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A kén szerepe a néivények életében

FIL, Fluoreszkdlo anyagok 2 kukoriea kKénnyvezési
' nedvében

N. G. POTAPOV és FEJER DOMOKOS

Edtvés Lordnd Tudomdnyegyelem Névénvélettani Intézete, Budapest

Mir az elst kisérleti vizsgdlataink utdn, amikor metionin és glutation jelenlétét lattuk valé-
szinfinek a kukorica kénnyezési nedvében, felmeriilt a kénanyageserét iranyitd, befolydsold és sza-
balyozo hatdst anyagok jelenlétének kérdéze is. Természetesen minden elézetes tdmaszpont nélkiil
indulvan el, biarmilyen szerény kvalitativ, bizonyithaté adat is pozitivom ezen a téren. Feladatunk-
nak tiiztik ki a kéntartalmi vegyi.iletek_ koziil a tiamin jelenléte vagy hidnya megillapitasit, to-.
vébba a magdban nem kéntartalma, de a kéntartalmi amindsavak bioszintézisében, tovahbd a
feliérje-anvageserében jelentls szerepii Bg-vitamin kimutatdsat. A biotin identifikéldsira egyeltre
nem terjedtek ki vizsgdlataink. Bir névényi objektumon ilven iranyd megfigyelések csak szérvi-
nyosak, allati szivetel vizsgdlatdabél ismeretes, hogy a By-vitamin alakjainak az a-ketosavak, oxi-
aminésavak és a'kéntartalmui aminésavak atalakuldsaindl — egyéh szerepét nem is emlitve — jelen-
ts koenzim szerepe van. (Ldsd pl. 1.) -3

A bonyulult dsszetételli bioldgiai folyadékban, mint’ amilyen a nivény kinnyezési nedve,
nem kinnyvi rendkiviil kis mennyiségben jelenlevd vegyiiletek identifikdlasa, ezért a papirkroma;
tograflids szétvilasztds utdn specifikns és érzékeny reakeidkra, illetdleg fluoreszkalo képességiik
megfigyelésére dolgoztuk ki modszeriinket. :

Az identifikélt vegyiiletek mennyiségének ismerctébiil és mennyiségiiknek a fejiidés fazisai
alatt bekivetkezd valtozasai kévetésébdl valdsziniileg nagyjelentéségii és messzemend kovetkez-
tetéseket vonhatndnk le ; mégsem tlizhettitk magunk elé az esetleg elifordulé vegyiiletek mennyi-
ségének megdllapitisat is. A kvantitativ meghatdrozdsok elte alié nehézségek kiilonozen nag\;ok
a fluoreszcencia alapjdn tirténd mérésck esetén, mert a fluoreszcencia intenzitdsa a fénvforrason
és a kozeg pH-jdn kiviil az egyidejiiler jelenlevd kizombis s6k fluoreszeenciat kiolté hatdsatél is
fugg. Kiilondsen bonyolult a biolégiai folyadék vizsgdlatdnal a fluoreszeenciat olté hatds kérdése ;
ahhoz, hogy ezeknek a fluoreszkdlé anyagokra gyvakorolt hatdisat pontosan megismerjiitk és a kvan-
titativ mérésekben bhekdvetkezé hibikat kikiiszobilhessiik, elézetesen behaté vizsgilatokra van
még sziikség, Ezért nem is térekedtiink egyelére kvantitativ adatok elérésére. ]

Kisérleti rész

Vizsgalatainkat ugvanazzal az 6t alkalommal begytjtstt kukorica kiénnyezési
nedvvel végeztik, mint amelyekrdl el§z6 kszleményiinkben [3] beszamoltunk.

A friss konnyezési nedv vizsgilatinak kezdeti szakaszan észleltiik, hogy a
szintelen, viztiszta, teljesen zavarossigmentesnek latszé kukorica konnyezési
nedv analitikai kvarclampa alatt élénken, faké kék szinben fluorcszkal.

