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Aus dem Institut fiir Meereskunde der Universitiat Kiel

Uber die Bestimmung stationdrer Konzentrationen von
Brenztraubensidure und «-Ketoglutarsiure in Laminarien®)

Von GUNTER JACOBI
(Botanisches Institut der Technischen Hochschule Hannover)

Aus unseren Untersuchungen tiber den Intermediirstoffwechsel mariner Algen haben
wir bislang nur tber den Nachweis von Enzymen in Grin- und Rotalgen berichtet
(Jacoer 1957a, b, ¢). Der Versuch, auch fiir Braunalgen mit den dort angefiihrten
Extraktuionsverfahren durch Aktivititsbestimmungen von Fermenten Hinweise iiber
den Stoffumsatz im Bereich der Kohlenhydrate zu erfahren, stiel auf priparative
Schwierigkeiten.

Es wurden Laminaria saccharina und L. digitala sowie Fucus vesiculosus verwandt, deren
Extrakte stets storende Begleitstoffe, in erster Linie Schleimsubstanzen enthielten, Mit
keinem Extraktionsverfahren — Homogenisieren in Wasser und verschiedenen Puffern,
Acetontrockenpulver und fraktioniertes Aussalzen mit Ammonsulfat- lieen sich Eiweif3-
losungen herstellen, in denen Enzyme nachgewiesen werden konnten. Durch Zusatz
von kristallisierten oder angereicherten Enzympriparaten zur MeBkiivette mit Extrakt
(Triosephosphat-Dehydrogenase, Aldolase, Glutaminsidure-Dehydrogenase, Apfelsidure-
Dehydrogenase) lieB3 sich feststellen, da3 die Extrakte der oben angefithrten Braun-
algen eine Inhibitorwirkung ausiiben. Eine schwache Aktivitit von Apfelsaure-Dehydro-
genase und vom ,,malic enzyme** lieB sich nur nachweisen, wenn die Algen in 70%,iger
Ammonsulfatlésung homogenisiert wurden und der Niederschlag in Wasser auf-
genommen wurde. Auch in diesen Extrakten waren aber noch stérende Schleimstoffe
enthalten, die eine Hemmwirkung ausiiben, was durch Zusatz von reinen Ferment-
priparaten oder von Hefemazerationssaft, deren Aktivitidten vorher ausgetestet waren,
gezeigt werden konnte.

Um einen Einblick in den Stoffumsatz der Braunalgen zu gewinnen, sind wir zu
einem anderen Verfahren ibergegangen, nimlich der Bestimmung stationdrer
Substratkonzentrationen mit dem optischen Test. In den Extrakten waren nach Aus-
fallung der Eiweille keine Schleimstoffe enthalten, die einen stérenden EinfluB3 aus-
tiiben. Als Objekte wurden nur Laminarien verwandt.

Zur Methodik

Thallusstiicke von Laminarien wurden mit der sfachen Menge (ein Gramm Thallus
und sml) 69iger HCIO, im Homogenisator nach Potter-Elvehjem der Fa. Braun,
Melsungen, homogenisiert und die Extrakte bei 3oooo x g bei —5°C abzentrifugiert
(Eipirouette der Fa. Phywe, Linde). Der Uberstand wurde mit 2n KOH bis zum
Neutralpunkt versetzt und der ausfallende Niederschlag von KCIO, abzentrifugiert.
Die so erhaltene griine klare Losung, die frei von Fallungsmitteln ist, wurde direkt
zur Substratbestimmung verwandt.

Die Substratbestimmung erfolgte im optischen Testverfahren unter Zusatz von reinen
Fermentprédparaten im Photometer ,,Eppendorf®. Brenztraubensdure wurde mit Milch-
sdure-Dehydrogenase und «-Ketoglutarsidure mit Glutaminsiure-Dehydrogenase be-
stimmt, Beide Fermentpriparate wurden von der Fa, Boehringer, Mannheim, bezogen.

