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W 1891 r. Z u n t z  [2Q] postawił hipotezę, w której przypuszcza, że mi
kroorganizm y żwacza są zdolne syntetyzować swoje białka z prostych 
połączeń azotowych, a białko tych mikroorganizmów, traw ione w dal
szych częściach przewodu pokarmowego przeżuwacza, zostaje przez nie
go wykorzystane. Od tego czasu ukazało się wiele prac, które poświęco
no zagadnieniu częściowego zastąpienia pasz białkowych prostym i połą
czeniami azotowymi, jak np. mocznikiem. Mocznik jako związek łatwo 
otrzym yw any syntetycznie mógłby mieć w praktyce żywienia duże zna
czenie ekonomiczne.

W ykorzystanie mocznika przez bakterie żwacza może przebiegać po 
uprzednim  jego rozłożeniu do amoniaku przez ureazę bakteryjną. W ten 
sposób bezpośrednim  źródłem  przysw ajalnego azotu dla flory bak tery j
nej żwacza jest amoniak. Praca M c D o n a l d a  [8], C h a l m e r s a  i i n .  
[4, 5], A n n i s o n i in. [2], E l - S h a z l e g o  [10] i G r a y a  i in. [11] 
w skazują na to, że amoniak również w ytw arza się w żwaczu w  w arun
kach naturalnego żywienia, niekiedy w dość znacznych ilościach. S y m 
wykazał [19], że m ikroflora żwacza jest w  stanie przy pomocy enzymów 
proteolitycznych rozłożyć w żwaczu białka paszy. Dalej M c D o n a l d
[8] przedstaw ił, że u owcy już w 4 godziny po karm ieniu 20% azotu 
kazeinowego zostaje zamienione na amoniak. W edług niego azot białko
wy, zamieniony w  żwaczu na azot amonowy, zostaje znowu wbudow any 
w  białko mikroorganizm ów i jako takie jest w  dalszych częściach prze
wodu pokarmowego trawione. W świetle dalszych prac C h a l m e r s a  
i in. [4, 5] okazuje się, że nie cały am oniak pow stały z kazeiny jest wyko
rzystyw any przez m ikroorganizm y żwacza. Autorzy ci wykazali, że jak 
to już poprzednio słusznie zauważył M c D o n a l d  [7], amoniak obecny 
w  żwaczu częściowo przechodzi przez błonę śluzową żwacza do krwio-
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biegu. Stw ierdzili oni, że zachodzi to nie tylko w przypadku podawania 
mocznika (M c D o n a l d ) ,  lecz również przy karm ieniu paszą złożoną 
z kazeiny czy mączki rybiej. Ten azot amonowy staje  się dla organizmu 
zwierzęcego bezwartościowy. Dlatego też bilans azotowy brzem iennych 
owiec o niskim stanie odżywiania wykazał, że kazeina nie zaspokaja 
zapotrzebowania tych zwierząt na białko [5], Na podstawie wyników tej 
pracy autorzy wywnioskowali, że tworzenie się w żwaczu amoniaku 
z białek może być ważnym czynnikiem  decydującym  o wartości pokar
mowej białek dla zwierząt przeżuwających.

M c D o n a l d  [7] wykazał, że nie cały azot amonowy pow stały na 
skutek proteolizy przechodzi przez błonę śluzową żwacza. Jak  w ynika 
z jego dalszej pracy [9], zależy to — jak się w ydaje — w dużym  stopniu 
od łatwości, z jaką białko ulega proteolizie. A utor ten wykazał, że przy 
podawaniu częściowo oczyszczonej diety, w której azot zeiny stanowił 
94°/o całego azotu, została ona w 40-procentach zamieniona na białko 
mikroorganizmów. Pozostała część zeiny w żwaczu nie uległa zmianie. 
Nie obserwowało się s tra t na skutek w chłaniania am oniaku z żwacza. 
Zeina stosunkowo trudno poddaje się proteolitycznem u działaniu enzy
mów baktery jnych  w żwaczu. Zatem  jest rzeczą prawdopodobną, że przy 
niskich stężeniach amoniaku w żwaczu, na skutek wolnego przebiegu pro
teolizy i stosunkowo dużej szybkości w ykorzystyw ania powstającego 
amoniaku do budowy białka bakteryjnego, nie obserw uje się wchłania
nia amoniaku z żwacza do krwi. Świadczyłoby to o pewnej zależności 
pomiędzy szybkością proteolizy a stopniem  w ykorzystania przez m ikro
organizmy żwacza, powstałego amoniaku.

Przy obecnym stanie badań należy przypuszczać, że nie znamy jesz
cze dość dokładnie stosunków panujących w żwaczu. Produkcja amonia 
ku z mocznika w różnych zestawach paszowych oraz w w arunkach na
turalnego żywienia, z uwzględnieniem  różnych białek, n ie jest jeszcze 
całkowicie poznana. Niniejsze badania m ają za zadanie pogłębić wiado
mości o powstawaniu amoniaku w żwaczu w przypadku żywienia owiec 
dietami naturalnym i oraz z dodatkiem  mocznika. Pozwoli to nam opra
cować podstaw y do dalszych badań, w których szybkość powstawania 
i znikania amoniaku z żwacza oraz przechodzenie jego do krw i będą 
mogły być wskaźnikiem  określającym  stopień .zamiany azotu mocznika 
na białko bakteryjne, jak również przy jej pomocy będzie można badać 
czynniki wpływające na rozkład mocznika względnie białek paszowych.

Metody

Badania prowadzono na 4 owcach wagi 40—50 kg z przetoką żwa- 
czową (2 rasy m erino-prekoz i 2 rasy cakiel) oraz na 3 owcach z prze
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toką dw unastniczą i żwaczową. W doświadczeniach zastosowano 8 diet. 
Okres przeddoświadczalny dla każdej diety wynosił 10 dni, po czym na
stępow ał 3-dniowy okres doświadczalny. Pożywienie podawano w  godzi
nach rannych od 6— 10, przy czym niekiedy o godzinie 9.30, czyli na 
pół godziny przed pobieraniem  próbek do oznaczenia podawano białko
wy składnik diety (IV dieta). Kazeinę podawano wprost do żwacza, przez 
przetokę. Paszę dawkowaną opracowano na podstawie tablic M a l a r 
s k i e g o  [15].

Skład stosowanych diet:
I —■ dieta (sztuczna) na 1 owcę na dzień wg L o o s 1 i [14]

335 g cukru (sacharoza)
532 g skrobi ziemniaczanej
260 g celulozy (w postaci popularnej „ligniny”)

52 g tłuszczu roślinnego (olej rzepakowy)
68 g soli m ineralnych
32 g mocznika

Składniki d iety w g
II

pó łn a tu r. 
z m ocznik.

III
kon tro lna

IV
kazeinow a

V
zeinow a

siana 500 750 500 500
b uraków  pastew n y ch 1000 1000 1000 1000
otrąb  p szennych — 100 — —
słom y jęczm ienne j 400 200 400 200
ow sa — 200 — —
skrob i z iem niaczanej 115 — 115
m elasy 230 — 230
m ielonej kukurydzy — - - 500
kazeiny — — 30
m ocznika 12 — — —

VI — dieta ok. 6 kg świeżej traw y (raygrass)
VII — dieta ok. 6 kg zielonej koniczyny

VIII — dieta ok. 2 kg kiszonki.

Po zakończeniu podawania karm y pobierano próbki treści żwacza co 
godzinę, przez pewien okres czasu, w celu oznaczenia zawartości amo
niaku i mocznika. Próbki sączono przez gazę i w przesączu oznaczano 
amoniak i mocznik metodą C o n w a y a [6]. Próbki pobrane z kilku 
miejsc w żwaczu o tej samej godzinie dawały u tej samej owcy praw ie
identyczne zawartości mocznika i amoniaku. Wobec tego, że podczas
karm ienia dietam i bez dodatku mocznika nie wykazano jego obecności 
w żwaczu, nie oznaczano w takich przypadkach mocznika w treści żwa
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cza. W czasie doświadczenia oznaczano mocznik i amoniak w krw i po
branej z żyły jarzm owej (v. jugularis). Podczas stosowania diety bez do
datku mocznika oznaczenia te przeprowadzano tylko raz w 2 godziny po 
zakończeniu karm ienia. W przypadku diet z dodatkiem  mocznika oznacze
nie zawartości amoniaku i mocznika w krw i przeprowadzono co dwie 
godziny. Amoniak w  krw i oznaczano nieco zmodyfikowaną m etodą 
C o n w a y a  [6]. Wobec bardzo małych stężeń amoniaku we krwi, w myśl 
m etody Conwaya należy stosować oznaczenie kolorym etryczne za po
mocą odczynnika Nesslera. W celu stabilizacji zabarw ienia otrzymanego 
z odczynnikiem Nesslera zastosowano około 2°/o roztw ór gumy arabskiej, 
k tóry  prawdopodobnie działając jako koloid ochronny, przeciwdziała 
zm ętnieniu badanej próbki. Zabarw ienie odczytywano w kolorym etrze 
Pulfricha z przystaw ką mikro.

Metoda postępowania: w celu wywołania zabarw ienia do środkowej 
kom ory naczyńka dyfuzyjnego C o n w a y a  nalew ano 1 ml przygotowa
nej ex  tempore  m ieszaniny 1 ml odczynnika Nesslera, 0,2 ml 2°/o roz
tw oru gumy arabskiej, 9 ml wody destylowanej wolnej od amoniaku, 
po czym zaraz kolorym etrowano na grubości w arstw y 5 cm, przy fil
trze S. 42.

Ograniczony czas karm ienia nie zawsze pozwalał owcom na całkowi
te zjedzenie podanej diety. Wobec tego pozostawały pewne ilości niedo- 
jadków, które przeważnie składały się z pasz objętościowych.

W przypadku diety II przeprowadzono również doświadczenie, któ
re miało za zadanie prześledzić proces w chłaniania amoniaku ze żwa
cza do krwi. Po podaniu pokarm u z mocznikiem pobrano krew  z żyły 
jarzmowej (v. jugularis), z żyły żwaczowej (v. ruminalis), z żyły w ro t
nej (v . portae) i tętnicy żwaczowej (a. ruminalis), po czym oznaczono 
w pobranych próbkach amoniak i mocznik. Podobne postępowanie prze
prowadzono przy karm ieniu dietą VI. Pobieranie krw i w tych przypad
kach przeprowadzono w narkozie ewipanowej.

W celu przybliżonego zbadania przem ian podawanego mocznika prze
prowadzono jeszcze doświadczenie na owcach z przetoką żwacza i dwu
nastnicy. Tym zwierzętom  podawano dietę II i co 15 m inut oznaczano 
zawartość amoniaku i mocznika w treści pokarm owej żwacza i dw unast
nicy.

Omóuiienie ujynikóuj

W yniki uzyskane w niniejszej pracy przedstawiono w tablicach i gra
ficznie. W w ykresach i w tablicach poszczególne wartości są średnią w y
ników z 3 dni doświadczenia dla danej owcy, o tym  sam ym  czasie. Na 
takie uproszczenie można było sobie pozwolić, ponieważ wyniki w po
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szczególnych dniach zbytnio nie odbiegały od siebie. Na przykład tabli
ca 1 przedstaw ia wyniki zawartości amoniaku w żwaczu przez 3 dni do
świadczenia podczas karm ienia dietą II w przypadku owcy N r 1. Można 
przyjąć, że średnia tych 3 grup wyników będzie z dość dużą dokładno
ścią przedstaw iała przeciętny przebieg tworzenia się amoniaku dla da
nej owcy i diety.

T a b l i c a  1
m g  °/o N  am onow ego w  żw aczu  — d ie ta  II  — ow ca n r  1

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

dzień
dośw iadczen ia

1 42,0 39,9 32,2 27,3 22,4 19,5 18,8 16,8 14,3 13,3 12,4 13,3 16,6
2 38,2 36,9 37,7 32,8 25,7 23,3 21,0 19,7 21,1 18,7 15,4 16,2 17,5
3 41,6 37,7 36,2 28,8 25,0 21,2 21,1 18,2 16,8 16,3 16,2 14,3 15,7

śred n ia 40,6 38,2 35,6 29,9 24,5 21,3 20,3 18,2 17,4 16,1 14,7 14,7 16,6

\
AMONIAK W ŻWACZU

Tablice 1— 8 przedstaw iają tworzenie się amoniaku w żwaczu owiec 
po podaniu pokarm u, w zależności od czasu. Na tablicy 2 można obser
wować tw orzenie się amoniaku, podczas podawania diety sztucznej 
z mocznikiem, jako jedynym  źródłem  azotu. Obserwuje się tu taj różnice 
indywidualne, np. u owcy nr 4, gdzie jest stosunkowo niska zawartość 
am oniaku w żwaczu. Prawdopodobnie jest to spowodowane zjadaniem  
mniejszej ilości paszy, na skutek niekorzystnego smaku diety złożonej 
z mocznika, celulozy (w postaci „ligniny”), oleju i cukru. U owcy tej ob
serwowano dość znaczne ilości niedojadków. Jest rzeczą zrozumiałą, że 
m niejsza ilość zjedzonego mocznika pociąga za sobą mniejsze stężenie 
amoniaku w żwaczu.

T a b l i c a  2
mig %  N am onow ego w  żw aczu — d ie ta  I — śred n ie  w yn ików  z 3 dni

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

ow ca n r 1 5,6 77,5 87,0 48,0 44,9 17,5 17,7 12,3 7,0 5,6 2,8
2 5,2 47,9 45,0 34,9 30,8 26,1 15,6 15,7 2,1 0,9 2,5
3 3,2 33,6 55,7 48,3 38,7 33,1 23,4 15,8 9,2 5,5 2,8
4 2,8 10,8 13,1 18,9 36,8 28,3 4,3 3,3 2,5 2,8 3,4

Tablica 3 przedstaw ia tworzenie się amoniaku w  żwaczu podczas k a r
m ienia dietą II. O godzinie 10 w ystępuje m aksym alne stężenie amonia
ku, po czym ulega ono, w m iarę upływu czasu, obniżeniu. Wg tablicy
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T a b l i c a  3
m g %  N  am onow ego w  żw aczu — d ie ta  II  — śred n ie  w yn ików  z 3 dni

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ow ca n r  1 41,6 37,7 36,2 29,8 25,0 21,2 21,2 18,2 16,8 16,5 16,5 14,5 15,0
2 41,1 29,3 23,6 21,2 11,8 10,1 9,0 8,8 7,7 6,7 7,0 7,9 9,3
3 31,3 28,1 21,4 20,0 16,3 13,2 14,8 11,8 12,1 12,9 11,4 11,3 13,0
4 38,7 25,7 16,2 10,8 9,7 8,3 6,7 8,0 8,7 9,4 10,4 5,8 7,5

T a b 1 i c a  4
m g «/o N  am onow ego — d ie ta  I I  — śred n ie  w yn ików  z i dn i

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ow ca n r  1 17,9 16.2 18,4 18,4 15,0 12,7 9,8 8,1 5,9 5,3 5,8 5,3 6,1

2 9,8 8,6 9,4 8,1 7,7 4,8 3,6 2,2 2,1 1,5 2,9 2,6 3,5

4 podczas karm ienia dietą kontrolną widać, że produkcja amoniaku nie 
jest wysoka. Na podstaw ie prac M c D o n a l d a  [8], C h a l m e r s a  [4, 5] 
i innych [10] należy przypuszczać, że obserwowany w doświadczeniu 
amoniak pow staje z białka pasz. M aksymalne stężenie amoniaku w żwa
czu obserw uje się około godziny 13. W tym  czasie widocznie m ikroorga
nizmy w  żwaczu w ykazują największą działalność proteolityczną. Od 
godziny 14 obserw uje się zdecydowany spadek stężenia amoniaku w żwa
czu. Ogółem stosunkowo niskie stężenie amoniaku w  żwaczu należy p rzy 
pisać małej proteolizie białek, pochodzących w przypadku omawianej 
diety, głównie z siana. Siano posiadając wysuszone ściany konnórk()wTe 
i białko protoplazm y pozbawione wody, nie poddaje się prawodlopodob- 
nie tak łatwo proteolitycznem u działaniu ' bakterii żwacza, jak białko 
protoplazm y świeżej tkanki roślinnej.

T a b l i c a  5
m g °/o N am onow ego — d ie ta  IV  — średn ie  w yn ików  z 3 dni

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ow ca n r  1 15,1 12,3 9,1 7,2 7,3 7,1 3,4 4,9 4,6 3,6 3,1 3,8 4,4
2 16,8 14,7 15,2 11,0 7,6 7,3 5,2 5,5 5,5 4,4 3,7 3,2 2,8
3 14,7 20,5 23,4 22,5 17,2 13,4 9,2 7,9 7,6 6,3 6.4 7,2 7,0
4 15,7 15,5 13,3 11,6 7,7 6,6 3,5 4,2 3,4 3,4 3.4 4,2 5,2

Tablica 5 wykazuje, że dieta kazeinowa również nie wywołuje zw:ęk- 
szonej produkcji amoniaku w żwaczu. Jest to sprzeczne z obserwacją 
M c D o n a l d a  [8] i C h a l m e r s a  [5]. Należy jednak podkreślić że
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używ ana w doświadczeniu kazeina kwaśna była bardzo twarda, o pew
nej zaw artości zjełczałego tłuszczu. W rezultacie tego, bardzo trudno pęcz
niała w  wodzie. W tych w arunkach baktery jny  rozkład kazeiny przebie
gał opornie i w żwaczu powstawał amoniak w niewielkich ilościach.

T a b l i c a  6

m g %  N am onow ego — d ie ta  V — śred n ie  w yn ików  z 3 dni

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ow ca n r  1 12,9 10.9 6,2 3,7 2,7 2,8 2,2 1,7 1,7 2,4 2,3 1,2 1,6
2 15,1 15,7 9,8 4,9 2,3 1,4 0,9 0,9 0,6 1,1 1,0 0,5 1,3
3 11,2 11,8 7,9 2,3 5,0 1,5 1,0 1,2 1,1 1,4 1,4 1,7 2,3
4 13,4 12,3 10,1 3,7 3,1 1.6 0,9 1,0 1,1 1,4 1,4 2,0 3,5

Tablica 6 reprezentuje stężenie amoniaku w przypadku żywienia ku
kurydzą, w której białkiem  jest zeina. Wobec trudnej rozpuszczalności 
w wodzie, zeina ciężko poddaje się proteolizie. W przypadku tej diety 
obserw uje się najniższą produkcję amoniaku, co jest zgodne z badaniam i 
M c D o n a l d a  [8]. Już około godziny 13 stężenie amoniaku w żwaczu 
jest znikome.

T a b l i c a  7

m g °/o N azotu  am onow ego — d ie ta  VI — śred n ie  w yn ików  z 3 dn i

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ow ca n r  1 27,8 23,5 15,8 11,2 7,7 6,4 6,5 5,6 7,2 8,2 9,2 10,6 12,0
2 18,1 18,3 10,4 11,0 8,9 12,1 14,5 13,5 14,8 18,1 18,1 20,1 22,0
3 28,7 28,5 21,1 17,6 15,6 15,0 13,7 12,1 12,2 12,1 12,5 14,0 14,7
4 25,4 18,8 12,8 9,9 6,1 6,9 8,1 8,9 8,9 9,3 9,5 10,6 11,3

Tablica 7 przedstaw ia powstawanie amoniaku podczas karm ienia die
tą VI tj. zieloną traw ą. Obserwuje się w tym  przypadku wyższą produk
cję amoniaku niż w  poprzednich dietach naturalnych. Można to przypi
sać większej i szybszej proteolizie białek paszy. Najwyższą produkcję 
amoniaku w żwaczu obserw uje się podczas karm ienia zieloną koniczyną 
(tablica 8).

