w y 
r ó w n a n i u  t e m p e r a t u r y  do 25 ±  0,02°C.  C z ą s t k o w ą  ob ję tość  w ł a ś c i w ą  z n a j d o 
w a n o  w g  r ó w n a n i a  ( 8 , 9 ) :

w  k tó r y m  V o z n a c z a  c z ą s t k o w ą  ob ję tość  w ł a ś c i w ą  koloidu,  W sói —  u ł a m e k  
w a g o w y  r o z p u s z c z a ln i k a  w  r o z tw or ze ,  V  — ob ję tość  w ł a ś c i w ą  ro z t w o r u ,  
r ó w n ą  od w ro t n o śc i  j e g o  c i ęż a r u  w ł aś c i w e go .  R o z p u s z c z a ln ik i e m  był  z a w s z e  
w o d n y  r o z tw ó r  0,155 M  NaC l .  D o k ł a d n o ś ć  m e to d y  p o s t ę p o w a n i a  s p r a w d z o 
no  p rzez  p o m i a r  cz ąs tk o w ej  ob ję tośc i  w łaś c iw e j  g l ikokolu ,  d l a  k t ó r e g o  z n a l e 
z iono  w a r t o ś ć  d =  1,63 wo bec  1,61, po da ne j  w t a b l i c ach  (10,  11).

2. L epk ość  o z n a c z a n o  w w is k o z y m e t r z e  H ó p p le r a ,  t ypu  B H  x). S t o s o w a 
no  kulkę  o s ta łe j  0,01031 s p a d a j ą c ą  na  p r ze s t r z en i  100 m m .  C z a s  s p a d k u  
ku lk i  nie  był  n i g d y  k ró t s zy  n iż  60 s e k u nd  ani  też d łu ż sz y  niż  300 sek.  P o 
m i a r y  w y k o n y w a n o  w t emp.  25 ±  0 , 02 r'C. W  p r ac y  z a s t o s o w a n o  n a s t ę p u j ą c e  
def inicje:

73 — lepkość b e z w z g l ę d n a  w  cP ,

7]r —  lepkość w z g l ę d n a  w s t o s u n k u  do 0,155 M  NaC l ,

x) W yp o ży czo n y m  dzięki uprzejmości  prof. dra J. H ellera  z Zakładu Chemii F iz jo lo 
gicznej  AM.

Metody

(I)
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•/¡o — lepkość  b e z w z g l ę d n a  r o z p u s z c z a ln i k a  (0,155 M  N a C l ) ,

Y)Sp —  lepkość  w ł a ś c iw a  =  - — — >
l̂o

[y;] —  lepkość  w e w n ę t r z n a  ( s t ęż en ie  w y r a ż a n e  w  g  n a  100  ml  r o z 
tw o r u )  =  lim (rjsp/c),

C ----- > O

[tj] 0  —  lepkość  w e w n ę t r z n a  ob ję to śc io w a  ( s t ę że n i e  w y r a ż a n e  w  p r o c e n 
t a ch  objętości ,  k tó rą  z a j m u j e  c i a ło  r o z p u s z c z o n e  w  ro z t w o rz e )  

(Y)sp)(z), l im 0  — 0 ; 0  =  u ł a m e k  ob ję toś c i ow y ko lo idu  w r oz tw or ze .

3. Dyfuz ja .  S t a ł ą  dyfuzj i  o z n a c z a n o  w k iu wec ie  typu  T i se l iu sa  —  w  c z ę 
ści d o ś w i a d c z e ń  w ko mó rce  j e d n o r a m i e n n e j  o d r od ze  optyczne j  25 m m ,  
w  innych  z a ś  —  w zwykłe j  k iu wec ie  e l ek t ro fo re tyczne j  t r zyczęśc iowej  o d r o 
dze  op tyc zne j  20 m m  lub 25 m m .  P o m i a r y  w y k o n y w a n o  w  t e m p e r a t u r z e  
+  25 z t  0 ,2°C,  g r a d i e n t  dn /dx  f o to g r a f o w a n o  w  św ie t l e  m o n o c h r o m a t y c z n y m  
(1 =  5893 A )  n a  k l iszy o w y m i a r a c h  2 4 X 3 6  m m ;  do  ob l i czen ia  w y n i k ó w  
p o w ię k s z a n o  ob r a z  około 15-krotnie i o b r ys  w y k o n y w a n o  w e d ł u g  dolne j  
g r a n i c y  k r zyw ej  g r a d i e n t u  n a  p ap i e r ze  m i l im e t r o w y m .  S t o s o w a n o  s y s t e m  
o p ty c zn y  P h i i p o t a - S v e n s s o n a .  Wynik i  o b l i c za n o  m e t o d ą  m o m e n t ó w  (14) .  P o 
m i a r  p r o w a d z o n o  w c i ąg u  p r z y n a j m n i e j  40 go d z i n  i p r z y j m o w a n o  j a k o  p o d 
s t a w ę  ob l iczeń  w a r t o ś ć  s t a łe j  dyfuzj i  w n a j p ó ź n i e j s z y m  czas ie ,  gd y  p o p r a w 
ka  A t  (15) n ie  w p r o w a d z a ł a  i s t o t ne go  b łędu ,  j a k  to m o ż n a  było s twie rdz ić ,  
o d k ł a d a j ą c  n a  wy kre s ie  w a r t o ś ć  D wobec  l / t  sek.

4. I lość w i ą z a ń  g l ik o zy do w yc h  1:6 i i nnych.  Ce le m  u s ta l e n ia  s t o s u n k u  
w i ą z a ń :  1:6 , w y s t ę p u j ą c y c h  w  wie locu krze ,  do innych  w i ą z a ń ,  p o s ł u g i w a n o  
s ię m e to d ą  u t l e n i a n i a  n a d j o d a n e m ,  w p r o w a d z o n ą  p rze z  M a l a p a r d e g o  (16) .

Z a s a d ą  m e t o d y  j e s t  rozb ic ie  w i ą z a n i a  C-C w r az ie  obecnośc i  w o ln y ch  
g r u p  O H  pr zy  są s i a d u j ą c y c h  a t o m a c h  w ęg la ,  p r zy  cz ym  n a  rozb ic ie  j e d n e g o  
w i ą z a n i a  z u ż y w a  się j ed en  mol  n a d j o d a n u .  U t l e n i a n i e  n a d j o d a n e m  p r z e p r o 
w a d z a n o  w e d ł u g  techniki  p od an e j  d la d e k s t r a n u  p rze z  J e a n e s a  i W i l h a m a  
(17) w  mod yf ikac j i  H e h r e g o  (18) .  O d  w a ż k ę  105— 110 m g  d e k s t r a n u  
-+ 0,00165 m o la  K J 0 4 do p e ł n ia n o  w kolbie m ia r o w e j  do 250 ml;  po  8 8 — 95 
godz.  u t l e n ia n ia  w  c iemności  w  t emp.  25 ±  2°C,  do  p r óbek  50 ml d o d a w a n o  
6  ml  10% N aH CO ; j ,  10 ml 0,1 n N a 2 H A s O ;{ o r a z  0,4 ml 2 0 %  KJ i o d m ia -  
r e c z k o w y w a n o  w obecnośc i  skrobi  n a d m i a r  N a 2 H A s O ;{ 0,1 n r o z tw o r e m  jodu.

Wyniki

I. CZĄ STK OW A  O B JĘ T O Ś Ć  W Ł A Ś C IW A  P R O D U K T Ó W  H YD R O LIZY  D E K ST R A N U

Obl iczen ie  w y n ik ó w  d o k o n y w a n o  g r a f i c z n ie  po o d ł o ż en iu  na  p ap ie rz e  
m i l im e t r o w y m  W  wobec  V (por.  w zó r  ( I ) .  P r z y k ł a d  t a k ie g o  w y k re su  dla
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0,990

1000

V

f rakcj i  d e k s t r a n u  p r z e d s t a w i a  rys.  1. 
Z e s t a w i e n i e  w y n ik ó w  dla w sz ys tk i ch  
p r z e b a d a n y c h  p r e p a r a t ó w  p o d a n o  w 
t a b l i cy  1 k o lu m n i e  1.

0.980 2. L E P K O Ś Ć  W EW N Ę TRZN A

0,950 0.970

R ys .  1

Ob l ic ze n i e  lepkości  w e w n ę t r z n e j  
w y k o n y w a n o  z g r a f i c z n e g o  r o z w i ą z a 
n ia  r ó w n a n i a  M a r t i n a  (1 9) :

( i i ;

(Ha)l n  0 )s p /c )  =  In [rj] +  k[7)]c

W z ó r  t en  w y b r a n o  z t e go  w z g l ę d u ,  iż lepiej  o d p o w i a d a  on  d a n y m  d o ś w i a d 
cza ln y m ,  u z y s k a n y m  z p o m i a r u  lepkości  w  s t ę ż e n ia c h  ko loidu od 1 do 5°/o. 
K la s y c z n y  wzór  K r a e m e r a  (20)  n a  ob l i cz an ie  l epkości  w e w n ę t r z n e j  
[■/)] =  lim (yjsp/c) da j e  n a j l e p s z e  wynik i  p rzy  p o m i a r a c h  s t ę żeń  około  i p o n i 

żej l°/o, co j e d n a k  w p r z y p a d k u  b a d a n i a  r o z t w o r ó w  d e k s t r a n u  w p r o w a d z a 
łoby z n a c z n y  b łąd  d o ś w i a d c z a l n y  w ob ec  s t o s u n k o w o  niskiej  lepkości  t a 
kich ro z tw o ró w.  W z ó r  M a r t i n a  sp o ś r ó d  w sz y s tk ic h  o p r a c o w a n y c h  d o t y c h 
cz as  e m pi r yc zn yc h  w z o r ó w  n a  u s t a l e n ie  z a le żn o śc i  po m ię d zy  s t ę że n i em  
a l epkością  i na  o z n a c z e n i e  w a r to ś c i  [r]] j e s t  t eo re tyczn ie j  n a j b a r 
dziej  u z a s a d n i o n y :  rozw in i ęc i e  w y r a ż e n i a  eku ]c w  s z e r e g  p o t ę g o w y  n a d a j e  
p r aw e j  s t r on ie  r ó w n a n i a  c h a r a k t e r  [rj] +  k [ tj] 2c +  . . ( w y ż s z e  
po tęgi  c i [ i)]) ,  z g o d n i e  z a t e m  z t eo re ty cz n ie  w y z n a c z o n ą  p rzez  E n s t e i n a  
za le żn oś c ią  p o m ię d zy  l e pkośc ią  a s t ę że n i em  (9 ) .

Z a g a d n i e n i e  z a s t o s o w a n i a  ró żny ch  funkcj i  lepkości  do an a l i z y  d e k s t r a n u  
j e s t  p r z e d m io te m  innej  p r a c y  tyc h że  a u t o r ó w  ( 2 1 ).

N a  rys.  2 p r z e d s t a w i o n o  t y p o w ą  g r u p ę  w y k r e s ó w  ln (rjsp/c) wo bec  c. 
P rz ec ięc ie  tych p ro s ty ch  z os i ą  y d a j e  z g o d n i e  z r ó w n a n i e m  ( H a )  w a r t o ś ć
ln [rj] , skos  za ś  p ros te j  —  w a r t o ś ć  p a r a m e t r u  k [ i ] ] .

P ros te ,  p r z e d s t a w i o n e  n a  rys.  2, w y k re ś lo n o  za  p o m o c ą  m e to d y  n a j m n i e j 
szych  k w a d r a t ó w .  Z e s t a w i e n i e  w a r to śc i  [r]] d l a  w szy s t k ich  p r z e b a d a n y c h  
f rakcj i  d e k s t r a n u  p o d a n o  w t a b l i c y  1 k o l u m n i e  2 ; w ar to śc i  te  z o s ta ł y  r ó w 
nież obl i czone  za  p o m o c ą  m e to d y  n a j m n i e j s z y c h  k w a d r a t ó w .

Z o zn ac zo ne j  w  p o w y ż s z y  spo sób  w a r to ś c i  l epkości  w e w n ę t r z n e j  o b l i 
cz a n o  w a r t o ś ć  lepkości  w e w n ę t r z n e j  ob ję tośc iowej  [p]( . za p o m o c ą  w z o 
ru ( I I I ) :

(III)
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Rys. 2

w k t ó r y m  V o z n a c z a  c z ą s tk o w ą  ob ję tość  w ła ś c iw ą .  Wyn ik i  z e s t a w io n o  
w t a b l i cy  1 k o l u m n i e  3.
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S t o s u n e k  os iowy,  tj. s t o s u n e k  osi  d ług ie j  do  k rótkie j  b a d a n e j  cząs teczki  
( p r z y  p rzy jęc iu ,  z g o d n i e  z k o n w e n c ją ,  że  c z ą s t e c z k a  t a  m a  k s z t a ł t  w y d ł u 
żo n e g o ,  s z t y w n e g o  e l ip so id u  o b r o to w e g o )  —  o z n a c z a n o  z w z o r u  S i m h y  (22) .

(l/d)2 (]/d)2 14
M© =  15  (in 2 l/d — 3/2) +  5 (ln 2 l/d -  1/2) +  15 * ' (IV)

w k t ó r y m  1 j e s t  o s i ą  d ł u g ą ,  d j e s t  o s i ą  k r ó t k ą .  W y n i k i  z e s t a w i o n o  w  t a b l i 
cy 1 k o l u m n i e  4.

Z w y z n a c z o n e g o  w p o w y ż s z y  spo sób  s t o s u n k u  o s io w e g o  p r ze z  z a s t o s o 
w a n i e  w z o r u  P e r r i n a  (2 3) :

f/f„=--------   (V)

1/U

o b l i c z a n o  s t o s u n e k  t a r c io w y  f/f0 . Ob l i c zo n e  d a n e  p o d a n o  w  t ab l i cy  1 k o 
l u m n i e  5.

3. STAŁA D YFU ZJI

T y p o w e  g r a d i e n t y  dn /dx  dla t r ze ch  z a s a d n i c z y c h  f rakcj i  d e k s t r a n u  
p r z e d s t a w i o n o  n a  rys.  3.

Z e s t a w i e n i e  s t a ł yc h  dyfuz j i  w  p rze l i cz en i u  n a  t e mp .  25°C i w o d ę  j a k o  r o z 
p u s z c z a l n i k  p o d a n o  w t a b l i cy  1 k o l u m n i e  6 .

4. S T O S U N E K  LICZBY W IĄ ZA Ń  1:6 DO IN N Y C H  W IĄZAŃ

W yn ik i  an a l i z  z e s t a w io n o  w  t a b l i cy  2.

Om ów ien ie  w y n i k ó w

D a n e  d o ś w i a d c z a l n e  p r z e d s t a w i o n e  po w y że j  p o z w a l a j ą  n a  ob l i c za n ie  
c i ę ż a r u  c z ą s te c z k o w e g o  d la  p o sz cz eg ó ln y c h  f rakcj i .  S t a ł a  dyfuz j i  z g o d n i e  
z w z o r e m  E i n s t e i n a - S t o k e s a  (24) j e s t  fu nk c ją  p r o m i e n i a  tej cząs tecz k i :

D  =  —  . -A . ........................................... (VI )
N  Ó7nr]r k ;

gdz i e :  D  —  o z n a c z a  s t a l ą  dyfuzj i ,  R —  s t a l ą  g a z o w ą ,  T  —  temp .  a b s o l u t n ą ,  
r) —  le pko ść  r o z p u s z c z a ln i k a  w  po i sa ch ,  N  —  l iczbę A v o g a d r o ,  r  —  p r o m i e ń  
cząs teczk i .

D la  cząs tec zk i  a s y m e t ry c z n e j  S v e d b e r g  (25)  w p r o w a d z i ł  p o p r a w k ę  f/f0 
( w s p ó ł c z y n n i k  t a r c i o w y ) ,  w  w y n ik u  c z eg o  w z ó r  n a  s t a ł ą  dyfuz j i  (VI )  p r z y j 
m u j e  po s ta ć :

D  =  —  . — - A .................................... (V I I )
N  6 7X7] r  f   ̂ J
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STRUKTURA MOLEKULARNA PRODUKTÓW HYDROLIZY DEKSTRANU 35

Rys. 3. Nai rys. 3a p r z e d s ta w io n o  dyfuzję frakcji dekstranu 112.40 z po  c z a s ie  a =  80.220  
sek., b =  99.300 sek.  i c =  165.240 sek.;  

na rys. 3b —  dyfuzję frakcji 112.70 c  p o  c z a s ie  a =  64.260 sek., b =  93.060 sek. i c =
i c =  159.480 sek.;

na rys. 3c —  dyfuzję frakcji 112.70 c po c z a s i e  a =  64.260 sek. ,  b =  93.060 sek .  i c =  
=  148 860 sek. W ykresy  d p rzedstaw ia ją  p o ró w n a n ie  g r a d ien tó w  u zyskanych  w  cza s ie  c  
(linia c iąg ła )  z o d p ow iad ającym i im idea lnym i krzywym i g a u so w s k im i  ( lin ia p u n kto w a n a ) .

P r o m i e ń  h ipo te tyc zne j  cz ąs teczk i  ku l i s t e j  (por .  w z ó r  VI  i V I I )  m o ż n a
4

ob liczyć,  z n a j ą c  jej  ob ję tość  V  = y  ot3, k tó r a  z kolei  j e s t  fu n k c ją  c z ą s t k o 

wej obję tośc i  w ła ś c i w e j  i c i ęż a r u  cz ąs te c z k o w e g o :

V M
V =  ~   ( V I I I )

P o d s t a w i a j ą c  te  w ar to śc i  do w z o r u  ( VI I )  o t r z y m u j e m y  w y r a ż e n i e  n a  c i ężar  
c z ą s te c z k o w y  cząs tec zk i  e l ipso ida lne j :

m  =  A l 3 ........................................... (1X>
3 V N 2 re D  f  I

*3*
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36 K. ZAKRZEWSKI,  J .  KRYSIAK, K. MURAWSKI, Z. MAY. J .  MALEC

W e w z o r z e  ( IX) w a r t o ś c i  d l a  V,  r\ i D o t r z y m a n o  d o ś w ia d c z a ln ie ,  poz os ta ł e  
z a ś  opr ócz  M  (c ię ża r  cz ąs te c zk o w y )  s t a n o w i ą  s t a łe .  T a k  więc  z powyże j  
p r zy to c zo ny c h  w y n i k ó w  d o ś w i a d c z a l n y c h  m o ż n a  wyl i c zyć  c i ęż a r y  c z ą s te c z 
k ow e  p o s z cz eg ó l n yc h  a n a l i z o w a n y c h  p r o d u k t ó w  h y d r o l i z y  d e k s t r a n u .

O t r z y m a n e  w  t e n  spo sób  
w y ni k i  z e s t a w i o n o  w  t a b l i cy  1 
k o l u m n i e  7. O d k ł a d a j ą c  na 
w y k r e s i e  l o g a r y t m i c z n y m  s t a 
łą dyfuz j i  w o b e c  c i ęż a r u  c z ą 
s t e c z k o w e g o  o t r z y m u j e m y  z a 
l e żn oś ć  l i n i ow ą  p r z e d s t a w i o n ą  
n a  rys .  4.

W y k r e s  ten,  w y k o n a n y  m e 
t o d ą  n a j m n i e j s z y c h  k w a d r a 
tów,  o p i s u j e  się r ó w n a n i e m :  
D =  1,6 • 103 M - 0 ' 65. P r a 
w i d ł o w y  p r z e b i e g  i u ł oż en ie  
p u n k t ó w  d o ś w i a d c z a l n y c h  
w z d ł u ż  p ro s te j  p o t w i e r d z a j ą  
p rz y p u sz c z e n ie ,  że  p r o d u k ty  

h y d r o l i z y  d e k s t r a n u  obec ne  w  b a d a n y m  r o z tw o r z e  l ec z n ic z y m s t a n o w i ą  
s z e r e g  ho m o lo g i cz n y ch  w ie l ocu kr ów .  S p r a w a  t a  z o s t a n i e  o m ó w i o n a  pon iżej ,  
p o d o b n ie  j a k  z a g a d n i e n i e  d w ó ch  f rakcj i  (130 toks  36c i 133 toks  nfr . )  o d 
b i e g a ją c y c h  w y r a ź n i e  od p ros te j ,  k t ó r a  z o s t a ł a  w y k r e ś l o n a  bez ich u w z g l ę d 
n ie n ia .

W  b a d a n i a c h  n a d  z w i ą z k a m i  w ie l k o c z ą s te c z k o w y m i  z n a c z n ą  w a g ę  p r z y 
w i ą z u j e  się do z a g a d n i e n i a  za le żn o śc i  p o m ię d z y  l epk ośc ią  a c i ę ż a r e m  c z ą 
s t e cz k ow ym .  W y n i k a  to z a r ó w n o  ze  w z g l ę d ó w  te o re tyc zn ych ,  j a k  i p r a k t y c z 
nych.  Z r o z u m ie n ie  tej za l eż noś c i  j e s t  w a ż n y m  e l e m e n t e m  w  teor i i  z a c h o w a 
n i a  s ię  m a k ro c z ą s te c z e k  w  ro z t w or ze ;  p r a k t y c z n e  z a ś  z a s t o s o w a n i e  tej 
za le żno śc i  po l eg a  n a  u m o ż l i w ie n iu  ok r e ś l e n ia  z d u ż ą  d o k ł a d n o ś c i ą  c i ęż a r u  
c z ą s t e c z k o w e g o  b a d a n e g o  ko loidu za p o m o c ą  s t o s u n k o w o  p ros tych ,  a j e d 
noc z eś n i e  d o k ł a d n y c h  m e to d  an a l i t y c z n y c h .  Z n a c z e n i e  t e g o  o s t a tn ie g o ,  
z w ł a s z c z a  w  p rod ukc j i  d e k s t r a n u ,  j e s t  oczywis te .  W  z a s a d z i e  i s tn ie j ą  d w a  
p o d s t a w o w e  w y r a ż e n i a ,  w ią ż ą c e  l e pkość  z c i ę ż a r e m  cz ą s te c z k o w y m .  J e d n o ,  
w e d ł u g  S t a u d i n g e r a  (2 6) :

7]SP/C =  K j M .....................................................................  ( X )

i z m o d y f i k o w a n e  d la  z w ią z k ó w  o w i ę k s z y m  c ięż a rz e  cz ą s te c z k o w y m :

Rys. 4

Yjsp/c =  KM +  b (XI)
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STRUKTURA MOLEKULARNA PRODUKTÓW HYDROLIZY DEKSTRANU 37

o r a z  d r u g i e  w y ra że n ie ,  o b a rd z i e j  u n i w e r s a l n y m  ch a r ak te rz e :

[yj] -  k M a  ( X I I )

J e s t  r z e c z ą  j a s n ą ,  że  w z ó r  (X) S t a u d i n g e r a  s t a n o w i  s z c z e g ó ln y  p r z y p a 
dek w z o r u  ( X I I ) ,  tj. p r zy p a d ek ,  g d y  w y k ł a d n i k  p o t ę g o w y  a j e s t  r ó w n y  j e d 
ności .  N a  rys.  5. p r z e d s t a w i o n o  w y k re s  M  w z g l ę d e m  [ij] w e d ł u g  w z o r u  ( X I ) :

Rys. 5

N a  rys .  6 p r z e d s t a w i o n o  w y k re s  M  w z g l ę d e m  [ij] w e d ł u g  w z o r u  (XI I )  
w  p o s ta c i  lo g a ry t m ic z n e j .

P r o s t a  p r z e d s t a w i o n a  n a  rys.  5 op i s u j e  s ię w z o r e m  [ij] =  5 , 4 -1 0  6 M  +  
+  0,053,  p r o s t a  z a ś  p r z e d s t a w i o n a  n a  rys.  6  —  w z o r e m  [rj] =  9,87 • 10" 

M 1-35-

O b y d w a  w y k r e s y  w y k o n a n o  m e t o d ą  n a j m n i e j s z y c h  k w a d r a t ó w .

A n a l o g i c z n ą  an a l i z ę  p r o d u k t ó w  hy d r o l i z y  d e k s t r a n u  p r z e p r o w a d z i l i  
I n g e l m a n  i H a l l i n g  (2 7) .  W  za le żn oś c i  p i e rws ze j  ( w e d ł u g  w z o r u  XI)  p a 
r a m e t r y  d la  b a d a n e g o  p rze z  n ich  d e k s t r a n u  w y no s i ły :  k =  8,2  • 10- 7  
i b =  0,18.  W  za leżn ośc i  ty p u  [r|] =  k M a w y k ł a d n i k  p o t ę g o w y  a r ó w n a ł  
się 0,34.  N i s k a  w a r t o ś ć  d la  p a r a m e t r u  a w  p r a c y  I n g e l m a n a  i H a l l i n g a  b y 
ła n i e z r o z u m i a ł a  (por.  28 ) ;  w  b a d a n y m  p rze z  n a s  p r e p a r a c i e  l eży  o n a  
w g r a n i c a c h  sp o ty k a n y c h  w ś r ó d  in nyc h  ko lo idów.  Z e s t a w i a j ą c  u z y s k a n ą  
w a r t o ś ć  a — 1,35  z d a n y m i  z l i t e r a t u ry ,  z w r a c a  u w a g ę  p o d o b i e ń s t w o  jej  
z d a n y m i  d la  a s y m e t ry c z n e j  a m y l o z y  (a — 1,5 w  e t y le n d w u a in in ie )  o r a z
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38 K. ZAKRZEWSKI,  J .  KRYSJAK, K. MURAWSKI, Z. MAY, J .  MALEC

z w a r t o ś c i ą  d la  k w a s u  p e k t y 
n o w e g o  w  0,155 M  N aC l  
( a  =  1,34).  W s p ó ł c z y n n i k  K 
w  b a d a n y m  p r ze z  n a s  d e k s t r a 
n ie  m a  b a r d z o  n i s k ą  w a r t o ś ć —  
rz ę du  10 - 7 , d l a  k w a s u  p e k t y 
n o w e g o  a n a l o g i c z n y  w s p ó ł 
cz y n n ik  j e s t  r z ę d u  10 - 6 , p o d 
c z a s  g d y  d la  w ię ks zo śc i  k o 
lo idów je s t  on  r z ę d u  10“ 4 
(por.  29 ) .

Z n a j ą c  .ciężar  c z ą s t e c z k o 
wy,  c z ą s t k o w ą  o b ję to ść  w ł a 
śc iw ą  o r a z  s t o s u n e k  osi  d ł u 
giej  do k rótkie j  w  e l ipso idz ie ,  

j ak i  m i a ł a b y  s t a n o w i ć  b a d a n a  c z ąs te c zk a ,  m o ż n a  w yl i czyć  jej b e z w z g l ę d n e  
w y m i a r y  p r ze s t r ze n n e .

O b ję t o ś ć  po j edyncze j  cząs tec zk i  w y r a ż a  s ię  w z o r e m  ( V I I I ) ,  o b ję to ść  z a ś
4

e l i p so id u  o b r o to w e g o  j e s t  r ó w n a  V =  — n l 2 d.

Ł ą c z ą c  te dw a  w y r a ż e n i a  i p r z e k s z t a ł c a j ą c  o d p o w ie d n i o  w zór ,  o t r z y 
m u je m y :

M‘ f0

Rys. 6

l2d =
3 V M  
4 ttN ( X I I I )

W  r ó w n a n i u  ty m  są  dw ie  n i e w i a d o m e :  1 i d. Z w i ą z e k  p o m ię d z y  n im i  j e s t  
z n a n y  z p o m i a r u  lepkości  (por .  k o l u m n a  4 t a b l i c y  1) .  O t r z y m a n e  z t a k ie g o  
ob l i cze n ia  wy nik i  z e s t a w i o n o  w  t a b l i c y  1 k o l u m n y  8  i 9. Z w r a c a  tu ta j  u w a 
g ę  fakt ,  że w y m i a r  osi krótkie j  d la  po sz c z e g ó ln y c h  c i ę ż a r ó w  c z ą s te c z k o w y c h  
nie  u l e g a  i s t o tn y m  z m i a n o m :  w y d a j e  się, że  oś  k r ó tk a  j e s t  z a w s z e  t a k a  s a 
ma ,  z a r ó w n o  dla c z ąs te c ze k  o c i ęż a r z e  r z ę d u  20  0 0 0 , j a k  i d l a  cz ą s te c z e k  
o c i ęż a r ze  r zę du  60 000. F a k t  t en  p o t w i e r d z a  ró w n i e ż  a n a l i z a  s t a t y s t y c z n a ,  
p o d a n a  w  t ab l i cy  I w  o d po w ie dn ie j  k o lu m n ie .  W y r a ź n i e  n a t o m i a s t  z m i e n i a  
s ię d ł u g o ś ć  cząs teczk i  1 w r a z  z c i ę ż a r e m  c z ą s te c z k o w y m .  F a k t  t en  z i l u s t r o 
w a n o  n a  w y kre s ie  (w  ska l i  l o g a r y t m i c z n e j )  p r z e d s t a w i o n y m  n a  rys.  7, s p o 
r z ą d z o n y m  m e to d ą  n a j m n i e j s z y c h  k w a d r a t ó w .

U w i d o c z n i o n a  p r o s t a  m o ż e  być o p i s a n a  r ó w n a n i e m  1 =  0,02 M 0-9, 
a wię c  r ó w n a n i e m ,  k tó r e  z do syć  d u ż ą  d o k ł a d n o ś c i ą  o kr eś la  z a l e ż n o ś ć  p o 
m ię d z y  d ł u g o śc ią  cząs tec zk i  a jej  c i ę ż a r e m  j a k o  z a le ż n o ś ć  w p r o s t  p r o p o r c j o 
n a l n ą .  M a m y  z a t e m  n ie w ą t p l i w i e  do  cz y n ie n ia  z s z e r e g i e m  h o m o l o g i c z 
n ym :  z m i a n a  c i ęż a ru  c z ą s te c z k o w e g o  j e s t  w y n i k i e m  od s z c z e p ie n ia  od ł a ń 
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Rys. 7

c u c h a  g ł ó w n e g o  m ni e j s z e j  lub 
w ię k s ze j  l iczby j e d n a k o w y c h  
p o d s t a w o w y c h  j e d n o s t e k  j e g o  
bu do w y .

D a l s z e  c i ek a w e  ś w ia t ł o  n a  
b u d o w ę  w e w n ę t r z n ą  c z ą s t e 
czek  d e k s t r a n u  w  l ecz n ic zy m 
p r e p a r a c i e  r z u c a j ą  wy n ik i  a n a 
l izy l i czby w i ą z a ń  1 : 6  i i n 
nych ,  d o k o n a n e  za  p o m o c ą  
u t l e n i a n i a  n a d j o d a n e m .  Z t a 
b l icy 2  w y n ik a ,  że w  s u r o w y m  
d e k s t r a n i e  l i czba  w i ą z a ń  i n 
n y c h  n iż  1 : 6 , a więc  w i ą z a ń  
u t r z y m u j ą c y c h  ł a ń c u c h y  b o c z 
ne,  j e s t  w i ę k s z a  n iż  w  k t ó r y m 
ko lwi ek  p r o d u k c ie  j e g o  h y d r o 
l izy.  L iczba  ł a ń c u c h ó w  b o c z 
nyc h  m a le j e  w  m i a r ę  z m n i e j s z a n i a  się c i ęż a r u  c z ą s te c z k o w e g o ,  p r z y  c i ę ż a r z e  
r z ę d u  5 0 — 60 tys ięcy  w i ą z a n i a  inn e  n iż 1:6 s t a n o w i ą  13%,  p rz y  c i ę ż a r z e  r z ę 
du  2 0 — 35 tys ięcy  —  9 %  ogó ln e j  l iczby w i ą z a ń .  D o w o d z i  to,  że w  cz a s ie  
hy dr o l i z y  sz c z e g ó ln ie  p o d a t n y m i  n a  d z i a ł a n ie  k w a s ó w  są  w i ą z a n i a ,  u t r z y 
m u j ą c e  ł a ń c u c h y  boczne.

S t o s u n e k  os iowy,  j a k  w y l i c zon o  pow yże j ,  j e s t  d l a  w ięks zośc i  f rakc j i  
w  g r a n i c a c h  1:13 do 1:20. T a k  więc  n a  około 15 c z ąs te c ze k  g l iko zy  w  ł a ń c u 
ch u  g ł ó w n y m  p o w i n n a  by  p r z y p a d a ć  z a le d w i e  j e d n a  g l iko za  w  ł a ń c u c h u  
bo czn ym .  L iczby  te  są  t e g o  s a m e g o  rzęd u ,  j a k  wy l i c zo n e  z u t l e n i a n i a  n a d 
j o d a n e m  l iczby w i ą z a ń  1:4 w  s to s u n k u  do l iczby w i ą z a ń  1:6 ł a ń c u c h a  g ł ó w 
nego .  W y d a j e  s ię z a t e m  u z a s a d n i o n e  p r zy pu sz cz en ie ,  że ł a ń c u c h y  bo cz ne  
s t a n o w i ą  w  więks zoś c i  p r z y p a d k ó w  po je d y nc z e  cz ąs tec zk i  gl ikozy.

K ró t k a  oś  cząs teczk i ,  j a k  p r z e d s t a w i o n o  pow yże j ,  w yn o s i  oko ło  17 A,  
k t ó r y  to w y m i a r  j e s t  n i eco  większy ,  n iż  s t a n o w i ł a b y  d ł u g o ś ć  p o łą c z o n y c h  
z s ob ą  t r zech  cz ąs te c ze k  g l ikozy.  W  pr zy b l i że n i u  o d p o w i a d a ł o b y  to s z e r o k o 
ści cz ąs teczk i  z b u d o w a n e j  z p r o s t e g o  ł a ń c u c h a  g ł ó w n e g o  o r az  z ł a ń c u c h ó w  
bocznych ,  z ł o żo ny c h  z j ed ne j  lub dw óc h  g l ikoz  ( w  za le żn oś c i  od  ty p u  ich 
ro z m i e sz c z e n ia  s y m e t r y c z n e g o  lub n i e s y m e t r y c z n e g o  w  s t o s u n k u  do  osi 
d ług ie j  cz ąs te c zk i ) .

G d y b y  j e d n a k  ł a ń cu c h  g ł ó w n y  był  p ro s ty ,  to  j e g o  d ł u g o ś ć  p o w i n n a  by być 
t a k a ,  j a k  p o d a n o  w  t a b l i cy  I k o l u m n i e  10 j a k o  lmax. W a r t o ś ć  lmax o t r z y m a 
no  p rze z  ob l i czen ie  l iczby g l ikoz  w  ł a ń c u c h u  g ł ó w n y m  ( j ak o  ró żn ic y  p o 
m ię d z y  c a ł k o w i t ą  l i czbą g l ikoz w cz ąs te c zc e  a  l i czbą g l ikoz  w  j e d n o g l i k o -
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zowy ch  ł a ń c u c h a c h  boczn ych )  i p o m n o ż e n i u  jej  p rze z  d ł u g o ś ć  1 g l ikozy ,  tj. 
5,15 A.  J a k  w i d a ć  z t ab l i c y  I, l max j e s t  z n a c z n i e  większe ,  n i ż  o b l i c zo n a  na 
p o d s t a w i e  d a n y c h  f i zy k oc he mi cz ny ch  d ł u g a  oś  da n e j  cząs teczk i .  S to s u n e k  
tych dw óc h  w ar t ośc i ,  u w i d o c z n i o n y  dla  k a ż d e j  f rakcj i  w  k o l u m n i e  11 t a 
bl icy I, w y n o s i  około 4 —  a n a l i z a  s t a t y s t y c z n a  w s k a z u j e  n a  n iewie lk i  r o z 
rzu t .  N a  p o d s t a w i e  s t a łośc i  s k r ó ce n i a  m a k s y m a l n e j  d łu go śc i  (h ip o te ty cz 
nej )  m o ż n a  wnos ić ,  że g ł ó w n y  ł a ń c u c h  cząs tecz k i  n ie  j e s t  ł a ń c u c h e m  p r o 
s tym ,  a l e  sp i r a l n ie  zw in ię ty m .  N a  j e d e n  zwój  takiej  sp i r a l i  p r z y p a d a ł o b y  
cz te ry  do pięciu r e sz t  gl ikozy.

Jeże l i  z a t e m  pr zy jąć ,  z g o d n i e  z p o w s z e c h n i e  s t o s o w a n ą  do m a k r o c z ą s t e 
czek k o n w e n c ją ,  że o g ó ln y  k s z t a ł t  cz ąs teczk i  d e k s t r a n u  w  r o z t w o r z e  j e s t  
e l i p so id a ln y  —  to jej  s u b t e l n ą  s t r u k t u r ę  s t a n o w i ł b y  s p i r a l n ie  z w in i ę ty  ł a ń 
cuch g ł ów n y ,  p o s i a d a j ą c y  b ocz ne  o d g a ł ę z i e n i a  p r ze c ię tn ie  z ł o ż o n e  tylko 
z po je d y n cz y ch  cz ąs te c ze k  gl ikozy.  M od e l  cząs tec zk i  c u k r o w c a  o c h a r a k t e 
rze sp i r a l i  był  ju ż  p o p r z e d n io  p r z e d s t a w i o n y  np.  o d n o ś n i e  do sk rob i  (30) ,  
w  k tó re j  n a  j e d en  zwój  sp i ra l i  p r z y p a d a ł o  —  p o do b n i e  j a k  w  o p i s a n y m  
w  n in ie j sz e j  p r a c y  d e k s t r a n ie  —  około  5 r e sz t  gl ikozy.

P o z o s t a j e  do o m ó w ie n ia  s p r a w a  f rakcj i ,  o z n a c z o n y c h  n a  w y k r e s a c h  j a ko  
130 toks .  36c i 133 toks.  nfr .  F r a k c j e  te o d b i e g a j ą  w  swoje j  c h a r a k t e r y s t y c e  
od  s k ł a d n i k ó w  sz e r e g u  h o m o lo g i c z n e g o ,  j a k  to w y k a z u j ą  w s z y s t k i e  p o w y ż 
sze  wyk res y .  L iczba  w i ą z a ń  in nyc h  n iż  1:6 j e s t  z n i k o m o  m a ł a  —  r z ę d u  5°/o. 
W  tych  w a r u n k a c h  n ie  m o ż n a  p r a w d o p o d o b n i e  s t o s o w a ć  do cząs tec zk i  m o 
de lu e l ipso idu  o b r o t ow eg o ,  z a c h o w y w a ć  s ię o n a  będz ie  w  r o z t w o r z e  j a k  
s w o b o d n i e  z w i j a j ą c y  się ł ańcuch .

T a b l i c a  3

0 , 6  ml św ieżych  krwinek czerw onych, przem ytych  trzykrotnie  solą  
f iz jo log iczną , z a w ie s z a n o  w  0,9 ml 5%> roztworu frakcji dekstranu  
w  0,9°/o N aCl ,i nape łn iano  za w ie s in ą  rurki W estergrena .  W  t a 
blicy podano wartości  o p a d u  w  mm po u p ły w ie  1 2 0  min.

N a z w a  frakcji C ię ż a r  c z ą 
s t e c z k o w y

O p a d  w  m m  
p o  1 2 0  m in . U w a g i

112.50.C 36 000 1

110-40.Z 58 000 2

133 to k s .n fr . 25 000 80 m a k r o s k o p o w o
i m ik r o s k o p o w o

130 toks .36c 50 000 85 w i d o c z n a  a g r e 
gacja  k r w in e k

N a C l  0,9% 1

N a l e ż y  tu t a j  z a zn a cz yć ,  że  cząs tec zk i  ty p u  dw óc h  f rakcj i  s ą  n ie o b ec ne  
w  p r e p a r a c i e  l ecz n ic zy m d e k s t r a n u  ( P o l i g l u k a n i e  I. H . ) .  S ą  o n e  n a t o m i a s t
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o bec ne  w  h y d r o l i z ac i e  s u r o w e g o  d e k s t r a n u  i w  toku  d a l s z e g o  f r a k c j o n o w a 
n i a  d o k o n y w a n e g o  ce lem us u n ię c i a  f rakcj i  s z ko d l iw yc h  f a r m ak o l o g ic z n ie  
i k l i n i czn ie  (por.  7) s ą  u s u w a n e .  C h a r a k t e r y s t y c z n ą  cech ą  tych  f rakcj i  j es t  
ich w y b i t n y  w p ł y w  n a  o p a d a n i e  k r w i n e k  c z e r w o n y c h  ludzkich .

W  d o ś w i a d c z e n i a c h  p r z e d s t a w i o n y c h  w  t ab l i c y  3 z a w i e s z a n o  k rwink i  
w r o z t w o r a c h  o j e d n a k o w y c h  s t ę że n i ac h  f r akc j i  z h y d r o l i z o w a n e g o  d e k s t r a 
nu ,  z a r ó w n o  z o p i s y w a n e g o  s z e r e g u  h o m o lo g i c z n e g o ,  j a k  i t y p u  „ t o k s “ , p rzy  
c z y m  d o b r a n o  p r e p a r a t y  o zb l i żon yc h  c i ę ż a r a c h  cz ąs tec zk o w y ch .  Z t a b l i cy  3 
w i d o c z n a  j e s t  w y r a ź n i e  ró żn ic a  w  d z i a ł a n i u  n a  op a d  k r w i n e k  tych dwóch  
t y p ó w  c z ąs te c ze k  z h y d r o l i z o w a n e g o  d e k s t r a n u .

P o w y ż s z a  a n a l i z a  s t r u k t u r a l n a  z o s ta ł a  p r z e p r o w a d z o n a  bez u w z g l ę d n i e 
n i a  h y d r a t a c j i  cz ąs tec zk i  w  roz t wo rze .  A cz ko lw iek  z a r ó w n o  p o m i a r  lepkości ,  
j a k  i s t a ł e j  dyfuz j i  od n os i  się do u w o d n io n e j  cząs teczk i  jrfko j e dn o s t k i  k i 
ne t ycz ne j ,  t o  j e d n a k  o s t a t e c z n e  p r ze l i czen ie  j e s t  w y k o n a n e  p rzy  z a s t o s o w a 
n iu  w ła ś c iw e j  ob ję tośc i  c z ąs tk o w ej ,  a więc obję tośc i  c i a ł a  bez w od n eg o .  
Wielkość  z m i a n y  cz ąs tk ow ej  ob ję tośc i  w ła ś c iw e j  w  w y n ik u  u w o d n i e n i a  z o 
s t a ł a  w y l i c z o n a  p rze z  L a n s i n g a  i K r a e m e r a  (3 1) :

1 +  s

W z ó r  t en  p o d a j e  o b ję toś ć  w ł a ś c i w ą  c ia ł a  u w o d n i o n e g o  ( V H) w  p r z y p a d k u ,  
g d y  1 g  c i a ł a  r o z p u s z c z o n e g o  o cz ąs tk ow ej  ob ję tośc i  w ła ś c i w e j  V i  ł ączy  się 
z s g  r o z p u s z c z a l n i k a  o objętości  w ła ś c i w e j  V 2 . Z a k ł a d a j ą c ,  że u w o d n ie n i e  
b a d a n y c h  cz ą s te c z e k  d e k s t r a n u  w y n o s i  0,1 —  0,3 —  0,5 g  r o z p u s z c z a ln i k a  
(0,155 M  w o d n e g o  N a C l )  n a  1 g  d e k s t r a n u  b ez w o d n e g o ,  m o ż n a  do p o d a 
nych  pon iże j  w y n i k ó w  w p r o w a d z i ć  o d p o w ie d n i e  p o p r aw k i .  P o p r a w k i  te 
z m i e n i a j ą c  w a r t o ś ć  [ią] Q i w y n i k a j ą c e  z niej  d a n e  (f/f0 , d/l o r a z  d i 1) o r a z  
w p ł y w a j ą  b e z p o ś r e d n i o  n a  ob l i czen ie  c i ęż a r u  cz ąs te c z k o w e g o ,  gd y ż  w e  w z o 
rze ( IX)  w y s t ę p u j e  c z ą s t k o w a  ob ję toś ć  w ł a ś c i w a .  O d p o w i e d n i e  p o p r a w i o n e  
wy nik i  p r z e d s t a w i o n o  w  t a b l i cy  4. W i d o c z n e  je st ,  że  w p ł y w  b łę d u  w y n i k a 
j ą c e g o  z n i e z n a n e g o  s to p n i a  u w o d n i e n i a  n ie  p r z e k r a c z a  ±  10°/o d la  c i ę ż a r u  
c z ą s te c z k o w e g o .

A u t o r z y  p r a g n ą  w y ra z i ć  p o d z i ę k o w a n i e  ob. m g r  K o ź n i e w s k i e j  
z I n s t y t u t u  M a t e m a t y c z n e g o  za  jej  ży cz l iw ą  w sp ó łp r a c ę .
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MOJIEKYJIHPHAH CTPYKTYPA nPO ^Y K T O B  rMßPOJIMSA ßEK C TPA H A

P  e 3  io  m  e

A e n e Ó H o e  f leficT B H e n p o ay K T O B  rn A p o A H 3 a  A eK C T paH a TecHO 3aBHCHT o t  m o - 

A enyA B pH O H  xapaK T epH C TH K H  3 T o ro  n o A H A H c n e p c o H A a . A ß T o p b i  n o A B e p rA H  a H a -  

A H 3y rioA H TA IO K aH  (A eneÖ H blH  npO A yK T  THApOAH3a ACK CTpaHa nO A yqeH H blH  

H h c t h t y t o m  T eM aT O A orH H ), nyT eM  onpeA C A eH H H  b h 3 k o c t h , K oacpcpH yneH T a 

A H (p(|)y3HH, n a p T H a A b H o ro  y A e A b H o ro  o6T>eM a h  nyT eM  o k h c a c h h h  n o A n c a x a -  

p H A a n ep n o A aT O M . B n3K O C Tb ö b iA a  o n p e A e A e H a  c  n o M o iü b io  BH C K 03H M eTpa 

T e n A e p a ,  KO^(pc|)H^HeHT AH(p(|)y3HH b K io B e T ax  T n n a  T n c e A n y c a  b  M O H O xpoM a-
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THHeCKOM CBeTe B onTHHeCKOH CHCTeMe CDwAHnOT-CBeHCOH a. H a  OCHOBaHHH 

T a n  n o A y n e H H b i x  a a H H b i x  6 w a h  o n p e A e A e H b i  M O A eK y A a p H b ie  KOHCTaHTbi a a h

12 H 30A H p 0B aH H b IX  ( p p a ^ H H  A e K C T p aH a C MOAeKyAHpHbIM BeCOM OT 20  ----- 60
TbICflH. P e 3 y A b T a T b I  COÓpaHbl B T a Ó A H ^  I.

3 a B H C H M 0 C T b  M O K fly  MOAeKyAHpHbIM BeCOM H K 09(p ip .  flH(p(f )y3HH ( P h C. 1 )  

A a e T c a  y p a B H e H H e M  D =  1 , 6  • 1 0 3 M - ° . cs . 3 a B H C H M 0 C rrb m o k a y  M O A eK yAap H biM  B e -  

c o m  h  BH3KOCTbK> A a e T  y p a B H e H H e  [tj] =  5 , 4 •  1 0 “ 6 M  +  0 , 0 5 3  hjih H ]  =  9 , 8 9 - 1 0 ' 8 M 135

I l o K a s a T e A b  c T e n e H H  a  t o t o  m e  p a ^ a  h t o  a a h  neKTHHOBofi  k h c a o t m  h  3 H a -  

H H TeAbH o p a 3 A H M a e T c a  o t  c o o T B e T C T B e H H o r o  n o K a 3 a T e A H  o n n c a H H o r o  a a h  i h b c a -  

c k o t o  ACKCTpaHa.

H a H A C H H b ie  n o  b t h m  AaHHbiM a ó c o A K J T H b ie  p a 3 M e p b i  M O A en yA  noK a3b iB aK > T ,  

h t o  K o p o T K a a  h x  o c b  He MeHaeTCH c  H3M eH eH n eM  M O A e K y A a p H o r o  B e c a ,  a a h h -  

n a a  ?Ke o c b  y M eH b m ae T C H  noHTH n p o n o p u n o H a A b H O  c  y M eH b in eH H eM  M O A e n y A a p -  

h o t o  B e c a .

H o  Mepe T H A p o A H s a  yMeHbmaeTca h h c a o  rAK>K03Hbix CBH3eh Apyrnx,  neM 
1 : 6, HTO yKa3bIBaeT Ha OCOÓyiO BOCnpHHMHHBOCTb K THApOAHCTHHeCKOMy AeH- 
CTBHIO MHHepaAbHbIX KHCAOT CBH3CH 1 : 4. KoAHHeCTBO CBH3CH APYTHX HCM 1 I 4 
B COnoCTaBAeHHH C KOpOTKOH OCbK) nOOAHHOHHbIX MOACKyA AaeT OCHOBaHHe AO- 
nycKaTb, h t o  6 oKOBbie yenn  b  n p o A y K T a x  T H A p o A H 3 a  AeKCTpaHa c o c t o a t  H3 o t -  

AeAbHbIX MOACKyA TAIOK03bI.

H 3 c p a B H e H H H  o Ó H j e f i  A A H H b i  B c e x  M O A e n y A  r A K > K 0 3 b i  b  r A a B H O H  y e n H  

c  n e p e A  b t h m  Bb iH H CA eH H O H  a a h h o h  o c h  C A e A y e T ,  h t o  r A a B H a a  y e n b  B c e x  

H C C A e A O B a n H b i x  c p p a K y n H  A e K C T p a H a  H M e e T  ( p o p M y  c n n p a A H ,  b  K O T o p o f i  o a h h  

BHTOK COCTOHT H 3  4 -U 5 TAKDK03.

B HeoHHiijeHHOM n p o A y K T e  r H A p o A H 3 a  e c T e c T B e H H o r o  A eK C T p aH a K p o M e  B b im e  

o n H c a H H b i x  n o A H c a x a p H A O B  r o M O A o r H n e c K o r o  p a A a  H aHAeHbi c p p a ^ H H  c  o t h o -  

CHTeAbHO ÓOAbUIOH BH3KOCTbK> H HH3KHM MOAeKyAHpHbIM BeCOM BblHHCAeHHH 

MeTOAaMH KaK B b l iu e .  y  3THX {p p aK yH H  OHeHb HeÓOAbUIOe KOAHHeCTBO CBH3efi  

A p y r H x  neM  1 : 6 .  KaK n o K a 3 a H o  H a r p a t p H K a x  s t h  cppaKu,HH He np H H aA A e?K aT  

k  TOMy TOMOAorHHecKOMy p a A y ,  k  K O T op oM y np H H aA A e>K aT  (p p a K y H H  A e n e Ó H o r o  

n p e n a p a T a .  H a f i A e H o ,  h t o  3 t h  cppaKUHH c H A b H o  b a h h i o t  Ha y c K o p e H H e  o c e A a -  

h h h  e p H T p o y H T O B  HeAOBenecKOK K poB H  ( 1  a Ó A H y a  I I I ) .  

K a K  B A H aeT  T H A p a T a ^ a  Ha M O A e K y A a p n b in  B e c  n p o A y K T O B  r H A p o A H 3 a  A e K 

C T p a H a  n o K a 3 a H o  Ha t h h o b o m  n p H M e p e .
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MOLECULAR STRUCTURE OF DEXTRAN HYDROLYSIS PRODUCTS

S u m m a r y

T h e  th e r a p e u t i c  effect  of h y d r o ly s e d  d e x t r a n  is c losely  r e l a t e d  to the  m o 
lecu la r  s t r u c t u r e  of th i s  po ly dy sp e r s o id .  T h e  p a p e r  g iv e s  m o l e c u l a r  c o n s t a n t s  
(Ta b l e  I) of pa r t i a l l y  h y d r o ly s e d  a n d  pur i f i ed  d e x t r a n  f r a c t i o n s  (der ived  
f ro m „ P o l i g l u k a n “ p r e p a r e d  in th i s  l a b o r a t o r y ) .  T he  c o n s t a n t s  h a v e  been 
o b t a i n e d  f ro m v i scos i ty  ( f a l l in g  bal l  v i s c o s i m e t e r ) , d i f fus ion  ( fr ee  b o u n d a r y  
cuve t t e ,  P h i l p o t - S v e n s s o n  op t i ca l  s y s t e m )  a n d  p a r t i a l  speci f ic  v o l u m e  da ta .  
In all,  t he re  w e r e  a n a l y s e d  12 f r a c t io n s  o b t a i n e d  by r e p e a t e d  p rec ip i t a t io n  
w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  of e t h a n o l  a t  v a r i o u s  t e m p e r a t u r e s .  T h e  f r a c t ions  
cove red  the  m o le c u l a r  r a n g e  f ro m 20  0 00  to 60 0 0 0 .

T he  m o le c u l a r  w e i g h t -d i f f u s i o n  c o n s t a n t  r e l a t i o n sh i p  is D =  
■= 1 , 6 - 103 M “ 0-65. T he  m o le c u l a r  w e i g h t - i n t r i n s i c  v i sc o s i t y  r e l a t io n sh ip  
m a y  be  ex p r e n e d  a)  in l in e a r  fo rm [r|] =  5 , 4 - 1 0 “ 3 M  + 0,053 a n d  b)  in ex p o 
ne n t i a l  f o r m  M  =  9,87 • 10 - 8  M 1*35; in the  l a t t e r  the  e x p o n e n t  a is s i 
m i l a r  to t h a t  ob ta in ed  by o t h e r  a u t h o r s  for  pec t in ic  ac id s  a n d  w id e l y  d i f fe
r e n t  f rom u n e x p l i ca b ly  low c o n s t a n t  p ub l i s he d  for  Swed ish  d ex t ra n .

C a lc u la t i o n  of m o le c u l a r  d i m e n s i o n s  f ro m  the  d a t a  g iv e n  sh o w s  t h a t  
the  l e n g th  of sh o r t  ax i s  of m o le cu le s  is c o n s t a n t  t h r o u g h o u t  th e  m o le cu l a r  
r a n g e  in v e s t ig a te d .  The  l e n g th  of lo n g  ax i s  is a l m o s t  l i n e a r y  p r o p o r t i o n a l  
to  m o le c u l a r  we ig h t .

T he  n u m b e r  of g lycos id ic  b o n d s  o t he r  t h a n  1:6 d im i n i s h e s  w i t h  in c re ase d  
d e g r a d a t i o n  of d ex t r a n .  T he  d a t a  o n  th e  n u m b e r  of b o n d s  o t h e r  t h a n  1:6 
t o g e t h e r  w i t h  ca lc u la t ed  l e n g th  of sh or t  ax i s  of a m o le cu le  sh o w  th a t  
b r a n c h i n g s  a r e  on  the  a v e r a g e  no1 l o n g e r  t h a n  s in g l e  g lu c os e  uni t .  The  
m a i n  c h a in  of each  m o le cu l e  i n v e s t i g a t e d  a p p e a r s  to be  in th e  fo rm of 
a hel ix,  4 to  5 g lu c os e  u n i t s  pe r  tu r n ,  a s  m a y  be j u d g e d  f ro m  th e  ca lc u l a t ed  
l e n g th  of l o n g  axi s  a n d  t h a t  of a m a x i m a l l y  e x t e n d e d  m a i n  cha in .

In the  u n f r a c t i o n a t e d  h y d r o ly s i s  p r o d u c t  of n a t i v e  d e x t r a n  th e re  w er e  
foun d  f ra c t io n s  of c o m p a r a t i v e l y  h ig h  in t r in s i c  v i scos i ty  a n d  low  m o le cu l a r  
w e i g h t  ( a s  c a lc u l a t ed  by th e  ab ov e  m e t h o d s ) .  T he  n u m b e r  of b r a n c h i n g s  is 
v e r y  low. T h e s e  f r ac t io ns  do n o t  b e l o n g  to h o m o l o g o u s  se r i e s  of p o l y s a c c h a 
r i des  p r e s e n t  in t h e ra p e u t i c a l  p r e p a r a t i o n  as  ev i d en t  f rom the  g r a p h s .  
T hey  p r o b a b l y  fo rm r a n d o m l y  coi led c h a i n s  in so lut ion .  T h es e  f r ac t i on s  
po s s e s s  th e  r a t h e r  m a r k e d  p r o p e r t y  of i n c r e a s i n g  the  e r y t r o cy t e  s e d i m e n 
ta t io n  r a t e  (Ta b le  3 ) .

Th e  inf luence  of h y d r a t a t i o n  on  m o l e c u l a r  w e i g h t  ca lc u la t io n  of h y d r o 
lysed  d e x t r a n  f r ac t i on s  is br ief ly  d i sc uss ed .

D e p a r tm e n t  of  B io c h e m is t r y ,  I n s t i tu t e  of  H e m a to lo g y ,  W a r s a w
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L.  I 1 9 5 4 N" o  f

A N D R Z E J M O R A W IE C  KI

W P Ł Y W  A D E N O Z Y N O T R Ó J F O S F O R A N U  NA D E N A T U R A C J Ą  
C I E P L N Ą  B I A Ł E K

Zakład.  C h em ii  F i z jo lo g ic zn e j  A k a d e m i i  M ed .  w e  W r o c ła w iu  

K ie r o w n ik  Z a k ładu :  prof. d r  T. B a r a n o w s k i

O d  d a w n a  z n a n y  był  fakt ,  że b ia łk a  po d o d a n i u  p e w n y c h  s u b s t a n c j i ,  j a k  
f o r m a l d e h y d  ( 1) lub po  ace ty lac j i  (2 ) ,  n i e  k o a g u l u j ą  p o d c z a s  o g r z e w a n i a .  
Z ja w i s k o  to t ł u m a c z o n o  b lo k o w a n i e m  g r u p  a m i n o w y c h  i p o d w y ż s z a n i e m  
u j e m n e g o  ł a d u n k u  e l ek t r y c z n e g o  d r ob iny .  W  r. 1949 H u g g i n s  i J e n -  
s e n  (3) op i sa l i  p o d o b n e  d z i a ł a n i e  j o d o o c t a n u .  P o p r z e d n i o  j e szc ze
w r. 1944 B a 11 o u, B o y e r, Ł u c k  i L u m  (4)  s twi e rd z i l i ,  że 
s z e r e g  a n i o n ó w  o r g a n i c z n y c h ,  p r z e d e  w s z y s t k i m  k w a s ó w  t ł u s zc zo w y ch ,  w y 
w i e r a  n a  a l b u m i n ę  s u r o w i c y  d z i a ł a n i e  c h r o n ią c e  p r ze d  d e n a t u r a c j ą  t e r m i c z 
ną.  D z i a ł a n i e  to o b j a w i a  s ię z m n i e j s z e n i e m  szyb ko śc i  d e n a t u r a c j i  i p o d w y ż 
s z e n i e m  t e m p e r a t u r y ,  w  k tó re j  d e n a t u r a c j a  p r z e b i e g a  z o k r e ś lo n ą  p r ę d k o 
ścią.  N a j s i l n i e j s z y  w p ł y w  w y w i e r a  k a p r y l a n  sod ow y,  k t ó r e g o  d z i a ł a n i e  m o ż 
n a  z a u w a ż y ć  ju ż  w  obecnośc i  1 d r o b in y  k a p r y l a n u  n a  d r ob in ę  b ia łka .  P ó ź 
niej  z a o b s e r w o w a n o  d z i a ł a n i e  c h r o n ią c e  k a p r y l a n u  p r zy  d e n a t u r a c j i  a l b u m i 
ny  s u r o w ic y  m o c zn ik i em ,  c h l o r o w o d o r k i e m  g w a n i d y n y  (5) o r a z  p r o m i e n i o 
w a n i e m  u l t r a f io l e to w y m  (6 ).  S tw ie r d z o n o ,  że  m a m y  tu  do  c z yn ie n ia  i s to tn ie  
z o c h r o n ą  p r ze d  d e n a t u r a c j ą ,  a n ie  ty lko  p r z e d  k o a g u l a c j ą  z d e n a t u r o w a n e g o  
b ia łk a  (5, 7 ) .

W  r. 1951 zwr óc i ł  m o j ą  u w a g ę  fakt ,  że  a d e n o z y n o t r ó j f o s f o r a n  ( A T P )  
c h r on i  b ia łka  p r ze d  k o a g u l a c j ą  w  cz as ie  o g r z e w a n i a  ( 8 ) .  F a k t  t en  j e s t  i n 
t e re s u ją c y  ze w z g l ę d u  n a  w y s t ę p o w a n i e  A T P  w  k aż de j  k o m ó r c e  u s t r o jó w  
ży w yc h  i n a  j e g o  ro lę  w  p r z e m i a n a c h  u s t r o jo w y c h .

B a d a n i e  c h r o n i ą c e g o  d z i a ł a n i a  A T P  w  pr o ce s ie  t e rm ic z n e j  d e n a t u r a c j i  
b i a ł e k  j e s t  t e m a t e m  n in ie j sz e j  p racy .

P r z e d e  w s z y s t k i m  o b r a n o  i o p r a c o w a n o  o d p o w i e d n i ą  m e t o d ę  p o z w a l a j ą 
cą n a  i lościowe p o r ó w n y w a n i e  d z i a ł a n i a  c h r o n ią c e g o .  Z d e c y d o w a n o  się

[ 4 7 ]

http://rcin.org.pl



48 A. MORAWIECKI

t n i e rzyć  s to p i eń  z m ę t n i e n i a  r o zc ień cz o ny ch  r o z t w o r ó w  b i a ł k a  o g r z e w a n y c h  
w o d p o w ie d n i o  u s t a l o n y c h  w a r u n k a c h .

