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

VOL I 1954 NO 3—4

E. MIKULASZEK

METODA ILOŚCIOWEGO OZNACZENIA SKŁADNIKÓW PRECYPITATU  
W PRECYPITUJĄCYCH SYSTEMACH W l ELOCÜKROWYCH

Z Zakładu Mikrobiologii Lekarskiej Akadem ii M edycznej w Warszawie 

i z In s ty tu tu  Dermatologii i W enetologii w Warszawie

M etody ilościowego ujęcia odczynu precypitacji swoistej przy z a s to so 
w an iu  chem icznego lub fizykochemicznego oznaczan ia  sk ładników  p o w s ta 
łego precyp ita lu  opiera ją  się albo na  m ikrochem icznym  oznaczeniu  azo tu  
w  precypitacie, lub też na pom iarze  zm ętn ien ia ,  p o jaw ia jącego  się po zm ie
szan iu  a n ty g e n u  i przeciwciała  w określonych w aru n k ach  czasu  i t e m p e ra 
tury.

W  celu zw iększenia  czułości metody oraz  jej uproszczenia  w prow adzili  
H e i d e l b e r g e r - M a c p h e r s o n  (1) o raz  H e i d e l b e r g e r - A n 
d e r s o n  (2) a także  K a b a t - K a i s e r - S i k  o r s k i  (3) j ak i K a b a t -  
B e z e r (4) oznaczenie  białka m ikrom etodą  ko lo rym etryczną, o p a r tą  na o d 
czynie  Folina-C iocalteu . W spom niane  m etody m ogą  jed n ak  u legać da lszem u 
udoskonalen iu  i rozszerzeniu .

W p rzypadku  kiedy użyty w  odczynie precyp itacy jnym  an ty g en  jest wie- 
locukrowcem  lub sym pleksem  w ielocukrow ym , możliwe jest w prow adzen ie  
ko lo rym etrycznych  m ikrom etod do oznaczen ia  za rów no  białek, jak  i wielo- 
cukrów  w precypitacie. Jak o  metodę m o g ącą  mieć szerokie zas tosow anie ,  
proponu ję  rów noczesne  oznaczenie  w precypitacie  w ęg low odanów  m etodą 
a lfa -naf to low ą w ed łu g  Dischego o raz  oznaczan ie  białek m ikrom etodą Folin- 
C iocalteu w modyfikacji podanej przez K a b a t a - M a y e r a  (5 ) .  Jako  
w zorca na leży  w tej metodzie użyć, przy  oznaczeniu  w ęg low odanów  ro z 
tw oru  d -m annozy  o znanym  stężeniu , zaś jako  s ta n d a rd u  do oznaczen ia  
b iałka roz tw oru  gam m a-g lo b u l in y  surowicy, przy  czym na jlepsze  wyniki 
o trzym uje  się s to su jąc  gam m a-g lo b u l in ę  pochodzącą  z tego g a tu n k u  zw ie
rzęcia, k tóre  dos tarczyło  surowicy precypitu jącej w danym  systemie.

W sze regu  oznaczeń  okaza ła  się odpow iednia  n as tęp u jąca  technika: 
w małych probów kach  wirówkowych (pojem ności 3 ml) przyrządzić  w  dwóch 
równoleg łych  szeregach  sp ad a jące  rozcieńczenia  a n ty g en u  wielocukrowego, 
począw szy  od roztw oru  zaw ie ra jąceg o  10 m g  a n ty g en u  w ml, d ro g ą  d a l 
szych rozcieńczeń w postępie geom etrycznym ; objętość roztw orów  an ty g e n u
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164 E. MIKULASZEK

wynosi s ta le  0,5 ml. Do każdej probówki dodać  po 0,5 ml precypitu jącej su 
rowicy odpornościowej, ca łość  zm ieszać, po czym pozostaw ić  24 godz iny  
w lodowni 0— 2°. Na d rugi dzień odw irow ać  pow sta łe  precyp ita ty  a) p rze 
nosząc płyn nad p recyp ita tem  b) ilościowo do d rug ieg o  sze regu  probówek; 
oddzielone precypitaty  trzykro tn ie  dok ładn ie  przem yć oziębionym  płynem  
fizjologicznym, a po o s ta tn im  o dw irow an iu  precypita ty  rozpuścić  w 0,5 ml 
0,1 N N aO H . W o trzym anym  roz tw orze  precyp ita tu  oznaczyć  w 0,2 ml z a 
w artość  w ęg low odanów  jako  m a n n o zę  o raz  białek jako  gam ina-g lobu liny . 
Jako  kontrole  służą: 1/ 0,5 ml su row icy  +  0,5 ml p łynu fizjologicznego, 
2) 0,5 ml roz tw oru  an ty g en u  o zaw ar to śc i  0,1 m g/m l +  0,5 ml p łynu  fi
zjologicznego.

W ynik dwóch rów noległych oznaczeń  precyp ita tu  podać  jako średn ią  
ary tm etyczną.

Do płynu  nad  precypita tem  b ) ,  p rzen ies ionego  do dwóch szeregów  p ro 
bówek, dodać w jednym  szeregu  po 0,5 ml użytej surow icy precypitacyjnej,  
zaś w d ru g im  szeregu  po 0,5 ml roz tw oru  uży tego  an ty g en u  (w stężeniu  
1 m g /m l) ,  po czym z obom a sze regam i pos tępow ać  jak  przy precypitacji 
wyjściowej, z tą tylko różnicą, że oznaczen ie  w ęg lo w o d an ó w  i b ia łek  do 
tyczy jedynie  precypita tu , nie zaś  p łynu  nad  precyp ita tem , który się od 
rzuca. Jak o  uproszczenie  m etody m ożna  przy  bad an iu  p łynu  nad  precyp i
ta tem  b) zas to sow ać  w  miejsce ko lo rym etrycznego  oznaczen ia  w ę g lo w o d a 
nów i b ia łek  fotom etryczne oznaczenie  gęstości optycznej, pow sta łe  w  pre- 
cyp itu jącym  system ie po 20-m inu tow ym  p rzechow aniu  w 20°.

P rzy k ład y  oznaczenia  system u p recyp itacy jnego  w ielocukrowego:
P rzy  konstrukcji  tych tablic przyjęto , że precyp itu jące  przeciw ciało  prze- 

ciwwielocukrowe jest w p rzew aża jące j  ilości identyczne z gam m a-g lo b u l in ą  
surowicy konia  i zaw iera  przy o znaczen iu  m etodą a lfa -nafto low ą w g  Dische- 
go 2,0% w ęglow odanu  jako  m annoza .  O d e jm u jąc  od całkowitej ilości w ę
g low odanów , oznaczalnych  m etodą a lfa -naf to low ą i zna jdu jących  się w  pre- 
cypitacie, ilość w ęg low odanów  g am m a-g lo b u l in y ,  obliczoną z zaw artośc i  
białka precypita tu , o trzym ujem y ilość w ęg lo w o d an ó w  precypita tu ,  pocho
dzącą z an tygenu .

Tą d rogą  m ożna obliczyć:

1) całkowity  odsetek  w ęg lo w o d an ó w  w precypitac ie  (jako  m a n n o z a ) ;
2) odsetek w ęg low odanów  pochodzących z an ty g en u ;  3) odsetek  dodanego  
wielocukru, p o jaw ia jący  się w precypitacie.

W rzeczywistych wielocukrowych reakcjach  precypitacy jnych , liczby w 
ko lum nach  8 i 9 w ykazu ją  s ta ły  i w y raźn y  spadek , podczas  gdy  liczby 
kolum ny 10 w ykazu ją  w zrost dochodzący do 100% a naw et go p rz e k ra cz a 
jący  (w przypadku, gdy an tygen  zaw ie ra  w ęg low odany , d a jące  silnie jszą 
od m annozy  barw ę w  odczynie a l fa -n a f to lo w y m ).
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T  a b 1 i c a 1

M annan z Candida albicans surowica odpornościowa królika nr 1359 
(system precypitacyjny o bardzo szerokiej strefie ekwiwalencji)

a b c d e f  ! g I h i j k j 1 m n | o 1 p 9 kontr.

mannanu
m g 5,0 2,5 1,25 0,62 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025 0,0012 0,0006 0,0003 0,00015

!>OOoocT 0,000
surowicy

m l 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

24 godziny 2°

1 2 3 4  j 5 6 7 j 8 9 10

Białko w  
precypitacie 

m g

Całkowity 
wielocukier 
w  precypi

tacie 
m g

W ielocukier 
pochodzący 
z antygenu  

m g

Płyn nad
precypitatem

1

mannan. 
(m g/m l) 
Opinana 
Opt. D

Płyn nad 
precypitatem

+
surowi cy 
0,5 ml 
Opt. D

Strefy: A =  nad
miaru antygentu 
Ekw — ekwiwa
lencji P — nad

miaru przeciwciała

w iw = i  
n n  w5rm  
% mannozy 
w  precypi

tacie

% m annozy  
antygenu w  

całkowitej 
mannozie 

precypitatu

% dodanej 
mannozy- 

w/antygenu 
w precypita

cie

a 0,029 0,029 0,029 0,000 0,027 A 50,0 100,0 0,006
b 0,033 0,032 0,031 0,000 0,020 A 47,7 96,8 . 0,012
c 0,039 0,048 0,047 0,000 0,013 A 54,0 97,9 0,037
d 0,056 0,079 0,078 0,000 0,008 A 57,7 98,7 0,12
e 0,130 0,088 0,085 0,000 0,001 Ekw 38,9 96,6 0,27
f 0,844 0,245 0,229 0,000 0,000 Ekw 21,0 93,5 1,4

g 1,418 0,318 0,290 0,000 0,000 Ekw 16,7 91,2 3,7
h 1,668 0,272 0,238 0,000 0,000 Ekw 12,2 87,5 6,1
i 1,384 0,157 0,130 0,000 0,000 Ekw 8,4 82,7 6,6

j 1,170 0,126 0,102 0,000 0,000 Ekw 7,3 80,9 10,4
k 0,957 0,088 0,069 0,001 0,000 P 6,6 78,4 14,1
1 0,642 0,058 0,045 0,004 0,000 P 6,4 77,6 15,5

m 0,448 0,040 0,031 0,007 0,000 P 6,3 70,7 21,4
n 0,396 0,032 0,024 0,009 0,000 P 5,6 75,0 33,3
o 0,332 0,021 0,015 ' 0,012 0,000 P 4,2 71,4 41,7

P 0,277 0,016 0,011 0,015 0,000 P 3,7 68,7 61,1

q 0,202 0,010 0,006 0,017 0 ,0 0 0 P 2,7 60,0 66,6

kontr.

Acta Bio

0,000

cham ica str. ¡6̂

0,000

/ ] 65

0,000 0,018 0,000 Phttp://rcin.org.pl
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168 E. MIKULASZEK

K olum ny 5 i 6 um ożliw ia ją  oznaczenie  punk tu  bądź strefy  ekwiwalencji 
o raz  —  n a  podstaw ie  ogólnie  przyjętych p o g ląd ó w  — w yprow adzen ie  w n io 
sków co do jednorodności an ty g en ó w  i p rzeciw ciał w re a g u ją c y m  system ie 
precypitacy jnym .

Z a łączone  krzywe, podane w sposób konw encjona lny , i lu s tru ją  przebieg  
zb ad an y ch  odczynów  precypitacyjnych.

Rys. 1

Rys. 2

O p isa n ą  m etodę  m ożna zas to sow ać  rów nież do b ad an ia  sys tem ów  p re 
cypitacyjnych, w  których a n ty g en am i są glikoproteidy, glikolipidy, nukleo- 
p roteidy a n a w e t  p roste  białka.
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Z ałączona  tabela  ilustru je  4 wpływ sk ładu  an ty g en u  na p rzeb ieg  odczynu 
p recyp itacy jnego  oraz  w pływ  zaw artośc i serologicznie  czynnych wielocu- 
k row ców  bądź  u g ru p o w ań  w ęglow odanow ych w dodanym  an tygenie .

W  wielocukrowych system ach precypitu jących s tw ierdza  się n a s tęp u jące  
praw id łow ośc i:

a) P o ró w n a n ie  krańcow ej strefy n a d m ia ru  an ty g en u  ze s tre fą  ek w iw a
lencji o raz  ze strefą  k rańcow ego  n a d m ia ru  przeciw ciała  w ykazu je  w  ko
lu m n ach  2, 3, 4 bardzo  znaczny  spadek, w ko lum nach  5, 6 , 7 w y raźn y  s p a 
dek, a w ko lum nach  8 , 9, 10 wzrost,  dochodzący w niektórych sys tem ach  
do 100% w strefie n a d m ia ru  przeciwciała.

W  sys tem ach  precypitu jących niewielocukrowych p raw id łow ości tych 
nie s tw ie rd za  się.

b) W  kolum nie  2 s tw ierdza  się korelację  między sk ładem  użytego  a n ty 
gen u  a odsetkiem  w ęg low odanów  w precypitacie; liczby odnoszące  się do 
oczyszczonych an ty g en ó w  wielocukrowych są znaczn ie  wyższe od liczb, 
o trzym anych  przy użyciu sympleksów, zaw iera jących  niższy odsetek  w ęg lo 
w odanów . W  system ach precypitacyjnych, w których surow ica  odpornośc io 
wa w sto sunku  do użytego  an ty g en u  nie jes t  hom ologiczna, liczby kolum ny  
2 są n iższe od liczb system u hom ologicznego.

c) W strefie  n ad m ia ru  an tygenu  odsetek w ęg low odanów  w precypitac ie , 
je s t  s ta le  w yższy  aniżeli w, strefie ekwiwalencji,  k tóry  ze swej s trony  je s t  
w yższy aniżeli w strefie n a d m ia ru  przeciwciała . W strefie  n a d m ia ru  a n ty 
genu  płyn nad  odw irow anym  precypita tem  zazw yczaj nie zaw iera  już  p rz e 
ciwciał reagu jących  z hom ologicznym  an tygenem , n a to m ias t  m oże on j e 
szcze być czynny wobec he te ro log icznego  an ty g en u  wielocukrowego.

Metoda ta  n a d a je  się do:
1) określenia  ilościowych s tosunków  łączenia  się an ty g en u  z p rzec iw 

ciałem;
2 ) określenia  punk tu  ekwiwalencji o raz um iejscow ienia  stref n a d m ia ru  

a n ty g e n u  i n a d m ia ru  przeciw ciała;
3) s tw ierdzen ia  jednorodności an ty g en u  w system ie  precypitacy jnym ;
4) określenia  odse tka  w ęg low odanów  w precypitacie;
5) oznaczen ia  s to sunku  dodanego a n ty g en u  do an tygenu , z aw ar teg o  

w precypitacie;
6 ) s tw ierdzen ia  różnic ga tunkow ych u użytych przeciwciał;
7) oznaczen ia  liczby przeciwciał zaw artych  w użytej surow icy precypi- 

tacyjnej;
8 ) u s ta len ia  sym etryczności krzywej precypitacyjnej.

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

O pracow ano  fotom etryczną m ikrom etodę, um ożliw ia jącą  w swoistych 
;precypitatach oznaczenie  zaw artośc i  białek i wielocukrów. M etodą  tą  zba-
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170 E . M I K U L A S Z E K

dano szereg  wielocukrowych system ów  precypitacy jnych , przy  czym udało 
się rozdzielić wielocukry, pochodzące z dod an eg o  a n ty g e n u  od wielocukrów, 
pochodzących z przeciwciał surow icy precypitu jącej.  Za pomocą za łączo 
nych tabel i wykresów zad em o n stro w an o  możliwości p roponow anej metody 
oraz  zas ięg  jej z a s to sow an ia  w badan iach  im m unologicznych .
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KOJIMHECTBEHHOE OnPE^EJIEHME COflEPXCAHMH EEJIKOB 
M nO JIM C A X A PM flO B  B  CIIEITM cD H H ECKM X n P EIJM IT M T A T A X

C o # e p 2 K a H H e

H oBbIH  (JjOTOMeTpHMeCKHH MHKpO-MeTOfl, OnpefleAHIOIUHH COAepiKaHHe ÓeAKOB 

u  n o A H ca x a p H flo e  b cn e ^ tp H n e c K H X  n p e ^ n H T a T a x  6b iA  p a 3 p a ó o T a H  aBTopoM . 

3 t o t  MeTOfl npHMeHHACH n p n  H3yneHHH ^ A o r o  p a ^ a  n oA H caxap H ^ H b ix  n p e y u -  

nH T aynoH H bix npH M epoB . ripHTOM y c n e u iH o  npoH 3B O flH A ocb oT^eA eH H e T ex  it o a h -  

CaXapHflOB, HCTOHHHKOM KOTOpbIX 6bIA npHÓaB AeHHblH aHTHreH, OT flpyrH X  n o -  

AHCaxapHflOB, KOTOpbie ÓblAH flOCTaBAeHbl aHTHTeA3MH npe^ IIH T H p yiO IIjeH  Cbl- 

nopOTKH.

n P H n o M o iU H  n p H B e ^ e H i H b i x  B H a c T o a u j e M  T p y ^ e  TaÓAHU, h  A H a r p a M M  H a -

TJ .HflHO n p e A C T a B A e H b l  B 03M O JK H bie  AOCTHJKeHHH HOBOTO M CTOfla  a  T a K iK e  B 0 3 M 0 -  

jkhocth  e r o  n p H M e H e H H H  n p n  H M M y H O A o r n q e c K H x  H C C A e f lO B a m iH x .

A METHOD FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE COMPONENTS 
OF PRECIPITATED POLYSSACHARIDE SYSTEMS.

S u m m a r y

A photom etric  m icrom ethod w as  w orked out for the s im u ltaneous  e s t i 
m ation  of protein and  po lysaccharides  in specific prec ip ita tes . A series of 
p rec ip i ta t in g  polysaccharide  sys tem s w as  exam ined; it w as  possible to 
es t im ate  in specific prec ip ita tes  fhe app rox im ate  am oun t of polysaccharides , 
o r ig ina lly  p resen t in the an tigen ,  as also the  am o u n t  of carbohydra tes ,  fo r
m in g  a pa r t  of the antibody.

The accom pany ing  tab les  and  d ia g ra m s  d em o n s tra te  the  possibilities of 
the  proposed method and  its usefu lness  in im m unological investiga tions.
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C ennym  poszerzeniem  zakresu  zas to sow an ia  ch rom atog raf i i  bibułowej 
było w ykorzystan ie  tej m etody przez P a r t r i d g e ‘a i W e s t a  1 l a  (1) 
do rozdzielania  i identyfikow ania  cukrowców. C hro m ato g ra f ia  cukrow ców  
pozw ala  na  rozdzielenie m ieszaniny  cukrowców, różniących się m iędzy sobą 
w yraźnie  w artośc iam i w spółczynników  rozdzielczych Rf. P rzy  za s to sow an iu  
postępow ania  opracow anego  przez P a r t r i d g  e ‘a wiele cukrow ców  nie 
da je  się jed n ak  oddzielić od siebie z powodu bardzo  bliskich w artośc i  ce
chujących te związki w spółczynników  rozdzielczych. P róby  modyfikacji p ie r 
wotnej m etody P a r t r id g e ‘a u su w a jąc  pewne jej n iedogodności s tw a rz a ły  
inne trudności (2 ), tak  że ch rom atograf ia  bibułowa, odda jąc  wielkie us ług i 
przy analiz ie  cukrowców, nie może dotychczas sp ros tać  w szystk im  w y m a 
ganiom , jakie  s taw ia ją  bad an ia  w tej dziedzinie.

B o s e k  e n  (3) b ad a jąc  zachow anie  się w ielow artościow ych alkoholi 
w roztw orze kw asu  borow ego w ykazał, że obie te su b s tan c je  tw orzą  z w ią 
zek o większej zdolności dysocjacji niż czysty kw as borowy. Dodatek  w ielo
w artośc iow ych alkoholi do roztworu kwasu borow ego zwiększa znaczn ie  je 
go przewodnictwo. Reakcja między kw asem  borow ym  a w ie low artośc iow ym  
alkoholem zachodzi w ów czas, gdy dwie sąs iad u jące  ze sobą g rupy  w o d o ro 
tlenowe z n a jd u ją  się w pozycji cis (a) .

I
H — C— O H

I
H — C — O H

I
cis

W toku reakcji jonu  boranow ego  (b) z polialkoholem m ogą  w ytw orzyć 
się dwa typy związków:

H — C— O H
I'

H O — C— H
I

trans

a)

[171]
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172 B. GALOS i W. OSTROWSKI

' i r o  n u -

Jed en  typ kom pleksu  (c) pow sta je  przy m ałych stężen iach  diolu a d u 
żych stężeniach  4-boranu , n a to m ia s t  d rugi typ kom pleksu (d) pow sta je  przy 
n iedom iarze  boranu  w  s to su n k u  do diolu (4). Zdolność dysocjacji kom ple
ksów  boranow ych za leży  od pH  roztw oru , od s tężenia  jonów  boranow ych 
i s tężen ia  cukrowca (5). Tendenc ja  do w y tw arzan ia  kom pleksu z boranem  
w z ra s ta  w  w ielow artośc iow ych a lkoholach w m iarę  w zrostu  ilości g rup  w o 
dorotlenowych, sąs iad u jący ch  ze sobą w konfigurac ji  cis. Na przyk ład  g l i
cerol reag u je  z bo ran em  słabiej niż erytrytol,  ten zaś  słabiej niż a rab ito l itd. 
Ketozy re a g u ją  łatwiej z bo ranem  niż aldozy, formy py ranozow e reag u ją  
trudn ie j niż furanozow e. Z powyższych danych wynika, że s t ru k tu ra  p rze 
s trzen n a  w ielow artośc iow ych alkoholi decyduje  o na tężen iu  reakcji z bo
ranem  i że wobec tego  różne  cukrowce pow inny  różnić się m iędzy sobą pod 
w zg lędem  zdolności do w y tw a rz a n ia  połączenia  z jonem  boranow ym . D a l
szą konsekw encją  tych faktów  pow inny  być różne s topnie  dysocjacji kom 
pleksów boranow ych różnych cukrów  i różna  ruchliw ość w polu e lek try 
cznym.

W roku 1949 K r e j  c i  i w spó łp racow nicy  (5) po raz  p ierw szy  wyko
rzysta li  różną  ruchliw ość  kom pleksów  boranow ych różnych cukrow ców  w 
polu e lektrycznym  do rozdz ie lan ia  m ieszan iny  cukrowców, p o s łu g u jąc  się 
k lasyczną  m etodą elektroforezy w g  T i s e 1 i u s a. A utorow ie ci nie próbo
w ali identyfikować rozdz ie lanych  w ten sposób związków, pop rzes ta jąc  na  
s tw ierdzen iu  możliwości p rep a ra ty w n eg o  rozdzielenia w.ielocukrowców o b d a 
rzonych w łasnośc iam i im m unologicznym i. W  kilka la t  później o dm ienna  r u 
chliwość kom pleksów  boranow ych  cukrow ców  w polu elek trycznym  zosta ła
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ROZDZIELANIE CUKRÓW ZA POMOCĄ ELEKTROFOREZY BIBUŁOWEJ 173

w y k o rzy s tan a  przy użyciu elektroforezy bibułowej do celów ana litycznych . 
C o n s d e n  i w spó łp racow nicy  (6 ) badali ruchliw ość kom pleksów borano-  
wych niektórych jedno- i kilkocukrowców przy różnych pH, p o s łu g u jąc  się 
e lek troforezą  b ibułową. J a e n i c k e  (7) w ana log iczny  sposób rozdz ie la ł  
m ie szan in y  trzech pentoz i trzech hekzoz. M i c h e e 1 i w spó łp racow nicy  
(8) ,  pos łu g u jąc  się a p a ra tu rą  do p repara tyw nej elektroforezy b ibułow ej, 
rozdzie la li  m ieszan iny  celobiozy, ram nozy , m annozy  i glikozy. G o l d m a 
c h e r - M a l l i n c k r o d t  (9) przy e lektroforetycznym  rozdzie lan iu  jedno- 
cukrow ców  od wielocukrowców z am ias t  bibuły używ ał jedw abiu . P ró b y  ro z 
dz ie lan ia  niektórych cukrowców oraz  alkoholi w ie low odorotlenow ych za po 
m ocą elektroforezy bibułowej p rzep row adza li  rów nież W o o d i n (10) 
i M  i c h i  (11).

W szystk ie  wyżej w ym ien ione  b ad an ia  og ran icza ły  się do prób o k re ś 
lenia ruchliwości w polu elek trycznym  kom pleksów  boranow ych nielicznych 
za ledw ie  cukrów, bez rozc iągn ięcia  tego  sposobu postępow ania  na  p ro 
dukty  hydrolizy  kilko- i w ielocukrowców. W obec tego, że e lektroforetyczny 
rozdz ia ł  cukrów  w postaci kom pleksów  boranow ych je s t  zab ieg iem  w zg lędn ie  
pros tym , t rw a jący m  znacznie  krócej niż ch rom atog ra f ia  bibułowa, p o s ta w i
liśm y sobie za zadan ie  sys tem atyczne  opracow anie  najdogodn ie jszych  w a 
runków , w których da je  się p rzep ro w ad zać  rozdzia ł kom pleksów  b o ra n o 
wych, określenie  ruchliwości na jpospolitszych  cukrów  i ich pochodnych o raz  
próby za s to sow an ia  tej techniki do ana lizy  kilko- i w ielocukrowców.

M etoda

- E lektroforetyczny rozdział p rzep ro w ad zan o  za pom ocą a p a ra tu ry ,  o p r a 
cow anej i opisanej przez nas  pop rzedn io  (12). P asek  bibuły W h a tm a n  n r  4 
zwilżono buforem i n ak ład an o  m ikrop ipetą  10 ul 1% roztw oru  cukru  na  linii 
poprzecznej, przechodzącej przez środek  paska. Do rozdz ie lan ia  cukrów  u ż y 
w ano buforu boranow ego  o składzie: 0,05 M H 3B 0 3 +  0,05 M K G  +  
- f  0,012 M N aO H , pH 8 ,6 , u =  0.1. C zas  t rw a n ia  elektroforezy w ynosił  8 
godzin , napięcie 195 V, na tężen ie  ok. 15 mA, te m p e ra tu ra  21°. Po ukończe
niu rozdzia łu  pasek bibuły był su szony  na pow ietrzu  i sp ryskany  o dczyn
n ikiem  anil ino-f ta lanow ym  w g  P a r t r i d g e ' a  (13) ,  o składzie: 9,93 g  
przedes ty low anej  aniliny  -f- 1,66 g  kw asu  fta low ego w 100 ml bu tano lu  n a 
syconego wodą i zakw aszonego  kilkom a kroplam i k w asu  octowego lodow e
go. Zwilżony odczynnikiem  p asek  bibuły um ieszczano  w suszarce  w te m 
p e ra tu rze  105° na czas 10— 15 m inut.  P o  zas to so w an iu  tych zab iegów  p lam y  
odpow iada jące  położeniu poszczególnych cukrów  uzysk iw ały  odpow iednie  
zabarw ien ie ,  charak te rys tyczne  dla pewnych typów  cukrów. O dczyn ten  d a 
ją  w szystk ie  cukry oprócz treha lozy  i heksytoli. Ilość cukru  m n ie jsza  niż 
1 pg  da je  się jeszcze na  bibule w ykazać. W świetle  pozafio łkowym  b a rw n e  
p lam y  w yraźn ie  f luoryzują , przy  czym na tężen ie  p lam  fluorescencyjnych je s t
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znacznie  w yraźn ie jsze  niż w świetle  w idzia lnym  i d la tego  w ykryw anie  b a r 
dzo drobnych ilości cukrowców daje  się wygodniej p rzeprow adzić  w św ie t 
le pozafiolkowym. Kilkocukrowce w po rów nan iu  z m onozam i da ją  znaczn ie  
s łabsze  zabarw ien ie ,  często niewidoczne po p ierw szym  spryskaniu .  Kilko
cukrow ce należy więc sprysk iw ać 2 lub 3-krotnie odczynnik iem  i przedłużyć 
czas o g rzew an ia  do 20 minut.

T rehalozę  w ykazyw ano  po zhydro lizow aniu  w iązan ia  glikozydowego 
przez sp rysk iw an ie  paska  bibuły 18% HC1 i o g rzew an ie  w 100° przez 10 
minut. Dopiero po tym zabiegu  sp rysk iw ano  odczynnikiem  anilino-fta lano- 
wym i w yw oływ ano zabarw ien ie  w  suszarce.

H eksyto le  w ykazyw ano  roztw orem  cz terooctanu  o łow iow ego w b en ze
nie (11). Po  spryskan iu  i p o dgrzan iu  lam pą  podczerw oną cały pasek bibuły 
zab a rw ia  się na b runa tno ,  z w yją tk iem  miejsc, gdzie  z n a jd u je  się alkohol. 
P o w a ż n y m  źródłem  błędu przy p rzep row adzan iu  elektroforezy kom pleksów 
boranow ych cukrowców jest  równocześnie  p rzeb iega jące  z jaw isko elektro- 
osmozy. Z jaw isko to w ystępu je  skutkiem  tego, że roz tw ór buforowy p rz y j
m uje  ład u n ek  dodatni,  n a to m ias t  pasek bibuły ładunek  ujem ny. W y tw arza  
się w ów czas  pole elektryczne, w k tórym  obserw uje  się p rzep ływ  cieczy od 
b ieguna doda tn iego  do ujem nego, znoszący  do b ieguna u jem nego cząs tecz 
ki obdarzone  ładunk iem  u jem nym , w ędru jące  więc zasadn iczo  do b ieguna  
doda tn iego . T rudności w ynika jące  z tego  z jaw iska  om ija l iśm y  w ten spo
sób, że rów nolegle  z roztw orem  b ad an eg o  cukru um ieszczano  na pasku  bi
buły kroplę  roztw oru  k rea tyn iny  (6 ). W buforze o pH  8,6 k rea ty n in a  nie 
w ędru je  w  polu e lektrycznym  i u lega  przesunięciu  na  pasku  tylko dzięki 
s iłom elektroosmozy. W  tych w arunkach  odległość położenia  k rea tyn iny  pc 
ukończeniu  elektroforezy od miejsca, w którym  zos ta ła  um ieszczona przed 
elektroforezą, jes t  m iarą  sił elektroosmozy. P rzy  obliczaniu  ruchliwości do
dano  d rogę  przebytą  pod w pływ em  sił elektroosm ozy do drogi przebytej 
dzięki elektroforetycznej ruchliwości, czyli

u — ruchliwość
Sa — droga  substancji  badane j
Sb — d roga  krea tyn iny
E — napięcie  w V
1 — d ługość  paska bibuły w cm
t — czas w sek.

Po łożenie  k rea tyn iny  na pasku  bibuły w ykazyw ano  przez sp ryskan ie  
paska  zasadow ym  roztw orem  p ik rynian iu  sodu. N aty ch m ias t  po spryskan iu  
w ystępu je  in tensyw na pom arańczow a  barwa.

Roztw ory  cukrów przygo tow yw ano  z p repara tów  o ana li tycznym  stopniu  
czystości przez rozpuszczenie  w buforze boranow ym . K was g likuronow y
o trzy m an o  przez hydrolizę  es tru  m ento lu  i kw asu  g likuronow ego  (14) —
ester m ento lu  i kw asu  g likuronow ego  o trzym ano  z moczu królików k a rm io 

Sa +  Sb 
u =  - jr ~

- r  • t
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nych m ento lem  w g  m etody W ill iam sa  (15). Kwas ga lak to u ro n o w y  uzyskano  
z k w asu  p o liga lak tou ronow ego  przez hydrolizę  1 N H 2S 0 4 w  110° w ciągu  
3 godzin.

K

Rys. 1. Elektroforetyczny rozdział pentoz: 1) ksyloza,
2) arabinoza, 3) ryboza, 4) ramnoza, 5) fukoza

Rys. 2. Elektroforetyczny rozdział heksoz: 1) glikoza, 
2) galaktoza, 3) sorboza, 4) mannoza, 5) fruktoza

Rys. 3. Elektroforetyczny rozdział kilkocukrowców: 1) ce- 
lobioza, 2) maltoza, 3) laktobioza, 4) sacharoza, 5) meli- 

bioza, 6) rafinoza, 7) trehaloza

O m ów ien ie  w yników

Na rysunkach  1, 2 i 3 p rzed s taw io n e  są e lek tro ferogram y trzech grup  
cukrowców, tj. pentoz, heksoz i kilkocukrowców. Linia oznaczona  literą  
K na wszystkich rysunkach  oznacza  um iejscow ienie  k rea tyn iny  po elektro-
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foretycznym  rozdzieleniu. Od tej linii m ierzono d rogę przeby tą  dla oblicze
nia ruchliwości poszczególnych cukrowców. Z ry sunków  widać, że w szy
stkie cukry  w buforze bo ranow ym  o pH 8,6 w ęd ru ją  do anody. Najszybciej 
w ędru ją  ketozy (sorboza i fruktoza ( rys. 2 ), nas tępn ie  pentozy  oraz aldohek- 
sozy, n a jn iższą  ruchliwością  odzn acza ją  się kilkocukrowoe. Należy również 
zwrócić uw agę  na fakt, że m etylocukry jak  ram n o za  i fukoza w ędru ją  znacz 
nie wolniej niż pentozy i heksozy. Kilkocukrowce w po rów nan iu  z m onozam i 
w ykazu ją  bardzo m ałą  ruchliwość, przy czym w ogóle różnice ruchliwości 
poszczególnych kilkocukrowców naw et różniących się znaczn ie  s t ru k tu rą  
cząsteczki — są bardzo  m ałe  (por. tab. I) .  Spośród  kilkocukrowców n a j 
w iększą  ruchliwość w ykazuje  melibioza w ędru jąc  znaczn ie  szybciej niż mo- 
noza — ram noza. Podobnym  przykładem  jest  również rafinoza , k tóra  w ę
dru je  szybciej niż celobioza i sacharoza , co w skazu je  na w iększą zdolność 
reakcji rafinozy z jonem  boranow ym  niż w  przypadku  innych kilkocukro
wców.

Rys. 4. Elektroforetyczny rozdział kwasów uranowych. 
1) kwas glikuronowy, 2) kwas galaktouronowy, 3) mie

szanina obu kwasów.

Rys. 5. Porównanie szybkości wędrowania heksytoli i od
powiadających im cukrów: 1) sorboza, 2) sorbitol, 3) mari- 

noza, 4) mannitol.

Na rys. 4 p rzedstaw iony  jest  p rzykład  e lektroforetycznego rozdzie lan ia  
kw asów  uronowych. J a k  w idać z rysunku  o raz  tab. I ruchliwość tych po
chodnych cukrowców jes t  bardzo  znaczna  i ok. 1,5 raza  w iększa niż keto- 
heksoz. Z am ian a  więc p ierwszorzędowej g rupy  alkoholowej na  g ru p ę  k a rb o 
ksylow ą s tw arza  o wiele korzystn ie jsze  w arunk i w  cząsteczce dla reakcji
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z jo n em  boranow ym . O góln ie  m ożna  powiedzieć, że zdolność reag o w an ia  
z jo n em  boranow ym  cukrow ca zw iększa  się w raz  ze s topn iem  u tlen ien ia  
cząsteczki, na  co w skazu je  również fakt, że heksytole, jak  sorbitol i m ann i-  
tol, w y k azu ją  przeszło dw ukro tn ie  m n ie jszą  ruchliw ość niż odpow iada jące  
im  cukry, tj. sorboza i m an n o za  (por. rys. 5 ) .

T ablica  I zaw iera  w ykaz ruchliw ości badanych  przez n as  cukrowców. 
W artośc i  tablicy  są średn ią  z trzech pom iarów . Ruchliwość zm nie jsza  się

T a b l i c a  I.

Ruchliwości cukrowców w buforze boranowym o pH 8,6 w temp. 20°, bibuła Whatman nr 4,
n a p ięcie  5,3 V7cm

ROZDZIELANIE CUKRÓW ZA POMOCĄ ELEKTROFOREZY BIBUŁOWEJ 1 7 7

Lp. Cukrowiec Ruchliwość 
x l0 -5 cm 2 V -1 sek-1

1 D-kwas glikuronowy 4,92
2 D-kwas galaktouronowy 4,25
3 L-sorboza 3,58
4 D-fruktoza 2,78
5 D-ryboza 2,65
6 D-ksyloza 2,34
7 N-acetylogliikozamina 2,33
8 D-glikoza 2,10
9 D-arabinoza 1,93

10 D-sorbitol 1,81
11 D-galaktoza 1,70
12 D-mannoza 1,33
13 D-fukoza 1,12
14 D-melibioza 0,92
15 L-ramnoza 0,78
16 D-manmitol 0,56
17 laktobioza 0,49
18 maltoza 0,36
19 rafinoza 0,34
20 celobioza • 0,18
21 sacharoza 0,17
22 trehaloza 0,17
23 D-glikozamina +  0,85

w  pew nym  stopn iu  jeżeli dany  cukrow iec zn a jd u je  się w  m ieszan in ie  z in 
nymi cukrow cam i bądź  am inokw asam i. W  c iągu  naszych  dośw iadczeń  
s tw ierdzono , że o p tym alną  te m p e ra tu rą  dla rozdz ie lan ia  cukrow ców  jest  
te m p e ra tu ra  19— 2 1 ° .  Pow yżej 23° o raz  poniżej 1 6 °  ruch liw ość  znaczn ie  
male je  i zasadn iczo  nie m ożna  p rzep row adzić  rozdz ia łu  m ieszaniny .

Z pochodnych cukrow ców  jedynie  g likozam ina  w ykazu je  w ędrów kę k a 
todową, n a to m ia s t  N -ace ty log likozam ina  w ędru je  do anody  i w ykazu je  n a 
wet w iększą  ruchliw ość  niż glikoza. R ozdzia ł m ieszan iny  g likozam iny  i N-

2 Acta Biochimica
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ace ty log likozam iny  uwolnionej przez hydrolizę  k w asu  h y a lu ronow ego  p rzed 
s taw iony  jest  na  rys. 6 .

Rys. 6. Rozdzielenie glikozaminy i N-acetyloglikozaminy. 
I) glikozamina, 2) hydrolizat kwasu hyaluronowego 
(N-acetyloglikozamina +  kwas glikuronowy), 3) hydroli

zat kwasu hyaluronowego po dodaniu glikozaminy.

Rys. 7. Przykłady elekroforetycznego rozdzielenia różnych mie
szanin cukrowców: a) ramnoza, ryboza, fruktoza; b) mannoza, 
sorboza; c) ramnoza, fukoza; d) celobioza, melibioza; e) ksy- 
loza, ryboza; f) sacharoza, glikoza, ryboza (znak x oznacza 
umiejscowienie kreatyniny na pasku bibuły po ukończeniu elek

troforezy).
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Ry.s. 7 i 8 i lu s tru ją  przyk łady  e lek troforetycznego rozdzie lan ia  różnych 
m ieszan in  jedno- i k ilkocukrowców sporządzonych  w pracowni. Czym  róż 
nica ruchliwości sk ładników  m ieszan iny  je s t  większa, tym  rozdzia ł je s t  pe ł
n iejszy  i dokładniejszy. Również ilość sk ładn ików  m ieszan iny  w pływ a na 
w ynik  rozdziału ; duża  ilość sk ładn ików  s tw arza  n iekorzystne  w aru n k i  dla 
lozdz ie lan ia  i identyfikacji poszczególnych cukrów. Z as to sow an ie  e lektrofore-

Rys. 8. a) laktobioza, arabinoza, ksyloza, sorboza; b) maltoza, 
arabinoza, fruktoza; c) celobioza, mannoza, arabinoza, sorboza; 
d) ramnoza, arabinoza. sorboza; d) ramnoza, galaktoza, ksyloza,

fruktoza.

zy bibułowej do rozdzie lan ia  cukrow ców  otrzym anych  po hydrolizie k ilko
cukrowców ilu s tru ją  poniżej zam ieszczone rysunki. Rys. 9 i lus tru je  rozd z ie 
lenie sk ładników  laktobiozy po hydrolizie 1 N kw asem  s iarkow ym . Położenie  
glikozy i ga lak tozy  odpow iada ruchliwości oznaczonej na  czystych p r e p a r a 
tach tych cukrów. Rys. 10 p rzed s taw ia  składniki rafinozy  uzyskane  przez  
tzw. łagodną  hydrolizę  (16),  tj. melibiozę i fruktozę. Rys. 11 p rzed s taw ia  
rozdzielenie sk ładników  hydro liza tu  gum y arabskie j.  Z identyfikow ane przez 
n a s  cukrowce odpow iada ją  chemicznej analiz ie  tego  p roduk tu  podanej przez 
M c  I 1 r o y a (17).
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Rys. 9. Rozdzielenie składników laktobiozy po hydrolizie 
1) laktobioza, 2) galaktoza i glikoza.

Rys. 10. Rozdzielenie składników rafinozy po łagodnej
hydroliziie: 1) kreatynina, 2) melibioza, -3) fruktoza,

4) rafinoza.

Rys. 11. Rozdzielenie składników hydrolizatu gumy arab
skiej: 1) ramnoza, 2) arabinoza, 3) galaktoza, kwas 

glikuronowy.

Dyskusja

Jakkolw iek  myśl za s to so w an ia  elektroforezy bibułowej do rozdzie lan ia  
i identyfikacji cukrowców była p o de jm ow ana  w cześniej,  nie było dotąd  p e ł
nego  op racow ania  m etodycznego  i teo re tycznego p o zw ala jącego  s tosow ać 
elektroforezę do celów ana lizy  biochemicznej tych związków. P rzed e  w szy s t
kim celem naszej pracy  było o p racow an ie  rozdz ia łu  tych m ieszan in  c u k ro 
wców, k tóre  zwykłą techniką  ch ro m a to g ra f iczn ą  nie da ją  się rozdzielić. 
Różni autorowie, jak  P a r t r i d g e  i We  s t a l l  (1 ) ,  J e r m y n  i I s h e r -
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Na rys. 12 p rzedstaw iony  je s t  e lek tro ferogram  powyżej w ym ienionych 
m ieszan in  cukrów, z k tórego  widać, że w szystkie  m ieszan iny  m ożna  rozdz ie 
lić z w yją tk iem  laktobiozy i m altozy. Różnica w  ruchliwości tych dwucukro- 
wców jes t  ba rdzo  m ala ,  wynosi zaledw ie  0,13. Taka różnica ruchliw ości w y 
s ta rcza  zupe łn ie  do rozdzielenia  np. fruktozy i rybozy (por. rys. 7a  oraz 
Tab. I) ,  n iem niej do rozdzielenia  k ilkocukrowców jes t  już n iew ys ta rcza jąca .  
Zasadn iczo  m ónozy m ożna  od siebie rozdzielić już  wówczas, gdy różnica 
ruchliwości je s t  większa niż 0 ,10, n a to m ia s t  kilkocukrowce dopiero w ów 
czas, kiedy różnica  ta  jes t  w iększa od 0,30, oczywiście w w aru n k ach  o p isa 
nych w tej pracy. Na rys. 7 p rzeds taw ione  są przyk łady  rozdz ie lan ia  m ie
szan in , których składniki m a ją  bardzo  m ałe  różnice ruchliwości, jak  fruk- 
toza-ryboza (0,13), ram noza-m elib ioza  (0,14) m im o to rozdzie la ją  się do
brze. Stopień rozdzia łu  zależeć również będzie od ilości pojedynczych sk ła d 
ników i od sk ładu  jakościow ego m ieszaniny . W c iągu  naszych  dośw iadczeń  
nad  rozdzie lan iem  wielocukrów baktery jnych  stw ierdzono, że bez t ru d n o 
ści m ożna rozdzielić  naw et  5 sk ładn ików  m ieszaniny , ale pod w arunk iem , 
że różnice ruchliw ości będą znaczne.

Na ogół sk ład  n a tu ra ln y ch  m ieszan in  cukrow ców  jes t  korzys tny  dla  roz
dzielania  tą  m etodą , gdyż oprócz prostych cukrow ców  w ystępu ją  pochodne 
jak  kw asy uronow e, m etylocukry o raz  am inocukry  ch arak te ryzu jące  się b a r 
dzo dużą ruchliw ością  w  p o rów nan iu  z w łaśc iw ym i cukrow cam i (kw asy  uro-

Rvs. 12. Elektroferogramy rozdzielonych mieszanin cukrowców o bliskich 
współczynnikach Rf:' 1) galaktoza — glikoza; 2) mannoza — sorboza; 

3) mannoza — arabinoza; 4) sacharoza — kwas galaktouronowy.

w o o d d  (2) o raz  O p i e ń s k a - B l a u t h  (2) s tosow ali  n a jro zm a itsze  
uk łady  rozpuszczaln ików  dla ch rom atog ra f icznego  rozdzie lan ia  m ieszan in  
cukrow ców  o bardzo  bliskich w arto śc iach  w spó łczynnika  R f jak: g l ikoza-ga- 
iaktoza, m annoza-so rboza , m an n o za -a rab in o za ,  laktobioza-m altoza , sacharo -  
za -kw as  ga lak touronow y. Doszło do tego, że W e i n 1 a n d i M a y  (2) 
chcąc rozdzielić  i z identyfikować powyższe m ieszan iny  opracow ali  bardzo  
ż m u d n ą  m etodę chrom atografii  po łączoną  z ferm entac ją  przez odpow iednie  
szczepy drożdży. W arto  przy tym  wspom nieć, że czas t rw an ia  dośw iadcze
nia  przy  tej m etodzie  wynosi około 15 dni.

http://rcin.org.pl



182 B. GALOS i W. OSTROWSKI

nowe) bądź bardzo  m ałą  ruchliw ością  (m e ty lo p en to zy ) , wreszcie  m ogą  w y 
kazyw ać  w ędrówkę ka todow ą (a m in o c u k ry ) .

Labilność kom pleksu bo ranow ego  z polialkoholem powoduje, że d o s ta 
teczny i da jący  się reprodukow ać  rozdział m ożna  uzyskać tylko przy za c h o 
w aniu  pewnych w arunków . W spom nie liśm y już, że rozdzia ł  jes t  w  ogóle 
możliwy tylko w pew nym  zakresie  tem pera tu ry .  Również stężen ie  m o la rn e  
buforu i pH  m uszą  mieć pew ne s ta łe  w artości: s tężenie  b o ran u  nie n iższe  
jak  0,08 M, pH ok. 9. R oztw ory cukrów należy  p rzygo tow yw ać  b ezp o ś red 
nio przed użyciem, poniew aż w roztw orze  naw et słabo  za sad o w y m  po d łu ż 
szym czasie  zachodzi izom eryzacja  cukrów, skutkiem  której pewne cukry  
p rzeksz ta łca ją  się w  inne cukrowce. Czynniki w pływ ające  na  ruchliw ość  c u 
krow ca w polu e lektrycznym  m ożna  u jąć  w dwie grupy: a) w arunk i d o św ia d 
czenia, b) w łasności i s t ru k tu ra  cząsteczki cukrowca. Była o tym  m ow a, że 
ruchliwość uk ładu  wielohydroksylow ego w buforze boranow ym  i szybkość 
reakcji z jonem  boranow ym  w z ra s ta  w raz  ze stopniem  utJenienia. A ldozy 
w ędru ją  szybciej niż heksytole  a kw asy  u ronow e szybciej niż aldozy. R u c h 
liwość elektroforetyczna kom pleksu bo ranow ego  będzie za leżeć przede w sz y 
stkim  od s topnia  dysocjacji tegoż kom pleksu i będzie w pro s t  p ro p o rc jo n a l
na do stopnia  dysocjacji. W  pewnej mierze ruchliwość będzie również z a 
leżeć od wielkości cząsteczki ( 11).

E lektroforeza bibułowa cukrowców w y m ag a  dalszego  opracow an ia ,  z w ła 
szcza zas tosow anie  swoistych odczynów  barw nych  na bibule celem d o k ła d 
nej charak te ryzac ji  poszczególnych sk ładników  m ieszaniny. C h a ra k te ry z a 
cja tylko na  podstaw ie  sam ej ruchliwości jes t  n iepew na i s tw a rza  n a w e t  
pow ażne  trudności zw łaszcza  wów czas, gdy ilość sk ładn ików  w m ieszan in ie  
jest  duża. P race  nad  zas to sow an iem  różnych charak te rys tycznych  odczynów
1 zas to sow an ie  tej m etody do ana lizy  p roduktów  n a tu ra ln y ch  są  w toku.

S treszczenie
O pracow ano  metodę e lektroforetycznego rozdziału  na  b ibule  cukrów  i ich 

pochodnych jako  kom pleksów boranowych.
O znaczono ruchliwość 23 p re p a ra tó w  jedno- i kilkocukrowców, kw asów  

uronowych, heksytoli i am inocukrów . Składniki m ieszan iny  dadzą  się w ó w 
czas rozdzielić elektroforetycznie, jeżeli różnica ruchliwości m iędzy cukram i 
prostym i wynosi więcej niż 0 ,10, a m iędzy k ilkocukrow cam i jes t  w iększa  
niż 0,30 w w arunkach  opisanych przez  autorów.

N ajw iększą  ruchliwość w ykazu ją  kw asy  uronowe, m n ie jszą  ketozy i a l 
dozy; kilkocukrowce w ykazu ją  bardzo  m ałą  ruchliwość. K w asy  u ronow e 
w ędru ją  około 1,5 raza  szybciej niż ketoheksozy, m etylocukry w ędru ją  oko
ło 2 razy  wolniej niż o dpow iada jące  im heksozy, heksytole  w ęd ru ją  około
2 razy  wolniej niż odpow iada jące  im cukry.

W ykazano , że cukrowce, w ykazu jące  przy analiz ie  ch rom atog ra f iczne j  
bardzo  bliskie wartośc i w spółczynników  Rf, różn ią  się bardzo  znaczn ie  r u 
chliwością  i dadzą  się rozdzielić e lektroforetycznie.
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ROZDZIELANIE CUKRÓW ZA POMOCĄ ELEKTROFOREZY BIBUŁOWEJ ]  § 3

W  dyskusji zos ta ły  om ów ione w a ru n k i  i czynniki w pływ ające  na  zdo l
ność tw orzen ia  kom pleksów  boranow ych  przez cukry i w ykorzystan ie  tych 
czynników  do elektrofore tycznego  rozdzie lan ia .

Prof, drowi B. S k a r ż y ń s k i e m u  za in te resow anie  się i pomoc w cza 
sie w ykonyw an ia  tej p racy  sk ład am y  na  tej d rodze na jse rdeczn ie jsze  podzię
kowanie. Również serdeczne  podziękow anie  sk ładam y  m g r  J. C h o l e w i ń 
s k i e m u  za w ykonan ie  zdjęć i lus tru jących  n a sz ą  pracę.
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PA3^EJIEHHE CAXAPM flOB n o  OJIEKTPO^OPETMHECKOMy METODY

Co Ae p x a HHe
A B T opaM H  6b iA  p a 3 p a ó o T a H  h o b ł ih  m c t o a  B A eK T poipopeT H necK oro p a 3 A e A e -  

HHH Ha CpHAbTpOBaAbHOH Ó yM are CaXapHĄOB H HX HpOH3BOAHbIX B (popM e 6 o p a -  

THblX KOMHAeKCOB.

O n p e fle A e H a  CTeneHb iio a b h ?k h o c t h  2 3  M O H OcaxapHflHbix h M H orocaxap H A -  

Hbix n p en ap aT O B , ypoH O B bix k h c a o t , reKCHTOB h  aM H H O caxapoB. S a c m c h t m  cmcch 

cnocoÓ H bi noflpa3fleA H T bC H  3AeKTpocpopeTHHecKHM  MeTOflOM T o r fla , K o r^ a  p a 3 -  

H i^ a  CTeneHH no^BHiKHOCTH M entAy MOHOcaxapHAaMH 6 o A b iu e  qeM 0 ,1 0 ,  a  MejKAy 

CAOJKHblMH CaxapHAaM H ÓOAbUie 0 , 3 0  npH  yCAOBHHX OnHCaHHbIX aBTOpaMH.

CaMyiO ÓOAbUiyiO nOABHZKHOCTb npOHBAHKJT ypOHOBbie KHCAOTbl, MeHbiuyio —
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K eT 0 3 W  H a A b f l0 3 b i ;  CA OJK H bie C a x a p H f lb l  O T A H ^aiO TC H  B e e b M a  M 3A 0H  nOABH>KHO- 

C TblO .

Y p o H O B b ie  KHCAOTbi n e p e flB H r a io T C H  o k o a o  1 , 5  p a 3 a  6 b iC T p e e , qeM  K e T o r e K c o -  

3 b i ,  M eTHAOBbie c a x a p H ^ a  n e p e ^ B u r a io T C H  a b h  p a 3 a  M eflA eH H ee , neM  c o o t b c t -  

C T B yiou jH e  h m  r e K c o 3 b i ,  reK CH Tbi n e p e ^ B H r a io T C H  i io h t h  ¿ B a  p a 3 a  M e^ A eH H ee , qeM  

COOTBeTCTByiOIIJHe h m  c a x a p H f lb i .

/^OKa3 aHO, HTO caxapH flb i, o6HapyjKH BaioiijH e bo BpeMB xpoMaTorpacpHHecKO- 

ro  aHaAH3 a BeebMa npHÓAHJKeHHbie 3 HaneHHH pacnpe^eAHTeAbHbix y K a 3aTe-

AeH R f   3H aHHTeAbHO pa3H H TCH  C T en eH b K ) nOflBHJKHOCTH H HOflAaiOTCH SACKTpO-

(popeTHHecKOiMy pa3&eAeHHio.
0 6 c y ? K 4 a iO T C H  yCAOBHH H (JjaKTOpbl, BAHBIOUJHe H a CnOCOÓHOCTb o 6 p a 3 0 B a H H H  

C axap H ^ aM H  6 o p a T H b IX  KOMHACKCOB H H a B 03M 0H iH 0C T b H C n 0 A b 3 0 B a T b  3TH  (J>aKTO- 

p b i  a a h  3 A e K T p o (J )o p eT H q e c K o r o  p a 3 £ e A e H H H .

A b t o p w  Bbipa*aioT rAy6oKyio ÓAaroaapHOCTb n p o ( |) .  Ą-py B. CKapiKHHCKO- 
M y 3 a  npoHBAeHHe HHTepeca h  OKa3aHHyio hm n o M o u jb  b o  BpeMH BbinoAHeHHH Ha- 
CTOBIIjeH paÓOTbl. O^HOBpeMeHHO, aBTOpbl BbipaiKaiOT HCKpeHHIOIO ÓAarOflap- 
HOCTb MarHCTpy H .  X oA eB H H C K O M y 3 a  H3rOTOBAeHHe (J)OTOrpa(J)HHeCKHX CHHMOK, 
Kan HAAiocTpa^H k HacTOHUjefi paóoTe.

SEPARATION OF SUGARS AND THEIR DERIVATIVES BY PAPER 
ELECTROPHORESIS

S u m m a r y
A method of e lectrophoretic  separa t ion  of su g a rs  and  the ir  der ivatives  

as bora te  complexes has  been e labora ted .
The mobilities of 23 mono- and  o ligosacchar ide  p rep a ra t io n s ,  of uronic 

acids, hexitols and  am inosaccharides  were de term ined . It is possib le  to se 
p a ra te  the com ponents  of the m ix tu re  e lectrophoretica lly  if the  m obility  dif
ference between sim ple su g a rs  am o u n ts  to  m ore  th an  0,!0  and  be tw een  p o 
lysaccharides  to  m ore th a n  0,30 u n d e r  the  cond it ions  described by the 
au thors .

U ron ic  acids exhibit the h ighes t  mobilities, ketoses and  a ldoses  lower 
ones and  o ligosaccharides  very  low mobilities. U ronic  ac ids  travel 1,5 times 
as fast as  ketohexoses, methyl s u g a r s  a t  ha lf  the ra te  of the ir  co rre sp o n 
d in g  hexoses, hexitols a t  half  the r a te  of their  co r re sp o n d in g  su g a rs .

It has  been show n th a t  sacchar ides  exh ib it ing  very  close R f va lues  chro- 
m atograph ica lly ,  differ la rge ly  in mobility  an d  m ay  be read ily  sepa ra ted  
electrophoretically .

The conditions  and factors in f luenc ing  the  ability  of su g a r s  to form bo
ra te  complexes, and the u til iza tion  of these fac tors  for e lec trophoretic  sep a 
ra tions ,  a re  discussed.

We wish to thank  P ro fesso r  B. S karżyńsk i  for h is  a id  and  in te res t  in 
our work. We are  also indebted to M r  J. Cholew iński for the  accom 
p a n y in g  pho tographs .
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NIEKTÓRE ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI ZDROWEGO CZŁOWIEKA 
POD WPŁYWEM ADRENALINY

IŁ Wpływ na równowagę  kwasowo-zasadową

Z Zakładu Chemii F izjologicznej A. M. w Gdańsku  

Kierownik: prof. dr W łodzim ierz M ozołowski

W  pierw szym  doniesieniu  w ykazano ,  że zm iany  s tężen ia  białka su ro w i
cy po podaniu  zdrow em u człowiekowi ad ren a l in y  są  spow odow ane  z m ia 
nam i c iśnienia  w układzie  k rw ionośnym  (1). Obecne doniesienie  m a na  ce
lu zb ad an ie  zm ian w rów now adze  kw asow o-zasadow ej krw i u zdrow ego 
człowieka spow odow anych podan iem  adrena liny . Także  i tu ta j  nie m a ż a d 
nych p rzes łanek  pozw ala jących  p rzy jąć  bezpośredni w pływ  ad ren a l in y  na  
chem izm  krwi.

