Lieber alkoholische Géhrung. |.

Von
R. O. Herzog..

vBegfinnon am 1lI. . l.cin, I uivers.-Laboratoriuin in Wien, t.eemlet in H«iilell«rg.)
(Der Hetlaction zugegangen am jy. November 1902.)

K. Buchner Imt bekanntlich bewiesen, dass die alko-
holische Géhrung ein vom Leben der Hefezelle trennbarer, ein

enzymatischer VVorgang ist. Der Nachweis ist auf zwei
Wegen erbracht worden. Einmal wurden die Zellen mecha-
nisch») zerstort und gefunden, dass der Zellsaft Zucker zu

spalten vermag: zum Zweiten wurde gezeigt, dass in Zellen, die
mit geeigneten chemischen Mitteln (Wasserentziehung durch
Erwarmen,2) Behandlung mit Alkohol und Aetlier,mit Aceton4)
getodtet waren, die Zymase in wirksamem Zustand er-
halten blieb,

Es war ein dritter Weg fir den Nachweis moglich, ob
die Gahrung ein enzymatischer Process sei: der Vergleich
der Gesetze des vom Leben der Zelle losgelosten Vor-

ganges mit den bereits liir einige Falle der Fermentwirkung
lestgest eilten.”)
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Vor Kurzem haben K. Albert. K. Milchner und M. Map}»l]
eine.'Methode beschrieben. Hefe mit Aceton zu Indien und durch
weitere geeignete Behandlung ein recht bequem zu verwendendes
Praparat Zymi.ii V' zu gewinnen. Dasselbe ist staub-
trocken und kann leicht durch inniges Mischen von durchaus
glciehmussiger Wirksamkeit erhalten werden: es ist hinter ziem-
lich aelivund bewahrt seine(«&hrkratt ungeschwuchl durch einige
Zeit. Freilich besitzt mau iu dem Praparat kein irgendwie

gereinigtes Ferment, im (iegentheil verschwindet die ZymaZ?e

— wie sich auch im Folgenden zeigl in Losung ziemlich bald,
wohl durch die proteolytischen Enzyme der Hefe zerstort iBueh-
néri. Ks kommt ferner in Betracht, dass eine Summe von Sub-
stanzen in L&sung geht, die absolut unconlrollifbaren Einfluss
uben. Dass endlich verschiedenen Zymiupraparaten, von allem
Andern abgesehen, ganz verschiedene Fermentmengen zukommen
und nur Resultate, die mit demselben Praparat erhalten wurden,
vergleichbar sind, bedarf wohl keiner Erwahnung.

Aus einigen Grunden wére es flr die folgenden Versuche
moglicher Weise; vorzuziehen gewesen, aus Presssaft das Fer-
ment mit den Fiweissstolfen ietwa durch Alkohol und Aether
niederzusehlagen und mit dem geféllten Product zu arbeiten.
Insbesondere wére man auf diese Art vielleicht dem Fehler
entgangen, der durch die Sclbstgihrung der Hefe gegeben ist.
Diese zeigt das Zymin besonders in der ersten Zeit relativ
ziemlich stark, wie ich mich durch einige Versuche U(berzeugt
habe, (Aul die Selhslgdhrung ist wohl zum Tlieil auch zuriiek-
zuflihren. dass in der allerersten Zeit der Einwirkung k mitunter
mzu-gross ist.lf Immerhin schien mir bei dim verwendeten ziem-
lich hohen Zuckoreoneenl ratinnen die durch Glycogenspaltung ge-
bildete Kohlensduremenge kaum sehr in Hetracht zu kommen.
Auch Erwégungen anderer Art. auf die in diesem Zusammen-
hang nicht naher eingegangen werden soll, sprachen fir die

ot. Vv.

