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Beitriige
ur biochemischen Kenntnis der postmortalen Pflanzenatmung?).

Von
J. Bodnar und Piroska Hoffner.

(Aus dem kgl. ungarischen pflanzenbiochemischen Institut Budapest, aus
dem medizinisch-chemischen Institut der Universitdt Debrecen und aus
dem chemischen Institut der Universitat Szeged.)

( Eingegangen am 2. September 1925.)

Seit der Entdeckung der Enzyme ist das Hauptbestreben der
biochemischen Forschungen, die in dem lebenden Organismus sich
abspielenden Dissimilationsvorgéinge auf die Wirkung der Enzyme
zuriickzufithren, und auf Grund dieses kénnen wir die meisten Dissi-
milationslebensvorginge als solche chemische Prozesse betrachten,
welche sich durch die Wirkung der Enzyme — unabhingig von den
Lebenserscheinungen — abspielen.

Aus den grundlegenden Untersuchungen Palladins und seiner
Schule ist bekannt, daB das auf gewisse dulere Einfliisse hin ein-
tretende Absterben der pflanzlichen Zellen das Aufhéren des wichtigsten
Dissimilationsprozesses, der Atmung, nicht nach sich zieht; den Tod
der Zellen iiberleben die Atmungsenzyme, und durch deren Téatigkeit
vollzieht sich die Pflanzenatmung als eine — in ihren Details sehr
komplizierte — enzymatische Reaktion.

Fir das Studium der pflanzlichen Atmung als eines enzymatischen
Prozesses bzw. der postmortalen Atmung empfiehlt Palladin?) das
Erfrierenlassen der pflanzlichen Objekte (Samen, Bldtter) im ganzen als
ein Verfahren, wodurch die Zellen zu téten sind, ohne daf die Atmungs-
enzyme vernichtet werden.

In der Enzymologie ist eine oft angewendete Methode das Austrocknen

der auf ihre Enzyme zu untersuchenden lebenden Objekte, und man
prift auf Anwesenheit der Enzyme das durch Zerstorung der Zellenstruktur

1) Die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen wurden noch
in den Jahren 1922/23 durchgefiihrt.

2) W. Palladin, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 23, 240, 1905; Zeitschr.
f. physiol. Chem. 47, 407, 1906.
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146 J. Bodnar u. P. Hoffner:

gewonnene Organpulver, Samenmehl usw. In allererster Reihe sind die
Samen solche Objekte, welche unter gewissen Bedingungen auch im
pulverisierten Zustande stark atmen, und es bilden einige Samenpulver
oder Samenmehle als an Atmungsenzymen reiche Objekte ein aus-
gezeichnetes Untersuchungsmaterial zum Studium des Mechanismus der
postmortalen Pflanzenatmung.

Godlewsk:') war noch der Meinung, da ,,die Zerstérung der Zellstruktur
der Samen durch Zerreiben derselben eine nahezu vollsténdige Sistierung
der Kohlensdurebildung zur Folge hatte*. Godlewsk: untersuchte die
Atmung der zerstérten Erbsensamen unter Wasser, wenn wir aber die
Samenpulver der Erbsen — wie ITwanoff?) und Zalesk:®) zuerst fanden —
nur mit so viel Wasser vermischen, dafl sie gerade durchfeuchtet werden,
d. h. breiartig sein sollen, so werden wir eine sehr starke CO,-Ausscheidung
wahrnehmen. Zalesk: hebt hervor, dal die Samenpulver zum Studium der
postmortalen Atmung geeignetere Objekte sind als die im ganzen ge-
frorenen Samen, denn z. B. die Wirkung der Salzlésungen auf die Atmung
ist bei den intakt gefrorenen Samen, umgekehrt wie bei dem Samen-
pulver — infolge des langsamen Eindringens —, sehr erschwert. Daf
die ausgetrockneten und pulverisierten Samen wirklich abgetétete Objekte
sind, beweist jener Versuch Zaleskis, dal z. B. die CO,-Ausscheidung des
Erbsenpulvers auch nach Behandlung desselben mit Ather oder Aceton
keine Verminderung zeigt.

Unsere Kenntnisse -beziiglich des Mechanismus der Atmung der
Samenpulver (Mehle) sind noch sehr liickenhaft und bieten bei weitem
kein eindeutiges Bild von dem rationellen Zusammenhang der post-
mortalen Atmung mit der lebenden Pflanzenatmung.

Zu allererst beobachtete Kolkwitz*), dal das grobe Mahlprodukt der
Gerstenkorner CO, ausscheidet, aber seine Daten sind aus verschiedenen
Griinden (lebende Zellen, Bakterien) nicht geniigend verlaBlich.

Die ersten ausfiihrlichen Untersuchungen beziiglich der Atmung der
verschiedenen Samenpulver hat Iwanoff?) vorgenommen. Er lie die
Samenpulver, mit wenig Wasser zusammengemischt, in Form eines Breies
in Gegenwart von Toluol atmen und bemerkte, dal3 besonders das Erbsen-
mehl, und zwar nur das Mehl gewisser Erbsensorten (Viktoria, Bismarck),
am intensivsten atmet, und das Mehl scheidet mehr CO, aus als die lebenden
Erbsensamen.

Zaleski und Reinhard®) haben die CO,-Ausscheidung der Erbsen-,
Weizen-, Lupinen- und Maismehle untersucht und gefunden, daB
das Erbsenmehl am intensivsten atmet. Sie behaupten, daB fiir die
Atmung der Samenpulver — im allgemeinen fiir die postmortale Pflanzen-
atmung — charakteristisch ist, da8 durch Abtotung der Zellen bzw. Zer-
storen der Zellstruktur die aerobe Atmung stark vermindert wird, die

1) E. Qodlewsk: und F. Polzeniusz, Bull. d. I’Acad. des sciences de
Cracovie, Avril 1901, S. 249.

2) L. Iwanoff, diese Zeitschr. 25, 171, 1910.

3) W. Zaleski und A. Reinhard, ebendaselbst 27, 450, 1910; 85, 228,
1911; W. Zaleski, ebendaselbst 81, 195, 1911.

%) R. Kolkwitz, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 19, 285, 1901.

5) L. Iwanoff, 1. c.

8) W. Zaleski und A. Reinhard, diese Zeitschr. 27, 450, 1910.
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anaerobe Atmung dagegen iiberlebt den Tod der Zellen, und deshalb atmen
die starke anaerobe CO,-Ausscheidung besitzenden Samen in Form von
Samenpulver so intensiv. Auf Grund der Versuche von Godlewsk: und
Polzeniusz?) sind die Erbsensamen als ein typisch anaerobes Objekt bekannt,
es ist also das Erbsenmehl als ein sehr intensiv atmendes Objekt besonders
dazu geeignet, an ihm den Mechanismus der postmortalen Atmung zu
studieren.

Mit dem eingehenden Studium der Atmung des Erbsenmehls hat
sich Twanoff?) befaBlt, die Resultate seiner Versuche und die sich daraus
ergehbenden Folgerungen kann man im folgenden zusammenfassen:

1. durch Na,HPO,-Lésung wird die CO,-Ausscheidung des Erbsen-
mehls stark stimuliert;

2. in dem in der Luft atmenden Erbsenmehl wird neben CO, auch
eine bedeutende Menge Alkohol gebildet,

3. durch die das Coenzym der Zymase enthaltenden Hefanol- und
Zyminextrakte wird nicht nur die CO,-, sondern auch die Alkohol-
ausscheidung des Erbsenmehls stark gehoben, auf Grund dieser Erfahrungen
spricht Iwanoff die Meinung aus, daf das Erbsenmehl ein der Zymase
der Hefe sehr édhnliches Enzym in sehr aktivem Zustande enthélt und die
Atmung des Erbsenmehls als ein mit der alkoholischen Géarung identischer
Prozefl betrachtet werden kann.

Die alkoholische Garung des Erbsenmehls, wie aus Iwanoffs Versuchen
hervorgeht, weicht von der von Hefanol verursachten alkoholischen Gérung
insofern ab, daf in der Luft bedeutend mehr CO, entsteht als im Wasserstoff.

