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WSTEP
1. WARTOSC PRZEMYSLOWA ZIELONEGO GROSZKU

W czasie kontroli higieny proceséw technologicznych w przemysle
owocowo-warzywnym spotkalem sie ze znacznymi trudnos$ciami, jakie ma
przemyst przy przerobie groszku na konserwy puszkowe !. Trudnosci te
Zwigzane s glownie ze spigtrzeniami nietrwatego surowca, ktére powstaja
na skutek koniecznosci dokonywania zbioru groszku natychmiast, gdy
dojdzie on do dojrzalosci przemystowej. W czasie dojrzewania groszku za-
chodzi w ziarnie szybka przemiana cukréw na skrobie. Groszek mlody,
W ktérym ten proces przemiany cukréw na skrobie jest malo zaawanso-
wany, daje slodka delikatng konserwe o klarownej zalewie, groszek starszy
daje konserwe maczysts, mniej stodka, o zalewie metnej?2 Ustalenie
wiasciwego momentu sprzetu jest trudne, gdyz obok daznosci do otrzy-
Mmania konserw wysokiej jakosci z surowca mozliwie miodego, odgrywa
role aspekt ekonomiczny, wobec zwiekszajgcej sie rownolegle z dojrze-
waniem wydajnosci ziarna z danej powierzchni plantacji. Wspomniana
Przemiana cukréw na skrobie zachodzi szybko; groszek przez okres opty-
malnej dojrzatosci przemystowej przechodzi w czasie od kilku godzin do
trzech dni zaleznie od odmiany i warunkéw atmosferycznych. Prace nad
doborem korzystnych w przetwérstwie odmian groszku prowadzone s3
W Polsce od lat przez kilka zakladéw naukowych, przy czym nie tylko
W produkcji, lecz takze w badaniach naukowych wlasciwy moment sprzetu
groszku z pola okresla sie zazwyczaj ,,na oko“, wobec braku szybkiej i obie-
ktywnej metody 3.

Metoda okreslania optymalnej dojrzalosci technicznej byta i jest przed-
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miotem wielu prac i sporéw w piSmiennictwie krajowym i obcym 3 ¢ 5 6.
Dotychczas stosowanymi miernikami dojrzalosci s3: zawartosé suchej masy,
zawarto$¢ skrobi, warto§¢ stosunku skrobia : cukry, zawartosé skladnikéw
nierozpuszczalnych w etanolu, zawarto$¢ wapnia w skorce, ciezar wlagciwy
ziarna (proby flotacyjne), jedrno$¢ ziarna (oznaczana tenderometrem)
) kilka jeszcze innych metod chemicznych i fizycznych — obszernie omé-
wionych w pracy Makowera’, a czeSciowo w pracy Kaniugis.
Poszczegoblne mierniki dojrzalosci s ze soba mniej lub wiecej skorelowane,
jednak przy przewazajacej wigkszosci metod wartosci optymalne danego
wskaznika dojrzalo$ci zmieniajg sie nieco w kazdym okresie wegetacyj-
nym. Metoda odniesienia jest ostatnio metoda tenderometryczna, jednak
brak tego typu aparatéw w kraju pozbawia mozliwosci jej stosowania,
& wigcl moznosci sprowadzenia wynikow licznych badan do jakiegos
wspollnego mianownika.

Poniewaz przemiana cukréw na skrobie ma w roslinie charakter enzy-
matyczny, wydawato sie mozliwe poszukiwanie nowego biologiczne-
go testu dojrzalosci, przez zwroécenie uwagi na enzymy przemiany cu-
krowo-skrobiowej. W szczegé6lnosci enzym fosforylaza, uwazany za podsta-
wowy biologiczny katalizator tych przemian, wydawal sie najbardziej
godny uwagi. Oczekiwano wyraznej zmiany w aktywnosci tosforylazy
w okresie zapoczatkowania odkladania substancji zapasowych w ziarnie.
PrzeSledzenie ewentualnych zmian w aktywnosci fosforylazy mialo nie
tylko praktyczny cel wykorzystania nowego testu biologicznegs do oceny
surowca w przemysle spozywczym, lecz wydawalo sie szczegélnie intere-
sujace, wobec znacznych luk w wiadomo$ciach na temat tego niedosta-
tecznie jeszcze poznanego enzymu roslinnego.

2. BUDOWA SKROBI; TYPY WIAZAN W LANCUCHACH WIELOCUKROWYCH
AMYLOZY I AMYLOPEKTYNY

Poglady na budowe skrobi stale ulegaja ewolucji w miare jak oglaszane sa
wyniki badan chemicznych, fizycznych i enzymatycznych zmierzajgcych do pelnego
wySwietlenia sprawy. Skrobie naturalne moga byé rozdzielone na dwie frakcje,
roznigce si¢ wiasno$ciami fizycznymi, a takze budowg chemiczng. Jedna frakcja —

omyloza — zbudowana jest z dlugich lancuchéw jednostek glikopyranczy, podczas
HOCH, HOCH.
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Rys. 1. Wigzanie alfa glikozydowe (maltozowe) w amylozie. Fragment lancucha
amylozy ®-
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ody frakcja druga — amylopektyna — sklada si¢ ze stosunkowo krétkich i silnie
rozgatezionych lancuchoéow.

W amylozie jednostki glikozowe polaczone sg ze soba wigzaniami  a-glikozy-
Jdowymi pomiedzy pierwszym i czwartym weglem (rys. 1). Oprocz tych najczesciej
spotykanych w amylozie wigzan, dajacych dlugie, proste lancuchy wielocukru, wy-
stgpuje w czgsteczce niewielka ilo§¢ wigzan rozgateziajacych ®, przy czym wiele
danych wskazuje, Zze sa to wigzania f-glikozydowe ? 19,

W amylopektynie wystepuja dwa typy wigzan migdzy jednostkami giikopyranozy.
Typ pierwszy to identyczne jak w amylozie wiazanie maltozowe (u-1,4-glikozy-
dowe), drugi rodzaj wigzan to rozgaleziajace wigzanie ¢-1,6-gilkozydowe. Znane 33
w piSmiennictwie trzy propozycje struktury amylopektyny: a) Hawortha, 12
plytkowa, b) rozwidlona — Staudingeral, 1 j ¢) rozgateziona — Meyeral®
(rys. 2).

W schematach tych widzimy trzy typy lancuchéw: tancuch A jest dowigzany
przez wigzanie przy pierwszym weglu, lancuch C z innymi lancuchami wigze si2
tylko przez wegiel szésty, a w lancuchu B mamy jedno wigzanie przy weglu
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Rys. 2. Struktura amylopektyny: a — wg Hawortha, b — wg Staudingera, ¢ — wg
Meyera.
0 — nieredukujgcy koniec lancucha,
—> — wigzanie alfa — 1,6,
R — redukujgcy koniec lancucha.

p_ierWSZym oraz jedno lub wigcej wigzan przy szostym weglu. Kazda z podanych
Sruktur ma tylko jeden lancuch C z wolna grupa redukujaca, @ réznia si¢ miedzy
SOF’Q iloscig lancuchéw A i B w czasteczee (struktura Staudingera w ogéle nie ma
ncuchéw By, Lancuchy sa krétkie — zawieraja ok. 25 jednostek glikozowych
w _lar'xcuchu lub miedzy sasiednimi wiazaniami. Boczne wiazania 1,6 wystepuja
e} wiecej w Srodku lancucha. W odréznieniu od skrobi zbdz, amylopektyny
% bulw, korzenj i sago zawierajg drobne iloéci kwasu fosforowego zwigzanego zszéstyrp
?‘tounem wegla. Wg Posternaka grupy fosforanowe sg zwigzane estrowo z tymi
Jednostkam; glikozy, ktére s odlegle zaré6wno od grup redukujacych jak i od roz-
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galezien, czyli sa ulokowane na prostych odcinkach zewmetrznych lancuchoéow., Za-
warto$¢ fosforu nie wywiera zadnego wyraznego wplywu na wlasnosci skrobi *.

Wiele danych doswiadczalnych, szczegdlnie z badan enzymalycznych, przemawia
za tym, ze stuszna jest struktura Meyera !”, Rozgalezienia w lancuchu wielocukrow
(skrobi, glikogenie) wystepuja jedynie przy szostym weglu. Rozgalezienia w struk-
turze wielocukrow mozna wykazac¢ badajgc stosunek ilo§ciowy wolnych grup alde-
hydowych do niealdehydowych koncowych grup lancuchow. Jezeli ten stosunek
wynosi 2 lub wigcej, nalezy przyjac¢ istnienie rozgalezien: na N koncowych grup
nieredukujacych jest jedna wolna grupa redukujgca i N—I1 rozgalezien lancucha.
Gdy N jest duzo wyzsze od jednoé$ci, mozna przyjacé, ze jest ono praktycznie réwne
N—1, dlatego ilos¢ (%) wolnych nieredukujacych grup jest praktycznie miarg
stopnia rozgalezienia. Dla wiekszosci amylopektyn procent ten wynosi 5%, dla amy-
lopektyny ziemniaczanej 4%, a dla wiekszoSci glikogenow 9—109%

3. UDZIAL ENZYMOW W PROCESACH BUDOWY I ROZKLADU SKROBI
ZE SZCZEGOLNYM OMOWIENIEM ROLI FOSFORYLAZY;
NOMENKLATURA I ZAKLASYFIKOWANIE FOSFORYLAZ

Amyloliza skrobi jest jedng z najdawniej poznanych reakcji enzymatycznych.
W reakcji tej skrobia ulega hydrolizie na dekstryny i maltoze. Poniewaz reakcje
enzymatyczne sg z reguly odwracalne, szukano mozliwo$ci syntezy skrobi in wvitro
w obecnos$ci amylazy, Nie osiagnieto jednak rezultatow — co wiecej — stwierdzono,
ze ani maltoza, ani dekstryny nie wystepujag w komorce roslinncj. Nowe $wiatlo na
to zagadnienie rzucily badania Parnasa i Baranowskiego 18-21 Lktorzy
pierwsi wykazali, ze w tkankach zwierzecych glikogen jest estryfikowany z kwasem
fosforowym, dajgc monofosforan glikozy. Proces ten Parnas z Baranowskim
w odroznieniu od hydrolizy nazwali fosforolizg. Ostern i inni? wykazali, ze
wsréd produktow degradacji glikogenu wystepuje fruktozo-6-fosforan, Cori i jego
wspolpracownicy 23, 24 stwierdzili, ze najpierw powstaje glikozo-1-fosforan, nazwany
estrem Corich oraz ze reakcja ta zachodzi pod wplywem specyficznego enzymu na-
zwanego fosforylaza (P-enzym), Hanes?. 20 wykazal, ze podobna reakcja zachodzi
ze skrobig pod wplywem fosforylazy roSlinnej, znalezionej przez niego w bulwach
ziemniaka i dojrzalym ziarnie grochu. Reakcja fosforolizy wieloccukréw jest odwra-
calna, tzn. wielocukier pod dziatlaniem fosforylazy moze by¢ budowany i rozkiadany.
Dalsze badania wykazaly, ze w procesach budowy i degradacji weilocukréow biora
udzial takze inne enzymy. Meyer, Bernfeld? w drozdzach, Cori? w wyciagu
z serca i watroby, a inni 2% 0,31 w produktach roslinnych znalezli inny towarzyszacy
fosforylazie enzym, dla ktoérego przyjeto nazwe Q-enzym, lub nadang przez Bern-
felda nazwe izofosforylaza. Ostatnio wykazano istnienie nowego enzymu, nazwa-
nego przez Peata® ! enzymem Z, ktéry wystepujac jako zanieczyszczenia prepa-
ratow B -amylazy do$é¢ diugo uchodzil uwadze.

Gdy na czasteczke amylopektyny dziala B-amylaza, rozkladane sa tylko 2z
wnetrzne lancuchy do wigzan ¢-1,6. W ten sposéb, w postaci maltozy, mozna Wy~
dzieli¢ z amylopektyny najwyzej 2/, jednostek glikozy. Reszta pozostaje jako tzw:
dekstryny resztowe, o ciezarze czasteczkowym ok. 20 razy mniejszym niz cigzar
czasteczki amylopektyny. Wnioskuje sie, ze zewnetrzne lancuchy muszg byé¢ o wiele
dluzsze niz odcinki miedzy rozgalezieniami. Zgodne to jest z obserwacja, ze dekstryny

* W przytoczonej opinii Meyera (Meyer H. K., Gibbons G. C., Advances in Enzymology.
1951, t. 12, str. 353) chodzi o wtlasciwosci biochemiczne. W technologii znany jest wpIyW
obecnos$ci grup fosforanowych na warto§é klejowa skrobi,
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resztowe majag zwarta budowe f-amylaza atakuje kence ladcuchéw wielocukru
i zatrzymuje sig¢ w odleglosci 1—3 czasteczek glikozowych od wigzan trozgaleziaja-
cych 3. a-amylaza moze rozkladaé¢ takze lancuchy wewnetrzne miedzy wigzaniami
a — 1,6 totez rozklada skrobie prawie calkowicie do maltozy, pozostawiajac nie-
rozlozone rozgalgzienia (czgstokro¢ w formie tréjcukréw).

Fosforylaza takze atakuje zewnetrzne lancuchy, odszczepiajac kolejno od konca
stosforylowane czasteczki glikozy. Podobnie jak B-amylaza zatrzymuje sieg ona na
wigzaniach rozgaleziajacych. Meyer i Bernfeld 2 wykazali, ze fosforylaza ziemnia-
czana rozklada tyle wigzan 1,4- «-glikozydowych, ile jest w czasteczce wielocukru
zewnetrznych nieredukujacych grup.

Izofosforylaza atakuje wigzania rozgateziajace czagsteczke amylopekiyny (wiaza-
nia «-1,6-glikozydowe), przy czym podobnie jak fosforylaza nie atakuje wigzan
wewnatrz czasteczki. Dekstryny resztowe poddane dzialaniu izofosforylazy stajg sie
podatne na dzialanie B-amylazy i fosforylazy.

