Beteiligung der Reduktase im Prozesse der Alkoholgéarung.
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Die hervorragenden Untersuchungen E. Buchners und
dessen Mitarbeiterl) zeigen, da Alkoholgarung mit der lebenden
Zelle nicht untrennbar verknlpft ist; dieser ProzeR wird viel-
mehr durch ein spezifisches Enzym, Zymase, hervorgerufen.
Spaterhin kamen E. Buchner und ebenso Stoklasa?) zu dem
Schliisse, dal} Glukose nicht unmittelbar zu Alkohol und Kohlen-
sdure verarbeitet, sondern zundchst in zwei Molekile Milchséure
gespalten wird :

G6H1206 — 2C3H603
Milchséure wird alsdann zu Alkohol und CO2 zerspalten.
C3H603 = C2Hfi0+CO02

Obschon ich obige Voraussetzung nicht fur endgtltig nach-
gewiesen halte, denn Milchsdure konnte auch als Spaltungs-
produkt der EiweillstofTe aultreten,3)‘schliele ich mich dennoch
der Meinung der genannten Forscher in der Beziehung voll-
kommen an, daB aus Glukose nicht unmittelbar Alkohol und
Kohlensaure entstehen.

Ich vermute ebenfalls, daR am Spaltungsprozesse des
Zuckers in Alkohol und Kohlens&ure mehrere Enzyme teilnehmen,
hs muB vor allem darauf hingewiesen werden, da die Rein-
darstellung der Zymase bis jetzt nicht gelungen ist. Sowohl im
HefepreRsaft als im Zymin und ebenfalls in den aus verschie-
den Pflanzensaften erhaltlichen Alkoholniederschldgen finden

¥} E- Buchner, H. Buchner u. M. Hahn, Zvmasegéarung, 1903.
*) Stoklasa, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 303, 1907.
3) Katsuji Inouye u. Kondo, Diese Zeitschr., Bd.LIV, S.481,1908.
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sich neben der hypothetischen Zymase noch mehrere andere
Enzyme vor, deren Beteiligung am Garungsprozesse nur in dem
Falle geleugnet werden kdnnte, wenn wir bereits Uber rein
dargestellte Zymase verfugten. Es ist wohl bekannt, daR sowohl
HefepreRsaft als Acetondauerhefe betrachtliche Mengen der Re-
duktase und der Katalase enthalten. In meiner friher publi-
zierten Abhandlungl) war ich auf Grund verschiedener theo-
retischer Erwégungen zu dem Schluf? gekommen, dal} die beiden
genannten Enzyme vorwiegend unter anaéroben Verhaltnissen
tatig sind. Durch die Untersuchungen von Gruf32) wird die
Ansicht bestatigt, dall Alkoholgarung nicht durch Zymase allein
bedingt wird. Der genannte Forscher hat gefunden, dal} auch
Hydrogenase am Prozesse der Alkoholgarung regelmaBig teil-
nimmt. Die vorliegende,Arbeit hat den Zweck, darzutun, daf
die Reduktase, eines der verbreitetsten Enzyme der Pflanzen
und der Tiere, am Prozel der Alkoholgarung unmittelbar be-
teiligt ist. Zn den Versuchen verwendete ich sowohl gewohn-
liches als auch glykogenarmes3) Zymin (durch Aceton abgetétete
Hefe). Als Reagenzien auf Reduktase benutzte ich selenigsaures
Natrium4) und Methylenblau. Da die enzymatische Natur der
Reduktase zuweilen noch bezweifelt wird, so habe ich zunéchst
folgenden Vorversuch ausgefiihrt. Es wurden zwei Portionen
gewohnlichen Zymins zu je 4 g abgewogen. Die eine Portion
wurde mit 100 ccm 2,5°/oiger Wasserlosung des selenigsauren
Natriums und ein paarTropfenToluol Uibergossen. Nach 24 Stunden
hat sich eine betrachtliche Menge des reinen Selens als roter
Niederschlag abgesetzt. Die andere Portion wurde mit 50 ccm
destilliertem Wasser gekocht und nach dem Erkalten mit 50 ccm

) w. Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 207, 1908.