-) Kauflich hei A. Sctirodor-Miinclicn.
[I. Albert il. K. Blchner. Her. <. chem. Géseltscli.. IM ;lo,
s 2%%, 071 ilooo).
4" Vgl. auch Hcr. tf chem. Gosellscli., Btl. Ho. S. 2881 1902
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Zulassigkeit, das glycogenhaltige Praparat zu* verwenden Doch
soll schon hier erwdhnt werden, dass nach dem Ver-
schwinden der Selbstgahrung auch ziemlich concen-
trirte Zuckerlésungen nicht mehr angegriffen wurden.
Von dei Anwesenheit des Sauerstoils war die- Selbstgahrung
unabhéngig,

I>cr Kinwand der l'uduivliléssigkeit der Zellwand fiir das
Ferment schien mir hei der leichten Permeabilitat tfir Zucker
nicht, genligend stichhaltig. \\ eder (.ouceutralion noch liomo-
geneilat des Mediums sind dadurch gestort,

Die im Folgenden beschriebenen Versuche sind also mit
kauflichem Zymin durchgefiihrt. Ks soll sofort bemerk! sein,
dass sie nur eine vorlaufige Oricntirung uber das (Jchiet
bezwecken. Versuche mit vielleicht einwandfreierer Anordnung
sollen hei gunstigerer (ielegenheil ungestellf werden. K

Ks wurde die Dcaetionsgeschwind igkeit der
Spaltung von | rauhenzucker und Léavulose hei (»egen-
wart von Zymin gemessen.

Als Alaass des Fortschrittes der Reaction war die Rc-
stimmung der hei der Rihrung frei werdenden Kohlensaure
vorzlglich geeignet. Das entwickelte Ras wurde aus dem
Reactionsgclass durch einen Kuflstrom verdréangt ,und nach
Irocknung im Kaliapparat ahsorhirt. Das Durchsaugen”i eim*s
Kultstromes durch den Apparat bréachte auchden Vor! heil der
constanten Rihrung im Reactionsgefass, was hei den zdhen
KiWeisslosungen wesentlich ist: auss(*rdem wurde eine ITebei-
satligung mit Kohlensaure vermieden.

liter soll auch gleich erwdhnt werden, dass das Zymin,
wie die Verfasser3}, mittheilen, sterilisirende Wirkung besitzt.

O IH» bitte die Faehgenossen. mit das m(«ebid noch. fini; W«*ile
Uberlassen zu wollen.
Die Gesehwindii‘'kcit dos hilftStromes hat einen — Ubrigens gah'i
geringen Kinlluss auf ilie Menge der gewonnenen Kohlensdure. sie
vMitde im allgemeinen moglichst gteielunnssig regutirt.

3 Loor.
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Ich habe mich mitunter Uberzeugt, dass selbst hei langerer
Einwirkung nur vorhiltnissméssig wenig Bactérien sich vor-
handen, die weiter keinen Einfluss nehmen konnten. Es war
also moglich, trotz der tagelangen Dauer der Versuche, von
dem termentschadigenden Zusatz eines Antisepticums ab-
zusehen.

Hiermit ergab sieh etwa folgende Versuchsanordnung:

Eine gewogene Menge Zymin wurde in einem Eraktionir-
kolbchen von .10 ccm Inhalt mit 10 ccm Zuckerlésung gut
gemischt. Das Kolbchen war mit einem Kautschukstopfen
verschlossen, durch dessen Bohrung ein Glasrohr bis fast an
den Boden des Gelasses ging. Die durchgesaugte Luft war
zuerst durch Kalilauge von Kohlensdure befreit worden und
passirte dann einen Kaliapparat, welcher mit Wasser gefillt
war und iii demselben Ostwald sehen Thermostaten stand, wie
das Beactionsgehiss. Durch diese Anordnung konnte die Ab-
nahme derConcentration, die durch den eonstanten Luftstrom
hervorgerulen war, wieder anndhernd ausgeglichen worden.
Das Gas passirte nach dem lleactionsgefass concentrirte Schwefel-
saure™ um von Wasser und Alkohol befreit zu werden, hierauf
den Kaliapparat und endlich ein Natronkalkrohr. Die Tabellen
zeigen die Summe der Gewichtszunahme in diesen beiden
Apparaten an.

Hier soll auch gleich bemerkt werden, dass immer
Baralleiversuche angestellt wurden.

