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Wydawnictwa
Poznanskiego Tow. Przyjaciot Nauk.

Roczniki Towarzystwa Przyjaciét Nauk Poznanskiego 47 toméw
(1860-1920).

Prace Komisji filologicznej. Tom I, zeszyt 1 Seweryn Hammer
,0 wptywie tragedji Eurypidesa ,Hippolytos* na poezje hellenistyczng"
1921, str. 83. — Zeszyt 2. Roman Pollak ,Goffred Tassa — Kocha-
nowskiego* (w druku).

Prace Komisji filozoficznej. Tom I, zeszyt 1. Stefan BtachowTki
,O niektérych zwigzkach zachodzacych miedzy typami pamigciowemi*
1921, str. 30. — Tom Il, Adam Zétowski — ,Dogmat Krytyki“ (w druku).

Prace Komisji historycznej. Tom. 1 zeszyt 1L Jan Rutkowski.
~Skup sotectw w Polsce w XVI wieku* 1921, str. 26. — Zeszyt 2.
Kazimierz Tymieniecki: ,Wolno$¢ kmieca na Mazowszu
w XV wieku“ 1021, str. 87. — Zeszyt 3. Jan Rutkowski: ,Pod-
danstwo witoscian w XVIIlI wiekuw Polsce i niektérych innych krajach
Europy“ 1921, str. 157. — Zeszyt 4. Adam Skatkowski: ,Polacy
na San Domingo“ 1921, str. 199. — Tom |II, zeszyt 1 Marjan
Gumowski: ,Biskupstwo Kruszwickie w XI wieku* 1921, str. 68
Zeszyt 2. Grodecki Roman ,Przywilej menniczy biskupstwa
poznanskiego w r. 1232“ (w druku).

Prace Komisji matematyczno-przyrodniczej.

Serja A. (geografja geologja, paleontologja, mineralogja) Tom I,
zeszyt 1. Stanistaw Pawtowski: ,O jeziorkach dyluwjalnych
na potudniowej krawedzi zlodowacenia“ 1921, str. 17 + 1 tab.

Serja B. (nauki biologiczne) Tom 1, zeszyt 1, Bolestaw
Namystowski: ,Studja hydrobiologiczne 1“. — Jan Groch-
malicki: ,Materjaty do fauny skorupiakéw Polski. Ostracoda
Matzoraczki i Copepoda - Widtonogie®* — Jan Czekanowski
,Z badan nad uwarstwieniem etniczno-spotecznem Polski* — Jerzy
W. Szulczewski: ,Przyczynek do fauny czerwcéw wielkopolskich”.
(Coccidae) 1921, str.84 + 1tab. — Zeszyt 2 Wact. Baehr: ,Dziedzicznos$é
i pte¢w Swietle cytologjiigenetyki“.—JanGrochmalicki: ,Przyczynki
do znajomosci fauny stodkowodnej wschodniej Afryki (Phyllopoda-Liscio-
nogie)* — A. W. Jakubski: ,Kilka uwag w sprawie czerwca polskiego*
1921, str. 85-182 + 1 tab.

Serja C. (chemja) Toml, zeszyt. 1 Adam Jurkowski: ,Studja
nad metodami ilosciowego oznaczania alkaloidow* 1921, str. 21.

Serja D. (matematyka i fizyka). Tom 1, zeszyt IW. Smosarski:
.Kilka obserwacyj zanikania obtokéw kiebiastych* — W. Slebodzinski.
,Kilka twierdzen o toczeniu sie powierzchni“ — K. Abramowicz:
~Przyczynek do przeksztatcenia 7-go stopnia pewnej funkcji automor-
ficznej* 1921, str. 35 + 3 tab.



PRACE NAUKOWE UNIWERSYTETU POZNANSKIEGO.
SEKCJA MATEMATYCZNO-PRZYRODNICZA.
NR. 3.

ADAM WODZICZKO.

BADANIA NAD ROZMIESZCZENIEM
FERMENTOW UTLENIAJACYCH
U ROSLIN.

I. LOKALIZACJA OKSYDAZ W TKANKACH ROSLIN
WYZSZYCH | ROWNOLEGEOSC ICH WYSTEPOWANIA
Z SUBSTANCJAMI PEKTYNOWEMU

RECHERCHES SUR LE LIEU DE L’APPARITION
DES FERMENTS OXYDANTS CHEZ LES VEGETAUX
SUPERIEURES

LA LOCALISATION EXTRACELLULAIRE DES OXYDASES DANS
LE TISSUS DES PLANTES SUPERIEURES ET
LA CONCOMITANCE QUI EXISTE ENTRE LEUR APPARITION
ET CELLE DES SUBSTANCES PECTIQUES.

POZNAN
CZCIONKAMI DRUKARNI ZJEDNOCZENIA MLODZIEZY
SKLAD GLOWNY W KSIEO. GEBETHNERA | WOLFFA W POZNANIU
1921.






1. Wstep.

Oddychanie to podstawowy proces zyciowy. Blizsze zba-
danie jego mechanizmu rzucitloby S$wiatlo na wszystkie inne
zjawiska zycia. Nic wiec dziwnego, ze to centralne zagadnie-
nie biologiczne stanowito oddawna przedmiot szczeg6lnego
zainteresowania badaczy, dzieki pracy ktérych istota tego pro-
cesu zostala w ogolnych zarysach wyjasniona.

Lavoisier odkryt, ze palenie sie cial polega na two-
rzeniu sie C02 z organicznych substancyj przy udziale tlenu
atmosferycznego i uznat pierwszy oddychanie zwierzat za proces
powolnego spalania, przy ktérym uwalnia sie energja, bedaca
zrodtem ciepta i sity miesniowej organizmu.

Pasteur wykazat, ze fermentacja alkoholowa, to proces
utrzymujacy zycie przez oddychanie srodczasteczkowe, a w braku
tlenu zastepujacy oddychanie normalne.

Godlewski wykryt, ze rowniez wyzsze rosliny nie zatra-
city zdolnosci zycia przy pomocy fermentacyjnych rozszczepien,
tak jak to drozdze czynig normalnie i ze niema zasadniczej
réznicy miedzy temi dwoma procesami.

Réwnoczesnie z tern wyjasnianiem istoty oddychania zwro6-
cono uwage, ze w oddychaniu nie mamy przed soba zwykiego
procesu utlenienia; w organizmach bowiem ulegajg bez pomocy
wysokich temperatur szybkiemu i to zupetnemu spaleniu na C 02
i H,0 ciala jak tluszcze i weglowodany, ktére poza zywa
komoérka tlen atmosferyczny utlenia tylko nieznacznie i to nad-
zwyczaj powoli.

Trudnos$¢ te pierwszy usitowat przezwyciezy¢ Schoen-
bein, ktory (juz od 1845 r.) z niezwyklg bystroscig $ledzit
analogje, jakie zachodzg miedzy niebieszczeniem roztworu zywicy
gwajakowej przez nieorganiczne s$rodki utleniajgce (jak ClI, Br, J,
nadtlenki Mn i Pb i odkryty przez niego ozon), a przez tkanki
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i soki roslinne. Zwrocit rowniez uwage na blekitnienie pewnych
grzybéw kapeluszowych po przetamaniu (Boletus luridus i in.).
Udato mu sie wykaza¢, ze substancja powodujaca samorzutne
biekitnienie tych grzybéw (t. zw. dzi$ boletol) zachowuje sie
zupetnie podobnie jak gwajak. Alkoholowy wycigg tej substancji
nie zmienia sie w zetknieciu z tlenem powietrza, lecz niebieszczeje
natychmiast, tak za dodaniem nieorganicznych sSrodkéw utle-
niajacych, jak rowniez soku wycisnietego ze Swiezego grzyba.

Schoenbein stwierdzit, ze te zdolno$¢ utleniania gwa-
jaku lub alkoholowego wyciggu siniaka posiadajg liczne tkanki
roslinne.

Przyjmowatl on, ze tkanki te zawierajg substancje, ktéra
tlen atmosferyczny zamienia na ozon, wchodzi z nim w luzne
potaczenie i nastepnie ten czynny tlen przenosi na gwajak,
chromogen siniaka, czy tez inne utlenialne ciata w komdrce.

Substancja ta ma by¢ wiec aktywatorem tlenu powietrza
(przeprowadza go w czynng forme O 3 i zarazem przenosicielem
tlenu. Daje sie wyciggna¢ wodg, a ogrzana do 100° traci zupetnie
.0Zywiajace i przenoszace tlen“ wiasnosci.

Tejze samej substancji zawdziecza, wediug Schoenbeina,
wiele tkanek roslinnych i zwierzecych zdolno$¢ rozkiladania
wody utlenionej na H80 i 0 2 jak rowniez niebieszczenia gwajaku
w obecnosci HD 2

1 chociaz dzisiaj wiemy, ze ozon jest dla plazmy silng tru-
cizng i nie bierze udzialu w procesie biologicznego spalania,
jak réwniez rozktad H2O bna H2D i 0 2 przypisujemy odrebnemu
fermentowi katalazie, to jednak w ideach Schoenbeina znaj-
dujemy wszystkie zasadnicze podstawy dzisiejszych wiadomosci
0 mechanizmie utleniania w zywym organizmie. Jego trwalg
zastuga pozostanie przeniesienie pojecia katalizatoréw procesu
utleniania z chemji do biologji i zwrécenie uwagi na ich szerokie
rozpowszechnienie w zywych komérkach.

Ostateczny dowdd istnienia w ciele roslin specyficznych
katalizatoréw, powodujacych wylgcznie tylko przyspieszenie utle-
niania musimy jednak przyzna¢ Bertrandowi.

Podstawowe prace tego badacza stanowig poczatek nowo-
zytnego studjum nad fermentami utleniajgcemi w organizmach
roslinnych.
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Bertrand zbadat szczegétowo ferment wystepujacy w soku
mlecznym drzewa lakowego Rhus vernicifera DC. Ferment 6w,
t. zw. przez niego lakkaza, katalizuje utlenienie zawartego réwniez
w soku mlecznym ciata fenolowego lakkolu, zamieniajgc go na
6w przedziwny i jedyny w swoim rodzaju czarny lak japonski,
ktéremu lakierowe wyroby japonskie zawdzieczajg swag Swiatowg
stawe.

Owa lakkaza utlenia dalej pyrogallol (na piirpurogalline
przy odszczepieniu CO,), hydrochinon (na chinon), kwas gwa-

jakonowy w gwajaku i liczne dwu- i wielohydroksylowe orto-
i parafenole, nie dziata za$ zupeinie na skrobig, czem rézni sie
od diastazy.

Bertrand dowiodt wreszcie, ze lakkaza nie dziata na tyro-
zyne, a utlenienie tyrozyny na ciemne ciata barwikowe (melaniny)
powoduje specjalny ferment tyrozynaza i wykazatl w ten sposdéb
istnienie dwu roéznych od siebie, specyficznie dziatajacych fer-
mentoéw utleniajacych.

Ogo6t fermentdéw utleniajgcych nazwal oksydazami. Dzia-
tanie oksydaz odnosi do obecnosci w nich manganu, ktéry
znany jest w chemiji jako silny katalizator w procesach utlenia-
nia, podobnie jak sole zelaza, chromu, miedzi i inne ciata, ktore
moga istnie¢ w' kilku stopniach utlenienia.

Nie jest wykluczone, ze pewne utlenienia w zywych
komorkach odbywajg sie wedle teorji Bertranda, jednak dla
oksydaz typu lakkazy (dla ktérych teorja ta pierwotnie zostala
stworzong), jest dzi§ prawie powszechnie przyjeta inna teorja
Bacha i Chodata, ktorej korzenie tkwig rowniez w ideach
Schoenbeina o aktywowaniu tlenu.

Wedtug badan chemicznych Englera i Bacha, przy zjawiskach
powolnego samoutleniania powstajg stale nadtlenki przez zwiag-
zanie calej drobiny tlenu z cialemm samoutleniajgcem sie.

@) o]

A+ I = A< 1
O o

Potgczenia te o charakterze wody utlenionej, zawierajg
tlen w formie bardziej czynnej i w obecnosci wody #3cza sie
z nig na wode utleniong. Jezeli przytem jest obecne jakie$
inne ciato, ktérego tlen powietrza w danych warunkach nie



zmienia, to powstajgcy nadtlenek lub tez woda utleniona moga
owe ciato (t. zw. akceptor) utlenic.

AO,+ B —o AO + BO, lub tez
HA + B -o H.,0 + BO,

Przedstawiony wyzej proces jest wlasciwie tylko szczego6-
towym przypadkiem t. zw. ,zaleznych utlenien“, ktorych dobrze
wystudjowanym przyktadem jest utlenianie biekitu indygowego
w obecnosci olejku terpentynowego.

Biekit indygowy ulega utlenieniu pod wplywem tlenu
atmosferycznego tylko niestychanie powoli. Tymczasem olejek
terpentynowy przyjmuje tatwo tlen atmosferyczny i rozbijajac
jedno z jego wigzan, tworzy z nim potaczenie typu nadtlenku.

Nadtlenek ten oddaje potowe luznie zwigzanego tlenu
btekitowi indygowemu, przez co przyspiesza bardzo wydatnie
jego utlenienie.

Zastuga Bacha i Chodat a jest zuzytkowanie tych zjawisk
dla biologji.

Utlenianie w zywej komdrce przebiega wedle nich w naste-
pujacy sposob:

Tworzenie nadtlenkéw jest konieczng fazg swobodnego
utleniania i nalezy do stalych czynnikéw, grajacych w zyciu
komorki pewna role, do ktéorych komérka musi sie w odpo-
wiedni spos6b przystosowaé¢. To przystosowanie wyraza sie
w tern, ze komodrka wytwarza ciala o naturze fermentow, za
posrednictwem ktorych zuzytkowuje te nadtlenki, ewentualnie
je unieszkodliwia. Te organiczne ciata w komérce, ktore przy-
bierajgc tlen drobinowy tworzg nadtlenki, B. i Ch. zowig
oksygenazami. Dzieki nim rozporzadza roslina w nad-
tlenkach zapasem tlenu niezaleznym od Swiatla, ciepta itd.
Poniewaz jednak same nadtlenki dziatajag bardzo leniwo, wiec
dla ich aktywowania wytwarza roslina specjalne fermenty
peroksydazy. Peroksydazami nazywamy za Linoissierem
(1898) fermenty, ktore utleniajg tylko w obecnosci Hz0 2 lub
podobnych nadtlenkéw, w przeciwienstwie do ,bezposrednich
oksydaz* (Bourquelot) czyli oksydaz w sensie Scislejszym, ktére
moga utlenia¢ juz przy pomocy tlenu atmosferycznego. Wedtug
B. i Ch. te bezposrednie oksydazy sa mieszaning oksygenazy
i peroksydazy.
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W warunkach korzystnych dla powstawania nadtlenkow
mogtoby sie ich wytworzy¢ ze szkoda dla komorki zbyt wiele;
wtedy petlni swg role katalaza, ktora rozkiada nadtlenki

lub H2 2 uwalniajac nieczynny tlen i dziala w ten sposéb
jako regulator procesu utleniania.
Nazwiska Schoenbeina, Bertranda i Bacha i Chodat a

znacza giléwne etapy rozwoju nauki o oksydazach, ktoére sg
dzisiaj jednym z najwiecej badanych dziatow nauki o fermen-
tach. Stara idea Hoppe-Seylera, ze przemiana materji w zywej
substancji polega na enzymatycznych dziataniach, powszechnie
sie utwierdzita i w zjawiskach zyciowych, a w szczegdélnosci
w procesie oddychania widzimy dzi§ skomplikowany #tancuch
enzymatycznych procesow.

Zywa komoérka przyspiesza utlenianie réznych organicznych
substancyj i postuguje sie przy tern specjalnemi fermentami,
ktérych dzisiaj wykryto caly szereg. Bakterje octowe utle-
niajg alkohol na kwas octowy przy pomocy fermentu alkoholazy,
zasady purynowe W organizmie zwierzecym sg stopniowo
utleniane przy posrednictwie specjalnych oksydaz, samorzutne
ciemnienie soku wycisnietego z burakéw przypisywano utlenie-
niu zawartej w nim tyrozyny przez tyrozynaze itd.

Najszerzej w organizmach roslinnych i zwierzecych rozpo-
wszechnione sg jednak oksydazy, utleniajgce liczne ciata aroma-
tyczne, jak fenole i pokrewne zwigzki, na ciala barwne. Sa to
oksydazy typu lakkazy, zwane dzi$ najczesciej fenolazami, lub
peroksydazami, o ile utleniajg dopiero w obecnosci wody utle-
nionej lub podobnych nadtlenkéw. Fenolazy zwano dawniegj
wprost oksydazami, gdyz byly badane najpierw i to najwiecej
z pomiedzy wszystkich fermentéw utleniajgcych. Mimo, ze w ba-
danie fenolaz witozono wiele pracy i literatura poswiecona tej
kwestji jest dzi§ niezwykle bogata, to tak natura ich, jak
spos6b dziatania w organizmie bynajmniej nie sg wyjasnione.
Starsi badacze (Schoenbein, Traube) nie wahali sie przyjmowac,
ze istnieje Scisty zwigzek miedzy ,oksydazami niebieszczacemi
gwajak“ (jak zwano fenolazy), a biologicznem utlenianiem
materjalu oddechowego komoérki. Dalsze badania wykazaty,
ze utlenianie przez fenolazy rozciaga sie tylko na ciata, ktore
albo sg organizmom obce, lub tez odgrywajg nieznaczng role
w przemianie materji, tymczasem wazne substancje odzywcze



komorki, jak cukry, tluszcze i biatka, zupelnie nie sg dostepne
w probowce utleniajgcemu dziataniu wyosobnionych fermentéw.
Stad wielu badaczy odmawia oksydazom wszelkiej roli w prze-
mianie materji, ograniczajgc ja do tworzenia substancyj ochron-
nych lub pigmentowych.

Po tym okresie rezygnacji, nowe fakta sklonity przeciez
do uznania mozliwosci, ze oksydazy utleniajg wazne substancje
komorki. Poglady, jakie uzyskaliSmy w ostatnich latach na
odbudowe cukréw w organizmie, pozwalaja nam przypuszczac,
ze cho¢ oksydazy na same cukry zupetnie nie dzialajg, to jednak
produkty rozszczepienia cukréw przez fermenty zymatyczne
moga by¢ dalej przez oksydazy zmieniane.

