Uber Fermentlahmung.
Von
L. Liclitwitz.

Mit drei Kurvpiizeiriiiiungrn im Text,
Au- der medi/.ini'i lieti Klinik und dem laiidwirtsi halllich-hakteriologisehen Institut

zu Giiliii"t>iM
(Der Itedaklion Zugéangen am 1» Mar/. 1!'»t2))

Als Fermentladhmung bezeichnet Tammannl) den Zu-
stand, in den ein Ferment durch die Einwirkung der von ihm
gebildeten Stoffe gerat. Nur in diesem Sinne soll hier Ferment-
lahmung verstunden werden.

Tummann hat in seinen Untersuchungen gezeigt, dafR
ungelbrmte Fermente durch die Anwesenheit der Keaktions-
produkte in eine inaktive Modifikation Ubergehen. Diese Ferment-
lahmung ist reversibel. Nach Entfernung der Produkte erlangt
das Ferment seine Aktivitdt wieder.

Deobachtungen bei der Hemmung der Harnstoffbildung
nach Harnstoffzufuhr im Stoffwechsel von Mensch und Hund
flhrten zu der Frage, ob die Fermentldhmung die Anwesenheit
des Produktes (Harnstoff) Uberdauert.*)

Tarnmann macht keine Mitteilungen Uber die Zeit, durch
die die Fermente mit den Keaktionsprodukten in Berihrung
waren. Diese Zeit ist auch belanglos, wenn die bisher gultige
Auffassung zu Hecht besteht, dall Ferment und Produkte eine
reversible Bindung, in der das Ferment unwirksam ist, ein-
gehen. AuRer der Konzentration der Produkte konnte aber gerade

*I Diese Zeitschrift, Bd. Ifi. S. 271. 1892.

*) L. Licht witz. t her chemische Gleichgewichte und Endzustande
im Stoffwechsel, Diese Zeitschrift. Bd. 77. S. 402, 1912.
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die Dauer ihrer Iterilirung mit dem Ferment die* bleibende
Lahmung beding(‘n.

Untersuchungen an Fermentlésungen schienen zu der Ent-
scheidung der Frage der Ladhmungsdauer ungeeignet, weil es
schwer, wenn nicht unmoglich ist, das Ferment quantitativ und
in \oller Aktivitdt aus der L&sung wieder zu gewinnen.

Ich habe daher Versuche an der lebenden Heb* angestellt,
bei denen mich Herr Prof. A. Koch. Direktor des landwirt-
schaftlich-bakteriologischen Instituts, durch seinen Hat und durch
die Hilfsmittel seines Instituts unterstitzte.

Die Untersuchungen galten der Frage, ob die Hefe nach
einer Zichtung in invertzuckerhaltigen Nahrlésungen-eine Ab-
nahme der Invertasewirkung, die einer geringeren Ferment-
bildung oder einer weniger aktiven Modifikation des Fermentes
entsprechen wiurde, erféahrt. Die Versuche wurden in drei ver-
schiedenen Anordnungen angestellt.

Methodik. Vom April bis Juli I!'»ll wurde liefe iltoinkultur dei
Weinliefe Rasse «Oppenheimer Kreuz») in zwei Reihen geziichtet. Inder
Reihe a enthielt die Nahrlosung (Hefewasser) 100.. Rohrzucker, in Reihe b
10% Invertzucker. Der Invertzucker bestand in allen Versuchen au*
einer Mischung gleicher Teile Dextrose (Kahlbaumi und Uvulo>e
(Schering). Mit diesen beiden Hefen wurden, nachdem sie so léngere
Zeit gezogen waren, grobe Kulturen angelegt, die die bei (ten einzelnen
Versuchen vermerkten Mengen von Rohrzucker. Invertzucker oder Mi-
schungen beider enthielten. Nach der Impfung wurden die Kolben mit
einem Giirventil verschlossen. Der Verlauf der Garung, die im Drut-
zinimer hei 2.V erfolgte, wurde durch die Gewichtsabnahme, die der pro-
duzierten Kohlenséure entspricht, festgestellt. Nach Demitigung der Garung
oder nach ihrer Unterbrechung wurde in einem Teil der Versuche die
Zahl der Hefezellen festgestellt (durch Z&hlung in der Thoina-Zeiss-
sehen Kaminen, sodann die Hefe steril durch Zentrifugieren oder durch
Absaugen mit einer Tonkerze von der N&hrloésung getrennt und bis zum
Verschwinden der Reduktionsproben im Filtrat mit sterilem Wasser ge-
waschen. Sodann wurde die Hefe mit sterilem Wasser auf ein gleiches
Volumen aufgefiillt, mit einer sterilen Rohrzuckerlésung versetzt und in
einen Wasserthermoslaten gebracht. Die Hefen, die verglichen werden
sollten, wurden gleichzeitig verarbeitet und untersucht. In diesen Rohi-
zu<Verlosungen wurde die Inversionsgeschwindigkeit bestimmt, indem nach
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tx*stinirnlcn Zeilen Proben mit der Pipette entnommen, mit 3 ccm 2.5%iger
Natroiilaugi* versetzt, | Minute gekocht und filtriert wurden. Nach einigen
Stunden wurde dann die Drehung bestimmt.

Bei den Hefen, die schlecht invertierten, wurde die Beobachtung
mitunter langer fortgefuhrt. Es mufte dann die Garung, die eintrat,
einen Felder bewirken. Wie sich aus den Protokollen ergeben wird, ist
dieser Fehler belanglos, weil die kirzeren Zeiten, in denen die Gérung
nicht storte, zur Beurteilung der Reaktionsgeschwindigkeit ausreichen.

Versuch 1.

a) | HX) ccm Hefewasscr mit 60°/« Rohrzucker.
b) 1100 ccm Hefewasser mit 10°/0 Rohrzucker und 60°/o
Invertzucker. Impfung am 21. VII.

Verlauf der Garung.

a h
Dalum m, Datum GO,
9 o

25. VH. UM) _

26. 02,0 26. VII. 3.0
27. 7B.K 27. 30.0
2s, 00,1 2«. 57,s
ou OK,5 20. «0,5
3l 106,2 3b 112,3

Bei b mufte einmal nachgeimpft werden. Die Garung fing
langsamer an, war aber am 31. VII. ebensoweit® wie bei a.

