Uber das Verhalten der RweiRRstoffe bei der alkoholischen
Garung.

Von

Leonid Iwanoll'.

Mit finer AM>il<lun<r.

(Der lifilaktion zuj’i-Guiii'fii'uiii 27. Juli Itfol.)

Seitdem die Hefezelle als die I'rsaehe der Alkoholgéarung
erkannt worden ist, tretten wir viele Versuche an. welche be-
zwecken. diesen Prozel3 mit dem stickstoffhaltigen Inhalt der
Zelle in genetischen Zusammenhang zn bringen. Schon im
Jlabre isof3 fand Thénardl) in den Helen «eine animalische
Substanz  welche stickstoffhaltig war und heim Destillieren
viel Ammoniak ergab. Hie Zerspaltung des Zuckers war immer
von einem allmahlichen Verlust an dieser Substanz, die sich
dabei in lI6sliche Pioduklc mnwandelte, begleitet. Dasselbe be-
statigte Mit scheidich,-y welcher fand, dalR der StickstolVgehalt
der liefe wahrend der (larmig in reinem Zucker von 10°
bis 0",» sank.

Im Jahre IHO60 betrachtete (iarreairh die Kohlensaure-
ahgahe durch die Pflanzen direkt als eine Funktion ihres
Slickslolfgehalles und tlit Hefe, die gleichzeitig das stickst«»tl-
reichste und am starksten Kohlensédure ausscheidende Objekt
ist, als besten lleweis dafur. Diesen («(‘danken wiederholte viel
spater Havduck.*) indem er einen Parallelismus zwischen

N-(ichalt und der tiarungsintensitat bei verschiedenen liefen
uachzuweisen suclile.

Il Sehiitx(*ilhorirei‘. Hie («&rungsersrheinungen. IS7R. S.S.1. 117
*i Ad. Mayor, hie hiinrngscticinic. lang. S. 1;{0.
tiarreau. Ann. d. Sciences naturelles. 1S00. Il série. T. 17). p. ®
4 tlayduek. /.eitxdnili fur Spirilusindu”iie. iNSI. Nr. 0. S. s
Nr a. S. 17:1
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Noch weiler ging Liebig,l) tier eine .spontane Zersetzung
oder Dissoziation der eiweilartigen Substanzen der Zelle be-
hauptete. wodurch eine molekulare Bewegung entsteht, die auf
den Zucker Ubergeht und denselben spaltet.

Die Bestatigung seiner Hypothese sah er darin, dal die
Hefe Kohlensdure und Alkohol auch ohne Zucker auf Kosten
der eigenen Substanz bildet. Diese letzten* wird dadurch zer-
stort und da sie wegen des Zuckermangels nicht wieder auf-
gebaut werden kann, s> werden ihre Spaltungsprodukte, als
I6sliches EiweiR und Leucin in die Flissigkeit ausgeschieden.

Den EiweiBumsatz bei der Garung nahmi auch Pasteur-*
an. nur so zu sagen in einer anderen Richtung als Liebig.

Im Linklang mit seinen allgemeinen Anschauungen sati
er in der Zuckerumwandlung nur .einen Assimilationsprozef,
wodurch Cellulose, Fett und Eiweil in der liefe gebildet wird.
Die hiweilsstoll'e sollen nach ihm nicht durch ihre Zersetzung
sondern durch ihren Aufbau an der (larmig teihiebmen. Die
Gérung ohne StickstolTnahrung in reinem Zucker, die nach
Liebig gegen diese Anschauung sprach, erklarte Pasteur auf
folgende Weise: Die in Zuckerwasser gebrachte Bierhefe lebt
auf Kosten des Zuckers und ihrer eigenen stickstoffhaltigen
Substanz, die entweder l6slich ist oder es werden kann durch
die sich wéhrend der Garung abspiclenden Verdnderungen.
Daher besitzen die Helen, denen die Stickstolfnalirung in t ber-
lluR geboten wird, eine groRere Aktivitdt und zersetzen mehr
Zucker als dieselben Gewichtsmengen der Hefe, welche in einem
an mineralischer und stickstoffhaltiger Nahrung armen Medium
kultiviert werden.

Der von Thénard und Mitscherlich konstatierte Ver-
lust des Stickstoffs bei der Garung in reinem Zucker zeigte*
Sich nach Pasteur nicht nur relativ, sondern, absolut und
konnte dadurch erklart werden, daB die Hefe verschiedene
slickslolfhaltige Materien enthalt, deren eine durch die Hele
assimiliert wird, wahrend die andere durch die inneren Ver-
anderungen der Zelle gel6st wird und in die Flussigkeit tbergebt.

< Litdiig. Ann. <. (“limite und Pharm.. 1S70. Md. CMU. S, 1.
] Pasteur. Annales de Chimie et de Physiol., T. LYUL p. :>g,i.
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Ad. Mayorl erklarte spater don von Bastion* konsta-
tierten absoluten SliekslolTvorlust dadurch, dal) der Hefepilz
wéhlend seiner garungseMTegenden Tatigkeit notwendig ein
stickstoffhaltiges Kxkreinent .ausscheidet, das ihm nicht, oder
doch nur in sehr unvollkommenem Malle wieder als Nahrung
dienen kann*.

Die Ansehauungen Nagedis2)*schnellen sich teilweise der
Theorie Liebigs an. Kr fand, dal? die Hefozollen bei der (larmig
Kiwei3 ausscheiden, und sah die ITsaehe hiervon in einer ver-
mehrten Bewegung der kleinsten Teilchen, welche wahrend der
(lartatigkoit die Verbande! der KiweilRmicelle l6sen und dadurch
ihre Diosmose beférdern. Wenn also Li(‘big in der KiweiB-
disso/.iation die Frsaehel der (larmig sah, so erklart Nageli
diese Dissoziation als eine notwendige! Folge! der (larmig.

In der Mitte delr 7(ter Jahre! nehmen die! (larungstheorien
Im Zusammenhang mit den Krfolgeii in den Fntersuchungen
uber d(dn KiweiBumsatz eine bestimmtere! Form an. Anf{(irdem
gibt die Kntdeekung &hnlicher Prozessel wie jener der intra-
molekularen Atmung, diesen eine allgemeiiKTO Bedeutung. Von
da ab wird diel alkoholische! (larmig als eine allgemeine Kigcn-
schall der Organismen betrachte»! und einige bringen-sie! sogar
in genetischen Zusammenhang mit der Sauerstoliatmung. T Des-
wegeu werden auch die* Anschauungen (beir den Mechanismus
der letzteren, wie wir schon sehen welrden, mit den Hypothesen
Uber diel alkoholischel (larmig verknapft.

Diese neuerel Anschauungen tber das V(irhalten der Kiweil3-
stolle bei <leir ( larmig hat Detmer ') am klarsten formuliert. Nach
meiner Autfassung , sagt elr, kommen die gesamten Garungs-
(rsch(dinungen. wedelni sowohl von hohem Bilanzen als auedi
von dem eigentlichen llefepilze Iktvorgerufen werden, dadurch
zustande, dall diel stickstofffreiell! Dissoziationsprodukte der

Y A<l. Mayer. Die (itnmgschomie. I!K)2. S. MO.
*I Nageli. Tlieorie der Géarung, 187U, S. 'W—100.
I’lelTer. Landwirtschaft!. Jahrbucher. 187S, 1kl. VII. S. S17 \v.
Wort mann, Fntersuch. an dem botan. Institut zu Wirzburg.
1sSO. [;d 1L S. 7)00.

4 Detmer, Lehrbuch der Pllatizenphysiologie. iSSi-i. S, 17%.
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physiologischen Kieineiiio (lebendiger KiweiBmolokiile) bei Sauer-,
stoffabsehlu infolge der Bewegung ihrer Atome in Alkohol.
Kohlensdaure und andere Stolle zerfallen. Der Fortgang der
(idrung wird dadurch ermdoglicht, dal» die stickstoffhaltigen
Zersetzungsprodukte der lebendigen Kiweilmolekile sich wieder
mit vorhandenen stickstofffreien Stollen tlihikose) zur Bildung
n(‘U(*r physiologischer Klemente verbinden, die abermals zer-
fallen konnen.

Hierfir meinte Dehnerl) einen Beweis zu liefern, da er
eine energische Fiwcibzersetzung bei Lupinus-Keimlingen, die
sich in Wasserstollatmosphéare befanden, konstatieren konnte.

Nach meiner Meinung kann diese Tatsache mehr gegen,
als fur seine Hypothese sprechen. In dir Tat war die Intensitat
der Liweibzersetzung fast gleich derjenigen bei Sauerstoffzutritt,
Jedoch die Kohlensaureproduktion sank fast um das Doppelte-1

(x Dies beweist, daR die Fiweildzersetzung bei der

Keimung mit der Kohlensaureproduktion wenigstens zum Teil
nichts zu tun hat und vielleicht nach Pfeffers Meinung haupt-
sachlich zu Transportzwecken dient.

