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Jan KOZAK

Oznaczanie pepsyny w soku zoladkowym przy pomocy trawienia
surowicy krwi ludzkiej we wlasnej modyfikacji
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TIpM TIOMOLUM AUTECTMM YEJIOBEYECKOH CBIBOPOTEM

The Determination of Pepsin in Stomach Juice by Digesting Human Serum

Oznaczanie zawartoéci pepsyny w soku zolgdkowym ma duze znaczenie prak-
tyczne w ustalaniu stanu czynno$ciowego blony $luzowej zotadka. PiSmiennictwo,
zwlaszcza zagraniczne, dotyczgce metodyki oznaczania tego fermentu jest dos¢
obszerne (1, 2, 3, 5, 7, 8, 14, 15, 16, 18, 19, 25, 27), W Polsce wiele prac pofwiecili
temu zagadnieniu Czystohorski. Gométka, Kréweczynski i Smaj-
kiewicz, Florkiewicz, Niewiarowski i inni (10, 11, 12, 13, 17, 20, 23).
Krowezyhski i Smajkiewicz, opisujac swoja metode plytkowego ozna-
czania aktywnos$ci pepsyny, podali szczegbélowo réine sposoby iloSciowego jej okre-
§lania przez innych autoréw (20). Oznaczanie tego fermentu w soku zotgdkowym
nie weszto jednak w zakres badan rutynowych. Zlozylo sie na to wiele przyczyn,
miedzy innymi dlugo utrzymujace sig, niestuszne przekonanie, Ze poziom pepsyny
w soku zoladkowym jest wprost proporcjonalny do jego kwasoty (1, 2, 21, 24).
Tymczasem w ostatnich dziesigtkach lat liczni autorzy wykazali, Zze zachowanie sie
jej w soku zotagdkowym nie zawsze idzie w parze z kwasnoscig (9, 15, 25, 26). Poza
tym znane dotychczas proste metody oznaczania pepsyny sg zazwyczaj mato do-
ktadne, natomiast te, ktére dajg dokladniejsze wyniki, wymagaja drogiej i precy-
zyjnej aparatury oraz sg bardzo pracochionne.

Majge na uwadze powyzisze trudnoS$ci opracowalem metode elektrokoloryme-
tryczng oznaczania pepsyny w soku zoladkowym wlasnej modyfikacji, opartg na
trawieniu surowicy ludzkiej.

METODYKA I WYNIKI BADAN

Oznaczanie pepsyny w soku zolgdkowym oparte zostalo na trawieniu inakty-
wowanej surowicy ludzkiej. Ubytki bialka okref§la sie metodg elektrokoloryme-
tryczng. Przy kalibrowaniu uzywa sie pepsyny sproszkowanej produkcji polskiej
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oraz surowicy ludzkiej, zlewkowej, pochodzacej od kilku os6b. Mieszanina kilku
surowic roznych osdéb gwarantuje niewielki rozrzut procentowy zawartego bialka
i jego frakeji. Celem wykluczenia mozliwosci wplywu na trawienie réznych fermen-
téw zawartych w surowicy poddawano jg inaktywacji przez podgrzewanie w lazni
wodnej o temperaturze 56°C w ciaggu 30 min. Opracowanie metody ilosciowego
oznaczania pepsyny w soku zolgdkowym wymagalo badan poréwnawczych z tra-
wieniem surowicy ludzkiej pepsyng sproszkowang w tych samych warunkach stan-
dardowych. Przyjmujac na podstawie literatury, ze 1 ml prawidlowego soku zolgd-
kowego zawiera okolo 1 mg pepsyny krystalicznej przeprowadzilem najpierw ba-
dania z trawieniem 0,1 ml surowicy ludzkiej o zawartosci 6 g% bialka calkowitego
przy uzyciu 1 mg pepsyny sproszkowanej (4, 17, 21). W tym celu w kazdej z 5 pro-
béwek 12 ml przygotowalem po 1 ml roztworu 100 mg®e pepsyny, do ktérego do-
datem 0,1 ml surowicy inaktywowanej oraz 0,1 ml 1N kwasu solnego. We wszyst-
kich badaniach objetos¢ trawionego roztworu byla jednakowa, wynosila 1,2 ml
w kazdej probdéwce. Trawienie przeprowadzilem w warunkach optymalnego dzia-
tania pepsyny, tj. przy pH 2, w lazni wodnej o temp. 37°C. W I probdéwce oznaczano
biatko bezposrednio po sporzadzeniu roztworu, natomiast w II — po 15 min,,
w III — po 30 min, w IV — po 45 min. i w V po 60 min. przebiegu trawienia.
Reakcja trawienna byla przerywana dodaniem do substratu 6 ml odczynnika
Kingsley’a. Nastepnie dopelnialem roztw6r w kaidej probéwce do 10 ml i ozna-
czalem warto$é ekstynkeji spektrofotometrem ,,Spectronic 20” przy dlugosci fali
540 milimikrona i grubos$ci warstwy badanego ptynu 10 mm. Jes$li badany roztwor

