DIE PRODUKTE DER KOHLENSAUREASSIMI-
LATION BEI TROPAEOLUM MAJUS, EINE
QUANTITATIVE UNTERSUCHUNG MIT
BIOCHEMISCHEN METHODEN
Mit Tafel VI

von

M. C. KEULEMANS.

I. EINLEITUNG.

Die modernen Untersuchungen iiber die Kohlensiureas-
similation haben sich besonders mit dem Studium der
begrenzenden Bedingungen beschiftigt. Einen besonderen
Reiz erhalten diese Untersuchungen unstreitig dadurch,
dasz man sich — indem man einige Faktoren sorgfiltig
'Ikonstant hilt — von dem Einflusz, den sie auf die Ver-
richtungen der Pflanze ausiiben, unabhingig machen kann,
um dann den Einflusz eines einzigen wechselnden Faktors
zu studieren. Diese Untersuchungen, bei denen es sich
meistens um den. Einflusz Auszerlicher Faktoren handelt,
gipfeln in feinster Laboratoriumarbeit.

Indem sich nun das Studium dieses Gebietes so ein-
seitig zuspitzte, trat das Interesse fiir die Assimilation
der Pflanze, wie sie unter natiirlichen, sehr variierenden
Bedingungen lebt, allmihlich in den Hintergrund. Auch
die qualitativen Unterschiede der gebildeten Assimilate
fanden dabei nicht geniigende Beachtung. Demzufolge
liegen auf diesem Gebiete noch zahlreiche ungeldste
Fragen. Mir bot sich in der Tatsache, dasz die 1914 von
Kluyver ) verdffentlichte biochemische Methode der

1) A. ]J. Kluyver, Biochemische suikerbepalingen. Diss. Delft 1914.
21
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Zuckerbestimmung bis jetzt auf dem Gebiete der pflanzen-
physiologischen Untersuchungen keine Anwendung ge-
funden hatte, auszerdem noch eine weitere Anregung,
Experimente iiber die Funktion der Zuckerarten im Blatt
anzustellen. Dadurch erdffnete sich mir zugleich die Ge-
legenheit dltere Untersuchungen auf andere Weise nach-
zupriifen, um dann zu einem eignen Urteil fortzuschreiten.

Um dahin zu gelangen, stellte ich Versuche im Freien an
und zwar mit Tropaeolum majus, einer Pflanze, die bereits
bei den Untersuchungen von Brown und Morris?),
Brown und Escombe?2), Schroeder und Horn?3),
Ahrns*%) u.a. benutzt worden war. Ubrigens empfiehlt
sich dieses Objekt auch schon dadurch, dasz seine Blitter —
im Gegensatz zu vielen anderen — eine verhiltnismiszig
grosze Zuckermenge enthalten. Auszerdem enthilt ein
Tropaeolumextrakt fast gar keine Stoffe, welche die beab-
sichtigte Vergirung beeintrichtigen konnten. Bei solchen
Versuchen im Freien war es inzwischen nicht moglich mit
unbedingter Sicherheit den Einflusz, den jeder Faktor
auf die beobachteten Erscheinungen ausiibt, zu bestimmen,
weil der Versuch sich besonders darauf richtete, die
Pflanzen unter den mdglichst natiirlichen Bedingungen
zu beobachten,

Das Zusammenwirken mehrerer Faktoren jedoch hat zur
Folge, dasz sich die Deutung der Erscheinungen bedeu-
tend erschwert. Solches ist aber charakteristisch fiir Ver-
suche im Freien {iberhaupt, Dasz iibrigens bei der Deutung
solcher Ergebnisse den Resultaten ilterer Untersuchungen
Rechnung getragen wird, versteht sich von selbst, Auch

1) Brown & Morris, A contribrution to the chemistry and physio-
logy of foliage leaves. Journ. of the Chemical Soc. Vol. 63 — 1893.
. %) Brown & Escombe, Phil. Transactions B 193. 1900.

8) Schroeder & Horn, Biochem. Ztschr, Band 130, 1922, T. Horn,
Bot. Arch. Band III, 1923. .

- 4) W. Ahrns, Bot. Arch, Band V, 1924,
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reizte es mich, eine Antwort auf die alten Fragen nach
den verschiedenen Stufen der Bildung und des Abbaus
der Stirke zu finden. Schlieszlich wollte auch das modernere
Saccharoseproblem beriicksichtigt sein.

Zum besseren Begriff des Gegenstandes empfiehlt sich
eine kurze Zusammenfassung der Resultate ilterer Unter-
suchungen, Sachs?) hat offenbar geglaubt, dasz die
Stirke das — wenn nicht einzige, so doch das quantitativ
wichtigste — Produkt der Kohlensiureassimilation bilde,
was nicht auffillig ist, da er ja mit typischen Stirkepflanzen
experimentierte.

Er fand, dasz die Blitter bei Sonnenaufgang stirkefrei
sind und im Laufe des Tages regelmiszig grosze Mengen
Stirke anhiufen. Seine Ergebnisse beruhen auf: Schit-
zungen nach Entfirbung der Blitter mittels heiszen Al-
kohols und nachheriger Firbung der Stirke mittels einer
jodkaliumhaltigen Jodlésung (Jodprobe) und weiter auf
dem Wigen gleicher Lingshilften eines Blattes vor und
dem Versuch (Blatthdlftenmethode).

Es konnte vorkommen, dasz am Mittag wenig Stirke
vorgefunden wurde, (oft als Folgeerscheinung wenig giin-
stiger Witterung), gegen 18 Uhr aber nahmen die Mengen
gewdhnlich zu und waren spiter am Abend am groszten,
Der Schwund der Stirke wurde von ihm nicht unter allen
Umstinden in demselben Grade beobachtet. Einige Pflanzen
verlieren nur in warmen Nichten ihre Stirke vollstindig
(Tabak), andere auch in kilteren Nichten, (Tropaeolum
u.a.) Zuweilen stellt er auch Stirkeschwund am hellen
Tage fest, namentlich bei hohen Wirmegraden. Dies
entspricht auch ganz den Angaben von miss Matthaei 2),
Lundegardh?®), und Kuyper4). Sachs erklirt den

1) Jul. Sachs, Arbeiten des Bot. Inst. in Wiirzburg, Band III, 1883.
%) G. C. Matthaei, Phil. Transactions Vol. 197, 1904.

3) H. Lundegardh, Jahrb. fiir wiss. Botanik, Band 53, 1914.

4) Kuyper, Receuil des Trav. Bot. Néerl. Deel VII, 1916.
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Stirkeschwund aus einer Abwanderung in die Reserve-
organen und betont mit Recht die Grosze der organischen
Stoffmenge, die eine iippig wachsende Pflanze durch den
Aufbau von Zellwinden u.d. festlegt. Diese Menge ist
nach Sachs equivalent mit 50 %, der eventuell durch
Assimilation gebildeten Stoffe.

Haberlandt?) stellt das Schema fiir die Bildung der
Assimilate und fiir die Abwanderung folgendermaszen auf:
zuerst und am stirksten nimmt er das Auftreten der Stirke
in den Palissadenzellen wahr, wobei das Quantum zunimmt,
Dann zeigen die Sammelzellen, und endlich die Trichter--
zellen und die Belegzellen des Gefiszbiindels wachsende
Stirkemengen. -

Etwas spiter tritt im Schwammparenchym die erste
Stirke auf, wo der weitere Verlauf dem im Palissaden-
parenchym analog ist. Seiner Methode entsprechend wurde
dabei nur die Stirke und nicht die 15slichen Kohlen-
hydrate beriicksigtigt.

Langner?) stellte mit einer grészeren Anzahl von
Objekten sehr verwandte Versuche an, wobei er auf
die. Schitzung der einzelnen Stirkebestinde in verschie-
denen Gewebearten eine quantitative Stirkebestimmung
aufbaute. Er beobachtet eine Zunahme von Assimilaten
bis 20 Uhr und sogar bis 23 (!) Uhr; dann Schwund.
Morgens bei Sonnenaufgang sind die Blitter fast stirkefrei
und es zeigt nur das Gewebe in der Umgebung des Gefisz-
biindels etwas Stirke. Er verrichtet seine Wahrnehmungen
an Blatteilchen, die mit bestimmten Zwischenperioden
aus demselben Blatte herausgenommen werden. Weil es
sehr fraglich ist, ob Spitze und Basis eines Blattes sich
gleich verhalten, wird der Wert dieser Versuche ziemlich
zweifelhaft, , -

" Brown und Morris bezogen zum-erstenmal,auc'h die

' 1) G. Haberlandt, Physiol. Pflanzenanatomie.
%) W. Langner, Jahrb, f. wiss. Botanik. Band 67, 1927.
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verschiedenen Zucker in ihre Untersuchungen hinein
und versuchten mittels exakterer Methoden einen Zusam-
menhang zwischen Zucker und Stirke zu beweisen, Dadurch
bekommt ihre Arbeit einen groszeren Wert als die jener
Untersucher, die nur die Stirke in Betracht gezogen haben.

Sie konstatieren u.a. bei Tropaeolum majus einen starken
Saccharosezuwachs wihrend des Tages und nennen diesen
Stoff das erste Assimilationsprodukt und die erste wichtige
voriibergehende Reserveform, aus der Stirke aufgebaut
wird, Die Monosen sollten ,downgrade sugars” sein,
d.h. Abbauprodukte. Die Glukose wird veratmet, wihrend
Fruktose zuriickbleibt, Maltose betrachten sie ausschliesz-
lich als Stirkeabbauprodukt. '

Went?) pflichtete mit Hinsicht auf das Zuckerrohr
diéser Ansicht bei. ' ’

Ein anderes Ergebnis erhielt Campbell 2) mit der
Zuckerriibe. Auf Grund einer Analyse von alle zwei Stunden
gesammelten Blittern weist er nach, dasz sobald die Assi-
milation anfingt, zunichst die Monosen zunehmen, dann
die Saccharose und endlich die Stirke. Die Maltose mehrt
sich nachts und wird darum allgemein als Spaltungsprodukt
der Stirke betrachtet.

Weevers3) kommt bei seinem Studium mit bunten
Pflanzen iiber die primir bei der Assimilation auftretenden
Kohlenhydrate zu einem dhnlichen Ergebnis. Mit Hinsicht
auf den Bestand an l6slichen Zuckerarten findet er einen
Unterschied zwischen bunten und griinen Teilen. Die bunten
Teile enthalten nur Saccharose, die griinen Teile Monosen
und Saccharose. In den bunten Blittern des Pelargonium
zonale, die durch Verdunkelung zuckerfrei gemacht worden

1) F. A, F. C, Went, De chemische physioldgie van het suiker-
riet Archief v.d. Java Suiker Industrie. 1896.
2) Campbell, Journal for agricultural Science. 1911—1912,

3) Th. Weevers, Verslagen van de Kon. Akademie v. Wetensch,
te Amsterdam. Deel 32, 1923.
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waren, treten bei beginnender Assimilation erst Monosen
auf, dann Saccharose und Stirke. Dies alles deutet ent-
schieden darauf hin, dasz Monosen die primir bei der
Assimilation gebildeten Kohlenhydrate sind.

Schroederund Horn undspiterhin frl. Horn l.c. allein,
untersuchten den Zusammenhang zwischen Stirke und
Zucker in abgeschnittenen Blittern des Tropaeolum majus.
Sie finden auszer Stirke unter normalen Bedingungen stets
grosze Mengen Monosen und Saccharose. Diese Tatsache
wird jedoch von diesen Untersuchern nicht beriicksichtigt.
Sie lassen die Blitter in einer warmen und trocknen Umge-
bung welken und machen Kontrolversuche in feuchten und
kiihleren Riumen. Bei diesem Trocknen nimmt zunichst
der Saccharosegehalt zu, spiter der Monosengehalt. Die
Stirke —» Saccharoseumwandlung zeigt sich ihnen als
reversibel, die Umwandlung zu Monosen jedoch nicht.

Inzwischen bleibt die von ihnen beobachtete Zunahme
der Saccharose nur gering.

Uberzeugender und zahlreicher sind die Versuche von
Ahrns. Er setzt die Arbeiten von Schroeder und Horn
fort und untersucht verschiedene Objekte. Bei seinen
Welkungsversuchen tritt sogar ziemlich viel Zucker auf.
Auch macht er Versuche mit Blattstielen, bald an der
Pflanze selbst, bald davon losgeldst, um einen Einblick
in die Abwanderung zu gewinnen, Dabei stellt sich heraus,
dasz in den Stielen mehr Monosen als Saccharose vor-
kommen, Maltose fehlt véllig. Die Welkungsversuche an
intakten Pflanzen zeigen dieselben Erscheinungen als die
mit abgeschnittenen Blittern. Dies veranlaszt ihn sogar
die groszen Mengen Saccharose, die von Brown und
Morris gefunden wurden, ganz auf Abfall des Wasser-
gehalts zuriickzufiihren.

Frl. Gast!) gibt eine griindlich durchgepriifte Me-

bi) W. Gast, Hoppe-Seylers Zts. fiir physiologische Chemie.
Band 99. 1917,
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thode der Zuckerbestimmung an mittels Torula pulcher-
rima und Saccharomyces marxiana, Diese lassen nur die
Maltose unvergoren, wobei man dieselbe durch Kupfer-
reduktion bestimmen kann, Ihre wenigen Versuche recht-
fertigen jedoch keine weitgreifenden, physiologischen
Schluszfolgerungen.

Frl. Henrici ') fand bei einer Untersuchung der
Assimilationsintensitit von Sonnen- und Schattenpflanzen
in den Alpen ,zweigipflige Assimilationskurven’, Sie
verfolgt den Einflusz steigender Temperaturen oder stei-
gender Lichtintensititen und wihlt ihren Ausgangspunkt
bei dem Schwellenwert. Sie bedient sich dabei der Kreus-
lerschen CO,-Absorptionsmethode.?) Wenn nun bei
konstanten Temperaturen als Abszisse die Lichtintensititen
und als Ordinat die Mengen gebundener Kohlensiure
bezeichnet werden, zeigt ihre Kurve bald einen scharfen,
niedrigen Gipfel, dann eine Senkung und darauf einen
zweiten, héherliegenden Gipfel. Der zweite Gipfel kann
auch der Anfang eines nahezu horizontal verlaufenden
Teiles der Kurve sein. Wenn bei konstanter Beleuchtung
die Assimilation als Funktion der Temperatur bezeichnet
wird, zeigt sich eine Zhnliche Kurve. Die geringere
Intensitit, worauf die Senkung schlieszen liszt, ist die
Folge einsetzender Stirkebildung, wie die Kontrolversuche
dartun. Es ist jedoch wahrscheinlich, dasz die Pflanzen
bei Versuchen im Freien gewdhnlich unter solchen Be-
dingungen wachsen, bei denen die Intensititen des zweiten
‘Gipfels vorkommen,

Stinescu %) untersucht den tiglichen Verlauf der
Assimilation mittels der Jodprobe und taxiert also aus-

1) M. Henrici, Verhandl. der naturforsch. Gesellschaft in Basel,
Band 22, 1920—1921.

2) Kreusler, Landwirtschaftliche Jahrbiicher. 1885—1890.