Metody

Obiektem bad ań  byli zdrowi m ężczyźni w  wieku 20— 33 lat. Krew po
b ierano  na  czczo z żyły łokciowej bez zas to ju ,  p ierw szy  raz  po p ó łg odz in 
nym pozostaw aniu  b ad an eg o  w pozycji leżącej. P ob ie ran ie  odbyw ało  się 
bez dostępu powietrza  do krwi, przy  czym  zapob iegano  glikolizie. W  tym 
celu daw ano  do probówki w irówkowej o pojem ności 50 mi 1,5 ml m ieszan iny  
1 : 1  1% roztw oru  heparyny  i 10% roz tw oru  N a F  (2) , roz lew ano  po śc ia n 
kach probówki do wysokości odpow iada jącej  pojem ności około 30 ml i su szo 
no w tem p era tu rze  około 80° C. Do tak  p rzygo tow ane j probówki w lew ano  
3 ml płynnej parafiny  i zak ry w an o  ją  gu m o w y m  korkiem  z dw om a ru rkam i, 
z których jed n a  zan u rzo n a  była jed n y m  końcem  w parafin ie , zew nętrzny  zaś 
koniec połączony był z n a sa d k ą  dosz lifow aną  do igły Luera. P rzez  d o łą 
czenie nasadk i  do tkwiącej w  żyle igły i u su w an ie  us tam i poprzez d ru g ą  
rurkę  powietrza  z probówki, m o żn a  było pobrać  k rew  w prost  pod parafinę. 
P o  pobran iu  około 30 ml krwi m ieszan o  ją  tak , ażeby rozpuścił się o sad zo 
ny na  śc iankach fluorek z h e p a ry n ą  u w a ż a ją c  rów nocześn ie  aby krew  nie 
s tykała  się z powietrzem, po czym odp ipe tow yw ano  10 ml krwi do osobnej 
rurki wirówkowej. Ta porcja  krwi s łuży ła  po odw irow an iu  do oznaczenia  re 
zerwy zasadow ej;  pozosta ła  pod p a ra f in ą  k rew  była  u ży w an a  do oznacze-

[1 8 5 ]
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nia pH. P o  pierw szym  pobran iu  krwi pod aw an o  b a d a n e m u  dom ięśniow o 
jeden  m g  (1 ml roz tw oru  1 : 1000) chlorow odorku  a d ren a l in y  (p rep a ra t  
hand low y produkcji Z Z F ) .  W  okresie m a k sy m a ln eg o  w zrostu  c iśnienia  
i szybkości tę tna ,  co p rzy p ad a ło  około 50 do 60 m in u t  po zas trzyku , pobie
rano  krew  pow tórnie  w ana log iczny  sposób jak  za p ie rw szym  razem . P rzy  
badan iach  kontrolnych postępow ano  tak  sam o, tylko z a m ias t  ad ren a l in y  po 
d aw an o  dom ięśniowo 1 ml roz tw oru  soli fizjologicznej.

p H  krwi oznaczano  po tencjom etrem  typu „R ad io m etr  P H M 3 “ przy u ż y 
ciu e lektrody szklanej; zes taw  pozw ala jący  na  os iągn ięc ie  dok ładnośc i do 
do 0,01 pH. Jak o  m odera to rów  porów naw czych uży w an o  roz tw orów  fosfora
nów  sporządzonych  w ed łu g  nowych popraw ionych  w artośc i  (3 ) .  P o  n a s t a 
w ieniu  a p a ra tu  za n u rz a n o  elektrody poprzez pa ra f in ę  w krwi, zna jdu jącej  
się w  naczyniu , do k tórego  pobrano  ją  bezpośrednio  z żyły; p ie rw szy  odczyt 
w ykonyw ano  w godzinę po zanurzen iu , a n as tęp n ie  p o w ta rz a n o  jeszcze o d 
czyty 5 do 7 razy  w odstępach  pięciominutowych. S tw ie rdzono  d o św iad cza l
nie n a  m odera to rach  pokrytych p łynną  pa ra f iną ,  że czas  po trzebny  do u s t a 
lenia się potencja łu  wynosi około jednej godziny. S p ow odow ane  je s t  to p r a 
w dopodobnie  tym, że pa ra f in a  pokryw a początkow o cienką w a rs tw ą  e lek tro 
dę i powoli dopiero w sp ina  się do góry. S tw ierdzono  także, że u ż y w a n a  do 
naszych  dośw iadczeń  pa ra f in a  pozosta je  bez w pływ u na  stężen ie  jonów  w o 
dorowych m odera to ra ,  o ile odczeka się odpow iedn ią  ilość czasu  do u s ta le 
nia się potencjału . G r a i g  i inni (2 ) badali  w p ływ  dodanej m ieszan iny  
N aF  i heparyny  na  pH krwi i pH  m odera to ra ,  nie s tw ie rd za jąc  żadnych  
różnic  po dodaniu  h eparyny  i N aF . A utorzy ci s tw ierdzil i  także, że dodatek  
tej m ieszan iny  w  ilości użytej w niniejszej p racy  zap ob iega  zm ian ie  pH 
krwi w  c iągu  24 godzin  od pobran ia ,  naw et  jeśli je s t  ona  p rzechow yw ana  
w tem p era tu rze  pokojowej. W praw dz ie  D ‘E 1 s e a u i w spó łp racow nicy  (4) 
zna jdow ali  pewne zm iany  pH krwi m etodą g a z o m e try czn ą  przy  użyciu h e 
pa ry n y  pewnej produkcji, nie o trzym ując  żadnych  zm ian  przy  s to sow an iu  
innej heparyny . We w szystkich  dośw iadczeniach  n in ie jszego  doniesienia  
uży w an o  tej samej heparyny , m ożna za tem  przy jąć , że pozosta je  to bez 
w pływ u na w artość  porów naw czą  o trzym anych liczb. P o m ia ry  p rz e p ro w a 
d zan o  w tem p era tu rze  pokojowej, a o trzym ane  wyniki p rze l iczano  na  w a r 
tości w  tem p era tu rze  37° w ed łu g  n as tępu jącego  rów n an ia :

p H 37o p H t — 0,0149 (37 — t)

o trzy m an eg o  dośw iadczaln ie  przez R o s e n t h a l a  (5) a sp raw d zo n eg o  
przez G r a i g a i w spó łp racow ników  (2 ). Spotyka się w p raw d z ie  w  li te ra tu rze  
g łosy  (6) opow iada jące  się przeciwko o znaczan iu  pH  krwi w te m p e ra tu rze  
pokojowej i s tosow aniu  jakichkolwiek popraw ek, n ie  sądzę  jed n ak ,  ażeby 
w artośc i  porów naw cze były przez to mniej p rzekonyw ające ,  zw łaszcza  jeżeli 
rozw ażym y  wyniki G r a i g a  i w spó łp racow ników  (2 ).
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R ezerw ę a lkaliczną  oznaczano , po w ysyceniu  osocza pow ietrzem  w y d e 
chowym, w aparac ie  m anom etrycznym  V an Slyke 'a  i Neill 'a ,  u w zg lęd n ia jąc  
przy obliczaniu  poprawki podane  przez V an Slyke 'a  i S endroy 'a  (7).

S tężen ie  b iałka oznaczano  re frak tom etryczn ie  w  tem p era tu rze  20°C. (8) .

Wyniki doświadczeń i dyskusja

Liczbowe w artości dla krwi pobranej p rzed  podan iem  i po podaniu  a d re 
na liny  p rzeds taw ione  są w tablicy I.

NIEKTÓRE ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI ZDROWEGO CZŁOWIEKA ^ 3 7

T a b l i c a  I

pH krwi, rezerwa zasadowa i stężenie białka osocza u zdrowych ludzi 
przed i po domięśniowym podaniu 1 mg chlorowodorku adrenaliny

Sym bol
dośw.

pH Rezerwa zasadowa 
obj. % C O 2

Białko g/100 ml

przed po przed po przed po

K 7,44 7,40 75,1 71,9 6,7 7,0
Że 7,41 7,39 67,6 63,0 7,0 7,4
R 7,42 7,42 61,4 58,6 6,7 6,9

J 7,41 7,32 69,9 64,9 5,9 6,4
Ż 7,44 7,33 64,1 56,2 7,1 7,5
A 7,45 7,43 69,2 67,6 6,4 6,6
M 7,47 7,44 72,3 67,0 6,2 6,5

K o n t r o 1 e
(roztwór 0,9% N aC l zam iast adrenaliny)

St 7,51 7,51 67,2 68,3 6,2 6,2
C 7,39 7,37 64,1 66,9 7>° ,  6,7
s 7,37 7,37 71,4 72,3 6,4 6,4
ż 7,42 7,44 69,0 70,7 6,6 6,6

Ja k  w idać  z powyższych cyfr, zazn acza  się w y raźn a  tendenc ja  do z a 
kw aszen ia  krwi pod w pływ em  adrena liny . Tylko jeden  spośród  badanych  
osobników nie za re a g o w ał  obniżeniem  pH  na  podan ie  ad rena liny , podczas 
kiedy w badan iach  kontrolnych tylko jeden  z 4 badanych  w ykazuje  spadek  
pH; odczuw ał on w czasie  d ru g ieg o  p ob ie ran ia  krwi pew ne subiek tyw nie  
n ieprzy jem ne objawy, jak  pocenie się i uczucie słabości.  R ezerw a zasad o w a  
jednak  nie obniży ła  się u niego.

U w szystkich  badanych, k tórym  podano  ad rena linę ,  da je  się zauw ażyć  
w yraźne  obniżenie  poziomu rezerw y zasadow ej,  n a to m ias t  w kontrolnych 
dośw iadczeniach  istnieje pew na niewielka ten d en c ja  do podw yższenia  zdo l
ności w iązan ia  C 0 2 przez osocze.

O bse rw ow ane  zm iany  w yraźn ie j w ys tępu ją  w  tablicy  II.

B adan ie  s tężen ia  b iałka osocza p rzep row adzono  jako  kontrolę  zadzia-
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188 M. 2YDOWO

T a b l i c a  II

Średnie wartości liczb tablicy I oraz średnie zmiany tych wartości po podaniu 
adrenaliny lub soli fizjologicznej •

Rodzaj i * o pH  krwi Rezerwa zasadowa Białko osocza
doświadcze 'O»co r; O § obj. % c o 2 g/100 ml

nia 5  73 przed po różnica przed po różnica przed po różnica

Adrenalina 7 7,43 7,39 —  0,04 68,5 64,2 —  4,3 6,6 6,9 +  0,3
Kontrola 4 7,42 7,42 0,00 67,9 69,5 +  K6 6,5 6,5 0,0

♦ łan ia  ad ren a l in y .  K ontrolą  ta k ą  było także  p rzep ro w ad zo n e  w niektórych 
p rzypadkach  b ad an ie  zaw artośc i  cukru we krwi. W ykazyw ało  ono zaw sze  
w zros t po p o d an iu  adrena liny , b rak  n a to m ia s t  w iększych zm ian  w b ad an iach  
kontrolnych.

T rudno  je s t  znaleźć  w  l i te ra tu rze  ścisłe d an e  dotyczące zm iany  s tęże
nia jo nów  w odorow ych pod w pyw em  ad rena liny .  D ośw iadczen ia  C z u b a l -  
s k i e g o  (9 ) pozbaw ione są zupełnie  oznaczeń  kontro lnych , a podane  licz
by nie d a ją  się ściśle in terpre tow ać. S c  h 1 e g  eT ( 10) s tw ierdza ł  u królików 
a lka lizację  m oczu po podan iu  adrena liny , ale  nie w e w szystkich  p rz y p a d 
kach m ógł obserw ow ać  zakw aszen ie  osocza.

Z m nie jszen ie  się dw u w ęg lan ó w  osocza obse rw ow ał P e t e r s  i w sp ó ł
pracow nicy  ( 11) i jes t  on zdan ia ,  że dzieje się to na  skutek  w yrzucenia  do 
krwi pewnej ilości kw asu  m lekow ego i k w asó w  ketonowych. M echan izm  
ten zda je  się być bardzo  p raw dopodobny. N a leża łoby  za tem  w szystkie  z m ia 
ny w  ró w n o w ad ze  kw asow o-zasadow ej krwi pod w pływ em  ad rena liny  o d 
nieść do w p ływ u  na  p rzem ianę  w ęg low odanow ą.

Z b ie ra jąc  wyniki obecnego doniesienia , m o żn a  powiedzieć, że ad ren a l in a  
podana  dom ięśn iow o w daw ce 1 m g  zd row em u człowiekowi powoduje  s p a 
dek reze rw y  zasadow ej krwi przy rów noczesnej tendencji  do obniżenia  pH.

S treszczenie

O zn aczan o  pH  oraz  rezerw ę za sad o w ą  krw i zdrow ych m ężczyzn przed 
i po dom ięśn iow ym  podaniu  1 m g  ch lorow odorku  ad rena liny .

S tw ierdzono , że rezerw a za sad o w a  obn iża  się pod w pływ em  a d re n a 
liny ś redn io  o 4,3 obj. % C 0 2, pH  krwi sp a d a  średn io  o 0,04 pH przy  w zro 
ście b ia łka  o 0,3 g / l 00 ml osocza, podczas  kiedy w badan iach  kontro lnych  
zm ian  tych nie obserw ujem y.
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HEKOTOPBIE EMOXMMMHECKME M3MEHMEHMH KPOBM 3AOPOBOTO
HEJIOBEKA

C o a e p s a H H e

O n p e& eA eH b i 6 m a h :  K o n y e H T p a ^ H  BO A opoA H bix h o h o b  p H  h  p e 3 e p B H a n  m ,e- 

AOMHOCTb KpOBH 3 A 0 p 0 B b I X  MyiKHHH B  nepHOA BpeM CH H  AO H nO C A e B H y T p H M b l- 

IIieHHOH HHbeKUHH 1 MT XAOpHCTO® OAOpOAHOrO aAP&HaAHHa.

YcTaHOBAeHO SblAO, BTO pe3epBHaH UjeAOHHOCTb KpOBH B CpCAHCM nOHH-
H ia e T cn  n p n  a c h c t b h h  a A p « a A H H a  « a  4 , 3  o O 'b m a  ° /o  C O 2 , a  p H  CHHiKaeTCH  

b cp eA H eM  H a 0 , 0 4  n p n  y B e A H n eH n n  c o A e p n ia H n n  6 e A K a  « a  0 , 3  r / 1 0 0  m a

n A a 3 M b i KpOBH, b t o  B peM H , KaK n p n  K O H T poA b H bix onbiTax a m  n e p e M e H b i H e  

H a6AK>AaAHCb.

SOME BIOCHEMICAL CHANGES IN HEALTHY HUMAN BLOOD CAUSED BY 
ADRENALINE. PART II. INFLUENCE ON ACID-BASE BALANCE

S u m m a r y

Blood pH and  blood alkali reserve  w ere  determ ined  in hea lthy  m en be 
fore and after in tram u scu la r  injection of 1 m g  a d ren a l in e  hydrochloride. 
It w as  found th a t  ad rena line  causes  a drop in the  blood a lka li  reserve  
a v e ra g in g  4,3 vol. per cen t of C 0 2 ; the blood pH  drop am oun ts ,  on the 
average, to 0,04 pH units; se rum  protein  is ra ised  by 0,3 g  per 100 ml. 
In  control tes ts  no ch anges  w ere  observed.
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CHROMATOGRAFICZNA ANALIZA WIELOCUKROWCÓW
BAKTERYJNYCH

Z In s ty tu tu  Dermatologii i Wenerologii w Warszawie i z  Zakładu Mikrobiologii Lekarskiej
A kadem ii M edycznej w Warszawie

Składnik i wielocukrowe komórki bak tery jnej były dotychczas dokładnie  
bad an e  u s tosunkow o nielicznych ga tunków , przy czym s to sow ana  metodyka 
op ie ra ła  się przew ażn ie  na m etodach  chemii analitycznej , a w nielicznych 
tylko p rzypadkach  m am y dane, odnoszące  się do s t ru k tu ry  badanych  wielo- 
cukrowców. W prow adzenie  metod m ikrochem icznych, a p rzede w szystk im  
zas to sow an ie  chrom atografii  bibułowej otworzyło tu now e możliwości. -

B ędąc  w posiadan iu  zbioru w ielocukrowców bakteryjnych, kolekcjono
w an eg o  od la t  p rzeszło  dwudziestu , a pochodzącego z dość licznych ro d z a 
jów i g a tu n k ó w  bakteryjnych, między innymi i ze szczepów uległych z ja 
wisku zm ienności baktery jnej,  p rzys tąp il iśm y  do jakościow ego oznaczenia  
sk ładu  posiadanych  w ielocukrowców za pomocą jednow ym iarow ej c h ro m a
tografii  bibułowej.

Materiał i metody

WIELOCUKROWCE

U żyte  do bad ań  wielocukrowce izolow ano z m asow ych hodowli bak te 
ryjnych częściowo na  ag a rz e  zwykłym, częściowo na  pożywkach płynnych. 
Szczegółow e omówienie w aru n k ó w  hodowli i metod izolow ania  w ie locukrow 
ców w poszczególnych pracach  na  przes trzen i  p raw ie  20 la t  m oże zbytecz
nie skom plikow ałoby p rzedstaw ien ie  obecnych wyników. O dsy łam y więc 
czytelnika do p rac  o ryg inalnych , cy tow anych  pod nu m eram i 3 do 16 w  sp i
sie lite ra tury . Za pozwolenie użycia do bad ań  niektórych p repa ra tów  wielo- 
cukrowych, izolowanych przez kolegów  i w spółpracow ników , sk ładam y 
w  tym miejscu podz iękow anie1.

Obok izolowanych frakcji w ielocukrowych zbada liśm y  rów nież symplek- 
s y  w ielocukrowo-lipidowo-białkowe z niektórych ga tu n k ó w  bakteryjnych.

i  D zięku jem y prof. drow i R. P ak u le  za  w ie locu k row e preparaty z p aciorkow ców , doc. drow i 
'Wl. K uryłow iczow i za n iektóre w ielocu kry  z rodzaju  K le bs ie l la  i  Pro teus;  doc. drow i L. R zucid le za 
m iektóre w ielocu kry  z prątka gru źlicy; drow i J. K w apińskiem u za  w ielocukry z rodzaju  Corynebac ter iu m .

[191]
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A) HYDROLIZA WIELOCUKROWCOW

H ydrolizę  w ielocukrow ców  p rzep ro w ad zan o  s ta le  w  ten sam  sposób: 40 
m g  wielocukrów zad an o  1 ml. 1 N H 2S 0 4 w  probówce, k tórą  za tap ian o ,  
a n as tępn ie  um ieszczano  we wrzącej łaźni wodnej na  8 godzin. Po  tym cza 
sie hydro liza t neu tra l izo w an o  w odoro tlenkiem  baru  wobec pap ie rka  z cze r
w ien ią  Kongo i papierka lakm usow ego  ( ±  pH  4,5).

B) CHROMATOGRAFIA

C hrom atog ra f ię  w ykonyw ano  na  bibule W h a tm a n a  n r  4 w ed łu g  n a s tę 
pu jącego  przepisu , opar teg o  w  z a sad z ie  na  technice Je rm y n -Ish e rw o o d a  
(2 ) .  Do rozwinięcia ch ro m a to g ram u  s to sow ano  m ieszan inę  n -bu tano l  : kw as  
octow y : ,w o d a  w sto sunku  4 : 1 : 5 ;  rozw inięcie  zs tępujące  w  szczelnej ko 
m orze  chrom atograf iczne j za pomocą fazy górnej w ym ienionego solw entu , 
a nasycen iem  kom ory p a ram i fazy dolnej tegoż płynu. Z abarw ien ie  p lam  
w ęglow odanów  odczynnikiem :

a) an iliny  0,93 ml, e tano lu  96% 100 ml
b) 0,2 M  k w as  szczawiowy. Do uży tku  zm ieszać  1 część a) z 1 częścią

b), napylić  c h ro m a to g ra m  odczynn ik iem  i ogrzew ać  5 m in u t  w  s u 
szarce  105°; w tych w aru n k ach  da ją

heksozy —  b a rw ę  żó łto -b runa tną ,

pentozy —  barw,ę różowo-czerwoną;
m etylo-cukry  —  b a rw ę  cy trynow ożółtą .

G lukozam inę  w ykryw ano  za pom ocą odczynnika  n inhydrynow ego: 0,1% 
n inhy d ry n y  w n-bu tano lu . P o  napy len iu  o g rzać  5 m in u t  w  susza rce  105°; 
g lukozam ina  daje  b arw ę czerwonofio letową.

Ketozy w ykryw ane  za pomocą zm odyfikow anego  odczynnika Seliw a- 
now a:

a) 10% rezorcynolu  w e tanolu ,

b) e tanol 96% ,
c) 2N HC1 — do uży tku  świeżo p rzy rządz ić  1 część a ) ,  4 części b) i 5 

części c ) ;  napylić  i og rzać  5 m in u t  w  susza rce  w  105°; ketozy d a ją  b a rw ę  
c iem noczerw oną.

O dróżn ien ie  ga lak to zy  od glukozy: oba te  cukry  m a ją  bardzo  zbliżone 
Rf, wobec czego w ęg lo w o d an y  te w  c h ro m a to g ra m ac h  na leży  rozdzielić. 
W  tym  celu s to sow ano  metodę: na  sk raw k u  bibuły  um ieszczano  obok sie
bie dwie p lam ki hyd ro liza tu  badanego ,  w  ilości po 10 kropel każda . Po  ro z 
w inięciu  c h ro m a to g ra m u  m ieszanką :  bu tano l  —  k w as  octowy — w oda i w y 
suszen iu  sk raw k a  rozcięto sk raw ek  podłużnie  do k ie runku  w yw ołan ia  na 
dw ie  części: na  jednej zab a rw io n o  p lam y  cukrów  szczaw ianem  aniliny, na 
drug ie j  wycięto segm en t,  o d p o w iada jący  um iejscow ieniu  g lukozy lub g a l a 
ktozy, zaś seg m en t  bibuły, zaw ie ra jący  g lukozę bądź  ga lak tozę ,  e luow ano
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T  a b e l a

Jakościowy skład wielocukrowców bakteryjnych

Rząd, rodzaj, gatunek Obecność składnika w hydrolizie

Enbacteriales
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N ±
« 3
NrS £O <U v0

Shigella flexneri +
•

+ + + 3*) 4- 16

Shigella shigae + + + + 1*) + 12

Shigella shigae forma 
szorstka + 4" + 3

Shigella sonnei 4-i + + + 2

Shigella ambigua 
(schmitzii) + + + 1

Salmonella typh i 19*) + + + + + 27

Salmonella typh i forma 
szorstka + + + 3

Salmonella enteritidis 6*) + 5*) + 6*) 1*) + 8

Salm onella enteritidis 
forma szorstka + _LI + 2

Salmonella pullorum + + + + 4*) + 6

Salm onella pullorum  
forma szorstka 4 “ + + 2

Salmonella typh i murium + + + + • + + 6

Salmonella abortus equi -j- + 2*) + + 1*) + 3

Salmonella para typh i A + _|_1 + + 2

Salm onella para typh i A  
forma szorstka + + + 3

Salmonella para typhi B + + 5*) + + 1*) + 7

Salmonella Virginia _L_ + 6*) 6*) + 6*) 3*) 7

Salmonella typki, galli- 
narum 1*) + -j— + + 1*) + 2

Proteus X + +  ■ + + 1

Proteus X  forma szor
stka 4- -f + 6

Pseudomonas aeruginosa 4*) + 2*) + -j- + 5

Klebsiella scleromatis f 4*)# 9*) 4*) + 11

Klebsiella scleromatis 
forma szorstka + + 1 3

Klebsiella pneumoniae + + 4- 1
Streptococus pyogenes + + + 3

Micrococc us pyogenes va  
aureus 4* + 1

Bacillus anthracis + + 5*) 7*) 9
Erysipelothrix rhusiopa- 
thiae + + + 1

Actinomycetales: 
M ycobacterium tubercu
losis + + + + 10*) 20
Corynebacterium
diphtheriae 7*) 7*) 3*) + 2*) 11

* L iczby z gw iazd k ą  o zn a cz a ją  liczb ę w ielocu krów , zaw ierających  dany składnik .

Acta Biochemica str. 192—3
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w 1,5 ml w ody, a po elucji p łyn  odw irow ano. Z e lua tem  w ykonano  odczyn 
cys te inow y  D ischego  (1). W  hydrolizacie  z aw ie ra jący m  ga lak to zę  w y s tę 
puje  b a rw a  c iem nonieb ieska , n a to m ias t  w  obecności g lukozy b a rw a  je s t  
żó łto-zielona.

W obec  tru d n o śc i  se ry jnego  za s to sow an ia  tej m etody, k łopotliwej i z a 
b ie ra jącej dużo  czasu ,  uży liśm y jej jedynie  w  nielicznych w ypadkach  n ie 
zgodnośc i  z d anym i l i te ra tu ry  w  celu bezspornego  s tw ie rdzen ia  obecności 
jed n eg o  z tych dwóch cukrów. I tak  s tw ierdz iliśm y  w  hydro liza tach  Shigella  
flexneri obecność  ga lak tozy , co jes t  w  sprzeczności z danym i p iśm ienn ic
tw a  (17),  w  k tó rym  jako  a ldoheksoza, w y s tęp u jąca  w tym  d robnoustro ju ,  
w ym ien iona  je s t  jedyn ie  g lukoza. Niektórych sk ładn ików  w ęglow odanow ych  
h y d ro l iza tó w  nie m og liśm y  z identyfikow ać z pow odu b raku  odpow iednich 
s ta n d a rd ó w . O dnosi się to g łów nie  do rzadszych  m ety lopentoz  o raz  heptoz 
ja k  i do k w a só w  uronow ych. Obecność tych os ta tn ich  je s t  p raw dopodobna  
w  sze reg u  bad an y ch  wielocukrów, za czym p rz em aw ia ją  ich R f o raz  odczy
ny b arw ne , k tóre  p o ró w n a l iśm y  z hyd ro liza tam i pektyn, g u m y  arabskiej 
i k w asu  h y a lu ronow ego .  Z identyfikow anie  k w asów  uronow ych u t ru d n ia ła  
p o n ad to  obecność w h ydro liza tach  wolno w ędru jących  kom ponen t w ęg low o
danow ych, pochodzących  z n iekom ple tnego  rozk ładu  wielocukrowców.

W e w szystk ich  p rzy p ad k ach  s tw ierdzen ia  p lam y  p osiada jące j  R f odpo
w ia d a ją c e  m ań n o z ie  w y k o n an o  odczyn z rezorcynolem  w  celu w ykluczenia  
fruktozy, pos iada jące j  w  użytym  solwencie n iem al iden tyczne  R f z m annozą .

Nie uda ło  się n a m  rów nież  zidentyfikow anie  kom ponen ty  w ę g lo w o d an o 
wej, ba rdzo  szybko w ędru jące j  i dającej odczyn b a rw n y  na  m etylocukry — 
m am y tu  p raw dopodobn ie  do czynienia  z op isanym i os ta tn io  przez W e s t -  
p h a 1 a - L  ii d e r i t z a (18) metylo-dezoksy aldozam i. Nie m ogliśm y 
rów nież  rozpoznać  n iektórych p lam  wielocukrowych, k tóre  m ogłyby  odpo
w iadać  heptozom , o p isan y m  osta tn io  w wielocukrow cach  bak tery jnych  (17),

P ró b y  z iden ty f ikow ania  nie rozpoznanych  dotychczas  w ęg low odanów  
w  naszych  w ie locukrow cach  będą przedm iotem  dalszych  badań .

Wyniki badań

S u m ary czn a  tab e la  p rzed s taw ia  wyniki jakośc iow ego  oznaczen ia  sk ła 
du w ęg lo w o d an ó w  w b adanych  przez n as  w ielocukrach  baktery jnych .

INTERPRETACJA TABELI

R o d z a j  S h i g e l l a .  C harak te rys tycznym i cukram i dla tego  rodzaju  
są: g lukozam ina , g a la k to z a  lub glukoza, ksyloza, a nie m ożna  wykluczyć 
obecności kw asów  uronow ych. P o n a d to  ga tu n k i  Sh. flexn en  i Sh. sh ig a e 'z a 
w ie ra ją  ram nozę. N a 34 zbadanych  wielocukrów z tego  rod za ju  u 4 s tw ie r
dzono obecność szybko w ęd ru jąceg o  m etylocukru. F o rm y  szors tk ie  Sh. sh i
gae różniły  się od form g ładk ich  brakiem  g lukoza in iny  i rarmlozy.

R o d z a j  S a l m o n e l l a .  C harak te rys tycznym i cukram i dla rodzaju  
Salm onella  są: g lu kozam ina ,  g a lak toza , lub glukoza, m an n o za ,  ksyloza i ra-
3 Acta Biochimica
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m noza; nie m ożna wykluczyć obecności k w asó w  uronow ych. Na 78 b a d a 
nych wielocukrów, na leżących  do rodza ju  Sa lm one lla ,  u 10 wielocukrów 
stw ierdzono  obecność szybko w ędru jącego  m etylocukru. F o rm y  szorstkie 
Salm onelli  różniły  się od form gładkich  b rak iem  glukozam iny , m annozy  
i ram nozy . U zbadanych  2 w ielocukrów  g a tu n k u  Salm onella  paratyphi A 
nie s tw ierdzono  obecności g lukozam iny . Rodzaj Proteus: jeden  zbad an y  wie
locukier z formy gładkiej z aw ie ra ł  g lukozam inę , g a lak tozę  lub glukozę, man- 
nozę i ksylozę, przy  czym nie m ożna  było wykluczyć obecności kw asów  uro
nowych. Kilka w ielocukrów  z form szorstk ich  w yróżn ia ło  się brak iem  g lu 
kozam iny  i m annozy .

R o d z a j  P s e u d o m o n a s .  5 zbadanych  w ielocukrów  z g a tu n k u  Ps. 
aeruginosa  zaw ierało : g lukozam inę , ga lak tozę  lub glukozę, ksylozę, ram- 
nozę, a także  nie m ożna  było wykluczyć obecności k w asó w  uronowych. 
W 2 w ielocukrach tego  g a tu n k u  obecna była m annoza .

R o d z a j  K l e b s i e l l a .  C harak te rys tycznym i cukram i dla tego  ro d za 
ju  są g a lak toza  lub g lukoza, ksyloza, a nie m ożna  w ykluczyć obecności k w a 
sów  uronowych. Na 12 w ielocukrów  z form g ładk ich  u 4 s tw ierdzono  obec
ność m annozy; podobnie  też u 4 w ykazano  obecność szybkiego metylocukru. 
Wielocukry z form szorstk ich  nie różniły  się zasadn iczo  od form gładkich 
pod w zg lędem  jakośc iow ego  sk ładu  wielocukrów.

R o d z a j  S t r e p t o c o c c u s .  Trzy bad an e  w ielocukry paciorkowcowe 
zaw ie ra ły  g lukozam inę, ksylozę i ram nozę.

R o d z a j  M i c r o c o c c u s .  Jeden  z b ad an y  w ielocukrow iec z gronkow- 
ca z łocistego zaw iera ł  ga lak tozę  lub glukozę oraz  ksylozę.

R o d z a j  B a c i l l u s .  W śród  9 zbadanych  w ielocukrów  z laseczki w ą 
g lika w szystkie  zaw ie ra ły  g lukozam inę , ga lak tozę  lub glukozę, u 5 z nich 
s tw ie rdzono  ksylozę, a u 7 nie m ożna  było wykluczyć obecności kw asów  
uronowych.

R o d z a j  E r y s i p e l o t h r i x .  W  jednym  zbad an y m  wielocukrowcu 
z w łoskow ca różycy obecne były: g lukozam ina , ga lak to za  lub g lukoza, k sy 
loza, nie m ożna było wykluczyć obecności kw asu  uronow ego.

R o d z a j  M y c o b a c t e r i u m .  W  20 zbadanych  w ie locukrow cach  p r ą t 
ka gruź licy  stw ierdzono  obecność: g lukozam iny , ga lak tozy  lub glukozy, 
m annozy , arab inozy , a w  10 w ielocukrach nie m ożna  było wykluczyć obec
ności kw asu  uronow ego.

R o d z a j  C o r y n e b a c t e r i u m .  W  11 w ie locukrach  m aczugow ca  
błonicy obecna była a rab in o za  — zaś  w  7 w ielocukrach s tw ie rdzono  obec
ność ga lak tozy  lub glukozy  o raz  g lukozam iny , a w  trzech obecność m a n n o 
zy; w  dwóch w ielocukrach nie m ożna  było wykluczyć obecności kw asów  
uronowych.

Zm ienione  w aru n k i  hodowli, rodzaj pożywki o raz  m etoda  izo low ania  
w ielocukrowca z bad an e j  bakterii nie w płynęły  w zn aczn ie jszy m  stopniu
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na jakośc iow y  skład  cukrowców powsta łych  d rogą  hydrolizy kw aśnej wielo- 
cukrow ca.

Streszczenie

M etodą  jednow ym iarow ej bibułowej ch rom atog raf i i  zbad an o  jakościow y 
sk ład  182 wielocukrowców bakteryjnych. Najczęściej w ystępu jącym i cuk row 
cam i w  hydrolizach w ielocukrów były: g lukozam ina , g a lak toza  (i/lub g lu 
koza) ,  m a n n o za ,  ksyloza, a rab inoza , ram noza .

W  około 10% zbadanych  wielocukrów w ykazano  obecność szybko w ę 
d ru jąceg o  m etylocukru, k tórego identyfikacja nie uda ła  się. W  większości 
zb ad an y ch  wielocukrów nie m ożna  było wykluczyć obecności kw asów  uro- 
nowych, ew en tua ln ie  powoli w ędru jących  p roduktów  n iezupe łnego  rozkładu  
hydro litycznego.

W  jakośc iow ym  sk ładzie  w ielocukrów  pochodzących z rzędów Eubac- 
teriales i Actinom ycetales  w ystępu je  cha rak te rys tyczna  różnica: p ierw sze 
zaw ie ra ją  jako pentozę —  ksylozę, d rug ie  arabinozę. P rze jśc ie  formy g ła d 
kiej w  szo rs tką  połączone jest  s ta le  ze zubożeniem  jakościow ego zes taw u 
cukrowców, przy czym ubytek dotyczy zaw sze  g lukozam iny , ram nozy  i m an- 
nozy.

W  b a d a n y m  m ate r ia le  nie s tw ierdzil iśm y w pływ u w aru n k ó w  hodowli 
i m etody  o trzym yw an ia  wielocukrowców z bakterii na  jakościow y sk ład  
w ielocukrowców, izolowanych z porów nyw anych  szczepów.
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XPOMATOrPA<£>MHECKM]ft AHAJIM3 EAKTEPMA.JIBHBIX IIOJIMCAX APMflOB
C o ^ e p i K a H H e

C n o M o m ,b io  x p o M a T o r p a c j )H H e c K o r o  A H H eH H oro a H a A H 3 a  H a (pH AbTpO BaAbH O H  

6 y M a r e  6 w a  H C C A e^oBaH  c o c T a B  182 ó a K T e p n a A b H b ix  n o A H c a x a p H A O B . M o H o c a -  

xa p H A a M H , n a i i j e  B c e r o  B b icT yn a iom ,H M H  b  n o A n c a x a p H A H b ix  r H A p o A H 3 a ia x  h b a b -  

i o t c h : rAK>K03aM HH, r a A a K T 0 3 a  ( h  h a h  rA K > K 03a), M a H H 0 3 a , K C H A 03a, a p a 6 n H 0 3 a  

h  p a M H 0 3 a .

H 3 HHCAa, npH6AH3HTeAbH0, o k o a o  10% HCCAeAOBaHHbix caxapHAOB O^Ha- 
pyjKeHo 6biAo HaAHHHe 6bicT po nepeA B H raioujerocH  MeTHAOcaxapHAa, KOToporo 

n e  yA aA ocb HACHTH(J)H^HpoBaTb. B 6oAbuiHHCTBe HCCAeAOBaHHbix noA H caxapH - 

AOB HeAb3H 6bIAO yCTpaHHTb HaAHHHH ypOHOBbIX KHCAOT, HAH MeAAeHHO n e p e -  

ABHraioijUHXcH npoAyKTOB H enoAH oro rHApoAHTHvecKoro p a cn a A a .

B KanecTBeHHOM cocT aB e noAHcaxapHAOB, npoHCxaAHiH,HX H3 p h a o b  6aKTepHH: 

Eubacteriales h  Actinom ycetales  BwcTynatoT xapaK TepH bie pa3HHi^bi: nepB bie  

coAepjKaT neHT03y-KCHAO3y, A p y rn e  —  apa6H H 03y.

r i e p e x o A  o t  rAaAK OH k  u ie p o x o B a T o n  cp op M e 6 a K T ep H H  conpoB O JK A aeT C H  

B c e r A a  obeA H eH H eM  K a n e c T B e H H o r o  c o c T a B a  M O H O caxapH A O B , n p n q e M  y6b iT O K  K a-  

caercH  o ó m h h o  T A ioK 03aM H H a, p a M H 0 3 b i h  M aH H 03b i.

B HcnbiTyeMOM MaiepnaAe He 6 w a o  obHapyjKeHo b a h h h h h  BbipaigHBaKJiijeH 
cpeAbi, a TaKJKe MeTOAa, npHMeHaeMoro aah  noAyqeHHH H3 GaKTepHH noAHcaxa- 
pHAOB Ha CaMblH COCTaB 9THX nOAHCaxapHAOB, HOAyHeHHblX OT pa3AHHHbIX CO- 
n&CTaBAHeMblX IUTaMMOB.

CHROMATOGRAFIC ANALYSIS OF BACTERIAL POLYSSACHARIDES
S u m m a r y

By m eans  of un id im ensiona l  p ap e r -p a r t i t io n -ch ro m a to g rap h y  182 bac te 
ria l  p o lysaccharides  were investiga ted . The m ost frequently  encountered  
s u g a r s  in acid hyd ro lysa tes  of these  po lysaccharides  were: g lucosam ine, g a 
lactose (and/or g lucose) ,  m annose ,  xylose, a rab in o se  and  rham nose . In about 
10% of the investiga ted  po lysaccharides  there  w as  es tab lished  the presence  of 
a fa s t-m ov ing  com ponent, g iv in g  the charac te r is t ic s  of a m e thy lo -sugar;  an 
identification  of this com ponen t could no t be achieved. In  the m a jo r i ty  of 
ou r  po lysaccharides  the p resence  of uronic acids (s low -m ov ing  hydroly- 
s is -products)  could not be excluded.

In the quali ta t ive  com position  of po lysaccharides  from bacteria ,  be lon
g in g  to the orders  Eubacteriales  and  A ctinom ycetales  there  ap p ea rs  a ch a 
rac te r is t ic  difference: the form er con ta in  xylose, the  la t te r  a rab inose .

The v a r ia t ion  sm ooth-rough  is a lw ays  linked with a loss of severa l su 
g a r  com ponents:  these  com ponen ts  are  a lw ays  g lucosam ine , rh a m n o se  agd 
m annose .

The conditions of cu lt iva tion  as also the m ethod  of p re p a ra t io n  showed 
in our experim ents  no m arked  influence on the qua l i ta t iv e  com position  of 
s u g a r  com ponen ts  from polysaccharides , obtained from c o m p ara t iv e  s tra ins .

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  

VOL I 1954 NO 3 - 4

I. REIFER i M. MOŻEJKO

NOWA MIKROMETODA ILOŚCIOWEGO OZNACZANIA ALKALOIDÓW  
W ŁUBINACH PASTEWNYCH

Laboratorium Biochemiczne IUNG  
Kierownik: Prof. dr J. Rsifer

Łubin , a zw łaszcza  trzy  jego  ga tunk i:  żółty, w ąsko lis tny  i biały, jest  
cenną  roś l iną  dla ro ln ic tw a ze w zg lędu  na  wysoką zaw ar to ść  ła tw ostraw - 
nego  b ia łka  (30—4 5 % ) w z iarn ie  o raz  na  jego  w łaśc iw ość  w zb o gacan ia  gleby 
w zw iązki azotow e dzięki sym bio tycznem u w iązan iu  azotu  a tm osferyczne
go (1) . Jeden  hek ta r  łubinu je s t  zdolny w c iągu  okresu w ege tacy jnego  
zw iązać  200 k g  azotu  a tm osferycznego  (14). Łubin  p as tew n y  s tanow i w  n a 
szych w aru n k ach  na jbardz ie j  skoncen trow aną  paszę  b ia łkow ą (1). J e d n a k  
dziko ro snące  ga tunk i  łubinu zaw ie ra ją  znaczne  ilości ( 1— 3 % ) alkalo idów  
toksycznych dla zwierząt.  Z ag ad n ien ie  za s to sow an ia  łub inu  jako  rośliny  p a 
stew nej w iąże  się ściśle z o trzym an iem  łubinów  o silnie zm niejszonej z a 
wartośc i a lkaloidów  (poniżej 0,1 % ) ,  tak  zw anych  łub inów  słodkich. Ze w zg lę 
du na  silny rozwój prac  dośw iadczalnych  nad  hodow lą  o dm ian  łubinu s ło d 
kiego o raz  znaczenie, jak ie  m a o d eg rać  łubin w  bazie  paszow ej, w yłoniła  
się konieczność opracow ania  m etody ilościowego ozn aczan ia  a lkaloidów  
zaw artych  w tych odm ianach  łubinu, metody, k tóra  pozw oliłaby szybko i do
k ładn ie  oznaczać  m ik rog ram ow e ilości a lkalo idów  przy m in im alnym  zuży 
ciu m a te r ia łu  roś l innego  i obniżeniu  kosztów  analizy . B a r b a c k i  w  swej 
pracy  pt. Łubin  podkreśla  konieczność op racow an ia  takiej metody pisząc: 

„P rzed e  w szystk im  do obniżenia  a lkaloidów p rzeszkadza ła  do n iedaw na  
n iedosta teczna  dokładność  jakościow ych m etod o zn aczan ia  a lka lo idów  oraz 
brak  uproszczonych metod ilościowego ich oznaczan ia .  W raz  z obniżeniem  
zaw artośc i  a lkaloidów  musi iść w parze  precyzow anie  metod ich w y k ry w a
n ia “ (1 ) .  P oza  opracow aniem  metodyki ilościowego ujęcia a lka lo idów  łu 
binu wyłoniła  się konieczność op raco w an ia  m etod ekstrakcji  tych alkaloidów 
z m a te r ia łu  roś l innego  oraz w łaśc iw ego  oczyszczania  w yciągów  przed u ję 
ciem ilościowym. W iadom o jest, że odczynniki s to sow ane  przy oznaczan iu  
a lka lo idów  nie są specyficzne i przy  n iedosta tecznym  oczyszczeniu b a d a n e 
go w yciągu  w ykryw a się ilość a lka lo idów  w iększą od rzeczywistej,  co 
w efekcie pow oduje  dyskwalifikację  czasem  ca łego  zbioru  łubinu i n a ra ż a  
gospodarkę  k ra jow ą  na pow ażne  s tra ty .

[197]
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P rzy  op racow yw aniu  m etody  ilościowego ozn aczan ia  a lka lo idów  z a w a r 
tych w łubinie  b iałym  i w ąsko lis tnym  z n a n a  była ty lko m etoda  oznaczan ia  
sum y alkaloidów. Ze w zg lędu  na  to, że toksyczność a lka lo idów  w y s tę p u ją 
cych w tych łub inach  m oże być różna, p o żąd an e  je s t  zn ać  sk ład  ilościowy 
poszczególnych alkaloidów. O znaczan ie  sum y a lka lo idów  w łubinie żółtym, 
b ia łym  i w ąsko lis tnym  nie je s t  s łu szne  jeszcze  z innego  w zg lędu . P rzy  o z n a 
czan iu  sum y a lkaloidów  robi się albo b łędne  założenie, że obydw a a lkaloidy 
po s iad a ją  jednakow y  w spółczynnik , lub też s tosu je  się ich rzeczyw iste  w sp ó ł
czynniki, z ak ład a jąc ,  że a lka lo idy  w ys tęp u ją  w  m a te r ia le  roś l innym  zaw sze  
w s ta łym  s tosunku.

J a k  w ynika  z ana liz  łub inu  w tabl.  (XII i X II I ) ,  jak  również z p racy  
W i e r z c h o w s k i e g o  (16), ilości poszczególnych  alkalo idów  w a h a ją  się 
w bardzo  szerokich g ran icach , co w yklucza  przyjęcie  s ta łeg o  ich stosunku.

Chemizm alkaloidów zawartych w  łubinie żółtym,  
białym i wąskol is tnym

Alkalo idam i, k tóre  in te resu ją  n a s  g łów nie  z p u n k tu  w idzenia  up raw y  
łubinu, są  lup in ina  i spa r te ina ,  z w a n a  także  lup in idyną, z aw ar te  w  łubinie 
żółtym, o raz  lup an in a  i hy d ro k sy lu p an in a  (w  l i te ra tu rze  niemieckiej zw an a  
błędnie  o k s y lu p a n in ą ) , wchodzące  w  sk ład  łub inu  b ia łego  i w ąskolis tnego .

W szystk ie  te a lkaloidy są  pochodnym i n o r lu p in a n u  —  C 9H 17N o w zo 
rze s t ru k tu ra ln y m

h 2 - h 2 
/ C \ / C \  

h 2c  c h  c h 2

I I 1h 2c  n  c h 2

\ c /  
h 2 h 2

L up in ina  C 10H 19ON w ystępu je  obok spa r te in y  w  łubinie  żółtym  (Lu- 
C H 2OH pinus lu teus) , a także  w L. tiiger i L. palmeri.

/ \ / \  J e s t  ciałem k rys ta l icznym  o tt. 69— 70°C (14), a w ed łu g
N j  C 1 e in o i R a p e r a ; 70— 71 °C (12).  Z eteru n a f to w e 

go krys ta lizu je  w  postaci rombów. J e s t  optycznie czynna , 
lew oskrę tna ,  [a]^7 — 19°. M a odczyn zasadow y  i rozk łada  sole am o n o 
w e z wydzie len iem  am oniaku . Rozpuszcza  się lepiej w  wodzie  zim nej niż 
w gorącej,  dobrze w alkoholu, e terze  etylowym, benzenie, chloroform ie 
i n iskow rzącym  eterze naftow ym  (13, 15).

L up in ina  nie tw orzy n ierozpuszczalnych  zw iązków  z chlorkiem  rtęci 
w k w aśn y m  roztworze. Cecha ta  zo s ta ła  w y k o rzy s tan a  przy oddz ie lan iu
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lup m iny  od sparte iny , k tó ra  d a je  z chlorkiem  rtęci t rudno  rozpuszczalny  
osad  (15).

Z k w asem  so lnym  tw orzy  sole o wzorze: B.HC1 o te m p era tu rze  topnienia  
212— 213°C, z kw. p ikrynow ym  — p ik ryn iany  o tt. 136— 137°C, sole złota 
B .HAuC14 o tt. 196— 197° o raz  p latynochlorki B 2 .H2P tC l  o tt. 163— 4°C.

P o  raz  p ierw szy  w yizo low ał lupininę B a u m e r t (13), a sposób jej 
o t rzy m y w an ia  opisali:  K a r r e r ,  C a n a l t ,  Z o h n e r  i W i d  m e r  (13). 
B udow a  chem iczna lup in iny  zo s ta ła  całkowicie u s ta lo n a  i po tw ierdzona  
przez  syn tezę  labo ra to ry jn ą .  P ie rw si  dokonali syn tezy  tej C i e m  o, M o r 
g a n  i R a p e r. Podczas  u t len ian ia  lup in ina  przechodzi w k w as  lupi- 
n inowy, k tóry  p oddany  dekarboksylacji  da je  no r lu p in an  (14) (4— 12a).

c h 2o h  c o o h
I I

/  Xj-/  N  + /  N /  \ ___________  ̂ norlupinan

N |  I N | “
\ / \ /  \ / \ /

S p a r te in a  ( lup in idyna)  — C i 5H 26N 2, o w zorze  s t ru k tu ra ln y m :

j/N 'l-------C H -C H 2 w  postaci lewoskrętnej występuje w łubinie żółtym
\  N CH oraz n^Ser> Poza tym znaleziono ją  w
^  ^  <j:H2 ^  wielu gatunkach rodziny Papilionaceae.

CH2—CH— \ y  J e s t  b ezb arw n ą  cieczą o odczynie a lka licznym
i ch a rak te ry s ty czn y m  p rzykrym  zapachu, o gęstości D 20 =  1,0196 „[a]^1 =  
—  16,42° (E t— O H ) .  W rze w, tem p. 188°/18 m m  H g  lub 325°/154 m m  H g  
w  a tm osferze  w odoru . Jes t  t ru d n o  rozpuszcza lna  w  w odzie  (1 cz. spa r te iny  
na  328 cz. wody w temp. 2 2 °C ) .  D obrze  rozpuszcza  się w  e terze etylowym, 
chloroform ie i a lkoholu  (15). Z kw asam i daje  ła tw o k ry s ta l izu jące  sole. 
W obec k w asów  je s t  dw uw artośc iow a. Z kw asem  sia rkow ym  tw orzy  sól 
B .H 2S 0 4.5H 20  o  tt.  159— 62°C (bezw.) Z n a n e  są  także  sole p la tyny  
B .H 2P tC l6.2H 20  o tt. 243,5°, złota: B 2.HC1.3AuCl3 o tt . 184,3°C o raz  p ik ry 
n ian y  o tt. 208°, k tó re  po k rys ta l izac ji  z w rząceg o  alkoholu tw o rzą  b łysz
czące, żółte  igły (13). G alinow sky  i Kainz p ierw si dokonali całkowitej 
syn tezy  sp a r te in y  w  roku 1947 (14).

L u p an in a  — C i 5H 24O N 2, o w zorze s tru k tu ra ln y m :

/ \ ------- CH—CH2 W  łubinie  b ia łym  (L . a lb u s) , w ąsko l is tn y m  (L.
N anguslifo lius) , L. laxus  o raz  L. perennis i polyphy-

\ /  / \  llus w ystępu je  w  postaci p raw oskrę tne j .  F o rm ę lewo-
O | 2 | sk rę tną  zna lez iono  w L. Macounii, i L. pusillus. W  łu-

CH2— CH \ /  binie b iałym  obok praw oskrę tne j  w ys tępu je  także
d, 1-lupanina (13 i 14).

L u p an in a  je s t  c ia łem  s ta łym , k rys ta l izu je  w  postaci bezbarw nych, p ry z 
m atycznych  krysz ta łów , o tt. 98—9°C. J e s t  s ilnie a lka liczna  i rozpuszcza  
się we wszystk ich  pospolitych rozpuszczaln ikach , nie w y łącza jąc  wody.

MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDÓW W ŁUBINACH PASTEWNYCH ^ 9 9
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200 I. REIFER i M. MOŹEJKO

Wobec kw asów  zachow uje  się ja k  jed n o w arto śc io w a  z a sad a ,  m im o to znam  
je s t  jej dwuchlorowodorek: B.2HC1. S ą  to  b ezb a rw n e  p ry zm a ty  o tt. 185°C 
(hygroskop ijne) .  Z n an y  jes t  m iędzy innym i ch lorow odorek  lupan im  
B.HC1.2H20  o  tt. 127— 8° i 250— 2° (bezw odny).

Sposób izolow ania  lupan in y  z nas ion  łub inu  nieb iesk iego  zosta ł  op isam  
przez D a v i s a (13).

M ieszan ina  rów nych ilości d-i 1-lupaniny, po krys ta l izac ji  z acetonu 
m a tt. =  98°C (13).

H y droksy lupan ina :  C 15H 24O 2N 2, o w zorze  s t ru k tu ra ln y m :

/ \  CH—CH2 H y droksy lupan iny  nie należy mylić z oksylupa-
I N I n in ą  produk tem  lab o ra to ry jn eg o  u tlen ien ia  lupaniny

CH2 Ń ^  o w zorze  su m ary czn y m  C 15H 22O 2N 2, o tt. 123°C 

°  CH2— CH—  OH S yntezy  tej dokonał C l e m o  i L e i t c h (4). 
H y d roksy lupan ina  w ystępu je  obok lupan iny  w łubinie  b ia łym  (L. albus), 
w ąsko lis tnym  (L. angustifo lius), L. hilarianus, perennis polyphylus.

Je s t  c ia łem  sta łym , k rysta licznym . K rys ta l izu je  ba rd zo  t ru d n o  w postaci 
rom boidalnych  p ryzm atów  z dw om a w odam i i topi się w  tem p. =  76— 7° 
lub bezw odna — w  temp. =  172— 74°C.

Je s t  p raw oskrę tna :  [ a ] D - f6 4 ,1 8 0.
H y d roksy lupan ina  je s t  b a rd zo  dobrze rozp u szcza ln a  w wodzie, alkoholu 

i z aw ie ra jącym  wodę acetonie, dobrze ro zp u szcza ln a  w chloroformie, fenolu 
i bezw odnym  acetonie, bardzo  t ru d n o  rozp u szcza ln a  w z im nym  eterze i b e n 
zenie, n ie rozpuszcza lna  w s iarczku  w ęgla  i e terze  naf tow ym  (3).

Tworzy sole, na  przyk ład  sole z ło ta  —  B .H A uC U  o tt. 205— 6°C, p la ty 
ny  — B .H 2P tC l6.H20  tt. 235— 6°C, z k w asem  so lnym  — B.2HC1.H20
0 tt. 272°C lub B.HC1.2H20  (3).

Ilościowe metody oznaczania alkaloidów w  łubinach

Is tn ie jące  metody m ożna  podzielić na  cz tery  grupy :
1. Acydym etryczne, opar te  na  a lkalicznym  c h a rak te rze  a lkaloidów. Z a 

sa d a  tej g ru p y  m etod po lega  na  m iareczkow an iu  n a d m ia ru  k w asu  niezwią- 
zanego  z alkalo idem  lub na  bezpośredn im  m ia reczk o w an iu  alkalo idu  m ia 
now anym i rozcieńczonym i k w asam i. Ze w zg lędu  n a  obecność w m ate r ia le  
ro ś l innym  szeregu  zw iązków  o ch a rak te rze  za sad o w y m  oraz  ze w zg lędu  na  
w ydzie la jący  się w  czasie  ekstrakcji  am o n iak  w  w yniku  rozk ładu  b iałka
1 am idów, m etoda ta  m oże mieć za s to sow an ie  tylko tam , gdzie  po ekstrakcji  
i oczyszczeniu w yciągi z aw ie ra ją  w yłącznie  a lka lo idy  i to w  ilościach nie 
m niejszych aniżeli 10 m g  n a  analizę .

2. D a lszą  g rupę  s ta n o w ią  m etody  w agow o. Z a sa d a  tych  m etod polega  
na  tw orzen iu  przez  a lkaloidy t ru d n o  rozpuszczalnych  soli kom pleksow ych
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z takim i odczynnikam i, jak  na  przykład : kw as  krzem ow olfram ow y, fosforo- 
m olibdenow y, pikrynowy, p ikrolonow y i wiele innych. Ilość a lkalo idów  oblicza 
się z różnicy w a g i  osadu  po suszen iu  i po w yprażen iu .  W ed łu g  W i e r z 
c h o w s k i e g o  (16) m etodę  tę m ożna  s tosow ać przy koncen trac ji  a lk a 
loidów nie m niejszej niż 0 ,2 %, co poc iąga  za sobą konieczność pobieran ia  
p róbek łubinów  słodkich w ilości 20— 30 g  oraz  duże zużycie rozp u szcza ln i
ków o rgan icznych  do ekstrakcji.  P rz y  tym należy  podkreślić, że w analiz ie  
łub inów  słodkich różnica w a g i  ty g la  z osadem  po suszen iu  i po p rażen iu  
nie p rzekracza  5 mg. W  związku  z tym  m etoda ta  je s t  n iedok ładna  przy z a 
s to sow an iu  do m a te r ia łu  o niskiej zaw arto śc i  alkaloidów.

3. Trzecią  g rupę  s tan o w ią  m etody  optyczne, obe jm ujące  oznaczen ia  n e 
felom etryczne, n iedok ładne  ze w zg lęd u  na  n ie trw ałość  roztw orów  koloido
wych, i m etody kolorym etryczne, po lega jące  na  oznaczeniu  odczynników  
zw iązanych  w kom pleksie  z a lka lo idam i, ja k  na  p rzykład  soli kw. Reinecke- 
go lub kw asu  fosforo-m olibdenowego. M etody te nie są dokładne, ponie
w aż  podobnie  ja k  w m etodach  w ag o w y ch  oznacza  się nie poszczególne  a lk a 
loidy, lecz ich sumę.

4. O s ta tn ią  g rupę  s tan o w ią  m etody  jodom etryczne. M etoda  op isana  w  
tej p racy  należy  do tej grupy. Od d a w n a  z n an a  je s t  zdolność alka lo idów  
do tw orzen ia  tru d n o  rozpuszczalnych  w ielojodków lub kom pleksów  zaw ie 
ra jący ch  jodki, ja k  na  przyk ład  jodortęc iany , jo d o b izm utany  i inne. Z w ią z 
ki te  w  zależności od w łasnośc i  poszczególnych a lka lo idów  tw orzą  kom 
pleksy o zm iennym  składzie, n a  przyk ład  ( B .H J ) n . ( H g J 2) m (15).

P u n k tem  w yjśc iow ym  naszej p racy  był kom pleks jodortęciow y (odczyn
nik M a y e ra ) .  W  praktyce  odczynnik  ten  okazał się nieodpowiedni, ponie
w aż  n ie  s trąca ł  ilościowo wszystkich  a lka lo idów  łubinu z roz tw orów  o z a 
w artośc i  25 y oraz na  skutek rozcieńczenia  odczynnika  roz tw orem  a n a l i 
zow anym  w ytrąca ł  się jodek rtęci, k tóry  un iem ożliw ia ł ilościowe oznaczenie  
a lkaloidów. Zm odyfikow any odczynnik  M ay e ra  zaw iera  w  m iejsce jodku po
ta s u  —  jodek kadm u  oraz  chlorek sodu, k tóry  skutecznie  zapob iega  w y t rą 
can iu  się jodku rtęci.

Za łożeniem  m etody było o p racow an ie  w aru n k ó w  rozdzielczego o zn acza 
n ia  a lkaloidów, a m ianow icie  lup in iny  i spa r te in y  w łubinie  żółtym  oraz  
lu p an in y  i hydroksy lupan iny  w  łubinie  b ia łym  i w ąskolis tnym .

Z a sa d a  opisanej m etody  po lega  na  tym, że jodek z a w a r ty  w  n ie ro zp u sz 
c za lnym  kompleksie zos ta je  u t len iony  w odą  b rom ow ą do jo d an u  zgodnie  
z reakcją :

I. 2J '  +  B r 2---------------- * J 2 +  2 B r'

II. J 2 +  5 B r 2 +  6 H 20 ----------------- >2J O A  +  10 B r '  +  12 H -

Po dodan iu  jodku m iareczku je  się w ydzielony jod  t io s ia rczanem  sodu,

III . yo,' + ST + 6 H -  ♦ 3J2 + 3 H 20

IV. 2 S 20>" +  y 2-------------- rStO ,"  +  2 r

MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDÓW W LUBINACH PASTEWNYCH 2 0 1
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Metody
A. M ETODA ILOŚCIO W EGO OZNACZANIA L U PIN IN Y  I SPA RTEIN Y  W CZYSTYCH ROZTWORACH

(ALKALOIDY Ł U B IN U  ŻOŁTEGO)

O d c z y n n i k i :

1. Zm odyfikow any odczynnik  jodortęc iow y do w y trącen ia  sum y a lk a 
lo idów  (a) 2,4 g  jodku kadm u, 6,5 g  jodku rtęci i 20 g  chlorku sodu ro z 
puścić  w 100 ml wrzącej wody, zago tow ać  i po o s tudzen iu  przesączyć  przez 
i lościowy sączek. P ozos ta ły  na  sączku n a d m ia r  jodku rtęci może być po 
p rzem yciu  w odą i po w ysuszen iu  ponow nie  uży ty  (przechow yw ać  w ciem 
nej bu te lce) .  P rzed  użyciem na leży  rozcieńczyć odczynnik  buforem  fosfo
ran o w y m  (3) w  stosunku  6 : 4.

2 . O dczynnik  jodortęc iow y do oznaczan ia  sp a r te in y  (b ) .  2 g  jodku rtęci 
i 40 g  ch lorku  sodu rozpuścić  na  gorąco  w  100 ml wody, zag o to w ać  ii po 
ostudzen iu  przesączyć i p rzechow yw ać jak  wyżej.

3. Bufor fosforanowy: 2,2 g  jed n o zasad o w eg o  fosforanu sodu 
( N a H 2P 0 4.H 20 )  rozpuścić  w 100 ml wody.

4. K rys ta liczny  s ia rczan  sodu (N a2S 0 4.7H 20 ) .

5. 2,5% roz tw ór w odoro tlenku  sodowego.
6 . 10% roz tw ór fosforanu jednosodow ego  (N a H 2P 0 4.H 20 ) .
7. Bufor szczaw ianow o-boranow y. a: 42,1 g  kw asu  borow ego i 7,8 g

w odorotlenku  sodu rozpuścić  w wodzie i dopełnić  wodę do 100 ml, b: 2,5%
roztw ór k w asu  szczaw iow ego.

100 ml odczynnika  a zm ieszać  z 20 ml odczynnika  h i rozcieńczyć wodą 
do 600 ml.

8 . 1,25 g  s ia rczanu  k ad m u  ( 3 C d S 0 4.8H20 )  rozpuścić  w  wodzie i u z u 
pełnić  do 100 ml.

9. Aceton.
10. N asycony  roztw ór chlorku sodu.
11. 2,5% roz tw ór bezw odnego w ęg lan u  sodowego.
12. 30 ml s tężonego kw asu  s ia rkow ego  i 6 m g  o ran żu  m ety low ego roz

puścić  w w odzie  i dopełnić  do 1000 ml.
13. 3 ml s tężonego  kw asu  s ia rkow ego  rozcieńczyć w odą do 100 ml.
14. N asycona  w oda b rom ow a (przechow yw ać w ciemnej bu te lce) .