Boysen Jensen (1912) uwaza dwuoksyaceton za ten produkt
zymatycznego rozszczepienia glikozy, ktory jest przez oksydazy
roslinne bezposrednio utleniany na COai H&. Wedtug teorji
Paladina (1909) rola oksydaz polega na dotgczaniu tlenu do
szeroko w Swiecie roslinnym rozpowszechnionych aromatycznych
chromogendéw. Powstajgce z chromogenéw pigmenty redukuja
sie znow tatwo na bezbarwne chromogeny, przyczem uwolniony
tlen idzie na utlenienie zwigzkéw wytwarzanych podczas rozktadu
beztlenowego. Te pigmenty oddechowe obejmuje Paladin nazwag
fitohematyn, aby wskaza¢ na ich znaczenie fizjologiczne,
analogiczne do hematyny krwi. Hypoteza Pattadina, cho¢ daleka
od Scistego uzasadnienia, ma te zalete, ze ttumaczy szerokie roz-
powszechnienie fenolaz i aromatycznych chromogenéw w Swiecie
roslinnym. W ostatnich jednak czasach Pattadin, pod wplywem
prac Wielanda (1912—1913) porzuca poglad, ze chromogeny odde-
chowe sg przenosicielami tlenu na ciata, ktére majg by¢ utle-
nione, lub spichrzami tlenu (,fitohematyny*) i przypuszcza, ze
rola ich polega wylgcznie na wigzaniu wodoru, powstajgcego
przy oddychaniu roslin wyzszych, dzieki anaerobicznemu rozszcze-
pieniu glikozy. Wodér, zwigzany przez chromogeny oddechowe,
utleniony zostaje tlenem powietrza przy pomocy peroksydazy.
Dziatalnos¢ utleniajgca oksydaz jest wiec nadzwyczaj szczupta
i ogranicza sie do odjecia wodoru z akceptoréw, jakiemi sg chro-
mogeny oddechowe i utlenienia go na wode (1914).

Obszerne przedstawienie obecnego stanu nauki o oksy-
dazach, wraz z calg nowszg literaturg, zawierajg prace znanych
badaczy jak Czapek (1910), Clark (1911), Batteli & Stern (1912),



Oppenheimer (1913). Sumienne studjum tej literatury prowadzi
nas do wniosku, ze nasza istotna wiedza o fenolazach, mimo
calej pracy, wlozonej w ich badanie, jest tak skgpa, ze nie mozemy
nawet twierdzi¢, iz wedle swej roli w organizmie zastuguja na
nazwg ,fermentéw utleniajgcych*.

Co wiecej, badacze nie sg zgodni nawet w tern, czy mamy
uwazac je za fermenty, czy tez ciala wchodzace w reakcje wedtug
praw stechjometrycznych. Nie wiemy dalej, czy w fenolazach
mamy do czynienia z jakim$ jednolitem ciatem chemicznem, czy
moze tylko z wlasnosciami réznych nieraz ciat; czy cialo to
nalezy do zakresu organicznych czy nieorganicznych potaczen
chemicznych; czy gra jaka rola w mechanizmie zyciowego utle-
niania waznych zwigzkéw oddechowych komoérki roélinnej, czy
petni jaka inng funkcja w zyciu komorki ; czy jest wydaling bez
zadnego znaczenia, czy moze wazng ekologicznie wydzieling?
Wszystko to sg pytania, na ktore kazdy z zajmujacyeh sig oksy-
dazami co$ odpowiada, cho¢ nasze istotne wiadomosci nie dajg
do tego dostatecznej podstawy. Powstaty wigc liczne teorje
i hipotezy, ktére starajg sig wypetni¢ te olbrzymie luki w naszej
wiedzy o oksydazach. Zadaniem niniejszej pracy jest, nieza-
leznie od wszelkiej teorji zbada¢ w tkankach roslin
wyzszych lokalizacjg fenolaz i peroksydaz. Zadaniu temu pos$wie-
cano dotychczas niezwykle mato uwagi, tymczasem ,ze wzglgdu
na wielkie znaczenie fermentéw w przemianie materji i w zyciu
organizméw wogole, byloby rzecza wielkiej doniostosci, gdybysmy
posiadali doktadniejsze wiadomosci o umiejscowieniu ich' w ko-
morce i gdybysmy posiadali w rece S$rodki, pozwalajgce na
wykrywanie fermentéw w miejscu ich wystepowania w komdrkach,
tkankach i organach“ (Molisch: Mikrochemie der Pflanze. 1913).

Ogélny poglad na rolg poszczegélnych ciat w procesach
zyciowych bedzie dopiero wtedy mozliwy, gdy poznamy doktadnie
ich rozmieszczenie w tkankach tak roslinnych jak zwierzecych.
0 ile w badaniach mikrochemicznych najwiekszy postap zrobiono
z botanicznej strony (dzieki tatwiejszemu polu badania, jakiem
sg tkanki roslinne), to kwestja siedliska oksydaz w tkankach
1 komérkach byla badang w latach ostatnich prawie wylacznie
przez zoologéw, podczas gdy botanicy niezwykle mato poswiecali
jej uwagi.
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W pracy niniejszej staralem sie zebra¢ to, co dotychczas
pisano o lokalizacji oksydaz w komorce roslinnej, sprawdzi¢
krytycznie i rozszerzy¢ przez wilasne badania. Wyniki sg ude-
rzajace przedewszystkiem w tym wzgledzie, ze o ile dotychczas
consensu omnium uwazano fenolazy za endofermenty,
(tylko Raciborski wskazywat na zewngtrz komorkowa lokalizacje
oksydazy przestworéw powietrznych roslin wodnych), to obecnie
stwierdzam na podstawie poszukiwan mikrochemiczno-lokaliza-
cyjnych, ze wystepowanie fenolaz (i peroksydaz) w tkankach
roslin wyzszych ma miejsce tylko w btonach komoérkowych
i subtelniejsza ich lokalizacja idzie zawsze w parze z obec-
noscig substancyj pektynowych.

Prace te zaczatem w r. 1915 w Instytucie botanicznym
Uniwersytetu Jagielloriskiego pod kierownictwem nieodzatowanej
pamieci Profesora Raciborskiego; przerwang wskutek stuzby
wojskowej w 1 1916-1918, wykonczytem w Zaktadzie anatomiji
i fizjologji roslin w r. 1919.



2. Przeglad dotychczasowych badan lokalizacyjnych

nad oksydazami.

Pierwsze obszerniejsze dane o lokalizacji ciat niebieszczgacych
gwajak w tkankach roslinnych zawierajg prace Griissa. W roz-
prawie: ,Die Diastase im Pflanzenkdrper® (1895) pierwszy
stosuje reakcjg gwajakowag do celéw mikroskopowych, uwazajac
ja za Lindnerem (Zeitschrift f. Spiritusindustrie 1886) za specy-
ficzng reakcjag na diastazg. Metoda badania poleca nastgpujaca:
.Die pflanzlichen Objekte ldsst man kurzere oder ladngere Zeit
in einer dunkelbraunen LOésung von Guajak-Harz in absolutem
Alkohol liegen. Dieser Lésung darf kein Aether zugesetzt sein,
welcher die Wirkung beeintrachtigen wurde. Nachdem die
Objekte genugend durchtrédnkt sind, lasst man den Alkohol
abdunsten und bringt sie in eine mehr oder weniger verdinnte
Losung von Wasserstoffsuperoxyd. Sofort erscheint eine préchtig
blaue Farbung in denjenigen Zellen vom Gewebe, welche Diastase
enthalten. Im Uebrigen muss sich die speziellere Behandlungs-
weise nach dem Material richten* (str. 2).

W parg lat poézniej Raciborski wprowadza reakcjg gwaja-
kowa (z dodatkiem wody utlenionej) jako mikrochemiczna reakcjg
na leptoming (Ein Inhaltskérper des Leptoms. 1898) i wykazuje,
ze diastazga mozna tak dalece oczysci¢, ze nie daje juz reakgcji
gwajakowej. Wobec tych badann Griss nie porzuca jednak
catkiem swego stanowiska, lecz przyjmuje, ze jeden i ten sam
enzym moze wywotywaé rézne dzialania, np. zcukrza¢ skrobig
i utlenia¢ gwajak. Te wlasnosci hydrolityczne i katalityczne
maja by¢ zwigzane z r6znemi grupami atoméw je dm ej drobiny,
i mozna zniszczy¢ jedng grupa bez naruszenia drugiej. Spostrze-
zenia, jakie podaje o lokalizacji diastazy, sg wigc rownoczesnie
miarodajne dla rozmieszczenia fermentéw utleniajgcych (Ueber
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Oxydasen und die Guajakreaktion. 1898). Fermenty utleniajgce
(i diastatyczne) dzieli na:
1 a-oksydazy, ktére moga utlenia¢ rozne ciata przy po-
mocy tlenu atmosferycznego i
2. R-oksydazy, ktore utleniajg tylko przy pomocy tlenu
wody utlenionej, jak leptomina (Raciborski) lub pero-
ksydaza (Linoissier).

Wartos¢ tego podzialu juz z innej strony zostata dosta-
tecznie oceniong (Raciborski: Einige Demonstrationsversuche mit
Leptomin. 1898), nie wieksza tez wartos$¢ posiadaja spostrzezenia
lokalizacyjne, a to przedewszystkiem dzieki nieodpowiedniej me-
todzie badania (0 czem nizej). Z poszczegolnych spostrzezen
i luznych dat nie mozna wysnué¢ zadnego uogdlnienia, jakie
organa, tkanki lub komorki zawierajg oksydaze i w jakim ona
stoi stosunku do anatomicznych elementéw komorki. Griss nie
jest botanikiem, dane lokalizacyjne podaje przygodnie, a inte-
resuje sie przedewszystkiem funkcja oksydaz, ktdrym przypisuje
dominujgcg role w zyciu komorki roslinnej. Jaka jednak ma by¢
ta rola oksydaz, nie tatwo powiedzie¢, gdyz w kazdej niemal pracy
podaje nowg teorje ich dziatania.

Ciatla niebieszczace gwajak sg wedtug Grissa w tkankach
roslinnych szeroko rozpowszechnione. W rozwijajacych sie wiosng
drzewach obfituje w nie przedewszystkiem kora, a w szczeg6lnosci
czesci sitowe, dalej miekisz drzewny, sok wielkich naczyrn najmio-
dszych pierscieni rocznych i liczne komoérki korony rdzeniowej.
W lisciach wystepujg gtéwnie w komoérkach zawierajgcych zielen,
w kietkujgcych nasionach zbéz w warstwie aleuronowej i poje-
dynczych komérkach bielma, w drozdzach za$ w granulach
protoplazmy i soku komérkowego. W drozdzach wyréznia Gruss
oprocz oksydaz, dzialajacych na gwajak, takze drugg grupe
oksydaz, ktére dziatajg tylko na aromatyczne aminy t. zw. amino-
oksydazy (Ueber Oxydaseerscheinungen der Hefe. Wochenschr.
f. Brauerei 1901).

Obecnos$¢ tych aminooksydaz mozna wykaza¢ obok oksydaz
dziatajgcych na gwajak, takze w tkankach roslin wyzszych.
Dobrym materjatem demonstracyjnym ma by¢ jemiota, skrawki
jednak musialy by¢ w nastepujacy sposob traktowane: ,Die
Schnitte blieben mehrere Stunden in Aceton und dann in einer
Mischung von Aether-Aceton liegen, der etwas Glycerin zuge-
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setzt war. Die extrahierten Schnitte wurden mit der Reagenz-
16sung (Tetramethylparaphenylendiaminchlorid- oder Sulfat) auf
Fliesspapier befeuchtet, auf welchem sie bei 50-facher Vergros-
serung beobachtet wurden. Nachdem ein genugender Farben-
unterschied eingetreten War, wurden sie fur eine starkere Ver-
grésserung in Glycerin gelegt. Eine frappierende Erscheinung
bot sich: Die mit verdickter Wandung versehenen Sklerenchym-
zellen waren stets und vorherrschend tief violett gefarbt; auch
in den verfolgten Strangen, welche das Grundgewebe durch-
ziehen und sich den Kiefertracheiden anschliessen, machte sich
eine schwéchere Tingierung geltend, und schliesslich auch in den
cambialen Elementen, wo die Farbung wegen der anwesenden
Gerbstoffe rein blau auftritt. In den Sklerenchymzellen farbt
sich Inhalt und Wandung. 1903)“. W dalszych pracach, proécz
licznych teoryj i przypuszczen na temat dziatania oksydaz, podaje
Griuss metode badania, pozwalajaca rzekomo odréznia¢ w tkankach
oksydaze od peroksydazy (jak nazywa te fermenty, nie troszczac
sie o wprowadzong przez siebie nazwe «- i R-oksydazy).

Odczynnikiem takim ma by¢ winian ursolu (Ursoltartrat)
z dodatkiem wody utlenionej. O ile wodny roztwor tego zwigzku
wniknie do wnetrza komorki zawierajgcej peroksydaze, nastepuje
charakterystyczna zmiana barwy: od zielonej, przez niebieska
w ceglastg. Ta zmiana barw ma by¢ charakterystyczng dla
utleniania przez tlen atomistyczny, odszczepiany od H2 2 przez
peroksydaze; przy utlenianiu bowiem przez drobinowy tlen
powietrza roztwdr barwi sie zoto-brunatno (Abhandlungen Uber
Enzymwirkungen. Zeitschr. f. Pflanzenkrankh. 1907). Do wykry-
wania oksydaz tj. ciat, ktore molekularny tlen powietrza prze-
noszga na chromogeny poleca gwajak, a zwilaszcza chlorowodorek
czterometyloparafenylenodwuaminu, jak go krotko nazywa ,Amin-
violett®, cho¢ w nastepnej juz pracy wprowadza na oznaczenie
tego zwigzku inng skréconag nazwe ,Violamin®.

W dalszej pracy: Biologie und Kapillaranalyse der Enzymen
(Berlin 1912), w ktérej zbiera rezultaty swych prac nad fermen-
tami utleniajgcemi wogdle, uwaza Griss wyréznianie dwoch
fermentéw utleniajacych (tj. o i B-oksydazy, czy tez oksydazy
i peroksydazy) za stanowisko przezwyciezone, jak rowniez teorje
Bacha i Chodat’a (,Die (Jxydase ist gar Kkein einheitliches
Enzym, sondern ein Gemisch von Peroxydase und einem Pero-
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xydbildenden Stoff“. Bach i Chodat. Ber. chem. Ges. 1903
Na podstawie doswiadczenn kapillarno-analitycznych przyjmuje,
ze jeden i ten sam enzym dziata réwnoczesnie jako oksydaza,
peroksydaza i katalaza, a czesto takze jak diastaza. Cialo to
nazywa oksydo-peroksydazg Ilub oksygenperoksydazg, a gdy
dziata diastatycznie, peroksydiastazg.

I mimo calego postepu nauki o enzymach, Gruss pozostaje
jednym z nielicznych juz dzi$§ obroncéw teorji, ze jeden enzym
moze wywotywaé tak rézne dziatania.

Obszerniejsze streszczenie prac Griissa byto konieczne wobec
tego, ze sg one do dzi$ dnia brane za dobra monete. Podane
przez niego metody badann mikrochemicznych weszty bezkrytycznie
do nowszych podrecznikéw mikrochemji (Molisch, Tunmann),
jego dane o lokalizacji oksydaz sg w literaturze niemieckiej
prawie wylgcznie znane i cytowane. Tymczasem dane te pozba-
wione sa wszelkiej istotnej wartosci. Nieliczne spostrzezenia fak-
tyczne co do lokalizacji oksydaz, gubig sie w istnym lesie przy-
puszczen, teoryj i nowych poje¢, tworzonych bez uzasadnionej
potrzeby i dostatecznej podstawy, o ktore do tego w pracach
nastepnych czesto zupetnie sie nie troszczy. Odczynniki, pro-
ponowane przez Griissa, tak ursol d, jak ,violamin®, zupetnie
sie nie nadaja do badan lokalizacyjnych, gdyz reaguja nadzwy-
czaj szybko, a produkty ich utlenienia dyfundujg tatwo w oto-
czenie. Wskazoéwki metodyczne co do przygotowywania materjatu,
nie sg oparte na zadnej ogolnej racjonalnej podstawie, metody
badania za$ nieraz wprost barbarzynskield. Griss wzbogacit
literature o oksydazach, ale w mysl zasady ,non multum sed
multa“.

Pierwsze Sciste dane o rozpowszechnieniu i rozmieszczeniu
oksydaz u roslin zawieraja prace Raciborskiego (1898, 1905).
W pierwszych pracach (z r. 1898) stwierdzit, ze u wyzszych roslin,
po zniszczeniu bezposrednich oksydaz reagujacych z samym

') Np. ,Die Objekte gelangen in alkoholische Guajaklésung (10 bis 15
Minuten) und werden nach Abdunsten des Alkohols mit einer mehr oder
weniger verdinnten Lésung von H2Xu bepinselt. Nun wird von der Ober-
flache ein Schnitt angefertigt und nach dem Abtupfen mit Fliesspapier mikro-
skopisch untersucht* (1899). Ze po takich zabiegach, jak smarowanie pedzel-
kiem, osuszanie bibulg itp. wykryta lokalizacja oksydaz, nie wiele ma wspdélnego
z ich pierwotnem rozmieszczeniem, nie trzeba dowodzi¢.
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gwajakiem) przez stosowne podgrzanie lub traktowanie absolutnym
alkoholem, pozostaje jeszcze szeroko rozpowszechnione cialo,
ktére utlenia gwajak dopiero w obecnosci R,02 Ciatlo to
nazwat leptoming, z powodu obfitego i statego wystepo-
wania w komoérkach leptomul).

Oprécz w elementach leptomu (rury sitowe i komaorki
przyrurkowe) leptomine znajdujemy w naczyniach mlecznych,
Sluzowych i innych komérkach parenchymatycznych, przede-
wszystkiem za$ w komorkach szparkowych, przetchlinkach,
komorkach przepuszczajgcych Srodskorni korzeni powietrznych
storczykow, w tkankach i organach obfitujacych w przestwory
(owietrzne, jak aérenchymie, aéroforach itp. Wszystko to sg
komorki i tkanki czynne przy pobieraniu tlenu powietrza
w interesie oddychania. Ta lokalizacja, jak rowniez fakt, ze
hemoglobina i hemocyjanina dajg analogiczng reakcje gwajakowa,
naprowadzity Raciborskiego na przypuszczenie, ze leptoming gra
w zyciu roslin podobng role, jak hemoglobina w zyciu zwierzat,
a mianowicie jako obtadowany tlenem wehikut podtrzymuje
wewnetrzne oddychanie, pomiedzy zawierajgcemi jg rurami sito-
wemi i mlecznemi, a otaczajacemi tkankami.

