J. OPIENSKA-BLAUTH i I. MADECKA-BORKOWSKA
ROZDZIELANIE CUKROWCOW

O ZBLIZONYM WSPOLCZYNNIKU R, Z MIESZANIN
METODA CHROMATOGRAFII BIBULOWEJ.

(Zaklad Chemii Fizjologicznej Wydz. Lek. Akad. Medycznej w Lublinie.
Kierownik Zakladu — Prof. Dr J. Opienska-Blauth).

Badania nasze nad mechanizmem przemiany weglowoda-
now u E. coli (1) wykazaly, ze metody s‘osowane przez nas nie
zawsze pozwalaly na dokladng interpretacje wynikéw oznaczen
produktéw przemiany. Zastosowanie w metodyce badan chro-
matografii bibutowej wydato sie¢ nam dla naszych celow szcze-
gélnie korzystne i uzasadnione.

Metody stosowane ogélnie dla oznaczania cukrowcow re-
dukujacych, Hagedorna—Jensena, Bertranda czy tez polary-
metryczna nie pozwalaja nam na rézniczkowanie poszczegdl-
nych cukrowcow.

W szczegblnosci dla zamierzonych przez nas badan prze-
miany oligosacharydéw u E. coli zastosowanie chromatografii
bibulowej bylo korzystne i celowe.

Jednak nasze dotychczasowe prace metodyczne nad roz-
dzielaniem cukrowcéw z mieszanin metoda chromatograficzna
(2) nie daly calkowicie pomy$lnych wynikéw. W szczegolnosci
rozdzielenie cukrowcéw o zblizonym wspoéiczynniku Rp jak
glukozy, galaktozy, laktozy budzito duze trudnosci.

W uktadzie rozpuszczalnikéw fenol-woda nie uzyskaliSmy
w zadnym wypadku rozdzielenia powyzszych cukrowcow.

Rozdzielenie zostalo osiagniete dopiero przy zastosowaniu
chromatografii dwukierunkowej w dwu ukladach fenol-woda
i n-butanol, kwas octowy-woda, wzglednie w ukladzie tréj-
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sktadnikowym fenol-woda-alkohol izoamylowy na bardzo diu-
gich paskach papieru (powyzej 70 cm.), przy czasie splywu
okolo 50 godzin.

Oba te sposoby nastreczaly duzo trudnosci technicznych
przy wykonaniu i nie nadawaty sie dla celow badan masowych.

Znalezienie odpowiedniego ukladu rozpuszczalnikéw,
ktéryby nam pozwolil rozdzieli¢ glukoze, galaktoze i laktoze
stanowilo jeden z cel6w naszej pracy.

Druga trudnos¢ stanowila w naszych warunkach obecnos¢
soli mineralnych w materiale biologicznym i pozywkach syn-
tetycznych dla bakterii. Sole mineralne daja bowiem przy wy-
wolywaniu plam na bibule, amoniakalnym roztworem azotanu
srebra ciemne plamy, podobne do plam pochodzacych od cu-
krowcow. Odsalanie badanego materialu wydaje si¢ konieczne.

By unikng¢ tej procedury znanej nam juz z piSmiennictwa
chromatograficznego (3) zalezalo mam na zastosowaniu takiej
reakeji dla cukrowcow, w ktérej sole mineralne nie beda dawaty
plam z odezynnikiem wywolujacym.

Wynalezienie takiej reakcji, dostosowanie jej do naszych
celow stanowilo drugie zagadnienie powyzszej pracy.

Cze$é doswiadczalna.

Do oryginalnej metody Consdena, Gordona i Martina (4)
wprowadziliémy szereg modyfikacji uwzglednionych czeSciowo
juz w naszych poprzednich pracach 3, 2).

Kamere chromatograficzna stanowila szafka o wymiarach
60 X 61 X 35 cm, szklana w oprawie drewnianej. Sciany szklane
podwéjne z warstwg powietrza. Ze wzgledu na prawidlowe
nasycanie paskéw bibuly przed splywem, nalewanie fazy ru-
chomej do rynienki odbywatlo si¢ przez otwor boczny w szafce.

Na dnie kamery byly umieszczone plytki Petriego z faza
nieruchoma wodng, nasycong rozpuszczalnikiem zastosowanym
do fazy ruchomej.

