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Oxygen Concentration Gradients in Ripening Apples

Summary

Oxygen concentrations in fleshy fruits can be measured accurately with a
miniaturized Clark electrode. As the oxygen consumption of the electrode is
practically nil, small local differences can be evaluated.

In apples of different varieties, a steep gradient of oxygen concentration from
the peel inwards can be demonstrated. The slope of this gradient decreases with
the increasing radial distance from the epidermis. The gradient consistently
shows a step in the zone of the vascular bundles. With the exception of the cli-
macteric minimal oxygen concentrations near the carpels are above or near a value
corresponding to a Do, of 40 mm Hg (]oo2 in air 148—151 mm Hg depending on

barometric pressure). During the climacteric, oxygen concentrations can sink to
very low values, accompanied by an irregular radial distribution.

1. Einleitung

Die Sauverstoffkonzentration im Gewebe fleischiger Friichte kann
in Abhingigkeit vom Entwicklungszustand betrichtlich unter diejenige
der umgebenden Luft sinken. Als naheliegende Erklirung fiir diese
Erscheinung wird meist angenommen, daf} die Diffusion von Sauer-
stoff aus der Luft in die Frucht nicht rasch genug erfolgt, um die Wir-
kung des Sauerstoffverbrauchs durch die Atmung des Fruchtfleisches
aufzuheben. WarRpLaw und LmonNarp (1936, 1940) glaubten, die von
ibnen beobachteten sehr geringen Sauerstoffkonzentrationen von etwa
1 Vol.-% in Bananen und Friichten des Melonenbaumes (Carica papaya)
seien die Ursache fiir den charakteristischen Atmungsverlauf wahrend
des Reifungsvorganges. Wie Biare (1960) bemerkt, sind solche Folge-
rungen. auch heute noch aus verschiedenen Griinden verfritht. Es ist
z.B. bisher nicht moglich gewesen, Sauerstoffkonzentrationen in Friich-
ten genau genug zu messen, weil fiir alle Verfahren viel zu groBle Proben
benstigh wurden. Wie aus der Beschreibung der bis heute verfiigharen
Methoden bei UrricH (1952) hervorgeht, konnen die damit erhaltenen
Resultate nicht einmal als Durchschnittswerte fiir die Konzentration
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des Sauerstoffs in einer Frucht betrachtet werden. Da lokale Konzen-
trationsunterschiede nicht erfallt werden konnten, fehlten auch die
wesentlichsten Grundlagen fiir die Ermittlung von ,,Diffusionskoetfi-
zienten® fiir Sauerstoff in pflanzlichen Geweben, obwohl verschiedent-
lich mit indirekten Methoden versucht wurde, diesbeziigliche Schét-
zungen anzustellen.

Mit Hilfe von Clark-Elektroden geringer GréBe ist es uns nun ge-
lungen, ein Bild iiber die Verteilung der Sauerstoffkonzentration in
verschiedenen fleischigen Organen zu gewinnen. Nachfolgend sollen
die Ergebnisse der Messungen an Apfeln verschiedener Reifestadien
mitgeteilt werden.

