G. FLANCEROWNA.,
z Zakladu Fizjologji Roglin U. J. P.

BADANIA NAD NATURA AMYLAZY SLODOWEJ.

(Untersuchungen iiber die Natur der Malzamylase).

(Wplyneto 28.V/1.1935).

Chemja enzymow jest zagadnieniem zywo interesujacem ba-
daczy nicomal tak dawno, jak dawno znane sa te czynniki. O ja-
kiché badaniach nad struktura chemiczna enzymow, moze by¢
przedewszystkiem mowa tylko u tyeh zposrdd nich, ktore badz to
wystepuja w formie t. zw. cktoenzymow, to jest sa wydzielane
przez komorki lub narzady wydzielnicze ustroju nazewnatrz,
wzglednie u tyeh, ktore moga w stosunkowo prosty sposob sztucz-
ny (przez wyciskanie, ekstrahowanie rozmaitemi rozpuszezalnika-
mi i t. p.), ulee oddzieleniu od struktury komorkowej.

Ale i w tyeh wypadkach napotyka sie na znaczne trudnosei.
Enzym, otrzymany w jakikolwiek z wyzej podanych sposobow.
wystepuje zawsze geznie z calym szeregiem rozmaitych pod wzgle-
dem chemicznym cial, ktore zostaly usunicte z komorki wraz z ba-
danym enzymem. Przytem najezesciej z niektoremi zposrod nich
enzym jest Seisle zwiazany, czyto przez powinowactwo chemiczne.
czy tez przez jakas forme adsorbeji.

Trudnoéé w tym punkeie polega na oddzieleniu enzymu od
tych eial towarzyszacych i na stwierdzeniu, ktorym z nich przy-
pisaé¢ role skladowej ezedei enzymu, a ktore uwazaé jedynie za
przypadkowa, lub przy wyodrebnianiu nieoddzielona od enzymu.
domieszke.

Nic wice dziwnego, ze w kwestji charakteru chemicznego
enzymow wogole, a amylazy w szezegolnosei, nie bylto i niema do-
tychezas jednolitego pogladu. Wszyscy dawni badacze stali na
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stanowisku, ze enzymy. a wice i amylaza, stanowia ciala biatkowe
7z domieszka innych jeszeze cial, glownie o charakterze weglowo-
danow. Przez nowszych badaczy hypoteza ta uwazana byla
jednak za bledna. Bialko wykrywane w preparatach enzymatycz-
nyeh, przypisywali oni nie enzymowi, a substancjom towarzyszi-
cvm, wyodrehnionym wraz z enzymem 7z materjalu wyjsciowego.

Zdawalo sie, ze sprawa ta zostala definitywnie rozwigzana
przez badania Willstaettera i jego szkoly. Udalo im sie
mianowicie, przez zastosowanie adsorbentow o roznej zdolnosei
adsorbeyjnej w stosunku do enzymu i substaneji mu towarzysza-
cej, otrzymaé szereg enzymow w postaci preparatow niewykazuja-
eyeh zadnej z ogdlnie stosowanyeh, charakterystyceznych reakeyj
na biatko, a wiee wedlug nich pozbawionych biafka. Tak wiee
otrzymali sakcharaze, lipaze, trypsyne, amylaze trzustkowa, jako
substancje catkowicie wolne od biatka i weglowodanow.

Niestety jednak badania Willstaettera, przyjete pierwotnie
przez caly éwiat naukowy, jako pewnik nie podlegajaey zadnej juz
dyskusji, wywolaly w ostatnich latach z roznych stron szereg
sprzeciwow, opartych na nowych dogwindezeniach w tym kierun-
ku, wyniki ktoryeh sy sprzeczne z wynikami szkoly Willstacttera.

Stara wiee i juz zaczynajaca przechodzié w zapomiiienie
kwestja charaktern bialkowego enzymow, znow stala sie aktuaina.
[ znow stoimy przed dawnem zagadnieniem: czy enzymy =i pro-
teinami, czy tez niemi nie sg.

HISTOR.JA.

Jak juz wspomniano dawni badacze wszyscey, niezaleziie od
tego jakie stosowali metody, otrzymywali rezultaty, Swiadezace, ze
amylaza jest substancjay bialkowa.

Osborne i Campbell (13, 14) przez stosowanie wy-
salania - wytracania enzymu siarezanem amon, otrzymywali ze
stodu substancje enzymatyeznie bardzo czynnag, zawierajaca okolo
17% azotu. Uwazali ja za mieszaning albuminy (lenkozyny) z pep-
tonem lub proteoza.

7 tego samego mniej wiccej okresu sy hadania Ao Wrob
lewskiego (23). Autor stosowal do oczyszezania enzymu (dia-
staza ze stodu) podwojna technike. Najprzod wyveiggal stabym
alkoholem i z tego roztworu stracal enzym alkoholem o WY7SZe]
koncentracji. Osad rozpuszezony v wodzie byl czynny, ale zawie-
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ral hiatko i weglowodan, okreglony przez niego jako araban. Dla
dalszego oezyszezenia tego preparatu stosowal frakejonowane wy-
salanie siarczanem amonu (24). 7 trzech frakeyj otrzymanych
w ten sposob, przez zastosowanie 507 -wego siarezanu  amonu.
607% -wego 1 nasyconego, pierwsza zawierata tylko amylaze, druga
amylaze i araban, trzecia tylko araban.

Pierwsza frakeja dawala wyrazna reakeje z odezynnikiem
Millona, ksantoproteinowsg i biuretowa, zawierain 16,5% azotu
i wykazywala cechy chemiczne wihaseiwe cialom o charakterze
albumin. Co do znaczenia arabanu autor sam wyraznie si¢ nie wy-
powiada za jego przynaleznoseia do enzymu, przypuszeza, iz nie
ma on zadnego znaczenia przy rozkladzie skrobi przez amylaze.

Duzo pozniej do takich samych wynikow, niezaleznie od Wro-
Ulewskiego, nie wiedzae nawet o jego doswiadezeniach, doszedl
Biedermann (1). Pracowal on nad amylaza Slinowa — pty-
aling.  Otrzymywal ja przez stracanie alkoholem i rozpuszezanie
otrzymanego osadu w 0,57% chlorku sodu.  Przez zastosowanie kil-
kakrotnego stracania i rozpuszezania w powyzszy sposob, doszedl
do substaneji, ktora w swoich wlasnogeiach chemieznyeh wykazy-
wala cechy charakterystyezne dla albumoz.

Whioskuje stad, ze amylaza $linowa stoi w Seistym zwiazku
z albumoza wystepujaca obok mueyny i bialek wlaseiwyeh w &li-
nie. Nazwal on ja .Speichelalbumose™. Stanowi ona substancje.
wykazujaca cechy  wspolne  biatkom  wilaseiwym i albumozom.
Stwierdzil, ze sita diastyezna §liny jest wprost proporejonalna de
ilogei tej substaneji w niej zawartej, a stracalnej przez alkohol
i rozpuszezalne] woehlorku sodu.

Podobng substancje autor znalazl rowniez w stodzie. Otrzy-
manie jej jednak ze stodn, przedstawia znaeznie wigksze trudnosei,
ze wzeledu na daleko hogatszy skiad jakosciowy slodu w porow-
nanin ze €ling.  Przy otrzymywaniu tej substaneji ze stodu zapo-
moca stracania alkoholem, straca sie jednocezesnie bardzo wiele in-
nych cial o charakterze gum, weglowodanow i t. p.

Na tej podstawie autor wnioskuje, ze wszedzie gdzie wyste-
puje funkeja diastatyezna, jest ona zwigzana z cialami o charvakte-
rze albumoz i wobee tego nalezy uwazaé te ostatnie za organiczny
skiadnik kompleksu ,amylaza”.  Podobnie zreszta do Wroblew-
skiego znalazl w preparatach z wyeisgu stodowego 1, maltyny
Mercka weglowodan, ktory jednak uwaza, tak samo jak Wroblew-
ski, za domieszke tylko, pozhawiong znaczenia dla funkeji diasta-
tyeznej.
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Zblizone stanowisko zajmuje Sherman (17—22) i jego
szkola. Opowiadaja sie oni wprost za pogladami Oshornea. W sze-
regu licznyeh dogwiadezen, trwajacych od r. 1911 do chwili obec-
nej, glownie nad amylaza trzustkowa, a czeseiowo i nad slinowa
i stodowa, stale stoja na stanowisku, Ze enzym ten jest substancji
bialkowa. W ciagu tego dlugiego okresu czasu niejednokrotnie
zmieniali metode oczyszezania enzymu, dochodzace do preparatow
o wysokim stopniu jednolitosei chemicznej i czynnosei enzymatycz-
nej, nigdy jednak nie udalo im si¢ otrzymac substancji czynnej en-
zymatyeznie a pozhawionej charakteru proteinowego.  Zasadnicza
metoda (17) przez nich stosowana, polegala na wyciaganiu diasta-
zy 50%-wym alkoholem etylowym i wytrgeaniu z tego roztworu
enzymu mieszaning alkoholwi eteru.  Zakladali wice, ze kompleks
bialkowo-enzymatyezny ma  charakter protein, rozpuszezalnych
w 50%-wym alkoholu etylowym. Osad otrzymany ta drogy pod-
legal rozpuszezeniu w malej ilosei wody i ponownemu straceniu
pieciokrotna iloscia alkoholu absolutnego. Otrzymany osad roz-
puszezali wreszeie w 50 % -wym alkoholu i poddawali dializie. Pod-
czas dializy ilosé bialka wydatnie si¢ zmniejszala. Po dializie po-
nownie stracali enzym mieszaning alkoholu i eteru. Proces ten
powtarzali kilkakrotnie, modyfikujae w rozny sposob koncentra-
cje alkoholu i ezas dializy. W kazdym jednak wypadku produki
otrzymany, o znacznie zwickszonej w pordownanin z wyjsciowym
sile enzymatyeznej, wykazywal charakter hialek. Analiza clemen-
tarna data w jednym z wypadkow nastepujace eyfry:

C3% HY Ng O
52,8 6.7 15,5 25,0

Analiza powyzsza wskazuje na charakter proteinowy tveh
substaneyj. W jednej z nast¢pnych prac (18) nad amylazg trzust
kowa, autorzy dokonali doktadniejszej analizy otrzymanego prepa:
ratu.

Wynik otrzymali nastepujacy:

w %-ach C H N S P 0 i reszta
51,9 6,6 15,3 1.0 0.8 244

7 analizy wynika wielkie podobieiistwo tego ciala do kazeiny
i albuminy.

Przy ogrzewaniu w 70" C. produkt rozpuszezony w wodzie
daje koagulat, przesacz zawiera proteiny i peptony. Autorzy wnio-
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skuja stad, ze enzvm tworzy sic z jakiegog bialka preformowanego
(preexistent) przez procesy hvdrolizy, zwigzane by¢ moze z jakie-
mis procesami utleniajacemi.

W orokn 1915 zostaly przez Shermana opublikowane 2 prace
nad amylaza stodowy (19, 20). Wyniki jej sa zgodne z wynikami
dla amylazy trzustkowej.  Preparaty otrzymane, o duzym stopnin
czystosei i aktywnosel enzymatyeznej, stale zawieraly okoto 157%
azotn i zachowywaly sie, podobnie jak poprzednie, jak albuminy.