Zahl der Hefezellen

In t cmm sind Hefezellen
bei a 524 bei b 534,4.

Die gewaschene Hefe wurde mit 30 ccm sterilem Wasser
aufgenommen und mit HO ccm 10°/oiger Rohrzuckerlésung ver-
setzt. Die Lésungen waren vorgewarmt. Die Inversion erfolgte
bei 38'. Die Polarisation bei 20—21°.
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Verlauf der Inversion.

Hefe a Hefe )
Minuten Drehung  k 10°“4  Minuten Drehung k' Krr

0 4-1.55 — 0 4-4.02

19 of 2.1« 8«,88 325 verungliickt --

85 4140 8«.8« 81,5 4-8.81 17,52
155 4-0.21 KILHI 1175 + 4-8,08 20,35
206.5 — 0,55 85,00 200 4. 25« 18,58

— — — 848,5 4.145 20,89

Die Beaktionskonstante wurde nach der Gleichung der
monomolekularen Reaktion

berechnet.
Versuch 2.
Ks werden 1 Kulturen von je KXK) ccm Hefewasser
angesetzt.
a und b enthalten 10 °/« Rohrzucker,
¢ und d enthalten 10°/o Rohrzucker und 20°/o Invertzucker,

a und c werden mit der in Rohrzuckernahrlésungen,
b und d mit der in Invertzuckerldsungen geziichteten Hefe
geimpft (25./1X.).
Es enthalten also
a Rohrzuckerund Rohrzuckerhefe

b » Invertzuckerhefe
¢ Invertzucker > Rohrzuckerhefe
(I " » Invertzuckerhete.
Verlauf der Géarung.
a h c v d
Datum CO, Datum Cgl’ Datum Co, Datum
29. IX. 38,55  29. IX. | 3740  29.IX. 5690 29.IX. 57.10
80. 41,30  80. «1100  30. 72.80  30. 74,70

2. X, 46,00 2. X. 4590 2. X. 8550 2 X 8650
4. 90,30 4 92,10
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15.5
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09.5
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Zahl der Hefezelen nicht festgestellt.

Die Hefe wurde in 50 ccm sterilem Wasser aufgeschwemmt
und mit oOcem einer ca. 10°/oigen Hohrzuckerlésung versetzt.
Vorwarmung wie hei 1. Inversion bei 30". Polarisation bei 19"

Vcerlaul der Inversion.

a h (1
ning k110 i wmin. ﬁﬁ]o ke KI  Min. rijr:é k- 10 1 win, r'i;:@'] K* 10
0> QR 0 -i-a.00 0 +38 — 0 4-3.83
p2.11  19au 1a : i5i 39n It 4*3,70 1503 1t +379 5.t
OK2 2208 10 —+1119 2017 27 ‘piloS 1723 285 + 370 91
0.00 20K4 09 - 009 2005 125 +3.19 1533 41 =+ 3.0l 13.00
58 4-aW 1219 00 4*3,11 1151
81 +310 1853 '°° 4-331 12,95
105 + 2.1J 21,90 107 -+ 2.19 18,t0
2K) +081 3051 211.5 4-1.55 21.08

Versuch 3.

Ks wurden \ Kulturen von je KKW) ccm Hefewasser

angesetzl.

Ks enthielt (das a HK) g Rohrzucker
b 5(M) >
o 100 » | H) g Invertzucker
d DK) HM) »

Die Losungen wurden am Di. XI. 11. mit dergleichen
liefe geimpft.

Die Kolben a und c hatten fast die berechnete C02-Menge
(Di g (1., von DK) Hexose) geliefert. Im Kolben b waren 2H5 g
Hexose vergoren. Die Loésung mufdte 143 g Alkohol enthalten,
also ca. | Wo, eine Konzentration, die die weitere Garung hemmt.
Kolben d héatte nach vollendeter Garung 95 g C02 geliefert. Die
Garung ging bis zum 21. X. schnell, dann mit auffallender Lang-

samkeit vonstatten.
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Vorlauf der Garung.

a b c d
Dalum co, co, Co, c<1,
»_I 4 n

17. X, 0.05 0,20 1.45 1.15
IS.  |»h 13,25 14,50 11.00 16,50
Oh 21.55 21.10 18.60 27.20

in. ‘D> 80.35 30.K0 25,60 38.80
fiii 35,25 43.00 20.80 43.60

20. i 30.(55 UO.*H) 35,80 45,60
fih 41,65 67,00 38,'Mi 46,60

21. 43,65 76.00 13,30 48.1KI
22. 44,05 06,15 10,80 51.10
28. 45,60 105,30 53,(»0 53.70
24. 45.05 111,70 56,60 ' 55.85
25. 46.20 116.20 50,10 58.50
26. 46.25 118,60 60,00 60,50
27. 16,55 110,85 62.00 62,00
28. 46.65 120,60 62,75 64.95
20. — 121,05 63,45 67,40
0. — 121,30 63,75 60.30
81. — 121,70 — 71,10
L XI. — — — 72,65
2 — — — 74.15
3. — — v 75.00
5. — — — 77, M

Géarung nicht
beendet

Von diesem Verlauf der Garung wird unter Il die Rede sein.

Zahl der Hefezellen.

Volumen der Hefezellen im Hefezellen in der
Ldsungen Kubikmillimeter Kultur
a 1035 ccm 13400 1388.107
b 1280 * 835 1070.107
c 1075 » 10150 1002. 107
d nicht gezahlt.
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Verlauf der Inversion.

Die Hefen wurden in 50 ccm Wasser aufgeschwemmt.
Diese Aufschwemmungen wurden in zwei Teile geteilt. Mit jedem
Teil wurde ein Inversionsversuch vorgenommen.

