Uber das Verhalten freier und an Protoplasma gebundener
Hefenenzyme.))
Von
Hans Euler und Sixten Kullberg.

Mit sieben-Figuren im Text.

<\n* dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1911)

In bezug auf Wirksamkeit, Loslichkeit und Verhalten gegen
lindsthetisierende Mittel bestehen zwischen den kohlenhydrat-
spaltenden Hefenenzymen, der Zymase (im weiteren Sinne),
der Méltase und der Invertase erhebliche und anscheinend sehr
wesentliche Unterschiede. Es soll in der vorliegenden Mitteilung
gezeigt werden, daR die Versuchsergebnisse, welche hinsicht-
lich dieser drei Enzyme vorliegen, sich Von einem gemeinsamen
Gesichtspunkt aus darstellen lassen.

Wir geben zuerst eine Zusammenfassung der Hierher ge-
horenden Tatsachen.

I. Zymase. ‘

Lebende Hefezellen vergaren Glukose unter folgenden Be-
dingungen.?)

Die Gérung verlauft um so schneller, je verdinnter die
Zuckerlosung ist. Nach Aberson verhalt sich die Geschwindig-
keit in 14°/oiger Glukoselosung zu der in 8,5°/0igér Ldsung
wie 64,4 zu 93,3. Nach Slator3) besteht, ein Maximum der
Geschwindigkeit in 4°/oiger Ldsung. ),

Damit steht in Zusammenhang, daR die Formel fir Reak-
tionen erster Ordnung nicht zutrifft, sondirn dafl die nach

V) Z. T. aus Svenska Vct. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd 4, Nr. IS, 1911
*) Rec. Trav. Ohim. Pays-Bas, Bd. 22, S.. 78, 1903!
*) Journ. Chem. Soc., Bd. 89, S. 133, 1906.
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dieser Formel berechneten Konstanten mit fortschreitender
Reaktion wachsen. Aberson nimmt an, daR die Formel

k= 1] In a+s

fur die Garung allgemein gultig ist. Die Reaktionsgeschwindig-
keit ist angendhert proportional der angewandten Hefemenge
(1. ¢, S. X5).

In bezug auf die vorstehenden Resultate muR folgendes
betont werden:

Aberson hat die Garungsgeschwindigkeit auf optischem
Wege, durch Beobachtung der Drehungsénderung der Zucker-
losung gemessen. Kr hat angenommen, dall er damit die
Mengen der bei der Reaktion verbrauchten Glukose ermittelt,
und dal} dieselben streng proportional sind mit der Menge der
auftretenden Kohlensaure. Eine einfache Uberlegungl) zeigt,
daR dies nicht der Fall zu sein braucht, wenn man das Auf-
treten eines Zwischenproduktes bericksichtigt (Buchner und
Meisenheimer), dessen Existenz zwar noch nicht bewiesen,
aber wahrscheinlich geworden ist.  Wenn ndmlich ein Zwischen-
produkt in meflbarer Konzentration auftritt, so kann dies nur
dadurch geschehen, dal mehr Zucker gespalten wird, als der
entwickelten Menge von Kohlensdaure entspricht, und diese Ab-
weichung von der Proportionalitdt zwischen verbrauchtem
Zucker und gebildeter Kohlensdure mul} sich so lange geltend
machen, als ein Zwischenprodukt in der Losung besteht. Wie
Versuche, die der eine von Uns mit Herrn Dr. Fodor ausge-
fahrt hat, zeigen, tritt tatsdchlich eine erhebliche Differenz auf
zwischen dem Ruckgang der optischen Drehung einerseits und
der entwickelten Kohlensauremenge anderseits. Die Versuche
von Aberson liefern also kein vollstandiges Bild der Garungs-
geschwindigkeit; vielmehr geben sie, unter VVoraussetzung, dal
das Zwischenprodukt der Garung optisch inaktiv ist, die Reak-
tionsgeschwindigkeit: Zucker — Zwischenprodukt. Dieser Vor-
gang wird zweifellos sekundéar durch den weiteren Zerfall des

‘i 1l. Euler und B. af Ugglas, Zeitschrift f. allgem. Physiologie,
Bd. 12, S. 361:
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Zwischenproduktes beeinfluBt. Millt man die Entwickelung der
Kohlenséure, so bestimmt man dadurch die Geschwindigkeit:

Zwischenprodukt Alkohol 4- CO02, welche ihrerseits
durch die Bildungsgeschwindigkeit des- Zwischenproduktes be-
einfluBt wird.