*) Gruf, Untersuchungen dber die Atmung und Atmungsenzyme
der Hefe. Zeiisehr. f. ges. Brauwesen, Bd. XXVII, 1904; Uber den Nach-
weis mittels der Chromogrammethode, dall die Hydrogenase aktiv bei
der Alkoholgarung beteiligt ist. Ber. d. Peutsch. bétan. Ges., S. 191, 1908.

3) Buchner und Mitscherlich, Diese Zeitschrift, Bd. XLII.
. S. 554, 1904.

4) Scheurlen, Zeitschr. f. Hygiene, Bd. XXXIII, S. 135, 1900;
Klett, ebenda, S. 137.



Beteiligung der Reduktase im Prozesse der Alkoholgéarung. 83

5' oiger Wasserlésung des selenigsauren Natriums und ein paar
Tropfen Toluol versetzt. An dieser Portion wurden im Verlauf
von mehreren Tagen gar keine Veranderungen wahrgenommen.
Das Zymin blieb vollkommen weil3 und es hat sich keine Spur
des roten Niederschlags gebildet. Durch diesen Versuch wird
die enzymatische Natur der Hefereduktase aulier jeden Zweifel
gestellt. Beide Portionen wurden mit etwas Chloroform versetzt,
dann verschlossen und dienen jetzt als Dauerpraparate auf Vor-
lesungen behufs Demonstration der enzymatischen Tatigkeit der
Reduktase.

In anderen Versuchen wurden gleiche Mengen des Zvmins
mit gleichen Mengen einer Wasserldsung des selenigsauren Na-
triums Obergossen. Diejenigen Portionen, denen nichts mehr
beigegeben wurde, farbten sich nach 24 Stunden rot infolge
Abscheidung des metallischen Selens. Andere Portionen wurden
mit Glukose versetzt. Je mehr Glukose zugesetzt worden war,
desto unbedeutender war die Menge des nach Ablaufvon 24 Stunden
abgeschiedenen metallischen Selens; bei Zusatz von betracht-
lichen Glukosemengen fand keine Abscheidung des Selens nach
2+ Stunden statt: erst viel spater erschien ein roter Nieder-
schlag. Durch Zuckergabe wird also die Reduktion des Selens
verlangsamt und eventuell auch vollkommen beseitigt. Daraus
ist der Schlul} zu ziehen, dall Reduktase im Spaltungsprozef
der Glukose auf Alkohol und Kohlensdure unmitteibar beteiligt
ist und daher das selenigsaure Natrium unberthrt laRt.

Behufs Losung der Frage, ob die hemmende Wirkung der
Glukose tatsachlich auf Alkoholgéarung zuriickzufuhren ist, habe
ich in einer anderen Versuchsserie Wasserlosungen des selenig-
sauren Natriums mit gleichen Mengen Zymin und mit verschie-
denen nicht vergéarbaren organischen StoRen versetzt: es wurden
namlich Glycerin, Lactose und Mannit verwendet. Die genannten
Substanzen Ubten keine hemmende Wirkung; es wurden viel-
mehr in Gegenwart des Milchzuckers und des Mannits allem
Anschein nach groRere Mengen des metallischen Selens abge-
schieden als in destilliertem Wasser und zwar hatte dann der
Niederschlag eine hochrote Farbung, die im letzteren Falle (in
N asserlésungen) nicht wahrzunehmen war.
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Die Abscheidung des metallischen Selens wird aber durch
Zusatz von vergarbaren Stoffen gehemmt. Aufer der Glukose
habe ich von den genannten Stoffen Saccharose und Galaktose
verwendet. Die hemmende Wirkung der beiden letztgenannten
Stoffe war schwacher als diejenige der Glukose. Am schwéchsten
war die Wirkung der Galaktose.