15. 1% roz tw ór fenolu w wodzie.
16. 0,005 n t io s ia rczan  sodu (odczynnik ten nie zm ienia  m ian a  na okres 

kilku miesięcy, jeżeli w  1000 ml roz tw oru  zaw iera  około 0,2 g  w odoro tlen 
ku sodow ego. T ios ia rczan  sodowy należy  przechow yw ać  w lodówce w  b u 
telce z c iem nego  szk ła ) .

17. Jo d ek  po tasu  in substantia.
18. 0,25% roztw ór skrobi rozpuszczalnej (p rzechow yw ana  z ag a rem
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zaw ie ra jący m  jodek rtęci skrobia  nie u lega  rozkładow i przez  d ro b n o 
ustro je)  .

W  celu rozdzielczego o zn aczan ia  spa r te iny  i lup in iny  s tosu je  się n a s tę 
pu jącą  metodę: I. O znaczen ie  sum y obu alkaloidów. II. O znaczen ie  s p a r 
teiny. Z różnicy po odpow iednim  przeliczeniu  o trzym uje  się ilość lupin iny  
z aw ar te j  w  badane j  próbie.

I. OZNACZANIE SUM Y LU PIN IN Y  I SPA RTEIN Y

Do 2 probówek wirówkowych o pojem ności około 10 ml odm ierzyć  p i
petą  po 2 ml roz tw oru  an a l izo w an eg o  (lub 1 analizy  -f- 1 wody) i dodać 
1 ml odczynnika  jodortęc iow ego a (1) . Z aw ar to ść  probówki dobrze w ym ie
szać przez w strzą san ie ,  dodać kilka k rysz ta łków  (5— 10 m g) s ia rczan u  so 
du (4) w  celu p rzysp ieszenia  w y p a d a n ia  osadu. Probów ki pozostaw ić  
w te m p era tu rze  pokojowej w  c iem nym  m iejscu na  okres 5 m inut,  nas tęp n ie  
w staw ić  do wody z lodem na  15 m inut. O sad  należy  odw irow ać  przez 5 
m in u t  p rzy  2500— 3000 obrotów na  m inutę .  P łyn  znad  osadu  na leży  o s t ro ż 
nie odsyfonow ać za pomocą zag ię te j  k ap ila ry  podłączonej do pom py w o d 
nej. Probów ki u s taw ia  się n a s tęp n ie  na  bibule filtracyjnej do góry  dnem  
na okres 2— 3 m inut. P ły n  ze śc ianek  probówek zebrać  os trożnie  b ibułą  fil
t racy jn ą  zw in ię tą  w rulon. Do probów ek dodać 1 ml buforu szczaw ianow o- 
bo ranow ego  (7) o raz  0,5 ml s ia rczan u  kad m u  (8). S ta ra n n ie  w ym ieszać  z a 
w artość  probówki przez w s trz ą sa n ie  i w irow ać  jak  wyżej przez 2— 3 m inut. 
Gdyby m im o odw irow ania  na powierzchni p łynu  p ływ ał osad, na leży  p ro 
bówkę w s trz ą sn ą ć  i w irow ać ponownie. P o  odw irow an iu  płyn zn ad  osadu  
odsyfonow ać i postaw ić  na  bibule filtracyjnej jak  wyżej. P o  o suszen iu  ś c ia 
nek probówki dodać 2 krople k w asu  s ia rkow ego  (13) i 0,5 ml ace tonu  (9) . 
W tych w aru n k ach  w ytrąca  się z kom pleksu  jodek rtęci (w idoczny przy  z a 
w artośc i ponad  100 y a lkaloidów w  prób ie) ,  k tóry rozpuszcza  się przez d o d a 
nie 1 ml chlorku sodu (10), n a s tęp n ie  dodać 2 ml w ę g la n u  sodu (11). O sad  
pow inien być całkowicie rozpuszczony  przed dodaniem  w ęg lan u  sodu, 
w przeciw nym  raz ie  w czasie  b rom ow an ia  n ie rozpuszczony kom pleks a lk a 
loidu w ypływ a na  powierzchnię  p łynu  i w olny jod  z am ias t  utlenić  się do 
jod an u  sub lim uje  w powietrze. Z a w a r to ść  probówki przen ieść  ilościowo do 
50 ml kolbki E rlenm eyera  ze szkła jena jsk iego , przy  czym zaw ar to ść  płynu 
łącznie  z myciem nie pow inna p rzek raczać  10 ml. N ajw ygodnie j  m ożna  
przem yć probówkę ilościowo s to su jąc  try skaw kę  z au to m aty czn y m  w ylew em  
wody*. Aceton w kolbce należy  odp a ro w ać  na  kuchence elektrycznej p rz y 
krytej s ia tką  azbestow ą. Aby zapobiec  p rzeg rzew an iu  się p łynu, na leży  p rzed

* Przez korek tryskawki przebiega dodatkowa rurka szklana. Ustnik tryskawki zao
patrzony jest od dołu wężem gumowym o długości około 8 cm zamkniętym bagietką szkla
ną. Podłużne nacięcie gumy o długości około 2 cm umożliwia przedostanie się powietrza 
do tryskawki d wytworzone nadciśnienie zezwala na automatyczny wylew wody przez 
kilkadziesiąt sekund.
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o d parow an iem  acetonu dodać  do kolbki pere łkę  szk lan ą  i nakryć  o twór kolb- 
ki kulką  szk laną  lub lejkiem. P o  upływ ie  około 10 m inut,  gdy  nie czuć 
już  acetonu, ostudzić  pod k ra n e m  do te m p e ra tu ry  pokojowej, zobojętnić 
kw asem  zabarw ionym  o ran żem  m ety low ym  ( 12), dodać  1 kroplę  w  n a d m ia 
rze i n as tępn ie  po dodan iu  0,5 wody b rom ow ej (14) n a d m ia r  brom u o d 
p a row ać  na  wrzącej łaźni w odnej przez 10— 15 m inut.  Z upełn ie  bezbarw ny  
płyn ostudzić  pod k ranem , dodać  3 krople  fenolu (15) w  celu zw iązan ia  
ew entua lnych  ś ladów  pozosta łego  bromu. P o  śc iankach  kolbki dodać 1 ml 
kw asu  s ia rkow ego  (13), w ym ieszać  z aw ar to ść  kolbki w s t rz ą s a ją c  i dosypać 
kilka k rysz ta łków  (około 5 m g )  jodku p o ta su  (17). W ydzie lony  jod  zmia- 
reczkować 0,005 n t io s ia rczan em  sodow ym  z m ikrob iu re ty  o podziałce  
0,01 ml. Kończyć m iareczkow anie  wobec skrobi (18) .  U w a g a :  przy  o z n a 
czaniu  alkaloidów  o zaw artośc i  poniżej 50 y probówki na leży  m rozić  w  m ie 
szan in ie  soli z rozdrobn ionym  lodem, z a m ia s t  t rzy m ać  15 m in u t  w  wodzie 
z lodem. Takie m rożenie  przysp iesza  w y trą c a n ie  się osadu .

W  tablicy I um ieszczone są  wyniki o zn aczan ia  spa r te iny ,  w tablicy  II 
wyniki oznaczan ia  lup in iny  w czystych roz tw orach . W  tablicy  III  z a w a r 
te są  wyniki oznaczan ia  m ieszan iny  lup in iny  i spar te iny .

T a b l i c a  I 
Oznaczanie sparteiny analizą na sumę (metoda I)

U żyto
sparteiny

m l 0,005 n N a2S 20 3
M nożnik W ykryto Średni 

% błęduw  y Zużyto Średnia Y

25 0,88
0,90

0,90
0,86

0,88 28,5 25,1 +  0 ,4

50 1,70
1,76

1.79
1.80

1,76 28,5 50,2 +  0 ,4

100 3,40
3,50

3,59
3,53

3,50 28,5 99,7 -  0,3

250 8,83
8,90

8,90
8,83

8,86 28,5 252,5 +  1,00

II. O ZNACZENIE SPA RTEIN Y  W O BEC N O ŚCI L U P IN IN Y .

O znaczenie  spa r te iny  w obecności lup in iny  oparte  j e s t  n a  n aszy m  sp o 
strzeżeniu , że 2 % roztw ór jodku  rtęci w  nasyconym  ro z tw orze  chlorku sodu 
(odczynnik  b 2 ) nie tw orzy  osad u  z lup in iną , n a to m ia s t  spa r te inę  w y trąca  
ilościowo.

Do 2 probówek w irów kow ych o pojem ności około 10 ml odp ipe tow ać  po 
2 ml roz tw oru  an a l izo w an eg o  (lub 1 ana lizy  -j- 1 wody) i oziębić do te m 
pera tu ry  od 2— 4° w wodzie z lodem. D odać 2 ml odczynn ika  jodortęcio-
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wego b (2) i 0,5 ml w odorotlenku  sodow ego  (5). W s trz ą sn ą ć  probówką 
energ iczn ie  u d e rz a ją c  palcem  o dno lub w iru jąc  probów ką m iędzy dłońmi 
tak  d ługo , aż będzie w idoczny pod św ia tło  w y raźn y  osad. C zynność  ta  trw a  
około 2 m inut.  Po  d o d an iu  odczynnika  przed w s trz ą sa n ie m  płyn u lega  tylko 
zm ętn ien iu , poniew aż początkowo pow sta je  koloidowy roztw ór. P o  wy-

T a b l i c a  II

Oznaczanie lupininy analizą na sumę (metoda I)

U żyto
lupininy

m l 0,005 n N a2S20 3
M nożnik W ykryto Średni 

% błędu
w  y Zużyto Średnia y

25
1,20
1,26

1,22
1,20 1,22 20 24,4 -  2,4

50
2,68
2,67

2,55
2,69 2,65 19 50,3 +  0,6

100
5,11
5,14

5,14
5,17 5,14 19 97,9 -  2,1

150
8,10
7,97

8,03
8,17 8,06 19 153,1 +  2,0

250
12,94
13,15

12,89
12,99 12,99 19 246,8 -  1,2

T a b l i c a  III

Oznaczanie mieszaniny lupininy i sparteiny analizą na sumę (metoda I)

U żyto  y ml 0,005 n N a2S 20 3

sparteiny lupininy Zużyto Średnia
N ależało zużyć na: % błędu

spart. łupin. sum ę

25 200 11,32
11,35

11,33 0,89 10,52 11,41 -  0,70

200 25
8,36
8,38 8,37 7,12 1,22 8,34 +  0,47

trąceniu  się osadu  w staw ić  probówki do wody z lodem na  5 m inu t w s t r z ą 
sa jąc  od czasu  do czasu. N astępn ie  dodać  0,5 ml jednosodow ego  fosforanu 
(6) i dokładnie  zam ieszać  zaw ar to ść  probówki. D alsze  pos tępow anie  takie 
sam o, jak  w m etodzie  I o zn aczan ia  sum y obu alkaloidów.

P rzy  zas to so w an iu  opisanej m etody  lup in inę  i sp a r te in ę  m ożna  oznaczyć 
ilościowo w  g ran icach  od 25 y do 250 y w łącznie. Sum a a lkalo idów  w e
d łu g  m etody I rów nież nie pow inna  p rzek raczać  250 y.

Tablice IV i V zaw ie ra ją  wyniki o zn aczan ia  spa r te in y  o raz  spa r te iny
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T a b l i c a  IV 

Oznaczanie sparteiny w czystych roztworach (metoda II)

U żyto
sparteiny

ml 0,005 n N a2S20 3
M nożnik Wykryto Średni 

% błęduw y Zużyto Średnia Y

25
0,75
0,73

0,69
0,70 0,71 35,7 25,3 +  1,2

50
1.38
1.39

1,34
1,38 1,37 35,7 48,9 -  2,2

100
2,79
2,75

2,73
2,76 . 2,76 35,7 99,1 -  0,9

200
5,59
5,47

5,55
5,54 5,54 35,7 199,8 -  0,1

250
7,12
6,92

6,83
6,96 6,96 35,7 249,1 -  0,4

T a b l i c a  V 

Oznaczanie sparteiny w obecności lupininy

U żyto  y ml 0,005 n N a2S2Os
Wykryto

Y
Średni 

% błęduspar
teiny

lupi
niny

Zużyto Średnio Należało
zużyć

M nożnik

25 166 0,71 0,72 0,71 0,70 35,7 25,3 +  1,2

250 166 7,11 6,95 7,03 7,00 35,7 251,0 +  0,4

w obecności lupininy. Obliczenie: zaw ar to ść  spa r te iny  i lup in iny  w badanej 
próbie oblicza się w e d łu g  nas tęp u jąceg o  wzoru:

Y spa r te iny  =  a • F

gdzie a =  ilość ml 0,005 n t io s ia rczanu  sodow ego zuży tego  w m etodzie  II, 
F =  m nożn ik  u s ta lony  dośw iadcza ln ie  =  35,7

v lupininy =  ( i  -

gdzie  b — ilość ml 0,005 n t io s ia rczanu  sodow ego zuży tego  w  m etodzie  I, 
a =  ilość ml 0,005 n t io s ia rczan u  sodow ego zuży tego  w m etodzie  II, F =  
=  m nożn ik  us ta lony  dośw iadcza ln ie  =  19 (w  ilościach lup in iny  poniżej 
50 m nożn ik  ten w ynosi 20). P rzyk ład :  do ana lizy  użyto m ieszan in ę  a lk a 
loidów zaw ie ra jącą  25,0 y spa r te in y  i 200,0 y lupininy.
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Ilość  zu ży tego  t io s ia rczanu  m etodą I w ynosiła  średnio  11,33 ml. 

Ilość zuży tego  t io s ia rczanu  m etodą II w ynosiła  ś rednio  0,71 ml. 

Y spa r te iny  =  a • F =  0,71 • 35,7 =  25,34

Y luoin iny  =  (b —  .p  =  / \ \ ,33 —  Q>/. 1 - -d! \ . 19
\  28,5 } \ 28,5 , I

=  (11,33 —  0,88) • 19 =  198,45.

J a k  w yn ika  z tablicy  I i II, p rzy  za s to sow an iu  odczynnika  jodortęciowe- 
go lup in in a  i sp a r te in a  w m etodzie  na  sum ę w ilości do 250 y da ją  wyniki 
p ro p o rc jo n a ln e  i p o w ta rza ln e  w g ran icach  błędu nie przekracza jących  ± 2 % .  
Tylko w w y p ad k u  lupin iny  w ilości 25 y  m nożnik  jes t  nieco wyższy i w y
nosi 20, podczas  gdy dla ilości powyżej 25 y wynosi on 19. J a k  w idać  z t a 
blicy III, m e toda  I do oznaczan ia  obu  alka lo idów  w m ieszan in ie  daje  w y 
niki o dużej dokładności, nie p rzek racza jące  ± 2 %  błędu, przy  czym należy  
zaznaczyć, że obecność dużej ilości sp a r te iny  nie w pływ a w żaden  sposób 
na  s t r ą c a n ie  lup in iny  w m ałe j ilości i nie zm ienia  m nożnika , d o św iad cza l
nie u s ta lo n e g o  dla 25 y spa r te in y  oznaczonej w roz tw orach  nie z a w ie ra ją 
cych lupininy.

W  tablicy  IV um ieszczone są  wyniki oznaczan ia  spa r te iny  w czystych 
roz tw orach  m etodą  II, przy czym b łąd  m etody  również nie przekracza  ±  2% . 
O becność  lup in iny  nie w pływ a na  oznaczan ie  sp a r te iny  m etodą II, co w y
kazu je  tab lica  V.

B. M ETODA ILOŚCIO W EGO OZNACZANIA LU PA N IN Y  I H Y D RO KSYLUPANINY W CZYSTYCH  

ROZTWORACH (ALKALOIDY Ł U B IN U  BIAŁEG O  I W ĄSK OLISTNEG O)

M etoda o p raco w an a  w celu i lościowego oznaczan ia  alkalo idów  w y stę 
pujących  w łubinie  b iałym  i w ąsko l is tn y m  w ogólnej zasadz ie  nie różni 
się od m etody  opracow anej dla łub inu  żółtego. W obu m etodach  o z n a c z a 
nie po lega  na  u tlen ien iu  jodku  z a w a r te g o  w kom pleksie  a lkaloidu do jo 
danu . Różne są  tylko w arunk i s t r ą c a n ia  o raz  sposób rozdzia łu  obu a lk a 
loidów. | i i | 11 >  i I

L u p a n in a  i hydroksy lupan lna  są  zbyt blisko ze sobą spokrew nione i p r a 
w dopodobnie  d la tego  mimo usilnych  s ta r a ń  nie zdołano  znaleźć w arunków , 
w k tórych m o żn a  by oznaczyć podobnie  ja k  przy m ieszan in ie  lup in iny  
i sp a r te in y  tylko jeden  alkaloid w  roz tw orach  zaw iera jących  ich sumę. Wobec 
tego, że nie zdo łano  wykryć odpow iednie j m etody chem icznej, u m oż liw ia 
jącej se lek tyw ne  oznaczenie  jed n eg o  z a lka lo idów  w m ieszan inach , p o s ta 
now iono op racow ać  w arunk i ilościowego rozdzia łu  lupan iny  i hydroksylupa- 
n iny  p rzed  ich chem iczną  ana lizą .  W tym  celu w ykorzystano  odm ienne  w ła 
ściwości obu a lka lo idów  w s to su n k u  do eteru  naftow ego. W iadom o je s t  od 
daw na  (3 ) ,  że lup an in a  je s t  dobrze  rozpuszcza lna  w  eterze naftow ym , na-
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to m ias t  hyd ro k sy lu p an in a  n ie  rozpuszcza  się w  n im  zupełnie . B a d a n ia  prze
p ro w adzone  p rzez  n as  potw ierdziły , że różnice w  zachow an iu  się obu a lka 
loidów m ożna  w ykorzystać  do celów ana lizy  ilościowej n a w e t  w  stężeniach 
roz tw orów  nie przekracza jących  0,001%.

Z a sa d a  m etody  ilościowego oddzielenia  lupan iny  od hydroksy lupan iny  
przy pomocy e teru  na f tow ego  polega  na  tym, że roz tw ór w odny  zaw ie ra jący  
m ieszan inę  obu alkaloidów  odp ipe tow uje  się dokładnie  do rozdzielacza, 
a lka lizu je  w ęg lan em  sodu i w yc iąga  do ch loroform u. C h loroform  zaw ie
ra jący  oba alkalo idy  odw ad n ia  się bezw odnym  w ęg lan em  sodu i oddesty- 
lowuje. P o zo s ta ło ść  zaw ie ra jąc ą  alkoloidy w postaci w olnych  z a s a d  i w ę 
g la n  sodu ek s trah u je  się e terem  naftow ym . Do eteru  na f tow ego  przechodzi 
iylko lupan ina .  P o  oddesty low aniu  eteru  naf tow ego  i rozpuszczen iu  pozo
s ta łośc i w  w odzie  oznacza  się lupan inę  niżej o p isan ą  m etodą . S um ę obu 
a lka lo idów  oznacza  się bezpośrednio .

Przebieg analizy

O d c z y n n i k i :

1. Z m odyfikow any odczynnik  jodortęciow y 2,4 g  jodku  kad m u , 6,5 g  
jod k u  rtęci i 20 g chlorku sodu  rozpuścić  w  100 ml w rzącej wody, z a g o to 
w ać  i po o s tu d zen iu  przesączyć  przez ilościowy sączek. P rzechow yw ać  
w  ciemnej butelce.

2. 21 ml s tężonego  k w asu  s ia rkow ego  rozcieńczyć w odą do 100 ml.
3. K rys ta l iczny  fosforan jednoam onow y.

4. 21 ml s tężonego  kw asu  s ia rkow ego  i 0,5 g  chlorku sodu rozcieńczyć 
w odą do 100 ml.

P o zo s ta łe  odczynniki, a m ianow icie  aceton, 2,5% w ęg lan  sodu, 3%  kw as 
s ia rkow y z o ran żem  m etylow ym , nasycona  w oda brom ow a, 1% fenol, 3% 
k w as  siarkowy, jodek  poiasu , t io s ia rczan  i skrobia  ja k  w m etodzie  A.

Do 2 probów ek wirówkowych o pojem ności około 10 ml odm ierzyć  p i
petą  po 2 ml p róby  (lub 1 próby +  1 w ody) ,  dodać 1 ml k w asu  s ia rkow ego  (2 ) ,  
w s t r z ą s n ą ć  energ icznie ,  aby dodany  kw as w ym ieszał się dobrze z b a d a n y m  
roz tw orem , i um ieścić  probówki w  wodzie z lodem na p rzec iąg  około 5 m i
nut. N as tępn ie  dodać 0,2 ml odczynnika  jodortęc iow ego (1) , w ym ieszać  z a 
w ar to ść  probów ki przez w s trzą san ie ,  dodać  kilka k rysz ta łków  (około 5 m g )  
fosforanu  a m o n u  (3 ) ,  ponow nie  w strząsn ąć ,  pozostaw ić  w  wodzie  z lodem  
przez  15 m in u t  i zam rozić  w m ieszan in ie  lodu z solą, Z a m a rz n ię tą  z a w a r 
tość w irow ać  przy  2500— 3000 obro tów  na  m inu tę  aż do zu pe łnego  ro z to 
p ien ia  lodu, co t rw a  około 5— 7 m inut. Jeżeli na  powierzchni p łynu  u tw o 
rzył się kożuszek  osadu  alkalo idu , zaw ar to ść  probówki w ym ieszać  i w i ro 
w ać  ponow nie  przez około 2 m inuty . Z nad  osadu  odsyfonow ać i u s u n ą ć  
płyn, jak  p odano  przy analiz ie  lupininy, dodać 1 ml kw asu  s ia rk o w eg o  z a 
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w ie ra jąceg o  chlorek sodu (4) w  celu w ym ycia  n a d m ia ru  odczynnika, po 
now nie  w irować, odsyfonow ać i u su n ąć  p łyn jak  wyżej. O sad  rozpuścić  
w  1 ml acetonu, dodać 2 ml w ęg lan u  sodow ego  i postępow ać dalej jak  przy 
o znaczan iu  lupininy.

W yniki an a liz  lupan iny  i hyd ro k sy lu p an in y  oddzielnie  w  czystych ro z 
tw orach  p rzeds taw ione  są w  tablicy  VI i V II , wyniki ana lizy  sum y obu a lk a 
loidów w m ieszan in ie  p rzeds taw ia  tablica  V III .

MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDÓW W LUBINACH PASTEWNYCH 2 0 9

T a b l i c a  VI 

Oznaczanie lupaniny w czystych roztworach

U żyto
lupaniny

m l 0,005 n N a2S 20 3
M nożnik W ykryto Średni 

% błęduw  y Zużyto Średnia y

25 0,71
0,72

0,72
0,73

0,72 33,3 24,9 - 0 , 4

50 1,51
1,50

1,55
1,54

1,52 33,3 50,6 +  1,2

100 2.98
2.98

2,97
2,92

2,96 33,3 98,5 -  1,5

150 4,51
4,53

4,48
4,45

4,49 33,3 149,5 -  0,3

200 5.97
5.98

5,96
6,00

5,98 33,3 199,1 -  0,4

250
7,52
7,51

7,50
7,40 7,48 33,3 249,0 -  0,4

Ja k  w ynika  z tablicy VI, op isan a  m e toda  zezw ala  na  oznaczenie  lu p a 
niny w ilościach od 25 y do 250 y, p rzy  czym  ilości w y trąconego  kom pleksu 
w tych g ran icach  są p roporc jonalne .  S to su jąc  m nożn ik  33,3 b łąd  ana lizy  nie 
przekracza  rh  1.5%.

J a k  w ynika z tablicy  VII, ilość w ytrącone j  h y d roksy lupan iny  nie w z ra 
sta  p roporc jona ln ie  do stężen ia  ro z tw o ru  ze w zg lęd u  na  pew ną  w tych g r a 
nicach już  o zn acza lną  rozpuszczalność  jodortęc iow ego  kompleksu. Z as to so 
w anie  s ta łeg o  m nożn ika  je s t  p rze to  n iem ożliwe. Zależność  faktycznie  zuży 
tych ml t io s ia rczanu  od ilości a lka lo idów  w  roz tw orze  p rzed s taw io n a  je s t  
na  rysunku  1. J a k  w ynika z w ykresu , za leżność  ta  w y rażo n a  je s t  prostą , 
z której m ożna  odczytać zaw ar to ść  h y d ro k sy lu p an in y  w  badane j  próbie.

Ze w zg lędu  na  brak  proporc jona lnośc i  w  ilości zużytego  t io s ia rczanu  do 
s tężenia  h y d roksy lupan iny  w  roz tw orze , oznaczen ie  sum y lup an in y  i h y 
droksy lupan iny  możliwe je s t  ty lko w tym  w ypadku ,  jeżeli s tężen ia  lu p a 
n iny  nie w p ły w ają  na  w zm ożone  w y trą c a n ie  hydroksy lupan iny  szczególnie

4 A cta B iochim ica
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T a b l i c a  VII

Oznaczanie hydroksylupaniny w czystych roztworach

U żyto  
hydroksylu
paniny w y

ml 0,005 n N a2S 20 3
Średnia

Zużyto

25 0,35 0,34 0,39 0,34 0,35

50 0,86 0,84 0,86 0,89 0,86

100 2,05 2,03 2,04 2,04 2,04

125 2,67 2,57 2,57 2,68 2,62

200 4,27 4,27 4,28 4,28 4,27

250 5,44 5,32 5,42 5,39 5,39

w  m ałych  ilościach od 25— 100 y. „K o p recyp itac ja“ je s t  bowiem zjaw iskiem  
częs to  spotykanym . J a k  w ynika  z tablicy  V III ,  obecność lupan iny  w róż 
nych s tężen iach  nie zm ienia  ilości ml t io s ia rczanu  zużytego  na oznaczan ie  
h y d ro k sy lupan iny  w czystych roztw orach .

T a b l i c a  VIII 

Oznaczanie sumy lupaniny i hydroksylupaniny

U żyto  w  y ml 0,005 n N a2S2Q3

Średni 
% błęduL upa

niny

H ydro
ksylupa

niny
Zużyto Średnia

N ależało zużyć na:

lupa-
ninę

hydroksy-
lupaninę sum ę

250 25 7,82 7,80 7,81 7,48 0,34 7,82 ±  0,0

50 235 6,60 6,52 6,56 1,51 5,07 6,58 +  0,0

J a k  ju ż  w spom niano  wyżej, z a w ar to ść  lupan iny  w  mies'zaninie obu 
a lka lo idów  m ożna  oznaczyć  jedyn ie  po uprzednie j ekstrakcji e te rem  n a 
ftowym.

M ETO DA ILOŚCIO W EGO O D D Z IE L E N IA  LU PA N IN Y  OD H Y D RO KSYLUPANINY

D okładn ie  odm ierzoną  ilość roz tw oru  zaw ie ra jąceg o  oba a lkaloidy 
odp ipe tow uje  się do rozdzie lacza  o pojem ności 100 ml, a lka lizu je  2 ml 
nasy co n eg o  w ęg lanu  sodow ego i w y trzą sa  z chloroform em  3 razy  p o  5 ml. 
C h lo ro form  zbiera się do 100 ml suchej kolbki E rlenm eyera .  Do kolbki do
sypu je  się około 2 g  bezw odnego w ęg lan u  sodu i oddesty low uje  ch loroform  
do sucha, z a n u rz a jąc  kolbkę aż po szyjkę w naczyn iu  z w rzącą  wodą. P o  od 
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d es ty low an iu  chloroform u pozostaje  w  kolbce poza a lka lo idam i suchy w ę
g la n  sodu. W yjąć kolbę z wody nie o d łącza jąc  od chłodniczki. J e s t  to ko
nieczne, bowiem w przeciw nym  raz ie  p a ra  w o d n a  osiada w  szyjce kolbki. 
Ze w zg lędu  na dużą rozpuszczalność  lupan iny  w  wodzie nie przejdzie  ona 
w  tych w aru n k ach  całkowicie do eteru  naf tow ego . Z drugie j s trony  eter 
naf tow y nasycony  w odą  rozpuszcza  m ałe  ilości hydroksy lupan iny . D la tego  
na leży  nie dopuścić do g ro m ad zen ia  się p a ry  wodnej w  kolbce. Kolbkę 
s ta ra n n ie  w ytrzeć  z zew n ą trz  i odłączyć od chłodniczki. W  celu pozbycia 
się ew en tua lnych  ś ladów  w ody dosypać  po śc iankach  kolbki 0,5 g bezw od
nego  w ęg lan u  sodowego, a ś lady  chloroform u odpędzić w s t r z ą s a ją c  kolb- 
ką na  płytce elektrycznej z s ia tką  azbestow ą. O studz ić  kolbkę i dolać 5 ml 
e te ru  naftow ego. Z aw ar to ść  kolbki1 ene rg iczn ie  w ym ieszać, pos taw ić  na  k u 
chence elektrycznej aż do lekkiego w rzen ia  (2— 3 sek.) . Po  ostygnięciu  
e ter zlać ostrożnie  zn ad  osadu  do d rug ie j kolbki o tej sam ej pojem ności 
i pozosta ły  osad  eks trahow ać  eterem  naftow ym  jeszcze trzykrotnie . W  tych 
w aru n k ach  do e teru  naf tow ego  przechodzi tylko lupan ina . Do połączonych 
w yciągów  eteru naftow ego dolać około 2 ml w ody  i oddesty low ać eter na  
łaźni wodnej. Gdy cały eter zosta je  oddes ty low any , płyn przenieść  ilościowo 
do kolbki miarowej lub w y ka lib row anego  cy lindra  i rozcieńczyć w odą  do 
objętości wyjściowej lub, jeśli  p rzew idz iana  z a w ar to ść  a lkaloidu je s t  m ała , 
do odpowiednio m niejszej objętości. Na ta k  p rzy rządzonym  roz tw orze  lu p a 
niny oznacza  się alkaloid  wyżej o p isan ą  m etodą .

Wyniki zaw arte  w tablicy IX dow odzą, że w wyżej opisanych  w aru n k ach  
lupan ina  przechodzi ilościowo do eteru  na f tow ego , n a to m ia s t  hydroksylu- 
p an ina  nie u lega  ekstrakcji.

T a b 1 c a IX 
Ilościowy rozdział lupaniny od hydroksylupaniny

U żyto
lupaniny

ml 0,005 n 
N a2S2Q3

Dodano  
Y hydro
ksylupa

niny

m l 0,005 n 
N a2S20 3 % błędu

w y Zużyto Średnia Zużyto Średnia

200 6,05 6,00 6,02 250 5,95 6,00 5,97 -  0,8

148 4,48 4,43 4,45 97,5 4,56 4,53 4,54 +  2,0
.

O b l i c z e n i e :
Y lupan in y  =  a • F

gdzie a — ml 0,005 t io s ia rczanu  zużyte  na  oznaczen ie  lup an in y  po eks
trakcji eterem  naftowym .

F =  m nożnik  us ta lony  dośw iadcza ln ie  =  33,3.
H ydroksy lupan inę  oblicza się w  sposób n as tępu jący :

c — b — a,
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212 I. REIFER i M. MOZEJKO

gdzie  c =  ilość ml 0,005 t io s ia rczanu  o dpow iada jąca  hydroksylupanin ie ,  

b =  ml 0,005 t io s ia rczanu  zużyte  na  sum ę alkaloidów,
a =  ml 0,005 t io s ia rczan u  zużyte  na  oznaczenie  lupan iny .
Y hy d ro k sy lu p an in y  o dpow iada jące  wielkości c odczytu je  się z w ykre

su (rys. 1).
P r z y k ł a d :  ml 0,005 n t io s ia rczan u  zużytego  na  sum ę =  3,59 

ml 0,005 n „ „ na  lu p an in ę  =  1,63
Y lu p an in y  — a • F =  1,63 • 33,3 =  54,3
Y hydroksylupaniny:

Rys. 1
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c =  b —  a =  3,59 — 1,63 =  1,96 ml 0,005 n N a 2S 20 3 
z  w ykresu  1:

1,96 ml 0,005 n N a 2S 20 3 odpow iada 97,5 y hydroksylupaniny .

Zastosowanie metody do łubinów pastewnych
EKSTRAKCJA ALKALOIDÓW  Z .MATERIAŁU R O ŚLIN N EG O  I OCZYSZCZANIE W Y CIĄ G Ó W ..

Ilościowe oznaczan ie  a lka lo idów  w m ater ia le  roś l innym  sk łada  się z 4 
e tapów , a mianowicie: 1. P rzy g o to w an ie  m a te r ia łu  do ekstracji.  2. E k s t ra k 
cja . 3. Oczyszczenie  w yciągów  alkaloidowych. 4. W łaśc iw a  ana l iza  ilościowa.

Ujęcie ilościowe a lkalo idów  zosta ło  omówione w  poprzedn im  rozdziale. 
P o zo s ta je  om ówienie  p rzygo tow ania ,  ekstrakcji i oczyszczenia  w yciągów .

W szyscy au to rzy  (2, 13, 15, 16) zgodnie  podkreśla ją  konieczność d o k ład 
nego  rozdrobn ien ia  m a te r ia łu  przed ekstrakcją . Z danych cytologicznych 
w iadom o, że a lkaloidy g ro m a d z ą  się w  w akuolach  komórkowych i przez 
m echan iczne  zniszczenie  s t ru k tu ry  komórki um ożliw ia  się ro zp u szcza ln i
kowi ilościowe wymycie a lkaloidów. W  norm alnych  w aru n k ach  uzyskuje  się 
to przez  rozcieran ie  m a te r ia łu  w  m oździerzu  lub mielenie w m łynkach. R z a d 
ko, lecz z bardzo  dobrym  wynikiem  bywa s tosow ane  rozdrobnien ie  przez 
z a m ra ż an ie  tkanki w  s ta łym  dw utlenku  węgla.

W  naszej p racow ni mielono m ate r ia ł  na m łynku typu „Ju n io r  labo ra to ry  
m il i“ z s item  o średnicy  o tw orów  0,075 mm. M ożna rów nież po zm ieleniu  
w zw ykłym  młynku przes iew ać  m ate r ia ł  przez ręczne sito o w/w średnicy.

W l i te ra tu rze  podane są 2 typy ekstrakcji w zas to so w an iu  do a lka lo i
dów. Jed en  typ to k w aśn a  eks trakc ja  w odna  lub alkoholowa. J a k  się jed n ak  
okazało  w toku doświadczeń- przy za s to sow an iu  tej ekstrakcji  a lkaloid  nie 
przechodzi do roztw oru  ilościowo. Do podobnego wniosku  doszedł rów nież 
W i e r z c h o w s k i  (16) i u z a sa d n ia  to w  sposób nas tępu jący :  „K w asy  tak ie  
jak  solny czy s iarkow y nie dz ia ła ją  w  rozcieńczeniu dosta teczn ie  rozkład- 
czo na  związki a lkaloidów  w ystępu jące  w  kom órkach roślinnych , a b ia łka  
pod w pływ em  kw asu  i alkoholu u leg a ją  dena tu rac ji  i p raw dopodobnie  w sk u 
tek tego o ch ran ia ją  część a lkalo idów  przed ek s trak c ją“ .

D rugi rodzaj to eks trakc ja  chloroform em , eterem  etylow ym  lub ich 
m ieszan iną  w środow isku  alkalicznym . Do alkalizacji  s to sow ane  b y w ają  
w odoro tlenek  sodu i w ęg lan u  sodu, przy  tym ze w zg lędu  na  to, że alkoloidy 
łubinu są mniej lub więcej rozpuszcza lne  w  wodzie, s tosu je  się zazw yczaj 
środki odw adnia jące . W ierzchowski w metodzie pow szechnie  w  Polsce s to 
sow anej używ a gipsu. W  w yniku  naszych  dośw iadczeń  bardzie j  korzys tne  
okazało  się użycie bezw odnego w ęg lan u  sodowego. Gips je s t  n iew ygodny  
z tego w zględu, poniew aż p rzy  n ad m ie rn y m  jego  użyciu w  czasie  w y t r z ą 
san ia  rozpuszczaln ika  z w odą  tw orzy  się w a rs tw a  em ulsji ,  k tó ra  często  
uniem ożliw ia rozdzia ł fazy w odnej od rozpuszczaln ika . W ęg lan  sodowy m o 
że być użyty  w dużo m nie jszych  ilościach i jes t  jednocześnie  czynnik iem  
a lkalizu jącym  i o dw adn ia jącym .
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O czyszczan ie  w yciągów  alkaloidów  jes t  p o d s taw ą  dok ładnego  ozna 
czan ia  a lka lo idów  w w yciągach  roślinnych, bowiem do w yciągów  chloro 
form owego lub e terow o-chloroform ow ego, poza a lka lo idam i, przechodzi sz< 
reg  innych zw iązków , jak  t łuszcze, barw niki, żywice, g lukozydy, w ęglow e 
dany  i inne (2, 15). W iększość tych zw iązków  da je  reakcje  z odczynnikam  
norm aln ie  s to sow anym i do oznaczan ia  a lkaloidów, d la tego  bardzo  istotni 
jes t  o trzym an ie  w yciągu  a lkalo idów  pozbaw ionego  tych zanieczyszczeń 
D ośw iadczenia  wykazały , że jednorazow e oczyszczenie w yciągów  przez pa 
saż  chloroform  — rozcieńczony kw as je s t  nie w y s ta rcza jące .  N a to m ias t  dwu 
krotne oczyszczanie  w yciągów  poprzez eks trakc ję  wolnych zasad  do roz 
puszcza ln ika  i ich soli do rozcieńczonych k w asów  pozw ala  na u zy sk an k  
czystych ek s trak tó w  alkaloidów.

W yniki o trzy m an e  w naszym  lab o ra to r iu m  w ykazały , że wyciągi po je d 
norazow ym  oczyszczaniu  są zanieczyszczone su bs tanc jam i,  które d a ją  o s a 
dy z odczynn ikam i alkaloidowym i, a m ianow icie  z kw asem  krzem o-w olfra  
m ow ym  i odczynnik iem  jodortęciowym . W yniki te i lu s t ru ją  tablice X i XI

T a b i i c a X
Zawartości alkaloidów oznaczonych metodą Wierzchowskiego 

w zależności od oczyszczania

% zaw. alkal. % zaw. alk. oznaczony w  naszej pracowni
Materiał oznaczony przez Oczyszczanie Różnica

W ierzchowskiego 1 X 2x 3x w %

Ł . żółty  
Przebędow o 8 0,065 0,060 0,035 0,034 41,6

Ł. żółty  
Puław ski 21 0,054 0,050 0,019 0,020 62,5

Ł. żółty*  
N r 434 0,150 0,150

1
0,053 0,050 64,6

Ł . żółty* 
N r 252 - 0,108 0,030 0,030 72,3

Ł. żółty*  
N r 401 - 0,28 0,056 0,056 80,0

Ł . żółty  
G. 16 - 0,062 0,029 0,030 69,4

* Łubiny te  p och od zą  ze  S tacji C hc.n iczn o-ro ln iczej -.w W arszaw ie.

Z tablicy  X w ynika, że dw ukro tne  oczyszczenie obn iża  wyniki nawe\ 
czterokro tn ie, podczas  gdy dodatkow e trzecie oczyszczenie  w yciągów  na 
uzyskane  wyniki nie w pływ a.

Z tablicy  XI w ynika, że eks trak ty  a lkaloidow e oczyszczone tylko jeden

http://rcin.org.pl



MIKROMETODA OZNACZANIA ALKALOIDÓW W LUBINACH PASTEWNYCH 2 1 5

raz ,  rów n ież  przy za s to so w an iu  naszej metody, d a ją  zbyt wysokie  wyniki. 
J e d n o ra z o w e  oczyszczanie  w yciągów  jes t  przeto  nie w y s ta rcza jące  i należy 
z a w sz e  s to sow ać  oczyszczanie  dw ukro tne ,  n ieza leżn ie  od w yboru  metody 
an a l izy  ilościowej.

T a b l i c a  XI

•Wyniki zawartości alkaloidów metodą opisaną w zależności od oczyszczania
(Łubin biały)

O czysz
czanie

m l 0,005 N a2S20 3 Różnica

Zużyto Średnia
W /o

1X 2,35 2,36 2,35 —

2x 1,76 1,72 1,74 26,0

3x 1,72 1,78 1,75 25,6

PRZYGOTOW ANIE M ATERIAŁU DO ILOŚCIOW EJ ANALIZY ALKALOIDÓW

1 do 2 g  (w zależności od zaw artośc i  a lkaloidów) mączki łubinowej 
przes iane j  przez sito  o średnicy  o tw orów  0,075 m m  rozciera  się w  m oździe
rzu o średn icy  około 8 cm z 1 ml wody, nas tępn ie  dodaje  się w 3 porcjach 
około 2 g  bezw odnego w ęg lan u  sodow ego i uciera  się aż do pow stan ia  s u 
chego sypkiego proszku  (około 5 m in u t) .  Z aw ar tość  m oździerza  przenosi 
się ilościowo przez m ały  lejek do suchego  50 ml cylindra  ze szczelnie do
sz l ifow anym  korkiem, dolewa się 30 ml chloroform u i w y trz ą sa  przez 30 
m in u t  na  w strzą sa rce .  Z aw ar to ść  cy lindra  przenosi się na  nuczę  G-3 i s ą 
czy przy  użyciu pom py wodnej, um ieszcza jąc  w ew n ą trz  kolby ssawkowej 
o po jem ności 300 ml probówkę o ś rednicy  około 25 m m  i d ługości około 
130 mm , która  u trzy m u je  się w pozycji pionowej przez nóżkę nuczy. C y
linder i osad  na nuczy  p rzem yw a się 2 razy  około 5 ml chloroformu. W y
c ią g  ch loroform ow y oraz  chloroform  z przem ycia  osadu  przenosi się do 
100 ml kolbki E rlem neyera  ze szk ła  jena jsk iego , dolewa się 2 ml 0.1 n k w a 
su so lnego  i oddesty low uje  chloroform  na  łaźni wodnej. W kolbce pozosta ją  
zan ieczyszczenia  w  postaci żó łtego  osadu  o m azis te j  konsystencji  o raz chlo
rowodorki a lka lo idów  w roztw orze. Do kolbki dodaje  się 10 ml e teru  n a f to 
wego, w  którym  zanieczyszczen ia  u leg a ją  rozpuszczeniu . Z aw ar to ść  kolbki 
przenosi się ilościowo do rozdz ie lacza  o pojemności 100 ml. Kolbkę p rzem y
w a się p rzy pom ocy 5 ml e teru  naftow ego , 5 ml 0,1 n kw asu  so lnego  i kil
koma ml wody. Z aw ar to ść  rozdz ie lacza  w y trzą sa  się i w a rs tw ę  w odną  p rze
nosi się do d rug ieg o  rozdzie lacza . Jeżeli w a rs tw a  w o d n a  nie je s t  k larow na, 
na leży p rzesączyć  przez sączek  z miękkiej bibuły filtracyjnej umieszczony 
w lejku na  d ru g im  rozdzielaczu. E te r  naftow y ek s trah u je  się w  sumie t r z y 
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kro tn ie  (3 X  po 5 ml 0,1 n k w asu  so ln eg o ) .  W odny  w yc iąg  a lka lo idów  alka- 
l izuje  się 5 ml 10% w ęg lan u  sodow ego i w y c iąg a  do 5 ml chloroform u. E k s 
trakc ję  chloroform em  po w ta rza  się jeszcze 2 razy. W yciągi ch loroform ow e 
(15 ml) zbiera  się ponow nie do kolbki, do lew a się 2 ml w ody i całkowicie  
oddes ty low uje  chloroform  n a  łaźn i wodnej. Do kolbki doda je  się jak  w y 
żej 2 razy  po 5 ml e teru  naf tow ego, 5 ml 0,1 n k w asu  solnego  i przenosi ilo
ściowo do rozdzie lacza . E ks trakc ję  5 ml k w asu  p o w ta rza  się jeszcze  d w u 
krotnie. W  odróżn ien iu  od pierwszej eks trakc ji  e teru  na f tow ego  kw asem , 
p rzy  d rug ie j  ekstrakcji  d o d aw an y  kw as  m usi być dokładnie  odp ipetow any, 
gdyż  roz tw ór a lkalo idów  do ana lizy  m usi mieć odczyn obojętny. W odny 
w y c iąg  a lka lo idów  z rozdzie lacza  zbiera się do zlewki o pojem ności 100 ml 
i odp aro w u je  ś lad y  eteru  na f tow ego  na  łaźn i wodnej. P ły n  zoboję tn ia  się 
dok ładn ie  przy pomocy 3 ml 0,5 n  w odoro tlenku  sodowego. Jeżeli  kw as  
i w odoro tlenek  nie są ściśle m ianow ane ,  p rzed  zobojętn ieniem  na leży  je  w o 
bec siebie zm iareczkow ać  i dodać  ilość w odoro tlenku  o d p o w iad a jącą  15 ml 
zuży tego  kw asu . P łyn  przenosi się ilościowo do kolbki m iarow ej i u zu p e ł
n ia  do kreski. Do ana lizy  łub inów  słodkich na leży  użyć 2 g  łub inu , a w y 
c ią g  do ana lizy  uzupełn ić  do 25 ml. Do ana l izy  pobierać po 2 ml roztw oru . 
Do ana l izy  łub inów  gorzkich bierze się 1 g  m ączki, a rozcieńczenia  w y c ią 
gów  stosu je  się odpow iednio  większe (50— 100 m l) .

D a lszy  p rzeb ieg  ana lizy  op isany  jest dla łub inów  żółtych na  s tron ie  200, 
a dla łub inów  białych i w ąskolis tnych  na str. 205

W yniki an a liz  łubinów  żółtych, białych i w ąskolis tnych  um ieszczone są 
w  tab licy  XII i XIII.

Obliczenie zawartości w % na suchą masę materiału

% alkaloidy =  — -—  
c- 10000

gdzie a =  ilość alkaloidów

rozcieńczenie
b = --------------------------- -—

ml użyte do analizy

c =  ilość gramów materiału użytego do analizy

P r z y k ł a d :  do analizy użyto 2 g mąki łubinowej, wyciąg rozcieńczonego do 25 ml, 
do analizy pobrano po 2  ml. Sparteiny wykryto 28,5 y, lupininy 8  y.

28,5-12 ,5  366,25
% sparteiny = --------------= -----------  =  0,018

2-10 000 20 000

8 . 12,5 100
% lupininy = --------------= ----------- =  0,005

2 • 10 000 20 000

% su m y alkaloidów  =  0 ,018  +  0 ,005 =  0 ,023%
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D yskusja

O p isa n e  w li te ra tu rze  m etody o zn aczan ia  a lka lo idów  w łubinach p a s te w 
nych p rzew ażn ie  og ran icza ją  się do an a liz  sum y alkaloidów. Ze w zg lędu  na  
to, że w spółczynniki dla spa r te in y  i lup in iny  w łubinach  żółtych o raz  dla 
lupan in y  i hydroksy lupan iny  w łubinach białych i w ąskolis tnych  są  różne, 
a ilościowy stosunek  obu a lkalo idów  je s t  zm ienny  w bardzo  szerokich g r a 
nicach (tablica  XII i X II I ) ,  p rze to  w szystk ie  m etody ozn aczan ia  sum y a lk a 
loidów p os iada ją  co najw yżej w artość  orien tacy jną . S tosow anie  dowolnych 
w spó łczynn ików  opiera jąc  się na „ ś re d n im “ s to sunku  zaw artośc i  obu a lk a 
loidów, k tóry  jak  w ynika  z pracy W i e r z c h o w s k i e g o ,  w ah a  się w  łu 
binach żółtych od 1 : 1,1 do 1 : 6,9 je s t  ponad to  uproszczeniem  o ba rdzo  
w ątp liw ej wartości,  poniew aż toksyczność poszczególnych alkaloidów  łub i
nów  m oże być różna, co w metodzie  o zn aczan ia  sum y nie da się uw zględnić .

Znaczen ie  przez n as  opracow anej m etody  polega na  tym, że um ożliw ia  
ona  oddzielne oznaczenie  a lkaloidów  zaw ar tych  w łubinach pastew nych , 
p rzeto  un ika  n iedokładności pow szechnie  s tosow anych  metod. B łąd  o p isa 
nej m etody  nie p rzekracza  ± 2 %  i m oże być ona s to sow ana  w rozcieńczo
nych roz tw orach  alkalo idów  w stężen iach  od 0,001 do 0,005% , podczas gdy 
w m etodach  powszechnie u n as  s tosow anych  koncen trac ja  a lkalo idów  w ro z 
tw orach  nie może wynosić poniżej 0,2%.

W yniki ana liz  łubinów  pas tew nych , a szczególnie  „s łodkich“ i „pół- 
‘go rzk ich“ (0,03 do 0 ,2 % ) ,  o trzy m an e  n a sz ą  m etodą  są co na jm nie j  o 50%  
niższe w porów nan iu  z m etodą  W ierzchow skiego, pow szechnie  w Polsce  s to 
sow aną . J a k  wynika z tablicy  X i XI, różnice te m ożna  w ytłum aczyć jedyn ie  
n iedosta tecznym  sposobem oczyszczania  ana lizow anych  w yciągów . N ie z a 
leżnie bowiem od stosow anej m etody ana l izy  alka lo idów  ekstrak ty  oczysz
czane  jednorazow o w ykazyw ały  zaw sze  wyniki w yższe  od w yciągów  oczy
szczanych dwukrotnie. Z drugiej s trony  wyniki ana liz  eks trak tów  o czyszcza
nych 3 razy  nie obniżały  się. Nie u lega  więc wątpliw ości, że jedn o razo w e  
oczyszczanie  w yciągów  jest  n iew ysta rczające .

N iew łaściw e oczyszczanie  w yciągów  alkaloidow ych, a co za tym idzie 
wyniki odb iega jące  czasem  o kilkaset p rocen t  od rzeczywistej z a w a r to 
ści a lkalo idów  w łubinach pastew nych , je s t  pow odem  olbrzymich s t r a t  g o s 
podarczych. J a k  wynika z tablicy  XII i XIII, łubiny zdyskw alif ikow ane jako  
pasza  dla bydła, poniew aż zaw ie ra ły  rzekom o powyżej 0,1% alkaloidów, 
w zupełności n a d a w a ły  się do użytku, oczywiście jeżeli toksyczność łub i
nów zależy w yłącznie  od a lkalo idów  w nich zaw artych .

Do ekstrakcji a lkaloidów  użyto  w  nasze j  m etodzie  czystego  ch lo ro fo r
mu, nie zaś  m ieszan iny  ch loroform u z e terem , a to z tego w zględu , że re 
generac ja  obu rozpuszczaln ików  po ich oddesty low an iu  nas tręcza  duże  t r u d 
ności i pow ażne  s t ra ty  rozpuszczaln ików . Ilość rozpuszczaln ika  s to so w an a
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w opisanej m etodzie  wynosi około 50 ml na  analizę , co w p o ró w n an iu  z po
w szechnie  s tosow anym i m etodam i s tanow i za ledw ie  1Iq.

P o w ta rz a ln o ść  w yników  o trzym anych  z mączki tego  sam eg o  łubinu 
( tab lica  XII i X III)  na  odw ażkach  nie p rzek racza jących  2 g  udow adnia ,  
że pob ieran ie  większej ilości m a te r ia łu  do an a lizy  w celu u zy skan ia  “ ś red 
n ie j“ próby je s t  niepotrzebne. P o za  tym  pow ta rza ln o ść  ta  w ykazuje ,  że w a 
runki ekstrakcji  przez n a s  op isane  g w a ra n tu ją  ilościowe wydobycie a lk a 
loidów z m a te r ia łu  roślinnego.

S to so w an e  przez n as  oczyszczanie  w yciągów  zapob iega  w zupełności 
p o w s taw an iu  em ulsji  m iędzy fazą w odną  i fazą rozpuszczaln ika , k tó ra  w y 
bitnie u trudn ia  p rzygo tow an ie  w yc iągów  z nas ion  łubinu zaw ie ra jących  z a 
zwyczaj duży  p rocent tłuszczów. P rzez  n as  zas to so w an y  eter  naf tow y w 
kw aśn y m  środow isku  rozpuszcza  zan ieczyszczenia  i t łuszcze, k tóre  p rze
sz ły  w  czasie  ekstrakcji  do chloroform u. Chlorowodorki a lka lo idów  są dużo 
bardzie j  rozpuszcza lne  w  rozcieńczonych kw asach  aniżeli w e terze  n a f to 
wym, k tóry  po trzykro tnej ekstrakcji  0,1 n kw asem  solnym  nie zaw iera  w ię 
cej ś ladów  alkaloidów.

W szelkie  próby chem icznego  oddzielenia  lupan in y  od hyd roksy lupan iny , 
to znaczy  a lka lo idów  bia łego  i w ąsko lis tnego  łubinu, nie pow iodły  się. 
W ykorzystano  więc zn an e  od d a w n a  zachow anie  się obu a lkalo idów  w sto 
sunku  do eteru  naftow ego, w k tó rym  przy odpow iednich w aru n k ach  h y d ro 
k sy lu p an in a  je s t  zupełnie  n ie rozpuszcza lna ,  a lu p an in a  rozpuszcza  się ilo
ściowo. K oniecznym  w aru n k iem  ilościowego rozdz ia łu  obu a lkalo idów  jest  
zachow an ie  ś rodow iska  bezw odnego. W  przeciw nym  bowiem  raz ie  ro zp u 
szcza lna  w  w odzie  lup an in a  nie przechodzi ilościowo do e teru  naftow ego , 
a h y d ro k sy lu p an in a  rozpuszcza  się nieco w eterze naf tow ym  nasyconym  
wodą. Z as to so w an ie  bezw odnego w ęg lan u  sodow ego pozw ala  na  ilościowy 
rozdzia ł lu p an in y  i hydroksy lupan iny .

O p isan a  m etoda um ożliw ia  w ykonan ie  2 rów noleg łych  pełnych ana liz  
a lka lo idów  w  łubinie  w  c iągu  4 godzin , przy tym  b łąd  ana lizy  nie p rze 
k racza  ±  2 % .

W  pracy  posłu g iw an o  się sp a r te in ą  i lup in iną ,  p re p a ra tam i  firmy Merck, 
h y d ro k sy lupan inę  wyizolow ano w naszej pracow ni w  postaci chlorow odorku  
B.2HC1.H20  o  tt. =  271 °C, a lu p an in ę  o trzym ano  od prof. d ra  G. R. 
C 1 e m o.

Prof. drowi K- B a s s a l i k o w i  i prof. drowi G. R. C 1 e m o sk ład am y  
serdeczne  podziękow ania  za udostępn ien ie  n am  czystych p rep a ra tó w  a lk a 
loidów.

Streszczenie

1. O p isano  now ą jo dom etryczną  m ikrom etodę  ozn aczan ia  a lkalo idów  
w łub inach  pastew nych.

2. W  łubinach  żółtych oznacza  się tą  m etodą  oddzie ln ie  sparte inę ,  a lu-
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pin inę  i sp a r te inę  oznacza  się jako  sumę. Z różnicy obu a lka lo idów  o z n a 
cza się zaw ar to ść  lup in iny  w  próbie.

3. W  łubinach białych i w ąsko lis tnych  oznacza  się sum ę lu p an in y  i hy- 
d roksy lupan iny  o raz  oddzie ln ie  sa m ą  lupan inę  po uprzednie j ekstrakcji  
z e te rem  naftowym . Do tego  celu zos ta ły  o p racow ane  w arunk i ilościowej 
ekstrakcji  lupan iny  w obecności h y d ro ksy lupan iny  w  środow isku  bezw od
nym.

4. M etoda  zezw ala  na  oznaczen ie  a lka lo idów  w stężen iach  od 0,001 —
0.005% w  g ran icach  od 25 y do 250 y.

5. B łąd  metody w  zas to so w an iu  do czystych roz tw orów  i do m a te r ia 
łu ro ś l innego  nie p rzek racza  ±  2% .

6. W ykazano , że jedn o razo w e  oczyszczanie  a lka lo idów  je s t  n ie w y s ta r 
czające  i op racow ano  w y g o d n ą  m etodę d w ukro tnego  oczyszczenia  w yciągów  
alkaloidowych.

7. W ykazano , że pow szechn ie  u n as  s to so w an a  m etoda  ozn aczan ia  a lk a 
loidów w łub inach  d a je  wyniki czasem  n a w e t  5 razy  większe od rzeczy
wistej zaw artośc i  a lka lo idów  w  nas ionach  łubinu. F a k t  ten  dotyczy szcze
gólnie  łub inów  słodkich i w ynika  z n iedos ta tecznego  oczyszczania  a n a l i 
zow anych  wyciągów.

8. Ilość zużytych rozpuszcza ln ików  w  naszej m etodzie  je s t  6-krotnie  
m nie jsza  aniżeli w  m etodach  pow szechnie  s tosow anych.

9. W g  opisanej m etody  2 w yciąg i łub inow e m o g ą  być z an a l izo w an e  

w 2 pow tórzeniach  w czas ie  nie p rzek racza jący m  2 godzin.

10. Dwie kom ple tne  ana l izy  a lka lo idów  w łubinie m ogą  być w ykonane  
w 4 godzinach.
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MMKPOMETO^ OnPE/ÜEJIEHMH AJlKAJIOMßOB B KOPMOBBIX JIIOIB1HAX

C o A e p z K a H H e

1. AßTopaMH n p e A C T a B A e «  h o b m h  HOAOMeTpHHecKHH m h k p o - m c t o a  onpe/\e-
ACHHH C O A ep iK aH H H  aK A aA O 'H AO B B K O pM O B blX  A io n H H a x .

2 .  B  JKeATblX A io n H H a x  3THM MeTOAOM OnpeACAHeTCH OTACAbHO c o A e p H s a H H e  

HCKAioHHTeAbHo e n a p T e H H a ,  b  t o  BpeMH, K a x  K O A H uecTBo A ionH H H H a h  enapTeHHa, 

B 3 H T b ix  B M e c T e ,  o n p e A e A H i o T ,  K a n  o 6 m , y i o  cy M M y  aAKaAOHAOB. H 3 n o A y n e H H O H  

p a 3 H H ^ i  m o k a y  o 6 o h m h  aAKaAOHAaMH b npHBeACHHOM o n b i r e  o n p e A e A n e T C H  c o -  

A e p iK a H H e  A ionH H H H a.

3 .  B  öeAbix h  y3KOAHCTHbix  A io n H H a x  on p eA C A n e T C H  cn ep ßa o ö r n y i o  cy M M y

AIO naHHHa H THApOKCHAIOnaHHHa, a nOTOM OTACAbHO ----- CaMblH AIOnaHHH, nOCAe

n p e A B a p H T e A b H o r o  B K C T p a rn p o B a H U H  n p n  n o M o u iH  K e p o c H H i i o r o  3 (f»n p a .  C s t o h  

^ A blO 6  bl AH p a 3 p a 6 o T a H b I  yCAOBHH KOAHHeCTBeHHOrO 3K CTparHpOB3HHH A i o n a -  

HHHa n p n  HaAHHHH rH A p oK C H A ion aH H H a b  6 c 3 b o a h o h  c p e A e .

4. HoBblH MeTOA AaeT B03M0?KH0CTb OnpeACAHTb aAKaAOHAbl B KOH^HTpa-
y i i n x  o t  0 , 0 0 1  a o  0 , 0 0 5 %  b r p a H H ^ x  o t  2 5  y  a o  2 5 0  y .

5 .  i l p e A e A  n o rp e u iH O C T H  ^ t o t o  a H a A H T H n e c K o r o  MeTOAa, n p n  n p n M eH eH H H  

e r o  k  pacTBopaM u  k  pacTHTeAbHOMy MaTepHaAy, ne n p e B b i u i a e T  ±  2 % .