Czasteczka amylopektyny powstaje pod wplywem fosforylazy * przy iednoczesnymv
dzialaniu 1zofosforylazy, ktéra odrywa odcinki lancucha linearnego rozkladajgc wig-
zanie 1,4 i tworzac rozgatezienia lancucha wigzaniem 1,6. Poniewaz dowigzywanie
jednostek glikozy odbywa sie kolejno i zaczyna od konca aldehydowego przysziej
makroczasteczki, starsze cze$ci lancucha pozostaja diuzej pod dzialaniem izofosfo--
rylazy niz. lancuchy bardziej zewnetrzne, To cze$ciowo tlumaczy dlaczego czgsteczka
amylopektyny jest wewngtrz silniej rozgaleziona. Poniewaz izofosforylaza moze
dziala¢ dopiero wtedy, gdy lancuch wielocukru zawiera co najmniej 42 jednostki
glikozy ¥ nie moze ona tworzyé wigzan rozgaleziajacych w krétkich lancuchach
zewnetrznych., Ta obserwacja Baileya dodatkowo ttumaczy silniejsze rozgalezienie-
wewnatrz czasteczki amylopektyny.

Enzym Z tworzy i rozrywa wigzania rozgaleziajace w amylozie. Budowa wigzan.
rozgaleziajagcych nie jest jeszcze wyjasniona; wydaje sie pewne, ze wystepujg one
takze przy széstym weglu.

Czyste preparaty B-amylazy hydrolizuja amyloze tylko w 70%, a czyste prepa--
raty fosforylazy rozkladajg ten wielocukier w 89—93°.

Terminologia enzyméw dzialajacych na zwiazki fosforowe jest troche
Przypadkowa i do dzi$ utrzymuje sie z uwagi na tradycje, a nie z uwagi
La pelne jej uzasadnienie. W szczegélnosci pewnej rewizji wymaga nomen-
klatura fosforylaz. Parnas wprowadzajgc okre§lenie fosforoliza zwroécit
Uwage na podobienstwo tego rozktadu do rozkladu hydrolitycznego i od
Jego pionierskiej nazwy ,,fosforolizy‘ utworzono nazwy fosforylaz. Podo-
bieAstwo tych dwéch proces6w nie jest moze tak istotne jak réznice miedzy
nimi. O ile bowiem przy hydrolizie estré6w fosforowych np. pod dzialaniem
fostataz wigzanie peka miedzy tlenem i fosforem C—O+ P i odszczepiona
0staje grupa fosforylowa —PO;H,, to przy dzialaniu fosforylaz peka
:”ia,zanie miedzy weglem i tlenem O+ O—P (ogélnie X +O—P) i wydzie-
'ona zostaje grupa fosforanowa —OPO,H, 3%. Reakcje pierwszego typu sa
trudnoodwracalne, natomiast fosforylazy i grupa enzymoéw pckrewnych

katalizujq reakcje latwoodwracalne. Przy dotychczasowej wadliwej termi-
e

lan. Znany jest juz inny schemat powstawania amylopektyny (patrz G. J. Walker, W. J. Whe-

D Nature 1959, t. 183 s. 46), w ktérym pierwszy etap kondensacji zachodzi przy udziale:
“enzymu, J, z.
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nologii Q-enzym, niewgatpliwie blisko spokrewniony z fosforylazami, nie
powinien by¢ z nimi Igczony, gdyz fosforan nie jest konieczny przy prze-
noszeniu tancucha wielocukru w inne miejsce makroczasteczki. Co wiecej,
okazuje sig, ze typowe fosforylazy moga dzialaé bez obecno$ci fosforanu
nieorganicznego, ktéry moze by¢ zastgpiony arsenianem.

Najbardziej istotnym momentem w reakcjach budowy i rozkladu wie-
locukréw jest przenoszenie grupy glikozylowej wg schematu:

R’—glikozyl +~ RH ——— R—glikozyl + R’'H

przy czym R moze byé¢ fosforanem jak i resztg weglowodanowsg. Takie
ujecie pozwala zaklasyfikowaé fosforylazy lacznie z enzymami, przy kté-
rych fosforan nie moze by¢ akceptorem — do jednej wspé6lnej grupy
enzymow przenoszgcych odwracalnie grupe glikozylows. Pociggajace
wydaje sie przejecie od szkoly wiedenskiej % nazwy ,transglikozylazy*,
jako dobrze oddajgcej dzialanie enzyméw tej grupy. W tej pracy pozo-
staniemy przy nazwie fosforylaza.

4. REAKCJA FOSFOROLIZY WIELOCUKRU

W procesie fosforolitycznego rozkladu skrobi elementy kwasu fosfcrowego do-
dawane sg do kazdego rozkladanego wigzania heksozoheksozowego i oddzielane s3i
czasteczki glikozo-1-fosforanu.

HOCH, HOCH,
o |

H H H

H H

OH HA - NoH H .
H OH H OH
0
HO H o

HOCH, HOCH HOCH, HOCH,

| o
H A H HA
OH H OH B
H H H H

Rys. 3. Fosforohtyczny rozkled wielocukru

Reakcja ta jest odwracalna, tzn. fosforylaza moze takze syniezowaé wielocukier
z estru Corich. W reakcji ustala si¢ pewien stan réwnowagi miedzy zawartoscia f0§‘
foru nieorgamicznego i fosforu estrowego. Stan réwnowagi nie wiele zmienia Si¢
przy zmianach stezen wielocukru i glikozo-1-fosforanu, natomiast zmienia si¢ znacz-
nie przy zmianach pH. Znaczny wplyw pH tlumaczy sie tym, ze stan réwnowati
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zalezy nie od catkowitej koncentracji fosforanu nieorganicznego i estru Corich, lecz
od stosunku stezen jonéw dwuwarto$ciowych kwasdéw crtofosforowego i glikozo-1-
fasforowego. Mozna to dla pH od 5 do 7 zobrazowaé nastepujgco (pominieta
formy nie grajgce roli w tym zakresie pH):

skrobia + (HPO,)” = (C,H,,0,0P0,)"
+H-| }—H- +H| }—H-
(H,PO,)’ (CsH,;0;0P0,HY’

Hanes i Maskel? stwierdzili, ze przy zmianie pH z 5 na 7 przy stanie
réwnowagi reakcji stosunek P nieorganiczny: P estrowy zmienial sie oa 10,8:1 do
3,1:1, podczas gdy stosunek jondéw dwuwartoSciowych pozostawal stale na tym
samym poziomie. W reakcji syntezy wielocukru nastepuje nieznaczny wzrost pH,
edyz ester Corich, ktory zanika, jest bardziej kwasny niz ortofosforan, ktory powstaje.

Konsekwencja peryferycznego, jesli chodzi o czgsteczke wielocukru, dzialania
fosforylazy jest koniecznos¢ wprowadzenia pewnej poczatkowej ilosci wielocukru dla
wyzwolenia reakcji syntezy wielocukru z estru Corich. Wielocukier taki uwazany
jest za zrédlo kroétkich tancuchoéw glikozydowych, do ktorych glikoza z estru Corich
moze by¢ kolejno dowigzywana pod wplywem fosforylazy. Wielocukry takie nosza
nazwe aktywatoréw lub wyzwalaczy (ang. ,primer“). Dobrym wyzwalaczem dlau
fosforylazy roslinnej okazala sie amylopektyna skrobi zbozowej3?, dla fosforylazy
zwierzecej — glikogen. Amyloza, jako wielcukier o mniejszej liosci grup koncowych,
jest wyzwalaczem mniej aktywnym. Hydroliza amylopektyny i amylozy pod wply-
wem B-amylazy lub fosforylazy zmniejsza ich wartos¢ jako aktywatorow reakeji
syntezy. CzgSciowa hydroliza kwasowa zwieksza warto$¢ wyzwalajaca amylozy
1 amylopektyny, przy czym najkorzystniej maja wplywaé¢ lancuchy piecioglikozylowe.
Role wyzwalacza reakcji syntetycznej moga spelniaé réine dekstryny, za wyjatkiem
dekstryn Schardingera * i dekstryn resztowych, o ile maja one tylko po jednej
czagsteczce glikozowej w lancuchach bocznych 32. Wielocukier, aby dobrze spelnial tg
role, musi zawieraé w czasteczce nie mniej niz 5 czasteczek glikozy. Wo Poster-
nakal® fosforylaza ziemniaczana moze dobudowywa¢é¢ sfosforylowane jednostki gli-
kozowe takze do mniejszej czgsteczki, skladajgcej sie tylko z czterech jednostek
glikozy, a mianowicie moze ona wbudowaé¢ w czasteczke skrobi czterocukier zestry-
fikowany fosforanem przy szostym weglu drugiej lub trzeciej czasteczki glikozy.
Im wiecej tego czterocukru a mniej estru Corich w mieszaninie poddanej dzialaniu
fosforylazy ziemniaczanej tym wiecej fosforu zostaje zwigzane wewnatrz czgsteczki
ckrobi. Jest prawdopodobne, ze wilasnie ta zdolnos¢ wplywa na obecnos¢ fosforu
W skrobiach z bulw, Nieznaczng aktywnosé wyzwalajgeca ma tekze wg niektdrych
autoréw maltotrioza 8, 39,

Skrobia syntetyczna w budowie swej jest podobna do amylozy; sklada sig z diu-
Rich taricuchéw jednostek glikopyranozowych. Daje bardziej intensywny niebieski
kolor z jodem niz skrobie naturalne. Jest catkowicie rozkltadana pod dziataniern
p-amylazy i fosforylazy. Tworzona w mieszaninie reagujacej skrobia syntetyczna
1’11e Wplywa autokatalitycznie na przyspieszenie reakcji syntezy, co cobitnie
Swiadezy o jej nierozgalezionej budowie i peryferycznym dzialaniu fosforylazy.

Po osiggnieciu pewnego niezbednego pozlomu zawartosci wyzwalacza szybkosé
syntezy wielocukru nie jest wyraznie zmieniana przy dalszym wzroScie stezenia
Wyzwalacza, Wydaje sie to wskazywa¢, ze efektywna koncentracja skrobi nie jest
T

¢h * Dekstryny Schardingera powstaja z pasty skrobiowej pod dzialaniem Bacillus macerans;
Srokteryzuja sie krétkimi tancuchami  (6—8 jedriostek glikopyranozowych) zamknietymi

cyk 2
Yklicznje Swymi koncami (tzw. cyklodekstryny).

6 —
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rownoznaczna z bezwzgledng koncentracja. By¢ moze faza systemu koloidowego,
w jakim reakcja zachodzi, jest utrzymywana w stanie nasycenia przez skrobie zawartg
w roztworze. Przy nizszych stezeniach wyzwalacza (ponizej warto$ci nasycajacej)
Im wigcej wyzwalacza zostalo wprowadzone, tym krotsze powstajg lancuchy sztucz-
nego wielocukru i odwrotnie, gdy wyzwalacza jest malo powstajg dlugie rancuchv.
Roznice te wyrownuja sie po dluzszym czasie dziatania fosforylazy, ktéra chetniej
przedtuza rancuchy kroétsze i konczy ten proces, gdy dlugo$§é tancucha wielocukru
dojdzie do ok. 200 jednostek.

W reakcji syntezy sztucznego wielocukru przy udziale fosforylazy ester Corich
nie moze by¢ zastgpiony glikozg, fruktozg, glikozo-6-fosforanem, frulctozo-1-fosfo-
ranem ani 1,6-dwufosforanem fruktozy. Reakcja jest wyraznie swoista dla estru
glikozowego z grupa fosforanowsg przy pierwszym weglu.

Przemiana wolnej energii w reakcji syntetycznej wynosi od —1000 do
—1460 cal/mol, zaleznie od pH i pochodzenia enzymu; tzn. reakcja syntezy moza
zachodzi¢ samorzutnie.

5. WYSTEPOWANIE ENZYMU W SWIECIE ZWIERZECYM I ROSLINNYM
I JEGO ZNACZENIE

Fosforylaza jest szeroko rozpowszechniona w tkankach ssakéw, np. w mieéniach,
watrobie, sercu, mézgu, Enzym zawarty w watrobie spelnia wazna role regulatora
. boziomu cukru we krwi. W mies$niu szkieletowym fosforylaza stanowi 2% masy roz-
puszczalnego biatka. Zawarto$¢ jej waha sig od 40 do 80 mg w 100 g mie$nia. Fosfo-
rylaza w mie$niu wystepuje co najmniej w dwoéch formach. Forma ,,a“ latwo kry-
stalizujgca dziala in vitro bez dodatku kwasu adenilowego. Forma ,b* bardziej roz-
puszczalna wymaga dodatku kwasu adenilowego. Proces przemiany czynnej formy
fosforylazy w forme nieczynng, zachodzacy pod wplywem mie$niowego enzymu PR *),
tworzy prawdopodobnie mechanizm regulujgcy zuzywanie glikogenu w czasie zme-
czenia migsSnia*’. Obserwacja Mochnackiej* (efekt fluorkowy), ze tylko do
30% fosforylaz w mieéniu wystepuje w formie rozpuszczalnej (a albo b) w znacznym
stopniu ostabia takie ttumaczenie.

Fosforylaza towarzyszy reakcjom budowy i rozpadu glikogenu, jest wiec obecna
we wszystkich tkankach, w ktérych procesy te zachodzg, przy czym wyzsza aktywnos¢
stwierdza sie tam, gdzie intensywniej zachodzg przemiany weglowodanéw.

Wsréd drobnoustrojéw obecnoéé fosforylazy stwierdzono w drozdzach, niekté-
rych paciorkowcach, laseczkach zgorzeli gazowej 42 i maczugowcach blonicy %3, a wsréd
roslin wyzszych szczegdlnie duzg aktywnos$é enzymu znaleziono w nasionach ro$lin
strgczkowych i bulwach ziemniaka. Wystepuje ona takze w ziarnie zbdz, sagos
kigczach zapasonos$nych, kasztanach, bananach i wielu innych owocach, a takze
w wigkszo$ci warzyw. Z reguly fosforylaza wystepuje w tkankach skrobiono§nych
(zapasono$nych) oraz w lisciach 44,45, W tkance liScia enzym zlokalizowany jest
.prawdopodobnie na blonie plastyddéw, gdyz — jak stwierdzili Peach i Krech? —
w poblizu blony plastydéw tworzy sie skrobia. Sadzi sie, ze fosforylaza odgrywa
role zaré6wno w tworzeniu skrobi asymilacyjnej jak i zapasowej.

