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CBoGoguble aMMHOKMCIOTHI B Asarum europaeum L.
n Aristolochia clematitis L.

‘Free Amino Acids in Asarum europaeum L.
and Aristolochia clematitis L.

Zastosowanie przez Consdena, Gordona i Martina (2)
chromatografii bibulowej do analizy aminokwaséw umozliwilo szerokie
wykorzystanie tej metody do celéow badawczych. Syntetyczny przeglad
osiggnieé¢ z tego zakresu podaje Synge (6). Obszerne badania nad wy-
stepowaniem najwazniejszych wolnych aminokwaséw w 166 gatunkach
roslin nalezgcych do 48 rodzin przeprowadzit Reuter (3). Badajac
wystepowanie peptydéw we frakecji rozpuszezalnych zwigzkéw azotu,
oznaczyl Schneider (4) wolne aminokwasy w Asarum europaeum L.,
Mentha piperita L., Mentha gentilis L. i Helianthus stramosus L. var.
Willd. Thell. Na obecno$¢ wolnych aminokwaséw w lisciach i klgczach
kopytnika zwrécit uwage Staskiewicz (5).

Celem niniejszej pracy byla analiza jakosciowa i ilosciowa wolnych
aminokwaséw w kopytniku (Asarum europaeum L.) i kokornaku (Aristo-
lochia clematitis L.) nalezagcych do rodziny Aristolochiaceae.

MATERIAL I METODY

Uzyte do badan ro$liny pochodzily z podmiejskiej okolicy Lublina. Oddzielnie
analizowano liécie i klgcza kopytnika oraz liécie i korzenie kokornaka.
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Przygotowanie wyciggoéw

5 gram6éw wysuszonego do stalej wagi i rozdrobnionego surowca zalewano
50 ml 80 % etanolu i wstrzasano w temperaturze pokojowej przez 1,5 godz.
Po odwirowaniu, klarowny wycigg zatezano pod préznig do objetoSci 20 ml,
w ten spos6b 0,02 ml wyciggu odpowiadalo 0,005 g surowca.

Identyfikacja aminokwaséw

"Aminokwasy identyfikowano na chromatogramach dwukierunkowych. Uzywano
bibuly Whatman nr 1 o wymiarach 35X35 cm. Badane wyciggi nanoszono
w ilo$ci 0,04 i 0,08 ml. Chromatogramy rozwijano w pierwszym kierunku w ukla-
dzie n-propanol : woda (7:3), w drugim kierunku w ukladzie fenol nasycony woda.
Plamy aminokwaséw wywolywano: 1) 0,2% roztworem acetonowym ninhydryny
(po wyjeciu bibuly z tego roztworu przetrzymywano jg przez 10 min. w temp.
90°C), 2) 0,2% roztworem izatyny w 4 % roztworze acetonowym kwasu octowego
i przetrzymaniu bibuly przez 10—15 min. w temp. 110° C. Chromatogramy
uzyskane z badanych wyciggbw poréwnywano z chromatogramami odpowiednich
wzorcOw aminokwaséw przygotowanymi w tych samych warunkach.

Analiza jako$§ciowa aminokwasow

Chromatogramy rozwijano na paskach bibuly Whatman nr 1, szeroko$ci 6 cm
i dlugo$ci 35 cm. Stosowano trzy uklady rozpuszczalnikéw: 1) fenol nasycony woda,
2) n-propanol — woda (7:3), 3) metanol — butanol — woda (2:2:1). Badane
wyciggi nanoszono na linie startu, odlegla od brzegu bibuly o 4 cm, w postaci
pasemka szerokoSci 1 cm. Chromatogramy rozwijano kilkustopniowo metodg
wstepujgcg: pierwszy raz na wysoko§é 10 cm po wysuszeniu w temp. 30°C,
drugi raz na wysoko$§¢é 20 cm po wysuszeniu w temp. 30°C, trzeci raz na wysoko$é
30 cm. Wysuszone chromatogramy wywolywano przez zanurzenie w 0,2% roz-
tworze ninhydryny w 0,2 % roztworze acetonowym CoCl,, a nastepnie umieszczenie
w suszarce w temp. 90°C na 10 min. Oznaczenia przeprowadzano po 10 min.
Oznaczenia ilo§ciowe wykonano postugujgc sie pomiarem powierzchni zakre§lonych
krzywymi uzyskanymi przy pomocy fotoabsorpcjometru firmy Juan. Wyniki po-
miaréw poréwnywano z pomiarami przeprowadzonymi w identycznych warunkach,
ale uzyskanymi przy pomocy znanych iloéci standardéw aminokwaséw, wzorujac
si¢ na pracy Borkowskiego i Madeckiej-Borkowskiej (1) Wyniki
oznaczen iloSciowych wyrazono w procentach w odniesieniu do wagi surowca,

