Wplyw jonéw na amylaze roslinna.
(Influence des ions sur I'amylase végétale).’)

Napisala
G. FLANCEROWNA.

Sprawa wplywu, jaki wywieraja sole, wzglednie ich anjony
lub katjony, na zdolno$é hydrolityczng amylazy wzgledem skrobi,
byla i jest dotychczas przedmiotem wielu dociekan i doswiadezen.
Pierwsze préby robione w tym kierunku naogé! nie daly pewnych
ani zgodnych wynikéw. W jednym wypadku dana sol aktywowala,
w innym, w domniemanie tych samych warunkach, sol ta hamowata.
Wiele z poéréd tych niepowodzen mozna polozyé na karb malo Sci-
stych metod, a gléwnie nieuwzgledniania odczynu srodowiska, w ja-
kiem proby sie odbywaty.

Jest obecnie rzecza znana i dobrze zbadang, e dzialanie kazdego
enzymu, a wiec i diastazy, zalezy w decydujagcym stopniu od kon-
centracji jonéw wodorowych. Dzialanie danego enzymu moze sig
odbywaé w pewnych, nadzwyczaj ciasnych, granicach kwasowosci;
przekroczenie tych granic powoduje niekiedy zahamowanie reakcji
enzymatycznej, lub jej oslabienie.

Niejednokrotnie przy podzialaniu pewnym elektrolitem na dia-
staze otrzymywano efekt obnizenia jej zdolnosci hydrolitycznej; wnio-
skowano stad wprost, iz dany elektrolit jest paralizatorem dlastazy,
nie zwracajac wcale uwagi na stezenie wodoro-jonéw. Mozliwem zas
jest, ze dodatek danej soli przesunat (H') srodowiska poza optimum
i wskutek tego do$wiadczenie wykazalo pozorne hamowanie danej
soli. Wynik moglby wypasé wreez przeciwnie, gdyby zaréwno mie-
szanina kontrolna, jak i z dodatkiem soli badanej, byla utrzymywana
w stalem, optymalnem stezeniu jonéw wodorowych.

1) Présenté a la séance de la Soc. Bot. de Pologne, section deVarsovie, le 23.111.1930.



522

W pierwszym rzedzie mozna to powiedzie¢ o wplywie fosfora-
néw na amylazg. Dawne badania z temi solami daly wyniki niejasne;
najczescie] méwiono o hamowaniu przez nie amylazy. Nie uwzgled-
niano wecale réznicy w odczynie miedzy fosforanem I°i lI>rzedowym,
ani przesunigé (H*), jakie one wywoluja, gdy je dodaé do mieszaniny.
Dopiero badania nowsze, robione metodami Scislemi, wyjasnily zna-
czenie tych soli dla diastazy.

Dla scistosci wiec badan i dla otrzymania wynikéw poréwnal-
nych ze soba, doswiadczenia powinny by¢ wykonywane przedewszyst-
kiem w jednakowych pod wzgledem (H*) warunkach.

Obecnie istnieje juz caly szereg prac w tej dziedzinie, ktérych
dane sa w wielu punktach zgodne i calkowicie pewne. Dotyczy to
w pierwszym rzedzie amylazy zwierzecej, mniej jednak pomyslnie
przedstawia sie ta sprawa w dziedzinie amylazy roslinnej. Tutaj do-
tychczas niema jeszcze zgodnosci odnosnie do dzialania poszczegol-
nych soli. Dane poszczegdlnych autoréow sa naogdl sprzeczne. Précz
tego najczesciej] wyniki, jakie daly badania z amylaza roslinng, nie
s zgodne z odpowiedniemi wynikami, uzyskanemi na materjale zwie-
rzecym.

W obecnym stanie wiedzy zagadnienie to jest o tyle rozwigzane,
iz przyjmuje sie dla amylazy zwierzecej caly szereg aktywatorow w po-
staci soli nieorganicznych. W pierwszym rzedzie nalezg tu chlorki
metali alkalicznych i ziem alkalicznych. Dla amylazy roslinnej sprawa
ta nie jest jeszcze ostatecznie rozstrzygnieta. Pewna grupa badaczy
neguje wszelkie dzialanie aktywujace soli w stosunku do amylazy
roslinnej i ci stoja na stanowisku, iz amylaza zwierzeca i roslinna
nie sa identyczne, lecz uwazajg je za dwie odmiany enzymu amylaza
i przypisujg im dosé znaczne réznice. Inni natomiast upatrujg w po-
danych wyzej solach aktywatory zaréwno amylazy zwierzecej, jak
i roslinnej, i w tym wzgledzie nie uznaja zasadniczej réznicy miedzy
temi enzymami.

Zagadnienie to wymaga przeto dalszych jeszcze obserwacyi.

O ile zjawisko hamowania wzglednie aktywowania amylazy przez
sole zostalo juz w b. wielu wypadkach skonstatowane i technicznie
opanowane, o tyle gorze] stoi sprawa z wytlumaczeniem samego
przebiegu tych zjawisk. Dotychczas nie mozna niestety powiedzie¢
z calg pewnoscig, na czem zjawisko hamowania lub aktywowania
polega, nieznane sa procesy chemiczne, czy tez fizyko-chemiczne,
ktére mu towarzysza. Dlatego tez wszechstronne, teoretyczne opra-
cowanie tego zagadnienia w obecnej chwili jest trudne.
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Istniejg dwie hipotezy, ktére starajg si¢ w mozliwie prosty i wiaro-
godny sposéb ujaé zjawisko wplywu jonéw na enzym diastatyczny.
Sa to hipotezy Michaelis'ai Biedermanna.

Najbardziej przyjeta i najlepiej tlumaczacg te sprawy jest hipo-
teza Michaelis’a.

Opierajac sie¢ na fakcie, ze amylaza przedializowana, a wiec po-
zbawiona wszelkich domieszek mineralnych, traci zdolnosé hydrolizo-
wania skrobi i naodwrét zdolnosé swa odzyskuje, gdy doda¢ do niej
pewnych soli neutralnych — wypowiada poglad, ze sam enzym amy-
laza, $cisle] méwiagc organiczne podloze tego enzymu, jest nieczynne;
jest jakby zymogenem, ktéry dla przejscia w forme czynng wymaga
jakiego$ specyficznego koenzymu. Takim koenzymem dla amylazy
maja byé pewne sole nieorganiczne, wlasciwie ich anjony. Z temi
solami amylaza tworzy kompleksy elektrolitycznie mniej lub wiecej
zdysocjowane, przyczem badz tylko cze$¢é zdysocjowana, badz nie-
zdysocjowana, jest enzymatycznie czynna. Jesli przyjmiemy, ze zdy-
socjowana cze$¢ jest enzymem, to jego dzialanie zalezy w pierwszym
rzedzie od stopnia dysocjacji kompleksu.

Przyjmujac te hipotezg, bardzo prostem staje si¢ wytlumaczenie
wplywu, jaki ma zmiana (H ") na dzialanie amylazy. Zmiana (H") prze-
suwa przedewszystkiem stopien dysocjacji kompleksu enzym-sél, a co
za tem idzie zmienia sposéb jego dzialania.

Amylaza moze tworzyé kompleksy z calym szeregiem anjonéw
nieorganicznych, z ktérych kazdy wykazuje réiny stopien pewnego
»powinowactwa“ (Affinitdt) do organicznego podloza enzymu. Im
powinowactwo jest wieksze, tem silniej dany anjon jest zwigzany
z enzymem. Kompleksy réinig sie miedzy soba swojg aktywnoscia
wobec skrobi, przytem niekoniecznie sl o wiekszem ,,powinowactwie®
tworzy bardzie] aktywny kompleks. Tak np. ze wszystkich badanych
przez Michaelis’a soli NaNO; najsilniej si¢ z enzymem wiaze, na-
tomiast najwiekszg moc hydrolityczng przejawia kompleks amylaza-
s6l kuchenna. Précz tego kompleksy réznig sie optymalnem stezeniem
wodorojonéw, przyczem istnieje pewna zaleznos¢ miedzy ,optimum
pr“ a stopniem powinowactwa danej soli do enzymu; sole o po-
dobnem powinowactwie majg tez te same ,optimum pp“.

W zaleznosci od ,,powinowactwa® i ,optimum pn“ Michaelis
odrdznia 3 grupy soli:

Azotany | opt. pi = 6’9 — najwieksze powinowactwo

Chlorki )

Bromki | opt. pr = 6'7 — srednie powinowactwo
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Siarczany I

Octany opt. pn = 6'1—6'2 — najslabsze powinowactwo.

Fosforany [

Za hipoteza Michaelis’a, Scislej méwigc za tem, ze czynny
kompleks jest elektrolitem, przemawia zachowanie si¢ amylazy pod-
czas dializy elektrycznej. Przemawia za tem fakt podany przez Lis-
bonne et Vulgain, wedlug ktérych przy dializie elektrycznej wy-
ciagu slodowego plyn, zawierajacy diastaze a niezawierajacy zadnych
substancyj mineralnych, zebral si¢ przy biegunie ujemnym; jest wigc
dodatnio naladowany.

Opierajac si¢ na tem, mozna przyjaé, ze rzeczywiscie dodatnio
naladowany enzym (E) laczy sie z ujemnie naladowanym anjonem (A)
soli na elektrolitycznie zdysocjowang catos¢ (K)

E+ A=K

Wedlug wiec hipotezy Michaelis'a zasadniczym sktadnikiem
jest organiczne podloze, sole sa niezbedne o tyle, iz dzigki nim po-
wstaja czynne kompleksy. Zaden ze skladnikéw, ani organiczny sub-
strat, ani s6l-koenzym, nie moze sam wywieraé wplywu na skrobie.

