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1. Wprowadzenie, cel badań
Badania nad zawartością kadaweryny (ang. adipocere — „jad trupi"), powstającej z rozkładu lizyny, są prowadzone między innymi na cmentarzach w Australii (Stuart i in. 2000; Forbes i in. 2002). Shari Forbes nie wyklucza wpływu rodzaju gruntu na tempo powstawania i koncentracji „jadu trupiego".
Celem kontynuowanych przez autorów niniejszego artykułu badań jest ustalenie: (a) jak na zawartość aminokwasów w wodach podziemnych na cmentarzach wpływa różne podłoże miejsca pochówku; (b) który aminokwas byłby najbardziej typowy dla wód podziemnych na cmentarzach; (c) czy koncentracja typowego aminokwasu zależy od podłoża geologicznego.
Wpływ cmentarzy na zawartość aminokwasów w podłożu oceniono na podstawie analiz próbek wody podziemnej z pierwszego horyzontu, pod cmentarzami i poza nimi (tło hydrochemiczne). Analizowano zawartość w wodzie trzech aminokwasów pochodzenia zwierzęcego: glicynę (gly), leucynę
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 (leu) oraz izoleucynę (ile). Uzyskane rezultaty porównywano z wynikami wcześniejszych badań dotyczących lizyny i kwasu glutaminowego. Porównanie to było możliwe w związku z kontynuacją badań na tych samych cmentarzach (Żychowski i in. 2002).
Analizę próbek wody wykonano za pomocą chromatografii HLPC. W celu porównania uzyskanych wyników z wartościami tła hydrochemicznego badaniami objęto różne podłoża pochówku (lessy, piaski, aluwia teras rzecznych, gliny na fliszu) oraz miejsca poza cmentarzami. Próbki wody pobrano ze studni na 71 cmentarzach zlokalizowanych w południowo - wschodniej Polsce.
Cmentarze te były położone w różnych podłożach geologicznych: 16 na utworach piaszczystych, 26 na aluwiach teras rzecznych, 20 na lessach oraz 9 na utworach gliniastych na fliszu. W celu ustalenia tła hydrochemicznego pobrano 18 próbek ze studni położonych na podobnych podłożach w pewnym oddaleniu od cmentarzy.
2. Charakterystyka wybranych aminokwasów
W skład każdego żywego organizmu wchodzą substancje organiczne stanowiące około 95% suchej masy protoplazmy komórki. Do najważniejszych zaliczamy: białka, wielocukry, tłuszcze i kwasy nukleinowe. W suchej masie ciała dorosłego człowieka zawartość białek sięga 56%. Są to białka złożone z samych aminokwasów - proteinowe (np. kolagen) oraz złożone z amino​kwasów i grup nieaminokwasowych - proteidowe (np. chromatoproteidy). Białka są obecne w każdej komórce, we krwi, w płynach tkankowych i mózgowo-rdzeniowych, limfie itp. Wszystkie białka zawierają azot (ok. 16%), węgiel, wodór, tlen, a często i inne pierwiastki, np. siarkę, fosfor, żelazo i miedź. Te wielkocząsteczkowe polipeptydy zbudowane są z łańcuchów peptydowych; w ich strukturze są obecne kwasowe (-COOH) i zasadowe   (-NH2) łańcuchy boczne. Wzdłuż łańcucha peptydowego rozmieszczone są grupy spolaryzowane. Ta określona dla każdego białka sekwencja łańcuchów bocznych, wyznacza jego charakterystyczne właściwości, które zależą także od wielkości i kształtu grup bocznych.
Strukturę białek scalają wiązania kowalencyjne, z określoną kolejnością aminokwasów w łańcuchu białkowym. Łańcuchy białek tworzą formy przestrzenne za pomocą wiązań wodorowych, łączących różne łańcuchy lub różne części tego samego łańcucha. Najtrwalsze muszą zawierać maksymalną liczbę wiązań wodorowych między grupami karbonylowymi -C = O i grupami -N-H występującymi w wiązaniu peptydowym. Łańcuchy białkowe, o okreś​lonej powyżej strukturze drugorzędowej, są dodatkowo ułożone w różny
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sposób i pofałdowane w przestrzeni. Te zwoje i fałdy są utrzymywane za pomocą wiązań wodorowych i mostków siarczkowych. Uporządkowanie przestrzenne poszczególnych części cząsteczki białka jest najbardziej korzystne z punktu widzenia energetycznego i zależy od oddziaływań między łańcuchami bocznymi jednej lub większej liczby makrocząsteczek. Złożona struktura białek zależna jest od sposobu przestrzennego powiązania kilku cząsteczek w jedną. Cząsteczki te w sprzyjających okolicznościach (warunkach) ulegają, rozpadowi; denaturację białek powodują np.: kwasy, zasady, alkohol, stężone roztwory mocznika oraz temperatura. Zmieniają one budowę przestrzenną białka poprzez rozerwanie, w pierwszej kolejności, słabych wiązań utrzymu- jących struktury wyższych rzędów (mostki dwusiarczkowe, wiązania wodorowe). Pod wpływem obcego białka ulegają one koagulacji. Białka mogą przechodzić ze stanu płynnego w stały i odwrotnie.