Czynno§¢ fosforylazy w procesach oddechowych polega na sprawnym regulo-
waniu w tkankach poziomu fosforylowanej glikozy, ktéra — jako labilny ester
fosforanowy (o potencjale energetycznym ok. 3 tys, cal) — jest ogniwem w licznych

"*-Enzym PR .wystepuje w  mie$niu i przeksztalca fosforylaze ,a* w fosforylaze b
(Prostetic group Removing factor).
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procesach biologicznych. Estry fosforanowe heksoz sg szeroko rozpowszechnione
w tkankach w odroéznieniu od glikozy i fruktozy, ktére w formie wolnej wystepujs
tylko sporadycznie. Ester Corich zajmuje centralng pozycje w przemianach weglo-
wodanéw, a skrobia moze by¢ uwazana za nagromadzenie estru w pozycji podatnej
na fosforylacje (refosforylacje — gdyz odtozone czasteczki glikozy byly juz fos-
forylowane).

6. CHARAKTERYSTYKA ENZYMU

Nie wiele wykonano badan dla wyjasnienia budowy chemicznej fosforylazy
ro§linnej i do dzis trudno osgdzi¢, w jakim stopniu budowa jej jest cdmienna od
budowy lepiej zbadanej fosforylazy zwierzecej. Jezeli chodzi o fosforylaze miesniowa
to po szeregu prac . % ogdlnie charakteryzujacych enzym i kinetyke jego reakcji,
poznana zostala ostatnio jej budowa chemiczna. Wiadomo, ze jest to euglobulina
o punkcie izoelektrycznym przy pH 5,8, zawierajagca w czgsteczce 18 wolnych grup
sulthydrylowych 5!, 4 grupy fosforanu 5 pirydoksalu3 i znanym skladzie amino-
kwasowym %, Przypuszcza sig, ze tosforan pirydoksalu jest koenzymem fosforylazy,
podobnie jak to ma miejsce przy transaminazach i dekarboksylazach bakteryjnych 3.

Fosforylaza roSlinna jest prawdopodobnie enzymem o budowie nieco odmiennej 3.
Cptymalng temperaturg dla dziatania fosforylazy roflinnej jest 55°, a juz 58° po-
voduje spadek aktywnos$ci w ciggu trzech minut o 61%. Ogrzewanie przez 3 minuty -
w temp. 68° daje spadek aktywnosci o 97% %, stad wielu autoréw przyjmuje 65°
jako temperature inaktywacji enzymu. Optimum pH dla fosforylazy ro$linnej
z rozmaitych zrédel waha sie od 5,6 do 6,7%, przy czym wiekszo$é autorow
ucgllniajac zweza te granice i podaje zakres optymalny od 6,4 do 6,7. Wzrost kwa-
sowosci ponizej pH 5,5 powoduje szybka inaktywacje fosforylazy.

Stala Michaelisa fosforylazy ziemniaczanej wyznaczona dla estru Corich
~wynosi 1,5 X 10-*> moli estru, podobnie dla fosforylazy ze slodkich ziemniakéw
25X 10-* moli estru Corich w temp. inkubacji 38° i w optymalnych warunkach
dziatania enzymu. Ogoélnie dla fosforylazy roslinnej Whelan3 podaje nastgpujace
wartosci stalej Michaelisa: fosforylaza: ortofosforan 6,2 X 10-2 mola, fosforylaza:
ester Corich 2,6 X 10-3 mola, fosforylaza: skrobia 0,97 g/1. Wedtug innego autora 3° ilos¢
wyzwalacza wielocukrowego, jaka daje polowe maksymalnej szybkosci reakcji wynosi
41,1 mg (skrobj rozpuszczalnej) w 100 ml mieszaniny reagujacej.

Green i Stumpf® (1942 r.) zagesicili fosforylaze ziemniaczana 370 razy
W stosunku do aktywnosci Swiezego wyciagu, a Sumner, Chou 1 Bevers
(1950 r.) zagescili fosforylaze ziarn straczkowych ponad 900 razy. Najczystsze uzy-
Skane przez nich preparaty wykazywaly aktywno$é ok. 3 jednostki (ich jednostki)
N3 mg biatka. W warunkach do$w'adczenia Greena i Stumpfa 1 mg biatka
(OCZyszczonego enzymu) katalizowal wyzwolenie 6,16 mg nieorganicznego fosforu
W clagu godziny, co odpowiada utworzeniu 32 mg skrobi w czasie 1 godz. przy 36°.

Stala sedymentacj: dla fosforylazy roélinnej S, X 1013 = 9,2 jest nizsza niz
tormy 5« fosforylazy miesniowej %, a wyzsza niz formy ,,b". )

-Oba dotychezs uzyskane preparaty fosforylazy roslinnej pochodzily z ziemniakow
Fischer, Hilpert 1953 r., Baum, Gilbert 1953 r.) %%

Wigksze stezenia glikozy dzialaja hamujgco (inhibicja przez wspélzawodnicbw?)
"8 reakcje syntezy wielocukru. Hamujace dzialanie niekonkurencyjne wykazuje
;Zsi}l;:fie}ll'kim S’bopni}x florydzyna, ktéra Wprrowadzonna drO nieo'fzyszt;zqzzcayﬁﬁ; "Z
e ye Przechodzi pod dziataniem f-glikozydazy w floretyng, a ta ] |

Jaco dziala na fosforylaze 4’. '

[ 4
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W reakcji rozkladu wielocukru ortofosforan moze by¢ zastgpiony arsenianem.
jednak odmiennie niz przy fosforolizie — przy arsenolizie — arsenianu glikozy nie
znajduje sie wsréd produktéw reakcji, gdyz ulega on spontanicznej hydrolizie na
arsenian i glikoze 8.

Srednia energia aktywacji w reakcji syntezy wielocukru w granicach temperatury
17—42° wynosi 12 600 cal/mol, czyli wspolczynnik temperatury reakcji (Qq,) w tym
zakresie temperatur wynosi ok. 2.

BADANIA WLASNE

METODYKA

Potrzebng do adaptacji i sprawdzenia metodyki fosforylaze uzyski-
watem z ziemniakéw lub suchego ziarna grochu, wysalajgc enzym siarcza-
nem amonu z cyjankowego wyciggu — wg metodyki Hidy 1 Daya®
oraz Katza i Hassida®!, opartej na pierwotnej metodzie Hane-
s a %26, Oczyszczone preparaty przechowywalem pod toluenem w lodéwece.
Przy pH 6,1 trwalos¢ preparatéw enzymu siegata 4 tygodni; po uplywie
tego czasu nastepowal spadek aktywnosSci.

1. Dobér metody oznaczania aktywnosci
fosforylazy

W piSmiennictwie opisano wiele metod oznaczania aktywnosci fosfo-
rylazy. Prawie wszystkie polegajg na oznaczeniu nieorganicznego fosforu
powstajgcego w reakcji:

1-fosforan glikozy fosforylaza wielocukier + fosforan nieorg.

Réznig sie one miedzy sobg warunkami, jak np.: czasem, odczynem
i temperatura, w jakich zachodzi reakcja, albo jako$cig wprowadzonego do
mieszaniny reagujgcej buforu i wyzwalacza reakcji syntetycznej, badZ
sposobem przerwania reakcji enzymatycznej. Dazylem do wyboru metody
prostej i na tyle popularnej, aby wynikajace z doboru metody jednostki
aktywnosci fosforylazy byly mozliwie dobrze poréwnywalne z jednostkam!
uzywanymi przez innych autoréow.

Aktywnos¢ oznaczalem w warunkach reakcji stopnia zerowego, tzn.
tak dobieralem warunki syntezy sztucznego wielocukru z glikozo-1-fosfo-
ranu, aby cala ilo§¢ enzymu pozostawalta wysycona substratem, a o aktyw-
nosci preparatu fosforylazy wnioskowatem z ilosci fosforu nieorganiczne-
go wydzielonego w czasie reakcji.

W sklad mieszaniny reagujacej wchodzily: 1 ml ptynu zawierajacego
fosforylaze (w iloSci nie wiekszej niz zdolna do zwigzania w czasie inku"'
bacji 70% wprowadzonego fosforanu glikozy); 1 ml 3% roztworu skrobi
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rozpuszczalnej; 1 ml 0,5-m buforu cytrynianowego o pH 6.4. Zazwyczaj
w sklad mieszaniny inkubacyjnej wchodzily takze inhibitory (patrz roz-
dzial nastepny). Plyny mieszano i ogrzewano w kapieli wodnej ultrater-
mostatu Hoepplera, nastawionego na 38°. Po czterech minutach dodawano
1 ml doprowadzonego do tej samej temperatury 0,03-m roztworu estru
Corich w buforze bursztynianowym o pH 6,4. Ptyny mieszano i trzymano
w kapieli wodnej czesto mieszajgc. Dokladnie po uptywie trzech minut lub
ich wielokrotnosci przerywano reakcje dodatkiem 5 ml 10% kwasu tréj-
chlorooctowego.

Dla ustalenia pH mieszaniny reagujacej stosowalem bufory cytrynia-
nowy 1 bursztynianowy (wprowadzany z estrem). Bufor cytrynianowy
0,1-m zle utrzymywat state pH: juz przy trzykrotnym rozcienczeniu wodsa
dawal zmiane pH o 0,3. Bufor 0,5-m zachowywatl odczyn przy stosowanym
rozcienczeniu, a w czasie inkubacji zbuforowanej mieszaniny reagujacej
nastepowal jedynie nieznaczny wzrost pH z 6,4 co najwyzej do 6,6. Tak
wigc nawet przy wyzszej aktywnosci preparatu fosforylazy i zwigzanym
z tym znacznym zaniku estru Corich w czasie inkubacji, pH mieszaniny
reagujgcej pozostawalo w granicach optimum dla dziatania tosforylazy
ro$linnej.

Jako wyzwalacza reakcji syntezy wielocukru uzywatem 3%; roztworu
skrobi rozpuszczalnej. O ile drobne réznice objetoéci wprowadzanego do
mieszaniny reagujacej buforu nie wplywaty wecale na odezyt, o tyle roz-
twor skrobi musial byé pipetowany dokladnie, gdyz stezenie wyzwalacza
wptywalo na wynik — szczegélnie przy krétkim (3 min.) czasie inkubacji.

Badajac aktywno$é czeSciowo oczyszczonych preparatéw iosforylazy
stosowalem czas inkubacji 3 minuty, oznaczajac aktywno$¢ w surowych
sokach roslinnych inkubowatem w I roku badarh 30 minut, a II roku 15
minut.

W celu przerwania reakcji enzymatycznej stosowalem dodatek kwasu
tréjchlorooctowego, co okazalo sie praktyczniejsze niz stosowanie znacz-
nych stezen molibdenianu, inaktywacji termicznej lub innych $rodkéw od-
vialczajacych. Spos6b przerwania reakeji musial by¢ szybki, a uzyty od-
Czynnik nie powinien przeszkadzaé w poézniejszym oznaczeniu fosforu i w
Jek najmniejszym stopniu wplywaé na hydrolize labilnych estréw fosfora-
nowych. Po dodaniu kwasu tréjchlorooctowego zawartos¢ kolbki dopel-
Nlalem zaraz wodg do 50 ml, co zapobiegalo czeSciowej hydrolizie kwa-
SOWej estru Corich w czasie przygotowania préby do oznaczenia fosforu
Pleorganicznego.

Jako jednostke aktywnosci przyjeto taka aktywnos¢ fosforyiazy, ktéra
W warunkach oznaczenia wyzwoli 0,01 mg fosforu nieorganicznego w prze-
1lf:.zeniu na 3 minuty inkubacji. Jest to jednostka ok. dziesigciokrotnie
Mlzsza od jednostki Hidy i Daya®
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2. Inhibicja enzymoéw towarzyszgcych fosforylazie

Wiele wykonano prac na temat inhibicyjnego oddzialywania rozmaitych
=wigzkow na fosforylaze oraz na inne enzymy towarzyszgce iosforylazie
w wyciggach z tkanek 63-66, Praktyczne znaczenie ma oczywiscie inhibicja
tych enzymoéow towarzyszacych, ktérych dzialanie w trakcie oznaczania
aktywnosci fosforylazy moze wplyngé na wynik tego oznaczenia. Bedg to
enzymy dzialajgce na ester Corich, czyli enzymy rozkiladu 1 konwersji
fosfoglikozy oraz enzymy zmieniajgce stezenie wyzwalacza wielocukro-
wego i rozkladajace tworzony wielocukier — gtéownie amylazy.

W badaniach swoich oparlem sie na wynikach pracy Baileya, Tho-
masa 1 Whelana?®, ktérzy zalecajg uzycie dwéch tylko inhibitoréow-
HgCl, i molibdenianu. Oproécz prostoty postepowania, do zastosowania ich
procedury zachecalo tez stosowanie jej w pracy Rozenfelda i Szu-
binej®, corazem wskazywalo na pewng popularno$¢ metody 1 zwalnialo
od trudnego obowigzku jej dokladnego sprawdzenia. HgCl, w stezeniu
1,54 X 10® mola hamuje aktywnos¢ amylaz, fosfoglikomutazy i izofos-
forylazy. Molibdenian amonu w stezeniu 1,02 X 10-* mola hamuje aktyw-
nos¢ fosfataz. Obydwa inhibitory w stezeniach czterokrotnie wyzszych
wprowadzitem do innych plynéw wchodzacych w skiad mieszaniny re-
agujace]j: HgCl, do roztworu skrobi, a molibdenian do buforu.