Hipoteza Biederm anna, potwierdzona przez badania Haehna,
[ljina i innych, jest w zasadzie zgodna z hipoteza Michaelis’a,
wprowadza jednak pewne jeszcze punkty nowe.

Zasadnicza réznica miedzy obiema hipotezami polega na roli,
jaka obaj autorzy przypisuja solom nieorganicznym przy dzialaniu
amylazy. Jak podano juz wyzej, Michaelis uwaza sole jedynie za
komplement wzglednie koenzym amylazy; wlasciwg czynng czescia,
obdarzong zdolnosciag hydrolityczna, jest jedynie cze$¢ organiczna,
s6l sama funkcii rozkladowej nie ma, jest ona potrzebna do pobu-
dzenia enzymu do czynnosci. '

Biedermann zgadza si¢ z tym pogladem Michaelisa, po-
twierdza go nawet w swoich doswiadczeniach, przypisuje jednak
samym tylko solom nieorganicznym, catkowicie bez udzialu enzymu,
taka sama w zasadzie zdolnosé hydrolizy amylozy do cukru. Zdol-
noéé hydrolityczna wprawdzie soli jest o wiele stabsza od enzyma-
tycznej, ale jednak i sama sél, coprawda tylko po dluiszym czasie,
moze spowodowaé rozklad skrobi na cukier. Proces ten zostal przez
niego nazwany autolizg skrobi.

Wedlug zdolnosci autolitycznej ustalit nast¢pujacy szereg soli:

KBr > NaCl > KCI > NaBr > CaCl, > MgCl, > BaCl, > SrCL.
Opierajac sie na tem, iz autolize¢ wywolujg te same sole, ktore
sg z drugiej strony aktywatorami ptyaliny, Biedermann wnioskuje,



525

iz prawdopodobnie przy autolizie chodzi réwniez o enzym diasta-
tyczny; przyczem przypuszcza, iz powstaje on wtérnie w skrobi pod
wplywem soli: ,unter Mitwirkung bestimmter lonen oder lonen-
gemische aus der im Wasser 18slichen Amylose eine, wie ein Ferment
wirkende Substanz (eine Amylase) entsteht, die man wobl im Sinne
von Michaelis als eine Komplexverbindung eines Bestandteils der
Amylose mit den betreffenden Ionen aufzufassen hatte“.

Sole nieorganiczne, jak wynika z tego, nietylko pobudzaja istnie-
jacy juz enzym do dzialania, lecz moga nawet wywolaé jego po-
wstanie.

Autolityczne dzialanie soli na skrobie wzmaga bardzo dostep
tlenu, podobnie zresztg dostep tlenu sprzyja takze rozkladowi skrobi
pod wplywem enzymu.

Biedermann staral sie znalezé mieszanine soli, ktéraby mozli-
wie najlepiej autolize uskuteczniala. Doszed! do wniosku, iz najlepiej
dzialajaca kombinacia jest (B. Z. 137. 1923):

I 0'3 gr NaH,PO,
0'8 gr Na,HPO,
05 gr NaClL

Biedermann tlumaczy tez na te] podstawie inaczej niz Mi-
chaelis hamowanie reakcji enzymatyczne] przy zakwaszaniu lub
alkalizowaniu. Nie polega ono wedlug niego na psuciu lub uszko-
dzeniu enzymu, lecz racze] na wylaczeniu (Ausschaltung) jonéw soli.

Hipoteza Biedermanna zostala potwierdzona, jak juz wspo-
mniano, przez badania Haehna (6). Temu ostatniemu udalo sie
rowniez uzyskaé rozklad skrobi do cukru bez udzialu organiczne;
czeSci enzymu, jedynie pod wplywem soli nieorganicznych. Efekt
wywolany przez ten $rodek udalo mu sie jeszcze podnies¢ przez do-
datek alaniny i leucyny.

na 50 em® H,O -

Dotychczasowe badania.

Badania nad wplywem soli na amylaze poczatkowo byly robione
jedynie na materjale zwierzecym. Juz Nasse (1875) i Chittenden
(1882) badali wptyw NaCl na ptyaling. Dalej Kiibel (8) i Griitz-
ner (5) podaja, ze sole mineralne (chlorki, bromki i fluorki Na i K)
aktywuja, dodane w pewnych koncentracjach, sline naturalng. Kii-
bel'a wyczerpujace badania wykazaly, iz te same koncetracje soli
kuchennej w jednakowych warunkach doswiadczenia dzialajg hamu-
jaco na stabe roztwory skrobi, a aktywujgco na bardziej skoncen-
trowane.
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Naréwni z pracami Kiibel'a i Griitznera nalezy postawic
prace Wohlgemuth’a (16). Wykonana byla z $ling naturalng nie-
rozciehczana i niedializowang. Skonstatowal znéw podobnie jak po-
przedni badacze aktywujace dzialanie NaCl; nawet przy dodawaniu
ilosci bardzo malych aktywacja byla bardzo silna — w jednym wy-
padku 25-krotna. Jako najnizsza koncentracje, przy jakie] jeszcze
chlorek sodu aktywowal, autor podaje 0°00097"/,.

U Wohlgemutha tez po raz pierwszy spotykamy sie ze zda-
niem, ze wlasciwym czynnikiem aktywujacym jest anjon. CI™ i Br
dzialaly u niego jednakowo, ] slabiej, a F~ hamowal.

Okazalo sie, iz nietylko sole nieorganiczne aktywuija diastatycznie
czynne plyny zwierzece. Tenze Wohlgemuth (17) wykazal, ze su-
rowica zwierzeca jest aktywatorem amylazy zwierzecej. Przytem uutor
stoi na stanowisku, iz dzialanie aktywujgce surowica zawdziecza
nietylko zawartej w niej NaCl, lecz pewnej innej substancji, nie-
wrazliwe] na temperature wrzgcej wody i rozpu-
szczalnej w alkoholu. Podobne zreszta dzialanie aktywujace
wykazuje nietylko surowica, lecz réwniez limfa i wyciagi z najréi-
niejszych organéw zwierzecych, jak: migsni, nerek i watroby. We
wszystkich tych organach autor znalazt pewng substancje rowniez
odporng na temperature wrzacej wody i rozpuszczalng w alkoholu
i je] to wlasnie przypisuje zdolnoéé aktywowania. Nie udalo mu sie
natomiast skonstatowaé zadnego dzialania tych substancy] na dia-
staze roslinna.

Koga (9) skontrolowal wyniki Wohlgemutha. Dzialal suro-
wicg i chlorkiem sodu na wyciag stodu i diastaze ,Taka®. W zadnym
wypadku nie skonstatowal wplywu tych substancyj. Natomiast udato
mu sie w powyzszy sposéb zaktywowaé amylaze bakteryina.

Pézniejsze prace byly juz robione z materjalem uprzednio prze-
dializowanym, gdyz okazalo sie, iz juz zupelnie drobne ilosci soli wy-
wierajg silne dzialanie — dla otrzymania wigc wynikéw jasnych trzeba
operowaé materjalem mozliwie pozbawionym domieszek mineralnych.

Wszyscy autorzy pracujgcy z materjalem zwierzecym podajg, iz
zawsze po dializie otrzymuja plyn zupelnie nieczynny wobec skrobi
lub glikogenu. Niezaleznie od tego, czy brali $ling, czy sok trzust-
kowy, czy sok zoladkowy, czy wreszcie amylaze watrobows. Przy-
puszczajg zatem, iz plyn przedializowany nie zawiera juz soli mine-
ralnych i dlatego wlasnie jest nieczynny, dodatek jakiej$ drobnej ilosci
soli dzialanie hydrolityczne przywraca.

Przedewszystkiem mozna tu postawié jeden zarzut, mianowicie
co do rzekomej calkowite] niezdolnosci rozkladu skrobi przez prze-
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dializowany enzym. Niektérzy badacze (Michaelis i Pechstein,
Starkenstein, Bang, Bierry) sami podaja, ze enzym przediali-
zowany, nawet bez dodatku soli, po pewnym czasie jednak wyka-
zywal $lady hydrolizy skrobi. Prawdziwem wydaije sie zdanie Bieder-
mana (1): ,In derselben Zeit in der ein normales Organplasma eine
bestimmte Diastasewirkung entfaltet, das gleiche jedoch dialysierte
vollig unwirksam bleibt“. Mozna wiec raczej méwié o silnem osla-
bieniu enzymu, nie zas o calkowitym braku czynnosci hydroli-
tycznej.

Te fakty nasuwajg 2 przypuszczenia:

1. Badz niemozliwem jest przez dialize usunigcie wszystkich
sktadnikéw mineralnych,

2. Badz tez domieszki mineralne przez dialize istotnie zostaja
usuniete, ale samo organiczne podloze amylazy tez moze skrobig
rozkladaé.

Pierwsze przypuszczenie wydaje si¢ byé bardziej prawdopodob-
nem. Rzeczywiécie nikt z autoréw nie podaje zadnego wystarczaja-
cego dowodu na to, iz jego wyciag dializowany jest istotnie wolny
od soli mineralnych; sa to tylko przypuszczenia oparte na porow-
naniu z przebiegiem tegoz procesu w innych wypadkach.