Zaleskt und Reinhard®) fanden dagegen, dal3 das Erbsenmehl in der
Luft ebensoviel CO, ausscheidet wie im Wasserstoff. Nach Iwanoffs
Ansicht stimuliert der Sauerstoff die Atmung nicht direkt, sondern indirekt,
und zwar derartig, daBl es aus dem im Erbsenmehl befindlichen Zymase-
zymogen Zymase frei macht, und infolge der Vermehrung der Zymase
wird die alkoholische Géarung intensiver und im Endresultat entsteht
mehr CO,. Zum Beweis dieser Voraussetzung soll dieser Versuch Iwanoffs-
dienen, daB von den vorher in der Luft und im Vakuum gehaltenen Erbsen-
mehlbreien im Vakuum die Atmung der in der Luft gehaltenen Mehlbreie
intensiver ist. Wenn die Erhohung der CO,-Ausscheidung auf gesteigerte

. Zymaseproduktion zuriickzufiihren ist, so muB in der Luft proportional
mit der Quantitdt der CO, auch mehr Alkohol entstehen als im Wasser-
stoff; diesbeziiglich hat aber Iwanoff keine Versuche ausgefiihrt.

Mit der stimulierenden Wirkung des Phosphats (Alkaliphosphate) auf
die postmortale Pflanzenatmung beschéaftigten sich mehrere Forscher,

" ‘und auf Grund der Untersuchungen Bodndrs*) ist es bekannt, daB die
stimulierende Wirkung des Phosphats mit der Uberfithrung der anorga-
nischen Phosphorséure in organische Form verkniipft ist. Beziiglich der
Frage, ob mit der Wirkung des Phosphats auch die Alkoholausscheidung

sich steigert, haben die die Phosphatwirkung studierenden Forscher keine
Untersuchungen durchgefiihrt.

1) E. Godlewski und F. Polzeniusz, 1. c.

%) L. Iwanoff, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 563, 622, 1911.

3) W. Zaleski und A. Reinhard, diese Zeitschr. 85, 228, 1911.

4) J. Bodndr, diese Zeitschr. 165, 1, 1925. In dieser Mitteilung
befindet sich auch die mit der Phosphatwirkung sich beschéftigende Lite-
ratur beziiglich der postmortalen Pflanzenatmung.

10*
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Zur Priifung der Feststellung, dal der aufgekochte wisserige Extrakt der
Trockenhefepriparate (Hefanol, Zymin) die Pflanzenatmung stimuliert,
wurden noch vor den auf die Erbsenmehle sich beziehenden Beobachtungen
IwanoffsVersuche ausgefiihrt. Erstens hat Kostytschew') wahrgenommen, daB3
die durch Zymin vergorene Zuckerlésung die CO,-Ausscheidung der Weizen-
keime stark stimuliert, was er — auf Grund der den genetischen Zusammen-
hang der aeroben und anaeroben Atmung behandelnden Pfeffer-God-
lewskischen Hypothese — so zu erkldren wiinscht, da8 die vergorene
Zuckerlosung solche néher nicht bekannte Zwischenprodukte der alko-
holischen Garung enthélt, die durch die Oxydase der Weizenkeime zu
CO, und zu Wasser oxydiert werden, im Endresultat wird also durch die
mit Zymin vergorene Zuckerlésung die aerobe Atmung stimuliert. Zum
Beweis dieser Hypothese hat Kostytschew?) nachgewiesen, daB durch die
Wirkung von Peroxydase (aus Weizenkeimen) und Wasserstoffsuperoxyd
aus der vergorenen Zuckerlésung CO, entwickelt wird, ferner, daB} auf
die bei vollsténdiger Aeration atmenden lebenden Weizenkeime die ver-
gorene Zuckerlésung derartig wirkt?), daB3 die erhshte CO,-Ausscheidung
von gesteigerter Sauerstoffabsorption begleitet wird, das COz/Oz-Ver-
haltnis unverédndert bleibt und kein Alkohol entsteht. Die vergorene
Zuckerlosung wirkt auf die in Wasserstoff atmenden Weizenkeime derart,
daB nicht nur die CO,-, sondern auch die Alkoholausscheidung gesteigert
wird, nachdem wegen Mangel an Sauerstoff die Zwischenprodukte der
Gérung nicht durch Oxydation, sondern durch die Wirkung der Zymase der
Weizenkeime zersetzt werden. Nach den Versuchen von Zalesk: und
Reinhard?®) wird die Atmung der Weizenkeime, ferner der Erbsen- und
Weizenmehle nicht nur durch vergorene Zuckerlésung, sondern auch durch
die aufgekochten wésserigen Extrakte des Hefanols beférdert. Die Stimu-
lation wurde nicht nur in der Luft, sondern auch im Wasserstoff beob-
achtet; da die Atmung der untersuchten Objekte anaerober Natur ist,
stimuliert der Hefanolextrakt nicht die aerobe, sondern nur die anaerobe
Atmung. Ein #hnliches Resultat erhielt Iwanoff?), als er feststellte,
daB der Zyminextrakt als auch die durch Zymin vergorene Zuckerlosung
die Atmung der Weizenkeime ohne Sauerstoffabsorption stimuliert, und
daB mit der CO,-Ausscheidung auch die Menge des ausgeschiedenen Alkohols
vergroBert wird. Es ist zu bemerken, da Iwanoff nicht lebende (also
groBtenteils anaerob atmende) Weizenkeime zu seinen Versuchen benutzt
hat. Kostytschew®) erklirt die stimulierende Wirkung des Hefanol- und
Zyminextraktes dadurch, daB nicht nur die vergorene Zuckerlésung, sondern
auch Hefanol und Zymin Gérungszwischenprodukte enthalten.

Aus dem oben Genannten geht hervor, daf nach Kostytschews Ansicht
durch die vergorene Zuckerlosung bzw. den Hefanolextrakt die aerobe (bei
einer vollstdndigen Aeration) und anaerobe Atmung stimuliert wird. Hin-

1) S. Kostytschew, diese Zeitschr. 15, 164, 1908; 23, 137, 1909.
* 2) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 131, 1910. ‘

3) 8. Kostytschew und A. Scheloumoff, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 31,
422, 1913; S. Kostytschew, W. Brillant, A.Scheloumoff, ebendaselbst 31,
432, 1913.

4y W. Zaleski und A. Reinhard, 1. c.

5) L. Iwanoff, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 622, 1911.

6) S. Kostytschew und A. Scheloumoff, Jahrb. f. wissensch. Bot. 50,
157, 1911. ;
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gegen kann nach Iuanoff und Zaleskt nur von Stimulation der anaeroben
Atmung die Rede sein.

Den Mechanismus der die anaerobe Atmung stimulierenden Wirkung
des Hefanolextraktes kann man sich auf zweierlei Weise vorstellen: 1. In
dem Extrakt sind solche Stoffe vorhanden, welche infolge der Wirkung
der Zymase vergéren, 2. der Extrakt enthalt solche Stoffe, welche die
Wirkung der Zymase férdern.

Auf die erste Weise — wie vorher ersichtlich — sucht Kostytschew, die
stimulierende Wirkung des Hefanolextraktes zu erkldren. Was die zweite
Erklirung betrifft, so kann man daran denken, da die Zymase durch
das im Hefanolextrakt vorhandene anorganische Phosphat stimuliert wird,
dem widersprechen aber jene Erfahrungen, da das Phosphat auf die
Atmung der lebenden Weizenkeime') und des Weizenmehls?) wirkungslos
ist, hingegen wird durch Hefanolextrakt die CO,-Ausscheidung dieser
Objekte stark stimuliert.

Twanoff fiihrt auf Grund seiner mit Erbsenmehl ausgefiihrten Versuche
die stimulierende Wirkung des Hefanol- und Zyminextraktes auf den
Coenzymgehalt der Extrakte zuriick. Es ist bekannt, daB zur Wirkung
der Zymase der Hefe ein Coenzym notwendig ist, und daB im Laufe der
Gérung.das Coenzym verbraucht wird. Wenn neben der Zymase nur wenig
Coenzym vorhanden ist, kann durch Zusatz von Coenzym die Intensitit
der Gérung gesteigert werden. Der Coenzymgehalt des Erbsenmehls im
Verhaltnis zu der Zymase ist klein, und so ist es nach Jwanoff leicht zu
verstehen, dafl3 der an Coenzym reiche Hefanolextrakt starke stimulierende
Wirkung auf die alkoholische Géarung des Erbsenmehls ausiibt. Dem-
gemédll ist das Coenzym des Erbsenmehls durch das Coenzym der Hefe
ersetzbar. Meyerhof?) fand, daBl der von der Wurzel der keimenden Erbsen-
samen gewonnene wisserige Extrakt einen das Coenzym der Hefe ersetzenden
Stoff enthalt. Nach Kostyischew?) kann die stimulierende Wirkung des
Hefanolextraktes und der vergorenen Zuckerlésung nicht auf das Coenzym
zuriickgefiihrt werden, ,,... von einer E1nw1rkung der Cofermente der
Zymase kann in unserem Falle nicht die Rede sein, denn . . . iiben die bisher
bekannten Cofermente nur auf getiétete Objekte eine Wirkung aus. ..

