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ACTA BIOCHIMICA POLONICA
VoL 1 1954 NIO"

DAWID SHUGAR

SWIATLOCZULE UTLENIANIE NIEKTORYCH 3-PODSTAWIONYCH
POCHODNYCH INDOLU W OBECNOSCI RIBOFLAWINY

Oddzia! Bicchemii Fizycznej Dzialu Biochemii Panstw. Zakl. Higieny.

Kier. Dziatu: Prof I. Heller. Kier. Oddziatu: D. Shugar.

Fotoutlenianie szeregu substancji takich, jak: aminokwasy, enzymy, wi-
taminy, sterydy zachodzace w Swietle widzialnym w obecnosci uczulacza,
bylo z uwagi na biologiczna i kliniczng wazno$¢ tych reakcji przedmiotem
znacznego zainteresowania. Jednak zaréwno identyfikacja produktow tych
reakcji, jak i poznanie ich mechanizmu natrafialo na szereg trudnosci. Wigk-
szo$¢ dotychczasowych badan dotyczyla glownie jakoSciowej strony zjawi-
ska (Shugar, 1951).

Rola riboflawiny jako uczulacza takich reakeji tak in vitro, jak i in vivo
jest szczegolnie interesujgca zarowno z uwagi na szerokie rozprzestrzenie-
nie riboflawiny w przyrodzie, jak i z tego wzgledu, ze wchodzi ona w skiad
grupy prostetycznej flawoprotein. Wystarczy przytoczy¢ tu jako przyklad,
ze poczatkowe prace Eulera i Adlera (1934) i Theorella
(1935) staty sie punktem wyjsciowym dla szeregu dalszych badan nad rola
riboflawiny w mechanizmie widzenia u réznych organizmow i w leczeniu
zaburzen wzrokowych (Heiman, 1942; patrz rowniez Blum, 1941;
Heyroth, 1941).

Wydaje sig, ze szczegélne znaczenie ma fotoutlenienie pochodnych indo-
lu wobec riboflawiny jako uczulacza (1) z uwagi na zalezno$¢ miedzy ri-
boflawing a metabolizmem tryptofanu (Harding, Dagleish
i Neuberger, 1953), (2) ze wzgledu na rolg kwasu indolooctowego
(IAA) i niektorych jego analogow jako substancji wzrostowych dla roslin
oraz (3), ze istnieja pewne dane, wskazujace na udzial riboflawiny w zja-
wisku fototropizmu (G alston 1950) w drodze reakeji z kwasem indo-
looctowym, aktywowanej przez $wiatlo. :

Prawdopodobnie fotoutlenianie kwasu indolooctowego in vitro w obec-
nosci réznych uczulaczy (Galston, 1950; Shugar, 1951; Fer-
ri, 1951 a) przebiega réznymi drogami i jest zwiazane z przenoszeniem
wodoru na jakis akceptor (Galston, 1950; Brauner, 1952).
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4 D. SHUGAR

W przypadku gdy uczulaczem jest riboflawina, konieczna jest obecnosé tle-
nu (Ferri, 1951 b; Galston, 1950), a riboflawina, jak sie¢ wy-
daje, odgrywa role przenosnika wodoru miedzy kwasem imndolooctowym
atlenem (Galston, 1950) wg nastgpujacego ogdélnego mechanizmu:

Rbf + hv — Rbf*
IAA + Rbi* — produkt utienienia + Rbf.H.,
Rbf.Hs + 1,0, — Rbi + H-»O,

gdzie RbI* oznacza riboflawine aktywowana Swiatlem.

Ostatnio Brauner (1952) dostarczyl dowodow, ze reakcja ta jest
zwigzana z dekarboksylacjg lancucha bocznego, za§ Denffer i F i-
scher (1952) podali, ze pod dzialaniem promieni ultrafioletowych jako
produkt reakcji powstaje 3-indolokarboksyaldehyd. Zwykle swiatlo dzienne
powoduje powstanie innego rodzaju produktu rozpadu, by¢é moze o charak-
terze keto-kwasu.

W czasie badan nad inaktywacja enzymow, uczulona przez riboflawineg
(Shugar, 1951), stwierdzono znaczne réoznice w iloSciowej wydajnosci
fotoutleniania tryplofanu i kwasu indolooctowego. Rozpatrzenie mozliwych
przyczyn tych rdéznic oraz rozwazenie niektorych danych jako$ciowych za-
wartych w pracy G alstona (1949) zwrécilo uwage na pewna re-
gularnos¢ w wydajnosci utlenienia poszczegélnych pochodnych indolu,
przy czym wydaje sie, ze regularno$é ta jest wynikiem rodzaju podstawnika
w pozycji 3 pierscienia indolowego. Jako jedno z mozliwych tlumaczen roz-
nic w wydajnosci fotoutlenienia nasuwa si¢ wplyw polarnosci w oparciu
o zalozenie, ze miejscem reakcji jest grupa NH pierscienia pirolowego.

’ “ ” % \“—”coorx l//\“—”cn,—com{
N\ \N/ \\/\N/ %/\N/
H H H
Indol Kwas indolo. Kwas indolooctowy

karboksylowco

——CH,—CH,— 7 \——CH,.CH,—CH,- 7 \——CH,—CH—COOH
( || ” —cooH | | | -Coon” | ||| s
N/ \\] \\/\N/ \\,’/‘\N/ A
, H H H
Kwas indolopropiorowy Kwas indolomaslowy Tryptofan

Wydawaly si¢ celowymi dalsze badania nad rola podstawnika w pier-
scieniu indolowym, a w szczegdlnosci ustalenie wydajnosci foloutlenienia
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SWIATLOCZULE UTLENIANIE POCHODNYCH INDOLU 15)

poszczegélnych czlonéw szeregu homologicznego pochodnych indolu z in-
dolem i tryptofanem wlgcznie.

Przypuszczano, ze stopniowo rosngce oddalenie grupy karboksylowej od
rdzenia indolowego, jak to ma miejsce w kolejnych czlonach wyzej przylo-
czonego szeregu, pozwoli na pewng interpretacje wplywu podstawnika. Row-
niez interesujgce wydawalo si¢ przebadanie, w jakim slopniu reakcja zacho-
dzi przy kilku roznych warto$ciach pH $rodowiska, aby ustali¢ wpiyw, jaki
wywiera zmiana polarnosci grupy karboksylowej, poniewaz w Srodowisku
kwasnym grupa ta zachowuje si¢ jako akceptor wodoru, natomiast w Sro:
dowisku wystarczajaco zasadowym przeksztalca si¢ ona w anion COO-
i ma wyrazna tendencje¢ do odpychania elektronow.

Metodyka

Jako zrodlo $wiatla sluzyla lampa rteciowa Phillipsa HP-125, z ktérej
usunieto zewnetrzna oslone szklang. Za pomoca filtru Eastmana 7-37,
a w pewnych przypadkach réwniez filtru Wooda, izolowano emisje
energii w zakresie okolo 3650 A, poniewaz w tym wlasnie zakresie zachodzi
absorpcja $wiatla wylgcznie przez riboflawing. Pewne doswiadczenie
wreszcie przeprowadzano stosujgc zwykle, rozproszone swiatlo dzienne.

Uzyte do doswiadczen: indol, tryptofan, kwas indolooctowy, indolomasio-
wy i kwas indolopropionowy byly produktami handlowymi, ktérych czystos¢
sprawdzono na podstawie temperatury topnienia i widma absorpcyjnego
w Swietle ultrafioletowym (Ward, 1923). Kwas indolokarboksylowy
sporzgdzono dzialaniem bezwodnika kwasu weglowego na jodek indolo-
magnezowy (Majima i Shigematsu, 1924); produkt wykazywal
temp. topn. 212—2130°. Riboflawina pochodzita z firmy Hofiman — La Ro-

che, przy czym jej widmo absorpcyjne
bylo zgodne z tym, ktére podali W a r- 04
burg i Christian (1938). /

Wszystkie naswietlania przepro- A
wadzano w Srodowisku zawierajacym /
M/60 bufor fosforanowy o wartosci 02
pH = 5,3, 7,2 i 8,7. Roztwory przyrza- e
dzano tak, aby zawieraly 50/ml po- /
chodnej indolu i 10/ml riboflawiny. /
Kazdorazowo sporzadzano Swieze roz-
twory riboflawiny.

Okolo 3,5 ml badanego roztworu :

- : . Rys. 1 — Krzywa wzorcowa dla indolu
umieszczano w kiuwecie Beckmanna przy Zastosowaniu melody orudczania

o grubosci warstwy 10 mm i podda- kwasu glioksalowego w modyfika ji
wano naswietlaniu. W czasie trwania Bric‘ea.

-

log I,/1

) 25 50
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6 ' D. SHUGAR

naSwietlania trzykrotnie w odpowiednio dobranych odstepach czasu pobie-
rano 0,5 ml prébki celem oznaczenia ilosci pochodnej indolowej, ktéra nie
ulegla zmianie pod wplywem naswietlania. Reakcje z kazda z pochodnych
przeprowadzano przy 3 réznych wartoSciach pH, jak podano wyzej. Steze-
nie pochodnej indolowej, ktéra nie ulegla reakcji, oznaczano kolorymetrycz-
nie, réwnoczesnie z serig prob kontrolnych o zmiennych stezeniach, ktére
sluzyly do ustalenia krzywej wzorcowej. Chociaz riboflawina ma niewielki
wplyw na kolorymelryczne oznaczanie indoiu, niemniej jednak doda-
wano ja do wszystkich préb kontrolnych. Wszystkie operacje przeprowadza-
no w ciemni, uzywajac slabego czerwonego $wiatla.

Typowa krzywa wzorcowg dla samego indolu przedstawiono na rys. 1,
przy czym do oznaczania uzyto zmodyfikowanej przez B rice‘a (1933-

i
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Rys. 2 — Widmo absorpeyjne barwy wyltwarzanej przez rézne pochodne indolowe przy
zastosowaniu metody Brice'a dla kwasu glioksalowego:
(1) tryptofan, (2) kwas indolomaslowy, (3) kwas indolopropionowy, (4) indol), (5) kwas
indolokarboksylowy, (6) kwas indolooctowy.
Krzywa 6a) dot. oznaczen kwasu indolooctowego przy zastosowaniu odczynnika Sal-
kowskiego. Koncowe stezenie pochodnych indolu w roztworze wynosi 11 y/ml
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SWIATLOCZULE UTLENIANIE POCHODNYCH INDOLU )

34) metody oznaczania kwasu glioksalowego. Wszystkie inne pochodne
indolowe, z wyjatkiem kwasu indolokarboksylowego, dajg réwniez krzywe
wzorcowe o zaleznosSci w przyblizeniu liniowej; jednak natezenie barwy
jest rézne dla roznych pochodnych, jak to widaé z rys. 2. Na tym samym
rysunku przedstawiono lini¢ absorpcyjng dla barwy, jaka otrzymano, ozna-
czajac kwas indolooctowy odezynnikiem Salkowskiego (Tang i Bon-
ner, 1947); metode te stosowano tez nastepnie przy oznaczaniu utlenie-
nia IAA. Oznaczenie kolorymetryczne we wszystkich przypadkach prowa-
dzono przy dlugosci fali 5400 A. W kilku doswiadczeniach celem jakoScio-
wego sprawdzenia niektérych wynikéw zastosowano metode chromatografii
bibulowej.

Wyniki i dyskusja

Na rys. 3 przedstawiono wydajnos$¢ utleniania poszczegélnych badanych
pochodnych indolowych. (Odnosnie kwasu indolokarboksylowego patrz
nizej). Z rys. 3 (d) wynika, ze wydajnos¢ utlenienia samego indolu zmie-
nia si¢ ze zmiang wartosci pH, co najprawdopodobniej zwiazane jest z jego
zdolnoscia do tworzenia postaci tautomerycznej z aktywna grupa metyle-
nowg w polozeniu 3 pierscienia pirolowego (K arrer, 1950).

Wydajno$é utlenienia indolu jest jednak znacznie nizsza anizeli innych
przebadanych w tej pracy pochodnych.

Z poréwnania wykreséw na rys. 3 (a) i 3 (b) wynika, ze wydajnos¢
utlenienia IAA zmienia si¢ w zaleznosci od metody, jakiej uzyto do oznacza-
nia kwasu indolooctowego. Jest rzeczg znana, ze metoda Brice'a (1933-
34) oznaczania kwasu glioksalowego jest specyficzna dla pierScienia indo-
lowego. Natomiast metoda Tanga i Bonnera (1947) zastoso-
wana w doswiadczeniach, ktérych wyniki przedstawiono na rys. 3 (b), wg
szeregu autoréw nie jest specyficzng dla ukladu indolu (Frieber, 1922;
Happold, 1950) — i rzeczywiscie w przypadku innych pochodnych in-
dolu, badanych w tej pracy, daje bardzo slabe lub nawet wcale nie daje za-
barwienia. Zatem wydaje si¢ prawdopodobne, ze albo pierscien indolowy jest
atakowany w wigcej niz jedxiym miejscu, albo sam tancuch boczny w pozy-
cji 3 bierze udzial w reakcji. Jednak ta ostatnia mozliwos¢ wydaje si¢ wat-
pliwa wobec wynikow przedstawionych przez W eil a i wspélpracowni-
kow (1951), ktore wykazuja, ze przy uzyciu blekitu metylenowego jako
uczulacza lancuch boczny w pozycji 3 pozostaje nienaruszony.

Wylaczajac 1AA, wydajnoéé utlenienia réznych pochodnych indolu ros-
nie ze wzrostem wartosci pH, co jest do pewnego stopnia analogiczne do
wynikow, ktére otrzymali W e il i wspolpracownicy (1951) na tryptofa-
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8 D. SHUGAR

nie przy zastosowaniu blekitu metylenowego jako uczulacza. Ci sami auto-
rzy podajg, iz otrzymali identyczna wydajnos$é utlenienia dla indolu i tryp-
tofanu przy wartosci pH = 85 (mierzone na podstawie wydzielania sig
CO. w aparacie Warburga), a wyniki te odbiegaja od danych, jakie uzy-

(a) /(0)
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Rys. 3 — Wydajnos$¢ fotoutlenienia poszczegélnych pochodnych indolu wobec ryboflawi.

ny: (a) kwas indolooctowy, (c) tryptofan, (d) indol, (e) kwas indolopropionowy, (f)

kwas indolomaslowy. Krzywa (b) zmierzona, zmodyfikowang wedlug Brice'a metoda

oznaczania kwasu gliksalowego, przedstawia stopien fotoutlenienia kwasu indolooctowe-
go, oznaczonego przy zastozowaniu odezynnika Salkowskiego.

skuje si¢ z poréwnania rys. 3 (a) i 3 (d) niniejszej pracy. Jednak autorzy
ci zwracajg uwage, ze reakcja barwna na tryptofan jest ujemna na dlugo
przedtem, zanim ustanie wydzielanie si¢ CO,, tak ze ograniczenie pomiaru
tylko do tego ostatniego nie jest odpowiednie jako wskaznik zniszczenia
pierScienia indolowego.

Raczej zaskakujacy jest odwrotny przebieg zaleznosci stopnia utlenienia
IAA od zmiany wartosci pH w poréwnaniu z innymi badanymi pochodnymi,
i to niezaleznie od metody kolorymetrycznej, jaka zastosowano do oznaczenia
kwasu indolooctowego w czasie reakcji. Zjawisko to tlumaczy fakt, dlacze-
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SWIATLOCZULE UTLENIANIE POCHODNYCH INDOLU 9

go uprzednio zaobserwowano tak znaczne réznice wydajnos$ci utlenienia
IAA i tryptofanu (S h u g ar, 1951), jak rowniez staje si¢ jasne, Ze
w przeciwienistwie do innych pochodnych kwas indolooctowy bierze udzial
w reakcji glownie jako drobina niezdysocjowana. Z tego punktu widzenia
interesujgca jest obserwacja van Santena (1935), wg ktorej krzy-
wa wzrostu Avena coleoptile zalezy od krzywej dysocjacji kwasu indolo-
oclowego, przy czym najszybszy wzrost zachodzi w przypadku drobin nie-
zdysocjowanych.

Z tego, co wyzej podano, wynika, ze chociaz rodzaj podstawnika w po-
zycji 3 pierScienia indolowego odgrywa w przebiegu reakcji wazng role (co
wida¢ poza tym z poréwnania wydajnosci utlenienia tryptofanu i kwasu
indolopropionowego), to jednak wysunigta uprzednio sugestia o wplywie
polarnosci nie nadaje si¢ do wyjasnienia zjawiska odrebnosci w przypadku
kwasu indolooctowego.

Mozna bylo sie spodziewaé, ze wyniki przebiegu reakcji z kwasem indo-
lokarboksylowym moga si¢ staé pomocne w interpretacji tego zjawiska.
\Wbrew oczekiwaniom jednak pochodna ta wykazuje bardzo malg aktywnos¢
nawet przy bardzo dlugich okresach naswietlania i niezaleznie od zastoso-
wanego pH $rodowiska. W pewnych przypadkach zanotowano nawet niewiel-
kie zwigkszenie si¢ pozornego stezenia w wyniku naswietlania, co jest do
pewnego stopnia analogiczne do wynikéw, ktore otrzymali Allsopp
i Wilson (1951) przy naswietlaniu wodnych roztworéw indolu pro-
mieniami X i y.

Celem sprawdzenia obserwowanego braku aktywnosci kwasu indolo-
karboksylowego badano préobki naswietlanych roztworéw w drodze chroma-
tografii bibulowej, uzywajgc réznych rozpuszczalnikow. Najbardziej przy-
datnymi okazaly si¢ mieszaniny metanol-butanol-benzen-woda (4:2:2:2)
oraz metyloetyloketon-pirydyna-woda (70:5:15). Kwas indolooctowy i tryp-
tofan przebadano w ten sam sposéb. Plamy wywolywano p-dwumetyloben-
zoaldehydem lub chlorkiem zelazowym. W tej drodze otrzymano zupelnie
dobre wyniki co do zmniejszania si¢ stezenia IAA i tryptofanu w czasie na-
Swietlania, natomiast plama kwasu indolokarboksylowego pozostata nie-
zmieniona nawet po bardzo dlugim naswietlaniu. Ani IAA, ani tryptofan
nie dawaly produktow rozktadu, ktére mozna by wykry¢ przy uzyciu wyzej
wspomnianych wywolywaczy plam. F er ri (1951c) sugeruje, ze pod
wplywem naswietlania promieniami nadfiolkowymi wobec siarczanu chi-
niny jako uczulacza; jednym z produktéw rozkladu moze by¢ skatol. Gdyby
tak bylo, wowczas obecnosé¢ skatolu databy sie fatwo stwierdzi¢ za pomoca
chlorku zelazowego. Oczywiscie jest rzecza mozliwg, ze mechanizm reakcji
zachodzacej pod wplywem promieni nadfiolkowych moze by¢ inny, niz to
ma miejsce w naszym przypadku. Jak juz wspomniano wyzej, Denffer

http://rcin.org.pl



10 D. SHUGAR

i Fischer (1952) znalezli, Zze reakcja zachodzgca w Swietle widzial-
nym dostarcza innych produktéw anizeli reakcja przebiegajaca w nadfio-
lecie. Poniewaz iloSciowa wydajnos¢ reakcji praktycznie nie zalezy od diu-
gosci fali uzytego swiatla (Shu gar, 1951), wydaje si¢e zatem, ze bio-
ra tu udzial reakcje wtoérne, zwiazane z produktami rozpadu.

Ferri (1951c¢) podaje réwniez, ze skatol moze by¢ produktem de-
gradacji lancucha bocznego w drobinie IAA. Gdyby tak bylo rzeczywiscie,
nie nalezaloby oczekiwaé stalego wzrostu pozornego stezenia IAA, jak to
ma miejsce przy oznaczaniu metoda stosowana dla kwasu glioksalowego
(rys.3a), ktora jest specyficzna dla pierScienia indolowego. Ten sam argu-
ment odnosi si¢ tez do wynikéw, jakie otrzymali Brauner (1952)
i Denffer i Fischer (1952), o ktorych wspominano juz wyzej.
Dane, jakie otrzymali W e il i wspdlpracownicy (1951) dla tryptofanu,
ktére oméwiono juz poprzednio, sa zgodne z twierdzeniami, ze glowny
bieg reakcji zachodzi przy udziale pierscienia indolowego.

Moglyby si¢ nasungé pewne watpliwosci co do rozbieznosci w wyni-
kach z poprzednig praca, w ktorej wykazano, ze uczulonej Swiatlem inak-
tywacji enzymow towarzyszy zniszczenie tryptofanu, wystepujgcego jako
sktadowe drobiny enzymu (S h u g ar 1951, 1952). Wyniki tej pracy
zostaly przez Mc. Larena iwspolpracownikow (1953) uzyte do po-
rownania z wplywem promieni nadfiolkowych na inaktywacje enzymow.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze takie poréwnanie nie jest dopuszczalne, ponie-
waz pierwotna reakcja w obu przypadkach jest zupelnie rézna, jak to wy-
nika z poréwnania wydajnosci iloSciowej obu tych procesow (S hu g ar,
1951). Jest rzecza zupelnie mozliwg, ze naswietlanie bialek jest zwigzane
z jakim$ zjawiskiem uczulania, dodatkowym w stosunku do inaktywacji
wynikajacej z bezposredniej absorpcji $wiatla. Fakt, ze w czasie naswietla-
nia promieniami ultrafiolkowymi zachodzi utlenianie pierscienia aroma-
tycznego, przemawia na korzysé tej hipotezy. Nalezaloby jednak wykazac,
czy jest to zjawisko pierwotne, czy tez jest ono wynikiem reakcji wtérnych,
zwigzanych z produktami rozpadu, powstajacymi w czasie reakcji pier-
wotnej.
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CBETOYYBCTBUTEJBHOE OKMCJIEHUE HEKOTOPBIX 3-3AMEINEHHBIX
VMHAOJIA B ITPUCYTCTBUM PUBODJIOBUHLI

Peszome

Briro nposeaeno uccaeaosanme, cenenbuansuposanunoro pubodraBuHom (o-
TOOKHCAEHHsI B HMJEHTHYHBIX YCAOBHAX psja 3-3aMELIEHHbIX HHZOAA M CaMOro
MH/0AAQ, a MMEHHO: MHJOAMAMPOITHOHOBOH K-Tbl, HHZOAHAMACASIHOM K-Tbl, TPHII-
To()aHa, MHAOAMAYKCYCHOM K-Thl H HHAOAMAKapGOKCHAOBOH K-Tbl.

Boixoa peakuun 3aBucut B GoAbwIOH CTemeHH OT XapakTepa GOKOBOH wenu
B nosuuun 3. Cpasuenne soixogos peakunn npu pH 5,3; 7,2 u 8,7 noxkasano,
YTO CaMOH PEaKUHOHHOCTIOCOOHOH SBASETCS HEAHCCOUMMPOBAHHAA MOAEKYAA
HHAOAMAYKCYcHOM K-Tbl. /JlAsi ApyrHX npoM3BOAHBIX MHAOAA azera 06CTOAT CO-
Bcem Hao6opor. Mnaoauakap6okcnroBas k-Ta He pearnpyer BOBCe B TaKOH CH-
creme. [lano kopoTkoe ofcyxgeHHe MOAYHUEHHDIX PE3YyAbTATOB.
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THE RIBOFLAVIN PHOTO-SENSITIZED OXIDATION OF SOME 3-SUBSTITUTED
INDOLE DERIVATIVES

Summary

A study has been made of the riboflavin sensitized photo-oxidation of
a number of 3-substituted indole derivatives, including indole, indolepropio-
nic acid, indolebutyric acid, tryptophane, indoleacetic acid and indolecarbo-
xylic acid, all under identical conditions. The nature of the side-chain in the
3-position has an appreciable influence on the relative reaction rate. A com-
parison of rates at pH values of 5.3, 7.2 and 8.7 showed that, while the
undissociated indoleacetic acid molecule reacts preferentially, the reverse
holds for the other derivatives. Indolecarboxylic acid does not appear to
react at all in this system. The results are briefly discussed.
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WITAMIN B;. WE FRAKCJACH BIALKOWYCH SUROWICY KRWI
LUDZKIEJ

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej A. M. Krakéw
Kierownik: prof. dr B. Skariynski

Hipoteza o szczegdlnie aktywnej postaci witaminu Bys, obdarzonej swoi-
stymi biologicznymi wlasnosciami, réznej od czystego krystalicznego zwigz-
ku otrzymanego z watréb lub z hodowli plesni, uzyskuje w latach ostatnich
coraz szersza podbudowe doswiadczalna. Punktem wyjscia dla tej hipo-
tezy byl nie ulegajacy watpliwosci fakt, ze wchlanianie witaminu Bys i jego
wykorzystanie przez ustréj zwierzecy uwarunkowane jest laczeniem sie
z tzw. czynnikiem wewnatrzpochodnym Castle'a. Wielokrotnie po-
iwierdzone obserwacje wskazuja na to, ze czysty witamin Bis w wielu
przypadkach dziala in vitro odmiennie od wyciaggéw z tkanek zawierajacych
ten witamin. Okolicznosci te muszg nasuwacé przypuszczenie, ze biologicz-
nie czynna w ustroju zwierzecym posta¢ witaminu B;a jest jego polacze-
niem z bialkami.

Wychodzac z tych zalozen podjeto juz w kilku pracowniach dosy¢ roz-
legle badania nad zdolnoscig fgczenia si¢ witaminu Bys z biatkami. Bird
i Hoevet (1) badali zdolnos¢ wigzania witaminu B;s przez wyosob-
niony wewnatrzpochodny czynnik C a s t | e'a i przez lizozym stwierdzajac,
ze trwale polaczenia z witaminem B,» daje czynnik wewnatrzpochod-
ny, natomiast mieszanina lizozymu z kobalaming daje si¢ rozdzieli¢ za po-
moca dializy. Roland, Millman i Giffee (2) badali zdol-
nos¢ wigzania czystej kobalaminy przez biatka wyosobnione z dwunastnicy,
zoladka Swinskiego oraz osocza. Stwierdzili oni przy tym, ze frakcja bialka
dwunastnicy, cechujaca sie punktem izoelektrycznym przy pH 4.6, wiaze
znacznie wiecej witaminu By, niz bialka zotadka i bialka osocza. Réwniez
Glass i wspolpracownicy (3) stwierdzili powinowactwo witaminu Bj.
do jednej z frakcji mukoproteidéw soku zoladkowego ludzkiego i zwierzece-
go. O pewnej wybidrczosci wigzania witaminu Bys przez rézne skladniki ko-
maorki  Swiadcza wyniki badan Swendseida i wspolpracownikow

(13]
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(4), ktorzy stwierdzili, ze w komérkach watroby myszy witamin By, znaj-
duje si¢ tylko w mitochondriach; brak go natomiast w bezpostaciowej czesci
cytoplazmy i jadrach. Ross i wspolpracownicy (5, 6) oznaczali zawar-
to§¢ kobalaminy lub jej analogonéw w surowicy krwi ludzkiej dochodzac
do wniosku, ze wiekszo$¢ witaminu By, w surowicy wystepuje w postaci
zwiazanej z bialkiem, nie probujac jednak udzieli¢ odpowiedzi na pytanie,
czy kobalamina jest zwiazana réwnomiernie ze wszystkimi biatkami suro-
wicy, czy lez tylko z pewnymi frakcjami bialek. Ze wzgledu na doniostosé¢
tego problemu w lgcznosci ze sprawa biologicznie aktywnych polgczen wi-
witaminu B;s z biatkami, postawili$émy sobie za zadanie wyjasnienie tego
zagadnienia.

Celem naszych badan bylo ustalenie zawartosci witaminu B;2 w po-
szczegolnych frakcjach surowicy krwi ludzkiej oraz oznaczenie stosunku
witaminu wolnego do witaminu u osobnikéow zdrowych.

Metodyka

Bialka surowicy krwi rozdzielano za pomoca elektroforezy bibulowej na
szerokim pasku bibuly. Po odcigciu waskiego skrawka i wybarwieniu od-
powiednim barwnikiem ustalono polozenie frakecji bialkowych na bibule,
a nastepnie odcinano poprzeczne skrawki z poszczegélnymi frakcjami i wy-
plukiwano biatko. Stezenie witaminu By, w rozdzielonych frakcjach ozna-
czano mikrobiologicznie przy uzyciu szczepu glonu Euglena gracilis.

Przebieg doswiadczen

Rozdzial elektroforetyczny. Elektroforetyczne roz-
dzielanie przeprowadzano za pomocg aparatury opisanej przez O strow-
skiego i Mikuckiego (7), a zmodyfikowanej w ten sposéb, ze
zamiast elektrod weglowych zastosowano elektrody platynowe, przy czym
naczynia z elektrodami zostaly polaczone z wannami zawierajacymi bufor za
pomocg kluczy agarowych z 1,5 M roztworem KCIl. Postepowanie takie za-
bezpiecza przed wplywem produktéw elektrolizy na rozdzial elektroforetycz-
ny oraz zapobiega zanieczyszczeniu buforu weglem. Pasek bibuly Whatma-
na nr 4 o rozmiarach 10 X 35 cm umieszczano w komorze wilgotnej i wy-
sycano roztworem buforu weronalowego o pH = 8,6, u 0,05. Na s$rodku
paska za pomoca odpowiedniej dlugosci plvtki szklanej umieszczano
0,2 ml surowicy i wiaczano prad. Czas rozdzialu wynosit ok. 15 godzin, na-
pigcie 175 V, natezenie pragdu 4—5 mA w temperaturze 21°. Nastepnie pa-
sek - bibuly suszono na powietrzu oraz spryskiwano 1/15 M roztworem
KH,PO4 w celu zobojetnienia zasadowego buforu weronalowego. Po po-

http://rcin.org.pl



WITAMIN Bj2 W FRAKCJACH BIALKOWYCH SUROWICY KRWI 15

wtérnym wysuszeniu na powietrzu wzdluz calej dlugosci paska odcinano
skrawek szerokosci 1 cm i barwiono w celu wykazania polozenia frakcji
biatkowych. Po ustaleniu rozmieszczenia frakcji na szerokim pasku bibuly
odcinano poprzeczne skrawki, odpowiadajace poszczegélnym frakcjom.

Wypltukiwanie biatka z bibuly i uwalnianie
witaminu Bjs. Skrawki bibuly z odpowiadajagcymi im frakcjami bia-
lek cigto na drobne kawalki i zbierano do probéwek. Po dodaniu 4 ml wody
destylowanej wytrzgsano w temperaturze pokojowej w ciggu 2 — 4 godzin.
Warunki uwalniania witaminu By, z polgczenia z bialkiem nie byly dotych-
czas ustalone i liczni autorowie stosowali rézne zabiegi poczawszy od zwy-
klego ogrzewania (5) poprzez ogrzewanie w autoklawie w wyzszej tem-
peraturze (2) do enzymatycznej hydrolizy wlacznie (8). Dlatego tez przed
rozpoczeciem zasadniczych oznaczen przebadano okolo 40 surowic osobni-
kow zdrowych i ustalono warunki, w ktérych bez wigkszych zmiah aktyw-
nosci witaminu zostaje osiagnigete calkowite uwolnienie witaminu Bys od
polaczenia z biatkiem. Rys. 1 przedstawia krzywa, gdzie na osi odcigtej jest
zaznaczony czas ogrzewania w autoklawie w temp. 110° na osi rzednych log
z procentu uwolnionego witamint By.. Jak wynika z wykresu, maksymalna
ilos¢ uwolnionego witaminu B;» przypada na czas 60 min. przy pH = 7,0,
a po 90 min. wystepuje juz wyrazna inaktywacja, siegajaca ok. 60% pier-
wotnej aktywnosci. Stosownie do powyzszych wynikéw probki z wypluka-
nymi frakcjami byly przed mikrobiologicznym oznaczeniem witaminu By.
ogrzewane w auloklawie w temp. 110° przy pH = 7,0 w ciggu 60 min. Do
mikrobiologicznego oznaczenia brano 2 ml klarownego roztworu z zacho-
waniem aseptyki.

W pisSmiennictwie wciaz jest zywo dyskutowane zagadnienie ewentualnej
ochrony witaminu B;s w czasie ogrzewania w autoklawie przez dodatek
substancji redukujgcych. Obserwacjom przemawiajgcym za takim ochron-
nym dzialaniem cysteiny, kwasu askorbinowego i kwasu tioglikolowego
przeciwstawiaja si¢’ wyniki badan Swiadczacych o zmniejszaniu si¢ aktyw-
noSci ogrzewanych w autoklawie preparatéow witaminu B;» w obecnosci
tych substancji (9). Nie uwazamy za wskazane dyskutowaé o tych spra-
wach na tym miejscu, tym wigcej, ze wszystkie dotychczasowe badania nad
wplywem czynnikéw redukujgcych na trwalo$¢ witaminu By. w wyzszej
temperaturze zwigzane sa z odmienna technika mikrobiologicznego ozna-
czenia witaminu Bys, a mianowicie z zastosowaniem pale:zek fermentacji
kwasu mlekowego i hydrolizatu kazeinu w pozywkach dla tych drobnoustrc-
jow. Poslugujac si¢ pozywka calkowicie syntetyczna oraz glonem Euglenc
gracilis, nie potrzebowalisSmy sie obawiaé tych powiklan, z jakimi mieli do
czynienia wymienieni powyzej autorzy. Dlatego poprzestaliSmy na ogrze-
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waniu w autoklawie badanego
7\ materialu bez zadnych dodat-
kow, biorgc rowniez pod uwage
b i to, ze dla nas nie mialy decy-
dujacego znaczenia wartosci ab-
solutne. Nadmieni¢ musimy, ze
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redukujgcych przy ogrzewaniu

i \ w autoklawie materialu badane-
go byly z gory skazane na nie-

10 — s 780 min powodzenie, gdyz okazalo sig, ze
zarowno cysteina, kwas askorbi-

nowy, jak i kwas tioglikolowy
w mniejszym lub w wigkszym
stopniu hamowaly wzrost glonu.

Mikrobiologiczne oznaczanie witaminu Bio.
Do mikrobiologicznego oznaczania witaminu B;s zastosowano metode
Hutnera (10) przy uzyciu Euglena gracilis var. bacillaris, posiugujac
si¢ pozywka syntetyczng uzywana w modyfikacji Rossa (5). Wzrost
E. gracilis jako wskaznika zawarto$ci witaminu B;2 w badanym materiale
jest najczulszym z dotychczas znanych odczynem biologicznym, pozwalaja-
cym wykrywaé¢ kobalaming w siezeniu 10-'2 g. Wg Heinricha
i Lahanna (11) dla podzialu komérki E. gracilis wystarcza zaledwie
7400 czasteczek witaminu B;.. Ponadto szczegolng cechg tego glonu jest
iego daleko posunigta swoisto$¢ w odréznieniu od najczesciej stosowanych
szczepOw bakterii mlekowych Lactobacillus lactis Dorner (12) i Lactoba-
cillus leichmanii (13). E. gracilis nie reaguje na te zwiazki chemiczne, kto-
re nie bedgc witaminami B;. zastepujg te witaminy w pozywkach innych
drobnoustrojow. E. gracilis reaguje jednak na rozne pochodne kobalaminy,
ktére nie maja czynnosci witaminu By», jak wykazal Robbins i wspol-
pracownicy (14).

Metoda oznaczania witaminu By, za pomoca E. gracilis, opisana przez
Hutnera (10) zostala przez nas zmodyfikowana w ten sposob, ze za-
miast oznaczenia w kolorymetrze zawiesiny komoérek glonu po okresie
wzrostu — zastosowano eksirakcje chlorofilu metanolem i oznaczono
ekstynkcje wyciagu przy A = 665 mu. Otrzymana w ten sposéb krzywa
wzorcowa jest znacznie dokladniejsza i nie wykazuje duzych rozrzutéw
(por. rys. 2), a poza tym ekstrakcja chlorofilu ma te¢ zalete, ze badana prob-
ka moze byé¢ zanieczyszczona bialkiem i innymi skladnikami zwigkszajacy-
mi absorpcje, nie wplywajac zupelnie na ekstynkcje ekstraktu. Glon hodo-
wany byl w fototermostacie w temp. 28—30°, oSwietlonym dwiema zarow-
kami jarzeniowymi o mocy 25 W ze wzgledu na to, ze promienie podczerwo-
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Rys. 1. Krzywa uwalniania witaminu Bjs
przez ogrzewanie w autoklawie w temp. 110°
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ne, ktore wysyla zwykle swiatlo L3

zarowe, hamuja rozwoj szczepu o 7
(15). Odleglosé zrédla $wiatla g /
od hodowanej kultury wynosita
35 cm. Hodowle zapasowg prze- o5
szczepiano w odstepach 7 dnio-
wych na pozywke syntetyczng
z dodatkiem 160 ung krystalicz- 01
nego witaminu B;s na 4 ml po-
zywki. Przed szczepieniem za- 25 75 150 300 400
wiesing komorek odwirowywano ! "‘fg"'ﬁ'
. y . Rys. 2. Krzywa wzorcowa dla witaminu Bj2
w  warunkach aseptycznych i gczep E. gracilis — czas inkubacji 7 dni; na
trzykrotnie przemywano fizjolo- osi rzednych ekstynkcja wyekstrahowanego chlo-
gicznym roztworem NaCl. Czas ol
inkubacji wynosil 7 dni. Chlorofil ekstrahowano 5 ml metanolu w dwéch por-
cjach, odwirowywano resztki komorek i ekstrakt brano do badania ekstynk-
cji. Ekstynkcje mierzono za pomocg spektrofotometru fotoelektrycznego typu
Coleman. Jesli natezenie zielonego koloru bylo zbyt duze, ekstrakt
rozcienczano metanolem do zakresu krzywej wzorcowe;j.

Przeliczanie stezenia witaminu By, na 1 g bial-
k a. Rownoczesnie z rozdzielaniem 0,2 ml surowicy na szerokim pasku bi-
buly, przeprowadzanym w celu oznaczenia zawartosci witaminu Bya, roz-
dzielano na waskim pasku bibuly o-rozm. 3 X 35 cm 0,006 ml tej samej su-
rowicy w celu iloSciowego oznaczenia stezenia frakeji biatkowych. Po elek-
troforetycznym rozdzieleniu i wysuszeniu w temp. 105° pasek barwiono za
pomocg nasyconego roztworu czerni amidowej 10 B w metanolu z dodat-
kiem 10% obj. kwasu octowego lodowatego. Czas barwienia wynosit 10 min.
Odbarwianie paska przeprowadzano w roztworze 4% fenolu w 20°% obj.
kwasu octowego w ciggu 20 min. (16). Krzywa elektroforezy wykreslano za
pomocg aparatury opisanej przez nas wczesniej (7). Z procentowego skla-
du poszczegolnych frakeji i ogélnego poziomu bialka w surowicy obliczano
stezenie danej frakcji w g/100 ml. Z wartosci otrzymanych w toku mikrobio-
logicznego oznaczenia witaminu Bys obliczano ilos§¢ witaminu przypadaja-
cg na 1 g biatka odpowiedniej frakcji. Poziom bialka w surowicy oznaczane
mikrometoda Kjeldahla.

Ekstynkcjo

Oméwienie wynikow

Z rys. | wynika, ze w surowicy krwi osobnikéw zdrowych zaled-
wie ok. 7% ogdlnej ilosci witaminu By2 znajduje si¢ w postaci niezwiazanej,
reszta natomiast wystepuje w postaci polaczen z biatkami. Wartos¢ te uzy-
skano po przebadaniu 40 surowic, w ktérych prowadzono réwnolegle ozna-

2 Acta Biochimica Polonica
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czenia witaminu B, w surowicy nie ogrzewanej i ogrzewanej w autoklawie
w temp. 110° w ciggu 60 min. Na podstawie analizy tych surowic stwierdzi-
liSmy, ze ogélna zawartos¢ witaminu B;», waha si¢ w granicach od
3,5 pug/ml do 787,0 uug/ml, z czego Srednia wynosi 230,0 uug/ml surowicy,
co pokrywa sie z wartosciami uzyskanymi przezMollina i Rossa (18).
W dalszym ciggu naszych badan wyzej opisane technika stwierdzono, ze
ok. 50% zwiazanego witaminu B;» wystepuje w postaci polaczenia z frakcja
ay-globulinéw. Reszta rozdzielona jest nieréwnomiernie na pozostale frak-
cje bialkowe. Poziom witaminu w poszczegdlnych frakcjach w przeliczeniu
na | ml surowicy przedstawiono w tablicy 1. Stosunkowo wysoki poziom
w ap — frakeji w kilku przypadkach prawdopodobnie spowodowany jest
niedokladnym rozdzialem frakcji a; od as, gdyz w przewazajacej ilosci przy-
padkéw najwyzszy poziom witaminu B,» obserwuje si¢ tylko we frakcji a;,
ktora reprezentuje stezenie zaledwie 0,59 ogolnej ilosci bialka surowicy
w warunkach prawidlowych. Rowniez w przypadku albuminoéw duzy rozrzut

Tablica 1
Poziom witaminu Bj2 w poszczegdlnych frakcjach w przeliczeniu na 1 m! surowicy
L.p. ppg witaminu By, na 1 ml surowicy
A o, oy 8 Y Suma
1 57,75 100,90 70,10 ° 72,20 65,60 368,6
2 73,00 106,40 4,10 1,90 0 199,1
3 27,50 122,50 37,50 31,20 37,50 256,2
4 56,20 195,00 68.70 60,00 41,20 421,1
5 60,00 195,00 111,20 68,60 101,00 535,8
6 55,00 135,00 75,00 72,50 100,00 437,8
7 70,00 148,00 145,00 53,71 76,50 4732
8 75,00 257,50 145 00 46,23 31,32 605,1
9 27,50 115,00 12,20 0 0 153,7
10 0 75,00 42,50 0 0 117,5

wynikow, bo od 0 do 75 ung na 1 ml surowicy, jest spowodowany tym, ze
frakcja @y nie zawsze oddziela si¢ od albuminéw i najprawdopodobniej
obecno§¢ witaminu By, we frakcji albuminowej jest wynikiem domieszki
aq-globulinéw. W przypadku f;- i y-globulinow w 1/3 przypadkow witami-
nu B;. nie znaleziono w ogéle lub tez znaleziono bardzo mala ilos¢. W 2/3
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hadanych przypadkow zakres stezenia na 1 ml surowicy waha sie od 31,2 do
72,5 nug w p-globulinach oraz od 31,32 do 101,00 wug w y-globulinach,
Rys. 3 przedstawia stosunek zawartosci witaminu B;» w poszczegdlnych
frakcjach, gdzie stezenie witaminu w albuminach przyjeto za 1. Stosunek
ten wyraza sig liczbami 1 : 10,2 : 54 : 0,7 : 0,8 liczac od albuminéw do
y-globulinéw. Wartosci wyrazone sa w uug na 1 ml surowicy.

35000 ¢

30000 ¢

20000

10000 ¢

ppg B2/ 19 bialka

A oy o« g 7

Rys. 3. Poziom witaminu Bya w poszczegolnych frakcjach bialkowych. Poziom w albumi-
nach przyjeto za 1.

Swoiste powigzanie witaminu By» z ay-globulinami surowicy wystepuje
szczegolnie wyraznie, jezeli zawarto$¢ witaminu B;s w poszczegdlnych
frakcjach przeliczymy na te sama ilo$¢ bialtka danej frakcji. Tablica 2
przedstawia poziom witaminu By, przeliczony na 1 g bialka poszcze-
golnych frakcji. Liczby wskazuja na to, ze bialko frakcji ay-globulinow
wigze ok. 15 razy wiecej witaminu B;» niz albuminy, 4 razy wiecej niz
as-globuliny, 7 razy wiecej niz B-globuliny i ok. 9 razy wigcej niz y-globuli-
ny. Stosunek ten przedstawiono na rys. 4.

W zwigzku z tymi faktami nasuwa si¢ zasadnicze pytanie: czy réznorod-
ne rozmieszczenie witaminu By» w poszczegélnych frakcjach surowicy jest
wyrazem réznorodnego, wylacznie fizyko-chemicznego powinowactwa tych
biatek z witaminem B;». — albo czy szczegdlnie duza zawartos¢ witaminu
Bi2 we frakeji a;-globulindw jest spowodowana obecnoscig swoistego bial-
ka, w ktorym witamin By» jest grupg prostetyczng. W tym celu do suro-
wicy krwi dodawano 400 uug krystalicznego witaminu By, na 1 ml i po elek-
et
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Tablica 2
Poziom witaminu Bj2 w poszczegdlnych frakcjach surowicy
w przeliczeniu na 1 g bialka

Rys. 4. Stezenie witaminu Bj2 po przeli-
czeniv na | g bialka danej frakcji.

Ln upg witaminu By, na 1 g bialka
A oy oy | g | Y
1 1,927 24,225 9,873 8,022 4,370
2 3,230 19,703 418 172 0
3 1,045 28,488 4,032 2,971 2,419
4 2,248 27,857 7,231 6,741 5421
5 2,142 34,881 12,460 9,397 6,644
6 2,195 19,285 6,756 6,904 7,142
7 3,431 33,636 16,476 4,794 5,932
8 3,135 88,620 15,261 6,328 1,944
9 1,108 23,958 1,066 0 0
10 0 11,538 6,5:8 0 | 0
Srednia 2,046 31,313 8,014 4,532 3,387
Rozpie-| 0— 113538 — 418 0 (S A
tos¢
wyni-
kow 3,431 88,620 16,476 9,397 7,142

troforetycznym rozdzieleniu badano
rozmieszczenie witaminu w porow-
naniu z uprzednio rozdzielong ta
samg surowicg, do ktorej nie doda-
no witaminu Bys. Otrzymane w ten
sposob wyniki przedstawiono w ta-
blicy 3. Z liczb podanych w tej
tablicy wynika, ze witamin B,
dodany do surowicy in vitro, nie
wigze sie w calosci tylko z jedna
frakcjg, lecz rozmieszcza sig¢ we
wszystkich frakcjach bez szczegol-

nie zaznaczonego powinowactwa do jednej z nich.
Wigksza cze$¢ dodanego witaminu umiejscawia sie we frakcjach as-,
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p i y-globulinéw, a wigec w tych, ktore in vivo zawieraja witaminu By, naj-
mniej.
Tablica 3

Rozmieszczenie ‘witaminu Biz w poszczegélnych frakcjach surowicy po dodaniu
witaminu in vifro.

ik da ppg witaminu By, na 1 ml surowicy

L.p,| oo - Znlerions
} m":‘:“gw A oy ay 8 Y Suma witaming
i B2

0 700 | 1480 | 1450 | 537 | 76,5 | 4932

{ ; 400 250,0 15755 1. 262.5 18,0 170,0 | 1020,0 526,8
i 5 0 0 75,0 425 0 0 117,5
i 400 91,0 - 205.0 175,0 12,5 483,5 366,0
| 4 0 25 | ngo | m2 0 0 | 1337
i 400 47,5 | 2450 | 1800 | 18550 37,5 | 5950 441,3

Dyskusja

Dotychczasowe badania nad wystepowaniem witaminu By, w surowicy
krwi ludzkiej wskazujg na to, ze zaledwie kilka procent ogdlnej ilosci wita-
minu pozostaje w stanie wolnym, reszta natomiast jest zwigzana z bialka-
mi. Dowodzg tego badania Rossa (5), Mollina i Rossa (6)
oraz nasze (por. rys. 1), gdzie na 40 surowicach osobnikéw zdrowych
stwierdzono, ze ilos¢ wolnego witaminu By» odpowiada zaledwie 7% ogol-
nej ilosci witaminu zawartego w surowicy. Ross (5) jak roéwniez
Barrows i wspolpracownicy (17) stwierdzili, Ze po podaniu wita-
minu B;» pozajelitowo zostaje on catkowicie zwigzany z biatkiem juz w Kkil-
ka godzin po podaniu, przy czym z moczem zupelnie si¢ wtedy nie wydziela,
w odroznieniu od sytuacji zachodzacej wowczas, kiedy zostanie podany dro-
ga doustng. Ogolna zawarto$¢ witaminu B;» w surowicy waha si¢ w bardzo
szerokich granicach, jak to wynika z liczb uzyskanych w toku naszych ba-
dan. W przeciwienstwie do klasycznych witaminéw grupy B, jak tiamina,
riboflawina, niacyna, w przypadku witaminu Bys nie mozna méwi¢ o ja-
kim$ stalym poziomie tej substancji w surowicy krwi. Zwracali na to uwage
juz Ross (5) oraz Mollin (6) przyjmujac, ze tak znaczne rézni-
ce spowodowane s3 roznym stanem odzywiania poszczegdélnych osobnikow.
W ostatniej swej pracy Mollin i Ross (18) przyjmuja dolng gra-
nicag prawidlowej zawartosci witaminu Bjs w surowicy ok. 100 pug/ml
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u osobnikéw prawidlowych, natomiast u chorych na niedokrwistos¢ zlosliwg
$rednie stezenie witaminu B;» w surowicy wynosi wg tych autorow
ok. 40 pug/ml.