Tekintettel arra, hogy most fluoreszkild szarmazékokat is vizsgaltunk,
olyan kromatografids sziirGpapirost kerestiink, mely maga nem fluoreszkal,
* A Macherey —Nagel 619. szamii papir elég erésen kéken fluoreszkal, de a Schleicher

et Schill 2043jA megfelelének mutatkozott. ' i

A varhaté igen. kis mennyiségekre vald tekintettel a szétvalasztast Wil -
liams é Kirby [7] médositasa szerint kémesébe helyezett papirsav-kroma-
tografids modszerrel kellett végezniink. Ez a midszer a jelenlevs anyagok szét-
valasztisa szempontjabél nem olyan elényés, mint a kérkromatografia, viszont
sokkal kisebb anyagmennyiséget igényel, _

A futtatd oldészerek kivalasztasa utdn ezeket is gondosan fluoreszcencia-
mentességig tisztitottuk. A szétvalasztashoz 709%,-os etilalkoholt, illetdleg ecetsav:
n-butanol : viz (10:40 : 50) térfogatszizalékos elegvét hasznaltuk. Sajnos egyik
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futtaté sem volt teljesen megfelels céljainlenak, az észlelt foltok szétvilasztisa nem
volt tiokéletes,

Minden el8zetes kezelés, tehat bestirités, kémiai kezelés, hikezelés, sth. nél-
kiili 10—10 esepp friss kénnyezési nedvet cseppentettiink a kromatografias papirra
oly médon, hogy minden félcseppentés utan Gvatosan légfiirdén beszaritottuk az
anyagot a papiron. Mintegy 0,5 ml friss kSnnyezési nedv keriilt ily médon a papi-
rosra,

A futtatast erds fénytdl védett fillkében végestiik ; ez kb, 2—2,5 6ran 4t
tartott, majd s6tét szobaban szobahémérsékleten megszaritottuk a kromatogra-
mokat. A megszaritottt kromatogramo-
kat Hanau-i analitikai kvarclampa alatt
megvizsgaltuk és a fluoreszkals folto-
kat grafit-ceruzaval kériilrajzoltuk. Ek-
kor, tehat elézetes kezelés nélkil, ké-
keszold szinben fluoreszkals, kissé meg-
nyult, szabalytalan alakd foltot lattunk
kozvetleniil a frontvonal alatt (L. 1. dbra
A
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Azily médon elGallitott kromatog-
rammok egy sorozatat B-vitamin jelen
létére vizsgiltuk Scudi, Koones
és Keresztesy [6] modszerdvel, a
2,6-diklérkinon-moncklérimid butilalko-
holos oldataval. Natriumhidrokarbonat-
tal gyengén lugositott kozegben ezzel
a reagenssel a Bj-vitamin egyes szar-
mazékai kék szint vegyiiletet képeznek.
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1. dbra
Kiénnyezési nedv kromatogrammok ecetsav:
n-butanol : viz (10:40:50) eleggyel futtatds
A: analitikai kvarc lampa alatt zoldeskéken
utan. fluoreszkilé folt. B : By-vitaminra utalé
folt helye. C: B,-vitamint jelz§ folt.

A borat-puffer Scudi, Bastedo
nal olyan komplexet létesit,

mely megakadilyozza

Ez a szinreakcié azonban nem specifikus
a B -vitaminszdrmazékokra, a polifeno-
lok is adjak. Specifikussiga nagyrészt
névelhetd azaltal, hogy a reakciét egy-
szer néatrinmh’drokarbonatos, masszor
pedig boratpuffer jelenlétében végezziik.
és Webb [5] szerint a Bg-vitamin-
a 2,6-diklorkinonmo-

noklérimides szinreakeciét. Ha tehat mindkét esetben megkapjuk a kék szinfol-
tot, akkor nem Bj-vitamin a folt anyaga, ha azonban a borat-pufferes kizeghen a
szinreakeié elmarad, akkor Bg-vitamin valamelyik formajara kivetkeztethetiink.
Minthogy Heyl ésmunkatarsai [2] szerint a By-vitamin foszforsav-szér-
mazékal nem adjak a 2,6-diklorkinon-monoklérimides szinreakciét, valésziniileg
nem foszforilalt szidrmazékaban fordul eld a B -vitamin a kukorica kénnyezési
nedvében. Ezzel a technikdval mindharom begytijtésti konnyezési nedvbél sikeriilt
a Bg-vitamint, illet8leg egyeldre identifikalatlan szdrmazékat kimutatni, (1. dbra.) .
Ezt az észlelésiinket némileg meger&sitik a friss kinnyezési nedv spektrofoto-
méteres vizsgilatai, melyet Molnadrn é [4] végzett és melyek minden esethen
mutattak 324—326 mu-nal inflexiét. Természetesen a bonyolult ésszetételii kony-
nyezési nedv spektrofotométeres vizsgilata egymagiban nem tekinthet§ din-
tdnek, e B 5 ]
A kezelés elGtt kékeszold szint fluoreszkals foltot azonban nem taléltuk egy-
ségesnek. Fzen a folton beliil mutatkozott a Bg-vitamin reakeiéjat adé anyag is,
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de a folt mas alkotérészeket is tartalmaz. Ezt a masik alkotdérészt nem sikeriilt
identifikdlnunk ; a rendelkezésre all6 anyag kevés volt hozza. Eddig végzett eld-
zetes vizsgilataink szerint valészind, hogy valamely telitetlen lakton va%y ennek
valamilyen szédrmazékardl van itt szd.