Wedlug wszelkiego prawdopodobienstwa zwiazek enzymu z jo-
nami jest natury adsorbcyjnej. Gdyby przyja¢ adsorbcje fizyczng, to
przez dialize czyli dyfusje powinny si¢ daé usungé wszystkie zaad-
sorbowane skladniki mineralne. Nie jest jednak wykluczonem, ze
wchodzi tu réwniez w gre adsorbcja chemiczna. Stojagc na tem sta-
nowisku, mozna przyjaé, iz pewna cze$¢ jonow przez dialize nie zo-
stanie usunieta, lecz bedzie w dalszym ciggu zwigzana z enzymem.
Bang (2), ktéry dializujac sling jednak calkowitej nieczynnosci nie
osiagnal, wyraza wlasnie poglad ze pewna czes¢ NaCl mocno zwia-
zana z enzymem przez dialize oderwa¢ sie nie daje. Ta drobna ilos¢
jonéw pozostalych po dializie ttémaczylaby resztki jej dzialania.

Zposréd licznych badaczy, pracujaeych z amylaza przedializo-
wang, nalezy przedewszystkiem wymieni¢é Bierry. Zawdzigcza sig
jemu dwa wazne spostrzezenia. Bierry i Giaja stwierdzili, ze sok
trzustkowy przez dialize staje sie diastatycznie nieczynny. | dalej
znajdujemy u Bierry po raz pierwszy wzmianke o réznicy migdzy
zwierzeca amylaza a amylazg stodowa.

W jednej z wezesniejszych swoich prac Bierry wespél z Giaja
i Henri (3) poddawal dializie sok trzustkowy psa. Dializa przebie-
gala w woreczkach kolodjowych tak dlugo, az osiggnigto stopien
przewodnictwa = 00002 zamiast 0'012. Sok ten byl wtedy nieczynny
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wobec skrobi, dodatek NaCl lub wody morskiej przywracal mu jego
aktywnos$é. Podobne préby robil autor ten z diastaza stodowa. Wy-
cigg stodowy w taki sam sposéb dializowal az do uzyskania stopnia
przewodnictwa = 0000006 i z wyciagiem otrzymanym przeprowadzal
podobne préby jak ze zwierzecym. Okazalo sie jednak, iz nie wyste-
powata zadna réznica w dzialaniu wyciggu przedializowanego i na-
turalnego.

Autor przypuszcza wobec tego, ze diastaze roslinng nie mozna
przez pozbawienie soli mineralnych pozbawi¢ jej dzialania. Hypoteza
wiec Michaelisa, ze sole mineralne sg niezbedne jako aktywatory
dla organicznego podloza, dalaby si¢ zastosowaé jedynie do amylazy
pochodzenia zwierzgcego.

Takie same wyniki dala nastepna praca Bierry (4). Tym razem
précz soku trzustkowego badal jeszcze $ling, sok zotgdkowy, amy-
laze watroby i wreszcie amylaze zwierzat bezkregowych. Znéw pro-
wadzil dialize dopéty, az plyn dializowany wykazywal stopien prze-
wodnictwa prawie réwny przewodnictwu wody chemicznie czystej.
Kazdy z uzytych plynéw po dializie byl nieczynny wobec skrobi
i glikogenu, a dodatek wody morskiej lub soli znéw go aktywowal.
Zpomiedzy soli wyprébowanych przez niego okazalo sie, iz wszystkie
prawie chlorki i bromki alkaliczne i ziem alkalicznyah dzialajg jedna-
kowo dodatnio, za$ siarczany, szczawiany, octany i fosforany sg nie-
czynne. Najlepiej dziala NaCl w koncentracji 1°/,.

To samo autor przerobil z wyciggiem stodowym ; znéw powtarza,
iz zadna z powyzszych soli nie zmienia wcale dzialania wyciggu prze-
dializowanego, jedynie CaCl, hamuje. Opierajac si¢ na tych wszyst-
kich doswiadczeniach Bierry wypowiada myél, ze amylaza ro-
$linna i zwierzeca stanowiag dwie rézne odmiany en-
zymu amylaza.

W obecnym stanie metodyki doswiadczalnej praca Michaelisa
i Pechsteina (11) wydaje si¢ byé cenniejszg od wyzej podanych,
a to dlatego, iz oni pierwsi uwzgledniali koncentracje wodoro-jonéw
i przeprowadzali doswiadczenia w jednakowych pod tym wzgledem
warunkach, uzywajac odpowiednich, najczesciej fosforanowych bu-
foréw. Na czystej, niedializowanej $linie stwierdzili, ze NaCl juz
w koncentracji */,p00 dostrzegalnie aktywuje; dzialanie aktywujgce
potem roénie, a od "/jpo— "/20 iest jednakowe. Te same doswiad-
czenia z pojedynczemi solami byly robione ze sling i skrobig po-
przednio dializowana. Autorzy ustalili nastepujgcy szereg aktywa-
toréw:
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CaCl,, MgCl,, NaCl - KCl, NaBr, NaJ - NaNO;, Na,SO,. Ostat-
nia ta s6l wykazywala tylko minimalna zdolnosé aktywowania, czego
ani Bierry ani Wohlgemuth nie stwierdzili.

W tejze samej pracy po raz pierwszy zostaly zastosowane mie-
szaniny kilku soli z poéréd poprzednio zbadanych, a mianowicie:

NaCl, NaBr, Na,SO, i NaNO,.

Na podstawie wynikéw tych doswiadczen autorzy stwierdzili, iz
dziatanie dwéch soli, z ktérych obie aktywuja, nie réwna sig sumie
ich dzialan, lecz otrzymuje si¢ aktywowanie posrednie, blizsze temu,
ktorego sol jest dana w wiekszej koncentracji. Dodatek NaCl do
jakiejkolwiek soli podnosi jej dzialanie. Jedynie w wypadku NaNO;—
NaCl nie wywiera takiego wplywu. Autorzy tlémacza to tem, iz
anjon NO, wiaze si¢ bardzo mocno z enzymem i nie pozwala na
powiazanie si¢ z nim anjonu Cl. Wobec tego zas, ze kompleks enzym
NO, dziala slabo, mieszanina NaNO, -~ NaCl tez daje staby efekt.
Przy innych solach jak Na,SO; lub NaBr anjon Cl ma silniejsze po-
winowactwo do anzymu niz anjony SO; lub Br, tworzy sig¢ wigc.
gléwnie kompleks enzym Cl , ktéry jest bardzo czynny diastatycznie
i dlatego sol kuchenna dodana do Na,SO, lub NaBr ich dzialanie
wzmaga.

Sciste badania Preti (13) rowniez wykazaly, iz diastaza , Taka“
i maltyna, nawet po bardzo dlugotrwale]j dializie zachowuja swe dzia-
tanie amylolityczne.

Prac robionych na materjale roslinnym, gléwnie na diastazie
slodowej, jest o wiele mniej; wiele jednak z nich prowadzi do wnio-
skéw niezgodnych z temi, ktére wyciaga Bierry, Wohlgemuth
i inni. Wprawdzie pozornie réznice miedzy amylaza roslinng i zwie-
rzeca sg duze. Juz optimum dzialania amylazy slodowej lezy w po-
blizu p, — 5, a wiec przy reakcji wyrainie kwasnej, podczas gdy
ptyalina dziala najlepiej w srodowisku prawie obojetnem, a miano-
wicie przy ps = 6:7—6'9. Juz jednak amylaza kartoflana zbliza sig
pod tym wzgledem do ptyaliny, gdyz jej optimum lezy w granicach
pn6—7, a bakteryjna nie rézni si¢ weale od zwierzecej. Wedlug
Oppenheimera nalezy amylaze bakteryjng uwaza¢ za identyczng
ze zwierzeca, slodowa za calkowicie odmienng; kartoflana ma sta-
nowié forme jakby posrednia miedzy amylaza roslinng a zwierzeca.

Wobec nieznajomosci sktadu chemicznego amylazy, badacze
méwig o roznicy miedzy temi enzymami jedynie na podstawie innego
zachowania sie amylazy roslinnej podczas i po dializie. Jesli jednak
uwzglednié stosunkowo bardzo zlozony sklad wyciagu stodowego
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w poréwnaniu ze $ling, to prostem sie staje, iz wycigg stodu jest
trudniej oczyscié przez dialize niz $ling. Ten nieréwny stopien oczy-
szczenia moze powodowaé odmienne zachowanie si¢ amylazy sto-
dowej po dializie.

Wychodzac z tego zalozenia M. Lisbonne i E. Vulguin (10)
zastosowali dla oczyszczenia wyciagu stodowego précz dializy zwyklej,
elektryczna. Plyn otrzymany po 10-dniowej dializie zwyklej podda-
wali dializie elektrycznej przy réznicy potencjaléw = 110 volt. Po
uplywie 10—12 dni dializ¢ przerywali. Po stronie -\ byl zebrany
osad o K =110 5, po stronie — plyn, ktéry stopniowo stawal sig
coraz bardziej klarowny o K = 3,610-¢ Plyny po stronie i —
oddzielono od siebie i wykonano niemi do$wiadczenia. Plyn -+ byt
nieczynny wobec skrobi, dodatek elektrolitéw nie wplywat nan.
Plyn — byl réwniez nieczynny wobec skrobi. Dodatek pewnych
elektrolitow (NaCl, KCl, CaCl,, KNO,) przywracal mu znaczng czesé
jego dzialania. Autorzy przypuszczaja wiec, iz poprzednicy ich otrzy-
mywali na tem polu negatywne wyniki tylko dlatego, ze nie opero-
wali nigdy czysta diastazq stodowa. Wobec tego wnioskuja, ze tak-
samo jak diastaza $linowa i trzustkowa, réwniez i stodowa nie moze
rozkladaé skrobi przy calkowitym braku elektrolitéw. Roéznice migdzy
temi enzymami sa spowodowane wiec nie jakg$ roznicg w strukturze,
lecz przez niecalkowite oczyszczenie.

