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Uber die Oxydationsvorginge
im lebenden und getrockneten Kleeblatt

Von Erwin Steinmann

Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Eidg.Technischen Hochschule

in Ziirich

Eingegangen am 26. Juni 1950
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I. Einleitung

Die folgenden Untersuchungen hatten anfinglich das Ziel, mit Hilfe
der manometrischen Technik einige Probleme der autolytischen Prozesse
in aufgestapeltem Heu zu bearbeiten (12). Es schien dies um so berech-
tigter, als diese Methode bei der Erforschung der Tee- und Tabakfermen-
tation zu bedeutenden Resultaten gefiihrt hatte (34, 16). Die Vorginge
im getrockneten Blattmaterial lassen sich aber ohne Kenntnis der im
lebenden Blatt ablaufenden Prozesse kaum verstehen. Es war deshalb
von vornherein gegeben, dafl auch versucht werden mufite, die Oxyda-
tionsmechanismen des lebenden Blattes zu bearbeiten.

Die Versuche beschrinken sich auf die Erfassung des durch zell-
eigene Enzyme bewirkten Gasstoffwechsels lebender und trockener
Blitter. Ob Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) einen Einfluf habén auf
die oxydativen Abbauprozesse in lagernden Pflanzenmassen, wird hier
nicht diskutiert. :

Allen Versuchen haftet Modellcharakter an, und es wird nicht ohne
weiteres erlaubt sein, daraus Schliisse iiber die tatsdchlichen Vorginge
in grofen Pflanzenmassen zu ziehen.

II. Experimenteller Teil

A. Material

Aus der Praxis ist bekannt, daB aufgestapeltes Kleeheu die grobBte
Neigung zur Uberhitzung besitzt (20, 31). Es ist aus diesem Grunde zu
erwarten, daB in derartigem Blattmaterial die exothermen Oxydations-
prozesse besonders ausgeprigt ablaufen.

Orientierende Versuche mit Blittern verschiedener Heupflanzen
(Franzosisches Raygras, Knaulgras, Gerste, Luzerne und Rotklee), die
unter denselben Bedingungen aufgezogen worden waren, haben gezeigt,
dafl die Sauerstoff verbrauchenden Reaktionen in getrockneten Rotklee-
blittern stets am intensivsten vor sich gehen.

Als Unterschungsobjekt wihlten wir daher den Rotklee (7rifolium
pratense L.). Das meiste Material haben wir selber im Garten gezogen
(Sorte Luxemburg von der Eidg. Versuchsanstalt in Oerlikon). Einige
Proben wurden auch auf einem bestimmten Acker in der Gemeinde Suhr
(Aargau) gesammelt. .

Da die Enzymaktivitit und der Enzymgehalt des Blattgewebes sich
im Laufe einer Vegetationsperiode oder durch verschiedene Standorts-
bedingungen stark dndern konnen (18, 28, 38), muBten Versuche, die
miteinander vergleichbar sein sollten, immer mit Material von demselben
Standort gemacht werden. Obwohl sich die Atmungsmechanismen im
Kleeblatt mit dem Alter der Pflanze nicht prinzipiell verdindern, darf
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man den experimentell bestimmten Gasmengen keine absolute Bedeutung
beimessen. Kleine okologische Variationen withrend der Aufzucht haben
sofort eine Beeinflussung der verbrauchten Sauerstoffmenge zur Folge.

Fiir alle Untersuchungen wurde der Blattstiel weggeschnitten, so
dab nur die drei Blittchen des Kleeblattes fiir die Messungen Verwen-
dung fanden.

B. Methodisches

Da heute die manometrische Technik sehr weit verbreitet ist, be-
.stehen sehr gute Lehrbiicher iiber ihren Anwendungsbereich und das
dabei erforderliche experimentelle Vorgehen (10, 40). Trotz der durch
den komplexen Bau der Gewebe bedingten Schwierigkeiten ist diese
Methode wiederholt zur Untersuchung der Assimilation (41) und der
Atmung (4) von Blittern gebraucht worden. Weniger bekannt sind die
Arbeiten mit welken und trockenen Blattstiicken von Tee (34) und
Tabak (16). Dabei ist vor allem eine kritische Beurteilung der Resultate
notwendig, da unerwiinschte Storungen durch Nebenreaktionen hiufig
sind.

Der Gasumsatz des lebenden und des trockenen Materials wurde in
unseren Versuchen immer.in Aufschlimmung bestimmt. Es wurden dazu
Manometer nach dem Konstant-Volumen-Typus verwendet. Die koni-
schen Reaktionsgefifie hatten ein Volumen von zirka 30 cem. Die
genaue Volumenbestimmung erfolgte mit Hilfe von Quecksilber. Als
Manometerfliissigkeit wurde Brodie-Lésung gebraucht. Der von den
Blattgeweben aufgenommene Sauerstoff wurde direkt gemessen durch
Absorption der produzierten Kohlensiure mit 0,5 cem 7z KOH, die in den
mit einem Filterpapier versehenen Einsatz zugesetzt wurde. Bei Blau-
sdurevergiftung wurde die Kalilauge durch eine KOH-KCN-Mischung
oder durch eine 37 KCN-Losung ersetzt (26). Da bei einer Mediummenge
von 7 cem die Sauerstoffaufnahme von 300 mg trockenem und lebendem
Blattmaterial noch unabhingig von der Schiittelirequenz der Kolbchen'
war, wurde fiir die meisten Versuche 200 mg Blattgewebe in 7 cem
Medium bei einer Schiittelfrequenz von 180 Drehungen pro Minute (Weg
1 em) aufgeschldmmt. Wurde das Verhiltnis Medium zu Blattmenge
streng konstant gehalten, stieg die Abweichung zwischen zwei Parallel-
mengen nicht iiber 5 % der aufgenommenen oder abgegebenen Gas-
menge,

Die Messungen wurden bei einer Wasserbadtemperatur von 40°C
ausgefiihrt. Zur Einstellung des Temperaturgleichgewichtes wurden vor
Beginn der eigentlichen Messung die ReaktionsgefiBe 20 Minuten mit
offenen Hahnen geschiittelt. Es wird sich spiter zeigen, warum diese
Vorlaufzeit bei Versuchen mit Trockenklee von entscheidender Bedeu-
tung fiir die Sauerstoffaufnahme des Materials ist. Es versteht sich unter
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diesen Umstinden von selbst, daB sie peinlich  genau konstant gehalten
werden mufite. Die Versuchstemperatur scheint fiir lebendes Material an
der oberen zulissigen Grenze zu liegen. Steigert man die Temperatur
auf 50°, werden die Atmungsfermente des lebenden Blattes schon stark
geschidigt (Figur 1), wihrend die Sauerstoffaufnahme des aufgeschlimm-
ten Trockenklees weiter ansteigt. Fiir diese getrockneten Gewebe ist das
Temperaturoptimum, wo Enzyminaktivierung und Reaktionsbeschleuni-
gung einander die Waage halten, bei 50° noch nicht erreicht. '

Da der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff in Wasser von 40°
ziemlich klein ist, wurde -durch Ersetzung der Luftatmosphire in den
Kolbchen mit reinem Sauerstoff gepriift, ob damit eine Steigerung der
Oxydationsprozesse bewirkt werden konnte. Es war keine Intensivierung

240 | cmm O, bt n
3/30?-41:» R
7z A
200 ' 4 \ ‘
i P Figur 1
/ \ Der EinfluB der Versuchstemperatur
i - \ auf die Sauerstotfaufnahme lebenden
i d \ und getrockneten Klees, (Die aufgetra-
lebend \ genen Q0,-Werte beziehen sich beim
o | - \\ trockenen Material auf 200 mg Trok-
\ kenklee, beim lebenden Material auf
\ 200 mg Frischgewicht. Wiirde man
i \ daher die Sauerstoffaufnahme auf die
gleiche Trockengewichtsmenge berech-
/0/\§; nen, miiBten die Q0:-Werte des leben-
aw | O s den Klees fiinfmal griofer sein)
0 1 | 1
30° 40¢° 50°

der Sauerstoffaufnahme zu beobachten, so daf alle weiteren Versuche in
Luft ausgefiihrt worden sind.

~ Alle Messungen sind im Dunkeln erfolgt. Eine schwache Lichtquelle
diente zur Ablesung der Manometer.

Besonderes Interesse kommt der mikrobiellen Verunreinigung des
Aufschlimmediums zu. Da unsere Versuche in der Regel nie linger als
zwei Stunden dauerten, ist nicht anzunehmen, daB in dieser kurzen Zeit-
spanne die MeBresultate durch Mikroben gestort werden (27). Nie konnte
ein fiir Bakterientitigkeit charakteristischer Anstieg des Sauerstoff-
verbrauches im Laufe eines  Versuches beobachtet werden. Der Zusatz
von Antiseptica zum Aufschlimmedium wurde aus diesem Grunde unter-
lassen, da dadurch auch die blatteigenen Enzyme beeinflut werden.

Weitere technische Einzelheiten findet man in der Arbeit von
Grob (16). :
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- Wir bezeichnen in dieser Arbeit die aufgenommenen, resp. abgege-
benen Gasmengen mit dem bei manometrischen Untersuchungen iiblichen
Quotienten « Q » (40). Unter 0., resp. ®CO., versteht man daher die auf-
genommene Sauerstoffmenge, resp. die abgegebene Kohlendioxydmenge,
unter den jeweils angegebenen Bedingungen.

C. Uber die Atmung des lebenden Kleeblattes

Die Atmung lebender pflanzlicher Gewebestiicke ist schon wiederholt
untersucht worden (zum Beispiel 3, 4, 6, 7, 14, 21, 28, 38). Wendet man
dabei die manometrische Technik an, hat man zwei Moglichkeiten, um
Einblick in den Reaktionsverlauf zu erhalten :

@) Man kann mit spezifischen Enzymgiften Reaktionen zu hemmen
versuchen. Je spezifischer der Giftstoff, um so besser 148t sich das
die Reaktion katalysierende Ferment charakterisieren.

b) Man kann verschiedene Substrate zum Gewebe zusetzen und ihren
Abbau quantitativ zu erfassen versuchen.

Damit sind auch die Schwierigkeiten, die sich bei solchen Experi-
menten ergeben, umrissen. Es 146t sich nidmlich nicht sagen, ob zuge-
setzte Giftstoffe und Substrate ohne weiteres und geniigend rasch in die
Zellen eindringen.

1. Die Behandlung des Blattmaterials

Die lebenden Blitter muBiten vor der Messung zerkleinert werden.
Mit einer scharfen Schere wurden Blattstiicke von zirka 16 mm? Fliche
hergestellt. Die Hauptrippe des Blittchens wurde stets verworfen. Durch
die Verwundung eines Teils der Blattzellen ist eine Steigerung der
Sauerstoffaufnahme zu erwarten (2). Es zeigt sich aber, daB die Grife
der Blattstiicke und damit die Zahl der Schnittflichen ohne Einfluff auf
die Sauerstoffaufnahme ist.