Proline oznaczano na oddzielnych chromatogramach, wywolywanych 0,2 %
roztworem izatyny w 4% acetonowym roztworze kwasu octowego, poréwnujac
wielkoSci powierzchni plam badanych wyciggébw 2z plamami otrzymanymi po
rozchromatografowaniu standardu proliny.

WYNIKI

Wyniki badan przedstawiono w tab. 1 i 2 oraz na ryc. 1.
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Tab. 1. Wolne aminokwasy w kopytniku i w kokornaku
Free amino acids in Asarum europaeum L. and Aristolochia clematitis L.
Asarum europ. | Aristolochia clem.
Aminokwas i Rt Rt
e B R propanol| fenol
klgcza liScie |korzenie| liScie
Kw. asparaginowy e - ) +++ o e 0,17 0,27
Kw. glutaminowy e e e e o 0,21 0,33
Asparagina s o o H H-4 -+ 0,24 0,46
Glutamina = 31 =t - 0,29 0,65
Alanina e LT gt o g 0,43 0,63
Treonina 7 5 o < i S in b T | 0,40 0,56
Walina iy A e M RA000 0,81
Leucyna clet i o re ekt a1 0,86
Seryna z glicyng S e ++ ++ s 082 0,86
Tyrozyna ey T o Tl 051 0,65
Prolina 2 ot x o 53 bl i 15 0,87
Kw. y-aminomasl. e o e ik ST 0,80
niezidentyf, ~4 e it - 0,61 0,94
Lizyna 13 - 1 o i e 0,50
Histydyna o - ++H - 1! 0,24 0,69
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Tab. 2. Zawarto§é wolnych aminokwaséw w kopytniku i kokornaku
wyrazona w procentach w odniesieniu do wagi suchej masy ro$liny
Content of free amino acids in Asarum europaeum L. and Aristolochia clematitis L.
in percentages of dry mass weight

4 Asarum europaeum Aristolochia clematitis
Aminokwas -

klgcza licie korzenie liscie
Kw. asparaginowy 0,03 0,04 0,10 0.09
Kw. glutaminowy 0,03 0,05 0,11 0,13
Asparagina 0,23 0,10 0,28 0,12
Glutamina 0,05 0,03 0,05 10,04
Alanina 0,10 0,06 0,12 0,08
Walina 0,02 0,03 0.08 0,04
Leucyna 0.01 0,05 0.05 0,01
Seryna z glicyng 0,03 0,04 0,06 0,08
Treonina 0,03 0,04 0,05 0,04
Tyrozyna 0,02 0,03 0,04 0,03
Prolina 0,02 0,04 0,01 0,03
Razem 0,57 0,51 0,95 0,69

DYSKUSJA

Na chromatogramach wyciggéw lisci i kigczy kopytnika przy sto-
sowanym naniesieniu 0,04 ml stwierdzono zasadniczo wystepowanie
tych samych aminokwaséw. Na podstawie intensywnosci plam mozna
bylo wyrézni¢ w lisciach jako gléwne aminokwasy: kwas glutaminowy,
a-alanina, kwas y-aminomaslowy; w mniejszych ilosciach wystepowaly
kwas asparaginowy, asparagina, glutamina, treonina, walina, leucyna,
seryna z glicyng, tyrozyna. W klaczach wystepowaly jako gltéwne
aminokwasy: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, asparagina, gluta-
mina, a-alanina, kwas y-aminomastowy; w mniejszych iloéciach: treo-
nina, walina, leucyna, seryna z glicyna, tyrozyna i $lady lizyny.