3) P. P, Stinescu, Annales scientif. de 1'Univ. de Jassy. Tome 14,
3/4, 1927. :
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schlieszlich Stirke. Weil er um die Mitte des Tages geringere
Schwirzungen beobachtet als morgens und am Nach-
mittag, kann auch bei ihm von zweigipfligen Kurven ge-
sprochen werden, vereinzelt sogar von mehrgipfligen. Es
scheint mir jedoch unrichtig, diese Tageskurven mit denen
vonfrl. Henrici vergleichen zu wollen, weil die Tageskur--
ven den Produkt einiger variierenden Bedingungen darstellen,
wihrend die von Henrici ausschlieszlich die Folge
steigender Beleuchtungen und steigender Temperaturen
sind, Meines Erachtens ein grundsitzlicher Unterschied!
Es ist inzwischen sehr fraglich, ob die von Stinescu
angewandte Methode richtig ist. Er macht stiindlich eine
Jodfirbung in einem Streifen desselben Blattes. Wenn
Spitze und Basis nicht gleichmiszig assimilieren und
anhiufen und wenn, was gar nicht ausgeschloszen erscheint,
die Blitter an der Schnittfliche austrocknen, so biiszen
seine Versuche einen groszen Teil ihrer Bedeutung ein:
Seine Versuche, in denen quantitativ Stirke und Zucker
bestimmt werden, ergeben keine vergleichbaren Daten. Die
Schwankungen seiner Kurven kénnen die Folge indivi-
dueller Unterschiede zwischen den von ihm gebrauchten
ungeteilten Blittern sein. ' _
Kostytschew, Kudriawzewa, Moissijewa und Smir-
nowal) die mit der von Thoday verbesserten Blatthilf-
tenmethode arbeiteten, untersuchten das Unterbleiben
der Assimilation am Mittag. Sie fanden, dasz um diese
Zeit die Stomata geschlossen sein konnen, und aus diesem
Grunde musz dann die Assimilation unterbleiben. Ihr
Ergebnis lehrt auszerdem, dasz der weitere tigliche Ver-
lauf sehr sprunghaft sein kann, Nach intensiver Assimi-
lation folgt schon bald Abwanderung. Ihre zweigipflige
Kurven sind, wie die Stinescuschen, Tageskurven.
Neuerdings betonen die Untersuchungen von Kostyt-

) S. Kostytschew, Kudriawzewa, Moissijewa und Smirnowa,
Planta 1, 1926.
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schew, Bazyrina und Tschesnekow(1927—1928) 1)
diesen unregelmiszigen Verlauf. Innerhalb einer Stunde
sollte 50 % der Tagesausbeute gebildet sein konnen,
wihrend auf eine solche hochproduknve Periode eine
Stockung oder doch wenigstens eine Verringerung der
Assimilation folgen kdnne.

Er erblickt darin einen Grund zur Annahme, dasz die
Assimilation auch durch innere Faktoren (grosze Anhiufung)
begrenzt werden kénne, 2) :

Dieses von der hergebrachten Vorstellung abweichende
Ergebnis erfordert gewisz eine nihere Begriindung. Meine
Untersuchung, die vor dem Erscheinen der ersten Kostyt-
schew’schen Veroffentlichung bereits im Gang war, erdffnete
die Gelegenheit, mit anderen Methoden an diese Frage
heranzutreten,

II. UBER ZUCKER, ZUCKERBESTIMMUNGEN‘
UBERHAUPT UND DAS BIOCHEMISCHE
VERFAHREN IM BESONDERN.

Die fiir Blatter normalen Zuckerarten Glukose, Fruktose,
Saccharose und Maltose kommen, wie die Untersuchungen
von Brown und Morris dargetan haben, im Blatte des
Tropaeolum majus vor. Von den Eigenschaften dieser
Zuckerarten, die fiir quantitative Bestimmungen und fiir
die Physiologie des Blattes von Bedeutung sind, nenne
ich folgende:

Glukose, Cq H,; O; eine Aldohexose, reduziert Feh-
lingsche Lésung, dreht die Polarisationsebene nach rechts
und wird durch Kochen mit Siure destruiert.

1) S. Kostytschew, K. Bazyrina und W. Tschesnokow, Planta 5, 1928,

*) Als meine Dissertation bereits beim Drucker war, kam mir
»Berichte d. deutsch. bot. Gesellsch.” Band 46, N. 6 in die Hinde,
worin Maximow und Krasnosselsky—Maximow einen noch sprung-
hafteren Verlauf der Assimilation glauben darlegen zu kénnen.
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Fruktose, C¢ H;s Og eine Ketohexose, reduziert
Fehlingsche Losung, dreht die Polarisationsebene nach
links und wird durch Erwirmen mit Siure stirker und
schneller als Glukose destruiert.

Saccharose, C;; Hy, Oy, eine Biose, wird durch das
Enzym Invertase oder durch Erwirmen mit verdiinnten
Siuren in ein Molekiil Glukose und ein Molekiil Fruktose
zerlegt. Saccharose reduziert nicht und dreht die Polari-
sationsebene nach rechts.

Maltose, C;; Hyy Oy, eine Biose, wird durch Maltase
in zwei Molekiilen Glukose zerlegt. Diese Spaltung ist
auch mittels' Anwendung von Siuren méglich, verliuft
dann aber viel langsamer als die Saccharosespaltung. Mal-
tose reduziert mit einer Karbonylgruppe und dreht die
Polarisationsebene nach rechts.

Stirke, (Cg¢ Hyy Os)n, das bekannteste Polysaccharid
wird von den Amyloplasten zu Kornern aufgebaut, und
ist demzufolge in Wasser nicht 16slich. Stirke wird durch
Amylasen zerlegt in die l6slichen Produkten, Dextrin,
Maltose, und Glukose, die optisch aktiv sind. Dextrin
ergibt eine geringe Reduktion Fehlingscher Lésung, Stirke
wird durch Kochen mit Wasser verkleistert. Diese hoch-
disperse Form reduziert Fehlingsche Loésung nicht,

Auszer den obengenannten Sacchariden kommen im
Blatte noch andere Stoffe vor, die einige Eigenschaften
mit den Zuckern gemeinsam haben und deshalb durch
chemische Analyse als solche bestimmt werden kénnen. Es
sind dies hauptsichlich: Eiweisze, Gerbstoffe, Schleim-
stoffe und Dextrine. Sie sollen von vornherein der Analyse
entzogen werden. Letzteres erreicht man gewdhnlich da-
durch, dasz man sie im wisserigen Extrakt mit halbbasi-
schem Bleiazetat niederschligt. Darauf folgt Entfernung
der iibermiszigen Bleiionen durch Fillen als Sulfide,
Sulfat oder Phosphat. Durch Extraktion mittels achtzig-
prozentigen Alkohols bleibt der grészere Teil der auszu-
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scheidenden Stoffe in den Blattresten zuriick. Reinigung
mittels halbbasischen Bleiazetats dient in diesem Falle
nur dazu, ein wenig Gerbstoff zu entfernen. Die so
behandelte Fliissigkeit kann fiir die Analyse gebraucht
werden. ‘ '

Ein wichtiger Teil der Zuckeranalyse wird durch die
Zerlegung der Biosen gebildet. Vollstindige Inversion des
Rohrzuckers ist eine Funktion der Temperatur und der
H-Ionenkonzentration der Fliissigkeit. Sie wird nach An-
gabe von Herzfeld bei 70° schon in 10 Minuten erreicht
in einer L&sung die 21, oder 2.7 9, HCIL enthilt.
Davis und Daish?!) erreichen dasselbe Resultat nach
zehnminutigem Kochen einer Lésung die 10 9%, Zitronen-
sidure enthilt. Es ist dies eine primitive Methode zur
Erreichung einer geringen H-Ionenkonzentration.

Die Inversion der Maltose wird erst mittels mehrstiin-
digem Kochen mit starker Siure erreicht. Ein Nachteil
dabei ist der Umstand, dasz zugleicherzeit eine Destruktion
der schon vorhandenen oder gleichzeitig gebildeten Fruktose
und Glukose stattfindet.

- Als die empfehlenswertesten Inversionsmethoden werden
genannt: das Erwirmen einer 2.5 9, oder 2.75 %, HCI-
haltigen Maltoselésung wihrend 3 Stunden auf 100° im
Wasserbade — Loomis?) und Davis und Daish?)
— oder wihrend 24 Stunden bei 70°. — Tollenaar 3).

Gewdhnlich verliuft eine chemische Zuckeranalyse fol-
gendermaszen:

Man bestimmt die Reduktion Fehlingscher Losung. (A).
Diese Bestimmungen werden in Holland meistens den

1) W. A. Davis & A. J. A. Daish, Journ,. of agricult. Science. Vol. 5
1913, .

) Loomis, Plant Physiology.
%) D. Tollenaar, Omzettingen van Koolhydraten in het blad van
Nicotiana Tabacum. Diss. Wageningen 1925.
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Schoorlschen Angaben entsprechend ausgefiihrt!), in
Deutschland nach Bang, ?) u.a, — in England nach
Ring Rendle Jones,®) — und in Frankreich nach
Bertrand 4).

Nach irgend einer beliebigen Inversion der Saccharose
wird die Reduktion eines gleichen Quantums der Fliissig-
keit bestimmt. (B). Nach Inversion von Maltose in der-
selben Fliissigkeit wird abermals die Reduktion bestimmt.(C).

Die Reduktion A wird durch Glukose, Fruktose und die
offene Karbonylgruppe der Maltose gegeben.

Die Reduktion B wird durch Glukose, Fruktose, die
offene Karbonylgruppe der Maltose und die durch Zer-
legung der Saccharose entstandenen Monosen gegeben.

Die Reduktion C wird durch dieselben und die zweite
Karbonylgruppe der Maltose gegeben. ‘ .

C — B ergibt nach Umrechnung den Maltosengehalt.

B — A den Saccharosengehalt,

A ergibt, wenn die Reduktion durch Maltose in Abzug
gebracht worden ist, den Monosenbestand.

Schlieszlich liszt sich aus der Drehung der Polarisations-
ebene durch die Fliissigkeit mit Hilfe der spezifischen
Drehungen der Zuckerarten den Fruktose- und Glukose-
gehalt berechnen.

An diesen Methoden haben namentlich Davis &
Daish, spiter Kluyver und Tollenaar Kritik geiibt.
Diese Kritik greift vor allem die Inversions-methoden
und ihre Folgen an. Davis & Daish bestimmten die
Destruktion der Monosen durch héhere HCl-Konzen-
tration bei der Maltoseinversion; diese waren Zzuweilen
sehr hoch. Auszerdem zeigt eine bestimmte Zuckermenge

1) N. Schoorl Ned. Tijdschrift voor Pharm., Chem. & Toxicol.
1899. Chem. Weekbl. 9, 1912.

) J. Bang, Biochem. Zeitschr. 49, 1913.

3) Siehe ) Seite 339.

4) G. Bertrand, Guide pour les manipulations de Chimie biolo-
gique. 1913.
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eine geringere Reduktionszunahme, je nachdem die Fliissig-
keit zuckerhaltiger ist. Daraus ergibt sich unter anderem,
dasz der stark schwankende Saccharosegehalt die Genauig-
keit dieser Versuche stark beeintrichtigt. Demzufolge ist
die Zuckerbestimmung durch Reduktionszunahme nach
erfolgter Inversion immer unzuverlissig, wenn Maltose
vorhanden ist. Davis & Daish kommen nun zum Er-
gebnis, dasz die Monosen und die Saccharose in der-
selben Fliissigkeit durch Reduktion vor und nach Inversion
bestimmt werden konnen. Die Maltose jedoch soll hier in
einer Fliissigkeit bestimmt werden, woraus durch maltase-
freie Hefen Monosen und Saccharose ausgegoren worden
sind. Dies erfordert ihrer Ansicht nach eine drei- bis
vierwdchige Vergirung, was als eine hinderliche Verzoge-
rung des Experimenis betrachtet werden musz. Gegen ihre
Methode liszt sich einwenden, dasz sie fiir die Inversion
Zitronensiure benutzen, Dieselbe veranlaszt nach Neutralisa-
tion eine geringe Reduktion. :

Aus dem Vorhergehenden erhellt, dasz die ubhchen
Zuckerbestimmungsmethoden zu groben Fehlern fiihren
kénnen, die uns a priori leicht dazu bringen, die Ergebnisse
quantitativer Untersuchungen tiber Zucker in der Pflanze
anzuzweifeln. Tollenaar hat die Vor- und Nachteile
der chemischen Methode klar auseinandergesetzt und gibt
rationelle Vorschriften.

Kluyver hatte bei der Bearbeitung seiner Dissertation
die Absicht, ,zu versuchen, die Vergirungsmethoden
durch Heranziehung solcher Hefearten auszubauen, die
sich verschiedenen Zuckerarten gegeniiber verschieden
verhalten, um auf diese Weise zu einer quantitativen Be-
stimmung der einZelnen Zuckerarten zu gelangen.”

Seine Untersuchungen fiihrten dazu die folgende Methode
aufzustellen. -

Es wird dabei die Eigenschaft der Torula monosa
Kluyver benutzt, in einer Zuckerldsung ausschlieszlich
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Glukose, Fruktose und Mannose quantitativ in Kohlensiure
und Alkohol zu zerlegen, Eine andere Hefe, Torula dattila
Kluyver vergirt nichst den obengenannten Monosen
auch quantitativ Saccharose.

Saccharomyces cerevisiae hat auszerdem das Vermégen
Maltose zu vergiren,

Torula monosa ist eine von Kluyver aus Bierhefe
isolierte Hefeart, die keine Sporen bildet und zitronenfor-
mig ist. Siehe fiir eine weitere Umschreibung Kluyver,
Dissertation S. 16.

Torula dattila ist eine von Kluyver von der Dattel-
schale isolierten Hefeart, die duszerlich der obengenannten
Sorte sehr dhnlich sieht und auf S. 14 der genannten
Dissertation niher umschrieben wird.

