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Mifc Hilfe der Chromogramm-Methode liefi sich in den jungen

Trieben von Pteris aquilma eine Oxydase nachweisen, die haupt-

sachlich in der Rinde ihren Sitz hat und hier auf ein Chromogen

einwirkt, welches einen braunen Farbstoff liefert. Dieser findet

sich dan'n teilvveise imZellsaft gelost, teilweise in protoplasmatischen

Kornchen. Die Farbung der OefaBe, der Schutzscheide und der

braunen Harchen, mit denen die Haut bedeckt ist, kann auf die

Wirkung dieser Oxydase zuriickgefuhrt werden.

Nun kennt man ja seit BERTRAND viele derartige Falle von

oxydasischen Verfarbungen, daB es sich nicht lohnen wiirde, noch

diesen Fall zur Kenntnis zu bringen. Ich mochte jedoch nur aus

methodischen Grtinden dariiber berichten.

Die Oxydase wirkt betrachtlich starker, wenn die Losung

alkalisch ist: man stellt sich daher die Versuchslosung her, indem

man die zerschnittenen Endknospen der jungen Triebe mit einer

verdtinnten Natronlauge zerreibt.

An der Luft, nicht aber unter Wasserstoff wird dieser alka-

lische Extrakt bald braun. Einmaliges kurzes Aufkochen zerstort

diese Oxydase nicht ganz, denn nach langerer Zeit bemerkt man

gleichfalls an der Luft die Verfarbung.

Zunachst suchen wir in dem einfachen (nicht alkalisch ge-

machten) PreBsaft das Enzym zu bestimmen. Man bringt einige

Tropfen des unter Druck filtrierten, mit Thymolwasser verdunnten

PreBsaftes auf den Kapillarisator und behandelt das Feld mit Guajak

-f H,0 : es wird blau mit einer starker gefarbten Mittelflache, urn-

geben von einer weiBen Zone, die von einer intensiv blauen Rand-

linie begrenzt wird. Diese ungefarbte weiBbleibende Randzone

enthalt eine Antioxydase, denn untersucht man ein Kapillarisations-

feld mit Ursoltartaratlosung + H.2 2 ,
so erhalt man eine weiBe

ivivisfliiclic mit schwach dunkler, schieferfarbiger Randlinie,

w&hreiid aulierlialb derselben die gelbbraune Farbung der

Autoxvdation erscheint.

Yerwendet man zur Kapillarisation einen an der Luft dunkel

gewordenen Extrakt, so ist nicht schwer zu sehen, daB der braune

Farbstoff gleichfalls bis in die auGerste Randlinie vorgeriickt ist,
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woraus man schlieBen kann, daB sich die Oxydase durch

Autoxydation selbsfc verfarbt oder aber, daB sich Oxydase

und Farbstoff in solcher Bindung vorfinden, daB sie durch eine

einfache Kapillarisation nicht getrennt werden.

Der anatomische Befund paBt fur beide SchluBfolgerungen,

denn z. B. die GefaBwandungen sind braun gefarbt und enthalten

gleichzeitig das oxydierende Enzym, ebenso die Schutzscheide:

man legt zum Nachweis die betreffenden Schnitte auf Filtrier-

papier, welches mit schwach alkalisch gemachter Violaminlosung 1

)

getrankt worden war.

Das Leptom der GefaBbiindel bleibt bei der Einwirkung des

Sauerstoffs ungefarbt, und die violette Farbung schwindet hier,

wahrend sie im GefaBteil meist erhalten bleibt und intensiver wird;

es ist also im Leptom eine Antioxydase mit reduzierenden Eigen-

schaften vorhanden.

Urn die Frage zu entscheiden, bringen wir den schwach

alkalisch gemachten Pflanzenextrakt, der mehrere Stunden an der

Luft gestanden hat und braun geworden ist, auf den Kapillarisator

und das sich bildende Feld, bevor es seine endgiiltige Ausdehnung
erlangt hat, in Essigsauredampf. Dadurch tritt eine Fallung des

Farbstoffes ein, und die oxydierenden Enzyme kapillarisieren iiber

die Farbstoffgrenze hinaus.