Podstawowymi elementami białek są aminokwasy. Wszystkie aminokwasy są kwasami (alfa)-aminokarboksylowymi. Składają się one z: grupy aminowej, grupy karboksylowej, atomu wodoru oraz specyficznej dla każdego aminokwasu grupy R. Te cztery różne podstawniki skupione są tetraedycznie wokół węgla. Nadają one aminokwasom białkowym właściwości związków optycznie czynnych, tj. zdolnych do skręcania płaszczyzny światła spolaryzowanego; wyjątkiem od tej reguły jest glicyna. Aminokwasy różnią się jedynie łańcuchami bocznymi (R), pozostałe elementy są niezmienione. Grupy boczne różnią się kształtem, wielkością, ładunkiem elektrycznym oraz zdolnością do tworzenia wiązań wodorowych i hydrofobowych. Różnorodność ta decyduje o właś​ciwościach biochemicznych poszczególnych aminokwasów białkowych (polar-ność, ładunek, wartość punktu izoelektrycznego).
Aminokwasy dobrze rozpuszczają się w wodzie. Ich wodne roztwory zachowują się podobnie do roztworów substancji o dużym momencie dipolowym. Lepszą rozpuszczalność wykazują związki z hydrofilowym łańcuchem bocznym. Natomiast w punkcie izoelektrycznym występuje słaba rozpuszczalność większości aminokwasów. Jest ona związana w tych warunkach z mała hydrofilowością grupy aminowej i karboksylowej (Jakubke, Jeschkeit 1989). Właściwości hydrofobowe powodują grupowanie się cząsteczek i unikanie kontaktu z wodą, co stabilizuje strukturę takich białek w środowisku wodnym. Jednakże aminokwasy ulegają degradacji, a produktami ich rozpadu są amoniak, mocznik i kwas moczowy.
Leucyna i izoleucyna to aminokwasy rozgałęzione, wykorzystywane jako materiał budulcowy i energetyczny dla pracującego mięśnia. Są to amino​kwasy niezbędne (egzogenne), które muszą być dostarczane codziennie do organizmu; ich brak byłby widoczny już w przeciągu jednego dnia, a w dłuż​szej perspektywie organizm zacząłby umierać. Leucyna i izoleucyna posia​dają trzy- i cztero węglowe łańcuchy boczne (tab. 1). Izoleucyna charakte​ryzuje się obecnością dwóch centrów aktywnych optycznie. Reguluje ona poziom cukru i produkcję energii oraz uczestniczy w budowie hemoglobiny.
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Aminokwas ten jest metabolizowany i przetwarzany w tkankę mięśniową. Leucyna występnie w białkach zwierzęcych i roślinnych, jest ważna dla kontroli poziomu cukru we krwi.
Glicyna jest aminokwasem endogennym i powstaje w organizmie z prze​kształcenia innych aminokwasów lub ich metabolitów. Jest ona przydatna dla optymalnego funkcjonowania organizmu, ale nie jest niezastąpiona (Braverman 1997). Glicyna to najlżejszy z 21 naturalnych aminokwasów (kwas aminooctowy). Rozpuszcza się ona w wodzie, ale jest nierozpuszczalna w eterze (tab. 1).
Glicyna jest najprostszym aminokwasem polarnym nie posiadającym ładunku, jej grupę boczną stanowi jedynie atom wodoru. Glicyna w związku i tym nie wykazuje czynności optycznej, a ze względu na niewielkie rozmiary łańcucha bocznego, może znajdować się w wielu miejscach. Z glicyny organizm produkuje inne aminokwasy. Jest ona bardzo stabilna ewolucyjnie, choć nie jest częścią centrum aktywnego żadnego enzymu. Ten prosty aminokwas jest składnikiem większości białek. Glicyna jest składnikiem hemoglobiny i cytochromów. Uczestniczy w produkcji glukagonu, który uwalnia glikogen oraz bierze udział w syntezie kreatyny. Większość białek zawiera niewielkie ilości glicyny, do ważniejszych wyjątków należy kolagen, który w około jednej trzeciej składa się z glicyny.