Die \ ersuche wurden meist dann abgebrochen, wenn
eine ziemlich erhebliche Veranderung der (konstanten (k) auf
Abnahme an Forment hinwies.l)

Bevor summarische Ergebnisse mitgetheill werden,?) soll
uber die angewandten Goncentrationell noch gesagt sein, dass
nach einigen Vorversuchen eine etwas hoher als normale

I| Dies« erklart sich ‘'mdéglicher'Weise so, dass die Fermente zunachst
m der Zelle geschutzt eingelagort sind. Nach einer gewissen Zeit wird
dieser Schutz — hei der Autophagie -- zerstort.
Auch fur die im Folgenden mitgctheilten Tabellen gilt das
besagte: Me sollen zunachst nur zur vorlaufigen Orientirung dienen,
ausfuhrlicheres Zahlenmaterial soll spater mitgetheill werden.
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Zuckerconcentration und 1.2 g Zymin pro lu ce.ni' LOsung
>ich als recht brauchbares Vorlidltniss erwiesen hatte. Die
Zuckerlosung wurde daher meist so heigesleHt, dass 20,45 g
(= 1,135 normal) krysiallwasserfreier Traubenzucker in 100 ccm
geir.st waren: das gibt fir Kohlensdure als Anfongscuncentratiou

rechnerisch sehr bequem a — Ig.

In den labeilen enthélt Kolumne t die Zeit zwischen den
Waégungen in Minuten, Kolumne a x die in den zugehdrigen
Zeiten bestimmten Loncentrationen, Kolumne 0,4343 k die fur
eine  monomolekulare Reaction bereelmele iieschwindigkeils-

constante (0,4343 k — Jlg.”™), Kolumne' 0,4343 k' die nach

der von Henri») fir die Jnvertase gellende Gleichung bestimmte

(ieschwindigkeitsconstante (o 4313 k' — -|(Ta+x\
2t va—x/*
Traubenzucker.
Tab. In.
Confentration: 11:Wi norm. ui ¥ li; 12 » Zymiu. Temperatur:. 24.8°
i
a—x 0.4H4H k 0.4H4H k'
¢ )
j
120 0.01)1 0.00014{ U.ooomI
240 “1.022 0.000I-47 0.000 141
1200 0.07H 0.00014H {MMHLL2H

14 io 0.012 0.00014S 4MHHU2H
1740 0.040 0,000140  0,000121
2000 O.HOO 0.(HMH40 0.000120

aooo t),Hf>4 0.0001dll | 4L04Kil | |

\. Herrn. [ eher das Onsetz der Wirkung des Invertins. Zeit*
sfbrilt f. pliysik. Choin.. Md. HO. S. 104 0001 .
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Tab. 1b.>i
*hoe«niraiion: LIiHI a | © 1.2 ¢ Xymin. Tmuporalur: 2-i,5p.

! a—\ o.iziizj k o.l:U:; K

120 0,001 0.000! {{ 0.1 MIO UI

2»<» o..i;u 0.000I 20 0.000 | h>

12» >0 « Mis: 0.000i 7 immmhit

i io 0.027 0.000! {0 | 0.0001 |sS

17 U» OonOO 0.000I1 {* o.omilT

2<iMO 0. io;ji »1.000! io 0.000i 11
*i Mio 0O.HO,j 0.1MIO1 {O . 0.1 MMIIOS'

H io 0.271 O.tMMILIT 0.000I IMM

Tab. 1I.
niratism: O.NOS norm, (a 0,» ; 1.2 j. Xvfiiin. T<*iu|K. *vatin*

a—\ o.i{-i{ k *o. ttia K

2 i|)) 0. ioo 0.000:u;:i 0.iIMMlin;i:i

*20 0,0 ii» 0.000;>7i O.IMMIQIh

Lo 0.112 o.ikhiuTM 0.« M1027 i

17 io 0.1 IM 0.000: };V.I 0.0002 h»

Tab. lila.-)
ntraboii: 1.70e norm. >a -~ | hr: 1.S.tf Xyniin. Temperatur

| a—\ 0. i0iO0 k 0. k'

|

120 i,i;>2 o.ihmUIT IMMMIIT

2i0 1. {07 o,(kmH io O.IMMII 12

5710 1.2SM |UM 10122 0.nlON:;

100 OMO2 D HH i Vi 0.000i I;;

.,000 Oomni (1.IMMI1U 0.1 MIO 1(Mi

i200 0,i0| 0.lwmv122 0.01 MM 1SS

I Tlaralh'lvt-rsucli

- Fin Vorsuch mit «hu* (.une. 0.600K norm, ta == O.h : Zvmin 0.0 ¢.
21.V [H«rie fast -«jar koino <iéhrnnjr.