Die Bestimmungen werden mittels eines von van
Iterson konstruierten Apparats vorgenommen, der
spiter von Kluyver abgeindert und beschrieben worden
ist. Der ganz aus Glas angefertigte Apparat besteht haupt-
sichlich aus einer U-Rohre, woran der eine Schenkel
offen und mit einem Ablaszhahn K1 versehen ist. Der
andere Schenkel hat ungefihr auf einem Viertel der Linge
von oben herab einen Verschluszhahn K 2. Die Réhre
unterhalb des Hahnes K 2 ist kalibriert und zwar so, dasz
der Nullpunkt an der Unterseite des verschlossenen Hahnes
liegt, Die Teile der Skala betragen 0.1 cm? Der Gesamt-
inhalt des kalibrierten Réhrenteils betrigt 13 bis 15 cm?®.
Gleich bei dem ersten cm?® verengt sich die RShre, um
beim Abmessen von genau einem Kubikzentimeter eine
moglichst grosze Prizision zu erreichen. Es empfiehlt sich aus
Zweckmiszigkeitserwigungen, den Schenkel mit dem Hahne
K 2 so lang zu nehmen, dasz es mehr als 15 cm?® enthilt,
Der Apparat steckt mit einer an der Biegungsstelle ver-
schmolzenen Glasspitze in einem Holzgestell. :

Diesen Apparat gebraucht man so:

‘Zunichst werden die beiden Miindungen der U-Rdhre
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mittels Wattenpfropfen keimfrei verschlossen, worauf der
Apparat in einem Trockenschrank durch Erhitzung auf
etwa 160° sterilisiert wird, Dann gieszt man -ebenfalls
durch Erhitzung sterilisiertes Quecksilber vorsichtig in
den offenen Schenkel, wobei Hahn K1 geschlossen und
K 2 gebffnet ist. Man nimmt soviel Quecksilber, dasz
es in der Rohre ein wenig iiber K 2 hinaussteigt. Nun
gieszt man 1 bis 2 cm?® der zu untersuchenden Fliissigkeit
steril auf das Quecksilber oberhalb’ K 2. Mit Hilfe eines
gegliihten Platinfadens wird etwas Hefe in der Fliissigkeit
suspendiert. Dann wird K 2 gedffnet. Darauf wird durch
K1 soviel Quecksilber abgelassen, dasz das Quecksilber,
wenn man den Apparat ein wenig iiberhingen liszt, gerade
auf dem 1 cm3-Strich steht, Darauf schlieszt man K 2.
Endlich wird durch K1 soviel Quecksilber abgelassen,
dasz das Niveau in dem offenen Schenkel sehr niedrig ist.
Der Apparat wird nun in einen Thermostat gestellt und
zwar bei einer Temperatur von 30° bis 35° Cels. Wenn
leicht vergirbare Zuckerarten vorhanden sind, zeigt sich
schon nach 15 bis 30 Minuten kriftige Gasbildung. Indem
man dann und wann Quecksilber abliszt, kann man die ganze
Vergirung unter verringertem Druck stattfinden lassen.
Meistens ist schon nach 12 bis 18 Stunden die Vergirung
grosztenteils beendigt; um jedoch alle Zuckerreste véllig zu
zerlegen, musz man die Vergirung bis zu 30 oder 36
Stunden ausdehnen. Es empfiehlt sich wihrend der Ver-
girung den Apparat noch einige Male vorsichtig zu schiitteln,
wodurch die Hefe aufs.neue regelmiszig in der Fliissig-
keit suspendiert und eine Ubersittiging mit Kohlensiure
vermieden wird. Nachdem die Vergirung abgelaufen ist,
bringt man den Apparat wieder auf Laboratoriumstempe-
ratur, gleicht die beiden Quecksilberniveaus aus und merkt
sich nach einer Stunde das vorhandene Gasvolumen.?)

1) Es stellte sich heraus, dasz dazu eine halbe Stunde nicht geniigt.
In der zweiten halben Stunde verrmgert sich das Kohlensiurevolum
gewohnlich noch etwas.
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Unmittelbar darauf werden Temperatur und Barometer-
stand aufgenommen.

Da dieselben auf das Volumen einen bedeutenden Einflusz
ausiiben, wird ein durch diese beiden Faktoren bedingter
Prozentsatz in Abzug gebracht. Es ist zweckdienlich, diese
Prozentzahlen fiir die am hiufigsten vorkommenden Kom-
binationen zu einer Tabelle zu verarbeiten.

Die Korrektion fiir geldste Kohlensdure. Bei jedem vor-
gefundenen Gasvolumen soll ein bestimmtes Quantum
als Korrektion fiir die in der ausgegorenen Fliissigkeit
gelost vorhandene Kohlensiure addiert werden. Diese
Korrektion wurde von Kluyver fiir alle Fille auf 1.2
cm?® CO, van 0° und 760 mm festgesetzt. Anfangs fiihrte
die Anwendung dieses Werts zu annehmlichen Ergebnissen.
Spiter, wihrend der warmen Sommermonate, wenn die
Apparate bei einer Temperatur von 20° und mehr abgelesen
werden muszten, erhielt ich zu hohe Zahlen fiir Zucker-
15sungen von bekanntem Gehalt, Diese Erscheinung konnte
schlieszlich nur aus einer Ungenauigkeit der Korrektion
erklirt werden. Es gab dabei zwei Moglichkeiten: entweder
die Korrektion von 1.2 war fiir alle Fille zu hoch, oder
die Gase 16sen sich bei héherer Temperatur in bedeutend
geringerem Quantum. Letzteres ist ganz sicher der Fall
mit Hinsicht auf die Loslichkeit der Kohlensiure in reinem
Wasser. Landoldt Bjornsten gibt dafiir die nachstehen-
den Zahlen:

bei 10° 16st 1 cm® Wasser 1,194 ¢cm® normal CO,
A ” 15° ” l ” ” 1)019 ” ” ”
114 200 7 1 ” ” 0)878 " ” 114
” 25° ” 1 ” ” 0)759 ” ” ”

Zur Berichtigung der Korrektion stellte ich in dhnlicher
Weise als Kluyver Versuche iiber die Léslichkeit der
Kohlensiure bei verschiedenen Temperaturen an. Die
Kohlensiure wurde mittels eines kohlensiurefreien Luft-
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stroms aus der langsam auf 100° erhitzten ausgegorenen
Fliissigkeit aufgesogen, getrocknet und durch Natronkalk
hindurchgefiihrt. Als Mittelwert aus untereinander wemg
tibereinstimmenden Zahlen fand ich bei

12° 42,9 mg
17.°5 40.0 mg
21.°5 43.2 mg CO, geldst in 25 cm® ausgegorene
Flussigkeit. Das ergibt einen Mittelwert von 41.5 mg/25cm?
Weil 1cm® CO, 1.96 mg wiegt, entspricht das  41.5
' ‘ ' 25 x 1.96
= 0.85 cm® CO, gelost in einem cm® der Fliissigkeit. .

" Diese Zahlen zeigen leider nicht unzweideutig, dasz
bei niedrigeren Temperaturen weniger CO, geldst wird.
Weil es mir an Zeit gebrach, diese sehr zeitraubenden
Bestimmungen fortzusetzen, stellte ich einen anderen
Versuch an. Eine etwa einprozentige und eine etwa drei-
prozentige Glukoseldsung und eine Saccharoseldsung
wurden vergoren und nach dem Schoorlschen Ver-
fahren titriert.

Die Ablesungen der Doppelversuche wurden bei 17.°5
und 21.°0 vorgenommen. Wenn wir nun annehmen, dasz
die Korrektion fiir 21.°0 kleiner ist als fiir 17.°5, so wird
der Fehler in Milligramme ausgedriickt sowohl fiir die
ein- als fiir die dreiprozentige L&sung nur bei gleichen
Temperaturen gleich sein, weil die Verwendung eines
falschen Faktors das Erhthen des Resultats mit einer
nur von der Temperatur abhingigen Zuckermenge zur-
folge hat. Der relative Fehler bei der dreiprozentigen
Losung wird also der kleinere von beiden sein. Auszer-
dem wird dann durch die Anwendung von kleiner wer-
denden Korrektionen bei 17.°5 am ehesten ein richtiges
Ergebnis herauskommen. Die Tabelle g1bt die Berech-
nungen an, A
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TABELLE 1L
Glukos;ltisung Glukosiellésung Safgharose-
. Ssun,
Ablesungen bel: 8,1 mg /c o 28,4 mg /cm8 1 4,6 mg Ems
17,5 21,0 | 17,°5  21,°0 17,°5
12U 30 17,°5 cevesnnesess| 1,18 — | 6,55 —_— 2,98
21,0 siviavnirens] — 140 | — 6,74 —_
14 U 30 18,°7T vevvnnensnes] 1,10 1,15 | 6,55 6,57 2,94
Nach Korrigieren.ooeeoesss| 1,12 — | 6,21 —_— 2,83
fiir Temperatur und Druck.| — 131 | — 6,30 —
CO,; Korrektion 1,2 ... 2,32 — | 741 C— 4.03
—_ 251 — 1750 —
ErgebniS.vcveecesseoscceses 93mg 10,0 | 29,8 30,1 15,4
CO, Korrektion 1,0 .......} 2,12 — | 7,21 —_ 3,83
—_— 231 — 7,30 —
Ergebnis.seosevcsvecsesess] 8,5 . 9,25 | 28,9 29,2 14,6
CO, Korrektion 0,8 .......| 1,92 — [ 17,01 - 3,63
. _— 2,11 | — 7,10 —
ErgebniS.ccceennseecenseee] 1,7 84 | 28,1 28,5 13,8

Tatsichlich ist der relative Fehler bei der einprozentigen
Losung groszer als bei der dreiprozentigen. -

Fiir die Ablesungen bei 17.°5 gewihrt eine Korrektion
von 1.0 oder 0.9 ein richtiges Ergebnis, fiir die bei 21°
eine Korrektion von 0.8. Diese Ergebnisse bestimmten
mich, die Korrektion fiir geléste Kohlensiure

iiber 20° auf 0.8 cm?3
von 13°—20° auf 1.0 cm® und
unter 13° auf 1.2 cm?

anzusetzen, Obengenannte Zahlen gelten im allgemeinen
auch fiir reines Wasser. Die Berechnung der Ergebnisse
geschah unter Heranziehung der Kluyverschen Ta-
belle. Die Zahlen dieser Tabelle stellen Mittelwerte dar,
die auf Grund einer Vergirung von bekannten Zucker-
mengen gewonnen worden sind,
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TABELLE II.

Milligramme wasserfreier Zucker, ibereinstimmend mit 1 cm?®
Kohlensdure bei 0° und 760 mm.

- o (;lukose Fruk M Saccha- |
rose
Saccharomyces cerevisiae «vov..| 4,0 4,1 4,0 38 | 3,8
Torula dattila «vvvvrvsveconess| 4,0 4,1 4,1 3,8 —
Torula mMONOSa coevvasenreeess| 4,1 4,1 4,1 — —

Die Berechnung gestaltet sich nun folgendermaszen:
Das Gasvolumen, das Temperatur und Druck der Umge-
bung angenommen hat, wird mit dem entsprechenden
Prozentsatz vermindert, Darauf wird die der Temperatur
entsprechende Korrektion fiir geléste CO, addiert. Das
durch Vergirung mittels Torula monosa gewonnene Gas-
volumen ergibt nach Multiplizierung mit dem Faktor 4,1
das in der analysierten Fliissigkeit vorhandene Quantum
Monosen und zwar in mg/cm? Glukose berechnet, welcher
Wert alsdann als Monosengehalt bezeichnet wird.

Die Differenz zwischen den Volumen bei Vergirung
mit Torula dattila und Torula monosa ergibt nach Multi-

plizierung mit dem Faktor 3.8 das Quantum Saccharose
in mg/cm3, :

Die Differenz zwischen den Volumen bei Vergarung
mit Saccharomyces cerevisiae und Torula dattila ergibt
nach Multiplizierung mit dem Faktor 3.8 das Quantum
Maltose in mg/cms3, ,

Unter den Vorteilen dieser Methode gegenuber die
chemische Zuckeranalyse mégen erwihnt werden: erstens,
dasz jede Siureinversion umgangen wird, sodasz Zucker-
verlust durch Zerlegung ausgeschlossen ist. Weiter wirken
die Hefen weit selektiver als die chemische Methode,
weil sich die Vergirung iiberhaupt auf die Hexosen und
Polyhexosen beschrinkt, wodurch also etwaige Pentosen,
Eiweisz und andere reduzierende Stoffe ausgeschlossen
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werden. Weiter ist die Verwandlung des Zuckers in Alkohol
und Kohlensiure nicht von dem vorhandenen Zucker-
gehalt abhingig. Auch wird diese Methode nicht, wie es
bei dem Verfahren von Davis und Daish der Fallist,
dadurch gefihrdet, dasz die Hefen Maltose assimilieren.

Die Anwendung des van Iterson-Kluyverschen Ap-
parats bietet folgende Vorteile. Der Apparat erlaubt, mit
geniigender Sicherheit ein bereits kleines Quantum irgend
einer Zuckerldsung zu bestimmen. Es ist fiir pflanzen-
physiologische Untersuchungen von groszer Bedeutung,
dasz man fiir eine Bestimmung (= 3 Vergirungen) nur
5 cm? Fliissigkeit, die 30 mg, Monose enthilt, bedarf, Die
auszerordentlich genaue Kalibrierung der kiuflichen Ap-
parate 1) verbiirgt, dasz man bei der Zuckerbestimmung
keine falschen Ergebnisse als Folge etwaiger Konstruk-
tionsfehler am Apparat zu befiirchten hat. Die von
mir gefundenen Konstruktionsfehler beliefen sich auf
nicht mehr als 0,5 %. Man kann den ganz aus Glas kon-
struierten Apparat ohne Schaden erhitzen, was eine voll-
stindige Sterilisation ermdglicht. Weiter ist man durch
eine vollige Ausschlieszung der atmosferischen Luft gegen
eine Vervielfiltigung der Hefezellen, welche Zucker-
assimilation auslost, vollig gesichert. Die volumetrische
CO,-Bestimmung schlieszt eine empirische Skala mitsamt
deren Nachteile aus.

Um festzustellen, ob mir die Methode geliufig war,
unternahm ich biochemische Zuckerbestimmungen in
Losungen von bekanntem Zuckergehalt. Bald erhielt ich
dabei zufriedenstellende Ergebnisse. Im darauffolgenden
Winter von 1927—1928 iibertrig ich diese Methode auf
Analysen von aufbewahrten Blittern.

Zwecks Priifung der Genauigkeit dieser Methode nahm
ich in den Monaten Juni und Juli 1928 meine quantitativen

1) Sie werden fabriziert von Ernst Heintz, Stiitzerbach in Thiiringen.
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Vergirungen in Losungen von bekanntem Zuckergehalt
wieder auf. Dabei ergaben sich jedoch alarmierende Resul-
-tate. Nachdem ich mich dariiber mit Prof. Kluyver
verstindigt und einige neue Untersuchungen angestellt
hatte, entschlosz ich mich zu der Abinderung der Kor-
rektion fiir geldste Kohlensiure. Die neue Korrektion
wurde bei der Berechnung der Resultate von 1928 be-
"nutzt, Dasz ich infolge dieser Korrektionsfehler bei meinen
Versuchen von Juni und Juli 1928 volhg auf dem Holz-
wege war, leuchtet jetzt ein.