6 . BblAO yCTaHOBACHO, HTO OAHOKpaTHan OHHCTKa aAKaAOHAOB HeAOCTaTOHHa,  

BCAeACTBHe nero 6biA B b i p a ö o r a H  y A o Ó H b i f i  m c t o a  A B y x p a T H O H  o h h c t k h  a A K a A o -  

HAHblX 3 K C T paK T 0B .

7 .  B b l A O  A 0 K a 3 a H 0 ,  HTO n p H M C H H e M b lH  AO CHX n o p  M eT O A  O n p e A C A e H H H  a A K a 

A OHA OB b A i o n H H a x  A a e T  H H o r A a  p e a y A b T a T b i  n u T H K p a T H o  n p e ß b i i n a i o i i j H e  s c p i p e -  

K T H B H o e  c o A e p ? K a H H e  aA K a A O H A O B  b c e M e H a x  A i o n H H a .  3 t o t  (p a K T  B C T p e n a e T C H  

o c o ö e H H o  n a c T o  n p n  a H a A H 3 a x  c A a A K H x  A io n H H O B  h  o ö o c H O B a H  H eAO CTaTO H H O H  

OHHCTKOH a H a A H 3 H p O B a H H b I X  S K C T p a K T O B .

8 .  K o A H H eC T B O  H 3 p a C X 0 A 0 B a H H b IX  n o  H O BO M y M eT O A y p a C T B O p H T e A e f i U ieC T H -  

K p a T H O  M e H b ü ie  B C p aB H eH H H  C A p y r H M H  06lI ie n p H M eH H eM b IM H  M eT O A aM H .

9 .  C y u j e c T B y e T  B 03M 0iK H ocT b  n p o H 3 B e c T H  HOBbiM MeTOA o m  A B y x p a T H b iä  a H a -  

AK 3 A ß y x  A ion H H O B b ix  3K C T paK T0B  b  TCHeHHe B peM eH H , n e  n p eB b im a io iii,H M  A ß y x  

HaCOB.

1 0 .  J l ß a  n o A H b ix  a H a A H 3 a  n o  c o A e p z K a H H io  aA K aA O H A O B  b  A io n H H e  M o r y T  ö b iT b  

n p o H 3 B e A e H b i  b  T e n e H H e  n e T b i p e x  nacoB .
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NEW MICROMETHOD FOR THE DETERMINATION OF ALKALOIDS IN LUPINS
%

S u m m a r y

1. A new  iodom etric  m icrom ethod  for the de te rm ina tion  of alkaloids 
in lup ins  has  been described.

2. In  yelow lup ins  (L. lu teus)  spar te ine  is sep a ra te ly  determ,ined, 
w hereas  va lues  for lup in ine  are  ca lcu la ted  after subs trac t ion  of spa r te ine  
from the sum  of spa r te in e  and lupinine.

3. In white  and  blue lupins  (L. a lbus and L. angustifo l iu s)  firstly the 
sum  of lupan ine  and  hyd roxy lupan ine  is determ ined, followed by a sep a ra te  
de te rm ina tion  of lupan ine  after extrac tion  from petrol ether. To achieve this 
a im  a method for the quan t i ta t iv e  extrac tion  of lupan irn  in the  presence  of 
hydroxy lupan ine  h as  been worked out.

4. The described method p e rm its  the  dete rm ina tion  of a lkalo ids  in 
concen tra t ions  from 0,001 to 0,005% w ithin  the lim its of 25— 25C y-

5. The method gives  q u an t i ta t ive  recoveries in pure so lu tions as well as 
w ith  p lan t  m a te r ia l  with an  accuracy  of =t 2%-

6. It w as  show n th a t  a s ing le  purif ica tion  of a lkaloid  ex trac ts  is in 
sufficient and a su itab le  m ethod for the purification of ex trac ts  h a s  been 
worked out.

7. It w as show n th a t  the u sua l  method applied in our labo ra to r ie s  for 
the dete rm ina tion  of a lka lo ids  in lupins  gives resu lts  which are  som etim e 
as  much as 5 t im es  h ig h e r  th a n  the  actual am o u n t  of a lka lo ids  in lupin 
seeds. This applies p a r t icu la r ly  to lupins  of low a lkaloid  con ten t  and the 
erro r  arises  from inad eq u a te  purification  of extracts.

8. The am oun t of o rgan ic  solvents  used in our m ethod is 6 t im es 
sm aller  than  the a m o u n t  employed in older methods.

9. A ccord ing  to  the above method 2 lupin ex trac ts  con be ana lyzed  for 
alkaloids in dup lica te  within a period not exceeding 2 hours.

10. 2 com plete  d e te rm ina tions  of a lkaloids  in lup ins  can  be m ade  
within 4 hours.

http://rcin.org.pl



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 1954 NO 3 - 4

L. SZARKOWSKA i P. SZAFRAŃSKI

PORÓW NAW CZE BADANIA NAD WYTWARZANIEM KWASU  
JABŁKOW EGO PRZEZ ROŻNE SZCZEPY M YC O B A C TE R IU M

Z D ziału Biochemii P aństw ow ego Zakładu H igieny w W arszawie i Zakładu Chemii F izjo 
logicznej Akadem ii M edycznej w Warszawie 

Kierownik: prof dr Józef Heller

K w as  jab łkow y  zos ta ł  z iden tyfikow any i ilościowo oznaczony jako  po 
ś red n i  p roduk t p rzem ian y  m aterii  g ruź liczego  szczepu ludzkiego H 37Rv 
(E. A. Sym , P. S za frań sk i  1950 i P. S za frańsk i  1952). W  porów naw czych  
b a d a n ia c h  ro d za ju  M ycobaclerium  nie na leża łoby  jed n ak  uogó ln iać  zjawisk, 
poznanych  na  jed n y m  szczepie, pon iew aż  różnice pom iędzy szczepam i m o
gą  być b a rd zo  znaczne. P rzy k ład em  tej sy tuacji  jes t  Myc. tbc. v. bovin. BCG, 
gdzie  w  ra m a c h  n a w e t  tego  sam ego  szczepu is tn ie ją  w yraźne  jakościow e 
różnice  m etaboliczne . (F. B ernheim , W. E. de Turk, IT. Pope  1953). W  in 
nym  w y p ad k u  pew ne  f ra g m e n ty  pośrednie j p rzem ian y  m aterii  m o g ą  być 
jakościow o w spó lne  d la  w ie lu  szczepów, różn iąc  się jedynie  sw ym  ud z ia 
łem ilościowym.

P ra c e  ilościowe dotyczące  kw asow ych p roduk tów  dysym ilacji u różnych 
szczepów  M ycobacterium  objęły  do tąd  tylko kw as  szczaw iow y (J. Szar-  
kowski 1954) i cy trynow y (Z. Lasso ta  1954).

B a d a n ia  n a sze  m ia ły  na  celu ilościowe oznaczenie  kw asu  jab łkow ego  
d la  w y k azan ia  różn ic  ew en tua ln ie  podob ieńs tw  w w y tw a rz a n iu  tego  k w asu  
przez różne szczepy M ycobacterium .

Część doświadczalna

K w as jab łkow y  oznaczono  w pożyw kach  pobak tery jnych  sześciu szcze
pów M ycobacterium . W y b ran o  zes taw  szczepów, obe jm ujący  zarów no  szcze
py z jad liw e  typu  ludzkiego, bydlęcego i p tas iego , p rą tk i g ruźlicy  niezjad- 
liwe typu  bydlęcego o raz  kw asooporne  saprofity .

Z b ad an o  n a s tę p u ją c e  drobnoustro je :
M ycobact. tbc. v. hom. H37Rv. z M uzeum  In s ty tu tu  Gruźlicy w  W a r 

szawie.
M ycobact. tbc. v. bovin  ravene l  z M u zeu m  In s ty tu tu  G ruźlicy  w  W a r 

szawie.
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Mycobact. tbc. v. bovin BCG. z M uzeum  P Z H  w W arszaw ie .

Mycobact. tbc. v. av ium  S ta te n s  Serum  Inst.  K openhaga .

Mycobact. 279 z M uzeum  P Z H  w W arszaw ie .

Mycobact. phlei z M uzeum  P Z H  w W arszaw ie.

B akterie  hodow ano  w dw ulitrow ych kolbach E r len m ey e ra  przy dostę 
pie powietrza. W ybrano  kolby o dużym  dnie  w  celu uzy sk an ia  jak  n a jw ięk 
szej powierzchni w zrostu . P rą tk i  w ysiew ano na  250 ml porc je  pożywki DGK 
(Sym  1949) pozbawionej k w asu  cy trynow ego, w  której cy try n ian  Fe N H 4 
zas tąp io n o  s ia rczanem  żelazow ym . W zrost  bakterii  w  p rzy p ad k u  szybko 
rosnących  saprofitów  trw a ł  10 do 15 dni, w  w ypadku  za ś  szczepów z jad l i 
wych, wolno rosnących, n aw e t  15 tygodni. P o  w yrośnięc iu  kożucha oddz ie 
lano  prą tk i od pożywki odsącza jąc  je  przez lejek S ch o t ta  3G4, p rze 
m yw ano  wodą des ty low aną , suszono w 110°C do s ta łe j  w a g i  i w ażono. P o 
żywkę pobak tery jną  sączono  pow tórn ie  przez bakte r io log iczny  filtr Seitza , 
zagęszczano  na  łaźni wodnej do ok. 5 ml i po zak w aszen iu  kw asem  s ia rk o 
w ym  do pH  ok. 1 i w ym ieszan iu  z azbestem  w łókn is tym  po d d aw an o  k ilka 
kro tnej ekstrakcji e terem  etylowym. E ter  oddes ty low yw ano, a w  pozostałości 
oznaczano  kw as  jab łkow y m etodą  P u ch e r 'a  G. W., V ickery 'ego  H. B. i W a- 
k e m a n ‘a A. J. (1934), p rzy s to so w an ą  do oznaczan ia  tego  k w asu  w  pożyw 
kach  przez P. Sza frańsk iego  (1952). M etoda po lega  na  u tlen ien iu  kw asu  
jab łkow ego  i oddesty low aniu  lotnych produk tów  do roz tw oru  dw unitrofeny- 
lohydrazyny. W ytrącony  h ydrazon  po odsączen iu  rozpuszcza  się w  p irydy 
nie i po w yw ołaniu  barw y  roz tw orem  w odorotlenku  po tasu , kolorym etru je .

P oza  oznaczeniam i kw asu  jab łkow ego  w  pożywkach pobak tery jnych  w y 
konano  trzy  ślepe próby z pożyw kam i wyjściowymi, k tóre  w  przeliczeniu  na  
k w as  jabłkow y wynosiły  odpow iednio  350 y, 300 y i 4 5 0  y. P rzy ję to  ś r e d 
n ią  rów ną  370 y. Wyniki zes taw ione  są w  tablicy.

Omówienie wyników

Spośród  p rzedstaw ionych  w  tablicy  w yników  u w a g ę  z w raca ją  liczby, 
podane  w rubryce szóstej. Są  to ilości k w asu  jab łkow ego  w pożyw kach 
pobaktery jnych , przeliczone na  1 g  suchych m as  badanych  d robnoustro jów . 
C harak te rys tycznym  jes t  fakt, że liczby te w y k azu ją  zgodność  w  obrębie 
tego  sam ego  szczepu, pom im o znacznych  różnic  w  m asach  bak te ry jnych  
i są  w  m ałym  stopniu  za leżne  od wieku kultury . N a jda le j  idąca zgodność  
w ys tępu je  u dwu szczepów saprofitycznych M yc. phlei i 279. Nieco m n ie j 
sza  zgodność  w ilości kw asu  jab łkow ego  na  1 g  suchej m a sy  bak tery jnej 
w ys tępu je  u szczepów w olnorosnących , takich ja k  Myc. ravenel, avium  
i BCG. W w ypadku H 37Rv o trzy m an e  wyniki zd a ją  się w ykazyw ać  o d w ro t
ną  zależność  pomiędzy ilościami k w asu  jab łkow ego  w  pożyw kach, a w y 
hodow anym i m asam i bakteryjnym i. Z powodu je d n a k  małej ilości dośw iad-

2 2 Q  * ! L- SZARKÓWSKA i P. SZAFRAŃSKI
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czeń i rozbieżności wyników uzyskane dane nie pozwalają w yciągnąć osta
tecznych wniosków.

D ane  z kolum ny ósmej wskazują, jak dalece różnią się zawartością  
k w asu  jab łkow ego  pożywki pow zrostow e badanych  szczepów. Różnice te 
są p raw dopodobnie  w yrazem  w sp ó łdz ia łan ia  takich  czynników  ja k  szybkość 
p rzem iany , ró w n o w ag a  m iędzy kw asem  jab łkow ym  i są s iadu jącym i z n im  
m etabo li tam i oraz  zdolność dyfuzji z c ia ła  bak te ry jn eg o  do podłoża. W y 
tw a rz a n ie  kw asu  jab łkow ego, szczaw iow ego i cy trynow ego  o raz  w ielu  in 
nych m etabo litów  sugeru je  is tn ien ie  w spólnych f rag m en tó w  m etabolicznych 
u rodza ju  M ycobacterium.

Na zakończenie  p rag n iem y  złożyć P a n u  Prof. drow i J. H ellerow i s e r 
deczne podziękow anie  za w skazów ki i życzliwe in te resow an ie  się n a szą  
pracą.

Streszczenie

W  pracy  niniejszej oznaczono  k w as  jab łkow y w pożywkach pobaktery j-  
nych sześciu  szczepów M ycobacterium. U zy sk an e  wyniki w ykazu ją  dużą  
zgodność  w obrębie jed n eg o  szczepu z w yją tk iem  H37Rv. S tw ierdzono  
znaczne  różnice w ilości k w asu  jab łkow ego, p rz y p ad a jąceg o  n a  1 g  s u 
chych m a s  bakteryjnych u poszczególnych szczepów.
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WYTWARZANIE KWASU JABŁKOWEGO PRZEZ SZCZEPY M YCO B AC TER IU M  2 2 9

COMPARATIVE STUDIES ON THE FORMATION OF MALIC ACID BY 
VARIOUS STRAINS OF MYCOBACTERIA

S u m m a r y

In  th is  s tu d y  m alic  acid w as  de te rm ined  in m edia  used for the cu l t i 
va t io n  of 6 M ycobac te r ia l  s tra in s .  C o n co rd an t  re su lts  w ere  ob tained for each 
s t ra in ,  w ith  the  exception of H37Rv. L a rg e  differences w ere  found between 
ind iv idual s t r a in s  a s  re g a rd s  the  m alic  acid conten t per g. of dry bacteria l 

cells.
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MIARECZKOWA METODA OZNACZANIA CHOLESTEROLU

Z Pracowni Chemicznej Zakładu A natom ii Patologicznej Akadem ii M edycznej
we ,Wrocławiu

Kierownik: prof. dr Z. A l b e r t

O z n aczan ie  cholesterolu  nab ie ra  o s ta tn io  coraz  w iększego znaczenia  
za rów no  w  bad an iach  k lin iczno-d iagnostycznych , jak  i naukowych.

D otychczas  op isane  m etody  m ożna  podzielić  na  4 grupy:
1) w a g o w a ,  polega  na  w ytrącen iu  cholesterolu  d ig iton iną  i w ażen iu  

o trzy m an eg o  d ig iton idu  (1, 2);
2) ko lo rym etryczna , op a r ta  najczęściej n a  barw nej reakcji L ieberm ann-  

B u rch a rd ‘a, p rzy  czym oznaczenie  p rzep ro w ad za  się w prost  albo po u p rzed 
nim w y trącen iu  cholesterolu  d ig i ton iną  bądź  kw asem  pirydynosulfonow ym  
(3, 4);

3) u tlen ien ie  w y trąconego  d ig iton idu  odczynnik iem  Nicloux  (5) i

4) nefe lom etryczna  (6) .
Z a sa d a  naszej m etody  polega  na  w ysyceniu  brom em  podw ójnego w ią 

zan ia  m iędzy C 5 i C 6 cholesterolu  s t rąco n eg o  d ig iton iną  oraz  na  oznacze
niu cholesterolu  na podstaw ie  ilości p rzy łączonego  brom u. Z asad a  ta  sp ro 
w ad za  się więc do oznaczen ia  liczby jodowej cholesterolu.

W dostępnym  n a m  p iśm iennic tw ie  nie zna leź liśm y m etody oznaczan ia  
cholesterolu  oparte j  na  opracow anej przez  n a s  zasadzie .

N a jw iększą  tru d n o ść  sp raw ił  w ybór odpow iedniego  odczynnika b ro m u 
jącego, gdyż  uzysk iw ane  liczby jodow e cholesterolu  są różne w zależności 
od uży tego  odczynnika, czasu  trw a n ia  reakcji i od ilości uży tego  n ad m ia ru  
(7). Trudności te po lega ją  n a  tym, że cholesterol oprócz reakcji p rzy łącze 
nia daje  s tosunkow o ła tw o reakcję  p o ds taw ien ia ,  co je s t  przyczyną b łęd 
nych wyników. Z as to sow any  przez n a s  odczynnik  b rom ujący , tj. roz tw ór 
brom u w alkoholu m ety low ym  nasyconym  brom kiem  sodu, da je  w artośc i te 
oretyczne, przy czym uzysk iw ane  wyniki nie za leżą w  w idocznym  s topniu  
od czasu  reakcji ani s to so w an eg o  n a d m ia ru  (8, s. 225). M etodą naszą  o z n a 
czam y cholesterol za rów no  wolny, jak  i całkowity . W yc iąg  lipidowy z s u 

* Asyst. III Kliniki Chorób Wewnętrznych A. M. we Wrocławiu.
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232 M. ORŁOWSKI i J. SIMON

row icy sp o rząd zam y  m etodą  S choenheim er-Sperry , w olny  cholesterol w y 
t rą c a m y  w p ro s t  d ig iton iną , ca łkow ity  po up rzed n im  zm ydleniu . P o  uw o l
n ien iu  osadu  d ig iton idu  od tow arzyszących  m u lip idów  rozpuszczam y go 
w  m etan o lu  i z ad a jem y  odczynnik iem  brom ującym . Ilość  cholesterolu  obli
czam y  z uby tku  b rom u oznaczonego  przez  m ia reczkow an ie  n/200 roztw orem  
tio s ia rczan u  sodow ego w s to su n k u  do ślepej próby.

Metoda

i .  o d c z y n n i k i

I. 1% roz tw ór d ig i ton iny  w  95% etano lu  (1 ml tego  roztw oru  w y s ta r 
cza n a  w y trącen ie  1 m g  cholestero lu)  (2) .

- 2. M ieszanka  e tano lu  ab so lu tn eg o  i red es ty lo w an eg o  acetonu  w s to 
su n k u  1 : 1 .

3. E te r  ety lowy uw oln iony  od n ad tlenków  i w ody  (przem yć 10% ro z 
tw o rem  s ia rczynu  sodowego, nas tęp n ie  w odą des ty lo w an ą ,  osuszyć bez 
w o d n y m  chlorkiem  w ap n ia  i p rzedes ty low ać  zn ad  świeżej porcji chlorku 
w a p n ia ) .

4. M ieszanka  aceton — e ter  1 : 2 (aceton redes ty low any , eter oczysz
czony jak  w yże j) .

5. R oztw ór w odoro tlenku  po tasu  (10 g  K OH rozpuścić  w  20 ml w ody 
d es ty lo w an e j) .

6. R oztw ór k w asu  so lnego  (25 ml s tężonego  k w a su  rozcieńczyć w odą 
do 100 m l) .

7. 1 % alkoholowy roz tw ór fenolftaleiny.
8. M etano l  absolutny.
9. O dczynnik  brom ujący: a) roz tw ór m acierzysty : 1 ml brom u rozpuścić  

w  100 ml nasyconego  roz tw oru  b rom ku sodu w m etano lu ;  b) roz tw ór ro 
boczy: 3,5 ml roz tw oru  m ac ie rzys tego  rozpuścić w  100 ml nasyconego  ro z 
tw o ru  brom ku sodu w  m etanolu . 1 ml tego  odczynn ika  pow inien zużyć oko
ło 3— 3,5 ml n/200 t io s ia rczan u  sodowego. G dyby odczynnik  był s łabszy  
m o żn a  go w zm ocnić  roz tw orem  m acierzystym .

10. 10% roz tw ór jodku  potasu .

I I .  1% roz tw ór skrobi.
12. n/200 t io s ia rczan  sodu.

II. W YKONANIE

a) S p o r z ą d z e n i e  w y c i ą g u  l i p i d o w e g o .  Do kolbki m ia 
rowej na  25 ml z d o ta r tym  korkiem  szk lanym , zaw ie ra jące j  około 13 ml 
m ieszank i a lkohol-aceton, odm ierzyć  dok ładną  p ipe tą  2 ml surowicy.

P rz y  w lew an iu  surow icy  m ieszać  zaw ar to ść  kolbki i uw ażać ,  aby  su 
row ica  nie ze tknę ła  się z szyjką. Z am ieszać  za w a r to ść  kolbki, aby  zapobiec
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p o w s ta w a n iu  w iększych g rudek  s t r ą tu  białkowego. Kolbkę zan u rzy ć  w  g o 
rącej łaźn i w odnej c iąg le  m iesza jąc  aż  do zaw rzen ia  zaw ar teg o  w niej p ły 
nu. O chłodzić  do te m p e ra tu ry  pokojowej i uzupełnić  m ieszanką  a lkohol-ace
ton do znaczka . Kolbkę za tkać  korkiem  szklanym , zaw ar to ść  dok ładn ie  w y 
m ieszać . P rze sączy ć  n a  m a łym  lejku przez bibułę p rzyk ryw ając  lejek 
szk ie łk iem  zeg ark o w y m  dla uniknięcia  pa row an ia  rozpuszczaln ika .

b) W y t r ą c e n i e  w o l n e g o  c h o l e s t e r o l u .  Z p rzesączu  o d 
m ierzyć  dok ładn ie  10 ml (tj. 0,8 ml surowicy) do probówki w irów kow ej 
(na jlep ie j  nadaj.ą się probówki stożkow ate)  pojem ności około 16— 18 ml. 
D odać  1 ml w ody des ty low anej,  w ym ieszać  dokładnie, u żyw ając  up rzedn io  
p rz y g o to w an e j  pałeczki szklanej z w yciągn ię tym  i za top ionym  końcem. 
D odać  1 ml roz tw oru  d ig iton iny  i m ieszać  dokładnie  aż do w y s tąp ien ia  w y 
ra ź n e g o  s t r ą tu  d ig iton idu . W yjąć  pałeczkę nie do tykając  śc ian  probówki 
p o nad  poziom em  płynu. P robów kę za tk ać  korkiem i odstaw ić  do n a s tę p n e g o  
dnia . P robów ki i n a leżące  do nich pałeczki zaopa trzyć  w  jednakow e  znaki, 
aby w dalszej pracy  używ ać  tych sam ych pałeczek do tych sam ych  p ro b ó 
wek. Korki uży w an e  do za ty k an ia  probów ek pow inny być dobrej jakości 
i up rzedn io  w y ek s trah o w an e  e terem  oraz  alkoholem metylowym . Zaleca się 
zao p a trzy ć  je  w  te sam e  znaki, co probówki i pałeczki. D os tan ie  się pyłu  
korkow ego do probówek jes t  ź ród łem  błędnych wyników. N as tęp n eg o  dnia  
oddzielić  p rzy lega jące  do śc ian  probówki cząsteczki d ig iton idu  u ży w a jąc  
odpow iednie j pałeczki szk lanej. Z a tk ać  korkiem i w irow ać  przez  15 min. 
p rzy  około 3000 obro tów  na  m inu tę .  P o  odw irow aniu  odessać  ru rk ą  k a p i 
la rn ą  p łyn  zn ad  osadu  uw aża jąc ,  aby nie do tknąć  n ią  ścianki probówki ani 
nie zm ącić  osadu . U m ieścić  w  probówce pałeczkę szk laną  i dodaw ać  po 
ściance  4 ml m ieszank i w oda-m ieszanka  alkohol-aceton (w s to sunku  1 ml 
wody na  5 ml m ieszan k i) ,  tak  aby  op łukać  nią ścianki probówki oraz  p a 
łeczkę. W ym ieszać  dok ładn ie  osad  pałeczką. Za tkać  probówkę korkiem, o d 
w irow ać  i odessać  jak  podano  wyżej. P rzem yć  osad  w  ten sam  sposób raz  
4 ml m ieszanki aceton-e ter  o raz  dw ukro tn ie  4 ml eteru. P o  o s ta tn im  p łu 
kan iu  osuszyć  osad  z resz tek  e te ru  w  tem p era tu rze  do 30°.

c) W y t r ą c e n i e  c a ł k o w i t e g o  c h o l e s t e r o l u .  D ać do p ro 
bówki w irówkowej 5 kropli ro z tw oru  w odoro tlenku  potasu , a n as tępn ie  o d 
mierzyć dok ładn ie  4 ml p rzesączu  (tj. 0,32 ml su row icy) .  W ym ieszać  d o 
k ładn ie  pa łeczką  tak, aby na  dnie  nie pozosta ły  krople  ługu. U m ieścić  p ro 
bówkę na 30 m in u t  w  łaźni w odnej lub p iaskowej o tem p era tu rze  ±  45° 
(4) . Po  up ływ ie  tego czasu  ochłodzić probówkę do tem p era tu ry  pokojowej, 
dodać 2 ml m ieszanki a lkohol-aceton, n as tępn ie  2— 3 kropli 1 % roztw oru  
fenolftaleiny. W ym ieszać  i zobojętn ić  roztw orem  k w asu  solnego, d o d a jąc  
jedną  kroplę kw asu  n a d m ia ru .  D odać  2 ml wody desty low anej,  m ieszać  do 
rozpuszczenia  się ew en tua ln ie  w y p ad łeg o  chlorku potasu . D odać  1 ml ro z 
tw oru  d ig iton iny  i m ieszać  aż w ys tąp i  osad  dig iton idu . W yjąć  pałeczkę

http://rcin.org.pl



234 M. ORŁOWSKI i J. SIMON

szk laną , za tkać  probówkę korkiem  i odstaw ić  do n as tęp n eg o  dnia. O sad  
d ig iton idu  odw irow ać i p łukać  identycznie, jak  op isano  przy wolnym  cho
lesterolu.

d) R o z p u s z c z a n i e  o s a d u .  O sad  d ig iton idu  rozpuszczam y w 4 
ml m etanolu . M etanol na leży  dodaw ać  krop lam i, op łuku jąc  dokładnie  p a 
łeczkę szk laną  o raz  ścianki probówki z p rzy lega jących  do nich cząsteczek 
d igitonidu. Pon iew aż  osad  d ig iton idu  nie rozpuszcza  się zbyt ła tw o  w  m e 
tano lu  (9 ) ,  na leży  na jp ie rw  w pow yższy sposób dodać 1 ml m etanolu , 
osad  rozdrobnić  pałeczką, a n as tępn ie  do d aw ać  pozosta łą  porcję ro zp u sz 
czalnika. Dla przyśp ieszen ia  rozpuszczen ia  osadu  zanu rzyć  probówkę w 
wodzie o tem p era tu rze  60° i m ieszać  pałeczką. P o  rozpuszczen iu  osadu  
unieść  pałeczkę nad  poziom płynu, sp łukać  ją  o raz  ścianki probówki 0,5 
ml m etano lu . Do każdej próbki odm ierzyć dok ładn ie  1 ml odczynnika  
brom ującego , za tkać  korkiem  i odstaw ić  n a  około 60 minut. R ów nocześnie  
p rzygo tow ać  ślepą próbę: do czystej probówki odm ierzyć 4,5 ml m etano lu ,  
dodać  1 ml odczynnika brom ującego , za tkać  probówkę i rów nież  odstaw ić  
na  60 m inut.

e) M i a r e c z k o w a n i e .  P o  upływ ie czasu  b rom ow an ia  m ia reczko
w ać m ikrob iu re tą  kolejno w szystk ie  próby. P o  o tw arc iu  probówki dodać 1 ml 
10% jodku po tasu  . Z aw ar to ść  probówki w yp łukać  ilościowo 35— 40 ml 
wody desty low anej do kolbki E rlenm eyera  pojem ności 150— 200 ml. Użyć 
s ta ty w u  o raz  lejka, najlepiej ana litycznego . P robów kę o raz  lejek sp łu k i
w ać porc jam i u żyw ając  pipety. M ia reczkow ać  m ian o w an y m  roz tw orem  
n/200 t io s ia rczanu  sodow ego aż do odbarw ien ia  w  obecności skrobi jako  
w skaźnika .

f) W y l i c z e n i e .  Ilość cholesterolu  w yliczam y z różn icy  w yników  
m iareczkow ania  próby badane j  o raz  próby ślepej. P o n iew aż  jed n a  g ram o- 
cząsteczka cholesterolu przy łącza  jedną  g ram ocząs teczkę  brom u, ilość cho
lesterolu  w yliczam y przez pom nożenie  ilości zuży tego  brom u przez iloraz 
z c iężaru  drobinow ego cholesterolu  i bromu:

386,64
  = 2 ,4 1 9 .
159,83

P o n iew aż  1 ml n/200 t io s ia rczanu  sodow ego odpow iada  0,4 m g  Br, ilość 
cholesterolu  o trzym am y m nożąc  ilość zużytych ml roz tw oru  t io s ia rczan u  
sodow ego przez 0,4 n as tęp n ie  przez 2,419. J e s t  to bezw zg lędna  ilość cho 
lesterolu  w  badanej próbce. Chcąc o trzym ać  wynik  w  m g  % m nożym y z n a 
lezioną w ar to ść  dla cholesterolu  w olnego  przez 125, dla ca łkow itego  przez 
312,5. Np. próbka ślepa zuży ła  3,47 ml n/200 t io s ia rczan u  sodow ego. P r ó b 
ka na  oznaczenie  w olnego  cholesterolu  zużyła  3,02 ml n/200 t io s ia rczan u  
sodowego. '
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P róbka  na  oznaczen ie  ca łkow itego cholesterolu zużyła  2,97 ml n/200 
t io s ia rczan u  sodow ego.

Cholesterol w olny  w m g  % =  0,45 X 0,4 X 2,419 X 125 =  54,4 m g  % 

ca łkow ity  „ „ =  0,5 X 0,4 X 2,419 X 312,5 =  151 m g  %

Kontrola metody

O znaczen ie  cholestero lu  przeprow adziliśm y:

1) w  s tan d a rd o w y ch  roztw orach  cholesterolu bez uprzedn iego  w y t rą c a 
nia  go d igitoniną,

2) w  s tan d a rd o w y ch  roz tw orach  cholesterolu w y trą c a ją c  go d ig i ton iną  
i p rzep ro w ad za jąc  oznaczen ie  w sposób op isany  przy surowicy,

3) w  surowicy z dodatkiem  znane j ilości cholesterolu,
4) w  surowicy.

W pierwszej g ru p ie  oznaczeń  pos ług iw a liśm y  się 0,1% roz tw orem  cho
lesterolu  w e tano lu  b iorąc  1 ml roz tw oru  na jedno  oznaczenie . O znaczen ia  
w ykonyw aliśm y ser iam i po 8 próbek. Dla dokładności n a s ta w ia l iśm y  ró w 
nocześnie  3 ślepe próby , p rzy jm u jąc  za podstaw ę obliczeń ś redn ią  a ry tm e 
tyczną  z w yników  m iareczkow an ia  tych prób, m im o że poszczególne  w y n i
ki różniły  się bardzo  n ieznacznie . W  ośmiu próbkach jednej serii z a w ie ra ją 
cych po 1 m g  cholesterolu  znalez iono  6 razy  po 0,99 mg, a 2 razy  po 0,98 
m g. W  większości serii uzysk iw aliśm y podobne wyniki.

W  drugiej g rup ie  oznaczeń  u żyw aliśm y  tego sam ego  roz tw oru  s t a n d a r 
dowego. O znaczen ia  p rzep row adza liśm y  seriam i po 6 prób s to su jąc  m e to 
dę op isaną  przy surowicy. Podobn ie  jak  w pierwszej g rup ie  oznaczeń  
o trzym yw aliśm y wyniki p raw ie  zgodne  z w artośc iam i teoretycznym i. W je d 
nej np. serii, i lustru jącej p rzeciętne wyniki w  sześciu próbkach zaw iera jących  
po 1 m g  cholesterolu, zna lez iono  raz  0,97 mg, 3 razy  0,98 m g  i 2 razy  
0,99 mg. !

W  trzeciej g rup ie  oznaczeń  dla sp raw d zen ia  dokładności m etody  o z n a 
czaliśm y cholesterol w  surow icy z dodatk iem  różnej znanej ilości cho les te 
rolu. Wyniki uw idaczn ia  tabl. I.

Wyniki zaw ar te  w  tabl. II uzyska liśm y  w równoleg łych  próbach  na tej 
sam ej surowicy.

N ajwiększe odchylenie od w artośc i przeciętnej wynosi p rzy  cholesterolu 
wolnym  2,6% , przy ca łkow itym  2 ,8% .

Z przytoczonych danych  wynika, że przy oznaczan iu  w  roz tw orach  s t a n 
dardowych cholesterolu czystego i jego  d ig iton idu  b łąd  nie p rzekracza  ś re d 
nio 2% . Wyniki o trzym yw ane  przy surow icy z dodatk iem  znane j ilości cho
lesterolu świadczą, że m etodą tą  m ożna  oznaczać .cho les te ro l  ze s to su n k o 
wo dużą  dokładnością  rów nież  i w  surowicy. D okładność  w yników  zależy
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oczywiście przede w szystk im  od dokładności w ykonan ia  i dokładności p rz y 
rządów  pom iarow ych (pipety, b iu re ty ) .

O p iera jąc  się na  danych  z l i te ra tu ry  (2, 10, 8. s. 257) i na  dośw iadcze
niach w łasnych  uw ażam y , że dotychczas  uży w an e  metody, szczególnie  ko-
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T a b l i c a  I

N r
próbki

U żyty  materiał Znaleziono 
w  mg

U w a g i

1 0 , 8  surowicy 0,38 w olny cholesterol
2 99 0,38 99 99

3 99 0,37 99 9

4 0 , 8  surowicy +  0 , 2  m g cholest. 0,57 9 9 99

5 0,8 surowicy +  0,4 m g cholest. 0,76 9 9 99

6 0,8 surowicy +  0,5 m g cholest. 0 , 8 6 9 9 99

7 0,8 surowicy +  0,5 mg cholest. 0,87 9 9 9 9

8 0,8 surowicy +  0,5 m g cholest. 0,87 9 9 99

9 0,32 surowicy 0,49 całkowity ,,
1 0 99 0,51 9 9 9 9

1 1 99 0,50 9 9 9 9

1 2 0,32 surowicy +  0,2 m g cholest. 0,7 9 9 9 9

13 0,32 surowicy +  0,4 m g cholest. 0 , 8 8 9 9 99

14 0,32 surowicy +  0,5 m g cholest. 0,99 9 9 99

15 0,32 surowicy +  0,5 m g cholest. 0,98 9 9 9 9

16 0,32 surowicy +  0,5 m g cholest. 1 , 0 9 9 9 9

T a b l i c a  I I

N r  próbki Cholesterol wolny 
w  m g %

Cholesterol całkowity 
w mg %

1 6 6 196
2 64 199
3 64 193
4 67 2 0 2

5 6 6 193
6 65 196

średnio 65,3 196,5

lo rym etryczne, d a ją  mniej dok ładne  wyniki n iż  n a sza .  P o za  tym  m etoda 
n asza  je s t  p ros ta  w  w ykonan iu  i nie w y m a g a  specja lnej a p a ra tu ry ,  może 
więc być s to sow ana  w każdej p racow ni klinicznej i chemicznej. M etoda 
ta  n a d a je  się również do oznaczan ia  cholestero lu  w w yc iągach  lipidowych 
z tkanek  i w  p łynach  ustro jow ych.
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Streszczenie

Opracowano metodę oznaczania cholesterolu we krwi i w innych sub- 
s tratach biologicznych. Metoda opiera się na oznaczaniu cholesterolu na 
podstawie ilości przyłączonego bromu do C5 i C6 w miejscu podwójnego 
wiązania. Wyniki uzyskane tą metodą są dokładniejsze od wyników uzyski
wanych innymi metodami. Uzyskiwane przez nas wyniki w roztworach s tan 
dardowych różniły się od teoretycznych przeciętnie o 1,9%. Największa róż
nica od przeciętnego wyniku przy równoległych oznaczeniach w surowicy 
wynosiła od 2,6 do 2,8%
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TMTPMMETPMHECKMił METO# OriPE#EJIEHMH XOJIECTEPOJIA

C o f l e p a i a H H e

ABTopaMH 6 w a  pa3pa6oTaH m ctoa  onpeAeAeHHH KOAHnecTBa xoA ecrepoAa  
b KpOBH h  Apyrnx bHOAornnecKHX cybcxpaT ax.

n PH h o m o i u h  9T o r o  MeTO^a m o j k h o  onpe,ąeAHTb coaepHiaHHe xoAecTepoAa H a  

ocHOBaHHH KOAHnecTBa npHcoeAHHeHHoro k C 5 h  Ce 6poMa b  Meerax a b o h h o h  

CBH3H. FIoAyqeHHbie 3THM npHeMOM pe3yAbTaTbI OKa3bIBaK>TCH ÓOAee OÓCTOH- 
TeAbHbiMH, HeM pe3yAbTaTbi noAyqeHHbie ApyrHMH MeTOAaMH.

Pe3yAbTaTbi co CTaHAapTHbiMH pacTBopaMH, noAyqeHHbie aBTOpaMH, otah-
qaAHCb OT TaKHX-Hie TeopeTHqeCKHX ----- OTKAOHeHHeM paBHbIM B CpeAHeM 1 ,9 % .
C a M o e  6 o A b i u o e  oT K A O H eH H e o t  c p e A H e f i  B eA H q H H b i B c e x  n o A y q e H H b ix  p e 3 y A b T a -  

t o b ,  n p «  n a p a A A e A b H b ix  o n p e A e A e H H n x  b  c b iB o p o T K e ,  c o c T a B a h a o  2 , 6  ą o  2 , 8 % .

A TITRATION METHOD FOR THE DETERMINATION OF CHOLESTEROL

S u m m a r y

A method for the determination of cholesterol in blood and other biolo
gical substrates has been devised. This method determines cholesterol on
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the basis  of the a m o u n t  of b rom ine  added  to C 5 and  C 6 a t  the site of the 
double bond. The re su lts  are  m ore accu ra te  th an  those  ob ta ined  by other  
methods.

M easu rem en ts  carried  out on s ta n d a rd  solutions differed from the know n 
values, on the average , by 1,9 p e rc e n t .  The g rea tes t  d ivergences from a v e ra g e  
resu lts  in para lle l  de te rm ina tion  in se rum  am ounted  to 2.6 — 2.8 per cent.
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WYTWARZANIE KWASU CYTRYNOWEGO PRZEZ NIEUSZKODZONE
KOMÓRKI DROBNOUSTROJÓW  RODZAJU M YCOBACTERIUM

Z Zakładu Chemii Fizjologicznej Akadem ii M edycznej w Warszawie 
i z  Działu Biochemii Państwowego Zakładu H igieny w Warszawie

Kierownik: prof. dr Józef Heller

Rola kw asu  cy trynow ego  w m etabolizm ie  drobnoustro jów  rodza ju  M y
cobacterium  nie zos ta ła  do tąd  w yjaśn iona .

W iadom o, że dodatek  k w asu  cy trynow ego do pożywek syntetycznych 
p o budza  w zros t  na  nich szeregu  szczepów M ycobacterium, w łącznie  ze 
szczepam i p a togennym i (4, 8). Z tego  w zg lędu  większość pożywek sy n te 
tycznych, używ anych  do hodowli pa togennych  szczepów M ycobacterium, z a 
w iera  obok glikozy lub glicerolu jako  źród ła  w ęgla  również k w as  cy try n o 
wy. W ym ienić  tu  m ożna  pożywki: L o n g a  i S e i b e r t ,  D e r s e t a ,  
L o c k e m a n n a  oraz  pożywki S y m a oznaczone sym bolam i NK i DKG. 
Z pożyw ek takich  kw as  cy trynow y je s t  zużyw any  przez ro snące  M ycobacteria 
(18, 17, 4).

K w as cytrynow y nie zwiększa jed n ak  oddychan ia  zaw iesin  bak te ry j
nych M ycobacterium  (19, 4 ) .  Z regu ły  nie udaje  się też uzyskać  w zrostu  
inokulum , szczególnie  szczepów patogennych , na  pożywkach syntetycznych, 
w których kw aś  cytrynow y je s t  jedynym  źródłem  w ęgla  (17, 19, 5). Z do
św iadczeń  S y m a  (17) wynika, że k w as  cytrynow y również dla gotowych 
m as  bakteryjnych Myc. tub. v. hom. szczep H37Rv nie jes t  w ysta rcza jący  
jako jedyne źródło w ęgla . W  takich w aru n k ach  prą tk i g ruźlicy  zachow ują  
się jak  w  głodzie, n as tęp u je  ubytek m asy  baktery jnej, a iloraz oddechowy 
w skazu je  na  oddychanie  endogenne . Równocześnie  jednak  obserw uje  się 
zn ikan ie  kw asu  cy trynow ego z podłoża.

M echanizm  pobudzan ia  w zros tu  M ycobacterii na  pożywkach syn te tycz 
nych przez kw as cytrynow y próbow ano  tłum aczyć  w różny  sposób. S y m 
.(18) u w aża ł  za praw dopodobne, że g łów na  rola k w asu  cy trynow ego pole
ga na  zapoczątkow aniu  bądź  um ożliw ieniu  p rzep row adzen ia  cyklu k w a 
sów trójkarboksylowych. P r a t t  (11) n a to m ias t  w b ad an iach  nad  toksy
cznością dla Myc. Phlei ś ladow ych ilości jonów  miedziowych doszedł do 
wniosku, że kw as  cytrynow y detoksykuje  ś rodow isko dzięki swej zdolności
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240 Z. LASSOTA

do tworzenia niejonizujących kompleksów z miedzią i w  ten sposób u łat
wia wzrost na nim Mycobacterii.

O sta tn io  B l a k l e y  (2) s tw ierdził,  że u zyskane  przez m echan iczne  
roztarc ie  p roszku acetonow ego szczątki kom órek Myc. Phlei w  obecności 
D P N  w ykazu ją  zdolność syn te tyzow an ia  k w asu  cytrynow ego. S u b s t ra ta m i  
tej reakcji są: kw as  szczaw iooctow y i acetylofosforan, k w as  octowy lub k w as  
p irogronow y jako daw cy f rag m en tu  dw uw ęglow ego . Zdolność en zy m a ty cz 
nej syntezy kw asu  cy trynow ego  w y k azu ją  rów nież  n ied ia l izow ane  i d ia l i 
zow ane eks trak ty  kom órkowe Myc. Phlei, je d n a k  daw cą  f ragm en tu  d w u 
w ęglow ego może być w  ich p rzypadku  tylko acetylofosforan.

S tw ierdzenie  obecności kom pleksu  zaczynów  koniecznych do syn tezy  
kw asu  cytrynow ego nie je s t  dowodem, że komórki Myc. Phlei w y tw a rz a ją  
ten  kw as  w toku no rm alne j  p rzem iany . Celem nin ie jsze j pracy  było s tw ie r 
dzenie:

a) czy komórkj Myc. Phlei w  czasie  w zrostu  na  pożywce syntetycznej 
w y tw arza ją  kw as  cytrynowy,

b) czy zdolność tw orzen ia  kw asu  cy trynow ego  w tych w aru n k ach  w y 
kazu ją  również inne szczepy M ycobacterium.

Założono przy tym, że kw as  cy trynow y m oże p rzenikać  do pożywki. 
P ew n y m  uzasad n ien iem  tego  za łożen ia  są  p race  S z a f r a ń s k i e g o  
i S y m a  (12), k tórzy stw ierdzili  obecność w pożywce pow zrostow ej Myc. 
tub. v. hom. szczepu H37Rv, obecność takich  m etabolitów , ja k  kwasy: oc to 
wy, szczaw iow y i jab łkow y, oraz prace  późnie jsze  nad ilościowym oznacza
niem tych m etabolitów  (14, 15, 16).

Metody

1. K w a s  c y t r y n o w y  o z n a c z a n o w  pożywce m ikrom etodą  ko 
lorym etryczną w g  N a t e l s o n a ,  L u g o v o y  a i P i n c u s a  (9). M etoda  
ta  polega na  u tlenieniu  k w asu  cy trynow ego  do pięc iobrom oacetonu , ek s trah o 
w an iu  pow sta łego  p ięc iobrom oacetonu e terem  na f to w y m  i nas tęp n y m  kolo
rym etrycznym  oznaczeniu  n a tężen ia  żółtego zab a rw ien ia ,  jak ie  pięciobromo- 
aceton daje  z w odnym  roz tw orem  s iarczku  sodu.

Zasto sow ano  op isany  przez M e d u s k i e g o  (7) sposób postępow an ia  
przy użyciu tej metody. Do oznaczeń  używ ano N a 2S .9 H 20 .c h .  cz. s k r y s t a l i 
zow anego  oraz  oczyszczonej frakcji benzyny lekkiej, w rzącej w  zakresie  
tem p era tu r  90° —  100°C. O dbia łczan ie  okaza ło  się w  n aszy m  w ypadku  
zbędne. Z as to so w an a  m etoda  je s t  w w aru n k ach  naszych  dośw iadczeń  s to 
sunkow o wysoko specyficzna (7) a ponad to  d o s ta teczn ie  czuła , dok ładna  
i szybka.

2. D r o b n o u s t r o j e  h o d o w a n o  na  500 ml pożywki D G K  z m o 
dyfikowanej w  kolbach E r len m ay e ra  (Jena)  o po jem ności 1,5 1, w tem pe-
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r a tu r z e  37°C do chwili o trzym an ia  na  powierzchni pożywki dobrze w y k sz ta ł
co n eg o  kożucha  bak te ry jnego . Czas hodowli za leżał od szybkości w zros tu  
b a d a n e g o  szczepu. Inoku lum  przy posiewie pobierano  ezą bądź z pożywki
sta łe j  Leow enste ina ,  bądź  z pow ierzchni hodowli o trzym anej n a  pożywce
D G K  zm odyfikow anej.

3. P o ż y w k ę  D G K  zm odyfikow aną, n a  której hodow ano  d ro b n o u s tro 
je, sp o rz ą d z a n o  w  sposób nas tępu jący :

w  600 ml wody desty low anej rozpuszczano:
11 g  kw asu  g lu tam inow ego ,
0,5 g  K H 2P 0 4,

0,5 g  M g S 0 4.7 H 20 ,
0,02 g Z n S 0 4.7 H 20 ,

0,03 g  F e2 ( S 0 4) 3,

pH  pożywki dop row adzano  do w artośc i 7,2 przez dodan ie  IN  K O H  po czym 
uzu p e łn ian o  objętość do 960 ml. O sobno rozpuszczano  40 g  g lukozy  jedno- 
w odnej w  40 ml wody desty low anej.  Obie sk ładow e pożywki ja łow iono  
osobno w au tok law ie  w  120°C przez 30 min. Ten sposób ja ło w ien ia  te rm icz
nego  pozw ala  w  znacznym  stopn iu  zapobiec pow staw an iu  ciem no z a b a r 
wionych tzw. p roduktów  karm elizacji  glukozy. Bezpośrednio  przed  p rzes ie 
w em  oba płyny z lew ano razem , tak  że wyżej podane  ilości sk ładn ików  

odnoszą się do objętości 1 1 pożywki.
4. P r z y g o t o w a n i e  p o ż y w k i  d o  o z n a c z e ń  w ykonyw ano  

n as tępu jąco :  po osiągnięciu  odpow iedniego  w zros tu  odsączano  bak te r ie  na  
zwykłym, miękkim sączku, p rzem yw ano  je dokładnie  w odą  des ty low aną  
i w raz  z sączkiem  suszono w  105°C do s ta łe j w agi. W ag ę  w yhodow anej 
m asy  baktery jnej u s ta lan o  u w zg lęd n ia jąc  uprzedn io  oznaczoną  w a g ę  sączka.

P rzesączoną  pożywkę, do której do łączano  pierw sze  20 ml w ody z p rze 
mycia, sączono przez filtr Se itza ,  a nas tęp n ie  zagęszczano  w s trum ien iu  
ciepłego pow ietrza  (odparow an ie  na  łaźni wodnej pow oduje  karm elizację)  
do konsystencji gęs tego  syropu.

Z agęszczoną  pożywkę zak w aszan o  stężonym  kw asem  fosforowym do pH  2. 
Zakw aszen ie  kw asem  sia rkow ym  je s t  n iew skazane . W  tym  zagęszczen iu  
kwas s iarkow y pow oduje  zw ęg lan ie  sk ładn ików  o rgan icznych  pożywki oraz  
s t ra ty  kw asu  cytrynowego, p raw dopodobn ie  p rzyśp iesza jąc  p o w staw an ie  
lotnych estrów  etylowych k w asu  cy trynow ego  (1 ) .  Z ak w aszo n ą  pożywkę 
m ieszano z azbestem  w celu zw iększenia  powierzchni ekstrakcji i e k s t r a 
howano abso lu tnym  alkoholem etylow ym  na m echanicznej trzęsaw ce. E k s
trakcję prow adzono  trzykro tn ie  po 1 godzinie, za  każdym  razem  z 50 ml 
rozpuszczalnika. Jeś li  na s tęp o w a ło  zb ijan ie  się azbestu , g rudki rozbijano  
przez dokw aszenie  kw asem  fosforow ym  bądź  przez dodanie  1— 2 ml wody 
destylowanej.

6 Acta B iochim ica
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Z ekstrak tu  oddes ty low yw ano  nas tępn ie  alkohol, aż ob jętość pozosta ło 
ści w  kolbie w ynosiła  15— 20 ml. W y ek s trah o w an y  m a te r ia ł  podgęszczano  
ponow nie  w s trum ien iu  ciep łego  pow ietrza , m ieszano  z azbes tem  i po s p ra w 
dzeniu  pH, k tóre  pow inno  w ynosić  około 2, eks trah o w an o  na  mechanicznej 
t rzęsaw ce  eterem  etylowym. S tosow ano  cz te ry  50-o ml porcje eteru, w s t r z ą 
sa jąc  z pierw szą  porcją przez  3 godziny, a z n a s tępnym i trzem a  porc jam i 
przez 2 godziny z każdą. W yc iąg  eterowy p rzen o szo n o  do kolby des ty lacy j
nej, dodaw ano  około 15— 20 ml wody desty low anej i odpędzano  eter e ty lo
wy. P ozosta ły  w odny  roz tw ór w yeks trahow anych  substanc ji  sączono, roz 
cieńczano  do objętości 50 ml i pobierano  próbki 2— 5 ml, zależnie  od s tę 
żen ia  kw asu  cy trynow ego, do oznaczeń.

Ten sposób p rzy g o to w an ia  m ate r ia łu  do oznaczeń  pozw ala  na u su n ię 
cie większości n ie rozpuszcza lnych  w alkoholu  i eterze zw iązków  zarów no  
pierw otnej pożywki, jak  też pow sta jących  na  skutek  w zros tu  bakterii. R ów 
nocześnie  przy tych operac jach  n a g ro m a d z a n o  w  s tosunkow o m ałej ob 
jętości kw as  cytrynow y w ilości oznaczalnej.

W  szeregu  dośw iadczeń  (tab lica  I) s tw ierdzono , że wyżej op isany  sp o 
sób podwójnej ekstrakcji pozw ala  na odzysk iw an ie  dodanego  w znanej ilości 
kw asu  cy trynow ego w ilości s ta łe j,  n iezależnej od s tężen ia  glukozy w po 
żywce.

W ydajność  odzyskan ia  jest,  przy uw zg lędn ien iu  w spó łczynnika  podzia łu  
kw asu  cy trynow ego w uk ładz ie  eter — w oda  (10) ,  zad o w ala jąca .  M a k sy 
m alne  odchylenie od średnie j  wynosi ±  5.9%. U w zg lędn ia jąc ,  że s to sow ana  
m etoda ko lo rym etryczna  oznaczan ia  k w asu  cy trynow ego  da je  5% błędu, 
m ożna  przyjąć, że odzyskan ie  przy tym sposobie  ekstrakcji je s t  s ta łe  i w y 
nosi 87,4%.

Do wyników o trzym anych  kolorym etrycznie  zas to so w an o  wobec tego 
m nożnik  1.15.

T a b l i c a  I

Odzyskanie kwasu cytrynowego przy metodzie podwójnej ekstrakcji

L .p .
Stężenie glukozy 

w  pożyw ce
%

K w as cytrynow y
Odzyskanie

%dodano
Y

znaleziono
Y

1 _ 2 0 0 0 1785 89,2
2 0,5 1500 1400 93,3
3 0,5 1500 1285 85,7
4 1 , 0 1500 1285 85,7
5 1 , 0 1480 1285 8 6 , 8

6 2 , 0 1500 1335 89,0
7 2 , 0 1500 1225 81,7

O dzyskanie średnio 87,4
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Wyniki i dyskusja

W y tw arzan ie  kw asu  cy trynow ego  p rzeb ad an o  w  czasie  w zros tu  na po
żywce syntetycznej D G K  zm odyfikow anej nas tępu jących  szczepów d robno
us tro jó w  rodzaju  M ycobacterium:

a) szczepy saprofityczne szybkorosnące: Myc. Phlei i Myc. 279,

b) szczep w olnorosnący  BCG,
c) szczepy p a to g en n e  w olnorosnące: Myc. tub. v. hom  H 37R v i Myc. 

tub v. bov. Vallée.
W szystkie  szczepy pochodziły  z M uzeum  Dz. B akterio logii P Z H  w W a r 

szaw ie .
O trzy m an e  wyniki p rzedstaw iono  w  tabeli zbiorczej ( tab lica  II) i na  

w ykresie  porów naw czym  ( I I I ) .

T a b l i c a  III
Wykres granicznych stężeń kwasu cytrynowego w pożywce powzrostowej w mg na I g

suchej wagi masy bakteryjnej

2 4 4  Z LASSOTA

O trzy m an e  wyniki w skazu ją ,  że n ieuszkodzone  komórki M ycobacterium  
P hlei, rozw ija jącego  się na  pożywce synte tycznej pozbaw ionej k w asu  cy
trynow ego , w y tw arza ją  k w as  cytrynow y i p rzep u szcza ją  go do podłoża.

Zdolność  ta  cechuje rów nież  w szystkie  inne p rze b a d a n e  szczepy M yco
bacterium  tak  saprofityczne, jak  i pa togenne .

K w as cytrynow y u pięciu badanych  szczepów  w ystępu je  w  pożywce 
w  ilościach tego sam ego  rzędu  kilku m il ig ram ó w  na  1 g  suchej w ag i  m asy  
baktery jnej.

Z porów nan ia  p rzedstaw ionych  graficzn ie  dla różnych  szczepów (w y
kres  III)  w artośc i g ran icznych  stężeń kw asu  cy trynow ego  w pożywkach 
pow zrostow ych w przeliczeniu  na  1 g suchej w ag i  bak terii  w ynika , że zdo l
ność  g ro m ad zen ia  kw asu  cy trynow ego  je s t  na js iln ie j  w y ra ż o n a  u szczepu 
ludzkiego  H37Rv. Nie w iadom o jednak , czy s tężen ie  k w asu  cy trynow ego  
w środow isku  je s t  w ykładn ik iem  nas i len ia  w ew n ą trzk o m ó rk o w eg o  procesu 
p o w s taw an ia  tego związku. S tężenie  w podłożu m oże za leżeć  rów nież  od
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różnej u różnych szczepów  przepuszczalności komórki dla tego  m etabolitu .  
R óżnice  ilościowe w  obrębie jednego  i tego  sam ego  szczepu są tak  znaczne, 
że n ie  m ożna  ich położyć na  karb  błędu metody. Czynniki takie , jak: czas  
t r w a n ia  hodowli,  ilość w yhodow anej m asy  baktery jnej czy ilość przebytych 
p a s a ż y  n a  pożywce bez kw asu  cytrynow ego, nie w y ja śn ia ją  k ażd y  z osob 
na  z ao b se rw o w an y ch  różnic. Roli tych czynników, a być m oże rów nież  in 
nych, tu ta j  nie uw zględnionych , nie m ożna  jed n ak  zupełn ie  wykluczyć. Na 
p e w n ą  za leżność  od ilości m asy  baktery jnej w ydaje  się w sk azy w ać  m n ie j 
szy ro z rz u t  w yników  przeliczonych na  1 g  suchej w ag i bakterii  aniżeli ro z 
rzu t  po p rze liczeniu  n a  jednostkę  objętości pożywki.

M a ło  p raw dopodobny  w ydaje  się cy tow any  na w stęp ie  p racy  pog ląd  
P r a t t a  (11), że k w as  cytrynow y w  pożywce pobudza  w z ro s t  na  niej 
M yc. Phlei w y łączn ie  przez w iązan ie  obecnych w środow isku  jonów  m ie 
dziowych. Jeś l iby  konsekw entn ie  u w ażać  ilość kw asu  cy trynow ego, w y d a 
lonego  do podłoża  przez  Myc. Phlei, za w yraz  czynności de toksykujących, 
to i lość  ta  w  p rzy p ad k u  w zros tu  w identycznych w aru n k ach  n a  dw u p o r 
c jach  tej sam ej, a więc zaw iera jące j  te sam e ś ladow e ilości m iedzi, po 
żywki, pow inna  być w przybliżeniu  tak a  sam a. Wyniki w ten w ła śn ie  sposób 
p rzep ro w ad zo n y ch  dośw iadczeń  z Myc. Phlei, oznaczonych w  tab licy  II lp. 
5 i 6 o ra z  7 i 8, p rzeczą  jed n ak  tak iem u założeniu.

W  przypadku  w szystkich  szczepów  zauw ażono , że hodow le  n a  pożywce 
D G K  bez kw asu  cy trynow ego  w ykazu ją  w zrost nieco opóźniony  i mniej 
obfity w  s to su n k u  do szybkości i w ydajnośc i  w zrostu  tych sam ych szczepów 
na  D G K  z k w asem  cytrynow ym . O b serw ac ja  ta  po tw ierdza  cy tow ane  na  
w stęp ie  d an e  (4, 8) o pobudza jącym  w pływ ie kw asu  cy trynow ego  na  w z ro s t  
M ycobacterii.

Nie u zyskano  do tąd  bezpośrednich  danych po tw ierdza jących  pog ląd  
S y m a  (18), że dz ia łan ie  s ty m u lu jące  kw asu  cy trynow ego  m oże po legać  
n a  jeg o  roli jako  zw iązku  pośredn iego  cyklu Krebsa. Z drugie j jed n ak  s t r o 
ny  fakt s tym ulac ji  o raz  s tw ierdzen ie  w y tw arzan ia  tego  zw iązku  przez 
M ycobacterie  łącznie  sk łan ia ją  do przypuszczen ia ,  że u tych d ro b n o u s tro 
jów  k w a s  cy trynow y jes t  n o rm a ln y m  m etabolitem  pośrednim .