A megszaritott kromatogrammok egy mésik sorozatit tiamin jelenlétére
vizsgaltuk., A wvizsgilathoz 29 -0s natriumhidroxiddal el§zetesen bepermetezett,
majd még nedvesen 0,5%-0s kaliumferricianid-oldattal kezelt kromatogrammokat
haszniltunk. Ez a kezelés az esetleg jelenlevs tiamint tiokrémma, egy intenziv
kék szinben fluoreszkals vegviiletté alakitja. Ezzel a technikaval esak az elsd
begytijtést, tehit még a vegetativ fazisban levd kukorica konnyezési nedvéhél
sikeriilt tiaminra utalé kék szinben fluoreszkals foltot kapnunk. (1. abra C.) A ma-
sik két kénnyezési nedv-mintdbdl még a legkisebb tiamin-nyomokat sem sikeriilt
megallapitanunk.

A vizsgilat eredményeinek megtargyalisa

Vizsgalataink eddig elért, el6zetes eredményei a kukorica kiénnyezési nedvé-
ben a By-vitamin kézelebbrsl nem identifikalt alakban vals el6fordulasat, a tiamin-
nak a vegetativ fizisban levs kukorica kénnyezési nedvében valé jelenlétét bizonyit-
jak ; egyelére meg nem hatarozott, fluoreszkalé szarmazékot is kimutattunk.

Ezek az anyagok nyilvianvaléan a gyskérben szintetizalodtak és onnan Aram-
lottak a kénnyezési nedv utjan a nivény felsd szerveibe. Jelentbségiikre és szere-
piikre vonatkozéan csak akkor vonhatunk le messzebbmeng kiovetkeztetéseket,
ha a B,-vitamin el6fordulé alakjénak és a telitetlen laktonnak tekintett szirmazék-
nak identifikalasa sikeriilt.

Mar most is megéllapithatjuk azonban, hogy a gyikér szintetikus miksdésére
vonatkozé ismereteink béviiltek vizsgilataink eredményeképpen.

Vizsgalatainkat a Magyar Tudoményos Akadémia Agrartudoméinyok osz-
talya anyagi tamogatasa tette lehetdvé, amiért ezen a helyen is készénetiinket
fejezzitk ki.

Osszefoglalas

A friss kénnyezési nedv kromatografilasival (Schleicher et Schiill 2043/A
ecetsavin-butanol:viz 10 : 40 : 50 tf. ardnyi elegye) a frontvonal alatt kézvetleniil,
kékeszold szinben floureszkald, szabalytalan alaki folt jelentkezik. A folt egyik
alkotérésze 2,6-diklorkinon-monoklorimid butanolos oldataval gyengén alkalikus
kozeghben kék szint adott, mig ez a kék szinez6dés borat-puffer jelenlétében elmaradt.
Ebbélés az U. V. spektrofotométerrel észlelt 324326 mu-nal mutatkozé maximum-
b6l Bj-vitamin valamelyik szdrmazéka jelenlétét allapitjak meg. A kromatogram-
mok egy misik sorozatdt ligos kézegben kaliumferricianiddal oxidaltuk. A vegeta-
tiv fejlddési szakaszban lev§ kukorica kénnyezési nedvében ily médon kék szinnel
fluoreszkalé, tiokrémnak tarthaté folt tunt el6.

A frontvonal alatt jelentkezd, kezelés nélkiil kékeszold szinben fluoreszkils
szdrmazék identifikilisa még nem tértént meg, kumarin szdrmazéknak latszik.