Prace te wykonat Raciborski przy pomocy gwajaku (+ H.,02,
lecz posiadajg one w stosunku do prac Grussa pod wzgledem
metody badania te wielkg zalete, ze uzywal stale materjatu nale-
zycie utrwalonego. Mate kawatki roslin wrzucat do absolutnego
alkoholu, przez co leptoming zostawata strgcona na miejscu
swego wystepowania. Mimo to i mimo niezwykle bystrg obser-
wacje, wskutek nieodpowiedniego do badan lokalizacyjnych
odczynnika, jakim jest gwajak, nie moégt Raciborski stwierdzi¢
subtelniejszego rozmieszczenia leptominy w komoérkach i tkan-
kach i do prac tych musialy sie wkras¢ pewne niescistosci.

Tak leptoming, jak oksydazy majg wedtug Raciborskiego
wystepowaé wewnagtrz odpowiednich komoérek. W pracy:
».Einige Demonstrationsversuche mit Leptomin“ (Flora 1898)
uzyt dla badan lokalizacyjnych procz gwajaku, alkoholowego
roztworu «-naftolu, ktéry do tego celu nadaje sie znacznie lepigj

') Nalezy pamietaé, ze powszechnie dzi§ przyjeta nazwa peroksydazy,
jak nazwat Linoissier w Paryzu analogicznie dziatajgce ciato, wyosobnione
z ropy, wowczas jeszcze nie istniata i jest o kilka miesigcy miodsza.
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i zauwazyt zabarwienie bton komdérkowych, nie przypuscit jednak
obecnosci w nich leptominyl.

W r. 1902 opisuje ,leptominowg“ reakcje powierzchni
chtonnej korzenia jawnokwiatowych, za$ w r. 1905 powraca
znow w kilku rozprawach do badan nad oksydazami, ktérych
niestety nie zakoniczyt. Na polu badan nad oksydazami sg to
prace klasyczne, pozostaly jednak w literaturze naukowej prawie
zupetnie nieznane, a zwlaszcza z wielkg dla nauki szkodg nie
byty znane zadnemu z badaczy, ktérzy poézniej
zajmowali sie kwestjg lokalizacji oksydaz.

Przy pomocy pomystowych metod i doskonale dobranych
odczynnikoéw (przedewszystkiem naftylaminu i benzydyny) de-
monstruje utleniajaca dziatalno$¢ powierzchni chlonnej korzenia
roslin wyzszych, a przez badania anatomiczno-lokalizacyjne wy-
kazuje, ze ciato utleniajgce (oksydaza) znajduje sie na powierzchni
witosnikéw i komoérek skoérki korzenia i moze w obwodowych
czesciach plazmy, ale nie we wnetrzu komoérek. Gdy hodowat
rosliny w stabych, nietrujacych roztworach odpowiednich chro-
mogenow, ktore wnikaty do wnetrza korzenia, to utlenienie
nastepowato nie tylko na powierzchni korzenia, ale takze na
wewnetrznej stronie naczyn i cewek, w starszych za$ naczyniach
przedewszystkiem w jamkach. Szczegdlnie pieknie reaguje za-
tyczka (torus) jamek lejkowatych iglastych. Zainteresowany ta
zewnatrz-komorkowa lokalizacjg oksydazy korzenia, zwrécit Ra-
ciborski uwage, ze rowniez w tkankach obfitujacych w przestwory
powietrzne wystepuje obficie oksydaza na powierzchni komoérek
(t. zw. ,Interzellularoxydase“).

Poniewaz w roslinach moga wystepowac¢ rézne oksydazy,
wiec starat sie owa oksydaze przestwordéw powietrznych otrzy-
mac¢ w stanie mozliwie czystym, by zbada¢ doktadnie jej wkasnosci
i dopiero na podstawie tych wiadomos$ci wypracowaé¢ metody,
pozwalajagce na wykrywanie jej lokalizacji. Sposéb otrzymywania
oksydazy przestworow miedzykomérkowych byt nastepujacy :

* ,Auch soll man vorsichtig sein, und bei der eventuellen Farbung
mancher Zellmembrane nicht gleich auf die Anwesenheit des Leptomins oder
der Oxydasen in den Membranen schliessen. Manche Zellmembrane imbi-
bieren bekanntlich stark verschiedene Flussigkeiten und Farbstoffe und die
eintretende Farbung kann eben durch Diffusion aus dem Zellsaft stattfinden
(str. 365).
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Przez szparki lisci odpowiednich roslin (Nymphaea i in.) ssat
aspiratorem wode destylowang, ktora przeptukujac obszerne
przestwory powietrzne liscia i ogonka lisciowego, zabierala

z powierzchni ich oksydaze w stanie tak czystym, w jakim
prawdopodobnie dotychczas jej nie otrzymano, a w kazdym
razie wolng od skladnikéw tresci komoérkowej.

Majac w reku tak czystg zewnagtrz-komorkowa oksydaze,
zbadat jej wlasnosci. Nie dawata ona reakcyj na biatko, cukry,
aldehydy, bLO”, natomiast charakteryzowata sie zdolnoscig
utleniania przy pomocy tlenu atmosferycznego licznych ciat
aromatycznych jak gwajak, pyrogallol, hydrochinon, u-naftol,
u-naftylamin itp., nalezala zatem, podobnie jak oksydaza po-
wierzchni korzenia, do oksydaz typu lakkazy, zwanych obecnie
fenolazami. W 76% alkoholu byla rozpuszczalna, w 86% juz
nierozpuszczalna, réwniez w eterze i benzolu. Stezonym roz-
tworem siarczanu amonu mozna ja bylo zupetnie wysolic.

Te wlasnosci oksydazy wskazaty droge, jakiej sie trzymac
nalezy przy badaniach lokalizacyjnych. W celu nalezytego
utrwalenia materjalu zatapiat Raciborski mate kawaltki roslin
pod pompg w siarczanie amonu lub absolutnym alkoholu,
a jako odczynnikéw w celu wykrycia straconej na miejscu
oksydazy uzywal zwiazkéw, ktére reaguja szybko i dajg nie-
rozpuszczalne barwne produkty utlenienia. Gwajak okazat sie
do subtelnych badan lokalizacyjnych zupelnie nieodpowiednim,
z licznjch wyprébowanych odczynnikéw najodpowiedniejszym
okazal sie elkoholowo-wodny roztwdor benzydyny z dodatkiem
wody utlenionej.

Przy tym sposobie badania bylo oczywiscie niemozliwe
rozstrzygniecie, gdzie mamy do czynienia z bezposrednia oksy-
dazg, a gdzie z leptoming (peroksydazg).

W powyzszej pracy jednak Raciborski nie interesowat sie
ta kwestjg, lecz badat tylko wilasnosci i rozmieszczenie oksy-
dazy zewnagtrzkomorkowej przestworow powietrznych, zas kwestje
oksydaz wewnagtrzkomorkowych, jakotez stosunek ich do leptominy
(peroksydazy) zamierzat opracowa¢ w nastepnych rozprawach').

') Plan catego cyk'u rozpraw nad utleniajgcemi i redukuigcemi wila-
snosciami komorki roslinnej pozostawit w zapiskach rekopiSmiennych, ktére
miatem sposobno$¢ przegladngé w Instytucie botanicznym Uniwersytetu
Jagiellonskiego, dzigki uprzejmosci Profesora D-ra Wt Szafera.

>
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Gtéwnym rezultatem badan lokalizacyjnych Raciborskiego
jest stwierdzenie, ze w komdérkach miekiszowych roslin wodnych
i innych, ktére badat, oksydaza nie wystepuje wewnatrz zywych
komorek, ani w plazmie, ani w soku komérkowym, lecz jedynie
na powierzchni blon komdérkowych i to gtéwnie tych, ktére
graniczg z przestworami powietrznemi.

Z enzymami oksydaza ta nie ma nic wspélnego, gdyz
bierze udziat w reakcji wedlug praw stechjometrycznych.
Kwestje znaczenia tej zewngtrzkomoérkowej oksydazy w zyciu
komoérki pozostawia Raciborski zupelnie otwartg.

Ze plazmatyczne wnetrze komorek jest pozbawione ciat
utleniajacych, dzialajgcych podobnie jak PLCX, to bylo prawdo-
podobne dla wielu komérek od czasu badan Pfeffera nad
utleniajgcem dziataniem H,02 na chromogeny soku komoér-
kowego (Beitrdge zur Kenntnis der Oxydationsvorgange in
lebenden Zellen. 1889), Raciborski pierwszy jednak wykazat,
ze siedliskiem oksydaz w wielu wypadkach, jest btona komérkowa.

Ten kapitalny rezultat badan Raciborskiego pozostat w lite-
raturze naukowej zupeinie zapoznany.

Po Raciborskim zaden z badaczy oksydaz na polu bota-
nicznem nie zajmuje sie juz szczegétowej ich lokalizacjg. Cno-
dat i Bach (1904) polecaja przygodnie dla badan lokalizacyj-
nych wodny roztwoér pyrogallolu z dodatkiem cukru gronowego,
ktéry ma utatwia¢ wnikanie tego chromogenu do wnetrza ko-
moérek. W obecnosci oksydazy tworzg sie wewnagtrz komorki
czerwone krysztaly purpurogalliny i to szczegélnie naokoto
chromatoforéw (np. leukoplastébw w obwodowych komérkach
ziemniaka). Na podstawie takich spostrzezen uwazajg chroma-
tofory za siedzibe oksydaz, ktére majg wystepowaé réwnolegle
z katalazg. W fermenty utleniajagce ma obfitowaé¢ przede-
wszystkiem migkisz assymilujacy lisci.

Tejze metody uzywat do wykrywania lokalizacji oksydaz
O. Begemann w swej obszernej i bogatej w teorje pracy
nad oksydazami (1915). Teoretyczna strona tej rozprawy,
opracowana wspoOlnie z Dr. Gertrudg Woker, posiada nie-
watpliwie te wazng zalete, ze sprowadza rézne reakcje t. zw.
fermentéw utleniajacych do jednej zasady, opiera sie jednak na
licznych dowolnych zatozeniach, wiec charakter jej jest czysto
hipotetyczny.
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Begemann i Woker przypuszczajg, ze w zywych komor-
kach znajduje sie cialo o naturze aldehydu (odpowiadajgce
oksygenazie Bacha i Chodat’a), ktére moze przenika¢ przez
btony komérkowe. Obok aldehydu wystepuje w komérkach
nieprzechodzacy przez blony nadtlenek. Oba te ciala,
reagujac wzajemnie, tworza wtérny nadtlenek, Kktory
posiada silne wklasnosci utleniajgce. Jezeli wiec wprowadzimy
do komoérki np. pyrogallol, to 6w wtérny nadtlenek utleni go
na purpurogalling, ktére to dziatanie przypisujemy t. zw.
.oksydazie".

Ciato o naturze aldehydu przenika tatwo przez btony juz
w zywej roslinie, a zwilaszcza przy badaniu mikroskopowem
roztazi sie z wnetrza komorek do naczyn, cewek i przestworéw
miedzykomoérkowych. Jezeli teraz dodamy z zewnatrz jakiego$
nadtlenku np. H.,0.,,, to 6w aldehyd + H.,0, tworzy znéw
wtérny nadtlenek (sztuczny), ktéry réwniez moze utlenia¢ pyro-
gallo!, gwajak, benzydyne i inne chromogeny (t. zw. dziatanie
-peroks/dazy“), a takze rownoczesnie, zaleznie od warunkow,
rozktada¢ nadmiar H..O.,, uwalniajac O 2 (t. zw. dziatanie ,kata-
lazy ). Tak utlenianianie chromogenu, jak wywigzywanie O.,
z H.,0.,,, moze mie¢ miejsce wszedzie, gdzie rozchodzacy sie
z komorek aldehyd.w.chodzi w reakcje z sztucznie dodanym
nadtlenkiem H.,0,,. Te dwie reakcje konkurujg ze sobg, sa to
jednak reakcje sztuczne, niefizjologiczne, majgce naogét miejsce na
zewnatrz komoérek, do ktérych H_,0., nie wnika. ,Peroksydaza“
i ,katalaza“® nie sg to wiec zadne fermenty o jakiej$ funkcji
fizjologicznej, lecz tylko rézne formy reagowania jednej i tej
samej substancji. Istotny fizjologiczny ferment, ktéry dziala jako
.bezposrednia oksydaza“, znajdujemy tylko wewnagtrz ko-
morek, gdzie spotyka sie oksygenaza o naturze aldehydu z dzia-
tajacym na nig organicznym nadtlenkiem.

Wobec takiego stanowiska, Begemann nie poszukuje siedliska
fermentoéw jak katalaza i peroksydaza, lecz tylko miejsc, gdzie
wystepujg te sztuczne, niefizjologiczne zjawiska. Badaniu temu
poswieca caly rozdziat (Kap. 3. ,Lokalisation der Oxydations-
fermente im pflanzlichen Organismus®), ktory jednak niestety
zawiera przedewszystkiem teoretyczne rozwazania, a tylko bardzo
nieliczne, niezalezne od teorji spostrzezenia.
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Uzywa metody pyrogallolowej Chodat’a, ktéra uwaza za
wysSmienita dla badan lokalizacyjnych (170 wodny roztwor
pyrogallolu z dodatkiem 1°/0 cukru gronowego). Wszystkie
istotne spostrzezenia zawiera w nastepujgcym ustepie :

-ES wurde ein Stickchen Wurzel eines Pelargoniumkeim-
lings mit einem Tropfen Pyroga lollésung und einem Tropfen
Traubenzuckerlésung versetzt. Nachdem die Lésung etwasein-
getrocknet war, bildeten sich prachtvolle, ziegelrote Kristalle
von Purpurogallin. An einigen Stellen fanden sich dichtere
Kristallkonglomerate. In néchster Ndhe der Gefasse waren keine
oder nur wenig Kristalle zu beobachten. Zwei kleinere Drusen
schienen innerhalb eines Gefdsses zu sein. Zu dem gleichen
Objekte wurde dann Wasserstoffsuperoxyd zugesetzt; die
Sauerstoffentwicklung erschien besonders dort, wo Kristalle
lagen, lebhaft; einmal konnte die Entstehung direkt an einer
Purpurogallindruse beobachtet werden. Bei Schnitten durch
den Stiel des Keimlings wurde folgendes beobachtet. Die Kri-
stalle lagen innerhalb der Zelle, meist den Zellwanden an, was
sich dadurch erklart, dass das eindringende Pyrogallol sogleich
beim Eintritt in die Zelle oxydiert wird. Dies ware also die
echte mit dem Phaenomen ohne Wasserstoffsuperoxydzusatz
Ubereinstimmende direkte Oxydasenwirkung. Daneben finden
sich in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd in Interzellularen
und zwischen den Zellen. Einige Zellen waren ganz kristallfrei,
ihre Wénde aber stark braungefarbt® (str. 179). Skrawek
przez liscien, wykazal wiele krysztatow przedewszystkiem w mieg-
kiszu gabczastym.

1to jest caly faktyczny materjat spostrzezen, ktory ma
popiera¢ daleko idgce wnioski, jak:

-ES wurde als Sitz des physiologischen Ferments haupt-
sachlich das Mesophyll und sonstiges Parenchymgewebe erkannt.
Der mOrt der unphysiologischen Katalase ist Uberall da, wo
einerseits FLO.,, andererseits Oxygenase hingelangen kann d. h.
in den Gefassen, Tracheiden, auch Interzellularen. Gleich der
Katalase hat man Uberall dort Peroksydasereaktion, wo Wasser-
stoffsuperoxyd hingelangen und mit vorhandenr Oxygenase
reagieren kann. Die Epidermis und ihre Organe besitzen keine
Oxydatiosfermente. Oxydationsferment ist nicht an das Chlo-
rophyll gebunden® (str. 207).
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Teorje Begemanna i panny Woker powinny zosta¢ naprzéd
lepiej uzasadnione, zanim krytyka naukowa bedzie sie mogta
niemi zaja¢, i to przez spostrzezenia i doswiadczenia nad samemi
oksydazami roslinnemi, a nie tylko, jak to czyni Woker w pra-
cach chemicznych, przez analogje z nieorganicznemi kataliza-
torami, dziatajgcemi jako sztuczne fermenty utleniajgce. Co sie
za$ tyczy samych badan lokalizacyjnych, to kilku luznym spo-
strzezeniom Begemanna nad siewkami pelargonji nie mozemy
przypisywa¢ wiekszego znaczenia, gdyz metoda pyrogallolowg
Chodat a trudno badaé¢ subtelniejsze umiejscowanie czynnikow
utleniajacych. Wodny roztwdr rozpuszcza oksydazy, a przytem
pyrogallol w wodnym roztworze reaguje zbyt powoli, by mozna by¢
pewnym, ze krysztaly purpurogalliny powstajg w miejscach pier-
wotnego rozmieszczenia oksydaz.

Ciekawe, ze do badania na zawarto$¢ oksydaz wyciggéw
z rozmaitych roslin uzywa Begemann benzydyny, rozpuszczonej
w wodzie destylowanej przy 45° C, nie zastosowat jednak tego
odczynnika do badan mikroskopowych.

Obszerny uzytek z benzydyny, jako mikrochemicznego od-
czynnika na oksydazy, czynig badacze angielscy (Armstrong,
Keeble), jednak metoda jej stosowania nasuwa powazne wat-
pliwosci, pozatem prace te poruszaja kwestje lokalizacji oksydaz
tylko ubocznie, w zwigzku 2z teorjg Miss Wheldale o powsta-
waniu barwikéw u roslin (1910, 1911). Wedtug tej interesujacej
teorji barwiki roslinne, zwlaszcza antocyjan, powstaja przez
utlenienie bezbarwnego chromogenu, ktéory znajduje sie w rosli-
nach jako glikozyd. Glikozyd 6w ulega hydrolizie pod wptywem
enzymu typu emulzyny i wtedy dopiero zostaje utleniany przez
oksydazy.

Armstrong (1910) wnioskuje, ze jesli hipoteza ta jest praw-
dziwg, to powinna wystepowac¢ pewna rownolegtos¢ w lokalizacji
antocyjanu i oksydaz, i réwnolegtos¢ takag istotnie znajduje
badajgc rozmieszczenie oksydaz przy pomocy nastepujgcej metody.

