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Untersuchungen zum Abbau des Kaffeins
in den BlLittern von Coffea arabica

Von Peter Kalberer
aus Mels und Winterthur

Manuskript eingegangen am 25. Februar 1964
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Verzeichnis der Abkiirzungen

UV  Ultraviolett

IR Infrarot

GM  Geiger-Miiller

S Standardabweichung
FG  Frischgewicht

TG  Trockengewicht

F Flache
A Aufgenommene Kaffeinaktivitdt nach 1 Tag Fiitterung
P Gesamtaktivitat im zermorserten Blatttrockenpulver

nach dem Versuch
K Kaffeinaktivitat im Blatttrockenpulver nach dem Versuch
BAW Laufmittel : Butanol : Eisessig : Wasser 4:1:1
AAW Laufmittel: Athanol : Eisessig : Wasser 81:5: 14

63



L. Einleitung und Problemstellung

Das Kaffein ist einer der Pflanzenstoffe, die eine wichtige Rolle in
unserem téglichen Leben spielen. Sein Vorkommen in Genussmitteln wie
Katfee und Tee und seine anregende Wirkung sind schon lange bekannt
und geschétzt. Chemisch gesehen muss man es als 1,3,7-Trimethyl-2,6-
dioxypurin oder kiirzer als 1,3,7-Trimethylxanthin bezeichnen. Im all-
gemeinen zdhlt man es zu den Alkaloiden. Man versucht diese ausser-
ordentlich uneinheitliche Gruppe von Pflanzenstoffen folgendermassen
zu charakterisieren: Alkaloide sind N-haltige Pflanzenstoffe mit meist
basischem Charakter. Der Stickstoff liegt oft in heterozyklischen Ringen
vor. Viele Alkaloide sind pharmakologisch wirksam. In der Pflanze zeich-
nen sie sich durch verhiltnisméssig hohe Stoffwechseltragheit aus. Die
Biogenese der Alkaloide nimmt ihren Anfangspunkt an verschiedenen
Stellen des Intermedidrstoffwechsels, sehr oft vom Stoffwechsel der
Aminosiuren aus. So verschieden wie die Chemie der einzelnen Alkaloide
und Alkaloidgruppen, so vielfiltig ist auch die Biogenese der einzelnen
Vertreter. Vom Kaffein nimmt man heute an, dass es aus Xanthin durch
Methylierung entsteht (Anderson und Gibbs, 1962). Das Xanthin ist
eine Verbindung, die in jeder lebenden Zelle gebildet wird. N-Methylie-
rungen sind Reaktionen, die keine Besonderheit des pflanzlichen Stoff-
wechsels darstellen. Aus diesen beiden Uberlegungen ist erkennbar, dass
das Kaffein nicht weitab vom Intermedidrstoffwechsel liegt. Alkaloide
mit dieser Eigenschaft kommen meist weit verbreitet iiber das System
der Pflanzen in verschiedenen Familien und Gattungen vor. Kaffein
fand man bis heute in folgenden Gattungen: Coffea, Thea, Ilex, Cola und
Paullinia. Die vorliegende Arbeit wurde nur an Coffea arabica I.. durch-
gefiihrt.

Bis heute konzentrierte sich das Interesse der Physiologen und Bio-
chemiker hauptsichlich auf Bildungsort, Biogenese und histochemische
Lokalisation der Alkaloide (Mothes und Romeike, 1958). Den Chemi-
kern lag die Isolierung und Strukturaufklirung am Herzen. Auf diesen
Gebieten erzielte man auch schon beachtliche Erfolge. Nicht oder nur
sehr wenig untersucht ist aber der Abbau von Alkaloiden in den Pflanzen.
Das mag wohl damit zusammenhéingen, dass man lange Zeit annahm,
alle Alkaloide seien Endprodukte des Stoffwechsels und wiirden in den
Pflanzen abgelagert und nicht mehr veréindert. Aus der zusammenfassen-
den Arbeit von Mothes und Romeike (1958) geht aber hervor, dass
Alkaloide verschiedener Gattungen der Solanaceae wihrend des Wachs-
tums mengenméssig zunehmen, um dann nach der Reife abzunehmen.
Ahnliches fand man auch bei Vertretern der Papaveraceae.

Wir glauben, dass Untersuchungen auf dem Gebiete des Alkaloidstoff-
wechsels nicht nur interessante biochemische Fihigkeiten der Pflanzen
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zeigen werden. Sie werfen auch von einer andern Seite her Licht in das
noch weitgehend dunkle Kapitel der Stellung und Bedeutung der einzel-
nen Alkaloide. Betrachtet man die Pflanzen, deren Organe (z. B. die
Blitter) und Zellen als Erscheinungen mit einer Zeit der Entstehung,
des Wachstums, des Absterbens und mit einem Stoffwechsel, der sich
mit dem Alter verindert, so scheint oft der Metabolismus von Alkaloiden
mit diesen Alterungsvorgingen gekoppelt. (Zunahme wihrend des Wachs-
tums und Abnahme im Alter.) Auch in dieser Hinsicht sind interessante
Erkenntnisse durch umfangreiche Untersuchungen iiber den biologischen
Abbau an verschiedenen Alkaloiden zu erwarten.

Weevers (1930) untersuchte das Verhalten der methylierten Xanthin-
derivate an vielen verschiedenen Vertretern. Er stellte fest, dass deren
Gehalt in den Blittern der diese Verbindung fiithrenden Vertreter
absolut gesehen bis zu einem Maximalwert zunimmt, um dann stetig
abzunehmen. Bei Coffea arabica L. ermittelte er eine Zunahme des
Kaffeingehaltes in Prozenten des Trockengewichtes bis zu einem Maximal-
wert und ein darauffolgendes kontinuierliches Abfallen. Wanner (1960)
und Kende (1960) konnten diese Befunde bestitigen. Es gelang ihnen
auch, zu zeigen, dass die Internodien sehr wenig Kaffein enthalten. In
den Wurzeln wurde iiberhaupt keines gefunden. Schon Weevers (1930)
fragte sich, wie diese Abnahme in den Blittern zu erkliren sei. Er ver-
glich den Kaffeingehalt junger und alter Blattstiele und stellte fest, dass
nur junge, nicht aber alte Stiele Kaffein enthalten. Auch in der Rinde
gelang es ihm nicht, eine Anhidufung von Kaffein festzustellen. Durch
Ringelung und Entfernung der Sprossspitze wurde kein Kaffein iiber der
Ringelungsstelle gestaut. Das Holz fand er frei von methylierten Xan-
thinderivaten. Alle diese Befunde sprachen gegen einen Abtransport als
Erklirung der Kaffeinabnahme in den Bldttern. Er schloss daraus auf
einen Abbau des Kaffeins. Wanner und Blaim (1961) fithrten kinetische
Studien durch, die in der gleichen Richtung weisen.

Fiir die Abnahme des Kaffeingehaltes in den Coffea-Blittern gibt es
grundsétzlich drei Erklirungen:

1. Abbau des Kaffeins zu anderen Vei'bindungen;
2. Abtransport des Kaffeins in andere Pflanzenteile;
3. Einbau des Kaffeinmolekiils als Ganzes in andere Verbindungen.

Den bisherigen Untersuchern gelang es, den Abbau wahrscheinlich zu
machen. Thr Urteil griindete auf der Tatsache, dass die Internodien und
Blattstiele wenig Kaffein enthalten. Sie schlossen daraus: Kaffein wird
nicht transportiert. Es gelang ihnen aber noch nicht, den Abbau eindeu-
tig durch Abbauprodukte zu beweisen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit folgenden Aufgaben, die auf
dem Wege der Fiitterung mit 14C-markiertem Kaffein gelost werden sollen:
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1. Wird Kaffein durch die Blitter abgebaut ? Welchen Umfang nimmt
dieser Abbau in Blittern von verschiedenem Alter und verschiedenen
Pflanzen an ?

2. Werden nennenswerte Mengen radioaktiver Abbauprodukte in den
gefiitterten Blattern gefunden ?

3. Geben die gefiitterten Blitter radioaktive Verbindungen ab ?

4. Welche Verbindungen kommen als Abbauprodukte in Frage ?
Welchen Weg nimmt der Kaffeinabbau in den Blittern der Coffea

arabica? Ein Hauptteil der Versuche wurde an isolierten Blittern durch-

gefiihrt, die durch die Mittelrippe gefiittert wurden. Es sind auch Ver-

suche beschrieben, bei welchen Blitter an intakten Pflanzen gefiittert
wurden.

IL. Priiparative Arbeiten

Der wesentlichste Gesichtspunkt bei den priiparativen Arbeiten war,
in kurzer Zeit geniigende Mengen der gewiinschten Verbindungen her-
zustellen.

Formeln der wichtigsten Verbindungen :

0] H C:F'Is 0]
N. CH, N. N,
3 8 L i
2 4
3 9
0"\ N N 0"y N
H CH, H H
Xanthin Kaffein Harnsaure
= 0, OH
NH, o NH, NH, ITHz
J\ I : J\ /J\ /L (f: ’
0"y O hppet T 0 NH,
H H H H

Allantoin Allantoinsaure Harnstoff
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1. Radioaktive Verbindungen
a) Kaffein C2-markiert

Syntheseweg : BaCO;—KCN—>KCNO—Harnstoff—Cyanacetyl-
harnstoff—6-Amino-2,4-dioxypyrimidin— 5-Nitroso-6-amino-2,4-
dioxypyrimidin—5,6-Diamino-2,4-dioxypyrimidin (5,6-Diamino-
uracil)—>Xanthin—Kaffein.

Das BaCO, wurde zusammen mit dem NH,Clin einem mit trockenem
N, gespiilten Supremax-Glasrohr gut gemischt. Man gab dann sauberes,
metallisches Kalium ins Glasrohr, evakuierte es und schmolz es zu.
Nachdem das Kalium vorsichtig verfliissigt wurde, mischte man den
Rohrinhalt und erwiirmte das Rohr fiir eine Stunde auf 640 °C in einem
Muffelofen. Der Rohrinhalt wurde zuerst mit Methanol und dann mit
wissrigem Methanol extrahiert, der Extrakt eingeengt, und in einer
Destilliervorrichtung wurde ihm durch Anséuern das Cyanid ausgetrieben
und in Lauge aufgefangen. Die KCN-Losung wurde in einem dick-
wandigen Zentrifugenglas zu frischgefilltem Cu(OH), gegeben und das
KCN withrend zweier Stunden bei 60 °C mit KMnO, zu KCNO oxydiert.
Nach dem Kiihlen der Losung wurde das iiberschiissige KMnO, durch
H,0, zerstort und das entstandene MnO, abzentrifugiert. Man brachte
die iiberstehende Liosung unter gutem Umriihren mit verdiimnter H,S80,
auf pH 10-11 und engte im Vakuum schonend ein. Die eingeengte Losung
brachte man zusammen mit (NH,),80, und NH; in eine Glasampulle,
die 60 Minuten auf 70 °C geheizt wurde. Das Reaktionsprodukt wurde
auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Aus dem Trockenriick-
stand extrahierte man mit Butanol den Harnstoff, der nach dem Ver-
dampfen des Butanols in schénen, langen Nadeln erschien. Den radio-
aktiven Harnstoff liess man in alkalischer Athanollésung mit Cyanessig-
siureithylester auf dem siedenden Wasserbad 4 Stunden am Riickfluss
unter Rithren kochen. Dann wurde Wasser zugegeben und 15 Minuten
bei 75 © weitergeriihrt, mit Eisessig leicht angeséuert und nochmals eine
Stunde geriihrt. Den sich bildenden Niederschlag von 6-Amino-2,4-
dioxypyrimidin versetzte man in essigsaurer Losung bei 80 °C mit N aNO,.
Das Nitrosoderivat wurde abzentrifugiert, ausgewaschen und mit Na-
hydrosulfit (Na,S,0,) auf dem Dampfbad reduziert. Das Diaminouracil-
Bisulfit wurde abzentrifugiert, gewaschen und zur Reinigung in konzen-
trierter HCl zum Hydrochlorid umgefillt. Das trockene Diaminouracil-
HCI erhitzte man zusammen mit Formamid fiir 25 Minuten auf 200 °C.
Das entstandene Xanthin wurde mehrmals umgefillt und in einem weiten,
kurzen Reagenzglas mit Magnetrithrvorrichtung in Wasser von 30-40 °C
suspendiert. Dimethylsulfat und NaOH wurden in kleinen Portionen ein-
getragen, so dass das pH zwischen 8-9 blieb. Der pH-Wert wurde durch
eine kleine pH-Messelektrode, die sich in der Reaktionslésung befand,
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tiberwacht. Die Reaktion dauerte ungefihr 3 Stunden. Nach schwachem
Anséuern dampft man die Losung zur Trockene ein. Der Trockenriick-
stand wurde mit Chloroform extrahiert; das Chloroform abgedampft und
das Kaffein durch zweimalige Sublimation bei 110-130 °C und 0,01 Torr
gereinigt. Anschliessend wurde es an einer Aluminiumoxyds#ule chro-
matographiert. Die Reinheit des Pridparates wurde durch Autoradio-
graphie eines Papierchromatogrammes untersucht (vgl. Abschnitt V).
Es zeigte sich nur Radioaktivitit im Kaffein.