Obserwowana na tablicy 7 anorm alność w powstawaniu amoniaku 
u owcy n r 2 jest prawdopodobnie wywołana chorobą owcy, która zacho
rowała w czasie doświadczenia. Należy zatem przypuszczać, że stan cho
robowy zwierzęcia wywołuje równoczesną zmianę w procesach zacho
dzących w żwaczu.
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T a b l i c a  8
m g °/o N am onow ego — d ie ta  V II (koniczyna) — śred n ie  w yn ików  z 3 dn i

o godzinie 10 11 12 13 14
I

15 16 17 18 19 8 9 10

rano nast. dnia

ow ca n r  1 46,2 33,6 28,4 23,8 15,9 9,8 6,5 6,1 6,1 7,0 13,5 12,6 11,7
2 46,5 38.3 37,9 37,9 22.8 14,0 8.4 6,1 5,6 5.6 15,8 15,9 14,9
3 61,6 57,8 59,7 46,7 33,1 35,5 I 24,5 22,0 — 16.3 14,9 11,7 13,1
4 47,6 38,7 36,4 28,9 22.8 16.3 10,2 8,4 7,9 8,4 13.1 13,1 12,6

U w aga: n a  n a s tęp n y  dzień zw ierzę ta  p o k arm u  nie o trzym ały .

Dla lepszego przedstaw ienia powstawania amoniaku przy karm ieniu 
paszą zieloną, podajem y na rys. 1 krzywe, które ilustru ją  powstawanie 
amoniaku w żwaczu, podczas całodniowego karm ienia zieloną trawą

mg%

Rys. 1. NH3 w  żw aczu
dieta  VI (zielona traw a) k a rm ien ie  
całodzienne
ow ca n r  1 O— O----
ow ca n r  4 X X----

(raygrass). Widać wyraźnie, że po każdym pobraniu pokarm u zwiększa 
się stężenie amoniaku w żwaczu.

Przy karm ieniu dietą VII (tabl. 8) spotyka się stężenie amoniaku tego 
samego rzędu, jakie obserwuje się podczas podawania diet z mocznikiem 

.(tabl. 3). Jest to prawdopodobnie wynikiem  tego, że koniczyna jest bardzo 
bogata w łatwo straw ne białko i dlatego rozkład białek przebiega w szyb
szym stopniu. Z drugiej strony w arto podkreślić fakt, że tak wysokie 
stężenia amoniaku w żwaczu w ystępują w w arunkach naturalnych. Na
leży stąd wnioskować, że dodatek mocznika do paszy, wywołujący po
dobne stężenia amoniaku jak pasza naturalna, nie może być fizjologicz
nie szkodliwy. Jest to zgodne z badaniam i nad toksycznością mocznika, 
które wykazały, że dodatek 2— 3°/o mocznika do paszy nie wywołuje za
burzeń w organizmie zwierzęcia [17].

Tablica 9 obrazuje stężenie amoniaku w żwaczu podczas karm ienia 
dietą VIII, tj. kiszonką. Tutaj produkcja amoniaku jest także wyższa niż 
w  przypadku diet, w skład których wchodzi siano czy kukurydza. Jed-
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T a b l i c a  9
m g  %  azo tu  am onow ego — d ie ta  V III (k iszonka) — śred n ie  w yn ików  z *3 dni

o godzinie 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ow ca n r  1 31,6 27,3 24,6 22,0 16,4 16,8 15,2 13,1 12,5 12,8 11,9 11,8 10,9
2 33,3 30,0 24,0 19,9 19,3 16,2 12,0 11,7 10,7 9,7 9,6 9,1 12,3
3 35,7 31,8 23,7 16,4 17,6 15,5 12,6 11,2 9,9 10,2 9,4 8,3 9,3
4 34,0 30,0 26,0 23,8 21,9 15,9 12,7 12,0 7,8 8,7 9,5 8,9 9,4

nakże nie spotyka się wartości obserwowanych podczas podawania świe
żej koniczyny. Jest to prawdopodobnie spowodowane stosunkowo małą 
ilością podawanej kiszonki. Jednakże tu taj dość duża ilość powstałego 
am oniaku w żwaczu wskazuje na nasilenie procesów proteolitycznych

Rys. 2. NH-j w  żw aczu  p rzy  różnych  
d ie tach  
ow ca n r  1
d ie ta  I O  O -----

„ II x  x ----
III A  A —

„ IV o  —  o - -
„ v □ —  □
„ VI •  —  •
„ VII s —  ■ ----
„ V III ▲-----  A

Rys. 2 ilu stru je  przebieg krzyw ych tw orzenia się amoniaku dla 
wszystkich stosowanych diet w  przypadku owcy n r 1. Obserwuje się 
wyraźnie, że pasze posiadające białko trudniej rozpuszczalne w wodzie 
czy to na skutek własności chemicznych (zeina) czy na skutek zmian 
fizycznych, produkują amoniak w  m niejszym  stopniu. Zawartość amo
niaku w żwaczu przy diecie I dla owcy nr 1 nie reprezentuje przecięt
nych wartości dla wszystkich owiec doświadczalnych.

v AMONIAK W DWUNASTNICY

Rys. 3 przedstaw ia stężenie amoniaku równocześnie w żwaczu i dw u
nastnicy podczas karm ienia d ietą II. Stężenie amoniaku w żwaczu jest
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znacznie wyższe niż w dwunastnicy. Po zakończeniu karm ienia stężenie 
amoniaku w dwunastnicy ustala się na pewnej wysokości. W ykres ten  
wskazuje,' że wbrew sugestiom G o r b a c z  j o w e j  [12] mocznik względ
nie powstały z niego amoniak przechodzą jedynie w małym  stopniu do 
niższych partii przewodu pokarmowego.

Rys. 3. N H 3 w  żw aczu  i d w u n astn icy  
d ie ta  II (mocznik) 

ow ca n r  1 żw acz O ------O -----
„ 2 „ A ------A -----

ow ca n r  1 dw unastn ica  O ----- O ------
„ 2 „ A ------A ------

„ „ 3 „ • -----•

MOCZNIK W 2WACZU

W przypadku diet na turalnych  bez dodatku mocznika praktycznie n ie  
obserwowało się w żwaczu jego obecności. Podczas stosowania diet z do
datkiem  mocznika występował on w żwaczu w pewnych ilościach. P rzy  
diecie II, jak  wynika z rys. 4, dodany mocznik praw ie natychm iast ulega 
rozłożeniu do amoniaku. Obserwowane w czasie karm ienia zawartości 
mocznika w żwaczu są bardzo niskie. Rys. 4 odnosi się do owcy n r  1, 
podobnie przedstaw iają się dane dla owiec n r 2 i 3. Inaczej zachowuje się 
mocznik podany z dietą I zestawioną sztucznie. Rys. 5 przedstaw ia zacho
wanie się amoniaku i mocznika w przypadku diety I dla owcy nr 1. Należy 
zaznaczyć, że pokarm  zaczęto podawać o godz. 6 rano. Praw ie do godz. 13 
utrzym ują się w żwaczu znaczne ilości mocznika. U pozostałych owiec, 
również jeszcze o tej porze, obserwowało się dość znaczne ilości mocznika. 
Wskazuje to na osłabienie procesów ureolitycznych w żwaczu. Prawdopo
dobnie jest to spowodowane niekorzystnym  dla rozwoju m ikroflory żwa
cza zestawem sztucznej diety I.
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R ys. 5
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Rys. 4. N H 3 i m ocznik  w  żw aczu 
ow ca  n r  1 
d ie ta  II
stęż. NH;; O —  O —

„ m ocznika O -¡-¡—7  O 7 7 77

N H :) i m ocznik  w  żw aczu 
d ieta  I  (sztuczna z m ocznikiem ) 
ow ca n r  1
stęż. N H , O  O —

„ m ocznika •  tttt •  tttt
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MOCZNIK W DWUNASTNICY

Rys. 6 obrazuje zaw artość mocznika i amoniaku w dw unastnicy owcy 
n r 1 podczas karm ienia d ietą II. Je s t on typowy i dla pozostałych owiec. 
Z w ykresu jasno wynika, że w dwunastnicy już po skończeniu karm ienia 
jest obecny mocznik.

Rys. 6. N H 3 i m ocznik  w  d w u n astn icy  
d ieta  II 
ow ca n r  1
stęż. N H 3 O  O ------

„ m ocznika •  TTTT7TTT •  TTTTTTTT

MOCZNIK W KRWI

Tablica 10 przedstaw ia poziom mocznika w krw i pobranej z vena ju 
gularis o godz. 13, tj. w 3 godziny po zakończeniu karm ienia. Na tablicy 
jest widoczne, że w przypadku diet, w których obserwowano wysoką za-

T a b l i c a  10
M ocznik w k rw i p o b ran e j z ży ły  ja rzm o w ej o godz. 13, m g °/o N

d ie ta II III IV V VI VII V III

ow ca n r  1 25,1 6,1 8,2 5,1 17,6 22,5 22,9
2 22,6 6,8 7,9 5,0 19,8 22,7 23,8
3 22,7 — 9,6 4,2 21,3 23,3 22,9
4 22,3 — 8,8 8,7 20,1 26,1 23,0

wartość amoniaku w żwaczu, poziom mocznika w krw i jes t wyższy. 
Rys. 7 ilustru je  zmiany w zawartości mocznika w  krw i podczas karm ie
nia dietą II. W tym  przypadku w ahania w  zawartości mocznika są n ie
wielkie i trudno z nich wyciągnąć jakieś wnioski.

Oznaczenie zawartości mocznika w krw i pobranej z v. ruminalis, a. ru 
minalis i v. portae podczas karm ienia dietą VI w skazują na różnice w za
wartości mocznika. P rzedstaw ia się to następująco:

v. ruminalis 21,7 mg °/o N mocznikowego
a. ruminalis 14,5 „ „ „ „
v. portae 20,5 „ „ „ „

Jest rzeczą ciekawą, dlaczego w przypadku karm ienia d ietą zieloną, 
kiedy w zasadzie nie w ystępuje w żwaczu mocznik, obserw uje się róż
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nice w  stężeniu mocznika w krwi. W skazywałoby to na istnienie pewnych 
m echanizm ów na odcinku między żwaczem a wątrobą, które posiadałyby 
zdolność natychm iastow ej zamiany amoniaku do mocznika. Świadczy 
o tym  różnica w zawartości mocznika w krw i pobranej z tętnicy i żyły 
żwaczowej.

R ys. 7. M ocznik w  k rw i z żyły ja rzm o w ej 
d ieta II
ow ca n r  1 O ---------O ---------O

2 A --------- A -----— A
3 « ----------• -----------•
4 X   X ------------X

AMONIAK W KRWI

Badania M c D o n a l d a  [7] i C h a l m e r s a  i innych [5] w yka
zały, że u przeżuwaczy, pow stały w żwaczu amoniak przenika do krw io- 
biegu. Najwyższe stężenie amoniaku w  krw i obserw uje się w próbce po
branej z żyły żwaczowej. Badano zawartość amoniaku w krw i z v. rum i- 
nalis, v. portae i v. jugularis przy  karm ieniu dietą II i IV i uzyskano 
następujące wyniki:

przy diecie II
v. rum inalis 0,9 mg %  N amonowego
v. portae 0,63 „ „ „
v. jugularis 0,22 „ „ „

przy diecie VI (świeża trawa) 
v. rum inalis 0,32 mg °/o N amonowego
a. ruminalis 0,03 „ „ „ „
v. portae 0,3 „ „ „
v. jugularis 0,16 „ „ „
w żwaczu 23 „ „ ,, „

Z przytoczonych wyników widać wyraźnie, że najwyższe stężenie amo
niaku w krw i w ystępuje w żyle żwaczowej. W krw i obwodowej pobra
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nej z żyły jarzmowej zawartość amoniaku ulega obniżeniu. Dzieje się to 
na skutek w ychw ytyw ania amoniaku przez tkankę w ątroby i zamiany je
go na mocznik albo na skutek mieszania się krw i z żyły żwaczowej z krwią 
obwodową. Wobec tego, że krew  z żyły jarzm ow ej w pewnym  stopniu 
odzwierciedla przechodzenie amoniaku z żwacza do krwi, badano po
ziom amoniaku krw i z żyły jarzmowej podczas karm ienia różnymi die
tami. Należy jeszcze podkreślić, że występowanie amonu w krw i w ystę
puje nie tylko w przypadku diety z mocznikiem, lecz również podczas 
spasania zielonkami. W skazuje to na przechodzenie amoniaku z żwacza 
do krwi, również podczas karm ienia zielonymi paszami.

T a b l i c a  11
A m oniak  w krw i p o b ran e j z żyły ja rzm ow ej o godz. 12, m g %  N

dieta II IV VI VII VIII głodówka po 
diecie VII

ow ca n r  1 0,48 0,04 0,12 0,19 0.17 —
2 0,21 0,06 0,13 0,18 0,11
3 0,23 0,04 0,13 0,17 0,10 0,17
4 0,18 0,03 0,10 0,12 0,16 0,16

Tabl. 11 ilustru je zawartość N amonowego w przypadku różnych diet. 
WTidać z niej, że podobnie jak w przypadku mocznika, ze wzrostem stę-

Rys. 8. A m oniak  w  k rw i (średn ie  z 3 
dni)
d ieta II
ow ca n r  1 O --------- O

2 A --------- A
3 • --------- •
4  X ------------X

żenią amonu w żwaczu w zrasta zawartość amonu w krw i obwodowej. 
W przypadku diet nie zamieszczonych na tablicy, amoniaku w krw i nie 
stwierdzono. Rys. 8 przedstaw ia poziom azotu amonowego w krw i podczas 
podawania diety II. Zawartość azotu amonowego w krw i w tym  przypad
ku ulega stosunkowo m ałym  wahaniom. W niektórych przypadkach obser
w uje się wzrost stężenia amoniaku w krw i podczas karm ienia.
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Z tych obserwacji wynika, że również białko pasz zielonych na skutek 
stosunkowo szybkiej proteolizy jest przez organizm  przeżuwacza w pew
nym  stopniu niewykorzystane. Należy zaznaczyć, że przechodzenie azotu 
amonowego w tym  przypadku zachodzi już przy niskiej zawartości azotu 
amonowego w żwaczu (23% mg%). Jak  z tablicy 8 wynika, obserwowane 
stężenia azotu amonowego w żwaczu owiec karm ionych paszami zielo
nym i są często znacznie wyższe. W takich m om entach można oczekiwać, 
że przenikanie amoniaku z żwacza do krwi przebiega w znacznie wyższym 
stopniu.

PRZEMIANY MOCZNIKA W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Na podstaw ie omówionych wyżej wyników można prześledzić los 
mocznika podanego owcy w paszy. N ajbardziej interesującą rzeczą jest, 
w jakim  stopniu mocznik jest w ykorzystany do budowy białka bak tery j
nego. W naszym przypadku postaram y się przeprowadzić próbę bardzo 
schem atycznego bilansu podanego azotu mocznikowego.

Przedstaw ia się on w  sposób następujący: z paszą d iety  II podano 
12 g mocznika. M aksymalne stężenie am oniaku w  żwaczu wynosi około 
60 mg %  N, co odpowiada, przyjm ując pojemność żwacza około 10 1, mniej 
więcej 6000 mg N. Przeliczając ten azot na m ocznik otrzym ujem y mniej 
więcej 12 g mocznika. O godz. 13 stężenie am oniaku w żwaczu wynosi 
około 20 mg %  N, co stanow i 1/3 pierw otnej wartości, czyli mniej więcej 
4 g mocznika. Reszta tego azotu mogła przejść z żwacza do krwiobiegu, 
podnosząc stężenie amoniaku i mocznika w  krw i obwodowej, część mogła 
przejść do niższych partii przewodu pokarmowego, a część mogła ulec 
zamianie na azot białkowy, na skutek działalności m ikroflory żwacza. 
Przeciętny wzrost amonu w dw unastnicy wynosi około 15 mg %  w sto
sunku do pozycji wyjściowej (rys. 6).

Uwzględniając obserwacje S t y c z y ń s k i e g o  [18] można przyjąć, 
że w okresie 5 godzin od początku karm ienia przechodzi mniej więcej 
3 litry  treści pokarmowej do dwunastnicy. Odpowiada to około 1 g mocz
nika, co stanow i mniej więcej 8%  podanego z pokarm em  mocznika. Za
tem 12 g minus 4 g (tj. pozostałość w żwaczu) i m inus 1 g (tj. część, która 
przeszła do dwunastnicy) wynosi 7g. Ilość ta została częściowo wchłonięta 
ze żwacza, częściowo została zamieniona na białko mikroorganizmów. Na 
pytanie, jaka ilość azotu amonowego uległa wchłonięciu z żwacza do krwi, 
można odpowiedzieć na podstaw ie obserwacji zawartości mocznika i amo
niaku w krwi. Z tabl. 10 możemy wnioskować, że wzrost zawartości mocz
nika w krw i w przypadku diety II wynosił 15 mg %  N, co odpowiada 
1 g mocznika, przyjm ując w  przypadku owcy obecność w naczyniach 
3 litrów  krwi. Obserwowany wzrost am oniaku w krwi, mniej więcej 
o 0.2 mg %  N, stanowi bardzo nikły procent całości rozpatryw anego azotu.
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Odpowiada to mniej więcej 0,12 g mocznika. W m yśl przytoczonych po
wyżej rozważań, zresztą bardzo niedokładnych, można by pozostałe 6,99 g 
mocznika uważać za zamienione na białko przy współudziale m ikroflory 
żwacza. Ta wartość jednak w ydaje się być za wysoka, ponieważ nie 
uwzględniono w tym  pobieżnym bilansie mocznika przechodzącego z krwi 
do moczu. Na pewno jest to ilość poważna. Niestety obserwacji takich nie 
przeprowadzono. W każdym  razie z tych przybliżonych obliczeń wynika, 
że pewna ilość N mocznika znika z przem ian mocznik-am oniak i jest to 
prawdopodobnie wynikiem  syntezy białek bakteryjnych. Do podobnych 
wniosków syntezy białka z mocznika doszli także inni badacze, którzy 
jednak udowodnili to na drodze czy to bilansu azotu [13], czy obserwacji 
wzrostu azotu białkowego w żwaczu podczas karm ienia dietą z dodatkiem 
mocznika [1], czy też przez obserwacje produkcyjności zw ierząt karm io
nych dodatkiem  mocznika [16].

A utorzy dziękują prof. d r W. M o z o ł o w s k i e m u  za wskazówki 
udzielone przy opanowaniu m etody C o n w a y a.

Streszczenie

1. Wykazano, że stężenia amoniaku w żwaczu owiec są wyższe w przy
padku zielonych pasz soczystych i w przypadku diet z dodatkiem mocz
nika niż w przypadku takich pasz, jak siano, kukurydza, owies i inne.

2. Zawartość amoniaku w treści żwacza wT przypadku skarm iania 
d iety z dodatkiem  mocznika i w przypadku zielonek były  podobne.

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

4. Wykazano, że przechodzenie amoniaku z żwacza do krwi zachodzi 
również podczas karm ienia zielonkami.

5. Wykazano, że wyższej zawartości amoniaku w żwaczu odpowiada 
wyższa zawartość amonu i mocznika w  krwi.

6. Na podstawie schematycznego bilansu azotu podawanego z d ietą 
mocznika wykazano, że pewna część tego azotu znika z przem ian mocz
nik-am oniak na odcinku żwacz-dwunastnica, co tłum aczy się wykorzy
staniem  tego azotu do budowy białka bakteryjnego.
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STU D IES ON T H E  FO R M A TIO N  O F  A M M O N IA  IlN TH E R UM EN  OF SHP1EF
FED  W IT H  V A R IO U S D IETS

S u m m a r y

1. It has been shown, that the concentrations- of ammonia in the 
rum en of sheep w ere h igher following feeding w ith green succulent fodder 
and with rations w ith supplem ental urea than w ith hay, corn, oats, etc.

2. The ammonia contents of the rumen, by fed with supplem ental 
urea or w ith green fodder, w ere similar.

3. The observations of o ther authors [5, 7] concerning the passage of 
ammonia from  rum en in blood circulation were confirmed.

4. It was shown, that the passage of ammonia from rum en in the blood- 
circulation occurs also by feeding w ith green fodder.

5. It was dem onstrated, tha t higher ammonia contents in rum en are 
associated w ith higher contents of ammonia and urea in blood.

6. On the ground of schematic nitrogen balance of supplem ental urea 
in diet it was shown, that certain  part of urea nitrogen disappeared 
betw een rum en and duodenum, which is explained by the fact that it was 
used by bacteria in rum en for protein synthesis.