Um das Eindringen blattfremder Stoffe zu erleichtern, wurden die
Blattstiicke unter dem Vakuum einer Wasserstrahlpumpe mit der ent-
sprechenden Losung infiltriert. Durch dieses Vorgehen wird der Sauer-
stoffverbrauch des Blattmaterials ganz unbedeutend herabgesetzt.

2. Das Aufschlémmedium

Hiaufig wurden Atmungsmessungen nur in Wasser ausgefiihrt. Ein
Unterschied zwischen Aufschlimmung in Brunnenwasser und destillier-
tem Wasser ist nicht festzustellen. Wird als Medium Sorensenscher
Phosphatpuffer (37) verwendet, kann keine Anderung gegeniiber den
Messungen in Brunnenwasser beobachtet werden. Die verschiedenen
pH-Werte der Pufferlosungen haben keinen Einflufy auf die Sauerstoff-
aufnahme der Blattschnitzel (Figur 2). Ganz anders ist der Verlauf der
Atmung in Zitronensiure-Phosphat-Puffer nach McIlvaine (37). Wir
stellen ein Maximum des Sauerstoffverbrauches bei einem pH von 4,6
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fest (Figur 3). Dies mufl in Zusammenhang stehen mit der Veratmung
der Zitronenséure. :

200

160

120

80

40

L il 02/30 Min

trocken

o
- lebend  — = =0~ —g= ~o- ~F ===

5.0

70

Figur 2
Die Abhingigkeit der Sauerstoffauf-
nahme lebenden und getrockneten Klees
vom pH-Wert des Aufschlimmedi-
ums bei der Verwendung von Siren-
senschem Phosphatpuffer. (Die aufge-
tragenen Q0:-Werte beziehen sich beim
trockenen Material auf 200 mg Trok-
kenklee, beim lebenden Material auf
200 mg Frischgewicht. Wiirde man
daher die Sauerstoffaufnahme fiir den
lebenden und trockenen Klee auf die
gleiche Trockengewichtsmenge berech-
nen, miibten die Q0.-Werte des leben-
den Klees fiinfmal grofer sein)

Besonders bei der Anwendung von Giftstoffen muB streng auf das
yH der Losung geachtet werden. Vor jedem deraltlo’en Versuch mufBte
~das pH des Mediums bestimmt werden.

2400 cmm 02/!0 i

2004
160 |-

120

80

40

‘An lebenden Blattschnitzeln wurde in verschiedenen Jahreszeiten
der Atmungskoeffizient (RQ) nach der direkten Methode (10, 40) be-

lebend dl

s

tF_ucken

Figur 3

20

50 60

Die Abhiingigkeit der Sauerstoffauf-
nahme lebenden wund getrockneten
Klees vom pH-Wert des Aufschlimm-
mediums bei der Verwendung von Zi-
tronensidure-Phosphat-Puffer nach
Mcllvaine. (Die aufgetragenen QQO.-
Werte beziehen sich beim trockenen
Material auf 200 mg Trockenklee, beim
lebenden Material auf 200 mg Frisch-
gewicht. Wiirde man daher die Sauer-
stoffaufnahme fiir den lebenden und
getrockneten Klee auf die gleiche
Trockengewichtsmenge berechnen,
miibten die Q0.-Werte des lebenden
Klees fiinfmal griofier sein)

3. Der Atmungskoeffizient

stimmt. Alle Werte liegen sehr nahe bei 1,0 (Tabelle 1).
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Tabelle 1

Datum . Medium RQ
15.4.48 Brunnenwasser 1,01
16.4.48 Brunnenwasser 1,02

1.6.48 Brunnenwasser 1.04

7.9.48 Brunnenwasser 0,97
21.4.49 Dest. Wasser 0,98
24.6.49 Dest. Wasser 1,00
17.4.50 Dest. Wasser 1,00
19.4.50 Dest. Wasser 1,00
20.4.50 Dest. Wasser 1,00
29.4.50 Phosphatpuffer pH 5,7 1,060

4. Vergiftungen

Die Zahl der streng spezifischen Enzymhemmstoffe ist klein, so dah
es schwierig ist, die an der Sauerstoffaufnahme beteiligten Katalysato-
ren genau zu charakterisieren. Mit Hilfe dieser Giftstoffe 14Bt sich vor
allem die sogenannte Terminaloxydase (4), die sich direkt mit dem Luft-
sauerstoff verbindet, erfassen.

In der Regel war die Konzentration der Giftlosungen 10—molar.
Sie wurde durch Zusatz von Lauge oder Siure auf den gewiinschten
pH-Wert eingestellt.

Mit den bekannten auf schwermetallhaltige Enzy me wirkenden Gif-
ten Blausdure und Natriumazid (22) gelingt es leicht, die Sauerstoff-
aufnahme lebender Blattschnitzel auf weniger als 10 % zu reduzieren
(Tabelle 2).

Tabelle 2
. Q0, in ¢ 30 Min.
Medium pro 26:)1 litngl'nl‘l‘l%;;gh'gew;élht
Dest. Wasser . . e 158,5
10—m HCN (pH 6 1) A 12,1
10—m HN; (pH 44) . . 112

Aus diesem Versuch kann geschlossen werden, daf ein schwer-
metallhaltiges Enzym die Sauerstoffaufnahme des Kleeblattes kontrol-
liert. Ob es sich dabei um ein Eisen- oder ein Kupferferment handelt,
kann nicht entschieden werden. Da wir es mit einem photosynthetisch
aktiven Gewebe zu tun haben, 148t sich die Reversibilitit der CO-Ver-
giftung nicht ohne weiteres priifen. Dies wire jedoch notwendig, um zu
entscheiden, ob die Cu-haltige Phenoloxydase oder die Fe-haltige Cyto-
chromoxydase als Terminaloxydase wirksam ist (15).

Kupferhaltige Enzyme sollten sich indessen auch mit Dlathyldlthlo—
carbamat und Salicylaldoxim hemmen lassen (1, 24, 29). Leider kann
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trotz Infiltrierung des Blattgewebes mit diesen Kupfer ausfillenden
Giftstoffen, selbst bei verschiedenen pH-Werten der Losungen, keine
eindeutige Hemmung der Sauerstoffaufnahme nachgewiesen werden.
Der auf dehydrierende Enzyme (Dehydrogenasen) wirkende Gift-
stoff Monojodazetat hemmt die Kohlendioxydabgabe mehr als die Sauer-
stoffaufnahme (Figur 4). Wir haben dadurch einen Hinweis auf die
Bedeutung der Dehydrogenasen fiir den ganzen Atmungsmechanismus.
Besondere Wichtigkeit miissen si¢ bei der Kohlendioxydbildung haben.
Wenn daher in einer 10—molaren p-Nitrophenollosung iiberhaupt kein
Kohlendioxyd mehr gebildet wird, ist anzunehmen, da8 diese Substanz
besonders auf Dehydrogenasen hemmend wirkt, obschon sie als spezi-
fischer Phenoloxydasehemmstoff betrachtet wurde (4). Spiter wird sich
zeigen, dafl. damit die Diphenoloxydation durch das Blattgewebe nicht

o tmm-0 Wasser - |

pro 200 mg CHyDC00H _
® cmm 502 p-Nitrophenol —_ __ ___
80

60, 8 ¢ v Figur 4
Die Vergiftung lebender Kleeblatt-
schnitzel mit Dehydrogenasegiften.

- (Die aufgenommene und abgegebene
Gasmenge bezieht sich auf 200 mg
Jn Frischgewicht)

G S~
20 C:_’ 0

~e_ ~
0 P a e e

10 20 30 40 S0 Min

beeinfluBt werden kann. Die Tatsache, daB sich die Sauerstoffaufnahme
des lebenden Klees mit diesem Giftstoff fast total hemmen 148¢, ist daher
kein schliissiger Beweis fiir die Anwesenheit von Phenoloxydase (Figur 4).
Eine #hnliche Wirkung wie p-Nitrophenol hat 4-Nitrobrenzkatechin.
Malonsdure (Hemmstoff fiir Bernsteinsiiuredehydrogenase) und Natrium-
fluorid (4, 89) haben eine kaum meBbare Herabsetzung der Kleeatmung
zur Folge. Chloroformdémpfe, die ebenfalls die Wirkung von Dehydro-
genasen unterbinden, hemmen die Atmung des lebenden Kleeblattes sehr
stark (33). Dabei ist eine rasche Dunkelfirbung des Blattgewebes zu
erkennen, die sich auch mit den anderen Dehydrogenasegiften (Mono-
jodazetat, p-Nitrophenol) erzeugen l4Bt. Durch die Inaktivierung der
Dehydrogenasen wird die Reduktion wahrscheinlich als Wasserstoff-
iibertriger wirkender, phenolischer Stoffe verunméglicht. Da sich oxy-
dierte Phenole (Chinone) zu schwarzen Farbstoffen zusammenlagern,
firbt sich das Blattgewebe dunkel.
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5. Der Zusatz kinstlicher: Substrate

Durch Aufschlimmung von Kleeblattschnitzeln in 10—*molarer
Glukoselosung kann man ihre Sauerstoffaufnahme um mehr als einen
Drittel steigern. Der Atmungskoeffizient bleibt dabei 1,0 (Tabelle 3).

Tabelle 3
Dest. Wasser Gfg;blffg:éﬁg
Q02 in emm pro 30 Min. pro 200 mg Frischgewicht 98,3 137,0
QCO: in emm pro 30 Min. pro 200 mg Frischgewicht 97,3 1890

Auf Grund von Farbreaktionen (Schwirzungen), die an Kleeblittern
zu beobachten sind, wurde vermutet, Phenoloxydase konnte im Atmungs-
mechanismus dieser Bléitter eine idhnliche Rolle spielen, wie sie fiir
andere Gewebe schon nachgewiesen worden ist (3, 4, 6, 7).

