Uber die Enzyme von Monilia Candida und einer Milchzuckerhefe.

Von
Eduard Bichner und Jakob Meisenheimer

(Aus dem i-liehi. Laboratorium der landwirtschaftlichen l|..ch<chiile zu IVrlin
(Der Redaktion zujtegangeti an» -'4. Oktober WOIt)

Sc,lon in 6cr ersten Mitteilung Uber alkoholische (ijirung
ohne Hefezellen hat der eine von ans darauf hingewiesen,l) dal

die /ymase in mancher Hinsicht &hnliche Kigenschattcn zeigt
niit dor invertase von Monilia Candida, deren Kenntnis wir. Kmll

Fischer und |\ Lindner2) verdanken. Wie die Zymase ist mich
die Monilia-Invertase weder ans der Irischen; noch ans der ge-
trockneten Hefe auszuzichen und der Nachweis in den frischen
/eilen gelingt erst, nachdem sie mit (Uaspulvor zerrieben sind.
Diese Analogie gab Tins Veranlassung, dit» Knzyme der Monilia
mitHilfe «ler neuen Methoden zu sludicron, einerseits ['relisait
daraus darzustellen, andererseits, die Organismen durch lle-
Imndlung mit Aceton zu tiaten,i um dann die reinen Kirzyrn-
wirkungen untersuchen zu koénnen.

*'Berichte d. d. chem. (ies.. Hd. .50. S. 121 .ISI»T7s
* Ebenda. Hd. 2« *. 207
llorr H. 0. Herzog (Diese Zeilsehr.. Hd. XXXVII. S. asf. Amn. |
t.HU i meint, das \ erfahren. niedere Organismen durrh Mittel wie Alkohol
mul Ather. Aceton usw. zu l6ten, unter Erhaltung ihrer enzvmal.isol.en

Krérto. soi bereits von Hoppe-Sey ler. sowie von boa benutzt winden.
Ich halte diese Ansicht .nicht flr gerecht lerligt. Man hat allerdings schon
b Uber Enzyme aus wasseriger Losung mit groRerem oder geringeivin Erfolg
‘sinch Alkotiol gelallt, aber die Vervollkommnung ehr Methode, welche
allein gestattet. Hefe zu loten unter Konservierung der Zvrnase ist zuerst
n meinem Laboratorium durch H. Albert Heii bte d. d. clmmiA (ies..
tkhm. S. 3775 fljtoo, und durch Albert. Huch nor und Happ (ebenda
Hd. &). S, 28/H 111402 ) aufgefunden worden. K. "lhichner.
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Tnsere Krgehnisse sind fotgende:

1. Der mit gewdhnlichem Wegerhirch Zerreiben mit tjuarz-
san«) und Kies«dgitr und darauf lolgetnles Aiispressen in dur
livdiaini.-« licmi Tresse ohne WassiTzusalz hergestellle Saft alts
Monilia «andida invertiert liolirzucker sehr kréftig. Dagegen
war tidrwirking' nicht immer zu bemerken und auch in don
positivon Talion nur schwach. Ahnliches jjcilt fir das mit [lilt*
von Aceton hergestellle Daiiorprapnrat.

Wir s« Ik'n Iin diesen Tatsachen eine weitere Stlitze des
llatipltvsullales von K. Tisolier und T. Lindner, dail beider
Monilia diu Inversion des IlInlirzuekors und die alkoholische
(iirung geflennte Trozesse sind. Xaiit bestatigt hat sieh da-
gegen die von den genamitjrm Kurselicrn-geiiuhorte, uns besonders
interessierende Ansicht..1l «lie Motiiliainvorlaso scheine kein he-
staridigbs. in Wasser losliches Knzym. sondern ein lioslahdteil
«los -lohenden”. Trotoplasmas zu sem.-i Da der TreDsaft stark in-
vertiert. kann es sieh na ht um die Wirkung eines im gewdhn-
lislmt - Sinne unléslichen Stoffes handeln, der im Troliknchen
zurli< Kbicil'«,n miht«*. Da die mit Aceton gelGtete Monilia noeti
Dolnzuokur invertiert.., kommt dabei «lie Wirkung yon lebendem
Trolopiasiua nielil nu'lir in Traire. Wir haben allerdings den
Nachweis, «lab die mit Aceton tiercesteilte DanernmniliiC steril
ist. na lit liirekl gefiihrt: darauf ist -abet* mil prober Wahr-
seheiulii-tikeil zu schlichen, denn nach ausfihrlichen Tnter-
stichiingcn lotet dieselbe [Uhaiulluiig sowohl Diemuterliefe als
Mileh.s'iurobnzillen.