Bibula Whatmana Nr 1. Wahania temperatury w czasie
sptywu od 1—3°. Krople wielkosci 3—5 mikrol.

Stezenie cukrowcow : 0.01—1%.
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Wywoltywanie plam cukrowcoéw na bibule.

Po wielu probach i doSwiadczeniach wstepnych z szeregiem
odczynnikéw dajacych barwne plamy na bibule z redukujgcymi
cukrowcami, zainteresowaliSmy sie odczynnikiem benzydyno-
wym Taubera, ktorego skiad byt nastepujgcy:

Benzydyna 05 g
alkohol absolutny 80 ml.
kwas octowy lodowaty 20 ml.

Odczynnik ten stuzy na ogél do wykrywania pentoz. Po-
wstajgce w reakcji pochodne furfurolu dajg barwne plamy.
Z heksozami otrzymuje sie zabarwienie brunatne. Dwucukrow-
ce redukujace zachowujg sie wzgledem tego odczynnika jak
heksozy. Odczynnik ten byl zastosowany po raz pierwszy w me-
todzie chromatografii bibulowej przez Horrocks'a (5). Po prze-
prowadzeniu szeregu prob stwierdziliSmy, ze odczynnik ten
z wszechmiar nadaje sie dla naszych celéw. Znacznie czulszy
od amoniakalnego roztworu azotanu srebra: przy pomocy niego
mozemy wykryé glukoze w 1 kropli roztworu 0,01%, co odpo-
wiada 0,4 mikrogr. badanej substancji.

Ponadto, odczynnik benzydynowy ma te wyzszo$¢ nad
amoniakalnym roztworem azotanu srebra, ze moze by¢ zastoso-
wany do materialu zawierajacego sole mineralne. Sole mineral-
ne bowiem, jak to zaznaczyliSmy na wstepie, dajg ciemne plamy
z amoniakalnym azotanem srebra. Przy zastosowaniu odczyn-
nika benzydynowego sole mineralne pozostaja bez zadnego
wplywu. .

W szczegb6lnosci, sktadniki mineralne pozywki Kosera,
stosowanej przez nas do hodowli E. coli, jak chlorek sodowy, fos-
forany I rzedowy amonowy i drugorzedowy potasowy, siarczan
magnezowy, zachowujg sie obojetnie w stosunku do testu ben-
zydynowego. Natomiast odczynnik benzydynowy daje z wszyst-
kimi redukujgcymi cukrowcami plamy brunatne, trwale. Inten-
sywnos$é i wielko$é plamy pozostaja w zaleznoSci od stezenia
badanej substancji. Kwas glukuronowy daje charakterystycznag
pod wzgledem zabarwienia plame rdzawg. Wszystkie przepro-
wadzone przez nas préby pozwolily stwierdzi¢ wyzszos¢ testu
benzydynowego nad testem z amoniakalnym roztworem azota-
nu srebra. Dlatego ten sposéb wywolywania plam cukrowcow
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redukujgcych na bibule byl stosowany przez nas we wszystkich
do$wiadczeniach. Test benzydynowy spirawdziliSmy na czy-
stych roztworach cukrowcoéw: glukozy, galaktozy, mannozy,
fruktozy, ksylozy, laktozy, maltozy, hydrolizatu sacharozy, kwa-
su glukuronowego, glukozaminy.

Z badan przeprowadzonych w roztworach zawierajgcych
rozne stezenia glukozy daje sie zauwazy¢é wyraznie, ze zabar-
wienie od ciemno brunatnego do jasno zoéltego i jego intensyw-
no$¢ pozostaje w zwigzku z stezeniem cukrowca w roztworze.
Wydaje sie stusznym twierdzenie, ze ocena iloSciowa z inten-
sywnoéci barwy plamy jest mozliwa. Czuloé¢ testu benzydyno-
wego przewyzsza znacznie test z amoniakalnym roztworem
azotanu srebra. Jedna kropla roztworu 0.01% glukozy
daje jeszcze wyrazne, z6lte zabarwienie. Dla laktozy i galak-
tozy czuloéé testu jest nizsza. Plama wystepuje dopiero przy
1 kropli 0.03% roztworu.

