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Einleitung. 
W~LLSTXTTn~ hat  bekanntlich nachgewiesen, dab in grfinen Bl~ttern 

ein Enzym vorkommt, das aus Chlorophyll Phytol  abzuspalten vermag 
und yon ibm Chlorophyllase benannt worden ist. Ein gewisser Sonderfall 
gegeniiber anderen Fermenten ist darin gegeben, daft die Chlorophyllase 
noch in hochprozentigem Alkoho] wirksam ist. Unter  diesen Umst~nden 
wird die Phytolgruppe des Chlorophylls durch die ~thyl- bzw. Methyl- 
gruppe des betreffenden, als LSsungsmittel dienenden Alkohols substi- 
tuiert  (Alkoholyse). Auch in wasserhaltigem Aceton ist das Enzym wirk- 
sam, wobei die zugehSrige Carboxylgruppe frei wird (Hydrolyse). Beide 
Vorg~nge sind reversibel, so dal~ mit Hilfe der Chlorophyllase unter be- 
st immten Bedingungen der Phytolrest  wieder in das Chlorophyllmolekfil 
eingelfihrt werden kann. 

Wenn auch W~LSTI(TT~R die wesentlichen Eigenschaften der Chloro- 
phyllase und deren Verbreitung schon beschrieben hat, so stehen doch 
noch manche Fragen often, die auf Grund des heutigen Stand es derEn-  
zymtechnik zuggnglich sind und au~fallenderweise seit 19 Jahren yon 
keiner Seite angegangen wurden. 

I)er Zweck der vorliegenden Arbeit war, einige dieser Punkte n~her 
zu effassen, wobei as sich vor allem um die noch unbekannte p.-Abh~n- 
gigkeit der Chlorophyllasewirkung, um das Verhalten der Chlorophyll- 
komponenten zum Enzym sowie um eilfige biologische Fragen handelt. 

Erster Abschnitt. 

Untersuehungen fiber die Wirkungsweise  yon 
Chlorophyllasepr~paraten.  

Allgemeine Methodik. 
I)a eine Abtrennung des Enzyms yore Blattgewebe mit groBen Ver- 

lusten verknfipft ist, wurde als Enzymmaterial  zun~ehst das Mehl ge- 
trockneter B l~ te r  verwandt~ Als Ausgangsma~erial dien~en die Bl~tter 
yon Heradeum Sphondyi ium,  die nach WIL~ST~TTnR ~ einen besonders 
hohen Gehalt an Chlorophyllase aufweisen. Diese wurden ohne die Blair- 

1 WILLST~I~TER, R. U. STOLL, A.: Ann. d. Chem. ~78, 63 (1910). 
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stiele bei Zimmertemperatur  und guter Durchlfiftung vorgetrocknet und 
hierauf im Vakuumexsikkator  zum vSlligen Austroeknen gebraeht. Da  
nach W~LSTXTTE~ i eine Sehw~chung der Enzymkraf t  unter  Umstfi.nden 
schon beim Trocknen sowie beim l~ngeren Aufbewahren eintreten kann,  
wurde das Troeknen mSglichst raseh ausgefiihrt und das Material an  
einem kfihlen und vor Feuchtigkeit  gesehiitzten Ort im allgemeinen nicht 
l~nger als einen Mortar aufbewahrt.  ~l teres Material kam nur im Winter  
zur Verwendung, wenn keine frischen Pflanzen zur Verffigung standen. 
Da fibrigens das Enzym in unzerkleinertem Material haltbarer zu sein 
scheint als im Blattmehl, wurde das Zermahlen der BlOtter erst kurz vor  
den Versuchen vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden die exsikkator-  
trocknen BlOtter in einer Porzellanmiihle mSglichst rein zerrieben und 
das Mehl mit  einem Haarsieb yon gr5beren Teflen (Blattrippen) abgesiebt. 

Da aus sparer ersichtlichen Griinden zumeist mit  einer bekannten 
Menge yon reinem Chlorophyll gearbeitet werden mu~te, wurde das Blatt-  
pu lver  vom Chlorophyll befreit. Dies geschah nach einem Verfahren 
W~LS~XTT~RS~ dureh Extrakt ion mit  80%igem Aceton, wobei gleieh- 
zeitig viele Begleitstoffe entfernt  wurden. Um auch die letzten Reste  
des Chlorophylls zu beseitigen, wurde das feuchte Mehl in der Porzellan- 
miihle unter allm~hlichem Zusatz der ffinffaehen Menge 90%igen Acetons 
5 Minuten lang gerieben, auf der Nutsehe abgesaugt und mit  90%igem 
Aeeton nachgewaschen. LieB sich in einer Probe des Mehls noch Chloro- 
phyll naehweisen, so wurde das Reiben und Auswasehen mit  90%igem 
Aceton wiederholt, bis das Chlorophyll quanti tat iv entfernt war. Das 
Pr~parat  wurde im Vakuumexsikkator  getroeknet und daselbst aufbe- 
wahrt,  kam jedoch hie sp~ter als naeh 2 Tagen zur Verwendung, da seine 
enzymatische Wirksamkeit  beim Aufbewahren naehWmLSTXTT~ 3 nach- 
l~13t, und zwar erheblieh raseher, als dies beim grfinen, nieht extrahierten 
Blat tpulver  der Fall  ist. 

Zu dem ehlorophyllfreien Enzym wurde bei allen Untersuchungen als 
Substrat  das gleiche Chlorophyllpr~parat zugesetzt. Dieses war infolge 
jahreszeitlieher Besehr~nkung aus einem Gemiseh getroekneter BlOtter 
von Ficus, Dombeya und Musa nach dem W~LLST~TrERschen Verfahren~ 
rein dargestellt worden. Die Versuchsanordnung entspraeh den von 
W~LSr~TT~R~ fiir die enzymatische Hydrolyse des Chlorophylls an- 

1 WILLS~XTT]~R, R. u. S~OLL, A. : Ann. d. Chem. 878, 53 (1910); 887,334 (1912). 
W~A~STXTTER, R. u. STOLL, A. �9 Untcrsuehungen fiber Chlorophyll, S. 133. 

Berlin 1913. 
3 WILLSTJkTTER, 1~. U. STOLL, J~..* Ann. d. Chem. 378, 53 (1910). 
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gegebenen Bedingungen und wurde nur in einigen Punkten, jedoch in 
nicht grunds~tzlicher Weise abge~ndert : 

0,5 g des chlorophyllfreien Enzympr~parats wurden in einem Re- 
agenzglas mit 2 ccm destilliertem Wasser befeuchtet, 10 Minuten der 
Quellung iiberlassen und hierauf mit einer LSsung yon 4 mg reinem 
Chlorophyll a ~-b in 4 ccm wasserfreiem Aceton versetzt. Die Aceton- 
konzentration betrug demnach etwa 66%. Die Mischung wurde im 
Thermostaten, der mit einer Schiittelvorrichtung versehen war, gewShn- 
lich 1 Stunde lang geschfittelt. Obwohl WILLST~_TTER 1 bei der enzymati- 
schen Alkoholyse des Chlorophylls fiir die ers~e H~lfte der Umwandlung 
das Temperaturoptimum zu ungef~hr 20 o ermittelt hat, wurde als Ver- 
suchstemperatur 25 o gew~hlt, da diese auch w~hrend der warmen Jahres- 
zeit leicht einzuhalten war. Hierauf wurde die Enzymwirkung dadurch 
un~erbrochen, dab die Versuchsflfissigkeit auf einer kleinen l~utsche ab- 
gesaugt und der Rfickstand sogleich mit 25 ccm wasseffreiem Aceton in 
kleinen Anteilen extrahiert wurde. Aus dem Extrakt wurden die Farb- 
stoffe im Schiitteltrichter durch Entmischen mit destilliertem Wasser, 
eventuell unter Zusatz yon Kochsalzl(isung, in 30 ccm ~ther  fibefffihrt 
und mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Diese LSsung diente zur 
quantitativen Bestimmung der enzymatischen Umwandlung des Chloro- 
phylls. 

Hieffiir wurde moistens das Veffahren verwandt, das auf der LSslich- 
keit der frei gewordenen Chlorophyllcarbons~uren in w~sseriger alka- 
tischer LSsung beruht~: 

Die durch Einwirkung der Chlorophyllase gebildeten, ffeien Chloro- 
phyllide wurden aus der ~therischen LSsung auf Grund ihres sau~en Cha- 
rakters mit 0,02 n-Kalilauge extrahiert; die so erhalteno Chlorophyllin- 
salzlSsung wurde im Colorimeter nach DuBosQ mit dem in der ~ther- 
schicht verbliebenen unver~nder~en Chlorophyll verglichen, nachdem 
dieses mit 30%igor methylalkoholischer Kalilauge ebenfalls zu wasser- 
15slichem ChlorophyUinsalz verseift worden war. 

In einigen F~llen ist die Bestimmung des Umsatzes auf Grund der 
Basizit~tsprobe vorgenommen worden, die WILLST~TT~R ffir die Alko- 
holyse ausgearbeitet hat, die jedoch auch beider  Hydrolyse anwend- 
bar ist. Die anderen Methoden, wie Trennung der Farbstoffe auf Grund 
ihrer verschiedenen LSslichkeit odor Bestimmung des ~bgespaltenen Phy- 
tols, kamen hier nicht in Betracht, da es sich um eine Vielzahl yon Ver- 
suchen mit geringen Farbstoffmengen handelte. 

1 WILLST.~TTER, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 878, 47 (1910). 
WILLST~T~ER, R. : Untersuchungen fiber Enzyme. I., S. 336. Berlin 1929. 

- -  Ebenso in OPPenHEIMER, C. u. PINCUSS~N, L. : Die Methodik der Fermente, 
S. 740. Leipzig 1929. 
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A. Untersuchungen iiber die pH-Abhiingigkeit derChlorop hyllasewirkung. 

Voruntersuchung. 

Die zahlreichen Untersuehungen fiber die Abh~ngigkeit der Enzym- 
wirkung yon den p.-Bedingungen sind noch nie auf die Chlorophyllase 
ausgedehnt worden. WILLST~TTE~ und STOLL i geben nur an, dab Zusatz 
yon Caleiumcarbonat deren Wirkung nieht beeintr~chtigt, wahrend 
Magnesiumoxyd eine starke VerzSgerung zur Folge hat. Die Sehwierig- 
keit bei derartigen Untersuehungen ffihren die beiden Forscher darauf zu- 
riick, daB das als Enzympr~parat  dienende Blattpulver eine auBerordent- 
lich hohe Adsorptionsf~higkeit gegeniiber S~uren und Alkalien aufweist. 
Dabei ist zu berfieksieh~igen, dan das Blattgewebe unter Umstiinden eine 
andere Acidit~t besitzt als die betreffende LSsung, in der es sich befindet, 
und wohl aueh stark gepuffert ist (vgl. hierzu S. 313). 

Unter Zugrundelegung der auf S. 296 angegebenen Bestimmungs- 
methode der Chlorophyllasewirkung wurden mit dem enzymhaltigen 
Blattpulver mehrere Reihen yon p~-Versuchen im Bereich yon p~ = 2,5 
bis PH = 8,8 angesetzt. Als Puffer dienten Phosphat- und Citrat- 
mischungen naeh I~ONA 2. Die p . -Werte  wurden im sp~terhin verlassenen 
Komparator  naeh M z c ~ L i s ,  jedoeh ohne Zusatz des Chlorophylls be- 
stimmt, da dieses die Farbindikatoren verdeckt h~tte. AuBer der enzy- 
matisehen I-Iydrolyse in 66% igem Aceton wurde bei den Versuehen aueh 
die Alkoholyse des Chlorophylls in 80%igem gthylalkohol a benutzt, wo- 
bei die Versuchsanordnung in entsprechender Weise abgei~ndert wurde 
und zum Naehweis der Enzymwirkung die Basizit~tsprobe Verwendung 
land. AuBerdem wurde unter Verwendung yon Wasser als Dispersions- 
mittel der Gang der Hydrolyse in kolloidaler ChlorophyllSsung unter- 
sueht, die folgendermaBen hergestellt war: Chlorophyll a Jr b wurde in 
mSgliehst wenig Methylalkohol unter Zusatz einiger Tropfen ~ ther  ge- 
15st, unter Umsehwenken allm~hlich destilliertes Wasser zugegeben und 
mittels einer Kapfllare so lange Luft  dureh die. Flfissigkeit geleitet, bis 
das organische L6sungsmittel entfernt war. 

Der quantitative Nachweis der Enzymwirkung ergab innerhalb der- 
selbenVersuchsreihe trotz tier stark varfierten p.-Verh~ltnisse stets eine 
ziemlieh gleiehbleibende Wirksamkeit der Chlorophyllase. Auf einen Ein- 
fluB der pH-Bedingungen konnte also bei Verwendung yon Blattpulver 
als Enzymmaterial  nicht geschlossen werden. 

a) Versuche zur Isolierunff der Chlorophyllase aus dem Blattgewebe. 

Um die oben besehriebenen StSrungen dureh das Blattgewebe zu ver- 
meiden, wurde nun versucht, in Anlehnung an W~Z~STXTTER die Chloro- 

1 WILLSTXTTER, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 378, 50 (1910): 
2 RosA, P. : Praktikum der physiologischen Chemie. I., S. 56. Berlin 1926. 
3 Vgl. WILLS~2iTTER, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 378, 46 (1910). 
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phyllase zu isolieren: Das enzymhaltige Blattpulver wurde zun~chst mit  
Wasser, mit w~sserigen PufferlSsungen sowie mit Glycerin behandelt, doeh 
zeigten die Extrakte  so gut wie keine enzymatische Wirksamkeit. Dieses 
Ergebnis wird durcb eine neuere Mitteilung W~LSTs 1 best~tigt, 
wonach der trocknen Blattsubstanz die Chlorophyllase weder durch 
Wasser noch durch Glycerin entzogen wird. 

Dagegen gelang es WILLST~TT~R 2, aus frisehen Bl~ttern einen Tell der 
Chlorophyllase dadureh zu isolieren, dab er den Blattbrei unter 250 Atmo- 
sph~ren Druek abprel~te. Aus dem Prel~saft f~llte er das Enzym mit dem 
doppelten Volum Alkohol und erhielt so konzentrierte Enzympr~parate.  
Verfasser konnte bei Anwendung dieser Methode niemals eine Steigerung 
der enzymatischen Wirksamkeit gegenfiber dem gewShnliehen Blattpul- 
ver beobaehten; vielmehr wiesen die Pr~parate einen sehr geringen 
Chlorophyllasegehalt auf, weshalb sie zur Ausfiihrung grSl~erer Reihen 
von pH-Versuchen nieht geeignet waren. 

Das Ergebnis wurde aueh nieht besser, als die BlOtter unter Zusatz 
von Calciumcarbonat oder yon versehieden stark gepufferten LSsungen 
zerrieben wurden und der erhaltene Blattbrei naeh mehrt~giger Autolyse 
unter 350 Atmosph~ren Druek abgeprel~t wurde; das Enzym wurde mit  
Alkohol, Aeeton oder Ammonsulfat gef~llt, oder aber wurde der PreBsaft 
im Hoehvakuum bei 40 ~ bis nahe zur Trockne eingeengt. Aul~erdem 
kamen auch einige Adsorptionsmethoden zur Anwendung, fiber die bei 
der Chlorophyllase bisher noeh keinerlei Erfahrungen vorliegen: Chloro- 
phyllasehaltiger Prel~saft sowie eine Aufschwemmung destruierter Chlo- 
roplastenmasse, wie sic sparer besehrieben wird, wurde mit verschiedenen 
Adsorbentien, wie z. B. Talk, Kaolin oder friseh bereitetem Aluminium- 
hydroxyd C a gesehiittelt, jedoch wurde in keinem Fall eine Steigerung 
des enzymatischen Wirkungsgrades erzielt. 

b) Darstellung eines geeigneten Enzymprdparates. 
NOACK* ist es gelungen, die Chloroplasten, wenn auch in destruiertem 

Zustand, yon den fibrigen Blattbestandteilen abzutrennen. Da yon vorn- 
herein in dieser Chloroplastenmasse Enzymgehal~ vermutet  werden 
konnte, wurde versueht, ein derartiges Material zu pH-Versuchen zu ver- 
wendell, ohne die frfiher besehriebenen StSrungen, die durch Adsorptions- 
wirkung des Blattgewebes bedingt sind, beffirchten zu mfissen. 