Réwniez Haehn i Schweigart (7) pracujagc z diastazg
kartoflana, otrzymali, stosujac dializg i ultrafiltracje, sok catkowicie
nieczynny wobec skrobi, ktéremu dodatek NaCl w koncentracji "/2co
przywracal w znacznym stopniu zdolno§é¢ hydrolityczna. Wykazywali
pozatem, ze nastepujace sole aktywujg sok kartoflany:

NaF, NaCl, KCl, CaCl,, BaCl,, MgCl,.

Sama dializa trwajaca 10 dni, nie data nieczynnej diastazy, dzia-
lanie jej bylo jednak silnie ostabione.

Starkenstein (15) przytacza réwniez probe z diastaza ro-
élinna, ktéra potwierdza poglad Lisbonne’a, HaehnaiSchweig-
arta na amylaze roslinnag. Poréwnywal on dziatanie:

a) diastazy roslinnej naturalnej,

b) diastazy roslinnej dializowanej,

¢) diastazy roélinnej dializowanej - 1°/, NaCl.

W wypadku diastazy dializowanej stwierdzal zawsze prawie catko
wity brak dzialania niezaleznie od iloici zastosowanego enzymu. Dia-
staza dializowana -+ 1"/, NaCl rozkladala skrobig.
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W jednej ze swych prac Biedermana badal ptyaling pod
wzgledem wplywu, jaki wywieraja na nig sole mineralne. Wyniki
jego sg zgodne z innymi autorami. Stwierdzil nietylko pomocnicza
funkcje NaCl, lecz réwniez jej niezbgdnosé przy hydrolizie skrobi
przez amylaze. Réznice odnoszg sig tylko co do niektérych koncen-
tracy]. W tejze pracy autorowi udalo si¢ skonstatowaé dla maltyny,
a wiec materjalu diastatycznego roslinnego, iz zachowuje sie ona
tak samo jak zwierzgca. ,Taksamo jak slinowa, tak tez amylaza ro-
é$linna jest w stanie wolnym od soli ,absolutnie“ nieczynna i jest
»aktywowana® przez sole neutralne zupelnie tak samo, jak ptyalina.

Doswiadczenia wlasne.

W ponizszem zestawieniu podaje szereg doswiadczen, wykona-
nych przeze mnie nad wplywem jonéw mineralnych na hydrolizg
skrobi przez diastaze stodows. Wszystkie do$wiadczenia dadza sig
ujgé¢ w 3 grupy:

I. Wplyw jonéw na zwykly, niedializowany wycigg.
II. Wplyw jonéw na wyciag czesciowo przedializowany.
Ill. Wplyw jonéw na wycigg calkowicie przedializowany.

Metodyka.

Metodyka badan byla w kazdej z powyiszych grup jednakowa.
Jako materjalu doswiadczalnego uzywano: 17/, roztwoér skrobi roz-
puszczalne] Kahlbauma, ktéry przygotowywano przez ogrzanie
skrobi z woda na laini wodnej az do uzyskania jednolitej, lekko
opalizujgce] zawiesiny.

Czynnikiem hydrolizujagcym byl wyciag ze slodu, ktérego sposéb
przygotowania byl poprzednio przeze mnie doswiadczalnie zbadany,
gdyz szlo o otrzymanie wyciggu mozliwie najsilniej dzialajgcego.

Odwaiong ilosé¢ stodu (z browaru Haberbuscha i Schielego),
zmielonego dwukrotnie, zalewano potréing, liczac na objetosé, iloscia
wody destylowanej, dolewano 1Y/, toluolu i zostawiano na 24 godz.
czesto sklécajge. Po uplywie tego czasu, wyciag byl saczony i prze-
sgcz uzyty do badan. Uprzednio stwierdzano jeszcze, czy otrzymany
plyn jest wolny od bakteryj przez zrobienie posiewu na szalce P e-
triego. To samo robiono ze skrobig. Materjal uzywano do do-
$wiadczen jedynie wtedy, gdy badanie wykazywalo, ze jest zupelnie
jatlowy. Précz tego skrobia i wyciag byly przechowywane w naczy-
niach wysterylizowanych.

Obecnosé¢ bakteryj jest niepozadana z dwéch wzgledéw: 1) nie-
ktére bakterje rozkladajg skrobig, gdyz same wydzielajg diastaze,
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2) bakterje zyjac na danym materjale i zuzywajgc go, zmieniajg jego
odczyn.

Woda uizywana do pracy podlegala destylacji w aparacie ze szkla
jenajskiego, by motzliwie nie wprowadza¢ skladnikéw mineralnych.
Stopien rozkladu skrobi stwierdzano metodg Wohlgemuth'a;
uwazano rozklad za zakonczony z chwila, gdy mieszanina badana,
oziebiona, z rozczynem Lugol’a dawala punkt achromatyczny,
tj. jasno zolte zabarwienie samego lugolu rozcienczonego.

I. Doswiadczenia z surowym, niedializowanym wyciagiem.

Przygotowano wyciag stodu w zwykly sposéb. Moc jego byla:
520

?_20—
200 cm® tego wyciagu zalano .1100 cm® alkoholu 96/, i po
uplywie 7 godzin saczono. Osad otrzymany ponownie zalano
80 c¢m® wody destylowanej i po 24 godzinach saczono. Otrzy-

D

mano 88 cm® wyciagu o mocy D 5% — 20. Biorgc pod uwage, iz

88 cm® przesaczu otrzymano z 200 c¢cm® wyciagu surowego — wnio-
skowano, iz przez zalanie alkoholem enzym ostabt prawie trzykrotnie.

Z tak otrzymanym wyciggiem przerobiono do$wiadczenia na wplyw
anjonéw i katjonéw. Szereg prébéwek zawierajgecych kazda:

4 cm® skrobi 1",

1 em® Y, soli lub wody destylowanej
wstawiono do laini wodnej o temperaturze 50°, po 5 minutach, gdy
zawartos$é prébéwek przypuszczalnie zréwnala swa temperaturg z woda
w lazni, dolewano do kazdej probéwki 02 ¢cm® badanego wyciggu
stodu. Liczac od chwili wlania, zostawiano je na 5 minut i po uply-
wie tego czasu wszystkie odrazu zostaly umieszczone w mieszaninie
wody z lodem, by przerwaé dzialanie diastazy.

Tablica I wykazuje rezultat doswiadczenia.

Wynika z niego, iz:

Hamuja: HPO, > NO, > CH,COO0 > C,O, > SO,.
Aktywujg: H,PO, >Br> ClL

W ten sam sposéb zostalo przerobione doswiadczenie nad wply-
wem katjonéw. Wyniki jego podaje tablica Il

Wynika z niego, iz:

Hamujg: Mg > Ca > Asparagina > Na.

Aktywuja: NH, > K.
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gz |l » ” ” 3 czerwono-fiolet.
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Trzecie do$wiadczenie z tej serji polegalo na poréwnaniu dzia-
lania, jakie wywieraja te same jony na amylaze slodowg i $linowa.
Brano wlasng sling, ktérg zbierano do wysterylizowanego na-
czynia. Sling potem przez saczenie uwalniano od mucyny i rozcien-
czano wodg o tyle, by jej dzialanie hydrolityczne bylo réwne dzia-
laniu uzywanego wyciggu slodowego. Przebieg doswiadczenia byt
taki sam, jak poprzednio.
Wyniki tego do$wiadczenia sg nastepujace:

¢
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Amylaza $linowa. Amylaza slodowa.
Katjony.
Aktywuijg: Aktywuia:
Na, K, NH,, Mg, Ca. - NH,, K.
Hamujg: Hamuja:
Asparagina. Na, Ca, Mg, Asparagina.
Anjony.
Aktywujg: Aktywuja:
Cl, Br, NO.. Cl, Br, NO,, H,PO,.
Hamuja: Hamuja:
HPO,, H,PO,, C,0,, CH,COO, HPO,, NO,, CH,COO, C,0,,
SO, NO.. SO,.

Il. Doéwiadczenia z wyciagiem dializowanym.

Doswiadczenia grupy ll-ej i lll-ej byly juz robione z wyciagiem
dializowanym, gdyz sole mineralne zawarte w wyciggu surowym, za-
cierajag wplyw soli dodanych.

Dializa przebiegala w woreczkach kolodjowych. Woreczki mu-
sialy byé¢ sporzadzone w ten sposéb, by mozliwie predko dyfundo-
waly sole mineralne, a nie przechodzily biatka i zaadsorbowany przez
nie enzym.

Po bardzo licznych prébach ustalono nastepujaca technikg wy-
twarzania woreczkéow do dializy. Celoidyng Scheringa pokrajang
drobno nalezy suszyé przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;.
Po uplywie tego czasu rozpuszcza sig celoidyng w alkoholu i eterze
w nastepujgcej proporcii:

3 gr celoidyny,

45 gr = 68 cm® eteru,

15 gr = 18 em® alkoholu 96/,

i zostawia sie w zamknietej kolbie, przy czestem sklécaniu dopéty
az powstanie jednolita ciecz.