Przy wywolywaniu amoniakalnyra roztworem azotanu
srebra wystepuje plama dopiero przy jednej kropli 0,1% roz-
iworu. ’

Po przeprowadzaniu powyzszych badan i oceny testu
benzydynowego zajeliSmy sie wyszukaniem odpowiedniego
ukladu rozpuszczalnikéw, ktéryby nam pozwolil rozdzieli¢ cu-
krowce o zblizonym wspétezynniku R a w szczego6lnosci
laktoze, glukoze i galaktoze.

Wedtug danych Partridge’a (6), ktory przeprowadzal ozna-
czenia wspélezynnika Ry dla cukroweéw w ukladzie fenol-wo-
da-amoniak-cjanowodér i naszych (2) w ukladzie fenol-woda.

Partridge Opienska-Drozdowski
Ry Srednie R; $rednie
glukoza 0,39 0,37
galaktoza 0,44 0,42
Laktoza 0.36 0.34

nalezy przewidzie¢. ze rozdzielenie laktozy od glukozy nie da
sie przeprowadzi¢ w tym ukladzie, natomiast rozdzielenie ga-
laktozy od glukozy wydawaloby si¢ mozliwe.

W rzeczywistosci, szereg doswiadczen naszych przeprowa-
dzonych w ukiadzie fenol-woda (przeszto 30) z mieszaning
laktozy, glukozy i galaktozy znajdujacych sie w roztworach
w réznych stezeniach nie dal rozdzielenia. Wszystkie chromato-
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gramy wykazuja plamy duze, nieksztaltne, rozlane. Nawet
przedtuzenie czasu splywu do 40 godzin nie doprowadzilo do
rozdzielenia.

Doswiadczenia byly przeprowadzane z roztworami czy-
stych cukrowcow i ich mieszanin w stezeniach od 0,01 do 0.6%.
przy réznych czasach splywu czota fazy ruchomej po bibule.
Przy diuzszych czasach sptywu, w celu unikniecia sptywu poni-
zej konca paska bibuly, zakladaliSmy u wylotu paskéw harmo-
nijki z bibuty.

Badania byly przeprowadzane w warunkach ustabilizo-
wanych pod wzgledem typu kamery (rodzaj i wymiary) czasu
nasycania paskéw bibuly przed sptywem, wielkosci kropli, tem-
peratury sptywu i gatunku bibuty (Whatman Nr 1).

Chromatogram Nr I daje nam obraz plam laktozy, glu-
kozy i galaktozy, zlewajacych sie w jedng calosé.

Niepomyslne wyniki naszych préb w ukladzie fenol—
woda staly sie bodzcem dla szukania innych lepszych ukladéw
faz. W 5 nastepnych do$wiadczeniach zastosowaliSmy uklad
n-butanol-kwas octowy-woda. Jak to wykazuje chromato-
gram II udaje si¢ w tym ukladzie rozdzieli¢ laktoze od obu po-
zostatych cukrowcéw, natomiast glukoza i galaktoza w dalszym
ciggu pozostajg nierozdzielone.

Nastgpne dosSwiadczenia zostaly przeprowadzone w ukla-
dzie n-butanol-pirydyna-woda w stosunku 2 : 1 : 2. Isher-
wood stosowal do rozdzielenia galaktozy i glukozy uklad skla-
aajacy sie z octanu etylowego, wody i pirydyny. W nowym ukla-
azie nie uzyskujemy wprawdzie pelnego rozdzielenia, jednak
jak to widzimy w chromatogramach III, IV, V i VI daje sie za-
uwazy¢ tendencja do rozdzielenia, wynikajgca z ksztattu plam.
Proby nasze byly przeprowadzane przy roéznych czasach
spltywu.

W doswiadczeniu Nr IV zastosowaliSmy oczyszczanie bi-
buty z sladéw metali ciezkich przy pomocy przemywania pa-
skow bibuly w alkoholowym roztworze 8-oksychinoliny
1 czystego alkoholu. Jednak zabieg ten jak to stwierdziliSmy
pozniej wielokrotnie, nie odgrywal w naszych do$wiadczeniach
zadnej roli, natomiast czesto stawal sie przyczyng zniszczenia
cennej bibuty.
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Ryc. 1.

Tekst do chromatogramow

Chromatogram Nr .