Kontrole dzialania inhibitor6w przeprowadzilem jedynie w malym,
czysto praktycznym zakresie. Mianowicie oznaczalem aktywno$é fosfory-
lazy w soku surowym i w oczyszczonych preparatach raz przy uzyciu in-
hibitoréw, a drugi raz réwnolegle bez inhibitoréw. Zgodnie z oczekiwa-
niem stwierdzilem, ze dodatek inhibitor6w nie wplywa na wynik ozna-
czenia aktywnosci oczyszezonych preparatéw, natomiast powoduje znaczne
obnizenie wyzwolenia fosforu nieorganicznego przez zespét enzymow
soku surowego. Z obserwacji tej mozna wnosi¢, ze gléwnym efektem dzia-
fania enzyméw towarzyszacych jest rozklad estru Corich z wydzieleniem
nieorganicznego fosforanu. Poniewaz jednak mozliwe sg inne interpre-
tacje niz przypisywanie tego efektu zahamowaniu dzialania fosfataz, przez
drugi rok badan prowadzilem réwnolegle oznaczenia z dodatkiem i bez
dcdatku inhibitoréw. Utatwi to ewentualne poréwnanie wynikéw tej pracy
z pracami innymi.

3. Dob6ér metody oznaczania fosforu
nieorganicznego

Fosfor nieorganiczny oznaczalem w czesci klarownego plynu uzyska-
nego przez edwirowanie osadu wytragconego kwasem tréjchlorooctowym
Z mieszaniny inkubowanej w momencie inaktywowania enzymu. Prz¥
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kazdym oznaczeniu aktywnosci fosforylazy konieczne bylo wykonanie co
najmniej trzech oznaczen fosforu nieorganicznego. Dlatego tez szukalem
metody mozliwie prostej i szybkiej i zwrécitem uwage na metody kolory-
metryczne. Z tych metod nalezalo wybraé taks modyfikacje, w ktérej na
wynik oznaczenia nie wywieralyby wptywu odczynniki uprzednio do mie-
szaniny reagujgcej wprowadzone.

Metode kolorymetrycznego oznaczania fosforu oparta na redukcji
kwasu fosforomolibdenowego wprowadzili w 1920 r. Bell 1 Dois y-
Z licznych ulepszen metody pierwotnej przyjety sie szczegélnie modyfi-
kacje Fiske 1 Subbarowa® oraz Allena®™ i Sheela.
Wszystkie te modyfikacje wymagajg znacznego stezenia kwasu starkowego,
ktory wg Hanesa hydrolizuje w trakcie oznaczenia drobns czesé za-
wartego w mieszaninie fosforanu glikozy. Do celéw biochemicznych do-
godniejsza jest metoda Kinga’, pozwalajaca pracowaé¢ w obecnosci sol;
baru. Modyfikacje Kuttnera i Youngburgéw opieraly sie na
zastosowaniu chlorku cynawego jako $rodka redukujgcego; niestety B o-
dansky wykazal, ze obecnos¢ kwasu tréjchlorooctowego powoduje przy
te] modyfikacji odchylenie od prawa Beera. Summner? pracujac nad
mozliwo$cig oznaczania P nieorganicznego w obecnosci labilngch estréow
fosforowych zastosowatl siarczan zelazawy. Ten zwigzek redukujgcy do-
dany w matym nadmiarze calkowicie redukuje kwas fosforomolibdenowy
w ciggu kilku sekund, przy czym obecno$é¢ kwasu tréjchlorooctowego nie
wplywa na wynik oznaczenia, a kontakt z kwasnymi odczynnikami jest
0 tyle krétszy, ze nie zachodzi obawa hydrolizy estru Corich. Szybkosé
brzeprowadzenia oznaczenia jest o tyle pociggajgca, ze przewsaza niedo-
godnos$¢ wynikajgca z konieczno$ci przygotowywania roztworu siarczanu
zelazawego ex tempore. W calej swej pracy stosowalem metode Sumnera.
aczkolwiek juz po rozpoczeciu doswiadczen znalaztem doniesienie L o-
Wry ego i Lopeza?, ktorzy stosujgc kwas askorbinowy jako $rodek
redukujgcy bardzo znacznie obnizyli kwasowo$¢, w jakiej zachodzi rozwi-
nigcie barwy.

Oznaczenie przeprowadzalem nastepujaco. Czes¢ (10 ml w 1955 r. a 20
ml w 1956 r.) klarownego plynu po odwirowaniu osadu straconego kwa-
Sém iréjchlorooctowym przenositem pipeta do kolby na 50 ml. Dodawatem
°ml 6,6% roztworu molibdenianu amonu (NH,)Mo,0,, - 4 H,0) i wody do
%k. 40 ml. Nastepnie dodawatem 5 ml 7,5-n H,SO, i po dokladnym zmie-
“Z80u 4 ml roztworu siarczanu zelazawego (5 g FeSO, - 7 H,C w 50 m!
- Wody z dodatkiem 1 ml 7,5-n H,SO,). Po dopelnieniu wodg i wymieszaniu
~zhaczalem ekstynkcje na kolorymetrze Pulfricha przy uzyciu czerwonego
flltr.u (M 72 = S 72). Do $lepej préby wprowadzalem te same ilosci molib-
deniany, kwasu siarkowego i siarczanu zelazawego. Zawarto$¢ fosforu od-
“Zytywalem 2 wykresu sporzadzonego wg wzorcow KH,PO,; otrzymy-
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walem linie prostg, Swiadczacg o tym, ze roztwory fosforanu podlegaja
prawu Lamberta-Beera.

Wprawdzie ze sposobu preparowania estru wynika, ze zimny kwas
siarkowy nie powoduje przy tym stezeniu hydrolizy estru Corich (co po-
twierdzilem takze w doswiadczeniach wstepnych) — z uwagi jednak n=
mozliwos¢ wprowadzenia do mieszaniny reagujacej innych labilnych
zwigzkow fosforowych zawartych w soku roslinnym badanym na aktyw-
nos¢ fosforylazy we wszystkich oznaczeniach starano sie zachowaé jedna-
kowy czas oznaczania fosforu nieorganicznego, a w szczegélnosci we
wszystkich etapach identyczny jak w rownoleglej Slepej probie.

4. Przygotowanie roztworu estru Corich

Preparaty estru Corich otrzymuje si¢ ze skrobi i nieorganicznego fosforanu pod
dzialaniem fosforylazy. Jezeli preparat fosforylazy jest czysty, obojelne jest jego
pechodzenie. Z zanieczyszczonych preparatéw enzymu najlepsze okazaly sie cyjan-
kowe wyciagi z ziemniakow, ktore zawierajg jedynie drobne ilo$ci enzymoéw kon-
wersji fosfoheksoz. Preparatyke estru Corich prowadzilem wg metodyki Sumnera
i Somersa™, opartej w znacznej mierze na weczesniejszych doniesieniach H a-
nesa oraz Greena i Stumpfa.

8 g skrobi rozpuszczalnej miesza sie i gotuje ze 100 ml wody. Po ostudzeniu
dodaje sie¢ 12 g Na,HPO, (bezw.) i 5 g KH,PO, (bezw.) rozpuszczone w 500 ml wody.
Dodaje sie 100 ml cyjankowego (0,005-m) ekstrakiu z obieranych ziemniakéw, do-
peinia woda do 1000 ml, dodaje (10 ml) toluenu, miesza 1 wstawia na 24 godz. do ter-
mostatu o temp. 25°. Przebieg reakcji fosforolitycznego rozkladu skrobi bada sie
oznaczajac ubytek fosforu nieorganicznego w plynie. Fsforylaze mnaktywuje sie do-
dawaniem 0,1-n roztworu jodu do otrzymania brunatnoczerwonego zabarwienia (20—
40 ml), utrzymujgcego si¢ po wymieszaniu, Jod usuwa sie nastepnie dodajgc z pipety
0,1-n tiosiarczan, az kolor brgzowy calkowicie ustapi (25—50 ml). W celu rozlozenia
dekstryn zanieczyszczajgcych pozniejszy produkt, dodaje sie 10—20 ml 29% wodnego
roztworu pankreatyny i pozostawia plyn w temp. pokojowej przez 4 godz. albo do
czasu az 1 ml roztworu z 4 kroplami 0,01-n jodu nie da juz reakcji na dekstryny.
Teraz dodaje si¢ 40 g octanu baru i 10 ml 25% amoniaku, tj. tyle aby roztwér byl
wyraznie alkaliczny wobec czerwieni fenolowej, Po dobrym wymieszaniu wiruje si¢
- odrzuca osad fosforanu baru. Plyn filtruje sie przez plétno, gdyz czestokro¢ na
powierzchni pozostaje nieodwirowana piana, Nastepnie na kazda objetos¢ klaro-
wnego plynu dodaje sie 2 objetosci 95% alkoholu (etylowego lub metylowego) i PO
wymieszaniu odwirowuje si¢ s6l barowa l-fosforanu glikozy. Uzyskany osad miesza
51¢ z 2-n kwasem siarkowym, dodaje 50 ml wody i iyle kwasu siarkowego, aby
dawal gozdzikowe zabarwienie z papierkiem blekitu tymolowego. W ten Sposo?
rozklada sie s6l barowsg estru. Nastepnie plyn zobojetnia sie ostroznie nasyconym
roztworem KOH dopodki zawiesina nie zacznie dawaé niebieskiego Ilub braz-owe‘go
zabarwienia z papierkiem Kongo. W celu odbialczenia dodaje sie 6 g kwasu tI'f)}'
chlorooctowego i dokladnie miesza. Do kazdej objetosci biatej zawiesiny dodaje Si&
2 objetosci 95% alkoholu i odwirowuje substancje zawieszone. Do zdxeka‘ntcywa-'ﬂeﬁ%O
klarownego plynu macierzystego dodaje sie nasyconego roztworu KOH, az rozhwor
stanie sie wyraznie alkaliczny wobec papierka czerwieni fenolowej. S61° dwui a-
suwa 1-fosforanu - «-d-glikozy wytraca sie w ciggu nocy w lodéwece — zazwycZal
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w formie zo6itobrunatnego osadu oleistego, krystalizujgcego przy potarciu bagietka
o dno naczynia. Krysztaly CiH;;O0,PK, . 2H,O odsacza sig, przemywa kilkakrotnie eta-
nolem, nastepnie acetonem i suszy przy 40°. Wydajnos¢é do 3,5 g — zazwyczaj ok.
2 g. Produkt zanieczyszczony jest siarczanem potasu i malg iloscig fosforu nieorga-
nicznego. Rekrystalizacje prowadzi sie z wody dodajac etanol (1:1). Wg danych
z pi$miennictwa produkt rekrystalizowany ma skrecalno$¢ wiasciwg w Swietle sodo-
wym od 77 do +79° i zawiera ok. 8,33 fosforu, jako fosfor estrowy.

W celu latwego sprawdzenia czystoSci preparatéw oznaczalem fosfor nieorga-
niczny i fosfor calkowity (po 7-minutowej hydrolizie w 1-n kwasie nadchlorowym
przy 100°) — réznica daje fosfér estrowy w preparacie. Krysztatki estru rozpu-
szczalem w malej ilo$ci wody (do 10 ml), zobojgtnialem rozcienczonym H,SO, wobec
czerwieni fenolowej i dodawalem buforu bursztynianowego o pH 6,4, w takiej iloSci
aby otrzymaé roztwoér estru Corich o stezeniu 0,03-m. Zbuforowany rocztwér prze-
chowywalem w lodéwce pod toluenem. W doswiadczeniach wstepnych stwierdzilem,
ze roztwor w tych warunkach jest trwaly ponad 8 tygodni, a w temp. pokojow?zj
ok. 6 tygodni, tzn. w ciggu tego czasu nie ma przyrostu zawartosci fosforu nieorga-
nicznego w roztworze. ‘

BADANIA W I OKRESIE WEGETACYJNYM (1955 r.)

1. Materiat

Oznaczanie aktywnos$ci fosforylazy w ziarnie groszku przeprcwadzalem
w Skierniewicach, korzystajac z materialu uzyskanego z do$wiadczalnych
wysiewéw i analizowanego — niezaleznie od mojej pracy — przez zespot
pracownikow Zakladu Warzywnictwa SGGW, w ramach prac badawczych
nad przydatnoscia odmian warzyw dla przetworstwa, prowadzonych od
lat pod kierunkiem prof. dra Emila Chroboczka. Groszek zbierano z pola
w trzech kolejnych terminach zbioru co 2 dni, przy czym terminy starano
sie dobra¢ tak, aby zbiér I byt przedwczesny, zbiér 1I przypadat w okresie
optymalnej dojrzalosci przetwoérczej, a zbior III dawal groszek za stary
do przerobu na konserwy. Wilasciwy moment sprzetu okre$lany byl na
podstawie préby organoleptycznej ziarna, oraz zewnetrznych cech dojrza-
tosci strgkéw, bez stosowania chemicznych badz fizycznych metod okres-
lania dojrzatosci. Dopiero uzyskane po zbiorze wyniki analizy chemicznej
zlarna pozwalaly wnioskowaé o prawidlowosci obranego terminu zbioru.
%’rzy opisie pracy przyjalem, ze wszystkie terminy zbioru ustalono wla-
Sclwie.

Aktywnosé fosforylazy oznaczalem zaraz po wyluskaniu ziarna ze stra-
kéw w sredniej prébie ziarna niesortowanego a takze po rozdzieleniu
groszku na sitach na frakcje wielkosci — w kazdej frakeji oddzielnie.

