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Mikrobiologiczny rozklad alkaloidéw tropanowych
Microbiological decomposition of tropane alkaloids

J. RACZKOWSKI

Wiekszos¢ cytowanych w literaturze prac na temat bakteryjnego roz-
kladu alkaloidow posiada charakter jakoSciowy. Prace Behrensa (1894
i 1896), Faitelowitz (1930), Lypacewicz (1930), Werlego
(1938 1 1940), Bucherera (1942a, 1942b), Kiistera (1952), Graya
i Lachance’a (1956) oraz Moze jko (1952) wykazaly istnienie szcze-
pow bakterii, glownie glebowych, zdolnych do korzystania z réinych ro-
dzajow alkaloidow jako zrodla azotu czy wegla.

O istnieniu bakterii, rozkladajgcych alkaloidy tropanowe doniesli: L y-
pacewicz (1930), Kister (1952) i Mozejko (1952). Autorzy ci
wyodrebnili i zidentyfikowali szczepy, korzystajace z tych alkaloidow jako
jedynego zrodla azotu i wegla.

W ostatnich latach szereg autorow zajelo sie¢ przebadaniem mechanizmu
bakteryjnego rozkladu alkaloidow. Prace te dotyczyly glownie alkaloidow
tytoniu, przy czym autorzy uzyskali i zidentyfikowali szereg produktéw
posrednich tego rozkladu, jak rowniez wyodrebnili i opisali pewne enzymy,
bioragce udzial w tym rozkladzie. Z autoréw tych nalezy wymienié: Wada
i Yamasaki (1954), Frankenburga (1956), Wada (1956), Tocz-
ko (1958) i Hochsteina i Rittenberga (1959a, 1959b). Ponadto
Mozejko-Toczko (1958) przeprowadzila badania nad mikrobiologicz-
nym rozkladem lupaniny w réznych organach lubinu waskolistnego.

Glowne alkaloidy tropanowe, wystepujace w rodzajach bielunia (Datu-
ra;, wilczej jagody (Atropa) i lulka (Hyoscyamus), sa zwiazkami o charak-
terze estrow. Najbardziej znanym alkaloidem z tej grupy jest atropina,
ktorg stosowano w niniejszych badaniach. Jest to mieszanina racemiczna
d- i I-hioscyjaminy.

Podstawowym zalozeniem niniejszej pracy jest zidentyfikowanie pro-
duktow powstalych przy rozkladzie alkaloidéw tropanowych, mogacych
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byé rownoczesnie zwiazkami przejsciowymi w biosyntezie tych zasad.
Drzedstawione sg réwniez préby wyodrebnienia i blizszego scharakteryzo-
wania enzymow, katalizujacych te przemiany. Poznanie tych zwiazkow
i enzyméw mogloby rzuci¢ $wiatlo na koncowe odcinki biosyntezy alka-
loidow tropanowych.

I. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Izolowanie i identyfikacja czystych kultur bakterii

Bakterie rozkladajace atropine wyizolowano z gleby, stosujac selek-
tywne pozywki, przy czym postepowanie bylo nastepujace:

Probki gleby pobierano z pola doswiadczalnego SGGW, na ktorym w po-
przednim roku prowadzono do$wiadczalng hodowle bielunia (Datura stra-
monium). Okolo 10 gramoéw gleby wytrzasano w 1 litrze wody i przeno-
szono stad 1 ml zawiesiny do 100 ml pozywki, wedlug K. Bassalika,
o nastepujacym skladzie, podanym przez Mozejko-Toczko (1958):

0,03"/s KH,PO, 0,05%p NaCl
0,03".-"{0 K)HPO; 0,05‘”0 MgSOr,

Pozywka zawierala ponadto 0,02 siarczanu atropiny. Po trzech pasa-
zach, przy uzyciu analogicznej pozywki i po przygotowaniu odpowiednich
rozcienczen, zawiesine bakteryjng przenoszono do pozywki o powyzszym
skladzie, zestalonej przez dodanie 1,4%0 agaru i wylewano na szalki Petrie-
go. Na szalkach uzyskano kolonie o nastepujacej charakterystyce: okragle,
blyszczace o brzegach gladkich, strukturze jednolitej i zabarwieniu po-
czatkowo zoltym, nastepnie ciemniejagcym az do odcienia czerwonawo-
pomaranczowego, i o konsystencji mazistej.

Czysta kolonie uzyskanego szczepu przeniesiono do pozywki selektyw-
nej i po 2 dniach przeszczepiono na skos agarowy i w takiej postaci prze-
chowywano.

Wyizolowany szczep posiadal nastepujacy obraz mikroskopowy: nie-
ruchliwe palki, ukladajace sie w figury geometryczne o koncach zaokraglo-
nych i bokach nieréwnoleglych.. Wymiary: $rednica — 0,60—0,90 u, dlu-
gos¢ okolo 3w, Po 5 dniach nastepuje degeneracja i rozpad komorek.