Durch Zusatz von Brenzkatechin (Katechol) zu lebendem Blatt-
material gelingt es, die Sauerstoffaufnahme voriibergehend zu steigern.
Bekanntlich haben aber die durch die Wirkung der Phenoloxydase ent-

80LOcmm 02 pro 150mg
®cmm 602
)
sof_ Vi
/ N
/ A
/e N
g T R
= 2 .
N\ \\i\ T ——r:
201 ].[ \.\\ ~
~N ~
5mg o __ O— __
Katechol _ o AT SR
0 | | | 1 | | 1 1 1
15 30 45 60 75 90 105 120 130 Min
hi 5
Figur 5

Der Einfluff des Zusatzes von Brenzkatechin auf die Sauerstoffaufnahme und
Kohlendioxydabgabe lebender Kleeblattschnitzel. Die aufgetragenen Werte beziehen
sich auf 150 mg Frischgewicht. (Ausgezogene Linie: Sauerstoffaufnahme lebenden

Klees ohne Brenzkatechinzusatz)

stehenden Reaktionsprodukte einen hemmenden EinfluB auf dieses
Enzym (29). Die Hemmung des Sauerstoffverbrauches nach Zusatz von
Brenzkatechin (Figur 5) soll ein Maf fiir den Anteil der Phenoloxydase
am ganzen Atmungsmechanismus geben (3, 7). Demnach wiirde im Klee-
blatt ungefdhr 80 % der Sauerstoffaufnahme durch die Phenoloxydase
bewirkt. Befindet sich das Blattmaterial in 10—molarer Blausiure-
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losung (pH 6,1), hat Brenzkatechinzusatz keinen Einfluff auf die stark
gehemmte Sauerstoffaufnahme.

Zusatz von Dioxyphenylalanin (Dopa) ergibt keine Verinderung
des Sauerstoffverbrauches. Es scheint, daffi diese Substanz nicht ins
Gewebe einzudringen vermag (Tabelle 4).

Tabelle 4

Zusatz von dl-3,4-Dioxyphenylalanin zu lebendem Klee. Die Blattschnitzel wurden mit
der 10—2molaren Losung infiltriert

0, QCO,
Medium in cmm pro 30 Min. pro 200 mg
Frischgewicht
Dest. Wasser ., . . . . 236,0 2340
10—2molare Dopaldsung
(PH &5) ~ ' v 5 s 231,0 226.0

D. Versuche mit Kleehomogenat

Bei der Zertriimmerung des Gewebes mit einem Blendor (40) ist zu
erwarten, daff die Enzyme des Blattes ungeschidigt bieiben. Die rasche
Dunkelfirbung des Homogenates weist aber auf eine Storung des Zu-
sammenspiels der enzymatischen Reaktionen und auf eine Einwirkung
von Fermenten auf Substrate hin, die im lebenden Gewebe voneinander
getrennt sind.

Eine bestimmte Menge von mit der Schere zerschnittenen Blittern
wurde zweimal zwei Minuten in Wasser oder in Giftlosung mit dem
Blendor behandelt. Hierauf wurde das Homogenat durch eine vierfache
Schicht Gaze gepreBt, um die grobsten Zellwandtriimmer zu entfernen.

Homogenisierte Kleeblitter nehmen praktisch keinen Sauerstoff
mehr auf (Tabelle 5). Die Atmungsprozesse sind an intakte Zellen
gebunden.

Tabelle 5
Nediun
Dest. Wasser . . . . . | Kleeschnitzel . . . . . 249,0
Dest. Wasser . . . . . | Kleehomogenat . . . . 7.9
" Der Zusatz von Diphenolen

Der Zusatz von Brenzkatechin (Katechol) und dl-3,4-Dioxyphenyl-
alanin (Dopa) zu Kleehomogenat von einem pH-Wert von 6,2 hat einen
raschen Anstieg des Sauerstoffverbrauches zur Folge. Mit 10—2molarer
Blauséure ist diese Phenoloxydation total hemmbar (Figur 6). Diphenol-
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zusatz zu Homogenat aus Luzerneblittern (Medicago sativa L.) bleibt
ohne Wirkung. Nicht alle Blédtter besitzen demnach die Fihigkeit, solehe
phenolische Stoffe zu oxydieren. :

p-Nitrophenol bleibt ohne Einfluf auf die starke Steigerung der
Sauerstoffaufnahme. Mit Didthyldithiocarbamat kann die Oxydation von
Dopa etwas gehemmt werden.

cmm 02 Zusatz. 65mg Katechol
1201 4 2,3mg Dopa e

100

Figur 6

Der EinfluB des Zusatzes von Dipheno- sol
len auf die Sauerstoffaufnahme von
Kleehomogenat, Mit 10—2molarer Blau-
sdure l4Bt sich die Diphenoloxydation 60
vollstiindic hemmen. (Die Homogenat-
menge pro Kdélbchen entspricht 200 mg
frischem Klee) ao|

200

Zusatz von Askorbinsdure zum Homogenat, wie er fiir die Aktivi-
tatsbestimmung der Phenoloxvdase vorgeschrieben wird (1, 29), bleibt
auf die Oxydation der nachher zugesetzten Phenole ohne Wirkung. Die
Sauerstoffaufnahme klingt ebenso rasch ab wie ohne dieses Reduktions-
mittel.

E. Uber Versuche mit getrockneten Blittern

DaB auch im vorsichtig getrockneten Blatt unter gewissen Bedin-
gungen enzymatische Reaktionen ablaufen konnen, ist heute wohl eine
allgemein anerkannte Tatsache, trotzdem die e\peumentellen Beweise
dafiir spérlich sind.

Unser Blattmaterial wurde eine Nacht im Thermostaten bei 45° ge-
trocknet. Dadurch wird der Wassergehalt des Blattes auf 10 % (bezogen
auf Trockengewicht) herabgesetzt. Das trockene Gewebe wurde mit
Hilfe von zwei Sieben in Stiicke von zirka 1 mm?® Fliche aufgeteilt (16),
die nur in Ausnahmefillen noch mehr zerkleinert wurden. Mit derartig
pripariertem Material wurden alle folgenden Versuche ausgefiihrt.

Die Zwischenstufen, die beim Trocknungsprozefi bis zur Erreichung
eines Wassergehaltes von 10 % auftreten, wurden nicht untersucht.
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1. Das Aufsc'hl&mmedium

Durch die Trocknung verlieren die Zellen ihre Semipermeabilitiit.
Zellinhaltsstoffe konnen leichter aus der Zelle herausgelost werden und
Giftstoffe und kiinstliche Substrate dringen rascher ins Zellinnere (30).
Die Art des Mediums wird daher wegen der Beseitigung des Permeabili-
tatswiderstandes von besonderer Bedeutung sein.

Von groBer Wichtigkeit ist die Tatsache, daB die Sauerstoffauf-
nahme des Trockenklees vom kohlendloxydgehalt des Mediums und der
Gasatmosphiire abhang1g ist. Da bei der Bestimmung der Sauerstoffauf-
nahme nach der direkten Methode das Kohlendioxyd quantitativ von
der Lauge des Einsatzes absorbiert wird, ist der CO,-Druck im Kélbchen
gleich null. LaBt man aber bei einer Messung iiber eine Zeitspanne von
einer Stunde die Lauge nach der Methode von Dixon und Keilin
(10) erst 30 Minuten nach Versuchsbeginn in das Einsatzrohrchen ein-
flieen, stellt man, verglichen mit dem Material, dem von Anfang an
Lauge zugesetzt war, eine Steigerung des baue1st0ffverb1auches um
beinahe das Doppelte fest (Tabelle 6).

Tabelle 6
; Q0, in cmm pro Stunde
Medium pro 1%0 mg trockener Klee
Lauge von Anfang an
zugesetzt . . . Dest. Wasser . . . . .~ 166,0
Lauge erst 30 Min. nach ,
Versuchsbeginn zugesetzt | Dest. Wasser . . . . . 312,0

Sittigt man das destillierte Wasser mit Ca(HCO,),, stellt man eine
vermehrte Sauerstoffaufnahme fest. Man miBt dabei dieselbe Sauerstoff-
menge wie in Brunnenwasser-Aufschlimmung (Tabelle 7).

Tabelle 7
; QO, in emm pro 30 Min.
Mbdinn pro 200 mg Trockenklee
Dest. Wasser . . . . . 1103
Brunnenwasser . . 1711
Bikarbonat in dest. Was—
ser gelost . . . . . 168,0

Die Kalziumionen haben dabei keinen EinfluB. Setzt man eine ent-
sprechende Menge CaCl, zu destilliertem Wasser, bleibt der Sauerstoft-
verbrauch des Trockenklees unverindert.
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Bei der Verwendung verschiedener Pufferlosungen als Aufschlimm-
medium ist immer ein Anstieg des Sauerstoffverbrauches zu beobachten,
wenn das pH des Puffers iiber 6,0 steigt (Figuren 2 und 3). Das Optimum
der Phenoloxydaseaktivitiit soll zwischen den pH-Werten 6,0 und 8,0
liegen (32). Die gefundene Zunahme der Oxydationsvorginge bei einem
pH-Wert iiber 6,0 kann aber ebensogut auf die CO,-Abhiingigkeit des
Sauerstoffverbrauches zuriickzufiihren sein. Beim Gebrauch von Zitronen-
sdurepuifer ist das beim lebenden Blatt stark betonte Maximum bei
einem pH von zirka 4,5 fast verschwunden. In der Tat bleibt Zitronen-
sdurezusatz zu T1ockenklee ohne Einfluf.

Beim Aufschlimmen von Trockenklee in Wasser werden Stoffe aus
den Zellen herausgelost, die als Puffersubstanzen wirken und einen
pH-Wert des Mediums von 6,1 bis 6,6 zur Folge haben, der auch bei
einer Versuchsdauer von mehr als einer Stunde konstant bleibt. Aus
diesem Grunde wurde meistens ohne Puffer gearbeitet.

Mit Antiseptica gesittigtes Wasser hat keinen hemmenden Einflufl
auf die Sauerstoffaufnahme des Trockenklees. Besonders in Chloroform-
wasser kann eine ausgeprigte Steigerung der Oxydationen festgestellt
werden. Es konnte das mit der durch Chloroformdimpfe vergroBerten
~ Phenolaseaktivitit in Zusammenhang gebracht werden (32).

10—*molare FeSO,- und CuSO,Losungen als Medium sind ohne
‘Einfluf auf die Sauerstoffaufnahme des Trockenklees. Dies ist von
Bedeutung, da besonders Zucker in schwermetallhaltigen Losungen leicht
autoxydiert werden (23).

Da eine Aufschlimmung des Trockenklees in Kleehomogenat die
Sauerstoffaufnahme, verglichen mit der Messung in Wasser, nicht ver-
findert, ist nicht anzunehmen, daf aus dem trockenen Material Stoffe
herausgeldst werden, die noch durch blatteigene Enzyme oxydierbar
sind.

2 Der Verlauf der Sauerstoffaufnahme und der Kohlendioxydabgabe
bei aufgeschlémmtem Trockenklee

Beim Vergleich zwischen der Sauerstoffaufnahme lebender und ge-
trockneter aufgeschlimmtey Blattstiicke stellt man fest, daB die Oxyda-
tionen im getrockneten Material sehr rasch abklingen (Figuren 10 und 11).
Diese Tatsache kann zwei Griinde haben :

a) das oxydierbare Substrat wird sehr rasch verbraucht;

b) die fiir den oxydativen Abbau verantwortlichen Oxydasen werden
durch die entstandenen Oxydationsprodukte oder durch den Ein-
flu der Versuchstemperatur inaktiviert.