Es ist also von vornherein nicht zu erwarten, dafl die
nach den bisher angewandten Methoden gemessene Zucker-
Spaltung durch lebende Hefe, Dauerhefe oder HefepreRsaft sich
als einfache Reaktion erster Ordnung darsLellen laRt.

Einflu@ von Toluol, Thymol und Chloroform aiif die
Garung der lebenden Hefe.

Die Gérung der lebenden Hefe wird durch anastheti-
sierende Mittel schnell und fast vollstdndig aufgehoben. Jedoch,
trat bei unserer Hefe anfangs eine, allerdings geringe, Kohlen-
saureentwickelung ein.

Ig abgeprelte Hefe -j- 20 ccm 10°/oiger Rohrzuckerlésung.

Ohne Chloroform  Mit 1 ccm Chloroform  Mit Thymol
T CO, in 120 Minuten 0.2038 0,0105 O.ullo

Die geringfligige, aber immerhin meRbare Kohlenséire-
ontwicklung, die in Gegenwart von Chloroform und Thymol ein-
trat, blieb auch dapp nicht aus, wenn die Hefé vor dem;Zucker-
zusatz mit dem Dbetreffenden Antiseptikum behandelt wurde.

0.25 g Hefe + 25 ccm HaO -f- 1 ccm Chloroform.  Bleibt
nach dem Umschitteln 30 Minuten stehen. Hierauf Zusatz von
} g Rohrzucker.

g Kohlensdure
Nach 38 Minuten. . . . ... 0.0115
Nach weiteren 28 Stunden . . 0;0125

Auch Toluol tbt eine &hnliche Wirkung aus, wiedie beiden
folgenden Versuchspaare zeigen. (Fig. la.)
1. 0,5 g abgeprelRte Hefe + 2 g Glukose -f- 25 ccm
2'Yviger NaH2PO4.
a) Ohne Toluol
b) Mit 2 ccm Toluol. v
Il. 0,5.9 abgepreBte Hefe -|- 2 g Glukose -J- 25 ccm
Wasser.
ai Ohne Toluol
b) Mit 2 ccm Toluol.,



Hans Euler und Sixten Kullberg,

In Gegenwart von Toluol bleibt also hdchstens etwa 1° )
der Garwirkung erhalten, auch dieser Rest verschwindet nach
einigen Stunden.

Einflul von NaH,,PO4

Aus der Figur | a geht gleichzeitig hervor, dal3 die Garung
unserer Hefe H durch 2®/piges NaHaP04 beschleunigt wird und

zwar um etwa 25°/o. Es entspricht dies friher von uns an
der gleichen Hefe gewonnenen Ergebnissen.

Sacchafwijccs cRipsoMeus I |
wo t00 300 o0 £00
Minuten

I-iff. 11>,

Wfir haben auch einige Versuche Uber den EinfluR von
NaHJ'f)4 auf andere Hefearlen angestellt.

Versuch mit Saccharomyces ellipsoideus.

0,;»g Saccharomyces ellipsoideus Il (abgeprelit, drei
Monate alte Kultur aus mit Rohrzucker versetzter N&hrungs-
losungi 25 ccm 8 °/oiger Glukoseldsung. Im Parallelversuch
war die Losung 2".0ig in bezug auf NaH2PO4. Siehe Fig. Ib.

Die Beschleunigung durch das saure Phosphat erwies sich
hier etwas geringer als bei unserer Bierhefe H.

Versuch mit Saccharomyces thermantitonum.

Die Hefe war in Hefewasser kultiviert worden unter Zu-
satz von 1% Glukose.
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0,5 g Hefe -f- 25 ccm m
8 00ige Glukoselésung. Im
Parallelversuch war die L0s- 0
ung 2°.0ig in bezug auf
NaH*Pu4.  Siehe Fig. lc. 2

Die Beschleunigung istg
etwa die gleiche wie bei un- e,
serer Bierhefe H.