Tab. 1. Wyniki skutecznosci inaktywacji surowicy ludzkiej przy temp. 56°C przez
3¢ minut oraz trawienie surowicy ludzkiej i albuminy suchej jaja kurzego pepsyna
sproszkowang
Results of inactivation of human serum at temperature 56°C during 30 minutes,
and the digestion of human serum and dry albumen of hen’s egg with pulverized
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wykazywal zmetnienie, wirowano go zwyklg wiréwkg. Tym samym aparatem
okres§lano wspoélczynnik kalibracyjny metody do obliczania bialka surowiczego, ktory
wynosit f = 0,02253. Zawartos$¢ biatka w surowicy (E) obliczano z odczytu ekstynkeji
na spektrofotometrze i wspoélczynnika kalibracyjnego do obliczania biatka surowi-
czego (f) wg nastepujacego wzoru: ilo§é biatka surowiczego w mg = E X £ X 1000.
Ubytek strawionego biatka surowiczego obliczano z réznicy ekstynkeji przed tra-
wieniem (Ep) i po trawieniu (Ey), stosownie do wzoru: ilo§¢ trawionego bialka
surowiczego w mg = (Ep—Eg) X £ X 1000.

W podobnych warunkach przeprowadzilem trawienie 1 miligramem pepsyny
sproszkowanej 6 mg albuminy suchej jaja kurzego. Wyniki trawienia surowicy
ludzkiej i albuminy suchej jaja kurzego oraz skutecznosci inaktywacji surowicy
ludzkiej przedstawia tab. 1.

Celem dokiadniejszego poznania przebiegu reakcji trawiennej powta-
rzatem badania trawienia surowicy i albuminy suchej jaja kurzego w tych
samych warunkach standardowych z tym, ze ubytki substratéw ozna-
czalem w ciggu pierwszych 15 minut co 5 minut a w ciggu reszty godziny
co 15 minut. Wyniki tych badan wykazuje ryc. 1.
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Ryc. 1. Przebieg reakeji trawienia 0,1 ml surowicy ludzkiej o zawartosci 6% biatka
oraz 6 mg albuminy suchej jaja kurzego przez 1 mg pepsyny przy pH 2 i temp. 37°C.
Oznaczenia dokonywano w ciggu 45 min. w odstepach 5 minutowych. Krzywa ciggla
odnosi sie do surowicy, przerywana — do albuminy jaja kurzego
The course of ligestion reaction of 0.1 ml of human serum containing 6 g% of protein
and 6mg of dry albumen of hen’s egg with 1mg of pepsin at pH2, and at
37°C. Measurements were performed over a period of 45 minutes at intervals of
5 minutes. The continuous curve refers to human serum, and the interrupted one —
to albumen of hen’s egg

Rozna zawarto$¢ pepsyny w soku zolgdkowym poszczegdlnych oséb
wymagala przesledzenia trawienia jednakowych ilosci surowicy ludzkiej
z réznymi dawkami pepsyny sproszkqwanej. Srednie ich wyniki z 10-krot-
nych oznaczen przedstawia tab. 2.
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Tab. 2 wykazuje, ze ubytki strawionego bialka zalezne sa nie tylko
od ilosci uzytej pepsyny, lecz réwniez i od substratu. Bardzo znamienna
jest zaleznos$¢ tych ubytkéw w przeliczeniu odsetkowym. Dla przykladu
na ryc. 2 podano w odsetkach ubytki otrzymane przy trawieniu réznych
ilosci substratu 1 mg pepsyny sproszkowanej.