In einigen Versuchen wurde Methylenblau als Reagens
auf Reduktase benutzt. Sowohl HefepreRsaftl) als Zymin redu-
zieren und entfarben Methylenblau bei Sauerstoffabschluf3. In
meinen Versuchen wurden 0,05 °/oige Wasserlésungen von Me-
thylenblau in Erlenmeyersche Kolben hineingetan, mit Zymin
versetzt und oben mit einer Schicht Olivendl tibergossen behufs
Isolierung vom Sauerstoff der Luft. Am folgenden Tage waren
die Losungen bereits farblos. Bei Anwendung derselben Mengen
des Zymins und des Farbstoffs unter Glukosezusatz war eine
bedeutend langsamere Entfarbung zu verzeichnen. Wahrend
\\ asserldsungen bereits entfarbt worden waren, blieben Glukose-
I6sungen noch gefarbt.

Obige Versuche zeigen also, dal} Reduktase im ProzefRl
der Alkoholgarung als selbstdndiges Enzym beteiligt ist; es
sind also keine Griinde vorhanden zu der Annahme, dal} Zymase
reduzierende Eigenschaften hat, wie dies Hahn2) voraussetzt.
Diese Annahme ist um so weniger berechtigt, als die Bezeich-
nung «Zymase* von E. Blchner in letzter Zeit nur als Sammel-
begriff gehandhabt wird, der die Gesamtheit der bei der Alkohol-
garung mitwirkenden Enzyme zusammenfassen soll.

Die beschriebenen Versuche bieten auch Anhaltspunkte
dar zur Losung der Frage der von Pfeffer3) festgestellten Elek-
tionsfahigkeit der Pflanzen hinsichtlich verschiedener Nahrstoffe.
Wird eine Ldsung von zwei ungleichen Nahrwert besitzenden
organischen Verbindungen den Schimmelpilzen zur Verfligung
gestellt, so absorbieren letztere, wie Pfeffer zeigte, fast aus-

¥ E. Buchner, H. Buchner u. M. Hahn, Zymasegarung, 1903.
S. 341
*) E. Buchner, Zymasegarung, S. 348.
Pfeffer, Uber Elektion organischer Nahrstoffe (Jahrb. f. wissen-
schaftl. Botanik, Bd. XXVIII, 1895, S. 205).
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schlieRlich die bessere N&hrsubstanz, die andere Substanz un-
beriihrt lassend. So wird z. B. aus einer Losung von Glukose
und Glycerin nur erstere von den Schimmelpilzen absorbiert;
erst bei unzureichendem Glukosegehalt gehen Schimmelpilze zur
tilycerinabsorption Gber. Bedeutend friher hat schon Pasteurl)
dargetan, daR einige Bakterien und ebenfalls Pénicillium glaucum
die d -j- 1-Weinsaure in der Weise spalten, daR sie nur d-Wein-
>diire absorbieren, 1-Weinsaure aber unberthrt lassen. Dieselbe
Elektionsfahigkeit beobachten wir bei der Acetondauerhefe: von
den beiden Nahrstoffen — Glukose und selenigsaurem Natrium
bezw. Methylenblau — wird nur Glukose gespalten, die Nahr-
substanz von geringerem Werte bleibt dagegen unberihrt. Bei
Abw esenheit der Glukose werden jedoch selenigsdures Natrium
und Methylenblau von der abgetoteten Hefe zersetzt.