Garung durch Trocken-
hefe.

Beim Trocknen bleibt be-
kanntlich ein Teil der Zvmase Minuten
aktiv, auch wenn die so ge- -Fim
wonnenen Dauerpréparate ganz steril sind. Da keine Angaben
dartiber vorliegen, welcher Anteil der Garwirkung sich bei vor-
sichtigem Entwassern erhalten 1&Rt,1) geben wir hier einige
Versuche an.

Bei denselben kam die Hefe teils frisch abgeprel3t zur
Anwendung, teils nach dem Trocknen. Die Trocknung geschah
im Vakuum unter 40°; hierauf folgte eine etwa, halbstiindige
Erhitzung auf etwa .90°.

0,25 g abgeprelte Hefe in 25 ccm 8°/oiger Glukoseldsung :

Ungetrocknet Nach dein Trocknen Verhéltnis
g CO, nach 4 Stunden 0.0620 0,003H iR
oo 20 » 0.3254 0,0090 36

Ilg abgeprelite Hefe in 20 ccm 1O’/oiger Rohrzucker-
l6sung:

Ungetrocknet Nach dem Trocknen Verhdltnis

Vers, a) g COg nach 2 Stunden 0.3200 0,0110 30.1
)y r oy 2 » 0.1937 .0,0114)
Y C; y 2 > 0,1939 0.0140 u/!

‘) Quantitative Untersuchungen hat Buchner (Zymésegérurig, S.252)
nur in der Weise angestellt, daR einerseits die Garkraft (Tes PreRsaftes
eines Trockenpraparates mit dem Prel3saft aus frischer Hefe verglichen

wurde, wobei nattrlich die unvermeidlichen Versuchsfehler grifl sein
mussen.?
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1 g abgeprelte Hefe (2—3 Stunden vorbehandelt mit
neutralisiertem KH2P04) in 20 ccm 10°/oiger Rohrzuckerldsung:
Ungetrocknet Nach dem Trocknen Verhdltnis
Vers,a) ¢ nach 2 Stunden  0.2:45 0,0087 27:1
by o» o, 2 » 0,223« 0,0091 25M
1 g abgeprelite Hefe (2—3 Stunden vorbehandelt mit
KH21>04) in 20 ccm 10°/oiger Rohrzuckerldsung:

IJngetrocknet Nach dem Trocknen Verhéltnis
Vers,a) g << nach 2 Stunden 0,2231 "0,0137 16:1

L b)y* * » 2 » 0,2395 0,0172 u: !

Bei sehr vorsichtiger Entwasserung durch Trock-
nung lie3 sich also hochstens L'io—l.a der Zymase
wirksamerhalten.

) Bei der Entwésserung unserer Hefe mit Alkohol und
Ather wurde die Garwirkung noch mehr geschwacht als durch

das Trocknen im Vakuum.

Eine Totung der Hefe wurde auch bei der Temperatur
der flissigen Luft vorgenommen.

2 verschlossene Koélbchen mit je 0,5 g abgeprelter Hefe
(Wassergehalt 62°/0) wurden wahrend einer halben Stunde
in ein Bad von flissiger Luft gestellt. Dann wurden die Kolb-
chen auf Zimmertemperatur gebracht und gleichzeitig mit 2
anderen, nicht abgekihlten, mit 20 ccm 8°/0iger Rohrzucker-
Iosung- versetzt Die Kohlensaureentwicklung wurde volu-
metrisch verfolgt.

Tabelle 1.
Minuten i oom
i gefrorene Hefe I nicht gefrorene Hefe
f>° l 31
100 2 _ 62
200 . J 127

Durch eine halbstiindige Abkuhlung auf etwa — 180° wird
also die Hefe stark geschwacht, aber nicht vollkommen getotet.
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Anasthetisierende Mittel.

Durch mechanisches Zerreiben der Hefezelleh mit Sand
und Kieselgur ist es bekanntlich Buchner gelungen, einen
zellfreien, garungskraftigen Saft darzustellen. Die Garwirkung

dieses Saftes wird durch Zusatze von Toluol fast nicht, durch
Thymol und Chloroform wenig beeinfluf3t.