7 porownania preparatow amylazy trzustkowej i slodowe]
wynika, ze¢ obie one stanowia substancje zblizone, ale rozniace sie
pod nicktoremi wzgledami. Obie sa to bezpostaciowe substaneje
azotowe, rozpuszezalne w wodzie i 50 % -wym alkoholu, a nierozpu-
szezalne w alkoholu stezonym i acetonie. Obie wykazuja reakeje
ksantoproteinows, biuretows, Millona i ninhyvdrynowa, Obie zawie-
raja 15-—-16% azotu i przy analizie v. Slyke'a daja oém charakte-
ryvstyveznyeh form zwiazkow azotowyeh, w stosunku takim, w jakim
substancje te wystepuja w kazeinie, edestynie lub hemoglobinie.
Obie przy ogrzewanin  daja koagulat albuminowy i proteoze
wzglednie pepton. Roznica polega na roznem optimum pH i na
roznej sile diastatyeznej. Zasadniczo amylaza  trzustkowa jest
znacznie aktywniejsza niz stodowa. Pozatem preparaty amylazy
trzustkowej maja zdolnosé hydrolizowania obok skrobi takze bia-
tek: kazeiny 1 zelatyny, zdolnodel tej preparaty amalyzy stodowej
nie wykazuja.

W ostatnieh latach, juz po calym szeregu prac szkoty Will-
staettera, wyniki ktoryeh ealkowicie przeczylty hypotezie o charak-
terze hiatkowym enzymu diastatyeznego, Sherman (21) wespol
z swoimi wspolpracownikami zastosowal rowniez adsorbeje jako
metode oczyszezania tych substaneyj.

Po wstepnyeh  probach  zastosowali metode nastepujaca:
adsorbeja odbywaly sie przy pH 5,2—6,0 w obeenosei 257 alko-
holu i przy zastosowanin 0,6—0.8 gr Al,O; na kazde 100 cem wy-
cigru enzymatyeznego. Do readsorbeji stosowali rozeienczony tug
sodowy. 7 readsorbatu wytracali enzym mieszaning eteru i alko-
holu. Preparat otrzymany wykazywal sil¢ enzymatyezng wyrazona
liczby 3760 (wyjsciowa pankreatyna — 512). Tak duizego stopnia
oczyszezenia bez stosowania adsorbeji nie otrzymywali nigdy.

Charakter chemiczny uzyskanego preparatu nie roznil sig
jednak od poprzednich. Wykazywal on takg sama zawartos¢ azotu
i tak samo jak poprzednie, wykazywal wlasnosei chemiczne wlasei-
we albuminom.
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Zastosowanic powtornej wdsorbeji nie zmienilo w niezem
wlasnogel chemieznyceh otrzymanego ciala.

Rowniez ostatnia praca tego autora (22) nad amylaza slodo-
wa przeczy wynikom szlkoly Willstaettera.

Stosujae nowg metode, oparta na frakejonowanem wysalanin
CNZYmu o siarezanem  amonu, rozpuszezaniu o otrzymanego  osadu
w wodzie i ponownem, frakejonowanem wytracanin alkoholem ety-
lowym o roznej koncentracji, -—— otrzymali preparaty amylazy slo-
dowej o bardzo wysokim stopnin aktywnosei enzymatyeznej.

Otrzymany produkt zawieral 167 azotu, wykazywal wszy-
stkie reakeje charakterystyezne dla bialek 1 tak samo jak te ostat-
nie, ulegal stracaniu i denaturacji polaczonym z jednoczesng utra-
ta funkeji enzymatyezne;j.

Rowniez Luers i Sellner (9, 10, 1) pracowali nad
amylaza stodowa, stosujae technike oezyszezania cnzymu przez
adsorbeje, Seisle wedlug Willstaettera, Po zastosowaniu dwukrot-
nej adsorbeji i nastepnej eluaeji otrzyvmali produkt o 25--30-krot-
nie zwickszonej sile enzymatyeznej. Dalsza adsorbeja nie zmieniata
juz stopnia ezystosei enzymu. Otrzymany preparat wykazywal na-
stepujaca zawartosé bialka i weglowodanow:

Bialka Weglowodany
Materjal wyjsciowy w %-ach 42,99 74,4
- otrzymany 53 43,56 28,07

Proces oczyszezania przez adsorbeje wedlug Willstaettera
prowadzi wice do usuniceia weglowodanow, a nie hialek.

Analiza metoda v. Slykea dala ten sam rezultat co n Sher-
mana. Pomimo wiee siedmiokrotnic wickszego stopnia oczyszeze-
nia niz u Shermana, sklad chemiczny pozostal ten sam. Autorzy
jednak nie wnioskuja stad. iz bialko jest istotnym skladnikiem
enzyinu, przypuszezaja natomiast, iz usuniceie bindek jest tyvlko
kwestja zastosowania jeszeze bardziej celowej metody, niz nig jest
metoda adsorbeyjna Willstaettera.

Zupeinie odmienne dane co do charakteru chemicznego amy-
lazy wynikaja z doswiadezen szkoly Willstaettera. Pracowali oni
elownie nad amylaza trzustkowa, mniej nad stodowa. Przez wy-
korzystanie roznej zdolnosei adsorbeyjnej trzech enzyvmow zawar-
tveh w soku trzustkowym (lipazy, trypsyny i amylazy), udato im
sie oddzieli¢ te enzymy od siebie i poddad je potem dalszemu pro-
cesowl oezyszezania.,
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Willstaetter, Waldschmidt-Leitz i Hesse
(26, 27, 28) adsorbowali lipaze z kwasnego roztworu na wodoro-
tlenku glinu, z pozostalosei adsorbowali trypsyne na  kaolinie
w roztworze rowniez kwasgnym. Pozostawala w ten sposoh amylaza
wolna od lipazy i trypsyny. Juz jednak ten przedwstepny proces
rwigzany jest ze znacznemi stratami wosamej ilosei amylazy, gdyz
za kazdym razem ulegala i ona wprawdzie nieswoistej, ale jednak
czesciowe] adsorbeji.

W tym stanie amylaza adsorbuje sie juz bardzo trudno, i to
tylko z roztworu zawierajacego H509% alkoholu. W rezultacie auto-
rzy otrzymali preparaty amylazy 130 razy silniejsze niz gruczol
wyjseiowy, 70 razy silniejsze niz otrzymane przez Kulera
i Svanberga (3)1 10 razy silniejsze niz najezystsze preparaty
Shermana. Preparaty te nie dawaly zadnej z reakeyj charak-
terystyeznyeh dla biatek ani weglowodanow, z wyjatkiem slabej
reakeji dodatniej z odezynnikiem Molischa. Autorzy stoja wobec
tego na stanowisku, ze amylaza, tak samo zreszta jak inne enzy-
my, nie jest substaneja bialkowa. Bialko stanowi jedynie substan-
cje towarzyszacg enzymowi (Nebenprodukt), taksamo jak sg niemi
liczne inne substancje o innym charakterze, jak np. weglowodany.
Roznica polegataby jedynie na tem, ze enzym jest bez porownania
silniej zwiazany z bialkiem. anizeli z innemi substanejami towa-
PZy sz eemi.

Enzym wedlug Willstaettera (29) skiada si¢ z koloidalnego
podloza (Triiger) 1z wladciwej enzymatyeznie czynnej grupy.
Usuniceie podioza koloidalnego nie powinno wplynaé na czynnosce
samego enzyvmu. O charakterze chemieznym koloidalnego podloza
autor nie blizszego nie podaje.

Rowniez Frieke i Kaja (7, 8) otrzymywali z ,,.Diastase
absolut™ Merek'a, przez zastosowanie elektroosmozy i elektrodiali
zy. preparaty niewykazujace zadnej reakeji biatkowej. Preparaty
te byly bardzo ubogie w popiol (mniej niz 0,05% ), zawieraly malo
azotu (okolo 4% ), natomiast bogate byly w weglowodany — da-
waly wyrazng reakeje z odezynnikiem Molischa.

Chege lepiej zrozumied te rozbhieznosé w wynikach poszeze-
oolnyeh autorow, nalezy uwzglednié kilka ezynnikow wplywaja-
cveh na to. Przedewszystkiem operowali oni niejednakowym ma-
terjalem  dofwiadezalnym. Sklad chemiczny otrzymanych przez
nich preparatow w duzym stopnin byt zalezny od materjalu wyj-
sciowego, od jego mniej lub wiceej skomplikowanego sktadu. Tak
nprz. w pracach nad amylaza trzustkowa, wzglednie slinowg fatwiej
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jest osiggnaé stosunkowo ezyste substaneje, niz przy operowaniu
tak bardzo zlozonem chemicznie cialem, jakiem jest nprz. wyciag
z ziarn jeczmienia. Drugi czynnik to stosowanie niejednakowych
kryterjow dla rozstrzygniecia sprawy charakteru chemicznego
otrzymanego ciala, Jedni chorzy, jak Sherman i inni, stosowali cal-
kowita analize elementarna i na podstawie stosunku ilogciowego
poszezegolnyeh pierwiastkow, wehodzacyeh w sklad badanego pre-
paratu enzymatycznego, wnioskowali o jego przynaleznosei, lub
nieprzynaleznosei do substancyj biatkowych.

Inni  poprzestawali na  stosowaniu  zazwyeczaj uzywanych
prob jakosciowych do wykryeia biatka, a wiec uzywali w tym celu
odezynnika Millona, kwasu pikrynowego, kwasu azotowego i t. p.

Pierwszy z wymienionveh sposohow, mianowicie analiza ele-
mentarna, daje wyniki daleko pewniejsze niz drugi.

Jesli bowiem chodzi o stosowanie odez. Millona, Lsshacha
(kwas pikrynowy) i t. p., to wyniki otrzymane z ich pomocg sa za-
lezne przedewszystkiem od ilosei materjatu wzietego do proby.
a pozatem od tego, z jaka grupa bialek mamy do ezynienia.

Niestety rzadko autorzy podaja z jakiemi ilosciami wagowe-
mi otrzymanych preparatow pracowali.  Wynik ujemny reakeji
bialkowej zalezy nietylko od braku tej substancji, ale rowniez od
tego, ezy ilosé jej nie lezala ponizej granicy wykrywalnosei przez
dany odezynnik.

7 drugiej strony brak reakeji dodatniej z danym odezynni-
kiem, moze by¢ spowodowany brakiem w badanej substanceji pew-
nego okreslonego skladnika, reagujacego na stosowany odezynnik.
Tak nprz. odezynnik Millona reaguje jedynie z tyrozyng wystepu-
jaca w drobinie biatkowej, — biatko pozbawione tyrozyny da z od-
czynnikiem Millona reakeje ujemna, stad prosty, ale niestuszny
wniosek, ze substancja badana nie posiada charaktern biatkowego.

Dla zilustrowania tego podajemy, wykonane z albuming jaja
kurzego, proby na ezutodé zazwyezaj stosowanveh odezvnnikow.
sluzaeyeh do wykryeia substaneyj biatkowych.

biatko odezyn. odezyn. kwas
mg w1 em? Millona Iisshacha azotowy
10 - o it
1 - -
0,1 + + 1
0,05 + - -
0,02 _ - =

0,01 - - —
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Wida¢ stad, ze juz przy ilosei wynoszacej 0.1 mg albuminy
w 1 cem reakeja ksantoproteinowa nie daje pewnego wyniku, wy-
nik pewny daje natomiast odezynnik Millona i kwas pikrynowy.
Mniejszych od powyiszej ilodei juz zadnym odezynnikiem wykrye
nie mozna —— reakeja ksantoproteinowa wypada ujemnie, odezyn-
nik Millona i kwas pikrynowy daja wyniki watpliwe.