Spezifische Aktivitit: 790 4C/mM.

Verfahren zusammengestellt nach: Murray-Williams (1958), Sixma
et al. (1954), Haley und Lambooy (1954), Organic Synthesis vol. 37
(1957), Bredereck et al. (1950).

b) Kaffein C8-markiert
Syntheseweg: KCN—+HCOOH-—>Xanthin—>Kaffein.

Eine KCN-Losung, die wie im vorangegangenen Versuche hergestellt
wurde, erhitzt man in 0,5 N NaOH in einem Pyrex-Bombenrohr fiir
5 Stunden auf 170-180 °C. Die dabei entstandene Na-formiat-Losung
wurde angeséiuert und der Niederschlag abzentrifugiert. Der iiberstehen-
den Losung fiigte man Glykol zu und liess sie mit Diaminouracil-FICl
reagieren. Es wurde iiber Nacht bei Zimmertemperatur gerithrt, dann
zirka 3 Stunden bei 80 °C und endlich 1-2 Stunden bei 200°C. Nachher
wurde gekiihlt, der Niederschlag abzentrifugiert und das Xanthin mehr-
mals mit KOH und H,80, umgefillt und getrocknet. Die Methylierung,
die Reinigung und die Reinheitskontrolle wurden gleich wie bei der
C2-Markierung durchgefiihrt.

Spezifische Aktivitit: 2,24 mC/mM.

Verfahren zusammengestellt nach Sprinson und Rittenberg (1952),
Weygand und Grosskinsky (1951), Bredereck et al. (1950).

¢) Kaffein Methyl-1-markiert
Syntheseweg: Theobromin—>Kaffein.

Das Theobromin wurde in alkalischer Losung mit markiertem CH,J
im Bombenrohr mit Riickflusskiihler fiir 2 Stunden auf 80 °C erhitzt.
Das Reaktionsgemisch dampfte man zur Trockene ein. Die Reini-
gung und die Reinheitskontrolle wurden wie bei der C2-Markierung
durchgefiihrt.

Spezifische Aktivitéit: 75 uC/mM,

Verfahren nach Murray und Ronzio (1954).
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d) Kaffein Methyl-7-markiert
Syntheseweg: Theophyllin—Kaffein.

Das Vorgehen war gleich wie das unter ¢ beschriebene, nur wurde an
Stelle von Theobromin Theophyllin verwendet.

Spezifische Aktivitdt: 171 uC/mM.
Verfahren nach Murray und Ronzio (1954).

2. Inaktive Verbindungen

Die inaktiven Verbindungen wurden als Testsubstanzen fiir chromato-
graphische Untersuchungen verwendet.

a) Allantoinsédure
Syntheseweg: Allantoin—Allantoinsiure.

Das Allantoin liess man 12 Stunden in stark alkalischer Losung bei
Zimmertemperatur reagieren. Dann wurde unter Eiskiihlung vorsichtig
mit HCI angesiuert, der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser, Alkohol und
- Ather ausgewaschen und vorsichtig getrocknet.

Allantoinsédure: N ber. 31,82%, N gef. 31,84 %.
Verfahren nach Behrend und Schultz (1909).

b) 1-Methylharnséure

Syntheseweg : Theobromin—Methylalloxan—1-Methylviolursdure—-
1-Methyluramil—1-Methylpseudoharnsdure—1-Methylharnséiure.

Das Theobromin wurde mit KClO, in salzsaurer Losung oxydativ ab-
gebaut und das entstandene Alloxan mit Hydroxylamin-HCI zur Methyl-
violursiiure umgesetzt. Diese reduzierte man mit salzsaurer SnCl,-Losung
bei Zimmertemperatur zum 1-Methyluramil. Das Methyluramil wurde
mit KCNO zur Reaktion gebracht und die dabei entstandene 1-Methyl-
pseudoharnsiure einige Stunden in 209, HCI auf dem Dampfbad erhitzt.
Die 1-Methylharnsiure fiel als weisses, kristallines Pulver aus und wurde
aus heisser NaOH mit HCl umkristallisiert. Der Niederschlag wurde ab-
filtriert, mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und bei 150 °C ge-
trocknet.

1-Methylharnséure: N ber. 30,779%, N gef. 30,43 %.

Verfahren zusammengestellt nach Biltz (1912), Biltz und Klein
(1925), Biltz und Max (1921), Fischer und Clemm (1897).

69



¢) 3-Methylharnséure

Syntheseweg : Cyanessigséiure + Methylharnstoff—Cyanacetylmethyl-
harnstoff—3-Methyl-4-amino-2,6-dioxypyrimidin—3-Methyl-4-amino-
5-nitroso-2,6-dioxypyrimidin—3-Methyl-4,5-diamino-2,6-dioxypyri-
midin—3-Methylharnsiure.

Cyanessigsdure und Methylharnstoff wurden in Pyridin gelést und
POCl; unter Riihren zugetropft. Den entstandenen Cyanacetylmethyl-
harnstoff fillte man mit Wasser aus und kristallisierte den Niederschlag
aus heissem Wasser um. Den feingepulverten Cyanacetylmethylharnstoff
erwédrmte man in 209 NaOH und erreichte so den Ringschluss zum
Na-Salz des 3-Methyl-4-amino-2,6-dioxypyrimidin. Diese Verbindung
wurde mit Eisessig angesduert und der sich bildende Niederschlag ab-
filtriert und ausgewaschen. Das 3-Methyl-4-amino-2,6-dioxypyrimidin
16ste man in siedend heissem Wasser und setzte es in essigsaurer Lisung
mit NaNO, zum 5-Nitrosoderivat um. Das ausgefallene Nitrosoderivat
wurde mit Schwefelammonium zum entsprechenden 5-Aminoderivat re-
duziert. Der entstandene Schwefel wurde abfiltriert, die Losung mit NH,
tibersittigt und das ausgefallene Diaminoderivat abfiltriert. Dieses 15ste
man in einer dquimolaren Menge verdiinnter HCl und setzte es unter
Schiitteln mit Chlorkohlensiureester um. Das entstandene Urethan
wurde einige Stunden auf 240 °C erwdrmt. Das Endprodukt, 3-Methyl-
harnsédure, reinigte man in schwach alkalischem, heissem Wasser mit
Tierkohle. Dann wurde die 3-Methylharnsiure aus verdiinnter KOH mit
HCl umkristallisiert und der Niederschlag mit Wasser, Alkohol und
Ather ausgewaschen und bei 150 °C getrocknet.

3-Methylharnsdure: N ber. 30,77% N gef. 30,439,.
Verfahren nach Traube (1900).

d) 7-Methylharnsidure

Syntheseweg: Alloxan— Dialursdure—7-Methyluramil—7-Methyl-
pseudoharnséure—7-Methylharnsiure.

Alloxan wurde in salzsaurer SnCl,-Losung in der Hitze rasch reduziert.
Die dabei entstandene Dialursiure brachte man in siedendem Wasser
mit 339, Methylamin in essigsaurer Losung zur Reaktion. Das 7-Methyl-
uramil wurde bis zur Kristallisation eingeengt, abgesaugt und getrocknet.
Dann setzte man es mit KCNO in siedendem Wasser um, siuerte nach
1 Stunde mit 20%, HCl an und erhitzte sofort auf dem siedenden Wasser-
bad fiir 1 Stunde. Die 7-Methylharnséure kristallisierte in der Kilte aus
und wurde aus heissem Wasser umkristallisiert und bei 140 °C getrocknet.

7-Methylharnsdure: N ber. 30,77% N gef. 30,76 %.
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Verfahren zusammengestellt nach Baeyer (1863), Biltz und Damm
(1913), Biltz et al. (1921).

e) 1,7-Dimethylharnséure

Syntheseweg : Theobromin—Methylalloxan—1-Methyldialursédure—
1,7-Dimethyluramil—1,7- D1methy1pseudoharnsaure—>1 7-D1methy1-
harnsa.ure

Das Theobromin wurde in salzsaurer Losung mit KClO; oxydativ ab-
gebaut und das entstandene Methylalloxan mit salzsaurer SnCl,-Losung
zur Methyldialursiure reduziert. Diese setzte man in siedendem Wasser
mit 339, Methylaminlésung in essigsaurer Losung um und engte bis zur
Kristallisation ein. Das 1,7-Dimethyluramil wurde abfiltriert und in
heissem Wasser mit KCNO zur Reaktion gebracht. Nach dem Anséuern
mit 20 9%, HC] erhitzte man die Losung 1 Stunde auf dem heissen Wasser-
bad. Die 1,7-Dimethylharnsiure kristallisierte in der Kélte aus, wurde
mit Alkohol und Ather gewaschen und bei 130 °C getrocknet. Es war
zuwenig Material zum Umbkristallisieren vorhanden. Die Verbindung er-
wies sich als papierchromatographisch einheitlich.

1,7-Dimethylharnsdure: N ber. 28,567% N gef. 27,51 %.
Verfahren zusammengestellt nach Biltz und Damm (1913).

f) 3,7-Dimethylharnséure

Syntheseweg : 7-Methylharnsidure—3,7-Dimethylharnsiure.

7-Methylharnsiure wurde in der Siedehitze als Pb-Salz ausgefillt und
bei 130 °C gut getrocknet. Das Pb-Salz erhitzte man mit einer dqui-
valenten Menge Methyljodid in Ather fiir 12 Stunden auf 170-175 °C.
Die sich bildende gelbe Masse wurde in Wasser geldst und die Bleiionen
als Sulfid gefillt. Die wissrige Losung engte man ein, versetzte sie heiss
mit Tierkohle, filtrierte die Tierkohle ab und liess in der Kilte die 3,7-
Dimethylharnsiure auskristallisieren. Die Kristalle wurden gewaschen
und bei 110 °C getrocknet.

3,7-Dimethylharnsidure: N ber. 28,579, N gef. 28,20%,.
Verfahren nach Fischer (1897).

g) 1,3,7-Trimethylharnséure
Syntheseweg : 3,7-Dimethylharnsiure—1,3,7-Trimethylharnséure.

3,7-Dimethylharnsiure wurde in 2n NaOH gelost und mit einem
Uberschuss an Dimethylsulfat kriiftig geschiittelt. Die Losung befreite
man von iiberschiissigem Dimethylsulfat.
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Verfahren nach Biltz und Damm (1917).

h) 3-Methylxanthin

Syntheseweg : 3-Methylharnsiure—>3-Methyl-8-chlor-xanthin—
3-Methylxanthin.

3-Methylharnséure liess man in einer Ampulle wihrend 9 Stunden bei
130-140 °C mit POCI, reagieren. Nachdem das iiberschiissige POCI; ab-
destilliert war, kochte man das Reaktionsprodukt 3 Stunden im Alkohol
am Riickfluss. Den vom Alkohol befreiten Riickstand reduzierte man in
wiéssriger Losung mit HJ in Gegenwart von PJ,. Das 3-Methylxanthin
wurde UV-spektroskopisch durch Messen der Spektren bei 2 verschie-
denen pH-Werten identifiziert (Gulland et al., 1934). '

Verfahren nach Fischer und Ach (1898).

Sémtliche methylierten Harnsiuren und Xanthine wurden papierchro-
matographisch untersucht. Sie erwiesen sich als einheitlich, und ihre Rf-
Werte waren vergleichbar mit jenen von Dikstein et al. (1956).

HI. Quantitative Kaffeinabbauuntersuchungen
an Coffea-Blittern mit markiertem Kaffein

Die Ziele dieser Versuche sind, festzustellen :

1. Wird Kaffein durch die Blitter abgebaut ? Welchen Umfang nimmt
dieser Abbau in Blittern von verschiedenem Alter und verschiedenen
Pflanzen an ?

2. Werden messbare Mengen radioaktiver Abbauprodukte in den ge-
fiitterten Blattern gefunden ?

1. Methodik
a) Fiitterungsverfahren

Es bestehen folgende Moglichkeiten der Fiitterung:
1. Die Fiitterung intakter Pflanzen durch die Mittelrippe einzelner
Blitter oder durch die Blattoberfliche (vgl. Fig. 8).

2. Fitterung abgeschnittener Zweige durch Einstellen in die Fiitte-
rungslosung.

3. Fiitterung einzelner abgeschnittener Blitter durch den Blattstiel.
4. Fiitterung mit der Blattscheibenmethode durch Vakuuminfiltration.

Zu 1. Die Fiitterung einzelner Blitter ganzer Pflanzen ist die natiirlichste
und, wenn sie anwendbar ist, die beste Methode. Aber eine Bilanz der

72



Radioaktivitéit ist bei diesem Verfahren praktisch unmﬁglich. Die
radioaktiven Verbindungen werden weit ausserhalb des Blattes ver-
teilt.

Zu 2. Die Fiitterung von ganzen Zweigen besitzt keine wesentlichen Vor-

teile gegeniiber der Einzelblattfiitterung. Sie besitzt aber den Nach-
teil, dass die Blitter nicht einzeln untersucht werden kénnen.