Wyizolowany szczep oznaczono wedlug Bergey'a (1957) i stwier-
dzono, ze nalezy on do klasy Schizomycetes, rzedu Eubacteriales, rodziny

Corynobacteriaceae i wykazuje duze pedobienstwo do Arthrobacter terre-
gens, opisanego przez Lockheeda i Burtona (1953). W stosunku

do opisanego, wyizolowany szczep wykazuje nastepujace roznice. Bakterie
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te sa gram-dodatnie, na ziemniaku i na mleku rozwijajg sie, jednak w tym
ostatnim nie powoduja zmiany odczynu. Na pozostalych standardowych
pozywkach rowniez sie rozwijaja i dopiero po okolo 12 miesigcach od mo-
mentu izolowania z gleby wydatnie spada ich zdolno§é do rozwoju.

Rownoczesnie wyizolowano drugi szezep bakterii, rozkladajacych atro-
pine, poniewaz jednak jego aktywnos¢ byla znacznie mniejsza, nie stoso-
wano go w dalszych badaniach.

Przy badaniu optymalnych warunkow dzialania szezepu uwzgledniono
wplyw temperatury, odezyn, rodzaj podawanego alkaloidu i wykorzystanie
azotu i wegla. Bakterie hodowano na pozywkach o pH 5,8 (str. 678). Przy
badaniu rodzaju wykorzystywanego alkaloidu do pozywki mineralnej do-
dawano l-hioscyjamine, atropine, skopolamine i homatropine, Stopienn wy-
korzystania alkaloidéw przez bakterie w wspomnianych warunkach stwier-
dzano przez oznaczanie ich ubytkow.

2. Chemiczna preparatyka pochodnych atropiny

W wyniku chemicznej hydrolizy atropiny uzyskuje si¢ kwasy tropowy
1 atropowy, oraz zasade — tropine. Badajac produkty bakteryjnego roz-
kladu atropiny stwierdzono réwniez produkty kwasne i zasadowe, Chro-
matogramy produktéw bakteryjnego i chemicznego rozkladu byly iden-
tyczne z wyjatkiem dodatkowej zasadowej plamy z rozkladu bakteryjnego.
Powyzsze obserwacje masunely wniosek, Zze wczesne produkty rozkladu
bakteryjnego moga by¢ identyczne z produktami hydrolizy chemicznej.
W zwiazku z tym wykonano preparaty tropiny, kwasu tropowego i atro-
powego w celu ich poézniejszego poréwnania z nieznanymi preparatami,
otrzymanymi w wyniku rozkladu bakteryjnego.

Preparaty te otrzymano stosujgc hydrolize atropiny przy pomocy ste-
zonego kwasu solnego (Lossen 1866) w zatopionej rurce z grubego szkla
w temp. 120—130° (Kraut 1863). Produkty kwasne hydrolizy rozfrak-
cjonowano i oczyszczono metodami opisanymi przez Lossena (1866).
Tropine uzyskano z roztworu po hydrolizie po wymyciu frakcji kwasnej
i po alkalizacji, wytrzgsajac ten roztwor wielokrotnie z chloroformem. Su-
rowg zasade oczyszczano jako krzemowolframian, z ktérego wolng tropine
uzyskano przy pomocy wodorotlenku sodowego. Temp. topnienia krysta-
licznego preparatu wynosita 51-—52°, zgodnie z temp. topnienia prepa-
ratu uzyskanego przez Amenomiya (1902). Wartos¢ ta dla tropiny,
przyjeta w literaturze wynosi 62°.

Preparat tropigeniny otrzymano ze spreparowanej uprzednio tropiny
zmodyfikowana metoda Willstdttera (1896).
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3. Hodowla bakterii i wydzielenie produktéow rozkladu atropiny

W celu uzyskania produktow bakteryjnego rozkladu w wiekszych ilo-
$ciach, oraz masy bakteryjnej w ilosci wystarczajacej do sporzadzenia z niej
wyciggu enzymowego, prowadzono hodowle bakterii w 5 1 pozywki o skla-
dzie podanym na str. 678, ze zwiekszong jednak zawartoscig alkaloidu do
0,05%6. W tym celu pozywke sterylizowano w kolbie na 10 1 w autoklawie
pod ci$nieniem 2 at, jednorazowo przez godzine, po czym zaszczepiono ja
5( ml uprzednio przygotowanej gestwy bakteryjnej. Hodowle prowadzono
w ciggu 12 dni, stosujac codzienne napowietrzanie pozywki przy pomocy
mieszadla magnetycznego. Po uzyskaniu prawie catkowitego rozkladu za-
wartego w pozywce alkaloidu (co sprawdzano chromatograficznie), bakterie
odwirowano na szybkoobrotowej wiréwce typu Servall przy 8500 obr min
(9260 X g). Gestwe bakteryjna przechowywano do dalszej pracy w prozni
w temp. 0°, a klarowny plyn znad osadu zageszczono do objetosci okolo
200 ml, silnie zakwaszono stezonym kwasem siarkowym do pH ponizej 1
i wytrzgsano 5-krotnie z 50 ml eteru etylowego. Prowadzac rozdzielanie
kwasnego eterowego wyciagu w sposob analogiczny do stosowanego przy
vreparatyce, uzyskano dwa preparaty, zidentyfikowane w toku badan.