Jak juz o tym byla mowa, wiele dany:h wskazuje na to, Zze witamin B,
okazuje swoiste powinowactwo do pewnych bialek dajac z nimi szczegol-
ne polaczenia. Wyniki badan Birda i Hoeveta (1) przemawiajg
za szczegélnym powinowactwem do wewnatrzpochodnego czynnika
Castlea (19); badania Rolanda i wspolprac. wskazuja na swo-
iste powinowactwo do pewnej frakcji bialka dwunastnicy swinskiej (2).
Znamienny jest fakt, ze owo biatko dwunastnicy cechuje si¢ punktem izo-
elektrycznym réwnym pH 4,6, gdyz globuliny — a;, z ktérymi zwigzana
jest wigkszos¢ witaminu Bj», zawartego w surowicy, charakteryzujg sie
punktem izoelektrycznym bardzo zblizonym, bo réwnym pH 4,8 (20). We-
dlug Scheida (21) i wspolpracownikow watroba wolu zawiera
ok. 20—50 razy wiecej witaminu B;s niz migsnie, a nerki zawierajg
ok. 10 razy wigcej. Fakt ten przemawialby rowniez za nierdwnomiernym
wigzaniem si¢ witaminu B;» z réznymi bialkami réznych tkanek.

Niewatpliwie polaczenia witaminu By, z wieloma bialkami sa wyrazem
jedynie slabiej lub silniej zaznaczonego powinowactwa fizykochemicznego.
wynikiem ktérego bedzie powstanie luznego polaczenia, ilekro¢ dane bialko
zetknie si¢ z witaminem B;». Niemniej jednak polaczenie takie, jak witami-
nu By, z czynnikiem wewnatrzpochodnym lub pewng frakcja biatka dwu-
nastnicy, zdaja si¢ by¢é uwarunkowane swoistymi wlasnosciami struktural-
nymi obu partneréw wchodzacych w reakcje. Mozna z najwigkszym praw-
dopodobieristwem przypusci¢, ze jeden z ay-globulinéw cechuje si¢ rowniez
taka swoista zdolnoscia wytwarzania polaczen z witaminem By, lub co
wigcej — ze reprezentuje on swoisty kompleks biologicznie czynny witami-
nu By., ktory w odpowiednich komérkach bierze bezposredni udzial w pro-
cesach zwigzanych z wspoéldziataniem cyjanokobalaminy (22).

Znamy juz kilka reakcji zachodzgcych w ustroju zwierzecym, uwarun-
kowanych udzialem witaminu B;ys, na przyklad proces transmetylacji lub
syntezy desoksyrybonukleozydéw. Wnioskujac przez analogie z wieloma in-
nymi egzogennymi zwigzkami-chemicznymi o charakterze witaminow, ktore
biorg udzial w reakcjach chemicznych ustroju zwierzecego w postaci kata-
litycznie dzialajacych polaczen z bialkiem, mozemy si¢ spodziewaé, ze
i cyjanokobalamina w tej postaci wkracza w tok reakcji chemicznych
w ustroju. Jest rzecza mozliwa, ze kompleks bialkowy, zawierajacy wita-
min Bys, opisany przez nas jako skladnik frakecji a,-globulinow, jest wias-
nie tym biologicznie czynnym polaczeniem. Juz Mollin i Ross
(6) wyrazili przypuszczenie, ze wilasnie w surowicy znajduje si¢ krwio-
tworczo aktywna posta¢ witaminu B;.. Nasze badania pozwalaja zwiazac
te postac ze Scisle okreslong frakcja bialka surowicy.
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Wiadomo, ze oprocz cyjanokobalaminy i jej analogonéw w przyrodzie
wyslepuja jeszcze inne substancje, ktore cechujg si¢ wiasnosciami witaminu
B przy zastosowaniu metod mikrobiologicznych lub tez badan poslugu-
jacych sie zwierzetami. Zagadnienie to jest jeszcze dalekie od ujecia w kon-
kretne sformulowanie, niemniej jednak wiaze si¢ ono juz teraz ze sprawg
wystepowania witaminu B;s w surowicy. Wedlug Forda i wspoélpracow-
nikéw (23) owe rozne odmiany witaminu By, daja si¢ oddzieli¢ za pomoca
elektroforezy bibulowej, a wedlug Robbinsa i wspélpracownikéw (14)
stosowany przez nas E. gracilis reaguje nie tylko na cyjanokobalaming, lecz
i na inne substancje, cechujace si¢ biologicznymi wlasnosciami witaminu
Bys. By¢ moze, ze stwierdzony przez nas nierdwnomierny rozdzial witami-
nu By, na rozne frakcje bialkowe surowicy jest wyrazem wystepowania
kilku réznych odmian witaminu By, swoiscie zwigzanych z réznymi bial-
kami. Proby wyjasnienia tego problemu s3 w toku.

Czujemy si¢ w obowigzku wyrazi¢ nasza szczerg wdzigczno$¢ prof.
drowi J. Janickiemu w Poznaniu za uzyczenie szczepu Euglena gracilis oraz
za wskazowki dotyczace hodowli szczepu oraz mgrowi J. Cholewinskiemu
w Krakowie za wykonanie fotografii ilustrujacych te prace.
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BUTAMMH B;: B BEJKOBBIX ®PAKIMAX CBHIBOPOTKM YEJOBEYECKOM
KPOBU

Pesome

1. Bbiro uccaegosano pacnpegerenne Butamuna B2 Bo (pakumsax cwiso-
POTKH 4YEAOBEYECKOH KPOBH C IMOMOLIbIO dAeKTpoopesa Ha Gymare M MHKPO-
6HOAOTHYECKHX ONpeAeAeHHH.

2. Boian ycranosaenb ycroBusi moryuenns sutammHa Di» M3 coeammenmit
¢ Geakamn. Camas 6oabmas uyacTb BHTaMHHA NOAYYaeTCs NyTeM o6orpeBaHHs
B aBrokAaBe npu 110° B reuenne 60 mun. M3 amarusos coiBopotox caeayer,
uto ofiee cozepxkanue BHUTamMMHAa Bis koaebrerca B npegerax 3,5 uu/ma —
787,0 vwur/ma, B cpeanem 230 uur/ma.

3. Boiro maitzeno, uro ox. 509 ceszannoro surammna Bio maxoaurcs
B BHJE KOMIAEKCa BUTaMHH Dj2-0; — rao6yAmH, ocTaAbHas 4acTb ero Haxo-
AHTCA BO (ppakumsax Uz, B, Y — rao6yaunos, a Takme B ar6ymunax. Aumb ToAbKO
7% or obmero xoanuectsa BuTamHHa Bi» BpicTynmaer B cphiBopoTke B cBOG0A-
HOM BHZe.

4. Ecau npu6asutp Butamun By k chiBopotke in vitro, o6pasyer on coean-
HEHHsl HE TOABKO (7 — TFAOGYAMHOM, HO PAacCIpeeAsieTCs PABHOMEPHO MO BCEM
6eAKOBBIM (PpaKLHAM.

5. Komnaekc suramun Bi2-0; — raobyann yuacreyer BEPOSTHO B KHBOM

OPraHH3MC B SH3MMATHYECKHX IpOLleccax, KOTOpbie CBA3aHbI C (YHKIHei BH-
TamuHa Bjs.

Kacbeapa Pusmosormyeckoin Xumuyu M. A. g Kpakose, PykoBozurenr npod. Ap
B. Ckapx&uHCKH.,
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VITAMIN B2 IN THE PROTEIN FRACTIONS OF HUMAN BLOOD SERUM
Summary

1. The authors investigated the distribution of vitamin B;» in fractions
of human blood serum by means of paper electrophoresis and microbiologi-
cal determinations.

2. The conditions for the liberation of vitamin B;s from combinations
with proteins were established; the maximum quantity of the vitamin is libe-
rated by autoclaving at 110°C. for 60 minutes. It was ascertained by analy-
sing serums that, the total content of vitamin B;, varies within the limits
of 3,5 uug/ml to 787 uug/ml; the mean value is 230.0 ppg/ml. )

3. The authors have found that c. 50 per cent of the combined vitamin
B2 appears in the form of a complex of vitamin B;» and a,-globulin; the
remainder, however, is distributed among the a., f, and y globulin fractions
and the albumins. Scarcely 7 per cent of the total amount of vitamin By» is
found in the serum in the uncombined form.

4. Vitamin B;» added to serum in vitro does not combine with the

a;-globulin fraction only, but is distributed between all the fractions more
or less equally.

5. The complex of vitamin By, and «;-globulin probably plays a part in
the enzymatic processes in the organizm connected with the function of vi-
tamin By,.

Department of Biochemistry, Academy of Medicine, Cracow.

Director: Professor B. Skarzyrski, M. D.
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K. ZAKRZEWSKI, J. KRYSIAK, K. MURAWSKI, Z. MAY, J. MALEC

STRUKTURA MOLEKULARNA PRODUKTOW HYDROLIZY
DEKSTRANU

Z Dzialu Biochemii Instytutu Hematologii
Kierownik Dzialu: K. Zakrzewski

Dekstran jest wielocukrem, zbudowanym z czgsteczek glikozy polgczo-
nych wigzaniami 1:6 ze zmienna, na ogol niewielkg, iloScig wigzan 1:4, za
pomocg ktorych przyczepione sa do lancucha gléwnego tancuchy boczne
(1,2). Tej swojej strukturze zawdzigcza dekstran szerokie zastosowanie ja-
ko Srodek zastgpczy osocza (3,4). Praktycznie niemetabolizowany-dekstran
wstrzykniety dozylnie pozostaje przez wiele godzin w krgzeniu, utrzymu-
jac prawidlowe cisnienie osmotyczne w stanach pourazowych, pooparze-
niowych itp.

Dekstran jednak w postaci, w jakiej jest wytwarzany przez odpowied-
nie drobnoustroje, nie nadaje si¢ do celow leczniczych: jego zbyt wielka
czgsteczka (rzedu dziesigtkow milionow) powoduje silne zlepianie sig
krwinek, prowadzace do groznych dla zycia zatorow. Otrzymanie leku wy-
maga zhydrolizowania dekstranu naturalnego (surowego) do mieszaniny
odpowiednich wielocukrow o cigzarze czgsteczkowym rzedu 40 — 100 000.
Najbardziej efektywne w dzialaniu leczniczym s3g czgsteczki wigksze, cza-
sleczki za$ mniejsze, z koniecznosci znajdujace si¢ w wyniku hydrolizy
w preparacie leczniczym, sa szybko usuwane z krazenia przez nerki (5, 6).

Opracowany w roku ubieglym przez Instytut Hematologii preparat Po-
liglukan byl przedmiotem badan biologicznych, klinicznych i niektérych
chemicznych, co podano w pracy poprzedniej (7). Bardziej szczegoélowe ba-
dania fizykochemiczne, ktore sa przedstawione w niniejszej pracy, pozwa-
lajag na dokladne zobrazowanie charakteru molekularnego polidyspersoidu
oraz na wyciaggniecie pewnych wnioskow co do przebiegu procesu hydrolizy
wielocukru o wigzaniach w lancuchu gléownym typu a — 1:6.

Materialy

Do badan uzywano wylacznie preparatu Poliglukan z serii doSwiadczen
poltechnicznych, wykonanych w tut. pracowni i oznaczonych nr 109—130.

[?7]
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Poszczegolne frakcje izolowano przez wytrgcenie etanolem w stalej tempe-
raturze. Do wyjsciowego 6% roztworu dekstranu-leku (Poliglukan) doda-
wano kroplami 96% etanol w temperaturze pokojowej az do osiagnigcia
pozadanego stezenia. Calos¢ pozostawiano w temp. +18° lub +4°C (w za-
leznosci od frakeji) na przecigg 24 godz., po czym osad zbierano przez wi-
rowanie. Osad rozpuszczano w wodzie, dializowano wobec wody wodocig-
gowej i powtornie wytrgcano w identycznych warunkach. Osad ostatecznie
rozpuszczano w wodzie, dializowano wobec wody wodociggowej i destylo-
wanej, a nastepnie liofilizowano. Zebrane w ten sposéb suche preparaty
dosuszano do stalego cigzaru w wysokiej préozni w temperaturze +50°C nad
P»0O;. Stezenie etanolu i temperature potrzebna do uzyskania podzialu po-
lidysperoidu na mozliwie duza ilo$¢ frakcji ustalono w do$wiadczeniach
wstepnych (por. 7) i do wszystkich preparatow stosowano te metode bez
zmian.

Metody

1. Czastkowa objeto$¢ wlasciwa oznaczano z pomiaru cigezaru wlasci-
wego szeregu rozcienczen danego preparatu. Geslo$¢ oznaczano w pikno-
metrze o pojemnosci 10 ml, wazac go z dokladnosciag do 0,00005 g, po wy-
rownaniu temperatury do 25 + 0,02°C. Czgstkowa objetos¢ wiasciwg znajdo-
wano wg rownania (8,9):

- dv
V=V—VWsil==—} .- - - - . . . I
i (dwm) D
w ktéorym V oznacza czastkowa objetos¢ wlasciwg koloidu, Wy — ulamek
wagowy rozpuszczalnika w roztworze, V -— objetos¢ wlasciwg roztworu,

rowng odwrotnosci jego cigzaru wlasciwego. Rozpuszczalnikiem byl zawsze
wodny roztwoér 0,155 M NaCl. Dokladno$¢ metody postgepowania sprawdzo-
no przez pomiar czgstkowej objetosci wlasciwej glikokolu, dla ktérego znale-
ziono wartos¢ d = 1,63 wobec 1,61, podanej w tablicach (10, 11).

2. Lepko$¢ oznaczano w wiskozymetrze Hopplera, typu BH 1). Stosowa-
no kulke o stalej 0,01031 spadajaca na przestrzeni 100 mm. Czas spadku
kulki nie byl nigdy krétszy niz 60 sekund ani tez diuzszy niz 300 sek. Po-
miary wykonywano w temp. 25 == 0,02°C. W pracy zastosowano nastg¢pujace
definicje:

n — lepko$¢ bezwzgledna w cP,

7. — lepkos¢ wzgledna w stosunku do 0,155 M NaCl,

1) Wypozyczonym dzigki uprzejmosci prof. dra J. Hellera z Zakladu Chemii Fizjolo-
gicznej AM.
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7o — lepkosé bezwzgledna rozpuszczalnika (0,155 M NaCl),

np — lepkosé wlasciwa = ”;_*‘0
0
[n] — lepkos¢ wewnetrzna (stezenie wyrazane w g na 100 ml roz
tworu) = lim (1),
[nlp — lepko$é wewnetrzna objetosciowa  (st¢Zenie wyrazane w procen-

tach objetosci, ktora zajmuje cialo rozpuszczone w roztworze)
(nsp)y lim @ = 0; @ = ulamek objetosciowy koloidu w roztworze.

3. Dyfuzja. Stalg dyfuzji oznaczano w kiuwecie typu Tiseliusa — w czg-
$ci do$wiadezen w komérce jednoramiennej o drodze optycznej 25 mm,
w innych zas — w zwyklej kiuwecie elektroforetycznej trzyczg¢sciowej o dro-
dze optycznej 20 mm lub 25 mm. Pomiary wykonywano w temperaturze
+ 25 - 0,2°C, gradient dn/dx lotograiowano w Swietle monochromatycznym
(A = 5893 A) na kliszy o wymiarach 24X36 mm; do obliczenia wynikow
powigkszano obraz okolo 15-krotnie i obrys wykonywano wediug dolnej
granicy krzywej gradientu na papierze milimetrowym. Stosowano system
optyczny Philpota-Svenssona. Wyniki obliczano metoda momentéw (14). Po-
miar prowadzono w ciagu przynajmniej 40 godzin i przyjmowano jako pod-
stawe obliczen wartos¢ stalej dyfuzji w najpézniejszym czasie, gdy popraw-
ka At (15) nie wprowadzala istotnego bledu, jak to mozna bylo stwierdzic,
odktadajac na wykresie wartos¢ D wobec 1/t sek.

4. llo$¢ wigzan glikozydowych 1:6 i innych. Celem ustalenia stosunku
wigzan: 1:6, wystepujgcych w wielocukrze, do innych wigzan, poslugiwano
si¢ metodg utleniania nadjodanem, wprowadzong przez Malapardego (16).

Zasadg metody jest rozbicie wigzania C-C w razie obecnosci wolnych
grup OH przy sgsiadujacych atomach wegla, przy czym na rozbicie jednego
wigzania zuzywa si¢ jeden mol nadjodanu. Utlenianie nadjodanem przepro-
wadzano wedlug techniki podanej dla dekstranu przez Jeanesa i Wilhama
(17) w modyfikacji Hehrego (18). Odwazke 105—110 mg dekstranu
+ 0,00165 mola KJO, dopelniano w kolbie miarowej do 250 ml; po 88—95
godz. utleniania w ciemnosci w temp. 25 & 2°C, do prébek 50 ml dodawano
6 ml 10% NaHCOg, 10 ml 0,1 n NasHAsO; oraz 0,4 ml 20% KJ i odmia-
reczkowywano w obecnosci skrobi nadmiar NasHAsOj3 0,1 n roztworem jodu.

Wyniki
I. CZASTKOWA OBJETOSC WLASCIWA PRODUKTOW HYDROLIZY DEKSTRANU

Obliczenie wynikéow dokonywano graficznie po odlozeniu na papierze
milimetrowym W wobec V (por. wzér (I). Przyklad takiego wykresu dla
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i00a . frakcji dekstranu przedstawia rys. 1.
v “ Zestawienie wynikow dla wszystkich

przebadanych preparatéw podano w
tablicy 1 kolumnie 1.

0990

6980 2. LEPKOSC WEWNETRZNA
o l Obliczenie lepkosci wewnetrznej
0,950 0970 0.990 Wsol wykonywano z graficznego rozwigza-
R nia réwnania Martina (19):
ys. 1
RS )l A R b RS P ¢ ¢ §
In(nep/) =In[}+kimle . . . . . . (Ila)

Wz6r ten wybrano z tego wzgledu, iz lepiej odpowiada on danym do$wiad-

czalnym, uzyskanym z pomiaru lepkosci w stezeniach koloidu od 1 do 5%.

Klasyczny wzoér Kraemera (20) na obliczanie lepkosci wewnetrznej

[7] = lim (#sp.) daje najlepsze wyniki przy pomiarach stezen okolo i poni-
c—0

zej 1%, co jednak w przypadku badania roztworéw dekstranu wprowadza-
loby znaczny bigd doswiadczalny wobec stosunkowo mniskiej lepkosci ta-
kich roztworéw. Wzor Martina sposréd wszystkich opracowanych dotych-
czas empirycznych wzoréw na ustalenie zaleznosSci pomiedzy stezeniem
a lepkosScia i na oznaczenie wartosci [n] jest teoretyczniej najbar-
dziej uzasadniony: rozwinigcie wyrazenia k"¢ w szereg potegowy nadaje
prawej stronie rownania charakter [n] + k[n] 2 + . . (wyzsze
potegi ¢ i [n]), zgodnie zatem z teoretycznie wyznaczong przez Ensteina
zaleznos$cig pomiedzy lepkoscia a stezeniem (9).

Zagadnienie zastosowania roznych funkcji lepkosci do analizy dekstranu
jest przedmiotem innej pracy tychze autorow (21).

Na rys. 2 przedstawiono typowa grupe wykreséw In(ng,/.) wobec c.
Przecigcie tych prostych z osig y daje zgodnie z réwnaniem (Ila) wartos¢
In[n], skos za$ prostej — warto§¢ parametru k[n].

Proste, przedstawione na rys. 2, wykreslono za pomocg metody najmniej-
szych kwadratow. Zestawienie wartosci [n] dla wszystkich przebadanych
frakeji dekstranu podano w tablicy 1 kolumnie 2; wartoSci te zostaly row-
niez obliczone za pomoca metody najmniejszych kwadratow.

Z oznaczonej w powyzszy sposob wartosci lepkosci wewnetrznej obli-
czano wartos¢ lepkosci wewnetrznej objetosciowej [n], za pomocg wzo-
ru (III):

_ [n] - 100

[n]o =

(111)
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72sp/c

c=g/100ml
Rys. 2
w ktérym V oznacza czgstkowa objetos¢ wlasciwa. Wyniki zestawiono
w tablicy 1 kolumnie 3.

http://rcin.org.pl



MAY, J. MALEC

MURAWSKI, Z.

K. ZAKRZEWSKI, J. KRYSIAK, K.

32

p ; p ‘udrwizZ
LE'9 60 6v'1 “zo10ds A\
ZlZowLLy| | lesro = | = - — 600°070p09°0|  ®1upaig
) |F96'91 B R (. . i
0y s0:s | 9991 szl | vozel | zi‘ol | vl S6'L | (886 | 8.650°0 | 8650 20LTI1
vy | 299 |oz'er | s%st | iszez | L1'e | e¥' 006 | PE811 | SSILO0 | 06650 0L 111
£p 1'zoir | ss‘zt | s‘ssz | sssie | 9s'9 | 9L SS‘pl | TEI'PT | 06sPI'0 | 78090 205°0Z1
Sy 6091 | si‘Lt | Tesz | s109e | 289 Ll 09°€l | $89°1Z | I111E1°0 | $665°0 205°Z11
8'c “T6t8 | Le's 0'81Z (81'6T | 09'L Ll S9'€l | 9s¥'6l | 9LLIl‘0 | 9090 208" 111
9y v'oL01 | ov'Li | s'sec | zs99f | €9 | 1Ll 00'v1 | 699°TZ | 90L£1°0 | 08650 205011
o'y s'sis | 891 | eLiz | wwzoe | ze'L | 99° 0£°€l | 8:5'81 | sozII‘0 - 205°¢01
0y Tozopl | ogLt | 899c | zsoss | 05 | #0'T 0z'1z | L96'cy | 8L6sT'0 | 88790 204071
'y 9'6sel | 0oLt | o'sze | ey | ss's | 061 ST'61 | £L6°9¢ | $SETTO | 0509°0 200711
Sy “vesot | or'ct | eee | ereLs | v8%v | Loz 01'TZ | 1€8°Sy | 9¥LLT'0 | L1030 200 111
9y CTpel ._,xmm.ﬂ “[T8ysz | ey | 9ss | 160 ST'81 | evb'ec | €2T0T0 | £855°0 204601
vy ._,:w.eo_ “ov'Ll | s'ste | seues | L8 90'C 09°1T | 90T'vb | LTL9T'0| 08550 20111
nfomz | s 4 p I (c-01 x) o5 p
zoy13 - N O'H e = Ofu] (4] A 10yely
©qzo1] I (v) Lxerwds oST 3 I emzEN
1 0l e L 9 S 14 £ z I

nuensyap Az1joipAy moyynpoid auzdIWIYI0YAZ1} AYd3)

I

B2lI1q9B ]

http://rcin.org.pl



33

MOLEKULARNA PRODUKTOW HYDROLIZY DEKSTRANU

STRUKTURA

0898 6SEL’T 906¥' ¥ 9L6'0T 20L°TI1
yL'16 88‘l 86£8°p 88¢°1T 0L 11T
Ly'16 18°L6 y6z8'l pLS6'T 985¢°S 96172 20,011
e i S68L'T €769y 0LT'Ie 20L°601
8216 9678’1 7658y 8s°1T 205°021
LS‘T6 y1s8°l S6v8‘Yy 8€T°1T 208°TI1
SEc16 8¢68 0£Z8°1 9L8L°] 61LL'Y $99°1T 208" 111
6¥'76 66v8°1 SLYLY 9¢8°0T 205°011
$0°16 L0T8°1 L8 798°0T 2057601
LL'88 ySLL'] SELI'S 991°7C 20 021
TT'98 pPTL'l 7598y 9TH' 1T 209°T11
. 9026 TIP8'l €066'y 9L6°1T 209" 111
= 6L°98 e 8sEL’l €005 Yy Te°0°1T 204°601
6L $885°1 08ZS‘y $09°1T 20t°0Z1
£€8°L8 S9SL'] EE16'Y 8¥ZIT 20b° 111
LT'S6 LT'S6 ﬁ £506°1 ¥610°S 09€°1T 29¢ "$j03 ¢ |
09°¢8 09°¢8 . 0ZL9°) 650S‘y 0S8°I1T 98¢ SXA
orupais Nrudm o_:m.:mxov M
9:1 yozbim bl e Gk |G oy eazeN
% FO[3] 1ow eqzdi| :

YO[3] Boowod ez nuexnsyop aruerusin)
rRRRa A A

3 Acta Biochimica Polonica

http://rcin.org.pl



34 K. ZAKRZEWSKI, J. KRYSIAK, K. MURAWSKI, Z. MAY, J. MALEC

Stosunek osiowy, tj. stosunek osi dlugiej do krétkiej badanej czgsteczki
(przy przyjeciu, zgodnie z konwencja, ze czgsteczka ta ma ksztalt wydtu-
zonego, sztywnego elipsoidu obrotowego) — oznaczano z wzoru Simhy (22).

(1/d)* (1/dy? 14

o = 5 tmeya—35 S@aja=12 * 15 (Iv)

w ktérym 1 jest osig dlugg, d jest osig krétka. Wyniki zestawiono w tabli-

cy 1 kolumnie 4.
Z wyznaczonego w powyzszy spos6b stosunku osiowego przez zastoso-

wanie wzoru Perrina (23):
y1—(/d)?
) = 2
(1jyn i L V1=0/
1/d
obliczano stosunek tarciowy f/fy. Obliczone dane podano w tablicy 1 ko-
lumnie 5.

f/fo B V)

3. STALA DYFUZJI

Typowe gradienty dn/dx dla trzech zasadniczych [rakcji dekstranu
przedstawiono na rys. 3. :

Zestawienie stalych dyfuzji w przeliczeniu na temp. 25°C i wode jako roz-
puszczalnik podano w tablicy 1 kolumnie 6.

4. STOSUNEK LICZBY WIAZAN 1:6 DO INNYCH WIAZAN
Wyniki analiz zestawiono w tablicy 2.

Omoéwienie wynikow

Dane do$wiadczalne przedstawione powyzej pozwalajag na obliczanie
cigzaru czasteczkowego dla poszczegélnych frakeji. Stala dyfuzji zgodnie
z wzorem Einsteina-Stokesa (24) jest funkcjg promienia tej czasteczki:

RT 1
o N 67myr LD
gdzie: D — oznacza stalg dyfuzji, R — stala gazowa, T — temp. absolutna,
1 — lepkos$¢ rozpuszezalnika w poisach, N — liczbge Avogadro, r — promieni
czasteczki.

Dla czgsteczki asymetrycznej Svedberg (25) wprowadzil poprawke f/f,
(wspotezynnik tarciowy), w wyniku czego wzér na stalg dyfuzji (VI) przyj-
muje postac:

RT 1 £,

D=i' 6mnr i

(VI
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Rys. 3. Na rys. 3a przedstawiono dyfuzje frakcji dekstranu 112.40 z po czasie a 80.220

sek., b 99.300 165.240 sek.;
na rys. 3b dyfuzje frakcji 112.70 ¢ po ¢ 64.260 s 93.060 sek. i ¢
na rys. 3¢ lyfuzje frakeji 112.70 ¢ po 64.260 sek., b 93.060 sek. i ¢

148 860 sek. Wykresy d przedstawiaja poréwnanie gradientéw uzyskanych w czasiec
i 1

(linia ciagla) z odpowiadajgcymi im idealnymi krzywymi gausowskimi (linia punktowana).

Promien hipotetycznej czasteczki kulistej (por. wzér VI i VII) mozna
obliczy¢, znajac jej objetos¢ V ~j nr3, ktora z kolei jest funkcja czgstko-
wej objetosci wlasciwej i ciezaru czgsteczkowego:

S V.V
\N.........(\’III)
Podstawiajgc te wartosci do wzoru (VII) otrzymujemy wyrazenie na ciezar
czgsteczkowy czasteczki elipsoidalne;j:
4 | RT fo )®

- S o Tzt e e (2 D

v o B
3VNz |67 D f|
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We wzorze (IX) wartosci dla V, n i D otrzymano doswiadczalnie, pozostale

za$ oprocz M (cigzar czasteczkowy) stanowig stale. Tak wigc z powyzej

przytoczonych wynikéw do$wiadczalnych mozna wyliczy¢ cigzary czgstecz-
kowe poszczegélnych analizowanych produkiéw hydrolizy dekstranu.

Otrzymane w ten sposéb

wyniki zestawiono w tablicy 1

! kolumnie 7. Odkladajagc na

10 wykresie logarytmicznym sta-

la dyfuzji wobec cigzaru cza-

e \}\ steczkowego otrzymujemy za-

S ° lezno$é liniowa przedstawiong
& i na rys. 4.

133 toks.nfr< Wykres ten, wykonany me-

toda najmniejszych kwadra-
. ow, opisuje si¢ rownaniem:
D=16 - 103 M—0.85 Pra-
2 3 4 5 NGB widlowy przebieg i ulozenie
s punktéw  doswiadczalnych
Rys. 4 wzdluz prostej potwierdzaja
przypuszczenie, ze produkty
hydrolizy dekstranu obecne w badanym roztworze leczniczym stanowia
szereg homologicznych wielocukrow. Sprawa ta zostanie oméwiona ponizej,
podobnie jak zagadnienie dwoch frakeji (130 toks 36¢ i 133 toks nir.) od-
biegajacych wyraznie od prostej, ktéra zostala wykreslona bez ich uwzgled-
nienia.

130 toks. 36¢ 9

W badaniach nad zwigzkami wielkoczgsteczkowymi znaczna wage przy-
wigzuje si¢ do zagadnienia zaleznosci pomigdzy lepko$cig a cigzarem czg-
steczkowym. Wynika to zaréwno ze wzgledow teoretycznych, jak i praktycz-
nych. Zrozumienie tej zaleznosci jest waznym elementem w teorii zachowa-
nia si¢ makroczasteczek w roztworze; praktyczne zas zastosowanie tej
zaleznosci polega na umozliwieniu okreslenia z duzg doktadnosScia cigzaru
czgsteczkowego badanego koloidu za pomoca stosunkowo prostych, a jed-
noczesnie dokladnych metod analitycznych. Znaczenie tego ostatniego,
zwlaszcza w produkeji dekstranu, jest oczywiste. W zasadzie istnieja dwa
podstawowe wyrazenia, wigzace lepkos$é z cigzarem czasteczkowym. Jedno,
wedlug Staudingera (26):

Thoye = R T ORI L RSl 0R - 10
i zmodylikowane dla zwiazkow o wigkszym cigzarze czgsteczkowym:

n;p/c - KM + b . . . . . . . . . (XI)
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oraz drugie wyrazenie, o bardziej uniwersalnym charakterze:

[n] = k M@ A e L, O

Jest rzecza jasna, ze wzor (X) Staudingera stanowi szczegélny przypa-
dek wzoru (XII), tj. przypadek, gdy wykladnik potegowy a jest rowny jed-
no$ci. Na rys. 5. przedstawiono wykres M wzgledem [n] wedlug wzoru (XI):

030 | |
|
133 toks.nfr 130 rgks 36¢

o |-
P e

//j P=s

005

\e

20 30 40 50
Hx10*

Rys. 5

Na rys. 6 przedstawiono wykres M wzgledem [n] wedlug wzoru (XII)
w postaci logarylmicznej.

Prosta przedstawiona na rys. 5 opisuje si¢ wzorem [n] = 5,4-107¢ M +
+ 0,053, prosta za$ przedstawiona na rys. 6 — wzorem [n] = 9,87 - 1078
M1.35.

Obydwa wykresy wykonano metoda najmniejszych kwadratow.

Analogiczng analize produktéw hydrolizy dekstranu przeprowadzili
ngelman i Halling (27). W zalezno$ci pierwszej (wedlug wzoru XI) pa-
rametry dla badanego przez nich dekstranu wynosily: k = 8,2 - 1077
i b = 0,18. W zaleznosci typu [n] = kM? wykiadnik polegowy @ réwnal
sie 0,34. Niska wartos¢ dla parametru a w pracy Ingelmana i Hallinga by-
la niezrozumiala (por. 28); w badanym przez nas preparacie lezy ona
w granicach spotykanych wsréd innych koloidow. Zestawiajac uzyskang
wartosé¢ @ = 1,35 z danymi z literatury, zwraca uwage podobiefistwo jej
z danymi dla asymetrycznej amylozy (a = 1,5 w etylendwuaminie) oraz
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. L z wartoscig dla kwasu pekty--

193 foks nfr 130t0ks.38c |~ nowego w 0,155 M NaCl

? 1 K/ (a = 1,34). Wspolezynnik K

az¢ — w badanym przez nas dekstra-

2 nie ma bardzo niskg warto§é—

016 rzedu 10~7, dla kwasu pekty-

0l & nowego analogiczny wspol-

a0 SN czynnik jest rzedu 10—, pod-

L czas gdy dla wigkszosci ko-

s / loidéw jest on rzedu 10-*
' /6' (por. 29).

e Znajac ciezar czgsteczko-

.04

2 3 q smwgk\ wy, czgstkowa objetos¢ wtla-
R Sciwg oraz stosunek osi diu-
ys. 6 3 SRORD S . AT
giej do krétkiej w elipsoidzie,
jaki mialaby stanowi¢ badana czgsteczka, mozna wyliczy¢ jej bezwzgledne
wymiary przestrzenne.
Objetos¢ pojedynczej czasteczki wyraza si¢ wzorem (VIII), objetosé zas

elipsoidu obrotowego jest réwna V = % nxl4d.

Laczac te dwa wyrazenia i przeksztalcajac odpowiednio wzor, otrzy-
mujemy:

. 3VM
Bd= ot S e TS i |
W réwnaniu tym s3 dwie niewiadome: 1 i d. Zwigzek pomigdzy nimi jest
znany z pomiaru lepkosci (por. kolumna 4 tablicy 1). Otrzymane z takiego
obliczenia wyniki zestawiono w tablicy 1 kolumny 8 i 9. Zwraca tutaj uwa-
ge fakt, ze wymiar osi krétkiej dla poszczegélnych ciezaréw czgsteczkowych
nie ulega istotnym zmianom: wydaje sig, ze o$ krétka jest zawsze taka sa-
ma, zaréwno dla czgsteczek o cigzarze rzedu 20 000, jak i dla czgsteczek
o cigzarze rzedu 60 000. Fakt ten potwierdza réwniez analiza statystyczna,
podana w tablicy I w odpowiedniej kolumnie. Wyraznie natomiast zmienia
si¢ dlugos¢ czasteczki | wraz z cigzarem czasteczkowym. Fakt ten zilustro-
wano na wykresie (w skali logarytmicznej) przedstawionym na rys. 7, spo-
rzagdzonym metoda najmniejszych kwadratow.
Uwidoczniona prosta moze byé opisana réwnaniem 1 = 0,02 M%?
a wiec rownaniem, ktére z dosyé duza dokladnoscia okresla zalezno$é po-
miedzy dlugoscia czgsteczki a jej cigzarem jako zalezno$¢ wprost proporcjo-
nalng. Mamy zatem niewatpliwie do czynienia z szeregiem homologicz-
nym: zmiana ciezaru czgsteczkowego jest wynikiem odszczepienia od lan-
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cucha gléwnego mniejszej lub

wigkszej liczby jednakowych 400 UOMLSJ&G = e

podstawowych jednostek jego i

budowy. 300 y
Dalsze ciekawe $wiatlo na 150 oAl X

budowe wewnetrzng czaste- s, A

czek dekstranu w leczniczym /

preparacie rzucajg wyniki ana- 07

lizy liczby wiazaf 1:6 i in- A

nych, dokonane za pomoca i :

utleniania nadjodanem. Z ta- Sl

blicy 2 wynika, ze w surowym /

dekstranie liczba wigzan in-

nych niz 1:6, a wigc wigzan

utrzymujacych tancuchy bocz- 10 2 3 P G 5

ne, jest wigksza niz w ktérym- MR

kolwiek produkcie jego hydro- Rys. 7

lizy. Liczba lancuchéw bocz-

nych maleje w miarg zmniejszania sig cigzaru czgsteczkowego, przy cigzarze
rzedu 50—60 tysiecy wigzania inne niz 1:6 stanowia 13%, przy ciezarze rzg-
du 20—35 tysiecy — 9% ogodlnej liczby wigzan. Dowodzi to, ze w czasie
hydrolizy szczegdlnie podatnymi na dzialanie kwasow sa wigzania, utrzy-
mujace lancuchy boczne.

Stosunek osiowy, jak wyliczono powyzej, jest dla wigkszosci frakeji
‘w granicach 1:13 do 1:20. Tak wigc na okolo 15 czgsteczek glikozy w laficu-
chu gléwnym powinna by przypadaé¢ zaledwie jedna glikoza w lancuchu
bocznym. Liczby te sa tego samego rzedu, jak wyliczone z utleniania nad-
jodanem liczby wigzafi 1:4 w stosunku do liczby wigzan 1:6 lafcucha glow-
nego. Wydaje si¢ zatem uzasadnione przypuszczenie, ze lafncuchy boczne
stanowiag w wigkszosci przypadkow pojedyncze czasteczki glikozy.

Krétka o$ czasteczki, jak przedstawiono powyzej, wynosi okolo 17 A,
ktory to wymiar jest nieco wigkszy, niz stanowilaby dlugosé¢ polaczonych
7 sobg trzech czasteczek glikozy. W przyblizeniu odpowiadaloby to szeroko-
Sci czgsteczki zbudowanej z prostego lanicucha gléwnego oraz z tancuchéow
bocznych, zlozonych z jednej lub dwdch glikoz (w zaleznosci od typu ich
rozmieszczenia symetrycznego lub niesymetrycznego w stosunku do osi
dlugiej czasteczki).

Gdyby jednak lancuch gléwny byt prosty, to jego dlugos¢ powinna by byé
taka, jak podano w tablicy I kolumnie 10 jako lmax. Warto$¢ Imix otrzyma-
no przez obliczenie liczby glikoz w lancuchu gléwnym (jako réznicy po-
migdzy calkowita liczbg glikoz w czgsteczce a liczba glikoz w jednogliko-
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zowych tancuchach bocznych) i pomnozeniu jej przez diugosé 1 glikozy, tj.
5,15 A. Jak widac z tablicy I, Imax jest znacznie wigksze, niz obliczona na
podstawie danych fizykochemicznych dluga o§ danej czasteczki. Stosunek
tych dwdch wartosci, uwidoczniony dla kazdej frakcji w kolumnie 11 ta-
blicy I, wynosi okolo 4 — analiza statystyczna wskazuje na niewielki roz-
rzut. Na podstawie staloSci skrécenia maksymalnej dlugosci (hipotetycz-
nej) mozna wnosi¢, ze glowny lancuch czgsteczki nie jest laficuchem pro-
stym, ale spiralnie zwinigtym. Na jeden zwoj takiej spirali przypadaloby
cztery do pieciu reszt glikozy.

Jezeli zatem przyjaé, zgodnie z powszechnie stosowang do makroczgste-
czek konwencja, ze ogdlny ksztalt czasteczki dekstranu w roztworze jest
elipsoidalny — to jej subtelng strukture stanowilby spiralnie zwiniety fan-
cuch gléwny, posiadajacy boczne odgalezienia przecietnie zlozone tylko
7 pojedynczych czasteczek glikozy. Model czasteczki cukrowca o charakte-
rze spirali byl juz poprzednio przedstawiony np. odnos$nie do skrobi (30),
w ktérej na jeden zwdj spirali przypadalo — podobnie jak w opisanym
w niniejszej pracy dekstranie — okolo 5 reszt glikozy.

Pozostaje do oméwienia sprawa frakeji, oznaczonych na wykresach jako
130 toks. 36¢ i 133 toks. nir. Frakcje te odbiegaja w swojej charakterystyce
nd skladnikow szeregu homologicznego, jak to wykazujg wszystkie powyi-
sze wykresy. Liczba wigzan innych niz 1:6 jest znikomo mata — rzedu 5%%.
W tych warunkach nie mozna prawdopodobnie stosowaé do czasteczki mo-
delu elipsoidu obrotowego, zachowywaé si¢ ona bedzie w roztworze jak
swobodnie zwijajacy si¢ tancuch.

Tablica 3

0,6 ml Swiezych krwinek czerwonych, rzemytych trzykrotnie sola
fizjologiczna, zawieszano w 0,9 ml 5% roztworu frakcji dekstranu
w 0,9% NaCl i napelniano zawiesina rurki Westergrena. W ta-
blicy podano wartosci opadu w mm po uplywie 120 min.

.. | Cigzar cza- | Opad wmm .
Nazwa frakcji steczkowy | po 120 min. Uwagi
112.50.c 36 000 1
110.40.z 58 000 2
133 toks.nfr. 25 000 80 makroskopowo
imikroskopowo
130 toks.36¢ 50 000 85 widoczna agre-
gacja krwinek
NaCl 0.9% 1

Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze czgsteczki typu dwdch frakeji sg nieobecne
w preparacie leczniczym dekstranu (Poliglukanie I. H.). Sa one natomiast
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obecne w hydrolizacie surowego dekstranu i w toku dalszego frakcjonowa-
nia dokonywanego celem usunigcia frakecji szkodliwych farmakologicznie
i klinicznie (por. 7) sa usuwane. Charakterystyczna cecha tych frakeji jest
ich wybitny wplyw na opadanie krwinek czerwonych ludzkich.

W do$wiadczeniach przedstawionych w tablicy 3 zawieszano krwinki
w roztworach o jednakowych stezeniach frakcji zhydrolizowanego dekstra-
nu, zaréwno z opisywanego szeregu homologicznego, jak i typu ,toks®, przy
czym dobrano preparaty o zblizonych cigzarach czasteczkowych. Z tablicy 3
widoczna jest wyraznie réznica w dzialaniu na opad krwinek tych dwdch
typow czgsteczek zhydrolizowanego dekstranu.

Powyzsza analiza strukturalna zostala przeprowadzona bez uwzglednie-
nia hydratacji czgsteczki w roztworze. Aczkolwiek zaréwno pomiar lepkosci,
jak i stalej dyfuzji odnosi si¢ do uwodnionej czasteczki jeko jednostki ki-
netycznej, to jednak ostateczne przeliczenie jest wykonane przy zastosowa-
niu wlasciwej objetosci czastkowej, a wigc objetosci ciala bezwodnego.
Wielko$¢ zmiany czastkowej objetosci wlasciwej w wyniku uwodnienia zo-
stala wyliczona przez Lansinga i Kraemera (31):

-8V
Ve 1+s

Wzor ten podaje objetos¢ wlasciwa ciala uwodnionego (Vy) w przypadku,
gdy 1 g ciala rozpuszczonego o czgstkowej objetosci wlasciwej V, 1gczy sie
z s g rozpuszczalnika o objetosci wlasciwej V.. Zakladajac, ze uwodnienie
badanych czasteczek dekstranu wynosi 0,1 — 0,3 — 0,5 g rozpuszczalnika
(0,155 M wodnego NaCl) na 1 g dekstranu bezwodnego, mozna do poda-
nych ponizej wynikéw wprowadzi¢ odpowiednie poprawki. Poprawki te
zmieniajgc wartos¢ [n] , i wynikajgce z niej dane (i/fo, d/l oraz d i 1) oraz
wplywaja bezposrednio na obliczenie cigzaru czgsteczkowego, gdyz we wzo-
rze (IX) wystepuje czastkowa objetos¢ wilasciwa. Odpowiednie poprawione
wyniki przedstawiono w tablicy 4. Widoczne jest, ze wplyw bledu wynika-
iacego z nieznanego stopnia uwodnienia nie przekracza = 10%% dla cigzaru
czgsteczkowego.

Autorzy pragng wyrazi¢ podzigkowanie ob. mgr KozZniewskiej
z Instytutu Matematycznego za jej zyczliwg wspodlprace.
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MOJIEKYJAPHAA CTPYKTYPA IMPOAYKTOB I'MAPOJNMN3A JNEKCTPAHA
Peswome

Aeuebuoe aeiicTBHe NPOAYKTOB THAPOAH3A AEKCTPAHA TECHO 3ABHCHT OT MO-
AEKYASIPHOH XapaKTEPHCTHKH BTOrO MOAHAMCHEpCOHAa. ABTOPbI MOABEPrAH aHa-
ausy [loauratokan (Aeuebublit NPOAYKT THAPOAM3a AEKCTpaHA MOAYYEHHDI
Hucturyrom [emaTorormu), mnyrem onpezerenns BA3KOCTH, KO3(QHUHEHTA
Au(@Y3HH, NAPTHAADHOIO YAEAbHOro ob6beMa M IyTeM OKHCAEHHA MOAHCaXa-
puza nepuozatom. Baskoctp 6bira ompesereHa ¢ NOMOImIBIO BHCKO3HMETPA
lenrepa, xoad@uuuent anddysun B KioBerax THma |HCeAMyca B MOHOXpoMa-
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tHueckom cpere B onrtuueckoit cucreme (Duaunor-Csencona. Ha ocnosanum
TaK TMOAYYEHHBIX JAHHDIX ODbIAH ONpPEeAEAEHBI MOAEKYAsAPHDIE KOHCTAHTBI AAsl
12 u3oAmpoBaHHBIX (pakuuil JeKcTpaHa ¢ MoAekyaspubim Becom ot 20 — 60
toicay. PesyabraTol cobpanpt B Tabauue I

3aBHCHMOCTD MeKAY MOAEKYAsApHBIM BecoM H Koadd. audppysun (Puc. 1)
Aaetrcsi ypaBHeHHeM D= 1,6 - 10® M-%%, 3aBHCHMOCTD MKy MOAEKYAsSPHBIM Be-
COM H BA3KOCTBIO JaeT ypaBHeHHE [n] = 5,4-10-¢ M +- 0,053 yym [1] = 9,89-10-8 M*#

HOKRSGTCAb CTEIeHH a TOro e psAjga 4YTO AAA NeKTHHOBOM KHCAOTBI H 3Ha-
YHTEADHO pa3AHYAETCsA OT COOTBETCTBEHHOIO INOKa3aTeAs ONMHCAHHOrO AAs IIBEJA-
CKOro AexKcrpaHa.