-. Die. Monilia-Invorlase gehl, wie Dialysiervorsuche mit
dem Trelisaft bewiesen. nicht durch Tergamonlpapior hindurch.
In | hereiii>liinnuuig damikstcht, dal» das Knzym nach K. Tischer
und T. Lindner weder aus den frischen noch aus dem getrock-
neten Zellen oxtrahiert werden kann. Die mit Aceton liergtv
stellt«* Dauerinonitia und, wie Tischer und Lindner berichten.

li Hrriclit<' (. d. clu*in. (tos., IM. *J5, S. >0.IN «18110).

s Kinigo ljility spater dliosc Zeitschr.. IM. XXVI. S. 77 fISils
hélt Knut Kisrli»‘r. wohl im Hinblick auf «lie Zymase-Kntdoekung, aii
obiger Ansehaumig inelit mehr unbedingt lest, sondern erw&hnt sogar
die Maoglichkeit; dab Versuche mit Monitiu-Prohsaft zu einer Abtrennung
des Knzvmes von der lebenden Zelte fuhren konnten.
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mich ge-Ir. x klicit* Moi,ilia invertieren ahcr lhihrzuekrHOHiiigAi*
niuMcmiia. |, «ler Zu«mkor .lurch .lie Zellmembran einzmirmgcn
vermogen. ha nach Fischer mid Lindner-irische Monihahelc
liolirziickcr kaum invertier!, st» verhindert entweder bei der

M.diilia eine All von hlaMnaliaul das Lindrii.gci. des
Rohrzuckers «»der es ist -beim Trocknen bezw. hei der Aeelonbe-
handani<r ein Sehruiii|>len der Zellmembranen unter FrWeiterung
der Foren anzunelmieii.

d. !'>ie Moaiiiliainv(‘i lase i.-l gegentber verschiedenen Liu-
von Aceton und Allier. ohne Vernichtung. wie die deutliche in-
verliereinle Krall der dureh Aeelun gelbh-len M.milia beweist.
sie-geht, durch cinlugipcs Krwarmen :i;Fi des h beben Fr. li-
sallcs. als., ail(‘i(lilies unler Lmhallmig d.m nalurli. hen K.inzen-
[*i*41loiisIn duiMNiiijeii. nicht zugrunde. gtembgiUtig- ob Toluol
dabei anwesend i.-| ...1er niehl. Hiermit scheint im .Men Augen-
hiiek eine Beobachtung um K. Fischer und Lindner im
Widers|.rucli zu sieben, webbe landen, .lall getrocknete Momlia
dureh einiames Lipeiicr.m n.il ' Wiener und Toluol hei
nachtraglichem llolirzuck.-rzu.silz ihr hivimliermigsveniidgen
cingebubt halle. \ ielleichl aber ist der negative Anstalt dieses
\ei>uelies ni.hl aut die erbebte Temperatur und das Toluol
zimiekzuliibr. n. wie die Verlasser glauben, s.mdern auf.Im be-
|rachtliehen Konzcntrationsiindei imgen dureh den Zusalz um
viel Wasser, uberdies .hneghachzeilige Zugabe von Zucker. Die
Zymase wird durch sulche \ erdinnunpen wesentlich geschadigt ;
<> s. tu int, dal» auch die Monuiu-Invcrlasc dagegen cmi>liiidlich
--1 11 diesem Sinn.* sind ferner vermut lieh einige Versuche mil
Irischer, verriebener. M.milia zu deuten. Schon Fischer und
Lindner haben beubaehlel, dali Irische, mil tdas|.mlYori zer-
riebene Muuilia aul Zusatz von \\ asser, llohrzueker und Teluol
zwar unverkennbare, aber nur schwache invertierende Wirkung
atNibt. Wir haben diesen Versieh mit zwei verschiedenen
Mouiliakulluren mit (ilus|>ulvcrzerrcibunp. und da eine unginstige
i»C.,inllussunp des liesullates durch diese ‘'alkalische Substanz
mopt.eb schien, auch mit Oiiarzsandzerreibmig wiederholt, sind
aber immer zu genau dem gleichen Kesullate gelangt: die In-
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vertierung war in allen Fallen sehr gering. Die durch das Zer-
reiben der Zellmembranen und der plasmahaut schutzlos der
Kinwirkimg der Znekerlésung preisgegebene Moniliainvertase
scheint durch den Mangel an Elektrolyten und an ColloidstolTen
geschéadigt zu werden.

