Das Oxydationsferment des Kartoffelgewebes.

von

W. F. H. M. Mommaerts.*

Die Oxydationssystere der hoheren Pilanzen sind aur
noch sehr unvollkommen bekannt. Es gibt Systeme die durch
Vorherrschen von Peroxydase, Askorbinsidurcoxydase, oder
Phenoloxydase gekennzeichnet sind (1), wihrend neuere Ar-
beiten auf die Bedeutung der Cytochrome und der Cwtociarom-
oxydase hinweisen (2, 3; vergl. auch schon Keilin 4). Kcines
dieser Systeme ist eingehend erforscht. Es wurde daher das
Studium  der Kartoffelatmung, als Peispiel einer Pflanzen-
atmung, vorgenommen

Kartoifeln enthalten bekanntlich eine hochaktive Phenol-
oxydase, die von Kubowitz (5) als ein Kupferproteid erkannt
wurde, Die Deutung der physiologischen Rolle des Ferments
ist schwer: im zerkleinerten Gewebe findet die Sauerstoffani-
izahme 15 bis 20 mal schneller statt wie in Gewebeschnitten (6);
{in diesen Versuchen mit Gewebebrei wurde das bei der Oxy-
dation des Katechinderivats gebildete Chinon mittels Askorbin-
siure reduziert.) Dieser Befund zeigt dasz die Oxydase, dem
reduzierenden System gegeniiber, in U'berschusz anwesend ist:
man wiirde also erwarten dasz in der Zelle das gesamte Ka-
tcchinderivat als Chinon votliegen wiirde; dies trifft aher nicht
zn, weil dann das Gewebe sich braunfirben wiirde, und dic
Uxydase gehemmt sein sollte. (Vergl. 7. 8) Zur Frkidrung die-
ser Diskrepanz hat man angenommen dasz das Ferment in der
Zelle in inaktiver Form vorliege, oder dasz in vive Ferment
und Substrat getrennt seien.

Um zwischen diese beide Moghchkeltcn eine Entschei-
dung zu treffen habe ich zuerst versucht das Ferment in in-
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Fig. 1.

A. bis E.: Atmung von 400 mgr. Kartoifelgewebeschnitte in 2.5 cm.?
% Phosphatpuffer py 6.4 bei 26°.

A: ohne Zusatz; B his E mit Askorbinsiure in Uberschusz; in C, D. und
E nach 20 Min. Zugabe von resp. 4.10~7, 2. 10=% und 10~° gr. mol.
Brenzkatechin.

.. Atmung von 40¢ mgr. Kartoffelbrei in Phosphatpuifer mit Askorbin-
siure in Uberschusz.
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aktiver Form zu extrahieren; dies blieb aber ohne Eriolg. Hin-
segen sprechen folgende Befunde zugunsten der zweiten Deu-
tung:

Askorbinsdure steigert die Sauerstoffaufnahme von Kar-
toffelschnitten um mehrere hundert Prozente; wird jetzt iiber-
dies noch Brenzkatechin zugegeben, so wird der Sauerstofi-
verbrauch aufs neue erheblich gesteigert, und zwar bis zu
einem Betrag der dem der Gewebcbrefatmung (mit Askcrbin-
sdure!) ungefihr gleich ist (Fig. 1.)

Dies spricht fiir die Annahme dasz in der Zelle das na-
tiirliche Brenzkatechinderivat, wenigstens zum groszten Teil,
vom Ferment getrennt, und fiir die Atmung ohne Bedeutung
ist. Damit wird natiirlich auch die Bedeutung der Phenoloxy-
dase fiir die Atmung zweifelhaft. Um zu entscheiden ob sich
dic Phenoloxydase iiberhaupt an der Atmung beteiligt, habe
ich untersucht ob die Atmung und die Phenoloxydase sich in
Hemmungsversuchen fibereinstimmend verhalten. Um die Ak-
tivitiit der Phenoloxydase in der Zelle zu messen, kann man
nicht einfach die Oxydationsgeschwindigkeit zZugegebenen
Brenzkatechins bestimmen; das Ferment wird dann nl. schnell
inaktiviert, und bei Anwesendheit von Giften werden die
Verhiltnisse recht undurchsichtig; es wurde daher den Sauer-
stoffverbrauch nach Zusatz von p-Phenylendiamin mit wenig
Brenzkatechin gemessen; das Diamin reduziert das gebildete
o-Dichinon, wird aber ohne Katechinzusatz vom Ferment nicht
angegriffen.

