Untersuchungen Qber die chemische Zusammensetzung und
Bildung der Enzyme.

V. Mitteilung.
Zur Kenntnis der Invertasebildung.
Von

Hans Euler und Hermann Meyer.

Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text.

(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Der Redaktion zugegangen am 8. Mai 1912)

Bis jetzt ist der Verlauf der Enzymbildung in zwei Fallen
verfolgt worden, namlich die Bildung der Galaktase bezw. des
die Galaktose vergarenden Enzymkomplexes und die Bildung
der Invertase.l) Im ersten Falle handelt es sich unzweifelhaft
um eine Anpassung an das Nahrungssubstrat, denn es hat sich
gezeigt, dal nur die Vorbehandlung mit Galaktose die erwahnte
Anderung der Garungsfahigkeit hervorruft.

Dagegen scheint die Vermehrung der Invertasewirkung
der Hefe durch Vorbehandlung mit zuckerhaltiger Nahrlésung
von der Natur des zugesetzten Kohlenhydrates ziemlich unab-
héngig zu sein. Die quantitative Konstatierung dieser Tatsache
war fur uns wichtig genug, um den vorldufigen Versuch von
Euler und Johansson ausfiuhrlicher zu wiederholen.

Wir teilen zun&chst die diesbeziiglichen Messungen mit:

Versuchsanordmmg.

Zur Vorbehandlung wurden 5 g der abgeprefRten, ge-
waschenen Hefe in 500 ccm sterilisierter Lindnerscher Nahr-
I6sung eingetragen, welche im Liter enthielt:

0,25 g MgS04 59 KH2PO4
4  » Asparagin 20 * Zucker.

Die eine gewisse Anzahl Stunden vorbehandelte Hefe
wurde abfiltriert und einige Minuten auf Ton getrocknet. Der
dabei erreichte Gehalt an Trockensubstanz wurde jedesmal durch
Entwassern eines Anteils der Hefe bei 90° bestimmt. Von dieser
Hefe wurden 0,25 g in einer Mischung von 20 ccm 20°/oiger

") Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 388, 1912 und Bd. 78, S. 100, 1912.
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Rohrzuckerlosung und 10 ccm I°/oiger NaH,P04-Losung auf-
geschlemmt. (Durch die Anwesenheit von Phosphat wird bei
allen Versuchen eine geeignete und sehr nahezu gleiche Kon-
zentration der H-lonen eingehalten.) Die Inversion des Rohr-
zuckers wird durch Zusatz von 10 ccm 5°/oiger Sodalésung
nach bestimmten Zeiten abgebrochen, worauf die abfiltrierte
Losung im Polarisationsapparat untersucht wird, und zwar im
1 dm-Rohr bei etwa 20°. Der Inversionsvorgang selbst findet
bei 18° statt.

Versuchsreihe 1.

In den folgenden Tabellen sind die Inversionszeiten t in
Minuten angegeben, daneben die direkt beobachteten Drehungen,
ferner die zur Zeit t noch zu durchlaufenden Drehungsénderungen
in Graden und endlich die Reaktionskonstanten

k = MtIn a:a—x.
Hefe H.
Ohne Vorbehandlung.

' Minuten a k+10*
0 7,53 —
15 6,42 34
25 571 35
35 5,09 35
40 4,71 36
X -2,41 _
Trockensubstanz: 33V-
Glukose. Rohrzucker.
21 Stunden vorbehandelt. 23,5 Stunden vorbchandelt.
Minuten a k1104 Minuten « k'« 10*
N0
0 7,56 — 7,56 —
16 5,00 80 15 4,99 86
25 3,83 81 25 3,41 93
35 2,57 86 35 1,97 102
40 2,00 88 40 1,40 - 104
X —2,42 — X -2,42 —

Trockensubstanz : 30,53 #/o. Trockensubstanz: 29,80°/o.
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Glukose. Rohrzucker.

72 Stunden vorbehandelt. 69,5 Stunden vorbehandelt.
Minuten « k- 10* Minuten a k-10*

0 8,12 — 0 8,21 —

15 5,68 75 15 517 95

25 3,84 89 25 3,56 97

35 2,59 90 35 2,27 99

40 2,00 92 40 1,65 101

X -2,60 — X -2,60 —
Trockensubstanz: 29,88°/o. Trockensubstanz: 28,95°0.

93.5 Stunden vorbehandelt. 96 Stunden vorbehandelt.
Minuten a ke« 10* Minuten a k+10*

0 8,21 — 0 8,04 —

15 5,67 77 15 5,01 97

25 3,83 a0 25 3,41 100

35 2,60 90 35 2,17 100

40 2,03 92 40 1,50 104

X — 2,63 — X -2,57 —
Trockensubstanz: 30,93 °/o. Trockensubstanz: 30,63°/0.
120 Stunden vorbehandelt. 117,5 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k' 10* Minuten a k' 10*
0 8,08 — 0 8,08 -

15 5,46 81 16 4,29 123

25 3,87 87 25 2,54 127

35 2,62 89 35 1,15 130

40 — — 40 0,50 135

X -2,59 — X -2,59 —
Trockensubstanz: 31,08°/«. Trockensubstanz: 38,76°«.

Reduziert man die Mittelwerte der fir die Zeiten 25 Mi-
nuten und 35 Minuten gefundenen Konstanten auf einen Trocken-
gehalt der Hefe von 30°/0 und auf gleiche Vorbehandlungs-
zeiten, so ergibt sich die folgende Zusammenstellung der Re-
aktionskonstanten k+ 104 fir 18°,
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Dauer der Vorbehandlung in Stunden

Zucker
0 22 71 95 119
Glukose o 82 88 87 86
Rohrzucker 98 101 100 100

In einem fruheren Versuch von Euler und Johansson
wurde durch Vorbehandlung der Hefe mit Rohrzucker ent-
haltender Nahrlosung kein starkeres Anwachsen der Invertase-
menge erzielt, als bei der Vorbehandlung mit einer N&hrldsung,
welche Glukose enthielt.