Aulier auf Monilia Candida haben wir unsere Versuche
auch noch auf eine Milchzuckerhefe aus armeuischem
Maxim (Nr. der Sammlung des hiesigen Institutes fur
(iarungsgewerbet ausgedehnt. K. Fischerl) hat gezeigt, dal»
«lie Milchzuckerhefe No. ‘101 dm* gleichen Sammlung, von
Weiginann2) in Kiel stammend, «ine Milchzucker hvdrolv-
gierende Laktase enthalt, die weder aus den frischen, noch aus
den getrockneten Zellen, sondern erst nach dem Zerreiben der
getrockneten Zellen mit Glaspulver durch Wasser ausgezogen
werden konnte. Mit dem Prel3saft aus liefe HH» konnten wir
Milchzucker unter Kohleudioxydeutwieklung vergéaren. Ferner
lieB sieh aus der bezeiehnclen Hefe durch Acetoubehandiung
ein Dauerprgparat darslellen. welches aus Trauben- und Milch-
zucker Kohlensaurebildung'bewirkte. Allerdings war die Gar-
wirkung so gering, da wir uns mit einer nur anndhernd ge-
nauen volumetrischen Heslimmung des entwickelten Gases be-
gnugen mufiten / Danach wurde das Mono- und das Disaccharid
ungeféhr gleich schnell vergoren- Da die Versuche Km.il
Fischers daflr sprechen, dal} ganz allgemein Disaccharide
erst nach der Hydrolyse vergoren werden,, ist man zur Annahme
einer den Milchzucker hydrolysierenden Laktase und auflerdem
einer Garung bewirkenden Zymascarl in dein PreRsaft berechtigt,
Hohrzucker wurde durch das Acetundauorpréparat Uberhaupt
nicht oder wenigstens nur in so geringem Mafe vergoren, dal
es zu keiner Gasentwicklung kam. In der Milchzuckerhefe Tvh*
scheinen demnach hochstens Spuren einer Invertase vorhanden
zu sein. Dieses Ergebnis stimmt mit den Angaben von
P. Lindner (berein, welcher fir die gleiche Hefe selbst au
mikroskopischem Wege mir eine geringe Vergarung von P»olir-
zueker konstatieren konnte. L

