DIE CHEMISCHEN VORGANGE IM SAUROMATUM-KOLBEN

von
A. W. H. VAN HERK.

I. DIE FRAGESTELLUNG.
§ 1. Die ,Eigenwarme" der Araceen.

Es ist eine ldngst bekannte Erscheinung, dass nur bei weniger:
Pflanzen unter normalen Verhiltnissen eine nennenswerte, durch
die Lebensvorginge bedingte Erhohung der Kérpertemperatur
iiber die der Umgebung festzustellen ist. Eine grosse Eigenwirme
ist ausschliesslich in Bliitenstinden und Einzelbliiten gemessen
worden, wie in den Infloreszenzen von Palmen und Cycadeen, in
Karpell-Anhédngseln von Victoria Regia Bliiten, u.a. Besondeis
hohe Bliitentemperaturen beobachtet man bei den Araceen. LEick
(83) gibt eine Aufzihlung der Fille, in denen eine messbars
Eigenwarme beobachtet werden konnte.

Diese Erscheinung ist ofters ausfiihrlich untersucht - worden.
Auf die vorliegenden Versuchsergebnisse gehe ich nur in be-
schrinktem Masse ein, zumal da Leick (82, 84) und Ropio (102)
diesbeziigliche Ubersichten bereits gegeben haben. Vor allem be-
schiftigte man sich mit den Fragen nach dem Verlauf der Wirme-
Entwicklung wihrend der Bliiten-Entfaltung, — ob es ein oder
mehrere Maxima gibt und wie es steht mit ihrer Abhingigkeit
von den Aussenbedingungen —, nach dem Ort der Warmebildung
und nach der biologischen Bedeutung des Phdnomens.

Dass die Erhohung der Bliitentemperatur die Folge einer
energischen Atmung ist, wurde schon friih anerkannt. Die Aui-
nahme von Sauerstoff, die Ausscheidung von Kohlensiure und
die iiberraschend schnelle Abnahme der Kohlehydratmenge
wihrend dieses Vorganges wurden in den Arbeiten von GarrReau
(40), Erixsson (13), Kraus (63, 64, 65) und viele anderen, nach-
gewiesen. Die Intensitit der Atmung schwankt genau so wie
die Erwidrmung: sie steigt plotzlich stark und nimmt ebenso
schnell wieder ab. Jede Temperaturerhhung bleibt aus, wenn
man die Luft durch Stickstoff, Wasserstoff oder Kohlensiure
verdringt. .
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Bemerkenswert ist, dass der ganze Vorgang nur in den aus-
gewachsenen Teilen der Bliiten und Infloreszenzen nachweis-
‘bar ist.

Wir wollen uns hier nidher beschiftigen mit den Araceen, da die Mehr-
zahl der Untersuchungen eben mit dieser Pflanzenfamilie ausgefiihrt wor-
den sind. Die Erwiarmungskurven zeigen bei jeder Species eine mehr
oder weniger charakteristische Periodizitdt. Sie konnen, bei den nicht mit
einem nackten Appendix versehenen Araceen, eine tdgliche Periodizitiit
aufweisen, mit im Ganzen zwei bis fiinf Maxima (Colocasia). Bei den
Araceen mit nackten Appendices (Sauromatum und Arum-Arten) tritt
nur ein Maximum auf; hier beobachtet man die hochsten Temperaturen.

Nach Kraus (64) enthidlt die Keule von Arum italicum 77,8% ihrer
Trockensubstanz an Kohlenhydraten (Stiarke und Zwucker), die in weni-
gen Stunden verschwinden. Die vom Anfang an in der Keule vorhandenen
Pflanzensiduren vermehren sich bei der Erwiarmung ansehnlich; die stick-
stoffhaltigen Korper werden nicht angegriffen. KNocE (61) betont mit
Recht, dass diese letzte Schlussfolgerung von Kgraus nicht erwiesen ist,
da seine Versuche mit zu geringen Materialmengen und ohne die erfor-
derlichen Kontrollmessungen ausgefithrt wurden. Allerdings hat er selbst
die Mengen der stickstoffhaltigen Substanzen nicht bestimmt.

Sanpers (105) berichtet iiber Bestimmungen des respiratorischen Quo-
tienten bei Arum maculatum und Dracunculus vulgaris. Vor der Erwir-
mung ist dieser Wert 1 bis 1,2; gleich nach der Atmungserniedrigung wird
er kleiner und ist grossen Schwankungen unterworfen.

Uber die an dieser Reaktion beteiligten Fermente ist fast
nichts bekannt. Ob sie nur Kohlehydraten und keine anderen
Korper oxydieren, ist nicht eingehend untersucht worden; eben-
sowenig ob sie diese Substanzen vollstindig verbrennen.

Der Presssaft von Arum maculatum enthilt eine Invertase und ein
proteolytisches Enzym, die nicht genau untersucht worden sind. Hamwn
(42) berichtet iiber einen interessanten Versuch: im Presssaft befindet
sich ein Enzymsystem, das sowohl aerob wie anaerob Zucker zum Ver-
schwinden bringt unter Bildung von Kohlensdure und von einer an-
deren (unbekannten) Sdure. Nach WEeevers (149) gelingt es aus Sauro-
matum ein Enzymdauerpridparat durch Alkoholfallung zu erhalten, das
Glucose in Kohlensdure und Citronensidure spaltet. ScHMUCKER (107) er-
wihnt, dass der Presssaft von Arum eine stark wirksame Diastase enthilt
mit pH-Optimum 5,0. Thre Wirkung sol! durch Blausiure stark beeintriach-
tigt und durch MnSO, kriftig befordert werden. Vor der Entfaltung der
Knospen ist nur ein schwach wirksames Priparat zu isolieren. Weiter
berichtet ScHMUcKer iiber das Vorkommen von Katalase. Das Enzym ist
von BADENHUIZEN und mir (46) in reiner Form isoliert worden. Das von
uns erhaltene Préparat weicht in wesentlichen Punkten von den Angaben
Schmuckers ab. .

Die Versuche, auf direktem Wege aus dem wissrigen Auszug der Kolben
oder auf dem Umwege iiber Alkoholfdllung oder Glycerinauszug zu einem
haltbaren, aktiven Dauerprdparat der Atmungsenzyme zu gelangen, sind
bisher, abgesehen von den Versuchen von WEEVERs, gescheitert.

Der Einfluss von Narkotika auf die Atmung wurde von SCHMUCKER
untersucht. Wahrend (;hloroform die Verbrennung weitgehend hindert,
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hat Aether eine wesentlich schwachere Wirkung. VAN HERK und BADEN-
HUIZEN untersuchten die Atmungshemmungen mit Blausiure, Kohlenoxyd
und Urethan (46).

§ 2. Die Fragestellung.

Unsere Kenntnis iiber den Atmungsmechanismus verdanken
wir vorzugsweise zwei Untersuchungsmethoden: der einen, die
gestattet durch die Einwirkung spezifisch wirkender Gifte, Teil-
reaktionen der Atmung auszuschalten und so nihere Aufschliisse
zu erhalten iiber die Natur der an diesen Teilreaktionen beschif-
tigten Enzymsysteme, und der anderen, die darin besteht, den
Zusammenhang des Verbrennungsmaterials und’ der gebildeten
Reaktionsprodukte zu untersuchen und wenn moglich, nihere
Einsicht zu erhalten iiber die Zwischenprodukte. Die letzt=
erwahnte Methode bietet ins besondere der Erforschung der
Kohlehydrat-Veratmung grosse Schwierigkeiten dar, da die Ver-
brennung fast immer zu Kohlensiure und Wasser fortschreitet
und die Zwischenprodukte mit grosser Geschwindigkeit weiter
oxydiert werden.

Es wiirde einen Schritt weiter zur vollstindigen Aufklirung
der Atmungsvorginge fithren, wenn eine dritte Arbeitsmethode
anwendung finden kénnte und es gelingen wiirde, die fiir die
Atmung verantwortlichen Enzymkomplexe in ihren Komponen-
ten zu zerlegen, diese in ihrer spezifischen Reaktionsweise ken-
nen zu lernen und zuletzt aus den isolierten Komponenten wie-
der den komplizierten Mechanismus zu erhalten. Auch in dieser
Richtung waren in den letzten Jahren bemerkenswerte Erfolge
zu verzeichnen.

Solche Enzymirennungen bereiten im Falle der Atmungsenzyme im
allgemeinen erhebliche Schwierigkeiten. Diese sind nicht nur der Unbe-
stindigkeit dieser Fermente zuzuschreiben, sondern auch einer stark aus-
gepragten Spezifitit in Bezug auf Substrat und Wasserstoffacceptor.

In dieser Untersuchung habe ich, unter Anwendung der beiden
zuletzterwdhnten Arbeitsmethoden, die folgenden Fragen -zu
beantworten versucht: :

1. Welche Substanzen werden im Appendix der Sauromatum-
Kolben veratmet? Ist deren Verbrennung vollstindig, oder kann
man eine Anhidufung gewisser Zwischenprodukte nachweisen?

2. Gelingt es Enzyme zu isolieren, die wir als wesentliche
Bestandteile des Atmungssystems betrachten diirfen und koénnen
wir ihre Wirkungen ndher untersuchen?

3. Welche Faktore bedingen die plétzliche Erhchung und die
darauffolgende Erniedrigung der Atmungsintensitit?
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X ,Auch "war eine nihere Untersuchung des Atmungsverlaufs
notwendig, da nur wenige Angaben dariiber vorliegen.

Es ist also die Aufgabe, den Atmungsvorgang im Sauromatum-
Appendix in biochemischer Hinsicht zu analysieren. Eben wegen
der. Erscheinung des Atmungswechsels scheint er ein besonders
geeignetes Objekt zu sein um diesen Vorgang zu untersuchen.

-Man beobachtet zwar 6fters weit hohere Atmungswerte, doch diese #ndern
sich meistens nicht, die Anwesenheit geniligender Mengen Verbrennungs-
materials vorausgesetzt. Und in den Fillen, in denen sie nicht konstant
sind, beruhen die Anderungen auf besondere Erscheinungen. So die
ausserordentlich starke Atmungserhéhung, die bei der Befruchtung be-
merkbar ist (z.B. in Seeigeleiern, 133, 103, 44). Hier treten starke morpho-

logische und cytologische Anderungen auf, verbunden mit einer grossen
Zellteilungsgeschwindigkeit.

Beim Sauromatum-Appendix liegen giinstige Verhiltnisse vor:
wiahrend der Wachstumsperiode ist die Atmungsintensitit ge-
ring: sie wird in wenigen Stunden stark erhoht, jedoch hat das
Organ dann seine maximale Entwicklung schon erreicht und ist
von morphologischen Anderungen, anders als durch die Eigen-
wirme bedingt, nichts zu bemerken.

Wir diirfen nicht annehmen, dass die Atmung aller pflanzlichen
Zellen sich nach demselben Prinzip vollzieht; der oxydative
Abbau einer Substanz wird in verschiedenen Pflanzen, — sogar
vielleicht in verschiedenen Organen eines Individuums —, nicht
immer vom selben Fermentsystem verursacht. Es ist also nicht
erlaubt, die in dieser Untersuchung erhaltenen Resultate auf
andere Pflanzen zu iibertragen.

Ich mochte hier bemerken, dass es bis jetzt nicht méglich
war, die gestellte Aufgabe erschopfend zu erforschen; ich be-
trachte diese Arbeit nur als einen weiteren Versuch zur Losung
des Problems. Wie giinstig das Material fiir die Erforschung
der Atmungsvorginge auch sein mag, die Untersuchung ist viel-
fach liickenhaft geblieben, da es schwierig war geniigende Mate-
rialmengen zu erhalten und weil die Bliitenperiode so kurz ist.

Im ganzen konnte ich fiir diese Untersuchung {iiber etwa
160 blithenden Sauromatum-Pflanzen verfiigen. Sie wurden im
botanischen Garten geziichtet.

II. DIE DEHYDRASEN UND DAS FLAVINENZYM.

§ 3. Uber die Wirkung einiger Dehydrase-Systeme.

‘Ich musste mich in dieser Untersuchung auf die Erforschung
weniger Enzymsysteme beschrinken. Es sei damit nicht gemeint,
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dass andere Systeme von keiner Bedeutung wiaren. Ich erwidhne
in folgender Ubersicht nur die Arbeiten, die im engen Zusam-
menhang mit dem untersuchten Gebiet stehen.

Bei der Atmung der lebenden Zelle reagiert der Luftsauer-
stoff nicht unmittelbar mit dem Verbrennungsmaterial. Die Re-
aktion wird erst durch die Mitwirkung einer Serie von Kataly-
satoren ermoglicht. In Bezug auf ihrer Wirkung konnen wir
diese Fermente in zwei grossen Systemen zusammenstellen:
entweder aktivieren sie den Nihrstoff, 16sen dessen Wasser-
stoffatome ab und iibertragen diese dem Sauerstoff, oder aber
sie aktivieren den molekularen Sauerstoff, der in dieser Form
mit dem Substrat reagieren konnte (148). Vielleicht wirken beide
Systeme bei der Atmung zusammen unter Mitwirkung von
Zwischenkatalysatoren.

Die in der zuerstgenannten Weise wirkenden Fermente hat
man als Dehydrasen bezeichnet. Sie zeigen grosse spezifische
Differenzen auf. Man kann zwei Gruppen von Dehydrasen un-
terscheiden: diejenige, an welcher Wirkung ein Co-Ferment (Co-
Zymase, Warburgsches Co-Ferment '), u.a.) und das Flavinen-
zym beteiligt sind und diejenige, bei welcher diese Komponenten
nicht vorhanden sind.

Wir beschiftigen uns nur mit der zuerstgenannten Gruppe
von Dehydrasen.

Es eriibrigt sich eine Zusammenstellung aller Dehydrasen zu geben, die
in dieser Richtung untersucht wurden, da sie von EvLER und ADLER (22)
in tabellarischer Ubersicht zusammengefasst worden sind. Ich erwihne
nur, dass Enzyme, die an der Dehydrierung von Alkohol (18, 21, 128),
Kpfelsdure (127, 131, 128, 98, 5), Citronensdure (131, 128, 129), Glukose
(3,98), Glycerinphosphorsidure (130), Hexosemono-und diphosphorsiure
(141, 127, 98, 131), Milchsdure ' (Muskelpridparate, 131, 5) beteiligt sind,
das Flavinenzym fiir ihre Wirkung bediirfen. Beispiele von Dehydrasen,
die durch das Flavinenzym nicht aktiviert werden, sind die Milchsdure-
dehydrasen aus Hefe (4) und aus Coli-Bakterien (126), die Bernstein-
sduredehydrase (98), u.a. Dass die Fermente von verschiedener Herkunft
sich ungleich verhalten kénnen, zeigen die Milchsduredehydrasen aus Hefe
und aus Herzmuskeln,

Nicht nur das gelbe Ferment, sondern auch ein Co-Ferment ist ein
integrierender Bestandteil dieser Dehydrierungssysteme. Sie zeigen eine
starke Spezifitat: z.B. wird das Enzym, welches den Robison-ester dehy-
driert, nur durch das Warburgsche Co-Ferment aktiviert (141), wihrend
die Aktivierung der Alkoholdehydrase bloss durch die Co-Zymase her-
vorgerufen wird (22). Eine vollstindige Tabelle aller untersuchten Fille
findet man wieder in der Arbeit von EurLer und AbprLer (22)., Die Glukose-
dehydrase der Leber ist das einzig bekannte Beispiel einer Dehydrase,

1) Das Warburgsche Co-Ferment.= Co-Dehydrase II = das wasserstoff~
iibertragende Co-Ferment.
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die sowohl von der Co-Zymase wie von dem Warburgschen Co-Ferment
aktiviert wird. (Das, 12).

Eine Erklirung der Co-Fermentaktivierungen zu geben, die
sicher fiir alle Fille zutrifft, ist bis jetzt nicht moglich. Es war
jedoch ein wesentlicher Fortschritt, als EvLEr und AbprLer (20)
nachweisen konnten, dass das Co-Ferment funktionell nicht mit
dem Flavinenzym, sondern mit der Dehydrase verkniipft sei.

EurLer und KrussmMaN (34) beobachteten, dass die Geschwindigkeit der
Dehydrierung von Alkohol durch Apozymase, mit Methylenblau als Was-
serstoff-Acceptor, durch Belichtung erhoht wird. Wahrend die Dehydrie-
rung im Dunkeln allein stattfindet, wenn Flavinenzym und Co-Zymase
zugefiigt worden sind, tritt die Reaktion nach EurLer und AbLErR bei Be-
lichtung auch ohne Flavinenzym ein. Diese Erscheinung ist so zu deuten:
das Methylenblau wird von den Lichtstrahlen aktiviert und in dieser Form
reagiert es sofort mit den aktivierten Substratwasserstoffatomen. Der Zu-
satz von Co-Zymase bleibt notwendig; sie reagiert also mit der Dehydrase.

Spidter weist EULER darauf hin, dass die Co-Fermente zu den-
jenigen Stoffen zu rechnen sind, welche in Verbindung mit einer
ligatorischen Gruppe (einem Triger) einen sehr viel hoheren,
oft spezifischeren Grad von Aktivitit gewinnen konnen. ,Die
Verbindung eines solchen Aktivators mit einer ligatorischen
Gruppe nimmt den Charakter eines Enzyms an, dessen kathep-
tische Gruppe der Aktivator darstellt”. (EuLer, 24, Seite 1).
Analoge Erscheinungen beobachtet man bei der Flavinphosphor-
saure (114, 119, 121) und vielleicht beim Chlorophyll (111). Man
ist noch weit davon entfernt, erwiesen zu haben, dass man diese
Anschauung auf alle obengenannte Enzymsysteme iibertragen
darf. Ihre Richtigkeit wurde jedoch fiir einen Fall gezeigt durch
die Untersuchungen von WaRBURG und CHRISTIAN.

Sie isolierten aus Rattenblutzellen (135, 141) und aus Hefe (136, 141)
einen Proteinkorper, den sie Zwischenferment nannten. Diese Substanz
ist in sehr reiner Form von NEGELEIN und GeRiscHER erhalten worden
(96). Weder das Warburgsche Co-Ferment, noch das Zwischenferment
allein hat Enzymcharakter und reagiert nicht mit dem Robisonester. Fugt
man beide in aequivalenten Mengen zum Ester hinzu, so zeigt sich eine
stiirmische Reaktion, bei der das Co-Ferment unter Aufnahme von zwei
Wasserstoffatomen den Robisonester zu Phosphohexonsiure oxydiert (147).
Da das hydrierte Co-Ferment nicht Autoxydabel ist, ist die Reaktion
nach der Hydrierung beendigt. .

Das Co-Ferment und Zwischenferment verbinden sich zum wasserstoff -
iibertragenden Ferment. Diese Reaktion ist umkehrbar. Aus Lichtabsorb-
tionsmessungen beim Bande 345 my (vgl. S. 77) konnten NeGeLEIN und Haas
zeigen, dass bei einer Konzentration von etwa 10—5 mol/Liter die Hilfte
des wasserstoffiibertragenden Fermentes in Co-Ferment und Zwischen-
ferment dissoziiert (97). Die Abweichungen, die THEorReLL (117) bei seinen
kataphoretischen Messungen erhalten hat, und nach den, beim pu 74,
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keine Verbindung. zwischen Co-Ferment und Zwischenferment nachweis-
bar' ist, sind noch nicht erklart worden,

Das Co-Ferment (Co) verbindet sich also mit seinem Trager
{(der bis jetzt Dehydrase (D) oder Zwischenferment genannt
wurde) zum wirksamen wasserstoffiibertragenden Ferment (DCo),
die eigentliche Dehydrase. Diese reagiert mit dem Substrat
(SH,) nach der Gleichung

SH, + DCo —» S + DCoH,

in der S das oxydierte Substrat darstellt.
Das hydrierte Ferment reagiert weder mit Luftsauerstoff, noch
mit Methylenblau; vom Flavinenzym (F) wird es dehydriert:

DCoH, + F — DCo 4 FH,.

Da das hydrierte Flavinenzym autoxydabel ist, oder mit
Methylenblau reagiert, geht die Reaktion bei Anwesenheit einer
dieser H-Acceptore weiter, z.B. nach der Gleichung

FH2 + 02 - F + H202.

Dass diese Anschauungsweise zutrifft, ist von WarBurG, CHRIs-
TIAN und GRIEsE (147) und von Eurer und AbLER (22) erwiesen
worden. Die Befunde erkliren, weshalb bei der ,,Aktivierung”
sowohl ein Co-Ferment, wie das Flavinenzym notwendig sind.

§ 4. Die Co-Fermenle,
A. Die Co-Zymase.

Ich mochte hier kurz niher eingehen auf die biologische Bedeutung der
Co-Zymase. Nachdem HarpeEN und YoUNec nachgewiesen hatten, dass Hefe-
presssaft durch Dialyse in zwei Teile, einen enzymatischen, thermolabilen
und einen thermostabilen, getrennt werden kann, welche beide an sich
inaktiv, durch Vermischen wieder girwirksam werden, hat man =zeigen
konnen, dass der thermostabile Stoff (die Co-Zymase nach Eurer und
MyrBiack, 35) auch viele andere Fermentwirkungen aktiviert. So ist sie
verbunden mit der die alkoholische Gérung einleitenden oxydoreduktiven
Spaltung der Hexosen bezw. Hexosemonophosphaten (36, 14), mit der
Dehydrierung von Aethylalkohol, Ameisensiure, Apfelsdure, Citronensiure,
Glukose, Glutaminsdure, Milchsdure (ANDERSSON, 8, 9). Dazu ist zu be-
merken, dass diese Versuche ausgefithrt worden sind, bevor die Trennung
zwischen Warburgschem Co-Ferment und Co-Zymase noch bekannt war.

Zusammenfassende Berichte iiber Co-Zymase sind von Mryrsack (85, 88)
verdffentlicht worden.

Die neuesten Ansichten, nach welchen die Co-Zymase die abgespaltene
wirksame Gruppe eines Fermentes darstellt, wurden schon erwidhnt. Sie
enthilt jedoch verschiedene Gruppen, die jede auf bestimmten enzymati-
schen Wirkungen aktivierend wirken konnen. So verliert sie durch Er-
wirmung ihre aktivierende Wirkung auf die Gérung, doch sie erhsht auch
dann noch die Geschwindigkeit der Glykolyse der Rattenmuskeln (31, 32, 39).

Die chemische Konstitution der Co-Zymase wurde noch nicht véllig
aufgeklart. MyrBick mit LarssoN und OrrensLap (92, 93, 94), und EuLer
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mit ArLBers und ScHLENK (27, 28) erhielten hochgereinigte Prédparate aus
Hefe. Sie sind jetzt vollig frei vom. Warburgschen Co-Ferment (94, 28).

Co-Zymase ist ein Derivat von Adenylsidure, die durch eine kriftige
Sdure-Hydrolyse in Adenin und Ribose-Phosphorsdure gespaltet wird. Eine
der OH-Gruppen des Phosphorsdure-restes der Adenylsiure ist wieder
mit einem Stoff R esterartig verbunden. Denn, wihrend die freie Adenyl-
sdure zwei Aequivalente Lauge verbraucht bei der Neutralisierung gegen
Phenolphtalein, verbraucht die Co-Zymase nur eines (87). Nach MyRBick
wiirde ein Teil der Formel sein: CyH,N,-C,H;O,0P(OH)R. Da bei der
Hydrolyse auch Nicotinsdure-amid gebildet wird, muss die Restgruppe R
diese Substanz enthalten (28).

Co-Zymase ist eine stark reduzierende Substanz (88, 90, 94). Durch kurze
Erhitzung in schwach alkalischer Losung (5 Min. in 0,03 n NaOH) wird die
reduzierende Gruppe vernichtet (etwa 2/3 der reduzierenden Wirkung
verschwindet) und eine saure Gruppe entsteht. Die Substanz wird véllig
inaktiviert. Diese Reaktion ist keiner Spaltung der Bindung zwischen
Adenylsdure und Stoff R zuzuschreiben, bei der die zweite OH-Gruppe
des Phosphorsdure-restes frei werden sollte. Das erwies sich nach Unter-
suchnung der Einwirkung der Adenylsdure-desaminase (95). Das Enzym,
das nur Adenylsdure und Adenosin angreift, desaminierte weder die aktive,
noch die inaktive Co-Zymase. Bei alkalischer Erwidrmung wird also der
Rest R nicht von der Adenylsiure abgeldst; auch muss die reduzierende
Gruppe sich in R befinden.

Das Vorkommen der reduzierenden Gruppe ist fiir die Tétigkeit der Co-
Zymase wesentlich, da ihre Inaktivierung mit der Zerstérung des Reduk-
tionsvermogens parallel geht, sowohl in ihrem zeitlichen Verlauf, wie in
ihrer Abhingigkeit vom pH (94).

In einer soeben erschienenen vorldufigen Mitteilung geben ScHLENK und
EuLer als Arbeitshypothese die folgende Formel der Co-Zymase, welche
die erwédhnten Eigenschaften dieser Substanz zum Ausdruck bringt (107):
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Die Frage, ob die als Co-Zymase bezeichneten Pr#parate von verschie-
dener Herkunft gleich sind, kann man natiirlich nicht in aller Schirfe
beantworten. Nur so viel ist sicher, dass MyrBick aus verschiedenem
Material (z.B. aus Kaninchenmuskeln) einen Stoff isolieren konnte, der
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vollig mit der Hefe-Co-Zymase identisch ist (89), und dass Eurer und
GiinTHER nur sehr geringe Differenzen in der Temperaturstabilitdt zwischen
der Hefe-, Muskel- und Erbsen-Co-Zymase beobachten konnten (30).

B. Das wasserstoffiibertragende Co-Ferment.

Das wasserstoffiibertragende Co-Ferment ist die' wirksame Gruppe der
Hexosemonophosphorsiure-Dehydrase (S. 74). Es ist von WaRrBURG und
CHRISTIAN aus Pferdeblutzellen und Herzmuskeln isoliert worden (135, 136,
147), spidter auch von EuLErR und ApiLer aus Hefe (22). Aus 250 L Pferdeblut
wurde 1 gr der Substanz erhalten. Die reinsten Priparate (146, 147) ent-
halten 129% N und 123% P. Sie liefern bei der hydrolytischen Spaltung
Phosphorsidure (3 Mol), Adenin (1 Mol), Nicotinsdure-amid (I Mol), und
eine Pentose (2 Mol). Das Vorkommen dieser Spaltungsprodukte weist
schon auf die chemisch nahe Verwandtschaft zwischen diesem Co-Ferment
und der Co-Zymase hin. WARBURG und CHRISTIAN (147) geben als die wahr-~
scheinlichste empirische Formel: C,,H,,0,;N,P;.

Durch Kataphorese-Versuche hat THEoORELL (115) nachgewiesen, dass das
Co-Ferment eine Sdure ist, die in zwei Stufen dissoziiert. Jede Stufe
entspricht eine Dissoziation von zwei H-Ionen (116). Es handelt sich wahr-
scheinlich um eine einfache Veresterung von zwei Phosphorsiureresten;
der dritte ist mehrfach verestert, so dass dieser nicht als eine S&ure
titriert werden kann.

Die Wirkung des Co-Ferments wird durch Temperaturerhéhung - ver-
nichtet; am leichtesten in schwach alkalischer Lésung (142). Auch durch
Bestrahlung mit ultra-violettem Licht wird es inaktiviert (145).

Die katalytische Wirkung des wasserstoffiilbertragenden Co-Ferments
liegt in seiner reversiblen Reduzierbarkeit (147); ein Molekiil Wasserstoff
wird gebunden. Durch Platin und Wasserstoff, in alkalischer Ldsung, wird
es irreversibel hydriert, unter Aufnahme von 3 Molekiilen Wasserstoff.
Nach einer reversiblen Hydrierung nimmt es bei dieser Behandlung nur
zwei Wasserstoffmolekiile auf.

Der Pyridinring des Co-Ferments nimmt bei diesen Hydrierungsreaktio-
nen den Wasserstoff auf; er wandelt sich nach totaler Reduktion in einen
Piperidinring um, da jetzt nach Siurehydrolyse kein Nicotinsdureamid
nachweisbar ist. Diese Erscheinungen wurden ebenfalls durch Untersuchung
des Uliraviolettspektrums des Co-Ferments und seine Anderungen bei der
Hydrierung erwiesen. Das Co-Ferment zeigt einen Absorbtionsband bei
260 m y, der von den C=N-Bindungen verursacht wird (3 in Adenin und
1 in Nicotinsdureamid). Nach der totalen Reduktion ist der Band abge-
schwicht, da die C=N-Bindung des Nicotinsdureamids verschwindet. Bei
der reversiblen Hydrierung bleibt der Band 260 m , unvermindert bestehen
und ist ein neuer Absorbtionsband bei 345 m , nachweisbar. Im Pyridinring
- verschwindet also die C=N-Bindung nicht, und muss die reversible
Reduktion an einer der C=C-Bindungen stattgefunden haben (147).