Tab. 1% *

Concentration: 1.701 norm a

120
2to
I to

5000
1200

i: o.km

120

500
1280
1580
11ti0
2700
:0MK)

0.811

2t;0

500
2100
25140
Hi 20
H780
1500

15: J.S - Zymin.

a—\ o.iiin k
1,155 0.000111
1.111 0.0001 to
1,280 0.0i ioi2:t
(Util 0.000l io
0.571 0.000i;50
0. 17H ox»too| 10
Tob. V.
norm, nt 0.07k < in
lemperalii!® 21.5".
a—\ o.l:: 15 k
ay
0.055 0.000081T
0,881 0.000087
0.711 0,000008
(Mint) 0.0000"Ni
O.fiSH 0.000007
0.510 0.IKMMiOH
0,502 0.0tHJOOI
Tab. V.
norm. i;r - 0.078 il

Temperatur 21.5°.

o, k-1t
0.051
0.105
0.170
o.lll
0.000

turn

C Parallel versuch.

0(M 10210
0.000iio
(MMMtHHH
0,000:525
0,000200
0,000HO0I
0.000:527

| 'eher alkoholische (iahnm!' |I.

0.1:51:5 k'

0.000j 08

0.0IHHO7
0.000I 15

0.000117
o.ooolot
0.000087

125 mm:

0.i:5i:5 k'

0.000085
0,00008H
0.000081
(MH 1008:5
0,000081
(UMM M175
0.0(10075

12.;) ccnii:

o.i;n:i k'

0.0002:50
0.000200
0.000227
0.000218
0.00(000
0.000lo0
0.000100

(@)}
(@)}

Temperatur: 21.5



Tub. VI.
| »»mentration: 1,78 noitn. ;i x 1./f» in 12,0 rein); 2 g Zymin.
pmatur 21.5".
) a—X 0.1313 k 0.1313 k'
INI | 1.881 0.000090 0.00001)2
870 1.577 0.000107 0,04)0098
ior»0 mho 0.000112 0.000i00
1170 1.121 0.0001 H 0,000103
1200 1.353 0.000121 }/ 0,000107
2180 1,011 | 0,000125 0,000101
2840 0.831 tMHK)130 0,000102
3020 0.071 , 0.000120 A 0.000091
s;f v \ ’
“ Tub. VILY))
( <ncentrdtion 1./8 norm, la — 1.000 in 12.5 rein»: 2 g Zymin.
perattir: 21,5°.
! a—n 4).1313 k 0,1313 k'
| t
S0 1.011 0;0001s 0.000113
200 1.810 0.000122 0.000118
310 1.771 0,000121 0.000tio
100 :  1.710 0.000l0{ 0.000100
010 1.080 0.000105 0.000098
1270 1.112 0.00011 | 0.000009
1150 1.313 0.000110 0,000102
1810 1.117 ! 0.000128 0.000105
2700 0.887 0.000130 0.004)098
3300 0.713 0.000130 0.000097
1114) 0.050 | 0.4*4)0115 0,4)00081

l

Parai lelversucli

It 0. Ht-t"Hill

Tem

Tom



I’eher alkoholisch,* ritdlmmg. I.

Concentration:

: -p
t :

120 |
Mio
1200

1560
1860

Tab. VIII.