Woreczki sporzadzano przez wlewanie i wylewanie roztworu ko-
lodjum do wnetrza prébéwki o odpowiednich wymiarach. (Dla szyb-
szego przebiegu dyfusji pozadane jest, by powierzchnia woreczka
byla jak najwieksza, dlatego uzyto probowek waskich a dlugich).
Prébéwke napelniong kolodjum po brzegi wylewano, poczem usta-
wiano do géry dnem, na tak dlugo, az nie bylo czué zapachu eteru,
a tylko zapach alkoholu. (Od stopnia wysuszenia woreczka zalezy
w znaczne] mierze jego przepuszczalnosé). Wowczas powtarzano te
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samg operacje dziesig¢ razy. Ostatni raz zostawiano prébéwke na
tak dlugo, az przyjmowala ona bialg barwe. Wtedy dopiero wore-
czek byl gotéw; po wyjeciu go z probéwki umieszczano go w na-
czyniu z woda destylowang, by wypluka¢ resztki alkoholu i eteru.
W wodzie woreczki zostawaly az do uizycia. Naczynie z woreczkami
nalezy trzymaé w niskiej temperaturze, by zapobiec pecznieniu, gdyz
po napecznieniu stajg sie w wiekszym stopniu przepuszczalne.

Kazdy otrzymany woreczek przed uiyciem do dializy wyprébo-
wywano, czy nie przepuszcza diastazy i czy dostatecznie szybko dy-
fundujg przezen sole. W tym celu badano, czy woda otaczajgca wo-
reczek, hydrolizuje skrobie i czy wzrasta w niej zawartos¢ popiolu.
Dializa odbywatla si¢ w duzych szklanych cylindrach pojemnosci 25
litra. Dwa woreczki, zawierajagce razem okolo 50 ¢m® wyciagu sto-
dowego, byly zawieszane na paleczce szklanej, woda nazewnatrz do-
chodzita do tego samego poziomu, co plyn w woreczkach. Poczat-
kowo zmieniano wode otaczajgca dwa razy dziennie, podziniej stoso-
wano staly przeplyw wody przez naczynie. Woda uzywana do dializy
byla, podobnie jak i przy innych czynnosciach, destylowana w apa-
racie ze szkla jenajskiego. Bardzo wainem jest, by w wyciagu dia-
lizowanym nie rozwinely sie bakterje; w tym celu zaréwno wode
nazewnatrz, jak i wyciag w woreczkach zalewano tolnolem az do na
sycenia. Woda doplywajaca tez zawierala tolnol, a zawartosé¢ wo-
reczkow codzien wylewano i silnie sklécono nanowo tolnolem. Po
ukonczeniu dializy badano przez posiewy, czy wycigg jest jalowy
i tylko w tym wypadku uzywano go do doswiadczen’).

Na poczatku dializy zazwycza] zwigksza sig ilo$¢ plynu w wo-
reczkach, naskutek wyréwnania koncentracji miedzy zawartoscig wo-
reczkéw a ciecza otaczajacg. W biegu dializy nastgepowalo tez cze-
$ciowe wyparowanie plynu w woreczkach. W kazdym wypadku po-
réwnywano objeto$é¢ plynu, otrzymanego po dializie, z objgtoscia
przed dializa i wprowadzano odpowiednig poprawke.

W kilku wypadkach plyn po dializie byl bardziej kwasny, niz
przed dializa. Dializa odbywala si¢ zawsze w termostacie o tempe-
raturze okolo 30 by przyspieszyé dyfuzje.

Wyciagg przedializowany przedstawia calkowicie bezbarwng, met-
nawa ciecz o stopniu przewodnictwa bardzo malym. Zawartosé po-
piolu w nim jest 100 razy mniejsza, niz w wyciggu surowym.

1) Nalezy zaznaczyé, iz nawet najstaranniejsze nasycenie tolnolem nie zapobie-
galo calkowicie rozwijaniu si¢ bakteryj. W niektérych wypadkach posiewy dawaly
kolonje i wtedy uprzednio sprawdzano, czy wyrosle bakterje wytwarzaja diastaze,
czy tez nie. Tylko w tym ostatnim wypadku materjal dalej uzywano.
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llos¢ popiolu w wyciggu surowym wynosita 0:34°/;
» ” 5 dializowanym . 0003/,

Wyciag uwazano za przedializowany, gdy mieszanina: 4 cm”’
skrobi 1/, i 0'2 cm® wyciagu dializow. w temperaturze 30° po 48 go-
dzinach nie wykazywala w probie jodowej zadnego rozkladu skrobi.

Badano wplyw temperatury na przebieg dializy, a mianowicie
przy 10, 19 i 36° C. Jakichkolwiek jednak roznic w przebiegu dia-
lizy w tych temperaturach nie dalo si¢ uchwyecié.

A) Wyciag czeSciowo przedizlizowany.

Przygotowany wyciag sfodu w ten sam sposdb, co poprzednio,
poddano dializie.

[ Hlosé wyciagu dializowanego = 50 cm?
| llos¢ wody do dializy = 5 litrow

Po dwudniowej dializie wyciag, po uprzedniem stwierdzeniu, iz
jest jalowy, uzyto do doswiadczen.

Doswiadczenia odbywaly sie w ten sposéb, iz 5 prébowek, za-
wierajacych mieszaning skrobi i wyciggu - sél i 5 prébéwek z takaz
mieszaning 1 odpowiednig iloScia wody zamiast soli, umieszczano
w termostacie wodnym w temperaturze 52—53° i co pewien czas
pipeta, znajdujaca sie¢ w kazdej z probéwek, pobierano male prébki
celem stwierdzenia stopnia rozkladu skrobi.

Przestrzegano przytem, by probki byly réwne i dodawano do
nich zawsze te samg ilosé roztworu Lugola. Dla unikniecia bledu
przy dolewaniu malych ilosci soli, odmierzano zawsze z tej samej
pipety okreslong ilosé kropel.

Zawarto$é probowek:

4 e¢cm® 1", skrobi,

cm”’ wody destylowanej,

kropel wyciggu stodowego (okolo 02 c¢m?),
krople '/, soli (okolo 0'1 e¢m?) wzglednie wody,

l
5
|5
|3

koncentracja wiec soli w mieszaninie byla
Badano wplyw nastepujacych soli:

1/
[10gn -

NaC], KCI, NH4C1, I_.iCl, MgC]_;, CaCI._,. Bacig.

Przyczem wynik byl nastepujacy:
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NaCl |

KCl | nie dzialais,
NH,Cl

LiCl | hamui
Mgclgj amuja,
CaCL—_, ]

BaCl, I bardzo stabo aktywuja.

Z tymze wyciggiem czg$ciowo przedializowanym przerobiono takze
doswiadczenie nad wplywem FeCl; na dzialanie diastazy. Zbadano
caly szereg koncentracyj. Doswiadczenie przebiegalo w sposéb taki
sam, jak przy badaniu wplywu chlorkéw metali lekkich.

Okazalo sie, iz dziatanie FeCl, zaleiy od koncentracji i przecho-
dzi od hamowania do aktywowania. Wyniki tego doswiadczenia sa
podane nizej; identyczne do$wiadczenie powtdérzono na wyciagu bar-
dziej oczyszczonym.

Yi50-000 » — Prawie nie dziala

150000 » — dziala stabiej, niz fo4.000 n
'ago-0n0» — stabo aktywuije

Ys50-000» — lekko hamuje

Yaoor000» — lekko hamuje.

B) Doswiadczenia z wyciagiem calkowicie przedializowanym.

Dialize przerywano i wyciag uwazano za nieczynny, gdy 1 cm’
tego wyciagu dodany do 4 cm® 19/, skrobi przy temperaturze 52° C
po dwoch godzinach nie wykazywal jeszcze zadnego rozktadu, lub
tez, jesli 0'2 em” wyciagu w 48 godzin nie shydrolizowal 4 em’
skrobi w temperaturze 30° C. Nie znaczy to, iz ta sama mieszanina
nie wykaze rozkladu po czasie dluzszym.

Wobec tego, iz wszystkie podane dotychczasowe proby, nie po-
zwalajg wnioskowaé na pewno, ze uiyte w nich sole aktywuja dia-
staze stodowa, a co za tem idzie, nie mozna z nich wnioskowa¢, ze
brak soli nieorganicznych powoduje nieczynnos$é przedializowanego
enzymu — postanowiono sprawdzié, jak wplywa dodatek popiolu
badanego wyciagu stodowego do tegoz wyciagu przedializowanego,
na jego zdolnos$¢ hydrolityczna. Jesli bowiem stuszne jest przypuszcze-
nie, ze tracac skladniki mineralne diastaza staje sie nieczynng wobec
skrobi, gdyz traci swé] koenzym, to dodatek popiolu, uzyskanego
z tego samego wyciagu, jaki sie poddaje dializie, powinien znéw
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wréceié mu zdolnosé rozkladania skrobi. Dodajac bowiem popiét, do-
daje sig wlasnie caly kompleks skladnikéw mineralnych, ktére przy
dializie zostaja usuniete, a brak ktérych powoduje owa nieczynnosé.
Bledem byloby jednak uwazaé, ze dodanie popiolu w ilosci odpo-
wiadajgce] jego zawartosci w wyciggu surowym sprowadza wszystko
do stanu pierwotnego i, ze przez to powstaje wycigg o takim sa-
mym skladzie i wlasnosciach, jaki mieliSmy przed dializa. Nalezy bo-
wiem pamieteé, ze przedewszystkiem przy otrzymywaniu popiolu za-
chowuja sie w stanie niezmienionym jedynie katjony, anjony za$ sg
juz inne; wszystkie bowiem prawie sole wystepuja w popiele jako
tlenki, podczas gdy w wyciagu byly to napewno sole réinych kwa-
séw mineralnych i organicznych. Druga sprawa to kwestja polgcze-
nia sie popiolu z organiczng czescig enzymu. Nie wiemy czy i w jaki
sposéb dodany popidl laczy sie z enzymem, czy powstaje przytem
taki sam kompleks, w jakim diastaza wystepuje w surowym wyciggu
stodowym. Dlatego tez nie przypuszczano wecale, iz efekt dodania
popiotu bedzie catkowity, tj. ze wyciag dializowany z popiolem be-
dzie dzialat tak, jak wyciag surowy, spodziewano si¢ jedynie akty-
wacji w silnym stopniu.