Zuletzt hat sich Zaleski®) mit der Priifung der Wirkung des Hefanol-
extraktes befait. Er hat festgestellt, dall Hefanolextrakt in der Luft
als auch im Vakuum die CO,-Ausscheidung der verschiedenen pflanz-
lichen Objekte (Weizen-, Lupinensamen und die Mehle der Keime
dieser Samen) stark stimuliert; bei:dem von-den Keimen der Vicia faba
gewonnenen Mehl hat er gefunden, daBl der Hefanolextrakt nur auf
das im Vakuum atmende Mehl einwirkt. Von der Wirkung des Hefanol-
extraktes sagt er folgendes: ,,Dennoch bleibt es unbekannt, ob der
Hefanolextrakt die Stoffe enthilt, die die Wirkung der Gérungsfermente,
wie das z. B. das Coenzym tut, stimulieren, oder ob in diesem die

1) S. Kosz‘ylschew und A. Scheloumoff, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 81,
422, 1913.

%) W.Zalesk: und. A. Reinhard, diese Zeitschr. 27, 450, 1910.

8) 0. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 1, 1918.

4) 8. Kostytschew, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 31, 439, 1913.

5) W. Zaleski, ebendaselbst 31, 354, 1913.
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Substanzen vorhanden sind, die durch die obengenannten Objekte
vergoren werden‘‘.

Zaleskt macht iiber seine Beobachtung, auf Grund deren es uns
gelungen ist, den Mechanismus der Wirkung des Hefanolextraktes auf die
postmortale Pflanzenatmung aufzukliren, folgende Angaben: ,Es ist
sehr interessant, dafl zwischen der Stimulation der CO,-Produktion
verschiedener Pflanzen durch die Hefanolextrakte und der Vergirung
der Brenztraubensdure durch diese Objekte ein gewisser Parallelismus
besteht, so wird die C O,-Produktion der Pflanzen, die die Brenztrauben-
sdure vergiren, unter denselben Bedingungen auch durch die Hefanol-
extrakte stimuliert.” So z. B. vergirt das aus den Keimen der Vicia
faba gewonnene Mehl in der Luft weder die Brenztraubensiure noch
ihr Na-Salz, und auch der Hefanolextrakt stimuliert die CO,-Aus-
scheidung dieses Mehles nicht, hingegen wurde im Vakuum durch die
Wirkung der Brenztraubensaure, wie auch durch die des Hefanolextraktes
eine gesteigerte CO,-Ausscheidung wahrgenommen. Auf Grund dieser
Erscheinungen hat Zaleski vorausgesetzt, dal der Hefanolextrakt
Brenztraubenséiure enthédlt und die Brenztraubenséure durch die Wirkung
der Carboxylase der pflanzlichen Objekte in CO, und Acetaldehyd
gespalten wird. Die Untersuchungen, die sich auf den Nachweis von
Brenztraubensdure und Acetaldehyd richteten, fiihrten aber zu keinem
positiven Resultat. Zaleski stellte auBerdem fest, daB die die CO,-
Ausscheidung stimulierenden Stoffe aus dem Hefanol mit Methylalkohol
auslgsbar sind.

Aus dem oben Gesagten geht hervor, dafl unsere Kenntnisse be-
ziiglich der Biochemie der postmortalen Pflanzenatmung noch in vieler
Hingicht widersprechend und liickenhaft sind und noch auf Erginzung
warten. Das Ziel unserer Untersuchungen war, die sich auf dieses Thema
beziehenden, teils entgegengesetzten Ansichten ins Reine zu bringen
und unsere Kenntnisse mit einigen neueren Daten zu vervollstindigen.

Die wichtigsten Resultate unserer Untersuchungen sind im folgen-
den zusammenzufassen:

1. Die anaerobe Atmung der Mehle von Erbsen- und Lupinen-

Alkohol

2

samen stimmt — auf Grund der -Verhiltniszahl — mit der

alkoholischen Gérung genau iiberein.

2. Durch die Wirkung des K,HPO, steigert sich nicht nur die
CO,-, sondern auch die Alkoholausscheidung.

3. Das in der Luft atmende Erbsenmehl scheidet nicht nur mehr
CO,, sondern auch mehr Alkohol aus als im Wasserstoff, dies weist
darauf hin, dafl der Sauerstoff, wie es Iwanoff voraussetzt, indirekt
an der Atmung teilnimmt.



Postmortale Pflanzenatmung. 151

4. Das aus Erbsen- und Lupinenmehl durch Dialyse erhaltene
inaktive Mehl gewinnt seine Aktivitét durch Einwirkung von wésserigem
aufgekochten Mehlextrakt zuriick und verhalt sich so wie das urspriing-
liche native Mehl. Durch aufgekochten Mehlextrakt wird auch die
Atmung des nativen Mehles stark stimuliert.

Die alkoholische Géarung des dialysierten Mehles wird durch
coenzymhaltigen Trockenhefeextrakt nicht zuriickgestellt, durch Hefe-
coenzym, kann also das Coenzym der pflanzlichen Zymase nicht ersetzt
werden.

5. Die Nachweisbarkeit des durch die Wirkung der pflanzlichen
Carboxylase aus Brenztraubensiure entstandenen Acetaldehyds hangt
davon ab, in welchem Grade die Objekte den Acetaldehyd umzuwandeln
fahig sind, diese Fahigkeit findet man am, meisten bei dem Erbsenmehl,
viel schwicher oder gar nicht ist sie bei dem Lupinen- und Weizenmehl
und in dem wisserigen Extrakt der Mehle zu bemerken.

6. Das Lupinen- und Weizenmehl, der wisserige Extrakt dieser
Mehle und des Erbsenmehles wirken derartig auf das Natriumpyruvinat
ein, daB neben CO, auch die Entstehung des Acetaldehyds nachweisbar
ist, dagegen beim Erbsenmehl scheidet sich nur CO, (im Wasser-
stoff) aus.

7. Die stimulierende Wirkung des Trockenhefeextraktes auf die
postmortale Pflanzenatmung ist nicht auf den Coenzymgehalt des
Hefeextraktes zuriickzufiihren — wie es fwanoff dachte —, sondern
man kann von jener Tatsache, daB der Trockenhefeextrakt eine #hnliche
Wirkung wie das Natriumpyruvinat hat, darauf schliefien, dafl der
Trockenhefeextrakt solche Substanzen enthilt, aus welchen durch
Einwirkung der Carboxylase der pflanzlichen Objekte CO, und
Acetaldehyd entsteht.

Die Herren Professoren C. Neuberg in Berlin und H.v. Euler in
Stockholm waren so gefillig, einen Teil der zu unseren Versuchen
benutzten Brenztraubensiure sowie Trockenhefen zur Verfiigung zu
stellen, daher halten wir es fiir unsere angenehme Pflicht, den Herren
Carl Neuberg und Hans v. Buler unseren innigsten Dank auszusprechen.

Experimenteller Teil.
a) Versuchsmethoden.