Das Warburgsche Co-Ferment aktiviert die Dehydrierung von Hexose-
monophosphorsdure (135, 147), Milchsdure, Apfelsdure (131), Glukose (25,
12) und Citronensiure (128). Doch besteht die Moglichkeit, dass die ver-
wendeten Priparate mit Co-Zymase verunreinigt waren.

Das wasserstoffiibertragende Co-Ferment und die Co-Zymase sind che‘
misch nahe verwandt und zeigen in ihrer biologischen Bedeutung grosse
Ubereinstimmung. Ich fasse im Folgenden die Differenzen, die zwischen
‘beiden bekannt sind, in tabellarischer Form zusammen:
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1. Co-Zymase aktiviert die Alkoholdehydrase (21, 27), und nicht die
Hexosemonophosphorsduredehydrase.

Co-Dehydrase II aktiviert die Hexosemonophosphorsaure—Dehydrase
(141) und nicht die Alkoholdehydrase.

Co-Zymase enthilt 2 P-Atome (28).

Co-Dehydrase II enthilt 3 P-Atome (147).

Co-Zymase ist eine einbasische Saure (28).

Co-Dehydrase II ist eine vierbasische Saure (115, 116).

Co-Zymase ist relativ stabil gegen Temperaturerhohung; Co-Dehydrase 11
wird schneller inaktiviert (24).

Durch Adsorbtion an Aluminiumoxyd oder durch Cuprosalz-Fallungen
ist eine Trennung der beiden Co-Fermente moglich (22, 28).

;s W

§ 5. Das Flavinenzym.

WarBURG und CHRISTIAN isolierten aus Bierhefe das gelbe Oxydations-
ferment (Flavinenzym) (136, 141), das spédter von THEORELL in sehr reiner
Form erhalten. wurde (114, 121). Erwidhnt wurde schon, dass bei der
Dehydrierung von Hexosemonophosphorsdure zu Phosphohexonsdure (147),
der Substratwasserstoff auf den Co-Enzymteil der Dehydrase iibertragen
und von der Farbstoffkomponente des Flavinenzyms aufgenommen wird
unter Bildung einer Dihydroverbindung (Leukoflavinenzym). Dement-
sprechend kommt es im anaeroben Versuch zu einer Entfarbung des Fla-
vinenzyms, die WArRBURG und CHRISTIAN in lebenden Milchsdurebakterien
(Bact. Delbriickii) spektroskopisch nachweisen konnten (139, 141). Bei
Zutritt von Luft reagiert das Leukoflavinenzym mit dem Sauerstoff und
in wenigen Sekunden erscheint die gelbe Farbe wieder. Bei dieser Reaktion
entsteht Wasserstoffsuperoxyd (141).

Die wasserstoffilbertragende Wirkung des gelben Ferments wird ver-
nichtet, sobald die Flavinkomponente vom Eiweissrest abgespaltet wird
114).

THEoRELL hat die Wirkungsgruppe des Hefeflavinenzyms rein dargestellt
(119), wiahrend THEORELL, KARRER, ScHOPF und Frel sie aus der Leber iso-
lieren konnten {123). Sie ist eine Flavinmonophosphorsdure: C,,H,,O,N,P
(119) und verhilt sich in jeder Beziehung als ein Co-Ferment: sie ist koch-
bestidndig, dialysabel, steht chemisch den Nucleotiden nahe und zeigt keine
Fermentwirkung. Die reinsten Enzympréparate enthalten 0,64% ihrer Menge
an Flavinphosphorsiure (121).

Die Proteinkomponente erhilt man durch Dialyse des gelben Ferments
gegen verdiinnte Salzsdure (114, 121). Sie kann sich mit der Flavinphos-
phorsédure vereinigen und der synthetische Produkt zeigt grosstenteils die
gleiche enzymatische Wirksamkeit wie das natiirliche gelbe Ferment (121,
123). Die Wirkungsgruppe zeigt aber eine ausgesprochene Spezifitit in
Bezug auf den kolloidalen Tréger; dieser ist durch keine andere Eiweiss-
substanz als die natiirliche zu ersetzen (121, 119).

Man kann die Wirkungsgruppe weiter aufspalten in Flavin und Phosphor-
siure. Das Flavin verbindet sich nicht mit der Eiweisskomponente zum
gelben Ferment (118). Eine Trennung zwischen Ferment und Flavin (und
freier Wirkungsgruppe) wird ermoglicht, weil letzteren durch diinne
Kollodiummembranen diffundieren. Diese Eigenschaft benutzt man bei der
quantitativen Bestimmung des Flavinenzyms.

In der Natur liegen freie und gebundene Flavine vor, sowohl in aeroben
wie in anaeroben Zellen. Freie Flavine findet man vorwiegend in Kuhmilen
(Lactoflavin), Harn und in den Netzhiuten der Fische (68, 62, 15, 16, 19),
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wihrend das Enzym besonders in Zelien mit einer starken Atmung vor-
kommt (Milchsiurebakterien, Hefe, Leber, Niere, Herz, 141, 16, 76). Tabel-
larische Ubersichte der in den Zellen vorhandenen Flavinmengen, findet
man in den Arbeiten von EuLer und Mitarbeitern und von WAGNER-JAUREGG
(17, 28, 16, 76, 125).

Das Flavin ist rein dargestellt worden aus Leber (51, 75), Léwenzahn-
bliiten (55), Milch (66) und Griinalgen (43). Die Produkte verschiedenster
Herkunft (aus Leber, Gras, Malz, Eigelb, Fischaugen) sind mit Lactoflavin
identisch (75, 51, 67, 54, 48, 56).

Lactoflavin hat die Strukturformel:

CH,(CHOH),CH,0H
¥ N . N
H, \ A \(FO i(:‘;'{;glg::zt?g)l& (d,1-ribityl)
Ha()\ N\ SR
" N €0

in welcher die Zuckerseitenkette ein d-Riboserest ist.

Synthetisches Lactoflavin wurde von Karrer und von Kunx hergestellt
(47, 33, 57). Auch Flavine mit anderen Zuckerresten sind beschrieben
worden; so sind 6 Stereo-isomeren des Lactoflavins bekannt (52). Ihre
physischen Eigenschaften sind fast nicht von der chemischen Konstitution
des Zuckerrestes abhingig, wihrend die physiologische Wirkung beim Ersatz
des d-Riboserestes durch andere Zucker, soweit die Erfahrungen reichen,
vollstandig aufhdrt (untersucht wurde nur die Wachstumswirkung auf Rat-
ten, als Vitamin B,, 33). Auch die Stellung der Phosphorsiure im Molekiil
scheint von Bedeutung zu sein (72, 73, 104, 125),

Durch Belichtung in !4n Natronlauge wird das Flavin, das ein griin
fluoreszierender, leicht loslicher Farbstoff ist, in einen Photoderivat (Lumi-
flavin) von &hnlichen spektralen Eigenschaften umgewandelt. Wihrend das
Flavin sich aus seinen wiéssrigen Losungen weder bei alkalischer, noch
bei saurer Reaktion mit organischen Losungsmitteln ausschiitteln lisst,
geht das Lumiflavin bei saurer Losung leicht in Chloroform iiber. Hier hat
man also eine Moglichkeit gefunden, die Trennung zwischen beiden Sub-
stanzen zu Stande zu bringen.

Das griine Fluoreszenzlicht des Lumiflavins erscheint bei spektraler
Zerlegung als einen kontinuierlichen Band, der von 500 bis etwa 630 m 4
reicht (138). Seine Intensitdt ist abhiingig vom pH und von den Sub-
stanzmengen (49, 69). :

Das Lumiflavin kristallisiert und hat die Zusammensetzung C,;H,,N,O,
(137, }38, 140). Es wurde synthetisch dargestellt (110, 71) und hat die
Formel:

CH,
!

N N
Ha(l/ \.7/ \(':0 6, 7, 9, trimethyl-iso-alloxazin)

H; P NH -
/ .
Y
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Die photochemische Zerstérung des Flavins ist jedoch eine sehr kompli-
zierte Reaktion. In schwach saurer Losung entsteht ein blaufluoreszierender
Stoff: das Lumichrom, wiahrend in schwach alkalischer Losung, Lumichrom
und Lumiflavin gebildet werden. Lumichrom ist 6,7-Dimethyl-alloxazin
(C,2H;,O;N,; 50, 53, 74).

TheorerL (122) hat nachgewiesen, dass die Zerstérung in Abwesenheit
von Sauerstoff viel schneller geht als wenn Sauerstoff anwesend ist; auch
erfolgt der Abbau bei saurer Reaktion am langsamsten und im alkalischen
Milieu am schnellsten. Bei' der Bestrahlung ohne Sauerstoff bildet sich
zuerst Deuteroleukoflavin, mit Sauerstoff oxydiert es sich sofort zum
Deuteroflavin. Nur in stark alkalischer Lésung geht das Deuteroflavin
quantitativ in Lumiflavin iiber und wird kein Lumichrom gebildet. Der
Sauerstoff wirkt also schiitzend gegen die Zerstorung durch Belichtung,
doch ist er fiir die Bildung des Lumiflavins unbedingt erforderlich.

Es ist wichtig zu bemerken, dass unter bestimmten Verhéltnissen die
Umwandlung des Flavins in Lumiflavin mit sehr guter Ausbeute vor sich
gehen kann, unabhingig von dem Reinheitsgrad des Praparates (76).

Die Flavine und ihre Leukoverbindungen stellen Redoxsysteme dar. Auf
diese Eigenschaft ist die Wirkung des gelben Ferments zuriickzufiihren.
Man hat das Redoxpotential des Lactoflavinsystems, im aequimolaren Ge-
misch der oxydierten und reduzierten Stufe auf —0,2 V. (pH:7,0) be-
stimmen koénnen (10, 70, 109). Die Leukoverbindungen haben also eine
kriftig reduzierende Wirkung.

Das freie Flavin kann ebenfalls als Wasserstoffacceptor bei enzymatischen
Dehydrierungsreaktionen fungieren (132). So ist es auch klar, dass der
Zusatz von freiem Flavin zu Zellen eine Atmungssteigerung hervorrufen
kann. Nach Eurer und AbpLEr erhoht Lactoflavin die Atmung der Milch-
sdurebakterien (Thermobacterium helveticum) (1); nach Laser die von
Bindegewebskulturen (80).

§ 6. Uber die Beteiligung des Flavinenzyms an den Atmungs-
reaktionen. :

In § 3 habe ich den Mechanismus der Substratoxydation durch
Sauerstoff, wie er in vitro durch das System der Dehydrase,
des Co-Fermentes und des Flavinenzyms stattfindet, beschrieben.
Wiirden diese Reaktionen auch in vivo verlaufen, so wire ein
Weg der Sauerstoffatmung der lebenden Zellen bekannt. Das
gelbe Ferment wire dann ein notwendiger Zwischenkatalysator
eines Atmungsprozesses,

Nur ein einziges Beispiel eines Atmungsvorganges ist bekannt
geworden, in welchem ein Dehydrierungssystem, nach oben-
erwiahntem Prinzip, wirksam ist. Es ist die Sauerstoffatmung
anaerob geziichteter Milchsdurebacterien (Bact. Delbriickii),
also ein sehr unphysiologischer Prozess.

WarsUR¢ und CHriSTIAN (141) griinden diese Auffassung auf folgende
Erwigungen: die Zellen entbehren das sauerstoffiibertragende Hiaminfer-
ment; die Atmung wird weder durch Blausdure, noch durch Kohlenoxyd
gehemmt; die Bakterien enthalten viel gelbes Ferment; Wasserstoffsuper-

oxyd wird gebildet und man kann spektroskopisch die Oxydation und
Reduktion der Wirkungsgruppe des Flavinenzyms wihrend der Atmung
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verfolgen. Auch ist die, aus Atmung und Farbstoffgehalt der'Bakterien,
errechnete katalytische Wirksamkeit des gelben Ferments gleich der: in
vitro gefundenen.

Als Mass der katalytischen Wirksamkeit wéahlten sie die Wechselzahl
Aus dem Flavingehalt der Bakterien kann man leicht die Sauerstoffmenge
berechnen, die das Leukoflavinenzym bei einer einmaligen Oxydation bindet
(a Mole). Setzt man voraus, dass das gelbe Ferment allen aktivierten
Substratwasserstoff iibertrdgt, und ist ausserdem die Atmungsgrosse ‘der
Bakterien bekannt (b Mole O, pro Minute), so ergibt sich, wie oft das

erment seinen Oxydationszustand pro Minute wechselt, Dieser Wert (b/a)
wird als Wechselzahl bezeichnet. Sie betrdgt fiir Milchsdurebakterien 4 30,
und ist von derselben Grossenordnung, wie die Zahl, die im Modellversuch
(die Oxydation der Hexosemonophosphorsdure) erhalten wurde. Hier ist
der hochst gemessene Wert der Wechselzahl 55 (b stellt dann die Oxyda~
tionsgeschwindigkeit im Modellversuch dar, 121).

Obschon das gelbe Ferment in allen blsher untersuchten,
aeroben Zellen vorkommt, ist es sehr -merkwiirdig, dass die
Sauerstoffatmung durch das Ferment quantitativ bedeutungslos
ist. Ich mobchte jedoch gleich bemerken, dass diese Meinung
sich nur griindet auf Versuchsresultaten, die mit Hefe und
Essigbakterien gewonnen wurden. ",

PR

Blausdure und Kohlenoxyd hemmen die Wirkung des gelben Fermentes
im Modellversuch nicht; da sie jedoch die Atmung der lebendigen Hefe-
zellen, u.a. sehr stark hemmen, kann das Flavinenzym nur in geringen
Masse an dem normalen Atmungsprozess dieser Zellen beteiligt sein. Aus
der Grosse der Wechselzahl berechneten WarBURG und CHRISTIAN, dass das
gelbe Ferment in der Bickerhefe 1/27 und in den Essigbakterien 1/630
des Atmungssauerstoffs iibertragen kann.

Cytolysiertes und klar zentrifugiertes Blut oxydiert zugefiigtes Hexose-
monophosphat nicht, obwohl das Monophosphat-Dehydrasesystem sich in
der Losung befindet. In der Fliissigkeit (und in den Blutzellen) liegt also
ein Mechanismus vor, der in noch vollkommen unbekannter Weise, ver-
hindert, dass das Flavinsystem wirksam ist (135).

OGSTON und GrEEN haben nachgewiesen, dass die Veratmung von Milch-
siure, Hexosemono- und diphosphorsdure und von Alkohol durch Hefe
vollig von Blauséiure gehemmt wird, obschon in den Zellen Dehydrasen
anwesend sind, deren Wirkung fiir dleses Gift unempfindlich ist (99). -

Man darf die Versuche iiber die Atmungshemmungen durch
Blausiure nicht so erkldren, dass der Luftsauerstoff vom Himin-
ferment aktiviert wird und in dieser Form nicht das Substrat,
sondern das Leukoflavinenzym oxydiert. Dann miisste in blau-
sdurevergifteten Zellen die Oxydation des gelben Fermentes
gehemmt sein, was nicht der Fall ist. Das Flavinenzym ist also
nicht mit dem Eisensystem verbunden, sondern liegt frei neben
ihm. Ihre Wirkung beobachtet man in der HCN-unempfindlicher
Restatmung (vgl. jedoch 7) ' Y

Alle diese Versuche weisen darauf hin, dass in den unter*
suchten aeroben Zellen, trotz der Anwesenheit von- Substrat,
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Sauerstoff und von einem Dehydrase-Flavinenzymsystem, letzteres
nicht, oder in sehr geringen Mengen den veratmeten Sauerstoff
iibertragt. Deshalb halten WarBURG mit CurisTian (141) ‘und
OgsTOoN mit GREEN (99), die im isolierten System verwirklichte
Funktion des Flavinenzyms, als Wasserstoffiibertriiger mit Sauer-
stoff als Acceptor, fiir kiinstlich und unbiologisch. Wie erwihnt,
trifft dies fiir Hefe und bestimmte Bakterien zu; ob es auch
fiir jedes beliebige, aerob atmende Zellmaterial immer zutreffen’
wird, wire noch niher zu beweisen.

Es liegen bis jetzt nur wenige Untersuchungen vor, die zeigen,
dass die Flavinenzymmenge der Zellen keine konstante Grosse
ist und dass”sie vom Entwicklungszustand und den Aussen-
bedingungen abhingt.

Nachdem ich (45) nachgewiesen hatte, dass die gesammte Flavinmenge
in Erbsenpflanzen wihrend der Keimung fortwahrend zunimmt, beobach-
teten EurLer und DaHL dieselbe Erscheinung bei Hafer (29). Die Menge des
gelben Fermentes nimmt dabei relativ ab, jedoch bedeutete es immer noch
eine grosse absolute Steigerung seiner Menge.

In etiolierten Pflanzen befindet sich mehr Flavin als in griinen Pflanzen
(26, 45).

PeETT untersuchte, in wie weit die Flavinbildung der Hefe von den
Aussenbedingungen abhéngig ist. Nach Phosphatzusatz zur Nihrlosung
wird die Menge grosser; so auch nach Zusatz von den Substanzen, die den
normalen Atmungsmechanismus schédigen oder unwirksam machen (z.B.
mit KCN, 100, 101).

III. METHODISCHES.

§ 7. Isolierung und Bestimmung der Enzyme und Co-Fermente.

In diesem Abschnitt gebe ich eine kurze Beschreibung der
Isolierungs- und Bestimmungsmethoden der in dieser Unter-
suchung verwendeten Enzyme und Co-Fermente.

A. 1. Das Flavinenzym.

Das gelbe Ferment isolierte ich aus Bierhefe, nach dem von WaRrBURG
und CHRISTIAN (41) angegebenen Verfahren.

In der tiblichen Weise wird aus der Trockenhefe der ,Lebedew”-Saft
bereitet und dieser mit Bleisubacetat (1/10 der von WARBURG und CHRISTIAN
verwendeten Menge) von vielen Begleitstoffen befreit. Nach Entfernung
des iiberschiissigen Bleis aus der Fliissigkeit, erhilt man das Enzym durch
eine fraktionierte Acetonfdllung, nach Siattigung der Loésung mit Kohlen-
saure. Man lost den enzymhaltigen Niederschlag in Wasser und wiederholt
das Verfahren zwei Mal. Dann wird das gelbe Ferment mit Methanol
gefallt und getrocknet.

Nach dem zweiten Reinigungsverfahren der genannten Forscher wird
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das Fermentpulver mit 1%-iger Kochsalzlosung verrieben und mit etwas
Chloroform und Octanol geschiittelt. Nach Zentrifugierung, dialysiert man
die Losung und wird sie im Vakuumexsiccator zum Trockne verdampft.
Das Enzympriparat enthdlt etwa 0,4 mgr. Lumiflavin pro gr Trocken-
substanz.,

2. Die Bestimmung der totalen Flavinmenge.

'Zur Flavinbestimmung sind die zerriebenen Pflanzenteile mit 60%-igem
Alkohol bei 60°-70° wahrend 3 bis 4 Stunden extrahiert worden; danach
der Geweberiickstand noch zwei Mal. Alles vorhandene Flavin lést sich
in dieser Weise. Die vereinigten Alkoholextrakte werden im Vakuum - bei
40° eingeengt bis auf etwa 30 ccm, worauf man den eingetretenen Nieder-
schlag abzentrifugiert. Man schiittelt die Lésung mit "Aether aus, bis dieser
keine Fluoreszenz mehr zeigt. Der wissrige Extrakt wird. alkalisch gemacht
(}2 n NaOH). Durch Belichtung, mit einer 500 Watt, Lampe wihrend
3 Stunden in etwa 10 cm Entfernung unter gleichzeitiger Wasserkiihlung
und Liftung, wird das Flavin in Lumiflavin iibergefiihrt. Man extrahiert
das Photoderivat aus saurer Lésung vollstindig mit Chloroform und
trocknet iiber wasserfreiem Natriumsulfat.

Die Flavinbestimmung griindet sich auf die Fluoreszenzmessung dieser
Lumiflavinlosung mit dem Zeiss-schen Stufenphotometer oder mit dem
von CoOHEN konstuierten Apparat (1l1). Als Fluoreszenzstandard verwendete
ich Losungen von reinem Lumiflavin, Es wurde also die Methodik des
Stockholmschen Biochemischen Institutes angewandt, die genau beschrieben
worden ist von EuLer und Danr (29).

Die Uberfithrung des Flavins in Lumiflavin ist keine quantitativ ver-
laufende Reaktion. Durch Kontrollmessungen konnte gezeigt worden, dass
die Verluste gering sind (26, 45). Was die Versuchsfehler der Messungen
anbetrifft, so diirften diese hochstens 10% betragen.

Ich weise darauf hin, dass ich alle in dieser Arbeit angegebenen Flavin-
mengen in y Lumiflavin ausgedriickt habe.

3. Das Lumiflavin.

Die Lumiflavinbestimmung beruht auf dem Vergleich der Intensitit des
Fluoreszenzlichtes der zu messenden Lésung und einer Losung, mit be-
kanntem Gehalt der reinen Substanz.

Das kristallisierte Lumiflavin, dass ich fiir diese Vergleichslosung brauch-
te, habe ich in folgender Weise erhalten. Ich extrahierte das Flavin aus
Bickerhefe mit verdiinntem Alkohol. Letzterer wird aus dem Extrakt im
Vakuum entfernt, die Triibung abzentrifugiert und die Ldosung mit Aether
ausgeschiittelt. Nach Verjagen des Aethers wird die wissrige Schicht auf
3% HCI gebracht. Durch Adsorbtion an Fullererde und Elution mit einem
Gemisch von Wasser, Methanol und Pyridin (Volumverhiltnis 2:1:1)
reinigt man den Farbstoff {26). Die Elution wird im Vakuum auf kleines
Volumen eingeengt und von kolloidal geldster Fullererde befreit durch
Fillen mit Alkohol. Der Alkohol wird entfernt, das Flavin durch Belichtung
in Lumiflavin iibergefiihrt und dieses nach WAaARBURG und CHRISTIAN ge-
reinigt (141). Das Lumiflavin kristallisierte nach der Reinigung in saurer
Lésung aus. :

B. Das Zwischenferment.

Das Zwischenferment habe ich aus ,Lebedew”-Saft erhalten, nach
WarBURG und CHRISTIAN (141). Durch Verdiinnung des Saftes mit Wasser
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und nach Sittigung mit Kohlensdure bildet sich in der Kilte ein Nieder-
schlag des Fermentes, der sich mit Bicarbonat im urspriinglichen Volumen
Wasser lost. !
C. Die Apo-Zymase.

Die Trockenunterhefe wird mit Wasser geschiittelt und abzentrifugiert.
Man wiederholt das Waschen so oft, bis der Riickstand mit Zucker, Phos-
phat und Zymophosphat gemischt, nur eine schwache Girung gibt (héch-
stens 0,2 cem CO, pro Stunde und 400 mgr Trockensubstanz des Enzyms).
Das Ferment wird in einer diinnen Schicht auf Glasplatten gestrichen. An
der Luft trocknen lassen. Man zerkleinert die trockene Apo-Zymase grob
(MYRBiCK, 85).

Die verschiedenen Priiparate zeigen bisweilen eine ungleich starke Gér-
wirkung; auch verschlechteren sie nach lidngerem Aufbewahren. Deshalb
habe ich jede Monat die dlteren Priparate auf ihre Aktivitit gepriift durch
Vergleich mit einem frisch hergestellten. Die maximale Girgeschwindigkeit
der Apo-Zymase (400 mgr) war nie geringer als 20 ccm CO, pro Stunde.

D. Die Alkoholdehydrase.

Diese wurde nach einem Vorschrift von EvLER und ApLEr (25) hergestellt.
Man schiittelt die Trockenunterhefe mit der 10-fachen Menge Wasser und
etwas Chloroform und zentrifugiert vom Ungeldsten ab. Bei Gefriertempe-
ratur fallt man die Dehydrase mit 2/3 des Volumens Alkohol, wiischt mit
Aether und trocknet. 200 mgr der Fillung wird in 10 ccm Phosphatpuffer
(pH: 6, 8) gelost und klar zentrifugiert.

Die Losung enthilt sehr wenig Co-Zymase.

E. Die Katalase.

Die Katalase wurde aus dem Sauromatum-Gewebe isoliert nach v. Herk
und BapENHUIZEN (46). Man fillt eine wissrige Ldsung des zerriebenen
Gewebes mit der doppelten Menge Alkohol bei O° und trocknet den
Niederschlag im Vakuumexsiccator. Dieser wird in Wasser suspendiert,
wiéhrend einer Stunde geschiittelt und klar zentrifugiert. Nach Adsorption
an gereinigtem Kaolin und Elution, erhélt man eine Katalase-Losung, die
fast vollig frei ist von Co-Zymase oder Co-Dehydrase II.

F. 1. Die Co-Zymase.

Die gereinigte und in Wasser suspendierte Hefe erwérmt man wihrend 3
Stunden auf 75°—80° und entfernt die Hefereste. Der Saft wird vollstindig
mit Bleiacetat gefillt; die Co-Zymase bleibt in der Lésung. Quecksilbernitrat
féllt sie aus neutraler oder schwach saurer Losung. Das Salz wird zerstetzt
mit H,S, die Fliissigkeit filtriert und durchliiftet. Phosphorwolframsiure
fillt die Co-Zymase dann in saurer Losung. Der mit verdiinnter Schwefel-
sdure gewaschene Niederschlag wird in einer 1%-igen Losung dieser Sidure
aufgeschlammt und wihrend einer Stunde mit einem Gemisch von Aether
und Amylalkohol (1 : 1) geschiittelt. Nach Entfernung der Schwefelsiure
mit Baryt, fadllt man die Co-Zymase wieder mit Silbernitrat aus salpeter-
saurer Losung. Durch Zusatz von Ammoniumhydroxyd kann man ver-
schiedene Fillungen erhalten, die nach Zersetzung mit H,S, Entfernung der
Fillung und nach Durchliiftung, die reine Co-Zyamselosungen geben
(MyRBacK, 85). .

Diese Pridparate wurden in den folgenden Versuchen fast immer verwen-
det; sie enthalten nebenn Co-Zymase, auch Co-Dehydrase II. ’ o

War eine Trennung der beiden Co-Fermente erforderlich, so wurde sie



85

nach einer Vorschrift von Myrsick und ORrTENsLAD (94) ausgefiihrt. Mit
dieser Arbeitsmethode erhielt ich ofters weniger gute Resultate; eine so
grosse Steigerung des Reinheitsgrades der Co-Zymase, wie die Forscher
beschrieben haben, beobachtete ich nicht. Im Laufe dieses Jahres hat man
andere und bessere Trennungsmethoden ausgearbeitet, doch sie konnten.
in dieser Untersuchung noch keine Anwendung finden.

Co-Zymase wird mit Uranylacetat gefillt und der Niederschlag mit
Phosphat zersetzt. Die Herauslosung aus der Fillung gelang nur unvoll-
kommen, Begleitstoffe werden durch vorsichtigen Zusatz von Silbernitrat
und Ammoniak gefillt und dann die Co-Zymase mit Quecksilbernitrat. Man
zersetzt das Salz mit H,S, entfernt den Niederschlag und durchliiftet. Dlese,
Co-Zymase-Losung zeigte keine Co-Dehydrase II-Wirkung.

2. Die Bestimmungsmethode.

Die Co-Zymase-Bestimmung ist ausgefiihrt worden nach Myrsick und
EuLer (91). Sind Apo-Zymase (400 mgr), Glukose (100 mgr) und Hexosedi-
phosphorsaures-Na (0,1 cem einer 10%-igen Losung) in einer 10%-igen
Phosphatlosung (0,5 ccm, pH:6,4) in Uberschuss vorhanden, so ist die
entwickelte CO,-Menge proportional der zugefiigten Co-Zymasemenge
(x cem der Co-haltigen Losung und (1,4 —x) cem Wasser), wenn man,
nach Verlauf einer gewissen Induktionszeit, die maximale Garungsgeschwin-
digkeit bestimmt. Die Bestimmungen sind immer mit zwei ungleichen Men-
gen der zu priifenden Losungen gemacht worden (x und !4 x ccm); sie
stimmen innerhalb den Messfehlern iiberein (+ 4%).

Eine Co-Einheit ist die Co-Zymasemenge, die unter diesen definierten
Bedingungen bei 30° 1 cem CO, pro Stunde entwickelt. Der Reinheitsgrad
eines Co-Zymasepriparates (ACo) ist gleich die Anzahl Co-Einheiten pro
Gramm Trockensubstanz. (85).

G. 1. Die Co-Dehydrase II.

"‘Die Préparate wurden nach den Vorschriften von WARBURG und CHRISTIAN
(141) dargestellt und enthielten noch Co-Zymase.