»In the case of benzidine, a 1 per cent solution is made in
50 per cent, alcohol which is then diluted with so much water
as not to cause a pricipitate. The object to be examined is
taken from the plant and placed immediately in the reagent in
a corked specimen tube. The tube is incubated at 37° C., and
if no direct oxydase reaction is obtained the material is removed
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from the tube, washed lightly with water and treated with 1to
2 drops of 10 vols, hydrogen peroxide, or the latter reagent
may be added directly to the tube containing benzidine“ (str. 281).

Poniewaz jednak materjat (gtownie pilatki korony), trzyma
przewaznie od 1—3 godzin w tym cieptym, alkoholowo-wodnym
roztworze benzydyny, wiec nie mamy pewnosci, ze oksydaza
jest wykrywana tylko tam, gdzie znajduje sie w zywej roslinie.

Znajduje i rysuje oksydazy stale wewnatrz komorek, choc¢
na podstawie spostrzezenn nie wyklucza mozliwosci, ze i btona
komoérkowa zawiera je pierwotnie, czego oczywiscie przy tej
metodzie badania nie moze rozstrzygnac.

Odnos$ny ustep przytaczam tutaj, gdyz jert to ciekawy
szczegot z historji badan lokalizacyjnych, a znany z historji badan
wogoble, ze czesto nawet oczywiste spostrzezenia zostajg zapo-
znane lub na opak tlumaczone, gdy nie wchodzg w ramy panu-
jacej teorji — w danym wypadku, ze oksydazy sa endofermentami.

.If preparations of sections treated with the benzidine
reagent are examined microscopically, the localisation of the
brown product of oxydase action may be seen in the cytoplasm
of the tissues rich in oxydase. It happens very frequently that
the walls of these cells take on also a brown stain. Altough
this staining of the wall may be due to diffusion of the oxidized
benzidine derivative from the cell, yet the possibility is not
precluded that in the living plant oxydase may occur in the
walls of the cells” (str. 282).

Z innych rezultatéw badaczy angielskich warto zaznaczy¢,
ze Miss Wheldale (1911), wbrew teorji Bacha i Chodat’a odnosi
bezposredniag reakcje oksydaz do obecnosci w wyciggach z roslin
dwuhydroksylowego fenolu pirokatechiny, za$s Keeble i Arm-
strong (1912) wyrozniajg u Primula sinensis (a rozszerzajg to
bez dowodu na inne rosliny) oksydazy skoérki i oksydazy wigzki
na tej podstawie, ze benzydyna + H&O 2 daje z oboma zabar-
wienie brunatne, za$ u-naftol + H?”O;, reaguje tylko z oksy-
dazg wigzki na kolor fioletowo-btekitny.

Wedtug tych autoréw szczegdlnie ubogie w oksydazy maja
by¢ obfitujace w chloroplasty tkanki assymilacyjne, co odnoszg
do obecnosci w nich czynnika hamujacego (,There is good
reason to believe that the chloroplast act as inhibitor of oxy-
dases". str. 287).



23

Warto przypomnieé¢, ze Begemann uwaza wiasnie skoérke
i jej organa za zupelnie pozbawione oksydaz, za$ Chodat
sktonny jest uwaza¢ chromatofory za gtéwne siedlisko oksydaz!
Spostrzezenia poprzednich badaczy rozszerza Atkins (1913—1915)
dowodzgc, ze t. zw. oksydaza wigzki (bundle oxidase) wyste-
puje tak w wigzce, jak w korze pierwotnej, a rozmieszczenie
oksydaz u wielu roslin (np. Iris germanica) daje réwnocze$nie
obraz rozmieszczenia substancyj redukujgcych, wykazujac te
ostatnie jako miejs.a, gdzie reakcja oksydaz nie wystepuje.
Usungwszy te czynniki hamujgce (przedewszystkiem tannine
i cukier) mozna czesto otrzymac reakcje oksydaz, co Swiadczy
o ich bardzo szerokiem rozpowszechnieniu. Kwestji subtel-
niejszej lokalizacji oksydaz badacze angielscy nie posuwajg
jednak naprzéd, rowniez jak badacze amerykanscy, z ktérych
osobng uwage poswiecajag tej sprawie Clark (1911) i Reed
(1915, 1916) Clark stwierdza niezwykle szerokie rozpowszech-
nienie oksydaz, ale tylko z grubsza w poszczegélnych organach
roslin kwiatowych, a nie znajduje ich jedynie w tkankach
t. zw. kwasnych.

Reed wykazuje, ze nawet w tak kwasnych organach, jak
owoce cytryn, dadza sie wykaza¢ oksydazy przy pomocy in-
nych metod niz zwykly sposéb badania na obecno$¢ oksydaz
wycisnietych sokéw lub wodnych wyciggéw odpowiednich
roslin. 1zolowal ostroznie, nie naruszajac btony olbrzymie wor-
kowate komorki owocni cytryny i zanurzat cale do roztworow
gwajaku, «- naftolu i innych chromogenoéw, a wtedy powierzchnia
komoérek pokrywata sie barwnemi produktami utlenienia tych ciat.

Reed wnioskuje stad: ,This indicates the presence of
oxidases in the cells of the sacs which contain the juice. It
seems probable, that this condition is g general one in acid
tissues. The acid and ferment are separated in the tissue
probably in a variety of ways, but the grinding destroys the
separating surface, bringing acid and ferment in contact and
inhibiting the action of the latter”.

Whniosek zupetnie stuszny, tylko Reed nie idzie dosy¢
daleko w stwierdzeniu, Zze oksydaza i czynnik hamujacy
w tkankach kwasnych sa oddzielone od siebie nie wewnatrz
komorki, lecz, ze. oksydazy wewnatrz komodrek brak, a wyste-
puje tylko na ich powierzchni.
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from the tube, washed lightly with water and treated with 1to
2 drops of 10 vols, hydrogen peroxide, or the latter reagent
may be added directly to the tube containing benzidine* (str. 281).

Poniewaz jednak materjat (gtdwnie ptatki korony), tizyma
przewaznie od 1—3 godzin w tym cieptym, alkoholowo-wodnym
roztworze benzydyny, wiec nie mamy pewnosci, ze oksydaza
jest wykrywana tylko tam, gdzie znajduje sie w zywej roslinie.

Znajduje i rysuje oksydazy stale wewnatrz komorek, choc¢
na podstawie spostrzezen nie wyklucza mozliwosci, ze i btona
komoérkowa zawiera je pierwotnie, czego oczywiscie przy tej
metodzie badania nie moze rozstrzygnac.

Odnos$ny ustep przytaczam tutaj, gdyz jest to ciekawy
szczeg6t z historji badan lokalizacyjnych, a znany z historji badan
wogble, ze czesto nawet oczywiste spostrzezenia zostajg zapo-
znane lub na opak tlumaczone, gdy nie wchodzg w ramy panu-
jacej teorji — w danym wypadku, ze oksydazy sa endofermentami.

.If preparations of sections treated with the benzidine
reagent are examined microscopically, the localisation of the
brown product of oxydase action may be seen in the cytoplasm
of the tissues rich in oxydase. It happens very frequently that
the walls of these cells take on also a brown stain. Altough
this staining of the wall may be due to diffusion of the oxidized
benzidine derivative from the cell, yet the possibility is not
precluded that in the living plant oxydase may occur in the
walls of the cells" (str. 282).

Z innych rezultatéw badaczy angielskich warto zaznaczy¢,
ze Miss Wheldale (1911), wbrew teorji Bacha i Chodat’a odnosi
bezposrednig reakcje oksydaz do obecnosci w wyciggach z roslin
dwuhydroksylowego fenolu pirokatechiny, zas Keeble i Arm-
strong (1912) wyr6zniaja u Primula sinensis (a rozszerzajg to
bez dowodu na inne rosliny) oksydazy skorki i oksydazy wigzki
na tej podstawie, ze benzydyna + HAaO., daje z oboma zabar-
wienie brunatne, za$ «-naftol + H"O., reaguje tylko z oksy-
dazg wigzki na kolor fioletowo-btekitny.

Wedtug tych autoréw szczego6lnie ubogie w oksydazy maja
by¢ obfitujace w chloroplasty tkanki assymilacyjne, co odnosza
do obecnosci w nich czynnika hamujgcego (,There is good
reason to believe that the chloroplast act as inhibitor of oxy-
dases". str. 287).
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Warto przypomnieé¢, ze Begemann uwaza wiasnie skorka
i jej organa za zupelnie pozbawione oksydaz, zas$ Chodat
sktonny jest uwaza¢ chromatofory za gtéwne siedlisko oksydaz!
Spostrzezenia poprzednich badaczy rozszerza Atkins (1913—1915)
dowodzac, ze t. zw. oksydaza wiazki (bundle oxidase) wyste-
puje tak w wigzce, jak w korze pierwotnej, a rozmieszczenie
oksydaz u wielu roslin (np. Iris germanica) daje réwnocze$nie
obraz rozmieszczenia substancyj redukujgcych, wykazujgc te
ostatnie jako miejs. a, gdzie reakcja oksydaz nie wystepuje.
Usungwszy te czynniki hamujace (przedewszystkiem tannine
i cukier) mozna czesto otrzymac¢ reakcje oksydaz, co $wiadczy
o ich bardzo szerokiem rozpowszechnieniu. Kwestji subtel-
niejszej lokalizacji oksydaz badacze angielscy nie posuwajg
jednak naprzéd, réwniez jak badacze amerykanscy, z ktérych
osobng uwage poswiecajg tej sprawie Clark (1911) i Reed
(1915, 1916) Clark stwierdza niezwykle szerokie rozpowszech-
nienie oksydaz, ale tylko z grubsza w poszczegélnych organach
roslin kwiatowych, a nie znajduje ich jedynie w tkankach
t. zw. kwasnych.

Reed wykazuje, ze nawet w tak kwasnych organach, jak
owoce cytryn, dadza sie wykaza¢ oksydazy przy pomocy in-
nych metod niz zwykly sposéb badania na obecno$¢ oksydaz
wycisnietych sokéw lub wodnych wyciggéow odpowiednich
roslin. lzolowal ostroznie, nie naruszajgc btony olbrzymie wor-
kowate komorki owocni cytryny i zanurzat cale do roztworow
gwajaku, u- naftolu i innych chromogenow, a wtedy powierzchnia
komorek pokrywata sie barwnemi produktami utlenienia tych ciat.

Reed wnioskuje stgd: ,This indicates the presence of
oxidases in the cells of the sacs which contain the juice. It
seems probable, that this condition is a general one in acid
tissues. The acid and ferment are separated in the tissue
probably in a variety of ways, but the grinding destroys the
separating surface, bringing acid and ferment in contact and
inhibiting the action of the latter”.

Whniosek zupetnie stuszny, tylko Reed nie idzie dosy¢
daleko w stwierdzeniu, ze oksydaza i czynnik hamujacy
w tkankach kwasnych sa oddzielone od siebie nie wewnatrz
komorki, lecz, ze oksydazy wewnatrz komoérek brak, a wyste-
puje tylko na ich powierzchni.
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W nastepnej pracy (1916), w ktdrej zajmuje sie przede-
wszystkiem wykazaniem obecnosci oksydaz u glonéw, u ktérych
inni badacze ich nie znajdywali, stwierdza powszechng ich
obecnos¢ w granulach protoplazmy, a nigdy w soku komor-
kowym.

Na zakonczenie tego przegladu literatury o lokalizacji
oksydaz u wyzszych roslin warto wspomnie¢, ze przygodnie
zajmowali sie tg kwestja jeszcze Molisch (1913), Haberlandt (1913),
i Schmidt (1917), pobudzeni do tego dawniejszemi pracami
Raciborskiego nad leptoming, ja za$ (1916) Stwierdzitem stala,
niezwykle obfita obecno$¢ oksydaz na powierzchni komoérek
Srodskorni za wylgczeniem paska Casparego.

O ile lokalizacyjna literatura botaniczna w stosunku do
ilosci innych prac nad oksydazami przedstawia sie niezwykle
ubogo, to literatura zoologiczna, a w ostatnich czasach takze
medyczna, kwestji tej poswieca znacznie wiecej uwagi. Wszyscy
badacie mikrochemji komoérek zwierzecych sg zgodni w tern,
ze oksydazy wystepuja tylko wewngtrzkomérkowo, co do
subtelniejszej lokalizacji jednak zdania sg podzielone. Prze-
wazajaca wiekszos¢ widzi siedlisko sit utleniajgcych wytgcznie
w protoplazmie i to przedewszystkiem w zawartych w niej
granulach. (Plato 1900, Fischel 1910, Vitangelo Nalli 1910,
Schultze 1913, Loele 1913 i inni), jednak nie brak rowniez
metodycznie waznych spostrzezen, ze granule chiong chciwie
gotowy juz barwik, lecz same danego chromogenu nie utleniaja,
czyli nie sa siedliskiem oksydaz, ktore to siedlisko na razie po-
zostaje nieznane (Winkler 1907, Dietrich 1908).

Druga grupa badaczy przypisuje jadru komoérkowemu
wihasnosci utleniajace (Lillie 1902, Loeb 1906, Golodetz 1912,
Unna 1915). Warto wspomnie¢, ze Lillie uwaza, ze oprécz
jadra takze powierzchnia komorek (np. krwinek zaby) gra
w utlenianiu biologicznem pewng role. Naog6t prace te nie
majg wiekszej doniostosci dla mikrochemji botanicznej, ani ze
wzgledu na metody, ani na rezultaty. Oryginalne metody
Unny dla wykrywania miejsc utleniajgcych i redukujacych pro-
bowat zastosowa¢ do tkanek roslinnych Schneider (1914), jednak
z wynikiem catkowicie ujemnym. Obszerniejsze zestawienie
odnosnych poszukiwan zawiera wspomniana juz praca: Batelli-
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Stern, Die Oxydationsfermente (Kap. XVI. Mikrochemische
Untersuchungen der Oxydationsfermente in den Zellen\ Erg.
der Physiol. 1912.

Jak widzimy, dotychczasowe badania nie tylko, ze nie
wyjasnity zasadniczej kwestji dziatania ,oksydaz“ w organizmie,
tj. czy zastugujg one istotnie na miano ,fermentéw utleniajgcych”,
ale takze nie dajg nam poglagdu na przestrzenne rozmieszczenie
tych ciat w komoérkach i tkankach. Tymczasem w zjawisku
katalizy, z jakiem mamy do czynienia w zywych komorkach,
przyspieszajacych utlenianie organicznych substancyj, procz
istnienia samych katalizatoréw, réwnie wazng rolg gra t. zw.
fizyko-chemiczna kataliza (Warburg 1914), to jest szczegblny
rozktad tychze substancyj w komdrce. Samo stwierdzenie, ze
dana substancja jest skiladnikiem komorki, jest dla poznania
jej znaczenia w zyciu komorki — jak sie A. Kanitz stusznie
wyraza — nie wiele wiecej warte, niz gdy jakas$ wysoko uorga-
nizowang istote ze skoérg i kos¢mi rozdrobnimy i z tej miesza-
niny wyizolowang substancje uznamy za ogélny sktadnik owego
organizmu.



3. Metoda badan i odczynniki.

Z przegladu dotychczasowych badan nad lokalizacjag oksydaz
widzimy, ze racjonalne metody mikrochemiczne podat jedynie
Raciborski (1905), a otrzymane rezultaty zawdziecza przede-
wszystkiem szczes$liwie dobranym odczynnikom. Najchetniej po-
stugiwat sie alkoholowo-wodnym roztworem benzydyny (dwu-
amidodwufenyl NH&C,;H4. CtHANH 2 z dodatkiem wody utlenionej.
Rozpuszczat drobng ilos¢ benzydyny w alkoholu (97%) i dodawat
nastepnie tyle wody destylowanej, by benzydyna zaczynata sie z roz-
tworu wytrgcac¢. Po dodaniu kilku kropli wody utlenionej otrzymy-
wat gotowy do badan odczynnik, bezsprzecznie najlepszy z posréd
licznych aromatycznych chromogendéw, jakie polecano do wykry-
wania oksydaz. Tak przyrzadzony odczynnik dla grubszych
badan zupeinie odpowiedni, posiadat jednak pewne braki, gdy
szto o badanie catkiem subtelne. Poniewaz fenolazy sg rozpusz-
czalne w wodzie, za$ powstajacy przez utlenienie benzydyny biekit
benzydynowy jest rozpuszczalny w alkoholu, przeto zawsze nale-
zatlo sie liczy¢ z drobnemi niedogodnosciami, jakie z tego wyni-
kajg. Gdyby uzyt wodnego roztworu benzydyny, to pomijajac
te okolicznos¢, ze benzydyna w zimnej wodzie jest tak mato
rozpuszczalna, ze otrzymany roztwoér, jako zbyt staby, reaguje
tylko powoli, narazitby sie na niebezpieczenstwo, ze z powodu
rozpuszczania sie oksydaz w wodzie odczynnika, nie moznaby
po wystapieniu reakcji scisle okresli¢ ich pierwotnego rozmieszcze-
nia w tkankach. Uzywajgc za$ alkoholowego roztworu benzydyny,
wykrywamy wprawdzie oksydazy na miejscu ich wystepowania,
jednak powstajgce krysztaly biekitu benzydynowego rozpuszczajg
sie w alkoholu i barwna reakcja przestaje by¢ Scisle umiejsco-
wiong. Uzywanie roztworu alkoholowo-wodnego, w ktérym tak
fenolazy, jak krystaliczny btekit benzydynowy sa tylko czesciowo
rozpuszczalne, tgczy dobre strony, ale i wady obu roztworéw
tj. wodnego i alkoholowego. Przy tej metodzie badania spo-
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strzezenia lokalizacyjne beda wiec trafne, o ile reakcja wystepuje
momentalnie i o ile umiejscowienie jej stwierdzamy w pierwszych
chwilach jej przebiegu.