P o m i a r y  z m ę t n i e n i a  były  ju ż  n ie j e d n o k r o t n i e  s t o s o w a n e  p r ze z  ró żny ch  
a u t o r ó w  do o z n a c z a n i a  s t o p n i a  d e n a tu r a c j i .  M.  in. s to s o w a l i  j e  T o n g u r  
i K a s a t o s z k i n  w  swo ich  p r a c a c h  n a d  o d w r a c a l n o ś c i ą  d e n a t u r a c j i  
(9)  o r a z  B o y  e r  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  p o d c z a s  b a d a n i a  c h r o n i ą c e g o  d z i a 
ł a n ia  k a p r y l a n u  ( 10 ).

O p r a c o w a n a  p r z e z e  m n i e  m e t o d a  różn i  s ię  od p o p r z e d n ic h  m.  in. t ym,  że 
zm ę t n i e n i e  o z n a c z a  s ię na  p o d s t a w i e  p o m i a r ó w  n a t ę ż e n i a  ś w i a t ł a  p r z e c h o 
d z ą c e g o  ( t u r b i d y m e t r y c z n i e ) . M e t o d a  t a  j e s t  s t o s u n k o w o  p r o s ta ,  p o z w a l a  
n a  w y k o n y w a n i e  p o m i a r ó w  se ry jn yc h  i w y m a g a  n ie wi e lk ic h  i lości  m a te r i a łu .

P o s ł u g u j ą c  s ię  t ą  m e t o d ą  z b a d a n o  d z i a ł a n i e  A T P  w  r ó ż n y c h  s t ę że n i ac h  
jon ów  w o d o r o w y c h  i e l ekt rol i tów.  D z i a ł a n i e  to b a d a n o  n a  a l b u m i n i e  j a j a  
be z p o s t a c i o w e j  i k ry s ta l i cz ne j ,  k r ys ta l i cz n e j  a l b u m i n i e  s u r o w i c y  końskie j  
o r az  n a  g l o b u l i n a c h  su r o w ic y  końskie j .

Część  d o św ia dc za ln a

A. O D CZ Y N N IK I  I M ETO D YK A

1. K r y s t a l i c z n ą  a l b u m i n ę  j a j a  i k r y s t a l i c z n ą  a l b u m i n ę  s u r o w i c y  k o ń 
skiej  o t r z y m a n o  m e t o d ą  B a r a n o w s k i e g o  Ł) p rze z  o s t r o ż n e  w y s o le n ie  u p r z e d 
nio o c z y s z c z o n e g o  b ia łk a  w  okol icy p u n k t u  i z oe l ek t r ycz neg o .  U ż y w a n o  
p r e p a r a t y  k r y s t a l i z o w a n e  4-krotnie.

2 . B e z p o s t a c i o w a  a l b u m i n a  j a j a .  U ż y w a n o  h a n d l o w y  p r e p a r a t  a l b u m i n y  
j a j a  k u r ze g o .

P r e p a r a t y  a l b u m i n  r o z p u s z c z a n o  p r ze d  uż y c ie m  w  15— 20 m l  w o d y  d e 
s ty l o w a n e j  i d i a l i z o w a n o  wob ec  2 1 w o d y  d e s ty lo w a n e j  w  c i ą g u  36 god z i n ,  
z m i e n i a j ą c  w o d ę  w  d ia l i z a t o r ze  3 -krotnie .  N a s t ę p n i e  r o z t w o r y  w i r o w a n o  
ce le m u s u n ię c i a  d r o b n y c h  i lości z d e n a t u r o w a n e g o  b ia łka ,  po  c z y m  o z n a c z a 
no  s t ę że n ie  b ia łk a  ( p a t r z  p. 5 ) ,  a c a ło ść  r o z c ie ń c z a n o  o d p o w i e d n i o  w o d ą  
d e s t y l o w a n ą .

3. G l o b u l i n y  s u r o w ic y  końsk ie j  o t r z y m y w a n o  ze św ieże j  s u r o w i c y  p rze z  
w y so le n i e  s i a r c z a n e m  a m o n o w y m  do  n a s y c e n i a  0,4 2) .  S u r o w y  p r e p a r a t  r o z 
p u s z c z a n o  w  n iewie lk ie j  i lości  0,85°/o N a C l  i w y t r ą c a n o  p r ze z  d o d a n i e  
20-k ro t ne j  ob ję tośc i  wody .  T a k  o t r z y m a n y  p r e p a r a t  r o z p u s z c z a n o  p r ze d  u ż y 
c iem w  0,1 M  N a C l  i o z n a c z a n o  s t ęż en ie  b ia łk a  k o lo r y m e t r y c z n i e  (p. 5 ) .

*) P r y w a tn e  doniesien ie .

2) N a sy c e n ie  1 , 0  o s ią g a  s ię  dodając 0,72 g  s ta łe g o  s iarczanu  a m o n o w e g o  do 1 ml 
cieczy .
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4. A d e n o z y n o t r ó j f o s f o r a n  ( A T P )  o t r z y m a n o  z m ię śn i  k ró l ik a  w  p o s ta c i  
soli  w a p i e n n e j  m e t o d ą  S z e n t - G y ó r g y i e g o  ( 11) .  A n a l i z a  p r e p a r a t u  d a ł a  
n a s t ę p u j ą c e  wy nik i  (por .  p. 6 ):

W  p r ze l i cz en i u  n a  z a w a r t o ś ć  ł a t w o  h y d r o l i z u ją c e g o  fos fo ru  c z y s to ś ć  p r e 
p a r a t u  w y n o s i ł a  94 , 5 % .

B e z p o ś r e d n i o  p r z e d  uż y c ie m  o d w a ż o n e  p róbk i  A T P  r o z p u s z c z a n o  w  w o 
dzie  i p r z e p r o w a d z a n o  w  sól  s o d o w ą  p rze z  z a d a n i e  o d p o w i e d n i ą  i lością  
s z c z a w i a n u  s o d o w e g o ,  po  cz ym  d o p r o w a d z a n o  do  ż ą d a n e j  w a r t o ś c i  p H  r o z 
c i e ń c z o n y m  w o d o r o t l e n k i e m  so d o w y m .  W  t a k  p r z y g o t o w a n y c h  r o z t w o r a c h  
o z n a c z a n o  A T P  k o lo r y m e t r y c z n i e  (p. 6 ).

5. I lo śc io w e  o z n a c z e n i e  b i a łk a  w y k o n y w a n o  m e t o d ą  k o l o r y m e t r y c z n ą  
W e i c h s e l b a u m a  o p a r t ą  n a  r eakc j i  b i u r e t ow e j  (12) .  P o m i a r y  w y k o n y w a n o  
za  p o m o c ą  a b s o r p c j o m e t r u  H i l g e r a  s t o s u j ą c  f i l tr  R O G I  (5 40 — 580 m p ) .

6 . O z n a c z e n i a  fos fo ru i z w i ą z k ó w  fo s fo rowych  w y k o n y w a n o  k o l o r y m e 
t ry cz n ie  m e t o d ą  F i s k e g o - S u b a r r o w a  (13) w  mody f ika c j i  K i n g a  ( 1 4 ) .  D o  p o 
m i a r ó w  u ż y w a n o  a b s o r p c j o m e t r  H i l g e r a  z f i l t r em R O R 2  (6 15 — 635  mu-).

A T P  o z n a c z a n o  p rzez  p r z y r o s t  n i e o r g a n i c z n e g o  f o s fo r a n u  po  7 - m in u -  
towej  h y d r o l i z i e  w  1 n HC1 w  te mp .  100° ( P 7 ).  W  tych w a r u n k a c h  z j ednej  
cząs tecz k i  A T P  o d s z c z e p ia ją  s ię dw ie  r e sz ty  k w a s u  fos fo ro weg o .

F os fo r  c a łk o w i t y  ( P t ) o z n a c z a n o  po  s p a le n i u  s u b s t a n c j i  z k w a s e m  n a d 
c h l o r ow y m .

7. P o m i a r y  p H  w y k o n y w a n o  p o t e n c jo m e t r y c z n ie  s t o s u j ą c  e l ek t r od ę  
sz k l an ą .

P o n i e w a ż  d z i a ł a n i e  A T P  o b j a w i a  s ię  tym,  że w  j e g o  obecnośc i  r o z c i e ń 
czone  r o z t w o r y  b ia łk a  p o d c z a s  o g r z e w a n i a  n ie  m ę tn ie j ą ,  n a s u n ą ł  s ię  w n i o 
sek,  że n a  tej p o d s t a w i e  m o ż n a  o p r a c o w a ć  m e t o d ę  p o z w a l a j ą c ą  n a  p o r ó w 
n y w a n i e  t e g o  e fektu  w  ró żn y ch  w a r u n k a c h .  Z m ę tn ie n i e  m o ż n a  m i e r z y ć  tu r -  
b id y m e t r y c z n ie  w ó w c z a s ,  g d y  po  d e n a t u r a c j i  b i a łk a  n ie  w y t r ą c a  s ię  o sa d ,  
a ty lko w z r a s t a  o p a l e s c e n c ja  r o z tw o r u .  Z a l eż y  to od s z e r e g u  c z y n n i k ó w  t a 
kich j ak :  t e m p e r a t u r a ,  c z a s  o g r z e w a n i a ,  s t ę że n ie  e l ek t ro l i tów,  w a r t o ś ć  p H ,  
rodza j  b ia łk a ,  s t ę ż e n ie  b ia łka .

Po

P 7

Pt

oznaczony

0,41%
10,8%

17,7%

wyliczony dla

Q10IPL4O13N5P 3Ca 

0 ,00% 

11,4%
17,1%

B. P O M IA R Y  Z M Ę T N IE N IA

4 Acta B io c h im ica  P o lo n ic a
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Ustalono następujące warunki doświadczeń:

T e m p e r a t u r a .  Ja k o  temperaturę denaturacji obrano 75°. Denatu- 
racja zachodzi wówczas dostatecznie szybko. W temperaturach wyższych 
zbyt łatwo tworzą się kłaczkowate osady. Warunkiem odtwarzalności wyni
ków jest stałość temperatury; wahania nie powinny przekraczać dr 0 ,2 °.

C z a s  o g r z e w a n i a .  Zmętnienie roztworów białkowych zależy od 
czasu ogrzewania. Początkowo wzrasta ono dość szybko i po 15  min. osiąga 
stałą wartość.

We wszystkich dalszych doświadczeniach ogrzewano roztwory w ciągu 
2 0  min.

S t ę ż e n i e  e l e k t r o l i t ó w .  Zbyt duże stężenia elektrolitów ułat
w ia ją  tworzenie się osadów. W stosowanych granicach stężeń białka, stęże
nie NaCl w granicach 0,02 — 0,002 M. Dodawanie pewnych ilości elektroli
tów uznano za wskazane, ponieważ badano wpływ A T P, który również jest 
elektrolitem. Chodzi o to, by dodatek A T P  tylko nieznacznie zmieniał 
względną siłę jonową roztworu.

S t ę ż e n i e  j o n ó w  w o d o r o w y c h .  Pomiary zmętnienia wykony
wano przy różnych wartościach pH, zarówno powyżej, jak  i poniżej punktu 
izoelektrycznego badanych białek.

Zmętnienie roztworu zdenaturowanego białka zależy w dużym stopniu 
od wartości pH. Zmiany pH o 0,05 powodują już dostrzegalne różnice 
ekstynkcji.

Pom iary pH wykonywano z dokładnością 0,03.

S t ę ż e n i e  b i a ł k a .  Zależnie od rodzaju białka, stężenia elektroli
tów i od wartości pH, dobierano takie stężenia białka, aby ekstynkcja roz
tworu po zdenaturowaniu (bez dodatku czynnika chroniącego) leżała 
w granicach 0,6 — 1,5.

N a  ogó ł  s t ę ż e n ia  b ia ł ek  by ły  w  g r a n i c a c h  0 ,02% — 0 , 4 % .

Technika pomiarów

Odpowiednie roztwory (białko, NaCl, A T P) odmierzano do probówek 
(średnica wewn. 14 mm, grubość ścianek 0,5 mm), po czym dodawano wo
dy destylowanej do objętości 5 ml. Kolejność dodawania odczynników oraz 
czas między zmieszaniem roztworów a denaturacją nie w pływ ają  w spo
sób widoczny na wyniki.

Po zmieszaniu zawartości, probówki umieszczano w łaźni wodnej o tem
peraturze 75°, utrzymywanej z dokładnością ±  0,2°. Po 20 minutach od 
chwili wstawienia do łaźni probówki wyjmowano i oziębiano zanurzając 
w wodzie o temperaturze nieco niższej od pokojowej. Po kilkunastu minutach
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mierzono ekstynkcję roztworu za pomocą absorpcjometru Hilgera w kiuwe- 
tach cylindrycznych o średnicy 15  mm, stosując filtr o przepuszczalności po
niżej 5 10  mix.

W tych warunkach, gdy nie tworzyła 
się widoczna zawiesina, ekstynkcja roz
tworu była proporcjonalna do stężenia 
zdenaturowanego białka (rys. 1 ).

Precyzja tej metody nie jest duża. P o 
między różnymi seriami pomiarów od

chylenia mogą wynosić od kilku do kilku
nastu procent. Możliwe, że jedną z przy

czyn błędów są nieznaczne różnice w stę
żeniu jonów wodorowych trudne do w ye
liminowania. Mimo to jednak metoda ta 
okazała się przydatna do opracowania 
podjętego tematu.

Wyniki  pomiarów

Jeżeli roztwór białka ogrzewać w obecności ATP, to zmętnienie jego po 
zdenaturowaniu jest mniejsze niż w nieobecności ATP. Zmętnienie zmniej 
sza się ze wzrostem stężenia A T P w sposób regularny i może spaść do zera.

Efekt ten badano na albuminie ja ja  kurzego (krystalicznej i bezpostacio
wej), krystalicznej albuminie surowicy końskiej i na globulinach surowicy 
końskiej. Na wszystkie badane białka A T P działa w sposób podobny. Widać 
to z wykresów na rys. 2, 3 i 4. Stosunek molarny A T P  do białka obliczono 
przyjmując ciężary drobinowe białek:

albumina ja ja  kurzego 44 000

albumina surowicy konia 70 000

globuliny surowicy konia (średnio) 160 0 0 0

Jeżeli ekstynkcja roztworu białka ogrzewanego z A T P wynosi zero, w ów 
czas mówimy o całkowitym chronieniu białka przez ATP. W przeciwnym 
przypadku mówimy o częściowym chronieniu białka. W pewnych przypad
kach ekstynkcja utrzymuje się powyżej zera, jednak nie zmniejsza się 
w obecności większych ilości A T P  (lub zmniejsza się nieznacznie); stan ta
ki nazwano stanem nasycenia. Przykład podano na rys. 5.

Ilość A T P potrzebna do uzyskania całkowitego chronienia lub stanu n a
sycenia zależy w wielkim stopniu od wartości pH. Widać to z porównania

m g .  b ia ik c

R ys. 1 —  A lbum ina ja ja  o g rzew a n a  
w c ią g u  20 m in. w  tem p. 75°. 

pH =  6,80, stęż . N aC l: 0,02 M.

http://rcin.org.pl



52 A. M ORAW IECKI

wykresów 2 i 5. Dla albuminy surowicy potrzebna ilość A T P  wynosi przy 
wartości pH =  7 ,10  ok. 7 drobin A T P  na jedną drobinę białka; przy 
pH =  6,55 ilość ta wzrasta do około 100 drobin.

Stosunek molarny ATP/białko

Rys. 3 —  D z ia ła n ie  ATP na k rystal. 
album inę ja ja . R oztw ór o g r z e w a n y  
w ciągu  20 m in. w  tem p. 75°; s tę 
żen ie b iałka: 0,4% , stę ż e n ie  N aC l: 

nnnoM  nH =  fi 7n

R ys. 2 —  D z ia ła n ie  A TP na a lb u 
m inę su ro w ic y  końsk iej. R oztw ór  
o g r z e w a n y  w  c ią g u  2 0  m in. w  tem p. 
75°; s tęże n ie  białka: 0,02% , stę ż e 

n ie N aC l: 0,002 M , pH =  6,55.

S tosunek  m olarny ATP/białko

R ys. 4 —  D z ia ła n ie  A TP na g lo b u 
lin y  su ro w ic y  końskiej. R oztw ór o -  
g rzew a n y  w  c iągu  2 0  m in. w  tem p. 
75°; s tę ż e n ie  b ia łka: 0,22% , s tę ż e 

n ie N aC l: 0,002 M , pH =  6,90.

Stosunek molarny A TP /b ia łko

R ys. 5 —  D z ia ła n ie  A T P  na a lb u 
m inę su ro w icy  końskiej. R oztw ór  

og rzew a n y  w  c ią g u  2 0  m in. w  tem p. 
75°; stęże n ie  b iałka: 0,1% , stęże n ie  

N aC l: 0,002 M.

W punkcie izoelektrycznym oraz przy wartościach pH nieco wyższych 
(do pH =  6 ) pomiary ilościowe były niemożliwe ze względu na ścinanie się 
białka, nawet przy niskich jego stężeniach. Jednak i w tych przypadkach 
w ytrącający się osad był w obecności A T P  mniej obfity.
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Poniżej punktu izoelektrycznego A T P działa w sposób wręcz przeciwny. 
Roztwory białka ogrzewane w obecności A T P  wykazują znacznie silniejsze 
zmętnienie (rys. 6 ).

Działanie A T P przy różnych stężeniach białka, lecz przy tym samym
stosunku ATP/białko przedstawiono na 
rys. 7. Widać z tego, że w przypadku 
2 -krotnie większych stężeń białka ekstynk
cja roztworów jest również dwukrotnie 
większa.

Wpływ stężenia elektrolitów na działa
nie chroniące A T P badano na przykładzie 
chlorku sodowego. Wyniki przedstawiono 
na rys. 8 . Z wykresu tego widać, że dzia
łanie A T P  jest słabsze w obecności elek
trolitów. Przy większych stężeniach elek
trolitów, nawet w obecności ATP, otrzymu
jemy po ogrzaniu silne zmętnienia.

R ys. 6  —  D z ia ła n ie  A TP na a lb u 
m inę su ro w ic y  poniżej punktu izo- 
elektr. R oztw ór o g r z e w a n y  w  c iągu  
20 m in. w  tem p. 75°; s tę ż e n ie  b ia ł
ka: 0,1% , stęże n ie  N aC l: 0,002 M, 

pH =  4,18.

R ys. 8  —  W p ływ  stężen ia  N aC l na  
od s tę ż e n ia  białka (b ezp o sta c io w a  
album ina  ja ja ) . R oztw ór o g r z e w a 
ny w  c iągu  20 m in. w  tem p. 75°; 
stęże n ie  N aC l: 0 ,002 M , P h =  6,90. 
K rzyw a 1 —  B ia łk o  0,4% , k rzy

w a 2  —  b iałko 0 ,2 %.

R ys. 8  —  W p ływ  stężen ia  N aC l na 
d z ia ła n ie  chron iące A TP. B iałko: 
b ezp o sta c io w a  a lbum ina  jaja; stęż . 
0,4% , pH =  6,75. K rzyw a 1 — 
stęż . N aC l 0,00 M, krzyw a 2 — 
stę ż . N aC l 0,004 M, krzyw a 3 — 

stęż . N aC l 0,02 M .

Czas upływający pomiędzy dodaniem A T P do roztworu białka a denatu- 
racją nie ma widocznego wpływu na zmętnienie. Próbki odpowiednio dena
turowane po upływie 5 min. i 2 godz. po dodaniu A T P  dały wyniki zgodne.
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D yskusja  w yn i k ów

Przytoczone wyniki pozwalają stwierdzić, że A T P chroni białka przed 
koagulacją w czasie ogrzewania. Działanie to wywiera A T P  na białka za
równo typu albumin, jak i globulin.

W związku z zastosowaniem metody turbidymetrycznej do ilościowego 
porównywania chronienia białka, należy omówić następujące zagadnienia. 
Natężenie światła rozproszonego, a więc i osłabienie natężenia światła 
przepuszczonego, zależy zarówno od ilości cząstek rozpraszających, jak  też 
i od kwadratu ich objętości. Dodatek A T P do denaturowanego białka może 
wywołać zmianę obydwóch tych wielkości. Z tego powodu obniżenie zmęt
nienia lub kształt otrzymanych krzywych (zależności ekstynkcji od ilości 
dodanego ATP) mogą służyć jedynie do jakościowego porównywania dzia
łania chroniącego. Za podstawę oznaczeń ilościowych można przyjąć ilość 
A T P  potrzebną do uzyskania całkowitego chronienia.

Sprawę komplikuje fakt, że w toku doświadczeń nie zawsze osiągano 
stan całkowitego chronienia; często zmętnienie utrzymywało się na stałym 
(bliskim zera) poziomie, nie zmieniając się przy zwiększaniu stężenia A T P 
(stan nasycenia). Przyczyny powodujące powstawanie jednego lub drugie
go zjawiska nie zostały dokładnie ustalone. W tym drugim przypadku za 
miarę działania chroniącego przyjęto ilość A T P  potrzebną do osiągnięcia 
stanu nasycenia.

W obydwóch przypadkach dokładne ustalenie ilości A T P  potrzebnej do 
chronienia jest często rzeczą trudną i otrzymane wyniki m ają charakter 
raczej szacunkowy.

Mimo tych zastrzeżeń otrzymane wyniki pozwalają na zorientowanie 
się w wielu szczegółach działania chroniącego ATP.

Przede wszystkim można stwierdzić bardzo silną zależność tego efektu 
od wartości pH. Zmiana pH od 6,55 do 7,10 , a więc o 0,55, powoduje zmianę 
ilości A T P  potrzebnej do chronienia albuminy surowicy o cały rząd wielko
ści (od ok. 100 drobin na 1 drobinę białka przy wartości pH =  6,55 do ok. 
7 drobin przy pH =  7 ,10) .

W roztworach o wartości pH zbliżonej do 7 do chronienia wystarcza kil
ka drobin A T P na 1 drobinę białka.

Ciekawe jest działanie A T P  poniżej punktu izoelektrycznego białek. Do
datek A T P  ułatwia w tych warunkach koagulację. Wzrost zmętnienia w ystę
puje tu gwałtownie i już w obecności niewielkich ilości ATP.

Drugim czynnikiem wpływającym  na działanie A T P  jest stężanie elek
trolitów, badane tutaj na przykładzie NaCl. Działanie chroniące zostaje sil
nie osłabione w miarę zwiększania stężenia soli. Przy większych stężeniach 
elektrolitów otrzymujemy stany nasycenia dalekie od chronienia całkowite
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go. Tym prawdopodobnie tłumaczy się stosunkowo słabe działanie A T P  na 
globuliny surowicy końskiej. Pomiary z tym białkiem mogły być wykony
wane jedynie przy większych stężeniach NaCl ze względu na jego nieroz- 
puszczalność w wodzie.

Należy zaznaczyć, że obydwa czynniki osłabiające działanie ATP, a więc 
obniżenie wartości pH i zwiększenie stężenia elektrolitów, wpływają także 
silnie na zmętnienie roztworów nie chronionych białek po denaturacji.

Jeżeli chodzi o porównanie działania A T P  z działaniem innych związ
ków, a więc przede wszystkim kaprylanu i jodooctanu, to należy zaznaczyć, 
że porównuje się tu tylko chronienie przed koagulacją białka, nie wchodząc 
w to, czy związki te chronią także przed właściwą denaturacją, czy nie.

Działanie kaprylanu, które badali B o y e r ,  B a l i o  u, L u c k  i L u m
(4), polegało na tym, że temperatura, w której koagulacja zachodziła po 30 
sekundach ulegała podwyższeniu z 65° na 80°. Jest  to więc raczej działanie 
opóźniające koagulację. Próby wykonywane przeze mnie z kaprylanem przy 
użyciu metody stosowanej w tej pracy wykazały  jedynie słabe działanie 
chroniące tego związku. A T P  wywiera działanie znacznie silniejsze.

W pływ jodooctanu na koagulację był badany przez H u g g i n s a  
i J e n s e n a  również metodą odmienną (3). Z przeliczenia danych opu
blikowanych przez autorów wynika, że jodooctan chroni białko o stężeniu 
7°/o podczas ogrzewania do temp. 100° w ciągu 20 min. przy wartości 
pH =  7,4 w ilości 12  drobin jodooctanu na 1 drobinę białka. Ponieważ 
stwierdzono, że A T P  chroni białko także i w temperaturze 100°, jakkolwiek 
w zwiększonych ilościach, można więc twierdzić, że działanie A T P  jest co 
najmniej tego samego rzędu jak działanie jodooctanu.

Tak więc A T P  można zaliczyć do najsilniej działających ze znanych 
środków, chroniących białka przed koagulacją termiczną.

Pozostaje jeszcze otwartym zagadnienie, czy działanie A T P  ogranicza się 
tylko do chronienia przed koagulacją, czy też chroni on białka także i przed 
denaturacją. Próbne doświadczenia (badanie rozpuszczalności, oznaczanie 
grup — SH ) wskazują na to, że białka chronione przez A T P ulegają przy 
ogrzewaniu denaturacji. Należy jednak pamiętać, że denaturacja przepro
wadzana była tutaj w sposób stosunkowo energiczny. Działanie A T P w niż
szych temperaturach nie było badane.

Ja k  wynika z danych B o y  e r  a i współpracowników ( 10 ) ,  ATP 
mogłoby przeciwdziałać denaturacji dzięki obecności silnie elektroujemnej 
reszty pirofosforanowej oraz niepolarnego rdzenia purynowego. Autorzy ci 
nie badali jednak związków z tej grupy.

O mechanizmie działania A T P  trudno jest na razie powiedzieć coś pew
nego ze względu na zbyt mały materiał doświadczalny.
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Ułatwianie przez A T P  koagulacji białka poniżej punktu izoelektryczne- 
go można wytłumaczyć adsorpcją anionów A T P  na powierzchni drobin biał
ka. W ten sposób białko występujące w postaci kationu zmniejsza swój ła 
dunek elektryczny, co ułatwia łączenie się poszczególnych drobin.

B yć  może, że i powyżej punktu izoelektrycznego mechanizm działania 
A T P  jest taki sam. Łącząc się z drobinami białka (o sposobie łączenia nie 
zakładamy na razie nic) A T P  powiększa ich ujemny ładunek i może w ten 
sposób utrudniać koagulację.

Uzupe łn ien ie

Praca niniejsza była wykonana w r. 1951 jako praca magisterska i w lu
tym 1952 r. została złożona na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii U ni
wersytetu Wrocławskiego.

Po jej zakończeniu w  maju 1952 r. ukazała się praca M a n d 1 a, 
G r a u e r a  i N e u b  e r g e r a 3),  w której wykazano, że A T P  zwiększa 
rozpuszczalność całego szeregu trudno rozpuszczalnych substancji, zarów
no nieorganicznych, jak  i organicznych. Między innymi autorzy stwierdzili, 
że A T P hamuje wytrącanie osadów białek rodzimych i zdenaturowanych.
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BJIMHHME AjQ;EH03MHTPM«i>0C«i>ATA HA TEPMMHECKOE CBEPTBIBAHME
BEJIKOB

P e 3  10 m e

1 .  H a H ^ e H O ,  h t o  A T ®  n p e ^ y n p e i K A a e T  K o a r y A i ^ H i o  p a c T B o p o B  6 c a k o b  b o  

BpeM H H a rp e B a H H H .

2 .  P a 3 p a 6 0 T a H  MCTOA OCHOBaHHblH H a  H3MepeHHHX nOMyTHeHHH, KOTOpblH 

A a e T  B03M0HiH0CTb HCCAeAOBaTb n p e A O x p a H H U ie e  a c h c t b h c  A T ®  b  p a 3 H b i x

yCAOBHHX.

3 .  n o  3T 0M y MeTOAy 6bIAO  HCCAeAOBaHO A e ficT B H e  A T ®  H a

HHHHblH aAb6yM H H  

aA b6yM HH AOLUaAHHOH CHBOpOTKH 

TAo6yAHH AOUiaAHHOH CblBOpOTKH 

n p H  pa3AHHHbIX p H  H p a 3 H b IX  K O H ^ H T p a ^ H X  SACKpOAHTOB.

4 .  n PH p H  =  7 ,1 n p e A O x p a H H io i i j e e  a c h c t b h c  B b ic T y n a e T  y a s e  b  n p n c y T -

CTBHH HeCKOAbKHX MOACKyA A T ®  Ha OAHy MOACKyAy 6eAKa.

5 .  F IpeA O X paH H T eA bH O e AeHCTBHe B 6oAbIUOH CTeneHH 3aBHCHT OT p H .

C  noHHHieHHeM p H  r ia A a e T  a c h c t b h c  A T ® .

6 .  H n i K e  H303AeKTpHHeCK0H TOHXH A T ®  o 6 A eT H aeT  KOaryAHyHKD C B epH y-  

TblX 6eAKOB.

7 .  Y B e A H q eH H e x o H ^ e H T p a ^ H H  s a c x t p o a h t o b  ocA a b A H e T  a c h c t b h c  A T ® .

8 .  H a  OCHOBaHHH CpaBHCHHH AeHCTBHH A T ®  C OnHCaHHbIM B A H T e p a T y p e  

A encTB H eM  x a n p H A a T a  h  n o A a ^ T c a T a  m o j k h o  CHHTaTb, h t o  A T ®  A y n u ie  Apy- 
r n x  B e u je c T B  n p e A y n p e ? K A a e T  TepM H H ecK yio  x o a r y A i ^ H i o  6 eA K a .

IN F L U E N C E  OF A D E N O S IN E  T R IP H O S P H A T E  O N T H E  T H E R M O D E N A T U R A T IO N
O F A L B U M IN S

S u m m a r y

t. It has been stated that A T P  inhibits the coagulation of heated albumin 
solution.

2 . A method based on measurements of turbidity which permits to study 
the protecting action of A T P  in various conditions has been elaborated.

3. B y  this method the action of A T P  on:
eg g  albumin
horse blood serum albumin 
horse serum globulin
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was studied in various pH conditions and different concentrations of 
electrolytes.

4. At pH =  7.1 the inhibiting action appears already if several molecules 
of A T P to one molecule of albumin are present.

5. The protective action depends greatly on the pH. Its decrease weakens 
the A T P  activity.

0. Below the isoelectric point A T P  facilitates the coagulation of denaturated 
albumins.

7. The increase of concentration of the electrolytes weakens the A T P 
activity.

8 . The activity of A T P  when compared with that of caprilate and iodo- 
acetate described in literature, classifies A T P  as one of the most efficient 
agents against albumin thermocoagulation.

D e p a r tm e n t of P h y s io lo g ic a l C h em is try , M e d ic a l A c a d e m y  —  W roclaw .
C h ief: prof. a r  T. B a ra n o w sk i.

http://rcin.org.pl



A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L.  I 1 9 5 4 N~~0 T

W Ł O D Z IM IE R Z  M O ZO Ł O W SK I

c h a r a k t e r y s t y k a  b i a ł e k  s u r o w i c y  k r w i  c z ł o w i e k a  

PRZY P OM OC Y  ZAWA RTO ŚC I AZOTU  

I NIEKTÓRYCH W Ł A Ś C I W O Ś C I FIZYCZNYCH

Z a k ła d  C h em ii F iz jo lo g ic zn e j  A. M . w  G d a ń sk u

Poszczególne frakcje białkowe osocza krwi różnią się składem chemicz
nym; jedne z nich mają charakter białek prostych, zbudowanych niemal 
wyłącznie z aminokwasów, inne zawierają w swych cząsteczkach niekiedy 
znaczne ilości węglowodanów lub lipidów. Ta różnorodność składu wyrazi 
się w  zawartości azotu; im więcej składnika węglowodanowego lub lipido
wego, tym mniejszy będzie odsetek azotu. Natomiast wskaźnik refraktome
tryczny, obliczony na 1 g białka, jest wielkością stosunkowo mało zależną 
od składu białka. Liczbowe dane tego twierdzenia zawarte są w tablicy 1 
zestawionej z prac C o h n a  i współpracowników ( 1 ) ,  (2). W tablicy 
tej podano zawartości azotu, węglowodanów i cholesterolu oraz wskaźnik 
refraktometryczny białek, uzyskanych metodą stosowaną do technicznego 
otrzymywania frakcji białkowych osocza krwi człowieka. Metodą tą, ozna
czoną przez autorów liczbą 6 , wydziela się frakcje, które wprawdzie nie 
przedstawiają chemicznych jednostek białkowych, ale stanowią etap na 
drodze do ich wydzielania w stanie czystym; analizą elektroforetyczną 
stwierdzono, że frakcja I składa się głównie z fibrynogenu, frakcja II +  III 
z beta i gamma globulin, frakcja IV - 1 z alfa globulin z dużą ilością lipidów, 
frakcja IV-4 z alfa i beta globulin oraz niewielkiej ilości albumin, a frakcja 
V z albumin.

Procentowa zawartość azotu poszczególnych frakcji wyraża się 
liczbami od 11 ,9  do 16,9 — pozostają one do siebie w stosunku jak 7 :10 ;  
natomiast wskaźnik refraktometryczny w yraża się liczbami 1,80 do 1 ,8 8 , 
a więc będącymi w stosunku do siebie jak  9,6:10. Wskaźnik refraktometrycz
ny, obliczany na 1 g  białka, jest wielkością ulegającą znacznie mniejszym 
wahaniom aniżeli zawartość azotu poszczególnych frakcji białkowych.

[59]
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T a b l i c a  1

Z aw artość  azotu , ch o lestero lu  i w ę g lo w o d a n ó w  o ra z  w sk a ź n ik  (refraktom etryczny frakcji 
b ia łk ow ych  lu d zk ieg o  o so c z a  o trzy m y w a n y ch  m etodą 6 .

D a n e  z e s ta w io n e  z prac C o h n a  i w sp ó łp ra co w n ik ó w  (1) ,  (2)

F rak cja A z o tu
%

C h o le 
s te r o lu

%

W ę g lo 
w o d a n ó w

%

W sk a ź n ik
r e fr a k to m e tr y c z n y

n a  1  g  b ia łk a  
w  1  l itr z e

I 16,4 0 ,2 6 1 , 2

7o0
0

0
0

I I  + I I I 13,0 6 , 0 1,3 1,80

I V — 1 11,9 7 ,0 2 , 2 1 ,80

I V — 4 14,0 1,7 2 ,9 1,84

V 16,9 0 ,04 0 ,16 1 , 8 6

Zawartość węglowodanów lub cholesterolu w różnych frakcjach białko
wych znajduje swój wyraz w ciężarze właściwym  białek. Bia łka proste, zło
żone z samych aminokwasów, m ają ciężar w łaściwy około 1,33, węglowoda
ny około 1,5, cholesterol około 1,0. Objętość właściwa, tj. objętość zajmowa
na przez 1 g, wynosi więc dla białek prostych około 1/1,33 , tj. 0,75, dla w ę
glowodanów — 1/1,5, tj. około 0,67, a dla cholesterolu i lipidów około 1,0. 
Im większy będzie udział cięższego składnika (węglowodanu) w budowie 
białka, tym mniejsza będzie jego objętość w łaściwa; wzrost ilości lżejszego 
składnika (np. cholesterolu) wyrazi się większą właściwą objętością białka. 
Jest więc zrozumiale, że ciężar w łaściwy białek (lub ich objętość właściwa) 
dostarcza wskazówek o ich składzie ((3)  str. 3 7 1 ) .  Potwierdzają to dane 
z tablicy 2 , dotyczące frakcji białkowych, scharakteryzowanych elektrofo
rezą oraz stalą sedymentacji w ultracentryfudze (4).

Właściwością fizyczną, której można użyć dla scharakteryzowania róż
nych białek osocza, jest lepkość. Lepkość białek jest wyrazem asymetrii ich 
cząsteczek; bardzo wydłużone cząsteczki fibrynogenu powodują, że jego 
roztwory są bardzo lepkie, tak więc 2 %  roztwór fibrynogenu ma taką samą 
lepkość, jak 25%  roztwór albuminy surowiczej (5). Różnic lepkości roz
tworów różnych białek nie możemy tłumaczyć wyłącznie kształtem ich czą
steczek, w interpretacji tego zjawiska musimy się liczyć i z tym, że hydra
tacja cząsteczek może wywierać tutaj wpływ bardzo istotny. Dla liczbowe
go zużytkowania lepkości jako cechy charakteryzującej białka osocza i su
rowicy, jest rzeczą istotną znalezienie zależności lepkości od stężenia biał
ka. Daje się to uzyskać w oparciu o ujęcie T r e f f e r s a (6 ), że płynność
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T a b l i c a  2

O b jętość  w ła śc iw a  n iektórych  b ia łek  o so c z a  krwi cz ło w iek a  
D a n e z e s ta w io n e  z prac E d s a l l a  (4)

S k ła d n ik
e le k tr o fo r e ty c z n y

S ta ła  s e d y m e n 
ta c ji S 20

O b ję to ś ć
w ła śc iw a

A lb u m in a 4 ,6 0,733

y  —  G lo b u lin 7 ,2 0 ,739

aj —  G lo b u lin 5 ,0 0,841

pj —  G lo b u lin 5,5 0,725

Pj —  G lo b u lin 2 ,9 0 ,950

roztworów białka (tj. stosunek lepkości rozpuszczalnika do lepkości roz
tworu) jest wprost proporcjonalna do stężenia białka.

Z powyższych rozważań wynika, że każda z czterech omawianych w ła 
ściwości białek osocza lub surowicy jest wyrazem innej cechy białek; w ska
źnik refrakcji jest w dużym przybliżeniu wprost proporcjonalny do stężenia 
białka bez względu na to, czy jest to białko proste czy złożone; zawartość 
procentowa azotu jest wyrazem tego, czy składniki bezazotowe biorą więk
szy czy mniejszy udział w strukturze białka; ciężarem właściwym będą się 
odróżniały białka zawierające więcej składników cięższych (węglowodano
wych) od takich, które mają więcej składników lżejszych (lipidów, chole
sterolu); wreszcie lepkość jest wyrazem stopnia asymetrii cząsteczek. Toteż 
poszczególne wydzielone frakcje białkowe różnią się od siebie zawartością 
azotu, ciężarem właściwym  i lepkością. Jeżeli jednak będziemy rozważali 
całość białek osocza lub surowicy zdrowego człowieka w określonych w a 
runkach fizjologicznych, to skłonni jesteśmy przyjąć, że wzajemny ilościo
wy stosunek poszczególnych frakcji jest stały, chociaż całkowite stężenie 
białek w osoczu ulega zmianie w zależności od wielu czynników. Jednym 
z takich czynników, wpływających istotnie na stężenie białka w osoczu jest 
np. postawa człowieka (7); mimo znacznych różnic w stężeniu białek w su
rowicach ludzi, pozostających w różnych postawach, stosunek frakcji białko
wych uzyskanych przez wysolenie nie ulega zmianie ( 8 ). S ta ły  wzajemny 
stosunek ilościowy poszczególnych frakcji białkowych stfrowicy krwi zdro
wego człowieka powinien znaleźć swój wyraz w stałym liczbowym stosun
ku czterech omawianych właściwości białek bez względu na ich stężenie 
w osoczu lub surowicy. Nie można jednak pominąć tego, że ciała drobno- 
cząsteczkowe osocza lub surowicy zaznaczają swój udział we w łaściwo
ściach będących przedmiotem naszych rozważań; przecież wodny roztwór
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drobnocząsteczkowych składników surowicy będzie się różnił od wody 
wskaźnikiem refrakcji, ciężarem właściwym i lepkością, a także będzie za
wierał azotowe substancje niebialkowe. Jeżeli zatem chcemy scharakteryzo
wać za pomocą omawianych właściwości białka surowicy bez ich wydziela
nia, to musimy uwzględnić zawartość azotu, wskaźnik refrakcji, ciężar w ła 
ściwy i lepkość wodnego roztworu ciał drobnocząsteczkowych, w których są 
rozpuszczone białka surowicy; wtedy będzie można złączyć ze sobą oma
wiane właściwości za pomocą następujących równań:

n  sur.  — nu l t r .
N  całk. — N niebiałk. 1

m  C s u r - - C u l t r .
; N  c a ł k . - N  niebiałk. 2

C) -  l j  : (N całk. — N niebiałk.) =  K 3 ,

gdzie:

n sur. — wskaźnik refrakcji surowicy w temp. 2 0 °,

n ultr. —  wskaźnik refrakcji roztworu ciał drobnocząsteczkowych surowicy 
w temp. 2 0 °,

N calk. —• całkowity azot surowicy w gramach w 100 ml,

N niebiałk. — niebiałkowy azot surowicy w gramach w 100 ml,

C sur. — ciężar właściwy surowicy,

C ultr. — ciężar właściwy roztworu ciał drobnocząsteczkowych surowicy,

— lepkość surowicy w temp. 2 0 ° w centipoisach, 

ilo — lepkość roztworu ciał drobnocząsteczkowych surowicy w temp. 2 0 ° 
w centipoisach,

K i ,  K 2 , K 3  — wielkości stale.

Jeżeli zawartość azotu, wskaźnik refrakcji, ciężar w łaściwy i lepkość su
rowicy krwi są ze sobą ściśle związane, to z jednej z tych wielkości ozna
czonej dowiadczalnie powinniśmy mieć możliwość obliczenia trzech innych. 
Sprawdzenie tego przypuszczenia jest przedmiotem obecnej pracy. Oczywi
ście będziemy mogli to uzyskać jedynie wtedy, gdy wielkości charakteryzu
jące wodny roztwór ciał drobnocząsteczkowych surowicy będą ulegały  tyl
ko tak nieznacznym zmianom, że można je będzie przyjąć jako stałe. 
Pierwszym zatem zadaniem jest wyznaczenie tych wielkości; po w prow a
dzeniu ich do wyżej podanych równań można doświadczalnie oznaczyć 
średnie wartości K i ,  K 2 , K 3  oraz ich zmienność. Opierając się na uzyska
nych równaniach można pokusić się o to, by na osobnej serii doświadczalnej,
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która nie służyła dla wyznaczenia stałych, a która dotyczyłaby surowic 
o możliwie różnym stężeniu białek, sprawdzić, z jaką dokładnością dają się 
z jednej właściwości obliczyć trzy inne. W ten sposób oceniłoby się wartość 
podanych równań dla charakterystyki białek surowicy, a także uzyskałoby 
się miernik zmienności ich jakościowego składu u ludzi zdrowych.

Materiał  d ośw ia dc za l n y

Dla obliczenia stałych w stosowanych przeze mnie równaniach oparłem 
się na materiale doświadczalnym A r m s t r o n g a  i współpr. (2), V a n  
S 1 y k e’ a i współpr. (9) oraz na oznaczeniach wykonanych w Zakładzie 
Chemii Fizjologicznej AM  w Gdańsku, a ogłoszonych w pracach M o z o -  
ł o w s k i e g o  i współpr. ( 10 ) ,  2 y  d o w y  (7) i B y c z k o w s k i e g  o 
(8 ). Dla kontroli zgodności stosowanych rówmań posłużyły wyniki 9 analiz 
surowic trzech zdrowych m ęż czyzn 1 ). Sposób przeprowadzania oznaczeń 
był w naszych doświadczeniach następujący.

Krew pobierano na czczo z żyły łokciowej, unikając większego zastoju 
(z wyjątkiem tych oznaczeń serii sprawdzającej, w których chcieliśmy uzy
skać zagęszczenie białek). Pozycja, w której pobierano krew, była ściśle 
określona. Po skrzepnięciu krew wirowano. Wszystkie doświadczenia wyko
nywano w surowicy, pragnąc uniknąć dodawania jakichkolwiek środków, 
powstrzymujących krzepnięcie. Azot całkowity oznaczano sposobem Kjel- 
dahla w 0 , 2  ml surowicy: po trzygodzinnym spalaniu z kwasem siarkowym, 
siarczanem sodowym i siarczanem miedziowym, destylowano w aparacie 
Parnasa i W agnera do odbieralnika z kwasem borowym, miareczkowano 
0,02 n kwasem siarkowym. Azot niebiałkowy w pracy M o z o ł o w s k i e -  
g o  i współpr. (10) oznaczano w  przesączu wolframianowym. Wskaźnik re
frakcji oznaczano zanurzeniowym refraktometrem Pulfricha używając do
datkowego pryzmatu w temp. 20°. Dla oznaczenia ciężaru właściwego su
rowicy posługiwano się metodą Phillipsa, Van Slyke ’a i współpr. ( 1 1 ) ;  
w pracy ( 1 0 ) ciężary właściwe oznaczano metodą opracowaną przez tych 
autorów, ogłoszoną w r. 1945 (1 l a ) ;  dlatego też ciężary właściwe tej serii 
użyte do obecnych obliczeń powiększono o 0,0005 (por. ( 1 1 ) ,  str. 3 10 ) .  Lep
kość oznaczano wiskozymetrem Kalinowskiego ( 1 2 ) w temp. 20°. Stosow a
ne przeze mnie metody pozwalają wyrażać wyniki z następującą dokładno
ścią: azot całkowity w setnych częściach grama w 1 0 0  ml, wskaźnik refrak
cji do czwartego miejsca dziesiętnego z zaznaczeniem na piątym liczby 5, 
ciężar w łaściwy do trzeciego miejsca dziesiętnego z zaznaczeniem na czw ar
tym liczby 5, lepkość z dokładnością jednej setnej centipoisa.

i)  A n a lizy  te w yk on a ł dr S te fan  B yczk o w sk i, za co mu i w  tym  m iejscu  dziękuję.
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Oznac ze n ie  s tałych  w  równ aniach  łączących  ze sobą  z a w a r to ś ć  azotu,
w sk aź ni k  refrakcji,  ci ężar w ł a ś c i w y  i l epkość surowic ludzi  zdrowych

Zależność wskaźnika refrakcji białek osocza od stężenia białka ozna
czyli A r m s t r o n g  i współpr. (2) na zbieranym osoczu zdrowych lu
dzi. Przeszkadzający wpływ ciał drobnocząsteczkowych usunęli, poddając 
osocze pięciodniowej dializie wobec chlorku sodowego o sile jonowej 0,3. 
Oznaczenia wykonano w 19 porcjach zbieranego osocza pochodzącego od 
150 osób. Stężenie białka oznaczano wagowo, zwracając szczególną uwagę 
na to, by suszenie nie powodowało utraty lipidów. Wzajemną zależność 
białka, oznaczonego wagowo, wskaźnika refrakcji w temp. 2 0 ° oraz zaw ar
tości azotu autorzy wyrażali w następujących liczbach:

a) przyrost wskaźnika refrakcji w temp. 2 0 ° na jeden gram  białka w li
trze wynosi 1,83 • 10 “ 4  ze średnim odchyleniem 0,012 • 10 - 4 ;

b) przyrost wskaźnika refrakcji w temp. 2 0 ° na gram azotu białkowego 
w litrze wynosi 1,23 • 10 - 3  ze średnim odchyleniem 0,014 • 10 ~ 3;

c) stosunek stężenia białka wyrażonego w gramach w litrze do zaw ar
tości azotu białkowego wyrażonego w gramach w litrze wynosi 6,73 ze 
średnim odchyleniem 0 , 1 0 .

Te dane liczbowe były dla mnie punktem wyjścia dla obliczenia w skaź
nika refrakcji niebialkowych składników surowicy zdrowych ludzi. Jeżeli 
pomnożymy zawartość azotu białkowego w 1 0 0  ml surowicy przez liczbę 
0 ,0123  — otrzymamy wskaźnik refrakcji białek; przez odjęcie tej wielkości 
od zmierzonego wskaźnika refrakcji surowicy — otrzymamy wskaźnik re
frakcji wodnego roztworu ciał niebialkowych surowicy; odjęcie wskaźnika 
refrakcji wody, wynoszącego w temp. 20° — 1,3330, da nam wielkość przy
padającą na składniki niebiałkowe. W ten sposób przeliczono wartości do
świadczalne 55 surowic, a mianowicie 25 surowic z pracy (7), 20 surowic 
z pracy (8 ) oraz 1 0  surowic z pracy ( 10 ) .  Otrzymana średnia wynosi 
0,0025 ze średnim odchyleniem 0,0002. Wskaźnik refrakcji wodnego roz
tworu niebialkowych związków surowicy obliczono więc na 1,3330 +  
4- 0,0025 =  1,3355. Średnie odchylenie tej wartości wynosi 0,0002. Podany 
w równaniu A symbol n ultr. przedstawia dla zdrowych ludzi liczbę 
1,3355  ±  0,0002. Z obliczeń przy zmianie pozycji Ż y d  o w o  (7) uzy
skał liczbę 1,3357, która pozostaje w dużej zgodności z wyżej podaną, mimo 
że postać równania, którą musiał się on posługiwać, jest bardzo wrażliwa na 
nieznaczne różnice w oznaczeniu azotu; najważniejsze dane piśmiennictwa, 
dotyczące oznaczenia tej wielkości, są podane w pracy Ż y d  o w y  (7).

Występującą we wszystkich trzech równaniach wielkość N niebiałk., tj. 
zawartość azotu niebiałkowego, można łatwo oznaczyć doświadczalnie; dla 
surowic ludzi zdrowych można uprościć postępowanie, przyjmując zawartość
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azotu niebiałkowego jako stałą i wynoszącą 0,02 g  w 100 ml. Takie uprosz
czenie byłoby oczywiście niedopuszczalne dla surowic krwi patologicznych.

Stała wielkość K i  w równaniu A wynosi 0 ,0 123  w  oparciu o wyżej omó
wione dane A r m s t r o n g a ;  wielkość ta służyła mi w obliczeniu 
wskaźnika refrakcji wodnego roztworu ciał niebiałkowych. Średnie odchy
lenie tej wielkości jest oczywiście większe niż otrzymał to A r m s t r o n g ,  
dołącza się bowiem rozrzut wartości wyrażającej wskaźnik refrakcji ciał 
niebiałkowych. Obliczenie tego średniego odchylenia dla 55 surowic zdro
wych ludzi dało liczbę 0,00025, tak że równanie A  przybierze następującą 
postać:

0,0123 ± 0 , 0 0 0 2 5 .

Równanie B, łączące ciężar w łaściwy surowicy i zawartość azotu, w y 
m aga ustalenia dwóch wielkości: ciężaru właściwego wodnego roztworu 
ciał niebiałkowych surowicy, oraz stałej K 2 - V a n  S l y k e  i współpr. 
((9) str. 338) przyjmują dla ciężaru właściwego wodnego roztworu ciał 
niebiałkowych liczbę 1,007; tę też liczbę wprowadzam do równania B. Obli
czona przez Ż y d o w ę  (7) ze zmiany pozycji liczba 1,009 wykazuje duże 
średnie odchylenie, związane z postacią równania, którym autor musiał się 
posługiwać. Stała K 2 , obliczona z 54 surowic wynosi 0,0175 ze średnim 
odchyleniem 0,0004. Postać równania, którym posługują się V a n  S l y k e  
i współpr. (9) jest odmienna od stosowanego przeze mnie; stała a tych

6 25
autorów pozostaje do naszej stałej K 2  w następującym stosunku: a =  —~

2

Zatem wartości K 2  równej 0 ,0175  odpowiada wartość a równa 357; taką 
wielkość (a mianowicie 358) znaleźli M o o r e  i V a n  S l y k e  (cy
towane z pracy (9) z tablicy I na str. 332) z pomiarów u ludzi zdrowych. 
W równaniach obecnie stosowanych przez V a n  S l y k e ’ a i współpr. w y 
stępują jako wartości a: 365, 373 lub 369 zależnie od tego, czy bada się 
osocze normalne czy patologiczne; odpowiednikami tych liczb w naszym 
równaniu B byłoby K 2  równe 17 1 ,  167 lub 169. Po podstawieniu stałych 
równanie B otrzymuje następującą postać:

C  sur.  — 1,007
N  cidk. — 0,02

=  0,0175 +  0 , 0 0 0 4 .

Zależność lepkości od zawartości azotu białek w yrażam y równaniem C 
opierając się na wywodzie T r e f f e r s a  (6 ) i nie ogłoszonych drukiem 
badaniach K a l i n o w s k i e g o .  Brak mi jeszcze danych, pozwalających 
na wprowadzenie do równania wielkości odpowiadającej lepkości roztworu 
ciał niebiałkowych surowicy. Obecnie muszę się zadowolić wartością na 
lepkość wody w temp. 20°, tj. 1,00 centipoisa; we wzorze C przyjmuję więc

5 A cta  B ioch im ica  P o lo n ic a
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1,00 jako wartość t)0. Wartość Ks obliczona z 53 surowic wynosi: śred
nia —  0,35 ze średnim odchyleniem 0,013.

Równanie C wyrażające zależność płynności i azotu białkowego otrzy
muje następującą postać:

_  l j  : (N całk. — 0,02) =  — 0,35 ±  0,013.

Sprawdzenie  równań na  serii ozn aczeń ,  która nie s łu ży ł a  dla  
w y z n a c z e n ia  sta łych

Dla sprawdzenia równań posłużono się oznaczeniem 9 surowic trzech 
zdrowych mężczyzn. Wyniki doświadczalne podano w  tablicy 3, a warto
ści obliczone z zawartości całkowitego azotu w tablicy 4. Wartości te obli
czono z równań:

n sur. =  1,3355  +  (N c a ł k .— 0,02) - 0 ,0 12 3

C sur =  1,007 +  (N całk. — 0,02) - 0,0175

-  = 1 — 0,35 - (N całk. — 0,02) 
r .

T a b l i c a  3

Z aw artość  azotu , w skaźn ik  refrakcji, ciężar w ła śc iw y  i lep k o ść  .surow icy krwi 
trzech  zdrow ych  m ężczy zn

B a d a n y W a r u n k i p o b ie r a n ia  k rw i N  całk- 
g / 1 0 0  m l n  sur- C su r.

S . B . p o  30' w  p o z io m e j  p o z y c j i 1,14 1,3494 1,0265 1,71

p o  5' z a c isk u  ra m ien ia 1,53 1,35415 1,0335 2 , 1 1

p o  1 0 ' o d  u s u n ię c ia  z a c i
sk u 1,16 1,3495 1,027 1,71

A . M . p o  30' w  p o z io m ej p o z y c j i 1,06 1,3480 1,025 1,55

p o  5' z a c isk u  r a m ie n ia 1,28 1,35085 1,029 1,75

p o  15' o d  u su n ię c ia  z a c i
sk u 1,09 1,3482 1,0255 1,57

A- K . p o  30' w  p o z io m e j  p o z y c j i 1,13 1 ,34 8 )5 1,0265 1,65

p o  5 ' z a c isk u  ra m ien ia

p o  30' o d  u s u n ię c ia  z a c i
sk u

1,53

1,19

1 ,3 5 :8

1,34925

1,033

1,027

2 , 0 0

1,67

Porównanie danych z tablicy 3 z wartościami z tablicy 4 wykazuje, że 
dla zdrowych ludzi udaje się związać cztery badane przez nas własności su 
rowic tak, że z jednej (w wyżej podanym przykładzie z azotu całkowitego)
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T a b l i c a  4

W sk aźn ik  refrakcji, c iężar  w ła śc iw y  i lep k ość, o b liczo n e  z rów n ań  A, B i C dla takich  
za w a rto śc i azotu , jak ie  zn a jd o w a ły  sie  w  su row icach  krwi podanych  w  tab licy  3

N  całk- 
g / 1 0 0  m l n  su r. C  su r.

1, 14 1,3493 1,0265 1,64

1,53 1,3541 1,0335 2,13

1, 16 1,3495 1,027 1,67

1,06 1,3483 1,0255 1,56

1,28 1,3510 1,029 1,78

1,09 1,3487 1,026 1,59

1,13 1,3492 1,0265 1,64

1,53 1,3541 1,0335 2,13

1,19 1,3499 1,0275 1,69

można obliczyć trzy inne z dużym przybliżeniem. Dokładniejsze porówna
nie tablic wskazuje, że jedna z surowic (S  • B) wykazuje wartości wskaźni
ka refrakcji prawie takie same, jak wartości obliczone, natomiast dwie inne 
surowice nie przedstawiają już tak wielkiej zgodności wartości doświad
czalnych i obliczonych; stwierdzane różnice są wyraźnie jednokierunkowe. 
Narzuca się przypuszczenie, że u podstawy tego leżą różnice we w łaściw o
ściach roztworów niebiałkowych surowicy i że te właściwości są indywi
dualnie stałe. Zmienność wskaźnika refrakcji wodnego roztworu niebiałko
wych substancji surowicy krwi ludzi zdrowych ujęliśmy liczbowo, a miano
wicie 1,3355  ±  0,0002. Stwierdzane doświadczalnie różnice nie przekracza
ją granic podanej zmienności. Wartości ciężarów właściwych uzyskanych 
z doświadczenia i z obliczenia wykazują zadowalającą zgodność. Wartości 
obliczone dla lepkości leżą w zakresie zmienności wyrażonej średnim od
chyleniem stałej K 3 , wynoszącej — 0,35 ±  0,013.

Jako  dalszej ilustracji stosowanych równań użyję zestawienia analiz 
surowicy młodej zdrowej kobiety. Tablica 5 obejmuje właściwości czterech 
surowic krwi pobieranych w różnym czasie i rozmaitych pozycjach. Z czte
rech analiz podanych w tablicy 5 dwie pochodzą z pracy B y c z k ó w -  
s ki  e g o  (8 ), jedna z pracy M o z o ł o w s k i e g o  i współprac. ( 1 0 ), 
a więc były one użyte dla wyznaczenia stałych zawartych w równaniach, 
jedynie czwartą wykonano jako kontrolę. Liczby zawarte w nawiasach po

http://rcin.org.pl



68 W. MOZOŁOWSKI

dają wartości obliczone ze wskaźnika refrakcji, a mianowicie azot całkowity 
z równania:

N  całk.
n sur. — 1 ,3355  

0,0123
+ 0,02

Wartość C sur. i ą obliczono z azotu całkowitego jak  dla wyżej omówionych 
9 surowic.

T a b l i c a  5

W skaźnik  refrakcji, za w a rto ść  azotu , c ięża r  w ła śc iw y  i lep k ość  su row ic  krwi W. S. 
W  n a w ia sa ch  p o d a n o  w arto śc i o b lic z o n e  ze  w sk aźn ik a  refrakcji

P o zy c ja n su r N  ca łk . C  su r . ii

p o z io m a 1,34825 1,05 (1 ,0 5 ) 1,0255 (1 ,025) 1,58 (1 ,5 6 )

sk o śn a 1,3500 1 , 2 2  ( 1 ,2 0 ) 1,028 (1 ,0275) 1,72 (1 ,70)

s ie d z ą c a 1,34985 1,18 (1 ,1 8 ) 1,0275 (1 ,0275) 1 , 6 8  ( 1 ,6 8 )

p o z io m a 1,3491 1,15 (1 ,1 2 ) 1,027 (1 ,0265) 1,63 (1 ,62 )

Omówione przykłady zdają nam sprawę z dokładności, z jaką możemy 
wiązać ze sobą cztery omawiane właściwości fizykochemiczne surowicy 
krwi ludzi z d r o w y c h .

Wartość  stałych w  równ aniach  charakteryzujących  
surowice  w  różnych s tanach  f i zjo log icznych

Za pomocą omówionych wyżej trzech równań otrzymujemy wygodny spo
sób porównywania ze sobą surowic osób znajdujących się w różnych stanach 
fizjologicznych. W poprzednio ogłoszonej pracy (10) oznaczaliśmy omawiane 
cztery właściwości fizykochemiczne w surowicy krwi pępowinowej oraz 
krwi kobiet rodzących, ale wtedy nie ujmowaliśmy wyników w postać rów
nań taką, jak  podawana obecnie. Doszliśmy wtedy do wniosku, że zarówno 
surowica rodzących kobiet, jak  i surowica krwi pępowinowej różnią się od 
surowicy kobiet nie będących w ciąży. Przeliczenie tamtych danych do 
świadczalnych według równań stosowanych w obecnej pracy potwierdziło 
w  pełni ten wniosek w odniesieniu do surowicy krwi kobiet rodzących; na 
tomiast dla krwi pępowinowej wykazało brak różnic w porównaniu z suro 
wicą krwi normalnych zdrowych ludzi. Dane te przedstawia tablica 6 ; dla 
surowicy noworodków podano tylko 9 wyników, dane doświadczalne suro 
wicy znaczonej 8 D nie zostały użyte dla obliczenia średniej, gdyż odbiegają
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tak znacznie od wszystkich innych, że nie można zaliczyć jej do tej samej 
populacji.

T a b l i c a  6

CHARAKTERYSTYKA B IA Ł EK  SUROW ICY KRWI CZŁOW IEKA 0 9

S ta le  ch arak teryzu jące su ro w ic e  krwi ludzi w  różnych  s ta n a c h  f iz jo lo g iczn y ch

L ic z b a
b a d a n y c h
s u r o w ic

K , k 2 K 3

N o r m a ln i
z d r o w i 55 0,0123 + 0 ,0 0 0 2 5 0,0175 ± 0 ,0 0 0 4 —  0 ,35  +  0 ,013

K o b ie ty
r o d z ą c e 1 0 0,0133 ± 0 ,0 0 0 1 6 0,0180  + 0 ,0 0 0 3  5 —  0 ,4 0  +  0 ,012

N o w o r o d k i 9 0,0121 ± 0 ,0 0 0 2 5 0,0176 + 0 ,0 0 0 4 —  0 ,34  +  0 ,024

Wyniki liczbowe tablicy 6  stwierdzają wyraźną różnicę między surowicą 
kobiet rodzących a surowicą krwi ludzi dorosłych; surowica krwi noworod
ków nie wykazuje w  badanych właściwościach różnicy w  porównaniu z suro
wicą ludzi dorosłych. Zmiany właściwości surowicy krwi kobiet w różnych 
okresach ciąży omówił K a l i c i ń s k i  ( 1 3 ) .