O trzym ano 27.12.1956 r
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I. REIFER i S. NIZIOŁEK

KOLORYMETRYCZNA MIKROMETODA OZNACZANIA 
ALKALOIDÓW W NASIONACH ŁUBINU

Z a k ła d  B iochem ii S .G .G .W . w  W arszaw ie  
K iero w n ik : pro f. d r I. R e ife r

Wstęp

W ostatnich latach coraz częściej stosowane są metody oznaczania 
alkaloidów przy użyciu wskaźników barw nych. M etody te opierają się 
na tworzeniu związków zasad alkaloidowych ze wskaźnikam i w organicz
nych rozpuszczalnikach. Reakcja ta stanowi jedną z najczulszych metod 
oznaczania zasad azotowych.

W 1940 r. P r u d h o m m e  [11] opracował kolorym etryczną metodę 
oznaczania zasad chininowych, opartą na reakcji tych alkaloidów z eozy- 
ną. L e h m a n  i A i t k e n [9] w 1942 r. w ykryli podobną reakcję mię
dzy N -m etylo-4-fenylo-4-karboetoksypiperydyną (demerol) i błękitem  me
tylenowym. M a r s h a l l  i R o g e r s  [10] w 1945 r. przystosowali re 
akcję z błękitem  bromotymolowym  do oznaczania alkaloidów kory chino
wej, a B r o d i e  i U d e n f  r i e n d  [3] wprowadzili do m etody ozna
czania tych alkaloidów w plazmie i m oczu/w  miejsce b łękitu  brom oty- 
molowego, oranż m etylowy. G e t t l e r  i S u n s h i n e  [6] zmodyfiko
wali reakcję z oranżem  m etylowym  i przystosowali ją  do ilościowego 
oznaczania alkaloidów w organizmie ludzkim, np. nikotyny.

Według E l  D a r a w y  i T o m p e s t t a  [4] koniecznymi w arun
kami użycia danego w skaźnika do kolorym etrycznego oznaczania alkaloi
dów są: a) kwaśny odczyn roztworu wskaźnika, b) dobra rozpuszczalność 
w organicznych rozpuszczalnikach, c) wskaźnik powinien reagować z za
sadą alkaloidową stechiom etrycznie, dając sól dobrze rozpuszczalną 
w organicznych rozpuszczalnikach, d) alkaloid powinien być dobrze roz
puszczalny w organicznych rozpuszczalnikach, e) rozpuszczalnik orga
niczny powinien się bardzo słabo mieszać z wodą i mieć możliwie wysoki 
punkt wrzenia.

[1651
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Poza wyżej wym ienionymi do kolorym etrycznego oznaczania alkaloi
dów mogą być używane i inne wskaźniki, jak  np. pu rpura  bromokrezo- 
lowa, błękit bromofenolowy, zieleń bromokrezolowa, żółcień metanilowa. 
W rozpuszczalnikach organicznych, np. benzenie, dwuchlorku etylenu, 
eterze, wymienione wskaźniki dają z alkaloidami barw ne związki.

Stwierdzono, że alkaloidy łubinowe jako wolne zasady dają  reakcję 
z oranżem m etylowym. Pow stający związek jest dobrze rozpuszczalny 
w chloroformie. Reakcję tę w ykorzystano w niniejszej pracy do opraco
wania kolorym etrycznej m ikrom etody oznaczania czterech podstawowych 
alkaloidów łubinowych.

Głównymi alkaloidami łubinu żółtego (L. luteus) są: lupinina i spar- 
teina, a łubinu białego (L. albus) i wąskolistnego (L. angustifolius) są: lu- 
panina i hydroksylupanina. W edług niektórych autorów [8], [14] obok 
wymienionych mogą występować w  łubinach w m niejszych ilościach 
jeszcze inne alkaloidy, którym i nie zajmowano się ze względu na brak ich 
charakterystyki.

Część doświadczalna

Z a s a d a  m e t o d y .  Metoda polega na ilościowym wyekstrahowa
niu alkaloidów z m ateriału  łubinowego i oznaczeniu w otrzym anym  wy
ciągu sum y oraz jednego z dwu alkaloidów po ich rozdzieleniu. Do kolo
rym etrycznego oznaczenia wykorzystuje się stechiom etryczną reakcję 
między oranżem m etylowym  a zasadami alkaloidowymi w roztworze chlo
roformowym. Po dodaniu zakwaszonego etanolu oznacza się stężenie 
oranżu metylowego, a pośrednio alkaloidów.

1. ODCZYNNIKI

1) Około 5 N wodorotlenek sodowy, 2) eter naftowy (p. wrz. 30—60° 
oczyszczony i przedestylow any znad bezw. chlorku wapnia), 3) chloroform 
(oczyszczony i przedestylow any znad bezw. chlorku wapnia), 4) roztwór 
oranżu metylowego: (a) 500 mg oranżu metylowego rozpuszcza się w 100 
ml wody, ogrzewając 20 min. w temp. 40° i po ostudzeniu sączy, (b) na
sycony roztwór kwasu borowego. Odczynnik a i b zmieszać w stosunku 
1 :1 , 5) zakwaszony etanol: 2 ml stęż. H 2S 0 4 w 100 ml bezwodnego eta
nolu, 6) nasycony roztw ór w ęglanu sodowego.

W pracy posługiwano się lupininą firm y Merck, siarczanem sparteiny 
(BH2S 0 4 . 5H20) CEFARM— W arszawa; lupaninę (B.HC1.2H20  o t. t. 127°) 
i hydroksylupaninę (B.2HC1.2H20  o t. t. 272°) wyizolowano w naszej pra
cowni z nasion łubinu wąskolistnego.
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2. OZNACZANIE ALKALOIDÓW W CZYSTYCH ROZTWORACH 1 WYCIĄGACH ŁURINOWYCH

Oznaczenie lupininy albo lupaniny w oczyszczonych wyciągach łubi
nowych w ym aga.uprzedniego oddzielenia ich od alkaloidów towarzyszą
cych (patrz. str. 172 i 176).

W y k o n a n i e .  Do suchego rozdzielacza o poj. 100 ml p ipetu je się 
5 ml wodnego roztw oru alkaloidów, 0,2 ml wodorotlenku sodowego, 5 ml 
chloroformu i silnie w ytrząsa w ciągu ok. 1 min. Po rozdzieleniu fazę chlo
roformową zbiera się przez m ały sączek z w aty do cylindra miarowego z do
szlifowanym korkiem . Ekstrakcję za pomocą 5 ml chloroform u pow ta
rza się 3 razy, zbiera się razem  fazy chloroformowe, po czym uzupełnia 
się chloroform em  do 20 ml, miesza i przenosi do drugiego rozdzielacza. 
Wyciąg chloroformowy nie powinien zawierać wody. N astępnie dodaje 
się 0,2 ml roztworu oranżu metylowego i w ytrząsa przez ok. 3 min. i po
zostawia na chwilę dla oddzielenia się wolnego oranżu metylowego. 
Przenosi się całość lub część barwnego roztworu chloroformowego (bez 
oranżu metylowego) do suchej probówki wirówkowej i w iru je  w ciągu 
ok. 1 min. przy 2000 obr./m in., w celu dokładnego oddzielenia niezwią- 
zanego oranżu metylowego. Odmierza się suchą pipetą 5 ml roztworu 
chloroformowego do suchej probówki kolorym etrycznej i dodaje 1 m l za
kwaszonego etanolu. Intensywność zabarwienia odczytuje się w fotoko- 
lorym etrze przy zielonym filtrze wobec próby ślepej zawierającej tylko 
odczynniki. Ślepą próbę w ykonuje się w ten sam sposób, jak i próbę peł
ną, używając wody zamiast badanego roztworu. Przy czystych odczyn
nikach, a zwłaszcza chloroformie, ślepa daje 100%  przepuszczalności.

W tablicach 1, 2, 3, 4 zestawiono w yniki otrzym ane dla czystych roz
tworów alkaloidów w przeliczeniu na wolne zasady. W oznaczeniach na 
czystych roztworach, w rubryce „zawartość alkaloidów”, podana jest 
ilość alkaloidów w 5 ml kolorym etrow anego roztw oru chloroformowego. 
Dla każdego z podanych poziomów wykonano kilkanaście pełnych ozna
czeń. Ze względu na dużą zgodność otrzym anych wyników dla uproszcze
nia podajemy średnie arytm etyczne ekstynkcji.

Dla zestawionych w yników  w tablicach 1—4, wyliczono przeciętne 
odchylenie od średniej arytm etycznej na 1 pg alkaloidu. Przeciętne odchy
lenie od średniej arytm etycznej, wyrażone w %  na 1 ¡ug alkaloidu wyli
czono jako współczynnik regresji odchyleń w %  w stosunku do stężenia 
alkaloidu. Przytoczone współczynniki korelacji (m) określają stopień zau
fania do odpowiadającego mu przeciętnego odchylenia. Odchylenie 
przeciętne wynosi dla: sparteiny: - 0,09 (m =  0,61), lupininy: -0,045 
(m =  0,22), lupaniny: -0,137 (m =  0,58), hydroksylupaniny -0,068 
(m =  0,48). Oznacza to, że przyrost stężenia alkaloidu o 1 ^g w kie-
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T a b l i c a  1

W yniki oznaczeń  sp a rte in y  w czystych  roz tw orach

¿'g 
sp a rte in y  

w 5 m l
log I0/I 

(średnia)
E ksty n k c ja  1 fig  

sp a r te in y  w  1 m l

22,2 0,538 0,121
16,7 0,415 0,124
13,3 0,347 0,130
n , i 0,289 0,130
6,7 0,177 0,132
5,5 0,145 0,132
2,8 0,071 0,127
1,4 0,036 0,129

T a b l i c a  2

W ynik i oznaczeń  lu p in in y  w  czystych  roz tw o rach

g
lup in iny  
w  5 m l

log Io/I 
(średnia)

E k sty n k c ja  1 fig  
lup in iny  w  1 m l

18,8 0,527 0,140
12,5 0,390 0,156
9,4 0,297 0,158
6,3 0,204 0,162
4,7 0,152 0,162
2,4 0,078 0,162
1,2 0,039 0,162

T a b l i c a  3

W yniki oznaczeń  lu p an in y  w  czystych  roz tw orach

t* g 
lu pan iny  
w  5 m l

log V I  
(średnia)

E k sty n k c ja  d la 1 fig 
lu p an in y  w  1 m l

29,0 0,557 0,096
14,9 0,317 0,109
7,2 0,160 0,111
5,8 0,128 0,110
3,6 0,080 0,111
2,9 0,063 0,109
1,8 0,030

00of-Ho

runku od niskich stężeń do wyższych (w podanych granicach) po
w oduje obniżenie średniego błędu, dla sparteiny o 0,09%, lupininy 
o 0,045% itd.
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T a b l i c a  4
W ynik i oznaczeń h y d ro k sy lu p an in y  w czystych roztw orach

h y d ro k sy lu p a 
n iny  w  5 m l

log I0/I 
(średnia)

E k stynkc ja  d la  1 
h y d roksy lupan iny  w  1 ml

18,6 0,328 0,088
14,9 0,293 0,098
9,3 0,184 0,099
7,4 0,148 0,100
4,6 0,092 0,100
2,3 0,048 0,104
1,2 0,025 0,104

W tablicach 1—4 podano również ekstynkcję dla 1 /¿g alkaloidu w 1 ml. 
Z danych tych wynika, że są one zgodne z prawem  Beera-Lam berta w gra
nicach stężeń: sparteina i lupinina w zakresie od 0,2 do 2,6 g, lupanina 
i hydroksylupanina od 0,2 do 3,0 ¡ug w 1 ml roztworu chloroformowego.

3. EKSTRAKCJA ALKALOIDÓW Z ŁUBINU

N ajistotniejszym  m omentem  przy oznaczaniu alkaloidów w m ateriale 
łubinowym  jest prawidłowe przeprowadzenie ekstrakcji i oczyszczanie 
badanego wyciągu. W literaturze można spotkać wiele metod ekstrakcji 
i oczyszczania wyciągów. Podkreśla się [2, 7, 12, 13] duże znaczenie w ła
ściwego rozdrobnienia badanego m ateriału, ponieważ alkaloidy grom a
dzą się głównie w wakuolach komórek i mechaniczne ich zniszczenie 
umożliwia ilościowe wymycie alkaloidów. W naszej pracowni nasiona łu
binu mielono na m łynku typu „Junior laboratory m ili”, a następnie prze
siewano przez sito o średnicy oczek 0,075 mm.

Znane są dwa typy ekstrakcji alkaloidów. Jeden rodzaj to kwaśna eks
trakcja wodna lub alkoholowa, która obecnie jest mało stosowana ze 
względu na trudności całkowitego wym ycia alkaloidów. Drugi rodzaj to 
alkaliczna ekstrakcja chloroformem, eterem  lub ich mieszaniną w róż
nych stosunkach. Do alkalizacji byw ają stosowane: wodorotlenek sodo
wy i potasowy, węglan sodowy i amoniak.

Ze względu na rozpuszczalność alkaloidów zarówno w wodzie (z wy
jątkiem  sparteiny), jak  i organicznych rozpuszczalnikach, m ateriał przed 
ekstrakcją należy odwodnić. W tym  celu bywa stosowany gips, bezwodny 
węglan sodu, bezwodny siarczan sodu, ziemia okrzemkowa. W i e w i ó -  
r o w s k i  i B r a t e k  [14] stw ierdzili, że użycie gipsu, bezwodnego siar
czanu sodowego oraz węglanu sodowego powoduje adsorpcję części alka
loidów, k tórych nie można w yekstrahow ać chloroformem. W pracy naszej 
nad ekstrakcją alkaloidów łubinowych potwierdzono adsorpcyjne w łas
ności bezwodnego węglanu sodowego; wielkość adsorpcji zależy od ilości
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170 I- REIFER I S. NIZIOŁEK |[6]

użytego węglanu do osuszenia. Uzyskane wyniki zestawiono w tablicy 
5. Spadek wydajności ekstrakcji alkaloidów, przy zwiększeniu ilości uży
tego węglanu sodu z 1,5 do 5 g, wynosi około 30°/o, przy m niejszych 
ilościach węglanu adsorpcja jest niewielka.

T a b l i c a  5
W pływ  bezw. w ęg lanu  sodow ego na e k s tra k c ję  a lkalo idów  

z łuibinu w ąsko listnego

Ilość użytego w ęg lanu  
sodow ego w  g ram ach

W yniki oznaczeń  w  log I0/I
I p ró b a II p ró b a

1.5 0,244; 0,252; 0,256 0,229; 0,233; 0,233

3,0 0,248; 0,248; 0.244 0,248; 0,252; 0,248

5,0 0,171; 0,171; 0,180 0.177; 0,180; 0,187

Osuszony m ateriał poddaje się ekstrakcji, k tórą można przeprowadzić 
w kolum nach ekstrakcyjnych lub przez mechaniczne w ytrząsanie z roz
puszczalnikam i organicznymi. Ze względu na prostsze i szybsze wykona
nie przyjęto ekstrakcję przez półgodzinne m echaniczne w ytrząsanie 
z chloroformem. Przeprowadzono porównanie ekstrakcji metodą opisaną 
przez W i e w i ó r o w s k i e g o  i B r a t e k  [14] z ekstrakcją opisaną 
w niniejszej pracy. O trzym ane wyniki zestawiono w tablicy 6, w skazują 
one, że nie ma praktycznie żadnych różnic w wydajności ekstrakcji alka
loidów między tym i dwiema metodami.

T a b l i c a  6
E k s tra k c ja  a lka lo idów  z łu b in u  w ąsko listnego  różnym i m etodam i

P róbk i
W yniki oznaczeń  w  log I0/I

e k s tra k c ja  
m etodą k o lum now ą

ek strak c ja  
m etodą o p isan ą

I 0,301; 0,310 0,301; 0,310

II 0,301; 0,310 0,293; 0,301

III 0,319; 0.310 0,305; 0,305

Otrzym any wyciąg chloroformowy zawiera oprócz alkaloidów duże 
ilości zanieczyszczeń, jak  tłuszcze, barw niki, glikozydy, węglowodany 
i inne [2], k tóre należy usunąć przed oznaczaniem alkaloidów. W pracy 
nad oczyszczaniem wyciągów łubinowych stwierdzono, że jednorazowe 
oczyszczanie, stosowane przez wielu autorów, jest niew ystarczające. Wy
niki zestawione w tablicy 7 potw ierdzają konieczność dw ukrotnego oczysz
czania wyciągów. Trzykrotne nie zmienia już uzyskiw anych wyników.
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T a b l i c a  7

W y nik i oznaczeń  a lka lo idów  w zależności od oczyszczenia w yciągu  ch loroform ow ego

O czyszczan ie
E k s tra k c ja  m e to d ą  o p isan ą  w yżej E k strak c ja  m etodą k o lum now ą

Wyniki oznaczeń 
log I0/I

śred n ia różn ica  
w  %%*)

Wyniki oznaczeń
log Io / I

ś re d n ia różn ica  
w  %%*)

B ezpośredn io
I X
2 X
3 X

0,301; 0,310 
0,301; 0,310 
0,252; 0,252 
0.260; 0,252

0,305
0,305
0,252
0,256

0,0
— 17,4
—  16,1

0,301; 0,310 
0,297; 0,293 
0,237; 0,237 
0,244; 0,244

0,305
0,295
0,237
0,244

— 3,3
—  19,7
— 18,0

B ezpośredn io
I X
2 X
3 X

0,301; 0,293 
0,297; 0,293 
0,248; 0,252 
0,252; 0,252

0,297
0,295
0,250
0,252

- 0 , 7  
—  15,3 

14,6

0,301; 0,310 
0,297; 0,293 
0,244; 0,240 
0,240; 0,240

0,305
0,295
0,242
0,240

3,3 j 

— 18,0 
—  18,7 !

*) W  o d n ies ien iu  do bezpośredniego  oznaczenia

W y k o n a n i e .  0,5 g przesianej mąki łubinowej rozciera się z 0,7 ml 
stęż. amoniaku w moździerzu o średn. ok. 6 cm przez 30 min. (z przerw a
mi). Następnie dodaje się porcjam i odpowiednią ilość ziemi okrzemko
wej (ok. 1 g), uprzednio wyprażonej przez 3 godz. w tem. 250° i uciera 
do otrzym ania sypkiego, optycznie suchego proszku, k tóry  przenosi się 
do suchego cylindra na 50 ml z korkiem  szczelnie doszlifowanym. Moź
dzierz w yciera się niew ielką ilością ziemi okrzemkowej i dołącza do cy
lindra. Do cylindra dodaje się 30 ml chloroform u, przem yw ając porcjam i 
moździerz i lejek, a następnie w ytrząsa się na w ytrząsarce przez 30 min. 
Zawartość cylindra przenosi się na nuczę G3 i sączy do probówki przy po
mocy pompy wodnej.

Wyciąg chloroformowy z probówki przenosi się do kolby stożkowej 
o poj. 100 ml, a cylinder i osad na nuczy przem ywa się 3 porcjam i chlo
roform u o objętościaeh 10, 5 i 5 ml. Do kolbki dodaje się 2 ml ok. 0,1 N 
kwasu solnego i całkowicie oddestylow uje chloroform na łaźni wodnej. 
Pozostałość w kolbce, która zawiera chlorowodorki alkaloidów oraz różne 
zanieczyszczenia, rozpuszcza się w 10 ml eteru naftowego i przenosi ilo
ściowo do rozdzielacza z krótką nóżką. Kolbkę przem ywa sfę 5 ml e teru  
naftowego, 5 ml ok. 0,1 N kwasu solnego i ok. 10 ml wody. Zawartość 
rozdzielacza w ytrząsa się i fazę wodną przenosi do kolby miarowej o poj. 
25 lub 50 ml (jeżeli roztw ór jest m ętny, sączy się). E ter w rozdzielaczu 
ekstrahuje się jeszcze dw ukrotnie po 5 ml kwasu solnego. Połączone w y
ciągi uzupełnia się wodą do kreski i powtórnie oczyszcza. W tym  celu do 
rozdzielacza odmierza się 2 ml kwaśnego wyciągu, alkalizuje 1 ml roz
tw oru wodorotlenku sodowego i ekstrahu je  czterem a porcjam i chlorofor
mu (10, 10, 5 i 5 ml). Wyciągi chloroform owe zbiera się do rozdzielacza
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i ekstrahuje czterokrotnie alkaloidy do 0,1 N kwasu solnego, w podany 
niżej sposób.

