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Kwasy jablkowy i winowy jako substraty w fotosyntezie
roélin zielonych

Malic and tartaric acids as substrates in the photosynthesis
of green plants

B. GOMOGLEA

Wspolczesne badania nad chemizmem fotosyntezy, wykonane przez
Calvina i wspdlpracownikow (Bassham J. A, Benson A. A,
Calvin M. 1950, Calvin M., Benson A. A. 1948, Calvin M,
Bassham J. A, Benson A. A, Lynch V. A, Quellet C,
Schou L., Stepka D, Tolbert N. E. 1951), przy zastosowaniu
radioczynnego wegla, wykryly obecnos¢ kwasu jablkowego wsrdd zwigz-
kow wyekstrahowanych z asymilujacych roélin i zawierajacych wegiel
izotopowy. Wynik ten nasunal przypuszczenie, Zze kwas ten jest jednym
z metabolitow w procesie fotosyntezy. Gdyby tak istotnie bylo, to nalezalo-
by oczekiwaé, ze kwas jablkowy bedzie latwo przyswajalny przez rosliny
na Swietle, jezeli sie¢ go wprowadzi do otoczenia zamiast dwutlenku wegla.
Podjete badania mialy na celu rozstrzygniecie, czy to przypuszczenie jest
uzasadnione, to znaczy zbadanie, w jakiej mierze kwas jablkowy jest przy-
swajany przez rosliny w nieobecnosci dwutlenku wegla. Do badan wlgczo-
no rowniez zblizony strukturalnie kwas winowy.

Badania przeprowadzono nad mchem wodnym Fontinalis antipyre-
tica L., ktéry ze stanowiska naturalnego byl dostepny przez wieksza czesé
roku. Kolbki z galazkami mchu, szczelnie zamkniete i kompletnie wypel-
nione wodnym roztworem kwaséw lub CO,, umieszczano w termostacie
wodnym o$wietlonym od dolu zaréwkami. Do o$wietlania uzywano za-
rowek ,Polam® 220 V 100 W dajacych rozne natezenia $wiatla w zalez-
nosci od ich iloSci. Pomiaréw natezenia §wiatla dokonano przy pomocy
fotoelementu Langego typu S 60. Dalo to nastepujace wyniki:

-1 X100 W==1500 luxow

2 X 100 W = 2000 luxow

4 X 100 W ==4000 luxow
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Swiatlo bylo rozpraszane przez matéwke umieszczona na drodze
$wiatla. Kolbki byly naswietlane $wiatlem bialym przez 90 minut. Liscie
Fontinalis sa zbudowane z komoérek ulozonych w jednej warstwie, wsku-
tek czego natezenie $wiatla docierajacego do wszystkich komoérek jest
mniej wiecej jednakowe. Doswiadczenie przebiegalo w temperaturze 20°C.
Intensywnosé fotosyntezy badano metoda pomiarow wydzielonego tlenu.
Tlen oznaczono metoda Winklera wedlug Treadwella (1945).
Brak przestworéw miedzykomérkowych u Fontinalis sprawial, ze caly
tlen asymilacyjny rozpuszczal sie w wodzie nie tworzac baniek gazo-
wych. Zjawisko wytwarzania baniek jest niekorzystne przy badaniu nate-
zenia fotosyntezy, gdyz tlen wydzielany ta droga nie rozpuszcza sig
w wodzie. Wazac mase mchu mozna wyznaczy¢ ilo$¢ O, wydzielanego na
jednostke czasu (90 min) na 100 mg swiezej masy.

Substraty: badania przeprowadzono z kwasem l-jablkowym pochodza-
cym z firmy C.A.F. Kahlbaum i z kwasem d-winowym produkcji kra-
jowej oraz — w celu poréwnania wynikow — uzyto prébek z dwutlern-
kiem wegla. Stosowano cztery dawki kwasow organicznych i dwutlenku
wegla zestawione w ponizszej tabelce. Ilosci tych substancji dano réwno-
wazne w proporcjach atoméw C, tzn. na jeden mol kwasu jablkowego
przypadal jeden mol kwasu winowego lub cztery mole CC,. IloSciowo po-
dawano nastepujace dawki w mg na 50 ml:

kwas jablkowy' kwas winowy CO,

dawka
mg mg | mg
1 67 i/ (8
2 134 150 176
3 201 225 264
4 268 300 352

Jako rozpuszczalnika uzywano wody destylowanej, pozbawionej CO,
przez przedestylowanie raz jeszcze z dodatkiem NaOH dla pochlonigcia
dwutlenku wegla. Podczas destylacji odbieralnik byl zabezpieczony przed
wnikaniem CO, atmosferycznego rurka z wapnem sodowanym. Do badan
uzywano erlenmajerek o pojemnosci 50 ml. Roztwory robiono bezpo-
$rednio w kolbkach sluzacych do badania fotosyntezy. Poniewaz wedlug
Steemann—Nielsena (1947) Fontinalis jest niezdolny do korzy-
stania z dwuweglanéw jako zrodla CO,, w seriach kontrolnych stosowano
roztwory dwutlenku wegla, otrzymane przez rozlozenie dwuweglanu sodu
starannie obliczona iloscia kwasu solnego. Do roztworéw kwasow doda-
wano chlorku sodu w ilo$ciach rownowaznych tym, jakie powstaja pod-
czas rozkladu NaHCO; przez HCL. W ten sposob starano sie stworzy¢ moz-
liwie zblizone warunki asymilacyjne we wszystkich seriach. Przeprowa-



Kwasy jablkowy i winowy w fotosyntezie roslin 5

dzono cykl dwunastu do$wiadczen roznigeych sie miedzy soba wysokoscig
dawki i natezeniem Swiatla. W jednych seriach badan stale bylo stezenie
substratu, a zmienne natezenie $wiatla, w innych za$§ odwrotnie. Ta-
bele 1 i 2 oraz wykresy na ryc. 1—2 streszczaja wyniki badan. W tabelach
kazda pozycja jest $rednig czterech powtérzen. Wyniki tych badan nie
pozostawiajg watpliwosci, ze kwas 1-jablkowy i kwas d-winowy moga
w opisanych powyzej warunkach spelnia¢ role substratow wyjsciowych
w procesie fotosyntezy zachodzacym u Fontinalis antipyretica. Swiadczy
o tym z jednej strony sam fakt wydzielania tlenu, a z drugiej zaleznos¢
natezenia tego procesu od natezenia Swiatla lub stezenia substratow. Gdyby

Tabela 1

Zalezno$é fotosyntezy od natezenia $wiatla dla réznych dawek COs
i kwasow organicznych

Natezenie ' K i -
$wiatta co, i] ) b‘;{fs : " Was
w quach 1 i =-]a owy [ -WIinowy
Dawkal
1500 0,167 0208 | 0232
2000 | 0,182 0240 | 0.257
4000 | 0212 0324 | 0,332
Dawka 2
1500 0,199 0,282 | 0249
2000 0216 | 0299 | 0,282
4000 0240 | 0398 | 0365
Dawka 3
1500 0,216 0,289 = 0,274
2000 0,232 0,315 0,294
4000 0316 0440 | 0398
Dawka 4
1500 | 0216 0289 | 0,274
2000 0,224 0,327 | 0315
4000 0340 | 0523 0490

Dane dla Fontinalis antipyretica L. naéwietlanego przez 90 minut $wiatiem o réznym nate-
#eniu. Natezenie fotosyntezy mierzono w mg wydzielonego O, na 100 mg $wiezej masy. Dane
llezbowe dawek substratéw podane sg w tekécie.



6 B. Gomotka

stwierdzone wydzielanie si¢ tlenu nie bylo wynikiem procesu asymila-
cyjnego i fotochemicznego, zalezno$é¢ natezenia wydzielania tlenu od na-
tezenia Swiatla i stezenia substratéw nie bylaby zrozumiala. Stwierdzono
doswiadczalnie, ze reakcje te maja charakter fotochemiczny, gdyz wzrost
wydajnosci fotosyntezy jest slaby przy iloSciowym wzroscie dawek, na-
tomiast silnie wzrasta przy wzroscie natezenia swiatla. Przy malych nate-
zeniach $wiatla 1500 i 2000 luxéw wzrost intensywnosci fotosyntezy jest