IMiieble <t d. clu*ni. (ies,. IM. .27. S. HtSI ilH"IP.
Vgl. Wncbeiisrluift 1. Biaiicrci. IM. 17. S. 715 ilUOOQi.
'Or \WVo(IHns» bnH t. lirauma. IM. 17. > 71t (luOOi.
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Wenn wir schliel3lich noch die liczicliuiijrcii der Mecniilia-
Invtftase und der UeleolaMase zur Zymase ,|cr untergérigen
Itierhele kurz zusuh su crgihl sich, dull idle diese
Enzyme nur im Innern der Zellen zu wirken hestimiut <ind
nisu naeh M. llahn'i zu den seg. Knducnzyinen gehium
Miinilmmverlusc und llelenzymase diulysieren mclil durchl'i'ijra-
uicnl papier: die Laktase wurde nicht jzepriill. Alle drei Enzyme
sind im I'relisait der lielrellenden Organismen wirksam, vur-
luutden und Gherdauern die Tétung der Zellen-,lurch Aeelnn.
(ileielt der Zymase scheint die Meniliainvcrlasc gegen Kunzeil-
tralwnsanderimgcn des I'relisalies sehr emplitallien zu sein: die
Mumliainvcrtasc wild ahoi- hei einlagigem lligeiicrcn des Saftes
mclil geschéadigt. wogegen die Zymase des I'relisalies aus I'nler-
I"le LI lilI'S1'" Hellantllung infolge gleichzeitiger Anwesenheit
der flclenendotryptase im [I'rejlsal'l hedeulend an Wirksamkeit
einhallt.

Ks isl uns liedfirfnis. Herrn I'rul. I'aul l.imitier fir die
Ireundliche Uberlassung des Aussaalmaleriales zu den Kulturen
lestons zu danken;

V(rs,|rIM’ BrcRsaft uns Moniliu «uiHliilu.

;f>ie OrgunisiiKMi wurden in V» geflllten 5-Uter-Kolben,
die mil Wnllostoplen verschlossen waren, herungeziiehtet. Als
Né&hrlosung diente eine Bierwirze: das (ianzc wurde
oliireli halbstiindiges Kochen an drei aufeinanderfolgenden Tagen
sterilisiert. Die innerhalb mehrerer Monate hei Zimmertemperatur
in Form einer gelblich weihen Decke gewachsene reine Moniliu-
hefe wurde durch ein Faltcnlilter ahliltriert und durch Aui-
Iragen auf Ton vom groRten Teil des anhaftenden Wassers
befreit. Die Methode der Drel3saftbereitung war im allgemeinen
die hei Bierhefe beschriebene: mir erwies sich ein grolerer
hieselgurxusatz (mindestens ein Drittel des llefcgewiehls) als

vorteilhalt. Ans 200 g Hefe, der Krnle aus \ bis 0 Kolben,
lieRen sich durchschnittlich leicht SO ccm Saft erhalten.

¥ Zoitschr. r. Biologic, Bd. in. S. 72 IlUOO|; di«, Zymasoujiruic'
Minchen UQ.J. s. i2.
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ber Monilin|»rehsafl stellt eine rolhraime. im durehfallenden
I-b fil klare. alter <i|>aleszierende Flussigkeit dar. di<* «ranz dem
ANWEVInilictin® i 1 ‘le¥rle*»s;i Il gleicht, sehwaeh saille Ilenktion be-
sitzt und I»eini Ki warmeii Fiweihstolle aiisseheideii litlll. ohnx»-
indes wie jener vn|.|siiindiir /ii uerinnen Fehlitmsrhe Liisiin®
wild nielil reduziert [»i- sj»ezitisidie x »e\viehl I»elrnu in einem
Fall«' d-.oil'V. der Troi kenrtiekstand " .. iSeide Zahlen sind
etwas niederer, als sie der lI'iélisait aus | ulorhefe dtiivh-
mhniHiit i aufwei-t, wahrseheinlieh w(dl die zur DHa!hdliiii®
des I‘rehsafles verwandle Moniliahefe nielil so jirandlieli \a»V

I'nlerliel'e. hie Moniliahefe liilil sieh namlieh in der hydran-
lis< lien | ’res-c infolge ihres Mveehjellee}des sehwierkrer abprcssen.

ha- Aller der verwendeten Kulluren war vei\-<diie<len: e-
helrii'i 1 | e Monate (liefe A> 7 Monate iliefe IF und 2! z Monate
llde t. .

