Weber das ,,Invertin“ der Hefe.

Von
K. Salkowski.

Ans >\-M dmm. Laboratorium dos |«ithologis<h(., Instituts zu IWIin)

(Der Dedaction zug.gungen am :t. Noveml.fr I<*o<*)

Kiniiro Zeit nach meiner Publication Uber die Kohlehydrat«
oler Hefel) dréngte sich mir der Verdacht auf, dass das Inver-
tin . welches M. Barth-i vor langen .Jahren unter meiner
Leitung dargestellt und beschrieben hat, mit Kohlehydraten,
namentlich Gummi, verunreinigt sein mochte. Diese Ver-
niuthung grindete sich darauf, dass das Invertin im Wesent-
lichen durch Ausziehen der bei 105° erhitzten Meie mit\Wasser
und Fallung des Auszuges mit Alkohol dargestellt- ist, das Hefe-
"ummi aber gleichfalls in Wasser loslich und durch Alkohol
fallbar ist und durch Krhitzen auf 105° nicht unl6slich wird,

Meine Vermuthung bestétigte sich in der That Ks stand
nur noch eine kleine Probe des Originalpraparates von Barth
zur Verfugung: als die wasserige LOsung eines Theiles des-
selben mit Fehling scher LOsung versetzt wurde, entstand
«(‘+ charakteristische, beim Lrwé&rmen sich zusammenballendc
blaulieh-wcisso Niederschlag der (iummikuplerverbiinlung. |)er-
scllic wurde nach dem Abgiessen der (berstellenden Flissig-
keit mit etwas Wasser abgespllt, dann in einigen Tropfen
Salzsdure gelost, die Losung mit Alkohol absolntus versetzt : es

entstand ein pulveriger, weisser Niederschlag, welcher abtiltrirt
und mit Alkohol und Aether gewaschen. wurde. Das erhaltene

L lier (i. (L cticin. li., Itd. 27 S. 102 und vIH2a, 1HO{
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ferne wrisst* Pulver war N-frci und dimmte in seinen &usseren
Eigenseirallen und in duoem Verhalten zu Heagentien, soweit
die kleine Ouautiliit die Anstellung von Keactionen zuliess.
mil llofeguiiimi tberein.

hass diese Verunreinigung des Invertins mit Gummi
bezvV. Kohlehydraten von Harth und mir Ubersehen worden
ist, ist wohl verzeihlieh, da im Jahre 1878 — in dieses Jahr
lallt <lie Publication von Harth so gut wie nichts von den
Kohlehydraten der liefe bekannt warl)* und wir auch nicht
durch besondere Erscheinungen aut die Vermutlmng dieser
Voninreiniguug g(ITilirl wurden, indessen hatte ich, da Harth
damals unter meiner Leitung gearbeitet hat und die Darstellung
des Invertins im Wesentlichen nach meinen Angaben erfolgt
ist. natdrlich die Verpflichtung, auf den Gehalt des Invertins>
ari (lummi aufmerksam zu machen. Die Verzbgerung, die in
dieser Hinsicht eingelroten ist, erklart sich daraus, dass ich
selbstverstandlich den Hcfund.nicht veroffentlichen wollte, ohne
selbst neue Darstellung von Invertin gemacht und mich von
der Gonstanzdes Gummigehaltes Uberzeugt zu haben. Hei der
Hesehoftigung mit dem Gegenstand drangten sich mir noch
andere Kragen auf. die ich nicht ganz unbertcksichtigt lassen
konnte und deren Verfolgung viel Zeit in Anspruch nahm.
Meine bezlglichen Heobachtungen sind nun bei Weitem noch
nicht abgeschlossen und ich wirde mit der Mittheilung der-
selben auch noch zurickhalten. wenn nicht die neuesten Pub-
licationen von Osborne-) und Kolle3) die Krage nach der
Natur des Invertins in falsche Halmen zu drangen drohten.

[ hie Arbeit von Naegeli und LOw, in welcher die Autoren
¢ eilzsrhlcini > alsdas Kohlehydrat der liefe beschreihen, erschien in
demselben Jahre. jedoch etwas spater. Ausserdem heisst es daselhsl
(Annal, der (.hem. und I’harm.. I>d. lll’l. S. M2t): «Der lilzschleim ist los-
lich in lieissem Wasser, last unloslich in kaltem- und Naegeli spricht
sich dahin aus. dass derselbe erst aus der Zellmembran beim Kochen
mit Wasser entstelle, es ware also unter keinen Umstanden eine Ver-
unreinigung des Invertins- mit demselben zu vermuthen gewesen, auch
wenn die Arbeit von Naegeli und Low schdon Vorgelegen hatte.

2i these Zeitsehr. ltd. XXVIII. S.
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Die Darstellung des Invertins geschah im Wesentlichen
nach dem von Harth beschriebenen Verfahren, nur mit den
Abweichungen, welche durch die inzwischen erfolgte Ver-
besserung der technischen Hulfsmittel und durch die grossere
personliche Erfahrung in der Darstellung derartiger Substanzen
geboten waren.

>()> g beste, last vollkommen amylumfreie Presshefe
wurd(' durch Ausbreiten in grossen Horzellanschaalen oder auf
lllcclkmi  oder Papierunterlagen bei Zimmertemperatur ge-
hucknet, bis sie sich gut verreiben liess. Das hifttrockne
Pulver zuerst bei io» weiter getrocknet, dann .6 Stunden lang auf
tnf)  110° erhitzt, fein gemahlen und mit Wasser zu einem
diiniKMi Drei ungerthrt, welcher 20- 2i Stunden stehen blieb.
Derselbe wurde dann mit der Nutsehe abgesaugt, das gelblich
gehirbte Filtrat in das §1—f)fache Volumen Alkohol von 90—
eingegossen, am nachsten Tage abfiltrirt und mit Alkohol ab-
solulus gewaschen, der Filterriickstand einen Tag unter Aether
gebracht, wiederum abgesaugt und in der KeibscMale trocken
geneben. Das ganz trockene Pulver wurde in der.Heibsehaale
mit W asser verrieben, nach kurzem Stehen liltrirt_der FiF
lerriickstand besteht grosstentheils aus EiweisskOrpern ---, das
| iltral in das mehrfache Volumen Alkohol absolut, gegossen und
ebenso verfahren, wie oben angegeben. Durch Trockenreiben der
athorfeuchten Substanz in einer Heibschaale wird das Invertin
in Form eines weissen oder ganz bucht gelblich-weissen, dusserst
loimui staubigen Pulvers erhalten, welches, wie so viele sehr
‘einpulvrige organische Substanzen, beim Keiben die bekannten
elektrischen Erscheinungen zeigt, die ;das Einfallen in Glaser
"n,| Ausschitten aus Hohr« hon fir die quantitativen Bestimm-
ungen so sehr erschweren.l)

Es wurden i derartige Darstellungen gemacht, nur mit
einer kleinen Abweichung bei der ersten Darstellung, welche

1 )a *s si(’b «piter lierausstellfe «siidie weiter unten), dass das
nivei tiremle Enzym gegen Alkohol weit empfindlicher ist, als ich annahm,

S wlurte es si, h <M,P'c‘hlcn, die Heridhrung mit dem Alkohol 'mdoglichst
ahzukurzen, freilich fragt es sich, oh es- dann in gleichem Muasse

uigen wird, das Euveiss aus dem Praparat auszuschliessen.
B S ylcr's Z.-ifschrift f. physiol, de mie. XXXI. go



sich indessen als unzweekmadssig und fehlerhaft erwies. Es
wurde nédmlich dieses Mal der Versuch gemacht, die Hefe,

gut vertheilt, sofort bei zu trocknen. Dabei trat aber
augenscheinlich Zersetzung unter AnmioniakentWicklung ein.

