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

Zastosowanie przez Consdena. Gordona i Martina (2) 
chromatografii bibułowej do analizy aminokwasów umożliwiło szerokie 
wykorzystanie tej metodv do celów badawczych. Svntetvcznv przegląd 
osiągnięć z tego zakrcsu podaje Svynge (6). Obszerne badania nad wsy- 
stępowaniem najważniejszych wolnych aminokwasów w 166 gatunkach 
roślin należących do 48 rodzin przeprowadził Reuter (3). Badając 
występowanie peptydów we frakcji rozpuszczalnych związków azotu, 
oznaczył Schneider (4) wolne aminokwasy w Asarum europaeum L.. 
Mentha piperita I.., Mentha gentilis L. i Helianthus stramosus L. tar. 
Wild. Thell. Na obecność wolnych aminokwasów w liściach i kłączach 
kopytnika zwrócił uwagę Staśkiewicz (5). 

Celem niniejszej pracy była analiza jakościowa i ilościowa wcelnych 
aminokwasów w kopytniku (Asarum europaeum 1..) i kokornaku (Aristo- 
lochia clematitis L.) należących do rodziny Aristolochiaceae. 

MATERIAŁ I METODY 

Użyte do badań rośliny pochodziły z podmiejskiej okosicy Lublina. Oddzielnie 
analizowano liście i kłącza kopytnika oraz liście i korzenie kokornaka. 
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Przygotowanie wyciągów 

5 gramów wysuszonego do stałej wagi i rozdrobnionego surowca zalewano 
50 ml 80% etanolu i wstrząsano w temperaturze pokojowej przez 1,5 godz. 
Po odwirowaniu, klarowny wyciąg zatężano pod próżnią do objętości 20 ml, 
w ten sposób 0,02 ml wyciągu odpowiadało 0,005 g surowca, 

Identyfikacja aminokwasów 

"Aminokwasy identyfikowano na chromatogramach dwukierunkowych. Używano 
bibuły Whatman nr 1 o wymiarach 35X35 cm. Badane wyciągi nanoszono 
w ilości 0,04 i 0,08 ml. Chromatogramy rozwijano w pierwszym kierunku w ukła- 
dzie n-propanol : woda (7:3), w drugim kierunku w układzie fenol nasycony wodą. 
Plamy aminokwasów wywoływano: 1) 0,2% roztworem acetonowym ninhydryny 
(po wyjęciu bibuły z tego roztworu przetrzymywano ją przez 10 min. w temp. 
90”C), 2) 0,2% roztworem izatyny w 4% roztworze acetonowym kwasu octowego 
i przetrzymaniu bibuły przez 10—15 min. w temp. 1109C. Chromatogramy 
uzyskane z badanych wyciągów porównywano z chromatogramami odpowiednich 
wzorców aminokwasów przygotowanymi w tych samych warunkach. 

Analiza jakościowa aminokwasów 

Chromatogramy rozwijano na paskach bibuły Whatman nr 1, szerokości 6 cm 
i długości 35 cm. Stosowano trzy układy rozpuszczalników: 1) fenol nasycony wodą, 
2) n-propanol — woda (7:3), 3) metanol — butanol — woda (2:2:1). Badane 
wyciągi nanoszono na linię startu, odległą od brzegu bibuły o 4 cm, w postaci 
pasemka szerokości 1 cm. Chromatogramy rozwijano kilkustopniowo metodą 
wstępującą: pierwszy raz na wysokość 10 cm po wysuszeniu w temp. 30'C, 
drugi raz na wysokość 20 cm po wysuszeniu w temp. 307”C, trzeci raz na wysokość 
30 cm. Wysuszone chromatogramy wywoływano przez zanurzenie w 0,2% roz- 
tworze ninhydryny w 0,2% roztworze acetonowym CoCl;, a następnie umieszczenie 
w suszarce w temp. 90%C na 10 min. Oznaczenia przeprowadzano po 10 min. 
Oznaczenia ilościowe wykonano posługując się pomiarem powierzchni zakreślonych 
krzywymi uzyskanymi przy pomocy fotoabsorpcjometru firmy Juan. Wyniki po- 
miarów porównywano z pomiarami przeprowadzonymi w identycznych warunkach, 
ale uzyskanymi przy pomocy znanych ilości standardów aminokwasów, wzorując 
się na pracy Borkowskiego i Madeckiej-Borkowskiej (1) Wyniki 
oznaczeń ilościowych wyrażono w procentach w odniesieniu do wagi surowca; 

Prolinę oznaczano na oddzielnych chromatogramach, wywoływanych 0,2% 
roztworem izatyny w 4% acetonowym roztworze kwasu octowego, porównując 
wielkości powierzchni plam badanych wyciągów z plamami otrzymanymi po 
rozchromatografowaniu standardu proliny. 