Przygotowano duzg ilo$¢ wyciggu stodowego, cze$é jego wzigto
do dializy, druga cze$¢ zuzyto do uzyskania popiolu. Zawarto$é po-
piolu w wyciagu surowym byta = 0:34%,. W doswiadczeniach z po-
piolem dodawano go w takiej ilosci, by zawartos¢ jego byla réwna
zawartosci w wyciagu niedializowanym.

Wobec tego, iz popidl jest silnie alkaliczny i wskutek tego do-
datek jego zmienia bardzo odczyn mieszaniny, zakwaszano go bardzo
stabym /;9,» kwasem octowym, az do otrzymania odczynu takiego
samego, jaki miala mieszanina kontrolna, tj. zawierajgca tylko skrobie
i wyciag dializowany. Wlasciwie wobec tego, iz wnioskowano o dzia-
laniu wyciagu dializowanego z poréwnania z wyciggiem surowym;
nalezaloby odczyn zrownaé z odczynem wyciagu surowego.

Metodg elektrometryczng olrzymano, ii:

wycigg surowy ma pp= 58
»  przedializowany — p,= 53 — 60

réinica w odczynie jest wiec tak mala, ze nie moze ona spowodo-
waé wiekszej réznicy w dzialaniu obu wyciggéw, wskutek czego wy-
starczy zréwnaé wycigg z popiolem z wyciagiem przedializowanym.
(pn wyciagu przedializowanego nie dalo sie dokladnie okresli¢, moze
z powodu braku w nim elektrolitow).
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Pierwsze doswiadczenie na wplyw popioltu, wykazalo jego akty-
wowanie, lecz stosunkowo slabe.
Przebieg doswiadczenia taki sam, jak w poprzednich.

4 cm? skrobi 1Y/,
Dwa szeregi probéwek zawierajacych | 05 em” wyciagu przedial.
05 em” wody wzgl. popiolu

po zréwnaniu odczynu mieszaniny z popiolem, z tym, jaki ma mie-
szanina bez popiolu, umieszczano w termostacie wodnym o tempe-
raturze 52—53° i przez odbieranie malych prébek sprawdzano sto-
pien rozkladu.

Ponizsza tablica (Ill) ilustruje wyniki wspomnianego doswiad-
czenia.

Tablica III.

|
Czas | Bez popiolu | Z popiotem
1‘ -!.

67 m. [ granatowe fioletowo-czerwone
2. 4. 2m !‘ granat-fioletowe czerwono-fioletowe
3¢ 8m | fioletowe f czerwone
3¢g.32m l!‘ fioletowe | z6lto czerwone
4 ¢g. 15 m. |! fioletowe zolte

Stosunkowo slaby efekt przypisywano temu, ze dodanie popiotu
do mieszaniny przed samem doswiadczeniem zostawia zbyt malo
czasu na wymieszanie si¢ enzymu z solami, zawartemi w popiele.
Prébowano wiec mieszaé¢ popiol z wyciggiem dializowanym pewien
dosé dlugi czas przed rozpoczeciem doswiadczenia (24 godziny) i po-
tem odpowiednig ilos¢ te] mieszaniny dodawano do skrobi. Réznicy
w dzialaniu mieszanin w obydwu wypadkach nie dostrzezono.

Poiniejsze jeszcze doswiadczenia w tym samym kierunku wy-
kazaly niezbicie, ze popiél dodany do wyciggu przedializowanego
w takiej ilosci, ile go bylo w surowym wyciagu — silnie go aktywuje.

Czas potrzebny do calkowitej hydrolizych 4-ch em?® 1°/, skrobi
przez 03 cm® wyciggu dializowanego jest 5 godz. 23 min.

W tych samych warunkach czas zuzyty do dializy tejze ilosci
skrobi przez tylez wyciggu dializowanego, lecz z dodatkiem popiotu,
wynosit tylko 3 godz. 27 min.
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Moina wiec powiedzieé, ze moc hydrolityczna wyciagu dializo-
wanego -+ popiét do mocy samego wyciagu dializowanego jest jak

323 : 207,
aktywacja wynosi wigc 56"/,.

W dalszym ciagu przerobiono podobne doswiadczenia, dodajac
koncentracie popiolu rézne, wieksze i mniejsze, niz ta, w jakiej popiot
sie znajduje w wyciagu surowym. Uzyto dziesie¢ réinych koncen-
tracy] mniejszych, zaczynajac od normalnej, tj. takiej, jaka jest w wy-
ciggu surowym az do !/y zawartoéci normalnej i dwie koncentracje
wieksze. Koncentracia wyciggu i skrobi wszedzie jednakowa. Prze-
bieg doswiadczenia taki sam, jak poprzednio. Wyniki otrzymane po-
daje tablica (IV) i wykres Nr. 1. Na wykresie dla przejrzystosci ry-
sunku podane sa nie koncentracje, lecz ich logarytmy.

Tablica 1V.

: Czas Czas
. calkowitego
calkowitego rozkladu
rozkladu | 0T
Sam wyciag | ensa | 152
Wyciag + , PoPictiak | gn 35 100
. W Surow. wyc. ) !
3 s W ' sh 56 ' 131
" 1o B ' 6h 207 140
w Vs 5 6h 20/ 140
- = Y - 6h 54 152
- + : 10 » - -
- —+ 1w Ll " -
” 1 nll |I - I
L] + Y0 ] :. - It =
L] + ! &0 » | n i: -
1 .
- 90 " |: - : -
L podwdjna i 4 3 100
= " zaw. popiolu
poczworna | h 297 !
® zaw. popiolu 4h 32 100

Jak wynika z tablicy, najlepiej dziala popiél dodany w ilosci
normalnej, stabiej !/5 tej koncentracji, jeszcze slabiej '/, nizsze kon-
centracje, zaczynajac od [y, juz zadnego wplywu nie wywieraja.
Koncentracje wieksze dzialaja tak samo, jak normalna.

Popiél otrzymany z wyciagu surowego wykazywal spora zawar-
tos¢ chloru. Wobec tego, iz wedlug wielu autoréw specjalnie silne
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dzialanie aktywujace posiada wlasnie jon Cl (Wohlgemuth, Bierry),
postawiono sobie za zadanie zbadaé, czy i w tym wypadku akty-
wacja przez popidél nie da sie sprowadzi¢ do aktywacji przez jon Cl.

3
‘s
N e
o
&
&
3
2
£
©
: 3
‘B a
& =z
s ES
£
s
o
3
3

¥
oW Tu.‘.hjcl'\ Kencenitacuch

Yo

Nopwl

A

fio %0
Dz

= <
i = o
a2 = =
z
$3 2 g
l"? 2 =
= -
2 =) B
x 3
33 S
Wi &
5o 2 & F o ¥ 2 =2
¥ - = - = -

Nalezalo wigec poréwnaé dzialanie popiolu, zawierajgcego chlor,
z tymze popiolem, pozbawionym chloru. Dla pozbawienia popiofu
chloru poddano go dlugotrwalemu (kilkanascie dni) prazeniu w tyglu
platynowym na slabym plomieniu. Otrzymano na tej drodze popid!
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prawie pozbawiony chloru (z AgNO,; dawal zmetnienie takie, jakie
daje woda wodociggowa). Praktycznie mozna bylo przyjac, iz popiét
ten chloru nie zawiera.

Poréwnano wtedy dzialanie trzech mieszanin:

1) wyciag dializowany -~ woda
2) ” - (popist -+ Cl)
3) " " - (popiot — Cl)
Doswiadczenie przebiegalo tak samo, jak w wypadkach poprzed-
nich. p, — w granicach 49—52.
Tablica V w skréceniu podaje otrzymane wyniki.

Tablica V.

Czas iiBez popiotui Z popiotem + Cl i Z popiotem — Cl

I i ..
1h 4" || czerwone | czerwono-zolte | zdlto-czerwone
1h 407 | z6lte | odbarwione | odbarwione
1h 55 ’i odbarwione | |

Doswiadczenie wykazuje, ze popiél bez Cl aktywuje w tym sa-
mym stopniu, co i popiél z Cl; wskazywaloby to na to, ze réwniez
katjonom, zawartym w popiele, nalezy przypisa¢ pewng role przy
aktywowaniu diastazy, co sprzeciwia si¢ Wohlgemuthowi.

Po skonstatowaniu, iz popié! bezwatpienia aktywuje, zyskano
jeszcze jeden dowdd na to, ze sole mineralne dzialajg aktywujaco.
Wobec tego przystgpiono do dokladnego zbadania wplywu, jaki na
przedializowana diastaze wywieraja pojedyncze sole mineralne, uzyte
w réznych koncentracjach. Zbadano wplyw jedynie chlorkow metali
alkalicznych i ziem alkalicznych, a wiec:

NaCl, KCI, NH,Cl, LiClI,
MgCl,, CaCl,, BaCl..