Fur die erste Infersion (3a) wurden 25 ccm llefeauf-
schwemmung mit 50 ccm ca. 9°/oiger Hohrzuckerldsung versetzt.

a b o d
Min. ])n" k % fmrig Kk 1nce g0 Ore- k.10-4
ol -f384 — 0 4-3.75 — 0 4-389 0 4-3.87
50 3511 22 205 2,83 684 29 4-375 80 275 4-3.80 1.

tu  4-3,24* 250 19 -f200 884 485 4-3,50 104 47 -f-3,70

0 ;201 s2H o015 -F151 972 01.0'4-330i 199 00 4-3.051 7.2
75 4-2.08i 340 745 +1.14 990 74 '4-3.00 257 725 4-*j93 27"
9.5 | 131 730 915 -fO.03 1079 91 4-184 502 895 4~2,60 31.

Fur die zweite Inversion (3B) wurden 25 ccm Hefeauf-
schwemmung mit 50ccm ca. 26°/oiger Hohrzuekerldsung versetzt.

a ) C d
in. Pri- in. Dret K-l Min- gL ke gy Min. Dr" lk s
Min.  ping Min. ey K ! ﬁ)ung o nrd hung 1T
o +USI = o 44187t = 0 41143 — 0 4114

s 411321 97 44 1148 179 135 4-11,37 29 K* _

25.5 C J' — 2154-1105 21,7 235 4-1114 81 22:»4~113b

4 1098 98 3954-10.50 23,1 385 4-10,87 9.7 38 4-1105 0!
(»4 4-10,00' 104 6254- 906 239 01 4-10,47 107 01 4-1100 il

82 4-10.30 io,0 80 -t 895 250 <795 -f1010 115 78541075 A&

Aus diesen Versuchen ergibt sich als Haupt-
resultat, dafl} die in Invertzuckerlésung gewachsenen
Hefen eine geringere Invertasewirkung haben als die
Hefen, die in reinem Rohrzucker gewachsen waren.
Die Schwéachung der Invertasewirkung ist abhéngig
von der Konzentration des Invertzuckers.
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Die Reaktionskonstanten sind gegen die der Hohrzuckerhefe
bei i°/0 Invertzucker (Versuch 3a Hefe c) auf -

10°/0 (Versuch Ha Hefe d)  ca. .|

20° 0 (Versuch 2c) <o

20° 0 (Versuch 2d) ca 11,

50°)) (Versuch 1) a0
vermindert.

Diese Versuche sind miteinander vergleichbar. weil dit
Inversion Dbei der gleichen Hohrzuckerkonzentration vorge-
nommen wurde.

In Versuch HR stand die Hohrzuckerkonzentration zu der
Fermentmenge in einem unguinstigen Verhéltnis. Die geringere
Invertierungskraft von Hefe ¢ (4"/o Invertzucker) macht sich
hier nur in der Verzogerung der Inversion geltend, die auch
Tammannl) bei Anwendung geringer Invertasemengen beob-
achtet hat. Diese Verzogerung des Inversionsanfang.s ist auch
bei 3R Hele d f10°«» Invertzucker) deutlich. Die Reaktions-
konstante bleibt aber hinter der der Vergleichskultur a um
o()™u zurlck.

Fs erscheint Uberhaupt unstatthaft, hei dem Versuch Ha
und B von einer Heaktionkonstanten zu sprechen. Die Ge-
schwindigkeiten nehmen mit fortschreitender Reaktion standig
zu, eine- Erscheinung, die auch V. Henri«) beobachtet und
Kullgren3) als positive Autokatalyse gedeutet hat. Da die
Invertasewirkung durch geringe Mengen Saure beglnstigt wird,
so ware es wohl moglich, dali hier bei Anwendung lebender
Hefe die geringe Menge Kohlensdure, die sich bei diesem Ver-
such etwa nach einer halben Stunde zu bilden begann, als
Katalysator wirkte. Diese Annahme aber ist irrig. Hei Hefe b
(gezogen in f)0°/ftiger Rohrzuckerlosung) war némlich keine
Spur von Garung eingetreten, und doch nahm die Reaktions-
geschwindigkeit stdndig zu. Diese Hefe bewirkte nach Zusatz
von einer kleinen Menge Phosphat G&rung. Die Ursachen der

» 1 c. S 812 u. 318.
¥ Zeitschr. f. physikal. Chemie. Bd. HU, S. 194, 1901.
s) Zeitschr. f. physikal. Chemie. Bd. 41. S. 407. 1902.

Hoppe-Seylcr s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVIII. 10
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Beaktionsbeschleunigung bleiben also unklar. Die Beurteilung
dos Versuches wird dadurch nicht berthrt.

Die starke Abnahme der Invertasewirkung bei Hefen, die
in Invertzuckerlésungen gewachsen waren, ist nicht verursacht
durch ein schlechteres Wachstum der liefe. Die Hefezahlen in
Versuch t sind vollig identisch. Starke Erhdhungen der Kon-
zentration wie bei Hb (50° «) bewirken ein schlechteres Wachs-
tum der Hefe. Die Invertasewirkung dieser Kultur ist aber trotz
der geringeren Zahl der Hefezellen gréber als die von Hefe Ha
(gewachsen in 10"/«»iger Kohrzuckerlosung). Diese Beobachtung
stimmt mit Befunden anderer Autoren Uberein, auf Grund deren
ich die Versuche so angeordnet habe, dal} nie Hefe in reinen
Invertzuckerlésungen geziichtet wurde, sondern daR die Kulturen
denselben Kohrzuckerzusatz erhielten wie di*Vergleichsldsungen.

In Versuch * wurden die in einer gréReren Keibe wvon
Generationen gezichteten Hefen (Rohrzuckerhefe und Invert-
zuekerhefej einmal in dasselbe Medium (a und d) und zweitens
in das fremde (Inverlzuckerhefe in Rolirzuckerlésung und Rohr-
zuckerhefe in Invertzuckerldsung, b und c) geimpft, um zu
sehen, ob die Eigenschaft der schwéacheren Invertasewirkung
der Zelle, fest anhangt und vererbbar ist, oder ob sie sich
schon in einer Kultur- nach dem Medium richtet, in dem die
Hefe wachst. Der Versuch zeigt, dal} die Eigenschaft der
schwaécheren Invertasewirkung nicht vererbbar ist, sondern dal
die Invertasewirkung der Hefe dem Nahrboden entsprach, in
dem die Hefe wuchs. Die Reaktionskonstanten in diesem Ver-
such (a und b) (c und d) stimmen gut Uberein. Bei d (Invert-
zuckerhefe in Invertzucker) zeigt sich wieder die Verzogerung
des Inversionanfangs. Ob es gelingt, bei langerer Fortzleh-
tung die Eigenschaft der Invertaseschwéchiing vererbbar zu
machen, bleibt offen.