Nun sind jedoch noch nicht alle Fehlerquellen beseitigt.
Es ist wahrscheinlich, dasz Losungen mit einer Zucker-
konzentration unter 19, nach Vergirung eine andere
Kohlensiuremenge lésen, als die. empfohlenen drei- bis
vierprozentigen Losungen. Auszerdem kann die Zusammen-
setzung des Hefewassers schwankend sein, was auch die
Loslichkeit der Kohlensiure bedingt. '

Diese Probleme, die ich mangels Zeit nicht mehr unter-
suchen kann, sind inzwischen im Laboratorium von Prof.
Kluyver in Angriff genommen worden. Das Ergebnis
dieser Untersuchungen wird auch Angaben iiber die Ge-
nauigkeit der biochemischen Zuckerbestimmung enthalten,
sodasz ich fiir eingehendere Kritik in dieser Materie nach
einer zu erwartenden Publikation von Kluyver ver-
weisen musz,

III. BIOCHEMISCHE STARKEBESTIMMUNGEN.

Noch blieb es fraglich, ob .die Gihrungsmethode sick
auch zu quantitativen Stirkebestimmungen eignen wiirde,
Dabei erhoben sich folgende Fragen: erstens, wie liszt
sich die Stirke in ein losliches Produkt verwandeln und
zweitens, wird dieses losliche Produkt véllig vergoren?
Zwecks experimenteller Beantwortung dieser Fragen be-
reitete ich eine Lésung, die in 100 cm® Wasser 1 Gramm
Stirke enthielt. Es wurde prima Kartoffelstirke ver-
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wendet, die durch Trocknung bei 103°—105° auf kon-
stantes Gewicht gebracht worden war. Dieses Produkt
ergibt durch’ Kochen eine helle Kleister. Davon wurden
10 em® im Autoklaven nach hergebrachter Methode drei
Stunden auf 4 Atmosfiren erhitzt. Der Losung wird nun
soviel HCL hinzugefiigt, dasz die Siurekonzentration
2.5 %, betrigt, dann steht der Kolben an einem Steigrohr
drei Stunden im kochenden Wasserbade. Mittels Soda
wird die noch warme L&sung eben neutralisiert und nach
Abkiihlung in einem Maszkolben bis auf 100 cm® beige-
fiillt, Davon werden 10 cm® nach dem Schoorlschen
Verfahren mittels Fehlingscher Losung titriert. Ergebnis:
9.9 und 10.0 mg. -

Mir standen zwei Methoden zum Abbau von Stirke
mittels Enzyme zu Gebote, die durch Speichel und
die durch Takadiastase, das von Parke Davis & Co.
in den Handel gebrachte Enzympriparat aus Aspergillus
oryzae. Nun wurde 10 cm?® Stirkeldsung mit 10 cm? einer
Mischung von einem Teile Speichel und neun Teilen
Wasser, die durch grobes Filterpapier filtriert worden
war, mit 10 cm® von einem Phosphatpuffer (Py = 6.2)
20 Stunden bei 33° gestellt. Die Losung wurde bald diinn-
fliissig, blieb jedoch etwas triibe. Diese Fliissigkeit wurde
eingeengt und mit Hefewasser bis auf 10 cm?® angefiillt.
Mit dieser Fliissigkeit wurden einige Vergirungen vor-
genommen. .

Eine andere Mischung von 10 cm® Stirkelosung, einer
Suspension von einem Takadiastasetablett und eine Puffer-
Iésung (Py = 4.8) wurde gleichfalls 20 Stunden bei 33°
gestellt und nachher wie oben umschrieben auf 10 cm3
gebracht, '

Ich durfte nun voraussetzen, dasz beide Fliissigkeiten
nach Angaben von Oppenheimer!) auszer einem

1) Oppenheimer, Die Enzyme.
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kleinen Quantum - Dextrin nur Maltose und Glukose
enthilten wiirden. In diesem Falle wiirde die Fliissigkeit
nach Angaben in Lafar?!) durch Oberhefe quantitativ
vergoren werden konnen. Die Vergirungen wurden mit
einer Probe Oberhefe vorgenommen, die ich von der
Brauerei ,,De Gekroonde Valk' erhielt,

Die Vergirungen gingen Zuszerst langsam von statten.
Die Ergebnisse stimmten nicht sehr befriedigend. Zur
Berechnung dieser Ergebnisse wurde aus den Glukose-
und Maltosefaktoren ein Stirkefaktor von 3.65 berechnet.
Nach wiederholten Versuchen ergab der Speichelabbau
als wahrscheinlichste Werte, 9,4, 9,5 und 9,7 mg, Die durch
Takadiastase zerlegten Lésungen ergaben sehr variierende
Werte, nimlich 8,8, 9,7 und 10,3 mg, Die Zahlen sind
nicht konstant genug, um daraus auf einen héheren Stirke-
faktor zu schlieszen. Diese hohen Werte erkliren sich aus
dem Zuckergehalt des Takadiastasepriparats, Aus diesem
Grunde eignet sich dieses Priparat nicht zu quantitativen
Versuchen. .

Man kann sich jetzt nur daruber wundern, dasz friihere
Untersucher dieses Priparat benutzten und zwar zur
Stirkebestimmung mittels Kupferreduktion; die Diastase
und seine eiweiszartigen Begleitstoffe reduzieren ebenfalls,
Letzteres geht hervor aus quantitativen Bestimmungen,
bei denen eine Takadiastasesuspension eine Reduktion
ergibt, die vor Klirung mittels halbbasischen Bleiazetats
groszer ist als nach diesem Verfahren.

Dasz diese Werte zu niedrig sind, liszt sich daraus er-
kliren, dasz das Dextrin, das in der Fliissigkeit zuriick-
bleibt, von der Oberhefe nicht angegriffen wird. Es
ist vielleicht richtiger mit Zwikker?) anzunehmen,
dasz es sich hier um einen sehr langsamen diastatischen

. 1) Lafar, Handbuch der technischen Mykologie.
%) J. J. Lijnst Zwikker, Diss. Amsterdam 1919. Rec. -des travaux
bot. néerl, 18, 1919 ) o .
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Abbau der Blasenwand der Stirkekdrner handelt, welche
sich aus Amylopektin zusammensetzt - und deren Abbau-
produkte nicht ganz vergirbar sind. Von Lippmann?)
behauptet, dasz Stirke vollstindig abgebaut wird durch
gleichzeitige Einwirkung von Diastase und Hefe. Trotz
der technischen Schwierigkeiten, welche eine solche Me-
thode mit Hinsicht auf die Sterilitit mit sich bringt,
kénnte auf dieser Erkenntnis vielleicht durch eine Kom-
bination von Speichel und Oberhefe eine Stirkebestim-
mungsmethode aufgebaut werden. Ich muszte aber darauf
verzichten, dies weiter auszuprobieren.

Dieses fiihrte mich dazu, in dem so viel schwieriger
Zu verarbeitenden Material, wie es extrahierte Blitter
sind, die Stirke dadurch zu bestimmen, dasz ich die Probe
bei vier Atmosfiren drei Stunden lang im Autoklaven
erhitzte, mit warmem Wasser wusch, und weiter verfuhr
wie oben angegeben, )

Weil eine Probe extrahierter Blitter von 5.485 dm?
Oberfliche, welche nach der Jodprobe stirkefrei war,
bei dieser Bestimmungsweise eine Reduktion von kleiner
als 0.5 cm® 0.1 N. thio ergab, geht daraus hervor, dasz
auszer Stirke in diesen Blittern so wenig reduzierende
Substanz vorhanden ist, dasz dieselbe nicht zuvor entfemt
zu werden braucht,

IV. TECHNISCHES.

A. Die Pflanzen.

Die in Rede stehenden Versuche wurden mit groszen,
gesunden, nahezu ausgewachsenen, tagsiiber nicht be-
schatteten Blittern der Kapuzinerkresse, Tropaeolum
majus, (groszblittrige, nichtrankende Varietit) vorge-
nommen. Zu diesem Zweck wurde Anfang April 1927
und 1928 der gewdhnliche Handelssamen in sogenannten

1) E. O von Lippmann, Chemie der Zuckerarten. 1904.
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Treibbeeten ausgesiht, die anfangs kiinstlich geheizt
wurden. Nachdem Mitte Mai wenig Aussicht auf Nacht-
fréoste mehr vorhanden war, wurden die Pflanzen durch
regelmisziges Ventilieren der Beete abgehirtet. Darauf
folgte Auspflanzung auf dem Versuchsfelde, auf dem
sandigen Gartenboden des Amsterdamer Hortus Botanicus.
Nach einigen Tagen wurde ein wenig Kuhdiinger ge-
streut. In der Saison 1927 waren die Pflanzen von
ungefihr zwei Stunden 'nach Sonnenaufgang an regel-
miszig der Sonnenhitze ausgesetzt. In der Saison 1928 lagen
die Beete weniger giinstig, ich muszte dafiir sorgen, dasz
ich nur solche Blitter gebrauchte, die wihrend der Ver-
suchsperiode nicht beschattet gewesen waren. -

Es kommt vor, dasz die Pflanzen nach dem Pikieren noch
einige Wochen nur sehr minimalen Wachstum zeigen.
Wihrend dieser Periode bilden sie nicht mehr als etwa
zehn Blitter von 3 bis 5 cm. Durchmesser. Erst nach
einigen warmen Tagen erfolgt eine stirkere Blattentfaltung
und groszerer Wachstum, Dabei entstehen dann gut
ausgewachsenen Blitter, die einen Maximaldurchmesser
von 7 bis 12 cm. haben. Diese Blitter eignen sich besonders
gut zu den betreffenden Versuchen.

Ich konnte feststellen, dasz die Pflanzen Temperaturen
von weniger als 4° schlecht ertragen. Nach kalten Nichten
zeigen sie schlaffe Blitter mit - vergilbenden Spitzen. Es
empfahl sich also, die Pflanzen dagegen durch Abdeckung
mittels Glasfenster und Rohrmatten zu schiitzen,

Auf diese Weise standen mir Anfang Juni einige geeignete
Blitter zur Verfiigung, ein groszeres Quantum derselben
konnte ich jedoch erst gegen Ende des Monats ernten.
Nach einer Periode starken Wachstums muszten jedoch
bald einige Pflanzen ausgediinnt werden, da sie einander
gegenseitig am regelmiszigen Auswachsen behinderten.



354

B. Die Versuche.

- "Die Anderungen der Zucker- und Stirkemengen in den
Blittern wurden durch die folgenden Versuche dargetan:
Dreistiindige Versuche, d.h. eine Vergleichung zwischen
Blatthilften, die bzw. um ungefihr 7 und 10 Uhr gepfliickt
wurden. Die betr, Pflanzen hatten die vorangehenden 12
Stunden im Dunkeln gestanden. )

Sechsstiindige Versuche, d.h. eine Vergleichung von Blatt-
hilften, die bzw, um ungefihr'7 und 13 Uhr gepfliickt
wirrden. Weiter wie oben.

Neunstiindige Versuche. Wie oben, bzw., 7 und 16 Uhr,
Zwilfstiindige oder Tagesversuche, Wie oben, 7 und 19 Uhr.
Nachtversuche, d.h. Vergleichungen von Blatthilften, die
bezw. um 19 Uhr und 7 Uhr des folgenden Tages ge-
pfliickt wurden. Die betr. Pflanzen hatten diese Periode
dunkel gestanden, nachdem sie den ganzen vorhergehenden
Tag Sonnenbeleuchtung gehabt hatten.
Spdtnachmittagsversuche, d.h. eine Vergleichung von Blatt-
hilften, die bzw. um ungefihr 16 und 19 Uhr gepfliickt
wurden. Die betr, Pflanzen waren von ungefihr 7 Uhr
an der Sonnenbeleuchtung ausgesetzt gewesen.

Die Abdunkelung wurde durch Bedeckung mit dichtem
schwarzem Tuch bewerkstelligt.

Die Zeiteinteilung ist sogew dhlt, dasz im Laufe des zwolf-
stiindigen Tages fortwihrende Assimilationsméglichkeit
besteht. Im Laufe der Nacht findet nur Kohlenhydrate-
schwund statt. Die dreistiindige Periode ist deshalb ge-
wihlt worden, weil innerhalb derselben eine reichliche
und fortwihrende Assimilation erwartet wurde, wihrend
Komplikationen infolge Ermiidung nicht wahrscheinlich
sind. Die sechs- und neunstiindige und die Spitnach-
mittagsversuche wurden angestellt, um den Zustand um

1) Alle Zeitbestimmungen sind in wungeinderter Amsterdamer
Zeit angegeben worden.
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die Mitte und am Ende des Tages feststellen zu konnen.

Die lange Nacht hatte zum Zweck, den Schwund so
weit gehen zu lassen, dasz morgens nicht mit ,,iiberladenen”
Blittern angefangen zu werden brauchte.

Natiirlich wire es auch mdglich gewesen, die Pflanzen
so lange im Dunkeln zu lassen, dasz sie stirkefrei geworden
waren. Dagegen war jedoch manches einzuwenden. Erstens,
wiirde das ziemlich viel Zeit erfordern, wie aus den Versuchen
von Tollenaar hervorgeht und wie es meine V,(ersuche)
29 und 30 vermuten lassen. Zweitens kdnnte man eben-
sogut die Moglichkeit erwigen die Blitter zuckerfrei zu
machen. Der restlose Zuckerschwund liszt jedoch lange
auf sich warten; auszerdem liegen mehrere Andeutungen
vor, dasz solches oft eine Schidigung des assimilatorischen
Organs mit sich fiihrt.

C. Die Blatthdlftenmethode.

In Anlehnung an Sachs wurde das Prinzip der Ver-
gleichung von ,,Blatthilften” angewandt. Durch ein ge-
naues Reproduktionsverfahren wurde die Oberfliche be-
stimmt. Die Blatthilften wurden in der Weise genommen,
dasz zu Anfang des Versuchs die Blatteile hart an dem
Hauptnerv entlang abgeschnitten und gesammelt wurden.
Aus der Analyse dieser Hilften wurde der Anfangszustand a)
berechnet. Nach Ablauf des Versuchs wurde ungefihr
gleich weit vom Hauptnerv bei jedem Blatte eine zweite
Einschneidung gemacht und die abgelsten Teile gesam-
melt; (b) der Endzustand aus den Tabellen). Aus der
Anfangsanalyse ging hervor, dasz 30 bis 40 Blatthilften
eine zur Bestimmung geniigende Zuckermenge enthielten.

Um das Verhiltnis der Blattmengen der ersten und
Zzweiten ,,Hilften” bestimmen zu kdnnen, wurden die
Oberflichen geteilt. Eine ausfiihrliche Besprechung der
Blatthilftenmethode und eine Motivierung dieser Ein-
richtung der Versuche wird man in der Publikation von
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frl. Gouwentak, die in kurzem erscheinen wird, finden.
Fiir die Reproduktion wurde Lichtdruckpapier benutzt,
das von den Technikern vielgebrauchte Blaudruckpapier,
das sich als ein ausgezeichnetes Hilfsmittel bewihrte.
Auf diese Weise lassen sich viel schneller, einfacher und
auch billiger sehr scharfe Abdrucke herstellen als mit photo-
graphischem Papier. Die Einfachheit des Verfahrens er-
méglicht die Festlegung in kiirzester Zeit von einer groszen
Anzahl noch so wunderlich geformter Blitter.

Die Blatthilften werden gleich nach dem Abschneiden
hinter einem Vorhang im Laboratorium auf dem auf einem
Holzbrett liegenden Papier ausgelegt und mit einer Glas-
platte bedeckt. Nach einer Beleuchtung von 15 bis 1
Minute mit direktem Sonnenlicht war ein Abdruck her-
gestellt, der — nachdem er einige Minuten gespiilt worden
war — getrocknet und weiter behandelt werden konnte.
An dunklen Tagen half ich mich mit einem von innen
weisz angestrichenen Schrank aus, in dem zwei 150 Watt
Argentalampen brannten. Nach einigen Minuten lieszen
sich auch mit diesem einfachen Hilfsmittel sehr scharfe
Abdrucke erzielen. Die Abdrucke wurden ausgeschnitten
und die Reproduktionen eines halben Versuchs in einer
Wigeflasche bei 103° bis 105° auf konstantes Gewicht
getrocknet und gewogen. Aus diesem Gewicht und dem
einer Reproduktion eines Quadratdezimeters liszt sich die
Oberfliche der Blatthilften durch Teilung bestimmen.