Bei dem hier mitgeteilten Versuch wachst zwar die Inver-
tasewirkung in ersterem Falle etwas schneller und starker an
als im letzteren, aber jedenfalls ist der Unterschied gering.

Hervorgehoben sei, dal in beiden Fallen die Hefe ihre
maximale Invertasewirkung sehr schnell — etwa in 25 Stunden —
erreicht.

Nach unseren friheren Messungen war der Verlauf der
Enzymbildung ein logarithmischer. Es konnte eine «Enzym-
bildungskonstante» berechnet werden und die hieraus zuriick-
berechneten Punkte der Enzymbildungskurve stimmten mit den
gefundenen ziemlich gut dberein.

Unter sehr ahnlichen Bedingungen haben wir mit der
gleichen Hefe eine entsprechende Versuchsreihe ausgefihrt.
Die Zusammensetzung der Na&hrlosung war die gleiche wie
friher (4 g Asparagin im Liter); die Hefemenge pro Menge
Nahrlosung war etwas geringer, ndmlich 1 g Hefe auf 100 ccm
Losung; fruher hatte sich 1,5 g Hefe in 100 ccm Losung befunden.

Versuchsreihe 2.

Hefe H.
Ohne Vorbehandlung.

Minuten a k-104
0 7,70
17 6,77 24
25 6.33 25
35 5,72 27
4Q 5,39 28
00 2,46 -

f[rockensubstanz: 28,78 °lo.
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21 Stunden vorbehandelt. 45 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k+10* Minuten a ©
0 7,70 — 0 7,70
15 5,54 69 15 5,44 73
25 421 73 25 3.94 80
35 3.04 76 35 2,70 84
40 2,43 79 40 2,13 86
X -2,46 — X —2.46
Trockensubstanz: 28,17°/o. Trockensubstanz: 28,97°/o.
70,5 Stunden vorbehandelt. 117 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k104 Minuten « k-104
0 7,70 — 0 7,22 —
15 5,37 75 16 4,77 81
25 3,91 81 25 3,55 85
35 2,72 84 35 2,42 87
40 2,15 86 40 1,90 89
X — 2,46 — X — —
Trockensubstanz: 27,30°o. Trockensubstanz: 26,82°/0.
Nimmt man die Mittelwerte der fir die Zeiten t = 25'

und 35" erhaltenen Konstanten und reduziert diese Werte auf
einen gemeinsamen Trockengehalt von 30°/0, so erhalt man
die folgenden Zahlen (vgl. Fig. 1).

Vorbehandlung. Stunden 0 21 45 705 117

Reduz. Inversionskonst. ke 104 27 79 85 91 96

Wir haben den Versuch mit der friher gefundenen Enzym-
bildungskonstante KEB = 0,020 berechnet.

Dauer der Vorbehandlung k- 104
Stunden Gefunden Berechnet
0 27 27
21 79 71
45 85 89
70,5 91 95
117 96 —

X 98 —



Uber die chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. V. 279

Die hier ermittelte Geschwindig- w
keit der Enzymbildung ist also etwa
ebenso grol8 wie die fruher gefundene; ~ v —a—
dagegen lag hier das Maximum des -
Enzymgehalts niedriger, namlich 98 /

I
gegentiber dem fruheren Wert 110. ! ' Asparagin
Mlere:BeCe

Wir kommen nun zur Hauptfrage: g
Wie verandern sich Maximum

NN/t CacnKiiririftirflrait nm» L'Niiirtn in

urnrajnir . 40 SO KO

bi |dung9 Vorbehandhwgsteum Stunden

Mit der Hefe H wurde zun&chst der EinfluR der Stick-
stoffnahrung untersucht, und zwar wurde dazu Asparagin,
Glvkokoll und Ammoniumsulfat gewahlt.

Bei den ersten diesbeziiglichen Versuchen befanden sich
5 g Hefe in 250 ccm Nahrlésung, wahrend bei den (brigen
Versuchen doppelt so viel Nahrlésung zur Anwendung kam.
Dies hatte zur Folge, dal? nun der Enzymzuwachs viel geringer
war als friher und auch einen anderen Verlauf nahm.

Versuchsreihe 3.

Vorbehandlung bei 18°.

A. 4 g Ammoniumsulfat im Liter N&hrldsung.

Ohne Vorbehandlung. 3 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k+10* Minuten - k 10*
0 7,05 — 0 7,05 —

15 5,91 38 15 5,69 46
25 5,17 39 25 4,74 (59)
36 451 38 35 4,05 48
40 431 38 40 3.76 46
pYe — 2,25 _ pYe -2,25 —

Trockensubstanz: 33,64°/0. Trockensubstanz: 33.75°/-).
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30 Stunden vorbehandelt.

Minuten a
0 7,05
15 515
25 3,77
35 2,76
40 2,30
X — 2,25
Trockensubstanz:
Minuten

0

15

25

35

40

X

k-104

66
76
77
77

34,12°/.

195 Stunden vorbehandelt.

Trockensubstanz: 33,54°/o-

a

7,50
5,01
3,62
2,38
1,87
-2,40

146 Stunden vorbehandelt.

Minuten

0
15
25
35
40

»

a

7,50
4,99
3,58
2,31
1,69
-2,40

k-104

85
87
92
96

Trockensubstanz: 34,96°o.

k-104

84
86
90
91

B. 4 g Glykokoll im Liter N&hrlosung.

Ohne Vorbehandlung.

Minuten

0

15
25
35
40
X

a

7,05
5,94
518
4,17
—2,25

k-104

37
39

40

Trockensubstanz: 32,74°0.

19,5 Stunden vorbehandelt.

Minuten

0
15
25
35
40
X

a
7,05
5,29
4,12
3,00
2,51

-2,25

k-104

61
66
71
73

Trockensubstanz: 30,73°.
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44 Stuinden vorbehandelt. 70,5 Stunden vorhehandelt.
Minuten a K+ 104 Minuten a k 104
t

0 7,05 — 0] 7,05

15 5,08 69 15 4,85 78

26 79 25 3,49 88

35 2,59 81 35 2.24 90

40 2,20 (80) 40 1,69 93

X -2,25 — X -2,25 —
Trockensubstanz: 30,30°/©. Trockensubstanz: 31,57*/©.
140 Stunden vorbehandelt. 187,5 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k+ 104 Minuten a k + 104

0 7,50 — 0 7,50 _

15 5,29 81 15 4,98 85

25 3,69 84 25 3,57 88

35 2,57 85 35 2,34 91

40 2,13 85 40 1,80 93

X — 2,40 — X -2,40 —
Trockensubstanz: 30,73 °/o. Trockensubstanz: 32,5*°/o.