Es ware demnach zu erwarten gewesen, dal» auch die
Garkraft der Trockenhefe durch die genannten antiseptischen
Stoffe nur wenig vermindert wird. Indessen zeigte sich eine
auffallend starke Beeinflussung.

I. Thymol. Bierhefe iin Passburgschen Vakuumapparat
unter 40° vollstdndig entwassert. Dann wéhrend 2 Stunden
bei ansteigender Temperatur (50—2100°) erhitzt.

0.25 g dieser Dauerhefe -f 20 ccm 10°/oiger Dohrzucker-
losung:

-f-5 ccm Wasser -f 5 ccm Thymolwasser
v igesauigt)
Menge CO* in. 14 Stunden  0,0080 g 0,002(5 ¢

Il. Toluol. 1 g Trockenhefe -j- 25 ccm 8°roiger Glukose-
I6sung -j- 2 ccm Toluol bei HO,6°. (Siehe folgende Figur 2.)
Die Einwirkung des als

»Gift» wirkenden Toluols
macht sich vom Beginn der
Reaktion an geltend, der
Vergiftungsgrad ist aber
nicht konstant, sondern
nimmt mit fortschreitender

Reaktion zu.

Da die im Vakuum ge- £
trocknete Hefe selten ganz
steril ist und also die Mdg-
lichkeit vorlag, daB ein
nicht zu vernachléssigen-
der Anteil des Hefeprapa-
rates noch lebensfahige Zellen enthielt, so haben wir dieses
Praparat wahrend einer halben Stunde mit absolutem Alkohol
behandelt. Nach dem Abpressen und Trocknen wurde dann ein

300 “*00 500
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Versuch ganz in der gleichen Weise angestellt wie der zuletzt
beschriebene. Das Ergebnis desselben geht aus den Kurven
der Fig. 3 hervor. Toluol Ubt also auch auf vollkom-
men sterile Trockenhefe eine stark hemmende Wir-
kung aus.

ic Il. Maltase.
: m m - In bezug auf die Mal-
30 _ tosespaltung durch Hefe

3 , sind die Ergebnisse ver-
schiedener Untersuch-
ungen sehr auseinander-

?Wﬁ‘ iCI’nAHOtUOI )
—-Thd gegangen. Die genaue-

10

sten Angabenverdanken
wo 200 300 400 500 eoo WIr E. Fischer.))
Minuten Feuchte, unverletzte

Kig.-fc Hefe spaltet in Gegen-

wart von vielChloroform-a-Methylglukosid; in Chloroformwasser
betrug die Glukosidspaltung durch Saaz-Hefe 25 °/o, wéhrend
eine Frohberg-Hefe keine Spaltung bewirkte. Maltose wird
in Chloroformwasser von keiner lebenden Hefe gespalten. In
Gegenwart anderer Antiseptika trat sowohl in MaltoselGsungen
als in «-Methylghikosidldsungen Spaltung ein.

Nach eigenen Versuchen mit Unterhefe der hiesigen
St. Eriks-Brauerei verhalt sich die lebende Hefe gegenuber
Maltose folgendermalten:

0,5 g Hefe in 25 ccm 81t/oiger Maltoselosung: Reaktions-
zeit: 260 Minuten bei 30".

Drehungsriickgang Kohlensdureentwicklung
Ohne Toluol. . . 3.08° = 31,0% 0.1990 = 20,00
.Mit 1 ccm Toluol .0,41° = 4.2%o 0,0103 = 1,0*/«

Frische Hefe spaltet aber Maltose je nach Art und Vor-
behandlung. Bei einem Versuch mit sehr kraftiger Bierhefe,
welche ich selbst in Pasteurschen-Kolben auf mit Maltose

versetztem Hefewasser gezlichtet habe, verlief die Maltose-
spaltung anscheinend etwas schneller als die Gérung. In den

) Her. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. 28, S. 1429, 1895.
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meisten Fallen aber waren die Resultate zweifelhaft. Wir
fihren beispielsweise folgenden Versuch an:

In 25 ccm 8°/oiger Maltoselosung 1 g abgeprelite Hefe.
Reaktionszeit: 5 Stunden bei 20°.