W innych czesciach roslin grochu oznaczalem aktywnos¢ w czasie miedzy
I i TI zbiorem. Oznaczenia aktywnosci fosforylazy w ziarnie groszku
SzeSciu odmian przeprowadzitem w 1955 r. i powtérzytem w ziarnie czte-
rech odmian w roku nastepnym.
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2. Aktywnos¢ fosforylazy w ziarnie groszku
zaleznie od terminu zbioru

10 g ziarna sredniej proby, pobranego natychmiast po wyluskaniu ze
stragkéw, ucierano w mozdzierzu porcelanowym wraz z 10 ml 0,005-m
swiezego roztworu KCN. 1 ml odcisnietego przez gaze soku (uwazany za
ilos¢ reprezentujgcg 1 g ziarna) pobierano do oznaczenia aktywnosci fos-
torylazy metoda wyzej opisang, przy uzyciu inhibitoréw. Wobec niskie]
aktywnosci enzymu — po kilku poczatkowych oznaczeniach — przediu-
zono czas inkubacji do 30 minut. Wyniki oznaczet aktywnosci (w przy-
jetych jednostkach) dla niesortowanego ziarna kilku odmian zebrano w ta-
veli I, w ktorej dla zobrazowania stopnia dojrzalo$ei groszku podano jed-
noczesnie zawartos¢ suchej masy i warto$é stosunku skrobia: cukry, wg
oznaczen zespolu asystentéw Zakladu Warzywnictwa SGGW. Suchg mase
Oznaczano przez wysuszenie 10 g utartego ziarna $redniej préby na 2 szal-

Tabela 1

Aktywnos¢ fosforylazy w niesortowanym groszku réznych odmian zalezniec od terminu
zbioru (dojrzatosci ziarna). Rok 1955

l

Odmiana, zbior 'i Sucha masa ¢, Skrobia: cukry ! AKktywnoéé z inhibit.
Alaska I I 23,98 1,51 0,30
T 27,50 1,51 0,50
I1I , 30,67 2,21 1,30
i ;
Cud Ameryk! I | 20,54 0,90 0,30
II 22,29 0,45 0,40
I11 25,21 0,55 1,90
Delikates I 20,33 0,41 0,00
i 22,97 | 0,63 0,58
ITI 26,25 ! 1,08 ! 1,40
Szlachetna I ’ 18,47 0,38 0,00
Perta II 1 20,72 0,47 0,20
I | 22,60 0,70 0,50
Folj I ( 19,56 — 0,00
I | 21,27 - | 0,06
I1I ’ 21,33 — 0,85
Lincoln I ’ 19,70 0,21 0,55
II 21,83 0,39 0,20
111 ‘ 25,25 0,75 028
Srednio 1 ! 20,43 0,68 0,19
11 | 22,76 0,69 0,32
I | 25,21 1,06 1,04
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kach Petriego poczatkowo na }azni wrzgcej do pozornej suchoéci, a na-
stepnie w suszarce o temp. ok. 98° w ciagu 1 godz. +X (15 min.). Cukry
jako cukry ogolem po inwersji oznaczano met. Bertranda, a skrobie ozna-
czano posSrednio takze met. Bertranda po diugiej hydrolizie wg Lintnera.

Aktywnos¢ fosforylazy wyraznie wzrasta w miare dojrzewania grosz-
ku, co potwierdza sie¢ wyraznie przy dalszym pozostawieniu groszku na
polu. Na przyklad w groszku odmiany Alaska w 2 dni po III zbiorze
aktywno$¢ wzrosta do 1,9 jednostek, a po dalszych 5 dniach — do 4,25
jednostek. Takze w groszku przejrzalym odmiany Szlachetna Perla aktyw-
no§¢ fosforylazy wielokrotnie wzrosta w poréwnaniu z okresem przydat-

nosci przetworcezej, uzyskujgc w 6 dni po III zbiorze poziom 2,95 jednostek
aktywnosci.

3. Aktywnos$¢ fosforylazy w ziarnie groszku
zalezenie od wielkos$ci ziarna

Ziarno groszku rozsortowano wg wielkosci przesiewajgc na sitach
i oznaczono aktywnos$¢ w poszczegdlnych frakcjach. Konieczno$é wielokrot -
nego przediuzenia czasu inkubacji, ponad pierwotnie projektowany czas
irzech minut, ograniczyla mozliwosci dokonania duze) liczby oznaczen
w trudnych warunkach lakboratorium terenowego. Dlatego tez w zesta-
wieniu wynikéw oznaczania aktywnosci dla roznych frakeji wielkosci
ziarna brak danych dla niektorych zbioréw poszczegélnych odmian. Wy-
niki obrazuje tabela 2.

Wyniki tabeli 2 sg gorsze od oczekiwanych. Oczekiwano, ze ziarnd
grubsze, zawierajgce wiecej suchej masy i skrobi, kazdorazowo wykaze
wyzszg aktywno$é niz ziarno drobniejsze. Okazalo sie, ze prawidlowos¢ ta
utrzymuje sie przez trzy pierwsze frakcje wielkosci, a we frakcjach naj-
drobniejszych zostaje wyraznie zaklocona. Wydawato sie prawdopodobne,
ze na wynik wplywa tu wielokrotnie wieksza ilo$¢ ziarn w prébce; mozna
Ly sadzi¢, ze w mlodych zawigzkach istnieje pewna wyjsciowa aktywnos¢
fosforylazy, niezmienna w pierwszym okresie przyrostu masy poszczegol-
nych ziarn. Jednak brak aktywnosci w miodym groszku $redniej proby
Podwaza takie rozumowanie. Bardzie]j prawdopbdobne jest przypuszczenie,
ze warstwy zewnetrzne, ktoérych w ziarnie drobnym jest stosunkowo duzo.
“awieraja wiecej fosforylazy niz srodkowe czesci ziarna.

Zaobserwowano pewng zmienno$é zawartosci fosforu nieorganicznego
W zlarnie, mianowicie dla ziarna drobniejszego zabarwienie $lepej proby
bylo bardziej intensywne, nie uchwycono tego jednak liczbowo. Na blizsze
Wy’jaénivenie wspomnianej nieprawidtowosci i uchwycenie liczbowe zmien-
10S¢l zawartosei fosforu nieorganicznego trzeba bylo zaczeka¢ do nastep-
1€go okresu wegetacyijnego.
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Tabela 2
Aktywnos$¢ fosforylazy w groszku zaleznie od wielko$ci ziarna
2 a — odmiana Alaska
B Wielkoéé
Zbi6r 9—10 mm 8§—9 mm 7—8 mm 6,5—7 mm
II 0,80 0,35 0,35 0,70
11T 1,30 0,90 1,30 1,05
2 b — Odmiana Cud Ameryki
Wielko§é
N 1}:)01;?: 9—10 mm 8—9_mm 7—8 mm 6,5—7 mm
I 0,20 — — — —_
11 0,60 — _ — —
111 1,40 1,30 0,85 0,90 1,00
2 ¢ — Odmiana Delikates
I 0,00 0,00 ! 0,00 0,00 0,00
1T 0,62 0,50 l 0,22 0,70 0,90
11T 148 1,52 | 1,55 1,30 1,25
2 d — Odmiana Szlachetna Perla
I J 0,00 - - — —
IT 0,20 = — — —
III 0,20 0,20 I 0,06 0,50 0,30
2 e — Odmiana Foli
|
I 0,00 { 0,00 0,00 il 0,00 0,00
1I 0,06 | — { — — —
I1T 0,75 ‘ 0,60 | 0,50 I 0,50 0,25
2 f — Odmiana Lincoln
II 0,30 0,10 0,20 0,15 0,58
III 0,40 0,25 0,06 0,30 0,20

4. Aktywnos$¢ fosforylazy

w

innychtkankach roéliny

Zbadano rozmieszczenie fosforylazy w tkankach roslin grochu. Sto-
sujac te samg metodyke, nie stwierdzono aktywnosci fosforylazy w todygach
ani strgczynach, natomiast w liSciach groszku znaleziono wyzsza aktyw-
nos¢ enzymu niz w zielonym ziarnie. Wyniki oznaczen, przeprowadzonyCh
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w czasie miedzy II i III zbiorem, obrazuje tabela 3. Aktywno$é oznaczano
tu przy uzyciu inhibitor6w. Wyniki tabeli 3 potwierdzaja udziat fosfory-
lazy w budowie skrob:i asymilacyjnej.

Tabela 3
Aktywno$¢ fosforylazy w liSciach réznych odmian groszku w okresie peilnej
dojrzalo$ci przemystowej ziarna 1955 r.

. Cud Ame- ]
Odmiana Alaska u ryk’ine Delikates Szl;::xlztna Foli Lincoln
Aktywnos$¢ z inhib. 1,65 1,30 1,90 2,20 2,15 1,50

5. Spadek aktywnosci fosforylazy w ziarnie
po wyluskaniu go ze strakow

Na skutek do$¢ szybkiego zaniku cukru, jaki zachodzi w czasie po wy-
tuskaniu ziarna ze strgkéw, przeréb przemyslowy groszku na konserwowy
prowadzony jest mozliwie sprawnie. Kazdy przest6j w procesie produkeji
lub spigtrzenie surowca powoduje wyrazne obnizenie jakoéci groszku,
w ktérego smaku zanika slodycz, a ujawnia sie mgczystosé. Istnieje nawet
wéréd technologéw malo prawdopodobne przekonanie, ze w tym czasie
cukier jest przemieniany na skrobie. Gdyby tak bylo, przemiana powinna
zachodzi¢ pod wplywem fosforylazy, a wiec aktywno$é¢ tego enzymu po-
winna sie po wyluskaniu utrzymywaé. Gdyby natomiast zachodzity zmiany
w aktywnosci w tym okresie, znaczenie poréwnawcze moglyby mieé je-
dynie wyniki oznaczen, wykonanych w tym samym czasie po wyluskaniu
ziarna ze strakéw. Zakladajac mozliwoéé zmian aktywnosci enzymu, ozna-
czenia wykonywano zaraz po wyluskaniu, a dla przesledzenia ewentual-
bych zmian aktywnosci wykonano specjalne serie oznaczen.

Ziarno groszku odmiany Alaska, frakcji 9—10 mm, rozdzielono na
cztery probki. W jednej oznaczono aktywno$é zaraz po wytuskaniu, druga
Przechowywano w catosci na sucho, trzecig przechowywano w catosci pod
roztworem 0,005-m KCN, a z czwartej przechowywano wyciag cyjankowy
Przygotowany tak jak do kazdego oznaczenia aktywnosci. Czas przecho-
Wywania prébek do trzech godzin, temperatura ok. 20°. Wyniki tych do-
Swiadezen obrazuje tabela 4.

Wyniki tabeli 4 wskazujg, ze sluszna byla zasada oznaczania aktyw-
nosci zaraz po wyluskaniu. Zastosowanie cyjankowego wyciggu elimino-
Walo bledy mogace powstaé¢ przy réznicach w czasie przygoiowywania
- Mieszanin inkubacyjnych.

Jedoczesnie wyniki te wskazuja, ze fosforylaza jest nietrwata w grosz-
ku. miodym, a trwalosé jej wzrasta w miare dojrzewania ziarna. Wpraw-
dzie nie zbadano bezposrednio udzialu fosforylazy w procesie zanikania
CUkru w ziarnie wyluskanym, zwrécono jednak uwage na fakt, ze
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Tabela 1
Spadek aktywnoSci {fosforylazy w czasie przechowywania wyluskanego ziarna
groszku odmiany Alaska o réznym stopniu dojrzatosci

' Aktywnos$¢ po 3 godz. przechowywania

Akiywnos&é )

Dojrzalosé Zaraz po wy- i . s 1 i -
| mekamtasuchegosiama | oo o e | Kowego 0,005
l |
I zbi6r | 0,80 i 0,06 0,09 0,80
III zbiér | 1,30 0,45 0,55 1,30
4 dni po III zbiorze i 1,90 I 1,90 1,90 1,90

w groszku najdrobniejszym, w ktoérym zanikanie cukru zachodzi najszyb-
ciej, aktywnos$¢ fosforylazy byla niewielka a jednocze$nie trwato$¢ enzymu
najmniejsza. Pozwala to sadzi¢, ze jedynie procesy oddechowe tkanki —
niezalezne przy katabolizmie cukréw prostych od czynnosci fosforylazy —
s3 powodem spadku slodyczy po wyluskaniu groszku ze strgkéw. Jedno-
czesnie ujawnia sie posmak magczysty, dotychczas zamaskowany slodycza.
6. Wplyw blanszowania na aktywnos$¢ fosforylazy
w groszku mrozonym

Rosoff i Cruess™ oraz Guyer i Holmquist?, a pdzniej
szereg innych autoréw amerykanskich stwierdzali reaktywacje enzymoéw —
glownie peroksydazy — w groszku, kalafiorach i innych warzywach mro-
zonych, poddanych uprzednio blanszowaniu (obgotowaniu) lub kroétko ste”
rylizowanych. Inaktywacja enzymu, obserwowana zaraz po zabiegu ter-
micznym, okazywala sie niezupelna i aktywnos$¢ pojawiala sie ponownie
po pewnym okresie przechowywania konserw.

Na marginesie swej pracy sprawdzilem czy inaktywacja tosforylazy
w czasie blanszowania groszku przeznaczonego do zamrozenia jest catko-
wita. Stwierdzilem, ze w czasie blanszowania przez trzy minuty w wodzie
o temp. 100° aktywnos¢ fosforylazy calkowicie zanika i nie pojawia sie
pcnownie ani po zamrozeniu groszku, ani w czasie jego chiodniczego
przechowywania. , |

Dotychczas omoéwione wyniki badan byly juz w skrécie referowane
"~ doniesieniu tymczasowym 77,

BADANIA W II OKRESIE WEGETACYJNYM (1956 r.)

1. Zmiana w metodyce oznaczania aktywno$cl

W doswiadczeniach wstepnych przed I okresem wegetacyjnym zaobser-
wowano, ze wynik oznaczenia aktywnosci fosforylazy przeliczony na trzy
minuty inkubacji pozostaje na stalym poziomie, gdy czas inkubacji prze-
diuza si¢ do 6, 9 lub 12 minut. W praktyce okazalo sie konieczne przediu-
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zenie czasu inkubacji do 30 minut, wobec niskiej aktywnosci enzymu.
Kontrole przebiegu reakcji w czasie dluzszym od 12 minut wykonano do-
piero po zakonczeniu badan polowych.

Gdyby reakcja stale zachodzila w stopniu zerowym, na wykresie —
na ktorego osi odcietych odtozono czas w trzyminutowych odstepach, a na
osi rzednych aktywnos¢ w przeliczeniu na trzy minuty inkubacji — po-
winno sie uzyska¢ linie prosta. Wyniki doswiadczenia kontrolujgcego
przebieg reakcji w czasie obrazuje rys. 4.