I. Invertierung von Rohrzucker durch Irischen Prcfssalt.

1. H> cein Sali .diele A lieferten aus | ” llohrziirker
hei tietieliwall ViUl 0.1 eem Toluol ill \ Ta'Jetl hei 22" 2M*
Invertzuekt'r. :ilei<li etwa 1)7 der Theorie. Die Ilestinununi
erfolgte »lundi Titraiion mit Fehlin ~seller Ldsung.

2. In eem Fr»disait (liefe Ili. \ o Hohrztieker. 0.2 eem
Toluok 2il". - Tain*. likd*hlil 2.0 N Invert/iuker OU*) <,
her liolirzu« ker war hei diesem Versm li na ht vrnuz in Lostum
-fe<r;ne;en. wodurtdi sieh die vorhéallnismalli® yerinue Wirkung
jverirleielie «he iibri.ton Versiadie mil liefe IS (uklarli.

iS. H» eem Salt liefe F». \ y. Hohrziieker. 0.2 emi Toluol.
's:is". 6 Ta™e. Imbildel 1.1 Lr liivorlzmikci® rid'ko'. llei. diesem
Versa« he waren heim Ums« hiilhdn ISluscn voll Kohlensaure,
also (iiirwirkim.ir zu bemerken. was sieh hei I. und 2. !lieht
kmi'lalien-n lieh.

Il Invertierung von Rohrzucker durch dialysierten Salt.

I. Jo rem Saft »liefe |S wurden 2» Stunden hei o'Vge-iei
| ] destilliertes Wasser dialysiert. sodann \ * ISohrziieker um
0.2 eeni TolGol zn™efiilt. Natdi iS Ta”cu hei iSiIS" alles invertiert
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0. 10 ¢pfin Salt diele* (1). Anordnnnu 2eliall wio bei i.
Hebildot: 1.0 - Invertzucker i21"<) in [ Ta’en.

I11. Invertierung von Rohrzucker durch aufbewahrten,
bezw. digerierten Saft.

0. 10 eem Saft illefe Oi. 21 Stunden bei O nufbewabhrl.

dann mit \ g Ibdirzweker. 0.2 eem Toluol versetzt. 'Xaeh
Il Ta”eti hei .TI" alles invertiert.

7. 10 Celli Salt |liefe |'j wurden ohne Tntll<>!/u<al/.

21 Stunden- auf erwarmt. sodann mit \ o lluhr/.iicker'und

0.2eem Joliio! versetzt.. Xaeh 72 Stunden war alles hiverlierl.

;o 10 eem Salt (liefe (e wurden 2i Stunden unter /.lI-

salz von 0,2 eem [lohiol auf -12" erwarmt, sodann  u tbdir-

ZMeker zu”efii-t und 1 Taue bei erhallen. liebildet 0.0
invei lzueker >2.% | ..

\ ej*.<|lelie mit dlireli Aeetoiibetjandlun™ uetb| eter
Moni lia.

Oje llersielluiie- des [I'raparates’ wurde vollstdndig ebenso
wie bei H.ei unterheb* ausuefiuhri.lf Man erhalt .ein uvlblieh
wedles staubtroekeiies Pulver, welches wenige Taue naeh-der
[lérsiellmiu zu den Versuchen verwendet wurde.

0. | e |aueri*r;ij»aral illele 1*i. i u loiuzuekei-. fO eejn
Wasser.,, n.2 ccm Toluol. :12". Xaeh 1 Tauen uebiidefn t «
hlVerlzueker. entsprechend etwa 10°;»,.

to. | u Oauerprgparat (liefe Il . |O eem Wasser. 0.2 eem
‘oiuol, 21 Slutlen aut 12" erwdrmt, sodann \ 2 [lolirzVieker
zugegeben. Xaeh 2 Tauen bei;>2"uebildel 0,;>u Imei Izin ker i7" «j.