Roztwor pozostaly po oddzieleniu frakcji eterowej zageszczono na lazni
wodnej do zaniku zapachu eteru. Po ostudzeniu roztwor ten silnie alka-
lizowano przy pomocy stezonego wodorotlenku sodowego i wytrzasano
G-krotnie z 20 ml chloroformu. Wycigg chloroformowy zageszczono do
objetosci okoto 10 ml, uzyskujac zolty roztwor o konsystencji syropu, za-
wierajacy produkty zasadowe. Produkty te rozdzielono chromatograficznie
na bibule, stwierdzajac obecnosé 2 zwigzkow zasadowych, 3 i 4. Po elucji
i ponownej chromatografii otrzymano te zwiazki w stanie czystym.

4. Otrzymanie preparatu enzymatycznego i badanie jego akiyuwnosci

Przechowywana w prozni gestwe bakteryjna uzyto do spreparowania
proszku acetonowego, wedlug metody podanej przez Appleyarda
i Woodsa (1956). Uzyskany proszek acetonowy inkubowano z 0,2 mo-
larnym buforem fosforanowym o pH 6,0 przez 2 godz. w temp. 0°, po czym
uzyskany wyciag odwirowywano od pozostalosci.

Przebadano aktywnosé uzyskanego wyciagu enzymowego w zaleznosci
0d czasu inkubacji i od stezenia enzymu. W tym celu probki alkaloidu
w ilosci okolo 1,5 mg atropiny w 0,2 molarnym buforze fosforanowym
o pH 6,0 traktowano odpowiednig iloSciag wyciagu enzymowego i przetrzy-
mywano w ciggu okreslonego czasu w termostacie o temp. 27°. Stosowano
2 rodzaje prob kontrolnych: 1) alkaloid + bufor, i 2) alkaloid + bufor +
-- wyciag enzymowy, inaktywowany w temp. 100° przez 3 minuty.
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Rownoczesnie wykonano orientacyjne proby rozkladu alkaloidu przy
pomocy enzymow, nie wylugowanych z proszku acetonowego. W tym celu
sporzadzano zawiesine odwirowanego proszku acetonowego w $wiezym
buforze o pH 6,0 i calo$¢ traktowano roztworem, zawierajagcym okolo
1,5 mg alkaloidu. Prébe kontrolng przeprowadzano analogicznie inakty-
wujgc jednak enzymy bezposrednio po dodaniu roztworu alkaloidu przez
3-minutowe gotowanie we wrzace] lazni wodnej. Zawartos¢ alkaloidu
oznaczano w probie kontrolnej oraz w probach badanych po 1, 2 i 4 godz.
inkubacji.

5. Metody analityczne

a) Oznaczanie zawartosci alkaloidéw w pozywkach
przeprowadzano szybka mikrometoda Reifera, Buchowicza
(1955). Obnizono jednak stezenie wodorotlenku sodowego z 2 n do 1 n
i probki przy oznaczeniach seryjnych wytrzasano natychmiast z chloro-
formem, poniewaz w odczynie zasadowym alkaloid ulega dos¢ szybkiej
hydrolizie. Poniewaz zawarto$¢ atropiny oznaczano przy duzych steze-
niach produktéow jej hydrolizy, przebadano, czy produkty te nie prze-
szkadzaja w oznaczeniu. Stwierdzono, ze kwas tropowy w ogole nie daje
carwnej reakeji w tych warunkach, a ilo§¢ tropiny, odpowiadajgca ilosci
alkaloidu, powoduje blad nie przekraczajacy 2%o.

b) Metody chromatografii bibulowej Do wstepnych
badan bakteryjnego rozkladu alkaloidéw, do identyfikowania uzyskanych
produktow, a takze do preparatywnego rozdzielenia pochodnych zasado-
wych, stosowano metode chromatografii bibulowe].

Chromatografia zwigzkow o charakterze kwasnym. Do identyfikowania
zwiazkow frakeji kwasnej eterowej stosowano zaréwno metode chroma-
tografii wstepujgcej, jak i zstepujacej na bibule Whatman Nr 1 i Nr 3.
Badane substancje nanoszono na paski dlugosci 45 cm i szerokosci, zalez-
nej od ilosci nakraplanych plam. Stosowano 2 rodzaje fazy ruchomej: mie-
szanine n-butanolu, kwasu octowego lodowatego i wody w stosunku 50:3:25,
gdzie gornej warstwy butanolowej uzywano do rozwijania, a dolnej, wod-
nej do wysycania komory jako fazy stalej. Druga stosowana faza byla
mieszanina 96-procentowego etanolu, stezonego amoniaku i wody w sto-
sunku 80:4:16 (Long i in. 1951). W pierwszym przypadku stosowano
dwugodzinng klimatyzacje przygotowanego do rozwijania chromatogramu.
Czas rozwijania chromatograméw na fazie I na bibule Nr 1 wynosit 30—40
godz., a na bibule Nr 3 — okolo 16 godz., na fazie II czas ten wynosil
w przypadku bibuly Nr 1 okolo 48 godz., a w przypadku bibuly Nr 3 godzin
26—30. Przy stosowaniu metody zstepujacej czas rozwijania byt o okolo
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10%¢ krotszy. Po rozwinieciu chromatogramy suszono w temperaturze po-
kojowej i wywolywano przez spryskiwanie jednym z wywolywaczy wskaz-
nikowych.