Die Beobachtung des Garungsverlaufes bei Versuch H
flhrte zu einer zweiten Anordnung, durch die sich gleichfalls
die bleibende lahmende \\ irkung, die der Invertzucker auf die
Inverlase auslbt, zeigen lieR.
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it19Uv2 UU Uze272t 9i>a 7 Ti*
Kurve :i.

In dieser Kurve und in den folgenden ist auf der Abszisse
die CO2 in Gramm, auf der Ordinate die Zeit in Tagen (bezw. in
Stunden) verzeichnet. Die Gérung verkauft bei a und b in
normaler Weise, in der Hauptphase geradlinig. Gegen Schluf3 der
Géarung biegt die Kurve ziemlich scharf um, da die; letzten
Zuckerreste immer langsam vergoren werden. Die Kurve ¢ ver-

tu*
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lauft etwas weniger steil, ihr Knick ist nicht so scharf. Hei d
besteht eine scharfe Knickung nach einer CO2-Produktiou von
g. Bis zu diesem Punkte verlauft die Linie steil aufrecht,
zusammen mit den anderen. Von der Knickung an verlauft
die Garung auRerordentlich langsam, so dal’ trotz ihres hoheren
Zuckergehaltes die C02-Produktion vom 24.—20. X. unter der
von Kultur c¢* liegt. Die Garung behélt diesen Verlauf bei. Die
Beobachtung reicht nur bis zum 5. X. Die G&rung wurde bei
Beibehaltung dieser zweiten Geschwindigkeit erstam 18.—19. XI.
ihr Knde erreicht haben. Dieser Garungsverlauf ist nicht ver-
ursacht durch die hemmende Wirkung des gebildeten Alkohols,
der (vgl. Kurve b) erst Lei einer viel hoheren Konzentration
die Garung hemmt, und auch nicht durch Art und Menge der
Hefe. Dann konnte nicht die Anfangsgéarung in der normalen
Weise erfolgen. Der Grund der Stérung wird deutlich aus dem
()rte der Knickung. Die 100 g Invertzucker, die die Kultur
enthélt, liefern 43 g C02 Bis zu diesem Punkt ist die Garung
schnell verlaufen. Die dort beginnende Verlangsamung kann
nur darin liegen, dalR die Invertierung des Rohrzuckers, d. h.
die Bildung der garfahigen Hexosen, erst nach Beseitigung des
primér zugesetzten Invertzuckers begann und dann mit einer
sehr geringen konstant bleibenden Reaktionsgeschwindigkeit
verlief. Die Hemmung der Inversion durch den anwesenden
Invertzucker wirde dem von Tamman nl) gefundenen Gesetze
entsprechen. Die kleine Reaktionsgeschwindigkeit, die nach
Vergérung des Invertzuckers fiir die ganze Dauer des Versuches
bestehen bleibt, wiirde bedingt sein durch die bleibende Ferment-
lahmung, wie sie durch die Versuche | demonstriert ist.

Da bei dem Gé&rungsverlauf der Versuche t und 2 wegen
des hohen Invertzuckergehalts diese Knickung der Kurve nicht
zum Ausdruck kommen konnte, war es zuvor notwendig, an
einer grof3en Reihe zu sehen, ob der im Versuch 3 beobachtete
Befund konstant ist.

Versuch 4.

Ks wurden daher 28 Garversuche von je UM) ccm Hefewasser an-

gesetzt. Jede Kultur enthielt 20 g Zucker, und zwar nur Kohrzuckei

) Lo
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oder nur Invertzucker und Mischungen beider in verschiedenen Verhall-
nissen' Zurn Vergleich wurde auch die Vergadrung reiner Dextrose und
reiner Lavulose beobachtet. Die Verteilung der Zucker wird aus dem Kopf
der nachfolgenden Tabelle S. 144) u. 141 deutlich. Der etwas groRRere Wasser-
gehalt von Dextrose und L&vulose sowie die Gewichtsvermehrung, die
durch die Inversion des Rohrzuckers eintrilt, wurde nicht bertcksichtigt.
Die Kulturen 1—XIII wurden mit in Rohrzucker gewachsener, die Kulturen
XIV—XXVIIl mH dergleichen Menge in Invertzucker gezogener Hefe geimpft
Die folgende Tabelle gibt AufschluR Uber den Verlauf der Géarung.

In der Kurve b ist der durchschnittliche Garungsverlauf

der Kulturen, die den gleichen Zuckerzusatz enthielten, dar-
gestellt. Der Ubersichtlichkeit halber sind die Kurven der Invert-
zucker-, Dextrose- und Lavuloselésungen nicht aufgezeichnet.
Aus der Tabelle geht hervor, dall die Garung dieser Losungen
ein wenig rascher verlauft, als die vom Rohrzucker, aber eine
Kurve von genau dem gleichen Typus gibt\wie dieser.

Hohrzucker, Jhiiertmcker

Kurvt* b
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Rohrzucker
Dextrose
Lavulose
Zeit
Tag
27 X. 6*
2s 10 ha. m.‘
6h p.m.‘
25>, IOha.m.‘
f»h p.m.
3(*. IOha.m.’
6*> p.m.
11, IOha.m.
6h p.m.
1 Xl. 6ha. m.
2.
it
5
f>.
6.
7.
8.
<N
11
13
15
17
15*
21.
21.
27.

Std

21
40
48
64
72
88
5%

112
120
144
168
S
216
240
264
288
812
886
884
482
480
528

. 576
624
65*6

768

L Lichtwitz.

