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Chemická charakterizácia 
niektorých nízkomolekulových zložiek vcelieho jedu 

Ľ. UEXOVÁ, O. MAUKOVlO 

ČSA F, Chemický ústav Slovenskej akadémie vied, Bratislava 

Ako sme uviedli v predchádzajúcej práci [1], možno po rozdelení zostupnou 
elektroforézou na papieri podľa O. M i k e š a [2] dokázať v natívnom včelom 
jede okrem hlavných bielkovinových zložiek, ktorých chemické, farmakolo
gické, resp. enzymatické vlastnosti sledovali W. N e u m a n n [3], W. N e u m a n n , 
E. H a b e r m a n n [4—6], F. G. F i s c h e r , H. D ö r f e l [7], F . G. F i s c h e r , 
W. P. N e u m a n n [8] a W. G r a s s m a n n , E. H a n n i g [9, 10], tiež prítomnosť 
niekoľkých nízkomolekulových frakcií, ktoré neboli dosial bližšie charakteri
zované. Sledovali sme preto možnosť získať homogénne nízkomolekulové 
frakcie a v prípade zložiek peptidického charakteru sme sa pokúsili určiť obsah 
aminokyselín a bližšie charakterizovať Pauly-pozitívne frakcie označené P 0 , Рг 

a P2, ktoré sme opísali v predchádzajúcom oznámení [1]. 

Experimentálna časť 

Materiály a metódy 

V pokusoch sme používali natívny včelí jed, získaný mechanicky metódou [11], ktorý 
sme po rozpustení vo vode a odstránení nerozpustných častíc (zvyšky žihadiel) zahustili 
mrazovou sublimáciou. 

Preparatívne rozdelenie vcelieho jedu v päťkomorovom elektroforetickom prístroji na 
frakcie kyslé, neutrálne a bázické sme uskutočnili v usporiadaní podlá J . V a n ě č k a a spo
lupracovníkov [12]. Jednotlivé komory sme plnili nasledujúcimi elektrolytmi (od anódy 
ku katóde): 

1. 1,35 ml 85 % kyseliny mravčej doplnené do 250 ml H 2 0 , 
2. 1,25 ml kyseliny octovej ľadovej, doplnene do 250 ml H 2 0 , 
3. 1 g natívneho vcelieho jedu v 250 ml H 2 0 , 
4. 0,17 ml 27 % NH 4 OH doplnené do 250 ml H 2 0 , 
5. 0,34 ml 27 % NH 4 OH doplnené do 250 ml H 2 0 . 

Rozdeľovanie prebiehalo pri svorkovom napätí 500 V po dobu 6 hodín, pričom inten
zita prúdu v prvých 30 minútach vystúpila z hodnoty 90 mA na 123 mA a potom po
stupne klesala až na hodnotu 12 mA. Po piatich hodinách sme rozdeľovanie prerušili 
a obsah komôr 1 а 5 sme vymenili za príslušný čerstvý elektrolyt. Priebeh rozdeľovania 
sme kontrolovali po 3 a 6 hodinách rozdelením 0,3 ml podielov z každej komory zostup
nou elektroforézou na papieri v tlmivom roztoku pyridin—kyselina octová o pH 5,6 
s gradientom 28 V/cm 60 minút. Po skončení rozdeľovania sme obsah jednotlivých ko
môr zahustili mrazovou sublimáciou. 
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Preparatívne rozdeľovanie elektroforézou na papieri 