Zu 4. Die Infiltration von Losungen in Blattscheiben ist die unnatiir-

lichste der 4 Methoden. Die Blattscheiben sind nur einige Tage halt-
bar, der Kaffeinabbau geht aber langsam vor sich.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fiitterung einzelner Blitter durch

den Blattstiel gewihlt. Die Vorteile dieser Methode sind im folgenden
Abschnitt besprochen.

b) Die Blattkulturmethode

Einzelne Blitter werden vom Baume losgeldst, gefiittert und einzeln

untersucht.

Vorteile:

1.
2.
3.

Geschlossenes System, das eine Bilanz der Radioaktivitit erlaubt.
Es konnen einzelne Blitter fiir sich untersucht werden.

Gute Lebensdauer der kriftigen, tiefgriinen Blitter. Oft zeigten sie
auch nach 20 Tagen noch keine Adusserlich sichtbaren Spuren eines Ab-
sterbens (kein Welken oder Austrocknen).

. Durch den verhinderten Abtransport tritt vielleicht eine Anhdufung

von Abbauprodukten ein (Stauwirkung).

Nachteile:

:

Unnatiirliche Bedingungen, der Stoffwechsel von Blittern an Baumen
unterscheidet sich von jenem einzelner, weggeschnittener Blédtter. Die
Pflanze ist ein Ganzes, und alle Teile sind fiir den normalen Ablauf des
Stoffwechselgeschehens notwendig. Beispielsweise konnte durch den
verhinderten Abtransport von Abbauprodukten das Stoffwechselge-
schehen auf Bahnen gelenkt werden, die unter natiirlichen Bedin-
gungen nicht vorkommen.

. Geringerer Wassergehalt der Blétter.

. Das Einsaugen und die Verteilung der Fiitterungslosung geht langsam

vor sich. Die Blitter der Coffea sind lederig.

. Unter der Annahme, dass die kaffeinfithrenden Zellen selbst Abbau-

aktivitit aufweisen, besteht folgende Verschiedenheit: Das blatteigene
Kaffein befindet sich in den Zellen, das gefiitterte muss von aussen in
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die Zellen eindringen. Diese Tatsache koénnte eine verschiedene Abbau-
geschwindigkeit von gefiittertem und vorhandenem Kaffein erkliren.

¢) Versuchsanordnung

. Herstellen einer Kaffeinlgsung (C8-Kaffein) und ausmessen der Akti-
vitdt je Volumeneinheit.

. Zirka 200 ul der Fiitterungslosung (30-80 y Kaffein)in die Fiitterungs-
glaschen einwigen.

. Blétter rasch mit scharfer Klinge vom Baum schneiden und mit dem
Stiel in die Fiitterungsgliser eintauchen (Reagenzglischen 7 mm
Durchmesser, 15 mm lang).

. Wihrend zirka 8 Stunden in den Fiitterungsgliasern lassen. Ort: Die
Fiitterungenfwurden im Gewichshaus neben den Kaffeebéumen durch-
gefiihrt, damit sich die Aussenbedingungen fiir das Blatt nach dem
Wegschneiden nicht sprungartig dndern. Licht: Diffuses Tageslicht.
Temperatur: Zirka 20 °C. Feuchtigkeit: 50-909,.

. Nach der Fiitterungszeit Blatt vorsichtig herausheben, Blattstiel-
basis gut abspiilen, Fiitterungsgefiiss ebenfalls sorgfiltig ausspiilen,
Wigen der gesamten Spiilwassermenge und Bestimmen der Aktivitéit
(= Riickgewinn an nicht aufgenommenem Kaffein). Aus der ange-
botenen Aktivitit und dem Riickgewinn wird die aufgenommene
Menge A berechnet, A = 1009,.

. Blatter mit der Blattstielbasis in Brunnenwasser stellen (Becher-
glaser). Sie bleiben fiir die ganze Versuchsdauer unter den gleichen
Aussenbedingungen wie die Kaffeebiume.

. Bei Versuchsabbruch: a) Blattfrischgewicht (FG), b) Blattfliche
messen (F). Blatt fiir eine Stunde in den Trockenschrank bei 80—100 °C,
dann fiir 2 Tage bei 60 °C (Gewichtskonstanz).

. Bestimmen des Trockengewichtes (TG), Zerreiben der Blitter im
Morser. Entnahme der Proben fiir die Aktivititsmessungen im
Trockenpulver, 2-3 Proben, Messwert P. Einwaage des Trockenma-
terials, das extrahiert wird.

. Baxtraktion: Abgeindert nach Kogan u. a. (1953), Paech und Tra-
cey (1955), Kende (1960).

a) 10 ml H,O, 2,56 ml 0,05n H,SO, zugeben.

Mitfiihren eines Standards mit 10 ml Testlésung (2 mg/ml) einer
inaktiven Kaffeinlosung und einer gewogenen Menge aktiver



10.

11.

1.

Kaffeinlosung, die Verluste der Extraktion und der folgenden
Operationen werden korrigiert, wobei die Werte des Standards als
1009, angenommen werden. Doppelte Kontrolle: UV-Messung
und GM-Messung.

b) Kochen der Losung wihrend 20 Minuten, abkiihlen lassen und
1,3 g schweres MgO eintragen, nochmals 20 Minuten kochen und
abkiihlen lassen. :

¢) Durch Filtertiegel G4 saugen, gutes Auswaschen der Glaswaren,
des Tiegels und des Niederschlags, gesamtes Volumen in Becher-
‘glas bei 60-70 °C zur Trockene eindampfen.

d) Trockenriickstand mit 1-2 ml Wasser aufnehmen, fiir 1-2 Stunden
stehen lassen unter 6fterem Umschwenken der Losung. Messen
des Volumens der Losung.

e) Aus Becherglas Extrakt direkt auf das Chromatogramm -auf-
tragen (3050 ul), je 3 Flecken fiir UV-Messungen und je 3 Flecken
fir GM-Messungen. Laufzeit: Zirka 15 Stunden. Laufmittel:
n-Butanol : NH,; : Wasser 86: 5: 14.

UV-Messungen: Flecken ausschneiden und mit 10 ml HCI 0,1n in
Reagenzglisern 12-24 Stunden eluieren. Messungen am Beckman-
spektrophotometer bei 272 myu.

QM-Messungen: Flecken ausschneiden und mit 3-5 ml Kaffeinlosung
wihrend 24-48 Stunden eluieren, simtliche Volumen werden durch
genaue Messungen bestimmt, von jedem Flecken wird eine Probe auf
einem Schillchen eingedampft und mit dem GM-Zahler ausgemessen
(= Werte K).

d) Allgemeine Grundsitze fiir die GM-Messungen

Fiir alle Messungen:
Titer der Fiitterungslésung,

Riickgewinn an nicht aufgenommenem Kaffein,

Riickgewinn an nicht umgesetztem Kaffein aus den Blattern (Wert K),
wurde darauf geachtet, dass genau gleiche Mengen Kaffein pro Schél-
chen abgedampft wurden. Diese Bedingung wurde erfiillt durch Zu-
gabe von inaktivem Kaffein. Bei diesem Vorgehen mussten keine
Selbstabsorptionen bestimmt und in Rechnung gezogen werden. Fiir
Titerbestimmungen wurden 8-28 Schélchen, fiir Riickgewinnmessun-
gen 3-5 Schillchen und fiir Eluate pro Blatt je 3 Schélchen gemessen
und aus den ermittelten Werten der Mittelwert berechnet. Die Streu-
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ung der einzelnen Messwerte wird durch die verschiedene Verteilung
des auskristallisierten Kaffeins auf dem Schilchen verursacht. s (aus
21 Messungen) 2,89, fiir die Einzelmessung, fiir Mittelwerte aus meh-
reren Messungen entsprechend geringer.

2. Das Trockenpulver wurde in Schilchen mit co Schichtdicke gemessen.
Die Messungen mit abgedampften Kaffeinlosungen und jene mit
o Schichtdicken wurden folgendermassen verglichen: Eine radio-
aktive Kaffeinlosung wurde hergestellt und ein Teil davon auf Schil-
chen abgedampft. Der Rest der Losung wurde zur Trockene einge-
dampft und der Riickstand pulverisiert und in Schiilchen mit oo
Schichtdicke gemessen. Aus diesen beiden Messungen der gleichen Lo-
sung wurde der Umrechnungsfaktor bestimmt.

Streuung fiir Messungen mit oo Schichtdicke: s = 2%, (aus 28 Mes-
sungen pro Einzelmessung). Pro Blatt wurden 3 Proben hergestellt.

3. Bei jeder Messung wurden Standardplittchen 14C mitgemessen. Simt-
liche Messungen wurden auf eine Einheitszeit fiir ein Standardplétt-
chen korrigiert. Auf diese Weise wurden Schwankungen im Zéhlgerit
eliminiert.

2. Versuchsergebnisse

a) Vergleich von Frischgewicht (FG) pro Fliche (F) und
Trockengewicht (TG) pro Fliche von Blittern am Baum und Blittern
in Wasserkultur

Untersucht wurden 20 Blattpaare von verschiedenem Alter und unter-
schiedlichen Baumen. 20 Blitter wurden fiir die Versuchsdauer von
durchschnittlich 13 Tagen mit der Blattstielbasis in Brunnenwasser ge-
steckt. Die 20 Gegenblitter blieben am Baum und wurden gleichzeitig
mit den Bléttern in Wasserkultur geerntet (Coffea arabica besitzt gegen-
sténdige Blitter). FG/F in Wasserkultur durchschnittlich 99, tiefer,
TG/F in Wasserkultur durchschnittlich 109, hoher als am Baume.

Die &usseren Bedingungen (Licht, Temperatur, Feuchtigkeit) waren
tir die Blitter am Baum und in Wasserkultur die gleichen.

b) Kaffeingehalt der Blitter am Baum,
verglichen mit dem Gehalt der Blitter in Wasserkultur

Untersucht wurden insgesamt 4 Gruppen von 5 Blattpaaren. Das eine
Blatt der Paare wurde bei Versuchsbeginn abgeschnitten und in ein
Wassergefiss gebracht. Das Gegenblatt blieb am Baume. Nach der Ver-
suchszeit wurden beide Bléitter geerntet.
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Gruppe 1: Versuchsdauer: 10 Tage, Blattpaare nach dem Alter numeriert,
von einem Zweig aus der 9. Etage (von oben) eines mehrjéhrigen Baumes.

Blattpaar Wasserkultur Baum
Kaffein y/cm? Kaffein y/cm?
1 jlingstes 64,9 47,1 noch wachsend
2 38,7 36,0
3 32,6 28,2
4 13,2 12,2
b altestes 5,3 9,7

Gruppe 2: Versuchsdauer: 20 Tage, Blattpaare nach dem Alter numeriert,
von der Hauptaxe eines zweijahrigen Béumchens.

Blattpaar ~ Wasserkultur Baum
Kaffein y/cm? Kaffein y/cm?
1 jingstes 74,1 59,9 noch wachsend
2 47,4 51,2
3 30,2 32,9
< 39,7 33,9
5 altestes 24.8 22.2

¢) Fiitterung von Tracer-Kaffein C8

Es wurden insgesamt 8 Versuche mit je 5 Blattpaaren durchgefiihrt.
Zwei davon sind auf Seite 18 graphisch dargestellt (Fig. 1).

Das eine Blatt der Paare wurde bei Versuchsbeginn abgeschnitten und
mit markiertem Kaffein gefiittert (vgl. Abschnitt T11, 1¢, Versuchsanord-
nung). Das Gegenblatt wurde zur gleichen Zeit entfernt und sofort ver-
arbeitet (d. h. gemessen, extrahiert, Kaffein bestimmt).

Als Versuchspflanze fiir die dargestellten Versuche diente ein mehr-
jihriger Baum mit 13 Etagen von blatttragenden Zweigen. Beim Versuch
«junge Blitter» stammten diese von einem Zweige der 6. Etage (von oben).
Die jiingsten Blitter dieses Zweiges waren noch nicht ausgewachsen.
Beim Versuch «alte Blitter» stammten diese von einem Zweig der
11. Etage (von oben).

Versuchsdauer: 10 Tage.