Pferdeblutzellen werden gewaschen, zentrifugiert, haemolysiert und die
Losung sofort mit dem gleichen Volumen Aceton gefdllt. Das Zentrifugat,
welches das Co-Ferment enthilt, wird wieder mit dem gleichen Volumen
Aceton versetzt und filtriert. Das Filtrat wird nach Einengen im Vakuum
(50°—55°) in schwach essigsaurer Losung fraktioniert gefdllt mit Queck-
silberacetat. Den Niederschlag zersetzt man mit H,S, filtriert und durch-
liftet. Mit Uberschuss Aceton wird die Co-Dehydrase II wieder geféllt und
nachher getrocknet.

2. Die Co-Dehydrase II-Bestimmung.

Die Bestimmung wird folgendermassen ausgefiihrt (142). Wenn im System:
Flavinenzym, Co-Dehydrase II, Zwischenferment und Hexosemonophosphor-
saures-Na, die Komponenten im Verhiltnis zum Co-Ferment in geniigen-
dem Uberschuss vorhanden sind, ist die O,-Aufnahme der Co-Ferment-
menge proportional. Die Messungen miissen immer mit zwei ungleichen
Mengen der zu priifenden Losung gemacht werden und sofort mach dem
Versuchsbegin anfangen. (Versuchsdauer: 30—40 Min). Die Ansidtze ent-
halten: 1 ccm Zwischenferment; 0,2 ccm 0,3 m Hexosemonophosphorsaures-
Na; 0,2 ccm 0,04 n KCN; x ccm Co-Dehydrase II und (2-x) ccm Wasser;
im Anhang 04 cem Flavmenzym (2-3 -y) und im Einsatz 0,2 ecm 10% KOH.
Gasraum, Sauerstoff. . . i
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Eine Co-II-Einheit ist die Co-Dehydrase-II-Menge, die unter diesen
definierten Bedingungen bei 37° 50 ecmm O, pro Min. aufnimmt (141).

Auch an dieser Stelle méchte ich Prof. Jansen und Prof. v. b.
WieLEN, die mir die Messinstrumente zur Verfiigung stellten,
und Prof. KLUYVER, fiir die Uberlassung von Hexosemonophos-
phorsdure, herzlichst danken. Die Hefe wurde mir bereitwilligst
zur Verfiigung gestellt durch die Brauereien ,De Amstel” una
,De Gekroonde Valk”, beide in Amsterdam, wofiir ich sie auch
hier vielen Dank sage.

IV. DIE ATMUNG DER SAUROMATUM-KOLBEN.,

§ 8. _ Die Intensitit der Atmung in den Appendix-Geweben.

Die Infloreszenz von Sauromatum endet in einen auffallend
braun- und rotviolett gefirbten, diinn cylindrischen und sterilen
Korper (Appendix). Im Querschnitt zeigt der mittlere und untere
Teil, ausser der Epidermis, eine 1—2 mm breite, gelbe Aussen-
schicht und eine farblose Innenschicht. Die Grenze ist scharf.
Im Spitzenteil des Organs besteht diese Differenzierung nicht
und liegt nur das gelbe Gewebe vor.

Wihrend der Entwicklung dndern sich diese Gewebe. In ganz
jungen, ungeoffneten Kolben ist die Aussenschicht nur schwach
gefirbt und nimmt die Menge des Pigments bis zum Hoéhenpunkt
der Bliitenperiode zu. Der zentrale Teil ist anfangs ein einheit-
liches Gewebe; kurze Zeit nach der Offnung des Kolbens nimmt
sein Wassergehalt und Trockengewicht ab und bekommt er
grosse Risse. Man kann sich kaum denken, dass die Markzellen
zu dieser Zeit noch eine physiologische Bedeutung haben
konnten.

Nach Versuch I spielen sich die intensiv verlaufenden At-
mungsreaktionen ausschliesslich in der Aussenschicht ab. Pro
Gramm Trockensubstanz und pro Stunde verbraucht sie 19,4
ccm Sauerstoff, wiahrend der zentrale Teil nur 1,8 cem O, auf-
nimmt. _

Die Atmung wird in iiblicher Weise im Warburg-Apparat bestimmt
(Gefidsskonstante fiir Sauerstoff 1,5—1,9; das Volumen des Gewebes wird
aus dem Frlschgewwht berechnet). Das Material wird in diinnen Schnitten
zerlegt, die eine Dicke von * 1 mm haben. Sie werden 3 X in 1/,, mol
Phosphatpuffer gewaschen um den Inhalt der zerschnittenen Zellen zu ent-

fernen. Das pH der Lésung ist 6,8, da dies nach v. HERKk und BADENHUIZEN
das Optimum pH-Gebiet der Atmung ist. Am Ende des Versuchs wurde das
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VERSUCH I

Die Atmung der Gewebeschnitte in 1,4 ccm m/,, Phosphatpuffer, pH=68.
Einsatz der Gefdisse enthilt 0,3 cem 5%-ige KOH. Temp. 20°.

Gasraum: Sauerstoff. Kolben: sofort nach der Offnung; Maxunum der
Erwidrmung, .

.Gelbes” Gewebe | ,Weisses” Gewebe
Gefiiss 1 2 | 3 4 5
Trockenge wicht SR
der Schnitte 18,2 mg 179 mg 213 mg 39,]_‘. .mg 322 mg
Glucose — —_ — 02 ccm 10% —
Hexosediphos- :
phorsaures-Na o —_— —_— _— 0,2 ccm 10%
Wasser 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm —_— _—
0,-Aufnahme )
nach 10 Min 61 cmm 63 cmm 8 cmm 9 cmm 10 cmm
.20 119 121 15 22 21
30 ., 171 175 23 35 32
40 ,, 230 236 32 50 40
0,-Verbrauch pro
mg Trockensub-| 19,0 cam 19,8 cmm 18 cnm 19 cmm ‘ 1,9m
stanz und Stunde: , '

Ploaen

Frischgewicht der Schnitte, nach dem Trocknen der Schmttﬂachen ‘mit
Filtrierpapier, bestimmt. Die Gefisse 4 und 5 wurden eine Stunde - ‘vor
Beginn der Messungen’ "geschiittelt, um das Maximum der Atmung zu
haben, das nicht immer sofort bei Zusatz der verbrennlichen Substanz
da ist.

Man kann die geringe Atmungsintensitit des Markgewebes
nicht einem Mangel an Verbrennungsmaterial zuschreiben, denn
Zusatz von Glucose oder Hexosediphosphorsaurem-Na erhcht
die Atmung nicht. Daraus ergibt sich, dass das Atmungsferment
vollig gesittigt war und es folglich keine grossere Aktivitit ent-
wickeln konnte. Auf diese Erscheinung wurde in unserer ersten
Mitteilung  schon hingewiesen.

Alle Versuche, in den Abschnitten IV bis VI beschrieben,
sind mit der isolierten Rindenschicht ausgefiihrt worden. Nur
in den Fillen, in denen ich die Atmung grosserer Appendix-
Stiicke gemessen habe, wurde das Mark nicht entfernt. Das
Resultat aber d@ndert sich deswegen wenig, da die Atmung dieses
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Gewebes pro gr. Trockengewicht etwa 10 Prozent der totalen
Atmungsintensitidt betrigt und ausserdem sein Trockengewicht
klemer ist als 10% des Wertes fiir den ganzen Kolben.

- Die- im Versuch I angewandte Untersuchungsmethodik: die
Atmungsmessung diinner Gewebeschnitte in Phosphatpuffer,
scheint auf dem ersten Blick eine sehr unphysiologische zu
sein '), Es fragt sich zu beweisen, ob man bei dieser Anordnung
den normalen Atmungswert messen kann. Versuch II erbringt
den Beweis. Mit Riicksicht auf das Resultat von Versuch I
benutzte ich nur das obere Ende der Kolbenspitze, das allein
gelbes Gewebe enthilt.

Die Op-Aufnahme eines 50 mm langen Appendix-Stiickes
wird gemessen. (II A).

Das Atmungsgefiss hat ein Volumen von = 100 ccm und enthilt KOR
(1,0 cem 20%) zwecks Absorption der gebildeten Kohlensiure. Temp. des
Thermostaten: 23°; Schiittelungsgesthwindigkeit 110 Mal pro Min. Gemessen
wird die Voluminderung des Gases bei konstantem Druck. Ein leeres
Kontrollgefdss wird ebenfalls geschiittelt. Genauigkeit der Bestimmung:

1) Nach Sanpers wird die Wirmeproduktion von Arum durch Wundreiz
stark gesteigert. Eine Erklirung dieser Erscheinung wurde nicht gegeben.
Vielleicht wird sie dadurch hervorgerufen, dass die Atmungsgrosse des
Gewebes durch eine mangelnde Sauerstoffversorgung beeintrachtigt ist,
welche erst nach dem Zerschneiden des Organs, also durch Vergrosserung
der Diffusionsoberfliche, den normalen Wert erreicht.

Beim grossen Sauerstoffverbrauch der Sauromatum-Kolben ist es wichtig
zu untersuchen, ob die Sauerstoffversorgung bei den gewahlten Versuchs-
bedingungen zureicht. WARBURG hat fiir einen, von zwei parallelen Flidchen
begrenzten Gewebeschnitt, der sich in einer Losung von konstanter Sauer-
stoffkonzentration befindet, die Grenzschnittdicke, die noch eine ausreichen-
de, Sauerstoffversorgung der innersten Teile des Schnittes erlaubt, abgeleitet.

Reat . d '/8 C

Hier bedeutet d: die Grenzschnittdicke (in cm); c,: der &ussere Sauerstoff-
druck (in Atmosphiiren); D: der Diffusionskoeffizient des Sauerstoffs im
Gewebe (man darf ohne grossen Fehler den Diffusionskoeffizienten im
Gewebe der in Wasser gleichsetzen) und A: die Atmung in ccm O, pro
Minute und cecm Gewebe.

.Aus den Messungen von Versuch I berechnet sich diese Dicke zu 0,6 mm.
Da der Einfluss der Interzellularen nicht beriicksichtigt wurde, rechnet
man zu ungiinstig, so dass bei Einhaltung der angegebenen Dicke, die
Atmungsgrosse nicht durch unzureichende Sauerstoffversorgung beein-
trichtigt sein kann,

Aus Versuch II geht hervor, dass die Dxffusxonsgeschmndlgkext des
Sauerstoffs im intakten Sauromatum-Appendix geniigend gross ist. Deshalb
ist von einer grisseren Oxydationsgeschwmdlgkelt nach dem Zerschnexden
nichts zu bemerken. . :. FEL,
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VERSUCH II.

Kolben: sofort nach der Offnung; Maximum der Erwédrmung. Untersucht
wird die Appendix-Spitze (nur ,gelbes” Gewebe). Gasraum: Sauerstoff.
A,
O,-Aufnahme eines 50 mm langen Stiickes (Frischgewicht: 1,26 g; Trocken-
gewicht; 147,8 mg)
nach 15 Min.: 1,09 cam
» 30 Min.: 2,04 ccm

0,-Verbrauch pro mg Trockensubstanz und Stunde: 27,6 cmm

B.
O,-Aufnahme von Gewebeschnitten (Trockengewmht 14,3 und 11,2 mg)
) nach 10 Min.: 67 ; 52 cmm :
s 20 , 129 ; 98 ecmm
w 30 , 186 ; 140 cmm

O,-Verbrauch pro mg Trockensubstanz und Stunde: 26,0 und 25,0 cmm.
Mittelwert 25,5 ecmm.,

0,04 ccm. Das Appendix-Stiick wurde in der Mitte des Gefésses aufgehiingt.
Zwecks Vorbeugung des Eintrocknens sind die zwei Querschnittflichen
mittels einer diinnen Schicht Kakaobutter verschlossen. Das #ndert die
Geschwindigkeit der O,-Aufnahme nicht, wie aus mehreren Kontrollmes-
sungen, ohne und mit Anwendung der Kakaobutter, hervorgeht. Bei lingeren
Versuchszeiten (einigen Stunden) ist diese Vorsichtsmassregel zu empfehlen,
da sonst die Schnittflichen leicht austrocknen kénnten. Die Bestimmung
des Trockengewichts geschieht nach Entfernung der Kakaobutter.

Ebenfalls wird die O,-Aufnahme etwa 0,7 mm dicker Gewebe-
schnitte gemessen (II B). Diese sind den Teilen des Kolbens
entnommen worden, die sich direkt oben und unter dem im
Makro-Versuch verwendeten Teil befinden. Dabei wihlte ich
eine gleiche Anzahl Schnitte aus dem oberen wie aus dem
unteren Teil. So wird eine moglichst grosse Homogemtat des
Materials erreicht. Die Schnitte werden wie in Versuch I
behandelt.

Vergleicht man die Werte der Oy-Aufnahme pro gr Trocken-
substanz, so sind sie fiir das grosse Gewebestiick und fiir die
diinnen Schnitte fast gleich. Die Differenz von 8% liegt wahr-
scheinlich innerhalb der Versuchsfehler, da das Verhiltnis zwi-
schen Fermentmenge und Trockengewicht fiir die Schnitte
immer kleiner ist als fiir ein grisseres Gewebestiick. Man ent-
fernt wohl den Inhalt, jedoch nicht die Wand der zerschnittenen
Zellen. Die Atmung der Schnitte muss also entsprechend geringer
sein. Die Grosse dieser Abwelchung wiirde 'man, Jedoch kaum
feststellen konnen. ' -

. Aus diesem Versuch erglbt s1ch erstens, dass man. den nor-
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malen Atmungswert unter den in Versuch I gewihlten Versuchs-
bedingungen bestimmen kann und zweitens, dass die Atmung
der Kolbenspitze nicht gehemmt wird wegen einer zu geringen
Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs. Ich méchte noch be-
‘merken, dass die Dicke der Schnitte nicht gross genug ist, um
die O,-Versorgung in Gefahr kommen zu lassen. Denn ein
Vergleich der Atmungswerte dicker (= 2 mm) und diinner
{= 0,7 mm) Schnitte ergab keinen Unterschied.

§ 9." Die Anderung der Atmung wihrend der Entwicklung.

Im Versuch III ist die Atmungsintensitit in verschiedener
‘Hohe des Kolbenendes gemessen und wieder pro mgr, Trocken-
substanz berechnet worden. Nur das gelbe Gewebe wird unter-
sucht. Die Schnitte werden den Enden (in 2 cm Entfernung der
Spitze und Basis) und der Mitte des sterilen Anhingsels ent-
nommen. Doppeltbestimmungen werden gemacht: die Schnitte
folgen dann unmittelbar aufeinander. Man darf die Atmungs-
werte der Teile eines selben Bliitenkolbens direkt vergleichen;
der Vergleich dieser Werte von verschiedenen Bliitenkolben
aber ist hier nicht gestattet, da die Pflanzen aus nicht-selek-
tierten Knollen geziichtet sind und die Messungen an verschie-
denen Tagen stattfanden. Die Aussenbedingungen waren ungleich
in Bezug auf die Temperatur, Feuchtigkeit, Sonnenbestrahlung,
us.w. und diese Faktore haben u.U. einen ausschlaggebenden
Einfluss auf die Atmungsintensitit. So kann es uns nicht iber-
raschen, dass grosse Differenzen zwischen den einzelnen Pflan-
zen auftreten.

In den Tabellen ist die Zeitdauer, die die Bliitenkolben im
‘Versuchsmoment noch von ihrer Offnung entfernt waren, bezw.
die Zeit nach ihrer maximalen Bliite, mit eingetragen. Im
ersterwihnten Fall beziehen sich die Daten auf die Zeit, die
eine méglichst #hnliche Knolle mit gleicher Appendix-Linge
bis zum Offnen ihres Kolbens braucht. Da die Aussenbedingun-
gen im Gewichshaus stark variieren, haben diese Angaben nur
einen orientierenden Wert. '

Aus der Tabelle III geht hervor, dass die Atmung in allen
“Teilen des Anhingsels ungedffneter Bliitenkolben nahezu gleich
intensiv ist. Die Differenzen sind nicht wichtig und wenig grés-
ser als die zwischen den Kontrollbestimmungen. Ganz anders
jedoch wihrend der Bliite; dann treten starke Schwankungen
auf. Immer beobachtete ich dabei, dass zuerst die Atmung im
Spitzenteil intensiver ist als im iibrigen Teil des Organs; spiter,
etwa ein halber Tag nach der Entfaltung der Bliiten, ist sie
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im' mittleren-, oder im basalen Teil am stirksten. Der Teil mit
der stirksten Wirme-Erzeugung hat auch die grosste Atmungs-
intensitit. Nach etwa einem Tage werden die Differenzen klei-
ner, doch sind auch dann noch verhiltnissmissig grosse und
unregelmissige Schwankungen zu  verzeichnen.

VERSUCH IIIL

Die Atmungsintensitit des
Trockensubstanz und Stunde:

,,gelben” Gewebes, in cmm O, pro mg.

e T P . . Appendix-
Appendix-Teil Spitze ’ Mitte l Basis Linge mm
4 Tage vor der Offnung| 1,54 ; 1,59 147 ; 144 146 ; 1,46‘} 125
4 Tage vor der Offnung| 1,73 ; 175 162 ; 1,651 172 ; 169 143
2 Tage vor der Offnung| 263 ; 254 250 ; 269 251 ; 253 274
Sofort nach der Offnung . 3
(maximale Erwdrmung an ;340 ; 36,7125 ; 130:.94 ; 97 263
der Spitze)
14 Tag nach der Offnung
(maximale Erwirmungim|[169 ~; 179|216 ; 22927,1 ; 285
basalen Teil)
1 Tag nach der Offnung| 27 ; 27133 ; 31[41 ; 44 306
2 Tage nach der Offnung! 71 ; 68|84 P 81|77 ; 19 298
VERSUCH IV. '
Qo
3 0®
. o
28 °
o
21 re)
o
14 °
o
0
7 o
730 13%0 193 130 730 Zeit

Die Anderung der Atmungsintensitit wihrend der Erwérmung.
Appendix-Spitze. Fiir jede Bestimmung wurde ein neuer Gewebeschnit

verwendet. Maximum der
O,-Aufnahme in 30 Min).

Erwirmung: 9—11 Uhr. (Gemessen wurde die
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Homogenes Atmungsmaterial erhilt man also mit einem jun-
gen, sich entwickelnden Appendix.

Wiahrend der Entwicklung #ndert sich die Atmungsmtensxtat
Das beweisen die Versuche IV und V.

Im Versuch IV wurde jede Stunde, die O,-Aufnahme kleiner Teile der
Spitze eines Kolbens, wihrend 30 Min. gemessen. Die Schnittflichen der
Appendix wurden mit Kakaobutter verschlossen und die neuen Probestiick-
chen immer + 2 mm unter der Schnittfliche entnommen. Die Gesamtlénge
des untersuchten Teiles betrdgt 7 ecm (& 1/; Teil der ganzen Appendix).
Die im Versuch II nachgewiesene Atmungséinderung kann das Resultat
also nicht beeinflusst haben. Die Temp. des Gewichshauses betridgt + 25°,
die, des Thermostaten 30°. Die Fehlergrosse zwischen den Kontrollbestnn-
mungen betrigt etwa 6%.

Beim Anfang des Versuches ist, der Kolben nicht getffnet. Die
Probe-Entnahme #ndert weder die normale Entwicklung noch
die Entfaltungsbewegung des Spathas. In wenigen Stunden ist
der O,-Verbrauch auf das 5-facheerhoht, bleibt wihrend etwa
einer Stunde konstant und nimmt dann p16tzlich stark ab. Dieser
Verlauf der Kurve stimmt mit den Untersuchungen von GARREAU
fiir die Infloreszenz von Arum iiberein. Doch verlduft der Pro-
zess schneller in unserem Beispiel. Die Form der Kurve ist
stark abhiingig von der Temperatur des Gewichshauses: bei
niedriger Temperatur wird der ganze Prozess stark verzogert
und ist die Aktivitit der Atmungsenzyme entsprechend geringer.

Versuch V zeigt ebenfalls die plotzlich auftretende Atmungszu-
und abnahme. Das Experiment unterscheidet sich darin vom
vorigen, dass der Versuchsdauer sich iiber 9 Tage erstreckt und
immer der Spitzenteil (etwa 1/6 Teil vom oberen Ende) ver-
schiedener Kolben untersucht wird. Grosser Wert ist dann auf
Homogenitit des Pflanzenmaterials zu legen. Zuerst sind die
Sauromatum-Knollen ihrer Grésse nach selektiert worden, und
spiter, als der Spross etwa 8 cm hoch war, nochmals nach der
Linge dieses Organs. So gelingt es relativ gleichférmiges Mate-
rial zu erhalten. Die Pflanzen entwickeln sich gleichmissig; im
Durchschnitt blithten von 10 Pflanzen etwa 7—8 am selben Tag,
die andern bliihten einen Tag friiher oder spiiter. Diese werden
weiter nicht in der Versuchsserie untersucht. Die Ubereinstim-
mung der Atmungswerte von Kontrollpflanzen ist geniigend.
Der Mittelwert der Abweichungen ist am grossten bei sich
offnenden Bliitenkolben und betrigt etwa 50% %), vor diesem
Zeitpunkt betragt er = 8%, danach 30%—10%. Diese Differenzen

lassen sich kaum weiter herabdriicken. Beim Vergleich der

) Nach Versuch IV treten diese Differenzen schon auf, wenn die Entfaltung
einer Bliite um wenige Stunden verschoben ist! | .
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VERSUCH V.

Die Atmungsintensitit des Appendiz-Gewebes (Spitzenteil). .
Methode der Atmungsmessungen; siche S. 88. "
Die Pflanzen wurden erst nach moglichst guter Auswahl der Knollen
(S. 92) fiir die Untersuchung verwendet. Die Atmung ist immer von zwei
angrenzenden Stiickchen des Anhéngsels gemessen worden. .

: . Appendix- Die Atmung pro gr
Entwicklungsstadium Linge Trockensubstanz und -
mm Stunde cecm O,
6 Tage vor Entfaltung der Bliiten 121 ' 16 ; 15
2 -1V - 9) 127 16 ; 16
2 Tage vor Entfaltung der Bliiten 256 22 ; 21
(29 - IV - 10) i 279 23 ; 22
Entfaltung der Bliiten 286 309 ; 313
(1 -V - 1430) 298 345 ;30
Optimum der Erwirmung 302 595 ; 579
1 -V - 1630) ‘ 316 i 374 ; 382
Nach 1 Tag ' 313 84 ; 86
2-V -11) 296 63 ; 66 .
Nach 2 Tagen 306 46 ; 44
@3-V -1 284 43 ; 42
Nach 3 Tagen 290 1,1
4 -V - 10 . 307 13

Zahlen muss man die Moglichkeit dleser Differenzen beruck-
sichtigen.

Die Qo,-Werte !) ganz junger Appendices unterscheiden smh-
wenig von den anderer Pflanzenteilee Wihrend der Bliiten-
periode sind die Zahlen sehr hoch. Der Mittelwert aller Mes-
sungen (29 Kolben) betrigt dann 30; der hochste Atmungswert,
den ich gemessen habe, war Qo, = 68.

Wachsende Pflanzenteile, keimende Samen, Bliitenknospen,
u.a. zeigen eine sehr energische Atmungstitigkeit. Extreme
Werte findet man bei Mikro-Organismen: so bestimmte WARBURG
die maximale Atmung fiir Bickerhefe in 1%-iger Zuckerlosung
im Durchschnitt auf 75 em 0, pro mgr Trockensubstanz und
Stunde; fiir Essigbakterien, mit Alkohol als Substrat, war Qop
sogar 1000. :

§ 10. Uber die Genauigkeit der Messungen.
Die in diesem Abschnitt gegebenen Versuche stellen eine' Er-

1) Qo, ist die Intensitit der Atmung, gemessen in emm O, pro Stunde und
mgr Trockensubstanz, ‘ :
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weiterung der Experimente unserer ersten Mitteilung dar (46).

Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass es beim Sauromatum
grosse Schwierigkeiten - bietet, homogenes Versuchsmaterial zu
erhalten. Die Intensitit, mit der die Stoffwechselvorginge im
Appendix verlaufen, hingt u.a. ab vom Entwicklungszustand,
von den Aussenbedingungen und von der Grosse der Knollen.
Auch schwankt sie noch in verschiedenen Teilen eines Kolbens,
obschon ich immer die periphere Gewebeschicht zur Untersuchung
verwendete. Handelt es sich um einen Vergleich der Intensitit
mehrerer Stoffwechselvorginge, so miissen wir die Abweichun-
gen, die von den genannten Faktoren allein schon hervorgerufen
werden konnen, genau kennen.

Ich kann dariiber folgendes bemerken:

a. Zwei kurze, benachbarte Appendix-Stiickchen von etwa
70 mgr. Trockengewicht (= 10—20 mm Linge) zeigen nur
geringe Unterschiede in ihrem physiologischen Verhalten. Die
Versuchsresultate stimmen fast immer innerhalb der Messge-
nauigkeiten iiberein und man erhilt keine grosseren Differenzen
als etwa 5%. (vgl. die Kontrollmessungen der Versuche I, II
und III).

b. Stammen die Gewebestiickchen aus nicht benachbarten
Teilen, so beobachtet man ofters (besonders in gedffneten Blii-
tenkolben!) grosse Differenzen. Diese konnen teilweise eliminiert
werden: der Kolben wird in 3 Stiicken von etwa gleicher Lénge
geteilt und das gelbe Gewebe in 1 mm diinner Scheiben zerlegt.
Das Frischgewicht jeder der 3 Portionen wird sofort bestimmt
(Genauigkeit: 10 mgr.) und von jedem denselben Bruchteil ge-
wihlt. Diese Schnitte werden dann zusammengefiigt, wie in I
gewaschen, und so fiir die Untersuchung verwendet. Wihlt man
die Zahl der Schnitte jeder Portion nicht zu klein, so erhilt
man ein geniigend homogenes Material. In einer Reihe von Kon-
trollbestimmungen unterschieden sich die Atmungs- und Kohlen-
hydratwerte, nach diesen Vorsorgen, um nicht mehr als 6%.

Diese Methode geniigt nicht mit Bliitenkolben, die sich gerade
geoffnet haben. Man muss die Kolben zuerst in einem Teil mit
der grissten, und in einem Teil mit der geringsten Wirmepro-
duktion teilen und jeden Teil fiir sich verarbeiten, wie oben
angegeben worden ist.

Ich weise noch darauf hin, dass die Angaben iiber das Frisch-
gewicht sich beziehen auf die nicht-gespiillten Gewebeschnitte,
die der Trockensubstanz auf die gewaschenen Schnitte.

c. Vergleicht man die Stoffwechselvorginge verschiedener
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Kolben, und zu verschiedenen Zeitpunkten, so treten erst recht
grosse Schwankungen auf! Ihren Einfluss konnte man verklei-
nern, wenn man den Mittelwert einer grossen Versuchsserie
nehmen wiirde. Da uns eine geniigende Materialmenge fehlte,
war das niemals moglich. Mittels einen scharfen Auswahl der
Knollen und Bliiten, wie auf S. 92 beschrieben, konnte ich die
Differenzen verkleinern. Diese Selektion ist, wenn nbtig, in allen
folgenden Versuchen ausgefiihrt worden.

V. DIE WAHREND DES BLUHENS IN DEN ANHANGSELN
AUFTRETENDEN STOFFWECHSELVORGANGE.

§ 11. Der Atmungsquotient.

Wenden wir uns der Frage zu, welche Substanzen veratmei
werden. .

Die Grosse des respiratorischen Quotienten gibt dazu wichtige
Andeutungen.

Zur Messung des Gasstoffwechsels wurden Apparate verwendet, die nach
dem Prinzip der Thunbergschen Mikrorespirometer konstruiert waren. Sie
weichen wenig von den Modifikationen von Jomannson und ALBACH ab;
nur haben die Atmungsgefisse ein grosseres Volumen. Da man die Differenz
der CO,-Entwicklung und O,-Aufnahme (die Voluminderung des Gases
wihrend der Atmung) und die CO,-Aufnahme (aus der Volumvermin-
derung nach Absorption der CO, durch Kalilauge) messen kann, lassen
sich sowohl die Mengen des abgegebenen Kohlendioxyds, wie die des
verbrauchten Sauerstoffs bestimmen. Der Umstand, dass man mit dem-
selben Gewebestiick die Grosse des RQ !) in einer Reihe aufeinanderfolgen-
den Messungen bestimmen kann, ist einer der Vorteile dieser Methode.
Ich habe die Resultate dieser Methode noch mit denjenigen der einfachen
manometrischen Messung mit Gewebeschnitten verglichen (Methode War-
BURG) und dieselbe Werte erhalten.