K e d ž e sa m r a z o v é s u b l i m á t y z k o m ô r 1 a 2 svojím o b s a h o m p o d s t a t n e nelíšili, spojili 
sme ich a dalej rozdeľovali z o s t u p n o u elektroforézou n a p a p i e r i [2]. R o v n a k o sme spra
coval i obsah k o m ô r 4 a 5. Rozdeľovalo sa n a chromatograf ickom papier i W h a t m a n 3 MM 
s g r a d i e n t o m 28 V/cm po d o b u 120 m i n ú t . P o rozdelení a elúcii j ednot l ivých zón sa do 
e l u á t u dos táva l i i n iektoré aminokyse l iny z p a p i e r a (na jmä lyzín, serín a a lanín), k t o r é 
p r i spojení e luátov z v iacerých h á r k o v p a p i e r a m o h l i skresľovať výs ledky. Vzorky sme 
n a n á š a l i len n a polovicu h á r k a p a p i e r a , p r i č o m d r u h á polovica slúžila a k o slepý p o k u s . 
P r i v y s t r i h o v a n í a elúcii j ednot l ivých zón sme para le lne spracovával i aj d r u h ú polovicu 
p a p i e r a . P o detekci i okrajov n a n á š k y 0,2 % r o z t o k o m n i n h y d r i n u v acetóne sme jednot
livé zóny z ostávajúcej čast i p a p i e r a vystr ihl i , eluovali v o d o u a odpari l i v o v á k u o v o m 
exs ikátore n a d K O H . P r i e lektroforet ickom rozdeľovaní m r a z o v ý c h s u b l i m á t o v z k o m ô r 
4 а 5 sme elektroforeogramy detegoval i 0,2 % r o z t o k o m n i n h y d r i n u , P a u l y h o č inidlom 
a H a n e s — I s h e r w o o d o v ý m č in id lom m o d i f i k o v a n ý m podľa [13]. S u b l i m á t y z k o m ô r 1 
a 2 sme n a n á š a l i do s t r e d u p a p i e r a , zatiaľ čo rozdeľovanie l á t o k z k o m ô r 4 a 5 prebie
h a l o najlepšie, a k sme l á t k u naniesl i 20 cm od spodného okra ja p a p i e r a . 

Preparatívne rozdeľovanie chromatografiou na papieri 

O d p a r k y e luá tov z elektróforézy n a papier i sme p r e p a r a t í v n e dalej rozdeľovali n a 
chromatograf ickom papier i W h a t m a n 3 MM, p r i č o m sme vedľa e luátov jednot l ivých vzo
riek naniesl i zodpovedajúce slepé pokusy . C h r o m a t o g r a m y sme o p a k o v a n e vyví jal i v sys
t é m e S x . Okraje c h r o m a t o g r a m o v sme detegoval i 0,5 % r o z t o k o m n i n h y d r i n u a Reind
l o v ý m činidlom [14], v p r í p a d e bázických frakcií aj P a u l y h o , p r í p a d n e Sakaguchiho či
nid lom [15]. J e d n o t l i v é zóny sme eluovali vodou, odpari l i vo v á k u o v o m exs ikátore a ich 
h o m o g e n i t u sme sledovali chromatograf iou jednej p ä t i n y , p r í p a d n e jednej t r e t i n y celko
vého m n o ž s t v a o d p a r k u v zmesiach S 2, S 3 a S 4 ( tab. 1). 

T a b u ľ k a 1 

Chromatografické systémy 

Sx 
S 2 

S 3 

S4 

s R 

n-butylalkohol—kyselina octová—voda 4 : 1 : 5 
n-butylalkohol—kyselina octová—pyridin—voda 15 3 : 10 : 12 
n-butylalkohol—pyridin—voda 5 : 5 : 2 
sek. butylalkohol—3 % amoniak 3 : 1 
fenol—voda (amoniak) 

Úplná hydrolýza 

Elektroforet icky a chromatograf icky h o m o g é n n e frakcie pozi t ívne s n i n h y d r í n o m 
a R e i n d l o v ý m činidlom sme 48—72 h o d í n hydrolyzova l i 6 N-HCl v z a t a v e n ý c h r ú r k a c h 
p r i tep lote 105 °C. 

Papierová chromatografia hydrolyzátov 

H y d r o l y z á t y , z k t o r ý c h sme n a d b y t o č n ú H C l odstráni l i t r o j n á s o b n ý m o d p a ř e n í m v o 
v á k u o v o m exs ikátore n a d K O H , sme rozdeľovali n a chromatograf ickom p a p i e r i W h a t m a n 
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1 v zmesiach S x a S 5 a dvo j rozmerne kombinác iou zostupnej elektroforézy n a pap ier i po
dľa O. Mikeša v j e d n o m smere a chromatograf icky v sys téme S x v d r u h o m smere. 

C h r o m a t o g r a m y sme detegoval i 0,5 % r o z t o k o m n i n h y d r i n u v acetóne. Celkový pr iebeh 
rozdeľovania nízkomolekulových frakcií včelieho j e d u zobrazuje schéma 1. 

Schéma 1 

Natívny včelí jed 

Elektroforéza v päťkomorovom elektroforetickom prístroji 
! 