Wartości liczbowe, które są wyrażone w równaniach, zasługują na bliż
sze omówienie, dotyczy to zwłaszcza równania A. Wiemy z omówionych 
wyżej badań A r m s t r o n g a  i współpr., że wzrostowi stężenia białka 
o 1 gram w 100 ml odpowiada wzrost wskaźnika refrakcji o 0,00183, można 
więc ze stosunku stężenia azotu białkowego do stężenia białka, wyrachowa
nego ze wskaźnika refrakcji, obliczyć procentową zawartość azotu, a miano
wicie

„  100 • 0 ,00183
K x ~ 5

gdzie P oznacza zawartość procentową azotu w białkach, K i — stałą rów 
nania A. Dla liczby 0,0123, odpowiadającej surowicy normalnych zdro
wych ludzi, P wynosi 14,9%, dla liczby zaś 0 ,0 133  surowic kobiet rodzą
cych — 13 ,7 5% . Widocznie w białkach surowic kobiet w czasie porodu 
składnik nieaminokwasowy bierze większy udział niż u innych ludzi. Tym 
nieaminokwasowym składnikiem mogą być węglowodany oraz lipidy i cho
lesterol. Stała K 2  jest wyrazem ciężaru właściwego białek; fakt, że jest ona 
większa dla kobiet rodzących niż dla innych zdrowych, sugeruje myśl 
o przyroście składnika cięższego, tj. węglowodanowego; różnica jednak nie 
jest duża, a średnie odchylenie dość wielkie i dlatego wnioskowanie musi 
być tutaj ostrożne. Powyższa interpretacja uzyskanych wyników liczbo
wych za pomocą różnicy składu chemicznego białek w ym aga założenia, iż
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w ła śc iw ośc i  r o z t w o r ó w  ciał  n i e b ia l k o w y c h  ob yd w óc h  r o d z a j ó w  s u r o w ic  nie 
ró żn ią  się od  siebie.  P o n i e w a ż  k o n t r o l o w a n o  j e dy n ie  azo t  n ie b ia łk ow y,  
p rzy jęc ie  t ak iej  sa m ej  w ar to śc i  d l a  r ef rakcj i  sk ł a d n i k ó w  n ie b i a l ko w yc h  j e s t  
do w ol no śc ią ,  z k tóre j  na l e ż y  z d a w a ć  sobie  s p r a w ę .  Z a s t r z e ż e n i e  to w  n i 
czym n ie  zm ie n i a  w n io sk u ,  że o m a w i a n e  w ła ś c i w o śc i  f i zy ko ch em ic zn e  p o 
z w a l a j ą  s c h a r a k t e r y z o w a ć  o b y d w a  r o d z a je  s u r o w ic  i. od r ó ż n ić  j e  od siebie.  
A n a l o g i c z n e  b a d a n i a ,  u z u p e łn io n e  f r a k c y jn y m  w y s a l a n i e m  białek ,  p r z e p r o 
w adz i l i  Ż y d o w o  i G ó r s k i  (14)  n a  s u r o w ic a c h  k rwi  ludz i  w  r ó ż 
nych  s t a n a c h  p a t o lo g ic zny ch .  Wy ni k i  ich p r a c y  w s k a z u j ą  n a  to, że o m ó w i o 
ny  spo só b  c h a r a k t e r y z o w a n i a  su r o w ic  m o ż e  i w  kl in ice  o d d a ć  us ług i .
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XAPAKTEPMCTMKA EEJIKOB CBIBOPOTKM HEJIOBEHECKOÏÏ KPOBM
C nO M O LL iB ÎO  COJÜEP^KAHMH A 3 0 T A  H  HEKOTOPBIX 4>M3MHECKMX

CBO lïCTB

P  e 3  k ) m  e

/ X a h  X a p a K T e p H C T H K H  6 e A K O B  C b I B O p O T K H  3 A 0 p 0 B b I X  A l O ^ e S  Ô b lA H  n p H M C H e H b l  

n e T b i p e  c B O H C T B a ,  a  H f a e H H o :  c o a e p î K a H H e  a 3 0 T a ,  K o a c p i p H ^ e H T  p e c p p a n y M H ,

y ^ e A b H b l H  B e c  H B B 3 K 0 C T b .  F I p H H H T O ,  HTO 3 T H  C B O H C T B a  HMCHDT I lO C T O f lH H O e  3 H a -  

H e H H e  A AH B O A H b I X  p a C T B O p O B  H e  Ô e A K O B b l X  B e i y e C T B  C b I B O p O T K H  3 f l 0 p 0 B b I X  A IO -  

^ e f i  H 3 T 0  n 0 3 B O A H A O  T 3 K  C O C T a B H T b  y p a B H e H H H  H 3  9 T H X  B e A H H H H ,  HTO 3 H a H  O / m y  

H 3  H H X  M OÎK HO B b I H H C A H T b  T p H  O C T a A b H b i e .  3 t 0  Ô b lA O  n p O B e p e H O  H a  C e p H H  f l e -  

B H T H  C b I B O p O T O K  C p a 3 A H H H 0 H  K O H y e H T p a L J H e H  Ô e A K a .

B AHCKyCCHH CpaBHeHbl MHCAOBbie p e 3 y A b T a T b I  flaiOHI,He x apaK T epH C T H K y 

KpOBH B p a3 H b IX  (pH3HOAOrHHCCKHX COCTOHHHHX.

C H A R A C T E R IZ A T IO N  O F SE R U M  P R O T E IN S  IN H U M A N  B L O O D  BY N IT R O G E N  
C O N T E N T  A N D  C ER T A IN  P H Y SIC A L  P R O P E R T IE S

S u m m a r y

F o r  c h a r a c t e r i z i n g  p r o te i n s  in the  s e r u m  of h e a l t h y  h u m a n s  four  p r o 
pe r t i e s  w er e  u t i l ized,  n am el y :  its n i t r o g e n  co n t en t ,  r e f ra c t iv e  index,  s p e 
cific g r a v i t y  a n d  viscosi ty .  T he  a s s u m p t i o n  t h a t  the se  p ro p er t i e s  a re  c o n 
s t a n t  for a q u e o u s  so l u t ion s  of n o n p r o t e i n  s u b s t a n c e s  of h e a l t h y  h u m a n  se ru m ,  
m a d e  it poss ib le  to e s t a b l i sh  e q u a t i o n s  l i n k i n g  the se  p ro pe r t i e s  so, t h a t  f ro m 
o n e  of th e m  the  r e m a i n i n g  th r ee  m a y  be c a lc u la te d .  Th i s  a s s u m p t i o n  w a s  
t e s t e d  on a se r i e s  of 9 s e r u m s  wi th  v a r y i n g  p ro te i n  co nc en t ra t i o n .  T he  
c a lc u l a t ed  re su l t s  c h a r a c t e r i z i n g  the  b lood s e r u m s  in v a r i o u s  phys io l og i ca l  
c o n d i t i o n s  a r e  c o m p a r e d  a n d  d i sc usse d .
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L .  I '  1 9 5 ~4 Ń~J5 f

A. D M O C H O W SK I I H A L IN A  P A D Z IK

IL O ŚC IO W E  O Z N A C Z A N I E  A D E N I N Y  I G U A N I N Y  W Ł U S K A C H  
ŁUSZCZYCY (P S O R IA S IS  V U L G A R IS)

Z  Z a k ła d u  B io ch em ii U n iw e r sy te tu  Ł ó d zk ie g o  

K iero w n ik : prof, d r  A . D m o ch o w sk i

Wstęp

Z a k ł a d  Bioch em i i  U L  od d ł u ż s z e g o  c z a s u  p r o w a d z i  p r a c e  m a j ą c e  n a  celu 
podan ie ,  c h e m ic zn y c h  d o w o d ó w  w i r u s o w e j  et iologi i  łu szczycy .

N ie zw ykl e  szybk i  ro zwój  w y k w i t ó w  skó rn yc h  w  p os ta c i  o g r o m n e j  i lości 
łu se k  od  d a w n a  w z b u d z a ł  z a i n t e r e s o w a n i e  n ie  tylko de r ma t®l ogó w,  a l e i b i o 
che mik ów .  W i ę k s z o ś ć  d o ty c h c z a s o w y c h  p r a c  do t yc zy ła  j e d n a k  p r z e w a ż 
n ie  m e t a b o l i z m u  a z o to w e g o ,  w ę g l o w o d a n o w e g o ,  l ip i d o w e g o  i s t e r y d o w e g o ,  
ze s z c z e g ó l n y m  u w z g l ę d n i e n i e m  z m i a n  w  poz i omie  tych  s k ł a d n i k ó w  w e  

krwi. cho rych  n a  łuszczycę .
L iczne  są  p r a c e  n a d  s k ł a d e m  c h e m i c z n y m  łusek,  do ty c zą ce  o z n a c z a n i a  

n a j p o sp o l i t sz y c h  s k ł a d n i k ó w  o r g a n i c z n y c h  i n i e o r g a n ic z n y c h ;  w y c z e r p u j ą c e  
p i ś m ie n n i c tw o  z o s ta ł o  p o d a n e  w  n a j n o w s z e j  m o n o g r a f i i  Z o r n a  (1 ) .

W s z y s tk i e  te p r a c e  n ie  da ły,  n ie s t e ty ,  p r a w i e  ż a d n y c h  w s k a z ó w e k  co do  
e t iolog i i  i p a t o g e n e z y  sc ho rz en ia ,  z a l i ć z a n e g o  do j e d n e g o  z n a j s t a r s z y c h  
choró b  ś w ia ta ,  a  w y k a z u j ą c e g o  w y r a ź n y  z w ią ze k  z d r u g i m ,  n ie m ni e j  t a 
j e m n i c z y m  s c h o r z e n i e m  —  p r z e w l e k ł y m  g o ść c e m  s t a w o w y m  ( Z o r n ) .

F a k t  u t r a t y  b a r d z o  z n a c z n y c h  i lości  b i a ł ka  (do  30 g  i więcej  n a  d o b ę ) ,  
bez  ż a d n y c h  o z n a k  o d b ia łc z e n i a  o r g a n i z m u  p rze z  ca łe  l a t a ,  n a s u w a ł  p r z y 
p us z cz en ie  in g e re n c j i  c z y n n i k ó w  n ie zw y k le  s i ln ie  w z m a g a j ą c y c h  p r o d u k c j ę  
ci ał  b i a łko wy ch .  C z y n n i k i e m  ta k i m  m o g ł a b y  być b e z p o ś r e d n i a  lub p o ś r e d n i a  
p r o d u k c ja  b ia ł ek  w i r u s o w y c h ,  a a n a lo g i i  m o ż n a  by s z u k a ć  w  m a s o w e j  p r o 
dukcj i  ( r ó w n ie ż  d z i e s i ą tk ó w  g r a m ó w  n a  dobę)  t zw.  b ia łk a  B e n  c e ’ a  - 
J o n e s a  ch o r yc h  z o b j a w a m i  sz p ic z a k a  m n o g i e g o  (M yeloma m ultiplex).  
W ie lu  b a d a c z y  s k ł a n i a  s ię do w i r u s o w e j  h ip o te zy  e t iolog i i  t e g o  c h a r a k t e r y 
s ty c zn e g o  n o w o t w o r u  szp iku  ko s t ne g o .

[7 3 ]
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W i r u s o w a  e t io log ia  łuszczycy  m a  r ó w n i e ż  l i cznych z w o l e n n i k ó w  (np.  
K r a w c z e n k o  ( 2 ) j e s t  z d a n ia ,  że nie  m a  an i  j e d n e g o  d o w o d u  p r z e c z ą 
cego  tej h ipo te z i e ) .  N a le ż y  j e d n a k  d od ać ,  że po za  o b s e r w a c j a m i  c i a łek 
w t r ę t ow yc h ,  j a k  np.  o s t a tn io  p r ac e  H i g o u m e n a k i s a  (3 ) ,  K r y -  
c z e w s k i e g o  (4)  —  ż a d n y c h  d o w o d ó w  n a  ko rz y ść  tej  h ip o te zy  n ie  
d os ta rc zo n o .  B a r d z o  p r z e k o n y w a j ą c e  o b s e r w a c j e  c i a łek  w t r ę t o w y c h  w  n a 
sk ór ku  w y k w i t ó w  łuszczycy  po d a ł  o s t a tn io  Ł o z a  (5 ) .

Wo be c  z n a n e g o  u d z i a łu  nu k le o p ro t e i n  w  b u d o w ie  w i r u s ó w  ro ś l in n y c h  
i zwi e r zęc ych  n a s u n ę ł a  s ię myś l  s t w i e r d z e n i a  i o z n a c z e n i a  ilości n u k l e o 
p ro te in  w  łus k a ch  łu sz cz ycy  i w e  k r wi  ch or y c h  n a  łu sz cz y cę  lub gośc iec  
s t a w o w y .

T e g o  r o d z a ju  b a d a n i a  są p r o w a d z o n e  obecn ie  w  Z a k ł a d z i e  B iochemi i  
UŁ,  a z a p o c z ą t k o w a ł y  je  o b s e r w a c j e  Ł o z y  (5 ) ,  s t w i e r d z a j ą c e  o be cn ość  
w  łus ka ch  łuszczycy  u chorych  n ie  l eczonych  z n a c z n y c h  i lości  fos foru c a ł 
ko w i te go  —  ś r ed n i o  270 m g %  P,  z t ego  n ie r o z p u s z c z a l n e g o  w  k w a s a c h  nu-  
k l e o p ro t e in o w e g o  120 mg°/o P.  R ó w n o l e g ł e  o z n a c z e n i a  a z o t u  p u r y n o w e g o  
łusek  d a ł y  w a r t o ś ć  ś r e d n i ą  165 m g %  N p, z t e g o  w e  f rakcj i  n u k le o p ro t e i n o -  
wej ,  w y n o sz ą ce j  t r zydz ieśc i  k i lka  p r o c e n t  c i ęż a ru  łu se k  —  120— 130 
m g %  N p.

W  całe j  do s tępn e j  n a m  l i t e r a tu r z e  n ie  z n a l e ź l i ś m y  ż a d n e j  w z m i a n k i  d o 
tyczące j  obecnośc i  tzw.  ciał  n u k le in o w y c h  w łu ska ch ;  j e d y n ie  Z o r n  (1) 
z n a l a z ł  n i e p r a w d o p o d o b n e  i lości k w a s u  m o c z o w e g o ,  bo aż  306 m g % ,  nie  
o z n a c z a j ą c  p rzy  ty m  ża d n y c h  innych  pur yn .

P o d o b n i e  z a w a r t o ś ć  tzw.  fosforu c a ł k o w i t e g o  aż do o s ta tn ic h  c z a s ó w  
była  p o d a w a n a  b łęd n ie  n a  16 mg°/o P c ( Z o r n  (6 ) ) ;  do p i e ro  w  1951 r. 
zo s ta ł a  p o p r a w i o n a  p rzez  t e go ż  a u t o r a  na  259 mg°/o P c (1 ) .

Ta  luka  w b a d a n i a c h  b ioc he m ic z ny ch  łu se k  sk ło n i ł a  n a s  do po d jęc ia  
p r ac  m a j ą c y c h  n a  celu d o k ł a d n e  o z n a c z e n i e  ilości i j a k o śc i  n u k le o p ro t e in  
łusek.  N a  w s t ę p i e  n a l e ż a ło  u z u p e łn ić  s t w i e r d z o n ą  p rzez  Ł o z ę  (5)  o b ec 
ność  a d e n i n y  i g u a n i n y  w łuska ch ,  d o k ł a d n y m  o z n a c z e n i e m  ilości  tych  ami-  
n o p u r y n  w  ce lu  s k o o r d y n o w a n i a  da n y c h  n a  fosfor  n u k le in o w y,  az o t  pur y -  
n o w y  n u k le o pr o t e i n  i wre sz c ie  p o s z c z e g ó ln e  p u r y n y  n u k l e o p r o t e i n  łusek.  
N a s t ę p n y m  e t a p e m  by łoby  i z o l ow an ie  i z b a d a n i e  p os z c z e g ó ln y c h  n u k l e o 
p ro te in  i ich k o m p o n e n t ó w  —  k w a s ó w  rybo-  i d e z o k s y r y b o n u k le i n o w y c h .

N in ie j s z a  p r a c a  j e s t  w s t ę p e m  do d a l sz y c h  i lośc iowych  b a d a ń  s k ł a d u  
c h e m ic z n e g o  łusek łus zczycy  o r a z  k rwi  chor yc h  n a  łuszcz ycę  i go śc iec  s t a 
wowy,  a r e z u l t a t e m  jej j e s t  p i e rw sz e  o z n a c z e n i e  ilości  obu  a m i n o p u r y n ,  w y 
s t ę p u ją cy ch  w  k w a s a c h  nuk le in ow yc h .

Z l i cznych m e to d  o z n a c z a n i a  p u r y n  ob r a n o ,  l icząc się z r e a l n y m i  m o ż l i 
wośc iami ,  d a w n ą  m a k r o m e t o d ę  K r u g e r a  —  S c h i t t e n h e l m a ,
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S t e u d e l a  (7) z m o d y f ik a c ja m i  D m o c h o w s k i e g o  (8 ),  o p a r t ą  
n a  k o m b i n a c j i  w y t r ą c a n i a  p u r y n  z h y d r o l i z a t o r ó w  w  po s ta c i  z w i ą z k ó w  mie- 
d z i a w y c h  i s r e b r ow yc h .  M e t o d a  ta j e s t  u w a ż a n a  obecn ie  za  p r z e s t a r z a ł ą  w o 
bec n o w y c h ,  p r ec y zy jn y ch  m i k r o m e t o d  c h r o m a t o - s p e k t r o f o t o m e t r y c z n y c h  
C h a r g a f f a  ( 9 ) ,  L o r i n g a  ( 1 0 ) ,  S m i t h a  - M a r k h a m a  (11) 
i i nny ch ,  w re sz c ie  e n z y m a ty c z n e j  K a l e k  a r  a ( 12 ) ;  m a  o n a  j e d n a k  
p e w n e  za le ty ,  gd y ż  p o z w a l a  n a  p r e p a r a t y w n e  o t r z y m a n i e  obu a m i n o p u r y n  
w z n a c z n y c h  i lościach  i w  s t a n ie  do s t a t e c z n e j  czystośc i ,  j a k  to w y k az a ł  
D m o c h o w s k i  ( 8 ) w  b a d a n i a c h  n a d  p u r y n a m i  mięśn i .

W y n i k i  o t r z y m a n e  p o w y ż s z ą  m e t o d ą  w y k a z u j ą  b łę dy  in minus,  s p o w o 
d o w a n e  s t r a t a m i  g u a n i n y  s t r ą c a n e j  a m o n i a k i e m ,  p r a w d o p o d o b n i e  nieco 
w ię k s zy m i  n iż  a d e n i ny ,  k tó r e  j e d n a k  m o ż n a  s k o n t r o l o w a ć  p rze z  j e d n o c z e s n e  
o z n a c z e n i e  i lości c a łk o w i t e g o  azo tu  p u r y n o w e g o  w  ko le jn y ch  e t a p a c h  pracy.

N a s t ę p n e ,  i lo ściowe o z n a c z e n i a  g u a n i n y  łusek  z o s ta ł y  w y k o n a n e  m e to d ą  
m i k r o j o d o m e t r y c z n ą  ( D m o c h o w s k i ,  P a n u s z  ( 1 3 ) ) ,  a częśc iowo 
s p e k t r o f o t o m e t r y c z n ą ,  a d e n i n y  za ś  p o l a r o g r a f i c z n ą  i sp e k t r o f o to m et r y cz n ą .  
N a l e ż y  za z n a c z y ć ,  że wy nik i  o z n a c z e n i a  z a w a r t o ś c i  a d e n i n y  były  dość  
zg o d n e ,  n a t o m i a s t  g u a n i n y  b a r d z o  wysok ie ,  w y s u w a j ą c e  ko n i e cz n o ść  d a l 
szych  b a d a ń  m e t o d ą  c h r o m a t o - s p e k t r o f o t o m e t r y c z n ą ,  k tó re  to b a d a n i a  są 
w toku.

Część d oś w ia dc za ln a  i wyniki

Łu sk i  choryc h  n a  łuszczycę ,  po d o k ł a d n y m  r o z d r o b n ie n i u  i w y s u s z e n iu  
w t e m p e r a t u r z e  105°, w  i lości ^  100 g  p o d d a n o  hy d ro l i z i e  z 10— 15-krotną  
i lością 5 %  H 2 S 0 4 w  c i ą g u  8  g o d z i n  w  t e m p e r a t u r z e  100°. D łu ż s z y  niż 
zwyk le  c z a s  h y dr o l i z y  s t o s o w a n o  z p o w o d u  t r u d n o ś c i  r o z g o t o w a n i a  m a t e r i a 
łu b o g a t e g o  w  l ipidy.  P o  hy dr o l i z i e  p o z o s t a w a ł o  3 5 %  o s a d u ;  os a d  ten 
o d s ą c z a n o  i p r z e m y w a n o ,  a z z o b o j ę tn i o n e g o  i lekko z a k w a s z o n e g o  p r z e s ą 
czu w y t r ą c a n o  p u r y n y  w pos tac i  z w i ą z k ó w  m ie d z i a w y c h ,  m e t o d ą  S t e u d e- 
l a - D m o c h o w s k i e g o  (8 ) d o d a j ą c  n a d m i a r  N a H S O ;5 i powoli  n a  g o 
r ąc o  1 % C l i S 0 4 . O s a d y  po p r z e m y c iu  g o r ą c ą  w o d ą  r o z k ł a d a n o  d r o b n ą  i lością 
N a 2 S, z a k w a s z a n o  H 2 S 0 4 , g o t o w a n o  do  u su n ię c i a  H 2S i o d s ą c z a n o  s ia rczk i  
miedz i  ( k o n t r o l a  n a  z a w a r t o ś ć  a z o t u ) .  N a s t ę p n i e  r o z t w o r y  s i a r c z a n ó w  p u 
ryn i e w e n t u a l n e  o k s y p u r y n y  ce lem z u p e ł n e g o  o cz ys z cz e n ia  w y t r ą c a n o  j e s z 
cze d w u k r o t n i e  i r o z k ł a d a n o  s i a r k o w o d o r e m ;  o s ta tn i  p r z e s ą c z  uż y t o  do o z n a 
cz a n i a  g u a n i n y  i a d e n i n y  lub raz  j e sz c ze  w y t r ą c a n o  p u r y n y  z a w ie s in ą  
A g 20  a lbo  n a s y c o n y m  r o z t w o r e m  A g 2 S 0 4 . So le  s r e b r a  a m in o -  i oksypu-  
r yn  r o z k ł a d a n o  n a  g o r ą c o  ln HC1; po k i lku  g o d z i n a c h  o d s ą c z a n o ,  a w  p r z e 
sącz u  z a w i e r a j ą c y m  ch lo ro w od o rk i  p u r y n  o z n a c z a n o  i lościowo a d e n in ę  
i g u a n i n ę .  W  t y m  celu ro z tw ór ,  po o z n a c z e n i u  c a łk o w i t e g o  N p m e t o d ą
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K j e l d a h l a  w  mod yf ikac j i  M  a r k h a m a  (14 ) ,  z a g ę s z c z a n o  i z a 
d a w a n o  s t ę ż o n y m  r o z t w o r e m  a m o n i a k u  w  ce lu  w y t r ą c e n i a  g u a n i n y ;  po k i l 
k u n a s t u  (k i lkudz ies i ęc iu )  g o d z i n a c h  w y p a d a ł  b ia ły ,  w a t o w a t y  o s a d  g u a n i 
ny, p r zy  c z y m  p o cz ą t ko w o o p a d a ł  częs to  g a l a r e t o w a t y  o s a d  o n ikłe j  z a w a r 
tości a z o t u  (1,77 mg%> N ) ,  w  k t ó r y m  s t w i e r d z o n o  o b e c n o ść  m a g n e z u  
( P  a n u s z n i e o p u b l i k o w a n e ) .

O s a d  g u a n i n y  p r z e m y to  r o z c ie ń c z o n y m  r o z t w o r e m  N H 3 i o z i ęb io n ą  w o 
dą,  w re s z c ie  r o z p u s z c z o n o  w 0,1 n N a O H ,  p r z y  c z y m  r o z p u s z c z e n i u  u l e g ł a  
tylko g u a n i n a  i e w e n t u a l n i e  m o c z a n  sodowy.  Z a g ę s z c z o n y  a l k a l i c z n y  r o z 
twór  z a k w a s z a n o  2 %  C H 3C O O H  —  w y t r ą c a ł a  się po w o l i  g u a n i n a ,  
a w  p r z e s ą c z u  p o z o s t a w a ł o  n ieco k w a s u  m o c z o w e g o ,  j a k  to  w s k a z y w a ł a  d o 
d a t n i a  r e a k c j a  F  o 1 i n a.

W y t r ą c o n ą  g u a n i n ę  w a ż o n o  i a n a l i z o w a n o  n a  z a w a r t o ś ć  az o tu ;  o t r z y 
m a n a  g u a n i n a  by ła  zu p e łn ie  c z y s t a  i z a w i e r a ł a  4 7 %  a z o tu  ( t eo re ty cz n ie  
4 6 , 3 6 %  N ) ,  a d o d a t k o w e  o z n a c z e n i e  jo d o m e t r y c z n e  d a ł o  w  w y n i k u  10,03 m g  
z a m i a s t  o d w a ż o n e j  i lości 10,37 mg .  O t r z y m a n ą  g u a n i n ę  p r z e p r o w a d z a n o

T a b l i c a  1

Z aw artość  g u a n in y  i ad en in y  w  p od d anych  h yd ro liz ie  łu skach  łu sz c z y c y  różn eg o  p o 
ch o d zen ia . H yd ro liza  5% kw asem  sia rk o w y m  w  c ią g u  8  god z in . G u an ina  w ytrą co n a  ro z
tw orem  am oniak u , rozp u szczon a  w  0,1 n N aO H  i strącon a  rozcień czonym  C H 3 C O O H , 

n a stęp n ie  ad en in a  w ytrącon a  w  p osta c i p ikrynianu.

N r  T y p  łu se k
I lo ś ć  łu se k  

u ży ta  d o  h y -  
d r o lin y  w  g

I lo ś ć  p ik r y 
n ia n u  a d e n i

n y  w  m g%

A zo t a d e 
n in y  w

m g%

Ilo ś ć  g u 
a n in y

w  m g%

A z o t  
g u a n in y  
w  m g°/o

S to s u n e k  
m o lo w y  

a d en .:  g u a n .

1  łu sk i  
ś w ie ż e  
r ó ż n e 90 336 ,6 64,15 158,1 73,2 1 : 1,14

2  łu s k i  
2 - ty g o d -  
n io w e  
,, r ó ż n e ” 1 0 0

V

2 1 7 ,4 41 ,82 108,0 50,0 1 : 1 , 2 0

3 łu sk i  
św ie ż e  

ser ia  J J /5 2 70 299 57,7 153 71 1  : 1 , 2 2

4  se r ia  
J J /5 2 80 269 51,7 146 6 8 1 : 1, 3

5 łu sk i  
k ilk u le t 
n ie  m ie 
sz a n e 50 204 39 ,2 1 0 2 , 6 47,5 i : 1 , 2 1
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j e sz c z e  w  c h a r a k t e r y s t y c z n y  s i a r c z a n  i c h l o r o w o d o r e k  g u a n i n y  o w y g l ą d z i e  
k r y s z t a ł ó w .  P rz e s ą c z e ,  po  w y t r ą c e n i u  g u a n i n y  i u su n ię c i u  n a d m i a r u  a m o 
n i a k u ,  d o p r o w a d z a n o  do w a r t o ś c i  p H  =  4 i s t r ą c a n o  n a s y c o n y m  r o z 
t w o r e m  p ik r y n i a n u  so d o w e g o .  O s a d  p i k r y n i a n i u  a d e n i n y  p rze k ry s t a l i zo -  
w a n o  z wody ,  z w a ż o n o  i o z n a c z o n o  t e m p e r a t u r ę  to p n ie n ia ,  k tó r a  w y n io s ła  
274— 276° z a m i a s t  280— 281°. Ze w z o r u  C 5H 5N 5 • C 6H 3N 30 7 wy l i c zon o  
z a w a r t o ś ć  a d e n i n y  i az o t  ade n i ny .

O t r z y m a n e  i lości  g u a n i n y  i a d e n i n y  z r óż ny c h  łu se k  z e b r a n o  w  t a b l i 
cy 1 ; —  p ie rw s z e  d w a  o z n a c z e n i a  w y k o n a n o  p rze z  t r z y k r o t n e  w y t r ą c a n i e  
so l ą  miedz i ,  t r zy  n a s t ę p n e  z a ś  p rze z  d w u k r o t n e  so lą  miedz i ,  a n a s t ę p n i e  
j e d n o k r o t n e  t l e nk ie m  lub s i a r c z a n e m  s r eb ra .

Dyskusja  nad wyni kami

Z a w a r t o ś c i  a d e n i n y  i g u a n i n y  w  łu s k a c h  łuszczycy ,  p o d a n e  w  n in ie j 
szej  p rac y ,  są  p ie r w s z y m i  o z n a c z e n i a m i  t e g o  r o d z a j u  w  c a ł y m  p i ś m i e n 
n ic tw ie  t e go  p rze d m io tu .

W  d o ś w i a d c z e n i u  1 o g ó l n a  i lość a z o tu  w  r o z t w o r z e  s i a r c z a n ó w  p u r y n  
p r ze d  w y t r ą c e n i e m  g u a n i n y  w y n i o s ł a  170 m g %  N p; i lość a z o tu  w ydz ie lone j  
g u a n i n y  73,2 mg°/o N,  a d e n i n y  64,15 m g % > N  —  r a z e m  137,35 m g %  N p. W y 
d a j n o ś ć  w y n i o s ł a  więc  p o n a d  8 0 % .  B i o rą c  pod  u w a g ę  e w e n t u a l n ą  obecność  
d r o b n y c h  i lości  k w a s u  m o c z o w e g o  o r a z  s t w i e r d z o n y c h  ś l a d ó w  h ip o k s a n ty n y ,  
s t r a t y  w  o z n a c z e n i u  obu  a m i n o p u r y n  nie  m o g ą  być zn a c z n e ,  a d o t yc zą  r a 
czej  g u a n i n y  niż  ade n in y .

N a l e ż y  za z n a c z y ć ,  że p o m i m o  d o d a t n ie j  r eakcj i  m u r e k s y d o w e j  i Fo l in a  
w  ro z ł o ż o n y ch  o s a d a c h  m i e d z i a w y c h  n i g d y  n ie  z n a le z io n o  n a w e t  w  p r zy b l i 
ż e n iu  t a k  wie lk ich  i lości  k w a s u  m o c z o w e g o ,  j a k i e  p o d a j e  Z o r n  ( 1),  
a m i a n o w i c i e  306 m g %  —  102 m g %  N p. Z o r n  n ie  z a n a l i z o w a w s z y  d o 
k ł a d n i e  o s a d u  p u r y n ,  o t r z y m a n y c h  po hy d ro l i z i e  łuse k  i s t r ą c e n i u  w  postaci  
soli  s r e b r a ,  u z n a ł  t en  o sa d  n a  z a s a d z i e  d od a t n ie j  r eakc j i  m u r e k s y d o w e j  za 
k w a s  m oc zow y,  n ie  s p r a w d z a j ą c  go  n a  obe c n o ść  in n y c h  pur yn .  W  rez u l t ac ie  
o g r o m n e  i lości  k w a s u  m o c z o w e g o  w  łu sk a c h  by ły  d la  n ie go  zu pe łn ie  n i e 
z r o z u m ia l e .  O s t a t n i e  wy n ik i  o t r z y m a n e  w  Z a k ł a d z i e  B i ochemi i  U L  w y k a z u j ą  
w  ró żn y c h  ł u s k a c h  ilości  k w a s u  m o c z o w e g o  nie  p r z e k r a c z a j ą c e  2 0  m g % .

Z n a c z n e  i lości  obu  a m i n o p u r y n ,  sz cz eg ó ln ie  g u a n i n y ,  r o z s t r z y g a j ą  d e 
f i n i ty w ni e  o obecnośc i  n u k le o p ro t e in  w  łu sk a ch  łusz czycy ,  i to w  dużych  
i lościach.  Wy ni k i  o t r z y m a n e  obecn ie  p o t w i e r d z a j ą  p o p r z e d n ie  p r a c e  Ł o z y
( 5 ) ,  o p a r t e  n a  o z n a c z e n i a c h  t zw.  f rakcj i  n u k le o p ro t e in o w e j ,  w y c i ą g a n e j  
z łuse k  łu g ie m  i s t r ą c a n e j  k w a s e m ,  n a s t ę p n i e  fosforu,  f rakcj i  n i e r o z p u s z c z a l 
nej  w  k w a s a c h ,  i a z o tu  p u r y n o w e g o  łu se k  ca łk o w i t y c h  o r a z  nu k le o pr o t e i n  
z tyc h że  łusek.
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O k a z a ł o  się. że  z n a l e z i o n a  p rze z  n a s  s u m a  a z o tu  ob u  a m i n o p u r y n  
(137 m g %  N p) jest  dość  z g o d n a  z i lo śc iami  a z o t u  p u r y n o w e g o  f rakcj i  nu-  
k le op ro t e i n  (130 m g ° / o N p) i fosforu n u k l e o p r o t e i n o w e g o  (125 m g ° / o P n) ,  
gd yż ,  j a k  w ia d o m o ,  s to s u n e k  N p : P  w  w ięks zośc i  k w a s ó w  n u k le in o w y c h  
n ie  o d b i e g a  od s t o s u n k u  10 N : 4 P  czyli  140 : 124. W  d a l s z y c h  p r a c a c h  p l a 
n o w a n e  j e s t  od dz i e ln e  oz n a c z e n i e  a m i n o p u r y n  f rakc j i  n u k le o p ro t e in o w e j  
łuse k  i poz os ta łośc i .  P r a w d o p o d o b n i e  nie  p r z y n io s ą  o n e  j e d n a k  z a s a d n ic z e j  
z m i a n y  w  p ow yż sz y ch  ob l i czen iach.

Azo t  a d e n i n y  w  ró żn yc h  łu sk a c h  w y no s i ł  39 —  69 m g % N ,  g u a n i n y  — 
o d p o w i e d n i o  47,5 —  73  m g %  N, s t o s u n e k  m o l a r n y  a d e n i n y  do g u a n i n y  
(N ad : N g) w yn ió s ł  więc  1,15 —  1,3, w y k a z u j ą c  w y r a ź n ą  p r z e w a g ę  g u a n i n y .

Z n a c z n y  n a d m i a r  i lości  g u a n i n y  s k o n s t a t o w a n o  od  d a w n a  w  k w a s i e  
ry b o n u k le i n o w y m ,  w tzw.  b e t a - n u k le o p r o te id z i e  z t r zu s t k i  zwie rzęce j .  N i e 
k t ó r z y  au to rzy ,  j a k  J o r p e s  (15) ,  D m o c h o w s k i  i L e s z c z y ń 
s k a  ( n i e o p u b l i k o w a n e ) , zna leź l i  2 mo le  g u a n i n y  n a  j e d e n  mol  a d e n i n y ,  
inni ,  j a k  np.  S t e u d e l  ( 16) ,  n a w e t  4 mole  g u a n i n y ,  a o s t a tn io  
C h a r  g a f  f (1 7 ) )  —  2,5 mola .  D op ie ro  j e d n a k  C h a r g a f f  i j e g o  
sz k o ł a  s t w ie rd z i ł  s t a ły  n a d m i a r  g u a n i n y  w e  w sz y s tk ic h  k w a s a c h  r y b o 
n u k le in o w y c h  tk a n e k  zwie rzęcych .  O s t a t n i o  D a v i d s o n  (19) p o d a j e  
l iczbę 1,7 j a k o  s t o s u n e k  g u a n i n y  do a d e n i n y  k w a s ó w  r y b o n u k le i n o w y c h  r ó ż 
nych  f rakcj i  c y t o p la z m y  w ą t r o b y  szcz ura .

Z n a l e z i o n a  p rzez  n a s  p r z e w a g a  g u a n i n y  n a d  a d e n i n ą  p r z e m a w i a  p r z e 
c iw  p r z y p u s z c z e n i u  Ł o z y  w y s t ę p o w a n i a  w  łu sk a c h  w y ł ą c z n i e  nuk leo-  
p r o te in  dez ok sy ry bo zo w y ch .  K w a s y  d ez o k s y r y b o n u k le i n o w e  t k a n e k  z w i e r z ę 
cych w y k a z u j ą  w  z a s a d z i e  p r z e w a g ę  a d e n i n y  n a d  g u a n i n ą  ( t zw.  typ  AT 
C h a r g a f f  a (18) ,  o d w r o t n i e  j e s t  u m i k r o o r g a n i z m ó w ,  n a t o m i a s t  np.  
r ó w n e  i lości  a m i n o p u r y n  w y s t ę p u j ą  w  b a k t e r io f a g a c h ,  a p r z e w a g a  g u a n i n y  
w  w i r u s a c h  o w ad z ic h  ( S m i t h  i W y a t t  ( 2 0 ) ) .  W  in nyc h  w i r u s a c h  
zw ie r zę c y ch  s to s u n k u  g u a n i n y  do a d e n i n y  do ty c h c z a s  nie  o zn a cz o no ,  a l e  
z p r z y to c z o n y c h  d a n y c h  w yn ik a ,  że w  d a l sz y c h  n a s z y c h  p r a c a c h  obie h i 
potezy,  tj. p r z e w a g i  ry b o n u k le o p r o te in  lub też obecnośc i  d e z o k s y r y b o n u -  
k le op ro te in  w i r u s o w y c h  w  łu sk a ch  łuszczycy ,  m u s z ą  być b r a n e  pod u w a g ę .

C a ł e  z a g a d n i e n i e  g u a n i n y  w  łu sk a ch  n ie  j e s t  j e d n a k  w zu p e łn o śc i  w y 
ja ś n i o n e ,  g d y ż  da l s ze  o zn a cz en i e  jej  m e t o d ą  m i k r o j o d o m e t r y c z n ą  i spek t ro -  
f o t o m e t r y c z n ą  w y k a z a ł y  z n a c z n ie  wię k s ze  i lości,  a m i a n o w ic i e  260 —  
280 mg°/o z a m i a s t  zna le z io ne j  p r ze z  n a s  m e t o d ą  w a g o w ą  —  158 m g % .  
N a d m i e n i ć  na leży ,  że i lość a d e n i n y  oz n a cz o n e j  s p e k t r o f o to m e t r y c z n ie  i p o 
l a r o g r a f i c z n i e  w  Z a k ł a d z i e  B iochemi i  U Ł  ( P  a n  u s z —  n ie  o p u b l i k o w a 
ne)  są  do ść  z g o d n e  z o z n a c z e n i a m i  w a g o w y m i .  W y s o k ie  i lości  g u a n i n y  
m o g ą  być j e d n a k  i n t e r p r e t o w a n e  o d m ie nn ie ,  j a k o  m o ż l i w o ś ć  w y s t ę p o w a n i a  
w n i e ocz ysz czo ne j  frakcj i  g u a n i n o w e j  in ny ch  z w i ą z k ó w  w y k a z u j ą c y c h  po-
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d o b n ą  a b s o r p c ję  w  nadf iolecie .  D la  w y j a ś n i e n i a  tych sp r ze cz n o śc i  r o z p o c z ę 
to ju ż  b a d a n i a  c h r o m a t o g r a f i c z n e ,  p r z e m a w i a j ą c e ,  j a k  do ty c h cz as ,  za ty m  
o s t a t n i m  pr zy p u sz c z e n ie m .
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KOJIMHECTBEHHOE OnPEßEJIEHME AßEHM HA H  ryA H H H A  B H EH iyH X  

HEIJiyHHATOrO JIMIIIAH (P S O R IA S IS  V U L G A R IS )

P  e  3  i o  m  e

1 . B  n ep B b ie  6 m a h  o n p e ß e A e H b i  K O A nnec T B a  ry a H H H a  h  a^eH M H a b  n e in y n x  

n e m y S n a T o r o  A H iu an  n p n  i i o m o i h h  M a K p o M e T o ^ a  C T e y A e A H  pa3A eA eH H H  h  o n p e -  

AeAeHHH aMHHOnypHHOB TKaHefi;  HaHAeHbl AOBOAbHO ÖOAbUIHe KOAeÖaHHH b  n e -  

u iy f lx  p a 3 H o r o  npoHCXOJKACHHH.

2.  K oA H nec T B O  a 3 0 T a  r y a H H H a  cocTaBAHAO 47,5 —  73,2 Mr % ,  aACHHHa 

Hie cooTBeTCTBeHHO 40  —  64,15 Mr % •  M o A b H o e  OTHOiueHHe ry a H H H a  k  a A e -  

HHHy b  n e u i y n x  cocTaBAHAO 1,15 —  1,3, npHTOM TaK ry aH H H , K a n  n H K p aT

aACHHHa Ö b lA H  AOCTaTOHHO HHCTbIMH,

3.  B o n p e K H  A a H H b iM  3 o p H a  b  n e m y n x  6 w a o  H a H A e H O  b  10 —  20 p a 3  M e H b -  

u i e e  K O A H n e c T B O  M o n e B O H  k h c a o t w .
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4. M3 pa3Hbix KOAHnecTB ryaHmia onpefleAeHHbix BecoBbiM, naflOMeTpHqe- 
CKHM H CneKTpO(f)OTOMeTpHHeCKHM nyTeM CAe^yeT Heo6 xOAHMOCTb AaAbHeHUIHX 
XpOMaTOrpa(J)HHeCKHX HCCAeAOBaHHH.

5 .  3 H a n H T e A b H b ie  KOAHqecTBa ry a H H H a  h  aA eH H H a n o A T B e p ^ ^ a i o T  r H n o T e 3 

o  HaAHHHH H yK A eonpoTeH A O B  b  Hem yH X  q e m y f i q a T o r o  A H rn a n ;  HaH A eH H bie  jKe 

KOAHHeCTBa aMHHOnypHHOB AOBOAbHO XOpOUIO COrAaCyiOTCH C KOAHHeCTBaMH 

{ p o c i j io p a  H yK A eonpoTeH A O B  h  a 3 0 T a  n y p n H O B  H 30 A H p o B aH H b ix  H yK A eonpoT eH A O B .

Q U A N T IT A T IV E  D E T E R M IN A T IO N  O F A D E N IN E  A N D  G U A N IN E  IN  TH E SC A L E S
O F P S O R IA S IS  V U L G A R IS

S u m m a r y

1. The  q u a n t i t i e s  of g u a n i n e  a n d  a d e n i n e  in the  sc a l e s  of Psoriasis vulgaris 
h a v e  been d e t e r m in e d  for the  f irs t  t im e  by S t e u d e l ’s m a c r o m e t h o d  of d i 
v i d i n g  a n d  d e t e r m i n i n g  t i s su e  a m in o p u r in e ;  the  q u a n t i t i e s  v a r i e d  in 
sca le s  of d i f fe rent  or igin.

2. N i t r o g e n  in g u a n i n e  a m o u n t e d  to 47,5 —  73,2 mg%>, in a d e n i n e  40 — 
64,15 mg°/o r espect ive ly .  In  the  sc a le s  the  m o l a r  r a t i o  of g u a n i n e  to  a d e 
n i n e  w a s  1,15— 1,3 a n d  the  g u a n i n e  a s  well  a s  the  a d e n i n e  p ic ra te  w er e  
su f f i c ien t ly  pure.

3. T he  q u a n t i t y  of u r i c  acid f o un d  in the  sca le s  w a s  10 —  20 t i m es  low er  
t h a n  in Z o r n ’s s t a t e m e n t .

4. D i f fe ren t  qu a n t i t i e s  of g u a n i n e  fou nd  by w e i g h t  d e t e r m i n a t i o n ,  the  iodo-  
me t r i c  m e th o d  or  s p e c t r o p h o to m e t r i c a l l y  n e c e s s i t a t e  f u r t h e r  c h r o m a t o 
g r a p h i c  s tudies .

5. C o n s i d e r a b l e  q u a n t i t i e s  of g u a n i n e  a n d  a d e n i n e  c o r r o b o r a t e  the  h y p o 
th e s i s  a s s u m i n g  the  p r es e n ce  of n u c l e o p r o te i n s  in Psoriaris scales  a n d  
the  q u a n t i t i e s  of a m i n o p u r i n e s  f o rm ed  a r e  a l m o s t  in a g r e e m e n t  w i th  the  
q u a n t i t i e s  of n u c le o p r o t e i n  p h o s p h o r u s  a n d  p u r i n e  n i t r o g e n  o b ta in e d  
f ro m i so l a t ed  nuc l eop ro te i ns .

D e p a r tm e n t of B io c h e m is try , Ł ó d ź  U n iv e r s ity , Chief: prof. d r  A . D m o ch o w sk i.
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A. D M O C H O W SK I, H. P A N U S Z

MI KR OJ OD OM ET R Y C ZN A  M E T O D A  O Z N A C Z A N IA  G U A N I N Y

Z Z a k ła d u  B io ch em ii U n iw e r sy te tu  Ł ó d zk ie g o  

K iero w n ik : prof. d r  A . D m o c h o w sk i

Z a g a d n i e n i e  i lo śc iowego  o z n a c z a n i a  dw ó ch  p u r y n o w y c h  s k ł a d n i k ó w  
k w a s ó w  nu k le in o w y c h  —  a d e n i n y  i g u a n i n y  —  m a  d u że  p r a k t y c z n e  z n a c z e 
n ie  w  b a d a n i a c h  i lościowych  n a d  s k ł a d e m  i c h e m i z m e m  k w a s ó w  n u k l e i n o 
w y c h  i ich pochodnych .  Z b l i ż o n y  c h a r a k t e r  c h e m ic z n y  p o w o d o w a ł  od p o 
c z ą t k u  d u że  t r u d n o śc i  i dopie ro  w  c i ą g u  o s t a tn ic h  k i lku  l a t  o p r a c o w a n o  m e 
tod y  r o z w i ą z u j ą c e  w  sposób  z a d o w a l a j ą c y  t en  p r ob lem .  P r z e z  d ł ug i  c z a s  
r o z d z i e l a n o  a d e n in ę  od g u a n i n y  dzięki  z n a c z n i e  m n ie j s z e j  r o z p u s z c z a ln o ś c i  
g u a n i n y  w  a m o n i a k u  w e d ł u g  m e t o d y  o p r a c o w a n e j  o s t a t e c z n i e  p r ze z  S t e u-  
d e l a  (1 ) .  P o  s t r ą c e n i u  g u a n i n y  r o z t w o r e m  a m o n i a k u  w  p r z e s ą c z u  o z n a 
c z a n o  a z o t  p u r y n o w y  aden iny .  W  la t a c h  t r zy d z ie s ty ch  u k a z a ł o  się k i lka  p r ac ,  
w  k tó ry ch  w y k o r z y s t a n o  w ię k s zą  p o d a t n o ś ć  g u a n i n y  n a  u t l e n ia n ie  (2 , 3 , 4 ) .  
P e w n e  u s ł u g i  o d d a ł a  r ó w n i eż  w  ty m  czas ie  m e t o d a  e n z y m a t y c z n a  
S c h m i d t a  (5 ) ,  p o le g a j ą c a  n a  se lek ty wn e j  d e z a m i n a c j i  g u a n i n y ,  n i e  
d a j ą c a  j e d n a k  g w a r a n c j i  zupe łne j  se l ek tywnośc i .

R z e c z y w is t e  r o z w i ą z a n i e  z a g a d n i e n i a  n a s t ą p i ł o  z ch w i l ą  z a s t o s o w a n i a  
p rze z  V i s c h e r a  i C h a r g a f f a  c h r o m a t o g r a f i i  b ibu łowej  do r o z 
d z i e l a n ia  s k ł a d n i k ó w  k w a s ó w  n u k le in ow yc h  (6 ) .  W  m e t o d z i e  tej  z n a le z io n o  
r ó w n i e ż  po  r a z  p ie rw sz y  w z g l ę d n i e  p r o s t y  spo só b  r o z d z i e l a n i a  s k ł a d n i k ó w  
p i r y m id y n o w y c h .  U m i e j ę t n y  do b ór  r o z p u s z c z a l n i k ó w  i w a r to ś c i  p H  p o z w o 
lił n a  i z o lo w an ie  po sz cz eg ó l ny c h  z a s a d  p u r y n o w y c h  i p i r y m i d y n o w y c h  (7 ) .  
C h r o m a t o g r a m y  b i bu ł ow e  m i a ł y  j e d n a k  zby t  m a ł ą  w y d a j n o ś ć  ro zdz ie l cz ą ,  
by r o z d z ie lo n e  sk ła dn i k i  móc  o z n a c z y ć  m e t o d a m i  k la s y c z n y m i .  A u t o r z y  
uciekli  s ię  tu  do o zn a c z e ń  s p e k t r o f o to m et r y cz ny ch ,  w y k o r z y s t u j ą c  z n a n ą  od 
d a w n a  ( 8 , 9)  c h a r a k t e r y s t y c z n ą  a b s o r p c ję  z w i ą z k ó w  p u r y n o w y c h  w  n a d f i o 
lecie (240 —  270  m, m ) .  S p e k t r o fo t o m e t r i a  p o zw ol i ł a  r ó w n i e ż  n a  o z n a c z e n i e  
dw óch  s k ł a d n i k ó w  p u r y n o w y c h  lub  p i r y m i d y n o w y c h  obok  s iebie bez  ich 
u p r z e d n i e g o  r oz dz ie la n ia  (10) .  Z m i a n y  abso rpc j i  w  nad f i o l ec i e  po se l ek t yw -

6 Acta B ioc h im ica  P o lo n ic a [81]

http://rcin.org.pl



82 A. DMOCHOWSKI. H. PANUSZ

nej  d e z a m i n a c j i  e n z y m a ty c z n e j  w y k o r z y s t a ł  r ó w n i e ż  K a l e k  a r  w  swej  
m e to d z i e  z r. 1946 (11) .  O s t a t n i o  c h r o m a t o g r a f i ę  b i b u ł o w ą  w y p ie r a  p o 
w s z e c h n i e  c h r o m a t o g r a f i a  k o l u m n o w a .  K o m p l e t n y  p r z e g l ą d  l i t e r a t u r y  z t ego  
z a k r e s u  z n a j d u j e  się w  a r ty k u l e  M o o r ’ a i S t e i n a w  Annual Review  
of Biochemistry  z r. 1952. U z u p e ł n i e n i e m  me to d  a n a l i t y c z n y c h  p u r y n  i piry- 
m i d y n  j e s t  p o l a r o g r a f i c z n a  m e t o d a  o z n a c z a n i a  a d e n i n y  (12,  13).

W s z y s t k i e  w y m ie n io n e  wyże j  m e to d y  w y m a g a j ą  j e d n a k ż e  now ocz esn e j  
a p a r a t u r y ,  n i e do s t ę p n e j  dla  w ięks zośc i  p r a c o w n i  b i oc hem ic zn ych .  J e d y n ą  
k l a s y c z n ą  m e t o d ą  a n a l i t y c z n ą ,  k tórej  czu łoś ć  d o r ó w n y w a ł a b y  b a d a n i o m  
s p e k t r o f o t o m e t r y c z n y m  i p o l a r o g r a f i c z n y m  —  je s t  jo d o m e t r i a .

Z j a w i s k o  se lek t ywn e j  zdo l nośc i  u t l e n ia n ia  g u a n i n y  i k s a n t y n y  jodem,  
w  o d r ó ż n ie n iu  od n ie w r a ż l i w y c h  n a  j e g o  d z i a ł a n i e  a d e n i n y  i h i p o k s a n ty n y ,  
z a o b s e r w o w a ł  po r az  p ie r w s z y  G r y n b e r g  (4 ) ,  p r a c u j ą c  n a d  o z n a c z a 
n ie m  n u k le o ty d ó w  p u ry n o w y c h .  W y z y s k a ł  on k l a s y c z n ą  m e t o d ę  o z n a c z a n i a  
cu k r ó w  W i l l s t a e t t e r a  i S c h u d e l a  ( 14) ,  o z n a c z a j ą c  n ią  u w o l n i o n ą  p rzez  h y 
d ro l i zę  n u k le o z y d ó w  rybozę.  Wyn ik i  o z n a c z e ń  a d e n o z y n y  o t r z y m a ł  zupe łn ie  
p r a w id ło w e ,  n a t o m i a s t  zużyc ie  jo d u  p rzez g u a n o z y n ę  było z n a c z n i e  w y ż sz e  od 
p r z e w i d y w a n e g o .  N a s u n ę ł o  to p rzy pu sz cze n i e ,  że jod  z u ż y w a n y  j e s t  —  poza 
r y b o z ą  —  przez  u w o ln io n ą  w  t r a k c ie  hy dr o l i zy  g u a n i n ę .  B a d a n i a  G r y n 
b e r g a  p r z e p r o w a d z o n e  n a  czys tych  z a s a d a c h  p u r y n o w y c h  dowiod ły ,  że 
i s to t n ie  g u a n i n a  i k s a n t y n a  z u ż y w a j ą  jod  w s to s u n k u  2 mo le  jo d u  /1  mol  pu- 
ryny ,  n a t o m i a s t  a d e n i n a  i h i p o k s a n t y n a  są  w  tych w a r u n k a c h  n i e w r a ż l i w e  
n a  u t l e n i a n i e .  K w a s  m o c z o w y  z u ż y w a ł  jo d  w s t o s u n k u  n iż sz ym :  1 m o k l  mol .  
K l e i n  (15)  s twie rdz i ł ,  że  h i p o k s a n t y n a  j e s t  j e d n a k  z d o l n a  do w i ą z a n i a  
jodu ,  a l e  w  ilości 8 r a z y  mn ie j s z e j  od g u a n i n y .  D m o c h o w s k i  po 
s p r a w d z e n i u  p rze l i czeń K l e i n a  oce n ia  tę zd o l n o ść  na  12 r a z y  m n ie j s z ą  
od g u a n i n y .  Z b a d a ń  G r y n b e r g a  w yn ik a ł o ,  że j e d e n  ml 0,1 n jodu  
o d p o w i a d a :  3,78 m g  g u a n i n y ,  3,805 m g  k s a n t y n y  i 8,41 m g  k w a s u  m o c z o 
wego .  S tw ie r d z i ł  on p o n ad to ,  że g u a n i n a  i k s a n t y n a  w po s tac i  zw ią z a n e j  
( n u k l e o t y d y  i tp . ) ,  n i e  d a j ą  s ię u t l e n ia ć  p o d jo d y n e m .  M e t o d a  jo d o m e t r y c z n a  
p o z w a l a  więc  na  oz n a c z e n i e  wolne j  i z w i ą z a n e j  g u a n i n y  w m ie sz an in ie .

W i d o c z n a  z d an y c h  G r y n b e r g a  czu ł ość  m e to d y  za chę c i ł a  D m o 
c h o w s k i e g o  i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (6 ) do z a s t o s o w a n i a  jej  p rzy  o z n a c z a 
n iu  g u a n i n y  mięśni .  S t r ą c a l i  oni  p u r y n y  k i lk ak ro tn i e  t l e nk i em  m ie d z i o w y m  
w g  K r u g e r a  i S c h m i d t a  (17) lub r az  t l e nk i em  m ie d z i o w y m  i r az  
t l e n k ie m  s r e b r a  (18) i po ro z ł o ż en iu  o s a d u  o zn a cz a l i  g u a n i n ę  jo do m e t r yc z -  
nie.  W y ni k i  s p r a w d z a l i ,  d o d a j ą c  do t k a n e k  o k r eś lo n e  i lości g u a n i n y .  O t r z y 
m a n o  wy nik i  p r aw id ło w e .  M e to d a  j o d o m e t r y c z n a  n a d a w a ł a  się więc  do 
o z n a c z a n i a  g u a n i n y  w t k a n k a c h  i po zw ol i ł a  n a  o z n a c z a n i e  jej w  p r ó bk ac h  
o z a w a r t o ś c i  od 0,5 do 1 m g  g u a n i n y .
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D o k ł a d n o ś ć  m e to d y  ro k o w a ła  nad z i e j ę  mo ż l iw oś c i  o p r a c o w a n i a  mikro -  
me to d y .  W  p r ac y  obecnej  pod a j e  się tok p o s tę p o w a n ia ,  p o z w a l a j ą c y  n a  o z n a 
c z an ie  g u a n i n y  w i lościach 30 —  60 li g,  w y m a g a n y c h  r ó w n i eż  do n o r m a l n y c h  
o z n a c z e ń  spe k t r o f o to m et r ycz nyc h .  Z a s a d n i c z y  s c h em a t ,  p o d a n y  p rze z  
G r y n b e r g a ,  s t o s o w a n y  również  p rzez  D m o c h o w s k i e g o  i w s p ó ł 
p r a c o w n i k ó w  o r a z  R a b a n o w s k ą  (19) ,  p r z e d s t a w i a ł  s ię  n a s t ę p u j ą c o :  

do r o z tw o r u  z a w i e r a j ą c e g o  g u a n i n ę  d o d a w a n o  d w u k r o t n y  —  w  s t o s u n 
ku do p r z e w i d y w a n e g o  zużycia  — n a d m i a r  jod u ,  ca łoś ć  a l k a l i z o w a n o ,  o d 
s t a w i a n o  na k i lka naś c ie  minu t ,  z a k w a s z a n o  H 2 S 0 4 i m i a r e c z k o w a n o  n a d 
m ia r  j o d u  t i o s i a r c z a n e m  sod ow ym.  R ó w n o c ze śn ie  m i a r e c z k o w a n o  ś l e pą  
p róbę n ie  z a w i e r a j ą c ą  gu an i n y .  Z różn icy  zuż yc i a  jodu  w p rób ie  b a d a n e j  
i ś lepej  w n i o s k o w a n o  o z a w ar to śc i  g u an in y .

Z e sta w ien ie  w arunków  d ośw iad czen ia  sto so w a n y ch  w  d o ty ch cza so w y ch  o zn a czen ia ch

jodom etrycznych

W a r u n k i rea k cji G r y n b e r g  (4)
D m o c h o w s k i ,  

Z a jd e n m a n ,  
R a b a n o w sk a  (16 )

R a b a n o w sk a  (19)

I lo ś ć  g u a n in y  u ż y ta  w  d o 
św ia d c z e n iu  w  m g 10 —  40 3 —  10 0 ,5  —  1

N o r m a ln o ść  d o d a w a n e g o  ro z 
tw o r u  jo d u  n 0 , 1 0 , 1 0 , 0 1

N o r m a ln o ść  d o d a w a n e g o  ro z 
tw o r u  j o d u  na p o czą tk u  re
akcji n 0 ,252 0 ,05 0,005

N o r m a ln o ść  r o z tw o r u  jo d u  
w  k o ń c u  reak cji n 0 , 0 1 2 0,025 0,0025

S p o só b  a lk a lizacji 0 ,1  n  N a O H  
2 razy ty le  co  J

20% N a O H  k r o p la m i d o  s ło m k o 
w e g o  z a b a r w ie n ia

C zas reak cji w  m in .

UDTo

15 15

N o r m a ln o ść  r o z tw o r u  tio s ia r 
c z a n u  s o d o w e g o 0 , 1 0 , 1 0 , 0 1

Część d o ś w i a d c z a l n a

P r z y  o p r a c o w y w a n i u  m ik r o m e to d y  n a l e ż a ło  p rze d  u s t a l e n i e m  w a r u n k ó w  
reakcj i  g u a n i n y  z jo d e m  spraw dz i ć ,  w  jaki  sp o só b  a l k a l i za c j a ,  z a k w a s z e n i e  
i czas  w p ł y w a j ą  n a  wyniki  m i a r e c z k o w a n ia  ś lepej  próby.

A. W P Ł Y W  WA RU NK Ó W  REAKCJI  NA O Z N A C Z A N IE  Ś L E P E J  PRÓBY

C e le m  d o ś w i a d c z e ń  było s tw ie rdzen ie ,  czy r o z m a i t e  sp o so b y  a lka l i za c j i ,  
z a k w a s z e n i a  i z m i e n n y  czas  o d s ta w ie n i a  nie p o w o d u j ą  —  np.  p rze z  z w i ę k 
szen ie  u l a t n i a n i a  się jodu  — b łę dów w  o z n a c z a n i u  ś lepej  próby.
6*
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a) W pływ alkalizacji środowiska

Do 0,2 ml  ^  0 ,0 2  n  jo d u  d o d a w a n o  z m i e n n e  ilości  w o d o r o t l e n k u  s o d o 
w ego ,  o d s t a w i a n o  na  c z a s  2 m i n  —  60 godz. ,  z a k w a s z a n o  1 n  H 2 S 0 4 

0,1 ml  n a d m i a r u )  i m i a r e c z k o w a n o  0,005 n t i o s i a r c z a n e m  s o d o w y m  w o 
bec 0,05 ml  1 %  skrobi .

L .p . S p o só b
a lk a liza c ji

C za s  d o  
c h w il i

za k w a sz e n ia

O , m l z u ż y te g o  
t io s ia r c z a n u  

so d o w e g o
W n io sk i

1

2

3

O , ln  N a O H  d o  
b a r w y  s ło m 

kow ej

9 9

2  m in .  

2 0  m in .

1  g o d z .

,899 —  ,920 —  ,920  

,922 —  ,928 —  ,920  

,920 —  ,923 —  ,930

J u ż  p r z y  s ło m k o w y m  
z a b a r w ie n iu  s tr a ty  j o 
d u , n a w e t  p o  60 g o 

d z in a c h  są  n ie d o 
s tr z e g a ln e

4 99 60  g o d z . ,918 —  ,924 - -  ,920

5

6

0 ,5  m l 2n N a O H

9 9  9 9  99 99

1  g o d z . 

60 g o d z .

,913 — ,920 — ,921 

,913 — ,904 — ,908

N a d m ia r  N a O H  p o 
z o s ta je  b e z  w p ły w u

b) W pływ  zakwaszania

L .p . S p o só b
a lk a liza c ji

C za s
m in .