Tabela 2
Zalezno$é fotosyntezy od stezenia substratu: COs i kwasdéw organicznych
e wkd co, ‘Kwas Kwas
1-jablkowy | d-winowy
1500 luxéw
e —
1 0,167 | 0,208 0,232
2 0,199 | 0,282 | 0249
3 0,216 0,289 | 0,274
4 0,216 0,289 | 0,274
2000 luxéw
1 0,182 [ 0,240 | 0,257
P) 0216 | 0299 | 0282
3 0,232 | 0315 0,294
4 0224 0,327 0,315
4000 luxow
TR PR _.i_ — 1 —
1 0208 | 0324 0,332
2 0240 | 0,398 0.365
3 0316 | 0440 0,398
4 0,340 0,523 0,490

Dane dla Fontinalis antipyretica L. naswietlanego przez 90 minut Swiatlem o réznym nate-
zeniu. Natezenie fotosyntezy mierzono w mg wydzielonego O, na 100 mg Swlezej masy. Dane
liczbowe dawek substratow podane sa w tekécle.

zahamowany dla dawek 3 i 4, natomiast silnie wzrasta dla natezenia
swiatla 4000 luxow dla obu tych dawek substratéw. Dowodem, Ze w ni-
niejszych doswiadczeniach zachodzi proces fotosyntezy, moze byc¢ takze
wydajno$¢ tych reakcji pod wzgledem ilosci wydzielanego tlenu, ktoéra
poréwnano z wydajnoscig dla fotosyntezy u Cabomba caroliniana wedlug
badan Smitha (1937). Wydajnosci te sa tego samego rzedu wielkosci.
Charakter uzyskanych do$wiadezalnie krzywych wskazuje na to, ze re-
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akcje, ktore one przedstawiajg sg reakcjami enzymatycznymi, co réwniez
moze by¢ posrednim dowodem, Ze zachodzi tutaj fotosynteza. Uklady
enzymatyczne sg prawdopodobnie te same, gdyz krzywe fotosyntezy dla
CO, i kwasu 1-jablkowego sa podobne. Réwniez krzywa fotosyntezy dla
kwasu d-winowego jest podobna do krzywej dla kwasu l-jablkowego.
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Ryc. 1. Zaleznosé¢ fotosyntezy od natezenia $wiatla. Krzywe fotosyntezy dla Fon-
tinalis antipyretica L.. a — dla dawki 1; b — dla dawki 2; ¢ —.dla dawki 3;
d — dla dawki 4 :

Stezenle substratu — CO,; i kwasy organiczne — jest stale, zas nateZenle swiatla przedstawia

wartofé zmienng 1500, 2000, 4000 luxdéw. Czas naswietlania wynosi 90 min. NateZenle foto-

syntezy mierzono w mg wydzielonego O, na 100 mg Swiefej masy. Dane liczbowe dawek sub-
stratéw podano w tekscie
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Fakt ten sugeruje, ze mechanizm tych reakcji moze byc¢ rowniez podobny.
Przemawiajg za tym takze podobienstwa budowy chemicznej kwasu
l-jablkowego i d-winowego. Uzyte do badan kwasy organiczne majg po-
dobng strukture chemiczna, co umozliwia dzialanie w podobny sposéb
tych samych ukladéw enzymatycznych. Nieco slabsze wydajnoSci foto-
syntezy dla CO.,, uzyskanego z rozkladu NaHCOj; przy pomocy HCI, po-
woduja pewne straty w postaci gazowego dwutlenku wegla, ktory uchodzi
do atmosfery, oraz tworzenie si¢ jonéow HCOj, z ktérych Fontinalis ko-
rzysta¢ nie moze.

DYSKUSJA

Otrzymane w niniejszych doswiadczeniach wyniki nie pozwalajg na
glebsze wnikniecie w chemiczna strone tego procesu. Mozna jedynie,
w oparciu o dotychczasowe wyniki badan nad fotosynteza, sformulowaé
pewne hipotezy:

a. Za bardzo malo prawdopodobng mozna uwazaé¢ hipoteze, w mysl
ktorej kwas organiczny ulegalby utlenieniu zupelnemu na CO, w procesie
oddechowym, a powstaly w ten sposéb dwutlenek wegla ulegalby nor-
malnej asymilacji. Hipoteza ta jest dlatego wysoce nieprawdopodobna,
poniewaz zaklada ona, Ze nateZenie oddychania przebiega z wysokoscig
nie notowang u roslin zielonych. Przeprowadzone doswiadczenia nad
intensywno$cia procesu oddechowego u Fontinalis w identycznych wa-
runkach jak dla fotosyntezy wykazaly, Zze natezenie oddychania jest okolo
dziesieciokrotnie nizsze niz stwierdzone w niniejszych doswiadczeniach
natezenie fotosyntezy. Np. dla kwasu d-winowego iloéci pobranego tlenu
byly nastepujace:

Dawka 1 | 2 3 4

0,028 0,045 0058 | 0,069

Ilosci te sa obliczone w mg na 50 ml pozywki dla 100 mg swiezej
masy pobierajgcego tlen mchu w ciggu 90 min. Dane te zaprzeczajg moz-
liwosci przyswajania kwasow organicznych na drodze procesu oddecho-
wego.

b. Natomiast znacznie prawdopodobniejszy jest ponizej naszkicowany
mechanizm przyswajania kwasu jablkowego i winowego. Kwas jablkowy
ulega oksydatywnej p-dekarboksylacji, w wyniku ktérej powstaje kwas
pirogronowy i dwutlenek wegla:

HOOC - CH, - CHOH - COOH+1/2 O, = CH; - CO - COOH +HyO+ CO,
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Rozklad ten moze sie odbywaé¢ na dwa nieco odmienne sposoby. Pierwszy,
to rozpad kwasu jablkowego bez utleniania droga p-dekarboksylacji do
kwasu mlekowego i CO,, a nastepnie przy pomocy dehydrogenazy kwas
mlekowy zostaje utleniony do kwasu pirogronowego.

CH,-CHOH - COOH +1/2 O, = CHj3 - CO - COOH + HyO

Drugi sposob polega na oksydatywnej B-dekarboksylacji kwasu jablko-
wego, ktory od razu rozpada sie¢ na kwas pirogronowy i CO,.

COOH - CH, - CHOH - COOH == CHj3 - CO - COOH + CO.

Dalej proces fotosyntezy zachodzilby na dwu réwnolegltych torach: pierw-
szy to normalne przyswajanie na $wietle CO, pochodzacego z p-dekarbo-
ksylacji, drugi (boczny) to fotochemiczna redukcja kwasu pirogronowego
na kwas glicerynowy, co do ktérego istnieje zgoda, ze jest on (w formie
estru z kwasem fosforowym) metabolitem normalnej fotosyntezy. Prze-
miana ta odbywalaby sie droga podobna do przemian zachodzacych w cy-
klu oddechowym, lecz w kierunku odwrotnym. Powstajacy w wyniku
przemian zachodzacych oboma torami kwas fosfoglicerynowy staje sie
zwigzkiem wyjsciowym dla dalszych etapow fotosyntezy.

Podobnym przemianom ulegalby réwniez kwas d-winowy, roéznigcy
sie od kwasu l-jablkowego tylko obecnoscia jeszcze jednego atomu tlenu,
ktory znajduje sie w grupie CH, przeksztalcajac ja w grupe CHOH. Kwas
d-winowy podlegalby naprzéd redukcji na kwas jablkowy, a ten nastep-
nie oksydatywnej dekarboksylacji na kwas pirogronowy. Przemiana
kwasu winowego na kwas jablkowy przebiegalaby w nastepujacy sposob:

COOH -CHOH - CHOH - COOH + 2H = COOH -
-CH,-CHOH - COOH + H,O

Powstaly w ten spos6b kwas jablkowy dalej zamienialby sie w kwas piro-
gronowy, podobnie jak kwas pobrany z pozywki. Powyzsza przemiana
kwasu d-winowego na kwas l-jablkowy jest biologicznie mozliwa, gdyz
reakcje tego typu zachodza w cyklu Krebsa.