Der Atmungsquotient von Appendixstiicken aus nicht-gesff-
neten Bliitenkolben ist praktisch = 1; die Messungen schwanken
zwischen den Zahlen 0,94 und 1,01. Diese Differenzen sind wenig
grosser als die, welche von den Messfehlern bedingt werden.
Auch in nur ein wenig gedffneten Bliitenkolben hat er noch
‘diesen Wert, doch nimmt er ab, wenn die Wirme-Entwicklung
und Atmungsintensitit geringer werden. Der RQ sinkt langsam,
bleibt lingerer Zeit konstant auf + 0,8 (Versuch VI), um nach
etwa 2 Tagen schnell zu verringern (RQ = 0,7—0,5). Der Appen-
dix stirbt ab und die Atmungsintensitit ist sehr klein. Ich
konnte bisweilen eine kleine Zunahme des RQ-Wertes fest-
stellen, die so zu deuten sein muss, dass die Atmungsenzyme
schneller vernichtet und unwirksam werden als die Girungs-

1) RQ = der Atmungsquotient
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VERSUCH VI
RQ By
3 )
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Die Anderung der respiratorischen Quotienten (RQ) wihrend der Erwir-
mung.
Zur Zeit O = Maximum der Erwédrmung.

fermente. Zweifelsohne stellt das eine pathologische Erschei-
nung dar.

Der RQ hat nicht immer in allen Teilen des Anhiingsels den-
selben Wert. Auch fiir diese Bestimmungen treffen die Bemer-
kungen des § 10 volkommen zu.

Die Grosse des RQ weist darauf hin, dass die Hauptmenge des
Atmungsmaterials im Anfang Kohlehydrate sind, die bei der
intensiven Verbrennung schnell veratmet werden. Spiter, wenn
der RQ geringer wird, spielen vielleicht Eiweiszsubstanzen eine
grossere Rolle bei der Verbrennung (§ 14). .

§ 12. Die Kohlehydrat-Bestimmungen im Rindengewebe.

" Im Versuch VII wurde die Menge der KH ?!), welche pro gr
Trockensubstanz vorhanden sind, bestimmt. Die Proben wurden,
nach scharfer Auswahl der Kolben, genommen.

Die KH-Bestimmung geschah in folgender Weise; teilweise nach ToLLE-
NAAR und Leumann., Das bei 80°—90° getrocknete Material wird gepulver:
und quantitativ durch einen sehr feinen Sieb getrieben. Nach Trocknen
wird eine bestimmte Menge abgewogen (2 100 mgr) und die loslichen
KH mit Wasser extrahiert (3 Mal wihrend 10 Min. bei 70°) unter Zusatz
von etwas Bariumcarbonat).

" Im Filtrat werden die Elwelszsubstanzen nach FoLiN-Wu entfernt und in

1) KH = Kohlehydrate.
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einem Teil der Lésung die Menge der direkt reduzierenden Substanzen
nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Diese Anfangsreduktion (A) erfasst die
Glucose, die Fruktose, einen Teil der Maltose (die Eigenreduktion), die
reduzierenden Nichtzucker u.a. Nach Hydrolyse der Saccharose wihrend
5 Min. mit 2%-iger Salzsdure im Wasserbade (70°) und nach folgender
exakten Neutralisation, wird der Reduktionswert B bestimmt; aus der
Differenz B-A ergibt sich die Saccharose-Menge. Ein dritter Teil wird 24
Stunden lang mit 219%-HC1 invertiert (bei 70°). Die Zunahme des Reduk-
tionswertes B-C ist auf Rechnung der Maltose zu stellen. Da Maltose
eine betrdchtliche Eigenreduktion hat, habe ich, nach TOLLENAAR, an reinen
Maltose-Losungen, diesen Wert und seine Vermehrung, mittels Inversioa
bestimmt. So erhilt man eine empirische Tabelle der Maltose-Reduktions-
werte und kann aus dem Wert C-B auf die urspriinglich vorhandene Mal-
tose-Menge geschlossen werden. Daraus kann wieder die Gesamtmenge
Glucose, Fruktose und nichtreduzierender Zucker berechnet werden. Da
es sich zeigte, dass diese Menge sehr klein war, habe ich keine weitere
Differenzierung vorgenommen und sie in der Tabelle als Monosen zusam-
mengefasst.

Die Starke befindet sich im Riickstand des filtrierten Pflanzenextraktes.
Dieser wird mit dem Filterscheibe 1 Stunde lang im Autoklaven (4 Atm.)
erhitzt, und 24 Stunden mit einer Taka-Diastase-Losung unter Zusatz von
etwas Toluol, als Antiseptikum, hydrolisiert. Nach Entfernung der Eiweisz-
substanzen wird der Reduktionswert nach HAGEDORN-JENSEN bestimmt. Die
Eigenreduktion der Filterscheibchen, Taka-Diastase und Toluol werden in
Kontroll-Bestimmungen gemessen und in Rechnung gesetzt.

- Die Saccharose-, Maltose- und Stirke-Mengen sind in Glucose-Werte
ausgedriickt worden

Keine KH-Bestimmungsmethode, mit pflinzlichem Material, ist einwand-
frei, doch man erhdlt durch diese Methode in Kontrollbestimmungen
geniigend konstante Werte. Vor allem ist darauf zu achten, dass das Material
sehr fein zerrieben sein muss.

Es ergibt sich (Versuch VII), dass in ganz jungen Anhingseln
schon eine grosse Menge KH vorhanden ist. Diese Menge nimmt
nicht nur absolut (durch die Gewichtszunahme des Anhiingsels
wihrend der Entwicklung), sondern auch relativ zu, so dass im
Moment wo der Kolben gedffnet wird, im hier erwihnten Bei-
spiel, die Gesammtmenge der KH 28% der Trockensubstanz ist.
Der Monose-Gehalt ist niedrig, wahrend Saccharose und Maltose
ungefihr in gleichen Mengen vorhanden sind (ihre Summe ist
etwa 28% der gesammten Menge). Die nicht-loslichen KH sind
zu 71% anwesend. Gleich nach dem Offnen des Bliiten-Kolbens
nimmt die Quantitit nicht-loslicher KH stark ab, wihrend die
Mengen der loslichen Zuckern sich anfangs nur wemg dndern.
Zu diesem Zietpunkt ist der RQ noch fast 1. In wenigen Stunden
ist die KH-Menge stark vermindert un betrigt einige Prozente
der Trockensubstanz. Nach etwa einem Tag bleibt nur wenig.
ubrig. :

Ich bemerke hierzu, dass die wirklich stattgefundene Abnahme
der KH grosser ist, als die in der Tabelle wiedergegebene, da
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ich alles auf das Trockengewicht bezogen habe. Es leuchtet ein,
dass mit der starken KH-Abnahme auch eine korrespondierende
Verringerung der Trockensubstanz parallel geht. Wegen des,
anfinglich, grossen KH-Gehalts ist diese Verdnderung unserer
Bezugsgrosse nicht zu vernachlidssigen. Denn, wiirde die Menge
aller anderen Substanzen sich nicht #ndern, so wiirde bei der
maximalen Atmung (Qo, = 30) pro Stunde und gr Tocken-
substanz 40 mgr KH verbrannt werden, d.h. 4% der Trocken-
substanz. Unter. Zugrundelegung dieser Grosse als Massstab,
wiirden alle Werte pro Stunde um diesen Betrag zu hoch ge-
messen sein! Ich habe deshalb in der Tabelle auch die totale
Menge der, in-den untersuchten Kolben vorhandenen KH ein-
getragen, da der genannte Fehler dann nicht besteht.

VERSUCH VII
KH Bestimmungen im ,gelben” Gewebe.

Die Intensitit der Atmung ist jedesmal von etwa 1 gr (Frischgewicht)
des Materials bestimmt worden und fiir die Gesamtmenge des Gewebes
errechnet {Doppeltbestimmung). (Die Werte stellen aus mehreren Analysen

errechnete Mittelwerte dar).

- S Im Rindegewebe
R Berechnet pro 100 eines Kolbens
o |[0%o gll @ mgr Trockensub-
o |[S-TEf T i vorhanden
c ol e £ istanz mgr ,,Glucose Gl .
:SA E-g ﬁg g)% mgr .,Glucose
D =3
Entwicklungsstadium  |.% S I el o | ¢ v
g %t ?:°ga° EO §1 8|9 ey 8 31 %] e
g |[£8l8¢c dleglg|~l8&8)ls)8|¥
3328 BlS|1EIS|ElE|E]3 |8
(=] [72} (2]
BFYIeE: = 8|% 2|g|>
6 Tage vor . 110 3,0 520{ 061 0.7]1,11|0.75! 4,213,6 | 58 39218
Entfaltung der Bliten |({i5| 3,1j 542| 0,7) 0.6{1,26{0,81} 5,3(3,2 | 7,3] 4,4/28,7
1. Tag vor R 324 14,9|12810/11,0 0.32,11{0,72 21,48 59 |20 | 600
Entfaltung der Bliiten |339|14,6/2730(10,3| 0,3]2,32/0,88/22.7/(8 |64 |24 |620
)
Entfaltung der Bliiten 346 | 15.8/1810]|48.6||0,12( 3,34/ 4,35/ 19.9(2? 161 (79 |360
3311 15,7(2050/ 55,310,12| 3,21} 4,00/ 21.4|2? |70 |82 | 438
4H . .
24 Stunden spéter 340 15.3{1520 9,1{i0,1 | 0,43|0,33/0,47||2 6.5 5,0/7.1)
) 322 13,1{12600} 7,0(0,07|0,63/0,29,0,37(0,9 | 7.9 3,7/4.7Y)
2 Tage nach 296 | 11,6/ 83212,1|0,08/ ? 2 10|07 ? 210
Entfaltung der Bliiten 323|12,1] 8801 9,3|0,04| ? ? | 0 |04 ] ? ? 0

1) Diese KH-Menge entspricht etwa 15 ccm O,.
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Wenn die O,-Aufnahme am grossten ist, nimmt der KH-
Gehalt am stirksten ab. Das weist darauf hin, dass bei der
Atmung KH verbrannt werden. Welcher Bruchteil der ganzen
Atmung ist einer KH-Veratmung zuzuschreiben? Die Frage ist
experimentell am leichtesten zu untersuchen, wenn wir die
Messungen mit abgeschnittenen Appendlx-Stucken ausfiihren.

Man wihlt fiir die Untersuchung den Teil eines Anhingsels,
von welchem man erwarten konnte, dass die Stoffwechselreak-
tionen in allen Zellen mit annihernd gleicher Intensitiit verlaufen,
z.B. das Stiick mit gleicher Wirme-Entwicklung. Wie immer,
verwendet man nur die gelbgefirbte Gewebeschicht. Sofort
werden die KH-Mengen im oberen und unteren Viertel des
Materials bestimmt. Der O,-Verbrauch des mittleren Teils wird
wihrend einiger Stunden gemessen und danach wiederholt man
die KH-Bestimmungen. Als Bezugsgrosse verwendete ich das
Frischgewicht, am Anfang der Untersuchung. In dieser Weise
kann man den KH-Verbrauch mit der Oy,-Aufnahme vergleichen
(Versuch VIII). .Ein Kontrollversuch hatte gezeigt, dass mit
dieser Untersuchungsmethode, die KH-Werte von zwei Appen-
dix-Stiicken wenig variieren (vgl. Versuch VIII, A).

Das Ergebnis lasst sich leicht an der Hand der Tabelle iiber-
sehen. In Versuch VIII, B beobachtet man eine grosse KH-
Abnahme und eine starke Atmung. Der zuerstgenannte Wert
entspricht 31,1 mgr Glucose. Die Oxydation von 1 mgr Glucose
erfordert die Aufnahme von 750 emm O,. Zur vollstindigen
Verbrennung der verschwundenen KH-Menge brauchte die
Pflanze 23,3 ccm O,, oder 87% des ganzen Atmungswertes. Es
bedeutet, dass in diesem Entwicklungsstadium praktisch nur
KH veratmet werden.

VERSUCH VIII

Die Beziehung zwischen der Atmung und der Verinderung in der Zusam-
mensetzung der Trockensubstanz der Anhingsel.

Ich untersuchte den Teil der Appendix-Spitzen, der nur dxe gelbgefirbte
Gewebeschicht enthalt.

Atmungsmessungen und KH Bestimmungen an abgeschnittenen Gewebe-
stiicken.

A, B, und C: verschiedene Bliitenkolben.

A und B: der Kolben ist kaum entfaltet
C : 2 Tage nach der Entfaltung

I: der obere und untere Viertel des untersuchten Teils des Anhingsels
II: der mittlere Teil. '
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A. . . .
Der Versuch zeigt, dass die KH-Werte in I und II geniigend iibereinstimmen.
I: Frischgewicht 1,93 gr.

Trockensubstanz 201,5 mgr oder 10,4% des Frischgewichts.

Monosen .......... 04 mgr. oder 0,2% der Trockensubstanz
Saccharose ........ 69 3,4% » »
Maltose .......... 83 4,1% » s
Starke ............ 396 ,, 19,6% »

II: Frischgewicht 3,29 gr. ‘
Trockensubstanz 346,7 mgr oder 10,6% des Frischgewichts

Monosen .......... 0,1 mgr oder 0,03?% der Trockensubstanz
Saccharose ........ 11,3 33 % »
Maltose .......... 159 ,, 46 % ”
Starke ............ 699 ,, 202 % , »

B.
I wird sofort untersucht
II atmet 8 Stunden und wird danach untersucht.
I: Frischgewicht 294 gr.
Trockensubstanz 382,2 mgr.
Berechnet pro 2,35 g Frischgewicht: 305,5 mgr

Monosen  .......... 1,2 mgr 0,95 ,,
Saccharose ........ 130 ,, 103 ,,
Maltose .......oen 16,1 ,, 127
Starke ......0000. 845 ,, 668 ,,

Der Gesamtgehalt an Kohlehydrate betrdgt 90,7 mgr

II: Frischgewicht 2,35 gr (am Anfang des Versuchs)
Trockensubstanz 265,1 mgr (am Ende des Versuchs)

O,-Aufnahme nach 120 Min ........ 11,6 cem
. 240 . ..., 190 ,,
s 360 , ...l 233 ,,
» 480 ,, ..., 26,7 ,  (entspricht 35,6 mgr
»Glucose”)
Analyse am Ende des Versuchs: Monosen ...... veress 0,7 mgr
Saccharose ......... 4,
Maltose .....cccuenn 149 ,,
‘ Stirke  ............. 366 ,,
Der Gesamtgehalt an Kohlehydrate nach 8 Stunden betrigt 59,6 mgr
,»Glucose”
C.
I wird sofort untersucht
IO atmet 24 Stunden
I: Frischgewicht 3,11 gr
Trockensubstanz 519,4 mgr '
Berechnet pro 2,44 gr Frischgewicht: 407 mgr
Monosen  .......... 1,5 mgr 1,2 mgr
Saccharose ...... . 224, : i
Maltose .........v.. 33 26 ,,
Stiarke  .....00..... 14 ' 11 ,,

Der Gesa’r,ntgehalt an Kohlehydrate betrigt: 6,6 mgr
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II: Frischgewicht am Anfang des Versuchs: 2,44 gr -

Trockensubstanz (nach 24 Stunden): 393,7 mgr
O,-Aufnahme wiahrend 24 Stunden: 7,3 ccm (entspricht 9,6 mgr

»Glucose”)
Monosen  ........ 1,3 mgr
Saccharose ........ 0,83 ,,
Maltose .......... 10 ,,
Stiarke ............ 0,7 ,,
Der Gesamtgehalt an Kohlehydrate betrdgt 3,8 mgr ,,Glucose” nach
24 Stunden.

Anders jedoch zwei Tage spiter (C). Die Atmung und der
KH-Verbrauch sind viel geringer. Berechnet man wieder den
Bruchteil, der die KH-Verbrennung von der ganzen Atmung
ausmacht, so erhilt man den niedrigen Wert von = 30%. Das
Ergebnis stimmt mit denen der vorigen Versuche iiberein, und
weist darauf hin, dass in spiteren Stadien nur wenige KH
veratmet werden, und um so mehr andere Stoffe. Ich habe den
Versuch nur ein Mal ausgefiihrt. Jedoch weist das Resultat von
VII ebenfalls in dieser Richtung hin. '

Eine Wanderung der KH wurde nicht beriicksichtigt. Vor dem
Aufbliihen besteht ein Saftstrom, gerichtet von den Knollen
zum Appendix. Ob dieser Stoffstrom auch spédter bleibt, ist
nicht bekannt (s. auch S. 104). Sollte man diese Annahme machen,
so wiare in intakten Organen die veratmete KH-Menge grosser
als die Menge, die in isolierten Stiicken oxydiert wird. Ich
mochte jedoch bemerken, dass die Geschwindigkeit, mit welcher
der Saftstrom in der Richtung des Anhédngsels statt finden
sollte, sehr gross sein miisste, um unsere Schlussfolgerung prizi-
piell zu #ndern.

Das Problem der KH-Wanderung wire zu losen durch KH-
Bestimmungen im Appendix und im iibrigen Teil der Pflanze.
Experimentell zeigte sich bald, dass eine Lésung in dieser Rich-
tung nicht méglich ist, da die Schwankungen in den KH-Mengen
der verschiedenen Teile der Pflanzen viel grosser sind als die,
welche von der KH-Wanderung hervorgerufen werden konnen.

§ 13. Die KH-Bestimmungen im Markgewebe.

Die Trennung und Bestimmung der Kohlehydrate wurde nach dem
iiblichen Verfahren ausgefiihrt. (S. 97). Die Anfangsreduktion des Extraktes
aus dem Markgewebe ist gross; deshalb bereitet die Bestimmung der redu-
zierenden Nichtzucker nach Vergirung der Zucker hier keine Schwierigkeit.
Dabei setzen wir voraus, dass die nicht garfdhigen Substanzen durch diz
verarmte Bréuerei-Hefe in ihrem Reduktionswert nicht verdndert werden.
Es ergab sich, dass die sog. Restreduktion den grosseren Teil des Gesamt-
reduktionswertes ausmachen kann. Die Zahlen der Spalten 6, 10 und 12
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(Versuch IX) sind um diesen Betrag korrigiert worden; sie stellen also den
Monosenwert dar (Glucose, Fruktose und Pentosen(?) ).

Woher diese grosse Restreduktion (Spaite 14) stammt, ist nicht bekannt;
vielleicht wird sie hervorgerufen von den reichlich vorhandenen schleimigen
Substanzen. .

Im zentralen Gewebe befindet sich viel Glucose, sehr wenig
Saccharose und keine Maltose oder Stdrke. Die gemessenen
Saccharose-Werte iibertreffen die Versuchsfehler nur einige
Male, da das Extrakt wegen der grossen Restreduktion nach
starker Verdiinnung untersucht werden musste. Die Saccharose-
Messungen sind also ziemlich ungenau. Die Glucose-Menge (fast
die ganze KH-Menge) nimmt vor der Entfaltung der Bliiten-
kolben zu, und sinkt spidter schnell ab.

Wihrend wir die KH-Abnahme im Rindengewebe auf die
intensiv verlaufenden Atmungsprozesse zuriickfithren konnten,
trifft diese Erklarung fiir das Markgewebe nicht zu. Im Versuch I
wurde seine Atmungsintensitit gemessen; ich habe diese Mes-
sungen, fiir das Material in Versuch IX untersucht, nicht wieder-
holt. Die grosste gemessene Atmungsgeschwindigkeit in Mark-
zellen war 2,1 ccm O,/Stunde/gr Trockensubstanz (wihrend der
Bliitenperiode). Ich setze in der folgenden Berechnung voraus,
dass das Gewebe diese Geschwindigkeit wihrend einiger Tage
behilt. Das entspricht nicht den Tatsachen, da seine Atmung
abnimmt. Wahlen wir doch den genannten Hochstwert, so wiir-
den die Zellen in 24 Stunden 50 cem O, oder 67 mgr Glucose
veratmen (pro gr Trockensubstanz). Ich habe Grund zur An-
nahme, dass dieser Wert gewiss nicht iiberschritten wird. Die
tatsichlich gemessene KH-Abnahme betragt 272 — 85 = 187 mgr
Glucose/gr Trockensubstanz. (Die Differenz der Zeilen 3 und 4).
Dieser Wert stellt einen mindest Wert dar, da das Trockenge-
wicht widhrend der Bliitenzeit abnimmt; ein Gramm Trocken-
substanz ist am Ende des Versuches ein grosserer Teil des An-
hangs, als im Anfang. Die KH-Abnahme ist also mindestens das
2,7-fache des Wertes, den wir aus den Atmungsmessungen be-
rechnet haben. )

Der Versuch zeigt, dass nur ein Teil der Kohlehydraten des
Markgewebes durch einen Atmungsprozess entfernt werden.
Der iibrige Teil (64% der Gesamtmenge) verschwindet durch
eine Stoffwanderung.

Ob ausserdem noch KH aus der Knolle dem weissen Gewebe
zugefiihrt worden sind, wurde in dieser Berechnung nicht be.-
riicksichtigt.

Die Zu- und Abnahme der KH im Markgewebe verlduft fast
parallel den Anderungen im Rindengewebe. Es fillt sofort auf,
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dass das Mengenverhiltnis der Mono- und Disacchariden und
der Stirke in beiden Schichten so verschieden ist. Wihrend in
der Rinde sehr wenig Monosen und viele anderen KH vorhanden
sind, liegt gerade im Mark der umgekehrte Fall vor.

Ich mochte diese Erscheinungen in folgender Weise zu er-
kldren versuchen: das Verbrennungsmaterial wandert (vielleicht
nur teilweise) von der Knolle durch das Markgewebe zu der
Rinde. Der zentrale Teil des Anhéngsels enthilt nur: die Trans-
port-KH (Glucose), die im peripheren Teil als Di- und Poly-
sacchariden angehduft werden. Wihrend der Entfaltung der
Bliitenkolben werden diese Reservestoffe schnell mobilisiert
und veratmet.

Trifft die Erkliarung zu, so wiirde im normalen Kolben, auch
wihrend der Periode der intensivsten Atmung, dem gelben
Gewebe immer noch Verbrennungsmaterial zugefiihrt werden.
Man darf dann die Ergebnisse der Versuche an der isolierten
Rindenschicht gewonnen, nicht auf die intakte Pﬂanze iiber-
tragen.

§ 14. Eiweissbestimmungen im Rindengewebe.

Da am Ende der Bliitenzeit die Grosse des Atmungsquotienten
sinkt und die Kohlehydrate fast vollig verschwunden sind, fragt
es sich, ob in diesem Entwicklungsstadium, eine Eiweissverat-
mung nachweisbar wire. Ich habe diese Frage noch nicht ein-
gehend untersucht und mochte hier nur kurz iiber einige Eiweiss-
bestimmungen im gelben Gewebe berichten.

" Der gesamte-, Eiweiss- und l8sliche Stickstoff wurde nach der Mikro-Kjel-
dahlmethode bestimmt. Ich benutze Natriumwolframat, nach FoLin und Wu,
zur: Trennung der l6slichen und nicht-16slichen Stickstofffraktion. Die Am-

moniak-Bestimmung geschali durch Vakuum-Destillation mit Borax, unter
Vorlegung von 1/4n Schwefelsdure und Riicktitration mit 1/;,n Lauge.

Wie aus dem Versuch X ersichtlich ist, wird der N- Gehalt
pro Gramm Trockensubstanz sofort nach der’ Entfaltung der
Bliite, grosser. Erklarlich ist diese Zunahme, wenn man erwigt,
dass durch die intensive Atmung die KH-Mengeé im Appendix
sich stark verringert und infolgedessen die relativen Mengen
der Eiweiss- und anderen Fraktionen steigen. Ganz anders ver-
hilt sich die Pflanze 2 Tage spidter: immer werden noch feste
Substanzen verbraucht und nimmt die Gesamtmenge der N-
haltigen Substanzen zu, — ‘obschon in geringerem Masse —,
doch beobachtet man eine Eiweissabnahme. Daraus geht hervor,
dass nicht nur die relativen, sondern auch die absoluten Mengen
der Eiweisskorper abnehmen.. -
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. N-Bestimmungen im perlpheren Gewebe. (mgr N in 50 mgr Trocken-
substanz). (Die Werte stellen aus 2 Analysen errechnete Mittelwerte dar;
verwendet wurde 1 Appendix).

" Loslicher-N
Entwicklungsstadium Eiweiss-N (kein NH,-N G.esamt
NH,-N) Stickstoff
3 Tage vor Entfaltung
der Bliiten 1,48 0,081 0,028 1,59
Kurze Zeit vor maximum
der Erwirmung 1,09 0,063 0,021 115
Einige Stunden nach dem
Maximum der Erwar-
mung 122 0,088 0,023 1,33
24 Stunden spiter 142 0,348 0,030 1,80
48 Stunden spdter 131 0,515 0,097 1,92

Der Versuch erbringt nicht den Beweis, dass Eiweiszsubstan-
zen veratmet werden; sie konnten auch mittels einer hydroly-
tischen Spaltung entfernt werden., Die Verteilung der Sub-
stanzen, die die Fraktion des loslichen-Stickstoffs bilden, muss
niher untersucht werden. Die Ammoniak-Bestimmungen weisen
aber auf eine Veratmung der Eiweisskdrper hin.

§ 15. Uber die Aktivitiitsinderung der Atmungsfermente.

Wihrend der Entwicklung dndert sich nicht nur die Intensi-

tit, mit welcher die Verbrennungsreaktionen in den Zellen
verlaufen, sondern auch die Natur dieser Reaktionen bleibt nicht
konstant; zuerst veratmet der Appendix Kohlehydrate, spater
wire eine geringe Eiweissveratmung moglich. Werden diese An-
derungen allein bedingt durch die Mengen der vorhandenen
Atmungssubstanzen oder liegt hier ausserdem noch eine Aktivi-
titswechsel der Enzyme zugrunde?
- Die Atmung vieler pflanzenlichen Zellen ist nicht maximal;
die in aktiver Form vorhandenen Enzyme konnen ihre Wirkung
nicht entfalten, wegen eines Mangels an den Verbrennungs-
korpern, auf welche sie spezifisch eingestellt sind. Jede Schwan-
kung ihrer Aktivitit wird nur nachweisbar, nachdem man
durch Zusatz dieser Substanz ihr Umsatzgeschwmdlgkelt auf
den hochsten Wert gesteigert hat. .,

Aus dem Versuch:XI geht hervor, dass die Menge des At-
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mungsmaterials vor und wihrend des Hohenpunktes der Atmung
nicht die Geschwindigkeit der Reaktionen bedingen kann, weil
sie nicht auf den Zusatz dieser Substanzen reagiert. Nimmt die
Atmung spater ab, so erzeugen Glucose, Hexosemono- und di-
phosphorsaures-Na eine Erhohung der Os-Aufnahme. Sie erreicht
aber 'nie den urspriinglichen Wert. Der Versuch beweist, dass
die grosse Atmungsschwankung hauptsichlich bedingt wird
durch Anderungen der Enzymaktivitit, doch dass die Atmungs-
kurve stirker abfillt, wegen eines Mangels an Verbrennungs-
substanzen.

Man konnte das Ergebnis noch anders erkliren. Wire die
Permeabilitiit des Gewebes fiir die untersuchten Substanzen
gering, so bliebe ihre Menge in den Zellen klein, trotz der
grosseren Konzentration in der Fliissigkeit; folglich wiirde die
Atmung nicht steigern. Der Versuch XI wiirde dann nicht be-
weisen, dass das Atmungsferment gesiittigt ist.

Diese Annahme trifft nicht zu (Versuch XII). Vergleichen wir
die O,-Aufnahme diinner, gewaschener Gewebestiickchen und
fein zerriebener Zellen (XII, A). Beim Zerreiben hielt ich die
Temperatur durch starke Abkiihlung in einer Kiiltemischung
sehr niedrig, da bekanntlich die Enzymwirkungen in zerquetsch-

VERSUCH XI.

Die Sittigung des Atmungsfermentes.

Material: diinne Gewebeschnitte. (vgl. § 10) in 1,7 ccm m/20 Phosphat-
puffer pH = 64.
Atmungsmessung nach Warburg (emm O,).

