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Durchfithrung der Photosynthese.

Am Kohlenstoff markierte Zucker werden dhnlich wie andere markierte
Pflanzenstoffe’ zweckméBig in der Weise hergestellt, daB ein griines
Blatt zur Assimilation von radioaktiver Kohlensdure veranlafit wird
und dann die Zucker aus dem Blatt isoliert werden. Solche Biosynthesen
radioaktiver Zucker sind wiederholt ausgefithrt worden? und die Produkte
sind auch kiuflich. Zur Erleichterung der Abtrennung werden den
Losungen wigbare Mengen der reinen inaktiven Zucker als Tréger zu-
gesetzt®. Zur Untersuchung des Stoffwechsels sehr kleiner Gewebe,
besonders auch von Gewebskulturen, sind jedoch Zucker notwendig, die
nicht nur chemisch rein sind, sondern auch besonders hohe spezifische
Altivitdt (Aktivitdt pro Masseneinheit) besitzen. Wir haben’ nun ohne
Verwendung von inaktiven Trigern Glukose und Fruktose erzeugt,
deren - spezifische Aktivitit die der nach der &dlteren Methode herge-
stellten. Zucker bel weitem iibertrifft.

Zur Erzielung hoher spezifischer Aktivitéit soll eine mdglichst groBle
Menge einer moglichst hochaktiven Kohlenssure assimiliert werden.
Das Blatt soll gerade gro8 genug sein, um die dargebotene Kohlensiure
wihrend der Versuchsdauer praktisch vollstindig aufnehmen zu kénnen.
Die uns vorliufig zur Verfiigung stehende Kohlensiure, die wir als
Bariumsalz aus Harwell bezogen haben, enthélt nur 2,29, Radiokohlen-

1 Siehe z. B. H. Schonfellinger und E. Broda, Mh. Chem. 83, 837 (1952).
> M. Calvin, C. Heidelberger, J. Reid, B. Tolbert und F. Yankwich, 1so-
topic Carbon. New York. 1948.
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sdure; wir hoffen, spéiter konzentrierteres BaCO, erhalten zu kénnen.
Die Gewichte der Blitter (Solanum Hendersorii) haben wir allméhlich
bis auf 8 mg (wasserfrei gerechnet) gesenkt; dies entspricht einem Frisch-
gewicht von 40 mg und einer Oberfliche von 2 X 2,5 qem. Was nun
die dargebotene Menge Kohlenséure betrifft, so war sie einerseits dadurch
beschriinkt, daB Kohlensiure in einer Konzentration von mehr als 109,
von der Pflanze nicht mehr gut aufgenommen wird ; anderseits dadurch,
daB die Photosynthese zur moglichsten Vermeidung unerwiinschter
Stoffwechselvorginge (Um-

wandlung der Zucker in Jokeum
andere Stoffe) nicht iiber L,}
einen Tag hinaus ausgedehnt

werden sollte. Das Volumen -
der Photosynthesekammer

betrug 16 cem. Daher war die

hochste einsetzbare Kohlen- nNE

sduremenge etwa 4 mg. Dies
entspricht in unserem Falle
etwa, 125 Mikrocurie.

Die Kammer ist in Abb. 1

dargestellt. Sie unterscheidet L0, Freier
sich von der Kammer nach Luftstrom

|

)

Calvin? im wesentlichen durch 5
ihr Kkleineres Volumen. Das
Blatt, das zuvor an der Pflanze ﬂ
24 Stdn. ,,hungern‘ gelassen
worden war, indem es durch
schwarzes Papier verhillt
wurde, wurde in die wasserge-
fullte Vase V gesetzt. Sodann
wurde die Kammer durch Durchleiten eines CO,- freien Luftstromes gespilt
und ungefihr soweit evakuiert, daB bei der Entwicklung der Kohlenséure
wieder Atmosphirendruck entstand. Die Kohlensgure wurde aus dem Barium-
karbonat. in B durch AufflieBenlassen von verdinnter Perchlorsdure aus P
freigesetzt. Die Sdure wurde durch vorsichtiges Neigen der ganzen Kammer
zum FlieBen gebracht. :