Lbensowenig sprachen fir die Kiweilstheorie die Fnter-
suchiingen von Biakonows3) und Pal ladin.4] Sie zeigten, daf3
t,k' intramolekulare Atmung der Schimmelpilze und" héheren
Bilanzen sich nur bei Anwesenheit der Kohlenhydrate vollzieht
und beim Fehlen dieser letzteren sofort aufhort. Frst dann
zerspalten sich nach Palladia0) die Kiweil3stotlb, wenn die
Pflanzen ihrer stickstofffreien Substanzen beraubt werden.
Diese Tatsachen sprechen, wie wir sehen, so viel fir. wie
gegen «lie Kiweilitheorie der (.ilirung.

Mit der Buchnerschen Kntdeekung der Zymase-tritt «lie
Frage in eine neue Phase ein. Man beginnt, auf die .Mechanik
der (itrung wie auf eine enzymatische Beaklion zu sehen, wo

Helmer. bericht der deutschen bofan. (iesellsch.. |8!lg. S. Mg
b D«*tmer. Herieht der deutschen Imtan. (iesellsch., 18!>2. S. go|
I*id kon uw. bericht «ler bi)tan. (iesellsch.. IM. V. [ss7 S ilt
Pal lad in. bovin* g«*norale de llolan., T. ®». J8It{, p out.
I bulladin. Ib*ri*-bt *b*r botan. (.iesellsch., IM.*;. 1888. 8. go.i
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die Kiweilstnfle nur als Enzyme eine Holle spielen. Aber man
mul) gestehen. dull in dieser Richtung noch reeht wenig getan
wird. Buchnerl) selbst sagt niimlieli: 'Beziglich des Mecha-
nismus des Géarungsvorganges”ist allerdings der in der Zvinase-
cntdeckung begriindete* Fortschritt zundchst k<*in grober. Denn
uber die Art. wie das Enzym entsteht, tber die Mitte»!, durch
die cs etwa den Zucker spaltet, mit Hilfe; welcher Zwischén-
reaktioncu usw., fehlt uns last jede Vorstellung.» Folglich bleibt
es noch Iraglh li. oh die Eiweibspaltung Uberhaupt stalttindet
und. wenn das der Fall ist, oh sie als eine Zwisohenreaktion
der Zucke'rspallung seihst zu betrachten ist, oder oh sie an
der Frodiiktion der zuokerspaltenden Enzyme teilnimmt. Him li-
ner gibt nur einen Versuch, welcher gegen die Beteiligung
der Eiweibzersetzung in der Garung seihst spricht und die
Wirkungsweise d(*r Zymase mit derjenigen der anderen Enzvme
vergleichbar machen soll. Die Wirkungsweise der Enzvme wird
bekanntlich dadurch charakterisiert, dal} sieh diese Stoffe an
der Reaktion scheinbar nicht beteiligen und durch verschwindend
kleine Mengen »juantilativ unverhaltnisméRig grobe Einsetzungen
zustande bringen. Der Versuch aber, der dies flr die Zvmase
beweisen soll, scheint jedoch sehr bedenklich zu sein.-) .le
00 ccm frischer I1Vebsafl wurden in 200 ccm Split von b
| Versuch A) bezw. OnO ccm Sprit (B) eingetragen, es resultierten
je 0.7 g getrockneter Féllung. Beide Niederschlage wurden in
0» ccm Wasser gelist und nach Zusatz von Thymol und S g
Rohrzucker zu 20 ccm dieser Losung die Garkraft bestimmt.
Diese war doppelt so grob hei B (Fallung durch viel Sprit)
als hei A (Fallung durch wenig Sprit). Der erstere Niederschlag
enthielt also nach Buchners Meinung ungefahr zweimal soviel
Zvmase als der letztere:'trotzdem zeigten .beide Niederschlage
dasselbe Gewicht. Nun ist es aber &aufRerst fraglich, oh die
Fallung B mehr Zvmase als A enthélt. Denn es gelang dem
Autor seihst bei Zusatz von Ather nicht, aus dem Filtrat jener
Fallung A (durch wenig Sprit) noch weiter garwirksame Sub-
stanz niedorzusrhlagon. Daher bleibt die Erklarung durch un-
0 Min imer, the Zyinasrjriining. 1UOg. S. 2».
*) Huebner. Hie Zvmascgarung, S. 2tU.
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vollstdndige Fallung ganz unbewiesen und es ist viel wahr-
scheinlicher, dal} die Zymase wie die llefezelle gegen verdimn-
teren Alkohol viel empfindlicher ist als gegen konzentrierteren,
dall also nicht ein Verlust der Ouantitédl der Frohe li, sondern
in ihrer Dualitdt anzunehmen ist. Denn bei der Fallung A
betrug der Alkoholgehalt der Mischung (IVehsalt -f- Alkohol)
ungefahr 7&70 und bei R 9U°/0: gerade» die erste Konzentration
totet die lebende Zelle sehr schnell, wahrend die Hefezellen
in der zweiten 2 Tage lebendig bleiben.l) Daher blieb es ganz
unentschieden, was in dem (iemenge von HiweibstolVen, welches
die Praparate Zymase und Zymin darstellen, bei der' Garung
geschah.2)

Sehlieblich erschienen neulich die Untersuchungen von
llerlitzka.3) nach welchen die Zymase mit dem Nucloohiston
identisch ist, Wenn wir aber seine Hochachtungen Uber die
Spaltung des Zuckers durch die Praparate des Nuclcohislons als
vollstdandig bewiesen annehmen, so bleibt daun sogar folgender
l.inwand (lag(‘gen bestehen, welchen (lohnheim ausgesprochen
hat.  W.ir kénnen nie wissen-», sagt er, *ob die betreuenden,
von uns isolierten Fiweihkdrper die Trager der Funktion sind,
die wir an ihnen beobachten, oder beigemengt«» Fermente und
Ahnliches.l) Daher blieb es auch nach den Untersuchung«*!!
llerlitzkas unentschieden, was fur eine Rollo «las Nu« l»oliistnn
bei der Garung spielt.

‘I Kurzwelly, .lain buch fir Wissenschaft!, botan.. bd. XXXVIII.
Nach den rnlorsuelmngen von Kurzweily scheint es. dah die nefr-
/.dlen sogar widerstandsfahiger gegen Alkohol sind als die Zvnpise.. Sie
‘ertrag«*n eine 2 3tjigige Wirkung des absoluten oder UO '»igen Alkohols.
Alliers, benzols. Schwefelwasserstoffs in luit- oder cxsikkalorlrockeiiein
Zustande. Dies spricht naturlich niclit gegen die Zvniasetheori»:. sondern
“agi blof\ dah die lebende Hefezelle w-iders(andsfahig«,r gegen nachteilige
I\inflisse ist als einige aus ihr isolierte Stoffe.

v) Wenn die alkoholische (itrung nach Herzog der «deiehung
der Invertinwirkung gehorcht, so ist es nicht zu sagen, was fur Prozesse
durch eine solche «ileiehmig auSgedriickl werden. Diese Zeitschrift,
bd. XXXVII. S. ut): bd. Xbl. S. 1i«.

Il llerlitzka. Archives italiennes de biologie. T. XXXIX. [ii«!3. p.ll«.

Archivio di tisiologia; Vol. I. titoi. p. ggo,

I (lohnheim. (lhemie der Kiweihkurper. [iMto. S. 202.
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Das eben Dargelegte zeigt, dab alle Autoren, welche uber
(dining arbeiteten, annahmen, dab die Kiweil3stoffe irgend

wel< be. vermutlicli sehr wichtige Holle in dein Garungsprozesse
spielen.

Trotzdem fehlte merkwirdigerweise die Untersuchung des
«(liantitativen Verhallens der Kiweibstolfe bei diesem Prozesse
vollstandig. Was mit diesen wichtigen Stollen bei der Zucker-
zersetzung geschieht, ob sie intakt bleiben oder zerspalten,
resp. neu gebildet werden, blieb ganz unentschieden: und sn
bestand zunachst meine Aufgabe darin, diese Licke durch
folgende Versuche auszuflllen.

| m die Garung moglichst von anderen Prozessen ab-
getrennt beobachten zu kénnen, wurden alle diese Versuche in
reinem Zucker ohne andere N&hrstoffe ausgefuhrt.

Versuch .

I-> g kaufliche Pref3hefe wurden in 700 ccm Leitungs-
wasser durch Schitteln mdoglichst gleichméafRig verteilt. Dann
wurden \ Proben von je 25 ccm dieser Mischung mit 1.5 g
| ro< kengvwicht zur liestim mutig dos Liweihstickstolles genommen.
Die eine Halfte der Proben wurde sofort, die andere erst nach
Vergarung von 5,5 g Glukose wahrend 22 Stunden analysiert.

Hm der Liweibstickslolfbestimmung wurde der Probe-
inhaltl) bis zu 100 ccm mit Wasser verdunnt und dann auf dem
\\ asset'bade mit Kupieroxyd nach Stutzer gefallt.

Im Niederschlage wurde der Stiekstolf nach Kjeldahl
bestimmt. Heim Verbrennen mit konzentrierter Schwefelsaure
benutzte ich Quecksilber zur Heschleuuigung der Heaktion.