A. Kurze Zeit vor dem Aufbliihen.
I: 670 mgr Frischgewicht.
II: 776 mgr Frischgewicht.

e O -
I noo
0,3 cem einer 5%-igen Losung
03 ccm Wasser von Hexosemono- und diphos-
Zeit in Min, ko, = 1,76 phorsaurem-Na. ko, = 1,50
Berechnet Berechnet
Gamessen auf 100 mgr Gemessen auf 100 mgr
Frischgewicht Frischgewicht
5 30 45 42 5,4
10 65 9,7 83 10,7
20 128 19,1 157 20,2
30 189 28,2 223 28,7
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- B. Wihrend der Entfaltung (Optimum der Wéirmeproduktion)
1: 76 mgr Frischgewicht (8,7 mgr Trockensubstanz)
II: 70 mgr Frischgewicht (7,8 mgr Trockensubstanz)

I

0,3 ccm Wasser

I

0,3 ccm einer 5%-igen Losung
von Hexosemono- und diphos-

Zeit in Min, ko, = 130 phorsaurem-Na ko, = 1,23
Berechnet Berechnet
Gemessen auf 100 mgr .{. Gemessen auf 100 mgr
Frischgewicht l Frischgewicht
10 28 4 24 34
20 53 70 47 87
30 79 . 104 68 97
40 2 136 90 129
Qo, = 173 Qo, = 173

C. Etwa 6 Stunden nach dem Aufbliihen.
I: 450 mgr Frischgewicht.
II: 219 mgr Frischgewicht (26,5 mgr Trockensubstanz).

: II
I . 0,3 ccm einer 5%-igen Losung
0,3 ccm Wasser von Hexosemono- und diphos-
Zeit in Min, ko, = 1,78 phorsaurem-Na ko, = 1,53
Berechnet Berechnet
Gemessen auf 100 mgr Gemessen auf 100 mgr
Frischgewicht Frischgewicht
10 47 10 39 18
20 92 20 75 34
30 143 32 114 52
40 190 42 150 69
Qoﬂ = 8)5

ten Zellen schon bei 20° — 30° rasch abnehmen. Der Gewebe-
brei wird quantitativ im Warburg-Gefiass iibergefiihrt und die
Atmung mit Zusatz eines Phosphatpuffers (pH = 6,8) gemessen.
Anfangs wird der O,-Verbrauch durch das Zerreiben fast nicht
beeinflusst. Die Abnahme betrigt 10—17% *1).

1) Da die Oxydationsgeschwindigkeit von den Konzentrationen der reagie-
renden Bestandteile abhingig ist, darf man zum zerriebenen Gewebe fast
keine Fliissigkeit hinzufiigen.
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Zuerst -langsam, spiter rascher (etwa eine Stunde nach dem
Versuchsanfang) nimmt die Oj-Aufnahme ab. Das Priparat
ist nur wahrend kurzer Zeit wirksam; diese Zeitdauer ist starken
Schwankungen unterworfen. In 2—214 Stunden ist die Aktivitat
meistens auf 10—20% der Anfangswerte gesunken. Man erhilt
um so hohere Oxydationswerte, je niedriger die Temperatur
beim Zerreiben des Gewebes ist. Auch darf die Temperatur des
Thermostaten vom Warburg-Apparat nicht iiber 20°—25° steigen.

Fiigt man ein Gemisch von Hexosemono- und diphosphor-
saurem-Na zu den Atmungsgefissen hinzu, so bleibt die O,-
Aufnahme nicht nur mit den Gewebeschnitten, sondern auch
mit dem Gewebebrei konstant. (vgl. Ansidtze I und II; IIT und IV),

In Versuch XII, A habe ich die Spitze eines kaum gedffneten
Kolbens untersucht; in XII, B verwendete ich, einen Tag spiiter,
den mittleren Teil von diesem Appendix. Ich erhielt dasselbe
Resultat wie im Versuch A. Das Atmungsferment war jetzt
ungesittigt. Die Zunahme des Oj,-Verbrauchs nach Zusatz von
Hexosediphosphorsaurem-Na ist mit den Gewebeschnitten und
dem Gewebebrei gleich gross. Die Intensitit der Verbrennungs-

VERSUCH XII

Der Sittigungsgrad des Atmungsfermentes in intakten Zellen und im
zerriebenen Gewebe (Rindengewebe).

"I und II Gewebeschnitte in Phosphatpuffer pH = 6.8
III und IV Gewebeschnitte, fein zerrieben in Phosphatpuffer pH = 6,8

Zu II und IV wird eine Losung von Hexosemono- und diphosphorsaurem-Na
hinzugefiigt (Endkonzentration 0,8%). .

Die Gefasse werden 20 Min. vor der ersten Ablesung im Thermostat ge-
schiittelt.

Die Zahlen stellen die O,-Aufnahme in emm dar, berechnet auf 50 mgr
Frischgewicht des Gewebes in A und berechnet auf 200 mgr Frisch-
gewicht in B.

A. Der Bliitenkolben ist kaum entfaltet. Spitze.

Zeit in Min. | I i I v
10 - 27 2 23 25
20 53 49 47 49
30 83 73 69 72
40 106 97 88 93
70 186 1170° 131 143
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B. Ungeféhr )4 Tag nach der optimalen Wirme-Entwicklung. Mitte,

Zeit in Min.! 1 b1 m v
10 23 37 21 37
20 .4 79 37 69
30 62 117 58 109
40 81 150 71 137
70 156 241 107 216

reaktionen wurde durch das Zerreibenr um 12 Prozent ver-
ringert, sie nimmt durch die Fermentsittigung um 93% zu, doch
bleibt dann wieder 9% hinter dem Wert, den man im Kontroll-
versuch mit den Gewebeschnitten erreicht, zuriick.

Der Versuch beweist, dass die Permeabilitit der Zellen ge-
niigend gross ist. Nach Zusatz der untersuchten Substanzen
wird das Atmungsferment, auch bei .den Gewebeschnitten, im-
mer gesattigt.

Liasst man die Bliitenkolben sich entwickeln bei relativ niedri-
ger Temperatur, so verlingert sich die Entwicklungszeit stark.
Bringt man die Knollen dann im warmen Gewichshaus, so
blithen sie schnell auf. Ich konnte nach dieser Behandlung einige
Malen beobachten, dass schon beim Offnen der Kolben das
Atmungsferment ungesittigt war. Wir werden es so erkliren
miissen, dass entweder ein grosser Teil der KH wihrend der
Entwicklungszeit veratmet wurde, oder die KH-Zufuhr aus den
Knollen gehemmt war. Auch die Menge der Atmungsenzyme
kann bei niedriger Temperatur geringer sein, als bei hdherer,
was sich ergibt aus den kleinen Qoo,-Werten, die man unter
diesen Bedingungen, nach Sittigung der Atmungsfermente,’
erhilt.

Ob die Aktivitit der Atmungsfermente oder die Menge des
Atmungsmaterials die Geschwindigkeit der Verbrennungsreak-
tionen bedingt, hingt von vielen Faktoren ab: von der Ent-
wicklungszeit, der Grosse der Knollen, der Temperatur und
Feuchtigkeit des, Gewichshauses, u.a. Ich habe die Pflanzen
unter den giinstigsten Bedingungen wachsen lassen (Temp. des
Gewichshauses 24°—30°; relativ hoher Feuchtigkeit) und erhielt
dann die in Versuch XII erwihnten Resultate.
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VI. DIE ATMUNGS-CO-FERMENTE.

§ 16. Die Grundversuche.

Es ist von besonderem Interesse nach den Enzymsystemen zu
suchen, welche die Verbrennungsreaktionen im Sauromatum-
Kolben verursachen. Dabei beschrinkte ich mich auf die Kohle-
hydrat-oxydierenden Systeme.

Die oxydierenden und dehydrierenden Fermente sind die
labilsten Biokatalysatoren, die wir kennen. Auch wenn es gelingt
sie aus der Zelle frei zu machen, wird die nachfolgende Unter-
suchung durch die geringe Haltbarkeit der Enzymlésung und
den dabei auftretenden Aktivititsverlust beeintridchtigt. Ausser-
dem konnen Absorptionserscheinungen an den Zelloberflichen
und die Permeabilitit der Zellmembranen die Umsitze am
Ferment in einem solchen Masse beeinflussen, dass wir die
gewonnenen Befunde mit losgel6stem Enzym nicht sofort auf
das System der lebenden Zelle iibertragen diirfen.

Die Oxydation des Verbrennungsmaterials kann von mehreren
Enzymsystemen hervorgerufen werden. Der Nachweis, dass alle
Komponenten eines solchen Systems in einer Zelle vorhanden
sind, geniigt nicht um den Oxydationsmechanismus, der in einem
bestimmten Moment in diesen Zellen stattfindet, zu erkliren
(vgl. § 6).

So gewinnt, fiir jedes isolierte Oxydationssystem, die Frage an
Bedeutung: welche Rolle spielt das Ferment im normalen At-
mungsvorgang" Ich werde diese Frage in den folgenden Ab-
schnitten im Vordergrund stellen.

Es gelang mir nachzuweisen, dass die Aktivitit der Atmungs-
fermente auf das Zusammenwirken mehrerer Faktoren zuriick-
zufiihren ist. (Versuch XIII).

Das Gewebe wird unter starker Abkiihlung mittels einer Ké&ltemischung
mit kleinen Eisstiickchen fein zerrieben und bei niedriger Temperatur,
wihrend einigen Minuten, bei geringer Tourenzahl zentrifugiert. So gelingt
eine rohe Trennung zwischen den Zellwdnden und einer triiben, gelbge-
fiarbten Fliissigkeit. Der Riickstand wird wieder mit Eis verrieben und
zentrifugiert; er ist dann hell weiss und zeigt keine Enzymaktivitidt. Die
stark tritben Fliissigkeitsmengen werden vereint und unter starker Abkiih-
lung wird Aceton (0°) hinzugefiigt, bis die Endkonzentration etwa 60% ist.
Es bildet sich eine Féllung. Durch scharfes Zentrifugieren werden Nieder-
schlag und Fliissigkeit getrennt; der Riickstand wie oben ein Mal mit
60%~iger Aceton gewaschen,

Der Niederschlag wird in Wasser (0°) geldst und eine schwache Triibung
abzentrifugiert. Die Losung wird mit dem doppelten Volumen Methanol (0°)
versetzt. Eine Fillung (A) entsteht. Dieser wird bei niedriger Temperatur
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abgesaugt, mit absolutem Methanol gewaschen und im Vakuumexsiccator
bei 0° iiber Schwefelsdure getrocknet und aufbewahrt.

Die Fliissigkeit wird im Vakuum bei 35° stark eingeengt und von einer
'Triibung . scharf abzentrifugiert. Eine gelbgefdrbte, klare Loésung (B) ent-
.steht. Ein Teil dieser Losung wird mit Merkuronitrat geféllt und abzen-
trifugiert; der Riickstand in Wasser suspendiert und das Hg mit H,S
-entfernt. Durch Durchliiftung wird die Losung von H,S befreit. Die
.Losung (C) ist schwach gelbgeférbt.

Im Warburg-Apparat wird der O,-Verbrauch eines Teils der
Fiallung (A) oder der Fliissigkeit (B oder C) gemessen nach
Zusatz einer Losung, die Hexosemono- und diphosphorsaures-Na
in Phosphatpuffer enthilt. Die Losungen (B und C) zeigen keine,
der Riickstand (A) eine geringe Os-Aufnahme. Diese ist um so
kleiner, je besser die Fillung mit Aceton gewaschen war. Doch
darf man das nicht zu griindlich tun, da sonst der weitere Teil
des Versuches nicht gelingt. Denn, fiigt man Niederschlag und
Fliissigkeit zusammen, so ist eine grosse O,-Aufnahme zu ver-
zeichnen (Spalte 1). Diese ist zwar geringer als der O,-
Verbrauch des normalen Gewebes, doch grosser als die Summe
der O,-Werte der Fraktionen A und B.

Das Extrakt B enthidlt eine geniigende Menge Atmungs-
‘material, um wihrend einiger Zeit die Oxydation zu erméglichen..
Die Losung C ist weitgehender von den oxydierenden Substanzen
befreit, hier ist der Zusatz der Phosphorsiure-estern notwendig.
Also ist die Aktivierung der Fiallung A durch Lésung B nicht
dadurch zu erkliren, dass der Auszug B einen unbekannten
Verbrennungskérper enthalten wiirde, der spezifisch auf das
Enzym A eingestellt wire. Fiir das Zustandekommen der Atmung,
— oder eines Teils der Atmung —, miissen zwei Faktoren zu-
sammenwirken,

Eine Erwarmung wihrend 20 Min. im Wasserbade von 70°
vernichtet die Aktivitit der Fiallung (A) vollig, wihrend eine
gleich lange Einwirkung auf die losliche Fraktion (C) ohne jeden
Einfluss ist. Eine Erhitzung im kochenden Wasserbade, in
schwach alkalischer Losung (0,03 n NaOH, 40 Min. lang), mit
nachheriger Neutralisation, vernichtet die Aktivitit der Lésung
(B); sie ist relativ unempfindlich fiir eine schwach saure Ldsung.
‘Wir sind also zur Annahme berechtigt, dass die Fraktion A
Enzymcharakter besitzt, deren Wirkung durch einen oder
‘mehrere Aktivatoren erginzt werden muss.

Bevor wir zur niheren Analyse der Natur des Enzyms und
Aktivators schreiten, miissen wir uns dariiber klar werden,
welche Bedeutung dieser Versuch haben koénnte fiir die Erkli-
rung des Atmungsmechanismus im Sauromatum-Kolben. Ist die
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Grosse der Os-Aufnahme nach Vereinigung der zwei Kompo-
nenten, — Enzym und Aktivator —, nur wenige Prozente der
normalen Atmung, so wire es moglich, dass dieses System
nicht identisch ist mit dem , Atmungsferment” der Sauromatum.
Anders jedoch wenn dieser Wert und die Atmung dieselbe
Grossenordnung zeigen; est ist dann am Wahrscheinlichsten,
dass das Ferment die normale Atmung hervorruft.’

Versuch XIV lost das Problem. Das Expernnent stellt den
am besten gelungenen Versuch dar, mit dem héchsten Wert der
O,-Aufnahme nach der Vereinigung von Enzym und Aktivator.
Ich bin berechtigt eben diesen Versuch zu wihlen da ich im
Laufe der Untersuchung mehrere Faktoren kennen lernte, die
das Ergebnis stark beeinflussen, so dass ich durch Anderung
der Versuchsbedingungen immer bessere Resultate erhalten
konnte. So steltte sich heraus, dass starke Abkiihlung wihrend
der ganzen Isolierung unbedingt notwendig ist; auch darf das
Aceton nicht zu lange, und noch weniger zu kurz auf das
zerriebene Gewebe einwirken. :

Das gelbe Gewebe eines Bliiten-Kolbens, der sich gerade
geoffnet hatte, wird untersucht. Nach seiner Zerlegung in diin-
nen Schnitten, wird es in 3 Portionen geteilt (wie in § 10 be-
schrieben) Sofort habe ich die Atmung eines Teiles gemessen,
nach’ Zusatz einer Losung Hexosemono- und di-phosphorsaures-
Na in Phosphatpuffer (nach § 15 ist das Atmungsferment noch
gesittigt) . Ein zweiter Teil wird bei niedriger Temperatur zer-
rieben und ebenfalls wird der O,-Verbrauch bestimmt. Dieser
Wert ist wihrend der ersten 40 Min, der Messungen 93% der
normalen Atmung. Die dritte Partie der Gewebeschnitte habe
ich quantitativ in einer Enzym- und Aktivator-Fraktion zerlegt.
Der Aktivator ist durch Hg-Fallung roh gereinigt worden. (Bei
dieser Fillung wird 20—30% seiner Aktivitit vernichtet). Die
Trennung ist vollstindig, da weder das Enzym, noch der Akti-
vator eine Wirkung zeigt (Ansatz 4 und 5). Nach Vereinigung
von Enzym und Aktivator (Ansatz’ 6) betrigt der O,-Verbrauch
22% der Menge die das Gewebe, aus dem beide 1sohert worden
sind, bei seiner maximalen Atmung aufnahm.

Bei dieser Berechnung wihlte ich eine Versuchszeit von 40
Min. Wihrend dieser Zeit nimmt die Aktivitit des kombinierten
Systems zuerst zu und spédter ab. Diese Verringerung ist nicht
gross, falls man die Temperatur des Thermostaten nicht iiber
20° erhoht. Bei 30° findet die Inaktivierung viel schneller statt.
So auch bei lingerer Versuchsdauer.
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VERSUCH XIV.

Die Aktivitit der Atmungsfermente in den intakten Zellen und im
Enzympriparat.
A

Material: Rindenschicht in diinnen Schnitten; maximale Erwdrmung.

Nahrlésung: gleiche Teile einer 5%-igen Hexosemonophosphat- und einer
5%-igen Hexosediphosphatlésung.

Phosphatpuffer: 033 m; pH = 638

Co-Zymase: 120 Co/ccm

Gasraum: Sauerstoff

Temp. 18°. Die Gefisse werden 25 Min. geschiittelt vor dem Anfang der

Messungen. Die 9,-Aufnahme in cmm. (Warburg-Apparat).

1 2 3
Hauptraum:
Gewebeschnitte - 601 mgr —_ —
Fein zerriebenes Gewebe — 690 mgr 824 mgr
Nihrlésung 0,3 com 0,1 ccm . 0,1 ccm
Pufferlosung 0,3 cem 0,1 ccm 0,1 com
Co-Zymase — —_— ’ 01 com
‘Wasser 1,7 cem 0,1 ccm —
Einsatz:
KOH 0,5 cem 0,5 cem 0,5 ccm
kO, 2,31 247 2,59
g (B g l‘.‘, ' g |® g
§ 12582 § EBsal § |283a
Sﬁ-g_u \Sﬁ-gu 8'-‘:‘-2
§EeA% B BsiF § |fel®
M S | A M S
nach 7 Min. 92 154 98 142 110 133
14 - —_ 190 276 222 269
2 248 414 260 376 316 384
3, 398 664 424 614 494 600
40 476 794 512 742 592 720
47 554 924 582 844 684 830
54 632 1050 640 926 738 896
Trockensubstanz
41,4 mgr
Qoy = 17

Das Gewebe (4,58 gr) wird mit Eis fein zerrieben und durch Aceton
gefillt (Endkonzentration: 0,65%). Der Niederschlag wird abzentrifugiert
und 2 Mal mit 10 cocm 65%-igen Aceton gewaschen. Der Riickstand, in
15 ccm Wasser suspendiert, fillt man mit dem 2l5-fachen Volumen Metha-
nol. Die Féllung mit absolutem Methanol gewaschen und im Vakuum-
exsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. Das Enzym wird verrieben und
fiir jeden Versiich 1/5 der Menge (entsprechend 0,916 gr des Frischgewich-
tesld verwendet. Die Isoliering ist bei niedriger Temperatur ausgefiihrt
worden,



Die Lésung wird im Vakuum eingeengt und durch Fillung mit Hg-Nitrat
gereinigt. Nach Entfernung des Hg und H,S und Einengen im Vakuum,
erhilt man eine klare Aktivator-Lésung. (4 cem). Fiir jeden Versuch wird
1/5 der Gesamtmenge verwendet.

4 5 6 7 8
Hauptraum: '
Enzym; entspre-
chend Gewebe-
frischgewicht 916 mgr —_ 916 mgr 916 mgr 916 mgr
Nzhrlosung — 0,1 cem 0l cem {. 01 cem —
Pufferlésung 0,1 ccm 0,1 com 01lcem [ 01 com 0,1 com
Aktivatorlésung —_ 0,8 ccm 0,8 com L e 0,8 com
Co-Zymase —_ -_— — 20,8 ccm —
Wasser 0,9 cem — —_ — 0,1 ccm
Einsatz;
KOH 0,3 cem 0,3 cem 0,3 ccm 0,3 com 0,3 cem
koy 1,55 . 1,64
— e — T —
8% x
(73 o &
lEnis
8150l
UM &
nach 7 Min, —_ —_— 30 32 16 3
14 — —_ 67 74 32 5
21, — — 108 118 49 6
42 5 0 170 185 60 9
B. :
Material: Appendix, maximale Erwirmung.
Enzym und Aktivator: wie oben isoliert.
Hauptraum:
Fein zerriebenes Gewebe 47 mgr —_ 47 mgr
Enzym (Trockengewicht) —_ 64 mgr 64 mgr
Nihrlésung 0,1 cem 0,1 com 0,1 com
Pufferlésung 0,1 ccm 0,1 cem 0,1 ccm
Aktivatorlisung - 0,7 cem 0,7 ccm
Wasser 0,7 ccm 01 ccm —
Einsatz: ' )
KOH 0,2 cem 0,2 ccm 0,2 ccm
0,-Aufnahme nach 9 Min. 24 cmm 17 ecmm 40 cmm
18 46 36 78
21, 67 49 .o 114
¥ 9% 63 146
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- Fassen wir die Ergebnisse der beschriebenen Versuchsreihen
zusammen, so konnen wir feststellen:

A. Die O,-Aufnahme fein zerriebener Appendix-Zellen (Ge-
webebrei) wird vom selben Enzymkomplex verursacht, wie die
Atmung der normalen Zellen.

Ich griinde diese Auffassung auf folgende Erwigungen:

a. die Atmungsintensititen vom normalen Gewebe urd ‘vom"
Gewebebrei sind praktisch gleich gross !). (Versuch XII und
XI1V). . ' '

b. ist das Atmungsferment der intakten Zellen gesittigt, so
kann man ebenfalls die Sauerstoffaufnahme des Gewebebreis
durch Glucose-oder Hexosephosphorsdure-Zusatz nicht erhéhen.

c. ist im normalen Gewebe das Atmungsferment ungesattigt
(z.B. nach dem Optimun der Bliitenperiode; beim Ziichten der
Pflanzen bei niedriger Temperatur des Gewdichshauses), dann
erzeugt der Zusatz von Verbrennungsmaterial zum Gewebebrei
eine Erhohung des Sauerstoffverbrauches. Die Endwerte der
Atmung nach der Sittigung sind wieder praktisch gleich gross
(den Brei nicht verdiinnen!).

Diese drei Versuche wiren schwer zu deuten, wenn der nor-
male Atmungsmechanismus beim Verreiben vernichtet und
durch einen neuen Mechanismus ersetzt sein wiirde.

B. Das isolierte System: Enzym und Aktivator, ist ein wich-
‘tiger Teil des normalen Atmungsfermentes.

a. Allgemein macht man die Annahme, dass bei der KH-
Veratmung, der Prozess in einen anaeroben und einen oxydativen
Teil zerfallt. Die einleitende Phase, die ohne freien Sauerstoff
eintritt, verlduft iiber Hexosemono- und diphosphorsiure als
Zwischenprodukte. Nun oxydiert das isolierte System, gleich
wie die normalen Zellen, die genannten Phosphorsiure-Verbin-
dungen (Versuch XIII und XIV). Es besteht also die Moglich-
keit, dass es auch im lebenden Gewebe wirksam wire.

b. Zweitens konnte man daran denken, dass das System
zwar in den Zellen vorhanden, doch durch die Anwesenheit von
Hemmungskorpern unwirksam ist. Da nach Versuch XIV die

1) Dass dieser Fall nicht fiir alle Gewebe zutrifft, zeigt folgendes Beispiel.
SzENT-GYORGYT berichtet, dass zerkleinerte Kartoffeln eine 15-mal stdrkere
Sauerstoffaufnahme vermitteln als intaktes Zellmaterial. Er nimmt an, dass
im unbeschéddigten Material das Enzym (eine Polyphenolase) und sein
Substrat getrennt von einander vorliegen. Das System wiirde keine Be-
deutung fiir den normalen Atmungsprozess haben; jedoch wire die post-
mortelle Atmung hauptsichlich seiner Wirkung zuzuschreiben.
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Aktivitdt des isolierten Fermentes, nicht vom Gewebebrei ge-
hemmt wird, sind wir zur Annahme gezwungen, dass das System
auch in den normalen Zellen in aktiver Form vorliegt.

c. Weiter widre noch moglich, dass die Verbrennungssubstan-
zen eine grossere Affinitit zu anderen oxydierenden Fermenten
als zum untersuchten System haben, so dass die zuletzterwidhnten
Enzyme fast keine Oxydation herbeifiihren kénnen. Dann miisste
jedoch nach Zusatz eines Uberschusses von den Phosphorsiure-
estern zum Gewebebrei auch diese Enzyme im Stande sein,
Sauerstoff zu iibertragen und miisste, nach dem Ergebnis von
Versuch . XIV die Sauerstoffaufnahme mindestens um 22%
erhoht werden. Das ist nicht der Fall. (Versuch XII).

Aus allem geht hervor, dass das erwihnte und in seiner
Wirkung noch nicht ndher erforschte System an dem normalen
Atmungsprozess der Sauromatum-Kolben beteiligt ist, und min-
destens /5 Teil des veratmenden Sauerstoffs iibertriagt.

Ich meine, dass wir am besten die Auffassung vertreten
konnen, dass das Enzymsystem nur einen Teil des Atmungsfer-
mentes enthidlt. Wahrscheinlich findet keine vollstindige Ver-
brennung des Atmungsmaterials statt. Da die Methodik der
Fermentisolierung gewisse Ahnlichkeiten mit den Weeverschen
Versuchen aufweist, konnte man fragen, ob hier vielleicht auch
Sduren gebildet werden.

Diese Fragen habe ich wegen Materialmangel noch nicht be-
antworten konnen.

§ 17. Der Appendix enthilt weder Cytochrom, noch eine Pheno-
lase.

Ich moéchte hier kurz von einigen anderen Versuchen be-
richten. :

In der ersten Mitteilung (v. HErk und Bapennuizen) wurde
nachgewiesen, dass die Atmung gehemmt wird von Blausiure,
Kohlenoxyd und Urethan. Man hitte diese Versuche so deuten
konnen, dass das Atmungsferment der Sauromatum zur Gruppe
der sauerstoffaktivierenden, schwermetallhaltigen Fermente ge-
hort. Die Hemmungserscheinungen stimmten mit den Resultaten
der Warburgschen Experimente iiberein; nur zeigten wir, dass
sie bei Sauromatum nicht so intensiv sind, wie wir nach dieser
Theorie erwarten diirften. Doch der Nachweis, dass das Enzym
Katalase mit der Atmungsgrosse in Zusammenhang steht, wies
schon damals darauf hin, dass diese Schlussfolgerung viele
‘Bedenken verursachen wiirde. Da das Problem im Rahmen
dieser Untersuchung wichtig war, habe ich einige weiteren Ver-
suche angestellt.
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Soweit die Sauerstoffatmung mit Hilfe von Eisen-Porphyrin-Verbin-
dungen (H&émine) geschieht, reagiert der Sauerstoff, nach Warsure und
CHRISTIAN (den Ansichten KEeILINs erweiternd), zuniichst mit dem sauer-
stoffiibertragenden Himinferment (das Warburgsche , Atmungs-ferment”).
Dieses wirkt nicht direkt auf den Substratwasserstoff ein, sondern es sind
wenigstens 3 verschiedene Cytochrome als ,Zwischenkatalysatoren” ein-
geschaltet. Wahrscheinlich miissen noch weitere Zwischentriger mitwirken.

Wire die Atmung des Sauromatum-Kolbens auf die Wirkung
dieses Ferments zuriickzufiihren, so miisste man Cytochrom im
Gewebe nachweisen konnen. Mit den mir zur Verfiigung stehen-
den Mitteln, konnte ich jedoch diese Substanz nicht nachweisen
(auch nicht nach' Zusatz von Reduktionsmitteln).

Manche Zellen enthalten das Protohaematin, unabhingig da-
von, ob Cytochrom anwesend ist oder nicht. Beide Substanzen
sind chemisch nahe verwant. Das Protohaematin-Absorptions-
spektrum ist so diffus, dass es nicht sichtbar ist durch direkte,
spektroskopische Beobachtung. Wenn man das Himatin durch
Na,S,0, und Pyridin in Pyridin-Hémochromogen verwandelt,
wird das Absorptionsspektrum sehr deutlich. Man kann die
Menge des Pigmentes schitzen durch Vergleich mit Standard-
losungen. Macht man diesen Versuch mit dem Sauromatum-
Gewebe, so treten die Absorptionsbinde nur ganz schwach her-
vor. Die genannte Substanz fehlt zwar nicht véllig, doch is*
nur in sehr geringer Menge anwesend.

Diese Versuche beweisen, dass die Atmung wahrscheinlich
nicht mit Hilfe vom sauerstoffiibertragenden Himinferment
geschieht.

Man konnte auch an die Anwesenheit einer Phenolase als
Atmungsferment denken.

Phenolasen kommen in der Natur weit verbreitet vor. Die
Indophenol-oxydase katalysiert die Oxydation von Parapheny-
lendiamin oder ,Nadi”’-Reagens; die Polyphenoloxydase die von
‘Polyphenolen. Es lisst sich zur Zeit nicht entscheiden, ob wir
verschiedene Phenolasen anzunehmen haben, oder ob ein ein-
ziges Ferment vorliegt. Das erschwert die Beantwortung der
Frage nach ihrer biologischen Bedeutung bei den normalen
Zellvorgéingen. Diese Frage ist noch durchaus offen, doch sind
3 Hypothesen aufgestellt worden. Dabei lasse ich die Auffassung
von SzENT-GYORGYI, nach der die Phenolasen keine Bedeutung
fiir die Zellatmung haben, ausser Betracht (vgl. dazu SutTEr, 112).

ParrApiN hat die Ansicht vertreten, dass die bei der Phenolase-Wirkung
gebildeten Chinone wieder als Oxydationsmittel auf zelleigene Stoffe ein-
wirken, und so als Zwischenglieder der Atmung wirken.