Drehungsriickgang Kohlensdureentwicklung
Ohne Toluol . ... .4,10» = 42,0«» 0.2643 g = 27,0»/»

Mit 1 ccm Toluol. . .0,52° — §,3°/* 0,0170 g 1,7°%« 1

Nun betragen zwar in den beiden letzten Versuchen die
entwickelten Mengen C02 20 und 27 bezw. 1 und 1,7°/0 der
bei vollstandiger Reaktion auftretenden Kohlensaure, wahrend
der Drehungsrickstand 31 und 42, bezw. 4,2 und 5,3°/0 be-
tragt. Indessen zeigt sich eine derartige Differenz auch stets
bei der Vergarung der Glukose und beruht, wie in einer fol-
genden Mitteilung naher gezeigt werden, wird, auf der Bildung
eines Zwischenproduktes.!)

In Ubereinstimmung mit Morris2) und mit E, Fischer
fand ich, dal Chloroform die Maltosespaltung ebenso voll-
standig aufhebt wie die Garung. Bei'Gegenwart von Toluol,
Ather und anderen antiseptischen Mitteln findet nach Fischer
Maltosespaltung statt. Immerhin wird schon durch Zusatz von
Toluol die Maltosespaltung der lebenden Hefe sehr stark herab-
gedrlckt, wie z. B. obiger Versuch zeigt.

In bezug auf Dauerhefe gibt Fischer an: «War die
Hefe trocken, so geht die Hydrolyse des Disaccharides (der
Maltose) leicht vonstatten. Unter diesen Umstdnden wird eben
das Enzym geldst, wovon ich mich durch einen besonderen
Versuch mit geséattigtem Chloroformwasser lberzeugt habe.»

HI. Invertaae.

Die chemische Dynamik der Rohrzuckerspaltung durch
lebende Hefe haben wir in einer vorhergehenden Mitteilung
studiert. Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 14, 1911.

Durch Wasser laRt sich Invertase aus frischen Hefezellen
bei gewohnlicher Temperatur bekanntlich nur in sehr geringem

") Proc. Chem. Soc., 1895, 8. 46.
*) H. Euler und A. Fodor, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi,
Bd. 4, 1911.
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MaR auslaugen: schon bei SO* kann aber aus frischer Hefe
viel aktive Invertase direkt extrahiert werden. Noch voll-
standiger ist die Extraktion, wenn die Hefe nach den bekannten
Verfahren vor der Extraktion entwassert wird.

Wir haben einen hierauf bezlglichen quantitativen Ver-
such angestellt. *)

Es lagen bis jetzt keine Angaben dariiber vor, wie viel
von der invertierenden Fahigkeit der Hefe erhalten bleibt,
wenn frische Hefe vorsichtig im Vakuum getrocknet wird.

0,25 g lebende, abgeprelite Hefe in 25 ccm 10°/oiger Rohr-
zuckerlosung bei 20°. Wassergehalt der Hefe:..57,3®/».

Tabelle 2.
Minuten Drehung a—x k-104
0 4.07 5,37
15 1,38 2.68 201
25 0.45 1,75 195
35 —0.03 1.27 180
* -1,30 —

0,1 g.gelrocknete Hefe in 25 ccm 10°/oiger Rohrzucker-
I6sung bei 20°.

¥ 5 g Trockenhefe wurden wéahrend 12 Stunden mit 100 ccm
Wasser extrahiert. 5 ccm dieses Extraktes wurden mit 20 ccm 10%oiger
Rohrzuckerlésung und 5 ccm 5°/oiger NaH,P04-Ldsung gemischt.  Mit
dieser Loésung wurde die Inversionskonstante
k-104 = 48
erhalten. Dies entspricht einer extrahierten Hefemenge von 0.25 g. Nach
obiger Tabelle wirde die entsprechende Menge getrockneter Hefe in
25 ccm der gleichen Rohrzuckerlésung eine Inversionskonstante
k-104 = 220
liefern. Durch Extraktion der Trockenhefe mit dem 20-fachen Gewicht
Wasser geht also etwa ein Viertel ihres Invertasegehaltes in Ldsung.
Da ferner beim Trocknen der Hefe etwa die Halfte der inver-
tierenden Wirkung erhallen bleibt (siehe unten), so ergibt sich, dal nach
der Ublichen Extraktionsmethode etwa V* des Invertasesystems in die
wasserige Loésung Ubergeht.
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Tabelle 3.
Minuten Drehung a—xX k+10'
0 4,07 5.37
17 2.41 371 .94 |
26 1.81 3.21 8tf
37 1,32 2.62 84
* —1.30 —

