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BIOCHEMICZNA METODA OZNACZANIA ZANIECZYSZCZENIA
ARTYKULOW ZYWNOSCI PRZEZ OWADY *

Z Zakladu Badania Zywnosci i Przedmiotow Uzytku PZH

Opracowano biochemiczna metodq oznaczania stopnia zanie-
czyszczenia Zywnosci przez owady oraz podano sposéb po-
stepowania analitycznego.

Badajac wydaliny rozkruszka mgcznego (Tyroglyphus farinae) usta-
litem chromatograficznie, ze kohcowym produktem jego azotowej prze-
miany materii jest guanina (1). Opracowujac zagadnienie wplywu roz-
toczy na porazong zywnes$¢, a w szczegdlnodci zmiany w czedci azoto-
wej maki, doszedlem do wniosku, ze mie mozna na podstawie oznaczeh
azotu ogdlnego okredlic zawartosci biatka i wartoéci odzywczej maki
porazonej, poniewaz niecaly azot w tej magce jest pochodzenia biatko-
wego; czest¢ jego jest zwigzana w bezwartoSciowej dla odzywiania gua-
ninjie albo w organizmach rozteczy, ktéorych okrywy nie sg trawione
w przewodzie pokarmowym czlowieka i zwierzat. Koniecznoécig zatem
bylo opracowanie metody postepowania, umeozliwiajgcej oznaczenie azo-
tu w zwigzkach odzywczo bezwartosciowych. Metoda analitycznego po-
stepowania zostala opracowana i ogloszona w Rccznikach PZH (2). Po-
lega ona na wyekstrahowaniu wolnej guaniny z mgki za pomocg 2%
kwasu solnego, chromatograficznym wydzieleniu jej na bibule (What-
man nr 1) technikg chromatografii wstepujacej przy uzyciu symkolidy-
ny nasyconej wodg oraz wywolaniu plam za pomocg 0,2%0 roztworu
eozyny rozpuszczcnej w etanolowym nasyconym roztworze HgCl, i po-
rgwnanju z plamami wzorca guaniny. Wspédlczynnik Rf w opisanym
sposobie postepowania wynosi 0,46—0,52.

Sprawa wyglada nieco inaczej, gdy trzeba okre$li¢ zanieczyszczenie
produkiu katem owadéw lub zniszczenie biatka przez owady. Z regu-
ly nie wchodza tu w rachube ilosci azotu zwigzanego w organizmach
owadéw, W przypadku zbodz, wyjatkiem w naszych warunkach klima-
tycznych jest wolek (Calandra granaria), ktérego larwy i poczwarki roz-
wijajg sie w ziarnach (tzw. porazenie ukryte). Owady, zwierzeta o wigk-
szych od roztoczy rozmiarach, sg oddzielane od maki przez przesianie;
pozostajg jednak w artykulach zZywnosci produkty ich przemiany
materii. .

Tak jak koncowym preduktem azotowej przemiany materii z roztoczy
jest guanina, tak u owadéw gléwnym produktem jest kwas mcczowy,
wydalany w postaci wolnej lub kwasnych moczanéw (3, 4). Inne zwigz-
ki azotowe wydalane przez miektére owady jak allantoina (produkt

~_* Praca referorwén‘a na V Zjez'dzievNau‘kOWym Pol. Tow. Farmaceutycznego
w Poznaniu 22-—24.1X.1960.
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utlenienia kwasu moczowego przy pomocy urikazy wystepujgcej w nie-
ktorych dwuskrzydlowych), nieznaczne iloSci amoniaku, soli amono-
wych, mocznika, $ladowe ilogci kreatyny i kreatyniny, ktére sy praw-
dopodobnie sktadnikiem pozywienia niektérych gatunkow, jak réwniez
przypuszczalna obecnoié w wydalinach  aminokwaséw oraz innych
zwigzkéw aminowych, mogg nie byé brane pod uwage. Gloéwnym bo-
wiem katabolitem owaddéw jest zawsze kwas moczowy, substancja nie-
rozpuszcezalna w wodzie, co wg Needhama (4) jest charakterystyczne
i posiada szczegbélne znaczenie u zwierzat w okresie embrionalnego roz-
woju oscbnikow typu lgdowego.