2. Methoden

Fiir die Messung der Sauerstoffkonzentration in Geweben beniitzten
wir einen ,,Beckman Model 160 Physiological Gas Analyzer”. Der
wesentlichste Bestandteil ist eine miniaturisierte Clark-Elektrode, die
aus einem 0,0127 mm dicken Pt-Draht besteht, isoliert eingebettet in
einem diinnwandigen Silberrohr, das als Anode funktioniert. Die Spitze
der Elektrode wird von einer diinnen gasdurchlissigen Polyidthylen-
membran umgeben, Zwischen dieser und der Elektrodenspitze befindet
sich als Elektrolyt 3%ige KCl-Losung. Dadurch werden verschiedene
Nachteile vermieden, die sich beim direkten Kontakt blanker Elektroden
mit Gewebsfliissigkeiten unterschiedlicher Zusammensetzung ergeben
kénnen. Die ganze Elektrode wird fiir die Messung in einem Gewebe
in eine stihlerne Riley-Injektionsnadel eingefithrt. In der abgeschrig-
ten Miindung der Nadel ist die Elektrodenspitze sowohl gut geschiibzt,
als auch der Gewebsfliissigkeit ausgesetzt. Die Polarisationsspannung
betragt —0,68 Volt. Der Polarisationsstrom wird iiber einen Zerhacker
einem Wechselspannungs-Gleichspannungsverstirker zugefithrt. Am
MeBinstrument kann nach enfsprechender Eichung direkt der Sauer-
stoffpartialdruck in mm Hg abgelesen werden. Fiir eine Messung der
Sauerstoffkonzentration an einer bestimmten Stelle innerhalb einer
Frucht wird zunichst die Injektionsnadel, die anstelle der Elektrode
einen genau passenden Stahldrahtkern enthilt, eingefithrt. Der Kern
wird darauf aus der Nadel herausgezogen, ohne diese zu bewegen. An-
statt des Drahtkerns wird nun sorgfiltig die Sauerstoffelektrode in die
Injektionsnadel eingesetzt. Mit dieser mifit man nun eigentlich die
Sanerstoffkonzentration in den sehr geringen Mengen Gewebsfliissig-
keit, die sich nach dem Kinstechen der Nadel und Herausziehen des
Drahtkerns in der Spitze der Nadel angesammelt hat. Bei Apfelgewebe
kann es sich hochstens um 1 mm?® Saft handeln. Die Einstellung des
Konzentrationsgleichgewichts zwischen dieser Fliissigkeit und dem um-
gebenden Gewebe ist in den meisten Féllen nach etwa 1—2min
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erreicht, Eine Verzdgerung der Anzeige bewirken die in jlingeren Ent-
wickiungsstadien von Apfeln stark in Erscheinung tretenden Phenol-
oxidasen. Auf dieses Problem soll in einer spéteren Mitteilung einge-
gangen werden.

In den Voruntersuchungen wurden reife Apfel verschiedener Sorten
beniitzt; bei der Verfolgung der Entwicklung und Reifung hingegen
nur Apfel der Sorte ,,Bismarck®. An einem Baum (Standort Meilen,
450 m iiber Meereshohe) wurden anfangs Juni 30 Apfel markiert und
alle 2 Wochen eine entsprechende Anzahl, die den gleichen Entwick-
lungszustand wie die markierten zeigten, fiir die Messungen gepfliickt.
Die letzte Ernte vom Baum erfolgte am 10. Oktober 1963. Nachher
wurden die Proben von den gelagerten Apfeln entnommen (Lagerungs-
temperatur 20° C).

Da die amperometrische Messung der Sauerstoffspannung tempe-
raturempfindlich ist, kamen die Apfel nach der Ernte in eine Klima-
kammer mit einer Temperatur von 20°C. In der gleichen Kammer
erfolgte dann nach 24 Std die gesamte Untersuchung. Gemessen wurde
neben der Verteilung der inneren Sauerstoffkonzentration das Frisch-
und Trockengewicht, ferner Sauerstoffverbrauch und Xohlendioxidpro-
duktion der ganzen Apfel.

Die Verteilung der Sauerstoffkonzentration im Fruchtfleisch wurde
in jedem Entwicklungsstadium so ermittelt, daB die Elektrode in der
,»Aquatorialebene’* der Frucht an verschiedenen, gleichmiBig verteilten
Punkten des Umfanges in eine genau (mm) gemessene Tiefe versenkt
wurde. Die hier wiedergegebenen Kurven der Sauerstoffverteilung
fassen die Messungen an jeweils 5—10 Friichten zusammen,

3. Ergebnisse
a) Entwicklung der Friiehte. Aus Abb. 1 geht hervor, daB sich die
Aptel wihrend des schonen Sommers 1963 stetig und gleichmiBig ent-
wickelten. Das gleiche zeigt 200
auch die Abb. 2 in bezug auf
den Gaswechsel. Wie schon

verschiedentlich festgestellt, w
gehoren die Apfel zum Typus %
der Friichte, die wahrend der &7
Reifung eine voribergehende o
Erhohung der Atmungsinten- 501
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des Gaswechsels wiahrend des { A ’

Klimakteriums der Frucht O T Gl Jug Bept O3
ist fur die Koh_lendjoxidpro. ADbb. 1. Wachstum der ,,Bismarck**-Apfel. TG = Trok-

. . . kengewichf. F@ = Frischgewicht. Durchschnittswerte
duktion viel ausgeprigter als aus 10 Pritchton

5*



68 Roranp BrAnpLE und Hans WANNER:

7600 5
—— Oy Autharme
~—~~ Oy Abgate
—-— Ry N nid
N
/oooL
= s
N
= IS8
S %
= -2
E s
—7
Juni Juli Aug. Sept Okt Now Dez.