Is tn ie ją  dane  p rzem aw ia jące  za tym, że bierze on udz ia ł  w  p rzem ian ach  
cyklu k w asó w  tró jkarboksy low ych , bez w zg lędu  na  to czy cykl ten  d o s ta r 
cza kom órkom  M ycobacterii energii,  czy też tylko cegiełek budulcow ych (6 ) .  
Do takich danych  na leży  np. w y k azan ie  u M ycobacterii p raw ie  w szystk ich  
enzym ów  cyklu k w asów  tró jkarboksy low ych  (5 ) ,  s tw ierdzen ie  zdolności 
w y tw a rz a n ia  p rzez  n ieuszkodzone  kom órki Myc. tub. v. hotn. H 37R v k w asu  
b u rsz tynow ego  n a  podłożu sy n te tycznym  oraz  w y tw a rz a n ia  k w asu  ja b łk o 
wego wobec k w asó w  b u rsz tynow ego  i g lu tam in o w eg o  podanych  jako  j e 
dyne ź ród ła  w ęg la  (14).
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B a d a n ia  ilościowe n ad  w y tw arzan iem  kw asów  jab łkow ego  (15) i szcza 
w iow ego (16) przez różne szczepy M ycobacterium  w ykazu ją ,  że oba te 
kw asy , podobnie  jak  k w as  cytrynow y, g ro m a d z ą  się w podłożu w ilościach 
tego  sam ego  rzędu tzn. kilku m il ig ram ó w  na  1 g  suchej w agi m asy  bak te 
ryjnej. K w as szczawiowy m oże być t rak to w an y  jako  p rzypuszcza lny  p ro 
dukt rozpadu  kw asów  szczaw iooctow ego lub szczaw iobursz tynow ego  (3 ) .  
Niskie s tężenia , w jakich te  kw asy  w ystępu ją  w podłożu, o raz  w sp o m n ian a  
już  zdolność komórki do ich dalszego  w ykorzystan ia ,  w skazu ją  że nie są 
one produk tam i końcowym i p rzem ian , w yda lanym i przez kom órkę do ś ro 
dowiska.

W ydaje  się, że obecność ich w podłożu jes t  w yrazem  pewnej rów now ag i 
dynam icznej między kom órką  a podłożem. Za tak im  pog lądem  p rz e m a w ia 
ją  zw łaszcza  wyniki S z a f r a ń s k i e g o  (13), k tóry  stw ierdził ,  że p r z y 
życiowe u suw an ie  kw asu  jab łkow ego  z podłoża podw yższa  ogó lną  ilość 
tego m etabo litu  zn a jd o w an ą  poza komórką.

Prof. dr J. H e l l e r o w i  p ra g n ę  podziękować za krytyczne i pom ocne 
u w ag i w  toku dośw iadczeń  i w  czasie o p racow yw an ia  zeb ranego  m ate r ia łu .

Streszczenie

P rz e b a d a n o  5 szczepów rodza ju  M ycobacterium: Myc. Phlei, Myc. 279, 
BCG, Myc. tub. v. hom. H 37R v i Myc. tub. v. bou. Vallée. D robnoustro je  h o 
dow ano  na  pożywce synte tycznej, pozbaw ionej k w asu  cy trynow ego, a z a 
w iera jące j oprócz soli m inera lnych  g lukozę jako  źródło w ęg la  i kw as  g l u 
tam inow y  jako źródło azotu.

W ykazano , że n ieuszkodzone komórki badanych  szczepów m a ją  zdo l
ność w y tw arzan ia  kw asu  cy trynow ego. K w as cytrynow y u w szystkich  p ię 
ciu szczepów  w ystępuje  w pożywce w ilościach tego sam eg o  rzędu  kilku 
ln i l ig ram ó w  na  1 g  suchej w ag i m asy  baktery jnej.  Różnice w obrębie tego 
sam eg o  szczepu są  znaczne  i nie da ją  się pow iązać  z czasem  hodowli, ilo
ścią w yhodow anej m asy  bak tery jnej ani z ilością przebytych p asaży  na  p o 
żywce bez kw asu  cytrynow ego.

O trzy m an e  wyniki p o zw ala ją  przypuszczać, że kw as  cy trynow y nie jes t  
p roduk tem  końcowym  p rzem iany  m aterii ,  a je s t  n o rm a ln y m  m etabolitem  
pośredn im . Obecność jego  w podłożu byłaby w yrazem  pewnej rów now ag i 
dynam icznej między kom órką a środowiskiem . Rola k w asu  cy trynow ego  
w m etabolizm ie  M ycobacterii może polegać na  udz ia le  tego  zw iązku  w cy
klu k w asów  tró jkarboksylow ych.
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0E P A 30B A H M E  JIMMOHHOÏÎ KMCJIOTEI KJIETKAMM M YC O BAC TERIU M

C o f l e p a i a H H e

IlpHBOĄHTCH pe3yAbTaTbi H3yneHHH nflTH uiTaMMOB BHĄa M y c o b a c te r iu m :  

M y c . P h le i ,  M y c . 2 7 9 , B C G , M y c . tb c . v . h o m . H . 37  R v . h M y c . tb c . v .  b o v .  
V a llé e .  M nKpoôbi 6 mah Ky Ab t kb upOB a h bi Ha cHHTeTHHCCKOH HHTaTeAbHOH cp e^ e, 
ne coAepîKaiijeH ahmohhoh khcaotm , a BMeiijaioiiieH, KpoMe MHHepaAbHbix coach,

TAK)K03y ---  HCTOHHHK yrAepOĄa H TAIOTaMHHOByiO KHCAOTy ----  HCTOHHHK a30Ta.
B b IA O  Ą O K a 3 a H O , HTO H e r iO B p e iK A e H H b ie  K A eT K H  H 3 y q a e M b I X  U iT aM M O B  cn o- 

C C Ó H b l n p O A y i ^ H p O B a T b  A H M O H H yiO  K H C A O T y .

AuMOHHaH KHCAOTa BbiCTynaeT b nHTaTeAbHOH cpe^e y Bcex nuTH uiTaMMOB 
b KOAHuecTBe OĄHoro h toto a ie pH^a, t . e. uecKOAbKHX Mr Ha 1 r cyxoro  Beca 
ôaKTepHaAbHOH Macew. Pa3HHyw b rp aH H ^ x oahoto h Toro iKe uiTaMMa hbah- 
IOTCH 3HaHHTeAbHblMH H He HaXOflHTCH B npHHHHHOH CBH3H KaK CO BpeMCHCM Bbl- 
pailJHBaHHH KyAbTyp, TaK H C KOAHHeCTBOM BbipaUjeHHOH ÓaKTepHaAbHOH Maccbl, 
hh c  KOAHuecTBOM npHMeHeHHbix naccauîeH Ha nHTaTeAbHbix cp e^ ax, He coA ep-
»lailJHX AHMOHHOH KHCAOTbl.

H a  ocHOBaHHH noAyneHHbix pe3yAbTaTOB CAe^yeT AonycTHTb, hto ahmohh3h 
KHCAOTa He HBAHeTCH OKOHHaTeAbHbIM UpOAyKTOM OÓMeHa BdJUeCTB, a AHUIb HOp- 
MaAbHblM HpOMeîKyTOHHblM MeTaÔOAHTOM. HaAHUHe ee B nHTaTeAbHOH cp e^ e  
CAeAOBaAO 6bl CHHTaTb npH3HaKOM HeKOTOporO AHHaMHHeCKOrO paBHOBeCHH 
MeîKAy KAeTKOH H ee CpeAOH. PoAb AHMOHHOH KHCAOTbl B MeTaÔOAHUeCKHX npo- 
y e c c a x  M y c o b a c te r iu m  cboahtch k yqacTHio ee, KaK xnMHuecKOiro cocah- 

HCHHH B ^ K A e TpHKapÔOKCHAbHblX KHCAOT.
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FORMATION OF CITRIC ACID BY INTACT M YCO BATERIAL C ELLS 
*

S u m m a r y

5 s t ra in s  of M ycobac te r ia  w ere  exam ined: Myc. Phlei,  Myc. 279, BCG, 
Myc. tub. v. horn. H 37R v and  Myc. tub. v. bov. Vallée. The bac te r ia  w ere  cu lti
va ted  on a syn the tic  m ed ium  defficient in citric acid, an d  c o n ta in in g  in 
addition  to m inera l  sa l ts ,  g lucose  as  a source  of carbon  an d  g lu tam ic  acid 
as  a source of n i trogen . It w as  dem o n s tra ted  th a t  in tac t  cells of the s t ra in s  
exam ined  possess the  ability  of fo rm ing  citric  acid. This acid ap p ea rs  in the 
m edium  in quan t i t ie s  of the o rder  of severa l m g  per g. d ry  bac te ria l  m a te r ia l  
for all 5 s tra in s .  The differences w ith in  one s t r a in  a re  m arked  an d  are  
connected  neither  w ith  the cu ltu re  time, no r  with  the q u an t i ty  of bacteria l  
m a te r ia l  ob ta ined  a n d  th e  n um ber of p a s s a g e s  on m ed iu m  deficient in 
citric acid. The resu l ts  su g g e s t  th a t  citr ic  acid is no t an  end-produc t  of 
m etabo lism  but a n o rm a l  in te rm ed ia ry  metabolite . I ts  p resence  in the  su b 
s t ra te  would  then  rep re sen t  a certa in  dynam ic  equ ilib rium  betw een the  cell 
an d  its env ironm ent.  The role of citric acid in the  m e tabo lism  of M yco
bac te r ia  m ay  be re la ted  to its pa r t ic ipa tion  in the  tr icarboxylic  acid cycle.
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KWAS BURSZTYNOW Y JA K O  P R O D U K T  PRZEM IA N Y
M YC O BA C TE R IU M  TBC. H37RV

Z D ziału Biochemii Państwowego Zakładu H igieny w W arszawie i Zakładu Chemii 
Fizjologicznej Akademii M edycznej w W arszawie

Kierownik: prof. dr Józef Heller

P rz e m ia n a  pośred n ia  M ycobacterium  je s t  s to sunkow o  m ało  poznana , 
zw łaszcza  p rz e m ia n a  szczepów zjadliwych.

W iększość  s to sow anych  metod b ad an ia  sp ro w ad za  się do s tw ierdzenia  
czynności enzym atyczne j  przy użyciu w ym ytych zaw iesin ,  a os ta tn io  eks
t ra k tó w  kom órkowych. W  ten sposób w ykazano  u M ycobacterium  in vitro  
ak tyw ność  p raw ie  wszystkich  enzym ów  cyklu k w asó w  tró jkarboksylow ych, 
ale żad en  z tych enzym ów  nie zos ta ł  dobrze s c h a rak te ry zo w an y  an i zb a 
dan y  w  w y sta rcza jący ch  szczegółach  ( E d s o n  1951). J ed n ak że  sam o 
stw ie rdzen ie  określonej czynności enzym atycznej nie je s t  dos ta tecznym  do
wodem  n a  to, że d an a  reakcja  enzym atyczna  zachodzi przy  udzia le  n ieu 
szkodzonej kom órki bakteryjnej.  Jednoczesne  w y k azan ie  obecności subs tra -  
tu  obok enzym u m oże w skazyw ać  na  to, że dany  enzym  rzeczywiście bierze 
udz ia ł w  p rzem ian ie  komórki. I tak ie  jed n ak  s tw ie rdzen ie  nie przesądza  
o ilościowym udzia le  danej drogi m etabolicznej. D opiero zb ad an ie  kinetyki 
reakcji m oże rzucić  św ia tło  na  jej rolę w  m etabolizm ie.

Iden tyfikacja  m etabo litów  pośrednich  będzie uzupe łn ien iem , a tym  s a 
m ym  da lszym , bardzie j  szczegółow ym  rozw inięciem  w yników , uzyskanych  
m etodam i poprzednim i.

D otąd  niewiele  je s t  p rac  z tej dziedziny. B a d a n ia  D e b i e s s ' a  (1939) 
w ykaza ły  tw orzen ie  kw asu  szczaw iow ego  i b u rsz ty n o w eg o  przez szczep 
BCG, rozw ija jący  się na  pożywce S ou tona , zaw iera jące j  jako  źródło w ęg la  
glicerol. L o b s t e i n  (1922) n a to m ia s t  s tw ierdził  p o w s taw an ie  kw asu  octo
w ego u tego  sam eg o  szczepu. C a t t a n e o  (1934) wyizo low ał k w as  piro- 
g ronow y jako  dw un itro feny lohydrazon  z zaw iesin  M ycobacterium  Phlei in- 
kubow anych  z losfoglicerolem. S z a f r a ń s k i  i S y m  (1950) z id en ty 
fikowali w  pożyw kach pobak tery jnych  szczepu z jad l iw eg o  H 37Rv h o d o w a 
nego  na  g lukozie  kw asy  jab łkow y, octowy i szczaw iow y. S tw ierdzono  ró w 
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nież tw orzenie  przez M ycobacterium  k w asu  cy trynow ego ( B l  a k  1 e y  1951, 
L a s s o t a  1954), a ldehydu octowego ( M o d e l  1952) o raz  w w aru n k ach  
beztlenowych pewnych ilości kw asu  m lekow ego ( E b i n a  i N a k ain u r a 
1937).

M a łą  ilość p rac  tego  ro d za ju  na leży  przyp isać  trudnościom , na  jak ie  
napo tyka  identyfikacja m etabolitów , g łów nie  ze w zg lędu  na  bardzo  m ałe  
ilości poszukiw anych substanc ji ,  p rzedos ta jące  się do środow iska. D ługo  
p an o w a ł  naw et w  l i te ra tu rze  pogląd , że M ycobacterium  jako  doskonałe  u t le 
n iacze sp a la ją  całkowicie pobrane  su b s tan c je  odżywcze do końcowych p ro 
duktów, a więc wody, dw u tlenku  w ęg la  i am on iaku  nie w yda la jąc  nic do 
pożywki.

K w as bursz tynow y jes t  cen tra ln y m  m etabo li tem  w przem ian ie  c u k ro 
wców, t łuszczow ców  i bezazotow ych resz t niektórych am inokw asów . Może 
pow staw ać  bądź przez kondensac ję  dwóch cząsteczek kw asu  octowego, z a 
począ tkow ując  cykl kw asów  dw ukarboksylow ych, bądź  w drodze  p rzem ian  
kw asu  p irogronow ego  poprzez  kw as  cy trynow y w cyklu kw asów  tró jkarbo- 
ksylowych. S tw ierdzono  rów nież  u Escherichia coli ( E l s d e n  1938), Pro
pionibacterium  ( W o o d  i W e r k m a n  1938), Streptococus coelicolor (C o- 
c h r a n e  1953), d rożdży  ( K l e i n z e l l e r  1941) i A spergillus n iger  
( F o s t e r  i D a v i s  1948) możliwość p o w s taw an ia  k w asu  b u rsz tynow ego  
na drodze  odw rócenia  cyklu Krebsa, przez kondensac ję  k w asu  p iro g ro n o 
wego z p rzysw ojonym  dw utlenk iem  w ęgla ,  co m ożna  p rzedstaw ić  n a s tę 
pująco:

CO O H
c h 3 i
I +  C 0 2 C H 2 +  2H

C  =  O -> |
| CO

CO O H  |
COOH

Taki przeb ieg  reakcji je s t  możliwy ze w zg lędu  na  to. że cykl ten  u d rob 
noustro jów  nie musi być m echan izm em  energ ioda jnym , a raczej m oże tylko 
do s ta rczać  cegiełek do syntezy  ( K r e b s  1952).

Celem niniejszej p racy  była identyfikacja  k w asu  bu rsz ty n o w eg o  i fu 
m arow ego  w pożywkach pobaktery jnych  z jad liw ego  szczepu p rą tk a  g ru ź 
licy typu ludzkiego H 37R v oraz  w ykazan ie  roli kw asu  bu rsz ty n o w eg o  w 
przem ianie .  K was ten zos ta ł  znalez iony  up rzedn io  p rzez  D e b i e s s e ‘a 
u BCG. Z uw agi jed n ak  na  duże różnice m etaboliczne, w ys tępu jące  między 
szczepam i M ycobacterium, n ie należa łoby  uogó ln iać  faktów  dotyczących 
jed n eg o  szczepu, a zw łaszcza  przenosić  ze szczepów  n iez jad liw ych  n a  z ja 
dliwe.

CO O H  CO O H  C O O H
I I I

C H 2 — H 20  CH +  2H • C H 2
I II I

C H O H  C H  C H 2
I I I

COOH CO O H  C O O H .
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Opis dośw iadczeń

U żyto  szczepu  z jad liw ego  prą tka  gruźlicy  H37Rv. Bakterie  h o dow ano  
w  jedno li trow ych  kolbach  Erlenm eyera  na  syntetycznej pożywce o n a s tę 
pu jącym  składzie :

g lukoza  40 g,
kw as  g lu tam inow y  11 g,
K H 2P 0 4 0,5 g,
M g S 0 4.7H20  0,5 g,
F e 2 ( S 0 4) 3 0,03 g,
Z n S 0 4 0,02 g  w litrze.

pH  pożywki d o p ro w ad zan o  do około 7,2 za pomocą w odoro tlenku  potasu, 
J e s t  to zm odyfikow ana  pożywka D GK ( S y m  1949).

P rą tk i  w y s iew ano  w postaci błony w yhodow anej uprzedn io  na  takiej s a 
mej pożywce z inoculum  p rzeniesionego ze s ta łego  podłoża P e tra g n in ie g o .  
Po  4— 5 ty g o d n iach  o trzym yw ano  obfity kożuch, k tóry  oddzie lano  od p o 
żywki za pom ocą sączen ia  przez bakterio log iczny  tiltr Seitza.

P rzesączo n ą  pożyw kę pobak te ry jną  odparow yw ano  na  łaźni wodnej do 
konsystencji  sy ropu  i po w ym ieszan iu  z azbestem  w łóknistym  i z a k w a sz e 
niu kw asem  fosforowym  do pH  1— 2 p o ddaw ano  kilkakrotnej ekstrakcji  ete-

IDENTYFIKACJA KW ASU BURSZTYNOW EGO

Fot. 1
Kryształy bursztynianu ołowiu otrzymane z frakcji su- 
blimującej w temp. około 1300C pod ciśn. 12-14 mm Hg
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rem  zm ien ia jąc  e ter  co k ilka godzin. Z e k s trak tu  oddes ty low yw ano  eter, a 
pozosta łość  rozpuszczano  w  niewielkiej ilości wody i po oziębieniu sączono  
w  celu usun ięc ia  w yekstrahow anych  z pożywki subs tanc ji  t łuszczowych. 
P rzesącz  odparow yw ano  pod zm nie jszonym  ciśn ien iem , a pozosta łość  po d 
daw an o  m ikrosublim acji  m e todą  K lein‘a i W e rn e r ‘a (G. K l e i n  1931 —  
1933). Sub lim ację  p rzep ro w ad zan o  pod zm nie jszonym  ciśn ien iem  12— 
14 m m  H g, uzysk iw anym  za pomocą pom py w odnej. Zb ie rano  frakcję su- 
b l im ującą  w temp. około 130°C (temp. sub lim acji  k w a s u  bursz tynow ego) 
Część p rzesublim ow anej subs tanc ji  p rzenoszono  na  szkiełko przedm iotow e, 
rozpuszczano  w kropli wody, z ad aw an o  roz tw orem  oc tanu  o łow iaw ego  i p o 
zo s taw iano  do powolnej k rysta lizacji ,  po czym  b a d a n o  pod m ikroskopem .

O trzym ano  ch a rak te rys tyczne  k ry sz ta ły  b u rsz ty n ian u  ołowiu 
m ające  k sz ta ł t  dw upiram id  czw oroką tnych  (fot. 1).

W yko n an o  pom iary  k ą ta  o s treg o  pods taw y . Ś redn ia  p o 
m iarów  w ynosi 74,5° i je s t  w  g ran icach  błędu rów na  w a r 
tości odpow iedniego  k ą ta  k ry sz ta łó w  b u rsz ty n ian u  ołowiu, 
o trzym anych  z czystych roz tw orów  k w asu  bursz tynow ego . 
D ru g ą  część  sub lim atu  ro zp u szczan o  w kilku kroplach  w o 
dy i p o d d aw an o  b adan iom  ch rom ato g ra f iczn y m . S to so w a 
no  m etodę zstępującej c h ro m a to g ra f i i  b ibułowej, n iew iele  
różn iącą  się od  ogólnie  s tosow anych  (C o n s d e  n, G o r 
d o n  i M a r t i n  1944, O p i e ń s k a - B l a u t h ,  
S a  k ł a w  s k a - S z y m o  n o w a  i K a ń s k i  1950). 
Ja k o  kom ory  chrom atograf iczne j  użyto  naczyn ia  D ew ara  
o średnicy  10 cm  i wysokości 45 cm , zam kn ię tego  od  góry  

Rys 1 pokryw ką szk laną , uszcze ln ioną  p ierśc ien iem  gum ow ym .
A tm osferę  w  kom orze n a sy c a n o  p a ra m i  k w asu  m rów kow ego  

i fenolu. J a k o  rozpuszczaln ika  u ży w an o  fenolu n a sy co n eg o  w odą. Roztw ory  
w k ra p la n o  na  paski bibuły W h a tm a n a  n r  1 o w ym ia rach  1 cm  X  30 cm. P a 
ski um ieszczano  w rynience  ch rom atog ra f iczne j  w  ksz ta łc ie  lejka z za top io 
nym  odp ływ em  i dotopioną koncentrycznie  ru rką ,  z am o co w an ą  za pomocą 
korka gum ow ego  w otworze zn a jd u jący m  się w  przykryw ce  komory, tak  że 
m ożna  było n ape łn iać  ryn ienkę p rzy  zam knię te j  kom orze  poprzez koniec r u r 
ki zna jdu jącej  się na  zew n ą trz  (rys. 1).

P ask i  bibuły w su w an o  do rynienki pod perełki szk lan e  i pozo s taw ian o  
w zam knię te j  kom orze przez 4— 5 godzin  dla n a sy cen ia  b ibu ły  p a ra m i  fe
nolu, wody i kw asu  m rów kow ego. W ów czas  w lew an o  do rynienki ro z p u sz 
czalnik, z am ykano  w ylot rurki korkiem  gu m o w y m  i p o zo s taw ian o  do m o 
mentu, aż  front rozpuszczaln ika  zbliży się do końca  pasków , co w  naszych  
w aru n k ach  trw a ło  14— 15 godzin.
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C h ro m a to g ra m y  po w ysuszen iu  w yw oływ ano  0,04% roztw orem  błękitu 
brom o-fenolow ego. W yniki podane są  w tabeli I.

KWAS BURSZTYNOWY JAKO PRODUKT PRZEMIANY M YCO B ACTER IU M  2 5 3

T a b e l a  I

D ane dotyczące chromatografii frakcji sublimującej 
w  tem peraturze około 130° C i ciśnieniu około 12—14 m m  H g

N r
dośw . Szczep

Rodzaj
p o

żywki

U
kł

ad
ro

zp
us

zc
za

ln
ik

ów

W
sk

aź
ni

k

Dane dotyczące plam R f kwasu bur
sztynowego  

otrzymane z ró
wnoczesnej chro- 

matorgr. czy
stych roztworów

X Y R f - i
y

1 H37Rv D G K
bez

kwasu
cytryno

wego

fe
no

l 
— 

w
od

a 
— 

kw
as

 
m

ró
w

ko
w

y

bł
ęk

it 
br

om
o-

fe
no

lo
w

y

15.7

17.8

15.8

25,5

26,3

25,0

0,62

0 , 6 8

0,63

0,59; 0,61; 0 , 6 6 ;

2 H37R v D G K
bez

kwasu
cytryno

wego

19,0

17,5

18,7

26.4

26.4  

26,7

0,72

0 , 6 6

0,70

0,65; 0,69;

3 H 37R v D G K
bez

kwasu
cytryno

wego

16,3

15,9

25,7

26,0

0,63

0,61 0,65; 0,60; 0,62;

D ane  pow yższe  są zgodne  z w arto śc iam i Rf o trzym anym i dla kw asu  
bursz tynow ego  przez  B l a u t h - O p i e ń s k ą  i innych (1950).

W  pożyw kach wyjściowych, s to su jąc  powyższe metody, nie znaleziono 
kw asu  bursz tynow ego .

Poszukiwanie kwasu fumarowego

Frakcję  su b lim u jącą  w temp. 170— 175°C rozpuszczano  w  kilku kroplach 
wody. Je d n ą  część p o d d aw an o  ana liz ie  chrom atograf iczne j ,  d ru g ą  um iesz 
czano  na  szkiełku p rzedm iotow ym , d o daw ano  k rysz ta łek  chlorku sodu, o raz  
kroplę azo tan u  u ran y lu  i przez  lekkie og rzan ie  zapoczątkow yw ano  k ry s ta 
lizację. Nie o trzy m an o  cha rak te rys tycznych  k rysz ta łów  soli sodow o-urany- 
lowej kw asu  fum arow ego  ( K l e i  n,  Hanbuch der P flanzenana lyse). Ni e

http://rcin.org.pl



254 L. SZARKOWSKA

o trzy m an o  również pozytyw nego w yniku s to su jąc  m etodę s trącan ia  kw asu 
fum arow ego  w postaci kom pleksu  m iedziow ego ( M a r s h a l l ,  O r t e n  
i S m i t h  1949), jak  rów nież  nie o trzym ano  p lam  charak te rys tycznych  dla 
Kwasu fum arow ego  w w yniku analizy  chrom atograf iczne j.

ROLA KWASU BURSZTYNOWEGO W METABOLIZMIE PRĄTKA GRUŹLICY

W  celu s tw ierdzenia ,  czy kw as bu rsz tynow y jes t  p roduktem  pośrednim  
w  przem ian ie  p rą tka  gruźlicy , podaw ano  p rą tkom  k w as  bursz tynow y jako 
jedyne  źródło w ęgla , a n a s tęp n ie  badano , czy pow sta je  z niego kw as  j a b ł 
kowy.

P rą tk i  hodow ano na  pożywce D GK pozbaw ionej kw asu  cy trynow ego 
w litrowych kolbach okrąg łodennych , zaopa trzonych  w urządzen ie  do pod- 
w a rs tw ia n ia  kożucha bak te ry jnego , s to sow ane  przez  S y m a  (1946). U r z ą 
dzenie  to pozw ala  na  śc iąg an ie  pożywki pow zrostow ej o raz  w p ro w a d z a 
nie świeżej. P rą tk i  pos iew ano na  250 ml pożywki w sposób op isany  wyżej. 
P o  w yrośnięc iu  obfitego kożucha śc iągano  pożywkę pow zrostow ą, p rzem y
w an o  kożuch p o d w ars tw ia jąc  go kolejno 250 ml ja łow ej wody des ty low a
nej na okres 15— 20 m inut, a n as tęp n ie  250 ml roz tw oru  zaw iera jącego  
0,5 g  K H 2P 0 4 i 0,5 g  M g S 0 4.7H20  w litrze. N as tępn ie  pozostaw iano  
kolbę z roz tw orem  w temp. 37°C przez 24 godziny, aby um ożliw ić prą tkom  
zużycie pozostałych w kom órkach  substanc ji  odżywczych. Po  czym śc ią 
g a n o  roztwór, a na  jego  m iejsce w pro w ad zan o  250 ml pożywki, z a w ie ra ją 
cej jako jedyne źródło w ęg la  kw as  bursz tynow y, i pozos taw iano  w 37°C 
przez  3 dni. Pożyw ka z aw ie ra ła  0,6 g  k w asu  bursz tynow ego , 0,5 g  K H 2P 0 4, 
0,5 g  M g S 0 4.7H20 ,  0,03 g  F e 2 ( S 0 4) 3, i 0,02 g  Z n S 0 4 w litrze. pH do
p ro w ad zan o  do około 7,2 za pomocą am oniaku . P rzed  podw ars tw ien iem  
s p ra w d z a n o  całkowitość usunięcia  z kożucha sk ładn ików  pożywki, na  k tó 
rej zosta ł  w yhodowany, oznacza jąc  g łów ny jej sk ładn ik  — glukozę. Do o zn a 
czeń s to sow ano  ko lo rym etryczną metodę M endeha  i H o o g la n d ‘a (1950). 
P o  upływ ie 3 dni o dsączano  prątk i przez lejek S ch o t t ‘a 3 G4, p rze
m yw ano  dokładnie  wodą, suszono  do stałej w ag i w  110° i w ażono. P o ży w 
kę sączono pow tórn ie  przez bakterio logiczny  filtr Seitza , a nas tępn ie ,  po 
o d p a ro w an iu  i ekstrakcji e terem , p o ddaw ano  ana liz ie  na  z aw ar to ść  kw asu  
jab łkow ego  m etodą P u c h e r ‘a, V ickery‘ego i W a k e m a n a  w  modyfikacji S z a 
f r a ń s k i e g o  (1952).

A nalog iczne  dośw iadczenia  w ykonano poda jąc  p rą tkom  w miejsce k w a 
su bursz tynow ego  kw as g lu tam inow y. Po  przem yciu  kożucha bak te ry jnego  
w sposób opisany  wyżej p o d w ars tw ian o  go pożyw ką, zaw ie ra jąc ą  11 g  k w a 
su g lu tam inow ego , 0,5 g  K H 2P 0 4, 0,5 g M g S 0 4.7H 20 ,  0,3 g  F e2 ( S 0 4) 3 
o raz  0,02 g  Z n S 0 4 w litrze. pH  n a s ta w ia n o  na  około 7,2 za  pom ocą wodo
ro tlenku  potasu . Po  3 dniowej inkubacji w 37°C o zn aczan o  k w as  jabłkowy. 
P o za  tym  w ykonano  3 dośw iadczen ia  kontrolne, m a jące  n a  celu stw ierdzę-
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Me czy oznaczony  ilościowo k w as  jab łkow y nie pochodzi z p rzem ian y  en d o 
gennej.  K ontro lne  dośw iadczen ia  różn iły  się od w łaściw ych tym, że w y m y 
ty kożuch  b ak te ry jny  p o d w ars tw ian o  na  p rzec iąg  3 dni roz tw orem  0,5 g  
K H 2P 0 4 i 0,5 g  M g S 0 4.7H20  w litrze. O trzy m an e  ilości kw asu  jab łkow ego  
po odjęciu  ślepej próby w ynosiły  1100, 1000 i 1200 y  na  1 g  suchej m asy  
p rą tków . P rzy ję to  ś redn ią  1100 y.

P ró b y  kontro lne , w ykonane  z pożyw kam i wyjściowymi, w ynosiły  w  w y 
padku pożywki z k w asem  g lu tam in o w y m  440, 380 i 410 y. W  w ypadku  p o 
żywki z k w asem  b u rsz tynow ym  1200, 1000 i 890 y, zaś  z p łynem  z a w ie ra 
jącym  k w aśn y  fosforan po tasu  i s ia rczan  m a g n e z u  370, 410 i 430 y  w p rz e 
liczeniu na  kw as jabłkow y. P rzy ję to  odpow iednie  ś redn ie  w yników  410 y, 
1030 y  i 410 y.

T a b e l a  II

D ane dotyczące oznaczeń kwasu jabłkowego w  pożywkach pobakteryjnych, 
zawierających kwas bursztynowy i glutaminowy
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Z kwasem burszty

nowym
250 32 3,37 1 , 0 0 3,37 1 , 1 0 2,27 306

2 99 250 33 3,30 1,36 2,43 1 , 1 0 1,33 2 2 1

3 99 250 36 3,60 1,25 2 , 8 8 1 , 1 0 1,78 2 6 2

4 Z kwasem glutam i
nowym

230 29 4,20 1,80 2,33 1 , 1 0 1,23 2 1 2

5 99 250 26 5,18 1 , 6 2 3,20 1 , 1 0 2 , 1 0 291

6 99 250 31 3,30 1,30 2,54 1 , 1 0 1,44 231
i
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E kstrakcję  pożywki z kw asem  b u rsz tynow ym  ze w zg lęd u  n a  dobrą jego  
rozpuszczalność  w  eterze p rzep row adzano  w  ściśle określonych  w arunkach , 
tzn. s tosow ano  5-kro tną  ekstrakcję  50 ml porc jam i eteru, zm ienia jąc  e ter  
co 3 godziny. Wyniki doświadczeń, po u w zg lęd n ien iu  ślepych prób, z e s ta 
w ione są w  tabeli II.

Ilości kw asu  jab łkow ego, znalez ione  w  próbach  właściw ych, znacznie  
przew yższa ją  ilości pochodzące z p rzem iany  endogennej .  Różnice w  ilo
ściach, p rzypada jących  na  1 g  suchej m asy  prą tków , m ożna  przypisać  n ie 
jednakow ej żywotności kożuchów bakteryjnych.

Dyskusja

W  pożywce pobakteryjnej,  zaw iera jące j jako  źródło  w ęg la  glukozę, p o w 
s ta je  w  wyniku czynności metabolicznej p rą tk ó w  gruź licy  z jad liw ego szcze
pu H 37Rv kw as  bursz tynow y. Kwas ten  zos ta ł  up rzedn io  stw ierdzony  przez  
D  e b  i e s s e ' a  u BCG, co w skazyw ałoby  na  pew ne  podobieństw o w m e ta 
bolizmie tych szczepów.

Kultury  powierzchniowe p rą tków  szczepu H 37R v  m a ją  poza tym  zdo l
ność  w y tw arzan ia  kw asu  jab łkow ego  na  pożywce, zaw iera jące j  jako  je d y 
ne  źródło  w ęg la  kw as  bursz tynow y lub k w as  g lu tam inow y . Fak ty  te w ze 
s taw ien iu  ze s tw ierdzeniem  u M ycobacterium  tak ich  zaczynów, jak  ako- 
n i taza ,  dehydrogenaza  kw asu  izocytrynow ego, ka rboksy laza  kw asu  szcza- 
w iobursz tynow ego , dehydrogenaza  k w asu  a -ke to g lu ta ro w eg o ,  d eh y d ro g en a 
za kw asu  jab łkow ego, fu m araza ,  d e h y d ro g en aza  k w asu  bursz tynow ego  
( E d s o n  1951) o raz  w yizolow anie  takich  kw asów , jak  jabłkowy, octowy, 
cy trynow y i p irogronow y mocno p rzem aw ia ją  za  tym , że cykl kw asów  tró j-  
karboksylow ych je s t  jed n ą  z d róg  m etabolicznych  p rą tk a  gruźlicy. Cykl ten , 
tak  pow szechny w  kom órkach zwierzęcych i roś l innych  jako  m echan izm  k o ń 
cow ego u tlen ian ia ,  d o s ta rcza jący  kom órkom  energię, m oże spełn iać  tu  co 
na jm nie j  rolę dostaw cy cegiełek budulcowych.

N iestw ierdzenie  w  hodowlach p rą tków  k w asu  fum arow ego  nie w yklucza 
możliwości jego  tw orzenia . Z powodu silnie p rzesun ię te j  rów now ag i w  k ie 
run k u  p o w staw an ia  kw asu  jab łkow ego  k w as  fum arow y  m oże prak tyczn ie  
nie p rzedos taw ać  się z komórek do środow iska . Rów nież m oże to być k w e
s t ią  wybiórczej p rzepuszczalności otoczki komórkowej.

Dziękuję P a n u  prof. drowi J. H  e 1 1 e r o w  i za opiekę i cenne w skazów ki 
w  czasie w ykonyw ania  pracy.

Zakładow i Fizyki Technicznej In s ty tu tu  Chemii O gólnej w  W arszaw ie  
sk ład am  podziękowanie  za w ykonan ie  pom ia rów  k ą tó w  kryszta łów .

Streszczenie

W  pracy  niniejszej z identyfikow ano k w as  bu rsz ty n o w y  w  pożyw kach  
pow zrostow ych M ycobacterium  tbc. H37Rv, zaw ie ra jący ch  glukozę, jako
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źró d ło  w ęg la .  K w as bu rsz tynow y  w ydzie lono  d ro g ą  m ikrosublim acji  w  tem p. 
ok. 130°C pod c iśn ien iem  12— 14 m m  H g. Z frakcji tej o trzy m an o  c h a ra k te 
ry s ty czn e  krysz ta ły  bu rsz ty n ian iu  ołowiu, m a jące  k sz ta ł t  d w up iram id  czw o
ro ką tnych .  T ożsam ość  k ry sz ta łów  potw ierdzono , w ykonując  pom iary  kątów . 
O t r z y m a n o  również p lam y ch a rak te rys tyczne  dla  kw asu  bu rsz ty n o w eg o  
w w yn iku  ana lizy  ch rom atog raf iczne j  p rzesub łim ow anej  substanc ji .  K w asu  
fu m aro w eg o  nie znaleziono, s to su jąc  m etodę w y trącan ia  w  postaci soli u ra -  
nylow o-sodow ej z frakcji sub lim ującej w  temp. 170— 175°C, m etodę  w y 
t r ą c a n ia  w  postaci kom pleksu  m iedziow ego oraz  ana lizę  ch ro m ato g ra f iczn ą .

S tw ie rdzono  również, że prą tk i g ruź licy  m a ją  zdo lność  w y tw a rz a n ia  
k w a su  jab łkow ego  z kw asu  b u rsz tynow ego  i k w asu  g lu tam inow ego ,  p o d a 
nych  jako  jedyne źródło  w ęgla .
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H H TA P H A H  K M C JIO TA  K A K  I IP O f ly K T  O B M EH A  B E H JE C T B  

MYCOBACTERIUM

C o a  e p  jk a  h h  e

B ocTaBiiiHxcH no-KyAbTypHbix nHTaTeAbHbix c p e A a x  Mycobacterium  tbc  
H  37 Rv., coAepîKaiiiH X rAK>K03y, Kan h c t o h h h k  y rA ep o A a —  öbiAa oÖHapyjKeHa

HHTapHaH KHCAOTa.

RH TapH a« KHCAOTa öbiAa noA yqeH a nyTeM MHKpocyÖAHMa^H npH TeM nepa-

T y p e  OKOAO 130° H AaBAeH H H  12----14 MM Hg. M3 9T 0H  (ppaKIJHH ÖblAH IIO AyH eH bl

x a p a K T e p H b ie  K p n cT a A A b i H H TapH O -K H C A oro C B H H ga, H M eio u jH e  (p o p M y  n e T b ip e x -  

yrO A bH blX  ABOHHblX ÜHpaM HA- ToHÎAeCTBCHHO CTb KpHCTaAAOB Ö biA a yCTaHOBACHa 

n y T eM  H 3M epeH H H  y r o B .  B p e 3 y A b T a T e  npH M eH eH H H  x p o M a T o r p a c p H n e c K o r o  a H a -  

A H 3a  CyÖAHMHpOBaHHOH C y Ô C T a H ^ H , ÔblAH O Ô H ap yîK eH bl nH T H a, x a p a K T e p H b ie  

AAH HHTapHOH KHCAOTbl. H a A H H H e (pyM apOBO H KHCAOTbl H e 6bIAO  O Ö H apyH ieH O  HH 

MeTOAOM OCaJKACHHH e e  B B H A e yp aH H A -H aT p H eß O H  COAH H3 CyÖAHMHpOBaHHOH

n p n  T e M n e p a T y p e  1 7 0 — 1 7 5 ° C  t p p a ^ H H ,  h h  m c t o a o m  oca n iA C H H n  e e  b  b h a c  K y-
/

n p a r a o r o  KOM HAeKca, h h  A a n ie  n y T eM  x p o M a T o r p a tp H n e c K o r o  a n a A H 3 a .

B b iA o  TaK H îe ycT aH O B A eH O , h to  naAOHKH T y 6 e p K y A e 3 a  c n o c o Ö H b i n p o 3 H B O -

AHTb HÔAOHHyiO KHCAOTy H3 HHTapHOH H TAyTaMHHOBOH KHCAOT, HB AHIOIIJHXCH 

eAHHCTBeHHbIM HCTOHHHKOM yTAepOAa.

SUCCINIC ACID AS A PRODUCT OF METABOLISM OF MYCOBACTERIUM
TBC. H37Rv.

S u m m a r y

In th is  s tudy  succinic acid h as  been identified in m edia  in which M yco
bac te r ium  tbc. H 37R v w as  cu ltiva ted  w ith  glucose” as  source  of carbon.

Succinic  acid w as  iso lated  by m icrosub lim ation  a t  abou t 130°C under  
12— 14 m m  H g  pressure . C harac te r is t ic  c rys ta ls  of lead  succ ina te  in the 
sh ap e  of sq u are  b i-pyram ids w ere  ob ta ined  from this fraction . Their iden
t i ty  w as  confirmed by ang le  m easu rem en ts .  C h ro m a to g ra p h ic  an a ly s is  of 
the sub lim ated  substance  gave  spots  ch a rac ter is t ic  for succinic  acid. Fum a- 
ric acid w a s  not found by the method of p rec ip i ta t in g  the  u rany l-sod ium  
sa l t  from the fraction su b l im a t in g  a t  170— 175°C, no r  by p re c ip i ta t in g  the 
cupric  complex or by ch ro m ato g rap h ic  analysis .

It h a s  also been show n th a t  the tuberc le  baccillus  p ossesses  the  ability 
of fo rm ing  m alic  acid from succinic and g lu tam ic  acids, these  la t te r  be ing  
p rovided as the  only sources of carbon .
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T w orzen ie  kw asu  szczaw iow ego stw ierdzono  u szeregu  g a tu n k ó w  pleśni 
i grzybów , hodow anych  na  glukozie. R a i s t r i c k  H.  i C l a r k  A. B. 
(1919) p rzedstaw ili  d rogę  p o w s taw an ia  kw asu  szczaw iow ego u Aspergillus  
niger  p ro w ad zącą  od g lukozy poprzez kw as  cukrowy a, y -dw uketoadypino- 
wy, da jący  w wyniku hydrolizy  kw as  szczawiooctowy oraz  kw as  octowy. 
K w as szczaw iooctow y może u legać  da lszem u rozpadow i do kw asu  szcza 
w iow ego i octowego, k tóry  dalej może u tlen iać  się rów nież do kw asu  szcza 
wiowego. Na podstaw ie  p rac  B u t k e w i t s c h a W .  i F e d o r o f f a  
M. W. (1930), B e n n e t - C l a r k a  T. A. (1933) B e r n h a u e r a  K.  i 
S l a n i n y  F. (1934) i innych m ożna  przypuszczać, że kw as octowy g ra  
decydującą  rolę w procesie tw orzen ia  kw asu  szczaw iow ego z cukrów. B ez
pośredn ia  p rzem iana  kw asu  octowego w kw as  szczaw iow y może przeb ie 
gać na  drodze u t len ian ia  poprzez kw asy  glikolowy i glioksalowy, które zo 
s ta ły  w yosobnione z k u ltu r  A spergillus niger  zużyw ających  octan  przez 
B e r n h a u e r a  K.  i S c h e u e r Z .  (1932), C h a l l e n g e r a  F. ze w sp ó ł
a u to ram i (1927), i W a l k e r a  T. K. ze w spó łau to ram i (1927). Obecnie 
uw aża  się, że kw as szczaw iow y pow sta je  u pleśni z kw asu  octowego, u le g a 
jącego  kondensacji  na kw as  bursz tynow y, k tóry  dalej poprzez kw as  fu m a 
rowy i jab łkow y daje  kw as  szczawiooctowy, a ten rozpada  się — jak  podano  
wyżej — na kw asy  szczaw iow y i octowy (B u t k i e w i c z W. i M i e 1 n ik o- 
w  a A. A., 1943). N o r d  F. F. i Vitucci J. C. (1947, 1948) na podstaw ie  
swych bad ań  doszli do w niosku, że proces pow staw an ia  kw asu  szczaw io
wego z octowego m oże p rzeb iegać  obydw iem a drogam i, p rzy  czym rola 
każdej z nich zależy od szczepu g rzyba  i w aru n k ó w  hodowli. W e  h m  e r  C. 
twierdzi, że ze w zg lędu  na  m a łą  zaw ar to ść  energii w  kw asie  szczaw iow ym  
(60 kai/mol) w porów nan iu  np. z g lukozą  (705 kal/mol) da lsze  w ykorzy
styw anie  go nie m a w iększego  zn aczen ia  dla syn tezy  komórkowej. Z tych 
też w zględów  może być u w a ż a n y  raczej za p rodukt końcow y przem iany .

[259]
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.W śród produktów  p rzem iany  M ycobacterium  zna lez iono  kw as  szczaw io
wy ( D e b i e s s e  J .  1939, S z a f r a ń s k i  P. i S y m  E. A. 1950).

Celem dośw iadczalnej części p racy  było ilościowe oznaczen ie  k w asu  
szczaw iow ego w pożywkach pobaktery jnych  różnych szczepów M ycobac
terium , ocena, jak ą  część produk tów  dysym ilacji s tanow i k w as  szczawiowy, 
i w ykazan ie  ew entualnych  różnic w m etabolizm ie  tych szczepów.

Część dośw iad cza ln a

O znaczen ia  kw asu  szczaw iow ego w ykonano  w pożyw kach  po b ak te ry j
nych nas tępu jących  szczepów M ycobacterium:

Myc. 279 (z M uzeum  P Z H  w W arszaw ie)
Myc. phlei (z M uzeum  P Z H  w W arszaw ie ) .
Myc. tbc. v. hom. H37Rv (z M uzeum  P Z H  w  W a rsz a w ie ) ,
Myc. tbc. v. avium  (z M uzeum  In s ty tu tu  Gruźlicy  w  W a rsz a w ie ) ,
Myc. tbc. v. bovin. BCG  (z M uzeum  P Z H  w W a rsz a w ie ) .

Bakterie  hodow ano  na  pożywce syntetycznej D G K  ( S y m  E. A. 1949) 
bez kw asu  cytrynowego, w  której zam ias t  cy tryn ian iu  że laza  użyto  s ia rc z a 
nu żelazowego. Kożuch bak te ry jny  oddzie lano  od pożyw ki w  drodze sącze 
nia  przez lejek Schotta  3G4, nas tęp n ie  bak terie  suszono  i ważono. Pożyw kę 
pobak te ry jną  sączono pow tórn ie  przez  bak te rio logiczny  filtr Seitza  i pod 
d a w a n o  analiz ie  ilościowej n a  zaw ar to ść  k w asu  szczaw iow ego.

Pożyw kę zagęszczano  do objętości około 10 ml, po czym odb ia łczano  
10 ml 20% kw asu  tró jchlorooctow ego i po pó łgodz innym  ch łodzeniu  w lo
dówce sączono. P rzesącz  a lka lizow ano  20% roz tw orem  w odoro tlenku  sodu 
do pH  =  8, po czym zak w aszan o  lodow atym  k w asem  octowym  do p H  =  4 
i w y trącan o  kw as szczaw iow y przez zadan ie  5 ml 20% roz tw oru  chlorku 
w apn ia .  W  celu całkow itego  w ytrącen ia  szczaw ianu  pozos taw iano  roztw ór 
w  lodówce przez 24 godziny. P o  upływie tego  czasu  w y trącony  osad  o d s ą 
czano  i dokładnie  p rzem yw ano  początkowo w odą z n iew ielką ilością a m o 
niaku , a nas tępn ie  czystą  wodą do ca łkow itego  zan iku  reakcji na  chlorki. 
P rzem y ty  osad rozpuszczano  w 10 ml 20% k w asu  s ia rkow ego  o temp. 
70°C. R oztw ór rozcieńczano dw ukro tn ie  wodą, p o d g rzew an o  ponow nie  do 
temp. 70°C i z ad aw an o  m ian o w an y m  roz tw orem  n/100 n a d m a n g a n ia n u  po
ta su  w ilości zależnej od zaw artośc i  kw asu  szczaw iow ego. P o  trzech  m i
n u tach  dodaw ano  4 krople 10% jodku  po tasu  i w ydzie lony  jod m ia reczko
w an o  n/100 t io s ia rczanem  sodu.

W ykonano próby kon tro lne  z pożywkami w yjściow ym i dla  s tw ierdzen ia ,  
czy w tych w aru n k ach  nie w y trąca  się osad red uku jący  n a d m a n g a n ia n  po 
tasu . W artośc i o trzym ane  w w yniku trzech an a l iz  w  przeliczen iu  n a  kw as 
szczaw iow y w ynosiły  0,05; 0,03; 0,06 mg. P rzy ję to  ś re d n ią  0,05 m g. N a 
stępn ie  w ykonano próby na  odzyskanie  kw asu  szczaw iow ego  d o d a n e g o  do 
pożywki wyjściowej. Wyniki podano  w tabeli I.
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T a b e l a  I
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I lo ść  kw asu szcza 
w io w e g o  (b ezw o d 
n e g o ) d o d a n a  do  
p o ży w k i w y jśc io 

wej

m g

Średni błąd próby  
kontrolnej z p o 
żyw ki w yjściow ej 
w  m g  kw asu szcza
w io w eg o  (b ezw od 

n ego)

O d n alezion y  kwas 
szcza w io w y  (b ez
w o d n y ) po odjęciu  
p rób y  kontrolnej

m g

O d n alezion y  kwas 
szczaw iow y  (b ez 

w o d n y

%

1,20 0,05 0 ,9 8 81 .7

3,00 0,05 2,60 86.7

6,00 0,05 5,60 93.3

8,00 0,05 7 ,75 94.6

J a k  w idać  z o trzym anych  w artośc i p rocen t błędu przy większych iloś
c iach d o d a w a n e g o  kw asu  szczaw iow ego je s t  m niejszy.

Z orien tacy jnych  oznaczeń  k w asu  szczaw iow ego  wynikało, że ilości tego  
k w a su  w  pożyw kach  pobaktery jnych  m ieszczą  się w g ran icach  od 1,5 do 
3,5 mg.

W  celu zm nie jszen ia  błędu oznaczen ia  s to sow ano  w zbogacan ie  ro z tw o 
ru  b ad a n e g o  przez  dodanie  4 m g  kw asu  szczaw iow ego  przed w y trącan iem  
chlorkiem  w ap n ia .

Z na lez ione  w pożyw kach  pobaktery jnych  ilości kw asu  szczaw iow ego 
ze s taw iono  w tabeli II.

Omówienie wyników

W szystk ie  p rzeb ad an e  szczepy tw orzą  w  w yniku  czynności m etabo licz 
nych kw as  szczawiowy. Ilości tego  kw asu , p rzy p ad a jące  na  1 g  suchej m asy  
bak te ry jne j,  w a h a ją  się w niedużych g ran icach  w obrębie jednego sz c z e p u : 
bez w zg lędu  n a  dość zróżn icow any  okres hodowli.  D ane  te z g a d z a ją  się 
z danym i dotyczącym i kw asu  jab łkow ego , o trzy m an y m i przez L. S z a r -  
k o w s k ą  i P.  S z a f r a ń s k i e g o  (1954), gdz ie  ilości k w asu  jab łkow ego , 
p rzy p ad a jące  na  1 g  suchej m asy  bak tery jnej,  są  zgodne  przy  dużych ró ż 
n icach  w uzyskanych  m asach  bak te ry jnych  o raz  czasie  hodowli.

Ilości k w asu  szczawiowego, w y tw a rz a n e  przez  poszczególne  szczepy, 
ró żn ią  się znaczn ie  między sobą. Różnice te dochodzą  do k ilkuset procent, 
co m oże być odbiciem różnic w  p rzem ian ie  poszczególnych  szczepów lub 
m oże  wynikać  z różnych możliwości w y d o s ta w a n ia  się tego  kw asu  z ko 
m órki baktery jnej.
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T a b e l a  II
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%

1 M yc. 279 5 165 1,30 1,41 1,08 0,85

2 M yc. 279 1 0 165 1,52 1,71 1,13 1,06 1,04

3 M yc. 279 8 165 1,89 1,85 0,98 1 , 1 2

4 Myc. phlei 1 0 150 1,29 2,81 2,18 1,87

5 M yc. phlei 1 0 150 1,40 2,6.5 1,89 2 , 0 0 1 , 2 6

6 M yc. phlei 1 0 150 1,39 2,69 1,93 1,13

7 Myc. tbc..hom . 
H37Rv

i

24 150 1,46 4,66 3,19
*

3,11

8
Myc. tbc..hom . 
H37Rv

41 165 1 , 2 1 3,27 2,70 3,09 1,98

9 M yc. tbc..hom . 
H37Rv

41 165 1 , 1 0 3,74 3,39
%

2,27

1 0
M yc. tbc.. 
avium

34 165 0,91 5,50 6,04 3,33

1 1
M yc. tbc.. 
bovin. BCG

34 165 0 , 6 1 4,23 6,93 2,56

M ała  ilość energii,  z a w a r ta  w kwasie  szczaw iow ym , w sk azy w a łab y  na 
to, że je s t  on raczej p roduktem  końcowym  p rzem iany . B iorąc  to pod u w ag ę  
n a leża łoby  oczekiwać n a g ro m a d z e n ia  się tego  k w asu  w  większych ilościach. 
Z na lez ione  jednak  s tosunkow o m ałe  ilości tego  k w asu  nie w yk lucza ją  jego
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roli jako  produk tu  pośredniego , podobnie jak  kw asu  cy trynow ego  ( L a s s o -  
t a Z. 1954) i jab łkow ego . Te dwie ew en tua lnośc i  m ożna  by pogodzić  p r z y j 
m u jąc , że z komórki dyfundu je  produkt pośredni — kw as szczaw iow ooctow y 
albo szczaw iobursz tynow y  i te dopiero poza kom órką  odszczep ia ją  k w a s  
szczaw iow y.

P a n u  prof, drowi J. H e 11 e r o w  i dziękuję  za udzielone w skazów ki i w y 
k a zy w an e  za in te reso w an ie  pracą.

S treszczenie

W pracy  n iniejszej oznaczono  k w as  szczaw iow y w pożyw kach pobakte- 
ry jnych  nas tępu jących  szczepów M ycobacterium: Myc. 279; Myc. phlei; Myc. 
tbc. hom. H37Rv; Myc. tbc. avium; Myc. tbc. bovin. BCG; s to sow ano  m e
todę w y trą c a n ia  kw asu  szczaw iow ego w  postaci soli w apniow ej. S tw ie rd zo 
no różnice w w y tw a rz a n iu  tego kw asu  przez  różne  szczepy dochodzące  do 
k ilkuset procent. O trzy m an o  zgodność  w  ilościach tego kw asu  p rz y p a d a 
jących  na  1 g  suchej m asy  baktery jnej w  obrębie  poszczególnych szczepów. 
Ilości te są rzędu  od 1 do 7 m g  na g ra m  suchej m asy  baktery jnej.
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O n P EflfiJ IEH M E U JA B E J IE B O li K M C JIO Tb l B  n O - K y J Ib T Y P H b lX  
IIM T A T E J Ib H b lX  C P E f lA X  

C o A e p j K a H H e

B HacTonnjeM TpyAe onpeAeAHAOcn koahhcctbo njaBCAeBOH khcaotm, Haxo- 
A«UieHCfl b no-KyAbTypHbix nHTaTeAbHbix cpeAax cAeAyioujHX uiTaMMOB mhko-
6aKTepHH: Myc. 279, Myc. tbc. hom . H. 37 R v, M yc  tbc. av iu m , M yc. tbc  
'ber in ,  BCG.
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ripH M eH H A C H  MeTOA OCaJK^eHHH IIjaB eA eB O H  KHCAOTbl iB B H fle  K aA byH eB O H  COAH. 

npH o 6 p a 3 0 B a H H H  MHKOÔaKTepHHMH IIjaB eA eB O H  KHCAOTbl 6bIAH  yCTaHOBACHbl 

OTKAOHeHHH, /JOCTHTaiOIIJHe HeCKOAbKHX COT IipO IjeH TO B flAH OT/jeAbH bIX UITBMMOB.

B b i A a  o Ô H a p y H î e H a  K O A H q e c T B e H H a n  c o T A a c o B a H H O C T b  n p n  o 6 p a 3 0 B a H H H  uja- 
B e A e B O H  K H C A O T b l, n p H x o A H i i je H C H  Ha 1 r cyxofi ô a K T e p n a A b H O H  Maccw b rpaHH- 
ijax onpeAeAeHHbix uiTaMMOB. KoAHqecTBa s t h  6wah nopa^Ka 1 40 7 Mr Ha o^hh 
rpaMM cyxofi ôaKTepHaAbHoS Maccw.

QUANTITATIVE DETERMINATION OF OXALIC ACID AS A MYCOBACTERIUM 
METABOLITE IN CULTURE MEDIA

S u m m a r y

In th is  s tudy  oxalic acid w as  de te rm ined  in bacteria l  m edia  fo llow ing  
cu lt iva tion  of the fo llow ing  M ycobacteria l  s t ra in s :  Myc. 279; Myc. phlei; 
Myc. tbc. horn. H37Rv; Myc. tbc. avium ; Myc. tbc. bovin. BCG. The m ethod  
used  involved precip ita tion  of oxalic acid as the calc ium  salt.  D ifferences 
in the  ra te  of form ation  of th is  acid by va r io u s  s t r a in s  a m o u n t  to  severa l 
h u ndred  per cent. The m easu red  am oun ts  of this acid per g. of dry bac te ria l  
m a t te r  a g reed  w ith in  ind iv idual s tra in s .  These quan ti t ies  are  of the  o rde r  
of 1— 7 m g  per g. of d ry  bacteria l  m atte r .
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OZNACZANIE AKTYWNOŚCI KATALAZY W MATERIALE ROŚLINNYM

Katedra Biochemii Roślin SG G W  w  W arszawie 

Kierownik prof. dr I. Reifer

W  toku b a d a ń  n ad  biochemią bulwy ziem niaka okazało  się koniecznym  
opraco w an ie  m etody  o zn aczan ia  aktyw ności ka ta lazy  — enzym u biorącego  
udz ia ł  w  procesach oksydo-redukcyjnych.

K a ta la z a  je s t  su m ary czn y m  określeniem  grupy  enzym ów  rozk ładających  
n a d t len ek  w odoru  na  wodę i t len  [1, 2, 3].

K a ta la z a  w ystępu je  za rów no  w świecie roślinnym , jak  i zwierzęcym. 
W  większych ilościach w ystępu je  za rów no  w czerwonych c iałkach krwi, jak  
i w  w ątrob ie ,  k tóre  s tan o w ią  surow iec  do o trzym an ia  krystalicznej k a ta la 
zy. W  roś linach  w ystępu je  ona  w znaczn ie  m nie jszych  s tężeniach  i je s t  
znaczn ie  mniej t rw a ła  od k a ta lazy  zwierzęcej [1].

W yniki w stępnych  oznaczeń  ak tyw ności ka ta lazy  roślinnej nie były zg o d 
ne m iędzy  sobą, a w ykazyw ały  znaczne  rozbieżności zależn ie  od sposobu 
h o m o g en izo w an ia  oraz  od tem p era tu ry  i d ługości czasu  p rzechow yw ania .

Celem  niniejszej p racy  było znalez ien ie  odpow iedniego  środka  och ro n 
nego , k tó ry  zapob iega łby  inaktyw acji  k a ta lazy  podczas h o m ogen izow an ia  
o raz  w  czasie  p rzechow yw ania.

B a d a n ia  m ożna  podzielić n a  trzy  części:
a) opracow an ie  odpowiedniej m etody  oznaczan ia  aktyw ności ka ta lazy ;

b) opracow an ie  w aru n k ó w  hom ogenizacji  m a te r ia łu  roś l innego  dla ilo
ściowej ekstrakcji  ka ta lazy ;

c) bad an ie  wpływu p rzechow yw ania  w różnych te m p era tu rach  n a  ak ty 
w ność  k a ta la z y  w w yciągach  roślinnych.

A ktyw ność  ka ta lazy  w o trzym anych  w yciągach  oznaczano  w e d łu g  m e 
tody opracow ane j  w punkcie A ) .

B a d a n ia  p rzep row adzano  na  bulw ach  ziem niaka . M ate r ia ł  pob ie rano  
w ten  sposób, że z pięciu bulw  przygo tow yw ano  skośnie  cięte p las te rk i i z 
każdej b ran o  p roporc jona lną  część. N aw ażka  w ynosiła  2 g. P o b ra n ą  p ró b 
kę hom ogen izow ano  w h o m ogen iza to rze  „ W a r in g  B lendor“ przez 1,5 m i
n u ty  (3 razy  po 30 sekund z p rze rw am i 10-sekundowymi celem uniknięcia  
za ta rc ia  się a p a ra tu )  z ilością p łynu  p roporc jona lną  do aktywności k a ta lazy

[2651
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w m ate r ia le  wyjściowym. O trzy m an y  hom o g en iza t  m iesza się i sączy  przez 
zw ilżoną watę, o d rzuca jąc  p ie rw sze  m ilil i try  przesączu. P rzesącz  używ a się 
do doświadczeń.