C. 4 g Asparagin im Liter Nahrlosung.

Ohne Vorbehandlung. 20 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k+ 104 Minuten a k104
0 7,05 — 0 7,05 —

15 5,92 37 15 5,14 66
25 5,07 42 25 3,91 12
35 4,39 42 35 2,66 76
40 4,03 42 40 2,20 80
X -2,25 — X -2.,25 —

Trockensubstanz : 33,76 o/, Trockensubstanz : 33’61 °/o.
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95,5 Stunden vorbehandelt. 116 Stunden vorbehandelt.
in
Minuten a k-10* Minuten a k-104
0 7,50 — 0 7.50 —
15 5,52 65 15 5,54 64
25 4,29 68 25 4,25 69
35 3,18 71 35 3,21 70
40 2,71 72 40 2,75 71
X -2,40 — x -2,40 —
Trockensubstanz: 31,13°/o. Trockensubstanz: 30,70%.

144 Stunden vorbehandelt.

Minuten ‘ a k-104
" 7,50 —
15 5,33 72
25 4,05 74
35 3,00 75
40 2,53 76
X -2,40 —

Trockensubstanz: 31,35°o0.

Um einen Vergleich Uber die Enzymbildung in den 3 an-
gewandten Nahrlésungen zu gewinnen, haben wir die erhaltenen
Konstanten auf einen einheitlichen Trockengehalt von 30° o
umgerechnet und die Werte fir 20, 100 und 150 Stunden durch
Interpolation ermittelt und in folgender Tabelle zusammengestellt;
dieselbe enthalt also die so ermittelten Konstanten k. 10*.

Stunden der Nahrldsung enthélt
Vorbehandiung Asparagin Glykokoll Ammoniumsulfat
0 38 37 35
20 70 70 69
100 72 88 85
150 73 88 86

Das wesentliche Ergebnis dieser Versuche ist also, dald
die Enzymbildung von der Natur der drei der Nahrlésung
zugesetzten stickstoffhaltigen Substanzen wenig ab-
héangig ist.



Uber die chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. V. 283

Diese Versuche werden weiter ausgedehnt, besonders um
die Beziehungen zwischen der Enzymbildung und der Bildung
des PlasmaeiweilResl) aufzuklaren.

Bei allen drei Serien nahm das Maximum der Invertase-
wirkung einen ziemlich geringen Wert an und wurde schnell,
etwa in 100 Stunden, erreicht. Bei langer fortgesetzten Ver-
suchen machte sich nach 150—200standiger Vorbehandlung
die Tendenz zu abermaliger Abnahme der Konstanten geltend.

Dieser Verlauf der Inversionskonstanten legte die Ver-
mutung nahe, dal die Hefenmenge wahrend der Vorbehandlung
in @hnlicher Weise variieren wiirde, dafl also die anfangliche
Zunahme nach einiger Zeit aufhéren wirde, und daf} hierauf
etwa das Absterben der Zellen die Neubildung tGiberwiegen wirde.

Die Vorbehandlung geschah also mit ungeféhr je 5g abge-
prelRter Hefe ganz wie beim vorigen Versuch, nur wurde jetzt die
Hefe nach gewissen Zeiten quantitativ abfiltriert, einmal mit kaltem
Wasser gewaschen, abgeprel3t und bis ztr Gewichtskonstanz bei
90° getrocknet. Dabei wurden die folgenden Zahlen erhalten:

Ammoniumsulfat Glykokoll Asparagin

Ohne Vorbehandl. 1,7530 OhneVorbehandl. 1,8380 Ohne Vorbehandl. 1,6910
Nach 6,5 Std. 1,6485 Nach 6 Std. 18336 Nach 5 Std. 1,7400

» 445 » 1,4600 » 24 » 16695 * 24 1,6470
» 695 » 14445 > 47 » 15670  * 475 » 1,5570
» 94,25 * 1,4140 » T2 15310 * 70 : > 1,5350
> 1175 * 13610 * 95 » 14380 » 1175 » 1,4980

Entgegen der Erwartung zeigte sich, da die Hefemenge
in allen 3 Serien von Beginn des Versuches an abnahm, obwohl
sich die Hefe in einer fur die Entwicklung geeigneten Ldsung
allerdings in ziemlich grofRer Menge befand. Die Hefe mul} in
dieser Zeit einen Teil ihrer eigenen Substanz verbraucht haben,
es liegt also entweder ein Verbrauch der eigenen Kohlenhydrate
der Zellen oder Autolyse vor. Um hieriiber eine Entscheidung

") Uber die Einfliisse des Nahrsubstrates auf die Bildung des Plasma-
eiweil3es bei Hefen und Schimmelpilzen hat F. Ehrlich neuerdings eine

interessante Untersuchung verdffentlicht.  (Biochem. Zeitschr., Bd. 36
S. 488; 1912)

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIX. 19
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zu gewinnen, wurde die Anderung des Stickstoffgehaltes ver-
folgt, welche unter den erwahnten Versuchsbedingungen eintrat.

Diese Stickstoffbestimmungen wurden nach der Methode
von Kjeldahl ausgefuhrt. Wie bei den vorhergehenden Ver-
suchen wurden jedesmal ca. 5 g abgeprefite Hefe in 250 ccm
Nahrlésung aufgeschlemmt, die Ammoniumsulfat als Stickstoff-
komponente enthielt. Nach dem Abfiltrieren wurde die Hefe
bis zum Verschwinden der Schwefelsdurereaktion ausgewaschen.