Aby uwolni¢ sie od tch niedogodnosci, zdecydowalem
sie przy badaniu oksydaz s$rodskoérni (1916) uzywaé roztworu
benzydyny (4- slad H2D 2 w absolutnym alkoholu (aby zapo-
biec rozpuszczaniu sie oksydaz), obserwowatem przebieg
reakcji pod mikroskopem i dopiero w chwili jej wystepowania
puszczalem na preparat krople gliceryny, w ktérej biekit ben-
zydynowy jest, zaréwno'jak w wodzie, nierozpuszczalny. W ten
sposob mialem pewnosé, ze do chwili wystgpienia reakcji oksy-
daza pozostaje w tkankach in situ, za$ po dodaniu gliceryny
byt czas na dokladne stwierdzenie lokalizacji nierozpuszczajgcego
sie biekitu benzydynowego. Wogéle do badan lokalizacyjnych
nadajg sie tylko te chromogeny, ktoérych barwne produkty utle-
nienia sg nierozpuszczalne w wodzie (i przez to w soku komor-
kowym) i ktore reagujg szybko, ale nie sg znow tak czule, by
reagowaly juz z tlenem powietrza. Jest zastuga Raciborskiego,
ze w benzydynie wprowadzit taki odczynnik do mikrochemyji
botanicznej. Jezeli pdzniejsi badacze (Armstrong, Sartory, Bege-
mann), nie znajgc dotyczgacych prac Raciborskiego, nazywajg
benzydyne ,odczynnikiem Adlera“, to nalezy stwierdzi¢, ze O.
i R. Adlerowie zastosowali benzydyne nieco wczesniej (1904),
iednak tylko w znanej klinicznej probie do wykrywania $ladow
Krwi. Raciborski pierwszy, niezaleznie od
Adleréw, wprowadzit benzydyne jako mikro-
chemiczny odczynnik na oksydazy.

Raciborski poprzestat na praktycznem stwierdzeniu, ze od-
czynnik ten dla badan lokalizacyjnych nadaje sie wyjatkowo
dobrze, pozatem jednak reakcja ta ma nad innemi te wyzszosc,
ze tak produkty poczatkowe, jak koncowe, sg to ciata wzglednie
proste, ktérych konstytucje znamy lub mozemy poznaé. Jest to
bardzo wazne dla zrozumienia warunkow reakcji i pozwala na
wnioski co do natury oksydaz.

Wedtug Willstattera w poczgtkowych niebieskich produk-
tach utlenienia benzydyny przez dowolne czynniki utleniajace,
mamy do czynienia z ciatami chinoidowemi, ktére stojg do ben-
zydyny w podobnym stosunku, jak chinhydron do hydrochinonu.
Te niebieskie potgczenia obejmujemy zbiorowag nazwg ,btekitu
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oenzydynoweg o“. Dalsze utlenianie prowadzi do bru-
natnego dwuchloroimidu. Madelung (1911) badat szczeg6towo
warunki utlenienia benzydyny przez nieorganiczne katalizatory.
1tak zwigzki zelazowe moga same utlenia¢ benzydyna, zas$ zwigzki
zelazawe nie maja tych wilasnosci, ale aktywujg H.,02 jak to
juz Schoenbeinowi bylo wiadomem. Utlenianie to przebiega
zaleznie od $rodowiska neutralnego czy kwasnego, badz jako
zwykta reakcja zalezna (indukowana), badz tez jako reakcja
katalityczna.

Podobnie dziatajg sole miedziowe i miedziawe. Pozatem istnieje
caly szereg cial nieorganicznych, jak sole kobaltowe, kwas chro-
mowy, molybdenowy itd., ktére aktywujg katalitycznie H ,02 tak
ze ta utlenia benzydynag na bigkit benzydynowy. Wszystkie te ciata
wystgpujg w Kilku stopniach utlenienia i w wyzszych juz same
przez sig wywierajg dziatanie utleniajgce. Sole manganu, tak
w sztucznych oksydazach Trillat’a i Dony-Henault'a, jak w za-
wierajgcej je lakkazie, dziataja tylko w stabo alkalicznym roz-
tworze. Alkaliczna reakcja wyklucza jednak tworzenie sig big-
kitu benzydynowego i mozemy z pewnoscig twierdzi¢, ze ilekro¢
jaka$ oksydaza czy peroksydaza powoduje tworzenie sig btakitu
benzydynowego, to nie mozna tego objasnia¢ zawartoscig manganu.

Rozmaite uderzajgce zjawiska przy tworzeniu sig bigkitu
benzydynowego, ktére dotychczas trudno byto zrozumie¢ z po-
wodu nieznajomosci mechanizmu utleniania benzydyny i natury
btgkitu benzydynowego, zyskujg teraz proste wyjasnienie.

W roztworze benzydyny + HZ2 2i przy obecnosci pero-
ksydazy reakcja nie wystgpi, o ile brakuje zupelnie kwasu czy
soli. Siad kwasu (kropla rozcienczonego kwasu octowego) wy-
starcza, by wystgpita reakcja z intensywnoscig, zalezng od ilosci
peroksydazyl). Wigksze ilosci kwasOw przeszkadzajg reakcji.
Dla powstawania bigkitu benzydynowego i to w postaci nie-
rozpuszczalnych krysztatéw, wystarcza obecnos¢ neutralnych soli
kwas6w mineralnych np. NaCl.

Te przedewszystkiem nas interesujgce wihasnosci bigkitu
benzydynowego tkwig wigc w tern, ze jeststo sol. Mozliwos¢

*) Ze ilosci wytworzonego bilekitu benzydynowego doktadnie sg pro-
porcjonalne do iloSci zuzytej oksydazy wykazali juz wcze$niej Raciborski
i Niklewski (1905, str. 693).
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jej powstawania istnieje tylko w obecnosci ciata, ktére moze
dostarczy¢ anjonow dla wytworzenia sie tej soli tj. w obecnosci
kwasow lub soli. Gdy uzywamy kwasu, znikaja z roztworu
przy utlenianiu H jony, przy uzyciu soli ro$nie odpowiednio
ilos¢ OH-jonéw, co znéw przeciwdziata powstawaniu bilekitu
benzydynowego i tylko w miare, jak dziatanie OH-jonéw bywa
paralizowane, moga wytwarza¢ sie dalsze ilosci bekitu benzy-
dynowego. Poniewaz réwniez wolny kwas w nadmiarze (zwlaszcza
mineralny) dziala szkodliwie na tworzenie sie biekitu benzydy-
nowego, przeto optimum dziatania otrzymujemy w warunkach,
ktére wykluczajg wieksza koncentracje H-jonéw, np. w obec-
nosci kwasu octowego i nadmiaru octanu sodowego, przez co
ilos¢ wolnych jonéw wodorowych zostaje zredukowana do
minimum.

Teorjg utleniania benzydyny zajmuje sie rowniez G. Woker
(1916) i podobnie stwierdza, ze aktywowania i zahamowania
przez kwasy i zasady odnies¢ nalezy do wplywu na benzydyne,
a nie na oksydazy, jak czesto przyjmowano. Ogolne poglady
panny G. Woker na fermenty, przypominajace koncepcje Grissa,
spotkaly sie z ostrg krytykg (Kaufmann 1917, Madelung 1917).

Eksperymentalne badania Sartory’ego (1911) nad wptywem
réznych nieorganicznych i organicznych zwigzkéw na utlenianie
benzydyny stoja w zupelnej zgodzie z teorjg Madelunga. Po-
dobne badania nad innemi indykatorami oksydaz przeprowadzili
Senter (1907), Cushny (1908), Kastle (1908, 1910>, W olff i Stoecklin
(1910, Ewart (1914), Kionka (1916) i waznym dla nas rezulta-
tem tych prac jest z jednej strony stwierdzenie, jakie zwigzkKi
dziatajg utleniajagco na te indykatory, z drugiej za$ strony pozna-
nie szerokiego zakresu cial, na ktdére rozcigga sie utleniajaca
dziatalno$¢ oksydaz.

W niniejszej pracy postugiwatem sie poczgatkowo roztwo-
rem benzydyny w alkoholu absolutnym (+ H2 3 i cho¢ w wiek-
szosci wypadkéw otrzymywatem zadawalniajace rezultaty, to
jednak w wypadkach watpliwych, ktére przedewszystkiem doma-
galy sie wyjasnienia, nawet przy pomocy tej metody nie mozna
bylo uzyska¢ jasnej odpowiedzi. Dtugie iglty biekitu benzydy-
nowego, powstajgce po wewnetrznej stronie bion i sterczace
gteboko do wnetrza komoérek, nie pozwalalty na wnioski o sub-
telnej lokalizacji oksydaz. Poniewaz inne zwigzki benzyd, owe
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uzywane w histologji zoologicznej przez Kreibicha (1910)
i Fischela (1910) tem mniej nadajg sie do badan lokalizacyjnych,
zaczagtem uzywac¢ roztworu benzydyny (zasadyj w innych roz-
puszczalnikach jak aceton, chloroform, benzol, ksylol, eter i to
z doskonatym wynikiem. Dla praktyki okazat sie najprzyjemniejszy
roztwér benzydyny w acetonie z dodatkiem s$ladu H.,Ol, (Perhydrol
Mercka). Przedewszystkiem zyskuje niestychanie szybkos¢ i czu-
tos¢ reakcji. Reakcja wystepuje momentalnie i co szczegélne,
ze wystepuje takze w tych miejscach, w ktérych alkoholowym
roztworem benzydyny, nawet po aktywowaniu kwasem octowym,
nie mozna wykaza¢ ani $ladu oksydaz. Ten wptyw $rodo-
wiska (rozpuszczalnika) na szybkos¢ reakcyj chemicznych
znamy z chemji np. z badan Menszutkina nad szybkoscig
taczenia sie w réznych rozpuszczalnikach jodkéw alkiléw
z aminami trzeciorzednemi. Proces ten przebiega w roztworach
alkoholu benzylowego prawie tysigc razy szybciej, anizeli w od-
powiednich roztworach heksanowych. Ot6z w benzydynie roz-
puszczonej w acetonie mamy jeden z najczulszych odczynnikow
oksydazowych, a powstajacy produkt utlenienia jest przytem
nierozpuszczalny w wodzie, a malo w acetonie i wystepuje
zazwyczaj w postaci tak drobno krystalicznej, ze nie nasuwa
powazniejszych watpliwosci co do szczeg6towej lokalizacji oksydaz.
W wypadkach wyjatkowych i krytycznych uzywatem roztworu
benzydyny w eterze, puszczajgc odczynnik na preparat pipeta
i obserwujac réwnoczesnie przebieg reakcji pod mikroskopem.
W ten sposéb otrzymywatem reakcje najdoktadniej zlokalizowana,
przy réwnoczesnej pewnosci, ze oksydaza zostaje wykazywana
na jej istotnem miejscu wystepowania w tkankach. Reakcja
wystepuje bowiem momentalnie (zresztg oksydaza jest w eterze
nierozpuszczalnag), a nadzwyczaj drobne ziarenka barwika znaj-
dujg fizykalne warunki powstawania nawet w najcienszych btonach
komorkowych i dzieki szybkiemu ulatnianiu sie eteru, a nierozpu-
szczalnosci w tresci komoérek, pozostajg dtugo na miejscu powstania.
W ten sposéb otrzymany preparat moze by¢ w glicerynie diuzej
badany i przechowywany, przyczem niebieska barwa biekitu
benzydynowego nie ulega tak tatwo dalszej zmianie na brunatna,
jak przy uzywaniu benzydyny w alkoholu. Przy uzywaniu eteru
jako rozpuszczalnika unikamy réwniez catkiem dodawania wody
utlenionej, gdyz w diuzej przechowywanym eterze powstajg samo-
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czynnie nadtlenki, ktérych obecnos¢ najzupetniej zastepuje H2 I,").
Dodawanie za$ HaD 2 posiada te ujemne strony, ze przez to
odczynnik staje sie bogatszym w wode, co prowadzi za sobg
niebezpieczenistwo rozpuszczenia sie w nim oksydaz, a obfite wywig-
zywanie sie banieczek tlenu, wskutek rozktadu H 2., przez katalaze,
przeszkadza obserwacji mikroskopowej. Aby unikna¢ tej niedo-
godnosci rozktadu H2 2 przez katalaze, przyrzadzitem wedtug
przepisu Chodat’a (1910) organiczny nadtlenek (Athylhydroper-
oxyd CHS.CHa. O .OH), na ktory katalaza nie dziata, a ktory
przy reakcji peroksydaz, ma zastepowac zupetnie wode utler'-" na.
Przyrzadzony przezemnie odczynnik zawierat jednak wiele wody
i dziatal bardzo stabo, tak ze musiatem zrezygnowac z uzywania
go, a w wypadkach, gdzie obfitos¢ katalazy uniemozliwiata
doktadng obserwacje, uzywalem benzydyny w eterze.
Poréwnawcze badania analogicznych preparatow, traktowa-
nych réznemi odczynnikami doprowadzity mnie do przekonania,
ze nie ma dostatecznej podstawy do wyrdzniania w tkankach
roslin wyzszych rozmaitych, specyficznie odrebnych oksydaz
(fenolaz), jak to czynig niektorzy badacze (Aso, Griiss i inni),
gdyz rzekoma gwajakaza, bedzie najczesciej réwnoczesnie pyro-
gallaza, hydrochinazg, benzydynazg, p-fenylenodwuaminazg itd.
Réznice w obrazach lokalizacyjnych, otrzymanych przy pomocy
réznych odczynnikéw, pochodzg przedewszystkiem od rozmaitej
tatwosci, z jaka pewne oksydazy utleniaja rézne chromogeny.
Wiec odczynnik tatwiej utlenialny jak dwumetyloparafenyleno-
dwuamin wykrywa momentalnie oksydazy tam, gdzie «-naftol
w tymze czasie nie wykazuje ich istnienia. Wystarczy jednak,
by «-naftol dzialat dostatecznie dtugo, albo podnies¢ temperature
odczynnika lub tez doda¢ substancji aktywujgcej jego dziatanie
(Kastle 1910), a otrzymamy rowniez reakcje z a-naftolem.
Pewng role odgrywaja takze wystepujgce w roslinach substancje
przyspieszajgce lub hamujace specyficznie dang reakcje, cho¢ ten
czynnik ma niewatpliwie wieksze znaczenie przy badaniu wy-
ciagéw, niz w badaniach lokalizacyjnych. O ile wiekszo$¢ ba-
daczy podziela to zapatrywanie, ze u roslin nie ma réznych,
specyficznie dziatajgcych fenolaz, to stoi jednak przewaznie na
gruncie teorji Bacha i Chodat’a, ze oksydazy (fenolazy) sa

Uzywatem ,Aether pro narcosi“. D. H. chem. Fabrik. E. Heuer,
Aussi?, réwniez jednak innego pochodzenia.
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mieszaning oksygenaz i peroksydaz. Praktycznie wyrézniamy
oksydazy i peroksydazy na tej podstawie, ze gdy pierwsze sg
same zdolne utlenia¢ odpowiednie chromogeny, to drugie czynia
to tylko za dodaniem nadtlenkéw.

Otéz nie wchodzac w teoretyczne i doswiadczalne uzasa-
dnienie przypuszczenia B. i Ch. musze stwierdzi¢, ze w badaniach
mikrochemicznych nie mamy dotad moznosci wykazywania je-
dnych obok drugich. Dotychczasowe spostrzezenia, rzekomo
przemawiajgce za mozliwoscig ich wyrézniania w tkankach,
robione przy pomocy jednego odczynnika, najczesciej gwajaku,
(z dodatkiem, lub bez wody utlenionej) majg tylko bardzo ogra-
niczone i wzgledne znaczenie. Przy badaniach lokalizacyjnych
ustawicznie bowiem spotykamy sie ze zjawiskami, ze ta sama
tkanka utlenia jedne z odczynnikéw bezpos$rednio, inne zas
dopiero po dodaniu HD 2 jednak i te ostatnie moga by¢ przez
te tkanke utlenione, tylko w dtuzszym okresie czasu, lub w wyz-
szej temperaturze, albo w innym rozpuszczalniku. Oczywiscie
w tych warunkach jest rzeczg zupetnie dowolng
twierdzi¢, ze mamy tu do czynienia badz z oksydazami
bezpc sredniemi, badz tez peroksydazami. Zupetnie te same
trudnosci zachodza przy badaniach wycisnietych lub extraho-
wanych sokdéw z roslin, na co z naciskiem wskazywat Sartory.
Nawet sama woda destylowana w temperaturze wrzenia ma
utlen-a¢ gwajak. Praktycznie powieksza trudnos$¢ odrézniania
oksydaz bezposrednich od peroksydaz okolicznos¢, ze w starszych
odczynnikach samorzutnie tworzg sie nadtlenki (Chodat) i ze
takze alkohol, ktéry czas dluzszy stoi na Swietle w pracowni
ma zawiera¢ wode utleniong (Hunger).

Benzydyna w alkoholu, a takze w acetonie, jest odczyn-
nikiem, ktéry bez dodatku wody utlenionej utleniany jest przez
oksydazy bezposrednie tylko bardzo powoli. Przy badaniach
lokalizacyjnych uzywatem wiec roztworu benzydyny z dodatkiem
H,02 wobec czego oczywiscie nie mozna bylo wyrézniaé, gdzie
mamy do czynienia z oksydazami bezposredniemi, a gdzie z per-
oksydazami. Sci$le wiec biorgc, wyniki otrzymane
odnoszag sie tylko do rozmieszczenia peroksy-
daz, za$ bezposrednie oksydazy (oksygenazy Bacha i Chodat’'a)
moga by¢ znacznie mniej rozpowszechnione; z drugiej jednak
strony nawet tam, gdzie badacze wyciggow znajdujg tylko
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peroksydazy (chrzan, cebula, pomidory), udawato mi sie
w tkance $wiezym roztworem gwajaku wykazywaé obecnosé
oksydaz bezposrednich.

By¢ moze, ze kiedy$ bedziemy w stanie wykrywac¢ oba
te ciala w tkankach obok siebie, jednak badania lokalizacyjne
nasuwajg ustawicznie watpliwosci, czy istotnie nalezy wyrézniac
oksydazy i peroksydazy, czy nie majg stusznosci coraz licznigjsi
dzi$ badacze, ktérzy przyjmuja blizszy zwigzek miedzy obu temi
dziataniami, niz to chce teorja Bacha i Chodat'a (Vines 1903,
Madelung 1911, Ewart 1914 i inni).

Do badan lokalizacyjnych uzywatem materjatu badz Swie-
zego, badz utrwalonego w alkoholu absolutnym. Drobne kawatki
odpowiedniej tkanki wrzucatem do wiekszej ilosci absolutnego
alkoholu, ewentualnie zatapiatlem pod pompa, by przyspieszy¢
wnikanie alkoholu i przeszkodzi¢ rozpuszczaniu sie fenolaz
w mieszaninie alkoholu i soku komdérkowego. Poniewaz dtuzsze
lezenie w alkoholu niszczy oksydazy, tj. alkohol rozpuszcza
prawdopodobnie substancje, ktére przeszkadza ja nastepnie reakcji,
przeto w watpliwych wypadkach badalem zazwyczaj tak materjat
utrwalony w alkoholu, jako tez Swiezy.