Wyniki dośw iadczeń p rzed s taw io n e  są w  tablicach, w których rubryka 
„ ro z tw ó r“ podaje  rodzaj p łynu  o te m p e ra tu rze  pokojowej, użytego  przy 
hom ogen izow aniu . Rubryka „w yn ik“ poda je  ś redn ią  wielkość co na jm n ie j  
z 3 odczytów w yrażoną  w in m 3 t lenu  w ydzie lonego z 750 m ik ro g ram ó w  
nad t len k u  wodoru w tem p era tu rze  7°C, w czasie  8 minut.

A. OZNACZANIE AKTYWNOŚCI KATALAZY W WYCIĄGACH Z ROŚLIN I ZWIERZĄT

O znaczenie  aktywności k a ta lazy  opiera  się na  ka ta l i tycznym  rozkładzie  
n ad tlenku  wodoru. P o m ia r  po lega  na  oznaczeniu  ilości w ydzie lonego tlenu  
lub też na  odm iareczkow aniu  pozosta łego  n a d m ia ru  nad tlenku  wodoru.

P on iew aż  jed n ak  m iareczkow anie  w  barw nych  roztw orach , jak im i są  w y 
ciągi roślinne, na tra f ia  na  trudnośc i,  zas to sow ano  m anom etryczne  o z n a 
czanie  wydzie lonego tlenu  w aparac ie  W arb u rg a .

ODCZYNNIK I

1. N ad tlenek  w odoru: 10 ml 3%  obj. H 20 2 uzupełn ić  wodą do 200 ml, 
n a s ta w ić  jodom etrycznię  n a  1500 m ik ro g ram ó w  H 20 2 w 1 ml (0 ,088N ), 
po czym zm ieszać dokładnie  w  sto sunku  1 : 1 z Al/25 buforem  fosforanowym  
w ed łu g  Sórensena  pH 7.

2. C hrom ianka  do m ycia  naczyniek: 50 g  K2Cr20 7 rozpuszcza  się w 
100 ml wody o g rzew ając  do w rzenia .  P o  rozpuszczeniu  w lew a się do tego 
roz tw oru  (ostrożnie) około 500 ml stęż. H 2S 0 4 (1,84) techn.

3. S m a r  do kranów : w z i m i e  —  „ H a h n fe t t“ M ercka; w  l e c i e  — 
stopić 1 cz. wag. wosku z 1 cz. w ag. kalafonii i z 2 cz. w ag. w azeliny.

METODA

Do głównej kom ory naczyńka  W a rb u rg a  odpipetow uje  się 2 ml sp o rz ą 
dzonego  w yciągu  kata lazy . Do bocznej kom ory naczyńka  odp ipe tow uje  się 
1 ml zbuforow anego  nad t len k u  wodoru.

Całość, po za łożeniu  do m anom etrów , um ieszcza  się w łaźni wodnej 
o tem p era tu rze  7°C, gdzie  przy o tw artych  kurkach  w c iągu  5 do 10 m inut 
n a s tęp u je  w yrów nan ie  te m p e ra tu ry  przy w s t rz ą sa n iu  o często tliw ości 80 
do 100 ruchów  na  m inu tę  i w ychyleniu  o ką t 30°.

P o  w yrów nan iu  tem p era tu ry  zam yka  się kurki, w p ro w ad za  się zaw ar to ść  
kom ory  bocznej do g łów nej, m iesza  i obserw uje  p rzeb ieg  reakcji w c iągu  10 
m inut, odczytu jąc  zwyżkę c iśnienia  na m anom etrach  po 4, 6, 8 i 10 m i
nu tach .

T em p era tu rę  na leży  w  da lszym  c iągu  u trzy m y w ać  n a  wysokości 7°C, 
do d a jąc  odpow iednie  porcje rozdrobn ionego  lodu. W s trz ą sa n ie  kon tynuu je  
się przez 10 minut.
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W y ciąg  enzym u w doświadczeniu  powinien być użyty  w tak im  stężeniu, 
aby ilości tlenu wydzie lonego po 8 m inu tach  w ynosiły  25 do 115 m m 3. 
W tych w aru n k ach  istn ieje  p roporc jona lność  między s tężeniem  enzym u a ilo
ścią w ydzie lonego  tlenu, jak  wynika z tablicy  I.

T a b l i c a  I
Wpływ koncentracji enzymu na ilość wydzielonego tlenu

N r S tężen ie  w yciągu  katalazy
W y n i k  

0 2 w  m m

4 m in. 6 m in. 8 m in. 10 m in . 15 rrin.

■ 2,0  g  z iem n ia k a /100 m l 53 82 104 127 179

2 1,0 „ 25 41 56 68 104

3 0,5 ,, ,, , , 11 20 25 32 54

4 2,0  „ 57 81 114 131 171

5 1,0  „ 27 43 59 72 105

6 0,5 ,, ,, ,,
•

13 20 29 33 52

7 2 ,0  „ 55 89 112 130 175

8 1,0 „ 27 41 55 70 104

9 0,5 „ 16 20 28 35 56

Do obliczeń ilości m m 3 w ydzie lonego tlenu s tosu je  się odczyty po 8 
m inutach , u w zg lędn ia jąc  w artość  ślepych kontrolnych, p rzygo tow anych  
w identyczny sposób jak  bad an a  próba, z tą  różnicą, że w m iejsce w yciągu  
użyto 2 ml wody desty lowanej. K ontrole  p rzygo tow ane  z inak tyw ow aną  
k a ta la z ą  (po 3 min. wrzenia)  d a ją  te sam e  wyniki, co próby ślepe nie z a 
w iera jące  enzymu. O dczytane  różnice na m anom etrach  W a rb u rg a  w ah a ją  
się w  g ran icach  od 1— 5 m m 3 0 2.

B. OPRACOWANIE WARUNKÓW ILOŚCIOWEJ EKSTRAKCJI KATALAZY

W odne wyciągi k a ta lazy  z m a te r ia łu  roś l innego  w ykazu ją  znaczny  s p a 
dek aktywności w czasie hom ogen izow an ia  i p rzechow yw ania.  Należało  
przeto  znaleźć takie środki ochronne, które zapob iega ją  inak tyw acji  k a ta 
lazy.

Jedynym  znanym  dotychczas środkiem  ochronnym  był 50% roz tw ór g l i 
cerolu w wodzie. Jed n ak  s tosow anie  glicerolu w tych ilościach je s t  zbyt ko
sz tow ne (około 50 ml glicerolu na  jed n ą  an a l izę ) ,  ponadto , jak  w ykazują  
bad an ia  podane poniżej, nie chroni on k a ta lazy  przed częściową inak tyw acją .

W doborze środków  ochronnych s to so w ałam  odczynniki no rm a ln ie  u ży 
w ane do ekstrakcji k a ta lazy  z w ątroby .
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W  tablicach II do VI s to sow ane  są  różne  stężen ia  w y c iągów  ka ta lazy , 
tak  że wyniki na leży  porów nyw ać  tylko w ra m a c h  każdej tab licy  oddzielnie. 
(W yciąg i k a ta lazy  tab lic  III  —  V p rzechow yw ano  przed  oznaczeniem  około 
5 godz. w temp. pokojowej.)

B r o w n  [4] poda je  użycie 35% d ioksanu  do eks trakc ji  z wątroby. 
R ów nocześnie  T a u b e r  i P e t i t  [5] s tw ie rd za ją ,  że d ioksan zaw iera  
szkodliwe nadtlenki.  D ośw iadczen ie  w ykaza ło  n iep rzyda tność  d ioksanu.

2 6 8  B- g r a b i a n o w s k a

T a b l i c a  II 
Ekstrakcja katalazy w obecności dioksanu

Nr Roztwór W ynik  
O 2 w  m m 3

1 W oda znad lodu 97
2 30 ml dioksanu +  20 ml w ody — 1 1

K r e k e  i M a l o n e y  [6] poda ją  zas to so w an ie  eks trak tu  drożdżowe- 
go przy  badan iu  ak tyw ności ka ta lazy . D ośw iadczenie  w ykazało , że 3,3% 
ek s trak t  d rożdżow y nie w yw iera  dz ia łan ia  ochronnego.

T a b l i c a  III 
Homogenizowanie w obecności ekstraktu dnożdżowego

Nr Roztwór W ynik  
0 2 w  m m 3

1 50% roztwór w odny glicerolu 90
2 3,3% ekstrakt drożdżow y 14

G e o r g  e [7] s tosu je  przy m ano m etry czn y m  o z n a c z an iu  w a p a rac ie  
W a rb u rg a  0,1 ml 2%  roz tw oru  że la tyny  przy  sum aryczne j  objętości pozo
s ta łych  reag en tó w  3,3 ml.

Z as tosow ałam  2%  roz tw ór że la tyny  podczas  h om ogen izow an ia ,  a le  nie 
uzyska łam  żadnego  efektu.

Jednocześn ie  b a d a ła m  w pływ  1 % p irydyny, a le  o trz y m a n e  wyniki były 
n iższe  aniżeli przy użyciu 50% roztw oru  glicerolu.

T a b l i c a  IV
Ekstrakcja katalazy w obecności żelatyny oraz pirydyny

N r Roztwór
W ynik  

O., w  m m 3

1 50°/0 roztwór w odny glicerolu 77

2 2 ° / 0  roztwór żelatyny 4

3 1 %  » pirydyny 32
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E u m i k o  F u k u o k a  [8], B l a g o w i o s z c z e n s k i  i K o 1 o- 
g  r i w o w a [9] p o da ją ,  że w ęg lany , fosforany, kw as  fum arow y, b u rsz ty n o 
wy i cy n am o n o w y  są  ak ty w a to ram i k a ta lazy  z w yciągów  zwierzęcych i ro ś l in 
nych. O chronnego  d z ia ła n ia  kw asu  bursz tynow ego  ani w ęg lan u  sodu nie 
z d o ła ła m  potwierdzić.

T a b l i c a  V

Ekstrakcja katalazy w obecności kwasu bursztynowego oraz węglanu sodu

OZNACZANIE AKTYWNOŚCI KATALAZY W MATERIALE ROŚLINNYM 2 6 9

Nr Roztwór W ynik  
0 2 w  m m 3

1 0,5% kwas bursztynowy 0

2 5,0% węglan sodu 0

T a b l i c a  VI

Wpływ fosforanów na aktywność katalazy (homogenizat wodny, fosforany dodano z H2 O2 )

Nr Roztwór W ynik  
w m m 3 0 2

1 1/150 mol 79
2 1/60 m ol 77

J a k  w ynika z tablicy  VI, s tężen ie  buforu  fosforanow ego o pH  =  7 w
2,5-krotnych koncen trac jach  nie w pływ a na  ak tyw ność  kata lazy .

J  o s 1 y n  [10] s to su je  w ę g la n  w ap n ia  do hom ogen izow an ia  ja rz y n  m ro 
żonych. U żyw a on dużych ilości m a te r ia łu  roś l innego  (50 g ) ,  1 g  w ę g la n u  
w apn ia  i hom ogen izu je  przez 3 m inu ty  uzu p e łn ia jąc  w odą do 200 ml, sączy  
przez sączek gazow y (gauze-backed cotton m ilk filter). Do 10 ml lub mniej 
tego p rzesączu  doda je  on wody do objętości 43 ml i 5 ml 0,1 M  buforu  
fosforanow ego pH  =  7, z aw ie ra jąceg o  20% glikozy, m iesza z około 2 ml 
0,01 N nad t len k u  w odoru  i oznacza  m iareczkow o n ierozłożony H 20 2.

Dla celów m ik rooznaczan ia  k a ta la z y  w aparac ie  W a rb u rg a  opracow ano  
n as tęp u jącą  metodę:

2 g  z iem niaczanej bulw y h om ogen izu je  się w suchym  hom ogen iza to rze  
z 100 m g  w ę g la n u  w ap n ia ,  500 m g  glikozy, 98 ml wody o tem p era tu rze  p o 
kojowej 3 razy  po pół m inuty . H o m o g en iza t  sączy się przez zw ilżoną w atę , 
odrzuca jąc  p ierw sze  ml p rzesączu . O znaczen ie  k a ta lazy  dokonuje  się w e
d łu g  opisu podanego  w pierw szej części niniejszej pracy.

J a k  w ynika  z tablicy, w ęg lan  w a p n ia  z glikozą dzia ła  ochronnie  na  a k ty 
wność k a ta lazy  w  czasie  hom o g en izo w an ia ,  n a to m ia s t  glicerol w  czasie  
hom ogen izow ania  nie w y d a je  się być środkiem  ochronnym .
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T a b l i c a  VII

Ekstrakcja katalazy w obecności węglanu wapnia i glikozy

N r R oztw ór W y n ik  
w  m m 3 O 2

1 50% roztw ór g licero lu  w  w od zie 62

2 w ęg lan  w apnia i glikoza 113

Należy zwrócić u w ag ę  na  czystość w ę g la n u  w apn ia ,  aby zan ieczyszcze
nia nie pow odow ały  w ydzie lan ia  się dw utlenku  w ęgla . Z tego  sam ego  po
wodu należy ściśle p rz e s t rz e g ać  u trzy m an ia  pH  =  7,0, bowiem w ś ro d o 
wisku bardziej k w aśn y m  n as tęp u je  częściowy rozk ład  w ęg lan u  w apn ia  
a w  środow isku a lkalicznym  k a ta la z a  jes t  n ie trw a ła  [1].

P róba  ślepa pow inna zaw ie rać  te sam e s tężen ia  glikozy i w ęg lan u  w a p 
nia, jak ie  zaw iera  próba b ad an a .  W  tym celu m iesza  się 100 m g  w ęg lanu  
w ap n ia  i 500 m g  glikozy z tą  sam ą  ilością wody, ja k a  je s t  s tosow ana  do 
p rzygo tow ania  w yciągu  z m a te r ia łu  roślinnego, i sączy  przez zwilżoną watę. 
O trzy m an y  roztw ór odpow iednio  przechow yw any  m ożna  użyć jako  ślepą 
próbę do serii oznaczeń  w  p rzec iągu  kilku dni.

W tem p era tu rze  pokojowej roztw oru  glikozy z w ę g la n e m  w apn ia  nie 
m ożna  przechowywać. W sk azan e  jest p rzechow yw anie  w lodówce w temp. 
2°. Św ieże  roztw ory  p rzy go tow ane  były w n aszy m  lab o ra to r iu m  raz  na 
tydzień.

Bufor fosforanowy dodany  do m ate r ia łu  ro ś l innego  przed  hom ogen izac ją  
w yraźn ie  stab ilizu je  ak tyw ność  ka ta lazy . Bufor dodany  do w yciągu  w od
nego po hom ogenizacji  da je  znaczn ie  obniżone wyniki ze w zg lędu  na  s t ra ty  
aktywności k a ta lazy  w czasie hom ogenizacji.

T a b l i c a  VIII

Wpływ buforu fosforanowego o  pH =  7,0 na aktywność kaitalazy 2g 
ziemniaków w 0,025 mol. buforze fosforanowym, pH =  7,0

Nr Roztwór W ynik  
w m m 3 0 2

1 W oda 60
2 25 ml 0,1 M  buforu +  73 ml w ody 1 1 0

♦ J a k  wynika z tablicy  VII i V III,  za rów no  w ę g la n  w ap n ia  z glikozą, 
jak  i bufor fosforanowy pH =  7,0 w ykazu ją  d z ia łan ie  ochronne  na  ak ty w 
ność k a ta lazy  w czasie  hom ogen izow ania .

J a k  wynika z tablicy IX, bufor fosforanowy s tab il izu je  k a ta la z ę  podobnie  
jak  glikoza z w ęg lanem  w apn ia ,  n a to m ia s t  glicerol d z ia ła n ia  och ronnego  nie 
w ykazuje .
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T a b l i c a  IX

Aktywność katalazy w czasie homogenizowania w obecności 
różnych środków ochronnych

Nr Roztwór W ynik  
w n m 3 0 2

1 50% roztwór glicerolu 6 2

2 Bufor fosforanowy 114
3 Glikoza z węglanem wapnia 1 1 2

W  dalszych  dośw iadczeniach  w ykazano , że czas t rw an ia  ho m o g en izo w a
nia 3 razy  po 0,5 m inu ty  je s t  w y s ta rcza jący  dla całkowitej ekstrakcji  k a ta 
lazy. P ięc iokro tn ie  d łuższe  hom ogen izow anie  nie w płynęło  na  zaw ar to ść  k a 
ta lazy  w  w yciągach.

T a b l i c a  X

Wpływ czasu homogenizowania na ekstrakcję katalazy

N r Roztwór M i
nuty

W ynik 
m m 3 0 2

M i
nuty

W ynik  
m m 3 0 2

1 50% glicerol 7,5 6 2 1,5 64
2 bufor fosforanowy 7,5 1 1 1 1,5 113

3 glikoza +  węglan wapnia 7,5 113 1,5 1 1 2

4 woda 7,5 60 1,5 6 6

D ośw iadczen ia  w ykonano  na  m a te r ia le  hom ogen izow anym  w aparac ie  
„ W a r in g  B lendor“ , o 12000 obro tów  na  m inutę. Tego typu h om ogen iza tc ry  
nie są u n a s  bardzo  rozpow szechnione. Z tego  pow odu w ykonano  ekstra- 
cje w hom ogen iza to rze  typu „C yk lon“ o 2000 obrotów, k tóry  zn a jd u je  się 
w hand lu . S tw ierdzono , że wyniki o trzym ane  w jednym  i d rug im  hom o g e
n iza to rze  są  identyczne.

T a b l i c a  XI

Porównanie homogenizatorów „Cyklon“ i „Waring Blendor“

N r H o m o g e n i z a t o r W ynik w m m 3 0 2

1 „C yklon“ 115

2 „W aring B lendor“ 115

C. PRZECHOWYWANIE WYCIĄGÓW KATALAZY

O znaczan ie  k a ta lazy  bezpośrednio  po sporządzen iu  w yciągu  jes t  często 
n iew ygodne  i zachodzi przeto  po trzeba  ich p rzechow yw ania  na  okres k i lk u n a 
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stu  godzin. W  zw iązku  z tym p rzebadano  w pływ  p rzechow yw ania  w yciągów  
roślinnych w  różnych te m p e ra tu rac h  na  ak tyw ność  ka ta lazy .  Wyniki d o 
św iadczeń  zebrane  są  w tablicy  XII.

T a b L i c a  XII

Wpływ przechowywania wyciągów roślinnych w różnych temperaturach 
na aktywność katalazy

N r ' Roztwór Stężenie wyciągu T em p.
m m 3 0 3 

0

po u 

1

pływie dni

2 i 3
1 fosforan 2  g / 1 0 0  ml 4° 114 — _

1 0 0

2 >> 1 4° 59 — — 55
3 y y UJ >, >» 4° 29 — — 27

4 glikozą +  C a C 0 3 2  „ „ 4° 1 1 2 — 1 1 1 —
5 yy yy 1 4° 55 — 55 —
6

”
0,5 „ „ 4° 28 — 25 —

7 glicerol 2
4 0 62 — 36 —

8 >> 0,5 „ 4° 17 — 4 —

9 woda 2
4 0 64 30 — —

1 0 y y 0,5 „ 4 0 16 4 — —

1 1 fosforan 2
1 4 0 109 1 0 6 8 6 _

1 2 glikozą -)- Ca C 0 3 2  „ ,, 14° 1 1 0 108 8 8 —
13 glicerol 2  ,, ,, 1 4 0 62 30 — —
14 woda 2  ,, ,, 14° 56 15 — —

15 fosforan 2  ,, 2 0 ° 113 89 _ —
1 6 glikozą -f- Ca C 0 3 2  ,, ,, 2 0 ° 1 1 1 90 — —
17 glicerol 2  „ ,, 2 0 ° 63 2 0 — —
18 woda 2  „ 2 0 ° 51 5 — —

P rzed s taw io n e  w tablicy  XII wyniki w ykazu ją ,  że w te m p era tu rze  po
kojowej w szystkie  wyciągi u leg a ją  częściowej inaktyw acji  ka ta lazy ,  mimo 
że zaw ie ra ją  odpow iednie  środki ochronne, jak  rów nież  to luen  w  celu un ik 
nięcia zakażen ia  przez drobnoustro je . W  te m p era tu rze  14° przechow ać  m oż
na  tylko roztw ory  z buforem fosforanow ym  lub glikozą  z w ęg lan em  w apn ia  
na  okres 1 dnia. W  tych w aru n k ach  w yciągi w odne  i w yciąg i z glicerolem 
w ykazu ją  bardzo  znaczny  spadek  aktywności.  W  te m p e ra tu rze  4° m ożna 
w yciągi zaw ie ra jące  bufor fosforanow y lub w ęg lan  w ap n ia  z g likozą  p rze
chow yw ać do 4 dni. W yciągi g licerolowe i w odne  nie  m o g ą  być w ogóle 
przechow yw ane, poniew aż ak tyw ność  k a ta lazy  o p a d a  g w a ł to w n ie  zarów no  
w czasie hom ogen izow ania ,  ja k  i p rzechow yw ania.
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Dyskusja

N ależy te  w y m ieszan ie  w yciągu  enzym atycznego  z nad tlenk iem  w odoru 
w n aczy ń k ach  W a rb u rg a  n as tępu je  dopiero  po upływ ie 6 m in u t  od chwili 
po łączen ia  zaw ar to śc i  kom ory  bocznej z kom orą  g łów ną. W  tym  czasie ilości 
w ydzie lonego  tlenu  są  w pros t  p ropo rc jona lne  do s tężen ia  ka ta lazy  w  b a 
d a n y m  w yc iągu  ro ś l innym . Ta proporc jona lność  u trzym uje  się w  c iągu  d a l 
szych 4 m inu t ,  po czym  może zan ik n ąć  w skutek  zn acznego  spadku  s tęże
n ia  n a d t le n k u  w odoru , szczególnie  w  tych próbach, k tóre  zaw ie ra ją  duże 
ilości k a ta la z y  (pa trz  tab lica  I, nr: 1, 4 i 7 ) .  Odczyty  po 8 m inu tach  o k a
za ły  się n a jb a rd z ie j  ¡powtarzalne i p roporc jona lne  do ilości enzym u w próbie.

O p ty m a ln a  te m p e ra tu ra  dz ia łan ia  k a ta lazy  u w aru n k o w a n a  jes t  z j e d 
nej s t ro n y  przez w z ra s ta ją c ą  z te m p e ra tu rą  szybkość przebiegu reakcji, 
z d rug ie j  s t ro n y  p rzez  g w a łto w n y  spadek  ak tyw ności enzym u w obecności 
nad t len k u  wodoru. S u m n e r  i S o m e r s  [11] podają , że op tim um  tem 
p e ra tu ry  d la  k a ta la z y  zn a jd u je  się m iędzy 0° — 10°. Ze w zględu  na  to, że 
w łaźn i a p a ra tu  W a rb u rg a  na jw ygodn ie j  jes t  u trzym ać  tem p era tu rę  7° 
(obniżenie  te m p e ra tu ry  w  lecie napo tyka  duże tru d n o śc i) ,  przeto w sz y s t 
kie an a lizy  p rzep ro w ad zo n o  w tej tem pera tu rze .  C h a n  c e [12] podaje, że 
w  g ra n ic a c h  pH  od 4 — 8,5 ak tyw ność  k a ta lazy  je s t  s ta ła ,  poniżej pH  4 
k a ta ła z a  z n ad t len k iem  w odoru  nie daje  ak tyw nego  kompleksu, a powyżej 
pH  8,5 kom pleks ten  u leg a  rozkładowi.

W  l i te ra tu rze  p o d an e  są  bufory  fosforanow e o różnych pH  i różnych s tę 
żeniach, począw szy  od pH  5,58 do 7,2 i k oncen trac jach  od 0,0067 M  do 
0,25 M  roz tw orów  (6, 7, 10, 13— 21). W  ninie jszych  dośw iadczeniach  s to 
sow ano  bufor fosforowy o pH 7 i s tężeniu  0,0067 m olarnym .

M ate r ia ły  ro ś l inne  nie zaw ie ra jące  ś rodków  ochronnych w ykazu ją  g w a ł 
tow ny  spadek  ak tyw ności k a ta lazy  w  okresie hom ogen izow ania .  Obecność 
w ęg lan u  w ap n ia  z g likozą, bądź  buforu fosforowego chroni wyciągi przed 
inak tyw acją  k a ta lazy .  D o d aw an ie  odpow iednich  środków  ochronnych  w  po
s taci buforów  jeszcze  przed hom ogen izac ją  m a te r ia łu  ro ś l in n eg o  jest 
n iezbędne, pon iew aż  w yciąg i w odne  i g licerołowe buforow ane po sp o rząd ze 
niu  hom o g en iza tu  w y k azu ją  znaczn ie  n iższą  ak tyw ność  k a ta lazy  aniżeli w y 
ciągi sp o rząd zo n e  w obecności buforów. P o  zakończeniu  niniejszej pracy  
stw ierdziłem , że rów nież  A ip ip 1 e m a n [20] s tosow ał bufor fosforanowy 
do rozc ie ran ia  m a te r ia łó w  roślinnych.

O znaczen ia  w y k onane  na  hom o g en iza tach  o trzym anych  w obecności w ę
g la n u  w ap n ia  z g likozą  oraz  buforu  fosforanow ego d a ją  identyczne wyniki. 
Św iadczy  to o w łaśc iw ym  pob ie ran iu  średniej próby, o ilościowej ekstrakcji 
ka ta lazy , jak  i o dobrym  d z ia łan iu  ochronnym  obu odczynników, w  p rze 
ciwnym  bow iem  raz ie  —  w yda je  się —  że oznaczen ia  na  hom ogen iza tach  
z różnym i ś rodkam i ochronnym i pow inny  być różne.
8 A cta  B iochim ica
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Z tablic VII, V III i XII wynika, że; aktyw ności k a ta la z y  w w yciągach  
zaw iera jących  w ęg lan  w ap n ia  z g likozą lub bufor fosforanow y są znacznie  
wyższe od w yciągów  glicerolowych. Również trw a łość  ak tyw ności ka ta lazy  
podczas przechow yw ania  w yciągów  w różnych te m p e ra tu rac h  je s t  większa 
przy za s to sow an iu  w ym ienionych  środków  ochronnych n iż  w  obecności g li
cerolu, przeto na leży  zan iechać  s to sow an ia  glicerolu i ko rzys tać  z fosfora
nu bądź w ę g la n u  w apn ia  z glikozą.

W ęg lan  w a p n ia  dz ia ła  p raw dopodobnie  ochronnie  na  tej sam ej zasadz ie  
jak  bufory, tzn . p rzy  n ieznaczn ie  k w aśn y m  środow isku  m a te r ia łu  ro ś l in n e 
go tworzy się k w aśn y  w ę g la n  w apn ia :

2 CaC03 +  2 H' -+ C a{H C 03).2 +  Ca"

Jeżeli d z ia łan ie  w ęg lan u  w ap n ia  po lega  n a  buforow aniu  środow iska  po
dobnie jak  dz ia łan ie  fosforanów, to na leży  przypuszczać , że inne bufory  bę
dą również s tab il izow ać  t rw a ło ść  ak tyw ności k a ta lazy  w  w yc iągach  ro ś 
linnych.

Profesorow i drowi I. Reiferowi sk ład am  podziękow ania  za cenne rady  
i za in te reso w an ie  okazyw ane  n iniejszej pracy.

Streszczenie wyników

U S tw ierdzono, że w yciągi k a ta lazy  sporządzone  z m a te r ia łó w  roś l in 
nych bez ś rodków  ochronnych  u leg a ją  gw ałtow ne j inak tyw acji  w  czasie 
hom ogen izow an ia  oraz  podczas  przechow yw ania.

2. W ykazano , że glicerol nie je s t  środkiem  ochronnym  w czasie  h o m o g e
n izow ania  m a te r ia łu  ro ś l innego  i nie zabezpiecza k a ta lazy  przed  częściową 
inak tyw acją  w  czasie  przechow yw ania.

3. S tw ierdzono, że d ioksan, eks trak t  drożdżowy, że la tyna ,  p irydyna , w ę
g lan  sodu, kw as  bu rsz tynow y nie dz ia ła ją  ochronnie  na  ak tyw ność  k a t a 
lazy podczas t iom o g en izo w an ia  m a te r ia łu  roślinnego.

4. W ęg lan  sodu z glikozą, jak  i bufor fosforanowy pH  =  7 ok aza ły  się 
środkam i stab ilizu jącym i ak tyw ność  ka ta lazy  podczas  hom o g en izo w an ia  
oraz w czasie  p rzechow yw ania.

5. W yciąg i roś linne  ż wyżej wym ienionym i środkam i nie w y k azu ją  sp a d 
ku aktyw ności ka ta lazy  podczas p rzechow yw ania  w  okresie 4 dni w  tem p e
ra tu rze  4°. W  tem p era tu rze  14° wyżej w ym ienione w yciągi m o żn a  p rzecho
w yw ać okofo 24 godzin.

W yciągi wodne, lub glicerolowe nie m ożna  p rzechow yw ać  p rzez  d łuż
szy okres czasu  naw et  w tem p era tu rze  4°C. s
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G IIP E flE J IE H M E  A K T M B H O C T M  K A T A J IA 3 B I B  P A C T M T EJIb H O M  M A T EP M A JIE

C o / i e p i K a H H e

1 . O 6Hapy?KeH0, hto aKCTpaKTbi KaTaAa3bi, npHroTOBAeHHbie H3 pacTH-

TeAbHbix MaTepHaAOB 6 e 3  3aiijHTHbix cpeflCTB noflBepraiOTCfl pe3K ofi HHaKTHBayiiH

bo  BpeMH roMoreHH3ajjHH h  bo  BpeMH xpaHeHHfl.
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2. nOKa3aHO, HTO TAI^epOAb He HBAHeTCH 3aiHHTHbIM CpeflCTBOM BO BpeMH 
r0M0reHH3a^H paCTHTeAbHbIX MaTepHaAOB. r AH^epOAb BO BpeMH XpaHeHHH pa- 
CTHTeAbHOH KaTaAa3bI He 3aigHUjaeT ee OT HaCTHHHOH HHaKTHBa^H.

3 .  O & ia p y iK e H O , HTO flHOKCaH, ApOJKJKeBOH SK C TpaK T, H ieA aT H H , nH pH ^H H , 

K a p 6 o H a T  HETpHH, H H TapH aH  KHCAOTa H e O K a3bIB aiO T 3aiIJHTHOrO BAHHHHH H a  

aK T H B H ocT b K a T a A a 3 b i b o  BpeM H  ro M o reH H 3 a ijH H  p a c T H T e A b H o r o  M a T e p n a A a .

4 . K ap6oH aT  HaTpHH C rAK>K030H H (pOCfpaTHblH 6y(p ep  p H  =  7 0Ka3aAHCb 

CpeACTBaMH CTa6HAH3HpyiOIliHMH aKTHBHOCTb KaTaAa3bI BO BpeMH r0M 0reH H 3a^ H  

H BO BpeMH XpaHeHHH.

3. PaCTHTeAbHbie 3KCTpaKTbI BMeCTe C Bbiuie H33BaHHbIMH CpeflCTBaMH He 
CHHiKaiOT aKTHBHOCTH KaTaAa3bI BO BpeMH XpaHCHHH Ha HpOT HiKCHHH 4  flHeft 
npH TeMnepaType 4 ° . B  TeMnepaType Hte 1 4 0 °  Ha3BaHHbie Bbiiue BKCTpaKTbi 
MoryT ocTaBaTbCH Ha xpaHeHHH b  TeneHHH o k o a o  2 4  qacoB.

BoAHbie hah ^AH^epoAbHbIe SKCTpaKTbi HeAb3H xpaHHTb 6oAee npOflOAJKH- 

TeAbHoe BpeMH flaiKe npn TeMnepaType 4 °C .

DETERMINATION OF CATALASE ACTIVITY IN PLANT MATERIAL

S u m m a r y

1. E x trac ts  of c a ta la se  p repared  from p lan t  m a te r ia l  in the  absence  of 
p ro tec tive  reag en ts  show a rap id  drop of activ ity  d u r in g  hom ogen iza tion  as  
well as  a s teady  drop of activ ity  on keep ing  the ex trac ts  a t  va r ious  te m 
p e ra tu re s  from 4°C to 20°C.

2. It w as  shown th a t  in p lan t  ex trac ts  glycerol does no t p revent the  
inac tiva tion  of ca ta lase .  Glycerol is a lso  u n su i tab le  for the  purpose  of p re 
se rv a t io n  of p lan t  ca ta lase .

3. D ioxan, yeast,  ge la tine ,  pyrid ine, sod ium  ca rbona te ,  succinic acid 
do no t preven t  losses of ca ta la se  activity  d u r in g  h o m o g en isa tion  of p la n t  
m a te r ia l .

4. C alc ium  ca rb o n a te  toge ther  w ith  glucose a s  well as  phospha te  buffer 
pH  =  7 have  proved to be su itab le  r eag en ts  for the p rese rva tion  of c a ta la se  
ac tiv ity  d u r in g  h o m ogen isa tion  and  p reservation .

5. P la n t  ex trac ts  c o n ta in in g  the above buffers, held a t  4°C do not lose 
the ir  c a ta la se  activity  for a period of about 4 days. At a te m p e ra tu re  of 
14°C these  ex trac ts  can be held for about 24 hours . W a te r  of glcerol 
ex trac ts  canno t be m a in ta in ed  for any  length  of t im e  even at a tem p era tu re  
of 4°C.
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TRA N SA M I N A C JA  A SPA R A G IN O W O -alfa -K E T O G L U T A R O W A
U M YC O B A C TE R IU M  P H L E I

Z Zakładu Chemii F izjologicznej Akadem ii M edycznej w Lublinie 
Kierownik Zakładu: prof. dr J. Opieńska-Blauth

W  toku bad ań  n ad  p rzem ian ą  p rą tków  kw asoodpornych  (1) za ję liśm y 
się sp ra w ą  t ra n sa m in a c j i  jako  jed n y m  z w ażnych  procesów, łączących 
p rz e m ia n ę  w ęg low odanow ą  z p rzem ian ą  am inokw asow ą. W  p orów nan iu  
z obsze rnym  p iśm ienn ic tw em , dotyczącym  zag ad n ien ia  t ra n sa m in a c j i  
i t r a n s a m in a z  w tk ankach  zwierzęcych, istnieje raczej niewielka ilość p rac  
dośw iadcza lnych , pośw ięconych t ra n sa m in a c jo m  u drobnoustro jów . W śród  
nich na leży  w ym ienić  prace  L i c h s t e i n a  i C o h e n a  (2 ) ,  G u n s a -  
l u s a  i T o n z e t i c h a  (3 ) ,  R u d m a n a  i M e i s t e r a  (4) , p ro w a d z o 
ne na  zaw ies inach  lub dez in teg ra tach  Escherichia coli; W  i a m e 'a  i S t o r- 
c k a (5) —  na  B acillus subtilis  o raz  A l t e n b e r n a  i H o u s e w r i g h t a  
(6) —  n a  Brucella abortus. W  dostępnej l i te ra tu rze  nie spo tkaliśm y  w z m ia 
nek na  tem a t  t ra n sa m in a c j i  u p rą tków  kw asoodpornych  poza p rzypuszcze 
n iem  w ysun ię tym  przez  E d  s o n  a (7 ) ,  że szybkość zużyw an ia  kw asu  g lu 
tam in o w eg o  przez zaw ies iny  M ycobacterium  może być zw iązana  z p ro ce 
sem  tran sam in ac j i .

P rzedm io tem  niniejszej p racy  je s t  wykrycie t ra n sa m in a z y  a sp a rag in o w o -  
alfa -ke tog lu iarow ej ( t ra n sa m in a z y  a sp a rag in o w o -g lu tam in o w ej  w g  n o m e n 
k la tu ry  niektórych au to rów ) w  zaw ies inach  i proszkach  acetonow ych M y
cobacterium phlei, ka ta l izu jącej  proces przen iesien ia  g rupy  am inowej k w asu  
a sp a ra g in o w e g o  na  k w as  a lfa -ke tog lu ta row y  z w ytw orzen iem  kw asu  g lu 
tam inow ego  i k w asu  szczaw iooctow ego jak o  p roduktów  reakcji. W  da lszym  
c iąg u  p racy  o zn aczam y  ją  skrótem : t r a n s a m in a z a  asp-glu.

Część dośw iad cza ln a

D r o b n o u s t r ó j .  Do b a d a ń  użyto  szczepu A l  phlei, dos ta rczonego  
n a m  przez In s ty tu t  Gruźlicy w W arszaw ie ,  hodow anego  na  pożywce L ö w en 
ste ina  i p rzeszczep ianego  w odstępach  dw utygodniow ych. H odow lę  M. 
phlei, inkubow aną  w butlach Roux na  podłożu Löw enste ina  w temp. 37°C, 
uży w an o  w okresie m a k sy m a ln eg o  w zrostu  do sporządzen ia  zaw iesin  lub 
p re p a ra tó w  acetonowych.
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P r z y g o t o w a n i e  z a w i e s i n y .  P o  ukończonej inkubacji  hodow le  
p rą tk ó w  zb ie rano  z butli Roux za pomocą uszka p la tynow ego  do roztw oru  
M/25 buforu fosforanow ego o pH  8,3. P o w s ta łą  zaw iesinę  p rzem y w an o  t rzy 
kro tn ie  świeżym i porc jam i roz tw oru  buforow ego przez  odw irow yw anie .  
P o  o s ta tn im  przem yciu pob ierano  p ipetą  po 1 ml rów nom iern ie  rozkłóco- 
nej za pom ocą perełek szk lanych  zaw ies iny  do 25-mililitrowych erlenm aje-  
rek, zaw iera jących :  2 ml pożywki DAK (zm odyfikow ana p ły n n a  syn te tyczna  
pożyw ka D G K  w g  Sym a (8 ) ;  w sk ład  pożywki DAK w chodzą: g lukoza  
4,0 g, k w as  cy trynow y 2,0 g, a s p a ra g in a  11,0 g, K H 2P 0 4 0,5 g, M g S 0 4. 
7 H 20  0,5 g, cy tryn ian  że lazow o-am onow y 0,05 g, Z n S 0 4.7H 20  0,02 g, w o 
dy 1000 m l) ,  1 ml kw asu  a sp a ra g in o w e g o  o stężen iu  200 m g  %, 1 ml 
kw asu  a lfa -ke tog lu tarow ego  o s tężeniu  400 m g  %•

P r z y g o t o w a n i e  p r o s z k u  a c e t o n o w e g o .  M asę  bak te ry jną  
zeb ran ą  z butli Roux p rzem y w an o  pięciokrotnie  lodow atą  w odą des ty lo w a
ną  w celu usunięc ia  sk ładn ików  podłoża, a n as tępn ie  t rzyk ro tn ie  przez o d 
w irow yw an ie  z acetonem  o temp. — 5°C. O sad  suszono pod zm nie jszonym  
ciśn ien iem  w  ciągu  24 godz. ponad  chlorkiem  w apn ia  w  tem p. + 2  — + 4 ° C .  
W ysuszony  proszek acetonow y w ażono  i rozcierano  w m oździerzyku a g a 
tow ym  z M/25 buforem fosforanow ym  o pH 8.3 w takiej objętości, aby o trzy 
m ać  s tężen ie  50 m g  proszku  na  1 ml buforu. P o  1 ml o trzym ane j w  ten spo 
sób zaw ies iny  d o d aw ano  do e r lenm aje rek  poj. 25 ml, z aw ie ra jących  2 ml 
kw asu  a lfa -ke tog lu ta row ego  o s tężeniu  400 m g  % i 2 ml k w asu  a s p a r a g i 
now ego  o stężeniu  200 m g  % (oba sk ładnik i rozpuszczone  w buforze  fo
sfo ran o w y m  M/25 o pH  8,3).

Analiza chromatograficzna

W  dośw iadczen iach  po s łu g iw an o  się a rkuszam i b ibuły  W h a tm a n a  nr 1. 
A m inokw asy  rozdzie lano  w uk ładz ie  fenol-woda (7 : 3) techn iką  c h ro m a 
tografii  w stępu jące j i w yw oływ ano  p lam y po w ysuszen iu  ch ro m a to g ra m ó w  
0,1% roz tw orem  n inhydryny  w wodzie nasyconej n -bu tan o lem  (w  p ó źn ie j
szych dośw iadczen iach  używ ano  0,5% roztw oru  n in h y d ry n y  w acetonie) 
przez  k ilkum inu tow e o g rzew an ie  w temp. 95°C. Dla w ykrycia  zw iązków  
reduku jących  s tosow ano  uk ład  rozpuszczaln ików  n-bu tano l  — p irydyna  — 
w oda ( 4 5 : 2 5 : 4 0 )  i technikę chrom atograf i i  zstępującej.  C h ro m a to g ra m y  
w y w o ływ ano  azo tan em  s reb ra  m etodą zm odyfikow aną (W. E. T r e v e l 
y a n ,  D.  P.  P r o c t o r  i J.  S.  H a r r i s o n  ( 9 ) ) .  Iden ty fikac ję  p lam  
am inokw asow ych  n a  c h ro m a to g ra m ac h  p rzep ro w ad zan o  na  podstaw ie  a m i
n okw asów  kontrolnych, w krap lanych  równoleg le  z próbkam i badanym i.

Z aw ies iny  M. phlei inkubow ano  w te rm ostac ie  w tem p. 37°C w  c iąg u  
różnych  okresów  czasu  w w aru n k ach  aerobowych lub an aerobow ych  (a tm o 
sfe ra  N 2).
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Do k o m ple tu  k ażd eg o  dośw iadczen ia  wchodziły  nas tęp u jące  próby ko n 
tro lne :  zaw ies in a  b ak te ry jn a  o g rz e w a n a  w  ciągu  10 min. na  w rzącej łaźni 
w odnej n a ty c h m ia s t  po d o dan iu  do podłoża zaw ie ra jącego  su b s tra ty  reakcji 
(k w as  a l fa -k e to g lu ta ro w y  i k w as  a sp a ra g in o w y ) ,  zaw ies ina  inkubow ana  
z pod łożem  p ozbaw ionym  su b s t ra tó w  oraz  podłoża DAK z su b s tra ta m i bez 
zaw ies in y  bak te ry jne j .

W  okreś lonym  czas ie  pob ierano  inkubow ane próbki objętości 1 ml, do 
k tórych  d o d aw an o  —  celem odbia łczenia  — 0,1 ml 20%  kw asu  trójchloro- 
octow ego, a n a s tęp n ie  sączono  lub odw irow yw ano. P rze jrzy s ty  płyn znad  
o sa d u  w k ra p la n o  w ilościach po 50 lub 100 m ikro litrów  na  bibułę ch ro m a 
to g ra f iczn ą  celem u ja w n ie n ia  zm ian  pow sta łych  w składzie  am inokw aso- 
w ym  i ciał reduku jących  podłoża  w  stosunku  do podłoża inkubow anego 
w raz  z zaw ies in ą  p rą tków .

W wielu dośw iadczen iach  za m ia s t  pożywki DAK używ ano  jedynie  roz 
tw oru  s u b s t ra tó w  w M/25 buforze fosforanow ym  o pH  8,3. P roszk i ace to
nowe M. phlei inkubow ano  w ra z  z w łaśc iw ym i su b s tra ta m i ( jak  podano 
wyżej w  punkcie  „ p rzy g o to w an ie  p re p a ra tu  ace tonow ego“ ) w  tem p 37°C 
w  w a ru n k a c h  tlenow ych lub beztlenow ych (a tm osfera  N 2) w różnych okre
sach  czasu , z regu ły  je d n a k  krócej niż zaw iesiny komórkowe. W  skład  prób 
kon tro lnych  w chodziły  każdorazow o: proszek acetonowy w raz  z su b s tra tam i 
o g rz e w a n y  do w rzen ia  przez 10 min. n a ty ch m ias t  po zm ieszaniu , su b s tra ty  
bez p roszku  ace tonow ego  o raz  proszek  acetonowy bez su b s t ra tó w  (dodany  
do 4 ml b u fo ru ) .  P o b ra n e  po odpow iedn im  czasie  inkubacji próbki odbiał- 
czano  20%  kw asem  tró jch lo rooc tow ym  i nas tępn ie  postępow ano  an a lo g icz 
nie jak  z p róbkam i zaw iesin .

P rz e b ie g  i rezu lta ty  dośw iadczeń  z zaw ies inam i i p rep a ra tam i ace tono
wymi M. phlei p rzed s taw ia ją  poniżej zam ieszczone tabele  i fo tografie  chro- 
m a to g ram ó w .

1. D ośw iadczen ia  p ro w ad zo n e  na  zaw iesinach  p rą tków  w ykazały , 
że w  m ia rę  czasu  trwania* inkubacji na tężen ie  barw y  i wielkości p lam  kw asu  
g lu tam in o w eg o  w zras ta ,  o s iąg a  ono swe m aksim um  i n as tępn ie  s topniow o 
zanika. N a tężen ie  barw y  i w ielkość p lam  kw asu  a sp a ra g in o w e g o  w m iarę  
inkubacji s topniow o maleje . A na liza  z iden tyfikow ana na  c h ro m a to g ram ach  
powyżej k w asu  g lu tam in o w eg o  w ykazu je  z początku  zwiększenie  się wielko
ści i na tężen ia  barw y  p lam  i n a s tęp n ie  ich stopniow e zm nie jszan ie  się.

J a k  w ynika  z danych tabeli I o raz  fotografii  n r  1, ś lady  kw. g lu ta m in o 
wego w y s tęp u ją  w  próbie  nie inkubow anej,  ale jako  p roduk t tra n sa m in a c j i  
asp -g lu .  kw. g lu tam in o w y  po jaw ia  się w  większych stężeniach  dopiero po 
6-godzinnej inkubacji. Z m n ie jszan ie  się na tężen ia  barw y  i wielkości p lam  
kw. a sp a ra g in o w e g o  je s t  mniej w idoczne wskutek  jego  s tosunkow o znacz-
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T a b e l a  I
Transaminacja asp.-glu. w zawiesinach M. phlei

Stężenie wykrytych aminokwasów
Czas inkubacji K w. asparaginowy Kw. glutam inow y Alanina

O godz. +  +  +  + + +

6 „ +  +  +  + +  + +

12 „ +  +  + +  •+  + ”1— b

24 „ ± + +

72 „ — — +

Fot. 1

nego  s tężen ia .  Znikanie  i kolejność zn ikan ia  am in o k w asó w  z podłoża  
zw iązan a  je s t  na jp raw dopodobnie j  z dz ia ła lnośc ią  oksydazy  L-am inokw a- 
sów, której obecność w saprofitycznych p rą tkach  kw asoodpornych  z n a n a  
jest od d a w n a  (10).

2. D ośw iadczen ia  z p rep a ra tam i acetonow ym i M. phlei w y k azu ją  obec
ność  k w asu  g lu tam inow ego  —  jako  p roduk tu  t ra n s a m in a c j i  asp -g lu .  —  
już  po 30 m in. inkubacji proszku  acetonow ego w raz  z s u b s t ra ta m i  i s to p 
n iowe n a ra s ta n ie  wielkości i n a tężen ia  p lam  kw asu  g lu ta m in o w e g o  n a  
c h ro m a to g ra m ac h  do końca t rw a n ia  inkubacji, k tórej czas  w  tych
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dośw iadczen iach  nie  p rzek racza ł  n ig d y
3,5 godzin . P o dobn ie  ja k  w zawiesinach , 
ta k  i w  p re p a ra tac h  acetonow ych bez 
su b s t ra tó w  stw ie rdza  się n ieznaczne  ilo
ści k w asu  g lu tam in o w eg o  (fot. n r  2 ) .
Wyniki tych d ośw iadczeń  zeb rane  są 
w  tab. II.

Zm nie jszen ie  się s tężen ia  kw asu  alfa- 
ke tog lu ta ro w eg o  n ie  z a z n a cz a  się tak  w y 
raźn ie  na  c h ro m a to g ra m a c h  zw iązków  
redukujących , p raw d o p o d o b n ie  w skutek  
s tosunkow o m ałych  z m ian  w ogólnym  
stężen iu  tego  k w asu  w  c iągu  3-godzin- 
nej inkubacji  i m ale j czułości tes tu  r e 
dukcyjnego  dla ke tokw asów .

N iezależn ie  od op isanych  wyżej do
św iadczeń  p rzep ro w ad zo n o  dodatkow e 
próby, m a jące  na  celu rozstrzygn ięc ie  
nas tępu jących  z ag ad n ień :

1) ja k  w pływ a wiek hodow li na  ak tyw ność  t r a n sa m in a z y  asp-glu .,

T a b e l a  II

Czas inkubacji Stężenie wykrytych aminokwasów

kwas asparagi
now y

kwas glutam i
nowy

alanina nie identyfiko
wany

0 min. +  +  +  + + + —

30 „ +  +  +  + +  + + r t

60 „ H— I— b +  + +  + +

180 „ +  +  + +  +  + +  + +  +

Kontrola bez sub
stratów po 

180 min. inku
bacji + + +

U w a g ‘i : Do doświadczeń użyto 50 mg suchej masy proszku acetonowego, 8 mg kw.
alfa-ketoglutarowego i 4 mg kwasu asparaginowego. Końcowa obję
tość — 5 ml M/25 buforu fosforanowego o pH 8,3. Warunki aerobowe, 
t° 37° C. Oznaczenia stężeń aminokwasów jak w tab. I.

Fot. 2
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2) czy w arunk i aerobow e w p ływ ają  h am u jąco  na ak tyw ność  badane j  
p rzez  n a s  tran sam in azy ,

3) jaki w pływ  na ak tyw ność  t r a n s a m in a z y  asp-g lu . w yw iera  dodanie  
do uk ładu  reag u jąceg o  p rzeg o to w an eg o  w yciągu  w odnego  z m ięśn ia  se r 
cow ego jako źródła  koenzym u (11) łub dodan ie  m ieszan iny  kw asu  adeno- 
zyno-tró jfosforow ego i p irydoksyny (w miejsce fosforanu p irydoksalu ,  k tó 
rego  nie pos iada liśm y).

W  jednym  z dośw iadczeń  użyto  hodowli Ai. phlei rosnącej 2 tyg. w  temp. 
37°C, a n as tępn ie  p rzechow yw anej w  c iągu  4 tygodni w  temp. pokojowej 
na pożywce Lów enste ina . S po rządzony  z tej hodowli p re p a ra t  acetonow y 
w y kaza ł  ak tyw ność  t ra n sa m in a c y jn ą  asp-g lu . W  innych dośw iadczen iach  
użyto  proszku acetonow ego  p rzechow yw anego  w c iągu  kilku tygodn i 
w chłodni (w temp. ok. +  2°C) w  w aru n k ach  aerobowych. Również i w  
tym  w ypadku  t r a n sa m in a c ja  asp-glu . p rzeb iega ła  w  sposób p raw idłow y.

N a fot. n r  3 p rzedstaw iono  przeb ieg  porów naw czych  dośw iadczeń  nad 
t r a n sa m in a c ją  asp-g lu . p roszków  acetonowych w  w a ru n k a c h  aerobowych 
i anaerobow ych (w a tm osferze  N 2) w obecności koenzym u z m ięśn ia  oraz 
w obecności m ieszan iny  0,85 m g  pirydoksyny  i 2,5 m g  ATP. J a k  widać, 
p rzeb ieg  tran sam in ac j i  asp-glu . je s t  we w szystkich  tych p rzypadkach  jed 
nakow y.

Fot. 3
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D yskusja

Specyficzne cechy biologiczne p rą tków  kw asoodpornych  nie pozw a la ją  
na  bezpośrednie  po ró w n an ie  w yników  przedstaw ionych  w tej p racy  z do 
św iadczen iam i innych au torów , przeprow adzonym i na  innych d ro b n o u s t ro 
jach  lub na  tk an k ach  zwierzęcych. Niemniej jednak  należy stw ierdzić , że 
b łona kom órkow a M. phlei nie s tanow i istotnej p rzeszkody dla p rz e n ik a 
nia  am inokw asów .

Aerobowe w a ru n k i  inkubow ania , jak  i d ługo trw a ły  okres p rzech o w y w a
nia dez in teg ra tu  ace tonow ego  w niskiej tem pera tu rze  nie w yw iera ją  is to t
nego  w pływ u na ak tyw ność  t r a n s a m in a z y  asp-glu.

S postrzeżen ia  L i c h s t e i n a  i C o h e n a  (2) o ham u jący m  wpływ ie  
atm osfery  tlenowej na  ak tyw ność  t ra n s a m in a z  nie zn a jd u ją  za s to so w an ia  
w  odniesieniu  do t r a n s a m in a z y  asp-g lu . D odaw anie  p rzeg o to w an eg o  w y 
c iągu  z m ięśn ia  sercow ego  myszy jako  źródła  koenzym u (11) do u k ład u  
d e z in teg ra t  — s u b s t ra ty  nie w zm ag a ło  szybkości ani w ydajności t ra n sa m i-  
nacji, co zg ad za  się dobrze z dośw iadczen iam i C a m  m r a t y  i C o h e n a  
(12), którzy w ykazali ,  że w yciąg i z m ięśni dz ia ła ją  ak tyw ująco  na  ró ż n o 
rodne t ra n sa m in a c je  tylko ze w zg lędu  na  zaw ar to ść  dość znacznych  ilo

ści kw asu  g lu tam inow ego , a nie z pow odu obecności w  nich fosforanu  pi- 
rydoksalu .

Streszczenie

1. S tw ierdzono  obecność t r a n s a m in a z y  asp-glu . w  zaw ies inach  k o m ó r
kowych oraz d ez in teg ra tach  acetonowych M ycobacterium  phlei.

2. W ykazano , że a tm osfera  t lenow a nie w yw iera  w idocznego na  chro- 
m a to g ram ach  h am u jąceg o  w pływ u n a  t ra n sa m in a z ę  asp -g lu .  w  d e z in te g ra 
tach  acetonowych M. phlei.

3. Nie s tw ierdzono  ak tyw ującego  w pływ u p rzego tow anego  w o d nego  
w yciągu  z m ięśn ia  sercow ego na ak tyw ność  t ra n sa m in a z y  aps-g lu  u M. 
phlei.
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ASPARTATE — a-KATOGLUTARATE TRANSAM INASE IN M YC O BAC TERIU M  PH LE I

A C riA PA rM H O BA H  — «-K ETO TJIIO TA PO BA H  A M M H O O EPA 3A
M YC O BAC TERIU M  P H LE I

C  o  a  e  p  îk  a  h  h  e

1. OöHapy>KeHa acn a p a rH H O -rA y T a M M H O B a a  TpancaMHHa3a b KAeTOHHbix  

BMyAbCHBX h  a ^ T O H H b ix  A e 3 H H T e r p a T a x .

2 .  r io K 3 a H O , HTO KHCAOpO AHaH aT M O C (J)ep a  H e 0 K a 3 b I B a e T  BAHBHHH, 3 a M e T -  

H o r o  H a x p o M a T o r p a M M a x ,  H a  a c n a p a r H H o - r A y T a M H H O B y io  T p a H c a M H H 3 3 y  b  a i j e -  

TOHHblX A C B H H T e rp a T a X .

3 .  H e  öbiA O  oÖ H ap y iK eH O  a K T H B H 3H p yio iJ jee  b a h h h h c  n e p e ß a p e H H o r o  b o a h o t o  

BKCTpaKTa cep A eq H O H  M b im y b i H a aKTHBHOCTb acnaparH H O -rA yT aM H H O B O H  x p a H C -  

aMHHa3bi y Mycobacterium ¡phlei.

S u m m a r y

1. Evidence has been presented for the existence of an aspartic-glu
tamic transaminase in suspensions of intact cells, as well as of acetone 
disintegrated cells, of Mycobacterium Phlei.

2. It has been shown chromatographically that atmospheric oxygen 
exerts no inhibitory effect on the asp-glu-transaminase of acetone disinte
grated Mycobacterium Phlei.

3. A boiled aqueous ex trac t of beef heart had  no s t im u la t in g  influ
e n ce  on th e  a s p -g lu - t r a n s a m in a s e  ac t iv i ty .
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Doniesienie tymczasowe

Z Działu Biochem ii In s ty tu tu  Hematologii w Warszawie 

Kierownik: doc. dr K- Zakrzewski

Zidentyfikow anie  h ep a ry n y  jak o  e s t ru  s ia rczanow ego  w ielocukrow ca n a 
sunęło  wielu badaczom  myśl, ażeby s tosow ać  jako środki p rzeciw krzepliw e 
syn te tyczn ie  o trzym ane  an a lo g iczn e  es try  różnych wielocukrów. P ie rw sze  
próby w  tym kierunku w ykonyw ał A s t r u p  (1). Dopiero je d n a k  w  o s ta t 
nich dw óch la tach  uda ło  się uzyskać  zad o w ala jące  leczniczo zw iązki tego  
rodza ju ,  jak  ester w ie los ia rkow y k w asu  p o l im annuronow ego  (11) i e s te r  wie- 
losiarkow y kw asu  p o l ig a lak tu ro n o w eg o  (7). G łów ną  przeszkodę s tan o w iła  
s to sunkow o  -mała ak tyw ność  uzysk iw anych  dawniej p repara tów , w  w yniku  
czego w  leczeniu s tan ó w  zakrzepow ych  m usia ły  być s to sow ane  duże dawki, 
co poc iąga ło  za sobą ob jaw y  toksyczne.

D ek s tran  jako  w ielocukier całkowicie nieszkodliwy dla u s tro ju  w y d aw a ł  
się dobrym  surow cem  do o trz y m a n ia  syn te tycznego  środka zas tępczego  h e 
pary n y  (4) . P ie rw szym  zas to so w an y m  klinicznie (10) estrem  s ia rczanow ym  
dek s tran u  był p rep a ra t  o trzy m an y  w  w yniku  bardziej system atycznych  s tu 
diów R i c k e t t s a  (9). B ad acz  ten  sulfonow ał dekstrany  o różnych  lep- 
kościach w ew nętrznych  (od 0,02 do 0,36) p o d s taw ia jąc  różne ilości g rup  
siarczanow ych. N a jw yższa  ak tyw ność  w  ham o w an iu  krzepliwości, uzy sk an a  
przez tego  badacza, nie p rzek racza  15 jednostek  na  m il ig ram .

Celem pracy  niniejszej j e s t  p rzeds taw ien ie  w za jem nej zależności pom ię
dzy ciężarem  m oleku larnym  i ilością grup  s iarczanow ych  z jednej strony , 
a dz ia łan iem  przeciw krzepliw ym  i w łasnośc iam i toksycznym i z drugie j 
s trony. ,

Materiał i metody

1. M ate r ia łem  w yjśc iow ym  był hydro liza t  deks tranu  o lepkości w e w n ę trz 
nej około 0,26 — 0,30, o trzy m y w an y  jako  produkt uboczny przy produkcji 
po łig lukanu  (3) , nie na leżący  do poprzednio  op isanego  szeregu  hom olog icz
neg o  (12). F rakc ja  ta  była hydro l izo w an a  0 , ln  HC1 w  tem p. 99 — 100°C

[285]
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w  czasie  od 15 min. do 3 godz. w  zależności od wielkości c ięża ru  m oleku lar
nego, jak i  się chciało o trzym ać. H ydrolizę  p rze ry w an o  ług iem  sodowym, 
w ielocukier w y trą c a n o  trzem a  obję tośc iam i e tano lu  9 6 % , o sad  rozpuszcza
no w wodzie, d ia lizow ano w  wodzie wodociągow ej i des ty low anej,  a n a s tę p 
nie liofilizowano.