3. Wyniki badań
Uzyskane wyniki badań wskazują, że najwyższą zawartość wśród dotychczas badanych aminokwasów wykazuje glicyna. Jej zawartość jest największa w utworach aluwialnych na terasach rzek oraz w lessach. Średnia jej zwartość przekracza 10 ppm, a wartości maksymalne nawet 17 ppm. Są to ilości kilka razy wyższe od pozostałych, badanych aminokwasów (rys. 1).
W obu tych utworach zarysowuje się istotna różnica pomiędzy koncentracją glicyny w wodach podziemnych pod cmentarzami, w stosunku do miejsc położonych poza nimi (tło hydrochemiczne). Średnia zawartość glicyny w tych wodach na cmentarzach najbardziej odbiega od tła hydrochemicznego w utworach lessowych. Podobna relacja dotyczy zawartości badanych aminokwasów w utworach terasowych i w piaskach. Zawartość glicyny w piaskach jest względnie mała, ale w tym podłożu w przypadku wszystkich analizowanych aminokwasów widać wyraźną różnicę pomiędzy badanymi próbkami na cmentarzach i w ich otoczeniu. Na cmentarzach, w wodach naglinowych (gliny na fliszu), zawartość glicyny okazała się natomiast najmniejsza, zaś poza nimi stwierdzono jej większą średnią koncentrację. Poza cmentarzami, na tym podłożu, stwierdzono także obecność podobnej lub nieco większej zawartości kwasu glutaminowego i lizyny.
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Uzyskane wyniki wskazują, że dopiero wartości maksymalne badanych aminokwasów właściwie porządkują opisane wyżej prawidłowości. Największa koncentracja glicyny występuje, we wszystkich badanych podłożach, w wodach podziemnych pod cmentarzami, a nie w ich otoczeniu (tło hydrochemiczne - poziom odniesienia). Z kolei wartości średnie i maksymalne świadczą o dużym wpływie zróżnicowanego środowiska gliniastego (na fliszu) na migrację aminokwasów z cmentarzy.
Najmniejsza maksymalna zwartość badanych aminokwasów w wodach podziemnych dotyczy izoleucyny (2,0 ppm); jej ilość osiąga poziom kwasu glutaminowego. Poza glicyną i lizyną również średnia i maksymalna zawartość leucyny w wodach, w podłożu piaszczystym na cmentarzach różni się zasadniczo od tła hydrochemicznego (rys. 2). Największej zawartości glicyny towarzyszą relatywnie największe odchylenia standardowe uzyskanych wyników od średniej arytmetycznej; przeważnie odchylenia te są mniejsze dla próbek pobranych poza cmentarzami. Podobne odchylenia, niezależnie od środowiska pochówku, dotyczą izoleucyny i kwasu glutaminowego. Odchylenia standar​dowe uzyskane w wyróżnionych środowiskach dla leucyny są wyższe w stosunku do porównywalnych dla izoleucyny, kwasu glutaminowego oraz lizyny. Największe odchylenia standardowe dotyczą glicyny obecnej w wodzie w środowisku piasków i w lessach. Na podłożach tych znacznie niższe odchylenia wykazane zostały dla obszarów położonych poza cmentarzami (tło) – rys. 3.
Po stwierdzeniu zawartości glicyny w wodzie podziemnej na cmentarzach
wyższej niż 12 ppm, można jednoznacznie wskazać na źródło jej pochodzenia (podobne zależności, przy nieco mniejszej zawartości, dotyczą lizyny i leu-cyny).
Współczynniki korelacji nie wykazują istotnych zależności pomiędzy badanymi aminokwasami oznaczonymi w próbkach wody pochodzącej z cmentarzy. Jedynie lizyną, w mniejszym stopniu izoleucyna, w podłożu gliniastym na fliszu, wykazuje duże zróżnicowanie współczynnika korelacji z innymi aminokwasami (współczynniki korelacji pomiędzy kwasem gluta​minowym a pozostałymi aminokwasami takiego zróżnicowania nie wykazują). Zróżnicowanie współczynnika korelacji jest większe w próbkach wody pochodzących z cmentarzy zlokalizowanych na utworach lessowych niż położonych na utworach gliniastych (flisz) - dotyczy współczynnika korelacji pomiędzy kwasem glutaminowym a pozostałymi aminokwasami.