Vorbehandlung StickstofTgehalt der Trockenhefe

in ®

Sofort abfiltriert 9,09
5 Stunden 9,32
21 9,46
46,5 » 9,68
695 » 9,99
94 9,97

Wahrend also bei der beschriebenen Behandlung die
Gesamtsubstanz der Hefe abnimmt, wachst der prozentische
Stickstoffgehalt. Allerdings betragt die Zunahme des Stickstoff-
gehaltes nur etwa 10°lo, wahrend der gesamte Substanzverlust
der Hefe etwa 20°/o0 ausmacht.

Man wird also den SchluR ziehen, daR die Hefe sowohl
Eiwei als Kohlenhydrate verloren hat. Ob unter &hnlichen
Verhéltnissen ein derartiger Substanzverlust der Hefe beobachtet
wurde, ist uns nicht bekannt. Meist wurde die Autolyse in
Wasser unter Zusatz von antiseptischen Mitteln, speziell Chloro-
form studiert (Salkowskil)). Nach Effront* verlaufen die
Vorgange der in Wasser suspendierten Hefe verschieden, je
nachdem die Hefe in reinem oder in alkoholhaltigem Wasser
sich befindet; in letzterem Medium soll hauptséchlich Eiweil3-
selbstverdauung eintreten. Was bei obigen Versuchen aufféllt,
Ist der Umstand, dal3 gleichzeitig eine VergrtRerung derlnvertase-
wirkung, eine Abnahme der Gesamtsubstanz und eine Zunahme
des Stickstoffs eintritt, Veranderungen, welche in folgender
Tabelle zusammengestellt sind.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 13, S. 506, 1889.
* Bull. Soc. Chim. (3), Bd. 33, S. 847, 1905.



Uber die chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. V. 285

VergroRerung der  Abnahme der Zunahme des

V handl .
orbehandiung InvertaseWirkung  Gesamtsubstanz  StickstofTgehalts

in Std. °lo °lo oo
5 40 5 2,5

40 120 16 9,5
90 135 20 8,8

Die weitere Verfolgung dieser Erscheinung liegt zunachst
nicht im Bereiche dieser Untersuchung. Es eribrigt also nur
noch, darauf hinzuweisen, dal} die Abnahme der Gesamtsubstanz
und die Zunahme des StickstoiTgehaltes vor und wahrend der
Hauptgérung eintritt. Allerdings war dies nur bei den Versuchen
mit Ammoniumsulfat der Fall. Bestand die Stickstoffquelle aus
Glykokoll, so war innerhalb sechs Stunden die Abnahme sehr
gering, bei Asparagin trat eine Zunahme ein.

Bei der anderen Versuchsreihe, welche den Einflul der
Stickstoffkomponente auf die Enzymbildung betraf, befanden
sich stets 5 g abgepreRte Hefe in der doppelten Menge N&hr-
I6sung, also in 500 ccm.

Versuchsreihe 4.

Hier ist zun&chst zu erwéhnen, dal3 die Versuchsreihe 2
fortgesetzt wurde, allerdings nur mit 5 g Hefe. Nach 69 stan-
diger Vorbehandlung wurde der Inhalt eines Kolbens abfiltriert,
auf Ton abgeprelst und in 500 ccm frische Nahrlosung ein-
getragen. In der neuen L6sung verblieb die Hefe noch 50 Stunden.

69 -j- 50 Stunden vorbehandelt.

Minuten a ke 10*
0 7,22 —
15 3,67 135
25 2,03 137
35 0,73 142
40 0,12 148
X —2,31 —

I"rockensubstanz: 33,76 °/o.

Aus der Tabelle Seite 278 geht hervor, dall die maximale
Konstante, die beim Verbleiben der Hefe in ein und derselben
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Nahrlosung erreicht wurde, 98 betrug; hier zeigt sich, daR
durch Uberfiihrung der Hefe in eine zweite Lésung dieser Wert
bedeutend Uberschritten wird; er betragt, reduziert auf Trocken-
gewicht, 30°/o, k. 104 = 136.

Die logarithmische Kurve der Enzymbildung wurde in
einer friheren Mitteilung in der Weise theoretisch abgeleitet,
dalR angenommen wurde, die Geschwindigkeit der Enzymbildung
sei in jedem Moment proportional mit der Differenz A —x
zwischen dem bereits erreichten Enzymgehalt x und dem unter
den betreffenden Umstédnden uberhaupt erreichbaren Enzym-
gehalt A.  Es muf3 hier also besonders betont werden, dal3 der
in einer gewissen N&hrldsung in maximo erreichbare Enzym-
gehalt A unter anderen Umstdnden weit Uberschritten werden
kann. Dem Studium dieses Grenzwertes A, welcher offenbar
von zahlreichen Faktoren abhangig ist, galten unsere nachsten
Versuche.

Versuchsreihe 5.
4 g Ammoniumsulfat im Liter Nahrlésung.

Ohne Vorbehandlung. 23 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k104 Minuten a Kk 10*
0 7,32 - 0 7,32 —
15 6,02 42 15 5,38 65
25 5,20 43 25 4,02 73
35 4,39 45 35 2,97 74
40 3,87 48 40 2,47 76
00 2,34 00 -2,34
Trockensubstanz: ;10,12 \V Trockensubstanz: 30, OO°/0
48 Stunden vorbeitandelt. 72 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k104 Minuten a k o+ 10*
0 732 -~ 0 732 -
15 5,12 75 15 4,60 96
25 3,56 86 25 3,03 102
35 2.38 89 35 1,84 104
40 1,78 93 40 1,25 107
* -2,34 00 -2,34

Trockensubstanz: 29,39 ®fk. Trockensubstanz: 30,40 e/e.



Uber die chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. V. 287

118 Stunden vorbehandelt.

Minuten a k104
0 7,32 —
15 4,26 110
25 2,50 120
35 1,21 124
40 0,60 129
Qo —2,34 -

Trockensubstanz: 30,55 °/o.

Der Inhalt eines Kolbens wurde nach 71stindiger Vor-
behandlung abfiltriert, auf Ton abgeprel3t und in 500 ccm frische
Nahrldsung eingetragen, In der neuen Losung verblieb die
Hefe dann noch 50 Stunden.