Chromatogramy wywolywano roztworami zieleni bromokrezolowej, ble-
kitu bromotymolowego oraz jego mieszaniny z czerwieniag metylows
(Block i in. 1955), przy czym ten ostatni roztwoér dawal najlepsze wy-
niki. Spryskany tym wywolywaczem chromatogram kilkakrotnie podda-
wano dzialaniu par amoniaku ma kilkanascie sekund i uzyskiwano czer-
wone plamy na zéltozielonym tle, wracajacym szybko do czerwonego zabar-
wienia. Plamy wywolane w atmosferze amoniaku znikaly bardzo szybko,
¢ uniemozliwialo wykonanie fotografii chromatogramow.

Chromatografia zwigzkéw zasadowych. Produkty zasadowe z alkalicz-
nego wyciagu chloroformowego wstepnie identyfikowano stosujac I faze, to
znaczy n-butanol, kwas octowy lodowaty i wode w stosunku 50:3:25. Chro-
matogramy wykonywano na paskach bibuly Whatman Nr 1 i Nr 3 dlugosci
okolo 45 cm, stosujac metode zstepujaca. Analogicznie postepowano przy
chromatograficznym badaniu kolejnosci powstawania zasadowych produk-
téw rozkladu i badaniu aktywnosci wyciagow z bakteryjnego proszku
acetonowego. Przy identyfikacji zasadowych produktéw bakteryjnych za
pomoca chromatografii bibulowej stosowano ponadto jako faze ruchoma
mieszanine toluenu i izo-butanolu w stosunku 1:1, wysycong woda (B U-
chi, Schumacher 1957), jednak bibule impregnowano przed na-
kraplaniem nie buforem boranowym o pH 6,6, lecz buforem fosforanowym
o pH 6.5. Ponadto stosowano te sama faze z dodatkiem 1% stezonego kwasu
solnego, przy czym w tym przypadku nie stosowano impregnacji bibuly.
Wysuszone chromatogramy wywolywano przez spryskiwanie zmodyfiko-
wanym odczynnikiem Dragendorffa (Bettschart 1954).

Rozdzialu dwéch zasadowych produktow rozkladu atropiny (3 i 4) do-
konano réwniez przy pomocy chromatografii bibulowej. Na arkusz bibuly
Whatman Nr 3 o dlugosci 45 cm i szerokosci 25 ¢cm nakraplano linig ciagla
chloroformowy wyciag mieszaniny produktow zasadowych w ilosci odpo-
wiadajacej 2—3 mg suchej masy i rozwijano w ciagu 18—20 godzin. W tym
czasie czolo fazy ruchomej dochodzilo do konca arkusza. Wysuszony na
powietrzu chromatogram spryskiwano zmodyfikowanym odczynnikiem
‘Dragendorffa i po wysuszeniu wycinano oddzielnie rejony odpowiadajace
poszczegélnym zwigzkom. Drobno pokrajane skrawki bibuly przenoszono
do rozdzielacza, traktowano 2 n wodorotlenkiem sodowym w ilosci potrzeb-
nej do odbarwienia brazowo zabarwionej bibuly, co bylo réwnoznaczne
v rozkladem kompleksu zasady z odczynnikiem Dragendorffa. Uwolniona
zasade eluowano do chloroformu przez 5-krotne wytrzasanie z porcjami
po 10 ml tego odezynnika, chloroform odparowywano do objetosci okolo
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2 ml, a uzyskany wyciag zanieczyszczony jeszceze malymi ilosciami drugiego
skladnika oczyszczano ponownie przez rechromatografie. W ten sposéb
uzyskano oba zasadowe produkty bakteryjnego rozkladu atropiny w ilo-
Sciach wystarczajacych do chromatograficznej identyfikacji.

c) Identyfikacja spektrofotometryczna. Jedng z me-
tod identyfikacji, dotyczaca kwasu tropowego, bylo spektrofotometryczne
wyznaczenie wierzcholkéw krzywej absorpeji w zakresie widma ultrafio-
letowego. Pomiary przeprowadzono w spektrofotometrze typu ,Algerie”
firmy A. Jobin i G. Yvon, przy zastosowaniu lampy wodorowe] jako zrédla
Swiatla.

II. WYNIRI

1. Badanie warunkéw aktywnosci bakterii

Z przebadanych 4 alkaloidéw: atropiny, l-hioscyjaminy, skopolaminy
i homatropiny wyizolowany szczep najlepiej wykorzystywal skopolamine,
nieco gorzej atropineg i l-hioscyjamine, natomiast wykorzystanie homatro-
piny bylo wyraZnie slabsze. Optymalng temperaturg rozwoju bakterii jest
25—27°. Ponizej 18° i powyzej 33° rozklad atropiny jest nieznaczny. Opty-
malne pH wynosi okolo 5,0—6,0. Przy pH 4,0 osiagnieto okolo 80%¢-owy
rozklad alkaloidu. Wyzsze pH mie sprzyja rozwojowi bakterii, a pH 8,0
powoduje juz chemiczny rozklad alkaloidu na skutek nadmiaru jonow OH
(Kaczkowski 1959).