1.136 norm a

pe» atur: 28.5°.

t«oncenti'ation; J.18H norm. ia

Concentration :

t a-Xx
I(K) ] 0.086
310 0.904
1000  0.0111
1420 0.874
2350 0.830

1.136 noun, .a =

Al om 10 *c*ur 1.2 g Zynun

157

Tem-

a—x 0.4343 k 0,4343 V
0.952 0.000178 (MM Ht| 73
0.823 (MXKH 84 0,000114
0.586 0.(MK»|84 0,000151
0.521 ‘MM 10181 (MKMH 45
0.473 0.(MK)175 IMKM)137
Tab. IX.y
I»; 1.8 g Zymin. Temperatur: 28.5"
a—X 0.1313 k 0.4343 V |
0.028 (MMH >360 0,0(10318
0.761 0.(HK)395 0.000337
0,371 0.000559 01KH>343
0,310 0.(» 0451 (MM>0311  *
0.209 0.1NM 1391 0,000281
Tal), X.-'.
[ 1 0.6 g Zymin. Temperatur: 28.5

a,—X 0.1313 k 0.4343 V,

0.986 ‘VH»0061 [2 (MM>0060

0.966 0.(mkk>47 o.(Kmm>46

0.919 0.0(MM)37 (MHKM)35.

0.87_2 0.‘MHH>41 0.INMMI38

0,810 . 0(HKM>32 0.000030

' ~N'e z*e,olic!» uprcgelmussigen Zahlen sind wohl durch die hohe

Pennenfconcentration bei ziemlich hoher Temperatur zu erklaren.

2] Dieser anscheinend sehr unregelméssige Versuch sei (mit dem
Parai lei versuch) mitgetheilt, um die bedeutende rehcreihstimmung beider

Reihen bei der langsamen Kohlensiureenthindung zu zeigen
sache fir den bedeutenden Abfall

in der Constante»!

Die Ur-
liegt-wohl dann,

dass die hohere Temperatur fir die proteolytischen Knzyhie (beraus
glnstig und die f.oncentration der zymose eine sehr geringe ist.
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Lao villose,
fab. XI.
(..oiireiitcatjon: L.tlU norm, a Ir. [,2 » Zymin. Temperatur: 21.f>°.
! a—\ O.IMA k K'
120 0.nnn 0.04H>11 [ 0.000112
210 0.oia O.IMNIIOi; 0.0iIM ii:t2
12»50 o.Tll n.oool in 0.(N«V|of
1 lo 0.0,V) 0.000127 0.000l0s

Versuche mil Rohrzucker ergaben zunéchst das bekannte
Resultal. dass der /ticker zuorsF invortirl wird und hieran!
das (»emiscli von Trauben- und Fruchtzucker erst verrohren
wird. W eiter soll dieser VVorgang hier nicht untersucht werden.

Mit Reziehung aut das mitgctheillo Zahlenmaterial [&sst
sieh wohl sagen, dass die (konstanten der 3. Kolumne im
Allgemeinen geniigende IVberiMiislimmiing zeigen. Die (kon-
slanten der \. Kolumne entsprochen mitunter etwas Dbesser,
mitunter viel schlechter. Kino. Kntscheidung mdchte ich schon

hi. anlaii®.' gegen die Versuchsanordnung ge-
machten lIvinwénde zundchst nicht treffen. Fs bleibt ferner
wohl noch abziiwarleii. inwiefern andere Fermentreactionen der
Henri sehen laurue!l folgen. Das Anwachsen der (konstanten
im Laide der Roadion, das oOfters auftritt und dem eben die
Henri sehe Formel Rechnung tragt, konnte in unserem Fall
vielleicht auch durch Stolle herbeigeltlirt werden, die sich bei
den zahlreichen Spaltungsprocessen im todton Zellleib bilden.

Deziehung zwischen Anfangsconcentration und
(rosohwindigkeitsconstante. In der schon mehrfach er-
wahnten Abhandlung Henri s Uber die Wirkung des Invertins
wird milgetheilt, dass k -a (dort 2 k a) nicht, wie es nach
Duclaux s Annahme sein misste, constant bleibt. Dasselbe
gilt fur den behandelten Fall. Wird a kleiner, so wachst
k a hei gleichbleibender Fermentmenge.
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Kinllu.-s der Kennentmenge auf den Umsatz .Bei-
<ier Katalyse von Wasserstoffsuperoxyd (lurch colloidales Platin
landen Predig und Muller von Berneekl!