Kyslé frakcie 

Preparatívna elektroforéza 
na papieri 

I 

Neutrálne frakcie Bázické frakcie 

Preparatívna elektroforéza 
na papieri 

I 

Preparatívna chromatografi 
na papieri 

aa — ae ba — bf c 

TJplná hydrolýza, 
chromatografia na papieri 

-Pi P s » 3 " » 5 " 

Preparatívna chromatografia na 
papieri 

5a 56 5c 

Úplná hydrolýza, 
chromatografia na papieri 

Výsledky a diskusia 

Pri štúdiu nízkomolekulových zložiek včelieho jedu sme sa predovšetkým 
zamerali na látky peptidického charakteru a na Pauly-pozitívne zložky. 
V prvom stupni izolácie sme použili metódu elektroforetického rozderovania 
v päťkomorovom elektroforetickom prístroji na zložku kyslú, neutrálnu a bá
zickú. Calkove sme rozdelili 5 g natívneho včelieho jedu. JĎalším rozdelením 
spojených sublimátov kyslej frakcie preparátívnou elektroforézou na papieri 
sme dokázali prítomnosť štyroch zložiek (obr. 1). Z nich dve frakcie putujúce 
približne s kyselinou glutamovou sa nám nepodarilo rozdeliť, preto sme ich 
vystrihli a eluovali spoločne. Jednotlivé frakcie sme označili takto: 

a — frakcia medzi neutrálnymi aminokyselinami a kyselinou glutamovou, 
b — dvoj frakcia putujúca s kyselinou glutamovou, 
c — frakcia putujúca s kyselinou asparágovou. 

(Frakcie a—c zodpovedajú zložkám označeným v predchádzajúcom oznámení 
[1] ako 6a, 7, la.) 

Zložky a—c sme ďalej rozdělovali preparátívnou chromatografiou na papieri 
v systéme Sx. Frakcia a sa rozdelila na 5 zložiek, označených aa — ae (obr. 2), 
dvoj frakcia b sa chromatograficky rozdelila na 6 frakcií označených ba — bf 
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(obr. 3) a frakcia c bola i chromatograficky homogénna, putovala s kyselinou 
asparágovou a ako sa neskôr po úplnej hydrolýze ukázalo, bola s kyselinou 
asparágovou totožná. Z uvedených frakcií sme sa ďalej zaoberali len frakciami 
aa, ac, ae, bb, be, bf, keďže ostatné boli prítomné vo veľmi malých množstvách. 

Po overení homogenity jednotlivých frakcií v systémoch S2, S 3 a S4 sme 
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Obr. 1. Elektroforeogram mrazových sub-
limátov kyslej frakcie, izolovanej elektro-
forézou v päťkomorovom elektroforetic-

kom prístroji. 
Ž — hydrolyzát želatíny ako štandard. 

Obr. 2. Chromatogram preparatívneho roz
delenia frakcie a. 

Ľavá polovica — vzorka; pravá polovi
ca — slepý pokus. 

A, B—štandardné zmesi aminokyselín. 
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vykonali ich úplnú hydrolýzu a sledo
vali sme obsah aminokyselín. Ukázalo 
sa, že z uvedených frakcií päť zod
povedalo dipeptidom a tripeptidom 
a frakcia be volnej kyseline glutamo-
vej. 

Obsah aminokyselín jednotlivých 
frakcií bol nasledujúci: 

Obr. 3. 

$ 
Ф 

• 

Chromatogram preparatívneho roz
delenia frakcie b. 

Usporiadanie ako na obr. 2. 

aa 
ac 
ae 
bb 
be 
bf 
c 

asp, ala 
asp, ala, pro 
glu, ala, val 
asp, val 
glu 
glu, ala, pro 

asp 
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Z bázickej frakcie získanej po rozdelení včelieho jedu v päťkomorovom 
elektroforetickom prístroji sme po preparátívnom rozdelení elektroforézou 
a chromatografiou na papieri izolovali z katodickej frakcie „ 3 " (označenie 
podľa [1]) peptid, v ktorom sme po úplnej hydrolýze zistili aminokyseliny lyz, 
glu, arg, a z frakcie ,,5" peptid obsahujúci lyz, glu, val. Z frakcie „ 5 " sa prepa-
ratívnou chromatografiou ďalej oddelil volný lyzín a arginín. 