Aus dieser nicht ganz fehlerfreien Darstellung stammt Pra-
parat 1. Das Ergebnis* der zweiten und dritten Darstellung
wurde zu Praparat 1l vereinigt, die vierte Darstellung ergab
das Praparat Ill. Ueher die Ausbeute bei ! linde ich keine
Notiz, Praparat H wog lufttrocken ca. \xi> g, ebensoviel Pré&-
parat 111, trotzdem fir 1l t Kilo, fir Ul nur Va Kilo zur Dar-
stellung verwendet worden war. Der Unterschied der Gewichte
erklart sich durch die Zusammensetzung der Praparate (siehe
weiter unteni.

Beziglich «ler Wirksamkeit der Praparate habe ich mich
auf qualitative Versuche beschrankt, da Barth ausfihrliche
Angaben liber die Wirksamkeit seiner nach dein gleichen oder
fast gleichen Verfahren dargestellten Praparate gemacht hat.
Nach den qualitativen Prifungen entsprach die Wirksamkeit
doch nicht dem, was man von einem rein dargestellten Ferment
gegentber der Wirksamkeit der zur Darstellung verwendeten
wasserigen Auszlige erwarten musste: auch andere Beobachter
haben schon bezlglich des Invertins diesen Eindruck erhalten.
Das Verfahren bedingt jedenfalls eine bedeutende Schédigung
'les Fermentes.

Sadmmlliche Praparate erwiesen sieh als gummihaltig,
aulladHeuder Weise aber in sehr verschiedenem Grade. Es
schien mir winschenswerth, zunachst den Gehalt der Praparate
au Gummi zu bestimmen und dann dieses selbst n&her zu
eharakterisiren.  Zur Bestimmung diente die Fallung als
Gtunmikupfernalronverbindung und Isolirung des Gummis aus
dieser. Von der Brauchbarkeit des WVerfahrens habe ich
mich schon vor langerer Zeit in Versuchen Uber die Quan-
titdt/ des Gummis in der liefe bei verschiedenen Zustanden
derselben Uberzeugt, es soll Uber diese spater im Zusammen-
hang berichtet werden. Die Einzelheiten des Verfahrens

gehen aus der Beschreibung des bei Praparat ! eingehaltenen
Vorgehens hervor.



Invertinpraparat |.

«U350 g lufttrockenes Invertin — 0,3303 glj asclie- und wasserfrei
wurden aus einem Wageréhrehen auf etwa 100 ccm. destillirtés Wasser
ausgeschuttet, welches sich in einem Becherglas befand, und zwar so
dass das Pulver moglichst auf der Oberflache des Wassers schwimmend
vertheilt war, dann einige Stunden stehen gelassen, dann auf dem
Wasserbad erwarmt, die LoOsung der Substanz, welche nur z6gernd
erfolgt, durch | mrihren mit einem mit Gummi armirten. Glasstab be-
iordert. schliesslich einige Tropfen Natronlauge hinzugesetzt. Dabei
schied sich eine geringe Quantitat eines flockigen Niederschlages —
augenscheinlich Galeiumphosphat — aus. welcher in der Flissigkeit be-
lassen wurde, da er die Gummibestimmung nicht stort.,

Die erkaltete Losung wurde mit 20 ccm. FehlingVVher Lésung
versetzt und gelind erwarmt, wobei sich, ein dicker, weiss-blaulicher,
allméhlich sich zusammenballender Niederschlag ausschied. Sobald
derselbe sich abgesetzt hatte, wurde (lie Uberstehende Fliussigkeit'in -ein
llecherglas abgegossen, wobei einige Flockchen des Niederschlages inif-
Iingen, dann mit wefng Wasser abgespllt, das Spllwasser in dasselbe
liceberglas gegossen; die vereinigten Flissigkeiten — etwa 2tK) ccm —
blielx n bis zum ndachsten Tage stehen. Die Gumm.kupfe,Verbindung
wurde in wenigen Tropfen Salzsaure gelOst die Losung erfolgte
spielend leicht —, dann sofort 100-150 ccm. Alkohol absolute hinzu-
g(‘fugt . es entstand eine milchige Flissigkeit. Da die Ausscheidung des
Gummis zogerte, wurde mit der Pipette ein Tropfen 10-,age Kochsalz-
I6sung hinzugesetzt: es entstand sofort ein dicker, weisser Niederschlag
welcher bis zum né&chsten Tage unter Alkohol stehen blieb. Aus der
abgegossenen-.blauen Ldsung, mit welcher die Spulwasser veiadnigl worden
waren, hatten sich bis zum n&achsten Tage einige wenige Flockchen
abgesefzl. aus welchen gleichfalls in der beschriebenen Weise das
Gummi zur Ausscheidung gebracht und sofort mit der Ilauptquanlitat
vereinigt wurde. Diese zweite Quantitat war Ubrigens so minimal,
dass sie auch ohne merklichen Felder hétte vernachléssigt werden
kénnen.

Das Gummi wurde auf einem getrockneten, gewogenen Filter ge-
sammelt. sorgfaltig mit Alkohol und Aether gewaschen, dann bei 110—115®
las zur Gewichtsconstanz getrocknet und gewogen.

Es wurden erhalten 0,1798 g = 53,47»!« der Heinsubstanz
flos Invwtinpraparates.

G 03114 "~verloren bei anhaltendem Trocknen 0,0342 g Wasser
- 10,71 ° o und liinterliessen 0,0388 g Asche -12,15 °/,, der wasserhaltigen
e»der 13.07°,, der wasserfreien Substanz. Der Gebalt des lufttrockenen

Fréparates an «Reinsubstanz» betrug 77,14«



Invertinpraparat Q.

Da die Quantitat (Ich (ftiinmi.s sich fir die Bestimmung
hei Praparat | unbequem gross erwiesen hatte, wurde, in der
Erwartung, dass der Gummigehalt ungefédhr ebenso gross sein
wurde, weniger Substanz genommen.

0,2710 g=0,1851 g a.scho- und wasserfreie Substanz!\
lieferte 0,0518 g Gummi = 17,17°/o.

Die Ausscheidung der Gummikupferverbindung erfolgt
in iliosom Ealle nicht sofort, sondern allmahlich, was hei der

geringen (onc(‘ntration des Gummis in der Losung (etwa 1:31i0)
erklarlich ist.

Invertinpraparat Ill.

10,2218 g = 0,1860 g2) asclie- und wasserfreie Substanz
lieferte 0,1208 g Gummi = 61,88°/«.

2) 0,1721 g hei 115° getrocknete asehehaltige Substanz
=0,1591 g asehefreie Substanz lieferte 0,10Ul g Gummi3) =
*>5710 0. Mittel aus hohlen Bestimmungen G5.:i\¢.

Die » untersuchten Invertinpraparate (mthielten also
Gummi in sehr wechselnder Quantitat: Nr. | 55,17°.», Nr. 2
17,1-7°l-0, Nr. * iin Mittet t)5,.5f Der hohe™® Gummigehalt des

b O.anU g Substanz verloren bei anhaltendem Trocknen U.02f>t> g
Wasser fi,7.V' ) nnd binterliesscn 0,100 g Asche--25S5" .der lult-
Irockonen oder 2j.7.>".. der wasserfreien Substanz. Der Gehalt der
luittrockeneti .Substanz an Heinsubslanz betrug somit U7.U7"... |)a der
Aschcngrhalt auffallend hoch erschien, wurde noch eine zweite Aschen-
b«stinmmng ausgefuhrt. welch-* indessen last dasselbe ergab. 0.21HU ¢
lulltrorkem™* Substanz liefert¢ 0.066U g Asche - 20.25" ...

0.07H1 g verloren hei anhaltendem Trocknen 0,();i2t> g Wasser
-H.HH".. und Idnterliessen 0.02(51 g Asche -(5.0H" . der wasserhaltigen
oder 7.UU 1» der wasserfreien Substanz. Der Gehalt der lufttrockenen
Substanz an ’ Koinsiibstan/.* betrug somit Hd.fi’..

