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23. J Griiss: Uber den Nachweis mittelst Chromogramm-
Wethode, class die Hydrogenase aktiv bei der Alkoholgarung

beteiligt ist.

In der Enzymforschung ist es ein allgemein beliebtes Ver-

fahren, die „Windarstellung" durch fortgesetzte Alkoholfallung

a'lrchznftihren, eineMethode, die ambesten durch EFFRONTs Versuch
gekennzeichnet wird, welcher in einemRohdextrin nach der 30. Fallung
noch

- Vlt pCt. Maltose gefunden hatte. Dazu kommt noch, daB

** Alkohol nacli den verschiedensten Richtungen hin auf die ge-

Wlten Enzyme verandernd einwirkt. Nicht viel anders verhalt es

Slch mit den anderen Fallungsmitteln.
Ein weiterer Ubelstand besteht darin, daB sich Sekrete, zu

1 e»<* die meisten Enzyme ihrer Herkunft nach gehoren, sehon in

urzer Zeit nach ihrer Absonderung von selbst verandern. Des-

^

egen kann man leicht zu verschiedenen Ergebnissen gelangen,

^nn man mit wasserigen oder Glyzerin-Ausziigen arbeitet. Ein

*ispiel hierfiir bietet z. B. der Zellsaft der Parencliymzellen der

^enden
Kartoffelknolle, wenn man denselben mit Wasserstoff-

SSi^ znsammenbringt. Die Spaltungen eines frisch her-

^llten und eines 2 Stunden alten Parenchvmzellsaftes ver-
hlel^sich wie 7.35:1*

© Biodiversity Heritage Library, http://www.biodiversitylibrary.org/; www.zobodat.at



J. Guess:

Die Wirksamkeit der „Catalase" liat also abgenommen. Dies

ist das interessante Enzym, welches nur durch seine Wirkung auf

H2 2
erkannt wird, auf einen Korper, der in Beriihrung mit den

verschiedensten Substanzen leicht zerfallt, und der nicht einmal in

der Zelle vorkommt, sicher nicht in den Parenchymzellen der Kar-

toffel, wo die „Catalase" in so groften Mengen vorhanden ist.

DaB man schlieBlich nocli ,,Kampfenzyme" konstruiert, kann

danach nicht mehr iiberraschen. Zu diesen Ergebnissen muB man

aber konsequenterweise gelangen, wenn man fur jede derartige

andauernde Wirkung ein Enzym zugrunde legt.

Zu welchen Verschiedenheiten man kommen kann, wenn man

Pflanzensafte mit Alkohol-Ather austrocknet, zeigt folgendes Beispiel:

4,300 g frische zerriebene Rindensubstanz (Kartoffel) nahmen in

24 Stunden mit 25 ccm einer 4prozentigen Pyrogallollosung 21,1 ccm

O auf und gaben 4,9 ccm CO, aus. Da nun 4,411 g Frisch-

substanz = 0,947 g Trockensubstanz enthielt, warden 2 g der

letzteren = 45,5 ccm Sauerstoff aufgenommen und 10,6 C03
aus-

gegeben haben. Wie fiel nun die direkte Bestimmung aus ? Diinne

Rindenstucke von denselben Objekten wurden in absolutem Alkokol

moglichst schnell entwassert; der Alkohol wurde dann durch Ather

ersetzt. Die Rindenstucke wurden im Vakuum schnell getrocknet

und pulverisiert. 2 g Substanz nahmen unter gleich en Bedingungen

5 ccm auf und gaben 5,1 ccm CO. aus.

Kaum weniger anders stent es mit der Empfindlichkeit der

hydrolytischen Eigenschaften. Aus meinen Schriften greife ich

auch hierfiir ein Beispiel heraus: Eijie kraftige Diastaselosung, aus

Malz dargestellt, wurde in 2 Teile - A und B — geteilt. Die

Losung A wurde eine halbe Stunde auf 60 " erhitzt. Von beiden

Losungen wurden je 2,5 ccm abgehoben und gleichzeitig zu 100 ccm

eines 1— 2prozentigen Starkekleisters gegeben; nach 30 Minuten

wurde durch gleichzeitiges Erhitzen die Saccharifikation unter-

brochen.