*.100,05 0,05 0.13

1.15 1.05
|

,65 1,55

1.02 1,15
1,37 1,62
2,50 2,5)8 2,55 2.80
8.50 8.50

\
4.55 4.45

3,00 3.25
3,90 4,18
4,1*0 4,85 1,25 4.55
5.70 5,62 5,00 5,30
6,00 5,522 5,30 5.58
6,75 6,70 6.05 6.40
7,47 7.80 6,73 6,95
8.05 7.85 7,30 7,57
8,558,85 7,85 8.10
8.5)8 8,70 8,17 8,83
5%,20 8.5*4 8.60 8,65
1),37 9,15 8.82 8,92
9,47 9,30 9,05 9.07
9,509,32 9,10 9.12
9,60 9,4* 9,30 9,32

9,609.4* 9.30 9,35

v !

1,08 0,05

1.15

1,60

2.77 2.1*5

3.17

3,83

4.00

4,45

4.53

5.10
5.5; ‘
e,
6,42
6,72
7,12
7,40
7,65
7,83
8.28
8.50
8,78
8,93
9,05
9,15

9,15

AVARRERVA | B VA1 | B D §

0.05 0.05 0.00

1,22 1,10 1,10 1,10

1,7/ 1.70 1,75 1,73

3,15 3,25 3,30

3,32 3.75 3,80 3.85

3.77 4,50 4,65 5.03

3,1*7 4,83 4,88 5,43

4,32 5,20 5,20 6.10

4,49 5,30 5,30 6,35

4,92 555 5,45 6,72

5,35 5,75 5.63 6,85

5,82 6,00 5,83 7,00

6.27 6,22 6,05 7.15

*5,70 6,37 6.18 7,22

6,97 6,65 6,40 7,3*

7,32 6.90 6,01 7,4(

7.62 7,08 6,75 7,47

7.82 7,17 651 7,52

8.32 7.57 7.27 7,65

855 7,90 7.5t 7,73

8,8/ 8.23[ 778* 7.93

8.9/ 8,40 8,0; 7,9h

9,01 8,65 8,27 8.02
8.75 8.41? 8.2;
8.87 8,6;) 8,3;

9.05: 8,7( 8.4;

I—XIIl geimpft mit «Rohrzuck' 'h

X Xl XI - xm

ol o 0 n

10 10 2u nm
10 (0]

10

0,10 0,05 .25 0O.IM
1,10 0,93 1.33 lINI

1,75 1,60 15% |

3,25, 3.20 3.50 ;)Im

3.90 3,85 4.15 5+

5.20 LI

5.2
5.62 |
6.60 *.r.|

ti.i'i
7.1HI

5,12: 5.02
5.50 5,53
6,45 6,45

6,85 6,85
7;i

7.7
8.4*1

7,55 7.60 7.S5
8.20 8,10
8,25 8.35 8.6(1 Kl
8.38 8,45 8,65
8.45 8,50 8711 S 33j

|
8,55 8,55 8.7i» ‘KI

8,55 8,61 8.8*

8,6+ S.N

MV

o jir 16 16 12
h il 2 2 4
U 6 2 2 4
LUl 111* H.02 0.0; 0,(X)
168 1.15 1.10 1.05 1.00
165 168 1.65 1,58 1.70
2541 25%5 2.72 258 2.85

535 345 3.05' 2.90
1135 rl. 15 1 (Kl 3,83
475 i>5 1.35 4,18
55(1 5.55 5.12 4.88
5.8% 55*2 5.45 5.15
6.53 6.68 6.15 5,85
713 7.26 6.85 6.5)0
7.78 756 7.45 7.20

\3*i 8.1(1 7.90 7,70

V' S76 8.22 8.05
'57 **18 8.5)8 8.48
125 11T, 8.80 8.80
*35 li.i(l 9.00 8,97
*16 15 9,00 9,10
145 'x55 9.30

''55 9.20 9.33

3,10
3.80
3,97
4,10
455
5,05
5,45
5.97j
6.40
6,701
6.95
7.42
7,68
7,88
8,27 |
8.60 |
8.83
8,90
9.10

9.10

| her FenneiitlAhmung.

(MM 0.05 0,0* 0,00
113 1,28 1,07 0,95

1,7t 181 1.75 157
2.85 3,20 3.13 3,15
3,30 3,65 3.62 3.67
3,8f 4,42 4.42 4,95
3.95 4.65 4.75 5,40
4.40 5,K) 5,10 6,10
45)5 5.05 517 6.35
5.05 5,13 5.38 668
5,50 5.25 548 6,90
5.95 5.48 5,62 7.05
6.37 5,60 5.85 7,13
6.72 5.70 5,97 7.25
7.05 5.85 6,15 7.40
7,35 6.00; 6.32 7.50
7,60 6.10 6,45 7,55
7.80 6,15 6.58 7.(50
8.17 6.4*1 7,75
8,40 6,62! 7.07 7.90
8,75 6,1*5 7,40 807
885> 7,10 7.(50 8,17
8,97 7.35 7,85 8.35
9,03 7,50 8.10 8.47
9.08 7.82 8.23 855

9.10 7.95 8.45 g65

XV XXl geimpft mit «Invcrlzuckerhefex.

XV XVEXVIE XVIE XX XX XX XXIXXIT XXV XX\

0.05
1.15
1.75
3.25
3.85
5,02
5,45
6.15
*5,35
6.73
(5.85
7.03
7,07
7.15
7.23
7,30
7,35
7.40
7.48
7,55
7.75
7,80
7.90
8.05
8.2(1

8,30

0] ( 0

10 10 20

10 10 <
0.02 0.0* o,10

0.97 0.85 120
1,(52 | 1.55

1.80
3,25 3**%5 312
3.90 3,52 3,55
5,08 4.87 4.73
5.50 5,35 510
6,40 (525 5.90
6,78 | (5,57 (5,33
7,47 7,35 717
8.15 7,85 7.93
8,50 8.22 843
8,52 8.35 8.(50
8.(52 8.38 8,(50
8.70 8.40 8.(55:
8,7(1 8.40 8,55

’ i

|

|

6]
20

0

0,10
1.10
1.60

3.05
3,57
4,(50
5.00
5,88
(5.27
7.25

802

8,45

8,(50

8,60

8.70

8.70

Ul

XXVI XXVII XXV

20

0,00
1,00
1,70
3.25
3.75
490
5.30
(5.10
0,4-1
7 ge
7,78
8,20
8.35
8.10
8.50
8.55

8 55
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Tabelle und Kurve zeigen, dal die Vergéarung von
Kohrzucker-Invertzuckergemischen in derselben Weise ver-
laufen ist wie in Versuch 3.