S p o só b
za k w a sz a n ia

O , m l z u ż y te g o  
t io s ia r c z a n u  

so d o w e g o

P o  d o d a n iu  
n a d m ia r u  k w a su  

z u ż . N a

1 0,5 n  N a O H  
d o  o d b a r w ie n ia 2

n ie d o m ia r
k w a su ,675 — ,379 —  ,385 ,234 —  ,517 — ,528

2 9 9 2 0 99 ,881 —  ,832 — ,561 ,044 —  ,085 —  ,346

3 9 9 1 0 2  m l ln  k w a su ;900 —  ,912 — ,918 —

4 9 9 1 0 2  m l 2  n  ,, ,908 —  ,905 — ,918 —

5 0 , 1  m l  
40% N a O H 1 0

n a d m ia r  s tę ż .
h 2s o 4 ,912 —  ,922 —  ,897 —

W n i o s k i :  n ied om iar k w a su  p ow od u je w y d z ie la n ie  s ię  jed y n ie  częśc i jodu  z  podjo- 

dynu (1 ) . P o  dodaniu  nadm iaru  k w asu  reszta  jodu w y d zie la  s ię  bez strat. N ad m iar k w a 

su  n ie w p ły w a  na w yn ik i m iareczk ow an ia . Z a k w a sza n ie  stężo n y m  H o S 0 4  je st  jed nak  

n ie  w sk a za n e , g d yż o g r z a n ie  roztw oru  m oże sp o w o d o w a ć  s tr a ty  jodu .

c) W pływ temperatury

0,2 ml  0,02 n  jo d u  a l k a l i z o w a n o  0,1 ml  0,5 n  N a O H .  P o ł o w ę  p r óbe k  
w s t a w i a n o  do t e r m o s t a t u  o t emp.  50°,  r e s z t ę  p o z o s t a w i a n o  w  t e m p e r a t u r z e  
pok o jowej .  W yni k i  m i a r e c z k o w a n i a :
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T e m p e r a tu r a
o C

C za s d o  c h w ili  
z a k w a sz e n ia

O , m l t io s ia r c z a n u  
so d o w e g o

W n io sk i

2 0 5 m in . ,920 — ,913 — ,912

2 0

2 0

50

50

2 0  m in .

4 g o d z .

5 m in .  

2 0  m in .

,908 — ,916 — ,921 

,917 — ,916 — ,905  

,895 —  ,908 —  ,905  

,907 — ,907 — ,910

K r ó tk ie  u tr z y m y w a n ie  
w y ż sz e j  t e m p e r a tu r y  

p o w o d u je  b . n ie z n a c z n e  
s tr a ty  jo d u , p o  4 g o d z . 

s tr a ty  te  są  je d n a k  
b . w y r a ź n e .

50 4 g o d z . ,872 —  ,871 — , 8 6 8

d) M oment dodania wskaźnika

P o n i e w a ż  d o d a n y  w s k a ź n i k  s t a n o w i ł  b a r d z o  z n a c z n y  p r o c e n t  sk ła d u  
r o z tw o r u ,  s p r a w d z o n o ,  czy m o m e n t  j e go  d o d a n i a  m a  w p ł y w  n a  m i a r e c z k o 
w an i e .  D o d a j ą c  do  u ż y w a n e j  w  a —  d ilości  jo d u  k r op lę  l°/o r o z tw o r u  
sk robi :

n a  p o c z ą t k u  m i a r e c z k o w a n i a  zu ż y to  0,921 — , 920 — , 915 ml  N a 2 S 20 3 ;

pod kon ie c  m i a r e c z k o w a n i a  zu ż y t o  0,905 , 927  — , 920  ml  N a 2 S 20 3 .

M o m e n t  d o d a n i a  skrob i  p o zo s ta j e  więc  bez  w i d o c z n e g o  w p ły w u .

e) Czułość metody

M ia r e c z k o w a n i e  ś l epych  p rób  w y k a z a ł o  j e d n o c z e ś n i e  g r a n i c e  czułośc i  
w s k a ź n i k a  i d ok ła d n o śc i  n a c z y ń  m ia r o w y c h .  O k a z a ł o  się,  że  c a łk o w i t y  z a 
nik b a r w y  n a s t ę p u j e  pod w p ł y w e m  os ta tn ic h  0 ,0 0 2  ml  r o z t w o r u  t i o s i a r c z a n u  
so d o w e g o ,  co p o z w a l a  n a  o g r a n ic z e n ie  b łę du  m i a r e c z k o w a n i a  do 1%.  O d 
m i e r z a j ą c  r o z tw ó r  g u a n i n y  S c h e l b a c h o w s k ą  p ip e tą  k a p i l a r n ą  poj.  0,1 ml ,  
p o z w a l a j ą c ą  n a  d o k ł a d n o ś ć  zt  0,0003 ml  i r o z t w ó r  jo d u  —  m ik r o p i p e t ą  poj .  
0,250 ml  z z a k o ń c z e n i e m  k a p i l a r n y m ,  m o ż n a  b łę dy  p o p e ł n i a n e  p rzy  o d m i e 
r z a n iu  r o z t w o r ó w  s p r o w a d z i ć  ró w n i e ż  pon iże j  1 %.

B. W P Ł Y W  Ś R O D O W IS K A .  CZA S U  I T E M P E R A T U R Y  NA R E A K C JE  U T L E N IA N IA  
G U A N IN Y  P O D J O D Y N E M

a) W pływ stężenia jodu

U ż y w a n o  do  oz na c z e ń :  0,1 ml  r o z tw o r u  w z o r c o w e g o  g u a n i n y  *) z a w i e 
r a j ąc e  46,1 pig, 0,2 ml  0,02 n jo d u  i 0,1 ml  0,5 n N a O H .  C a ł o ś ć  ro zc ie ń c z a n o  
w o dą  u z y s k u ją c  o d p o w ie d n i e  s t ę że n i e  jodu .

J ) C5H 5O N 5.H Cl.2H 2O  E astm an , Kodak. Z aw a rto ść  g u a n in y  we w zo rze  sprawdzona  

o zn a cza ją c  azot m ikrom etodą K i e l d a h l a .
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C za s
reak cji

Z n a le z io n o  p g  g u a n in y  p r z y  s t ę ż e n iu  p o c z ą tk o w y m  jo d u

0,007 -  n 0,0035 — n 0 ,0 0 1 7 5 - n

1 0  m in . 4 6 , 8 -  45,1 — 4 6 ,6 31,5  — 35,2  —  35,0 2 0 ,8 —  17,0 —  21,3

15 m in . 48,1 -  4 6 ,6  —  48,4

2 0  m in . 5 2 , 0 -  4 7 , 7 -  47 ,3

30 m in . 47 ,8  — 4 8 ,9  —  48,3

1 g o d z . 50,1 -  4 9 ,9  —  49,1

2  g o d z . 4 4 , 4 -  4 0 ,4  —  45,3 38,1 —  40 ,7  —  38,8

48 g o d z . 46,1 — 47 ,3  -  46 ,8 4 4 ,8  —  4 6 ,0  —  4 6 ,6

J a k  w y n ik a  z t abl icy,  r o zc ie ńc za n i e  r o z t w o r u  p o w a ż n i e  z w a l n i a  r eakcję .  
P o c z ą t k o w e  s t ę że n ie  jo d u  nie  p o w i n n o  być s ł a b s z e  od 0 ,007 n.

b) W pływ  alkalizacji środowiska

Do o z n a c z e ń  użyto :  0,1 m l  r o z t w o r u  g u a n i n y  ( =  50,5 p g ) ,  0,2 ml  0,02 n 
jo d u  i 0,1 ml  N a O H  o z m i e n n y m  s tężen iu .  P ró bk i  o d s t a w i a n o  n a  15 g o dz in  
w  t e m p e r a t u r z e  poko jowej ,  n a s t ę p n i e  z a k w a s z a n o  n i e w i e l k i m  n a d m i a r e m  
2 n H 2 S 0 4 i m i a r e c z k o w a n o  0,005 n t i o s i a r c z a n e m  s o d o w y m  w ob ec  sk rob i.  
Wynik i  by ły  zu pe łn ie  n ie o cz ek iw a n e .  W  m i a r ę  w z r o s t u  s t ę ż e n ia  w o d o r o t l e n k u  
s o d o w e g o  r ea k c j a  za ch o d z i ł a  dalej ,  p r z e b i e g a j ą c  p r zy  d o d a w a n i u  4 0 %  N a O H  
w s t o s u n k u  s t e c h i o m e t r y c z n y m  3 mo le  j o d u / l  mol  g u a n i n y .  U ż y t y  w  d o 
ś w i a d c z e n ia c h  0,5 n w o d o ro t l e n e k  s o d o w y  s t w a r z a ł  s i lniej  a l k a l i cz n e  ś r o d o 
w isko  od s t o s o w a n e g o  p r ze z  G r y n b e r g a ,  D m o c h o w s k i e g o  
i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  czy Ra  b a n o w  s k ą, co —  j a k  w y n i k a  z pon iżs ze j  
t ab l i cy —  u m o ż l i w i a ł o  d a l s z y  p r z e b ie g  reakcj i .

S tę ż e n ie
d o d a n e g o

N a O H
%

S tę ż . N a O H  
w  c z a s ie  reak cji

Z n a le z io n o  p g  g u a n in y , za k ła d a ją c  s to s u n e k  m o lo w y  
j o d u  d o  g u a n in y

%
2  : 1 3 : 1

2,5 0 , 6 5 6 ,6  —  56,1 — 57,0 37,8  —  3 8 ,0  —  37,4

5 1,25 6 6 , 8  —  65,8 — 66,3 4 4 ,6  —  4 3 , 9 -  44 ,2

1 0 2 ,5 70,1 — 69,1 -  6 6 ,4 4 6 ,7  —  46,1 — 44,3

2 0 5 7 2 ,6  —  71 ,0 — 71,9 48 ,4  —  4 7 ,3  —  4 8 ,0

30 7 ,5 73 ,3  —  7 2 ,4 — 73 ,6 4 8 ,8  —  48 ,3  —  4 9 ,0

40 1 0 74.1 - 7 5 , 1 — 7 5 ,6 4 9 ,4  —  5 0 ,0  —  5 0 ,4

Wyn ik i  d a l sz y c h  b a d a ń  n a d  w p ł y w e m  a lka l i zac j i  ś r o d o w i s k a  n a  p r z e 
b ie g  reakcj i  u t l e n ie n ia  g u a n i n y  u ję to  o r i e n t ac y j n ie  w  po s tac i  w y k r e s u  (wy-
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kr es  1). W y n i k a  zeń  j a sn o ,  że r ea k c j a  u t l e n ia n ia  g u a n i n y  p o d jo d y n e m  p r z e 
b i eg a  w  d w ó c h  o d r ęb ny c h  fazach :  p i e rw sz a  p o ł ą c z o n a  j e s t  z r e d u k c ją  dw óch  
c z ą s te c z e k  jo d u  i zacho dz i  i lośc iowo w k ró tk im  czas ie  15 —  30 min. ,  n a w e t  
w  b a r d z o  s ł a b o  a l k a l i c z n y m  ś r od ow isk u .  D r u g a ,  o d p o w i a d a j ą c a  zuży c iu  t r z e 
ciej cz ąs te c zk i  jodu ,  j e s t  śc iś l e  z a le ż n a  od s t ę ż e n ia  w o d o r o t l e n k u  so do w eg o .  
W  ś r o d o w i s k u  1 0 %  N a O H  za chodz i  i lośc iowo ju ż  po 1,5 godz. ,  w  m n i e j 
szych  s t ę ż e n ia c h  N a O H  nie p r ze b ie g a  i lośc iowo n a w e t  po u p ły w ie  15 g o 
dzin.  P r a w i d ł o w e  wyn ik i  o z n a c z e ń  g u a n i n y  m o ż n a  więc  o t r z y m a ć  b ą d ź  s t o 
s u j ą c  0,1 n N a O H  ( lub s ł a b s z y ) ,  z a k w a s z a j ą c  po u p ły w ie  15 —  60 min.  
i w y l i c z a j ą c  w e d ł u g  s t o s u n k u  2 : 1, b ąd ź  s t o s u j ą c  4 0 %  N a O H ,  czas  
r eakcj i  d ł u ż s z y  niż  60 min .  i w y l i c z a ją c  w g  s t o s u n k u  3 : 1. W  celu p o t w i e r 
dz e n i a  tych  w n i o s k ó w  p r z e p r o w a d z o n o  d a l sz e  d o ś w ia d c z e n ia .

c) Wpływ podwyższonej temperatury

C e le m  s p r a w d z e n i a ,  czy r ea k c j a  nie z a ch o d z i  w  j e szc ze  w y ż s z y m  niż  
3 : 1 s t o s u n k u  m o lo w y m ,  jeśl i  u m ie śc im y  r o z t w ó r  o s t ęż en iu  N a O H  1 0 %  
w  temp .  50°, w y k o n a n o  do św ia dc ze n i e ,  w  k t ó r y m  do 0,1 ml  w z o r c a  g u a n i n y  
(50,5 u  g)  d o d a w a n o  0,20 ml 0,02 n jodu,  0,1 ml  4 0 %  N a O H  (s t ęż en i e  w  c z a 
sie r eakc j i  1 0 % )  i w s t a w i a n o  p r óbkę  do t e r m o s t a t u  o t emp.  50° na  czas  
zm ie n n y ,  po  c z y m  z a k w a s z a n o  r o z t w ór  2 n H 2 S 0 4 i m i a r e c z k o w a n o  0,005 n 
t i o s i a r c z a n e m  s o d o w y m .  Wyni k i  m i a r e c z k o w a n i a  z e s t a w i o n o  w pon iższe j  
tabl icy:

[ig  g u a n in y  
w  p r ó b c e

C za s
reak cji

Z u ż y to  0 , m l  
t io s ia r c z a n u  

so t'o .v e g o

a 2

0 , r  •
Z n a le z io n o  p g  g u a n in y  

w g  s to s . m o lo w e g o

2  : 1 3 : 1

ś l. p ró b a 4 g o d z . 863

50,5 4  » 466 391 75,0 50,0

ś l. p ró b a 8  „ 865

50,5 8  „ 471 394 75,5 50,3

ś l. p ró b a 15 „ 835

50,5 15 „ 463 372 71,4 47,7

S p r a w d z o n o  p o n a d t o  p r z e b i e g  reakcj i  w  ś r o d o w i s k u  j e szc ze  s i lniej  a l k a 
l i c zny m —  16% N a O H ,  do d a j ąc :  0,1 ml w z o r c a  g u a n i n y  (50,5 pg)  0,2 ml 
jo d u  i 0,2 ml  4 0 %  N a O H  w lemp.  50° i czas ie  r ea kc j i  26 go dz in .  S t w i e r d z o 
no:  46,1 —  44,1 —  43,0 p g  g u a r n ny .

D o ś w i a d c z e n i a  t e  w y kap a ł y ,  że n a w e t  w  w a r u n k a c h  s k r a jn y c h  rea k c j a  
n ie  za ch o d z i  da le j  niż  w  s to s u n k u  m o lo w y m  3:1.
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d) Ustalenie najkrótszego czasu reakcji

U ż y w a n o  0,1 m l  w z o r c a  (50,5 p g ) ,  0,2 ml  jo d u  i 0,1 m l  4 0 %  N a O H  
w  t e m p e r a t u r z e  poko jowej .

C za s  
r ea k cji 

w  m in .

S tw ie r d z o n o  ¡j,g 
g u a n in y  w g  s to s .  

m o l. 3 : 1 * )

C za s  
rea k cji 

w  m in .

S tw ie r d z o n o  ¡¿g 
g u a n in y  w g  s to s .  

m o l. 3 : 1 * )

1 2 4 3 ,5 40 50,1

15 4 7 ,5 1 0 0 5 0 ,4

2 0 46,1 1 2 0 50 ,2

25 4 6 ,9 300 50,3

*) P o d a n e  w ynik i są  śred n im i z 3 — 4 o zn a czeń .

R e a k c j a  p r z e b ie g a  i lościowo w  t e m p e r a t u r z e  poko j ow ej  ju ż  po  40 min.  
C e le m  u z y s k a n i a  p e w n y c h  i d o k ł a d n y c h  w y n i k ó w  n a l e ż y  j ą  j e d n a k  p r o w a 
dzić  w  c i ą g u  1,5 —  2 godz .

C. D ZIA Ł A N IE  P O D J O D Y N U  NA A D E N IN Ę

N o w e  ujęcie m e t o d y  i z a s t o s o w a n i e  s i lni e a l k a l i c z n e g o  ś r o d o w i s k a  w y 
m a g a ł o  s p r a w d z e n i a ,  j a k  się w  tych w a r u n k a c h  z a c h o w u j e  ad e n in a .  W  ty m  
celu do  0,1 ml  r o z t w o r u  w z o r c o w e g o  a d e n i n y  ( =  98,0 p g)  d o d a w a n o  0,2 ml  
0,02 n  jo d u  i 0,1 ml  4 0 %  N a O H .  P o  z m i e n n y m  czas ie  r o z t w ó r  z a k w a s z a n o  
1 n  H 2 S 0 4 i w y d z ie lo n y  jod  m i a r e c z k o w a n o  0,005 n t i o s i a r c z a n e m  so d o w y m .

t° C za s
rea k cji

U ż y to  ¡Jt g  

a d e n in v

Z u ż y to  m l  
t io s ia r c z a n u  

so d o w e g o
A 2 m l

2 0 1 0  m in . ś l. p ró b a 0,885

2 0 1 0  „ 98 ,0 0,883 +  0 , 0 0 2

2 0 15 g o d z . ś l . p ró b a 0,873

2 0 15 „ 98 ,0 0 ,880 —  0,007

50 15 „ ś l. p ró b a 0,827

50 15 „ 9 8 ,0 0,815 +  0 , 0 1 2

Z p o d a n e g o  wyże j  z e s t a w i e n i a  w y n ik a ,  że  an i  w  t e m p e r a t u r z e  p o k o jo 
wej ,  an i  w  t em p.  50° a d e n i n a  n ie u l e g a  p r a k t y c z n i e  d z i a ł a n i u  u t l e n i a j ą c e m u  
po d jo d y n u .  N o w e  u jęc ie  w a r u n k ó w  rea kc j i  p o z w a l a  w ię c  r ó w n i e ż  n a  s e le k 
ty w n e  o z n a c z a n i e  g u a n i n y  obok  ade n i ny .
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D. T E C H N IK A  O ZN AC ZAN IA

0,1 ml  b a d a n e g o  r o z t w o r u  o z a w a r t o ś c i  30— 60 p g  g u a n i n y  z a d a j e m y  
w  5  ml  n a c z y ń k u  z ko r k ie m  (na j l ep ie j  d o s z l i f o w a n y m )  0 ,2  ml  0 ,0 2  n  jo du  
i 0,1 ml  4 0 %  N a O H .  P o  d o k ł a d n y m  z m i e s z a n i u  n a c z y ń k o  z a m y k a m y  i od-, 
s t a w i a m y  n a  p r z e c i ą g  1,5 —  2 godz in .  R ó w n o c z e ś n ie  n a s t a w i a m y  p róbę  
ś l e p ą  ( jod  +  N a O H ) .  P o  u p ły w ie  p r z e w i d z i a n e g o  c z as u  obie  p r óby  z a k w a 
s z a m y  n i e z n a c z n y m  n a d m i a r e m  2 n H 2 S 0 4 (ok.  0,8 ml )  i m i a r e c z k u j e m y  
0 ,005 n t i o s i a r c z a n e m  s o d o w y m  z m ik r o b iu r e t y  poj.  1 ml.  P r z y  s ło m k o w y m  
z a b a r w i e n i u  r o z t w o r u  d o d a j e m y  k ro p lę  1 %  r o z t w o r u  sk robi .  Z a w a r t o ś ć  g u a 
n in y  o b l i c za m y z ró żn ic y  zuż yc i a  t i o s i a r c z a n u  n a  p r ó b ę  ś l e p ą  i w ł a ś c i w ą  
1 ml  0,005 n t i o s i a r c z a n u  s o d o w e g o  o d p o w i a d a  126 p g  g u a n i n y .

E. PRZY KŁAD  O ZN AC ZAN IA  G U A N IN Y  W  T K A NK A CH

M e t o d ę  p o w y ż s z ą  z a s t o s o w a n o  do a n a l i z y  s k ł a d n i k ó w  p u r y n o w y c h ,  z a 
w a r t y c h  w  łu sk a ch  łuszczycy .

Ś w i e ż e  łusk i  o z n a n y m  procenc ie  wi lgoc i  p o d d a w a n o  hydr o l i z i e  
1 n H 2 S 0 4 w  t e mp.  100° w  c i ą g u  4 —  8  godz.  R o z tw ó r  p r z e s ą c z a n o  (n iezhy-  
d r o l i z o w a n e  resz tk i  łu s ek  n ie  d a j ą  s ię o d w i r o w a ć ) ,  r e sz tk i  p o d d a w a n o  h y 
d ro l iz i e  ś w ie ż y m  1 n H 2 S 0 4 w  c i ą g u  1 godz .  P o ł ą c z o n e  p r z e s ą c z e  d o p r o 
w a d z a n o  do 0,5 n k w a s u  s i a r k o w e g o  i s t r ą c a n o  p u r y n y  w g  K e r r a  
i w s p ó ł p r a c o w n i k ó w  (10)  j e d n o m o l a r n ą  z a w i e s i n ą  A g 20  w  wodzie .  O s a d  
p u r y n  e k s t r a h o w a n o  1 n HC1 w  temp.  100°. W  ek s t r a k c i e  o z n a c z a n o  azo t  
p u r y n o w y  m e t o d ą  M a r k h a m a  (20) o r a z  g u a n i n ę  —  jo d o m e t r y cz n i e .  
W  celu s p r a w d z e n i a  d o k ła d n o ś c i  m e to d y  p r z e p r o w a d z o n o  r ó w n o c z e ś n ie  po 
do b n e  o z n a c z e n i a  w  h y d r o l i z a t a c h  łusek  z d o d a t k i e m  zn a n e j  i lości  w zo r ca  
g u a n i n y .  Wyni k i  tych o z n a c z e ń  p o d a n o  w  pon iż sze j  t abl icy:

L . p .
O d w a żk a

a n a liz o w a n a
g

S tw ie r d z o n o  
N p  m g  %

S tw ie r d z o n o  
g u a n in y  z  łu se k  

m g%

D o d a n o  
p g  w z .  

g u a n in y

S tw ie r d ź ,  
p g  w z . 
g u a n in y

Ś r e d n ia  
z  o zn .

1 0 ,4 169,5 282,0 505 479 4

2 0 ,4 2 06 ,5 288,5 505 486 5

3 0 ,4 174,3 268,6 505 501 6

4 0,2 192,4 322,0 — — 3

5 0,2 184,5 309,0 505 492 5

Nie u s t a lo n o ,  w  j a k i m  s t o p n i u  o t r z y m a n e  e k s t r a k t y  by ły  z a n ie c z y s z c z o 
ne s u b s t a n c j a m i  z a w i e r a j ą c y m i  azo t  i w i ą ż ą c y m i  jod.  K w a s  m o c z o w y  m ó gł  
w y s t ę p o w a ć  n a j w y ż e j  w  b a r d z o  m a ły c h  i lościach ,  gd y ż  —  co s p r a w d z o n o  
na r o z t w o r a c h  w z o r c o w y c h  —  nie  u l e g a  on s t r ą c e n i u  w  z a s t o s o w a n e j  m e 
todzie.
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Wy ni k i  o z n a c z e ń  j o d o m e t r y c z n y c h  zo s ta ł y  p o t w i e r d z o n e  w d r o d z e  p o 
l a r o g r a f i c z n e g o  o z n a c z a n i a  a d e n in y  i sp e k t r o f o t o m e t r y c z n e g o  o z n a c z e n i a  
obu p u r y n  w  eks t rakcie .  W yn ik i  tych o zn a c z e ń  z o s t a n ą  p o d a n e  w oddz ie lne j  
p racy.

D y s k u s ja

M e c h a n i z m  u t l e n i a n i a  g u a n i n y  p o d jo d y n e m  je s t  dzi ś  j e s zc ze  n ie  zn a ny ,  
m im o  że p r a c e  G r y n b e r g a  d o s t a rc zy ł y  l icznych p r z y c z y n k ó w  do j ego  
p o z n a n ia :

1) p o d jo d y n  nie  d z i a ł a  n a  N -m e ty l o p o c h o d n e  k s a n t y n y  —  teof i l inę,  t e o 
b r o m in ę  i kofeinę;  2 ) r ó w n i e ż  g u a n i n a  z w i ą z a n a  z ry b o z ą  j e s t  n i e w r a ż l i w a  
na u t l e n ia n ie ;  3) p o d a t n o ś ć  n a  u t l e n ia n ie  j e s t  u z a l e ż n i o n a  od ob ec nośc i  g r u 
py O H  w  po ło ż en iu  6  p i e r śc ie n ia  p u r y n o w e g o ;  4) k w a s  m o c z o w y  z u ż y w a  
w ś r o d o w i s k u  s ł ab o  a l k a l i c z n y m  1 z a m i a s t  2 moli  jodu.  R ó w n ie ż  d o ty c hc z as

o p u b l i k o w a n e  p r a c e  n a d  che- 
m i z m e m  u t l e n i a n i a  i d z i a ł a 
n ia  c h l o ro w c ó w  n a  poc ho dn e  
p u r y n o w e  nie w y s t a r c z a j ą  do 
r o z w i ą z a n i a  t e g o - z a g a d n i e n i a .  
Z n a m y  p r o d u k t y  u t l en ie n ia  
g u a n i n y  n a d m a n g a n i a n e m  p o 
t a s o w y m  w  ś r o d o w i s k u  a l k a 
l i c zn y m i c h l o r a n e m  p o t a s o 
w y m  w ob ec  s t ę ż o n e g o  k w a s u  
so lne go .  S ą  n imi  w  p ie rw s z y m  
p r z y p a d k u  m o c z n ik  (2 1 ),  k w a s  

sz cz a w io w y ,  C 0 2 i N H ;{ ( 22) ,  w  d r u g i m  k w a s  p a r a b a n o w y ,  g u a n i d y n a ,  
ni eco  k s a n t y n y  i m o c z n ik a  (23) .  P o d  w p ł y w e m  b r o m u  p o w s t a j e  w  t emp.  150° 
8 - b r o m o g u a n i n a  (24) .

Wy ni k i  n a s z y c h  d o ś w i a d c z e ń  w y k a z a ł y  po n ad t o ,  że 1 mol  g u a n i n y  m a  
og ó l n i e  zd o l n o ść  r e d u k o w a n i a  3 mol i  jo du  ( w  p os ta c i  p o d j o d y n u ) .  P r z e b i e g  
k r zy w y ch  ( w y k r e s  1) w s k a z u je ,  że p roces  r edukc j i  j o du  s k ł a d a  się z dw óch  
z a s a d n i c z o  o d m i e n n y c h  reakc j i :  p i e rw sz a ,  z a c h o d z ą c a  szybk o  ju ż  w  s ł abo  
a l k a l i c z n y m  ś r o d o w is k u ,  p o c i ą g a  za  so ba  re du k c ję  dw óc h  mol i  jod u .  D r u g a ,  
ściśle,  z a l e ż n a  od s t ę ż e n ia  j o n ó w  O H - , w  r o z t w o r a c h  s ł a b o  a lka l i cz ny ch  
p r z e b ie g a  n ie sk o ń c z e n ie  wo lno ,  z w ię k s z a ją c  sz yb k oś ć  ze w z r o s t e m  s tę żen ia  
w o d o r o t l e n k u  so d o w e g o .  W y k o n a n e  d o ś w ia d c z e n ia  nie m o g ł y  w y j a ś n i ć  m e 
c h a n i z m u  d ru g i e j  r eakc j i ,  j e d n a k  m o ż n a  p r z y p u s z c z a ć ,  że jo n y  O H -  m a j ą  
dw o ja k i  w p ł y w  n a  re a k c ję  u t l e n ie n ia  1) w p ł y w a j ą  n a  p o te n c ja ł  u t l e 
n i a j ą c y  p o d jo d y n u  ( n a  p rze j śc ie  p o d jo d y n u  w  j o d a n  ( 2 5 ) ) ;  2) p r z e s u w a j ą  
r ó w n o w a g ę  postac i  t a u t o m e r y c z n y c h  g u a n i n y  w  k i e ru n k u  pos ta c i  bar-

 U »zględnialqc stosunek m otor/g 2  1 Idodo/ac O.ln NaOH
  .. .  .  3  1 2  .. 0.5 n (2,5 7.) No 0»

3  .  107. NaOH
1 ,  207. NaOH
5 .. 407. NaOH
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dziej  p o d a t n e j  na  u t l en ian ie .  P r a w d o p o d o b n i e  to d r u g i e  d z i a ł a n ie  j e s t  
d e c y d u ją c e  p rzy  redukc j i  t r ze c ie go  m o la  jodu .  F ak t ,  że g u a n i n a  j e s t  
zu p e łn ie  n i e w r a ż l i w a  na  u t l e n ia j ą c e  d z i a ł a n ie  jo d u  w  ś r o d o w is k u  k w a 
śn y m ,  m o ż n a  by t ł u m a c z y ć  c a łk o w i t y m  p r z e su n ię c ie m  r ó w n o w a g i  p o 
s t aci  t a u t o m e ry c z n y c h  n a  korzy ść  o d m i a n y  n ie w r a ż l i w e j  n a  u t l en ian ie .  
W  ś r o d o w is k u  a l k a l i cz n y m  d w a  s top n i e  r eakcj i  p r z e b i e g a j ą  ł a two .  Trzeci  
s to p i eń  u t l e n i e n i a  j e s t  za le żn y  od s t ę że n i a  o d po w ie dn ie j  pos ta c i  t a u to m e -  
ryczne j ,  j e d n a k  p rzes un ięc ie  r ó w n o w a g i  m a  mi e j sc e  do p ie ro  w  s i lnie a l k a 
l i c zn ym  ś r od o w isk u .  S t o s u n e k  s t ę żeń  obu  pos ta c i  t a u t o m e r y c z n y c h  j e s t  ś c i 
ś l e  z a le ż n y  od s t ęż en ia  jo n ó w  O H ~  i ty m  m o ż n a  sob ie  t ł u m a c z y ć  j e go  d e 
c y d u j ą c y  w p ł y w  n a  szybkość  r eakcj i  u t l en i en ia .  O s t a t e c z n e  w y j a ś n i e n i e  m e 
c h a n i z m u  reakcj i  m o g ło b y  n a s t ą p i ć  do p ie ro  po z b a d a n i u  p r o d u k t ó w  u t l e 
n ien ia .

O p i s a n e  d o ś w ia d c z e n ia  nie  p o d w a ż a j ą  w y n i k ó w  po p r ze d n ic h  p r ac  jodo-  
m e t r y c z n y c h  (4, 16, 19).  J e d n a k  p o te n c j a l n a  zd o l n o ść  g u a n i n y  do da l s z e g o  
u t l e n i a n i a  s t w a r z a  n ie be zp iec ze ń s tw o  b łędów,  k t ó r e g o  un ik a  s ię s to s u j ąc  
s i ln ie  a lk a l i c z ne  ś rod ow isk o .
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M M K P O ÏÎO Æ O M E T P M H E C K M ÏÏ M E T O #  O Ü PEÆ EJIEH M H  r y A H M H A

P  e 3 K) m e

1. BbiA pa3paôoTaH MHKpofioAOMeTpHqecKHH mctoa onpeAeAeHHH ryaHHHa
B npHCyTCTBHH aA©HHHa, KOTOpblH A a eT  B 03M 0ÎK H 0C Tb onp eA C A eH H H  30  -----  60  p r
ryaHHHa b n p o 6 e.

2. BbiA HCCAeAOBaH xoa OKHCAeHHH ryaH H H a c n o M o u j b io  rnnoH O A H T a  

H H aH A eH O , HTO B CHAbHO OCHOBHOH C p eA e  p e a i^ H H  3 T a  H AeT CTeXHOM eTpHHe- 

ckh —  3 moaîi HOAa H a 1 MOAb ry a H H H a , b C A a ô o  H îe ochobhoh c p e A e  —  2  moah

HOAa H a 1 MOAb ryaH H H a. I lo T O M y  s t o t  mc toa  o q e H b  x o p o m o  t o a h t c h  ąah o n p e -

A eAeH H H  ryaH H H a b np ncyT C T B H H  aA eH H H a.

3. HaHAeHO, HTO aAeHHH He qyCTBHTeACH K OKHCAHTeAbHOMy AeHCTBHK) 
rnnoHOAHTa Aaaîe b CHAbHO ochobhoh cpeAe.

4. Pa3pa6oTaHHbi5 mc toa  6 ma npHMeHeH k onpeAeAeHHio ryaHHHa b qe- 
rnyqx qemyfiqaToro AHuiaq. Pe3yAbTaT coc tbb ah a  b cpeAHeM ok. 2 9 0 %  ryaHHHa.

M E T H O D  O F M IC R O D E T E R M IN A T IO N  O F G U A N IN E  

S u m m a r y

). A m i c r o m e t h o d  for io do m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  of g u a n i n e  h a s  been e l a b o 
ra te d .  I t  pe rm i t s  the  d e t e r m i n a t i o n  30 —  60p g  g u a n i n e  bes ide  a d e n in e  
in a sam ple .

2. T h e  p r o ce ss  of o x y d a t io n  of g u a n i n e  by hy p o io d in e  w a s  s tud ied .  It  w a s  
s t a t e d  t h a t  in a s t r o n g l y  a l k a l i ne  m e d i u m  the  r e a c t io n  o cc ur s  a t  the 
s t e ch i o m et r i e  r a t io:  3 m o is  iodine/1 mol  g u a n i n e  a n d  in v e r y  l ight ly  
a l k a l i n e  m e d i u m  the  r a t io  is 2 m oi s  iodine/1 mol  g u a n i n e .  Th er e f o r e  th i s  
m e t h o d  is wel l  a d a p t e d  to the  d e t e r m i n a t i o n  of g u a n i n e  in p r e se n c e  of 
a d e n in e .

3. A d e n i n e  w a s  found  to be u n s u s c e p t i b le  to o x y d a t i n g  in f lue nce s  of h y p o 
i od ine  ev en  in a s t r o n g l y  a l k a l i n e  m e d iu m .

4. This  m e t h o d  w a s  ap p l i e d  to the  d e t e r m i n a t i o n  of g u a n i n e  in the  sceles  
of Psoriasis vulgaris  g i v i n g  an  a v e r a g e  r e su l t  of a b o u t  290  m g %  
g u a n i n e .

D e p a r tm e n t of B io ch em is try , Ł ó d ź  U n iv e r s ity , C h ief: prof. d r  A. D m o ch o w sk i.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L .  I 1 9 5 4 FTO T

I. R E IFE R , D. W O L SZ L E G IE R  I ZB. K A N IU G A

NOW A M E T O D A  MI KR O O ZN A C ZA N IA  S KR OB I W M A T E R IA L E  
R O Ś LI N N Y M

Z a k ła d  B io ch em ii SG G W  i L a b o ra to riu m  B io c h e m ic zn e  IU N G  

K iero w n ik  Z ak ła d u : I. R e ife r

W s z y s tk i e  c h e m ic zn e  m e to d y  i lościowej  a n a l i z y  sk rob i  p o l e g a j ą  n a  jej  
ro zk ła d z i e  p rze z  hy dr o l i z ę  k w a s o w ą  lub e n z y m a t y c z n ą  do  c u k r ó w  r e d u k u 
j ą c y c h  w  po s ta c i  g l ikozy  lub ma l toz y .

W  w y n ik u  h yd r o l i z y  w  ś r o d o w is k u  k w a ś n y m  obok  sk rob i  r o z k ła d o w i  
u l e g a j ą  r ó w n ie ż  i i nn e  związk i ,  k t ó r e  n a s t ę p n i e  r e a g u j ą  z o d c z y n n i k a m i  
u t l e n ia j ą c y m i  cu kr y  pros te.  Z t e g o  p o w o d u  wy nik i  a n a l i z y  sk rob i  są  n a  ogó ł  
o 3 _  4o/ 0 w y ż s z e  od o t r z y m a n y c h  po hy d ro l i z i e  e n z y m a t y c z n e j .  J eże l i  a n a 
l i z o w a n y  m a t e r i a ł  r o ś l i n n y  z a w i e r a  m a ł o  skrob i  i d uż o  p e n t o z a n ó w ,  j a k  np .  
łu p in a  z i a r n a  k a k a o w e g o  a lbo  łu sz c z y n a  go rczycy ,  w t e d y  n a  sk u te k  r o z k ła d u  
p e n t o z a n ó w  wy nik i  u z y s k a n e  dla  skrobi  po hy dr o l i z i e  k w a s o w e j  m o g ą  być 
10 - a n a w e t  2 0 -k ro tn ie  w y ż sz e  ( 1).

H y d r o l i z a  e n z y m a t y c z n a  r ów ni eż  n ie  z a w s z e  d a j e  j e d n o z n a c z n e  w yni k i ,  
p o n ie w a ż  p r e p a r a t y  d ia s t a ty c z n e  r ó ż n ią  się m ię d z y  s o b ą  w  z a le żn o śc i  od 
su r ow ca ,  z k t ó r e g o  są  p r z y g o t o w a n e .  S u l l i v a n  ( 2 ) w y k a z a ł ,  że  h a n 
d lo w e  p r e p a r a t y  d i a s t a z y  n ie  są  specyf i czne  i że  ty lko  k r y s ta l i c z n a ,  c h e m i c z 
n ie  cz ys t a  a m y l a z a  m o ż e  być s t o s o w a n a  bez z a s t r z e ż e ń  do ce lów  i lościowej  
a n a l i z y  skrobi .  C o l l i n  (3 ) u d ow od n i ł ,  że  d i a s t a t y c z n a  h y d r o l i z a  sk rob i  
w  z a s a d z i e  n i g d y  n ie  p r z e b ie g a  i lościowo,  w  z w i ą z k u  z c z y m  p r o p o n u j e  on 
po łącz en i e  hy d r o l i z y  e n z y m a ty c z n e j  z h y d r o l i z ą  k w a s o w ą  j a k o  k o ń c o w y  
e tap  h yd ro l i z y  n ie roz szc ze p io ne j  e n z y m a t y c z n i e  skrob i .  H a n d l o w e  p r e p a r a 
ty d i a s t a z y  z a w i e r a j ą  p o n a d t o  z n a c z n e  i lości  cu k r ó w  re d u k u ją c y c h ,  k t ó r e  
m u s z ą  być od p r e p a r a t u  e n z y m a t y c z n e g o  od d z i e l o n e  p r ze z  s t r ą c e n i e  c z y n 
n e g o  b ia łk a  a l k o h o le m  m e ty lo w ym .

R e i f e r  i T a r n o w s k a  (4) o p r a c o w a l i  m e t o d ę  i loś c io we go  o z n a 
c z an ia  sk rob i  r o z p u s z c z a ln e j  p o l e g a j ą c ą  n a  jej  u t l e n ie n iu  n a d j o d a n e m  p o t a 
s o w y m  w  obecnośc i  d w u z a s a d o w e g o  f os fo r an u  so d o w e g o .  W  toku  b a d a ń  n a 
su n ę ła  się myś l  o p r a c o w a n i a  o z n a c z e n i a  sk rob i  w  m a t e r i a l e  r o ś l i n n y m  na
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z a s a d z i e  p r z e k s z ta ł c e n ia  sk rob i  n ie ro z p u sz c z a ln e j  w  sk r o b ię  r o z p u s z c z a l n ą  
w  w a r u n k a c h ,  w  k tó rych  inne  s u b s t an c j e ,  u l e g a j ą c e  r o z k ła d o w i  w sk u te k  h y 
d rol izy  k w a s o w e j ,  po z o s ta ł y b y  n ie roz łożone .  W  ten  spo só b  m o ż n a  by w y e l i 
m i n o w a ć  n i e d o k ła d n o ś c i  w y n i k a j ą c e  z hydr o l i zy  k w a s o w e j  i w y d a t n i e  s k r ó 
cić cz as  h y d r o l i z y  skrob i  do cu k r ó w  re d u k u ją cy c h ,  k t ó r a  t r w a  od 2 —  3 go  
dzin.  N a t o m i a s t  w  m e to d z i e  n a d j o d a n o w e j  h y d r o l i z a  i u t l e n ia n ie  skrobt  
r o z p u s z c z a ln e j  p r z e b i e g a j ą  ró wn oc ześ n ie ,  a czas  t r w a n i a  całe j  an a l i z y  nie 
p r z e k r a c z a  30 minu t .

W  ty m  celu n i e z b ę d n e  było p r z e b a d a n i e  i u s t a l e n ie  n a s t ę p u j ą c y c h  c z y n 
ników:  1) zn a le z i e n ie  m e to d y  p r ze k sz ta ł c en ia  i lo ś c i ow e go  sk rob i  n i e r o z 
pu sz cz a l ne j  w  sk rob ię  r o z p u s z c z a l n ą  bez jej d a l s z e g o  r o z k ł a d u  na  m n ie j s z e  
f r a g m e n t y ,  j a k  d e k s t r y n y  i cukry  redu ku ją ce ;  2 ) o p r a c o w a n i e  m e to d y  od- 
b i a ł c z a n i a  m a t e r i a ł u  r o ś l i n n e g o  bez ad so rpc j i  skrob i  r o z p u s z c z a ln e j  w  o s a 
dzie;  3) o p r a c o w a n i e  m e to d y  i loś c iowego  s t r ą c a n i a  sk rob i  rozp u sz cz a l n e j .  
Z różn ic  o z n a c z e ń  n a d j o d a n e m  w r o z tw o r a c h  z a w i e r a j ą c y c h  sk rob ię  i w  r o z 
t w o r ac h ,  w  k tó ry ch  sk ro b ię  oddzie lono,  m o ż n a  o t r z y m a ć  l iczbę re d u kc y j ną ,  
o d p o w i a d a j ą c ą  ilości sk rob i  r o zp u sz cz a l ne j  w  b a d a n e j  p róbie .

Część  d o ś w i a d c z a l n a

W s t ę p n e  a n a l i z y  w y k o n a n o  s t o s u ją c  sk rob ię  r o z p u s z c z a l n ą ,  ocz ys z cz o n ą  
p rzez  d w u k r o t n e  s t r ą c e n i e  z a lko ho lu  i ace t onu ,  k tó r ą  n a s t ę p n i e  o z n a c z a n o  
m e t o d ą  R e i  f e r a  i T a r n o w s k i e j  (4) .  W s p ó ł c z y n n i k  r ed uk c j i  n a d 
j o d a n o w e j  ob l i czono  n a  p o d s ta w ie  k o n t r o l ny c h  o z n a c z e ń  m e t o d ą  że l az ic y ja n-  
k ow ą  A k i j i i I w  a t a k e (5) po upr zed n ie j  hydr o l i z i e  sk rob i  k w a s e m  
so ln y m  w  c i ą g u  3 g o d z i n  (m e t od a  L i n t n e r a  (10) ).

Z t ab l i cy  1 w y ni ka ,  że w s p ó łc z y n n ik  dla  skrobi  r o z p u s z c z a ln e j  oz n a c z o n y  
m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  w yn os i  58 Ł) i że p rzy  s t o s o w a n i u  t e g o  w s p ó ł c z y n n i 
ka n a j w i ę k s z a  różn i ca  mię dz y  m e to d ą  k o n t r o ln ą  i n a d j o d a n o w ą  n ie  p r z e 
k r a c z a  ±  2,2°/o w  i lośc iach  do około 0,300 m g  sk r ob i  ( p a t r z  tabl .  1, lp. 9, 
gdz i e  w  360  m g  m a t e r i a ł u  z n a j d u j e  się około 0,300 m g  sk r ob i ) .  I lość  ml 
z u ż y te g o  0 ,005 n t i o s i a r c z a n u  sodow.ego w  p rób ie  ś lepej  mnie j  i lość 0,005 n 
t io s i a r c z a n u  w  p róbie  pełnej  p o m n o ż o n a  p rzez  58 o d p o w i a d a  ilości mikro -  
g r a m ó w  skrob i  w y r a ż o n e j  w  gl ikozie.  N a d j o d a n  w  a l k a l i c z n y m  r o z tw o r z e  
d w u z a s a d o w e g o  f os fo r anu  so d o w e g o  u t l e n ia  obok skrobi  wiele  innych  z w i ą z 
ków,  j a k  pe n t o z a n y ,  c u k r y  pros te,  a m in o k w a s y ,  g l i k o z a m i n y  i inne.  W  celu 
o z n a c z e n i a  skrobi  ro zp u sz c z a ln e j  na l e ż y  p rze to  o z n a c z y ć  ca łk o w i t ą  l iczbę 
r ed u k c y jn ą  w s zy s tk ic h  su b s t a n c j i  r ed u k u ją cy c h  w  b a d a n e j  p ró b ie  ł ącz n ie  ze 
sk rob ią ,  a j a k o  ś l epą  p ró bę  z a s t o s o w a ć  r ó w n o z n a c z n ą  i lość t e go  s a m e g o  roz 
two ru ,  z k t ó r e g o  sk ro b ia  r o z p u s z c z a l n a  zo s ta ł a  u su n ię ta .

x) R eifer i T arnow sk a podali w sp ó łczy n n ik  F =  70, p o n iew a ż  om y łk o w o  o b liczy li w y 
niki dla skrobi p ow ietrzn ie  su ch ej, która za w iera ła  2 0 % w ody.
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T a b l i c a  1

L . p .

M e to d a  ż e la z ic y ja n k o w a  p o  h y d r o liz ie  k w a so w ej

m g  sk r o b i  
ro zp . p o 
w ie tr z n ie  

su c h e j  
w  p r ó b ie

u ż y to  0 ,005 n  
N a 2 S 2 0 3 

w  m l
Ś r e d n ia

W s p ó ł
c z y n n ik

O b lic z .
m g

sk ro b i

W y k r y to  
% sk r o b i 

ja k o  
g lik o za

R ó ż n ic a
w  %%

1 0 , 2 0 0 0,93 0 ,95 0 ,97 0,95 174 0,1653 82 ,6

M e to d a  n a d jo d a n o w a

2 0 , 1 0 0 1,44 1,43 1,47 1,44 58 0,0835 83,5 +  0 ,9

3 0 ,150 2 ,15 2,15 2,15 2,15 58 0,1247 83,1 +  0,5

4 0 , 2 0 0 2,89  2 ,88 2,93 2,90 58 0,1682 84,1 +  1,5

5 0 , 2 0 0 2 , 8 8  2 ,82  2 ,82 2,84 58 0,1648 82 ,4 —  0 , 2

6 0 , 2 0 0 2,84  2 ,82  2 ,84 2,84 58 0,1648 82 ,4 0 , 2

7 0 ,240 3,39 3 ,40 3 ,39 3,39 58 0 ,1966 81 ,9 — 0,7

8 0 ,250 3,63 3,63  3,57 3,61 58 0,2093 83,7 +  1 , 1

9 0 ,360 5,02 4 ,98  4 ,96 4,99 58 0,2895 8 0 ,4 — 2 , 2

W o d o r o t l e n e k  k a d m o w y  w obecnośc i  r o z t w o r u  ch l o rk u  p o t a s o w e g o  wy- 
l r ą c a  i lościowo sk ro b ię  r o z p u s z c z a l n ą  z r o z tw o r u ,  p o z o s t a w i a j ą c  w  p r z e s ą 
czu  w s z y s t k i e  in n e  s u b s t a n c j e  r ed u k u j ą ce .  N a j w y g o d n i e j  m o ż n a  sk ro b ię  r o z 
p u s z c z a l n ą  w y t r ą c i ć  w  n a s t ę p u j ą c y  spo sób :  do  suche j  p r o b ów k i  w i r ó w k o 
wej  o poj.  50 ml  o dm ie r z y ć  p ipe tą  10 ml  b a d a n e g o  ro z t w o r u ,  10 ml  s i a r c z a 
nu  k a d m o w e g o  ( o d cz yn n ik  3 a ) ,  10 ml 0 ,25 n N a O H  z ch lo rk ie m p o t a s o 
w ym.  P o  d o k ł a d n y m  w y m i e s z a n i u  um ie śc ić  p r o b ó w k ę  n a  p r z e c i ą g  3 m i n u t  
w e  w rz ąc e j  ł a źn i  w odn e j ,  w s t r z ą s n ą ć  2— 3 razy ,  och ł od z ić  i w i r ow a ć .  P r ó b ę  
ś l e pą  p r z y g o t o w a ć  w sposób  id e n t yc z n y  z t ą  ró żn icą ,  że w  mi e j sc e  r o z t w o 
ru sk rob i  n a l e ż y  od m ie r z y ć  10 ml  w o d y  de s ty lo w a n e j .  K l a r o w n e  ro z tw o r y  
p o z b a w io n e  sk ro b i  m o ż n a  ró wn ie ż  o t r z y m a ć  p rze z  s ą cz en ie  n a  t w a r d y m  i lo
ś c io w y m  są czku .  Do a na l i z y  pob i e ra  s ię 5 ml  ro z tw o r u ,  k t ó r y  o d p o w i a d a  

1,667 ml  próby.
J a k  w y n i k a  z t ab l i c y  2, sk rob ia  u le g a  i lo ś c i o w e m u  s t r ą c e n i u  w  obecnośc i  

w o d o r o t l e n k u  k a d m o w e g o ,  p o n ie w a ż  l iczba ml  0,005 n t i o s i a r c z a n u  s o d o 
w ego  u ż y t a  w  p r ób ie  ś lepej  i b a d a n e j  j e s t  i d e n t y c z n a  i n i e z a l e ż n a  od ilości 
skrobi  ( w  g r a n i c a c h  od 0,500 m g  do 5,000 m g )  w  r o z tw o r z e  p r ze d  s t r ą c e 
n ie m w o d o r o t l e n k i e m  k a d m o w y m .

N a s t ę p n i e  p r z e b a d a n o  w a r u n k i  „ o d b i a ł c z a n i a “ r o z t w o r ó w  z a w ie r a j ą c y c h  
sk rob ię  r o z p u s z c z a l n ą  za po m o c ą  soli  k a d m u ,  w  k tó ry ch  sk ro b ia  nie  zo s ta j e
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s t r ą c o n a  i p rze cho dz i  i lo ściowo do  p rz e są c zu .  S t w ie r d z o n o ,  że  fo s fo ra n  k a d 
m o w y  p r z y  w a r to ś c i  p H  m ię d z y  7,8 i 8,2 n ie  s t r ą c a  sk r ob i  ro zp u sz c z a ln e j ,  
a j e d n o c z e ś n i e  od b ia łcz a  i lośc iowo r o z tw o r y  ko lo id a ln e  b i a ł e k  z m a t e r i a ł ó w  
r oś l i n ny c h  i zwie rzęcych ,  j a k  np.  e k s t r a k t ó w  t r a w ,  m le k a  i k rwi .

D o  10 ml  b a d a n e g o  r o z t w o r u  od m ie r z o n o  p ip e t ą  10 ml  s i a r c z a n u  k a d m o 
w e g o  i 10 ml  o d cz y n n ik a  z ł o żo ne go  z m i e s z a n i n y  f os fo ra nó w ,  ch l o rk u  sodo-

T a b l i c a  2

S trącen ie  skrobi rozp u szcza ln ej w od orotlen k iem  k ad m ow ym

L . p .

m g  sk ro b i ro zp .
m l 0 ,005 n  N a 2S 2 0 3 

w  p r ó b ie  ś le p e j
m l 0 ,005  n  N a 2S 2 0 3 

w  b a d a n ej p r ó b ie

R ó ż n ic a  
w  m l

N a 2S 2 0 3

strą ca n ej  
w  o b j. 30 m l

p o b ra n ej do  
a n a lizy  
w  5 m l

1 5 ,000 0,833 4 ,00  3,97 4.02  4,01 4 ,02 0,03

2 5 ,000 0,833 4,41 4 ,38  4 ,48 4,37 4 ,3 8  4 ,38 0 , 0 1

3 5 ,000 0,833 4 ,3 6  4 ,3 4  4 ,3 6 4 ,36  4 ,36  4 ,37 0 , 0 1

4 5 ,000 0,833 4 ,77  4 ,76  4 ,75 4,79  4 ,76  4 ,75 0 , 0 1

5 3,615 0 ,602 4 ,83  4 ,83  4 ,85 4 ,80  4,81 4 ,79 0,03

6 1,670 0 ,278 4 ,6 6  4 ,6 5  4 ,63 4 ,66 4 ,6 4  4,61 0 , 0 1

7 0 ,735 0 , 1 2 2 8,21 8 ,17 8,21 8 , 2 2  8 , 2 2  8 , 2 1 0 , 0 2

8 0 ,5 0 0 0,083 3 ,17 3 ,17  3 ,19 3,18 3,17 3,23 0 , 0 1

w e g o  i w o d o r o t l e n k u  so d ow ego .  P o  d o k ł a d n y m  w y m i e s z a n i u  o d w i r o w a n o  lub 
p r z e s ą c z o n o  i do a n a l i z y  p o b ie ra n o  5 ml  k l a r o w n e g o  ro z t w o r u .  Ś le pą  p rób ę  
o d c z y n n i k o w ą  p r z y g o t o w a n o  w  id e n ty cz n y  sposób ,  p r zy  c z y m  w  mie j sc e  b a 
d a n e g o  r o z t w o r u  o d m i e r z a n o  10 ml  w o d y  d e s ty lo w an e j .

P o r ó w n a n i e  w y n i k ó w  w  ta b l i cy  3 w y k a z u je ,  że  w o p i s a n y c h  w a r u n 
kac h  s k r ob ia  r o z p u s z c z a l n a  p rze cho dz i  i lo ściowo do p r ze są c zu ,  p o n i e w a ż  
p r o c e n t o w a  z a w a r t o ś ć  wykry te j  sk rob i  w  kon t ro l i ,  tj.  w  p r ó b i e  bez od b ia ł -  
c z a n i a  ( p a t r z  t ab l i ca  1) ,  j e s t  i d e n ty c z n a  z p r o c e n t o w ą  z a w a r t o ś c i ą  sk rob i  
w p r ó b ie  „ o d b i a ł c z o n e j “ f os fo r an e m  k a d m o w y m .

S k r o b i a  w  m a t e r i a l e  r o ś l i n n y m  w y s t ę p u j e  w  pos tac i  n i e ro z p u sz c z a ln e j .  
H a s s i d ,  C r e a d y  i R o s e n f e l s  (6 ) p r z e p r o w a d z a j ą  sk ro b ię  n i e 
r o z p u s z c z a l n ą  w  sk ro b ię  r o z p u s z c z a l n ą  d z i a ł a n i e m  8 0 %  a lk o h o l u  i s t ę ż o n e 
go  k w a s u  s o ln e g o  w  s t o s u n k u  1 0 0 : 1  w  t e m p e r a t u r z e  100°. C h i n o y, 
E d w  a r d s i N  a n j i (7) p o d d a j ą  sk ro b ię  d z i a ł a n i u  0 , 7 %  w o d o r o t l e n 
ku  p o t a s o w e g o  w  c i ą g u  30 m i n u t  w  t emp.  60 —  70° n a  ł a źn i  w od n e j .

M e t o d y  p o w y ż s z e  z o s ta ł y  w  n a s z y m  l a b o r a t o r i u m  w ie lo k ro tn ie  p r z e b a 
d a n e ,  p r z y  c z y m  o ka z a ł o  się,  że ż a d n a  z n ich n ie  o d p o w i a d a  s t a w i a n y m  wy-
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m a g a n i o m .  H y d r o l i z a  sk rob i,  o p i s a n a  p r z e z  H a s s i d a  i w s p ó ł p r a c o w 
n ików,  n ie  z a t r z y m u j e  s ię n a  s t a d i u m  skr ob i  ro z p u s z c z a ln e j ,  lecz cz ęś c io wo  
p o w o d u je  ro zk ła d  do  m n ie j s z y ch  ł a ń c u c h ó w  de ks t r y n o w y c h .  D z i a ł a n i e  z a ś  
0 , 7 %  w o d o r o t l e n k u  p o t a s o w e g o  w t e m p e r a t u r z e  60— 70° n ie  p r z e b ie g a  i lo
śc iowo,  o t r z y m a n e  b o w ie m  wynik i  m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  o k a z a ł y  s ię  za  
niskie.  j j I J i

T a b l i c a  3

O zn a czen ie  skrob i rozp u szcza ln ej w  roztw orach  „ o d b ia łcza n y ch “ fosforan em  kadm ow ym

L .p .

m g  sk ro b i  
o d b ia łc z a n e j  
(p o w ie tr z 
n ie  su c h e j)

m g  sk r o b i 
w  p ró b ie  

(p o w ie tr z 
n ie  su c h e j)

Z u ż y to  
0,005 n  

N a 2S 2 0 3 m l

Ś r e d 
n ia

W y k r y to P o w in n o
b y ć

sk r o b i
%

R ó ż 
n ic a

%
m g

sk r o b i
%

sk r o b i

1 0 ,500 0 ,083 1,19 1,14 1,17 0 ,0678 81,7 82,6 - 0 , 9

2 0 ,700 0 ,117 1,69 1,65 1,67 0 ,0968 82,7 +  0 , 1

3 1 , 0 0 0 0 ,167 2,42 2,44 2 ,43 0 ,1409 84,4 +  1 , 8

4 1 , 0 0 0 0,167 2,37 2,34 2 ,3 6 0 ,1368 81,9 —  0,7

5 1 , 2 0 0 0 , 2 0 0 2 , 8 8 2 , 8 8 2 , 8 8  . 0 ,1670 83,5 +  0,9

6 1 , 2 0 0 0 , 2 0 0 2,82 2,83 2 ,83 0 ,1625 8 2 ,0 —  0 , 6

7 1,400 0,233 3,36 3,38 3,37 0 ,1954 83,8 +  1 , 2

8 2 ,240 0,373 5,24 5,19 5 ,22 0 ,3027 81,1 - 1 , 6

W  ce lu  p r z e p r o w a d z e n i a  sk robi  n ie ro z p u s z c z a l n e j  w  sk ro b ię  r o z p u s z c z a l 
n ą  o p r a c o w a n o  w  n a s z y m  l a b o r a t o r i u m  n o w ą  me tod ę ,  p o l e g a j ą c ą  n a  z a s t o 
s o w a n i u  r o z c ie ń c z o n e g o  k w a s u  m r ó w k o w e g o  w  p e w n y c h  d o k ł a d n i e  o k r e 
ś lonych  w a r u n k a c h .

B a d a n ą ,  do b r z e  zm ie l o n ą  p r ób kę  p r z e n o s i  się za  po m o c ą  20  ml  w o d y  
de s ty lo w an e j  do  ko lbk i  E r l e n m e y e r a .  D o d a j e  s ię  d o k ł a d n i e  1 m l  2 n k w a s u  
m r ó w k o w e g o  i z a m y k a  kolbkę  ko r k ie m  z n a ł o ż o n ą  ch ł o d n ic ą  z w r o t n ą .  Kolb-  
kę u m ie s z c z a  się n a  e l ek t ryczne j  p ły tce  g r z e jn e j  n a  s i a t c e  az b e s to w e j  i u t r z y 
m u je  s ię  p rób ę  w  c i ą g u  co n a j m n ie j  6,5 m i n u t  w  t e m p e r a t u r z e  100° (10 m i 
nu t  od chwi l i  ro zp o c zę c ia  o g r z e w a n i a ) .  P o  o s t u d z e n i u  zo b o j ę tn i a  s ię 2 ml  
1 n w o d o r o t l e n k u  s o d o w e g o .

W  tab l i c y  4 p o d a n o  w p ł y w  c z a s u  i s t ę ż e n ia  k w a s u  m r ó w k o w e g o  n a  s t o 
p ień p r z e m i a n y  sk ro b i  n i e ro z p u s z c z a ln e j  w  r o z p u s z c z a l n ą .  Z t a b l i c y  tej  w y 
n ika ,  że  p r z e p r o w a d z a j ą c  h yd r o l i z ę  0,1  n k w a s e m  m r ó w k o w y m  w  c i ą g u  co 
n a j m n ie j  6,5 m i n u t  w  t e m p e r a t u r z e  100° i lość w y k ry te j  skrob i  d o k ł a d n i e  p o 
k r y w a  s ię  z i lością  g l ikoz y  m e t o d ą  k l a s y c z n ą  po  h yd ro l i z i e  k w a s o w e j .  D ł u ż 
sze  o g r z e w a n i e  hy d r o l i z a t u ,  od  6,5 —  15 m in u t ,  n i e  w p ł y w a  u j e m n i e  n a  
wynik i  ana l i z .