Do rozdzielacza, zawierającego chloroformowy wyciąg alkaloidów, 
dodaje się 10 ml 0,1 N kwasu solnego i w ytrząsa w ciągu ok. 1 min. Fazę 
chloroformową przenosi się do drugiego rozdzielacza, a kwaśny wyciąg 
do kolby miarowej o poj. 200 ml (w przypadku łubinów gorzkich roz
cieńcza się np. po pierwszym  oczyszczeniu do 25 ml i po drugim  do 
200 lub 250 ml). Chloroform w drugim  rozdzielaczu ekstrahuje się 
ponownie 10 ml kwasu i fazę chloroformową przenosi z powrotem  do 
pierwszego rozdzielacza, a kwaśny wyciąg alkaloidów do kolby m iarowej 
itd. Zawartość kolby uzupełnia się wodą i otrzym any roztwór nadaje się 
bezpośrednio do analizy. W przypadku łubinów zawierających małe ilości 
alkaloidów można chloroform ekstrahować czterem a porcjam i po 5 ml 
kwasu i uzupełnić do 25 ml.

A. Oznaczanie alkaloidów łubinu żółtego

1. ROZDZIELENIE LUPININY OD SPARTEINY

Metoda ta oparta jest na różnicach w rozpuszczalności sparteiny i lu -  
pininy w eterze naftowym. Ilościowy rozdział tych alkaloidów otrzym uje 
się przy zachowaniu stosunku objętościowego wody do eteru  naftowego 
równego 6 : 1. W czasie ekstrakcji alkalicznego roztworu wodnego alka
loidów za pomocą eteru  naftowego sparteina przechodzi do eteru, lupi- 
nina pozostaje w roztworze wodnym, k tó ry  służy do oznaczeń. Przy 
mniejszych ilościach wody lupinina także częściowo przechodzi do eteru  
naftowego.

W y k o n a n i e .  Do rozdzielacza z krótką nóżką o poj. 100 ml odmie
rza się określoną objętość, np. 5 ml, wodnego roztworu alkaloidów. Na
stępnie dodaje się tyle wody, aby łączna objętość wynosiła ok. 30 ml, alka- 
lizuje 1 ml ługu sodowego, dodaje 5 ml eteru  naftowego i silnie w ytrząsa 
w ciągu ok. 2 min. Pozostawia na ok. 5 min. dla dokładnego rozdzielenia 
się i fazę wodną (lupininę) przenosi się do drugiego suchego rozdzielacza. 
Do pierwszego rozdzielacza, zawierającego fazę eterową, dodaje się ok. 
5 ml wody, przem ywa rozdzielacz przez lekkie wymieszanie, pozostawia 
na ok. 2 min. i fazę wodną przenosi do drugiego rozdzielacza. Należy uw a
żać, aby do rozdzielacza z lupininą nie przedostał się e ter zaw ierający 
sparteinę. Do rozdzielacza zawierającego alkaliczny roztwór wodny lu- 
pininy dodaje się 5 ml chloroformu i postępuje, jak podano na str. 167 
(W y k o n a n i e). Próbę ślepą odczynnikową w ykonuje się w ten 
sam sposób z wodą zamiast badanym  roztworem. W tablicy 8 podano w y
niki otrzym ane dla mieszanin czystych roztworów lupininy i sparteiny. 
Wyniki wykazują, że otrzymano ilościowy rozdział lupininy od sparteiny.
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T a b l i c a  8

W ynik i oznaczeń  lu p in in y  obok  sp a r te in y  w czystych  roztw orach

Z aw artość  
a lkalo idów  w  5 m l W yniki 

oznaczeń  
log Io/I

Ś red n ia
W ykryto
lupininy

¿<glu p in in a s p a r te in a
,«g

1,2 1,4 0,041; 0,041 0,041 1,2
1,2 11,1 0,041; 0,043 0,042 1,3
2,4 5,5 0,075; 0,079 0,077 2,4
9,4 11,1 0.293; 0,293 0,293 9,2
4,7 5,5 0,152; 0,148 0,150 4,7

Obliczenie: ¡ug lupininy = —  aK.
(E — odczytana ekstynkcja, K  — ekstynkcja dla 1 ¡ug lupininy w 1 ml, 
która dla kolorym etru Leitza filtr D wynosi 0,160 (tabl. 2), a — wyliczona 
objętość końcowa badanego wyciągu w ml).

Dla przekonania się czy rzeczywiście cała ilość lupininy pozostaje 
w  wodzie, zaś cała ilość sparteiny przechodzi do eteru  naftowego, prze
prowadzono próby na standardow ych roztworach jednego z alkaloidów. 
Alkaliczne roztw ory wodne ekstrahow ano eterem  naftowym , a następnie 
chloroformem. W przypadku użycia roztworów lupininy stwierdzono, że 
cała zawartość alkaloidu pozostaje w wodzie i po przeprowadzeniu do 
chloroform u można ją wykazać ilościowo, jak to widać w tablicy 9.

T a b l i c a  9

W ynik i oznaczeń lu p in iny  d la czystych  roztw orów , po p rze 
p row adzen iu  rozdzielen ia  e te rem  na fto w y m

i“ g 
lup in in y  
w  5 m l

W yniki 
oznaczeń  

log Io/I
Ś red n ia

W ykryto 
lup in iny  

/«g

% w y k ry te j 
lu p in in y

1,2 0,041; 0,039 0,040 1,2 100,0
2,4 0,073; 0,076 0,075 2,3 95,8
4,7 0,152; 0,148 0,150 4,7 100,0
9,4 0,293; 0,297 0,295 9,2 97,9

12,5 0,387; 0,382 0,385 12,0 96,0

Przy użyciu roztworów sparteiny (próbki zaw ierające od 1 do 20 /ug) 
całość przechodzi do eteru  naftowego i w  chloroform ie użytym  do ekstrak
cji z wody nie odnajdujem y zupełnie alkaloidu.
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2. OZNACZANIE SUMY LUPININY I SPARTEINY

Oznaczenie sumy alkaloidów potrzebne jest do wyliczenia ilości spar- 
teiny w badanym  roztworze. W tym  celu do suchego rozdzielacza daje sie  
odpowiednią ilość (np. 5 ml) wodnego roztw oru alkaloidów, alkalizuje 
0,2 ml wodorotlenku sodowego i w ykonuje oznaczenie w sposób podany na 
str. 167. Uzyskane wyniki dla sumy alkaloidów podano w tabl. 10, błąd ich

Es — El
nie przekracza 4%. Obliczenie: ¡ug sparteiny =  —  a (Es — odczy-xV
tana ekstynkcja dla sumy, El — odczytana ekstynkcja dla lupininy, K  — 
ekstynkcja dla 1 /ug sparteiny w 1 ml (tabl. 1), która dla kolorym etru 
Leitza, f iltr  D, wynosi 0,130, a — wyliczona objętość końcowa badanego 
wyciągu w ml).

T a b l i c a  10 
W yniki oznaczeń sum y lu p in in y  i sp a rte in y

Z aw arto ść  
w  5

alkalo idów
m l O znaczenie O znaczenie 

lup in iny  
log Io I 

(średnia)

log I(, I d la  
sparte iny

W ykry to
sp a r te in y

,»g

W y kry to
lup in in y

,«gsp a r te in a lupinina
/‘g

sum y log I0/I 
(średnia)

1,4 1,2 0,076 0,039 0,037 1,4 1,2
5,5 2,4 0,213 0,073 0,140 5,4 2,3
2,8 4,7 0,220 0,147 0,073 2,8 4,6
5,5 4,7 0,289 0,152 0.137 5,3 4,7

W tablicy 11 zestawiono wyniki oznaczeń zawartości alkaloidów 
w nasionach łubinów żółtych. W ekstraktach z łubinu, zrobionych jak po
dano w niniejszej pracy, porównano naszą metodę oznaczania z metodą 
R e i f e r a  i M o ż e j k o  [12], wyniki podano w tabl. 11.

T a b l i c a  11 
Z aw arto ść  alkalo idów  w  n as io n ach  łub inów  żó łtych

P ró b a

% a lkalo idów  
w g m etody  

R eifera  i M ożejko 
[12]

% a lka lo idów  
w g op isanej m etody L up in i-

n a /s p a r-
te iny

R óżnica w  %% 
w  p o ró w n an iu  

z m etodą 
R eife ra  

i M ożejko
sp a rte in a lu p in in a sum a

n r  1 0,746 0,288 0,493 0,781 1/0,58 +  4,4

n r  2 0,663 0,238 0,437 0,678 1/0,54 +  1,8

n r  3 0,934 0,196 0,665 0,861 1/0,29 +  7,9
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B. Oznaczanie alkaloidów łubinu białego i wąskolistnego

1. ROZDZIELENIE LUPANINY OD HYDROKSYLUPANINY

Metoda rozdziału oparta jest na różnicy w rozpuszczalności lupaniny 
i hydroksylupaniny w eterze naftowym, wobec małej objętości nasy
conego w ęglanu sodowego. Lupanina jako dobrze rozpuszczalna prze
chodzi w czasie ekstrakcji do eteru naftowego, a hydroksylupanina po
zostaje w roztworze w ęglanu sodowego.

W y k o n a n i e .  Do suchego rozdzielacza odmierza się 5 lub 10 ml 
wodnego roztw oru alkaloidów, alkalizuje 0,5 ml wodorotlenku sodowego 
i ekstrahu je  czterokrotnie chloroformem w ilościach po 5 ml. Fazy chlo
roform ow e zbiera się przez sączek z w aty do kolbki stożkowej ze szlifem 
na 50 ml. Chloroform oddestylowuje się na łaźni wodnej do obj. ok. 
1,5 ml. Resztę chloroform u odparow uje się przy pomocy prądu ciepłego 
powietrza, aż do całkowitego pozbycia się śladów chloroformu.

Do suchej pozostałości w kolbce (lupanina i hydroksylupanina) dodaje 
się ok. 0,2 ml nasyconego roztworu węglanu sodowego, 10 ml eteru nafto
wego, zamyka kolbkę i silnie w ytrząsa w ciągu ok. 2 min. Pozostawia 
na ok. 1 min. d la oddzielenia się roztworu węglanu od eteru  i sączy fazę 
eterową do suchej kolbki stożkowej na 50 ml, uważając, aby nie przelać 
węglanu na sączek. Sączek przygotow uje się z dwu w arstw  lekko ubitej 
w aty w nóżce i na dnie lejka. Ekstrakcję powtarza się jeszcze dwa razy, 
używając kolejno 10 i 5 ml eteru. W szystkie trzy wyciągi eterowe zbiera 
się do kolbki. Sączka nie należy wyciskać, mogłoby to bowiem powodo
wać przejście do kolbki śladów roztworu węglanu zawierającego hydro- 
ksylupaninę.

E ter oddestylowuje się na łaźni wodnej, pozostawiając w kolbce parę 
kropel. Łaźnię wodną odstawia się, kolbkę wyciera się z wody i odłącza 
od chłodnicy. Resztę eteru  odpędza się na zimno przy pomocy dm uchaw 
ki. W kolbce po odpędzeniu eteru  nie powinno być śladów węglanu. Do 
ostudzonej kolbki dodaje się dokładnie 10 ml chloroform u spłukując nim  
dokładnie ścianki i roztw ór przenosi ilościowo do suchego rozdzielacza. 
Kolbkę przem ywa się dw ukrotnie, dokładnie po 5 ml chloroform u, prze
nosi do rozdzielacza, dodaje 0,2 ml oranżu metylowego i postępuje, jak  
podano na str. 167. Próbę ślepą w ykonuje się w ten sam sposób jak i pełną, 
używając wodę zam iast roztw oru alkaloidów.

W tablicy 12 zestawione są wyniki oznaczeń lupaniny obok hydroksy
lupaniny w czystych roztw orach alkaloidów. Z tablicy tej wynika, że błąd 
oznaczenia lupaniny obok hydroksylupaniny nie przekracza 4%. Obli- 

E
czenie: //g =  —  a (K  dla 1 //g lupaniny w 1 ml wynosi 0,110 (tabl. 3)).
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T a b l i c a  12
W yniki oznaczeń lu p a n in y  obok h y d ro k sy lu p an in y  w czystych  

roz tw orach

i<g
alkalo idów  w  5 m l

iu p an in a  b y d ro k sy - 
Iupan ina

W yniki 
oznaczeń 

log I0/I
Ś redn ia

W ykry to  
lu p an in y  

t< 8

2,9 18,5 0,068: 0,066 0,067 3,0

14,5 4,6 0,319; 0,310 0.314 14,3

7,2 9,2 0,158; 0,155 0,157 7,1

W tablicy 13 podano wyniki oznaczeń, które dowodzą, że iupanina 
ilościowo przechodzi do eteru  naftowego. Takie same doświadczenia w y
konane z roztworami hydroksylupaniny wykazały, że alkaloid ten pozo
staje ilościowo w roztworze węglanu sodowego i nie można go wykazać 
we frakcji e teru  naftowego.

T a b l i c a  13
W yniki oznaczeń lu p an in y  w  czystych roztw orach  z zastoso 

w aniem  m etody  rozdziału

PS 
lupan iny  
w 5 m l

W yniki oznaczeń  
log I0/I

Ś re d n ia
P g 

w y k ry te j 
lu p an in y

2,9 0,063; 0,063 0,063 2,9
3,6 0,081; 0.076 0,079 3,6
7 2 0,158; 0,155 0,156 7,1

14,5 0,314; 0,314 0,314 14,3

2. OZNACZENIE SUMY LUPANINY I HYDROKSYLUPANINY

Do wyliczenia zawartości hydroksylupaniny oznacza się sumę alka
loidów, jak  podano na str. 167, pkt. 2. Obliczenie: ¡ug hydroksylupani-

ny  = ---- —-----  a (Es — ekstynkcja dla sumy, El — ekstynkcja dla lu-K
paniny, K  — ekstynkcja dla 1 /ug hydroksylupaniny w  1 ml (tabl. 4), któ
ra dla flitru  D kolorym etru Leitza wynosi 0,1000, a — końcowa obję
tość wyciągu w ml).

W tablicy 14 zestawiono wyniki oznaczeń w czystych roztworach su
m y alkaloidów oraz samej lupaniny, a także wyliczenie ilości hydroksy
lupaniny. Jak  widać, wartości otrzym ane dla hydroksylupaniny zgodne są 
z ilościami użytym i do analizy.
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T a b l i c a  14

W yniki oznaczeń w czystych  ro z tw o rach  sum y a lkalo idów  oraz sam ej lu pan iny  
i w yliczen ie  ilości h y d ro k sy lu p an in y

alkalo idów  w  5 m l O znaczenie 
sum y log I0 I 

(średnia)

O znaczenie 
lupan iny  
log I0 I 

(średnia)
■

log I0/I 
d la h y d ro 
ksy lupan iny

W ykryto
lu p an in y

<“ g

W ykryto
h y d ro k sy 
lupan iny

lu p an in a hyd roksy -
lupan ina

2,9 9,2 0,242 0,062
'

0,180 2,8 9,0
7,2 4,6 0,254 0,162 0,092 7,4 4,6
5,8 7,4 0,268 0,124 0,144 5,7 7,2
7,2 3,7 0,232 0,158 0,074 7,2 3,7

W tablicy 15 zestawiono wyniki oznaczeń alkaloidów w nasionach łu
binów białych i wąskolistnych. Opisaną metodę porównano na m ate
riale łubinowym  z m etodą R e i f e r a  i M o ż e j k o .  [12], z tym  że 
ekstrakcję i rozdzielenie lupaniny od hydroksylupaniny przeprowadzono 
w sposób opisany w niniejszej pracy.

T a b l i c a  15

Z aw arto ść  alkalo idów  w n asio n ach  łu b in ó w  b ia łych  i w ąsko lis tnych

P ró b a

% alkaloidów  
wg m etody  

R e ife ra  i M ożejko 
[12]

% alkalo idów  
w g opisanej m etody

L upa-
nina/hy-
d roksy-

lu p an in y

R óżnica w  %% 
w  p o ró w n an iu  

z m etodą 
R eife ra  

i M ożejko [12]
lu p an in a

h y d ro -
k sy lupa-

nina
sum a

n r  1 1,929 1,054 0,760 1,814 1/0,72 — 6,0
n r  2 1,737 1,062 0,640 1,680 1/0,60 — 3,2
n r  3 2,184 1,484 0,728 2,212 1/0,49 +  10
n r  4 1,637 1,149 0,480 1,629 1/0,42 — 0,5
n r  5 1,703 1,266 0,256 1,522 1/0,20 — 10,0

3. O bliczenie uiynikóiu

Przykład. Do analizy użyto 0,5 g mąki łubinowej. Wyciąg wodny roz
cieńczono ogółem do 1250 ml (po pierwszym oczyszczeniu do 25 ml, i z te 
go 5 ml do drugiego oczyszczenia rozcieńczono do 250 ml), do analizy po
brano 10 ml i w yekstrahow ano alkaloidy do 20 ml chloroformu. Końcowa 
objętość badanego wyciągu wynosi więc 2500 ml. W 1 ml znaleziono 
0,988 //g lupininy i 0,577 /ig sparteiny.

alkaloidu
b • a 

c • 10000’
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b — ¡ug alkaloidu w 1 ml chloroformu, a — wyliczona końcowa objętość 
wyciągu w ml, c — odważka m ateriału  w  gramach.

n/ i • • 0,988- 2500 A n/ , . 0,577- 2500 n oon\ lupininy =  - =  0,494; % sparteiny =  0|5 . i 0000 =  ° ’288’

skąd procentowa zawartość obydwu alkaloidów wynosi 0,782.

Dyskusja
Znane dotychczas metody ilościowego oznaczania alkaloidów łubino

wych opierają się na oznaczeniu sum y lub jednego z dwu alkaloidów 
(najczęściej przez w ytrącanie) w obecności drugiego. Takie postępowanie 
m etodyczne może być źródłem pewnych błędów. W m etodach oznaczania 
sum y dla wyliczenia ilości alkaloidów przyjm uje się raczej umowne 
współczynniki przeliczeniowe, oparte na stałym  stosunku ilościowym dwu 
alkaloidów. W artość tych współczynników jest problem atyczna, że wzglę
du na znane nam  duże w ahania w zawartości poszczególnych alkaloidów. 
Na przykład w łubinach białych i wąskolistnych stosunek lupaniny do hy- 
droksylupaniny może się wahać w granicach od 1 : 1 do 5 : 1, a naw et wię
cej. Również oznaczanie jednego z dw u alkaloidów w obecności drugiego, 
przez stosowanie specyficznych odczynników w ytrącających, może pocią
gać za sobą pew ne błędy, ze względu na w ytrącanie się w różnym stop
niu alkaloidu towarzyszącego.

Opracowana przez nas metoda pozwala na rozdzielenie alkaloidów i na
stępnie oddzielne oznaczenie jednego z alkaloidów. Ilościowe rozdzielenie 
alkaloidów oparte jest na ich różnej rozpuszczalności w eterze naftow ym  
i wodzie. Oddzielenie lupininy od sparteiny przez ekstrakcję sparteiny 
z wody do eteru  naftowego jest szybkie i proste. Następnie w roztworze 
wodnym  oznacza się lupininę. Zawartość sparteiny wylicza się z różnicy 
ekstynkcji dla sumy i lupininy.

Próby rozdzielenia lupaniny od hydroksylupaniny w roztworze wod
nym  nie powiodły się. Również okazało się bezowocnym poszukiwanie 
odpowiednich adsorbentów i rozpuszczalników. Do opracowania metody 
rozdziału wykorzystano zaobserwowany przez nas fakt różnego zachowa
nia się tych alkaloidów w stosunku do eteru naftowego, wobec małej obję
tości nasyconego roztw oru węglanu sodowego. Lupanina w tych w arun
kach rozpuszcza się w eterze naftow ym  i jest całkowicie ekstrahowana, 
a hydroksylupanina pozostaje w roztworze węglanu.