20 g des hier angewandten Invertzuckers liefern 8,56 CO.,.
Wenn die Knickung in der Garungskurve dadurch bedingt ist,
dal} der zugesetzte Invertzucker schnell, der Rohrzucker wegen
der Lahmung der Invertase langsam vergéart, so muB die An-
derung der Geschwindigkeit nach oder kurz vor der Beendi-
gung der Vergarung des Invertzuckers erfolgen. Das ist der
Kall, wie folgende Tabelle zeigt.

i Die Knickung erfolgt

Kurvt* g Invertzucker = g CO,
bei g CO,
2 4 1,73 |
K 3Mi 3,15—4,00
i 12 b,19 . T
b 16 6,92 6,30

Wie bei dem Versuch 3c liegt auch hie? die Grenze der
Wirkung des Invertzuckers auf die Invertase bei einer Kon-
zentration von 4*/0©.

Versuch 5.
i

In der gleichen Anordnung wurde eine zweite Serie von
11 Kulturen angesetzt, in denen die Menge des Rohrzuckers
nach der des entstehenden Invertzuckers berechnet war. Es
sollte hier neben der Wirkung des Invertzuckers auch die von
Dextrose und von Lavulose beobachtet werden. Zur Impfung
wurde eine nicht vorbehandelte Hefe verwandt.

Der Durchschnitt der Parallelversuche ergibt Kurve c
auf S. 114.

Das Resultat dieses Versuches gleicht dem des vorigen
vollig. Die Knickung der Kurven tritt auch bei Rohrzucker-
| Jextroseldsungen und bei Rohrzucker-Lavuloseldsungen ein. Der
Vergleich des Ortes der Knickung mit der CO2-Menge, die der
irarfahige Zucker liefert, ergibt folgende Gegentuberstellung.
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Zu Kurve c.
Kurve Zucker S co
|

1 8 g Invertzucker 3.58

I 10 » » 4.46

v » 5,36

\Y 10 » Dextrose 1,16

VI 10 , Uivulo.se 4 4«

Tabelle.

SR VA 1 O VAR VARV B V/ | IRV 1|

llohrzucker jr .

Dextrose g
liivulose ¢
[>atum  Std.
1S. XI. 48
19 72
20 0O«
21 120
22 144
2 108
2. 102
25 216
26 240
27 264
2S 288
2 812
lio 386
I XIl. 360
>2 384
I 432
« 480
S 528
Il 600
li 672
IS. 768
2K. 1008

19 10 11,4114 05 05 7,6 7.6
O O 40 405,0 50 6.0i 6,0

0] 0 40 4050 50 6.0 60
- |
( |
\

0,10,0,03 0,040,08 0,50 0.05 0.04 0,05
2,05 1,83 1,701.08 M2 1.70 1.07
3.03,3,55 3.07 3.38 4.00 3,60 3,44 3,72
5.23,4.85 4.07 420 4,45, 1.40 4,544,72
6.235,85 1,87 4.78 1.78 5.02 507 5,02
7,08 6,65 5,52 5,33 0,0/ 0.0/ 5.42 5.47
7,86 7.40 8J7 5,03 5,33 6,12 5,87 5.75
8,40 8,00 6,75:6,46 5.62 6,5/ 6.04 5,05
8.81 8.3; /.22 6.835.00 7.32 625 6,10
0.08 8,65 7 6,137,57 6.42 6.32
0.23 8.80 7,0717.18 6.25 7,87 ®,52 6,42
0,28 8,05 8:15i7,76 6.50*8,14 ¢ 70 6,67
0.45]9,05 8,52,8.08 6,75 8.35 7.00 6.87
0.45 9.05 8,64]8.28 6,07 8.55 7,17 7.00
8.708,48 7.20 8,02 7,40 7.22
0,028.75 7,60 9.17 7.717.60
0.12 8,03 7.05 0.20 8,07 7.84
«»¥0,008,17 — 8.308.12
0.058,35 — 8.60
0,13 8.68' — 8.70 8.67
— 0,308.78 — 0,028.87
— 0.05 — 0,220,17
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Die Knickung erfolgt
bei g 00,

3,23
1.47
4.63
1,42
4.32

IX X Xl Xl

05 05 9,505

10,0100 O O

0 0 10,040.0
1

0,08 0,35 0,01 0.02
1.55 2.55 1.83 1.75
3.47 1,01 3.30 3,45
4.38 14» 1,184.45
4,50 4.72 1,68 5,03
1.73 1,97 5.18 5,62
5.00 5,20 5.53 6,15
5.2(15,55 5,81 6.57
5.38 5,82 d.13 6.08
j.60 6,07 6,33 7,32
5.70 6.2;) 6,50 7,60
5,95 6,57 6,787,85
6,15,6.70 6,05 8,02
6,27 6.00 7,108.17
6.48 7.27 7.38 8,45
6,83 7.67 7,65 8,65
7.10 7.07 7.83 8.80
7.378,248,08 —

87800 8,50 8,41
7,058,77 858" —
8.33 8,90 8,80- —
8,80 0,37 ¥031 ~

X1
0

10,0

10,0

0,05
1.08
3.75
5,25
6,53
7.42
8.10
8.43
8.55
8.70
8.75
8.80
8.87

XV
0

lo.o

10,0

0.05
1.75
3.51

5,18
6.56
7.51

8.25
8.51

8,68
8.81

8,88
8,03
8,05
8.08
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Rohrmtfcer Dextrose Laemdose

1] » .
w "jv mm im ua m sss *32 do s2s sie
Stunden.

Kurve e.

Die Kurve VI ist nicht ausgezogen. Sie fallt fast genau
mit der Kurve Il zusammen.

Ob die starkere Hemmung der Invertase durch Dextrose,
die in diesem Versuch hervortritt, auf einer Gesetzméfigkeit
oder auf einem Zufall beruht, bedarf weiterer Untersuchung.