W jednem doswiadczeniu pordéwnano dzialanie wszystkich po-
wyiszych soli w tej samej koncentracji = /,0on. W nastgpnych po-
réwnano z jednej strony dzialanie réznych koncentracyj tej samej
soli i jednakowych koncentracyj réznych soli migdzy soba. By unik-
naé bledu przy dclewaniu bardzo malych ilosci dolewano do kazdej
probéwki 1 cm® odpowiedniej soli. Wszystkie probéwki dopetniano
potem woda destylowana do tej samej objetosci — 10 cm®. Koncen-
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tracja jonéw wodorowych w mieszaninach wahala sie od 49—5 2.
Bardziej ciasne granice okazaly si¢ zbedne, gdyz w tych granicach
zawarte jest optimum dzialania diastazy, a wiec te male réznice nie
wprowadzja réznicy w dzialaniu mieszanin miedzy soba.

Ponizsza tabela (VI.) i wykres Nr. 2 obrazujg wyniki doswiad-
czenia, polegajagcego na poréwnaniu dzialania '/, -normalnych roz-
tworéw chlorkéw alkalicznych i ziem alkalicznych miedzy sobg i z nor-
malng zawartoscig popiolu. W tablicy podany jest tylko czas zuzyty
na rozktad catkowity skrobi, w doswiadczeniu brane byly prébki
przecietnie co 15—20 minut. Dla lepsze] orjentacji podanc tenze czas
w procentach, przyjmujgc czas zuzyty przez wyciag - popiél za 100.

Tablica VI

Czas i Czas
catkowitego | catkowitego
rozkladu | rozkladu
i: skrobi | w /;-ach
:; |
Sam wyciag I en3y | 140
Wyciag + popist + Cl | 4h 40’ | 100
- -+ popiot — Cl | 4h 40" 5 100
s+ " CaCly | 4h 50/ 103
w - n/j0 BaCly ‘ 5h 37 120
. +reKC | e 130
- 1/ NaCl ‘i 6h 13 133
w T "0 MgCly | 8h O . 171
.+ Mo LICL 8h 41 . 186
-+ " NHCI || 5h 37 | 120
|

Jak wynika z doswiadczenia w tej koncentracji aktywujg chlorki
Ca, Ba, NH,, Na, K, hamujg — Mg i Li.

Wedlug dzialania aktywujgcego moinaby metale te uszeregowaé
w nastepujgcy sposéb:

Ca>Ba>NH, > K> Na> Mg > Li.

Z wszystkich uzytych metali najsilniejsze dzialanie aktywujace
ma Ca; prawie réwne popiolowi, potem nastgpuje NH, i Ba, dalej K
i wreszcie Na.

Najsilniej hamuje Li, nieco slabiej Mg. 1 w tem doswiadczeniu
wyciag, zawierajacy popiol z chlorem i taka sama ilosé wyciggu z ta-
kaz samq iloscig popiolu bez chloru, dzialajg zupelnie jednakowo.

Nastepuje wreszcie ostatni szereg doswiadczen, mianowicie wszyst-
kie wyzej podane sole zostaly zastosowane w réinych koncentra-
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cjach, celem znalezienia koncentracy] granicznych w obrebie ktérych
aktywowanie zachodzi i znalezienia koncentracji optymalne;j.

Nizej podana tablica (VII.) i wykres Nr.' 3 ilustruja otrzymane
wyniki.

Dla wszystkich uzytych soli okazalo sie, iz pewne ich koncen-
tracje, a mianowicie duze, dzialaja hamujgco, w mniejszych koncen-
tracjach natomiast aktywuja, za§ w jeszcze mniejszych — przestaja

Cras calkowitap
vorkTadu Skfob wasdl

a4

Y

1

Sam  wyoiay

6

54

Y v v

pope! Ca Ba LEN ¥ Na Mg [e
Wykves Ne4, DziaTae  wszystkich scli W kencentragi Mo

dzialaé¢ (z wyjatkiem Li, dla ktérego koncentracji aktywujacej
wogdle nie znaleziono). Dla chlorkéw metali alkalicznych (z wyijat-
kiem Li) optymalne koncentracije lezg w obrebie '/,0—!/,50n, nizsze
koncentracje dzialajg slabiej, ponizej /500, przestajg dzialaé. Chlorki
metali dwuwartosciowych majg swe optimum gdzieindziej. Dla Ca
miedzy !/;50—"/o00n, dla Ba — tez miedzy '/,5o—"/500n, dla Mg — mie-
dzy [s00—'/700,.
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Na wykresie zamiast bezposrednio koncentracji soli podane sa
dla przejrzystosci rysunku logarytmy koncentracyi.

Oméwienie wynikéw.

Pierwsze doswiadczenie z wyciggiem surowym calkowicie nie-
oczyszczonym, wykazuja jeszcze bardzo duza réznice z ptyaling pod
wzgledem dzialania nan jonow.

Dla $liny wszystkie katjony badane przeze mnie, a wigc:

Na, K, NH,, Mg i Ca

mialy dzialanie aktywujace.

Dla stodu z posréd tych samych katjonéw jedynie NH, i K
aktywowaly, wszystkie pozostale mialy dzialanie wrecz przeciwne,
a wiec hamowaly.

Wyniki te zgadzaja sie z odpowiedniemi u innych autoréw,
wszyscy zgadzajg si¢ z tem, iz na surowy enzym roslinny sole nie
dzialaja, podczas gdy aktywujg dostrzegalnie surowy niedializowany
enzym zwierzecy.

Doswiadczenia dalsze z wyciagiem czeiciowo przedializowanym
nie wyjasnily jeszcze stosunku tych soli do diastazy stodowej. NH, i K,
ktére poprzednio aktywowaly, teraz nie wykazaly zadnego dzialania,
natomiast aktywowaly Ca i Ba. '

Najprawdopodobniej przyczyna tego zjawiska lezy w niedosta-
tecznem oczyszczeniu badanego enzymu. Wiadomo, iz wycigg stodu
zawiera znaczng ilo$é rozmaitych domieszek mineralnych i organicz-
nych. Motliwe, iz te ilosci soli, ktére ekstrakt stodowy zawiera, wy-
starczajg juz dla zaktywowania amylazy; dodatek wiec soli moze
badz nie okazaé zadnego wplywu, badz tez nawet zahamowaé. Dla
kazdej bowiem soli mineralnej jest slusznem, ze jej dzialanie aktywu-
jace lezy w pewnych granicach koncentraciji, przekroczenie tych granic
zmienia efekt aktywowania na hamowanie (12). Jesli wigc pewna sél
zawarta jest w enzymie juz w koncentracji optymalnej, to jej dodatek
moze nie wywrzeé wplywu, jesli nie powoduje jeszcze przekroczenia
optimum koncentracji, badz zahamowaé, jesli spowodowal przesu-
niecie optimum koncentracji poza warto$é graniczna.

Stojgc na tem stanowisku, trudno jednak wytlumaczyé, dlaczego
to samo nie stosuje sie np. do $liny. Slina surowa juz jest aktywo-
wana, biorac za$ pod uwage, ze i ona zawiera sole mineralne, nale-
zaloby sie spodziewaé takiego samego zachowania si¢ wobec dodatku
jonéw, jak amylazy roslinnej.
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I na tem, zdaje sig, polega gtéwna réinica miedzy
amylazg roslinng a zwierzeca.

Po usunieciu skladnikéw mineralnych po mozliwie najdalej po-
suniete] dializie roznice te sig zacierajg. Te same jony, ktére aktywujg
éline, zaczynajg tez aktywowaé diastaze slodu. Wyprébowane przeze-
mnie chlorki:

Na, K, NH, Li, Mg, Ca, Ba,

wszystkie, procz Li, w pewnych koncentracjach aktywowaly (zgodnie
z danemi dla $liny i soku trzustkowego Bierry, Wohlgemutha,
Michaelis'a i innych). Odmienne stanowisko Li pozostaje niewy-
tlumaczonem.

Optymalne koncentracje dla wszystkich katjonéw jednowarto-
Sciowych sg zblizone. Na, K i NH; majg optymalne koncentracje
miedzy /20 a /j50n-

Podobnie tez dla metali dwuwartosciowych, Ca i Ba optimum
jest '/i00—"/s00n, Wylatkowe stanowisko zajmuje Mg, jego optimum
jest przesuniete silnie w strong koncentracyj stabszych, lezy migdzy
s00— /7000 Tem tez tlumaczy sie, iz porownywujac dzialanie wszyst-
kich powyiszych katjonéw w koncentracji !/;50n otrzymano dla Mg
efekt hamowania.

Wynik ostatniego doswiadczenia potwierdza poglad Starken-
steina (14), ze dzialanie poszczegdlnej soli zalezy od jej koncen-
tracji i przechodzi od niedzialania przez aktywowanie do hamo-
wania.

Wobec tego tez nie mozna ustali¢ zadnego stalego szeregu
aktywatoréw; szereg taki mozna ustali¢ jedynie dla pewnej okreslo-
nej koncentracji, dla innej koncentracji szereg ten zmienia sie.

Wyniki odmienne niz w dotychczas wspomnianych badaniach
i przytem calkowicie nowe, daly doswiadczenia nad dzialaniem po-
piolu na wyciag przedializowany. Przedewszystkiem we wszystkich
wypadkach popiél w stopniu b. silnym, bo w 56°,, aktywowal wy-
ciag uzyty. Wyjasnia to i charakteryzuje dostatecznie stosunek sklad-
nikéw mineralnych do amylazy slodowej. Nalezy je uwazaé¢ bezwat-
pienia za aktywatory te] amylazy, podobnie jak s one aktywatorami
amylazy zwierzece]. Tylokrotnie podkreslany przez Wolgemutha,
Bierry i innych fakt, ze amylaza roélinna wskutek dializy nie ulega
oslabieniu, ani tez nie ulega zadnej zmianie przy dodatku soli mine-
ralnych, mozna wytlumaczy¢ jedynie jakiemis bledami metodycznemi
i najprawdopodobniej niedostatecznem oczyszczeniem enzymu.