Fiir das wihrend der 8 Stunden Fiitterungszeit aufgenommene, radio-
aktive Kaffein ergibt sich fiir den Versuch folgendes Verteilungsschema:
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Verteilungsschema bei der Fiitterung isolierter Blatter

aufgenommenes Kaffein

I IIT
Kaffein unverbraucht I Kaffein durch den
im Blatt Ahbas Bla.ttst.iel a,.usge.atreten
Riickdiffusion ins
Wassergefiiss
I1/1 I1/2 I1/3 I1/4
CO, gasformig Abbauprodukte Abbauprodukte neue Verbindungen
aus dem Blatt durch Blattstiel im Blatt aus Zwischen-
ins Wassergefiss produkten des

Abbaues gebildet
In das oben angegebene Verteilungsschema soll Einblick verschafft
werden. Es werden folgende Grossen bestimmt:

1. Aufgenommene Aktivitit an Kaffein, A.
2. Gesamtaktivitit im zerriebenen, getrockneten Blattmaterial, P.

3. Zuriickgewonnene Aktivitdt an nicht umgesetztem Kaffein, K.
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Figur 1

Quantitative Abbauuntersuchungen

a) Versuchszweig mit Numerierung der Blattfolge
b) mg Kaffein pro gefiittertes Blatt bei Versuchsende
c¢) — Kaffein pro cm? gefiittertes Blatt bei Versuchsende
—  Kaffein pro cm? nichtgefiittertes Gegenblatt bei Versuchsbeginn
d) A Aktivitat aufgenommenes Kaffein nach 1 Tag Fiitterung (100 %)
P Aktivitat im zermorserten Blatttrockenpulver bei Versuchsende in %
K Kaffeinaktivitit aus Versuchsblattern nach dem Versuch in %

3. Hrgebnisse

Die wichtigsten Fragen dieser Versuchsgruppe, wird Kaffein in den
Blittern abgebaut und werden messbare Mengen radioaktiver Abbau-
produkte in den Blittern gespeichert, konnen in bejahendem Sinne beant-
wortet werden. Als Hinweis auf einen Abbau betrachte ich die Differenzen
(P-K) zwischen den Aktivititen im zerriebenen Trockenmaterial und den
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Kaffeinaktivitéten, welche am Ende der Versuche in den Blittern noch
gefunden werden. Diese Differenzen zeigen, dass aus dem Kaffein andere
Verbindungen gebildet werden und dass diese Verbindungen im Blatt in
messbharen Mengen vorliegen. Bei der Differenz (A—P) zwischen der vom
Blatt aufgenommenen Aktivitit und der im Blatttrockenmaterial gefun-
denen muss beriicksichtigt werden, dass vom Blatt aufgesaugtes Kaffein
im Wassergefiss nach der Fiitterung wieder austritt und so in die Dif-
ferenz. A-P eingeht (vgl. Abschn. IV).

Der Fiitterungsmethode lassen sich mehrere Nachteile vorwerfen. Ver-
schiedene davon wurden fiir diesen speziellen Versuch des Kaffeinabbaues
genauer untersucht.

Zweifellos ist der Stoffwechsel isolierter Blitter merklich verschieden
von jenem der Blitter am Baume. Man vergleiche die Untersuchungen
iiber die Trockengewichte pro Flicheneinheit. Die isolierten Blitter
assimilieren weiter, und es wird praktisch nichts abtransportiert, so dass
sie nach der Versuchszeit ein héheres Trockengewicht aufweisen als ent-
sprechende Blitter am Baume.

In einem weiteren Versuch wurde die Abnahme des Kaffeins/Fliche
an Blattern am Baum und Blittern in Wasserkultur untersucht. Dabei
zeigte sich, dass bei ausgewachsenen Blittern, in denen der Kaffeingehalt
abnimmt, kein merklicher Unterschied zwischen dieser Abnahme bei
isolierten Bldttern und Bliattern am Baume besteht (vgl. Abschn. 2b).
Bei jungen, stark wachsenden Blittern zeigen sich starke Unterschiede,
die mit dem Wachstum im Zusammenhang stehen. Die Kaffeinzunahme
ist nicht proportional der Flichenzunahme.

Es wurde die Frage aufgeworfen, ob der Abbau des im Blatte vorhan-
denen Kaffeins vergleichbare Grossenordnung besitzt wie der Abbau von
gefuttertem, radioaktivem Kaffein. Die graphische Darstellung Figur 1
zeigt, dass die Verhiiltnisse:

Kaffein/Fliche vor Versuch — Kaffein /Fliche nach Versuch
Kaffein pro Fliche vor Versuch

und
Aktivitdt Trockenpulver (P) — Aktivitit Kaffein (K)

Aktivitit Trockenpulver (P)

bei ausgewachsenen Blittern in vergleichbarer Grossenordnung liegen.
(Die CO,-Verluste fallen nicht wesentlich ins Gewicht.) Der Abbau an
aktivem Kaffein ist geringer. Bedenkt man, dass das aktive Kaffein auf-
gesaugt und verteilt werden muss, so ist diese Beobachtung begreiflich.
Die ledrigen Coffea-Blitter saugen nicht sehr stark.
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Diese Untersuchungen zeigen, dass von aussen gefiittertes Kaffein be-
ziiglich des Abbaues nicht wesentlich von blatteigenem unterschieden
wird.

Die jiingsten, noch wachsenden Blitter zeigen nur kleine Unterschiede
zwischen P und K. Zwei Annahmen sind moglich:

1. kein Abbau oder nur geringer Abbau, der wenig Abbauprodukte liefert,
oder _

2. der Abbau und die Verarbeitung der Abbauprodukte gehen sehr rasch
vor sich, so dass von den letzteren nur geringe Spuren vorhanden sind.

In den jungen wachsenden Blittern nimmt der absolute Kaffeingehalt
zu. Wire nun nach 2. ein beachtlicher Abbau vorhanden, so miisste er
von der Synthese iibertroffen werden.

Die Annahme, dass nebeneinander ein starker Abbau und ein noch
stirkerer Aufbau vorhanden sind, ist aus folgenden Griinden unhaltbar:

Aus der Arbeit von Wanner und Blaim (1961) geht hervor, dass in
jungen Blittern nach einer kurzzeitigen Fiitterung von #CO, die spezi-
fische Aktivitit des Kaffeins anfinglich ansteigt, um sodann ganz lang-
sam abzunehmen. Wiirde in jungen Blittern Kaffein rasch auf- und
abgebaut, so wire die spezifische Aktivitét nach der Zunahme nicht nahe-
zu konstant, sondern zeigte ein dhnliches Verhalten wie in der gleichen
Arbeit die Glukose, namlich nach anfinglich rascher Zunahme eine
rasche Abnahme. Fiir junge noch wachsende Blétter sind folgende Ver-
héltnisse wahrscheinlich :

Thre Abbauaktivitit ist gering oder gleich Null.

Die abgebaute Kaffeinaktivitit setzt sich zusammen aus P-K und dem
Teil von A-P, der durch abgegebene, radioaktive Abbauprodukte gebildet
wird (z. B. CO, vgl. Abschn. IV). Die jungen ausgewachsenen Blatter
mit hohem Kaffeingehalt zeigen im allgemeinen kleinere (P-K) Werte als
die kaffeinarmen alten Blitter. Diese Beobachtung ist ein Hinweis
darauf, dass in alten Blittern ein grosserer Teil des aufgesaugten Kaffeins
abgebaut wird. Man vergleiche beziiglich (P-K) (Fig. 1)

1. den alten Zweig mit dem jungen Zweige;

2. die verschiedenen alten Blitter eines Zweiges vom Stamm zur Spross-
spitze.

Wichtig fiir die weiteren Versuche ist die nun mogliche Beantwortung
der Frage: Welche Blitter speichern grosse Mengen radioaktiver Abbau-
produkte und sind damit giinstige Objekte zu deren qualitativer Be-
stimmung ? Aus den in diesem Abschnitt beschriebenen Versuchen geht
eindeutig hervor, dass mit Vorteil ausgewachsene altere Blétter gefiittert
werden.
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Iv. Untersuchung der 14C02-Ausscheidlmg

L Zweck der Versuche

Mit den Versuchen wird beabsichtigt, Licht in die Differenz (A-P)
zwischen der Aktivitiat des aufgesaugten, radioaktiven Kaffeins und jener
des zerriebenen Trockenmaterials zu bringen. Es sollte eine moglichst
genaue Bilanz der Radioaktivitit erstellt werden und besonders der ver-
muteten Ausscheidung von radioaktivem CO, bei verschieden alten
Bléattern nachgegangen werden.

2. Methode (Fig. 2)

Das Blatt befindet sich in einer dichten, lichtdurchlissigen Kiivette,
durch welche gleichmissig Aussenluft gesaugt wird. Nach der Kiivette
wurde der Luft in zwei KOH-Absorptionsrohren das CO, entzogen
(109% KOH-Losung). Die Luftbewegung wurde durch eine Membran-
pumpe aufrechterhalten. Der Blattstiel reichte aus der Kiivette
wihrend des ersten Tages in die Fiitterungslésung, wurde dann gut ab-
gespiilt und die restlichen 9 Tage in ein mit Brunnenwasser gefiilltes
Gefiss gesteckt. Dieses Wasser wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Nach
Ablauf der Versuchsdauer von 10 Tagen wurde das Blatt herausgenom-
men, gewogen und gezeichnet, getrocknet und weiter verarbeitet. Ge-
tiittert wurde eine Losung mit markiertem Kaffein (zirka 30100 y Kaf-
fein), deren Aktivitit pro ul genau bekannt war. Die angebotene Losung
wurde genau gewogen. Nach der Fiitterung erfolgte die Bestimmung der
Aktivitédt der nicht aufgenommenen Losung. Die Differenz zwischen an-
gebotener Aktivitdt und zuriickgewonnener ist gleich der aufgenom-
menen Kaffeinaktivitit. Im zermorserten Trockenmaterial wurde die
Aktivitdt auf Schilchen mit unendlicher Schichtdicke gemessen. (All-
gemeines iiber Radioaktivitétsmessungen vgl. Abschn. IT1.) Das Wasser
wurde auf Aktivitdt gepriift. Aus der KOH der Absorptionsrohre wurde
mit BaCl, das Karbonat als BaCO, ausgefillt, mit Wasser ausge-
waschen, getrocknet, gewogen und auf Schiilchen mit unendlicher Schicht-
dicke die Aktivitdt gemessen. Nur im ersten Rohr war radioaktives Kar-
bonat aufzufinden.

3. Bilanzversuch

Versuchsobjekt: 6. Blatt von Sprossspitze, aus der 7. Etage von oben
eines mehrjihrigen Biumchens.

Frischgewicht: 1,48 g, Trockengewicht: 0,46 g, Blattfliche: 66 cm2.
- Fitterungsdauer: 1 Tag, Versuchsdauer: 10 Tage, Fiitterungslosung:
C8-markiertes Kaffein. :
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Ergebnisse: Angebotene Aktivitdt................... 451 000 ipm
nicht aufgenommene Aktivitdt .......... 208 000 ipm
ausgetretene Aktivitit in Wasser 2.— 3.Tag 46 000 ipm

ausgetretene Aktivitdt in Wasser 4.— 5.Tag 5 700 ipm
ausgetretene Aktivitidt in Wasser 6.— 7.Tag 2 750 ipm
ausgetretene Aktivitit in Wasser 8.—-10.Tag 2 150 ipm
Trockenpulver des Blattmaterials ........ 164 000 ipm
Pa-JOrbonat . . vvovwmownsvmionsioin v 13 700 ipm

442 300 ipm

Differenz: 8700 ipm (zirka 29%,). Die Differenz liegt innerhalb der Mess-
fehler.

Weiter wurde das Wasser genauer untersucht. Nach dem Einengen auf
ein kleines Volumen wurde chromatographiert, das Kaffein eluiert und
die Aktivitit des Kaffeins bestimmt. Dabei befand sich praktisch alle
Aktivitat im Kaffein (90 9,).

Kiivette

Lot Luft

—_— e =

Pumpe

Wassergefiss KOH-Absorptionsrohre

Figur 2

Versuchsanordnung zur Feststellung der Abgabe von radioaktivem Kohlendioxyd

Diskussion der Ergebnisse

Das wesentlichste Ergebnis dieses Versuches besteht darin, dass das
gefiitterte Coffea-Blatt radioaktives CO, abgibt. Es handelt sich dabei
um einwandfrei messbare Aktivitdten. Da C8-markiertes Kaffein dem
Blatt geboten wurde, folgt daraus, dass der Imidazolring gedffnet wird
und dass das C8-Atom iiber eine noch unbekannte Zahl von Schritten als
CO, ausgeschieden werden kann. Im weiteren zeigte sich, dass der Haupt-
teil der Differenz A—P durch aus dem Blattstiel ausdiffundierende Aktivi-
tdt gebildet wird. Es handelt sich zur Hauptsache um Kaffein. Ob noch
geringe Mengen anderer Substanzen dabei austreten, wurde nicht unter-
sucht. '
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4. Untersuchung der 1*CO,-Ausscheidung
Versuchsanlage siehe Abschnitt 2

a) C8-markiertes Kaffein

Zweig aus der 7. Etage von oben mit 7 Blattpaaren.

Blatter Frisch- Trocken-  Flache Trockenpulver Karbonat
des gleichen Zweiges  gewicht gevwicht cm? Pipm Kipm
g mg
1. Blatt jiingstes 0,90 250 57,56 69 000 0
3. Blatt 0,94 318 51 74 100 760
5. Blatt 1,49 462 72,5 128 500 2 760
6. Blatt altestes 1,48 456 66 164 000 13 700

b) C2-markiertes Kaffein

Zweig aus der 6. Etage von oben mit 8 Blattpaaren.