Es wurde gefunden dasz die Atmung, wie die Phenol-
oxydase, von Schwermetallantikatalysatoren wie Kohlenmon-
oxyd, Cyanid, Sulfid, Hydroxyleamin, Fluorid, und Azil
kriftig bis fast vollstindig gehemmt wird. Als Peispiel sei ein
Hemmungsversuch mit Hydroxylamin angefiihrt (Fig. 2.)
Hier besteht eine vollstindige Ubereinstimmung zwischer At-
mungshemmung und Hemmung der Phenoloxydase. Nicht im-
mer ist die Ubereinstimmung so gut; Abweichungen kinnen
von verschiedenen Faktoren verursacht werden n, 1. 1. Mci-
stens ist das Atmungsferment ungesiittigt, weil ein anderes
Glied der Fermentkette die Atmungsintensitit beschriinkt. 2.
Es kann zwischen Katechin und Hemmungssubstarz Konkur-
renz um das Fermentkupfer aunftreten 3. Besonders hei hdhe-
cen Konzentrationen von z. B, Cyanid, Azid und Fluerid kén-
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nen auch andere (lieder der Katalysatorkette gehemmt wer-
den, '
Die Plausiurehemmung wird durch Kupferionen auigeho-
ben; Fe, Mn, Zn, Co, und Mg reaktivieren nicht;' dies steht
in Ubereinstimmung mit den Befunden von Kubuwitz iber Jie
Phenoloxydase. Die Kohlenmonoxydhemmung der Atmung ist
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Fig. 2a. Atmung, und Fig. 2b. Phenoloxydaseaktivitit unter Einflusz
voil Hydroxylamin.
A Kontrolversuch.

A Hydroxylamin, 4 < 10—7 gr. mol. per gram Gewebe. (mol/100.)
O » 4> 108 . (mol/1000.)
@) » 45 10— » (mol/10000.)

nicht lichtreversibel, was nach den bisherigen Kenntnissen eben-
falls fiir ‘Kupferproteide bezeichnend ist.

Starke Atmungshemmungen wurden mit Salicylaldoxim,
o-Benzoinoxim, und Natriumdiaethyldithiocarbaminat erhalien.
Diese Substanzen reagieren mit Kupfer, z. T. spezifisch, unter
Komplexbildung.

1 Auch Ni erhéht die Cyanidgehemmie Atmung, aber nach einem an-
deren Mechanismus, Wihrend der Kupfereffekt, als eine echte Reaktivie-
rung, bei hdheren Konzentrationen des Cyanids und des Metalls immer
schwicher ist, nimmt der Nickeleffekt bei hoheren Dosierungen zu; offen-
tar wird durch den Nickel-Cyanidkomplex irgend eine Autoxydation ka-
talysiert.
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Die Versuche zeigen also dasz ein Kupferprotieid, aliem
Anschein nach mit der Phenoloxydase identisch, als Atmungs-
ferment des Kartoffelgewebes dient; die Frage welches Sub-
strat dabei primidr oxydiert wird, und aus welchen Kcmpo-
nenten das desmolytische System noch besteht, ist der (egen-
stand weiterer Arbeit.
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Fig. 3. Hemmung der Atmung durch Cyanid, und Reaktivierung
durch Kupier.
A Kontrolversuch.
O Kaliumcyanid 8 > 107 gr. mol. per Gram Gewebe (mol/5000) und
CuCly 8 > 10—7 gr. mol. per Gram Gewebe.
O Kaliumcyanid 8 < 10~7 gr. mol. per Gram Gewebe, mit FeCl;, MnSO,,
ZnS0y4. Co(NO;'» und ohne Metallzusatz.

Methodisches. Die Versuche wurden in Warburg-
Manometer hei 285" C ausgefithrt. Es wurde die Atmung von
etwa 500 mgr. Kartoffelschuitte (Dicke ungefihr 0,4 nun.) in
mol/15 Phosphatpuffer pH 6,4 gemessen. Die Schnitte wurden
aus gekiithlten Kartoffeln hergestellt und vor dem Versuch 6
Siunden in stehenden Leitungswasser belassen; derartig vor-
behandelte Schnitte geben, wie in einer ausfiihrlichen Mitteilung
zezeigt werden wird, ein zuverlissiges Bild der Atmung des
intakten Gewebes,

Der Hauptraum der Gefisse enthielt die Schnitte in 2
em.? Pufferlosung mit etwaige Zusitze; der LEinsatz enthielt
0,1 em.* KOH 20% (bei Cyanidversuche 2%), die Birne 0,2cm’
mol/25 p-Phenylendiamin, mol/250 Brenzkatechin, das nach 60
minuten zugegeben wurde. :
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