Bardzo powazny argument, przemawiajacy na korzys¢ omawianej hi-
potezy, stanowia wyniki badan nad metabolizmem kwasowym sukulen-
tow. Stwierdzono uderzajaca (ujemng) korelacje miedzy iloscig cukrow-
cow a iloscig kwasu jablkowego w lisciach sukulentow. U tych ro$lin
(np. Bryophyllum) w ciagu nocy zanikaja cukrowce, a nagromadzajg sie
w soku komoérkowym znaczne ilosci kwaséw, przede wszystkim kwasu
jablkowego (Pucher G. W.,, Leavenworth C. S, Ginter W,
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Vickery A. B. 1947). Wedlug Thomasa (1951, 1954) zachodzi tu
proces odwracalny: :

ciemnos¢

CﬂH12O+; +' Coz 4___.,,_“_’ ZC.;H'-,O;,
sSwiatto

za$ dokladniejszy schemat tej reakcji bylby nastepujacy:

glikoliza +CO,, _
1 cukrowce — 2 kwas pirogronowy —(0, 2 kwas jablkowy
P, |

Przemiana kwasu jablkowego na kwas pirogronowy i CO,, przy p-dekarbo-
ksylacji, wskazuje na podobienstwo do procesow zachodzacych u bada-
nego Fontinalis antipyretica. Powyzszy proces moze prowadzi¢ do foto-
syntezy, ktéra niewatpliwie zachodzi w wypadku sukulentow. Badany
mech wodny zachowuje si¢ zatem podobnie jak sukulenty w zblizonych
do ich érodowiska warunkach. Sa to: brak CO,, obecnos¢ kwasu jablko-
wego i odpowiednia ilo§¢ energii promienistej. To podobienstwo pozwala
na pewne przypuszczenia dotyczace biochemicznych przemian zachodza-
cych podczas fotosyntezy u badanego mchu.

Ostatnio prace A. Moyse (1954) nad fotosynteza u Bryophyllum
daigremontianum rowniez wykazaly, ze kwas jablkowy moze zastgpi¢
dwutlenek wegla. Badania jego wykazaly, ze u Bryophyllum moga za-
chodzié réwnoczeénie rézne procesy, np.: oksydacja komérkowa typu od-
dechowego, akumulacja kwasow organicznych droga reakcji Ochoa,
oksydacja akumulowanych kwasow dwukarboksylowych oraz fotosynteza.
Badajac wspélzalezno§é tych procesow stwierdzil on, ze przy braku CO,
z zewnatrz, dwutlenek wegla moze by¢ dostarczony droga rozkladu kwasu
jablkowego. Dawniejsze badania J. C. Bose (1924) nad Hydrilla verti-
cillata réowniez wykazaly, ze kwas jablkowy moze zastgpi¢c CO,. W do-
$wiadczeniach swych otrzymal on podobne krzywe fotosyntezy dla CO,
i kwasu jablkowego. Badania przy pomocy radioaktywnego wegla C!*
metoda infiltracji kwaséw organicznych zawierajacych ten wegiel prze-
prowadzone przez Zbinowsky ego i Burrisa (1952) daly wy-
niki, ktére réwniez pozwalaja stwierdzi¢, ze najsilniej na fotosynteze
wplywa kwas jablkowy. Badania przeprowadzone nad przemiana kwasow
organicznych przy zastosowaniu C!O, przez Stutza i Burrisa (1951)
wykazaly bardzo wysoka aktywnos¢ kwasu jablkowego u réznych roslin,
np. Bryophyllum, Lycopersicum, Nicotiana, Rheum, Hordeum.

Zatem nie tylko sukulenty mialyby zdolno$é¢ korzystania z kwasu jabl-
kowego jako materialu wyjéciowego, ktory mogltby byé wlaczony do foto-
syntezy za pomocg opisanego uprzednio procesu przemiany na kwas piro- y
gronowy i przemiany tegoz na kwas fosfoglicerynowy. Z powyzszych roz-,
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wazan mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski: rola kwasu jablkowego
i winowego jako substratu dla fotosyntezy jest dwojaka:

a) moze by¢ zrodlem CO,,

b) moze by¢ zrodlem innych zwigzkow typu kwasow organicznych,
ktore moga prowadzi¢ do fotosyntezy droga boczng. W ten sposob naleza-
loby stwierdzi¢, ze kwas jablkowy nie jest zwigzkiem posrednim w nor-
malnym procesie fotosyntezy, lecz jest przypuszczalnie zwiazkiem wyj-
sciowym w procesie, ktory moze réwnolegle zachodzi¢ do normalnego pro-
cesu fotosyntezy i by¢ takze zlokalizowanym w lisciach.