Die Homogenitit des Papiers bestimmte ich folgender-
weise: aus einem diinnen Pappenblatt schnitt ich ein
Viereck mit einer Seite von einem Dezimeter. Von diesem
Viereck machte ich auf die oben umschriebene Weise
Abdrucke, deren Gewicht dann festgestellt wurde. Die
dabei herausgekommenen Zahlen sind: '

0,9562 0,9455 0,9560 und 0,9525 g.
Mittelwert 0,9525. Durchschnittliche Abweichung 0,0035 g
oder 0,34 %, Eine zweite Papierrolle lieferte folgende Zahlen:
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0.7855 0,7715 0,7865 0,7890 0,7895 0,7938 g.
Mittelwert 0,7858 g. Durchschnittliche Abweichung 0,0050
oder 0,64 %, Eine dritte Rolle ergab die nachstehenden
Zahlen: '

0,965 0,9643 0,971 0,9838 0,9783
Mittelwert 0,972 Durchschmtthche Abweichung 0,0055 g
oder 0,56 A,.

Diese geringen Abweichungen beweisen eine geniigende
Homogenitit, Dasz das Papier infolge des Spiilens und
Trocknens etwas eingeht, schadet nichts, es wird ja nicht
die Oberfliche einer Reproduktion, sondern die Repro-
duktion einer Oberfliche benstigt.

Ein Bedenken gegen diese Oberﬁachebesummung ist
nicht zu beseitigen '), Wihrend der wirmeren Tagesperiode
verlieren die Blitter durch starke Verdunstung Wasser,
was Verringerung des Turgor und Zusammenschrumpfen
nach sich ziehen musz.

Bei einigen untereinander unabhingigen Messungen
zeigte sich jedoch keinerlei periodische Verringerung der
Abmessungen. Deshalb betrachte ich den Einflusz des
Zusammenschrumpfens als so gering, dasz ich denselben
bei meinen Versuchen vernachlissigen konnte. Nach der
Reproduktion werden die Blitter in kochenden Alkohol
gelegt und in Stdpselflaschen aufbewahrt, Dem Alkohol
war ein wenig Calciumcarbonat zugefiigt, um die saure
Reaktion des Blattes und des Alkohols zu neutralisieren.

Zur Bestimmung der Genauigkeit -der Vergleichung
wurden Blatthilften, die zur gleichen Zeit gepfliickt waren,
analysiert. Die Resultaten dieser Analysen folgen hier:

Nummer Monosen Saccharose Maltose Stirke ‘—;%i

35a 12,7 7,3 1,0 10,0
b 12,0 74 1,0 9,3
36a 13,3 151 19 25,2
b 12,4 13,8 1,5 26,8

1) D. Thoday. Proc. Royal Soc. of London, Vol. 82 1909—10.
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Daraus geht hervor, dasz die kleinsten Unterschiede
nicht anerkannt werden konnen.

D. Die Extraktion.

Die Extraktion hatte zum Zweck, die Zucker quantitativ
in einem kleinen Volum wisseriger Fliissigkeit zu l5sen,
worin ein Mindestmasz von fremden, vielleicht schidlichen
Stoffen vorkommen diirfte. Aus Vorversuchen ging hervor,
dasz die Fillung mit halbbasischem Bleiazetat und nach-
herige Entfernung des {ibermiszigen Bleis mittels Na,HPO,
bald konzentrierte Salzlosungen vermittelt, welche die
Vergirungstitigkeit hemmen. Darum ist Wasser als
Extraktionsfliissigkeit nicht brauchbar. In Anlehnung
an eine gebriuchliche Methode extrahierte ich mit achtzig-
prozentigem Alkohol, was folgende Vorteile mit sich bringt:

1. in Alkohol dieser Konzentration sind die gesuchten
Zuckerarten geniigend l8slich;

2. der Alkohol schligt Stirke, Dextrine, Schleim-
stoffe, Eiweisze und andere nieder und bringt dadurch
eine Scheidung zustande;

3. Extraktions- und Fixationsmittel sind dieselben;

4. die Verdunstung der Fliissigkeit kann schnell und
bei niedriger Temperatur stattfinden.

Die Ausfithrung ging folgendermaszen vor sich:

Die fixierten Blitter werden in einen ,,Fettkolben” von
250 cm?® gelegt und in 70 cm?® achtzigprozentigem Alkohol
dreimal an einem Kiihlrohr auf dem Wasserbade eine
halbe Stunde extrahiert. Die angesammelten Fliissig-
keiten werden in einer geriumigen Porzellanschale auf
dem Wasserbade eingeengt, wihrend ein ,,Fon'” einen
kalten Luftstrom iiber die Fliissigkeit blist, — Dadurch
wird die Einengung bedeutend beschleunigt und bleibt
die Temperatur niedriger. — Wenn der Alkohol véllig
ausgedampft ist, wird die abgekiihlte Fliissigkeit zur Be-
seitigung des Chlorophyls abfiltriert. Die wisserige Fliissig-
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keit wird auf die obenumschriebene Weise eingeengt und
mit Hefewasser auf 10 cm® angefiillt.

Die Fliissigkeit wurde durch Erwirmung in kochendem
Wasser wihrend ein oder zwei Minuten und schnelle
Abkiihlung méglichst steril gemacht. Die Erfahrung hat
diese Masznahme gebilligt, die Fliissigkeiten blieben ge-
wohnlich eine Woche lang klar,

V. UBER DIE AUSZEREN BEDINGUNGEN.

Die letzten Untersuchungen von Kostytschew c.s.
zeigen noch deutlicher als diejenigen ihrer Vorginger
(Matthaei c.s.) wie bedeutend der Einflusz der Witte-
rung auf die Kohlensiureassimilation sein kann. Wenn
sie finden, dasz die Kohlensiurenmenge, die in einer
halben Stunde assimiliert werden kann, fast ebenso grosz
ist als das Quantum eines ganzen Tages und sie trotzdem
keine geniigende Erklirung dieser groszen Intensitit geben
konnen, so enthilt diese Feststellung eine Warnung, bei
Versuchen im Freien mit Bezug auf den Anfangspunkt
derselben duszerst wihlerisch zu sein und genau zu be-
obachten unter welchen Bedingungen der Versuch vor
sich geht, Um den letztgenannten Anforderungen einiger-
maszen zu geniigen, notierte ich die gebriuchlichen meteor-
ologischen Stundenzahlen, (Temperatur; relative Feuchtig-
keit und Sonnenschein) die im Verlauf des Versuchs auf-
genommen wurden. Es sind dies die Zahlen, die in der
meteorologischen Station ,,Amsterdam Hortus’ gesammelt
wurden und zwar in unmittelbarer Nihe meiner Beete.
Sie wurden mir von Herrn dr. Pinkhof bereiwilligst
zur Verfiigung gestellt. Der Mittelwert dieser Stunden-
zahlen ist hinter den Ergebnissen meiner Versuche ver-
merkt worden, o o

Der Sonnenschein wird mit dem Sonnenscheinauto-
graphen von Campbell-Stokes gemessen. Der
Apparat besteht in einer massiven Glaskugel, die das
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Sonnenlicht auf einen in der Brennfliche aufgestellten
Papierstreifen konzentriert, Dadurch entsteht auf dem
Papier ein Brandmal, mittels dessen sich infolge der Sonnen-
bewegung die Stunden, in denen die Sonne geschienen
hat, ablesen lassen. v

Die Temperatur wird in der sog. englischen Hiitte auf-
genommen, einem weisz angestrichenen Holzschrank von
60 cm Seite, in dem feste, doppelte Jalousien Ventilation
ermdglichen, ohne dasz Strahlung eindringen kann. Das
Thermometer in der Hiitte befindet sich auf 2.20 Meter
Hoéhe iiber dem Boden und wird dreimal tiglich abgelesen.
Die Stundenzahlen ergeben sich aus der Kurve eines Ther-
mographen, der sich neben dem Thermometer befindet.

Die relative Feuchtigkeit wird in der Hiitte mittels
eines Psychrometers aufgenommen, wobei auch das bereits
genannte trockne Thermometer seine Dienste leistet. Die
Stundenzahlen ergeben sich aus der Registrierung eines
Haarhygrographen, der in der unmittelbaren Nihe der
Thermometer steht.

Es ist selbstverstindlich, dasz diese nach den Vor-
schriften des K. N. M. 1. fiir die Klimatologischen Statis-
tiken an verschiedenen Stellen gesammelten Zahlen nicht
sofort die Bedingungen, unter denen die Versuchspflanzen
wachsen, darstellen. Freilich besteht ein Zusammenhang
zwischen diesen Bedingungen und den Zahlen, aber dieser
wiirde erst mit Hilfe anderer Angaben (Windstirke, Sonnen-
strahlung, Erdfeuchtigkeit, u.s.w.) zu berechnen sein. Die
ausfiihrlichen Studien von Geiger iiber ,das boden-
nahe Klima”, die fiir die Pflanzenphysiologie von groszer
Bedeutung sind, erhellen vieles in dieser Hinsicht. Sie
veranlaszten Dr. Pinkhof und mich an den sehr
warmen Tagen 11 und 12 Juli 1928 mehrere Ablesungen
zu machen, die in den beiden Graphiken gruppiert sind.

1) R. Geiger. Das Bodennahe Klima 1927.
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Die Ablesungen auf 0,30 m wurden mit dem Ass-
mannschen Aspirationspsychrometer vorgenommen.
Diese Zahlen. zeigen aufs deutlichste die groszen Unter-
schiede in Feuchtigkeit und Temperatur in der Hiitte und
in der unmittelbaren Nihe der Pflanzen. '

Dies alles beweist, dasz die meteorologischen Angaben
nur relativen Wert besitzen, weil sie nicht genau um-
schreiben unter welchen Bedingungen die Versuche vor
sich gehen. Sie ermdglichen also nur eine Vergleichung
zwischen den Bedingungen, unter denen die verschiedenen
Versuche vorgenommen wurden. Dieses gilt mit Hinsicht
auf Temperatur und Feuchtigkeit. Fiir die Beleuchtung
gibt der registrierte Sonnenschein kein Masz; bei geringer
direkter Sonnenstrahlung entsteht schon ein Brandmal,
das gerade so notiert wird wie ein bei starker Besonnung
entstandenes.

Es war zu befiirchten, dasz, indem ich bei verschiedener
Witterung experimentierte, ich sosehr voneinander abweich-
ende Ergebnisse erhalten wiirde, dasz deren Vergleichung
nicht zulissig erschiene, Deshalb entschlosz ich mich fiir die
Versuche solche Tage zu wihlen, an denen ,,schénes Wetter”
erwartet wurde., Natiirlich haben einige dieser Tage mich
spiter enttiuscht. Dies fiihrte mich jedoch nur zweimal
dazu einen Tagesversuch nicht. weiter zu verarbeiten.
Bei den anderen Tagesversuchen bleibt die Witterung
ein nicht zu vernachlissigender Faktor, was aus den
Ausbeuten ersichtlich ist. Der Einflusz dieses Faktors bei
den 3- und 6-stiindigen Versuchen war viel kleiner, weil die
Witterung bei so kurzer Dauer gewdhnlich der Erwartung
entspricht, Man kénnte vielleicht daraus schlieszen, dasz
die 3-stiindigen Versuche durchschnittlich bei giinstigerer
Witterung vorgenommen worden sind als die 6- bezw.
9- und 12-stiindigen. Wenn nétig wird nachher noch von
einem moglichen Einflusz der Witterung die Rede sein.

23
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VI. BETRACHTUNGEN EINIGER FRUHEREN
AUTOREN UBER DIE BEZIEHUNG ZWISCHEN
ZUCKER UND STARKE.

Die physiologische Einteilung, welche zuckerfiihrende
und stirkefiihrende Pflanzen unterscheidet, ist bereits
sehr alt. Eine genaue Umschreibung dieses Unterschieds
fehlt, In der Literatur nennt man gewohnlich diejenigen
Blitter, die Stirke anhiufen und in denen man wenig
Zucker antrifft, Stirkeblitter und solche, worin keine
Stirke, sondern Zucker gefunden wird, Zuckerblitter.
So ist es oft sehr schwierig in einem Helianthusblatt durch
Reduktion oder Vergirung Zucker nachzuweisen;  das
Blatt des Allium oder der Gentiana hingegen, zeigt nur in
den Schlieszzellen der Stomata bei Jodfirbung einige
winzige Stirkekdrner. Sowie iltere als neuere Unter-
suchungen scheinen die Richtigkeit dieser scharfen Unter-
scheidung noch immer zu stiitzen. Den Konsequenzen
dieser scharfen Trennung verdanken wir die Auffassung,
dasz sich die Assimilation der Stirkepflanzen ganz beson-
ders auf Stirkebildung richtet.

- Die mikroskopischen Untersuchungen von Schimper?)

und Haberlandt iiber die Funktion der Plastide weisen
anscheinend in dieselbe Richtung hin. Diese Forscher
haben beobachtet, wie in der Plastide die Stirke in sehr
kurzer Zeit, zuweilen schon in einigen Minuten, gebildet
wurde. Daraus liszt sich natiirlich folgern, dasz innerhalb
dieser Korper iiber in kiirzester Zeit durchlaufene Zwischen-
stufen Stirke gebildet wird.

Schimper behauptet, dasz diese Stirke erst gebildet
wird, nachdem eine bestimmte Glukosekonzentration er-
reicht worden ist. Diese Konzentration ist fiir alle Pfllanzen
nicht gleich grosz. Bei hniedrigstem Schwellenwert findet
die - Stirkebildung am schnellsten statt, Schimper

1) A. F. W, Schimper, Bot, Zeitung. Bnd 43 1885.
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betrachtet die Zucker also nur als Zwischenstufe bei
Aufbau und Abbau der Stirke. .

Welch einen weit ausgreifenden Einflusz diese Betrach-
tungsweise auf manche Erklirungen der Vorginge im
Blatt ausiiben miissen, liegt klar zu Tage. Um eine genaue
chemische Analyse zu ermdglichen, wihlten frithere For-
scher solche Blitter, die fortwihrend erhebliche Zucker-
mengen enthielten, Zu den beliebtesten Objekten gehérten
denn auch Tropaeolum majus, Vitis vinifera u.a. Auf den
Beobachtungen an diesen Objekten griinden sich dann
ihre Theorien iiber den Aufbau der Stirke.

Offenbar bewegen sich Brown und Morris in diesem
Gedankenkreis, wenn sie berichten, eine Untersuchung
nach den ,,upgrade and downgrade sugars’ angestellt zu
haben. Sie fuszen sich dabei auf den Experimenten von
Sachs und auf dem obenerwihnten Werke Schimpers.