' In diesem Falle isteine Correctin' angebracht. Heim Abtiltriren
des Gummis fiel mir auf. dass die letzten Antheile desselben eine kdrnige
Hoschall'enheit hatlen. Ich vermulliete. dass der Alkohol Chlornatrium
ausgefallt haben konnte, und veraschte deshalb das erhaltene Gummi.
Dasselbe hinterliess 0.00HH g geschmolzene Asche, welche, von dein Ge-
wicht des Kohgummis ~?0.1 CU ¢ abgezogen, obige 0.101(5 g gaben. Es
wird zWeekmassig sein, die Veraschung in jedem Falle auszuftihren.



Praparates"ill gegeniiber dem relativ niedrigen in 1l erklart
nun auch, warum die Ausbeute bei Il doppelt so hoch war,
wie in Il: das Plus ist nichts Anderes wie Gummi.

Line bestimmte Erklarung daftir, warum in dem einen
Palle soviel mehr Gummi in Ldsung gegangen ist, wie in dem
anderen, also ein soviel gummireicheres Praparat erhalten ist,
vermag ich nicht zu geben, man kann sich aber wohl vor-
stellen, dass die Quantitdt des Gummis in der Hefe vielleicht
nach den Einzelheiten der Fabrikation oder nach dem Alter
der Hefe wechselt und dass dementsprechend Wasser von
Zimmertemperatur wechselnde Quantitaten von Gummi auf-
nimmt. Maoglicher Weise sind auch geringe Abweichungen
bei der Darstellung — langere oder kiirzere Zeit der Maceration
des Hefepulvers mit Wasser — von Einfluss auf den Gummi-
gehalt.

Es bleibt nun noch Ubrig, den Beweis zu fihren, dass
das gefundene Kohlehydrat in der That Hefegummi ist. Der
Beweis liegt in Folgendem: Sammtliche gewogenen Nieder-
schldge erwiesen sich, mit der Lassaigne schen Probe unter
Anwendung von Kalium auf Stickstoff gepriift, als stickstofffrei ;
nach Lage der Dinge konnte es sich also nur um ein Kohle-
hydrat handeln. Von 16slichen Kohlehydraten ist ausser
dem Gummi in der Hefe nur noch Glycogen naehzuweisen,
welches ich Ubrigens, entgegen der gewdhnlichen Annahme,
nicht flir identisch mit dem thierischen Glycogen halte. Die
wasserige LOsung des Invertins gibt keine .lodreaction, wie

auch nicht anders zu erwarten war, da man aus der Hefe
Glycogen’ nur durch Erhitzen mit Wasser erhélt, Zudem

ist Glycogen nicht durch Fehling sehe Ldsung fallbar und die
Art der Isolirung des Kohlehydrats schliesst eigentlich jedes
andere Kohlehydrat aus. Mit Rulcksicht auf die Angaben von
Kolle (1. c.) tber die Bildung von Mannose aus seinem Invertin
hielt ich es aber doch fir wiinschenswert!), den Nachweis des
Gummis auch nach dieser Richtung hin zu liefern.

Ich muss hierbei etwas weiter ausholen. Von dem Hefe-

gummi, Uber welches ich zuerst in du Bois-Reymond s Arch
I Physiol., 1890, S. 455, Angaben machte, theilte Ich in den
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Ber, (1, d. chem. Gesellseh., Hd. 27, 1894, S. 501 mit, dass
es durch Sé&uren in einen géhrungsfahigen, schwach rechts-
drehenden Zucker (bergeht. Es zeigte sich dann, dass un-
abhangig von mir auch Hessenlandl) den Korper schon
1832 in Héanden gehabt hat, wenn auch wohl nicht so rein,
da er nicht die Fallung mit Fehling scher Losung angewendet
hat unddas Gummi nach seiner Darstellung wohl mit Glycogen
verunreinigt sein konnte; Seine Angaben waren mir in Folge
des Ortes der Publication ebenso entgangen, wie ihm die
meinigen aus dem .labre 183<f. Hessenland hat auch den
hei der Hydrolyse des Gummis entstehenden Zucker schon
untersucht und gefunden, dass er aus, einem Gemisch von
d-Mammse mit wenig Dextrose bestellt.

Da hier im Hinblick auf die Angaben von Kolle nur
die d-Mannose von Interesse war, so habe ich mich darauf
beschrankt, zu untersuchen, ob diese leicht aus dem Hefe-
gummi und dem aus dem ‘Invertin isolirten Kohlehydrat zu
erhalten ist.

Ga. i g lufttrockenes Hefegummi, nach dem friher von
mir fl. c.) beschriebenen Verfahren aus Presshefe dargestellt,
wurden mit 3tID ccm. o°/«iger Schwehdsaure (15 g mit Wasser
auf 3tKV ccm. gebracht) in einem Kolben <l Stunden im Wasser-
bad (der Kolben in dieses versenkt) erhitzt, von Zeit zu Zeit
das verdampfte Wasser- ersetzt. Ab und zu wurden Proben
der FlUssigkeit durch Neutralisation mit Natronlauge und Zusatz
von tfilling scher Losung auf Gehalt an Gummi geprift: nach
der angegebenen Zeit tief die Gummireaction negativ aus.
Pie Massigkeit wurde nun mit heisser Barytlosung (aus um-
krystallisirlem Aetzbaryti nahezu, dann mit Baryumcarbonat
vollends neutralisirt, vom Baryumsullat ahfiltrirt, die klare
farblose Losung jn einer grossen Schaale bei gelinder Tempe-
ratur aut dem schwach erhitzten Wasserbad eingedampft, von
etwas ausgeschiedenen Haryumcarbonat abflltrirt und, nachdem
eine Probe zur Anstellung you Zuckerreactionen abgenommen
war, die noch etwas eingeengte abgekildte Losung mit einigen

1 Zcitsctnift des Vereins fur Riibenzuckerindustrie. Hd 12, S. 071.



ccm. Phenylhydrazin, in HO°®;'oiger Kssigsaure bis zur schwach
sauren Reaction gelost, versetzt. Reim lanrihren erstarrte die
Flussigkeit zu einem dinnen Brei von Krystallén, welche ab-
tiltrirt, ausgewaschen und einmal aus Alkohol umkrystallisirt
wurden.

Zur ldentiticirung des in Kkleinen, schwach gefarbten
Krystallcn erhaltenen Mannosehydrazons wurde an der Uber
Schwefelsdure getrockneten Substanz eine N-Bestirnmung nach
Dumas ausgefiihrt.M

0,1(382 g gaben 15,0 ccm. N bei 21° und 755 mm. B.

Daraus berechnen sich 0,0175 g N  10,10ft.

Mannosehyelrazon erfordert 10.117%.

Ks wurden nun die Reste der bei den Untersuchungen
der Invertinpraparate auf (ilummi erhaltenen Substanzen ver-
einigt, dann noch aus ca. | g des Praparates Il Gummi
dargestellt und mitverarbeitet, im Ganzen betrug die Quantitat
0,7—0,8 g. Die Substanz wurde mit 150 ccm. S5'/»iger
Schwefelsaure in der angegebenen Weise behandelt. Die er-
haltene eingedampfte Losung gab mit essigsaurer! Phenyl-
hydrazin sofort das charakteristische'l lydrazon vomSehmelzpmikt

nacli einmaligem ITmkrystallisire*n aus Alkohol. Zum
| ehertluss wurde noch ehe N-Bestimmung ausgeluhrt.

0,100;) g gaben 1/,0ccm. N bei KP*.und 709 mm. Bar.

Daraus berechnet sich N = 0,0200 g =1 10,50%, er-
fordert 10,57n/o.