Wykres wskazuje, ze reakcja przebiega zgodnie ze schematem dla re-
akcji stopnia zerowego przez pierwsze 15 minut inkubacji. a nastepniz
odbiega od tego schematu. Aktywnos¢ fosforylazy nieznacznie, ale stale
spada w zakresie czaséw inkubacji od 18 do 30 minut. Z do$wiadczenia
tego wyciagnieto wniosek, ze wszystkie wyniki I okresu wegetacyjnego
sa nieco nizsze od faktycznej aktywnosci enzymu, jaka otrzymano by przy
zatlozonych w ustaleniu jednostki aktywnosci trzech minutach inkubacji.
Na podstawie tych wynikéw zmieniono metodyke dalszych oznaczen ak-
tywnosci w ten sposéb, ze czas inkubacji skrécono do 15 minut, a dwu-
krotnie zwigkszono objetosé ptynu pobieranego po odwirowaniu do ozna-
czenia uwolnionego fosforu nieorganicznego. Rozwigzanie tegn typu nie
bvio mozliwe w I okresie wegetacyjnym, gdyz nie dysponowazno wtedy
wirowkg o odpowiednio duzych naczyniach.

Aktywnosc w przeliczeniu na 3 inkubacy/
)
)
s

S 2

A Il [ 1 i 1 1 1 ] ,

Y T R T A T 2N/

" Czas mnkubag .

Rys. 4, Zaleznoéé wyniku oznaczania aktywnosci fosforylazy grochowe)
(przeliczonego na 3’) od czasu inkubacji
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2. Aktywnos$é¢ fosforylazy w ziarnic
zaleznie od terminu zbioru

W badaniach drugiego okresu wegetacyjnego wszystkie oznaczenia ak-
tywnos$ci przeprowadzano réwnolegle: raz z dodatkiem inhibitoréw tak
jak w roku poprzednim i drugi raz bez dodatku do mieszaniny inkuba-
cyjnej inhibitoré6w enzymoéw towarzyszacych fosforylazie. Za poziom ak-
tywno$ci w kazdej wersji oznaczenia kazdorazowo przyjelo Srednia
z dwoch réwnoleglych oznaczen, nie réznigcych sie odczytem wigcej niz
0 159% wartosci odczytu.

Wyniki oznaczania aktywnosci fosforylazy w trzech kolejnych termi-
nach zbioru (co 2 dni) dla 4 odmian zebrano w tabeli 5.

Tabela 5

Aktywnosé fosforylazy w niesortowanym groszku kilku odmian zaleznie od terminu
zbioru (dojrzato$ci ziarna). Rok 1956

Aktywno$é fosforylazy w jednostkach
Odmiana, zbiér Sucha masa 9, |
! z dodatkiem inhib. | bez dod. inhibit.

Alaska I 20,11 0,30 i 0,65
I 20,26 | 0,40 0,80

III | 22.45 1,00 1,65

Szlachetna 1 18,70 0,50 0,75
Ferta II 19,76 0,55 0,80
III 21,55 0,95 1,05

I . 19,67 0,70 1,05

II 19,22 0,25 0,70

II1 20,31 0,80 1,00

Foli I 19,18 0,00 0,50
II 20,12 0,55 1,00

I1I 22,06 0,80 1,10

I 19,32 0,50 0,70

IT 19,94 0,65 1,15

III 21,28 0,95 1,65

Daisy I 19,99 0,65 0,80
iI 21,09 0,85 1,10

I1I 21,43 1,10 1,45

I1 20,38 0,60 0,95

III 21,82 0,70 0,80

Srednio I 19,50 044 0,74
II 20,11 : 0,55 ' 10,93

111 21,56 0,90 1,24
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Dla niektérych odmian serie oznaczen powtérzono przy zbiorze z innego
poletka doswiadezalnego, na ktérym groszek byt wysiany pézniej o lkil-
kanascie dni. '

Podobnie jak w tabeli 1 obrazujacej wyniki z 1955 r., w tabeli 5 daje
sie zaobserwowa¢ wyrazny wzrost aktywno$ci enzyméw w miare dojrze-
wania groszku, réwnolegle ze wzrostem w ziarnie zawartosci suche;j masy.

3. Aktywnos¢ fosforylazy
w ziarnie posortowanym wg wielkosSci

Dla potwierdzenia wynikow zebranych w tabeli 2, zbadano takze w II
okresie wegetacyjnym aktywnos$¢ fosforylazy w ziarnie réoznej wielkosci.
Do oznaczen wzigto groszek odmiany Szlachetna Perla, jako najczesciej
uprawianej do celow przetworczych, a jednoczesnie badanej przez nas
uprzednio w innej pracy ’®. Groszek z trzech kolejnych zbioréw rozdzie-
lono na sitach wg wielkosci i w kazdej frakeji oznaczono aktywno$é oby-
dwoma wariantami metody. W tabeli 6, obrazujacej wyniki tych ozna-

Tabela 6

Zawarto§¢ suchej masy i aktywnos¢ fosforylazy w groszku odmiany Szlachetna Peria
w zalezno$ci od wielko$ci ziarna dla trzech kolejnych terminéw zbioru
(co 2 dni). Rok 1956

Sucha masa Akiywnoéé¢ z inhib, Akt. bez inhib.
Wielko&¢ ziarna

I zbi6r | II zbi6r|1II zbiér| I 1 I I n o
ponad 10 mm - - — - — | 0,85 — — | 1,40
9—10 mm — — | 21,19| 065 050 | 0,70 | 1,30 | 1,40 | 0,90
8—9 mm 20,18 | 19,81 | 20,52| 045 | 0,20 | 0,55 | 1,15 | 0,65 | 095
7—8 mm 19,72 | 18,57 19,93| 040 | 0,15 | 0,25 | 0,80 | 0,65 | 0,60
6,5—7 mm 19,49 | 19,13| 1947| 020 | 0,30 | 0,25 | 0,70 | 1,05 | 0,60

°zen, podano takze zawarto$é suchej masy wg oznaczen zespolu pracow-
nkéw Zakladu Warzywnictwa.

Przegladajac pionowe rubryki tabeli 6 widzimy, ze przy kazdym zbio-
I7e aktywno$é¢ spada w miare zmniejszania sie wielkoéci ziarna i to za-
réwno, gdy byla oznaczana w obecnosci inhibitoréw, jak i w ich nieobec-
nosci.

- Podobnie jak w I roku badan ziarno najdrobniejsze (frakcja 6,5—7 mm)
0dchyla sig od tej reguly. Sprawdzono czy na wynik nie wplywa tu sto-
Sunkowo wyzsza zawartosé skérki. Okazalo sie jednak, ze w skérce ziarna
weale nie ma fosforylazy; calo§é enzymu prawdopodobnie zlokalizowana
]e.st W liScieniach. Rozkladu enzymu w liscieniach nie zbadano, tym samym
lile znaleziono wytlumaczenia, dlaczego w ziarnie najdrobniejszym zda-

a S——
Rgczn_ techn. i chem. zywnoscl
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1zaja sie wyniki aktywnoS$ci nadspodziewanie wysokie. Wracajgc do omoé-
wienia tabeli 6 mozna powiedzie¢, ze nie wida¢ zadnej prawidlowosci w ru-
brykach poziomych; nieuporzadkowanym wahaniom podlega zaréwno
sucha masa jak i aktywnos¢. Mozna by z tego wyciagnaé¢ wniosek, ze zadna
z rozpatrywanych frakcji wielkosci nie jest tak miarodajna przy ocenie
dojrzalosci jak Srednia préba ziarna niesortowanego.

4, Wartos¢ odczytow tzw. ,Slepej proby“ w przeli-
czeniu na zawartosé¢é fosforu nieorganicznego
i fosforu zwigzko6w latwohydrolizujagcych

Juz w I roku badan zaobserwowano zmiennos$¢ w zawartosci fosforu
nieorganicznego w ziarnie groszku. W celu sprawdzenia czy zmiany te za-
chowuja jaka$ prawidlowos¢, w II okresie wegetacyjnym przy kazdym
oznaczeniu aktywnosci fosforylazy notowano wartos¢ ,,$lepej proby‘ w ko-
lorymetrycznym oznaczeniu fosforu metodg Sumnera. Od wartoSci tej
odejmowano odczyt, jaki dawaly same odczynniki (gléwnie preparat estru
Corich) bez wprowadzenia soku ro$linnego. Wyniki wyrazone w mg% ze-
stawiono w tabelach 7 i 8. W tabeli 7 podano $rednie wyniki z trzech
oznaczen — kazde w 2 powtdérzeniach. W tabeli 8 podano $rednie wyniki
z czterech oznaczen — kazde w 2 powtorzeniach.

Tabela 7

Zawarto§é fosforu nieorganicznego i fosforu zwigzkéw latwo hydrolizujacych
w ziarnie réznych odmian zaleznie od stopnia dojrzatosci groszku.
Wyrazono w mg% w zielonej masie

Zbiér
Odmiana

1 1I III

Alaska 27.6 21,8 20,0
Szlachetna Perla 16,8 17,9 14,0
Foli 18,9 114 9,7
Daisy 12,5 14,0 13,9
Srednio 18,9 16,3 14,4

Wyniki tabel 7 i 8 wskazuja, ze w miare dojrzewania groszku zmniejsza
si¢ w ziarnie ilo§é¢ fosforu nieorganicznego, a wlasciwie sumy fosforu nie-
organicznego (As, Si) i fosforu tych zwiazkéw latwo hydrolizujacych, ktore
ulegajg rozkladowi w warunkach oznaczenia fosforu metoda Sumnera. T2
zmiana zawartosci fosforu nieorganicznego ciekawa jest, gdy rozpatruje
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sie stany réwnowagi w procesach fosforylacji cukréw i nastepnie ich de-
fosforylacji w czasie wigzania skrobi.

Obserwacja ta nakazuje duzg ostrozno$é w ocenie stwierdzanych nie-
kiedy wyzszych pozioméw aktywnosci fosforylazy w bardzo drobnym ziar-
nie i tlumaczy wieksze rozproszenie wynikéw pojedynczych oznaczeh
aktywnosci, jakie obserwowano przy ziarnie drobnym. Dla ziarna drobnego

Tabela 8

Zawartos¢ fosforu nieorganicznego w groszku zaleznie od wielkoéci ziarna
Wyrazono w mgf w zielonej masie. Rok 1956

) Wielko$¢é ziarna mm S
\ ~ 10 9—10 8—9 7-8 6,5—7 il
Odmiana towane
Alaska — 10,3 \ 15,6 , 18,0 l 21,6 22.2
Szlachetna Perla 10,0 100 | 155 170 | 19,2 15,9
Daisy 8,9 11,7 / 13,8 } 156 | 18,0 13,7
' | |
Srednio ' 8,5 l 10,7 15,0 16,9 ' 19,6 17,3

bowiem warto$é odezytu Slepej proby jest kilkakrotnie wyzsza od war-
tosci odezytu reprezentujacej aktywnos¢ fosforylazy.

Schwimmer i Weston% w swoich badaniach nad procesem
tworzenia amylozy przez fosforylaze ziemniaczang zaobserwowali, ze procz
wielu inhibitoré6w pewien wplyw na przebieg reakcji wywiera stezenie
ortofosforanu. Wysuneli oni przypuszczenie, ze fosforan w reakcji fosfo-
rolizy moze mieé¢ inne znaczenie niz tylko wplyw na stan réwnowagi
reakcji syntetycznej. Przyjecie ich wniosku ulatwia interpretacje wynikéw
tej pracy.

Uzyskane we wcezesniejszych badaniach 7 poréwnywalne wyniki wska-
2Uj3, Ze poziom zawartosci fosforu ogblnego jest okolo 5-krotnie wyzszy
niz znajdywane tu ilosci fosforu nieorganicznego i przeciwnie niz poziom
fosfory nieorganicznego, wzrasta on w miare dojrzewania groszku. Po-
dobny przyrost zawartosci fosforu ogdélnego w ziarnie fascli znalazl
L0€‘Wenberg79.

Mozna Przypuszcza¢, ze z chwilg wzrostu aktywnosci fosforylazy ros-
.4 Zmniejsza ilos¢ ,,obiegowego* ortofosforanu w tkance ziarna, ktory
e jest tu juz konieczny w tej ilosci, gdyz obieg zachodzi znacznie szybcie;.
Badania poréwnaweze nad poszczegélnymi tkankami rosliny muszg byé
Jlak w tej pracy — prowadzone stale w tej samej porze dnia, gdyz wg
Hansona Biddulpha ilosé fosforu w lisciu znacznie wzrasta, gdy

2achodzi fotosynteza, istnieje wiec obawa miedzytkankowego obiegu orto-
fosforany

lin

e
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STATYSTYCZNA OCENA WYNIKOW

1. Ocemna istotnos$§ci rdé6znicy wynikéw oznaczania

aktywnos$ci fosforylazy po wprowadzeniu do mie-

szaniny inkubacyjnej inhibitoréw enzymow towa-
rzyszgcych fosforylazie

Jak juz wyzej wspomniano w II roku badan oznaczanie aktywnosci
fosforylazy prowadzono réwnolegle dwiema metodami. W celu stwierdze-

Tabela 3
X X3 X;—Xp (x;—X,)?
0,50 0,00 0,50 0,25
0,60 0,20 0,40 0,16
0,60 0,25 0,35 0,1225
0,65 0,20 0,45 0,2025
0,65 0,15 0,50 0,25
0,65 0,30 0,35 0,1225
0,70 0,20 0,50 0,25
0,70 0,25 0,45 0,2025
0,70 0,50 10,20 0,04
0,74 0,44 0,30 0,09
0,75 0,50 0,25 0,0625
0,80 0,40 0,40 0,16
0,80 0,40 0,40 0,16
0,80 0,55 0,25 0,0625
0,80 0,65 0,15 0,0225
0,80 0,70 0,10 0,01
0,90 0,70 0,20 0,04
0,93 0,55 0,38 0,1444
0,95 0,55 0,40 0,16
0,95 0,60 0,35 0,1225
1,00 0,80 0,20 0,04
1,00 0,55 0,45 0,2026
1,05 0,30 0,75 0,5625
1,05 0,95 0,10 0,01
1,10 0,80 0,30 0,09
1,10 0,85 0,25 0,0625
1,15 0,45 0,70 0,49
124 0,90 0,34 0,1156
1,30 0,65 0,65 0,4225
1,40 0,85 0,55 0,3025
1,40 0,50 0,90 0,81
1,46 1,10 0,35 0,1225
1,65 0,95 0,70 0,49
1,65 1,00 0,65 04226
32,51 18,74 13,77 . 6,1775
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nia czy roznica w metodyce daje wyniki znamiennie rézne, w tabeli 9 ze-
stawiono parami wyniki tych oznaczen. Sa to wyniki z tabeli 5 i 6 upo-
rzagdkowanie wg wzrastajgcej wartosci odezytu bez inhibitoréw (r1); (s —
odezyt z inhibitorami).