71 -f- 50 Stunden vorbehandelt.

Minuten a k-104
0 7,32 —
15 4,00 122
25 2,28 128
35 1,05 130
40 0,40 137
X -2,34 _

Trockensubstanz: 30,21 °/o.

Stellt man die aufden Trocken-
gehalt 30°/0 reduzierten Konstan-
ten dieser Serie zusammen, so zeigt
sich nun ein anderer Verlauf der
Enzymbildung wie friher. Wie die
nebenstehende Figur 2 zeigt, ver-
lauft die Enzymbildung in einer
gestreckteren Kurve und strebt
weniger ausgepragt einem Endwert
zu. Der Zuwachs an Enzym ist
bedeutend groRer. Dieser Verlauf
ist — wenigstens bei unserer Rasse
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— fir junge Hefezellen charakteristisch. Junge Hefezellen be-
sitzen hiernach einen viel héheren Grad von Enzymbildungs-

vermogen als é&ltere. Dabei spielen natlrlich die Umstande,
unter welchen sich die Hefe entwickelt hat, eine grof3e Rolle!

Welche Substanzen hierbei besonders wirksam sind, bleibt
erst noch festzustellen.

Versuchsreihe 6.

Der gleiche Verlauf der Enzymbildung zeigt sich in fol-
gendem Versuch, welcher ebenfalls mit junger Hefe angestellt
ist, unter &hnlichen Bedingungen wie der vorige.

A. 4 g Ammoniumsulfat im Liter Nahrldsung.

Ohne Vorbehandlung. 24,5 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k104 Minuten a k104
0 7,30 — 0 7,30 —

15 6,29 32 15 5,15 73
25 5,57 34 25 3,60 84
35 4,94 35 35 2,50 86
40 4,52 37 40 1,78 92
X — 2,34 — X -2.34 —
Trockensubstanz: 31,09 “/o- Trockensubstanz: 29,74°o.
93 Stunden vorbehandelt. 193 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k+ 104 Minuten a k104
0 6,52 — 0 7.47 —
15 2,69 171 15 2,21 221
25 0,87 185 25 — 0,08 252
35 -0,17 186 35 — 1,16 258
40 — 0,58 189 40 -1,60 267
X — 2,09 — X -2,39 —

Trockensubstanz: 37,57 °/o. Trockensubstanz: 40,87 °/o.
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Dieser Versuch ist durch die Kurve A der Figur 3 graphisch
dargestellt. Die Inversionskonstanten sind auf einen Trocken-
gehalt von 30% reduziert.

Versuchsreihe 7.

In der Figur 2 ist die Enzymbildung in einer bereits vor-
behandelten Hefe nur durch einen einzigen Punkt festgelegt.
Wir haben uns veranlal3t gesehen, die Kurve der in neue Losung
tbergefuhrten Hefe weiter zu verfolgen. Die Versuchsanordnung
war dieselbe wie in voriger Serie, die Stickstoffkomponente
der Nahrlésung bestand in Asparagin, und zwar 4 g per Liter.

Ohne Vorbehandlung. 45 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k-104 Minuten a k 10*
0 7,30 — 0 7,35 —

15 6,29 32 15 5,04 79
25 5,57 34 25 . 3,59 85
35 4,94 35 35 2,51 86
40 4,52 37 40 1,95 88
> — 2,34 — > — 2,35 —
Trockensubstanz: 31,09°%o. Trockensubstanz: 27,70°o.
72,5 Stunden vorbehandelt. 165,5 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k-104 Minuten a k-104
0 7,43 — 0 6,44 —
15 4,42 106 15 2,89 157
25 2,80 111 25 1,21 166
35 1,56 113 35 0,10 170
40 1,01 115 40 — 041 178
> — 2,38 — > — 2,06 —
Trockensubstanz: 23,91 \/ Trockensubstanz: 29,64°0.

Nach 45stindiger Vorbehandlung wurde der Inhalt von
3 Kolben — jeder 5 g Hefe auf 500 ccm Néhrlésung enthaltend —
abfiltriert und die Hefe auf 500 ccm frische Nahrlosung Uber-
tragen. Nach weiteren 21,5 bezw. 48 und 144 Stunden Vor-
behandlung wurde die Hefe untersucht.
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Vorbehandelt 45 -f 21,5 Stunden.

Minuten

0
15
25
35
40

X

Hans Euler und Hermann Meyer,

a

7,38

3,89

1,78

0,50
—0,03

' —2,36

Kk + 104

128
148
153
155

Trockensubstanz : 32,36 °/o.

Vorbehandelt 45 -f- 48 Stunden.

Minuten a k- 10*
0 6,44 —
15 2,68 169
25 0,83 187
35 -0,27 193
40 —0,81 208
X -2,06 —

Trockensubstanz: 32,44 °/o.

Vorbehandelt 45 -f 144 Std.

Minuten a k- 10*
0 7,37 —
15 2,65 192
25 0,32 224
35 —0,83 230
40 -1,25 235
00 -2,36 _

Trockensubstanz: 29,76 #o.

Der Verlauf der auf
30°/0 Trockengewicht re-
duzierten Konstanten ist in
Figur 3 durch die Kurve B
bezw. b dargestellt. Es
geht aus dieser Kurve noch
deutlicher hervor, was be-
reits Figur 2 erkennen lief3,
dalR durch die Erneuerung
der Nahrlésung eine ge-

steigerte Enzymbildung
eintritt. Der Grund dieser

100 Erscheinung kann zunéchst

darin gesucht werden, dal}

die Reaktionsprodukte der Hefe die Enzymbildung verzdgern.
Indessen kann ein solcher SchluR aus unseren Versuchen noch
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nicht mit Bestimmtheit gezogen werden. Es ist namlich noch
ein Umstand, der mit dem Wechsel der Nahrlésung verbunden
ist, in Betracht zu ziehen.