5 ccm der Losung A reduzierten 0,3 ccm Eehlingsche Losung,

5 n n n B „ 3,1 „

Nach dem JAKOBSONschen Versuch kann man eine Diastase

in dieser Weise so verandern, daB sie ihre spezifische Eigenschaft.

Guajak in Yerbmdung mit H2 0., zu blauen, verliert So lassen

sich auch Globuline, die sich von den Albuminen dadurch untei-

scheiden, daB sie in Salzlosungen loslich sind und sich von diesen

durch den Dialysator trennen, durch Erhitzen so verandern, da

sie ihre spezifische Eigenschaft verlieren: sie sind denatunert.
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Die Sekretionsdiastase gehiirt zu den Korpern, die der For-

schung viele Schwierigkeiten bereitet haben. Die hydrolytische

Eigenschaft wurde bekanntlich 1812 von KlRCHHOF entdeckt,

wahrend schon 1809 (tOTTI.LXi; die Beobachtung gemacht hatte,

daB ein Gemenge von Guajakharz, arabischem Gummi und Minzen-

wasser allmahlich eine blaue Farbung annahm. Erst viel spater,

1868, wandte SrHONIiKlX noch das Wasserstoffsuperoxyd an und

hielt die Reaktion charakteristisch fur Malzdiastase.

Diese Reaktion (Guajak + H2 2 ) babe ich 1895 fur mikro-

skopische Untersucbungen benntzt und gezeigt, daB iiberall da, wo
im Gewebe Starkelosung eintritt, audi die Blaufarbung mit den

genannten Reagenzien hervorgerufen werden kann.

Nach den erwahnten Versucben von JAKOBSON, welcher zeigte,

daB beim Erhitzen einer Diastaselosung die katalytiscbe Eigen-

schaft eher schwindet als die hydrolytische, nahm man allgemein

an, daB die Beaktion, Guajak + H.,0
2 , durcb ein besonderes Enzym

hervorgerufen wird, welches man nach SpiTZER's Vorgang 1897

Peroxydase nannte. Nachdem nun noch BACH und CHODAT be-

obachtet hatten, daB Peroxydasen den Sauerstoff der Oxydasen, die

wie Peroxyde fungieren, stark zu aktivieren vermochten, gait die

spezifische Enzymnatur der Peroxydase fiir gesichert, denn nun
w*r ja fur dieses Enzym das Substrat gefunden.

Es ist wohl anzunehmen, daB da, wo eine starke Ox velar urn

stattfindet, wie z. B. in aufbrechenden Knospen usw., eine solche

^tivierung vor sich geht; aber sicherlich nicht kommt die Per-

oxydasefarbung nur einem Korper zu. Bei der Gramineenkeimung
werden vom Embryo aus groBe Mengen „Peroxydase tt in das

^•kehaltige Endosperm sezerniert, in welchem keine Neubildnngen
VOn Enzymen oder Eeservematerial mehr vor sich gehen. Hier
*lrd das letztere auch ohne Sauerstoff gelost, und die Peroxydase
atte kein Substrat, da die Oxydase fehlt,

ffia

Meine J^tzige Methode, die Enzyme zu untersuchen, kann
an als Chromogramm-Methode bezeichnen. So weit ich augen-

Wich urteilen kann, liegt der hauptsachlichste Vorteil derselben

*[
ln

» daB man in den frisch sezernierten Saften die ein-

Enzyme in ihren Wirkungen nebenein ander er-

a{

nen
vergleichen kann. Sie beruht darauf, daB durch

^^zeitige
Kapillaritats- und Diffusionswirknng eine Trennung

emzelnen KQrper aus einem Saftegemisch vor sich geht.

iieispiel: Auf ausgespanntes schwedisches Filtrierpapier bringt

zunachst einen Wasserring d. h. man feuchtet eine ringformige
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194 J. GRUSS:

Zone gleichmaBig an (durch Aufdriicken von angefeuchtetem urn

eine Glasrohre gelegtem Filtrierpapier). In das Zentrum bringt

man z. B. 2 Tropfen einer mit HgCl2
und NiCl

2
gesattigten Losung,

die alsbald mit dem Wasserring in Bertihrung kommt und denselben

nach auBen drangt. Der Yorgang, welcher im dampfgesattigten

liaume stattfinden muB und bei veranderlichen Korpern noch unter

Wasserstoff, kommt schlieBlich zur Ruhe. Alsdann zerschneidet

man das Kapillarisationsfeld in Sektoren, die man auf FlieBpapier

bringt, welches man mit den verschiedenen Eeagenzlosungen ge-

trankt bat. Nacb der Einwirkung fiigt man die Sektoren zu dem

Chromogramm wieder zusammen, auf welchem dann verschiedene

Zonen sichtbar geworden sind.

In unserem vorliegenden Fall kann man die beiden Indi-

katoren K4FeCy fi
+ KJ in einer Losung anwenden. Nach einigen

Vorversuchen findet man leicht die Konzentration, und wir habon

auf unserem Chromogramm zwei Zonen: die auBere ist blaugriin,

enthalt das Nickelsalz und hat eine Breite von 8 mm, die innere

zentrale Zone ist rot, enthalt (neben etwas Nickelsalz) das Queck-

silbersalz und hat einen Durchmesser (2 r) von 7 bis 7,5 cm. Unter

gleichen Bedingungen ohne Wasserring betrug die Breite der

auBeren Zone nur 2 mm.
Nach dieser Methode hat die vom Scutellum sezernierte Diastase

auch die Eigenschaft einer Peroxydase, und beim Erhitzen derselben

findet eine Art Denaturiemng statt; auBerdem kommen m der

Natur noch Peroxydasen ohne Nebenwirkung vor, welche sich aber

durch eine andere Kapillaritatswirkung unterscheiden, woriiber m

der ausfiihrlichen Mitteilung eingehende Angaben gemacht werden.

Eigenartig ist z. B. eine Peroxyolease.

Wahrend die Oxydasen den Charakter ernes Peroxydes (BACH

und OHODAT) besitzen, vergleiche ich die Peroxydasen am besten

mit Cn20, auf dessen katalytische Eigenschaften ich fruher auf-

merksam gemacht habe.

Von anderen interessanten Ergebnissen will ich hier

eins besonders hervorheben. Bringt man einige Parenchymzellen

der Kartoffelknolle und ebenso einige Hefezellen in H3 3 ,
so ei-

folgt eine sturmische Gasentwicklung. Folglich enthalten beide

Objekte das „Enzym Catalase". Die Chromogramm-Hethode zeigte

unzweideutig an, daB nicht ein und derselbe Korper die Spaltungs-

ursache ist. In der Parenchymzelle ist eine Antioxydase
vorhande^

— kein neues Enzym! Der Name bedeutet nur, daB ein Korpe^

mit schwach reduzierenden Eigenschaften vorliegt, welcher
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tjber den Nachweis mittelst Uhromogramm-Methode usw. 195

Oxydasereaktion hemnien kann. In der Hefezelle ist eine Hydro-
genase enthalten, welcho die Spaltung verursacht und welche mit

Schwefel H..S entwickelt.

In einer friiheren Schrift 1

) habe ich durch eingehende quan-

titative Untersuchungen zu zeigen versucht, daB die Hydrogenase
eine gewisse Rolle bei der alkoholisclien Garung spielt. Beispiels-

weise erwahnte ich, daB die Entbindung von H2S gleichzeitig mit

der Garung unterdriickt wird, wenn man der Garfliissigkeit mehr
und mehr XaCl zusetzt; ferner: nimmt man durch Schwefel der

Crarfliissigkeit einen Teil des naszierenden Wasserstoffs durch Ent-

bindung von H
2S fort, so entsteht etwas Alkohol weniger. Ich

kam durch diese quantitative Messungen zu dem Ergebnis, daB

der naszierende Wasserstoff auf Glukosezerfallgruppen (gespalten

durch Zymase) einwirkt und Alkohol bilden kann.