Haﬁaeuume 0 3THM JaHHbIM abCOAIOTHDBIE pasMepbl MOAEKYA IIOKa3blBaloT,
YTO KOPOTKAass HX OCb HE MEHAETCA C H3MEHEHHEM MOAEKYAspHOro Beca, AAHMH-
Hasl K€ OCb YMEHbUIAeTCs IMOYTH NMPOMNOPUHOHAADHO C YMEHDIIEHHEM MOAEKYAsAP-
HOro Beca.

[To mepe ruaporusa yMmeHbuwIaeTCs YHCAO TAIOKO3HDBIX CBsi3eH JAPYTHX, 4eM
1:6, uro ykaspiBaeT Ha 0co6yi0 BOCHPHMMYHBOCTD K THAPOAHCTHYECKOMY Jeii-
cTBHIO MuHepaAbHDbIX kucaoT ceaseir 1 :4. Koaumuecrso cpsaseit gpyrux uem 1:4
B CONOCTAaBAGHHH C KOPOTKOH OCbIO MOOJAWHOYHBIX MOAEKYA AA€T OCHOBAaHHE JO-
nyckaTb, uTo GOKOBbIE LeENH B NPOAYKTaX IMAPOAM3Aa AEKCTPaHA COCTOSAT M3 OT-
AEADHBIX MOAEKYA FAIOKO3BI.

M3 cpaBuenns obuieidt AAMHDI BCEX MOACKYA TAIOKO3bI B TAQBHOH LeINH
C mepeJ STHM BLIYHCAEHHOH JAAHHOH OCH CAeAYeT, 4TO TIAaBHas Lenb Bcex
MCCAEA0BAaHHBIX (DpaKUMi JeKcTpaHa uMeeT (GopMy CIHPAAH, B KOTOPOH OAHMH
BHTOK COCTOMT H3 4 —— 5 raiokos.

B neounmennom npoaykTe ruzpoAHsa €CTECTBEHHOrO AEKCTpaHa KPOME BbIlle
OMMCAHHDIX NOAMCAXapHAOB TOMOAOTHYECKOrO psAza HaWAeHbl (PPaKUHH C OTHO-
CHTEABHO GOABUIOH BA3KOCTbIO M HH3KHM MOAEKYASPHBIM BECOM BBIYHCAEHHUS
METOZaMH KaK Bbime. Y 3THX (PaKUHi OueHb HeGOAbIIOE KOAMYECTBO CBA3EH
apyrux uem 1 :6. Kak nokasano ma rpagukax sTH (Qpakuuu He INpHHAZAEkKAT
K TOMY TOMOAOTMYECKOMY pAZYy, K KOTOPOMY MNpHHAZAeKaT (Ppakuuu Aeue6HOro
npenapara. Haiizeno, uTo TH (pakuMH CHABPHO BAMAIOT HAa YCKOpEHHE OcCeja-
HUs epUTpouuToB uerosBeveckoi kposu (T abaumma III).

Kak Bansier rugparanus na MOAeKyAApDHDIH BeC NMPOAYKTOB FMAPOAM3A A€K-
CTpaHa NMOKAa3aHO HA THIIOBOM IpHMepe.
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MOLECULAR STRUCTURE OF DEXTRAN HYDROLYSIS PRODUCTS
Summary

The therapeutic effect of hydrolysed dextran is closely related to the mo-
lecular structure of this polydyspersoid. The paper gives molecular constants
(Table I) of partially hydrolysed and purified dextran fractions (derived
from ,,Poliglukan® prepared in this laboratory). The constants have been
obtained from viscosity (falling ball viscosimeter), diffusion (free boundary
cuvette, Philpot-Svensson optical system) and partial specilic volume data.
In all, there were analysed 12 fractions obtained by repeated precipitation
with various concentrations of ethanol at various temperatures. The [ractions
covered the molecular range from 20 000 to 60 000.

The molecular weight-diffusion constant relationship is D =
= 1,6-103 M—%65  The molecular weight-intrinsic viscosity relationship
may be exprened a) in linear form [y] = 5,4-10~% M+0,053 and b) in expo-
nential form [n] = 9,87 - 10-8 M1L35; in the latter the exponent a is si-
milar to that obtained by other authors for pectinic acids and widely diffe-
rent from unexplicably low constant published for swedish dextran.

Calculation of molecular dimensions from the data given shows that
the length of short axis of moiecules is constant throughout the molecular
range investigated. The length of long axis is almost lineary proportional
{o molecular weight.

The number of glycosidic bonds other than 1:6 diminishes with increased
degradation of dextran. The data on the number of bonds other than 1:6
together with calculated length oi short axis of a molecule show that
branchings are on the average no longer than single glucose unit. The
main chain of each molecule investigated appears to be in the form of
a helix, 4 to 5 glucose units per turn, as may be judged from the calculated
length of long axis and that of a maximally extended main chain.

In the unfractionated hydrolysis product of native dextran there were
found fractions of comparatively high intrinsic viscosity and low molecular
weight (as calculated by the above methods). The number of branchings is
very low. These [ractions do not belong to homologous series of polysaccha-
rides present in therapeutical preparation as evident from the graphs.
They probably form randomly coiled chains in solution. These fractions
possess the rather marked property of increasing the erytrocyte sedimen-
tation rate (Table 3).

The influence of hydratation on molecular weight calculation of hydro-
lysed dextran fractions is briefly discussed.

Department of Biochemistry, Institute of Hematology, Warsaw
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ACTA BIOCHIMICA POLONICA
Vo OIEST] 1954 NO 1

ANDRZEJ MORAWIECKI

WPLYW ADENOZYNOTROJFOSFORANU NA DENATURACJE
CIEPLNA BIALEK

Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademii Med. we Wroctawiu
Kierownik Zakladu: pro|. dr T. Baranowski

Od dawna znany byl fakt, ze bialka po dodaniu pewnych substancji, jak
formaldehyd (1) lub po acetylacji (2), nie koaguluja podczas ogrzewania.
Zjawisko to tlumaczono blokowaniem grup aminowych i podwyzszaniem
ujemnego tadunku elektrycznego drobiny. W r. 1949 Huggins i Jen-
sen (3) opisali podobne dzialanie jodooctanu. Poprzednio jeszcze
wr. 1944 Ballou, Boyer, Luck i Lum (4) stwierdzili, ze
szereg anionéw organicznych, przede wszystkim kwasow tluszczowych, wy-
wiera na albuming surowicy dzialanie chronigce przed denaturacja termicz-
na. Dzialanie to objawia si¢ zmniejszeniem szybkosci denaturacji i podwyz-
szeniem temperatury, w ktérej denaturacja przebiega z okreslong predko-
$cig. Najsilniejszy wplyw wywiera kaprylan sodowy, ktérego dzialanie moz-
na zauwazy¢ juz w obecnosci 1 drobiny kaprylanu na drobing biatka. Péz-
niej zaobserwowano dzialanie chronigce kaprylanu przy denaturacji albumi-
ny surowicy mocznikiem, chlorowodorkiem gwanidyny (5) oraz promienio-
waniem ultrafioletowym (6). Stwierdzono, ze mamy tu do czynienia istotnie
z ochrong przed denaturacja, a nie tylko przed koagulacja zdenaturowanego
bialka (5, 7).

W r. 1951 zwrdcil moja uwage fakt, Zze adenozynotréjfosioran (ATP)
chroni biatka przed koagulacja w czasie ogrzewania (8). Fakt {en jest in-
teresujacy ze wzgledu na wystgpowanie ATP w kazdej komérce ustrojow
zywych i na jego rol¢ w przemianach ustrojowych.

Badanie chronigcego dziatania ATP w procesie termicznej denaturacji
bialek jest tematem niniejszej pracy.

Przede wszystkim obrano i opracowano odpowiednia metode pozwalaja-
¢y na iloSciowe poréwnywanie dzialania chroniacego. Zdecydowano sig

[47]
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mierzy¢ stopiefi zmetnienia rozcienczonych roztworéw bialka ogrzewanych
w odpowiednio ustalonych warunkach.

Pomiary zmetnienia byly juz niejednokrotnie stosowane przez réznych
autoréow do oznaczania stopnia denaturacji. M. in. stosowali je Tongur
i Kasatoszkin w swoich pracach nad odwracalnoscia denaturacji
(9) oraz Boyer i wspolpracownicy podczas badania chronigcego dzia-
tania kaprylanu (10).

Opracowana przeze mnie metoda rézni si¢ od poprzednich m. in. tym, ze
zmetnienie oznacza si¢ na podstawie pomiaréw natezenia $wiatla przecho-
dzacego (turbidymetrycznie). Metoda ta jest stosunkowo prosta, pozwala

na wykonywanie pomiaréw seryjnych i wymaga niewielkich iloSci materialu.

Posltugujac sie ta3 metoda zbadano dziatanie ATP w réznych stezeniach
jonow wodorowych i elektrolitow. Dzialanie to badano na albuminie jaja
bezpostaciowej i krystalicznej, krystalicznej albuminie surowicy Kkoniskiej
oraz na globulinach surowicy konskiej.

Czesé doswiadczalna
A. ODCZYNNIKI I METODYKA

1. Krystaliczng albumine jaja i krystaliczng albuming surowicy kon-
skiej otrzymano metoda Baranowskiego 1) przez ostrozne wysolenie uprzed-
nio oczyszczonego bialka w okolicy punktu izoelektrycznego. Uzywano
preparaty krystalizowane 4-krotnie.

2. Bezpostaciowa albumina jaja. Uzywano handlowy preparat albuminy
jaja kurzego.

Preparaty albumin rozpuszczano przed uzyciem w 15—20 ml wody de-
stylowanej i dializowano wobec 2 | wody destylowanej w ciagu 36 godzin,
zmieniajagc wode w dializatorze 3-krotnie. Nastepnie roztwory wirowano
celem usunigcia drobnych ilosci zdenaturowanego biatka, po czym oznacza-
no stezenie bialka (patrz p. 5), a calo$¢ rozcienczano odpowiednio woda
destylowana.

3. Globuliny surowicy konskiej otrzymywano ze $wiezej surowicy przez
wysolenie siarczanem amonowym do nasycenia 0,4 2). Surowy preparat roz-
puszczano w niewielkiej ilosci 0,85% NaCl i wytragcano przez dodanie
20-krotnej objetosci wody. Tak otrzymany preparat rozpuszczano przed uzy-
ciem w 0,1 M NaCl i oznaczano stezenie biatka kolorymetrycznie (p. 5).

1) Prywatne doniesienie.

2) Nasycenie 1,0 osiaga sie dodajac 0,72 g stalego siarczanu amonowego do 1 ml
cieczy.
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4. Adenozynotréjfosforan (ATP) otrzymano z migéni krélika w postaciv
soli wapiennej metoda Szent-Gyorgyiego (l1). Analiza preparatu dala
nastepujace wyniki (por. p. 6):

0znaczony wyliczony dla
C10H;4045NgP;Ca
P R 0,41% 0,00%
Be o5 sl 10,8% 11,4%
P N e s 17,7% 17,1%

W przeliczeniu na zawarto$¢ tatwo hydrolizujacego fosforu czystos¢ pre-
paratu wynosita 94,5%.

Bezposrednio przed uzyciem odwazone prébki ATP rozpuszczano w wo-
dzie i przeprowadzano w sol sodowg przez zadanie odpowiednig iloscig
szczawianu sodowego, po czym doprowadzano do zadanej wartosci pH roz-
cieficzonym wodorotlenkiem sodowym. W tak przygotowanych roztworach
oznaczano ATP kolorymetrycznie (p. 6).

5. IloSciowe oznaczenie bialka wykonywano metodg kolorymetryczna
Weichselbauma oparta na reakcji biuretowej (12). Pomiary wykonywano
za pomocg absorpcjometru Hilgera stosujac filtr ROGI (540—580 mp).

6. Oznaczenia fosforu i zwigzkéw fosforowych wykonywano koloryme-
trycznie metoda Fiskego-Subarrowa (13) w modyfikacji Kinga (14). Do po-
miaréw uzywano absorpcjometr Hilgera z filtrem ROR2 (615—635 mu).

ATP oznaczano przez przyrost nieorganicznego fosforanu po 7-minu-
towej hydrolizie w 1 n HCl w temp. 100° (P7). W tych warunkach z jednej
czgsteczki ATP odszczepiaja si¢ dwie reszty kwasu fosforowego.

Fosfor calkowity (P;) oznaczano po spaleniu substancji z kwasem nad-
chlorowym.

7. Pomiary pH wykonywano potencjometrycznie stosujac elektrode
szklana.

B. POMIARY ZMETNIENIA

Poniewaz dzialanie ATP objawia si¢ tym, ze w jego obecnosci rozcien-
czone roztwory biatka podczas ogrzewania nie metnieja, nasunal si¢ wnio-
sek, ze na tej podstawie mozna opracowa¢ metod¢ pozwalajaca na poréw-
nywanie tego efektu w réznych warunkach. Zmetnienie mozna mierzy¢ tur-
bidymetrycznie wowczas, gdy po denaturacji bialka nie wytraca si¢ osad,
a tylko wzrasta opalescencja roztworu. Zalezy to od szeregu czynnikéw ta-
kich jak: temperatura, czas ogrzewania, stezenie elektrolitow, wartos¢ pH,
rodzaj bialka, stezenie biatka.

4 Acta Biochimica Polonica
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Ustalono nastgpche warunki doswiadczen:

Tem peratura. Jako temperature denaturacji obrano 75°. Denatu-
racja zachodzi wowczas dostatecznie szybko. W' temperaturach wyzszych
zbyt latwo tworzg si¢ klaczkowate osady. Warunkiem odtwarzalnosci wyni-
kow jest stalo$¢ temperatury; wahania nie powinny przekracza¢ =+ 0,2°.

Czas ogrzewania. Zmetnienie roztworéw biatkowych zalezy od
czasu ogrzewania. Poczatkowo wzrasta ono do$¢ szybko i po 15 min. osigga
stalg wartos¢.

We wszystkich dalszych do$wiadczeniach ogrzewano roztwory w ciggu
20 min.

Stezenie elektrolitow. Zbyl duze stezenia elektrolitow ulat-
wiajg tworzenie si¢ osadow. W stosowanych granicach stezen bialka, steze-
nie NaCl w granicach 0,02 — 0,002 M. Dodawanie pewnych iloSci elektroli-
tow uznano za wskazane, poniewaz badano wpltyw ATP, ktéry rowniez jest
elektrolitem. Chodzi o to, by dodatek ATP tylko nieznacznie zmienial
" wzgledna sile jonowg roztworu.

Stezenie jonéw wodorowych. Pomiary zmetnienia wykony-
wano przy roznych wartosciach pH, zaréwno powyzej, jak i ponizej punktu
izoelektrycznego badanych bialek.

Zmetnienie roztworu zdenaturowanego bialka zalezy w duzym stopniu
od wartosci pH. Zmiany pH o 0,05 powoduja juz dostrzegalne réznice
ekstynkcji.

Pomiary pH wykonywano z dokladnoscia 0,03.

Stezenie bialka. Zaleznie od rodzaju bialka, stezenia elektroli-
tow i od wartosci pH, dobierano takie stezenia bialka, aby ekstynkcja roz-
tworu po zdenaturowaniu (bez dodatku czynnika chronigcego) lezala
w granicach 0,6 — 1,5.

Na ogo6l stezenia bialek byly w granicach 0,02% — 0,4%.

Technika pomiarow

Odpowiednie roztwory (bialko, NaCl, ATP) odmierzano do probowek
(Srednica wewn. 14 mm, grubo$¢ Scianek 0,5 mm), po czym dodawano wo-
dy destylowanej do objetosci 5 ml. Kolejnos¢ dodawania odczynnikéw oraz
czas miedzy zmieszaniem roztworéw a denaturacjg nie wplywajq W spo-
s6b widoczny na wyniki.

Po zmieszaniu zawartosci, probéwki umieszczano w tazni wodnej o tem-
peraturze 75°, utrzymywanej z dokladnoscia == 0,2°. Po 20 minutach od
chwili wstawienia do lazni probéwki wyjmowano i ozighiano zanurzajac
w wodzie o temperaturze nieco nizszej od pokojowej. Po kilkunastu minutach
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mierzono ekstynkcje roztworu za pomoca absorpcjometru Hilgera w kiuwe-
tach cylindrycznych o Srednicy 15 mm, stosujac filtr o przepuszczalnosci po-
nizej 510 mu.

W tych warunkach, gdy nie tworzyla

si¢ widoczna zawiesina, ekstynkcja roz- |

tworu byla proporcjonalna do stezenia

zdenaturowanego biatka (rys. 1). 2
Precyzja tej metody nie jest duza. Po- %us

miedzy réznymi seriami pomiaréw od-
chylenia moga wynosi¢ od kilku do kilku-
nastu procent. Mozliwe, ze jednag z przy-
czyn bledéw s3 nieznaczne réznice w ste-
zeniu jonéw wodorowych trudne do wye-
liminowania. Mimo to jednak metoda ta Srllan

; : Rys. 1 — Albumina jaja ogrzewana
oka%ala sie przydatna do opracowania w clggii 20 min, w temp. 75°
podjetego tematu. pH = 6,80, stez. NaCl: 0,02 M.

1 2 3
mg. bialke

Wyniki pomiaréw

Jezeli roztwor bialka ogrzewa¢ w obecnosci ATP, to zmegtnienie jego po
zdenaturowaniu jest mniejsze niz w nieobecnosci ATP. Zmetnienie zmniej-:
sza sie ze wzrostem stezenia ATP w sposéb regularny i moze spasé¢ do zera.

Efekt ten badano na albuminie jaja kurzego (krystalicznej i bezpostacio-
wej), krystalicznej albuminie surowicy konskiej i na globulinach surowicy
koniskiej. Na wszystkie badane biatka ATP dziala w sposéb podobny. Wida¢
to z wykreséw na rys. 2, 3 i 4. Stosunek molarny ATP do bialka obliczono
przyjmujgc ciezary drobinowe bialek:

albumina jaja kurzego 44 000
albumina surowicy konia 70 000
globuliny surowicy konia ($rednio) 160 000

Jezeli ekstynkcja roztworu biatka ogrzewanego z ATP wynosi zero, wow-
czas mowimy o calkowitym chronieniu bialka przez ATP. W przeciwnym
przypadku méwimy o czeSciowym chronieniu biatka. W pewnych przypad-
kach ekstynkcja utrzymuje si¢ powyzej zera, jednak nie zmniejsza si¢
w obecnosci wigkszych iloSci ATP (lub zmniejsza si¢ nieznacznie); stan ta-
ki nazwano stanem nasycenia. Przykiad podano na rys. 5.

Ilos¢ ATP potrzebna do uzyskania catkowitego chronienia lub stanu na-

sycenia zalezy w wielkim stopniu od wartosci pH. Wida¢ to z poréwnania
4#
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wykresow 2 i 5. Dla albuminy surowicy potrzebna ilos¢ ATP wynosi przy
wartosci pH = 7,10 ok. 7 drobin ATP na jedna drobine biatka; przy

pH = 6,55 ilos¢ ta wzrasta do okolo 100 drobin.

w}

10

) S

> >

K 05 Z, 05

™ (™

0 50 100 & 10 20
Stosunek molarny ATP/ biaTku

Stosunek molarny ATP/bialke

Rys. 3 — Dzialanie ATP na krystal.

albuming jaja. Roztwér ogrzewany

w ciggu 20 min. w temp. 75°% ste-

zenie biatka: 0,4%, stezenie NaCl:
0,002M, pH = 6,70.

Rys. 2 — Dzialanie ATP na albu-
ming surowicy kornskiej. Roztwor
ogrzewany w ciggu 20 min. w temp.
75°; stezenie biatka: 0,029, steze-
nie NaCl: 0,002 M, pH = 6,55.

10
s,
Sos
= =
i 505
w
0 100 - 200 5 10
Stosunek molarny ATP/bialko

Stosunek molarny ATP/ bialko

Rys. 5 — Dzialanie ATP na albu-

Rys. 4 — Dzialanie ATP na globu-
ming surowicy konskiej. Roztwér

liny surowicy konskiej. Roztwér o-

grzewany ‘v ciggu 20 min. w temp.

75°% stezenie bialka: 0,22%, steze-
nie NaCl: 0,002 M, pH = 6,90.

ogrzewany w ciggu 20 min. w temp.
75°; stezenie biatka: 0,1%, stezenie
NaCl: 0,002 M.

W punkcie izoelektrycznym oraz przy wartoSciach pH nieco wyzszych
(do pH = 6) pomiary iloSciowe byly niemozliwe ze wzgledu na Scinanie si¢
biatka, nawet przy niskich jego stezeniach. Jednak i w tych przypadkach
wytracajacy si¢ osad byl w obecnosci ATP mniej obfity.
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Ponizej punktu izoelektrycznego ATP dziala w sposéb wrecz przeciwny.
Roztwory bialka ogrzewane w obecnosci ATP wykazujg znacznie silniejsze

zmetnienie (rys. 6).

Dziatanie ATP przy réznych stezeniach bialka, lecz przy tym samym

20
: f
< 20
S /
2 /
/
,I
1.0 ,
/
&
74
7 4
? 4

1 2 3 q 5

Stosunek molarny ATP/bialko
Rys. 6 — Dzialanie ATP na albu-
ming surowicy ponizej punktu izo-
elektr. Roztwér ogrzewany w ciggu
20 min. w temp. 75°% stezenie bial-
ka: 0,1%, stezenie NaCl: 0,002 M,

pH = 4,18.
0.5
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Stosunek molarny ATP/bialko

Rys. 8 — Wplyw stezenia NaCl na

od stezenia bialka (bezpostaciowa

albumina jaja). Roztwér ogrzewa-

ny w ciggu 20 min. w temp. 75%

stezenie NaCl: 0,002 M, Ph = 6,90.

Krzywa 1 — Biatko 0,4%, krzy-
wa 2 — bialko 0,2%.

stosunku ATP/bialko przedstawiono na
rys. 7. Widaé z tego, ze w przypadku
2-krotnie wiekszych stezen bialka ekstynk-
cja roztworéw jest rowniez dwukrotnie
wigksza.

Wplyw stezenia elektrolitéw na dziala-
nie chronigce ATP badano na przykladzie
chlorku sodowego. Wyniki przedstawiono
na rys. 8. Z wykresu tego widaé, ze dzia-
tanie ATP jest slabsze w obecnosci elek-
trolitow. Przy wigkszych stezeniach elek-
trolitéw, nawet w obecnosci ATP, otrzymu-
jemy po ogrzaniu silne zmetnienia.

15
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st
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Stosunek molarny ATP/bialke

Rys. 8 — Wplyw stezenia NaCl na

dzialanie chroniace ATP. Biatko:

bezpostaciowa albumina jaja; stez.

04%, pH = 675. Krzywa 1 —

stez. NaCl 0,00 M, krzywa 2 —

stez. NaCl 0,004 M, krzywa 3 —
stez. NaCl 0,02 M.

Czas uplywajacy pomiedzy dodaniem ATP do roztworu bialka a denatu-
racja nie ma widocznego wplywu na zmetnienie. Probki odpowiednio dena-

turowane po uplywie 5 min. i 2

godz. po dodaniu ATP daly wyniki zgodne.
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Dyskusja wynikow

Przytoczone wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze ATP chroni bialka przed
koagulacjg w czasie ogrzewania. Dzialanie to wywiera ATP na biatka za-
rowno typu albumin, jak i globulin.

W zwigzku z zastosowaniem metody turbidymetrycznej do iloSciowego
poréownywania chronienia biatka, nalezy oméwi¢ nastgpujace zagadnienia.
Natezenie Swiatla rozproszonego, a wiec i oslabienie natezenia Swiatla
przepuszczonego, zalezy zaréwno od ilosci czgstek rozpraszajacych, jak tez
i od kwadratu ich objetosci. Dodatek ATP do denaturowanego biatka moze
wywola¢ zmiang obydwoch tych wielkosci. Z tego powodu obnizenie zmet-
nienia lub ksztalt otrzymanych krzywych (zaleznoSci ekstynkcji od ilosci
dodanego ATP) moga sluzy¢ jedynie do jakoSciowego poréwnywania dzia-
lania chronigcego. Za podstawg oznaczen iloSciowych mozna przyja¢ ilo$¢
ATP potrzebng do uzyskania calkowitego chronienia.

Sprawe komplikuje fakt, Ze w loku doswiadczen nie zawsze osiggano
stan calkowitego chronienia; czg¢sto zmetnienie utrzymywalo si¢ na stalym
(bliskim zera) poziomie, nie zmieniajgc si¢ przy zwigkszaniu stezenia ATP
(stan nasycenia). Przyczyny powodujace powstawanie jednego lub drugie-
go zjawiska nie zostaly dokladnie ustalone. W tym drugim przypadku za
miare dzialania chronigcego przyjeto ilos¢ ATP potrzebng do osiagnigcia
stanu nasycenia.

W obydwoch przypadkach dokladne ustalenie iloSci ATP potrzebnej do
chronienia jest czesto rzecza trudng i otrzymane wyniki majg charakter
raczej szacunkowy.

Mimo tych zastrzezen otrzymane wyniki pozwalaja na zorientowanie
sie w wielu szczegolach dzialania chroniacego ATP.

Przede wszystkim mozna stwierdzi¢ bardzo silng zaleznos¢ tego efektu
od wartosci pH. Zmiana pH od 6,55 do 7,10, a wigc o 0,55, powoduje zmianeg
ilosci ATP potrzebnej do chronienia albuminy surowicy o caly rzad wielko-
Sci (od ok. 100 drobin na 1 drobing biatka przy wartosci pH = 6,55 do ok.
7 drobin przy pH = 7,10).

W roztworach o wartosci pH zblizonej do 7 do chronienia wystarcza kil-
ka drobin ATP na 1 drobing bialka.

Ciekawe jest dzialanie ATP ponizej punktu izoelektrycznego bialek. Do-
datek ATP ulatwia w tych warunkach koagulacje. Wzrost zmetnienia wyste-
puje tu gwaltownie i juz w obecnosci niewielkich ilosci ATP.

Drugim czynnikiem wplywajacym na dzialanie ATP jest stezanie elek-
trolitow, badane tutaj na przykladzie NaCl. Dzialanie chronigce zostaje sil-
nie oslabione w miar¢ zwigkszania stezenia soli. Przy wigkszych stezeniach
elektrolitow otrzymujemy stany nasycenia dalekie od chronienia calkowite-
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go. Tym prawdopodobnie tlumaczy si¢ stosunkowo stabe dzialanie ATP na
globuliny surowicy koriskiej. Pomiary z tym bialkiem mogly byé wykony-
wane jedynie przy wigkszych stezeniach NaCl ze wzgledu na jego nieroz-
puszczalno$¢ w wodzie.

Nalezy zaznaczy¢, ze obydwa czynniki oslabiajace dzialanie ATP, a wigc
obnizenie wartosci pH i zwigkszenie stezenia elektrolitéw, wplywaja takze
silnie na zmetnienie roztworéw nie chronionych bialek po denaturac;ji.

Jezeli chodzi o poréwnanie dzialania ATP z dzialaniem innych zwigz-
kéw, a wigc przede wszystkim kaprylanu i jodooctanu, to nalezy zaznaczy¢,
ze porownuje sie tu tylko chronienie przed koagulacja bialka, nie wchodzac
w to, czy zwigzki te chronig takze przed wlasciwa denaturacja, czy nie.

Dzialanie kaprylanu, ktére badali Boyer, Ballou, Luck i Lum
(4), polegalo na tym, ze temperatura, w ktdorej koagulacja zachodzita po 30
sekundach ulegala podwyzszeniu z 65° na 80°. Jest to wigc raczej dziatanie
opozniajgce koagulacje. Proby wykonywane przeze mnie z kaprylanem przy
uzyciu metody stosowanej w tej pracy wykazaly jedynie slabe dzialanie
chronigce tego zwigzku. ATP wywiera dzialanie znacznie silniejsze.

Wplyw jodooctanu na koagulacje¢ byl badany przez Hugginsa
i Jensena réwniez metodg odmienng (3). Z przeliczenia danych opu-
blikowanych przez autoréw wynika, ze jodooctan chroni bialko o stezeniu
7% podczas ogrzewania do temp. 100° w ciggu 20 min. przy wartoSci
pH = 7,4 w iloSci 12 drobin jodooctanu na 1 drobing bialka. Poniewaz
stwierdzono, ze ATP chroni bialko takze i w temperaturze 100°, jakkolwiek
w zwigkszonych iloSciach, mozna wigc twierdzi¢, ze dzialanie ATP jest co
najmniej tego samego rzedu jak dzialanie jodooctanu.

Tak wigc ATP mozna zaliczy¢ do najsilniej dzialajacych ze znanych
srodkow, chronigcych biatka przed koagulacja termiczna.

Pozostaje jeszcze otwartym zagadnienie, czy dzialanie ATP ogranicza si¢
tylko do chronienia przed koagulacja, czy tez chroni on biatka takze i przed
denaturacja. Prébne do$wiadczenia (badanie rozpuszczalno$ci, oznaczanie
grup —SH) wskazuja na to, ze bialka chronione przez ATP ulegaja przy
ogrzewaniu denaturacji. Nalezy jednak pamigta¢, ze denaturacja przepro-
wadzana byla tutaj w sposob stosunkowo energiczny. Dzialanie ATP w niz-
szych temperaturach nie bylo badane.

Jak wynika z danych Boyera i wspélpracownikow (10), ATP
mogloby przeciwdziala¢ denaturacji dzigki obecnosci silnie elektroujemnej
reszty pirofosforanowej oraz niepolarnego rdzenia purynowego. Autorzy ci
nie badali jednak zwigzkow z tej grupy.

O mechanizmie dziatania ATP trudno jest na razie powiedzie¢ co$ pew-
nego ze wzgledu na zbyt maly material doswiadczalny.
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Utlatwianie przez ATP koagulacji bialka ponizej punktu izoelektryczne-
go mozna wytlumaczy¢ adsorpcja anionéw ATP na powierzchni drobin bial-
ka. W ten sposob bialko wystepujace w postaci kationu zmniejsza swéj ta-
dunek elektryczny, co ulatwia laczenie si¢ poszczegdlnych drobin.

By¢ moze, ze i powyzej punktu izoelektrycznego mechanizm dzialania
ATP jest taki sam. Laczac si¢ z drobinami bialka (o sposobie 1gczenia nie
zakladamy na razie nic) ATP powigksza ich ujemny fadunek i moze w ten
sposob utrudnia¢ koagulacje.

Uzupelnienie

Praca niniejsza byla wykonana w r. 1951 jako praca magisterska i w lu-
tym 1952 r. zostala zlozona na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii Uni-
wersytetu Wroctawskiego.

Po jej zakoriczeniu w maju 1952 r. ukazala si¢ praca Mandla,
Grauera i Neubergera?3), wktorej wykazano, ze ATP zwigksza
rozpuszczalno$é calego szeregu trudno rozpuszczalnych substancji, zarow-
no nieorganicznych, jak i organicznych. Migdzy innymi autorzy stwierdzili,
ze ATP hamuje wytrgcanie osadéw biatek rodzimych i zdenaturowanych.
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BJIUAHUE AJEHO3UMHTPUPOCPATA HA TEPMUYECKOE CBEPTBIBAHME
BEJIKOB

Pesome

1. Haiigeno, uto AT npeaynpemxaaer koaryasuuio pacTBopos GEAKOB BO
BpeMsi HarpeBaHHs.

2. Paspaboran MeToJ OCHOBAaHHbBIH Ha HM3MEPEHHMAX NOMYTHEHHs, KOTOPDIH
AaeT BO3MOMKHOCTb HMccAaezoBaTb npegoxpansmee aeictsue ATM B pasubix
YCAOBHSAX.

3. Ilo atomy meroay 6biro mccaezoBano geiictBue ATM na
AUYHBIA aAb6yMHH
aAbOYMHH AOIIAZMHOM CHIBOPOTKH
rAOGYAMH AOMIAZHHOH CHIBOPOTKH
npu pasauunbix pH u pasHbIX KoHUEHTpauMAX dAEKPOAHTOB.
4. Tlpu pH = 7,1 npeaoxpausiouiee aeiicTBHe BBICTYNaeT y:e B IPHCYT-
ctBuH HeckoAbkHX MorekyA AT na oany morekyay 6Geaxa.
5. Ilpeaoxpauureabnoe seiictBue B GoAbmioit cremenu 3asucur ot pH.
C nonmxennem pH nagaer geiicteue ATD.
6. Huxe usosrektpuueckont touku AT obreruaer koaryasuuio cBepHy-
ThIX GEAKOB.

7. YBeAnueHHe KOHIEHTPAUHH SAEKTPOAHTOB ocrabaser aeitcteue ATM.

8. Ha ocnoBaunu cpasnenus aeiicteus AT c onucannbim B AnTepatype
AeiiCTBHeM KanpuAaTa M nojauercata Mmomuo cuuratb, uro ATM ayume apy-
I'HX BeNIECTB IPeAyNpe:KJaeT TEPMHUECKYIO KOAryAsuuio 6GeAka.

INFLUENCE OF ADENOSINE TRIPHOSPHATE ON THE THERMODENATURATION
OF ALBUMINS

Summary

I. It has been stated that ATP inhibits the coagulation of heated albumin
solution.
2. A method based on measurements of turbidity which permits to study
the protecting action of ATP in various conditions has been elaborated.
3. By this method the action of ATP on:
egg albumin
horse blood serum albumin
horse serum globulin
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was studied in various pH conditions and different concentrations of
electrolytes.

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

The protective action depends greatly on the pH. Its decrease weakens
the ATP activity.

. Below the isoelectric point ATP facilitates the coagulation of denaturated

albumins.

The increase of concentration of the electrolytes weakens the ATP
activity.

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

Department of Physiological Chemisiry, Medical Academy — Wroclaw.
Chief: prof. dr T. Baranowski.
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CHARAKTERYSTYKA BIALEK SUROWICY KRWI CZLOWIEKA
PRZY POMOCY ZAWARTOSCI AZOTU
I NIEKTORYCH WLASCIWOSCI FIZYCZNYCH

Zaklad Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdarisku

Poszczegdlne frakcje bialkowe osocza krwi réznig si¢ skladem chemicz-
nym; jedne z nich majg charakter bialek prostych, zbudowanych niemal
wylgcznie z aminokwasow, inne zawieraja w swych czgsteczkach niekiedy
znaczne ilosci weglowodanéw lub lipidéw. Ta réznorodnos$é skladu wyrazi
si¢ w zawartosci azotu; im wigcej skladnika weglowodanowego lub lipido-
wego, tym mniejszy bedzie odsetek azotu. Natomiast wskaznik refraktome-
tryczny, obliczony na 1 g bialka, jest wielkoScia stosunkowo malo zalezng
od skiadu biatka. Liczbowe dane tego twierdzenia zawarte sg w tablicy 1
zestawionej z prac Cohna i wspélpracownikéw (1), (2). W tablicy
tej podano zawartosci azotu, weglowodanéw i cholesterolu oraz wskaznik
refraktometryczny bialek, uzyskanych metodg stosowang do technicznego
otrzymywania frakcji biatkowych osocza krwi czlowieka. Metodg t3, ozna-
czong przez autoréw liczbg 6, wydziela si¢ frakcje, ktére wprawdzie nie
przedstawiaja chemicznych jednostek bialtkowych, ale stanowia etap na
drodze do ich wydzielania w stanie czystym; analiza elektroforetyczna
stwierdzono, ze frakcja I sklada si¢ gléwnie z fibrynogenu, frakcja IT + III
z beta i gamma globulin, frakcja IV-1 z alfa globulin z duzg iloscig lipidéw,
frakcja IV-4 z alfa i beta globulin oraz niewielkiej ilo$ci albumin, a frakcja
V z albumin.

Procentowa zawartos¢ azotu poszczegélnych frakeji wyraza sig
liczbami od 11,9 do 16,9 — pozostaja one do siebie w stosunku jak 7:10;
natomiast wskaznik refraktometryczny wyraza si¢ liczbami 1,80 do 1,88,
a wiec bedacymi w stosunku do siebie jak 9,6:10. Wskaznik refraktometrycz-
ny, obliczany na | g bialka, jest wielkosciag ulegajaca znacznie mniejszym
wahaniom anizeli zawarto$¢ azotu poszczegdlnych frakeji bialkowych.

[59]
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Tablica 1

Zawarto$¢ azotu, cholesterolu i weglowodanéw oraz wskaznik refraktometryczny frakeji
bialkowych ludzkiego osocza otrzymywanych metoda 6.

Dane zestawione z prac Cohna i wspélpracownikéw (1), (2)

) Azotu Chole- | Weglo- refral‘():l:r];aeitrtl'i'kczny
Frakcja o ste:olu wod;méw -
Yo % na 1 g biatka
w1 litrze
I 16,4 0,26 1,2 1,88 - 104
II +1III 13,0 6,0 1,3 1,80
IV—1 11,9 7,0 2,2 1,80
IV—4 14,0 1,7 2,9 1,84
A" 16,9 0,04 0,16 1,86

Zawartos¢ weglowodanéw lub cholesterolu w réznych frakcjach bialko-
wych znajduje swoj wyraz w cigzarze wlasciwym bialek. Bialtka proste, zlo-
zone z samych aminokwaséw, maja cigzar wlasciwy okolo 1,33, weglowoda-
ny okolo 1,5, cholesterol okolo 1,0. Objetos¢ wlasciwa, tj. objetos¢ zajmowa-
na przez | g, wynosi wiec dla bialek prostych okolo 1/1,33, tj. 0,75, dla we-
glowodanow — 1/1,5, tj. okolo 0,67, a dla cholesterolu i lipidéw okoto 1,0.
Im wigkszy bedzie udzial cigzszego skladnika (weglowodanu) w budowie
biatka, tym mniejsza bedzie jego objetos¢ wlasciwa; wzrost iloSci 1zejszego
skladnika (np. cholesterolu) wyrazi si¢ wigkszg wlasciwg objetosciag biatka.
Jest wiec zrozumiale, ze cigzar wlasciwy biatek (lub ich objeto$¢ wlasciwa)
dostarcza wskazéwek o ich skladzie ((3) str. 371). Potwierdzaja to dane
z tablicy 2, dotyczace frakcji biatkowych, scharakteryzowanych elektrofo-
rezg oraz stalg sedymentacji w ultracentryfudze (4).

Wiasciwoscig fizyczng, ktérej mozna uzy¢ dla scharakteryzowania roz-
nych bialek osocza, jest lepko$¢. Lepkos¢ biatek jest wyrazem asymetrii ich
czasteczek; bardzo wydluzone czgsteczki fibrynogenu powoduja, ze jego
roztwory sa bardzo lepkie, tak wigc 2% roztwér fibrynogenu ma taka samga
lepkos¢, jak 259% roztwor albuminy surowiczej (5). Roznic lepkosci roz-
tworéw réznych bialek nie mozemy tlumaczyé wylacznie ksztaltem ich cza-
steczek, w interpretacji tego zjawiska musimy sie liczy¢ i z tym, ze hydra-
tacja czasteczek moze wywieraé¢ tutaj wplyw bardzo istotny. Dla liczbowe-
go zuzytkowania lepkosci jako cechy charakteryzujacej bialka osocza i su-
rowicy, jest rzecza istotng znalezienie zaleznosSci lepkosci od stezenia bial-
ka. Daje si¢ to uzyska¢ w oparciu o ujecie Treffersa (6), ze plynnos¢

http://rcin.org.pl



CHARAKTERYSTYKA BIALEK SUROWICY KRWI CZLOWIEKA 61

Tablica 2

Objetosé wlaSciwa niektérych bialek osocza krwi czlowieka
Dane zestawione z prac Edsalla (4)

Skladnik Stala sedymen- Objetosé
elektroforetyczny tacji S, wlasciwa
Albumina 4,6 0,733
v — Globulin 7,2 0,739
%; — Globulin 5,0 0,841
8, — Globulin 5,5 0,725
81 — Globulin 2,9 0,950

roztworéw bialka (tj. stosunek lepkosci rozpuszczalnika do lepkosci roz-
tworu) jest wprost proporcjonalna do stezenia bialka.

Z powyzszych rozwazan wynika, ze kazda z czterech omawianych wia-
Sciwosci bialek osocza lub surowicy jest wyrazem innej cechy bialek; wska-
znik refrakcji jest w duzym przyblizeniu wprost proporcjonalny do stezenia
bialka bez wzgledu na to, czy jest to bialko proste czy zlozone; zawartos¢
procentowa azotu jest wyrazem tego, czy skladniki bezazotowe biorg wigk-
szy czy mniejszy udzial w strukturze bialka; cigzarem wilasciwym beda sie
odréznialy bialtka zawierajace wiecej skladnikow cigzszych (weglowodano-
wych) od takich, ktére majg wiecej skladnikéw lzejszych (lipidéw, chole-
sterolu); wreszcie lepkosé jest wyrazem stopnia asymetrii czasteczek. Totez
poszczegdlne wydzielone frakcje bialkowe réznig sie od siebie zawartoscia
azotu, cigzarem wlasciwym i lepkoSciag. Jezeli jednak bedziemy rozwazali
calos¢ bialek osocza lub surowicy zdrowego czlowieka w okreslonych wa-
runkach fizjologicznych, to sklonni jesteSmy przyjaé, ze wzajemny iloscio-
wy stosunek poszczegélnych frakeji jest staly, chociaz catkowite stezenie
bialek w osoczu ulega zmianie w zaleznosci od wielu czynnikéw. Jednym
z takich czynnikow, wplywajacych istotnie na stezenie bialka w osoczu jest
np. postawa czlowieka (7); mimo znacznych roznic w stezeniu bialek w su-
rowicach ludzi, pozostajacych w réznych postawach, stosunek frakeji biatko-
wych uzyskanych przez wysolenie nie ulega zmianie (8). Staly wzajemny
stosunek iloSciowy poszczegélnych frakcji biatkowych surowicy krwi zdro-
wego czlowieka powinien znalezé swéj wyraz w stalym liczbowym stosun-
ku czterech omawianych wlasciwosci bialek bez wzgledu na ich stezenie
w osoczu lub surowicy. Nie mozna jednak pominaé tego, ze ciala drobno-
czgsteczkowe osocza lub surowicy zaznaczaja swoj udzial we wlasciwo-
Sciach bedacych przedmiotem naszych rozwazan; przeciez wodny roztwor
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drobnoczgsteczkowych skladnikéw surowicy bedzie si¢ réznil od wody
wskaznikiem refrakcji, cigzarem wlasciwym i lepkoScig, a takze bedzie za-
wieral azotowe substancje niebialkowe. Jezeli zatem chcemy scharakteryzo-
wac za pomocg omawianych wiasciwosci biatka surowicy bez ich wydziela-
nia, to musimy uwzgledni¢ zawarto$¢ azotu, wskaznik refrakcji, ciezar wia-
Sciwy i lepko$¢ wodnego roztworu cial drobnoczgsteczkowych, w ktérych sg
rozpuszczone biatka surowicy; wtedy bedzie mozna zlgczyé ze sobg oma-
wiane wlasciwosci za pomocg nastepujacych réwnarn:

n sur. — nultr.
N calk. — N niebialk.

A) =K

C sur. —C ultr.

) N catk. — N nicbialk.

=K,

o) (% e 1) : (N calk. — N niebialk.) = Ki,

gdzie:
n sur. — wskaznik refrakcji surowicy w temp. 20°,
n ultr. — wskaznik refrakcji roztworu cial drobnoczgsteczkowych surowicy

w temp. 20°,

N calk. — calkowity azot surowicy w gramach w 100 ml,

N niebialk. — niebialkowy azot surowicy w gramach w 100 ml,

C sur. — cigzar wlasciwy surowicy,

C ultr. — cigzar wlasciwy roztworu cial drobnoczasteczkowych surowicy,

n — lepko$¢ surowicy w temp. 20° w centipoisach,

no — lepko§¢ roztworu cial drobnoczgsteczkowych surowicy w temp. 20°
w centipoisach,

K;i, Ko, Kz — wielko$ci stale.

Jezeli zawarto$¢ azotu, wskaznik refrakeji, cigzar wilasciwy i lepkos¢ su-
rowicy krwi sg ze soba SciSle zwigzane, to z jednej z tych wielko$ci ozna-
czonej dowiadczalnie powinniSmy mie¢ mozliwos$¢ obliczenia trzech innych.
Sprawdzenie tego przypuszczenia jest przedmiotem obecnej pracy. Oczywi-
Scie bedziemy mogli to uzyskaé jedynie wtedy, gdy wielkoSci charakteryzu-
jace wodny roztwor cial drobnoczgsteczkowych surowicy beda ulegaly tyl-
ko tak nieznacznym zmianom, ze mozna je bedzie przyjaé jako stale.
Pierwszym zatem zadaniem jest wyznaczenie tych wielkosci; po wprowa-
dzeniu ich do wyzej podanych réwnan mozna doswiadczalnie oznaczyé
$rednie wartosci Ky, Ka, K3 oraz ich zmienno$¢. Opierajgc si¢ na uzyska-
nych réwnaniach mozna pokusié si¢ o to, by na osobnej serii doSwiadczalnej,
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ktéra nie stuzyla dla wyznaczenia stalych, a ktéra dotyczylaby surowic
o mozliwie réznym stezeniu bialek, sprawdzi¢, z jaka dokladnoscia daja sig
z jednej wlasciwosci obliczyé trzy inne. W ten sposob oceniloby si¢ wartosé
podanych réwnan dla charakterystyki bialek surowicy, a takze uzyskaloby
sie miernik zmiennosci ich jakoSciowego skladu u ludzi zdrowych.

Material doswiadczalny

Dla obliczenia stalych w stosowanych przeze mnie réwnaniach oparlem
- si¢ na materiale doswiadczalnym Armstronga i wspolpr. (2), Van
Slyke’a i wspolpr. (9) oraz na oznaczeniach wykonanych w Zakladzie
Chemii Fizjologicznej AM w Gdansku, a ogloszonych w pracach M oz o-
lowskiego i wspolpr. (10), Zydowy (7) i Byczkowskiego
(8). Dla kontroli zgodnosci stosowanych réwnan postuzyly wyniki 9 analiz
surowic trzech zdrowych mezczyzn 1). Sposéb przeprowadzania oznaczen
byl w naszych do$wiadczeniach nastepujacy.

Krew pobierano na czczo z zyly lokciowej, unikajac wigkszego zastoju
(z wyjatkiem tych oznaczen serii sprawdzajacej, w ktérych chcielismy uzy-
ska¢ zageszczenie bialek). Pozycja, w ktérej pobierano krew, byla Scisle
okreslona. Po skrzepnieciu krew wirowano. Wszystkie doswiadczenia wyko-
nywano w surowicy, pragngc unikngé¢ dodawania jakichkolwiek Srodkéw.
powstrzymujgcych krzepnigcie. Azot calkowity oznaczano sposobem Kjel-
dahla w 0,2 ml surowicy: po trzygodzinnym spalaniu z kwasem siarkowym,
siarczanem sodowym i siarczanem miedziowym, destylowano w aparacie
Parnasa i Wagnera do odbieralnika z kwasem borowym, miareczkowano
0,02 n kwasem siarkowym. Azot niebialkowy w pracy Mozolowskie-
go i wspolpr. (10) oznaczano w przesaczu wolframianowym. WskaZznik re-
frakcji oznaczano zanurzeniowym refraktometrem Pulfricha uzywajac do-
datkowego pryzmatu w temp. 20°. Dla oznaczenia cigzaru wiasciwego su-
rowicy poslugiwano si¢ metodg Phillipsa, Van Slyke’a i wspélpr. (11);
w pracy (10) ciezary wlaSciwe oznaczano metoda opracowanag przez tych
autoréw, ogloszong w r. 1945 (11a); dlatego tez cigzary wlasciwe tej serii
uzyte do obecnych obliczen powigkszono o 0,0005 (por. (11), str. 310). Lep-
ko$¢ oznaczano wiskozymetrem Kalinowskiego (12) w temp. 20°. Stosowa-
ne przeze mnie metody pozwalaja wyraza¢ wyniki z nastgpujgca dokladno-
scig: azot calkowity w setnych czeSciach grama w 100 ml, wskaznik refrak-
cji do czwartego miejsca dziesigtnego z zaznaczeniem na piagtym liczby 5,
cigzar wiasciwy do trzeciego miejsca dziesietnego z zaznaczeniem na czwar-
tym liczby 5, lepkos¢ z dokladnoscia jednej setnej centipoisa.