Stwierdzono duży wpływ sposobu otrzym ywania wyciągów na wy
niki. N ajbardziej odpowiednim czynnikiem do osuszania m ateriału  jest 
ziemia okrzemkowa, ze względu na brak własności adsorpcyjnych alka
loidów łubinowych. Użycie do osuszania bezwodnego węglanu sodowego 
jes t niewskazane, ponieważ pow stają stra ty  alkaloidów w procesie eks
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trakcji. W niektórych m etodach oznaczenie alkaloidów przeprowadza się 
na nieoczyszczonych lub też tylko jednokrotnie oczyszczonych wyciągach 
łubinow ych. Na podstaw ie uzyskanych przez nas wyników (tabl. 7) na
leży stw ierdzić, że postępowanie takie daje błędy dochodzące przy sto
sowaniu naszej m etody do 20%. Okazało się, że dla otrzym ania popraw 
nych w yników  należy dw ukrotnie oczyszczać wyciągi łubinowe. Dalsze 
oczyszczanie nie zmienia już uzyskiw anych wyników.

Opracowana przez nas metoda jest szybka i prosta w wykonaniu. Wy
m aga małej ilości podstawowych i łatwo dostępnych odczynników. Na 
wyniki oznaczeń mogą mieć wpływ tylko czystość eteru  naftowego i chlo
roformu. Szczególnie dokładnie należy oczyścić chloroform od alkoholu 
etylowego. Nasza m ikrom etoda charakteryzuje się dużą czułością (poz
wala na oznaczenie alkaloidów w roztworach wodnych o stężeniu do 
0,0001%) oraz pow tarzalnością wyników. Może być przydatna szczegól
nie do oznaczania alkaloidów w łubinach słodkich. W porów naniu z inny
mi metodami nie wym aga użycia dużych ilości badanego m ateriału.

Streszczenie

1. Opisano kolorym etryczną metodę mikrooznaczania czterech alka
loidów łubinowych, tj. lupininy i sparte iny  w L. lutens, oraz lupaniny 
i hydroksylupaniny w L. albus i L. angustifolius.

2. K olorym etryczne oznaczanie alkaloidów oparte jest na stechiome- 
trycznej reakcji m iędzy alkaloidam i i oranżem  m etylowym  w roztwo
rze chloroformu. Po zakwaszeniu oznacza się stężenie oranżu m etylo
wego i pośrednio alkaloidów.

3. Alkaloidy ekstrahuje  się do chloroform u z alkalicznego, osuszone
go przy pomocy ziemi okrzemkowej, m ateriału  łubinowego.

4. Opracowana metoda pozwala oznaczać lupininę i sparteinę w g ra
nicach od 0,2 do 2,6 yg, lupaninę i hydroksylupaninę od 0,2 do 3,0 yg, 
w 1 ml końcowego roztworu.

5. Błąd m etody nie przekracza 5%.
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K O JIO P H M E T P H U E C K H tf M H K P O M E T O J O n P E /JE JIE H H H  A JIK A JIO H A O B
B C EM E H A X  JlK>riH HA

P  e 3 K) m  e

1. O n w c a H  K O J i o p M M e T p w H e c K M M  M e T O g  M M K p o o n p e / i e j i e H M H  n e T b i p e x  

j n o n M H O B b i x  ajixajiOMgOB, a M M e H H o :  j i y n n H M H a  n  c n a p T e n H a  b L. luteus, 
a T a K > K e  J i y n a H M H a  m  O K C M J i y n a H K H a  b  L. albus m  L. angustifolius.

2 . K o j i o p M M e T p w H e c K o e  o n p e g e j i e H M e  a j m a j i O M g O B  orinpaeTCH H a  CTe- 

X M O M e T p u H e c K O M  p e a x i j M n  M e O K g y  ajiKajroMgaMn m  M e r m i o p a H a c e M  b  pac- 

T B o p e  xjiopocJiopMa. Ilocjie a p M g M C ^ H K a i i M M  onpegejiHeTca K O H n e H T p a p M H  

M e T M J i o p a H x c a  m  n o c p e g c T B e H H b i M  n y T e M  ajixajiOMgOB.

3. AjiKajiOMflbi SKCTparnpyiOTCH b xjiopo(^)opM M3 mejioHHoro, npocy- 
meHHoro npM noMOigM MHc£)y3opHon 3eMJiM, jiionMHOBoro MaTepnaJia.

4 . P a 3p a 6 oTaiiHbiM M e T O g  n o 3 BOJiHeT o n p e g e j m T b  j i y n M H M H  m  c n a p T e M H  

b n p e g e j i a x  o t  0,2 g o  2,6 ¡ur, jiyrraHHH m  O K C M J i y n a H M H  ot 0,2 g o  3,0 gr 

b  1 m j i  K O H e H H o r o  p a c T Bopa.

5. norpeniHQCTb M e T o g a  He npeBbimaeT 5°/o.

A C O L O R IM E TR IC  M IC R O D E T ER M IN A TIO N  O F A LK A LO ID S IN L U PIN E  SEED S

S u m m a r y

1. A  colorimetric m i c r o d e t e r m i n a t i o n  of lupine a n d  sparteine in L. lu

teus a n d  of lup a n i n e  a n d  h y d r o x y l u p a n i n e  in L. albus a n d  L. angusti- 
folius  ha s  b e n  described.

2 . T h e  m e t h o d  d e p e n d s  u p o n  the reaction b e t w e e n  the alkaloid bases 

a n d  m e t h y l  o r a n g e  in chloroform. O n  acidification the concentration of 

th e  indicator a n d  thus indirectly of the alkaloids is determined.

3 . T h e  alkaloids of the alkalised, w i t h  infusorial earth t h o r o u g h l y  

dried plant material are extracted into chloroform.

4 . T h e  m e t h o d  p e r m i t s  to d e t e r m i n e  lupinine a n d  sparteine w i t h i n  the 

limits of 0,2 —  2.6 jug, l u p a n i n e  a n d  h y d r o x y l u p a n i n e  b e t w e e n  0.2 —  

3.0 ¡ug p e r  1 m l  of the final solution

5. T h e  error of the m e t h o d  d o e s  not e x c e e d  5°/o.
O trzym ano 6.3. 1957 r.

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 ol. IV  1957 No. 3

E. GĄSIOR

ZASTOSOWANIE AMIN ALIFATYCZNYCH DO ELUCJI 
AMINOKWASÓW Z KATIONITÓW O GRUPACH FUNKCYJNYCH 

SULFONOWEJ I FENOLOWEJ

Z  Z a k ła d u  C hem ii F izjo log icznej A ka d em ii M ed yczn e j w  L u b lin ie  
K iero w n ik  Z akładu: pro f. dr J. O p ień ska -B la u th

Odsalanie płynów biologicznych w analizie chrom atograficznej ami
nokwasów najlepiej przeprowadzać przy zastosowaniu żywic jonowy
miennych. Przy użyciu do tych celów elektrodializy lub dializy w ystępują 
stra ty  niektórych aminokwasów, a szczególnie argininy. Do najczęściej 
stosowanych syntetycznych żywic jonowym iennych należą kationity  sil
nie kwaśne, polistyrenow e o czynnej grupie sulfonowej. A dsorbują one na 
kolumnie obok kationów nieorganicznych wszystkie aminokwasy, przy 
czym te ostatnie udaje się następnie wyeluować amoniakiem. W ymiennik 
kationowy polistyrenow y pod nazwą ,,Zeo-Karb 225” stosowali P r i o r 
i W h i t e h e a d e  [8] do analizy aminokwasów w płynie mózgo-rdze- 
niowym, a N o w o r y t k o  i S a r n e c k a  -  K e l l e r  [5] do analogicz
nych badań w moczu. A w a p a r a  i S a t o  [1] używali natom iast do 
odsalania moczu silnie zasadowy anionit ,,Dowex 2”. R o b e r t s i współp.
[9] w badaniach nad przem ianą pośrednią drobnoustrojów  posługiwali 
się w celu odsalania pożywek m ineralnych kationitem  , Dowex 50“ 
i anionitem  ,,Dowex 2”. W przeciw ieństw ie do żywic polistyrenow ych ka
tionity z dwiem a grupam i funkcjonalnym i: sulfonową i fenolową adsor
bują tak silnie aminokwasy zasadowe, że eluują się one tylko częściowo 
amoniakiem, a arginina nie daje się eluować zupełnie [6, 7, 11]. W pracy 
niniejszej do elucji aminokwasów zasadowych z kolum ny napełnionej ży
wicą zaw ierającą dwie grupy funkcyjne (S 0 3H, - OH) zastosowano z po.- 
myślnym rezultatem  aminy alifatyczne.

(1811
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Część doświadczalna

Do badań użyto kationitu  sulfofenolowego (produkcji angielskiej 
o nieznanej nazwie, znajdującego się w handlu). Kolum ny napełniano 
wym iennikiem  uprzednio zmielonym, o średnicy ziarna 0,060—0,075 mm. 
K ationit przem ywano kolejno 2N HC1, 2N NH4OH oraz 5— 10%  roztwo
ram i etyloaminy i dwuetyloam iny. Do regeneracji kolum ny używano 
2N HC1. Zdolność wym ienną oznaczano wg T a t u r a  i N o w a k o w 
s k i e g o  [10]. Analiza eluatów  mieszanin aminokwasowych (ze szczegól
nym  uwzględnieniem  wszystkich aminokwasów zasadowych i cyklicznych) 
z kolumn z Dowex 50, Zeo-K arb 225 i kationitu sulfofenolowego w yka
zała, że argininy nie odzyskuje się jedynie z kationu sulfofenolowego 
podczas elucji przy pomocy 0 ,1— 2N amoniaku. Doświadczenia te po
tw ierdziły wyniki badań innych autorów.

Na podstawie przeglądu stałych dysocjacji (KB) i punktów  w rzenia 
amin alifatycznych (tablica 1) podjęto próby użycia ich jako silniejszych 
zasad w miejsce amoniaku. Duża ilość przeprowadzonych doświadczeń 
wykazała, że aminy nie niszczą stru k tu ry  kationitu. Do elucji am inokwa-

T a b l i c a  1
S tałe  dysocjac ji <KB) i tem p. w rzen ia  am in  a lifa tycznych

N azw a zw iązku k b T em p. w rzen ia

M ety loam ina

Tt<Oi-HlO — 6,5

D w u m ety lo am in a oTTłi 7.4

T ró jm ety loam ina 0,74-10-4 3,5

E ty loam ina 5,6 -1 0 -4 16,6

D w uety loam ina 12,5 -10 -4 56

Trój e ty loam ina 6.4 -1 0 -4 89,5

n -P ro p y lo am in a i* ►—*
 

O 1 48,7

Izopropy loam ina 5,3 -1 0 -4 34

A m oniak 1,8 -1 0 -5 —

(wg. J e n k i n s a  i H a r t u n g a  [4])

sów użyto etyloam iny (f-my BDH Laboratory Reagent-Anglia) i dw uetylo
aminy (f-my Light-Anglia), związków o dużej stałej dysocjacji i o względ
nie niskiej tem peraturze wrzenia, a co za tym  idzie łatw ych do odparo
wania. Na kolumnę wysokości 30 cm i średnicy 1 cm wprowadzano prób
kę aminokwasów o zawartości 0,8 mg N-aminowego, zawierającej ponad
to około 50— 100 -mg soli (NaCl, M gS04, KH2P 0 4). Przem yw ano 25 ml

E. G Ą SIO R
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wody destylowanej, a następnie eluowano: (1) 50— 55 ml 2N amoniaku ce
lem wym ycia wszystkich aminokwasów z w yjątkiem  argininy, a na
stępnie 25 ml 5— 10% roztworam i aminy pierwszorzędowej lub drugo- 
rzędowej do elucji argininy; (2) 50— 60 ml 5— 10% roztworam i amin celem 
elucji wszystkich aminokwasów w tym  i argininy; (3) 50—60 ml miesza
niny IN, amoniaku zawierającego 5% aminy pierwszorzędowej celem 
elucji wszystkich aminokwasów.

C h rom atog ram  I C hrom atogram . II

M ieszanina am inokw asów  w p ro w a
dzona na  ko lum ny  zaw iera ła : A sp,

Glu, Gly, A la, A rg.
1. E luow ano am on iak iem  (b rak  A rg).
2. E luow ano m ieszanką am o n iak u  i 

am iny  p ierw szorzędow ej.
C hrom atografow a.no w u k ładz ie  fe -  
nol-w oda w  a tm osferze  am on iaku .

N ajpraktyczniejszy w ydaje się być 2 i 3 sposób elucji. Pierwszą porcję 
wycieku w  ilości około 10 ml odrzucano, pozostałą zaś odparowywano pod 
zmniejszonym ciśnieniem  w tem peraturze nie przewyższającej 40° do su
chości, rozpuszczano w 2 ml wody destylowanej i odparowywano ponow
nie. Czynność tę powtarzano trzykrotnie celem całkowitego usunięcia 
amoniaku i aminy z eluatu. P rzy  pomocy chrom atografii bibułowej ba
dano skład aminokwasowy wycieku. Zamieszczony chrom atogram  I przed
stawia dwie jednakowe próbki aminokwasów, z których: 1) eluowano 
z kolum ny amoniakiem, zaś 2) m ieszaniną am oniaku i aminy pierwszo
rzędowej.

Pożyw ka pow zrostow a M ycobacte 
rium  ph lei. 1. n ieodsolona, 2. odsolo- 
na, w idoczne am inokw asy : Asp, Glu, 

A la.
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Zbadano, czy nową m etodą elucji odzyskuje się ilościowo w prow a
dzone na kolum nę aminokwasy. W tym celu przeprowadzono ilościowe 
oznaczenie azotu aminowego m etodą Van S 1 y k e’ a [3], natom iast ami
nokwasy oznaczano na spektrofotom etrze „Unicam ” przy długości fali 
530 mn po uprzednim  rozdziale chrom atograficznym  i elucji m etanolem  
plam aminokwasowych w yw oływ anych metodą B a r r o l l i e r a  [2], 
Oznaczenia ilościowe w skazują na całkowitą elucję podaną wyżej me
todą (tablica 2).

T a  b 1 i c a 2
Ilościow e oznaczanie w prow adzonych  n a  k o lum nę am inokw asów

N r 
1 p róbk i

M etoda B a rro llie ra M etoda V an S lyke’a
ilość am in o k w a
sów  w p ro w ad zo 
nych  na  kolum nę 

w  m g

ilość am inokw a
sów  oznaczona 

w  w ycieku  
z ko lum ny  w  mg

ilość N -am inow e- 
go w p ro w ad zo n a  

na ko lum nę 
w  m g

llosc N -am inow e-
1

go oznaczona 
w  w ycieku  w  mg

1 2 2 0,8 0,75

2 3 2,8 0,8 0,81

3 5 5,3 0,8 0,78

4 10 10,4 — _  1

5 20 18,9 — _

Napotkano na pewną trudność przy odzyskiwaniu całkowitej ilości 
tauryny wprowadzonej na kolumnę kationitu sulfofenolowego. T auryna 
wiązana jest przez wym iennik kationowy w m inim alnym  stopniu, znacz
na jej część przechodzi razem  z anionami do wycieku przy przem ywaniu 
kolumny wodą. W ydaje się, że zmiana stałych dysocjacji grup funkcyj
nych tauryny przez zmianę pH próbki wprowadzonej na kolumnę może 
dać dobre wyniki, o ile nie wchodzi tu w grę wzajem ne oddziaływanie 
grup sulfonowych tauryny  i kationitu. Zagadnienie to wymaga dokład
niejszego przebadania. Podobne zjawisko zaobserwowały N o w o r y t k o  
i S a r n e c k a - K e l l e r  [5] posługując się kationitem  Zeo-Karb 225.

Celem w ykazania praktycznej przydatności powyższej m etody odsa
lano przesącz kilkudniowej hodowli M ycobacterium phlei rosnącej na 
pożywce płynnej DGK 1. Pożywkę po odwirowaniu bakterii zagęszczano 
parokrotnie, a następnie wprowadzono 5 ml przesączu na kolumnę. Eluat 
odparowywano do suchości i rozpuszczano w 1 ml wody destylowanej.

1 S k ład  pożyw ki DGK, w edług  S ym a: G lukoza 10 g, kw as g lu tam inow y  5 g, kw as 
cy trynow y  2 g, K H 2P 0 4 0,5 g, M gSQ 4 .7  H 20  0,5 g, Z n S 0 4 .7  H 20  0,02 g, cy try n ian  
żelazow o-am onow y 0,04 g. R ozpuścić w w odzie, doprow adzić  do pH  7,4 i dopełn ić 
w odą do 1 litra .

/
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25 ¿il próbkę nakraplano na bibułę Whatman Nr 1 i rozwijano chromato
gram w  układzie fenol-woda. Zamieszczony chromatogram 2 przedstawia 
próbkę przed odsoleniem  i po odsoleniu. W idoczny jest w pływ  soli na 
rozdział am inokwasów o niskim R f, wyrażający się tworzeniem  jednej 
dużej plam y przesuwającej się nieznacznie z miejsca nakroplenia.

Zastosowanie amin alifatycznych pozwoliło wykorzystać żyw ice sul- 
fo-fenolow e do odsalania płynów biologicznych przy odzyskiwaniu w szy
stkich aminokwasów łącznie z zasadowymi, które jak wiadomo z prac 
P a r t r i d g e ’ a i W e s t a l l a  [6, 7, 11] oraz w łasnych doświadczeń, 
nie eluow ały się roztworami amoniaku. Łatwość odparowania amin pod
nosi wartość praktyczną powyższej metody.

Streszczenie

Do elucji w szystkich aminokwasów łącznie z zasadowymi z kolumny 
napełpionej kationitem o grupach funkcyjnych: sulfonowej i fenolowej 
użyto aminy alifatyczne.
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A P P L IC A T IO N  O F A L IPH A T IC  A M IN ES TO THE E LU TIO N  OF A M IN O  A CID S 
FROM  CA TIO N IC EX C H A N G E R ESIN S W ITH  SU LPH O N IC  AND PH EN O L IC

FU N C TIO N A L G RO U PS

S u m m a r y

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

O trzym ano  22. 3. 1957 r.
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JACQUELINE KRZEMICKA

17-KETOSTERYDY I 17-HYDROKSYSTERYDY W MOCZU LUDZI, 
KRÓLIKÓW I SZCZURÓW

I. CHROMOGENY Z I M M E R M A N N A  W EKSTRAKTACH MOCZOWYCH 
PRZED I PO UTLENIENIU KWASEM CHROMOWYM

Z In s ty tu tu  O nkologii w  G liw icach  
Z a k ła d  B iologii N ow o tw orów  
K iero w n ik : pro f. dr K. D ux

W ielkie postępy poczynione w ciągu ostatnich lat w dziedzinie bio
chemii sterydów  pozw alają już zrozumieć zależności istniejące pomiędzy 
horm onam i kory nadnercza i ich m etabolitam i moczowymi i co za tym  
idzie, w  jakim  stopniu badanie m etabolitów  odzwierciedla aktywność 
gruczołów.

U człowieka badania nad m etabolitam i moczowymi były przedmiotem 
bardzo licznych prac. Najczęściej jako test funkcjonowania kory nadner
cza służą oznaczenia 17-ketosterydów neutralnych i kortykoidów. 
U zw ierząt laboratoryjnych oznaczenie sterydów moczowych napotyka 
na poważne trudności. Istn ieją tylko nieliczne prace dotyczące najczęściej 
wydalania 17-ketosterydów u królika [11, 12, 18]. Zaledwie kilku autorów 
próbowało śledzić przem ianę sterydów  u szczura [19, 20, 21] oraz u my
szy [17]. Bardzo niedawno wprowadzono pewne niewielkie zmiany do 
metod oznaczania kortykoidów moczowych celem przystosowania ich do 
badań nad świnkam i m orskim i [14, 22]. W yniki tych prac są często 
sprzeczne, co przypuszczalnie jest spowodowane niedostateczną swoistoś
cią metod opracow anych dla badań nad sterydam i organizmu ludzkiego. 
W przypadku moczu zwierzęcego należy bowiem pracować na ilościach 
często nikłych, w obecności wielkiej ilości zanieczyszczeń, które łatwo 
w yw ierają wpływ na reakcje barw ne będące podstaw ą metod m ikroana- 
litycznych.