Nachdem die Bewegung zu Ende gekommen ist, muB man
mit gasformigem Ammoniak die Essigsaure fortnehmen und kann

dann mit den entsprechenden Reagentien Oxydase resp. Peroxydase

leicht nachweisen.

Es gelingt ferner, aus dem Extrakt mit Tierkohle den Farb-

stoff giinzlich herauszunehmen, wodurch eine vollig farblose Losung
hergestellt wird, in der mit Guajak und Wasserstoffsuperoxyd eine

wenn auch schwache Bliiuung eintritt.

Teilweise gehen die Enzyme in die Kohle iiber, und aus der-

selben lassen sie sich gleichzeitig mit dem Farbstoff durch ver-

cliinnte Natronlauge wieder ausziehen.

Wird dieser letztere Extrakt im Wasserring kapillarisiert, so

laBt sich ein Feld erhalten, in welchem das oxydierende Enzym
aufgefunden werden kann. Das Chromogramm zeigt nun im Ver-

gleich zu dem vorhergehenden mehr Farbstoff und weniger Enzym
an. Daraus folgt, daB die Essigsaure nicht etwa spaltend auf eine

chemische Verbindung, auf eine Oxydase, einwirkt. Das Enzym
ist in diesem Falle mit seinem Substrat durch Adsorption so ver-

l Tetrametliylparaphenylendiaminchlorid.
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bunden, daB beide durch einfache Kapillarisation nicht getrennt

werden konnen.

Die Trennung gelingt schlieBlich durch wiederholte feuchte

Kapillarisation; dock ist dieses Yerfahren immerhin umstandlich.

Mikroskopische Scbnitte geben mit der Violamin- resp. mit

der Guajakwasserstoffsuperoxydreaktion nicht immer das gleiche

Bild. Das gebildete Violett resp. Blau wird teilweise wieder redu-

ziert und dadurch miBfarbig. Diese Yeranderung kann auch an dem
braunen Farbstoff selbst beobachtet werden: sie hangt ab von dem
Vorherrschen des oxydierenden Enzyms oder der erwiilmten

Antioxydase (ich vermeide den mir unsympathischen Ausdruck

„Reduktase").

DaB die im Gewebe vorhandenen Farbstoffe dieser Yerande-

nmg leicht unterliegen, kann auf folgende Weise demonstriert

werden: Liilit man den alkalischerf Pflanzenextrakt teilweise unter

Wasserstoff und an der Luft stehen, so wird intermedin ein roter

Farbstoff gebildet, welchen man kapillaranalytisch leicht von dem

Fallt man dieses Farbstoffgemiscli mit Essigsaure und l5st

den ausgewaschenen Niederschlag wieder mit Kalilauge auf, so er-

halt man eine rotbraune Losimg, in der man durch Sauerstoff in

stat. nasc. — z. B. durch H,0
2 + Ba0

2
— die Farbstoffe vollig

oxydieren und in eine gelb gefarbte Yerbindung uberfiihren kann.

Durch Wasserstoff in stat. nasc. werden die dunklen Farbstoffe

ganzlicb in die Leukoverbindung verwandelt; zu dieser Yerwandlung

kann man Natriumamalgam verwenden.

Das Chromogramm mit den diese Umwandlungen bewirkenden

Enzymen liiBt sich auch so ausfiihren, daB die violette Oxydase-

farbung die Mitte einnimmt, welche dann von einer hellen Ent-

farbungszone umringt ist; die Grenzlinie wird von den Farbstoffen

gebildet. Diese Darstellung beruht darauf, daB man die Yersuchs-

losung fortgesetzt und mit Unterbrechungen auf die Mitte auf-

triiufeln, und wenn das Feld geniigend angereichert ist, A\'asser-

tropfen nachfolgen lafit, wodurch hauptsachlich Antioxydase nach

auBen gespiilt wird, wiihrend die Oxydase mehr zuruckbleibt.