Die Kammer mit dern Blatt wurde einen Tag lang dem Sonnenlicht aus-
gesetzt. Besondere Versuche zeigten, daB innerhalb dieser Zeit der allergrofte
Teil der Kohlensdure aufgenommen wird. Diese Versuche bestanden darin,
daBl nach Versuchsende ein CO,-freier Luftstrom durch die Kammer, das
Absorptionsgefdl 4 und den Turm 7 gesaugt wurde. 4 und 7 waren
mit n/l0 Lauge gefillt. Die Lauge wurde dann auf Radioaktivitét
gepriift. Bei den Photosynthesen mit aktivemm CO, wurde allerdings
manchmal auf die Analyse verzichtet, da das vollstindige Austreiben des
CO, viele Stunden beansprucht und wihrend dieser Zeit Stoffwechselvor-
génge im Blatt stattfinden. (Wihrend des Awustreibens ist nicht nur Um-
wandlung der Zucker in andere Pflanzenstoffe, sondern auch Atmung zu
furchten.)

Abb. 1.
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Analysenmethoden.

Die Zuckerbestimmungen wurden nach Hagedorn-Jensen vorgenommen.
Erfahrung hat gelehrt, daB nach dieser Methode auch manche anderen
organischen Stoffe mitbestimmt werden, sowe€it solche in den Loésungen
vorhanden sind3. Man darf aber jedenfalls erwarten, da3 die Analysenwerte
den wahren Werten um so niaher kommen, je weiter die Reinigung der Lésungen
fortschreitet.

Die Aktivitdten wurden mit Glimmerfenster-Zahlrohren bestimmt,
indem den Lésungen je /4, cem entnommen, auf ein Glasschilchen gesetzt,
dort getrocknet dnd schlieBlich unter das Zéhlrohrfenster geschoben wurde.
Das Ziahlrohr mulite einmal wéhrend der hier beschriebenen -Versuche ge-
wechselt werden.” Die Ausbeuten der beiden Z&hlrohre wurden in Eichver-
suchen in der gegebenen Anordnung zu 0,90 bzw. 1,469, bestimmmt. Fur die
Tabellen 2 bis 4 werden die gemessenen Aktivitdten mit Hilfe der genannten
Ausbeutefaktoren auf 1009, Ziahlausbeute, also auf die tatsichlichen Zer-
fallszahlen (pro Minute) berechnet. (Mit Hilfe des Gaszdhlrohres?* kénnte
auch wirklich mit anndhernd 1009, Ausbeute gemessen werden.)

Extraktion der Zucker.

Nach einer Anzahl von Vorversuchen, die zunéchst von den Empfeh-
lungen der Literatur? ausgingen, wurde ein zur Erzeugung moglichst
hochaktiver Zucker geeignetes Extraktionsverfahren entwickelt. Der
Hauptunterschied gegeniiber den &lteren Verfahren liegt darin, dafl die
Féllung der Stirke als J odverblndung aus einem wilBrigen CaCl,-haltigen
Extrakt des Blattes als zu verlustreich unterbleibt; infolge der Kleinheit
der Masse unserer Blétter ist — ohne Triigerzusatz — die gesamte vor-
handene Stirkemenge zu klein, der in Lésung verbleibende Bruchteil
daher zu groB. Es besteht dementsprechend keine verniinftige Moglich-
keit, reine Glukose durch Hydrolyse reiner Stdrke zu erhalten.

Statt dessen reinigen wir den wélBrigen Extrakt (ohne CaCly,-Zusatz)
nach der Hydrolyse durch Jonenaustausch und trennen sodann die einzelnen
Zucker voneinander und von nicht ionisierten Begleitstoffen durch
Papierchromatographie. Das Verfahren 148t sich auch auf den alkoho-
lischen Extrakt anwenden, der noch vor dem wilrigen Extrakt aus
dem Blatt erhalten wird. Der alkoholische Extrakt enthilt bedeutend
mehr und héheraktive Glukose und Fruktose als der wilirige Extrakt.
Nach den Angaben der Literatur? konnte auch der Alkoholextrakt bisher
nur unter Zusatz von inaktiven Trigern auf reine Zucker (Glukose, Fruk-
tose, Saccharose) aufgearbeitet werden; darunter muB aber natirlich
wieder die spezifische Aktivitdt leiden, .