Analiza fizjologiczna powinna zawierać z jednej strony badanie ja 
kościowe m etabolitów , z drugiej zaś strony ich oznaczenie globalne. Ana

[187]
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liza jakościowa jest możliwa tylko na drodze chrom atograficznej. Meto
da chrom atograficzna na bibule wg B u s h a  [8] została już przystoso
wana do rozdzielenia kortykoidów moczowych psa - [4]. M ikro-chroma- 
tografia kolumnowa na tlenku glinu w yodrębnia szereg frakcji 17-keto- 
sterydów u szczura, elim inując równocześnie większą część pigmentów 
brunatnych, silnie polarnych h

Problem  oznaczenia ilościowego polega na oznaczeniu jak najw ięk
szej ilości m etabolitów kory nadnercza przy użyciu m etody wystarczająco 
swoistej. Metoda ostatnio opisana przez W i l s o n a  i F a i r b a n k s a  
[27] wydała się nam najwłaściwsza dla małych zwierząt laboratoryjnych 
z następujących powodów: po pierwsze, uwzględnia ona wielką rozmaitość 
sterydów; po drugie autorzy zauważyli, że substancje chromogeniczne 
wpływające na reakcję barw ną zdawały się zanikać w trakcie utleniania. 
W i l s o n  i F a i r b a n k s  oparli się na działaniu kwasu chromowego, 
który przekształca liczne 17-hydroksysterydy w 17-ketosterydy, które to 
związki można następnie oznaczyć ilościowo przy pomocy reakcji Z i m- 
m e r m a n n a  [28]. 17-ketosterydy, istniejące w ekstrakcie nieutlenionym, 
są przekształcane w dwu- lub trójketony, w zależności od tego, czy posia
dają grupę hydroksylową w pozycji C3 lub w pozycji C3 i Cn . P raca W i 1- 
s o n a  i F a i r b a n k s a  polegała na zbadaniu wartości chromogenicz- 
nej produktów utleniania czystych sterydów  w reakcji Z i m m e r m a n -  
n a. W serii sterydów C21 m etoda ta oznacza wszystkie 17-21-dwuhydro- 
ksyketony i 17-20-21-triole. W poniższym schemacie reakcji pokazujemy 
tylko boczny łańcuch tych związków.

I c h 2o h  c h 2o h
I ■ I
CO O H - C - O H
I II I
C —OH C rO , C C rO , C —OH

/ \     / \  4   / \
17-20-diole i 17-hydroksy-20-ketony w serii pregnanu i allopregr.anu 

(wzór II) są również ilościowo przekształcone w 17-ketosterydy

II CH, CH,
I I

H - C - O H  O CO
I II I
C —OH C r 0 3 C CrO., C

/ \   ”*• / \  4 / \

W serii sterydów C19 metoda utleniania pozwala na oznaczenie testostero
nu i androstan-3|3-17(3-diolu. Oznaczenia dokonane na mieszankach o skła
dzie nieznanym  dają przybliżoną wartość sum y 17-hydroksysteryiów 
i 17-ketosterydów. Wyniki w yraża się jako androsteron utleniony.

* P raca  w  toku.

J .  K R ZEM IC K A
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1
W niniejszej pracy postawiliśm y sobie następujące zadania:
a) sprawdzić, czy metoda W i l s o n a  i F a i r b a n k s a  da się 

zastosować do surowych ekstraktów  z moczu ludzkiego,
b) w przypadku uzyskania pozytywnej odpowiedzi na pytanie zaw arte 

w punkcie ,,a”, spróbować przystosować tę metodę do ekstraktów  z moczu 
m ałych zw ierząt laboratoryjnych.

C zęść  d o św ia d cza ln a

Próbki moczu ludzi, królików i szczurów zbierano przez 24 godziny 
bez stosowania substancji przeciwgnilnych. Hydrolizy i ekstrakcje doko
nywano w przeciągu 3 godzin po zebraniu moczu. Zwierzęta były umiesz
czone w klatkach metabolicznych, z których odbiera się osobno kał i mocz. 
Celem zapobieżenia ew entualnem u zanieczyszczeniu moczu, żywność po
dawano królikom przy pomocy żłobu umieszczonego na zewnątrz klatki 
w  ten sposób, że tylko głowa miała do niego dostęp. Szczury karmiono 
przy pomocy sondy żołądkowej trzy razy dziennie. Próby przeprowadza
no na dwóch królikach samicach w wieku około 12 miesięcy i na sześciu 
szczurach samiczkach w wieku około 6 miesięcy.

METODA

1) P r z y g o t o w a n i e  e k s t r a k t ó w .  Z ośmiu próbek moczu 
ludzkiego przygotowano 2 rodzaje ekstraktów. I: ekstrakty  surowe za
w ierające całość 17-ketosterydów obojętnych, otrzym ane po hydrolizie 
kwasem solnym na gorąco. Stosowano metodę B o n d e r [5] (metoda 
D rektera zmodyfikowana). II: ekstrakty  surowe zawierające „K ortykoidy” 
otrzym ane przez hydrolizę na zimno w  pH 1. Stosowano metodę S m i t h a  
i M e l i n g e r a  [23] nieznacznie przez nas zmodyfikowaną 2. Z moczu 
zwierzęcego przygotowano tylko ekstrakty  typu I. Po hydrolizie kwasem 
solnym na gorąco ekstrak ty  obfitują w substancje chromogeniczne b ru
natne, pracowano więc w w arunkach najbardziej niesprzyjających. Tok 
postępowania był następujący: mocz sączono przez w atę szklaną, mocz 
królika poddawano następnie odwirowaniu, otrzym ując obfity osad m ine
ralny. Hydrolizę prowadzono w kolbie ze szfilem pod chłodnicą zwrotną 
w spokojnym  wrzeniu w obecności stężonego kwasu solnego (15% 
obj./obj.). H ydrolizat chłodzono natychm iast wodą bieżącą. Z uwagi na to, 
że mocz zwierzęcy jest bardzo gęsty i tworzy z łatwością em ulsję z eterem , 
stosowano kolum ny ekstrakcyjne typu kolumn używanych przez J  a y-

13] 17-K E TO ST ER Y D Y  I  17-H Y D R O K SY STE R Y D Y  189

2 J a k o  rozpuszczaln ika  zam ias t b u tan o lu  stosow anego  przez S m i t h a  użyto 
ch lo ro fo rm u  oczyszczonego p rzy  pom ocy benzydyny  i w prow adzono  dodatkow o 
oczyszczanie w ęg lanem  potasu .
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1 e’ a [16] do ekstrakcji fenolosterydów. Stosowano eter w  stosunku ob
jętościowym 1 : 1 i 10 przejść przez kolumnę. E kstrakt eterow y przem y
wano 3 razy 1/5 swojej objętości 2N NaOH, przy czym roztw ór ługu sodo
wego używany do trzeciego przem ycia zaw ierał ponadto szczyptę podsiar- 
czanu sodu, następnie trzy razy wodą destylowaną, używ ając każdorazo
wo jedną objętość wody na dziesięć objętości ekstraktu . Po przem yciu 
ekstrakt suszono nad siarczanem  sodu i odparowywano w eksykatorze. 
Mocz zbierany przez 24 godziny z 6 szczurów mieszano, następnie hydro- 
lizowano i ekstrahowano tak samo jak mocz króliczy.

2) O z n a c z e n i e  1 7 - k e t o s t e r y d ó w  o b o j ę t n y c h .  Stoso
wano metodę opisaną przez B o n d e r .  Rozdzielanie frakcji ketono
wych prowadzono wedle tej samej metody, przy użyciu odczynnika „T* 
G irarda (chlorek trójm etylo-acetylo-hydrazyno-am oniow y)3.

3) O z n a c z a n i e  1 7 - k e t o s t e r y d ó w  p o  u t l e n i e n i u  
k w a s e m  c h r o m o w y m .  Zarówno utlenienie jak i m ikroanalizę 
17-ketosterydów wykonywano według m etody opisanej przez W i l s o n a  
i F a i r b a n k s  a, z tą tylko różnicą, że roztw ór alkoholowy KOH spo
rządzano bezpośrednio przed użyciem stosując alkohol oczyszczony na 
m -fenylenodwuam inie i dwa razy rektyfikow any. Ekstrakty  do utlenienia 
przygotowano w sposób następujący: ekstrak t suchy rozpuszczano w ta
kiej objętości oczyszczonego alkoholu bezwodnego, aby około 20/ig stery 
dów przypadało na objętość alkoholu zaw artą w granicach 0,1 — 0,01 ml. 
Następnie wprowadzono do probówek takie ilości roztworu, które by 
zawierały trochę mniej niż 20 /ig sterydów  i odparowywano do sucha, 
przepuszczając ponad powierzchnią cieczy w probówkach strum ień  po
wietrza i w końcu suszono w próżni nad P 2Or>. Równolegle pobierano z te
go samego roztworu próbki dla oznaczenia 17-ketosterydów metodą 
B o n d e r o w e j  i dla oddzielenia frakcji ketonowych, o ile to było ko
nieczne. Oznaczenia spektrofotom etryczne reakcji Z i m m e r m a n n a  
prowadzono przy użyciu spektrofotom etru Coleman Junior model 6 . Sto
sowano probówki Coleman 6-304 B (średnica 19 mrn). Bezpośrednio po 
utlenieniu próbkę rozcieńczano do 8 ml alkoholem 96% dw ukrotnie re
ktyfikowanym , po czym odczytywano adsorpcję światła kolejno w na
stępujących długościach fali: 510, 530, 550, 570, 590, 490, 470, 450, 430 m/u.

WYNIKI

1) E k s t r a k t y  z m o c z u  l u d z k i e g o .  Należy tu przede 
wszystkim zaznaczyć, że reakcja Z i m m e r m a n n a  przeprowadzona 
na ekstrakcie poddanym  utlenieniu kwasem chromowym daje piękne za

3 O dczynnik  „T ” o trzym ano p re p a ra ty w n ie  m etodą k lasyczną op isaną  m. in. 
p rzez B o n d e r  [5].

190

http://rcin.org.pl



[5] 17-K E TO ST ER Y D Y  I  17-H Y D RO KS Y ST ER Y D Y  191

barw ienie czerwono-fioletowe bez śladów barw y brunatno-pom arańczo- 
wej, tak w przypadku ekstraktu  typu I jak i II. Badania spektrofo- 
tometryczne ekstraktów  typu I, tj. po hydrolizie kwasem solnym -na go
rąco, dają krzyw ą posiadającą m aksim um  odpowiadające długości fali 
510—530 m y. To samo maksimum  wykazuje badanie spektrofotom etrycz- 
ne wykonane na czystym androsteronie krystalicznym  utlenionym  w tych  
samych w arunkach. Rys. 1 pokazuje zadowalającą równoległość dwu 
krzywych. F a i r b a n k s  i W i l s o n  
podają optym alną długość fali 530—
550 m/u. Ponieważ jednak we wszyst
kich naszych doświadczeniach otrzy
m aliśmy m aksim um  przy fali 510—
530 m /u, wybraliśm y tę długość fali, 
aby otrzymać jak  najw iększą dokład
ność i swoistość. W tabeli 1 podajem y 
kilka wyników ilościowych na eks
traktach I przy równoległym  oznacze
niu 17-ketosterydów obecnych w m o 
czu (metoda B o n d e r o w e j )  i 17-ke
tosterydów otrzym anych przez u tle
nianie (metoda W i l s o n a  i F a i r 
b a n k s  a).

W przypadku moczu n r 1 -i n r 26 
różnice 2,92 mg i 2,75 mg odpowiadają 
17-hydrosksysterydom  odpornym  na 
hydrolizę kwasem solnym  na gorąco 
Zdarza się jednak, że różnica ta nie w ystępuje albo jest nawet ujem na 
(mocz n r  6). W i l s o n  i F a i r b a n k s  pracując na mieszankach ste
rydów C]9 znaleźli również przypadki, gdzie różnica była ujem na i tłum a-

T a b e l a  1
Chrom ogeny Z i m  m e r  m a n n a  e k s tra k tu  I z m oczu ludzkiego p rzed  i po u tle 

n ien iu  kw asem  chrom ow ym

Mocz n r
1 7 -ke to ste rydy w  e k s trak c ie  I.

bez u tlenienia*) po utlenieniu**)

1 6,08 9,00
6 14,80 12,50

15 15,30 15,00
26 7,25 9,00

*) W y ra żo n e  ja k o  a n d ro s te r o n  w  m g/24  godz.
**) W y rażo n e  ja k o  a n d ro s te ro n  u t le n io n y  w m g/24 godz.

Rys. 1. W idm a ab so rp cy jn e  c h ro 
m ogenów  Z im m erm an n a  eks
t r a k tu  I z m oczu ludzkiego i  
czystego a n d ro s te ro n u  po u tle 

n ien iu  kw asem  chrom ow ym

O ------------ O  20 a n d ro s te ro n  u t l e 
n io n y

O ---------'—O  16,5 fig e k s t r a k t  I  u t l e 
n io n y
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czą to zjawisko w sposób następujący: utlenienie kwasem  chrom owym  
elim inuje ketony C20, które w metodzie klasycznej zwiększają w yniki 
oznaczeń 17-ketosterydów, poza tym  może nastąpić zniszczenie substancji 
chromogenicznych nieswoistych. W przypadku moczu n r  6 zaobserwow a
no. że stosunek gęstości optycznych 430 m y  i 520 m y  wynosił przeszło

0,9, co wskazywało na obecność 
substancji chromogenicznych. Po 
oczyszczeniu odczynnikiem G irar
da otrzym ano tylko 8,50 mg/24 
godz. 17-ketosterydów. Reakcja 
Z i m m e r m a n n a  przepro
wadzona po utlenieniu dała za
barw ienie fioletowe bez odcienia 
brunatno-pomarańczowego, jak  to 
miało miejsce bez utlenienia.

Na ekstraktach II, tj. na ek
straktach zaw ierających korty- 
koidy, wykonywano również rów
nolegle reakcje Zim m erm anna z 
utlenieniem  kwasem chrom owym  
i bez utlenienia. Bez utlenienia 
reakcja dawała zabarwienie z od

cieniem pomarańczowym i bez widma charakterystycznego. Po utlenie
niu otrzymano piękne zabarwienie fioletowe i krzyw ą spektrofotom e- 
tryczną bardzo zbliżoną do krzyw ej czystego hormonu (rys. 2). Oznacze
nia przeprowadzone na kilku moczach norm alnych w ahają się w grani
cach 2—3 mg/24 godz.

2) E k s t r a k t y  z m o c z u  k r ó l i k ó w .  Reakcja Z im m erm an
na wykonana na surow ych ekstraktach z moczu królika daje zawsze za
barwienie brunatno-pom arańczowe. Krzywa spektrofotom etryczna wygina 
się cokolwiek w pobliżu długości fali 520 my, co wyklucza jakąkolwiek 
możliwość oznaczeń w tych w arunkach (patrz krzyw a 1 rys. 3). Absorpcja 
pozostaje wysoka w krótkich długościach fali; we frakcji tej znajdują się 
jeszcze substancje chromogeniczne nieswoiste. Jeżeli natom iast poddaje 
się surowe ekstrakty  utlenieniu kwasem chromowym, reakcja Z i m m e r 
m a n n a  nie daje już żadnych śladów brunatnych. Krzywa spektrofo
tometryczna (krzywa 2 rys. 3) jest niem al równoległa do krzywej andro- 
steronu (krzywa 3 rys. 3). Również frakcje ketonowe poddane utlenieniu 
kwasem chromowym tracą swoje substancje chromogeniczne nie dając 
przez to wyników niższych. Krzywa spektrofotom etryczna posiada wierz
chołek w yraźniejszy i upodabnia się do krzywej czystego hormonu 
<rys. 4).

Rys. 2. W idm a ab so rp cy jn e  ch rom oge
nów  Z im m erm anna  e k s tra k tu  I I  z m o
czu ludzkiego i czystego an d ro s te ro n u  

po u tlen ien iu  kw asem  chrom ow ym

O ------------ O  15 yg  a n d ro s te r o n  u tle n io n y
O    —O  I 7 e k s tr a k t  I I  u tle n io n y
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0,30

0,20

Rys. 4. W idm a ab so rp cy jn e  chrom ogenów  
Z im m erm an n a  e k s tra k tó w  ketonow ych  z 

m oczu k ró lika , p rzed  i po u tlen ien iu

f r a k c ja  k e to n o w a  u t le n io n a  
f r a k c ja  k e to n o w a  n ie  u t le n io n a

Rys. 3. W idm a ab so rp cy jn e  chrom ogenów  
Z im m erm an n a  w  e k s tra k ta c h  m oczow ych 

k ró lika

1. O    — O  e k s t r a k t  su ro w y
2. O -----------O  e k s t r a k t  su ro w y  u tle n io n y  : 22
3. O -----------O  a n d ro s te ro n  u t le n io n y  : 20 /ig
4. O -----------O  e k s t r a k t  k e to n o w y

T a b e l a  2
P o ró w n a n ie  ch rom ogenów  Z i m m e r m a n n a  e k s tra k tó w  ketonow ych  i e k s t ra k 

tów  su row ych  u tlen io n y ch  u k ró lik a

M ocz n r
1 7 -ke to ste rydy  

oczyszczone 
odczynnik iem  
„T ” G irarda*)

1 7 -ke to ste ry d y  
p rzy  u tlen ien iu  
kw asem  c h ro 

m owym **)

13 0,875 1,550
19 0,720 2,000
21 0,785 1,900

*) m g/24 godz. w y ra ż o n e  ja k o  a n d ro s te r o n  
*♦) m g/24 godz. w y ra ż o n e  ja k o  a n d ro s te r o n  u t le n io n y

W tabeli 2 podajem y wyniki oznaczeń 17-ketosterydów na ekstraktach 
oczyszczonych odczynnikiem ,,T” G irarda i na ekstraktach surow ych pod
danych utlenieniu kwasem  chromowym. W yniki otrzym ane po utlenieniu
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są dw ukrotnie wyższe od wyników otrzym anych przez wydzielenie frak 
cji ketonowej. Surowe ekstrak ty  utlenione w ykazują w ystarczającą zgod
ność z prawem  Beera, co sprawdzono jak  następuje: zmienne ilości roz
tw oru alkoholowego ekstraktów  moczowych odparowywano, suszono i na
stępnie utleniano według m etody W i l s o n a  i F a i r b a n k s  a. O trzy
m ane gęstości optyczne są mniej więcej proporcjonalne do objętości 
roztw oru alkoholowego, co uwidoczniono w tab. 3.

T a b e l a  3

Zgodność reak c ji ba rw n e j e k s tra k tó w  m oczow ych u tlen io n y ch  z p raw em  B ee ra

O bjętość roztw oru*) 
a lkoholow ego e k s tra k tu  

w  m l

G ęstość optyczna 
p rzy  510 m/t

0,02 0,05
0,04 0,10
0,06 0,17
0,08 0,21

*) R o z tw ó r a lk o h o lo w y  o trz y m a n o  ro z p u s z c z a ją c  su ro w y  e k s t r a k t  z m o cz u  z 48 godz. w  5 m l 
a lk o h o lu  bezw odnego .

Celem przekontrolowania wierności stosowanej metody, do kilku pró
bek moczu dodano znane ilości czystego androsteronu. Surowe ekstrak ty  
z 48 godzin rozpuszczano w 5 ml alkoholu. Z roztworu pobierano 2 prób
ki po 0,03 ml. Do jednej próbki dodawano 0,02 ml roztworu alkoholowego 
androsteronu o stężeniu 0,025% (wag./obj.) tj. 5 //g androsteronu. W ta
beli 4 ujęto otrzym ane wyniki.