Die Methode ist folgende: Die frisehen BlOtter werden mit  Wasser 
unter Zusatz yon Calciumearbonat zerrieben. Nach dem Abzentrifugie- 

1 WILLSTXTTER, R.: Untersuehungen fiber Enzyme. I., S. 335. Berlin 1929. 
- -  Ebenso in Orr~NH~I~R, C. u. PI~evssv.~, L.: Die Methodik der Fermente, 
S. 740. Leipzig 1929. 

W~LSTXT~rER, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 878, 52 (1910). 
a Vgl. WILLSTXT~V.R, R. u. KRAUT, H. : Bet. dtsch, chem. Ges. ~6, 1118 (1923) 

~oAcx, Kv~T: Bioehem. Z. 188, 142 (1927). 
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ren der groben Teile und Filtration der Fliissigkeit durch ein Hartfilter 
erhalt man eine Suspension kleinster Chloroplastenfragmente, die durch 
scharfes Zentrifugieren, Ultraffltration, Aussalzen oder F~llen mit Aceton 
und Alkohol abgeschieden werden k6nnen. Sowohl nach Abzentrifugieren 
als auch nach Entfernung des Dispersionsmittels mit Hilfe des Ultrafflters 
zeigte die Chloroplastenmasse eine gute enzymatische Wirksamkeit, w~h- 
rend in der abgetrennten Fliissigkeit nur ein ~uBerst geringer Chloro- 
phyllasegehalt nachzuweisen war. 

Fiir die I~auptversuche wurde mit Aceton ausgef~llte Chloroplasten- 
masse verwandt. Der Niederschlag wurde durch Extraktion mit wasser- 
freiem Aceton vom Chlorophyll befreit, wobei rasch gearbeitet werden 
muBte,um eine Sch~digung des Enzyms zu vermeiden. 

Im folgenden wird ein Beispiel ffir die Darstellung eines Enzymprapa- 
rates dieser Art geschildert: 500 g frische Heracleum-Blatter wurden mit 
Sand unter allm~hlichem Zusatz yon 1,5 1 Wasser in der Porzellanmiihle 
rein zerrieben, das Reibgemisch zur Entfernung der Gewebebruchstiicke 
und des Sandes in mehreren Fraktionen je 5 Minuten lang bei hoher Tou- 
renzahlzentrifugiert und die Flfissigkeit yore Sediment abgegossen. Hier- 
auf wurden die vereinigten Fraktionen in einem DekantiergefEB unter 
Umrfihren allmahlich mit dem doppelten Volum Aceton versetzt. Nach 
dem Absetzen des entstandenen Niederschlags wurde dekantiert, der 
Niederschlag in der Nutsche auf einem Hartfilter gesammelt und mit 
wasserfreiem Aeeton so lange extrahiert, bis die ablaufende Flfissigkeit 
nieht mehr gef~rbt war. Das Praparat wurde im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet und kam sogleich zurVerwendung. Die Ausbente betrng etwa 15 g. 

c) Bestimmung der pR-AbMingigkeit der Chlorophyllasewirkung. 
Mit Hilfe eines derartigen Enzympr~parates gelang es nun, in gepuf- 

ferten LSsungen yon versehiedener Acidit~t ~hnliehe Untersehiede in der 
Enzymwirkung festzustellen, wie sie fiir andere Fermente beschrieben 
worden sind. Die pi~-Werte wurden in der Versuchsflfissigkeit selbst mit 
Hilfe der Gaskettenmethode gemessen. In mehreren Reihen von Vor- 
versuchen wurden zun~chst stets analoge Verh~ltnisse der pn-Abh~ngig- 
keit beobaehtet, wobei pH-Werte yon etwa 6,0 das Wirkungsoptimnm 
darstellten. Zur genauen Bestimmung der Chlorophyllasewirkung in 
einem weiteren pH-Bereieh wurde hierauf eine grol~e Versuchsreihe mit 
stark variierten pa-Verh~ltnissen angesetzt. 

Die Versuchsanordnung war folgende : 0,5 g Enzympr~parat wurden 
mit 2 cem PufferlSsung und 4 ecru wasserfreiem Aceton versetzt, in dem 
zuvor 4 mg reines Chlorophyll gelSst worden waren, und die Mischung 
umgesehiittelt. Naeh kurzem Absitzenlassen wurde 1 ccm der LSsung 
mit der Pipette abgehoben und der ps-Wert ermittelt. Dabei ergab sieh, 
da$ infolge Eigenpufferung des Enzympr~parates der urspriingliche Pn- 
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Wert der Pufferl6sung in vielen F~llen erheblich beeinfluBt worden war. 
Infolgedessen muBte zur Einstellung der Versuchsmischung auf niedrige 
pH-Werte s tat t  Puffermischung eine entsprechend verdiinnte Salzs~ure 
zugesetzt werden. Ffir pa-Werte unterhalb 4,0 wurde 0,3, 0,2 und 0,1 n- 
Salzs/~ure verwandt, fiir PH ----- 4,0 bis 6,4 Citratpuffer nach KOLTHOFF 1, 
fiir PH = 6,6--8,9 0,5 n-PhosphatlSsungen und f/Jr PH = 9,9--12,1 Bo- 
ratpuffer, beide nach RoNA2. Eine Hemmung der Enzymwirkung durch 
Borat, wie sie yon EI~DTMAN s und IIOMMERBEY 4 ffir Phosphatase fest- 
gestellt worden ist, kommt fiir die Chlorophyllase, wie aus den auf S. 302 
verzeichneten Ergebnissen ersichtlich ist, nicht in Frage, da der Ubergang 
des Phosphatpuffers zum Boratpuffer sich nicht in einem abnormen Ver- 
lauf der Knrven ~uBerte. Die Versuchsmischung wurde sogleich, d .h .  
vor Ausfiihrung der pH-Messung in den Thermostaten gebracht und da- 
selbst 8 Stunden lang bei 250 gesch~ittelt. W/s bei anderen Unter- 
suchungen eine einstiindige Einwirkung der Chlorophyllase geniigte, 
muBte die Versuchsdauer in vorliegendem Fall auf 8 Stunden ausgedehnt 
werden, da das verwandte Pr/s ziemlich arm an Chlorophyllase war 
und unter den Grenzbedingungen der Pufferung, d. h. im stark sauren 
und stark alkalischen Gebiet, nur geringen Umsatz bewirkte. 

Hierauf wurde die Mischung auf eine kleine Nutsche gebracht und die 
Gesamtheit der Farbstoffe mit insgesamt 20 ccm wasserfreiem Aceton 
quanti tat iv extrahiert,  was hier sehr leicht auszufiihren war, w~hrend 
bei Verwendung yon Blattpulver als Enzymmaterial  auch in dieser Hin- 
sicht gewisse Schwierigkeiten bestehen. Nach l)berfiihrung der extra- 
hierten Farbstoffe in Xther wurden diese in Form ihrer wasserlSslichen 
Chlorophyllinsalze colorimetrisch verglichen und aus den erhaltenen 
W erten die Umwandlungszahl u berechnet, die angibt, wieviel Prozente 
des urspriinglich vorhandenen Chlorophylls dutch Enzymwirkung ge- 
spalten worden sind. lm gesamten p~-Bereich wurden aulSerdem Kon- 
trollversuche unter Verwendung eines Pr/~parates ausgeffihrt, dessen 
Enzymwirkung zuvor durch 10 M~nuten langes Erhitzen mit Wasser 
auf 100 ~ vSllig zerst6rt worden war; diese ergaben in keinem Falle 
Hydrolyse. 

Beim colorimetrischen Vergleich wurde 5fters eine Verschiedenheit 
der Farbt6ne beobachtet. Diese Erscheinung wird als Fehler der Me- 
rhode auch yon W~LSTXTTEga erw/~hnt und auf gr6Bere Reaktionsge- 
schwindigkeit der gelbstichigen Chlorophyllkomponente b gegeniiber der 

1 KoL~Ho~, J. M. u. VLEESC~OUWE~, J. g. : Bioehem. Z. 188, 444 (1927). 
e RONA, P. : Praktikum der physiologisehen Chemie. I., S. 57. Berlin 1926. 
a EgDWMA~, H.: Hoppe-Seylers Z. 175, 182 (1927). 
4 HO~ERBEV, CL. : Ebenda 185, 123 (1929). 
s WILLST)~TTEg, R. : Untersuchungen fiber Enzyme. I, S. 336. Berlin 1929. 

Ders. in OP]'ENHEIM~.I~, C. u. PrscuSSEN, L. : Die Methodik der Fermente, S. 741. 
Leipzig 1929. 
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blaustichigen Komponente a zuriickgefiihrt. Auf Grund der weiter unten 
mitgeteilten Versuche mit den isolierten Chlorophyllkomponenten, von 
denen sich stets die Komponente a als die reaktionsf~higere erwies, 
konnte die WILLST:~TTE~sche Annahme nicht besti~tigt werden. Der Feh- 
ler der Methode beruht wohl haupts~chlich auf der chemischen Verschie- 
denheit der zu vergleichenden Reak~ionsprodukte des Chlorophylls, die 
einerseits dureh Enzymwirkung, andererseits durch alkalische Verseifung 
gebildet werden. W~hrend n~mlieh die Chlorophyllase lediglich auf die 
Phytolestergruppe des Chlorophylls einwirkt, wird bei der tiefer greifen- 
den Verseifung durch Alkalien unter Bfldung von Methylalkohol auch die 
zweite Estergruppe gespalten und gleichzeitig eine molekulare Umlage- 
rung hervorgerufen, indem der yon WILLST;4TT]~R 1 angenommene Lae- 
tamring (nach H. FISCHER 2 soll Lactonbfldung vorliegen) zuni~chst unter  
Farbumschlag nach Braun gesprengt wird und hierauf unter Wiederkehr 
der griinen Farbe eine neue Ringbildung eintritt. Hierzu kommt bei 
saurer Reaktion des Versuchsmilieus als weitere Fehlerquelle die tefl- 
weise Bfldung von Ph~ophytin. Diese konnte dutch spektroskopische 
Untersuchung der ~therischen FarbstofflSsungen schon im schwach sau- 
ren Gebiet naehgewiesen werden und verursachte im starker sauren Ge- 
bier eine mit sinkendem ps-V~ert zunehmende Br~unung der LSsungen. 
Auf den Verlauf der enzymatischen Hydrolyse hat  die Phs 
dung al!erdings keinen Einflul~, da sp~ter gezeigt wird, dab die Um-  
setzungsgesehwindigkeit des Ph~ophytins mit der des Chlorophylls iiber- 
ein~immt (vgl. S.307f.). Dagegenwird der eolorimetrischeNachweis der 
Enzymwirkung dadurch ersehwert, dab bei der alkalischen Verseifung 
aus Ph~ophytin a ~-b aul3er den normalen Spaltprodukten Phytochlo- 
rin e und Phytorhodin g sehr leieht auch andere Spaltprodukte entste- 
hen 3. Da sich jedoeh im allgemeinen nur geringe Abweiehungen der zu 
vergleichenden FarbtSne ergaben, war die erw~hnte Bestimmungs- 
methode fast durchweg brauehbar. 

GrSl~ere Farbdifferenzen wurden nur im stark sauren Gebiet beob- 
achtet. In  diesem Fall wurde der betreffende Versueh wiederholt, wobei 
als Grundlage ffir die Hydrolysebestimmung dig Basizit~tsprobe diente: 
Aus der ~therischen FarbstofflSsung wurden die enzymatiseh hydroly- 
sierten Farbstoffe mit 22%iger Salzs~ure in Form der freien Ph~ophor- 
bide quantitativ extrahiert. Die enzymatisch nicht ver~nderten Farb- 
stoffe, die in Form yon Ph~ophytin a + b in der ~thersehicht zurfick- 
bleiben, wurden hierauf dureh Verseifung mit rauchender Salzs~ure eben- 

1 WILLST.~'rTER, R. U. STOLL, A. : Untersuchungen tiber Chlorophyll, S. 335. 
Berlin 1913. 

FISCHER, H.: Ann. d. Chem. 475, 241 (1929.). 
3 Vgl. WILLSTXTTER, R. u. S~OLL, A.: Untersuehungen tiber Chlorophyll, 

S. 290. Berlin 1913. 
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falls in die freien Ph~ophorbide fibergeffihrt. Zu diesem Zweck wurde die 
~ttherische LSsung nach WILLSTATTER 1 mit 35%iger Salzs~ure versetzt 
und 1 Stunde lang geschfittelt, so da~ quantitative Umsetzung erfolgte. 
Die Ph~ophorbide, die sich zun~chst in der sauren Schicht befanden, wur- 
den durch Zusatz yon Wasser wieder in g ther  fiberffihrt und mit 22%iger 
Salzs~ure extrahiert, wonach did beiden salzsauren Ph~ophorbidlSsungen 
colorimetrisch verglichen wurden. 

1. Versuche mit Chlorophyll a +b.  

Die auf dieser Grundlage unternommenen Pufferversuche ergaben bei 
Verwendung yon Chlorophyll a ~-b, bei dem das Verh~ltnis der beiden 
Komponenten a : b, d. h. Qa ~- 2,1 war, folgende Werte ffir u : 

Tabelle 1. 0,5 g chlorophyllfreies Enzympr~parat, 4 mg Chlorophyll a + b, 6 ccm 
66%iges Aceton, 8 Stunden, 25 ~ 

P~ ~ PH U pH U pj[ U PH U 

1,4 5 4,6 58 5,9 81 6,8 65 8,9 8 
2,1 10 5,4 76 6,0 80 7,0 54 9,9 7 
3,2 24 5,7 80 6,1 79 7,? 40 11,2 6 
4,0 44 5,8 80 6,4 75 8,3 11 12,1 5 

Das p.-Optimum lang also bei PH ---- 5,9, d. h. bei einem Punkt, der 
mi t  dem Wechsel der zugesetzten Puffersubstanzen nicht zusammenfiel. 

In  der Kurve (Abb. 1) sind die p~-Werte auf der Abszisse, die Werte 
yon u auf der Ordinate eingetragen. Die Kurve zeigt im sauren Gebiet 
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Abb. I. 

bis zu PH ---- 5,7 ein stetes Ansteigen der Umwandlungszahl, yon PH = 6 
bis PH = 8,3 einen ziemlich steilen Abfall, der sich im starker alkalischen 
Gebiet stark vermindert. 

1 WILLS~rX~T~R, R. u. STOLL, A. : Ann. d. Chem. ~87, 380 (1912). 
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Diese Abflaehung kSnnte auf Allomerisation des Chlorophylls be- 
ruhen, wie sie beim langen Stehenlassen yon ChlorophyllSsungen beson- 
ders bei Gegenwart yon  Alkali leicht eintr i t t  und die, wie sparer mitzu- 
teflen ist, die Enzymwirkung hemmt.  Doch konnte auf Grund der Pha- 
senreaktion~ die bei Behandlung des unzersetzt gebliebenen Chlorophylls 
mit  30%iger methylalkoholischer Kalilauge auftrat ,  in keinem Fall Allo- 
merisation naehgewiesen werden, da die braune Phase stets in normaler 
Weise gebfldet wurde. Die Verflaehung der Kurve  im alkalischen Ge- 
bier kSnnte auBerdem auf eine unm]ttelbar  verseifende Wirkung dureh 
das Alkali zuriickgefiihrt werden; dem widerspricht jedoch das v6Ilige 
Intaktble iben des Chlorophylls in den Kontrollversuchen mit  zerstSrtem 
Enzym (vgl. S. 300). 