Heim Abdestillioren ties Ammoniaks verwandte ich Zink
I»ulver zur Lrloichtorung ties Kochens der Natronlauge und
destillierte dann ohne Wasserkihler, was nach einigen Kontroll-
versuchen keine merkliche Anderung in der Hestimmung mit

lat* I’niftmu: der Flussigkeit nach item Abhlillrieren von der lief«;

;al« in keinem Falle fine Keaktion auf Iviweif'stolle: es gehorte dalmi

ganze Imwcil'stirkstolf mir den liefen an und das Abliltheren der
I«;i'uuu>tliis>iykeit von der tlete war in diesem Falle “an/. nnnoli®
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SK'h ,,nnérl- Heim Filtrieren mit Natronlauge ,i 10 N) benutzte

irh Metylorange als Indikator.
Die Resultate zeigt folgende Tabelle:

1.} g Trockonhefe enthalt in mg
Ver der Gérung Nach der Gartin«'

Gesamt-N «3.3

Ki\veil-N a' «0.5 ) «0.35 «0.«

hi S0.2- «1.12

«1.7

Dic.-cr Vrisu.li zeigt, .t;ili die Kiweisluile |;,sl keine <|(ianti-
lalive Ainiening bei der (mrting eriillen, obwohl eine Kkleine
Menge des XiebtpniteinstiekslolTs als Material zur Kiweilkegene-
ration zur Verfligung stand.

Im nachsten Ver>uclie lieb ich die Hefe eine viel grébere
(iarungsarbeit leisten, indem ich auf dasselbe (Jewiehl der liefe
(‘ine viel grobere Menge Zucker gab.

Versuch Il
2<>g reiner lJroimereihole1 wurden mit 400 ccm Leitungs-

wasser geschuttelt und S IVoben von je .25 ccm mit 0,5115 g
Trockengewicht genommen.

Ihc eine Hillte davon wurde sofort wie im vorherge-
gangenen \ ersuche analysiert, die andere erst nach Vergarung

von 15 g Rohrzucker bei 25« wahrend | Tagen. Die Menge
der inzwischen ausgeschiedenen Kohlensdure, welche durch die

Wé&gung bestimmt wurde, betrug 5 g, wonach die Menge des

vergorenen Zuckers mit beinahe ¢ g berechnet wird. Die
Analyse ergab folgende Resultate:

0..Uk"> g Trockenheit? enthdlt in mu
Vor der Gérung  Nach der Gérung

¢<icsamt-N 27.1

l'iwfil'-N ai 25.20 1 2520 25.3« \
h 27).20 20.01; |

1) !liest* Helc habe ich vuin Lerlincr Institut fiir GA&nmgsgewci
“¢'alh n. wofir ich Herrn hol'. Di. Lindner meinen Dank aussprech.
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In diesem Versuche, wie im vorhergegangenen. bleibt die
liiweibmenge ganz unverédndert, obwohl die Hefe eine* Vviel
grobere Ge*wiehtsmenge des Zuckers vergaren muhte.

Merkwiurdigerweise beobachteten wir auch keine Synthese*
der Kiwcibstolle auf Kostern de*r nichtproteinartigen Stickstoff-
verhiudimgen, deren Menge' beinahe 8n » des Gesamtstickstolfs
betrug, hi»* Anwesenheit dieser zur Eiweil3synthese unfalligen
Stolle zeigte sich in elem n&chsten Ve*rsuche noch deutlicher.

Versuch |ll.

Dieser Ve*rsuch wurde* mit einer reinen Kultur Brennerei-
liefe N 128 von Kral unter sterilen Bedingungen auf folgende*
Weise ausgeliihrt

In d(*n Kolben A von 6 | Inhalt wurden \ | der verdinn-
ten (8.5Vo Balling) Bie*rwiirze eingegossen und dann die Off-
nung mitte'ls eines Wattepfroplens dicht verschlossen. Durch
den Bfropten wird ein Glasrohr eingefuhrt, weledics gekrimmt
ist, wie die Zeichnung zeigt. Die Krimmung am unteren linde
di<*nt dazu, um das Mitreiben des Niederschlages dur«*h die*
ausllie'bcnde* Flussigkeit maoglichst zu vermeiden. Auf das ander»*
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Knde des Rohres wurde ein langer, mit dem Qiietsohhahn a
versehener Gummischlaueh aufgesetzt, weleher mit dem kurzen
Rihrehen b, dem Gummiansatz ¢ und dem Glasstopsel d endigt.

Vor dem Sterilisieren wurde die Rihre mit Wirze mittels
Aufsaugers gefillt, und auf solche Weise konnte sie nachher
als Heber dienen.

Rer Kolben wurde « mal im Dampfsterilisator je ‘1 Stunden
erwarmt und die \\iirze nach dem Abkihlen in einen andern
Kolben R Ubergefiihrt. Dieser hatte auch ¢ | Inhall und besah
ebenfalls einen Wattepfropfen, durch welchen 2 Glasréhren
gingen, eine kurze mit Gummisehlauehansatz f und Glassttpsel e
und eine langere, welche ganz wie die fir den Kolben A be-
schriebene gekrimmt ist und mit dem Watterohr h geschlossen
wurde. Dieser zweite Kolben wurde auch 3 mal im Dampf-
sterilisator sterilisiert und dann mit steriler Wirze aus dem
Kolben A gefillt. Dabei wurde der (iummiansatz f des Kolbens
I' mit dem Rihrchon b des langen, durch einen Otietschhéhn
geschlossenen (hirnmischlauches des Kolbens A unter den fur
>teril(* Arbeit Ublichen Vorsichtsmaliregeln verbunden. Hierauf
wurde der Kolben A bedeutend hoher als R gestellt, der Oiietseh-
halin A gedffnet und die Wiirze vorsichtig unter Regulation durch
den Oiietschhalm, ohne den sich stets bei Sterilisation bildenden
Niederschlag im Kolben A zu beriihren, in den Kolben R tbergeleilet.
Daun wurde Rohr f von dem Rohr b getrennt und mit dem
Glasstopsel e abgeschlossen. Der Kolben A diente weiter zur
Sterilisation des Wassers, wahrend der Kolben R einige /eit
unter ofterem Schitteln in kihlem Raume aufbewahrt.wurde.
Inzwischen wurdeeinmit derselben Wirze gefillter Rastours.-hei
Kolben von | al Inhalt mit einer reinen Kultur der Rrennerei-
hefe N 128 von Kral geimpft und, als die Garung in vollem
Gange war, mit dem Rohre f des Kolbens R verbinden und
'Ciu Inhalt unter Schiutteln Gbergeleitet. Die Garung ging bei
Zimmertemperatur unter Durchleiten eines Lullstroms durch
das Watterohr h und das lange Rohr vor sich. Nach 3 Tagen
war die Hauptgarung beendigt und der Kolben wurde im Keller
Inci  10° C. aufbewahrt, wo sich die Hefe nach 2i Stunden voll-
Gundig zu Roden gesetzt hatte.
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);inu wurde die verlorene Flissigkeit durch das latine
Kedn- moglichst vollstdndig ahgelassen und durch das Rohr |
steriles \\ tisser ans dem Kolben A, grade so wie friher sterile
Wirze, hineingeleitet, mit Tien abgesetzten Helen geschuttelt
und wieder zum Absetzen hingestellt. Nach einigen Stunden
wurde das Waschwasser wieder abgelassen und darauf noch
d Liter zugegossen. Nach dem letzten Absetzen wurde so viel
abgelassen, das in dem Kolben nur ! | Flussigkeit mit Hefen
zuruckblieb.

| m diese Hefemischung in gleichmibigen Frohen zu er-
halten. wurde folgende Hinrichtung benutzt : Fine Pipette, in
welcher ein bestimmtes Volumen (25 ccmi mittels 2 Marken
gekennzeichnet war, wurde mittels Gummischlauches oben mit
dem Watle-I -Rohr k. unten mit einem Schenkelrohr m, welches
m das zugespitzte Rohrchen n endigte, in Verbindung gesetzt.
Alle obengenannten (Uasleile wurden zunachst mit durch Watte
zogestopften Offnungen im Trockensehrank bei 160° sterilisiert
um! dann durch sterilisierte GummirOhrehen unter einander,
und x-hlieblich mittels Schenkel m mit dem langen Gummi-
schlauch des Kolbens H in Verbindung gesetzt.

Hann wurde der Kolben H so hoch gestellt, dal* sich sein
llodenniveau etwas holier als die obere Marke der Pipette
belaud, das lange (inmmirohr, mit einem Oiietschhalm g ver-
sehen und dieser letztere nach dem Schitteln des Kolbens
geoffnet. Nach Fillung der Pipette bis zur oberen Marke wurde
der Ouelschhahn g geschlossen und darauf der Ouelschhahn p
geb6ffnet und.die Flussigkeit nach Fnlfernung des Wattestopsels
aus der Offnung bis zur unteren Marke in den sterilen Frlen
mey er-Kolben ahgelassen.