Abb. 2. Der Atmungsverlauf wihrend der Entwicklung der ,,Bismarck“-Apfel

fiir den Sauerstoffverbrauch, so daB sich daraus eine betrichtliche
Erhohung des respiratorischen Quotienten ergibt. In Anlehnung an
Kirpp und WesT (1930) kénnen bei den von uns untersuchten ,, Bismarck -
Apfeln folgende Entwicklungsstufen unterschieden werden:

Tabelle
Entwicklungsphase ' Atmung Zeitpunkt (1963)
1. Periode: Zellteilung stark abnehmend bis Mitte Juli
2. Periode: Zellwachstum langsam abnehmend | bis Mitte Oktober
3. Periode: Klimakterium Erhohung bis Anfang November
4. Periode: Lagerung Abnahme bis Mitte November
5. Periode: Zerfall Jeichte Erhohung, ab Mitte November
dann Abfall

b) Die Verteilung der Sauerstoffkonzentration in versehiedenen
Zonen des Fruehtfleisches. Abb. 3 zeigt die Ergebnisse der Vorver-
suche an eBreifen Boskoop-Apfeln. Entgegen der urspriinglichen Er-
wartung nimmt die Sauerstoffkonzentration in der Aquatorialebene
der Frucht nach innen nicht gleichmifig ab, sondern weist eine Un-
stetigkeit in etwa 2 cm Tiefe auf. Die geringsten Konzentrationen
wurden unmittelbar auBerhalb oder zwischen den Karpellen des Kern-
gehduses gemessen. Das Minimum betrigt dort etwa 40 mm Hg, d.h.
ungefihr 27% der Gleichgewichtskonzentration mit Luft (py, je nach
Luftdruck 148—151 mm Hg).

Ganz analoge Verteilungen der Sauerstoffkonzentration wurden
auch bei Apfeln der Sorten Cox’s Orangen-Reinette, Otwiler Orangen-
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Reinette (Lokalsorte) und Bohnapfel erhalten. Bei dieser letzteren
Sorte konnten minimale Konzentrationen von 20 mm Hg (13% der
Gleichgewichtskonzentration) gemessen werden. Der Knickpunkt in
der Kurve der Sauerstoffverteilung war tberall zu erkennen. Schnitte
durch die Apfel in der Aquatorialebene (Einstichebene der Sauerstoff-
elektrode) und in Meridian-
ebenen lieBen die Lage dieser
Unstetigkeit eindeutig der
Zone der Leitbiindel zu-
ordnen.

Die Clark-Elektrode er-
laubt nur die Konzentration
von gelostem Sauverstoff zu
ermitteln. Es ist deshalb
leider nicht moglich gewesen,
Po, in der Innenatmosphire
des Kerngehduses zu messen.
Der anatomische Bau des 2%
Kerngehduses 146t jedoch
vermuten, dafl diese Innen-
atmosphdre sich im Gleich- w0
gewicht mit den im inneren
Fruchtfleisch gelosten Gasen
befinden mufBl. Diese Ver-
mutung wird unterstitzt &
durch die Beobachtung, daB
bei einzelnen Apfeln der Sorte
,»Boskoop* unmittelbar an
der duBeren Oberfliche des ’ S
Kerngehé‘uses Sauerstoft- Abb. 3. Verteilung der Sauerstoffkonzentration in der
konzentrationen gemessen Aquatorialebene von ,,Boskoop“-Apfeln. po, inmm He,

1 Epidermis, 2 Leitbiindelzone, 3 Gehiuse,
4 Einstichebene

werden konnten, die der
Gleichgewichtskonzentration
mit Luft entsprachen. Eine genauere Untersuchung dieser Apfel ergab,
daB in diesen Féllen das Kerngehiiuse durch einen Kanal iiber die
Fliege mit der AuBenatmosphiire in Verbindung stand.