Ks blieb noch dbrig, den Verlauf der Invertierung wahrend
der Garung in solchen Kulturen direkt zu ermitteln.

Versuch .

1000 ccm Hefewasser -j- liH) g Rohrzucker und 1000 ccm Hefe-
wasser f- 95 g Rohrzucker -f- 100 -- Invertzucker wurden mit { ccm einer
frischen* Hefekultur geimpft. Die CO,-Produktion wurde gemessen. Zu
gleichen Zeiten wurden Proben von je 50 ccm steril entnommen.
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In,diesen Proben wurde nach Austreibung des Alkohols, Kntei
weillung durch Bleiessig und Fallung des Bleies mit Natriumsulfat die
Drehung und durch Titration nach Bertrand der Gehalt an Invertzucker
ermittelt. Aus der Kohlensdureproduktion wurde die Menge des in dei
Losung verbliebenen Zuckers und damit die Menge des mit den Analysen-
pioben entnommenen Zuckers berechnet.

a) Verlauf der Garung.

A. Hohrzucker B. Rohrzucker | Invert-
zucker
Vergoren « . Vergoren! » 7fF=e’
8 mit den j mit den
Datum Std. gCO, --g Analysen- gCO, = g Analysen-
Zucker  fr'lwn Zucker llrol,en
entnommen entnommen
11X «h 0 0 0 8.96 0 8,9«

13. 9 39») 545 1183 8.40 «95 1512 8,2(5
14. KIh 643 20,40 44.30 6.80 25,10 54,(50 (5.32

15, 10h S84 3305 71s 540 3595 77.8 5.12
l«. ~ 4h US) 4565 99.4 3.9 42,40 92)0 4,33
17 10h — 5220 1135 o 4465  96.9 4,0t
IS.  10h 100%) 58.15 1265 1,0 47,40 103.0 3.78
lit.  10h — 6325 13725 05 5048 1007 * 3.23
20.  10h 20H7) 67.60 147.00 — 53,68 117.0
22. 25«* 71,05 154.6 — W) 1250 2.13
25, 328») 74.75 1625 63,28 1376 1,09
2H. MX)0) 75.65 1645 «6.73 1450 0.44
L1 — 7595 165.0 «948 1508
s. — 7600 — — 6998 1520 _
17. — Summa 1650 372«  70.88 1541
5. 11, . 3726 72.08 1558
202,26 50,42 Sa.50.42
206.22

*) bis 10) bedeuten Probeentnahmen.
Die Berechnung des Gesamtzuckers ist, wie die Tabelle
zeigt, mit einem Fehlerl) behaltet, der aber fir die Beurteilung

*) Die Berechnung des Zuckers aus der GO.-Produktion' ist nicht
genau. AuBerdem wurde Invertzucker titriert, wahrend die Tabelle nad
Bertrand fur Dxlrose aufgestellt ist. Diese Fehler kommen in der Bilanz
zum Ausdruck.
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sles «ranzen Versuches ohne Belang ist. Diese Bilanz hat nur den
Zweck, (larzutun, dal® nach 88 Stunden die Kultur B durch Ga-

rung und Analysenproben mehr wie 100g Zucker abgegeben hat.

h) Verlauf der Inversion.

A Rohrzucker B. Rohrzucker -f- Invertzucker
Xr. de °0 LNr. der ”
Hun-  apg.  Dre- redu- Stun- ppg. Dre- redu-
zieren- k1 10 ! zieren- ke10<4
den lysen«  hung  der den 1¥yS€n- hung  der
probe Zucker | probe Zucker
0 I+ 15.00 1,38%) — t —+584 8,71
P -f1208283 3479 — 'O 545 714 —
di 3 r o.00 181 50,00 — 3 -f587 3,57 _
SH 4 -+ 673 152 0303 4 4-747 154
s 5 r 420 1.45 67,36 30 5 +6,61 0,494 30,24
160 t  -}> i.06/0.055 67.41 72 6 +500 0,648 3981
1208 i -f 0.50 0.450 62,15 120 7 + 3,76 0.457 39,08
25t; 8 —-f 0.25 0,185 52,94 168 s+ 283 0513 37,60
528 it | 0.12 0,075 42,07 240 » 4-145 0,221 38.98
»00 10 4- 0.10 0,0107 _ 312 10 + 0,59 0.180 37.41

! [
408 11+ 0,20 0,150 32,43

r Konstante ist nach der Formel der monomolekularen
Keaktion, in dieser die Zeit in Stunden berechnet. Bei B wurde
als Nullpunkt der Zeit der Termin der 4. Probeentnahme
<88 Stunden nach der Impfung) &ngesetzt, da zu dieser Zeit
eine der zugesetzten Invertzuckermenge entsprechende Menge
Zucker durch die Garung und die Analysenproben aus der

Kultur heraus war.

Hei A erfolgte die Inversion mit einer zuerst geringeren
Geschwindigkeit, wohl bedingt durch die Menge der Hefe, deren
Wachstum in dieser Zeit noch nicht beendet war. Dann wird
die Heaktionsgeschwindigkeit konstant, bleibt aber so klein, daf
eine Anhaufung von Invertzucker in der Losung nicht zustande
kommt. Die Vergarung halt mit der Invertierung gleichen Schritt.

h Dieser Invertzucker ist durch das Sterilisieren der Losung ent-
standen.
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Bei B erfolgte die Garung im Anfang bi* zu der Frist von
88 Stunden schneller als bei A. Dann tritt, wie aus Tabelle a
ersichtlich, eine plotzliche Abnahme der Garungsgeschwindig-
keit ein (Knickung der Kurve). In diesen ersten \ Tagen nimmt
die Konzentration des Invertzuckers stetig und schnell ab.
wahrend die Rechtsdrehung am 4. Tage einen betréchtlichen
Anstieg zeigt. Dieses Maximum der Drehung entspricht, wie der
Vergleich von Tabelle a und b zeigt, der Knickung der Géarungs-
kurve. Zu dieser Zeit ist der Invertzucker aus der Losung ver-
schwunden, die Rechtsdrehung des Rohrzuckers tritt jetzt scharfer
hervor. Und jetzt erst beginnt die Inversion des Rohrzuckers
und verlduft mit einer geringeren Geschwindigkeit als bei A.
sodal) auch hier, wie in den Versuchen sub Il, die Garung eine
erheblich langere Zeit in Anspruch nimmt.