Blatter des Frisch- Trocken-  Flache Trockenpulver Karbonat
gleichen Zweiges gewicht gewicht cm? P ipm K ipm
g mg
2. Blatt jiingstes 0,72 303 55,5 49 500 810
5. Blatt 1,10 402 60,3 42 500 875
6. Blatt 1,05 453 60,5 67 000 ; 3 040
7. Blatt altestes 1,43 486 70,5 51 900 2 800
¢) N7-Methyl-markiertes Kaffein
Blatt Frisch- Trocken-  Flache Trockenpulver Karbonat
Etage von oben gewicht gewicht cm? Pipm K ipm
Blatt von Sprossspitze g mg ‘
8. Etage, 7. Blatt 0,67 331 45 33 000 2 100
10. Etage, 7. Blatt 0,87 325 46 48 100 1 500
Diskussion

Die Aktivitdt im Trockenpulver nach dem Versuch wurde als Massstab
der Kaffeinaufnahme dem ausgeschiedenen, radioaktiven Karbonat ge-
geniibergestellt. Die Versuchsergebnisse zeigen, dass junge Blitter ver-
héltnisméssig wenig aktives CO, ausscheiden und dass die Ausscheidun-
gen bei #lteren Blittern die hochsten Werte besitzen. Diese Beobach-
tungen stehen in Ubereinstimmung mit jenen des Abschnittes ITI. In den
alten Blidttern wird ein grosserer Teil des radioaktiven Kaffeins abgebaut.

Nicht nur das C8-Atom (Abschn. IV, 3), auch das C2-Atom und das
C-Atom der N7-Methylgruppe des Kaffeins wurden durch den Blattstoff-
wechsel iiber eine Anzahl von Schritten oxydiert und als CO, abgegeben.
Das Kaffein kann also durch das Blatt vollstéindig abgebaut werden. Als
einfachstes und erstes Abbauprodukt wurde CO, isoliert. Gestiitzt auf
diese Ergebnisse erschien es hoffnungsvoll, nach weiteren Abbauproduk-
ten, die zwischen dem Kaffein und dem CO, liegen, zu suchen.
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V. Untersuchung der Abbauprodukte des Kaffeins
1. Literaturibersicht

Uber die Abbauprodukte der methylierten Xanthine in den Pflanzen
liegen bis heute keine Mitteilungen vor. Beim Menschen und bei den
Tieren wurden Untersuchungen auf diesem Gebiete bereits Ende des
letzten Jahrhunderts durchgefiihrt. Bondzynski (1895) fiitterte Kaffein
und Theobromin an Menschen, Hunden und Kaninchen. Er isolierte im
Harn Verbindungen, die er auf Grund ihrer Eigenschaften und vor allem
der Elementaranalyse als Methylxanthine erkannte. Krueger und
Schmidt (1900) und Krueger (1900) gelangten nach eingehenden Studien
mit den gleichen Versuchsobjekten zu folgenden Ergebnissen: Der Hund
scheidet nach Kaffeinfiitterung mehr 3-Methylxanthin und weniger
7-Methylxanthin aus, wogegen Menschen und Kaninchen mehr 7-Methyl-
xanthin und 1-Methylxanthin, aber wenig 3-Methylxanthin abgeben. Die
TIdentifikation der Verbindungen erfolgte auf Grund der Loslichkeit der
Salze der Methylxanthine und ihrer mikroskopischen Kristallstrukturen.
Sie interpretieren ihre Ergebnisse so, dass der tierische Korper fahig sei,
das Kaffein (Trimethylxanthin) zu demethylieren und iiber Dimethyl-
in Monomethylxanthine iiberzufithren. Auch bei der Fiitterung von Di-
methylxanthin gelang es, Monomethylxanthin nachzuweisen. Myers und
Wardell (1928) fragten sich, ob bei Fiitterung von Kaffein eine Zunahme
der Harnséure im Urin zu beobachten sei. Als Bestimmungsmethode fiir
Harnsiure verwendeten sie die kolorimetrische Methode von Benedikt
und Franke (1922). Es gelang ihnen, eine Zunahme der Farbung nach
der Fiitterung von Kaffein und Theophyllin nachzuweisen. Theobromin
gab keinen Zuwachs der Firbung. Weiter zeigten sie, dass neben der
Harnséure auch 1-Methylharnsiure und 1,3-Dimethylharnsdure eine
Farbreaktion mit dem Benedikt-Franke-Reagens zeigen. 7-Methylharn-
sdure zeigt keine Reaktion. Sie schlossen aus ihren Versuchen, dass ein
beachtlicher Teil des Kaffeins und des Theophyllins in Stellung 8 oxy-
diert und demethyliert werde. Dass bei Theobrominfiitterung die Fér-
bung nicht zunahm, fiihrten sie darauf zuriick, dass das 7-Methylxanthin
keine Farbreaktion gibt. Buchanan, Block und Christman (1945)
stellten sich die Aufgabe, zu untersuchen, wieweit die Farbzunahme nach
Kaffein- und Theophyllinfiitterung auf eine Bildung von Harnsdure und
wieweit auf methylierte Derivate derselben zuriickzufiihren sei. Sie 15sten
dieses Problem unter Verwendung des Fermentes Uricase, welches nur
Harnsédure, nicht aber die Methylderivate merklich spaltet. Es gelang
ihnen so zu zeigen, dass die Farbzunahme mit der Zunahme der Methyl-
derivate in Zusammenhang steht. Der Harnsduregehalt &nderte sich nicht
so stark. Myers und Hanzal (1946) fiitterten methylierte Harnsdure an
Ratten und Hunde. Die Umwandlung von hoher methylierten Derivaten
der Harnsédure zu niedriger methylierten ist mit einer Zunahme der Bene-
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dikt-Franke-Firbung verbunden. Uber Farbungsbilanzversuche gelang
es nachzuweisen, dass beim Dalmatiner Hund nach Fiitterung von
1,3-Dimethyl- oder 3-Methylharnsiure die Gesamtfirbung zunahm. (Fir-
bung, berechnet auf Grund der gefiitterten Verbindung, verglichen mit
der Farbung im ausgeschiedenen Urin.) Diese Beobachtung wurde so
erklart: Die beiden Verbindungen sind demethyliert worden, die 1;3-
Dimethylharnsédure zur 1-Methylharnsiure und die 3-Methylharnséure
zur Harnséure, beide Schritte bringen eine Zunahme der Gesamtfirbung.
Es wurde hier zum ersten Male auf eine Verbindung im Stoffwechsel
zwischen einer Methylharnsdure und der Harnsiure hingewiesen. Brodie,
Axelrod und Reichenthal (1952) fiitterten Theophyllin an Men-
schen, und es gelang ihnen, aus dem Urin kristallisierte 1,3-Dimethylharn-
sdure zu isolieren und durch UV- und IR-Spektren zu charakterisieren.
Johnson (1952) fillte die Purine durch ammoniakalisches Silber und
fraktionierte an einer Ionentauschersiule. Die Siule gab die Harnsdure-
derivate vor den Xanthinderivaten frei. Er stellte nach der Kaffeinfiit-
terung mehrere Xanthinderivate fest. Unter normalen Bedingungen
(keine Fiitterung von Methylxanthinen) zeigte sich nur eine Fraktion,
ndmlich Harnsdure, im menschlichen Urin. Bei Verabreichung von Kaf-
fein an Menschen zeigten sich zwei weitere Fraktionen, die Johnson als
7-Methylharnsédure (evtl. auch 1-Methylharnséure) und 1,7-Dimethyl-
harnséure identifizierte. Er stiitzte seine Ergebnisse mit papierchromato-
graphischen und UV-spektroskopischen Untersuchungen. Bei der Fiit-
terung von Theophyllin zeigte sich neben der Harnsiure eine zusitzliche
Fraktion (1-Methylharnsiure). Johnson bestreitet, dass eine bestimmte
Reihenfolge der Demethylierung zu beobachten sei. Weinfeld und
Christman (1953) zeigten mit der Benedikt-Franke-Farbreaktion und
der Uricasemethode, dass der Mensch nach Kaffeinfiitterung 1-Methyl-
harnsiure ausscheidet, 3-Methylharnséiure konrten sie nicht feststellen,
ebenso nur wenig 1,3-Dimethylharnsiure. Bei Theophyllinfiitterung
scheiden Menschen, Kaninchen und Ratten 1-Methyl- und 1,3-Dimethyl-
harnsdure aus. 7-Methylharnsiure wurde bei diesem Vorgehen nicht er-
facst. Von Interesse ist auch eine Arbeit von Dikstein, Bergmann und
Chaimovitz (1956), in welcher ein Verfahren zur Trennung methylierter
Xanthin- und Harnséurederivate mittels stark saurer Tonentauscher vor-
geschlagen wird. Die Identifikation innerhalb der Xanthin- bzw. Harn-
saurederivate erfolgte durch zweidimensionale Papierchromatographie.
Die Flecken wurden mittels Bespriihens sichtbar gemacht. Zu erwihnen
ist auch ein Hinweis in der bekannten Arbeit von Weevers (1930) auf
eire Verdffentlichung von Albanese (1903). Dieser stellte fest, dass
Kaffein in den bekannten Genussmitteln, wie Kaffee, Tee, Kola usw., immer
auch von 3-Methylxanthin begleitet wird. Er Letrachtete 3-Methylxan-
thin als Vorstufe bei der Kaffeinbiosynthese.
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Der bestbekannte aerobe Purinabbau fithrt iiber Harnsdure, Allantoin,
Allantoinsiure zu Harnstoff und Glyoxylsiure. Fosse et al. (1929a)
stellten fest, dass Erbsen und Bohnensamen die Fiahigkeit besitzen, Harn-
siure zu Allantoin abzubauen. Spiter erkannten Fosse et al. (1930Db),
dass die Uricase von Soja hispida durch Cyanid hemmbar ist. Die Ent-
deckung von Harnsiure in Melilotus officinalis erfolgte durch Fosse et al.
(1932a, b). Sie stellten fest, dass Melilotus off. und Glycina soja 0,03 bis
0,25 g/kg enthalten. Weiter wiesen sie darauf hin, dass Harnsiure als
Vorliufer von Allantoin und Allantoinsdure in Frage kommt. Eine
Ubersicht der Ergebnisse der quantitativen Harnsdurebestimmungen in
Pflanzen verschiedener Familien und der qualitativen Feststellung von
Uricase findet man in der Arbeit von Fosse et al. (1933). Der Mechanis-
mus der Uricasereaktion ist relativ kompliziert. Biltz und Max (1921)
untersuchtenden oxydativenchemischen Abbauder Harnséure. Jenach pH-
Wert stellte er hauptsichlich Allantoin oder Uroxanséure fest. Klemperer
(1945) fithrte In-vitro-Versuche mit Uricasepréparaten durch. Es gelang
ihm, zu zeigen, dass je nach pH-Wert und Pufferlésung verschieden hohe
Allantoinausbeuten feststellbar waren. Er stellte die Hypothese auf, dass
aus Harnsdure ein unstabiles Zwischenprodukt gebildet wird, welches in
HDC (Hydroxyacethylendiureidocarbonséiure), Uroxansiure und Allan-
toin zerfallen kann. Der Anteil dieser drei Verbindungen ist puffer- und
pH-abhiingig. Brown, Roll und Cavallieri (1947) fiitterten Ratten
mit 15N-markierter Harnsidure (**N in Pos. 1). Sie zeigten, dass das gebil-
dete Allantoin im Hydantoin- und im Harnstoffteil gleichmissig markiert
war. Sie erklirten ihre Ergebnisse so, dass von der Harnséure zum Allan-
toin ein symmetrisches Zwischenprodukt durchlaufen wird. Praetorius
(1948) untersuchte in vitro die Uricasewirkung spektroskopisch. Er wies
zwei unstabile Zwischenprodukte nach, die er zwischen die Harnsdure
und das Allantoin stellte. Bentley und Neuberger (1952) iiberlegten
sich mogliche Mechanismen fiir den Abbau und schlugen Strukturen fiir
die von Praetorius gefundenen unstabilen Zwischenprodukte vor. Als
einzigen enzymatischen Schritt betrachteten sie die Oxydation des Harn-
sduremonoanions zum ersten unstabilen Zwischenprodukt. Die weiteren
Schritte verlaufen nach ihrer Ansicht spontan in Richtung héherer Stabili-
tat. Canellakis, Tuttle und Cohen (1955) oxydierten Harnsdure mit
verschiedenen Peroxydasen und untersuchten die Abbauprodukte, unter
denen je nach Peroxydase verschieden grosse Mengen von Allantoin auf-
zufinden waren.