Tab. 2. Zalezno$é ubytku bialka surowiczego, trawionego pepsyna sproszkowang
od jej ilosci i stezenia substratu. Substrat poddany trawieniu wykazuje w ostatniej
kolumnie ilo§é surowicy ludzkiej w ml., w przedostatniej za§ ilo§¢ biatka w mg
wedlug odczytu ekstynkeji
Dependence of decrease of serum protein digested with pulverized pepsin on its
amount and concentration of the substrate. The substrate digested shows: the
amount of human serum in ml (the last column), the amount of protein in mg based
on extinction (column next to the last)

Pepsyna Ubytki strawionego biatka surowiczego w mg.
W mg
5.0 0.7434 0.9162 1.1490 1.3067 | 1.4193 | 1.4644
4.0 0.6984 0.8836 1.1265 1.2616 | 1.3351 | 1.4193
3.0 0.6533 0.8561 1.0589 1.1940 | 1.2616 | 1.3202
2.0 0.6080 0.8110 0.9913 1.1039 | 1.1715 | 1.2166
1.0 0.5406 0.7209 0.9012 0.9913 | 1.0363 | 1.0814
0.75 0.4055 0.6007 0.7209 0.8336 | 0.9012 | 0.9687
0.5 0.3828 0.4652 0.5216 0.6750 | 0.7885 | 0.8561
- Biatko 3.1542 4.6412 6.1732 | 10.9310 | 14.5093 | 16.8932
8 w mg
0 .
S| Surowica 0.05 0.075 0.1 0.2 0.3 0.4
7] w ml

Przedstawione powyzej badania trawienia surowicy zlewkowej pe-
psyna sproszkowang pozwolily na zrozumienie doswiadczent przy okresla-
niu iloSciowym pepsyny w soku zZoladkowym. Przy oznaczaniu jej za-
wartosci w soku Zolgdkowym postepowanie bylo podobne, tylko zamiast
1 ml 100 mg% pepsyny sproszkowanej brano do trawienia 1 ml soku
zoladkowego, homogenizowanego i przesgczonego przez gaze. Celem
otrzymania roztworu o stezeniu jonéw wodorowych o pH 2 do 1 ml soku
zolgdkowego i 0,1 ml surowicy ludzkiej dodawano, pod kontrolg peha-
metru, stezony kwas solny wzglednie wode destylowang do objetosci
1,2 ml roztworu. Trawienie trwalo 1 godzine a ubytki bialka surowiczego
okreslalem co 15 minut. Zawarto$¢ pepsyny w mg w 1 ml soku zolgdko-
wego okre$lalem, dzielgc strawione nim biatko w 0,1 ml surowicy w ciaggu
45 minut przez 0,9 mg, tj. ilo$¢ biatka strawionego 1 mg pepsyny sprosz-
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kowanej w tej samej ilosci surowicy i w tych samych warunkach sto-
sownie do nastgpujacego wzoru: ilo§¢ pepsyny w mg w 1 ml soku zolad-
kowego = EpTERXIXI000 ) 1 ml soku zoladk

0.9 . pepsyny w 1 ml soku zolgdkowego
grupy kontrolnej okreslana mojg metodg wahala sie od 1,0 do 1,5 mg,
srednio 1,3 mg,
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Ryc. 2. Zalezno$é odsetkowych ubytkéw bialka surowiczego od steienia substratu

trawionego przez 1 mg pepsyny sproszkowanej w ciggu 45 min. przy pH i temp. 37°C

A dependence of percentage decrease of serum protein on the concentration of the

substrate digested with 1 mg of pulverized pepsin during 45 minutes at pH 2, and
temperature of 37°C