2. Wstepne badania produktow rozkladu bakteryjnego

Zageszczona pozywka po 12-dniowej dzialalnosci bakterii i ich odwiro-
waniu, nakroplona na chromatogram po rozdziale na 2 frakcje kwasna ete-
rowq i zasadowga chloroformows i po wywolaniu odczynnikiem wskazniko-
wym przedstawiala obraz podany na rysunku (ryc. 1a).

Z frakcji eterowej uzyskano 2 plamy kwasne o wartosciach R; = 0,90
10,94, a z frakcji chloroformowej 3 plamy zasadowe: bardzo intensywna
1 duzg o R; = 0,58, rownie intensywna, cho¢ mniejszq o R; = 0,31(3), oraz
niewielkg plame o R; = 0,25(4). Jak stwierdzono przez wykonanie poréw-
nawczego chromatogramu, zasadowa plama o R; = 0,58 odpowiada nie
rozlozonej atropinie. Dla poréwnania przeprowadzono chemiczng hydrolize
atropiny, stosujgc jako czynniki hydrolizujace gotowanie przez 27 godzin
w wodzie (Amenomiya 1902), stezony kwas solny (Lossen 1866),
0,1 i 1 n wodorotlenek sodowy (Zwirblis iin. 1956), oraz 0,1 n i nasy-
cony wodorotlenek barowy (Kraut 1863, Lossen 1866).
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Hydrolizaty rozfrakcjonowano analogicznie jak w przypadku rozkladu
bakteryjnego na frakcje kwasna eterowa i zasadowg chloroformows i wy-
konano chromatogramy. Obrazy byly we wszystkich przypadkach analo-
giczne do przedstawionego na rysunku (ryc. 1b) dla hydrolizy wodnej
(Amenomiya 1902), a réznily sie pod wzgledem iloSciowym, to znaczy
intensywnoscia i wielkoscig poszczegolnych plam. Z poréwnania chroma-
togramoéw rozkladu bakteryjnego i hydrolizy chemicznej wida¢, ze w obu

a) Rozklag b: Rozklad
bakteryjny czny (1) n.butanol: CHyCOOH:H,0=50:3:25 | A | Etamil:st NHy:moda =80:4:%6  |B
o o o
8 o O o
() o O
O o (®]
o
= 0
Rwasna asadond intng za5adon = = o W o i
eterowa  chlorof| eferowa chiorof bakt. 1 2 at |ngnﬂa..q suf 'su; !mwuﬂs[gmmsﬂ
Rve. 1. Chromatograficzne po- Ryc. 2. Chromatograficzna identyfikacja kwas-
rownanie produktow hvdroli- nych produktéow (nr 1 i nr 2) bakteryjnego
zy chemicznej z produktami rozkladu atropiny. A — w ukladzie I. B —
rozkladu bakteryjnego atropi- w ukladzie I1

ny (rozwiiane w ukladzie I)

wypadkach uzyskano analogiczne produkty kwasne oraz produkt zasadowy
o R; = 0,31. Na podstawie tych wstepnych badan nasunelo sie przypusz-
czenie, ze produkty kwasne bakteryjnego rozkladu atropiny to kwasy tro-
powy i atropowy, natomiast produkt zasadowy to tropina, gdyz wedlug
wymienionych wyzej autoréw te wlasnie produkty powstaja w czasie
hydrolizy chemicznej atropiny.

3. ldentyfikacja poszczegélnygch produktéw rozkladu atropiny

a) Produkty frakcji kwasnej. Dotychczas nie zidentyfiko-
wane kwasne produkty rozkladu bakteryjnego chromatografowano rowno-
legle z produktami rozkladu chemicznego atropiny — kwasem tropowym
i atropowym jako wzorcami, stosujac fazy I i II. Obrazy tych chromato-
gramow sa przedstawione na rycinach 24 i 2B.
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Jak wynika z przedstawionych rysunkéw chromatograméw, wartosci
R; dla substancji 1 w obu fazach odpowiadaja wartosciom R; dla kwasu
tropowego. Stad nasuwa sie wniosek o identycznosci substancji 1 z kwasem
tropowym. Analogicznie wartosci R; dla substancji 2 s réwne wartosciom

060

050
040}

030 |-
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Ryc. 3. Spektrofotometryczne krzywe .absorpcj'i kwasu tro-
powego i zwigzku bakteryjnego nr 1

R; dla kwasu atropowego w wymienionych dwoéch ukladach, co z kolei
prowadzi do wniosku o identycznosci substancji 2 z kwasem atropowym.
Whnioski te potwierdzono w dalszych badaniach. Przede wszystkim ozna-

] Bdni i Mdni

Zasadowe wyciggi chloroformowe w czasie

Ryve. 4. Chromotograficzne badanie kolejnosci powstawania

zasadowych produktow bakteryjnego rozktadu atropiny (roz-
witjane w fazie I)

czono temperature topnienia obu tych zwiazkow. Uzyskano dla zwigzku
Nr 1 temp. topnienia 114°, natomiast dla zwigzku Nr 2 — 108°. Tempera-
tury te sa w przyblizeniu zgodne z temp. topnienia podanymi w literatu-
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rze dla kwasu tropowego (116°) i atropowego (106°), a zupelnie zgodne
z temp. topnienia uzyskanych kwasow tropowego i atropowego droga che-
micznej hydrolizy w toku niniejszych badan.