Die systematische Bearbeitung des Allantoins in den Pflanzen stammt
aus der Schule von Fosse. Fosse und Bossuyt (1929) arbeiteten ein
quantitatives Analysenverfahren zur Bestimmung von Allantoin aus.
Das Allantoin wird zuerst basisch zur Allantoinsdure hydrolysiert und
diese sauer zu 2 Molekiilen Harnstoff und Glyoxylsdure gespalten. Harn-
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stoff lésst sich durch Xanthydrol fillen und gravimetrisch bestimmen.
Inkubierte man eine gepufferte Allantoinlésung mit feinem Sojamehl, so
zeigte sich, dass Allantoin zu Allantoinsiure abgebaut wurde (Fosse,
1929b). Der Nachweis des Fermentes (Allantoinase), das diese Reaktion
katalysiert, gelang in vielen Pflanzen (Fosse et al., 1930a). In einer
Arbeit von Fosse et al. (1933) findet man eine Ubersicht, die Ergebnisse
von quantitativen Allantoinbestimmungen in Pflanzen von verschiedenen
Familien gibt. Das Allantoin ist im Pflanzenreich weit verbreitet. In der
gleichen Arbeit sind auch Angaben iiber das Vorkommen der Allan-
toinase zu finden. Eine nihere Betrachtung des Allantoinmolekiils durch
Fosse et al. (1934a) wies auf 3 tautomere Strukturen hin, von denen eine
symmetrisch beziiglich der Ureido-Kohlenstoff-Atome ist und eine andere
ein asymmetrisches C-Atom aufweist. Es gelang Fosse et al. (1934Db),
optisch aktives Allantoin aus Platanus orientalis zu isolieren. Echevain
et al. (1940) wiesen auf den sehr hohen Gehalt an Allantoin von pana-
schierten Blittern des Acer negundo hin. Sie dusserten die Ansicht, dass
bei dieser Pflanze nicht alles Allantoin aus dem Harnsiureabbau stam-
men koénne. Sie suchten nach Verbindungen zum Proteinstoffwechsel.
Das gleiche Problem wurde von Mothes und seiner Schule in neuerer
Zeit bearbeitet. Mothes (1958) gibt ein zusammenfassendes Bild iiber
die Stellung der Ureide im Pflanzenreich. Es wurden mehrere Pflanzen
gefunden (Zusammenfassung Reinbothe, 1961a), die verhéltnisméssig
hohe Mengen an Allantoin oder Allantoinsiure enthalten. Diese beiden
Verbindungen konnten auf Grund von Untersuchungen des Blutungs-
saftes als N-Speicher- und N-Transportformen identifiziert werden. Die
nahe Verbindung des Allantoins und der Allantoinsiure in den Allan-
toin- und Allantoinsdurepflanzen zum Eiweissstoffwechsel ist sehr wahr-
scheinlich. Es wurde bezweifelt, dass die bedeutenden Mengen dieser Ver-
bindungen nur aus dem Nukleinsiureabbau entstammen. Reinbothe
(1961a, b) weist auf die Méglichkeit hin, dass Allantoin aus Aminosiuren
(z. B. Glyzin) iiber eine Purinsynthese mit anschliessendem Abbau gebil-
det werden kann.

Es war Fosse (1926a), der als erster Allantoinsiure in Pflanzen durch
Xanthydrolfillung nachwies. Die Allantoinséure ist sehr empfindlich und
zerfallt beim Erwirmen in schwachen Mineralséuren sehr rasch in Harn-
stoff und Glyoxylsiure. Fosse (1926b) wihlte deshalb ein schonendes
Extraktionsverfahren, er arbeitete bei tiefen Temperaturen und ohne
Mineralséuren. Es gelang ihm, in Acer pseudoplatanus und Phaseolus
vulgaris Allantoinséure durch die Xanthydrolfillung nachzuweisen. Die
Arbeit von Fosse et al. (1933) enthilt eine Tabelle, in der fiir Pflanzen
verschiedener Familien der Allantoinsiuregehalt angegeben ist. Die Al-
lantoinsdure ist im Pflanzenreich ebenfalls weit verbreitet. (Tber Bezie-
hungen zwischen dem Eiweissstoffwechsel und der Allantoinsiure in den
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Allantoinsédurepflanzen vergleiche man die zusammenfassende Arbeit von
Mothes (1958). Uber das Vorkommen bei hoheren Pflanzen und den
Nachweis des Fermentes Allantoikase, welches Allantoinsdure zu Harn-
stoff und Glyoxylsdure spaltet und aus diesen Verbindungen wieder
Allantoinsiure aufbauen soll, liegt eine Arbeit von Brunel-Capelle
(1950) vor. Da die Allantoinsdure sehr leicht hydrolysierbar ist, war es
notwendig, zu untersuchen, ob die Spaltung enzymatisch oder nicht-
enzymatisch verlduft. Die Untersuchung erfolgte so, dass das zerkleinerte
 Gewebe, welches man mit Allantoinséure inkubierte, vorher gekocht
wurde. Es zeigte sich in einzelnen Fillen ein enzymatischer Abbau, in
anderen nicht.

Zum Vorkommen von Harnstoff bemerkt Tracey (1955) mit Recht,
dass der Nachweis signifikanter Mengen so lange fraglich ist, wie nicht
die leichte Hydrolisierbarkeit der Allantoinséiure beriicksichtigt wird. Die
Erwirmung von pflanzlichen Extrakten mit schwachen Sduren gentigt
zur Freisetzung von Harnstoff aus Allantoinsdure. Im weitern ist fest-
zuhalten, dass die Urease im Pflanzenreich weit verbreitet und sehr aktiv
ist und einer Akkumulation von Harnstoff entgegenwirkt.

2. Arbeitshypothese

Es soll folgender Abbauweg fiir das Kaffein angenommen und experi-
mentell gepriift werden:

Kaffein : 1,3-DMXa, 1-MXa
oder 1,7-DMXa oder 3-MXa
oder 3,7-DMXa oder 7-MXa
CH, ‘ :
HiC Q 117 HO 2 H HC o H :
N o N N
T e el g
CH, CH, l H l
g Q0 e 9 B 5o 3 o 32 X
3 3 N, 3 N, ;
‘N/J\ /N W pS HN
i\ 0 -—-i\ »=0 ——j\ 0—» 0
o ¥ 0 0
N N N N N N
CH, B CH, H H H b 1
1,3,7-TMHS 1,3-DMHS 1-MHS
oder 1,7-DMHS oder 3-MHS Harnsaure
oder 3,7-DMHS oder 7-MHS
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Harnstoff Allantoinséure Allantoin
Glyoxylsdure
DMXa Dimethylxanthin DMHS Dimethylharnséure
MXa Methylxanthin MHS Methylharnsiure

TMHS Trimethylharnséure

Mit markierten Methylgruppen soll untersucht werden, ob der Kohlen-
stoff als Cl-Fragment in verschiedene Aminosiuren, die dem C1-Stoff-
wechsel nahestehen, gelangt.

3. Versuche

Bei den Versuchen wurde darauf geachtet, verschiedene Fiitterungs-
und Extraktionsmethoden anzuwenden.

a) Untersuchung der Kaffein-Fiitterungslésung

Da bei den Fiitterungen nicht steril gearbeitet werden konnte, musste
zuerst festgestellt werden, ob in der Kaffeinlosung wihrend der Fiitte-
rungszeit von 2 Tagen ein Abbau durch Mikroorganismen zu beobachten
sel. Zu diesem Zwecke wurde ein Fiitterungsglischen mit radioaktiver

Figur 3
Fiitterungslésung (Erklarungen siche Text)
1. Bahn von links: vor dem Versuch

2. und 3. Bahn von links: 1, Tag
4. und 5. Bahn von links: 2, Tag
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Kaffeinlosung (1 mg/0,3 ml) ohne Blatt 2 Tage unter gleichen Bedin-
gungen wie bei der Fiitterung gehalten. Bei Versuchsbeginn wurde eine
Probe chromatographiert, ebenso am 1. Tage zwei und nach 2 Tagen
weitere zwei Proben. Einzelheiten iiber Chromatographie und Radio-
graphie sind im folgenden Abschnitt b zu finden.

Laufmittel: BAW absteigend auf Whatman 1. Das Ergebnis zeigt
Figur 3 (Radiographie).

Die Radiographie weist auf die radioaktive Reinheit des Kaffeins hin
und zeigt keine Hinweise auf einen mikrobiellen Abbau wihrend der
Fiitterungsdauer. Gleiche Ergebnisse zeigten sich, wenn eine verdiinnte
Kaffeinlosung (5 mg/l) fiir 10 Tage in Bechergliser an der Fiitterungs-
stelle aufgestellt wurde. Es gelang nicht, durch UV-Messungen der Kaf-
feinabsorption (272 mu) einen Abbau festzustellen.

b) Versuch A: Fiitterung isolierter Blitter

Als Versuchsobjekte dienten 2 gegeniiberstehende Blitter (5. Paar von
der Sprossspitze eines Zweiges der 9. Etage von oben) eines mehrjahrigen
Kaffeebaumes. Die Blitter wurden vom Zweig weggeschnitten und mit
dem Blattstiel in kleine Fiitterungsgefiisse gesteckt. In den Geféissen be-
fand sich eine Losung von C2- bzw. C8-markiertem Kaffein (1 mg radio-
aktives Kaffein/0,3 ml Wasser). Die Fiitterung, die neben den Kaffee-
bdumen im gleichen Raume erfolgte, dauerte 2 Tage. Nachher tauchten
wir die Stiele der Blitter fiir 8 Tage in Bechergléser mit Brunnenwasser ein.
Nach dieser Versuchszeit, welche die Bliatter ohne Schaden iiberstanden,
erfolgte die Bestimmung von Frischgewicht und Fliache. Darauf wurden
die Blatter bis zur Gewichtskonstanz bei 80 °C getrocknet und gewogen.

Blatt Frisch- Trocken- Flache

gewicht  gewicht cm?
g mg
c2 1,23 446 71,4
C8 1,16 424 63,5

Zur Extraktion wurden die Bldtter zermorsert, mit 80 9, Athanol
ibergossen und dieses 30 Minuten zum Sieden erhitzt. Nach dem Ab-
filtrieren der festen Bestandteile erfolgte das Einengen des Athanolex-
traktes auf ungefihr 3-5 ml am Rotationsverdampfer bei 30-40 °C. Die
noch ausgefallenen Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation abge-
trennt. Ein kleiner Teil dieser Extrakte wurde mit Losungen, in denen
sich vermutete Abbauprodukte befanden, gemischt.

1. Ansatz: Extrakt, Harnsiure, 1-Methyl-, 3-Methyl-, 7-Methyl-, 1,7-
‘Dimethyl-, 3,7-Dimethyl-, 1,3,7-Trimethylharnsiure.
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Die Losung ist alkalisch, damit die Harnsiure und deren
Monomethylderivate nicht ausfallen.

2. Ansatz: Extrakt, Allantoin, Allantoinsdure und Harnstoff.
Ureide  Die Losung ist neutral.

Die beiden Ansétze wurden fiir jeden Extrakt separat gemischt, vor
allem deshalb, weil im 1. Ansatz eine alkalische Lésung vorliegt, in wel-
cher Allantoin zu Allantoinsédure hydrolysiert werden kénnte. Der 2. An-
satz erlaubte festzustellen, ob Allantoinséure im Extrakt vorkommt. Die
Anséitze wurden auf Whatman-1-Papier zweidimensional chromatogra-
phiert.

1. Laufrichtung: aufsteigend: BAW-Laufmittel
n-Butanol : Eisessig : Wasser 4:1: 1

2. Laufrichtung: absteigend: AAW-Laufmittel
Athanol : Eisessig : Wasser 81:5: 14
(Dikstein et al., 1956)

Die sorgfiltig getrockneten Chromatogramme wurden auf Roéntgen-
papier «Agfa» gelegt, zwischen 2 Glasplatten gepresst und das Roéntgen-
papier wihrend 2-3 Monaten exponiert. Nach dieser Zeit erfolgte die
photographische Entwicklung der Radiographien und die Bespriihung
der Chromatogramme zur Sichtbarmachung der co-chromatographierten
Verbindungen. Zur Lokalisation der Harnsiuren fand neben der Unter-
suchung im UV-Licht ein Quecksilberreagens Verwendung (Dikstein
et al., 1956). Die Ureidchromatogramme wurden mit Ehrlichs-Reagens -
(p-Dimethylaminobenzaldehyd in verd. HCl) bespriiht. Der Vergleich
der Flecken, welche die radioaktiven Substanzen auf dem Rontgenpapier

Figur 4
Versuch A (Erklarungen siehe Text) |
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zuriickliessen, mit den Flecken der entsprechenden bespriihten Chromato-
gramme, die von den co-chromatographierten Verbindungen stammten,
ermoglichte das Auffinden von radioaktiven Abbauprodukten.

Radiographie: Figur 4, C8-markiert, Ansatz 2: Ureide.

¢) Versuch B: Fiitterung isolierter Blatter

Versuchsobjekte: C2-Versuch: 4. Blatt von Sprossspitze, 7. Etage von
oben; C8-Versuch: 5. Blatt von Sprossspitze, 7. Etage von oben eines
mehrjihrigen Baumes. Die Fiitterung und die Trocknung erfolgten wie
bei Versuch A. Fiitterungsdauer 2 Tage, im Wasser 8 Tage.

Blatt Frisch- Trocken- Flache
gewicht  gewicht cm?
g mg
C2-markiert 1,19 350 55
C8-markiert 0,94 340 50,5

Zur Extraktion wurden die Blitter zermorsert und mit 20 ml H,O
und 5 ml 0,056n H,SO, eine halbe Stunde bei leichtem Kochen extrahiert.
Nach dem Abfiltrieren der festen Bestandteile erfolgte das Einengen des
Extraktes auf zirka 3-5 ml am Rotationsverdampfer bei 30—40 °C. Die
noch ausgefallenen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert. Im weitern
war das Vorgehen gleich wie beim Versuch A, mit der Ausnahme, dass
nur der Harnsiureansatz chromatographiert wurde.