II

I11

Kropla1l. . . .

” 2.

w 4.

Uklad:

Bibuta

Oczyszczanie blbuly
Nasycanie bibuly
Czas splywu . .
Temperatura kamerv
Dlugo$¢ paska

Wywolywanie
Czas wywolywania
Temperatura ,, “

glukoza 0.6%0
galaktoza 0,6%
laktoza 0.6%0

galaktoza 0.6%0
laktoza 0.6°

glukoza 0.6%0
galaktoza 0.6%0
laktoza 0.6%0

fenol 50
woda 50

Whatman Nr 1
12 godz.

20 godz.

18°C

45 cm |

benzydyna
10 min.
105°C.

glukoza 1%
galaktoza 1%

glukoza 1%
laktoza 1%

galaktoza 1%
laktoza 1%

glukoza 1%
galaktoza 1%
laktoza 1%

butanol 35
kw. octowy 15
woda 50

Whatman Nr 1
12 godz.

20 godz.

19°C.

45 cm.

benzydyna

' 10 min.
- 105°C.

glukoza 0.6%
laktoza 0.6%

glukoza 0.6%0
galaktoza 0.6" «

galaktoza 0.6%%
laktoza 0.6%

glukoza 0.6%
galaktoza 0.6
laktoza 0.6%

butanol 40
pirydyna 20
woda 40

Whatman Nr 1

| 12 godz.

27 godz.

20.5°C.

45 cm+harmo-
nijka

benzydyna

10 min.

105°C.
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Ryc. 2.

Tekst do chromatogramow

Chromatogram Nr

v

A%

VI

Kropla 1

S

no 3.

Uktad

Bibuta .
Oczyszcz. bibuly .

Nasyc. bibutly
Czas splywu .
Termnp. kamery
Diugosé paska

Wywolanie
Czas wywolania .
Temperatura ,, -

glukoza 0.6%
laktoza 0.6%

glukoza 0.6%
galaktoza 0.6%

galaktoza 0.6%
laktoza 0.6%

glukoza 0.6%0
galaktoza 0.6%
laktoza 0.6%

butanol 40
pirydyna 20
woda 40

Whatman Nr 1‘

8-oksychinolina
i alkohol

12 godz.
12 godz.
18°C.

45 cm.

benzydyna
10 min.
105°C.

glukoza 1%
laktoza 1%

glukoza 1%
galaktoza 1%

laktoza 1%
galaktoza 1%

glukoza 1%
galaktoza 1%
laktoza 1%

butanol 40
pirydyna 20
woda 40

Whatman Nr 1

12 godz.
12 godz.
19°C.

45 cm

benzydyna
10 min.
105°C.

glukoza 1%,
laktoza 1%

glukoza 1%
galaktoza 1%

galaktoza 1%
laktoza 1%

glukoza 1%
galaktoza 1%
laktoza 1%

butanol 10
pirydyna 20
woda 40

Whatman Nr 1

12 godz.

27 godz.

20,5°C.

45 cm+harmo-
nijka

benzydyna

10 min.

105°C.



Chromatografia w rozdzielaniu cukrowcéw

141

Mimo niezupelnego rozdzielenia osiagnigte wyniki pozwa-
laly przypuszcza¢, ze pirydyna w mieszaninie z butanolem i wo-
da stanowi korzystny dla nas uklad. Zastosowaliémy ten uklad

w nieco zmienionych stosunkach ilosciowych.

ZwiekszyliSmy

4

zawartosé butanolu i pirydyny na niekorzys¢ wody. Pierwsze
juz doéwiadczenie w tym uk.adzie, przy normalnym czasie
splywu (chromatogram VII), dalo juz zupelnie wyrazny odgra-
niczenie plam glukozy od galaktozy. Laktoza oddzielata sie zu-

peinie wyraznie.

W nastepnych do$wiadczeniach przy przediuzonym czasie
zptywu do 42 godzin osiagneliémy rozdzielenie zupeine. W chro-

Tekst do chromatograméw

Chromatogram Nr

VII

VITI

IX

Kropla 1 .

, 3.

5 4.