W koncu wyznaczono krzywe absorpcji widma w granicach 270—230
mu (w 0,1 n kwasie solnym) dla chemicznie otrzymanego kwasu tropo-
wego i dla bakteryjnego produktu Nr 1. Krzywe te przedstawione sa
na rycinie 3.

b) Produkty frakcji zasadowej. Wstepny chromatogram,
zamieszczony na rycinie 1 wskazuje, ze tropina o R; = 0,31, ktéra po-
jawia sie w wyniku wszystkich rodzajow hydrolizy chemicznej, jest row-
niez produktem rozkladu bakteryjnego. W odroznieniu od hydrolizy che-
micznej, wycigg chloroformowy produktow bakteryjnego rozkladu poza
postulowang troping, zawieral dodatkowo drugi zwigzek. Zwigzki te ma-
lezalo przeto rozdzieli¢ i otrzymaé¢ w stanie chemicznie czystym, jak row-
niez przebadaé¢ kolejno$¢ ich powstawania.

Ryc. 5. Chromatograficzna identyfikacja produktéw zasadowych roz-

kladu bakteryjnego atropiny, nakroplonych réwnolegle z troping i tropi-

gening: A — w ukladzie I; B — w uktadzie: izo-butanol, toluen, st.

HCI = 50:50:1, wysyconym woda: ¢« — wyciag bakteryjny, b — substan-
cja nr 3, ¢ — substancja nr 4, d — tropina, e — tropigenina
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Przytoczony na rycinie 4 chromatogram, na ktory nakraplano wyciagi
chloroformowe z kultur o réznym czasie inkubacji, wskazuje, ze jako
pierwszy pojawia sie zwigzek o R; = 0,31, po nim dopiero zwigzek
o R; = 0,25.

Chloroformowy roztwor zwigzku 3 o R; = 0,31 nakraplano na chro-
matogramy, na ktérych poréownywano ten zwigzek z nakroplong réwno-
noczesnie, preparatywhje otrzymang tropina, jako wzorcem. Chromato-
gramy rozwijano w dwoch fazach o skladzie podanym w metodyce.

Zalaczone na rycinach 5A i 5B chromatogramy wykazuja, Ze zarowno
preparowana tropina, jak i badany zwiazek zasadowy posiadaja analogicz-
ne wartosci R; w obu ukladach. Na tej podstawie wnioskuje sig, ze pierw-
szym produktem zasadowym bakteryjnego rozkladu atropiny jest tropina
powstajaca obok kwasu tropowego w reakcjach hydrolizy atropiny.

W celu zidentyfikowania zwigzku 4, dajacego w ukladzie I plame
o wartosci R; = 0,25, przebadano chromatograficznie produkty wazniej-
szych przeksztalcen chemicznych tropiny, jak utlenianie jej do tropinonu
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Ryc. 6. Zaleznos¢ enzymatyczne- Ryec. 7. Zalezno$é enzymatyczne-
go rozkladu atropiny od czasu go rozkladu atropiny od stezemia
przy uzyeiu 0,5 ml wyeciagu wydiggu enzymowego, przy czasie

inkubacji = 3 godz.

i kwasu tropinowego oraz przemiany do tropigeniny, tropidyny i dwu-
hydroksytropidyny. Byly to teoretycznie najbardziej prawdopodobne prze-
ksztalcenia, obejmujace takie reakcje, jak utlenianie, demetylacje i de-
hydratacje czasteczki tropiny. Stwierdzono chromatograficznie, Ze tropi-
genina — powstajaca w wyniku demetylacji tropiny — daje po wywola-
niu odezynnikiem Dragendorffa lub cdezynnikiem wskaznikowym silnie
_zasadowg plame o R; analogicznym do tej wartosci dla zasadowego zwigz-
ku nr 4, uzyskanego w rozkladzie bakteryjnym. W celu $ciSlejszego ziden-
tvfikowania badanego zwigzku, otrzymano z tropiny preparatywnie tropi-
genine w postaci karbaminianu o temp. topnienia = 158°, wedlug metody
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podanej w czeSci do$wiadczalnej. Otrzymana tropigening nakraplano
w charakterze wzorca na chromatogramy obok zwigzku, otrzymanego z roz-
kladu bakteryjnego, i rozwijano je w dwéch ukladach, podanych przy
identyfikowaniu tropiny. Obrazy uzyskane na chromatogramach, przed-
stawionych na ryc. 5, wykazuja, ze cba powyzsze zwigzki ukladaja
sie w obydwu fazach w miejscach o jednakowych wartoéciach R;. Bardzo
male ilosci czystego zwiazku bakteryjnego uniemozliwily otrzymanie po-
chodnych o znanej temp. topnienia. Wniosek, ze tropigenina jest rowniez
jednym z produktéw rozkladu bakteryjnego. opiera si¢ wiec wylacznie na
identyfikacji chromatograficznej.