Es ergibt sich nun die folgende Arbeitsvorschrift: Das Blatt wird nach be-
endeter Photosynthese mit heiem 809%igem Alkohol getdtet, in mehrere

3 Siehe H. Wanner, Helv. chim. Acta 35, 460 (1952).
4 0, Peldstein und HE. Broda, Nature (London) 168, 599 (1951) und un-
verdifentlicht.



Hochradioaktive Zucker. 1119

kleine Stiicke zerschnitten und mit dem gleichen Alkohol einige Stunden
im Soxhlet-Apparat extrahiert. Der Extrakt wird in einer Schale unter
mehrmaligem Wasserzusatz zur Trockne eingedampft. Dieser Riick-
stand wird in einem Scheidetrichter mit Wasser und Ather behandelt.
Das Wasser wird mehrmals mit Ather gewaschen, der Ather mit Wasser.
Die wiBrigen Lésungen werden vereinigt (Fraktion ,,Z‘) und am Dampf-
bad von geléstemn Ather befreit. Die Atherlosungen und der Teil des Ex-
trakts, der beim Eindampfen zur Trockne in einen unldslichen Zustand
ubergegangen ist, werden im Rahmen der vorliegenden' Arbeit nicht weiter
verwendet.

Das mit Alkohol extrahierte Blatt wird nun getrocknet und dann mit
Wasser extrahiert. Zu diesem Zweck wird das Blatt zundchst mit zirka
1 bis 2 cem Wasser im Mikrohomogenisator behandelt: Dann wird das
Homogenisatorrohrchen einige Min. ins siedende Wasserbad gehéngt und
die Lésung durch Zentrifugieren vom Ungeldsten getrennt. Dann wird wieder
heiBes Wasser zugefiigt und diese Art der Extraktion 5- bis 6mal wiederholt.
Die vereinigten Extrakte werden in etnem Kélbchen zur Trockne eingedampft
und zur Hydrolyse der Stirke mit zirka 4.com 10%iger H,80, im Olbad
etwa 5 Stdn. am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wird die Lésung zur Ent-
fernung der Schwefelsdure durch eine Anionenaustauscherkolonne (Lewatit M
in der Hydroxylform) geschickt und die Kolonne gut gewaschen. Auf diese
Weise wird die Fraktion ,,S° gewonnen.

Die Fraktionen Z und S werden nun von ionisierbaren Stoffen, wie Karbon-
sduren, Aminosduren usw. gereinigt. Dies geschieht, indem die beiden Lésun-
gen getrennt durch je eine Kolonne geschicht werden, die abwechselnd etwa
je 5 Segmente aus Kationen- (Lewatit KS) und Anionen- (Lewatit M) Aus-
tauscher -enthalten. Jedes Segment schlieBt zirka 5g locker gepacktes
grobkorniges Harz in der Wasserstoff- bzw. Hydroxylform ein. Das Harz
muB vor der Verwendung zur moglichst weitgehenden Entfernung ldslicher
Anteile sehr grimdlich mit Wasser gewaschen werden. Es zeigt sich, daB
die Saule in verschiedenen Versuchen zwischen einem Drittel und zwei Dritteln
der zugefithrten Aktivitit und auch ungefsihr den gleichen Bruchteil der
organischen Substanz zurickhélt, auf die die Bestimmungsmethode von
Hagedorn-Jensen anspricht. Zucker werden aber, wie besondere Versuche
bestatigt haben, nicht zurickgehalten.

Die Tropfgeschwindigkeit betréigt etwa 4 bis 6 Tropfen/Min. Nachher
wird mit 400 cen Wasser gewaschen. Die durchgeflossene Losung wird
dann durch Blauband filtriert. Die Daten der Tabelle 1 zeigen auf Grund
eines typischen Versuches, dafl durch eine Verlingerung der Kolonne nicht
viel zu gewinnen wire. Die Werte wurden erhalten, indem das Harz nach
dem DurchfluB einer Z-Fraktion getrocknet und dann als solches in dicker
Schicht unter das Zghlrohrfenster gebracht wurde. ,,A‘‘ bezeichnet anionen-,
,, K kationenaustauschendes Harz. Aus den ,,S“-Fraktionen nehmen die
Harze weniger Aktivitét an.