Wystepowanie pewnych wariantéow w procesie fotosyntezy u suku-
lentéw i innych roslin zielonych nie jest czyms$ niezwyklym, lecz racze]j
nalezaloby sie go spodziewaé, jesli zwazy¢, ze rosliny mogly w rozny
sposob wyksztalci¢ drogi swych procesow metabolicznych w zaleznosci
od $rodowiska, w jakim zyja. Wedlug badan O parina fotosynteza jest
zjawiskiem przystosowawczym w drodze ewolucji, w wyniku ktérej mo-
gly sie wyksztalci¢ rézne jej tory, prowadzace w ostatecznosci do wytwo-
rzenia zwigzkéw o wysokim potencjale energetycznym. U roéznych roslin,
w zaleznosci od warunkow ekologicznych, ten czy inny tor mégl staé sie
torem zasadniczym dla fotosyntezy, a inne zostalyby na uboczu. Nie ma
zatem powodu do przypuszczenia, zeby mechanizm fotosyntezy suku-
lentow byl zasadniczo rézny od mechanizmu ros$lin zielonych. Proces asy-
milacji sukulentéw jest tylko wariantem procesu normalnego i jest zro-
zumiale, ze w odpowiednich warunkach (brak CQ,, $wiatlo) wariant ten
pojawia sie rowniez u normalnych roélin zielonych, jak np. u Fontinalis.

Panu prof. drowi Fr. G orskiemu skladam serdeczne podzigkowanie za cenne
rady i wskazéwki udzielone mi w czasie wykonywania niniejszej pracy.

STRESZCZENIE

W niniejszej pracy przedstawiono dane dotyczace przyswajania kwa-
sow jablkowego i winowego uzytych jako substraty w procesie foto-
syntezy u Fontinalis antipyretica L. Jako rezultat przeprowadzonych ba-
dan stwierdzono fakt, iz kwasy jablkowy i winowy mogg by¢ uzyte jako
zrodlo zwigzkéw zastepujgcych CO, w procesie fotosyntezy. Wskazuje
na ten fakt wydajnos$¢é wydzielanego tlenu, ktérego ilos¢ poréwnano z wy-
dajnosciag fotosyntezy u Cabomba caroliniana, a takze $Scisla zaleznosé tego
procesu od natezenia swiatla i stezenia substratow. Krzywe uzyskane w ten
sposob sa typowe dla enzymatyeznych reakeji fotosyntezy. Sq one bardzo
podobne zaréwno dla kwasu jablkowego i winowego, jak i CO,. Kwasy
jablkowy i winowy moga by¢ zrédlem CO,, uwalnianego w procesie f-de-
karboksylacji kwasu jabltkowego lub winowego, dajacego w wyniku kwas
pirogronowy i CO,, jak rowniez zrédlem innych zwigzkéw typu kwasow
organicznych, ktore moga by¢ uzyte w procesie fotosyntezy o zmienionej
wersji. Ten ostatni proces poréwnano potem do metabolizmu kwasowego
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u sukulentow. Doswiadczenia te wykazaly, ze metabolizm kwasowy u su-
kulentéw i metabolizm w czasie fotosyntezy u Fontinalis sa bardzo po-
dobne, niemal identyczne.

Zaklad Fizjologii Roslin UJ
w Krakowie (Wplynelo dn. 11.3.1958 r.)

SUMMARY

This paper presents data on the assimilation of malic and tartaric acids
used as substrates during photosynthesis in Fontinalis antipyretica L. As
a result of the investigation carried out, it was established that malic and
tartaric acids can be used as sources of compounds substituting for
carbon dioxide in the process of photosynthesis. This fact is indicated
by the yield of oxygen exhaled, the quantity of which is subsequently
compared with the yield in the photosynthesis of Cabomba caroliniana
and, in addition, by exact correlation of the process with the light inten-
sity and density of the substrates. The curves thus obtained are typical
for enzymatic processes of photosynthesis. They are very similar for malic
and tartaric acids as well as for carbon dioxide. Malic and tartaric acids
can be a source of carbon dioxide released in the process of f-decarbo-
xylation of the malic or tartaric acids (resulting in pyruvic acid and
carbon dioxide) and also as sources for other compounds of the type of
organic acids which can be used in the abnormal version of the photo-
synthesis process. This latter process is then compared with the meta-
bolism of succulents. Crassulacean acid metabolism and the metabolism
during the photosynthesis in Fontinalis were proved by these experiments
to be almost identical.
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