Ks steht idse> te*st, elass etas nach deni Barth scheu bezw.
meinem Verfahren dargestellte Inventin mit llefegummi ver-
unreinigt ist.

Angesiclits dieser Thatsache gewinnt nun die» Angabe
von Kolle, dass er 'durch Behandlung seines Invertins mit
S&uren Mannose erhalten habe*, eine* ganz andere* Be*de*utung.
Ks ist nicht daran zu zweifeln, dass auch die von Osbeirne*
und Kaolle erhaltenen Invertinpraparate* mit (iummi verun-
reinigt gewesen sind, unel sehr erklarlich, ela ebese Praparate*
Im Wesentlichen nach demselben Verfahren dargestellt sind,

0 Oie Flernentaranalysen sind, ediemso wie? die eles Invertins, von
K‘m Assistenten des Laboratoriums. Herrn Dr. Neiiberg. auscefiihrt.



Jedenfalls keine Opération vorgenoinmen ist, durch welche das
von vornherein vorhandene Gummi beseitigt wird. Die Dialyse
iIst wie ich mich an llefegummilésung Uberzeugt habe, nicht
rm Stande, diesen Effect au leisten. Der Gehalt an Gummi
ist vielleicht sogar in seinen Praparaten noch grésser gewesen,
wie in den ineinigen, weil Osborne 1. e., S. 408) die vorher
mit Alkohol verriebene, dann wieder moglichst von Alkohol
befreite Presshefe < lagt» bei HO mit Chloroformwasser
stehen' liess. Dadurch musste nattrlich die Auslaugung des
Gummis aus der |leie ausserordentlich befordert werden.
Ausserdem enthalt «ler so erhaltene Auszug, wie ich mich iiber-
zeugt habe, auch reichlich- die Spaltungsprodukte des Ei--
weissesund Nucleins, doch scheinen dieselben keine Verun-
reinigung des stark gummihaltigen Invertins zu bewirken.

Ich bin Uberzeugt: wenn Osborne und Koélle ihre Pra
parate durch Versetzen der Losung mit Fehling scher Ldsung
und Zugabe von ein wenig Natronlauge prifen wollen, werden
sic sich von der Gegenwart von Gummi in denselben leicht
Uberzeugen konnen. Es handelt sich also in den Versuchen
von Kolle nicht iim aus dem Molekil des Invertins abge-
spalteue .Mannose, diese entspricht vielmehr dein Gummi, durch
welches sein Invertin verunreinigt war

Osborne L selbst wirft schon die Frage auf, ob seinem
Invertin nicht vielleicht ejn Kohlehydrat beigemischt sein konnte,
erledigt sic* aber durch die Gegenfrage, warum denn die von
ihm (largesteilte Substanz durchaus ein Gemenge sein musse, und
nicht vielmehr selbst das gesuchte Ferment, und als solches
gleichzeitig stickslollhaltig und koldehydrathaitig sein koénne.
Er erinnert dahei an das Chitin und Hyalin, deren procentische
Zusammensetzung er vergleichend mit der seines Invertins
zusammenslellt, und sieht, wie es scheint, eine gewisse Stitze
fir seine Anschauung in dem Verhalten seiner Substanz beim
Erhitzen mit Sauren. Seine Entscheidung in der Frage ist

um so aullallender, als W roblewsky?) schon angegeben hat,
dass ein von ihm untersuchtes Invertinpraparat von Merck

0L <« s 42t
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betréchtliche Mengen eines Kohlehydrates enthalt, wenn er auch
die Natur dieses Kohlehydrates nicht erkannt hat, és vielmehr
uir von allen Kohlehydraten verschieden halt/ Nach den An
gaben \on \\ roblewsky ist kein Zweifel, dass er Hefegummi
in Handen gehabt hat. Daflr spricht ganz besonders” dass
sein Kohlehydrat keine .lodreaction gab, sich rechtsdrehend
erwies, nach der Inversion aber nur nOeh eine ganz geringe
Rechtsdrenung vorhanden war . Alles dieses entspricht genau
dem Verhalten des Hefegummis (Mannose ist bekanntlich
< hwaeh rechtsdrehend.) Hatte W rohlewsky meine Arbeit
uber die Kohlehydrate der Hefe in den Berichten der deutschen
chemischen .Gesellschaft nachgeschlagen, so wirde er Uber die
Natur seines Kohlehydrates wohl nicht im Zweifel geblieben sein.

Die noch vorhandenen Reste meiner Inyertinpraparate
habe ich zu einigen orientirenden Versuchen Uber die Natur
der ausser dem Gummi noch darin enthaltenen, organischen
Substanz benutzt. Ich dricke mich absichtlich so aus und
nicht des Invertins , die Griinde dafir werden aus der spé-
teren Ausfiihrung hervorgehen.

|. Barth hat sich schon mit Bestimmtheit dahin aus-
gesprochen, dass das Invertin kein Kiweisskorper ist, Osboriie
ist derselben Ansicht, und ich muss beiden Autoren unbedingt
beistimmen: das Invertin ist kein Eiweisskorper, auch nicht
im weitesten Sinn des Wortes, Wroblewskv ist mil seiner
gegcntheiligen Ansicht durchaus im Unrecht.

Meine Invertinpriparate gaben, in Substanz angewendet —
kleine Messerspitzen —, die Farbenreactinnen der Kiweisskoper:
Xanlhoprotein-Beaction, Adamkiewieczs, MiMons, Lieber-

mann s Reaction entweder gar nicht oder — ich mdchte

sagen so schattenhaft, dass von vornherein kein Zweifel
>ein  konnte, dass sie auf eine Verunreinigung mit Kiweiss

zurtckzufuhren seien. Alle 8 Praparate verhielten sich gleich :
das.c» in der FTiat noch Spuren von hivveiss vorhanden waren,
liess sich leicht zeigen.

| g des bei 100° bis zur Gewichtsconstanz getrockneten
Praparates | wurde in 1(K) ccm. Wasser gelost: dabei blieb

eine geringe Quantitat schleimiger Klimpchen ungel6st,, welche



sich auch beim Erhitzen der L&sung bis zum Sieden nicht
|6sten, die Losung wurde filtrirt, der Rickstand vom Filter in
ein Beeherglas gespritzt und in diesem durch Decantiren sorg-
faltig gewaschen. Die Substanz gab so in feuchtem Zustande
intensive  Millon sehe und Xanthoprotein-Reaction, sie 10ste
sich iii schwacher Natronlauge, auf Zusatz von Essigsdure zu
dieser Losung entstand eine feinllockige Féallung. Darnach
unterliegt es keinem Zweifel, dass das Invertin | mit Eiweiss
verunreinigt war. Dasselbe wurde auch an einer Kkleinen
Ouaulitat des Praparates Il testgestellt

Rezuglieh der Reactionen der trockenen Substanz ist noch
nachzuholen, dass dieselbe beim Erhitzen im Ro6hrchen reich-
lich Fyrrol entwickelte; und Spuren von Schwefelwasserstoll'.
Die Ryrrolreaction ist so stark, dass sie sicher nieht auf die
Verunreinigung mit Eiweiss zurtickgefuhrt Werden kann, sondern
der Substanz selbst zukommt. |

llezliglich der Reactionen der "nicht ganz 10 oigen LOsung
tsiehe oben) kann ich mich kurz fassen, sie stimmten im Wesent-
lichen mit den Angaben Osborne’s Uberein. Abweichend war
folgendes: L die Biiiretreaetinn fiel bei mir ganz negativ aus.
- Kupfersulfat und -acetat bewirkte keine Fallung oder Triibung
M. Bleiaeelat und Bleisubaeetat bewirkte in der angegebenen
Losung eine leichte Tribung, in einer Losung unbekannter Con-
centration aus dem Praparat Il eine weit starkere. Es ist wohl
maoglich, dass die heigemisehten phosphorsaurem Salze an der
Bildung des .Niederschlages heiheiligt sind, b RriUekesehes
Ifelgt*iis -~ Salzsdiite bewirkte starke ()palesoenz. indessoii
setzte sich auch hei tagelangem Stehen kein Niederschlag ab.

