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W toku takiego postepowania wylonila sie metoda bezpo-
Sredniego izolowania proliny. Z alkoholowego roztworu, otrzy-
manego w sposob podany w schemacie II, prolina krystalizuje
przez dodanie eteru.

Do oddzielania aminokwaséw zasadowych od obojetnych
wprowadzilem alkoholowy roztwér mocnych kwaséw organicz-
nych, przede wszystkim kwasu tréjchlorooctowego i toluenosul-
fonowego badz tez innych kwaséow sulfonowych.

Alkoholowy roztwér tych kwaséw o duzym rodniku lipo-
filnym rozpuszcza wszystkie aminokwasy, ale dozujac stopnio-
wo ilo$¢ kwasu mozna kolejno przeprowadzaé do roztworu naj-
pierw arginine, lizyne i histydyne, a nastepnie obojetne.

Kontrole zawartosci zasad heksonowych w kolejnych wy-
ciggach przeprowadzalem za pcmocsg miareczkowania potencjo-
metrycznego.

Nastepne badania, zmierzajace do rozdzielania aminokwa-
sOw obojetnych oparte sg na chromatografii podziatowej na ko-
lumnach ze skrobi i celulozy (bibuly) przy uzyciu jako fazy ru-
chomej fenolu i butanolu.

Celem przygotowania mieszaniny do chromatografii,
a w szczeg6lnosci w celu catkowitego pozbycia sie jonéw nieor-
ganicznych oraz aminokwaséw kwasnych i zasadowych, zasto-
sowalem metode jonoforezy.
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P. WIERZCHOWSKI

TURBIDIMETRYCZNA METODA
ILOSCIOWEGO OZNACZANIA BIALEK

(Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie).

Z posr6d ogloszonych bardzo licznych metod ilosciowego
oznaczania bialek jedynie niewielka.ich ilo&é znajduje zastoso-
wanie w praktyce laboratoryjnej chemicznej i klinicznej. Pod
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stawowg rolg speinia w dalszym ciggu, wymagajgca czasu i pre-
cyzji wykonania metoda mikro Kjehldahla, ktéra zresztg nie
moze byé bezpos$rednio zastosowana do analizy frakeji bialko-
wych, uzyskiwanych przez wysalanie siarczanem amonu,

Znang jest rzecza, ze metody turbidimetryczne lub nefelo-
metryczne sg szybkie, tatwe w wykonaniu i wymagaja malo
materiatu. Istnieje jednak oparty na dotychczasowym doswiad-
czeniu poglad, ze metody te nie sg dokladne, sg trudne do re-
produkeji i u kazdego analityka dajg rézne wyniki. Przyczyna
bledow jest to, ze absorbcja $wiatta jest zalezna nie tylko od ste-
zenia rozproszonej substancji, ale réwniez jest funkcjg stopnia
dyspersji.

Szereg metod turbidimetrycznego oznaczania bialek, kto-
rych przeglad znajdujemy miedzy innymi w art. Paul. L. Kirka,
1947. nie uniknat podniesionych zarzutéw.

Celem wyeliminowania czynnikéw, ktére moga wplynaé
na zmianeg dyspersji, zastosowalem nowg metode wywolywania
zmetnienia w roztworze 0,25% agaru, zawierajacego 5% siar-
Czanu amonu, przez ogrzewanie w ciggu 5 minut na wrzgcej
tazni wodnej.

W tych warunkach, gdy stezenie biatka w zelu agarowym
nie przekracza 30 mg% uzyskuje sie jednolite subtelne zmet-
nienie, ktére po szybkim ostudzeniu zostaje utrwalone i jest
wygodne do oznaczenia na fotokolorymetrze, jak tez moze stu-
zy¢ jako standart. ‘

Metoda nadaje si¢ do szybkiego oznaczania roéznych frak-
cji bialkowych, zawierajgcych réwniez siarczan amonu. Pozwoli
to niewatpliwie zastosowaé ja w badaniach klinicznych i bio-
chemicznych do oznaczania krzywych frakcjonowania i krzy-
wych rozpuszczalnosci.

Technika pomiaru jest nastepujaca: W dobranych prébow-
kach Wassermanowskich o jednakowej absorbcji $wiatla (pro-
ba z barwikiem) odmierza sie po 5 ml agaru 0,25%, zawierajg-
cego 5% siarczanu amonu i dodaje dokladnie odmierzong préb-
ke badanego roztworu, zawierajgcego od 1 do 5 mg biatka, po
czym miesza doktadnie i wstawia na 10 minut do wrzacej kapieli
wodnej, studzi i odezytuje wynik na fotokolorymetrze.

Do odczytywania absorbeji §wietlnej w probdéwkach za-
stosowatem specjalne wktadki, wykonane z plastyku o wymia-
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rach kiuwety z dobrze dopasowanym wydrazeniem na probow-
ki i bocznymi okienkami. Dalsze nasze proby zmierzajg do za-
stosowania barwikéw celem dalszego zwekszenia czuloSci
metody. Dodanie do agaru szkartatu Bibricha (1 mg na 100 ml
agaru) poprawia nieco wynik. Wyniki, z ktérych mozna wycia-
naé¢ wnioski o czuloSci metody, przedstawione sg na zatgczonej

tabelce. Oznaczenia wykonano na fotokolorymetrze Bonet
Maury.

Ilo§¢ ml IloS¢ mg
L. p. surowicy biaika na ¢/, absorbcji

rosc. 1:40 5 ml agaru
1 agar bez bialka 8,6
2 0,20 0,4 | 12,6
3 0,25 0,5 i 15,4
4 0,30 0,6 i 17,8
5 0,35 0,7 | 20,3
6 0,40 0,8 | 22,7
7 0,45 0,9 ‘ 25,5
8 0,50 1,0 28,0
9 ‘ 0,55 1,1 | 30,1
10 { 0,60 1,2 32,9
11 . 0,65 ! 1,3 35,2
12 | 0,70 1,4 37,6

Bibli ografia: Paul L. Kirk, Advances in Prot. Chem. III. 156, 1947.

P. WIERZCHOWSKI i L. MYSZKOWSKI

FRAKCJONOWANE WYSALANIE BIALEK
NA KOLUMNIE CHROMATOGRAFICZNEJ

(Z Zakladu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Warszawie)

Rozdzielanie bialek za pomoca roztworéw soli obojetnych
a przede wszystkim siarczanu amonu stanowi podstawowg me-
tode, ktéra znajduje ciagle zastosowanie i doprowadza do wy-
odrebniania coraz to nowych czystych preparatéw bialkowych
bardzo czesto w postaci krystalicznej (John T. Edsall 1947. prze-
glad literatury).