1) Analizy te wykonal dr Stefan Byczkowski, za co mu i w tym miejscu dzigkuje.
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Oznaczenie stalych w réwnaniach 1aczacych ze soba zawartos¢ azotu,
wskaznik refrakeji, cigzar wlasciwy i lepkos¢ surowic ludzi zdrowych

Zalezno$¢ wskaznika refrakeji bialek osocza od stezenia bialka ozna-
czyli Armstrong i wspélpr. (2) na zbieranym osoczu zdrowych lu-
dzi. Przeszkadzajacy wplyw cial drobnoczgsteczkowych usuneli, poddajac
osocze pieciodniowej dializie wobec chlorku sodowego o sile jonowej 0,3.
Oznaczenia wykonano w 19 porcjach zbieranego osocza pochodzacego od
150 os6b. Stezenie bialka oznaczano wagowo, zwracajgc szczegolng uwage
na to, by suszenie nie powodowalo utraty lipidéw. Wzajemna zalezno$é
bialka, oznaczonego wagowo, wskaznika refrakecji w temp. 20° oraz zawar-
tosci azotu autorzy wyrazali w nastepujacych liczbach:

a) przyrost wskaznika refrakcji w temp. 20° na jeden gram bialka w li-
trze wynosi 1,83 - 10~* ze Srednim odchyleniem 0,012 - 10~4;

b) przyrost wskaznika refrakcji w temp. 20° na gram azotu bialkowego
w litrze wynosi 1,23 - 10~ ze Srednim odchyleniem 0,014 - 10~3;

c) stosunek stezenia bialka wyrazonego w gramach w litrze do zawar-
tosci azotu biatkowego wyrazonego w gramach w litrze wynosi 6,73 ze
srednim odchyleniem 0,10.

Te dane liczbowe byly dla mnie punktem wyjscia dla obliczenia wskaz-
nika refrakcji niebiatkowych skladnikéw surowicy zdrowych ludzi. Jezeli
pomnozymy zawarto$¢ azotu bialkowego w 100 ml surowicy przez liczbe
0,0123 — otrzymamy wskaznik refrakcji bialek; przez odjecie tej wielkoSci
od zmierzonego wskaznika refrakeji surowicy — otrzymamy wskaznik re-
frakcji wodnego roztworu cial niebialkowych surowicy; odjecie wskaznika
refrakeji wody, wynoszacego w temp. 20° — 1,3330, da nam wielko$¢ przy-
padajaca na skladniki niebialkowe. W ten sposéb przeliczono wartosci do-
Swiadczalne 55 surowic, a mianowicie 25 surowic z pracy (7), 20 surowic
z pracy (8) oraz 10 surowic z pracy (10). Ofrzymana S$rednia wynosi
0,0025 ze Srednim odchyleniem 0,0002. Wskaznik refrakcji wodnego roz-
tworu niebiatkowych zwiazkow surowicy obliczono wige na 1,3330 +
+ 0,0025 = 1,3355. Srednie odchylenie tej wartosci wynosi 0,0002. Podany
w réwnaniu A symbol n ultr. przedstawia dla zdrowych ludzi liczbe
1,3355 =+ 0,0002. Z obliczefi przy zmianie pozycji Zydowo (7) uzy-
skal liczbe 1,3357, ktéra pozostaje w duzej zgodnosci z wyzej podang, mimo
ze posta¢ rownania, ktérg musial si¢ on postugiwac, jest bardzo wrazliwa na
nieznaczne roznice w oznaczeniu azotu; najwazniejsze dane piSmiennictwa,
dotyczace oznaczenia tej wielkosci, s3 podane w pracy Zydowy (7).

Wystepujaca we wszystkich trzech réwnaniach wielkosé N niebialk., tj.
zawarto$¢ azotu niebialkowego, mozna latwo oznaczy¢ doswiadczalnie; dla
surowic ludzi zdrowych mozna uprosci¢ postepowanie, przyjmujac zawartos¢
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azotu niebialkowego jako stala i wynoszaca 0,02 g w 100 ml. Takie uprosz-
czenie byloby oczywiscie niedopuszczalne dla surowic krwi patologicznych.
Stata wielkos¢ Ky w réwnaniu A wynosi 0,0123 w oparciu o wyzej omoé-
wione dane Armstronga; wielko§¢ ta sluzyla mi w obliczeniu
wskaznika refrakcji wodnego roztworu cial niebialkowych. Srednie odchy-
lenie tej wielkosci jest oczywiscie wigksze niz otrzymat to Armstrong,
dolgcza si¢ bowiem rozrzut wartosci wyrazajacej wskaznik refrakeji ciat
niebiatkowych. Obliczenie tego Sredniego odchylenia dla 55 surowic zdro-
wych ludzi dalo liczbe 0,00025, tak ze réwnanie A przybierze nastgpujacg
postaé:
n sur. — 1,3355
N catk. — 0,02

Réwnanie B, lgczace cigzar wlasciwy surowicy i zawarto$¢ azotu, wy-
maga ustalenia dwéch wielkoSci: cigzaru wlasciwego wodnego roztworu
cial niebialkowych surowicy, oraz statlej K,. Van Slyke i wspolpr.
((9) str. 338) przyjmuja dla cigzaru wlasciwego wodnego roztworu cial
niebialkowych liczbe 1,007; te tez liczbe wprowadzam do réwnania B. Obli-
czona przez Zydowe (7) ze zmiany pozycji liczba 1,009 wykazuje duze
srednie odchylenie, zwigzane z postaciag réwnania, ktérym autor musiat si¢
postugiwaé. Stala K., obliczona z 54 surowic wynosi 0,0175 ze $rednim
odchyleniem 0,0004. Posta¢ réwnania, ktérym postuguja si¢ Van Slyke
i wspolpr. (9) jest odmienna od stosowanego przeze mnie; stala a tych

— 0,0123 + 0,00025.

autoréw pozostaje do naszej stalej K, w nastgpujacym stosunku: a = 61'(25

2
Zatem wartosci Ko rownej 0,0175 odpowiada warto$¢ a réwna 357; taka
wielko$¢ (a mianowicie 358) znalezli Moore i Van Slyke (cy-

towane z pracy (9) z tablicy I na str. 332) z pomiaréw u ludzi zdrowych.
W réwnaniach obecnie stosowanych przez Van Slyke’a i wspélpr. wy-
stepuja jako wartosci a: 365, 373 lub 369 zaleznie od tego, czy bada sie
osocze normalne czy patologiczne; odpowiednikami tych liczb w naszym
réownaniu B byloby K. réwne 171, 167 lub 169. Po podstawieniu stalych
rownanie B otrzymuje nastepujaca postaé:

Csur. —1,007

ek =t 0,0175 + 0,0004 .

Zalezno$¢ lepkosci od zawartoSci azotu bialek wyrazamy réwnaniem C
opierajgc si¢ na wywodzie Treflersa (6) i nie ogloszonych drukiem
badaniach Kalinowskiego. Brak mi jeszcze danych, pozwalajacych
na wprowadzenie do rownania wielkosci odpowiadajacej lepkosci roztworu
cial niebialkowych surowicy. Obecnie musz¢ si¢ zadowoli¢ wartosScig na
lepko$¢ wody w temp. 20°, tj. 1,00 centipoisa; we wzorze C przyjmuj¢ wiec

5 Acta Biochimica Polonica
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1,00 jako warto$¢ mo. Wartos¢ K; obliczona z 53 surowic wynosi: $red-
nia — 0,35 ze srednim odchyleniem 0,013.

Rownanie C wyrazajgce zalezno$¢ plynnoSci i azotu biatkowego otrzy-
muje nastepujaca postaé:

(_1'30 b 1) : (N calk. —0,02) = —0,35 = 0,013,

Sprawdzenie rownan na serii oznaczen, ktéra nie sluzyla dla
wyznaczenia statych

Dla sprawdzenia réwnan posluzono si¢ oznaczeniem 9 surowic trzech
zdrowych mezczyzn. Wyniki doSwiadczalne podano w tablicy 3, a warto-
Sci obliczone z zawarto$ci calkowitego azotu w tablicy 4. Wartosci te obli-
czono z rownan:

n sur. = 1,3355 + (N catk. —0,02) - 0,0123

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

= 1—0,35 - (N calk. — 0,02)

S =

Tablica 3

Zawarto$¢ azotu, wskaznik refrakeji, cigzar wlaSciwy i lepkos¢ surowicy krwi
trzech zdrowych mezczyzn

Badany | Warunki pobierania krwi gﬁoﬁa;]:i n sur. C sur. n
S. B. po 30" w poziomej pozycji 1,14 1,3494 1,0265 1,71
po 5’ zacisku ramienia 1,53 1,35415 1,0335 2,11
po 10’ od usunigcia zaci-
sku 1,16 1,3495 1,027 1,71
A. M. | po 30’ wpoziomej pozycji 1,06 1,3480 1,025 1,55
po 5’ zacisku ramienia 1,28 1,35085 1,029 1,75
po 15’ od usunigcia zaci-
sku 1,09 1,3482 1,0255 1,57
A. K. | po30" wpoziomej pozycji 1,13 1,348)5 1,0265 1,65
po 5 zacisku ramienia 1,35:8 1,033 2,00
po 30" od usunigcia zaci- 13
sku 1,19 1,24925 1,027 1,67

Poréwnanie danych z tablicy 3 z wartosciami z tablicy 4 wykazuje, Ze
dla zdrowych ludzi udaje si¢ zwiaza¢ cztery badane przez nas wlasnosci su-
rowic tak, ze z jednej (w wyzej podanym przykladzie z azotu catkowitego)
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Tablica 4

Wskaznik refrakcji, cigzar wlaSciwy i lepko$é, obliczone z réwnan A, B i C dla takich
zawartosci azotu, jakie znajdowaly si¢ w surowicach krwi podanych w tablicy 3

glfl 0%82:'1 n sur. C sur. n
1,14 1,3493 1,0265 1,64
1,53 1,3541 1,0335 2,13
1,16 1,3495 1,027 1,67
1,06 1,3483 1,0255 1,56
1,28 1,3510 1,029 1,78
1,09 1,2487 1,026 1,59
1,13 1,3492 1,0265 1,64
1,53 1,3541 1,0335 2,13
1,19 1,3499 1,0275 1,69

mozna obliczy¢ trzy inne z duzym przyblizeniem. Dokladniejsze porowna-
nie tablic wskazuje, ze jedna z surowic (S - B) wykazuje wartosci wskazni-
ka refrakcji prawie takie same, jak wartosci obliczone, natomiast dwie inne
surowice nie przedstawiaja juz tak wielkiej zgodnosci wartosci doswiad-
czalnych i obliczonych; stwierdzane rdéznice sa wyraznie jednokierunkowe.
Narzuca si¢ przypuszczenie, ze u podstawy tego leza réznice we wiasciwo-
Sciach roztworéw niebiatkowych surowicy i ze te wlasciwosci sg indywi-
dualnie stale. Zmienno$¢ wskaznika refrakcji wodnego roztworu niebiatko-
wych substancji surowicy krwi ludzi zdrowych ujeliSmy liczbowo, a miano-
wicie 1,3355 == 0,0002. Stwierdzane do$wiadczalnie réznice nie przekracza-
ja granic podanej zmiennosci. Wartosci cigzaréw wiasciwych uzyskanych
z doswiadczenia i z obliczenia wykazujg zadowalajgca zgodno$¢. Wartosci
obliczone dla lepkosci lezag w zakresie zmiennosci wyrazonej $rednim od-
chyleniem stalej K3, wynoszacej — 0,35 = 0,013.

Jako dalszej ilustracji stosowanych réwnan uzyje zestawienia analiz
surowicy mlodej zdrowej kobiety. Tablica 5 obejmuje wilasciwoszi czterech
surowic krwi pobieranych w réznym czasie i rozmailych pozycjach. Z czte-
rech analiz podanych w tablicy 5 dwie pochodzg z pracy By cz k o w-
skiego (8), jedna z pracy Mozolowskiego i wspélprac. (10),
a wigc byly one uzyte dla wyznaczenia stalych zawartych w réwnaniach.

jedynie czwarta wykonano jako kontrole. Liczby zawarte w nawiasach po
5'
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daja wartosci obliczone ze wskaznika refrakcji, a mianowicie azot calkowity
z rownania:

n sur, — 1,3355

N calk. = 0.0123

+ 0,02

Wartos¢ C sur. i n obliczono z azotu calkowitego jak dla wyzej oméwionych
9 surowic.

Tiablica &

Wskaznik refrakeji, zawartos¢ azotu, ciezar wlasciwy i lepkoS¢ surowic krwi W. S.
W nawiasach podano warto$ci obliczone ze wskaznika refrakeji

Pozycja n sur N calk. C sur, 7

pozioma 1,24825 | 1,05 (1,05)1,0255 (1,025) [1,58 (1,56)
skoéna 1,3500 [ 1,22 (1,20)|1,028 (1,0275)[1,72 (1,70)
siedzaca 1,34985 | 1,18 (1,18)1,0275 (1,0275) (1,68 (1,68)
pozioma 1,3491 1,15 (1,12)]1,027 (1,0265)|1,63 (1,62)

Omowione przyklady zdaja nam sprawe z dokladnosci, z jaka mozemy
wigzaC ze sobg cztery omawiane wlasSciwosci fizykochemiczne surowicy
krwi ludzi zdrowych.

Wartos¢ stalych w rownaniach charakteryzujacych
surowice w roznych stanach fizjologicznych

Za pomoca oméwionych wyzej trzech réwnan otrzymujemy wygodny spo-
sob poréwnywania ze sobg surowic oséb znajdujgcych si¢ w réznych stanach
fizjologicznych. W poprzednio ogloszonej pracy (10) oznaczaliSmy omawiane
cztery wlasciwosci fizykochemiczne w surowicy krwi pepowinowej oraz
krwi kobiet rodzgcych, ale wtedy nie ujmowalismy wynikéw w postaé row-
nan taky, jak podawana obecnie. DoszliSmy wtedy do wniosku, ze zaréwno
surowica rodzacych kobiet, jak i surowica krwi pepowinowej réznia si¢ od
surowicy kobiet nie bedacych w ciazy. Przeliczenie tamtych danych do
$wiadczalnych wedlug réwnan stosowanych w obecnej pracy potwierdzile
w pelni ten wniosek w odniesieniu do surowicy krwi kobiet rodzacych; na-
tomiast dla krwi pgpowinowej wykazalo brak réznic w poréwnaniu z suro
wica krwi normalnych zdrowych ludzi. Dane te przedstawia tablica 6; dla
surowicy noworodkéw podano tylko 9 wynikéw, dane do$wiadczalne suro
wicy znaczonej 8D nie zostaly uzyte dla obliczenia $redniej, gdyz odbiegaja
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tak znacznie od wszystkich innych, ze nie mozna zaliczy¢ jej do tej samej
populacji.

Tablica 6

Stale charakteryzujace surowice krwi ludzi w réznych stanach fizjologicznych

Liczba
badanych K, K, K,
surowic
Normalni
zdrowi 55 0,0123 + 0,00025 0.,0175 + 0,0004 -—0,35 + 0,013
Kobiety
rodzace 10 0,0133 +0,00016 | 0,0180 + 0,00035 0,40 + 0,012
Noworodki 9 0,0121 4 0,00025 | 0,0176 + 0,0004 --0,34 + 0,024

Wyniki liczbowe tablicy 6 stwierdzaja wyrazng réznice miedzy surowica
kobiet rodzgcych a surowicg krwi ludzi doroslych; surowica krwi noworod-
kow nie wykazuje w badanych wlasciwosciach roznicy w poréwnaniu z suro-
wicg ludzi dorostych. Zmiany wlasciwosci surowicy krwi kobiet w réznych
okresach cigzy omowil Kalicinski (13).

Wartosci liczbowe, ktére sa wyrazone w réwnaniach, zaslugujg na bliz-
sze oméwienie, dotyczy to zwlaszcza réwnania A. Wiemy z omdéwionych
wyzej badan Armstronga i wspdlpr.,, ze wzrostowi stezenia biatka
o 1 gram w 100 ml odpowiada wzrost wskaznika refrakcji o 0,00183, mozna
wigc ze stosunku stezenia azotu bialkowego do stezenia biatka, wyrachowa-
nego ze wskaznika relrakeji, obliczy¢ procentowg zawarto$é¢ azotu, a miano-
wicie
~ 100 -0,00183
» e
gdzie P oznacza zawarto$¢é procentowg azotu w biatkach, K; — stalg row
nania A. Dla liczby 0,0123, odpowiadajgcej surowicy normalnych zdro-
wych ludzi, P wynosi 14,9%, dla liczby za$§ 0,0133 surowic kobiet rodza-
cych — 13,75%. Widocznie w biatkach surowic kobiet w czasie porodu
skladnik nieaminokwasowy bierze wigkszy udzial niz u innych ludzi. Tym
nieaminokwasowym skladnikiem moga by¢ weglowodany oraz lipidy i cho-
lesterol. Stala K, jest wyrazem cigzaru wlasciwego bialek; fakt, ze jest ona
wigksza dla kobiet rodzacych niz dla innych zdrowych, sugeruje mysl
o przyroscie skladnika cigzszego, tj. weglowodanowego; réznica jednak nie
jest duza, a Srednie odchylenie do$¢ wielkie i dlatego wnioskowanie musi
by¢ tutaj ostrozne. Powyzsza interpretacja uzyskanych wynikéw liczbo-
wych za pomocg réznicy skladu chemicznego bialek wymaga zalozenia, iz

P
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wlasciwosei roztworéw cial niebialkowych obydwoch rodzajéow surowic nie
roznig sie od siebie. Poniewaz kontrolowano jedynie azot niebiatkowy,
przyjecie takiej samej wartosci dla refrakcji sktadnikow niebiatkowych jest
dowolnoscia, z kiérej nalezy zdawaé sobie sprawe. Zastrzezenie to w ni-
czym nie zmienia wniosku, ze omawiane wlasciwosci fizykochemiczne po-
zwalajg scharakteryzowa¢ obydwa rodzaje surowic i odr6zni¢ je od siebie.
Analogiczne badania, uzupelnione frakcyjnym wysalaniem bialek, przepro-
wadzili Zydowo i Go6rski (14) na surowicach krwi ludzi w roz-
nych stanach patologicznych. Wyniki ich pracy wskazujg na to, ze oméwio-
ny sposob charakteryzowania surowic moze i w klinice oddaé uslugi.
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XAPAKTEPUCTUKA BEJKOB CHBIBOPOTKM YEJOBEYECKOM KPOBU
C IIOMOIIBIO CONEPXKAHMS A30TA M HEKOTOPBIX PU3UNYECKUX
CBOJICTB

Pesome

Jrs xapakTepucTHKH GEAKOB CHIBOPOTKH 340POBBIX A0AeH GBIAH MPHUMEHEHbI
yeTblpe CBOWCTBA, a HMMEHHO: cojepraHHe a30Ta, KO3(P(QHIUHEHT pedpaKlIHH,
yAeAbHDBIH Bec M BA3KocTb. [IpHHATO, 4TO 3TH CBOHCTBA HMEIOT NOCTOAHHOE 3HA-
YeHHe JAA BOJAHBIX PacTBOPOB He GEAKOBDIX BELIECTB CbIBOPOTKH 370POBLIX AlO-
Aeil M 9TO MO3BOAHAO TaK COCTABHTb YPABHEHHA H3 STHX BEAHYMH, YTO 3Has OZHY
M3 HHX MOMKHO BBIYHCAHTbD TPH OCTaAbHbIE. JTO GBIAO MPOBEPEHO HA CEPHH Je-
BATH CBIBOPOTOK C PAa3AHYHOH KOHLEHTpauueH Geaka.

B auckyccun cpaBHEeHDI 4YHMCAOBbBIE pE3YABTATHI AAIOLIHE XapaKTEPHCTHKY
KPOBH B Pa3HDbIX (DH3HOAOIHYECKHX COCTOSHHAX.

CHARACTERIZATION OF SERUM PROTEINS IN HUMAN BLOOD BY NITROGEN
CONTENT AND CERTAIN PHYSICAL PROPERTIES

Summary

For characterizing proteins in the serum of healthy humans four pro-
perties were utilized, namely: its nitrogen content, refractive index, spe-
cific gravity and viscosity. The assumption that these properties are con-
stant for aqueous solutions of nonprotein substances of healthy human serum,
made it possible to establish equations linking these properties so, that from
one of them the remaining three may be calculated. This assumption was
tested on a series of 9 serums with varying protein concentration. The
calculated results characterizing the blood serums in various physiological
conditions are compared and discussed.
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ACTA BIOCHIMICA POLONICA
Vi OFLS 11 1954 NO 1

A. DMOCHOWSKI I HALINA PADZIK

ILOSCIOWE OZNACZANIE ADENINY I GUANINY W LUSKACH
LUSZCZYCY (PSORIASIS VULGARIS)

Z Zakladu Biochemii Uniwersytetu Lédzkiego
Kierownik: prof. dr A. Dmochowski

Wstep

Zaklad Biochemii UL od dluzszego czasu prowadzi prace majace na celu
podanie, chemicznych dowodow wirusowej etiologii luszczycy.

Niezwykle szybki rozwéj wykwitow skérnych w postaci ogromne;j ilosci
lusek od dawna wzbudzal zainteresowanie nie tylko dermatelogéw, ale i bio-
chemikow. Wigkszos¢ dotychczasowych prac dotyczyla jednak przewaz-
nie metabolizmu azotowego, weglowodanowego, lipidowego i sterydowego,
ze szczegélnym uwzglednieniem zmian w poziomie tych skladnikow we
krwi chorych na tuszczyce.

Liczne sg prace nad skladem chemicznym tusek, dotyczace oznaczania
najpospolitszych sktadnikéw organicznych i nieorganicznych; wyczerpujgce
piSmiennictwo zostalo podane w najnowszej monografii Zorna (1).

Wszystkie te prace nie daly, niestety, prawie zadnych wskazéwek co do
etiologii i patogenezy schorzenia, zali¢zanego do jednego z najstarszych
choréb Swiata, a wykazujacego wyrazny zwigzek z drugim, niemniej ta-
jemniczym schorzeniem — przewleklym gosécem stawowym (Zorn).

Fakt utraty bardzo znacznych ilosci biatka (do 30 g i wigcej na dobe),
bez zadnych oznak odbialczenia organizmu przez cale lata, nasuwal przy-
puszczenie ingerencji czynnikow niezwykle silnie wzmagajacych produkeje
cial biatkowych. Czynnikiem takim mogtaby by¢ bezposrednia lub posrednia
produkcja bialek wirusowych, a analogii mozna by szuka¢ w masowej pro-
dukcji (réwniez dziesiatkéw gramoéw na dobe) tzw. bialka Bence’a-
Jonesa chorych z objawami szpiczaka mnogiego (Myeloma multiplex).
Wielu badaczy skiania si¢ do wirusowej hipotezy etiologii tego charaktery-
stycznego nowotworu szpiku kostnego.

(73]

http://rcin.org.pl



74 A. DMOCHOWSKI I H. PADZIK

Wirusowa etiologia luszczycy ma réwniez licznych zwolennikow (np.
Krawczenko (2) jestzdania, Zze nie ma ani jednego dowodu przeczy-
cego tej hipotezie). Nalezy jednak dodaé, ze poza obserwacjami cialek
wtretowych, jak np. ostatnio prace Higoumenakisa (3), Kry-
czewskiego (4) — zadnych dowodéw na korzy$¢ tej hipotezy nie
dostarczono. Bardzo przekonywajace obserwacje cialek wirgtowych w na-
skorku wykwitow luszczycy podal ostatnio Loza (5).

Wobec znanego udzialu nukleoprotein w budowie wiruséw roslinnych
i zwierzgcych nasunela sie¢ mysl stwierdzenia i oznaczenia iloSci nukleo-
protein w luskach luszezycy i we krwi chorych na luszczyce lub gosciec
stawowy.

Tego rodzaju badania sa prowadzone obecnie w Zakladzie Biochemii
UL, a zapoczatkowaly je obserwacje Lozy (5), stwierdzajace obecnosé
w luskach tuszczycy u chorych nie leczonych znacznych ilosci fosforu cal-
kowitego — Srednio 270 mg®s P, z tego nierozpuszczalnego w kwasach nu-
kleoproteinowego 120 mg% P. Réwnolegle oznaczenia azotu purynowego
tusek daly wartos¢ $rednig 165 mg% N, z tego we frakcji nukleoproteino-
wej, wynoszgcej trzydzieSci kilka procent ciezaru lusek — 120—130
mg®o Ny,

W calej dostepnej nam literaturze nie znalezliSmy zadnej wzmianki do-
tyczacej obecnosci tzw. cial nukleinowych w tuskach; jedynie Zorn (1)
znalazl nieprawdopodobne ilosci kwasu moczowego, bo az 306 mg%, nie
oznaczajac przy tym zadnych innych puryn.

Podobnie zawarto$¢ tzw. fosforu calkowitego az do ostatnich czaséw
byla podawana blednie na 16 mg®% P, (Zorn (6)); dopiero w 1951 r.
zostala poprawiona przez tegoz autora na 259 mg% P. (1).

Ta luka w badaniach biochemicznych lusek sklonila nas do podjecia
prac majgcych na celu dokladne oznaczenie ilosci i jakosci nukleoprotein
lusek. Na wstepie nalezalo uzupelnié stwierdzong przez Loze¢ (5) obec-
no$¢ adeniny i guaniny w luskach, dokladnym oznaczeniem ilosci tych ami-
nopuryn w celu skoordynowania danych na fosfor nukleinowy, azot pury-
nowy nukleoprotein i wreszcie poszczegélne puryny nukleoprotein lusek.
Nastepnym etapem byloby izolowanie i zbadanie poszczegdlnych nukleo-
protein i ich komponentow — kwasow rybo- i dezoksyrybonukleinowych.

Niniejsza praca jest wstepem do dalszych ilosciowych badan skladu
chemicznego lusek luszczycy oraz krwi chorych na luszczyce i gosciec sta-
wowy, a rezultatem jej jest pierwsze oznaczenie ilosci obu aminopuryn, wy-
stepujacych w kwasach nukleinowych.

Z licznych metod oznaczania puryn obrano, liczac si¢ z realnymi mozli-
wosciami, dawng makrometod¢ Kriigera — Schittenhelma,
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Steudela (7) z modyfikacjami Dmochowskiego (8), opartg
na kombinacji wytrgcania puryn z hydrolizatorow w postaci zwigzkow mie-
dziawych i srebrowych. Metoda ta jest uwazana obecnie za przestarzalg wo-
bec nowych, precyzyjnych mikrometod chromato-spektrofotometrycznych
Chargaffa (9), Loringa (10), Smitha-Markhama (11)
i innych, wreszcie enzymatycznej Kalckara (12); ma ona jednak
pewne zalety, gdyz pozwala na preparatywne otrzymanie obu aminopuryn
w znacznych ilosciach i w stanie dostatecznej czystosci, jak to wykazal
Dmochowski (8 w badaniach nad purynami miesni.

Wyniki otrzymane powyzsza metoda wykazuja bledy in minus, spowo-
dowane stratami guaniny stracanej amoniakiem, prawdopodobnie nieco
wigkszymi niz adeniny, ktére jednak mozna skontrolowaé przez jednoczesne
oznaczenie ilosci catkowitego azotu purynowego w kolejnych etapach pracy.

Nastepne, iloSciowe oznaczenia guaniny lusek zostaly wykonane metoda
mikrojodometryczng (Dmochowski, Panusz (13)), a czeSciowo
spektrofotometryczng, adeniny za$ polarograficzng i spektrofotometryczna.
Nalezy zaznaczy¢, ze wyniki oznaczenia zawartosci adeniny byly dos¢
zgodne, natomiast guaniny bardzo wysokie, wysuwajace konieczno$¢ dal-
szych badan metoda chromato-spektrofotometryczna, ktére to badania s3
w toku.

Czes¢ doswiadczalna i wyniki

Luski chorych na luszczyce, po dokladnym rozdrobnieniu i wysuszeniu
w temperaturze 105°, w ilosci =~ 100 g poddano hydrolizie z 10—15-krotna
iloScig 5% HsSO4 w ciggu 8 godzin w temperaturze 100°. Dluzszy niz
zwykle czas hydrolizy stosowano z powodu trudnosci rozgotowania materia-
lu bogatego w lipidy. Po hydrolizie pozostawalo == 35% osadu; osad ten
odsgczano i przemywano, a z zobojetnionego i lekko zakwaszonego przesa-
czu wytragcano puryny w postaci zwigzkéw miedziawych, metoda Steude-
la-Dmochowskiego (8) dodajac nadmiar NaHSO; i powoli ra go-
raco 1% CuSOy. Osady po przemyciu gorgcg wodg rozkladano drobna iloscig
Na,S, zakwaszano H,SOy, gotowano do usunigecia H,S i odsgczano siarczki
miedzi (kontrola na zawarto$¢ azotu). Nastepnie roztwory siarczanéw pu-
ryn i ewentualne oksypuryny celem zupelnego oczyszczenia wytracano jesz-
cze dwukrotnie i rozkladano siarkowodorem; ostatni przesgcz uzyto do ozna-
czania guaniny i adeniny lub raz jeszcze wytrgcano puryny zawiesing
Ag»>0 albo nasyconym roztworem Ag>SOy. Sole srebra amino- i oksypu-
ryn rozkladano na goraco In HCI; po kilku godzinach odsaczano, a w prze-
saczu zawierajacym chlorowodorki puryn oznaczano iloSciowo adening
i guaning. W tym celu roztwér, po oznaczeniu calkowitego N, metoda
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Kjeldahla w modyfikacji M arkhama (14), zageszczano i za-
dawano stezonym roztworem amoniaku w celu wytracenia guaniny; po kil-
kunastu (kilkudziesigciu) godzinach wypadat biaty, watowaty osad guani-
ny, przy czym poczatkowo opadal czesto galaretowaty osad o niklej zawar-
tosci azotu (1,77 mg® N), w ktérym stwierdzono obecno$¢ magnezu
(Panusz nieopublikowane).

Osad guaniny przemyto rozciericzonym roztworem NHj i ozigbiong wo-
da, wreszcie rozpuszczono w 0,1 n NaOH, przy czym rozpuszczeniu ulegla
tylko guanina i ewentualnie moczan sodowy. Zageszczony alkaliczny roz-
twor zakwaszano 2% CH3z;COOH — wytracala si¢ powoli guanina,
a w przesgczu pozostawalo nieco kwasu moczowego, jak to wskazywala do-
datnia reakcja Folina.

Wytrgcong guaning wazono i analizowano na zawarto$¢ azotu; otrzy-
mana guanina byla zupelnie czysta i zawierata 47% azotu (teoretycznie
46,36%0 N), a dodatkowe oznaczenie jodometryczne dalo w wyniku 10,03 mg
zamiast odwazonej ilosci 10,37 mg. Otrzymana guaning przeprowadzano

Tablica 1

Zawarto§¢ guaniny i adeniny w poddanych hydrolizie luskach luszczycy réznego po-

chodzenia. Hydroliza 5% kwasem siarkowym w ciggu 8 godzin. Guanina wytracona roz-

tworem amoniaku, rozpuszczona w 0,1 n NaOH i stracona rozcieiczonym CH3zCOOH,
nastepnie adenina wytracona w postaci pikrynianu.

Ilos¢ tusek | Ilo§é pikry- |Azot ade-|Ilo§¢ gu-| Azot Stosunek
Nr Typ lusek uzyta do hy-|nianu adeni-| niny w | aniny | guaniny molowy
droliny w g | ny w mg% | mg% |w mg% | w mg% | aden.: guan.
1 luski
§wieze
rézne 90 336,6 64,15 158,1 73,2 1:1,14
2 luski \
2-tygod- R
niowe
,,rozne”’ 100 217,4 41,82 108,0 | 500 1:1,20
3  luski
Swieze
seria JJ/52 70 299 57,7 153 71 1:1,22
4 seria
JJ/52 80 269 51,7 146 68 1:1,3
5 luski
kilkulet-
nie mie-
szane 50 204 39,2 102,6 47,5 1:1,21
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jeszcze w charakterystyczny siarczan i chlorowodorek guaniny o wygladzie
krysztalow. Przesgcze, po wytraceniu guaniny i usunigciu nadmiaru amo-
niaku, doprowadzano do wartosci pH = 4 i strgcano nasyconym roz-
tworem pikrynianu sodowego. Osad pikrynianiu adeniny przekrystalizo-
wano z wody, zwazono i oznaczono temperatur¢ topnienia, ktéra wyniosla
274—276° zamiast 280—281°. Ze wzoru C;HzN5 - C¢H3zN3O;7 wyliczono
zawarto$¢ adeniny i azot adeniny.

Otrzymane ilosci guaniny i adeniny z réznych tusek zebrano w tabli-
cy 1; — pierwsze dwa oznaczenia wykonano przez trzykrotne wytrgcanie
solg miedzi, trzy nastepne za$ przez dwukrotne sola miedzi, a nastepnie
jednokrotne tlenkiem lub siarczanem srebra.

Dyskusja nad wynikami

Zawarto$ci adeniny i guaniny w luskach luszczycy, podane w niniej-
szej pracy, sa pierwszymi oznaczeniami tego rodzaju w calym piSmien-
nictwie tego przedmiotu.

W dosSwiadczeniu 1 ogdlna ilo$¢ azotu w roztworze siarczanéw puryn
przed wytragceniem guaniny wyniosta 170 mg®e N,; ilos¢ azotu wydzielonej
guaniny 73,2 mg® N, adeniny 64,15 mg®o N — razem 137,35 mg%e N,. Wy-
dajno$¢ wyniosta wigec ponad 80%. Biorac pod uwage ewentualng obecnosé
drobnych ilosci kwasu moczowego oraz stwierdzonych sladow hipoksantyny,
straty w oznaczeniu obu aminopuryn nie moga by¢ znaczne, a dotyczg ra-
czej guaniny niz adeniny.

Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo dodatniej reakeji mureksydowej i Folina
w rozlozonych osadach miedziawych nigdy nie znaleziono nawet w przybli-
zeniu tak wielkich iloSci kwasu moczowego, jakie podaje Zorn (1),
a mianowicie 306 mg% — 102 mg% N,. Zorn nie zanalizowawszy do-
kiadnie osadu puryn, otrzymanych po hydrolizie fusek i straceniu w postaci
soli srebra, uznal ten osad na zasadzie dodatniej reakcji mureksydowej za
kwas moczowy, nie sprawdzajac go na obecno$¢ innych puryn. W rezultacie
ogromne ilosci kwasu moczowego w ltuskach byly dla niego zupelnie nie-
zrozumiale. Ostatnie wyniki otrzymane w Zakladzie Biochemii UL wykazuja
w réznych luskach iloSci kwasu moczowego nie przekraczajace 20 mg%bo.

Znaczne ilosci obu aminopuryn, szczegélnie guaniny, rozstrzygaja de-
finitywnie o obecnosci nukleoprotein w tuskach luszczycy, i to w duzych
ilosciach. Wyniki otrzymane obecnie potwierdzaja poprzednie prace Lozy
(5), oparte na oznaczeniach tzw. frakeji nukleoproteinowej, wyciaganej
7 tusek tugiem i stracanej kwasem, nastgpnie fosforu, frakeji nierozpuszczal-
nej w kwasach, i azotu purynowego lusek calkowitych oraz nukleoprotein
z tychze ltusek.
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Okazalo si¢. ze znaleziona przez nas suma azotu obu aminopuryn
(137 mg®e N,) jest dos¢ zgodna z iloSciami azotu purynowego frakeji nu-
kleoprotein (130 mg®o N,) i fosforu nukleoproteinowego (125 mg®% P,),
gdyz, jak wiadomo, stosunek N, : P w wigkszosci kwaséw nukleinowych
nie odbiega od stosunku 10 N : 4 P czyli 140 : 124. W dalszych pracach pla-
nowane jest oddzielne oznaczenie aminopuryn frakeji nukleoproteinowe;j
tusek i pozostalosci. Prawdopodobnie nie przyniosa one jednak zasadniczej
zmiany w powyzszych obliczeniach.

Azot adeniny w réznych tuskach wynosit 39 — 69 mg® N, guaniny —
odpowiednio 47,5 — 73 mg®e N, stosunek molarny adeniny do guaniny
(Nag : Ng) wyniost wige 1,156 — 1,3, wykazujge wyrazng przewage guaniny.

Znaczny nadmiar iloSci guaniny skonstatowano od dawna w kwasie
rybonukleinowym, w tzw. beta-nukleoproteidzie z trzustki zwierzecej. Nie-
ktorzy autorzy, jak Jorpes (15), Dmochowski i Leszczyn-
ska (nieopublikowane), znalezli 2 mole guaniny na jeden mol adeniny,
inni, jak np. Steudel (16), nawet 4 mole guaniny, a ostatnio
Chargaff (17)) — 2,5 mola. Dopiero jednak Chargalf i jego
szkola stwierdzil staly nadmiar guaniny we wszystkich kwasach rybo-
nukleinowych tkanek zwierzecych. Ostatnio Davidson (19) podaje
liczbe 1,7 jako stosunek guaniny do adeniny kwaséw rybonukleinowych roz-
nych frakcji cytoplazmy watroby szczura.

Znaleziona przez nas przewaga guaniny nad adening przemawia prze-
ciw przypuszczeniu L ozy wystepowania w luskach wylacznie nukleo-
protein dezoksyrybozowych. Kwasy dezoksyrybonukleinowe tkanek zwierze-
cych wykazuja w zasadzie przewage adeniny nad guaning (tzw. typ AT
Chargaffa (18), odwrotnie jest u mikroorganizméw, natomiast np.
rowne ilosci aminopuryn wystepuja w bakteriofagach, a przewaga guaniny
w wirusach owadzich (Smith i Wyatt (20)). W innych wirusach
zwierzecych stosunku guaniny do adeniny dotychczas nie oznaczono, ale
z przytoczonych danych wynika, ze w dalszych naszych pracach obie hi-
potezy, tj. przewagi rybonukleoprotein lub tez obecnosci dezoksyrybonu-
kleoprotein wirusowych w luskach luszczycy, muszga byé brane pod uwage.

Cale zagadnienie guaniny w luskach nie jest jednak w zupelnosci wy-
jasnione, gdyz dalsze oznaczenie jej metoda mikrojodometryczna i spektro-
fotometrycznag wykazaly znacznie wigksze ilosci, a mianowicie 260 —
280 mg®e zamiast znalezionej przez nas metoda wagowa — 158 mg?.
Nadmieni¢ nalezy, ze ilos¢ adeniny oznaczonej spektrofotometrycznie i po-
larograficznie w Zakladzie Biochemii UL (P anusz — nie opublikowa-
ne) sa do$¢ zgodne z oznaczeniami wagowymi. Wysokie iloSci guaniny
moga by¢ jednak interpretowane odmiennie, jako mozliwos¢ wystepowania
w nicoczyszczonej frakeji guaninowej innych zwigzkow wykazujacych po-
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dobng absorpcj¢ w nadfiolecie. Dla wyjasnienia tych sprzecznosci rozpocze-
to juz badania chromatograficzne, przemawiajgce, jak dotychczas, za tym
ostatnim przypuszczeniem.
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NOGa W

KOJMYECTBEHHOE OIIPEIEJEHME AJIEHUMHA M I'VAHWHA B YEIIVAX
YEUIYMYATOIO JUIIAA (PSORIASIS VULGARIS)

Pesmome

1. B nepsbie 6biAm onpezereHbl KOAMUECTBA I'yaHMHAa M aJ€HHHA B YeHIysX
vemyituaToro Aumas rnpu nomoun makpomeroaa Creyaers paszerenus um omnpe-
JAeAeHHs aMHHONYDHHOB TKaHei; HaieHbl JOBOAbHO 6oAbline KoAebGaHHs B 4e-
UIyAX Pa3sHOrO IPOHUCXOZKEHHS.

2. KoamuectBo asora ryammna cocraBasiro 47,5 — 73,2 mr %, azennna
ke coorserctBenno 40 — 64,15 mr %. Moabuoe oTHomenne ryaHnHa K aze-
HuHy B wemysx coctasasro 1,15 — 1,3, npurom Ttak ryamuH, Kak mnHKpat
azeHuHa GbIAM JOCTATOYHO YHCTDBIMH.

3. Bonpekn ganupim 3opua B uemysx 6biro Haitgeno B 10 — 20 pas menb-
mee KOAHYECTBO MOUYEBOH KHMCAOTDI.
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4. M3 pasubiXx KOAHYECTB ryaHHHA ONpEAEACHHDIX BECOBBIM, NajOMeTpHYe-
CKHM H CHEeKTPO(OTOMETPHYECKHM IIyTEM CAeAYeT Heo6XOAHMOCTb JaAbHeHIIHX
XpoMaTorpa@pHuecKHX HCCAeJOBaHHH.

5. 3nauuTeAbHblE KOAHYECTBA I'yaHHHA M ajeHHHA TOATBEPIKAAIOT THIIOTE3
O HAAMYHH HYKAEONPOTEHAOB B YENIysX 4YeWIyHYaTOro AHMMIAsA; HaHJEHHbIE ke
KOAMYECTBA AMHHOIYPHHOB JOBOABHO XOPOLIO COTAACYIOTCSA € KOAHYECTBAMH
(ocdopa HYKAEONPOTEHAOB H a30Ta MYyPHHOB H30AHPOBAHHBIX HYKAEONPOTEHOB.

QUANTITATIVE DETERMINATION OF ADENINE AND GUANINE IN THE SCALES
OF PSORIASIS VULGARIS

Summary

1. The quantities of guanine and adenine in the scales of Psoriasis vulgaris
have been determined for the first time by Steudel’s macromethod of di-
viding and determining tissue aminopurine; the quantities varied in
scales of different origin.

2. Nitrogen in guanine amounted to 47,5 — 73,2 mg?%, in adenine 40 —
64,15 mg®/o respectively. In the scales the molar ratio of guanine to ade-
nine was 1,15—1,3 and the guanine as well as the adenine picrate were
sufficiently pure.

3. The quantity of uric acid found in the scales was 10 — 20 times lower
than in Zorn’s statement.

4. Different quantities of guanine found by weight determination, the iodo-
metric method or spectrophotometrically necessitate further chromato-
graphic studies.

5. Considerable quantities of guanine and adenine corroborate the hypo-
thesis assuming the presence of nucleoproteins in Psoriaris scales and
the quantities of aminopurines formed are almost in agreement with the
quantities of nucleoprotein phosphorus and purine nitrogen obtained
from isolated nucleoproteins.

Department of Biochemistry, £6dZ University, Chief: prof. dr A. Dmochowski.
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Zagadnienie iloSciowego oznaczania dwdch purynowych skladnikéow
kwaséw nukleinowych — adeniny i guaniny — ma duze praktyczne znacze-
nie w badaniach iloSciowych nad skiadem i chemizmem kwaséw nukleino-
wych i ich pochodnych. Zblizony charakter chemiczny powodowal od po-
czgtku duze trudnosci i dopiero w ciggu ostatnich kilku lat opracowano me-
tody rozwigzujace w sposéb zadowalajacy ten problem. Przez dlugi czas
rozdzielano adening od guaniny dzigki znacznie mniejszej rozpuszczalnosci
guaniny w amoniaku wedlug metody opracowanej ostatecznie przez Ste u-
dela (1). Po straceniu guaniny roztworem amoniaku w przesaczu ozna-
czano azot purynowy adeniny. W latach trzydziestych ukazalo sig¢ kilka prac,
w ktorych wykorzystano wigksza podatno$é guaniny na utlenianie (2, 3, 4).
Pewne usiugi oddala réwniez w tym czasie metoda enzymatyczna
Schmidta (5), polegajaca na selektywnej dezaminacji guaniny, nie
dajaca jednak gwarancji zupelnej selektywnosci.

Rzeczywiste rozwigzanie zagadnienia nastgpilo z chwilg zastosowania
przez Vischera i Chargaffa chromatografii bibulowej do roz-
dzielania skladnikow kwaséw nukleinowych (6). W metodzie tej znaleziono
réwniez po raz pierwszy wzglednie prosty sposéb rozdzielania skiadnikéw
pirymidynowych. Umiejetny dobér rozpuszczalnikéw i wartosci pH pozwo-
lit na izolowanie poszczegdlnych zasad purynowych i pirymidynowych (7).
Chromatogramy bibutowe mialy jednak zbyt mala wydajno$¢ rozdzielcza,
by rozdzielone skladniki méc oznaczy¢ metodami klasycznymi. Autorzy
uciekli si¢ tu do oznaczen spektrofotometrycznych, wykorzystujac znang od
dawna (8, 9) charakterystyczng absorpcje zwiazkéw purynowych w nadfio-
lecie (240 — 270 w m). Spektrofotometria pozwolita rowniez na oznaczenie
dwoch skiadnikéw purynowych lub pirymidynowych obok siebie bez ich
uprzedniego rozdzielania (10). Zmiany absorpcji w nadfiolecie po selektyw-
6 Acta Biochimica Polonica [81]
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nej dezaminacji enzymatycznej wykorzystal rowniez Kalckar w swej
metodzie z r. 1946 (11). Ostatnio chromatografi¢ bibulowa wypiera po-
wszechnie chromatografia kolumnowa. Kompletny przeglad literatury z tego
zakresu znajduje si¢ w artykule Moor'a i Steina w Annual Review
of Biochemistry z r. 1952. Uzupelnieniem metod analitycznych puryn i piry-
midyn jest polarograficzna metoda oznaczania adeniny (12, 13).

Wszystkie wymienione wyzej metody wymagaja jednakie nowoczesne]
aparatury, niedostepnej dla wigkszosci pracowni biochemicznych. Jedyng
klasyczng metoda analityczng, ktérej czulo$¢ doréwnywalaby badaniom
spektrofotometrycznym i polarograficznym — jest jodometria.