Po izolovaní zložiek P 0 , P x a P 2 (pozitívnych s Paulyho činidlom) pomocou 
preparatívnej elektroforézy na papieri sme vykonali ich chromatografiu v systé
me Si, v ktorom mali tieto RF hodnoty: 

P 0 0,55 
P1 0,60 
P 2 0,70 

V tomto systéme ich bolo možné oddeliť od látok pozitívnych s ninhydrí
nom. Úplné hydrolyzáty uvedených látok nedávali už pôvodné škvrny pozi
tívne s Paulyho činidlom ani po chromatografii ani elektroforéze na papieri. 
Pri úplných hydrolyzátoch frakcií P1 a P 2 sme chromatografiou na papieri 
i zostupnou elektroforézou zistili škvrnu pozitívnu s ninhydrínom a s Paulyho 
činidlom, zhodnú s histamínom. Jej množstvo bolo však vzhľadom na množstvo 
eluovanej a hydrolyzovanej frakcie pomerne malé. 

Technicky spolupracoval O. Miškovič. 
Ďakujeme členovi korešpondentovi dr. inž. Bořivojovi Keilovi z TJOGHAB, Praha za 

mnohé rady a záujem o prácu. 

Súhrn 

Elektroforézou v päťkomorovom elektroforetickom prístroji, preparátívnou 
elektroforézou a chromatografiou na papieri sme z natívneho včelieho jedu 
izolovali a bližšie charakterizovali niektoré nízkomolekulové zložky peptidic-
kého charakteru a látky pozitívne s Paulyho činidlom, označené P 0 , P1 a P 2 . 
Z anodickej frakcie včelieho jedu sme izolovali päť látok peptidického charak
teru s nasledujúcim obsahom aminokyselín: 

asp, ala 
asp, ala, pro 
glu, ala, val 
asp, val 
glu, ala, pro 

Z katodickej frakcie sme izolovali dva peptidy s obsahom aminokyselín: 

arg, glu, lyz 
glu, lyz, val 
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Látky pozitívne s Paulyho činidlom, označené ako P 0 , Px a P2) sme charak
terizovali RF hodnotami; v prípade zložiek Рг a P 2 sme po úplnej hydro]ýze 
zistili malé množstvo histamínu. 

ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИЗАЦИЯ 
НЕКОТОРЫХ НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ КОМПОНЕНТОВ ПЧЕЛИНОГО ЯДА 

Л. Р е к с о в а , О. М а р к о в и ч 

ЧСАН, Химический институт Словацкой академии наук, Братислава 

Электрофорезом в 5-ти камерном электрофоретическом аппарате препаративным 
электрофорезом на бумаге и хроматографией на бумаге из натурального пчелиного яда 
мы изолировали и ближе охарактеризовали некоторые низкомолекулярные компоненты 
пептидического характера и вещества проявляющиеся с реактивом Паули, наименован
ных Р 0 , Р х и Р 2 . Из анодной фракции пчелиного яда мы изолировали 5 веществ пепти
дического характера с следующим содержанием аминокислот: 

асп, ала 
асп, ала, про 
глу, ала, вал 
ас н, вал 
\чу, ала, про 

Из катодной фракции мы изолировали два пептида, содержащие аминокислоты: 

арг, глу, лиз 
глу, лиз, ва.г 

Вещества, проявляющиеся с реактивом Паули, обозначеных как Р 0 , Р19 Р 2 мы оха
рактеризовали RF значениями; у компонентов РгпР2 после полного гидролиза мы об
наружили незначительное количество гистамина. 

CHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG E I N I G E R NIEDERMOLEKULARER 
KOMPONENTEN DES BIENENGIFTS 

Ľ. R e x o v á , O. M a r k o v i č 

ČSAV, Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, 
Bratislava 

Durch Elektrophorese in einem Fünfkammer-Elektrophoresegerät durch präparative 
Elektrophorese und Chromatographie auf Papier wurden aus nativem Bienengift einige 
niedermolekulare Bestandteile mit peptidischem Charakter und die Pauly-positive 
Stoffe P 0 , Pl9 P 2 isoliert und näher charakterisiert. Aus der anodischen Fraktion des 
Bienengifts wurden fünf Stoffe mit peptidischem Charakter und folgendem Gehalt an 
Aminosäuren isoliert: 

asp, ala 
asp, ala, pro 
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glu, ala, val 
asp, val 
glu, ala, pro 

Aus der kathodischen Fraktion wurden zwei Peptide mit folgendem Gehalt an Amino
säuren isoliert: 

arg, glu, lyz 
glu, lyz, val 

Die Pauly-positiven Stoffe, bezeichnet als P 0 , Px und P 2 wurden durch P^-Werte 
charakterisiert; bei den Komponenten Рг und P 2 wurden nach vollständiger Hydrolyse 
geringe Mengen von Histamin festgestellt. 
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