Bei dieser Betrachtungsweise wird nun véllig iibersehen,
dasz es erstens jene scharfe Trennung zwischen Stirke-
und Zuckerpflanzen nicht gibt, dasz jedoch zweitens auch
in jeder Stirkepflanze mehr oder weniger Zucker vor-
handen ist. Erstaunlich grosz sind die Zuckermengen, die
Brown & Morris bei der Stirkepflanze, Tropaeolum
majus und D elean o bei Vitis vinifera vorfinden; dieselben
sind sogar um mehrere Male grészer als der Stirkegehalt.

Die Beweisfiihrung bei Brown & Morris gestaltet
sich nun folgendermaszzn‘ ‘

I11 ‘ a by IV a bt)
Stirke .......-3.693 % 2989, 5.425 %, 0.906 %
- Saccharose ... 998 9% 3499% . 7339 335 %
Glukose ...... 0.00 % 0.58 % 000 9% 134 9
Fruktose ..... 1.41 9% 3.46 9 211 % 3.76 %
Maltose ...... 225 9% 1869% - 271 9% 128 9,
Zucker ....... 13.64 % 9399, 12.15 9, 9.73 9,
Verlust....... —4,93 9%, —6.93 %

1) a= nach einem warmen sonnigen Tage. b= nach der Nacht.
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Die Versuche III und IV iiber Schwund zeigen eine
Abnahme von allen Zuckern auszer Fruktose. Die Ver-
mehrung der Fruktose weist auf Saccharosespaltung hin.
Die gleichzeitig entstandene Glukose soll fiir ,,respirato-
rische und andere vitale Bediirfnisse der Zelle” benutzt
worden sein. In gleicher Weise entstehe Fruktose wihrend
der Assimilation. Sie beweise also die vorherige Bildung
von Saccharose., Deshalb sollte dieser Zucker das erste
Assimilationsprodukt sein. Weil die Saccharose auch
lingere Zeit, namentlich in abgeschnittenen Blittern, ge-
funden wird, nennen Brown und Morris die Sac-
charose auch die erste, wichtige, voriibergehende Reserve-
form. Aus der Saccharose werde dann Stirke gebildet.
Es ist aber merkwiirdig, dasz bei den beiden Versuchen Ib
und IIb soviel Saccharose und bei Ib auch Monosen
gefunden werden. Hier wire auch Stirkezunahme zu

I Heller Tag. 5—17 Uhr II 9—16
a b c
Morgens 12 Stunden 12 Stunden Triiber Morgen und
geerntet auf Wasser an der Pflanze Sonniger Tag
a b

Stirke ...... 1.239% 3919% 4959% 3.249% 4.229,
Saccharose .. 4.659% 8.859% 3.869%, 4949 8.029%
Glukose .... 0.979% 1.209% 0.009, 0.819, 0.00%
Fruktose.... 2999% 6.449% 0.399% 4.78% 1579,
Maltose .... 1.089% 0.699% 5.339% 1219% 3.629%

Total Zucker 9.69 % 17.189%, 9.589% .11.7% 13.219%

erwarten, wihrend blosz von Anhiufung gebildeter Kohlen-
hydrate die Rede war. Das Ausbleiben der neuen Stirke
und Vorherrschen der Saccharose scheint mir aber eigen-
tiimlich, (In ihrer letzten Verdffentlichung erklirten
Schroeder und Horn dieses grosze Quantum natiirlich
aus Entwisserung). Es bleibt jedoch fraglich, ob es erlaubt
ist aus den wenigen Versuchen, die untereinander noch
verschieden sind, solche weitgreifende Schluszfolgerungen
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zu ziehen. Ein Maltosengehalt von 5.33 9%, kommt mir
unbegreiflich hoch vor. A

Frl. Gast versucht durch analoge Argumentation den-
selben Fragen niher zu treten. Sie untersucht mehrere
Objekte und weist in dem einen bedeutend mehr Stirke
nach als in dem anderen, Es fillt ithr auf, dasz nur am
Tage soviel Saccharose da ist. Sie betont, dasz diese
groszen Quanten einen Beweis zu liefern scheinen fiir die
Annahme, dasz Saccharose das erste Assimilationsprodukt
‘sei. Gleichfalls aber kénne eine Monose das erste Produkt
sein; dieses konne sich jedoch der Wahrnehmung entziehen,
weil die Stufe so schnell durchlaufen worden sei. Dem-
zufolge wire die nichste Stufe, die Saccharose, mehr
auffallend. Sie unterliszt es aus ihren Versuchen Schlusz
folgerungen ' zu ziehen. Darin hat ste meiner Meinung
nach recht, weil die geringe Zahl und die Anordnung
-ihrer Versuche das nicht er- lauben wiirden.

Ganz andrer Natur sind die Untersuchungen Ursprungs,
der nach starker Assimilation eine Solarisation der Stirke
infolge iibermisziger Beleuchtung beobachtete, Das Auf-
treten der Zucker ist hier aber eine abnorme Erscheinung
und wird von einigen als ,,Ermiidung’ betrachtet.

Auch bei den vielgenannten Versuchen von Rywosch,
Neger und Molisch ist immer die Rede von abnormen
Bedingungen. Der Schwund der Stirke und die iippige
Saccharosebildung wird bei ihren abgeschnittenen Blittern
von Welken begleitet. .

Schroeder, Horn und Ahrns beschiftigen sich mit
Blittern, die infolge Entwdsserung in einer abnormen Lage
verkehrten. Indem die abgeschnittenen Blitter in einem
beleuchteten, verschlossenen Raum aufbewahrt wurden,
gelang es ihnen den Kohlenhydrategehalt kiinstlich kon-
stant zu halten. Die Atmungskohlensiure konnte darin
gleich assimiliert werden. Ihre Schluszfolgerung ist, dasz
Stirke durch Entwisserung in Saccharose umgewandelt
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werde. Bedeutende Saccharosebildung wird erst nach langen
Welkungsperioden beobachtet (8—24 Stunden). Ihre Be-
hauptung, dasz die Saccharosebildung durch Wasserverlust
veranlaszt werde beweisen sie dadurch, dasz sie den Wasser-
gehalt in verschiedener Weise hinabdriicken, wobei immer
die Sac charose sich vermehrt. Folgendes scheint mir noch
bemerkenswert. Bei einem Teile ihrer Versuche findet auch
Monosenvermehrung statt, Besonders zeigen sich viel
Monosen in Blittern, die verdunkelt waren, oder in solchen
die nach vorangehender Welkung feuchtgestellt wurden.
Ich will nachher noch darauf zuriickgreifen.

Die letztgenannten Untersucher bilden aber eine ge-
sonderte Gruppe, weil sie die Zuckerarten als gewshnliche
und unerliszliche Bestandteile des Zelleninhalts betrachten
und nicht blosz als Zwischenstufen bei Aufbau und Abbau
der Stirke. Darauf deuten auch die quantitativen Zucker-
und Stirkebestimmungen von Stanescu hin. Seine Zahlen
fiir Stirkeblitter wie die von Acer Negundo, Urtica dioica,
Rhus typhina, u.s.w. Zzeigen jede Stunde einen gros-
seren Zucker- als Stirkegehalt. Sie betonen also das
allgemeine Vorkommen der Zucker.

VII. EINREIHUNG MEINER
VERSUCHSERGEBNISSE.

Nachdem ich im Jahre 1927 die Versuche 1—39 vor-
genommen, und im Verlaufe des folgenden Winters deren
Ergebnisse zahlenmiszig zusammengestellt hatte, bekam
ich bereits einen etwas klareren Einblick in den Verlauf
der Zuckermengen wihrend des Tages. Warum jedoch die
Zuckermenge zwischen 12 und 18 Uhr und namentlich
an heiszen Tagen schwankte, blieb noch unaufgeklirt.
Deshalb wurden vergangenen Sommer an einem hellen
und zweimal an einem sehr warmen und trocknen Tage
Versuche angestellt, gleich denen, die im vorigen Sommer
stattfanden und zwar so, dasz die Versuche in Reihen
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von je vier nebeneinander Gelegenheit zu Vergleichungen
darboten.

Die V. 40, 41, 42 und 43 stellen bezw. die drei-, sechs-,
neun- und zwdlfstiindigen Versuchen vom 2, Juni mit
in einem Beete wachsenden Pflanzen dar. _

Ebenso sind am 11. und 12 ]um vier Versuche aus-
gefiihrt worden.

Weil diese zwdlf Versuche eine Art Verwandschaft
besitzen, sollen sie auch gesondert besprochen werden;
bei der Berechnung der Mittelwerte dagegen werden sie
normalerweise zu den anderen gestellt.

Die dreistiindigen Versuche (Tabelle III).

Die Ausgangszustinde dieser Versuche weisen iiber-
einstimmende und auseinanderlaufende Zahlen auf. Die
Monosenmenge ist nicht ganz konstant und schwankt
zwischen 5.4 und 17.4 mg/dm? Die durchschnittliche
Abweichung vom Mittelwert 11.2 betrigt 2.5. Auf Grund
dieser Tatsache glaube ich dazu berechtigt zu sein, den
Wert 11.2 als einen ziemlich festen zu betrachten. Die
Saccharosemenge jedoch unterliegt manchem Wandel.
Darin wiederspiegelt sich die Assimilation des vorher-
gehenden Tages und der nichtliche Schwund. Die Mal-
tosemenge ist zwar klein, jedoch nicht zu vernachlissigen.
Stirke wird in sehr verschiedenen Quanten nachgewiesen.

Als einen ersten Erfolg dieser Versuche erblickte ich
iiberall eine bedeutende Assimilatenzunahme, die im Durch-
schnitt 18.3 mg/dm? betrigt. Auffallend grosz ist die Aus-
beute aus dem vierstiindigen Versuch 33, der ziemlich
spit (13 Uhr) abgeschlossen wurde. Die Zunahme bei
V. 34, der nur zwei Stunden dauerte, ist klein. Es gibt bei
dieser Versuchsdauer also irgendeine Proportionalitit von
Zeit und Menge. Die Zeit erweist sich demzufolge bei
diesen Versuchen als ein wichtiger Faktor. Hier liegt also
nicht der Fall vor, auf den Kostytschew so groszen Wert
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gelegt hat. V. 44 zeigt weiter eine iiberraschend reichliche
Ausbeute,

Die durchschnittliche Zunahme pro Stunde betrigt
6.1 mg/dm? Obgleich der Wert einer solchen Zahl von
meinen ‘eignen und anderen modernen Untersuchungen
stark herabgesetzt wird, ist es noch nicht iiberfliissig sie
zu berechnen. Gerade diese Zahl beweist im Vergleich
zu den Ergebnissen der anderen Versuchsarten eine groszere
oder kleinere Aktivitit der Blitter wihrend einer bestimmten
Periode. -

Die Vergleichung der Zuckerquanten vor und nach dem
Versuch ergibt Folgendes. Bei den Versuchen 33, 40, 44
und 48, die eine grosze Totalausbeute aufweisen, tritt
eine bedeutende Monosenzunahme auf. Auch V. 14 an
einem trocknen, warmen Tage zeigt eine grosze Total-
ausbeute. Bei den anderen Versuchen bleibt der Monosen-
bestand ‘ziemlich konstant. Man beobachtet bei allen Ver-
suchen eine deutliche Saccharosezunahme. Dieselbe ist
groszer je nachdem die Saccharosemenge im Anfangs-
zustand kleiner ist. Die Saccharosequanten im- End-
zustand schwanken nur wenig um den Mittelwert von
11.1 mg/dm? herum. Die Versuche zeigen eine geringe
Maltosezunahme, 1.1 mg/dm?,

Eine Stirkezunahme findet {iberall statt, d1e Grésze
derselben ist sehr verschieden. Es liszt sich darm keine
treffende Gesetzmiszigkeit aufdecken.

Die sechsstiindigen Versuche (Tabelle 1V).

Die Anfangszustinde geben Veranlassung zu denselben
Bemerkungen als die 3-st. Versuche. Die etwas grioszeren
Monosen- Saccharose- und Stirkemengen als bei den drei-
stiindigen Versuchen miissen durch unbekannte, mehr
oder weniger zufillige Umstinde bedingt sein. '

Die Ausnahme bildet hier V., 25, Dieser fand an einem
Tage statt, der meinen Erwartungen in Bezug auf die Wit-
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terung nicht entsprach, indem es kiihl blieb und die
Nachmittagsstunden zu dunkel waren, Daraus liszt sich
trotz der langen Dauer (8Y5 Stunden) die geringe An-
hiufung von Assimilaten erkliren. Die anderen Versuche
beweisen eine reichliche Assimilation mit einer durch-
schnittlichen Ausbeute, die groszer ist als die der -drei-
stiindigen Versuche, 24,3 mg/dm? statt 18.3 mg/dm?..

Die ‘stiindliche Zunahme ist hier 4.0 statt 6.1. Die
groszten Zunahmen bei V. 29, 32 und 41 stammen von
nicht sehr warmen, jedoch hellen Tagen her. V. 29 wurde
nach 36-stiindiger Verdunkelung vorgenommen, Diese lange
Abdunkelung ergibt immer grosze Zunahme, was den
letzten Ergebnissen Kostytschews entspricht. An sehr
warmen und trocknene Tagen (V. 9, 45, 49) wurden
nicht die grészten Zunahmen gefunden.

Mit Ausnahme von V. 25 zeigen alle Versuche eine Mono-
senvermehrung. Diese Vermehrung, die sehr klein sein
kann, ist am grészten an Tagen mit reichlicher Assimilation
oder geringer Luftfeuchtigkeit (V. 29, 32 und 9, 45, 49)
Die Saccharosezunahme ist iiberall betrichtlich, auszer
bei V. 32, der sehr sonderbar ausfiel. Die Saccharosemenge
kann sehr grosz werden, die Versuche zeigen eine geringe
Maltosevermehrung.

Die Stirkezunahme ist nicht proportional der, die bei
den 3-stiindigen Versuchen gefunden wurde.

Die neunstiindigen Versuche (Tabelle V).

Die Anfangszustinde ergeben nichts Neues.

Das grosze Saccharosequantum wird vielleicht aus
der reichlichen Assimilation an den vorhergehenden Tagen
erklirt. S _ - o

Die durchschnittliche Ausbeute ist 23.2 mg/dm?, also
2.6 pro Stunde. Das ist eine ungefihr gleiche Totalaus-
beute wie bei den sechsstiindigen Versuchen gefunden
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wurde. Demzufolge ist die stiindliche Zunahme wieder
bedeutend kleiner. . :

Auffillig ist die sehr grosze Monosenzunahme. Die
Saccharosezunahme ist sogar Kkleiner als diese. Die in
beiden Fillen gefundenen Zahlen sind sehr hoch. Durch-
schnittlich nimmt die Maltose zu.

Die Stirkeausbeute ist kleiner als bei den vorigen Ver-
suchen. ’

Zwolfstiindige oder Tagesversuche (Tabelle VI).

Die Ausgangszustinde entsprechen den vorhergenannten.