Obliczenia do tabeli 9:

T, — x,)2 !
(2, — xp)% — (IN 2)
Standard réznicy Sr = N —1
=1 2 |
61775 (3251 — 1874)
34
Sp — 23 = 0,6031
Sr 0,6031
Blad roznicy = ay — = 0,103
VN V34
. s sy s 32,51
Sredni odczyt bez inhibitoréw x, = " = 0,956
- 18,74
Sredni odczyt z inhibitorami x, = YR 0,551
_ 0,956 — 0,551
Liczba Studenta t = 0.103 = 3,932

Warto$¢ graniczna liczby Studenta przy liczbie stopni swobody rownej
W tym przypadku 2N == 68 i prawdopodobienstwie 0,01 wynosi 2,66.

Poniewaz znaleziona wartosé liczby Studenta jest wyzsza cd wartosci
granicznej, mozna twierdzi¢ z duzym prawdopodobienstwem, ze réznica
miedzy wynikami oznaczania aktywnoSci w obecnosci i w nieobecnosci
‘nhibitoréw jest istotna. W rownoleglych oznaczeniach wynik bez inhi-
bitoréw stanowi $rednio 173,4% wyniku otrzymanego przy uzyciu inhibi-
toréw dla enzymoéw towarzyszacych fosforylazie.

2. Ocena zmiennoéeci aktywnos$ci fosforylazy
Stwierdzona zmiennogé aktywnosci fosforylazy podlega pewnym re-
gulom. Widoczne to jest juz na pierwszy rzut oka, przy rozpatrywaniu
*rednich wynikéw zestawionych w tabelach 1, 2, 5 i 6.
. Pelniejszy obraz tej zmienno$ci moze daé¢ statystyczna ocena wszyst-
lﬁ(’h_ indywidualnych wynikéw oznaczen. Oceny tej dokonano zestawiajac
tablice korelacyjne. Sposéb obliczenia korelacji przedstawiono przy omé-
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wieniu tabeli 12. Tabela 10 przedstawia korelacje miedzy aktywnoScig
fosforolazy (z inhibitorami) i czasem sprzetu dla wszystkich odmian i obu
okresow wegetacyjnych Ilgcznie. Cechy wykazuja dodatnig korelacje.
Wspotczynnik korelacji » = +0,475.

Tabela 10

Tablica korelacji miedzy aktywnoscig fosforylazy (oznaczong przy uzyciu inhibitoréw)
i czasem sprzetu dla 6 odmian z r. 1955 i 4 odmian z r. 1956 1gcznie

Aktywnosé .
Zbi6r 0-0,30 0,30—0,60 0,60—0,90 0,90—1,20
| rd
IT 4 | 6 4 2/
111 2 | 1 1 4 } 9 N=47

Tabela 11 przedstawia korelacje miedzy aktywnos$cig (bez inhibitorow)
i czasem sprzetu dla 4 odmian z 1956 r. Podobnie, cechy wykazujg dodat-
nig korelacje, przy wspélczynniku korelacji » = +0,576.

Sprawdzono dalej, czy istnieje korelacja miedzy zawartoscig suche]
masy i aktywnoscig fosforylazy. Tabela 12 obrazuje te korelacje dla
wszystkich odmian i 2 lat. Obliczenia wskazujg, ze $Srednia zawartos¢ suche|

Tabela 11

Tablica korelacji miedzy aktywnosciag fosforylazy (oznaczong bez inhibitoréw)
i czasem sprzetu dla 4 odmian z r. 1956

AKRtywnosé 50
Zbi6r 0,30—0,60 0,60—0,90 0,90—1,20 1,20—1,
/
I 1 4 1 /
- 4 5 /
|
I 2 4 3 |N=24

masy wynosi 21,235%, przy odchyleniu standardowym 1,40. Srednia
aktywno$é (z inhibitorami) wynosi 0,56 jednostek, przy odchyleniu stan-
dardowym 0,402. Korelacja miedzy cechami jest dodatnia, Wspélczynnik
korelacji r = +0,479.

Obliczenia korelacji, przy kiérych rozpatruje sie lgcznie wszystkie od-
miany groszku, dajg wspélezynniki korelacji mniejsze, niz mozna by otrzy~
ma¢ dla jednej odmiany lub kilku odmian podobnych (np. oddzielnie dla
odmian o ziarnie gladkim i pomarszczonym). Jednak dla zwiekszenia Ogélf
nej liczebno$ci rozpatrywanych oznaczehi wzieto tu do oceny wszystki®
zgromadzone w ciggu 2 lat wyniki, obejmujgce wszystkie badane odmiany-
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3. Ocena zmiennos$ci zawartosci fosforu
nieorganicznego

Zbadano korelacje miedzy zawartoscig fosforu nieorganicznego i wiel-
ko$cig ziarna wg liczebnosci zestawionych w tabeli 13. Dla trzech odmian

Tabela 13

Tablica korelacji miedzy zawartosciag fosforu nieorganicznego a wielkoScig ziarna
dla 3 odmian z r. 1956

P nieorg. mg % |
10—12 12—14 14—16 16—18 18—20 1
mm $rednicy .

4

7

/
/

> 10 3
9—10 7
8—9 [

5 1—8 4 3 '
6,59—7 3 8 |N=4

W O -
(%)
= o

z 1956 r. srednia zawarto$¢ fosforu nieorganicznego wynosi 15,22 mg%,
z odchyleniem standardowym 2,96. Korelacja w stosunku do wielkosci
ziarna jest ujemna, wspoéiczynnik korelacji ~ = —0,893.

Korelacje miedzy zawartoscig suchej masy i zawartoscig fosforu nieor-
ganicznego dla trzech odmian o ziarnie pomarszczonym z 1956 r. obrazuje
tabela 14. Srednia zawarto$é suchej masy wynosi 20,41, odchyienie stan-

Tabela 14

Teblica korelacji miedzy zawarto$cig suchej masy a zawartoscig fosforu nieorga-
nicznego dla 3 odmian o ziarnie pomarszczonym 1. 1956

P nieorg. mg %
10—12 12—14 14—-16 16—18 18—20
% S. m. .
19—20 1 | 4 5 4/
20—21 : 1 | 3 | 2 a o /
21—22 6 2 | 3 | N=33

dardowe 0,87. Srednia zawarto$é fosforu 15,12 mg%, odchylenie standar-
dowe 2,74. Korelacja jest ujemna, wspotczynnik korelacji r == —0,634.
Oddzielnie obliczono korelacje dla odmiany Alaska, charakteryzujace:
sie srednig zawarto$cig suchej masy 21,29% i wyzsza tez Srednig zawarto-
scig fosforu = 19,57 mg%. Wspélezynnik korelacji wypadl prawie iden
tyczny, a mianowicie r = —0,614. |
Wreszcie zbadano, czy zachodzi korelacja miedzy zawartoscia fosforu
nieorganicznego i aktywnoscig fosforylazy. Obliczenia dokonano na pod-
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stawie wynikéw zebranych w tabeli 15. Dla 58 oznaczen obejmujacych
4 omiany z 1956 r. Srednia zawartos¢ fosforu wynosita 16,14 mg%, przy
odchyleniu standardowym 4,07. Srednia aktywno$é fosforylazy (z inhibit.)
0,53 jednostek. Korelacja ujemna, wspélczynnik korelacji r = —0,641.

Tabela 15

Tablica korelacji migdzy zawartoscig fosforu nieorganicznego i aktywnoscig fosfo-
rylazy (oznaczong przy uzyciu inhibitoréw) dla 4 odmian z r. 1956

Aktywnosé
0—0,30 0,30—0,60 0,60—0,90 0,90-1,20
P nieorg. mg %

8—10
10—12
12—14
14—16
16—18
18—20
20—22
22—24
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4. Ocena dwéch nowych wskaznikoéw
dojrzatosci groszku na konserwy

Jezeli zestawi sie $rednie dzienne przyrosty zawartoSci suchej masy
1 aktywnosci fosforylazy oraz sredni dzienny spadek zawartosci fosforu
nieorganicznego w ziarnie, mozna powiedzieé¢, ze zawarto$¢ suchej masy
ulegajac najmniejszym zmianom jest najgorszym wskaznikiem dojrza-
1asei groszku.

Sredni dzienny przyrost zawartosci suchej masy w 18 prébkach ziarna
niesortowanego w 1955 r. wynosil 1,20%, a w 1956 r. dla 20 prébek ziarna
niesortowanego wynosit 0,52% dziennie, co po uwzglednieniu réznej li-
czebnoéci daje $redni przyrost za dwa lata o 0,84% na dzien. Poniewaz
srednia zawartosé suchej masy wg tabeli 12 wynosita 21,24%, dzienny
przyrost stanowil tylko 3,959% wartosci tego wskaznika. W tym samym
Czasie przy Sredniej aktywnos$ci fosforylazy 0,56 jednostek, dzienny przy-
fost aktywnosci wynosit 0,11 jednostek, co stanowi przyrost wartosc.
wskaznika 0 19,6 % dziennie. Na tej podstawie mozna twierdzi¢, ze aktyw-
nos¢ fosforylazy jest prawie pieciokrotnie czulszym wskaznikiem dojrza-
fosci groszku niz zawartogé suchej masy w ziarnie. Ten wzrost aktywnosci
staje sie szybszy w miare dojrzewania groszku. Jezeli aktywnos¢ w opty-
malnym czasie zbioru (zbiér 1I) przyjaé¢ za 100, wtedy aktywnos¢ na dwa
dni przed zbiorem wynosi 80%, a w dwa dni po zbiorze wzrasta do 163,6 % .

> ., o . . . r~
Podobnie zawartos¢é fosforu nieorganicznego spadala dziennie o 1,120

0 . . ’ L3 > 3
mg% (patrz tabela 7), co przy $éredniej zawarto$ci fosforu nieorganicznego
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15,12 mg% stanowi dzienny spadek o 7,3% wartosci wskaznika. Sredni
wzrost zawartos$ci suchej masy w tych samych prébkach wynosit 0,529%,
przy sredniej zawartosci suchej masy 20,41 %, co stanowi tylko 2,5% war-
tosci wskaznika. Mozna przypuszczaé, ze spadek zawarto$ci fosforu nie-
organicznego w ziarnie jest czulszym (okolo 3 krotnie) wskaznikiem doj-
rzewania niz wzrost zawartosci suchej masy.

Obserwacje te stajg sie jeszcze ciekawsze, gdy uwzgledni sie fakt, ze
cbydwa nowo proponowane wskazniki dojrzato$ci dajg wartosci lepiej
skorelowane z czasem zbioru niz zawarto$¢ suchej masy. Znacznie tez
lepiej skorelowane z czasem zbioru niz warto$é stosunku skrobia: cukry.

WNIOSKI

1. Stwierdzono obecnos¢ i okreslono aktywno$é¢ enzymu fosforylazy
w ziarnie groszku w okresie jego dojrzalosci przetwoérczej. Aktywnosé po-
jawia sie, gdy zawarto$¢ suchej masy w ziarnie osiggnie poziom co naj-
mniej 16,6 %. (Wyliczono przez ekstrapolacje prosta wg wynikéw zebra-
nych w tabeli 12). Przecietnie w okresie dojrzalosci przemyslowej aktyw-
nos¢ wynosi 0,56 jednostek i wzrasta o 0,11 jednostek dziennie. Ten wzrost
aktywnosci staje sie szybszy w miare dojrzewania groszku. Jezeli aktyw-
nos¢ w optymalnym czasie zbioru (zbiér II) przyjgé za 100, wtedy ak-
tywno$¢ na dwa dni przed zbiorem wynosi 80%, a w dwa dni po zbiorze
wzrasta do 163,6%. Aktywno$é jest dodatnio skorelowana z czasem; na
podstawie wynikéw dokonanych oznaczen znaleziono wspélczynnik kore-
lacji r = +0,576.

2. Aktywnos¢ fosforylazy w ziarnie w czasie zbioru jest rézna w roz-
aych frakejach wielkosSci posortowanego ziarna. Ziarno grubsze wykazuje
znacznie wyzszg aktywno$¢ enzymu niz ziarno drobniejsze. Zadna z prze-
badanych pieciu frakeji wielkosci ziarna nie dawala tak prawidlowych
zmian aktywnos$ci w czasie dojrzewania groszku jak $rednia préba ziarna
niesortowanego.

3. Aktywnos¢ fosforylazy zanika po wyluskaniu ziarna ze strgkéw. Ten
zanik aktywnosci jest szybszy w groszku mlodszym, a wolniejszy w, bar-
dziej dojrzalym; podobnie — szybszy w ziarnie drobniejszym a wolniejszy
we frakcjach ziarna grubszego. Aktywno$é utrzymuje sie dluzej w cy-
sankowym (0,005-m) wyciggu z ziarna, szybko oddzielonym od tkanki.

4. Aktywno$¢ fosforylazy catkowicie zanika w czasie blanszowania
groszku i nie pojawia sie ponownie po zamrozeniu ani tez w czasie chlod-
niczego przechowywania mrozonki.

5. Znaczng aktywno$é¢ fosforylazy (wyzsza niz w ziarnie przemysiowo
dojrzatym) znaleziono takze w lisciach groszku; nie stwierdzono natomiast
aktywno$ci w lodygach, straczynach ani w skéree ziarna.
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6. Wprowadzenie inhibitoré6w (molibdenian i HgCl,) do mieszaniny
inkubacyjnej hamuje aktywnos$¢ enzymoéw towarzyszacych fosforylazie
w wyciagu z groszku i wplywajacych na wynik oznaczenia aktywnosci
fosforylazy. Roznica w aktywnosci okreslonej przy uzyciu i bez uzycia
inhibitorow jest istotna. W réwnoleglych oznaczeniach wynik bez inhibi-
tor6w wynosit 173,4% wyniku otrzymanego przy uzyciu inhibitoréw.