Jegli uwzglednimy ten ezynnik. to wnioski autorow co do
charakteru proteinowego, wzglednie nieproteinowego badanego en-
zymu, na podstawie jedynie prob z wymienionemi odezynnikami.
bez podania ilosei substancji badanej wzictej do proby, nie moga
hy¢ uwazane za calkowicie pewne.

Pewne natomiast sa wnioski oparte na analizie elementarne]
otrzymanego preparatu enzymatyeznego: wotakim wypadku sto-
suneck pierwiastkow rzuea jasne swiatlo na jego charakter che-
miezny.

7 drugiej strony spotkaé sic mozna z pogladem, ze amylaza
nietylko nie jest biatkiem, ale nie jest nawet substancja koloi-
dalna.

[ tak Fraenkel i Hamburg (6) przez zastosowanie
kombinowanego oczyszezania skladajacego sie z:

1) oczyszezania chemicznego, polegajacego na stracaniu roz-
cienczonym octanem olowiu,

21 mechanicznego, przez sgezenie przez filtry Pukalla,

3) biologieznego, polegajacego na  fermentacji weglowoda-
now zapomocsy rasy drozdzy Frohberg,
otrzymywali enzym w postaci proszku calkowicie pozbawionego
weelowodanow i niewyvkazujacego zadnej reakeji na bialko. Pre-
parat ofrzymany prawie nie wykazywal cech koloidu i tak nprz.,
nie podlegal adsorheji przez koloidy nicorganiezne, niezaleznie od
tego jaki byl fadunek elektryezny uzytego adsorbentu i odezyn
srodowiska w jakim sie adsorbeja odbywala, pozatem przechodzil
przez ultrafiltry, nie wykazywal zjawiska kataforezy nawet pod
wplywem silnego pradu elektryeznego i t. p. Jedynie zachowanie
si¢ jeeo pod ultramikroskopem dowodzilo, ze jest on koloidem
o hardzo malej wielkosei czastek. Praca powyiszych autorow hyla
kontvnuowana przez 1. Pribrama (16). Stosowal on metode
podobna do poprzedniej, przyezem glowny nacisk kladl na strone
hiologiczna procesu oczyszezania. Enzym oczyszezony drogg hiolo-
viezng ulegal jeszeze potem dializie Tub saczenin przez ultrafiltry.
Substaneja enzymatyeznie czynna ofrzymana przez autora, oka-
zala sie jednak ciatem koloidalnem, o bardzo wysokim stopniu roz-



174

proszenia. Sklada sie ona z dwoch glownyeh skladnikow: pierwszy
stanowi cialo o charakterze polipeptydu, skladajacego sie z nie-
wielu aminokwasow i zawierajacego 6—87% azotu, Drugie jest to
substaneja weglowodanowa, stanowiaca prawdopodobnie spolime-
ryzowany kwas weglowodanowy.

WLASNE BADANIA,

W pracy niniejszej starano sie przez zastosowanic metod
wlasnych i dotychezas przez innych badaczy stosowanyeh, stwier-
dzi¢, czy mozliwem jest oddzieli¢ funkeje enzymatyezng badanego
materjatu od jego struktury biatkowej.

Dla oczyszezenia enzymu  stosowano nastepujgee metody:

1) dialize,

2) frakejonowane wyciaganie enzymu ze stodu,

3) frakejonowane stracanie bialek przy roinem pH,

4) adsorbeje.

1. DIALIZA.

Materjal wyjsciowy stanowil siod jeczmienny browaru Ha-
berbuseh i Sechiele. Stod zmiclony zalewano wodg destylowana
w stosunku 3 gr. wody na 1 gr. stodu, sklocano dokladnie z 1%
toluenu i zostawiano, czesto skloeajac, na 24 godziny w temperatu-
rze pokojowej. Po tym czasie wyciskano przez plotno i metny wy-
ciag saczono przez bibule, az do otrzymania klarowanego plynu.
Wyciag taki zawieral zawsze znaczne ilosei bialek i weglowo-
danow.

Wyeiqg w ten sposob otrzymany poddawano dializie w wo-
reczkach kolodjowych wobee wody destylowanej. Sposob przepro-
wadzania dializy zostal opisany w poprzedniej pracy (4).

Podezas dializy wytracal sie zawsze po Krotszym lub diuz-
szym czasie zwykle wtedy, gdy zawarto$¢ skladnikow mineral-
nych w plynie dializowanym znacznie spadala, brunatny, lepki
osad. Blizsze badanie wyvkazalo, ze osad ten w glownej mierze sta-
nowi bialko. Jest on nierozpuszezalny w wodzie, rozpuszeza sig
natomiast prawie calkowicie w kwasie solnym i w norm. chlorku
sodu. Roztwor jego w chlorku sodu wykazuje wszystkie reakcje
charakterystyezne dla bialek a wiee: ksantoproteinowa, Millona.
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straca si¢ przez kwas pikrynowy. W pierwszem przyblizenin moz-
na go uwazac¢ za globuliny ziarna jeczmiennego.

Co do samej dializy, to dalo si¢ stwierdzic, iz nawet najdhu-
zej prowadzona dializa nie daje w rezultacie plyvnu catkowicie po-
zhawionego skladnikow mineralnych i bialek, chodé ilosé ich znacz-
nie spada. Wyeiagi dializowane wykazuja zawsze dos¢ znaczng za-
wartoseé substanceyj bialkowyeh, nawet wyeiagi bardzo stabo enzy-
matveznie ezynne zawsze bialtko zawieraja. 72 drugiej strony w kaz-
dym wypadku, gdy zaobserwowano przechodzenie przez woreczek
dializacyjny biadka, szlo z tem rownolegle przechodzenic enzymu.
Ogolnie mozna powiedziec, ze przez caly czas trwania dializy wy-
raznie wystepowalo istnienie jakiegos bardzo seislego zwigzku mie-
dzy enzymem a tg frakeja bialka wyeciagu wodnego, ktora przy
dializie nie ulegala wytraceniu, a wige byla rozpuszezalna w wo-
dzie pozbawionej prawie calkowiecie elektrolitow.

7 szeregu dofwiadezen przeprowadzonyeh w tyvm kierunku
przyvtoezyé mozna nastepujace:

Wyeiag ze stodu, przygotowany w sposobh wyzej podany, pod-
dano dializie.

Wykazywal on obecnosé bialka, ilosé ktorego nie zostala
okreslona,

Zawartosé suchej substaneji wynosila —— 87,

Skladnikow mineralnyeh — 4,17% suchej masy.

pll wyciggu byio rowne 5.9.

300 cem tego wyeiagu poddano dializie wobee wody destylo-
wanej ze szkla. Ogolna ilos¢é wody zuzytej do dializy stanowila
14 1. Dializat wykazywal, zgodnie z tem co podano wyzej, osad
brunatny wytrgeonego biatka. Po odsaczeniu go od wytrgeonego
osadu biatkowego, otrzymano plyn lekko opalizujacy, barwy bialo-
zolej. Wykazywal on wyrazng zawarto$¢ bhiatka. Bardzo znacznie
spadla ilog¢ suchej substaneji, wynosila teraz tylko — 0,06%.
Podezas dializy zostalo wiee usuniete 99,2% suchej masy wyeiggu
stodowego. Cyfra ta jest troche wyzsza niz otrzymana w ;inzllt};{icz—
ny sposob przez Eulera i Svanberga (3) (98,47 ). Zawar-
tosé  skladnikow mineralnyeh zmniejszyla si¢ rowniez bardzo
znacznie, nie w takim jednak stopniu jak sucha substancja. Ogolna
ilos¢ popiolu wynosita teraz 22 razy mniej niz przed dializa, w od-
niesienin jednak do suchej masy wypadalo go znacznie wigeej, ho
26,67 zamiast — 4,1% bylo go wiee 6-cio krotnie wigeej. Zmniej-
szyla sie rowniez znacznie, okolo 30-Kkrotnie, zawartosé substancyj
redukujacych.
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Z wyeciggiem dializowanym przesaczonym i z osadem hiatko-
wym wytraconym podezas dializy, rozpuszezonym w norm. roz-
tworze chlorku sodu, wykonano doswiadezenie nad zdolnoscia
hydrolizowania przez te dwa ptyny skrobi.

Doswiadezenie odbywalo sie w temp. pokojowej (18° 4+ 1°()

i trwalo 72 godziny. 1loé¢ plynu reagujacego byla wszedzie ta sama.
mianowicie 52,5 cem, z eczego 50 cem  stanowila 2% -wa skrohia
rozpuszezalna Kahlbauma, a 2.5 cem wyeigge dializowany, wzgled-
nie odpowiednia ilos¢ osadu rozpuszezonego w chlorku sodu. Przy-
tem osadu rozpuszezonego w chlorku sodu wzicto w jednym wypad-
ku tyle ile wyciagu dializowanego, w drugim zag podwojng ilosc
tego. pH ptynow badanych wahalo si¢ od 3,9 do 4,1. Aby wyelimi-
nowad wplyw samego chlorku sodu, dodano do jednej proby tylko
odpowiednyg ilos¢ tej soli bez zadnego czynnika enzymatycznego.
i do jednej proby, zawierajacej wyciag dializowany, odpowiedniy
ilos¢ ehlorkn sodu.

Rozkiad badano jakosciowo metoda Wohlgemutha, rowno-
legle zas metoda Bertranda oznaczano ilosé cukrow redukujaceych
Wyniki ilustruje tablica 1.

TABLICA L

| ' v \
IS : pries. osad n/l NaCl H.0) barwa z  Cuwmg
Nr. kolby wWoeem | woeem woeem | ow :'.{'m JpoT2g | pods ;:I-
e ——-l-l———-—— SS— e : S
1 ‘ 125 | LOL25 | exerw. 14,5
2 || 125 | | 125 | czerw-fiol. 133
3(kontr.) | [ 1,25 | 1,25 | granat. 0,8
1 ’ 1,25 | | 1,25 | 1.3
5 2,50 | | z0lta 15,6
6 | [ 250 | | | granat. 1.3

7 doswiadezenin wynika, ze osad biadkowy, wytracony z wy-
ciggu podezas dializy, nie posiada zadnej zdolnosei hydrolityeznej
w stosunku do skrobi, ani proba z jodem, ani oznaczanie cukrow
redukujacych nie dalo zadnego rezultatu.

To samo doswiadezenie, powtorzone z podwojnemi w stosun-
ku do poprzednich ilofciami wyciagu dializowanego i osadu, dalo
wyniki identyezne.

A wiee biatko wytracajace sie podezas dializy, nicrozpu-
szezalne wice w wodzie zawierajace] malo elektrolitow, nie ma

zdolnosei enzymatyeznyeh. Mozna wice zalozye, ze nie stoi ono
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wozadnym zwigzko z ezynnikiem enzymatyeznym, nie stanowi jego
czesel skladowej, nie stanowi tez podioza, na ktorem enzym sig
adsorbuje. :

W dalszej serji doswiadezen starano sie w silniejszyvim jeszeze
stopniu oddzieli¢ bialko od enzymu, zawartego w wyveiggu stodo-
wym dializowanym.