K,
k.
wenn k die Beschwiiidigkeitsconstante und e die Kennen!-

eoncentration bedeulel. h schwankt Ihm Platinsolen zwischen
1.8 und 1D

Demselben Albdruck gehorcht nach K. Schulz-1 die
Pepsinwirktmg. nach Pawlowa und Vernon D die Trypsin-,

Slcapsin- und | tyahnwirkung (h ——nach Medwedew’)

das Oxydationsferment der Loher unter gewissen Bedingungen
h - *J.
|)ie gleiche Beziehung hestehl fur den hier untersuchten Kall .

- )
o (& -
Reohaehtct

». t.2 b,  0.0(H1S k, ' ka — 0.1 gefunden.
< 1.8 I<. IMNKI 15 k, 'k, - O.it hcrectmel
- (Mi K, - O.ouon i K, . ks ».22 gefunden.
1.2 k, 1 0.000IK k| . k2~ U.2) hen chliel
== 1.2 k, A 0.000IS livk{ - 07/ gefunden.
fj — L5« ka  0.0002i «i kl*I'"  nS hereelmet

Kinlluss der Temperatur auf die Beaclions-

geschwindigkeil. Nach der vaut' IllI(>ft'-Arrh(‘nius'schen
Bleichung : 7
In Ikl \ VT1
K. VT

I /. f (iliysik. (.hem.. Rd, Al S. :ilf» i,r*p
_ Diese Zeitschrift. Rd. IX, S. 577 .i1887t.
Arbeit der Vordauungsdrisen ifK98).

4 .hturn, «f physicl., Rd. 215, >. {20 |J901 .

“ IMlicier's Archiv. Rd. «5. S. 21l» fIftufft; Rd. 7J. s. 19H 1899;;
I’d. 81. >. :,jo (P.WO).

(it Nicht in den Tabellen enthalten.

7+ h Physik. Chem.. Rd. I. S.221»V1889». vani “Hoff-Cohen.
Dynam. Studien. S. 128.
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koiinleii Tummann ) und Bredig2) die Constante» bei ver-
schiedener Temperatur' berechnen.

Folgende Versuehe-zeigten, dass die Gleichung auch den
Gesetzen der alkoholischen Gilhrung annéhernd entspricht.

Temperatur S

218* Il.r>* 20° - OIP ¢ 285
0.1818 & 0.000051 i 7 |
beobachtet ' ' 0.000117 0.000iK
0.1818 k | | !OlKHK ‘ [
bererhnet ! 0.00021
/ A, = 8082.

hs war auch ein Versuch hei hoherer Temperatur
21'A -f :n") angestellt worden, um eventuell das fiir Ferment-
wirkung bekannte Maximum kennen zu lernen, doch zeigte
sich, dass die Keaelionsgesohwindigkeit zuerst anstieg und dann
wieder ziemlich rasch Ublich Fs ergab sieh, wie auch Duclau.\
und Krnsl gezeigt halten, dass dies Maximum durchaus mit
der Vorgeschichte des Systems schwankt. Die Ursache dieses
Verhaltens ist wohl darin zu suchen, dass die hthere Tempe-
ratur lur tryptische -Enzyme besonders gunstig ist und das
Zymin mit mehr oder weniger grosser Geschwindigkeit je nach
der Temperatur zu Grunde geht.
; Fs scheint mir also in der Thal, dass der Nachweis fir
die katal\tische Natur der alkoholischen Guhrung mit
Hulle derallgemeinen Betrachtungsweise der chemischen Dynamik
gelungen sei,

Ich moOchte auch au dieser Stelle Herrn Prof. Bredig
fir freundlichen Bath -herzlich danken.

GZ. f. phvsik. Chem., Itd. JK, S. 188 . IHi»0i.

-) Anorg. Fermente. S. (il. \ergl. auch Ernst. Zeitschr. f. physik
Chem.. Itd. 87 S.IIN !1IK)

*h In den Tabellen nicht enthalten.