7 A cta  B io ch im ica  P o lo n ic a
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T a b l i c a  4

W pływ  czasu  i stężen ia  k w asu  m rów k ow ego  na ilo śc io w ą  p rzem ian ę skrobi 
n iero zp u szcza ln ej w  ¡skrobię ro zp u szcza ln ą

L.  p.

D o d a n o  
1 m l

H C O O H  
o  s t ę ż e 

n iu  n

C za s h y d r o l, 
w  m in . od  

c h w ili  
w r z e n ia

m g  
sk ro b i  

w  p r ó b ie

W y k r y to

m e t. n a d jo d a n o w ą m e t . k la sy c z n ą  rp o  
h y d r . k w a so w ej

m g
sk r o b i

°//O
sk r o b i

m g
sk r o b i

%
sk ro b i

1 0,5 7,5 0,167 0,1183 70,8 0,1471 8 8 , 0

2 1 5 0,167 0,1293 77 ,4

3 2 3 0,167 0 ,1346 80 ,6

4 2 5 0,167 0 ,1416 84,7

5 2 5 0,167 0 ,1473 8 8 , 2

6 2 6,5 0,167 0 ,1470 8 8 , 0

7 2 6,5 0,167 0 ,1498 87,6

8 2 6,5 0,167 0 ,1478 8 8 , 6

9 2 6,5 0,167 0,1475 88,3

1 0 2 6,5 0,167 0 ,1493 87,3

1 1 2 15 0,167 0 ,1497 89,5

W yni k i  u ję t e  w  t ab l i c ach  1 —  4 w y k a z u j ą ,  że: 1) O z n a c z e n i e  sk rob i  r o z 
pu sz cz a l ne j  m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  w i lośc iach  od 0 ,080 m g  do 0,300 m g  p o 
k r y w a  się z w y n ik a m i  o t r z y m a n y m i  po k w a ś n e j  hy dr o l i z i e  i o z n a c z e n i a m i  
skrob i  m e t o d a m i  k la sy cz ny m i .  W s p ó ł c z y n n i k  w  m e to d z i e  n a d j o d a n o w e j  dla  
sk rob i  r o zp u sz cz a l n e j  w y r a ż o n e j  w  g l ikoz ie  r ó w n a  się 58. 2) O p r a c o w a n o  
m e t o d y  „ o d b i a ł c z a n i a “ , k tó re  nie  z a t r z y m u j ą  sk rob i  r o z p u s z c z a ln e j  lub k t ó 
re p o z w a l a j ą  n a  i lośc iowe  s t r ąc en i e  sk rob i ,  u m o ż l i w i a j ą c  w  t en  spo sób  o z n a 
czen ie  skrobi  ro zp u sz cz a l ne j  w  obecnośc i  in nyc h  r o z p u s z c z a l n y c h  s u b s t a n c j i  
r e d uk u ją cy c h .  3) O p r a c o w a n o  m e to d ę  p r z e p r o w a d z e n i a  skroDi n i e r o z p u s z 
cza lne j  w  skrob ię  r o z p u s z c z a l n ą  w  b a r d z o  ł a g o d n y c h  w a r u n k a c h ,  a m i a n o 
wicie  w  obecnośc i  —  0,1 n k w a s u  m r ó w k o w e g o .

O d c z y n n i k i

1 ) 2  n kw as m rów kow y.

2 ) 1 n w od orotlen ek  sod ow y.

3) O dczynnik i do o d b ia łcza n ia  w od orotlen k iem  k ad m ow ym  (próby śle p e j):

a) s iarczan  kadm ow y: 20,96 g  C d S 0 4  . 8  H sO - f  105,5. ml 1 n HC1 d op ełn ić  w odą  
d esty lo w a n ą  do litra,
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b) 0,25 n w odorotlenek  sod ow y , za w iera ją cy  240 g  chlorku p o ta so w eg o  w  1000 nil 

roztw oru.

4) O dczynnik i do „odibiaiłczania“ fo sforan em  k ad m ow ym  (próby b a d a n ej):

a) s ia r c z a n  kadm ow y: 26,2 g  C d S 0 4  • 8  H 20  +  132 m l 1 n HC1 d o p ełn ić  w odą  

d esty lo w a n ą  do 1  litra,

b l) 12,5 g  N a 2 H P 0 4  • 12 H 20

3 g  N aH 2 P 0 4  • H 20  w  100 m l

5 g  NaCl 

b i l )  0,55 n N aO H .

O dczynn ik i b l i b il  zm iesza ć  w  stosun k u  1:1.

5) N ad jodan  potasu  —  około 1,1 g  K J 0 4  rozp u śc ić  w  200 m l w rzącej w od y  d e sty lo 
w anej i na zim no d op ełn ić  w odą w  cy lin d rze  do ob ję to śc i 1 litra. N a d jod an  p o
ta so w y  o trzy m a ć m ożna bardzo ła tw o  z jodu  i w od orotlen ku  p o ta so w e g o  m etodą  
o p isa n ą  przez V an in o  (8 ) dla o trzy m a n ia  n ad jod an u  so d o w e g o .

6 ) 6 % roztw ór K2 H P O 4 .

7) 5% k w as octow y  lodow aty.

8 ) Bufor fosfo,ranow y: 42 g  N a H 2 P 0 4  • H 20  +  10 g  N a 2 H P 0 4  • 12 H 20  rozpuścić  
w w o d zie  i d op ełn ić  w odą w  cy lin d rze  do 1 litra.

9 ) Jodek p ota so w y  in  su b s ta n tia .

10) 0,005 n tio sia rcza n  so d o w y . N a litr roztw oru  d od ać 6  m l 1 n N aO H ; p rzech o w y 
w ać w  ciem nej butelce.

1 1 ) 0,25% roztw ór skrobi ro zp u szcza ln ej.

M e t o d a

Ok oło  100 m g  d o k ła d n ie  z w a ż o n e j  p róbki  p r z e n o s i  s ię  za  p o m o c ą  20 ml 
w o dy  de s ty lo w an e j  do kolbki  E r l e n m e y e r a  poj.  100 ml.  P r z e d  a n a l i z ą  p r ó b 
ka p o w i n n a  być u p r z e d n io  d o k ł a d n i e  z m ie l o n a  i p r z e s i a n a  p rze z  s i to  o o t w o 
r ac h  ś r ed n ic y  0,075 m m .  O d m i e r z a  s ię d o k ł a d n i e  1 ml  2 n k w a s u  m r ó w k o 
w e g o  i z a m y k a  ko lbkę  k o rk iem  z r u r k ą  s z k l a n ą  d ł u g o śc i  50 cm  i p rz e k ro ju  
0,4 cm,  k t ó r a  s łu ży  j a ko  ch ło d n i ca  i ch ron i  p r ze d  n a d m i e r n y m  p a r o w a n i e m  
r o z tw o r u  w kolbce.  Ko lbkę  u m ie s z c z a  s ię n a  e l ek t ryc zn e j  p ły tce  g r ze jn e j ,  
na  s i a t ce  a z b es to w ej  i o g r z e w a  w c i ą g u  6,5 min .  od chwil i  w r z e n i a  (10 m i 
n u t  od  ro zpoczęc ia  o g r z e w a n i a ) .  N a s t ę p n i e  ch ło dz i  się w  z i mn e j  w odz ie ,  z o 
bo ję tn ia  2 ml  1 n N a O H  i p r zen os i  i lo ściowo do  ko lby  m i a r o w e j  o p o j e m n o 
ści od 100  ml  do 1000  ml ,  w  za le żn o śc i  od i lości  sk rob i  w  b a d a n e j  próbie.

Do suchej  p ro bów ki  w i r ó w k o w e j  po je m n o śc i  50  ml  o d m i e r z a  s ię  p ipe tą  
d o k ła d n ie  10 ml  b a d a n e g o  r oz tw o ru ,  10 ml  s i a r c z a n u  k a d m o w e g o  ( o d c z y n 
n ik  3a )  i 10 ml  0,25 n w o d o r o t l e n k u  s o d o w e g o .  P o  d o k ł a d n y m  w y m i e s z a n i u  
u m ie sz cz a  się p ro b ó w k ę  n a  3 m i n u t y  we  w rz ą c e j  ł aźn i  w o d n e j ,  ch łodz i  i n a 
s t ę p n i e  w i r u je  w  c i ą g u  3 m i n u t  p r zy  2500  o b P m i n .  W  ten  spo só b  o t r z y m a n y  
7»
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k l a r o w n y  r o z t w ó r  n ie  z a w i e r a  skrobi  r o z p u s z c z a ln e j  i s łu ż y  p r z y  ob l i c za n iu  
j a ko  p r ó b a  ś l epa .

Do  d r ug ie j  p r ob ó w k i  w i r ó w k o w e j  o p o je m n o śc i  50  ml  o d m i e r z a  s ię  p i 
petą  ró w n i e ż  10 ml  b a d a n e g o  r o z tw o r u ,  10 ml  s i a r c z a n u  k a d m o w e g o  ( o d 
cz yn n ik  4a )  i 10 ml  o d c z y n n ik a ,  z ł o ż o n e g o  z m i e s z a n i n y  f os fo ra nó w ,  c h l o r 
ku  s o d o w e g o  i w o d o r o t l e n k u  s o d o w e g o  (o d cz y n n ik  4 b ) .  P o  d o k ł a d n y m  
w y m i e s z a n i u  w i r u je  się w  c i ą g u  3 minu t .

Do  p r o b ó w e k  H a g e d o r n a - J e n s e n a  (p rz ekr ó j  40 m m ,  w y s o k o ś ć  200 m m )  
o d m ie r z a  się w  2 —  3 p o w t ó r z e n i a c h  5 ml  o d b i a lc z o n y c h  r o z t w o r ó w  p r ó b y  b a 
dane j  i ś lepej  i 10 ml  m i e s z a n i n y  z a w ie r a j ą c e j  6 %  d w u z a s a d o w y  fos fo ran  p o 
t a s o w y  i n a d j o d a n  p o t a s o w y  w  s t o s u n k u  1 : 1. P o  w y m i e s z a n i u  p r ób  p r ob ó wk i  
u m ie s z c z a  s ię w  o d p o w i e d n i m  s t a t y w i e  n a  ł a źn i  z w r z ą c ą  w o d ą  n a  p r z e 
c i ą g  20 minu t .  P o  o s t u d z e n i u  w  z i mn e j  w o d z ie  d o d a j e  s ię  2,5 ml  5 %  k w a s u  
oc t owe go ,  w s t r z ą s a ,  d o d a j e  5 ml  bufo ru  f o s f o r a n o w e g o  i w s t r z ą s a  p o n o w 
nie.  P o  d o d a n i u  k i lku  k r y s z t a ł k ó w  jo dk u  p o t a s o w e g o  (oko ło 10 m g )  m ie sz a  
s ię  p o n o w n i e  i po  u p ły w ie  oko ło  m i n u t y  m i a r e c z k u j e  się w y d z ie lo n y  jod  
r o z t w o r e m  0,005 n  t i o s i a r c z a n u  so d o w e g o .  Ko n iec  m i a r e c z k o w a n i a  p o z n a j e  
się po z a n ik u  n ieb ieskiej  b a r w y ,  k tó ra  p o w s t a j e  po d o d a n i u  k i lku  k ropl i  
skrob i  do p r ób y  z a w ie r a j ą c e j  w o l n y  jod.  S k ro b ię  n a l e ż y  d o d a ć  tuż  p r ze d  
k o ń c e m  m ia r e c z k o w a n i a .

Zastosowanie metody nadjodanowej do analizy materiału
roślinnego

W  ta b l i cy  5 p o d a n o  wynik i  a n a l i z  sk rob i  w  m a t e r i a l e  r o ś l i n n y m ,  u z y s k a 
ne  m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  i m e t o d ą  ż e la z ic y ja n k o w ą .

O b l i c z e n i e

Ilo ść  m ikrogram ów  skrobi w  badanych 5 m l próby =  (A — B) .5 8

(A  — B ) . 5 8  
% skrobi =   j  • 1 0 0

gd zie:

A  —  m l 0,005 n N a 2 S 2 0 3  próby ślepej,

B —  m l 0,005 n N a 2 S 2 0 3  próby badanej,

I —  ilo ść  m ikrogram ów  m ater ia łu  w  5 m l badanej próby.

Dyskusja

J a k  w y n i k a  z t a b l i cy  5, w  m ą c e  z i e m n i a c z a n e j ,  w  n a s i o n a c h  zbóż ,  
w  z i a r n a c h  k a w y  i l i ś ci ach  r a j g r a s u  wy n ik i  u z y s k a n e  m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  
i ż e l a z i c y j a n k o w ą  są  iden tyc zn e ,  a to  ze w z g l ę d u  n a  to,  że n ie  z a w i e r a j ą  
n i e r o z p u s z c z a l n y c h  p e n t o z a n ó w ,  k t ó r e  p o d c z a s  k w a ś n e j  h y d r o l i z y  u l e g a j ą
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r o z k ła d o w i  do pe n t oz  i u t l e n ie n iu  że la z ic y j an k ie m.  N a s i o n a  roś l i n  m o ty l k o 
wych ,  j a k  g roch ,  f a so la  i s ło m y  rośl in  zbo ż ow yc h  z a w i e r a j ą  n i e r o z p u s z c z a l 
ne  p e n t o z a n y ,  k tó re  po k w a ś n e j  hyd ro l i z i e  u t l e n i a j ą  s ię  ż e la z i c y ja n k ie m  
w m e t o d z i e  k la sy cz n e j ,  n a t o m i a s t  w  m e to d z i e  n a d j o d a n o w e j  u l e g a j ą  s t r ą 
cen iu  w  od b ia łc z a n i u ,  t a k  w o d o ro t l e n k i e m  k a d m o w y m ,  j a k  i f o s fo r a n e m  k a d 
m o w y m .  Z ró żn i c  o z n a c z e ń  n a d j o d a n e m  w  r o z tw o r a c h ,  w  k tó ry ch  skrob ia  
z o s ta ł a  s t r ą c o n a ,  i w  r o z t w o r a c h  z a w ie r a j ą c y c h  sk ro b ię  o t r z y m u j e  się r z e c z y 
w is ty  w y n i k  n a  z a w a r t o ś ć  skrob i  w  b a d a n y m  m a te r i a l e .  J a k  w y n ik a  z t a 
bl icy 5, i lość skrobi  o z n a c z o n a  m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  j e s t  z a w s z e  n iż sz a  od 
w y n i k ó w  o t r z y m a n y c h  m e t o d ą  k la s y c z n ą  w e  w sz y s tk ic h  m a t e r i a ł a c h ,  k tó re  
z a w i e r a j ą  pe n t o za n y .

S ł o m y  ro ś l i n  zb oż o w y ch  z a w i e r a j ą  du że  i lości p e n t o z a n ó w ,  p r ze to  bez ich 
o z n a c z e n i a  m e t o d a  hy d r o l i z y  k w a s o w e j  n ie m o ż e  być s t o s o w a n a .  W e d ł u g  
B u s t  o n  a (9) s ło m a  o w s a  z a w ie r a  9 ,3% p e n t o z a n ó w .  W y n i k  u z y s k a 
ny m e t o d ą  n a d j o d a n o w ą  ( t ab l i ca  5, 1. p. 10) j e s t  o 8 , 7 %  n iż s z y  od wyn iku  
o t r z y m a n e g o  m e t o d ą  ż e l a z i c y j a n k o w ą  po hy d ro l i z i e  k w a s o w e j .  Różn ica  
w obu  m e t o d a c h  o d p o w i a d a  d o k ła d n ie  i lości p e n t o z a n ó w  p o d an e j  w  l i t e r a 
turze .  T y m  s a m y m  w m e to d z i e  o z n a c z a n i a  sk rob i  n a d j o d a n e m  w y d a j e  się 
z b ę d n e  d o d a t k o w e  o z n a c z a n i e  n ie r o z p u s z c z a ln y c h  p e n t o z a n ó w ;  n a t o m i a s t  
p rzy  z a s t o s o w a n i u  m e to d y  h y dr o l i z y  k w a s o w e j  j e s t  ono k o n ie cz ne  w  wielu  
m a t e r i a ł a c h  ro ś l i n n yc h ,  z a w i e r a j ą c y c h  du ż e  i lości  p e n t o z a n ó w .  W  meto dz i e  
n a d j o d a n o w e j ,  w  w a r u n k a c h  p r z e k s z t a ł c a n i a  skrobi  n i e ro z pu sz c za ln e j  
w sk ro b ię  r o z p u s z c z a l n ą ,  n i e r o z p u s z c z a l n e  p e n t o z a n y  n ie  u l e g a j ą  rozkłado-  
wi  i z o s t a j ą  w y t r ą c o n e  p r ze d  u t l e n ie n i em  w o d o r o t l e n k i e m  i f os f o r ane m 
k a d m o w y m .

D a l s z ą  c h a r a k t e r y s t y c z n ą  cechą  n o w o o p r a c o w a n e j  m e t o d y  j e s t  fakt ,  że 
w  celu o z n a c z e n i a  skrob i  w  o d r ó ż n ie n iu  od m e to d  k l a s y c z n y c h  d o d a t k o w e  
o z n a c z e n i e  c u k r ó w  pro s ty ch  j e s t  zbędne.  W  tych b o w ie m  m e t o d a c h  od su m y  
ca łk ow i te j  gl ikozy,  o t r z y m a n e j  po k w a s o w e j  hydrol iz i e ,  n a l e ż y  o d ją ć  s u m ę  
j e dn o -  i d w u c u k r o w c ó w  po hy dr o l i z i e  i n w e r ta z ą .  F a k t  t en  w p ł y w a  ba r d z o  
z n a c z n i e  n a  sz yb k o ść  o z n a c z e n i a  sk rob i  w e  w s z y s tk ic h  m a t e r i a ł a c h  r o ś l i n 
nyc h  z w y j ą t k i e m  n a s i o n  zbóż,  sz cz eg ó ln ie  j eżel i  u w z g l ę d n i  się,  że w  m e t o 
dzie  n a d j o d a n o w e j  hy d ro l i z a  i u t l e n i e n i a  sk rob i  p r z e b i e g a j ą  ró w n o c z e śn ie  
i c z a s  t r w a n i a  obu  cz yn no śc i  n ie  p r z e k r a c z a  20 mi n u t .

W r e s z c i e  n o w o  o p r a c o w a n a  m e t o d a  m a  b a r d z o  k o r z y s t n y  w sp ó łc zy n n ik  
d la  sk rob i :  F  == 58, k t ó r y  j e s t  t r zy k r o tn ie  n iż sz y  od w s p ó ł c z y n n i k a  żelazi-  
c y j a n k o w e g o  dla  g l ikozy  po hydro l i z i e :  F  =  174. Niski  w s p ó ł c z y n n i k  p r z y 
cz yn ia  s ię  do  zw ię k sz en ia  do k ła d n o śc i  i u m o ż l i w ia  o t r z y m a n i e  w y ni k ów  
w g r a n i c a c h  około ± 2 %  błędu.

W  p o r ó w n a n i u  z m e t o d ą  k la sy c z n ą ,  k tó rej  cz a s  t r w a n i a  ko m p le tn e j  a n a 
lizy ca łk ow i te j  gl ikozy,  po hydro l i z i e  k w a s o w e j ,  i c u k r ó w  pr o s ty ch  wynos i
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oko ło  7 g od z i n  —  m e t o d a  n a d j o d a n o w a  u m o ż l i w i a  w y k o n a n i e  a n a l i z y  w  c z a 
sie n i e p r z e k r a c z a j ą c y m  2 godzin .

N i e c o m d m i e n n i e  p r z e d s t a w i a  się a n a l i z a  sk rob i  w  obecnośc i  r o z p u s z c z a l 
nych p e n t o z a n ó w ,  j a k  np.  w  p r z y p a d k u  a r a b a n u  g u m  r oś l in nyc h .  Z w iąz k i  te 
m u s z ą  być o d dz ie lo ne  od skrobi  p r ze d  z a d a n i e m  r o z c ie ń c z o n y m  k w a s e m  
m r ó w k o w y m ,  p o n i e w a ż  z o s t a j ą  on e  s t r ą c o n e  w o d o r o t l e n k i e m  k a d m o w y m  
w r a z  ze sk ro b ią  r o z p u s z c z a l n ą  i w  t en  sp o só b  p r z y c z y n i a j ą  się do  o t r z y m a 
nia  wyso k ic h  w y n i k ó w  n a  z a w a r t o ś ć  skrobi ,  w  za le żn oś c i  od i lości  r o z p u s z 
cz a l n yc h  a r a b a n ó w  w y s t ę p u j ą c y c h  w b a d a n e j  p róbie .

P on iże j  p o d a n a  m e t o d a  u m o ż l i w i a  od dz ie le n ie  r o z p u s z c z a l n y c h  p e n t o z a 
n ów  od skrobi .

D o ś w i a d c z e n i a  p r z e p r o w a d z o n o  n a  m i e s z a n i n i e  sk rob i  z i e m n i a : z a n e j  
z g u m ą  a r a b s k ą  w  s t o s u n k u  1 : 1 .  B a d a n ą  p r ó b k ę  p r ze n ie s i o n o  do kolbki  
E r l e n m e y e r a ,  d o d a n o  20 ml  w o d y  i u m i e s z c z o n o  n a  w rz ąc e j  ł a źn i  w od ne j  
na  p r z e c i ą g  5 m in u t .  N a s t ę p n i e  s ą c z o n o  p rze z  miękk i  są cz ek  (Sc h le iche r -  
Schu l l ,  n r  589 J)) u ż y w a j ą c  p o m p y  p r óżn iow ej .  P o  p r z e m y c iu  o s a d u  p r z e n i e 
s iono są cz ek  ze s k r o b ią  do ko lby  E r l e n m e y e r a ,  uży te j  p op rz e d n io ,  i p o d d a n o  
hydro l i z i e  k w a s e m  m r ó w k o w y m  j a k  wyże j .

P r z y  z a s t o s o w a n i u  m e t o d y  u s u w a n i a  p e n t o z a n ó w  r o z p u s z c z a ln y c h  
w wo dz ie  u z y s k a n o  wy nik i  n a  z a w a r t o ś ć  sk rob i  z g o d n e  z w y n i k a m i  o z n a 
c z a n i a  skrobi  w  r o z t w o r a c h  nie z a w i e r a j ą c y c h  p e n t o z a n ó w .  Z a w a r t o ś ć  s k r o 
bi w  m ą c z c e  z i e m n i a c z a n e j  w y n o s i ł a  8 8 , 4 % ;  w  m i e s z a n i n i e  w y k r y t o  91,6%' .

Streszczenie

1) O p i s a n o  n o w ą  m i k r o m e t o d ę  o z n a c z a n i a  sk rob i  w  m a t e r i a l e  r o 

ś l innym.

2) W e d ł u g  tej m e t o d y  o z n a c z a  się sk ro b ię  w i lośc iach  od 0,070 do

0.300 m g  z d o k ł a d n o ś c i ą  ± 2 , 5 % .

3) M e t o d a  o p r a c o w a n a  j e s t  n a  z a s a d z i e  p r z e k s z t a ł c e n i a  sk rob i  n i e r o z 
pu sz cza lne j  w  sk ro b ię  r o z p u s z c z a l n ą  za  p o m o c ą  r o z c ie ń c z o n e g o  k w a s u  
m r ó w k o w e g o .  S k r o b ię  r o z p u s z c z a l n ą  u t l e n ia  się n a d j o d a n e m  w  ro z tw o r z e  
d w u z a s a d o w e g o  fo s f o r a n u  p o t a s o w e g o  w t e m p e r a t u r z e  100° w  c i ąg u  
20 minu t .

4 ) W o d o r o t l e n e k  k a d m o w y  s t r ą c a  i lośc iowo sk ro b ię  (A ) ,  a f os f o r an  k a d 
m o w y  o d b ia łc z a  m a t e r i a ł  r o ś l i n n y  bez ś l a d u  ad s o rp c j i  sk rob i  r o z p u s z c z a l 
nej ( B ) .  O d e j m u j ą c  i lość ml t i o s i a r c z a n u  s o d o w e g o  (A — B) o t r z y m u j e  się 
i lość ml  0,005 n N a 2 S 20 3 o d p o w i a d a j ą c y c h  z a w a r t o ś c i  sk rob i  w  próbie.

5) W  o d r ó ż n i e n i u  od m e to d  h y d r o l i z y  k w a s o w e j  m e t o d a  n a d j o d a n o w a
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u m o ż l i w ia  b e z p o ś r e d n i e  o z n a c z e n i e  sk rob i  bez  ko n ie cz no śc i  o z n a c z e n i a  c u 
k r ó w  p r o s ty c h  i p e n t o z a n ó w .

6 ) W s p ó ł c z y n n i k  m e t o d y  n a d j o d a n o w e j  j e s t  t r z y k r o t n i e  n i ż s z y  od w s p ó ł 
cz y n n ik a  m e t o d y  ż e la z i c y j an k o w e j .
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H O B b llT  M E T O #  M M K P O O n P E # E J IE H M H  K P A X M A J IA  
B  P A C T M T E J Ih H O M  M A T E P P IA JIE

P e 3 K> m e

1 . OnHCaH HOBbIH MHKpOMeTOA Onpe^eACHHH KpaXMaAa B paCTHTeAbHOM 
M aT ep uaA e.

2 . n o  BTOMy MeTOfly KpaxMaA onpefleAHeTCH b koahhcctbc ot 0,070 +  
+  0,300 MT, C TOHHOCTbiO ±  2 ,5% .

3. M ctoa ocHOBaH Ha nepeo6pa30BaHHH HepacTBopHMoro KpaxMaAa b pac-
TBOpHMblH C IIOMOIIJblO MypaBbHHOH KHCAOTbl. PaCTBOpHMblH KpaXMaA OKHCAHeTCH 
HÔ aTOM b  pacTBope oAH03aMeijieHHoro (pocipopHOKHCAoro KaAHh ,  npw TeMn.
10 0 ° c  b TeneHHe 20 MHHyT.

4. TH^paT okhch KaAMHH ocaiKAaeT KOAHnecTBeHHO KpaxMaA (A ) ,  (J)OC$Op- 
HOKHCAblH JKe KaAMHH AHUiaeT paCTHTeAbHblil MaTepHaA 6eAKOB He aACOpÓHpyn 
Aame CAeAOB pacTBOpHMoro KpaxMaAa (B). BbiHHTbiBan koahhcctbo ma THOcyAb- 
(paTa ( A — B) noAynaeTca koahhcctbo ma N/200 Na2S203, KOTopoe cootbct- 
CTByeT coAepiKaHHio KpaxMaAa b npo6e.

5. B  p a3A H H H e OT KHCAOTHOrO T H A pO A H 3a riOAaTHblH MCTOA A a e T  B 03M 0JK - 

H o c T b  H e n o c p e A C T B e H H o r o  o n p eA eA eH H H  K p a x M a A a  6 e a  h c o 6 x o a h m o c t h  o n p e A e -  

AHTb n p o c T b ie  c a x a p w  h  n e H T 0 3 a H b i.

6 . Ko (̂p(|)H^HeHT noAaTHoro MeTOAa Tpn pa3a HHHie KoatJnpHijHeHTa MeTOAa 
>KeAe30CHHepoAHCToro.
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N E W  M E T H O D  O F M IC R O D E T E R M IN A T IO N  O F STA R C H  IN V E G E T A B L E  M A T ER IA L

S u m m a r y

1. A n e w m e th od  of m i c r o d e t e r m i n a t i o n  of s t a r c h  in p l a n t  m a t e r i a l  is 
des c r ibed .

2. By  th i s  m e th od  s t a r c h  m a y  be d e t e r m i n e d  in q u a n t i t i e s  f ro m  0,070 to 
0,300 m g  w i th  a n  a c c u r a c y  of ± 2 , 5 % .

3. T h e  m e th o d  is b a s e d  on  c o n v e r t i n g  ins o lub le  to so lu b l e  s t a r c h  by the  
ac t io n  of d i lu t ed  formic  acid.  S o lu b le  s t a r c h  is o x y d a t e d  by  p e r io d a te  in 
a so lu t i o n  of d iba s ic  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  a t  a t e m p e r a t u r e  of 100°C in 
20 m in u te s .

4. C a d m i u m  h y d r o x y d e  p r ec ip i t a t e s  s t a r c h  q u a n t i t a t i v e l y  ( A ) ,  a n d  c a d 
m i u m  p h o s p h a t e  d ep ro te in i se s  the  p l a n t  m a t e r i a l  w i t h o u t  t r a c e  of a d s o r p 
t ion  of so lub l e  s t a rc h  ( B ) .  By  s u b t r a c t i n g  the  n u m b e r  of ml  of t h i o s u l p h a t e  
(A — B ) ,  the  a m o u n t  of 0,005 n N a 2S 20 a  m l  is o b t a in ed ,  c o r r e s p o n d i n g  to  
th e  s t a r c h  c on t en t  in the  sa mp le .

5. The  pe r io d a te  m e th o d  di f fe rs  f ro m  th e  m e th o d  of ac id  h y d r o ly s i s  in 
th i s  t h a t  it a l low s  a d i r ec t  d e t e r m i n a t i o n  of th e  s t a rc h  w i t h o u t  ne c es s i ty  of 
d e t e r m i n i n g  the  m on o -  a n d  d i - s a c c h a r i d e s  a n d  p e n t o s a n s .

6. Th e  coeffic ient  of the  p e r io d a te  m e t h o d  is th ree  t i m e s  lo w e r  t h a n  t h a t  
of the  f e r r i c ya n i de  m e t ho d .

D e p a r tm e n t  of  B io c h e m is t r y  

A c a d e m y  of A g r ic u l tu r e  —  W a r s a w  a n d  B io c h e m ic a l  L a b o r a to r y  I U N  G
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V O L.  I 1 9 5~4 N O T

W. N IE M I E R KO

M O DY F IK A C J A  F O TO KO L OR YM ET RU  „ E R S Z A “

Z a k ła d  B ioch em ii  I n s t y tu tu  im. M. N e n c k ie g o

W  os ta tn ic h  l a t a c h  z n a l a z ł y  sze r ok ie  z a s t o s o w a n i e  w  k r a j u  d w u k o m ó r -  
k o w e  f o to k o lo r y m et ry  „ E r s z a “ w ęg i e r sk i e j  f i rmy „ L a b o r a t o r i u m  Fe l sze -  
ve le se k  G y a r a “ B u d a p e s t ,  w z o r o w a n e  n a  m o d e lu  s k o n s t r u o w a n y m  prze z  
B. L a n g e g o  (1 ) .  A p a r a t y  w ę g ie r s k ie  m a j ą  s p r a w n i e  d z i a ł a j ą c e  fo toko
m ó r k i  i dość  c z u ły  g a l w a n o m e t r .  S t o s o w a n i e  ich j e d n a k  w  p r a k ty c e  l a b o r a 
to ry jn e j  b io ch em ic zn e j  i k l in i czne j  n a p o t y k a  n a  p o w a ż n e  t r ud n o śc i .  P o  p ie r 
w sz e ,  u r z ą d z e n i e  p o m i a r o w e  p rz y  d i a f r a g m i e  k o m p e n s a c y j n e j  ( rys .  ID)  u ż y 
w a n e  w  tzw.  m e t o d z i e  ze rowej  j e s t  zby t  m a ł o  p recy zy jn e ,  ab y  m o ż n a  było 
n i m  się p o s ł u g i w a ć  w  ba rdz ie j  d o k ł a d n y c h  b a d a n i a c h .  P o  d r ug ie ,  a p a r a t y  są 
z a o p a t r z o n e  w  b a r d z o  n i e w y g o d n e  w  użyc iu  o k r ą g ł e  k iuw et y ,  w y m a g a j ą c e  
do ść  zn a c z n y c h  i lości  cieczy,  co j e s t  p r z e s z k o d ą  p rz y  o z n a c z a n i u  d r ob n y ch  
i lości  su b s t an c j i .

P o w y ż s z e  oko l i cznośc i  sk ł on i ły  n a s  do z m o d y f i k o w a n i a  o m a w i a n e g o  a p a 
r a t u  p rzez  w p r o w a d z e n i e  s t o s u n k o w o  p r o s t y ch  u r z ą d z e ń  d o d a t k ow yc h ,  
k tó re ,  j a k  się o k az a ł o ,  p o z w a l a j ą  u z y s k a ć  z n a c z n y  s to p i eń  d o k ła d no śc i  w  p o 
m i a r a c h  i u m o ż l i w i a j ą  w y k o n y w a n i e  an a l i z  w  mik roska l i .

Opis modyf ikacj i  aparatu

P i e r w s z e  i n a j w a ż n i e j s z e  z w p r o w a d z o n y c h  u r z ą d z e ń  s t a n o w i  k o m p e n 
s a t o r  ( rys .  3 A ) ,  k t ó r y  s ł uż y  do p r e c y z y jn e g o  z a c i e m n i a n i a  lewej  fo to 
k om ór k i  i w  k t ó r y m  do ce lów p o m i a r o w y c h  z a s t o s o w a n y  zo s ta ł  ł a tw o  d o 
s t ę p n y  w  h a n d l u  t zw.  c z u jn ik  x).  K o n s t r u k c j a  k o m p e n s a t o r a  j e s t  p r z e d s t a 
w i o n a  n a  rys.  4. I s t o t n ą  częśc ią  j e s t  t u  p r z e s ł o n a  (10) p o s u w a n a  p o k r ę t ł em  
(1) p o ł ą c z o n y m  z c z u jn ik i e m  (3 ) .  Z a  p o m o c ą  tej p r z e s ło n y  sz e r ok o ść  s z cz e 
l iny ok ie nk a  ( 11 ) ,  p r ze z  k t ó r e  p r ze ch od z i  św ia t ło ,  m o ż e  być z m i e n i a n a  w  g r a -

1) W n a szy m  p ierw o tn y m  m odelu  był za s to so w a n y  do te g o  celu  rmkroirmerz, który 

jed n a k  o k a za ł s ię  z n a c z n ie  m niej d o g o d n y  w  użyciu .

[107]
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n ic ac h  od 0 do  10 m m ,  p o s u w  z a ś  p r z e s ł o n y  j e s t  b e z p o ś r e d n io  o d c z y t y w a n y  
n a  ska l i  cz u j n i ka  z d o k ł a d n o ś c i ą  do  0,01 m m .

O p i s a n y  k o m p e n s a t o r  p o w in ie n  być s k a l i b r o w a n y  ( p a t r z  n a s t ę p n y  r o z 
dz ia ł )  w  t e n  sposób,  ab y  każ d e j  po d z i a łc e  ska l i  c z u jn ik a  o d p o w i a d a ł  o k r e 
ś lo n y  p r o ce n t  abs orpc j i  ś w ia t ł a ,  a ty m  s a m y m  o k r e ś lo n a  ek s ty n k c j a  (E)  
b a d a n e g o  ro z tw o ru .

R ys. 1 . Fotokoloryim etr z dodatkow ym : u rzą d zen ia m i. 
W idok od przodu.

D r u g i m  w p r o w a d z o n y m  u r z ą d z e n i e m  je s t  a d a p t e r ,  p r z e d s t a w i o n y  na  
rys.  1, 2 i 3B i na  rys.  5, k tó ry  p o z w a l a  n a  z a s t o s o w a n i e  z a m i a s t  k i u w et  
p r o b ó w e k  o ś r ed n i c y  z e w n ę t r z n e j  oko ło  17 m m ,  w  k tó r yc h  i lość c i eczy w y 
s t a r c z a j ą c a  do  p o m i a r u  f o to m e t r y c z n e g o  w y n o s i  oko ło  4 ml.

D o  w y k o n y w a n i a  a n a l i z  p o t r z e b n e  są  d w ie  p r ob ó wk i ,  z k tó ry ch  j e d n a  s ł u 
ży do  ś lepej  p róby,  d r u g a  z a ś  do  r o z t w o r u  w z o r c o w e g o  i do r o z t w o r ó w  b a 
d an y c h .  J a k  w y k a z a ł o  d o ś w ia d cz en ie ,  n i e  j e s t  r ze cz ą  t r u d n ą  d o b r a n i e  t akiej  
p a r y  p r o b ó w e k  o j e d n a k o w y c h  ś r ed n ic ac h ,  w  k tó ry ch  b a d a n e  r o z t w o r y  w yk a-  
ZUJ3 p ra k ty c z n ie  b io rąc  j e d n a k o w ą  ek s ty n kc ję .  J e s t  j e d n a k  p r zy  tym  rze czą  
w a ż n ą  u m ie s z c z a n ie  p r o b ó w e k  w  a d a p t e r z e  z a w s z e  w  j e d n y m  i t y m  s a m y m  
k i e ru nk u ,  k tó r y  n a  p r o b ó w k a c h  n a l e ż y  za z n a c z y ć .

T rz e c im  w re sz c ie  u r z ą d z e n i e m  je s t  z a s t o s o w a n i e  ś r u b y  ( rys .  1 i 2C)  do 
p o r u s z a n i a  p r a w e j  d ia f r a g m y ,  co j e s t  p o t r z e b n e  p r zy  k a l i b r o w a n i u  k o m p e n 
s a t o r a  ( p a t r z  n i ż e j ) .  W p r o w a d z e n i e  t e g o  d o d a t k o w e g o  u r z ą d z e n i a  w y d a w a -
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R ys. 2 . F o tok o lorym etr  z d odatkow ym i 
m i. W idok od tyiu.

u rzą d zen ia -
R ys. 3. K om pensator z czu jn ik iem  (A ) 

i adapter do probów ek (B ) .

R ys. 4. S ch em at ¡budowy k om pensatora:
1. P okrętło  do p o su w a n ia  przesłon y;
2. S p rężyn a  o d c ią g a ją c a ;  3. C zujnik;
4. Trzpień; 5. P o d s ta w a ; 6 . O tw ór w  
p od sta w ie  do p rzech o d zen ia  św ia tła ;
7. S zcze lin a  w  p o d sta w ie  dla o k ien 
ka; 8 . S z c z e lin a  d la  p rzesłon y;
9. S zcze lin a  dla szk ła  c iep ło ch io n n eg o ;

10. P rzesło n a ; 11. O kienko

R ys. 5. A d ap ter d o  probów ek: 1. P ro 
bów ka; 2. K om inek; 3. P o d sta w a  z b la 
ch y  grub. 1 m m; 4. O tw ór d la  św ia tła  
w y ch o d zą ceg o ; 5. O tw ór dla św ia tła  

w ch o d zą ceg o .
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ło s ię  ce low e  ze w z g l ę d u  n a  to,  że p r ec y zy jn e  m a n i p u l o w a n i e  d i a f r a g m ą  za 
p o m o c ą  do łą cz o n e j  do  f o t om e t r u  a ź w ig ie n k i  było b a r d z o  k łopo t l iwe .

Kalibrowanie  kompensatora  i skali  czujnika

C e le m  s k a l i b r o w a n i a  k o m p e n s a t o r a  w y k o r z y s t a n o  i s t n ie j ąc ą  ska lę  p rzy  
g a l w a n o m e t r z e .  N a  skal i  tej p rz y  o d p o w i e d n i m  n a s t a w i e n i u  czułośc i  gal -  
w a n o m e t r u  w y ch y le n ie  s t r za łk i  o d p o w i a d a  o k r e ś l o n e m u  p r o ce n to w i  absorpc j i  
ś w i a t ł a  p a d a j ą c e g o  n a  p r a w ą  fo t oko mó rk ę  w  p o r ó w n a n i u  z lewą .  P r z e s u 
w a j ą c  p r z e s ł o n ę  k o m p e n s a t o r a  z a c i e m n i a  się n a s t ę p n i e  l e w ą  fo tokomórkę  
i w  m o m e n c i e ,  g d y  s t r z a ł k a  g a l w a n o m e t r u  do chodz i  do ze ra ,  o d cz y t u je  się 
w s k a z a n i e  czu jn ika .  T e g o  r o d z a j u  p o s tę p o w a n ie  p o z w a l a  w  rez u l t a c ie  ob l i 
czyć  p r o c e n t  ab so rpc j i  ś w i a t ł a  o d p o w i a d a j ą c y  każ de j  p o dz ia łc e  czujn ika .  
C a ł a  p r o c e d u r a  k a l i b r o w a n i a  k o m p e n s a t o r a  w y g l ą d a ł a  z a t e m  w  sposób  n a 
s t ę p u ją c y :

Z a  p o m o c ą  po kr ę t ł a  ( rys .  4— 1) n a s t a w i a n o  sk a lę  c z u jn ik a  n a  zero.  
W k ł a d a n o  do a d a p t e r a  p r o b ó w k ę  n a p e ł n i o n ą  w o d ą ,  w ł ą c z a n o  p r ą d  i ś r ub ą  
C ( rys .  1 i 2) d o p r o w a d z a n o  s t r z a ł k ę  g a l w a n o m e t r u  do  ze ra .  Ca łko w ic ie  
z a c i e m n i a n o  p r a w ą  fo t ok omó rk ę  za  p o m o c ą  z n a j d u j ą c e j  s ię  p r z y  a p a r a c i e  
z a s ł o n y  ( rys .  1F) i o b r a c a j ą c  g a ł k ą  ( rys .  1H) z m i e n i a n o  cz u ło ść  g a l w a n o 
m e t r u  aż  do m o m e n t u ,  k i edy  s t r z a ł k a  z a t r z y m a  się n a  k res ce  o d p o w i a d a 
j ące j  100% ab so rpc j i  św ia t ł a .  O t w i e r a n o  z a s ło n ę  ( rys .  1F ) ,  s p r a w d z a n o ,  
czy  s t r z a ł k a  g a l w a n o m e t r u  d o k ł a d n i e  w r a c a  do  z e r a  i w r az ie  po t r ze b y  j e 
sz cz e  r a z  p o w t a r z a n o  t en  zab ieg .  N a s t ę p n i e  za  p o m o c ą  ś r u b y  C ( rys .  1 i 2) 
z m n i e j s z a n o  p r a w ą  d i a f r a g m ę  aż  do chwil i ,  g d y  s t r z a ł k a  g a l w a n o m e t r u  
w s k a ż e  j a k i ś  o k r eś lo n y  p r o c e n t  absorpc j i .  Z kolei  o b r a c a n o  p o k r ę t ł e m  z m n i e j 
s z a j ą c  szcz e l i nę  k o m p e n s a t o r a  (A)  i d o p r o w a d z a j ą c  s t r z a łk ę  g a l w a n o m e t r u  
p o n o w n i e  do  ze ra .  W  ty m  m o m e n c i e  o d c z y t y w a n o  l iczbę m i l i m e t r ó w  (M)  na

M
m m E M

m m E M
m m E M

m m E

2,45 0,099 3,45 0 ,154 4,45 0,223 7,45 0,595

2 ,50 0,101 3,50 0,157 4 ,5 0 0 ,227 7,50 0,605

2 ,55 0,104 3,55 0 ,160 4,55 0 ,230 7,55 0,616

2 ,60 0,107 3 ,60 0,163 4 ,60 0 ,234 7,60 0 ,627

2,65  

. . . .  #

0 ,110 3,65 0,167 4,65 0,238 7,65 0,638

ska l i  cz u jn ik a ,  o d p o w i a d a j ą c ą  d a n e m u  p r o ce n t ow i  ab s o rp c j i  ś w ia t ł a .  W  ten  
s a m  spo sób  p o s t ę p o w a n o  dalej  u z y s k u j ą c  ko le jne  d a n e  d la  5 % ,  10 % ,  20 %
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i td.  do 9 0 %  ab s o rp c j i  św ia t ł a .  U z y s k a n e  z t r ze ch  seri i  p o m i a r ó w  ś r ed n ie  
w a r t o ś c i  pozw ol i ły  na  s p o r z ą d z e n i e  t ab l i cy,  z której  w  d r o d z e  in te r po lac j i  
o b l i c zo ny  zo s ta ł  p r oc e n t  absorpc j i ,  a z n ie g o  z kolei e k s ty nk c j a  (E )  o d p o w i a 
d a j ą c a  p o d z i a łk o m  skal i  c z u jn ik a  w  p r z e d z ia ła c h  co 0,05 m m .  E k s ty n k c ja  
d la  p o sz cz eg ó ln y c h  se tny ch  części  m i l i m e t r a  b a r d z o  ł a tw o  m o ż e  być o b l i 
c z o n a  z t ab l i c y  „ n a  ok o “ .

Ze w z g l ę d u  n a  to, że k a l i b r o w a n i e  d a j e  d la  k a ż d e g o  a p a r a t u  n ieco inne  
w ar to śc i ,  ob l i c zon a  t a b l i ca  n ie  zo s ta j e  tu  p o d a n a  w  całośc i ,  lecz j e d y n ie  p r z y 
k ł a d o w o  p r z y t a c z a  się z niej  k i lka  dan yc h .

Wyk ony wa ni e  pomiaru fo tometrycznego

Z g o d n i e  z p r z e p i s a m i  d la  s t o s o w a n e j  m e t o d y  k o lo r y m e t r y c zn e j  w y w o ł u j e  
s ię  z a b a r w i e n i e  w  r o z tw o r z e  w z o r c o w y m  i w  r o z t w o r a c h  b a d a n y c h  o r a z  
p r z y g o t o w u j e  s ię  o d p o w ie d n i ą  ś l e p ą  p róbę.  W  p r z y p a d k u  b a r d z o  m a ł y c h  i lo 
ści o z n a c z a n e j  s u b s t a n c j i  z a b a r w i e n i e  m o ż e  być w y w o ł a n e  w  ko lb k ac h  m i a 
r o w y c h  o poj.  5 ml.  T a ' o b j ę t o ś ć  r o z t w o r u  ca łko wic ie  w y s t a r c z a  do  p r z e p ł u 
k a n i a  p ro bów ki  po po p rz e dn ie j  an a l i z i e  i do  n a p e ł n i e n i a  jej  do  w y m a g a n e g o  
poz io mu.

P r z y s t ę p u j ą c  do w y k o n a n i a  p o m i a r u  n a s t a w i a  s ię p o k r ę t ł e m  ( rys .  4— 1) 
sk a lę  cz u jn ik a  n a  zero,  u m ie s z c z a  s ię  w  a d a p t e r z e  ( rys .  I B)  ś l e p ą  p rób ę  
w  p r z e z n a c z o n e j  d la  niej  p ro bów ce ,  w ł ą c z a  s ię  p r ą d  e l ek t r yc z n y  i po  u p ł y 
wie  około  2 m i n u t  za  p o m oc ą  ś r u b y  C ( rys .  1 i 2) k o r y g u j e  się u s t a w ie n i e  
s t r za łk i  g a l w a n o m e t r u  n a  zero.  Nie  w y ł ą c z a j ą c  p r ą d u  w y j m u j e  s ię z a d a p 
t e ra  p ro b ó w k ę  ze  ś l e pą  p róbą ,  n a t y c h m i a s t  w s t a w i a  s ię  n a  jej m ie j s c e  p r o 
b ów kę  z p r ó b ą  b a d a n ą  i za po m o c ą  p o k r ę t ł a  p r z e s u w a  się p r z e s ło n ę  k o m 
p e n s a t o r a  aż  do m o m e n t u ,  w  k tó r y m  s t r z a ł k a  g a l w a n o m e t r u  wróc i  do  ze ra .  
W y ł ą c z a  się p r ą d ,  z a n o t o w u j e  się l i czbę m m  n a  ska l i  cz u jn ik a  i z t ab l i cy  
( p a t r z  wyże j )  o d c z y tu je  s ię eks ty nk c j ę  b a d a n e g o  r o z t w o r u  lub ro z tw o r u  
wz o r co w e g o .  Za  p o m o c ą  p o kr ę t ł a  n a s t a w i a  s ię n a s t ę p n i e  ska lę  c z u jn ik a  p o 
n o w n ie  n a  zero,  w k ł a d a  do  a d a p t e r a  p r o b ó w k ę  ze ś l e pą  p r ó b ą  i w  spo sób  
a n a l o g i c z n y  p r z e p r o w a d z a  się d a l sz e  po m ia ry .

O bl i cz en ie  i lości  s u b s t a n c j i  w  b a d a n e j  p rób ie  d o k o n y w u j e  się w g  o gó ln ie  
p r zy j ę t ych  w  fo tomet r i i  spos ob ów .  I l u s t r u j e  to n a s t ę p u j ą c y  p r zy k ł a d .  R o z 
twó r  w z o r c o w y  z a w i e r a ł  a m g  s u b s t a n c j i  w  10 ml .  P o m i a r  d la  n ie g o  n a  c z u j 
n iku  w yn o s i ł  M  m m ,  c z em u  o d p o w i a d a  w g  t ab l i cy  ek s ty n k c j a  E  =  e. D la  
p ró by  b a d a ne j ,  z a w ie r a j ą c e j  x m g  s u b s t a n c j i  w  5 ml ,  o d c z y t a n o  n a  cz u jn ik u  
AU m m ,  c z em u  w g  t a b l i cy  o d p o w i a d a  ek s ty n k c j a  E '  - -  e' . I iosć  su b s t a n c j i  
w  5 ml  p rób y  b a d a n e j  w yno s i
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Sprawdzenie  czułości  i dokładności  zmodyf ikowanej  aparatury

C e le m  s p r a w d z e n i a  czu łośc i ,  do k ła d n o śc i  i z a k r e s u  s t o s o w a l n o ś c i  z m o 
dy f i k ow an e j  a p a r a t u r y ,  w y k o n a n o  o z n a c z e n i e  fos fo ru  w g  m e t o d y  F i s k e g o  
i S u b b a r o w a  (1925)  n a  r o z t w o r a c h  w z o r c o w y c h  o r t o fo s fo r an ó w .  I lość fos fo ru 
w  p o s z cz eg ó ln yc h  p r ó b k a c h  w y n o s i ł a  od  1 do  40 p g  w  ob l i c ze n iu  n a  5 ml  
os ta t e c z n e j  objętości  z a b a r w i o n e g o  r o z tw o r u .

W y k o n a n o  cz te ry  se r i e  oz na c z e ń ,  k tó ry ch  wy nik i  są  z e s t a w i o n e  w  t abl .  1. 
W  ta b l i c y  tej j e s t  p o d a n a  z a w a r t o ś ć  P  w  b a d a n e j  prób ie ,  w a r t o ś ć  o z n a c z o 
nej  d la  niej  eks tynkc j i  (E)  o r a z  ob l i c zon a  z tych  d a n y c h  w a r t o ś ć  eks tynkc j i ,  
p r z y p a d a j ą c a  na  10 p g  P  ( E / 1 0 |tg P ) .  L iczby  t ab l .  I w s k a z u j ą ,  że E / lO^g  P 
d la  i lości fosforu od 3 do 16 p g  w a h a  s ię  z a le d w i e  w  n i e z n a c z n y c h  g r a 
n ic ach  od 0,133 do 0,137,  ś r e d n i o  z a ś  w y n o s i  0,135.  W y n i k a  z t ego,  że w  g r a 
n ic ac h  od 3 do 16 p g  P  w  5 ml  ro z tw o r u  w a r t o ś ć  eks ty nkc j i  j e s t  śc i ś l e  p r o 
p o r c j o n a l n a  do z a w a r to ś c i  P.  Dla  i lości fos fo ru pon iże j  3 p g  o r az  powy że j  
16 p g  w  5 ml od ch y l en i a  od  p o d a n y c h  w a r t o ś c i  s ą  z n a cz n ie j s ze .  M o ż e m y  n a  
p o d s t a w i e  tych d an y c h  w y p r o w a d z i ć  wn io se k ,  że t r zy  p g  P  w  p ró b ie  b a d a 
nej  s t a n o w i ą  do ln ą  g r a n i c ę  s to s o w a ln o śc i  me to dy .  N a t o m i a s t  g ó r n a  g r a n i c a  
m e t o d y  m o ż e  być w  r az ie  p o t r z e b y  do w o ln ie  p o d n ie s io n a  b ą d ź  p rze z  p o b r a 
n ie  m nie j sz e j  części  p r ób y  do  ana l i zy ,  b ą d ź  t eż za  p o m o c ą  d o p r o w a d z e n i a  
o s t a t e c z n e j  objętości  r o z t w o r u  nie  do  5 ml ,  lecz do  10 ml  itd. ,  z d o d a n i e m  
ocz yw iśc ie  o d p o w ie d n i ch  i lości  p o t r z e b n y c h  od cz y n n ik ó w .

A b y  mó c  z o r i e n to w a ć  s ię w  wie lkośc i  ś r e d n i e g o  b łę du  o z n a c z e n i a ,  ob l i 
cz on o  i lość fosforu z n a l e z i o n e g o  w  każ de j  p ró b ie  n a  p o d s t a w i e  eks t yn kc j i  
w  d a n y m  p o m ia r z e  i p r zec ię tne j  w a r to śc i  E/lOp.g P  =  0,135.  U z y s k a n e  w y 
n iki  są  p r z e d s t a w i o n e  w t ab l .  2. W  tab l i cy  tej s ą  ze s t a w io n e :  t e o r e ty c z n a  
z a w a r t o ś ć  fosforu w  próbie,  i lość fosforu z n a l e z i o n a  o r a z  r ó żn ic a  w y r a ż o n a  
w  p ro ce n ta c h .  Z d a n y c h  t a b l i c y  obl i czono ,  że ś r e d n i  b ł ąd  o z n a c z e n i a  d la  i lo
ści fosforu od 3 do  16 p g  w y n o s i  ± 1  %•

R o zw ią za n ie  k onstrukcyjne i tech n iczn e  o p isa n y ch  w  te k śc ie  u rząd zeń  za w d z ięcz a m  
in ż. m grow i W. S i w i ń s k i e m u ,  którem u rów n ież  w  tym  m iejscu  sk ła d a m  sw o je  se r d e c z 
ne pod zięk ow an ie. P od  je g o  k ierunkiem  w ym ien io n e  częśc i aparatu  zo s ta ły  w yk on an e  
w  w a rsz ta c ie  m ech an iczn ym  In sty tu tu  im. M. N en ck ieg o  p rzez m echan ika p recy zy jn eg o  
W . F rą ck iew icza  i laboranta  J. D zieran a .

M grow i Cz. K u r o w s k i e m u  pragn ę p o d z ięk o w a ć  za  w y d atn ą  p om oc w  żm udnej 
pracy o b licza n ia  tab licy  ekstyn k cji.
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1. C. H. F i s  k e and Y. S u b b a r o w ,  J. Biol .  Chem .,  6 6 , 375 1925.
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M O £M c£M K A L iM H  < £O T O K O JIO P M M E T P A  „ E F C A :’

P e 3 K) m e

O n u c a H b i  A onoA H H T eA bH bie  n p H c n o c o 6 A e H H H  k cpoTOKOAopHMeTpy , , E p c a ” , 

KOTOpbie COCTOHT H 3  H 3M ep H T eA b H 0 r0  KOM neHCaTOpa COCAHHeHHOrO C MHKpOMe- 

TpoM  c  y n cp ep b A a T O M , H 3  a A a n T e p a  a a h  n p o b n p o K  o6"beM a 4 m a  h  H3 BHHTa 

A A h  t o h h o h  y c T a H O B K H  A H a c p p a r M b i .

C  noMOiijbio 3 t h x  n p H c n o c o b A e H H H  b  n p H 6 o p e  6bia o  npoH 3BeA CH O  o n p e A e -  

A e H n e  (p o c (J )o p a  b  KOAHnecTBHe o t  3 a o  16 M H K porpaM M . C pe A H H H  o i m i b K a  

aHaAH3a ±  1 %.

A M O D IFIC A T IO N  O F TH E „E R SZ A “ P H O T O C O L O R IM E T E R  

S u m m a r y

A dev ice  i m p r o v i n g  the  „ E r s z a “ ph o to c o lo r im e t e r  is desc r ibed .  T h e  dev ice  
c o n s i s t s  of a m e a s u r i n g  c o m p e n s a t o r  wi th  a d ia l  g a u g e ,  of an  a d a p t o r  for  
4 m l  tu b e s  a n d  a sc re en  for  a p rec i se  s e t t i n g  of the  d i a p h r a g m .  W i th  the  
modi f i ed  a p p a r a t u s  the  d e t e r m i n a t i o n  of p h o s p h o r u s  in the  r a n g e  f rom 3 to 
16 m i c r o g r a m  w i t h  a s t a n d a r d  de v i a t i on  ±  1% is poss ible.
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A C T A  B I O  C H I M  I C A P O L O N I C A  

V O L .  I i 9 5 4 FTÖ T

P R Z E M Y SŁ A W  SZ A F R A Ń SK I

M E T O D A  W Y O S A B N I A N I A  M E T A B O L I T Ó W  NA D R O D Z E  P R Z Y Ż Y C I O 
W E J  E K S T R A K C J I  C I Ą G Ł E J  O R A Z  Z A S T O S O W A N I E  J E J  DO B A D A N I A  

M E T A B O L I Z M U  M YC O B A C TE R IU M  219

Z D z ia łu  B ioch em ii  P a ń s t w o w e g o  Z a k ła d u  H ig ie n y  i Z a k ła d u  C h em ii  F i z jo lo g ic z n e j  
A k a d e m i i  M e d y c z n e j  w  W a r s z a w ie

K ie r o w n ik :  Prof.  d r  J ó ze f  H e l le r

D o t y c h c z a s o w e  d a n e  z d z i e d z in y  p o ś r ed n ie j  p r z e m i a n y  M ycobacterium  
r z u c a j ą  n ie wie le  ś w i a t ł a  n a  z r o z u m i e n i e  p r o c e s ó w  ży c iow ych  tych  d r o b n o 
u s t r o jó w .

W  p r ze c i w ie ń s t w ie  do d ob r ze  p o z n a n e g o  s k ł a d u  c h e m i c z n e g o  M ycobac
terium  i o p r a c o w a n y c h  m e t o d  a n a l i z y  m e t a b o l i z m u  o g ó l n e g o  b a d a n i e  p o 
ś r e d n ic h  d r ó g  p r z e m i a n y  m a te r i i  p r ą t k a  n a p o t y k a  n a  d u ż e  t r ud n oś c i .  Z w i ę k 
sz a  j e  fakt ,  że p r o d u k ty  d ys ym i la c j i  w y s t ę p u j ą  w  i lośc iach  ś l a do w y ch ,  co b y 
ło p o w o d e m ,  że do  n i e d a w n a  p r ą tk i  g r uź l i cy  z a l i c z a n o  do d o sk o n a ły ch  u t l e 
n iaczy ,  tzn.  do t ak ich  d r o b n o u s t r o jó w ,  k tó r e  p o b r a n e  s u b s t r a t y  o r g a n i c z n e  
p r z e t w a r z a j ą  aż  do ko ń c o w y c h  p r o d u k t ó w  u t l e n ie n ia ,  a wię c  do d w u t l e n k u  
w ę g l a  i wody ,  p o z o s t a w i a j ą c  az o t  z a w a r t y  w  m e t a b o l i z o w a n y c h  po d ło ż a c h  
w  pos t ac i  a m o n ia k u .  Z id e n ty f i k o w a n e  d o ty c hc z as  p r o d u k t y  d ysy mi lac j i  o r a z  
d a l s z e  b a d a n i a  n a d  ty m  z a g a d n i e n i e m  p r z e m a w i a j ą  c o r a z  ba rdz ie j  n a  n i e 
k o r z y ś ć  t e g o  po g lą d u .

S ze r ok ie  w y s t ę p o w a n i e  cyklu  K r e b s a ,  z a s a d n i c z e g o  m e c h a n i z m u  s p a 
l a n ia  k o m ó r k o w e g o  z w i e r z ą t  o r a z  j e g o  r o z p o w s z e c h n i e n ie  u roś l in  i d r o b n o 
u s t r o j ó w  s t w o r z y ło  t r w a ł y  p u n k t  p o r ó w n a w c z y  w  s t o s u n k u  do o r g a n i z m ó w ,  
k tó r yc h  f i z jolog ia  po ś r edn ie j  p r z e m i a n y  m a te r i i  j e s t  j e sz c z e  nie  z n a n a .

Do  t ak ich  o r g a n i z m ó w  n a l e ż ą  p r ą tk i  g r uź l i cy ,  u k tó r y ch  od s z e r e g u  l a t  
w  wie l u  l a b o ra to r i a c h  s t a r a n o  się w y k a z a ć  i s t n ien ie  cyk lu  k w a s ó w  t r ó j ka rb o-  
ksy lo wy ch .  W ś r ó d  m e t a b o l i t ó w  r ó ż n y c h  s z c z e p ó w  M ycobacterium  z i d e n ty f i 
k o w a n o  ju ż  wie le  o g n i w  t e g o  cyklu,  j a k  k w a s  p i r o g r o n o w y  (N.  L. E d s o n 
i G. J .  E.  H  u  n t e r  1947, M.  S z y m o n a  i O.  S a k ł a w s k a - S z y m o -  
n o w a  1952) ,  k w a s  oc to wy  (E.  L o b  s t e i n  1922, M.  L i n d s a y ,  T. V. 
0 ‘D o n n e 1 1 i N. L. E  d s o n  1950; P.  S z a f r a ń s k i i E .  A. S y m  1950) ,

[U6]
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k w a s  c y t r y n o w y  (R.  L. B l a k  l e y  1951; Z. L a s s o t a  1954) ,  k w a s  b u r 
s z t y n o w y  (J.  D e b i e s s e  1939; L. S z a r k o w s k a  1953) ,  k w a s  j a b ł k o w y  
(P.  S z a f r  a ń  s k i i E. A. S y m  1950) i k w a s  s z c z a w io w o - o c to w y  (N.  
L. E d s o n  1951) .  S t w i e r d z o n o  r ó w n i e ż  w y s t ę p o w a n i e  w  ciele  M ycobac
terium  s z e r e g u  e n z y m ó w  k a t a l i z u j ą c y c h  p o w s t a w a n i e  w y m i e n i o n y c h  wyżej  
k w a s ó w  (N.  L. E d s o n  1951) .  D a n e  p o w y ż s z e  w s k a z u j ą  n a  m o ż l i w o ś ć  w y 
s t ę p o w a n i a  cyklu  K r e b s a  w  p r z e m i a n i e  m a te r i i  p r ą tk a ,  j a k k o lw ie k  s y n t e 
za  tych  z w i ą z k ó w  m o ż e  z a ch od z ić  w  o r g a n i z m i e  r ó w n ie ż  w  w y n ik u  o d m i e n 
nych  p r z e b i e g ó w  reakc j i  che mi czn yc h .