Gegenwartig verfiigen wir Uber die von E. Buchner und
dessen Mitarbeiter erfundene Abtétungsmethode der Hefe durch
Aceton, wobei die in der Hefe vorhandenen Enzyme ihre Wirk-
samkeit nicht verlieren; dadurch wurde ein Weg gebahnt fir
die Untersuchungen Uber die Stoffumwandlungen nicht nur le-
bender, sondern auch abgetoteter Organismen. AufSamenpflanzen
lat sich mit besserem Erfolg die von mir ausgearbeitete!) Ab-
U'tungsmethode mittels Erfrieren anwenden. Bei dieser Methode
wird eine Zerkleinerung der Objekte vermieden, die eine be-
trachtliche Abnahme der Téatigkeit der Enzyme zur Folge hat.
Die in meinem Laboratorium ausgefihrten Untersuchungen von
Fraulein Gromow und Grigoriews) zeigten, dal bei der Ace-
tondauerhefe nicht nur ein mit Eiweil3zerfall verknipfter Hunger-
zustand, sondern auch Erndhrung mit verschiedenen organischen
idollen zu verzeichnen ist.

Zum Schlu® will ich einige der ausgefuhrten Versuche
mitteilen, die als Muster aller dbrigen dienen kénnen.

Versuch 1.
Sechs- kleine Erlenmeyersche Kolben wurden mit je
Ottcem 5°/oiger Losung des selenigsauren Natriums beschickt.

) Pasteur, Comptes rendus, Bd. XIL.VI, S. 617, 1H58.
*) Palladin. Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 407, 1906.
s) Grigoriewu. Gromow, Diese Zeitschrift, Bd. XLII. S. 299,1904.



86 W. Palladin,

Der erste Kolben wurde alsdann mit 10 g Glukose, der zweite
mit 20 g Glukose, der dritte mit 10 g Glycerin, der vierte mit
10 g Milchzucker, der funfte mit 5 g Mannit versetzt. Der
sechste Kolben wurde mit keinem organischen Stoffe versetzt.
Aulerdem wurde allen sechs Kolben je 4 g gewodhnliches Zymin
beigegeben. Nach Ablauf von 24 Stunden war in dem mit 20 g
Glukose beschickten Kolben kein roter Niederschlag vorhanden;
der mit 10 g Glukose versetzte Kolben enthielt eine unbedeutende
Menge des metallischen Selens; alle Ubrigen Kolben wiesen
dagegen grolRe Mengen des roten Selens auf. Nach langerem
Stehenlassen bildete sich allmé&hlich in den mit Glukose ver-
setzten Kolben ein roter Selenniederschlag: nach Ablauf von
10 Tagen war derselbe bereits in grof3er Menge vorhanden und
hatte eine hochrote Farbung, die sich von der orangeroten

Farbung des in Wasserlosung abgeschiedenen Niederschlages
scharf unterschied.

Versuch 2.

Sechs kleine Erlenmeyersche Kolben wurden mit je
100 ccm 2,5°/oiger LOsung des selenigsauren Natriums beschickt.
Dem ersten Kolben wurde nichts mehr beigegeben, der zweite
wurde mit 30 g Glukose, der dritte mit 30 g Saccharose, der
vierte mit 30 g Galaktose, der funfte mit 5 g Milchsdure und
mit 25 g Ammoniumlaktat versetzt. Aulerdem wurden alle
funf Kolben mit je 4 g gewohnlichem Zymin beschickt. Nach
24 Stunden wurde in dem mit Wasserlosung versetzten Kolben
eine groRe Menge des roten Niederschlags wahrgenommen, wéh-
rend in dem mit Glukose versetzten Kolben eine &uf3erst geringe,
in dem mit Saccharose versetzten eine etwas gréfiere, in dem
mit Galaktose versetzten eine noch groRere, aber immerhin
noch bedeutend geringere Menge des Niederschlages als auf
der Wasserlosung zu verzeichnen war. Nach Ablaufvon 10 Tagen
erschien in allen mit Zuckerlésungen versetzten Kolben ein roter
Niederschlag in groRer Menge. Eine besonders intensive rote
Féarbung des Niederschlages war in dem mit Saccharose ver-
setzten Kolben zu verzeichnen. In dem mit Milchsdure versetzten
Kolben bildete sich auch nach 15tagigem Stehen gar kein Nieder-
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schlag. Es blieb dahingestellt, ob hier die Milchséure dieselbe
Wirkung wie Glukose ausiibte, oder ob sie sieh als ein Gift erwies.