Subrahmanyan i wspétpr. (5) zwrécili uwage na zwigkszajace sie ilosci
kwasu moczowego w proeduktach atakowanych przez rézne szkodniki —
owady. W celu wykazania kwasu moczowego w porazonych produktach
zastosowali oni oznaczania kolorymetryczne, wykorzystujac jego zdol-
nosci redukcyjne; postuzyli sie oni powszechnie stosowanym w tym
celu codczynnikiem Benedicta, skiadajgcym sie z mieszaniny AsJOj;,
H;PO,; i NayWO,. Wyniki te jednak nie mogly byé¢ dokladne, poniewaz
do wyciggu przechodzg rowniez inne substancje redukujace, dajace nie-
bieskie zabarwienie z odczynnikiem. Lepsze wyniki otrzymali Venka-
trao i wspélpr. (6,7), gdy postuzyli sie w tym celu chromatografis.
Zastosowali oni odbialczanie i zageszczanie wodnego wyciggu, nanosze-
nie go w dwéch punktach na bibule (Whatman nr 1) i rozwiniecie chro-
matograficzne technikg sptlywowg w ukladzie n-butanol, kwas octowy,
woda (4 + 1 -+ 5). W omawianej metodzie po 48 godzinnym procesie
chromatograficznym rozcinano bibule, pierwszy pasek wywolywano cd-
czynnikiem Benedicta, nastepnie z drugiego paska wycinano to miejsce,
w ktorym na pierwszym pasku otrzymano plame kwasu mocczowego,
eluowano substancje oznaczang i w eluacie oznaczano kwas moczowy
za pomoceg cdezynnika Benedicta. Metoda ta jest jednak pracochtonna,
trudna do zastosowania w oznaczeniach seryjnych.

USTALANIE ANALITYCZNEGO SPOSCBU POSTEPOWANIA

Sposoby analityczne, ktére opracowalem juz poprzednio w 1958 r.
w zwigzku z badaniem wydalin rozkruszka mgcznego sg szybsze i da-
waly dobre wyniki (1, 2). Pozostala jedynie sprawa przystosowania me-
tedy do ilosciowego oznaczania kwasu moczowego w materiale biologicz-
nym, a wlasciwie ekstrakcja jego z materiatu biologicznego. Kwasu mo-
czowego nie wyekstrahowuje sie za pomocg 2% kwasu solnego, jak
ekstrahuje sie guanine. Wynika to z charakteru samych substancji; gu-
anina jest zasads, a kwas moczowy posiada cechy kwasu dwuzasado-
wego. W celu ekstrakcji kwasu moczowego wykorzystalem zdolnose
tworzenia tatwo rozpuszczalnej jego.soli sodowej. Ekstrakcje przepro-
wadzalem za pomocg 0,5 Na,CO; w ciggu 30 minut w temperaturze
65° w tazni wodnej. Odwirowany ekstrakt nanoszono na linie startowg
bibuty Whatman nr 1 i rozwijano chromatogram za pomocg symkoli-
dyny nasyconej wodg. Czas rozwijania chromatogramu techniksg chro-
matografii = wstepujacej trwal 17-—18 godzin. Wywolanie nastepowalo
po Wwysuszeniu rozwinietego chromatogramu i cdbywato sie jak
w przypadku guaniny 0,2% roztworem eozyny w etanolowym nasyco-
nym roztworze sublimatu, po czym nastepowalto wyptukanie alkoholem
nadmiaru voztworu wywotujgcego. Po wywolaniu otrzymywano plamy
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barwy rézowofioletowej. Intensywnos¢ zabarwionych plam poréwnywa-
no z plamami wzorcowymi kwasu moczowego. Rf kwasu moczowego wy-
nosi 0,22—0,28. Najdogodniecjsze do odezytania i najdokladniejsze w po-
réwnaniu sg plamy odpowiadajgce 2 do 10 ng kwasu moczowego. Prze:
prowadzone badania prawidiowej maki pszennej i1 zyiniej na obecnosé
kwasu moczowego w iloéci odpowiadajgcej 40 mg badanego produktu
daly wynik ujemny.