Rechnet man die Konstanten auf Grund des oben an-

gegebenen Wassergehaltes auf gleiche Hefemengen um, so er-
gibt sich:

ke io«
Frische Hefe_. _ _ _ _ 192
Getrocknete Hefe. . _ HS

Es bleibt also etwa die Halfte der Invertase beim Ent-
wassern erhalten. Zum Vergleich sei erwdhnt, dal3 die gleiche
Hefe bei derselben Trocknung nicht mehr als etwa ‘/zo ihrer
Garwirkung behielt.

Zusatz von Chloroform, Toluol und Thymol ist fast ganz
ohne Einflu® auf die invertierende Wirkung der Hefe. Dies
geht aus folgendem Versuch hervor, der mit 10°/uger Rohr-
zuckerlosung bei 20° angestellt worden ist.

k-10«
Mit Chloroform ... 9%
Ohne » . .. 9

Ebenso ist die Invertase der getrockneten Hierhefe gegen
Zusatz von Giften unempfindlich.

Anders als in gewohnlicher Hefe verhalt sich die Invertase
in Monilia Candida. Dieselbe ist ebenfalls von E. Fischer
studiert worden. Er gibt an: «Frische Monilia spaltet in Gegen-
wart von antiseptischen Mitteln Rohrzucker nicht. Trocknet
man die Moniliazellen, so tritt auch in Gegenwart von anti-
septischen Stoffen Spaltung ein*.

Die obigen Ergebnisse stellen wir jetzt in einer Tabelle
zusammen. r
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Tabelle 4.
Zymase  Moniha- 4 jiace  Bierhefen-
Invertase Invertase
Relative Reaktions-
geschwindigkeit in .
8°/oigorZuckeritsung 1 1(bis2) 1 (his2) 170
Extrahierbarkeit. . 0 0 0 Gering
Giftwirkung:
Lebende  Chloroform . . .  Hemmt  Hemmt Hemmt Schwacht
Hefe vollstandig'vollstandig vollstandig fast nicht
Thymol . . . . ) ' > " Schwacht Schwacht
sehr stark  nicht
Toluol . . . . . . Schwacht " ™"
) sehr stark
Schwdachung beim
Trocknen. . . . 20:1 25:1 2:1
_ _ Sehr Sehr Sehr Etwa
Extrahierbarkeit. . gering gering unvoll- 20*«
Trocken- I | | Stand'? |
hefe Giftwirkung: B " Schwacht
Chloroform . . . Schwacht nicht
| Schwécht
Toluol' ..... Schwécht Schwacht Schwacht  nicht

In erster Linie fallt in vorstehender Tabelle der kon-
tinuierliche Ubergang im Verhalten der verschiedenen Hefen-
enzyme auf.

Hinsichtlich der «Zymase» wurde friher der Schluld ge-
zogen, daB dieselbe (zum gréRten Teil) mit dem Protoplasma
verbunden ist, und von demselben durch Entwassern mehr
oder weniger vollstandig abgetrennt wird. Nun lassen sich
die Uber die Hefenenzyme oben mitgeteilten Tatsachen durch
folgende erweiterte Arbeitshypothese zusammenfassen:

Die Hefenenzyme sind urspringlich Bestandteile des Plas-
mas and icerden entweder schon in der lebenden Zelle vom Plasma
abgeschieden and dann am Plasma wieder regeneriert; sic sind
dann relativ leicht extrahierbar und sind in relativ groRer Meng»
in den Zellen vorhanden. Oder aber die Abtrennung erfolgt erst
(teilweise) beim Entwassern der Hefe oder durch mechanische
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Mittel, Uberhaupt unter den Umstanden, unter welchen das Plasma
ijetotet wird. Gegen Antiseptika si)id die Hefenenzyme in dem
Male unempfindlich, als sie vom lebenden Plasma liefreit sind.