Hie ersten Portionen wurden nattrlich nicht benutzt,
alle Ubrigen enthielten durchschnittlich 0,5088 g Trockenhefe
in 2> ccm  Flussigkeit und waren vollstandig steril.l)

Her eine Teil «liescr Proben wurde sofort analvsiert, zu

| Diese Proben I'",nnl/Ir ich auch zu llun<ierversu<hen. welche !
m Me iik r Aibeil Uber dir | mwandlunfion der Phosphate iu der Pflanz«
bwe'-ebreibe.  Nach wochenlaiijiem \ er'Weilen im Thermostaten waren di>
KtdUinn vollslandi«: rein.
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<len anderen wurde zunachst & g (f, ccm der sterilen Inn' ,jgen
Losung Glukose hinzugefugt. Nach 1Sstiindiger Garung hei *2.)°
wurden nochmals 6 g (ihikose hiiizugef'ligt und die Droben nach
weiteren 2r Stunden analvsiert.

Die folgende Tabelle» zeigt die erhaltenen Resultate:

0.50HS g Trockenhofe enthielt in mir

Vor der (iarung Nach der (Uirung

Oesamt-N v

Kiwcif'-X ai g\ di.n |

Ib; dl.a ) M.UI du.t dt.Ul

Durch diesen Versuch ist also bewiesen, dal» der Mangel
an Sterilitat keinen Linlluh aut die von uns friher erhaltenen
llesultate hatte: die Kiwcil3zerspaltung macht sich bei
der (Dining nicht bemcrklieli. Merkwurdigerweise be-
obachten wir auch keine Kiwoil3synthese, obwohl die
Menge des Nichtproleinst ieksluffes beinahe ID' o des
lLiesamtslickslolles betrug.

Diese Verbindungen sind offenbar unfahig, sieh in Ki'woil»
zu verwandeln, weil die liefe selbst die Fahigkeit, das Eiwell,
aus Asparagin zu synthesieren, in vollem Malke» unter diesen
Bedingungen behielt, wie. der nachste Versuch beweist.*

Versuch IV.

Zu einigen Droben der im vorigen Versuche abgelassenen
Hefe wurden je 10 g Glukose mit 0,2;> g Asparagin zugefugt
und nach R und > Tagen der Kiweil3stickstofi bestimm!. Die

U.0OKS g Tmckenhefe enthielt in rr»"

\or der ffiirung Nach der (larmig mit Zucker und Asparagin

nach H lagen nach a Tagen

o ai ao.ro 11.Wi \ !
Kiweib-N H1J" , I TUM i M\"iH
12,(K) J ! Ki'



i7t> Leonid |Iwann ff.

Dadurch ist bewiesen, dal} die liefe nicht alle Stick-
stoffvcrbindungen, welche sich beim Stoffwechsel in
den Zellen ansamineln, in Kiweil3stoffe umwandeln
kann. \\ as fir Verbindungen diese nicht umwandelbaren Stolle
sind, uh sie Zerspaltungsprodukte der Eiweil3stolle selbst sind,
bleibt einstweilen unentschieden.

Hier will ich nur bemerken, dal sie bei der Fallung mit
Kupieroxyd das Filtrat als Kupferverbindungen blau Kirben,
gerade wie es bei KiweiRRzeiSpaltungsprodukten geschieht.

Hieraus 'ergibt sich die Frage, ob die ganze Menge der
Fiweil3zerselzungsprodukte vollstandig assimiliert und in Hiweil3
‘regeneriert werden kann. Bisher nahm man das letztere als
Ausflul des Dogmas von der Omnipotent des Eiweilles an, es
fehlen jedoch hierfir irgendwelche beweisenden Tatsachen. Da
aber die Entscheidung der Frage, ob die Eiweil3stoffe bei
der (larmig ein tatsachliches Konstantbleiben oder nur
ein Gleichgewicht zwischen Spaltung und Synthese
zeigen, davon abhangt, ob die Eiweil3synthese alle Zerselzungs-
prnduktc regenerieren kann, so habe ich versucht, diese Frage
experimentell zu erdrtern.

Versuch V.

Ein Teil der Portionen von steriler Hefe, die in der Kultur
des Versuchs Ill erhallen wurden, wurde in die Erlenmever-
Kolben mit einer Bodcnlldehc von 70 qcm gebracht. Jede Portion,
die. wie schon gesagt, 26 ccm Wasser und 0,0088 g Troeken-
hefe enthielt, wurde 21 Tagt» ohne Zusatz von Nahrstoffen
aufbewahrt. Die Analyse zeigte zu dieser Zeit, daB die Eiweil-
sliekstoliinenge von >1,01 mg bis 20,18 mg gesunken und Nicht-
proteiiis.lioksloli von 0.11 mg bis 10,)7 mg hinzugekommen
war. Dann wurden lo ccm von steriler 1o0O"\oiger Glukose-
[6Ming hinzugelugt und nach A4tagiger Garung bei 26" die
Analyse ausgeliihrt. Fs wurden 28,1 | mg von Eiweils.tiekstof:
und N,S mg Xiehlproteinstjekstolf gefunden.

Also konnte die liefe nur 10" ¢ der Eiweil3zerspaltung.—
Produkte, die beim Hungern entstunden waren, ausnutzen.
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Versuch VI.

Du* sterile Hefe wurde auf dieselbe Weise wie in Ver-
such 111 von derselben Kultur N 128 Lindner (Thalien. Die
Kulturtltssigkeit hatte Iblgende Zusammensetzung:

WHMI g Lmtungswassn:
550 » Saccharose
7.) » «Witte» - Pepton
70 » KHx1*04
5 » MgS04

Diese Lo6sung wurde )» Tage nacheinander je 1M> Stunde
im Damptapparal sterilisiert. dann in einen sterilen ' Kultur-
kolbcn iibergefihrt und dort mit Hefe geimpft.

Nach 7tagiger Garung bei Zimmertemperatur blieb der
Kulturkolben einen Tag bei 10° stehen, wodurch sich die liefe
absetzte. Nach 2maligem Auswaschen mit kaltem (10°) Wasser
und Absetzen wurde die geschuttelte Hefe, wie schon friher
beschrieben, in Erl en meyer-Kolben mit 7> gcm Hudonllaebe
verteilt.

Das eine Paar Kolben wurde sofort analysiert, das andere
erst, nachdem es Tagt; ohne; Nahrungszusatz bei 2.V°
standen hatte.

Die Analyse zeigte, dal» jede Portion mit 0,1G7 g Trocken-
heit* folgende Menge Eiweillstickstolf in Milligramm enthielt:

| i O.NJ
Vor dem Hungern " 0.7H
) 0,71
Nach a llof
hi 0.71 o1

Also wurden beinahe 4-0°0 des Liweihstiekstolfs heim
Hungern in Niehtproteinsliekstotf umgewandelt.

Dann wurden zu G solcher Proben je ]O ecm der sterilen
< n/<iigen ( ditkoselésung zugesetzt und nach einer Woche-zeigt«* die
Analyse von 2 derartigen Proben, daf der Eiweihstickstolf in einer
Probe 8, L in der anderen 8.2 mg betrug, Das heil3t GO'hoiler.Eiwcih-
zerselzungsprodukte wurden wieder in Eiweil regeneriert. Ein«
vollkommenere Ausnutzung derselben konnte ich nicht erreichen.

Xa< h einer Woehe nadmlich begann wie«ler ein«* Eiwcill-
ttbnalime, .da die Analyse zu diesem Zeitpunkt 7,0 mg Eiweil-
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stiokstoll zeigte. Das noelimalgo llinziil'i'i“"cn von P> ccm 6O'bniger
(diikkosclosung rie!" nach einer Woche wieder eine kleine Zu-
nahme des Eiweibstickstolles bis /,/ 'event. <S| mg hervor
Xadi einer Woche sank derselbe nochmals bis auf 6 71 nc
liese Versuche zeigen. «lall die liefe in reinem Zucker
nur 0 b0°, der Zerspaltimgsprodukte wieder in
Kiweil! zu regenerieren imstande ist und dal} daher die
Ei wei hzerset zung nie unter diesen Bedingungen durch
Synthese verdeckt werden kann.l

Dieses Kcsultat stimmt mit den Untersuchungen Soli ulzes,-)
der bewies, dab bei dem Kiweilizerfall nicht Asparagin (event,
Rlutainin) und Kohlenhydrat, wie man frlher meinte.sondern
 ine ganze Menge von verschiedenen stickstoffhaltigen Produkten
entsteht,-die fur die Kiwci3neubildimg nicht gleichwertig sind.
Daher verliert die Annahme der Eiweil3theorie, daf eine dauernde
Zertrummerung und Neubildung von Eiweil3 ohne Anhaufung
der Zerspaltungspnwinkte bei Anwesenheit von Kohlenhydraten
moglich sei, jeden -experimentellen Beweis.

W ir kdnnen also sagen, dal» das Konstantbleihon der
hi weil3ste! fe bei der (larmig in reinem Zucker sehr
wahrscheinlich kein (lleichgewieht der entgegenge-
setzten Prozesse ist. Bei gleichzeitig nebeneinander ver-
laufender Synthese und Zersetzung in reinem Zucker missen
sich immer die nicht verwendbaren Produkte ansammeln.