Die beiden' Moglichkeiten miissen experimentell gepriift werden.
Die Bestimmung des produzierten Kohlendioxyds stofit wegen der
CO.-Abhéingigkeit der Sauerstoffaufnahme auf Schwierigkeiten. Der
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Atmungskoeffizient wurde deshalb nach der zweiten Methode von
Dickens und Simer (9) mit Kélbchen, wie sie von Dixon und
Keilin vorgeschlagen wurden (10), zu bestimmen versucht. Bei dieser
Methode wird am Ende des Versuches durch Zusatz von Siure die am
Gewebe festgehaltene Kohlenséiure befreit und nachher durch die zuge-
fiigte Lauge quantitativ absorbiert. Bei Aufschlimmung in Brunnen-
wasser erhielten wir Atmungskoeffizienten von 0,57 und 0,58, trotzdem es
dabei nicht gelingt, durch Zusatz von Siure die Sauerstoffaufnahme des
Blattmaterials vollstindig zu stoppen. Hiufiger wurde aus diesem Grund
der Atmungskoeffizient zur Orientierung nach der direkten Methode (10)
bestimmt, obwohl diesen Werten keine absolute Bedeutung zukommt
(Tabelle 8).

Tabelle 8

Datum Medium Iﬁ\ otgfl;il;.li%i-t
7. 9.48 Phosphatpuffer pH 5.5 0,54

6.12.48 Dest. Wasser 0,55

8. 4.49 Dest. Wasser 0,53
16. 5.49 Dest. Wasser 0,55

2. 8.49 Dest, Wasser - 0,58
14. 2.50 Dest. Wasser 0,51
23. 2.50 Dest. Wasser 0,59
28. 2.50 Dest. Wasser 0,55
28. 4.50 Phosphatpuffer pH 5,7 | 0,53

3. Vergiftungen

Wegen des Verlustes der Permeabilititswiderstinde ist auch hier zu
erwarten, daBl Giftstoffe rascher zu den entsprechenden Fermenten ge-
langen. Es kamen die gleichen Enzymgifte zur Anwendung, die bereits
bei lebenden Blattstiicken gebraucht wurden. Die Resultate muBten mit
Vorsicht beurteilt werden, da an Trockenklee leicht Autoxydationen
auftreten. :

a) Giftstoffe fiir sclz-weaﬂmetallhgl_tige Enzyme

Auch mit hohen Blausiurekonzentrationen gelingt es nicht, die
Sauerstoffaufnahme aufgeschlimmten Trockenklees vollstindig zu hem-
men (Figur 7). Nur in wenigen Fillen ist es gegliickt, den Sauerstoff-
verbrauch um mehr als 80 % zu vermindern, obwohl die an inaktivem
Blattmaterial bestimmte Autoxydation der Blausiure ganz gering ist.
Mit welchen Oxydationsvorgingen die restliche, mit Blausdure nicht
vergiftbare Sauerstoffaufnahme zusammenhiingt, konnen wir nicht
sagen. Bekanntlich sind pflanzliche Oxydasen gegen Blausiure weniger
empfindlich als tierische (34).
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Figur 7
Die Vergiftung der Sauerstoffaufnahme
von Trockenklee mit verschieden 4o
konzentrierter Blausiurelosung. (Die
Q0.-Werte verstehen sich fiir 200 mg
Trockenklee.) 20

4] | ! t | I !
ohne /1000 1500 oo Ys0 Yio m HCN

Die Hemmung mit Natriumazid ist stark pH-empfindlich. Bei
einem pH-Wert der Giftlosung, der kleiner ist als 5,0, konnen die
Oxydationen mit diesem Stoff im getrockneten Blatt ganz unterdriickt
werden (Tabelle 9).

Tabelle 9
: Q0, in ¢mm pro 30 Min.
Medium pH-Wert pro 200 mg Trockenklee
: Ohne Gift 10—2m HN,
Dest. Wasser . . . . Giftlosung pH 4.4 65,0 0.0
Zitronensidurephosphat-
§07 1 £ eyt L S 4.4 70,0 0,0

Mehrmals wurde versucht, die Sauerstoffaufnahme des Trocken-
klees mit Kupferproteidhemmstoffen zu beeinflussen. Trotz Verdnde-
rung der pH-Werte der Giftlosungen lassen sich die Oxydationen im
Blattmaterial nicht hemmen (Tabelle 10).

Tabelle 10
Medium BH-Wer pr%q.’%)é)nnf?:?rggl)c glilzllhee
Zitronensidurephosphatpuffer . . . . 3.9 55,7
+0,5.10—2m Didthyldithiocarbamat . . 3.9 57,8
Zitronensidurephosphatpuffer . . . . 3,6 65,1
-+10—2m Didthyldithiocarbamat . . . 5,4 77,8
+10—m Salicylaldoxim . . . . . . 5.9 68,5
Zitronensiurephosphatpuffer . . . . 6,7 66,7
+0,5010—>m Didthyldithiocarbamat . . 6,7 74,0

Mit Difthyldithiocarbamat kann eine schwache Steigerung der
Sauerstoffaufnahme festgestellt werden, da diese unbestiindige Substanz
leicht oxydativ zersetzt wird. :
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b) Dehydrogenasengifte

Monojodessigsdure gibt zwischen den pH-Werten 4,0 bis 7,0 bei
einer Konzentration von 10— Mol nie eine Hemmung der Sauerstoff-
aufnahme des Trockenklees (Tabelle 11). Eine 10—molare p-Nitrophenol-
losung erweist sich trotz verschiedenen pH-Werten ungiftig. Malonsdure
und Natriumfluorid, die auch auf das lebende Blatt ohne EinfluB sind,
haben auch die Oxydationen im trockenen Material nicht verindert.

-~ Tabelle 11

Q0, in ¢cmm pro 30 Min. pro 200 mg Trockenklee
Datum
Ohne Gift 10—2molare CH,JCOOH-Losung pH-Wert

23. 6.49 65,0 64.7 4.1

2. 7.49 79.5 82,2 4,1
17.11.49 68,7 7 6,4
15. 4.50 84,5 94,0 5,3
17. 4.50 60,1 643 (2.10—molar!) 6.2

4. Der Zusatz neuver Substrate zu aufgeschldmmtem Trockenklee

a) Kinstliche Substrate

Zusatz von Glukose bleibt, im Gegensatz zu lebenden Kleeblatt-

schnitzeln, ohne Einfluf auf die Oxydationsvorgiinge im trockenen Ma-
terial (Tabelle 12).

Tabelle 12
: Q0, in emm pro 30 Min.
Medium I)X'OQZOO mg Trockenklee
Dest. Wasser . . . . . 60,1 61.8
10—molare Glukosels-
SUNZ . & s @ & & 3 & 60.9 58,0

Erwartungsgemifl bewirkt die Zugabe verschiedener Phenole zu
Trockenklee einen starken Anstieg des Sauerstoffverbrauches. Dieser
Anstieg der Sauerstoffaufnahme kann zwei Ursachen haben, wenn man
die Autoxydation, die an Gewebeoberflichen ablaufen kann, ausschlieBt:

a. Die zugesetzte Substanz kann direkt von einem bestimmten En-
zym oxydiert werden, ohne dafl das entstehende Oxydationsprodukt
weiter verdndert wird. '

B. Die zugesetzte Substanz wirkt als Katalysator (zum Beispiel
Wasserstoffiibertriiger). Sie wird nach ihrer Oxydation sofort wieder
reduziert und kann dadurch erneut oxydiert werden. Die Sauerstoff-
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aufnahme ist in diesem Falle nicht von der Menge des zugesetzten Stoffes
abhingig.

Die Tatsache, daf die Sauerstoffaufnahme proportional der zuge-
setzten Menge Diphenol ist, zeigt, daB die erste Moglichkeit verwirklicht
ist (Figur 8).

220 cmm O%OM' Katechol

Dopa F ey o

Extrakt . .- - - /3

5 180
Figur 8
Die Steigerung der Sauerstoffauf-
nahme von Trockenklee durch Diphe-
nol- und Klee-Extraktzusatz ist ab-
hingig von der zugesetzten Substrat-
menge. (Auf der Abszisse ist die it
Menge 10—"molarer Diphenollosung
in cem pro 7cem Medium aufgetragen.
Die Q0:-Werte beziehen sich auf
200 mg Trockenklee,)

140

60

20

] 1 1 ) | 1
0.0 10 20 30 4,0 ccm

Der EinfluB von Brenzkatechin (Katechol) und dl-3,4-Dioxyphenyl-
alanin (Dopa) auf getrockneten Klee wurde etwas genauer untersucht,
denn wir glaubten, durch Zusatz dieser Substanzen die enzymatische
Aktivitit der getrockneten Blitter einigermafen charakterisieren zu
konnen. Bei diesen Versuchen hat sich folgendes ergeben :

a,) Es 148t sich wihrend der Dauer des Versuches keine Inaktivie-
rung der phenoloxydierenden Enzyme feststellen, da auch Diphenol-

MO L emm 0,

Figur 9

Der Zeitpunkt des Brenzkatechin-  100f o 8 B AL
zusatzes ist ohne Einfluf auf den
Anstieg des Sauerstoffverbrauches von
Trockenklee. Die Oxydasen werden 80
wiahrend der Dauer des Versuches
nicht inaktiviert. (Die Q0:-Werte be-
ziehen sich auf 150 mg Trockenklee.) 20}

; —— o
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Min

zusatz zu einem spiteren Zeitpunkt denselben Anstieg der Sauerstofif-
aufnahme zur Folge hat (Figur 9).

a,) Wie bereits auf Seite 441 erwéhnt, wird die Phenoloxyda,se durch
die Reaktionsprodukte der durch sie katalyswrten Reaktion inaktiviert
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(3, 7, 29, 32). Nach einem zweiten Zusatz von Diphenolen kann daher
nicht mehr dieselbe Steigerung der Sauerstoffaufnahme gemessen wer-
den wie nach dem ersten. Auch an Trockenklee ist diese Erscheinung zu
beobachten (Figur 10), die besonders eingehend an Kartoffelknollen-
gewebe untersucht worden ist (3).