Die als Versuchsobjekte benutzten gut keimenden Erbsen- (Viktoria-
sorte) und Lupinensamen (Lupinus luteus) wurden 1 bis 2 Stunden
lang in Wasser eingeweicht, geschilt, bei 30 bis 40° getrocknet, in der
Samenmiihle gemahlen, das Mahlprodukt auf einem 1/;-mm-Metallsieb
durchgesiebt und das mehlfeine Produkt zu den Versuchen benutzt.
Zur Bereitung des Weizenmehles wurde ausgewihlter, mit Wasser
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gewaschener, gut keimender Weizen gemahlen und das Mahlprodukt
ohne Durchsieben benutzt. Als Atmungsapparat diente ein eine groBe
Bodenoberfliche besitzender Erlenmeyerkolben oder eine Saugflasche
mit 400 bis 600 ccm Inhalt. Der den Erlenmeyerkolben luftdicht
schlieBende, dreifach durchbohrte Kautschukpfropfen wurde mit
rechtwinklig gebogenem Ausfithrungs- und Einleitungsrohr und mit
einem kleinen Scheidetrichter versehen, bei der Saugflasche diente
das Seitenrohr als Ausfilhrungsrohr. Auf die Enden der Réhren wurden
4 bis 5cm lange, mit Quetschhahn versehene dickwandige Gummi-
schlauche gezogen. Zu dem in den Atmungsapparat hineingewogenen
Mehl wurde die benotigte Menge Wasser bzw. Losung und in jedem
Falle 1 bis 2 ccm Toluol hinzugefiigt und so vermischt, daB sich der
entstehende Brei in einer moglichst einheitlich diinnen Schicht am
Boden des Kolbens verteilte. Uber Niheres beziiglich der Vermischung
verweisen wir auf die Mitteilung des einenl) von uns. Sollte die CO,-
Ausscheidung des im Atmungsapparat befindlichen Objektes in der
Luft bestimmt werden, so wurden die Ausfiithrungs- und Einleitungs-
rohren einfach verschlossen, hingegen sollte esim Wasserstoff geschehen,
so wurde aus chemisch reiner Schwefelsdure und Zn gewonnener, durch
Kalilauge, Kaliumpermanganat, Silbernitrat und konzentrierte Schwefel-
siure gewaschener Wasserstoff eine halbe Stunde lang im lebhaften
Strome durch den Atmungsapparat durchgeleitet und erst dann ab-
geschlossen.

CO,-Bestimmung. Nach Ablauf der Versuchszeit wurde zur Be-
stimmung der ausgeschiedenen CO, das Ausfithrungsrohr des Atmungs-
apparates mit dem Bodndrschen Barytwasserrohr2) verbunden und
nach vorsichtigem Offnen des Quetschhahnes die im Atmungsapparat
gesammelte CO, mit langsamem, CO,-freiem Luftstrom in das Ab-
sorptionsrohr hiniibergetrieben. Bei Beginn des Uberleitens wurden
einige Kubikzentimeter verdiinnter Schwefelsdure durch den Scheide-
trichter in den Atmungsapparat einflieBen gelassen, um die Wirkung
der Enzyme zu vernichten und die eventuell in Form von Carbonat
gebundene CO, frei zu machen. Jedes Kubikzentimeter des benutzten
Barytwassers war fihig, 1 mg CO, zu binden. Zum Titrieren wurde
Oxalsdurelosung (1 cem = 1 mg CO,) benutzt.

Alkoholbestimmung. Zur Alkoholbestimmung, wenn sie mit CO,-
Bestimmung verbunden war, wurde eine unter denselben Bedingungen
eingestellte Probe wie zur CO,-Bestimmung (in einem separaten
Atmungsapparat) benutzt. Wenn nur Alkohol allein zu bestimmen
war, so wurden keine Atmungsapparate benutzt, sondern das Mehl

1) J. Bodndr, diese Zeitschr. 165, l‘, 1925.
2) Noch nicht veréffentlicht.
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in eine mit Gummipfropfen luftdicht verschlieBbare Flasche eingewogen
und wie gewohnlich mit Wasser vermischt.

Da die unmittelbare Destillation des Alkohols aus dem mit
Wasser gemischten Mehl mit mehreren Schwierigkeiten verbunden
ist (Aufsch#umen, Anbrennen), wurde das Mehl in einen MeBzylinder
mit Wasser hiniibergewaschen, einige Kristalle Kochsalz und einige
Tropfen Essigsdure hinzugefiigt, auf 100 ccm ergénzt, 80 ccm des
Filtrats mit Barytwasser alkalisch gemacht, wenig Tannin zugesetzt
und destilliert. Das gewonnene Destillat wurde durch wiederholte
Destillation auf 50 ccm gebracht und die Alkoholbestimmung auf
folgende Weise durchgefiihrt: -

Da in unserem Falle kleine Alkoholmengen zu bestimmen sind, haben
wir statt mit der pyknometrischen mit der Phelip- Hamillschen?)
Methode gearbeitet. Nach diesem Verfahren wird der Alkohol in schwefel-
saurer Loésung mit Kaliumbichromat oxydiert und das nicht verbrauchte

Bichromat mit Ferrosulfat und Kaliumpermanganat zuriicktitriert.
Die zur Bestimmung né')tigen Losungen enthielten in je 1000 cem:

K,Cr,0, . . B - Y
FoSO, - TH,0 . . . . . . . ...232g
KMnOg. . . « « v v v v oo ... 35g

Die Einstellung der Lésungen geschieht mit einer Alkohollésung von
genau bestimmter Konzentration auf folgende Weise:

Zu einer Losung von 5 cem K,Cr,O, werden 10 cem Wasser, 10 ccm
konzentrierter H, SO, zugefligt, im siedenden Wasserbade 10 Minuten lang
erhitzt, mit 10 ccm FeSO,-Losung versetzt und mit KMnO,-Loésung
titriert; es wurden z. B. 5,1 ccem KMnO, verbraucht.

Ebenso vorgegangen, wie vorker, nur statt 10 cocm Wasser 10cem
50 mg Alkohol enthaltende Losung benutzt, wurden 47,1 cem KMnO,
verbraucht.

t!"

Rechnung: TNp 0 51 = 1,19, also jedes Kubikzentimeter der K Mn Q,-
Losung bedeutet 1,19 mg Alkohol. Zur Kontrolle dieser Methode wurde der
Alkoholgehalt solcher Losungen, welche aus einer Alkohollésung von genau
- bekannter Konzentration hergestellt waren, bestimmt und folgende Re-
sultate erhalten:

Alkohol
Verbrauchte KMn Oy
gefunden berechnet
ccm mg mg
38,55 39,8 40
30,65 30,2 30
22,70 20,9 20
13,95 10,6 10
9,35 5,0 5

Diese Daten sprechen fiir die Verlidllichkeit der Methode.

1) Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Lfg.2, .S.114; Chem. Centralbl.
1898, I, 226.
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Wenn neben Alkohol auch Acetaldehyd zugegen ist, ist diese Methode
nicht anwendbar, der Aldehyd muB} aus der Lésung entfernt werden. Zur
Entfernung des Aldehyds ist das durch Neuberg und Hirsch') empfohlene
m-Phenylendiaminchlorhydrat geeignet. Inwieweit dieses Verfahren zur
Bestimmung kleiner Mengen von Alkohol geeignet ist, wurde die folgende
kontrollierende Priifung ausgefiihrt.

Eine Losung von 50 mg Alkohol + 20 mg Acetaldehyd in 70 ccm
Wasser wurde mit 2 g m-Phenylendiaminchlorhydrat in 10 cem Wasser
versetzt, nach 30 Minuten langem Stehen 1 Stunde lang mit RiickfluB3-
kiithler gekocht, dann destilliert, der Alkohol bestimmt und im Mittelwert
49,3 mg Alkohol zuriickgewonnen. .

Nachweis und Bestimmung des Acetaldehyds. Der Acetaldehyd wurde
in dem Destillat der Objekte durch die Riminische Reaktion nachgewiesen.
Die quantitative Bestimmung des Acetaldehyds wurde mit der gut be-
kannten Ripperschen Methode ausgefiihrt.

b) Versuchsergebnisse.
Zur Prifung, inwieweit die CO,-Ausscheidung des Erbsenmehles
von der Menge des zum Mehl hinzugesetzten Wassers abhiingt, wurden
folgende Versuche ausgefiihrt.

1. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 8 Stunden. Temperatur 14°. Je 5 g Erbsenmehl.

Wasser CO, Wasser co,
ccm mg ccm mg
6 80 84 20 32 36
10 42 44 50 20 26

Diese Versuchsreihe zeigt klar, dafl das mit 6 ccm Wasser —
das zum einheitlichen Durchfeuchten eben geniigt — vermengte Mehl
die meiste CO, ausscheidet.