Ober die Berechnung des Verlaufs der Enzymbildung ist
noch folgendes hinzuzufiigen: Bei der Ableitung der Formeln
erster Ordnung fir die Enzymbildung ist die stillschweigende
Voraussetzung gemacht, dall das Medium wéhrend der Dauer
der Vorbehandlung unverdndert bleibt. Dies war nun tatséchlich
bei unseren Versuchen nicht der Fall, denn im Anfang der
Vorbehandlung tritt eine Garung ein, so dall gegen Ende der
Vorbehandlung einerseits der Zucker verschwunden ist, ander-
seits die Ldsungen eine gewisse Menge Alkohol enthalten mussen.
Es ist nun von vornherein nicht unwahrscheinlich, dal die
Enzymbildung mit der Garung zeitlich verkndpft ist, und die
Annahme liegt nahe, dafl gerade wahrend der Gérung eine
gesteigerte Enzymbildung stattfindet. W.irklich deuten auch
einige Kurven darauf hin, so z. B. diejenige der Figur 1, wo der
hauptséchliche Zuwachs an Invertase in den ersten 20 Stunden
der Vorbehandlung eintritt. Auch in Figur 4 konnte man die
Kurve a in zwei Abschnitte teilen, etwa bis zur Vorbehandlungs-
zeit 30 Stunden und einen zweiten Teil von 30—140 Stunden.
Wir haben einige Versuche angestellt, um zu sehen, in welcher
Periode die Vergarung des Zuckers unter den Bedingungen der
Vorbehandlung stattfindet.

Die folgenden Versuche beziehen sich auf 5 g abgeprelite
Hefe in 500 ccm Né&hrldsung.

Versuch 1 Versuch 2
Garungszeit CO, Garungszeit CO,
in Std. in g in Std. in g
4 0,45 4 0,50
20 3,05 20 3,20
24 3,25 24 3,45
28 3,45 28 3,50
44 3,60

Die Tabelle zeigt, daR in etwa 24 Stunden die Garung
so gut wie beendet war, nach 30 Stunden wurde Fehlingsche
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Ldsung nicht mehr reduziert. Der zweite Teil der Kurven der
Figuren 1 und 4 entspricht tatsdchlich auch etwa dem Enzym-
zuwachs, welcher in zuckerfreier Nahrlésung gefunden wurde
(Fig. 6). Indessen ist zu bemerken, daf} in Figur 2 und 3 die
Géarungsperiode nicht oder nur sehr unscharf zum Ausdruck

kommt. Streng genommen mifte der Verlauf der Enzymbildung
in einem Medium von konstanter Zusammensetzung und kon-

stantem Zuckergehalt studiert werden.

Versuchsreihe 8.
Es war naturlich von Interesse, zu ermitteln, wie lange
bei mehrmaliger Uberfilhrung der Hefe in neue Néahrlosung eine

weitere Steigerung des Enzymgehaltes stattfindet. Darlber
geben die folgenden Messungen Aufschlufi.

Ohne Vorbehandlung. 46 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k + 10* Minuten a k+10*
0 8 84 — 0 7,94 —
15 1,87 25 15 5,60 73
25 7,17 27 25 4,15 78
35 6,58 27 35 2,76 84
40 6,13 29 40 2,15 87
X -2,83 — X --2,54
Trockensubstanz; 29,43°o. Trockensubstanz: 26,92 °fo.
72 Stunden vorbehandelt. 142 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k o+ 10* Minuten a k -10*
0 7,92 — 0 7,90
15 5,07 93 17 3,89 124
25 3,48 96 25 2,41 130
35 1,99 104 35 0,96 136
40 1,45 105 40 0,26 143
X -2,53 — 00 — 2,53 —
Trockensubstanz ;: 30,76 ®/o. Trockensubstanz : 35,94 °/o.

Nach 46 standiger Vorbehandlung wurde ein Teil der Hefe
abfiltrierl, auf Ton geprefl3t und in neue N&hrlosung Ubertragen



Uber die chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. V. 293

(je 5 g abgeprelite Hefe auf 500 ccm Losung). Es folgen die
unter dieser Serie b angestellten Messungen.

46 -|- 49 Stunden vorbehandelt. 46 -f- 98 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k+10* Minuten a k104
0 7,90 0 7,90 —

15 4,57 111 15 3,97 137
25 2.82 116 25 2,13 140
35 1,14 129 35 0,46 155
40 0.32 141 40 -0,16 161
X -2.53 Vo— X — 2.53 —
Trockensubstanz: 33,33°0. Trockensubstanz: 34,56°0.

Von der Serie b wurde nach 49stiindiger Vorbehandlung
ein Teil abfiltriert, geprel3t, gewogen und in eine dritte Nahr-
I6sung Ubertragen, welche wiederum die gleiche Zusammen-
setzung besalR. Die Serie ¢ wurde nach weiteren 72 und
119 Stunden unterbrochen.

46 -j- 49 -f-72 Stunden 46 -f- 49 -j- 119 Stunden
vorbehandelt. vorbehandelt.
Minuten a k-104 Minuten u k-104
0 7,52 — 0 7,50 —

15 3,26 162 15 3,26 162
25 1,22 175 25 1,34 169
35 -0,14 183 35 + 0,06 173
40 -0,60 185 40 —0,58 179
X —2,41 — X -2,40 —
Trockensubstanz: 41,95°o. Trockensubstanz: 37,52°/0.

Die auf den Trockengehalt 30°/0 reduzierten Konstanten
der 3 Serien findet man in der Figur 4.

Zu diesem Versuch war eine etwas é&ltere Hefe als zu
dem in Figur 3 dargestellten Versuch angewandt worden, so
daB der gesamte Enzymzuwachs nicht so stark wie friiher ge-
funden wurde. Immerhin hatte eine einmalige Uberfihrung der

Hefe in neue Na&hrlésung eine Steigerung des Enzymgehaltes
zur Folge. Eine nochmalige Uberfilhrung in neue Lésung hatte,
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7 Fig 4
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wie aus der Figur er-
sichtlich, keinen Effekt
mehr, denn die Kurvenb
und c fallen fast voll-
standig zusammen.
Weitere Versuche mit
jungerer Hefe sind na-
tarlich erforderlich;
immerhin zeigt es sich,
daR bei der Kultur in
einer gewissen Nahr-
I6sung ein absolutes
Maximum des Enzym-
gehaltes ziemlich bald
erreichbar ist. Es ist
noch  hervorzuheben,

dal bei diesen letzten Versuchen der Betrag der Enzym-
anreicherung recht erheblich war; in Figur 3 wird ersichtlich,
dal3 die InvertaseWirkung im Verhdltnis 1:7,5 wuchs; beim
letzten Versuch (Fig. 4) betrug der Zuwachs etwa 500 °/o.