Figur 10
Durch die Wirkung der Phenoloxydase
L cmmo, il entstehen Reaktionsprodukte, die die
DopE | e © weitere Oxydation von Diphenolen
- PR mtueccgs und Klee-Extrakt hemmen, Bei einem
zweiten Zusatz derselben Mengen
Diphenol und Extrakt ist der Anstieg
des Sauerstoffverbrauches nur noch
unbedeutend. (Die langsam abfallende,
ausgezogene Linie entspricht den Q0.-
Werten, die in Wasseraufschlimmung

Kontrole  ghne Substratzusatz gemessen werden

oA s ns @mm W W e e esnen, Die Q0: Werte beziehen 'aich
auf 115 mg Trockenklee.)

a,) Genau wie bei Kleehomogenat kann die Oxydation der zuge-
setzten Diphenole mit 10—*molarer Blausiure und 10—*molarem Azid
total gehemmt werden. Didthyldithiocarbamat, p-Nitrophenol, Askorbin-
sdure und Monojodessigsdure sind ohne EinfluB auf den Verlauf der
Sauerstoffaufnahme bei Diphenolzusatz.

a,) Durch mehrstiindiges Auswaschen des getrockneten Klees 14Bt
sich das natiirliche Substrat aus dem Blattmaterial beseitigen. Nach der
Trocknung im Vakuum iiber Silikagel weisen so behandelte Blattstiicke
in Wasseraufschlimmung keinen Sauerstoffverbrauch mehr auf. Gibt
man aber Diphenole zu diesem Material, ist eine starke Steigerung der
Sauerstoffaufnahme zu beobachten, die sich gleich charakterisieren 148t
wie bei nicht ausgewaschenem Trockenklee. Die wirksame Oxydase 148t
sich also nicht durch Auswaschung aus den zuvor getrockneten Zellen
beseitigen. '

Es ist kaum moglich, daB es sich bei dieser Phenoloxydation nur
um durch Schwermetalle katalysierte Autoxydationen an den Gewebe-
oberflichen handelt, da der Zusatz derselben Stoffe zu Luzerneblittern,
Bliattern von Tropaeolum majus und Trockenhefe keine Verinderung
der Sauerstoffaufnahme zur Folge hat.

b) Natiirliches Substrat

Mit Blausédure 148t sich der oxydative Abbau der im trockenen Blatt
vorhandenen oxydierbaren Substanzen hemmen. Das nicht oxydierte
Substrat kann mit Blausiurewasser aus den Zellen extrahiert werden.
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Fein gemahlenes Blattmaterial wird wihrend einer Stunde in einer
10—*molaren Blausiurelosung griindlich geriihrt. Nach der Beseitigung
der Blattreste setzt man zum Filtrat die gleiche Menge 9bprozentigen
Alkohol. Die dabei ausfallenden EiweiBstoffe werden wegfiltriert, und
die restliche Losung wird auf dem Wasserbad eingedampft, wobei noch
allfillie vorhandene Blausiure entweichen kann.

Der Zusatz so hergestellten Extraktes zu Trockenklee elolbt einen
starken Anstieg der Sauerstoffaufnahme (Figuren 8 und 10), der sich
genau gleich charakterisieren lifit wie der durch die Oxydation von
Diphenolen erzeugte gesteigerte Sauerstoffverbrauch (Hemmung mit
HCN und HN,, Inaktivierung der Oxydase).

. Mit Wasser ohne Blaus&ure nach derselben Vorschrift hergestellter
Extrakt ist vollig unwirksam. In ihm sind keine Stoffe mehr vorhanden,
die durch die Oxydasen des Trockenklees noch oxydiert werden konnten.

Durch diese Versuche mit natiirlichen und kiinstlichen Substraten
1iBt sich der Beweis erbringen, daB das unter E2 beschriebene rasche
Abklingen der Sauerstoffaufnahme von aufgeschlimmtem Trockenklee
mit dem raschen Verbrauch der oxydierbaren Stoffe des Blattes in Zu-
sammenhang steht, da ja eine Reduktion des einmal oxydierten Sub-
strates wegen der Inaktivierung der Dehydrogenasen durch die Trock-
nung nicht mehr moglich ist. Der Zusatz neuer oxydierbarer Substanzen
zum aufgeschlimmten Material hat wieder einen Anstieg der Sauerstoff-
aufnahme zur Folge, da die blatteigenen Oxydasen noch aktiv sind.

5. Uber die enzymatischen Oxydationen in Blattmaterial
von verschiedenem Wassergehalt

Der Verlauf des Temperaturanstieges in gestapelten Pflanzenmassen
ist abhingig vom Wassergehalt des Blattmaterials (20, 31). Es mub
deshalb von besonderem Interesse sein, wie sich die Oxydationsprozesse

in Trockenkiee von verschiedenem Wassergehalt abspielen.

: «) Methodisches

Um dieses Problem in Angriff zu nehmen, konnten wir eine von
Grob (16) ausgedachte Methode verwenden, bei der eine mit Dekalin
(Dekahydronaphthalin von einem Siedepunkt von 188°) oder Paraffinum
perliquidum als Dispersionsmittel und Adeps lanae als Emulgator her-
gestellte Wasseremulsion vorgeschlagen wurde. Bei diesem Vorgehen
sind - durch Ionen katalysierte Nebenreaktionen in wiisseriger Losung
ausgeschlossen, so daf streng nur die Oxydationen im Blatt selber
erfafit werden.

- Die Versuche, die bei einer bchuttelfuquenz von 180 Umdrehungen
pro Minute aubgefulut wurden, erfiillten alle Bedingungen, die bei mano-
metrischen Arbeiten gefordert werden (lineare Abhiingigkeit der Sauer-
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stoffaufnahme von der Trockenkleemenge, keine Verinderung oder eher
eine Verminderung des Sauerstoffverbrauches bei Messungen in reiner
Sauerstoffatmosphére). Voraussetzung bei den Messungen ist allerdings,
daB die Ablesungen ohne Unterbrechung des Schiittelmechanismus aus-
gefiihrt werden, da sonst aus unbekannten Griinden ein rascher Druck-
anstieg zu beobachten ist.

Auf 100 ¢m?® Dekalin oder Paraffinum perliquidum mit 0,5 g Adeps
lanae gibt man die berechnete Menge Wasser und erhilt mit Hilfe eines
Blendors eine bestindige Emulsion.

Die Atmung lebender Kleeschnitzel wird durch Aufschlimmung in
Dekalin auf 3 % des Wertes in Wasser herabgesetzt (Tabelle 13). Langes
Auswaschen von Trockenklee mit wasserfreiem Dekalin und nachfol-
gende Trocknung bleibt ohne hemmenden Einfluf auf die Sauerstoff-
aufnahme des spiter in Wasser aufgeschliimmten Materials (Tabelle 13).
Dasselbe kann man bei der Behandlung des Trockenklees mit absolutem
Alkohol beobachten. Die Fiihigkeit des Trockenklees, Brenzkatechin zu
oxydieren, wird durch die Behandlungen mit diesen organischen Fliissig-
keiten ebenfalls nicht gehemmt (Tabelle 13).

Tabelle 13
Q0, in cmm pro 30 Min. pro 200 mg Trockenklee
Material Medium Behandlung mit Oling. .
Dekalin absol. Alkohol Bebandivoe
Trockenklee . . . .| Dest. Wasser 138,0 102,0 90,8
Trockenklee . . . .| 0,5.10—2m '
Katechol 393,6 336,0 327.0
Lebende Kleeschnitzel | Dest. Wasser 20,0 — 600,0

Dekalin hat demnach keine hemmende Wirkung auf die sich im
Trockenklee abspielenden Oxydationen. Da seiner geringen Viskositit
wegen das Wasser von den Kleeblattstiickchen rascher aufgenommen
wird als im ebenfalls duBerst indifferenten Paraffin6l, wurde Dekalin
fiir die Messungen gebraucht.

b) Resultate

Messen wir die Sauerstoffaufnahme von Trockenklee verschiedenen
Wassergehaltes, stellen wir am Anfang des Versuches ein Maximum des
Gasverbrauches bei Material mit 40 bis 45 % Feuchtigkeit fest (versteht
sich immer bezogen auf Trockengewicht) (Figur 12). Bei hohem Wasser-
gehalt klingt aber der Sauerstoffverbrauch sehr rasch ab, und je linger
der Versuch dauert, um so mehr verschiebt sich die maximale Gasauf-
nahme pro Zeiteinheit gegen Blattmaterial mit geringerem Feuchtigkeits-
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cehalt (Figur 11). 30 % Wassergehalt ergibt wiihrend langer Zeit eine
fast konstante Sauerstoffaufnahme, wihrend bei Klee mit einem Wasser-
gehalt von nur 20 % der Sauerstoffverbrauch pro Zeiteinheit mit der
Dauer des Versuches langsam ansteigt (Figur 11). Die enzymatische
Oxydation des Substrates im trockenen Kleeblatt verlduit wm so rascher,
je groper der Wassergehalt des Blattmaterials ist.

Bei in reinem Dekalin aufgeschlimmtem Trockenklee stellt man
keinen Sauerstoffverbrauch fest. Die oxydierbaren Stoffe sind darin
noch unversehrt erhalten. Durch Zusatz von Wasser im Uberschufl wer-
den sie sofort oxydiert. Setzt man dieselbe Wassermenge zu Blattmaterial
mit groferem Wassergehalt, bei dem also bereits ein teilweiser oxyda-
tiver Abbau des Substrates stattgefunden hat, kann nicht mehr die
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8% ... :
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Figur 11
Der Verlauf der Sauerstoffaufnahme von Trockenkien

ist abhingiec vom Wassergehalt des Materials, (Die
Q0s-Werte beziehen sich auf 200 mg Trockenklee.)

-oleiche Steigerung der Sauerstoffaufnahme durch den Wasserzusatz
beobachtet werden (Figur 12). Je mehr vom Substrat bereits oxydiert
worden ist, d.h. mit andern Worten, je grofer der Wassergehalt des
Trockenklees ist, um so geringer ist der Einfluf nachtriglich zugesetzten
Wassers. Wir schlieBen daraus, daf das oxydierbare Substrat im ge-
trockneten Blatt einer ganz bestimmten Menge entspricht.

Es ist aus diesem Grunde begreiflich, daf bei der Aufschlimmung
in reinem Wasser der Hauptteil der Oxydationsprozesse im Blatt wiih-
rend der Zeit ablduft, die zur Einstellung des Temperaturgleichgewichtes
gebraucht wird und daher nicht erfaBt werden kann. Damit erklért sich
die Tatsache, daB fein gemahlenes Material bei gleicher Behandlung
weniger durch die Messung erfaBbaren Sauerstoff aufnimmt als groBe
Blattstiicke. Bei jenem findet die Benetzung und damit auch der oxyda-
tive Abbau rascher statt als bei diesem. Xhnlich sind die Verhéltnisse
bei der Verwendung von Paraffinum perliguidum als Dispersionsmittel,
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bei dem wegen seiner hohen Viskositiit die Wassertropfchen langsamer
zum Trockenklee gelangen als im viel diinnfliissigeren Dekalin. Bei glei-
chem Wassergehalt der Emulsionen ist daher die Sauerstoffaufnahme in
Dekalin scheinbar geringer als in Paraffingl.