OMOWIENIE

Oznaczanie ilosciowe pepsyny w soku zoladkowym przy pomocy tra-
wienia surowicy krwi ludzkiej przeprowadzal Garcio-Morato
Castano (14). W metodzie swej do badania bral 1,5 ml surowicy i 2 m!
soku zolgdkowego. Trawienie trwalo 15 min. przy temp. 38°C. Oznaczanie
wynikéw dokonywano elektrokolorymetrycznie. Jednakze metoda ta jest
bardzc pracochlonna, mimo ze samo trawienie trwa 15 minut, poza tym
wymaga duzej ilosci surowicy, ktéra brana od pojedynczych oséb wyka-
zuje duze roéznice iloSciowe 1 jako$ciowe zawartego biatka, co nie jest
obojetne przy otrzymywaniu wynikéw trawienia. Metode oznaczania
pepsyny w soku zolgdkowym, podang przez Garcio-Morato Ca-
stano, zmodyfikowalem w ten sposoOb, ze zamiast surowicy pochodzacej
od jednej osoby uzylem surowicy zlewkowej od kilku oséb i w ijloSci
15-krotnie mniejszej, a zamiast 2 ml uzylem 1 ml soku zolgdkowego.
Trawienie przeprowadzano przy temp. 37°C a nie 38°C, a przebieg reakeji
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trawiennej przerywano odczynnikiem Kingsleya. Poniewaz w mojej me-
todzie nie wytrgcano bialka kwasem tréjchlorooctowym, substrat niemal
zawsze byl klarowny i rzadko zachodzila potrzeba jego przesaczania.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze tzw. surowice zlewkowe maja
nieduzy rozrzut odsetkowy zaréwno bialka calkowitego, wahajacy sie od
6,0 do 6,6 g%, jak i poszczegdlnych jego frakeji. Wykazano réwniez, ze
trawienie 0,1 ml réinych surowic zlewkowych inaktywowanych, daje
niemal identyczne ubytki trawienne.

W tab. 1 w dwu pierwszych rzedach poziomych wykazano, ze suro-
wica po inaktywacji bez dodania do niej pepsyny sproszkowanej nie dala
ubytku bialka. Dowodzi to, Ze sposéb inaktywacji surowicy byl przepro-
wadzony wlasciwie i zniszczyl zawarte w niej fermenty proteolityczne.
W dwu dalszych rzedach wykazano, ze trawienie 1 mg pepsyny sprosz-
kowanej zarowno 6 mg bialka surowiczego inaktywowanego, jak i 6 mg
albuminy suchej jaja kurzego daje jednakowy ubytek biatka, wynoszacy
0,9 mg zaré6wno w ciggu 15 jak i 45 minut. Okre$lenie tego ubytku bylo
konieczne do oznaczania iloSciowego pepsyny w soku zolgdkowym.

Z ryc. 1 wynika, ze trawienie jednakowych ilosci biatka surowiczego
i albuminy jaja kurzego pepsynag sproszkowang w naszych warunkach
standardowych przebiegalo w ciggu 15 min., niemal réwnolegle i po linii
prostej. W ciggu dalszej obserwacji nie zauwazono juz ubytkéw biatka.
Dowodzi to, ze przebieg reakcji trawiennej zakonczyt sie w ciggu 15 min.
oraz, ze surowica ludzka inaktywowana jest réwnie dobrym substratem,
jak albumina sucha jaja kurzego (1, 6, 20, 22, 25). Zaznaczy¢ nalezy, ze
surowica inaktywowana moze pozostawaé przez kilka dni i nadaje sie
do uzytku jako substrat.