Nach Zaleski und Reinhard?) scheidet das Erbsenmehl (Versuchs-
dauer 8 Stunden) im Wasserstoff ebensoviel CO, aus wie in der Luft,
dagegen fand Iwanoff®) in der Luft mehr CO,-Ausscheidung als im
Wasserstoff (im Vakuum). Das zu unseren Versuchen benutzte Erbsen- -
mehl scheidet — unabhingig von der Versuchsdauer — mehr CO,
in der Luft als im Wasserstoff aus.

2. Versuchsrethe.
Je 5 g Erbsenmehl 4 6 ccm Wasser.

COy in der Luft COg im Wasserstoff Versuchsdauer T
emperatur
my mg Stunden
468 ' 19 20 23240
46,6 ‘ 174 20 23—24
8.7 \ 57 6 16

1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 98, 141, 1919.
2) W. Zaleski und A. Reinhard, diese Zeitschr. 35, 228, 1911.
3) L. Twanoff, diese Zeitschr. 25, 171, 1910.
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Twanoff!) fand bei dem Atmungsprozel des Erbsenmehles, daf
die Verhaltniszahl ‘f‘*lé“(’)ho_l (CO, = 100) 67,8, 80,0 ist. Zu diesen
Daten fiigt Iwanoff folgen(ies hinzu: ,,Eine vollsténdige Ubereinstimmung
mit der Gleichung der alkoholischen Gérung ist natiirlich schwer zu
erwarten, da eine solche auch bei der Zymasegérung nicht immer zu
beobachten ist. Hier muB dank der groBen Oberfliche ein Teil des
Alkohols sich verfliichtigen, trotzdem der Versuchskolben mit einer
Waschflasche mit kaltem Wasser verbunden war.“ Um Alkohol-
verlust zu vermeiden, wurde die Alkoholbestimmung so ausgefiihrt,
daB von zwei unter denselben Bedingungen eingestellten Proben die
eine zur CO,-, die andere zur Alkoholbestimmung benutzt wurde.

3. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.
Je 5 g Erbsenmehl 4 6 ccm Wasser.

\
CO, Alkohol | A‘é“g“"
\ 2
mg mg | mg
36,4 i 35,9 98,6
358 | 363 1014

Die fiir die alkoholische Gérung charakteristische Verhéltniszahl
ist 104,5.

Nach deﬁ Daten der vierten Versuchsreihe wurde durch Phosphat
nicht nur die C0,-Ausscheidung, sondern auch die Alkoholausscheidung
stimuliert.

4. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 16°. Je 5 g Erbsenmehl.

NE. '; CO, ’ Alkohol
| | ... S ... 3
1 6cem Wasser . . . . . . . 1 16,4 18,8
2 | 6cem 2proz. K,HPO, . . .| 270 301

Nach den Daten der fiinften und sechsten Versuchsreihe wurde
durch Sauerstoff auch die Alkoholausscheidung gesteigert. Der.Sauer-
stoff bewirkt also einen aktivierenden EinfluBl auf die Erbsenenzymase,
was Twanoff so erkliart, daB der Sauerstoff aus dem Zymogen Zymase
frei macht.

1) L. Iwanoff, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 29, 563, 1911.
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4. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.
' Je 5 g Erbsenmehl + 6 ccm Wasser.

Alkohol in der Luft Alkohol im Wasserstoff
mg mg
36,0 234 2477

6. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 4 Tage. Temperatur 15 bis 17°.
Je 10 g Erbsenmehl + 12 ccm: Wasser.

Alkohol in der Luft ‘ Alkohol im Wasserstoff
|
|
i

117, . 118 108 . 109

Auf Grund der Versuche Godlewskis!) ist die intramolekulare Atmung
der Lupinensamen — &hnlich der Erbsensamen — auch als ein mit
der alkoholischen Gérung identischer ProzeB zu betrachten. Nach
unseren Untersuchungen bei der Atmung des Lupinenmehles stimmt

die AlkgIP—I-Verhaltmszahl mit der fiir die alkoholische Gérung charak-

teristischen Verhaltniszahl iiberein. Die Intensitit der Atmung des
Lupinenmehles — wie es Godlewski auch bei den lebenden Samen beob-
achtet hatte — ist wesentlich kleiner als die des Erbsenmehles.

7. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 40 Stunden. Temperatur 17°.
Je 5 g Lupinenmehl 4 8 cem Wasser 2).

Alkohol

COo, Alhohol C‘(’)z"
mg mg mg

84 8,7 1035

8,0 87 1087

Harden und Young haben die Hefezymase durch Dialyse in zwei
Teile geteilt, der eine Bestandteil ist ein thermolabiles Enzym, der
andere das thermostabile Coenzym. Jedes einzelne ist wirkungslos,
der Zucker kann nur durch coenzymhaltige Zymase vergoren werden.

Wurde Erbsen- und Lupinenmehl der Dialyse unterworfen, so
bekam man solche Mehle, welche nur héchstens in Spuren CO, und

1) E. Godlewskt, Bull. de I’Acad. des sciences de Cracovie, Mars 1904,
S. 115.
2) Das Lupinenmehl war nur mit 8 ccm Wasser zum Brei zu vermischen.
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Alkohol ausscheiden, aber durch die Wirkung der wisserigen gekochten
Extrakte dieser Mehle ihre Aktivitit zuriickgewannen, ihr Atmungs-
prozeB stimmt vollstindig mit der Atmung des urspriinglich nativen
Mehles iiberein.

Die Dialyse dieser Mehle wurde so ausgefiihrt, dafl je 30 g Mehl
mit je 150 ccm Wasser und 2 bis 3 cem Toluol vermischt, der gewonnene
diinne Brei in einen Beutel aus gutem Pergamentpapier geschiittet,
der mit einer Schnur befestigte Beutel in ein mit destilliertem Wasser
gefiilltes Becherglas eingetaucht und auf die Oberfliche des Wassers
o viel Toluol geschiittet wurde, dal es ganz bedeckt war. Die Dialyse
dauerte 24 Stunden, inzwischen wurde das duBere Wasser dreimal
erneuert. Nach Beendigung der Dialyse wurde der Inhalt des Beutels
auf Faltenfilter gebracht, der am Filter gebliebene Brei auf Glasplatten
aufgeschmiert, bei Zimmertemperatur getrocknet, zum Mehl gemahlen
und im toluolhaltigen Exsikkator aufbewahrt. Zwecks Bereitung
von Extrakt wurden je 20 g Mehl mit 120 ccm Wasser und 1 bis 2 ccm
Toluol gut vermischt, 2 Stunden lang stehengelassen und durch ein
trockenes Faltenfilter filtriert. Das gelbliche, opalisierende Filtrat
wird in einer Porzellanschale im Wasserbade so weit eingeengt, daf}
die vom ausgeschiedenen Protein abgegossene Fliissigkeit mit dem
dialysierten Mehl vermischt eine breiartige Masse gab.

8. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 16°.

Je 5 g dialysiertes Erbsenmehl + 7 ccm Wasser.

CO, Alkoholj
mg mg
12| 0

Je 5 g dialysiertes Erbsenmehl + Extrakt aus 20 g nativem Erbsenmehl.

CO, Alkohol Ag‘g;"‘
mg mg mg

18,4 185 100,5

11,4 12,3 107,9

Je 10 g dialysiertes Erbsenmehl 4+ Extrakt aus 20 g nativem Erbsenmehl.

COs in der Luft COy im Wasserstoff “ Alkohol in der Luft | Alkohol im Wasserstoﬁ‘
mg mg I mg mg

240 4 12,6 [ 26,0 13,6
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9. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 40 Stunden.
Je 10 g dialysiertes Lupinenmehl -+ 14 ccm Wasser.

Temperatur 18 bis 21°.

CO, I Alkohol
mg | me
In Spuren

Je 10 g dialysiertes Lupinenmehl + Extrakt aus 20 g nativem Lupinenmehl.

COq Alkohol Mg—gl:l
mg mg mg
26,6 28,6 107,5
28,6 29,7 106,1

Die Daten der achten und neunten Versuchsreihe beziehen sich
auf solche dialysierten Mehle, die gleich nach dem Austrocknen gepriift
wurden. Die Aktivitat der dialysierten Mehle sinkt wihrend der Auf-
bewahrung, und zwar bei dem Erbsenmehl schneller als bei dem Lupinen-

mehl.

10. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 15°.