Tabelle 1.
Nummer des Segments
1 2 3 4 5 6 7 8 9
K A K A K A KX A K
Relative Aktivitat in willkirlichen v ‘
Einheiten ................... 425|710 l 17183 9 | 29 ‘ 5 21| 3
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 83/5. 74
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In einem Versuch wurde besonders darauf gepriift, ob radioaktive
Aminoséuren, die sich wihrend der Photosynthese gebildet haben kénnen,
durch die Sdule laufen. Der durchgetretenen Losung einer Z-Fraktion
wurde inaktives Aminosiuregemisch als Tréiger zugesetzt, das durch
Hydrolyse von Kasein erhalten worden war. Dann wurden die Amino-
siuren nach Neuberg und Kerb® mit Hg-Ton gefillt, der Niederschlag
unter Zusatz eines groBen Uberschusses an inaktiver Glukose um-
gefillt, das Hg mit H,S abgetrennt, die verbleibende Losung ein-
gedampft und der Riickstand auf Aktivitit gepriift. Er erwies sich
als inaktive.

Man darf demnach damit rechnen, daf die Fraktionen Z und § nur
mehr unionisierte Stoffe, wie Zucker und Alkohole, enthalten. Diese
miissen nun chemisch voneinander getrennt werden. Da es sich um
Bruchteile von Milligrammen handelt, kann die Trennung nur mit den
Methoden der Papierchromatographie erfolgen.

Papierchromatographie.

Es wurde auf Schleicher-Schiill-Papier 2043 B nach der Methode der
absteigenden Papierchromatographie gearbeitet. Als Flussigkeit diente das
System Butanol-Eisessig-Wasser im Verhéltnis 4:1:57. Parallel zum
Hauptpapierstreifen wurde die gleiche aktive Zuckermischung auf einem
Kontrollstreifen laufen gelassen; nur war der Mischung im Kontrollstreifen
zur Verdeutlichung der Farbreaktion (siehe unten) auBerdem noch inaktive
Glukose rzugefiigt worden. Nach etwa 100 Stdn. wurde durch Bespriithen
mit p-Anisidinphosphat entwickelt. Dieses Reagens gibt mit Fruktose einen
zitronengelben, mit Glukose einen braunen Fleck®. Die Bereiche des Haupt-
papierstreifens, in denen nach der Farbreaktion am Kontrollstreifen Glukose
oder Fruktose zu erwarten war, wurden ausgeschnitten und mit Wasser
ungefihr 2 Tage eluiert?.

Die relative Lage der Flecke entsprach den bekannten R-Werten.
Neben den durch Glukose und Fruktose verursachten Flecken fanden
sich in einigen — aber nicht in allen — Versuchen noch weitere Flecken,
deren Identifizierung noch im Gange ist. Offenbar hiingt die Zusammen-
setzung der Z- und S-Fraktion von den Bedingungen der Photosynthese
und der Aufarbeitung ab. Der Startpunkt der Chromatogramme bleibt

5 (. Neuberg und J. Kerb, Biochem. Z. 40, 498 (1912); 67, 119
(1914).

¢ Wir danken unserem Kollegen Herrn O. Suschny fiir die Durchfiihrung
der Prifung auf Aminosduren.

" 8. M. Partridge, Biochemic. J. 42, 238 (1948).

8 S. Mulkherjee und H. C. Srivastava, Nature (London) 169, 330 (1952).

9 C. . Dent, W.Stepka und F.C. Stewart, Nature (London) 160, 682
(1947).

10 Sjehe z. B. F.Cramer, Papierchromatographie. Weinheim. 1952.
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braunlich; die Firbung diirfte durch Verunreinigungen bedingt sein,
die aus dem Harz stammen.