Versuchsreihe 9.

Nachdem es sich gezeigt hatte, dal die Natur der Stickstoff-
komponente der Nahrlésung nicht von wesentlicher Bedeutung
fr die GrolRe der Enzymbildung ist, war zu fragen, ob Hefe
nicht in reiner Zuckerldsung ihren Invertasegehalt erhéhen kann.

Es wurden also je 5 g Hefe in 500 ccm Rohrzucker bezw.
Glukoseldsung von 2°/o Gehalt vorbehandelt.

Ohne Vorbehandlung.

Minuten a
0 747
15 6,56
25 5,62
35 4,85
40 4,48
00 -2,39

k*104

28
36
38
39

*Prockensubstanz: 29,93 °/q.
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Rohrzucker. Glukose.

22 Sturiden vorbehandelt. 24 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k-104 Minuten a k-104
0 1,47 — 0 7,47 _

17 5,13 69 15 5,60 61
25 4,05 74 25 4,55 61
35 2,83 79 35 3,20 70
40 2,23 82 40 .2,65 73
x — 2,39 — 00 — 2,39 —
Trockensubstanz: 37,81 °/o. Trockensubstanz : 40,76 °/o.
46 Stunden vorbehandelt. 48 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k-104 Minuten a k 104
0 7,47 — 0 7,50 _

15 5,00 84 15 5,04 83
25 3,65 85 25 3,63 86
35 2,37 90 35 2,39 90
40 1,61 98 40 1,74 95
x — 2,39 — X — 2,40 —
Trockensubstanz: 35,21 °/o. Trockensubstanz : 37,71 °/.>.
72 Stunden vorbehandelt. 70 Stunden vorbehandelt.
Minuten a k-104 Minuten a k-104
0 7,93 — 0 7,93 —

15 4,92 98 15 5,50 76
25 3,30 101 28 3,66 81
35 191 106 35 2,72 85
40 0,98 - 115 40 2,03 90
X — 2,54 — « -2,54 -
Trockensubstanz: 35,26°0. Trockensubstanz : 33,08 °/o.

Die reduzierten Konstanten findet man wiederum in zwei
Kurven (Fig. 5), aus welchen ersichtlich wird, dal die Vor-
behandlung mit Rohrzucker eine etwas grofRRere Vermehrung
der Invertasewirkung veranlal3t, als die Vorbehandlung mit
Glukose. Dabei ist allerdings zu betonen, dal die mit Rohr-
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zucker hergestellte Losung schon
nach einem Kkleinen Bruchteil
der Vurbehandlungszeit nur In-
vertzucker enthalten haben kann,
dajadie Inversion durch lebende
Hefe aulRerordentlich schnell vor
sich geht.

Auffallend ist, dafll in Ab-
wesenheit von stickstoffhaltigen
Substanzen in der Vorbehand-
lungslosung immerhin eine In-
vertasevermehrung von mehr
als 100°/o eintritt.

Versuchsreihe 10.

« SO TS

1

lorbehandlungszatin Stunden

Schlief3lich wurde fest-
gestellt, welchen EinfluR die
von uns angewandte Nahr-
I6sung auf die Invertase-
bildung besitzt, wenn kein
Zucker darin enthalten ist.
Alle Versuchsbedingungen
sind wie friiher angegeben.
Das Ergebnis der nach-

stehenden labeile ist, dalR ohne Zucker die Invertasebildung
langsamer, bezw. in viel geringerem Grade vor sich geht (vgl.

Fig. 6).

N&ahrldsung mit 4 g Asparagin im Liter; ohne Zucker.

Ohne Vorbehandlung.

Minuten a k104
.0 8,70
Iti 7.85 23
25 7,27 24
35 6.58 26
40 6.28 26
X -2.81 —

Trockensubstanz: 31,50°0.

22 Stunden vorbehandelt.

Minuten a k-104
0 8.90
15 7,88 26
25 7,10 29
35 6,45 29
40 6,06 30
X — 2,85 —

Trockensubstanz: 29 55 °fo.
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45,5 Stunden vorbehandelt. 118 Stunden vorbehandelt.
nuten « k+ 10* Minuten a o+ k104
0 8,84 — 0 7.92 —
15 7,69 30 15 6,70 36
25 6,83 33 25 5,87 38
35 6,04 34 35 5.05 40
40 5,62 35 40 4,(53 41
X -2,83 — x — 2,53 _
Trockensubstanz: 29,5«°/o. Trockensubstanz: 27,5« \/

Die hier beschriebene Erscheinung unterscheidet sich
wesentlich von dem anderen der beiden quantitativ studierten
Falle von Enzymbildung, nédmlich dem Auftreten von Galaktase
in Hefen. In letzterem Falle war es namlich notwendig, die
Hefe in einer Galaktose enthaltenden Losung zu kultivieren und
es rief also das Substrat die Bildung des spezifischen Enzymes
hervor.

Dagegen findet bei der Vermehrung der Invertasewirkung
durch Lindnersche Nahrlosung eine Zunahme des Enzymge-
haltes auch statt, wenn die Vorbehandlung mit einer Nahrlosung
geschieht, welche nicht den der Inverlase entsprechenden Zucker,
also Rohrzucker, sondern an dessen Stelle ein Spaltprodukt
desselben, Glukose, enthalt.