Uklad:

Bibuta o
Oczyszczanie bibuly .
Nasycanie bibuly
Czas splywu . . .
Temperatura kamery
Dlugo$é paska

Wywolywanie :
Czas wywolywania .
Temperatura ,, “

glukoza 1%
laktoza 1%

glukoza 1%o
galaktoza 1%

galaktoza 1%
laktoza 1%

glukoza 1%
galaktoza 1%
laktoza 1%

butanol 435
pirydyna 25
woda 30
Whatman Nr I
12 godz.

22,5 godz.

21°C.

45 cm+harmo-
nijka
benzydyna

10 min.
105°C.

glukoza 0.3%
galaktoza 0.3%
laktoza 0.3%
poz. Kosera

glukoza 0.1%
galaktoza 0.1%0
laktoza 0.6%0
poz. Kosera

glukoza 0.6%
galaktoza 0.3%0
laktoza 0.1%
poz. Kosera

glukoza 0.3%0
galaktoza 0.1%
laktoza 0.3%
poz. Kosera

butanol 45
pirydyna 25
woda 40
Whatman Nr 1
12 godz.

42 godz.

17°C.

60 cm+harmo-
nijka
benzydyna

110 min.
| 105°C.

glukoza 0.1%
galaktoza 0.1%
laktoza 0.6
poz. Kosera

glukoza 0.1%
galaktoza 0,3%e
laktoza 0,3%0
poz. Kosera

glukoza 0,3%0
galaktoza 0.1%e
laktoza 0.3%
noz. Kosera

glukoza 0.6%
galaktoza 0.6%
laktoza 0.1%
poz. Kosera

butanol 45
pirydyna 25
woda 40
Whatman Nr 1
12 godz.

42 godz.

17°C.

60 cm+ harmo-
nijka
benzydyna

10 min.
105°C.
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matogramie (VIII) znaczne przesuniecie plam glukozy i galak-

tozy od laktozy.

Odleglo$é miedzy plamami laktozy i glukozy wynosi 8 cm.,
a odleglo$é miedzy glukoza a galaktozg 2.5 cm.
Chromatogramy VIII, IX i X obok rozdzielenia tych trzech
cukrowcéw wskazuja nam jeszcze na co$ innego; mianowicie

Tekst do chromatogramow

Chromatogram Nr

X1

!
\
|
;

XII

Kropla 1 .

Uklad:

Bibula . .
Oczyszczanie blbuly

Nasycanie bibuly
Czas splywu . .
Temperatura kamery
Dtugo$¢ paska

Wywolywanie .
Czas wywolywania .
Temperatura,,

kwas mlekowy

laktoza 0.6%6
glukoza 0.3%
galaktoza 0.1%
poz. Kosera

kw. mréwkowy

laktoza 0.3%o
glukoza 0.1%
galaktoza 0.3%
poz. Kosera

kw. octowy

laktoza 0.1%6
glukoza 0.6%0
galaktoza 0.6%0
poz. Kosera

kw. cytrynowy
laktoza 0.6%0
glukoza 0.1%
galaktoza 0.1% |
poz. Kosera

butanol 45
pirydyna 25
woda 40

Whatman Nr 1
kw. octowy 2 n.
i woda redest.

12 godz.
50 godz.
19°C.

60 cm.

benzydyna
10 min.
105°C.

|

} laktoza 0.6%¢

| zalaktoza 0.6, |

glukoza 0.6%o

|
|

wy
laktoza 0.6%
galaktoza 0.6%0
glukoza 0.6%

I kw. glukuro-

[ nowy
laktoza 0.6%
galaktoza 0.6%
glukoza 0.6%

| fruktoza 0.6%

i.

butanol 45
pirydyna 25
woda 40

Whatman Nr 1

12 godz.

40 godz.

18°C.

60 cm+harmo-
nijka

benzydyna

10 min.

| 105°C.

kwas glukuro-
nowy

glukoza 0.6%

glukozamina

kw. glukurono—{ laktoza 0.6%

glukozamina
glukoza 0.6%o

calaktoza 0.6%/0

glukoza 0.6°

fruktoza 0.6%
mannoza 0.6%

butanol 45
pirydyna 25
woda 40
Whatman Nr 1

| 12 godz.

24 godz.

19°C.

60 cm+harmo-
nijka

benzydyna

10 min.