6. Die gesamte Sauerstoffaufnahme von Trockenklee

Die im getrockneten Kleeblatt vorhandene oxydierbare Substrat-
menge besitzt eine bestimmte GrioBe. Man hat drei Moglichkeiten, um
den gesamten Sauerstoff zu erfassen, der zur Oxydation dieser Stoffe
aufgenommen werden muf :

a) Man kann zu trockenem Klee wiithrend des Versuches W asser zu-
setzen. Da aber die Menge des zugegebenen Wassers wegen der

280 cmm 02/’30 s
in
s
o
240 |- \Q — —— — Nach Zusatz von
\ 0,5 ccm HQO
\
\
b o . Figur 12
& Die Sauerstoffaufnahme ist abhingig
= \\ vom Wassergehalt des Trockenklees.
\ Bei spiterem Zusatz von Wasser er-
\ kennt man an der Zunahme des
o \\ Sauerstoffverbrauches die Menge des
noch vorhanden gewesenen oxydier-
N baren Substrates, (Die Q0s-Werte be-
o % ziehen sich auf 130 mg Trockenklee.)
*
™~
kS
40 o]
0 - L L ' L
10% 20% . 30% 40% 50% H,0
2

Kleinheit der Ansatzbirnen beschriinkt ist, ist die Benetzung und
damit auch die mefbare Sauerstoffaufnahme unregelmiiBig.

b) Man kann den Klee in reinem Dekalin aufschliimmen, Wasser zu-
setzen und dann die Gesamtheit der Oxydationsprozesse quanti-
tativ erfassen (Figur 12).

¢) Mit Blausdure lassen sich die oxydativen Vorginge im getrock-
neten Blatt fast vollstindig hemmen. Durch den Zusatz von
CuS0, kann die Blausiurehemmung riickgingig gemacht werden
(24). Die Oxydation des vorhandenen Substrates liuft dann unge-
hindert und quantitativ erfaBbar ab. Wir stellen nach der Zugabe
von CuSO, einen starken Anstieg der Sauerstoffaufnahme fest
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(Figur 13). Verwendet man Klee, dessen oxydierbare Stoffe vor
dem Versuch ausgewaschen wurden, fillt bei den gleichen ange-
gebenen Bedingungen erwartungsgemifl der Anstieg des Sauer-
stoffverbrauches weg. CuSO, zu in Wasser aufgeschlimmtem
Trockenklee zugesetzt, hat keine meBbare Erhéhung der Oxyda-
tionen im Blatt zur Folge (Figur 13). Die beobachtete Erscheinung
lift sich vollstindig durch die Reversibilitit der Blausdurehem-
mung der Oxydationsfermente erkliren.

7. Uber den Einflu verschiedener Temperaturen auf den Trockenklee:

Die Erhitzung des Trockenklees erfolgte in zugeschmolzenen Am-
pullen, um den Wassergehalt des Materials konstant zu halten (16). Die
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Ampullen -waren mit Luft gefiillt. Die Erhitzungsdauer kann zwischen
einer Stunde und drei Stunden variieren, ohne daf sich die Sauerstofi-
aufnahme verindert. Die Proben wurden jeweils zwei Stunden der an-
gegebenen Temperatur ausgesetzt.

Erhitzt man 200 mg Trockenklee mit einem Wassergehalt von 10 %
in Ampullen in einem Temperaturbereich zwischen 50° und 180° und
bestimmt nachher die Sauerstoffaufnahme in Wasseraufschlimmung,

erhilt man eine auch fiir Tabak nachgewiesene Minimumkurve (16)
(Figur 14).

‘a) Die enzymatischen Oxydationen

Um die Hitzeinaktivierung der Oxydasen des Trockenklees zur Dar-
stellung zu bringen, bestimmt man die Sauerstoffaufnahme nach der
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Erhitzung, am Dbesten in Dekalinaufschlimmung. Es zeigt sich dabei,
daB Vorerwidrmung auf 80° eine Herabsetzung der Oxydationsprozesse
auf die Hilfte bedingt (Figur 14). Da nur Enzymreaktionen mit Blau-
sdure hemmbar sind, kann man aus Figur 14 herauslesen, daB bei einer
Temperatur von 110° alle Fermente zerstort werden.

Bei der wisserigen Aufschlimmung von auf zirka 80° vorerwéirm-
tem Trockenklee bestimmt man einen groBeren Sauerstoffverbrauch als
bei unbehandeltem Material. Getrocknete Blitter anderer Pflanzen
(Luzerne, Gerste) zeigen diese Erscheinung nicht. Da dieses Maximum
bei Blausdurevergiftung verschwindet, haben wir es dabei nicht mit dem
Auftreten von Autoxydationen zu tun. Eine Vermehrung der Substrat-
menge durch die Wérmevorbehandlung ist ebenfalls nicht moglich, da
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die Bestimmung der total aufnehmbaren Sauerstoffmenge (siehe Ab-
schnitt 6) keinen Unterschied gegeniiber dem nicht erhitzten Klee zeigt.
Wir vermuten daher, daB durch die Erwirmung des trockenen Materials
Veriénderungen in der Benetzbarkeit auftreten, die eine V erzogerung der
Oxydationen nach sich ziehen.

An Trockenklee, bei dem man das natiirliche Substrat ausgewaschen
hat, kann die Fermentinaktivierung in Wasseraufschlimmung mangels
oxydierbarer Stoffe nicht erkannt werden (Figur 15). Sie wird erst meB-
bar bei Zusatz eines kiinstlichen Substrates, zum Beispiel Brenzkatechin
(Figur 15).

Erhoht man den Wassergehalt des Klees in den Ampullen, werden
die Enzyme schon bei sehr niederen Temperaturen inaktiviert (Tab. 14).
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Tabelle 14

Q0, in emm pro 3V Min. pro 200 mg Trockenklee
Wassergehalt
des Klees Erhitzung wihrend 2 Stunden auf
in den Ampullen

600 700 8(o
10 % 80,6 87.0 98,3
175 % 96,1 63,6 33,0
25 % 71,8 21,4 10,7
3B % 15,2 13,6 8,0

b) Autoxydation
Unter Autoxydation verstehen wir die Fihigkeit gewisser Substan-
zen, ohne Mitwirkung von organischen Katalysatoren mit molekularem
Sauerstoff eine Verbindung einzugéehen. Ein bekanntes Beispiel einer

solchen Reaktion stellt die Peroxydbildung bei ungesittigten Fett-
siuren dar.
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Erhitzt man Trockenklee auf Temperaturen von iiber 120°, stellt
man eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme in Wasseraufschlimmung
fest (Figur 14). Die in diesem Falle auftretenden Oxydationen sind, wie
beim Tabak (16), nicht mit Blausiure hemmbar. Sie treten auch auf,
wenn vor der hohen Erhitzung die Fermente durch Behandlung des
Trockenklees mit dem Autoklav bei 1,5 Atm. zerstort werden. Dagegen
sind sie nur duBerst schwach oder gar nicht zu beobachten, wenn man
den Erhitzungsversuch mit griindlich ausgewaschenem Material aus-
fithrt (Figur 15). Man ist deshalb wohl auch beim Klee berechtigt, anzu-
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nehmen, daB bei Temperaturen von iiber 120° wasserlosliche Stoffe so
verindert werden, daB sie eventuell unter katalytischer Mitwirkung der
stark verkohlten Geriistsubstanzen in Wasseraufschlimmung autoxyda-
bel werden.

c) Der Atmungskoeffizient (RQ)

Autoxydationen lassen sich mit dem Atmungskoeffizienten gut cha-
rakterisieren, da die Kohlendioxydbildung dabei nur ganz gering ist
(19). Trotzdem die Bestimmung des Atmungskoeffizienten nach der
direkten Methode beim Trockenklee mit grofilen Mingeln behaftet ist,
wurde sie zur Orientierung an verschieden vorerhitztem Material an-
gewandt. Es zeigt sich dabei, daB hoch erhitzter Klee fast kein Kohlen-
dioxyd mehr produziert. Der Atmungskoeffizient ist in diesem Falle
sehr gering (Figur 16). Auch bei Anwendung der Methode von
Dickens und Simer (9) zur Bestimmung des Atmungskoeffizienten

RQ

T Y ‘ Figur 16
o8 % Der Atmungskoeffizient sinkt mit
i ‘ steizender Vorerhitzungstemperatur
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0.2
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konnte an hocherhitztem Trockenklee nie eine Kohlendioxydbildung
gemessen werden. :

8. Der Einfluf3 der Blattbehandlung vor der Trocknung auf die
Saverstoffaufnahme des getrockneten Materials

@) Hohe Temperatur

Aufbewahrung frischen, lebenden Klees in geschlossenem Raum bei
80° oder direkt im Autoklav bei 1,5 Atm. Druck hat eine Inaktivierung
der Blattfermente zur Folge. Nach einer solchen Behandlung getrock-
netes Blattmaterial zeigt erwartungsgemif keine Sauerstoffaufnahme
mehr (Tabelle 15).

Tabelle 15

. N &t Q0, in emm pro 30 Min.
Vorbehandlung Medium pro 200 mg Trockengewicht
Bolne « ¢ i & s ¢ = %58 2 = 3 4  DogkHO 85,5
3 h bei 80° (geschlossener Raum) . . Dest. H20 5,1
15 Min. im Autoklav (1,5 Atm. Druck) Dest. Ha0 6.7
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b) Kilte .

Im Tiefkiihlhaus gelagerter Klee wird beim Trocknen schwarz.
Dies ist ein Zeichen dafiir, dafi sich im Blatt Oxydationsvorgénge ab-
gespielt haben. Bestimmt man die Sauerstoffaufnahme dieses getrock-
neten Materials, betrigt sie nur ungefihr einen Fiinftel von Trocken-
klee, der zur gleichen Zeit gesammelt, dann aber sofort getrocknet
wurde, trotzdem in beiden Proben die Fihigkeit, Brenzkatechin zu oxy-
dieren, etwa gleich geblieben ist. Es scheint wahrscheinlich, daB beim
Auftauen des Gefrierklees Enzyme und Substrate miteinander in Be-
rithrung kommen, die im lebenden Blatt getrennt vorliegen. Dadurch
werden sehon vor der Trocknung Stoffe oxydativ abgebaut, die sonst
erst im aufgeschlimmten, getrockneten Material durch die entspre-
chenden Oxydasen angegriffen werden.

¢) Lagerung
Es sollte moglich sein, die Menge des natiirlichen oxydierbaren
Substrates im Trockenklee zu vergrofern.
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Im abgetrennten Blatt finden Abbauprozesse statt, die nach Ver-
atmung der Reservekohlehydrate auch die EiweiBstoffe erfassen und zu
einer Anh#ufung von Aminosiiuren (vor allem Asparagin) im Blatt-
gewebe fithren (8, 42, 43).