. Je 5 g dialysiertes eintégiges Erbsenmehl 4+ Extrakt aus 20 g nativem
Erbsenmehl.

. Je 5 g dialysiertes funftéagiges Erbsenmehl + Extrakt aus 20 g nativem
Erbsenmehl.

N €O | Alkohol
i mg L. ™

1 184 185

2 64 | 72

11. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 40 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.

. Je 10 g dialysiertes eintéigiges Lupinenmehl 4 Extrakt aus 20 g nativem
Lupinenmehl.

. Je 10 g dialysiertes fiinftigiges Lupinenmehl + Extrakt aus 20 g nativem
Lupinenmehl.

. Je 10 g dialysiertes zehntagiges Lupinenmehl + Extrakt aus 20 g nativem
Lupinenmehl. ’

Ne | CO, Alkohol
: | ; mg mg
1 280 29,7
2 160 20,3
3 | 104 130
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] Der gekochte, wisserige Extrakt des Erbsenmehls aktiviert nicht
nur die Atmung des dialysierten, sondern auch die des nativen Erbsenmehls,
wie in der Luft so im Wasserstoff.

12. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 19 bis 20°,

1. Je 5 g Erbsenmehl + 6 cem Wasser.
2. Je 5 g Erbsenmehl 4+ Extrakt aus 20 g nativem Mehl.

‘ In der Luft Im Wasserstoff
Nr. J CO, Alkohol CO, Alkohol
mg mg mg mg
e . S— : .
1 22,0 23,0 15,2 18,7
2 35,4 35,0 248 26,7

Langere Zeit atmendes Erbsenmehl scheidet schon wenig CO,
aus, weil einerseits die Wirkung der Zymase schwicher wird, anderer-
seits das Coenzym verbraucht wird. So fand z. B. Iwanoff!), dal 5g
Erbsenmehlin den ersten 24 Stunden 19,6 mg, in den sechsten 24 Stunden
aber nur 2,2mg CO, ausscheiden. Die CO,-Ausscheidung des seit
langerer Zeit atmenden Erbsenmehles wird durch den Extrakt des
nativen Mehles stark stimuliert.

13. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 15°.
Je 5 g Erbsenmehl + 6 ccm Wasser, nach 6 Tagen.

1. Je 5 cem Wasser.
2. Extrakt aus je 20 g nativem Erbsenmehl.

{l co
Nr. 2
mg ‘ mg
1 5,0 45
2 118 114

Die Wirkung der Brenztraubensiure und des Trockenhefeextraktes
auf die Atmung der Samenmehle,

Auf Grund der Untersuchungen von Zalesk: und Marx?) wird die
CO,-Ausscheidung des Erbsen- und Lupinenmehls durch Brenztrauben-
sdure und noch mehr durch das Na-Salz dieser Sidure stark stimuliert,
wobei man auf die Gegenwart der Neubergschen Carboxylase schliefen
kann. Als wir die Wirkung der Brenztraubensiure und deren Na-Salz
auf die Samenmehle untersuchten, erhielten wir folgende Resultate:

1) L. Iwanoff, 1. c.
%) W. Zaleski und E. Marz, diese Zeitschr. 47, 185, 1912; 48, 175, 1912;
W. Zalesk:, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 31, 349, 1913.
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1) Zu dem Lupinenmehl wurden 8 ccm Wasser bzw. Lésung benutzt.

Aus den Daten dieser Versuchs-
reihen ist ersichtlich, daBl die CO,-
Ausscheidung des Erbsenmehls in
der Luft durch Brenztraubensdure
stark vermindert, durch verdiinntes
Natriumpyruvinat geférdert und
durch  konzentriertes Natrium-
pyruvinat ein wenig herabgesetzt
wird. Im Wasserstoff wurde in
jedem Falle gesteigerte CO,-Aus-
scheidung beobachtet; verdiinnte
Losungen stimulieren stirker als
konzentrierte, bei dem Lupinen- und
Weizenmehl wurde auch in der Luft
gesteigerte COQ,-Ausscheidung be-
obachtet.

Diese Resultate lassen daraus
folgern, daBl bei solchem Samen-
mehl, wie z. B. das Erbsenmehl,
welches in der Luft wesentlich
mehr CO, ausscheidet wie im
Wasserstoff, der den CO,-Uber-
schuf} erzeugende Oxydationsproze§
— nach Iwanoff die Entstehung
der Zymase aus einem Zymogen —
durch Brenztraubenséure stark und
durch 0,8proz. Natriumpyruvinat
weniger paralysiert wird. Bei
solchen Objekten, wie z. B. die
Lupinen- und Weizenmehle, welche
in der Luft nur etwas mehr CO,
ausscheiden als im Wasserstoff,
wird die Zersetzung der Brenz-
traubensdure auch in der Luft
wahrnehmbar sein.

Zalesks hat gefunden, da durch
0,3 proz. Brenztraubensiure die
C0,-Ausscheidung des Erbsenmehles
gesteigert wird. Nach Versuchen
Zaleskis ist die anaerobe und aerobe
CO,-Ausscheidung des  Erbsen-
mehles gleich. Da — auf Grund
des oben Gesagten — bei solchen
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Mehlen die aktivierende Wirkung der Brenztraubensdure auch in der
Luft sich auBert, ist es wahrscheinlich, dafl Zalesk: die Wirkung der
Brenztraubenséure auf in der Luft und im Wasserstoff mit gleicher
Intensitit atmende Erbsenmehle untersucht hat.

LaBt man auf aus Samenmehlen gewonnene wisserige Extrakte
Brenztraubensidure  oder Natriumpyruvinat einwirken, so kann
man CO,-Entwicklung wahrnehmen, also ist die Carboxylase aus den
Mehlen mit Wasser zu extrahieren. Da die Extrakte meist nur
in Spuren CO, ausscheiden, wird bei Erbsenmehlextrakten durch
Einwirkung von Brenztraubensdure und konzentriertem Natrium-
pyruvinat auch in der Luft CO,-Ausscheidung zu beobachten sein.

Aus den Mehlen wurden die wasserigen Extrakte derartig gewonnen,
daB je 10 g Mehl mit Wasser und mit etwas Toluol vermischt wurden
(es wurden zum Erbsenmehl 60, zum Lupinenmehl 70 und zum Weizen-
mehl 40 ccm Wasser angewendet), 2 Stunden lang stehengelassen,
dann auf ein trockenes Faltenfilter gebracht und das opalisierende
Filtrat zu den Versuchen benutzt wurde.

Der Nachweis der Carboxylase kann nur dann als ganz sicher
betrachtet werden, wenn es gelingt, neben CO, auch die Entstehung
des Acetaldehyds nachzuweisen. Zaleski hat beobachtet, daB durch die
Einwirkung von Lupinen- und Erbsensamen aus Brenztraubensiure
Acetaldehyd abgespalten wird.

Nr. d. Versuchsreihen: 7 17 18 | 19
Temperatur: B 22 bis 230 220 210
Je 20cem
Je 12cecm Erbsenmehlextrakt||Je 14 ccm Lupi hlextrakt i bl-
Versuchsdauer extrakt
20 Stunden in der Luft |imWasserstoff|| in der Luft |imWasserstoff|| in der Luit
mg CO; mg CO mg CO, mg CO, mg CO,
Je 2 cem Wasser 11 0 0 0 0
0,6 0 0 0 0

” ”n ”
Je 2 1 .
JC l;l“:eclll]z‘trlmp.lll;oeznsﬁure 372 (+ 2’1) 370 (+ 370) 4)5 (+ 475) 476 (+ 476) 270 (+ 270)

® Brenztraubensiure || 2,0 (+ 1,4) | 1,4 (4 1,4) || 4,4 (4 4,4) | 34 (4 3,4)| 2,0 (+ 2,0)

Je 2cem 1 proz.