105°C.
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skladniki pozywki Kosera, chlorki, fosforany I rzedowy amo-
nowy 1 drugorzedowy potasowy, siarczan magnezu sg bez wply-
wu na chromatogram cukrowcéw, same nie daja plam i nie
zmieniajg plam cukrowcow.

Réznice w intensywnos$ci zabarwienia plam s proporcjo-
nalne do réznic w stezeniach i pozwalajg na przyblizona ocene
1loSciows.

Na chromatogramie XI wykazaliSmy rozdzielenie obok
trzech wyzej wymienionych cukrowcéw kwasu glukuronowego
i fruktozy.

Nastepnych kilka doswiadczen przeprowadzonych w tym
samym ukladzie z glukoza, galaktozg, laktozg, glukozaming,
kwasem glukurowym, mannozg i fruktoza wykazuje, ze
1 przy krotkim czasie sptywu (24 godzinach) (Chromatogram XII)
nastepuje ich rozdzielenie.

Jak widzimy z tych doswiadczen glukozamina oddziela
sie wyraznie od innych cukrowcéow.

Dyskusja i wnioski.

Metoda chromatograficzna moze stanowi¢ jednag z najlep-
szych metod do badan przemian enzymatycznych w wyciggach
tkankowych, komérkowych i w komorkach in vivo.

Dla stwierdzenia produktéw posrednich w przemianie we-
glowodanowej metoda chromatograficzna moze da¢ szczegélnie
dobre ustugi. Przy pomocy metody chromatograficznej moze-
my wyrézni¢ poszczegélne cukrowce i ich pochodne w jednej
kropli materiatu biologicznego, czego nie mozemy uzyskac
przy pomocy innych mikrometod.

Aby metoda chromatograficzna mogla by¢ zastosowana
do zamierzonych przez nas badan nad przemiang oligosachary-
dow u E.coli trzeba bylo przeprowadzi¢ studia wstepne nad chro-
matografig cukrowcow. Klasyczny test wywolawczy z amonia-
Ralnym roztworem azotanu srebra stosowany przez Partridge’a
nie odpowiada naszym wymaganiom. Natomiast test benzydy-
nowy Taubera wyprdébowany przez nas dla szeregu cukrowcow
oddzielnie i w mieszaninie, w obecnosci zwigzkéw mineralnych,
wystepujacych w materiale biologicznym, wykazuje duze zalety
w zestawieniu z testem srebrowym.
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Przede wszystkim test jest dziesieciokrotnie czulszy od
testu srebrowego. Test ten nadaje sie do orientacyjnej oceny
ilo$ciowej. Stopniowe bowiem przejScie od zabarwienia brunat-
rego do zbltego jest proporcjonalne do zmian w stezeniach.

W koncu doniosle znaczenie ma dla nas niezaleznos$¢ testu
od towarzyszacych soli mineralnych. Sole mineralne bowiem
nie daja plam na bibule tak, jak to jest z odczynnikiem sre-
browym. '

W koncu zaznaczy¢ nalezy, ze plamy otrzymane z benzy-
dyna sa trwale i doskonale kontrastujg z jasnym tlem bibuly.

Rozdzielanie cukrowcow budzi czasem powazne trudnosci
ze wzgledu na zblizong warto$¢ wspélezynnikow Rp. W szczegol-
nosci rozdzielenie galaktozy od glukozy jest specjalnie trudne.

Partridg’e; Westall (6), Isherwood, Jermyn (7) i inni bada-
c.e wyprébowali szereg ukladoéw dla cukrowcow. Osiggniete
przez nich pozytywne rezultaty odnosily sie do takich ukladéw,
ktorych sktadniki byly dla nas niedostepne.

Jak wykazujg tablice porownawcze I 1 II z ukladow sto-
sowanych przez Partridge’a i Westll’a dla laktozy, glukozy i ga-
laktozy uktad fenol-woda (amoniak, cjanowodor) moze nadawac
s.e do rozdzielenia galaktozy i glukozy, lecz jak wiemy na pod-
stawie naszych wielu doswiadczen, mieszanina laktozy, glukozy
i galaktozy daje zawsze w tych warunkach jedng wielkg nie-
rozdzielajgca sig¢ plame.

Uklad butanol-kwas octowy-woda doprowadza tylko do

rozdzielenia laktozy, natomiast glukoza i galaktoza pozostajg
nierozdzielone.