Die ‘Totalausbeute hat als Mittelwert 23.0, und ist dem
der vorigen Versuche fast gleich. Das ergibt eine stiindliche
Ausbeute von 1.9, die niedriger ist als bei den vorher-
gehenden Versuchen. Die Zunahme war dreimal grészer
als 30 mg/dm3, (V. 2, 22, 30). Diese hohen Zahlen wurden
zweimal nach 36-stiindiger Abdunkelung gefunden. Sie
werden aber von V. 29 — einem sechsstiindigen Versuch —
tibertroffen, V. 24 und 5 beweisen den Einflusz dunkler
Witterung gegen Ende des Tages. °

Die Mittelwerte und die meisten Versuche zeigen eine
Ubereinstimmung der Monosenquanten am Anfang und
am Ende des Tages.Die Werte sind ungefihr 10—12 mg/dm?,
Bei Versuchen mit groszer Anhiufung wird immer neben
Stirke- “eine bedeutende Saccharosezunahme konstatiert.
In den Endzustinden sind die Saccharosemengen sehr
verschieden. Im Durchschnitt verschwindet etwas Maltose.

Erst in diesen Versuchen wird iiberall eine grosze Stirke-
zunahme beobachtet.

Die Nachtversuche (Tabelle VII).

Diese Versuche wurden angestellt zu dem Zweck, zu
bestimmen ob sich der nichtliche Verlust und der tigliche
Gewinn ausgleichen. Die Mittelwerte zeigen, dasz dies
ungefihr der Fall sein musz. Die hohen Werte von 40.7
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und 43.1 mg/dm? {ibersteigen die moglichen Tagesaus-
beuten nicht, wenn man annimmt, dasz wihrend des Tages
durch Veratmung und Abwanderung schon Assimilate
schwinden. Mit Bezug auf die Zuckermengen sind die
Nachtversuche den Tagesversuchen vollig entgegengesetzt.
Sie zeigen eine minimale Monosen- und Maltoseverlust.
Der Saccharose- und Stirkeschwund ist sehr grosz.

Die Spdtnachmittagsversuche (Tabelle V).

Diese wurden angestellt, um die Verwandlungen der
Zucker gegen Ende des Tages zu studieren. In der zweiten
Saison wurden sie nicht wiederholt, weil die Vergleichung
der neun- und zwolfstiindigen Versuche an ihre Stelle trat.
Die Monosen- und Saccharosemengen nehmen ab, dabet
kehrt die erstere auf ihre normale Grésze von 11 mg/dm?
zuriick. Bemerkenswert ist mit Bezug auf den Saccharose-
schwund, dasz dieser da am grészten ist, wo die Saccharose
am reichlichsten vorhanden war.

Die Rethen zusammengehoriger Versuche (Tabelle VIII).

An drei sehr hellen Tagen in 1928 wurde eine Reihe
Versuche Solcherweise angestellt, dasz ein 3-, 6-, 9- und
12-stiindiger Versuch zu gleicher Zeit anfingen. Es war der
Zweck dieser Einreihung eine Vergleichung zwischen Ver-
suchen von verschiedener Dauer zu ermdglichen. Alles
Material fiir eine Reihe wurde von einem Beete gepfliickt.
Spiter stellte sich heraus, dasz mit Hinsicht auf die
Witterung diese drei Tage von einander verschieden waren,
weshalb die Erfolge der Reihen nicht ganz ubereinstimmen.
Deshalb betrachte ich die erste Reihe als eine, die unter sehr
glinstigen Bedingungen vorgenommen war, (weil die Aus-
beute der drei- und sechsstiindigen Versuche sehr grosz
war). Die zweite und dritte Reihe stammen von dem sehr
trocknen 11, und 12, Juli her.

An den genannten Tagen wurde der Offnungsgrad
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der Stomata verfolgt. Die Spaltéffnungen kdénnen sich
an warmen, trocknen Tagen ganz schlieszen und dadurch
eine Hemmung der Assimilation veranlassen. (Nach
Kostytschew wird aber diese Hemmung meistens
durch Anhiufung von Assimilate bewirkt), Es war nicht
ganz zuverlissig mit dem Porometer zu arbeiten, weil die
zarten Blitter sich schwer an dem Apparat ankleben lieszen.
Deshalb wurde an Stiickchen eines Blattes mittels Alkoholin-
filtration ebenfalls der Offnungsgrad untersucht. Es zeigte
sich, dasz die Spaltéffnungen von 13 Uhr her sich allmihlich
schlieszen und gegen 19 Uhr ganz verschlossen sind.

Darum glaube ich, dasz die Assimilation um Mitte des
Tages im zuszersten Fall erschwert wird, gegen Abend durch
den Verschlusz der Stomata vollig unméglich ist.

Was geht nun aus diesen Versuchen hervor?

-Die erste Reihe, die an einem ziemlich kiihlen Tage
vorgenommen wurde, zeigt eine iippige Assimilation in
den ersten drei Stunden, Darauf folgt eine Abnahme der
Assimilate. Das bedeutet, dasz die Abwanderung zwischen
10 und 13 Uhr schon stattgefunden hat (ob sie schon friiher
angefangen hat ist bei meiner Versuchseinrichtung nicht
feststellbar). Auch zwischen 13 und 16 Uhr verschwinden
noch Kohlenhydrate. Die Menge ist wihrend der letzten
drei Stunden konstant.

Die Monosenmenge in V. 40 ist auffallend grosz. Bei
dem 9-stiindigen Versuche tritt wieder eine so .grosze
Menge auf. Schlieszlich schwindet sie; dann ist das
Saccharosequantum etwas angestiegen. Im iibrigen ist
jenes Quantum fast stationir und hoch. Uber die Maltose
liszt sich wenig aussagen. Die Stirkemenge ist nach dem
3-stiindigen Versuche und abends am groszten.

Die zweite und dritte Reihe kdnnen zugleich besprochen
werden. Es ist auffillig, dasz an diesen warmen Tagen
keine groszen Ausbeuten herauskommen. Ich méchte daraus
schlieszen, dasz die Assimilation von der groszen Trocken-
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heit behindert wird, weil in friilheren Versuchen (V. 29,
32, 33) bei derselben Temperatur eine groszere Kohlen-
hydratmenge gebildet wurde.

Die Monosenmenge steigt allmihlich an bis in den
Nachmittag und sinkt abends wieder -auf den Anfangswert
zuriick. Die groszen Saccharosequanten treten um die Mitte
des Tages auf und verschwinden spiter nur teilweise. Die
Maltosemenge weist keinen regelmiszigen Verlauf auf. = -

Eigentiimliche Schwankungen werden in der dritten
Reihe von der Stirkemenge gezeigt. Diese nimmt bis 10
Uhr zu, schwindet darauf zum Teil und steigt erst gegen
Ende des Tages betrichtlich an. Der Verlauf der Stirke-.
menge ist dem der Zuckermenge ungefihr entgegengesetzt..
Vielleicht kann hier auch von einem Gegensatz zwischen
Stirke und Saccharose im Besonderen die Rede sein.

Die Mittelwerte dieser Reihen haben kéine groszere
Bedeutung als die Mittelwerte aller Zhnlichen Versuche, weil
die Reihen untereinander verschieden sind. Sie zeigen eine
starke Assimilation zu Anfang des Tages und erneuerte
Aktivitit gegen Ende des Tages.

ZUSAMMENFASSUNG.

Die im Vorhergehenden genannten Ergebnisse konnen
folgendermaszen zusammengefaszt werden. Dabei sind ver-
einzelte Daten, die zu den iibrigen im Widerspruch stehen
kénnten, vernachlissigt worden.

1°. Zunahme der Kohlenhydrate heiszt Zunahme von
Stirke und Zunahme von Zucker.

2°. Die Assimilation hat wihrend den lichtreichsten
Stunden nicht denselben Verlauf. ‘

3% Unter giinstigen Bedingungen findet die stirkste
Assimilation vormittags statt.

4° Bei langsamer Assimilation wird mehr Saccharose
als Stirke gebildet, wenn anfangs wenig Saccharose da ist;
die Monosenmenge steigt wenig.
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59, Bei iippiger Assimilation werden Monosen, Saccha-
rose und Stirke neu gebildet. 5
6% An warmen und trocknen Tagen s1eht man zw1schen
10 und 16 Uhr eine voriibergehende Monosenzunahme
und ebenfalls eine Saccharosebildung, welche nicht so
schnell riickgingig gemacht wird. Die Vergleichung der
6- und 9-stiindigen Versuchen fiihrt zu der Annahme,
dasz zwischen 13 und 16 Uhr der Stirkeabbau grészer
ist als die Stirkebildung.
..7°% i Wihrend der Nacht schwinden Stirke und Saccha-
rose; von beiden bleibt nach einer Nacht von 12 Stunden
noch einen Teil {ibrig. | .
. 8% Die Monosenmenge im Blatte fillt nach Perioden
von _ starker Assimilation und groszer Trockenheit bald
zuriick auf einen konstanten Wert. Dieser beliuft sich
auf 10—12 mg/dm? -
I 99 . Die Saccharosemenge kann sehr wechselnd sein je
nach der Assimilation der vorgehenden Perioden.
.. Die Menge- iiberschreitet meistens nicht 20 mg/dm?, .
10°, Die von einem Blatte angehiufte Stirkemenge kann
sehr grosz sein (> 40 mg/dm,.).

VIII. DISKUSSION DER ERGEBNISSE.

. Nactidem ich in dem vorigen Kapittel das aus den Ver-
suchen eroberte’ direkte Zahlenmaterial zusammengefaszt
habe, stelle ich noch eine. Vergleichung dieser Ergebnisse
mit den Daten fritherer Unterstcher- an um endlich. eine
Betrachtung iiber die Assimilationsprobleme aufzubauen.
Dabei mdge man Riicksicht daraif nehmen, dasz meine Ver-
suche im Freien auch ein anderes Resultat liefern miissen
als Experimente mit abgeschnitten Blittern, die unter
genau kontrollierbaren Bedingungen ausgefiihrt wurden. ’

Erstens soll eine Vergleichung mit den neuen Unter-
suchungen Kostytschews, Bazyrinas und Tschesno-
kows angestellt werden, ebenfalls Versuche im Freien,
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bei denen die von Brown verbesserte Kreuslersche
Versuchsanstellung benutzt wurde. Ihr Ergebnis ist, dasz
der tdgliche Verlauf der Assimilation sehr unregelmdssig. sei,
sodasz die stirkste Kohlenhydratebildung schon. frith vor
sich gehe und sogar die Hilfte der Tagesausbeute inner-
halb einer Stunde angehiuft werden kdénne. Meine. Ver+
suche bei denen die kiirzeste Betrachtungszeit 3 Stunden
war, konnen selbstverstindlich keine vollige Bestitigung
der Kostytschewschen Ergebnisse liefern.. Wohl aber
weisen meine Totalausbeuten darauf hin, weil die Menge,
die dann und wann in drei oder sechs Stunden gebildet
wurde,: den Ausbeuten der 12 stundlgen Versuche ganz,
nahe kommt. - .
Vergleichung mit den Ergebmssen von Brown und
Escombe fiihrt zu den folgenden Betrachtungen. Sie
fanden durchschnittlich eine Bildung von Kohlenhydrate
von 0,166—0,305 g/m? pro Stunde bei Bestimmung des
gebundenen CO,, was betrichtlich héher ist als. mein
Mittelwert von 1,9 mg/dm? bei den Tagesversuchen.
Deshalb ') musz .ich eine Abwanderung am vollen :Tage,
die nur bei der ersten Reihe aus den Daten deutlich nach-
weisbar ist, als normale tigliche Erscheinung betrachten.
Wenn diese Abwanderung stattfindet, liszt sich daraus auf
eine Assimilationstitigkeit nach dem Mittag schlieszen,
weil die Menge der vom Blatte aufgespeicherten. Kohlen-
hydrate fast konstant bleibt, wie aus Reihe 1.und 3 und
der - Vergleichung der Ausbeuten der .6-stiindigen' und
Tagesversuche hervorgeht. Es gibt nimlich zwei Moglich-
keiten: entweder hort die Assimilation auf, weil die Menge
der vorhandenen Kohlehydrate konstant bleibt oder mittels
Assimilation werden die .Verluste der Abwanderung und
Veratmung kompensiert. Dieses ist umso wahrscheinlicher

1) Die abwandernden Stoffe, werden .von Brown™ und Escombe
auch m1tbest1mmt, sie entzxehen sich bei meinen_ Versuchen “aber
der Analyse. ’
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weil bis 18 Uhr die Spaltéffnungen gewdhnlich gesffnet
sind. Ich bin also mit Kostytschew c.s. der Ansicht,
dasz zwischen 12 und 18 Uhr gleichzeitig Assimilation und
Abwanderung stattfinden.

- Es springt bei der Betrachtung der Zuckermenge ins
Auge, dasz dieselbe die Tendenz zeigt immer auf bestimmte
Werte zuriickzufallen. Dieses wird von den Tagesver-
suchen unzweideutig bewiesen. Zu Anfang des Tages
hat das Blatt nach einer Periode groszen Kohlenhydrate-
schwunds einen Zustand der Ruhe erreicht. Durch 24-
stiindiges Verdunkelen wird dieser Zustand nicht mehr
merklich abgeindert; hochstens bewirkt diese lange Ruhe-
periode noch den Schwund von + 10 mg/dm? Stirke und
einige mg. Saccharose. Diese Zahl bleibt immer bedeutend
kleiner als der normale Schwund von 28 mg/dm? in einer
Nacht von 12 Stunden. Inzwischen beliuft sich die Monosen-
menge immer auf 10—12 mg/dm? Schon am Ende des
Tages, wenn das assimilatorische Organ seine Ruhepause
angefangen hat, nimmt der Monosenwert seine Anfangs-
grosze wieder an.

Die Saccharosemenge ist sogar nach den Versuchen, bei
denen viel Kohlenhydrate gebildet wurden, (V. 2,22, 28,
30, 31) nicht auszerordentlich grosz und beliuft sich auf
4 13 mg/dm? Die Ausnahmen, die am meisten auffallen,
bilden V. 43, 47, 51 mit einem Mittelwert von 14,9 mg/dm?,
die auch an besonders trocken endigenden Tagen vorge-
nommen wurden. Maximalwerte findet man am Ende der
6- und 9-stiindigen Versuche.

- Aus dem Vorhergehenden glaube ich schlieszen zu
diirfen, dasz fiir die Unterhaltung der Zelle die 10—I12
mg/dm?® Monosen unerldszlich sind. Wahrscheinlich gilt das-
selbe von einem Minimalwert an Saccharose, vielleicht
+ 3 mg/dm?, was jedoch nicht vollig bewiesen ist. Meiner
Ansicht nach ist das Vorhandensein dieser Zuckerquanten
in der lebendigen Zelle von Tropaeolum majus von vitaler
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Bedeutung. Mit anderen Worten: die Ioslichen Kohlen-
hydrate, Monosen und Saccharose, sind (auszer etwaigen
Zwischenstufen bei der Stirkebildung aus Formaldehyd)
dem lebendigen Gewebe unentbehrliche Stoffe. Es ist wahr-
scheinlich, dasz quantitative Unterscheide dieser Stoffe in
erster Linie von dem Genotypus und zweitens von duszeren
Umstinden bedingt werden.