2. Versuche mit  den getrennten Chlorophyllkomponenten a und b. 

I n  zwei weiteren Reihen wurden Pufferversuche mit  den aus Rein- 
chlorophyll isolierten Chlorophyllkomponenten a und b ausgef/ihrt. Die 
Trermung wurde nach dem yon W~LSTETTER 1 beschriebenen Verfahren 
ausgefiihrt, indem besondere Sorgfalt darauf verwandt  wurde, dab wah- 
rend der Trennungsoperation keine Allomerisation des Chlorophylls ein- 
trat .  Bei beiden Versuchsreihen diente als Enzym ein und dasselbe Pr/~- 
parat ,  das kurz vor den Untersuchungen frisch dargestellt  worden war. 
Die Versuchsbedingungen waren - -  abgesehen yon der Verwendung eines 
anderen, und zwar weniger wirksamen Enzymprapara t s  - -  genau die- 
selben, wie auf S. 299 f. angegeben. Es ergaben sich folgende Werte yon u : 

Tabelle 2. 0,5 g chlorophyllfreies Enzympraparat, 4 mg Substra~, 6 ccm 66%iges 
Aceton. 8 Stunden, 25 ~ 

Chlorophyl l  b 

p~ u p~ u PH u 

0,5 
3,0 
3,8 
4,1 
4,5 
5,4 
5,7 
6,2 
6,4 

Chlorophyll  a 

u p~ 

0 7,2 
8 7,4 

25 8,4 
31 8,5 
39 9,0 
57 10,2 
63 11,1 
67 12,0 
64 

55 
52 
43 
42 
39 
33 
26 
23 

1,6 1 
1,7 1 
3,8 7 
4,8 22 
5,4 36 
5,6 41 
6,2 50 

6,6 45 
7,4 24 
8,4 14 
9,1 12 

10,0 11 
11,2 l l  
12,0 10 

Die fiir die getrennten Komponenten  a und b ermit tel ten p~-Kurven 
(Abb. 2) kSnnen wohl miter  sieh, jedoch nicht mit  der Kurve  (Abb. 1), 
die sieh auf das ChtorophyUgemiseh a -F b bezog, verglichen werden. Die 

i W~LST;(TTER, R. u. STOLL, A. : Untersuchungen fiber Chlorophyll, S. 162. 
Berlin 1913. 

Plan ta  Bd. I I .  2 0  
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zugesetzte Menge der isolierten Komponenten betrggt namlieh jeweils 
4 mg, wahrend bei jedem Versueh der ersten Reihe 4 mg Chlorophyll- 
gemlsch a + b  vorlagen. Hierzu kommt noch die Verwendung eines 
schw~cheren Enzympraparates (siehe S. 303). 

Was das p~-Optimum betrifft, so zeigen die beiden Kurven (Abb. 2) 
unter sieh, wie aueh mit der friiheren Kurve des Chlorophylls a + b [~ber- 
einstimmung. Die geringe Verlagerung des Optimums der a- bzw. 
b-Kurve gegen das alkalisehe Gebiet wird wohl damit zusammenhangen, 
dab in der Optimalregion weniger Punkte als bei der Untersuchung des 
Chlorophyllgemisehes festgelegt worden sind. Ein untersehiedliches Ver- 
halten zwisehen Chlorophyll a und b zeigt sieh insofern, als die b-Kurve 
im p~-Bereich oberhalb 6,2 zuerst steil abfgllt, um sich dann stark abzu- 
flachen, w~ihrend die a-Kurve in diesem Bereich einen ziemlich gleich- 
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Abb. ~. lase zu den isolierten 
Chlorophyllkomponenten wird im n~chsten Abschnitt ausffihrlicher be- 
richter. 

Als allgemeiner Befund ist die Tatsaehe herworzuheben, dal~ die 
Chlorophyllase trotz ihrer auffallend gro~en Wirksamkeit in hohen A1- 
koholkonzentrationen hinsichtlich ihrer p.-Abh~ngigkeit keinen beson- 
deren Fermenttypus darstellt. 

mgl]igen Verlauf auf- 
weist. Ein wesentlicher 
Unterschied zwisehen 
den beiden Kurven be- 
steht ferner darin, dab 
das Chlorophyll a ffir 
sgmtliche p~-Werte eine 
grSl]ere Reaktionsf~hig- 
keit zeigt als das Chloro- 
phyllb. (Jber diesesVer- 
halten der Chlorophyl- 

B. Vergleiehende Untersuehungen iiber das Verhalten der dureh 
Chlorophyllase spaltbaren Chlorophyllderivate und deren Komponenten. 

In anderen Versuchen wurde eine Reihe yon Chlorophyllderivaten 
und deren Komponenten hinsichtlieh ihrer efizymatischen Angreifbar- 
keit vergliehen, jedoch mit der Modifizierung, dab lediglieh extrahiertes 
Blattpulver als Enzymmaterial diente. Die p~-Abhgngigkeit wurde in- 
folgedessen nicht welter berfieksichtigt, wie auch die auf S. 297 mitge- 
teilten Befunde fiber verschiedene H-Ionenkonzentrationen im Blatt- 
pulver und umgebendem LSsungsmittel aul~er acht gelassen werden 
ko~nten. 

Untersuehungen fiber die Einwirkung der Chlorophyllase auf die iso. 
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lierten Chlorophyllkomponenten a und b sind bereits yon WILLSTi~TTE~ i 
angestellt worden; jedoch scheinen sich dabei eindeutigeUnterschiede der 
Reaktionsfiihigkeit zwischen a und b nicht ergeben zu haben, da er hier- 
fiber keine Angaben macht. Hingegen hebt er an anderer Stelle hervor, 
dag Chlorophyll b rascher hydrolysiert wird als a. Ferner hat W~LSTs 
TE~e die Wirkung der Chlorophyllase auf das Ph~ophytingemisch a-t-b 
untersucht und dabei unter den Bedingungen der Alkoholyse nur lang- 
same Umsetzung, in wasserhaltigen Mischungen yon Alkohol mit ~ ther  
oder Aceton bei gleichzeitiger Alkoholyse und Hydrolyse etwas grSl~ere 
Umsatzgeschwindigkeit erhalten. Mit Methylchlorophyllid b erzielte er 
eine langsame enzymatische Hydrolyse. ~-ber das Verhalten der Chloro- 
phyllase zu allomerem Chlorophyll macht WILLSTs keine Angaben. 

Die folgenden Untersuchungen stellen einen Vergleich zwischen dem 
Verhalten yon Chlorophyll a + b, den beiden isolierten Komponenten 
und den a]]omeren Zusts dar, wobei aufierdem die entsprechenden 
Phiiophytinderivate mit einbezogen wurden. Die enzymatische Ein- 
wirkung land im allgemeinen nut  unter den Bedingungen der t tydro-  
lyse start. 

Die Versuchsbedingungen waren bei allen unter a) bis d) mitzuteflenden 
Untersuchungen dieselben, so dag sich ihre Ergebnisse ohne weiteres ver- 
gleichen lassen. Als Enzympriiparat  diente Blattpulver yon Heracleum, 
das aus den Bli~ttern gleicher Ernte  hergestellt und vor Ausffihrung der 
I~eihenversuche durch Extrakt ion mit verdfinntem Aceton vom eigenen 
Chlorophyll vSllig befreit worden war. Siimtliche Versuche wurden mit 
demseIben Enzympriiparat innerhalb einer lcurzen Zeitspanne ausge/iihrt. 
Der besonders ermittelte p~-Wert der Versuchsmischungen (p. == 5,9) 
war gem~g der im Abschnitt A mitgeteilten Befunde als optimal anzu- 
sehen. Als Substrat diente Reinchlorophyll, die daraus isolierten Kom- 
ponenten und Chlorophyllderivate, die aus diesen Farbstoffen dargestellt 
waren. Die Versuchsanordnung war Iolgende: 0,5 g Enzympri~parat 
wurden mit 2 ccm destilliertem Wasser und 4 ccm wasserfreiem Aceton, 
in dem 4 mg Substrat gelSst waren, 1 Stunde lang im Thermostaten bei 
250 geschfittelt. Hierauf wurden die Farbstoffe in Nther iiberfiihrt und 
der Grad der enzymatischen Umwandlung gemiig der im folgenden be- 
schriebenen Methoden bestimmt. Sgmtliche Untersuchungen wurden 
mehrmals wiederholt, wobei die Ergebnisse stets weitgehend fiberein- 
stimmten. Die so ermittelten Durchschnittswerte sind am SchluB des 
Abschnitts d) zu einer Tabelle zusammengestellt. Zu jedem Versuch 
wurde augerdem ein Kontrollversuch mit erhitztem Enzymmaterial  aus- 
geffihrt. 

1 WILLSTXTTER, R. U. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 887, 335 (19i2). 
2 WILLSTXTTE~, R. u. STOLL, A.: Ebenda 878, 69 (1910). 

20* 
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a) Chlorophyll a + b und die isolierten Komponenten a nnd b, 

Als Bestimmungsmethode fiir die enzymatische S10altung des Chloro- 
phyllgemisches a ~-b diente zun~chst das auf S. 296 beschriebene Ver- 
fahren, das auf dem colorimetrischen Vergleich der Chlorophyllinsalze 
beruht. Dabei ergab sich in mehrercn Versuchen als Summenwert des 
erfolgten Umsatzes iibereinstimmend u -- 70. 

Auf dieselbe Weise wurde die enzymatische I-Iydrolyse der Chloro- 
phyllkomlaonenten a und b getrennt bestimmt, nachdem jeweils 4 mg 
Chlorophyll a bzw. Chlorophyll b mit 6 ecru L5sungsmittel 1 Stundc bei 
25 o geschfittelt worden waren. Der erfolgte Umsatz (u) betrug fiir das 
isolierte Chlorophyll a 78, fiir das Chlorophyll b 43. WILLST:~TTnR 1 be- 
merkt, dab die getrennten Komponenten mit getrockneten Heracleum- 
Bl~ttern sehr tr~ge reagieren (in 1 Stunde u -- 10), und vermute~, dab 
,,die isolierten Chlorolohyllide mit dem enzymhaltigen Blatte nicht das 
vollkommene System ffir die Reaktion der Chlorophyllase bilden". Aus 
obigen Versuchen, wie auch aus den auf S. 303 beschriebenen pE-Ver- 
suchen ergibt sich jedoch eine betr~chtlich hShere Umsatzgeschwindigkeit. 

Die I~ydrolyse des Chlorolohyllgemisches a~-b  (Qa = 2,1) 'wurde 

auBerdem nach einer anderen Methode bestimmt, welche die Trennung 
der Spaltprodukte yon a und b in Form der freien Ph~ophorbide auf 
Grund deren verschiedener Basizit~t er |aubt:  Die Farbstoffe wurden aus 
der Versuchsmischung in ~ ther  fiberfiihr~, worauf mit 16%iger Salzs~ure 
das ffeie Ph~ophorbid a quantitativ nach WmLSr;~TT~R extrahiert 
wurde~. Das ffeie Ph~ol0horbid b, das in der J~therschicht zuriickblieb, 
wurde durch Ausschfitteln mit 22%iger Salzs~ure extrahiert. Hierauf 
wurde der in )[ther zuriickgebliebene, nicht hydrolysierte Anteil des 
Chlorophylls a § b zum colorimetrischen Vergleich in derselben Weise 
aufgearbeitet, nachdem er mit 35%iger Salzs~ure,wie S. 301 beschrieben, 
zu Ph~ophorbid a -5 b verseift worden war. Die Berechnung des Umsatzes 
ergab ffir Chlorophyll a u -- 76, ffir Chlorophyll b u = 55. Der frfiher 
genannte Umsatzwert (u = 70), der sich auf das Gemisch der umgesetzten 
Bestandtefle a ~- b bezog, liegt also zwischen den Ifir die einzelnen Kom- 
ponenten ermittelten Werten. AuBerdem ist zu betonen, dab Chloro- 
phyll a eine gr6Bere Umsetzungsgeschwindigkeit als Chlorophyll b zeigte, 
w~hrend Wn~LSThTT]~B umgekehrte Verh~ltnisse land. 

b) PMiophytin a ~ b und seine isolierten Komponenten a und b. 

Zur Darstellung des.Ph~ophytins a ~-b wurde eine ~therische L6sung 
yon ChlorophyU a-~b  mit 5%iger SMzs~ure geschfittelt, bis quantitative 
Umsetzung in Ph~ophytin erfolgt war. Ebenso wurde bei der DarsSellung 

1 WILLSTXTT~I% R .  u.  STOLL, A. :  A n n .  d. Chem.  887, 335 (1912). 
Vgl. WILLST)iTTE~, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 887, 379 f. (1912). 
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der Ph/~ophytinkomponenten a und b aus isoliertem Chlorophyll a und b 
verfahren. Nach Auswaschen bis zur Chlorfreiheit und Entw~ssern mi~ 
gegliihtem Natriumsulfat wurden die ~therischen LSsungen im Helm- 
kolben bei 400 zur Trockne verdampft. 

WILLST~TTEI~ 1 hat das Ph~ophytin unter den Bedingungen der reinen 
Hydrolyse nicht untersueht und bei der Alkoholyse des Ph~ophytins in 
~ther-Alkohol keine guten Resultate erhalten. Im folgenden werden da- 
her vergleichende Enzymversuche mit Chlorophyll und Ph~ophytin be- 
schrieben, die im Fall der Hydrolyse in 66%igem Aceton, im Fall der A1- 
koholyse in 80%igem Alkohol ausgefiihrt wurden. 

Die enzymatische Hydrolyse wurde mit Hilfe der Basizit/~tsprobe be- 
stimmt, wie auf S. 301 angegeben ist. Dabei ergab sich fiir Ph~ophytin 
a~-b ann~hernd dieselbe Umsetzungsgeschwindigkeit wie bei der oben 
beschriebenen Hydrolyse des Chlorophylls a-~b, n~mlieh u ~ 69. 

Die Alkoholyse des Chlorophylls a -~b wie auch des Ph~ophytins a + b 
wurde unter folgenden Bedingungen untersueht: ge 0,5 g eines etwas 
weniger wirksamen Enzympri~parates wurden mit 4 mg Substrat und 
6 cem 80%igem Alkohol im Thermostaten yon 250 5 Stunden lang an der 
Masehine geschtittelt und hierauf der erfolgte Umsatz mittels der Basizi- 
t~tsprobe festgestellt. FOX Chlorophyll a-]-b ergab sich u ~ 56, fox Ph~o- 
phytin a ~-b ein ~hnlieher Wert, ni~mlich u ~ 53. Sowohl bei der Hydro- 
lyse als aueh bei der Alko[aolyse verli~uft also die enzymatische Umwand- 
lung des Ph~ophytins a + b  ann~hernd mit derselben Gesehwindigkeit 
wie die Umwandlung des Chlorophylls a + b. 

Die isolierten Komponenten a und b des Ph~ophytins zeigten unter 
den Bedingungen der Hydrolyse iihnliche Verh~ltnisse wie beim isolierten 
Chlorophyll a und b; als Umsatzwert des Ph~ophy~ins a wurde u zu 80, 
des Ph~ophytins b u zu 45 ermittelt. 

c) Allomeres Chlorophyll a -~ b und seine isolierten Komponenten a und b. 

Da naeh W~LST;4TT~,R2 Bertihrung mit Glas auf die Allomerisa~ion 
katalysierend wirkt, wurden L6sungen des Chlorophylls a + b  und seiner 
isolierten Komponenten in 96%igem Alkohol einige Tage lang in Flasehen 
aus gewShnlichem Glas belassen. Es war quantitative Allomerisation 
eingetreten, was sich darin/iuBerte, dab eine in Ather tiberfiihrte Probe 
der Farbstoffe auf Zusatz von methylalkoholiseher Kalilauge keine 
braune Phase gab. Die Farbstoffe warden im Scheidetrichter in ~ther 
iiberfiihrt und, wie beim Ph~i.ophy~in angegeben, zur Trockne verdampft. 
Die Versuehe ergaben attf Grund der attf S. 296 beschriebenen Bestim- 
mungsmethode einen tiberaus tr~gen Reaktionsverlauf, n~mlich fOx allo- 
meres Chlorophyll (a ~-b) u :  15. Da die A1]omerisation wohl keinen allzu 

1 W~LSTXTTER, R. u. S~OL~, A.: Ann. d. Chem. ~78, 18 (1910). 
e WILLS~i4~TE~, I~. U. STOLe, A.: Ann. d. Chem. 887, 358 (1912). 