Druga kwestja jest rola anjonéw i katjonéw na amylaze.

35
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Wedlug dotychczasowych badan, jak juz wyzej wspomniano,
jedynie anjon ma zdolno$é aktywujaca, katjony udzialu w procesie
aktywowania nie przyjmujg. Szczegdlnie silnie ma dzialaé¢ anjon ClL

Doswiadczenia wyze] podane z popiolem zawierajacym Cl i po-
zbawionym Cl zdajg si¢ wskazywaé na cos wrecz przeciwnego. Oka-
zalo sie mianowicie, iz popiél bez chloru aktywuje wyciag przediali-
zowany w tym samym stopniu, co i popiél zawierajgcy chlor. Wska-
zywaloby to wprost, ze réwniez katjony, zawarte w popiele, majg
zdolnoéé aktywowania i to w stopniu tak samo silnym, jak Cl. Na-
lezy zaznaczyé, ze sposéb, w jaki usunieto Cl z popiolu, wyklucza
mozliwo$é wprowadzenia jakich$ innych poza tem zmian w popiele,
ktéreby mogly wplynaé na jego dzialanie. Popicl ulegal przez kilka-
nascie dni prazeniu na b. slabym plomieniu, nie topniejac wecale,
tak, iz nie moze byé mowy o ulatnianiu poza chlorem i innych skiad-
nikéw. Uzyskany w ten sposéb popist wykazywal w prébie z AgNO,
zmetnienie takie, jakie daje woda wodociggowa. Praktycznie wigc
mozna go bylo uwazaé za pozbawiony chloru.

Za udzialem katjonéw w procesie aktywowania przemawia réw-
niez réznica w dzialaniu réinych chlorkéw miedzy soba. Wszystkie
uzyte chlorki w réwnych koncentracjach zawieraja wagowo t¢ sama
ilos¢ Cl; pomimo to sole te bardzo réinie dzialajg na diastaze. Jesli
np. weimiemy "/, roztér LiCl i takiz roztwor NaCl, to sadzac
z jednakowej zawartosci w nich chloru i przypisujac tylko jemu zdol-
noéé¢ aktywowania, powinniby$my otrzymaé w prébach z temi solami
jednakowo silny efekt aktywowania. Doswiadczenie wykazuje cos
wrecz przeciwnego. Mianowicie NaCl aktywuje, LiCl — hamuje.
Réznice te mozna wytlumaczyé jedynie przyjmujac, ze w gre wchodzi
tu jeszcze dzialanie katjonéw Na i Li, ktére wespol z dzialaniem
anjonu Cl moze dawaé dodatni lub ujemny efekt. To samo stosuje
sie do wszystkich pozostalych soli.

Streszczenie.

1. Przez dlugotrwalg dialize w woreczkach kolodjowych mozliwe
jest otrzymanie czystej, nieczynnej diastazy slodowej w znaczeniu
podanem przez Wohlgemutha, Bierry, Michaelisa i innych
dla amylazy zwierzecej.

2. Tak uzyskana nieczynna diastaza daje si¢ aktywowaé przez
czynniki mineralne.

3. Najlepszym aktywatorem jest popiél z wyciagu uzytego do
dializy, dodany w koncentracji takiej, w jakiej wystepuje w wyciagu
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normalnym. Dzialanie aktywujace popiolu zmniejsza si¢ w miare do-
dawania ilosci mniejszych niz przypadajgca na wycigg surowy.

4. Opierajac si¢ na jednakowem dzialaniu popiolu z chlorem
i popiolu bez chloru i na réznem dzialaniu réinych chlorkéw, nalezy
funkcje aktywowania przypisywaé nietylko anjonowi Cl, lecz réwniez
i katjonom.

5. Sole mineralne (chlorki alkaliczne i ziem alkalicznych) précz
LiCl aktywuja podobnie, jak popiél enzym roélinny przedializowany.
Istniejg pewne koncentracie optymalne dla danej soli; w duzych kon-
centracjach aktywowanie przechodzi w hamowanie, w koncentracjach
slabszych dodatek soli nie wplywa na hydrolize.

6. Na enzym roslinny w stanie niedializowanym sole mineralne
prawie nie dzialajg; ich dzialanie ujawnia sie z chwilg usuniecia za-
absorbowanych przez enzym skladnikéw mineralnych.

Pozwalam sobie wyrazié¢ wdzieczno$é Panu Profesorowi K. Bas-
salikowi za pobudzenie do podjecia te] pracy i cenne wskazéwki,
ktérych mi zawsze chetnie udzielal.

Zaklad Fizjologji Roslin Uniwersytetu Warszawskiego.
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Resumé.

L’influence de certains ions sur I'action diastatique de I'amylase,
a éte étudiée par de nombreux auteurs, tels que: Wohlgemuth,
Bierry, Michaelis, Preti et d’autres. Leurs travaux ont montré,
que les électrolytes, ou plus exactement leurs anions activent toutes
les amylases animales. Les anions Cl, Br et NO; agissent le plus éner-
giquement. L'influence des sels minéraux dépend de leur concentra-
tion, chaque sel ayant une concentration optimale différente. Les
mémes auteurs n’ont pu constater 'influence des sels minéraux sur
les amylases végétales et considérent en conséquence, que les amy-
lases végétales et animales ne sont pas indentiques.

Lisbonneet Vulgain, Starkenstein, Haehn et Schwei-
gart et d'autres sont arrivés a d’autres conclusions. En employant
des méthodes de dialyse plus éxactes, ils ont pu prouver, que les
électrolytes activaient aussi I'amylase végétale. Il n'y a donc d’apres
eux, pas de différence entre 'amylase animale et végétale.

Nos recherches avaient pour but l'étude de l'influence des sels
minéraux sur I'amylase du malt dialysée et non dialysee.

1. On a d’abord comparé l'influence des anions et des kations
sur 'amylase du malt non dialysée et sur 'amylase de la salive. Voici
les principaux résultats.

Amylase de la salive. Amylase du malt.
Kations.
Na, K, NH,, Mg, Ca NH,, K — activent
activent I’hydrolise. Na, Ca, Mg — retardent

I'hydrolyse.
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Anions. |
Cl, Br, NO; — activent Cl, Br, NO,, H,PO, — activent
HPO,, H,PO,, C,0,, CH;COO HPO,, NO,, CH;COO, C,0,,
SO,, NO, — retardent SO, — retardent I'hydrolyse.

I'hydrolyse.

2. Dans les expériencens suivantes, on a travaillé avec un extrait
de malt partiellement dialysé. Les chlorures suivants: NaCl, KCI,
NH,CI, LiCl, MgCl,, CaCl,, BaCl, ont été employés dans une con-

centration de '/,o, normale. Dans ces conditions:

NaCl, KCl, NH,Cl — n’agissent pas.
LiCl, MgCl, — retardent la réaction.
CaCl,, BaCl, — activent trés faiblement.

On a aussi étudié l'influence de FeCl;. Son action dépend en-
tierement de sa concentration. Dans des concentrations trés faibles
le FeCl; active l'amylase, dans des concentrations plus fortes il la
paralyse.

3. Les résultats les plus importans ont été obtenus avec un ex-
trait de malt complétement dialysé.

a) Contrairement a ce qu'ont affirmé Wohlgemuth, Bierry,
et d'autres, on peut pousser la dialyse de l'extrait de malt jusqu’a,
son inactivation compléte. L'extrait suffisamment-dialysé, perd la fa-
culté d’hydrolyser I'amidon, tout comme les amylases animales.

b) On a d’abord étudié l'influence de la cendre d’un extrait de
malt, sur l'extrait de malt inactif. Les résultats obtenus étaient d’une
netteté frappante. La cendre ajoutée a l'extrait inactif lui rendait le
pouvoir d’hydrolyser 'amidon. La concentration optimale de la cendre
était celle de l'extrait primitif.

C’est une preuve irréfutable, que les sels minéraux activent 'amy-
lase végétale, tout autant que I'amylase animale.

La méme cendre dépourvue de chlore, activait 'amylase au méme
degré que la cendre avec chlore. Cela veut dire que l'influence des
kations de la cendre égale celle du Cl. Ce fait contredit 'opinion
des auters cités plus haut, d’aprés lesquels les anions seuls activent
I'amylase.

e) Les expériences éxécutées avec les chlorures de métaux alca-
lins et des terres alcalines ont prouvé, que tous ces chlorures acti-
vent I'amylase du malt dialysée, a la seule exception du LiCl. On
a pu déterminer pour chaque sel une série de concentrations acti-
ves, parmis lesquelles se trouve la concentration optimale. Les con-
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centrations plus faibles n’agissent pas, les concentrations plus fortes
retardent la réaction.

Les concentrations optimales de tous les chlorures des métaux
univalents sont rapprochées, il en est de méme pour les chlorures
des métaux bivalents. Néanmoins, chaque sel a une concentration
optimale propre bien définie. En conséquence, lorsque nous rangeons
les chlorures d’aprés leur influence activante sur I'amylase, le rang
obtenu sera différent pour chaque concentration.

Institut de physiologie végétale de I'Université de Varsovie.
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