Aus den wechselnden mikroskopischen Bildern ist ersichtlich,

daB sich die oxydierenden Enzyme und die Antioxydasen um
einen Gleichgewichtszustand bewegen, der wohl durch iiuBere Ein-

fliisse reguliert wird; — moglich, daB die Antioxydasen nur aus

dem Leptom stammen.

Die Gleichgewichtstheorie liiBt sich auch auf die hydrolv-
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sierenden Enzyme ausdelmen, deren Gegenenzyme die Revertasen

und Koagulasen sind.

Mit der Malzdiastase halt sich die Amylokoagulase das GUeich-

gewicht, welche hauptsachlich durch die muhevollen Arbeiten von

A. FERNBACH und J. WOLFF aufgedeckt wurde.

Durch Korabination der Resultate FERNBACHs mit meiner

Arbeitsmethode konnte wieder ein kleiner Schritt vorwarts gemacht

werden. FERNBACH hat in oiner Malzlosung die Amylokoagulase

dadurch nachweisen konnen und zum Vorherrschen gebracht, daB

er die Losung gegen Phenolphtalein neutralisierte. In einer solchen

Losung ist das losende Enzym, die Diastase, auBer Tatigkeit ge-

setzt, oder wenigstens doch in seiner AVirksamkeit stark gehemmt.

Beriicksichtigt man nun das oben erwahnte allgemeine Prinzip,

so mufi im Griinmalz die Amylokoagulase. in den Zellen des

Schildchens teilweise das Ubergewicht haben, wo, wie ich friiher

nachgewiesen habe, Glukose in Rohrzucker und dieser in Starke

iibergeht. Letztere wird bei nachlassender Zuckerzufuhr durch

Diastase vollig gelost, so daB also die Anhaufung die beste Be-

dingung fur die Wirksamkeit der Amylokoagulase sein wird.

Ist es demgemaB zutreffend, daB die Amylokoagulase bei der

Starkebildung eine kondensierende Eolle spielt, so muBte sie im

Scutellum aufzufinden sein. Dies gelang in der Tat.

Aus meinen friiheren Mitteilungen, welche die Kapillaranalyse

des Sekrets der Scutellarepithelzellen betreffen, ist ersichtlich, daB

die Sekretdiastase gleichzeitig audi peroxydasische Eigenschaften

besitzt. Findet man also im Chromogramm des Zellsaftes der

Scutellarz.-llen ein Maximum der Peroxydasereaktion, so hat man
hi.-r das lr>sende Enzym, die Diastase zu suchen — im Minimum
die Koagulase. Aus dem durch Kapillarisation erhaltenen Felde

wurde die Randlinie und das Innenfeld ausgeschaltet, Aveil hier die

maximale Blauung eintrat; die dazwischen liegende Mittelzone blieb

mehr oder weniger weifi.

Xach Verwendung von 500 Schildchen wurde eine Anzahl

Zonen fein zerstuckelt und die Fascin mit "Wasser ausgeschuttelt.

Durch Abpressung und Filtrieren wurden 10 ccm Fliissigkeit ge-

wonnen, von denen 5 ccm aufgekocht wurden. Als Beagens diente

eine etwa 74
prozentige Losung ,,loslicher Starke", welche durch

.•instiindiges Erhitzen auf 120° hergestellt wordeu" war.

Nach 24 Stunden war die wirksame Losung deutlich aus-

geflockt und somit die Trennung beider Enzyme bewirkt wordon
— oder man kann auch sagen: es ist das Gfleichgewicht zugunsten

der Koagulase verschoben worden, denn behandelt man in gleicher
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Weise das Zentrum des Kapillarisationsfeldes, so erhalt man nur
eine hydrolytisch wirksame Losung, in der die geloste Starke ver-

zuckert wird.