In einigen Fillen wurden die Chromatogramme mit dem Zihlrohr
abgetastet. Ein typisches Ergebnis, erhalten an einem entwickelten
Konftrollstreifen, ist in Abb. 2 wiedergegeben. Die Ordinaten geben nur
relative Werte der Aktivititen, da die Selbstabsorption der Strahlung
im Papier sehr erheblich ist. Die E,-Werte an der Abszisse wurden er-
halten, indem fiir Glukose im Hinklang mit der Literatur'® der Normal-
wert B, = 0,18 eingesetzt wurde.

Glukose
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Frukitose
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Abb. 2.

Ergebnisse.

Die Ergebnisse zweier Versuche sind in den Tabellen 2 bis 4 zusammen-
gestellt. Die Zahlenwerte sind fiir die Verluste korrigiert, die durch die
Abzweigung von Losung fiir die Kontrollstreifen und durch die Ent-
nahme von Analysenproben wéhrend des Arbeitsganges bedingt sind.
In der Durchfithrung unterscheiden sich die beiden Versuche durch die
Blattirischgewichte (88 bzw. 37 mg) sowie dadurch, da nach Ende der
Photosynthese im Versuch ,,1°“ 12 Stdn., im Versuch ,,2 aber nur 2 Stdn.
gelitftet wurde. [Es ist daher zu erwarten; daBl die Aufnahine von CO,
in Versuch 2 (Tabellen 2 und 4) iiberschitzt wird.] Die Aktivititen des
ungereinigten Wasserextraktes und des Riickstandes nach der Wasser-
extraktion wurden in diesen Versuchen nicht bestimmt, sie ergaben sich
aber in anderen Versuchen, die dem Versuch 1 entsprechen, zu etwa
10 bzw. 0,59, der aufgenommenen Aktivitit.

74%
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Tabelle 2.
Aktivitit in
[
CO, co o " | ungereinigter
angeboten aufgenorilmen Atherldsung [ Alkoholldsung
(mg) (mg)
(% der aufgenommenen
Aktivitat)
Versuch 1 . 1,25 1,06 1,1 ‘ 84,6
Versuch 2 . 3,2 3,132 3,3 | 67,5
Tabelle 3.
Eluierte Glukose Eluierte Fruktose
Spezifische Spezifische
I‘(I&"gg)e Alktivitat “(Ilffge Aktivitat
Zerfille/Min. mg Zerfille/Min. mg
Z-Fraktion.
Versuch 1 . 0,376 39- 108 0,268 30108
Versuch 2. 0,145 63 - 108 0,136 12 - 108
S-Fraktion.
Versuch 1 . 0,111 6- 108 0,043 7108
Versuch 2 . 0,102 12108 0,156 6- 108

Eine Bilanz iiber den eingesetzten Radiokohlenstoff wird in Tabelle 4
gezogen. Alle Aktivitdten sind als Bruchteile der eingesetzten Aktivitéit

ausgedriickt.
Tabelle 4.
Bei Photo- Der Papier- Eluiert als
synthese chromatographie
aufgenommen zugefiihrt Glukose | Frnktose
Versuch 1 . 0,85 0,54 0,17, | 0,09,
Versuch 2 . 0,987 0,32 0,04, 0,01,
Diskussion.

Bei der Betrachtung der Tabelle 4 fillt zunéchst die geringere Ausbeute
an Aktivitit in Glukose + Fruktose, bezogen auf die eingesetzte Aktivi-
tit, bei Versuch 2 auf. Diese kann nicht etwa auf die Kleinheit des
Blattgewichtes und der Stoffmengen zuriickgefithrt, werden, mit denen
in diesem Versuch gearbeitet werden muflte; die gewichtsméaBige Ausheute
an Glukose + Fruktose (Tabelle 3) ist ndmlich in bezug auf das Blatt-
gewicht in Versuch 2 eher besser als in Versuch 1. Wir nehmen vielmehr
an, daB in Versuch 2 ein groBerer Teil des 4C in anderer chemischer
Form vorliegt. In diesemn Zusammenhang ist bemerkenswert, daB sich
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der Startpunkt des Chromatogramms der S-Fraktion von Versuch 2
als besonders aktiv erwiesen hat.