Mit Hilfe der Kapillaranalyse lieB sich gleichfalls zeigen, daB

die Hydrogenase aktiv bei der Aufspaltung des Glukosemolektils

beteiligt ist.

Die mit ein wenig Toluolwasser verdtinnte Masse einer ober-

gangen, mit Glas und Glyzerin zerriebenen Hefe wurde in der

^eise in das Zentrum des Wasserrings gegeben, daB die einzelnen

Tropfen nacheinander auffielen. Nachdem unter Wasserstoff sich

eia Kapillarisationsfeld ausgebildet hatte, wurde auf demselben die

Oxydasereaktion hervorgerufen, wodurch ein weiBes Feld mit

violetten Bingen entstand. Die Hefe enthielt danach Oxydase und

Hydrogenase, welche H.,0, spaltete. Die violetten Ringe ent-

sprachen den einzelnen Tropfen. Ein iihnliches Feld, aber mit

einfacher Bingbildung, wurde mit Schwefelblumen gleichmiiBig

wstaubt und dann halbiert. Die eine Halfte wurde mit Toluol-

passer, das ca. 10 pCt. Glukose enthielt, das andere ohne Glukose

^gefeuchtet. Beide wurden mit Bleizuckerpapier, das auf einer

Wasplatte haftete, in 1 mm Entfernung zum Auffangen des H2
S

^rdeckt und kamen in Wasserstoff. Nach 24 Stunden zeigte die

'^battierung der Bleizuckerpapiere die unterschiedliche Entwicklung

H
2S an. Die Glukosehalfte hat weit mehr H2

S geliefert, und
es a«B daher die Hydrogenase bei der Aufspaltung des Glukose-
*ol*ais aktiv in Tatigkeit treten.

Die Chromogramm-Methode habe ich nach verschiedenen

^tungen hin weiter ausgebildet.

fcfc i
Untersuchungen iiber die Atmung und Atmungsenzyme der Hefe.

^ f
- d. ges . Brauwesen. XXVII. 1904.
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196 J- GRUSS: Uber den Nachweis mittelst Chromogramm-Methode usw.

Erwahnt sei nnr noch folgendes: In dem Ohromogramm des

Hefezellsafts lieR sich neben einer nur auf Tetramethylparaphenylen-

diaminchlorid wirkenden Oxydase noch eine Peroxydase nach-

weisen, zu deren Erkennung ich eine Losung von Ursoltartarat mit

etwas Wasserstoffsuperoxyd verwandte. Diese Tatsache erhalt

dadurch eine gewisse Bedeutung, daR es nach der gleichen Methode

nicht gelang, in frischen Zellsaften, z. B. in denen von Knospen,

Parenchymzellen u. a. die beiden Korper resp. Enzyme zu trennen,

welche den molekularenSauerstoff(Oxydasewirkung) und den aus H,0,

abgespaltenen (Peroxydasewirkung) auf Chromogene iibertragen.

Das vollstandige Chromogramm, welches man von dem Zell-

saft obergariger Hefe erhalten kann, zeigt von anRen nach innen

in den einzelnen Zonen folgende Enz^-mwirkungen an:

Peroxydase — Hydrogenase — Oxydase — Invertase und

Zymase, welche nach unserer Methode (soweit ich bis jetzt urteilen

kann) auch eine stark reduzierende Eigenschaft besitzt.

Weiter lieR sich die Methode mit groRem Vorteil in der

Keimungsphysiologie verwenden; z. B. konnte im embryonalen

Endosperm neben einer Peroxydase noch ein diastatisches Enzym

aufgefunden werden, welches gleichfalls peroxydasische Eigen-

schaften besaR und auf Starke schwach hydrolytisch wirksam war.

Xach ROUX ist eine solche Diastase mit geringem Losungsvermogen

zur Mitwirkung der Koagulase notig, welche auch in den embryo-

nalen Endospermzellen besonders peripherisch um die Zellkerne

nachgewiesen werden konnte. Weitere Angaben fiber alle diese

Erscheinungen behalte ich mir fur die ausffihrliche Mitteilung vor.
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