Przedstawione wyniki w tab. 2 wykazuja, ze przy trawieniu substratu
o jednakowej zawartosci bialka surowiczego, wzrastajace dawki pepsyny
zwiekszajg wprawdzie ubytki trawionego biatka, ale nie wprost pro-
porcjonalnie. Przy zwiekszeniu pepsyny 10-krotnie, ubytek biatka przy
trawieniu jednakowej ilosci substratu zwieksza sie w przyblizeniu tylko
2-krotnie. Mozna przypuszczaé, ze pepsyna przy zwiekszaniu jej podczas
trawienia po osiagnieciu pewnej granicy nie bedzie powodowala dalszego
ubytku trawionego biatka. Wykazuja to cyfry w kolumnach pionowych.
Podobne zjawisko w trawieniu zachodzilo przy zwiekszeniu substratu
przy zachowaniu jednakowych ilosci pepsyny. Wykazuja to cyfry w rze-
dach poziomych. Krzywa hiperparaboliczna na ryc. 2 ilustruje w spos6b
wyrainy, ze odsetkowy ubytek bialka przy trawieniu 1 mg pepsyny
sproszkowanej wzrasta w miare zmniejszania sie uzytego substratu,
a maleje w miare zwiekszania sie. Uwidocznione wyniki w tab. 2 i ryc. 2
wykazuja, ze optymalne warunki trawienia w naszym uktadzie standar-
dowym, tj. przy temp. 37°C i pH 2 zachodzg przy doborze dla 1 mg
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pepsyny 0,1 ml i mniejszych ilosci surowicy ludzkiej. Poniewaz prawi-
dlowy sok zolgdkowy zawiera w 1 ml okolo 1 mg pepsyny sproszkowa-
nej — celem utrzymania optymalnych warunkéw trawienia uzylem dla
0,1 ml surowicy 1 ml soku Zoladkowego. Dobér optymalnych warunkow
trawienia zwieksza dokladno$é wynikéw (2, 8, 9, 15, 17, 20, 23, 25).

W moich badaniach przebieg reakeji trawiennej pepsyng sproszko-
wang konczyl sie zawsze w ciggu 15 minut, natomiast przy uzyciu soku
zotadkowego w ciggu 15 minut tylko w 55%, w ciggu zas 30 minut w 96%,
a w 100% dopiero po 45 minutach (na 300 oznaczeh). Z tego wzgledu przy-
jalem w swoich badaniach czas trawienia 45-minutowy. Przyczyna op6z-
nionego trawienia pepsyng soku zoladkowego, w poréwnaniu ze sprosz-
kowana, nie jest jasna i byla tematem badan wielu autoréw jak Chinn,
Book, Beams, Orlowski, Masltow, ktérych wypowiedzi sg
rézne, niekiedy kontrowersyjne (9, 22, 24). By¢ moze, ze w gre wchodza
tu czynniki hamujgce trawienie, znajdujace sie w soku zolgdkowym
(22, 24). Niektorzy autorzy, jak Chinn, Book, Beams i inni twier-
dzg, ze sok zolgdkowy nie ma zadnych cial hamujacych trawienie. Na pod-
stawie wlasnych badan nie stwierdzitem, by opé6Znienie trawienia soku
zoladkowego w stosunku do pepsyny sproszkowanej bylo uzaleznione od
ilosci zawartej w nim pepsyny. Obserwowalem zakonczenie trawienia
w jednakowym czasie tak przy niskich, jak i wysokich wartosciach pe-
psyny soku zoladkowego. Wynika z tego, ze na szybko$¢ reakcji soku
zoladkowego mialy wplyw inne czynniki poza pepsyna, by¢ moze zawar-
tos¢ wolnego kwasu solnego, sluzu, elektrolitow itp. (15, 25).

Metoda okreslania pepsyny w soku zolgdkowym, podana przeze mnie,
jest prosta, szybka i dokladna, nie wymaga skomplikowanej aparatury,
ani odczynnikow. Moze jg wykonywaé kazde laboratorium, ktére posiada
fotokolorymetr. Uzycie jako substratu surowicy ludzkiej zlewkowej ma
duze znaczenie praktyczne, gdyz jest to material latwo dostepny, niejako
odpadkowy w laboratorium. Zawarto$¢ pepsyny w soku zolgdkowym
okresdlana jest w mg w odniesieniu do pepsyny sproszkowanej uzytej przy
kalibracji. Potrzebny czas na oznaczanie pepsyny podanym sposobem jest
stosunkowo krotki, wynosi okolo 2 godzin.