J g‘a’P)’l}‘Vin“t .. 4,2 (+ 371) 372 (+ 3,2) 5,0 (+ 5a0) 478(+ 478) 178 (+ 138)
® Naspyruvinat . . || 7,0 (+ 6,4) [ 9,0 (+ 9,0) 6,8 (4 6,8) | 5,4 (+ 5,4) [ 1,8 (+ 1,8)

Wenn die Hefecarboxylase auf das Na-Salz der Brenztraubensaure
einwirkt, so ist nach den Versuchen Neubergs und Karczags!) die Ent-
stehung des Acetaldehyds nicht nachweisbar. Der abgespaltene Acet-
aldehyd wird auf Grund der Versuche Neubergs und Hirschs?) durch die

1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 68, 1911.
2) C. Neuberg und J. Hirsch, ebendaselbst 96, 175, 1919.
Biochemische Zeitschrift Band 165. 11
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Einwirkung der Aldehydmutase der Hefe — im Sinne der Cannizaroschen
Reaktion — zu Alkohol und Essigsdure umgewandelt. Wenn der Acet-
aldehyd nicht aus Pyruvinat, sondern aus freier Brenztraubensidure
abgespalten wird, wird infolge der sauren Reaktion des Mediums
weniger Aldehyd umgewandelt, der groBite Teil bleibt unverdndert.
Uber unsere auf die Nachweisbarkeit des Acetaldehyds sich be-
ziehenden Untersuchungen gibt die 20. Versuchsreihe Aufklirung.

20. Versuchsreihe.

Temperatur 18 bis 20°.
Acetaldehydreaktion

Versuchsdauer 20 Stunden.

-+ 6 ccm Wasser

5 g Erbsenmehl e e e e e e e e negativ

5g . + 6 ,, 0,8proz. Brenztraubenséiure . positiv

5¢g us +6 , 03 ,, Na-Pyruvinat . negativ

bg . +6 , 08 ,, vs

5g Lupinenmehl +8 ,, Wasser . . . . . . . . . .. kaumpositiv
5g ’s + 8 ,, 0,8proz. Brenztraubenséure . positiv

5g 5 +8 , 08 , NaPyruvinat . . . . '

5 g Weizenmehl - 6 ccn Wasser . negativ

5g ’s + 6 ,, 0,8proz. Na Pyruvmat . positiv

12¢g Erbsenmehlextrakt -+ 5cem Wasser . . . . . . . . negativ

12 g ’» +5 ,, 0,8proz. Na- Pyruvmat . positiv

14 ¢ Lupinenmehlextrakt + 5 ,, Wasser . . . . . . . . kaum positiv
l4¢g ’ + 5 ,, 0,8proz. Na-Pyruvinat . positiv
20 g Weizenmehlextrakt + 5 ,, Wasser . . . . . . . . negativ
20g » + 5 ,, 0,8proz. Na-Pyruvinat . positiv

Aus den Daten dieser Versuchsreihe geht hervor, daf mit Brenz-
traubensédure alle drei Mehle positive Aldehydreaktion geben, in den
mit Natriumpyruvinat eingestellten Mehlen — mit Ausnahme des
Erbsenmehles — kann man auch die Anwesenheit des Acetaldehyds
nachweisen. Auch bei den Mehlextrakten wurde mit Natriumpyruvinat
in jedem Falle positive Reaktion erhalten. Im Lupinenmehl und
-extrakt entsteht auch ohne Brenztraubensiure Acetaldehyd aber nur
in schwachen Spuren.

Auf Grund dieser Daten schien es sehr naheliegend, darauf zu
schlieBen, daB das Lupinen- und Weizenmehl und weiterhin die Extrakte
trotz der alkalischen Reaktion nicht imstande sind, den entstandenen
Acetaldehyd ginzlich umzuwandeln, hingegen aber kann der Acet-
aldehyd in dem mit Natriumpyruvinat eingestellten Erbsenmehl
deshalb nicht nachgewiesen werden, weil der abgespaltene Acetaldehyd
gleich umgewandelt wird. Bei dem mit freier Brenztraubenséure ein-
gestellten Mehl wird aber der Acetaldehyd infolge der sauren Reaktion
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des Mediums nicht vollstandig umgewandelt sondern bléibt in gut
nachweisbarer Menge zuriick.

Inwieweit Samenpflanzen Acetaldehyd umzuwandeln fahig sind,
finden wir in Zaleskis Mitteilungen?) iiber die pflanzhche Carboxylase
folgende Daten:

,»S0 haben wir beobachtet, daf3 abgetdtete Erbsensamen auf Kosten
von Brenztraubensdure Athylalkohol bilden, wihrend Lupinensamen zu
einer solchen Umwandlung nicht fahig sind. Diese Erscheinung steht im
Zusammenhang mit den reduzierenden Eigenschaften dieser Objekte.
Weiter haben wir gefunden, daf die Erbsensamen nur 40 bis 50 Proz. von
Acetaldehyd in. Athylalkohol iiberfiihren.*

,»Der bei der Zersetzung der Brenztraubenséure durch die Carboxylase
in den Pflanzen auftretende Acetaldehyd wird je nach den Bedingungen
zu Alkohol reduziert oder weiter oxydiert.‘

Jedenfalls ist es Aufgabe weiterer Forschungen, zu entscheiden,
ob in Samenpflanzen die Umwandlung des Acetaldehyds im Sinne
der Dismutationsreaktion geschieht.

Die Resultate unserer Versuche iiber die Acetaldehyd umwandelnde
Fahigkeit des Erbsen-, Lupinen- und Weizenmehles und deren Extrakte:
enthélt die 21. Versuchsreihe.

21. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 19 bis 20°.
Je 10 cem Acetaldehydlésung.

I Hinzugefiigter | Zuriickgewonnener | Verbrauchter

| Acetaldehyd Acetaldehyd Acetaldehyd -
| mg mg | mg

5g Erbsenmehl . . . . . .. 25,0 7,7 17,3

5g Lupinenmehl . . . . . . . 28,6 23, ,0 5,6

5g Weizenmehl , . . . . . . 27,1 26 2 0,9

42 ccm Erbsenmehlextrakt . . 23,1 21,9 12

14 | Lupinenmehlextrakt. . | 28,6 26,6 2,0

10 |,  Weizenmehlextrakt . . | 27,1 26,2 0,9

Diese Daten bestitigen, da es bei dem Erbsenmehl deshalb nicht
gelungen ist, die Anwesenheit des vom Natriumpyruvinat abgespaltenen
Acetaldehyds nachzuweisen, weil die Umwandlung des Acetaldehyds
bei dem Erbsenmehl am intensivsten geschieht. Lupinen- und Weizen-
mehl, weiterhin die Extrakte sind nur in sehr vermindertem Grade
oder iiberhaupt nicht fahig, Acetaldehyd umzuwandeln, und so wird
der Nachweis des Acetaldehyds méoglich.

1) W. Zaleskr und E. Marz, diese Zeitschr. 48, 175, 1912; W. Zalesk<,
Ber. d. deutsch. bot. Ges. 31, 349, 1913.

11%*
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Die Wirkung des Trockenhefeextraktes auf Erbsen-, Lupinen- und
Weizenmehl und auf die Extrakte dieser Mehle ist nach den Daten
der 22. und 23. Versuchsreihe ganz dhnlich der Wirkung des 0,8proz.
Natriumpyruvinats. Durch die Einwirkung von Trockenhefeextrakten
sinkt die CO,-Ausscheidung des Erbsenmehls in der Luft, vermehrt
sich aber im Wasserstoff; die CO,-Ausscheidung des Lupinen- und
Weizenmehles und die der Extrakte wird durch Trockenhefeextrakt
auch in der Luft geférdert, und endlich, was das wichtigste ist, ist es
gelungen, neben CO, auch die Entstehung des Acetaldehyds nachzu-
weisen. Ebenso wie bei der Priifung der Wirkung des Natriumpyruvinats
gab nur das Erbsenmehl keine positive Aldehydreaktion. Zur Bereitung
des Trockenhefeextraktes wurden 5g gepulverter Trockenhefe mit
30 ccm, Wasser vermischt, 10 Minuten lang in ein heiBes Wasserbad
gestellt, filtriert, auf dem Wasserbade zu 6 bis 8 ccm eingeengt und
dieser konzentrierte Extrakt zu den Versuchen benutzt.

22. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 16°.