Zjawisko selektywnej zdolnosci utleniania guaniny i ksantyny jodem,
w odréznieniu od niewrazliwych na jego dzialanie adeniny i hipoksantyny,
zaobserwowal po raz pierwszy Grynberg (4), pracujgc nad oznacza-
niem nukleotydéow purynowych. Wyzyskal on klasyczng metode oznaczania
cukrow Willstaettera i Schudela (14), oznaczajac niag uwolniong przez hy-
drolize nukleozydow ryboze. Wyniki oznaczen adenozyny otrzymal zupelnie
prawidlowe, natomiast zuzycie jodu przez guanozyne¢ bylo znacznie wyzsze od
przewidywanego. Nasunelo to przypuszczenie, ze jod zuzywany jest — poza
rybozg — przez uwolniong w trakcie hydrolizy guaning. Badania Gry n-
berga przeprowadzone na czystych zasadach purynowych dowiodly, ze
istotnie guanina i ksantyna zuzywaja jod w stosunku 2 mole jodu /1 mol pu-
ryny, natomiast adenina i hipoksantyna sa w tych warunkach niewrazliwe
na utlenianie. Kwas moczowy zuzywal jod w stosunku nizszym: 1 mol’l mol,
Klein (15) stwierdzil, ze hipoksantyna jest jednak zdolna do wigzania
jodu, ale w ilosci 8 razy mniejszej od guaniny. Dmochowski po
sprawdzeniu przeliczen Kleina ocenia te zdolno$¢ na 12 razy mniejsza
od guaniny. Z badan Grynberga wynikalo, ze jeden ml 0,1 n jodu
odpowiada: 3,78 mg guaniny, 3,805 mg ksantyny i 8,41 mg kwasu moczo-
wego. Stwierdzil on ponadto, Zze guanina i ksantyna w postaci zwigzanej
(nukleotydy itp.), nie daja si¢ utlenia¢ podjodynem. Metoda jodometryczna
pozwala wigc na oznaczenie wolnej i zwigzanej guaniny w mieszaninie.

Widoczna z danych Grynberga czulo$¢ metody zachgcita D mo-
chowskiegoiwspolpracownikow (6) do zastosowania jej przy oznacza-
niu guaniny mie$ni. Stracali oni puryny kilkakrotnie tlenkiem miedziowym
wg Kriigera i Schmidta (17) lub raz tlenkiem miedziowym i raz
tlenkiem srebra (18) i po rozlozeniu osadu oznaczali guanine jodometrycz-
nie. Wyniki sprawdzali, dodajac do tkanek okreslone ilosci guaniny. Otrzy-
mano wyniki prawidlowe. Metoda jodometryczna nadawala si¢ wigc do
oznaczania guaniny w tkankach i pozwolila na oznaczanie jej w prébkach
o zawartosci od 0,5 do 1 mg guaniny.
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Doktadnos$¢ metody rokowala nadziej¢ mozliwosci opracowania mikro-
metody. W pracy obecnej podaje si¢ tok postgpowania, pozwalajacy na ozna-
czanie guaniny w ilosciach 30 — 60 u g, wymaganych réwniez do normalnych
oznaczen spektrofotometrycznych. Zasadniczy schemat, podany przez
Grynberga, stosowany réowniez przez Dmochowskiego i wspol-
pracownikow oraz Rabanowskg (19), przedstawial si¢ nastepujaco:

do roztworu zawierajacego guaning dodawano dwukrotny — w stosun-
ku do przewidywanego zuzycia — nadmiar jodu, calo$¢ alkalizowano, od-
stawiano na kilkanascie minut, zakwaszano HoSO4 i miareczkowano nad-
miar jodu tiosiarczanem sodowym. Roéwnoczesnie miareczkowano $lepa
probe nie zawierajaca guaniny. Z réznicy zuzycia jodu w prébie badanej
i Slepej wnioskowano o zawartosci guaniny.

Zestawienie warunkéw doswiadczenia stosowanych w dotychczasowych oznaczeniach
jodometrycznych

Dmochowski,
Grynberg (4) Zajdenman, Rabanowska (19)

Warunki reakcji
Rabanowska (16)

Ilo§¢ guaniny uzyta w do-

swiadczeniu w mg 10— 40 310 0,5—1
Normalno$é dodawanego roz-
tworu jodu n 0,1 0,1 0,01

Normalno$é¢ dodawanego roz-
tworu jodu na poczatku re-

akcji n 0,252 0,05 0,005

Normalnoéé roztworu jodu

w koncu reakcji n 0,012 0,025 0,0025

Sposéb alkalizacji 0,1 n NaOH 20% NaOH kroplami do stomko-
2 razy tyle co ] wego zabarwienia

Czas reakcji w min. 10 —-15 15 15

Normalnosé roztworu tiosiar-
czanu sodowego 0,1 0,1 0,01

Czes¢ doswiadcezalna

Przy opracowywaniu mikrometody nalezalo przed ustaleniem warunkow
reakcji guaniny z jodem sprawdzi¢, w jaki sposéb alkalizacja, zakwaszenie
i czas wplywaja na wyniki miareczkowania $lepej proby.

A. WPLYW WARUNKOW REAKCJI NA OZNACZANIE SLEPEJ PROBY

Celem doswiadczen bylo stwierdzenie, czy rozmaite sposoby alkalizacji,
zekwaszenia i zmienny czas odstawienia nie powoduja — np. przez zwiek-

szenie ulatniania si¢ jodu — bledéw w oznaczaniu $lepej proby.
sl
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a) Wplyw alkalizacji Srodowiska

Do 0,2 ml = 0,02n jodu dodawano zmienne ilosci wodorotlenku sodo-
wego, odstawiano na czas 2 min — 60 godz., zakwaszano 1n H,SO,
(= 0,1 ml nadmiaru) i miareczkowano 0,005 n tiosiarczanem sodowym wo-
bec == 0,05 ml 19/p skrobi.

Czas do 0O, ml zuzytego
L.p. aligﬁ;gg' ; chwili tiosiarczanu Whnioski
) zakwaszenia sodowego
1 Ol; In Na(?H do
REVSY 820Ut . Juz przy stomkowym
kowej 2 min. ,899 — 920 — ,920 zabarwieniu straty jo-
2 it 20 min. ,922 — ,928 — ,920 du, nawet po 60 go-
dzinach sa niedo-
5 1 godz. ,920 — ,923 — 930 strzegalne
4 g 60 godz. 918 — 924 — 920
5 |0,5ml2nNaOH| 1 godz. ,913 — 920 — 921 Nadmiar NaOH po-
o [RRERNE B 13— 904— 908 | Zostaie bez wplywu
b) Wplyw zakwaszania
. : O, ml zuzytego Po dodaniu
Sposéb Czas Sposé6b i, B .
L.p. alkalizacji min. | zakwaszania t'::g:;ﬁi;zu nad‘::‘;“ I}J{;vasu
1 0,5 n NaOH niedomiar
do odbarwienia 2 kwasu ,675 — ,379 - ,385 | ,234 — 517 — ,528
2 N 20 y ,881 — 832 — 561 | ,044 — 085 — 346
3 i 10 | 2ml Inkwasu | .900 — 912 — 918
4 7 10 |2ml2n ,, ,908 — 905 — 918
5 0,1 ml nadmiar stez.
40% NaOH 10 H,S0, ,912 — 922 — ,897

Wnioski: niedomiar kwasw powoduje wydzielanie si¢ jedynie czgSci jodu z podjo-
dynu (1). Po dodaniu nadmiaru kwasu reszta jodu wydziela si¢ bez strat. Nadmiar kwa-
su nie wplywa na wyniki miareczkowania. Zakwaszanie stezonym HaSOy jest jednak
nie wskazane, gdyz ogrzanie roztworu moze spowodowac straty jodu.

c) Wptyw temperatury

0,2 ml 0,02 n jodu alkalizowano 0,1 ml 0,5 n NaOH. Poloweg prébek
wstawiano do termostatu o temp. 50° reszte pozostawiano w temperaturze
pokojowej. Wyniki miareczkowania:
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Tem;:eratura C::ls( “c,l;s zc:r:nir;h 0O, n;(l) dt(l)(:jé:;:zanu Whioski
20 5 min. ,920 — 913 — 912
20 20 min. ,908 — ,916 — ,921 Krétkie utrzymywanie
20 4 godz. 917 916 — 905 b, e
50 5 min. 895 — ,908 —— 905 s‘g‘;‘rzt;f:»sg‘} WL
50 20 min. ,907 — 907 — 910 b. wyraZne.
50 4 godz. (8725271~ 868 |

.

d) Moment dodania wskaznika

Poniewaz dodany wskaznik stanowil bardzo znaczny procent skladu
roztworu, sprawdzono, czy moment jego dodania ma wplyw na miareczko-
wanie. Dodajac do uzywanej w a — d ilosci jodu krople 19 roztworu
skrobi:

na poczgtku miareczkowania zuzyto 0,921 —, 920 —, 915 ml Na»S,03;

pod koniec miareczkowania zuzyto 0,905, 927 —, 920 ml Na;S»03.

Moment dodania skrobi pozostaje wigc bez widocznego wplywu.

e) Czutos¢ metody

Miareczkowanie $lepych préb wykazalo jednocze$nie granice czulosci
wskaznika i dokladno$ci naczyn miarowych. Okazalo sig, ze calkowity za-
nik barwy nastepuje pod wplywem ostatnich 0,002 ml roztworu tiosiarczanu
sodowego, co pozwala na ograniczenie bledu miareczkowania do 19%. Od-
mierzajac roztwor guaniny Schelbachowska pipeta kapilarng poj. 0,1 ml,
pozwalajgca na dokladnos¢ =+ 0,0003 ml i roztwér jodu — mikropipetg poj.
0,250 ml z zakonczeniem kapilarnym, mozna bledy popelniane przy odmie-
rzaniu roztworéw sprowadzi¢ réwniez ponizej 1%.

B. WPLYW SRODOWISKA, CZASU I TEMPERATURY NA REAKCJE UTLENIANIA
GUANINY PODJODYNEM

a) Wplyw stezenia jodu

Uzywano do oznaczeri: 0,1 ml roztworu wzorcowego guaniny ') zawie-
rajgce 46,1 ng, 0,2 ml 0,02 n jodu i 0,1 ml 0,5 n NaOH. Calo$¢ rozcieniczano
woda uzyskujgc odpowiednie stezenie jodu.

1) CsH50ON5.HCI.2H20 Eastman, Kodak. Zawarto$¢ guaniny we wzorze sprawdzono
oznaczajgc azot mikrometoda Kieldahla.
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Czas Znaleziono pg guaniny przy stezeniu poczatkowym jodu
reakcji 0,007 —n 0,0035—n 0,00175 —n
10 min. 46,8 45,1 46,6 31,5 —-35,2—35,0 20,8 — 17,0 21,3
15 min. 48,1 — 46,6 484
20 min. 5210 —AT: 7473
30 min. 47,8 48,9 —48,3
1 godz. 50,1 - 49,9 —49,1
2 godz. 444404 453 38,1 40,7 38,8
48 godz. 46,1 —47,3 — 46,8 44,8 — 46,0 — 46,6

Jak wynika z tablicy, rozcienczanie roztworu powaznie zwalnia reakcje.
Poczatkowe stezenie jodu nie powinno by¢ stabsze od 0,007 n.

b) Wplyw alkalizacji Srodowiska

Do oznaczen uzyto: 0,1 ml roztworu guaniny (= 50,5 ng), 0,2 ml 0,02n
jodu i 0,1 ml NaOH o zmiennym stezeniu. Probki odstawiano na 15 godzin
w temperaturze pokojowej, nastepnie zakwaszano niewielkim nadmiarem
2 n HyoSO4 i miareczkowano 0,005 n tiosiarczanem sodowym wobec skrobi.
Wyniki byly zupelnie nieoczekiwane. W miar¢ wzrostu stezenia wodorotlenku
sodowego reakcja zachodzila dalej, przebiegajac przy dodawaniu 40% NaOH
w stosunku stechiometrycznym 3 mole jodu/1 mol guaniny. Uzyty w do-
Swiadczeniach 0,5 n wodorotlenek sodowy stwarzal silniej alkaliczne $rodo-
wisko od stosowanego przez Grynberga, Dmochowskiego
i wspolpracownikow czy Rabanowska, co — jak wynika z ponizszej
tablicy — umozliwialo dalszy przebieg reakc;ji.

Stezenie Stez. NaOH | Znaleziono pg guaniny, zakladajac stosunek molowy

dodanego |y czasie reakcji jodu do guaniny

NaOH o,
o, 2:1 | 3:1
2,5 0,6 56,6 — 56,1 — 57,0 37,8 -38,0—-374
5 1,25 66,8 - 65,8 66,3 44,6 -439 442
10 2,5 70,1 — 69,1 — 66,4 46,7 — 46,1 — 44,3
20 5 72,6 —71,0— 71,9 484 —473--48,0
30 7,5 73,3--72,4— 73,6 48,8 — 48,3 — 49,0
40 10 74.1 —175,1 — 75,6 494 50,0504

Wyniki dalszych badan nad wplywem alkalizacji Srodowiska na prze-
bieg reakcji utlenienia guaniny ujeto orientacyjnie w postaci wykresu (wy-
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kres 1). Wynika zen jasno, ze reakcja utleniania guaniny podjodynem prze-
biega w dwoch odrebnych fazach: pierwsza polaczona jest z redukcjg dwéch
czgsteczek jodu i zachodzi iloSciowo w krotkim czasie 15 — 30 min., nawet
w bardzo stabo alkalicznym Srodowisku. Druga, odpowiadajgca zuzyciu trze-
ciej czasteczki jodu, jest Scisle zalezna od stezenia wodorotlenku sodowego.
W s$rodowisku 10°% NaOH zachodzi iloSciowo juz po 1,5 godz., w mniej-
szych stezeniach NaOH nie przebiega iloSciowo nawet po uplywie 15 go-
dzin. Prawidlowe wyniki oznaczen guaniny mozna wigc olrzyma¢ badz sto-
sujagz 0,1 n NaOH (lub slabszy), zakwaszajac po uplywie 15 — 60 min.
i wyliczajac wedlug stosunku 2:1, badz stosujgc 40% NaOH, czas
reakcji dluzszy niz 60 min. i wyliczajac wg stosunku 3 : 1. W celu potwier-
dzenia tych wnioskéw przeprowadzono dalsze doswiadczenia.

¢) Wplyw podwyzszonej temperatury

Celem sprawdzenia, czy reakcja nie zachodzi w jeszcze wyzszym. niz
3 : 1 stosunku molowym, jesli umieScimy roztwér o stezeniu NaOH 10%
w temp. 50°, wykonano doswiadczenie, w ktorym do 0,1 ml wzorca guaniny
(50,5 u g) dodawano 0,20 ml 0,02 n jodu, 0,1 ml 40% NaOH (stezenie w cza-
sie reakcji 10%) i wstawiano prébke do termostatu o temp. 50° na czas
zmienny, po czym zakwaszano roztwor 2n HySOy4 i miareczkowano 0,005 n
tiosiarczanem sodowym. Wyniki miareczkowania zestawiono w ponizszej
tablicy:

|

’ Wik 5 | C " Zuzyto 0, ml A, | Znaleziono ug guaniny
| w8 g aniny iZAS tizsiarczanu | 0. p° wg stos. molowego
| w grékce reakeji i 2
1 ] [ 2:1 ¥l
§l. préba 4 godz. 863
50,5 S 466 391 75,0 50,0
§l. préba & 5, 865
50,5 8 471 394 75,5 50,3
§l. préba 150 835
50,5 {5 A 463 372 71,4 41,7

Sprawdzono ponadto przebieg reakcji w Srodowisku jeszcze silniej alka-
licznym — 16Y% NaOH, dodajac: 0,1 ml wzorca guaniny (50,5 ng) 0,2 ml
jodu i 0,2 ml 40% NaOH w femp. 50° i czasie reakeji 26 godzin. Stwierdzo-
no: 46,1 — 44,1 — 43,0 ug guaniny.

Doswiadczenia te wykazaly, ze nawet w warunkach skrajnych reakcja
nie zachodzi dalej niz w stosunku molowym 3:1.
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d) Ustalenie najkrétszego czasu reakcji

Uzywano 0,1 ml wzorca (50,5 pg), 0,2 ml jodu i 0,1 ml 40% NaOH
w temperaturze pokojowej.

Czas Stwierdzono pg Czas Stwierdzono ug
reakcji guaniny wg stos. reakcji | guaniny wg stos.
W min. mol. 3:1%) W min. mol. 3:1%)

12 43,5 40 50,1
15 47,5 100 50,4
20 46,1 120 50,2
25 46,9 300 50,3

*) Podane wyniki sg Srednimi z 3—4 oznaczen.

Reakcja przebiega ilosciowo w temperaturze pokojowej juz po 40 min.
Celem uzyskania pewnych i dokladnych wynikéw nalezy ja jednak prowa-
dzi¢ w ciggu 1,5 — 2 godz.

C. DZIALANIE PODJODYNU NA ADENINE

Nowe ujecie metody i zastosowanie silnie alkalicznego $rodowiska wy-
magalo sprawdzenia, jak si¢ w tych warunkach zachowuje adenina. W tym
celu do 0,1 ml roztworu wzorcowego adeniny (= 98,0 ng) dodawano 0,2 ml
0,02 n jodu i 0,1 ml 40°/¢ NaOH. Po zmiennym czasie roztwor zakwaszano
I'n HySO4 i wydzielony jod miareczkowano 0,005 n tiosiarczanem sodowym.

: Zuzyto ml
Sl | tig;g;y;t;gaggu A, mi
20 10 min. §l. préba 0,885
20 |10 , 98,0 0,883 + 0,002
20 15 godz. §l. préba 0,873
20 158 98,0 0,880 — 0,007
50 15: 5, §l. préba 0,827
T B s 98,0 0,815 + 0,012

Z podanego wyzej zestawienia wynika, ze ani w temperaturze pokojo-
wej, ani w temp. 50° adenina nie ulega praktycznie dzialaniu utleniajgcemu
podjodynu. Nowe ujecie warunkéw reakcji pozwala wigc réwniez na selek-
tywne oznaczanie guaniny obok adeniny.
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D. TECHNIKA OZNACZANIA

0,1 ml badanego roztworu o zawartosci 30—60 pg guaniny zadajemy
w 5 ml naczyfiku z korkiem (najlepiej doszlifowanym) 0,2 ml 0,02n jodu
i 0,1 ml 40°%% NaOH. Po dokiadnym zmieszaniu naczynko zamykamy i od-
stawiamy na przecigg 1,5 — 2 godzin. Réwnocze$nie nastawiamy prébe
Slepa (jod + NaOH). Po uplywie przewidzianego czasu obie préby zakwa-
szamy nieznacznym nadmiarem 2 n HoSO4 (ok. 0,8 ml) i miareczkujemy
0,005 n tiosiarczanem sodowym z mikrobiurety poj. 1 ml. Przy slomkowym
zabarwieniu roztworu dodajemy krople 19/0 roztworu skrobi. Zawartos¢ gua-
niny obliczamy z réznicy zuzycia tiosiarczanu na prébe Slepa i wlasciwa
1 ml 0,005 n tiosiarczanu sodowego odpowiada 126 pg guaniny.

E. PRZYKLAD OZNACZANIA GUANINY W TKANKACH

Metode powyzsza zastosowano do analizy sktadnikéw purynowych, za-
wartych w tuskach tuszczycy.

Swieze tuski o znanym procencie wilgoci poddawano hydrolizie
I n HySO4 w temp. 100° w ciggu 4 — 8 godz. Roztwor przesgczano (niezhy-
drolizowane resztki tusek nie daja si¢ odwirowac), resztki poddawano hy-
drolizie $wiezym 1 n H.SO4 w ciggu 1 godz. Polgczone przesgcze dopro-
wadzano do 0,5 n kwasu siarkowego i stragcano puryny wg Kerra
i wspolpracownikéw (10) jednomolarng zawiesing AgoO w wodzie. Osad
puryn ekstrahowano 1 n HCl w temp. 100°. W ekstrakcie oznaczano azot
purynowy metodg Markhama (20) oraz guaning — jodometrycznie.
W celu sprawdzenia dokiadnosci metody przeprowadzono réwnoczesnie po-
dobne oznaczenia w hydrolizatach lusek z dodatkiem znanej iloSci wzorca
guaniny. Wyniki tych oznaczen podano w ponizszej tablicy:

Odwazka . Stwierdzono | Dodano Stwierdz. y
L. p. |analizowana St;’]le:x? Zﬁ}no guaniny z lusek | ug wz. U8 wz. Szr%c;r;m
g e mg % guaniny guaniny :
1 0,4 169,5 282,0 505 479 4
2 0,4 206,5 288,5 505 486 5
3 0,4 174,3 268,6 505 501 6
4 0,2 192,4 322,0 e L 3
5 0,2 184,5 309,0 505 492 5

Nie ustalono, w jakim stopniu otrzymane ekstrakty byly zanieczyszczo-
ne substancjami zawierajgcymi azot i wigzacymi jod. Kwas moczowy mogt
wystepowaé najwyzej w bardzo matych iloSciach, gdyz — co sprawdzono
na roztworach wzorcowych — nie ulega on straceniu w zastosowanej me-
todzie.
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Wyniki oznaczen jodometrycznych zostaly potwierdzone w drodze po-
larograficznego oznaczania adeniny i spektrofotometrycznego oznaczenia
obu puryn w ekstrakcie. Wyniki tych oznaczen zostang podane w oddzielnej

pracy.
Dyskusja

Mechanizm utleniania guaniny podjodynem jest dzi§ jeszcze nie znany,
mimo ze prace Grynberga dostarczyly licznych przyczynkéow do jego
poznania:

1) podjodyn nie dziala na N-metylopochodne ksantyny — teofiling, teo-
bromine i kofeing; 2) réwniez guanina zwiazana z ryboza jest niewrazliwa
na utlenianie; 3) podatno$¢ na utlenianie jest uzalezniona od obecnosci gru.
py OH w polozeniu 6 pierScienia purynowego; 4) kwas moczowy zuzywa
w Srodowisku stabo alkalicznym 1 zamiast 2 moli jodu. Rowniez dotychczas
opublikowane prace nad che-

Znamy produkty utlenienia
guaniny nadmanganianem po-

b Tl kil mizmem utleniania i dziala-
"—5 . -

£ s g nia chlorowcéw na pochodne

s S e - % .

& sos = ;---{----—-------------—-- purynowe nie wystarczaja do

= . .

g - rozwigzania tego zagadnienia.

s

:

] 120 7o e tasowym w Srodowisku alka-
Rzeczywista Hosc guaning 50.5ug % .
e e e e U A licznym i chloranem potaso-
ST A et RS wym wobec stezonego kwasu
4 _  20% NoOH i .
5 . 0% Nook solnego. Sg nimi w pierwszym

przypadku mocznik (21), kwas
szczawiowy, CO, i NHj3 (22), w drugim kwas parabanowy, guanidyna,
nieco ksantyny i mocznika (23). Pod wplywem bromu powstaje w temp. 150°
8-bromoguanina (24).

Wyniki naszych dos$wiadczen wykazaly ponadto, ze 1 mol guaniny ma
ogodlnie zdolnos¢ redukowania 3 moli jodu (w postaci podjodynu). Przebieg
krzywych (wykres 1) wskazuje, ze proces redukeji jodu skiada si¢ z dwéch
" zasadniczo odmiennych reakcji: pierwsza, zachodzaca szybko juz w slabo
alkalicznym $rodowisku, pocigga za soba redukcj¢ dwoch moli jodu. Druga,
Scisle, zalezna od stezenia jondow OH—, w roztworach stabo alkalicznych
przebiega nieskonczenie wolno, zwigkszajac szybkos¢ ze wzrostem stezenia
wodorotlenku sodowego. Wykonane doswiadczenia nie mogly wyjasni¢ me-
chanizmu drugiej reakcji, jednak mozna przypuszczaé, ze jony OH— maja
dwojaki wplyw na reakcj¢ utlenienia 1) wplywaja na polencjal utle-
niajgcy podjodynu (na przejScie podjodynu w jodan (25)); 2) przesuwajg
rownowage postaci tautomerycznych guaniny w kierunku postaci bar-
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dziej podatnej na utlenianie. Prawdopodobnie to drugie dzialanie jest
decydujgce przy redukcji trzeciego mola jodu. Fakt, Ze guanina jest
zupelnie niewrazliwa na utleniajace dzialanie jodu w Srodowisku kwa-
$nym, mozna by tlumaczy¢ catkowitym przesunigciem réwnowagi po-
staci tautomerycznych na korzy$¢ odmiany niewrazliwej na utlenianie.
W srodowisku alkalicznym dwa stopnie reakcji przebiegaja latwo. Trzeci
stopienn utlenienia jest zalezny od stezenia odpowiedniej postaci tautome-
rycznej, jednak przesunigcie réownowagi ma miejsce dopiero w silnie alka-
licznym Srodowisku. Stosunek stezen obu postaci tautomerycznych jest Sci-
Sle zalezny od stezenia jonow OH~ i tym mozna sobie tlumaczyé jego de-
cydujgcy wplyw na szybkos¢ reakcji utlenienia. Ostateczne wyjasnienie me-
chanizmu reakcji mogloby nastapi¢ dopiero po zbadaniu produktéw utle-
nienia.

Opisane do$wiadczenia nie podwazaja wynikéw poprzednich prac jodo-
metrycznych (4, 16, 19). Jednak potencjalna zdolnos¢ guaniny do dalszego
utleniania stwarza niebezpieczenstwo bledow, kitérego unika sie stosujac
silnie alkaliczne Srodowisko.
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MUKPOVOJOMETPUYECKUI METOJI ONIPEAEJEHMUS I'YAHUHA

Pesome

1. Beia paspaboran MukpoiiogoMeTpHuecKHit METOZ ONpPeJEAECHHs] T'yaHHHa
B MPHCYTCTBHH aJEHHHA, KOTOPbIH AaeT Bo3aMoxHOCTb onpegerenus 30 — 60 ur
ryaHiHa B npobe.

2. BbIA HCCA€J0BaH XO0J OKHCAEHHA TIyaHHHa C IIOMOLUbIO TIHIOHOJAHTA
H Hai-'w,euo, YTO B CHABHO OCHOBHOH Ccpeae peaxklHs 3Ta HAET CTEXHOMETpH4YE-
CcKH — 3 Moas HoJza Ha 1 moab ryaHdHa, B cAabo Ke OCHOBHOM cpege — 2 MOAA
HOJZAa Ha 1 moab ryaHHHa. HOTOMY 9TOT METOJ O4Y€HDb XOPOLIO rOAHTCA AAA ompe-
AC€ACHHsl I'YyaHHHA B IIPHCYTCTBHH aJl€HHHA.

3. Haiigeno, uto agenun He uycTBHTEAEH K OKHCAHTEABHOMY JEHCTBHIO
THIIOHOJAHTA Jazke B CHAbHO OCHOBHOHM cpeje.

4. Paspaboranublit MeTos 6GbIA TpHMEHEH K OINpeJEeAEHHIO TyaHHHA B ue-
mysx yemyigatoro Aumas. Pesyabrat cocraBasia B cpeauem ok. 2909 ryanuua.

METHOD OF MICRODETERMINATION OF GUANINE
Summary
J. A micromethod for iodometric determination of guanine has been elabo-
rated. It permits the determination 30 — 60w g guanine beside adeninz
in a sample.

. 2. The process of oxydation of guanine by hypoiodine was studied. It was
stated that in a strongly alkaline medium the reaction occurs at the
stechiometric ratio: 3 mols iodine/l mol guanine and in very lightly
alkaline medium the ratio is 2 mols iodine/l mol guanine. Therefore this
method is well adapted to the determination of guanine in presence of
adenine.

3. Adenine was found to be unsusceptible to oxydating influences of hypo-
iodine even in a strongly alkaline medium.

4. This method was applied to the determination of guanine in the sceles
of Psoriasis vulgaris giving an average result of about 290 mg%
guanine.

Department of Biochemistry, £6dz University, Chief: prof. dr A. Dmochowski.
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NOWA METODA MIKROOZNACZANIA SKROBI W MATERIALE
ROSLINNYM

Zaktad Biochemii SGGW i Laboratorium Biochemiczne IUNG
Kierownik Zakitadu: I. Reifer

Wszystkie chemiczne metody ilosciowej analizy skrobi polegaja na jej
rozkladzie przez hydrolize kwasowg lub enzymatyczna do cukréw reduku-
jacych w postaci glikozy lub maltozy.

W wyniku hydrolizy w $rodowisku kwasnym obok skrobi rozkladowi
ulegaja réwniez i inne zwigzki, ktére nastepnie reaguja z odczynnikami
utleniajgcymi cukry proste. Z tego powodu wyniki analizy skrobi s3 na ogét
0 3 — 49/, wyisze od otrzymanych po hydrolizie enzymatycznej. Jezeli ana-
lizowany material roslinny zawiera mato skrobi i duzo pentozanéw, jak np.
iupina ziarna kakaowego albo luszczyna gorczycy, wtedy na skutek rozkladu
pentozanéw wyniki uzyskane dla skrobi po hydrolizie kwasowej moga by¢
10- a nawet 20-krotnie wyzsze (1).

Hydroliza enzymatyczna réwniez nie zawsze daje jednoznaczne wyniki,
poniewaz preparaty diastatyczne réznig si¢ migdzy soba w zalezno$ci od
surowca, z ktérego sg przygotowane. Sullivan (2) wykazal, ze han-
dlowe preparaty diastazy nie sg specyficzne i ze tylko krystaliczna, chemicz-
nie czysta amylaza moze by¢ stosowana bez zastrzezefi do celéw ilosciowej
analizy skrobi. Collin (3) udowodnil, ze diastatyczna hydroliza skrobi
w zasadzie nigdy nie przebiega iloSciowo, w zwigzku z czym proponuje on
polaczenie hydrolizy enzymatycznej z hydroliza kwasowa jako koncowy
etap hydrolizy nierozszczepionej enzymatycznie skrobi. Handlowe prepara-
ty diastazy zawieraja ponadto znaczne ilosci cukréw redukujacych, kiére
musza by¢ od preparatu enzymatycznego oddzielone przez stracenie czyn-
nego biatka alkoholem metylowym.

Reifer i Tarnowska (4) opracowali metode iloSciowego ozna-
czania skrobi rozpuszczalnej polegajacg na jej utlenieniu nadjodanem pota-
sowym w obecnosci dwuzasadowego fosforanu sodowego. W toku badan na-
sunela sie mysl opracowania oznaczenia skrobi w materiale roslinnym na

[93]
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zasadzie przeksztalcenia skrobi nierozpuszczalnej w skrobie rozpuszczalna
w warunkach, w ktérych inne substancje, ulegajace rozktadowi wskutek hy-
drolizy kwasowej, pozostalyby nieroziozone. W ten sposéb mozna by wyeli-
minowac¢ niedokladnosci wynikajace z hydrolizy kwasowej i wydatnie skro-
ci¢ czas hydrolizy skrobi do cukréw redukujacych, ktéra trwa od 2 — 3 go
dzin. Natomiast w metodzie nadjodanowej hydroliza i utlenianie skrob
rozpuszczalnej przebiegaja réwnoczes$nie, a czas trwania calej analizy nie
przekracza 30 minut.

W tym celu niezbedne bylo przebadanie i ustalenie nastepujacych czyn.
nikow: 1) znalezienie metody przeksztalcenia iloSciowego skrobi nieroz-
puszczalnej w skrobig rozpuszczalng bez jej dalszego rozkladu na mniejsze
fragmenty, jak dekstryny i cukry redukujace; 2) opracowanie metody od-
bialczania materialu roslinnego bez adsorpcji skrobi rozpuszczalnej w osa-
dzie; 3) opracowanie metody iloSciowego strgcania skrobi rozpuszczalnej.
Z réznic oznaczen nadjodanem w roztworach zawierajgcych skrobie i w roz-
tworach, w ktorych skrobie oddzielono, mozna otrzymaé liczbe redukcyjna.
odpowiadajacg ilosci skrobi rozpuszczalnej w badanej prébie.

Czes¢ doswiadczalna

Wstepne analizy wykonano stosujgc skrobie rozpuszczalng, oczyszczong
przez dwukrotne stracenie z alkoholu i acetonu, ktéra nastepnie oznaczano
metodg Reifera i Tarnowskiej (4). Wspélczynnik redukeji nad-
jodanowej obliczono na podstawie kontrolnych oznaczen metoda zelazicyjan-
kowa Akiji i Iwatake (5) po uprzedniej hydrolizie skrobi kwasem
solnym w ciggu 3 godzin (metoda Lintnera (10)).

Z tablicy 1 wynika, ze wspélczynnik dla skrobi rozpuszczalnej oznaczony
metoda nadjodanowg wynosi 58 1) i ze przy stosowaniu tego wspélczynni-
ka najwigksza roznica miedzy metoda kontrolng i nadjodanowa nie prze-
kracza = 2,29 w ilosciach do okolo 0,300 mg skrobi (patrz tabl. 1, Ip. 9,
gdzie w 360 mg materialu znajduje si¢ okolo 0,300 mg skrobi). Ilo§é¢ ml
zuzytego 0,005 n tiosiarczanu sodowego w probie Slepej mniej ilosé¢ 0,005 n
tiosiarczanu w proébie pelnej pomnozona przez 58 odpowiada ilosci mikro-
graméw skrobi wyrazonej w glikozie. Nadjodan w alkalicznym roztworze
dwuzasadowego fosforanu sodowego utlenia obok skrobi wiele innych zwiaz-
kow, jak pentozany, cukry proste, aminokwasy, glikozaminy i inne. W celu
oznaczenia skrobi rozpuszczalnej nalezy przeto oznaczy¢ calkowita liczbe
redukeyjng wszystkich substancji redukujacych w badanej probie lacznie ze
skrobia, a jako Slepa probe zastosowaé réwnoznaczna ilosé tego samego roz
tworu, z ktorego skrobia rozpuszczalna zostala usunieta.

1) Reifer i Tarnowska podali wspélezynnik F = 70, poniewaz omyltkowo obliczyli wy-
niki dla skrobi powietrznie suchej, ktéra zawierala 20% wody.
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Tablica 1
Metoda zelazicyjankowa po hydrolizie kwasowej
el . |
mg skrobi Wykrvto
_p.| rozp. po- | uzyto 0,005 n «1_ | Oblicz. |, YLD YO B
Lip wietrznie Na,S,0, Srednia ?zlsgglik mg 2 s-:;gb' R‘(v)z:/mi;:a
suchej w ml b skrobi ljikoza =
w prébie g
1 0,200 0,93 0,95 0,97 0,95 174 0,1653 82,6
Metoda nadjodanowa
2 0,100 1,44 1,43 1,47 ‘ 1,44 58 0,0835 83,5 + 0,9
3 0,150 2,15 2,15 2,15 . 2,15 58 | 0,1247 83,1 | +0;5
4 0,200 2,89 2,88 2,93 ‘ 2,90 58 0,1682 84,1 + 1,5
5 0,200 2,88 2,82 2,82 | 2,84 58 | 0,1648 82,4 | —0,2
6 0,200 2,84 2,82 2,84 | 284 58 | 0,1648 82,4 0,2
7 0,240 3,39 3,40 3,39 | 3,39 s8 | 0,1966 819 |02
8 0,250 3,63 3,63 3,57 3,61 58 | 0,2093 837 | 12
9 0,360 5,02 4,98 496 | 4,99 58 0,2895 804 | —22

Wodorotlenek kadmowy w obecnosci roztworu chlorku potasowego wy-
iraca ilosciowo skrobi¢ rozpuszczalng z roztworu, pozostawiajac w przesg-
czu wszystkie inne substancje redukujace. Najwygodniej mozna skrobig roz-
puszczalng wytracié w nastepujacy sposéb: do suchej probéwki wiréwko-
wej 0 poj. 50 ml odmierzy¢ pipeta 10 ml badanego roztworu, 10 ml siarcza-
nu kadmowego (odczynnik 3a), 10 ml 0,25 n NaOH z chlorkiem potaso-
wym. Po doktadnym wymieszaniu umiesci¢ probowke na przecigg 3 minut
we wrzgcej lazni wodnej, wstrzasngé 2—3 razy, ochlodzi¢ i wirowac. Probe
$lepg przygotowaé w sposéb identyczny z ta réznica, ze w miejsce roztwo-
ru skrobi nalezy odmierzy¢ 10 ml wody destylowanej. Klarowne roztwory
pozbawione skrobi mozna réwniez otrzymaé przez saczenie na twardym ilo-
$ciowym sgczku. Do analizy pobiera si¢ 5 ml roztworu, ktéry odpowiada
1,667 ml préby.

Jak wynika z tablicy 2, skrobia ulega ilosciowemu straceniu w obecnosci
wodorotlenku kadmowego, poniewaz liczba ml 0,005 n tiosiarczanu sodo-
wego uzyta w probie $lepej i badane] jest identyczna i niezalezna od ilosci
skrobi (w granicach od 0,500 mg do 5,000 mg) w roztworze przed strace-
niem wodorotlenkiem kadmowym.

Nastepnie przebadano warunki ,,0odbialczania® roztworéw zawierajacych
skrobie rozpuszczalna za pomoca soli kadmu, w ktorych skrobia nie zostaje
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strgcona i przechodzi iloSciowo do przesaczu. Stwierdzono, ze fosforan kad-
mowy przy wartoSci pH miedzy 7,8 i 8,2 nie straca skrobi rozpuszczalnej,
a jednoczesnie odbialcza iloSciowo roztwory koloidalne bialek z materialow
roslinnych i zwierzecych, jak np. ekstraktéw traw, mleka i krwi.

Do 10 ml badanego roztworu odmierzono pipeta 10 ml siarczanu kadmo-
wego i 10 ml odczynnika zlozonego z mieszaniny fosforanéw, chlorku sodo-

Tablica 2

Stracenie skrobi rozpuszczalnej wodorotlenkiem kadmowym

| mg skrobi rozp. L
’ —Toobranei do| m10,005 n Na,S,0, | m10,005 n Na,S,0, | Réznica
L.p. | strgcanej |PO2rane do 5bi ; : : w ml
: analizy w prébie §lepe;j w badanej prébie Na.S.0
wobj.30ml| R : 235,04
1 , 5,000 0,833 4,00 3,97 402 4,01 4,02 0,03
2 5,000 0,833 4,41 4,38 448 4,37 4,38 4,38 0,01
3 5,000 i 0,833 4,36 4,34 4,36 4,36 4,36 4,37 0,01
4 5,000 0,833 4,71 4,76 4,15 4,79 4,76 4,15 0,01
5 3,615 0,602 4,83 4,83 485 4,80 4,81 4,79 0,03
6 1,670 0,278 4,66 4,65 4,63 4,66 4,64 4,61 0,01
7 0,735 0,122 8,21 8,17 8,21 8,22 8,22 8.21 0,02
8 0,500 0,083 3,17 3,17 3,19 3,18 3,17 3,23 0,01

wego i wodorotlenku sodowego. Po doktadnym wymieszaniu odwirowano lub
przesgczono i do analizy pobierano 5 ml klarownego roztworu. Slepg prébe
odczynnikowg przygotowano w identyczny sposéb, przy czym w miejsce ba-
danego roztworu odmierzano 10 ml wody destylowanej.

Poréwnanie wynikow w tablicy 3 wykazuje, ze w opisanych warun-
kach skrobia rozpuszczalna przechodzi iloSciowo do przesaczu, poniewaz
procentowa zawarto$¢ wykrytej skrobi w kontroli, tj. w probie bez odbial-
czania (patrz tablica 1), jest identyczna z procentowa zawartosciag skrobi
w prébie ,,odbialczonej* fosforanem kadmowym.

Skrobia w materiale ro§linnym wystepuje w postaci nierozpuszczalne;j.
Hassid, Cready i Rosenfels (6) przeprowadzaja skrobie nie-
rozpuszczalng w skrobie rozpuszczalna dzialaniem 80° alkoholu i stezone-
go kwasu solnego w stosunku 100:1 w temperaturze 100°. Chinoy,
Edwards i Nanji (7) poddaja skrobie dzialaniu 0,79 wodorotlen-
ku potasowego w ciggu 30 minut w temp. 60 — 70° na lazni wodne;.

Metody powyzsze zostaly w naszym laboratorium wielokrotnie przeba-
dane, przy czym okazalo si¢, ze zadna z nich nie odpowiada stawianym wy-
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maganiom. Hydroliza skrobi, opisana przez Hassida i wspdlpracow-
nikéw, nie zatrzymuje si¢ na stadium skrobi rozpuszczalnej, lecz czgSciowo
powoduje rozkiad do mniejszych laficuchéow dekstrynowych. Dzialanie za$
0,7% wodorotlenku potasowego w temperaturze 60—70° nie przebiega ilo-
Sciowo, otrzymane bowiem wyniki metoda nadjodanowg okazaly si¢ za
niskie. SRRV

\ !

Tablica 3
Oznaczenie skrobi rozpuszczalnej w roztworach ,odbialczanych” fosforanem kadmowym
Lol Sepe | S fore (P | R
(powietrz- | (powietrz- Na.S.0. ml| Mia mg % | skrobi «
nie suchej) | nie suchej) 2t skrobi | skrobi %
1 0,500 0,083 1,19 1,14 1,17 | 0,0678 81,7 82,6 |—09
2 0,700 0,117 1,69 1,65 1,67 | 0,0068 82,7 + 0,1
3 1,000 0,167 242 244 | 2,43 | 0,1409 84,4 + 1,8
4 1,000 0,167 2,37 2,34 | 2,36 | 0,1368 81,9 — 0,7
5 1,200 0,200 2,88 2,88 | 2,88 | 0,1670 83,5 + 09
6 1,200 0,200 2,82 2,83 | 2,83 | 0,1625 82,0 — 0,6
7 1,400 0,233 3,36 3,38 | 3,37 | 0,1954 83,8 + 1,2
8 2,240 0,373 524 519 | 522| 03027 | 81, —1,6

W celu przeprowadzenia skrobi nierozpuszczalnej w skrobig rozpuszczal-
na opracowano w naszym laboratorium nowa metode, polegajaca na zasto-
sowaniu rozcieficzonego kwasu mrowkowego w pewnych dokladnie okre-
slonych warunkach.

Badang, dobrze zmielong prébke przenosi si¢ za pomocg 20 ml wody
destylowanej do kolbki Erlenmeyera. Dodaje si¢ dokladnie 1 ml 2 n kwasu
mréwkowego i zamyka kolbke korkiem z nalozona chlodnica zwrotng. Kolb-
ke umieszcza sig¢ na elektrycznej plytce grzejnej na siatce azbestowej i utrzy-
muje si¢ probe w ciggu co najmniej 6,5 minut w temperaturze 100° (10 mi-
nut od chwili rozpoczecia ogrzewania). Po ostudzeniu zobojetnia si¢ 2 ml
1 n wodorotlenku sodowego.

W tablicy 4 podano wplyw czasu i stezenia kwasu mrowkowego na sto-
pient przemiany skrobi nierozpuszczalnej w rozpuszczalng. Z tablicy tej wy-
nika, ze przeprowadzajac hydrolize 0,1 n kwasem mréwkowym w ciggu co
najmniej 6,5 minut w temperaturze 100° ilos¢ wykrytej skrobi doktadnie po-
krywa sig z iloScig glikozy metoda klasyczna po hydrolizie kwasowej. Dluz-
sze ogrzewanie hydrolizatu, od 6,5 — 15 minut, nie wplywa ujemnie na
wyniki analiz. '

7 Acta Biochimica Polonica
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Tablica 4
Wplyw czasu i sig¢zenia kwasu mréwkowego na iloSciowa przemiane skrobi
P
nierozpuszczalnej w skrobi¢ rozpuszczalng
Wykryto
Dodano AR = A e
Czas hydrol. v
1 ml - m : met. klasyczna “po
L.p. | HCOOH {5 W od skropi | mC* Padjodanows | T og ) wasowe;
o steze- CHWEL w préobie WSS
sy wrzenia mg o, mg o,
skrobi | skrobi skrobi | skrobi
1 0,5 7,5 0,167 0,1183 70,8 0,1471 88,0
2 1 5 0,167 0,1293 77,4
3 2 3 0,167 0,1346 80,6
4 2 5 0,167 0,1416 847
5 2 5 0,167 0,1473 88,2
6 2 6,5 0,167 0,1470 88,0
7 2 6,5 0,167 0,1498 8),6
8 2 6,5 0,167 0,1478 88,6
9 2 6,5 0,167 0,1475 88,3
10 2 6,5 0,167 0,1493 83,3
11 2 15 0,167 0,1497 82,5

Wyniki ujete w tablicach 1 — 4 wykazuja, ze: 1) Oznaczenie skrobi roz-
puszczalnej metoda nadjodanowa w iloSciach od 0,080 mg do 0,300 mg po-
krywa si¢ z wynikami otrzymanymi po kwasnej hydrolizie i oznaczeniami
skrobi metodami klasycznymi. Wspétczynnik w metodzie nadjodanowej dla
skrobi rozpuszczalnej wyrazonej w glikozie rowna si¢ 58. 2) Opracowano
metody ,,odbialczania“, ktére nie zatrzymuja skrobi rozpuszczalnej lub kto-
re pozwalaja na iloSciowe stracenie skrobi, umozliwiajac w ten sposéb ozna-
czenie skrobi rozpuszczalnej w obecnosci innych rozpuszczalnych substancji
redukujgcych. 3) Opracowano metode przeprowadzenia skroni nierozpusz-
czalnej w skrobie rozpuszczalng w bardzo tagodnych warunkach, a miano-
wicie w obecnosci — 0,1 n kwasu mréwkowego.

1) 2 n kwas mréwkowy.
2) 1 n wodorotlenek sodowy.

3) Odczynniki do odbialczania wodorotlenkiem kadmowym (préby Slepej):

Odczynniki

a) siarczan kadmowy: 20,96 g CdSO4 . 8 HoO + 105,5.ml 1 n HCI dopelni¢ woda
destylowana do litra,
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b) 0,25 n wodorotlenek sodowy, zawierajacy 240 g chlorku potasowego w 1000 ml
roztworu.

4) Odczynniki do ,jodbialczania® fosforanem kadmowym (proby badanej):

a) siarczan kadmowy: 262 g CdSO4 - 8 H;O + 132 ml 1 n HCI dopelni¢ woda
destylowang do 1 litra,

bl) 12,5 g NagHPO4 - 12 H20
3 g NaHzPO4 - H20 w 100 ml
5 g NaCl

bll) 0.55 n NaOH.

Odczynniki bl i bll zmiesza¢ w stosunku 1:1.

5) Nadjodan potasu — okolo 1,1 g KJOg rozpu$ci¢ w 200 ml wrzacej wody destylo-
wanej i na zimno dopelni¢ woda w cylindrze do objetosci 1 litra. Nadjodan po-
tasowy otrzymaé mozna bardzo latwo z jodu i wodorotlenku potasowvego metoda
opisang przez Vanino (8) dla ofrzymania nadjodanu sodowego.

6) 6% roztwér KeHPOg.
7) 5% kwas octowy lodowaty.
8) Bufor fosforanowy: 42 g NaHsPO4 - HoO + 10 g NagHPOy4 - 12 H20 rozpuscié
w wodzie i dopelni¢ woda w cylindrze do 1 litra.
9) Jodek potasowy in substantia.
10) 0,005 n tiosiarczan sodowy. Na litr roztworu dodaé¢ 6 ml 1 n NaOH; przechowy-
waé ‘w ciemnej butelce.
11) 0,25% roziwor skrobi rozpuszczalnej.

Metoda

Okolo 100 mg dokladnie zwazonej probki przenosi si¢ za pomocg 20 ml
wody destylowanej do kolbki Erlenmeyera poj. 100 ml. Przed analiza préb-
ka powinna byé uprzednio dokladnie zmielona i przesiana przez sito o otwo-
rach $rednicy 0,075 mm. Odmierza si¢ dokladnie 1 ml 2 n kwasu mréwko-
wego i zamyka kolbke korkiem z rurka szklanga diugosci 50 ecm i przekroju
0,4 cm, ktora stuzy jako chlodnica i chroni przed nadmiernym parowaniem
roztworu w kolbce. Kolbke umieszcza si¢ na elekirycznej plytce grzejnej,
na siatce azbestowej i ogrzewa w ciggu 6,5 min. od chwili wrzenia (10 mi-
nut od rozpoczecia ogrzewania). Nastepnie chiodzi si¢ w zimnej wodzie, zo-
bojetnia 2 ml 1 n NaOH i przenosi ilosciowo do kolby miarowej o pojemno-
sci od 100 ml do 1000 ml, w zaleznosci od ilosci skrobi w badanej probie.