Poza cmentarzami współczynnik korelacji jest znacznie wyższy; bardzo wysoka jest w każdym podłożu korelacja pomiędzy zawartością kwasu glutaminowego a izoleucyną. W glinach i lessach korelacja ta jest ujemna   (-0,99; -0.92), natomiast w piaskach i w utworach aluwialnych dodatnia (0.84; 0.94). W wymienionych miejscach aminokwasy te wykazują najmniejszą koncentrację. Również wysokie współczynniki korelacji występują pomiędzy
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Rys. 3: Odchylenie standardowe zawartości wybranych aminokwasów w wodach podziemnych na cmentarzach i poza nimi (tło hydrochemiczne - tło), na różnym podłożu
Content  of amino acid in groundwater in cemetery and their nearby located  on different bed
wybranymi aminokwasami: na terasie leucyna z izoleucyną (-0,96), w glinach fliszowych glicyna z leucyną (-0,77) oraz w piaskach kwas glutaminowy z lizyną (-0,84) - od tej prawidłowości zanotowano nieliczne wyjątki, w podłożu gliniastym. Pomiędzy zawartością leucyny i lizyny oraz koncentracją izoleucyny i lizyny występuje duża zależność w próbkach wody pochodzących z cmentarzy (zależność leucyny od lizyny jest odwrotnie proporcjonalna a izoleucyny od lizyny wprost proporcjonalna). Miejsce pochówku wyraźnie różnicuje kon​centrację omawianych aminokwasów.
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4. Wnioski
Zawartość glicyny w podłożu lessowym i piaszczystym, w ilości powyżej 12 ppm, określa jednoznacznie środowisko pochówku. W tych środowiskach podłoża glicyna wykazuje kilkakrotnie większą zawartość (maks. 17 ppm) od pozostałych badanych aminokwasów. W wymienionym typie podłoża zaznacza się również wyraźna różnica pomiędzy koncentracją glicyny w wodzie pochodzącej z cmentarzy a jej zawartością na terenach leżących poza nekropoliami (tło). W zróżnicowanym środowisku teras rzecznych ustalone prawidłowości mogą z kolei zostać lokalnie zaburzone. Dla utworów gliniastych nie poleca się używania glicyny jako miernika stopnia oddziaływania miejsc pochówku na jakość wody podziemnej, co związane jest ze złożoną migracją substancji pochodzących z dekompozycji ciał w tym środowisku. Wskazują na to: zawartość glicyny względem tła, różna relacja wartości średniej i maksymalnej na cmentarzach i poza nimi oraz odmienne niż w pozostałych środowiskach wielkości współczynnika korelacji pomiędzy aminokwasami. Podobne prawidłowości, jednak przy znacznie mniejszych zawartościach, dotyczą także lizyny i leucyny.
Stosunkowo wysokie wartości odchyleń standardowych, dotyczące zawar​tości glicyny (i innych aminokwasów) w wodach podziemnych, na cmentarzach w podłożu piaszczystym i lessowym, wskazują na inne jeszcze czynniki modyfikujące migrację produktów pochodzących z dekompozycji ciał w tych rodzajach podłoża.
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The differentation of glycine.
leucine and isoleucine contents in the ground water

in cemeteries located on different bedrock
Summary
The article refers to the investigation conducted in amino acid - adipocere contents in ground water in cemeteries in Australia (Forbes, Dent, Stuart and others). The results of this investigation do not exclude the influence of the ground on the pace of the formation and concentration of adipocere. The study presented concerns the differentiation of selected amino acid contents: glicine, leucine i isoleucine in comparison with lysinę and glutamic acid, in the ground water in cemeteries located on different bed: sand, loess, river terraces and flysch clays.
The glicine contents in loess and sand above 12 ppm indicate the burial environment. Glicine in investigated beds shows several times higher contents (max. 17 ppm) than other amino acid under study. In this environment a significant difference occur between the glicine contents in water in cemeteries and the background. In the differentiated environment of river terraces set regularities can be locally disturbed. It is not recommended to use the glicine contents as a measure of burial places in flysch clays. It is connected with the complex migration of substances from body decomposition in this environment. It is indicated by: the glicine contents according to the background, the different relation of the average and maximum contents in cemeteries and out of them and different than in other environments magnitudes of correlation coefficient between amino acid. Similar regularities, with significantly less contents, also concern lysinę and leucine.
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