Schon hierin liegt eine grolRe Differenz. Die in der vor-
liegenden Arbeit studierte Vermehrung der Enzymwirkung wird
ferner durch folgende Tatsachen charakterisiert:

Wird Hefe durch eine Nahrlésung, wie die in obigen Ver-
suchen angewandte, vorbehandelt, so tritt nicht nur die Ver-
starkung der Invertasewirkung ein, die durch unsere Messungen
nunmehr quantitativ bestimmt ist, sondern gleichzeitig vergréRert
sich die Wirkung der Hefe gegenulber einer Reihe von anderen
Substraten. Nach Versuchen, welche der eine von uns vor
einiger Zeit ausgefihrt hat, nimmt bei der VVorbehandlung
in asparaginhaltiger Nahrlosung nicht nur die Inver-
tasewirkung zu, sondern gleichzeitig die Fahigkeit,
Kohlenhydratphosphorsaureester zu synthetisieren,
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die Geschwindigkeit, Glukose zu vergaren, und die Ge-
schwindigkeit, Nucleinsduren zu spalten. Es braucht
kaum betont zu werden, dal} die prozentische Zunahme der
betreffenden Enzymwirkungen sehr ungleich ausfiel. Diese Tat-
sachen konnen kaum anders gedeutet werden, als da durch
die VVorbehandlung eine allgemeine Erhdhung bezw.
eine Beschleunigung der vitalen Prozesse hervorge-
rufen wird.

Im Anschluf? hieran sei noch kurz eine Gruppe von Tat-
sachen erwéhnt, auf welche wir bald eingehender zuriickkommen,
da sie mit der Erscheinung der Enzymbildung aufs engste ver-
knupft ist.

Protoplasmagifte rufen bekanntlich, wenn sie in geringen
Quantitaten zu Hefensuspensionen zugesetzt werden, eine Reiz-
wirkung hervor, welche eine erhéhte allgemeine enzymatische
Téatigkeit der Zellen zur Folge hat. Wird eine gewisse Kon-
zentration Uberschritten, so tritt im Gegenteil eine Hemmung
der normalen Enzymwirkungen ein, und es ist somit moglich,
die groRte Konzentration festzustellen, welche von der Hefe
ohne Hemmung oder Verzogerung ihrer normalen Funktionen
ertragen wird. Diese Konzentration ist der quantitative Ausdruck
fur die Widerstandsfahigkeit der Hefe gegen einen Fremdstoff.

Zur Messung dieser Konzentrationen kann man gewisse
enzymatische Reaktionen verfolgen; indessen eignen sich hierzu
nicht alle Enzyme, sondern nur diejenigen, welche mit dem
Protoplasma verbunden sind (vgl. Euler und af tigglas, Diese
Zeitschr., Bd. 70, S. 279,1911, sowie Kullberg, ebenda, Bd. 73,
S. 85, 1911). In den meisten Fallen wird man die Garung zur
Messung verwenden, wie wir dies getan haben. Anderseits
erhdlt man einen Wert fir die Toleranz Fremdkorpern gegen-
uber, wenn man die Vermehrung der Zellen quantitativ verfolgt.
Die so gewonnenen Werte stimmen nur der GroRenordnung
nach miteinander tberein. In welchem Umfang im allgemeinen die
beiden Methoden Ubereinstimmende Werte liefern, konnte noch
nicht festgestellt werden. Offenbar sind derartige Versuche fir
das ganze Problem der Enzymbildung von erheblicher Be-
deutung.
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Es hat sich nun gezeigt, dafll die so gemessene Wider-
standsfahigkeit der Hefe durch VVorbehandlung mit Lindnerscher
Nahrlosung sehr bedeutend gesteigert werden kann, ohne dal3
eine erhebliche Vermehrung der Zeilenzahl eintritt; nach den
vorlaufigen Versuchen des einen von uns wird von der nach
obiger Methode vorbehandelten Hefe die doppelte Menge Fluor-
natrium ertragen. Diese Menge kann dann durch weitere Vor-
behandlung mit Fluornatrium noch gesteigert werden, wie Effront
gezeigt hat, welchem man sehr wichtige Beobachtungen auf
diesem Gebiet verdankt. (Effront, Die Diastasen. Deutsch von
Bulcheier, Leipzig, 1900.)

Welche chemischen Reaktionen der Mikroorganismen flr
die Gifttoleranz in Betracht kommen, ist einstweilen noch nicht
klar. Jedenfalls darf man annehmen, dal} die Geschwindigkeit,
mit welcher die Zelle Fremdstolfe zu zerstbren vermag, der
ausschlaggebende Faktor ist; es ist also die Gruppe der den
betreffenden Fremdstoff spaltenden und oxydierenden Enzyme,
welche in Betracht kommt, und man wird also den Schlu

ziehen, daB auch diese Enzymgruppe durch die Vorbehandlung
verstarkt wird.

Man wird also kunftig zwei Arten von Enzymbil-
dung zu unterscheiden haben:

1. eine spezifische Enzymbildung, welche durch
die Gewohnung an das betreffende Substrat hervorgerufen ist, und

2. eine generelle Enzymbildung, fur welche die
Vorbehandlung mit einem spezifischen Substrat nicht erforder-
lich ist.

Das Material, welches uns bisher vorliegt, deutet darauf
hin, dall die beiden Vorgédnge durchaus verschieden sind. Das
charakteristische Merkmal der letzteren Enzymbildung scheint
zu sein, dall unter gewissen Umstdnden die Fortpflanzungs-
fahigkeit, bezw. die Vermehrungsgeschwindigkeit der Zellen
erhoht ist. Immerhin ist daran festzuhalten, daf} die letztere
Erscheinung wirklich eine «generelle Enzymbildung* ist, denn
die erhohte Lebenskraft des Protoplasmas, also die Resistenz
Fremdstoffen gegeniber und die vergroRerte Vermehrungsféhig-
keit, mull eben als eine Steigerung der an diesen Vorgangen
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beteiligten Enzymwirkungen, welche wir im einzelnen noch
nicht kennen, betrachtet werden.

Die Untersuchung der Beziehungen zwischen Enzymbildung,
Anpassung und duReren Lebensbedingungen von Mikroorganismen
wird in groBerem Umfange an anderem Material fortgesetzt.
Die Mittel zu diesen Arbeiten verdanken wir einer Schenkung
von Herrn Max Sievert.