Einen zweiten Beweis fiir die Hypothese, dasz die Zucker
normale Bestandteile des Zelleninhalts sind, und nicht
blosz Stufen in dem Stirkeabbau bilden, liefern jene 3- und
6-stiindigen Versuche bei denen nur eine geringe Total-
ausbeute auftritt (V. 11, 17, 20, 9, 25). Obschon es unwahr-
scheinlich ist, dasz bet der langsamen Assimilation in
diesen Versuchen Anhiufung von Zwischenstufen stattfindet,
erfolgt doch immer eine bedeutende Saccharosebildung.

Ich pflichte deshalb jener Ansicht von Brown und
Morris bei, dasz Saccharose ein bedeutender Reservestoff
ist. Damit ist jedoch nicht erwiesen, dasz Saccharose
das erste nachweisbare Produkt bei der Stirkebildung aus
Formaldehyd sei.

Obgleich die Versuche van Schroeder, Horn und
Ahrns den meinigen nicht Zhnlich sind, will ich doch
ihr Resultat mit meinen Beobachtungen vergleichen.

Ahrns gibt folgende Zusammenfassung ihrer Ergeb-
nisse: ,,An der im welkenden Blatte durch Stirkehydrolyse
beobachteten Zuckerzunahme beteiligen sich nur Rohr-
zucker und Hexosen”.

,,Bei Gegenwart von Stirke steigt der Rohrzuckergehalt
sowohl in verdunkelten als auch in belichteten detachierten
Blittern bei fallendem, und fillt bei steigendem Wasser-
gehalt. Diese Rohrzucker-Zunahme vollzieht sich unab-
hingig vom Lichtzutritt; es muss also der Rohrzucker-
gehalt nur als eine Funktion des Wassergehaltes angesehen
werden”,

»Der Hexosengehalt steigt in stirkehaltigen verdunkelten
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Blittern stets, doch erreicht diese Zunahme in den welkenden
Blittern einen hoheren Wert als in den feucht gehaltenen”.
i Weil ich keine Trocken- und Frischgewichtsbestimmungen
vornahm, kann von einer direkten Nachpriifung durch die
Versuche im Freien nicht die Rede sein. Deshalb mdchte
ich annehmen, dasz ein merklicher Wasserverlust mit
niedriger Luftfeuchtigkeit zusammenfillt. Deshalb ist dieses
Welken um die Mittagstunde herum und einige Stunden
spiter an trocknen Tagen zu erwarten. Beispiele solches
Welkens bilden: die zweite Hilfte der ersten Reihe, die
zweite und dritte Reihe, V. 6 und V. 9 und die Anfangs-
zustinde der Spatnachmittagsversuche. Es gibt aber einen
Unterschied mit den Versuchen von Schroeder, Horn
und Ahrns. Dieser besteht in der groszen Monosenmenge;
deshalb sind in der nichsten Tabelle die Ziffern der Reihen
so zusammengestellt worden, dasz die erste Spaite" die
Saccharosemenge, die zweite die Summe der Saccharose
und der Monosen, und die dritte die Stirkemenge darstellt.
Die Ziffern vergegenwirtigen den Zustand um 7, 10, 13,
16, und 19 Uhr. Um 13 und 16 Uhr kann man die groszte
Welkung erwarten, diese wird um 10 und 19 Uhr schon
wieder kleiner geworden sein.

TABELLE IX.

Erste Reihe 2-6-'28, Zweite Reihe 11-7-'28, Dritte Reihe 12-7'28.

Relative Feuchtigkeit Relative Feuchtigkeit Relative Feuchtigkeit

durchschn. 45 %. durchschn. 39 %. durchschn 37 %.

3 R 8 . 2 |8 8§

I IERE NI IR AR NI Y

glds|» |l g5l 41358 °
7Uhr| 133255 82109182 — || 8.6]17.8]10.5
10 ,,1116.01325(29.314.9|27.3] — | 85{223|16.5
13 ,,1116.0|29.1 |28.1116.1|34.0| — |14.6|29.2|10.9
16 ,,|15.9|33.8|21.0((17.8|33.4| — |20.4{37.4|17.0
19 ,, [117.0127.2|35.6(113.6 209 — | 16.9|27.3|26.6
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Aus der Tabelle ergibt sich, dasz bei der ersten Reihe
keine Korrellation zwischen Stirke und Saccharose im
Sinne von Schroeder und Horn besteht.. Ein
Parellelismus zwischen beiden ist deutlich zu bemerken.
Obgleich ich nachher fiir den Monosenwert von 10 Uhr
eine andere Erklirung geben werde, darf nicht in Abrede
gestellt werden, dasz nachmittags ein Gegensatz zw1schen
Stirke und Gesamtzucker besteht. . . ,

Bei der zweiten Reihe dhnelt der Verlauf der Saccharose-
menge dem der Gesamtzucker derart, dasz beide auf eine
Welkung an dem betreffenden sehr warmen Tage hindeuten.

In der dritten Reihe ist die Saccharosemenge um 10 Uhr
zu klein um auf Welkung hinzuweisen. Die Menge von
19 Uhr entspricht der Stirkevermehrung nicht. Die Summe
der Saccharose und Monosen ist aber dem Stirkequantum
entgegengesetzt, und . deshalb wahrschemhch dle Folge
einer Welkung. . .. :

Die Spatnachm1ttagsversuche (V. 15, 19 21) weisen
alle bei zunehmender Feuchtigkeit eine Saccharoseabnahme
auf, die der Monosenabnahme ungefihr gleicht.

. Die Anordnung der Erfolge meintr Versuche scheint,
wenn die Monosen mit einbezogen werden, eine vollige
Bestitigung der Schroeder und Hornschen Ergebnisse
darzustellen. Die Unterschiede sollen jedoch auch genannt
werden.. Thre groszen Saccharosemengen wurden nur nach
einer 12—24 Stunden langen Welkung der abgeschnittenen
Blitter. vorgefunden. Dieses Welken kann nicht ohne
Schidigung stattfinden. Bei meinen Versuchen wurden die
hohen. Saccharosewerte bei Blittern, die noch ‘mit .der
Pflanze verbunden waren, schon in 3—6 Stunden erreicht.
Schidigung der Blitter ist ausgeschlossen, weil sie schon
nach 3 Stunden das normale Zuckerquantum hergestellt
haben, wie die Analysen um 19 Uhr nachweisen. Deshalb
ist es vielleicht besser, sich iiber den Vorgingen im Blatte
folgende Anschauung zu bilden. Die Stirke- und Zucker-
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mengen im Blatt befinden sich im Gleichgewicht. Dieses
Gleichgewicht wiirde durch Neubildung von Stirke gestdrt
werden., Deshalb werden immer Zucker und Stirke in
bestimmten Verhiltnissen gleichzeitig gebildet. Es zeigt
sich nun, dasz die Entwisserung der Gewebe vorherrschende
Zuckerbildung mit sich fiihrt.

Hieraus lassen sich die Stirkezunahmen bis zu 23 Uhr,
wie sie Langner und Stanescu "(pag. 332, 336) gefunden
haben, leicht erkliren.

Unter ganz verschiedenen Bedingungen werden in den
Versuchen 33, 34 (2-stiindl.) 40, 29 und 32 grosze Mengen
Monosen im Zellsaft neugebildet. Die fast stiirmische
Kohlenhydratbildung bei diesen Versuchen wird von der
groszen Totalausbeute deutlich dargetan. Man darf auch
behaupten, dasz die duszeren Bedingungen bei einer so
ippigen Assimilation giinstig waren. Weil aber keinen be-
deutenden Saccharosegewinn beobachtet wird, méchte ich
aus den Zahlen schlieszen, dasz die Saccharosebildung
aus den Monosen noch nicht stattgefunden hat. (Eine
Saccharosezunahme kénnte man jedoch bei solchen Blittern
erwarten, die untersgiinstigen Bedingungen assimilieren).
Diese nachtrigliche Verwandlung der Monosen in Saccharose
wird zum Teil von V. 41 gezeigt, wo der Monosenwert
wieder abnimmt., Damit glaube ich in einer Monose jene
Zwischenstufe ertappt zu haben, die man das erste sichtbare
Assimilationsprodukt zu nennen pflegt.

Nun kann folgendes Schema konstruiert werden:

Die Bildung der Kohlenhydrate innerhalb der Plastide
fiihrt zu zwei Produkten: Zucker und Stirke. Dabei ist
eine Monose die einfachste, nachweisbare Zwischenform.
Das Durchlaufen der Zwischenstufen zu Stirke geht so
schnell vor sich, dasz diese sich gewdhnlich der Beobach-
tung entziehen. Ein Teil der Monosen gelangt aber in den
Zellsaft und bleibt darin unverwandelt oder aber wird zu
einer Biose und namentlich zur Saccharose. Diese Um-
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lagerungen werden durch die Zuszeren und inneren Bedin-
gungen bedingt, wobei namentlich der Hydratation der
protoplasmatischen Kolloide Rechnung getragen werden
soll. 1) ' .

Diese Annahmen stimmen mit den Ergebnissen von
Campbell iiberein, der eine Monose als erstes Assimi-
tionsprodukt betrachtet, und mit denen von Weevers,
der in den bunten Teilen der Blitter nur Saccharose vor-
fand, und in den griinen Monosen und Saccharose. Auszer-
dem fand Weevers, dasz die bunten Blitter von Pelar-
gonium zonale, wenn sie durch Verdunklung ungefihr
stirke- und zuckerfrei gemacht worden sind, zuerst
Monosen bilden und nach einigen Stunden auch Saccharose.

Unter giinstigen Bedingungen (es ist {iberhaupt bei
Versuchen im Freien, wie die meinigen, nicht festzustellen
welche Bedingungen giinstig sind) erfolgt vorwiegende
Stirkebildung und Anhiufung dieses Produkts. Die Monosen
werden in Saccharose verwandelt.

Hoéhere Temperaturen und Trockenheit veranlassen
vorwiegende Zuckerbildung, Wenn der Zuwachs oder der
Welkungsgrad sehr grosz ist, bleiben die Monosen unver-
wandelt. Ihre Menge kann bis auf 20 mg/dm? ansteigen.
Gewdhnlich wird aus den Monosen Saccharose gebildet.

Die biologische Bedeutung der erhdhten Zuckerbildung
im Zellsaft, die groszeren osmotischen Wert und groszere
Saugkraft zur Folge hat, gerade an Tagen und Stunden
groszer Trockenheit, unterliegt keinem Zweifel.

Eine bedeutende Vermehrung der Monosen zeigt sich

1) Dieses widerspricht der Brown- und Morrisschen Theorie, dasz
Saccharose das erste Assimilationsprodukt sei. In den groszen
Fruktosemengen erblicken sie den Beweis, dasz zuerst Saccharose
gebildet werde. Durch die Mitteilung Kostytschews in seinem Lehr-
buch der Pflanzenphysiologie, dasz innerhalb der Zelle die Glukose
leicht in Fruktose verwandelt werden kann und umgekehrt, hat
der Beweis von Brown und Morris viel von seiner Kraft verloren.
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erst unter besonderen Bedingungen. Meines . Erachtens
kann. solches in den folgenden Fillen eintreten: 1° bei
Anhiufung durch intense Assimilation, 2° durch starkes
Welken wie in der zweiten und dritten Reihe, 3° nach
Schidigung des assimilatorischen Organs, wie man. sie
annehemen musz in den auf Seite 366 zitierten Ahrnschen
Versuche., . . . D
Es ist mir unmdglich erschopfende Betrachtungen tiber
Abwanderung anzustellen, weil die Versuche keine An-
gaben iiber die beziiglichen Zuckerarten verschaffen. :
Eins musz ich jedoch noch betonen. Die im Pflanzen-
reich stark verbreitete Verwandlung Stirke <=2 Saccha-
tose ist chemisch noch unverfolgbar. Die Versuche um
diesen Prozesz in Vitro oder mit Zuhilfenahme von Enzymen
nachzuahmen sind bis jetzt miszlungen. Man. bekommt
durch Stirkeabbau nur Maltose und Glukose. Nun kénnte
wielleicht aus.meinen Versuchen geschlossen werden, dasz
die groszen Saccharosemengen, welche in intakten Blittern
bei stillstehender Stirkebildung auftreten, durch direkte
Assimilation entstehen*, Eine Erklirung fiir die Stirkebildung
gegen Ende des Tages, die keine direkte Verwandlung von
. Saccharose in Stirke voraussetzt, kann aus meinen Ver-
suchen — weil die Angaben iiber Abwanderung unzu-
reichend sind — nicht aufgebaut werden. Ich erblicke
darin also mit Miiller Thurgau?!) Prinsen Geerligs?2)
Waterman?3), Schroeder, Horn und Ahrns, Tolle-
naar und de Wolff4) eine Umwandlung in der
lebendigen Zelle, die ein chemisches Problem darstellt. -

 * Ich mochte diese Frage jedoch offen lassen.

f 1) Miiller Thurgau, Landwirtsch. Jahresb., Bnd 14, 1885,
. %) H. C. Prinsen Geerligs, Arch. d. Java-suiker Ind. 1908.
. %) Waterman, Chemisch Weekbl., 11, 1914.

© %) C. J. de Wolff. De saccharosevorming in aardappelen tudens
het drogen. Diss. Delft, 1926.. -
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Schluszfolgerungen

1%, "Durch Kohlensiureassimilation werden im Blatte
von Tropaeolum majus gle1chzemg Zucker und  Stirke
gebildet.

20, Es gibt keine- scharfe Grenze zwischen Zucker-
und Stirkepflanzen.. = . .

3%, Fiir die Unterhaltung des Blattes von Tropaeolum
majus ist eine bestimmte Monosenmenge unerliszlich,

4°, Eine Monose ist hier das erste Assimilationsprodukt.

5¢. Das Gleichgewicht zwischen Zucker und Stirke
und deren Bildung wird in erster Linie durch den Genotypus
und zweiten durch duszere Umstinde bedmgt
, ..Die. Folgen . von Wasserverlust im Blatte smd
hohere Saccharose- und Monosenbildung und sehr ver-
mmderte Starkebﬂdung :

Stirkeabbau, wie Schroeder, Horn und Ahrns

sie beobachteten,. tritt im ganz intakten Blatte nicht. bald
auf. Bei starkem Welken kann er gleichzeitig mit Abwan-
derung stattfinden. Gegen Abend erfolgt groszere Stirke-
bildung, wahrscheinlich durch Verwandlung der Saccharose.

8% ..Unter giinstigen Bedingungen erfolgt die stirkste
Assimilation vor der Mittagsstunde, aber auch nachmxttags
assimiliert das Blatt,.. ... .. R .

. Diese Arbeit wurde im ,,Plantenphysiologisch Labora-
torium” .der Universitit Amsterdam unter Aufsicht von
Herrn Prof. Dr. Th. Weevers vorgenommen.

Ich mochte nicht -unterlassen Herrn Prof. Weevers
fiir manche Anregungen und das stete Interesse, das er
meiner Arbeit entgegenbrachte, meinen ergebenen Dank
auszusprechen. . R