2. Estry fikow anie  p rzep ro w ad zan o  ana log iczn ie  ja k  G r o n  w a l i  (4) 
i R i c k e t t s (9). Do bezwodnej p irydyny w krap lan o  kw as chlorosulfono- 
wy, u trz y m u ją c  tem p era tu rę  m ieszan iny  w 20°C. O trz y m a n ą  w ten sposób 
zaw iesinę  soli pirydyniowej ogrzew ano  do 65 — 70°C i w sypyw ano  o d w a 
żoną ilość zhydro lizow anego  dekstranu . E stryfikację  p row adzono  w 65°C 
przez 3 —  4 godz. Na każdy  g ra m  suchego  zhydro lizow anego  deks tranu  z u 
żyw ano 7 ml pirydyny. K w asu  chlorosu lfonow ego d aw an o  o 0,5 m ola w ię 
cej, n iż w ynika ło  z w yliczenia  s tech iom etrycznego  dla zes tryfikow ania  k a ż 
dego m ola g lukozy 1, 2 lub 3 g rupam i — S 0 3H.

3. Izolow anie  estru  s ia rczanow ego  dekstranu . P o  zakończonej estryfi- 
kacji m ieszan inę  chłodzono i rozcieńczano przez dodanie  k ruszonego  lodu, 
p irydynę w ypierano  p rzez  dodanie  ługu  sodowego. D eks tran  su lfonow any 
w y trącano  trzem a objętościam i etanolu  96% . Sy ropow aty  o sad  rozpuszczano  
w  wodzie, zoboję tn iano  HC1, d ia lizow ano w w odzie  wodociągow ej i d e s ty 
lowanej i liofilizowano.

4. Lepkość w ew n ę trzn ą  oznaczano  w w iskozym etrze  H ópplera  w  tem p. 
+  25°C (13).

C iężar  m oleku larny  obliczano w g  w zoru  [q] =  k M R (12).

k =  9,87 X  10—8; a =  1.35

C iężar  m oleku larny  dek s tran u  su lfonow anego  obliczano stecniom etrycz- 
nie po uw zględn ien iu  ilości g rup  — S 0 3H.

5. S ia rkę  całkow itą  o znaczano  po w ilgo tnym  spa len iu  b ad a n e g o  p re p a 
ra tu  z H N 0 3 i N H 4N 0 3 (8). W  o trzym anym  stopie  oznaczano  s iarkę  za 
pomocą m iareczkow ej m etody  benzydynowej (2).

6. A ktyw ność  p rzeciw krzepliw ą in vitro  ozn aczan o  nieco zm odyfikow a
n ą  m etodą  K u  i z e n  g  a (6) . M odyfikacja  p o lega ła  na  użyciu w  m iejsce 
osocza b a ran ieg o  — m ieszan eg o  osocza 10 zdrow ych daw ców  krwi. Krew 
była p o b ran a  do 3% cy try n ian u  sodu w stosunku 1 objętość cy try n ian u  i 4 
objętości krwi.

O znaczen ia  aktyw ności w ykonyw ano zaw sze  w po ró w n an iu  z ak ty w n o 
ścią s ta n d a rd o w e g o  p re p a ra tu  heparyny  1. A ktyw ność  jes t  oznaczona  w je d 
nostkach  m iędzynarodow ych  na  m il ig ram  suchej w ag i  p rep a ra tu .

7. Toksyczność bad an o  przez w strzyk iw an ie  p re p a ra tu  rozpuszczonego  
w buforze w ęg lanow ym  pH  7,85 dorosłym, zdrow ym , białym, m yszom , w ag i

1  Otrzymanego dziękfl uprzejmości dra J. V e n u 1 e t a.
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ok. 20 g  każda  do żyły ogonow ej,  W iiośći odpow iada jącej  1400 j na 1 kg 
w ag i c ia ła , w objętości około 0,5 ml,- . , ; :

Wyniki

Z estaw ien ie  w łasnośc i poszczególnych p rep a ra tó w  p rzeds taw ia  iabela  I

T  a b 1 i c a I
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W łaściwości poszczególnych preparatów dekstranowych

Preparat
Lepkość

wewnętrzna

C. cząst. 
dekstranu 
zhydrol.

Grup 
sulfonowych  
na cząstecz
kę glikozy

C. cząst. 
dekstranu 

sulfonowa
nego

Aktywność 
w jedn./m g

IV 3 0,15 38 000 2,4 83 000 23

IV , 0,15 38 000 1,7 70 000 19

IV , 0,15 38 000 0,5 47 000 7

III , 0 . , 28 0 0 0 2 , 6 64 000 29

II I 2 0 , 1 28 0 0 0 1,7 51 500 19

Illj, 0 , 1 28 0 0 0 0,7 co -o
*

Ln O O 8

n . . 0,05 ' 17 000 2 34C00 2 0

I I , 0,05 17 000 1 , 6 30 500 19

l i t 0,05 17 000 0,4 20 500 7

I . 0,037 13 500 2 27 000 25

I2 0,037 13 500 1,3 2 2  0 0 0 26

h 0,037 13 500 — — —

Ib , 0,03 11 500 2 , 6 26 500 40

Ib , 0,03 11 500 1,5 2 0  0 0 0 2 2

O m ów ienie  w yników

Pom im o zas to so w an ia  3 — 4 godz innego  czasu  su lfonow ania  m ak sy 
m a ln a  ilość w prow adzonych  g ru p  sulfonowych nie przekroczyła  2,0 na 1 mol 
bezwodnika glukozy. D łuższa  es tryfikacja  prow adzi  do głębokich zm ian 
w  s truk tu rze  w ielocukru.

U zyskane w ynik i ( tabela  I) w sk azu ją ,  że aktywmość je s t  w yraźn ie  funk
cją  ilości w prow adzonych  g ru p  s ia rczanow ych. P re p a ra ty  zaw ie ra jące  2,6 
m ola — S 0 3H na 1 mol g lukozy  p os iada ją  ak tyw ność  1 jednostk i m iędzy
narodow ej:  p re p a ra t  I1I3 — w  0,034 m g, p rep a ra t  R - -  w  0,03 m g, p re p a ia t
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T a b l i c a  1 1

Badania toksyczności sulfonowanych produktów hydrolizy dekstranu

Preparat U żyto
m yszy

Padło
w

24 godz.

Przeżyło 
do 

1 0  dni

Ciężar m yszy w  g

1 dnia 2  dnia 3 dnia 7 dnia 1 0  dnia

i v 3 5 1 4 8 6 , 2 77,4 85,3 84 93,5

i v 2 5 0 5 104,6 112,3 .113 119,5 111,7

IV ! 5 0 5 1 0 0 , 6 1 0 1 , 6 101,5 1 0 2 , 2 1 1 0 , 1

I I I 3 5 1 4 * 91,5 66,9 77,5 81,7 83

I I I 2 5 0 4* 1 1 0 , 8 97,8 107,5 109,0 84

Illj. 5 0 5 1 0 0 , 6 99 102,3 98 107,8

II 3 5 0 5 98,8 98,4 103,5 101,3 1 1 0

n 2 5 0 5 105,8 92,9 1 1 0 108,4 1 1 1

5 0 5 102,5 1 0 2 , 2 1 0 0 , 2 97,5 107,8

i 3 5 0 5 94 87 91 99 98,2

i 2 5 0  # 5 105,8 96,5 108,2 97,5 108,5

Ib 3 5 0 5 91,1 91,6 93,5 92,7 1 0 2

Ib 2 5 0 5 96,8 98 97,4 100,3 98,5

* Padła z powodów nie związanych z wstrzyknięciem.

Ib3 —  w 0,025 m g  (1 jed n o s tk a  m iędzynarodow a  aktywności je s t  z a w a r ta  
w  0,0077 m g  soli barowej oczyszczonej h e p a ry n y ) .

T ak  więc p re p a ra t  typu  Ib3 w ykazu je  czynność, k tó ra  w y d a je  się 
w iększa  od p re p a ra tó w  dotychczas op isanych , m ających  ak tyw ność  około 
15 jed n /m g .

Aczkolwiek m ate r ia ł  p rzeds taw iony  w. części dośw iadczalnej sugeru je ,  
że p re p a ra ty  o n iższym  c iężarze  m o leku larnym  m a ją  nieco w iększą  ak ty w 
ność, to je d n a k  osta teczne  u s ta len ie  tej za leżności nie je s t  możliwe. M ożna 
się było je d n a k  spodziewać, że w yższe c iężary  cząsteczkow e będą pow odo
w ały  go rszą  to lerancję  p re p a ra tu  przez zw ierzę ta .  W  s to sunku  do p re p a ra 
tów  d e k s tran u  o c iężarach od 15000 — 37000, p rzebadanych  ja k  w yżej, p rzy
puszczenie  to po tw ierdziło  się przez r e g u la rn e  w ys tępow anie  toksycznych 
ob jaw ów  przy  p reparac ie  IV3. B adan ie  tego  p re p a ra tu  na toksyczność  było 
p o w ta rz a n e  kilkakro tn ie  w  identycznych w aru n k ach  i zaw sze  je d n a  z pię
ciu m yszy  p ada ła ,  a przy  zw iększeniu  dawki zw iększała  się ilość m yszy, któ- 
ic  pad ły  w  c iągu  24 godzin.
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Wyniki badan ia  na toksyczność p rzeds taw ia  tabe la  II.
Pe łne  badanie  fa rm akologiczne op isanych  powyżej hepląrynoidów jes t  

w toku i będzie tem atem  nas tępne j publikacji. W stępne  je d n a k  eksperym en ty  
p rzeprow adzone  in vivo  w skazu ją ,  że p rep a ra t  na przykład  typu Ib3 m oże 
okazać się bardzo  w artośc iow ym  środkiem  zastępczym  heparyny .

Na rys. 1 p rzeds taw iono  badan ie  w pływ u p repara tów : Ib3, IV3f I I I3 na  
krążenie  i oddychanie  królika w ostrym  eksperym encie. Z p rzed s taw ionego  
zapisu  k im ograf ionow ego  widać  brak  efektów toksycznych.

W strzyknięcie  zdrow em u, nie uśp ionem u króiikowi 134 m g  (tj. 48 m g  
na  1 kg  w agi,  czyli 1392 j (1 kg  w agi)  p rep ara tu  1113 dożylnie spow odow ało  
na tychm ias tow e  przedłużenie  czasu k rw aw ien ia  z 2,5 min. do 14 min, a po 
4 godz. do 19 min. P o  22 godz. czas k rw aw ien ia  u trzym yw ał się na  pozio-

Rys. 1 przedstawia zapis kimograficzny ciśnienia i oddechu królika, któremu wstrzyknięto 
dożylnie różne preparaty estrów siarczanowych dekstranu w ilości od 100 do 250 mg na kg 
wagi ciała. Na linii najwyższej uwidoczniają się zapisy ciśnienia krwi oraz normalna am
plituda ciśnienia; linia średnia jest zapisem oddechu. Prawidłowy przebieg tych krzywych 
Wskazuje na brak wpływu szkodliwego zarówno na ciśnienie krwi, jak i na oddech.

Linia najniższa zapisu kimografionowego wykaizuje czas trwania eksperymentu ('naj
mniejsza podzialka — 2  sek), a linia znajdująca się ponad nią zaznacza czas wstrzykiwa
nia danego preparatu (kolejno: 0,45 ml Ib/3, 0,75 ml IV/3, 0,75 ml IV/3 oraz 2.0 ml Ib/3. 
9 Acta Biochimica
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mie 9,5 min, a wstrzyknięcie  dożylne w tym  m om encie  1,4 m g  błękitu to 
luidyny (5) skróciło na ty ch m ias t  czas  k rw aw ien ia  do s tan u  norm alnego  
(3 hiin .) .

Autorzy p ra g n ą  złożyć podziękow anie  drowi J e rzem u  D u b r o w . s k i e -  
m u  i drowi Je rzem u K a ź m i e r c  ż a k o w i  za  pomoc i o d d an ą  w sp ó ł
pracę  przy w ykonan iu  b ad ań  farm akologicznych .

Streszczenie

P raca  przedstaw ia  w stępne  wyniki es try fikow ania  produktów  hydrolizy 
dekstranu . W prow adzano  od 1 do 3 g rup  — S O gH na  1 glukozę do frakcji 
deks tranu  o c iężarach  m oleku larnych  od 11500 do 38000.

O trzym ano  p rep ara ty  o w łasn o śc iach  przeciwkrzepliwych, o ak tyw ności 
rzędu 1/3 krystalicznej heparyny . N iesw oista  toksyczność  była zaznaczona  
w niewielkim stopniu  tylko w  p reparac ie  o n a jw y ższy m  ciężarze m o lek u la r
nym i na jw yższym  stopniu  su lfonow ania .
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f  CyJIb<i>ATHbIE 3<£>MPbI n P O /T Y K T O B  A E K C T P A H A

C o  a  e  p  m a  h  h  e  ,

P a b o T a  coAep?KHT BCTynHTeAbHbie p e3yA b T aT b i p e a ^ H H  o6p a30B aH H H  n p o cT b ix  

3(pH poB npo/iyKTO B rH A poA H 3a ACKCTpaHa. BBeAeHo o t  1 a o  3 c y A b cp o rp y n n

b  M OAenyAy rA ioK oaw  (p p a ^ H M  AeKCTpawa HM eioLąeii MOAeKyAHpHbiS bc c  1 5 000  
AO 38 00 0 . Ilo A y q eH b i n p e n a p a T b i n p eA ynpe?K A aioiii,H e CBepTbiBaH ue h  HM eiomHe

aKTHBHOCTb IIOpHAKa 1j3  KpHCTaAHHeCKOrO renapHHa TOKCmiHOCTblO OTAHqaAHCb
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b  H eôoAbiuoH cTeneHH TOAbKo npenapaT bi HMeioiyHe caMbifi ôoAbiuoH MOAeKyAap- 

Hbifi Bec h caM yio BbicoiKyio CTeneHb cyAbtpapoBaHHH.

SULFONIC ESTERS OF HYDROLYZED DEXTRAN 

S u m m a r y

The paper  p resen ts  a p re lim inary  report on estérification  of dex tran  
hydro lysis  products . O ne to three su lpha te  g ro u p s  were in troduced per 
glucose unit into dex tran  fractions of m olecular  w eig h t  from 11,500 
to 38,000.

The an t ic o a g u la n t  activity ob ta ined  w as  about 1/3 th a t  of crysta ll ine  
heparin .

A sl igh t  non-specific  toxicity w as  observed only in a p roduct of h ighest 
m olecular  w e igh t  and  the  la rg es t  n um ber  of su lp h a te  g roups  introduced.
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IGNACY REIFER

NOWA METODA MIKROOZNACZANIA KWASU CYTRYNOWEGO

Z Zakładu Biochemii SGGW , W arszawa  

Kierownik: prof. ar I. Reifer

M eto d a  ozn aczan ia  k w asu  cy trynow ego na zasadz ie  reakcji pięciobromo- 
acetonow ej u w a ż a n a  je s t  pow szechnie  za na jbardzie j  se lek tyw ną  m etodę 
o z n a c z an ia  tego  kw asu  w m a te r ia le  biologicznym.

R eakc ję  u t len ian ia  i b rom ow an ia  kw asu  cy trynow ego do pięciobromo- 
ace tonu , o p isan ą  w 1847 roku przez C a h o u r s a  (1), w ykorzysta ł  S t a h r e 
(2) w  1897 roku w ana liz ie  jakościow ej. K u n  z (3) opracow ał p ie rw szą  
w a g o w ą  m etodę ilościowego oznaczan ia  kw asu  cytrynow ego, po leg a jącą  na  
n ieznaczne j  rozpuszczalności  p ięciobrom oacetonu w  wodzie. K o m e n t i a n i
(4) m iareczkow ał p ięc iobrom oaceton  jodom etrycznie , przez co zdołał z n a c z 
nie obniżyć ilość o zn acza ln eg o  kw asu  cytrynowego, bowiem w  w aru n k ach  
jeg o  m etody  3,20 m g  k w asu  cy trynow ego  odpow iada  10 ml 0,1 N t io s ia r 
czan u  sodu.

P ie rw sz ą  m ikrom etodę  opracow ali  P u c h ę  r, S h e r m a n  i V i c k e r y
(5), zm odyfikow aną później przez P u c  h e r  a (6). M etoda  ta  um ożliw ia  
o zn aczan ie  k w asu  cy trynow ego  w  ilościach od 0,05 do 1,0 m g. W n a s tę p 
nych la tach  G o l d b e r g  i B e r n h e i m  (7). T a u s s k y  i S c h o r r  
(8) , W o l c o t t  i B o y e r  ( 9 ) , N a t e l s o n ,  P i n c u s  i L u g o v o y  (10) 
i E t t i n g e r ,  G o l d b a u i n  i S m i t h  (11) w prow adzili  da lsze  m odyfi
kacje  i dostosow ali  reakcję  p ięciobrom oacetonow ą do oznaczen ia  k w asu  cy
try n o w eg o  w  mikroilościach od 2 do 40 y, w g ran icach  błędu +  5% .

Celem tych w szystk ich  m odyfikacji było op racow an ie  na jodp o w ied n ie j
szych w aru n k ó w  u tlen ian ia  i b rom ow an ia  kw asu  cytrynow ego, w p ro w a d z e 
nie odpow iedniego  rozpuszczaln ika  dla p ięciobrom oacetonu i w reszcie  u s ta 
lenie na jlepszych  w aru n k ó w  w ytw orzen ia  i u trw a len ia  b a rw n ika  do k o lo ry 
m etrycznego  pom iaru  p ięciobrom oacetonu. Do ekstrakcji  p ięc iobrom oaceto
nu  używ ano  eteru  na f tow ego  bądź heptanu, a do w yw ołan ia  żółtego z a b a r 
w ienia  w ym ienieni au torzy  s tosow ali  siarczek sodowy, jodek  potasowy, jodek 
sodow y lub tiomocznik.

[293]
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294 I. REIFER

W szystk ie  w ym ienione  m odyfikacje  m etody  p ięc iobrom oacetonow ej na- 
s t ię c z a ją  przy  w ykonan iu  an a liz  ilościowych pow ażne  t rudnośc i .  S tężenia 
i ilości n a d m a n g a n ia n u  i b rom ku po tasow ego  s to sow ane  w  celu u tlenienia  
i b rom ow an ia  kw asu  cy trynow ego  w  kw aśnym  środow isku  m u sz ą  być w k a ż 
dej m etodzie  ściśle p rzes trzeg an e ,  bowiem zbyt m ałe  ilości odczynników 
z m n ie jsza ją  syntezę pięciobrom oacetonu, n ad m ia ry  n a to m ias t  w y tw a rz a ją  
w olny  brom, k tóry  reag u je  z p irydyną  s to so w an ą  przez P  u c h e r a i współ • 
p racow ników  w charak te rze  s tab il iza to ra  barw nika  w  e terze naftowym. 
Rów nież w m etodzie  E t t i n g e r a  i w spó łp racow ników  w olny  brom  u n ie 
m ożliw ia  ilościowe oznaczan ie  kw asu  cytrynow ego, po lega jące  na  barwnej 
reakcji t ró jha logenopochodnych  w ęglow odorów  z p irydyną  w  zasadow ym  
środow isku , op isanej przez F  u j i w a r a (12).

N a d m ia r  wody utlenionej, używ anej do redukcji n a d m ia ru  n a d m a n g a n ia 
nu i w y tw orzonego  w toku reakcji dw utlenku  m a n g a n u ,  dzia ła  w wyżej op i
sanych  m etodach  rów nież  n iekorzystn ie  na  ilościowe o zn aczan ie  kw asu  cy
trynow ego . D odatkow ą tru d n o śc ią  jest  kom pletne  oddzielenie  rozpuszcza l
n ików o rgan icznych  od tazy wodnej i w  związku  z tym w irow an ie  s tanow i 
sk ładow ą  część w spom nianych  modyfikacji. P o n ad to  G o 1 d b e r g  i B & r n -  
h e i m  w ykazali ,  że dość w ykry tego  kw asu  cy trynow ego  zależy w dużym  
stopn iu  od kw aso ty  ś rodow iska  u tlen ian ia  i b rom ow ania .  W środow isku  8 N 
kw asu  s ia rkow ego  T a u s s k y  i S c h o r r  o trzym ali  wyniki dw ukrotn ie  
w yższe  aniżeli w  obecności 1 N kw asu  siarkowego.

W spółczynnik  ekstynkcji oznaczonego  pięciobrom oacetonu  zależy rów nież 
w  dużym  s topniu  od użytego  eteru  naftow ego (pa trz  6 i 8 ) ;  za rów no  P  u- 
c h e r ,  j ak i T a u s s k y  m im o ostrożnej desty lacji odpowiedniej frakcji 
e teru  na f tow ego  nie zdołali us tab ilizow ać w yników  na  jednym  poziomie, 
jeżeli korzystali  z e teru  naf tow ego  pochodzącego z różnych źródeł.

W toku op raco w an ia  op tym alnych  w aru n k ó w  do o zn aczan ia  kw asu  c y 
t rynow ego  zauw ażono , że p ięcioorom oaceton przechodzi nad e r  ła iw o ze ś ro 
dow iska  w odnego  do chloroformu. Fakt ten um ożliw ia  szybkie oddzielenie 
p ięc iobrom oacetonu od n a d m a n g a n ia n u  i zezw ala  na redukcję  tegoż zw iąz 
ku i dw utlenku  m a n g a n u  nad tlenk iem  wodoru, k tóry  będąc  n ie rozpuszcza lny  
w chloroform ie nie m oże reag o w ać  z w ytw orzonym  pięciobrom oacetonem . 
W  ten sposób odczynniki, k tóre  w p ływ ają  szkodliwie na  pięciobrom oaceton, 
a jednocześn ie  są n iezbędne do u tlenienia  kw asu  cy trynow ego , pozbaw ia  się 
możliwości u jem nego  dz ia łan ia  na  końcowe ilościowe ozn aczan ie  ko lorym e
tryczne . Synteza  p ięc iobrom oacetonu odbywa się w praw dz ie  w  środowisku 
w odnym , ale obecny w naczyn iu  chloroform ek s trah u je  ła tw o  rozpuszczalny  
p roduk t u tlen ien ia  i b rom ow an ia  kw asu  cy trynow ego n ieom al w chwili jego 
p o w s taw an ia  i w ten  sposób chroni od szkodliw ego w pływ u n a d m ia ru  ś rod 
ków u tlen ia jących .
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W  celu ko lo rym etrycznego  oznaczan ia  p ięciobrom oacetonu  w y k o rz y s ta 
no reakcję  rezorcyno low ą, op isaną  przez R e i c  h a r d a  (13). Rezorcynol 
w a lkalicznym  środow isku  wodnym  tw orzy  z m ałym i ilościami p ięc iobrom o
ace tonu  (0,1 m g )  piękny, w iśn iow oczerw ony barw nik . W  opisanej m etodzie  
reakcja  ta zos ta ła  dos tosow ana  do ilościowego m ikrooznaczan ia  k w asu  cy 
trynow ego.

W  niniejszej p racy  op isano  p ro s tą  i w y g o d n ą  m etodę u tlen ien ia  i b ro 
m ow an ia  k w asu  cy trynow ego  do pięciobrom oacetonu  i o p racow ano  now e 
ilościowe ko lo rym etryczne oznaczan ie  p ięc iobrom oacetonu w  postaci c ze r
w onego  ba rw n ika  z rezorcynolem. M etoda  zezw ala  na  oznaczen ie  od 0,5 do 
40 y kw asu  cy trynow ego  z dokładnością  ± 5 %  i może być s to so w an a  do 
oznaczen ia  k w asu  cy trynow ego w  m ate r ia le  roś l innym  i zwierzęcym, przy  
czym w y m a g a  ona tylko bardzo  prostych  odczynników  i podstaw ow ej a p a 
ra tu ry .

Odczynniki

I. K w a s  s i a r k o w y  o k o ł o  9 N:  200 ml s tężonego  k w asu  s ia rk o 
w ego  o c. wł. 1,84 rozcieńczyć w odą  des ty low aną  do 1000 ml.

II. B r o m e k  p o t a s o w y :  1 g  b r o m k u  po tasow ego  rozpuścić  w  100 
ml wody desty low anej.

III .  N a d m a n g a n i a n  p o t a s o w y :  0,7 g n a d m a n g a n ia n u  p o ta 
sow ego rozpuścić  w  100 ml w ody desty low anej.

IV. C h l o r o f o r m :  chloroform należy  przedesty low ać, aby nie za w ie 
rał żadnych n ie rozpuszcza lnych  w wodzie składników .

V. N a d t l e n e k  w o d o r u :  3% roztw ór handlow y.
VI. B u f o r  f o s f o r a n o w o - w ę g l  a n o w y :  a) w ę g la n  sodowy:

nasycony roz tw ór bezw odnego w ęg lan u ,  b) fosforan sodowy d w uzasadow y: 
nasycony roztw ór N a 2H P 0 4 • H 2O -5 0  ml roz tw oru  a zm ieszać  z 100 ml ro z 
tw oru  b i zag o to w ać  z m a łą  ilością w ęg la  ak tyw nego. S ączyć na  z im no  
i p rzechow ać w  ciemnej butelce.

VII.  R e z o r c y n o l :  1,25 g  rezorcynolu  rozpuścić  w  50 ml wody de 
sty low anej, zag o to w ać  do w rzen ia  z m a łą  ilością w ęg la  ak tyw nego, p rz e s ą 
czyć na zim no i przechow ać w  ciemnej butelce. Rezorcynol w  roz tw orze  ł a 
two u lega  u t len ien iu  do ciemno zabarw ionych  chinonow ych zw iązków  już  
po upływie k ilkunas tu  godzin. Z tego  pow odu na leży  spo rząd zać  codziennie  
świeży odczynnik.

V II I .  S i a r c z a n  a m o n o w y :  50 g s i a r c z a n u  am onow ego  rozpuścić  
w  1000 ml wody destylow.anej.

IX. K w a s  c y t r y n o w y :  rozpuścić  50 m g  bezw odnego albo 54,7 m g  
uw odnionego kw asu  cy trynow ego  w  10 ml około 1 N k w asu  s ia rkow ego , 
przenieść do kolby m iarow ej o pojem ności 100 ml i dopełnić  w odą  d es ty 

http://rcin.org.pl



296 I. REIFER

low aną . D ow olne  rozcieńczenia  k w asu  cy trynow ego m ożna  sporządz ić  ze 
s ta n d a rd o w e g o  roztw oru, p rzy  czym na leży  dodać kilka ml rozcieńczonego  
kw asu  s ia rkow ego  w celu zabezpieczenia  płynu przed drobnoustro jam i.

Część d o św iad cza ln a

Do 5 ml roztw oru  zaw ie ra jąceg o  kw as  cy trynow y w  g ran icach  od 0,5 do 
40y do d a je  się w rozdzielaczu g ruszk o w y m  o  pojem ności 100 ml 1 ml k w a 
su  s ia rkow ego  (I ) ,  0,5 ml brom ku po tasow ego  ( I I ) ,  2 ml chloro lorm u (IV) 
i 0,5 ml n a d m a n g a n ia n u  ( I I I ) .  P o  za łożeniu  szczelnego  korka szk lanego  
w s t rz ą s a  się energ iczn ie  zaw ar to ść  rozdzie lacza  i pozostaw ia  na  około 2 m i
n u ty  w s t rz ą s a ją c  od czasu  do czasu . N as tępn ie  w lew a się do rozdzielacza 
około 10 — 20 ml wody des ty low anej i redukuje  n a d m ia r  n a d m a n g a n ia n u  
i dw utlenek  m a n g a n o w y  za pom ocą 2 — 3 kropel nad t len k u  w odoru  (V). 
C.hloroform odpuszcza  się do „w ysok ie j“ zlewki jenajsk ie j  o pojemności 
50 ml. W odny  roztw ór w rozdzie laczu  przem yw a się dwukrotnie , w y t r z ą s a 
j ą c  2 ml i 1 ml chloroformu. P o łączo n e  roztw ory  ch loroform u zaw ie ra ją  
ca ły  p ięc iobrom oaceton jak  rów nież  w olny  brom. C hloroform  należy o d 
p a ro w ać  na  płytce elektrycznej, p rzy  czym zlewkę u trzym uje  się s ta le  w  r u 
chu i od czasu  do czasu  unosi ponad  płytkę m iesza jąc  zaw ar to ść  zlewki, 
aby  zapobiec  p rzeg rzan iu  się roz tw oru . Z p rzeg rzanych  roztworów, u la tn ia  
się pew na  ilość p ięciobrom oacetonu  i wyniki o trzy m an e  w  tych w aru n k ach  
są  sys tem atyczn ie  za niskie. P o d czas  odpa ro w an ia  chloroform u brom u l a t 
n ia  się całkowicie. P o  upływie około 2 m inut, kiedy na  dnie  zlewki z n a j 
d u ją  się za ledw ie  2 — 3 krople chloroform u, z lewkę należy  n a ty ch m ias t  
chłodzić pod bieżącą wodą. W  w yniku  sk rap lan ia  podczas chłodzenia  zlewka 
zaw ie ra  kilka kropel chloroformu, k tó iy  należy p raw ie  w  całości szybko od 
p a ro w ać  w  tem pera tu rze  pokojowej przez dm uchanie  lub przez szybkie k o 
łowe po ru szan ie  naczyniem . Do zlewki zaw iera jące j  zazw yczaj jeszcze j e d 
n ą  kroplę chloroformu dodaje  się z kap ila rne j  pipety 0,2 ml buforu (VI) 
i m iesza , aby  zwilżyć całe dno zlewki. P o  ulotnieniu  się os ta tn ich  ś ladów  
chloroform u dodaje  się 1 ml rezorcynolu  (V II) ,  w s t rz ą sa  i dokładnie  po 
upływ ie  1 m inu ty  dodaje  z odpow iednio  kalibrow anej pipety 3,8 mi roz tw oru  
s ia rc z a n u  am onow ego  (V II I ) .  N as tępn ie  przenosi się szybko zaw ar to ść  z lew 
ki do kolorym etrycznej probówki, zam yka  szczelnie korkiem, w s taw ia  do 
m ieszan iny  t łuczonego  lodu z w odą o tem p era tu rze  od 0 — 2° i po upływ ie  
JO m in u t  oznacza  p rzepuszcza lność  św ia t ła  przez zabarw iony  roztw ór w fo- 
toko lo rym etrze  L e i t  z a, s to su jąc  filtr C (n iebieski) .  Z aw ar to ść  k w asu  
c y trynow ego  w badane j próbie odczytu je  się wobec identycznie  p rz y g o to w a 
nej ślepej odczynnikowej, n a s taw io n e j  na  100% przepuszczalności.  O t r z y 
m a n y  b a rw n ik  nie je s t  t rw a ły  w  tem p era tu rze  pokojowej i znika  powoli ju ż  
po upływ ie  15 m inut. Z drugie j s t ro n y  rezorcynol u lega  pow olnem u u tlen ie 
n iu  n a  pow ietrzu  w te m p era tu rze  pokojowej, pow odując  c iem nienie  b a d a 
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nego roztw oru . N a to m ia s t  w  tem pera tu rze  od 0 — 2° ba rw n y  kom pleks 
rezorcynolu  z p en tab rom oace tonem  nie u lega  szybkiem u rozkładowi, a re- 
zorcynol u t len ia  się ba rd zo  powoli n aw e t  po upływ ie V2 godziny  w  w a r u n 
kach opisanych  w m etodzie . M aks im um  in tensyw nośc i zab a rw ien ia  o s ią g a  
się dopiero  po upływ ie  kilku minut, pom iary  na leży  przeto  p rzep row adzić  
nie przed upływ em  5 m in u t  i nie po upływie 15 m inut.  W  prak tyce  ślepą  
odczynnikow ą w y s ta rczy  sporządzić  raz  dziennie, jes t  ona  bowiem n iezn acz 
na  i nie różni się od odczytów, czystego s ia rczan u  am onow ego.

W  g ran icach  od 8 do 40 y k w asu  cy trynow ego o trzym uje  się w wyżej 
op isanych  w a ru n k a c h  w  aparac ie  L e i t z a, filtr C w ykres  zgodn ie  z p ia -  
wem B eera -L am ber ta .  W  g ran icach  poniżej 8 y odczyty  leżą na  krzywej i dla 
każdego  kolo rym etru  należy  sporządzić  k rzyw ą w zorcow ą, w y n ika jącą  
z oznaczenia  około 10 s tężeń kw asu  cy trynow ego w g ran icach  od 0,5 do 40 y 
(Rys. 1).

Rys. 1

W  tablicy 1 podane są  wyniki ana liz  czystego  k w asu  cy trynow ego ( ś r e d 
nia z 5 ozn aczeń ) ,  w ykonanych  now ą metodą.

W tablicy  2 podane  są  wyniki, k tóre  w ykazu ją  w pływ  tem p era tu ry  i c z a 
su na  u tlen ian ie  rezorcynolu  w  w a ru n k a c h  wyżej op isanych  ja k  rów nież  
w pływ  na ba rw ny  kom pleks p ięciobrom oacetonu  z rezorcynolem  w silnie 
zbuforow anym  środow isku  a lkalicznym .

Ja k  w ynika  z tab licy  2, rezorcynolow a ślepa odczynnikow a w  te m p e ra 
tu rze  0 — 2° nie u lega  u tlen ien iu  w. czasie  30 m in u t  i naw et  po upływ ie  
2 godzin  ilość u tlen ionego  rezorcynolu  do barw nych  chinonow ych zw iązków  
je s t  bardzo  n ieznaczna . Ta sam a  ślepa  odczynnikow a w  tem p era tu rze  22° 
u lega  pow olnem u, ale s ta łem u  u tlen ien iu .  J a k  w ynika  z ko lum ny III i IV
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tablicy  2, kompleks p ięc iobrom oacetonu  
z rezorcynolem  w tem p era tu rze  22° 
je s t  n ie trw ały ,  poniew aż już  po 10 m i
n u tach  s t ra ty  w ynoszą  przeszło  10%, 
a po 2 godz inach  przeszio  40% (p ro 
cent obliczono w  odn iesien iu  do cyfry 
48, k tórą  o trzym uje  się w. w a ru n k ach  
pracy  op isanych  w  części d o św iad cza l
ne j) .  W  tem p era tu rze  od 0— 2° b a rw 
nik je s t  w zg lędn ie  trw a ły ,  a in ten sy w 
ność zab arw ien ia  roz tw oru  nie u le 
ga żadnym  zm ianom  w g ran icach  od 
5 — 90 m inu t  (ko lum na V II  tablicy 2 ) .  
Dopiero po upływie 2 godzin  daje  
się zauw ażyć  pewien n ieznaczny  s p a 
dek in tensyw ności zabarw ien ia .  Z t a 
blicy 2 w ynika  również, że maksimum, 
zabarw ien ia  o s iąg a  się dopiero po 

upływie 5 m inut i że odczyty bez sp o rząd zan ia  osobnej śiepej próby m ogą  
być bezpiecznie w y k onane  w g ran icach  od 5 do 30 m inuty . W  w ypadku  j e 
żeli odczyt nie może być w ykonany  w ram ach  30 m inut, w ów czas  na leży  
spo rządz ić  ślepą próbę i odczytać próbę b a d a n ą  w s to su n k u  do ślepej, n a 
s taw ionej na 100% przepuszczalności. W  ten  sposób m ożna  wykonać  po
m ia ry  n a w e t  po upływie 1 V2 godziny od chwili w ytw orzen ia  barw nika .

S ia rczan  am onu dzia ła  w ybitnie  h am ująco  na u t len ian ie  rezorcynolu. 
W  tab licy  3 um ieszone są odczyty p rzepuszczalności ś lepych odczynn iko
wych sporządzonych  identycznie  z tą tylko różnicą, że w  jednym  w ypadku  
dodano  3,8 ml 5% s ia rczan u  am onow ego, a w d rug im  — 3,8 ml wody de
s ty low anej.

J a k  w ynika  z tablicy  3, naw et  w  tem pera tu rze  0° rezorcynol u lega  b a r 
dzo szybkiem u u tlenieniu , jeżeli roz tw ór nie zaw iera  s ia rc z a n u  am onow ego.

J a k  wiadom o, duże ilości glukozy, fruktozy i innych cukrów  redukujących  
p rzeszk ad za ją  w  ilościowej syntezie  p ięc iobrom oacetonu i tym  sam ym  u n ie 
m oż liw ia ją  oznaczenie  kw asu  cytrynowego. C ukry te bowiem powoli re d u 
kują  n a d m a n g a n ia n  w k w aśnym  środowisku i zm ien ia ją  s to sunek  tego  od 
czynnika  do bromku po tasow ego, który powinien być u t rzy m an y  w  celu ilo
śc iow ego u tlenienia  k w asu  cy trynow ego do p ięc iobrom oacetonu. E 11 i n  g  e r 
i w spó łp racow nicy  zauw aży li ,  że synteza  p ięc iobrom oacetonu  p rzeb iega  n o r 
m alnie , jeżeli b a d an y  roztw ór nie zaw iera  ponad  0,5% glukozy  lub fruktozy. 
To spostrzeżen ie  zos ta ło  potw ierdzone w  n aszy m  lab o ra to r iu m  i zaw ar to ść  
20 m g  g lukozy w 5 ml badanej próby nie w pływ a u jem nie  na  oznaczan ie  
k w asu  cytrynowego.

T a b l i c a  1 
O znaczenie kwasu cytrynow ego  

nową m etodą

U żyto
Y

Wykryto
Y

W ykryto 
w %

40,0 40,25 1 0 0 , 6

30,0 30,25 1 0 0 , 8

2 0 , 0 19,50 97,5

16,0 15,75 98,4

1 2 , 0 1 2 , 0 0 1 0 0 , 0

8 , 0 7,75 96,9

4,0 3,82 95,4

2 , 0 1,92 96,0

1 , 0 1,05 105,0

0,5 0,53 106,0

http://rcin.org.pl



NOWA METODA MIKROOZNACZANIA KWASU CYTRYNOWEGO 299

T a b l i c a  2
Wpływ temperatury i czasu na utlenienie rezorcynolu i na barwny kompleks

pięoiobromoacetonu

Czas 
w m i

n u 
tach

P r z e p u s z c z a l n o ś ć
T  e m p e r a t u r a  22° T e m p e r a t u r a  0  — 2 °

pr. ślepa pr. pełna
II przy 1 
na 1 0 0 % 

prze- 
puszcz.

III — w% pr. ślepa pr. pełna
II przy I 
na 1 0 0 % 

prze-
puszcz.

III —

I II III IV V VI V II V III

0 1 0 0 51 51 93,8 1 0 0 51 51 93,8

5 97 50 53 89,6 1 0 0 48 48 1 0 0

1 0 95 48 53 89,6 1 0 0 48 48 1 0 0

15 94 50 56 83,3 1 0 0 48 48 1 0 0

30 94 51 57 81,3 1 0 0 48 48 1 0 0

60 90 52 62 70,8 99 47 48 1 0 0

90 8 8 52 64 66,7 98 46 48 1 0 0

1 2 0 84 52 6 8 58,4 97 46 49 97,9

T a b l i c a  3 

W pływ  siarczanu amonu na utlenianie rezorcynolu

P r z e p u s z c z a l n o ś ć

Czas 
w m inutach

T  e m p e r a t u r a

2 2 ° 0 °

Siarczan
amonu

W oda Siarczan
amonu

W oda

0 1 0 0 99 1 0 0 99

5 97 89 1 0 0 93

1 0 95 75 1 0 0 87

15 94 64 1 0 0 82

2 0 — 54 1 0 0 78

30 94 — 1 0 0 6 8

W  m ate r ia le  ro ś l innym  prak tyczn ie  nie spo tykam y się z takim i s tę ż e n ia 
mi cukrów redukujących , które m og łyby  przeszkodzić  w  syntez ie  pięciobro- 
m oacetonu  z kw asu  cytrynow ego. Zwykle do ana lizy  spo rząd za  się w yc iąg i
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z a w ie ra jące  od 0,1% do 1,0 m a te r ia łu  ro ś l innego . Gdyby naw et  dana  ro 
ś lina  z aw ie ra ła  10% cukrów redukujących , w ów czas  przy  sporządzen iu  1% 
w y c iąg u  5 ml roz tw oru  pob ranego  do ana l izy  zaw iera łoby  zaledw ie  5 m g  
cukru . M im o to w  praktyce ana liz  fa rm aceu tycznych  lub p rze tw órs tw a  ro l
nego  m ożna  czasem  spotkać  się z koniecznością  oznaczen ia  bardzo  m ałych 
ilości k w asu  cy trynow ego w  obecności dużych s tężeń  cukrów redukujących.

W  tab licy  4 um ieszczone są  cyfry, k tóre  w ykazu ją ,  że w  roz tw orach  z a 
w ie ra jących  0,8% glukozy (40 m g  n a  5 ml) wyniki oznaczan ia  kw asu  cy
try n o w eg o  są  przeszło  o 20%  za niskie. N a to m ias t  s tężenia  0,4% glukozy 
(20 m g  na  5 m l)  nie w p ły w ają  u jem nie  n a  ilościowe oznaczan ie  tego kw asu . 
T rudności w yn ika jące  z dużych s tężeń  glukozy  m ożna  w yelim inow ać w spo 
sób n ad e r  prosty, a m ianow icie  przez odpow iednie  rozcieńczenie  b ad an eg o  
roz tw oru  w odą  desty low aną, tak  aby p rzed  u tlen ien iem  i b rom ow aniem  k w a 
su cy trynow ego  s tężenie  cukrów  reduku jących  nie przekracza ło  0 ,4% .

T a b l i c a  4
Wpływ stężenia glukozy na oznaczanie kwasu cytrynowego

Kwas cytrynowy  
w  y

M g glukozy  
w  5 ml próby

D odano m l w ody  
przed utlenieniem

W ykryto kwas 
cytrynow y w  y

30,0 — — 30,25

30,0 2 0 — 30,0

30,0 40 — 24,50

30,0 80 15 30,25

Zastosowanie metody do oznaczania kwasu cytrynowego w materiale
biologicznym

Z as to so w an ia  metody do oznaczen ia  k w asu  cy trynow ego  w m ate r ia le  
b io logicznym  p rzeb ad an e  przede w szys tk im  na  moczu ludzkim. Z arów no  
P u c h ę  r, S h e r m a n  i V i c k e r y ,  j ak i W o l l c o t t  i B o y  e r  
z w ra c a ją  baczną  uw ag ę  na  konieczność oczyszczan ia  moczu przez g o tow an ie  
z rozcieńczonym  kw asem  s iarkow ym  i b rom ow anie  przed syn tezą  pięciobro- 
m oace tonu  z kw asu  cy trynow ego w  celu usunięcia  lotnych zw iązków  i ro z 
łożenia  subs tanc ji ,  k tóre w chodzą  w zw iązek  z brom em  i są  powodem  zbyt 
w ysokich odczytów. E t t i n g e r  i w spó łp racow nicy  opuścili oczyszczanie  
badanych  roz tw orów  w swojej metodzie, jed n ak  nie przytoczyli dowodów do 
św iadcza lnych  na  to, że go tow anie  w  kw asie  s ia rkow ym  i w s tępne  b ro m o w a 
nie m ogą  być zan iechane. Wyniki um ieszczone w tablicy 5 w ykazu ją ,  że za 
pom ocą wyżej op isanej m etody m ożna  oznaczyć k w as  cytrynow y w moczu 
nieoczyszczanym  i że brom opochodne substanc ji  w ystępu jących  w moczu 
nie p rze szk ad za ją  w. o znaczan iu  p ięciobrom oacetonu. W  moczu spotyka się
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często  su b s tan c je ,  k tóre  są  u t len iane  n a d m a n g a n ia n e m  potasow ym , d la tego  
na leży  p rzy  syn tez ie  p ięc iobrom oacetonu odm ierzyć 0,8 — 1,0 ml n a d m a n 
g a n ia n u  z a m ia s t  n o rm a ln ie  s tosow anych  0,5 ml.

T a b l i c a  5 

Oznaczenie kwasu cytrynowego 
w m oczu ludzkim (mocz 5 razy rozcieńczony)

M ocz w  ml Oczyszczanie
Dodano kwasu 

cytrynowego  
w y

W ykryto 
w y

W ykryto do
dany kwas cy
trynowy w  y

0 , 2 — — 11,75 —

0 , 2 kw. siarkowy — 11,50 —

0 , 2

kw. siarkowy 
brom _ 11,75 _

0 , 2 — 2 , 0 14,00 2,25

0 , 2 — 8 , 0 19,75 8 , 0 0

W  tablicy  6 podane  są wyniki' oznaczan ia  k w asu  cy trynow ego  w  m a te 
ria le  pochodzenia  ro ś l innego  i zwierzęcego, w ykonane  now ą m etodą. W  w ięk
szości p rzypadków  oznaczen ie  p rzeprow adzono  n a  m a te r ia le  odb ia łczanym  
przed  ana lizą .  N ajba rdz ie j  odpow iedn im  odczynnikiem  odb ia lcza jącym  oka
zał się w o lfram ian  sodowy z k w asem  siarkow ym  — odczynnik  Fo lina  — Wu. 
10 g r  św ieżego  m a te r ia łu  ro ś l innego  hom ogen izow ano  6 razy  po 30 sekund 
w hom o g en iza to rze  m ark i  „C yk lon“ z około 50 ml wody desty low anej i p rze 
noszono  ilościowo po p rzesączen iu  przez gazę  do kolbki m iarow ej o po jem no
ści 100 ml. P o  przem yciu  h om ogen iza to ra  i sączka  z gazy  dopełn iono  z a w a r 
tość kolbki do 100 ml. 5 ml roz tw oru  odbia łczano  w  suchej probówce w z n a 
ny sposób za pom ocą 2 ml 10% w olfram ianu  sodow ego i 2 ml 1 N kw asu  
s iarkow ego. P o  dodan iu  pipetą 1 ml wody desty low anej sączono  przez tw ard y  
sączek  do suchej probówki i 5 ml abso lu tn ie  k la row nego  roz tw oru  rozcień
czano  w  m ia rę  po trzeby  do 50, 100, lub 200 ml. Do o zn aczan ia  kw asu  cy
tryn o w eg o  pob ierano  5 ml roz tw oru , który o zn aczan o  w sposób opisany  
w części dośw iadczalnej.

Dyskusja

W szyscy au to rzy  op racow anych  metod ozn aczan ia  k w asu  cy trynow ego 
na  zasad z ie  reakcji  pięciobrom oacetonowej zgodn ie  podkreś la ją ,  że n a d m ia 
ry n a d m a n g a n ia n u  i b rom ku po tasow ego  są  przyczyną  zbyt w ysokich w y n i
ków, n a to m ia s t  ilości m nie jsze  ob n iża ją  syn tezę  p ięciobrom oacetonu , przez
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T a b l i c a  6
Kwas cytrynowy oznaczony nową metodą

Materiał R ozcieńczenie  
w gr na ml w ody

W ykryto
Y

Obliczono
w %

Mleko* 10/5000 8,75 0,087

i Mleko* 10/2500 17,75 0,089

Pom idory 1 0 / 1 0 0 0 0 20,5 0,410

Cebula* 1 0 / 2 0 0 0 27,25 0,109

Ziemniaki* 10/4000 31,00 0,248

j Gruszka 10/4000 5,00 0,040

M łode ziarna 
kukurydzy* 10/4000 11,25 0,090

W iśnie 1 0 / 2 0 0 0 5,75 0,023

Liście kala
fiora* 10/4000 35,50 0,284

j Róża kalafio
ra* 10/4000 8,75 0,070

Kapusta* 10/4000 1 2 , 0 0 0,096

Ogórek 1 0 / 2 0 0 0 1,25 0,005

i Śliwka 1 0 / 2 0 0 0 4,00 0,016

M archew 16/2000 4,50 0,018

Jabłko > 1 0 / 2 0 0 0 0 , 0 0 0 , 0 0 0

Burak cukr. 1 0 / 2 0 0 0 11,25 0,045

. Produkty zaopatrzone gwiazdką były odbialczane, pozostałe oznaczane były bezpo
średnio w zhomogenizowanym materiale.

co wyniki dla kw asu  cy trynow ego  w ypada ją ,  za nisko. W iększość autorów  
rów nież  za leca chłodzenie  prób poniżej 15° w  toku ca łego  o zn aczan ia  i u w a 
ża, że dodaw an ie  n a d m a n g a n ia n u  krop lam i je s t  p o d s taw ow ym  w arunk iem  
o trzy m y w an ia  dokładnych  wyników. J a k  w ynika  z opisu  nowo opracow anej 
metody, ilości dotychczas  s to so w an eg o  n a d m a n g a n ia n u  i brom ku po tasow e
go są  około 25 razy  za wysokie i m o g ą  być odpowiednio  z redukow ane  bez 
uszczerbku  dla ilościowej syn tezy  p ięc iobrom oacetonu. P rz e s t r z g a n ie  niskiej 
tem p era tu ry ,  dodaw an ie  n a d m a n g a n ia n u  k roplam i i p rzesadn ie  dokładne 
u trzym yw an ie  s tosunku  n a d m a n g a n ia n u  do brom ku po tasow ego  okazały  się 
w nowej metodzie n iepotrzebne. U tlen ian ie  i b rom ow anie  k w asu  cy trynow e
go w obecności chloroform u um ożliw ia bowiem ekstrakc ję  p ięciobrom oace
tonu  p raw ie  w chwili jeg o  po w staw an ia .  W ten sposób szkodliw y w pływ  
n a d m ia ru  odczynników  u tleniających, j a k  n a d m a n g a n ia n u  i nad t len k u  w o 
doru, o raz  u jem ny w p ływ  tem p era tu ry  pokojowej zos ta ły  w yelim inow ane.
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N a d m ia r  brom u, zw łaszcza  w  środow isku  chloroform u, je s t  na  pew no n ie 
szkodliwy, bowiem w ra z  z p ięc iobrom oacetonem  przedosta je  się do ch lo ro 
formu b rom  w  ilościach k ilkase t razy  większy, aniżeli ilość po trzebna  do 
b ro m o w an ia  mikroilości k w asu  cytrynow ego. Brom  u la tn ia  się całkowicie 
p odczas  o d p a ro w an ia  chloroform u, nie p rzeszkadza  przeto w końcowym  
o zn aczen iu  p ięciobrom oacetonu  przez p rzyśp ieszan ie  u tlenienia  rezorcynolu  
w środow isku  zasadow ym .

P ięk n a  reakcja  R e i c h a r d a  p ięciobrom oacetonu  z rezorcynolem  
w  obecności w odoro tlenku  sodow ego  nie n a d a je  się do ilościowego o z n a c z a 
nia  k w a su  cytrynow ego, pon iew aż  w obecności s ilnych zasad  rezorcynol 
u tlen ia  się ba rdzo  szybko do c iem no  zabarw ionych  zw iązków  chinonowych. 
W  toku o p racow an ia  m etody  zauw ażono , że jon  am onow y w dużym  s to p 
niu h a m u je  u t len ian ie  rezorcynolu , szczególnie  w  tem p era tu rze  0°. H a m o w a 
nie to je s t  jed n ak  n iekom ple tne  i dopiero s to sow an ie  nasyconego  dw uzasa -  
dow ego  fosforanu w te m p e ra tu rze  0° w y tw arza  w arunk i,  w których ślepa  
odczynnikow a nie u lega  żad n y m  zm ianom  przez  okres 1 godziny. W  celu 
uzyskan ia  abso lu tn ie  bezbarw nej ślepej odczynnikowej należy koniecznie 
św ieży roz tw ór rezorcynolu  sp o rząd zać  codziennie, p rzy  czym należy  d o d a t 
kowo odbarw ić  roz tw ór w ęg lem  ak tyw ow anym . Bufor fosforanow o-w ęgla- 
now y pow inien rów nież  być odbarw iony  w ęg lem  ak tyw ow anym  i p rzech o w a
nym  w  ciemnej butelce. Ten sposób p rzy g o to w an ia  odczynników  zm nie jsza  
zab arw ien ie  ślepej odczynnikow ej do m in im um  do tego  stopnia , że rów na  
się ona ślepej sporządzonej z wody des ty low anej.

O p isa n a  m etoda  zezw ala  na  szybkie oznaczenie  kw asu  cytrynow ego i po 
trzebny  czas  do w ykonan ia  an a lizy  w roz tw orach  kw asu  cy trynow ego nie 
p rzekracza  20 m inut. P e łne  oznaczen ie  w  m a te r ia le  roślinnym  lub zw ie rzę 
cym, łącznie  z hom ogen izow an iem  i odb ia lczan iem , nie w y m a g a  więcej niż 
40 m in u t  czasu. D okładność  m etody  w ynosi ±  5 % , jed n ak  oznaczan ie  k w asu  
cy trynow ego  w ilościach od 0,5 do 1 y  w y m a g a  pewnej w p raw y  i dużej s t a 
rannośc i  w  w ykonan iu  analiz .

Za w y d a tn ą  pomoc w w y k o nan iu  w ielu  ana liz  w y ra ż a m  inż. J. B u c k o 
w i  c z o w i serdeczne podziękowanie .
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Streszczenie

1. Opisano nową kolorymetryczną mikrometodę oznaczania kwasu cy
trynowego w materiale roślinnym i zwierzęcym.

2. Metoda zezwala na oznaczenie kwasu cytrynowego w granicach od 
0,5 do 40,0 y z dokładnością +  5% .

3. Zasada metody polega na reakcji pięciobromoacetonowej w obecno
ści chloroformu. Obecność chloroformu zezwala na szybkie oddzielenie pięcio
bromoacetonu od nadm angan ianu  i nadtlenku wodoru, odczynników, które 
w nadm iarze wpływają ujemnie na końcowe oznaczenie kwasu cytrynowego.

4. Różowoczerwone zabarwienie, które powstaje w wyniku reakcji mię
dzy pięciobromoacetonem i rezorcynolem w środowisku zasadowym, stanowi 
podstawę kolorymetrycznego oznaczania kwasu cytrynowego w g opisanej 
metody.

5. W g opisanej metody można oznaczyć kwas cytrynowy w. czasie nie 
przekraczającym 40 minut.

6. Opisana metoda jest prosta, szybka, nie wym aga żadnej aparatury 
poza kolorymetrem i z tego powodu nadaje się do masowego oznaczania 
kwasu cytrynowego w materiale roślinnym i zwierzęcym.

H O B blU  M ETO# MMKPOOnPEflEJIEHMH JIMMOHHOtt KMCJIOTBI

C o  a e  p  jk  a  JH h  e

1. OriHCaH HOBbIH KOAOpHMCTpHHeCKHH MHKpOMCTOA O npeA C A eH H H  AHMOH

HOH KHCAOTbl B paCTHTCAbHOM H JKHBOTHOM M a T ep H aA e.

2. MeTOA no3BOAHeT onpeAeAHTb AHMOHHyio KHCAOTy b npeAeAax ot 0,5 
AO 40,00 Y C TOHHOCTbK) ±  5%.

3 .  M eT O A  OCHOB3H Ha p e a ^ H H  n flT H Ó p O M a ^ T O H a  B npHCyTCTBHH XAOpO- 

(pO pM a. ripH C yT C T B H e XAOpO(J)OpMa n 0 3 B 0 A ir e T  ÓbICTpO OTAeAHTb n H T H Ó p O M a ^ -  

toh ot n e p M a H r a H a T a  h nepeK H C H  B O A o p o A a , K O T opb ie b h3 6 mtohhom  koahhcctbc 

nAOXO BAHHHDT Ha KOHCHHOe O n p eA eA e H H e  AHMOHHOH KHCAOTbl.

4. P  O30B0-KpaCHblH yBCT B03HHKaK>IlJHH B pe3yAbTaTe peaKyHH nHTHÓpO- 
Ma^TOHa C pe30pn^HH0M B HjeAOHHOH CpeAe BBAHCTCH CyilJHOCTbK) KOAOpHMe- 
TpHnecKoro onpeAeAeHHH ahmohhoh khcaotm  no BbiuieyKa3aHH0My MeTOAy.

5. Ho AaHHOMy MeTOAy MOH4HO OnpeAeAHTb AHMOHHyiO KHCAOTy B TeneHHH 
BpeMeHH He npeBbiuiaioujeM 40 m hh .

6 .  3 tot MeTOA npocT.óbrcTp, He TpeóyeT HHKaKofi a n n a p a ry p M  KpoMe ko-
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AopHMeTpa h noaroM y npnroAeH  a a h  M accoBoro onpeAeAeHHH ah m o h h o h  KHCAOTbi 

b  pacTHTeAbHOM h tk h b o th o m  MaTepHaAe.

A NEW METHOD FOR THE MICRODETERMINATION OF CITRIC ACID

S u m m a r y

1. A new  colorim etric  m icrom ethod for the de te rm ina tion  of citric acid 
in p lan t  and an im al m a te r ia l  has  been described.

2. Q u an ti t ie s  be tw een  0,5 and 40,0 y of citric acid can be de term ined  
w ith  an  accuracy  of ±  5 % .

3. The method is based  upon the pen tab rom oace ton  reac tion  in presence  
of chloroform  which perm its  a rap id  sepera t ion  of tljis com pound from p e r 
m a n g a n a te  and h yd rogen  peroxide. The p resence  of these  re a g e n ts  in excess 
in te rfe res  with  the u l t im a te  de te rm ina tion  of citric acid.

4. A rose-red colour develops w hen  pen tab rom oące ton  reac ts  w ith  resor- 
cinol in a lkaline  m edium  which is used  as the basis  for the colorim etric  
d e te rm ina tion  of citric acid.

5. The time for the complete e s t im ation  of citric acid does not exceed 
40 m inutes .

6. The described m ethod  is simple, quick and  with the  exception of the 
co lorim eter  does not require  any  add itiona l ap p a ra tu s .  For this reaso n  it 
m a y  be applied for m a ss  ana lyses  of citric acid in m a te ra l  of p lan t  an d  
an im al origin.

10 Acta B iochim ica
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WYTWARZANIE NOWEJ WITAMINY (W ITAM IN) GRUPY B12 
PRZEZ BAKTERIE KWASU PROPIONOWEGO

Doniesienie tymczasowe

Z Zakładu Biochemii Żywności, Katedra Technologii Rolnej W yższej S zko ły  Rolniczej
w Poznaniu

Kierownik Katedry: prof. dr J. Janicki

Od chwili w yodrębn ien ia  w itam iny  B 12 z w ą troby  zwierzęcej o raz z ró ż 
nych m ik ro o rg an izm ó w  (1) w yizo low ano i opisano  szereg  subs tanc ji  bio- 
syn te tyzow anych  przez d robnoustro je ,  spokrew nionych  z w itam in ą  B ł 2 , ró ż 
n iących się je d n a k  od niej szereg iem  w łasnośc i fizycznych, chem icznych 
i biochem icznych.

S m i t h  i inni znaleźli w  p łynach  fe rm entacyjnych  prom ieniow ców  
Strep tom yces griseus  czynnik przeciw anem iczny , n azw an y  przez nich w i ta 
m iną  B 12c (2) .

L e w i s ,  T a p p a n  i E l v e h j e m  wyodrębnili z kału szczurów  a k ty w 
ny związek, zachow ujący  się w b adan iach  m ikrobiologicznych ja k  w i ta m i
na B 12. N a z w a n o  ją  w i tam in ą  B i 2f (3) .

W i j  m. e n  g a w yizolow ał z kalu  św iń  mikrobiologicznie  czynną w i t a 
m inę  B 12m (4).

D i o n ,  C a i k i n s  i P f i f f n e r  z bakterii  w ystępu jących  w p rzew o 
dzie pokarm ow ym  cieląt o trzym ali w  s tan ie  krys ta licznym  pseudow itam inę  
B ]2 , zw an ą  inaczej cjano-oo-kobalaminą (5). Ci sam i badacze  donieśli 
o w yizo low aniu  drugie j pseudow itam iny , nazw ane j  p seudow itam iną  B i 2d, 
z nieczystych p re p a ra tó w  krysta licznej pseudow itam iny  B 12 (6).