Erkezett : 1955, mdrcius 1.
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POJIb CEPBI B XH3HHM PACTEHUMN I1I. CITHOPECHUUPYIIUE
BEHIECTBA B NACOKE KYKYPV3hl

H. T. Hotanos u II. deiiep
Kadenpa qusnonoran pacrennit Yanuoepeurera nm. JI. 3reema, Bypanemt (Beurpus)

Pe3 wome

Ipi XpOMATOrPAPHPOBAHUH CBEWECH IACOKN [(bymara mapwnr Schleicher-Schiill 20434,
PACTBOPHTEND @ - CMECh  YRCY(HOH  Kuea0Th-Oyranona-noaet (10 : 40:50)], uenocpeacTBeHHO
nof JuHned (QpPOHTA pacTBOPHTENA O0HADYRUBaeTcs BAHOPECHMPYIOMIEE CHHE3EAEHBIM LBETOM
TATHO HEMpaBuiibHo# (Gopmbl. TMocne obpadorrcy XPOMATOrpamMmbl Oy THIIOBO-CLIMPTOBBIM pACT-
BOPoM 2,6-N1XIT0P-XHHOH-MOHOXTOPHMUAA B C1A&0 menouHo CPEAE, YaCcThb 3TOr0 HOSTHA OKpAIH-
BaJach B CHHHH UBCT, HO B NPHCYTCTBHM G0DATHOrO Oypepa ara oxpacka orcyTcTBOBana. Ma .
9THX (JAKTOB, & TAIOKC HA OCHOBAIMH MAKCHMyMa TIONIOIEHHS CBETA B YARTpadmoIeTOBOM AMa-
Ta3eHe cTeKTpofoTomeTpa npu 324 - 326 My, vy CTAHOBICHO Hajmune HEKOTOPOr0 NMPOU3BOJHOTO
BuTaMuHa By, g g

Hacrh XpoMarorpams OKHCAsIach PACTBOPOM JKCIE30-CHHCPOMMCTON0 KAKST B HIETOYHOH
cpeae. focne Taxoit 00paboTK MACOKA KYKYDY3El B BEreTATHBHOI (pase mapana nsTHO, Garoopec-
LUPYIOUICE SPKOCHHMM UBCTOM, XAPAKTEPHBIM JLAS THOXpOMA.

Hpentudurauust BTOPOH 4acTu TOSBASMOIErocs TION MHHMEH (bponTta nATHa, Quoopec-
uypyouero 0e3 npeaBapuTenbHoil 00padoTKH CHHESeneHbLIM IBCTOM, TIOKA HE TIPOBEJEHA | HME-
HOTCA OCHOBAHKSL CUMTATL, UTO 9TO BELIECTBO ABISETCS NPOMBBOAHLIM KyMADHHA.

Pucyrox 1.: XpomaTorpammbl MACOKH KyKypy3bl [pACTBOPHTEND | YKCYCHAST KICIIOTA-H.
Oyramon-sona (10:40:40))]. A) Ilsrwo, (DI0OPECHHpPYIOmEE 10 AHATHTHUECKOI KBAPHEBOii
namnoi cuHesereHuM useroM; B) TlaTtHo puTammea B, C) Tlstno puTammua B,.

Sulphur in the Life of Plants
1. Fluoreseent Sulistances im the Bleeding Sap of Maize

N. G. POTAPOV and D. FEJER
Institute for Plant Physiology, L. Estves Univérsity,Budap_ust (Hungary)
Summary

In chromatographing fresh bleeding sap (Schleicher & Schiiil 2043 A: acetic acid : n-butanol
water 10 : 40 : 50) a bluish-green fluorescent spot in irregular shape appears immediately below
the frontiine, One of the ingredients of the spot yiclded a blue colour in a slightly alkaline medinm
with 2,6-dichlorquinone-monochlorimide; but this blue discolouration failed to show in the presence
of a borate buffer. From this, and from the maximum at 324—324 mp ohserved with the UV
spectrophotometer, authors infer the presence ofone of the derivatives of vitamin B,. Another series
of chromatograms was oxidised in an alkaline medium with potassiam ferricyanide, whereupon
in the bleeding sap of the maizein the vegetative phase of development there appeared a blue
fluorescent spot, probably identifiable as thiochrome. -

The derivative appearing below the frontline and, if untreated, giving' a bluish-green fluor-
escence, hasnot as yet been identified ; it looks as if it were a coumarin derivative.

"ig. I.: One dimensional chromatograms of the bleeding sap of maize, developed with
. acetic acid : n-butanol : water (10 :40:50) 4) greenish-blue fluorescent spot under U, V. lamp,
- B) spot indicate to Vitamin B; C) spot indicate to Vitamin B,. /