1) Meinem Lehrer Herrn Prof. Dr. Curt HoFFMANN zu seinem 60. Geburtstag gewidmet.
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Das Gleichgewicht der Reaktionen
Brenztraubensiure -+ DPNH 4 H+ .~ Milchsidure + DPN+
bzw. a-Ketoglutarsaure 4+ NH,+ 4+ DPNH + H+ Z Glutaminsiure 4+ DPN+

liegt vollkommen auf Seiten der reduzierten Substanzen, so dafl eine quantitative
Bestimmung ermdglicht wird. Die Auswertung erfolgte nach dem von BiicHER bestimmten
molaren Extinktionskoeffizienten von DPNH nach

E
Mole DPNH = A

3

wobei AE die Extinktionsabnahme von DPNH bei 366 mp. bedeutet.

X 108

Ergebnisse

Es wurde zunichst die Verteilung der Substrate in der meristematischen Zone von
Laminaria saccharina ausgetestet. Fiir Phosphor und Stickstoff wurde fiir beide Elemente
eine identische Querverteilung in Laminarien beobachtet (HorFFMANN 1953, JAcOBI
1954). Wir haben daher Thallusstiicke oberhalb des Stiels von ca. 10 cm Linge halbiert
und beide Teile getrennt analysiert. Das Ergebnis ist in Tabelle 1 wiedergegeben, wo
die vergleichbaren Thallusstiicke mit a und b bezeichnet sind.

Tabelle 1
Substratbestimmung in Laminaria saccharina.

Angabe in 10 Mole/g Frischgewicht. Messungen an Pflanzen aus den Monaten Juni und Juli 1957.
(Abkiirzungen: Brenztraubensiure = BTS, «-Ketoglutarsiure = KGS).

a b
BTS KGS | BTS KGS
1,9 0,5 3,2 037
3,9 1,2 5,6 2,2
3,7 0,8 4,5 i 1,0
3,0 2,0 3,4 \ 1,5
7,6 2,4 6,0 l 2,8
4,2 1,9 2,9 0,5

Abgesehen von der individuellen Fehlerbreite sind die analogen Thallusstiicke einer
Pflanze nicht miteinander vergleichbar, so daB hinsichtlich des Gehaltes an Brenz-
traubensdure und o-Ketoglutarsdure kein Gradient aufgestellt werden kann, wie es
fiir Phosphor und Stickstoff méglich ist. Die stationidren Konzentrationen intermedidrer
Substrate sind auch wesentlich variabler, so daB3 lokale Stoffwechselinderungen in
grofiflichigen Algen diese Unterschiede erkldaren. Verglichen mit den von HorLzer und
Mitarb. (1955) gemachten Angaben (3,4 X 10—%{iir Brenztraubensidure; 3,7 X 10—® fiir
a-Ketoglutarsdure) liegen die hier bestimmten Werte wesentlich niedriger als in Backer-
hefe. Zum Teil kann dieser Unterschied auf die groBe Menge an Geriistsubstanz zuriick-
gefithrt werden, die in die BezugsgroB3e des Frischgewichtes eingeht. Es ist jedoch
weiterhin der Hinweis fiir eine sehr schwache Stoffwechselaktivitit gegeben, die sich
bei den Untersuchungen tiber den Bruttoumsatz der Meeresalgen mit den Methoden
des Gasaustausches stets als erschwerend auswirkt,