308 H. Mayer: 

~iefen Eingriff in das Molekfil bedeutet, so ist durch dieses Ergebnis ein 
Beweis ffir die spezifische Wirkung der Chlorophyllase gegeben. Die Be- 
stimmung der Umsetzungsgescliwindigkeit der isolierten Komponenten 
a und b in allomerisierter Form ergab fiir die a-Komponente u = 16, ftir 
die b-Komponente u = 9. Auch bier reagierte die a-Komponente also 
rascher als die b-Komponente. 

d) Allomeres PMiophytin urxl seine isolierten Komponenten a und b. 

Das allomere Chlorophyll a @ b und seine beiden isolierten Kompo- 
nenten wurden in gleicher Weise mit S//ure behandelt, wie bei der Dar- 
stellung des Phgophytins aus Chlorophyll beschrieben wurde. Zur 
Hydrolysebestimmung diente die Basizitiitsprobe. Das Ergebnis der 
Untersuchungen stimmte mit den beim allomeren Chlorophyll gemach~en 
Feststellungen/iberein. 

In folgender Tabelle sind die bisher beschriebenen Versuche mit ver- 
schiedenen Chlorophyllderivaten zusammengestellt: 

Tabelle 3. 4 mg Substrat in 6 ecru 66%igem Ae6ton, 0,5 g extrahiertes B1attmehl 
yon Heracleum. 1 Stnnde, 250. 

E n z y m s u b s t r a t  a + b a b H Q  
b 

U U U 

Chlorophyll . . . . .  
Phgophytin . . . . .  
Allomeres Chlorophyll. 
Allomeres Phiiophytin. 

70 
69 
15 
15 

78 
80 
16 
18 

43 
45 

9 
10 

1,81 
1,78 
1,78 
1,80 

Zusammenfassend ergibt sich: Chlorophyll und Phgophytin verhalten 
sich gegeniiber Chlorophyllase gleich, und zwar so, dab die Komponente a 
eine bedeutend grSBere Umsatzgeschwindigkeit als die Komponente b 
besitzt. Dieselben Verhgltnisse finden sich bei den allomeren Formen, 
die im ganzen jedoch eine bedeutend geringere Umsetzungsgeschwindig- 
keit aufweisen. Besonders interessant ist die T:atsache, dab der hydro- 
lytische Quotient aus den Umsatzwerten der :isolierten Komponenten 
(bezeichnet mit HQa) in allen Fgllen konstant  ist (vgl. letzte Spalte der 

Tabelle 3), wobei besonders darauf hinzuweisen ist, dab die isolierten 
Komponen~en jeweils in der gleichen Konzentration vorlagen. 

Die Tatsache, dab b schwerer als a hydrolysiert wird, diirfte mit einer 
Komplizierung in der Struktur der Komponente b zusammenh/ingen, wie 
ja naeh den vorliegenden Angaben WILLST:~TTnRS das Chlorophyll b eine 
Oxydationsstufe des Chlorophylls a zu sein seheint. Auch NOACK und 
KI~ssLI~G 1 vermuten, dab auf Grund der biologischen Beziehungen des 

1 NoAcK, KU~T u. KtESSLINO, W.: Hoppe-Seylers Z. 182, 13 (1929). 
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Chlorophylls a zum Protochlorophyll das Chlorophyll b eine 0xydations-  
stufe des Chlorophylls a darstellt, wie dies ebenso H. FISCHER 1 annimmt.  

Das unterschiedliche Verhalten der Chlorophyllase gegen die hier 
untersuehten Chloroph)llfarbstoffe erweist eine ausgesprochene Spezifizi- 
t~t  des Ferments ,  wobei zu bedenken ist, dab die durch die Chlorophyllase 
verseifbare Phytolestergruppe keine unmittelbare Beziehung zur Allo- 
merisation oder zu den sich in den a- bzw. b-Modifikationen zeigenden 
Strukturunterschieden haben kann. Unter  diesem Gesiehtspunkt kann 
die Chlorophyllase auch fiir die strukturelle Aufkl~rung des Chlorophylls 
yon Bedeutung werden, wobei andererseits zu betonen ist, dal~ gem~B 
den obigen Befunden das Magnesium ohne Einflul] auf die fermentat ive 
Angreifbarkeit der Chlorophyllfarbstoffe ist. 

e) Protochlorophyll. 
In  weiteren Untersuchungen wurde die Wirksamkeit  der Chlorophyl- 

lase auf Protoehlorophyll gepriift, das nach I~V~O:NTEVERDE 2 und LV~I- 
iKENKO 3 in den etiolierten Bl~ttern und auBerdem in den Samenhauten 
von Cucurbita auftritt ,  und das nach den neueren Untersuchungen yon 
~qOACK und KIESSLING r dem Chlorophyll schon sehr nahe steht, indem es 
eine magnesiumhaltige Rednktionsstufe des Chlorophylls darstellt, ohne 
dab jedoeh zwei Modifikationen entspreehend dem Chlorophyll a und b 
nachweisbar sind. 

Fiir die Enzymversuche mit  Protochlorophyll diente als Substrat  so- 
wohl der aus etiolierten Lupinenblattern als auch aus Samenh~uten yon 
Cucurbita extrahierte Farbstoff. Die Lupinen wurden in der Dunkel- 
kammer  kultiviert, die Blatter hierauf unter LichtabschluB getroeknet 
und nach dem Zerreiben mit 80%igem Aeeton extrahier~. Aus dem Roh- 
extrak~ wurde der Farbstoff in Ather fiberfiihrt und dieser nach Ent-  
wassern bet 30 ~ im Helmkolben abdestilliert. Die spektroskopisehe Un- 
tersuchung ergab Vorhandensein yon Protoehlorophyll neben reiehlich 
Carotin und Xanthophyll  ohne jede Spur yon Chlorophyll. Aus den ge- 
trockneten und rein zerriebenen Samenh~uten yon Cucurbita wurde das 
Protoehlorophyll naeh dem yon •OACK und KIESSLING besehriebenen 
Verfahren als l~ohprodukt gewormen. 

Als Enzympr~parate  kamen das vom Chlorophyll aufs sorgfaltigste 
befreite Blattpulver yon Heracleum, ferner das extrahierte Blat tmehl  
etiolierter Lupinen, sowie die extrahierten Samenhaute yon Cucurbita zur 
Verwendung. Die Priifung der Einwirkung dieser Praparate  auf Chloro- 

1 FISCHER, H.: Ann. d. Chem. 475, 252 (1929). 
2 MOI~TEVERDE, 1~. A.: Acta Horti Petropolitani 13, II,  201 (1894). 
3 LUBIMENKO, W. u. I~ONTEVERDE, •. A.: Biol. Zbl. 31, 499 (1912). --Bull.  

Acad. Sci. P~tersbourg, s~r. 6, 609, (1912). 
4 NOACK, K ~ T  u. KIESSLING, W.: Hoppe-Seylers Z. 182, 13 (1929). 
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phyll a + b ergab fiir Heracleum eine gute, ffir Lupinu8 eine geringere, ffir 
die Samenh~Lute dagegen gar keine enzymatische Wirksamkeit. Die Ver- 
suehsbedinglmgen waren folgende: 0,5 g des betreffenden Enzymprgpa- 
rates wurden mit 2 ccm destilliertem Wasser und 4 ccm einer wasser- 
freien Acetonl5sung yon Protochlorophyll aus etiolierten Lupinen oder 
aus Cucurbita-Samenh~uten versetzt und die Mischung im Schfittel- 
thermostaten 48 Stunden einer Temperatur yon 25 o ausgesetzt. Hierauf 
wurde der Farbstoff der Versuchsmischung in Ather fibefffihrt und auf 
etwa effolgte Umwandlung geprfift. 

Hierbei fanden grunds~tzlich die gleichen Methoden Anwendung wie 
bei der Hydrolysebestimmung des Chlorophylls, jedoch wurde die Ex- 
traktion im einen Fall mit 0,01 n-SodalSsung, im anderen Fall mit 
11%iger SMzsi~ure ausgeffihrt, wozu die yon NOAOK und KIESSLING ge- 
machten Erfahrungen mit den 1)rotochlorophyllspaltprodukten Anlal~ 
gaben. Unter dell Bedingungen der Versuehe waren die Ergebnisse stets 
negativ: regelmiii3ig nahm weder die SodalSsung noch die Salzs~ure such 
nut Spuren des Farbstoffes auf. 

:Ebenso ergab sich bei Anwendung des durch S~turebehandlung yore 
Magnesium befreiten Protochlorophylls (Protoph~ophytin) keine enzy- 
matisehe Spaltung. 

C. Versuehe naeh Vorbehandlung der Enzympriiparate. 
a) ~}ber die Dauer der Wirlcsamlceit des Enzyma. 

~Tber die Lebensdauer des Enzyms liegen yon WIImS~XTTER 1 An- 
gaben in dem Sinne vor, daI3 unter den Bedingungen der Alkoholyse 
schon naeh ffinfstfindiger Versuchsdauer eine Sehwi~ehung eintritt, die 
er auf Enzymschiidigung dutch Alkohol zurtick/fihrt. Im folgenden sol- 
len zwei Versuehsreihen unter dell Bedingungen der Hydrolyse, also 
ohne Zusar yon Alkohol, beschrieben werden, wobei sowohl das im 
Blattpulver genuin vorhandene, wie auch zugesetztes Chlorophyll als 
Substrat dienten. 

1. Versuehsreihe: In der ersten Versuehsreihe wurde aueh das Aceton 
vermieden, um eine etwaige Sch~digung durch dieses LSsungsmittel 
ebenfalls auszuschalten. Dabei wurde so veffahren, dal3 das mit Wasser 
vermisohte Versuchsmaterial w~hrend insgesamt 72 Stunden beobachtet 
wurde, indem jeweils in bestimmten Portionen nach der 18., 24. Stunde 
usw. der bls dahin effolgte Gesamtumsatz ermittelt wurde. 

20 g griines Blattloulver yon Heracleum wurden mit 100 ecru destil- 
liertem Wasser unter Zusatz yon Thymol als Antiseptioum zu einem Brei 
verriihrt und im Thermostaten yon 25 o unter hgufigerem Umriihren im 
ganzen 72 Stunden lang belassen. Es ergaben sich folgende Umwand- 
lungszahlen: 

x W]LLSTXTTEI~, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 878, 43 (1910). 



Untersuchungen fiber die ChlorophyUase. 311 

Tabelle 4. 1 g griines Blattmehl yon H e r a c l e u m ,  5 ccm destilliertes Wasser. 
Temperatur 25 o. 

Versuchsdauer in Stunden . . . .  0 18 24 30 48 72 
u . . . . . . . . . . . . . .  0 8 11 14 20 26 

Die zugehSrige Kurve (Abb. 3) zeigt mit zunehmender Versuehs- 
dauer eine allm~htiche Neigung zur Abszisse, die entweder durch eine 
Schw/~ehung des Enzyms selbst oder durch Ver~nderung seiner Begleit- 
stoffe bedingt sein kann; die Verringerung der Substratkonzentration 
kommt in Anbetracht der relativ geringen Umsatzgeschwindigkeit nieht 
bestimmend in Frage. Bemerkt  sei noch, dab mit wachsender Versuchs- 
dauer eine zunehmende Br~unung infolge Ph~ophytinbildung auftrat. 
Der p~-Wert der abgesaugten Flfissigkeit wurde im Komparator jewefls 
zu 5,9 bestimmt; eine i~nderung dieses Wertes t ra t  im Verlauf yon 
72 Stunden nicht ein, wobei jedoch infolge der eigenartigen Beschaffen- 
heir des Blattgewebes noch u 
kein Riickschlul~ auf die 30 
Verh/fltnisse im Blattpul- 
ver selbst, in dem sich z0 
die Reaktion vollzieht, er- 
laubt ist. Von Interesse 
ist auBerdem, dal~ die z 
Umsetzungsgeschwindig- 
keit in Abwesenheit yon o ~ z r  ,~ ~ 7r 

organischem LSsungsmi~- 3/~r 
Abb. 8. 

tel trotz Anwendung yon 
gewebeeigenem Chlorophyll sehr gering ist. Dies ist vielleicht darauf 
zurfickzufiihren, da]~ das Chlorophyll bei ZerstSrung des Chloroplasten 
yon dessen Lipoiden aufgenommen wird, wie dies NOACK 1 beschrieben 
hat;  hierdureh kSnnte ein Schutz dem Enzym gegeniiber gegeben sein, 
der wegf/illt, wenn gleiehzeitig ein organisehes LSsungsmittel vorhan- 
den ist. 

2. Versuehsreihe: In  einer weiteren Versuehsreihe wurde das Blatt- 
mehl ebenfalls 72 Stunden ]ang stehen gelassen und naeh der 18., 
24. Stunde usw. je eine Probe entnommen, die jedoeh durch Extraktion 
mit verdfinntem Aceton vom Chlorophyll befreit und nach Zugabe yon 
Reinchlorophyll in einem einstiindigen Versuch auf ihre enzymatische 
Wirksamkeit in 66%igem Aeeton gepriift wurde. Zu diesem Zweck war- 
den die nach bestimmten Zeiten entnommenen Proben nach Entfernung 
des genuinen Chlorophylls zun~chst im Exsikkator getrocknet. Dann 
wurden je 0,5 g des getroekneten Pr~parates mit 2 ccm destilliertem Was- 
set und einer LSsung von 4 mg Reinchlorophyll a~-b in 4 ecm wasser- 
freiem Aceton 1 Stunde lang bei 250 geschfittel~ und der Grad der enzy- 

1 •OACK, KURT: Biochem. Z. 188, 135 {1927). 
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matischen Hydrolyse bestimmt. Je nach der Dauer der Vorbehandlung 
des Versuchsgemisches ergaben sieh folgende Umwandlungszahlen: 

Tabelle 5. 0,5 g Blattpulver yon Heracleum nach verschieden langer Vorbehand- 
lung und nach Extraktion des Chlorophylls, 4 mg Reinchlorophyll a + b, 6 ccm 

66%iges Aceton. Temperatur 250. 
Dauer der Vorbehandlung in Stunden 0 
u . . . . . . . . . . . . . . .  79 

80 

50 
I I i I 

o 18 d~ Jo 
3funden 
Abb. 4. 

. . . . .  I 

18 24 30 48 72 
76 75 72 69 58 

Die zugehSrige Kurve 
(Abb. 4) zeigt mit zuneh- 
mender Dauer der Vor- 
behandlung ein ziemlich 
konstantes Sinken der 
enzymatischen Wirksam- 
keit. Die oben erw~hnte 
Abfl~chung der Kurve 
(Abb. 3) wird ~lso dutch 
dieses Ergebnis best~tigt. 72 
Die Abnahme der Chloro- 
phyllasewirkung dtirfte in 

den beiden Versuchsreihen wohl auf dem Altern des Enzyms beruhen, 
wie z. B. WmLSTi~rT~ (a. a. 0.)  sehon beim trocknen Aufbewahren des 
Blattpulvers allm~.hliehe Schw~ehung des Enzyms beobachtet hat. 

b) Versuche nach A uswaschen der Elektrolyte mit Was~er. 

In einer kurzen Mitteilung aus einer bisher unverSffentlichten Un~er- 
suchung hebt  WILLST~TTER 1 neuerdings hervor, dal~ das chlorophyUase- 
haltige Blattpulver seine Wirksamkeit vSllig einbfiBt, wenn ihm durch 
Waschen mit Wasser die Eiektrolyte entzogen werden, und da~ durch 
Zusatz yon Calciumehlorid das ursprfingllche Wirkungsverm5gen voll- 
kommen wieder hergestellt wird. 