Uzyvto do doswiadezenia 550 cem  wyeiggu sporzadzonego

wosposah jak podano poprzednio.

Zawieral: suchej masy . . . . . . . . 8%
popiolu w stosuniku do suchej masy  3,8%
azotn - - - - 2,349
wotem " bialkowego . . . . . . 0,75
5 niebiatkowego . . . . . 1,66%

stosunnek wice azotn biandkowego do niebiatkowego byl 1 :2.
Wyciag ten poddano dializie w sposob poprzednio podany. W re-
zultacie otrzymano, jak zwykle, plyn opalizujacy. biado-zoltawy
z dosé obfitym, brunatnym, ciggliwvym osadem. Po oddzielenin osa-
du plyn odwirowany zawieral suchej masy 0,047,

Proby jakoseiowe na biatko, a wice: stracanie kwasem pikry-
nowym, odezynnikiem Millona i ksantoproteinowa wypadly do-
datnio, ale znaeznie slabiej niz w wyeiagu surowym.

Analiza azotowa wykazala w procentach suchej masy:

azot bialkowy . . . . . . 6,3%

,y  niebiatkowy. . . . . 1,069

stosunck azotu halkowego  do  niebialkowego  zmienil sie wice
z1:2na6:1.

W owveigeu surowvin na kazdy gram suchej masy przypadate
23 mg azotn, w wyeiggu dializowanym przypadalo go na 1 gr su-
chej masy 73 me.

Wobee tego, ze proby dokonane z wyciagiem surowym wyka-
zady, Ze mozna bez uszkodzenia a nawet oslabienia enzymu strgecad
7 niego bialko octanem olowiu, sprobowano zastosowad te metode
dla vsuniceia resztek bialka z wyeiagu przedializowanego. W tym
celu wyeiag  dializowany  skoncentrowano 8-krotnie przy 40° C

i zadano go kilkoma kroplami 1% -owego octanu olowiu.

woprozni
Powstaly osad bialka oddzielono na saczku, przesgez zag, dla
nuwolnienia o od resztek octanu olowiu, poddano dializie. Po dwu-

12
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dniowej dializie plyn nie wykazywal juz obeenodei otowin, Zbada-
ny na zawartodé biatka zwykle stosowanemi odezynnikami, a wice
kwasem pikrynowym, odezynnikiem Millona i kwasem azotowym,
wykazal calkowity nieobecnosé tyeh cial. Doswiadezenie nad jego
zdolnoseia hydrolityezng wobee skrobi dalo jednak rowniez wynik
ujemny. Wyniku tego nie mozna polozyé na karb brakn elektroli-
tow, gdyz rowniez dodanie do badanego plynu popiolu z wyciagu
surowego, co zwykle wplvwa korzystnie na wyciag dializowany,
w niczem nie zmienilo jego zdolnosei, a raczej hraku zdolnodei
hydrolityeznej wobee skrobi. Zjawisko to nalezy thunaczy¢ tem,
ze octan olowiu straeil cala reszte bialka, a z nim i enzym zawarty
W owyeiggu.

Przez caly ezas trwania tego doswiadezenia mozna hylo znow
zaobserwowad rownoleglo$é miedzy zawartosein bialka w plynie
badanym, a jego aktywnoscia enzyvmatyezng. Najsilniejszy jest wy-
cige surowy, zawierajacy bialka najwiceej, stabszy- juz dializowa-
ny, zawierajacy o mnicj niz surowy, wyeige zas, otrzyvmany po
atkowitem  usunicein biaika (octanem olowiu), jest juz zupelnie

enzymatyeznie nieezynny.

2. FRAKCJONOWANE WYCIAGANIE ENZYMU.
Do takich samyeh wnioskow doprowadzito stosowanie frak-
cjowanego wyciagania enzymu ze stodu.

Zastosowano nastepujace plvny do ekstrakeji:

a) alkohol 967 -owy,
h) woda destylowana,
¢) lug potasowy 0,27%-owy,
d) chlorek sodu 107%-owy.

200 or stodu zalano 600 cem alkoholu 967 -owego, moceno
sklocono i zostawiono w temp. pokojowej na 5 godzin. Po tym cza-
sie wyciag alkoholowy odsgezono i pozostalodé stodu, po odparo-
waniu na powietrzu resztek alkoholu, zalano 600 cem wody desty-
lowanej. Po uptywie 5-ciu godzin znow odsaezono wyciag wodny
i pozostaly stod traktowano kolejno w ten sam sposob lugiem po-
tasowym 0,2%-wym i chlorkiem sodu 10% -wym, otrzymujae wy-
cigei w tyeh plynach.

Otrzymane 4 wyeiagi wykazywaly nastepujyce wlasnosei:

(1z]
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! stos. I azot w % | rawart. | zawart.
| s masy S, INasy | enzymu | hiatka
[ —_— i = e - _
wyeigg wodny | 1,0 | 2,7 ll + 44
»  alkoholowy | 3.9 0,9 i — _ +
& w KOH . | 23 - | -+
, w NaCl. ‘ 1,0 0,57 | -- | -+
stod suchy . . ‘: — 1,52 |l [
|

Wynika stad, ze enzym jest zawarty tylko we frakeji wodnej.
A wiee jest zwiazany z biatkami rozpuszezalnemi w wodzie. Wy-
ciagi w alkoholu, w ehlorku sodu i w hugu potasowym rowniez bial-
ko zawierajaq, a jednak nie wykazuja zadnego dzialania hydroli-
tveznezo wostosunkn do skrobi.

3. FRAKCJONOWANE STRACANIE BIALEK PRZY ROZNEM pll.

7 serji pierwszej i drugiej doswiadezen wynikalo, ze to hiatko
% ktorem enzym jest wosposoh blizej niezbadany, czy to przez sily
powicrzehniowe, ezy w sposob chemiczny, — zwiazany, nalezy do
hiadek rozpuszezalnyeh latwo w ezyste] wodzie, niezawierajgeej
clektrolitow. W pierwszem przyblizeniu moznaby wice powiedzied,
7e jest on zwigzany z albuminami.

W otej serji doswiadezen starano sie w inny jakig sposdob roz-
dzieli¢ hialka, wystepujace w wyeiagu ze stodu na frakeje roznigee
sic micdzy sobg. Zastosowano stracanie bialek zapomocg kwasu
octowego przy roznem stezeniu jonow wodorowyeh, ktore osiggano. -
przez stosowanie kwasu o roznej koneentracji. Jak wiadomo, hial-
ko straca sie z roztworn w swoim punkeie izoelektryeznym. Spo-
dziewano sic wice, ze przez zastosowanie roznyeh pll uda sie wy-
wolad¢ stracenic roznyeh frakeyj bialek, zaleznie od tego dla kto
rej z nich stosowane pH stanowi jej punkt izoelektryezny. W dal-
szym ciggu zas fatwo juz mozna skonstatowaé, z ktorg z tych frak-
cyj jest zwiazany enzym.

Metodyka 10 cem wyeiagu ze stodu nalewano do kolbki
miarowej, pojemnosei 50 cem, dolewano odpowiednia ilosé kKwasu
cetowego, dopelniano woda destylowana do 50 cem i stragcano bial-

ko w tazni wodnej przy 40" € w ciagu 10 min. Po ostudzenin ozna-

ezano pH plynu i zostawiano go w temp. 5%—10° C na 24 godz. Po
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tyvm czasie oddzielano ptyn od osadu zapomoca wirowki i zhierano
cddzielnie plyn i osad.

Osady zebrane przemyto kilkakrotnie woda podwdjnie desty-
lowana ze szkla i sprawdzono zdolnosé hydrolitycezna w stosunku
do skrobi poszezegolnyeh osadow i wod uzytyveh do ich przemyeia.

Nprawdzono rowniez zapomoca kwasu pikrynowego, ktore
plyny z przemyecia osadow zawieraja bialko. '

Okazalo sie, ze wszedzie tam, gdzie osad wywolywal rozkiad
skrobi, wywolywala go rowniez woda, nzyta do przemywania tych
osadow 1w kazdym wypadku woda ta zawierala bialko. Przytem
hylo to znow bialko rozpuszezalne w wodzie, a wice o charakterze
albumin.

We wszystkich wypadkach zas, gdzie osad nie rozkiadal
skrobi, nie rozkladala jej rowniez woda uzyta do przemywania
i w kazdym takim wypadku nie zawierala ona bialka.

[Tustruje to ponizsza tablica 11.

TABLICA 1L

T . strac. rzawart, enz. | zawart. enz. zawart. bial.
R proliy pl'::v\l' !;nll /\1'\i)l::1111;;l:/ i !\l\-' \:'::flzie! I :\-' wodzie
0 6,00 — = _ —
1 5.74 A fef 4 4
2 2.59 e = + 4
3 5.34 . +++ + : s
4 ‘ 5.18 ' -+ | - | -
5 5.00 | { ] ' + i
6 4,88 4+ -4 4
8 4,74 4- f
9 4.64 +4-+ + . |-
11 : 4,48 +-- + | —
12 432 ++ + ? -
14 4,38 - + | -
15 ' 4.04 4 - ; 4
16 3.88 el 4
17 i 3.86 : N - - 4

18 3.78 | . I

19 5 3,66 4 - = i

21 3.52 ; — - -

22 3,38 | - - | —

23 3.28 | — —

25 3,10 | - - : -

26 Il 3,00 | —- — |

27 "i 2.90 E — — | —

28 . 2,76 | — - = -
|
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Jwa z otrzymanych przez stracenie kwasem octowym osady
poddano blizszej analizie.

Osad
4,88, stanowi jeden z tyeh osadow, ktore zawieraly enzym, a wice

Nr. 6 otrzymany przez stracenie bialka przy pH —

rozkladaly skrobi¢ jak rowniez woda uzyta do jego przemyeia za-
wierala enzym i biatko.

Osad Nr. 25, otrzymany przez stracenie biatka prazy
pH — 3,10, nie zawiera enzymu, nie rozklada wiee skrobi — to
samo stosuje siec do wody uzytej do jego przemyeia. Woda ta row-
niez nie zawiera bialka.

Oba badane osady rozdzielono na frakeje:
wodzie (destylowanej ze szkia),

10% -owym chlorku sodu,

1. rozpuszezalng w

(8]

rozpuszezalng w

3. rozpuszezalng w 707 -owym alkoholu etylowym,

4. rozpuszezalng w 0,17%-owym lugu potasowym.

Kazda z otrzymanych frakeyj zbadano jakosciowo na zawar-
tosé biatka i na zdolnosé hydrolizowania przez nig skrobi. Wyniki
sq podane w nastepujacych tablicach.