¢) Die Sauerstoffverteilung in den Apfeln wihrend der Fruchtent-
wicklung und der Reifung. In Abb. 4 sind einige Ergebnisse der Mes-
sungen an Apfeln der Sorte ,,Bismarck in verschiedenen Entwick-
lungsstadien zusammengestellt. Wihrend die Sauerstoffkonzentrationen
im Fruchtfleisch bis zum Beginn des Monats Oktober eine dhnliche
Abhéngigkeit von der Tiefe des MeBortes zeigen, wie im vorangehenden
Abschnitt fiir den Boskoopapfel beschrieben, dndern sich die Verhaltnisse
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stark nach der Ernte. Die Unstetigkeit in der Leitbiindelzone scheint
zuniichst zu verschwinden. Spiter zeigen die pg-Werte der inneren
Fruchtfleischzonen verschiedener Friichte gleichen Alters so starke
Schwankungen, daBl sie nicht mehr gemittelt wurden. Vor allem in
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Abb. 4, Verteilung der Sauerstoffkonzentration in ,,Bismarck‘-Apfeln verschiedener
Entwicklungsstadien. 20, in mm Hg

den spiteren Klimakteriumstadien wurden auch die niedrigsten Sauer-
stoffkonzentrationen dieser Untersuchungsreihe beobachtet; in einzel-
nen Fillen konnte in der Nihe des Kerngehiuses kein Sauerstoff mehr
nachgewiesen werden,
4. Diskussion

Unsere Ergebnisse zeigen, daB ,,Durchschnittswerte’ der Zusammen-
setzung der inneren Atmosphire und der in den Zellen gel6sten Gase
ein vollig unzureichendes Bild der Gasversorgung einer Frucht geben
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miissen. Die bisher in der Literatur mitgeteilten Werte konnten vor
allem nichts dariiber aussagen, wie tief die Sauerstoffkonzentration in
den inneren Fruchtschichten tiberhaupt sinken konnte. Swmrta (1947)
fand z.B. bei Apfeln einen kawm nachweisbaren Gradienten der Sauer-
stoffkonzentration von auBen nach innen. KEs ist unzweifelhaft die von
ihm angewandte Methode der Gasextraktion wihrend langerer Zeit, die
zu diesem falschen Resultat gefilhrt hat.

Trotz der von uns nachgewiesenen steilen Gradienten der Sauer-
stoffkonzentration kommt es wihrend der ersten zwei Perioden der
Fruchtentwicklung nicht zu derart niedrigen Konzentrationen in den
inneren Fruchtfleischschichten, dall ein anaerober Stoffwechsel resul-
tieren miiite. Andererseits deutet die Lage der py-Minima wihrend
des Klimakteriums darauf hin, dafl nur die inneren Fruchtschichten
am Zustandekommen des hobhen RQ beteiligt sein kénnen. Die stark
schwankenden Sauerstoffspannungen im spiteren Klimakterium und
die oft unregelmaBig verlaufenden Konzentrationskurven sind offenbar
ein frithes Anzeichen einer beginnenden physiclogischen Desorganisa-
tion des Fruchtfleisches,

Eigenartig ist der Knickpunkt der Sauerstoffkonzentrationskurven
in der Leitbiindelregion. Es sind verschiedene Erklarungen fiir diese
Beobachtung moglich. Eine Anderung der ,Diffusionskoeffizienten‘
auf Grund verschiedener Gaspermeabilitit der einzelnen Zellen oder
verschieden groBer Interzellularen auBerhalb oder innerhalb der Leit-
bindelzone miifite zu einer Unstetigkeit der Konzentrationsverteilung
fithren. Eine andere Moglichkeit der Erklrung liegt in der Annahme
lokaler Unterschiede der Atmungsintensitit im Fruchtfleisch. Zwi-
schen diesen und weiteren Hypothesen kann eine Entscheidung nur
durch zusdtzliche Experimente iiber die Art und den Weg des Gas-
transportes sowie der Intensitdt der Atmung in verschiedenen Zonen
des Fruchtfleisches getroffen werden. Solche Versuche sind im Gange.

Zusammenfassung

Mit einer miniaturisierten Clark-Elektrode kann die Verteilung der
Sauerstoffkonzentration in Friichten amperometrisch (polarographisch)
genau ermittelt werden,

An Apfeln verschiedener Sorten wird festgestellt, daB von der Epi-
dermis nach innen ein steiler Gradient der Sauerstoffkonzentration vor-
handen ist. AufBer im Klimakterium unterschreitet die minimale Kon-
zentration auBerhalb des Kerngehduses nicht den Betrag von 10—20%
des Gleichgewichtswertes mit Luft. Wahrend des Klimakteriums kann
der Sauerstoffgehalt an diesen Stellen auf Null sinken.

Die Sauerstoffkonzentration nimmt von auBlen nach innen nicht
gleichméBig ab, sondern zeigh in der Leitbiindelzone eine Unstetigkeit.
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