2. Die Elementarzusammensetzung. -- Rarth, Osborne
und Kolle bahen ihre Praparate analvsirt und folgende Zahlen
erhalten:

T
Harth im Mittel... 1i.li . 8.1 5,95
Osborne U ...,... 14,69 6.51 6.10
Kolle.......... tagt bis 6,15 bis  HH2 bis
E 15.65 7.31 8.61 2,

|) Fiir das durch Dialyse gereinigte Invertin im Mittel.
2) Hinsichtlich des N-Gehaltes spricht Kolle selbst Zweifel aus.
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Da es als sicher anzunehmen ist, dass alle analysirten Pra-
parate Gummi enthielten, und zwar in unbekannter Quantitat,
so sind die Zahlen nicht direct verwerthbar, indessen konnte
man doch an eine Umrechnung denken, wenn sich der N-
I»ehalt der gummifreien Substanz sicher ermitteln liesse.
Daraus muss sich naturlich der Gummigehalt der analvsirten
Substanz ableiten lassen.

Die Elementaranalyse meines Praparates Il ergab leigende
Werthe :

1. 0,1>H g der bei 105° getrockneten Substanz

0,1152-1 g Heinsubstanz) gaben mit' chromsaurem Blei un i
voi‘gelegtem metallischen Kupfer im offenen Holm verbrannt :
0,2271 CO, und 0,0888 H.,0:

- 0,1500 g (—0,1182 g Beinsubstanz) gaben 0,2217
CO, und 0,0870 ILO:

8. 0,088 g | = 0,1185 g lieinsubstanz) gaben 8,0 ccm. N
bei 21° und 750 mm. Bar.

I. 0,181)8 g 0,18;>f g lieinsubstanz) gaben O,ft ccm. X
bei 20° und 757 mm. Bar.

Daraus berechnet sich in Proceuten

|- H- I1. %
[ »hl, t«) i, ! -

N s.ofj hm -
Il — N.0O5 S, 2ii
Im Mittel 0 )8,14°Li, Il K50' N -K{]

Da der Gehalt des analvsirten Praparates an Gummi be-
kannt ist (= 17,17°/«) und andererseits die Zusammensetzung
des Hefegummis (C 42,11°/«, H <>,i8°5v>)., so lasst sich die
Zusammensetzung des gummifrei gedachten Praparates leicht
berechnen. Sie ergibt sich zu:

C 51),10°/«, H 8,90'V«, N 10,15°;«.

Selbstverstandlich hat diese Angabe der Zusammen-

setzung, als auf einer indirekten Analyse beruhend und des
hohen Aschegehaltes wegen, nur den Werth einer gewissen

Anndherung. Es ist klar, dass von irgend einer Pcberem-
Mimmung in der Zusammensetzung meines Praparates Il ‘und

9 Her. d. d. ehern. Gesellsch.. Bd 27. 8. )2



«ler Praparate «ler genannten Autoren, gummifrei berechnet,
nicht die Ifeile sein, kann, die Mihe der genaueren Berech-
nung glaubte ich mir ersparen zu koénnen.

Die Analyse des hei 105—110° getrockneten Praparates 111
«rgab folgende Werthe:

I 0,210f g (= 0,1942 g Beinsubstanz) gaben 0,3110
CO, und 0,1 B!6 g If20:

2, 0,1587 g (-0,1460 g Beinsubstanz) gaben 7,Hccm. N
bei 17° und 750 mm. Bar. :

8. 0,002 g i 0,1142 g Beinsubstanz) gaben 7,1 ccm. X
bei 17° und 7G0 mm. Bar.

Hieraus berechnet sich:

< IS.:u --
1l s.08 —

Die Substanz enthielt im Mittel von zwei nahe aneinander-
liegeiiden Bestimmungen 65,BO0 ¢ Gummi. Daraus berechne!
sieb fir die gummifreie Substanz die Zusammensetzung in

Procenten !
12,51, X 16,80.1'7>

AVie diese Dinorenzon in ineinen eigenen Praparaten C
und zu denen der friheren Cntersncher zu erklaren seien, ist
einstweilen nicht zu sagen, jedenfalls geht aus den Ergebnissen
hervor, «lass man «lie Illusion, auf einem einfachen Wege zu
einer einheitlichen Substanz zu gelangen, aufgeben muss: nach
unseren jetzigen Kenntnissen Uber die .complicirte Zusammen-
setzung «les Zellinhaltes Uberhaupt und — worauf ich weiter
unten noch zuriickkomme — der Hefezellen im Besonderen,
war dieses auch von vornherein hdchst unwahrscheinlich.
Ehe man aber an Trennungen innerhalb des stickstolfhaltigen
Atoincompl<*xcs denken kann, muss man erst einmal diesen
frei von aceessorisohen Aschebestandtheilen und frei von (Tummi

A) Mdoglicher Weise beruht sie darauf, dass der Gummigehalt in
Praparat Il in folge der starken Verdinnung bei der Analyse (circa
[ ::V140. sielte oben S. H10) zu niedrig gefunden ist: leider konnte ich
diese Vermutbung nicht prifen, da ich nichts mehr von dem Praparat
besass,
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in Handen haben. Was das Freisein von Asche betrifft, so
hat Osborne es durch sein Dialyseverfahren im Wesentlichen
erreicht, und es wird schwerlich einen besseren Weg dazu
gehen. Die Trennung vom Gummi wird voraussichtlich grossere»
Schwierigkeiten machen. Hs liegt sehr nahe., zu versuchen, ob
man nicht anstelle des Wassers, welches so reichlich Gummi
l6st, andere Kxtraetionsmittel fur das erhitzte llefepulver an-
wenden konnte. Dieser W eg scheint aber wenig aussichtsyoll
zu sein. Ich habe als Kxtraetionsmittel Glycerin und alkohol-
haltiges W asser (1 Theil Alkohol, 2 -3 Theile Wasser-) be-
imlzt, und zwar stets im Verhillniss von 10 g Hefepulver auf
Ino ccm. des Kxtractionsmittels und stets iin Thermostaten
hei 10» 21—IS Stunden lang. Was das Glycerin betrifft, so
zeigte es sich, dass Glycerin von 1,23 f) allerdings so gut wie
nichts von Gummi l6ste, aber auch fast nichts von Ferment,
verdinntes Glycerin (1 Vol. Glycerin, | Vol. Wasser) mehr
rennent auszog. aber auch reichlich Gummi.

Die Auszige mit alkoholhaltigem Wasser erwiesen sich
aus.s(»rst gummiarm, aber génzlich wirkungslos. Die I'nwirk-
samkei! kann entweder davon ahluingen, dass das Knzvm
nicht in LOsung geht, oder davon, dass der Alkohol seihst
in »lieser Verdlinnung bei 10° zerstérend aufdas Ferment ein-
wirkt. Die Entscheidung war sehr einfach. Von einem sehr
energisch wirkenden Auszug aus erhitzter Hcle wurden zwel
gleiche An(heile abgemessen, der eine mil d. bis. T* des
Volumens Alkohol versetzt, der andere mit ebensoviel Wasser,
elie Droben im Thermostaten aufbewahrt. Nach 2f Stunden
erwies sieb die mit W asser versetzte Drohe sehr energisch
wirksam, die alkoholhaltige vollig unwirksam. Der Alkohol
wirkl also auf »las invertirende Ferment weit starker ein, als
man im Allgemeinen anzunehmen pflegt, leb glaube nicht,
dass andere Kxtraetionsmittel weiler fiihren werden.