Oszad Nr. 6.
TABLICA III

I . I r Wesicl zawart. rozkl.
womg W p-ach bialka skrobi
s e =T s
osad catkowity 1,9 i 100 | 4=
frakeja rozp. w H.0O 0,3 | 158 | f ! i
. . w NaCl 07 368 | + ?
. .  walk. | 0,1 5,3 — -
. . w KOH | 0,7 36,8 ! —_
reszia | 0,1 53 |
Osad Nr. 25.
TABLICA IV.
i
| . zawart. rozkl.
I; womg w %-ach biatka slkrobi
e ___!‘ i l E—— — — —
osad catkowity I 2,3 | 100
frakeja rozp. w H,00 | 0,0 0 ‘ — —
- , w NaCl t 0,7 30,4 -} -
. . w alk. || 0,3 13,0 ‘ - ! -
- + w KOH 1,1 47,8 4+ 4 —
reszta 0,2 | 8,7 ‘ i
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Powyisze tablice wyraznie wykazuja, ze czynnik enzyma-
tyeznie czynny jest zwiazany z frakeja biadek rozpuszezalnych
w wodzie. Zdolnosei hydrolityeznej w stosunku do skrobi nie wy-
kazuje ani frakeja rozpuszezalna w NaCl, ani rozpuszezalna
w KOH, choé obie one zawieraja substancje hiatkowe i to w ilogci
dwukrotnie wickszej niz frakeja wodna.

Osad Nr. 25 nie rozklada skrobi, nie zawiera on tez frakeji
hialek rozpuszezalnyelh w wodzie mow wice potwierdza sie, ze
tylko ta frakeja bialek jest nosicielem funkeji enzymatyeznej.

Te same analizy wykazuja jednak, ze przypuszezenie, iz dro-
£q stracania przy roznem pH uda sie oddzieli¢c od sichie poszeze-
golne frakeje biatka, bylo mylne. Oba badane osady zawieraja
mieszaning bialek — osad Nr. 6 — mieszaning trzech frakeyj, osad
zas Nr. 25 — dwie frakeje. Nalezy jednak mieé na uwadze, Ze stra-
‘anie sie biatka w jego punkeie izoelektryeznym powoduje porwa-
nie ze sebg rowniez i biatka innego, ktorego punkt izoelektryezny
nie zostal jeszeze osiagnicty. Przytem proces ten nie daje si¢ Scisle
okreslié: ilosé porwanego bialka zalezy od bardzo wielu ezynnikow:
jak od stosunku ilosciowego bialka stracajacego si¢ do porywa-
nych, od ich stopnia dyspersji i t. p. Stosunkowe ilogei poszeze-
golnych frakeyj bialek w obydwach osadach sa tez rownego rzedu.
Zastanawiajacy jest brak w osadzie Nr. 25 frakeji rozpuszezalnej
w wodzie.  Nalezy zalozy¢, iz badz pH — 3,10 nie stanowi jej
punktu izoelektryceznego, badz nie ulegla ona zupelnie porwaniu”
wraz z bialkiem stracajacym sie, hadz tez wreszeie ulegla daleko |
posunictym zmianom pod wplywem dodanego kwasu octowego.
To ostatnie przypuszezenie jest najhardziej prawdopodobne, tem-
bardziej, ze jak to wida¢ z tablicy V, plyn odwirowany Nr. 25 row-
niez skrobi nie rozklada.

Zbadano rowniez wszystkic plyny, otrzymane po odwirow:-
nin osadow. Oznaczono w nich azot bialkowy (stracano  hialko
wolframianem sodu z kwasem siarkowym) i okreglono ich zdolnosé
hydrolizowania skrobi jakosciowo (metoda Wohlgemutha) i ilosein-
wo przez oznaczanie cukrow redukujacyveh metoda Bertranda.

Mieszaniny  reagujgee  zawieraly  wszystkie po: 50 cem
2% -owej skrobi rozpuszezalnej Kahlbauma, 2 cem plynu reaguja-
cego 1 odpowiednia ilos¢ wody dest. dla zrownania koncentracji.
pH mieszanin wahalo sie od 4,56 do 4,66.

Doswiadezenie przebiegalo w temp. 18—20" (!, ¢zas trwa-
nia — 24 godz.



183

Proby brano co 2 godziny, ostatnig zas po 24 godz.
Wyniki ilustruje tabliea V.

TABLICA V.

Nr. | pl pocz. i pHl kone, | rozkl. po rozkl, po azot w
proby | mieszan. mieszan. i 24 g. Jod. 23 ¢. mgCu %
| I
0 4,56 4,58 ‘ jasno-zotta 120 | 7,33
1 4,65 4,72 . .| 12,6
2 460 | 462 | . ., | N3 579
3 464 | 466 P 12,7 : 5,90
4 4,60 460 | ., 12,0 ; 5,04
5 166 | 467 | . . 120 |
6 4,64 4,66 | s " 12,6
8 4,62 466 | . . 12,6 5,18
9 4,66 4,66 I . 12,1 : 5,48
11 4,66 4,66 i zolta 12,1 i
12 | 4,66 ‘ 4,67 - jasno-zolta 12,7
14 | 4,64 | 4,66 ! cZerwona 11,8 5,60
15 464 | 1,68 | fiol-czerw. 10,7 .
16 4,62 ‘ 4,66 R R 10,3 5,48
17 4,62 | 4,63 | fioletowa | 9,8
18 4,64 | 1,64 fiol-granat. 10,4
19 1,64 462 | . . 9,9 | 456
21 || 4,59 460 | eran-fiolet. 100 |
22 | 4,62 4,62 . » 9,6
23 | 4,62 4,62 granatowa 9,7 5,79
25 || 458 | 454 | . 1,5 4,84
26 | 4,56 | 4,54 5 % 0,5
27 | 460 | 458 | . , 0,4 5,18
98 | 1,60 463 | . L03 5,18

Nastepne doswiadezenie tej serji zostalo wykonane w sposob
analogiczny do poprzedniego z ta roznica, iz stosowano wieksze
odstepy pH przy stracanin biadek.

Mianowicie stracano przy pll rownem:

574, 4.88, 4.60, 4.36, 4.00, 3.54, 3.28.

Proby jakosciowe na zawartosé biatka wykazaly, ze bialko
z wyeiagu surowego rozdzielito sie miedzy przesacz i osad. W zad-
nyvm  wypadkn  nie nastapito stracenie ealkowite] ilosei biatka
7 wyeiggn, taksamo nie bylo zadnej proby, w ktorejby weale nie
nastapito stracenie osadu hindkowego. Zjawisko to zostato juz omo-
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wione powyzej. Tutaj mozna jeszeze dodad, Ze staje si¢ ono zupel-
nie jasnem, jedli uwzglednimy, ze wycigg stlodowy zawiera biatko
nie jednego, a kilku typow i dlatego tez przy kazdem pH stoso-
wanem wytraea sie przedewszystkiem tylko ta frakeja bialek, dla
ktorej stosowane pH stanowi jej punkt izoelektryezny, lub lezy
w jego poblizu — punkt ten zas jest rozny dla roznych hialek. Po-
zatem wehodzi tu jeszeze w gre tak zwana okkluzja t. j. porywa-
nie mechaniczne przez hialko stracone innych substaneyj. a wice
i hialek koloidalnie, rozproszonyeh w plynie.

7 otrzymanych przesaezow, po oddzieleniu osadow, niezmie-
niong site enzymatycezna w porownaniu z wyeiggiem wyjsciowym
mialy te tylko przesacze, z ktorych bialko uleglo straceniu przy
Ph — 4,8 i 4,66.

Wszystkie pozostale przesgeze stracane przy pH nizszem od
1,64 do pH — 3,28, wykazywaly oslabienie swojej aktywnosei en-
zymatyeznej. Moznaby stad wnioskowac, ze te frakeje biatek wy-
ciagu stodowego, ktoryeh punkt izoelektryezny leiy w poblizu
pH = 4.6-—4.8 nie sg zwigzane z enzymen.

Niestety niema dostatecznej ilosei hadan co do wartosci
punktow izoelektryeznyeh bialek rodlinnyeh. 7 danych Pear-
salla iEwinga (15) wynika, ze punkt izoelektryczny dla
wiekszosei bialek roglinnyeh przez nich hadanych, lezy przy pH =
4,3—4,5. Wymienieni autorzy nie podaja jednak w swoich wyni-
kach punktow izoelektryeznych dla bialek jeczmienia. Dla glute-
niny i gliadyny, a wiee glutelin i prolamin wystepujacych w ziar-
nie pszenicy, punkty te lezg przy pH=44—45 dla gluteniny
i 3,555 dla gliadyny. Moznaby z duzem prawdopodobienstwem
przypuseic, ze punkty izoelektryezne dla prolamin i glutelin jecz-
mienia zawarte sg w tych samych granicach pH. Wynikaloby stad.
ze w naszym wypadku przy pH = 4,6 — 4.8 zostaly stracone 7 wy-
cigeu stodowego prawic wszystkie hialka w nim zawarte, proez al-
bumin.

Otrzymane wyniki znow wiee potwierdzaja poprzednie, mia-
nowicie, ze enzym diastatyezny jest powiazany jedynie z albumi-
nami.

Jesli zalozy¢, ze enzym stanowi substancje o charakterze nie-
bialkowym, jedynie zaadsorbowang mechanicznie lub elektryeznie
na biatku, to hyloby bardzo trudno wytlomaezy¢ jego uporezywe
towarzyszenie wylacznie jednej. a mianowicie albuminowej, frak-
cji biatek. Nalezaloby sie¢ spodziewac. ze nietylko albumina ale
i inne bialka moga go adsorbowac,
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Wystepowanie funkeji enzymatyeznej jedynie w frakeji al-
buminowej, daje wszelkie pozory prawdopodobienstwa mniemanin,

ze enzym sam jest substancja biatkowa, albuminowsq.

4. ADSORBCJA.

Na hibule. Wohee tego, ze w literaturze spotyka sie pro-
by adsorbowania enzymow na bibule, (J. Effront (2)) zwlaszeza,
ze ewentualna adsorbeja enzymu na bibule ma duze znaczenie prak-
tvezne, gdyz przy zabiegach preparacyjnyeh ezesto saezymy przez
hibule, zastosowano rowniez w niniejszej pracy adsorbeje amy-
lazy na bibule.  Proby adsorbeji enzymu diastatyeznego na bibule
miady charakter jedynie jakosciowyeh.

Uzywano hibule zwykly do filtrowania drobno sproszkowa-
na, lub ezesciowo shydrolizowana. Okazalo sie, ze enzym jak i bial-
ko adsorbuje si¢ na takiej bibule jedynie w bardzo slabym stop-
niu, niezaleznie od tego, ezy stosowano bibule sproszkowana, czy
tez czesciowo shydrolizowana.

Najwazniejsze jest jednak to, ze enzym adsorbuje sig w ta-
kim samym stopniu jak biatko — w miar¢ ubywania biatka ubywa
rownicz enzymu, Wyeiagi, zawierajacego mniej hialka, sa jednoceze-
énie ubozsze w oenzym.  Readsorbeja enzymu bez bialka nie uda-
je sie.

Przeprowadzono rowniez proby adsorbowania enzymu na
azhedeie. Azbest adsorbuje w stopniu troche silniejszym niz
bibula. ale podobnie jak na bibule enzym i bialko ulegaja na
nim adsorbeji worownyvm stopniu.