Radiographie: Figur 5, C2-markiert, Ansatz 1: Harnséuren.

Figur 5
Versuch B (Erklarungen siehe Text)
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d) Versuch C: Fiitterung isolierter Blitter

Versuchsobjekte: Die zwei Blitter eines Blattpaares (5. von Spross-
spitze), in der 10. Etage von oben, eines mehrjihrigen Baumes. Die Fiit-
terung erfolgte wie bei Versuch A. Fiitterungsdauer 1 Tag, Wasser
9 Tage. Nach der Fitterung wurden Frischgewicht und Fliche der Bliit-
ter gemessen.

Blatt Frisch- Flache
gewicht
g cm?
C2-markiert 0,86 49
C8-markiert 0,98 57

Vor der Extraktion mit 809, Athanol wihrend 30 Minuten wurden
die Blatter mittels fliissiger Luft gefroren und im Mérser zerrieben. Alles
weitere erfolgte gleich wie bei Versuch A.

Radiographie: Figur 6, C2-markiert, Ansatz 1: Harnsduren.

Figur 6
Versuch C (Erklsrungen siehe Text)

e) Versuch D: Fiitterung von Blittern am Baume

Versuchsobjekte: C2-Versuch: 7. Blatt von Sprossspitze, 8. Etage von
oben. C8-Versuch: 5. Blatt von Sprossspitze, 8. Etage von oben eines
mehrjahrigen Baumes. Die Fiitterung erfolgte durch eine Blattzunge,
welche die Mittelrippe enthielt, aus einem Réhrchen (Fig. 8). Die aus-
geschnittene Blattzunge tauchte man in die radioaktive Kaffeinlosung
(1 mg/0,3 ml). Die Fiitterung dauerte 2 Tage, nachher wurde das Rohr-
chen entfernt, und das Blatt blieb weitere 8 Tage am Baume. Nach der
Versuchszeit wurden die Blitter von der Pflanze entfernt, gewogen und .
die Flidche gemessen.
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Blatt Frisch- Flache

gewicht em?
g
C2-markiert 1,30 65
C8-markiert 1,28 63

Vor der Extraktion mit 809, Athanol wiahrend 30 Minuten wurden die
Blétter mittels fliissiger Luft gefroren und im Morser zerrieben. Alles
weitere erfolgte gleich wie bei Versuch A.

Radiographie: Figur 7, C8-markiert, Ansatz: Ureide.

Figur 7
Versuch D (Erklirungen siehe Text)

Fiitterungsgefass

Figur 8

Fiitterung von Blattern am Baum durch eine Zunge der Mittelrippe

]
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AAW !
I : ('} Kaffein (I,I)
=
Startpunkt (0,0) I BAW

Figur 9
Zusammenfassung der Radiographien
Versuch A: C2-markiert, Ureide

b
+ Versuch B: C2-markiert, Harnsduren
° Versuch C: C2-markiert, Ureide

(@) Versuch D: C8-markiert, Ureide

A Versuch N7-Methyl-markiert

All Allantoin

Als Allantoinséure

U Harnstoff

MX Monomethylxanthin (3— oder 7-)
X, Y, Z unbekannte Substanzen

4. Diskussion

a) Zusammenfassende Darstellung der Radiographien

Figur 9 fasst die Resultate der einzelnen Radiographien zusammen. Es
wurden die Schwirzungszentren der radioaktiven Flecken auf den Réntgen-
papieren ausgemessen und in einem Koordinatensystem dargestellt, wobei
dem Startflecken die Koordinaten (0,0) und dem Kaffein (1,1) zugeordnet
wurden. Es zeigten sich keine wesentlichen Verschiedenheiten zwischen
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der Fiitterung mit C2-markiertem und der mit C8-markiertem Kaffein.
Die vorhandenen Flecken sind die gleichen und besitzen sowohl bei der
einen wie auch bei der anderen Markierung gleiche Lage im Koordinaten-
system.

b) Identifikation der Verbindungen
Ureidansdtze

Durch Vergleiche von Radiographien und Papierchromatogrammen,
auf denen neutrale Ureidansiitze aufgetragen wurden, gelang es, Radio-
aktivitit im Allantoin, in der Allantoinsdure und im Harnstoff nachzu-
weisen (vgl. Fig. 9). Beim Harnstoff liegt der Verdacht nahe, dass er
durch Hydrolyse bei der Extraktion und Chromatographie aus der
Allantoinsiure entstanden ist. Darauf weisen die langgestreckten Harn-
stoffflecken hin (Hydrolyse durch saures Laufmittel). Anderseits liegen
keine Beweise dafiir vor, dass Harnstoff in den lebenden Coffea-Blattern
nicht vorkommt.

Ein Vergleich der Schwirzungsintensitéten der Flecken bei den ver-
schiedenen Versuchen zeigt folgende Ergebnisse: Beim Versuch A ist
neben dem gefiitterten Kaffein vor allem das Allantoin sehr stark aktiv.
Allantoinsdure und Harnstoff sind feststellbar, aber nur ganz schwach
aktiv. Etwas stirker aktiv sind noch die unbekannten Verbindungen X,
Y, Z. MX ist ebenfalls nur schwach aktiv. Beim Versuch B wurden keine
Ureidansitze chromatographiert, da bei der sauren, wissrigen Extrak-
tion die Allantoinsiiure hydrolysiert wird. Beim Versuch C besitzt auch
wieder neben dem Kaffein das Allantoin eine starke Aktivitdt. Sie ist
aber nicht ganz so ausgeprigt wie bei A. Die unbekannten Substanzen
X, Y, Z kommen ihr ungefihr gleich. Allantoinsdure und Harnstoff sind
schwach aktiv, aber gut feststellbar. MX zeigt ebenfalls schwache, fest-
stellbare Aktivitit. Im Versuch D ist neben dem gefiitterten Kaffein die
unbekannte Verbindung X am stirksten aktiv. Allantoin, Y und Z sind
ebenfalls stark aktiv. Harnstoff, Allantoinsiure und MX sind schwécher
aktiv, aber gut feststellbar. Neben den erwihnten Verbindungen, die bei
allen Fiitterungen vorkommen, zeigen sich bei einzelnen Fiitterungen
noch weitere unbekannte Substanzen (vgl. Fig. 9).

Harnsdaureansdtze

Ein sehr geringer Unterschied zwischen den Ansétzen mit den Harn-
sauren, die leicht alkalisch sind, und den neutralen Ureidansétzen besteht
darin, dass beim alkalischen Ansatz etwas mehr Allantoinsdure und Harn-
stoff vorzufinden sind. Allantoin kann in der alkalischen Losung zu
Allantoinsidure hydrolysiert und diese im sauren Laufmittel zu Harnstoff
abgebaut werden. Man kann den Allantoinsdureabbau zu Harnstoff an
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den verhaltnisméssig langen Schwiinzen der Harnstoffflecken erkennen.
Der Unterschied im Allantoinsauregehalt zwischen den beiden Ansétzen
war im allgemeinen so gering, dass man ihn nicht mit Sicherheit fest-
stellen konnte.

Keiner der radioaktiven Flecken fiel mit einem Harnsiureflecken auf
den Papierchromatogrammen zusammen. Es gelang nicht, in der Harn-
sdure oder in einem ihrer methylierten Derivate Radioaktivitit nachzu-
weisen. 3-Methylharnséure fillt in den Chromatogrammen mit dem stark
aktiven Allantoin zusammen. In den Versuchen im folgenden Abschnitt 5
gelang es nicht, unter dem Allantoin merkliche Mengen radioaktive
3-Methylharnsédure aufzufinden.

5. Untersuchung des Allantoins

Der Zweck dieser Untersuchungen bestand darin:

1. einen weiteren Beweis fiir die Anwesenheit des Allantoins zu geben;
2. die Aktivitdt im Allantoin zu lokalisieren (Harnstoff- oder Glyoxyl-
séureteil ).

a) Versuchsanordnung
Methode vergleiche Fosse und Bossuyt (1929)

1. Eine bestimmte Menge Rohextrakt wurde ohne jede Behandlung nach
Zugabe von wenig Allantoin, Allantoinsdure und Harnstoff auf einem
Chromatogramm aufgetragen (Fig. 10, 2. Bahn von links).

2. Eine gleiche Menge Rohextrakt wie bei 1. wurde nach Zugabe von
wenig Harnstofflosung auf pH 6-7 gepuffert und mit Urease wihrend
2 Stunden inkubiert. Der Extrakt wurde ebenfalls aufgetragen (Fig. 10,
1. Bahn von links).

3. Eine doppelte Menge Rohextrakt wie bei 1. wurde in einem kleinen
Reagenzglas zusammen mit einer kleinen Menge Allantoin nach Zu-
gabe von einigen Tropfen In KOH fiir 10 Minuten im siedenden Wasser-
bad erhitzt (Hydrolyse des Allantoins zur Allantoinséure). Darauf wurde
der Extrakt mit In HCl angeséduert und wihrend 5 Minuten wieder im
siedenden Wasserbad erhitzt (Hydrolyse der Allantoinsiure zum Harn-
stoff). Die Hélfte des Extraktes wurde wieder aufgetragen (Fig. 10,
3. Bahn von links). Die andere Hilfte wurde auf pH 6-7 gepuffert und
mit Urease wihrend 2 Stunden inkubiert (Harnstoff+~CO, und NH,).
Der Extrakt wurde ebenfalls aufgetragen (Fig. 10, 4. Bahn von links).

Die 4 Flecken auf Whatman-1-Papier wurden im AAW-Laufmittel
nebeneinander chromatographiert. Das Chromatogramm wurde ge-
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trocknet und nach der bekannten Art (Abschn. 3) eine Radiographie her-
gestellt und die Chromatogramme bespriiht. Der Rohextrakt fiir den
Versuch in Figur 10 stammt vom Versuch A (Abschn. 3) mit C2-mar-
kiertem Kaffein.

Kaffein

Harnstoff

Allantoin

Startflecken

Figur 10

Allantoinuntersuchung (Erklarungen siehe Text)

b) Ergebnisse

Durch die alkalische Hydrolyse wird Allantoin in Allantoinséure tiber-
gefiihrt, und die anschliessende saure Hydrolyse spaltet diese zu Harn-
stoff und Glyoxylsdure. In der 2. Bahn von links Figur 10 erkennt man
den stark aktiven Allantoinflecken im unbehandelten Rohextrakt. Nach
der Hydrolyse verschwindet dieser Flecken, und die Aktivitdt ist im
Harnstoff (3. Bahn von links) wiederzufinden. Es gelang nicht, das Vor-
handensein von 3-Methylharnsiure, die auf dem Chromatogramm un-
gefihr mit dem Allantoin zusammenfillt, festzustellen. Wird nun der
hydrolysierte Extrakt, der die Allantoinaktivitit im Harnstoff enthélt,
mit Urease inkubiert, so verschwindet der Harnstoffflecken, der aktive
Kohlenstoff geht als CO, weg. Dieser Versuch beweist noch zwingender
das Auftreten von Allantoin im Blattextrakt. Er zeigt auch, dass im
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Allantoin die Aktivitdt in den beiden Harnstoffteilen und nicht im
Glyoxylteil lokalisiert vorliegt. Mit C2- und C8-markiertem Kaffein erhilt
man die genau gleichen Ergebnisse, ebenso bei den Versuchen C und D.

6. Untersuchungen zum Methylxanthin

Im Abschnitt V 4b wurde vermutet, dass ein Schwirzungsflecken auf
den Radiographien auf aktives 3-Methylxanthin hinweise. Nihere Unter-
suchungen sollen Einblick in diese Frage geben.

Das 7-Methylxanthin ist dem 3-Methylxanthin chromatographisch so
dhnlich, dass keine Unterscheidung zwischen beiden bei der vorliegenden
Untersuchung méglich ist. Das 1-Methylxanthin zeigt im AAW-Lauf-
mittel bedeutend grossere Rf-Werte.

Als erstes wurden 3-Methylxanthin, 1,7-Dimethylharnsiure und Kaf-
fein ein- und zweidimensional auf Whatman-1-Papier chromatographiert.
Als Laufmittel fanden aufsteigend BAW und absteigend AAW (vgl. unter
3b) Verwendung. Dabei zeigte sich, dass die Flecken von 1,7-Dimethyl-
harnsdure und 3-Methylxanthin verschmelzen. Im BAW-Laufmittel be-
sitzen sie gleiche Rf-Werte, im AAW-Laufmittel bleibt das 3-Methyl-
xanthin hinter der 1,7-Dimethylharnsiure zuriick. Die 1,7-Dimethyl-
harnséure zeigt dabei Schwanzbildung, wogegen 3-Methylxanthin als
kompakter Flecken wandert. Die Schwanzbildung der 1,7-Dimethyl-
harnsdure ist fiir die Verschmelzung der Flecken verantwortlich. Es
gelingt aber oft gut, im UV-Licht das 3-Methylxanthin im Schwanze der
1,7-Dimethylharnsidure zu erkennen.