4. Lokalizacja oksydaz w tkankach roslin wyzszych.

Badatem przedewszystkiem organa wegetatywne paprot-
nikéw i roslin kwiatowych. Badania przeprowadzitem na prze-
szto 350 gatunkach, (a kilku tysigcach skrawkoéw), biorgc bez
wyboru tak rosliny krajowe, jak egzotyczne, szklarniowe.
Z powodu zupelnej jednolitosci otrzymanych rezultatow i ogél-
nosci wnioskéw do jakich doszedlem, nie wyszczegélniam tu
catego materjatu badan, zwlaszcza, ze otrzymane wyniki mozna
niewatpliwie zastosowac¢ do og6tu roslin wyzszych.

Dotychczasowi badacze niejednokrotnie wskazywali na
szerokie rozpowszechnienie fenolaz u wyzszych roslin, badania
lokalizacyjne doprowadzity mnie jednak do wniosku, ze nie
brak ich zadnej zywej, fizjologicznie czynnej
komdérce, przynajmniej w pewnej fazie jej rozwoju, a rzekome
wyjatki daja sie w naturalny sposob wyjasni¢ obecnoscig czyn-
nikéw hamujacych.

Drugim waznym wynikiem moich badan lokalizacyjnych
jest stwierdzenie, ze poza rzadkiemi wypadkami komoérek i prze-
wodoéw wydzielinowych, fenolazy nie wystepuja nigdy
wewnagtrz w tresci komérek, lecz tytké w btonie
komoérkowej.

Poréwnawcze badanie tych samych tkanek, naprzéd przy
pomocy benzydyny w alkoholu, nastepnie benzydyny w acetonie,
przekonuje naocznie, jak zupelnie bez wartosci sg spostrzezenia
réznych autorow nad rozmieszczeniem oksydaz, robione przy
pomocy jednego tylko odczynnika. Podczas gdy w pierwszym
wypadku reagujg tylko poszczeg6lne niezbyt liczne komoérki
i tkanki, w drugim reaguje zazwyczaj caly przekrdj, z wyjgtkiem
nielicznych komorek szczegoélnie obfitych w substancje hamujace
(np. garbniki). Czesto nawet blony i tych komorek dajg reakcje
za dodaniem wiekszej/ ilosSci HXD 2 Benzydyna w roztworze
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alkoholowym czy alkoholowo-wodnym jest niewatpliwie dobrym
i wystarczajacym odczynnikiem dla wykazywania oksydaz
w tkankach szczegélnie w nie bogatych, ale tez z niewystapienia
reakcji nie mozna bynajmniej wnosi¢ o braku oksydaz. Wystarczy
doda¢ $lad kwasu octowego Ilub uzyé benzydyny w acetonie,
albo tez zastosowac prébe indofenolowa, aby stwierdzi¢ obecnos¢
oksydaz nawet w takich tkankach, w ktérych innemi odczyn-
nikami wykazac¢ ich nie mozna. Préba indofenolowag, cho¢ do
badan lokalizacyjnych nieodpowiednia, gdyz powstajacy indo-
fenol jest rozpuszczalny w wodzie, jest jednak reakcjg niesty-
chanie czulg, zwilaszcza gdy uzywa sie précz odpowiedniego
fenolu tatwo utlenialnego dwuaminu np. dwumetyloparafenyle-
nodwuaminul.

Uzywanie poréwnawcze kilku réznych odczynnikéw jest
tez z tego wzgledu wskazane, ze znamy wypadki, w ktorych
obecnos$¢ pewnych substancyj hamujacych przeszkadza tylko
utlenieniu danego chromogenu, a jest zupetnie bez wptywu na
utlenianie innego.

Wedtug danych literatury, wykrywaniu oksydaz w tkankach
maja przedewszystkiem przeszkadza¢ garbniki (Griiss, Raciborski),
cukry redukujgce (Hunger, Atkins), kwasy organiczne (Clark,
Reed), antienzymy (Gruss, Lubimenko), nadmiar katalazy (Bege-
mann, Woker) i inne nieznane blizej ciata hamujace t. zw. para-
lizatory. Z ciat przeszkadzajgcych reakcji oksydazowej garbniki
niewatpliwie najwiecej sg rozpowszechnione, gdyz w wiekszosci
wypadkéw dajg sie wykaza¢ w wielkiej obfitosci w komorkach,
ktérych blony nie dajg reakcji oksydazowej. Hunger twierdzi,
ze wykrywat oksydazy nawet w komoérkach korka, po wycig-
gnieciu garbnikoéw 80°/0 alkoholem. Doswiadczenie to nie jest
przekonywujgce, gdyz alkohol 80°/0 przy mieszaniu sie z sokiem
komérkowym, rozwadnia sie dalej i niewatpliwie rozpuszcza
oksydazy, ktore wtdérnie moga sie osadzi¢ w tkance korkowej.

') Nalezy jednak pamieta¢, ze indofenol jest barwikiem ttuszczowym,
ktory liczne ziarenka protoplazmy chiong nadzwyczaj chciwie. A. Meyer
poleca wprost prébe indofenolowg jako odczynnik na tluszcze u bakteryj
(L,Naphtolblau als Reagens auf Bakterienfetf. Bakteriol. Centralbl. 1903),
nazywajac niewlasciwie powstajacy barwik ,Naphtolblau“. Nalezy przy-
puszczaé, ze prawdopodobnie i w tym wypadku u bakteryj utlenienie, pro-
wadzace do powstania indofenolu ma miejsce peryferycznie, a dopiero gotowy
barwik rozpuszcza sie w ziarenkach tluszczu, nadajac im barwe biekitna.

3*
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Préby, ktore przedsiebratem, aby zwigza¢ garbniki przy
pomocy roztworow biatka lub pewnych alkaloidéw (morfina,
brucyna, kokaina) i w ten sposob unieszkodliwi¢ je, nie niszczac
oksydaz, nie daty dodatnich rezultatéw, cho¢ w kilku wypad-
kach, jak np. w poduszeczce u nasady ogonka liSciowego Mimosa
pudica mozna w ten sposob otrzymac reakcje oksydazowg takze
na powierzchni wielu garbnikowych komérek, ktore bez takiego
zabiegu reakcji nie dajg. Zupeinie wykluczajg reakcje oksyda-
zowg garbniki, zawarte nie jak zwykle w soku komoérkowym,
lecz w btonie. ,Nieznaczne“ rozpowszechnienie oksydaz w tkan-
kach paproci mozemy odnies¢ niewagtpliwie do hamujgcego
dzialania flobafenow (produktéw utlenienia garbnikéw), ktérym
btony paproci zawdzieczajg brunatne zabarwienie. W lisciach
mchéw Czapek (Flora 1899) i Schoenau (Flora 1913) wykazali
bezposrednio obecno$¢ garbnikéw w blonie komorkowej.

Wedtug Hungera (1901) wykrywaniu oksydaz w tkankach
i sokach roslinnych przeszkadza obecno$¢ wiekszej ilosci cukrow
redukujacych, zwlaszcza glikozy.

Aso (1902) i Raciborski (1905) wykazali jednak, ze to nie
zawsze ma miejsce i ze w doswiadczeniu Hungera dziataty hamujaco
zapewne jakie$ inne ciala towarzyszace glikozie.

Przy badaniach lokalizacyjnych zauwazylem jednak nie-
jednokrotnie, ze tkanki obfitujace w glikoze, np. miekisz asymi-
lujacy lisci, zazwyczaj wykazujg stabg reakcje oksydazowa.
Armstrong (1910) uwaza tu chloroplasty za ,inhibitora“ reakcji
oksydazowej, Atkins (1916) otrzymat za$ z wyciggami lisci stale
dodatnie reakcje, ale dopiero po usunieciu substancyj reduku-
jacych. Reed (1915) wykazat obecnos¢ oksydaz w tkankach
kwasnych, zas Begemann i Woker (1915) przyjmuja, ze reakcja
peroksydazowa nie wystepuje tam, gdzie konkurujgca z nig
reakcja katalazowa zyskuje przewage.

To bylyby wszystkie wazniejsze czynniki, ktore wedtug
dotychczasowych badan przeszkadzaja wykrywaniu oksydaz
w tkankach roslinnych. Czynniki te wystepowa¢ musza nadto
W znacznem natezeniu, by reakcje oksydazowg zupetnie unie-
mozliwic.

Kazdy skrawek jakiejkolwiek wyzszej rosliny, traktowany
odpowiednim odczynnikiem, wykazuje reakcje oksydazowsg bton
olbrzymiej wiekszosci komoérek i zgodnie z doswiadczeniem
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innych badaczy mozemy twierdzi¢ z wielkiem prawdopodobien-
stwem, ze te nieliczne komdrki i tkanki, w ktorych nie udaje sie
wykaza¢ obecnosci oksydazy, przeciez nie sa jej pozbawione,
a tylko wykrycie jej nastrecza szczeg6lne trudnosci. Co do ilosSci
oksydaz, to sgdzac kolorymetrycznie z intensywnosci reakcji benzy-
dynowej, rézne tkanki zawierajg je w stopniu bardzo rozmaitym.
Obfituja w nie przedewszystkiem tkanki tworcze rosnacych
korzeni czy pedoéow, pozatem miazga, rury sitowe, naczynia
mleczne, $rédskornia i tkanki miekiszowe, bogate w przestwory
powietrzne. Nie wykazuja reakcji komorki o silnie zdrewniatych
Scianach, jak np. starsze elementy drewna (za wyjatkiem zatyczek
w jamkach), za$ staba tylko skoérka roslin ladowych i obfitujgcy
w chloroplasty miekisz asymilacyjnyl.

Wobec tak szerokiego rozpowszechnienia oksydaz gtéwnem
pytaniem, ktére staralem sie rozstrzygnaé, byta sprawa ich sub-
telnej lokalizacji w komdérkach i tkankach.

We wszystkich badanych wypadkach znajdywatem oksy-
dazy stale w bitonach komoérkowych tkanek miekiszowych i'to
w blonach miodych, chemicznie i strukturalnie niezr6znicowanych
w calej ich grubosci, w tkankach starszych zas$ w blaszce $rod-
kowej czyli substancji miedzykomorkowej.

Po badaniach Raciborskiego nad zewnagtrzkomérkowem
umiejscowieniem oksydazy przestworéow powietrznych rezultat
taki byt prawdopodobny dla wielu grup komorek, szczegélng
przeto uwage zwrécitem na te tkanki i komorki, ktérych Raci-
borski szczego6towiej nie badat, a zwlaszcza na te, ktére miaty
zawiera¢ oksydazy wewnatrzkomérkowe. Przedewszystkiem
zajalem sie rurami sitowemi, ktére wedtug Raciborskiego zawie-
raja wewnatrz leptomine (peroksydaze), podobnie jak komoérki
przyrurkowe. Chciatem stwierdzi¢, czy oksydaza zawarta jest
w plazmie czy soku komoérkowym rur sitowych. Rezultat badan
byt o tyle nieoczekiwany, ze odmiennie od Raciborskiego stwier-
dzitem, ze u wszystkich paprotnikéw brak oksy-
dazy w tresci rur sitowych, natomiast czesto daje
sie wykaza¢ w blonie komérkowej. Badatem szereg gatunkow
paproci (z rodzajéw Adianthum, Pteris, Polypodium, Staenochlena,

*) Wog6le organa nadziemne, zwlaszcza silnie naswietlone, zawierajg
oksydaz mniej, niz czesci roslin ukryte w ziemi, a w szczegélnosci chionace
wode.
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Nephrolepis, Osmunda) i nigdy nie zauwazytem w treSci rur
sitowych ani $ladu reakcji benzydynowej. Kwestji tej nie mozna
jednak rozstrzygng¢ na skrawkach poprzecznych, gdyz btona
sitek reaguje niezwykle intensywnie, przez co powstaje obraz,
jak gdyby reakcja miata miejsce wewnatrz rur sitowych. Na
skrawkach podtuznych mozna sie z tatwoscig przekona¢ (dosko-
natym materjalem demonstracyjnym sa gatunki paproci Staeno-
chlena np. St. scandens, cretica), ze miejscem reakcji sg tylko
same sitka. W Dbilonie sitek pozostajg jednak niezabarwione
drobne punkty, ktére zdajg sie odpowiadacé potgczeniom plazma-
tycznym sasiednich rur sitowych.

Tak wiec u paproci (rowniez u pospolitych krajowych
gatunkow skrzypéw i widtakéw) nie znalaztem nigdy fenolazy,
tj. tak oksydazy bezposredniej, jak peroksydazy (leptominy)
wewnatrz rur sitowych. Odmienne twierdzenie Raciborskiego
tatwo zrozumiemy, gdy sobie uprzytomnimy, ze dotyczace bada-
nia robit przy pomocy gwajaku, ktory byt powodem juz tylu
btedéw, skoro za$ do badan nad zewnatrzkomoérkowa oksydaza
przestworéw powietrznych zastosowat benzydyne, wtedy na rury
sitowe nie zwracat juz wiekszej uwagi.

Znacznie trudniej stwierdzi¢ lokalizacje oksydaz w leptornie
jawnokwiatowych, a to z powodu niezwyktej niestatosci tresci
rur sitowych, wobec ktérej nawet utrwalanie materjatu nie
wiele jest pomocne. Plazmatyczna tres¢ komorek przyrurkowych
jest zawsze pierwotnie pozbawiona oksydaz, posiada jednak na
réwni z trescig rur sitowych, a takze wielu innych komoérek
miekiszowych te wilasciwosé, ze chionie niezwykle chciwie
wytworzony w blonie barwik, co oczywiscie tatwo powoduje
btedne mniemanie o siedlisku oksydazy. O ile brak oksydazy
w tresci komorek przyrurkowych nie przedstawia zadnych
watpliwosci, to tres¢ samych rur sitowych pozostaje dla nas do
dzi$ dnia pod wielu wzgledami zagadka. Wedtug Raciborskiego
zawiera¢ ma tak leptomine, jak oksydaze bezposrednig. Odpo-
wiednim materjatem badan majg by¢ wyrosniete todygi jedno-
lisciennych. Istotnie, ujednolisciennych mozna przez odpowiednio
dtugie trzymanie w alkoholu zniszczy¢ wszystkie inne oksydazy, za
wyjatkiem oksydaz leptomu, jednak stwierdzenie ich umiejsco-
wienia w poszczegdlnych elementach leptomu napotyka na
niezwykie trudnosci. Komorki sa bardzo drobne, blony
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komorkowe niezwykle cienkie, krysztatki btekitu benzydynowego
powstajg dzieki temu zazwyczaj po ich wewnetrznej stronie
i stercza ku Srodkowi komérek. Dopiero poréwnawcze badania
prowadza do wniosku, ze tu powodem takiego obrazu jest nie
wewnatrzkomoérkowa lokalizacja oksydaz, lecz trudnosci meto-
dyczno-techniczne. Z podobnem zjawiskiem spotykamy sie
bowiem w wielu cienkosciennych komorkach, co do ktérych
nie ulega najmniejszej watpliwosci, ze oksydaza siedzi w btonach,
a tylko brak odpowiednich warunkéw fizycznych dla wytworzenia
sie blekitu benzydynowego w samej btonie. Tak np. na Scian-
kach promieniowych komoérek s$rodskérni, w bezposredniem
sgsiedztwie paska Casparego, biekit benzydynowy wytwarza sie
zawsze nie tylko w samej blonie, ale réwniez po wewnetrznej
jej stronie, sama tres¢ komorek jest jednak zawsza wolna od
oksydaz, jak to sie tatwo mozna w tym wypadku przekonaé¢ na
komoérkach splazmolizowanych’).

Poniewaz badanie jednolisciennych nie dalo pozadanych
wynikow, zwrécitem sie do dwulisciennych, wybierajac przede-
wszystkiem gatunki z wielkiemi i obszernemi rurami sitowemi.
U dyni (Cucurbita Pepo) na sSwiezym materjale, reagujg silnie
Sciany rur sitowych, a szczegdllnie intensywnie same sitka za
wyjatkiem perforacyj. Ewentualne zasklepki 2z kallozy nie
reagujg nigdy. Same biony rur sitowych z nieznanych powo-
dow ulegajg zazwyczaj wtéornemu odbarwieniu. Wydaje sig,
jak gdyby w bltonach czy tresci rur sitowych byly zawarte ciala,
ktére samej reakcji nie przeszkadzajg, jednak wytworzony barwik
po pewnym czasie odbarwiajg. Wobec znanych witasnosci redu-
kujacych soku komoérkowego rur sitowych, nie ma w tern nic
nieprawdopodobnego, zwlaszcza, ze to samo zjawisko wtdérnego
odbarwiania reagujacych blon wykazuja niektore komoérki garb-
nikowe.

Na utrwalonym w alkoholu materjale (Bryonia dioica, Vitis
vinifera) udaje sie nawet zauwazy¢, ze oksydazy wystepuja prze-

') Wogble plazmoliza niejednokrotnie pozwala w watpliwych wypadkach
wykaza¢ obecnos¢ oksydazy w bionie, a brak jej w protoplascie. 1tak w komor-
kach skorki, zwkaszcza pokrytej grubg kutikulg, oksydaza czesto zdaje sie wyste-
powac nie tylko po wewnetrznej stronie bton komérkowych, lecz takze w obwo-
dowych czesSciach cytoplazmy. Dzieki plazmolizie mozemy sie przekona¢, ze
siedliskiem oksydazy jest wytgcznie btona komérkowa.
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dewszystkiem w blaszce $rodkowej i naroznikach wszystkich
komoérek leptomu. W samych sitkach winorosli reaguje silnie
pektynowa btonka $rodkowa, t. zw. ,median node*“ Hill'a, nie
reaguje kalloza zasklepek. U innych roslin o drobnych rurach
sitowych nie mozna wykaza¢ tego przy pomocy dotychczasowych
metod. W starych niefunkcjonujacych rurach sitowych
czesto zdarza sie, ze reaguje pierwotnie réwniez zdezorga-
nizowana tres¢ komérkowa. Mimo tych trudnosci meto-
dycznych, na podstawie rezultatow pewnych dla kilku, szczegoélnie
dla badan korzystnych roslin, uwazam za usprawiedliwione twier-
dzenie, ze plazmatyczne wnetrze czynnych elementéw leptomu
jest stale pozbawione oksydaz. Gieboki pomyst Raciborskiego
o funkcji leptominy w rurach sitowych musi wiec ulec mody-
fikacji w tym kierunku, ze pierwotnem siedliskiem oksydaz takze
w tej tkance jest btona komoérkowa.