T a b e l a  4

K o n tro la  odnalez ionych  znanych  ilości czystego an d ro s te ro n u  dodanych  do su ro 
w ych e k s tra k tó w  m oczow ych k ró lik a

C hrom ogeny  Z i m m e r -  
m a n n a  po u tlen ien iu  
kw asem  ch rom ow ym % odnalez ionego  

an d ro s te ro n ue k s tra k t
surow y:

<“ g

e k s tra k t z d o d a
tk iem  5 (U g 

an d ro s te ro n u

24 29 100
12,5 17,5 100
18 21,8 76

3) E k s t r a k t y  z m o c z u  s z c z u r ó w .  Reakcja Z i m m e r -  
m a n n a  w ykonana bezpośrednio na ekstraktach surow ych daje tylko 
zabarw ienie żółto-pomarańczowe nie posiadające żadnego znaczenia. Te 
same ekstrak ty  poddane utlenieniu kwasem chrom owym  reagują w reak 

194
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cji Z i m m e r m a n n a  dając piękne zabarwienie czerwono-fioletowe. 
Badanie spektrofotom etryczne daje w tych w arunkach krzywą, której 
wierzchołek jes t w praw dzie lekko przesunięty w kierunku krótszych dłu
gości fali (490— 510 m//), lecz bardzo zbliżoną do krzywej androsteronu 
utlenionego (rys. 5). Oznaczenie 17-ketosterydów wykonane na surow ych

Rys. 5. W idm a a b so rp cy jn e  chrom ogenów  
Z im m erm anna ek s trak tó w  m oczow ych 

szczura

ekstraktach po utlenieniu kwasem chromowym daje wyniki bardzo w y
sokie w porów naniu z wynikam i uzyskanym i przez wykonanie reakcji 
Z i m m e r m a n n a  na frakcji ketonowej. Rezultaty porównawcze przed
stawiono w tab. 5. Należy tu zaznaczyć, że pigm enty czerwone zaw arte

T a b e l a  5
C hrom ogeny  Z i m m e r m a n n a  w e fra k c ji ketonow ej m o czą  szczurów  z 24 go

dzin i w  su ro w y m  ek strak c ie  u tlen io n y m  kw asem  chrom ow ym

M ocz n r
17-ketosterydy*) 

ketonow e bez 
u tlen ien ia

17-ketosterydy**) 
po u tlen ien iu  

kw . ch rom ow ym

2 82
3 — 63
4 — 105

67 26 86
89 18 77

*) W yrażone  ja k o  a n d ro s te r o n  ,«g/24 godz.
**) W y rażo n e  ja k o  a n d ro s te r o n  u tle n io n y  /tg /24  godz.

w suchych ekstraktach odbarw iły się podczas utlenienia. Pozostało tylko 
zabarwienie żółto-zielone środowiska utleniającego.
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Ponadto wykonano próby odnalezienia czystego androsteronu doda
nego do 2 surow ych ekstraktów  z moczu 12 szczurów, zbieranego przez 
34 godziny, rozpuszczonych w 5 ml alkoholu, z których pobrano po 2 
próbki po 0,05 ml. Do jednej z próbek każdego ekstrak tu  dodano 5 /<g 
czystego androsteronu. O trzym ane wyniki ujęto w tab. 6.

T a b l i c a  6
K o n tro la  odnalez ien ia  znanych  ilości czystego an d ro s te ro n u  dodanych  do su row ych

ek s tra k tó w  m oczow ych szczura

C hrom ogeny  Z i m m e r 
m a n n a  po u tlen ien iu  
k w asem  ch rom ow ym % odnalez ionego

e k s tra k t
surow y:

(Mg

ek s tra k t z d o d a 
tk iem  5 ¡.ig 

a n d ro s te ro n u

a n d ro s te ro n u

13 17 80
11 15,5 90

O m ó in ien ie  w y n ik ó w

Doświadczenia wykonane na moczu ludzkim w ykazują możliwość ilo
ściowego oznaczenia 17-ketosterydów i 17-hydroksysterydów bezpośred
nio na surow ych ekstraktach. Stosuje się w tym  celu reakcję Z i m m e r 
m a n n a  w połączeniu z działaniem kwasu chromowego. Badania spek- 
trofotom etryczne zabarw ień otrzym anych na ekstraktach poddanych 
dwom różnym  hydrolizom  daje widmo bardzo zbliżone do widm a czy
stego androsteronu o m axim um  w paśmie 510—530 m/i. Test W i 1- 
s o n a  i F a i r b a n k s a  odpowiada zasadniczym wymogom staw ia
nym  metodom klinicznym  oznaczania hormonów [6] i wydaje się dobrym 
narzędziem  w rękach endokrynologów. Z drugiej strony m etoda ta poz
w ala oznaczyć bardzo dużą ilość m etabolitów kory nadnercza. Kortyko- 
sterydy  jak  17-hydroksy-ll-dezoksykortykosteron, kortyzon i kortyko- 
steron, które już same posiadają grupy hydroksylowe na C17, oraz andro- 
geny kory nadnercza, jak andrenosteron i dehydroizoandrosteron, ule
gają przem ianie w sterydy moczowe, z których przew ażająca ilość posia
da grupę hydroksylową na C17. V o i g t  i współpracownicy [26] zesta
w ili listę sterydów  moczowych pochodzących z kory nadnercza, wyodręb
nionych i zidentyfikowanych metodą chrom atografii, 18 spośród nich po
siada funkcję hydroksylową na C77 podlegającą utlenieniu kwasem  chro
mowym, a więc reaguje w teście W i l s o n a  i F a i r b a n k s a .

Jednakowoż wypada zaznaczyć, że H u i s  i n ’ t V e l d  i L a m p e  
H i n t z e n  [15], którzy zastosowali ostatnio w swoim laboratorium  me
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todę oznaczania globalnego 17-hydroksykortykosterydów opracowaną 
przez B r o o k s a  i N o r y m b e r s k i e g o  [7], doszli do wniosku, 
że m etoda ta, jakkolw iek zadowalająca z punktu  widzenia chemicznego, 
posiada tylko ograniczoną wartość dla badań klinicznych.

Trudności napotykane w oznaczaniu sterydów moczowych m ałych g ry
zoni w ydają się częściowo rozwiązane przez zastosowanie metody W i 1- 
s o n a  i F a i r b a n k s a .  Trudności te polegają przede wszystkim  na:

1. Obecność licznych pigm entów i chromogenów nieswoistych. Środ
ki na ogół stosow ane celem usunięcia tych substancji, takie jak  wydzie
lenie frakcji ketonowej odczynnikiem  Girarda, form ułki korygujące o trzy
m ane w yniki [1, 24], ekstrakcja zabarwienia końcowego za pomocą chlo
roform u [9], zawodzą już wobec moczu ludzkiego i okazują się zupełnie 
bezwartościowe w odniesieniu do moczu zwierzęcego. Oczyszczanie od
czynnikiem  G irarda, które się najczęściej stosuje, tylko częściowo eli
m inuje nieswoiste substancje chromogeniczne. Reakcja Z i m m e r m a n -  
n a wykonana na frakcjach ketonowych daje zabarwienie różowo-poma- 
rańczowe o wysokich wartościach absorpcji w długościach fal 410—430 mg 
bez wyraźnego, charakterystycznego wierzchołka (najczęściej zauważa się 
tylko spłaszczenia około 510— 530 mg). U obu rodzajów zbadanych gryzoni 
surowe ekstrak ty  moczowe utlenione według m etody W i 1 s o n  a 
i F a i r b a n k s a  dają w reakcji Z i m m e r m a n n a  piękne zabar
wienie fioletowe. Krzywe spektrofotom etryczne, których charakterystycz
ne m aksim um  znajduje się w paśmie 510—530 mg, są niemal równoległe 
do krzyw ych czystego androsteronu utlenionego. Problem  chromogenów 
brunatnych  w pływ ających na reakcję Z i m m e r m a n n a  w ydaje się 
więc całkowicie rozwiązany przez zastosowanie procesu utleniania. 
A p p 1 e b y i współpracownicy [2], którzy opracowali metodę analitycz
ną opartą  na utlenieniu 17-hydroksysterydów bizm utynianem  sodu, zau
ważyli również zanik chromogenów brunatnych  w ich doświadczeniach 
nad moczem ludzkim.

2 . Ilości sterydów  wydzielonych w moczu są bardzo nikłe. Doświad
czenia w ykonane na szczurach i na myszach przy użyciu izotopów prom ie
niotwórczych [13] w skazały na żółć jako na główną drogę w ydzielania 
hormonów sterydow ych. Stosowanie m etody F a i r b a n k s a  i W i l 
s o n a  ma podwójną zaletę: metoda ta jest bardzo czuła i równocześnie 
pozwala uniknąć frakcjonow ania odczynnikiem Girarda, które stanowi 
zawsze źródło s tra t substancji ketonowych. Nawet dla bardzo małych ilości 
sterydów  17-ketogenicznych, w granicach 5— 10 gg, krzyw a spektrofotom e- 
tryczna posiada jeszcze charakterystyczny wierzchołek i jest bardzo zbli
żona do krzyw ej czystego horm onu. Rezultaty są korzystniejsze od tych, 
które otrzym ał C h a r o l l a i s  [10] przez „uczulenie” reakcji Z i m -
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m e r m a n n a  przez zastosowanie eteru jednometylowego glikolu ety
lenowego w celu oznaczenia 17-ketosterydów u świnki morskiej.

3. Nieznajomość procesów degradacji sterydów  u tych gatunków  
u trudnia stosowanie klasycznych metod oznaczeń. Podczas gdy u czło
wieka bardzo liczne m etabolity moczowe zostały wyodrębnione i rozpoz
nane, u gryzoni tylko B u r s t  e i n [22] zidentyfikował hydroksykorty- 
zon w moczu świnki morskiej. Pomimo nieznajomości m etabolitów mo
czowych u gryzoni w ydaje się, że test W i l s o n a  i F a i r b a n k s a  
powinien z w ystarczającą wiernością obrazować funkcję kory nadnercza.

Rezultaty ilościowe otrzym ane na ekstraktach z moczu królika i szczu
ra  należy uzupełnić następującym i uwagami. Ponieważ hydrolizę prow a
dzono w tem peraturze wrzenia w ciągu 10 m inut w obecności kw asu sol
nego 15°/o (obj./obj.), sterydy posiadające boczny łańcuch 17-21-on uległy 
zniszczeniu. Tymczasem różnica pomiędzy oznaczeniem 17-ketosterydów 
neutralnych m etodą klasyczną i testem  W i l s o n a  i F a i r b a n k s a  
jest bardzo poważna. Różnica ta odpowiada 17-hy dr oksy sterydom  odpor
nym  na hydrolizę kwasem solnym na gorąco i przekształconym  w 17-ke- 
tosterydy w procesie utleniania chromowego. Należy z tego wnioskować, 
że m etabolizm  niektórych sterydów  jest zupełnie różny u człowieka i u obu 
gatunków  gryzoni. V e n n i n g  cytuje doświadczenia porównawcze [25] 
m etabolizm u testosteronu u człowieka i u królika, z których wynika, że 
podczas gdy u królika 21%  tego hormonu przechodzi w sterydy  nieketo- 
nowe: etiocholan-3a, 17a-diol oraz androstan-3/J, 17/S-diol (oba te m eta
bolity przekształcają się ilościowo w 17-ketosterydy przez utlenienie chro
mowe), to u człowieka tylko 3%  wprowadzonego hormonu odnajdują się 
we frakcji nieketonowej sterydów moczowych. Oprócz 17-hydroksystery
dów C19 również sterydy C21 mogą wpływać na różnicę pomiędzy obu te
stami. Jest rzeczą wiadomą, że 21-deoksy-17-20-ketosterydy są bardzo 
odporne na hydrolizę kwasem  solnym na gorąco [2]. Skądinąd B a u e r  
i K a r  1 [3] z moczu ludzkiego patologicznego poddanego tej samej h y 
drolizie wydzielili drogą chrom atografii na tlenku glinu duże ilości s te 
rydów C21.

Jakkolw iek metoda W i l s o n a  i F a i r b a n k s a  pozwala ozna
czyć u człowieka i u małych zwierząt laboratoryjnych, oprócz dwóch za
sadniczych rodzin 17-ketosterydów i kortykoidów, wiele różnych m eta
bolitów kory nadnercza, nie może ona jednak dać wiernego obrazu funk
cji kory nadnercza. Nie pozwala bowiem odróżnić m etabolitów  kory nad
nercza od m etabolitów pochodzenia jądrowego ani od pochodnych 17-hy- 
droksyprogesteronu. Dlatego też metoda ta, jakkolwiek całkowicie zado
walająca z punktu  widzenia chemicznego, powinna być jeszcze poddana 
kontrolom  statystycznym  i fizjologicznym.
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Streszczenie

Test W i l s o n a  i F a i r b a n k s a :  utlenianie kwasem chromo
w ym  połączone z reakcją Z i m m e r m a n n a ,  zastosowano do ekstrak
tów moczowych człowieka, królika i szczura. U tych trzech gatunków 
utlenienie kwasem chromowym pozwala uzyskać w reakcji Z i m m e r 
m a n n a  zabarwienia, których widm a absorpcyjne są bardzo zbliżone 
do w idm a androsteronu utlenionego. W szczególności u zwierząt labora
toryjnych, u których chrom ogeny nieswoiste stanow iły bardzo ciężki pro
blem, działanie kwasem chrom owym  pozwala zastosować reakcję Z i m- 
m e r m a n n a  do surow ych ekstraktów  moczowych.

Poza tym  test W i l s o n a  i F a i r b a n k s a  pozwolił stw ierdzić 
obecność wielkich ilości 17-hydroksysterydów w moczu królika i szczura. 
S terydy  te są odporne na działanie kwasu solnego na gorąco.

Ponieważ przew ażna ilość m etabolitów  moczowych hormonów kory 
nadnercza posiada funkcję hydroksylową w C17, test ten powinien również 
stanowić dobry spraw dzian funkcji kory nadnercza.
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1 7 -K E T O C T E P H £ b I H 17^0K C H C T E P H /JbI B M O HE U EJIO B EK A , K POJIHK A
H K P b lC b l

1. X P O M O rE H b i R H M M E P M A H H A  B M O B E B blX  3K C T PA K T A X  
AO H nO C JIE  O K H C JIE H H H  X PO M O B O H  K HCJIO TOH

P  e  3 K) m  e

T e c T  B m ib c o H a  m  <£>ep6aHKca: OKMCJieHne xpoM O B oii k m c j i o t o m  b  coe^M - 
HeHMM c p eaK p n eM  L[MMMepMaHHa —  npMMeHMJiM k  M oneBbiM  3 KCTpaKTaM 
nejiO B eK a, K pojiM Ka m  K pbrcbi. Y  s t m x  T p e x  b m æ o b  OKMCJieHMe xpoMOBOM 
k m c j i o t o m  no3B O JineT  nojiyH M Tb b  p e a K u ,n n  L(MMMepMaHHa OKpauiMBaHMH, 
a ô c o p ô ip iO H H b ie  c n eK T p b i K O T opbix B ecbM a npMÔJiM xseHbi k  c n e K T p y  o k m -  

c jieH H o ro  aH ^ p o c T e p o H a . B  ocoôeHHOCTM y  J ia ô o p a T o p H b ix  >k m b o t k b i x , 

y  K O T opbix  HecneqMC^MHecKMe x p o M o re H b i npe,o,CTaBJiHJiM co ô o io  BecbM a 
T p y ^ H y io  rrpoÔ JieM y, B03,a;eMCTBMe xpoMOBOÜ k m c j i o t o m  p a 3 p e m a e T  npK M e- 
H M T b peaKIfMM I (M M M e p M a H H a  K CbipbIM MOHeBblM S K C T p a K T a M .

K p o M e  T o r o ,  T e c T  B M J ib c o H a  m O e p ô a H K c a  n o 3BOJiMJi K O H C T aT M p oB aT b  

H aJIM H M e Ô OJIblIIM X KOJIM HeCTB 1 7 -O K C M C T epM A O B  B M O H e K pO JIM K a M K p t lC b l.  

3 tM  C T e p M ^ b l HBJIHIOTCH CTOMKMMM H a  ^ eM C T B M e TO pH H eM  COJIHHOM K M - 

CJIO Tbl.

T aK  K ax  n p e o ô j i a ^ a io m e e  KOJiMuecTBo M oneB b ix  MeTaôojiMTOB ropM O- 
h o b  K opb i Ha/inoHeHHM Ka o b jia ^ a e T  t m a p o k c m j i o b o m  cjDyHKipieM b  C it, t o  

3TOT TeCT ÆOJIXteH HBJIHTbCH XOpOUIMM KpMTepMeM cjDyHKIJMM K Opbl Hafl- 
noneH H M K a.

LES 17-K ÉTO STÉR O ID ES E T  il7-H Y D R O X Y STÉRO ID ES DE L ’U R IN E CHEZ 
L ’HOM M E, LE L A P IN  E T  LE R A T

I. L E S  C H RO M OG ÈNES DE ZIM M ERM A N N  D AN S L ES EX TR A C TS D ’UJUNE 
A V A N T E T  A PR È S L ’O X ID A T IO N  D ’A C ID E  CH RO M IQ U E

R é s u m é

L e  t e s t  d e  W i l s o n  e t  F a i r b a n k s :  o x y d a t i o n  c h r o m iq u e  co m 
b in é e  à  la  r é a c t i o n  d e  Z i m m e r m a n n ,  a  é t é  a p p l i q u é  a u x  e x t r a i t s  
u r i n a i r e s  c h e z  l ’h o m m e ,  l e  l a p i n  e t  l e  r a t .  C h e z  le s  t r o i s  e s p è c e s  l ’o x / d a -  
t i o n  c h r o m i q u e  p e r m e t  d ’o b t e n i r  d a n s  la  r é a c t i o n  d e  Z i m m e r m a n n  
d e s  c o lo r a t i o n s  d o n t  le s  s p e c t r e s  d ’a b s o r p t io n  s o n t  t r è s  p r o c h e s  d u  s p e c t r e
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[15] 17-K E TO ST ER Y D Y  I  17-H Y D RO K SY STERY D Y 201

de l’androsterone oxydée. Chez les anim aux, en particulier, où se posait 
avec acuité le problèm e des chromogènes non spécifiques, l’action de 
l’acide chrom ique rend la réaction de Z i m m e r m a n n  applicable 
aux ex traits  bru ts des urines.

Le test d e W i l s o n  et F a i r b a n k s  a perm is de déceler la 
présence de grandes quantités de 17-hydroxystéroides dans les urines de 
lapin et du rat. Ces 17-hydroxystéroides résistent à une hydrolyse chlor- 
hydrique à chaud.

Un grand nom bre de m étabolites urinaires des hormones cortico- 
surrénales possédant une fonction hydroxyle en C17 ce test devrait en ou tre  
constituer un bon index de la fonction surrénale.

O trzym ano  29.4. 1957 r .
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

V ol. IV  1957 No. 3

J. PAWEŁKIEWICZ i K. ZODROW

BADANIA NAD BIOSYNTEZĄ ZWIĄZKÓW KOBALAMINOWYCH

2. MECHANIZM POWSTAWANIA KOBALAMIN U CO RYNEBAC TERIUM
D IPH T H ERIAE*)

Z K a te d ry  B iochem ii (k iero w n ik: doc. d r  J. P a w ełk iew icz) i K a ted ry  M ikrobiologii 
R o ln e j (k iero w n ik: doc. dr J. D uda) W yższe j S zko ły  R o ln icze j w  P oznaniu

Niedawno wykazano w naszych pracowniach, że maczugowce błonicy 
posiadają zdolność syntezy kobalam in [7]. W ostatnich badaniach zajęto 
sie charak terystyką  i identyfikacją kobalam in w ytw arzanych przez C. di- 
phtheriae  (szczep n r 44, Kolekcja Państwowego Zakładu Higieny, W ar
szawa) [8]. Metodą elektroforezy bibułowej w 0,5N CH3COOH rozdzielono 
związki kobalam inow e na 4 frakcje: elektroobojętną frakcję I oraz zasa
dowe frakcje  II, III i IV. Frakcje II i III zidentyfikowano jako pseudo- 
w itam in B12 (adeninocyjanokobalamina, adeninocyjanokobamid) i czyn
nik A  (2-m etyloadeninocyjanokobalam ina, 2-m etyloadeninocyjanokoba- 
mid). F rakcja IV okazała się karboksylow ą pochodną czynnika B (witami- 
nu B1Jp, etiokobalam iny, korfinoamidu), zaś elektroobojętną frakcja I 
przedstaw iała mieszaninę złożoną z co najm niej 4 różnych związków 
ż przew agą dwóch kobalam in [8],

Już we w stępnych doświadczeniach zauważono, że stosunek poszcze
gólnych frakcji kobalam inowych biosyntetyzow anych przez badany szczep 
maczugowca zmienia się regularn ie w czasie hodowli drobnoustroju. Ta 
znaczna liczba związków kobalam inowych w ytw arzanych w ilościach tego 
samego rzędu przez jeden szczep, jak  również obserwowane jakościowo 
zmiany w występow aniu poszczególnych frakcji budziły nadzieję, że ba
dając szczegółowo ilościowe zmiany w pojaw ieniu się poszczególnych 
związków kobalam inowych w czasie hodowli będzie można wniknąć w me
chanizm ich powstawania w kom órkach badanego mikroorganizmu.