To samo mozemy powiedzie¢ o innych uktadach, stosowa-
nych przez powyzszych autorow. Sadzac z wspdlczynnikéw Ry
iaktozy = 0.24, glukozy = 0.39, galaktozy = 0.34, jedynie
uklad s-kollidyny moze ewentualnie doprowadzi¢ do rozdzie-
lenia wszystkich trzech cukrowcow.

Autorzy nie podaja blizej warunkéw doswiadczalnych,
szczegblnie czasu sptywu ani tez wynikéw otrzymywanych
z mieszanin. Jermyn i Isherwood (tablica II) podaja dla glukozy
i galaktozy warto$ci wspétczynnikéw RF & w niektorych tylko
wypadkach, przewaznie stosujg do poréwnania odlegtosci od
miejsc startu do §rodkéw plam w szeregu réznych ukladow. Jak
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widzimy z 5 ukladow przez nich stosowanych, w ktérych skiad
wchodzity:

— alkohol amylowy woda i kwas octowy,

— chloroform, woda i kwas octowy, |

— octan etylowy woda i kwas octowy,

— octan etylowy, dioksan i woda,
jedynie tylko uklad skladajgcy sie:

- — zoctanu etylowego, wody i pirydyny,

aaje plamy dla glukozy i galaktozy, w odlegtosciach, pozwala-
jacych przypuszczaé, ze nastgpi rozdzielenie. Warunki do$wiad-
czalne nie sa dokladnie okreslone, ponadto nie wiemy jakie
wyniki otrzymanoby z mieszaning trzech cukrowecéw miano-
wicie laktozy, glukozy i galaktozy. W naszych studiach mie-
liSmy jeszcze i te trudno$é, ze tylko niewiele rozpuszczalnikéw
organicznych mieliSmy do wyboru.

Celem naszym bylo znalezienie takiego ukladu, w kto-
rym bez trudno$ci w normalnych warunkach do$wiadczalnych
datoby sie osiggna¢ rozdzielenie laktozy, glukozy i galaktozy
Z mieszaniny.

Uklady fenol-woda, butanol-kwas octowy-woda, nie da-
ty rezultatu. W pierwszym wymienionym przez nas ukladzie
rozdzielenia nie bylo zupeilnie. W drugim uktadzie butanol-
kwas octowy-woda rozdziela sie wyraznie laktoza, natomiast
glukoza i galaktoza pozostajg nierozdzielone. Widzimy tu jesz-
cze jedno ciekawe zjawisko, stwierdzone juz przez innych bada-
czy, ze o ile w uktadzie fenol-woda galaktoza wykazuje wyzszy
wspoélczynnik Ry od glukozy, to w innych ukladach jest od-
wrotnie.

Dopiero w ukladzie butanol-pirydyna-woda, jak to widzi-
my z naszych chromatograméw, rozdzielenie wszystkich trzech
cukrowcow wydawalo sie mozliwe.

Po szeregu do$wiadczen probnych udalo sie nam opraco-
waé proporcje poszczegélnych skladnikéw, warunki spltywu
(czas) odpowiednie dla uzyskania rozdzielenia.

Chromatogram XII wykazuje, ze w ukladzie butanol-pi-
rydyna- woda w stosunku 4 : 25 : 40 nawet przy 20 godzinach
czasu sptywu uzyskujemy rozdzielenie laktozy, glukozy, galak-
tozy, fruktozy, glukozaminy i kwasu glukuronowego. Jak wi-
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dzimy z pomiaréw odlegloéci miedzy Srodkami plam rozdzie-
lenie mozliwe jest dopiero przy 2 cm.

7 doswiadczen naszych i innych wynika, ze wartoSci
wspolezynnika R, pozostajg niezmienne tylko w Scisle okre-
$lonych warunkach do$wiadczalnych. Powolujemy si¢ na wyni-
ki w naszej poprzedniej pracy, gdzie stwierdziliSmy, ze na war-
tosci R, wplywa, oprocz wielko$ci i rodzaju kamery, gatunku
bibuly, przede wszystkim uklad rozpuszezalnikéw. Przy odpo-
wiednim doborze ukladu rozpuszczalnikéw mozemy kierowac
przesunieciem plam w pozadanym kierunku.