Gidyby hialko nie stanowito sktadowej ezesei molekuly enzy-
mu. a mialoby jedynie charakter adsorbensu dla enzymu, to bylo-
by do pomyglenia, ze azbest po pewnym ezasie, przy kolejnem ad-
sorbowaniu na nim bialka i enzymu, nasyei si¢ niejednoczesnie
hiatkiem wzgl. enzymem. Moznaby wiee osiggnac¢ taki stan, Ze
azbest nie adsorbowalby wiecej biatka, a adsorbowalby jeszeze en-
zym, lub tez odwrotnie—po .nasyeeniu” sie enzymem przestaiby
oo adsorbowac, a wiazatby powierzehniowo w dalszym eciggu bial-
ko. W pierwszym wypadku otrzymanoby ptyn zawierajaey biatko
a pozbawiony enzymu, w drugim za$ plyn poddawany adsorbeji
zawieralhy enzym, przy nieobecnosei substaneyj bialkowyeh.

To jednak mogloby nastapi¢ jedynie w wypadku, gdyby
azbest posiadal rozng zdolnoéé adsorbeyjna w stosunku do enzy-
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mu i biadek.  Przy jednakowej zdolnosei adsorbowania tyeh dwoch
cial, ich oddzielenie od siebie droga adsorbeji nie moze daé wyni-
kow pozytywnyeh.

Doswiadezenie bylo przeprowadzone w ten sposoh, e na
okreslonej ilosei azbestu (Merck’a do analiz) adsorbowano 1 litr
surowego wyciggu stodowego ezterokrotnie.  Przy kazdej adsorb-
cji wytrzasano dokladnie mieszanine azbestu z wyciagiem i pozo-
stawiano na 24 godz.  Po tym ezasie sgezono. W przesaezu ozna-
czano: 1) azot calkowity met. Kjeldahla, 2) obecnosé biatka od-
czynnikiem Essbacha, 3) procentowa zawartodé suchej substancji
i 4) sile enzymatyezna, mierzona ilogeig powstalveh cukrow redu-
kujaeyeh metoda Bertranda,

Wyniki ilustruje tablica VI

TABLICA VL

sucha m. N calk. w . i - Obeen.
| w %-ach 2 s m. Cu w mg hiatka
| m—ere —— _Il[_ ..__.| — ————— .|.._ _—— e —————
wyciag wyjsciowy | 1,39 ! 3,2 l 136,8 | -
. po l-ej ads, 1,37 2,9 | | B

. po l-ej ads. 1,37 | 27 131,3 | -1-
- po lI-ej ads. 1,37 ‘ g 120,4 i -+
5 po IVeej ads. | 1,39 2,6 123,8 -

7 tablicy wynika, ze nie udalo sie osiagnac¢ takiego punktu,
kiedy badz biatko, badz enzym juzby nie podlegal adsorbeji przez
azbest.  Procesy te zachodza rownolegle, Wszystkic badane prze-
saceze zawieraly i biatko i enzym. 7 procentowej zawartosei azotu
moznaby wnioskowac, ze ezesé hialka ulegla adsorbeji. ale proces
ten juz po ll-ej adsorbeji przestal sie posuwaé naprzod, —— to samo
mniej wieeej zachodzi z enzymen.

Lo pierwszej adsorbeji ilos¢ enzymu nieznacznie si¢ zmniej-
szyla, ale zaczynajae od frzeciej adsorbeji juz nie ulegala zmianie.
Ta rownoleglosé w procesie adsorbeji enzymu i hiatka daje sic wy-
tlomaczy¢ tylko wowezas, jesli zalozymy, Ze enzym jest substan-
cja bialkowa, a nie tylko zaadsorbowana na bialku.

Zaadsorbowany na azbescie enzym udalo sie zen cluowad sto-
sujge readsorbeje fosforanami wedlug Willstaettera,  Eluat ten
jednak znow obok enzymu zawieral biatko. Proby z odezynnikiem
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Fsshacha i Millona wypadly dodatnio, — ninhydrynowa — ujem-
nie.  Pozatem eluat zawieral weglowodany.

Adsorbeja na weglu aktywowanym.

Adsorbeja na wegln byla wiclokrotnie stosowana w pracach
nad izolowaniem  enzymow wogole, a diastazy w szezegolnosded.
Stosowano jednak zawsze wegiel zwierzacy.  Miedzy innymi M i-
chaelis i Ehrenreieh (12) w swoich doswiadezeniach nad
adsorbejg enzymow, majaeyeh za cel okreslenie charaktern elek-
trochemicznego  badanych  enzymow, stosowali rowniez  wegiel
zwierzeey (kostny i krwi).  Diastaza roslinna ulegala u tyeh ba-
daczy calkowitej adsorbeji na weglu, przy zastosowaniu odezynu
obojetnego lub kwasnego.

W naszym wypadku, ze wzgledu na bardzo silnie rozwiniete
sily powierzehniowe wegla aktywowanego, uzyto ten ostatni celem
oczvszezenia droga adsorbeji diastazy z wyeiagu stodowego,

Do adsorbeji uzyto wyeiag przygotowany w sposob poprzed-
nio podany. Byt on ezeseiowo pozbawiony biatka, sile enzyma-
tvezng wykazywal jednak rowng wyeiagowi wyjsciowemu.  Stoso-
wano wegiel aktywowany Kahlbauma.,  Adsorbeja odbywala sie
w srodowisku o pH = + 5.

Zastosowano 3 rozne ilogei adsorbentu:

1. 8,1327 gr.
2. 3,1255 gr.
3. 1,7326 gr.

Kazda z powyzszyeh ilosel wegla zalano 100 cem. wyeiagu
i po skloeenin zostawiono w temp. pokojowej na 14 godzin. Po tym
czasie sacezono.

Okazalo sie, Ze w pierwszej i drugiej probie caly enzym zo-
stal zaadsorbowany, a wraz z nim rowniez catkowicie bialko z wy-
ciagu.  Plyn po przesaczeniun byl eatkowicie bezbarwny i klarow-
ny.  Nie wykazywal on zadnej zdolnosei hvdrolityeznej wobee
skrobi, taksamo wszystkie zastosowane proby na wykryeie hialk:
a wice: odezynnikiem Esshacha, Millona i ksantoproteinowa — da-
fv wynik ujemny.  Proba trzecia zawierata ilosé wegla zbyt mala
do zaadsorbowania w tyeh warunkach calkowitej ilosei enzymu
 biatka z wyeiggu.  Otrzymano w tym wypadku plyn rozkiadaja-
cy skrobie i zawierajacy biatko.

Roznice te ilustruje tablica VII:
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TABLICA VIIL

Nr. enzZym w | enzym w biatko H nrzes
proby pr.es. ads-cie | W pPTZes. pY przes
|| : —_———— — =
1 I — | + - : 5,27
2 il = [ + — | 1,95
3 I +++ + +- ' 4,81

Roznicy w dzialaniu  hydrolityveznem  wyeiagow  1-go, 2-go
i 3-go nie mozna potozy¢ na karb nicodpowiedniego pH. We wszy-
stkich trzech plynach pH bylo zawarte w granicach optimum.

Znow wiee ten tylko przesgez rozklada skrobie, ktory zawie-
ra przynajmniej w minimalnej ilosci biatko.

Dla wyizolowania zaadsorbowanego enzvmu z adsorbentow
zastosowano nastepujace srodki do readsorbeji:

L. wode destyvlowang pH 5.0,
2. gliceryne 1007 -owy pH — 4,7,
3. wode dest. zakwaszong HCI pH — 3,9,
4. wode dest. zalkalizowana NaOH  pH - 8,2,
5. gliceryne 1007 -owa zakw. HCI pH — 4,0,

6.  gliceryne 1007 -owa zakw., NaOIHl pll — 84.

Po 16-u godzinach oddzielono eluaty od wegla, saezac przez
azbest.  Otrzymane przesacze sprawdzono na obeenosé bialka od-
czynnikiem Essbacha i na obeenos¢ enzymu.,  Tak samo sprawdzo-
no, czy wegiel pozostaly po adsorbeji zawiera enzym.

Wyniki ilustruje tablica VIII:

TABLICA VIIL

| . pH renzym | enzym | biatko rozklp. rozkip
\\’I:;;‘.I;t | ti}lr.‘l‘?(:; I I.E,lll- LIE;Illtu \\"_ ' \3 LW izluutI \v(;gie]l
| I | antu | cluacie  wegln | eluacie. pH pH
1| HOdest, 50 | 37 ‘ - | =] 4 ‘ 43 5,1
2 glicer. | 47 | 37 — 4,3
3 ||glieNaOH 84 | 43 | + | + | 52
1 . HCL | 40 | |+ | 4+ ' a3 |
5 | HCI 39 | 35 | — | + — 49 | 46
6 | NaOH 82 | 47 | — | — | — | s2 |43
' ' |
A
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Okazuje sie wice, ze najlepszym srodkiem do readsorbeji en-
zymu 7z wegla jest gliceryna, zakwaszona kwasem solnym do
pH = 4,0, Eluat, otrzymany przez readsorbeje gliceryna z kwa-
sem solnym, poddano dalszemu procesowi oczyszezania.  Najprzod
ulegl dializie. Po dwoch dniach, gdy plyn dializowany nie wehla-
nial wiceej wody, odparowano go w prozni w temp. 40" . do obje-
todel rownej ]mlm\n- ohjetogei przed dializa.

Jego sila enzymatyezna w porownanin z surowym wyciagiem
stodowym byla okolo 100 razy zmniejszona.

suchej substaneji zawieral — 0,015%,

proby z odezynnikiem Essbacha, Millona, ninhydrynowa — ujem-
ne. Dawal natomiast reakeje na weglowodany odezy nnikiem Mo-
lischa i na curky redukujace odezynnikiem IFehlinga.  Otrzymano
wice w rezultacie plyn, niewy kazujaey reakeji dodatniej na biatko.
a czynny enzymatyeznie.  Brak re: wkeji dodatniej na biatko sklon-

i jestesmy jednak w tym wypadku ttomaczy¢ nie charakterem
mvhl dkowym enzymu, a zbyt mala jego ilogcia, by dalo si¢ ono
ctosowanemi metodami wykry¢é.  Otrzymany plyn enzy ymatyeznie
czynny zawieral 0,15 mg. suchej masy w 1 cem.  Gdyby substan-
cje te stanowiio tylko biatko, to jak to wynika z tabelki na stroni-
ey 172, wszystkie w vmienione wyzej odezy mniki daivhy odezyn do-
datni. Tak jednak nie jest, plyn badany zawiera, jak to wspom-
niano wyzej, weglowodany. Nie zostalo stwierdzone jaka ezesc
suchej masy stanowia one, uwzg ledniajae jednak mala czulosé od-
czynnika Fehlinga, nalezy przypuszezaé, ze dos¢ znaczng — wobec
tego, ewentualna zawartosé bintka w suchej masie spada ponizej
0.1 me. w 1 cem, a wtedy jak wiemy odezynniki na biatko daja juz
wyniki watpliwe.

\dsorbeja metodg Willstaettera.

Ostatnia serja dofwiadezen obejmow ala proby oczyszezenia
enzymu stodowego  metoda Willstaettera. podana przez niego dla
amylazy trzustkowej.