Do suchej probéwki wirowkowej pojemnosci 50 ml odmierza si¢ pipeta
doktadnie 10 ml badanego roztworu, 10 ml siarczanu kadmowego (odczyn-
nik 3a) i 10 ml 0,25 n wodorotlenku sodowego. Po dokladnym wymieszaniu
umieszcza si¢ probowke na 3 minuty we wrzgcej tazni wodnej, chlodzi i na-

stepnie wiruje w ciggu 3 minut przy 2500 obr/min. W ten sposéb otrzymany
1.
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klarowny roztwor nie zawiera skrobi rozpuszczalnej i sluzy przy obliczaniu
jako préba $lepa.

Do drugiej probéwki wiréwkowej o pojemnosci 50 ml odmierza si¢ pi-
peta rowniez 10 ml badanego roztworu, 10 ml siarczanu kadmowego (od-
czynnik 4a) i 10 ml odezynnika, zlozonego z mieszaniny fosforanéw, chlor-
ku sodowego i wodorotlenku sodowego (odczynnik 4b). Po dokladnym
wymieszaniu wiruje si¢ w ciggu 3 minut.

Do probéwek Hagedorna-Jensena (przekr6j 40 mm, wysokos¢ 200 mm)
odmierza si¢ w 2 — 3 powtorzeniach 5 ml odbialczonych roztworéw préby ba-
danej i Slepej i 10 ml mieszaniny zawierajacej 6% dwuzasadowy losforan po-
tasowy i nadjodan potasowy w stosunku 1: 1. Po wymieszaniu préb probéwki
umieszcza si¢ w odpowiednim statywie na lazni z wrzgca wodg na prze-
cigg 20 minut. Po ostudzeniu w zimnej wodzie dodaje si¢ 2,5 ml 5% kwasu
octowego, wstrzgsa, dodaje 5 ml buforu fosforanowego i wstrzasa ponow-
nie. Po dodaniu kilku krysztatkéw jodku potasowego (okolo 10 mg) miesza
si¢ ponownie i po uplywie okolo minuty miareczkuje si¢ wydzielony jod
roztworem 0,005 n tiosiarczanu sodowego. Koniec miareczkowania poznaje
si¢ po zaniku niebieskiej barwy, ktéra powstaje po dodaniu kilku kropli
skrobi do proby zawierajacej wolny jod. Skrobi¢ nalezy dodaé tuz przed
koricem miareczkowania.

Zastosowanie metody nadjodanowej do analizy materiatu
roslinnego
W tablicy 5 podano wyniki analiz skrobi w materiale ro$linnym, uzyska-
ne metodg nadjodanowy i metoda zelazicyjankowa.

Obliczenie

Ilo$¢ mikrograméw skrobi w badanych 5 ml préby = (A—B) .58

(A—B).58

% skrobi = — I 100

gdzie:
A — ml 0,005 n NagS203 préby $lepej,
B — ml 0,005 n Na2S203 proby tadanej,
I — ilo$¢ mikrograméw materialu w 5 ml badanej préby.

Dyskusja

= Jak wynika z tablicy 5, w mace ziemniaczanej, w nasionach zboéz,
w ziarnach kawy i liSciach rajgrasu wyniki uzyskane metoda nadjodanowsa
i zelazicyjankowa sa identyczne, a to ze wzgledu na to, ze nie zawierajg
nierozpuszczalnych pentozanéw, ktére podczas kwasnej hydrolizy ulegaja
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rozkladowi do pentoz i utlenieniu zelazicyjankiem. Nasiona roslin motylko-
wych, jak groch, fasola i stomy roslin zbozowych zawieraja nierozpuszczal-
ne pentozany, ktére po kwasnej hydrolizie utleniaja si¢ zelazicyjankiem
w metodzie klasycznej, natomiast w metodzie nadjodanowej ulegaja stra-
ceniu w odbialczaniu, tak wodorotlenkiem kadmowym, jak i fosforanem kad-
mowym. Z réznic oznaczen nadjodanem w roztworach, w ktérych skrobia
zostala stracona, i w roztworach zawierajacych skrobie otrzymuje sie rzeczy-
wisty wynik na zawarto$¢ skrobi w badanym materiale. Jak wynika z ta-
blicy 5, ilo$¢ skrobi oznaczona metoda nadjodanowg jest zawsze nizsza od
wynikow otrzymanych metodg klasyczng we wszystkich materialach, ktére
zawieraja pentozany.

Stomy roslin zbozowych zawieraja duze ilosci pentozanéw, przeto bez ich
oznaczenia metoda hydrolizy kwasowej nie moze byé stosowana. Wedlug
Bustona (9) sloma owsa zawiera 9,3% pentozanéw. Wynik uzyska-
ny metodg nadjodanowa (tablica 5, I. p. 10) jest o 8,7% nizszy od wyniku
otrzymanego metoda zelazicyjankowa po hydrolizie kwasowej. Rdznica
w obu metodach odpowiada dokladnie iloSci pentozanéw podanej w litera-
turze. Tym samym w metodzie oznaczania skrobi nadjodanem wydaje sie
zbedne dodatkowe oznaczanie nierozpuszczalnych pentozandéw; natomiast
przy zastosowaniu metody hydrolizy kwasowej jest ono konieczne w wielu
materialach roslinnych, zawierajacych duze ilosci pentozanéw. W metodzie
nadjodanowej, w warunkach przeksztalcania skrobi nierozpuszczalnej
w skrobig¢ rozpuszczalng, nierozpuszczalne pentozany nie ulegaja rozklado-
wi i zostajag wytrgcone przed utlenieniem wodorotlenkiem i [osforanem
kadmowym.

Dalszg charakterystyczng cechg nowoopracowanej metody jest fakt, ze
w celu oznaczenia skrobi w odréznieniu od metod klasycznych dodatkowe
oznaczenie cukrow prostych jest zbedne. W tych bowiem metodach od sumy
calkowitej glikozy, otrzymanej po kwasowej hydrolizie, nalezy odjg¢ sume
jedno- i dwucukrowcow po hydrolizie inwertazg. Fakt {en wplywa bardzo
znacznie na szybko$¢ oznaczenia skrobi we wszystkich materialach roslin-
nych z wyjatkiem nasion zbo6z, szczegdlnie jezeli uwzgledni sie, ze w meto-
dzie nadjodanowej hydroliza i utlenienia skrobi przebiegaja réwnoczes$nie
i czas trwania obu czynno$ci nie przekracza 20 minut.

Wreszcie nowo opracowana metoda ma bardzo korzystny wspélczynnik
dla skrobi: F = 58, ktory jest trzykrotnie nizszy od wspélczynnika zelazi-
cyjankowego dla glikozy po hydrolizie: F = 174. Niski wspodlczynnik przy-
czynia si¢ do zwigkszenia dokladnosci i umozliwia otrzymanie wynikow
w granicach okolo =29 bledu.

W poréwnaniu z metoda klasyczng, ktérej czas trwania kompletnej ana-
lizy catkowitej glikozy, po hydrolizie kwasowej, i cukréow prostych wynosi
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okolo 7 godzin — metoda nadjodanowa umozliwia wykonanie analizy w cza-
sie nieprzekraczajacym 2 godzin.

Niecorodmiennie przedstawia si¢ analiza skrobi w obecnosci rozpuszczal-
nych pentozandw, jak np. w przypadku arabanu gum roslinnych. Zwiazki te
musza byé oddzielone od skrobi przed zadaniem rozcienczonym kwasem
mrowkowym, poniewaz zostajg one stracone wodorotlenkiem kadmowym
wraz ze skrobig rozpuszczalng i w ten sposoéb przyczyniaja si¢ do otrzyma-
nia wysokich wynikéw na zawartos¢é skrobi, w zaleznosci od iloSci rozpusz-
czalnych arabanow wystepujacych w badanej probie.

Ponizej podana metoda umozliwia oddzielenie rozpuszczalnych pentoza-
now od skrobi.

Doswiadczenia przeprowadzono na mieszaninie skrobi ziemniaczanej
z guma arabska w stosunku 1:1. Badana prébke przeniesiono do kolbki
Erlenmeyera, dodano 20 ml wody i umieszczono na wrzacej tazni wodnej
na przeciag 5 minut. Nastepnie saczono przez migkki sgczek (Schleicher-
Schiill, nr 589 V) uzywajac pompy prézniowej. Po przemyciu osadu przenie-
siono saczek ze skrobig do kolby Erlenmeyera, uzytej poprzednio, i poddano
hydrolizie kwasem mréwkowym jak wyzej.

Przy zastosowaniu metody usuwania pentozanéw rozpuszczaluych
w wodzie uzyskano wyniki na zawarto$¢ skrobi zgodne z wynikami ozna-
czania skrobi w roztworach nie zawierajgcych pentozanéw. Zawartos¢ skro-
bi w maczce ziemniaczanej wynosila 88,4%; w mieszaninie wykryto 91,5%.

Streszczenie

1) Opisano nowa mikrometode oznaczania skrobi w materiale ro-
$linnym.

2) Wedlug tej metody oznacza si¢ skrobi¢ w ilosciach od 0,070 do
0.300 mg z dokladnoscia =2,5%.

3) Metoda opracowana jest na zasadzie przeksztalcenia skrobi nieroz-
puszczalnej w skrobi¢ rozpuszczalng za pomocg rozcieficzonego kwasu
mrowkowego. Skrobie rozpuszczalng utlenia si¢ nadjodanem w roztworze
dwuzasadowego fosforanu potasowego w temperaturze 100° w ciagu
20 minut.

4) Wodorotlenek kadmowy straca ilosciowo skrobi¢ (A), a fosforan kad-
mowy odbialcza material roslinny bez §ladu adsorpeji skrobi rozpuszczal-
nej (B). Odejmujac ilos¢ ml tiosiarczanu sodowego (A—B) otrzymuje si¢
ilos¢ ml 0,005 n NayS,03 odpowiadajacych zawartosci skrobi w probie.

5) W odréznieniu od metod hydrolizy kwasowej metoda nadjodanowa
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umozliwia bezposrednie oznaczenie skrobi bez koniecznosci oznaczenia cu-
kréow prostych i pentozanow.

6) Wspélezynnik metody nadjodanowej jest trzykrotnie nizszy od wspét-
czynnika metody Zelazicyjankowe;j.
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HOBBEIVI METOJ MMKPOOTIPEJNEJEHUA KPAXMAJA
B PACTUTEJBHOM MATEPHAJIE

Pesome

1. Onncan HoBBIE MHKpOMETOA oONpeJeAeHHs KPaxMaAa B PACTHTEABHOM
MaTepHaAe.

2. Tlo stomy meroay kpaxmar onpezeasiercs B koamuectse ot 0,070 +
+ 0,300 mr, ¢ Tounocteio == 2,5%.

3. Metoa ocnoBan Ha nepeo6pa3oBaHHH HEPacTBOPHMOro KpaxmMara B pac-
TBOPHMDIH C TOMOILIBIO MypPaBbHHOH KHCAOTBL PacTBOPHUMDIH KpaxMaA OKHCASETCS
MOJAaTOM B pacTBOPE OAHO3aMEUIEHHOro (OCHOPHOKHCAOrO KAaAHA, HPH TEMIL
100° C B reuenne 20 munyr.

4. Tuapar oxucm kagmua ocaxpaer kormuecTBenno kpaxmar (A), docdop-
HOKHCADBIH K€ KaZMHH AHIIAeT PacTHTEAbHBbIH MaTepHan 6eAKOB He azcopbHpys
Aaxe caezoB pactBopumoro kpaxmaira (B). BoruutbiBas xoanuecTBo MA THOCYADB-
¢para (A—B) noayuaerca xoamuectso ma N/200 Nagse03, koTopoe cooTBet-
CTBYET COAEpIKaHHMIO Kpaxmaia B mpobe.

5. B pasanmume oT KHCAOTHOro rMAPOAM3a NOJATHBIA METOJ] AAeT BO3MOXN-
HOCTb HeNOCPEeJACTBEHHOrO ONpejeAeHHs Kpaxmara 6e3 Heo6X0ZMMOCTH ompeze-
AATb HPOCTblE caXapbl H MEHTO3aHBI.

6. Kosgp@uuuenr nogatnoro metoza Tpu pasa Huxke KoS(p(HUIHEHTa METOAA
2KeAe30CHHEPOAHCTOrO.

http://rcin.org.pl



METODA MIKROOZNACZANIA SKROBI W MATERIALE ROSLINNYM 105

NEW METHOD OF MICRODETERMINATION OF STARCH IN VEGETABLE MATERIAL

Summary

1. A new method of microdetermination of starch in plant material is
described.

2. By this method starch may be determined in quantities from 0,070 to
0,300 mg with an accuracy of =+2,5%.

3. The method is based on converting insoluble to soluble starch by the
action of diluted formic acid. Soluble starch is oxydated by periodate in
a solution of dibasic potassium phosphate at a temperature of 100°C in
20 minutes.

4. Cadmium hydroxyde precipitates starch quantitatively (A), and cad-
mium phosphate deproteinises the plant material without trace of adsorp-
tion of soluble starch (B). By subtracting the number of ml of thiosulphate
(A—B), the amount of 0,005 n Na,S,03 ml is obtained, corresponding to
the starch content in the sample.

5. The periodate method differs from the method of acid hydrolysis in
this that it allows a direct determination of the starch without necessity of
determining the mono- and di-saccharides and pentosans.

6. The coefficient of the periodate method is three times lower than that
of the ferricyanide method.

Department of Biochemistry
Academy of Agriculture — Warsaw and Biochemical Laboratory IUNG
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ACTA BIOCHIMICA POLONICA
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W. NIEMIERKO

MODYFIKACJA FOTOKOLORYMETRU ,,ERSZA*

Zaktad Biochemii Instytutu im. M. Nenckiego

W ostatnich latach znalazly szerokie zastosowanie w kraju dwukomor-
kowe fotokolorymetry , Ersza“ wegierskiej firmy ,Laboratorium Felsze-
velesek Gyara* Budapest, wzorowane na modelu skonstruowanym przez
B. Langego (l). Aparaty wegierskie maja sprawnie dzialajace fotoko-
morki i dos¢ czuly galwanometr. Stosowanie ich jednak w praktyce labora-
toryjnej biochemicznej i klinicznej napotyka na powazne trudnosci. Po pier-
wsze, urzadzenie pomiarowe przy diafragmie kompensacyjnej (rys. ID) uzy-
wane w {zw. metodzie zerowej jest zbyt malo precyzyjne, aby mozna bylo
nim si¢ postugiwaé¢ w bardziej dokltadnych badaniach. Po drugie, aparaty sa
zaopatrzone w bardzo niewygodne w uzyciu okragle kiuwety, wymagajace
dos¢ znacznych ilosci cieczy, co jest przeszkoda przy oznaczaniu drobnych
ilosci substancji.

Powyzsze okoliczno$ci sklonily nas do zmodyfikowania omawianego apa-
ratu przez wprowadzenie stosunkowo prostych urzadzen dodatkowych,
ktore, jak si¢ okazalo, pozwalaja uzyskac¢ znaczny stopieni dokladnosci w po-
miarach i umozliwiajag wykonywanie analiz w mikroskali.

Opis modyfikacji aparatu

Pierwsze i najwazniejsze z wprowadzonych urzadzen stanowi kompen-
sator (rys. 3 A), ktéry stuzy do precyzyjnego zaciemniania lewej foto-
komérki i w ktérym do celéow pomiarowych zastosowany zostal tatwo do-
stepny w handlu tzw. czujnik !). Konstrukcja kompensatora jest przedsta-
wiona na rys. 4. Istotng czescia jest tu przeslona (10) posuwana pokretiem
(1) polgczonym z czujnikiem (3). Za pomoca tej przestony szerokos¢ szcze-
liny okienka (11), przez ktére przechodzi $wiatlo, moze by¢ zmieniana w gra-

1) W naszym pierwotnym modelu byl zastosowany do tego celu mikromierz, kiéry
jednak okazal si¢ znacznie mniej dogodny w uzyciu.

[107]
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108 W. NIEMIERKO

nicach od 0 do 10 mm, posuw za$ przeslony jest bezposrednio odczytywany
na skali czujnika z dokladnoscig do 0,01 mm.

Opisany kompensator powinien by¢ skalibrowany (patrz nastepny roz-
dzial) w ten sposéb, aby kazdej podzialce skali czujnika odpowiadal okre-
Slony procent absorpcji Swiatla, a tym samym okre$lona ekstynkcja (E)
badanego roztworu.

Rys. 1. Fotokolorymetr z dodatkowym: urzgdzeniami.
Widok od przodu.

Drugim wprowadzonym urzgdzeniem jest adapter, przedstawiony na
rys. 1, 2 i 3B i na rys. 5, ktory pozwala na zastosowanie zamiast kiuwet
probéwek o $rednicy zewneirznej okolo 17 mm, w ktérych ilosé cieczy wy-
starczajgca do pomiaru fotometrycznego wynosi okoto 4 ml.

Do wykonywania analiz potrzebne s dwie probowki, z ktérych jedna slu-
zy do slepej préby, druga za$ do roztworu wzorcowego i do roztworéw ba-
danych. Jak wykazalo doswiadczenie, nie jest rzecza trudna dobranie takiej
pary probéwek o jednakowych $rednicach, w ktérych badane roztwory wyka-
zujg praktycznie biorgc jednakowa ekstynkcje. Jest jednak przy tym rzecza
wazng umieszczanie probowek w adapterze zawsze w jednym i tym samym
kierunku, kiéry na probéwkach nalezy zaznaczy¢.

Trzecim wreszcie urzadzeniem jest zastosowanie $ruby (rys. 1 i 2C) do
poruszania prawej diafragmy, co jest potrzebne przy kalibrowaniu kompen-
satora (patrz nizej). Wprowadzenie tego dodatkowego urzadzenia wydawa-
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Rys. 2. Fotokolorymetr z dodatkowymi urzgdzenia-

mi. Widok od tylu.
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Rys. 4. Schemat budowy kompensatora:
1. Pokretlo do posuwania przeslony;
2. Sprezyna odciggajaca; 3. Czujnik;
4. Trzpien; 5. Podstawa; 6. Otwér w
podstawie do przechodzenia $§wiatla;
7. Szczelina w podstawie dla okien-
ka; 8. Szczelina dia przeslony;
9. Szczeiina dla szkla cieplochlonnego;
10. Przestona; 11. Okienko

A B

Rys. 3. Kompensator z czujnikiem (A)
i adapter do probéwek (B).

Rys. 5. Adapter do probéwek: 1. Pro-
bowka; 2. Kominek; 3.Podstawa z bla-
chy grub. 1 mm; 4. Otwdér dla §wiatla
wychodzgcego; 5. Otwor dia Swiatla
wchodzacego.



110 W. NIEMIERKO

lo sie celowe ze wzgledu na to, ze precyzyjne manipulowanie diafragma za
pomocg doigczonej do folometru dzwigienki bylo bardzo klopotliwe.

Kalibrowanie kompensatora i skali czujnika

Celem skalibrowania kompensatora wykorzystano istniejaca skale przy
galwanometrze. Na skali tej przy odpowiednim naslawieniu czulosci gal-
wanometru wychylenie strzatki odpowiada okreslonemu procentowi absorpcji
swiatla padajacego na prawa fotokomorke w poréwnaniu z lewa. Przesu-
wajac przeslone kompensatora zaciemnia si¢ nastepnie lewa fotokomodrke
1 w momencie, gdy strzalka galwanometru dochodzi do zera, odczytuje sie
wskazanie czujnika. Tego rodzaju postgpowanie pozwala w rezultacie obli-
czy¢ procent absorpcji Swiatla odpowiadajacy kazdej podzialce czujnika.
Cala procedura kalibrowania kompensatora wygladata zatem w sposéb na-
stepujacy:

Za pomoca pokretla (rys. 4—1) nastawiano skale czujnika na zero.
Wkiadano do adaptera probéwke napeiniong woda, wigczano prad i $ruba
C (rys. 1 i 2) doprowadzano strzalke galwanometru do zera. Catkowicie
zaciemniano prawa fotokomodrke za pemocg znajdujgcej si¢ przy aparacie
zastony (rys. 1F) i obracajac gatka (rys. 1H) zmieniano czulo$¢ galwano-
metru az do momentu, kiedy strzalka zatrzyma si¢ na kresce odpowiada-
jacej 100% absorpcji Swiatla. Otwierano zaslong (rys. 1F), sprawdzano,
czy sirzalka galwanometru dokladnie wraca do zera i w razie potrzeby je-
szcze raz powtarzano ten zabieg. Nastepnie za pomoca Sruby C (rys. 1 i 2)
zmniejszano prawa diafragme az do chwili, gdy strzalka galwanometru
wskaze jaki$ okreslony procent absorpcji. Z kolei obracano pokretlem zmniej-
szajgc szczeling kompensatora (A) i doprowadzajac strzalke galwanometru
ponownie do zera. W tym momencie odczytywano liczbe milimetrow (M) na

M
mm

2,45 0,099 3,45 0,154 4,45 0,223 7,45 0,595

. M M M
E mm E mm E mm E

2,50 0,101 3,50 0,157 4,50 0,227 7,50 0,605
2,55 0,104 3,55 0,160 4,55 0,230 7,55 0,616
2,60 0,107 3,60 0,163 4,60 0,234 7,60 0,627
2,65 0,110 3,65 0,167 4,65 0,238 7,65 0,638

skali czujnika, odpowiadajaca danemu procentowi absorpcji Swiatta. W {en
sam sposéb postepowano dalej uzyskujac kolejne dane dla 5%, 10%, 20%
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itd. do 90% absorpcji Swiatla. Uzyskane z trzech serii pomiaréw $rednie
wartosci pozwolily na sporzadzenie tablicy, z ktérej w drodze interpolacji
obliczony zostal procent absorpcji, a z niego z kolei ekstynkcja (E) odpowia-
dajaca podziatkom skali czujnika w przedziatach co 0,05 mm. Ekstynkcja
dla poszczegdlnych setnych czesci milimetra bardzo tatwo moze by¢ obli-
czona z lablicy ,,na oko®.

Ze wzgledu na to, ze kalibrowanie daje dla kazdego aparatu nieco inne
wartosci, obliczona tablica nie zostaje tu podana w calosci, lecz jedynie przy-
kladowo przytacza si¢ z niej kilka danych.

Wykonywanie pomiaru fotometrycznego

Zgodnie z przepisami dla stosowanej metody kolorymetrycznej wywoluje
sie zabarwienie w roztworze wzorcowym i w roztworach badanych oraz
przygotowuje sie odpowiednia $lepa prébe. W przypadku bardzo malych ilo-
Sci oznaczanej substancji zabarwienie moze by¢ wywolane w kolbkach mia-
rowych o poj. 5 ml. Ta objetosé roztworu calkowicie wystarcza do przeplu-
kania probowki po poprzedniej analizie i do napelnienia jej do wymaganego
poziomu.

Przyslepujgc do wykonania pomiaru nastawia si¢ pokretiem (rys. 4—1)
skale czujnika na zero, umieszcza si¢ w adapterze (rys. 1B) Slepa probe
w przeznaczonej dla niej probéwce, wlgcza si¢ prad elektryezny i po uply-
wie okolo 2 minut za pomoca $ruby C (rys. 1 i 2) koryguje si¢ ustawienie
strzalki galwanometru na zero. Nie wylaczajac pradu wyjmuje si¢ z adap-
tera probowke ze $lepg proba, natychmiast wstawia si¢ na jej miejsce pro-
béwke z probg badang i za pomoca pokretta przesuwa sig¢ przestone kom-
pensalora az do momentu, w ktérym strzatka galwanometru wréci do zera.
Wylgcza si¢ prad, zanotowuje si¢ liczbe mm na skali czujnika i z lablicy
(patrz wyzej) odczytuje sie ekstynkcje badanego roztworu lub roztworu
wzorcowego. Za pomocg pokretla nastawia si¢ nastepnie skale czujnika po-
nowniz na zero, wklada do adaptera probéwke ze $lepa prébg i w sposcb
analogiczny przeprowadza si¢ dalsze pomiary.

Obliczenie ilosci substancji w badanej prébie dokonywuje si¢ wg ogdlnie
przyjetych w fotometrii sposobéw. Ilustruje to nastepujacy przyklad. Roz-
twor wzorcowy zawierat @ mg substancji w 10 ml. Pomiar dla niego na czuj-
niku wynosil M mm, czemu odpowiada wg tablicy eksiynkcja E = e. Dla
proby badanej, zawierajacej x mg substancji w 5 ml, odczytano na czujniku
M’ mm, czemu wg tablicy odpowiada ekstynkcja E* = e’. llos¢ substancji
w 5 ml proby badanej wynosi

a.5.¢ a-¢’

10-¢ 2.e

Xi=

mg
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Sprawdzenie czulosci i dokladnosci zmodyfikowanej aparatury

Celem sprawdzenia czulo$ci, dokiadno$ci i zakresu stosowalnosci zmo-
dyfikowanej aparatury, wykonano oznaczenie fosforu wg metody Fiskego
i Subbarowa (1925) na roztworach wzorcowych ortofosforanéw. Ilos¢ fosforu
w poszczegolnych probkach wynosila od | do 40 ng w obliczeniu na 5 ml
ostatecznej objetosci zabarwionego roztworu.

Wykonano cztery serie oznaczen, ktérych wyniki sg zestawione w tabl. 1.
W tablicy tej jest podana zawartos¢ P w badanej probie, warto$¢ oznaczo-
nej dla niej ekstynkcji (E) oraz obliczona z tych danych wartos¢ ekstynkeji,
przypadajaca na 10 ug P (E/10,, P). Liczby tabl. I wskazuja, ze E[10,, P
dla ilosci fosforu od 3 do 16 ng waha si¢ zaledwie w nieznacznych gra-
nicach od 0,133 do 0,137, Srednio za$ wynosi 0,135. Wynika z tego, ze w gra-
nicach od 3 do 16 pg P w 5 ml roztworu wartos¢ ekstynkcji jest Scisle pro-
porcjonalna do zawartosci P. Dla ilosci fosforu ponizej 3 ng oraz powyzej
16 pg w 5 ml odchylenia od podanych wartoSci s3 znaczniejsze. Mozemy na
podstawie tych danych wyprowadzi¢ wniosek, ze tray ng P w probie bada-
niej stanowig dolng granice stosowalnosci metody. Natomiast gorna granica
metody moze byé w razie potrzeby dowolnie podniesiona badz przez pobra-
nie mniejszej czesci proby do analizy, badz tez za pomoca doprowadzenia
ostatecznej objetosci roztworu nie do 5 ml, lecz do 10 ml itd., z dodaniem
oczywiscie odpowiednich ilosci potrzebnych odczynnikéw.

Aby moc zorientowaé si¢ w wielkoSci Sredniego bledu oznaczenia, obli-
czono ilo$¢ fosforu znalezionego w kazdej probie na podstawie ekstynkcji
w danym pomiarze i przecietnej wartosci E/10,, P = 0,135. Uzyskane wy-
niki sg przedstawione w tabl. 2. W tablicy tej sg zestawione: teoretyczna
zawarto$¢ fosforu w prébie, ilos¢ fosforu znaleziona oraz réznica wyrazona
w procentach. Z danych tablicy obliczono, ze sredni blad oznaczenia dla ilo-
Sci fosforu od 3 do 16 ng wynosi ==1%.

Rozwigzanie konstrukcyjne i techniczne opisanych w tekScie urzgdzen zawdzigczam
inz. mgrowi W. Siwifniskiemu, kiéremu réwniez w tym miejscu skladam swoje serdecz-
ne podzigkowanie. Pod jego kierunkiem wymienione czesci aparatu zostaly wykonane
w warsztacie mechanicznym Instytutu im. M. Nenckiego przez mechanika precyzyjnego
W. Frackiewicza i laboranta J. Dzierana.

Mgrowi Cz. Kurowskiemu pragne podzigkowaé za wydatng pomoc w zmudnej
pracy obliczania tablicy ekstynkc;i.
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MOJIUPUKALIUA GOTOKOJOPMMETPA ,EFPCA”
Pesome

Onmucanbl AonoAHHTeAbHBIE TpHCTIOoco6AeHus K (oTokoropumerpy ,,Epca”,
KOTOpbIE COCTOSAT M3 H3MEPHTEABHOrO KOMIIEHCATOpPAa COEAHHEHHOrO0 C MHKpOMe-
Tpom ¢ uupepbraTom, M3 azantepa AAs npobupok obbema 4 MA M M3  BHHTA
AASL TOYHOH YCTAHOBKH AHA(parmbi.

C nomompio aTux npucnocobrenuit B npubope 6biro npousBezeHO onpexe-
Aenue Qocdopa B Koauuectsue or 3 go 16 muxporpamm. Cpeanss ommnbka
anaamusza = 1%.

A MODIFICATION OF THE , ERSZA* PHOTOCOLORIMETER

Summary
A device improving the ,,Ersza* photocolorimeter is described. The device
consists of a measuring compensator with a dial gauge, of an adaptor for
4 ml {ubes and a screen for a precise setting of the diaphragm. With the
modified apparatus the determination of phosphorus in the range from 3 to
16 microgram with a standard deviation £ 1% is possible.

8*
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PRZEMYSLAW SZAFRANSKI

METODA WYOSABNIANIA METABOLITOW NA DRODZE PRZYZYCIO-
WEJ EKSTRAKCJI CIAGLEJ ORAZ ZASTOSOWANIE JEJ DO BADANIA
METABOLIZMU MYCOBACTERIUM 279

Z Dzialu Biochemii Panstwowego Zaktadu Higieny i Zakiadu Chemii Fizjologicznej
Akademii Medycznej w Warszawie

Kierownik: Prof. dr J6zef Heller

Dotychczasowe dane z dziedziny posredniej przemiany Mycobacterium
rzucaja niewiele Swiatla na zrozumienie proceséw zyciowych tych drobno-
ustrojow.

W przeciwiefistwie do dobrze poznanego skladu chemicznego Mycobac-
tertum i opracowanych metod analizy metabolizmu ogélnego badanie po-
$rednich drég przemiany malerii pratka napotyka na duze trudnosci. Zwiek-
sza je fakt, Ze produkty dysymilacji wystepuja w ilo$ciach $ladowych, co by-
lo powodem, ze do niedawna pratki gruzlicy zaliczano do doskonatych utle-
niaczy, tzn. do takich drobnoustrojow, kiére pobrane subsiraty organiczne
przetwarzaja az do korficowych produktéw. utlenienia, a wiec do dwutlenku
wegla i wody, pozostawiajgc azot zawarty w melabolizowanych podlozach
w postaci amoniaku. Zidentyfikowane dotychczas produkty dysymilacji oraz
dalsze badania nad tym zagadnieniem przemawiaja coraz bardziej na nie-
korzys¢ tego pogladu.

Szerokie wystepowanie cyklu Kreb s a, zasadniczego mechanizmu spa-
lania komérkowego zwierzat oraz jego rozpowszechnienie u roslin i drobno-
ustrojow stworzylo trwaly punkt poréwnawczy w stosunku do organizméw,
ktérych fizjologia posredniej przemiany materii jest jeszcze nie znana.

Do takich organizméw nalezg pratki gruzlicy, u ktérych od szeregu lat
w wielu laboratoriach starano si¢ wykazac¢ istnienie cyklu kwaséw tréjkarbo-
ksylowych. Wéréd metabolitéw réznych szczepéw Mycobacterium zidentyfi-
kowano juz wiele ogniw tego cyklu, jak kwas pirogronowy (N. L. Edson
iG.J.EEHunter 1947, M. Szymona i O.Sakltawska-Szymo-
nowa 1952), kwas octowy (E. Lobstein 1922, M. Lindsay, T. V.
ODonnell i NNL. Edson 1950; P.SzafranskiiE.A.Sym 1950),

[116]
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kwas cytrynowy (R. L. Blakley 1951; Z. Lassota 1954), kwas bur-
sztynowy (J.Debiesse 1939; L. Szarkowska 1953), kwas jablkowy
(P. Szafranski i E. A, Sym 1950) i kwas szczawiowo-octowy (N.
L. Edson 1951). Stwierdzono réowniez wystepowanie w ciele Mycobac-
terium szeregu enzymodw katalizujacych powstawanie wymienionych wyzej
kwaséw (N. L. E dson 1951). Dane powyzsze wskazujg na mozliwosé wy-
stepowania cyklu Krebsa w przemianie materii pratka, jakkolwiek synte-
za tych zwiazkéw moze zachodzi¢ w organizmie réwniez w wyniku odmien-
nych przebiegéw reakcji chemicznych.

Z drugiej strony badania i rozwazania Krebsa (H. A. Krebs 1952)
nad ilosciowa rolg cyklu u réznych drobnoustrojéw pozwalaja przypuszczaé,
ze cykl kwasow trojkarboksylowych w metabolizmie pratka nie odgrywa tak
powaznej roli, jak w mechanizmie spalania komérkowego zwierzat. Niemniej
jednak poszukiwanie kwasnych produktéw dysymilacji u Mycobacterium do-
pomdc moze w rozwigzaniu zasadniczych probleméw przemiany materii
i energii tych drobnoustrojéw.

Sladowe iloSci kwaséw organicznych jako metabolitéw pratka oraz sto-
sunkowo mala czulo$¢ metod analitycznych opracowanych dla tej grupy
zwiazkéw, nawet takich, jak chromatografia, sprawia, ze pierwszy etap ba-
dania musi polegaé na ich gromadzeniu. Klasyczny sposéb nagromadzania
w podiozu kwasow organicznych w postaci ich trudno rozpuszczalnych
soli (C. G.Anderson 1946) nie znajduje tu zastosowania z uwagi na
minimalne ilosci wystepujacych w podlozu produktéw dysymilacji. Stoso-
wanie inhibitorow stwarza niebezpieczeristwo uruchomienia nietypowych
drog metabolicznych na skutek olbrzymich mozliwosci adaptacyjnych drob-
noustrojow (M. Stephenson 1949). Nie rozwigzuje rowniez calkowicie
zagadnienia technika przemytych zawiesin (R. O. Loebel, E.Shorr i H.
B. Richardson 1933) i preparaléow enzymatycznych. W tym ostatnim
przypadku praca w catkowitym oderwaniu od zywej komérki oraz mozliwo-
sci wystgpowania enzymoéw adaplywnych i konsiytucyjnych moze dac
obraz znacznie odbiegajacy od rzeczywistego przebiegu metabolizmu
w komoérce. W poszukiwaniu odpowiedniej metody udalo si¢ opraco-
wac sposéb, ktéry pozwala gromadzié¢ produkty dysymilacji zywej kultury
drobnoustrojéw, rozpuszczalne w organicznych rozpuszczalnikach. Zaleta
tej metody jest moznos¢ gromadzenia metabolilow przy matym niebez-
pieczefistwie uszkodzenia normalnych tancuchéw reakcji komérkowych. Me-
toda ta pozwala réwniez na izolacje tych substancji od podtoza, na ktérym
rozwijajg si¢ badane drobnoustroje. Obiektem badar byl szczep Mycobac-
terium 279. Do wyboru tego szczepu sklonilo nas podobienistwo metabolizmu
do chorobotwoérczego szczepu ludzkiego H37 Ru, ktéry stanowi wlasciwy
przedmiot badan naszego zespolu, a nad ktérym szczep Mycobacterium 279
goruje szybkoscia wzrostu.
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Zasada metody

Metoda polega na ciaglej ekstrakcji metabolitéw z podloza, na ktérym
zyja drobnoustroje. Opracowano dwa typy aparatury do ekstrakcji roz-
puszczalnikami organicznymi, lzejszymi i cigzszymi od wody. Dzialanie
obu urzadzen opiera si¢ na tej samej zasadzie.

Podstawa metody jest ciagle krazenie rozpuszczalnika, ktory przeply-
wajac przez pozywke wyplukuje produkty dysymilacji i przenosi je do bocz-
nego naczynka. Z naczynka tego destvluje si¢ czysty rozpuszczalnik, ktory
sie skrapla w chlodnicy zwrotnej i splywa do pozywki powtarzajac ten sam
cykl. Urzadzenie jest skonstruowane w ten sposéb, ze rozpuszczalnik prze-
plywajac przez podloze nie styka si¢ bezposrednio z kozuchem drobnoustro-
jow. Kultura kontaktuje sie tylko z ta czeScia rozpuszczalnika, ktéra jest
rozpuszczalna w pozywce. W celu unikniecia nadmiernego nagromadzenia
par rozpuszczalnika w fazie gazowej, z ktorg stykaja si¢ bezposrednio drob-
noustroje, zastosowano ciggle przewietrzanie aparatury. Do ekstrakeji moz-
na uzy¢ rozpuszczalnikow organicznych nie mieszajacych sie z wodg, l1zej-
szych lub cigzszych od niej pod warunkiem, ze ilosci, ktére rozpuszczaja sie
w pozywce, nie beda oddzialywaly szkodliwie na badane drobnoustroje.
O wyborze rozpuszczalnika decyduje réwniez jego temperailura wrzenia.
Temperatura ta nie powinna przekracza¢ temperatury rozktadu substancji,
ktorych poszukujemy wsréd metabolitéw. Sposréd rozpuszczalnikéw, ktore
mozna by zastosowaé w tej metodzie, przebadano eter i chloroform.

Nalezy zaznaczy¢, ze po wprowadzeniu odpowiedniej modyfikacji apa-
ratury opisywana metoda moze stuzy¢ takze do badania kullur rosngcych
glebinowo.

Opis aparatury

Przedstawione na rys. 1 urzadzenie stuzy do przyzyciowej ekstrakcji me-
tabolitéw rozpuszczalnikami organicznymi lzejszymi od wody. Urzadzenie
to sklada sie z nastepujacych czesci: kolby Erlenmeyera ,,A“, okraglodennej
kolby ,,B*, rurki ,,C“, szerokiej rury ,D“, lejka ,,E“, podkladki ,F* oraz
chlodnicy ,,G"“. Cala aparatura wykonana jest ze szkla jenajskiego. Kolba
Erlenmeyera ,,A*“ o pojemnosci 1,5 | jest naczyniem hodowlanym. Ma ona
trzy dodatkowe otwory, z ktérych otwér ,,a* stuzy do posizwéw, ,,b* do prze-
wietrzania aparatury; przez otwoér ,,c* natomiast kontaktuje si¢ wewnetrzna
cze$¢ urzgdzenia z kolbg okraglodenng ,,B*, umieszczong na zewnatrz. Kol-
ba Erlenmeyera ma réwniez u dotu tubus dlugosci 60 mm i Srednicy 45 mm,
ktéry ma na celu zaoszczg¢dzenie pozywki oraz przediuzenie drogi stycznosci
rozpuszczalnika z podlozem. Okraglodenna kolba ,,B* z kréotka szyjka, o po-
jemnosci 100 ml, laczy si¢ za pomoca weza gumowego z rurka ,,C“, zgieta
pod katem 120°, ktéra poprzez gumowy korek osadzony w otworze ,c* do-
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staje sie do wnetrza kolby Erlenmeyera. Rurka ,c“ jest polaczona wezem
gumowym z odprowadzeniem szerokiej rury ,D*. Zaréwno rurka ,.c“, jak
i odprowadzenie rury ,,D* ma to samo $wiatlo, réwne 15 mm. U gory sze-
rokiej rury ,,D*, ktérej Srednica wewnetrzna wynosi 20 mm i diugos¢ —
320 mm, osadzona jest za pomoca drzewnego korka chlodnica zwrotna ,,G*.
W odlegtosci 30 mm od dotu rura ,,D* zaczyna si¢ zwezaé i osigga Sredni-
ce 12 mm na dole. Zwezajgce si¢ zakonczenie rury ,,D* ma otwory umozli-
wiajace lepsza dyfuzje pozywki, znajdujacej si¢ w rurze z pozywka na ze-
wnairz. Wewnatrz rury ,,D* umieszczony jest lejek dlugosci 200 mm, o gor-
nej Srednicy 18 mm, zwezajacy si¢ nastgpnie do 5 mm. Na obwodzie lejka
sa zaglebienia, ktére umozliwiaja przedostanie si¢ par rozpuszczalnika
do chlodnicy zwrotnej. Dolna czes$¢ jest Slepo zakoriczona i ma wybrzu-
szenie, kidrego zewnetrzna $rednica wynosi 10 mm. Dookola gérnej czesci
wybrzuszenia znajduja si¢ trzy male otworki, symetrycznie rozmieszczone
i skierowane ku gorze. Przez otworki te wyplywa rozpuszczalnik, ktéry na
skutek stozkowatego ksztaltu zakonczenia rury ,D* nie wydostaje si¢ na
zewnalrz, lecz unosi si¢ na powierzchni pozywki znajdujacej si¢ wewnatrz
rury. Gorna czg$€ rury ,,D* osadzona jest w kolbie Erlenmeyera za pomoca
korka z silniz ugniecionej waty. Na szerokim dnie kolby Erlenmeyera umiesz-
czona jest podkladka ,,F*, wykonana z gazy mlyriskiej napigtej na stalowym
ogumionym drucie w ksztalcie podkowy. Do podktadki przymocowane s3
symetrycznie cztery nici ,,s“, ktérych koiice wyprowadzone sg na zewngtrz
poprzez gorng czesé kolby Erlenmeyera. Umozliwiaja one dowolne podno-
szenie podkliadki ,,F*, ktora stuzy do podtrzymywania kozucha bakteryjnego
w momencie rozpoczecia ekstrakcji. Zaréwno goérny koniec chlodnicy ,,G*,
jak i otwor do posiewow ,,a* oraz otwor do przewietrzania aparatury ,,b* sg
odizolowane od zewnatrz za pomocg korka z waty. Przewietrzanie apara-
tury odbywa sig przez polacz:nie odprowadzenia ,,b*“ z pompa wodna. Mie-
dzy otworem ,,b* i pompa ustawia sig¢ pluczke, ktéra umozliwia lepsza kon-
trole ilosci powietrza przecigganego przez aparaturg. Dokladne wymiary
opisywanego urzgdzenia podaje rys. 1. Wielkosci te moga oczywiscie ulec
zmianie. W celu utrzymania jednak prawidlowe) czynnosci aparatury na-
lezy zwrdci¢ specjalng uwage na zachowanie proporcji migdzy wymiarami
lejka ,,E“, rury ,,D*“ i rurki ,,C*.

Rys. 2 przedstawia urzgdzenie do eksirakcji metabolitow rozpuszczal-
nikami organicznymi cigzszymi od wody. Jest ono réwniez wykonane ze
szkia jenajskiego i ma czesci, ktérych dziatanie jest zblizone do czesci po-
przedniego urzadzenia. Kolba Erlenmeyera ,,A“ o pojemnosci 1,5 | jest
lu {akze naczyniem hodowlanym. Otwér ,,a*“ w tej kolbie stuzy do po-
siewow, ,,b* za$ do przewietrzania aparatury. U dolu kolby znajduje sig¢
wybrzuszenie o pojemnosci 100 ml, stuzace jako zbiornik rozpuszczalnika
i zakoriczone tréjdzielnym kranem , K*“. Pionowa rurka tego kranu sluzy
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— 20—

Rys. 1 Rys. 2

do wypuszczania pozywki pobakteryjnej po skoriczonej ekstrakcji. Pozio-
ma rurka, zgieta pod katem 459, jest polaczona wezem gumowym z bocz-
nym odprowadzeniem naczynka destylacyjnego ,,B“. Naczynko to o po-
jemnosci 80 ml faczy si¢ za pomoca weza gumowego z rurka ,,C“, owi-
nieta sznurem azbestowym. W swej gérnej czesci rurka ,,C* jest polaczo-
na wezem gumowym z chlodnica ,,G*, ktérej drugi koniec jest osadzony
za posrednictwem drzewnego korka w szerokiej rurze ,D“. U dolu ru-
ry ,D* jest rozszerzenie w ksztalcie lejka o $rednicy nieco wigkszej niz
wybrzuszenie dolnej czeSci kolby Erlenmeyera. Rozszerzenie to zabezpie-
cza drobnoustroje zyjace na powierzchni pozywki przed bezpo$rednim ze-
tknigciem z ewentualnie unoszgcymi si¢ kropelkaini rozpuszczalnika znajdu-
jacego sie w wybrzuszeniu kolby ,,A“. Obok chlodnicy ,,G* w rurze ,,D*
umieszczony jest lejek ,E“, ktory sluzy do wlewania rozpuszczalnika
przed rozpoczeciem ekstrakcji. Na dnie kolby Erlenmeyera znajduje sie
podkiadka , F* w ksztalcie kota z otworem w $rodku, wykonana podobnie
jak w poprzednim urzadzeniu i spelniajgca to samo zadanie. Wymiary po-
dane na rys. 2 moga ulegaé¢ zmianie z zachowaniem jednak odpowiedniego
stosunku objetosci dolnego wybrzuszenia kolby Erlenmeyera i naczyrika
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destylacyjnego ,,B“. Wazne jest rowniez Swiatlo rurki 1aczacej obie te czg-
Sci, poniewaz od niej w duzej mierze zalezy wysokoS¢ umiejscowienia na-
czyfika destylacyjnego. Prawidlowe dzialanie urzgdzenia mozna rowniez
regulowa¢ poziomem pozywki w kolbie Erlenmeyera.