Eine genugend starke Koagulaselosung kann wirksam sein,

auch wenn noch Spuren von Diastase zugegen sind. Urspriingli.-ii

glaubten die Entdecker, daB eine Spur Diastase zur Koagulatkm

Durch Kapillarisation des Milchsaftes der Wolfsmilch lieB

sich mit Hilfe der auBeren Zone eines Feldes eine wirksame Koa-
gulaselOsung herstellen, die absolut frei von Diastase war, denn
in 8 Tagen wurde auch nicht eine Spur von Starkelosung (120°)

vnzuckert: es kann daher die Koagulase selbstandig ausflocken.

Ich muB nun auf das anfangs erwahnte Material (Pteris aqui-

Una) zuriickkommen. Dies schien mir fiir eine Koagulaseunter-

suchung ganz besonders gjansfcig, (h-nn die Vegetation war durch

Trockenheit zuriickgehalten worden, und nach einem warmen Rogvn

war das Wachstum ein auBerordentlich intensives.

Dementsprechend muBte die Zellwandbildung in dem Endtcil

der jungen Sprosse mit erhohter Beschleunigung vor sich gehen.

Yerlauft also die Zellwandbildung unter dem EinfluB konden-

sierender Enzyme, so war das erwiihnte Material wohl das aller-

geeignetste, das sich finden lieB, um eine Koagulase herzustellen.

Der abgepreBte, mit Thymolwasser etwas verdiinnte Zellsaft

aus den noch gekrummten Knospen wurde mit Tierkohle ausge-

schiittelt, welcho vorher mit Natronlauge und Salzsiiure ausgewaschen

und noch einmal gegliiht worden war.

2 ccm des Filtrats wurden zu 25 ccm Starkelosung (bei 120°

lierg. -st.-llt) gegeben und entwickelten schon nach wenigen Minutcn

ein solches Koagulum, wie ich es vorher noch nie beobachtet hatte.

Die Losung verzuckerte auBerdem keine Starke.

Die starke Wirkung veranlaBte mich, die Yersuche auch auf

eine losliche Hemizellulose auszudehnen. Die geeignetste fand sich

im Kirschgummi, in welchem ich oft — aber durchaus nicht immer

— eine Zytase habe beobachten konnen.

Durch mehrstiindiges Erhitzen auf 120° wurde aus Kirsch-

gummi eine Losung 1

) hergestellt, welche die Konsistenz einer etwa

eiuprozentigen Starkelosung zeigte. Nach Entfarbung mittelst

Tiei-kulile wurde die Koagulaselosung zugesetzt: die Wirkung war

genau so wie bei der Starkelosung, nur etwas langsamer.

Wahrend die Losung mit der aufgekochten Koagulase klar

ccm Lusung enthielt 4,8 mg lufttrocknen Riickstand.
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blieb, triibte sich die wirksame Losung, und es schied sich ein

sehr feinkornig-flockiger Niederschlag aus, der sicli mit der Zeit

vermehrfce.

Die ausgeschiedenen Kornchen ordneten sicli bisweilen den-

dritiscb an. Da drei Versuche (und spater nochmal drei) mit ver-

schiedenem Material das gleiche Resultat ergeben haben, so kann

die Erscheinung nur der Wirkung einer Cytokoagulase zuzu-

schreiben sein, welche also eine losliche Hemizellulose zur Aus-

flockung bringt.

Wahrscheinlich diirfte der Vorgang wie bei der Amylo-

koagulase aus einer Verdichtung mit gleichzeitiger Wasserentziehung

bestehen, und wir hatten damit das Gegenenzym der Cytase auf-

gefunden.

Gibt man zu, daB die Starkebildung unter dem EinfluB der

Amylokoagulase stattfindet, wie dies alien Anschein hat, so muB

man auch zugeben, daB mindestens die Bildung sekundarer Zell-

haute aus den im Zellsaft gelosten Gummiscbleimen durch die Ein-

wirkung der Oytokoagulase erfolgen kann.