Jako adsorhens stuzyvt wodorotlenek glinu, przygotowany we-
ding przepisu Willstaettera dla gatunkn oznaczonego prez niego
jako ..Tonerde B

Plyn do readsorbeji skladal sie z:

500 cem. 1%-owego (NH,),HPO,,

25.4 cem. norm. NH,OH,

350 cem. wody dest.
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Probom na adsorbeje poddano wyeiag slodowy niedializo-
wany i dializowany.
Wyeigg niedializowany.

o

Sifa tego wyeiggu oznaczona metody Willstaettera rownala
sie 0,02 JAm. E.7 (Willstaetterowskich), t. j. w 20 eem. hyla zawar-
ta 1T Am. E. (jednostka amylolityezna). Adsorbeja przebiegala w od-
czynie obojetnym z dodatkiem 507, alkoholu etylowego.

Do 2 cem. wodorotlenku glinu dolewano 24 cem. 967 -owego
alkoholu etylowego i 20 cem. wyeiggu stodowego.  Wszystko to
dokladnie mieszano, rozlewano do probowek i poddawano 15-mi-
nutowemu wirowaniu.  Wodorotlenek glinu wraz ze skladnikami
zaadsorbowanemi, zbijal si¢ na dnie probowki w twardy, zbity
osad.  Odeiagano wtedy pipeta plyn z ponad osadu i do osadn do-
lewano mieszanine readsorbujaca. Po mocenem  skloceniu z ply-
nem readsorbujacym, poddawano znow 15-minutowemu wirowaniu
i odeiggano plyn z ponad osadu.

Oba zebrane plyny, t. j. plyn po adsorbeji i plyn po readsorh-
¢ji poddano probom na zdolnogé rozkladania skrobi. Okazalo sie.
iz oba one zawieraja enzym, przyezem pierwszy z nich 6-ciokrotnie
wiecej niz drugi i przytem nie o wicle mniej, niz wyeige poddany
adsorbeji.  Adsorbeja enzymu byla wice w tych warunkach do-
¢wiadezenia, hardzo nickompletna, prawdopodobnie nickompletna
byla rowniez i readsorbeja. - Wobee tego poddano plyn z pierwszej
adsorbeji adsorbeji powtornej, stosujac technike podobna do po-
przedniej, jedynie zwickszajae czterokrotnie ilosé nzywanego wo-
dorotlenkn glinu.

Wynik otrzymany byl podobny do poprzednicgo. Enzym roz
dzielil sie pomiedzy oba plyny —— czedé przeszia do readsorbentu.
czesé za§ nie ulegla weale adsorbeji i znajdowala sie w plynie ze-
branym z ponad wodorotlenku glinu.  Przytem znow  wiceej 2o
bylo w plynie drugim niz w pierwszym. A wice adsorbeja w dal-
szym ciagu zachodzila bardzo niecalkowicie.

Proces ten przeprowadzono po raz trzeci z wynikiem takim
samym, ale tym razem ilos¢ enzymu w plynie z ponad osadu hyla
juz znaeznie muiejsza. Wreszeie po zastosowaniu nastepnej, a wice
czwartej adsorbeji. otrzymano enzym  glownie w readsorbacie.
w plynie adsorbowanym byto go juz bardzo malo.

Wszystkie zebrane readsorbaty zlano razem, odparowano
w prozni przy 40° C. do pierwotnej objetosei wyeiagu wzictego do
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adsorbeji, t.j. do 20 cem. i oznaczono wedlug Willstaettera zawar-
tos¢ w nich enzymu.
Otrzymano '/, . Am. .7 zamiast 1 ,Am. E.”, a wiee przy tych
wszystkich operacjach 6679, enzymu zostalo utracone.  Straty te
nalezy polozy¢ na karh niecatkowitej adsorbeji i readsorbeji 1 na
karb uszkodzenia samego enzymu, prowadzacego az do jego roz-
kiadu.

Otrzymany plyn enzymatyeznie czyvnny wykazywal jednak
zawartos¢ eukrow redukujaceyeh i hialek.

Wyeciag dializowany.

Poddano adsorbeji wyeiag poprzednio  dializowany, a wiee
czesciowo pozbawiony substaneyj towarzyszacyeh enzymowi, Za-
wieral on cukry redukujace i hiatka, ale w ilosei znacznie mniej-
szej niz wyeiag surowy.  Adsorbeje przeprowadzano metoda taky
sami jak poprzednio, tylko w dwoch roznyeh odezynach pray
pH—7ipH—4.

Adsorbowano dang probe ezterokrotnie.  Readsorbaty otrzy-
mane zlano razem i odparowano w prozni przy 40" C. do pierwot-
nej ohjetosei. Wobee tego, iz doswiadezenie z wyeiagiem niedia-
lizowanym wykazalo, ze readsorbeja nie zachodzi w warunkach
stosowanyeh catkowieie, zmieniono metode o tyle, ze po nalanin
readsorbujacego ptynu do osadu nie wirowano odrazu, leez po 48-u
godzinach.  Wplyneto to dodatnio na wynik.  Po tak przeprowa-
dzonej readsorheji osady nie zawieraly enzyvmu weale, enzym prze-
chodzil catkowicie do plynu readsorbujacego.  Readsorbaty po od-
parowaniu poddano dializie dla usuniceia fosforanu amonu i ewen-
tualnyeh resztek alkoholu.

Zhadano teraz funkeje enzymatyezna otrzymanego readsor-
batu w porownaiu z wyciggiem dializowanym poddanym adsorbeji.
Wykonano to, ze wzgledu na malay ilosé materjalu, tylko metoda
Wohlgemutha, a wice przegledzono jedynie ealoksztatt rozkladu
skrobi. Rozklad odbywal si¢ pray pll 6.5:

po H-ciu godz.:
readsorbat nie spowodowal jeszeze zadnego rozkladu,
plyn wyjsciowy rozlozyl skrobie do barwy czerwonej;
po 24-u godz.:
readsorbat rozlozyl skrobie do barwy ezerwonej,

plvn wyjsciowy — do barwy zoltej.
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W ciagu nastepnyeh trzech dni rozklad skiobi przez readsor-
bat postapit nieco dalej, ale jeszeze po uplvwie G-ciu dni nie byl
zakonezony.

Otrzymany wiee plyn, w porownaiu z wyjsciowym wyciggiem
dializowanym, jest wielokrotnie stabszy, zawiera okolo 30--40 ra-
zy mniej enzymu. Proby na zawartos¢ weglowodanow i bialek
wypadly nastepujaco:

“ odez. odez, odex
|| Millona lisshacha Molischa
. Ii -
adsorbeja przy pH 4, readsorbat | — - ?

. - pHT. . | — - ?
wyciag dializow , wyjsciowy {

Ze wzgledu na jednakowe zachowanie sic i pod wzgledem en-
zymatyeznym i chemicznym readsorbatow z adsorbeji w $rodowi-
sku kwasnem i obojetnem, zlano je razem i znow porownano ich
dziatanie na skrobie z wyciggiem wyjsciowym uzytym do adsorbeji.

Doswiadezenie przebiegalo w temp. 42" C.:
proba l-sza zawierala 50 ccm skrobi 2%-owej 43 cem wye.

dializowanego
proba 2-ga zawierala 50 cem skrobi 2%-owej - 5 cem readsorhatu
po 24-u godz.

w 10-ciu cem proby 1-¢j hylo 140 me cukru reduknjacego (maltozy)
w l0-ciu cem . 2-e) ., T,omg - i
enzymu w readsorbacie jest wice okolo 20-krotnie mmiej.

DYSKUSJA.

Reasumujac wyniki wszystkich przytoczonych doswiadezen,
dochodzimy do wniosku sprzecznego z hipotezg szkoly Willstaette-
ra, a zeodnego z pogladami Osbornea, Wroblewskiego, Biederma-
na, Shermana i wielu innych.

Wynikaloby wice, ze enzym diastatyezny, wystepujgcey
w ziarnach jeczmienia. zawiera bialko, nalezace do typu albumin.
Wynikow naszych do$wiadezen nie mozna jednak bez zastrzezei
porownywaé z wynikami Willstaettera, ze wzgledu na to, ze przed-
miotem badaii wyzej wspomnianego autora byla amylaza trzustko-
wa, a nie stodowa, — dotychezas za$ nikt jeszeze nic wykazal, ze
dwa te enzymy sa substancjami identycznemi.
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Pomijajac t¢ kwestje, mozna pracom szkoly Willstaettera,
d przynajmnicej nicktorym z nich, uezynic zarzut w naszem mnie-
manin bardzo powazny.

Willstaetter i jego szkola  opierali sie  przy wnioskowaniu
¢ charakterze chemicznym otrzymanych przez nich preparatow en-
zymatyeznyeh, na wystepowaniu, wzglednie braku reakeji dodat-
niej z odezynnikami biatkowemi, glownie z odezynnikiem Millona.
Tu jednak kryje sic powazne zrodlo bledu.  Operowanie zhyt ma-
femi ilosceiami moze doprowadzi¢ do wnioskow wreez falszywyeh.

Przegladajac prace Willstaettera mozna sie natknaé na licz-
hy, wskazujace iz to pravpuszezenie nie jest hezpodstawne.

I tak nprz. Waldsehmidt-Leitz 1 Hesse (25)
wopracy nad amylazg  trzostkowy  otrzyvmali konceowy preparat
woilo’ei 2 mg. Do prob brali 0.1 mg. substaneji. Jak wynika z da-
nyveh naostro 172, ilosé taka daje pewny wynik  dodatni z odezyn-
nikiem Millona. Trudno jednak przypuseic, by w evtowanym wy-
padku caly sucha mase stanowilo biatko, zawsze przeciez wystepu-
Ja substancje o charakterze weglowodanow.  Tak wice ilosé bial-
ka, jesli hyto ono obeene, wynosito mniej niz 0,1 mg, a wtedy re-
akeja z odezynnikiem Millona daje wyniki zbyvt niepewne, by na
jej podstawie mozna bylo wnioskowac¢ o charakterze chemicznym
hadanego einda. Jest wice zupelnie mozliwem, iz w otrzymanym
przez antorow preparacie hiatko bylo obecne, ale uszlo uwagi ba-
daczy wskutek nienwzelednienia przez nich ograniczonej eznlo-
sei reaktywow stosowanyeh.

Wedlng Willstaettera enzym sklada sic z koloidainego nosi-
cielac i z grupy enzymatyeznie ezynnej, przyvezem  Willstaetter nie
mowi - nie blizszego o charakterze  chemicznym  tego  nosiciela.
Wazystkie inne ciala, wystepujace wraz 7 enzymem po jego wy-
odrebnienin, jak bialko, weglowodany i inne, uwaza za substancje
towarzyszace, nazwane przez niego ,,Begleitstoffe”.

7 naszyeh doswiadezen wynika, ze nie wszystkie ciala wyste-
pujace wraz z enzymem, moga ulee oddziclenin od niego, hez spo-
wodowania glebokich  zmian w funkeji badanego enzymu.  Nie
wszy ikie wice one  dadzg sic podeiggnaé pod termin ,,Begleit-
stoffe”.  Bardziej racjonalne byloby tu wprowadzenie terminu IF o-
dorva (5 JFermenttriiger” dla tyeh zposrod substaney] towarzy-
szaeyeh, usuniceie ktoryeh powoduje zanik, Iub silne  oslabienie
funkeji enzymatyeznej. W naszym wypadkn  czesé substaneyj
biatkowyveh, wystepujaeyveh wraz z enzyvmem w wycigeu stfodowym.
daje sie¢ stosunkowo tatwo oddzielic oden, przyezem nie jest to po-

13
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wigzane ze zmianami w funkeji enzymatyeznej badanej diastazy,—
stanowilyby wiege one ,,Begleitstoffe” — substancje — ciala towa-
rzyszace w Scislem tego slowa znaczeniu. Pewien jednak sklad-
nik tych substancyj. mianowicie biatko rozpuszezalne w ezystej
wodzie, a wige typu albumin — ma juz znaczenie inne.  Ulega ono
hardzo trudno oddzieleniu od czynnego enzymatyeznie kompleksu
i usunieeie go prowadzi za sobg zanik funkeji enzymatyeznej tego
kompleksu. Proces ten nalezaloby wice raczej nazwaé rozbiciem
istniejgeego zwigzku, niz oddzieleniem oden skiadnika bialkowego.