F o r d  i P o r t e r  wyodrębnili  z ka łu  cieląt 4 su b s tan c je  zachow ujące  
się w próbach  m ikrobiologicznych ja k  w itam in a  B i 2 . J e d n ą  z nich z id en ty 
fikowano jako  w itam in ę  B i 2, 3 pozosta łe  s tanow iły  substanc je  pokrew ne 
(frakcje A) c jano-w -kobalam ina  B i C (7) . W itam ina  B 12c okazała  się p ro 
stą  pochodną w itam in y  B 12, a m ianow icie  azo tyno-kobalam iną.

Pseudow itam .ina B 12 i B 12d w ed łu g  b ad ań  odkrywców różni się od w i
tam iny  B 12 obecnością  adeniny bądź  2 -m ety lo-adeniny  w miejsce 5,6-dwu-

[307]
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m etylobenzim idazolu  glukozydowo z w iązan eg o  w cząsteczce  w itam iny  B i 2 
(8). Inne w itam iny  nie zosta ły  do dziś bliżej scha rak te ryzow ane .

W  kom unikacie  n in ie jszym  donosim y o w yizo low aniu  nowej w itam iny  
(w itam in) g ru p y  B 42 z bakterii  kw asu  propionow ego. L e w i t o n  i H a r -  
g r o v e  (9) pierwsi zajęli się bak te r iam i kw asu  propionow ego, w y tw a rz a 
jącym i znaczne  ilości w itam in y  B i 2 . W ed łu g  ilościowych b ad ań  tych a u to 
rów, opartych  na pom iarach  mikrobiologicznych, szczep Propionibacterium  
freudenreichi (ATCC 6207) w y tw arza ł  do 4 m g  w itam iny  B 12 w 1 litrze po 
żywki w  hodow lach m ieszanych  z Lactobacillus casei, a do 3 m g / l  w hodo
wlach  czystych. D ane s tw ie rdza jące  labilnosć  w ytw orzone j przez szczep 
w itam iny  na  og rzew an ie  ja k  również bad an ia  w idm ow e uzyskanych  z nich 
koncen tra tów  oraz b ad an ia  ch rom atog ra f iczne  skłoniły au to rów  do wniosku, 
że g łów nym  produktem  syntezy  jes t  w i ta m in a  B 12b (m aksim a absorpcji  352 
i 525 mu; 80% całości) obok m nie jszych  ilości w itam iny  B 12 (2 0 % ) .

W bad an iach  naszych  używ aliśm y szczepu bakterii kw asu  p ropionow e
go, fe rm en tu jącego  glukozę i laktozę, a nie fe rm en tu jącego  pentoz, s a c h a 
rozy i skrobi, w y tw arza jąceg o  kw as octowy i p ropionow y w, przybliżonym 
sto sunku  1 : 2. Na tej podstaw ie  o raz  na podstaw ie  cech morfologicznych 
szczep określono jako  Propionibacterium  sherm anii (10) ’ ) .

S tw ierdziliśm y, że szczep ten  w y tw arza  w itam in y  g ru p y  B 42, z których 
tylko około 5% przypada ło  na  w itam in ę  B 12, resz tę  zaś  na  w itam inę  o d 
rębną  od w itam iny  B 12 czy w itam iny  B 12b.

Część dośw iad cza ln a

HODOW LA SZCZEPU

Do b ad ań  nad  w y tw arzan iem  w itam in  g ru p y  B 12 uży w an o  pożywki o n a 
s tępu jącym  składzie: 60 ml kw aśn eg o  hydro liza tu  g lu tenu  lub kazeiny, 2,5 g 
eks trak tu  drożdżow ego, 1,25 g nam oku  kukurydz ianego , 1,0 ml 1% roztw oru  
s ia rczan u  koba ltaw ego , 4,5 g K H 2P 0 4 i 20 g  glikozy w 1 litrze roztw oru. 
Pożyw kę w y ja ław ian o  w aparac ie  Kocha. H ydro liza ty  g lu ten u  i kazeiny p rz y 
g o tow yw ano  w nas tęp u jący  sposób: 100 g  g lu tenu  lub kazeiny  z ad aw an o  
1, 5 i 20% HCi i go tow ano  10 godzin  pod chłodnicą zw ro tną .  N astępn ie  
p roduk t sączono  i zagęszczano  pod zm nie jszonym  ciśnieniem  do gęs tego  
syropu. P ro d u k t  rozpuszczano  w ca 1,5 1 wody, z a d a w a n o  20 — 30 g w ęg la  
ak ty w ow anego  i og rzew ano . N astępn ie  po 3 — 5 godz inach  sączono przez 
lejek B üchnera .  H ydro liza t doprow adzano  30%  N aO II  do pH  5 — 6, po czym 
u zupe łn iano  w odą do objętości 2 1. Z liofilizowany szczep Propionibacterium  
sherm anii w ysiew ano  przez nakłucie  na pożywkę a g a ro w ą ,  s tąd  po ich ro z 
m nożeniu  się p rzenoszono do probówki z 25 ml p łynnej pożywki ( z a w ie ra 
jącej tylko połowę zaw artośc i  g likozy), w s ta w ia n o  do te rm o s ta tu  o temp.

D Indentyfikacji szczepu dokonała mgr Smurzyńska-Orłowska.
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27 —  30°. Po 2 dn iach  uzyskanym  inoculum  zaszczepiano  100 ml n o rm a l 
nej pożywki. Po n as tęp n y ch  2 dniach 100 ml hodowlą zaszczep iano  1 1 po 
żywki, a tą  z kolei hodow lą  butlę 10-litrową. Po  2 — 3 dniach hodowli w  b u 
tlach 10-1 (temp. 27 — 30°) kon tro low ano  pH. pH spada ło  zazw yczaj do 
w ar to śc i  4,5 — 5 0. D o d aw an o  te raz  ja łow o nasycony roztw ór w ęg lan u  sodu, 
by doprow adzić  pH  pożywki do 7 (ok. 200 ml/10 1), i jednocześnie  d o d a w a 
no 100 g  glicerolu lub glikozy na każde 10 1 pożywki. C zynność  kontroli
1 ko rek ty  pH oraz  dokarm ian ie  p rzep row adzano  jeszcze raz  po n as tępnych
2 dn iach  hodowli. P o  7 — 10 dniach hodowli w  butlach 10 litrowych — fer
m en tac ję  przerywmno.

IZOLACJA I W LA SN O SC I W ITAM IN GRUPY B i 2 IZOLOWANYCH Z BAKTERII KW ASU
PR O PIO NO W EG O

Z aw ies inę  bakterii z hodowli odw irow yw ano  na wirówce typu S narp lesa ,  
po czym  w itam inę  w yodrębn iano  m etodą uprzednio  o p racow aną  (11), s to 
su jąc  czasam i drobne modyfikacje, jak: s łabe a lkalizow anie  e lua tu  z w ęg la  
do p H  7 zam ias t  11, ja k  w cytowanej metodzie, lub w pro w ad zan ie  cjanków  
w innej fazie oczyszczania  w itam iny . Z m iany  te nie m iały  is to tnego  w pływ u 
na ch a rak te r  o trzym yw anego  koncen tra tu .  Niekiedy, w celu p rzekonan ia  się, 
czy w aru n k i  u w a ln ian ia  w itam iny  nie w yw ołu ją  jej rozkładu, p rz e p ro w a d za 
no u w a ln ian ie  w itam in y  z komórek bak tery jnych  w inny sposób, ja k  w o p i
sanej metodzie, a m ianow icie  na  drodze o g rzew an ia  do 110° zaw iesiny  b a k 
terii w  wodzie  z dodatkiem  N aC N  przy pH  6,3. Na ogól jed n ak  w e w sz e l 
kich czynnościach  izolowania w itam iny  un ikano  zbyt drastycznych  w arunków , 
jak  wysokiej tem pera tu ry ,  zbyt wysokich lub niskich w artośc i  pH.

P ie rw szy m  rzu ca jący m  się w oczy spostrzeżen iem  było s tw ierdzenie  d u 
żej s tab ilności form dw ucjanow ych o trzym yw anych  koncen tra tów  w i ta m in o 
wych. Podczas  gdy fioletowa barw a, typow a dla kom pleksu dw uc janow ego  
roz tw oru  w itam in y  B 12, po zakw aszen iu  do pH 6 lub niżej bardzo  szybko 
znika i pojawia się b a rw a  ch a rak te ry s ty czn a  dla w itam iny  B i2 , k oncen tra ty  
w itam in  uzyskane  z bakterii  kw asu  p rop ionow ego zachow ują  w  tych w a r u n 
kach przez wiele dni barw ę fioletową. W idm o absorpcy jne  tak iego  roztw oru  
było typow e dla formy dw ucjanow ej w itam in y  B i2 z m aksim am i absorpcji  
p rzy  542 — 544 i 582 mia w części w idzia lnej w idm a. Gdyby w  roz tw orze  
zn a jd o w a ła  się p ierw otn ie  w itam ina  B 12b, w w arunkach  takich m u s ia łab y  
prze jść  w w itam inę  B ł 2 . S tąd  w ypływ ał wniosek, że k oncen tra ty  w itam in  
o t rzy m an e  z bakterii kw asu  prop ionow ego  m uszą  zaw ierać  inną w itam inę  
z g rupy  B i 2. W czasie dalszych  procesów  oczyszczania  forma dw ucjanow a 
u lega ła  rozkładowi, a b arw a przechodziła  w  pom arańczow ą. Tak o trzy m an y  
ko n cen tra t  pos iada ł w idm o abso rpcy jne  z m aks im am i dla fal o d ługośc iach  
354 — 355, 498 mi-i i s łabszym  dla fali 530 mm W idmo absorpcy jne  p rzypo
m ina  w idm o absorpcyjne  w itam in y  B 32b. U zyskane  koncen tra ty  mimo w y 
sokiego s topn ia  czystości nie k rys ta l izow ały . M etodą chrom atograf i i  b ibu 
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łowej w ykazano , że w  koncen trac ie  tym  zn a jd u ją  się niewielkie ilości w i
tam in y  B 12. U dało  się rów nież  m etodą  chrom atograf i i  kolumnowej (tlenek 
glinu, 85% aceton) oddzielić od pozosta łych w itam in  w itam inę  B 12, n as tęp 
nie w ykrysta l izow ać  i bliżej z identyfikować. U zyskane  po oddzieleniu  w i ta 
m iny  B i2 koncen tra ty  dodatkow o oczyszczano  za pomocą p-chlorofenolu, 
po czym poddano  bliższym badan iom .

W  hydrolizacie koncen tra tu  w itam in  nie znalez iono  pochodnych benzimi- 
dazolu  (12, 13). S tw ierdzono  obecność fosforu i kobaltu . W idmo ab so rp 
cyjne zm ieniało  się nieco w raz  ze zm ian am i pH  roztw oru. W roztw orach  
alkalicznych  (pH 12) m ak s im a  p rzesuw ały  się w  k ierunku fal d łuż
szych (363, 520, 550 — 555 m u ) ,  up o d ab n ia jąc  w idm o do w idm a w itam iny  
B i 2. P odobną  zm ianę  w yw oływ ał dodatek  azydku lub azotynu  sodu. O bn i
żenie pH do w artośc i 1 nie w p ływ ało  w sposób isto tny na zm ianę  w idma. 
R oztw ór ch loram iny  T odbarw ia ł  koncentra t ,  co odróżnia ło  rów nież  zaw ar tą  
w  m m  w itam inę  od w itam iny  B 42, k tóra  w tych w aru n k ach  daje fioletowo 
z ab a rw io n ą  pochodną ch lorow cow ą (14). B ad an ia  mikrobiologiczne, p rze 
p row adzone  za pomocą E. coli m utans  (15), w ykaza ły  w ysoką ak tyw ność 
o trzym anej  w itam iny , p rzew y ższa jącą  2 — 4-krotnie  ak tyw ność  w itam iny  
B i 2 . Aktywność m ierzono w ielkością  powierzchni strefy w zros tu  E. ccii, 
przy czym praktycznie  z a m ias t  wielkości powierzchni w ażono  w ykrojone 
p lam y w zrostu , uprzednio  skopiow ane na kalce technicznej. Tę sam ą po 
w ierzchn ię  strefy w zros tu  d aw ała  w yizo low ana  w itam in a  w s tężeniach 2 — 4 
razy  m niejszych niż w itam in a  B 12. N a to m ias t  w itam ina  ta okazała  się z u 
pełnie n ieczynna w m etodzie oznaczan ia  w itam iny  B 12 za pomocą E uglena  
gracilis  (16). O trzy m an ą  w itam inę  nazw an o  w i tam in ą  B 12p (od Propioni
bacterium ). W dalszych dośw iadczeniach  udało  się również wyodrębnić  inną  
w itam in ę  o bardzo podobnym  widm ie absorpcy jnym  o zdecydowanie k w a ś 
nym  charakterze . Należy więc przypuszczać, że m am y tu do czynienia z ca łą  
g ru p ą  w itam in  B 12p. Być może, że znalez iona  przez L e w i t o n a  i H a -  
g  r o v e ‘a (9) w bak teriach  Propionibacterium  freudenreichii w itam ina , ok re 
ś lona  przez nich jako  w itam in a  B i 2b, jes t  identyczna z w itam in ą  B i2p.

Streszczenie

Stwierdzono, że bakterie  kw asu  propionow ego (Propionibacterium  sher- 
m anii) obok nieznacznych  ilości w itam iny  B i2 w y tw a rz a ją  od rębną  w i ta m i
nę (lub w itam in y ) ,  n a z w a n ą  w itam in ą  B i 2p. Do tej pory nie udało  się 
o trzym ać  w itam iny  B i 2p w stan ie  k rysta licznym . W itam ina  B 12p nie zaw iera  
u g ru p o w an ia  benz im idazolow ego w cząsteczce, daje  s tab ilny  w roz tw oize  
s łabo  kw aśnym  kompleks dw uc janow y  i je s t  około 2 — 4 razy  ak tyw nie jsza  
m ikrobiologicznie (E . coli) od w itam iny  B i 2 , n a to m ia s t  n ieczynna w do
św iadczen iach  z Euglena gracilis.

Sk ładam y  serdeczne podziękowanie  prof. dr Karnickiej z O lsz tyna  za uży
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czenie n am  szczepu bakterii  kw asu  propionowego oraz  asysten tow i technicz
nem u nasze j K a ted ry  — B. Kosmowskiej za pomoc przy w ykonyw aniu  tych 
prac.
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nPOM 3BE^EHM E HOBOM BMTAMMHbl M3 T P y n n b l B 12 EAKTEPMHM M  
IIPOTIMOHOBOM KMCJIOTbl

C o i e p a i a H H e

YcTaHOBAeHo, hto baKTepun np o n hh OB o h khcaotw (P ropionibacterium  
sh erm a n ii) Hapn^y c He3HaHHTeAbHbiMH KOAHnecTBaMH BHTaMHna B i 2 obpaayioT
HH OH BHTaMHH (hAH BHTaMHHbl) Ha3BaHHbIH BHTaMHHOM Bl 2- nOCACAHerO
BpeMeHH He y,ąaA0Cb noAyHHTb BHraMHHa B i 2 b KpHCTaAAHqeoKcni bhac. BHTa
MHH B i2p He coAepiKHT b MOAenyAe 6eH3HAHMHfla30A0B0H rpynnbi, b CAaóo 
khcaom pacTBope oópasyeT CTaÓHAbHoe ^HynaHOBoe KOMnAeKCKoe coe^HHeHHe 
h b 2— 4 pa3a boAee MHKpobHOAorHHecKH aKTHBeH (E. coli) neM BHTaMHH B i 2 
h b TOHie BpeMH HeaKTHBeH b onbiTax c Euglena gracilis.
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FORMATION OF NEW VITAMINS OF THE B i 2  GROUP BY PROPIONIC ACID
BACTERIA .

S u m m a r y

It has  been show n tha t ,  in addition  to m inor q uan ti t ie s  of v i tam in  B 12, 
propionic acid bacteria  (Propionibacterium. sherm anii) p roduce ano ther  
v itam in  which is referred  to as B i 2p. Thus  iar  we have been unab le  to obtain  
this v i tam in  in the c rys ta l l ine  sta te . The new v itam in  does not conta in  the 
benzim idazole  group, forms in acid solution a s tab le  complex c o n tam in g  
two cyanide groups  and  is about 2— 4 tim es as active m icrobiologically  
(E. co\i) a s  V itam in  B i 2, but inactiv  in Euglene gracilis test.
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O dkąd s tw ierdzono , że jednym  z f ragm en tów  budow y cząsteczki w i ta m i
ny B12 je s t  5 ,6-dw um ety lobenzim idazol (1), prow adzono szereg  prac, w  k tó 
rych badano , czy sam, ten  zw iązek bądź  jego  pochodne lub su b s tan c je  blisko 
chemicznie spokrew nione  nie m a ją  aktyw ności bioiogicznej w itam iny  B ł 2 . 
E m e r s o n ,  B r i n k  i inni (2) w  dośw iadczeniach  żywieniowych na  sz c z u 
rach  w ykaza li ,  że 5 ,6-dwum ety lobenzim idazol i l ,2-dwuamino-4,5-dw,umety- 
lobenzen p o s ia d a ją  ak tyw ność  w itam iny  B i 2 . J e d n a k  dla uzyskan ia  tego 
sam ego  w zro s tu  zw ie rzą t  dośw iadcza lnych  dawki badanych  zw iązków  m u 
siały  p rzew yższać  około 10 000 razy  ilości podaw anej w  diecie w itam iny  B 12. 
W tej sam ej p racy  w ykazano ,  że 5-metylobenzim idazol posiada  rów nież a n a 
logiczne w łasnośc i ,  choć nieco słabiej zaznaczone. B rak  aktyw ności b io lo
gicznej w ykaza ł  s z e r e g 'n a s tę p u ją c y c h  związków: benzim idazol, 1-metylo-, 
2-metylo-, 4-metylo- o raz  4,6-dwum.etylo-benzimidazol. 2 ,5-dwumetyloben- 
zimidazol pos iada  n a w e t  w łasnośc i  inhibitora  w zrostu . Do podobnych w n io 
sków dochodzą C o o p e r m a n  i inni (3). P o tw ie rd za ją  oni w  d o św iad 
czeniach na szczu rach  i kurczę tach  biologiczną czynność 5 ,6-dwumetyloben- 
zim idazolu  i 1 ,2-dwuamino- 4 ,5-dw um etylo-benzenu i z a razem  s tw ie rd za ją ,  
że na jak ty w n ie jszy m  zw iązkiem  je s t  l -a -D -ribofuranozydo-5,6-dw um etylo- 
benzim idazol, g lukozydow e połączenie  5 ,6-dw um etylobenzim idazolu  w y s tę 
pujące w  cząsteczce  w i ta m in y  B i 2 . N a to m ias t  szereg  pochodnych o-fenyle- 
no dw uam iny  okaza ło  się w  badan iach  L a m b o o y‘a i H a l e  y ‘a (4) b io
logicznie n ieczynnym i. N ależą  tu: 4 -m etylo-1 ,2-dw uam inobenzen, 4-etylo- 
-1 ,2-dw uaininobenzen, 4,5-dwuetylo- 1 ,2-dwuam inobenzen i 4-chloro-5-metylo- 
-1,2-dw uam inobenzen .

P ie rw szym  badaczem , k tóry  zwrócił uw ag ę  na możliwość w ykorzys tan ia
5 ,6 -dw um ety lobenzim idazolu  przez d robnoustro je  lub tkanki us tro jow e do 
biosyntezy w itam in y  B 12, byl S a h a s h i i inni (5). W ykazali oni, że do

11 Acta B iochim ica
[3 1 3 ]
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314 J. PAWELKIEWICZ

da tek  20 m g  5 ,6-dw um ety lobenzim idazolu  na  1 litr pożywki syntetycznej 
D u la n a y a  zwiększa  do 150% produkcję  w itam in y  B i2 przez drobnoustro je  
z rodza ju  S trep tom yces. S tw ierdzili  om również, że ro z ta r ta  m ia z g a  w ą troby  
kurzej w ykorzystu je  5 ,6-dw um etylobenzim idazol do syntezy  sub s tan c j i  ak 
tyw nych. W  bad an iach  tych ak tyw ność  ozn aczan o  na drodze m ikrobio log icz
nej. 5,6-dwum,etylobenzimidazol i l ,2 -dw uam ino-4 ,5 -dw um ety lobenzen  są 
sa m e  n ieczynne wobec Lactobacillus lactis Dorner (2). J e d n a k  dotychczas 
b ra k  było bezpośrednich dowodów na  to, że 5 ,6-dw um ety lobenzim idazol bądź  
l ,2 -dw uam ino-4 ,5-dw um ety lobenzen , bądź  5-m etyiobenzim idazol są  w ykorzy 
s ty w a n e  przez drobnoustro je  czy tkanki o rg an izm ó w  w yższych  do syntezy  
w itam in y  B 12.

W  pracy  niniejszej p rzeds taw iono  wyniki bad ań  s tw ie rdza jących  w yko
rzys tyw anie ,  5 ,6-dw um ety lobenzim idazolu  (I) do syntezy  w itam in y  B i2 
p rzez  bakterie  kw asu  propionowego. Podobn ie  5-m etylobenzim idazol (II)

związek, k tóry  okazał się również biologicznie czynny w  dośw iadczeniach  
E m erso n a  i innych (2), w ykorzystyw any  je s t  przez bakterie  kw asu  propio
now ego  do syn tezy  odpowiedniej pochodnej w itam in y  B i2 : 5 (6 )-m ety loben -  
z im idazolo-e jano-kobalam iny . N astępu jące  benzim idazo le  nie okaza ły  się 
p rek u rso ram i b iosyntezy odpowiednich w itam in :  4,7-dwumetylo-, 2-propylo- 
-4 ,7-dwumetylo-2-propylo-5-metylo-benzimidazol.

L e v i t o n  i H a r g r o v e  (6) pierwsi zwrócili u w ag ę  na  zdo lność  sy n 
tezy  w itam iny  B i2 przez bakterie  kw asu  propionow ego. S twierdzili  oni, że 
szczep Propionibacterium -freudenreichi (ATCC 6207) p roduku je  znaczne  
ilości w itam in y  B 12. W edług  badań  tych au to rów  g łów nym  produk tem  sy n 
tezy była w i tam in a  B i2b obok m niejszych ilości w itam in y  B i 2 .

A na log iczne  bad an ia  p row adzone  w naszej p racow ni w ykaza ły , że szczep 
bakterii  k w asu  propionow ego — którym  dysponow aliśm y —  oznaczony  jako 
Propionibacterium  shermanii, syn tezu je  obok tylko n ieznacznych  ilości w i
tam in y  B i 2 inną, nie zn a n ą  dotychczas w itam in ę  (lub w itam in y )  z g rupy  
w itam in  B 12 (7). W itam ina  ta  nie zaw iera  u g ru p o w a n ia  benz im idazo low ego  
w  cząsteczce. N azw ano  ją  w itam in ą  B i 2p.

Szczep Propionibacterium sherm anii okazał się dogodnym  ob iek tem  dla 
b a d a n ia  p reku rso rów  syntezy  w itam in  g rupy  B i 2. W  obecności w  pożywce 
w ykorzystyw anych  benzim idazoli p rodukcja  w itam in y  B ł2p sp a d a  p rak ty cz 
n ie  do zera , a na jej miejsce pojaw ia  się odpow iednia  w i ta m in a  z w łączo n ą  
cząs teczką  benzim idazolow ą.
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Część doświadczalna

Zw iązk i użyte  do dośw iadczeń:

5-metyiobenzimidazol. Zw iązek ten sy n te tyzow ano  w ychodząc  z p-to- 
lu idyny na n as tęp u jące j  drodze: p-to lu idyna p -ace ty lo to lu idyna ->  2-nitro- 
4 m e ty io ace ty loan il ina  ->  2 -n itro-4-m ety loanilina  ->  4 -m ety lo - l ,2 -dw uam ino-  
benzen —v 5-m ety lobenz im idazo l.  Reakcję n i t ro w an ia  p-ace ty loan iliny  i h y 
drolizę o trzy m an e j  pochodnej nitrowej p rzep ro w ad zan o  w  n as tęp u jący  sp o 
sób: 32 g  p -ace ty loan il iny  w p ro w ad zan o  m ałym i porc jam i do m ieszan iny  
200 ml s tężonego  k w a su  azo tow ego i 80 ml s tężonego  kw asu  siarkow ego, 
oziębionej do te m p e ra tu ry  — 10°. W  cziasie w p ro w ad zan ia  acety lo to lu idyny  
te m p e ra tu ra  m ieszan in y  n itru jące j  nie p rzek racza ła  — 5°. P o  w pro w ad zen iu  
całości ace ty lo to lu idyny  ciecz m ieszano  jeszcze  je d n ą  godzinę, u t rz y m u ją c  
tem p e ra tu rę  — 5°, po czym  p ro d u k t  w lew an o  do wody z lodem (600 g ) .  
W ytrącony  o sad  odsączano ,  p rzem yw ano  w odą, n a s tęp n ie  k ry s ta l izow ano  
z w o d nego  acetonu. O trz y m a n ą  2-nitro-4-metylo-acetyk>anilinę p o d d aw an o  
w całości hydrolizie. W  tym celu produkt ro zpuszczano  w 180 ml e tanolu , 
z a d a w a n o  160 ml wody i a lka lizow ano  20 ml 7n N aO H . Roztw ór og rzew an o  
1,5‘godz. w  tem p. 80°. Po ods taw ien iu  paln ika , w  m ia rę  o s tu d zan ia ,  k ry 
s ta l izo w ała  4 -m ety lo-2-n itroanilina .  T. t. 118,5°. W y d a jność  65% . Redukcję 
n i tro an i l in y  p rzep ro w ad zan o  za  pom ocą Zn i N a 2S 20 4 w alkoholowo-wod- 
nym  roz tw orze  N aO H  lub za pom ocą Sn i H Cl (8). W  o s ta tn im  w ypadku  
Sn  u su w a n o  za pom ocą s ia rkow odoru , a roz tw ór ch lorow odorku  fenyleno- 
dw u am in y  zag ęszczan o  w  próżni do k rys ta lizac ji  zw iązku . 5-metylobenziini-  
dazol o trzy m an o  z l ,2 -dw uam ino-4-m ety lobenzenu  m etodą  Ph il l ipsa  (9 ) .  
T e m p e ra tu ra  topliwości czystego  związku  113°.

2-propylo-5-nietylo-benzimidazol otrzym ano  w ana log iczny  sposób jak  
5-m etylobenzim idazol, og rzew a jąc  4 -m ety lo - l ,2 -dw uam inobenzen  z k w asem  
m as łow ym  (M erck puriss) w 4n HCl. P rod u k t  k rys ta l izow ano  z w odnego  
alkoholu. T em p era tu ra  topliwości 158°.

4,7-dwumetylobenzimidazoI o trzy m an o  w ed łu g  S m i t h a  i S t e i n i e  y a 
(10) w ychodząc  z m ieszan iny  dw unitro-p-ksy lenów . M ieszan inę  dwuni- 
iro-p-ksy lenów  o trzym ano  w k ra p la ją c  w śród en erg iczn eg o  m ieszan ia  100 ml 
p-ksylenu (British Drug H ouses) do 300 ml dym iącego  kw asu  azotow ego. 
N aczynie  z kw asem  chłodzono z ew n ą trz  w o d ą  z lodem w. ten  sposób, by 
tem p e ra tu ra  m ieszan iny  reag u jące j  w aha ła  się w  g ran icach  20 — 30°. P o  
wkroplen iu  całości p-ksylenu, ciecz m ieszano  jeszcze  pół godziny  (25°),  po 
czym w lew an o  do ca 1 1 wody z lodem. W y trąco n y  osad  — po przem yciu  
w odą i w ysuszen iu  — redukow ano  cyną i HCl. P o  skończonej reakcji re 
dukcji cynę u suw ano  s ia rkow odorem  i po o d sączen iu  sia rczków  k la row ny  
i bezbarw ny  przesącz  zagęszczan o  pod zm nie jszonym  ciśnieniem  do m ałej 
objętości. Z roztw oru  tego k rys ta l izow ały  ch lorow odorki odpowiednich
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femylenodwuamin. T em p era tu ra  topliwości 4 ,7-dw um ety lobenzim idazolu  
265 — 266° (266 —  267° w g  S m i t h a  i S t e i n l e y a )  (10).

2-propyIo-4,7-dwumetylobenzimidazol o trzy m an o  o g rz e w a ją c  m ieszaninę  
w ym ienionych  wyżej chlorow odorków  p-dw um ety lo -feny lenodw uam in  z k w a 
sem  m aslow ym . T em p e ra tu ra  topliwości 218 — 219°.

5,6-dwumetylobenzimidazol. Zw iązek  ten o t rzy m an o  na  drodze n a s tę p u 
jących  przem ian :  p -n itro to luen  ->  2 -ch lorom ety lo-4-n itro to luen  ->  4-o-ksy- 
l idyna ->  4 ,5 -dw um ety lo -acety loan ilina  ->  2-nitro-4 ,5-dw um ety loacety loani-  
l ina  -*■ 2 -n itro -4 ,5-dw um ety loanilina  ->  l ,2 -dw uam ino-4 ,5-dw um ety lo-ben- 
zen 5 ,6-dw um etylo-benzim idazol.

2-ch lorom etylo-4-nitro to luen o trzym ano  k o n d en su jąc  p -m tro to luen  z e te 
rem  dw uch lo rodw um ety low ym  m etodą  S ah ash i  i innych (11) w  modyfikacji 
B e r e z o w s k i e g o  i innych (12). E te r  dw uch lo rodw um ety low y o trzy 
m ano  w g  S c h n e i d e r a  (13). Redukcję 2-chlorom etylo-4-nitro to luenu 
przep row adzono  elektro litycznie  (14). P o  p rzep ro w ad zen iu  4-o-ksylidyny 
w  odpowiedni acetyloaniiid  za  pom ocą bezw odnika  k w asu  octow ego dalszy 
sze reg  reakcji w ykonano  w sposób s to sow any  do o trzy m y w an ia  5-metylo- 
benzim idazolu . T em p era tu ra  topliwości 5 ,6-dw um ety lobenz im idazo iu  206° 
( te rm om etr  ze skróconą sk a lą ) .  B r i n k i F  o 1 k e r  s ( lb )  po d a ją  204— 5°.

W szystk ie  b ad an ia  w idm ow e p rzep row adzono  na  spektrofo tom etrze  
k w arcow ym  U n icam  C am bridge  model SP500.

Metoda badania prekursorów

Do 900 ml pożywki umieszczonej w kolbie jedno ii trow ej dod aw an o  w sp o 
sób ja łow y  20 m g  odpow iedniego  benzim idazolu , rozpuszczonego  w ro z 
cieńczonym  roz tw orze  kw asu  solnego, po czym kolbę zaszczep iano  100 m l 
inoculum  (2-dniowa hodowla bakterii  kw asu  p ro p ionow ego) .  P o  7 — 10 
dniach  ferm entacji ,  k tórą p row adzono  w g  m etody  opisanej w  innym  m ie j
scu (7), zaw ies inę  bakterii odw irow yw ano  i w itam in y  g ru p y  B 12 izolow a
no, jak  w opisanej uprzednio  m etodzie  i lościowego o zn aczan ia  w itam iny  B 12 
n a  drodze  spektrofo tom etrycznej (15). O trz y m a n y  k o n cen tra t  dodatkow o 
oczyszczano, ek s trah u jąc  w itam inę  z roztw oru  s łabo  zak w aszo n eg o  do pH 
5,5, 35°/o roz tw orem  fenolu w chloroform ie i ree k s tra h u ją c  ją  w odą  po u p rzed 
n im  oddesty low aniu  w próżni chloroform u i z ad an iu  e k s tra tu  fenolowego 
10-krotną objętością  eteru. N as tępn ie  bad an o  w idm o abso rpcy jne  tak  oczysz
czonego  k o n cen tra tu  w  zakres ie  fal długości 270 do 600 mą. W próbie k o n 
tro lnej (bez doda tku  p rekurso ra )  pow staw a ła  w itam in a  B i2p , c h a ra k te ry z u 
jąca  się m ak s im am i absorpcji (7) dla fal o d ługościach  355 i 500 mia (s łabe  
m ak s im u m  przy  530 m u ) .  Z m ian a  w idm a ab so rpcy jnego  b ad an y ch  prób 
św iadczy ła  o w ytw orzen iu  się innych w itam in  g ru p y  B i 2 .
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Z b adanych  p reku rso rów  tylko 5 ,6-dwum etylo- i 5-m elylo-benzim idazol 
w yw oła ł  zm ianę  w id m a  absorpcyjnego  z po jaw ieniem  się m aksim ów  dla fal 
o d ługośc iach  362 i 550 mp (dla obu p ró b ) .  Z tych leż w zg lędów  za ję to  się 
szerzej b ad an iem  tych prekursorów. We w stępnych  b ad an iach  ilościowych 
s tw ierdzono, że doda tek  20 m g 5 ,6-dwum ety lobenzim idazolu  na 1 1 p o 
żywki pow oduje  zwiększenie  się ilości b iosyn te tyzow anych  w itam in  o 60% 
w poró w n an iu  z p róbą  kontrolną. W dośw iadczen iach  tych w zros t  s tężen ia  
b a d a n o  w zros tem  ekstynkcji  o trzym anych  koncentra tów , zadanych  n a d m ia 
rem  N aC N  dla fali o d ługości 582 mp. W  w aru n k ach  tych z b ad an y ch  w i ta 
m in tw orzą  się kom pleksy  dw ucjanow e, p os iada jące  dla tej d ługości fali 
m ak s im u m  absorpcji.  N ależy tu  zaznaczyć, że ana log iczne  próby p rz e p ro w a 
dzone w hodow lach  prom ieniowca Streptom yces griseus  (16) dały  w ynik  
nega tyw ny . D odatek  5 ,6-dw um etylobenzim idazolu  nie w pływ ał na poziom 
w y tw arzan e j  w itam in y  B 12.

Rys. 1. Widmo absorpcyjne witaminy B i2  wyodrębnionej z bakterii kw
propionowego

Na osi rzędnych oznaczono wartości ekstynkcji (gęstości optycznej)
Na osi odciętych długość fal w milimikronach.

IZOLOWANIE WITAMIN

W celu izolowania powsta łych  w itam in  g rupy  B i 2 , w ytw orzonych  przez 
bakterie  kw asu  propionow ego na  pożywce zaw iera jące j  5,6-dwumetylo- lub
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5-m etylo-benzimidazol, n a s taw io n o  100 l i trow e hodowle (w  kolbach  po 10 1), 
dodano  2,00 g  odpow iedniego  prekursora  i p rzep row adzono  ferm entację  
w zwykiy sposób (7). Po  skończonej fe rm entac ji  zaw ies inę  bakterii  odwi- 
lo w an o  na wirówce typu S harp les  (ok. 20 000 obr/m in.) ,  po czym  w itam inę  
w yodrębn iano  i k rys ta l izow ano  w g  opracow anej uprzedn io  m etody  (17). 
W  ługach  pokrystalicznych stw ierdzono  obecność  ty lko ba rdzo  n ieznacznych 
ilości w itam iny  B i 2p, pochodzącej być może z komórek bak te ry jnych  z a w a r 
tych w inoculum , do k tórego  nie dodaw ano  p rekursorów . Ś redn io  o trzym y
w ano  od 50 — 60 m g  kryst. w itam in  ze 100 litrowej hodowli.

BA DA N IE W LA SN O SC I OTRZYMANYCH WITAMIN

O trzym ane  w stan ie  k rysta licznym  w itam in y  p rzeb ad an o  pod w zględem  
fizykochemicznym oraz w stępn ie  mikrobiologicznie. Obie w itam in y  posia-

Rys. 2. Widmo absorpcyjne formy dwucjanowej witaminy B 1 2  w y

odrębnionej z bakterii kw. propionowego 

Na osi rzędnych oznaczono wartości ekstynkcji (gęstości optycznej). 

Na osi odciętych długość fal w milimikronach.

d a ją  identyczne w idm a absorpcyjne  (rys. 1) z cha rak te ry s ty czn y m i dla w i
tam in y  B 12 m aksim am i:  278, 305, 322, 362, 520 i 550 mji (podkreślone  g łó w 
ne  m a k s im a ) .  M in im a absorpcji p rzy p ad a ją  dla fal o długościach : 266, 300,
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315, 331, 430— 35 i 530 mu. Również w id m a  absorpcy jne  roz tw orów  obu 
w itam in  po z a d a n iu  ich nadmiarem. N aC N  są  ch arak te rys tyczne  dla k o m 
pleksu d w u c jan o w eg o  w itam iny  B i 2 (rys. 2 ) .  R oztw ory  w itam in  re a g u ją  
z roztw orem  c h lo ram in y  T z u tw orzen iem  się fioletowo zabarw ione j  
pochodnej (św ieżo p rzy rządzone  roztw ory  ch lo ram iny  T re a g u ją  znaczn ie  
w o ln ie j) ,  zm ien ia jąc  zabarw ien ie  na  niebieskie  po z ad an iu  k rysz ta łk iem  
NaCN. W idm a abso rpcy jne  tak  ■ o trzym anych  pochodnych są  iden tyczne 
z w idm am i abso rpcy jnym i produk tów  ch lo row an ia  w itam iny  B 12 (18).  
W  badan iach  m ikrobio logicznych  obie o trzy m an e  w itam in y  były rów nie  
czynne, ja k  w i ta m in a  B 12. Czynność  m ikrobio log iczną  bad an o  za pom ocą 
szczepu E. coli m ulans  m etodą płytkow ą (19), m ierząc  pow ierzchnię  strefy  
w zros tu  d rob n o u s tro ju  lub w ażąc  w ykro joną  p lam ę w zrostu , skop iow aną  
uprzednio  na  kalce technicznej, o raz  za pom ocą E uglena gracilis m e todą  
uprzednio  o pub likow aną  (20). W metodzie  z E uglena gracilis w zro s t  p ie r 
w otn iaka  m ierzono p rzepuszcza lnośc ią  św ia tła  hodowli na fo tokolorym etrze  
L.eitza przy użyciu czerw onego  filtru.

Tablica 1 poda je  wyniki oznaczenia  w zro s tu  E uglena gracilis.

T a b l i c a  1 
Porównanie wzrostu Euglena gracilis

W itamina

Stężenie  
w [i[Lg /m l

\

W itamina
B 12

otrzym ana z 
Streptom y- 
ces griseus

W itam ina otrzy
mana z pożyw 
ki z 5,6-dw um e- 
tylobenzim ida- 

zolem

W itam ina otrzy
mana z pożyw 
ki z 5-m etylo- 
benzim idazo- 

zolem

1 99 */ 97,5 1 0 0

5 95 94,5 94,5

2 0 75 74 82,5

1 0 0 63 60,5 59,5

*) •/« p rzep u szcza ln ośc i św ia tła .

D o św iad czen ia  z E u g len a  g r a c il is  w yk on ał dr K. Zodrow , za co  sk ład am  m u na tym  m ie jscu  ser
d eczn e  podzięk ow anie.

BA D A N IE STRUKTURY OTRZYMANYCH W ITAM IN

Na podstaw ie  dotychczasow ych b ad ań  na leża ło  p rzypuszczać , że o t r z y 
m a n e  w itam iny  różn ią  się m iędzy  sobą tylko częścią benzim idazolow ą. 
P ie rw sza  z nich pow inna  zaw ierać  5 ,6-dw um ety lobenzim idazol, d ru g a  5-me- 
ty lobenzimidazoi. W  celu sp raw d zen ia  tej hipotezy o trzy m an e  w itam in y  p o d 
dano  hydrolizie kw asow ej ( lb ,  2 1 ) .  Z hydro liza tów  w yodrębniono  benzim i- 
dazole, po czym identyfikowano je  na drodze w idm ow ej.
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H y d r o l i z a  w i t a m i n .  Okoio 5 m g  krysta licznej w ita m in y  roz
puszczano  w, 1 ml 6n HC1, roz tw ór za ta p ia n o  w  ru rze  szk lanej i ogrzew ano
i 0,5 godzin  w  tem p era tu rze  153°. P o  os tygn ięc iu  ru rę  o tw ierano , roztwór 
sączono w celu usunięcia  n ie rozpuszcza lnych  zanieczyszczeń , po czym k la 
row ny  przesącz  odparow yw ano  do sucha  pod zm nie jszonym  ciśnieniem . S u 
chą pozostałość rozpuszczano  w  około 10 ml wody, d o d aw ano  kilka kropli 
ln  HC1, po czym eks trah o w an o  2 razy  ch loroform em  (po 10 m l) ,  k tóry  od 
rzucano. N astępn ie  za pomocą 10% N aO H  d oprow adzano  pH  roz tw oru  do 
w artośc i  8 i ponownie ek s trah o w an o  chloroform em  (4 razy  po 10 m l) . 
E ks trak ty  chloroformowe sączono  do kolbki próżniow ej, chloroform  oddesty- 
lowyw.ano pod zm niejszonym  ciśnieniem , a suchą  pozosta łość  rozpuszczano  
w  0 , l n  HC1, po czym b adano  w idm o abso rpcy jne  w ultrafiolecie. K w aśny 
roz tw ór a lka lizow ano kilkoma krop lam i 10% N a O H  i ponow nie  b ad an o  w id 
mo absorpcyjne. Jednocześn ie  p rzeb ad an o  w  ana log iczny  sposób w idm a 
absorpcy jne  w szystkich  badanych  tu  syn te tycznych  benzim idazoli.  B adan ia  
te w ykaza ły  identyczność w.idm produktów  syn te tycznych  5*6-dwumetylo- 
i 5 -m etylobenzim idazolu  z benz im idazo lam i w y o d rę b n io n y m i 'z  odpow ied
nich w itam in , p ierwszej o trzym ane j  z hodowli z 5 ,6-dw um etylobenzim ida- 
zolem, drugiej z hodowli z 5 -m ety llobenzim idazolem  jako  p rekursoram i.

W  tablicy 2 zes taw iono  d ługośc i  fal m aksim ów  i m in im ów  w idm  a b so rp 
cyjnych 5,6-dwumetylo- i 5-m etylo-benzim idazolu : substanc ji  syntetycznych 
i w yodrębnionych z w itam in  w  roz tw orach  kw aśnych  i alkalicznych.

T a b l i c a  2

Długości fal maksimów i minimów benzimidazoli syntetycznych i wyodrębnionych z odpo
wiednich witamin w roztworach kwaśnych i alkalicznych (w milimiikronach)

Roztwory kwaśne Roztwory alkaliczae
maksima minima maksima minima

5,6-dw um e
tylo - benzi- 

m idazol

syntetyczny 245; 274— 6; 
283

235;250— 55; 
280

246—47, 5; 
280; 285

227,5; 262; 
282

z witam iny 245; 274— 6; 
283

235— 37,5; 
250— 55;280

246; 
279— 80; 285

225; 262;282

5-m etylo-
benzim ida-

zol

syntetyczny 242; 5— 245; 
273¡280

255; 277 245 — 47, 5; 
276; 281— 82

227,5— 30; 
262; 279—80

z witam iny 242,5 
273— 74; 280

255; 277 245; 276; 281 227; 5— 30; 
260; 279

R ysunek  3 przedstaw ia  w ykres  w idm  absorpcyjnych  w roz tw orach  k w a ś 
nych om aw ianych  benzimidazoli.

D odatkow o s ta ra n o  się rozdzielić  oba benzim idazole  m etodą  ch ro m a to 
grafii bibułowej. B ad an ia  te nie da ły  pozytyw nych wyników, gdyż m im o
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Rys. 3. Widma absorpcyjne 5-metylo- ii 5,6-dwumetylo-benzimi-
dazoli.

Linde ciągłe — produkty syntetyczne. lin ie  przerywane — pro
dukty wyodrębnione z witamin. Na osi rzędnych oznaczono 
wartości ekstyncjii (gęstości optycznej). Na osi odciętych dłu

gość fail w milimikronach.

T a b l i c a  3
Wartośai Rf dla 5,6-dwumetylo- i 5-metylo-benzimidazotlu

Rozpuszczalnik *) Rf

1. Alk. izoamylowy: ln HC1 (1: 1)

2. Alk. izobutylowty: ln HCl ( 1 : 1 )
3. Octan butylowy: ln HCl ( 1: 1)
4. Octan butylowy: izopropanoil: ln HCl (2: 1 :2)
5. Octan butylowy: izopropanol: ln HCl ( 1 : 1 : 1 )
6 . Octan butylowy: cykloheksylamina: woda ( 5 : 2 : 3 )

kw. octowy
7. Octan butylowy: cykloheksylamina:

woda (5 : 2 : 4 : 5) pH 6,5
*) R ozp uszczaln ik i m ieszan e w  stosu n k ach  ob jętościow ych .

0,32

0,66

0,00

0,05

0,33

0,91

0,35
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s tosow ania  szeregu  rozpuszczaln ików  o trzy m an e  w artośc i R f dla 5,6-dwu- 
metylo-, i 5 -m etylo-benzim idazolu  były jednakow e . C h ro m a to g ra fo w an o  na  
bibule W h a tm an  nr 1 m etodą  w stępu jącą .  P la m y  benzim idazolu  uw idacz
n iano  sprysku jąc  w ysuszone  ch ro m a to g ram y  am o n iaka lnym  roz tw orem  s ia r 
czanu  miedzi. Tablica 3 zes taw ia  w artośc i  R f obu benzim idazoli dla róż
nych rozpuszczalników .

D yskusja  nad  w yn ikam i

U żyw any  do bad ań  szczep Propionobacterium sherm anii m a o g ra n i 
czoną zdolność syntezy  pierścienia  benzim idazolow ego, po trzebnego  do b u 
dowy w itam iny  B 12. M a on n a to m ias t  zdo lność  w ykorzystyw an ia  zaw artych  
w pożywce pewnych pochodnych benzim idazoli,  a m ianow icie  5,6-dwumetylo- 
i 5 -m etylo-benzim idazolu  do syntezy w itam in  g rupy  B i 2 . U tw orzone w ten 
sposób w itam iny  pow inny być wobec tego  biologicznie bardziej s tab ilne  
od w itam iny  B 32p, syn te tyzow anej pod nieobecność zw iązków  benzimi- 
dazolowych w pożywce. Z aznacza  się tu  szczególna  se lektyw ność b ak 
terii kw asu  propionow ego w, w ykorzys tan iu  pochodnych benzim idazo- 
lowych. 4,7-dwumetylo-, 2-propylo-, 4,7-dwumetylo-, 2-propylo- 5-metylo- 
benzim idazole  nie są p rekursoram i b iosyntezy w itam in  g rupy  B 32. W ydaje  
się rzeczą praw dopodobną , że selek tyw ność  ta  je s t  zw iązan a  z odpow iednią  
deform acją  pierścienia  benzenow ego w benzim idazolu  i b lokow aniem  ak ty w 
nych miejsc w jego  cząsteczce. E f r o s  (22) z a jm u jąc  się badan iem  po
chodnych benzim idazolu  dochodzi do w niosku, że u g ru p o w an ie  im idazolowe 
w yw ołuje  znaczną  deform ację  p ierśc ien ia  benzenow ego  w benzim idazolu , 
p row adzącą  do w zros tu  energ ii  w iązan ia  podw ójnego  m iędzy w spólnym i 
dla pierścienia benzenow ego i im idazolow ego a tom am i w ęg la ,  o raz  m iędzy 
a tom am i 4— 5 i 6— 7 a osłab ien iem  tej energ ii  dla w ią z a n ia  między a to 
m am i 5— 6 aż do w artośc i  charak te rys tyczne j  dla w ią z a n ia  pojedynczego. 
N ad to  w g  E irosa położenie 5 i 6 je s t  znaczn ie  bardziej ak tyw ne  niż po ło
żenie 4 i 7, a podstaw nik i w położeniu 5 i 6 tylko w bardzo  s łabym  s to p 
niu w pływ ają  na siebie. B ardzo  zbliżone w idm a absorpcy jne  5-metylo- 
i 5 ,6-dw um etylo-benzim idazolu  w skazu ją  na  podobny s ta n  uk ładu  e lek tro 
now ego  w obu cząsteczkach, a za tem  na  ana lo g iczn ą  deformację.

B a d a n ia  chem iczne i m ikrobiologiczne w skazu ją ,  że sy n te ty zo w an a  przez 
bakterie  kw asu  propionow ego w itam ina  (na pożywce zaw iera jące j  5,5-dwu- 
m etylo-benzim idazoi)  je s t  p raw dopodobnie  identyczna  z w itam in ą  B i2 w y 
odrębn ioną  z innych na tu ra ln y ch  źródeł, na przykład  z hodowli Sirepiom yces  
griseus  (17). P re p a ra t  ten oddano  do p rzeb ad an ia  k lin icznego.

W  świetle p rzedstaw ionych  badań  w ydaje  się bardziej rac jo n a ln e  n a z y 
w ać  w itam inę  B 12 5 ,6-dw um ety lobenzom idazo lo -c jano-kobalam iną  zam ias t  
ja k  dotychczas c.janokobalaminą, zo s taw ia jąc  n azw ę  koba lam iny  tylko dla 
tej części cząsteczki, k tóra po hydrolizie zaw iera  a tom  kobaltu .
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D ru g ą  o trzy m an ą  w  tej pracy w itam inę  m ożna  n az w a ć  5 (6 )  -metylo-ben- 
z im idazo lo -c jano -kobalam iną . P ropozycja  ta  ma i to uzasadn ien ie ,  że z n a 
leziono w itam in y  (23) różn iące  się od w itam iny  B 12 tylko obecnością aden iny  
lub 2 -m ety loadeniny  w  miejsce 5 ,6-dw um ety lobenzim idazolu .

W  myśl p roponow anej nom en k la tu ry  m ożna  by je  n azw ać  adenino- bądź 
2 -m ety loaden ino-c jano-kobalam iną .

W stępne  badan ia  m ikrobio log iczne  w ykazały , że 5 (6 )  -metylobenzimida- 
zo lo-c jano-kobalam ina  je s t  czynna za rów no  wobec E. coli m utans, jak  i wobec 
E uglena  gracilis, tak  ja k  w itam ina  B i 2 . J e s t  rzeczą zn an ą ,  że n iek tóre  sy n te 
tyczne  flawiny, jak  6-metylo- i 7 -m ety lo -9 -( l- r ib i ty lo )- izoa lloksazyny , będące 
w  pew nym  sensie  a n a lo g a m i  5 (6) -m etylobenzim idazolocjanokobalam iny , 
w y k a z u ją  czynność  b io logiczną  ryboflawiny, choć w m nie jszym  stopniu. 
B rak  zdolności w y korzys tyw an ia  5 ,6-dw um ety lobenzim idazolu  z pożywki 
p rzez  Streptom yces griseus  w sk azu je  na inny m echan izm  biosyntezy w i ta 
m iny  B 12 przez obydw a drobnoustro je .  P rzed s taw io n e  tu  badan ia  rzu ca ją  
n ow e  św iatło  na b io log iczną  czynność  pochodnych benzim idazoiu  w b a d a 
n iach  żywieniowych i m ikrobiologicznych.

S k ład am  serdeczne podziękow anie  asysten tow i technicznem u K. N o w a 
k o w s k i e j  za pom oc przy w ykonyw an iu  tej pracy.

S k ład am  również podziękow anie  drowi R e i n h o l z o w i  za um ożli
w ien ie  mi ko rzys tan ia  z u l traw irów ki S h a rp le sa  o raz  dr I w a n o w s k i e j  
z In s ty tu tu  Leków w W arszaw ie  za użyczenie  nam, szczepu E. coli m ulans.

Streszczenie

W ykazano , że szczep bakterii  k w asu  p ropionow ego Propionibact. sher- 
m anii, hodow any  na pożywce zaw iera jące j  5 ,6-dw um etylobenzim idazol, 
w y tw a rz a  w itam inę  B i2 (5 ,6-dw um ety lobenzim idazolo-c jano-kobalam inę) 
w  m iejsce w itam iny  B 12p, syn te tyzow ane j pod nieobecność związku  benzimi- 
aazo low ego . O trzy m an a  w  ten sposób w itam in a  B 12 nie różni się pod w z g lę 
dem  fizykochemicznym i m ik rob io log icznym  od w itam in y  B 12 w y tw arzane j  
p rzez  Streptom yces griseus.

W  analog iczny  sposób o t rzy m an o  po raz  p ierw szy  pochodną w itam iny  
B 12, a m ianow icie  5 (6 )-m ety lobenz im idazo lo -c jano -kobalam inę , gdy hodo
w le  prow adzono  na  pożywce zaw ie ra jące j  5-m etylobenzim idazol.

W stępne  badan ia  w ykazały , że o s ta tn ia  w itam in a  je s t  rów nież m ikrobio
logicznie  ak tyw na  wobec E. coli o raz  Euglena gracilis. W idm a absorpcyjne  
obydw u  w itam in  są  identyczne. 4 ,7-dwumetylo-, 2-propylo-4,7-dwumetylo- 
i 2-propylo-5-m,etylo-benzimidazole nie są  p reku rso ram i biosyntezy o d p o 
w iednich  w itam in  g ru p y  B i 2 .

P rom ieniow ce z rodza ju  Strep tom yces griseus, hodow ane  na zwykłych
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produkcyjnych pożywkach, nie w ykorzystu ją  5 ,6-dw um ety lobenzim idazolu
do wzm ożonej syn tezy  w itam in y  B i 2. Z ap roponow ano  now ą nom enk la tu rę  
dla w itam in  g ru p y  B i 2 . W  m yśl propozycji w itam in a  B i 2 o trzym a nazw ę
5,6-dw um ety lobenzim idazolo-c jano-kobalam iny .
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n P E K Y P C O P b l EM OCM H TE3A BH TAM M H A B 12 

C o f l e p i K a H H e

Y c T a H O B A e H o ,  h t o  i h t a m m  6 a K T e p H H  n p o r i H D H O B O H  k h c a o t w  Propionibact. 
shermanii, K y A b T H B H p a B a H H b i H  H a  n H T a T e A b H O H  c p e ^ e  c o A e p j K a i y e H  5 ,6 -a h m c -

T H A ~ 6 eH 3 H M H A a 3 0 A  o 6 p a 3 y e T  BHTaMHH B 1 2  ( 5 , 6 - A H M e T H A 6 e H 3 H M H A a 3 0 A ^ a H -  

K o C a A b T a M H H )  B M e c T o  B H T a M H H a  B i 2 p C H H T e T H 3 H p o B a H H o r o  6 e 3  y q a c T H H  3 T O r O  

C O e A H H e H H H .  r i o A y H e H H b l H  T a K H M  o 6 p a 3 0 M  B H T a M H H  B i 2 H e  O T A H M a e T C H  CBOHMH 

( [ ) H 3 H K 0 X H M H H e C K H M H  H M H K p o t j H O A O r H q e C K H M H  C B O H C T B a M H  OT B H T a M H H a  B l 2  

o 6 p a 3 0 B a H H o r o  u i T a M M O M  Streptomyces griseus. A H a A o r n q H o  6 b i A a  n o A y q e H a  

n e p B b i f i  p a 3  n p o H 3 B 0 A H a a  B H T a M H H a  B 1 2 .

5,6-M eTH A 6eH 3H M H A a30A ^H aH -K (>6aA bTaM H H  npH  pOCTe 6aKTepHH Ha nH Ta

TeAbHOH c p e a e  co A ep jK au jeH  5  MeTHA6eH3HM HAa30A. B cT ynH T eA bH bie HCCAeAOBa- 

HHH o6Hapy>KHAH, HTO 9T0T BHTaMHH MHKpo6HOA O r H q e C K H  aKTHBCH E. Coll 
h Euglena gracilis). C n eK T p w  norA oujeH H H  o 6 e H x  BHTaMHHOB HAeHTHqHbi. C o e -  

AHHeHHH 4 ,7 -A H M eT H A ,2 -n p o n H A -4 ,7  AHMeTHA H 2 -n p O n H A -5  M eTHA-6eH3HM HAa30- 

Abl He HBAHIOTCH npeKypCOpOM  6HOCHHTC3a COOTBeTCTByiOIIiHX BHTaMHHOB r p y m ib l

B i  2 • A k t h h o m h ^ t m  H3 BHAa Streptomyces griseus K y A b T H B H p oB aH H b ie  Ha

o 6 b I K H O B e H H b I X  n H T a T C A b H b l X  C p e A a X  H e  H C n O A b 3 y i O T  5 , 6 - A H M e T H A 6 e H 3 H M H A a 3 0 A a  

AAH C H H T e 3 a  B H T a M H H a  B i 2 . F l p e A A O i K e H a  H O B aH  H O M e H K A a T y p a  A A H  BHTaM HHO B  

r p y n n b l  B 1 2 , H a  OC H O BaH H H  K O TOpOH BHTaM H H  B 1 2  MOJKHO H a S B a T b  5 , 6 - A H M e T H A -  

6 e H 3 H M H A a 3 0 A - y H a H - K 0 6 a A b T a M H H .

A b t o p  B b i p a ? K a e T  T A y 6 o K y i o  S A a r o A a p n o c T b  T e x H H q e c K O M y  a c c H C T e i i T y  

K .  H o B a K O B C K o f i  3 a  n o M o i i j b  b  3 T 0 H  p a 6 o T e ,  A O K T o p y  P e n H r o A b y y  3 a  p a 3 p e -  

u i e H H e  n o A b 3 0 B a T b C H  b o  B p e M H  p a 6 o T b i  y A b T p a ^ e H T p H ( p y ^ o H  Sharples’a, a  T a n a s e  

A O K T o p  H B a H O B C K O H  H 3  B a p u i a B C K o r o  C D a p M a y e B T n q e c K o r o  H H C T H T y T a  3 a  n o -  

A y q e H H b i f i  u i T a M M  E. Coli.

BIOSYNTHETICAL PRECURSORS OF GROUP BX2 VITAMINS 

S u m m a r y

It has  been shown th a t  a p ropionic  acid bacteria l s t ra in  of Propioni 
bact. shermanii, cu ltivated  on a medium, c o n ta in in g  5 ,6-dim ethylbenzim ida- 
zole, produces v itam in  B 12 (5 ,6 -d im ethylbenzim idazol-cyano-cobalam in) in 
p lace of v itam in  B 12p synthesissed in the absence  of benzim idazole  com 
pounds. The v itam in  B 12 ob ta in ed  in th is  w ay  does no t differ physico- 
chem ically  or m icrobiologically  from v itam in  B i 2 produced  by Streptom yces 
griseus.

An an a la g o u s  procedure  has  resulted , for the f irst time, in the production 
of a v i tam in  B i 2 derivative, 5 ( 6 ) -m ethylbenzim idazole-cyano-cobalam in , 
w hen  the cu ltu re  m edium  co n ta in s  5-m ethylbenzim idazole .

In it ia l  te s ts  have  show n th a t  the la t te r  v i tam in  is equally  active m icro 
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326 J. PAWELKIEWICZ

biologically  a g a in s t  E. coli as  w all as  E uglena gracilis. y The absorptioin 
spec trum  of both v itam ins  is identical.

4,7-dimethyl-, 2-propyl-4,7-dimethyl- and  2-propyl-5-m ethyl-benzim idazole  
a re  not biosynthetical p recu rso rs  of g roup  B 12 v itam ins .  Of the type 
Streplom yces griseus, cu ltiva ted  on on com m ercial media, do not use 5,6-di- 
methylbenzi 'midazole for increased  syn thes is  of v i tam in  B i 2.

A new  n om encla tu re  is proposed for the v itam in  B i2 group, accord ing  
to which v itam in  B i2 w ould  be know n as 5,6-dim ethylbenzim idazole-cyano- 
cobalam in.
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