7. Stwierdzono znaczng zmiennoé¢ zawartosei fosforu nieorganicznego
w ziarnie groszku. W miare dojrzewania groszku zawarto$é fosforu nie-
organicznego spada, mimo jednoczesnego wzrostu zawartosci fosforu cal-
kowitego. Przy S$redniej zawartosci fosforu nieorganicznego w ziarnie ok.
15 mg%, spadek zawartosci fosforu nieorganicznego wynosit 1,125 mgY%
dziennie.

Zawartos¢ fosforu nieorganicznego ulega zmianom w roznych frak-
cjach wielkoSci ziarna. W ziarnie drobnym znajdowano czestokroé¢ dwu-
krotnie wiecej fosforu nieorganicznego niz w ziarnie grubszym, pocho-
dzacym z posortowania wg wielkosci tej same] Sredniej proby ziarna.
Wyrazna ujemna korelacja charakteryzuje sie tu wspolczynnikiem kore-
lacji r = —0,893.

8. Aktywnos¢ fosforylazy jest w pewnym stopniu skorelowana z za-
wartoScig suchej masy. Korelacja jest dodatnia; wspotezynnik korelacji
T = +0,479.

9. Zawarto$¢ fosforu nieorganicznego jest skorelowana z zawartoscia
suchej masy. Korelacja jest ujemna; wspoétczynnik korelacji r = —0,634.

10. Aktywnos$¢ fosforylazy jest dobrze skorelowana z zawartoscig fos-
foru nieorganicznego. Korelacja jest ujemna; wspotezynnik korelacji
r = —0,641.

11. Aktywnosé fosforylazy moze by¢ dobrym wskaznikiem przemy-
stowej dojrzaloéci groszku; ulegajac znacznym zmianom w czasie jest
wskaznikiem prawie pieciokrotnie czulszym niz zawarto$¢ suchej masy.
Z uwagi na zlozong metodyke wskaznik ten moze byé stosowany gltéwnie
W pracach badawczych.

Podobnie, czulszym (ok. 3-krotnie) niz zawarto$¢ suchej masy wskaz-
nikiem dojrzatosci moze by¢ zawarto$¢ fosforu nieorganicznego. Metoda
Oznaczania jest ty szybka i prosta.
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AKRTHBHOCTL ®0CPOPUJA3H B HPEXHA3SHAYEHHOM
K KOHCEPBAUPOBAHHNIO 3EJEHOM T'OPOIIKE

Tocymapcreennnnit Muctntyr Tnruensr Otaenenne HMcecnenosaHus
ITumessix IlpoaykroB

Uccnenosana akTueHOCTH (hocchopunasbl B 3epHE IUIECTH COPTOB FOPOLIKA IO Me-
ToOny Greena n Stumpfa B mMogmdburaumm Hidy m Daya, npuMeHAA MHIMOMTODBI JJIA
CONyTCTBYIOmMX sHauMoB mo Bailey, Thomas u Whelan, CGop Kamzoro copra npo-
Somunca tpu pasa ¢ NPOMEIKYTKOM ABYX pAHeir. IIpuMHATaA eguMHMUUA COOTBETCTByeT
TO% aKTMBHOCTHM (bocchopunaskl, KOTOpas OcBOGOKAaeT u3 scbmpa Cori 0,01 Mr Heop-
'aHNYecKoro hocpopa B TeweHye 3 MMHYT NPy MepBOHAuANbHOM PH = 6,4 11 B Temm. 38°.

L KoHcratnposano npmeyrerBme u ompeneneHo aKTMBHOCTb —(hocdopuiashl
B 3epHe ropowka po BpeMd ero NpOMBIILJIEHHO! 3penocTu. AKTMBHOCTb OABAAETCH,
Korpa Conepkanme cyxoitr Macchl B 3epHe NOCTUTHET YDPOBEHb He MeHee 16,6%.
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Bo BepMsa NPOMLILIJIEHHOM 3PeJIOCTM aKTUBHOCTbL paBHAETCA B cpexnHem 0,56 enm-
HMI M Bo3pacraeT Ha 0,11 eauMHMI] B CYTKM. OTOT BO3PACT AaKTUBHOCTM NPOMUCXOANUT
ObICTpee MO Mepe co3peBaHMA ropomrka. Eciayu aKTMBHOCTE B CaMOe COOTBETCTBYIO-
mee BpeMa cbopa nNpuHATL Kak 100%, Toraa akTMBHOCTb Ha ABa AHA 10 cGopa co-
craBnser 80%, a B ABa miaA mnociae c6opa Bospactaer xo 163,6%. C cocraBiaeHUSA pe-
3yJILTATOB C IOJYYEHHLIX OMPEeAEeJIeHMUH MCUMCIEHO KO03(P(PULMEHT KOPPEeNALMUN aKTHUB=-
HOCTU B Bpemeuu r = -+ 0,576.

2. Bo BpeMs c60pa akKTMBHOCTHL (hbocopuiasel B COPTMPOBAHHOM 3€pPHE 3aBMCUT OT
pa3Mepa 3epHa. B 3epHe Gosiee KPYIIHOM aKTMBHOCTb BbIllle, Ye€M B MEJIKOM 3€pHE.
HecopTMpPOBaHHOE 3€pHO BO BpPeMs CO3PeBaHMA [aBaJIO M3MEHEHMS aKTMBHOCTM Ooiee
NpaBUJbHbIEC, HEXKEJI KaKoil Jmnb0o pa3Mep COPTUPOBAHHOIO 3€pHa.

3. AKTMBHOCTL docdopunassl ucdesaeT II0cjie BbUIYLIMBAHUA 3€pHa U3 CTPy4-
KOB. DTO MCYE3HOBEHME aKTUBHOCTM B 00Jjiee MOJIOAOM IOPOILUKE IIPOMCXOAUT ObICTpee,
yeMm B GoJiee 3pesioM; M TOXKe B 0oJjiee MeJKOM OblcTpee, 4eM B Gojiee KPYIIHOM 3€pHe.
ARTUBHOCTb IIPOAOJIKAaeTcA Aojblue B umaHucToM (0,005-M) 3KCTpakTe 3€pHA, OBICTPO
OTAEJICHHOM OT TKaHMU.

4. AKTUBHOCTBb (occopuia3bl COBEPLICHHO Mc4Ye3aeT BO BpeMsa OJAHIIMPOBaHMA
rOpOLIKA M HE MNOABJIAETCA OMNATb IOCJe 3aMapKMBaHMUA, HM BO BPeMA XOJOAUJILHOTO
XpaHeHUs.

5. BoJbLIYI0 AaKTMBHOCTb (pocdopmiasbl (BbIllle, YEM B I1POMBIIJIIEHHO 3DEJIOM
3epHE) HaeHO TaKIXKe B JIMCThAX rOPOILIKAa; HO HE KOHCTAaTMPOBAHO AKTMBHOCTA
B cTebaAx, CTPydKax, HM B 000J104Ke 3€epHa.

6. IIlpubaBneHme wuuruburopoB (MONMMOAEHHBLIA aMOH, HgCly,/k pearupyroei
cMecHt YKpPOILlaeT aKTMBHOCTb 3H3UMOB, CONYTCTBYHOLIMX dochopunaze B 3KCTpaKTe
ropolllKa ¥ BJMAIOLMX Ha pPe3yJbTaT onpejesneHus akKTHBHOCTA docchopunaser. Pas-
HMIIAa B AKTMBHOCTM B IIPUCYTCTBUMM MHIMOHTODPOB CTaTUMCTUYECKM 3HaMeHaTeJbHa.
B napasiesrbHBIX ONIPEACIeHNUAX pe3ybTaT 0e3 MHrMouUTOpPOB paBHAJCA 173,4% pe3yib-
TaTa, IOJyYEeHHOro Ipy ynorpebieHuu MHruOGUTODOB.

7. Comep)xaHue HEOPraHMYecKoro ocdopa B 3epHe TropoumIKa He MOCTOAHHOE,
OHO yMeHbIIIaeTCA II0 Mepe CO3peBaHMA TOPOLIKAa HecMOTpA Ha OJIHOBPEMEHHBIN
pocT conepxauma mnoaHoro dcdoccopa. CpexnHee copepXaHMe HEOPraHWIECKOro doc-
dopa B 3epHE COCTOSAJIO OKOJO 15 Mr% M yMeHbIIANOCh Ha 1,125 Mr% B cyTKMu.

CoxepxaHue HeopraHmyeckoro dgocdopa 3aBUCUT OT pa3Mmepa 3€pHa. B wenxoM
3epHe OHO Gousblle (MHOrZa B ABa pa3a) yeM B 3epHe (osee KPYIHOM. ConepmxaHue
Heopraum4yeckoro docdopa oTpMuaTeNbHO CKOPPEJIMPOBAHO C pa3MepoM COPTHPOBaH™
HOro 3epHa; Ko3dduimear woppenauun r = —0,893.

8. AxrTMBHOCTb (occdopmiasbl KOPPenMpOBaHA C COAEepXKaHMEM CyXoi Macchl®
Koppensauus nosoxurenbHas, r = + 0,470.

Conmepxanne Heopranmdeckoro ¢ocdopa Toxke KOPPeJMPOBaHO C copepxKaHueM

cyxoit maccel. Koppenslua orpmuarenbHad, r = — 0,634.
ARTMBHOCTb (pocopmiazbl XOPOILIO KOPPENIMpOBaHA C CONep:KaHMeM HeopraHu-
yeckoro ¢docdopa. Koppenauma orpunarenbHasd, r = — 0,641.

9. AgRTMBHOCTh (pocdopmiaszbl MOKET ObITH XOPOIUMM II0OKa3aTelsleM MMPOMBIILJIEH"
HOJ 3DeJIOCTM TOPOLUKA;, M3MEHAETCA BO BpPEMdA CO3DEBaHMA MOYTH [ATMKPATHO CKO~
pee, 4yeM CcoOfiepXXaHMe CYXO0i1 Macchl.

Tagk Kak MeTOX ONpejeseHMA AKTUMBHOCTM (hocdopmiasbl CIAOMKHBIMA, STOT MOKA
3aTesib MOXKeT ObITh B IIPaKTMKE IPMMEHEH K HAay4YHBIM MCIBLITAHMAM.

TlomoGHBIM 00pa3oM, copepikamMe HeopraHmdeckoro occdopa MoxeT ObITH Gonef
TINATeJbHBLIM (OKOJI0O TPM pasa) mokKasaTejieM S3pejsiocTH, 4YeM COAepIKaHue cyxoH
maccel. MeTox onpepeneHMs ¢pocdopa HECJOKHBIN M CKOPBI.
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PHOSPHORYLASE ACTIVITY IN GREEN PEAS (PISUM SATIVUM L.)
State Institute of Hygiene, Deparment of Food Research

Summary

Phosporylase activity in seeds of six varieties of green peas was investigated
by the Green and Stumpif's method as modified by Hidy and Day, with accompa-
nying enzymes inhibited according to Bailey, Thomas and Whelan, Each variety
was harvested three times every 2 days. The results are expressed in units of pho-
sphorylase activity about ten times lower than Hidy and Day units. The accepted
units correspond to phosphorylase activity which will liberate 0.01 mg of inorganic
phosphorus from the Cori ester ih 3 minutes with the initial pH = 6.4 and at 38°C.

1. The presence of phosphorylase in green peas seeds reaching industrial ma-
turity was ascertained and its activity was determined. The activity appears when
the dry weight content of seeds reaches at least 16.6% (extrapolated from results
shown in table XII). In industrially matured seeds activity amounts to an average
of 0.56 unit and increases as the peas mature. Assuming the activity at the optimal
harvest time (harvest II) to be 100%, the activity of seeds harvested 2 days earlier
amounts to 80%, while that of seeds collected 2 days after harvest time is 163.6%.
There is a positive correlation between phosphorylase activity and plant age
(r = +0.576).

2. Phophorylase activity of seeds depends also on their size. Larger seeds are
cnaracterized by a much higher enzyme activity than smaller ones.

3. Phosphorylase activity of seeds begins to desappear soon after shelling. This
decrease of activity is greater in younger peas, and smaller in mature ones, similarly —
it is greater in smaller seeds than in larger ones. The activity is retained much
longer in cyanide (0.005 M) seed extract rapidly separated from remaining seed
tissue.

4. Phosphorylase atcivity disappears completely on blanching and does not
reapear after freezing or cold storage,

5. Leaves of green peas showed much greater phosphorylase activity than ind 1-
strially mature seeds; however, no activity was found in stalks, husks nor seed
beelings,

6. The green peas extract may contain other enzymes which interfere with

Phosphorylase activity determination. In oder to counteract this effect, inhibitors
known not to affect phosphorylase (molibdate, HgCly) were introduced. The diffe-
YenCe in  activity determined with and without inhibitors is statistically si-
gulficant. The activity obtained without inhibitors equals 173.4% of the activity
il presence of inhibitors,
7. It was observed that the amount of inorganic P in the seeds is not constant.
the peas mature the amount of inorganic P decreases, although the amount of
P increases. The average amount of inorganic P in the seeds amounts to about
&% and its daily decrease is 1.125 mg%.

8. The amount of linorganic P depends on the size of seeds. Small seeds contain
;Zgzh more (sometimes twice as much) inorganic P than larger ones, Negative corre-
" between inorganic P and size of seeds is expressed by r = —0.893.

9. Phosphorylase activity is correlated with the dry weight. The correlation is.
Dositive; » = +0.479,
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The amount of inorganic P is also correlated with the dry weight. The corre-
lation is negative; r = —0.634.

Phosphorylase activity is well correlated with the amount of inorganic P. The
correlation is negative;, r = —0.641.

10. Phosphorylase activity may serve as a good index of industrial maturity of
green peas. On account pronounced change in activity with time it appears to be
almost five times more sensitive an index than the change in dry weight. However,
because of the complicated method of activity determination, the use of this index
is in practice limited to research work.

Similarly, the amount of inorganic P may also serve as an index of maturity.
It is about three times more sensitive than the corresponding change in dry weight.
in case of inorganic P the determination is rapid and simple.