Im Anschlul3 an diesen Befund wurden nun eingehendere Unter- 
suchungen fiber die~ Aktivierbarkeit der Chlorophyllase angestellt. Zur 
Entfernung der Elektrolyte wurde das grfine Blattmehl yon tteracleum 
auf einer Nutsche mit Hartfil ter in dfinner Sehicht ausgebreitet und mit 
destilliertem Wasser sehr grfindlich, oft tagelang ausgewaschen. Balm 
wurde das Chlorophyll entfernt, indem d~s noch feuchte Mehl auf der 
Nutsche mit relnstem verdfinnten Aceton extrahiert  wurde, und das Pri~- 
para t  im Vakuumexsikkator getrocknet. 

Der Wirkungsgrad dieses Pr~p~rates wurde an einem Kontrollpr~- 
parat  geprfift, das aus dem gleichen Blattmaterial, jedoch ohne Vorbe- 

1 WlLLSTX~r~ER, R. : Untersuchungen fiber Enzyme. I., S. 335. Berlin 1928. 
Ders. in OPP]~NHEIME~, C. u. PINCUSSS.=% L. : Die Methodik der Fermente, S. 740. 
Leipzig 1929. 
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handlung mit destilliertcm Wasser, dargcstellt war. Dahei zeigte sich, 
dab die Wirksaml~eit des extrahicrten Pr~parates nicht vSllig aufgehoben, 
woh] aber bedeutend geschw~cht war, wie aus Tabe]le 6 ersichtlich ist. 

Hierauf wurdcn zur Priifung der Aktivierbarkeit durch Calcium- 
chlorid Vcrsuche ausgcfiihrt, indem die bciden Versuchsmischungen mit 
jc 5 mg Calciumchlorid versetzt und analogen Bedingungen untcrworfen 
wurden. Bei dem mit Wasser ausgewaschenen Pr~parat wurde daraufhin 
eine Steigerung der cnzymatischen Wirksamkeit beobachtet, die beinahe 
den urspriinglichen Wirkungsgrad des Kontrollpr~parates erreichte, wiih- 
rend letzteres dutch den Calciumzusatz unbeeinflul~t blieb. 

Tabelle 6. 

:Enzympr~tpara~ mi t  l{~O extrahier t  Kontrol lversuch 

u u 

ohne CaC12 . . . . . . .  46 ohne CaC12 . . . . . . .  69 
mit CaC12 . . . . . . . .  60 mit CaCl~ . . . . . . .  68 

Die Versuche best~tigen also im Grundsatz die yon WILLSTs gc- 
machten Angaben; dagcgen ist es dem Verfasser weder bei Heracleum, 
noch bei Lamium album und Datura Stramonium gelungen, die Elektro- 
]yte durch Auswaschen so weitgebend zu entfernen, dal~ die Wirksamkeit 
der Pr~parate wie bei den Versuchen WILLST;~TTnRS vSllig aufgchoben 
worden w~ire. 

Es wurde daher versucht, das Blattpulver auch auf andere Weise als 
nach dem erw~hnten Nutschenverfahren auszuwaschen, z.B. nach Dia- 
lysicrverf~hren, durch Autolyse sowie durch Abprcssen der Waschfliis- 
sigkeit ; jedoch konntc vSllige Inaktivierung trotz tagclanger Behand!ung 
in keinem Fall erzielt werden. Dasselbe gilt ffir solche Priiparate, bci 
deren Darstellung das Blattpulver zuerst vom Chlorophyll befreit und 
erst nachher mit Wasser gcwaschen wurdc. 

Diesc Ergebnisse lassen sich vielleicht dadurch erklSren, d~l~ das 
Blattgewebe auf Grund seiner yon WIr,LSTs in andercm Zusammen- 
hang betonten Adsorptionsf~higkeit die Elektrolyte adsorptiv gebunden 
h~lt, so dal3 es nicht ohne weiteres gelingt, sic quantitativ zu extr~hicren. 
Ffir diese Auffassung spricht folgende, vom Verfasser bcob~chtetc Er- 
scheinung: Nach Beendigung des Ausw~schens betrug dcr mittels Gas- 
kettenmessung bestimmte pH-Wert der zuletzt abgclaufencn Wasch- 
flfissigkcit 6,9, dagcgen zeigtc das ausgewaschene Blattpulver eine un- 
gleich starkere Acidit~t, da blaues Lackmusp~pier beim Aufdriickcn auf 
das noch fcuchte Mchl gerStet wurdc. 

:Nachdem eine Steigerung der enzymatischen %~irksamkeit dutch Cal- 
ciumchlorid fcstgestellt worden war, wurde eine grSl~ere Anzahl vcrschie- 
dener Salze auf ihre aktivierende Wirkung untersucht. Diese wurden der 
Versuchsmischung jewcils in 0,1 molaren LSsungen zugesetzt. Zu dicsen 
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Versuchen wurden  drei  verschiedene,  yon  E l e k t r o l y t e n  tun l i chs t  be-  
f re i te  E n z y m p r ~ p a r a t e  ve rwand t ,  die nach  dem oben e rw~hnten  I~ut- 
schenver fahren  aus  grf inem B l a t t m e h l  darges te l l t  waren,  indem dieses zu- 
ers t  m i t  des t i l l i e r t em Wasser ,  h ierauf  mi t  ve rd f inn tem Ace ton  ex t r ah i e r t  
wurde.  Nache inande r  wurden  drei  Versuchsre ihen angese tz t  derar t ,  da$  
bei  den  einzelnen Versuchen jeder  Re ihe  als E n z y m m a t e r i a l  s te t s  das  
gleiche, in e inem b e s t i m m t e n  MaB inak t iv i e r t e  P r ~ p a r a t  diente .  Die  Ver- 
suehsanordnung  war  folgende:  

0,5 g E n z y m p r ~ p a r a t  wurden  mi t  2 ccm einer  0,1 mola ren  LSsung des 
be t re f fenden  Salzes verse tz t .  Nach  dem Eins ickern  wurde  eine LSsung 
yon  4 nag Reinch lorophy] l  a ~ - b  in 4 ccm wasseffre iem re ins ten  Ace ton  
zugegeben und  die Mischung 1 S tunde  bei  25 o geschi i t te l t .  Urn zu ermi t -  
teln,  wiewei t  das  E n z y m  durch  das  Auswaschen  i nak t i v i e r t  worden  war,  
wurde  in  j eder  Re ihe  e in  Versuch ohne Salzzusatz ,  also un te r  Verwendung  
yon  r e inem Wasser ,  ausgefi ihr t .  Bei  j edem Einze lversuch  wurde  ferner  
eine K o n t r o l l b e s t i m m u n g  mi t  e rh i t z t em E n z y m m a t e r i a l  vorgenommen,  
die  regelm~$ig nega t iv  ver l ief  (Tabelle  7). 

Tabelle 7. 0,5 g Enzympraparat,  2 ccm Pufferl6sung, 4 mg 
Chlorophyll,4 ccm wasserfreies Aceton. 1 Stunde, 25 o. 

Salzzusatz in 0,1 mol. L6sung 

Ohne Salz . . . . . .  
LiC1 . . . . . . . .  
NaC1 . . . . . . .  
KC1 . . . . . . . .  
KCN . . . . . . .  
KMn04 . . . . . . .  
~ c 1  . . . . . . .  

NH4NOs . . . . . .  
(NI44CO0)~ . . . . .  
CaC12 . . . . . . . .  
Ca(NO3h . . . . . .  
BaC12 . . . . . . .  
MgCh . . . . . . . .  
MgSO~ . . . . . . .  
ZnS04 . . . . . . .  
CuSO~ . . . . . . .  
Ferro-Lactat  . . . .  
Ferro-Ammoncitrat.  . 

Reihe 1 

46 
66 
65 
67 

0 
59 
56 

6O 

57 
51 

32 
54 

Reihe 2 

36 
58 
53 
45 

5O 
48 
38 
45 
38 
44 

42 
41 

Reihe 3 

30 
61 
59 
57 

0 
51 

51 

48 

38 
19 
48 
45 

Die Ergebnisse  der  Tabel le  7 zeigen, dal] die  W i r k u n g  der  tei lweise 
i nak t i v i e r t en  E n z y m p r ~ p a r a t e  aul]er durch  Calc iumchlor id  auch du tch  
andere  Salze beeinflul~t werden  k a n n :  Von al len zugese tz ten  Salzen wirk-  
t en  a m  gi ins t igs ten  die Chloride der  Alka l imeta l le ,  n~mlieh L i th ium-  
chlorid,  Ka l i umch lo r id  und  Na t r iumch lo r id ,  weniger  gu t  die Chloride der  
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Erdalkalien und des Magnesiums. Auch Kaliumpermanganat wfirkte f6r- 
dernd. Schwermetallsalze hatten ebe~aUs einen EinfluB, indem Zink- 
sulfat und Eisen(II)Salze die Enzymwirkung schwach fSrderten, Kup- 
fersulfat dagegen hemmte, was vielleicht auf Verringerung des p~-Wertes 
zurfickzufiihren ist. Durch Cyanka]i wurde die enzymatische Wirksam- 
kei~ der Pr~parate vollkommen aufgehoben. Wie jedoch weiter unten 
dargelegt wird, trat Cyanhemmung nur bei Verwendung solcher Enzym- 
pr~parate auf, die, wie in den vorliegenden Fallen, durch Auswaschen 
schon zu einem Tefl inaktiviert worden waren. Zu bemerken ist noch, 
dab die aktivierende Wirkung der Nitrate etwas geringer war als die der 
Chloride. Man kann daher wohl bei den meisten der erw/~hnten Aktiva- 
toren nicht nur dem Kation, sondern auch dem Anion eine aktivierende 
Funktion zuschreiben. Eine besonders g/instige Kombination yon akti- 
vierender Kationen- und Anionenwirkung ist somit wohl bei den Chlo- 
riden der Alkalimetalle gegeben. Ob allerdings die zugesetzten Salze tat- 
s/~chlich eine spezifische Wirkung auf das Enzym ausiiben, also im Sinne 
yon reinen Aktivatoren wirken, ist nicht ohne weiteres zu entscheiden. 
Es war namlich die MSglichkeit gegeben, dab bei Salzzusatz die p~-Ver- 
haltnisse sich anderten und dadurch die Wirkungsweise des Enzyms be- 
einfluBt wurde. Nun ergaben zwar p~-Messungen, die in den Versuchs- 
mischungen mit Hilfe der Gaskettenmethode ausgefiihrt wurden, bei Zu- 
satz verschiedener Salze geringe Unterschiede der pH-Werte; jedoch ist 
es im Hinblick auf die oben erwahnte Adsorptionsfahigkeit des Blatt- 
gewebes nicht wahrscheinlich, dab dadurch die Enzymwirkung beeinfluBt 
wurde. Durch Pufferversuche, die Veffasser nnter Verwendung eines 
teflweise inaktivierten Chlorophyllasepraparates anstellte, konnte jeden- 
falls eine derartige Beziehung nicht hergestellt werden, da in Uberein- 
stimmung mit den auf S. 297 beschriebenen Versuchen die enzymatische 
Wirksamkeit des Praparates innerhalb eines groBen pH-Bereichs keine 
nennenswerte ~nderung erfuhr. 

Etwas genauer wurde der EinfluB yon Eisen(II)salz untersucht: 
Einer Versuchsmischung mit einem elektrolytarmen Enzympraparat 
wurde Eisen(II)lactat in verschiedener Verd/innung, zum Tefl nur in 
Spuren, zugesetzt. Dabei konnte noch bei Gegenwart yon 0,001 mol. 
Ferrosalz eine Steigerung der Enzymwirkung yon u ~ 30 auf u----- 36 
festgestellt werden, wahrend in noch hSherer Verdiinnung keine Beein- 
flussung des Enzyms mehr beobachtet wurde. Eisen(II)salz wirkt nicht 
unm~ttelbar auf Chlorophyll, da in einer erhitzten Kontro]]portion, die 
mit derselben Eisenmenge versetzt worden war, keine Spaltung des 
Chlorophylls eingetreten war. 

Ebenso wie bei den welter oben beschriebenen Versuchen mit Cal- 
cinmchlorid war es auch dutch die in der Tabelle 7 angef/ihrten Alkali- 
salze nicht mSglich, in nicht ausgewaschenen Praparaten die Enzym- 



316 H. Mayer: 

wirkung fiber die Norm hinaus zu steigern. Der Umsatz betrug in allen 
F/s u ---- 74 wie in den Kontrollversuehen ohne Salzzusatz. 

Auffallend ist besonders, daft Cyankali in dem nicht yon Salzen be- 
freiten Blattpulver keine Hemmung der enzymatisehen Wirksamkeit  
verursachte, was viel]eicht auf eine komplexe Anlagerung des Cyankalis 
an die nicht ausgewaschenen Substanzen zurfickzuffihren ist: In  einem 
Versuch mit nicht ausgewasehenem Blattpulver unter Zusatz yon 0,1 tool. 
Cyankali war der Umsatz mit  u ---- 74 genau so groft wie in der cyanka]i- 
freien Kontrolle. 

c) Versuche nach Vorbehandlung der Enzymprdparate mit Salzsdure, 
Ammoniak und Cyankali. 

Z'ur Kl~rung der Frage, ob die Wirksamkeit  der Chlorophyllase in 
/ihnlicher Weise, wie dies bei anderen Enzymen beobachtet worden ist, 
dutch Vorbehandlung mit S/iuren, Alkalien und Cyansalz beeinfluftt wird, 
wurden Versuche mit  dem yore Chlorophyll befreiten Blattpulver yon 
Heracleum angestellt. 

1. Vorbehandlung mit Salzsdure. Je 2 g chlorophyllfreies Blat tpulver 
wurden mit  20 ccm Salzs/~ure verschieden abgestufter Konzentrat ion 
2 Stunden ]ang gesehfittelt, hierauf auf einer kleinen Nutsche gesammelt 
und so lange mit destllliertem Wasser gewaschen, bis in der ablaufenden 
Flfissigkeit mit  SilbernitratlSsung kein Chlor mehr nachgewiesen werden 
konnte. Doch ist anzunehmen, daft infolge der fffiher erwi~hnten Ad- 
sorpr des Blattgewebes in den ausgewaschenen Pr/~paraten 
noch weehselnde Mengen yon Salzs~ure in adsorptiver Bindung vorhanden 
waren, die jedoch nur gering sein konnten, da das nach dem Auswaschen 
zugesetzte Chlorophyll keine Spur yon Ph/~ophytinbildung zeigte. O hne 
diese Verh/iltnisse zu berficksichtigen, wurden hierauf die Pr/iparate mi t  
wasserfreiem Aeeton kurz nachgewaschen und im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet. 

Zu jedem Versuch wurden 0,5 g der so vorbebandelten Enzympr/ipa- 
rate mit  2 ecru destilliertem Wasser und mit 4 ccm wasserfreiem Aceton, 
das 4 mg Chlorophyll a -~ b gelSst enthielt, 1 Stunde bei 25 o geschiittelt, 
worauf folgende Umsatzwerte ermittelt  wurden: 

~ol. HC1 . . . . . .  0 0,01 0,025 0,05 0,1 0,25 0,5 2,5 
u . . . . . . . . .  73 72 70 71 62 49 34 5 

2. Vorbehandlung mit Ammonialc. Diese wurde wie mi~ Salzsi~ure in 
verschiedenerVerdfinnung vorgenommen und das Auswaschen so lange 
fortgesetzt, bis mit  N~SSL~S Reagens kein Ammoniak mehr nachzuwei- 
sen war. Die Versuehsbedingungen waxen die gleichen wie obcn. Fol= 
gende Umsatzwerte warden ermittelt :  

Mol. NH3 . . . . . .  0 0,06 0,3 0,6 1,2 6 
u . . . . . . . . .  73 54 51 42 9 0 
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Das Enzym zeigte sich also gegeniiber verdiinnter Salzs~ure ziemlich 
resistent, indem nach zweistiindiger Einwirkung einer 0,05 mol. S~ure 
noch keine Schw~chung eintrat. Dagegen bewirkte eine 0,06 tool. Am- 
moniaklSsung schon eine erhebliche Seh~digung. In beiden F~llen kann 
diese Wirkung nicht auf einer Elution von Elektrolyten aus dem Blatt- 
gewebe beruhen, da sich in Kontrollversuchen zeigte, dab nachtr~glicher 
Zusatz von Kaliumchlorid auch bei den st~rksten angewandten Salz- 
s~ure- bzw. Ammoniakkonzentrationen keinen Wiederanstieg der En- 
zymwirkung zur Folge hatte. 