Beruht die O,-Ubertragung bei der Atmung auf eine Héminkatalyse, so
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ist nach Kemwin die Indophenolase ein unentbehrlicher Faktor der normalen
Verbrennung, da sie das reduzierte Cytochrom oxydiert und dieses den
Sauerstoff auf den Substratwasserstoff iibertrigt. Die Indophenolase selbst
braucht kein Schwermetall zu enthalten. So wiirde, nach diesem Forscher,
ein merklicher Parallelismus bestehen zwischen dem Vorkommen von
Cytochrom, sowie Indophenolase, und.der Atmungsintensitat.

Nach SHiBaTA und Tamiva bildet das Cytochrom eine lockere, dissozier-
bare Bindung mit molekularem Sauerstoff; die Indophenolase oxydiert
das Paraphenylendiamin auf Kosten des durch Cytochrom gebundenen
Sauerstoffs. Auch andere Versuche weisen darauf hin, dass irgend ein
physiologisch wichtiger Zusammenhang bestehen muss zwischen dem
Cytochrom ¢ und der Indophenolase. Denn, mit wenigen Ausnahmen,
entbehren alle Bakterien-Arten, die frei von Cytochrom ¢ sind, die
Indophenolase, und bei allen Indophenolasefithrenden Bakterien ist die

c-Komponente des Cytochroms vorhanden. Die Natur dieser Bezxehung ist
noch unklar,

Ich mochte nicht eingehen auf das Fiir und Wider dieser drei
Theorien. Sie haben den Grundgedanke gemein, dass die Pheno-
lasen, ohne Chinon (PaLLapIN) oder Cytochrom (KEILIN, u.a.)
nicht auf den Substratwasserstoff einwirken, so dass man diese
Substanzen, im gew1ssenen Sinne, als ,,Aktivatoren” betrachten
konnte.

Es fragt sich jetzt, ob das Sauromatum-Gewebe eine Phenolase
enthilt.

Die Indophenol Reaktion wurde in Thunberg-Rohrchen ausgefiihrt, die
jeweils mit einem Reaktlonsgemxsch von folgender Zusammensetzung ver-
sehen wurden:

1 ccm Gewebesuspension; Enzymsuspension (A); Aktivatorlosung (B)
oder Enzymsuspension 4 Aktivatorlosung.

1 cem 1/, mol Phosphatpuffer pH = 7,3

2 ccm Dest. Wasser.

1 cem ,Nadi”-Reagens (gleiche Teile folgender 3 Lésungen, dxe frisch
zubereitet wurden: 0,01 mol Dimethyl-p-phenylendiamin-Hydro-
chlorid; 0,01 mol y.-Naphtol (beide in 50% Alkohol geldst) und
0,25%-ige Losung von Na-Carbonat in dest. Wasser).

Es wird kriftig an der Luft (Sauerstoff) geschiittelt und bei positiver
Reaktion wird die blaue Farbe des Indophenols nach verschiedenen Zeit-
abschnitten beobachtet. .

Die Polyphenol Reaktion wurde bestimmt durch Messung der O,-Auf-
nahme im Warburg-Apparat, nach Zusatz folgendes Reaktxonsgemxsches

1 cem Gewebesuspension, u.s.w.

1 ccm 1/, mol Phosphatpuffer pH = 6,8

1 cem Hydrochinon-Lésung (0,1 mol).

Im Einsatz KOH.

In beiden Fillen wird immer ein Kontrollversuch ohne Gewebesuspension
us.w. ausgefiihrt,

Diese Versuche ergaben ein negatives Resultat. Ich erhielt
weder mit der ersten Versuchsanordnung eine Blaufirbung, noch
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mit der zweiten Versuchsserie eine Oy,-Aufnahme. KeLin hat nun
gezeigt, dass die Oxydase-reaktion bei der Hefe durch das redu-
zierende System der Zellen mehr oder weniger stark verhindert
wird. Dementsprechend tritt eine deutliche positive Reaktion nur
bei unterdriicktem Reduktionssystem auf. Die Verhinderung der
Dehydrasewirkung erhielt er durch Erwidrmung der Zellen,
wihrend = 14 bis 2 Stunden auf 52°, Narkotisierung mit Ure-
than oder Entfernung der zelleigenen Donatorsubstanzen durch
Auswaschen oder lingere Durchliiftung. Ich untersuchte jeden
dieser Einfliisse, doch es trat keine Phenolasereaktion auf.

Wir konnen also schliessen, dass das Sauromatum-Gewebe we-
der eine Indophenolase noch eine Polyphenolase enthilt.

§ 18. Eine Vorfrage.

In § 16 wurde nachgewiesen, dass die Atmungsenzyme durch
einen Aktivator erginzt werden miissen. Wir versuchen jetzt
iiber die Natur dieses Aktivators ndheren Aufschluss zu erhalten,

Wie aus manchen Untersuchungen (§ 3) hervorgeht, beruht
die Aktivierung vieler Enzyme auf die Wirkung von Co-Zymase
oder Warburgs Co-Ferment (Co-Dehydrase II). Spielen die Co-
Fermente auch in der vorliegenden Reaktion eine Rolle?

Ich versuchte das Problem zu l6sen durch die Beantwortung der
folgenden Fragen:

1. Befindet sich im Aceton-Extrakt der Bliitenkolben eines
der genannten Co-Fermente?

2. Kann man die Enzymsuspension durch Zusatz einer Ldsung
des reinen Co-Ferments vollig aktivieren?

Nur wenn beides zutrifft, diirfen wir schliessen, dass das unter-
suchte Co-Enzym mit der wirksamen Substanz des Extraktes
identisch ist. In § 19 bespreche ich die Versuche mit Co-Zymase;
in § 20 die mit dem Warburgschen Co-Ferment.

§ 19. Die Co-Zymase.

Der Nachweis der Co-Zymase geschieht durch ihre Einwirkung
auf Apozymase und auf die Alkoholdehydrase aus Hefe. Da diese
Co-Zymase-Priifungen eindeutig sind (§ 3), werden sie allgemein
als eine Reaktion auf dieses Co-Enzym verwendet.

Der Appendix wird in diinnen Scheiben geschnitten. Ein bestimmter Teil
wird mit Quarzsand fein zerrieben und mit dest. Wasser 14 Stunde auf dem
Wasserbad (60°) extrahiert; nachher wird die Fliissigkeit scharf abzentri-
fugiert. Das wird 2 mal wiederholt, wodurch eine hinreichend vollstéindige
Extraktion erreicht wird. Die vereinigten, wissrigen Losungen sind im
Vakuum eingeengt, klar zentrifugiert und auf ein bestimmtes Volumen
angefiillt. Diese Losung ist auf Co-Zymase gepriift worden.
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Aus Versuch XV schliessen wir, dass im Sauromatum-Extrakt
eine Substanz anwesend ist, die dieselbe Wirkung hat wie Co-
Zymase. :

Die Losung wurde nach einer von MyrBick gegebenen Reini-
gungsvorschrift weiter verarbeitet. Die Arbeitsmethode habe ich
in § 7 fiir die Isolierung der Hefen-Co-Zymase kurz beschrieben.
Der einzig wesentliche Unterschied war, dass es mir nicht gelang
eine geniigend grosse Ausbeute nach der Bleiacetat-Fallung im
Filtrat zu erhalten. Diese partielle Reinigung, die beim Hefe-
Extrakt mdéglich ist, musste hier unterbleiben. Auch Myrsick
berichtet, dass die Behandlung mit Bleiacetat nicht immer gelingt.
Nach der Reinigung mittels Hg-, Phosphorwolframsiure- und
Ag-Fillungen erhielt ich eine vollkommen klare und farblose
Losung, die 3,2 mg Trcckensubstanz pro Kubikzentimeter ent-
hielt. Garungsversuche mit 0,1 und 0,2 ccm der Losung zeigten,
dass sie 16,4 Co-Einheiten pro cem enthilt. Der Reinheitsgrad
dieser Losung ist also ACo — 5100. Im Vergleich zu den reinsten
aus Hefe gewonnenen Co-Zymase-Losungen (ACo = 100.000—
300.000) ist der Reinheitsgrad nicht besonders gross. Die Stei-
gerung des Reinheitsgrades durch die vorgenommenen Fillungen

VERSUCH XV.

Material: Frischgewicht ungefihr 550 gr; Trockengewicht =+ 70 gr
Extrakt: 1000 cem Trockensubstanz: 21,7 mgr/ccm.

Gérungsversuch mit Apozymase (sie}ie § 7.

ccm CO,; nach Minuten:
(die Messungen fangen 3/4 Stunden

nach Versuchsbegin an) Co-Zymase Menge
20 | 40| 60| 80| 100]120] 160 '
. 05 _
1,4 ccm Wasser 0 0 0 01{62]031!05 5 = 0,25
1 ccm Extrakt und . 7013
04 com Wasser | 04 | 13|24 |35 475879 | 222 =33
1,4 com Extrake L1264 {57]72]88]|117 ‘_1'72—_2'6 = 455

1 com enthilt also 33 — 0,25 = 3,1 Co und ﬁif’;ﬁ — 31 Co. Im Mittel:

3,1

3,1 Co. Gesamtmenge 1000 X 3,1 = 3100 Co; Reinheitsgrad ACo = 02T

= 140.
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Die Losung wird mit Merkuronitrat gefiillt; nach Zerlegung des Nieder-
schlags mit H,S und Verjagen des H,S aus dem Filtrat wird die schwefel-
sdure-haltige-Losung mit Phosphorwolframsiure vollstindig gefsllt und der
Niederschlag nach vaN SLYKE zersetzt. Nach Beseitigung der Schwefelsdure
mit Baryt erhielt ich mit Silbernitrat aus der Salpetersiiure-haltige Losung
nur eine geringe Fillung und mit Silbernitrat und Ammoniak 2 Fraktionen,
die nachdem die Suspension von Silber befreit waren, zwei Co-Zymase-
Losungen ergaben:

A. 30cem; 164 Co/cem. Gesamtmenge: 490 Co; Trockengewicht 3,2 mgr/
cecm; ACo = 5100.

B. 15 ccm; 4 Co/cem Gesamtmenge: 60 Co.

Die Wirkung auf Alkoholdehydrase (Thunberg-methodik):
Enzymlésungen: Alkoholdehydrase; Hefemazerationssaft mit Alkohol geféllt
(nach v. EuLEr, ApLER, ScHLENK und GiiNTHER). 0,2 gr der Féllung in
10 cem m/15 Phosphatpuffer pH = 7,6; klar abzentrifugiert.
Flavinenzym (nach WARBURG); 1 ccm enthélt 0,8 4 Flavin,
Phosphatpuffer m/15 pH = 7,6
Alkohol 10%
Methylenblau 1 : 5000.
Co-Zymaselosung: 20 Co/cem, ACo: 61000 (auf Apozymase gepriift).

e e < e |. | e
~

'g g '5 E g g ?g §,§ g § g ; g Entfirbungs-
=i .E'U £8 z‘-’ N ¢ g“ & @ | zeit in Min.
< a =2 |3 |8 & | =

0,25 0,25 025 | 0 0 1 075 05 >180
0,25 0,25 0,25 1 0 0 0,751 05 14
0,25 0,25 0,25 0 1 0 0,75 ] 0,5 9

ist jedoch gross; dieser Wert erhéhte sich von 140 auf 5100.

Die Gesamtmenge der Co-Zymase, in dieser Losung vorhanden,
betrigt 490 Co. Dass diese Menge viel geringer ist als in der
Ausgangslosung ist nicht befremdend, da die Isolierungsmethode
keine quantitative Ausbeute gibt. Dass die Verluste so gross sind
und ich nur 15 Prozent der Co-Zymase-Menge in der gereinigten
Losung erhielt, hat einen besonderen Grund. Wegen Material-
mangel konnte ich die Reinigung nur einmal ausfiihren nach
wenigen Vorversuchen. Und diese Ausgangslosung musste ich
noch zu verschiedenen Zeitpunkten aus verschiedenem Material
sammeln. Niemand darf erwarten, dass man unter diesen ungiin-
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stigen Bedingungen den héchsten Ertrag erhiilt. Ausserdem ge-
lingt die Isolierung am besten mit einer Losung, die 10.000—20.000
Co enthilt. Da die maximale Co-Zymase Menge im Appendix etwa
80 Co betrigt (Versuch XXV), braucht man fiir jeden Isolierungs-
versuch etwa 125-250 blithenden Kolben. Uber so grosse Material-
mengen konnte ich bis jetzt nicht verfiigen!

Das Ergebnis ist, dass nach Entfernung einer grossen Menge
Begleitstoffe, das Extrakt noch eine positive Co-Zymase-Reaktion
zeigt (vgl. seine Wirkung auf die Alkoholdehydrase).

Im weiteren Verlauf dieser Untersuchungen muss ein neuer
Isolierungsversuch mit grosseren Materialmengen ausgefiihrt
werden zur Beantwortung der Frage, ob die Sauromatum-Co-
Zymase mit der Hefen-Co-Zymase identisch ist. Dies ist ja
Husserst wahrscheinlich; wir diirfen jedoch diesen Schluss nur
ziehen, wenn die Aktivatorlésung alle Eigenschaften einer Co-
Zymase-Losung zeigt, die Myrsick beschrieben hat.

Die Co-Zymase-Menge pro gr. Trockensubstanz ist 44 Co (der
Versuch gibt nur einen Mittelwert aus vielen Kolben!). Berechnet
man diesen Wert fiir einen Appendix (mittleres Trockengewicht
1,5 gr.) so ergibt sich 68 Co (vgl. Versuch XXV), oder, wenn
angenommen werden kann, dass die reine Co-Zymase einen ACo-
Wert von etwa 300.000 hat, etwa 14 mg Co-Zymase. In der Hef2
hat man mehr als 100 Co pro gr. Trockensubstanz gefunden; in
Erbsen 10-30, Lupinensamen * 2 u.s.w. Hieraus erhellt, dass im
Appendix eine relativ grosse Co-Zymase-Menge vorhanden ist.

Im folgenden Versuch (XVI) zeige ich, dass eine reine Co-
Zymase-Losung zum Teil die Wirkung des Aceton-extraktes er-
setzten kann. Wir vergleichen dazu mit der Versuchsanordnung
XIII die aktivierende Wirkung des Extraktes mit der Wirkung
einer Co-Zymase-Losung. Beide Losungen haben ungefihr die-
selbe Aktivitat auf Apozymase. Im zuersterwihnten Fall wird
131 emm O, pro 14 Stunde aufgenommen; im zweiten Fall 47
cmm. Diese Differenz ist nicht darauf zuriickzufiihren, dass die
Co-Zymase die Geschwindigkeit der Oxydation bedingen wiirde,
denn wie aus Spalte 3 hervorgeht, erzeugt eine 3 mal grossere
Menge Co-Enzyms denselben Aktivierungsgrad.

Ich wihlte fiir diesen Versuch eine Co-Zymase-Losung, die
nach § 7 weitgehend von Co-Dehydrase II gereinigt ist. Die ge-
ringe Menge dieses Co-Ferments, die immer noch in der Losung
vorhanden ist, kann den O,-Mehrverbrauch nicht verursachen.
Denn wire die aktivierende Wirkung auf diese Verunreinigung
zuriickzufithren, so wire, wenn wir das Resultat vom Versuch
XX beriicksichtigen, mit der 3-fachen Menge Co-Zymase (also



VERSUCH XVI.

Vergleich zwischen dem Aktivator und Co-Zymase am System des
Atmungsfermentes.

Enzym: ,Acetonfidllung aus Sauromatum-Extrakt”.
m/20 Phosphatpuffer pH = 6,8

Aktivatorlosung enthdlt 24,6 Co/cem, auf Apozymase gepriift.

Co-Zymase (vgl § 7); 1 ccm = 90 Co; ACo = 88000

WarBURG Methodik.

02 g in 10 ccm

1 2 3 4
Enzym 1 ccm 1 cem 1 com 1 ccm
Aktivatorlosung 0,5 ccm —_— — 0,5 ccm
Co-Zymase — 0,16 ccm 0,5 ccm 0,5 ccm
Phosphatpuffer 0,5 ccm 0,5 ccm - 0,5 cem 0,5 ccm
Hexosemono-und diphos-
phorsaures-Na 215 % 0,5 cem 0,5 ccm 0,5 ccm 0,5 ccm

Einsatz KOH 0,4 ccm 0,4 ccm 0,4 ccm 0,4 cem
O,-Aufnahme in cmm nach

10 Min. 47 cmm 16 cmm 19 cmm 43 cmm

20 93 33 36 87

30 131 47 50 125

40 165 61 63 159

50 ,, 194 72 75 184

auch mit einer 3 Mal grosseren Menge Co-Dehydrase II) eine
starke Erhohung der O,-Aufnahme zu erwarten. Das ist nicht
der Fall,

Co-Zymase ist einer der Aktivatoren der Atmungsfermente des
Sauromatums.

Es fragt sich, ob durch Co-Zymase-Zusatz der O,-Verbrauch
erhoht wird. Nach den Versuchen XIV und XVI ist das weder
der Fall nach ihrem Zusatz zum zerriebenen Gewebe, noch nach
ihrem Zusatz zur Enzym- und Aktivatorlosung. Der Einfluss der
Co-Zymase auf den Gewebebrei habe ich nur untersucht mit
einem Bliitenkolben, der sich gerade getffnet hatte. Ob man
dasselbe Ergebnis mit anderen Stadien der Bliitenperiode erhalten
wiirde, ist nicht bekannt. Wihrend des Zeitabschnittes der maxi-
malen Atmung wirkt die Co-Zymase nicht begrenzend.

Ich fiige hier einige Versuche hinzu, die von Bedeutung sind
fiir die quantitative Bestimmung der Co-Zymase im Appendix
(siche Abschnitt VII).

v. EurLEr und STEFFENBURG haben nachgewiesen, dass Presssifte
von hoheren Pilzen und griinen Pflanzenteilen (zerkleinerten
Blittern von Vicia Faba) eine hemmende Wirkung auf die Co-
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VERSUCH XVII .
Co-Zymase Bestimmungen mit Apozymase (vgl. § 7):

“xem CO, in einer Stunde
sei konstanter - Girge-
schwindigkeit
1. Apozymase . 03
2. Apozymase -+ K Co-Zymase (0,1 ccm; )
22 Co) 25
3. Apozymase + 0,3 ccm Aktivatorlésung B
(vgl. S. 111) 42
4. Apozymase + 03 ccm Aktivatorlésung .
+ 01 ccm Co-Zymase . 63

VERSUCH XVIII

Material: Gewebeschnitte (Rindenschicht).
A I. 145 gr Frischgewicht

AIL: 1,73 gr ”
B I:'139 gr ”
BII: 164 gr "

Die Schnitte werden verrieben und die Co-Zymase extrahiert (nach S. 120).
Die Losung wird eingeengt und klar zentnfuglert Zu den Portionen BI
und II ist vor dem Verreiben !5 cem einer Co-Zymase-Losung (11,1 Co)
hinzugefiigt worden.

Co-Zymase Bestimmung (auf Apozymase gepriift):

Gewicht Co-Zymase Co-Zymase .
) . Gesamt- Co'gr
der Bestimmung Bestimmung menge . g N
Co-Zymase Frischgewicht
Loswng | 40 | co | i | co

o >

| v
1| 745 grll0,713 g 1,1 1,426 gr, 2,2 115 - 17,93).,. .
] 672 grl[0703 g 15 ||1406gd 29 140 |s oo Mictelwer : 8,0
1] 1343 gr|0,674 gr] 1,0 1,348 gr| 2,2 21,3
17 11,59 gr|/0,690 gef 1,4 |[1,380gr;, 2.8 23,5
Nach Versuch A ist in B I vorhanden 139 x 8,0 11,1 Co

BII , 164 X 80 = 131 Co

Von der hinzugefiigten Co-Zymase-Menge (11,1 Co) wird wiedergefunden:

InBI 213 — 111 = 10,2 Co

In BII: 235-—-131 = 104 Co .
Zymase-Aktlwtat zeigen. Es handelt sich hier um eine Gruppe
von Hemmungskorpern mit einer grossen Thermostabilitit. Neuer-
dings haben v. EuLER, ApLErR und DAHLGREN in Autolysaten der
Oberhefe einen Stoff gefunden, der ebenfalls hemmend wirkt:
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Diese Substanz war thermolabil. Es ist also nicht erlaubt, die
Co-Zymase-Menge einfach mittels eines Garungsversuches zu
bestimmen.

Die Sauromatum-Extrakte wirken nicht wesentlich hemmend
auf das System Apozymase und Hefe-Co-Zymase. Die Girung
ist die Summe der Girungswerte des Extraktes und der reinen
Co-Zymase Losung {Versuch XVII; vgl. Ansatz 2, 3 und 4).
Nichts weist auf das Vorkommen eines Hemmungskérpers hin.

Eine zweite Moglichkeit wire, dass beim Zerkleinern des Ge-
webes ein Teil der Co-Zymase vernichtet wird. Bekanntlich kann
die Co-Zymase durch Fermentwirkungen (Phosphatasen) gespaltet
werden, bei der anorganisches Phosphor in Freiheit gesetzt wird.
Das hebt seine Aktivitdt schon véllig auf.

Betrachtet man die Co-Zymase-Menge im Pflanzenextrakt als
Mass der Menge, die im Gewebe vorhanden ist, so darf bei der
Isolierung nichts vernichtet werden. Auch muss die am Plasma
absorbierte Menge sehr gering sein.

In Versuch XVIII teilte ich die Gewebeschnitte in vier Por-
tionen (A I, II und B I, II) und fiigte zu B eine bestimmte Menge
Co-Zymase hinzu. Die zugefiigte und die im Gewebe vorhandene
Menge sind ungefihr gleich gross. Beide Teile werden mit
Quarzsand verrieben und in gleicher Weise extrahiert. Ich erhielt
in B keine Wirkung, die genau die Summe der Aktivititen von
A und der Co-Zymase war. Ein geringer Verlust des Co-Enzyms
wihrend die Extraktion hat statt gefunden. Sie betrdgt 7%; der
hochste Wert, den ich beobachtete, war 11%. Der Fehler ist am
geringsten, wenn die zugefiigte Menge Co-Enzyms relativ gross
ist gegeniiber die im Gewebe vorhandene Menge. Nach der Ex-
traktion ist im Riickstand keine Co-Zymase mehr nachweisbar,
Wir diirfen annehmen, dass man praktisch alles Coferment der
Zellen bestimmt.

Es sei hier bemerkt, dass die Versuche XVII und XVIII mit
gleichem Resultat, mit Material von verschiedenem Entwicklungs-
zustand wiederholt wurden. Nur in ausgebliihten Kolben, als der
Appendix abzusterben anfingt, ist eine Hemmung der Co-Zymase-
wirkung nachweisbar.

§ 20. Das Warburgsche Co-Ferment.

Der Zusatz von Co-Zymase allein geniigt nicht um die Enzym-
suspension vollig zu aktivieren. Ist der zweite Aktivator identiscn
mit dem Warburgschen Coferment? Der Nachweis dieser Substanz
ergibt sich aus einer Wirkung auf das in § 7 beschriebenen
System.
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Die Extraktion des Warkurgschen Coferments geschieht in derselben
Weise wie die der Co-Zymase. Danach muss es vom Flavinenzym und
Zwischenferment (wenn anwesend) getrennt werden. Auch befinden sich in
der Losung Substanzen, die die Aktivitit des Co-Enzyms herabsetzen.
Zur ersten Reinigung wird Aceton (Temp. 0°) hinzugefiigt (1 Teil Fliissig-
keit und 1,5 Teile Aceton). Man ldsst das Gemisch einige Stunden im
Eisschrank stehen und zentrifugiert die Féllung scharf ab. Das Aceton wird
im Vakuum aus der Fliissigkeit entfernt. Die wissrige Losung enthilt keine
der genannten Enzyme (vgl. Versuch XIX Spalte 5), und hemmt die Oxy-
dation der Hexosemonophosphorsdure weit weniger als die rohe Lésung.
In ersterer wird der Gehalt am Warburgschen Coferment nach § 7 bestimmt.

In Versuch XIX ist das gelbe Gewebe eines Kolbens untersucht
worden. Es zeigt sich, dass sich im Extrakt eine Substanz befindet,
die im Modellversuch eine Aktivierung gibt. Da dieser Test nach
Warsure eindeutig ist und Co-Zymase diese Reaktion nicht zeigt.
ist es wahrscheinlich, dass die Losung Co-Dehydrase II enthiit.
Auch gelingt es eine weitere rohe Reinigung vorzunehmen (nach
WarBurGg) durch Hg-Fillung, in der zwar 40% der Coferment-
menge verloren geht. Nach dieser Behandlung ist der Hemmungs-
korper vollig entfernt worden. Wegen Materialmangel konnte ich
keinen Versuch zur Isolierung des Aktivators vornehmen. Ein
exakter Vergleich dieser Substanz mit den sehr reinen Warburg-
schen Coferment-Losungen war also nicht méglich.

In der Losung befindet sich pro emm 0,6 Co II Einheiten, auf
den ganzen Appendix berechnet 2,7 Co II und pro gr Trocken-
substanz dieses Organs 2,6 Co II. Uber Cofermentmengen in
anderen Zellen liegen noch keine Angaben vor, da es nur isoliert
worden ist aus Pferdeblutzellen (WarBURG) und Hefe (v. EuLEr
und ApLer). Ich habe einige Messungen an anderem Pflanzen-
material auszufiihren versucht (Erbsen und Lupinensamen; Blit-
tern von Spinat), doch es ergab sich nur, dass die darin vor-
handenen Mengen so gering sind, dass sie kaum nachweisbar
sind. Im Vergleich zu diesen Objekten liegt im Sauromatum-
Appendix eine relativ grosse Menge vor. Das ist nicht der Fall,
"wenn man diese Menge mit der in Hefe oder Pferdeblutzellen
vergleicht.

Spielt das Warburgsche Coferment eine Rolle bei der Akti-
vierung des Sauromatum-Atmungsferments?

Da ich schon nachgewiesen habe, dass Co-Zymase ein wich-
tiger Aktivator ist, konmte ich zwei Versuche ausfiihren: ent-
weder die Wirkung des Coferments II allein auf die Enzymsus-
pension untersuchen, oder die kombinierte Wirkung von Cofer-
ment und Co-Zymase. Die zweite Frage interessierte mich zuerst
am meisten. Denn ist diese Wirkung gleich die des oben er-
wihnten Acetonextraktes (Seite 110). so beweist diese Tat-
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VERSUCH XIX.
Co-Dehydrase II im Pflanzenextrakt.
Material: Appendix -eines Bliitenkolbens wiihrend dem Aufblithen.

10,7 gr. der gelben Rindenschicht werden mit Wasser extrahiert, u.s.w.
Extrakt nach Einengung: 4 ccm

metm—

Hexosemonophosphor-

saures-Na . 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 cem
Extrakt — 0,5 ccm 1,0 ccm 0,5 cem
Wasser . 1,0 cem "~ 0,5 cem —_— 1,2 ccm
m/10 Phosphatpuffer

pH = 54 0,2 ccm 0,2 cem 0,2 cem 0,2 ccm
Flavinenzym :

(2 y Flavin/cem) 0,7 ccm 0,7 ccm 0,7 ccm —
Zwischenferment 0,8 ccm 0,8 ccm 0,8 cem 0,8 cem
KCN ] 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm
Einsatz: 5%-ige KOH 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm 0,2 ccm
0,-Aufnahme nach
10 Min, 1 cmm 19 cmm 36 cmm —
2 , . 1 34 67 —
30 , 2 52 94 —
40 3 63 116 0 cmm

sache, dass keine anderen Aktivatoren als die Co-Zymase und
Co-Dehydrase II im Atmungssystem notwendig sind. Ist dagegen
ihre Wirkung kleiner als die des Extraktes, so miissen wir in
der Losung wiederum einen neuen Aktivator suchen. Und dndert
zuletzt der Zusatz des Warburgschen Coferments die Aktivitdt
des Systems mit Co-Zymase nicht, so hat es iiberhaupt keine
Bedeutung oder vielleicht genau dleselbe Bedeutung wie die
Co-Zymase.

. Ich beschickte die Atmungsgefdsse mit einer Enzymsuspension
(siehe S. 110), und mit Losungen von Co-Zymase, Hexosemono-
und diphosphorsaurem-Natrium und Katalase. Zum Inhalt eines
Gefisses fiigte ich eine Losung des Warburgschen Coferments
hinzu; zu der eines zweiten eine konzentrierte wissrige-Losung
des ,,Aceton-Extrakts”. Nach Versuch XX erhcht das Warburg-
sche Coferment den O,-Verbrauch stark und zwar soviel, dass
die Oy-Aufnahme mit dem Gemisch der beiden Cofermente
gleich der mit dem natiirlichen Aktivator ist. Spalte 6 zeigt, dass
eine grossere Menge des Warburgschen Coferments keine stiir-
kere Oxydation hervorruft. Aus Ansatz 8 geht hervor dass die
Katalaselosung keine Aktivatoren enthilt.