Ks sei ausdrucklich hervorgehoben, dal! bei diesen Ver-
suchsanordnungen (Il und IlI) die Invertierung nur dann den
geschilderten Verlauf nimmt, wenn mit einer kraftig garenden
Hefe geimpft wird, und die Garung prompt verlauft.

\\ ird ein solcher Versuch statt mit Hefewasser mit einer
Nahrsalzlosung angeselzt, in der die Garung langsam erfolgt,
so geht die Invertierung des Rohrzuckers schon vor der Ver-
garung des Invertzuckers vor sich.

IV. SchlulBbemerkungen.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dal die In-
vertasewirkung lebender Hefe durch Invertzucker ge-
schwacht wird, und dal3 diese Fermentlahmung auch
nach Fortschaffung des Invertzuckers (durch Aus-
waschen oder durch Vergarung) anhalt.

Der Stillstand von Fermentreaktionen (Fndzusland) ist
bisher hypothetisch so gedeutet worden, da das Ferment und
die Produkte, die es bildet, eine unwirksame reversible Ver-
bindung eingehen, nach deren Dissoziation das Ferment seine
Aktivitdt wiedergewinnt.

Diese Annahme stimmt mit dem Krgebnis der hier mit-
geteilten Versuche nicht Gberein. Wir mussen schlielen, dal
die Produkte des fermentativen Prozesses in den hier an-
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gewandten Konzentrationen eine fur die Dauer dieser Versuche
bleibende ldhmende Wirkung auf das Ferment haben, die auch
nach Entfernung der Produkte bestehen bleibt, also nicht nur
durch eine Bindung des Fermentes an die Produkte bedingt
>ein kann, sondern ihren Grund in einer Beeinflussung des
Fermentes selbst haben muR.

Ich glaube, daR es wohl erlaubt ist, das Ergebnis dieser
Versuche auf die Frage und Annahme zu beziehen, die ihren
Ausgangspunkt gebildet haben. Die Steigerung der Ammoniak-
ausscheidung, die nach Zufuhr grofer Mengen Harnstoff ein-
freten und die Anwesenheit des Harnstoffs im Korper tber-
dauern kann, darf jetzt als ein Analogon des Vorgangs der In-
vertaselahmung durch Invertzucker aufgelalst werden.

Dieses Prinzip der Fermentléhmung wird sich unschwer
auf eine grol3e ileihe von Prozessen anwenden lassen. Davon
soll aber hier nicht weiter die Hede sein. Ich mdchte nur er-
wahnen, da der Begrill der Fermentermidung Dbereits von
Brugsch und Schittenhelm ihrer bekannten Theorie der Gicht
zugrunde gelegt ist, und daB ichl) diese Schwachung der Fer-
mente des Nucleinsaureabbaues anf die Anwesenheit der Harn-
saure (des Endproduktes) im Blute des Gichtikers zurtickgefuhrt
habe. Aus dieser Annahme ergibt sich eine zwanglose Ver-
einigung der beiden Gichttheorien (der »Nierengicht» und der
* Stold wechselgicht»).

Die starke und anhaltende L&hmung der Invertase durch
grofl3e Invertzuckerkonzentrationen stellt aber nur den aufRersten
Fall eines Vorganges dar, der bei kleinen Konzentrationen in
feinsten Abstufungen und in reversibler Weise verlaufen kann.
Die bereits erwdhnten Harnstoffversuehe zeigen, dal3 die Harn-
stoffbildung nach wenigen Tagen wieder normal ist. Fnd einen
Einblick in das normale Geschehen gewahrt besonders der Ver-
such fi A* Die Kultur stellt ein in sich geschlossenes System
dar. in dem das Hefewachstum zu einer durch Volumen und
Zuckerkonzentration gegebenen Zahl von Zellen fiihrt, in dem
lebhafte StoffwechselVVorgange vor sich gehen, und aus dem

* Verband!, d. D. Kongresses fiir innere Medizin. Wiesbaden 1911,
S iDiskussiunsbeinerkungj.
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ein Stofiwechselendprodukt (CO,) stdndig ausgeschieden wird.
Zum Abbau des Hohrzuckers gehdren zwei Fermente, lind im
Organismus gibt es wohl keinen Vorgang, der nur eines Fer-
mentes bedirfte. \\ir haben oft ein ganzes System von Fer-
menten. von denen ein jedes das Produkt des vorhergehenden
als Substrat dbernimmt. In dem kurzen System Rohrzuoker-
(Invertase)-Invertzucker-(Zymase)-Alkohol -j& CO2 herrscht, wie
der Versuch (> zeigt, eine strenge Ordnung. Die Invertase arbeitet
nicht schneller wie die Zym”se, sodal3 es nie zu einer Anhdufung
von Invertzucker kommt, zu einer Konzentration, die den weiteren
Verlauf der Invertierung hemmen konnte. Die gleiche Ordnung
scheint in allen normalen Stoffwechselsystemen zu herrschen.
So erfolgt der ProzeRR der Zuckerbildung aus dem Glvkogen und
der Zuckerverbrennung im Organismus mit einer grollen Kon-
stanz im Zuckergehalte des Blutes.

Die ( Irdnung, die in diesen Systemen herrscht, kann nicht
anders erklart werden als dadurch, dal} die F'ermentprodukte
das Ferment in einer spezifischen Weise beinflussen, sodal3
bei hoherer Konzentration der Produkte (nach einer Periode
der Aktivitat des Fermentes) das F'erment gehemmt und in-
aktiver wird. Diese Inaktivierung ist in der Hreite der physio-
logischen Konzentrationen der Fermentprodukte leicht rever-
sibel. Man kann sich also den FermentprozeR3 als einen rhyth-
mischen Vorgang denken, der (abgesehen von der Ausschei-
dung der letzten Produkte aus dem System) seine Schwingung
in sich selbst, durch seine eigenen Produkte ordnet.

Gottingen, F'cbruar 1912.