Ich bin weit davon entlernt, aus diesen Versuchen einen
endgultigem Schlu? zu ziehen. Die folgenden Versuche geben
mehr \ eranlassung dazu', jedoch ermdglichen diese vorlaufig

| b.e \ersuche Prianischnikoffs uber ilie bei Lichlzutritt er*
I"|<rcn»|(» degeneration der Kiweil3zersetzungsprnduktc hoherer Pflanzen
*rmugliclien. denselben -Schlul? zu ziehen, berechnen wir diese Versuche
m derselben Art. wie unsere fruher fur liefe mitgeteilfen. so zeigt sich.
lab Pisinii sativum und Phaseolus iiiultiflorus nicht mehr als (if)O¢ der
/ersetzungsprodukte am Lieht, d. h. hei Kohlenliydratenzufuhr regenerieren
konnen. Siehe Prianisehnikoff. Die Eiweibstoffe und deren Einsatz
im Pllanzenorganismus. Moskau, 18IM1 (russisch).
*) Schulze. Diese Zeitschrift, bd. XXIV, 18U7. S. IS.
Pfeffer. Jahrbucher fur wissenseh. botan.. bd. 8. 1872. S. f21J.
borodin. bot. Zeit.. 1878. S. 801.
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eiiKl Krklarung des Widerspruches, in welchem unsere Versuche
mit <len Angaben lli'iliecei* Autoren Uber den hei der Garung
ui reinem Zucker stattlindcnden StickslollveHust stehen

Wir haben schon gesehen, daR .Mitscherlich, Ténard,
Ihislciir, Liebig, Nagelil) und weiter Dudean.x,2)Sc.Jiul/en-
Rerger und Destrenr'b alle éine Slickstollausscheidung aus
der llele bei Garung in reinem Zucker beobachteten.

Diese Tatsaehe kann durch zwei Umstande erklart werden .
eislens wurden alle friheren Versuche mil nicht steriler liefe
ansgeluhrl und zweitens dauerten sie zu lange, Hei Anwesenheit
der llakterien wurde naturlich das Absterben und Zersetzen
einzelner Hefezellen beschleunigt und die dadurch entstandenen
Zerselzimgsproduklc, <hne vollstandig durch die lebenden Zellen
regeneriert werden zu kdénnen, mehr und mehr in der Garuugs-
llissigkeil angesammelt.-'

Darleine beobachleb! ich au der wochenlang dauernden
Kultur von Versuch VI. Die Helen, die eine Woche nach Knde
der (larmig bei 2.V' standen, zeigten schon eine Abnahme des
Ciweil3stickstolVes. in einem Falle von .8,2 bis 7.£> mg und in
anderen Fallen von 7,9 bis 5,71 mg.

In einigen Versuchen von Schiitzonberger und Desirem
d. e.), welche nur 21 Stunden dauerten, fand sich eine sehr
unbedeutende Stickstoflabnahme von 2.81 bis 2,70'Vo, die schon
in den Fehlergrenzen der llestimmmigsmelhode liegt.

Also hat das sogenannte ¢ Krschopfen der Hole
hei lange dauernder Garung in reinem Zucker mit dem
Mickstoffvcrlusl nichts zu tun. In solchen Fallen,” wo.
Heb dieses nicht durch das Absterben der Zelten erklaren Ilaft,
hiben wir es mit einer physiologischen Keaktion zu lim. die
dem Ibihestadium .entspricht und sehr wahrscheinlich durch

b s. oben fand merkwirdigerweise dabei. <lif> der Sfirk-
in Darn von Albumin oder Pepton ausgesclieden wird. Ich konnte

11 so"ar. nicht einmal in unreinen Kulturen ein.* Riuret.reaklion
‘I"r Garung>llii>sigkeit beobachten. AufRerdem landen Hahn und lierot

I MdbstVerdauung von Hefe nur Spuren von Albu.nosen und Kkein
l'e|'t«<»n. Siehe Die Zymascgftrung. S. HO7.

V| traité de Microbiologie, T. lll, p. 20(i—210.

"i Traité de Microbiologie, T. Ill. p. —327.

Hoij.jie-Sfyler'j! ZeilM-hrift 1. x»liysiol. Cluini**. XUI. 'Vj
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Veradnderung d»*s Knzymgchalles oder das Entstehen von Stoffen,
w«*Ich<* die Garung hemmen, erklart werden kann.

Idi gehe jelzt zu den Versuchen Uber, welche nach meiner
Meinung entschiedener flr unsere Interpretation des beobachteten
Koiislanlhlcihens der Kiweibstolie und folglich gegen die Dis-
sozialiniishypnlhese sprechen.

Die letztere sagt. dal» sich die Zersetzung der Kiweill-
mnleknle unaufhorlich fortsetzt, aber nur heim Mangel des
K«>hl<*uhydrales, d. h. d«*s Mat(*rials flr die Kiweilisynthese wahl-
nehmen liilit.

Ihcsem Standpunkte'(Mitsprechend andert das Kohlenhydrat
nur die Bedingungen der Kiweibregeueration, indem es das
Malernd dazu gibt, lat aber die Bedingungen der Kiweibzer-
selzung ganz unveréandert.

Jletzt konnen wir annehmen, dull die wesentlichste Be-
dingung der KiweiKzorsetzung in der Zelle ein proteolytisches
Enzym ist. welches seine Arbeit in der in bestimmter Weise
zerstorten Zelle fortsetzt und sich bei der sogenannten Selhst-
Yordauung bemerkbar macht. Im Gegenteil hierzu hort die
Kiwcilisynlhcse sofort nach dom Tode der Zelle als Ganzes auf.

Wenn also das Kohlenhydrat nur auf den Gang der Kiweili-
M-iithcse einen Kinllul» hatte und die Bedingungen der Kiweib-
zerselzuug gar nicht dnderte, dann muhte der Kiweibzerfall nach
dem Tode ganz unverandert weiter gehen, gleichviel ob Kohlen-
hydrat vorhanden ist oder nicht. In der Tat hat aber das
Kohlcnhvilrat einen grollen Kinllul» auf die Kiweillzersetzung.

Di<* unten beschriebenen Versuche zeigen, dal» die eben

garend«* lhle und <li<* nicht garende sich bei Seihstwrdauung
ganz anders verhallen.

Versu« h VI

Tl g ITebhefe wurden mit 3<M)ccm 20°/oiger Saccharose
gemis«*ht und nach 21stindiger Géarung, als die Kohlensaur«*-
ausseh«*idiing noch nicht aufgehort hatte, wurde die Garungs-
llGssigkiGt von der teilweise ahgesetzten Hefe abgegossen und
von «l«*r zurdi khleihciuh'ii breiartigen llefenmasse wur«l«*u einig«*
IToben zu Hh-enl mit der Pipette unter Schitt«*In weggen«>mme«*n,
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Oleichzeifig wurde dieselbe, aber noch nicht geborene liefe mit
\Vass(M- ungeféhr in dieselbe breiartige Masse zerrieben und
davon Proben zu jo 10 ecm genommen. Heide Nethen von
Proben wurden mit Thymol im fberselmi; in dem Thermostaten
IM-i 600 erhitzt und nach 2 Stunden, als die mikroskopische
rntorsuehung mit Methylenblau zeigte, dal) alle Zollen sofort
tudblau gefarbt und folglich tot waren, dann bei !'70C.. d. b
beim Optimum fur Hel'eproteolyse weiter aufbewahrl.

Xaoli 1o und GI Siunden wurden dieProben von beiden
[IOilicn analysiert und der Eiweillgehalt mit folgenden Zahlen !
bezeichnet :

\ or Selbstverdauung Itci Seihst Verdauung
iei< I, Im SLim Il nach ,ii st,ni t*
Gegorene liefe ai V)01 mu5 i
1»; 00.0j S ~JU
Nicht ai &:i.0| |
' Mol 0auh ttu lo.t»

Per | ntersehied in;der Proteolyse gegorener und. nicht
gegorener Hefe wird vielleicht noch klarer, wenn wir zeigen,
wieviel Prozente Kiweilistolle von der Anfangsmenge derselben
zerlegt wurden:

I»ei Selbstverdauung
nac |'> Siunden nach Ui Slundeji

Gegorene Hefe oi.i '

Niehl ha <«., KO.0 % .

Diese Zahlen zeigen, dali die VVergarung des Zuckers
einen entschieden hemmenden KiufluP» auf.die Kiweii;-

I| bir meme Ziele genigen nur relative Weite, daher bedeut,n
s.imtli, tie Zahlen dieser und der folgenden ‘labelled eigentlich die An-
zahl der Kubikzentimeter der ‘ io-N.-Seh\vefelsaiite, welche fir die
Neutralisation des Ammoniaks verbraucht wurden, den mau nach der
M Ul ze r-K je Idali | seshen Methode der I'.iweildieslimmimg erhalt. I'm
die Kiweibstickstotfnienge daraus zu berechnen. hat man diese Zahlen

mir mit 1.1 zu multiplizieren.
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zcrsot/uitg in »ler liefe aiisiibt: die KiwcibslolVe der ge-
j/*denen liefe zersetzen sich halb so stark wie die nicht 0 eiuy.