Gesamtaktivitéit und spezifische Aktivitdt der Zucker aus den S§-
Fraktionen sind stets kleiner” als die der Zucker aus den Z-Fraktionen.
Besonders klein ist der Anteil der S-Fraktion an der Gesamtaktivitit
im Versuch 1 (12stiindige Liiftung). DaB Fruktose tberhaupt in der
S-Fraktion vorhanden ist, kann entweder darauf zuriickgefithrt werden,
daf} durch das Homogenisieren einfache Zucker der Extraktion zuginglich
werden, die vorher vom wiBrigen Alkohol nicht ,erreicht” wurden,
oder aber darauf, dafl die Fruktose zum Teil in Form von alkoholun-
loslichen Verbindungen vorliegt. Warum die spezifische Aktivitit der
Zucker der S-Fraktion der der Zucker der Z-Fraktion so stark unterlegen
ist, ist nicht klar. o

Ebenfalls unklar ist der Grund fiir den niedrigen Wert der spezifischen
Aktivitat der Fruktose der Z-Fraktion in Versuch 2.

Man kann berechnen, dafl der am stirksten aktive Zucker (63 - 10¢ Zer-
falle/Min. mg) immerhin bereits ein Atom %C auf weniger als 100 Atome
120 enthilt. (Anders ausgedriickt: Da wir von 2,2%igem 4CO, ausgegan-
gen sind, haben wir wihrend der Biosynthese nur etwa die Hilfte der
spezifischen Aktivitit eingebiiit, das heiBit, die aus aktivem CO, neu-
gebildete Glukose ist nur zur Hélfte durch Glukose aus anderen Quellen,
insbesondere durch bereits im Blatt vorgebildete Glukose, verdiinnt
worden.) Beim Einsatz von reinem statt des 2,29 igem 4CO, wiirde man
also Radiozucker erwarten, deren Aktivitdt schon der theoretischen
Grenze nahe liegt.

Auflerdem darf man bei der zukiinftigen priparativen Herstellung
der Zucker auf bessere Ausbeuten hoffen, weil mehr Material gleichzeitig
aufgearbeitet werden soll; auch wird dann der Bruchteil absinken, der
fiir Analysen und Kontrollstreifen abgezweigt werden muB.

Da mit dem Gaszidhlrohr? ~ 5 Zerfalle/Min. noch gemessen werden
konnen, mifite schon beim jetzigen Aktivitdtsgrad der Nachweis von
~ 1071% g unserer Glukose oder der organischen Substanz gelingen, die
durch Umwandlung dieser Glukosemenge im Stoffwechsel — etwa in
Gewebskulturen — entsteht.

Zusammenfassung.

Ein Verfahren zur Gewinnung von reinen Radiozuckern sehr hoher
Aktivitdt ohne Verwendung inaktiver Triger wird beschrieben. Griine
Blitter werden zur Assgimilation von Radiokohlensiure veranlaB3t. Sodann
werden die Blatter mit Alkohol und Wasser extrahiert. Der alkoholische
Extrakt wird mit Ather und Wasser geschieden, der wiBrige Extrakt
hydrolysiert. Darauf werden beide Extrakte mit Ionenaustauschern
gereinigt und papierchromatographisch auf reine Glukose und Fruktose
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aufgearbeitet. Die spezifische Aktivitit der derart gereinigten Glukose
betragt bis zu 63- 105, der Fruktose bis zu 30 - 10¢ Zerfille/Min. mg.
Dies diirften bei weitem die hochstaktiven Zucker sein, deren Dar-
stellung in der Literatur beschrieben worden ist.

Wir danken Herrn Prof. L. Ebert fiir sein lebhaftes Interesse, ohne
das die Durchfithrung dieser Arbeit nicht méglich gewesen wire, sodann
fiir allgemeine finanzielle Unterstiitzung den Osterr. Stickstoffwerken A. G.,
Linz, sowie der Osterr. Gesellschaft zur Erforschung und Bekdmpfung
der Krebskrankheit (aus den Mitteln der Somnleithner-Stiftung - der
Osterr. Akademie der Wissenschaften) und fiir die Gewithrung von Mitteln
aus der Treifl-Stiftung zum Bau des Zahlgeriites abermals der Osterr.
Akademie der Wissenschaften.