Obliczenie azotu zwigzanego przez kwas moczowy. Ze Wzoru suma-
rycznego CsH,O3N, i ciezaru czasteczkowego wynoszacego 168,12 wyni-
ka, ze zawarto$é azotu w czgsteczee wynosi 33,03%. Znajgc zatem za-
warto$¢ kwasu moczowego w badanej probece obliczyé mozna azot na-
lezgcy do zwigzku odzywczo bezwarto$ciowego i odja¢ go od ilodci azo-
tu ogélnego. Zawartoéé procentowsg azotu zwigzanego w znalezicnym
kwasie moczowym

a - 33,03
X = = T
100
gdzie: a = liczbie ng znalezicmego kwasu moczowego.

DOSWIADCZENIA NA MATERIALE BIOLOGICZNYM

Po copracowaniu spcsobu postepowania na czystym kwasie moczowym
przystapiono do sprawdzenia metody na materiale biologicznym. W tym
celu ekstrahowano okruchy pozostale na skutek zerowania wotka zhozo-
wego (Calandra granaria) w ziarnie pszenicy i wysuszone owady
uprzednio oczyszczone strumieniem powietrza. Wyniki stanowigce $red-
nig oznaczen podano w tabeli I

Tabela I
i - Zawarto$é Zawartoé¢ procen- Zawal:\:;wsc prcc;n-
bMIate}-la procentowa N towa kwasu moczo- | 0% irzypa a=
iologiczny cg6lnego wego jaca na kwas mo
CZ WYy
Okruchy po Zero-
waniu wolka zbo-
zowego 4,15 1,5 0,50
Wolek zbozowy
(imago) 8,89 0,05 0,017

WYKRYWANIE I OZNACZANIE KWASU MOCZOWEGO I GUANINY

Pozytywny wynik daly prdéby polgczenia tych dwdch metod w celu
jedncczesnego wykrywania 1 woznaczania kwasu mcczowego i guaniny.
W tym celu na ten sam punkt linii startowej po nalozeniu wyciggu za-
wierajgcego kwas moczowy naklada sie wycigg guaniny w kwasie sol-
nym; na dalsze punkty makladano wzorce tych substnecji. Dalszy cigg
analizy jest wspdlny dla obydwu poszukiwanych substancji. Rozdzie-
lenie cbydwu substancji jest catkowite. Od 1'czby wl wyciagdw naniesio-
nych na bibute zalezy jedynie wykrywalnosé tych katabolitéw szkedni-
kow. Mozna wiec te wykrywalnos¢ regulowaé w zaleinoséei od potrzeb.

Roczniki PZH — 3
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WNIOSKI

Ofrzymane w doswiadczeniach wyniki pozwalajg na wyciagnigcie na-
stepujacych wnioskéow:

1. Podang metodg chromatograficzng mozna wykrywaé zamieczyszcze-
nia magki kalem owaddéw i oznaczyc¢ odsetek zniszczonych przez owady
substancji azotowych.

2. Po zastosowaniu odpowiedniego sp-osobu ekstrakcp meozna chro-
matograficznie jednoczesnie wykrywaé kat owadow i roztoczy.

3. Wykrycie i oznaczenie kwasu mcczowego moze by¢ wskaznikiem
niehigienicznego przechowywania preduktéw zbozowych; metoda moze
zostaé wykorzystana do ustalenia wymagan higienicznych dla magki w od-
niesieniu do zanieczyszczen kalem owadéw, a w polaczeniu z poprzed-:
nio opracowang metodg wykrywania i oznaczania guaniny w odniesie-
niu do zanieczyszczenh spowodowanych przez szkodniki-stawonogi (owa-

dy i roztocze).