Ein fir die Betrachtung des Intermediidrstoffwechsels interessanter Befund ist die
grofere Konzentration an Brenztraubensidure, verglichen mit der an «-Ketoglutarsiure.
Horzer und Mitarb. fanden unter aeroben Bedingungen in Bickerhefe ungefdhr gleiche
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Konzentrationen fiir beide Substrate; nur bei Zusatz von Ammoniumionen sinkt der
Gehalt an o-Ketoglutarsdure ab. Unter diesen Bedingungen wird das fiir Laminaria
bestimmte Verhiltnis angetroffen. Horzer und Mitarb. diskutieren ihre Ergebnisse
dahingehend, dal NH,+ die reduktive Aminierung von o-Ketoglutarsdure zu Glutamin-
saure fordert. Voraussetzung dafiir wire eine groBe Konzentration an Glutaminsiure-
Dehydrogenase. Fur das weitere Schicksal der Glutaminsiure wiren Transaminasen
verantwortlich. Belde Enzymsysteme konnten wir in der Grinalge Ulva lactuca (JAcoBI
1957) nachweisen, wobei sich besonders eine hohe Aktivitit an Glutamat-Aspartat-
Transaminase abzeichnete. Es bleibt daher die Frage zu kldren, ob in Laminaria die
a-Ketoglutarsdure umsetzenden Fermente — Ketoglutarsdureoxydase, Glutaminsiure-
Dehydrogenase und Transaminasen — in einer wesentlich hoéheren Konzentration
vorliegen als die an der Brenztraubensiure ansetzenden. In keiner von uns untersuchten
marinen Griin- und Rotalge konnte Pyruvat-Decarboxylase und Alkohol-Dehydrogenase
nachgewiesen werden, so daf3 ein Umsatz von Brenztraubensidure in erster Linie iber
Pyruvatoxydase und Transaminasen gegeben ist. Liegen nun auch in Laminaria die
gleichen Verhiltnisse vor, so mifiten dic Konzentrationen dieser Enzyme relativ zur
Glutaminsiure-Dehydrogenase oder Ketoglutaratoxydase sehr klein sein.

Eine hohere Brenztraubensiurekonzentration wurde bei Vergleichen von Algen
verschiedener Entwicklungsstadien in jungen Pflanzen erfaf3t. Es wurden Thalli von
Pflanzen untersucht, die erst in der laufenden Vegetationsperiode gekeimt waren und
mit meristematischen Thallusstiicken von Vorjahrspflanzen verglichen. In Tabelle 2
sind die Werte fiir Brenztraubensidure angefiihrt, die an Laminaria saccharina und L. digitata
gewonnen wurden.

Tabelle 2
Brenztraubensdurekonzentrationen junger und alter Thalli von Laminaria
saccharina und L. digitaia
Angabe in 10® Mole/Gramm Frischgewicht.

alt jung
Laminaria saccharina . . . . 2,7 15,0

1,6 9,8

7?5 14'!7

6,3 10,2
Laminaria digitata . . . . . 4,0 11,6

2,5 10,1

4,3 12,4

4,6

55

3,8

Aus dieser Zusammenstellung wird ersichtlich, dafB3 junge Pflanzen eine wesentlich
hohere Stoffwechselaktivitdt, gemessen an der Brenztraubensdurekonzentration, auf-
weisen. Dieser Befund deckt sich mit den bereits frither (JacoBr 1954) gefundenen
Ergebnissen tber den Stickstoffumsatz in Laminaria saccharina, in denen das Verhalinis
Eiweill-N: loslichem N in jungen Pflanzen zugunsten der loéslichen Fraktion ver-
schoben ist.

Zusammenfassung

Es wurden die stationdren Substratkonzentrationen von Brenztraubensiure und
a-Ketoglutarsidure in Laminaria saccharina mit dem opiischen Test bestimmt. Die Thalli
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zeigen in der meristematischen Zone keine identische Querverteilung. Die Konzentration
an Brenztraubensdure ist grofler als an a-Ketoglutarsdure. In jungen Pflanzen aus der
laufenden Vegetationsperiode wird, verglichen mit meristematischen Thallusstiicken von
Vorjahrspflanzen, in Laminaria saccharina und L. digitaia eine hohere Konzentration von
Brenztraubensdure bestimmt.

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft durchgefiihrt.
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