Hierzu sind folgende Erlauterungen zu fiigen:

Man konnte einwenden, dal} die «Zymase» der Dauer-
hefe, welche vom lebenden Plasma befreit ist, sich etwa im
selben Grad wie die «Maltase» extrahieren lassen sollte. Dies
scheint tatsachlich der Fall zu sein. Ich lieR sorgfaltig ge-
trocknete Brauereihefe mit der doppelten Menge Wasser
24 Stunden stehen und filtrierte dann. Das Filtrat zeigte
deutliche, wenn auch geringe Gérung. Aus 20 ccm Filtrat
entwickelten sich bei 30° in 24 Stunden 10 ccm GO*. Bei
anderen Hefen gelingt die Extraktion vielleicht besser.l)

Die in obiger Tabelle angegebenen Reaktionsgeschwindig-
keiten kdnnen naturlich in verschiedenen Hefen schwanken;
es sind Mittelwerte, welche nur zur allgemeinen Orientierung
dienen sollen. Auch ist die GroRRe dieser Reaktionsgeschwindig-
keit kein genaues MaR fur die Enzymmengen, da ja die
verschiedenen Reaktionen bei gleicher .Katalysatormenge ver-
schieden rasch verlaufen. Immerhin zeigt, sich deutlich, daR
in der gewohnlichen Bierhefe viel mehr Invertase als Maltase
vorhanden ist.

Bei Monilia liegen die Verhaltnisse anders: Hier bleibt
das Enzym in der lebenden Zelle an das Plasma gebunden,
wird infolge dessen nicht regeneriert und die invertierende
Wirkung ist demgemaR sehr gering (anderseits ist das Enzym
fast nicht extrahierbar und wird durch Antiseptika gehemmt).
Die unbedeutende invertierende Wirkung der Moniliazellen geht
aus folgenden quantitativen Versuchen hervor: Die Hefe ent-
stammt dem Berliner «Institut fir Garungsgewerbe» und wurde
hier auf Hefewasser unter Maltosezusatz gezlichtet;, es kam
eine 14 Tage alte Kultur zur Verwendung.

.) Seit der Ausfihrung dieser im Februar 1911 verdffentlichten
Versuche ist A. v. Lebedew zu ahnlichen Ergebnissen gekommen
('ompt. rend., Bd. 152, S. 49, 1911). Wir verweisen auf. die interessante
Mitteilung dieses Forschers.

Hoppe>Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIII. 7
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Samtliche Zuckerlésungen sind 8°/«ig und enthalten
0.5 g frische Moniliahefe in 25 ccm.  Temp. 30°.
Wassergehalt der Hefe: 60,3°/0.

Tabelle 5.
Reaktions- . . ;
seit Drehung’ D_r_ehungs Entwickelte
Minuten | riiekgang CO,
Clukose . ... . 0 4.34° [
L o 187 3,43° :0.910 =20.97*0 0.0660g = 6.60°; ¢
Maltose . . . . . 0 9,90° I o
Y L. 185 <-9,00" 0,40" -= 6,550 0.0220g—2,20" «
Saccharose . . . . 0 0,08" |
181 4.71n 037" - 551, 0,0400g —4.0" 0
» andere . 0 5,08"

» Moniliakultur 180 4,65° 0,43°= 0,41°0 0,05009=>5,0'%
Mycodcrma 0 5.08° R o —
der Qleichen o 405" 0.430= 641%00550g 55

Von Monilia wird also Glukose am schnellsten vergoren,
Maltose am langsamsten. Von gewdhnlicher Bierhefe wird im
allgemeinen Maltose etwa ebenso schnell vergoren wie Glukose
und Rohrzucker.

In einer vorhergehenden Mitteilungy wurde gezeigt, dal}
die Géarung lebender Hefe durch Vorbehandlung mit verdiinnter
(2la—1i olojger reiner oder neutralisierter) Monophosphatlésung
nicht wesentlich beeintrachtigt wird, wéhrend die Vorbehandlung
mit starkeren Monophosphatldsungen eine deutliche Schwachung
hervorruft.

Wird Trockenliefe mit 2°/oiger KH2PO04-LOsung vorbe-
handelt, so zeigt sieh gegeniiber einem mit Wasser digerierten
Praparat eine deutliche Schwéchung.