Ls bleibt also nur .die Anwendung von Trennungsmittetn
in der gemeinsamen L&sung von Ferment und Gummi oder

die Behandlung der fertigen Praparate mit Ldsungsmitteln
sihrig. In dieser Beziehung habe ich Folgendes festgestefit:
a> Die so vielfach mit Erfolg benutzte Anwendung von



Neutralsalzen erwies sich als géanzlich erfolglos. Chlornatrium,
Magiiesiumsulfat, Ammonsulfat bewirkten, in wésserigen Hefe-
anszug bis zur Sattigung eingetragen, Uberhaupt keine Fallung.

bi f>ie fiactionirte Fallung mit Alkohol. Eine ca. I°/oige
LOosung des Praparats Ill wurde mit dem gleichen Volumen
Alkohol absolutus versetzt. Der relativ reichlich entstehende
Niederschlag besteht Uberwiegend aus Gummi. Das filtrat
wird mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt, der sparliche
Niederschlag enthielt nur sehr wenig Gummi. Das alkoholische
Mitral vom zweiten Niederschlag hinterliess (brigens uber-
raschender Weise beim Verdunsten ein wenig eines fettigen,
nicht I'-haltigen Ruckstandes, was um so auffallender ist, als
das Praparat aus der wasserigen Losung mit Alkohol aus-
gelallt und gut mit Aether gewaschen war. Der Gehalt an
fettartiger Substanz, wenn er auch nur gering war, muss
natirlich den Gehalt der Substanz an C und H in die Hdhe
treiben.

c) flic Hebandlung mit Eisessig, bei welcher man von
vornherein darauf verzichtet, ein wirksames Praparat zu
erhalten, und auch an die Mdglichkeit denken muss, ein essig-
saures Derivat zu bekommen. Gehandelt man ein gummi-
haltiges Praparat in der Warme mit Eisessig und tiltrirt nach
dem Erkalten, so bleibt das Gummi ganz ungelOost und ist
durch Abliltriren, Auswaschen mit Eisessig, dann Alkohol
absolutes und Aether vollkommen frei oder in anderen Fallen
last vollkommen frei von Stickstoff zu erhalten. Andererseits
ist in der cisessigsauren L&dsung, wenn inan erst nach dem
Erkalten tiltrirt, so gut wie nichts von Gummi enthalten. Ver-
setzt inan die eisessigsaure Losung mit einer relativ grossen
Quantitat Alkohol absolutus, dann mit ebensoviel Aether (eben-
soviel wie Alkohol), so fallen Flocken aus, welche frei von
Gummi und ziemlich aschearm sind.

Nachtraglich hat sich dbrigens herausgestellt, dass man
fast gummifreie und doch ziemlich energisch wirkende Ausziige
erhalt, wenn man das vorher (auf 110°) erhitzte Hefepulver

mir etwa eine halbe Stunde mit Wasser bei Zimmertemperatur
behandelt.



Die Asche des Invertins bestellt hauptsidchlich aus
Phosphaten und zwar Uberwiegend aus Magnesiumphosphat neben
wenig Calciumphosphat. »  Die wasserige Losung der Asche,
Insoweit man von einer solchen sprechen kann, gibt allerdings
auch schwache Phosphorsiurereaction, jedoch ist der Nachweis
von Kalium (oder Natrium in entsprechender Quantitat) nicht
zu fuhren und die Phosphorsaurereaction konnte auch wohl
von der Loslichkeit des Calciumphosphats rn Wasser abhangen.
Der grosse Keichthum von Phosphorsaure in der Asche legt
den (jedanken nahe, dass der Phosphor wenigstens zu einem
[ heil organisch gebunden sein konnte. Ich habe dartber folgende
Versuche gemacht:

a) 40 ccm. der wasserigen Losung des Invertinpraparates 1,
welche etwas weniger als 0,4 g Substanz entsprachen,2) wurden
eingedampft, mit Soda —+ Salpeter geschmolzen, die Schmelze
m verdlnnter Salpetersaure gel6st, durch Eindampfen von
salpetriger Saure befreit, dann mit Ammoniak alkalisirt und
Ids zum nadchsten Tag stehen gelassen, dann wurde vondem
entstandenen Niederschlag abfiltrirt, mit NH3-haltigem Wasser
naehgewaschen, aus dem Filtrat der grosste Theil des NU.,
durch Eindampfen entfernt, mit Salpetersaure ungesauert, mit
Ammoniummolybdat geféllt u. s. w. Es wurden 0,0284 ¢
Mg2P.,07 erhalten, entsprechend — fiir 0,4 g Substanz — einem
P-Oehall von 1,D80;6. l)i<‘'sc*n Phosphor kann man alsorganisch
gebunden betrachten, wenn man von der im Wesentlichen
sicher richtigen Annahme ausgeht, dass die Asche soviel
Calcium, bezw. Magnesium enthalt, dass diese Aasen zur
| »balung der praformirt vorhandenen Phosphorséaure ausreichen.

bi Die aus dem Invertin Il durch Alkoholbehandlung
erhaltene Fraction Il, deren Gewicht allerdings nur 0,0888 g
betrug, wurde in Wasser gelost. Dili Losung erfolgt leicht
und Kklar. Die etwas gelblich gefarbte Losung wurde mit

D Ausserdem enthalt die Asche nicht ganz unerheblich .Oalciurn-
sutfat. welches heim Behandeln der Asche mit Salzsdure in der Kalte
ungelost zurickbleiht.

2] Bei der Auflosung (siehe S. dI5) blieberi Kiweisslloeken ungel6st.
«leren Quantitat nicht bestimmt ist.



Ammoniak und Ohlormagnesiummischung versetzt, wobei sin
ein opalescentes Aussehen annahm. Nach 24 Stunden hatte*
siech MaNH, I*(>t kristallinisch ausgeschieden. Es wurde erhalten
0,011H g Mg»P/h (entsprechend einem I17°Gehalt von d,68<>V,
das Eiltrat wurde eingedampft, mit Soda —+ Salpeter ge-
schmolzen u. s. w. Nach d(» Molybdanmethode wurde erhalten
ih(K>d<i g Mg,P/)T — P. Diesen Phosphor wird man mit
lid( hst(r Wahrseheinliehkeit als gebundenen ansehen missen.
e*r ist allerdings sehr gering, aber man wird auch mit der
Mdaglichkeit rechnen missen, dass in (ler ersten stark am-
inoniakalisehen LoOsung eine Abspaltung von ()rthophosphor-
saure .stattgefunden haben kann, die zuerst ausgeschiedenen
0,0t tKk g MQgNIfjPOj also nicht vollslandig aut praformirte
Pliosphorsaure zu beziehen sind

et Der aus der Eisessiglosung des Invertinpraparates 11l
durch Alkohol- und Aetherznsatz erhaltene, mit Alkoholather-
gehuscti, dann mit Aether geraschene Niederschlag wurde
auf einem gewogenen Eitter gesammelt und bis zur Gewichts-
eorifitanz getrocknet. Sein Gewicht betrug 0,1010 g. Derselbi»
wurde mit Soda Salpeter verbrannt, was allerdings nicht
vollkommen exact durehzufihren war, da der Niederschlag
summt. dein Kilter 'Schleicher und Sclitll aschefrei Nr, 000)
verbrannl werden musste. Inder Lésung der Schmelze wurde
die [’liosphorsdure nach vorgangiger Fillung mit Ammon
inolvbdat wie gewohnlieh bestimmt. Erhalten 0,0320-g Mg 1\0-
Daraus berechnet sich der Gehalt des Praparates an P zu
S,S(o (20,L>° 0 P20:). Da du» Substanz noch Kalk und
Magnesia enthalten haben konnte, wurden diese im Filtrat von
der Molybdanlalluiig bestimmt. Zu dein Zweck wurde das-
selbe mit NHa alkalisirt und mit Ammonoxalat versetzt; der
ausgesehiedeno oxalsaure Kalk nach 21 Stunden abtiltrirt. Es
wurden erhalten 0,0014 g GaO. Im Filtrat -{- Waschwasser
wurde Magnesium bestimmt. Zu dem Zweck wurde dasselbe
auf dem \\ asserbad bei Erhaltung der ammoniakalischen
Ih'aefion auf etwa | » oingedampft, dann nucli etwas NHjGI
und NadlPO, hinzugefiigt, nach 20standigem Stehen das aus-
geschiedene MgNH,PO, abtiltrirt etc. Erhalten0.11040 g MgJ\,0;.