Stale i obficie wystepujg dalej oksydazy w przewodach
zywicznych i to réwniez nie — jak sadzit Raciborski — we
wnetrzu komorek, lecz tylko w t. zvy. warstwie zywicorodnej
btony (resinogene Schicht Tschirch’a) i ewentualnie w samej
wydzielinie.

Donioste badania Tschircha nad miejscem powstawania
zywic wykazujag interesujacg analogje do badan lokalizacyjnych
nad oksydazami. Mimo licznych twierdzenn przeciwnych, Tschirch
przyzwyciezywszy trudnosci metodyczne wykazat, ze w plazma-
tycznem wnetrzu komorek nigdy nie mozna znalezé gotowych
zywic i balsamow, lecz, ze substancje te, podobnie jak olejki
eteryczne, powstaja w warstwie zywicorodnej btony komor-
kowej. Ta warstwa zywicorodna, to nic innego, jak substancja
miedzykomodrkowa, do ktérej naleza rowniez wiele badane
wysciotki przestworéw powietrznych. Ot6z w warstwie zywico-
rodnej znajdowatem stale oksydazy i wystepowanie ich byto
ograniczone tylko do tej warstwy blony komorkowej, pozatem
wystepowaly jednak roéwniez w wydzielonej do Swiatla prze-
wodOw zywicy. Szczeg6towo zbadatem te stosunki u balda-
szkowych Archangelica officinalis (korzen) i Pimpinella Saxifraga
(korzen), a takze u iglastych Abies pectinata, Pinus silvestris,
Larix europaea (szpilki i kora).

Tschirch stwierdzit réwniez w swych rozlegltych badaniach
nad zywicami, ze liczne zywice zawierajg oksydazy. Wyroznia



41

nawet na tej zasadzie osobng grupe zywic jako ,enzymozywice*
(,Enzymoresine d. i. Harze, deren Harzkérper von einer Gum-
mase (Lakkase) begleitet wird“). Tym enzymozywicom towa-
rzysza stale ciala gumowate, powstajace rowniez w Sluzowate
zazwyczaj warstwie zywicorodnej btony komoérkowej i oksydazy
sa wilasnie z temi gumami nierozerwalnie ztgczone. Przynajmniej
wszelkie usitowania Tschircha, aby oddzieli¢ oksydaze od gumy
okazaly sie bezskuteczne, réwniez nie udato sie zniszczy¢ jednego
z tych ciat, by drugie otrzymac¢ w czystej postaci, tak, ze Tschirch
przypuszcza, iz mamy tu do czynienia z chemicznem potaczeniem
gumy z oksydazg. Poglady Tschircha na wystepowanie i po-
wstawanie zywic majg w catej pelni zastosowanie do fenolaz.
Nigdy nie spotykamy ich w plazmie, lecz zawsze
w btonie komoérkowej, skad analogicznie mozna
wnosi¢, ze miejscem ich powstawania jest
btona komérkowa.

Jezeli przejdziemy do rur mlecznych, to w soku mlecz-
nym, zgodnie z twierdzeniem Raciborskiego, spotykamy istotnie
wewnatrzkomoérkowg ,oksydaze“. Jednak i tutaj oksydaza
wystepuje nie w plazmatycznej wysSciotce rur mlecznych, lecz
w samym soku mlecznym, ktory uwaza sie zazwyczaj za homo-
logiczny z sokiem komérkowym. Pamieta¢ jednak nalezy, ze
sok mleczny zawiera caly szereg cial, mogacych wywotywac
reakcje oksydaz. | tak wediug O. Dony’ego (1908), utlenienia,
jakie wywiera sok mleczny, nalezy odnie$¢ nie do obecnosci
w nim oksydaz, lecz soli manganu i metali alkalicznych. Sok
mleczny jest bardzo skomplikowang mieszaning najrozmaitszych
cial organicznych i nieorganicznych, o réznym jakosciowym
i ilosciowym skladzie u r6znych roslin i tylko szczeg6towe bada-
nia moga rozstrzygnaé, do jakich ciat sa przywigzane jego
utleniajgce wihasnosci. U Aroideae i Musaceae sok mleczny
zupetnie nie daje reakcji oksydazowej, co niewagtpliwie mozemy
odnies¢ do bardzo obfitej zawartosci garbnikéw, tak, ze u tych
rodzin stusznie mozemy mowi¢ o przewodach garbnikowych.
Rury z sokiem mlecznym nalezg pozatem do kategorji zbior-
nikow wydzielinowych. Sklad chemiczny ich tresci, ich stosunki
anatomiczne i wreszcie 'eksperyment fizjologiczny (H. Khniep:
Uber die Bedeutung des Milchsaftes. Flora 1905) ostatecznie



42

to stwierdzity i nie mozna ich Zzadng miara homologizowaé
z rurami sitowemi. Nie mogtem tez potwierdzi¢ spostrzezenia
Raciborskiego, ze systemy te zastepujg sie niejako ze wzgledu
na zawarto$¢ ,leptominy“, pomijajac juz wyzej wspomniang
réznice co do jej lokalizacji w obu tkankach. Badatem Euphorbia
Cyparissias, E. Lathyris, Nerium Oleander, Vinca major, Cam-
panula glomerata, Lactuca scariola, Cichorium Intybus, Taraxacum
officinale, Papaver Rhoeas, Chelidoniiim majus, tak todyge jak
korzen, lecz nigdy nie stwierdzilem wzajemnego zastepowania
sie oksydaz w tych tkankach, coby pozwalato wnosi¢ o ich
fizjologicznej funkcji zastepczejl Utleniajagce dziatanie soku
mlecznego i pochodzenie ciat utleniajgcych w nim zawartych,
pozostaje na razie kwestjg otwartg, podobnie jak pochodzenie
wystepujacych w nim zywic, skoro w $cianach rur mlecznych
nie widzimy warstwy zywicorodnej, w ktorej jedynie wedtug
Tschircha ma miejsce wytwarzanie zywic, a nawet wewnatrz-
komérkowe zlokalizowanych olejkéw eterycznych. Oksydaza
soku mlecznego, a oksydaza bton komdérkowych, to najprawdo-
podobniej rzeczy rézne, jednak potrzeba dopiero dalszych badan,
aby uzasadni¢ ich oddzielanie i nie mieszanie razem. Tak wiec
wystepowanie oksydaz w soku mlecznym nie czyni wiasciwie
wylomu w tej ogélnej zasadzie, ze zywy protoplast
komérki nigdy oksydaz nie zawiera, a sie-
dliskiem ich jest przedewszystkiem bitona
komorkowa i jej produkty. Wystepowanie oksydaz
w soku mlecznym owszem wspiera przypuszczenie o wydzielino-
wym, czy wydalinowym charakterze oksydaz. Lokalizacja
oksydaz w blonach komérkowych, w wydzielinach powierzchni
chtonnej korzeni i w soku mlecznym zdaje sie wskazywaé, ze
nie mamy w nich do czynienia z fizjologicznie waznym fermentem,
lecz raczej z wydzieling, nie pozbawiong moze znaczenia
ekologicznego, podobnie jak oksydazy w mleku réznych zwierzat.

Niezaleznie jednak od przypuszczen o funkcji fenolaz
w organizmie roslinnym, ogélnym rezultatem powyzszych poszu-

*) Natomiast mozna stwierdzi¢, ze rury mleczne i typowe przewody
zywiczne wzajemnie sie wykluczaja i zastepuja. W rodzinach Araceae
i Compositae jedne rodzaje posiadaja rury mleczne, inne za$] tylko prze-
wody zywiczne. Dotychczas znamy tylko jeden wyjatek.
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kiwan jest stwierdzenie, ze ciata te nie sg bynajmniej
endofermentami (Vernon 1910), za jakie je powszechnie
uwazano i ze wystepowanie ich nie jest zwigzane z zywag plazma,
natomiast, ze wzgledu na stalg lokalizacje w blonie komdrkowej
i jej produktach, musimy uwaza¢ je za wydzieline, przynajmniej
o tyle, o ile i blona komoérkowa jest wydzieling protoplazmy.



5. Rownolegtos¢ w wystepowaniu oksydaz
i substancyj pektynowych.

Raciborski badajac oksydaze zewnagtrzkomérkowa zwrécit
uwage na interesujgcy szczegdt, ze zatyczki (torus) jamek lej-
kowatych iglastych, ktére jak wiadomo chiong intensywnie
barwiki pektynowe, daja réwnoczesnie silng reakcje oksydazowa
(1905). Badajgc oksydazy $rdédskérni (1916) zbadalem poro-
wnawczo kilka roslin ze wzgledu na rozmieszczenie oksydaz
i substancyj pektynowych, obecnie za$ przy badaniu lokalizacji
oksydaz zawsze zwracalem uwage na interesujacy parallelizm
w wystepowaniu tych ciat w tkankach roslin wyzszych.

Mikrochemja pektynoéw pozostawia jeszcze wiele do zyczenia
i ogranicza sie przedewszystkiem do znajomosci ich reakcyj
barwnych'), witasciwosci optycznych i zachowania sie wzgledem
kwaséw i zasad. W badaniu rozpowszechnienia pektyndéw
szedtem przedewszystkiem za znakomitemi pracami Mangina
(1892) i Devaux (1901). Wiadomo z nich, ze pektyny sg pod-
stawowag substancjg bton komdérkowych na rowni z celluloza.
Miode blony komérkowe skiladajg sie z mieszaniny cellulozy
z pektozg, w starszych pektoza zamienia sie na kwas pektynowy
i zostaje zwolna umiejscowiona na obwodzie komoérki w t. zw.
blaszcze srodkowej jako pektynian wapna, lub tworzy jako $luz
pektynowy powloki przestworéw miedzykomoérkowych.

Z barwikéw pektynowych miatem do dyspozycji i wy-
probowatem nastepujgce: brunat Bismarka, fiolet Hoffmanna
i metylowy, biekit metylenowy i nilowy, zielen jodowa, mala-
chitowg i $wietlng, czerwien Kongo, Magdala i neutralna,
chrysoidyne, Dahlie, koraling, fuksyne, safranine i tionine.

* Nie sa to bynajmniej wilasciwe ,reakcje mikrochemiczne*, lecz
zjawiska czysto fizykalne, polegajagce na roéznej absorbcji poszczeg6lnych
barwikow.
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Istotnie wartosciowemi znalaztem tylko czerwien rutenowa,
biekit naftylenowy R., fiolet neutralny i hematoksyline Delafiélda
i temi barwikami stale sie postugiwatem.

Glownem miejscem wystepowania pektyndéw w wyrosnie-
tych tkankach roslinnych sa wedtug Mangin’'a blaszki srodkowe.
Mikrochemiczne badanie blaszki srodkowej i jej przemian przed-
stawia jednak wiele ciemnych punktéow. Twierdzono kolejno,
ze zawiera ona przedewszystkiem ciala biatkowate (Wiesner),
tyrozyne (Correns), hemicelluloze (Schellenberg), wreszcie aminy
aromatyczne (Raciborski) W ciggu moich badan stale znajdo-
watem w niej oksydazy, przynajmniej w pewnej fazie jej rozwoju,
wiadomo bowiem, ze blaszki srodkowe nawet w wyros$nietych
tkankach ulegajg daleko idgcym przemianom (Allen). Terminu
.blaszka sSrodkowa“, inaczej ,substancja miedzykomérkowa",
uzywam stale w rozumieniu Dippla (Das Mikroskop 1893. 11 Bd.
-mittlere Platte der Mittellamelle*). Wielu autoréw rozumie
przez blaszke sSrodkowa (,Mittellamelle® Hofmeister, Sach s
Sanio), nie tylko pierwotng blonke kambjalng, dzielagcg dwie
komorki, lecz takze nakladajgca sie od wewnatrz cienkg war-
stewkag wtdérng, poniewaz obie wykazujg silniejsze i odmienne
zatamywanie Swiatla, niz reszta grubiejgcej btony. Dipplowska
blaszka srodkowa jest zawsze optycznie réwnoosiowa, rozpusz-
czalna w mieszaninie Schultzego, a nierozpuszczalna w kwasie
siarkowym i wedtug Mangin’a ztozona jest wytacznie z pektynoéw.

Otéz badajac analogiczne skrawki roslinne, raz przy po-
mocy barwikéw pektynowych, nastepnie za$ odczynnikéw oksy-
dazowych, znajdowatem zupetnie identyczne
rozmieszczenie tych substancyj. Substancja mie-
dzykomérkowa chionie zaréwno chciwie barwiki pektynowe,
jak energicznie utlenia benzydyne, tak, ze na podstawie samych
badan lokalizacyjnych musimy twierdzi¢, ze w $wiezych tkan-
kach roslinnych substancje pektynowe utleniajg benzydyne i inne
analogiczne odczynniki, cho¢ zdolno$¢ te traca znacznie tatwiej,
niz zdolno$¢ barwienia sie czerwienig rutenowg. O ile tak
oksydazy, jak pektyny wystepujg przedewszystkiem w substancji
miedzykomérkowej, to spotykamy jednak tkanke, w ktérej sub-
stancja miedzykomoérkowa nie zawiera oksydaz. Jest to tkanka
drzewna, a wilasciwie tylko starsze naczynia i cewki, a wiec
komorki martwe, podczas gdy cienkosck ny miekisz naczyniowy



46

zawsze w oksydazy obfituje. W miodych naczyniach i cewkach
oksydazy wystepujag w bionie, a takze wedlug Raciborskiego
maja by¢ obecne wewnatrz naczyn, w starszych tylko w za-
tyczkach tj. w blonach, odgraniczajgcych komunikujace ze sobg
jamki. W zdrewialej za$ btonie naczyn, jak réwniez w substanciji
miedzykomdrkowej, ktora podobnej ulegta metamorfozie, oksydaz
nie znajdujemy. W miodym drewnie sosny na skrawkach pro-
mieniowych reagujg obok zatyczek poprzeczne pasemka biony
pomiedzy poszczegdlnemi jamkami lejkowatemi. Zestawiajac ten
obraz ze skrawkam' stycznemi i poprzecznemi, barwionemi czer-
wienig rutenowg, dochodzimy do wniosku, ze w tych najmiod-
szych partjach drewna (takze tyka) mamy do czynienia z obfitem
nagromadzeniem sie substancji miedzykomoérkowej (znanem juz
Dipplowi), ktéra po6zniej znika, dzieki rozpuszczeniu i wessaniu,
a w tkankach mitodych (zwtaszcza miazdze tworczej) jest pod-
Scieliskiem tak intensywnej reakcji oksydazowej. W miare dre-
wnienia $cian naczyn i cewek reakcja oksydazowa ogranicza
sie tylko do jamek. Co jest powodem, ze blaszka $rodkowa
w tkankach zdrewniatych nie daje reakcji oksydazowej, trudno
powiedzie¢. Nie wiemy rowniez, czy oksydaza jamek lejkowa-
tych iglastych jest ciatem wydzielorjem tam przez plazme i utrzy-
mujacem sie w zatyczkach tak diugo, czy tez obecnos$¢ jej
w jamkach jest zjawiskiem wtornem, (np. oksydaza moze by¢
tu przyniesiona i ztozona pradem krazacej wody). Za pierwszem
przypuszczeniem zdawatoby sie Swiadczy¢ znajdywanie w jam-
kach lejkowatych matych ziarenek skrobi i ttuszczu, co ttumaczy
sie tern, ze gingca w cewkach protoplazma w jamkach najdiuzej
sie utrzymuje i dziata (G. Lakon, Ber. d. deutsch, bot. Ges.
Bd. XXIX. 1911); z drugiej jednak strony, woda w naczyniach
i cewkach niewatpliwie zawiera oksydazy wyptukane ze S$cian
komoérek miekiszu, ktoéry wspétdziata w jej podnoszeniu i te
oksydazy wykrywa badanie lokalizacyjne w minimalnej ilosSci
na powierzchni wewnetrznej naczyn i cewek, a obficiej w za-
tyczkach jamek, przez ktdre sie woda filtrujgco przesacza. Nie
jest réwniez wykluczone, ze mamy tu do czynienia z nieorga-
nicznemi katalizatorami, jak np. drobnemi ilosciami soli manganu
lub zZelaza, osadzonemi réwniez pradem wody.

O ile substancja miedzykomérkowa tkanek drzewnych —
za wyjatkiem zatyczek — oksydaz nie zawiera, to juz w tyku
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grubosciennem stale mozna w niej wykaza¢ oksydazy. Piekny
obraz zupelnej zgodnosci w wystepowaniu pektynow i oksydaz,
nawet na powierzchni martwych wiékien tykowych, daja zwia-
szcza Apocynaceae i Asclepiadaceae. Subtelna siatka, jaka
tworzy substancja miedzykomdrkowa miedzy widéknami tyko-
wemi oleandra, barwi sie tak czerwienig rutenowag, jak ben-
zydyna ), podczas gdy same btonnikowe $Sciany widkien pozostajg
catkowicie bezbarwne.