Zastosowanie opisywanej metody do gromadzenia metabolitow
Mycobacterium 279

W celu zbadania przydatnosci metody wykonano szereg doSwiadczen
uzywajac Mycobacterium 279 (Muzeum PZH w Warszawie) z zastosowa-
niem eteru etylowego jako rozpuszczalnika. W pierwszym etapie chodzilo
o skontrolowanie, czy gromadzenie metabolitow istotnie ma miejsce. Zmon-
towany ekstrakior umieszczano w statywie i w ciggu pél godziny jalowiono
w autoklawie w temp. 120°. Do hodowli uzywano pozywki DGK E. A. Sym.
1949), zmodyfikowanej w ten sposéb, ze pominieto kwas cytrynowy i cy-
trynian zelazowoanionowy, a wigczono siarczan zelazowy. Glikoze do pozyw-
ki sterylizowano osobno w malej ilosci wody, co pozwalalo unikngé kar-
melizacji. Przygotowana w ten sposob pozywke przelewano do jalowego
ekstraktora tak, aby poziom pozywki siggal bocznego odprowadzenia sze-
rokiej rury ,,D* (rys. 1). Objeto$¢ pozywki wynosila 350 ml. Wysiewano
nastepnie szczep Mycobacterium 279, po czym aparaturg¢ umieszczano
w kabinie termostatowej. Po otrzymaniu dobrze rozwinigtego kozucha, co
trwalo 4—5 dni, podnoszono za pomocg nici podkiadke ,F* az do zetknig-
cia si¢ z powierzchnia kozucha bakteryjnego. Do chlodnicy zwrotnej do-
prowadzano wodg, tgczono otwor ,,b** poprzez pluczke z pompg wodng i roz-
poczynano przewietrzanie urzadzenia. Przez gérny otwor chlodnicy zwrotnej
wlewano 30 ml jalowego 409% kwasu fosforowego. Cala pozywka zakwa-
szala si¢ w ten sposéb do wartosci pH 1,8 — 2,0, co umozliwialo ekstrak-
cje kwasnych produktow dysymilacji rozpuszczalnych w eterze. Nastepnie
wlewano 80 ml eteru etylowego, ktéry poprzez lejek ,,E“ i pozywke w rurze
,,D* przedostawal si¢ do okraglodennej kolby ,,B“. W koibie tej znajdowaty
si¢ okruchy porcelany (przeciw przegrzaniu), wrzucone przed jalowieniem
ekstraktora. Przyrzad ustawiano w ten sposéb przy ultralermostacie Ho-
epplera, ze okraglodenna kolba ,B*“ zanurzala si¢ w wodzie o temp. 50°.
W czasie ekstrakcji ma miejsce lekkie falowanie pozywki, co z jednej stro-
ny umozliwia lepsze wymieszanie podloza, z drugiej zas mogloby by¢ po-
wodem zatopienia kozucha bakteryjnego. Temu ostatniemu przeciwdziala
podktadka z gazy mlynskiej. W ten sposéb wykonano trzy do$wiadczenia
ekstrahujac podloze pod zywa kulturg w ciggu 40, 50 i 60 godzin. Ponie-
waz ekstrakcje prowadzono z przerwami nocnymi, Mycobacterium wysta-
wione bylo na dzialanie rozpuszczonego w pozywce eteru przez 78, 104
i 126 godzin.
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We wszystkich trzech przypadkach przesiane po zakoriczeniu ekstrakcji
drobnoustroje rozwijaly si¢ nie wykazujgc zadnego zahamowania wzrostu.
Po zakonczonym lugowaniu wykonano analizy na zawarto$s¢ kwasu jabl-
kowego w pozywce pobakteryjnej i ekstrakcie w kolbie ,,B*. Oznaczenie
kwasu jablkowego przeprowadzano wediug metody Puchera, Vicke-
ryegoi Wakenian a, odpowiednio zmodyiikowanej (P. Szafranski
1952). W celu sprawdzenia, czy ekstrakt eterowy nie zawieral glikozy,
ktora przeszkadza w analizie kwasu jablkowego, uzywano metody iloscio-
wej do oznaczen cukréw, opartej na powstawaniu furfuralu lub jego po-
chodnych (M. Mendel i P.L. Hoogland 1950). Oprécz wymienio-
nych analiz wykonywano w ekstrakcie eterowym oznaczenia calkowitej za-
wartosci wegla. Oznaczenia wegla i kwasu jablkowego przeprowadzono
w tych samych prébkach, przy czym wycigg eterowy przygotowywano
w nastepujacy sposob: po odlaczeniu od aparatury kolbki destylacyjnej
z ekstraktem oddestylowywano eter, po czym pozostalosé rozpuszczano
w wodzie, saczono, przelewano do 100 ml kolby miarowej i uzupelniano
woda. Z kolby tej pobierano 1 ml do oznaczenia glikozy. Wykonywane proé-
by nie wykazywaly obecno$ci cukru. Do analizy na oznaczenie kwasu jabl-
kowego pobierano z kolby miarowej dalszych 25 ml, kiére odparowywano
na lazni wodnej, dodawano 1,5 ml stezonego kwasu siarkowego i ogrze-
wano na lazni 5 minut. Ogrzewanie prowadzono w celu rozlozenia sub-
stancji, ktore moglyby przeszkadza¢ w oznaczaniu kwasu jablkowego. Na-
stepnie rozcienczano probke woda do 25 ml i gotowano 10 min. usuwajac
w ten sposéb przeszkadzajace, lotne substancje. Pozostaly roztwor saczo-
no, uzupetniano woda do 25 ml i oznaczano kwas jablkowy. Z pozostalej
w kolbie miarowej cieczy brano dalszych 50 ml do analizy na wegiel. Do
badafi uzywano wygodnej i szybkiej metody Sarnstroma-Corleisa
(M. Struszynski 1950), przystosowanej do analizy cieczy. Metoda ta
daje do 2% bledu. W koficowym momencie analizy zamiast oznaczefi wa-
gowych stosowano miareczkowanie, przy czym absorbentem dwutlenku
wegla byl 0,02 n roztwor wodorotlenku barowego. Oznaczenie wegla po-
zwalalo ustali¢, jaka czes¢ calkowilej ilosci wegla ekstrakiu przypada na
wegiel kwasu jablkowego. Przed wykonaniem wtlasciwych analiz przepro-
wadzono w identyczny sposéb §lepe proby zwigzane z oznaczeniem kwasu
jablkowego i wegla. W badaniach zawarto$ci kwasu jablkowego w pozywce
pobakteryjnej oparto si¢ na $lepej prébie podanej w poprzedniej pracy,
dotyczacej metodyki oznaczania kwasu jablkowego (P. Szafranfiski
1952). Wynosila ona dla pozywki DGK 150 y kwasu. Przy badaniu wycig-
gu eterowego wykonano dwie Slepe préby na kwas jablkowy stosujgc 50
i 60-godzinng ekstrakcje wyjsciowej pozywki DGK. W pierwszym przy-
padku olrzymano $lepa prébe rowng 480y, w drugim — 500 y kwasu jabl-
kowego. Przyjeto $redni wynik 490~ W tych samych prébkach wykonanc
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slepg probe oznaczenia wegla. Przy 50-godzinnej ekstrakeji slepa proba wy-
nosita 28,32 mg wegla, przy 60 godzinach 27,36 mg wegla. Przyjety $red-
ni wynik wynosi 27,84 mg C. Wobec wysokich wartosci Slepej proby nie
nalezaloby stosowaé tej metody jako biezacej. W doswiadczeniach tych wy-
konanym analizom wegla przypisywano tylko wartosci orientacyjne. Otrzy-
mane rezultaty zebrane sa w tabl. 1.

W kolumnie 7 zestawione sa wyniki oznaczen kwasu jablkowego w wy-
ciggu eterowym. Wielkosci te, przeliczone na 1 g suchej masy bakteryjnej,
zebrane sg w kolumnie 9. Nastgpna kolumna podaje wartosci kwasu jabl-
kowego na 1 g suchej masy drobnoustrojéw w pozywce po ekstrakeji. Ko-
lumna 11 zawiera calkowite ilosci kwasu jablkowego, wytworzonego przez
Mycobacterium w warunkach doswiadczen. Wielkosci te sa przeliczone na
1 g suchej masy bakteryjnej i stanowig sume liczb z rubryki 9 i 10.

Przecigtna produkcja kwasu jabtkowego przez szczep Mycobacterium
279, rozwijajgcy si¢ na pozywce DGK w warunkach normalnych, wynosi
3,02 mg na 1 g suchej masy drobnoustrojéw (L. Szarkowska P. Sza-
franski 1954). Poréwnanie tej wielkosci z wartosciami zebranymi w kolumnie
Il wyraznie wskazuje na nagromadzenie si¢ kwasu jablkowego. Przy 40-godz.
ekstrakcji gromadzenie to wynosi 167%, przy 50-godz. — 2377 i przy
60-godz. ekstrakcii sigga 280%. Otrzymane wyniki przemawiajg za istnieniem
rownowagi miedzy stezeniem kwasu jablkowego, wystgpujgcym w ciele dro-
Enoustroju i w podiozu. Dzigki takiej rownowadze obnizenie stgzenia kwasu
jablkowego w pozywce przy$piesza jego syntezge wewnatrzkomérkowy
i umozliwia dalsza dyfuzj¢ tego produktu posredniego z ciala bakteryjne-
go do podloza. Kolumny 8 i 12 podajg ilosci kwasu jabtkowego w mg
i mg %, pozostajace w pozywce po ekstrakcji. Wielkosci te wskazujg, ze
w miarg przedluzania okresu lugowania zawarto$¢ kwasu jablkowego w
pozywce ulega nieznacznemu zmniejszeniu. Dowodzi to osiggnigcia gra-
nicznego stezenia uwarunkowanego wspdlczynnikiem podzialu, ktére prak-
tyczriie bardzo cigzko przekroczy¢. Liczby podane w rubryce 10 pozornie
‘wskazuja na zwigkszenie zawartosci kwasu jablkowego w pozywce w miarg
przedluzania okresu ekstrakecji. Wartosci te odnosza si¢ do 1 g suchych
drobnoustrojéw, a wigc s3 uzaleznione od ilosci mas bakiervjnych poda-
nych w kolumnie 6. Opierajac si¢ na danych z kolumny 11 oraz znajac
$rednig ilos¢ kwasu jablkowego, wytwarzanego przez Mycobacterium 279
w normalnych warunkach rozwoju, wyliczono przecigtng szybko$¢ dyluzji
tego intermediatu z ciala bakteryjnego do pozywki. Otrzymane wartosci
sg zebrane w kolumnie 15 i odnosza si¢ do okresu obejmujacego rozpocze-
cie ekslirakcji do jej zakoriczenia (kolumna 5). Osiggnigte rezultaty wska-
zuja na zwigkszenie szybkoSci dyfuzji w miarg¢ obnizenia stezenia kwasu
jablkowego w pozywce. Szybko$¢ ta rosnie w przypadku zmniejszenia ma-
sy zyjacych baklerii. Wielkosci dotyczace szybkosci dyiuzji sg prawdopo-
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dobnie w rzeczywistoSci mniejsze, poniewaz w przeliczeniach nie brano
pod uwage przybytku masy bakteryjnej w czasie ekstrakcji. Dane z dwdéch
pierwszych doswiadczen w kolumnie 10 wykazuja, ze ilosci kwasu jabtko-
wego, pozostajace w pozywce po ekstracji, sa mniejsze od przecigtnej iloSci
tego kwasu wytwarzanego przez badany szczep bez stosowania ekstrakcji.
Dowodzi to, ze szybko$¢ dyfuzji kwasu jablkowego z ciala bakteryjnego
do podloza jest przy tej iloSci masy bakteryjnej mniejsza od szybkosci ek-
strakeji wspomnianego kwasu. W doswiadczeniu 3 przy zawartosci 1,40 g
suchej masy drobnoustrojéw dyfuzja nadazala juz za szybkoscig ekstrakcji.
Wynika to z ilosci kwasu jablkowego w pozywce pobakleryjnej, kidre dzie-
ki istnieniu wspomnianej réwnowagi pozostawaly niezmienione mimo cig-
glego usuwania tego produktu posredniego z podloza. W kolumnie 13 jest
podany calkowity wegiel wyekstrahowanych substancji. Otrzymane liczby
wskazuja na bardzo nieznaczne wytwarzanie metabolitéw rozpuszczalnych
w eterze etylowym, przy czym 35,0% badz 46,0% wegla ekstraktu przy-
padalo w 2 analizach na wegiel kwasu jablkowego.

Identyfikacja kwasow organicznych jako melabolilow Aiycobacterium 279
z zastosowaniem wyzej opisanej metody

W poszukiwaniach produktéw- przemiany materii Mycobacterium 279
ograniczono si¢ do kwasow organicznych, stosujac do ich identyfikacji me-
tode chromatograficzng i spektrofotometryczng. W celu nagromadzenia
kwasow wykonano 3 ekstrakcje uzywajac jako rozpuszczalnikow eteru ety-
lowego oraz chloroformu. Tego rodzaju rozpuszczalniki pozwalajg wyeli-
minowa¢ aminokwasy, dodawane do pozywek w postaci substratu oraz
wystepujgce w podlozu jako metabolity Mycobacterium (C. Pouletta
i A. Deferanceschi 1952). Oddzielenie ich jest wazne, poniewaz
moglyby interferowa¢ w pozniejszym toku analizy. W jednej z ekstrakcji
eterem zastosowano do pozywki dodatek taurocholanu sodowego. Spetniat
on tu rolg¢ detergenta, ktérego dzialanie na drobnoustroje moze byé wielo-
rakie w zaleznosci od stezenia (G. Weitzel 1952). Koncentracje tauro-
cholanu sodowego, obnizajace napiecie powierzchniowe do 42 dynjem,
wplywa zabdjczo na pratki gruzlicy typu ludzkiego. Saprofity sg bardzej
odporne — np. Mycobacterium phlei wytrzymuje ponizej 30 dyn/em (L. M.
Model 1952). Mniejsze jednak stezenia detergentow nie dzialajg bakte-
riobdjczo, powoduja natomiast zwigkszona dyfuzje produktéw przemiany
materii z ciala bakteryjnego do podloza. Wychodzge z tego zalozenia do-
dawano do pozywki roztworu detergentu przygotowanego w nastepujacy
sposob: rozpuszczano 0,9 g taurocholanu sodowego w 25 ml wody, sgczono
przez filtr Seitza, poczym przez ten sam filtr sgczono 15 ml 809 kwa-
su fosforowego. Wyjalowiony roztwér wlewano przez otwor w chiodnicy
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do 350 ml pozywki DGK na 24 godziny przed rozpoczgciem lugowania.
W ten sposob pozywke zakwaszano do wartosci pH 1,8 -— 2,0 i obnizano
napiecie powierzchniowe roztworu, ktére mierzone w tych warunkach wy-
nosilo 47 dyn/em. Dalsze czynno$ci dotyczace ekstrakcji byly identyczne
z opisanymi poprzednio. Po zakoriczeniu ekstrakeji, ktéra w trzech przy-
padkach trwala 80 godzin, odiaczano od aparatury naczynka destylacyjne,
a wyciagi eterowe i chloroformowy odparowywano na fazni wodnej. Pozo-
stalo§¢ rozpuszezano w 50 ml wody, saczono i miareczkowano ~ 0,2 KOH
wobec blekitu bromofenolowego. Ciecz odparowywano nastepnie w stru-
mieniu cieplego powietrza. Sucha pozostatos¢ natomiast rozcierano na pro-
szek i kilkakrotnie tugowano eterem etylowym badZz chloroformem, w za-
leznosci, od tego, ktéry z rozpuszczalnikow byl uzyty do poczatkowej eks-
trakeji pozywki. Rozpuszczalniki odparowywano na }azni wodnej, a pozo-
slalo$¢ rozpuszczano w 3 ml wody i poddawano zstgpujacej chromatografii.

W trakcie zobojetniania badanego roztworu do wartosci pH 3,7 powsta-
wal pierwszorzedowy fosforan potasowy, nierozpuszczalny w eterze etylo-
wym. Umozliwialo to oddzielenie kwasu fosforowego od badanych substan-
cji. Nie oddzielony kwas fosforowy uniemozliwial chromatograficzng ana-
lize zaslaniajac plamy identyfikowanych substancji. Podczas miareczkowa-
nia jednak wszystkie kwasy organiczne o stalej dysocjacji, zblizonej do I-
stopniowej dysocjacji kwasu fosforocwego, ulegaly rowniez zobojetnieniu
i stawaly si¢ nieroztwarzalne w stosowanych rozpuszczalnikach. Ujemna
cecha tej metody jest jednoczesne usunigcie czesci metabolitow, poniewaz
do eteru czy tez chloroformu przechodzily tylko stabe kwasy organiczne
o stalej dysocjacji, znacznie mniejszej od kwasu fosforowego. Z drugiej
jednak strony wyeliminowanie pewnych kwaséw stwarza wigksze mozliwo-
sci chromatograficznego oznaczenia pozostalych substancji. W badaniach
chromatograficznych jako kamery uzywano naczynia Dewara o di. 450 mm
i Swietle 100 mm, przykrytego u gary szklanym kapturem nieco wigkszym
od zewnetrznej Srednicy naczynia. Miedzy kapturem i naczyniem Dewara
znajdowal si¢ gumowy pierSciei uszczelniajacy. U goéry kaptura pozosta-
wiono otwdr, przez ktéry przechodzila szklana rurka o $rednicy 10 mm,
osadzona w gumowym korku. Dolny koniec rurki, znajdujacy si¢ w ka-
merze, mial zakoriczenie w ksztalcie lejka o $rednicy 6,5 mm. W ten sposéb
przez gérny otwdr w rurce poza kamerg mozna bylo wlewaé ciecz do lej-
ka znajdujacego si¢ wewnatrz naczynia. Badania przeprowadzano w tem-
peraturze pokojowej, przy czym wahania wewnatrz kamery nie przekracza-
ly 20. Faze ruchomg stanowit w tych doswiadczeniach fenol nasycony wo-
da, faze¢ zas nieruchoma — woda nasycona fenolem. Atmosfer¢ w kame-
rze nasycano parami kwasu mréwkowego. W badaniach uzywano bibuly
Whatmana nr 1, pocigtej na paski o wymiarach 31 X 1 cm. Paski te za-
wieszano w kamerze na lejku, przy czym do przytrzymywania ich stoso-
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wano szklane kulki, ktérymi napelniano lejek. Wywolywanie plam przepro-
wadzano przez zwilzenie paska bibuly innym kawatkiem bibuly, nasyco-
nym 0,04% alkoholowym roztworem blgkitu bromofenolowego. Poza tym
metoda naszych chromatograficznych oznaczen nie odbiegala zasadniczo
od powszechnie przyjetej w tego rodzaju analizach (R. Consden, A. H.
Gordoni A.J. P.Martin 1944; J. W. H . Lugg i B. T. Overell
1947; J. Opienska-Blauth, O. Saklawska-Szymonowa
i M. Kanski 1950). Wyniki badan chromatograficznych zebrano w {a-
blicy 2.

Przed rozpoczeciem wlasciwych do$wiadczenn wykonano trzy 80-godzin-
ne ekstrakcje z pozywkami wyjsciowymi. W dwdch pierwszych rozpuszczal-
nikiem byl eter etylowy, przy czym w doswiadczeniu drugim stosowano
pozywke z dodatkiem taurocholanu sodowego. Trzecia Slepa proba polega-
la na ekstrakcji podloza wyjsciowego chloroformem. Post¢gpowanie z otrzy-
manymi wyciggami bylo identyczne jak z probami wtasciwymi opisanymi
wyzej. We wszystkich trzech Slepych oznaczeniach wywolane chromato-
gramy nie wykazywaly obecnosci kwasnych substancji. Analiza chroma-
tograficzna wyciggu otrzymanego w pierwszym wlasciwym doswiadczeniu
wykazala obecno$¢ czterech kwaséw, z ktérych dwa przy poréwnaniu Ry
z probkami wzorcowymi wskazywaly na kwasy p-aminobenzoesowy i niko-
tynowy. Chromatografia ekstraktu z drugiego doswiadczenia potwierdzila
poprzedni wynik, przy czym dodalek detergentu do pozywki znacznie
zwigkszyl iloSci wystepujacych kwaséw. Z intensywnosci plam mozna
bylo wnosi¢, ze dodatek taurocholanu sodowego zwigkszal nagromadze-
nie kwasow okolo 10-ciokrotnie. W do$wiadczeniu {rzecim z chloro-
formem nie otrzymano tak wyraznych wynikéw, jak w dwoch poprzednich.
Wplynal na to przede wszystkim bardzo niekorzystny wspélezynnik podzia-
lu kwaséw organicznych miedzy pozywka i chloroformem oraz powaziny
wplyw tego rozpuszczalnika na drobnoustroje. Przesiane po 10-godzinnej
ekstrakeji chloroformem Mycobacterium 279 dalo znacznie ostabiony
wzrost, po 80-godzinnym lugowaniu nie otrzymano juz wzrostu. Niewat-
pliwie statyczne dzialanie chloroformu mialo tu powazny wplyw; przepro-
wadzone jednak w aparacie Syma (E. A. Sym 1950) badania ze szcze-
pem H37 Rv wykazaly, ze 48-godzinny wplyw rozpuszczonego w pozywce
chloroformu zmniejszal wykorzystanie glikozy tylko do 59% w stosunku do
kontroli, a wigc nie hamowal calkowicie czynno$ci metabolicznych. W do-
Swiadczeniu {rzecim stwierdzono obecnos$é trzech stabych plam, przy czym
trzeciej plamy, skladajacej si¢ prawdopodobnie z kwaséw p-aminobenzo-
esowego i nikotynowego, nie udalo si¢ rozdzieli¢ przy tak niskim stezeniu.
Wystepowanie wielu zwigzkéw o zblizonych Ry stwarza w analizie chro-
matograficznej mozliwos¢ pomylek, tak ze okresienie plamy nie zawsze
daje pewnos¢ identyfikacji. W celu Kontroli te same probki poddano zatem
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badaniom spektrofotometrycznym. Analizy wykonywano przy uzyciu spek-
trofotometru Bekmana, rozcienczajac dziesigciokrotnie stosowane do chro-
matografii ciecze. Jako odno$nikéw uzywano rozcieficzonych w ten sam
sposob $Slepych préb, branych poprzednio rowniez do chropmatografii.
Zalaczone wykresy w pelni po- ;

twierdzajag wyniki analizy chroma- oK

tograficznej. Minimum absorpcji 30
trzech badanych cieczy wynosi
235 mu i znajduje si¢ w S$rodku
miniméw absorpcji PAB-u i kwasu
nikotynowego. Wskazywaloby to
na obecno$¢ obu zwigzkow. Maksi-
mum absorpcji pierwszego wyciggu
eterowego i chloroformowego s3 10
nieco przesuniete w stosunku do
wzorcow. Przesunigcie to jest naj-

20

Kw. p- amino benzoesowy

prawdopodobniej spowodowane o- 02 (R A
becnoscig domieszek innych zwiaz- e 60 370 Ta0 Ak
kéw. Wystepuje to wyraznie przy :
pierwszym  wyciggu eterowym, 20

gdzie krzywa ma kilka maksiméw

i minimow absorpcji. Widmo eks-
traktu chloroformowego wskazuje

na nieznaczng obecno$¢ zwigzkow 15
absorbujacych, przy czym ksztalt
krzywej dowodzi raczej wigkszej
zawartosci kwasu p-aminobenzo-
esowego. Wycigg eterowy drugi
(pozywka z dodatkiem detergentu)
swoim minimum absorpcji  po-
twierdza réwniez obecno$¢ obu Rys. 3

kwaséw; maksimum natomiast lezy

w granicach PAB. W kierunku widzialnej czesci widma absorpcja badanych
cieczy wyraznie maleje, co dowodzi nieobecnosci zwigzkéw nienasyconych
z wieksza iloScia sprzezonych podwéjnych wigzan.

Wyciqg eterowy |

10 Wycigg chioroformowy

08 Wyclqg eterorowy ]
/g100A

Whnioski

Opisana metoda pozwala izolowa¢ metabolity ze Srodowiska, w kto-
rym zyja drobnoustroje. Umozliwia ona przeprowadzenie analizy jakoScio-
wej produkiéw przemiany materii oraz moze byé pomocna przy zaklasy-
fikowaniu danego zwiazku do posrednich lub koncowych produktéw meta-

9 Acta Biochimica Polonica
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bolizmu. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze kwas jablkowy w metabo-
lizmie Mycobacterium spelnia rol¢ produktu posredniego. Réwnowaga
migdzy stezeniem kwasu jablkowego, wystepujacym w ciele drobnoustro-
ju i w pozywce, pozwala przypuszczaé, ze podobny stan istnieje w odnie-
sieniu do innych produktéw posrednich dyfundujacych z ciala bakteryjne-
go do podloza. Z obu przedstawionych urzgdzen aparatura do ekstrakeji
rozpuszczalnikami lzejszymi od wody moze mie¢ wigksze zastosowanie, po-
niewaz uzywany tam eter nie wywiera szkodliwego wplywu na badane
drobnoustroje w warunkach do$wiadczenia. Kwasy p-aminobenzoesowy
i nikotynowy, zidentyfikowane jako metabolity Mycobacterium 279, byly juz
znalezione w produktach przemiany materii innych szczepéw kwasoopor-
nych, jak: M.H37Rv. ravenel, BCG, smegmatis, stercoris (F. Bernheim
1951; H. Pope i D.T.Smith 1946; O.D. Bird 1947; E. Ekstrand
iB.Sjogren 1945; M. Landy, N. W. Larkum i E.J. Oswald
1943). Do identylikacji obu kwaséw wyzej wymienieni autorzy zastosowali
metody mikrobiologiczne i chemiczne. Znalezienie PAB i kwasu iiikotyno-
wego u jeszcze jednego szczepu Mycobacterium z zastosowaniem techniki
chromatograficznej i spektrofotometrycznej potwierdza dotychczasowe re-
zultaty oraz pozwala przypuszczaé, ze rola tych zwigzkéw w metabolizmie
Mycobacterium jest wazna.

Opierajac si¢ na fizjologii czgsteczkowej przemiany materii innych drob-
noustrojow. mozna przypuszczaé, ze i w tym przypadku zadanie PAB-u nie
ogranicza si¢ wylacznie do budowy kwasu pteroiloglutaminowego, waznego
czynnika wzrostowego. Kwas p-aminobenzoesowy ma wazne znaczenie
w przemianach jednoweglowych fragmentéw i rola jego w metabolizmie
jest najprawdopodobniej bardziej skomplikowana. Przyjmuje si¢, ze w me-
tabolizmie tym koferment, bedacy pochodng kwasu foliowego, spelnia po-
dobng role, co koferment A w przemianach dwuweglowych (D. D. Woods
1953).

Niacyna jest réwniez syntetyzowana przez wigkszo$¢ drobnoustrojow
i fizjologiczna jej rola w tym przypadku najwidoczniej polega na udziale
w syntezie kodehydrogenaz I i II.

Zastosowanie chromatografii i spekirofotometrii stwarza olbrzymie mo-
zliwo$ci analityczne, szczegélnie przy badaniach w podczerwieni, gdzie
charakterystyczne ostre widma pozwalaja osiagna¢ znaczng dokladnosé¢
oznaczen.

W tym miejscu skladam serdeczne podzigkowanie panu profesorowi
drowi J. Hellerowi za wskazowki i opieke nad wykonang praca.
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METOJi M30JMPOBAHUA METABOJUTOB (IIPY 2KVM3HM) HEIPEPBIBHOM

OKCTPAKIIMM ¥ ETrO IIPMUMEHEHME K MCCJIEJAOBAHUIO METABOJIM3MA
MYCOBACTERIUM 279

Pesome

B Buay ouenp He60OABIINX KOAHYECTB MPOAYKTOB JHCCHMHASUHMH B KYADBTY-
pax Mycobakterium nepsas cragus HCCAeOBaHHSI BTHX IPOAYKTOB JOAKHA
COCTOATb B MX HakonmAeHuH. Dbiam paspa6Goranbpl ABa THNa anmapatyp AAA He-
s.
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NpePHIBHOM SKCTPAKLHUH MeTabOAMTOB PAaCTBOPHTEAAMH A€rue M TsKeAee BOADI.
[lpeamerom uccrezoBanms seasroch Mycobacterium 279. Haiizeno, uro cy-
LIECTBYET PABHOBECHE MEKAY KOHUEHTpauueH AGAOUHOH KHCAOTBHI B TeAe MH-
kpoba M B nUTaTeAbHOH cpeie 6Aarojaps STOMY PaBHOBECHIO TIOHMIKEHHE KOH-
UeHTPaUHH A6A0YHOH KHCAOTHI B THTATEAbHOH Cpeje BCAEACTBHE HEIpPepbIBHOMN
SKCTPAKLHMH VCKOPsET ee BHYTPHKAETOYHOe 06pa3oBaHHe H JaeT BO3MOXKHDBIM
AaAbHeHuylo AMPQPY3uI0 3TOro MetTaboOAMTAa M3 Tera GaKTepHH B NHTATEAbHYIO
cpeay. Hanoanenne s6rounoit KHCAOTBI NPH YCAOBHAX SKCTPAKUMH MHUTATEAbHOMN
cpeAbl JAOCTHraeT TPEXKPATHONO KOAHYECTBA STOro BellecTBa, obpasyioiuierocs
IpH HOPMAAbHBIX YCAOBHMsAX pa3puTua mrama Mycobacterium 279.

[Tonckn apyrnx meta6oAuTOB GbHIAM OrpaHHUEHbI K OPraHHYECKHM KHCAOTaM.
Maentuduunposanne BeAoCh XpOMATOrpaUUECKHM M CHEKTPO(OTOMETPHUECKHUM
MeTOJaMH.

B makonaennbix npoaykrax obmena semects M. 279 6biam Halizenn na-
paaMHHOGEH30HHAs ¥ HHKOTHHOBAS KHUCAOTHI.

METHOD OF ISOLATING METABOLITES BY CONTINUOUS EXTRACTION IN VITA
AND APPLICATION OF THIS METHOD TO STUDIES ON METABOLISM
OF MYCOBACTERIUM 279

Summary

Because of minimal quantities of dissimilation products formed in Myco-
bacterium cultures, the first step in these investigations is the preparation
of a sufficient supply. Two types of apparatus were devised for the continuous
extraction of metabolites: by solvents lighter and heavier than water. The
strain 279 of Mycobacterium was studied. An equilibrium between the con-
centration of malic acid present in the body of the microbe and in the
nutrient medium was stated. Owing to this equilibrium the decrease of con-
centration of malic acid in the nutrient by continuous extraction accele-
rates its formation in the bacterial cells and renders possible further diffu-
sion of this metabolite from the bacterial cells into the substrate. The accu-
mulation of malic acid by the strain M 279 under the extraction conditions
attains three times higher amounts than in normal conditions of develop-
ment. The investigation of other metabolites was limited to organic acids.
The chromatographic and spectrophotometric method was used for their
identification. In the accumulated metabolism products of M 279 para-ami-
nobenzoic and nicotinic acids were found.
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PRZYSTOSOWANIE ESCHERICHIA COLI DO WYKORZYSTYWANIA
CYTRYNIANOW W STANACH NIEDOBORU AZOTOWEGO

Z Oddzialu Przemiany Posredniej Dziatu Biochemii i Dzialu Bakteriologii
Pansiwowego Zakladu Higieny

Kierownicy dzialow: Prof. J. Heller i dr E. Wojciechowski

Escherichia coli nie posiadajaca, jak wiadomo, wiasciwosci wykorzysty-
wania cytrynianow jako jedynego zrodla wegla (Koser, 1923) moze
w pewnych warunkach wiasciwos¢ t¢ nabywa¢ (Lominski i wsp,
1947), a takze ja utrzgmywaé¢ (Szulmajster i wsp., 1952). W niniej-
szej pracy wykazano istnienie zwigzku migdzy przystosowaniem si¢ Escheri-
chia coli do wykorzystywania cytrynianow jako jedynego zrodia wegla a za-
wartoscig azotu bialkowego w komodrkach populacji tych drobnoustrojow.

Czes¢ doswiadczalna

Material. Do doswiadczen uzyto szczepu przyslanego przez
Kaufimanna E. coli O111B4H. (Stoke). Przed uzyciem do do-
Swiadczen sprawdzono wlasciwosci tego szczepu 1).

Podloza. Do hodowli szczepu uzywano podloz syntetycznych z réz-
nymi zawartosciami azotu (w postaci siarczanu amonowego). Po szeregu
prob wstepnych ustalono ostateczny sklad podiéz: na 1 1 wody destylowa-
nej dodawano 5 g KosHPOy, 2 g NaCl, 5 g sacharozy, 0,02 g MgSOy i na-
stepujgce ilosci siarczanu amonowego:

W pozywce oznaczanej ,,A*:2,37 g, co odpowiada 500 mg N w 1 |

W pozywce W ,,B“:0,47 g, co odpowiada 100 mg N w 1 |
W pozywce o ,C:0,235 g, co odpowiada 50 mg N w 1 1
W pozywce i ,»D“:28 mg, co odpowiada 6 mg N w 1 L

1) Szczep rozkladal z wylworzeniem kwasu i gazu laktoze, glikoze, mannitol, malto-
z¢; rozkladal sacharoz¢ z wytwarzaniem samego kwasu; wytwarzal indol; rozkladal duley-
tol z opéinieniem 24-godzinnym z wytwarzaniem kwasu i gazu; dawal odczyn dodatni
z czerwienig metylowa; odczyn ujemny Vogesa-Proskauera; nie rést na podlozu Kosera
i nie uplynnial zelatyny; pod wzgledem serologicznym odpowiadal typowi alfa.

[133]
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Do doswiadczen uzywano rowniez podioza Kosera 2), (ktore oznaczano
w niniejszej pracy jako K;) i zmodyfikowanego podiloza Kosera (K3)
o skladzie: 1 g NH;H,POy, 1 g Ko HPO4,0,2 g MgSOy, 5 g NaCl, 1 g gli-
kozy i 2 g cytrynianu sodowego w 1 | H,O.

Postepowanie i metody. 24-godzinng hodowle badanego
szczepu Escherichia coli na skosnym agarze zmywano 10 ml roztworu fizjo-
logicznego chlorku sodowego. Do 1 | plynnych pozywek A, B, C i D doda-
wano po 2 ml otrzymanej zawiesiny drobnoustrojow i hodowano na tych
podlozach w temperaturze 37° w ciggu 48 godz. Po uplywie tego czasu
oznaczano wzrost hodowli posiewajac ja po 0,1 ml w rozciencze-
niu 10-% na plytki Petriego z podlozem Endo (swoistym dla réznicowa-
nia Escherichia coli i innych drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriaceae).
Na plytkach tych po 24 godz. wzrostu w temperaturze 37° liczono kolonie.
Otrzymano zgodno$¢ tak uzyskanych wynikow z pomiarami nefelometrycz-
nymi na elektrofotometrze Kletta-Summersona.

Oznaczano azot bialkowy drobnoustrojow (frakcje nierozpuszczalng
w 5Y% kwasie tréjchlorooctowym) z 48-godzinnej hodowli A, B, C i D mikro-
metodg Kjeldahla, w modyfikacji Ma i Zuazaga (1942) na aparacie typu
Markhama (1942).

Ponadto z 48-godzinnych hodowli na podlozach A, B, C i D posiewano
po 0,6 ml na 50 mililitrowe objetosci podioz K; lub K; otrzymujgce hodo-
wle oznaczane: AK;, AK3, BK;, BKj; itd.

Po 24 godzinach hodowli w temperaturze 37° z AK3, BK3, CK3 i DKy
przesiewano po 0,6 ml na K;.

(Nowe hodowle oznaczano: AK;K; itd.).

Po nastepnych 24 godzinach hodowli w temperaturze 37° oznaczano
wzrost AK3K;, BK3K;, CK3K; i DKgK; w sposob wyzej podany. W tym
samym czasie oznaczono zawarto$¢ kwasu cytrynowego tych hodowli. Ozna-
czen dokonywano metoda pentabromoacetonowa w modyfikacji wlasnej
(Meduski, 1952). W niniejszych badaniach wskaznikiem zuzycia kwa-
su cytrynowego bylo zmniejszenie si¢ zawartosci tego zwigzku w hodowli,
w porownaniu z zawarto$cig jego w wyjaiowionej pozywce (patrz rowniez:
Lominski i wsp., 1947).

Wyniki. Ustalony w doswiadczeniach wstepnych zakres zawartosci
N w | 1 pozywki daje wyrazne réznice wzrostu drobnoustrojéow. Ilosci azotu
mniejsze od 50 mg i wigksze od 500 mg dajg wyniki, ktére juz nie wyka-
zujg roznic: odpowiednie wartosci leza na poziomych odcinkach otrzymy-
wanych krzywych wzrostu.

*) Podloze Kosera w | 1 H2O zaw’era: 1 g NHyjH2POy, 1 g KoHPOy4, 0,2 g MgSOy,
5,0 g NaCl i 5,0 g cytrynianu sodu.
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Przykladem stwierdzonej zaleznoSci rozmnazania si¢ Escherichia coli
na podlozach A, B, C i D po 48 godz. hodowli, od zawartosci azotu w po-
zywce przedstawiono tabl. 1 i na rys. 1.

Tablica 1 A ______....-——-""'"
Rodzaj | mg N w 11 |Iloé¢ kolonii .‘E,-Jo-m'
podloza podloza w 0,1 ml *
T
. . 108 s
! A 500 5061 - 10 § -
' B 100 4424 . 10° »
- = ;
2 6 50 100 300 500 mg
! C 50 1337 - 10¢ « 1L podloza wyfsciowego (A.B.LiD)
| B 6 1392 - 10¢ | Rys. 1

Przykladem stwierdzonych réznic zawartosci azotu biatkowego (w prze-
liczeniu na sucha mase bakterii) w hodowlach drobnoustrojéw na podio-
zach A, B, C i D sa wyniki podane w tabl. 2 i na rys. 2.

10
Tablica 2 /
S

o s S

| Rodzaj podloza | A | B | C | D | 23 |
T 3 = e il g,-Q
% N bialkowego ‘ §§'
w przel. na ‘| s
suchg mase bakt. | 10,3 | 9106 750 [N
, 3

o

& 50 100 200 500 mg M
w 1l podlozo wyjsciowego (ABCiD)

Rys. 2

Powyzsze doswiadczenia ustalily przydatnos¢ hodowli z podiéz A, B,
C i D do dalszych badan nad wplywem réznej zawartosci biatlka w komor-
kach bakteryjnych na zdolno$¢ bakterii metabolizowania kwasu cytryno-
wego.

Proby posiewu hodowli z podiéz A, B, C i D na K, ustalily, ze badany
szczep — niezaleznie od zawartosci biatka w komérkach bakteryjnych —
nie rosnie na K;. Posiewy na K; dawaly niezmiennie we wszystkich do-
Swiadczeniach obfity wzrost. W czasie tego wzrostu nastgpowalo przysto-
sowanie si¢ drobnoustrojéw do wykorzystywania cytrynianu.

Ujawnialo sie to wzrostem drobnoustrojéw w hodowlach AK;K;, BK3K;,
CK;3K; i DK3K;. Okazalo si¢ przy tym, ze wzrost ten w réznych hodowlach
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byl rézny, zaleznie od zawartosci biatka w komérkach bakteryjnych. Zalez-
nos¢ te wykazuje np. doSwiadczenie przytoczone w tabl. 3 i na rys. 3.

Tablica 3

Rodzaj
hodowli | AKK: | BKK; | CKK, | DK,K,

Iloéé kol.
w 0,1 ml |3790-10%(2010-107| 590-10° | 20 - 10®

Przystosowanie si¢ to utrzymywalo si¢ przez cztery kolejne pasaze
i nie bylo dalej badane.

g 3000 /
50-10° § .
E 55 4 ? 000
S Re
x 30700 ] - SEx
=4 3™
s BK,K, = crx,
f g-g 1000 el
9 *
L 010 E‘
8K, K, p CHsKy
‘0'5 50 100 300 50 H 0
a2 500 mg s = 6 50 100 300 500 mo
w 11 podloza wyjsciowegu (A B,LiD) w1l podloza wyjsciowego (ABCiD)
Rys. 3 Rys. 4

Na roznice w przystosowaniu si¢ hodowli AK3K; i réwnoleglych do wy-
korzystywania cytrynianu jako jedynego zrédla wegla wskazujg rézne ilo-
Sci kwasu cytrynowego zuzytego przez hodowle te w ciggu 24 godzin wzro-
stu. Przyklady otrzymanych wynikéw podano w tabl. 4 i na rys. 4.

Tablica 4

Rodzaj hodowli AK,K, | BK;K, | CK;K, | DKK,

Ilo$¢ kwasu cytryno-
wego w mikrogramach
zuzyta przez 250-10°
lkomoérek bakteryjnych| 3004 2650 1250 1050

Omodwienie wynikéw. Virtanen w 1942 roku zalozyl, ze
wszystkie biatka mlodych, aktywnych komérek bakteryjnych wykazuja czyn
nosci enzymatyczne. Opierajgc si¢ na tej hipotezie, Virtanen i jego
szkola wykonali szereg badan zmian zachodzgcych w czynnoSciach enzy
matycznych komorek bakteryjnych o zawartosci bialek, obnizonej przez
ordzywianie ubogie w azot #). Wynikiem tych badan nad Escherichia coli

3) Virtanen, 1947, Virtanen i De Ley, 1948, Virtanen, 1949.
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bylo stwierdzenie faktu obnizania si¢ wielu funkeji enzymatycznych tego
drobnoustroju w miar¢ zmniejszania si¢ zawartosci azotu bialkowego komo-
rek bakteryjnych. (Zestawienia: Virtanen, 1949 i 1952, De Ley,
1949). Powstalo pytanie, jak odbije si¢ zawartos¢ bialek w komorce bakte-
ryjnej na jej zdolnosci do wytwarzania nowej czynno$ci enzymatycznej.

Postanowilismy zajaé si¢ czynnosciag enzymatyczng normalnie przez
Escherichia coli nie wykonywana, a mianowicie zuzywaniem przezefi cy-
trynianéw jako jedynego irédla wegla (Koser, 1923). Lominski
i wspotpracownicy (1947) stwierdzili po raz pierwszy, ze w okresionych wa-
runkach E. coli moze rosngé¢ na podlozu Kosera. Vaughn i wspélpra-
cownicy (1950) opracowali dokladniej to zagadnienie. W wyniku tych ba-
dan okazalo sie, ze dodatek glikozy, fruktozy, peptonu i in. do pozywki Ko-
sera umozliwia zuzycie cytrynianéw i1 wzrosi L. coli. Szulmajster
i towarzysze (1952) stwierdzili nastepnie, ze hodowanic E. coli w warun-
kach umozliwiajacych metabolizowanie cytrynianu prowadzi do uzyskania
przez ten drobnoustroj wlasciwosci pozniejszego zuzywania cytrynianu
w czystym podlozu Kosera juz bez innych zrodel wegla. Zagadnienie bylo
tym ciekawsze, ze badania uczonych francuskich zdaja si¢ ponadto przema-
wia¢ za pogladem, iz przyzwyczajone do cytrynianu drobnoustroje nie roz-
kladaja zwigzku tego poprzez cykl kwasow trojkarboksylowych.

Metodycznie oparlismy si¢ giéwnie na pracy De Leya (1951) —
skiad podléz wyjsciowych — i na pracy poprzednio cytowanej Szulma j-
stra i towarzyszy (1952): podloze K.

Otrzymane wyniki: fakt uzaleznienia nabycia zdolnosci do zuzywania
cytrynianu przez E. coli od ilosci biatka w komorce bakteryjnej, procz pewnej
wartosci konkretnej, stanowig — jak si¢ wydaje — jeszcze jeden argument
przemawiajacy za obecnoscig $cislego wspoldzialania calosci bialek komor
ki w dowolnej czynnosci metabolicznej.

Serdecznie dzigkujemy ob. Elzbiecie Komorowskiej za pomoc
w wykonywaniu oznaczen i ob. Teisseyre Teresie za przygotowanie podioz.
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NPUCIIOCOBIEHME Escherichia Coli K YIIOTPEBJEHUIO COJIN
JMUMOHHOM K-Thl B COCTOAHUM HEJOBOPA A30TA

Pesome

1. Boian noayuenni E. Coli 0111B4H c pasubiM cozep:kaHHem asoTa GeA-
KOB B KAeTKax 6aKTepHH.

2. DBpniro nposeseno npucnocobaenne noryuennbix 6akTepHit K ynotpe6AeHuio
AMMOHHO-KHCABIX COAEH B KauyecTBe €JHHCTBEHHOTO MCTOYHHKA yraepoza M 6bia
J0Ka3aHa 3aBHCHMOCTb NPHOGPETaHHs 3TOr0 MPHUCHOCOGAEHHsI OT CTENeHH HaChi-
mweHnss 6eAKOM KAeTOK GakTepHid.

ADAPTATION OF ESCHERICHIA COLI TO THE UTILIZATION OF CITRATE IN
CASES OF NITROGEN DEFICIENCY

Summary

I. Populations of the strain E. Coli 0111B4H: contaning various quantities
of protein nitrogen in the bacterial cells were obtained.

2. The adaptation of the obtained populations to the use of citrate as the
only source of carbon has been achieved and it has been demonstrated
that the observed adaptation depends on the protein content of the bac-
terial cells.

Division of Intermediary Metabolism of the Depariment of Biochemistry and Department
of Bacteriology — State Institute of Hygiene
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MARIUSZ zZYDOWO

NIEKTORE ZMIANY BIOCHEMICZNE KRWI ZDROWEGO CZLOWIEKA
POD WPLYWEM ADRENALINY

Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdarisku
Kierownik prof. dr W. Mozofowski

Wplyw na biatka surowicy

Zmiany biochemiczne krwi, zachodzace po podaniu adrenaliny, mozna
by ogélnie podzieli¢ na trzy grupy:

1) spowodowane wplywem adrenaliny na krazenie,

2) uwarunkowane jej dzialaniem na przemiang weglowodanowa,

3) inne, np. spowodowane wplywem innych hormonéw, ktorych wydzie-
lanie adrenalina pobudza lub hamuje.

Podzial ten — jak kazdy inny — ma duzo brakow, jednakze ze wzglgdu
na wielka rozmaito$¢ zmian zachodzgcych we krwi pod dzialaniem adrena-
liny préba pewnego ich uporzadkowania, jak si¢ zdaje, jest uzasadniona.
Do pierwszej grupy zaliczymy wzrost stezenia bialka oraz substancji z nim
zwigzanych (1), (2), (3); druga obejmuje zmiany sle¢zenia cukru we
krwi (4), (5), kwasu mlekowego (4), (6), kwasu cytrynowego (7), (8),
a mozna by tutaj zaliczy¢ takze obnizenie si¢ poziomu fosforu nieorganicz-
nego i potasu surowicy pod wplywem adrenaliny (5), (8—16). Ciekawe,
aczkolwick malo wyjasnione, jest dzialanie adrenaliny na sklad chemiczny
krwi za posrednictwem innych hormonéw. Jako przykiad moze stuzy¢ obni-
zenie poziomu cholesterolu w osoczu $winki morskiej (17), kiorego nie
stwierdzono po podaniu adrenaliny zwierzeciu z usunietg tarczyca. Poda-
wanie réwnoczesne tyroksyny powoduje powrét do poprzedniego odczynu.
Takze obnizenie stezenia fosforu nieorganicznego osocza pod wplywem
adrenaliny mozna trakiowac jako ,reflektoryczne™ jej dzialanie, poniewaz
1 psow z usunietg trzustka obnizenie to nie wystepuje (16).

Dzialanie adrenaliny zalezy od dawki (22), (23), w jakiej zostala ona
podana, od sposobu i drogi wprowadzenia (19) i calego szeregu innych
czynnikow zewnetrznych. Nalezy by¢ takze bardzo ostroznym przy wycia-

[139]
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ganiu wnioskéw z doSwiadczen na zwierzgtach odnosnie do fizjologii czlo-
wieka, jak wiadomo bowiem, istnieje znaczna réznica wrazliwosci na dzia-
lanie jadu u roznych gatunkéw. Jako przyklad niech postuzy brak zmian
w reakcji na adrenaling po splenektomii u czlowieka w poréwnaniu np.
7 kotem (18), (22).

Zadaniem obecnej pracy jest oznaczenie zmian w koloidach surowicy
krwi czlowieka, spowodowanych domigsniowym wstrzyknigciem adrenaliny,
oraz ewentualne ustalenie mechanizmu tych zmian. W tym celu przepro-
wadzono trzy serie doswiadczen na zdrowych mezczyznach w wieku
20—32 lat. W pierwszej serii, obejmujacej 20 doSwiadczei z adrenaling
oraz cztery kontrolne, stwierdzono zwigkszenie si¢ stezenia bialka surowicy
po domigsniowym podaniu adrenaliny; druga seria wykazala brak zmian
jakosciowych w bialkach osocza i trzecia wreszcie, ktéra obejmowala ozna-
czania objetosSci krazacego osocza, nie dala zdecydowanego wyniku, swiad-
czy jednak o pewnej tendencji do zmniejszania objetosci osocza po adre-
nalinie.