X. Mnoaxeunxu

BUOXMMHUUYECKUM METOA OITPENEJIEHHUS 3ArPSISHEHHHA
B NMUIIEBLIX NMPOAYVKTAX BbI3BAHHBIX HACEKOMBIMH

CongepxaHHe

Pa3paGoTan MeTO] aHATMTHYECKOTO aHalH3a ANA ONpeJeseHus, B KaKOH Mepe MUIMEBHIR
NPOYKT 3arpsi3Hed 3KCKpeMeHTaMH HacekoMmblX. MeToJ ocHOBaH Ha OGHapyXEHHH Mo-
UeBOH KHCJIOTHl HaxoJsiilleHdcss B JIKCKDEMEHTAaX HACEKOMBIX KaK MeTaGOJNHT a30THCTHIX
nepeMeH y 3THX JKUBOTHBIX., VI3BrneueHnne MOueBOH KHCJIOTH OCHOBAHO HA BHIMAYMBAHHH
HeCJieAyeMoTo MaTtepuana 0,5%/o-bIM PacTBOPOM YIJIEKMCJIOTO HATPUA B TPOAomMeHyH 30 Ma-
HyT, B TeMIepatype 65°. TTocse 3TOro MarepHas NEPEHOCAT Ha HEHTPHMYry H TaK OUMLILEH-
HBIfi HapocAT Ha Gymary Whatman’a Ne | u passuBaiT xpoMaTorpaM TpPH TIOMOLIX CHM-
KOMMAYHA HACHIUEHHOTO BONOH. XpoMaTorpaM mposBAsioT 0,2/0-biM DACTBOPOM 303HHA
B HACHIUIEHHOM aJIKOTOJbHOM DpaCTBOpPEe ABYXJODHOH pPTYTH, OCBOGOXKJasChb OT ‘U3OHTKa
peakTHBa NMpPOMBIBAHMEM XPOMaTOrpaMMa B askoroJe.

WHTeHCHBHOCTD OKPAaCKH TOJyY4eHHBIX TISTeH CPaBHHBAIOT € IPHTOTOBJEHHBIMH 06pas:
L@aMH MOYEBOH KHCJIOTHI,

OTyeTJIMBO BBLICTYNAIOT NATHA coflepkanime 2 ~— 10 mr meraGoqura. Rf = 0,22 — 0,28
STOT METOJ B CBfI3H C yX€ DaHblle pa3pafoTaHHOM MeTOZOM (2) onpefensOUUM T'YaHHH --
MTa60JHT aMBGapHLIX KjelleH — MOXKeT CJHYXHTb IS THTHeHHUECKOH OLEHKH MYKH.

H Mtodecki

BIOCHEMICAL METHOD FOR DETERMINATION OF FOOD CONTAMINATION
WITH INSECTS

Summary

New analytical procedure was elaborated for determination of the degree of
contamination of foods with excrements of insects. The method is based on the
presence of uric acid in excrements of insects. Uric acid is extracted by mecera-
tion of material with 0,5°/¢ NA,CO; solution during 30 minutes at 65°C and sepa-



Nr 6 Zanieczyszezenia zywnosel przez owady 543

ration of the extract on centrifuge. The extract is dropped on Whatman paper
No. 1, and chromatogram is run with symm- collidine. Chromatogram is deve-
loped with 0.2% eosine in saturated HgCl, alcoholic solution and the excess of
reagent removed with alcohol. Colour is compared with standards or urie acid,
run paralelly at the level of 2—10 ug on spot., Rf amounts 0.22 to 0.28.

Above method in addition {o previously published (2) method for guanine
(catabolite of mites) determination may serve in hygienic control of flours,
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STERINOL - ,Polfa“

energiczny, niedraznigcy Srodek dezynfekcyjny, o duzej sile bak-
teriobdjczej.
STERINOL jest roztworem bromku dwumetylolaurylobenzyloamonio-

wego. Swiatlo, temperatura i doplyw powietrza nie zmmiejszaia
sily bakteriobdjczej preparatu,

STERINOL jest bezbarwny, posiada slaby, przyjemny zapach. Nie po-
woduje zadnych podraznien skoéry.

STERINOL stosuje sie w zalecanych rozcienczeniach do: dezynfekcji
rak, sterylizacji i przechowywania odkazonych narzedzi chirurgicz-
nych oraz strzykawek lekarskich, w chorobach skérnych pocho-
dzenia bakteryjnego i grzybicach, do przemywania zakazonych
ran, do przeplukiwan w ginekologii i poloznictwie.

STERINOL jest zwigzkiem chemicznym o wiasnoSciach obnizajacych
napiecia powierzchniowe, zapewnia szerokg skale zastosowan: do
dezynfekeji, oczyszczania naczyn, sprzetéw i bielizny szpitalnej.

STERINOL jest $rodkiem nietoksycznym, nie zawiera fenolu, kresolu,
jodu, ani metali cigezkich.

Szczegélowy sposob uzycia w ulotkach, zalaezomych do kazdego opa-
kowania.

i Producent:
ZAKLADY PRZEMYSLU CHEMICZNEGO

PABIANICE

Pabianice, Zymierskiego 5