Na chromatogramach wyciggu lisci kokornaka stwierdzono jako
gléwne aminokwasy: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, asparagine,
a-alanine, waline i kwas y-aminomaslowy; w mniejszych ilosciach wy-
stepowaly: glutamina, treonina, leucyna, seryna z glicyng, tyrozyna
i prolina. Na chromatogramach wyciggéw z korzenia kokornaka wy-
stepowaly jako gléwne aminokwasy: kwas asparaginowy, kwas glutami-
nowy, asparagina, glutamina, a-alanina, seryna z glicyng, kwas y-amino-
mastowy i histydyna; w mniejszej ilosci: treonina, walina leucyna,
tyrozyna, plama nie zidentyfikowana (Rf = 0,61 — propanol, Rf = 0,94 —
fenol), $lady proliny i lizyny (ryec. 1).
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" Réznice pomiedzy obu roslinami pod wzgledem wystepowania amino-
kwaséw ograniczaly si¢ do wystepowania histydyny i nie zidéntyfiko-
wanej plamy w korzeniu kokornaka.

Oznaczanie ilo$ciowe wolnych aminokwaséw wykazalo, ze klgcze
kopytnika zawiera wigcej aminokwaséw anizeli liécie, podobnie korzen
kokornaka zawiera wiecej aminokwaséw anizeli liscie tej ro$liny.
Jednakze wykazane ilo$ci poszczegblnych aminokwaséw nie pokrywaly
sig¢ calkowicie z oceng wizualng plam na chromatogramach, co mogloby
wskazywa¢ na niezadowalajgcg dokladno$é uzytej metody ilosciowego
badania aminokwaséw.

Poréwnujgc wyniki wlasnej analizy jako$ciowej aminokwaséw w lis-
ciach i klgczach kopytnika z wynikami podanymi przez Schneidera
(4), mozna stwierdzi¢ tylko niewielkie réznice. Autor ten badajac
todygi kopytnika stwierdzil, ze gléwnymi aminokwasami byly: glutamina,
asparagina, o-alamina, kwas y-aminomaslowy, w iloéciach mniejszych
wystepowaly: seryna, leucyna, walina, kwas asparaginowy, kwas glu-
taminowy oraz $lady glicyny i treoniny. Réznica polega na tym, ze
Schneider nie wykryt tyrozyny i proliny, jednakze tego ostatniego
aminokwasu autor nie moégl stwierdzié, poniewaz nie stosowal testu
izatynowego.

WNIOSKI

W lisciach i klaczach kopytnika oraz w lisciach i korzeniach ko-
kornaka stwierdzono zasadniczo wystepowanie tych samych amino-
kwaséw: kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, asparaginy,
a-alaniny, treoniny, waliny, leucyny, seryny z glicyng, tyrozyny, proliny,
kwasu y-aminomaslowego. Na chromatogramach wyciggow z klgczy
kopytnika i korzeni kokornaka widoczna byla slaba plama lizyny.
W wyciggu z korzeni kokornaka wykazano przy pomocy chromatografii
bibutowej obecno$¢é plamy histydyny oraz nie zidentyfikowanej plamy
(Rf = 0,61 — propanol, Rf = 0,94 — fenol).

Calkowita zawarto$¢ zidentyfikowanych aminokwaséw, wyrazona
w procencie suchej masy surowca, jest nieco wieksza w klgczach ko-
pytnika anizeli w lisciach; réwniez korzenie kokornaka zawierajg wiecej
wolnych aminokwaséw anizeli liscie tej rosliny.