COy; in der Luft | COy im Wasserstoff

mg mg
5 g Erbsenmehl + 6ccm Wasser . . . . . 19,8 114
5g + 6 , Hefeextrakt. . . |13,2 (—— 64)| 224 (+ 11)
5g Lupmenmeh] + 8cem Wasser . . . . 54
5g + 8 , Hefeextrakt . . [15,6 (+ 10,2) —
5 g Weizenmehl + 6cem Wasser. . . . . -
5g + 6 , Hefeextrakt . . |[10,2 (-|— 6,4) —
12 cem Erbsenmeh]extrakt + 6 ccn Wasser —_
12 ” " + 6 » Hefe-
extrakt . . . . ... ... 0oL 6,6 (+ 6,6) —
14 ccm 'Weizenmehlextrakt + 6 ccm Wasser 0 —
14 » + 6 , Hefe-
extrakt . . . . . ... ... ... 8,0 (+ 8,0)] _ »
23. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.
Acetaldehydreaktion
5 g Erbsenmehl 4 6 cem Trockenhefeextrakt . . . . . . . . negativ
5 g Lupinenmehl 4 8 ., » Lo+ .+ . . . positiv

5g Weizenmehl + 6 ,,
12 cem Weizenmehlextrakt - 6 cem Trockenhefeextrakt
12 ,, Lupinenmehlextrakt 4 6
12 ,, Weizenmehlextrakt -+ 6

””
’”
’” » .. 2

’ ”” L ’”

Bei der Priifung (24. Viersuchsreihe) aus einem alten, den Zucker nicht
mehr vergérenden Hefanol gewonnenen Extrakte erhalten wir dieselben
Resultate wie mit frischer Trockenhefe.



Postmortale Pflanzenatmung. 165
24. Versuchsreihe,
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.
mg CO, | AgiiE
5g Frbsenmehl + 6cem Wasser . . . . . . 25,0
bg + 6 , Hefanolextrakt 23,0 (— 2,0) negativ
5g Lupmenmehl + 8cem Wasser., . . . . . 9,0
5¢g + 8 , Hefanolextrakt . 22,0 (—|— 11,2) positiv
5g We1zenmeh1 + 6cem Wasser . . . . . .
bg + 6 Hafenolextrakt . . || 74 (+ 3,8) positiv
12 cem Frbsenmehlextrakt -+ 6 cem Wasser .
12 » + 6 , Hefanol-
extrakt . . . . .. . ... L0 34 (+ 34) positiv
14 ccm Lupinenmehlextrakt 4+ 8 ccm Wasser . 0
14 ” + 8 , Hefanol-
extrakt . . . . ... e e e e e e e e 58 (+ 58) positiv

Die 25. Versuchsreihe dient als Bestétigung, daB der Acetaldehyd
aus dem Trockenhefeextrakt durch Enzymwirkung entsteht.

25. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden.

Temperatur 18 bis 20°.

Acetaldehydreaktion

14 ccm Lupinenmehlextrakt 4+ 6 ccm Wasser . . . kaumpositiv
14 ,, ) +6 Trockenhefeextrakt . positiv
14, gekochter Lupmenmehlextrakt + 6 ccm Trockenhefe-

extrakt . . . negativ

14 cem Wasser + 6 cem Trockenhefeextra,kt

’

Um eine leichtere Ubersicht zu gewinnen, stellen wir die mit
Natriumpyruvinat und die mit Trockenhefeextrakt erhaltenen Re-

sultate nebeneinander.

| .
| C Oz:Uberschufl Acetaldehydreaktion
[ Na:Pyruvinat Trockenhefeextrakt
Nas Trockens
in der Luft (imWasserstoff|| in der Luft [imWasserstoff|| Pyruvinat || hefeextrakt
i mg mg mg mg
Erbsenmehl - . —38 7,8 — 54 11,0 negativ | negativ
Erbsenmehl- .. o
extrakt . . . 6,4 —_ 6,4 — positiv || positiv
Lupinenmehl . 6,9 _— 10,2 — positiv || positiv
Lupinenmehl: oy oy
extrakt , . . 6,8 — 8,0 — | positiv | positiv
Weizenmehl u. i .. o
Extrakt. . . — — — — Il positiv | positiv

Auf Grund dieser Daten kann die stimulierende Wirkung des

Trockenhefeextraktes auf die postmortale Pflanzenatmung darauf
zuriickgefithrt werden, daf der Trockenhefeextrakt solche Substanzen
enthilt, aus welchen durch die Einwirkung der Carboxylase der pflanz.
lichen Objekte CO, und Acetaldehyd entsteht. Es ist. Aufgabe weiterer
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Forschungen, zu entscheiden, ob in der Trockenhefe die Brenztrauben-
siure oder eines ihrer Salze vorhanden ist. Wenn die Brenztrauben-
séure nicht als solche vorhanden ist, ist es fraglich, aus welcher Ver-
bindung des Trockenhefeextraktes und auf Grund welcher Wirkung des
Pflanzenenzyms sie entsteht.

Es schien interessant, Versuche durchzufiihren, um zu erfahren,
wie der coenzymhaltige Trockenhefeextrakt auf das coenzymfreie
dialysierte Mehl einwirkt und ob das Coenzym der Zymase der Samen-

pflanzen durch das Coenzym der Hefezymase zu ersetzen ist.

26. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 40 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.
Je 10 g dialysiertes Lupinenmehl.

Nr. CO; Alkohol | Acetaldehyd-
* mg mg reaktion

1 16 com Wasser . . . . . . . 2,0 — —

2 16 , Trockenhefeextrakt . 6,6 2,1 positiv

3 16 , Lupinenmehlextrakt . 23,4 25,6 negativ

Dialysiertes Lupinenmeh] scheidet nach Einwirkung von Trocken-
hefeextrakt nur wenig CO, und nur Spuren von Alkohol aus, hingegen
mit Mehlextrakt ist eine intensive CO,- und Alkoholausscheidung
zu beobachten. . Dem entsprechend kann das Coenzym der Zymase
der Lupinensamen nicht durch Hefecoenzym ersetzt werden, die
mit Trockenhefeextrakt beobachtete CO,-Ausscheidung ist auf die
Wirkung der Carboxylase zuriickzufithren, die Carboxylase kann ihre
Wirkung auch ohne Coenzym ausiiben.

Twanoff fand, daB der Zyminextrakt auch die Alkoholausscheidung
des Erbsenmehles stark stimuliert, und dies schreibt er dem Coenzym-
gehalt des Zyminextraktes zu. Nach den Daten der 27. Versuchsreihe
férdert der Trockenhefeextrakt die Alkoholausscheidung des Erbsen-
und Lupinenmehles, und zwar ist die Wirkung des Extraktes bei dem
Erbsenmehl wesentlich intensiver als bei dem Lupinenmehl.

27. Versuchsreihe.

Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 18 bis 22°,

Alkobol

mg

5 g Erbsenmehl + 6 ccm Wasser . . . 15,6
5g + 6 Trockenhefeextrakt - . 284
5g Lupmenmehl + 8cem Wasser . . . . . . . 8 1
5g ” + 8 , Trockenhefeextrakt . 101
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Auf Grund unserer Versuche kann die die Alkoholausscheidung
stimulierende Wirkung des Trockenhefeextraktes nicht auf das Coenzym
des Extraktes zuriickgefithrt werden, sondern sie ist so zu erkldren,
dafB der aus dem Trockenhefeextrakt durch die Wirkung der Carboxylase
frei werdende Acetaldehyd zu Alkohol umgewandelt wird. Dieser
ProzeB ist bei dem Erbsenmehl viel intensiver als bei dem Lupinenmehl.
Wenn der Trockenhefeextrakt auf solche Objekte (wie z. B. die Mehl-
extrakte), welche héchstens nur Spuren von Acetaldehyd umzuwandeln
fahig sind, einwirkt, wird die Steigerung der CO,-Ausscheidung nicht
von einer Alkoholausscheidung begleitet.

28. Versuchsreihe.
Versuchsdauer 20 Stunden. Temperatur 18 bis 20°.

Alkohol Acctaldehyds
mg reaktion

12 cem Erbsenmehlextrakt + 6cem Wasser . . . l 4.7 negativ |
12 ” + 6 , Trockenhefe-

extrakt . . .. . . . 0Ll J 5,3 positiv
14 cem Lupinenmehlextrakt 4+ 6cem Wasser . . . l} 4.9 kaum positiv
14 » + 6 , Trockenhefe- |

extrakb . . . . . ... 0. . [ 53 positiv

12 cem Erbsenmehlextrakt enthalten urspriinglich 6,6 mg Alkohol.
14 , Lupinenmehlextrakt ” " 53, "
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