Lagert man von der Mutterpflanze abgeschnittene Kleeblitter in
dunklem, feuchtem Raum bei Zimmertemperatur und trocknet das Ma-
terial nachher auf die gewohnte Art, beobachtet man mit zunehmender
Lagerungsdauer eine Steigerung der Sauerstoffautnahme des aufge-
schlimmten Trockenklees (Figur 17). Der Anstieg des Sauerstoffver-



brauches 1dBt sich auch in Dekalinaufschlimmung messen (Figur 17).
Es handelt sich dabei also nicht um Nebenreaktionen, die sich in der
wiisserigen Losung abspielen. Bei Vergiftung mit Blausiure bleibt der
unvergiftbare Rest konstant (Figur 17). Es ist deshalb kaum anzuneh-
men, dafi durch die Lagerung neue Reaktionstypen (zum Beispiel
Autoxydationen) auftreten. Die Steigerung der Sauerstoffaufnahme
kann nur in der Vermehrung des oxydierbaren Substrates ihre Ursache
haben. Dies kommt auch bei der Bestimmung der total aufnehmbaren
Sauerstoffmenge durch die Aufhebung der Blausiurehemmung mit
CuS0, schon zur Geltung.

Unterzieht man das gelagerte Blattmaterial Vorbehandlungen bei
verschiedenen Temperaturen, werden die erwihnten Minimumkurven
mit zunehmender Lagerung parallel zu sich selbst gegen hohere 0,-
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Werte verschoben (Figur 18). Dabei ist vor allem interessant, daB die
Intensitit der Autoxydation in hoch erhitztem Trockenklee mit der Zahl
der Lagerungstage zunimmt. Es ist dadurch vielleicht auch erklirlich,

warum beim Tabak solche Autoxydationen so ausgeprigt in Erscheinung
treten (16).

Liinger als elf Tage LiBt sich der Klee unter den angegebenen Be-
dingungen nicht lagern, da Entfirbung und Mikroorganismenbildung
auftritt.

III. Diskussion

Es hat sich durch die beschriebenen Experimente gezeigt, daf auch
in trockenem Blattmaterial die blatteigenen Enzyme eine entscheidende
Bedeutung fiir die exotherm verlaufenden Oxydationsprozesse haben.
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Bereits friithere Untersuchungen an Tee- und Tabakblittern haben zu
gleichen Resultaten gefiihrt (16, 34). .

Die Frage nach der Art der im Blatt wirksamen Oxydationsfermente
mulB sich vor allem auf die Charakterisierung der Terminaloxydase be-
schrinken. Man stoft dabei wegen des komplexen Baus des Blattes auf
Schwierigkeiten. Ist es doch nicht ausgeschlossen, daf zwei oder drei
der in Frage kommenden Inzvme (Cytochromoxydase, Phenoloxydase
und Askorbinsiureoxydase) gleichzeitig bei der Sauerstoffaufnahme
wirksam sein konnen.

Durch Experimente mit Kleehomogenat und getrocknetem Blatt-
- material wurde versucht, die Schwierigkeiten, die durch den Permeabili-
titswiderstand des Plasmas der lebenden Zellen auftreten, zu beheben.

Die Terminaloxydase des Kleeblattes muBf aul Grund der Vergif-
tungsversuche ein Kupfer- oder Eisenferment sein.

Das auffallend rasche Dunkelwerden mechanisch oder durch hohe
Temperatur geschidigter Stellen des lebenden Kleeblattes und des in
Wasser aufgeschliimmten getrockneten Materials weist auf die Anwesen-
heit von Phenoloxydase hin. Diese Vermutung wird durch die Tatsache
bekraftigt, daB Diphenole vom Blattgewebe oxydiert werden konnen.
Dabei zeigt sich die fiir die Phenoloxydase charakteristische Erschei-
nung, daf die im Laufe der Reaktion entstehenden Oxydationsprodukte
hemmend auf die Fermentaktivitit wirken. Leider gelingt es mit den
spezifischen Kupferproteidhemmstoffen weder die Sauerstoffaufnahme
des lebenden und getrockneten Blattmaterials noch die durch diese Ge-
webe bewirkte Diphenoloxydation zu hemmen. Da wir die Oxydation
der erwihnten Diphenole durch Kartoffelknollengewebe mit Didthyl-
dithiocarbamat ohne Schwierigkeiten unterdriicken konnten, bleibt frag-
lich, ob wirklich der Phenoloxydase die Schliisselstellung bei der Sauer-
stoffaufnahme des Kleeblattes zukommt. Phenole -lassen sich auch
durch andere Enzymsysteme (zum Beispiel durch Cytochrom-Cytochrom-
oxydase) oxydieren (39). Sie konnen auch indirekt enzymatische Oxyda-
tionen aktivieren, da sie als starke Reduktionsmittel ihren Wasserstoff
leicht an oxydierte Verbindungen abgeben, die dann erneut durch die
entsprechenden Oxydasen oxydiert werden konnen. Phenole haben also
Eigenschaften, wie sie von einem Wasserstoffiibertriger (« carrier »)
verlangt werden.

Trotzdem kann angenommen werden, dafi die Phenoloxydase
wenigstens teilweise fiir die Sauerstoffaufnahme des Kleeblattes ver-
antwortlich ist, da Eingriffe, die auf Klee ohne EinfluB sind, wie Er-
hitzung auf iiber 56°, Trocknung und Behandlung mit einem Uberschuf
von Alkohol oder Azeton, die Cytochromoxydase zerstéren. Cytochrom-
oxydase miifte in reinem Sauerstoff eine erhohte Aktivitit zeigen (34).
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Messungen in reiner Sauerstoffatmosphiire bleiben indessen: beim . Klee
ohne EinfluBl. Da die Sauerstoffaufnahme des Kleeblattes mit NaN, fast
total gehemmt wird, Askorbinsdureoxydase aber durch dieses Gift nicht
beeinfluBt werden kann (39), ist es ausoebchlmsen daB dieses Enzym
im Klee als Terminaloxydase wirkt.

Durch bestimmte phenolische Substanzen 1Bt sich sowohl die
Sauerstoffaufnahme wie die Kohlendioxydabgabe steigern. Man hat
daraus den Schlufy gezogen, daB diese Stoffe (zum Beispiel Dopa, Proto-
catechusiure, 4-Tertifirbutyl-Brenzkatechin) als Wasserstoffiibertriger
zwischen der Terminaloxydase und den Dehydrogenasen wirksam sind
(4, 6, 7). Werden daher die Dehydrogenasen des Gewebes gehemmt,
stoppt indirekt auch die Sauerstoffaufnahme, da die oxydierten Wasser-
stoffiibertriger nicht mehr reduziert werden konnen. Aus diesem Grunde
148t sich die Sauerstoffaufnahme des lebenden Kleeblattes mit Dehydro-
genasegiften hemmen.” Dehydrogenasen sind auch an den Reaktions-
zyklen beteiligt, die mit der Kohlendioxydbildung in Verbindung stehen.
Da die Kohlendioxydproduktion des Trockenklees verglichen mit der
Sauerstoffaufnahme stark vermindert ist (RQ 0,55) und Dehydro-
genasegifte absolut keinen Einfluf mehr auf den Sauerstoffverbrauch
haben, miissen die Wasserstoff iibertragenden Enzyme durch die Trock-
nung zerstort worden sein. Das duBert sich iibrigens auch im raschen
Abklingen aller Oxydationsprozesse, die sich in aufgeschlimmtem
Trockenklee abspielen. Da mit dem Abbau von Glukose und Zitronen-
sdure stets auch Dehydrierungen verbunden sind, ist es begreiflich, daB
diese beiden Stoffe von Trockenklee nicht mehr oxydiert werden kinnen.
Die fiir das lebende Blatt charakteristischen Kreisprozesse, ein.Gleich-
gewicht zwischen Oxydationen und Reduktionen, werden durch die
Trocknung geschidigt (11).

Die Leichtigkeit, mit der sich Wasserstoff iibertragende Fermente
inaktivieren lassen, kommt sichtbar zum Ausdruck, wenn ein lebendes
Kleebldttchen an einer bestimmten Stelle hohen Temperaturen ausgesetzt
wird. Die Inaktivierung der Dehydrogenasen erfolgt in einem griéBeren
Umkreis um die Erhitzungsstelle als die Inaktivierung des Phenole oxy-
dierenden Fermentes. In der Zone, in der nur noch die Phenoloxydase
aktiv bleibt, werden Phenole oxvdlert aber nicht mehr reduziert. Die
entstandenen Chinone lagern sich zu braunschwarzen Farbstoffmolekeln
zusammen. Die bezeichnete Zone firbt sich daher mehr oder weniger
rasch braunschwarz (13). Ob die dabei oxydierten Phenole im lebenden
Blatt die Funktion von Wasserstoffiibertriigern haben oder ob es sich
dabei um Aminosiuren (zum Beispiel Tyrosin) der durch die hohe Tem-
peratur denaturierten Proteine handelt, kann nicht gesagt werden. Be-
zeichnenderweise tritt dieses Phiinomen an Blittern nicht auf, die keine
Moglichkeit haben, zugesetzte Diphenole zu oxydieren (Luzerne, T7o-
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paeolum majus). Dies ist vielleicht ein Hinweis dafiir, daf diese Erschei-
nung an die Anwesenheit der Fhenoloxydase gebunden ist.

Uber die andern Fermentgruppen des Blattes 148t sich auf Grund
manometrischer Messungen nichts aussagen, es sei denn, die durch ihre
Wirksamkeit entstehenden Reaktionsprodukte bilden die Substrate fiir
die Oxydasen. So kann nachgewiesen werden, daB sich durch die Lage-
rung das oxydierbare Substrat vergroBert, da die Tétigkeit der hydroly-
sierenden Enzyme beim langsamen Austrocknen der Blitter zunimmt (25).

Durch die Trocknung der Blattzellen gehen im Plasma irreversible
Veriinderungen vor sich. Es sollen zum Beispiel an durch Trocknung
denaturierten EiweiBstoffen gewisse Bindungstypen zerstort und Ring-
bildungen aufgebrochen werden (17, 35). Darum ist es gut méglich, daB
neben den bereits im Blatt vorhandenen niedermolekularen Verbindun-
gen auch Proteine von den noch wirksamen Enzymen angegriffen wer-
den konnen, falls die dazu nitige Wassermenge vorhanden ist.