Z d r u g ie j  s t r o n y  b a d a n i a  i r o z w a ż a n i a  K r e b s a  (H.  A. K r e b s  1952) 
n ad  i lościową ro lą  cyklu  u ró żn y ch  d r o b n o u s t r o j ó w  p o z w a l a j ą  p r zy p u sz cz ać ,  
że cykl  k w a s ó w  t r ó jk a r b o k s y l o w y c h  w  m e ta b o l i z m i e  p r ą t k a  n ie  o d g r y w a  t a k  
p o w a ż n e j  roli ,  j a k  w  m e c h a n i z m i e  s p a l a n i a  k o m ó r k o w e g o  zw ie r zą t .  N iem nie j  
j e d n a k  p o s z u k i w a n i e  k w a ś n y c h  p r o d u k t ó w  d y sy m i l ac j i  u M ycobacterium  d o 
po mó c  m oż e  w  r o z w i ą z a n i u  z a s a d n i c z y c h  p r o b le m ó w  p r z e m i a n y  m at e r i i  
i ene r g i i  t ych  d r o b n o u s t r o jó w .

S i a d o w e  i lości  k w a s ó w  o r g a n i c z n y c h  j a k o  m e t a b o l i t ó w  p r ą t k a  o r a z  s t o 
su n k o w o  m a ł a  cz u ło ść  m e to d  a n a l i t y c z n y c h  o p r a c o w a n y c h  d la  tej  g r u p y  
zw ią zk ów ,  n a w e t  t ak ich,  j a k  c h r o m a t o g r a f i a ,  s p r a w i a ,  że p ie r w s z y  e t ap  b a 
d a n i a  m u s i  p o l e g a ć  na  ich g r o m a d z e n i u .  K la s y c z n y  spo só b  n a g r o m a d z a n i a  
w  pod łożu  k w a s ó w  o r g a n i c z n y c h  w  p os ta c i  ich t r u d n o  r o z p u s z c z a l n y c h  
soli  (C. G. A n d e r s o n  1946) n ie  z n a j d u j e  tu  z a s t o s o w a n i a  z u w a g i  na  
m i n i m a l n e  i lości  w y s t ę p u j ą c y c h  w  p o d ło ż u  p r o d u k t ó w  d ys ym i l ac j i .  S t o s o 
w a n ie  in h ib i to r ó w  s t w a r z a  n i e b e z p ie c z e ń s tw o  u r u c h o m i e n i a  n i e ty po w y ch  
d r ó g  m e ta b o l i c z n y c h  n a  s ku te k  o lb r z y m ic h  m o ż l iw oś c i  a d a p t a c y j n y c h  d r o b 
n o u s t r o j ó w  (M. S t e p h e n s o n  1949) .  N ie  r o z w i ą z u j e  r ó w n i e ż  ca łkowic ie  
z a g a d n i e n i a  t e c h n ik a  p r z e m y ty c h  z a w ie s in  (R.  O. L o e b e 1, E.  S h o r  r i H. 
B. R i c h a r d s o n  1933) i p r e p a r a t ó w  e n z y m a t y c z n y c h .  W  t y m  o s t a t n i m  
p r z y p a d k u  p r a c a  w  c a ł k o w i t y m  o d e r w a n i u  od  żywej  ko m ó rk i  o r a z  m o ż l i w o 
ści w y s t ę p o w a n i a  e n z y m ó w  a d a p t y w n y c h  i k o n s ty t u c y jn y c h  m o ż e  dać  
o b r a z  z n a c z n ie  o d b i e g a j ą c y  od r z e c z y w i s t e g o  p r z e b i e g u  m e t a b o l i z m u  
w  komórce .  W  p o s z u k i w a n i u  o d p ow ie dn i e j  m e to d y  u d a ł o  s ię  o p r a c o 
w a ć  sposób,  k tó r y  p o z w a l a  g r o m a d z i ć  p r o d u k t y  d ys y m i l ac j i  żywe j  k u l t u r y  
d r o b n o u s t r o jó w ,  r o z p u s z c z a l n e  w  o r g a n i c z n y c h  r o z p u s z c z a ln i k a c h .  Z a l e t ą  
tej m e to d y  j e s t  m o ż n o ś ć  g r o m a d z e n i a  m e t a b o l i t ó w  p r zy  m a ł y m  n i e b e z 
p ie cz eń s tw ie  u s z k o d z e n i a  n o r m a l n y c h  ł a ń c u c h ó w  rea kc j i  k om ór k o w y ch .  M e 
to d a  t a  p o z w a l a  r ó w n i e ż  na  i zo lac ję  tych s u b s t a n c j i  od po d ł oż a ,  n a  k tó r y m  
ro zw i j a j ą  s ię b a d a n e  d r o b n o u s t r o je .  O b i e k t e m  b a d a ń  był  szcz ep  M ycobac
terium  279.  Do  w y b o r u  t e g o  sz cz ep u  sk ło n i ło  n a s  p o d o b i e ń s t w o  m e t a b o l i z m u  
do  c h o r o b o t w ó r c z e g o  sz cz ep u  lu d z k ie g o  H37 Rv, k t ó r y  s t a n o w i  w ł a ś c i w y  
p r z e d m io t  b a d a ń  n a s z e g o  zesp o łu ,  a n a d  k t ó r y m  szcz ep  M ycobacterium  279 
g ór u je  sz y b k o śc ią  w zr os tu .
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Za sa da  metody

M e t o d a  p o le g a  n a  c i ąg ł e j  eks t r a kc j i  m e t a b o l i t ó w  z p o d ło ż a ,  n a  k t ó r y m  
ży ją d ro b n o u s t r o je .  O p r a c o w a n o  d w a  ty py  a p a r a t u r y  do  eks t ra kc j i  r o z 
p u s z c z a l n i k a m i  o r g a n i c z n y m i ,  l że j sz ymi  i c i ęż szy mi  od wo dy .  D z i a ł a n i e  
obu  u r z ą d z e ń  o p ie ra  s ię n a  tej  s a m e j  zasa dz i e .

P o d s t a w ą  m e t o d y  j e s t  c i ą g le  k r ą ż e n i e  r o z p u s z c z a l n i k a ,  k tó r y  p r z e p ł y 
w a j ą c  p rzez  p o ż y w k ę  w y p ł u k u j e  p r o d u k t y  dy sy mi la c j i  i p r z e n o s i  je do b o c z 
n e g o  n a c z y ń k a .  Z n a c z y ń k a  t e g o  d es ty lu je  się cz ys ty  r o z p u s z c z a ln i k ,  k t ó r y  
się s k r a p l a  w  ch ł o d n i cy  zw r o t ne j  i s p ł y w a  do  po żyw ki  p o w t a r z a j ą c  t en  s a m  
cykl .  U r z ą d z e n i e  j e s t  s k o n s t r u o w a n e  w  t en  sposób ,  że  r o z p u s z c z a l n i k  p r z e 
p ł y w a j ą c  p rze z  p od ło ż e  n ie  s ty k a  s ię b e z p o ś r e d n io  z k o ż u c h e m  d r o b n o u s t r o 
jów.  K u l t u r a  k o n t a k t u j e  się ty lko z t ą  częśc ią  r o z p u s z c z a l n i k a ,  k tó r a  j e s t  
r o z p u s z c z a ln a  w  pożywce .  W  celu un ikn ię c i a  n a d m i e r n e g o  n a g r o m a d z e n i a  
p a r  r o z p u s z c z a ln i k a  w  fazie g a z o w e j ,  z k t ó r ą  s t y k a j ą  s ię b e z p o ś r e d n io  d r o b 
no us t ro je ,  z a s t o s o w a n o  c i ą g łe  p r z e w i e t r z a n i e  a p a r a t u r y .  D o  eks t ra kc j i  m o ż 
n a  użyć  r o z p u s z c z a l n i k ó w  o r g a n i c z n y c h  nie  m i e s z a j ą c y c h  s ię  z w od ą ,  l ż e j 
szych  lub c i ęższych  od niej  pod w a r u n k i e m ,  że ilości ,  k t ó r e  r o z p u s z c z a j ą  s ię  
w pożywce ,  n ie  bę d ą  o d d z i a ł y w a ł y  sz kod l iw ie  n a  b a d a n e  d r o b n o u s t r o je .  
O  w y b o rz e  r o z p u s z c z a l n i k a  d e c y d u je  ró w n i e ż  j e g o  t e m p e r a t u r a  w rz en ia .  
T e m p e r a t u r a  t a  n ie  p o w i n n a  p r z e k r a c z a ć  t e m p e r a t u r y  r o z k ł a d u  s ub s t an c j i ,  
k tó ry ch  p o s z u k u j e m y  w ś r ó d  m e ta bo l i t ów .  S p o ś r ó d  r o z p u s z c z a l n i k ó w ,  k tó r e  
m o ż n a  by z a s t o s o w a ć  w  tej me to dz i e ,  p r z e b a d a n o  e t e r  i ch lo ro f o r m.

N a le ż y  za z n a c z y ć ,  że po w p r o w a d z e n i u  od p o w ie d n i e j  mody f ik ac j i  a p a 
r a t u r y  o p i s y w a n a  m e t o d a  m o ż e  s ł u ż y ć  t a k ż e  do  b a d a n i a  k u l t u r  ro sn ą c y c h  
g łęb in o w o .

Opis aparatury

P r z e d s t a w i o n e  na  rys.  1 u r z ą d z e n i e  s ł u ż y  do p r zy ż y c i o w ej  ek s t r a kc j i  m e 
ta b o l i tó w  r o z p u s z c z a l n i k a m i  o r g a n i c z n y m i  l że j sz ymi  od wo dy .  U r z ą d z e n i e  
to s k ł a d a  się z n a s t ę p u j ą c y c h  części :  ko lby  E r l e n m e y e r a  „ A “ , o k r ą g l o d e n n e j  
ko lby  , ,B“ , ru rk i  „ C “ , szerokiej  r u r y  „ D “ , l e jka „ E “ , p o d k ła d k i  „ F “ o r a z  
ch ł o dn ic y  , ,G“ . C a ł a  a p a r a t u r a  w y k o n a n a  j e s t  ze sz k ła  j e n a j s k ie g o .  Kol ba  
E r l e n m e y e r a  , ,A“ o p o je m n o śc i  1,5 1 j e s t  n a c z y n i e m  h o d o w l a n y m .  M a  o n a  
t r zy  d o d a t k o w e  o tw or y ,  z k tó rych  o tw ó r  „ a “ s ł u ż y  do  po s i e w ó w ,  „ b “ do p r z e 
w i e t r z a n i a  a p a r a t u r y ;  p r ze z  o t w ó r  „ c “ n a t o m i a s t  k o n t a k t u j e  s ię w e w n ę t r z n a  
część  u r z ą d z e n i a  z kolbą  o k r ą g l o d e n n ą  , ,B“ , u m i e s z c z o n ą  n a  z e w n ą t r z .  K o l 
ba  E r l e n m e y e r a  m a  r ó w n i eż  u do łu  t u b u s  d łu g o śc i  60 m m  i ś r e d n ic y  45 m m ,  
k tó r y  m a  n a  ce lu  za o sz c z ę d z e n ie  p oży w ki  o r a z  p r z e d ł u ż e n i e  d r og i  s ty cz no śc i  
r o z p u s z c z a l n i k a  z pod ł oż em.  O k r ą g l o d e n n ą  ko lba  , ,B“ z k r ó tk ą  sz y jk ą ,  o p o 
j e m n o śc i  100 ml ,  ł ączy  się za  p o m o c ą  w ę ż a  g u m o w e g o  z r u r k ą  „ C “ , z g i ę t ą  
pod k ą t e m  120°,  k t ó r a  po pr ze z  g u m o w y  korek  o s a d z o n y  w o tw o r z e  ,,c“ do-
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s t a j e  s ię do  w n ę t r z a  ko lby  E r l e n m e y e r a .  R u r k a  „c “ j e s t  p o ł ą c z o n a  w ę ż e m  
g u m o w y m  z o d p r o w a d z e n i e m  szerok iej  r u r y  , ,D“ . Z a r ó w n o  r u r k a  „c “ , j a k  
i o d p r o w a d z e n i e  r u r y  , ,D“ m a  to s a m o  św ia t ło ,  r ó w n e  15 m m .  U g ór y  s z e 
rokiej  r u r y  „ D “ , której  ś r e d n ic a  w e w n ę t r z n a  w yno s i  20 m m  i d ł u g o ś ć  —  
320  m m ,  o s a d z o n a  j e s t  za p o m o c ą  d r z e w n e g o  ko rk a  ch ł o d n ic a  z w r o t n a  „ G “ . 
W  od le g ło śc i  30 m m  od do łu  r u r a  „ D “ z a c z y n a  się z w ę ż a ć  i o s i ą g a  ś r e d n i 
cę 12 m m  n a  dole.  Z w ę ż a j ą c e  s ię z a k o ń c z e n i e  r u ry  „ D “ m a  o tw o r y  u m o ż l i 
w i a j ą c e  l epszą  dyfuz ję  pożywki ,  z n a j d u j ą c e j  s ię w  r u r z e  z p o ż y w k ą  n a  z e 
w n ą t r z .  W e w n ą t r z  r u r y  , ,D“ u m i e s z c z o n y  j e s t  le jek d łu go śc i  200 m m ,  o g ó r 
nej ś r e d n ic y  18 mrn,  z w ę ż a j ą c y  s ię n a s t ę p n i e  do 5 mm .  N a  ob w o d z ie  le jka 
są  za g łę b ie n i a ,  k tó re  u m o ż l i w i a j ą  p r z e d o s t a n i e  się p a r  r o z p u s z c z a ln i k a  
do  c h ło dn ic y  zw ro tne j .  D o ln a  część  j e s t  ś lepo  z a k o ń c z o n a  i m a  w y b r z u 
sz en ie ,  k t ó r e g o  z e w n ę t r z n a  ś r e d n ic a  w y n o s i  10 m m .  D o o k o ła  gór ne j  części  
w y b r z u s z e n i a  z n a j d u j ą  się t r zy  m a ł e  o twor k i ,  s y m e t r y c z n ie  r o zm i es z cz o n e  
i s k i e r o w a n e  ku  górze .  P r z e z  o tw or k i  te  w y p ł y w a  r oz pu sz cz a l n i k ,  k tó ry  n a  
s k u te k  s t o ż k o w a t e g o  k s z t a ł t u  z a k o ń c z e n i a  r u r y  „ D “ nie  wydo ' s t a j e  się na  
z e w n ą t r z ,  lecz unos i  się n a  po w ie rz ch n i  poży wk i  z n a jd u ją c e j  s ię w e w n ą t r z  
ru ry .  G ó r n a  część  r u ry  , ,D“ o s a d z o n a  j e s t  w  kolbie  E r l e n m e y e r a  za p o m o c ą  
ko rk a  z s i lni e ug n iec ione j  w a t y .  N a  s z e r o k im  dn ie  ko lby  E r l e n m e y e r a  u m i e s z 
c z o n a  j e s t  p o d k ła d k a  „ F “ , w y k o n a n a  z g a z y  mł y ńs k i e j  na p ię te j  n a  s t a l o w y m  
o g u m i o n y m  dru c ie  w  ksz t a ł c i e  p od kow y.  Do  p o d k ła d k i  p r z y m o c o w a n e  są  
sy m e t r y c z n i e  cz te ry  nici  „ s “ , k tó ry ch  ko ń ce  w y p r o w a d z o n e  są  n a  z e w n ą t r z  
p o p r ze z  g ó r n ą  część  kolby  E r l e n m e y e r a .  U m o ż l i w i a j ą  on e  d o w o ln e  p o d n o 
sz en ie  po dk ła dk i  „ F “ , k t ó r a  s ł u ż y  do p o d t r z y m y w a n i a  k o ż u c h a  b a k t e r y j n e g o  
w  m o m e n c i e  rozpoczęc ia  eks t r akc j i .  Z a r ó w n o  g ó r n y  kon iec  ch ł o d n i cy  „ G “ , 
j a k  i o tw ó r  do  po s ie w ó w  „ a “ o r az  o tw ó r  do  p r z e w i e t r z a n i a  a p a r a t u r y  „ b “ są  
o d i z o l o w a n e  od z e w n ą t r z  za  p o m o c ą  ko r k a  z w a t y .  P r z e w i e t r z a n i e  a p a r a 
t u r y  o d b y w a  się p rzez  po łą cz en ie  o d p r o w a d z e n i a  „ b “ z p o m p ą  w o d n ą .  M i ę 
dz y  o t w o r e m  „ b “ i p o m p ą  u s t a w i a  się p łuczkę ,  k tó r a  u m o ż l i w ia  l e p sz ą  k o n 
t ro lę  ilości p ow ie t r z a  p r z e c i ą g a n e g o  p r ze z  a p a r a t u r ę .  D o k ł a d n e  w y m i a r y  
o p i s y w a n e g o  u r z ą d z e n i a  p o d a j e  rys.  1. Wielkośc i  te  m o g ą  oczy wiśc ie  ulec 
z m ian ie .  W  celu u t r z y m a n i a  j e d n a k  p r a w i d ł o w e j  c z y nn o śc i  a p a r a t u r y  n a 
leży zwróc ić  sp e c ja ln ą  u w a g ę  n a  z a c h o w a n i e  p r oporc j i  m ię d z y  w y m i a r a m i  
l ejka „ E “ „ r u r y  „ D “ i ru rk i  „ C “ .

Rys.  2 p r z e d s t a w i a  u r z ą d z e n i e  do  ek s t r a k c j i  m e t a b o l i t ó w  r o z p u s z c z a l 
n ik a m i  o r g a n i c z n y m i  c i ężs zym i  od wody .  J e s t  on o  r ó w n i e ż  w y k o n a n e  ze 
sz k ła  j e n a j s k i e g o  i m a  części ,  k tó ry ch  d z i a ł a n i e  j e s t  zb l i żon e  do części  p o 
p r z e d n i e g o  u r z ą d z e n i a .  Ko lba  E r l e n m e y e r a  , ,A“ o po je m n o śc i  1,5 1 j e s t  
tu  t a k ż e  n a c z y n i e m  h o d o w l a n y m .  O t w ó r  , ,a“ w  tej  kolb ie  s ł u ż y  do p o 
s i ew ów,  „ b “ z a ś  do  p r z e w i e t r z a n i a  a p a r a t u r y .  U  do łu  ko lby  z n a j d u j e  się 
w y b r z u s z e n i e  o po je m no śc i  100 ml ,  s ł u ż ą c e  j a k o  zb i o rn ik  r o z p u s z c z a ln i k a  
i z a k o ń c z o n e  t r ó jd z ie ln y m  k r a n e m  „ K “ . P i o n o w a  r u r k a  t e g o  k r a n u  s łu ży
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Rys- 1 R ys. 2

do  w y p u s z c z a n i a  pożywki  p o b a k t e r y jn e j  po sk o ńc zo n e j  eks t r a kc j i .  P o z i o 
m a  r u r k a ,  zg i ę t a  pod k ą t e m  45° ,  j e s t  p o łą c z o n a  w ę ż e m  g u m o w y m  z b o cz 
n y m  o d p r o w a d z e n i e m  n a c z y ń k a  d e s ty la c y jn e g o  , ,B“ . N a c z y ń k o  to o p o 
j e m n o ś c i  80  ml  ł ączy  s ię za  p o m o c ą  w ę ż a  g u m o w e g o  z r u r k ą  „ C “ , o w i 
n ię t ą  s z n u r e m  a z b e s to w y m .  W  swej  g ó r n e j  części  r u r k a  „ C “ j e s t  p o ł ą c z o 
na  w ę ż e m  g u m o w y m  z ch ł o d n ic ą  „ G “ , k tó rej  d r u g i  ko n ie c  j e s t  o s a d z o n y  
za p o ś r e d n i c t w e m  d r z e w n e g o  k o r k a  w  szerokiej  r u r z e  , ,D “ . U  do łu  r u 
ry  „ D “ j e s t  r oz sz e r ze n i e  w  k sz ta ł c i e  l ejka o ś r e d n i c y  n ieco  więks ze j  niż 
w y b r z u s z e n i e  dolne j  części  k o lb y  E r l e n m e y e r a .  R o z s z e r z e n i e  to z a b e z p i e 
cza  d r o b n o u s t r o j e  ży ją ce  n a  p o w ie r z ch n i  poży wk i  p r ze d  b e z p o ś r e d n i m  z e 
tkn ięc iem z e w e n t u a l n i e  u n o s z ą c y m i  się k r o p e lk a m i  r o z p u s z c z a l n i k a  z n a j d u 
j ą c e g o  s ię  w  w y b r z u s z e n i u  ko lby  „ A “ . O bo k  ch ł o d n ic y  , ,G“ w  r u r z e  „ D “ 
u m i e s z c z o n y  j e s t  l ejek „ E “ , k tó r y  s łu ż y  do w l e w a n i a  r o z p u s z c z a l n i k a  
p r ze d  ro zp oc zę c ie m  eks t rakc j i .  N a  dn ie  ko lby  E r l e n m e y e r a  z n a j d u j e  się 
p o d k ł a d k a  „ F “ w  ks z ta ł c i e  ko ła  z o t w o r e m  w  ś r o d k u ,  w y k o n a n a  po d o b n ie  
j a k  w  p o p r z e d n i m  u r z ą d z e n i u  i s p e ł n i a j ą c a  to s a m o  z a d a n i e .  W y m i a r y  p o 
d a n e  n a  rys .  2 m o g ą  u l e g a ć  z m i a n i e  z z a c h o w a n i e m  j e d n a k  o d p o w i e d n i e g o  
s t o s u n k u  ob ję tośc i  d o ln e g o  w y b r z u s z e n i a  ko lby  E r l e n m e y e r a  i n a c z y ń k a
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d e s t y l a c y j n e g o  , ,B“ . W a ż n e  j e s t  r ó w n i e ż  św i a t ł o  ru rk i  ł ączące j  ob ie  te  c z ę 
ści,  p o n i e w a ż  od niej  w  duże j  m ie r ze  za le ży  w y so k o ść  u m ie j s c o w ie n ia  n a 
c z y ń k a  d es ty la cy jn e go .  P r a w i d ł o w e  d z i a ł a n i e  u r z ą d z e n i a  m o ż n a  r ów ni eż  
r e g u l o w a ć  p o z i o m em  po żywki  w  ko lb ie  E r l e n m e y e r a .

Z as tos ow an ie  op i sywanej  metody  do gr om ad zen ia  metabo l i tów
M ycobacterium  279

W  ce lu  z b a d a n i a  p r z y d a tn o ś c i  m e t o d y  w y k o n a n o  s z e r e g  d o ś w ia d c z e ń  
u ż y w a j ą c  M ycobacterium 279 ( M u z e u m  P Z H  w W a r s z a w i e )  z z a s t o s o w a 
n i e m  e t e r u  e t y l ow eg o  j a ko  r o z p u s z c z a ln i k a .  W  p i e r w s z y m  e t ap ie  cho dz i ło
0 s k o n t r o lo w a n i e ,  czy  g r o m a d z e n i e  m e t a b o l i t ó w  i s to tn i e  m a  miej sce.  Z m o n 
t o w a n y  e k s t r a k t o r  u m ie s z c z a n o  w  s t a t y w i e  i w  c i ą g u  pól  g o d z i n y  j a ło w io n o  
w  a u t o k l a w i e  w  t emp.  120°.  Do  ho dow l i  u ż y w a n o  p oży w ki  D G I \  E.  A. Sym.  
1949) ,  z m o d y f i k o w a n e j  w  t en  sposób,  że  p om in i ę to  k w a s  c y t r y n o w y  i cy 

t r y n ia n  z e l a z o w o a m o n o w y ,  a w ł ą c z o n o  s i a r c z a n  że la zow y.  G l ikozę  do p o ż y w 
ki s t e r y l i z o w a n o  os ob n o  w m a łe j  i lości  w o d y ,  co p o z w a l a ł o  u n i k n ą ć  k a r -  
me l i zac j i .  P r z y g o t o w a n ą  w  t e n  spos ób  p o ż y w k ę  p r z e l e w a n o  do  j a ł o w e g o  
e k s t r a k t o r a  tak,  aby  po z i om  po żyw ki  s i ę g a ł  b o c z n e g o  o d p r o w a d z e n i a  s z e 
rokiej  r u r y  , ,D“ ( rys .  1).  O b j ę t o ść  po żyw ki  w y n o s i ł a  350 ml.  W y s i e w a n o  
n a s t ę p n i e  szczep  M ycobacterium 279, po c z y m  a p a r a t u r ę  u m i e s z c z a n o  
w  k a b i n ie  t e r m o s ta t o w e j .  P o  o t r z y m a n i u  do b r ze  r o z w in ię te g o  k o żu c ha ,  co 
t r w a ł o  4 — 5 dni ,  p o d n o s z o n o  za p o m o c ą  nici  p o d k ł a d k ę  „ F “ aż  do ze tk n ię 
cia się z p o w ie r z c h n ią  k o ż u c h a  b a k t e r y jn e g o .  Do c h ło d n ic y  z w r o tn e j  d o 
p r o w a d z a n o  wodę ,  ł ąc z on o  o tw ó r  „ b ‘! p o p r ze z  p łuc zkę  z p o m p ą  w o d n ą  i r o z 
p o c z y n a n o  p r z e w i e t r z a n ie  u r z ą d z e n i a .  P r z e z  g ó r n y  o tw ó r  c h ło d n ic y  zw ro tn e j  
w l e w a n o  30 ml  j a ł o w e g o  4 0 %  k w a s u  fos fo rowego .  C a l a  p o ż y w k a  z a k w a 
s z a ł a  s ię  w  t en  sposób  do w a r to ś c i  p H  1,8 —  2,0, co u m o ż l i w i a ł o  e k s t r a k 
c ję  k w a ś n y c h  p r o d u k t ó w  d y sy m i l ac j i  r o z p u s z c z a ln y c h  w  eterze .  N a s t ę p n ie  
w l e w a n o  80 ml  e t e r u  e ty lo w eg o ,  k t ó r y  p o p r ze z  le jek  „ E “ i p o ż y w k ę  w r u r z e  
, ,D“ p r z e d o s t a w a ł  s ię do o k r ą g ł o d e n n e j  ko lby  „B  ‘. W  ko lb ie  tej z n a j d o w a ł y  
s ię o k r u c h y  p o r c e la n y  (p rze c i w  p r z e g r z a n i u ) ,  w r z u c o n e  p r ze d  j a ł o w ie n i e m  
e k s t r a k t o r a .  P r z y r z ą d  u s t a w i a n o  w  t en  sp os ób  p r z y  u l t r a t e r m o s t a c i e  Ho-  
ep p l e ra ,  że  o k r ą g ł o d e n n a  k o lb a  „ B “ z a n u r z a ł a  się w  w o dz ie  o t emp .  50°.  
W cz as ie  eks t r akc j i  m a  mie j sc e  lekkie f a l o w a n i e  pożyw ki ,  co z j e dn e j  s t r o 
ny  u m o ż l i w i a  l epsze  w y m i e s z a n i e  p o d ł oż a ,  z d ru g i e j  z a ś  m o g ł o b y  być p o 
w o d e m  z a to p ie n ia  k oż uc ha  b a k t e r y jn e g o .  T e m u  o s t a t n i e m u  p r ze c i w d z i a ł a  
p o d k ł a d k a  z g a z y  mł yńsk ie j .  W  ten  spos ób  w y k o n a n o  t r zy  d o ś w i a d c z e n i a  
e k s t r a h u j ą c  po d ło ż e  pod  ż y w ą  k u l t u r ą  w  c i ą g u  40,  50 i 60 godz in .  P o n i e 
w a ż  e k s t r a k c j ę  p r o w a d z o n o  z p r z e r w a m i  n o cn ym i ,  M ycobacterium  w y s t a 
w ion e  by ło  n a  d z i a ł a n i e  r o z p u s z c z o n e g o  w  p o ż y w c e  e t e r u  p r ze z  78, 104
1 126 god z i n .
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W e  w sz ys tk ic h  t r ze ch  p r z y p a d k a c h  p r z e s i a n e  po  z a k o ń c z e n i u  eks t rakc j i  
d r o b n o u s t r o j e  r o z w i j a ł y  s ię  n ie  w y k a z u j ą c  ż a d n e g o  z a h a m o w a n i a  w zro s tu .  
P o  z a k o ń c z o n y m  ł u g o w a n i u  w y k o n a n o  a n a l i z y  n a  z a w a r t o ś ć  k w a s u  j a b ł 
k o w e g o  w  poż yw c e  p o b a k t e r y jn e j  i ek s t r a k c i e  w  kolb ie  „ B “ . O z n a c z e n i e  
k w a s u  j a b ł k o w e g o  p r z e p r o w a d z a n o  w e d ł u g  m e t o d y  P u c h e r a ,  V i c k e 
r y  e g o i W a k e m a n a ,  o d p o w ie d n i o  z m o d y f i k o w a n e j  ( P .  S z a f r a ń s k i  
1952) .  W  celu s p r a w d z e n i a ,  czy e k s t r a k t  e t e r o w y  n ie  z a w i e r a ł  g l ikozy,  
k t ó ra  p r z e s z k a d z a  w  a n a l i z i e  k w a s u  j a b ł k o w e g o ,  u ż y w a n o  m e to d y  i lościo
wej  do  o z n a c z e ń  c u k r ó w ,  op a r t e j  n a  p o w s t a w a n i u  f u r f u r a l u  lub j e g o  p o 
ch o d n y c h  (M.  M e n d e l  i P.  L.  H o o g l a i n d  1950) .  O p r ó c z  w y m i e n i o 
nyc h  a n a l i z  w y k o n y w a n o  w  ek s t ra k c i e  e t e r o w y m  o z n a c z e n i a  ca łkowi te j  z a 
w a r t o ś c i  w ęg la .  O z n a c z e n i a  w ę g l a  i k w a s u  j a b ł k o w e g o  p r z e p r o w a d z o n o  
w  tych sa m y c h  p r ó b k a c h ,  p r zy  cz ym  w y c i ą g  e t e r o w y  p r z y g o t o w y w a n o  
w  n a s t ę p u j ą c y  spo sób :  po  o d łą c z e n iu  od a p a r a t u r y  kolbki  d es ty lacy jne j  
z e k s t r a k t e m  o d d e s t y l o w y w a n o  eter ,  po  c z y m  p o z o s t a ł o ś ć  r o z p u s z c z a n o  
w  w odz ie ,  s ącz ono ,  p r z e l e w a n o  do 100 ml  ko lby  m i a r o w e j  i u z u p e ł n i a n o  
w o dą .  Z kolby  tej p o b i e r a n o  1 ml  do o z n a c z e n i a  gl ikozy.  W y k o n y w a n e  p r ó 
by nie  w y k a z y w a ł y  ob ec no śc i  cukru .  Do  a n a l i z y  n a  o z n a c z e n i e  k w a s u  j a b ł 
k o w e g o  po b ie ra n o  z k o l by  m ia r o w e j  d a l sz y c h  25 ml ,  k tó re  o d p a r o w y w a n o  
n a  ł a źn i  wo dne j ,  d o d a w a n o  1,5 ml  s t ę ż o n e g o  k w a s u  s i a r k o w e g o  i o g r z e 
w a n o  n a  ł aźn i  5 m in u t .  O g r z e w a n i e  p r o w a d z o n o  w  celu ro z ł o ż en ia  s u b 
s t an c j i ,  k tó re  m o g ł y b y  p r z e s z k a d z a ć  w  o z n a c z a n i u  k w a s u  j a b łk o w e g o .  N a 
s t ę p n ie  ro z c ie ń c z a n o  p r ó b k ę  w o d ą  do 25 ml  i g o t o w a n o  10 min.  u s u w a j ą c  
w  t en  spos ób  p r z e s z k a d z a j ą c e ,  lo tn e  su b s t a n c j e .  P o z o s t a ł y  r o z tw ó r  s ą c z o 
no,  u z u p e ł n i a n o  w o d ą  do 25 ml  i o z n a c z a n o  k w a s  j a b łk o w y .  Z po zos ta ł e j  
w  kolbie  m ia r o w e j  c i eczy  b r a n o  da l s zy c h  50 ml  do  a n a l i z y  n a  węg ie l .  Do  
b a d a ń  u ż y w a n o  w y g o d n e j  i szybk iej  m e t o d y  S a r n s t r ó m a - C o r l e i s a  
(M.  S t r u s z y ń s k i  i 9 6 0 ) ,  p r z y s t o s o w a n e j  do a n a l i z y  cieczy.  M e t o d a  ta  

d a j e  do  2 %  b łędu .  W  k o ń c o w y m  m o m e n c i e  a n a l i z y  z a m i a s t  o z n a c z e ń  w a 
g o w y c h  s t o s o w a n o  m i a r e c z k o w a n i e ,  p r zy  c z y m  a b s o r b e n t e m  d w u t l e n k u  
w ę g l a  był  0,02 n r o z t w ó r  w o d o r o t l e n k u  b a r o w e g o .  O z n a c z e n i e  w ę g l a  p o 
z w a l a ł o  us ta l ić ,  j a k a  częś ć  ca łkow i te j  i lości  w ę g l a  e k s t r a k t u  p r z y p a d a  na  
węg ie l  k w a s u  j a b ł k o w e g o .  P r z e d  w y k o n a n i e m  w ła ś c iw y c h  a n a l i z  p r z e p r o 
w a d z o n o  w  id e n ty c z n y  spo só b  ś l e pe  p r óby  z w i ą z a n e  z o z n a c z e n i e m  k w a s u  
j a b ł k o w e g o  i w ę g la .  W  b a d a n i a c h  z a w a r t o ś c i  k w a s u  j a b ł k o w e g o  w  po ży w c e  
p o b a k t e r y jn e j  o p a r t o  s ię  n a  ś l epej  p rób ie  p o d a n e j  w  p o p r ze dn ie j  p racy ,  
d o ty c zą ce j  m e to dy k i  o z n a c z a n i a  k w a s u  j a b ł k o w e g o  (P.  S z a f r a ń s k i
1952) .  W y n o s i ł a  o n a  d la  p o ż y w k i  D G K  150 y  k w a s u .  P r z y  b a d a n i u  w y c i ą 
g u  e t e r o w e g o  w y k o n a n o  dw ie  ś l e pe  p rób y  n a  k w a s  j a b ł k o w y  s t o s u j ą c  50 
i 6 0 - g o d z i n n ą  e k s t r a k c j ę  w y j śc io w ej  po ży w ki  D G K .  W  p i e r w s z y m  p r z y 
p a d k u  o t r z y m a n o  ś l e p ą  p r ób ę  r ó w n ą  480 y , w  d r u g i m  —  500 y  k w a s u  j a b ł 
k o w eg o .  P r z y j ę t o  ś r e d n i  w y n ik  490 y W  tych  s a m y c h  p r ó b k a c h  w y k o n a n e
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ś l e p ą  p r ó bę  o z n a c z e n i a  w ęg la .  P r z y  5 0 - go d z i n ne j  ek s t r ak c j i  ś l e pa  p r ób a  w y 
n o s i ł a  28,32 m g  w ę g l a ,  p rz y  60 g o d z i n a c h  27,36 m g  w ę g la .  P r z y j ę t y  ś r e d 
ni w y n i k  w y n o s i  27,84 m g  C. W ob e c  wy sok ic h  w a r to śc i  ś lepej  p rób y  nie 
n a l e ż a ł o b y  s t o s o w a ć  tej m e to d y  j a k o  b ieżące j .  W  d o ś w i a d c z e n i a c h  tych w y 
k o n a n y m  a n a l i z o m  w ę g l a  p r z y p i s y w a n o  ty lko  w a r to ś c i  o r i e n t ac y j ne .  O t r z y 
m a n e  r e z u l t a t y  z e b r a n e  są  w  tabl .  1.

W  k o lu m n i e  7 z e s t a w i o n e  są  wyn ik i  o z n a c z e ń  k w a s u  j a b ł k o w e g o  w  w y 
c i ą g u  e t e r o w y m .  Wie lkośc i  te,  p rze l i c zo ne  n a  1 g  suchej  m a s y  ba k t e r y j n e j ,  
z e b r a n e  są  w  k o l u m n i e  9. N a s t ę p n a  k o l u m n a  p o d a j e  w a r to śc i  k w a s u  j a b ł 
k o w e g o  n a  1 g  suche j  m a s y  d r o b n o u s t r o j ó w  w p o ży w c e  po  eks t rakc j i .  K o 
l u m n a  11 z a w i e r a  c a łk ow i te  ilości k w a s u  j a b ł k o w e g o ,  w y t w o r z o n e g o  p rzez  
M ycobacterium  w  w a r u n k a c h  d o ś w ia d c z e ń .  Wi e lkośc i  te  są  p rze l i cz on e  na 
1 g  suc he j  m a s y  b ak t e r y jn e j  i s t a n o w i ą  s u m ę  l iczb z rubry k i  9 i 10.

P r z e c i ę t n a  p r o d u k c j a  k w a s u  j a b ł k o w e g o  p r ze z  szcz ep  M ycobacterium  
279, r o z w i j a j ą c y  s ię  n a  po ży w c e  D G K  w  w a r u n k a c h  n o r m a l n y c h ,  wyn os i  
3 ,02 m g  n a  1 g  suche j  m a s y  d r o b n o u s t r o j ó w  (L.  S z a r k o w s k a  P .  S z a 
f ra ń sk i  1954) .  P o r ó w n a n i e  tej wielkości  z w a r t o ś c i a m i  z e b r a n y m i  w  k o lu m n i e  
! I w y r a ź n i e  w s k a z u j e  na  n a g r o m a d z e n i e  się k w a s u  j a b łk o w e g o .  P r z y  40-godz..  
e ks t r a kc j i  g r o m a d z e n i e  to w y n o s i  i 6 7 % ,  p rzy  50-godz .  —  2 3 7 %  i p r zy  
60- go dz .  eks t r a kc j i  s i ę g a  2 8 0 % .  O t r z y m a n e  w yni k i  p r z e m a w i a j ą  za i s tn i en i em 
r ó w n o w a g i  m ię d z y  s t ę ż e n ie m  k w a s u  j a b łk o w e g o ,  w y s t ę p u j ą c y m  w  ciele d r o 
b n o u s t r o j u  i w pod łożu .  Dz ięk i  takiej  r ó w n o w a d z e  o bn iż en ie  s t ęż en ia  k w a s u  
j a b ł k o w e g o  w  p o ży w c e  p r z y śp ie sz a  j e g o  s y n t e z ę  w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  
i u m o ż l i w i a  d a l s z ą  dy fuz ję  t e g o  p r o d u k t u  p o ś r e d n i e g o  z c i a ł a  b a k t e r y j n e 
g o  do pod łoż a .  K o l u m n y  8 i 12 p o d a j ą  i lości k w a s u  j a b ł k o w e g o  w  m g  
i m g  %,  p o z o s t a j ą c e  w  po ży w c e  po eks t rakc j i .  Wi e lkośc i  te w s k a z u j ą ,  że 
w  m i a r ę  p r z e d ł u ż a n i a  ok re su  ł u g o w a n i a  z a w a r t o ś ć  k w a s u  j a b ł k o w e g o  w 
p o ż y w c e  u l e g a  n i e z n a c z n e m u  zm n ie j s z e n iu .  D o w o d z i  to o s i ą g n ię c ia  g r a 
n i c z n e g o  s t ę że n ia  u w a r u n k o w a n e g o  w s p ó ł c z y n n i k i e m  po d z i a ł u ,  k t ó r e  p r a k 
ty c zn ie  b a r d z o  c i ężko p rzekroczyć .  L ic zby  p o d a n e  w  ru b ry c e  10 pozor n ie  

’w s k a z u j ą  n a  zw ię k sz e n ie  z a w a r to ś c i  k w a s u  j a b ł k o w e g o  w  p oż yw c e  w  m i a r ę  
p r z e d ł u ż a n i a  o k r e s u  eks t rakc j i .  W a r t o ś c i  te o d n o s z ą  się do  1 g  such ych  
d r o b n o u s t r o j ó w ,  a więc  są  u z a le ż n io n e  od i lości  m a s  b a k t e r y jn y c h  p o d a 
nych  w  k o lu m n i e  6. O p i e r a j ą c  się n a  d a n y c h  z k o l u m n y  11 o r a z  z n a j ą c  
ś r e d n i ą  i lość k w a s u  j a b łk o w e g o ,  w y t w a r z a n e g o  p r ze z  M ycobacterium  279 
w  n o r m a l n y c h  w a r u n k a c h  r ozw oju ,  w y l i c zo n o  p r z e c i ę t n ą  sz y b ko ść  dyfuzj i  
t e g o  i n t e r m e d i a t u  z c i a ł a  b a k t e r y j n e g o  do pożyw ki .  O t r z y m a n e  w ar to śc i  
są  z e b r a n e  w  k o l u m n i e  15 i o d n o s z ą  s ię do  o k r es u  o b e j m u j ą c e g o  r o z p o c z ę 
cie ek s t r ak c j i  do jej  za k o ń c z e n i a  ( k o l u m n a  5 ) .  O s i ą g n i ę t e  r e z u l t a t y  w s k a 
zu j ą  na  zw ię k sz e n ie  szybkośc i  dyfuz j i  w  m i a r ę  o b n iż e n ia  s t ę że n ia  k w a s u  
j a b ł k o w e g o  w  poży wc e .  S zy b k o ść  t a  r o ś n ie  w  p r z y p a d k u  z m n ie j s z e n ia  m a 
s y  ży ją cy ch  bak te r i i .  Wie lkośc i  do ty c z ą c e  sz yb ko śc i  dyfuz j i  s ą  p r a w d o p o -
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d o b n i e  w  r ze czy w is to śc i  m nie j sz e ,  p o n i e w a ż  w  p rze l i c z en ia ch  n ie  b r a n o  
pod  u w a g ę  p r z y b y tk u  m a s y  b ak te r y jn e j  w  czas ie  eks t r akc j i .  D a n e  z dw óch  
p i e r w s z y c h  d o ś w i a d c z e ń  w  ko lu m n i e  10 w y k a z u j ą ,  że i lości  k w a s u  j a b ł k o 
w e g o ,  p o z o s t a j ą c e  w  p o ży w c e  po eks t rac j i ,  s ą  m n ie j s z e  od p r ze c ię tne j  i lości 
t e g o  k w a s u  w y t w a r z a n e g o  p rze z  b a d a n y  szcz ep  bez s t o s o w a n i a  eks t r akc j i .  
D o w o d z i  to,  że  sz yb k o ść  dyfuzj i  k w a s u  j a b ł k o w e g o  z c i a ł a  b a k t e r y j n e g o  
do  p o d ł o ż a  j e s t  p r z y  tej ilości m a s y  ba k t e r y jn e j  m n i e j s z a  od szybkośc i  e k 
s t r ak c j i  w s p o m n i a n e g o  k w a s u .  W  d o ś w i a d c z e n i u  3 p r zy  z a w a r t o ś c i  1,40 g  
suc he j  m a s y  d r o b n o u s t r o j ó w  dy fuz ja  n a d ą ż a ł a  ju ż  za  sz y bk ośc ią  eks t r akc j i .  
W y n i k a  to z i lości  k w a s u  j a b ł k o w e g o  w  p o ży w c e  p o b ak te ry jn e j ,  k tó re  dz ię 
ki i s t n ien iu  w s p o m n i a n e j  r ó w n o w a g i  p o z o s t a w a ł y  n i e z m i e n io n e  m i m o  c i ą 
g ł e g o  u s u w a n i a  t e g o  p r o d u k t u  p o ś r e d n i e g o  z pod łoż a .  W  k o l u m n i e  13 j e s t  
p o d a n y  c a łk o w i t y  w ęg i e l  w y e k s t r a h o w a n y c h  s ub s t an c j i .  O t r z y m a n e  l iczby 
w s k a z u j ą  n a  b a r d z o  n ie z n a c z n e  w y t w a r z a n i e  m e t a b o l i t ó w  r o z p u s z c z a ln y c h  
w  e t e r z e  e t y lo w y m ,  p r zy  c z ym  35 ,0% b ą d ź  46 ,0% w ę g l a  e k s t r a k t u  p r z y 
p a d a ł o  w  2 a n a l i z a c h  n a  węg ie l  k w a s u  j a b łk o w e g o .

Identyf ikacja k w a s ó w  organicznych  jako meta bo l i tó w M ycobacterium  279 
z z a s to so w a n ie m  wyżej  opi sanej  metody

W  p o s z u k i w a n i a c h  p r o d u k t ó w  p r z e m i a n y  m a te r i i  M ycobacterium 279 
o g r a n i c z o n o  s ię  do  k w a s ó w  o r g a n ic z n y c h ,  s t o s u j ą c  do  ich iden ty f ikac j i  m e 
tod ę  c h r o m a t o g r a f i c z n ą  i s p e k t r o f o to m e t r y c z n ą .  W  celu n a g r o m a d z e n i a  
k w a s ó w  w y k o n a n o  3 ek s t r a k c j e  u ż y w a j ą c  j a k o  r o z p u s z c z a l n i k ó w  e t e r u  e t y 
lo w e g o  o r a z  ch l o ro f o r m u .  T e g o  r o d z a j u  ro z p u s z c z a ln i k i  p o z w a l a j ą  w y e l i 
m i n o w a ć  a m i n o k w a s y ,  d o d a w a n e  do p o ż y w e k  w  pos ta c i  s u b s t r a t u  o r az  
w y s t ę p u j ą c e  w  pod ło żu  j a k o  m e ta b o l i t y  M ycobacterium  (C.  P o u l e t t a  
i A.  D e f e r a n c e s c h i  1952).  O d d z ie le n ie  ich j e s t  w aż n e ,  p o n i e w a ż  
m o g ł y b y  i n te r fe ro w a ć  w  p ó ź n i e j s z y m  toku  ana l i z y .  W  je dn e j  z ek s t r ak c j i  
e t e r e m  z a s t o s o w a n o  do poży wk i  d o d a t e k  t a u r o c h o l a n u  s o d ow eg o .  S pe łn ia ł  
on  tu  ro lę  d e t e r g e n t a ,  k t ó r e g o  d z i a ł a n i e  n a  d r o b n o u s t r o j e  m oż e  być w ie lo 
ra k ie  w  za le żn o śc i  od  s t ę ż e n ia  (G.  W e i t z e l  1952) .  K o n c e n t r a c j e  t a u r o 
c h o l a n u  so d o w e g o ,  o b n i ż a j ą c e  nap ię c ie  p o w i e r z c h n i o w e  do 42 dyn/cm,  
w p ł y w a  z a bó jc zo  n a  p rą tk i  g ru ź l i c y  ty p u  lu dz k ie go .  S a p r o f i t y  są  b a rd ze j  
o d p o r n e  —  np.  M ycobacterium  phlei w y t r z y m u j e  poniżej  30 dyn /cm (L. M.  
M o d e l  1952) .  M n i e j s z e  j e d n a k  s t ę że n ia  d e t e r g e n t ó w  n ie  d z i a ł a j ą  b a k t e 
r iobójczo,  p o w o d u j ą  n a t o m i a s t  z w ię k s z o n ą  dy f u z j ę  p r o d u k t ó w  p r z e m i a n y  
m a te r i i  z c i a ł a  b a k t e r y j n e g o  do pod łoż a .  W y c h o d z ą c  z t e g o  z a ło ż e n ia  d o 
d a w a n o  do po ży w k i  r o z t w o r u  d e t e r g e n t u  p r z y g o t o w a n e g o  w  n a s t ę p u j ą c y  
sposób :  r o z p u s z c z a n o  0,y g  t a u r o c h o l a n u  s o d o w e g o  w  25 ml  wody ,  są cz o n o  
p rze z  f i l tr  S e i t z a, po c z y m  przez  t en  s a m  i i l t r  s ą c z o n o  15 ml 8 0 %  k w a 
su  fos fo r ow ego .  W y j a ł o w i o n y  ro z tw ó r  w l e w a n o  p r ze z  o tw ó r  w  ch ł o dn ic y
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do 350  ml  p o żyw ki  D G K  n a  24 g o d z i n y  p r z e d  r o zp oc zę c ie m  ł u g o w a n i a .  
W ten  sp o só b  po ży w k ę  z a k w a s z a n o  do w a r t o ś c i  p i l  1,8 —  2,0 i o b n iż a n o  
nap ięc ie  p o w i e r z c h n i o w e  r o z tw o r u ,  k tó re  m i e r z o n e  w  tych w a r u n k a c h  w y 
nosi ło  47 dyn /cm.  D a l s z e  czy n n oś c i  d o t y c z ą c e  eks t ra kc j i  by ły  id en tyc zn e  
z o p i s a n y m i  po p rze d n i o .  P o  z a k o ń c z e n i u  eks t ra kc j i ,  k tó r a  w  t r zech  p r z y 
p a d k a c h  t r w a ł a  80 g o dz i n ,  o d ł ą c z a n o  od a p a r a t u r y  n a c z y ń k a  des ty la cy j ne ,  
a w y c i ą g i  e t e r o w e  i ch l o r o f o r m o w y  o d p a r o w y w a n o  na ł a źn i  w o dn e j .  P o z o 
s t a ło ść  r o z p u s z c z a n o  w  50 ml  wody ,  s ą c z o n o  i m i a r e c z k o w a n o  ;=« 0,2 K O H  
wob ec  b łęk i tu  b ro m o fe n o lo w e g o .  C iecz  o d p a r o w y w a n o  n a s t ę p n i e  w  s t r u 
mie n iu  c i ep łe g o  po w ie t r z a .  S u c h ą  p o z o s t a ł o ś ć  n a t o m i a s t  r o z c ie r a n o  n a  p r o 
szek  i k i lk a k r o tn ie  ł u g o w a n o  e t e r e m  e t y l o w y m  b ą d ź  ch l o ro f o r m e m ,  w  z a 
leżnośc i ,  od  t eg o ,  k tó ry  z r o z p u s z c z a l n i k ó w  byl  u ży t y  do p o cz ą t ko w e j  e k s 
t r akc j i  po żyw ki .  R o z p u s z c z a ln ik i  o d p a r o w y w a n o  n a  ł a źn i  w o d n e j ,  a p o z o 
s t a ło ś ć  r o z p u s z c z a n o  w  3 ml  w o d y  i p o d d a w a n o  zs t ę p u j ąc e j  c h r o m a to g r a f i i .

W  t r a k c ie  z o b o j ę tn i a n ia  b a d a n e g o  r o z t w o r u  do w a r t o ś c i  p H  3,7 p o w s t a 
w a ł  p i e r w s z o r z ę d o w y  fo s fo ran  p o t a so w y ,  n i e r o z p u s z c z a l n y  w  e te r ze  e ty lo 
w y m .  U m o ż l i w i a ł o  to o dd z i e le n ie  k w a s u  fo s f o r o w eg o  od b a d a n y c h  s u b s t a n 
cji. Nie  o d d z i e lo n y  k w a s  fos fo ro wy  u n ie m o ż l i w i a ł  c h r o m a t o g r a f i c z n ą  a n a 
l izę z a s ł a n i a j ą c  p l a m y  id e n ty f ik o w a n y c h  su b s t a n c j i .  P o d c z a s  m i a r e c z k o w a 
n ia  j e d n a k  w s z y s tk ie  k w a s y  o r g a n i c z n e  o s t a ł e j  dysoc jac j i ,  zbl i żone j  do I- 
s to pn i ow e j  d yso c j ac j i  k w a s u  fos fo r ow ego ,  u l e g a ł y  r ó w n i e ż  zob o j ę tn ie n iu  
i s t a w a ł y  się n i e r o z t w a r z a l n e  w  s t o s o w a n y c h  r o z p u s z c z a l n i k a c h .  U j e m n ą  
cech ą  tej m e t o d y  j e s t  j e d n o c z e s n e  u s u n ię c i e  części  m e ta b o l i t ó w ,  p o n i e w a ż  
do  e t e r u  czy  t eż  ch l o ro f o r m u  p r ze ch od z i ły  ty lko  s ł a b e  k w a s y  o r g a n i c z n e
0 s t a ł e j  dysoc jac j i ,  z n a c z n i e  mn ie j s z e j  od  k w a s u  fos fo ro weg o .  Z d r ug ie j  
j e d n a k  s t r o n y  w y e l i m i n o w a n i e  p e w n y c h  k w a s ó w  s t w a r z a  w ię k s z e  m o ż l i w o 
ści c h r o m a t o g r a f i c z n e g o  o z n a c z e n i a  p o z o s ta ł y c h  s ub s t an c j i .  W  b a d a n i a c h  
c h r o m a t o g r a f i c z n y c h  j a k o  k a m e r y  u ż y w a n o  n a c z y n i a  D e w a r a  o dl. 450 m m
1 św ie t l e  100 m m ,  p r z y k r y t e g o  u g ó r y  s z k l a n y m  k a p t u r e m  n ieco  w ię k s z y m  
od z e w n ę t r z n e j  ś r e d n ic y  n a c z y n i a .  M i ę d z y  k a p t u r e m  i n a c z y n i e m  D e w a r a  
z n a j d o w a ł  się g u m o w y  p ie r śc ień  u s z cz e l n i a j ą cy .  U  g ó ry  k a p t u r a  p o z o s t a 
w io n o  o t w ó r ,  p rze z  k tó ry  p r ze ch od z i ł a  s z k l a n a  r u r k a  o ś r e d n ic y  10 m m ,  
o s a d z o n a  w  g u m o w y m  kor ku .  D o ln y  ko n ie c  ru rk i ,  z n a j d u j ą c y  się w  k a 
merz e ,  m i a ł  z a k o ń c z e n i e  w  k sz ta ł c i e  l e jka  o ś r e d n ic y  6,5 m m .  W  ten  spos ób  
p rze z  g ó r n y  o t w ó r  w  ru rc e  poza  k a m e r ą  m o ż n a  było w l e w a ć  ciecz do l e j 
ka z n a j d u j ą c e g o  s ię w e w n ą t r z  n a c z y n i a .  B a d a n i a  p r z e p r o w a d z a n o  w  t e m 
p e r a t u r z e  po ko j ow ej ,  p r z y  cz y m  w a h a n i a  w e w n ą t r z  k a m e r y  n ie  p r z e k r a c z a 
ły 2°.  F a z ę  r u c h o m ą  s t a n o w i ł  w  ty ch  d o ś w i a d c z e n i a c h  fenol, n a s y c o n y  w o 
dą,  f azę z a ś  n i e r u c h o m ą  —  w o d a  n a s y c o n a  feno lem.  A tm o s f e r ę  w  k a m e 
rze  n a s y c a n o  p a r a m i  k w a s u  m r ó w k o w e g o .  W  b a d a n i a c h  u ż y w a n o  b ibu ły  
W h a t m a n a  n r  1, pocięte j  n a  pas k i  o w y m i a r a c h  31 X  1 cm.  P a s k i  te  z a 
w i e s z a n o  w  k a m e r z e  n a  lejku,  p r z y  c z y m  do  p r z y t r z y m y w a n i a  ich s toso -
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w a n o  s z k l a n e  kulki ,  k tó ry m i  n a p e ł n i a n o  lejek.  W y w o ł y w a n i e  p l a m  p r z e p r o 
w a d z a n o  p rze z  z w i l że n i e  p a s k a  b ib u ły  i n n y m  k a w a ł k i e m  b ibuły ,  n a s y c o 
n y m  0 ,0 4%  a l k o h o lo w y m  r o z t w o r e m  b łęk i tu  b ro m o fe n o lo w e g o .  P o z a  ty m  
m e t o d a  n as zy c h  c h r o m a t o g r a f i c z n y c h  o z n a c z e ń  nie  o d b i e g a ł a  z a s a d n i c z o  
od p o w s z e c h n i e  p rzy j ę t e j  w  t e g o  r o d z a j u  a n a l i z a c h  (R. C o n  s d e n, A. H .  
G o r d o n  i A.  J.  P.  M a r t i n  1944; J.  W.  H.  L u g g  i B.  T.  O v e r e l l  
1947; J .  O p i e ń s k a - B l a u t h ,  O.  S a k l a w s k a - S z y m o n o w a  
i M.  K a ń s k i  1950) .  W yn ik i  b a d a ń  c h r o m a t o g r a f i c z n y c h  z e b r a n o  w  t a 
bl icy 2.

P r z e d  rozp o c zę c ie m w ła ś c iw y c h  d o ś w i a d c z e ń  w y k o n a n o  t r z y  80-g od z in -  
ne  ek s t r a k c j e  z p o ż y w k a m i  w y jś c io w y m i .  W  dwóch  p ie rw s z y c h  r o z p u s z c z a l 
n ik ie m był  e t e r  e ty lowy,  p r zy  cz y m  w  d o ś w i a d c z e n i u  d r u g i m  s t o s o w a n o  
p o ży w k ę  z d o d a t k i e m  t a u r o c h o l a n u  so d o w e g o .  Trz ec ia  ś l e p a  p r ó b a  p o l e g a 
ła na  eks t rak c j i  p o d ło ż a  w y jś c io w e g o  ch lo ro f o r m em .  P o s t ę p o w a n i e  z o t r z y 
m a n y m i  w y c i ą g a m i  by ło  id e n t y cz ne  j a k  z p r ó b a m i  w ł a ś c i w y m i  o p i s a n y m i  
wyże j .  W e  w sz y s tk ic h  t r zech  ś l epych  o z n a c z e n i a c h  w y w o ł a n e  c h r o m a to -  
g r a m y  nie  w y k a z y w a ł y  obecnośc i  kw aś ny c l i  su b s t a n c j i .  A n a l i z a  c h r o m a 
to g r a f i c z n a  w y c i ą g u  o t r z y m a n e g o  w  p i e r w s z y m  w ł a ś c i w y m  d o ś w ia d c z e n iu  
w y k a z a ł a  o b ec n o ść  cz te re ch  k w a s ó w ,  z k tó ry ch  d w a  p r zy  p o r ó w n a n i u  Rj. 
z p r ó b k a m i  w z o r c o w y m i  w s k a z y w a ł y  n a  k w a s y  p - a m i n o b e n z o e s o w y  i n ik o 
tynowy.  C h r o m a t o g r a f i a  e k s t r a k t u  z d r u g i e g o  d o ś w i a d c z e n i a  p o tw ie rd z i ł a  
po pr ze d n i  wyn ik ,  p r z y  cz y m  d o d a t e k  d e t e r g e n t u  do p o ży w k i  z n a c z n ie  
zwi ększy ł  i lości  w y s t ę p u j ą c y c h  k w a s ó w .  Z in te n s y w n o ś c i  p l a m  m o ż n a  
było wno s ić ,  że d o d a t e k  t a u r o c h o l a n u  s o d o w e g o  zw ię k s z a ł  n a g r o m a d z e 
n ie  k w a s ó w  około 10-ciokrotnie.  W  d o ś w ia d c z e n iu  t r ze c i m  z c h l o r o 
fo rm e m  nie  o t r z y m a n o  t a k  w y r a ź n y c h  w yn ik ó w ,  j a k  w  d w óc h  po pr ze dn ic h .  
W p ł y n ą ł  n a  to  p r z e d e  w s z y s t k i m  b a r d z o  n ie k o r z y s tn y  w s p ó ł c z y n n i k  p o d z i a 
łu k w a s ó w  o r g a n i c z n y c h  m ię dz y  p o ż y w k ą  i c h l o r o f o r m e m  o r a z  p o w a ż n y  
w p ł y w  te g o  r o z p u s z c z a l n i k a  n a  d r o b n o u s t r o je .  P r z e s i a n e  po  10-godzinne j  
eks t r akc j i  c h l o r o f o r m e m  M ycobacterium  279 da ł o  z n a c z n i e  o s ł a b io n y  
wzr os t ,  po 8 0 - g o d z i n n y m  ł u g o w a n i u  n ie  o t r z y m a n o  ju ż  w z r o s t u .  N i e w ą t 
pl iwie s t a ty c z n e  d z i a ł a n i e  c h l o ro f o r m u m i a ł o  tu  p o w a ż n y  w p ł y w ;  p r z e p r o 
w a d z o n e  j e d n a k  w  a p a r a c i e  S y m a  (E.  A. S y m 1950) b a d a n i a  ze sz c z e 
pem H37 R v  w y k a z a ł y ,  że 4 8 - g o d z i n n y  w p ł y w  r o z p u s z c z o n e g o  w  poż yw c e  
ch l o ro fo rm u z m n i e j s z a ł  w y k o r z y s t a n i e  g l iko zy  tylko do 5 9 %  w  s to s u n k u  do 
kontrol i ,  a więc  n ie  h a m o w a ł  ca łkow ic ie  cz yn noś c i  m e ta b o l i c z n y c h .  W  d o 
ś w ia d c z e n iu  t r z e c im  s t w i e r d z o n o  obe c no ść  t r zech  s ł a by ch  p la m ,  p rz y  czym 
trzeciej  p l a m y ,  s k ł a d a j ą c e j  s ię p r a w d o p o d o b n i e  z k w a s ó w  p - a m i n o b e n z o -  
e s o w e g o  i n ik o ty n o w e g o ,  n ie u d a ł o  s ię  rozdz ie l i ć  p r z y  t a k  n i s k i m  s tężen iu .  
W y s t ę p o w a n i e  w ie l u  z w i ą z k ó w  o zb l i ż o ny c h  R F s t w a r z a  w  a n a l i z i e  c h r o 
m a to g r a f i c z n e j  m o ż l i w o ś ć  pomyłek ,  t a k  że ok re ś l e n i e  p l a m y  n ie  z a w s z e  
da j e  p e w n o ś ć  identy f ikac j i .  W  celu ko n t r o i i  te  s a m e  p róbki  p o d d a n o  z a t e m
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b a d a n i o m  s p e k t r o f o to m e t r y c z n y m .  A n a l i z y  w y k o n y w a n o  p rz y  użyc iu  s p e k 
t r o f o t o m e t r u  B e k m a n a ,  r o z c ie ń c z a ją c  dz ies i ęc i okr o tn ie  s t o s o w a n e  do c h r o 
m a t o g r a f i i  ciecze.  J a k o  o d n o ś n i k ó w  u ż y w a n o  r o zc ień cz o n yc h  w  t en  s a m  
s p o só b  ś l e pych  p rób ,  b r a n y c h  p o p r z e d n io  ró w n i e ż  do c h r o m a t o g r a f i i .