Versuch 3.

Sechs Erlenmeyersche Kolben mit sehr groRRer Boden-
tkiehe wurden mit je 200 g 2°/oiger Losung des selenig,sauren
Natriums beschickt. Zwei Kolben erhielten keinen weiteren
Zusatz, zwei .andere Kolben wurden mit je 10t) g Glukose ver-
mut. der fiinfte Kolben wurde mit 100 g Saccharose, «ler sechste
mit 100 g Milchzucker versetzt. Zwei Kolben (der eine mit
Wasser und der andere mit Glukoseldsung) wurden aulRerdem
mit je 4 g glykogenarmem Zvmin, vier ubrige Kolben wurden
mit je 4 g gewohnlichem Zvmin beschickt. Die Reduktion war
in diesem Versuche infolge groRerer Flissigkeitsmenge eine

langsamere.
a) Gewohnliches Zvmin. Nach 2 Tagen bedeutender

selenniederschlag in Wasser und in Milchzuokerilisung: gar
kein Niederschlag in Glukoselésung. In Saccharoseldsung ist
der Niederschlag bedeutend geringer als in Wasser. Nach
5 Tagen hat sich in Wasser-und in der Milchzuckerldsung ein
reichlicher Niederschlag gebildet. In Saccharoselésung hat Sich
ebenfalls ein roter Niederschlag gebildet, der allerdings geringer
war als derjenige der Wasserlosung. In der Glukosel6sung
wurden nur Spuren des roten Niederschlags wahrgenommen.
b) Glykogenarmes Zymin. Nach 2 Tagen wurde ein
kaum merkbarer Niederschlag in Wasser, gar kein Niederschlag
m Glukoselosung wahrgenommen. Nach 5 Tagen war der Nieder-
schlag der Wasserportion bedeutend geringer als derjenige der
Kontrollportion des gewdhnlichen Zymins. In Glukoseldsung
war auch nach 5 Tagen kein Niederschlag zu verzeichnen.

Versuch 4.
Vier Erlenmeyersche Kolben mit grofRer BodenfRache
wurden mit je 100 ccm 4°/»iger Losung des selenigsauren Na-
triums versetzt; zwei Kolben erhielten aul’erdem einen Zusatz

T'n Je 50 g Glukose. Dann wurden zwei Kolben (der eine mit
W asser und der andere mit Glukoselésung) mit je 4 g gewohn-

tem Zymin, die beiden ubrigen Kolben mit je 4 g glykogen-
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armem Zvmin beschickt. Es ergab sich in Ubereinstimmung
mit dem Resultate des vorstehenden Versuches, dal glykogen-
armes Zymin eine spater auftretende und langsamere Reduktion
bewirkt als gewdhnliches Zymin.*)

Versucho.

Zwei Erlenmeversche Kolben mit groRer Bodenflache
wurden mit je 200 ccm 0,05°/oiger Wasserldsung von Methylen-
blau versetzt; der eine Kolben wurde auBerdem mit 100 g Glu-
kose beschickt. Dann wurde in die beiden Kolben je 4 g ge-
wohnliches Zymin hineingetan und schlief3lich eine groRRe Schicht
Olivendl eingegossen. Nach 2 Tagen wurde die Wasserlosung
von Methylenblau entfarbt, die Glukoseldsung von Methylenblau
blieb dagegen im Verlauf von einigen Tagen hochgefarbt. Bei
Beginn des Versuches wurden beide Kolben mit ein paar Tropfen
Chloroform versetzt; in den vorhergehenden Versuchen mit
selenigsaurem Natrium wurde immer Toluol hinzugeftgt.

*) Beide Zvminpréaparate wurden gleichzeitig von AntonSchroder,
Minchen, Landwehrstr. 45, bezogen, doch nicht auf Géarfahigkeit gepruft.