IMcson Kinllii!» »1rs verlorenen Zuckers 1. auf die nach-
folgende SeihstVerdauung kann man durch folgende M Mdglich-
keilen erklaren. Krstens kann man voraussetzen, dal» die Kiweili-
stolfe hei tler (tuning durch eigenartige Veradnderungen viel
bestandiger *«‘<rcii das proteolytische Knzym geworden sind.
Zweitens ist es moglich, dal» die Menge des proteolvtischen
Knzyrns hei der (iarung ahnimmt und drittens, dal» dabei die
Proteolyse hemmende Substanzen oder anliproleolvlisdir Knzvme
gebildet wurden.

| in zu entscheiden, welclrc von diesen Mdglichkeiten der
\\ irkljohkeif entspricht, wurde in dem eben mitgeleillen Ver-
siiche 'eine gegorene Probe mit einer nicht gegorenen mach
AblOlung bei f>0° mit Thymol; zusammengegossen und mit den
anderen Proben Im Stunden bei 17" aufbewahrt. Wenn die
SelbstVVerdauung der gegorenen und nicht gegorenen Prob.. ganz
selbstéandig vor sich ging, dann sollte die Analvse die Summe der
Kiweil'»tolle der getrennt verdauenden Proben zeigen. Abei' dies
war nicht der Kall. Inder Tat habe ich anstatt 21.1 -8 lo.".i = 2.\
viel mehr, ndmlich 12.0 Kinheilen von Kiweibslolfen bekoimnen.

Ks zeigte» sich, dal» die gegorenen Helen die Pro-
teolyse der nicht gegorenen verzogern konnen und dal»
folglich antiproleolytisehe Substanzen hei der (larung
gebildet werden. Die midisten Versuche bestétigten das
vollstandig.

Versuch VIII.

Ks wurden |0 g Prebhefe mit 100 eem Lciluiigswasser
geschittelt und von dieser Mischung die Proben zu je 20 ccm
genommen. Zu jeder Pro.be wurden je 10 ccm Oic'oiger
Sarchamseldsimg hinzugcliigt und bei Zimmertemperatur in
liarung versetzt. Die testierende Menge von Hvlemischimg

I Per Zucker. selbst wirkt nur in sehr starken Konzentrationen
10 10C,) auf die Proteolyse hemmend. hielte lineliner. Pie Zymase*
ibirung, S. oll». In meinen Versuchen blieben in der (.iarungsllissigkeii nur
kleine Zuekeriuengen. welche natirlich keinen Kinllu austiben konnten
und auch in der Tat, wie wir weiter sehen werden, keinen ausubten.
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wurde bei »— ») C. stehen gelassen, um die Kiweillz¢rsetziing
zu vermeiden, und nach 21 Stunden wieder I»ruhen zu je 2f> ccm
davon genommen.

| enthielten, wie die Analyse .zeigte, dieselbe Kiw eiR3-
,nenge wie die am vorhergehenden Tage in (larmig versetzten
IToben, bei denen jetzt die (larmig schon ihr Krale erreicht
hutte, bann wurde zu allen I‘rohen Chloroform im | berschiili
hinzugefiigt und alle bei 33° C. aufbewahrt. Nach » Stunden,
als die Kirbung mit Methylenblau unter dem Mikroskop das
Absterben samtlicher Zellen zeigte, wurden Z22Paare der ge-
gorenen und nicht gegorenen Kloben zusammengegossen, noch-
mals mit Chloroform im rberschuld versetzt und mit anderen
hei 02" t. stehen gelassen. l)ie Proben von diesen 3 Serien

die dabei zuriickgebliebene Kiwoilistolfmenge.

\Vor Selbst- Xitel. Selbstverdauung

Verdauung uadi nach nach
-* Stumlcn is Stun.lon  |2n Stun.Jen

cIc™. »reite Probe . . . 210 5,0.n | 2U.(1
Xich! : SN ai.s 21.0 22 | n.s
Summe................. uU|.7 7)7.0 7)'t()

(ie.orem- und nicht ge-
gm’, N€ Probe........... | {7 71,0 2.1 RS

oder die Menge des zerfallenen KiweiRstolles in Prozenten der
Aufédngsmengc: .

Nadi Selbst Verdauung
-e MNuinlecn  fs Stunden ! 120 Stunden

(legorem- 1*r<ba . 1.2 ,.0 211
Nullt » 2g.:t 't0.0 70.0

tn'giiivne und nicht ge

gorene Probe . 5.5 ts.0 >2.0

I»i('s( Zahlen zeigen sehr anschaulich, wie viel schneller
sich die Proteolyse der nicht gegorenen Proben vollzieht. Weiter
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s<¢Li... wir, inwiefern die gegorene' Probe die Selbstverdauung
der nichtgegureiieii erniedrigt. Nach 6 Tagea war das Resultat
der Fir/ymarbcit in der Mischung von gegorenen und nicht
gegorenen Proben fast derjenigen in den nur garenden gleich.l)

Pm sieb weiter zu Uberzeugen, dafy sich eine antiproleo-
Iytisohe Substanz in der Lésung befindet, wurde folgender Ver-
such angestellt.

Versuch IX.

Nach 2 tagiger Carting von o g Pref3hefe mit di g Saccharose
in 2<wi ccm Wasser wurde die vergorene Flussigkeit von der
abgeselzten liefe vorsichtig abgegossen und durch eine Cham-
berland-Kerze abfiltriert.

Ht ccm dieser ganz klaren Flussigkeit wurden zu einigen
Proben-«ler nicht gegorenen PrelRhefe hinzugefligl. Jede Prol)e
enthielt 1-0 ccm dei* Mischung, ltg liefe in 125 ccm Wasser
und war vorher bei 6d" mit Chloroform abgetOtet worden. In
anderen ganz gleichen Proben wurden anstatt der Carungs-
Iliissigkeit |n ccm Wasser hinzugelugt, um die Konzentration
des F.nzyms nicht zu verandern. AuBerdem wurden zur Kontrolle
andere auf dem Wasserbade gekochte Proben mit Carungs-
fliissigkeil und mit Wasser genommen und alle bei »S° stehen
gelassen. Nach d Tagen =zeigte sieh bei der Analyse in den
Proben folgender KiweilRgehalt:

Nach d Tagen

K SRR Kontroll Selbsl-
ontrofie . Verdauung
ui 2»U
Wasser . . . L ‘U
1 bl g0.0
AL | a) *p5.2 © 160K
(iarfliissigkeit ] _
b gR.i Di. |

' Zun&chst entstand die Vermutung. da heim Ahtoton der ge-
gorenen Zellen dii* Fahigkeit zur EiweiRsynthese auf Kosten des hei der
4i.liung gebildeten (ilykogens bewahrt wurde. Dann waére dirt Hemmung
des Zerfalls durch die Wirkung der ontgegenwirkenden Prozesse erkla't.
In der Mischung der gegorenen und nicht gegorenen Probe konnte die
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oder die zerfallene Kiweilmengo in Prozenten der Anfangs-

menge betrug f>R°0 fur die Probe mil Wasser find :>7°Fur
die Probe mit (idarungsllussigkeit. Dies zeigt, dal) die an ti-
prot eolytis< Inl Substanz durch den Chamberlandfilter
hindurchgcheii kann, ohne in ihrer Wirkung etwas
el nzii bulRen.

Der eben beschriebene Versuch 148t sich noch anschau-
licher und einfacher durch die Methode von Mett ausfihren.

Versuch X.

Die mit 10/oiger Thymolgelaline gefillten Kapillarréhrchen
wurden in 2 Probierrohrchen mit bei f>0° durch (Ihlorofonn
al»getoteti‘in llelebrei eingelegt: <h*m einen wurde ein gleiches
Volumen (idrungsllissigkeit (von Versuch [X), dem anderen
das -gleiche» Volumen Wasser hinzugelugt. Pin die Verfllssigung
der (iclatine durch die Temperatur zu vermeiden, mufiten die
Probierrohrchen bei Zimmertemperatur sieben bleiben und des-
wegen ging die Verdauung sehr langsam vor sich. Nach einem
Monat land ich. daR die verdaute (lelatinestiule in den beiden
Kapillarréhrchen, welche sich in den Probierréhrchen mit Wasser
befanden, 28 und 12 mm, in denjenigen, die in dem HOoflichen
mit der (idrungslltssigkeit waren, nur © und 7 mm betrug.
Dann wurden, um die Natur der die Proteolvse hemmenden'
Substanz naher zu bestimmen, folgende Versuche augestelll':

Versuch XI.

Die (larungsllissigkeit des Versuchs IX wurde in 2 Teile
geteilt. Pin Teil wurde» 10 Minuten auf dem Drahtnetze ge-
kocht. der andere nicht. Dann wurden wie friher die Proben
der ahgetOlelon Prel3hefe genommen, die je 26 ccm der llefe-
mischung (R0 g Hefe in 60 eem'Wasser» enthielten. Zu den

Synthese »lurch die gréRere Menge der Kiweil3zerfaltprodukto besonders
"tark befordert werden. Der Versueti bestatigte das nicht. VVi*d»*i* der
Zusatz der Kiweildzerspaltungsproduktc. noch der do Zuckers, zeigte
hc!i ganz ohne KinfluR auf den Dang der S»dbstv<rdauuii®® »ler g»r-
L-'renen Hefe.
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einen wurden 10 ccm der gekochten Flussigkeit, zu den zweiten
10 ccm der nicht gekochten und zu den dritten dasselbe
Volumen Wasser hinzugefugt und | Tage hei 38° aufbewahrt.
l)ie Analyse zeigte* folgenden »Kiweil3gchalt der Frohen:

Vor dem Versuch Nach dem Versuch
km; i
Wasse» L[l Mt |
N 12.1i
viekuchte Mi'msi‘ikeil H,I) | 12,1
_ | /
Niehl ich» 22 A

lias Kochen schwacht also die Wirkung der
hemmenden Substanz sehr stark ab, obwohl sie diese
nicht ganz vernichtet. Das veranlalite mich zu der Voraus-
setzung. dal» die hemmende Wirkung durch einen fliichtigen
Stoff erzeugt-wird, der vielleicht durch das 10 Minuten lauge
Kochen nicht vollstandig ausgetrieben worden war.