Im gegen iubere Einfliisse wie Lagerung, Kilte, hohe Temperatur,
Zerkleinerung, organische Losungsmittel verglichen mit dem lebenden
Blatt bestindigeren Trockenklee beginnen die Oxydationsprozesse
quantitativ erfaBbar zu werden, wenn der Feuchtigkeitsgehalt des Ma-
terials etwa 20 % betrigt. Je grofier der Wassergehalt des getrockneten
Klees, um so rascher liuft die Oxydation des vorhandenen Substrates
ab. Das oxydierbare Substrat ist in einer ganz bestimmten Menge im
getrockneten Blatt vorhanden. Sie kann durch Lagerung vergroBert,
durch Kiltevorbehandlung verkleinert werden. Nach dem Verbrauch
der natiirlichen Substratmenge horen die enzymatischen Oxydationen
im getrockneten Material auf, trotzdem die Oxydasen noch aktiv sind.
Durch Zusatz neuer oxydierbarer Substanzen, die sich aus Trockenklee
extrahieren lassen, kénnen wir einen erneuten Anstieg des Sauerstoff-
verbrauches bewirken. Wahrscheinlich handelt es sich bei diesem natiir-
lichen Substrat um Stoffe mit phenolartigen Eigenschaiten.

Mit Hilfe der manometrischen Technik lassen sich nur Reaktionen
erfassen, bei denen Gase verbraucht oder gebildet werden. Uber die
reagierenden Stoffe und die nicht gasférmigen Reaktionsprodukte kann
oft nur indirekt etwas ausgesagt werden. Wir haben aus diesem Grunde
keine Moglichkeit, die durch die ablaufenden Oxydationen freiwerdende
Energie zu berechnen.

Setzt man Trockenklee hohen Temperaturen aus, werden die Oxy-
dasen erwartungsgemifl zerstort. Eine weitere Steigerung der Tempe-
ratur auf iiber 120° hat wieder eine Zunahme des Sauerstoffverbrauches
zur Folge. Es treten die an Tabakblittern entdeckten, gegen Blausdure
unempfindlichen Autoxydationen auf (16). Da die Sauerstoffaufnahme
hoeh erhitzten Klees proportional der Substratmenge ist, die enzymatisch
abgebaut werden kann, ist anzunehmen, dafB diese natiirlichen Substrate
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durch hohe Erhitzung in autoxydable Stoffe umgewandelt werden. Sicher
sind diese Autoxydationen, die sich auch durch den niederen Atmungs-
koeffizienten auszeichnen, fiir die Selbstentziindung der Futterstocke von
Bedeutung, trotzdem sie nicht so stark hervortreten wie beim Tabak.

Die vorliegende Arbeit wurde im Pflanzenphysiologischen Institut

der Eidg. Technischen Hochschule unter der Leitung von Herrn Prof.
Dr. A. Frey-WyB8ling ausgefithrt. Ich danke meinem verehrten
Lehrer fiir die mir dabei gewiihrte groBe Hilfe. Mein Dank gebiihrt auch
Herrn Dr. K. Grob, dessen Untersuchungen an getrockneten Tabak-
blittern hier fortgesetzt worden sind.
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IV. Zusammenfassung

. Mit Hilfe der manometrischen Methode wurden die Oxydations-

prozesse im lebenden und getrockneten Kleeblatt untersucht.

Da die Fiahigkeit der Blattschnitzel, Homogenate und trockener
Blattstiicke Diphenole zu oxydieren, die Vergiftungsversuche, die
Enzyminaktivierung durch die bei der Diphenoloxydation entste-
henden Reaktionsprodukte und die Verfirbungen auf die Anwesen-
heit von Phenoloxydase hinweisen, ist es sehr wahrscheinlich, daB
dieses Enzym im Kleeblatt die direkte Sauerstoffaufnahme bewirkt.
Die Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe lebender Blatt-
stiicke 1Bt sich, im Gegensatz zu getrocknetem Material, mit
Dehydrogenasegiften stark hemmen. Durch die Trocknung miissen
die dehydrierenden Fermente geschidigt werden. Im Trockenklee
gehen nur Oxydationsprozesse vor sich. Die im lebenden Blatt
damit gekoppelten Reduktionen durch Wasserstoff iibertragende
Enzyme sind zerstort.

Die im getrockneten Blatt vorhandene oxydierbare Substratmenge
ist durch die Vorbehandlung des Blattmaterials genau festgelegt.
Nach ihrem Abbau finden im Blatt keine enzymatischen Oxydatio-
nen mehr statt.

. Es gelingt, aus Trockenklee oxydierbare Stoffe zu isolieren. Setzt

man dieses natiirliche Substrat zu aufgeschlimmtem Blattmaterial,
ist ein starker Anstieg der Sauerstoffaufnahme festzustellen.

Der oxydative Abbau im getrockneten Blatt findet um so rascher
statt, je groBer der Wassergehalt des Materials ist.

Die blatteigenen Oxydasen werden durch Erhitzung inaktiviert.

Erwirmung tiber 110° hat das Auftreten von Autoxydationen zut
Folge.



“:’9":*’I

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

1X.

18.

19.

24.

30

V. Literaturverzeichnis

.Arnon, D, J Copper enzymes in 1solated chloroplasts Plant Physiol., 24 1

(1949)
Audus, L.J. Mechanical stimulation and respiration rate in the green leaf.
New Phytologist, 38, 284 (1939).

4 Baker D., and Nelson, J.M. Tyrosinase and plant resplratlon J. Gen.

Physibl. 26, 269 (1942),

. Bonner J., and Wildman, S.G. Enzymatic mechanism in the respira-

tion of spinach leaves. Arch. Biochem., 10, 497 (1946).
'~ — Biochemical mechanism in the respiration of the avena coleoptile. Arch.
Biochem., 17, 311 (1948).
Boswell, J.G., and Whiting, G.C. A study of the polyphenol oxidase
system in potato tubers. Ann. Bot.N. S, 2, 847 (1938).
— Oxidation systems in the potato tuber. Ann Bot. N. 8., 9, 54 (1945).
Chibna 11, A. Ch. Protein metabolism in the plant. New Haven (1939).

.Dickens, F.,, und Simer, F. Bestimmung der respiratorischen Quotienten

von iiberlebenden Geweben. In Abderhaldens Handb. biol. Arbeitsmeth.
IV., Teil 13, 430 (1926). :

Dixon, M. Manometric methods, Cambridge (1943).

Frankenburg, W.G. Chemical changes in the harvested tobacco leaf,
Part I: Adv. Enzymol., 6, 309 (1946).

Part II: Adv. Enzymol., 10, 325 (1950).

Frey-WyB8ling, A. Die Blattfermentation als Autolyse. Vierteljahres-
schrift Naturf. Ges. Ziirich, 88, 176 (1943).

Gicklhorn, J, machte uns in einem Kolloquium im W.S. 1949/50 an der
ETH auf dieses Phinomen aufmerksam.

Goddard, D.R. Cytochrome ¢ and Cytochrome oxidase from wheat germ.
Am. J. Bot., 31, 270 (1944).

— The respiration of cells and tissues. In Physical chemistry of cells and
tissues by R.Hober. Philadelphia (1946).

Grob, K. Beitrag zur Kenntnis der Tabakfermentation. Ber. Schweiz. Bot. Ges.,
58 172 (1948).

Haurowitz, F. The internal structure of protein molecules. Experientia, 5,
347 (1949).

Hellinga, J.J. A, Uber den EinfluB von Substanzen, die von Pilzen gebil-
det werden, auf die Atmung des Kartoffelknollengewebes. Diss. Utrecht
(1941).

Hoffmann, E.J, Oxidation and gas formation in the spontaneous heating
of hay. J. Agr. Res., 51, 527 (1935).

. Hini, K. Physikalische und chemische Untersuchungen an Dorrfutter ver-

schiedenen Gérungszustandes, Diss. ETH (1944).

.James, W.0, and Cragg, J. M. The ascorbic acid system as an agent in

barley respiration. New Phytologist, 42, 28 (1943).

. Keilin,D. The action of sodium azide on cellular respiration and on some -

catalytic oxidation reactions. Proc. Roy. Soc. London B, 121, 165 (1936).

. Krebs, H. A, Uber die Rolle von Schwermetallen bei der Autoxydation von

Zuckerlosungen. Biochem. Z., 180, 377 (1927).
Kubowitz, F. Uber die chemlsche Zusammensetzung der Kartoffeloxydase.
Blochem Z., 292, 221 (1937).

465



28,

g 3

31:

33.

34.
35.

317.

39.

40.

41.

42,

466

.Kurssanov, A.L. Untersuchung enzymatischer Prozesse in der lebenden

Pflanze. Adv. Enzymol., 1, 329 (1941).

.Laties, G.G. Limitation of the use of KOH-KCN mixtures in manometric

studies. J. Biol. Chem., 177, 969 (1949).

.Machlis, L. The influence of some respiratory inhibitors and intermediates

on respiration and salt accumulation of excised barley roots. Am. J. Bot.,
31, 183 (1944).
Marsh, P.B, and Goddard, D.R. Respiration and fermentation in the
carrot, Daucus Carota. Am. J. Bot., 26, 724, 767 (1939).
Nelson,J.M,and Dawson, C.R, Tyrosinase. Adv. Enzymol., 4, 99 (1944).

. Nilsson, R. Uber die Organisierung der biochemischen Wirkstoffe in der

Zelle. Naturw., 31, 25 (1943).
Pallmann, H, Hiini, K, Dénz, 0. Der Wirmehaushalt und die Kon-
trolle iiberhitzter Futtersticke. Schweiz. Landw. Monatshefte, 23, 3 (1945).

. Raper, H.St. Chromooxydasen. In Myrbick, Methoden der Fermentforschung,

Bd. 3, 2476 (1940).
Roberts, E.A.H. The fermentation process in tea manufacture. Biochem.
J., 33, 836 (1939).
— The chemistry of tea fermentation., Adv.Enzymol, 2, 113 (1942).
Schmidt, C.L.A. The chemistry of the amino acids and proteins. Spring-
field (1945).

.Sizer, J.W. Effects of temperature on enzym kinetics. Adv. Enzymol, 3, 35

(1943).
Steiner, M. Herstellung und Priifung geeigneter Reaktionsbedingungen.
In Myrbick, Methoden der Fermentforschung, Bd. 1, 761 (1940).

.Stenlid, G. Some notes on the effect of sodium azide, 2,4 dinitrophenol and

o-phenanthrolin upon oxygen consumption in green leaves. Physiologia
Plantarum, 2, 61 (1949).

Sumner, J.B, and Somers, G.F. Chemistry and methods of enzymes.
New York (1947). .

Umbreit, W.W.,, Burris, R.H., and Stauffer, J.F. Manometric
techniques and related methods for the study of tissue metabolism.
Minneapolis (1948).

Wassink, E.C. Experiments on photosynthesis of horticultural plants with
the aid of the Warburg method. Enzymologia, 12, 33 (1946).

Wood, J.G., and Cruickshank, D.H. The metabolism of starving
leaves V. Austr. J. exp. Biol., 22, 111 (1944).

. Yemm, E.W. The respiration of barley plants. Proc.Roy.Soc. London B,

117, 483 (1935).



	Über die Oxydationsvorgänge im lebenden und getrockneten Kleeblatt