4. Badanie aktywnosci enzgmow, uzyskanych z bakterii
W celu blizszego scharakteryzowania enzymow biorgcych udzial w wy-

7ej opisanych przemianach, wykonano z gestwy bakteryjnej proszek ace-
tonowy, stosujac postepowanie podane w metodyce. Do sporzadzenia

Ryc. 8. Chromatogram produktiw rozkladu atropiny
pod dzialaniem wvciagu z proszku acetonowego

proszku acetonowego uzyto okolo 30 mg bakterii. Uzyskany proszek inku-
bowano z okolo 7 ml buforu fosforanowego o pH 6,0. Przebadano wplyw
czasu na stopien rozkladu atropiny przy 0,5 ml wyciggu enzymowego
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oraz wplyw stezenia enzymu przy czasie inkubacji = 3 godz. Zaleznosci
te podane sa na wykresach umieszczonych na rycinach 6 i 7.

Aktywnos$é uzyskanego wyciggu enzymowego byla stosunkowo niska.
Znacznie aktywniejszy od wyciagu byl sam proszek acetonowy, z ktorym
inkubowano alkaloid w pH 6,0. Uzyskane wyniki, podane w tabeli 1 wska-
zuja, ze juz po 4 godzinach zostalo rozlozone 90% atropiny.

Tabela |1

Inkubacja proszku acetonowego z bakterii
z 1,275 mg atropiny

| Zawartos¢ | Alkaloid

Czas | alkaloidow 0fy

w godz. | w probie roa‘o:"{)'ny rozktadu
W mg g
|
| 0925 | 0350 | 274
2 0,400 0,875 68,6
4 | 0,125 1,150 90,5

Sporzadzone chromatogramy zasadowych, chloroformowych wyciggow
produkiow rozkladu enzymatycznego atropiny wykazaly obecnos¢ tylko
jednego produktu zasadowego o R; = 0,31, zidentyfikowanego uprzednio
jako tropina (ryc. 8). Uzyskany enzym ma wiec charakter esterazy, gdyz
powoduje hydrolize atropiny do tropiny, bez dalszego jej rozkladu.

III. DYSKUSJA

Wyniki uzyskane w niniejszych badaniach nad bakteryjnym rozkladem
atropiny doprowadzily zasadniczo do sformulowania trzech typow reakcji
przebiegajacych w poczatkowych stadiach tego rozkladu. Pierwsza z tych
reakcji jest hydrolityczny rozpad atropiny jako estru na produkt kwaso-
wy — kwas tropowy, i produkt o charakterze alkoholowym — tropine.
Istnienie tych zwiazkéw wsrod produktow rozkladu mozna uznac¢ za udo-
wodnione, szczegolnie zas kwasu tropowego, zidentyfikowanego przy po-
mocy chromatografii bibulowej w dwoch ukladach, temp. topnienia i wid-
ma absorpcyjnego w zakresie fal 270—240 mu. Wprawdzie widmo wyizo-
lowanej i oczyszczonej substancji wykazuje tylko 3 maksima i 3 minima.
a nie 4 maksima i minima, jak to w swych badaniach sugeruja Thies
i Storgenfrey (1958), ale wykazane szczyty sa prawie zgodne z po-
danymi przez wymienionych autoréow. Brak czwartego maksimum jest
by¢ moze maskowany przez $lady benzenu, ktéry byl stosowany do wy-
mywania kwasu atropowego.
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Drugg reakcja, przebiegajaca tylko do pewnego stanu réwnowagi, jest
odwodnienie kwasu tropowego do atropowego. Powstawanie tej substancji
mozna takze uzna¢ za udowodnione chromatograficznie i przez oznacze-
nie temp.. topnienia wyizolowanego, czystego zwiazku. Niezaleznie od
czasu dzialania bakterii na alkaloid, uzyskiwano zawsze mieszanine tych
dwoch kwasOéw z znaczng przewagg kwasu tropowego. Oba te zwiazki byly
produktami koncowymi przemiany materii opisanego szczepu, gdyz bak-
terie te nie rozwijaly sie na mieszaninie wymienionych kwaséw, nawet
po dodaniu azotu mineralnego w postaci soli amonowej.

Trzecia reakcja, ktora sugeruja przedstawione na ryc. 5 chromato-
gramy, bylaby reakcja demetylacji tropiny, w wyniku ktérej powstaje

CHy CH—CHy
l HyC-N W-0-00~CH-CHaOH
CH, H—CHy
H0
| CHda
CHg——CH—CH, HOOC-CH-CH30H
HyL- H-OH
CHp——CH—Hy .
-CHs o H20
1 [Demetylacja i