- Die Warburgsche Coferment-Losung enthielt Co-Zymase. Diese
Verunreinigung kann das Ergebnis des Versuchs nicht geiindert
haben, da durch den Zusatz der Co-Zymase-Losung, diese schon
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in Uberschuss vorhanden ist. Die Steigerung der O,-Aufnahme
mit 60% ist also auf Rechnung des Warburgschen Co-Ferments
zu stellen.

Aus diesem Versuch ergibt sich, dass die aus dem Appendix
isolierte Losung der Aktivatoren in ihrer Wirkung identisch ist
mit einem Gemisch von Co-Zymase und Warburgschem Co-
Ferment. Man kann auch schliessen, dass in diesen Modell-
versuchen nicht die Co-Enzyme, sondern die Enzymsuspensmn
die Geschwmdlgkelt der Oxydatlon bedingt, so wie das auch
zu erwarten wire.

Es wire nun -interessant zu wissen, wie gross der Anteil der
Wirkung des Warburgschen Co-Ferments gewesen wire, wenn
ich keine Co-Zymase hinzugefiigt hitte. Denn zweierlei ist
moglich. Es liegt hier ein einzelnes Enzymsystem vor, dessen
Aktivierung sowohl mit Co-Zymase wie mit der Co-Dehydrase
II hervorgerufen werden kann, cbschon am leichtesten mit dec
zuletztgenannten Substanz. Oder, — und diese Hypothese be-
trachte ich als die wahrscheinlichste —, die Enzymsuspension
besteht aus einem Gemisch mehrerer Fermentsysteme, von
denen ein Teil durch die Co-Zymase, und ein zweiter Teil durch
das Warburgsche Co-Ferment erginzt werden muss. Ich zeige
im Abschnitt VII, dass wir die Enzymsuspension in mehreren
Komponenten zerlegen konnen.

Da ich die Untersuchung iiber die Bedeutung des Warburg-
schen Co-Ferments fiir diese Atmungsversuche noch nicht ab-
schliessen konnte, werde ich iiber weitere Experimente in einer
folgenden Mitteilung berichten.

Die plotzlich auftretende Erhohung der Atmungsintensitit
wihrend der Entfaltung der Bliitenkolben wird nicht dadurch
verursacht, dass dem Appendix eine grosse Menge der Aktiva-
toren zugefithrt wird. Die Geschwindigkeit der Verbrennungs-
reaktionen wird weder durch Zusatz von Co-Zymase, noch vom
Warburgschen Co-Ferment erhoht (Versuch XIV und XXI).

VII. DIE DEHYDRASESYSTEME IM APPENDIX.
§ 21. Das Flavinenzym.

Das Flavin ist in allen untersuchten tierischen und pflanz-
lichen Zellen nachgewiesen worden. Zum grossten Teil liegt es
an einem kolloiden Trdger gebunden, als BEnzym, vor. Nach
allem was wir von den Fermentwirkungen im Sauromatum-
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Extrakt beobachteten, konnten wir erwarten, dass das Flavin-
enzym an mehreren dieser Reaktionen beteiligt ist. Diese Mei-
nung hat sich als richtig erwiesen und ich werde in § 23 einige
Beispiele dafiir anfiihren.

Nach der Lumiflavin-Methode konnte ich nachweisen, dass
der Appendix etwa 8 y Flavin pro gr. Frischgewicht enthilt,
oder ungefihr 50—70 y in 1 gr. Trockensubstanz. Vergleicht man
diesen Wert mit den Flavinmengen, die in anderen Zellen vor-
handen sind, so zeigt es sich, dass er einem relativ hohen Gehalt
entspricht. EvLER und Mitarbeiter finden in verschiedenen hohe-
ren Pflanzen 0,5 bis 1 y pro gr. Frischgewicht, auf Trocken-
gewicht berechnet etwa 5—10 y (Spinat 8—10 y; Gras 6 y). In
der Hefe befindet sich die Hilfte und in Milchsdurebakterien
das Doppelte der Menge der Sauromatum-Kolben.

Das reichliche Vorkommen des Flavins konnte einen Hinweis
dafiir sein, dass es mit den Atmungsprozessen im Appendix in
Zusammenhang stehen wiirde. Dieser Gedanke stuitzt sich ge-
wissermassen auch darauf, dass es gerade in den Zellen der
Rindenschicht in grossen Mengen vorkommt, wihrend das Mark-
gewebe und die anderen Teile der Pflanze nur wenig enthalten.
Diese Meinung ist einstweilen noch eine Hypothese; es wird
sich aber wohl bald zeigen lassen, ob das Enzym auch im nor-
malen Atmungsprozess die Funktion eines Sauerstoffiibertrigers
iibernimmt.

Auch die minnlichen und weiblichen Bliiten enthalten ver-
haltnism#ssig grosse Flavinmengen.

Liegt das Flavin im Sauromatum vorwiegend in freier Form
oder als Enzym vor? Die Beantwortung dieser Frage fordert die
Trennung zwischen beiden Formen. Sie wird durch Dialyse nach
den Methoden des Stockholmschen Biochemischen Institutes
ausgefiihrt. (17, 29).

Die Zellen der Rindenschicht (*+ 20 gr Frischgewicht) werden unter
starker Abkiihlung mit Sand im Mérser zerrieben; die Extraktionen (5 Mal,
je eine Stunde) wurden mit der 4-fachen Gewichtsmenge Eiswasser ausge-
fithrt. Der Riickstand ist dann hellweiss. Die Losungen werden vereinigt
und nachher in zwei Hilften geteilt. In der einen Hilfte wird der gesamte
Flavingehalt nach dem Vorschrift von § 7 bestimmt, widhrend die zweite

Halfte zuerst aus diinnen Kollodiumhiilsen gegen fliessendes Wasser 7
Stunden dialysiert und danach wie die erste Hiilfte behandelt wird.

Der Versuch gibt das Verhiltnis zwischen dem nicht dialysier-
baren Flavin (dem Enzym) im Extrakt und der gesamten Flavin-
menge. Diese Zahl ist nur dann bedeutend, wenn bei der Was-
serextraktion fast alles sich 16st. In meinen Versuchen enthielt
der Riickstand, auf seinen Gehalt gepriift, nur =+ 20 Prozent
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der Menge. Auch wird bei diesen Bewirkungen kein - Flavin
vernichtet. Das Versuchsergebnis kann also verhiltnismissig
wenig beeinflusst werden von dem nicht extrahierten Teil. Die
im Gewebe vorhandene Enzymmenge mag schon grisser, aber
kaum geringer sein als der gemessene Wert, da wihrend der
Dialyse keine Synthese, sondern eine Spaltung des Ferments
zu befiirchten ist. In Versuch XXII gebe ich ein Beispiel.

Im Sauromatum-Kolben liegt fast alles Flavin als Enzym vor;
seine Menge ist mindestens 94 Prozent. Ein so grosser Bruchteil
wird nur bis zur Periode der maximalen Erwirmung aufgefun-
den; nachher nimmt er ab und schwanken die Messungen zwi-
schen 30 und 60 Prozent. Ob diese Spaltung die direkte Folge
der starken Temperatursteigerung ist, oder ob sie von andern
Faktoren bedingt wird, ist zur Zeit nicht zu entscheiden. Ich
gewann den Eindruck, dass diejenige #Husseren Einfliisse, die
die Atmungsintensitit abdndern, (vor allem Bliitenentwicklung
bei niedriger Temperatur) auch den Gehalt an gelbem Ferment
variieren konnen.

Wie ich in § 24 niher zeigen werde, nimmt der Flavingehalt
vor der Entfaltung der Bliitenkolben zu; dabei bleibt das Ver-
hiltnis zwischen der gelben Ferment- und der totalen Farbstoff-
menge praktisch konstant. Deshalb ist eine fortwihrende Stei-
gerung des Enzymwertes nachweisbar, Da. nach der Entfaltung
keine Flavinzunahme mehr zu verzeichnen ist, muss, nach
obigem Versuch, der Enzymwert wieder abnehmen. Im grossen
und ganzen betrachten wir also eine Schwankung in der Menge

VERSUCH XXIL

Das Verhiiltnis der Mengen des Flavmenzyms und des Gesamtflavins in der
peripheren Schicht.

A. Appendix, 14 Tag vor der Erwidrmung (3 Kolben).
18,6 gr, zerriecben und extrahiert nach S. 132).
Der Riickstand enthdlt ........ 15 yFlavin (16% der totalen Menge)
Die nicht-dialysierte Hilfte der
Fliissigkeitsmenge enthdlt . 40,9 y Flavin (Durchschnitt aus 3 Messungen)
Die dialysierte Hilfte der
Fliissigkeitsmenge enthélt . 38,4 Flavin ( ” w 3 » )
Gehalt an Flavinenzym: 94%.
B. Appendix, ¥ Tag nach der Erwdrmung (2 Kolben).
13,3 gr, zerrieben und extrahiert wie oben.
Der Riickstand enthilt ........ 9 y Flavin (12% der totalen Menge)
Die nicht-dialysierte Hilfte der
Fliissigkeitsmenge enthdlt .. 35 4 Flavin
Die dialysierte Halfte der
Losung enthdlt ............ 19 y Flavin
Gehalt an Flavinenzym: 54%.
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des gelben Ferments, die, — allerdings nur qualitativ —, dem
Atmungswechsel parallel geht.

Beeinflusst das Flavinenzym die Geschwindigkeit der Oxyda-
tionsreaktionen? Durch Zusatz des Ferments zum lebenden Ge-
webe ist das Problem nicht zu losen, da es nicht in die Zellen
hineindringt. Arbeitet man mit Gewebebrei, so gewinnt die
Frage an Bedeutung. Man konnte sich nihmlich denken, dass
die Dehydrierungssysteme ihre maximale Aktivitit wegen eines
Defizits an gelbem Ferment nicht entfalten.

Fiigt man es zum zerriebenen Appendix hinzu, so bleibt die
Dehydrierungsgeschwindigkeit des Robisonesters unveridndert
(Versuch XXIII). Die zugefiigte Menge wihlte ich derart, dass
die Konzentration 4. mal so gross wurde. Zum Nachweis einer
Aktivitdtsanderung geniigt das bestimmt.

Obwohl wir keine Differenzen in der Sauerstoffaufnahme beo-
bachteten, soll das nicht heissen, dass das Enzym keine Rolle bei
den Verbrennungsreaktionen spielen konnte. Seine Konzentra-
tion ist in den Pflanzen schon so gross, dass wir der Moglichkeit
Rechnung tragen miissen, dass es in Uberschuss anwesend ist
und die Oxydationsgeschwindigkeit nicht reguliert.

Ich fiige noch hinzu, dass die Versuche nur wihrend des
Stadiums der maximalen Erwidrmung ausgefithrt worden sind;
ob dasselbe ‘Ergebnis auch fiir anderes Material zutrifft, ist
unbekannt.

VERSUCH XXIII.

Material: Die gelbe Gewebeschicht wihrend der Erwirmung; sie enthilt
74 y Flavin pro gr Frischgewicht,
Methodik: Manometrische O,-Messung. Anfang der Messungen sofort nach
dem Umkippen der Gefésse.
Hauptraum: 0,2 ccm 4% Hexosemonophosphorsaures-Na.
0,3 ccm 0,1 m Phosphatpuffer, pH = 6,7
I: 67 mgr bei Gefriertemperatur zerriebenes Gewebe.
1I: 63 mgr , ”» »” »
Anhang: I: Wasser
II: Flavinenzym (2,1 y der Farbstoffkomponente).
Einsatz: 0,3 ccm 5% KOH.

r } I
O,-Aufnahme in 15 Min. 37 emm 36 cmm .
» 72 70
5, 106 103

60 ,, 136 131
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§ 22. Die Dehydrasen der Sauromatum-Kolben.

Es fragt sich jetzt, welche Dehydrierungsreaktionen im Appen-
dix nachweisbar sind. Dazu brauchen wir die Enzyme, getrennt
von ihren Donator-Substanzen, und untersuchen wir, welche
Stoffe sie angreifen.

Die Thunberg-Methodik wird benutzt unter Anwendung von
Methylenblau als Wasserstoffacceptor. Gemessen wird die Ent-
farbungszeit bis einer ganz minimalen Blaufirbung. Der Zeit-
punkt der absoluten Entfiirbung war sehr schwer zu erkennen,
da die verwendeten Priparate nicht farblos sind.

Es bleibt bei dieser Versuchsanordnung immerhin moghch
dass ein Dehydrierungssystem schon anwesend ist, doch nicht
nachgewiesen werden kann, weil das Methylenblau keinen ge-
eigneten Acceptor ist.

Als Enzympriparat verwendete ich die Aceton-Methanol Fil-
lung (S. 110), die durch Dialyse wihrend einiger Zeit weit-
gehend von den Co-Fermenten befreit ist. Da bei der Isolierung
des Materials vielleicht Enzyme vernichtet und notwendige Ak-
tivatore entfernt worden sind, ist einem megativen Ergebnis
dieser Versuche nur einen geringen Wert beizumessen. Zerrie-
benes Gewebe, ohne jede Behandlung sofort zu verwenden, hat
keinen Zweck wegen der grossen Mengen Donator-Substanzen,
die der Appendix enthilt.

Eine Trennung zwischen dem gelben Ferment und den Dehy-
drasen konnte nicht vorgenommen worden. Das Priparat enthilt
eine so grosse Flavinmenge, dass sie wahrscheinlich zur maxi-
malen Aktivierung vollauf geniigt. Man kann daher mittels seines
Zusatzes nichts erfahren iiber dessen Bedeutung fiir den Dehy-
drierungsvorgang. Deshalb wurde, um sicher zu sein, dass die
maximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht wurde, zu allen An-
sitzen gelbes Ferment gefiigt.

. Die Versuche sind ausgefuhrt worden m1t und ohne Co-
Ferment-Zusatz.

Das Enzympriparat zeigt keinen nachweisbaren Umsatz der
folgenden Substanzen: Ameisensiure, Bernsteinsdure, Citronen-
siure, Glukose, und Glykokoll; die Sduren wurden mit NaOH
neutralisiert. Bei diesen Versuchen liegen die Differenzen der
Entfarbungszeiten mit und ohne Donatorsubstanz in die Versuchs-
fehler. Dass die Priparate auch ohne jeden Stoffzusatz reagieren,
beweist, dass sie nicht véllig von dehydrierbaren Substanzen
befreit waren. Weder mit Co-Zymase, noch mit dem Warburg-
schen Co-Ferment erzeugten die untersuchten Stoffen eine Ent-
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farbung des Methylenblaus; auch nicht wenn ich die Wasserstoff-
ionenkonzentration variierte.

Eine stark positive Wirkung haben Alkohol, Robisonester und
Hexosediphosphorsdaure. Diese drei Dehydrasen konnte ich in
reinerer Form isolieren; ich werde ihre Reaktionen im nichsten
Paragraph besprechen.

Weiter wurden noch untersucht: Milchsidure, Essigsdure, Acetal-
dehyd und Neuberg-Ester. Die Wirkung der beiden zuerst ge-
nannten Substanzen ist eine sehr schwache, der dritte Koérper
hat einen grosseren Einfluss. Ob es sich um eine einzige Dehy-
drase handelt, die jeden der vier Stoffen dehydrieren kann, —
sei es auch mit verschiedener Geschwindigkeit —, oder ob vier
verschiedene Systeme vorliegen, ist aus diesen Versuchen nicht
zu schliessen. Die zweite Hypothese kommt mir am wahrschein-
lichsten vor.

In Gegenwart von den drei zuerstgenannten Donatoren wird
Methylenblau durch das Enzympriparat nur dann reduziert,
wenn Co-Zymase zugefiigt war. Auch Co-Dehydrase II hat eine
ganz schwache Wirkung. Ich mdchte die Aktivierung, vom was-
serstoffiibertragenden Co-Ferment hervorgerufen, einer Verun-
reinigung mit Co-Zymase zuschreiben. Denn die Dehydrierungs-
geschwindigkeit mit Co-Dehydrase II ist nur wenig grosser als
die Geschwindigkeit mit reiner Co-Zymase, wenn beide Akti-
vatorlosungen, auf die Alkoholdehydrase gepriift (§ 7), die-
selbe Co-Zymase Menge enthalten. Obschon diese Beobachtung
noch kein endgiiltiger Beweis fiir die Unwirksamkeit des wasser-
stoffiibertragenden Co-Ferments ist, so wird sie mit dieser An-
nahme am leichtesten erklirt. Die Dehydrierung des Neuberg-
Esters erfordert Co-Dehydrase II.

In der Natur liegen zwei Gruppen von Milchsiuredehydrasen
vor. Die Enzyme der ersten Gruppe werden durch Co-Zymase
aktiviert. So die Extrakte aus getrockneter Oberhefe (8) und
Muskelfleisch (14). Dagegen ist Co-Zymase ohne jeden Einfluss
auf die Enzyme der zweiten Gruppe, wie das Extrakt aus ge-
trockneter Unterhefe (14). Wie diese Differenzen zu erkliren
sind, ist moch vollig unbekannt. Die Milchsiuredehydrase der
Sauromatum gehort zu der zuerstgenannten Enzymgruppe (Ver-
such XXIV).

Fiir die enzymatische Umwandlung des Acetaldehyds ist die
Anwesenheit der Co-Zymase notwendig. Diese Beobachtung
wurde schon von NiLssoN (Zymase-Priparat) und von EuLer
und Brunius (Leberenzym) gemacht.

Beziiglich seiner grossen Dehydrierungsgeschwindigkeit kon-
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nen wir folgendes feststellen. Acetaldehyd kann in zweierlei
Weisen umgewandelt werden. Erstens kann das Préaparat eine
aktive Aldehyd-Dehydrase enthalten; zweitens kann eine Mutase
mitwirken. Das zuletzterwihnte Enzym bewerkstelligt die Caniz-
zaro-Reaktion der einfachen Aldehyde; hier sollten Alkohol und
Essigsiure gebildet werden. Da von diesen Reaktionsprodukten
der Alkohol rasch dehydriert wird, kénnte die intensieve Dehy-
drierung des Acetaldehyds auch auf diesem Wege zustande kom-
men. Eingehende Untersuchungen von EuLer, MYRBiCK, Brunius,
u.a. (36) stellten ausser Zweifel, dass die Mutase nur in Ge-
genwart von Co-Zymase wirksam ist.

Die Reaktionsprodukte der Enzymwirkungen sind nicht iso-
liert worden. Ebenfalls unterliess ich es zu untersuchen, ob alle
Dehydrierungsreaktionen in Gegenwart von Sauerstoff, statt
des Methylenblaus, vorfinden. Ich konnte nachweisen, dass
dieser Fall fiir die Dehydrierung von Aldehyd zutrifft.

§ 23. Die Dehydrierung von Hexosemono- und diphosphorsiure
und von Alkohol. :

Im Folgenden berichte ich iiber die Trennung und Isolierung
der Hexosemono- und diphosphorsiure-Dehydrasen und der Al-
koholdehydrase aus Sauromatum. Die Trennung war nicht voll-
stindig; auch erhielten die Préparate noch Flavinenzym. Es
gelang jedoch diese Menge so weit zu vermindern, dass die Ak-
tivitdt der Dehydrase-Losungen mittels Zusatz des Enzyms stark
gesteigert wurde.

Der Aceton-Niederschlag (5 gr.) wird gegen kaltes Wasser dialysiert; die
sich bildende Fillung wird nicht entfernt. Danach fillte ich die Fliissig~
keit wieder mit Aceton und extrahierte den Niederschlag mit 20 cem
m/15 Phosphatpuffer pH = 6,6 durch schiitteln. Vom Ungelésten wird
abzentrifugiert und die Fliissigkeit wird mit dem 20-fachen Volumen
Wasser verdiinnt. Einen Vorschlag von WARBURG und CHRISTIAN folgend,
kiihlte ich die Lésung stark ab und siittigte sie bei 0° mit Kohlensdure.
Das Zwischenferment fillt aus, das Flavinenzym nur in geringen Masse.
Der Niederschlag wird mit der Hilfte des urspriinglichen Volumens Puffer-
losung (pH = 7,4) extrahiert und kalt zentrifugiert. Es ist moglich den
Reinigungsversuch zu wiederholen. .

Die Losung enthilt die Hexosemono- und diphosphorsiure-
Dehydrasen. Sie wirken allerdings nur nach Zusatz eines Co-
Ferments und des Flavinenzyms. Es eriibrigt sich die Fermente
ausfiirlich zu beschreiben, da sie sich nicht von den aus anderem
Ausgangsmaterial isolierten Enzymen unterscheiden.

" A. Robisonester-Dehydrase. Genau so wie in den Versuchen
von WaRBURG und CHRISTIAN mit dem Zwischenferment der Hefe
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ist das Enzym dadurch ausgezeichnet, dass es die Oxydation des
Phosphorsédure-esters in Gegenwart des wasserstoffiibertragenden
Co-Ferments zu aktivieren vermag. In Ubereinstimmung mit
den Angaben von Eurer und ApLErR braucht die Dehydrierung
keine Mitarbeit der Co-Zymase. Blausiure hemmt die Reaktion
nicht. Wir miissen also annehmen, dass die Dehydrase dem Zwi-
schenferment identisch ist, oder ihm jedenfalls sehr nahe steht.

B. Hexosediphosphorsiure-Dehydrase. Auch diese Dehydrase
befindet sich in der Enzymlosung. In Bezug auf die Mitarbeit eines
Co-Ferments sind die Versuche nicht ganz klar. Sowohl die Co-
Zymase wie das Warburgsche Co-Ferment wirken aktivierend;
die erstere kriftiger als das letztere. Das Warburgsche Co-Fer-
mentpriaparat war nicht frei von Co-Zymase. Ich muss also
nochmals auf die Moglichkeit hinweisen, dass eben diese Ver-
unreinigung vielleicht die Aktivierung verursacht haben konnte.
Gegen diese Auffassung wire einzuwenden, dass die Entfir-
bungszeit des Methylenblaus im Falle des wasserstoffiibertra-
genden Co-Ferments zwar nicht viel, doch nachweisbar kiirzer
ist als die einer reinen Co-Zymase-Losung, wenn beide Losungen
die gleiche Wirkung auf die Alkoholdehydrase der Hefe hatten.
Daraus konnte man schliessen, dass das Warburgsche Co-Fer-
ment nicht véllig indifferent ist gegeniiber diese Dehydrierung.
Es wire jedoch besser das Resultat niherer Versuche mit reinen
Co-Dehydrase II-Priparaten abzuwarten, da die bis jetzt ver-
wendeten Losungen noch Stoffen enthalten konnen, welche die
Dehydrierungsgeschwindigkeit der Alkohol- und Hexosediphos-
phat-Dehydrase in ungleichem Masse beeintrichtigen koénnen.
Diese Moglichkeit diirfen wir bei unseren Versuchen nicht
ausser Betracht lassen.

Die zwei oben erwidhnten Dehydrasen sind verschiedene En-
zyme und nicht ein einziges Ferment, das auf die Dehydrierung
beider H-Donatoren eingestellt ist. Erstens ergibt sich dies aus
der Tatsache, dass an dem unter A genannten System nur das
wasserstoffiibertragende Co-Ferment beteiligt ist, widahrend an
dem unter B erwihnten System auch die Co-Zymase mitwirkt.
Zweitens konnte man diese Folgerung ziehen aus der Beobach-
tung, dass der Gehalt der Priparate an beiden Fermenten so
sehr abweichen kann. Bisweilen enthilt man Loésungen, die fast
nur die eine Wirkung zeigen, wihrend die andere nur schwach
angedeutet ist. Diese Erscheinung ist auf ungleich grosse Ver-
luste bei der Isolierung zuriickzufiihren. Drittens zeigt der In-
aktivierungsversuch folgendes: die Aktivitit der Lésung nimmt
bei Zimmertemperatur ab. Dabei bleibt die Wirkung der Robi-
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sonester-Dehydrase relativ am lingsten behalten; die Diphosphor-
siure-Dehydrase ist bald vollig verschwunden. :
- C. Alkohol-Dehydrase. Eine Losung der Alkohol-Dehydrase
wurde in folgender Weise erhalten. }

Nachdem der Appendix fein zerrieben und mit Eiswasser extrahiert ist,
wird der Extrakt bei 0° mit Alkohol gefillt, Die Alkoholkonzentration
steigt nicht {iber 55% hinaus. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, in
10 ccm Eiswasser gelost und das Ungeloste entfernt. Die Alkoholfillung

wird wiederholt und der Riickstand zuletzt in Phosphatpuffer (pH = 6.6,
gelost und klar zentrifugiert.

Da diese Losung nicht vollstindig vom Aktivator und gelben
Ferment befreit ist, entfdarbt sie Methylenblau schon ohne deren
Zusatz in geringem Masse. Die Dehydrierungsgeschwindigkeit
wird mit Co-Zymase und Flavinenzym stark erhsht. Wie bei
der Alkohol-Dehydrase der Hefe hat das wasserstoffiibertragende
Co-Ferment keine grossere Wirkung, wie man es nach seinem
Gehalt an Co-Zymase erwarten konnte. Daraus kann man schlies-
sen, dass auch hier die Co-Dehydrase II wirkungslos ist.

Das Ferment wird, in Ubereinstimmung mit den Angaben
von EuLER und AbDLER, nicht von Blausiure gehemmt.

§ 24. Die Konzentrationsinderungen des Flavins und der Co-
- Zymase wihrend der Entwicklung.

Nachdem ich in den vorangehenden Paragraphen iiber das
Vorkommen von Enzymsystemen und ihren Aktivatoren be-
richtet habe, folgt jetzt der erste Teil einer systematischen Un-
tersuchung iiber ihre Konzentrationsinderungen wihrend der
Entwicklung der Sauromatum-Kolben. Es handelt sich um Mes-
sungen der Co-Zymase- und Flavinmengen.

Vorversuche haben gezeigt, dass nicht nur die absoluten,
sondern auch die relativen Mengen der untersuchten Substanzen
in den verschiedenen Pflanzen variieren. Deshalb sollte auf eine
moglichst grosse Homogenitit des Materials besonderer Wert
gelegt werden (S. 94). Die Anzahl der mir zur Verfiigung
stehenden Pflanzen war so gering, dass kein richtiger Mittelwert
berechnet werden konnte. Dazu wiren fiir jeden Wert mindes-
tens 15 Einzelmessungen notwendig. Da die Lebensbedingungen
der Pflanze die Entwicklungsgeschwindigkeit und die chemische
Zusammensetzung der Appendices beeinflussen, méchte ich
ausdriicklich betonen, dass die erhaltenen Werte der absoluten
Mengen der untersuchten Substanzen nicht allgemein giiltig
sind. Der Vergleich der Mengenverhiltnisse ist fiir jeden Ver-
such immer erlaubt, obschon auch sie keine konstanten Grossen
sind. :
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In Tabelle XXV gebe ich die Messungen eines Versuches wie-
der. Alle Werte sind pro gr Frischgewicht berechnet worden.
Da ebenfalls das Frischgewicht und Trockengewicht der gelben
Rindenschicht bestimmt wurden, kénnen wir die Ergebnisse auf
diese Grossen beziehen. Der Versuch ist 3 Mal wiederholt wor-
den; ich beschreibe nur die Erscheinungen, die alle Versuche
gemein hatten,

Die Co-Zymasemenge im Appendix nimmt wihrend der Ent-
wicklung zu. In 4 Tagen hat sich ihre Menge um das 7-fache
vermehrt. Nach der Erwirmung nimmt sie schnell ab um nach
2 Tagen fast vollig verschwunden zu sein. Diese Aktivititsver-
ringerung kann nur teilweise der Bildung der Hemmungskérper
(S. 125) zugeschrieben werden.

Sind die Co-Zymase und der Hemmungskorper isoliert in den
Zellen vorhanden, so ist die Co-Zymase-Bestimmung nicht richtig;
es wire erforderlich beide zu trennen. Eine Methode, den hem-
menden Stoff quantitativ zu entfernen, ist nicht bekannt. Sind
sie jedoch beide in der Zelle anwesend, so hat man die Wirkung
der Summe der Aktivatoren und Paralysatoren bestimmt und
diese ist fiir die Stoffwechselgrosse der Zellen am wichtigsten.

Es tritt also eine erhebliche Schwankung der Co-Fermentmenge
hervor, die der Atmungsschwankung zwar qualitativ dhnlich ist,’
jedoch quantitativ nicht mit ihr iibereinstimmt. Wihrend z.B.
die Sauerstoffaufnahme in Versuch XXV um das 32-fache zu-
nimmt, steigt die Co-Zymasemenge nur mit 240% (pro gr Frisch-
gewicht). Nach § 19 bedingt Co-Zymase die Oxydationsgeschwin-
digkeit, wihrend des Stadiums der maximalen Erwirmung,
nicht. Wir konnen diese Folgerung jetzt erweitern und schlies-
sen, dass Co-Zymase die Atmungsgeschwindigkeit im Sauro-
matum-Kolben nie reguliert.