Ten skladnik nalezatoby wice traktowac inaczej. Moze to
byé¢: 1) Fermenttriiger” w znaczeniu Fodora, badi 2) jeden
ze skladnikow koloidalnego nosiciela enzymu, w sensie Willstaette-
ra, badz tez wreszeie 3) istotny skladnik grupy enzymatyeznie
czynnej.

W kazdym razie pozostaje pewnem, ze frakeja bialek rozpu-
szezalnyeh w wodzie, wystepujacveh wraz z enzymem diastatyez-
nym w wyeiggu slodowyvm, ma dla jego tunkeji znaczenie istotne
i niezbhedne.

Pozostaje tylko niewyjasnione, w jaki sposob substancja ta
jest powigzana z enzymem, czy jest to zwiazek o charakterze che-
micznym, czy fizyko-chemicznym.

WNIOSKIL

1. Enzym diastatvezny wystepujacy w slodzie jest zawarty
w frakeji wodnej wyciagu slodowego, a wice wystepuje  razem
z bialkami stodu rozpuszezalnemi w wodzie.

2. Zposrod tyeh biatek jedynie albumina, bialko rozpu-
szezalne w wodzie pozbawionej elektrolitow, stoi w hlizszym zwiaz-
ku z enzymem. Wykazuje to dializa i frakcjonowane strgcanie
bialek z wyciagu.

3. Oczyszezanie enzymu droga adsorbeji na: hibule, azbe-
Scie, weglu aktywowanym i wodorotlenku glinu, prowadzi do ply-
now, wykazujacych ezynnosé¢ enzymatyezna dopoty, dopoki wyste-
puja w nim ilosei bialka dajace sie¢ wykry¢ normalnie stosowane-
mi reaktywami. Usuniecie resztek substancyj bialkowych, az do
zaniku reakeyj bialkowyeh, powoduje catkowity zanik funkeji en-
zymatycznej, badz jej wielokrotne ostabienie.

4. Bialkiem niedajacem sie odzieli¢ od enzymu, bez spowo-
dwania glebokich zmian w jego funkeji, a wiee zwiazanem z nim
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w sposob praktyeznie nierozdzielny, — jest bialko nalezace do gru-

py albumin.

Niech mi wolno bedzie wyrazié glebokie podzigkowanie Panu

prof. Dr. K. Bassalikowi, pod kierunkiem ktorego praca ta
zostala wykonana, za Jego cenng pomoc i wskazowki.
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LAUSAMMENFASSUNUG.

Die chemische Natur des amylolytischen Enzyms, welehes
in der keimenden Gerste auftritt, bleibt noch unanfgeklivt, s ist
fraglich, ob die amylolytische Wirkung des Malzanszuges an die
in ihm vorhandenen Eiweiszstoffe gebunden ist, oder oh sie von
ihnen unabhiingig ist.

Zweeks Entscheidung dieser Frage, wurde eine "Frennung
des Enzyms von den Eiweiszstoffen mittels folgender Methoden

versueht:
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1. Dialyse,

2. fraktionierte Lxtraktion des Enzyvms aus dem Malz,

3. fraktioniertes Ausfiillen  der Eiweiszstoffe bei verschice-
denem pH,

4. Adsorption.

Zweeks Bestimmung der enzymatischen Wirkung der unter-
suchten Malzausziige wurde die Methode nach Wohlgemuth
und die unmittelbare Bestimmune des Zuckers nach Bertrand
angewandt.

Die Hauptergebnisse  vorliegender Untersuchungen lassen
sich folzenderweise zussmmenfassen:

1. Bei der Dialyse des Malzextraktes fille, wenn die Mine-
ralbestandteile fast giinzlich aus dem Dialysat entfernt worden
sind, ein britunlicher, klebriger Niederschlag aus, der hauptsich-
lich ans Eiweiszstoffen, und zwar aus in HCL und in NaCl losli-
chen Globulinen, besteht,

Diese Fraktion der Malzeiweiszstoffe enthilt keinen
enzymatizeh tétigen Stoff (vl Tab. 1 p. 176). Die von diesem Nie-
dersehlag getrennte Losung ist enzymatiseh wirksam, enthéilt aber
noch viel Eiweiszstoffe, Die Wirkung dieser Lisung wird aber
durch Entfernung der Elektrolyte hedeutend abgesehwiicht: dureh
Zugabe von Malzextraktasche lisst zie sich nicht vollstiindig resti-
tuieren,

Man kann infolgedessen annehmen, dass diese Abschwiichune
einerseits durch den Mangel an Elektrolyvten als Aktivatoren des
Enzyms, andererseits aber durch Anderung der Dispersion des
Komplexes Eiweiszstoffe-Enzym, verursacht ist.

Die Dialyse - Versuche heweisen jedenfalls eindentig, dass
das amylolytisehe Enzym des Gerstenmalzes nicht an die Globu-
lin - Fraktion, sondern an  andere  Eiweiszsubstanzen des Malz-
extraktes gebunden ist.

2, Es oworde darum eine fraktionierte Extraktion des En-
vms versucht, die unter Anwendung der nachstehenden Extrak-
tionsmittel ausgefithrt worden war:

4. Alkohol 957,, hernach,

b destilliertes Wasser, dann,

. KO 0.279) und zuletzt,

d. NaCl 10%,.

Alle anf diese Weise erlangten Extrakte enthielten Eiweiss,
aber nur der witsserige Extrakt vermocehte Stiirke zu hydrolisieren:
die dibrigen waren enzymatisch unwirksam (vel. p. 179).
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Daraus kann man schliessen, dass das Enzym an diejenigen
Eiweiszkirper gebunden ist, welche in  elektrolytfreiom Wasser
lostich sind, d. h. an albuminihnliche Substanzen.

3. Zwecks Trennung der verschiedenen, im Malzauszuge
vorhandenen Eiweiszstoffe, wurde eine fraktionierte Fillung der
letzteren bei verschiedenem pll angewandt: hierzu wurde Essig-
siure weehselnder Konzentration gebraucht.

Bei allen ansgefithrten Fillungen (bei pH 2,7 bis 6.0) erfolgte
cine teilweise Ausféllung, bei keinem pll aber war sie vollstiindig.

Die Fillung der einzelnen Eiweiszstoffe erfolgt beim Errei-
chen ihrer isoelektrischen Punkte. Da aber diese isoelektrischen
Punkte nahe aneinander liegen, und, da bei der Fiillung durch
Okklusion auch andere Eiweiszstoffe mitgerissen werden, — war
es unmodglich mit Hilfe dieser Methode die einzelnen Fraktionen
voneinander villig zu trennen.

Die enzymatische Wirkung der von den Niederschligen
abzentrifugierten Fliissigkeiten war stark abgeschwiicht, mit Aus-
nahme der bei pH 4,66 und 4,88 erhaltenen Fliissigkeiten, deren
amylolytische Wirkung unveriindert, d. h. gleich der des Aus-
cangsmaterials, blieh. Daraus folgt, dass die bei pH 4,66 und 4,88
ausgefiillten Einweiszstoffe in der enzymatischen Funktion des
Malzes keinen Anteil nehmen (vl p. 184).

Auf Grund der Untersuchungen anderer Forscher (Peanr-
sall und Ewing, 14) kann man annchmen, dass bei diesem pH
die Albumine des Gerstenkornes nicht gefillt werden.

Aus dieser Versuchsserie lisst sich wiederum mit grosser
Wahrscheinlichkeit schliessen, dass die enzymatische Funktion an
albuminéihnliche Stoffe gebunden ist.

4. Schliesslich wurde noch die Adsorption zur Trennung
des Enzyms von den Eiweiszstoffen ausgefiihrt.

Folgende Adsorbentia wurden benutzt:

a. Filtrierpapier,

b, Asbest,

¢. aktivierte Kohle und

d.  Tonerde nach Willstiitter.

Die erhaltenen Resultate stimmten insofern mit den vorigen
iiberein. dass es nicht gelungen ist, das Enzym von den Eiweiszsub-
stanzen zu trennen.

In allen mit den oben erwiihnten Adsorbentien ausgefithrten
Versuchen erfolgte die Adsorption des Enzyms gleichzeitig
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mit der der Eiweiszstoffe. Nach mit verschiedenen Losungen aus-
gefiihrter Readsorption, waren die Fliissigkeiten zwar enzymatisch
aktiv, enthielten aber stets Eiweiss (vel. Tab. VI, V11, p. 186, 188).

Mehrmals  wiederholte  Adsorptionen und  Readsorptionen
fiihrten zwar zur weiteren Entfernung der Eiweiszstoffe aus
der Lisung, zugleich aber bewirkten sie eine Abschwichung
der enzymatischen Funktion.  Mit dem Versehwinden der
FEiweiszreaktion verschwand aueh vollstin-
dig die enzymatisehe Wirkung. In einzelnen Fiillen
liess sich allerdings noch eine iiusserst schwache enzymatische

Wirkung, aber stets nur nach Ablauf von mindestens 24 Stun-
den und nur bis zur Dextrinphase — nachweisen, obwohl mit den
iiblichen Reagenzien keine Eiweiszreaktion mehr auftrat, — ver-

mutlich infolge zu grosser Verdiinnung. Hierzu ist aber zu sagen,
dass die Eiweiszreagenzien  viel weniger empfindlich sind als die
Probe der hiologischen enzymatischen Wirkung. Die geringste
Ovalbuminmenge, die ich noeh mit Millons Reagenz in 1 cem HLO
habe nachweisen konnen, betrug 0,1 me (vgi. Tab. p. 172).
IS5 ist darum sehr wahrscheinlieh, dass in jenen Lisungen, die die
oben angegehene iiberaus schwache enzymatische Wirkung zeigten,
sich noch Albumine in Mengen von unter 0,1 mg befanden -— mit
deren Anwesenheit die sehr sehwache enzymatische Wirkung ver-
bunden war.

Die oben referierten Versuche bestiitigen die Auffassung, dass
Eiweiszstoffe einen unenthehrlichen  Faktor der amylolytischen
Funktion bilden. Dies hezieht sich aber, den besprochenen Versu-
chen gemiiss, nur anf die in Wasser loslichen, albuminihnlichen
Substanzen.

Die Resultate obiger Versuche geben aber keinen Aufschluss
iiber die Natur der Verbindung zwischen Albumin und Enzym. Es
bleibt weiterhin unaufeekliirt, ob das Eiweiss einen Bestandteil der
enzymatisch aktiven Gruppe bildet, oder ob es nur als Adsorbens
fiir das Enzym dient.

Imstitut fiir Pflanzenphysiologie d. Universitit Warschau.
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