WYNIKI 

Wyniki badań przedstawiono w tab. 1 i 2 oraz na ryc. 1. 
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Ryc. 1 

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 A Rt ol Z 
j ropan eno kłącza | liście |korzenie| liście zp 

Kw. asparaginowy ++ + ++ ++ 0,17 0,27 
Kw. glutaminowy ETE EET FTR DEF 0,21 0,33 
Asparagina JAF ++ +++ +++ 0,24 0,46 
Glutamina +++ ++ H+ ++ 0,29 0,65 
Alanina BEE EL ST) ZTe 0,43 0,63 
Treonina +" ++ + RF 0,40 0,56 

Walina ze FEAT +++ | 0,60 0,81 
Leucyna ++ e | ++ ++ | 0071 0,86 
Seryna z glicyną + ++ H+ t+. |- 032 0,86 
Tyrozyna PJ JH SĘ ++ | 0,54 0,65 
Prolina + TJ + Tr | 0,02 0,87 
Kw. y-aminomasł. +++ PR PE Ft | 0,41 0,80 
niezidentyf, pr m ++ zbd 0,61 0,94 
Lizyna i z ce pd iki: 0,50 
Histydyna a kad SE a 0,24 0,69 
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Tab. 2. Zawartość wolnych aminokwasów w kopytniku i kokornaku " 
wyrażona w procentach w odniesieniu do wagi suchej masy rośliny 

Content of free amino acids in Asarum europaeum L. and Aristolochia clematitis L. 
in percentages of dry mass weight 

 

 

 

 

       
 

ł Asarum europaeum Aristolochia clematitis 
Aminokwas : kłącza liście korzenie liście 

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 0,04 
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 glicyną 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 wyciągów liści i kłączy kopytnika przy sto- 
sowanym naniesieniu 0,04 ml stwierdzono zasadniczo występowanie 
tych samych aminokwasów. Na podstawie intensywności plam można 
było wyróżnić w liściach jako główne aminokwasy: kwas glutaminowy, 
a-alanina, kwas y-aminomasłowy; w mniejszych ilościach występowały 
kwas asparaginowy, asparagina, glutamina, treonina, walina, leucyna, 
seryna z glicyną, tyrozyna. W kłączach występowały jako główne 
aminokwasy: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, asparagina, gluta- 
mina, a-alanina, kwas Y-aminomasłowy; w mniejszych ilościach: treo- 
nina, walina, leucyna, seryna z glicyną, tyrozyna i ślady lizyny. 

Na chromatogramach wyciągu liści kokornaka stwierdzono jako 
główne aminokwasy: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, asparaginę, 
a-alaninę, walinę i kwas y-aminomasłowy; w mniejszych ilościach wy- 
stępowały: glutamina, treonina, leucyna, seryna z glicyną, tyrozyna 
i prolina. Na chromatogramach wyciągów z korzenia kokornaka wy- 
stępowały jako główne aminokwasy: kwas asparaginowy, kwas glutami- 
nowy, asparagina, glutamina, a-alanina, seryna z glicyną, kwas Y-amino- 
masłowy i histydyna; w mniejszej ilości: treonina, walina leucyna, 
tyrozyna, plama nie zidentyfikowana (Rf = 0,61 — propanol, Rf = 0,94 — 
fenol), ślady proliny i lizyny (ryc. 1). 
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"> Różnice pomiędzy obu roślinami pod względem występowania amino- 
kwasów ograniczały się do występowania histydyny i nie żidentyfiko- 
wanej plamy w korzeniu kokornaka. 

Oznaczanie ilościowe wolnych aminokwasów wykazało, że kłącze 
kopytnika zawiera więcej aminokwasów aniżeli liście, podobnie korzeń 
kokornaka zawiera więcej aminokwasów aniżeli liście tej rośliny. 
Jednakże wykazane ilości poszczególnych aminokwasów nie pokrywały 
się całkowicie z oceną wizualną plam na chromatogramach, co mogłoby 
wskazywać na niezadowalającą dokładność użytej metody ilościowego 
badania aminokwasów. 

Porównując wyniki własnej analizy jakościowej aminokwasów w liś- 
ciach i kłączach kopytnika z wynikami podanymi przez Schneidera 
(4), można stwierdzić tylko niewielkie różnice. Autor ten badając 
łodygi kopytnika stwierdził, że głównymi aminokwasami były: glutamina, 
asparagina, a-alamina, kwas y-aminomasłowy, w ilościach mniejszych 
występowały: seryna, leucyna, walina, kwas asparaginowy, kwas glu- 
taminowy oraz ślady glicyny i treoniny. Różnica polega na tym, że 
Schneider nie wykrył tyrozyny i proliny, jednakże tego ostatniego 
aminokwasu autor nie mógł stwierdzić, ponieważ nie stosował testu 
izatynowego. 