Inne proste metody oznaczania pepsyny w tresci zoladkowej, znane
mi z dostepnej literatury, sg przewaznie malo dokladne (5, 7, 16, 17, 18,
19, 27). Natomiast te, ktore daja wyniki dokladne, wymagaja precyzyjnej
aparatury, kosztownych odczynnikéw oraz sg pracochlonne (2, 3, 13, 14,
20, 25). Wzgledy te byly bodzcem do opracowania przeze mnie podanej
wyzej metody, ktéra, z uwagi na wymienione zalety, winna znalez¢ zasto-
sowanie praktyczne przy oznaczaniu zawartosci pepsyny w soku zolad-
kowym.
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WNIOSKI

1. Oznaczanie pepsyny w soku zolgdkowym przy pomocy trawienia
surowicy ludzkiej, zlewkowej, inaktywowanej, w podanej modyfikacji,
jest latwe, dokladne i nie wymaga skomplikowanej aparatury laborato-
ryjnej.

2. Czas wykonania badania wynosi okoto 2 godz.

3. Stezenie pepsyny w soku Zoladkowym okreslane jest w mg. W na-
szych badaniach norma wahata sie w grupie kontrolnej od 1,0 do 1,5 mg,
Srednio 1,3 mg w odniesieniu do pepsyny sproszkowanej produkcji pol-
skiej.
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Otrzymano 8 VII 1968.

PE3IOME

OmuceiBaeTcA MOAMMUILMPOBAHHBIA aBTOPOM 9JEKTPOdOTOMETpHIE-
CKMII MeTOj ompejfieleHMs NelCMHa B KeJyLOYHOM COKe IIpM IIOMOILM
IUTECTHUM YeJOBEe4EeCKOJM CBIBOPOTKM, B3ATOM yV HECKOJIBKMX 4eJIOBeK. g
KOJMYECTBEHHOTO OIpejesieHuAa NencuHa Oblia NpoBefeHa CpaBHUTENb-
Hasa gurectus 0,1 Mu CBIBOPOTKM B 1 MJI KeJyQO4YHOTO COKa M 1 mMr mo-
POIIKOOBGPA3HOTO TIeNCHMHA TMOJBLCKOTO IIPOM3BOJCTBA TIPM TeMIIepaTy-
pe 37°C u pH = 2 B Teyenme 45 mmH. KosmuecTBO nepeBapeHHOro Chbl-
BOPOTOYHOro GeJIKka BBMMMCAAJOCHL U3 Pa3HMUBl SKCTHMHKUMM Oejika nepen
murectueit (E,) u nocne (Ey), a Takke u3 xaaubpanmoHHOTo Kodgpdummen-
Ta AJA nojcdeTa chiBoporodHoro Henka (f) mo dopmyse: y6pITOK mepesa-
pennoro Genka (B mr) = (E, — Ey) X £ X 1000.

Cogepzxanyue mencyHa (B Mr) B 1 MJ XeJYROYHOIO COKA IIOACUUTBI-
BAJIOCh IIYTEM JeJIEHMs KOJIMYECTBA IepeBapeHHOTO ChIBOPOTOYHOrO OeJ-
Ka B 1 ma xeanypouHoro coka Ha 0,9, 7. e. koauuecTBo (Mr) Gesnka, mepe-
BapeHHOro 1 My NOpoIKOOOpazHOrO IEncMHa B HAIIMX CTAHRAPTHBIX

ycaoBuAX 1o GopMyJie: coiepxKaHyue IErncuHa (B Mr) B 1 MJI 3KeJyAOYHOTO

(Ep — Ex) X £ X 1000
COKa = 09

OnucaHHBI METOJZ 3acjyxKHUBaeT BHMMaHMA M3-3a JIETKOro, ObICTPOro
BBINIOJIHEHMA, IIOJYYEHMA JOBOJBLHO TOYHBIX pPE3YyJbTaTOB, M IIPUTOM He
TpebyeT HM CJIOXKHOM anmnapaTypbl, HU PEaKTUBOB.

SUMMARY

The author presents the electrophoretic method of determining pepsin
in stomach juice by digesting mixed human serum. By this method 1 mg
of pulverized pepsin is digested by 0.9 mg of protein serum. The content
of pepsin in 1 ml of stomach juice was calculated by dividing the amount
of digested mixed protein serum by 0.9 mg. The above method is easy
and not time-consuming. The results obtained by it are not charged with
a high error. This method does not require the use of complicated
apparatus and reagents.
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