’
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PESIOME

ABTOpPOM TIpOM3BENEHLI KA4YeCTBEHHBIE ¥ KOJIMYECTBEHHBIE JCCIEN0Ba-
HMA CBOOOJHBIX aMMUHOKMCIOT B Asarum europaeum L. (MMCTbA u KOpHe-
Buiie) u Aristolochia clematitis L. (suetba m KopHM). B KadecTBeHHBIX
MCCJIeNOBAaHMAX NPVMEHEHa AByMepHas xpomarorpacdua Ha Gymare B KO-
JIMIECTBEHHBIX MCCJIEOBAHMAX — OJHOMEpHasa XpomaTorpadmsa u o6o3Ha-
YaHyMe KOJIMYECTBA AMMHOKMCJIOT Ha OCHOBE M3MEPEHMS II0BEPXHOCTEN
3alITPUXOBAHBIX KPMBOM, IOJy4YeHHO npyu ymnorpebaenun doroabeopb-
oMeTpa.

B smerhbAX u KopHeBuiax Asarum europaeum L. m B JMCTBAX M KOP-
Hax Aristolochia clematitis L. oOHapyzKeHO BbIEJICHME CIEAYIOIIMX aMy-
HOKJCJIOT: acllaparMHOBOM KMCJIOTHI, IJIIOTAMMHOBOM KMCJIOTEI, acraparmHa,
IJIIOTaMMHA, ajdb(a-aJaHuHa, BajyHa, JENIMHA, CepMHa, TJIMIMHA, Tpeo-
HMHA, TMPO3YUHA, IIPOJIMHA, raMMa-aMMHOMAaCaAHOM KuciaoTel. Ha xpomaro-
rpaMMax 9KCTPaKTOB M3 KopHeBuiy Asarum europaeum L. u KopHeit Aris-
tolochia clematitis L. moaBasaaock caaboe mATHO Jau3uua. Ha XpomarTo-
rpaMmax u3 KopHeir Aristolochia clematitis L. obHapyzKeHO IATHO I'MCTH-
avHa u HeupeHTnguimposanHoe nartHo (Rf = 0,1 — mnpomanox; n Rf =
0,94 — dpenos). YCTaHOBJIEHO, YTO COAEpPIKaHME BCELEJI0 ONPEe/IeIeHHbIX
aMMHOKMCJIOT B JMCThaAX Asarum europaeum L. cocrasaaer 0,51 %, B xop-
HeBumiax A. europaeus L. 0,57 %, B smereax Aristolochia clematiti; L.
0,69 %, B xopuax A. clematitis L. 0,95 % B oTHOmEHMM K CyXoit Macce
coipbs. Copepikanue CBOGOAHBIX aMMHOKMCJIOT B KOpHeBuiax Asarum
europaeus L. y xopuax A. clematitis L. GoJpliie, 4eM B JUCTBAX 9TUX K€
‘pacTeHMIA.

RTes
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SUMMARY

The author carried out qualitative and quantitative studies on free
amino acids in Asarum europaeum L. (leaves and rhizomes) and
Aristolochia clematitis L. (leaves and roots). For qualitative determi-
nations two-dimensional filter-paper chromatography was used; quanti-
tative determinations were performed by means of one-dimensional
chromatography and measurements of surfaces delimited by curves
obtained in the photo-absorption meter.

The following amino acids were found in the leaves and rhizomes
of Asarum europaeum L. and in the leaves and roots of Aristolochia
clematitis L.: aspartic acid, glutamic acid, asparagine, glutamine, alpha-
-alanine, valine, leucine, serine, glycine, threonine, tyrosine, proline,
gamma-aminobutyric acid. A faint spot of lysine was observed in
chromatograms of extracts from the rhizomes of Asarum europaeum L.
and from the roots of Aristolochia clematitis L. In chromatograms of
extracts from the roots of Aristolochia a histidine spot and an uni-
dentified spot were found (Rf = 0.61 — propanol, and Rf = 0.94 —
phenol). It was determined that the content of the identified amino
acids in the leaves of Asarum was 0.51 %, in the rhizomes of Asarum —
0.57%, in the leaves of Aristolochia — 0.69 %, and in the roots of
Aristolochia 0.95% of dry mass of the raw material.
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