Z a ł ą c z o n e  w y k r e s y  w  pełni  p o 
t w i e r d z a j ą  wy n ik i  a n a l i z y  c h r o m a 
to gr a f i c zn e j .  M i n i m u m  abso rpc j i  
t r z e ch  b a d a n y c h  c ieczy w y n o s i  
235 m u  i z n a j d u j e  s ię  w  ś r o dk u  
m i n i m ó w  ab s o rp c j i  P A B - u  i k w a s u  
n i k o ty n o w e g o .  W s k a z y w a ł o b y  to 
n a  o b ec n o ść  obu z w ią z k ó w .  M a k s i 
m u m  ab s or p c j i  p i e r w s z e g o  w y c i ą g u  
e t e r o w e g o  i c h l o r o f o r m o w e g o  są 
n ieco  p r z e s u n ię t e  w  s to s u n k u  do 
w zo r có w .  P r z e s u n i ę c i e  to j e s t  n a j 
p r a w d o p o d o b n ie j  s p o w o d o w a n e  o- 
bec no śc ią  d o m ie sz e k  in ny ch  z w i ą z 
ków.  W y s t ę p u j e  to  w y r a ź n i e  p rzy  
p i e r w s z y m  w y c i ą g u  e t e r o w y m ,  
g dz i e  k r z y w a  m a  k i lka  m a k s i m ó w  
i m i n i m ó w  abs orpc j i .  W i d m o  e k s 
t r a k t u  c h l o r o f o r m o w e g o  w s k a z u j e  
n a  n ie z n a c z n ą  o b ec no ść  z w i ą z k ó w  
ab s o rb u ją cy c h ,  p r zy  c z y m  k s z ta ł t  
k r zyw ej  do w odz i  r acze j  większe j  
z a w a r to ś c i  k w a s u  p - a m i n o b e n z o -  
e sowe go .  W y c i ą g  e t e r o w y  d r u g i  
( p o ż y w k a  z d o d a t k i e m  d e t e r g e n t u )  
s w o im  m i n i m u m  ab s or pc j i  p o 
t w ie r d z a  r ó w n i eż  o b ec n o ść  obu 
k w a s ó w ;  m a k s i m u m  n a t o m i a s t  leży 
w  g r a n i c a c h  P A B .  W  k ie r u n k u  w id z i a ln e j  części  w i d m a  a b s o r p c j a  b a d a n y c h  
cieczy w y r a ź n i e  m a le j e ,  co do w od z i  n i eo bec no śc i  z w i ą z k ó w  n ie n a s y c o n y c h  
z wi ęk sz ą  i lością s p r z ę ż o n y c h  p o d w ó j n y c h  w ią z a ń .

R ys. 3

W ni o sk i

O p i s a n a  m e t o d a  p o z w a l a  i z o lo w ać  m e ta b o l i t y  ze ś r o d o w is k a ,  w  k t ó 
ry m  ży ją  d r o b n o u s t r o je .  U m o ż l i w i a  o n a  p r z e p r o w a d z e n i e  a n a l i z y  j a k o ś c i o 
wej  p r o d u k t ó w  p r z e m i a n y  m a te r i i  o r a z  m o ż e  być  p o m o c n a  p r zy  z a k l a s y 
f ik o w an iu  d a n e g o  z w i ą z k u  do p o ś r e d n i c h  lub ko ń c o w y c h  p r o d u k t ó w  m e ta -

9 Acta  B io ch im ica  P o lo n ic a
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ho l i zmu.  O t r z y m a n e  w y n ik i  p o t w i e r d z a j ą ,  że  k w a s  j a b ł k o w y  w m e t a b o 
l i zmie  M ycobacterium  s p e łn ia  rolę p r o d u k t u  p o ś r e d n ie g o .  R ó w n o w a g a  
m i ę d z y  s t ę ż e n ie m  k w a s u  j a b ł k o w e g o ,  w y s t ę p u j ą c y m  w  ciele  d r o b n o u s t r o 
ju  i w  pożywce ,  p o z w a l a  p r z y p u sz c z a ć ,  że  p o d o b n y  s t a n  i s t n ie j e  w  o d n i e 
s i en iu  do  in ny c h  p r o d u k t ó w  p o ś r e d n ic h  d y f u n d u j ą c y c h  z c i a ł a  b a k t e r y j n e 
go  do pod łoż a .  Z obu  p r z e d s t a w i o n y c h  u r z ą d z e ń  a p a r a t u r a  do eks t rakcj i  
r o z p u s z c z a l n i k a m i  l ż e j s z y m i  od  w o d y  m o ż e  mie ć  w i ę k s z e  z a s to s o w a n ie ,  p o 
n i e w a ż  u ż y w a n y  t a m  e te r  n ie  w y w i e r a  s z k o d l i w e g o  w p ł y w u  n a  b a d a n e  
d r o b n o u s t r o j e  w  w a r u n k a c h  d o ś w ia d c z e n ia .  K w a s y  p - a m i n o b e n z o e s o w y  
i n ik o ty n ow y,  z i d e n t y f i k o w a n e  j a k o  m e t a b o l i t y  M ycobacterium  279, by ły  ju ż  
z n a l e z i o n e  w  p r o d u k t a c h  p r z e m i a n y  m a te r i i  i n n y c h  sz c z e p ó w  k w as o o p o r -  
nych,  j ak :  M .H37Rv. ravenel, BC G ,  sm egm atis, stercoris (F.  B e r n h e i m  
1951; H.  P o p e  i D.  T. S m  i t  h 1946; O.  D.  B i r  d 1947; E.  E k s t r  a n d 
i B. S j ö g r e n  1945; M.  L a n d y, N. W.  L a r k u m  i E.  J .  O  s w  a 1 d 
1943) .  Do  iden ty f ikac j i  ob u  k w a s ó w  wyże j  w y m i e n i e n i  a u t o r z y  za s t o so w a l i  
m e t o d y  m ik r o b io l o g ic z n e  i chem ic zne .  Z n a l e z i e n i e  P A B  i k w a s u  n i k o t y n o 
w e g o  u j e s zc ze  j e d n e g o  sz cz ep u  M ycobacterium  z z a s t o s o w a n i e m  techniki  
c h r o m a t o g r a f i c z n e j  i sp e k t r o f o to m e t r y c z n e j  p o t w i e r d z a  d o ty c h c z a s o w e  r e 
z u l t a t y  o r a z  p o z w a l a  p r z y p u sz c z a ć ,  że  ro la  tych z w i ą z k ó w  w  m e ta b o l i z m ie  
M ycobacterium  j e s t  w a ż n a .

O p i e r a j ą c  s ię  n a  f iz jo logi i  c z ąs te c zk ow ej  p r z e m i a n y  m a t e r i i  i nnyc h  d r o b 
noust ro jów,  m o ż n a  p r z y p u s z c z a ć ,  że i w  ty m  p r z y p a d k u  z a d a n i e  P A B - u  nie 
o g r a n i c z a  się w y ł ą c z n i e  do  b u d o w y  k w a s u  p t e r o i l o g l u t a m i n o w e g o ,  w a ż n e g o  
cz y n n ik a  w z r o s t o w e g o .  K w a s  p - a m i n o b e n z o e s o w y  m a  w a ż n e  zn a c z e n i e  
w  p r z e m i a n a c h  j e d n o w ę g l o w y c h  f r a g m e n t ó w  i ro la  j e g o  w  m e ta b o l i z m ie  
j e s t  n a j p r a w d o p o d o b n i e j  ba rd z ie j  s k o m p l i k o w a n a .  P r z y j m u j e  się,  że w  m e 
ta b o l i z m ie  t y m  ko fe rm en t ,  b ę d ą c y  p o c h o d n ą  k w a s u  fo l iowego ,  sp e łn ia  po
d o b n ą  rolę,  co k o f e r m e n t  A w  p r z e m i a n a c h  d w u w ę g l o w y c h  (D.  D. W  o o d s
1953) .

N i a c y n a  j e s t  r ó w n i eż  s y n t e t y z o w a n a  p r z e z  w ię k s zo ść  d r o b n o u s t r o j ó w  
i f i z j o lo g ic zn a  je j  ro la  w  ty m  p r z y p a d k u  n a j w i d o c z n ie j  p o le g a  n a  ud z i a le  
w  sy n te z i e  k o d e h y d r o g e n a z  I i II.

Z a s t o s o w a n i e  c h r o m a t o g r a f i i  i sp e k t r o f o to m et r i i  s t w a r z a  o lb r z y m ie  m o 
ż l iwośc i  an a l i t y c z n e ,  sz c z e g ó ln ie  p r zy  b a d a n i a c h  w  p o d cz e rw ien i ,  gdz i e  
c h a r a k t e r y s t y c z n e  os t r e  w i d m a  p o z w a l a j ą  o s i ą g n ą ć  z n a c z n ą  d o k ł a d n o ś ć  
o z n a cz eń .

W  ty m  m ie j s c u  s k ł a d a m  s e r d e c z n e  p o d z i ę k o w a n i e  p a n u  p r o fe so r ow i  
d ro wi  J .  H e l l e r o w i  za  w s k a z ó w k i  i op ie kę  n a d  w y k o n a n ą  p r ac ą .
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M E T O fl M 30 JIM P O B A H M H  M E T A E O JIP IT O B  (IIPM  XCM 3H M ) H E IIP E P b lB H O fł  

3 K C T P A K H M J 1  M E T O  n P M M E H E H M E  K  M C C JIE ^ O B A H M IO  M E T A B O JIM 3 M A
M Y C O B A C T E R I U M  279

I
P e  3  10  m e

B  b h a y  o n e H b  H e ö o A b ii iH X  K O A H n ecT B  n p o A y K T O B  a h c c h m h a j ^ h h  b  K y A b T y -  

p a x  M y c o b a k t e r i u m  n e p B a n  C TaAH H  H C C A eA O B aH H H  s t h x  n p o A y K T O B  A O A H iH a  

c o c T O H T b  b  h x  H a K o n A e H H H . B b iA H  p a 3 p a 6 o T a H b i  A ß a  T H ria  a n n a p a T y p  a a h  H e -
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n p e p b iB H o f i  3K C T paK u;H H  M eT aô o A H T O B  p a cT B o p H T e A H M H  A e r n e  h  T a m e A e e  b o a m .

F IpeA M eT O M  HccAeAOBaHHH HBAHAocb M ycobacterium  279. H a w A e H o ,  h t o  cy-
n je c T B y e T  p a B H O B e c n e  M ea^ A y  K o n y e H T p a i iH e H  h ô a o h h o h  k h c a o t m  b  T eA e  m h -  

K p o ô a  h  b  n H T a T eA b H O H  c p e A e  Ô A a r o A a p a  9 T 0 M y  p a B H O B e c H io  n o H H H îeH H e  k o h -  

H ,e H T p ay H H  HÔAOHHOH KHCAOTbl B n H T aT eA b H O H  C p e A e  BCA eA C TBH e H e n p e p b lB H O H  

^ K C T p a K ^ H H  v c K o p a e T  ee B H yT pH K A eT O H H oe o 6 p a 3 0 B a H H e  h  A a e T  b o s m o jk h m m  

A a A b H e f iu iy io  AH<p(J)y3HK> 3 T o r o  M e T a ô o A H T a  H 3 T e A a  ô a K T e p H H  b  n H T a T e A b H y io  

c p e A y .  H a n o A H e H H e  h ô a o h h o h  k h c a o t w  n p n  y c A O B H a x  s K C T p a x u H H  n H T aT eA b H O H  

c p e A b i  A O C T H raeT  T p e x K p a T H o r o  K O A H n ecT B a  s t o t o  B e i i je c T B a ,  o 6 p a 3 y i o u i e r o c H

n p n  H o p M a A b H b ix  y cA O B H H x p a 3 B H T H H  u iT a M a  M ycobacterium  279.

IToH CK H  A p y rH X  M eTaO O A H TO B 6 b IA H  O T p aH H H eH b l K O praH H H eC K H M  KHCAOTaM . 

M A eH T H (J)H y H p O B aH H e BeA O C b X pO M aT O rpaepH H eC K H M  H CneK TpO (f»O TO M eTpH H eCK H M  

MeTOAaMH.

B HaKonAeHHbix npoA^KTax oÔMeHa BeiijecTB M.  279 6 w a h  HaHAeHbi na-
p a a M H H o 6 e H 3 0 H H a a  h  H H K O TH H O Baa k h c a o t w .

M ETH O D  O F IS O L A T IN G  M E T A B O L IT E S  B Y  C O N T IN U O U S  E X T R A C T IO N  IN V IT A  
A N D  A P P L IC A T IO N  O F T H IS  M ET H O D  TO S T U D IE S  ON M E T A B O L IS M  

O F  M Y C O B A C TE R IU M  279

S u m m a r y

B e c a u s e  of m i n i m a l  q u a n t i t i e s  of d i s s im i l a t i o n  p r o d u c t s  fo rm e d  in M y c o 
b a c t e r i u m  cu l tu r es ,  t he  f irs t  s t ep in these  i n v e s t i g a t i o n s  is th e  p r e p a r a t i o n  
of a su f f i c ien t  su pp l y .  T w o  ty pe s  of a p p a r a t u s  w e r e  dev i sed  for  the  co n t in u o u s  
e x t ra c t i o n  of m e ta b o l i t e s :  by  so lv e n t s  l ig h t e r  a n d  h ea v i e r  t h a n  w a t e r .  T he  
s t r a i n  279 of M y c o b a c t e r i u m  w a s  s tud ied .  A n  eq u i l i b r iu m  b e t w e e n  the  c o n 
c e n t r a t i o n  of m a l i c  ac id p r e s e n t  in the  bo d y  of the  m i c r o b e  a n d  in the  
n u t r i e n t  m e d i u m  w a s  s t a t ed .  O w i n g  to th i s  e q u i l i b r iu m  the  d e c r e a s e  of c o n 
c e n t r a t i o n  of m a l i c  ac id  in th e  n u t r i e n t  by  c o n t i n u o u s  e x t ra c t i o n  ac ce le 
ra t e s  i ts  f o r m a t i o n  in the b ac te r i a l  cel ls  a n d  r e n d e r s  p o ss i b le  fu r t h e r  d i f fu 
s ion of th i s  m e t a b o l i t e  f ro m  the  bac te r i a l  ce l l s  in to  the  su b s t ra t e .  T he  a c c u 
m u l a t i o n  of m a l i c  ac id  by the  s t r a i n  M  279 u n d e r  the  ex t ra c t i o n  co n d i t i o n s  
a t t a i n s  th ree  t i m e s  h i g h e r  a m o u n t s  t h a n  in n o r m a l  co n d i t i o n s  of d ev e lo p 
ment .  T he  i n v e s t i g a t i o n  of o th e r  m e ta b o l i t e s  w a s  l imi ted  to o r g a n i c  acids .  
The  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  sp e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d  w a s  us e d  for  the i r  
ident i f i ca t ion .  In  the  a c c u m u l a t e d  m e t a b o l i s m  p r o d u c t s  of M 2 7 9  p a r a - a m i -  
r iobenzoic a n d  n i co t in ic  ac ids  w e r e  found.
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A C T A  B I O C H I  M I C A  P O L O N I C A  

V O L .  1 1 9  5 4 Ń” ć) T

I. M A Ł A C H O W SK A , A. L IN D E  i J. M E D U S K I

P R Z Y S T O S O W A N I E  E SC H E R IC H IA  COLI DO WYKOR ZYS TYW ANI A  
C Y TR YN IA N ÓW  W ST A NA C H N I E D O B O R U  A ZO T OW EG O

Z O d d z ia łu  P r z e m ia n y  P o ś r e d n ie j  D z ia łu  B io ch em ii  i D z ia łu  B a k te r io lo g i i  
P a ń s t w o w e g o  Z a k ła d u  H ig ie n y  

K ie r o w n ic y  d z ia łó w :  Prof.  J. H el ler  i d r  E. W ojc ie ch o w sk i

Escherichia coli nie p o s ia d a j ą c a ,  j a k  w i a d o m o ,  w ła ś c i w o śc i  w y k o r z y s t y 
w a n ia  c y t r y n i a n ó w  j a k o  j e d y n e g o  ź r ó d ła  w ę g l a  ( K o s  e r ,  1923) mo że
w pe w n y c h  w a r u n k a c h  w ł a ś c iw o ś ć  tę n a b y w a ć  ( Ł o m i ń s k i  i wsp . ,
1947) ,  a t a k ż e  j ą  u t r z y m y w a ć  (S z u 1 m  a j s t e r  i wsp. ,  1952).  W  n in i e j 
szej  p r ac y  w y k a z a n o  i s tn ien ie  z w ią z k u  m ię d z y  p r z y s t o s o w a n i e m  się Escheri
chia coli do  w y k o r z y s t y w a n i a  c y t r y n i a n ó w  ja ko  j e d y n e g o  ź r ó d ł a  w ę g l a  a z a 
w a r to ś c ią  a z o tu  b i a łk o w e g o  w k o m ó r k a c h  pop u la c j i  t ych  d r o b n o u s t r o jó w .

Część  d ośw ia dc za l n a

M a t e r i a ł .  D o  d o ś w ia d c z e ń  uż y t o  szcz epu  p r z y s ł a n e g o  p rzez  
K a u f f  m a n n a  E. coli O l l i  B4H. (S  t o k e ) .  P r z e d  u ży c ie m  do d o 
ś w ia d c z e ń  s p r a w d z o n o  w ła ś c i w o śc i  t e g o  szcz epu  *).

P o d ł o ż a .  Do hodowl i  szcz epu  u ż y w a n o  p od łóż  sy n te ty c zn y ch  z r ó ż 
nymi  z a w a r t o ś c i a m i  a z o tu  (w  pos tac i  s i a r c z a n u  a m o n o w e g o ) .  P o  sz e r eg u  
p rób  w s tę p n y c h  u s t a l o n o  o s ta t e c z n y  sk ła d  pod łóż :  n a  1 1 wo d y  d e s t y l o w a 
nej  d o d a w a n o  5 g  K2 H P O 4 , 2 g  NaC l ,  5 g  sa ch a ro z y ,  0,02 g  M g S 0 4 i n a 
s t ę p u ją c e  i lości  s i a r c z a n u  a m o n o w e g o :

w po ży w c e  o z n a c z a n e j  „ A “ :2,37 g, co o d p o w i a d a  500 m g  N w  1 1

w poż y w c e  „ „ B “ :0,47 g,  co o d p o w i a d a  100 m g  N w  1 1

w p o ży w c e  ,, „ C “ :0,235 g, co o d p o w i a d a  50 m g  N w  1 1

w  p o ży w c e  „ „ D “ :28 m g ,  eo o d p o w i a d a  6 m g  N w 1 1.

l ) S zczep  ro zk ład a ł z w y tw o rzen iem  k w asu  i g a zu  lak tozę , g lik ozę , m ann ito l, m a lto 
zę; rozkładał isacharozę z w y tw arzan iem  sa m e g o  kw asu; w y tw a rza ! indol; rozk ładał duley- 
tol z op ó źn ien iem  2 4 -g o d z in n y m  z w y tw a rza n iem  kw asu  i gazu; daw ał od czyn  dodatni 
z czerw ien ią  m ety lo w ą ; o d czy n  u jem ny V o g esa -P ro sk a u era ; n ie rósł na pod łożu  K osera
i n:e u p łyn n ia ł że la ty n y ; pod w zg lęd em  se r o lo g ic z n y m  o d p o w ia d a ł typow i alfa.
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Do d o ś w i a d c z e ń  u ż y w a n o  ró wn ie ż  p o d ło ża  K os e r a  2),  (k tó re  o z n a c z a n o  
w  n in ie j sze j  p r a c y  j a k o  K i )  i z m o d y f i k o w a n e g o  p o d ło ż a  Kose r a  ( K 3 ) 
o sk ładz ie :  1 g  N H 4 H 2P 0 4 , 1 g  K2 H P O 4 ,0,2 g  M g S 0 4, 5 g  NaC l ,  1 g  g l i 
kozy i 2 g  c y t r y n i a n u  s o d o w e g o  w  1 1 H 20 .

P o s t ę p o w a n i e  i m e t o d y .  2 4 - g o d z i n n ą  h o d o w l ę  b a d a n e g o  
sz cz ep u  Escherichia coli n a  s k o ś n y m  a g a r z e  z m y w a n o  10 ml  r o z tw o r u  f i zjo
l o g i c zn e g o  c h l o r ku  so d o w e g o .  Do 1 1 p ł y n n y c h  p oż y w e k  A, B, C i D d o d a 
w a n o  po 2 ml  o t r z y m a n e j  z a w i e s i n y  d r o b n o u s t r o j ó w  i h o d o w a n o  n a  tych 
pod ło ż ac h  w t e m p e r a t u r z e  37° w  c i ą g u  48 godz .  P o  u p ły w ie  t e go  czas u  
o z n a c z a n o  w z r o s t  h od o w l i  po s ie w a ją c  j ą  po  0,1 ml  w  r o zc ie ń c ze 
niu 10- 0  n a  p ły tk i  P e t r i e g o  z po d ło ż em  E n d o  ( s w o is ty m  dla r ó ż n i c o w a 
nia Escherichia coli i i n nyc h  d r o b n o u s t r o j ó w  z ro d z in y  Enterobacteriaceae). 
N a  p ły tk ac h  tych po 24 godz .  w z r o s t u  w  t e m p e r a t u r z e  37° l iczono kolonie .  
O t r z y m a n o  z g o d n o ś ć  t a k  u z y s k a n y c h  w y n i k ó w  z p o m i a r a m i  n e f e lo m e t ry c z 
ny mi  n a  e l ek t r o f o t om e t r z e  K l e t t a - S u m m e r s o n a .

O z n a c z a n o  azo t  b ia łk ow y d r o b n o u s t r o j ó w  ( f r akc ję  n i e r o z p u s z c z a l n ą  
w  5 % k w a s i e  t r ó j c h lo ro o c to w y m )  z 48- g o dz in ne j  ho do w l i  A, B, C i D mikro-  
m e t o d ą  K je l d ah la ,  w  mody f i ka c j i  M a  i Z u a z a g a  (1942)  n a  a p a r a c i e  typu  
M a r k h a m a  (19 42) .

P o n a d t o  z 4 8 - g o d z in n y c h  hod ow l i  n a  p o d ło ż a c h  A, B, C i D p o s i e w a n o  
po 0 ,6  ml n a  50  mi l i l i t r ow e  ob ję tośc i  pod łóż  K i  lub Ka o t r z y m u j ą c  h o d o 
wle o z n a c z a n e :  A K i ,  A K 3 , B K i ,  BK3 itd.

P o  24 g o d z i n a c h  h odo w l i  w t e m p e r a t u r z e  37° z A K 3 , B K 3 , C K 3 i D K 3 

p r z e s i e w a n o  po 0,6 ml  n a  Ki-

( N o w e  h o d o w le  o z n a c z a n o :  AK3K1 i td . ) .

P o  n a s t ę p n y c h  24 g o d z i n a c h  hodowl i  w  t e m p e r a t u r z e  37° o z n a c z a n o  
w z r o s t  AK3K1,  BK3K1,  CK3K1  i D K ;ł»Ki w  spo só b  wyże j  p o da ny .  W  tym  
s a m y m  cz as ie  o z n a c z o n o  z a w a r t o ś ć  k w a s u  c y t r y n o w e g o  tych  hodowli .  O z n a 
czeń d o k o n y w a n o  m e t o d ą  p e n t a b r o m o a c e t o n o w ą  w mod yf ikac j i  w ła s n e j  
( M e d u s k i ,  1952).  W  n in ie j s z y ch  b a d a n i a c h  w s k a ź n i k i e m  zuż yc i a  k w a 
su c y t r y n o w e g o  było z m n ie j s z e n ie  się z a w a r to ś c i  t e g o  z w ią z k u  w  hodowl i ,  
w  p o r ó w n a n i u  z z a w a r t o ś c i ą  j e g o  w w y ja ł o w i o n e j  poż yw c e  ( p a t r z  rów ni eż :  
Ł o m i ń s k i  i wsp. ,  1947).

W y n i k i .  U s t a l o n y  w  d o ś w ia d c z e n ia c h  w s t ę p n y c h  z a k r e s  z a w a r t o ś c i  
N w  1 1 p o żyw ki  d a j e  w y r a ź n e  różn ic e  w z r o s t u  d r o b n o u s t r o jó w .  Ilości  azo tu  
m n ie j s z e  od 50 m g  i wię k s ze  od 500 m g  d a j ą  wyn ik i ,  k t ó r e  ju ż  n ie  w y k a 
z u j ą  różnic:  o d p o w ie d n i e  w a r to ś c i  leżą n a  poz io my ch  o d c i n ka c h  o t r z y m y 
w a n y c h  k r z y w y c h  w zr os tu .

2) P o d ło że  K osera1 w  1 1 H 20  zaw iera : 1 g  N H 4H 2P 0 4, 1 g  K2H P 0 4, 0,2 g  M g S 0 4, 

5,0 g  N aC l i 5 ,0  g  cytryn ian u  isodu.
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P r z y k ł a d e m  s tw ie rd z o n e j  z a le żn oś c i  r o z m n a ż a n i a  się Escherichia coli 
na p o d ło ż a c h  A, B, C i D po 48 godz .  ho dowl i ,  od z a w a r t o ś c i  a z o t u  w  p o 
żyw c e  p r z e d s t a w i o n o  t abl .  1 i na  rys .  1.

T a b l i c a  1

R o d za j
p o d ło ż a

m g  N  w  1 1 
p o d ło ż a

I lo ś ć  k o lo n ii  
w  0,1 m l

A 500 5061 • 10B

B 100 4424  • 106

C 50 1337 • 106

D 6 1392 • 106

P r z y k ł a d e m  s t w ie rd z o n y c h  r óżn ic  z a w a r t o ś c i  a z o t u  b i a łk o w e g o  ( w  p r z e 
l i czen iu  n a  s u c h ą  m a s ę  bak te r i i )  w  h o d o w l a c h  d r o b n o u s t r o j ó w  n a  p o d ł o 
ż a ch  A, B, C i D są  wynik i  p o d a n e  w tabl .  2 i n a  rys.  2.

T a b l i c a  2

R od zaj p o d ło ż a A B C D

% N  b ia łk o w e g o
w  p r z e l. na
su c h ą  m a sę  b ak t. 10,3 9,7 7,6 4 ,75

Ryis. 2

P o w y ż s z e  d o ś w i a d c z e n i a  u s t a l i ł y  p r z y d a t n o ś ć  ho d ow l i  z pod łóż  A, B, 
C i D do d a l sz y c h  b a d a ń  n a d  w p ł y w e m  różne j  z a w a r t o ś c i  b i a łk a  w  k o m ó r 
k ac h  ba k t e r y jn y c h  n a  z d o l no ść  bak te r i i  m e t a b o l i z o w a n i a  k w a s u  c y t r y n o 
wego .

P r ó b y  p os ie w u  h od ow l i  z pod ł óż  A, B, C i D n a  Ki us ta l i ły ,  że b a d a n y  
szcz ep  —  n i e z a le ż n ie  od z a w a r t o ś c i  b i a ł k a  w  k o m ó r k a c h  b a k t e r y jn y c h  — 
nie rośn ie  n a  Ki- P o s i e w y  n a  K3 d a w a ł y  n i e z m i e n n i e  w e  w sz y s tk ic h  d o 
św ia d c z e n ia c h  obf i ty  wzr os t .  W  cz as ie  t e g o  w z r o s t u  n a s t ę p o w a ł o  p r z y s t o 
s o w a n i e  się d r o b n o u s t r o j ó w  do w y k o r z y s t y w a n i a  c y t r y n i a n u .

U j a w n i a ł o  s ię  to w z r o s t e m  d r o b n o u s t r o j ó w  w h o d o w l a c h  AK3K1,  BK3K1,  
CK3K1  i DK3K1.  O k a z a ł o  się p rzy  tym,  że w z r o s t  t e n  w  róż n yc h  h o d o w la c h
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był różny ,  za le żn ie  od z a w a r t o ś c i  b i a łk a  w  k o m ó r k a c h  ba k t e r y jn y ch .  Z a l e ż 
no ść  tę  w y k a z u je  np.  d o ś w i a d c z e n i e  p r z y t o c z o n e  w  t abl .  3 i n a  rys .  3.

T a b l i c a  3

R odzaj
h o d o w li A K a K , B K 3K l C K a K , d k 3k 1

I lo ś ć  k o l. 
w  0,1 m l 3 7 9 0 - 106 2010  • 107 5 9 0 -  106 20 • 10«

P r z y s t o s o w a n i e  się to u t r z y m y w a ł o  s ię p r ze z  cz te ry  k o le jn e  p a s a ż e  
i nie by ło  dalej  b ad a n e .

R ys. 3 R ys. 4

N a  różn ice  w  p r z y s t o s o w a n i u  s ię h o do w l i  A K 3K 1 i r ó w n o l e g ły c h  do w y 
k o r z y s t y w a n i a  c y t r y n i a n u  j a k o  j e d y n e g o  ź r ó d ł a  w ę g l a  w s k a z u j ą  ró żne  i lo
ści k w a s u  c y t r y n o w e g o  z u ż y t e g o  p rze z  h o d o w le  t e  w  c i ą g u  24 go d z i n  w z r o 
stu.  P r z y k ł a d y  o t r z y m a n y c h  w y n i k ó w  p o d a n o  w t abl .  4 i n a  rys.  4.

T a b l i c a  4

R od zaj h o d o w li a k 3k , b k 3k , c k 3k ł d k 3k ,

I lo ś ć  k w a su  c y tr y n o 
w e g o  w  m ik r o g ra m a ch  
z u ż y ta  p r z e z  250-10®  

k o m ó rek  b a k ter y jn y ch 3004 2650 1250 1050

O m ó w i e n i e  w y n i k ó w .  V i r t a n e n  w  1942 roku  z a ło ż y ły  że 
w sz y s tk ie  b ia łka  mło dyc h ,  a k t y w n y c h  k o m ó r e k  b a k t e r y jn y c h  w y k a z u j ą  czyn  
ności  e n z y m a ty c z n e .  O p i e r a j ą c  się n a  tej  h ipo tez ie ,  V i r t a n e n  i j e g o  
sz k o ł a  w y k o n a l i  s z e r e g  b a d a ń  z m i a n  z a c h o d z ą c y c h  w  c z y n n o ś c ia c h  en zy  
m a ty c z n y c h  k o m ó r e k  b a k t e r y jn y c h  o z a w a r t o ś c i  b i a ł ek ,  obn iż o n e j  p rze z  
o d ż y w ia n ie  ub o g ie  w  a z o t 3) .  W y n i k i e m  tych b a d a ń  n a d  Escherichia coli

3) V i r t a n e n ,  1947, V i r t a n e n  i D e  L e y ,  1948, V i r t a n e n ,  1949.
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by ło  s t w i e r d z e n i e  f aktu  o b n i ż a n i a  się wie lu  funkcj i  e n z y m a t y c z n y c h  t e g o  
d r o b n o u s t r o j u  w  m i a r ę  z m n i e j s z a n i a  s ię  z a w a r to ś c i  azo tu  b i a łk o w e g o  k o m ó 
rek b ak t e r y jn y ch .  ( Z e s ta w ie n ia :  V  i r t a n e n,  1949 i 1952, D e  L e y .
1949) .  P o w s t a ł o  py tan ie ,  j a k  odb i j e  s ię z a w a r t o ś ć  b ia ł ek  w  k o m ó r c e  b a k t e 
ry jne j  n a  jej  zdo lnośc i  do w y t w a r z a n i a  now ej  cz ynnośc i  e n z y m a ty c z n e j .

P o s t a n o w i l i ś m y  z a j ą ć  się cz y n n o ś c ią  e n z y m a t y c z n ą  n o r m a l n i e  p rzez  
Escherichia coli n i e  w y k o n y w a n ą ,  a m ia n o w ic i e  z u ż y w a n i e m  pr zez eń  cy 
t r y n i a n ó w  ja k o  j e d y n e g o  ź r ó d ła  w ę g l a  ( K o  s e r ,  1923) .  Ł o m i ń s k i  
i w s p ó ł p r a c o w n i c y  (1947)  s twi e rd z i l i  po r a z  p ie rwszy ,  że w  o kr eś lo ny c h  w a 
r u n k a c h  E. coli m o ż e  r o s n ą ć  n a  p od ło ż u  Ko se ra .  V a u g h n  i w s p ó ł p r a  
cown icy  (1950)  o p r a c o w a l i  do k ła d n ie j  to z a g a d n i e n ie .  W  w y n i k u  tych b a 
d a ń  o k a z a ł o  się, że d o d a t e k  gl ikozy,  f ruktozy ,  pep to nu  i in. do  po żywki  K o 
se ra  u m o ż l i w ia  zużyc ie  c y t r y n i a n ó w  i w z r o s t  E. coli. S z u lm a j s t e r 
i t o w a r z y s z e  (1952)  s tw ie rdz i l i  n a s t ę p n i e ,  że h o d o w a n i e  E. coli w  w a r u n 
kach  u m o ż l i w i a j ą c y c h  m e t a b o l i z o w a n i e  c y t r y n i a n u  p r o w a d z i  do u z y s k a n i a  
p rzez t en  d r o b n o u s t r ó j  w ła ś c i w o śc i  pó źn i e j s ze g o  z u ż y w a n i a  cy t r y n i a n u  
w c z y s ty m  p od ło ż u  K ose ra  już  bez in nyc h  ź róde ł  w ęg la .  Z a g a d n i e n i e  by ło  
ty m  c i eka ws ze ,  że  b a d a n i a  u cz on y ch  f r a n cu sk ic h  z d a j ą  s ię p o n a d t o  p r z e m a 
wiać za  p o g l ą d e m ,  iż p r z y z w y c z a j o n e  do  c y t r y n i a n u  d r o b n o u s t r o j e  nie r o z 
k ł a d a j ą  z w i ą z k u  t e g o  p op rze z  cykl k w a s ó w  t r ó j k a rb o ks y l o w y c h .

M e to d y c z n ie  o p a r l i ś m y  się g łó w n ie  n a  p r ac y  D e  L e y  a (1951)  — 
s k ł a d  pod łóż  w y jś c io w y c h  —  i n a  p r a c y  p o p r ze dn io  c y t o w a n e j  S z u l m a j -  
s t r a  i t o w a r z y s z y  ( 19 52 ) :  po d ło że  Ka.

O t r z y m a n e  w ynik i :  f akt  u z a le ż n ie n ia  n a b y c ia  zdo l no śc i  do  z u ż y w a n i a  
c y t r y n i a n u  p rze z  E. coli od i lości  b i a łka  w  ko m ó r ce  b ak te r y jn e j ,  p rócz  pewn e j  
war tośc i  k o n k r e tn e j ,  s t a n o w i ą  —  j a k  s ię w y d a j e  —  je szc ze  j e de n  a r g u m e n t  
p r z e m a w i a j ą c y  za  o b ec noś c i ą  śc i s ł eg o  w s p ó ł d z i a ł a n i a  ca łośc i  b i a ł ek  ko m ó r  
ki w d ow oln e j  czy n n oś c i  m e t abo l i cz ne j .

S e r d e c z n ie  d z i ę k u je m y  ob. E lżb iec ie  K o m o r o w s k i e j  za  po mo c
w w y k o n y w a n i u  o z n a c z e ń  i ob.  T e i s s ey r e  Teres ie  za  p r z y g o t o w a n i e  podłóż .

L I T E R A T U R A

J. D e  L e y ,  O ver de F erm en ten  v a n  S tik sto f —  A rm e B acteriu m  coli. D iss . 1949. 
f. D e  L e y ,  E n zy m o lo g ia , 14, fa sc . 5, 296, 1951.
S. A. K o  s e r ,  / .  B a c te r io l ,  8, 493, 1923.
I. L o m i ń s k i ,  N.  S.  C o n w a y ,  E.  M.  H a r p e r ,  J. R e . n n i e  B a s i l ,  N a lu re

160, 273, 1947.
T. S. M a i G. Z u a z a g  a, Ind.. Eng. C hem . A nal .  Ed., 14, 280, 1942.
R. M a r k h a m ,  B io c h e m  J. 36, 790, 1942.
J. S z u 1 m a j s  it e r, G r u n b e r  g -M  a n a g  o M., D e 1 a v i e  r C. E xp erientia , 8/1, 26, 1952. 
J. S z u l  - m a j s t e r ,  G r u n b e r g - M a n a g o  M. ,  D e l a v i e r  C. E xp erientia . 

8/1, 26, 1952.
R. H. V a u g h n ,  J. T.  O s b o r n e ,  G.  T.,  W e d d i n i g ,  J.  T a b a c h n i c  k, C.  G.  

B e i s  e 1 i T.  B r a x t o n ,  J. Bac te r io l .  60, 119, 1950.

http://rcin.org.pl



138 I. MALACHOW SKA, A. LINDE I .1. M EDUSKI

A. I. V  i r t a n e n, Suom en  K em istileh ti B . XV, 1942.
Fourth Intern . C on gr. M icrob io l. C o p en h a g en , R eport o f Proc. 379, 1947. 

„ (vvraz z J. D e  L e y )  Arch. B iochem .  16, 169, 1948.
„ Ann. A c a d e m .  S c ien t ia r .  F enn icae ,  se r ia  A, II, C hem ica 36, 1949.

A n n a le s  M ed .  E x p e r im .  e t  Biol.  Fenn iae ,  30, fasc. 3— 4, 234, 1952.

n P M C n O C O E J IE H M E  Escherichia Coli K  yiT O T P E E JIE H M IO  COJIM  

JIM M O H H O tt K -T E I B  C O C T O H H M M  H E ß O E O P A  A 3 0 T A

P  e 3 to m  e

1. BbiAH noAyneHbi E. Coli 0 1 1 1 B 4 H  c  p a 3 HbiM coA ep ?K aH H eM  a 30Ta 6 e A -

KOB B K A e T K a X  Ö a K T e p H H .

2.  B b i A o  n p o ß e A e H o  n p H c n o c o Ö A e H H e  n o A y n e H H b i x  ÖaKTepHH k y n o T p e Ö A e H H io  

AHMOHHO-KHCAbIX COACH B KaHeCTBe eAHHCTBCHHOTO HCTOHHHKa y r A e p O f l a  H 6 b I A a  

A O K a 3 a H a  3aBHCHM0CTb n p H o ö p e T a H H a  3 T o r o  n p H c n o c o Ö A e H H «  o t  C TeneHH H a c w -  

UjeHHH ÖeAKOM KAeTOK ÖaKTepHH.

A D A P T A T IO N  O F E S C H E R I C H I A  C O L !  TO TH E U T IL IZ A T IO N  O F C ITRATE IN 
C A S E S  O F N IT R O G E N  D E F IC IE N C Y

S u m m a r y

1. P o p u l a t i o n s  of the  s t r a i n  E. Coli 01 1 1 B 4 H :  c o n t a n i n g  v a r io u s  q u a n t i t i e s  
of p r o te in  n i t r o g e n  in the  b a c te r i a l  cel ls  w e r e  ob ta ine d .

2. T h e  a d a p t a t i o n  of the  o b ta in e d  p o p u l a t i o n s  to the  use  of c i t r a t e  a s  the
on ly  sou rce  of c a r b o n  h a s  been  ach ie ved  a n d  it h a s  b ee n  d e m o n s t r a t e d
t h a t  the  obse rve d  a d a p t a t i o n  d e p e n d s  on the  p r o te in  c o n t e n t  of the  b a c 
t e r i a l  cells.

D iv is io n  of  In te r m e d ia r y  M e ta b o l i s m  of th e  D e p a r tm e n t  of B io c h e m is t r y  a n d  D e p a r tm e n t
of B a c te r io lo g y  —  S t a t e  I n s t i tu t e  o f  H y g ie n e
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A C T A  B I O C H I M I C A  T O L O N I C A  

V O L.  I 1 9 5 4 N O T

M A R IU S Z  ZYDOW O

NI EK TÓ R E ZMIANY B I O C H E M I C Z N E  KRWI Z D R O W E G O  CZŁ OW IE K A  
P O D  W P Ł Y W E M  A D R E N A L IN Y

Z a k ła d  C h em ii  F i z jo lo g ic z n e j  A k a d e m i i  M e d y c z n e j  w  G dań sku  

K ie r o w n ik  prof.  d r  W. M o z o ło w s k i

Wpły w na białka surowicy

Z m i a n y  b i oc hem ic zn e  k rwi ,  z a c h o d z ą c e  po p o d a n i u  a d r e n a l i n y ,  m o ż n a  

by o g ó ln ie  podziel i ć  n a  t r zy  g r u p y :

1) s p o w o d o w a n e  w p ł y w e m  a d r e n a l i n y  n a  k r ąż en i e ,

2) u w a r u n k o w a n e  jej d z i a ł a n i e m  n a  p r z e m i a n ę  w ę g l o w o d a n o w ą ,

3) inne,  np.  s p o w o d o w a n e  w p ł y w e m  innych  h o r m o n ó w ,  k tó ry ch  w y d z i e 
l an ie  a d r e n a l i n a  p o b u d z a  lub h a m u j e .

P o d z i a ł  t en  —  ja k  k a ż d y  inny  —  m a  du żo  b ra k ów ,  j e d n a k ż e  ze w z g l ę d u  
n a  w ie l ką  r o z m a i t o ś ć  z m i a n  z a c h o d z ą c y c h  w e  krwi  pod d z i a ł a n i e m  a d r e n a 
l iny p r ó b a  p e w n e g o  ich u p o r z ą d k o w a n i a ,  j a k  się zda je ,  j e s t  u z a s a d n i o n a .  
Do p ie rws ze j  g r u p y  z a l i c z y m y  w z r o s t  s t ę że n ia  b ia łk a  o r a z  su b s t a n c j i  z n im  
z w i ą z a n y c h  (1) ,  (2 ) ,  (3 ) ;  d r u g a  o b e j m u j e  z m i a n y  s t ę że n ia  cu k r u  w e  
k rw i  (4 ) ,  (5 ) ,  k w a s u  m l e k o w e g o  (4 ) ,  (6 ) ,  k w a s u  c y t r y n o w e g o  (7 ) ,  (8 ) ,  
a m o ż n a  by tu t a j  za l i czy ć  t a k ż e  o b n iż e n ie  się po z i o m u  fosforu n i e o r g a n i c z 
ne go  i p o ta su  su r ow ic y  pod  w p ł y w e m  a d r e n a l i n y  (5 ) ,  (8— 16).  C i ek a w e ,  
ac zko lw ie k  m a ł o  w y j a ś n i o n e ,  j e s t  d z i a ł a n i e  a d r e n a l i n y  n a  sk ł ad  c h e m ic z n y  
k rwi  za  p o ś r e d n i c t w e m  innych  h o r m o n ó w .  J a k o  p r z y k ła d  m o ż e  s ł u ż y ć  o b n i 
żenie po z i om u cho le s t e ro lu  w  o so c zu  św ink i  mor sk ie j  (17) ,  k t ó r e g o  nie  

s t w i e r d z o n o  po p o d a n i u  a d r e n a l i n y  zwi e rz ęc iu  z u s u n i ę t ą  t a rc zy c ą .  P o d a 
w a n ie  r ó w n o c z e s n e  ty r o k s y n y  p o w o d u j e  p o w r ó t  do  p o p r z e d n i e g o  odc z y nu .  
Ta k ż e  ob n i ż en ie  s t ę że n ia  fosfo ru  n i e o r g a n i c z n e g o  osoc za  pod w p ł y w e m  
a d r e n a l i n y  m o ż n a  t r a k t o w a ć  j a k o  „ r e f l e k to r y c z n e "  jej  dz ia ł a n ie ,  p o n i e w a ż  
u p s ó w  z u s u n i ę t ą  t r z u s t k ą  o bn iż en ie  to  nie w y s t ę p u j e  (16) .

D z i a ł a n i e  a d r e n a l i n y  za le ży  od da w k i  (2 2) ,  (2 3) ,  w  j akiej  z o s ta ł a  on a  
p o d a n a ,  od sp o so bu  i d ro g i  w p r o w a d z e n i a  (19) i c a ł e go  s z e r e g u  in ny ch  
cz y n n ik ó w  z e w n ę t r z n y c h .  N a le ż y  być t a k ż e  b a r d z o  o s t r o ż n y m  pr zy  w y c i ą 
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g a n i u  w n i o s k ó w  z d o ś w i a d c z e ń  na  z w i e r z ę t a c h  o d n o ś n i e  do f izjologi i  c z ło 
wieka ,  j a k  w i a d o m o  bow iem ,  i s tn ie j e  z n a c z n a  r ó żn ic a  w ra ż l iw o ś c i  n a  d z i a 
łan ie  j a d u  u r ó ż n y c h  g a t u n k ó w .  J a k o  p r z y k ła d  n iech  p o s ł u ż y  b r a k  z m i a n  
w  reakc j i  na  a d r e n a l i n ę  po  sp l e ne k to m i i  u cz ł ow ie ka  w  p o r ó w n a n i u  np. 
7. k o te m  ( 18) ,  ( 22) .

Z a d a n i e m  obecne j  p r a c y  j e s t  o z n a c z e n i e  z m i a n  w  ko lo i da ch  su r o w ic y  
k rwi  cz ł ow ie k a ,  s p o w o d o w a n y c h  d o m i ę ś n i o w y m  w s t r z y k n i ę c i e m  a d r e n a l i n y ,  
o r az  e w e n t u a l n e  u s ta l e n ie  m e c h a n i z m u  tych  zm ia n .  W  t y m  celu p r z e p r o 
w a d z o n o  t r zy  se r i e  d o ś w i a d c z e ń  n a  z d r o w y c h  m ę ż c z y z n a c h  w wieku  
20— 32 lat .  W  p ie rw sz e j  seri i ,  o b e j m u ją c e j  20  d o ś w i a d c z e ń  z a d r e n a l i n ą  
o r az  cz te ry  k on t r o ln e ,  s t w i e r d z o n o  zw ię k sz e n ie  s ię  s t ę ż e n ia  b i a ł k a  s u r o w ic y  
po d o m i ę ś n i o w y m  p o d a n i u  a d r e n a l i n y ;  d r u g a  se r i a  w y k a z a ł a  b r ak  z m i a n  
j a k oś c i ow yc h  w  b ia łk ac h  o so cz a  i t r ze c ia  wre szc ie ,  k tó r a  o b e j m o w a ł a  o z n a 
c z a n i a  obję tośc i  k r ą ż ą c e g o  osocza ,  n i e  d a ł a  z d e c y d o w a n e g o  w yni ku ,  ś w i a d 
czy j e d n a k  o pe w n e j  t e nde nc j i  do z m n i e j s z a n i a  obję tośc i  osoc za  po a d r e 
nal inie .

Przebieg  do świ adc ze ń

J a k o  m a t e r i a l  d o ś w i a d c z a l n y  s łużyl i  su b ie k ty w n ie  zd r o w i  m ę żcz yź n i  
w w iek u  od 20 do  32 l a t  ( s t ud enc i  i p r a c o w n i c y  Z a k ł a d u ) .  K r e w  p o b i e r a n o  
r a n o  n a  czczo,  p i e r w s z y  r az  po  p ó ł g o d z i n n y m  p o z o s t a w a n i u  b a d a n e g o  w  p o 
zycji  l eżące j ,  n a s t ę p n i e  w s t r z y k i w a n o  d o m i ę ś n i o w o  1 m g  (1 ml r o z t w o r u  
1 : 1000) c h l o r o w o d o r k u  a d r e n a l i n y  ( p r e p a r a t  h a n d l o w y  p ro duk c j i  Z. Z. F . ) ,  
a po m a k s y m a l n y m  w zr oś c i e  c i ś n ie n ia  i s z ybkośc i  t ę tn a  p o b ie ra n o  k r e w  po 
raz  d r ug i .  W y p a d a ł o  to po u p ły w ie  50— 70 m in .  po p o d a n i u  ad r e n a l i n y .  
Krew p o b i e r a n o  bez uc i sku  lub z uc i s k ie m m oż l i w ie  n a j m n i e j s z y m  z żyły 
łokc iowej ;  w l e w a n o  j ą  do p ro bó wk i  w i r ó w k o w e j  i po  sk rze pn ięc iu  d w u k r o t 
nie w i r o w a n o .  W  b a d a n i a c h  k o n t r o ln y c h  p o s t ę p o w a n o  an a lo g i c zn ie ,  j e d y n ie  
z a m i a s t  a d r e n a l i n y  w s t r z y k i w a n o  1 ml  r o z t w o r u  soli  f iz jo log iczne j .  W  nie- 
z h e m o l i z o w a n e j  su r o w ic y  o z n a c z a n o  w  p ie rw sz e j  ser i i  s t ęż en ie  b ia łka  r e 
f r a k t om e t r y c zn ie ,  w  d r u g i e j  —  w s p ó ł c z y n n i k  z a ł a m a n i a  ś w i a t ł a  w  t em p.  20° 
r e f r a k t o m e t r e m  z a n u r z e n i o w y m  P u l f r i ch a ,  c i ę ż a r  w ł a ś c i w y  —  m e t o d ą  s i a r 
c z a n u  m i e d z i o w e g o  P h i l i p sa ,  v a n  S ly k e ’a i i nnyc h  ( 20 ) ,  l epkość  —  w i s k o 
zy m e t r e m  K a l i n o w s k i e g o  (21) w  t e m p e r a t u r z e  20° o r a z  az o t  c a łk o w i t y  s p o 
so be m  K je l d a h la  (b io rąc  do s p a l a n i a  0,2 ml  su r ow icy ,  oko ło  1 g  N a 2S 0 4, 
0,2 ml  3 0 %  C u S 0 4 , 1 ml  stęż.  H 2S 0 4 i d e s ty lu ją c  do k w a s u  bo r o w e g o )  
W s zy s t k i e  o z n a c z e n i a  w y k o n y w a n o  pod w ój n i e .

W  t rzecie j  ser i i  d o ś w ia d c z e ń  o z n a c z a n o  ob ję to ść  osoc za  m e t o d ą  r o z 
c i e ń c z a n iu  b łęk i tu  E v a n s a  (T-1824) .  B a d a n e m u  p o b i e r a n o  n a  czczo 10 ml 
k rwi  z ży ły łokciowej  bez z a s to j u  po p ó ł g o d z i n n y m  p o z o s t a w a n i u  w pozyc j i  
leżącej  ( p r ó b a  l a ) .  P r z e z  tę  s a m ą  ig łę  w s t r z y k i w a n o  10 ml  0 , 1 5 %  r o z t w o r u
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b łęk i tu  E w  a n s a w  0 , 9%  NaC!  w y w a ż o n ą  u p r ze dn io  s t r z y k a w k ą  i w  dwie  
m i n u t y  po za k o ń cz en i u  w s t r z y k i w a n i a  p o b ie ra n o  k r e w  z ży ły łokciowej  d r u 
giej  r ęki  ( p ró ba  Ib ) .  N a s t ę p n i e  w s t r z y k i w a n o  d o m ię ś n io w o  1 m g  c h l o r o w o 
d o r k u  a d r e n a l i n y ,  a n a  szczycie  w z r o s t u  c i śn i en ia  i s zybkośc i  t ę t n a  (50— 70 
min.  po  ad re n a l i n i e )  p o b ie r a n o  k r e w  u z y s k u j ą c  p ró bę  H a ;  p r z e z  t ę  s a m ą  
igłę w s t r z y k i w a n o  z n ó w  10 ml  b a r w i k a  i po up ły w ie  2 min .  od z a k o ń c z e n i a  
w s t r z y k i w a n i a  po b ie ra n o  p r ób k ę  k rwi  o z n a c z o n ą  IIb.  U  ż a d n e g o  z b a d a n y c h  
nie w y s t ę p o w a ł y  ob ja wy ,  k tó re  m o g ł y b y  ś w ia d c z y ć  o s z k o d l i w y m  w p ły w ie  
p o d a n e g o  b a r w ik a ,  j e d y n ie  w  ki lku p r z y p a d k a c h  n a s t ę p n e g o  dn ia  po  d o 
ś w i a d c z e n i u  w y s tą p i ł o  lekkie n i e b ie s k a w o z ie lo n e  z a b a r w i e n i e  t w a r d ó w e k  
i skóry .  T a k ż e  i ci z b a d a n y c h  nie  miel i  ż a d n y c h  s u b ie k ty w n ie  p r zykrych  
o b j a w ó w .  D a w k a  b a r w ik a ,  k tó r ą  o t r z y m y w a ł  k a ż d y  b a d a n y ,  w y n o s i ł a  
30 m g .  B a d a n i a  k on t r o ln e  tej g r u p y  w y k o n a n o  podobn ie ,  ty lko z a m i a s t  a d r e 
n a l in y  p o d a n o  1 ml soli  f i z jo log icznej .

C z a s  p o b ie ra n ia  k r wi  po w s t r z y k n ię c i u  b a r w i k a  cz iow iekowi ,  p o le ca ny  
p rze z  w ię k s z o ś ć  au to ró w ,  w y n o s i  10— 15 min.  (2 4) ;  H a h n  i w s p ó ł p r a 
co w n ic y  (25)  s twie rdz i l i ,  u ż y w a j ą c  t echn ik i  ro zc ie ń c z a n ia  i z o to pu  P 32, że 
c z as  w y s t a r c z a j ą c y  do w y m i e s z a n i a  s u b s t a n c j i  r o z p u s z c z a ln e j  w  osoczu 
w y n o s i  u p s a  2,5 min .  By ły  w re sz c ie  p r ób y  o z n a c z a n i a  s t ę ż e n i a  b a r w n i k a  
w c z as ie  t =  0 ( l i cząc od w s t r z y k n ię c i a )  p r ze z  e k s t r a p o l a c j ę  (2 6) ,  (27) .  
W y z n a c z o n a  w  n a s z y c h  w a r u n k a c h  k r z y w a  z n i k a n i a  b a r w n i k a  w y k a z y w a ł a  
p r aw ie  t a k ie  s a m o  s t ęż en ie  b a r w i k a  po  2 i po 5 min .  W  d w ó ch  ko l e jnych  
o z n a c z e n i a c h  n a  ty m  s a m y m  oso bn iku ,  w y k o n a n y c h  j e d n o  w  g o d z i n ę  po d r u 
g im,  s t w ie rd z o n o ,  że p o b ie ra n ie  k rwi  po  up ły w ie  dw óch  m i n u t  od z a k o ń 
czen ia  w s t r z y k i w a n i a  b a r w n i k a  da j e  wyn ik i  zgo dn e .  K o n t r o l ę  t a k ą  p o w t ó 
rzono  d w a  razy.  U s t a l o n o  z a t e m  cz a s  p o b ie ra n ia  n a  2 m i n u t y  od z a k o ń c z e 
nia  w s t r z y k i w a n i a .  W y d a j e  mi  się,  że u z d r o w y c h  ludz i  z w y d o l n y m  k r ą ż e 
niem,  a z w ł a s z c z a  po p r z y śp ie sz e n iu  k r ą ż e n i a  s p o w o d o w a n y m  a d r e n a l i n ą ,  j e s t  
lo cz a s  w y s t a r c z a j ą c y  n a  w y m i e s z a n i e  się b a r w i k a  z oso cz em ,  a  un i ka  się 
w  t en  sp o só b  u t r a t y  b łęki tu ,  k tó ry  —  j a k  w i a d o m o  (25)  —  ju ż  po  15 min,  
d a j e  się s tw ie rd z ić  w  ductus thoracicus.

P o b r a n e  p róbk i  k r wi  w i r o w a n o  po sk rze pn ięc iu ,  a w  o t r z y m a n e j  su r o w ic y  
o z n a c z a n o  eks ty nk c j ę  w  f o t o m e t rz e  P u l f r i c h a  p r ó by  Ib w  s t o s u n k u  do l a  
o r a z  I Ib  w  s to s u n k u  do Ha.  U ż y w a n o  f i l t ru S61,  n a c z y n i e k  g r u b o śc i  0,5 cm.  
Z eks tynkc j i  ob l i cz an o  s t ęże n ie  b a r w n i k a  za  p o m o c ą  w y k re su ;  w y k r e s  ten 
s p o r z ą d z a n o  p rze z  z m i e s z a n i e  6 porcj i  s u r o w ic y  po  3 ml  z p o r c j a m i  po 1 ml 
b a r w ik a  o r ó ż n y m  s t ę że n iu  i o z n a c z a n o  j e  k o lo r y m e t r y c z n i e  w  s t o s u n k u  
do  r o z t w o r u  3 ml  tej s a me j  su r o w ic y  z 1 ml  soli  f i z jo logicznej .  U ży c ie  s u 
ro wicy  do  r o z c ie ń c z a n ia  j e s t  ko n ie cz n e  z t e g o  w z g l ę d u ,  że ek s ty n k c j a  b ł ę 
k i tu E w  a n s a w  w o d z i e  j e s t  z a w s z e  n ieco  w ię k s z a  od ek s t ynk c j i  b a r w i k a  
o tym  s a m y m  s tę że n iu  w  su r o w ic y  b ą d ź  os oc zu  ( 24 ) .  D la  b a r w i k a  u ż y t e g o
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w n in ie j sze j  p r ac y  w y k re s  za le żn oś c i  eks tync j i  od s t ę że n i a  w  r o z tw o r z e  
0 , 9 %  N aC l  wyra z i !  się r ó w n a n i e m  y =  0,413 x, n a t o m i a s t  w  r o z t w o r z e  s u 
rowicy  —  y =  0,400 x.

Z w yl i c zo ne g o  s t ę że n ia  b łęki tu  T-1824 i w s t r z y k n ię te j  i lości  (15 m g )  
m o ż n a  obl iczyć ob ję tość  osocza .

Wyniki  do świadczeń

Z m i a n y  s t ęże n ia  b ia łk a  su r o w ic y  k rwi ,  s p o w o d o w a n e  d o m i ę ś n i o w y m  
w s t r z y k n ię c i e m  j e d n e g o  m i l i g r a m a  ch l o r o w o d o r k u  a d r e n a l i n y ,  p r z e d s t a w i o 
ne  są  w  t ab l i cy  1.

T a b l i c a  1

N r g  b ia łk a  w  100 m l R ó ż n ic a
p r ó b y p r z e d po %

1 7,85 8,15 +  4
2 7 ,35 7 ,60 +  3
3 7 ,60 7,90 +  4
4 7 ,90 8 ,20 +  4
5 7 ,30 7 ,70 +  5
6 6 ,50 7 ,50 +  15
7 7 ,05 7 ,50 +  6
8 7 ,30 7 ,60 +  4
9 7 ,20 8 ,00 +  11

10 7,05 7,75 +  10
11 7 ,50 8 ,10 +  8
12 7 ,60 7 ,90 +  4
13 7 ,05 7 ,30 +  3
14 6 ,70 7,05 +  5
15 7,05 7,40 +  5
16 6 ,7 0 6 ,90 +  3
17 5 ,90 6,45 +  9
18 7,15 7 ,50 +  5
19 6 ,40 6 ,60 +  3
20 6 ,25 6 ,50 +  4

śr e d n io 7,05 7 ,50 +  6

K ontro le

1 7 ,20 7 ,20 0

2 6 ,60 6,65 + 0 ,8

3 6 ,20 6 ,2 0 0

4 6 ,40 6,40 0

W e  w sz y s tk ic h  d w u d z i e s t u  b a d a n y c h  p r z y p a d k a c h  s t w i e r d z a  s ię w zrós ł  
s t ę że n i a  b ia łka  o wie lkość  z n a c z n ie  p r z e w y ż s z a j ą c ą  g r a n i c ę  b łę d u  d o ś w i a d 
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cz a l n eg o ,  p r ó b y  k o n t r o ln e  n ie  w y k a z u j ą  z a ś  ża d n e j  z m i a n y  w s t ęż en iu  b ia ł 
ka.  U  tych oso b n ik ó w ,  u k tó ry ch  p o p r z e d n i o  w y k o n y w a n o  p rób ę  z a d r e n a 
l iną,  a n a s t ę p n i e  p r z e p r o w a d z a n o  kon t r o lę ,  w y ł ą c z a n o  t a k ż e  w p ł y w  c z y n 
n ika p s y c h ic z n e g o  p rze z  to,  że sąd z i l i  oni ,  iż o t r z y m u j ą  z a s t r z y k  a d r e n a l i 
ny,  a nie  soli  f iz jo logicznej .  Z a g ę s z c z e n i e  b ia łka  s u r o w ic y  pod w p ły w e m  
a d r e n a l i n y  u cz łow iek a  s tw ie r d z a ł  t a k ż e  D u n c a n  i w s p ó ł p r a c o w n i c y  (1 ) .  
C z u b a l s k i  (2) w e  w n i o s k a c h  do  d o ś w i a d c z e ń  n a d  d r a ż n i e n i e m  ne r w u  
s y m p a t y c z n e g o  u k r ó l ika  p oda je ,  że  d z i a ł a n i e  a d r e n a l i n y  j e s t  p r z e c i w 
s t a w n e  d z i a ł a n i u  n e r w u  b łę dn eg o ,  j eże l i  chodz i  o w p ł y w  n a  s t ęże n ie  b ia łka ,  
to zn ac zy ,  że osocze  u l e g a  z g ę s z c z e n iu ;  j e d n a k ż e  l iczby p o d a n e  w j e g o  p r a 
cy z d a j ą  s ię ś w ia d c z y ć  o c z y m ś  w r ę c z  p r ze c i w n ym .