3. Vorbehandlung mit Cyankali. Bei den Versuchen mit Cyankali 
wurde das Pr~parat nur einer Vorbehandlung mit 0,1 tool. LSsung unter- 
worfen und wegen der hohen Giftigkeit sehr lange ausgewasehen: 10 g 
des chlorophyllfreien Blattpulvers wurden mit 100 ccm dieser Cyankali- 
15sung 12 Stunden lang gesehfittelt und naeh Auswasehen mit destillier- 
tem Wasser und kurzem Nachwasehen mit Aceton getroeknet. Zum 
Vergleich wurden weitere 10 g des Blattmehls mit destilliertem Wasser 
ohne Cyankalizusatz geschiittelt und im fibrigen ebenso behandelt. Um 
eine StSrung der Versuehe durch Elektrolytelution zu kontrollieren, 
wurde in einem Teit der Versuche 0,1 tool. KaliumehloridlSsung zuge- 
setzt. 

Die Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse dieser Versuehe, sowohl naeh Vor- 
behandlung des Blattmehls mit Cyankali wie auch nach Vorbehandlung 
mit reinem Wasser. 

Tabelle 8. 0,5 g Enzympr~parat, 2 ccm Wasser bzw. KaliumchloridlSsung, 4 mg 
Reinch]orophyll a + b, 4 ccm wasserfreies Aceton. 1 Stunde, 250. 

Enzympr~parat mit~ KCN vorbehandeltu I 

ohne KC1 . . . . . . . .  41 I 
mit KC1 . . . . . . . . .  64 

Kontrollprfiparat mit Wasser vorbehandelt 
U 

ohne KC1 . . . . . . .  62 
mit KC1 . . . . . . . .  71 

Die zw61fstiindige Vorbehandlung mit 0,1 mol. Cyankalfl6sung hatte 
also in dem ehlorophyllfreien Blattpulver eine relativ geringe Seh~digung 
der enzymatisehen Wirksamkeit zur Folge. Ob noeh Reste yon Cyanid im 
Blat~gewebe adsorptiv gebunden waren, entzog sieh der Beurteflung. 
Da, wie auf S. 316 beschrieben ist, eine I-Iemmung durch Cyankali, soweit 
es wiihrend der enzymatischen Einwirkung angewand~ wird, nur bei 
Salzarmut des Blattgewebes zutage tritt, diirfte die relativ geringe Hem- 
mung nach Vorbehandlung mit Cyankali ebenso wie dort auf komplexer 
Abbindung des Enzymgifts beechen. Inwiefern diese Verh/~Itnisse durch 
eine etwaige l~eversibilit~t der Cyankaliwirkung beeinfluf3t werden, 
wurde nicht untersueht. 
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D. Versuche nach W~rmevorbehandlung frischer Bl~tter. 

Nachdem schon WILLSTATTER 1 auf die W~rmeempfindlichkeit  der 
Chlorophyllase hingewiesen, jedoch keine genaueren Angaben gemacht  
hat, wurde weiterhin der EinfluB kurzer Erw~rmung auf die enzymhal- 
tigen BlOtter von Heracleum untersucht. Diese warden in ffischem, also 
wasserhaltigem Zustand 10 Minuten lang im Thermostaten verschleden 
hohen Temperaturen ausgesetzt, unmit telbar  hierauf im Exsikkator  bei 
Zimmertempera tur  getrocknet und zerrieben. Die so vorbehandelten 
Pr~parate  wurden durch Extrakt ion mit  verdiinntem Ace~on yore 
Chlorophyll befreit und im Vakuumexsikkator  kurz getrocknet. Hierbei 
wurden - -  besonders was die Dauer der Berfihrung mit  Aceton betrifft  - -  
bei den verschiedenen Pr~paraten stets die gleichen Bedingungen ein- 
gehalten. 

Je  0,5 g des durch verschieden hohes Erhitzen vorbehandelten En- 
zymmaterials  warden mi t  2 ccm Wasser und 4 ccm einer LSsung yon 
4 mg Chlorophyll a ~- b in wasserfreiem Aceton versetzt  und die Mischung 
im Thermosta ten  1 Stunde lang bei 250 geschfittelt. 

Die Umsatzwerte  waren ffir 10 Minu~en lange Vorerw~rmung: 
300 400 500 600 700 800 

u = 84 84 86 49 42 31 

Demnach bewirkte eine Temperatureinwirkung yon 10 Minuten schon 
bei 60 o eine betr~chtliche Schi~digung des Enzyms, obwohl sich dieses 
noch im Verband mit  dem Blattgewebe befand. WILLST;4T~V.R 2 gibt auf 
Grund eines Alkoholyseversuches an, dab ein extrahiertes Heracleum- 
Pr~parat  nach 40 Minuten langem Kochen mi t  96%igem Alkohol einen 
Umsatzwert  yon u ~ 17,4 gegenfiber u ~ 43,7 in einem Kontrollversuch 

zeigte. 
Zwelter Abschnitt. 

Biologisehe Untersuchungen. 

Vorbemerkung. 

W~LST~ITTER ste]lte in zahlreichen yon ibm untersuchten Pflanzen, 
die den verschiedensten Familien und Standorten angehSrten, regehn~l~ig 
Chlorophyllase lest, wobei sich jedoch starke Unterschiede in der Enzym- 
menge sowohl zwischen einzelnen Pflanzenarten als auch beim Vergleich 
verschiedener Ernten  ein und derselben Art  ergaben. Unter  den h~ufig 
vorkommenden Arten land WILLSTXTT~I~ a verh~ltnism~Big wenige, die 
einen hohen Enzymgehal t  aufweisen, z. B. Heracleum Sphondylium, Gale- 

1 WmLSTXTTE~, R. u. STOLS, A. : Untersuchungen fiber ChlorophyU, S. 179. 
Berlin 1913. 

2 WILLST:~TT~.R, R. u. STOLL, A.: Ann. d. Chem. 878, 49 (1910). 
a WILLST:~TT~.R, R.: Untersueh4ngen fiber Enzyme. I., S. 334. Berlin 1928. 

I)ers. in Opp~.~HV, rMER, C. u. PINCUSS~.N, L. : Die Methodik der Fermente, S. 739. 
Leipzig 1929. 
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opsis Tetrahit, Stachys silvatica, Datura Stramonium, Lamium m~ula- 
turn. I)a WtLLST_~TTER nur in wenigen F~llen Zahlenwerte des Umsatzes 
angibt und die versehiedenen Werte keinen Vergleieh im grol~en l~ahmen 
erlauben, sollen im folgenden Versuche besehrieben werden, in denen 
eine l~eihe yon Pflanzen unter gleichm~Bigen Versuehsbedingungen auf 
ihren Chlorophyllasegehalt gepriift wurden. Au]erdem wurden ver- 
sehiedene andere Gesichtspunkte wie jahreszeitliches Verhalten, Entwick- 
lungsstadium und ~'ndere physiologisehe Besonderheiten beriicksichtigt. 

A. Der Chlorophyl lasegehal t  verschiedener Pf lanzen 
zur g le ichen Jahreszei t .  

Im Mai 1928 warden die ausgewachsenen Bl~t*~er yon insgesamt 59 
beliebigen Arten geerntet und bei Zimmertemperatur getrocknet. 2 his 
3 Tage naeh der Ernte wurden sie zu feinem Pulver zerrieben und geiang- 
ten unmittelbar darauf zur Untersuchung, wobei als Enzymsubstrat ihr 
eigenes Chlorolohyll diente. 

0,5 g des betreffenden griinen Blattmehls wurden im l~eagensglas 
zun~chst 5 Minuten lang mit 4 cem wasserfreiem Aceton geschiittelt, wo- 
dureh ein groi~er Tefl des Chlorophylls extrahiert wurde. Hierauf warden 
2 cem destilliertes Wasser zugesetzt und die etwa 66% Aceton enthal- 
tende Mischung im Thermostaten 1 Stunde lang bei 25 o geschiittel~. Die 
LSsung wurde auf einer kleinen • abgesaugt und der ]~;~ckstand 
mit etwa 20 ccm 9O%igem Aceton in kleinen Anteilea raseh extrahiert. 
Aus dem Extrakt wurden die Farbstoffe im Schiit~eltriehter durch Ent- 
mischen mit Wasser in 30 corn ~ther iibergefiihrt und die ~therisehe LS- 
sung durch h~ufiges Auswaschen yon wasserlSsliehen Begleitstoffen vSllig 
befreit. In dieser L5sung wurde hierauf die dureh Enzymwirkung ver- 
ursachte Hydrolyse des Chlorophylls dutch colorimetrisehen Vergleieh 
der Chlorephyllinsalze bestimmt. 

In Kontrollversuchen w~arde jedesmal festgestellt, dal~ das Biattge- 
miseh vor dem Hydrolyseversuch vSllig frei yon Chlorophyllspal+~pro- 
dukten war. Die quantitative Bestimmung ergab fiir die untersuchten 
P~lanzen die in Tabelle 9, S. 320, mitgeteilten Umwandlungszablen. 

Zun~ehst l ~ t  sich aus der Tabelle 9 entspreehend den Befunden WILL- 
STs das Vorhandensein yon Chlorophyllase in allen untersuchten 
Arten entnehmen. In den quantitativen Verh~ltnissen ergaben sieh je- 
docb - -  ebenfalls in Ubereinstimmnng mit WILLSTATTER - -  sehr weit- 
gehende Verschiedenheiten. Irgendwelehe systematische und 5kologi- 
sche Zusammenh~tnge lassea sich auf Grund dieser Unterschiede nicht 
konstruieren, doch scheint es, dab Umbelliferen, Labiaten und Solana- 
eeen im allgemeinen viel, die ~r dagegen wenig Chlorophyllase 
enthalten. Auch ist auffallend, da~ alle untersuchten trepisehen Ge- 
w~ehse sehr niedrige Chlorophyllasezahlen aufweisen, obwohl sie zumeist 

P l a n t a  B d .  11. 21 
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Tabelle 9. 1 g griines Blatt 

Blattpulver aus 

S e l a g i n e l l a  K r a u s s i a n a  . . . 

A s p i d i u m  / i l i x  m a s  . . . . .  

G i n k g o  b i l o b a  . . . . . . .  

1 J l a t a n u s  o r i e n t a l i s  . . . . .  

S p i n a c i a  o l e r a c e a  . . . . . .  

R h e u m  r h a p o n t i c u m  . . . . .  

~ u m e x  a c e t o s a  . . . . . . .  

A m a r a n t u s  r e t r o / l e x u s  . . . .  

F i c u s  C a n n o n i i  . . . . . .  

C a n n a b i s  s a t i v a  . . . . . .  

U r t i c a  u r e n s  . . . . . . . .  

C a r p i n u s  b e t u l u s  . . . . . .  

C o r y l u s  a v e l l a n a  . . . . . .  

C h e l i d o n i u m  m a i u s  . . . . .  

V i o l a  o d o r a t a  . . . . . . .  

P o t e n t i l l a  r e c t a  . . . . . . .  

L u p i n u s  p o l y p h y l l u s  . . . .  

P h a s e o l u s  v u l g a r i s  . . . . .  

V i c i a  F a b a  . . . . . . . .  

P i s u m  s a t i v u m  . . . . . . .  

l ~ o b i n i a  p s e u d a c a c i a  . . . .  

T i l i a  T l a t y p h y l l o s  . . . . . .  

D o m b e y a  W a l l i c h i i  . . . . .  

R h u s  t y p h i n a  . . . . . . .  

A c e r  c a m T e s t r e  . . . . . . .  

A e s c u l u s  h i p p o c a s t a n u m  . . . 

S T a r m a n n i a  a / r i c a n a  . . . .  

H e d e r a  H e l i x  . . . . . . . .  

H e r a c l e u m  S p h o n d y l i u m  . . . 

M y r r h i s  o d o r a t a  . . . . . .  

r eichlich Chlorophyll ffihren. 

)~ver, 6 ccm 66%iges Acet0n. 1 Stunde, 25 o, 

11 

3 
26 
3 
4 

24 
16 
4 

72 
6 

27 
8 
6 

17 
18 
19 
44 
4O 
8 

12 
19 
18 
46 
8 

24 
38 
41 
27 
12 
90 
88 

Blattpulver aus 

A n t h r i s c u s  s i l v e s t r i s  . . . . .  

C h a e r o p h y l l u m  a u r e u m  . . . 

A r c h a n g e l i e a  o [ ] i c i n a l i s  . . . 

L e v i s t i c u m  o ] / i c i n a l e  . . . .  

D a u c u s  e a r o t a  . . . .  . . . 

C y n o g l o s s u m  o / / i c i n a l e  . . . 

Z a m i u m  a l b u m  . . . . . . .  

Galeo1~sis  T e t r a h i t  . . . . .  

S t a c h y s  s i l v a t i c a  . . . . . .  

S a t u r e j a  v u l g a r i s  . . . . . .  

S a l v i a  o / ] i c i n a l i s  . . . . . .  

S a l v i a  v e r t i c i l l a t a  . . . . . .  

B a l l o t a  n i g r a  . . . . . . .  

B r u n e l l a  v u l g a r i s  . . . . . .  

~ e T e t a  g r a n d i ] l o r a  . . . . .  

B e t o n i c a  o ] / i e i n a l i s  . . . . .  

D a t u r a  S t r a m o n i u m  . . . . .  

N i e o t i a n a  t o m e n t o s a  . . . . .  

D i g i t a l i s  p u r p u r e a  . . . . .  

C u e u r b i t a  P e p o  . . . . . .  

T a r a x a c u m  o ] [ i e i n a l e  . . . .  

D a h l i a  v a r i a b i l i s  . . . . . .  

A r u m  m a c u l a t u m  . . . . . .  

S e i l l a  b i / o l i a  . . . . . . . .  

G r a b  . . . . . . . . . . .  

A r e n a  s a t i v a  . . . . . . . .  

Z e a  M a y s  . . . . . . . . .  

H e m e r o e a U i s  / u l v a  . . . . .  

M u s a  s a p i e n t i u m  . . . . . .  

82 
8O 
75 
65 
11 
26 
83 
81 
80 
45 
36 
31 
3O 
29 
22 
20 
86 
20 
36 
2 

11 
79 
12 
10 
3 
2 
4 
6 
4 

Ubrigens sei bemerkt, dab sich das Vor- 
kommen yon Chlorophyllase nicht allein auf die B1/~tter beschr/~nkt; viel- 
mehr konnte das Enzym auch in anderen griinen Teilen, wie Stengeln und 
Blattstielen, und auch inWurzeln nachgewiesen werden (vgl. auch S. 325). 

In  Kontrollversuchen wurden die obigen Ergebnisse insofern sicher- 
gestellt, als dieMitwirkung yon E!ektrolytsalzen und die pH-VerhMtnisse 

berficksichtigt wurden: 
1. Um die an sich nicht wahrscheinliche M6glichkeit auszuschlieBen, 

dab die beobachteten Unterschiede im Chlorophyllasegehalt dutch ver- 
schiedenen Elektrolytgehalt bedingt sind, wurde eine Reihe yon Pflanzen, 
besonders diejenigen mir geringen Umsatzwerten, nach Zusatz yon Cal- 
ciumchlorid geprfift. In  keinem Fall ergab sich jedoch eine ErhShung der 
Umsatzzahlen (vgl. auch S. 315f.). 