Versuch XIT.

Ihc (iériingslliissigkcit, die nach 2tagiger (larmig von
07 g Predlicle in | | 20'Vniger Saccharoseldsimg von der ab-
gosetzlen Hefe ul»gegossen worden war, wurde durch eine
CTiamberland-Kerze :il»tiltrier] und dann aul dem siedenden
Wasserbade mit Kiiekllubkihler | i Stunde bei 0%)° gehalten.
In 2 Proben, die je 2si cem der Hefemiscbung (;10 g
I'rciiliele und 2/0 ccm Wasser) enthielten, wurden je 10 ccm
dieser gekochten Flissigkeit und zu den anderen 2 Frohen je
lo ccm \\ asser liinziigcfugt und alle bei ool mit Chloroform
Im | berscimi; aufbcwahrl. Nach \ Tagen blieb folgende Kiweill-
nicngc unverdaut zurlck:
a 21.SH
Mil thiit ktluf'kiililcr iickochte Fiu>siirk«'it b oo | 20.'
\\ ,I>Srl a- ”S|
Y

fi>ti



| in-r .las Verhallen der Kiweibstofle bei der alkoholischen baum* »ST

D;ts zeigt, (iali die antiproleolytische Fahigkeit
~N(@iad( einci der iliichligcn Substanzen der tiarungs-
fliissigkeit eigen ist.])

letzt fragen wir nun, welcher von den fllichtigen Sub-
stanzen der Dirungslliissigkeit man die antipmtcolvtisehe puhig-

k(‘it zuschreiben kann, in erster Linie stand der Alkohol in
diesem Verdacht. In der Tat zeigten schon (ieret und llahn,-

d;,> o“(niger Alkohol auf die Selbstverdauung der liefe hemmend
einwirkl. Jedoch benutzten (ieret und Hahn eine ziemlich
grobe Methode der Kiweibbest immnng nach Gewicht des Koagulals
Lm die untere Grenze der hemmendem Wirkung des Alkohols
etwas préaziser zu bestimmen, stellte ich folgenden Versuch an:

Versuch XIll.

Zu den Hefenproben, die j¢* 2> ccm einer Mischung von

( g | Tebhefe mit D>0 cem \\ asser (Mithielten, wurden je 1.
- un{ * ,vI" absoluter Alkohol zugefiigt, was in den Proben
einer i-, S- und Ib'boigen Alkoholkonzentration (Mitsprach, Die
I'robtM! wurden hei i-S° mit Chloroform im fbcrschiib aiil-
bewahit und nach 2 'lagen analysiert. Der Kiweibgehalt betrug:

Vor der Verdauung  Nach «ler Ventilyimm

Ohne Alkohol 0i.> lo.i

Mit Al.) bi.ti
sl , ot.) 3i,I»

b;° 0l.%) b'».*;

Die hemmende Wirkung des Alkohols kann sieh

erst bei der Konzentration von mehr als I".
bemerkbar machen. Da ich in meinen Versuchen zu 2" ccm

| Diese Tatsache zeig! auch, .da3 der Verlust der beaklions-
heu-keit hei dem Uhlichen Kochen nicht immer als ein beweis der

‘snzymalerhen Natur der Heaktion dienen kann. Intel den Ilii( hlij. ii
Substanzen'. die das Ubliche Kochen “tis der Klii-si®*keit entfernt. kénnen

SI(I' ni< il nar die reaktionshemmenden, sondern auch die reaktions-

he.srhleumgenden Substanzen befinden.

! Du* Zymasegat ung,. S. .MIT.
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llofemisehung 10ecm dertiarungsfiiissigkeit hinzuftigle, muhte dit»

PR VA
Alkoholkonzentration <I(»rs(ilbeti nicht weniger als — = 10°/.

sein, wenn wir dit> beobachtete hemmende Wirken? dem
Alkohol zuschreiben wollten.

Doch zeigte die direkte Alkoholbostimmung in der G&rungs-
flussigkeit mittels (iewiehtsmethode, dal) ihr Alkoholgehalt nie
7 Volumprozent Uberstieg. Daher mull die hemmende
Wirkung den anderen flacht igen Produkten der Alkohol-
garung eigen sein.M

| nter diesen sind die fllchtigen Sauren, wie Ameisen-
saure. Essigsaure und teilweise Milchsdure, bekannt: sie linden
sich aber doch nur in solcher Menge, die nach Gerd und
Hahn tl. e. S. AlH) die llefeselhstverdauung begunstigt.

Daher bleibt nichts anderes Ubrig, als den anderen fllichtigen
Nebenprodukten, Aldehyden und Estern, die hemmende Rolle zu-
zusehreibon. Die Stolle vereinigt man in der (larungspraxis
sehr oft unter der Dezeiclmung Eruchtather. weil das Aroma
der Alkoholgetrdnke gerade durch diese Verbindung“!! hervor-
gemfeii wird. In der (idrungsfliissigkeit erscheinen sie als
Oxvdalioiisprodukte des Alkohols und werden nur mittels der
Ecbenslitigkeil der Hefezelle gebildet.2)

Die Menge dieser Stolle» in der Garungstliissigkeit ist sehr
gering, wodurch ihre hemmende Wirkung sich als eine negative
kataiylisohe Reaktion interpretieren [&lll. Zur Kenntnis des
Mechanismus dieser Reaktion hat vielleicht die von Schwarz
konstatiert«* Tatsache eine lledeutuiig. Er hat ndmlich gefunden,
dafl die Eiweihslofle mit Methvl- und Athvlaldelivden die Ver-

) Bei (Irr I'nlersuehung der Alkoholwirkung auf IVpsinverdauung
fand Buehne.r, dal' erst die Konzentrationen, die hoher als 10°.0 wa'eu.
die hemmende Wirkung ausiihen. llei tiGtieren als 20y «igen Konzen-
trationen horte die IVpsinverdauung vollstdndig auf. Die von ihm h<*
nulzfe Methode war aber doch zu grob, um diese (irenzen prazis zu
bestimmen. Siebe» Unebner. Arch. f klin, Medizin, Bd. 2t>. Iss|. S. 6d7.

*I So konnte z. B Boeser bei' einer Hefekultur in P-igem
Alkohol die Aldehvdbildnng sehr leicht beweisen, aber bei derselben
Losung und unter denselben Bedingungen, jedoch ohne Hefe, keine
Spuren von dieser Substanz linden. Siehe Pue taux. Traité de Micro-
biologie. t. HI. p. I)H.



| ber das Verhallen der Kiweihstoffe hei der alkoholischen (ianmg. hSO

biridungen bilden, welche sieb gegen Trypsinwirkung sehr
resistent verhalten. Daher ist es auch mdglich, daf} in unserem
Falle die Hemmung durch Hildung der nicht reagierenden Zwischen-
produkte verursacht wird. v)

Jlet/t konnen wir also sagen, dalR die Kiweil3sioffe
durch die Alkoholgarung keine Zersetzung erfahren,
weil die Nebenprodukte der Zuckerzersetzuug -eine
solche hemmen.

Daraus kann man nicht schliel}en, dal} sieh die Kiweil-
zersetzung bei der (larmig in vollstandiger Nahrlésung, wo alle
physiologischen Prozesse sich in vollem (lange helinden. nicht
vollzieht. Die llelczelle ist imstande, durch verschiedene Milli*!
diese hemmende Wirkung zu beseitigen. So gelingt es z. H.
durch Zusatz der sauren Phosphate, die Selhstverdaimng der
Hefe sehr stark zu beschleunigen und die hemmende Wirkung

der (i&druugsnebonprodukle vollstandig zu beseitigen, wie !16|-
gender Versuch zeigt:

Versiich XIV.

Bo g PreBhefe wurden mit PH) ccin If)° ,iger Sa*-charose
geschuttelt und die Mischung in zwei gleiche Teile geteilt. Zu
einer Halfte (200 eenn wurden 2 g KIPPO, zugeselzl und muh
zw(*itdgiger (larmig beide Halften auf Proben zu je 20 irm
verteilt. Hleichzeitig wurden einige Proben zu je 20 rein von
der Mischung der nicht gegorenen PrelRhefe genommen.. Alle
Proben wurden bei Rstiindigom Stehen bei ©62') mit Chloro-
form im | hersclml) abgel6tet und w(*itere 20 Stunden bei 17"
gehalten. D(*r kiweiBgehalt der Proben betrug:

‘) Wahrscheinlich wird durch diese Kigcrisclial't des t'rio lit.it in* s*
die bis jetzt nicht erklarbare Tatsache aul'gehcllt, dall Hier und \Wiii
"MLrar hei einem Alkoholgehalt von weniger als p die Magenyerdaumit;
"*hr stark heeinllussen. Siehe Huehner. Arch. f. klin. Medizin, Hd. 20.
S.