WNIOSKI 

W liściach i kłączach kopytnika oraz w liściach i korzeniach ko- 
kornaka stwierdzono zasadniczo występowanie tych samych amino- 
kwasów: kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, asparaginy, 
a-alaniny, treoniny, waliny, leucyny, seryny z glicyną, tyrozyny, proliny, 
kwasu y-aminomasłowego. Na chromatogramach wyciągów z kłączy 
kopytnika i korzeni kokornaka widoczna była słaba plama lizyny. 
W wyciągu z korzeni kokornaka wykazano przy pomocy chromatografii 
bibułowej obecność plamy histydyny oraz nie zidentyfikowanej plamy 
(Rf = 0,61 — propanol, Rf = 0,94 — fenol). 

Całkowita zawartość zidentyfikowanych aminokwasów, wyrażona 
w procencie suchej masy surowca, jest nieco większa w kłączach ko- 
pytnika aniżeli w liściach; również korzenie kokornaka zawierają więcej 
wolnych aminokwasów aniżeli liście tej rośliny. 

. 
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PE3IOME 

ABTOpoM HpOU3BEĄCHbI KAHeCTBEHHBIE M KOJIMHCCTBEHHbIE MCCJIENOBA- 
HA CBOGOJTHBIX aMUHOKKCJIOT B Asarum europaeum L. (JIMCTEA u KOPHE- 
Bulie) u Aristolochia clematitis L. (Jmmcrba u kopHu). B KauecTBEHH5IX 
MCCJIETOBAHMKAX IIDUMEHEHA JHByMEepHad XpoMaTOTpacbuA Ha ÓyMare B Ko- 
JMAECTBEHHBIX KCCJIEHOBAHMAX — OJHHOMEpHaA XpoMaTorpacpua u O003Ha- 
HUAaHME KOJIMAECTBA AMUHOKKCJOT Ha OCHOBe M3MEpeHMA IIOBepXHOCTEŃ 
BAIITPUXOBAHbIX KpMBOŃ, IIOJrydeHHOi Mnpu yroTpeóJreHuu cporoaócopó- 
IMMoMeTpa. 

B IMCTbAX M KOPHEBHINAX Asarum europaeum I. M B JIMCTbBAX M KOP- 
Hax Aristolochia clematttis L. oóHapyzxeH0O BbIĄeJIeHME CJIEMYIOLNMX AMK- 
HOKKCJIOT: aCIIapaTUHOBOŃ KMCJIOTBI, TJIIOTAMMHOBOŃ KMCJIOTBI, ACIIApATUHAa, 
TJIIOTAaMMHa, AJIbCba-AJIaHMHA, BAJIMHA, JIeŃITMHa, CepMHa, TJIMIIMHA, TpeO- 
HMHA, TUPO3MHA, IIDOJIMHA, TAMMA-AaMUHOMACJIAHOŃ KUCJIOTbBI. Ha xpoMaTo- 
rpamMMax 9KCTpaKTOB M3 KOPHEBMIHi Asarum europaeum L. u kopHeń Aris- 
tolochia clematitis L. noaBJIAJocb cJa6oe naTrHo mu3una. Ha xpoMaTo- 
Tpammax M3 KopHeńi Aristolochia clematitis L. o6HapyzkeHO NATHO TUCTA- 
XUHa M HEMXEHTUCPMIIMPOBAHHOE IIATHO (Rf = 0,1 — mporaHoj; u Rf = 
0,94 — cbeHoJt). VYCcTaHOBJIeHO, UTO COJ|EpZKAHME BCELIEJIO OIIPEĄEJEHHBIX 

aMMHOKMCJIOT B JIMCTbAX Asarum europaeum L. cocraBjiaeT 0,51 %, B Kop- 
HeBulqax A. europaeus L. 0,57 %, B mmucrbax Aristolochia clematitis L. 
0,69 %, B kopHiax A. clematitis L. 0,95 % B oTHonieHnmu K cyxoń Macce 
CbIDbA. CONepzKaHuE CBOGOJHBIX AMMUHOKKCJIOT B KOpHEBuINax Asarum 
europaeus L. «u KopHax A. clematitis L. OoJrbiiie, eM B JIMCTBAX 9TUX 2K0 
'pacreHnń. 
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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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