2. Um eine an sich m6gliche Triibung der Ergebnisse dutch abnorme 
pn-Bedingungen in den einzelnen Pflanzen auszuschheBen, wurde eine 
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Reihe yon Pflanzen mit extremen u-Werten, sowie eine Pflanze mit ex- 
t remem pa-Wert  ( R h e u m )  herausgegriffen und die jeweilige Umsatzzahl 
unter Verwendung der Iriiher beschriebenen C h l o r o p l a s t e n m a s s e  be- 
stimmt, da, wie auf S. 297 angegeben ist, das stark adsorbierende Blatt- 
pulver fiir Pufferungsversuche nicht geeignet ist. Aus frischem Blatt- 
material wurde eine Aufschwemmung destruierter Chloroplasten herge- 
stellt, wobei jedoch die BlOtter an Stelle von Wasser mit so viel Puffer- 
15sung zerrieben wurden, dab der pn-Wert  der Fliissigkeit ungef~hr bei 
dem als Optimum festgestellten Wert  (PH ---- 6,0) lag. Hierauf wurde die 
~lfissigkeit mit Wasser so weir verdfinnt, dab auf einen Gewichtstefl fri- 
sches Blatt  drei Volumtefle Fiiissigkeit kamen. Als Puffer wurden Mi- 
schungen yon 0,1 n-Ammoniumchlorid mit 0,1 n-Ammoniak bzw. -Salz- 
s~ure verwandt 1 und die pH-Messungen nach der Gaskettenmethode vor- 
genommen. Zur Kontrolle wurde derselbe Versuch o h n e  Pufferzusatz an- 
gesetzt. 

Untersucht wurden BlOtter yon R h e u m ,  Z e a  M a y s ,  P l a t a n u s ,  U r t i c a ,  

L a m i u m ,  D a t u r a ,  H e r a c l e u m ,  d i e  im guni geerntet wurden. 5 ccm der 
Chloroplastenaufschwemmung wurden mit 10 ccm wasserfreiem Aceton 
versetzt und die Mischung im Thermostaten 4 Stunden lang bei 250 ge- 
schiittelt. Da das Enzym sehr stark verdfinnt war, mui~te der Versuch 
]~nger als fiblich ausgedehnt werden. Die in der Tabelle 10 angegebenen 
pH-Werte beziehen sich auf eine erneute Messung unmittelbar vor der 
Hydrolyse, da der Acetonzusatz h~ufig eine geringe ~nderung des PE- 
Wertes bedingte. 

Tabelle 10. 5 ccm Chloroplastenaufschwemmung, 10 cem wasserfreies Aceton. 
4 Stunden, 25 ~ 

Blattmaterial  Hauptversuch mit  Pufferung Kontrollvers. ohne Pufferung 

(Chloroplastenmasse) p~ u 

R h e u m  rhapont ieum . . 
Zea  M a y s  . . . . . .  
P la tanus  orientalis . . 
Urtica urens  . . . . .  
L a m i u m  album . . . .  
JDatura S t r a m o n i u m  . . 
Herac leum S p h o n d y l i u m  

]3I~ U 

6,4 17 
5,9 3 
5,9 5 
6,6 7 
6,0 46 
6,0 51 
6,0 46 

4,3 
5,6 
5,3 
7,7 
6,6 
6,0 
5,9 

13 
3 
5 
6 

44 
52 
46 

Vergleicht man zun/~chst die Umwandlungszahlen der ohne Puffer- 
zusatz angefiihrten Versuche mit den entsprechenden Werten der Ta- 
belle 9, so ergibt sich hinsichtlich des Chlorophyllasegehalts eine gewisse 
Ubereinstimmung, obwohl ja bei den vorliegenden Versuchen Enzym- 
pr~parate anderer Art verwandt worden sind. Der Vergleich mit den 

1 Vgl. RosA, P.: Praktikum der physiologischen Chemie. I., S. 54. Berlin 
1926. 

21" 
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Pufferversuchen in Tabelle 10 dagegen zeigt, dab bei dem siiurereiehen 
Rheum die Erh6hung des ursprfinglich vorhandenen pH-Wertes yon 4,3 
auf p~ ~ 6,4 eine Steigerung der enzymatischen Wirksamkeit zur Folge 
hatte,  w/~hrend bei den fibrigen Pflanzen die Untersehiede zwischen dan 
beiden pH-Werten so gering waren, dab eine pH-Abh/~ngigkeit nicht deut- 
lich in Erscheinung trat .  Interessant ist, dab die Urtica-Pr~parate einen 
im alkalischen Gebiet liegenden pn-Wert  aufwiesen, wie aueh SMALL 1 auf 
die ausgesproehen alkalisehe Reaktion der SproBepidermis yon Urtica 
hinweist. 

Aus diesen beiden Kontrollversuehen ergibt sieh, dab die starken 
Untersehiede in den Umsatzwerten, wie sie in Tabelle 9 niedergelegt sind, 
tats~chlieh auf Unterschiede im Chlorophyilasegehalt zurfickzuffihren 
sind. Infolgedessen wurden in den imfolgenden besehriebenen Versuchen 
diese Kontrollen nich~ mehr ausgef~hrt. 

B. Der Chlorophyllasegehalt in versehieflenem Blattmaterial 
derselben Art. 

a) Der Chlorophyllasegehalt einiger P/lanzenarten zu verschiedenen 
Jahreszeiten. 

Beim Vergleich versehiedener Ernten yon Heracleum hat WZL~- 
ST)iTT]~ 2 bereits Untersehiede des Chlorophyllasegehalts festgestellt, in- 
dem er an B1/~ttern vom Mai und vom Juli unter den Bedingungen der 
Alkoholyse Umwandlungszahlen yon u : 65 bzw. u ---- 35 beobachtete. 
Da jedoch das Alter der B1/~tter versehieden war, kann aus diesen Zahlen 
nieht ohne weiteres a uf den alleinigen Einflul] der Jahreszeit geschlossen 
werden, um so weniger, als er beim Vergleich der jungen und ~lteren 
BlOtter, die beide im gleiehen Mona~ (Anfang und Ende Mai) geerntet 
waren, ebenfalls verschiedene Umwandlungszahlen erhielt, n~mlieh unter 
gewissen VersuehSbedingungen u - ~  24 bzw. u - ~  44. Untersuchungen 
des Veffassers fiber die Abh/~ngigkeit des Enzymgehaltes vom Alter der 
B1/~tter werden auf S. 323f. mitgeteilt. 

Ffir die folgenden Versuehe wurden mSgliehst gleiehaltrige B1/itter 
verwand~, die yon mehreren Pflanzenarten zu verschiedenen Jahreszeiten 
geernte$ worden waren. Die ausgewachsenen grfinen BlOtter wurden 1928 
jewefls im Mai, Juli und September, einige auch im November, ge- 
erntet  und nach 2--3  Tagen, unmittelbar nach dem Troeknen, untersueht. 
Die Versuehsanordnung war dieselbe wie bei den in Absehnitt A mitge- 
teflten Chlorophyllasebestimmungen. Es ergaben sieh die in Tabe]le 11 
mitgeteilten Umwandlungszahlen. 

Im Juli zeigte sich also fast durchweg eine bedeutende Abnahme der 

1 SMALr~, J. : Hydrogen-Ion Concentration in Plant Cells and Tissues. Proto- 
plasma-Monographien, II, S. 117. Berlin 1929. 

2 WILLST~TT~R, R. u. S~OLL, A. : Ann. d. Chem. 378, 51, 63 (1910). 
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Tabelle 11. 

Blat~p ulver aus 

C h e l i d o n i u m  m a i u s  . . . . . . . . .  
V i o l a  odorata  . . . . . . . . . .  
P o t e n t i l l a  recta . . . . . . . . . .  
T i l i a  p l a t y p h y l l o s  . . . . . . . . .  
A c e r  campes t r e  . . . . . . . . . .  
A e s c u l u s  h i p p o c a s t a n u m  . . . . . .  
H e d e r a  H e l i x  . . . . . . . . . . .  
H e r a c l e u m  S p h o n d y l i u m  . . . . . .  
M y r r h i s  odorata  . . . . . . . . .  
C h a e r o p h y l l u m  a u r e u m  . . . . . .  
A r e h a n g e l i c a  oMic ina l i s  . . . . . .  
L e v i s t i c u m  o]]icinale . . . . . . .  
L a m i u m  a l b u m  . . . . . . . . . .  
S t a c h y s  s i l va t i ea  . . . . . . . . .  
S a l v i a  o / / i e i n a l i s  . . . . . . . . .  
B a l l o t a  n i g r a  . . . . . . . . . . .  
B r u n e l l a  vu lgar i s  . . . . . . . . .  

N e p e t a  g r a n d i f l o r a  . . . . . . . .  
B e t o n i e a  o] / i c ina l i s  . . . . . . . .  

Niai 

U 

18 
19 
44 
46 
38 
41 
12 
90 
88 
8O 
75 
65 
83 
80 
36 
30 
29 
22 
2O 

J-uli Sept. 
U U 

7 16 
13 12 
19 38 
8 34 

32 
18 
10 
78 
76 
68 
73 
62 
74 
58 
29 
24 
28 
18 
22 

U 

26 

9 
72 

65 

enzymatischen Wirksamkeit,  w~hrend im September wieder eine Steige. 
rung auftrat ,  die in vielen Fallen sogar annKhernd den im Mai beobachte- 
ten HSehstwert erreichte. I m  November war wieder eine geringe Ab- 
nahme des Chlorophyllasegehalts zu verzeiehnen. 

Wenn die Chlorophyllase, wie anzunehmen ist, bei der natfirliehen 
Synthese oder beim Abbau des Chlorophylls eine Funktion ausfibt, so 
lassen sich die in der Tabelle 11 angegebenen Befunde mit  dieser natfir- 
lichen Funktion des Enz)~ns insofern in Einktang bringen, als im Frtih- 
jahr, d. h. zur Zeit der Chlorophyllbfldung, sowie im Herbst,  in dem das 
Chlorophyll allm~hlich aus den Blgttern verschwindet, mehr Chloro- 
phyllase vorhanden ist als im Sommer. Allerdings ist zu betonen, dal~ 
aueh bei dem immergrtinen Efeu dieselbe Erscheinung vorlag, ohne dab 
hier yon reichlichem Chlorophyllabbau im Herbs t  wohl die Redo sein 
kann.  

b)  B l g t t e r  i n  v e r s c h i e d e n e n  E n t w i c l d u n g s s t a d i e n .  

I m  September 1928 wurden gleiehzeitig ganz junge Blat tknospen yon 
H e r a c l e u m ,  deren Bli~tter nicht l~nger als 5 cm waren, aul3erdem junge 
Bl~t~er yon 5- -10  cm L~nge und endlieh ausgewaehsene Blgtter yon 
mehr als 20 em Li~nge getrennt gesammelt und getrocknet. Die Chloro- 
phyllasebestimmungen wurden wiederum unter Verwendung des grtinen 
Blattpulvers ohne vorherige Entfernung des Chlorophylls vorgenommen, 
indem die gleichen Versuehsbedingungen eingehalten wurden wie bei den 
Versuehen im Abschnit t  A. 
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Je  0,5 g des grfinen Blattmehls wurden mit  4 cem wasserfreiem Ace- 
ton und 2 ccm destilliertem Wasser versetzt und 1 Stunde bei 250 ge- 
schfittelt. Es ergaben sieh folgende Umwandlungszahlen: 

L~nge der BlOtter < 5 5--10 > 20 cm 
u . . . . . . . . .  32 68 79 

Der Enzymgehalt  der ganz jungen BlOtter war also bedeutend ge- 
ringer Ms bei etwas ~lteren Bl~ttern w~hrend-derselben Jahreszeit. 

c) Gri~ne und  ver/drbte Bldtter i m  Herbst.  

Von mehreren Pflanzenarten wurden im Herbst  gleiehzeitig die noch 
reingriinen, ferner solche Bl~tter, die sich im Stadium der beginnenden 
Verf~rbung befanden, und endlich vollst~ndig veff~rbte Bl~tter getrennt 
gesammelt. •ach dem Trocknen wurden sie zu feinem Pulver zerrieben 
und die versehiedenen Pulver jewefls unter genau gleiehen Bedingungeu 
mit verdfinntem Aceton extrahiert  (vgl. S. 295). Die Versuehsmisehung, 
die aus 0,5 g yon Chlorophyll befreitem Blattmehl, 4 mg Reinchloro- 
phyll a ~-b und 6 ecru 66%i gem Aceton bestand, wurde im Thermostaten 
1 Stunde lang bei 250 gesehiittelt, worauf die enzymatisehe Umwandiung 
bestimmt wurde. 

Bestimmungen an herbstlich verf~rbten Bl~ttern machen insofern 
gewisse Sehwierigkeiten, Ms sich dabei gelbe und rote Begleitstoffe in 
verst~rktem Mal3e anreichern, die in Wasser schwer 15slich sind. Da es 
sieh um Flavonole, Anthocyane und andere alkalllSsliche Bestandteile 
handelt, so gelang es, diese Stoffe durch Auswaschen der ~therischen 
FarbstofflSsung mit einer LSsung yon sekundi~rem Natriumphosphat  zu 
entfernen. 
Tabelle 12. 0,5 g chlorophyllfreies Blattpulver, 4 mg Chlorophyll, 6 ccm 66%iges 

Aceton. 1 Stunde, 25% 

Blattmaterial 

Cannabis sativa 
Tropaeolum malus 
Aesculus hippocastanum 
Tleracleum Sphondylium 
Siler biloba . . . . . . . . . . . . . . . .  

l~umex Acetosa . . . . . . . . . . . . .  
Amarantus retroflexus . . . . . . . . . . .  
l~hus typhina . . . . . . . . . . . . . .  
Ampelopsis quinque/olia . . . . . . . . . .  

griin 

U 

20 
10 
15 
74 
37 

teilweise 
vergilbt vergilbt 

U U 

17 15 
9 6 

12 7 
51 28 
24 8 

r 
geriite~ geriitet 

3 1 
53 49 

6 4 
11 9 

Bei s~mtlichen untersuchten Arten zeigte sich also im Stadium der 
herbstlichen Veffi~rbung nicht, wie an sich denkbar war, eine Steigerung, 
sondern eine Abnahme der enzymatischen Wirksamkeit. 
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Aul~erdem kamen total  abgestorbene, braune BlOtter yon Aesculus 
hippocastanum und anderen Pflanzen zur Untersuchung. Bei diesen 
konnte fiberhaupt keine Chlorophyllasewirkung mehr festgestellt werden, 
auch dann nicht, wenn die Versuche unter Zusatz yon Phosphatpuffer 
in LSsungen yon verschieden abgestuften pH-Werten ausgefiihrt wurden. 

d) Panaschierte Blgtter. 
Die griinen und wei~en Tefle panaschierter BlOtter yon HemerocaUis 

/ulva sowie yon Panicum variegatum wurden voneinander sorgf~ltig ge- 
trennt und hierauf getrocknet. Nach dem Zerreiben wurden sowohl die 
griinen als auch die wei~en Pulver unter analogen Bedingungen mit ver- 
dfinntem Aceton extrahiert und sogleich nach dem Trocknen untersucht:  

Tabelle 13. 0,5g extrahiertes Blattpulver, 4 ccm 0,1%ige LSsung yon 
Reinchlorophy]] a + b in wasserfreiem Aeeton, 2ccm Wasser. 1 Stunde, 25 ~ 

PrAparate yon griinen Teilen I weiBen Tenen 
u I u 

Hemerocallis fulva . . . . . . . .  5 [ 3 
Panicum variegatum . . . . . . . .  8 I 4 

Bemerkenswerterweise enthalten demnach auch die wei~en Tefle 
panaschier~er Bl~tter trotz ihres ~u~erst geringen Chlorophyllgehaltes 
nicht unbetr~chtliche Enzymmengen. 

e) Chlorophyllaseha[tige Wurzeln. 
In  diesem Zusammenhang ist es interessant, dab auch in VV~urzein 

ChlorophyUase zu finden ist. I g des Mehls aus getrockneten Wurzein 
yon Heracleum Sphorxlylium und Lamium album wurde mit je 4 mg 
Chlorophyll a~-b  und 6 ecru 66%igem Aceton zum Versuch angesetzt. 
Nach sechsstiindiger Versuchsdauer ergab sich eine teilweise Hydrolyse 
des Chlorophylls, indem der Grad der Umwandlung, 4. h. u, ffir das Pr~- 
parat  aus Heracleum 11, aus Lamium 8 betrug. Diese Tatsache ist wohl 
damit in Beziehung zu bringen, dal~ die Wurzeln bei Belichtung ergrii- 
nungsf~hig sin41. KontroUversuche mit erhi~ztem i~Iaterial verliefen in 
beiden F~llen negativ. 