N a s u w a  s ię  p r zy pu sz cz en ie ,  że o g ó l n a  i lość b ia ł ek  osoc za  n ie  zmie n i ł a  
się, a j e d y n ie  p e w n a  i lość n ie b ia łk ow e j  części  osocza  ( w o d a  i su b s t an c j e  
d r o b n o c z ą s t e c z k o w e  w niej  r o z p u s z c z o n e )  u le g ła  p r z e s ą c z e n i u  poprzez  
ś c ia n y  n a c z y ń  k r w i o n o ś n y c h  n a  sk u te k  z w ię k s z o n e g o  c i śn ien ia .  Jeżel i  do 
k r w i o o b ie g u  p r z e d o s t a w a ł o b y  s ię j a k ie ś  b ia łko  sp o z a  k rwi ,  n i e  j e s t  w y k l u 
czone,  że z m ie n i łb y  się w ó w c z a s  j a k o ś c i o w y  sk ła d  k o l o i dó w  osocza .  Dla 
w y ja ś n ie n i a  t e g o  z a g a d n i e n i a  p r z e p r o w a d z o n o  se ri ę  10 d o św ia d c z e ń ,  k tó ra  
o b e j m o w a ł a  o z n a c z e n i a  n ie k tó ry ch  w ł a s n o ś c i  f i zycznych  su r owicy ,  p o z w a l a 
j ących w g  M o z o ł o w s k i e g o  (28)  n a  dość  d o k ł a d n e  s c h a r a k t e r y z o w a 
nie z m i a n  w  k o l o id ac h  s u r o w ic y  ( 29) ,  (30) ,  (31) .  D a n e  d o ś w i a d c z a l n e  tej 
seri i  p o d a n e  są  w  tabl .  2.

T a b l i c a  2

p r z e d  p o d a n ie m p o  p o d a n iu

N r W s p ó łc z .
re fra k cji

C ięża r
w ła śc iw y

L e p k o ść
C p

N - c a ł -  
k o w ity  

g /1 0 0  m l

W sp ó łc z .
re fra k cji

C ię ż a r
w ła śc iw y

L e p k o ść
C p

N -c a ł-  
k o w ity  

g /1 0 0  m ł

1 1,34995 1,0270 1,59 1,14 1,35045 1,0285 1,20
2 1 ,34910 1,0265 1,59 1,07 1,34950 1,0265 1,64 1,12
3 1 ,34950 1,0265 1,69 1,14 1,35000 1,0275 1,74 1,18
4 1,35005 1,0275 1,69 1,20 1,35060 1,0280 1,74 1,22
5 1,34890 1,0265 1,60 1,07 1,34965 1,0270 1,67 1,16
6 1,34755 1,0245 1,49 1,01 1,34930 1,0265 1,60 1,14
7 1 ,34850 1,0255 1,53 1,10 1,34925 1,0265 1,59 1,12
8 1,34890 1,0255 1,52 1,08 1,34945 1,0265 1,58 1,12
9 1,34875 1,0260 1,70 1,09 1,35020 1,0280 1,80 1,20

10 1,34850 1,0260 1,58 1,10 1,34975 1,0275 1,65 1,21

Z liczb tabl .  2 ob l i czono  w g  M o z o ł o w s k i e g o  (28) s t o s u n ek  
w s p ó łc z y n n ik a  r e f rakc j i  do azo tu ,  c i ę ż a r u  w ł a ś c i w e g o  do a z o tu  o r a z  p ł y n n o 
ści do a z o tu  b i a łk o w eg o ,  k tó re  to wie lkośc i  c h a r a k t e r y z u j ą  ko loidy su r owicy
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w spo só b  czu l s zy  aniże l i  f r ak c je  w y so le n io w e .  Tę w ł a ś n i e  c h a r a k t e r y s t y k ę  
k o lo id ó w  su r o w ic y  p rzed  i po p o d a n i u  a d r e n a l i n y  p r z e d s t a w i a  tabl .  3.

T a b l i c a  3

N r
P r z e d  p o d a n ie m P o  p o d a n iu

R /N C /N (1 /ij - 1 ) : N R /N C /N O /7) — 1 ): N

1 129.10 “4 1 7 8 .lO“4 3 3 0 .10-3 1 2 7 .lO“4 186. lO “4
2 129 186 352 127 177 3 5 2 .1 0 -3
3 125 174 363 125 173 365
4 123 170 345 126 175 352
5 128 186 355 124 176 351
6 122 177 332 123 174 332
7 120 171 318 125 177 335
8 126 174 320 127 177 332
9 124 178 384 124 178 376

10 120 176 337 120 lo 9 330

śr e d n io 1 2 5 + 2 ,4 1 7 7 ± 3 ,8 3 4 4 + 2 0 1 2 5 + 1 ,5 1 7 6 ± 3 ,0 3 4 9 + 1 5

J a k  w id a ć  z ze s t a w ie n ia ,  z a r ó w n o  s t o s u n e k  w s p ó ł c z y n n i k a  r e f rakc j i  do 
azo tu ,  j a k  i s t o s u n e k  c i ę ż a r u  w ł a ś c i w e g o  o r a z  p ły n n o śc i  do  a z o t u  j e s t  t aki  
s a m  pr ze d  i po ad r e n a l in i e ;  w y n i k a  s t ą d ,  że  j a k o ś c i o w y  sk ła d  b ia ł ek  w  s u r o 
wicy n ie  zm ie n i a  się pod w p ł y w e m  a d r e n a l i n y .  M a ł o  j e s t  z a t e m  p r a w d o p o 

dobne,  a ż e b y  j a k i e ś  inn e  b ia łko  p r z e d o s t a 
w a ł o  się do k rw i o b ie g u ,  p o w o d u j ą c  w z r o s t  
s t ę żen ia .

I s tn ie j ą  b o w i e m  dw ie  m o ż l iw oś c i  t ł u m a 
czen ia  m e c h a n i z m u  p o w s t a w a n i a  wy że j  
o p i s a n y c h  z m ia n :

1) b e z b ia lk o w a  ciecz p r z e s ą c z a  s ię  p o 
p rzez  ś c ia n y  n a c z y ń  k r w i o n o ś n y c h  do c i e 
czy t k a n k o w y c h  n a  s ku te k  z w i ę k s z o n e g o  c i 
śn ie n ia  w e w n ą t r z n a c z y n i o w e g o ;  2) z o s t a j ą  
z m o b i l i z o w a n e  i w y r z u c o n e  do k r w i o o b ie g u  
r e z e r w y  z g ę s z c z o n e g o  osoc za .  D l a  r o z 
s t r z y g n i ę c i a  t e g o  p r o b l e m u  p r z e p r o w a d z o n o  
se r i ę  o z n a c z e ń  ob ję tośc i  o so c za  p r ze d  i po 
d o m i ę ś n i o w y m  p o d a n i u  a d r e n a l i n y .  Jeże l i  
b o w ie m  z a c h o d z i ł a b y  p i e r w s z a  e w e n t u a l 

ność ,  ob ję tość  osoc za  p o w i n n a  się zm n ie j sz y ć ,  n a t o m i a s t  w  r a z i e  p r z y b y tk u  
pe w n e j  i lości b i a łka ,  osocze  m u s i a ł o b y  z w ię k sz y ć  s w o j ą  ob ję tość .  O t r z y m a n e  
wy n ik i  p r z e d s t a w i a j ą  się w  s p o só b  n a s t ę p u j ą c y :

T a b l i c a  4

£ L itr ó w o so c z a
+  o 
Z  T3 p r z e d p o

1 3,75 3,75
2 3,12 2 ,94
3 3,06 2 ,94
4 2 ,24 2 ,24
5 2 ,74 2,63
6 3 ,00 2,63
7 2 ,5 0 2 ,50

K o n tr o la

1 3,12 3,06

2 3,00 3,00
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Liczby  o t r z y m a n e  w tej seri i  n i e  d a j ą  j a sn e j  i z d e c y d o w a n e j  o d p o w i e 
dzi  n a  p o s t a w i o n e  py ta n ie ,  g ł ó w n i e  z a p e w n e  ze w z g l ę d u  n a  zb y t  m a ł ą  d o 
k ł a d n o ś ć  m e to d y  w s t o s u n k u  do n ie wie lk ich  zm ia n ,  j e d n a k ż e  z a z n a c z a  się 
p e w n a  t e n d e n c ja  do ob n iż en ia  objętości  osocza  u cz ło w ie k a  po p od an iu  
ad r e n a l i n y .

S p a d e k  ob ję tośc i  k rwi  i jej  z a g ę s z c z e n i e  pod w p ł y w e m  a d r e n a l i n y  było 
s t w i e r d z a n e  p rzez  wi e l u  a u t o r ó w  (18) ,  (24) z a r ó w n o  m e t o d a m i  b a r w n i k o 
wy mi ,  j a k  też innymi .  D l a t e g o  sądzę ,  że n ie  m a  p o w o d u  p r z y j m o w a ć ,  j a k o 
by a d r e n a l i n a  ( b ą d ź  też d r a ż n i e n i e  n e r w ó w  s y m p a t y c z n y c h )  p o w o d o w a ł a  
p r ze ch o dz e n ie  do k rwi  j a k ic h ś  b ia ł ek  ( 32) ,  nie- z n a j d u j ą c y c h  s ię w  niej  
p r z e d te m ;  n a l e ż y  po z o s ta ć  p r zy  t ł u m a c z e n i u  z a g ę s z c z e n i a  os oc za  n a t u r a l n ą  
u l t r a f i l t r a c j ą .  Z g o d n e  by łoby  to z p o g l ą d e m  N y l i n a  (33) ,  k tó r y  za  p o 
m o c ą  p ro m ie n io tw ó rc z y c h  k r w i n e k  c z e r w o n y c h  s tw ie rdz i ł ,  że  n ie  i s tn ie j ą  
u cz łowieka  r e z e r w a u r y  krwi ,  m o g ą c e  w  i s to tny  s po só b  z a g ę s z c z a ć  k rew.  
T a k ż e  b r a k  w p ł y w u  sp l en ek t om i i  u cz ło w ie ka  n a  p o a d r e n a l i n o w ą  reak c ję  
k rwi  ( 18 ) ,  (22)  z d a je  się p r z e m a w i a ć  za  t a k i m  ujęciem.

K ie r ow n ik o w i  Z a k ł a d u  Che mi i  F i z jo lo g icz ne j  prof,  d r owi  W ł o d z i m i e r z o 
wi M o z o ł o w s k i e m u  dz i ęku ję  za k r y ty c z n e  u w a g i  w  czas ie  w y k o n y 
w a n i a  p racy .
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H EKOTOPblE EMOXMMMHECKME M3MEHEHMH KPOBM 3^ 0P O B O rO  
HEJIOBEKA IlO ß  flEtfCTBMEM A^PEHAJIMHA

P e 3  io  m e

I .  B A H f lH H e  Ha 6 e A K H  CblBOpOTKH.

1. M cCAeAOBaHO  BAHHHHe BHyTpHMblllieHHOrO BBeA£HHH 1 Mr XAOpHCTOBOAO-  

p o A H o r o  aA peH aA H H a  y  3 A o p o B b ix  m y jkhhh :

a ) K O H ^ H T pa^ H  ÓeAKOB B CblBOpOTKe,

6 )  OTHomeHHe K 0 3 ( fK j )H ^e H T a  pecppaKijHH k  a30T y, y A e A b H o ro  Beca  k a30Ty  

h  TeKyqecTH k  a 3 0 T y  6 c a k o b  cbiBopoTKH,

b )  o ö i i e M  y H p n y A H p y i o u j e H  n A a 3 M b i .

2. y  B c e x  H C C A e A O B a H H b I X  (20 O n b l T O ß )  Ó b I A O  H a H A e H O  y B e A H H C H H e  K O H ^ H -

Tpai^HH 6eAKOB b cpeAHeM Ha 6 %  (KOAeöaHHH o t  +  3 AO + 1 3 % )  noA Aefi-
CTBHeM a A p e H a A H H a .  PIpHTOM OTHOIIieHHH (J)H3HqeCKHX CBOHCTB CblBOpOTKH OCTa- 

AHCb 6e3  H3MeHeHHH, HTO CBHAeTeAbCTByeT O OTCyTCTBHH H3MCHCHHH B KaneCTBeH-  

h o m  coc T aß e  öeAKOB. H ccA eA O B aH H e  h 3 m c h c h h h  oÖT>eMa n A a iM b i  He a s a o  h c h w x  

pe3yAbTaTOB , h o  HaÖAioAaeTcn  t c h a c h ^ h  k  yMeHbiueHHio o6i>eMa n o c A e  BB eA e -  

h h h  a A p e H a A H H a .

3. Ha ocHOBaHHH noAyqeHHbix pe3yAbTaTOB a TaKiKe AHTepaTypHbix AaHHbix 

cAeAaHo npeAnoAOHieHHe, h t o  pocT  KOH^eHTpa^HH 6eAKa CbiBopoTKH Bbi3biBaeTca  

e c T e c T B e H H O H  y A b T p a c p H A b T p a ^ e n  K p o B H  n e A O B e K a  n o A  A e ä c T B H e M  a A p e H a A H H a .
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SO M E  B IO C H E M IC A L  C H A N G E S  IN  TH E B L O O D  O F H E A L T H Y  H U M A N S  
O C C A S IO N E D  BY A D R E N A L IN

I. IN F L U E N C E  ON SE R U M  - PR  O T E IN  S 

S u m m a r y

t. 1 m g  of a d r e n a l i n  h y d r o c h lo r id e  w a s  in jec ted i n t r a m u s c u l a r l y  to hea l thv  
m e n  a n d  i ts in f luence w a s  s tud i ed :
a)  on  the  p ro t e i n  c o n c e n t r a t i o n  of the  b lood se rum ;
b) on  the  r e l a t ion  of the  r e f rac t i ve  index  to mi t rogen,  the  r e l a t ion  of 

speci f ic  g r a v i t y  to n i t r o g e n  a n d  the  r e l a t ion  of f lu id i ty  to p ro te in  n i 
t r o g e n  of the  se ru m ;

c) on  the  v o l u m e  of the  c i r c u l a t i n g  s e ru m .
2. It w a s  e s t a b l i sh ed  th a t  the  c o n c e n t r a t i o n  of p r o te i n s  in c re as e d  by 6 %  

in a v e r a g e  ( v a r y i n g  f rom 3 %  to 1 3 % )  in all t he  e x a m i n e d  ca se s  (20 
t e s t s )  u n d e r  the  ac t ion  of a d r e n a l i n ,  t he  physical  p r o pe r t i e s  of the  s e r u m  
r e m a i n i n g  u n c h a n g e d .  Th e  l a t t e r  p r oved  t h a t  no  a l t e r a t io n  occured  in 
the  q u a l i t a t i v e  co m po s i t i o n  of the  p ro te ins .  I n v e s t i g a t i o n  of c h a n g e s  in 
v o l u m e  of the  s e r u m  did no t  g iv e  a n y  def ini t e  r esul t .  N ev e r t h e le s s  the re  
is a m a r k e d  t e n d e n c y  to a d i m i n u t i o n  of v o lu m e  a f t e r  the  in ject ion  of a d 
rena l in .

3. C o n s i d e r i n g  the  ob ta in ed  r e s u l t s  an d  the  in fo rm at i o n  f ro m l i t t e r a t u r e  it 
w o u l d  a p p e a r  t h a t  the  i n c re as e  of c o n c e n t r a t i o n  of s e r u m  pro te in  is due 
to a n a t u r a l  u l t r a f i l t r a t i o n  of h u m a n  blood c a u se d  by ad r e n a l i n .

D e p a r tm e n t  o f  P h y s io lo g ic a l  C h e m is t r y  M e d ic a l  A c a d e m y  —  G d a ń sk  
Chief: prof.  d r  W. M o z o lo w s k i .
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  
V O L. i 1 9 5 4 N O T

M A R IA  JE Ż E W SK A

O Z N A C Z A N I E  G L U T A M I N Y  W M A T E R I A L E  R O Ś L I N N Y M

Z ak ład  B ioch em ii  S G G W  

K ie r o w n ik  Z a k ła d u  J. Re ifer

N i e e n z y m a t y c z n a  h yd r o l i z a  g l u t a m i n y  p rzy  w ar to śc i  p H  =  6,5, o p i s a n a  
p rzez  R e i f e r  a i T a r n o w s k ą  ( 1 ) ,  n i e  j e s t  specyf i czna  d la  g l u t a m i 
ny, n i e z n a c z n a  część m oc z n ik a  i a s p a r a g i n y  r o z k ła d a  się w r a z  z g l u t a m i n ą  
w y t w a r z a j ą c  a m o n ia k ,  co p o w o d u j e  b łą d  do 4 ,5% przy  z a w a r to ś c i  0,4 m g  
g l u t a m i n y  obok 0,1 m g  m oc zn ik a  i 1 m g  a s p a r a g i n y .  P o n a d t o  nie w ia d o m o ,  
czy w m a t e r i a l e  ro ś l in n y m  nie m a  innych  zw ią zk ó w ,  k tó re m o g ły b y  odszcz e -  
p ia ć  a m o n i a k  w w a r u n k a c h  p o d a n y c h  w w ym ie n i on e j  wyże j  p r ac y  (1) d la  
h y d r o l i z y  g l u t a m i n y  i czy wobec  t e go  a m o n i a k  o z n a c z o n y  t ą  m e t o d ą  o d p o 
w i a d a  sa m e j  g lu ta m in i e .  Aby  p r z e k o n a ć  się o tym,  z a s t o s o w a n o  h y d r o l i z ę  
e n z y m a t y c z n ą  za p o m o c ą  szcz epu  Cl. Welchii SR  12, z a w i e r a j ą c e g o  g lu ta -  
m in a zę ,  i p o r o w n a n o  u z y s k a n e  w t en  s p o só b  wy nik i  z w y n i k a m i  o t r z y m a n y 
mi  m e t o d ą  hydro l i zy  p rz y  w a r to śc i  pH  =  6,5 w  obecnośc i  bu fo ru  fos forano-  
w o - b o r a n o w e g o .  M e to d ę  r o z k ła d u  g l u t a m i n y  i k w a s u  g l u t a m i n o w e g o  za p o 
mo c ą  Cl Welchii S R  12 s to s o w a ł  K r e b s  w  t k a n k a c h  zwi e r zęc ych  ( 2 ) ,  
p r zy  cz ym  C 0 2 z r o zk ła du  k w a s u  g l u t a m i n o w e g o  o z n a c z a ł  m a n o m e t r y c z n i e ,  
z a ś  a m o n i a k  de s t y l ow ał  z p a r ą  w o d n ą  w a p a r a c i e  P a r n a s a - H e i l e r a .  W  p r ac y  
n in ie j sze j  s t o s o w a n o  des ty la c j ę  a m o n i a k u  pod  z m n i e j s z o n y m  c i śn ie n i em  
(1) z z a c h o w a n i e m  w a r u n k ó w  r o z k ł a d u  e n z y m a t y c z n e g o  g l u t a m i n y  p o d a 

nych p rze z  K r e b s a .

Z a s a d a  m e t o d y

G l u t a m i n ę  p o d d a w a n o  hydro l i z i e  n ie e n z y m a t y c z n e j  i e n z y m a t y c z n e j  
w p r ó b k a c h  p o b r a n y c h  z j e d n e g o  h o m o g e n i z a t u  ro ś l i nn e g o .  W y t w o r z o n y  
a m o n i a k  o d d e s t y l o w y w a n o  w  tych s a m y c h  w a r u n k a c h ,  tzn.  w  t em p.  40° 
i pod z m n i e j s z o n y m  c i śn ie n i em  ( p o m p a  w o d n a ) ,  i o z n a c z a n o  m e t o d ą  pod-  
b r o m i n o w ą  (1) .

[ 14 9 ]
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H o d o w l a  bak ter i i

Szczep  Cl. Welchii SR  12, o t r z y m a n y  z l a b o r a t o r i u m  prof.  S t r  a u b a, 
h o d o w a n o  w  ś r o d o w is k u  o p i s a n y m  przez  K r e b s a  (3) i M c  I l w a i n a  
i H  u g  h e s a (4) .

S k ła d  pożywki  był  n a s t ę p u j ą c y :
a)  90 ml h y d r o l i z a tu  kaz e iny ,
b) 50 ml bu l ionu  z se rca  w o lo w eg o ,
c) 40 g s i e k an in y  se rc a  w o ło w eg o ,
d) 280 ml  wody,
e) 25 ml r o z tw o r u  w y ja ł o w i o n e j  g l ikozy.

Sk ład n i k i  pożywki  p r z y g o t o w y w a n o  w  spo só b  n a s t ę p u j ą c y :

a)  H y d ro l i z a t  kaz e iny :  m i e s z a n i n ę  170 ml  s t ę ż o n e g o  H C I  i 80 ml  t e c h 
n i c z n e g o  chlo rku  t y ta n u  d o d a j e  się do 200 ml  ka z e i n y  w s to żk ow ej  kolbie.  
Z a w a r t o ś ć  kolby m ie sz a  s ię t a k  d ług o ,  aż  ca ł a  ci ecz z o s ta n i e  w c h ło n i ę ta  przez  
kaze inę ,  i n a s t ę p n i e  o g r z e w a  się a u t o k la w ie  w  c i ą g u  45 min.  w  t emp.  120°. 
O t r z y m a n y  r oz tw ór  oz ięb ia  s ię i d o p r o w a d z a  do w a r to ś c i  p H  =  6,0 —  6,5 za 
p o m o c ą  4 %  N a O H  (około 240 m l ) .  P r z y  z o b o j ę tn i a n iu  w y p a d a  ciężki,  c i em no  
z a b a r w i o n y  osa d ,  z a w i e r a j ą c y  sole ty t a n u .  Z a w a r t o ś ć  kolby  g o tu je  się w  c i ą 
g u  10 min. ,  n a s t ę p n i e  o d s t a w i a  n a  p r z e c i ą g  3 g o d z i n  w  ce lu  oz i ęb ien ia  i o d 
są c z a  s ię n a  lejku B u c h n e r a .  Do p r z e s ą c z u  d o d a j e  się 45 g  I - r z ę d o w e g o  fo 
s f o r a n u  p o t a s o w e g o  i 1 g  k w a s u  sz cz a w io w e g o ,  d o p r o w a d z a j ą c  w a r t o ś ć  p H  
do  7,6 za po m o c ą  N a O H ,  i d o p e ł n ia  s ię r o z tw ó r  w o d ą  do ob ję tośc i  1000 ml.  
N a s t ę p n i e  r o z tw ó r  g o tu je  s ię 5 min. ,  o d s t a w i a  do  oz ięb ien ia  n a  p r z e c i ą g  2 
g o d z i n  i s ą cz y  p rze z  b ibu łę  f i l t r ac y jn ą .  Ro z tw ó r  p r z e c h o w u j e  się w  c iemni  
z d o d a t k i e m  ch l o ro fo rm u;  p rze d  uży c i em  ro zc i eńc za  s ię s i edmi ok ro tn i e .

b) Bu l i c n  z se rca  w o ło w e g o :  św ie że  se rce  w oł ow e ,  p o z b a w i o n e  t łus zc zu ,  
mie le  s ię n a  k uc h e n ne j  m a sz y n c e .  500 g  z m ie l o n e g o  se rca ,  10 g  p e p t o n u  
(oxo l ub  bacto) i 5 g  N a C l  w r z u c a  się do 500 ml  w rz ąc e j  w o d y  i g o t u j e  
w  c i ą g u  20 min.  B u l i on  są czy  s ię p rze z  gazę ,  a n a s t ę p n i e  p r ze z  są cz ek  i z o 
bo ję tn ia  1 n N a O H  do  n i eb ies k ie go  z a b a r w i e n i a  b łęk i tu  ty m o l o w e g o .  O g r z e 
w a  s ię  do  t emp.  90°, p r zy  cz y m  s t r ą c a j ą  się fos fo r any ;  n a s t ę p n i e  s ą cz y  się 
n a  g o r ą c o  i po d o p r o w a d z e n i u  w a r to ś c i  p H  do 7,6 za  p o m o c ą  1 n HCI  bu l ion 
p r z e c h o w u j e  się w  lodów ce  z d o d a t k i e m  ch lo ro fo rm u.

c) S i e k a n i n a  se rc a  w o ło w e g o :  po w y g o t o w a n i u  se rca  i w y żę c i u  go  p rzez  
g a z ę  s i e k a n i n ę  su s z y  się n a  b ibu le  f i l t racyjne j  w  c i ą g u  24 godz .  W  celu 
p r z e c h o w a n i a  8 0 - g r a m o w e  porc je  s i e k a n i n y  m i e s z a  się z 50 ml  bu l ion u  
i 50 ml  w o d y  w  kolbie s to żk ow ej  i s t e ry l i zu je  w  au to k l aw ie .

d)  R o z tw ó r  g l ikozy  z a w i e r a  20 g  g l ikozy  i 1 k r op lę  s t ę ż o n e g o  k w a s u  
fo s fo ro w eg o  w  100 ml  ro z t w o r u .  S te r y l i z u je  się w  a u t ok la w ie .

P o ż y w k a  dla p r z e c h o w y w a n i a  i s zcz ep ie n i a  bak te r i i :  3 ml  b u l io n u ,  3 ml  
s i e k a n i n y  se rc a  w o ł o w e g o  i 3 ml  w o d y  w  p r o b ó w k a c h  w s t a w i a  się do  w r z ą 
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cej ł aźn i  w o d n e j  n a  30 min. ,  w  celu u su n i ę c i a  po w ie t rz a  d od a j e  s ię  n a s t ę p 
n ie  p a r a f i n y  i s t e ry l i zu je .

J a ł o w ą  po ż y w k ę  (i lości  p o d a n e  w y że j )  do hod ow l i  bak te r i i  z a s z c z e p ia n o  
d o d a j ą c  z a w a r t o ś ć  24-godz .  h o do w l i  p r ob ó wk o w e j .  Ko lba  z za sz c z e p io n ą  
p o ż y w k ą  by ła  p r z e c h o w y w a n a  w  c i ą g u  16 godz.  w  t emp .  37° w  w a r u n k a c h  
t l e n o w y ch  ( jeśl i  w z r o s t  byl  z a d o w a l a j ą c y ,  p H  pożywki  s p a d a ł o  z w a r to śc i  
od 7,6 do 4,0 —  4 ,5) .  N a s t ę p n i e  r o z t w ó r  są cz o n o  p rze z  sz k la n ą  wa tę .  P o z o 
s t a ł o ś ć  n a  l ejku p r z e m y w a n o  d w u k r o t n i e  r o z t w o r e m  soli  f iz jo log iczne j .  
P r z e s ą c z  o d w i r o w y w a n o ,  b ak t e r i e  p r z e m y w a n o  2 r a z y  r o z t w o r e m  soli  f i zjo
log iczne j  i z a w i e s z a n o  w  0,2 M  bu fo rze  o c t a n o w y m  o w a r t o ś c i  p H  4,9 (16 ml,  
3 M  o c t a n u  s o d o w e g o  z 10 ml  3 M  k w a s u  oc t o w e g o  r o z c ie ń c z a n o  do  s t ę że 
nia  nie p r z e k r a c z a j ą c e g o  0,2 M ) ,  tak,  ab y  n a  10 ml  p r z e t w o r u  p r z y p a d a ł  1 g  
m ok r y ch  bakte r i i .  T a k  p r z y g o t o w a n a  z a w ie s in a ,  p r z e c h o w y w a n a  w  lodówce ,  
nie  z m ie n i a ła  swe j  ak t y w n o ś c i  w  cz as ie  około 1 mi e s ią ca .  K a ż d a  p a r t i a  
bak te r i i  by ła  s p r a w d z a n a  n a  cz ys t yc h  r o z t w o r a c h  g l u t a m i n y  i w  p o d a n y m  
s t ę że n iu  1 ml z a w i e s i n y  był  zd o ln y  do r o z k ł a d u  z n a c z n i e  w ięk s zy c h  i lości 
g l u t a m i n y  niż w y k r y w a n o  za  p o m o c ą  h y dr o l i zy  n i e e n z y m a t y c z n e j  w  b a d a 
nych  m a t e r i a ł a c h  roś l inn ych .

O d c z y n n i k i

A) do  r o z k ł a d u  e n z y m a t y c z n e g o :
1) 3 M  k w a s  oc towy,

2) 3 M  o c t a n  sodu ,
3) 2 %  r o z t w ó r  c e t a w l o n u  ( b r o m e k  t r ó jm e ty lo c e ty l o a m o n i o w y )  1) ;
4) bufo ry  do  a l ka l i zac j i :

a)  10 g  N a H 2 P 0 4 • H 20  i 4,77 g  N a 2B 40 7 • 10 H 20  r o zpu śc ić  
w  1 1 w o d y  de s ty lo w an e j ,

b)  50 g  N a 2 B 40 7 • 10 H 20  r o zp u śc ić  w  1 1; 0,5 n  N a O H

E) do r o z k ł a d u  n i e e n z y m a t y c z n e g o :
5)  bufor  do  hydro l i zy :  51,76 g  K H 2P 0 4 i 30,5 g  N a 4B 20 7 • 10 H 20  

ro zp uś c ić  w  1 1 w o d y  d e s ty lo w an e j ,
6)  bufo r  do  a lka l i zac j i :  70 g  N a 2B 40 7 • 10 H 20  i 28 g  N a O H  r o z 

puśc ić  w  800 ml  w o d y  d e s ty lo w a n e j ,  g o t o w a ć  30 min. ,  och łodz ić  
i dop e ł n ić  w o d ą  d e s t y l o w a n ą  do ob ję tośc i  1 1.

C)  do  m i a r e c z k o w a n i a :
7a)  42,23 g  H 3B 0 3 i 7,8 g  N a O H  r o zp uś c ić  w  800 ml  w o d y  d e s t y l o w a 

nej  i g o t o w a ć  20 min. ,  oc h ł odz ić  i dop e ł n ić  w o d ą  d e s t y l o w a n ą  do 
ob ję tośc i  1 1 ,

! )  S y n tez a  ce ta w lo n u  zo s ta ła  w y k on an a  w  Z ak ład zie C hem ii O rgan iczn ej U W  przez  

m gra J B e e r a i m gra S. L e w a k a .
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7b)  20 g  K B r  ro zp uś c ić  w  k i l k u n a s t u  ml  w o d y  d e s ty lo w an e j ,  d o d a ć  
2,5 ml b r o m u  i dop e ł n ić  w o d ą  d e s t y l o w a n ą  do objęośc i  1 1. P r z e d  
o z n a c z e n i e m  d o d a ć  do 45 ml  r o z t w o r u  7a —  5 ml  r o z tw o r u  7b,  
w  p r z y p a d k u  m i e r e c z k o w a n i a  t i o s i a r c z a n e m  0,005 n a lbo do 45 ml 
r o z tw o r u  7a —  2 ml  r o z t w o r u  7b —  w  p r z y p a d k u  m i a r e c z k o w a n i a  
t i o s i a r c z a n e m  0,002 n,

8 ) krystaliczny K J,
9) r o z tw ó r  w o d n y  s t ę ż o n e g o  k w a s u  so ln e g o  1:1,

10) 0,005 n  lub 0,002 n  r o z t w ó r  t i o s i a r c z a n u  (m ia no ,  0,02 n t i o s i a r c z a 
n u  n a l eż y  s p r a w d z a ć  c od z ie n n ie ) ,

11) 0,25% roztwór skrobi rozpuszczalnej,
12) k w a s  s i a r k o w y  0,02 n do p o c h ł a n i a n i a  a m o n i a k u  p o d c z a s  d e s t y 

lacji .

P r z e b i e g  o z n a c z e ń

10 g  ś w ie ż e g o  m a t e r i a ł u  r o ś l i n n e g o  h o m o g e n i z o w a n o  w  h o m o g e n i z a t o -  
r ze  „ W a r i n g - B l e n d o r “ w  c i ą g u  3 min .  (6 r a z y  po 30 sek.)  w  w o dz ie  d e s t y 
lo w a n e j  z d o d a t k ie m  5,0 ml  3 M  k w a s u  oc t owego .  H o m o g e n i z a t  p r z e n o s z o 
no  i lośc iowo do cy l i nd ra  ze szl i f em,  d o p e ł n ia n o  w o d ą  d e s t y l o w a n ą  do o b j ę 
tośc i  100 ml  i s ą cz o no  p r ze z  są cz ek  ( p r z e s ą c z  był  p r a w i e  b e z b a r w n y ) .  P r z e 
są cz  t en  s łu ż y ł  do o z n a c z a n i a  g l u t a m i n y  m e t o d ą  z a r ó w n o  e n z y m a t y c z n ą ,  j a k  
i n i e e n z y m a t y c z n ą .  O z n a c z e n i a  j e d n ą  i d r u g ą  m e t o d ą  w y k o n y w a n o  r ó w n o 
le g le  t e g o  s a m e g o  dnia .

Do  h yd r o l i z y  n ie e nz y in a t y cz n e j  p o b ie ra n o  25 ml  p r z e s ą c z u  i d o p e ł n ia n o  
w o d ą  d e s t y l o w a n ą  do ob ję tośc i  50 ml.  W  5 ml  t e g o  r o z t w o r u  o z n a c z a n o  g l u 
t a m i n ę  m e t o d ą  I. R e i f e r a  i T a r n o w s k i e j ,  p o d d a j ą c  j ą  hydro l i z i e  
w  s p e c j a l n y c h  p r o b ó w k a c h  z 10 ml  o d c z y n n ik a  n r  5 ( p H  =  6,5) w  c i ą g u  
30 min .  n a  ł aźn i  w od n e j  o t e m p e r a t u r z e  100°. N a s t ę p n i e  r o z t w ó r  p r z e n o s z o 
no  do  ko lbk i  des ty l acy jne j  z m o d y f i k o w a n e g o  a p a r a t u  P u ch er a -V ic k er y ,  al-  
k a l i z o w a n o  5 ml bufo ru  n r  6 i o d d e s t y l o w a n o  w y t w o r z o n y  a m o n i a k  do o d 
b i e ra ln ik a  z a w i e r a j ą c e g o  12 ml  0,02 n  k w a s u  s i a rk o w e g o .  J a k o  p r ób a  ś l e pa  
s łu ż y ł o  5 ml  r oz tw o ru ,  w  k t ó r y m  o z n a c z a n o  a m o n i a k  id e n ty cz n ie  j a k  w  p r ó 
bie b a d a n e j ,  d o d a j ą c  t a k ż e  buf o ru  n r  5, a l e  n ie  o g r z e w a j ą c  w  t emp .  100°. I lość  
a m o n i a k u  o t r z y m a n a  w  p rób ie  ś lepej  o d p o w i a d a  w o l n e m u  a m o n ia k o w i ,  z a 
w a r t e m u  w  m a t e r i a l e  r oś l in ny m .

Do h y d r o l i z y  e n z y m a ty c z n e j  25 ml  h o m o g e n i z a t u  w y j ś c i o w e g o  r o z c i e ń 
c z a n o  do 50 ml  w o d ą  d e s t y l o w a n ą ,  d o d a j ą c  2 ml  3 M  o c t a n u  s o d o w e g o  
(1,25 ml  3 M  k w a s u  oc t o w e g o  z 2 m l  3 M  o c t a n u  s o d u  d a j ą  3,25 ml  b u 
foru o c t a n o w e g o  3 M,  co p r zy  rozc ie ńc ze n iu  do 50 ml  d a j e  b u f o '  o s t ęże n iu  
oko ło  0,2 M  o w a r to śc i  p H  4,9. W e d ł u g  K r e b s a  s t ę że n ie  bufo ru  m o ż e  
s ię  w a h a ć  od  0,05 do 0,2 M ) .  P r z e b i e g  hydr o l i zy  e n z y m a t y c z n e j  byt  n a s t ę 
pu jący :
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D o  kolbki  E r l e n m e y e r a  n a l e w a n o  3 ml  w o dy  de s ty lo w a n e j ,  1 ml  z a w i e 
s iny  ba k te ry jn e j  i 1 k r o p l ę  c e ta w l o n u ,  do d ru g ie j  —  3 ml  r o z t w o r u  a n a l i z o 
w a n e g o  i 1 k r o p lę  ce ta w l o n u .  Te dw ie  kolbki  r a z e m  s t a n o w i ł y  p r óbę  ś l epą .  
W tej ś lepej  p rób ie u w z g l ę d n i o n o  d o d a t k o w e  ź r ód ła  p o c h o d z e n i a  a m o n i a k u ,  
a m i a n o w i c i e  a m o n i a k  z bak ter i i  i a m o n i a k  m a t e r i a ł u  r o ś l i n n e g o  n ie  p o c h o 
d z ą c y  z r o z k ła d u  g lu t a m i n y .  Do t r zecie j  kolbki  n a l e w a n o  3 ml  r o z t w o r u  
a n a l i z o w a n e g o ,  1 ml  z a w ie s in y  ba k t e r y jn e j  i 2 k ro p le  ce ta lon u .  W s z y s t k i e  
t r zy  kolbki  w s t a w i a n o  do t e r m o s t a t u  o t e m p e r a t u r z e  40° n a  30 mi n .  P o  w y 
jęciu z t e r m o s t a t u  ci ecz z dw óch  kolbek,  n a l eż ąc y ch  do p r ó b y  ś lepej ,  z l e w a 
no r a z e m  do kolbki  d es ty la cy jn e j ,  a l k a l i z o w a n o  10 ml  o d c z y n n ik a  4a,  p r z y  
c z y m  e n z y m  s t a w a ł  się n ie cz yn n y ,  i 3 ml  o d cz y n n ik a  4b i n a t y c h m i a s t  o d 
d e s t y l o w a n o  a m o n i a k  tak,  j a k  p o d c z a s  hy dr o l i z y  n ie e n z y m a t y c z n e j .  A n a 
log iczn ie  p o s t ę p o w a n o  z p r ób ą  b a d a n ą .  Ró żn ic a  w  z a w a r t o ś c i  a m o n i a k u  p o 
m ię d z y  o b ie m a  p r ó b a m i  o d p o w i a d a  z a w a r to ś c i  g lu ta m in y .

A m o n i a k  o z n a c z a n o  m e t o d ą  p o d b r o m i n o w ą  p o d cz as  j ed ne j  i d r u g ie j  h y 
d rol izy ,  po  sko ńc zo n e j  des ty lac j i  (15 min . )  do od b ie ra ln ik a  z a w i e r a j ą c e g o  
12 ml  0,02 n  k w a s u  s i a r k o w e g o  d o d a w a n o  5 ml  o d c z y n n ik a  o t r z y m a n e g o  
p rze z  z m ie s z a n i e  o d c z y n n i k a  7a i 7 b, j a k  p o d a n o  wyże j ,  i po 3 do 5 min .  
d o d a w a n o  p a r ę  k r y s z t a ł k ó w  jo d k u  p o ta s o w e g o ,  2 ml  k w a s u  s o ln e g o  ( 1 : 1 )  
i m i a r e c z k o w a n o  t i o s i a r c z a n e m  s o d o w y m  wob ec  skrobi .

C zę ść  d o ś w i a d c z a l n a

W  czas ie  d o ś w i a d c z e ń  o k a z a ł o  się, że ce ta w l o n  j e s t  n i e z b ę d n y  p r zy  r o z 
k ł a d z ie  e n z y m a t y c z n y m  g l u t a m i n y  w  m a t e r i a l e  ro ś l in n y m .  Dla p r z y k ł a d u  
p o d a n o  niżej  wy n ik i  o t r z y m a n e  z c e t a w l o n e m  i bez c e t a w l o n u  w k i lku  a n a 
log ic zny ch  p r ó b ac h  n a  cz y s t y m  r o z t w o r z e  g lu t a m i n y :

T a b l i c a  1

0 ,707  m g  g lu ta m in y  w  3 m l a n a liz y  o d p o w ia d a  0 ,067  m g  a zo tu  
a m id o w e g o  g lu ta m in y

P ró b k i b e z  c e ta w lo n u P ró b k i z  c e ta w lo n e m

I lo ś ć  z u ż y ty c h  
m l N a 2S 20 3 0 ,0005 n

W y k r y to  m g  
N -a m id o w e g o

I lo ś ć  z u ż y ty c h  
m l N a 2S 20 3 0 ,005  n

W y k r y to  m g  
n -a m id o w e g o

2 ,50 0,058 2,88 0 ,067

2 ,18 0 ,050 2,91 0 ,067

P o z a  ty m  z b a d a n o ,  czy g l u t a m i n a ,  a s p a r a g i n a  i m o c z n ik  r o z k ł a d a j ą  się 
w  w a r u n k a c h  h y d r o l i z y  e n z y m a ty c z n e j ,  tzn.  p r zy  w a r to ś c i  p H  =  4,9 w  t e m 
p e r a tu r z e  40° w  c i ą g u  30 min.  bez  d z i a ł a n i a  bak ter i i .  W y ni k i  p r z e d s t a w i o n o  
w  t a b l i cy  2:
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T a b l i c a  2

m g  w  3 m l b u fo r u  
o c ta n o w e g o  0 ,2  M

W y n ik i m ia r e c z k o w a n ia  
N a 2S 20 3 0 ,005  n

R ó ż n ic a  m ię d z y  p rób ą  
ś le p ą  i  b a d a n ą  

w  m l Ń a 2S 20 3 0,005
P ró b a  ś le p a P ró b a  b a d a n a

G lu ta m in a  0,3 m g 3,46
3 ,50

3,50
3,46

0 ,00  m l

G lu ta m in a  2 ,28  m g 5 ,60
5 ,56

5.58
5.58

0 ,0 0  m l

A sp a r a g in a  0,3 m g 3,46
3 ,50

3,24
3,22

0,25 m l

A sp a r a g in a  8 m g 7 .40
7 .40

6 ,60
6 ,54

0 ,93 m l

M o c z n ik  8 m g 6,72
6 ,66

6 ,72
6,65

0 ,00  m l

J a k  w i d a ć  z d an y c h  t a b l i cy  2, g l u t a m i n a  i m o c z n ik  n ie  r o z k ł a d a j ą  się 
w tych  w a r u n k a c h ,  z a ś  a s p a r a g i n a  u l e g a  r o z k ła d o w i  w  p e w n y m  s topn iu ,  
p o n i e w a ż  j e d n a k  p rzy  e n z y m a t y c z n y m  o z n a c z a n i u  ś l e pa  p r ó b a  z n a j d u j e  się 
w tych sa m y c h  w a r u n k a c h ,  co b a d a n a ,  w ię c  r o z k ła d  a s p a r a g i n y  n ie  p r z e 
s z k a d z a  w  o z n a c z a n i u  g l u t a m i n y ,  lecz ty lko  o b n iż a  ś l epą.

Z b a d a n o  równ ież ,  czy ba k t e r i e  n ie  r o z k ł a d a j ą  a s p a r a g i n y  i m o c zn ik a  
( t ab l i ca  3) .  Ś le pa  p r ó b a  p r zy  o z n a c z a n i u  a s p a r a g i n y  i m oc z n ik a  s k ł a d a ł a  

się z dw ó ch  kolbek,  z k tó ry ch  j e d n a  z a w i e r a ł a  z a w ie s in ę  bakte r i i ,  a d r u g a  —  
a s p a r a g i n ę  lub m o c z n ik  w  buf orz e  o c t a n o w y m .

T a b l i c ą  3

m g  w  3 m l b u fo ru  
o c ta n o w e g o  0 ,2  M

W y n ik i m ia r e c z k o w a n ia  
w  m l N a 2S 20 3 0 ,005  n

R ó ż n ic a  m ię d z y  p ró b ą  
ś le p ą  i b a d a n ą  w  m l

P ró b a  ś le p a P r ó b a  b a d an a N a 2S 20 3 0 ,005  n

A sp a r a g in a  8 m g  

M o c z n ik  8 m g

6.53
6 .54

7,36
7,35

6,56
6 ,50

7,38
7 ,32

0 ,00  m l  

0 ,00  m l

W  celu p r z e k o n a n i a  się,  czy  ca ła  g l u t a m i n a  w  m a t e r i a l e  r o ś l i n n y m  u l e 
g a  r o z k ła d o w i  w  w a r u n k a c h  hy dr o l i z y  e n z y m a t y c z n e j ,  w y k o n a n o  o z n a c z e n i e  
w 3 i 5 ml  h o m o g e n i z a t u  r o ś l i n n e g o  p r z y  tej  s a m e j  i lości bak ter i i .  Wyni k i  
p r z e d s t a w i o n o  w t a b l i cy  4.

P o n a d t o  w y k o n a n o  do św ia d c z e n ie ,  w  k t ó r y m  d o d a w a n o  do h o m o g e n i 
za tu  d o d a t k o w e  i lości  g l u t a m i n y  i o z n a c z a n o  g l u t a m i n ę  w  r o z t w o r z e  p ie r 
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w o t n y m  i w  r o z t w o r z e  z d o d a t k i e m  g lu t a m i n y .  I lość  d o d a n e j  g l u t a m i n y  o d 
p o w i a d a ł a  2,18 m l  0,002 n N a 2S 20 ;i ( t ab l i ca  5) .

T a b l i c a  4

L . p . R o ś lin a
m l N a 2S 20 3 0 ,002  

n a  1 m l a n a liz y  
w  3 m l p r ó b ie

n m l N a 2S 20 3 0 ,002  n 
na 1 m l a n a liz y  
w  5 m l p r ó b ie

R ó ż n ic a  w  m l  
N a 2S 20 3 0 ,002  n

1 p sz e n ic a 0 ,150 0,155 +  0 ,005

2 p sz e n ic a 0,125 0 ,120 0,005

3 p sz e n ic a
e tio lo w a n a 0,186 0 ,190 +  0 ,004

4 p sz e n ic a 0 ,170 0 ,180 +  0 ,010

5 rajgras 0,142 0 ,140 0 ,002

6 k o n ic z y n a 0 ,060 0 ,060 0 ,000

7 o w ie s 0,135 0 ,136 +  0,001

T a b l i c a  5

L .p . R o ś lin a
R o z k ła d  e n z y m a t.

h o m o g e n iz a t  
m l N a 2S 20 3 0 ,002 n

R o zk ła d  e n z y m a t. h o m o 
g e n iz a t  -j- g lu ta m in a  
0 ,002  n  m l N a 2S 20 3 

0,002  n

R ó ż n ic a  o d p o w .  
g lu ta m in ie  m a te 

ria łu  r o ś lin .

1 g r o c h 0 ,76 2 ,94 2 , 9 4 -  2 ,18  =  0,76

2 g ro ch 1,12 3,31 3,31 2 ,18 =  1,13

3 łu b in 0,35 2 ,50 2 ,50  —  2,18 =  0 ,32

T a b l i c a  6

L .p . R o ś lin a W iek  
w  d n ia c h M ie s ią c

m g  % N -a m id o w e g o  
n a  św ie ż ą  m a sę R ó ż n ic a  

w  m g  %

W y k r y to
h y d r o l.

n ie
e n z y m a t.

h y d r o l, n ie -  
e n z y m a t.

h y d r o l.
e n z y m a t.

1 p sz e n ic a 11 c z e r w ie c 4,75 2 ,84 1,91 167 %
2 p sz e n ic a 7 lip ie c 3,26 2,33 0,93 140%
3 raj gras 11 , , 1,77 1,35 0,42 131 %
4 o w ie s 10 , , 3,91 2 ,98 0,93 131 %
5 ż y to 8 , , 5,12 1,85 3,27 275 %
6 ż y to 6 w r z e s ie ń 5,21 3,72 1,49 140 %
7 g r o c h 14 s ie r p ie ń 5,87 4 ,70 1,17 124%
8 g r o c h 15 y y 7,26 6 ,92 0 ,34 104%
9 łu b in 16 yy 4 ,10 2,14 1,96 191 %

10 łu b in 17 yy 5,40 3,16 2 ,24 170%
11 k o n ic z y n a 20 w r z e s ie ń 3,07 1,11 1,96 267 %
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P o  tych d o ś w ia d c z e n ia c h  w y k o n a n o  o zn a cz en i e  g l u t a m i n y  za  p o m o c ą  
hy dr o l i zy  n ie e n z y m a t y c z n e j  i e n z y m a ty c z n e j .  W ie k  roś l i n  a n a l i z o w a n y c h  
w a h a ł  s ię od 1 —  3 t y go d n i  od chwi l i  w y s i a n ia .  Ro ś l in y  w y s i e w a n o  n a  p i a 
sku,  p o d l e w a n o  je  w o d ą  i p o ż y w k ą  H  e 1 1 r i e g  e 1 a, z w y k ł ą  lub z m o d y 
f i kow aną ,  z a w i e r a j ą c ą  moczn ik ,  u t r z y m u j ą c  s t a ły  p r o c e n t  w i lg o tn oś c i .  W y n i 
ki o t r z y m a n e  obu m e t o d a m i  w  p r ze l i czen iu  n a  m g %  N - a m i d o w e g o  g l u t a 
m in y  w świeże j  m a s i e  r oś l inn e j  z e b r a n o  w  t ab l icy  6:

Dla roś l in  e t io lo w an yc h  wy ni k i  p r z e d s t a w i o n o  w t ab l i c y  7 1):

T a b l i c a  7

L .p . R o ś lin a W ie k  
w  d n ia c h M ie s ią c

m g  % N -a m id o w e g o  
n a  św ie ż ą  m a sę R ó ż n ic a  

w  m g  %

W y k r y to
h y d r o l.

n ie
e n z y m .H y d r . n ie -  

e n z y m .
H y d r o l.
e n z y m .

1 rajgras II 11 lip ie c 1,77 1,35 0,42 131 %

2 ż y to  I 9 9 9 3,26 1,39 1,87 234 %

3 p sz e n ic a  I 7 9 9 3,72 3,26 0,46 114 %

4 p sz e n ic a  II 8 9 9 3,12 3,22 0,10 97%  !

5 o w ie s  I 9 9 9 4,00 3,54 0,46 131 %

6 „ II 11 9 9 4,75 4 ,76 0 ,00 100 %

Dl a  roś l in  p o d le w a n y c h  m o c zn ik ie m ,  czyli  z m o d y f i k o w a n ą  p o ż y w k ą  
H  e 1 1 r i e g  e 1 a,  wy n ik i  p r z e d s t a w i o n o  w t ab l i cy  8:

T a b l i c a  8

L. p. R o ś lin a W ie k  
w  d n ia ch M ie s ią c

m g  % N -a m in o w e g o  
n a  św ie ż ą  m a sę R ó ż n ic a

■w m g  %

W y k r y to
h y d r o l.

n ie
e n z y m .H y d r o l,  n ie -  

e n z y m a t.
H y d r o l.

e n z y m a t.

1 p sz e n ic a 8 lip ie c 2 ,84 2,33 0,51 122%

2 rajgras 11 9 9 3,58 2 ,60 0,98 137 %

3 o w ie s 10 9 9 5,21 3,07 2 ,14 169 %

4 o w ie s 13 w r z e s ie ń 4,00 2,51 1,49 159%

Dyskusja

J a k  w y n i k a  z t abl ic ,  w  3 p r z y p a d k a c h  n a  21 z b a d a n y c h  wy nik i  o t r z y 
m a n e  m e t o d ą  h y dr o l i z y  e n z y m a t y c z n e j  i n i e e n z y m a t y c z n e j  o k a z a ł y  się

*) I —  o z n a c z a  e t io lo w a n ie  w  c ią g u  24 go d z ., a II —  48 god z.
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zg o d n e ,  p rz y  cz ym  d w a  z n ich d o t yc zy ł y  roś l in  e t io lo w a n y c h  48 godz. ,  k i edy  
i lość a m o n i a k u  n o r m a l n i e  o t r z y m a n e g o  w hy dro l i z i e  n i e e n z y m a t y c z n e j  s i l 
n ie  s p a d a  w p o r ó w n a n i u  z r o ś l i n a m i  n ie e t io lo w an y m i .  F a k t  t en  p o tw ie rd z a  
w ą t p l iw oś c i  a u t o r ó w  (1 ) ,  ( 5 ) ,  że hy d r o l i z a  n i e e n z y m a t y c z n a  nie j e s t  s p e 
cyf i czna  dla  g lu ta m in y ,  m i m o  że d o ty c h c z a s  nie m a m y  d a n y c h  o innyc h  
z w ią z k a c h  a z o t ow yc h  w m a t e r i a l e  r o ś l i n n y m ,  k tó re  w  o p i s a n y c h  w a r u n k a c h  
m o g ł y b y  ulec ca łkowi te j  lub częśc iowej  hydrol iz ie .  Ze w z g l ę d u  n a  to, że 
wyn ik i  o t r z y m a n e  m e t o d ą  h y dr o l i z y  n i e e n z y m a t y c z n e j  są  p r a w i e  z a w s z e  
w y ż s z e  i to c z a s e m  o p r ze sz ł o  2 0 0 % ,  p r ze to  o z n a c z e n i e  g l u t a m i n y  t ą  m e to d ą  
w m a te r i a l e  r o ś l i n n y m  nie p o w i n n o  być s t o s o w a n e .  B ł ęd y  m e to d y  P u c h ę -  
r a - V i c k e  r  y i modyf ikac j i  R e i f e r a  i T a r n o w s k i e j  po le g a ją  
wiec  nie ty lko na  hy d r o l i ty c z n y m  ro zk ła d z i e  a s p a r a g i n y  ( 2 ,6 % )  i m oc zn i ka  
(1 7°/o w g  P u c h e r a - V i c k e r y  i 4,5°/o w g  R e i f e r a - T a r n o w -  
s k i  e j ) ,  a l e  i n a  hydro l i z i e  n ie  r o z p o z n a n y c h  j e szc ze  z w i ą z k ó w  azo to wy ch ,  
k tó re  w  w a r u n k a c h  tych m e to d  u l e g a j ą  r o zk ła do w i  do w o l n e g o  am o n ia k u .  
J e d y n i e  m e t o d a  hy dr o l i z y  e n z y m a t y c z n e j ,  w  sz cz egó lno śc i  p rzy  z a s t o s o w a 
n iu  szcz epu  Cl. Welchii SR  12, j a k  w y n ik a  z tabl ic ,  j e s t  m e t o d ą  specyf i czną,  
p r ze to  u m o ż l i w ia  in te r p re ta c ję  w y n i k ó w  o z n a c z e ń  z a w a r t o ś c i  g l u t a m i n y  
w m a t e r i a l e  r oś l in n ym .  M o c zn ik  i a s p a r a g i n a  n ie  u l e g a j ą  hyd ro l i z i e  e n z y 
m a ty c z n e j  w  w a r u n k a c h  o z n a c z e n i a  g l u t a m i n y  (p. t a b l i c e ) ,  a n ie zn a cz n y  
r o zk ł ad  a s p a r a g i n y  p o d c z a s  inkub ac j i  m a t e r i a ł u  r o ś l i n n e g o  nie  p r z e s z k a d z a  
w o z n a c z e n i u  g lu ta m in y ,  p o n ie w a ż  ro zk ła d  ten j e s t  u w z g l ę d n i o n y  w p rób ie  
ślepej .  J e d y n a  t r u d n o ś ć  m e to d y  e n z y m a ty c z n e j  po le ga  n a  w z g l ę d n i e  d łu g im  
okres ie  p r z y g o t o w a n i a  po żywki  do hodow l i  bak te r i i  i s p o r z ą d z e n i a  zaw ies iny .  
Nie m o ż n a  p o m in ą ć  ró w n i e ż  t ego,  że w p r ac y  ze sz cz ep em  Cl. Welchii w s k a 
z a n a  j e s t  da leko  idąca  o s t r o ż n o ś ć  ze w z g l ę d u  na  g r o źb ę  infekcj i  ( zgorze l  g a 
zow a)  .

L I T E R A T U R A

1. K.  T a r n o w s k a  i I. R e i f e r ,  R o c zn ik i  N a u k  R o ln ic zych ,  61, 233, (1952).
2. H. A. K r e b s ,  B io ch em  ].,  43, 51, (1948).
3. H. A. K r e b s ,  Biochem . J., 47, 605, (1950).
4. Mc II  w a i n  & D.  E.  H u g h e s  B io ch em  !., 38, 187, (1944).
5. H. B. V i c k e r y ,  C.  W.  P u c h  e r ,  H.  E.  C 1 a r k, A.  C.  C h i b n a 11 & E.  G.  

W e s t  a 11, B iochem.  29, 2710, (1935).

O n P E A E JIE H M E  r J IY T A M H H A  B  P A C T M T E J Ib H O M  B E L gE C T B E

P  e  3  K) m  e
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B O n p e A C A e H H H  T A y T a M H H a  H e 3 H 3 H M a T H H e C K H M  T H A P 0 A H 3 0 M ,  K O T O p b i e  H B A H A H C b  

C A e A C T B H e M  r H A p o A H 3 a  M O B e B H H b i ,  a c n a p a r H H a  h  A p y r n x  a 3 0 T e o A e p » j a u j H x  c o -  

e A H H e H H H .

3. B c b h 3 h  c 3 t h m  p e 3 y A b T a T b i  n o A y n e H b i  3 H 3 H M a T H n e c K H M  n y T e M  H a  M H O r O  

H H J K e  p e 3 y A b T a T 0 B  H e 3 H 3 H M a T H H e C K O r O  o n p e A C A e H H H .

4. OnHCaHHblH MeTOA A ae T  B03M0?KH0CTb OnpeAeAHTb TAyTaMHH B KOAHHe-  

CTBBX OT 5 f  70 MHKpOrpaMMOB, C TOHHOCTblO = t  3 % .

5.  A h 3 a h 3  a a h t c h  h c  6 o A b m e  2 q a c o B .

D E T E R M IN A T IO N  O F G L U T A M IN E  IN P L A N T  M A T E R IA L  

S u m m a r y

1. A  specif ic m e th o d  for  m ic r o d e te r i n in a t i o n  of g l u t a m i n e  in p l an t  
m a te r i a l  is descr ibed.

2. U s i n g  the  s t r a i n  Cl. Welchii SR  12, e r r o r s  due  lo h y dr o l ys i s  of u r ine ,  
a s p a r a g i n e  a n d  so m e  inde f in i t e  n i t r o g e n  c o m p o u n d s  in the  d e t e r m in a t i o n  
of g l u t a m i n e  by the  n o n e n z y m a t i c  h y dr o l ys i s  m e t h o d  w e r e  e l imi na te d .

3. T he  re su l t s  o b t a in ed  by  the  e n z y m a t i c  m e t h o d  a r e  m u c h  lower  th a n  
those  o b ta in ed  by the  n o n e n z y m a t i c .

4. The  desc r ibed  m e th o d  p e r m i t s  the  d e t e r m i n a t i o n  of g l u t a m i n e  in 
q u a n t i t i e s  of 5 —  70 m i c r o g r a m s  wi th  an  ac c u r a c y  of ±3° / o .

5. Th e  t im e  neede d  for th e  a n a l y s i s  does  no t  exceed 2 hours .

D e p a r tm e n t  of B io c h e m is t r y  A c a d e m y  of A g r ic u l tu re  W a r s z a w a
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K O M I T E T  D LA  S Z E R Z E N I A  N A U K I  P A W Ł O W A

p rzy  Po l sk ie j  A k a d e m i i  N a u k  

o g ł a s z a  

K O N K U R S

na

N A J L E P S Z Ą  P R A C ę  P O P U L A R Y Z A T O R S K Ą  W  D Z I E D Z I N I E  

N A U K I  P A W Ł O W A

W  z a s a d z i e  t e m a t y k a  n ie  j e s t  o g r a n i c z o n a .  P o ż ą d a n y m  by łoby  n a ś w i e 
t l e n ie  n a s t ę p u j ą c y c h  z a g a d n i e ń :

—  Rozwój  e w o lu c y jn y  czy n n oś c i  ne rwowej ' .

—  K s z t a ł t o w a n i e  s ię m o w y  ludzkiej

—  Mie j sc e  na uk i  P a w ł o w a  w  n a u k a c h  p r z y r o d n ic z y c h  i spo łe cz ny ch

—  Z n a c z e n ie  n a u k i  P a w ł o w a  w  t eor i i  i w  p r a k ty c e  n a u k  me dy cz n yc h ,  
p ed a g o g ic z n y c h ,  p sy c h o lo g ic zn y ch  i i n ny ch

:— Ś w i a t o p o g l ą d o w e  z n a c z e n i e  n a u k i  P a w ł o w a .

Dz ie ło  p o w in n o  być o p r a c o w a n e  n a  p oz i om ie  d o s t ę p n y m  sz e ro k ie m u 
ogó ło wi .  P o ż ą d a n e  l iczne i lus t r ac je .

Z a  p race,  u z n a n e  p rze z  S ą d  K o n k u r s o w y  za  n a j l e p s ze ,  K omi te t  p r z e z n a 
cza n a s t ę p u j ą c e  n a g r o d y :

N ie z a l eż n ie  od n a g r o d y  a u t o r  o t r z y m u j e  h o n o r a r i u m  au t o r sk ie .  K o m is j a  
o r g a n i z a c y j n a  k o n k u r s u  z a s t r z e g a  sob ie  p r a w o  z a k u p u  n i e n a g r o d z o n y c h  
p r a c  w e d ł u g  o b o w ią z u ją c y c h  s t a w e k  au to r sk ic h .

S ą d  K o n k u r s o w y  będz ie  s t a n o w i ł a  K o m is j a  w y ł o n i o n a  p rze z  Komi te t  
d l a  S z e r z e n ia  Nauk i  P a w ł o w a .

P r a c e  z a o p a t r z o n e  g o d łe m  z o d d z i e l n i e  z a k l e j o n ą  k o p e r t ą  z a w i e r a j ą c ą  
n a z w i s k o  i a d r e s  a u t o r a  n a l e ż y  p r z e s y ł a ć  do K o m i t e tu  d la  S z e r z e n i a  N auk i  
P a w ł o w a .  Po l skie j  A k a d e m i i  N a u k  —  W a r s z a w a —  ul. N o w y  Ś w i a t  n r  72 
pokój  n r  139 z a d n o t a c j ą  ,,K O N K U R S “ .

I-sza n a g r o d a  w  wy so k o śc i  

T rzy  I l -g i e  n a g r o d y  po 

Pięć  I l l - ch  n a g r ó d  po

zł 1 0 . 0 0 0 . -  

zl 5.000.—  

zł 2.000.—

Termin składania prac do dnia 15 września 1954 r.

[ 16 0 ]
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