1
He——CH——CHs HOOC- C=CH,

s

Ryc. 9. Schemat pierwszych stadiéw bakteryjnego rozkla-
du atropiny (objasnienia w tekscie)

tropigenina. Demetylacja tropiny do tropigeniny zostala dowiedziona je-
dynie chromatograficznie, gdyz otrzymano z rozkladu bakteryjnego bardzo
nieznaczne ilosci tego zwiazku. Jednakze poréwnanie substancji bakteryj-
nej z chemicznie otrzymana tropigening w dwoch fazach na drodze chro-
matografii bibulowej pozwala przyjac. ze demetylacja przebiega rowniez
w procesie bakteryjnego rozkladu tropiny. Schemat oméwionych reakceji
jest podany na rycinie 9.
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Z enzymow, katalizujacych wyzej omawiane reakcje otrzymano w wy-
ciggu z proszku acetonowego i blizej przebadano jedynie esteraze atropiny,
katalizujaca hydrolize estru do kwasu tropowego i tropiny. Aktywnosc¢
uzyskanego wyciggu byla stosunkowo miska badZz na skutek nieodpowied-
nich warunkow ekstrakeji, badz na skutek nierozpuszczalnosci enzymu roz-
kladajacego jedng z optycznych form atropiny. Przypuszczenie takie by-
loby zgodne z doniesieniami Gocheaux i Moyens (1949), oraz
Wernera (1958), ktorzy z serum krwi krolika otrzymali esteraze atro-
piny, rozkladajgca tylko 1-forme. Atropina, inkubowana nie z buforowym
wyeiagiem, lecz z suchym proszkiem acetonowym, ulegla prawie caltkowi-
temu rozkladowi, co swiadezy o obecno$ci w nim enzymow hydrolizuja-
cych obie formy optyczne alkaloidu. Obecnosci innych enzymoéw, katali-
zujacych pozostale opisane dwie reakcje, nie badano w bakteryjnym
proszku acetonowym.

Tropina i tropigenina mogg by¢ bezposrednimi prekursorami biosyn-
tezy hioscyjaminy w roslinach wyzszych, zgednie z postulowanym zaloze-
niem niniejszej pracy — odwracalnoscia reakeji enzymatycznych w prze-
mianach alkaloidow tropanowych. Przemawiaja za tym rozwazania Cr om-
wella (1943), Diapera iin. (1951), oraz Robinsona (1953), we-
dlug ktorych szkielet tropanowy powstaje przed metylacjg azotu. Autorzy
ci podaja w swych przypuszczeniach, ze jednym z przejsciowych zwigzkow
w biosyntezie moze by¢ nor-tropinon. Dotychczas nie wiemy, czy metylacja
azotu nastepuje przed czy tez po redukeji grupy ketonowej nor-tropinonu
de grupy wodorotlenowej, przeto nie mozna wylaczy¢ mozliwosci metylacji
po redukecji nor-tropinonu do tropigeniny (nor-tropiny). Z drugiej strony
stwierdzenie przez Bendika i in. (1958) wolnej tropiny w Scopolia
carniolica wskazywaloby na synteze hioscyjaminy bezposrednio poprzez
esteryfikacje, a zatem tropina bylaby rowniez zwigzkiem przejsciowym te]
biosyntezy.

Kierownikowi Katedry, Panu prof. dr I. Reiferowi za cenne rady i pomoc
w czasie wykonywania niniejszej pracy oraz Pani dr M, Toczko za pomoc przy
wykonywaniu czeSci mikrobiologicznej autor sklada na tym miejscu serdeczne po-
dziekowanie,

STRESZCZENIE

1. Wyizolowano z gleby i blizej przebadano szczep bakterii, zdolnych
do korzystania z alkaloidow tropanowych, jako jedynego zrédla azotu
i wegla. Szczep ten oznaczono wedlug Bergeya i stwierdzono, ze jest on
bardzo podobny do Arthrobacter terregens.

2. Wyizolowano i zidentyfikowano 4 produkty bakteryjnego rozkladu
atropiny: kwasy tropowy i atropowy, oraz troping i tropigenine.

Acta Societatis Botanicorum Poloniae — 8
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3. Otrzymano z bakterii proszek acetonowy i wyciag wodny z tego
proszku, w ktéorym stwierdzono esteraze atropiny, katalizujaca rozklad
tego alkaloidu do tropiny i kwasu tropowego, oraz wykonano wstepne
badania nad kinetyka tego enzymu.

4. Dyskutowana jest mozliwo$é roli wymienionych produktow bakte-
ryjnego rozkladu alkaloidow tropanowych jako zwiazkéw przejsciowych ich
biosyntezy.

Katedra Biochemii
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie
(Wplyneto dn. 17.7.1959)

SUMMARY

1. A bacteria, utilizing tropane alkaloids as the sole source of carbon
and nitrogen, has been isolated from soil. Its properties have been investi-
gated. This strain possesses many characteristics of Arthrobacter terregens.

2. Four products of bacterial decomposition of atropine have been iso-
lated and identified. These products are: tropic acid, atropic acid, tropine
and {ropigenine.

3. Acetone powder has been prepared from the bacteria and aquaeous
buffered extract contained atropine esterase, which catalysed the decom-
position of this alkaloid to tropine and tropic acid. Preliminary investiga-
tions, concerning kinetics of this enzyme were carried out.

4. The possibility of the role of these decomposition products as pos-
sible precursors in the biosynthesis of tropane alkaloids are discussed.

Chair of Biochemistry
College of Agriculture
Warsaw, (Poland)
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