W tych préobach, w ktérych czas splywu wynosi okolo
40—50 godzin, czolo fazy ruchomej splywa poza koniec bibuty,
wzglednie zwilza harmonijke z bibuly, przytwierdzona do kon-
ca paska, nie widzimy sposobu obliczenia wspbélczynnika R .

Nalezy w tych wypadkach zastgpi¢ Ry innymi wielkoScia-
mi statymi w danych warunkach doswiadczalnych.

Nie znajdujemy w piSmiennictwie blizszych danych w ja-
ki sposéb nalezy oznaczy¢ Ry przy przedluzonym czasie sply-
wu, gdy front cieczy przesunie sie poza koniec paska bibuly.
Nasze proby wprowadzenia na miejsce wartosci Y (odleglosci
od miejsca startu do linii splywu frontu cieczy) diugosci paska
kibuty, albo zastapienie wspéiczynnikéw R odlegloSciami od
miejsc startu do $rodkéw plam, wzglednie wprowadzeniem na
miejsce wartosci Y czasu splywu, nie daly zadawalajacych wy-
nikéw. Zagadnienie to pozostaje jeszcze otwarte do dalszej dy-
skusji i prob do$wiadczalnych.

Streszczenie.

Zamierzona przez nas praca nad przemiang dwucukrow-
cow u Escherichia coli przy pomocy chromatografii bibulowej
wymagala przeprowadzenia szeregu préb w celu rozdzielenia
laktozy, glukozy i galaktozy. Po wielu niezadawalajacych do-
<wiadezeniach w ukladach: fenol-woda, fenol-woda-kwas octo-
wy, n-butanol-woda, n-butanol-woda-kwas octowy, dobre wy-
niki rozdzielenia tych cukrowcoéw otrzymano dopiero w orygi-
nalnym, opracowanym przez nas ukladzie n-butanol-pirydyna-
woda we wzajemnym stosunku objetoSciowym 45 : 25 : 40.
1Jklad ten nadaje sie ponadto dla rozdzielenia arabinozy, ksylo-
zy, fruktozy, kwasu glukuronowego i glukozaminy.
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Przy zastosowaniu do wywolywania plam odczynnika
benzydynowego (roztwér benzydyny w absolutnym etanolu
z dodatkiem kwasu octowego lodowatego), uzyskano znaczne
zwiekszenie czulo$ci w poréwnaniu z uzywanym przed tym
amoniakalnym roztworem azotanu srebra. W ten sposéb mozna
wykryé jeszeze 0,2 mikrograma glukozy w 1 kropli badanego
roztworu.

Dalsza korzyscia ptynaca ze stosowania tego odczynnika
jest jego niewrazliwo$¢ na obecno$é¢ elektrolitow w badanym
roztworze, ktére nie pojawiajg na chromatogramach w postaci
dodatkowych plam. Wprowadzenie opisanych modyfikacji po-
zwala wykrywaé cukrowce o zblizonym Ry z mieszanin, bez
uciekania sie do znacznie dtuzej trwajacej i mniej oszczednej
chromatografii dwukierunkowej.
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Summary.

The proposed work on the metabolism of disaccharides in
E.coli by partition paper chromatography required a series of
experiments in order to separate lactose, dextrose and galac-
tose. After many unsatisfactory attempts with such systems as
phenol-water, n-butanol-water-acetic acid, good results have
been obtained in separating these disaccharides with a method
of our own n-butanol-pyridine-water used in proportion
45 : 25 : 40.

This system may be applied to thé separation of arabi-
nose, xylose, fructose, glucuronic acid and glucosamine.

By employing the penzidine reagent (alcoholic solution
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with addition of glacial acid) for the detection of spots it was
possible to rise the sensibility in comparison with the formerly
used ammoniacal silver nitrate solution.

In this way one is able to reveal as little as 0,2 microgr. of
dextrose in 1 drop of an unknown solution.

An other advantage resulting from use of this reagent is
its insensibility on the presence of electrolites (in a given solu-
tion) that othervise could appear in chromatograms as different
additional spots.

The introduction of the above mentionel modification
allows to reveal carbohydrates which possess a similar R wit-
hout recourse to the more time consuming and less economic
two-dimensional chromatography.