Nimmt man an, dass die Molybdanlésung ganz- frei von
Ca und Mg war, ferner, dass diese in der Substanz vollstandig
als Phosphate vorhanden waren, so ware eine dementsprechende
Ouantitat Mg2P207 von der gefundenen abzuziehen. Der er-
haltene Kalk entspricht 0,0028 g Mg,P,().. Es sind also
(>.0028 -f- 0,0040 = 0,0074 g von den oben erhaltenen 0,0320 g
Mg,P,07 abzuziehen, das ergibt 0,02Di g Mg2P2Q7 als ganz
sicher aus organischem Phosphor stammend 0,77°lo P
t— 1;),48°/0 P20»). Dieser Werth ist als der Minimalwerth
anzuschen.

Ich kann diese Mittheilungen nicht' schliessen, ohne meine
Ansichten Uber die Chancen auszusprechen, welche der Ver-
such, das invertirendo Ferment oder Enzym selbst,, also nach
'ler jetzt gebrauchlich werdenden Nomenclatur die Saecharaso
°'I(,i Unerase,l) zu isoliren, bietet. So lange man nur ein
|6sliches Enzym der Hefe kannte, namlich das Invertin, wie
es zur Zeit der aut meine Veranlassung unternommenen Ver-
suche von Harth der Fall war, waren die Versuche, das Enzvm
zu isoliren, durchaus berechtigt. Die Sachlage hat sich aber
seitdem ausserordentlich zu Ungunsten der Losbarkeit der
Aulgédbe verschoben. Hei meinen Versuchen Uber die Auto-
digestion der Hefe habe ich drei bisher unbekannte Enzyme
ui der liefe aufgefunden:®) t. ein eiweissspaltendes, welches in
seiner Wirkung dem Trypsin sehr nahe steht, jedoch mit dem
| nlerschied, dass es noch energischer spaltend zu wirken
scheint, da die digerirte Flussigkeit nichts Wesentliches von
Albumosen oder Pepton enthalt. M. Halm und Geret3) haben
dasselbe kirzlich ans llefepresssaft isoiirt und festgestellt, dass

<s Sikh vom dem Trypsin dadurch unterscheidet, dass es am
besten bei saurer Heaetion wirkt.

I'v Kutscher ist freilich, wie ich aus einem .mir freund-

Il Oppenheimer. Die Fermente, 1000. S. 202.

2| F.entratblatt f. d. mcd. Wissensrh.. jKHp. Xr, 1H. Diese Zeit-
pntt. R«|. XUt. s. 50(5. — Zeifsohr. f. Kklin. Med.. Suppt, zu Rd 17,
> 77. 1890. A

b Zeitscbr. f. Riol.. Rd. D» S. 117 u. ff.
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liehst Gbersandten Separatabdruck aus den Sitzungsberichten
der Gesellschaft etc. zu Marburg, 1900, Nr. 5, .Juni, Uber
einen am 20. .Juni 1900 gehaltenen Vertrag ersehe, beztglich
meines Antheils an der Auffindung des proteolytischen Enzyms
der Hefe wesentlich anderer Ansicht. Er sagt L e. S. 70:
Die ersten Angaben, welche auf das Vorhandensein starker
proteolytischer Enzyme im Innern der Hefe hinweisen, verdanken
wir Sehiitzenberger (Hull, de la soc. eliimiqle de Paris
T. 21,1871, S. 19i u. 20i, weiter die Cilhrungserscheinungen
187() mul Kossel (Zeitsehr. f. physiol. Chemie, Hd. 1V,
S. 29\ und Hd. VU. S. |1). Die beiden genannten Forscher
liberliesscn gewaschene Hefe- der Selbstgdhrung bei H*—9)°
und konnten danach eine starke Zunahme der wasserloslichen
Substanz feststellen. Enter denselben fanden sie in reichlicher
Menge Tyrosin, Leucin, freie Alloxurbasen und freie Hhosphnr-
siure. Es sind das lauter Substanzen, die nur aus zersetzten
Xuoleinen und Eiweisskorpern der liefe stammen konnten.
Die folgenden Arbeiten von Salkowski (Zeitsehr. f. physiol.
Chemie, Hd. XIIl, S. 50(1 und Zeitsehr. f. klin. Md., Hd. 17.
Suppl.) und 1lahn (Her. d. deutsch, 'ehern. Gesellscli, Hd. HI,
S. 200 ii. 2HHH) haben Uuber (lie Natur des proteolytischen
Enzyms in der liefe und den Abbau, den die Eiweisskorper
durch dasselbe erfahren, nichts wesentlich Neues ergeben.

Demgegenlber sehe ich das Wesentlieh Neue in meinen
Arbeiten in dem von mir gelieferten Nachweis, dass die
Eiweissspaltung auf der Wirkung eines in der Hefezelle vor»
handetion. bei Abtddtung desselben freiwerdenden, [Gslichen
Enzyms beruht. Diesen Nachweis kann ich an der von
Kutscher eitirtpn Stelle nicht finden.

In der ersten Arbeit von Kossel M welche Kutscher
citirt, findet sich und zwar auf 8. 294, nur ein Kkurzer
weis auf Schutzenberger. Es heisst daselbst

als die Quelle der Xanthinkorper bezeichnen zu durfen, die
nach den Untersuchungen von Schiutzenberger bei der

0 Ifee Zeitschrift, IM. tV. S. 290.



Selbstgédhrung der Hefe aultreten. Daneben erfillt bei dieser
Selbstgahrung eine Abgabe von Phosphorsaure. >
In der zweiten eitirten Arbeit von -Kusse IH beigst
es 1L c. S 11: ) |

Diese Versuebe geben freilich noch keinen Aufschluss
dai Uber, ob Uberhaupt in den Geweben solcher (Irganismen,
welche gezwungen sind, von ihrer eigenen Korpersubstanz zu
leben lim Orig, nicht gesperrt S.), eine Zersetzung von Nuclein
stattfindel. FUr die Entscheidung' dieser Frage dienten Ver-
suche an fiele.

Lasst man liefe mit Wasser einige Stunden bei warmer
temperatur stehen, so tritt bekanntlich KohlenstiuceentWicklung
luf, das Wasser wird sauer, enthalt bald Phosphorsaure, Leucin*,
Tyrosin, Hypoxanthin u.s.w. — genug, es zeigen sjch.cheniische
Vorgange ohne gleichzeitige Aufnahme Von Nahrungsstoff. >

Aus dem citirten Wortlaut geht hervor, dass Kossei
si ine Versuche in einer ganz anderen Absicht und unter ganz
anderen Bedingungen angestellt hat. Es ist ja moglich, dass
auch unter diesen Pedingungen das eiweissspaltende Enzym
"litwirkt, aber diese Frage wird hier garnicht berthrt, da ja
ausdrucklich von Lebensvorgangen gesj»rochen wird und
lilior etwaige Enzyme mikroskopischer Organismen unter diesen
Pedingungen. d. h. wenn sie leben, nattrlich nichts festgesteilt
werden kann. Die Versuche Kossels beruhren also dirl
vorliegende Frage nicht, und es ist mir unverstandlich, wie
Kutscher sie in diesem Zusammenhang citiren kann.