Podobnie jak w blaszce srodkowej, tak samo w naroznikach
wystepuja obficie oksydazy na powierzchni blon komérkowych,
w warstwie pektynowej (identycznej z substancjg miedzykomoér-
kowa), ktora powstata z rozklejenia blaszki srodkowej. Szcze-
g6lnie obficie nagromadzone sg oksydazy na powierzchni ob-
szernych przestworéw miedzykomoérkowych, zwilaszcza u roslin
wodnych. Sluzowatg wysciétke przestworéw miedzykomoérko-
wych, wystepujacg tak wybitnie np. u Nymphaeaceae, opisat
Frank jako utwér kutikularny, Russow i inni jako plazme
zewnatrzkomorkowa, wreszcie Schenk (,Ueber die Auskleidung
der Interzellulargange“, Ber. d. deutsch, bot. Ges. 1885) stwier-
dzit, ze mamy tu do czynienia z tg sama substancjg, co w blasz-
kach Srodkowych. Przestwory te bowiem powstaja przez rozkleja-
nie i rozstepowanie sie komorek (schizogen) i miedzykomoérkowa
substancja stanowi nastepnie zewnetrzng powitoke bton cellulo-
zowych, biorgc dalszy udziat w ich wzroscie i ulegajac jeszcze
chemicznym przemianom. Badalem te wysciotki przestworéw
powietrznych w ogonkach lisciowych i szyputkach kwiatowych
Nymphaea alba i Nuphar luteum 2z nastepujgcym wynikiem:
czerwien rutenowa i neutralna, zielen metylowa, bilekit metyle-
nowy i brunat Bismarka barwity Sluz ten intensywnie, natomiast
nie barwily go czerwien Kongo, koralina w sodzie, biekit ani-
linowy, jod z kwasem siarkowym, jod w jodku potasu (lekko
z6tto). Na podstawie tych reakcyj wnosze, ze mamy tu do
czynienia z czystym S$luzem pektynowym, jaki Mangin podawat
dla Malvaceae, Rosaceae, Tiliaceae i in. Sluz ten doskonale
rozpuszczalny w wodzie ulega wyptukaniu przy otrzymywaniu
oksydazy przestworéw powietrznych metodg Raciborskiego, tak

') Oczywiscie barwienie pektynéw poleca tylko na absorbcji poszcze-
g6lnych barwikéw, podczas gdy reakcja benzydynowa jest istotng reakcjg
mikrochemiczna.
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ze badacz ten, jak z jednej strony otrzymywat ta droga nie-
zwykle czystg oksydaze, bo wolng od skiadnikéw tresci komor-
kowej, tak z drugiej strony w preparacie tym miat do czynienia
z tak czystym zwigzkiem pektynowym, jakiego dotychczas moze
nie otrzymano. Raciborski nie zwrécit jednak uwagi na ten
interesujacy szczegot. ”
Z wysciétkami przestworow powietrznych niewatpliwie jest
homologiczna warstwa zywicorodna Tschircha i jest jak one
zbudowana przedewszystkiem z ciat pektynowych. Wydzielina
tej warstwy, to (wedtug Tschircha) mieszanina zywicy, ciat gu-
mowatych i oksydaz (typu lakkazy), przyczem ciat gumowatych
i oksydaz nie mozna rozdzielic. Te ciata gumowato-Sluzowate
Tschircha, to nic innego, jak Sluzy pektynowe innych badaczy.
Aby podkresli¢ ich Scisty cho¢ niezbadany blizej zwigzek z oksy-
dazami, Tschirch wprowadza dla nich nazwe gumazy (Gummase-
Gummioksydasel). Tak wiec w samej warstwie zywicorodnej,
jak w jej wydzielinach spotykamy fenolazy i ciata pektynowe
nieroztacznie ze sobg spojone. Zupeinie analogicznie do warstwy
zywicorodnej Tschircha mozna warstwe pektynowag bton komor-
kowych nazywa¢ ,w arstwg oksydazorodn 3a“.

Wedtug badan Raciborskiego powierzchnia chitonna korze-
nia wywiera silne dziatania utleniajgce. Badajgc wlosniki fasoli
i grochu tatwo stwierdzi¢, ze siedzibg reakcji jest przedewszy-
stkiem $luzowaciejgca zewnetrzna warstwa btony. Na podstawie
zachowania sie wzgledem barwikéw uwazam, ze warstwe te tworzy
Sluz cellulozowo-pektynowy (weditug terminologji Mangin’a).

Tkanka, ktéora zawiera oksydazy w ilosci stosunkowo naj-
wiekszej, jest srodskérnia. Oksydaza wystepuje w niej w naro-
znikach i blaszce srodkowej za wyjgtkiem paska Casparego.

* Nazwa to mojem zdaniem nieszcze$liwa, mogaca wprowadzi¢ tylko
zamieszanie w juz i tak skomplikowana nomenklature fermentéw utleniajgcych.
Podtug powszechnie przyjetej zasady Duclaux’a, gumaza bylaby oksydazg
dziatajaca na gumy. Poniewaz jednak o fizjologicznej roli oksydazy stowa-
rzyszonej z guma — jak wogdle o roli fenolaz — nie wiemy'nic pewnego,
wiec samo wystepowanie jej tacznie z gumami nie usprawiedliwia dostate-
cznie tej nazwy. Interesujace, ze roéwniez inni badacze znajdowali $luzowate
i gumowate substancje (pektynowe?) towarzyszace oksydazom, od ktérych
nie dawaty sie oddzieli¢ (Cazeneuve, Compt. rend. 18/9, Bach i Chodat,
Ber. ehern Ges. 1904J.
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Barwienie na pektyny nie wykazuje tak wybitnej réznicy
bton komorek srodskoérni od innych i zazwyczaj trzeba pewnych
zabiegéw, by wykazaé, ze w blonach $rédskérni ma miejsce
obfite nagromadzenie tak pektynow, jak oksydazl.

Korzonki Stratiotes aloides (mat. alkohol.), barwione bile-
kitem naftylenowym R Ilub biekitem nocnym, nastepnie prze-
ptukiwane woda, mozna odbarwi¢ tak dalece, ze pozostaja
zabarwione tylko blony komoérek srodskorni (czesto takze skorki).
Podobnie zachowujg sie Hippuris vulgaris, Jussieua repens,
Equisetum hiemale (fod ) i in. Bardziej uderzajgcym jest brak,
tak oksydaz, jak pektynéw w pasku Casparego. Pasek Caspa-
rego jest tg czescig btony komorkowej, w ktérej u paprotnikow
nigdy nie udalo mi sie wykaza¢ oksydaz, ani tez pektyndw.
Skrawki poprzeczne Equisetum hiemale, barwione czas diuzszy
czerwienig rutenowg lub biekitem naftylenowym R, wykazujg
bezbarwny pasek Casparego na tle intensywnie zabarwionych
bton, zupeitnie analogicznie jak przy reakcji benzydynowej.
Inne barwiki pektynowe barwig pasek Casparego na materjale
Swiezym jak drewno (fiolet neutralny) lub plazme (biekit mety-
lenowy), nigdy jednak jak substancje pektynowed. Tak wiec ta
drobna czes¢ blony komoérkowej, jaka stanowi pasek Casparego
jest jedynem miejscem catego przekroju, zupelnie pozbawionem
pektynéw i oksydaz, podczas gdy w catej reszcie blon obie te
substancje z tatwoscig daja sie wykaza¢. Fakt ten niewatpliwie
jest niemniej wymowny, niz zupelnie pokrywajgce sie rozmiesz-
czenie obu tych ciat.

Zestawiajac wyzej przytoczone dane o lokalizacji oksydaz
i pektynéw widzimy, ze tak jedne jak drugie sa skladnikami
bton komoérkowych i gtdbwnem miejscem ich wystepowania sa

) Na obecnos¢ pektynoéw w btonach komoérek sréddskérni korzeni Equise-
tum hiemale zwracat uwage Vidal (Journ. de Bot. 1896), za$ kalloze w naro-
znikach $rédskérni wykryt Poirault (Compt. rend 1891).

*) Brak oksydaz i substancyj pektynowych w pasku Casparego pa-
protnikéw, jak réwniez jego zachowanie sie¢ wzgledem réznych odczynnikéw
i barwikéw doprowadzito mnie do wniosku, ze mamy w nim do czynienia
z plazmag zewnatrzkomoérkowg Kwestje te zamierzam pdzniej doktadniej
opracowac. Fakt, ze pasek Casparego w korzeniach niektérych roslin okryto-
nasiennych (np. Iris germanica) daje sie tatwo zabarwi¢ czerwienia rutenowa,
Swiadczy tylko, ze dotychczas nie mamy jednoznacznego barwika na pektyny
i wart jest szczeg6towszego zbadania.
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t. zw. blaszki $rodkowe czyli substancja miedzykomoérkowa.
Wszedzie tam, gdzie znajdywatlem oksydazy, zawsze udawato
mi sie wykaza¢ obecnos$¢ substancyj pektynowych, choé¢ obec-
no$¢ tych ostatnich niekoniecznie pocigga za sobg wystepowanie
oksydaz (np. w blaszkach $rodkowych tkanek drzewnych).

Ta uderzajgca zgodnos$¢ w wystepowaniu nasuwa nowe
przypuszczenia o stosunku oksydaz do substancyj pektynowych:
1° albo oksydazy i pektyny sg substancjami
w cze$ci identycznemi, t zn. oksydazy sa ja-
kim$ zwigzkiem pektynowym, 2" albo substan-
cje te stojg w zwigzku genetycznym, wiec np.
plazma moze wydziela¢ jako substancje macierzystg jakis zwigzek
pektynowy, ktory dopiero w samej btoni;, ewentualnie w kapieli
tlenu atmosferycznego zamienia sie na oksydaze, 3" albo wreszcie
sg to substancje rozne, a tylko obecno$¢ pektynoéow uta-
twia przez absorbeje nagromadzenie sie
w nich oksydaz.

Pytania te czekaja na rozstrzygniecie przy pomocy innych
metod. Same badania lokalizacyjne skianiajg do przyjecia jakie-
go$ blizszego zwigzku genetycznego miedzy obu temi substan-
cjami i to, co wiemy o ich naturze, bynajmniej nie stoi temu
na przeszkodzie.



6. Wyniki badan lokalizacyjnych,
a teorje o roli i sposobie dziatania oksydaz
w organizmie ros$linnym.

Whnioski z samej lokalizacji o funkcji danego zwigzku
w zyciu komorki, sg zawsze nadzwyczaj niepewne, jednak po-
znanie lokalizacji fenolaz, pozwala nam przynajmniej z gory
odrzuci¢ pewne przypuszczenia o ich naturze i roli, jako nie-
zgodne z ich zewnatrzkomorkowem umiejscowieniem. Ani jadro
komoérkowe, ani plazma nie sa siedliskiem sit, dziatajacych
utleniajgco na chromogeny aromatyczne, a jedynie tylko pe-
ktynowe substancje blony komdérkowej. Wszelkie téorje wiec,
ktéore widza gtéwny czynnik utleniajacy, badz w jadrze ko-
inorkowem, badz w pewnych ziarenkach protoplazmy, dzieki
rzekomej obecnosci w nich fenolaz, nie maja zadnej podstawy
w rozmieszczeniu fenolaz w tkankach roslin wyzszych.

Niewatpliwie istnieja w organizmie roslinnym liczne fer-
menty utleniajgce, ktore katalizujg poszczegolne stadja biologi-
cznego spalania waznych materjatéw oddechowych jak cukry
lub tluszcze, jednak tak umiejscowienie fenolaz w blonach, jak
zakres ich dziatania zdajg sie wskazywaé, ze nie majg one nic
wspoélnego z owemi istotnemi fermentami oddechowemi. Czy
jednak owe wlasciwe fermenty utleniajgce bedg utlenia¢ ro-
wniez zwiazki fenolowe, czy tez nawiazujg swa dziatalnosé
do jakich$ nieznanych blizej ogniw posrednich w respiratoryj-
nem rozszczepianiu cukru, to pytanie dotyczgce procesu tak
skomplikowanego, ze usprawiedliwiong jest watpliwosé, czy
poszczegblne jego stadja zostang kiedykolwiek w zupetnosci
wyjasnione.

Wystepowanie fenolaz poza obrebem zywej plazmy w bilo-
nach i to w szczeg6lnosci w substancji miedzykomoérkowej,
nastepnie w wydzielinach jak zywice, lub wydzielinach korze-

o
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niowych, swiadczy niewatpliwie, ze ciata te nie odgrywaja zadnej
wybitnej roli w przebudowie waznych materjatéw oddechowych
komorki i ze majag raczej charakter wydzieliny, o ktérej ewentual-
nem ekologicznem znaczeniu nie wiemy jednak nic pewnego.

Z drugiej jednak strony uniwersalne rozpowszechnienie
fenolaz na powierzchni zywych komérek, a szczegdlnie obfite
w organach i tkankach oddechowych, nasuwa mimowoli w od-
niesieniu do nich hipotezg Raciborskiego o funkcji leptominy.
Droga, ktérag za posrednictwem oksydaz dostaje sie tlen w gigb
tkanek zbitych, bylaby jednak nie tres¢ rur sitowych, lecz
blaszki srodkowe s$cian komoérkowych, tj. pektynowa substancja
miedzykomoérkowa.

Wedtug przypuszczenia Raciborskiego, ktérego juz jednak
w druku nie wyrazit, gdyz zagadnienia te miaty by¢ tematem
dalszych, niewykonczonych prac, ciatlem pierwotnem, wydziela-
nem przez plazme ma byc¢ leptomina (peroksydaza), ktéra przy-
bierajgc tlen, zamienia sie na oksydaze. Oksydaza jako wehikut
tlenu oddaje ustugi przy oddychaniu i przenoszac tlen w gigb
tkanek zbitych, redukuje sie na leptomine, analogicznie jak
oksyhemoglobina na hemoglobine.

Ten poglad na role oksydaz i stosunek oksydazy do per-
oksydazy, odmienny od popularnych teoryj Bacha i Chodat'a
i Patadina, pozostaje jednak li tylko przypuszczeniem, gdyz na
razie brak mu zupelnie eksperymentalnego poparcia.

Jakakolwiek jednak jest funkcja fenolaz w tkankach roslin-
nych, a trzeba przypuszczaé, ze substancje tak szeroko roz-
powszechnione majg jakie$ znaczenie dla zycia roslin, to wy-
stepowanie ich w btonach komoérkowych wskazuje, podobnie
jak wazne spostrzezenia Tschircha nad powstawaniem zywic
w warstwie zywicorodnej i H. Crannera nad lipoidami w bionie,
na blony komérkowe, jako na podscielisko waznych proceséw
biochemicznych.



7. Streszczenie wynikow.

Przedmiotem badania byty tkanki wegetatywne roslin wyz-
szych ze wzgladu na rozmieszczenie fenolaz i peroksydaz.

1

Nigdy nie zauwazono utleniajgcego dziatania jadra,
plastydéw, ani tez zywej plazmy wraz z zawartemi
w niej ziarenkami.

Siedliskiem wilasnosci utleniajgcych sg przedewszystkiem
btony komoérkowe, a w szczegdlnosci substancje pekty-
nowe w nich zawarte.

Wilasnos¢ ta jest tak rozpowszechniona, ze nie brak jej
zadnej blonie zywych, fizjologicznie czynnych komoérek;
niewystepowanie reakcji oksydazowej w pewnych btonach
odnies¢ nalezy do obecnosci czynnikéw hamujacych.
Wewnatrzkomoérkowe wystepuja fenolazy tylko w nie-
ktérych zbiornikach i przewodach wydzielinowych, lecz
i tutaj pochodzenie ich odnies¢ mozna z wielkiem pra-
wdopodobienstwem do substancyj wydzielonych przez
btone komorkowa, zupelnie analogicznie, jak to Tschirch
przyjmuje dla zywic.

To zewnagtrzkomoérkowe wystepowanie fenolaz swiadczy
przeciw wybitnemu ich udziatlowi w przemianie materji
komorki, z drugiej jednak strony wskazywaé¢ moze na
podobng role, jaka Raciborski przypisywat leptominie,
przyczem jednak drogg, ktdrg wedruje tlen w gigb tkanek
zbitych, bytyby biony komdérkowe, a w szczegdlnosci
pektynowa substancja miedzykomorkowa.
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Recherches sur le lieu de l'apparition des ferments oxydants
chez les végétaux supeérierieures.
La localisation extracellulaire des oxydases dans le tissus

des plantes superieres et la concomitance qui existe entre leur
apparition et celle des substances pectiques.

Résumé.

Les ferments oxydants végétaux constituent depuis de
longues années déja un objet d’étude spéciale pour de nombreux
savants, en Europe en Amérique et au Japon. Malgré cela,
jusqu’a présent ni la nature de ces ferments ni leur mode d’action
ne sont point élucidés.

On a porté en particulier tres peu d’attention sur le mode
de leur disposition dans les cellules et dans les tissus. Pourtant
la connaissance exacte de cette question est d’une valeur considé-
rable, vu le rdle trés important que les susdits ferments oxydants
paraissent jouer dans les fonctions de transformation des sub-
stances dans la cellule vivante.

Ce sont M. M. J. Griss et M. Raciborski qui se sont pré-
occupés d’examiner de plus pres ce probleme. Les recherches
de Mr. Gruss qui sont généralement connues et sont citées
dans la littérature scientifique (surtout dans la littérature
allemande) n'ont aucune valeur réele par suite des méthodes erro-
nées dont ce savant s’'est servi dans ses travaux. Tandis que les
travaux de Mr. Raciborski sur le méme sujet, que I'on peut com-
pter comme des travaux classiques dans ce domaine, sont restés,
au contraire, presque inconnus.

Dans le présent ouvrage on s'est efforcé d’examiner a I'aide
de méthodes microchimiques, introduites par Mr. Raciborski,
partiellement modifiées par l'auteur, et sur un matériel aussi
vaste que possible, le mode de disposition dans les tissus des
plantes supérieures des ferments oxydants appartenants au type
de lakkase (appelés phénolases et peroxydases). Ces recherches
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ont conduit a des résultats qui prouvent, que les susdits ferments
oxydants sont propres a chaque cellule vivante et physiologi-
guement active et que le manque de réaction chimique corres-
pondante dans certaines cellules et dans certains tissus, est du
non pas a l'absence de ferments oxydants dans ces cellules et
dans ces tissus, mais a la présence dans ce cas, de facteurs
empéchant ou annulant la réaction. Quant a la localisation
précise des ferments oxydants, ces recherches ont permis d’établir
gue, contrairement a l'opinion généralement admise, d’'apres
laguelle ces ferments seraient des ferments intracellulaires, le
siege des oxydases est toujours la membrane cellulaire et jamais
I'intérieur plasmique de la cellule. Dans les limites de la mem-
brane cellulaire l'apparition des ferments oxydants est toujours
lite a la présence des substances pectiques et a donc lieu dans
la lamelle moyenne ou substance intercellulaire. Cette concor-
dance est d'une nature générale: partout ou une réaction oxy-
dase a lieu on peut découvrir la présence de la substance pectique.

La localisation extracellulaire des oxydases est un argument
contre la supposition qu’ils participent a la reconstruction des
matériaux cellulaires importants de la respiration. D’'un autre
c6té, quant a leur fonction, ce fait permet d’admettre une
hypothese pareille a celle énoncée par Mr. Raciborski a propos
de la leptomine, avec cette différence que dans ce cas le chemin
par lequel I'oxygéne pénétré a l'aide d’oxydases jusqu'aux
couches profondes des tissus compactes serait non plus le contenu
de tubes criblés, mais la membrane cellulaire et en particulier la
substance pectique intercellulaire.
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