Ich halte es sogar fur wahrscheinlich, daB die Bildung audi

der primiiren Zellhaut auf diese Weise erfolgen kann, denn unsere

Oytokoagulaselosung ist gerade aus einem embryonalen G-ewebe ge-

wonnen worden, in dem die Zellhautbildung lebhaft von statten

ging. Das Experiment stent freilich noch aus, da wir noch nicht

echte Zellulose in Losung bringen konnen.

Auf eine Albuminlosung wirkt die Oytokoagulase nicht ein.

Die endgtiltige Uberzeugung von der koagulierenden Wirkung
brachte die mikroskopische Untersuchung: es fanden sich ganz

vereinzelt kleine Thymolkrystalle, welche durch teilweise Losung

an den Enden und Kanten abgerundet waren, und von denen einer

ganz und andere nur halb mit dem kornigflockigen Niederschlag

umhiillt waren.

Als Phloxin zugesetzt wurde, wurde dieser auf die Krystalle

abgesetzte Niederschlag rot gefarbt.

Daraus folgt, daB der Niederschlag sich erst nach Zusatz des

Thymols gebildet haben muB und daB er wie auch eine Membran
Farbstoff speichert.

Die giinstigste Temperatur fiir die Cytokoagulasewirkung be-

tragt 28—30°.

Auch an Traganth zeigte sich die Wirkung, doch laBt sich

selbst durch mehrstiindiges Erhitzen auf 120° dieses Saccharokolloid

nicht so gut in Losung bringen wie Kirschgummi.

Nach 14 Tagen wurde die ganze Untersuchungsreihe noch
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einmal durchgefiihrt. Es hatten sich inzwischen die Pieris-Triebe

schon vollstandig entwickelt und nur noch einzelne Nachziigler

konnten aufgefunden werden, deren SproBenden noch gekriimmt

waren. Bei der kiihleren Witterung waren sie wohl im Wachstum

zunickgeblieben; aus ihnen HeBsicheine Losung erhalten, die merklich

schwacher koagulierte. Nach 24 Stunden war aber die Erscheinung

deutlich eingetreten.

Ein ahnliches Verhalten beobachtete ich vor Jaliren 1

) an einem

Grunmalz, dessen diastatische Wirksamkeit ich zu bestimmen hatte :

bei starker Abkiihlung von 20° auf 5° war dieselbe auffallend

/.uni(;kovgangen.

Mit der Temperaturerniedrigung muBte in diesem Fall die

Wirksamkeit der Diastase und ihre Sekretion im Endosperm herab-

gesetzt werden, wodurch eine Verminderung in der Zufuhr los-

licben Materials zum Embryo eintrat. Dies machte sich hier da-

durch bemerkbar, daB in den embryonalen Blattzellen weniger

Starke gebildet wnrde. Die Starkebildung pro qmm Querschnitt

sank im Verhaltnis von 15 : 8.

Enzym und Gegenenzym konnen auch in einer Losung

wirken; so kann z. B. die Amylokoagulase in Gegenwart einer ge-

ringen Diastasemenge die Ausflockung hervorbringen. Ganz be-

sonders scheint diese Doppelwirkung vor sich zu gehen, wenn der

ausgeflockte Bestandteil schwerer hydrolysierbar ist als der, welcher

"leichter in Losung uberzufuhren ist.

Wie auch bei anderen Enzymen beobachtet wurde, erreichte

die Koagulasereaktion nie den Endzustand: die Wirksamkeit nahm

mehr und mehr ab und horte schlieBlich auf; es fehlte der fur

die Koagulation giinstigste Zustand,'die Anhaufung, vielleicht ist

aber auch das Enzym selbst sehr labil und nicht bestandig.

) S. Wochenschrift f. Brauerei 1
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