M. 2 jr Oaiierpraparali liefe C . 1« Kohrzueker. lo eem
W asser. 0.2 eem Toluol. \ Taue hei >»". (Jebildet 0.:; Invert-
zueker (7" »i. '

I>ei letzterem Versuche war im lieensatz zu 0. und 10.
Aehwache (idrutiu /u bemerken.

Oie (larwirkuuu der mit Aeelon uehdelen Mouilia >vurde
auch im kndioinelerrohr verlolu't, | « lieferte jedoeh in einigen

D) It Albeit. K Hu_eh iter im<l I le;i pj*. Her < deutsch, eliein
Oes.« Itd. :i>. s. dnoui.
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lagen bei BO" bei Gegenwart von 0,2 ccm Toluol nur 0,5 ccm
Kohlensaure, also auf3erordentlich viel weniger als die gleiche
Menge Dauerpraparat aus Hierunteiliefe, was mit der geringen
Garwirkung auch der lebenden Monilia, verglichen mit der
Kulturhefe, ubcreinslimmt.

Versuche mit zerriebener. Irischer Moniliahefe.

12. 2 g Irische Monilia (liefe ID wurden 10 Min. mit
2 g Glaspulver zerrieben. L’'nferm Mikroskop erwiesen sich alle
Zellen zerrissen. Dazu gegeben 2 g Kohrzucker, 12 ccm Wasser,
0,2 ccm Toluol; BB". Nach B Tagen nur Spuren von Invert-
zucker gebildet.

1B. Genau wie 12., nur an Stelle von Glaspulver mit 2 g
Quarzsand verrieben. Kesultat wie bei 12.

11. 2 g lIrische Monilia (Hefe G) mit 2 g Glaspulver zer-
rieben wie bei 12. i g Hohrzucker, 10 cem Wasser, 0,2 ccm
Toluol, \ Tage bei BB". Die Inversion betrug weniger als t°/o.

15. Genau wie 11., nur an Stelle von Glaspulver mit
2 g Quarzsand verrieben. Auch hier Inversion weniger als 1";*.

Hei sa

Garung zu bemerken.

Versuche mit Milchzuckerhefe No. i%o.

Die Hefe wurde ahnlich wie» die Monilia Candida in
5-Liler-Kolben bei Zimmertemperatur gezuchtet, welche zu
drei Vierteln mit der N&hrlosung (ID",i>iges Hefewasser und
noc h 10"/« Milchzucker) gefullt waren. Alles wurde vor der
Aussaal sorgfaltig sterilisiert. Es zeigte sieb nur geringes
Wachstum: jeder Kolben lieferte nur etwa O bis 10 g Hefe in
1 bis B Monaten. Die Darstellung des Hrcl3safles sowohl wie
der Aeelondauerhefe erfolgte in Ublicher Weise.

I. 15 ccm lrellsaft, 5 g Milchzucker, 0,1 ccm Toluol.
B2°. In 1 Tagen waren 2 ccm CO2 gebildet. Die zu dein
Hrellsaft verarbeitete* Kultur war 2 Monate alt.

II. Versuche mil Acetondauerpraparat.

dg Milchzucker-Dauerhefe, B,\ g von dem betreffenden
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Zucker, 7 ccm Wasser, 0,2 ccm Toluol, 2i«, Im Kudiometerrohr
uber Quecksilber. Alter der Kultur: !l Monate.)

Art des Zuckers

= | 2
; Milchzucker . . 0.7 | 48 nach 2 lajjeii abgebrochen
Tr_aubenzucker- 05 { 40 nach 2 lajjen abgebrochen
8  Milchzucker . . 05 | 40 0.8 145 | 17,0
4 Rohrzucker . . —
5  Milchzucker . . 0.75 | 85 lo.o 18.8 15.5 175
«  Traubenzucker . 25 , 58 105 ! u.o 17.0 Io.’a

Die Kohlondioxydvohimina dieser Tabelle sind nicht aul
normalen Druck und normale ! emperatur redu/ierl, unter sich
aber vergleichbar. '