~Je ein Extrakt aus den Versuchen B und D wurde zusammen mit
1,7-Dimethylharnsdure und 3-Methylxanthin nach der unter 3b be-
schriebenen Art zweidimensional chromatographiert (Laufmittel wie
oben). Der 1,7-Dimethylharnséiure und 3-Methylxanthin enthaltende,
UV-absorbierende Flecken wurde bestimmt. Darauf erfolgte die Ein-
teilung der Flache um und iiber den Flecken in Rechtecke. Nach dem
Anfertigen einer Blende wurden diese Flichen mit dem GM-Zihlrohr
einzeln ausgemessen. Der aktivste Flichenausschnitt wurde lokalisiert.
Auf diesem aktivsten Ausschnitt ist nun der 3-Methylxanthin-Flecken
lokalisiert.

Diese Ergebnisse machen es wahrscheinlich, dass radioaktives 3-Methyl-
xanthin oder/und 7-Methylxanthin im Blattextrakt vorliegen.

7. Futterung von Methyl-markiertem Kaffein

In gleicher Weise wie bei Versuch C, Abschnitt 3b, wurden einzelne
Blatter mit Methylgruppen-markiertem Kaffein gefiittert und verarbeitet.
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1. Versuch: Methylgruppe an N1 aktiv. 2. Versuch: Methylgruppe an
N7 aktiv.

Blatt Frisch- Flache
gewicht cm?
g
Nl1-markiert 0,70 35
N7-markiert 0,86 43

N1-Versuch: 5. Blatt von Sprossspitze, 11. Etage von oben; N7-Ver-
such: 5. Blatt von Sprossspitze, 11. Etage von oben eines mehrjihrigen
Baumes.

Chromatographieransatz: Extrakt, Methionin, Citrullin, Arginin und
Serin (pH-Wert neutral).

Laufmittel: 1. aufsteigend. Phenol : Wasser 3 : 1. 2. absteigend.
Butanol : Eisessig : Wasser 4:1: 1.

Das Chromatographieren und Radiographieren geschah gleich wie bei
Versuch A, Abschnitt 3b. Die Chromatogramme wurden mit Ninhydrin
bespriiht (Lokalisation der Aminosduren). Die Radiographien fiir die
N1-Methyl-Markierung und die N7-Methyl-Markierung sind gleich beziig-
lich der Lage der 4 radioaktiven Verbindungen, die neben dem Kaffein
vorkommen. Keiner der radioaktiven Flecken féllt auf den Chromato-
grammen mit dem Flecken einer der co-chromatographierten Amino-
sduren zusamimen.

Radiographie: Figur 11, N1-Methyl-Markierung.

Figur 11

N-Methyl-Kaffein-Fiitterung (Erklarungen
siehe Text)

Weiter wurde der N7-Methyl-Extrakt in den beiden Laufmitteln der
iibrigen Versuche (vgl. Versuch A, Abschnitt 3b: BAW aufsteigend,
AAW absteigend) chromatographiert. Das Chromatogramm wurde in
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kleine Flichen aufgeteilt (3hnlich Abschn. 6) und die Aktivitiat der ein-
zelnen Flichen mit einem Zahlrohr direkt auf dem Chromatogramm ge-
messen. Es gelang so, die Zentren der 4 radioaktiven Flecken zu bestim-
men (vgl. Fig. 9, Methyl-markiertes Kaffein). Aus der Figur 9 geht her-
vor, dass die unbekannten Verbindungen X, Y und Z auf den Chromato-
grammen mit C2- und C8-markiertem Kaffein wahrscheinlich identisch
sind mit drei der vier unbekannten Verbindungen, die bei Fiitterung von
N1-Methyl- und N7-Methyl-markiertem Kaffein vorliegen.

8. Zusammenfassende Diskussion: Abbauprodukte

Die Arbeitshypothese (Abschn. 2), die den nach den heutigen Erkennt-
nissen moglichsten Weg darstellt, erwies sich als brauchbar. Als Schliissel-
punkt muss das Allantoin betrachtet werden. Dieses wird zur Allantoin-
sdure abgebaut, die nachgewiesen werden konnte. Der Schritt von der
Allantoinsédure zum Harnstoff und der Glyoxylsiure ist sehr wahrschein-
lich. Da das Allantoin den aktiven Kohlenstoff in den beiden Harnstoff-
gruppierungen tragt, entsteht beim Abbau iiber Allantoinsiure radio-
aktiver Harnstoff. Es kann wegen der chemischen Labilitit der Allantoin-
sdure nicht mit Sicherheit aus den Harnstoffvorkommen auf den Chro-
matogrammen auf solche in den Blittern geschlossen werden. Im Ab-
schnitt IV gelang es aber, aktives CO, als Abbauprodukt sowohl bei (2-
als auch bei C8-markierter Kaffeinfiitterung aufzufinden. Diese Beob-
achtung ldsst sich so interpretieren, dass Allantoinsiure zu Harnstoff
abgebaut und dieser durch die Urease in CO, und NH, gespalten wird.
Das radioaktive CO, wurde aufgefangen.

Weniger durchsichtig sind die Schritte zwischen dem Kaffein und dem
Allantoin. Dass das Allantoin in direkter Verbindung zum Kaffein steht
und nicht iiber Umwege gebildet wird, ist aus der Verteilung der Aktivitét
im Allantoin auf die Ureidogruppen zu schliessen (nach Fiitterung von
C2- und C8-markiertem Kaffein). Auch die Oxydation in Stellung 8 muss
auf einer Abbaustufe erfolgen, im Allantoin liegt das C8 des Kaffeins
als Ketogruppe vor. Das Auffinden von radioaktivem 3-Methylxanthin
(7-Methylxanthin) weist auf Demethylierungsschritte hin. In weitern
methylierten Harnséure- und Xanthinderivaten gelang es nicht, Aktivi-
tét nachzuweisen, obwohl eine grosse Zahl untersucht wurden (vgl. Ab-
schnitt 3).

Sehr interessant sind die Bezichungen zwischen den Methyl-markierten
und den ringmarkierten Kaffeinfiitterungen. Es zeigte sich, dass die
Abbauprodukte beider Ringmarkierungen (C2-Position und (8-Position)
sich nicht unterscheiden. Ebenso ist zwischen den beiden Methyl-C-
Markierungen (N1 und N7) kein Unterschied feststellbar. In den unbe-
kannten Verbindungen X, Y, Z (Fig. 9) liegt eine Briicke zwischen Me-
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thyl- und Ringmarkierungen vor. Sie kommen sowohl bei Methyl- als
auch Ringmarkierungen vor. Es ist an zwel Erklirungsmoglichkeiten zu
denken: :

1. Die Verbindungen X, Y, Z sind direkte Abbauprodukte des Kaffeins.

2. Sie sind Verbindungen, die dem Cl-Stoffwechsel nahestehen, die Cl-
Fragmente speichern. \

Es erscheint unwahrscheinlich, dass samtliche C1-Kérper in wenigen
Verbindungen angehéuft werden, ohne in andere Verbindungen zu ge-
langen, die dem C l-Stoffwechsel nahestehen (Aminoséuren, Abschn. 7).
Die zum Teil sehr hohe Aktivitit der unbekannten Verbindungen spricht
auch eher fiir die erste Erkldrungsmoglichkeit.

Es erscheinen im weiteren 2 Moglichkeiten zur Erklirung der beob-
achteten Tatsachen, wenn X, Y und Z direkte Abbauprodukte des
Kaffeins sind.

Erstens, die Verbindungen X, Y und Z enthalten sowohl das C2-Atom
als auch das C8-Atom des Kaffeins und, wie es scheint, die N1- und N7-
Methylgruppen. Bei den Methylmarkierungen ist folgendes zu bertick-
sichtigen: Abbauprodukte, welche aus dem gleichen Grundkorper be-
stehen, der eine bestimmte Zahl von N-Methylgruppen in verschiedenen
Positionen trigt (vgl. z.B. Mono-Methylxanthine), besitzen in manchen
Laufmitteln praktisch gleiche Rf-Werte. Es kann deshalb ohne genauere
Untersuchung nur auf Grund der Rf-Werte nicht mit Sicherheit behauptet
werden, dass bei den beiden Methylgruppenmarkierungen vollsténdig
identische Verbindungen vorliegen. :

Zweitens, es liegen Verbindungen vor, die entweder das C2-Atom oder
das C8-Atom des Kaffeins, zusammen mit einer der beiden Methylgruppen,
in Position 1 bzw. 7 besitzen. Die Verbindung mit dem C2-Atom und jene
mit dem C8-Atom miissten identisch sein.

An dieser Stelle sei auf die Arbeit von Canellakis et al. (1955) hin-
gewiesen. Es gelang, mit verschiedenen Peroxydasen Harnsdure abzu-
bauen, wobei eine Vielzahl von Abbauprodukten isoliert werden konnten,
die einerseits von der Peroxydase und anderseits von den gewéhlten
Bedingungen abhingen. Auch die Uricase kann je nach Bedingungen
verschiedene Abbauprodukte liefern. Bentley und Neuberger (1952)
interpretieren diese Tatsache fiir die Uricase. Sie wiesen darauf hin, dass
die Oxydation des Harnsiure-Monoanions zu einem instabilen Zwischen-
produkt die einzige enzymatische Reaktion darstelle. Die weiteren
Schritte vom unstabilen ersten Zwischenprodukt verlaufen spontan. Die
susseren Bedingungen wirken auf diese spontanen Schritte ein und ver-
mogen sie in verschiedene Richtungen zu lenken.
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VI Zusammenfassung

1. In den Coffea-Blittern nimmt der Kaffeingehalt mit zunehmendem
Alter ab. Es konnte gezeigt werden, dass diese Abnahme durch einen
Abbau des Kaffeins zustande kommt. Nach der Fiitterung von radio-
aktivem Kaffein an isolierte Coffea-Blitter gelang es, im Blatt radio-
aktive Abbauprodukte nachzuweisen. Die Abbaugeschwindigkeit von
gefiittertem, aktivem Kaffein unterschied sich nicht wesentlich von
jener des blatteigenen. Junge Blitter zeigten geringe oder kleine Ab-
bauaktivitdt. Alte Blitter mit wenig Kaffein bauten viel gefiittertes,
radioaktives Kaffein ab.

2. Mit radioaktivem Kaffein gefiitterte Blitter (14C2-, 14C8-, 1“CH,-N7-
markiert) gaben radioaktives CO, an die Aussenluft ab. Alte, ausge-
wachsene Blitter schieden mehr aus als junge, ausgewachsene oder
junge, noch wachsende Blitter. ‘

3. Eine Abbauhypothese wurde vorgeschlagen und experimentell unter-
sucht. Es wurden verschiedene Fiitterungs- und Extraktionsmethoden
gewdhlt. Es gelang nach der Fiitterung von C2- und auch von CS8-
ringmarkiertem Kaffein, Radioaktivitit in Allantoin, Allantoinsiure
und Harnstoff nachzuweisen. Es wurden Harnséure, simtliche Mono-
methylharnsiuren, 1,7- und 3,7-Dimethylharnsiure auf Radioaktivi-
tat gepriift, und es gelang nicht, Aktivitit in diesen Verbindungen
nachzuweisen. Von den Mono-Methylxanthinen fand man in 3- oder/
und 7-Methylxanthin Aktivitit.

4. Beim Allantoin wurde durch chemischen Abbau gezeigt, dass die
Aktivitédt in den Ureidogruppen vorliegt.

5. Bei der Fiitterung von Methyl-markiertem Kaffein (N1-Methyl, N7-
Methyl) zeigten sich 4 stark aktive Abbauprodukte, die nicht als
Aminosduren (Methionin, Serin, Arginin, Citrullin), die dem C 1-Stoff-
wechsel nahestehen, identifiziert werden konnten. Es wurde gezeigt,
dass diese 4 unbekannten Verbindungen auch bei der Fiitterung von
C2- und C8-ringmarkiertem Kaffein vorkommen. Es kann sich nicht
um methylierte Xanthin- oder Harnssurederivate handeln. Thre mog-
liche Identitit wurde diskutiert.

Die vorliegende Arbeit entstand unter Leitung von Herrn Prof.
Dr. H. Wanner im Institut fir Allgemeine Botanik der Universitit
Zirich. Ich bin Herrn Prof. Dr. H. Wanner fiir die Uberlassung des
interessanten Themas, fiir sein kritisches Interesse und seine stets ge-
wihrte grossziigige Unterstiitzung dankbar.
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Herr Prof. Dr. C.H. Eugster und dem Mikroanalytischen Labor des
Organisch-Chemischen Institutes der Universitit danke ich fiir die Durch-
fiihrung der Mikro-N-Analysen.

Der Schweizer Kommission fiir Atomwissenschaft bin ich fiir die
Bereitstellung wesentlicher materieller Hilfsmittel zu Dank verpflichtet.

Herrn A. Huber danke ich fiir die Erstellung verschiedener notwen-
diger Apparaturen.
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