Was Schutzenberger betrifft, so habe ich bisher an-
genommen, dass auch seine Angaben sich nur auf die so-

genannte Seibstgahrung beziehen. Das ist die allgemeine
Annahme, und auch Kutscher spricht nur von dieser In

der Arbeit von M. Hahn und Goret findet sich nun aber er-
wéhnt, dass Schultzenberger auch Beobachtungen an mit
kreosothaltigem Wasser Ubergossener Hefe angestellt und bei
dieser eine betrachtliche Verarmung der zurtickbleibenden Hefe
an Stickstoff festgestellt habe. Bei diesen Versuchen, die
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mil* bisher unbekannt geblieben waren, handelt es sieh hochst-
wahrscheinlich um die Wirkung eines eiweissspaltenden Enzymes.
Es ist natdrlich irrelevant, ob mir dieser Verslieh bekannt
war «nier nicht, ich kann fur mich, vorausgesetzt, dass in
diesen Versuchen von Schitzenberger die liefe sicher ab-
getodtet und Bakterienwirkung ausgeschlossen war, nur noch
in Anspruch nehmen, die richtige Deutung flr den Vorgang
gegeben zu haben. Diesc Versuche hat aber Kutscher
sicher nielit im Auge gehabt, denn er spricht mir von
Selbstgdhrung, und dass diese nichtdie Existenz eines eiweiss-
spaltenden Enzyms beweist, liegt aut der Hand.

Bezuglich der Wirkungen des Enzyms der Hefe habe ich
festgestellt, was nach dem damaligen Stand unseror
Kenntnisse Uber die Constitution des Eiweisses testzustellen
war, wenn ich auch zugeben muss, dass schon damals einige
Ergadnzungen, namentlich in Bezug auf Peptonbildung, maoglich
und wuinschenswert!! gewesen waéren.

Kutscher selbst hat, wie ich, Versuche Uber die Selbst-
verdauung der liefe unter Anwendung von Chloroformwasser
angestellt, mich jedoch nicht als Autor des Verfahrens erwahnt.
Nun beanspruche ich ja nicht, jedesmal genannt zu werden,
wenn Jemand dieses in allgemeiner Anwendung stehende, von
mir herrihrende Verfahren benutzt, wohl aber ist das erforder-
lich, wenn ohne das unvermeidlich Missverstandnisse entstehen.
Wenn Kutscher z. B. sagt; Dass die von mir benutzte Methode
einer ausgedehnten Anwendung féhig ist, um uns Uber die intra-
cellularen Enzyme der Mikroorganismen zu unterrichten, ist Klar.
Sobald sie sich, wie die Hofe, in Masseneultureh gewinnen und
auswasehen lassen, muss ihre SelbstVerdauung uns eine schnelle
Antwort auf die Krage nach dom Vorhandensein proteolytischer,
intracelluldrer Enzyme und deren Natur geben, so wird wohl
Niemand aufdie Vermuthung kommen, dass diese von K u Isolier
benutzte Methode , von welcher er rihmt, dass sie einer
ausgedehnten Anwendung féahig sei, nichts Anderes ist, als
das von mir angegebene und zuerst an demselben Object
angewendele, seitdem vielfach zur Auffindung von Enzymen
und zum Studium der Spaltungsvorginge benutzte Verfahren



der Digestion mit Chloroformwasser, vielmehr muss Jeder

glauben, dass es sieh um eine neue, von Kutscher aul-
gefimdenc Methode handelt.

Die Ausdrucksweise von Kutscher ist, meines Kruchtens
nach, darum besonders unglicklich gewahlt, weil Kutscher
nicht versaumt hat, mich zu citiren, wo er glaubt, eine ab-
fallige Kritik an mir Gben zu konnen. Dadurch kann der
Kindruck entstehen, als ob Kutscher mich absichtlich
nicht als Autor fir die Qiloroformwasser-Digestion nennt, weil
sonst seine I'ntcrsuchungen als das erscheinen wuirden, wofir
ich sie ansehe, namlich als weiterer Ausbau &lterer, haupt-
sachlich meiner Versuche, welcher erforderlich war, seitdem
wir durch Kossei neue Anschauungen dber die Constitution
des Kiweisses gewonnen haben. Dass man mit diesem Verfahren
auch Mikroorganismen auf Enzyme wird untersuchen konnen,
wenn dieselben als Massenculturen vorhanden sind, ist aller-
dings klar, so klar und selbstverstandlich, dass es eigentlich
gar nicht erst gesagt zu werden brauchte.

Das zweite Enzym der Hefe, das aber mdglicher Weise
mit dem eiweissspaltenden identisch ist, ist das nuclcin-
i»altende, das dritte, das Enzym, welches aus den Kohle-
hydraten der Hefe Zucker bildet, und zwar, wie ich jetzt
sagen kann, nicht aus dem Hummi, sondern aus den
federen Kohlehydraten der Hefe, sei es nun nur aus dem
llolcnglyeogen», sei es auch aus der Cellulose. Mdglicher
Weise ist noch ein weiteres Ferment vorhanden, welches auf
die sogenannten stdrenden Substanzen (d. h. die die Ausfiillung
der Xanthinbasen durch Silbersalze storenden) zerstérend
wirkt. Sodann ist von Emil Fischerl) die Maltase (oder
Clucase) in tier Hefe autgefunden. Endlich fuhren Hahn und
Deret auch das Vorhandensein einer Oxydase an. Dabei ist
der Zymase noch garnicht gedacht. Dass diese Fulle von
Fermenten die Isolirung eines einzelnen fast aussichtslos er-
scheinen l&sst, braucht kaum hervorgehoben zu.werden.
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Wir beurtheilen die Gegenwart oder Abwesenheit eines
Enzyms nach seiner Wirkung, weil wir ein arideres Kriterium
hierfir nicht haben.

Hei «ler Darstellung eines Enzyms reicht dieses Kriterium
aber dann nicht mehr aus, wenn die Madglichkeit besteht,
dass ein zweites oder drittes Enzym in unwirksam gewordenem
Zustand vorhanden sein konnte. Ein durch Erhitzen oder
sonstwie seiner sliocilisehen Energie beraubtes, unwirksam
gewordenes Enzympraparat hat, soweit wir wissen, dieselbe
elementare Zusammensetzung, wie das wirksame, eine Enzym-
I6sung zeigt, wenn sie durch Aufkochen oder auf einem
anderen Wege, unwirksam gemacht ist, dasselbe Verhalten zu
Ucag«»uticn, wie vorher. Es ist nicht daran zu zweifeln, oder
doch lo6chst wahrscheinlieh, dass bei dem 1J0bergaitg eines
Enzyms in die unwirksame Form intramolekulare Einlagerungen.
Atomwanderungen im Molekil vor sieh gehen, dass also auch
chemisch ein wirksames Enzym ein anderer Korper ist,
wie" ein unwirk sa mes, aber unsere Hulfsmiltel sind zu grob,
um diese EinWandlung auf einem amleren Wege als durch
die Abnahme oder das Verschwinden der specifisehen Wirksam-
ki*il 1iaehwciseu zit kénnen- nainenllich &ndeiMi sieh di<* Eo6slich-
keitsverliallnissc nichl. Wenn man also ein Material bearbeitet,
\vejches mehrere Enzyme enthalt, so kann man nicht wissen,
oh die Auszige nichl mehrere Enzyme enthalten. Das ist
auch «iaiili jiiclil ausg«»schlossen, weim die Prifung auf die-
selben negative Resultate ergibt. Es ist ja wohl denkbar,
dass «*s unter | instanden einmal madglich sein kdénnte, Fermente
zu trennen, es liegen ja auch Versuche nach dieser Richtung
hin vor. im Allgemeinen aber ist, wenn man aus einem
mehren» Enzyme enthaltenden Material ein Enzym dargestellt
zu haben glaubt, immer mil der Mdglichkeit zu rechnen, dass
diesen Enzymen andere in unwirksamer Form beigemischt
sein konnen.