Versuch:

I. 10 g Trockenhefe wurden wahrend 3 Stunden mit
100 ccm Wasser digeriert, abgesogen und auf Ton getrocknet.
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2. 10 g Trocken-
hefe wurden wah- T
rend 3 Stunden mit
100 ecm 2 °/o iger |
KH2PO04-Losung be-
handelt.  Filtration 10 V
und Trocknen wie J---
bei 1. SO 100
Je | g der nach Minuten
1 und 2 vorbehan-
delten Hefe wurden mit 25 ccm 8HOiger Glukoselésung ver-
hetzt. Garungstemperatur 30,6".

Durch Vorbehandlung unserer Hefe mit Rohrzucker-
[6sungen wird die weitere Garkraft der Hefe nicht beeinfluf3t.
Gart, hingegen die Hefe in Gegenwart von Phosphat, so zeigt
sich dann die Gaéarkraft unserer Hefe verstarkt.l)

Es kann angenommen werden, daR. hier der gunstige Ein-
fluR des Phosphates mit dem konstanten Phosphatgehalt in
der Hefe zusammenhangt. Wir haben in folgenden Versuchen
die Hefe in Gegenwart anderer Be-
standteile ihrer Asche, namlich in
Gegenwart von Mg-, Ca- und
lonen, vergaren lassen.

Versuche: 30 g Hefe H
garen wahrend 2 Stunden 300 ccm
einer 10°/oigen Rohrzuckerldsung,
unter Zusatz von:

l. 1,5 g MgSO04,

II. 1,5 g CaCl,,

lll. CaS04 (gesattigte LOsung).

Der Parallelversuch ohne Zusatz
ist mit IV bezeichnet.

Das Resultat geht aus den Kur-
ven der Fig. 5 hervor. Von den
drei Salzen beschleunigte nur : KiM-

Euler und Lundeqvist. Diese Zeitschrift, Bd. 72,1911.
Vgl. hierzu die zahlreichen Versuche von Lange (Wdcli. f. Brauerei, 1907).
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das CaSO04 die Garung. Wird eine 10°/oige Clukoseldsung
durch 0,5 g abgeprelite Hefe H bei 30° mit der Geschwindig-
keit 1 vergoren,l) so betragt die Garungsgeschwindigkeit, wenn
die gleiche Losung 2°/oig in bezug auf NaH8PO4 ist, k — 1,4.

Wird die gleiche Hefe getrocknet, so ist die Beschleunigung
erheblich gréRer, wie der folgende Versuch zeigt; bei welchem
die Losung a in bezug auf NaH8PO4 I°/oig war. wéhrend die
Losung b kein Phosphat enthielt.

Unmittelbar nach der letzten Ablesung wurde die Drehung
der Ldosung ermittelt, um die Menge des in der Zeit t ver-
schwundenen Zuckers mit der Menge der in der gleichen Zeit
entwickelten Kohlensdure zu vergleichen. Solche Vergleiche
hat der eine von uns mit lebender Hefe angestellt; sie gaben
einen Aufschluf? tGber die Menge der in der Lésung anwesenden
Zwischenprodukte.?)

Tabelle 6.
_ In °/o der Drehungsanderun
Minuten ™ co: gesamten CO* Drehung i%’O/« ’
a b a | b a | b a | b

0 00 00 0000 215 215 g0 0,0

300 290 162 @ _ |~ —  — — _

400 365 195 | - - _ !

1320 770 340 14381 635 182 203 1582 512
Die Differenz zwischen der entwickelten CO02 und dem
umgewandelten Zucker ist hier auffallenderweise sehr viel
geringer als bei der Garung mit lebender Hefe, wo zuweilen
die Drehungsédnderung das Doppelte des aus den entwickelten
Kohlenséduren theoretisch berechneten Wertes betragt. Wir be-
halten uns die Erweiterung und Berechnung dieser Versuche

auf eine folgende Mitteilung vor.

11 Euler und G. Lundeqvist, Diese Zeitschrift, Bd. 72, 1911.

*) H. Euler und A. Fodor, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi.
Bd. 4, 1911.