W pracy niniejszej podajem y wyniki doświadczenia, w którym  ilościo
wo oznaczano stężenia czterech dających się rozdzielić elektroforetycznie

*) Część 1. J . P a w e ł k i e w i c z ,  A cta  B iochim . Pól., 3, 581, 1956.

[273|
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204 J - PA W E Ł K IE W IC Z  I  K . ZO D RO W  [21

frakcji w trzech term inach hodowli, a mianowicie po 24, 46 i 71 godzinach. 
Analiza tych wyników, jak  również przeprowadzona równocześnie bliższa 
charakterystyka elektroobojętnej frakcji I pozwoliły wydedukować przy
puszczalny mechanizm biosyntezy związków kobalam inowych u Coryne- 
bacterium diphtheriae.

C zęść  d o św ia d cza ln a

1. ILOŚCIOWE OZNACZENIE FRAKCJI KOBALAMINOWYCH 1-1V W CZASIE HODOWLI
C. D I P H T H E R I A E

Oznaczenia ilościowe wykonywano metodą spektrofotom etryczną mie
rząc gęstość optyczną sumy wszystkich wytworzonych kobalam in (D), 
a następnie oznaczając stosunek stężeń poszczególnych frakcji ilościowo 
wyeluowanych z rozw iniętych jonoforogramów. Wszystkie pom iary spek- 
trofotom etryczne dokonano na aparacie Unicam S. P. 500 dla fali o dłu
gości 580 m /u, po przekształceniu kobalam in w  ich form y dwucyjanowe. 
Sposób ten  pozwolił określić ilości poszczególnych kobalam in w m ikro- 
molach, także kobalam in o nieznanej strukturze, na zasadzie następującego 
rozumowania.

W ielokrotnie stwierdzono na przykładzie różnych kobalamin, że wid
ma absorpcyjne ich pochodnych dwucyjanowych prawie nie różnią się od 
siebie, zwłaszcza dla fal w zakresie 360—590 m/u, z maksimami p rzy  368, 
540 i 580 m/i. Stwierdzono dalej, że stosunek absorpcji dla maksimów przy 
368 i 580 m/i jest również niezależny od rodzaju badanej kobalam iny. 
I tak dla form y dwucyjanowej w itam inu B12 d368/d r>80 =  3,01, a d la  w ita- 
m inu B12p (czynnika B) wynosi on 3,03. Spostrzeżenia te świadczą, że 
układy chrom oforowe pochodnych dwucyjanowych różnych kobalam in są 
całkowicie lub praw ie identyczne, a zatem wartości liczbowe ich molo
wych współczynników ekstynkcji powinny być jednakowe. Na podstaw ie 
takiego założenia przyjęto wartość molowego współczynnika ekstynkcji 
(580 m/i) =  10 707. W artość tę obliczono ze znanego ciężaru cząsteczko
wego w itam inu B12 (1355,3 — C03H8SO14N 14PCo) i znanego współczynnika 
ekstynkcji E ^ m (580 m/i) =  79 form y dwucyjanowej w itam inu B12. Stęże
nie badanych kobalam in w m ikrom olach/m l obliczano w edług wzoru:

gdzie d580 oznacza gęstość optyczną dla fali 580 m/u.
Doświadczenia przeprowadzono w 36 kolbach zawierających po 170 ml 

pożywki. Po 24, 46 i 71 godzinach hodowli zdejmowano z trzęsaw ki po 12 
kolb, odwirowywano komórki maczugowca, po czym wyodrębniano z nich
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kobalam iny według m etody uprzednio opisanej [8]. W cytowanej pracy 
podano również metodę hodowli Corynebacterium diphtheriae. Uzyskane 
koncentraty  uzupełniano wodą do określonej objętości (v) i następnie 
oznaczano w  nich sumę zaw artych kobalamin. W tym  celu z koncentratu 
pobierano ok. 5 ml roztworu, zadawano go kryształkiem  NaCN, dokładnie 
mieszano i po 2 godzinach mierzono gęstość optyczną D dla fali 580 my. 
Pozostałą część roztw oru zagęszczano pod zmniejszonym ciśnieniem  i na
noszono w  form ie wąskiego paska na bibułę W hatm an n r 3 (o szerokości 
ok. 12 cm) i kobalam iny rozdzielano jonoforetycznie metodą H o 1 d s- 
w o r t h a  [4] w  2N CH3COOH. Po wysuszeniu rozwiniętego jonoforogra- 
m u wycinano z niego pasy frakcji kobalaminowych (I—IV), ilościowo 
ekstrahow ano je  wodą, odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem do 
sucha, po czym rozpuszczano w określonej objętości wody, zadawano k ry 
ształkiem  NaCN i analogicznie jak  przy oznaczaniu sumy kobalamin mie
rzono gęstość optyczną po 2 godzinach (otrzymywano wartości di, di,dś, di,) 
dla fali o długości 580 m y  [6 |. Z pomiarów di ...di sprowadzonych do 
jednakow ej objętości próby, obliczano stosunki:

Pam iętając, że D jest sumą gęstości optycznych poszczególnych frakcji 
kobalam inow ych

skąd możemy obliczyć zgodnie z praw em  Beera stężenia poszczególnych 
kobalam in w koncentracie:

Uwzględniając dalej objętość v koncentratu możemy obliczyć ilości po
szczególnych frakcji kobalam inowych w mikromolach.

W jednym  z przeprowadzonych doświadczeń otrzym ano np. u =  40 ml 
koncentratu o gęstości optycznej D =  0,700. W artości d' (w przeliczeniu 
na jednakow ą objętość 10 ml) wynosiły odpowiednio: di =  0,264,
d'2=  0,082, d.ś =  0,078 i di =  0,239. Stąd obliczono k 2 =  0,31, Jc3 =  0,29 
i k, =  0,90. Ilość np. frakcji II (pseudowitaminu B12) wynosiła w próbie 
(o objętości 1220 ml):

, di dś . di
2 ~ d i ’ 8 - d i  1 4 _ d ; '

D =  d, +  d2 +  d, 4- d4 i że 37- =  i td ,
Cli Cl |

otrzym am y:
D —; dj (1 -j- k2 +  k3 -f- k4) ,

r = _____ ________
(1 +  k 2 +  k 3 +  k 4)

_  D
' ( l + k 2 +  k3 +  k4)

D k .

r~r y M /m l ,

/¿M/ml i td .
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0,700-40 -0,31 
C2—  10,707(1 +  0,31+ 0,29+ 0,90) ’ M

a w przeliczeniu na 1 litr kultury: 0,266 gM /l.
Wyniki doświadczenia są zestawione w tablicy 1.

T a b l i c a  1
Ilości koba lam in  b io syn te tyzow anych  przez C. d iph theriae  (szczep n r  44, K o lekc ja  
P aństw ow ego Z ak ładu  H igieny, W arszaw a) w  m ik rom olach  na li tr  i ich sk ła d  

p rocen tow y  w  czasie p rzeb iegu  hodow li

Czas hodow li w  godzinach
F rak c ja

kobalam inow a
24 46 71

fi M % /<M % %

I 0,118 100 0,843 45,2 0,614 39,9

II
(adeninocyjano-

kobalam ina)
ślady — 0,266 14,2 0,191 12,4

III
(2 -m etyloadenino- 
cyj anokobalam ina)

ślady — 0,218 11,7 0,178 11,6

IV 0 — 0,537 28,8 0,556 36,1

sum a kobalam in 0,118 1,864 1,539

2. CHARAKTERYSTYKA FRAKCJI I C O R Y N E B A C T E I U U M  D I P H T H E R I A E

Dla bliższego poznania przypuszczalnego m echanizm u biosyntezy ko
balam in u C. diphtheriae  konieczna była pełniejsza chrakterystyka frak
cji I. Już w poprzedniej publikacji [8] stw ierdzono metodami chrom ato
grafii bibułowej, że frakcja ta nie jest jednorodna i składa się co najm niej 
z 4 substancji z przewagą 2 kobalamin. Na podstawie badań elektrofo- 
retycznych przy pH 2,2 i 6,5 wyrażono również poprzednio przypuszcze
nie, że kobalam iny tej frakcji mogą być różnym i beznukleotydowym i 
estram i fosforowymi w itam inu B 12p (czynnika B ) [8]. Niedawno F r i e d 
r i c h  i B e r n h a u e r  [2] opierając się na wcześniejszych pracach 
B a m a n n a i innych dotyczących katalitycznej hydrolizy estrów  fos
forowych, opracowali selektywną metodę hydrolizy nukleotydocyjanoko- 
balam in z oderwaniem  nukleozydu i kwasu fosforowego oraz z utworze
niem czynnika B (witaminu B12p). Metoda F r i e d r i c h a  i B e r n 
h a u e r  a polega na katalitycznym  hydrolitycznym  działaniu wodoro
tlenku cerawego przy pH ok. 5 w obecności cyjanków przyśpieszających

20 0
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tę reakcję. Dla sprawdzenia, czy kobalam iny frakcji I są istotnie estram i 
kwasu fosforowego, frakcję tę poddano omówionej katalitycznej hydro
lizie, po czym przebadano* powstałą kobalaminę.

W tym  celu 0,5 ml rozitworu frakcji I zawierającej ok. 2 mg kobalam in 
zadano 0,5 ml ok. 0,3 M roztw oru CeCl3, 0,5 ml 1 N NaOH i 1 kroplą 
3°/o NaCN zobojętnionego uprzednio kwasem  siarkowym . Mieszanina po
siadała pH ok. 5,5. Roztwór ten zatopiono w rurce szklanej i ogrzewano 
na wrzącej łaźni wodnej w ciągu 20 minut. Po ostudzeniu próby roz
cieńczano ją  wodą do objętości 30 ml, odwirowywano osad CeiOH)* 
i z klarownego płynu ekstrahow ano kobalam iny roztworem  krezolu 
w chloroform ie (mieszanina izomerycznych krezoli i chloroformu, 1 : 1, 
v/v). Z ekstrak tu  krezolowego przenoszono kobalam iny do wody po do
daniu do niego V2 obj. chloroform u i V2 obj. n-butanolu [6]. Po usunięciu 
śladów krezoli i butanolu przy pomocy ekstrakcji chloroformem, wodny 
roztwór odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem  do małej obję
tości i zagęszczony roztwór kobalam in użyto do badań jonoforetycznych 
i chromatograficznych. Za pomocą obydwu metod wykazano, że w w y
niku opisanej hydrolizy z niejednorodnej frakcji I uzyskano jednorodną 
kobalaminę, nie dającą się oddzielić od w itam inu B12p (czynnika B). Ba
dania jonoforetyczne przeprowadzono przy pH 2,7 (0,5 N CH3COOH 
z dodatkiem  0,015°/o NaCN) i pH 6,5 (0,05 M bufor fosforanowy z dodat
kiem 0,015% NaCN). W m etodach chrom atograficznych stosowano na
stępujące układy rozpuszczalników:

a) nasycony wodą sek-butanol z dodatkiem  1%  (v/v) kwasu octowego 
i z dodatkiem  śladów cyjanków  [5],

b) nasycony wodą sek-butanol z dodatkiem  1% (v!v ) 25% amoniaku 
i z dodatkiem  śladów cyjanków [5],

c) n-butanol : propanol-2 : woda : kwas octowy (10 : 6.5 : 10 : 0,1) 
z dodatkiem  śladów NaCN,

d) jak podano pod c). Rozpuszczalnik wysycony KC104,
i e) nasycony wodą sek-butanol. Rozpuszczalnik wysycony KC104 
z dodatkiem  śladów NaCN [3],

Chromatografowano na bibule W hatm an n r 1 metodą wstępującą dla 
rozpuszczalników a), b) i e) lub spływową dla rozpuszczalników c) i d).

3. DYSKUSJA WYNIKÓW

Wyniki badań ilościowych (tablica 1) wykazują, że pierwszymi związ
kami kobalaminowymi biosyntetyzow anym i przez Corynebacterium di- 
phtheriae  są związki frakcji I. Bardzo charakterystyczny jest zupełny brak 
frakcji IV, a obecność tylko śladów adenino- i 2-metyloadeninocyjanokoba- 
lam iny (frakcji II i III) w pierwszym  okresie hodowli. Jednakże już po 46 
godzinach hodowli związki te pojaw iają się w znaczniejszych ilościach.
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Po dalszych 25 godzinach hodowli procentowa zawartość adenino- i 2-me- 
tyloadeninocyjanokobalam iny praktycznie nie zmienia się, gdy tymczasem 
zawartość kobalam iny IV silnie w zrasta w tym  czasie (z 28,8% do 36,1%) 
na niekorzyść kobalam in frakcji I. Procentowa zawartość ostatnich ko
balam in m aleje z 45,2% do 39,9%.

Z danych tych w ydaje się prawdopodobne, że kobalam ina IV (karbo
ksylowa pochodna czynnika B ) jest produktem  rozkładu kobalam in za
w artych we frakcji I. Przypuszczać także należy, że kobalam iny frakcji I 
są również związkami wyjściowymi dla syntezy nukleotydocyjanokoba- 
lam in (frakcji II i III).

Z uprzednio opublikow anych danych [8] wynika, że frakcja  I składa się 
z 4 kobalam in z przew agą dwóch związków, przy czym żaden z nich nie 
zawiera ugrupowania nukleotydowego. Elektroobojętny charakter tych 
związków przy pH 2,7, a kw aśny przy pH 6,5 wskazywał, że zaw ierają 
one jedną dobrze dysocjującą grupę kwasową. W pracy niniejszej w y
kazano, że grupą tą jest grupa kwasu fosforowego, ponieważ katalityczna 
hydroliza tych związków w obecności wodorotlenku cerawego prow a
dziła do powstania tylko jednego związku, a mianowicie do w itam inu 
B12p (czynnika B). A zatem  wszystkie kobalam iny frakcji I muszą być fos
forowymi estram i w itam inu B12p. Cztery różne kobalam iny frakcji I mo
gą więc przedstawiać: kwas etiokobalaminofosforowy (kwas korfinoam i- 
dofosforowy), kwasy 2'- lub 3'-rybozoetiokobalaminofosforowe (kobamid 
i jego izomer) czy wreszcie kwasy mono- lub polifosforybozoetiokobala- 
minofosforowe. Bliższa identyfikacja tych związków nie była możliwa ze 
względu na szczupłość posiadanego m ateriału.

Dane przedstaw ione w tej pracy wskazują, że biosynteza pełnych ko
balam in, tj. zaw ierających ugrupow anie nukleotydowe, zachodzi w  ko
m órkach C. diphtheriae przez stadium  fosforowych estrów  w itam inu B 12p 
(czynnika B). N adm iar estrów fosforowych nie przekształcających się 
w  nukleotydocyjanokobalam iny ulega rozkładowi z odszczepieniem kw asu 
fosforowego i hydrolizą jednej (lub więcej) grupy amidowej. Zależności 
te  obrazuje schemat:

procesy
k a tab o l i tyczne K obalam ina  fra k c ji IV

----------------------------> (karboksy low a pochodna
' w itam in u  B12p)

E stry  fosforow e w it. B12p 
(kobalam iny  fra k c ji I)

| N uk leo tydocy janokobalam iny
(pseudow itam in  B ,, czy n n ik  A)

procesy
anabo lityczne
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Trzeba tu zaznaczyć, że D e l l w e g ,  B e c h e r  i B e r n h a u e r  
[1] p ierw si w yrazili przypuszczenie, że biosynteza w itam inu B12 zachodzi 
przez fosforowe pochodne czynnika B, ponieważ pochodne nukleozydowa 
i nukleotydow a 5,6-dwum etylobenzimidazolu są trudniej biosyntetycznie 
w ykorzystyw ane przez E. coli do syntezy w itam inu B 12 niż sam  dw um e- 
tylobenzimidazol. W pracy naszej uzyskaliśm y po raz pierwszy dowody 
eksperym entalne przem aw iające za takim  mechanizmem biosyntezy nu- 
kleotydocyjanokobalam in.

S tre szcz en ie

1. Przedstawiono wyniki ilościowych oznaczeń poszczególnych ko- 
balam in syntetyzow anych przez Corynebacterium  diphtheriae. Zbadano 
zm iany stężeń czterech rozdzielających się jonoforetycznie kobalam in 
w czasie hodowli drobnoustroju. Na podstawie uzyskanych danych stw ier
dzono, że pierwszym i produktam i biosyntezy związków kobalam inowych 
u C. diphtheriae  są beznukleotydowe i elektroobojętne (przy pH 2,7) 
pochodne zaw arte w e frakcji I.

2. W szystkie kobalam iny frakcji I poddane katalitycznej hydrolizie 
w obecności w odorotlenku cerawego przechodzą ilościowo w w itam in 
Biap (czynnik B).

3. Przedyskutow ano prawdopodobny m echanizm  powstawania koba
lam in u Corynebacterium diphtheriae.
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H G C JIE flO B A H H H  n O .B H O C H H T E 3 Y  K O B A JIA M H H O B blX  C O E /fH H E H H H
2. M E X A H H 3M  O B P A 3G B A H H H  K O B A JIA M H H O B  V  C O R Y N E B A C T E R IU M

D IP H T H E R IA E

P e 3  K) m  e

1. IIpeACTaBJieHbi pe3yjibTaTbi KOJiMHecTBeHHbix onpeflejieHHM oTą;ejib- 
Hbix KOÓajiaMMHOB cnHTe3npoBaHHbix Corynebacterium  diphtheriae. Mc-
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J .  PA W EŁ K IEW IC Z I  K . ZO D R O W  [8]

c j i e A O B a j i n  M3 M eH eH M H  K O H u ;e H T p a i]; i iii  n e T b i p e x  p a 3 ,o ;e j iH K > m jix c f l  n y T e M  

iT O H O (|)o p e 3 a ,  K o S a j ia M M H O B  b  T e n e H w e  K y j i b T U B u p o B a H K f l  M M K p o o p r a H H ? -  

m o b .  Ha ocH O B aH M M  n o j i y n e H H b i x  ^ a H H b ix  K O H C T a n ip o B a j iM , h t o  n e p B b i iv n t  

n p o ^ y K T a M M  6 M O CK H Te3 a  K o S a j ia M U H O B b ix  coeA W H eH M M  y  Cory neb acterium  
diphtheriae  h b j i h i o t c h  6 e 3 H y K J ie o T w ,n ;H b ie  m a j i e K T p o H e i i T p a j i b H b i e  ( n p w  

pH —2,7) n p o u B B O A H b ie ,  3 a K jn o H a io :m ;M e c H  b o  c jD p a K p m i I.
2. Bee KoSajiaMMHbi cjppaKijMii I, rro/iBepxceHHbie KaTajiwTMHecKOMy rn- 

,a ;p o jiK 3 y  b  n p n c y T C T B M M  r r m p a T a  3 aKMCM p e p M H , n e p e x o f t H T  K O j m u e c T B e H -  

HO B  BM TaM M H  Bl2p (t f ia K T O p  B).
3. npO/iJICKyTMpOBaH BepOHTHblii MexaHH3M 05pa3OBaHMH KOSaJiaMM- 

h o b  y  Corynebacterium diphtheriae.

ST U D IE S ON TH E B IO SY N TH E SIS  O F C O B A LA M IN  COM POU ND S

2. M EC H A N ISM  OF FO R M A TIO N  OF C O B A LA M IN S B Y  C O R Y N E B A C T E R IU M
D IP H T H E R IA E

S u m m a r y

1. Results of quantitative determ inations of cobalamins biosynthe- 
tised by Corynebacterium diphtheriae  (strain No. 44, P.Z.H., W arszawa) 
have been presented. Concentration changes, during grow th of this mic
ro-organism , of four ionophoretically separated  cobalamins have been 
investigated. The present experim ents showed that the firs t products of 
the  biosynthesis are ionophoretically neu tra l (at pH 2,7) and nucleotideless 
co’balam in compounds of the fraction I.

2. All cobalamins of the  fraction I catalytically hydrolysed in the 
presence of Ce(OH)3 give as the end products the  factor B (vitamin B12p) 
only.

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

O trzym ano  21.6.1957 r.
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