Przebieg doswiadczen

Jako material doswiadczalny sluzyli subiektywnie zdrowi mezczyzni
w wieku od 20 do 32 lat (studenci i pracownicy Zakladu). Krew pobierano
rano na czczo, pierwszy raz po polgodzinnym pozostawaniu badanego w po-
zycji lezgcej, nastepnie wstrzykiwano domigsniowo | mg (1 ml roztworu
1 : 1000) chlorowodorku adrenaliny (preparat handlowy produkeji Z. Z. F.),
a po maksymalnym wzroscie ci$nienia i szybkosci tetna pobierano krew po
raz drugi. Wypadalo to po uplywie 50—70 min. po podaniu adrenaliny.
Krew pobierano bez ucisku lub z uciskiem mozliwie najmniejszym z zyly
lokciowej; wlewano ja do probowki wiréwkowej i po skrzepnigciu dwukrot-
nie wirowano. W badaniach kontrolnych postgepowano analogicznie, jedynie
zamiast adrenaliny wstrzykiwano 1 ml roztworu soli fizjologicznej. W nie-
zhemolizowanej surowicy oznaczano w pierwszej serii stezenie bialka re-
iraktometrycznie, w drugiej — wspolczynnik zalamania Swiatla w temp. 20°
refraktometrem zanurzeniowym Puliricha, cigzar wlasciwy — metodg siar-
czanu miedziowego Philipsa, van Slyke'a i innych (20), lepkos¢ — wisko-
zymetrem Kalinowskiego (21) w temperaturze 20° oraz azot calkowity spo-
sobem Kjeldahla (biorac do spalania 0,2 ml surowicy, okolo 1 g Na,SO;,,
0,2 ml 30% CuSOy, 1 ml stez. HoSO, i destylujge do kwasu borowego)
Wszystkie oznaczenia wykonywano podwdjnie.

W trzeciej serii doSwiadczen oznaczano objeto$¢ osocza metoda roz-
cieficzaniu blgkitu Evansa (T-1824). Badanemu pobierano na czczo 10 ml
krwi z zyly lokciowej bez zastoju po pélgodzinnym pozostawaniu w pozycji
lezacej (proba Ia). Przez te samg igle wstrzykiwano 10 ml 0,15% roztworu
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btekitu Ewansa w 0,9% NaC! wywazona uprzednio strzykawka i w dwie
minuty po zakonczeniu wstrzykiwania pobierano krew z zyly lokciowej dru-
giej reki (proba Ib). Nastepnie wstrzykiwano domigsniowo 1 mg chlorowo-
dorku adrenaliny, a na szczycie wzrostu cisnienia i szybkosci tetna (50—70
min. po adrenalinie) pobierano krew uzyskujgc probe Ila; przez t¢ sama
igle wstrzykiwano znéw 10 ml barwika i po uplywie 2 min. od zakonczenia
wstrzykiwania pobierano probke krwi oznaczong IIb. U zadnego z badanych
nie wystepowaly objawy, ktére moglyby Swiadczy¢ o szkodliwym wplywie
podanego barwika, jedynie w kilku przypadkach nastepnego dnia po do-
$wiadezeniu wystapilo lekkie niebieskawozielone zabarwienie twardéwek
i skory. Takze i ci z badanych nie mieli zadnych subiektywnie przykrych
objawow. Dawka barwika, ktérg otrzymywal kazdy badany, wynosila
30 mg. Badania kontrolne tej grupy wykonano podobnie, tylko zainiast adre-
naliny podano 1 ml soli fizjologicznej.

Czas pobierania krwi po wstrzyknigciu barwika cziowiekowi, poiecany
przez wigkszos¢ autorow, wynosi 10—15 min. (24); Hahn i wspdlpra-
cownicy (25) stwierdzili, uzywajac techniki rozcieficzania izotopu P32, ze
czas wystarczajacy do wymieszania substancji rozpuszczalnej w osoczu
wynosi u psa 2,5 min. Byly wreszcie proby oznaczania st¢zenia barwnika:
w czasie t = 0 (liczac od wstrzyknigcia) przez ekstrapolacje (26), (27).
Wyznaczona w naszych warunkach krzywa znikania barwnika wykazywala
prawie takie samo stg¢zenie barwika po 2 i po 5 min. W dwaoch kolejnych
oznaczeniach na tym samym osobniku, wykonanych jedno w godzing po dru-
gim, stwierdzono, ze pobieranie krwi po uplywie dwéch minut od zakon-
czenia wstrzykiwania barwnika daje wyniki zgodne. Kontrole taka powto-
rzono dwa razy. Ustalono zatem czas pobierania na 2 minuty od zakoncze-
nia wstrzykiwania. Wydaje mi sig, ze u zdrowych ludzi z wydolnym kraze-
niem, a zwlaszcza po przyspieszeniu krazenia spowodowanym adrenaling, jest
o czas wystarczajgcy na wymieszanie si¢ barwika z osoczem, a unika sig¢
w ten sposéb utraty blekitu, ktéry — jak wiadomo (25) — juz po 15 min.
daje sie stwierdzi¢ w ductus thoracicus.

Pobrane probki krwi wirowano po skrzepnigciu, a w otrzymanej surowicy
oznaczano ekstynkcje w fotometrze Pulfricha préby Ib w stosunku do Ia
oraz IIb w stosunku do IIa. Uzywano filtru S61, naczyniek grubosci 0,5 cm.
Z ekstynkeji obliczano stezenie barwnika za pomoca wykresu; wykres ten
sporzgdzano przez zmieszanie 6 porcji surowicy po 3 ml z porcjami po 1 ml
barwika o réznym stezeniu i oznaczano je kolorymetrycznie w stosunku
do roztworu 3 ml tej samej surowicy z 1 ml soli fizjologicznej. Uzycie su-
rowicy do rozcieficzania jest konieczne z tego wzgledu, ze ekstynkcja blg-
kitu Ew ansa w wodzie jest zawsze nieco wigksza od ekstynkcji barwika
o tym samym stezeniu w surowicy badz osoczu (24). Dla barwika uzytego
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-

w niniejszej pracy wykres zaleznosci ekstyncji od stgzenia w roztworze
0,9% NaCl wyrazil si¢ rownaniem y = 0,413 x, natomiast w roztworze su-
rowicy — y = 0,400 x.

Z wyliczonego stezenia blekitu T-1824 i wstrzyknietej ilosci (15 mg)
mozna obliczy¢ objetos¢ osocza.

Wyniki doswiadczen

Zmiany stezenia bialka surowicy krwi, spowodowane domigSniowym
wstrzyknigciem jednego miligrama chlorowodorku adrenaliny, przedstawio-
ne sg w tablicy 1.

Tablica 1
Nr g biatka w 100 ml Roéznica
proby przed po %
1 7,85 8,15 + 4
2 7,35 7,60 sk
3 7,60 7,%0 + 4
4 7,90 8,20 + 4
5 7,30 7,70 “dey
6 6,50 7,50 +15
7 7,05 7,50 + 6
8 7,30 7,60 + 4
9 7,20 8,00 “+11
10 7,05 7,75 +10
11 7,50 8,10 + 8
12 7,60 7,50 + 4
13 7,05 7,30 + 3
14 6,70 7,05 R
15 7,05 7,40 g
16 6,70 6,90 3o
17 5,90 6,45 + 9
18 7,15 7,50 + 5
19 6,40 6,60 4.9
20 6,25 6,50 + 4
érednio | 7,05 7,50 + 6
Kontrole
1 7,20 7,20 0
2 6,60 6,65 +0,8
3 6,20 6,20 0
4 6,40 6,40 0

We wszystkich dwudziestu badanych przypadkach stwierdza si¢ wzrost
stezenia bialka o wielko$¢ znacznie przewyiszajaca granicg bledu doswiad-
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czalnego, proby kontrolne nie wykazuja za$ zadnej zmiany w stezeniu bial-
ka. U tych osobnikéw, u ktérych poprzednio wykonywano prébe z adrena-
ling, a nastepnie przeprowadzano kontrole, wylaczano takze wplyw czyn-
nika psychicznego przez to, ze sadzili oni, iz otrzymuja zastrzyk adrenali-
ny, a nie soli fizjologicznej. Zageszczenie biatka surowicy pod wplywem
adrenaliny u czlowieka stwierdzal takze Duncan i wspolpracownicy (1).
Czubalski (2) we wnioskach do doSwiadczen nad draznieniem nerwu
sympatycznego u krolika podaje, ze dzialanie adrenaliny jest przeciw-
stawne dzialaniu nerwu blednego, jezeli chodzi o wplyw na stezenie bialka,
to znaczy, ze osocze ulega zgeszczeniu; jednakze liczby podane w jego pra-
cy zdaja si¢ SwiadczyC o czym$ wrecz przeciwnym.

Nasuwa si¢ przypuszczenie, ze ogolna ilos¢ bialek osocza nie zmienila
sig, a jedynie pewna ilos¢ niebialkowej czeSci osocza (woda i substancje
drobnoczgsteczkowe w niej rozpuszczone) ulegla przesaczeniu poprzez
Sciany naczyn krwionosnych na skutek zwigkszonego cisnienia. Jezeli do
krwioobiegu przedostawaloby sig¢ jakie$ bialtko spoza krwi, nie jest wyklu-
czone, ze zmienilby si¢ wowczas jakoSciowy sklad koloidow osocza. Dla
wyjasnienia tego zagadnienia przeprowadzono serie 10 doswiadczen, ktora
obejmowala oznaczenia niektérych wlasnosci fizycznych surowicy, pozwala-
jacych wg Mozolowskiego (28) na dos¢ dokladne scharakteryzowa-
nie zmian w koloidach surowicy (29), (30), (31). Dane do$wiadczalne tej
serii podane sg w tabl. 2.

Tablica 2
przed podaniem po podaniu
Nr |Wspélcz.| Ciezar |Lepkos¢ gﬁ?b Wspoélez.| Ciezar | Lepkosé ll:f)-\:::ti;
refrakcji | whagciwy Cp /100 ml | refrakeji | wlasciwy|  Cp /100 m}
1 1,34995 1,0270 1,59 1,14 1,35045 1,0285 1,20
2 1,34910 1,0265 1,59 1,07 1,34950 1,0265 1,64 1,12
3| 1,34950 | 1,0265 1,69 1,14 | 1,35000 | 1,0275 1,74 1,18
4 1,35005 1,0275 1,69 1,20 1,35060 1,0280 1,74 1,22
5 | 1,34890 | 1,0265 | 1,60 1,07 | 1,34965 | 1,0270 | 1,67 1,16
6 1,34755 1,0245 1,49 1,01 1,34930 1,0265 1,60 1,14
7 1,34850 1,0255 1,53 1,10 1,34925 1,0265 1,59 1,12
8 1,348%0 1,0255 1,52 1,08 1,34945 1,0265 1,58 1512
9 1,34875 1,0260 1,70 1,09 1,35020 1,0280 1,80 1,20
10 1,34850 1,0260 1,58 1,10 1,34975 1,0275 1,65 1,21

Z liczb tabl. 2 obliczono wg Mozolowskiego (28) stosunek
wspoélczynnika refrakcji do azotu, cigzaru wiasciwego do azotu oraz piynno-
Sci do azotu biatkowego, ktére to wielkosci charakteryzuja koloidy surowicy
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w sposob czulszy anizeli frakcje wysoleniowe. Te wlasnie charakterystyke
koloidow surowicy przed i po podaniu adrenaliny przedstawia tabl. 3.

Tablica 3
N Przed podaniem Po podaniu
Nr — aled]
- RN | C/N |(m—1):N RN | CN |(gm—1):N
1 129.10¢ 178.10* 330.10* 12710 186.104
2 129 186 352 127 177 352.10-%
3 125 174 363 125 173 365
4 123 170 345 126 175 352
5 128 186 355 124 176 351
6 122 177 332 123 174 332
7 120 171 318 125 177 335
8 126 174 320 127 177 332
9 124 178 384 124 178 376
10 120 176 337 120 109 330
$rednio| 125424 17743,8 344420 125+1,5 | 176-3,0 349+-15

Jak wida¢ z zestawienia, zarowno stosunek wspoélczynnika refrakcji do
azotu, jak i stosunek cigzaru wiasciwego oraz plynnosci do azotu jest taki
sam przed i po adrenalinie; wynika stad, ze jakosciowy sklad bialek w suro-
wicy nie zmienia si¢ pod wplywem adrenaliny. Malo jest zatem prawdopo-

Tablica 4

g Litréw osocza
&8
Wz przed po
|1 3,75 2987, |
| 2 3,12 2,94
| 3 3,06 2,94

4 2,24 2,24

5 2,74 2,63

6 3,00 2,63

7 2,50 2,50

Kontrola
1 3,12 3,06
2 3,00 3,00

dobne, azeby jakie$ inne bialko przedosta-
walo sig do krwiobiegu, powodujge wzrost
stezenia.

Istnieja bowiem dwie mozliwosci tluma-
czenia mechanizmu powstawania wyzej
opisanych zmian:

1) bezbialkowa ciecz przesgcza si¢ po-
przez Sciany naczyn krwionosnych do cie-
czy tkankowych na skutek zwigkszonego ci-
$nienia wewnatrznaczyniowego; 2) zostaja
zmobilizowane i wyrzucone do krwioobiegu
rezerwy zgeszczonego osocza. Dla roz-
strzygnigcia tego problemu przeprowadzono
serig¢ oznaczef objetosci osocza przed i po
domig$niowym podaniu adrenaliny. Jezeli
bowiem zachodzitlaby pierwsza ewentual-

nos¢, objetos¢ osocza powinna sig¢ zmniejszy¢, natomiast w razie przybytku
pewnej ilosci biatka, osocze musialoby zwigkszy¢ swojg objetosé. Otrzymane
wyniki przedstawiaja si¢ w spos6éb nastepujacy:
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Liczby otrzymane w tej serii nie daja jasnej i zdecydowanej odpowie-
dzi na postawione pytanie, gléwnie zapewne ze wzgledu na zbyt malg do-
kiadnos¢ metody w stosunku do niewielkich zmian, jednakze zaznacza si¢
pewna tendencja do obnizenia objetosci osocza u czlowieka po podaniu
adrenaliny.

Spadek objetosci krwi i jej zageszczenie pod wplywem adrenaliny bylo
stwierdzane przez wielu autoréw (18), (24) zaréwno metodami barwniko-
wymi, jak tez innymi. Dlatego sgdzg, ze nie ma powodu przyjmowaé, jako-
by adrenalina (badZ tez draznienie nerwéw sympatycznych) powodowala
przechodzenie do krwi jakich§ bialek (32), nie- znajdujacych si¢ w niej
przedtem; nalezy pozosta¢ przy tlumaczeniu zageszczenia osocza naturalng
ultraliltracja. Zgodne byioby to z pogladem Nylina (33), ktory za po-
mocg promieniotworczych krwinek czerwonych stwierdzil, ze nie istniejg
u czlowieka rezerwaury krwi, moggce w istotny sposob zageszczaé krew.
Takze brak wplywu splenektomii u czlowieka na poadrenalinowa reakcje
krwi (18), (22) zdaje si¢ przemawiaé za takim ujeciem.

Kierownikowi Zakladu Chemii Fizjologicznej prof. drowi Wtlodzimierzo-
wi Mozolowskiemu dzigkuje za krytyczne uwagi w czasie wykony-
wania pracy.
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HEKOTOPBIE BUOXMMUYECKME USMEHEHMA KPOBU 3JJOPOBOI'O
YEJOBEKA TIIOJi HIEMCTBMEM AJAPEHAJIMHA

Pesome

I. Bausinue na 6erku cbiBOPOTKH.

1. l/lcu\eaosano BAHSAAHHE BHYTPHMDbILIEYHOI'O BBEAEHH:A 1 MI' XAOPHCTOBOJ0~
POAHOro azpeHaAHHA y 30POBbIX MYZKYHH:

a) KOHUEHTpauHus GEAKOB B CHIBOPOTKe,

6) oTHomenne ko3 PUUHEHTAa pedpaKUMH K a30Ty, YAEAbHOTO Beca K a30Ty
H TEKYYeCTH K a30Ty GEAKOB CHIBOPOTKH,

B) 06beM LHPKYAHPYIOIIEH MAA3MBI.

2. Y Bcex uccaegosanubix (20 onbiToB) 6BIAOC HAaHAEHO yBeAHYEHHe KOHIIEH-
Tpauuu 6eakoB B cpeanem Ha 6% (xore6amus or + 3 g0 + 15%) noa aeii-
cTBHeM azpeHaiuHa. [IpuToM oTHOmIEHHs (PH3HUYECKHX CBONHCTB CHIBOPOTKH OCTa-
AHCb 6€3 H3MEHEeHHs, UTO CBHETEAbCTBYET O OTCYTCTBHH H3MEHEHHH B KaYeCTBEH-
HoM coctaBe 6eakoB. MccaezoBanue namenennit o6bemMa mAa3IMbl He ZaA0 SICHBIX
PE3yAbTATOB, HO HAbGAIOZAETCA TEHAEGHIHS K YMEHbIIEHHIO ofbeMa NOCAe BBeje-
HUS aZpeHaAHHa.

3. Ha ocnoBanum noryueHHBIX pe3yAbTaTOB a TaK#e AHTEPATYPHBIX AAHHBIX
CAEAAHO MPEANOAOKEHHE, YTO POCT KOHIIEHTPALHH GeAKa CHIBOPOTKH BbI3bIBAETCS
€CTECTBEHHOH YAbTpa(HUAbTpALHeH KPOBH YEAOBEKA MOJ AEHCTBHEM aJpeHaAHHa.
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SOME BIOCHEMICAL CHANGES IN THE BLOOD OF HEALTHY HUMANS
OCCASIONED BY ADRENALIN

I. INFLUENCE ON SERUM-PROTEINS

Summary

1 mg of adrenalin hydrochloride was injected intramuscularly to healthy

men and its influence was studied:

a) on the protein concentration of the blood serum;

b) on the relation of the refractive index to mitrogen, the relation of
specific gravity to nitrogen and the relation of fluidity to protein ni-
trcgen of the serum;

¢) on the volume of the circulating serum.
It was established that the concentration of proteins increased by 6%
in average (varying from 3% to 13%) in all the examined cases (20
tests) under the action of adrenalin, the physical properties of the serum
remaining unchanged. The latter proved that no alteration occured in
the qualitative composition of the proteins. Investigation of changes in
volume of the serum did not give any definite result. Nevertheless there
is a marked tendency to a diminution of volume aiter the injection of ad-
renalin.

Considering the obtained results and the information from litterature it

would appear that the increase of concentration of serum protein is due

to a natural ultrafiltration of human blood caused by adrenalin.

Department of Physiological Chemistry Medical Academy — Gdarnsk
Chief: prof. dr W. Mozolowski.

http://rcin.org.pl



SHAASEIRE VR PRATY

http://rcin.org.pl




ACTA BIOCHIMICA POLONICA
NLOEES 1954 NO 1

MARIA JEZEWSKA

OZNACZANIE GLUTAMINY W MATERIALE ROSLINNYM

Zaklad Biochemii SGGW
Kierownik Zakladu J. Reifer

Nieenzymatyczna hydroliza glutaminy przy wartosci pH = 6,5, opisana
przez Reifera i Tarnowska (1), nie jest specyficzna dla glutami-
ny, nieznaczna cze$¢ mocznika i asparaginy rozklada si¢ wraz z glutaming
wytwarzajac amcniak, co powoduje blad do 4,5% przy zawartosci 0,4 mg
glutaminy obok 0,1 mg mocznika i | mg asparaginy. Ponadto nie wiadomo,
czy w materiale roslinnym nie ma innych zwigzkow, ktére moglyby odszcze-
pia¢ amoniak w warunkach podanych w wymienionej wyzej pracy (1) dla
hydrolizy glutaminy i czy wobec tego amoniak oznaczony ta metoda odpo-
wiada samej glutaminie. Aby przekonaé si¢ o tym, zastosowano hydroliz¢
enzymatyczng za pomoca szczepu Cl. Welchii SR 12, zawierajacego gluta-
minaze, i porownano uzyskane w ten sposob wyniki z wynikami otrzymany-
mi metoda hydrolizy przy wartosci pH = 6,5 w obecnosci buforu fosforano-
wo-boranowego. Metode rozkladu glutaminy i kwasu glutaminowego za po-
mocg Cl Welchii SR 12 stosowal Krebs w tkankach zwierzecych (2),
przy czym CO, z rozkladu kwasu glutaminowego oznaczal manometrycznie,
zas amoniak destylowal z para wodna w aparacie Parnasa-Heilera. W pracy
niniejszej stosowano destylacj¢ amoniaku pod zmniejszonym  ciSnieniem
(1) z zachowaniem warunkéw rozkladu enzymatycznego glutaminy poda-
nych przez Krebsa.

Zasada metody

Glutaming poddawano hydrolizie nieenzymatycznej i enzymatycznej
w prébkach pobranych z jednego homogenizatu roslinnego. Wytworzony
amoniak oddestylowywano w tych samych warunkach, tzn. w temp. 40°
i pod zmniejszonym ci$nieniem (pompa wodna), i oznaczano metoda pod-
brominowa (1).

[149]
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Hodowla bakterii

Szczep Cl. Welchii SR 12, otrzymany z laboratorium prof. Strauba,
hodowano w Srodowisku opisanym przez Krebsa (3)i Mc Ilwaina
i Hughesa (4).

Sklad pozywki byl nastepujacy:

a) 90 ml hydrolizatu kazeiny,

b) 50 ml bulionu z serca wolowego,

¢) 40 g siekaniny serca wolowego,

d) 280 ml wody,

e) 25 ml roztworu wyjalowionej glikozy.

Skiadniki pozywki przygotowywano w sposcb nastepujacy:

a) Hydrolizat kazeiny: mieszaning 170 ml stezonego HCI i 80 ml tech-
nicznego chlorku tytanu dodaje si¢ do 200 ml kazeiny w stozkowej kolbie.
Zawartos¢ kolby miesza si¢ tak diugo, az cala ciecz zostanie wchlonieta przez
kazeing, i nastgpnie ogrzewa sie autoklawie w ciggu 45 min. w temp. 120°.
Otrzymany roztwor ozigbia si¢ i doprowadza do wartosci pH = 6,0 — 6,5 za
pomocg 4% NaOH (okolo 240 ml). Przy zobojetnianiu wypada cigzki, ciemno
zabarwiony osad, zawierajacy sole tytanu. Zawarto$¢ kolby gotuje sie w cig-
gu 10 min., nastepnie odstawia na przecigg 3 godzin w celu ozigbienia i od-
sgcza sig na lejku Biichnera. Do przesgczu dodaje sie 45 g I-rzedowego fo-
sforanu potasowego i 1 g kwasu szczawiowego, doprowadzajgc wartos¢ pH
do 7,6 za pomocg NaOH, i dopelnia si¢ roztwér woda do objetosci 1000 ml.
Nastepnie roztwor gotuje sig¢ 5 min., odstawia do ozigbienia na przecigg 2
godzin i saczy przez bibule filtracyjna. Roztwoér przechowuje si¢ w ciemni
z dodatkiem chloroformu; przed uzyciem rozcieficza si¢ siedmiokrotnie.

b) Bulicn z serca wolowego: Swieze serce wolowe, pozbawione tluszezu,
miele si¢ na kuchennej maszynce. 500 g zmielonego serca, 10 g peptonu
(oxo lub bacto) i 5 g NaCl wrzuca si¢ do 500 ml wrzacej wody i gotuje
w ciggu 20 min. Bulion saczy si¢ przez gaze, a nastepnie przez saczek i zo-
bojetnia 1 n NaOH do niebieskiego zabarwienia uigkitu tymolowego. Ogrze-
wa si¢ do temp. 90°, przy czym stracaja si¢ fosforany; nastepnie sgczy sie
na goraco i po doprowadzeniu wartosci pH do 7,6 za pomocg 1 n HCI bulion
przechowuje si¢ w lodowce z dodatkiem chloroformu.

c) Siekanina serca wolowego: po wygotowaniu serca i wyzeciu go przez
gaze¢ siekanine suszy sie na bibule filtracyjnej w ciaggu 24 godz. W celu
przechowania 80-gramowe porcje siekaniny miesza si¢ z 50 ml bulionu
i 50 ml wody w kolbie stozkowej i sterylizuje w autoklawie.

d) Roztwor glikozy zawiera 20 g glikozy i 1 krople stezonego kwasu
fosforowego w 100 ml roztworu. Sterylizuje si¢ w autoklawie.

Pozywka dla przechowywania i szczepienia bakterii: 3 ml bulionu, 3 ml
siekaniny serca wolowego i 3 ml wody w probéwkach wstawia si¢ do wrza-
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cej lazni wodnej na 30 min., w celu usunigcia powietrza dodaje si¢ nastep-
nie parafiny i sterylizuje.

Jalowa pozywke (ilosci podane wyzej) do hodowli bakterii zaszczepiano
dodajgc zawarto$¢ 24-godz. hodowli probéwkowej. Kolba z zaszczepiong
pozywka byla przechowywana w ciggu 16 godz. w temp. 37° w warunkach
tlenowych (jesli wzrost byl zadowalajacy, pH pozywki spadalo z wartosci
od 7,6 do 4,0 — 4,5). Nastepnie roztwdr sgczono przez szklang wate. Pozo-
stalo$¢ na lejku przemywano dwukrotnie roztworem soli fizjologicznej.
Przesgcz odwirowywano, bakterie przemywano 2 razy roztworem soli fizjo-
logicznej i zawieszano w 0,2 M buforze octanowym o wartosci pH 4,9 (16 ml,
3 M octanu sodowego z 10 ml 3 M kwasu octowego rozcieficzano do steze-
nia nie przekraczajgcego 0,2 M), tak, aby na 10 ml przetworu przypadal 1 g
mokrych bakterii. Tak przygotowana zawiesina, przechowywana w lodéwce,
nie zmieniala swej aktywnosci w czasie okolo 1 miesigca. Kazda partia
hakterii byla sprawdzana na czystych roztworach glutaminy i w podanym
stezeniu 1 ml zawiesiny byl zdolny do rozkladu znacznie wigkszych iloSci
glutaminy niz wykrywano za pomocg hydrolizy nieenzymatycznej w bada-
nych materiatach roslinnych.

Odczynniki

A) do rozkladu enzymatycznego:
1) 3 M kwas octowy,
2) 3 M octan sodu,
3) 2Y% roztwor cetawlonu (bromek tréjmetylocetyloamoniowy) 1);
4) bufory do alkalizacji:
a) 10 g NaH,PO4 - HyO i 4,77 g Na,B4O; - 10 H2O rozpuscié¢
w 1 1 wody destylowanej,
b) 50 g NagB4O7 - 10 H,O rozpuscic w 1 1; 0,5 n NaOH

B) do rozkladu nieenzymatycznego:
5) bufor do hydrolizy: 51,76 g KH,POy4 i 30,5 g NayB2,O7 - 10 HoO
rozpusci¢ w 1 1 wody destylowanej,
6) bufor do alkalizacji: 70 g NazB4O7 - 10 H2O i 28 g NaOH roz-
pusci¢ w 800 ml wody destylowanej, gotowa¢ 30 min., ochlodzi¢
i dopelni¢ wodg destylowang do objetosci 1 1.

C) do miareczkowania:
7a) 42,23 g H3BO; i 7,8 g NaOH rozpusci¢ w 800 ml wody destylowa-
nej i gotowaé 20 min., ochlodzi¢ i dopelni¢ woda destylowang do
objetosci 1 1,

1) Synteza cetawlonu zostala wykonana w Zakladzie Chemii Organicznej UW przez
mgra J Beera i mgra S. Lewaka.

~
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7b) 20 g KBr rozpusci¢ w kilkunastu ml wody destylowanej, dodac
2,5 ml bromu i dopelni¢ woda destylowang do objgosci 1 1. Przed
oznaczeniem doda¢ do 45 ml roztworu 7a — 5 ml roztworu 7b,
w przypadku miereczkowania tiosiarczanem 0,005 n albo do 45 ml
roztworu 7a — 2 ml roztworu 7b — w przypadku miareczkowania
tiosiarczanem 0,002 n,
8) krystaliczny KJ,
9) roztwor wodny stezonego kwasu solnego 1:1,
10) 0,005 n lub 0,002 n roztwér tiosiarczanu (miano, 0,02 n tiosiarcza-
nu nalezy sprawdzaé codziennie),
11) 0,25% roztwér skrobi rozpuszezalnej,
12) kwas siarkowy 0,02 n do pochtaniania amoniaku podczas desty-
lacji.
Przebieg oznaczen

10 g Swiezego materialu roslinnego homogenizowano w homogenizato-
rze ,,Waring-Blendor" w ciggu 3 min. (6 razy po 30 sek.) w wodzie desty-
lowanej z dodatkiem 5,0 ml 3 M kwasu octowego. Homogenizat przenoszo-
no ilosciowo do cylindra ze szlifem, dopelniano woda destylowang do obje-
tosci 100 ml i sgczono przez sgczek (przesacz byl prawie bezbarwny). Prze-
sgcz ten sluzyl do oznaczania glutaminy metoda zaréwno enzymatyczna, jak
i nieenzymatyczng. Oznaczenia jedng i druga metoda wykonywano réwno-
legle tego samego dnia.

Do hydrolizy nieenzymatycznej pobierano 25 ml przesgczu i dopelnianc
wodg destylowana do objetosci 50 ml. W 5 ml tego roztworu oznaczano glu-
taming metodg I. Reifera i Tarnowskiej, poddajac ja hydrolizie
w specjalnych probéwkach z 10 ml odczynnika nr 5 (pH = 6,5) w ciggu
30 min. na lazni wodnej o temperaturze 100°. Nastepnie roztwor przenoszo-
no do kolbki destylacyjnej zmodyfikowanego aparatu Puchera-Vickery, al-
kalizowano 5 ml buforu nr 6 i oddestylowano wytworzony amoniak do od-
bieralnika zawierajacego 12 ml 0,02 n kwasu siarkowego. Jako préba Slepa
stuzylo 5 ml roztworu, w ktérym oznaczano amoniak identycznie jak w pro-
bie badanej, dodajac takze buforu nr 5, ale nie ogrzewajgc w temp. 100°. Ilos¢
amoniaku otrzymana w probie $lepej odpowiada wolnemu amoniakowi, za-
wartemu w materiale roslinnym.

Do hydrolizy enzymatycznej 25 ml homogenizatu wyjsciowego rozcien-
¢zano do 50 ml woda destylowana, dodajac 2 ml 3 M octanu sodowego
(1,25 ml 3 M kwasu octowego z 2 ml 3 M octanu sodu dajg 3,25 ml bu-
foru octanowego 3 M, co przy rozcieniczeniu do 50 ml daje bufc- o stezeniu
okolo 0,2 M o wartosci pH 4,9. Wedlug Krebsa stezenie buforu moze
si¢ waha¢ od 0,05 do 0,2 M). Przebieg hydrolizy enzymalycznej byl naste-

pujacy:
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Do kolbki Erlenmeyera nalewano 3 ml wody destylowanej, 1 ml zawie-
siny bakteryjnej i 1 krople cetawlonu, do drugiej — 3 ml roztworu analizo-
wanego i | krople cetawlonu. Te dwie kolbki razem stanowily prébe Slepa.
W tej Slepej probie uwzgledniono dodatkowe Zrédla pochodzenia amoniaku,
a mianowicie amoniak z bakterii i amoniak materialu roslinnego nie pochc-
dzacy z rozkladu glutaminy. Do trzeciej kolbki nalewano 3 ml roztworu
analizowanego, | ml zawiesiny bakteryjnej i 2 krople cetalonu. Wszystkie
trzy kolbki wstawiano do termostatu o temperaturze 40° na 30 min. Po wy-
jeciu z termostatu ciecz z dwodch kolbek, nalezacych do préby sSlepej, zlewa-
no razem do kolbki destylacyjnej, alkalizowano 10 ml odczynnika 4a, przy
czym enzym stawal si¢ nieczynny, i 3 ml odczynnika 4b i natychmiast od-
destylowano amoniak tak, jak podczas hydrolizy nieenzymatycznej. Ana-
logicznie postgpowano z probg badang. Réznica w zawartosci amoniaku po-
miedzy obiema préobami odpowiada zawartosci glutaminy.

Amoniak oznaczano metoda podbrominowa podczas jednej i drugiej hy-
drolizy, po skonczonej destylacji (15 min.) do odbieralnika zawierajacego
12 ml 0,02 n kwasu siarkowego dodawano 5 ml odczynnika otrzymanego
przez zmieszanie odczynnika 7a i 7 b, jak podano wyzej, i po 3 do 5 min.
dodawano pare krysztatkow jodku potasowego, 2 ml kwasu solnego (1:1)
i miareczkowano tiosiarczanem sodowym wobec skrobi.

Czes¢ doswiadczalna

W czasie doSwiadczen okazalo sig, ze cetawlon jest niezbedny przy roz-
kladzie enzymatycznym glutaminy w materiale roslinnym. Dla przykladu
podano nizej wyniki otrzymane z cetawlonem i bez cetawlonu w kilku ana-
logicznych prébach na czystym roziworze glutaminy:

Tablica 1

0, ‘707 mg glutammv w3 ml analxzy odpowuada 0,067 mg azotu
amxdowego glutamxny

Proébki bez cetawlonu Probki z cetawlonem

Ilo§é zuzytych
ml Na,S,0; 0,0005 n

Wykryto mg I Ilo§¢ zuzytych Wykryto mg
N-amidowego i ml Na,S,O, 0,005 n n-amidowego

2,50 } 0,058 2,88 0,067

2,18 0,050 291 0,067

Poza tym zbadano, czy glutamina, asparagina i mocznik rozkladaja sie
w waruakach hydrolizy enzymatycznej, tzn. przy wartosci pH = 4,9 w tem-
peraturze 40° w ciggu 30 min. bez dzialania bakterii. Wyniki przedstawiono
w tablicy 2:
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Tablica 2
Wynikl miareczkowania Réznica miedz réb: |
mg w 3 ml buforu Na,S,0, 0,005 n giepa igbad);n‘; s |
| octanowego 0,2 M : ; w ml Na,S,0, 0,005
l |  Préba $lepa Préba badana ¥
|
Glutamina 0,3 mg 3,46 3,50 !
3,50 346 ey ol |
Glutamina 2,28 mg 5,60 5,58 ?
5.56 5.58 0,00 ml |
: l
Asparagina 0,3 mg 3,46 3,24 ‘
| 3,50 3,22 0,25 ml [
| Asparagina8 mg 7,40 6,60 E
| 7,40 6.54 0,93 ml |
| Mocznik 8 mg 6,72 6,72
6.66 6.65 0,90 i }

Jak widaé¢ z danych tablicy 2, glutamina i mocznik nie rozkladaja sie
w tych warunkach, za§ asparagina ulega rozkladowi w pewnym stopniu,
poniewaz jednak przy enzymatycznym oznaczaniu $lepa proba znajduje sie
w tych samych warunkach, co badana, wigc rozklad asparaginy nie prze-
szkadza w oznaczaniu glutaminy, lecz tylko obniza $lepa.

Zbadano rowniez, czy bakterie nie rozkladaja asparaginy i mocznika
(tablica 3). Slepa préba przy oznaczaniu asparaginy i mocznika skladaia
si¢ z dwoch kolbek, z ktérych jedna zawierala zawiesine bakterii, a druga —
asparagine lub mocznik w buforze octanowym.

Tablica 3
Wyniki miareczkowania g .
mg w 3 ml buforu w ml Na,S,0; 0,005 n l}?:;:c? g‘al:f::g vpvr;“)!l‘ala
octanowego 0,2 M N2.S.0. 0.005 n
Préba §lepa Préba badana et
Asparagina 8 mg 6,53 6,56
6.54 6,50 0,00 ml
Mocznik 8 mg 7,36 7,38
7.35 732 0,00 ml

W celu przekonania sig, czy cala glutamina w materiale roslinnym ule-
ga rozkltadowi w warunkach hydrolizy enzymatycznej, wykonano oznaczenie
w 3 i 5 ml homogenizatu roslinnego przy tej samej iloSci bakterii. Wyniki
przedstawiono w tablicy 4.

Ponadto wykonano do$wiadczenie, w ktérym dodawano do homogeni-
zatu dodatkowe ilosci glutaminy i oznaczano glutaming w roztworze pier-

http://rcin.org.pl



OZNACZANIE GLUTAMINY W MATERIALE ROSLINNYM 156

wotnym i w roztworze z dodatkiem glutaminy. Ilos¢ dodanej glutaminy od-
powiadala 2,18 ml 0,002 n Na,S,04 (tablica 5).

Tablica 4
|
L:p. Roslina mrlxaNla’rSr'x’lQa'n(;’gg)Z/ 5! mr!zaNlaﬁ'lO;ng,ggi ; l\géén(i;: % O“(I)Oanln
w 3 ml prébie w 5 ml prébie A
1 pszenica 0,150 0,155 -+ 0,005
2 pszenica 0,125 0,120 0,005
3 pszenica
etiolowana 0,186 0,150 -+ 0,004
4 pszenica 0,170 0,180 -+ 0,010
5 rajgras 0,142 0,140 0,002
6 koniczyna 0,060 0,060 0,000
7 owies 0,135 0,136 -+ 0,001
Tablica 5

Rozklad enzymat. homo- e
Rozklad enzymat. : . Réznica odpow.
L.p. Roslina homogenizat goeg(x)zza!t] + i;llt}:agnaa glutaminie mate-
ml Na,S,0, 0,002 n ’ I N aaals rialu ro§lin.
0,002 n
il groch 0,76 2,94 2,94 2,18 = 0,76
2 groch 1,12 3,31 3,31 —2,18 = 1,13
3 ~ lubin 0,35 2,50 2,50 — 2,18 = 0,32
Tablica 6
mg % N-amidowego Wyk
. na §wieza mase pos yaryto
L.p Roslina w‘c)!vr:?:ch Miesiac e = 502'"?; h’;‘!?l'
hydrol. nie-| hydrol. mg.» = . .t
enzymat. enzymat. TN
1 | pszenica 11 czerwiec 4,75 2,84 1,91 167 %
2 | pszenica 7 lipiec 3,26 2,33 0,93 140 %
3 | rajgras 11 -3 1,77 1,35 0,42 131 %
4 | owies 10 = 3,91 2,58 0,93 131 %
5 | zyto 8 5 5,12 1,85 3,27 275 %
6 | zyto 6 wrzesien 5,21 3,72 1,49 140 %
7 | groch 14 sierpien 5,87 4,70 1,17 124 9%
8 groch 15 % 7,26 6,92 0,34 104 %
9 | lubin 16 » 4,10 2,14 1,96 191 %
10 | lubin 17 45 5,40 3,16 2,24 170 %
11 | koniczyna 20 wrzesien 3,07 1,11 1,96 267 %
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Po tych doswiadczeniach wykonano oznaczenie glutaminy za pomoca
hydrolizy nieenzymatycznej i enzymatycznej. Wiek roslin analizowanych
wahal si¢ od 1 — 3 tygodni od chwili wysiania. Roéliny wysiewano na pia-
sku, podlewano je woda i pozywka Hellriegela, zwykla lub zmody-
flikowang, zawierajaca mocznik, utrzymujac staly procent wilgotnosci. Wyni-
ki otrzymane obu metodami w przeliczeniu na mg® N - amidowego gluta-
miny w Swiezej masie roslinnej zebrano w tablicy 6:

Dla roélin etiolowanych wyniki przedstawiono w tablicy 7 1):

Tablica 7

mg % N-z_m.midowego Wikevto

L.p. | Ro§lina wti‘;iieakch Miesiac |— £ é'wxeza o l‘ivo;rgg: h;;?ix;gl.

Hydr. nie- Hydrol. enzym.

enzym. enzym.

1 | rajgras I 11 lipiec 1,77 1,35 ‘ 0,42 ’ 131 %
2 |zyto I 9 ~ 3,26 139 | 187 ! 234 % |
3 |pszenical 7 A 3,72 3,26 i 0,45 i 114 9% :
4 |pszenica Il 8 1 3,12 322 } 0,10 97 % |
5 . owies I 9 . 4,00 3,54 0,46 131 % ‘
(i Rl g i 11 o 4,75 4,76 ’ 0,00 100 % |

Dla roslin podlewanych mocznikiem, czyli zmodyfikowana pozywka
Hellriegela, wyniki przedstawiono w tablicy 8:

Tablica 8
mg % Ntar_ninowego Wykryto
.S Wiek o b Ha Aies Tasy Réznica | hydrol.
L.p. | Roslina Wtk Miesiac . W mg % nie
& Hydrol. nie-| Hydrol. o %
nzym.
enzymat. enzymat.
1 | pszenica 8 lipiec 2,84 2,33 0,51 122 %
2 | rajgras 1 . 3,58 2,60 0,98 137 %
3 | owies 10 % 5,21 3,07 2,14 169 %
4 | owies 13 wrzesien 4,00 2,51 1,49 159 %
Dyskusja

Jak wynika z tablic, w 3 przypadkach na 21 zbadanych wyniki otrzy-
mane metodag hydrolizy enzymatycznej i nieenzymatycznej okazaly sie

1) I — oznacza etiolowanie w ciggu 24 godz., a Il — 48 godz.
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zgodne, przy czym dwa z nich dotyczyly roslin etiolowanych 48 godz., kiedy
ilo§¢ amoniaku normalnie otrzymanego w hydrolizie nieenzymatycznej sil-
nie spada w poréwnaniu z ro$linami nieetiolowanymi. Fakt ten potwierdza
watpliwosci autoréw (1), (5), ze hydroliza nieenzymatyczna nie jest spe-
cyficznia dla glutaminy, mimo Ze dotychczas nie mamy danych o innych
zwigzkach azotowych w materiale roslinnym, ktére w opisanych warunkach
moglyby ulec catkowitej lub czeSciowej hydrolizie. Ze wzgledu na to, ze
wyniki otrzymane metoda hydrolizy nieenzymatycznej sa prawie zawsze
wyzsze i to czasem o przeszlo 2009, przeto oznaczenie glutaminy ta metoda
w materiale roslinnym nie powinno by¢ stosowane. Bigdy metody Puch e-
ra-Vickery i modyfikacji Reifera i Tarnowskiej polegaja
wiec nie tylko na hydrolitycznym rozkladzie asparaginy (2,6%) i mocznika
(17% wg Puchera-Vickery i 45% wg Reifera-Tarnow-
skiej), aleina hydrolizie nie rozpoznanych jeszcze zwigzkéw azotowych,
ktore w warunkach tych metod ulegaja rozkladowi do wolnego amoniaku.
Jedynie metoda hydrolizy enzymatycznej, w szczegdlnosci przy zastosowa-
niu szcezepu CL Welchii SR 12, jak wynika z tablic, jest metodg specyficzna,
przeto umozliwia interpretacje wynikow oznaczenn zawartosci glutaminy
w materiale roslinnym. Mocznik i asparagina nie ulegaja hydrolizie enzy-
matycznej w warunkach oznaczenia glutaminy (p. tablice), a nieznaczny
rozklad asparaginy podczas inkubacji materiatu roslinnego nie przeszkadza
w oznaczeniu glutaminy, poniewaz rozkiad ten jest uwzgledniony w probie
slepej. Jedyna trudno$¢ metody enzymatycznej polega na wzglednie dlugim
okresie przygotowania pozywki do hodowli bakterii i sporzadzenia zawiesiny.
Nie mozna poming¢ rowniez tego, ze w pracy ze szczepem Cl. Welchi wska-
zana jest dalcko idgca ostroznosé ze wzgledu na grozbg infekeji (zgorzel ga-
zowa).

LITERATURA

K. Tarnowska i I Reifer, Roczniki Nauk Rolniczych, 61, 233, (1952).

H. A. Krebs, Biochem J., 43, 51, (1948).

H. A. Krebs, Biochem. J., 47, 605, (1950).

Mc Ilwain & D. E. Hughes Biochem 1., 38, 187, (1944).

H. B. Vickery, C. W. Pucher, H. E. Clark, A. C. Chibnall & E. G.
Westall, Biochem. J., 29, 2710, (1935).

o Wy -

OIIPEJAEJIEHUE TVIYTAMMHA B PACTUTEJIBHOM BEUIECTBE
Peszwome

1. Onucan cneuuuueckuii MeTOJ MHKPOONpPEAEACHHA TAYTAMHHA B PAaCTH-
TEAbHOM BeIEeCTBe.

2. Ilyrem npumenenus Cl. Welchii SR 12 6bviau  ycTpanennl omubku
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B ONpPEAEACHHH TAyTaMHHA HEIH3HUMATHUYECKHM THAPOAH3OM, KOTOpbIE ABASAHCH
CAEJACTBHEM THJAPOAH3a MOYEBHHDbI, acClapariHa M APYrHX asoTeojeprKallHX Co-
€/IHHEHHH.

St B CBA3H C 3THM PE3YAbTATDbI INMOAYYEHDI 9H3HMATHYECKHM IYTEM Ha MHOro
HHIKE PE3YADTATOB HEIH3HMATHYECKOIO OIIpEACACHHA.

4. Onucanubiii MeTOz AaeT BO3MONKHOCTb ONPEAEAATb TAYTAMHH B KOAHue-
crBax or 5 + 70 mukporpammos, ¢ Tounoctoio + 3%.

5. Amnaans aaurcs He Goabme 2 4acos.

DETERMINATION OF GLUTAMINE IN PLANT MATERIAL

Summary
l. A specific method for microdetermination ol giutamine in plant
material is described.

2. Using the strain Cl. Welchi SR 12, errors due to hydroiysis of urine,
asparagine and some indefinite nitrogen compounds in the determination
of glutamine by the nonenzymatic hydrolysis method were eliminated.

3. The results obtained by the enzymatic method are much lower than
those obtained by the nonenzymatic.

4. The described method permits the determination of glutamine in
quantities of 5 — 70 micrograms with an accuracy of =3%.

5. The time needed for the analysis does not exceed 2 hours.

Department of Biochemistry Academy of Agriculture Warszawa
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KOMITET DLA SZERZENIA NAUKI PAWLOWA
przy Polskiej Akademii Nauk
oglasza
KONKURS
na

NAJLEPSZA PRACE POPULARYZATORSKA W DZIEDZINIE
NAUKI PAWLOWA

W zasadzie tematyka nie jest ograniczona. Pozqdanym byloby naswie-
tlenie nastepujacych zagadnien:

— Rozwdj ewolucyjny czynnosci nerwowe;j:

— Ksztaltowanie si¢ mowy ludzkiej

— Miejsce nauki Pawlowa w naukach przyrodniczych i spolecznych

— Znaczenie nauki Pawlowa w teorii i w praktyce nauk medycznych,
pedagogicznych, psychologicznych i innych

— Swiatopogladowe znaczenie nauki Pawlowa.

Dzielo powinno byé¢ opracowane na poziomie dostgpnym szerokiemu
ogolowi. Pozadane liczne ilustracje.

Za prace, uznane przez Sad Konkursowy za najlepsze, Komitet przezna-
cza nastepujace nagrody:

I-sza nagroda w wysokosci zt 10.000.—
Trzy 1l-gie nagrody po zi 5.000.—
Pig¢ III-ch nagréd po zt  2.000.—

Niezaleznie od nagrody autor otrzymuje honorarium autorskie. Komisja
organizacyjna konkursu zastrzega sobie prawo zakupu nienagrodzonych
prac wedlug obowigzujacych stawek autorskich.

Sad Konkursowy bedzie stanowila Komisja wyloniona przez Komitet
dla Szerzenia Nauki Pawlowa.

Termin skiadania prac do dnia 15 wrzesnia 1954 r.

Prace zaopatrzone godiem z oddzielnie zaklejona koperta zawierajaca
nazwisko i adres autora nalezy przesyla¢ do Komitetu dla Szerzenia Nauki
Pawlowa. Polskiej Akademii Nauk — Warszawa— ul. Nowy Swiat nr 72
pokoj nr 139 z adnotacjg ,, KONKURS".
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