Bei Verwendung der getrockneten Wurzeln yon Daucus carota konnte 
unter denselben Bedingungen keine Hydrolyse festgestellt werden, was 
wahrscheinlich mR dem in Tabelle 9 angegebenen geringen Enzymgehal~ 
in den Bl~ttern dieser Pflanze zusammenhiing~. 

C. Bl~itter yon vorbehandel ten  Versuchspf lanzen.  

a) BlStter im Dunlcelu ausgebleicht. 
Die Vergflbung der BlOtter im tterbst,  die als eine Alterserscheinung 

aufzufassen ist, kann nach PFE~ER 2 an geeigneten Versuchspflanzen 

1 Vgl. z. B. SI~B~RT, A.: Beih. Bot. Zbl. 37, Abt. 1,207 (1920). 
2 PF]~F~, W. : Pflanzenphysiologie, I, S. 318. Leipzig 1881. 
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auch kfinstlich durch nachtr~gliches Verdunkeln der grfinen Pflanzen 
hervorgerufen werden. Nach MoLIsc~ 1 wird die bei Lichtabschlul~ auf- 
tretende Ausbleichung des Chlorophylls durch Kultivieren der Pflanzen 
bei hSherer Temperatur sowie durch Nahrungsentzug wesentlich be- 
schleunigt. 

Ffir die Versuche wurden jeweils mehrere TSpfe mit den unten 
verzeichneten Arten in den Dunkelraum gebracht, w~hren4 die Ver- 
gleichspflanzen im diffusen Tageslicht belassen wurden. Die Temperatur 
betrug in beiden F~llen 20--25 ~ Das BegieBen wurde ziemlich selten 
und stets in gleicher ~Veise vorgenommen. Die Ausbleichung der Ver- 
suchspflanzen war beendet bei 

Tropaeolum maius Sparmann~a a/ricana Avena sativa 

nach 2 4 6 Wochen 

Bei Aesculus hippocastanum und Acer campestris waren die Bl~%er der 
Versuchspflanzen bei Abbruch der Dunkelbehandlung, d. h. nach 6 Wo- 
chen, etwas gebr~unt, das Chlorophyl[ jedoch nicht vollkommen ausge- 
bleicht. 

Die BlOtter der Versuchspflanzen wurden unter Lichtabschlu~ ge- 
trocknet, die der Kontrollpflanzen am Licht. Das Blattpulver der zum 
Tell ausgebleichten Versuchspflanzen, wie auch der griinen Kontroll- 
pflanzen wurde unter gleichen Bedingungen mit verdfinntem Aceton ex- 
trahier~. Zum Versuch wurden jeweils 0,5 g des exC, rahierten Blattpulvers 
mit 2 ccm destilliertem Wasser und 4 ccm wasserffeiem Aceton, das 
4 mg Chlorophyll a~-b enthielt, im Thermostaten bei 25 o geschfittelt. 
Die Versuchsdauer betrug gewShnlich 1 Stunde, nur bei Avena infolge ge- 
ringen Chlorophyllasegehaltes 6 Stunden. Die Ergebnisse der Hydrolyse- 
bestimmung zeigt Tabelle 14. 

Tabelle 14. 

griin ausgeblelch?~ Blattmaterial 
ll 11 

Tropaeolum maiu8 . . . . . . . .  
S~armannia a]ricana . . . . . . .  
Arena sativa . . . . . . . . . . .  
Aesculus hippocastanum . . . . . .  
Acer campestre . . . . . . . . . .  

12 
23 
10 
14 
28 

10 
18 
7 

12 
l0 

.Demnach steht der Chlorophyllasegehalt in keiner besonders ~usge- 
sprochenen Beziehung zu einem kiinstlich erzielten, vitalen Chlorophyll- 
abbau, vor allem ist keine, an sich zun~tchst denkbare, Steigerung des 
Enzymgehaltes zu verzeichnen. 

1 MOLISCH, It. : Sitzungsber. Akad. Wiss. Wicn, Math.-naturwiss. KI., Abt. 1, 
127, 3 (i918). 



Untersuehungen fiber die Chlorophyllase. 327 

b) Etiolierte P/lanzen. 

Avena sativa und Lupinus polyphyllus warden unter vSlligem Licht- 
abschlul~, die KontroUpflanzen im diffusen Tageslicht, aus Samen kulti- 
viert, indem wiederum in beiden F~]len mSglichst gleiche Bedingungen 
eingehalten wurden. Aul~erdem wurden dadurch mittlere BedJngungen 
zwischen den beiden Extremen geschaffen, dab ein Tell der im Dunkein 
kultivierten Pflanzen t~glich 1/2 Stunde lang dem diffusen Tages]icht 
ausgesetzt wurde. Diese Behandlung stfitzt sich auf die Tatsache, dal~ 
die BlOtter intermittierend belichteter Pflanzen eine bedeutend grSBere 
Ausbfldung erreichen als die der dauernd verdunkelten, ohne jedoch 
sichtbar zu ergriinen (vgl. BxT~I~ 1 und T~UMPF2). 

Iqach einigen Wochen wurden die BlOtter ge~rocknet, und zwar die 
der intermittierend belichteten und der Dunkelpflanzen 1rater Lichtab- 
schlulL Die einzeinen Blattpulver wurden in derselben Weise wie bei a) 
mit verdiinntem Aceton extrahiert und getrocknet. 

•ach Ubefffihrung der Acetonextrakte in ~ther ergab die spektro- 
skopische Untersuchung fiir die dauernd verdunkelten Pflanzen vSlliges 
Fehlen yon Chlorophyll, dagegen Vorhandensein yon wenig ProtocMoro- 
phyU. Im Extrakt der intermittierend belichteten Pflanzen konnte da- 
gegen ziemlich vie1 Chlorophyll nachgewiesen werden, das jedoch mit 
blol~em Auge in den Bl~ttern nicht wahrzunehmen war, also welt unter 
dem normalen Chlorophy]]gehalt lag. 

Zur u-Bestimmung warden 0,5 g extrahiertes Blattpulver mit 2 ccm 
destiniertem Wasser und 4 ccm wasserfreiem Aceton, in dem 4 mg 
Chlorophyll a-~b gelSst waren, versetzt und die Versuchsmischung yon 
Lupinus jeweils 1 Stunde, die yon Avena jeweils 6 Stunden bei 25 o ge- 
schiittelt. Es ergaben sich folgende Umsatzwerte: 

T a b e l l e  15. 

intermittierend dauernd 
normal Blattmaterial belichtet verdunkelt 

u u u 

Avema sat iva . . . . . . . . . . .  9 8 4 

Lupinus Tolyphyllus . . . . . . . .  28 24 19 

Demnach besitzen die vSllig im Dunkeln aufgezogenen, also chloro- 
phyllfreien Pflanzen betr~chtlich weniger Chlorophyllase als normale 
Lichtpflanzen. Sehr bemerkenswert ist die Tatsache, dab intermittierend 
be]ichteto Pflanzen trotz ~uBerst geringem Chlorophyllgehalt in ihrer 
enzymatischen Wirksamkeit mit den normal griinen Pflanzen ann~hernd 
iibereinstimmen. Dies l~l]t einerseits die •olgerung zu, dal~ der ange- 

l BATALr~, A.: Bot. Ztg 29, 669 (1871). 
T~u~a:PF, Cm~.: ~Tber den EinfluB intermittierender Belichtung auf das 

Etiolement. Diss. Hamburg 1922. 
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strebten Chlorophyllbildung die Entstehung der Chlorophyllase voran- 
geht, um sich wohl im Sinne der WILLST:~TT~Rschen 1 Annahme an der 
Chlorophyllsynthese zu betefligen. Andererseits ist jedoeh zu bedenken, 
dab intermittierende Belichtung im Gegensatz zur dauernden Verdunk- 
lung, wie oben erw~hnt, kr~ftige~ Ausbfldung der gesamten Pflanze zur 
Folge hat, so dab der h6here Chlorophyllasegehalt bei intermittierend be- 
lichteten Pflanzen vielleicht nichts anderes als ein Symptom fiir einen 
im Vergleich zu dauernd verdunkelten Pflanzen weniger abnormen Ent- 
wieklungszustand bedeutet, wie dies umgekehrt aueh unter den Verh~lt- 
nissen des kiinstliehen Chlorophyllabbaus durch Verdunklung der Fall 
zu sein seheint (vgl. S. 326). 

Zusammenfassuag. 
DieArbeit bezweekte die enzymehemische und biologische Charakte- 

risierung der Chlorophyllase auf der von WILLSTi4T~E~ festgestellten 
Grundlage. 

1. Zur Ermittlung der noch unbekannten p~-Abh~ngigkeit der Chloro- 
phyllasewirkung mu~te das Enzym aus dem Blattgewebe isoliert werden, 
da das Blattmehl infolge seiner starken Adsorptionsfahigkeit zu Puffer- 
versuehen nieht geeignet ist. Mit Hilfe eines Enzympr~parates, das aus 
einer Suspension desorganisierter Chloroplastenmasse dutch F~llnng mit 
Aceton erhalten wurde, gelang es, fiir Chlorophyll a-~b die zugehSrige 
p~-Kurve zu ermitteln. Das hierbei ermittelte Optimum der Chloro- 
phyllasewirkung gilt aueh fiir die getrennten Komponenten a und b des 
Chlorophylls; jedoch stimmt die pH-Kurve fiir Chlorophyll a mit der 
ffir Chlorophyll b nicht fiberein, da die Komponente a eine grSBere Um- 
setzungsgeschwindigkeit aufweist als b. 

2. Chlorophyll und Ph~ophytin verhalten sieh gegeniiber der Chloro- 
phyllase gleieh, und zwar reagiert die Komponente a in beiden F~llen 
raseher als die Komponente b. Die allomeren Formen zeigen eine be- 
deutend geringere Umsetzungsgesehwind~gkelt, wobei wiederum die 
a-Komponenten rascher hydrolysier~ werden als die b-Komponenten. 
Das Verh~ltnis der hydroly~ischen Umsatzgesehwindigkeit zwisehen den 
a- und b-Modifikationen, als ,,Hydrolytiseher Quotient" (HQ~) be- 

Y 
zeiehnet, ist bei allen untersuehten Farbstoffen konst~nr und hat unge- 
f~hr den Wert 1,8. 

3. Untersuehungen fiber die Lebensdauer der Chlorophyllase ergaben 
bei Verwendung yon Reibgemisehen des grfinen Blattmehls mit Wasser 
im Verlauf yon 72 Stunden eine Abnahme der enzymatisehen Wirksam- 
keit. Die Umsetzungsgeschwindigkeit des blatteigenen Chlorophylls ist 
dabei sehr gering. 

1 WILLST~TT:ER, R. U. STOLL, A.." Ann. d. Chem. 378, 24 (1910). 



Untersuehungen fiber die Chlorophyllase. 329 

4. Der Befund WmnSTXTTS.RS~ wonach yon Elektrolyten dureh Aus- 
wa'schen beffeite Enzymprgparate inaktiviert und dutch Zusatz yon 
Caleiumchlorid reaktiviert werden, wurde nnter Anwendung zahlreicher 
anderer Elektrolyte welter verfolgt, t~eaktivierung konnte unter ande- 
rein erzielt werden mit 0,1 reel. L6sungen yon Chloriden der Alkalien und 
Erdalkalien, ferner durch Kaliumpermanganat, Zinksulfat und Eisen(Ii)- 
salze, w~hrend Kupfersulfat die Enzymwirkung beeintr~chtigt. Ei- 
sen(II)salz hut noch in Mengen yon 0,001 reel. steigernde Wirkung. 

ElektrolyCzusatz zu nicht ausgewaschenen Enzympr~paraten hatte 
keine Steigerung der Enzymwirksamkeit fiber die Norm zur Folge. 

5. 0,1 reel. Kaliumcyanid hemmt die Enzymwirksamkeit im ausge- 
waschenen Blattpulver v61lig, w~hrend im normalen, elektrolythaltigen 
Enzymprgparat jegliehe Hemmung ausbleibt. 

6. Bei zweistfindiger Einwirkung yon Salzs~ure- und Ammoniak- 
t6sungen auf das veto Chlorophyll beffeite Blattmehl erweist sich das 
Enzym gegenfiber Salzs~ure ziemlich resistent, w~hrend Ammoniak eine 
erheblieh gr6Bere Sch~dignng zur Folge hut. 

7. Bei Erw~rmung frischer, chlorophytlasehaltiger BlOtter wird das 
Enzym durch 10 Minuten lunge Temperatureinwirkung von 60 o und mehr 
erheblich gesch~digt. 

8. In Ubereinstimmung mit WmLST;~TTER wurde das Vorhandensein 
yon Chlorophyllase in s/imtlichen untersuehten Pflanzenarten festge- 
stellt, wobei sich in den ermittelten Umsatzwerten sehr grebe Verschie- 
denheiten ergaben. Diese sind weder veto Elektrolytgehalt noeh, mit 
Ausnahme sehr s~urereicher Pflanzen, yon den pH-Bedingungen ab- 
h~ngig. 

9. Der Chlorophyllasegehalt ausgewachsener grfiner B1/~tter ist zu ver- 
sehiedenen Jahreszeiten gewissen Schwankungen unterworfen, indem er 
im Mai einen hSheren Stand aufweist als im Juli und hierauf wieder zu- 
nimmt, so dab im September oft dieselbe Enzymmenge vorhanden ist wie 
im lV[ai, w~hrend sich im November von neuem ein Rtickgang bemerkbar 
mae~t.  

10. Der Gehalt an Chlorophyllase ist au[~erdem vom Alter der Bli~tter 
bestimmt. W~hrend derselben Jahreszeit enthalten ganz junge BlOtter 
bedeutend weniger Chlorophyllase als ~ltere BlOtter, w/ihrend im Stadium 
der herbstliehen Verfgrbung mit dem Verschwinden des Chlorophylls 
aueh eine Abnahme der enzymatischen Wirksamkeit verbunden ist. 

11. Die weii]en und grfinen Teile panaschierter BlOtter zeigen eben- 
fulls Verschiedenheiten des Enzymgeh~lts, die jedoch im Vergleich zu 
den sehr stark dffferierenden Chlorophyllmengen nieht sehr betr~chtlich 
sind. Chlorophyllase land sich bei Heracleum und Lamium aueh in der 
Wurzel. 



330 H. Mayer: Untersuehungen fiber die Chlorophyllase. 

12. Dunkelbehandlung grfiner Pflanzen, die in den meisten F~llen 
eine Ausbleichung des Chlorophylls zur Folge hatte, verursachte stets 
eine geringe Abnahme der enzymatischen Wirksamkeit. AuBerdem ent- 
halten v611ig im Dunkeln kultivierte Pflanzen betr~chtlich weniger Chlo- 
rophyllase als normale Lichtpflanzen, w~hrend intermittierend belichtete 
PflarLzen, die bei Ausbildung verh~tltnism~Big groBer Blgtter nur ~uBers~ 
wenig Chlorophyll fiihren, ann~hernd gleichen Chlorophyllasegehalt auf- 
weisen wie die normal grfinen Pflanzen. 

Die vorliegende Arbeit wurde in den Jahren 1928 und 1929 im Bota- 
nischen Institut der Universita~ Erlangen mit dankenswerter Unter- 
stiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt, die 
dem Institut die Mittel zur Verfiigung stellte. 

Es sei mir gestattet, meinem hochverehr~en Lehrer, Herrn Prof. Dr. 
KURT NOACK, fiir die Anregung zu dieser Arbeit und die stere Unter- 
stiitzung bei ihrer Ausfiihrung meinen ergebensten Dank auszusprechen. 
Ferner bin ich Herrn Dr. W. KI~SSLr~G fiir seine vielfachen Ratschlage 
zu grol~em Dank verpflichtet. 