Nur der Gesamtflavingehalt wurde bestimmt und die Ver-
teilung in freies und an einem ligatorischen Teil gebundenes
Flavin ist nicht maher beriicksichtigt. Wir wissen, dass vor der
Entfaltung fast alles Flavin als Enzym vorliegt (§ 21); wir
machen nur einen geringen Fehler, wenn wir den freien Teil
vernachlissigen. :

In 4 Tagen nimmt die Flavinmenge von = 3 y bis auf 95 y zu
(pro Appendix). Ob es in den Zellen der Rindenschicht aus den
einfachsten Bestandteilen synthetisiert wird oder ob eine Fla-
vinwanderung aus den Knollen zum Appendix moglich wire,
ist nicht bekannt. Beim Vergleich der Oy,-Aufnahme und der
Flavinmenge (pro gr Frischgewicht) ergibt sich, dass erstere
um das 32-fache und die zuletzt genannte um das 13-fache steigt.
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In Zusammenhang mit Versuch XXIII ist aus diesem Versuch
zu schliessen, dass die Intensitit der Atmung wihrend der
ganzen Entwicklung unabhingig ist von der Menge des Flavin-
enzyms.

Nach dem Atmungsmaximum hat der Vergleich der Atmungs-
werte mit den Co-Ferment- und Flavinmengen keine Bedeutung.
Die Atmungsfermente sind ungesittigt und die Reaktionsge-
schwindigkeit ist abhiingig von der Menge des Verbrennungs-
materials.

Auf eine Erscheinung méchte ich noch hinweisen: in allen
drei Versuchen =zeigte sich, dass die Appendix-Spitze einen
hoheren Gehalt an Co-Zymase und Flavin hat als der Basis.
Das Verhiltnis: Spitze-Basis schwankte; das geht schon daraus
hervor, dass die Wahl der Spitzenldnge willkiirlich ist. Es hingt
nicht mit der Atmungsintensitit zusammen; mach Zeile 3 ist
die Atmung im oberen Teil am gréssten; 1 Tag spater (Zeile 4)
ist sie am kleinsten. In beiden Fillen ist der Co-Ferment- und
Flavingehalt in der Spitze am grossten.

Wir diirfen diese Erscheinung wohl damit in Zusammenhang
bringen, dass die intensivste Atmung der Spitze des Organs
immer stirker ist als die maximale Atmung des basalen Teiles
(vgl. Versuch V).

§ 25. Die Wechselzahl.

Ist das Flavinenzym an einer der Teilreaktionen des Atmungs-
prozesses der Sauromatum-Kolben beteiligt?

Da die Atmungsgeschwindigkeit des zerriebenen Appendix-
Gewebes sich nicht dndert durch Zusatz des Enzyms, bleibt die
spektroskopische Untersuchung der lebenden Zellen die einzige
Moglichkeit des direkten Nachweises seiner Mitarbeit. Diese
Versuche, die den bekannten Experimenten von WarBUurRG und
CuristiaN (141) mit Milchsiurebakterien #dhnlich sein sollten,
konnten noch nicht ausgefiihrt werden.

In indirekter Weise, mittels Bestimmung der Wechselzahl
(S. 81), konnen wir jedoch wichtige Schlussfolgerungen bekom-
men. Einen annihrend richtigen Wert dieser Zahl habe ich aus
den Messungen des Versuchs XXV errechnet und in der Tabelle
eingetragen. Ich bemerke, dass ich den Berechnungen die totale
Flavinmenge, statt der Enzymmenge, zugrunde legte. Beriick-
sichtigen wir das Ergebnis von § 21, so ergibt sich, dass die
errechnete Zahl aus den Versuchen vor der Entfaltung der
Kolben =+ 6% zu niedrig ausfillt; ein Fehler, den wir wohl
vernachlissigen diirfen. Aus dem Material, nach der Bliiten-
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entfaltung gesammelt, diirfen wir keine Wechselzahl berechnen:
erstens ist das gelbe Ferment ein geringerer Bruchteil der
Gesamtflavinmenge und zweitens entspricht die gemessene
Sauerstoffaufnahme nicht dem Sittigungsgrad des Atmungs-
fermentes. Beide Faktore erzeugen einen zu niedrigen Wert.
Ausserdem variieren sie unabhingig voneinander; ihr Verhiltnis
zeigt grosse unregelmissige Schwankungen.

Die Wechselzahl betrdgt vor der starken Atmungserhohung
etwa 40—-50; in der Periode der intensivsten Atmung steigt sie
bis ungeféihr 140 (Versuch XXV). Da eben die zuletzterwihnte
Bestimmung von griosster Bedeutung ist, habe ich sie durch
mehrere Messungen zu griinden versucht. Die erhaltenen Werte
fasse ich in der Tabelle XXVI zusammen. Hier wurde den
richtigen Wert der Wechselzahl bestimmt, da ich den Enzym-
gehalt gemessen habe.

Der hiéchste Wert der Wechselzahl, in Modellversuchen er-
halten, ist 55; d.h. das gelbe Ferment kann unter den giinstigsten
Bedingungen jede Minute 55 Mal reduziert und oxydiert werden.
Wire das Ferment ein notwendiger Ubertriger der ganzen von
der Zelle aufgenommenen Sauerstoffmenge, so kann die aus der
Atmung errechnete Wechselzahl nie iiber diesen Wert hinaus
steigen. Vergleichen wir diese Angabe mit den oben mitgeteilten
Zahlen, so schliessen wir, dass vor der Bliitenentfaltung die in
der Rindenschicht vorhandene Enzymmenge geniigt um allen
Atmungssauerstoff zu iibertragen. Zwar miisste die Ubertragung
dann mit fast maximaler Geschwindigkeit stattfinden und whéra
vielleicht ein- geringer Einfluss des Enzymzusatzes zu erwarten.
Die Beobachtung schliesst aber die Mitarbeit des gelben Ferments
an den Atmungsvorgang nicht aus.

VERSUCH XXVIL . e S

Material: Blithende Kolben (Maximum der Erwarmung), penphere Gewebe-
schicht (Gasraum: Sauerstoff). -

Atmung Flavinenzym . : .
cem O, pro Stunde und| gemessen in Lumiflavin | Wechselzahl .
gr Frischgewicht. und pro gr Frischgewicht. .

1. 65 154 80
2. 32 34 165
3. 56 N .89 - . 119
C 4, 97 134 . . 138
5. 35 6,2 108
6. 48 78 C 117
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Der Versuch beweist, dass bei der grossten Atmungsgeschwin-
digkeit das Flavinenzym nicht das einzige sauerstoffiibertragende
Ferment ist, da sonst die errechnete Wechselzahl (80—165) den
Hochstwert im Modellversuch (55) um das 2 bis 3-Fache iiber-
steigen wiirde. Das heisst, dass das gelbe Ferment maximal
1/—1/s Teil des Atmungssauerstoffs transportieren kann. Mit
Riicksicht auf der Beobachtung, dass es in Uberschuss vorhanden
ist, diirfen- wir schliessen, dass der Flavinteil der Os-Ubertragung
sicher geringer ist als /s Teil. Andere Enzymsysteme, die bis
jetzt noch nicht erforscht wurden, haben eine grossere Bedeutung.

‘Der Teil der. Atmung, der iiber das gelbe Ferment verlaufen
konnte, ist jedoch quantitativ nicht bedeutungslos. M.W. liegt hier
das erste bekannte Beispiel vor, bei der das Flavinenzym ein so
grosser Anteil an den Verbrennungsreaktionen einer hoéheren
Pflanze haben konnte. Diese Tatsache ist um so merkwiirdiger,
wenn wir in Betracht ziehen, dass es sich um eines der intensivst
atmenden Pflanzenorganen handelt.

Betrachten wir in diesem Zusammenhang noch die Einwirkung
des Enzymprédparates aus der Rindenschicht (S. 110) auf
Hexosmonophosphorsidure. Bei dieser Reaktion konnen wir
sagen, dass das Flavinenzym ein wirksamer Bestandteil des
Priparates und in Uberschuss vorhanden ist. Die Wechselzahl
der verschiedenen Priparate schwankt stark; sie zeigt im all-
gemeinen einen zu grossen Wert (29 bis 84). Daraus geht hervor,
dass entweder die durch die Einwirkung des Co-Ferment-Fla-
vinenzymsystems gebildete Phosphohexonsiure weiter oxydiert
wird oder dass der Robisonester teilweise sofort von einem
anderen Fermentsystem angegriffen wird; bei diesen beiden
Reaktionen konnte das gelbe Ferment keine Rolle als sauer-
stoffiibertragendes Ferment spielen.

Vor einigen Jahren konnten BapenauizeN und ich nachweisen,
dass Blausiure die Verbrennungsreaktionen im Sauromatum-
Kolben hemmt. Es zeigte sich jetzt, dass diese Substanz dieselbe
Wirkung hat auf der Umsatz des Robisonesters durch das Aceton-
dauerpriparat, sei es in viel geringerem Masse. Da HCN bekannt-
lich die Oxydation des Esters zu Phosphohexonsdure nicht
hemmt, weist auch dieser Versuch auf das Vorhandensein meh-
rerer oxydlerenden Fermente im Priparat hin.

VIHL DISKUSSION DER ERGEBNISSE.
In diesem letzten Abschnitt mochte ich etwas tiefer eingehen
auf die Versuchsergebnisse.
Im erwachsenen Appendix ist die Atmungsmtens1tat anfangs
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gering; plotzlich steigt sie zu. einem, fiir pflanzlichen Zellen,
extrem hohen Wert an und nimmt danm wieder schnell ab.
Sie ist oben und unten an der Keule nicht gleich: zuerst ist sie
oben grosser als unten; nachher ist das Umgekehrte der Fall,
da das Atmungsmaximum von oben nach unten verschiebt. Die
periphere Gewebeschicht ist der Sitz dieser intensiven Ver-
brennungsprozessen (Qo, = 20 bis 40), wihrend die Zellen des
zentralen Gewebes mur schwach atmen (Qo, = 2). Diese Ergeb-
nisse stimmen vollkommen iiberein mit den Befunden &lterer
Forscher; zum Teil stellen die Experimente eine Wiederholung
der friiher von Bapenuuizen und mir ausgefiihrten Versuche dar.

Dass innerhalb dieses regelmissigen Verlaufes noch Schwan-
kungen auftreten, versteht sich. Solche Ungleichheiten werden
teils durch nicht niher bekannte, innere Zustinde jedes Indivi-
duums hervorgerufen, zum Teil sind sie auch abhingig von
dusseren Ursachen. Von diesen will ich nur hervorheben: eine
starke Temperaturerniedrigung kurzer Zeit vor oder wihrend
des Aufblithens, eine kiinstliche Verzogerung der normalen
Bliitenzeit bis Anfang Mai und eine Verletzung des Anhiingsels.

Es gibt grosse Unterschiede, nicht nur zwischen den einzelnen
Kolben, sondern auch zwischen verschiedenen Teilen eines
Kolbens. Erstere konnte ich durch eine scharfe Auswahl der
Pflanzen nach Grosse und Entwicklungsgeschwindigkeit verrin-
gern, die zweiten eliminierte ich mittels Untersuchung vieler
diinnen Gewebeschnitte aus mehreren Teilen der peripheren
Appendixschicht. : o A :

Voraussetzung fiir alle Atmungsversuche ist die hinreichende
Sauerstoffversorgung. Denken wir uns den Inhalt der Zellen
als reines Wasser, so konnen sie nicht mehr Sauerstoff Iosen,
als ausreicht um den Bedarf etwa 5 Sekunden zu decken. Ob
und wieviel chemisch gebundener "Sauerstoff daneben noch
existiert, der in der Atmung verbraucht werden kann, ist nicht
bekannt. .

Das aktive Gewebe ist 1 bis 2 mm dick. Es fragt sich, ob
seine Sauerstoffversorgung unter diesen Verhiltnissen geniigend
gesichert ist. Um die Frage zu l8sen, wurde die Atmung grésserer
Appendix-Stiicke mit der diinnerer Gewebeschnitte verglichen.
Die Dicke der Querschnitte wurde so gewihlt, dass ihre Atmung
niemals vom Sauerstoffmangel beeintrichtigt wird. Zwischen
den beiden Versuchen war fast kein Unterschied zu beobachten
(Differenz: 10—20%). Also wird der Sauerstoff den Zellen mit
geniigend grosser Geschwindigkeit durch die Spaltoffnungen
u.s.w. zugefiihrt. .
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'~ Weiter beweist der Versuch, dass der Stoffwechsel der Schnitte,
auch in quantitativer Richtung, gegeniiber dem normalen in-
takten Organ mur unwesentlich veriandert sein kann. Die Atmung
ist mehrere Stunden konstant bei geniigender Zufuhr von Ver-
brennungssubstanzen (wenn wir den Inhalt der zerschnittenen
Zellen zuvor entfernt haben!). Allzu feine Zerschneidung fiihrt
zu einem Nachlassen der Atmung im Verlauf von !4 bis einer
Stunde. Eine neutrale Phosphatlosung ist die giinstigste Suspen-
sionsldsung.

" Die Atmung ist verhiltnissmissig unabhingig von der Sauer-
stoffkonzentration.

Gelegentlich beobachtete ich eine intensivere Atmung in
Schnitten als in lingeren Appendixstiicken. Ob dieses Phdnomen
auf eine unzureichende Sauerstoffversorgung des Kolbens oder
auf eine Reizung der Zellen bei der Priparation zuriickzufiihren
ist, lisst sich nicht entscheiden.

+ Grobe Schidigungen und Verletzungen der Kolben erniedrigen
allgemein die Appendix-Atmung betrichtlich, wahrscheinlich
durch Austrocknen infolge der gesteigerten Transpiration.

- Der respiratorische Quotient ist vor dem Aufblithen unge-
fihr 1. Der Durchschnitt aller Versuche betrug 0,97, bei Schwan-
kungen von 0,94 bis 1,01. Es ist gut mdoglich, dass die Abweichung
von 1,0 real ist, so dass neben.Kohlehydrate in kleiner Menge
auch andere Substanzen oxydiert werden oder dass die Ver-
brennung nicht vollstandig zu Kohlensiure und Wasser verlauft.
Der Vergleich von Sauerstoffverbrauch und Kohlehydratumsatz
abgeschnittener ' Appendix-Stiicke ergibt, dass die Atmung zwar
annihernd, doch nicht vollstindig durch den Kohlehydratver-
brauch gedeckt wird. Durchschnittlich war der Defizit 10%.

. Gleich nach dem Erwirmungsmaximum sinkt der Atmungs-
quotient. Der Bruchteil, den die Kohlehydratverbrennung jetzt
von der ganzen Atmung ausmacht, ist viel geringer (etwa 30%).
. Im engen Zusammenhang mit diesen Beobachtungen steht
der Nachweis, dass im ersten Teil des Prozesses die Intensitit
der Atmung nicht durch Zusatz von Verbrennungssubstanzen
erhoht werden kann, wihrend sie im zweiten Teil stark gestei-
gert wird. Das Ergebnis ist jedoch von den #dusseren Bedingun-
gen abhiingig: bei verzogerter Bliitenentwicklung durch Tem-
peraturerniedrigung kann das Atmungsferment schon beim
Offnen der Kolbens ungesittigt sein.

Das Bild der Atmungsvorginge wird vervollstindigt durch dia
Aufnahme der Kohlehydratbilanz, Wihrend sich im zentralen
Gewebe viel Glucose befindet und keine Maltose oder Stirke,
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liegen in der peripheren Schicht hauptsichlich Saccharose, Mal-
tose und viel Stirke vor. Ihre Mengen nehmen vor der Erwsr-
mung zu, um beim Eintritt des Prozesses plotzlich zu verringern.
Die Kohlehydratabnahme des Rindengewebes ist dem Atmungs-
prozess zuzuschreiben. Diese Erklirung trifft fiir das Mark-
gewebe nicht zu: weitaus der grosste Teil seiner Glucose ver-
schwindet durch eine Stoffwanderung in die periphere Schicht.
Wahrscheinlich werden dem gelben Gewebe ausserdem noch
Kohlehydrate aus der Knolle zugefiihrt.

Ich méchte die Differenz in der Kohlehydrat-Zusammensetzung
der beiden Gewebeschichten so erklaren, dass der zentrale Teil
die Transport-Kohlehydrate enthilt, die in der Aussenschicht als
Di- und Polysacchariden a'ngeh'aiuft werden.,

Die Frage, welche Substanzen am Ende der Bliitenzeit ausser
den Kohlehydraten veratmet werden, wurde nicht eingehend
untersucht. Wahrscheinlich tritt dann eine Eiweissveratmung ein.

Wir haben gesehen, dass der Atmungsanstieg weder auf eine
gednderte Sauerstoffversorgung, noch auf eine grossere Nihr-
stoffzufuhr beruht. Er wird lediglich durch eine Aktivititsinde-
rung der Atmungsfermente bedingt. Beim Atmungsabfall kon-
statieren wir ein Defizit an Verbrennungssubstanzen: Jedoch ist
das nicht die einzige Ursache: die Fermentaktivitit hat sich
auch stark verringert. Ein Vergleich der Atmungswerte, nach
Sattlgung der Fermente wahrend und nach der Erwarmung, er-
wies diese Tatsache.

In einigen Versuchen wurde die Atmungserniedrigung in erster
Linie nicht von einem Nihrstoffmangel, doch von dem. Aktivi-
titsverlust der Fermente verursacht.

Man drmgt einen Schritt weiter in das Wesen der Atmungs-
reaktionen ein durch das Studium der Vorginge, die im zer-
kleinerten Gewebe vor sich gehen. Der Stoffwechsel, besonders
in quantitativer Richtung, ist zwar gegeniiber dem lebenden
Organ verdndert; der Sauerstoffverbrauch ist zB. um etwa
10—20% erniedrigt und nimmt zuerst langsam, spidter rascher,
ab. Andererseits sind die wesentlichen Gesetzmiissigkeiten (die
schwache Hemmung der Oxydation durch Blausiure, die Sitti-
gung der Fermente und die Grosse des respiratorischen Quotien-
ten) auch im zerriebenen Gewebe unverindert geblieben; aus-
serdem sind die einzelnen chemischen Vorginge hier weitgehen-
der zu beeinflussen und von einander zu trennen als im' intakten
Organ, Das fithrt uns zum letzten Schritt: d1e Isoherung der
vorhandenen Fermentsysteme.

Die Untersuchung der chemischen Vorginge im zernebenen
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Gewebe hat zu der wichtigen Feststellung gefiihrt, dass wir einen
Teil der Atmungsenzyme in zwei Komponenten zerlegen kénnen:
die eine hat einen Enzymcharakter und die andere gehort zur
Gruppe der Co-Fermente, da sie wasserloslich, dialysabel und
kochbestindig ist.

Sowohl Co-Zymase, wie Warburgsches Co-Ferment sind vor-
handen. Die Identitit der Sauromatum-Co-Zymase mit der aus
Hefe und der Sauromatum-Co-Dehydrase II mit der aus roten
Blutzellen, ist natiirlich nicht sicher festzustellen, da sie nicht
rein isoliert wurden. Sie wirken aber in gleicher Weise auf die

Alkoholdehydrase, Apozymase und Hexosemonophosphorsiurede-
hydrase ein; ihre Identitit ist daher mindestens wahrscheinlich.
Die Co-Zymase konnte durch Fillung mit Quecksilber-, salzen,
Phosphorwolframsidure und Silbernitrat gereinigt werden, bei
welcher ihr Reinheitsgrad von ACo 140 bis 5100 gesteigert
wurde. Eine weitergehende Reinigung konnte wegen zu geringen
Materialmengen noch nicht vorgenommen werden.

Im Sauromatumextrakt befindet sich eine Substanz, die die
Wirkung der Co-Dehydrase II hemmt, Der Saft der ausgebliihten
Kolben vermindert auch die Co-Zymase-Wirkung.

Der durch Acetonfillung und Dialyse unwirksam gewordene

Appendix-Riickstand wird durch Zusatz Co-Fermenthaltiger L&-
sungen reaktiviert. Da der Riickstand von loslichen oxydierbaren
Substanzen frei war, miissten wir noch Hexosemonophosphor-
siure, Hexosediphosphorsiure oder Alkohol hinzufiigen. Aller-
dings wurde die Aktivitit durch die Vorbehandlung verringert;
die Reaktivierung ist unvollstindig. Eine Co-Zymaselosung ak-
tiviert das Enzym nur teilweise; die Fermentwirkung wird erst
durch Co-Zymase und Co-Dehydrase II erginzt.
. Ausser den genannten Substanzen dehydriert das Enzympri-
parat, mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor, noch: Neuberg-
ester, Essigsdure, Milchsiure und Acetaldehyd, sei es auch in
weitaus geringerem Masse. Im zuersterwihnten Fall ist Co-Dehy-
drase II der Aktivator; bei den anderen Reaktionen ist Co-
Zymase erforderlich. . _

Eine Zerlegung des Enzymkomplexes in der Robisonester-
Hexosediphosphorsidure- und der Alkoholdehydrase ist moglich.
Sie brauchen die Mitarbeit des Flavinenzyms und eines Co-
Fermentes (die zuersterwidhnte braucht Co-Dehydrase II, die
anderen dagegen Co-Zymase). Die Dehydrasen unterscheiden
sich nicht von den aus anderem Ausgangsmaterial isolierten
Enzymen. -

Der Appendix enthdlt relativ grosse Mengen Flavinenzym.
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Vor und wihrend der Wirmebildung ist es etwa 94%, danach
30—60% des Gesamtflavins. Pro gr. Frischgewicht der peripheren
Gewebeschicht befindet sich = 8 y Flavin; der zentrale Teil
enthalt sehr geringe Mengen.

" Wihrend der Entwicklung nehmen d1e Mengen Co-Zymase
und Flavinenzym zu, um kurze Zeit nach der Erwdrmung wieder
abzunehmen. Die Atmung des zerriebenen Gewebes éndert sich
nicht nach Zusatz des Flavinenzyms oder eines der Co-Fermente.
Sie bedingen also die Oxydationsgeschwindigkeit nicht.

Der direkte Beweis, dass die isolierten Dehydrasen an dem

normalen Atmungsprozess der Kolben beteiligt sind, konnte noch
nicht erbracht werden. Indessen gewinnt diese Vorstellung durch
die folgende Betrachtung an Wahrscheinlichkeit. .
. 'Auf die ausgesprochene Parallelitiit zwischen der Aktivitit der
Dehydrasen und dem Atmungsverlauf wurde schon hingewiesen.
Die Enzyme befinden sich in den Teilen der Kolben, welche die
intensive Verbrennung zeigen und ihre Aktivitit ist nur dann
gross, wenn die Sauerstoffaufnahme stark gesteigert ist. Eben-
falls zeigte ich, dass sie einen wichtigen Teil des Sauerstoff-
verbrauchs des Gewebes hervorrufen konnen: obschon bei der
Isolierung der Fermente und Abtrennung der Co-Fermente ein
Enzymverlust nicht zu verhindern ist, iibertrigt das isolierte
System /s der Sauerstoffmenge, die bei der grdssten Atmungs-
geschwindigkeit aufgenommen wird. Das gelbe Oxydations-
ferment, das an den Dehydrierungsreaktionen beteiligt ist, be-
findet sich in den Appendixzellen —, vor der Atmungserhthung
—, in so grossen Mengen, dass es allen Atmungssauerstoff allein
iibertragen kann. Wiahrend der Periode der Erwirmung kann es
1/0—4/3 Teil des Atmungssauerstoffs iibertragen. Weiter fehlt
das schwermetallhaltige Oxydationsferment.

Auch mochte ich noch auf folgendes hinweisen. In intensiv
atmenden Zellen finden meistens neben der Atmung noch
andere Prozesse (Wachstum, u.a.) statt. Unter diesen Bedingun-
gen kann die Untersuchung der Atmungsenzyme keine ein-
deutige Resultate liefern. Es bleibt dann immer schwer zu ent-
scheiden, welches Enzym an den Atmungsprozess selbst und
welches an die daneben bestehenden Stoffwechselprozesse be-
teiligt sind. Solcher Zweifel besteht beim Sauromatum nicht!

Die Untersuchung lidsst viele wichtige Fragen unbeantwortet.
So miissen noch andere oxydierende Fermente an den Verbren-
nungsreaktionen teilnehmen, iiber deren Wirkung jedoch nichts
bekannt ist. Auch die bei der Atmung gebildeten Zwischenpro-
dukte wurden nicht untersucht. Vor allem wurde die Haupt-



152

frage noch nicht erklirt: weshalb die Atmung im erwachsenen
Organ plétzlich so stark zunimmt. Denn die untersuchten Dehy-
drasesysteme sind schon vor dieser Atmungserhéhung in aktiver
Form vorhanden. Die Beantwortung dieser Frage wiirde uns
einen tieferen Einblick im Verlauf der Atmungsprozesse geben.

ZUSAMMENFASSUNG.

- 1. Die Intensitit der Atmung ist im erwachsenen Appendix
von Sauromatum anfangs gering; plotzlich steigt sie zu einem
extrem hohen Wert an (Qo, = 20—68) und nimmt dan wieder
ab. Diese Erscheinung ist nur in der peripheren Gewebeschicht
nachweisbar. Die Atmungssteigerung beruht auf eine Aktivitits-
zunahme der Atmungsfermente, wihrend die Erniedrigung einem
Defizit an Verbrennungsmaterial und einer Fermentinaktivierung
zuzuschreiben ist.

2. Das Markgewebe enthilt Glukose und keine Maltose und
Stiarke; in den Zellen der peripheren Schicht befinden sich
Saccharose, Maltose und Stirke. Die Glukosemenge des zentra-
len Gewebes nimmt wihrend der Erwdrmung ab. Diese Abnahme
wird nur teilweise von der Atmung hervorgerufen; sie ist auf
eine Stoffwanderung zuriickzufiihren.

-3.- Beim Atmungsprozess des Rindengewebes werden Kohle-
hydrate verbrannt. Vor und wihrend der Entfaltung der Bliiten
ist der respiratorische Quotient ungefihr 1 und verschwindet
eine dem Sauerstoffverbrauch nahezu aequivalente Kohle-
hydratmenge; die Atmungsfermente sind gesittigt. Spiter nimmt
der respiratorische Quotient ab und wird nur 30—60 Prozent der
Sauerstoffaufnahme von der Kohlehydratabnahme gedeckt; die
Fermente sind ungesattigt.

4, Co-Zymase und Co-Dehydrase II sind in grossen Mengen
vorhanden. Die Co-Zymase-Konzentration ist nicht konstant;
vor der Bliitenentfaltung nimmt sie zu; spiter wieder ab.

5. Pro gr. Trockensubstanz befindet sich im Gewebe etwa
50—70 y Flavin. Vor und wihrend der grossen Aktivitit der
Atmungsfermente liegt mindestens 94% ihrer Menge als gelbes
Ferment vor; spater hat sich dieser Wert stark verringert. Die
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Kurven der Flavinenzymmenge und der Atmungsgrésse zeigen
einen &hnlichen Verlauf.

6. Aus der gelben Gewebeschicht kann man eine Hexose-
monophosphorsiduredehydrase (= Zwischenferment), eine Hexose-
diphosphorsduredehydrase und eine Alkoholdehydrase isolieren.
Die zuerstgenannte Dehydrase wird von der Co-Dehydrase II
aktiviert; die zweite vom Warburgschen Co-Ferment und von
der Co-Zymase, wihrend die dritte nur die Mitarbeit der Co-
Zymase braucht. Ohne Fiavinenzym sind sie unwirksam.

7. Ein Enzymprédparat wurde isoliert, welches mehrere Fer-
mentwirkungen zeigt. Mit Co-Zymase als Aktivator dehydriert
es: Acetaldehyd, Milchsdure und Essigsdure; mit Co-Dehydrase II.
den Neuberg-ester. Es zeigt keinen nachweisbaren Umsatz von
Ameisensiure, Bernsteinsiure, Citronensiure,. Glukose und
Glykokoll. '

- 8. .Einige der isolierten Dehydrasen und das Flavinenzym
sind an den normalen Atmungsprozessen der Sauromatum-
Kolben beteiligt: S

a. es besteht eine ausgesprochene Parallelitit zwischen der
Aktivitdt der Dehydrasen und dem Atmungsverlauf;

b. die Enzymsysteme befinden sich nur in den Teilen der
Kolben, welche die intensive Verbrennung zeigen;

c. aus dem Gewebe isoliert, iibertragen die Enzyme /s der
Sauerstoffmenge, die bei der grissten Atmungsgeschwindigkeit
aufgenommen wird;

d. Cytochrom und Phenolasen fehlen im Gewebe;

e. vor der sehr starken Atmung ist eine so grosse Flavin-
enzymmenge vorhanden, dass sie allen Atmungssauerstoff iiber-
tragen konnte; wihrend der Periode  der maximalen Atmungs-
geschwindigkeit ist die Wechselzahl etwa 100—165; das gelbe
Ferment konnte also, */>—'/s Teil des Atmungssauerstoffs iiber-
tragen. . . . » .
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