Vielleicht gelingt es. die antiproteolytische Kigensclialt dieser
Substanzen fir die Trennung dor Zymasc von der Kndotryptase aus/.u-
nutzen. die bisher nicht mdglich war.
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Vor der Nach der Prozente fjes_
zerfallenen Hiwcibes

\erdauung  Verdauung . der Anfangsmenge

Nu llt gegorene , . 2<:.3 CM >100

(le.orcne ohne KHM*(>4 23,7 17.2 2H 0
mit 211t S.7 tio 0,
ohne 60.0 ot 81 |

und nicht gegorene

(i» jr.iene mit KIIJ'O,

und mcht gegorene 1.2 2%)) dir,.»

1

Die Tabelle zeigt, daB das Monokaliumphosphat die
hemmende Wirkung der (itrungsprodukte nicht nur
vu!Pl iindig bcseitigen kann, sondern woélbst eine be-
schleunigende Wirkung auf die Proteolyse austbt.

| turd) solche einfachen und immer zuganglichen Mittel ist
die Zelle imstande, die KiwcilRzersetzimg in vollkommenster
W eise zu regulieren. AuRerdem sind die hemmenden Produkte,
wie schon gesagt, flichtig und dadurch kann ihre Entfernung
wahrscheinlich schon durch Liftung der Hefe erreicht werden.
Deswegen sind auch die PreBhefen von dieser Substanz frei
und ihre Proteolyse geht besonders intensiv vor sich.

Wenn wir fir die -Hefegarung bewiesen, dall sich die
Ziickerzerselzung ohne KiwciRzersetzimg!) vollziehen kann, dann
gilt dasselbe hochstwahrscheinlich auch fir die alkoholische
Huning der anderen Ptlanzen. die als intramolekulare Atmung
bezeichnet wird. Der Mechanismus, wodurch die EiweiRzer-
selznng in den Versuchen von Palladin (s. oben) hei An-
wesenheit von Kohlenhydrat aufhorte, ist vermutlich derselbe:
bei intramolekiilaner Atmung wie bei alkoholischer (itirung ergab
die Xuckcrzcrsctznng als Nebenprodukte die die Proteolyse hem-
menden StoRe. Hann kam die von Detiner (s. oben) kon-
statierte Kiweilspaltung bei Lupinus -dadurch zustande,, weil
diese Pflanze bekanntlich besonders armz2) an stickstolffreien
Deserveslollen ist. Line Hemmung kann man wahrscheinlb |

| Madundi ist aber nicht ausgeschlossen. «af> die Kiweibstolie ai

Ju -t m1’rozesse irgendwie anders z. [{. als Fermentei Anteil nehmen kénnen
*» Schulze. Landwirtli. Jalirb.. Itd. IX, S. 738.



U-r das Vcrhall«*n der Kiweiljsfofie hei der alkoholischen Gartiree  T‘M

i«oi kunstlicher des Zuckers (heim Kultivien n in dn
Zuekcrlosung) bewerkstelligen.  Wenn (iotllewskya: unter
liefen Bedingungen die FawcilJzerselzung beobachtete. bleibt
es dncli mieiilscliit'den. «*p eine — vielleicht nicht vollstandige
- Hemmung «liescr Zersetzung trotzdem zustande kam. Aller-
din.us liaheii wir schon g«*schen, dal) di<* Wirkung «ler Zuck<*rz<*r-
H*t/.ung sich durch verschiedene Stolle vollstandig beseitigen 14UL

Oh «lorsellx* M<*«lianismiis Ihm sogenannter Deckung des
Liweilles durch Zucker hei Saiierstollatinung lunktinniert, llbt
'icii bis jetzt nicht sagen, obwohl dies«* Moglichkeit nicht aus-
geschlossen ist, weil die Bildung der Aldehyde bei «<i Ziu ker-
zersetzung sich auch hei Luttzntritt vollzi«*ht. Dali die Kiweit»-
K Isetzung in «lieseni Falle so wenig wie bei der (idrung eine
Ih'lle spielt, scheint mir aber sehr wahrscheinlich zu scm. Die
meisten oben gel'iilirten Beweise gegen eine solche Zersetzung
IMi d(*r luiruug sind aul die Sauerstoiintmuiig anwendbar. weil
-{i<* beiden Prozesse ((iarung und Ahnung) in allgemeinen Zigen
tbercinstimmcii. Die Notwendigkeit, die VermittelungderleiiéndiMi
law eibmoiekiile bei der j*liysiologiseb«*ii Y'Yrbrcnnmigan'ztm'climrn.
di<* bis jetzt liir alle Physiologen bestand. Cxislicrl zur Zeit nicht
umlir.-)  Wir wissen jetzt, dal» die von Saiiers|ollal»sorplion
"nd Kohlensdureausscheidimg begleitete Zersetzung der Kohlen-
hydrate ebensogut nach dem Tode wie im Leben slalllindct.M

Dic* jetzig«* Lrklarung dieser Prozesse, durch «li<* Knzyrno
bedarf in vielen Fallen nicht der llill'e des KiwciUos, da wir
sclmn j«*lzt, b«*i unseren dirftigen Kenntnissen «l*r chemischen
Zusammensetzung der Knzyrno, d«*iartige kennen,' deren <*iw«*il>-
artig(*r Charakter entschieden verneint wird.l

0 (iodlewsky. Kxtrail du liiilh tin de I'Acad. des Sri.-n.vs K«
Gi.udvio. mars 17*0F p. 11
2i \ergl. Pfeffer, IMian/enphysiolojae. lid. I. 1S»7. S. .VrJ. und
Xathanso hn. Mitllicil. aus d. Ziiolog. Station zu Neapel, 16. Itd., lung. S ¢
I Sicher, Diese Zeitschrift, Kd. XXXIX. |>u{ S. -tS{.
KoslylscIn*w. her. d. holin. (iescllseli., 1901, S. go7.
Maxi mow, her. d. hol'in. Grsellsrh.. S. 22>,
* Oppenheimer. Die Fermente. 1900. S. 2K.
Hafner. Diese Zeitschrift, 1901, Kd. Xhll. S. I.

Friedenttial und Miyamota. Zentral'»!. f 1‘hysioL. [t >.
Kd. 16. S. 7S0.
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X<ich weniger haben wir einen («rund, dein Kiweill beim
Aufbau des atmenden Protoplasma den Vorrang vor anderen Ver-
bindungen zu gehen. Mas Kiweiil geht nur in den Bestund des
Piasma iiber, wenn es sieh in den Proteiden mit anderen Gruppen
von Stollen vereinigt, mit Kohlenhydraten, Fetten, Lecithinen.
Xm Iciiiséiire usw.!) Hier bei tritt es-oft in (Juantitativer Be-
ziehung vor diesen anderen -Verbindungen in den Hintergrund.
So kumito schon Keinke (1. e.j keine Fiweildreaktion bei den
Vaiieheiia-Zellen nachweisen und im Plasma von Athalimn
betrlig das Kiweill nicht, mehr als £>° 0. Die Spermatozoenkdpfe
beim Lachse und beim Hering enthielten rund %",<> nucleinsaures
Proiainin. und sie sind eiweibfrei.2) Lilienfeld3) hat feiner
bei einer quantitativen Analyse von Leukoeyten im ganzen nur
1.7*" ¢« (von Trockensubstanzi Kiweill im gewdhnlichen Sinne
gefunden.

Aul (itund alles eben Ausgefihrten kdnnen wir sagen,
dab die Kiweibzerselzung an der alkoholischen Gé&rung, sowie
an d«T intramolekularen und hochst wahrscheinlich normalen
Atmung keinen Anteil nimmt, und uns vollkommen dem Be-
dauern Keinkes ansehlicben, welches von ihm gelegentlich
«-einer Arbeiten Uber die chemische Zusammensetzung des Plasmas
ausgesprochen wurde, nédmlich daR das Dogma der Omnipotcnz

de> F.iweibes leider immer noch in der Ptlanzenphysiologie
sein Haupt hochhélt |

Zum Schlisse erachte ich es als eine angenehme Pflicht.
Herrn (icheimrat -Prof. \V. Pfeffer fir die grolle Freundlichkeit,
womit er mir die Hilfsmittel.des Leipziger botanischen Institute
zur Verfluigung gestellt hat. und Herrn Dr. Simon, welcher mir
beim. Schreiben dieser Abhandlung in deutscher Spruche viel
geholten hat, meinen aufrichtigen' Dank auszusprecheu.

. Leipzig, liili HMD.

ttcinkc. rntersucliiingrn an d. bot. l.aborat. in (idttingen. ISSt.
IM. g. S. ol.

lMauiinaisten. lehrhwrh der pbysiol. r.licinic. ISSU. S. log.
lamniarsten. | c.. 570.

Lilienfeld. Diese Zeitschrift. IM. XVIII. S. 1S0.



