Untersuchungen (ber die chemische Zusammensetzung
und Bildung der Enzyme.

XI. Mitteilung.

Von

Hans Euler und K. G. Dernby.

Mit sieben Kurvenzeichnungen im Text.

(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Der Hedaktion zugegangen am 24. Januar 1914.)

D.ureh Vorbehandlung von Hefe mit zuckerhaltigen N&hr-
I6sungen wird, wie der eine von uns mit seinen Mitarbeitern
gezeigt hat, die Inversionsfahigkeit der Hefe bedeutend ge-
steigert, was vermutlich auf einer Erhéhung des Invertase-
gehaltes beruht, und zwar ist diese Enzymbildung unabhangig
von der Natur des in der Nahrlésung geltsten Zuckers; der
Effekt tritt namlich mit Glukose und Mannose ebensowohl ein
als mit Rohrzucker.

Zur Aufklarung der Vorgange, welche zu dieser ver-
mehrten enzymatischen Wirksamkeit fiihren, wurden im hiesigen
Laboratorium schon vor einiger Zeit einige Vorversuche an-
gestellt,*) um zu ermitteln, ob unter der gleichen Vorbehand-
lung auch andere Enzymreaktionen eine Verstarkung erfahren.
Bezuglich der Nucleinsaurespaltung war ein positives Resultat
erhalten worden und es erschien uns deshalb lohnend, den
Einflud der Vorbehandlung auf die fir die Entwicklung der
Hefe so wichtigen proteolytischen Enzyme zu untersuchen, um
so mehr als dieselben nach den Untersuchungen F. Ehrlichs
mit den Garungsenzymen der Hefe in nahem Zusammenhang
stehen mussen.

*) Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 298, 1912.
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Die proteolytischen Enzyme der Hefe machen sich am
deutlichsten geltend bei der Autolyse, wo die Eiweil3spaltung
gegenuber allen anderen Vorgéngen in den Vordergrund tritt
DemgeméR ist auch die Wirkung der proteolytischen Enzyme
am hé&ufigsten beim dutolytischen Zerfall des HefeneiweilRes
studiert worden. Nicht minder interessant ist aber die Spaltung
der Hefenproteine, welche unter normalen Verhaltnissen ein-

tritt und mit den Lebensenscheinungen der 1lefe aufs engste
verknUoft isi.. epePnowis Higse Wuratie' enzyimansche Liwei-
Spaltung, w(dche wir als Auitoproteolyse beizeichnen wollen,
bedarf noch in vieler Hinsk:ht der Aufklarunjiy und es sollen
diesem Vorgang in der néclitsten Zeit im hiesigjen Laboratorium
eine Reihe von Untersuchurigen gewidmet weirden, besonders
hinsichtlich der Anpassung der proteolytisehen Enzyme an
aulRere Bedihffitnffph

Unsere; ersten Arbeit«3n betreffen die Abspaltung von
AminostickstofT und gesamtem, geldstem Stielicstoff in plasmo-
lysierter Hefts uRter der Biawirsiosy er prtHeal yusenen unzyme.
Bevor wir auf diese Versiache naher eingehen, wollen wir

unsere im folgenden stets wiederkehrénde \mersuchsmethodik
beschreiben.

Versuchsmethodik.

Die Hefe wurde bei allen Versuchen in plasmolysiertem
Zustande untersucht. Dadurch wird erreicht, dall die Reak-
tionsmasse bei der Verdauung viel homogener ist, als wenn
intakte Hefezellen zur Anwendung kommen, und es braucht
auf die Loslichkeit der proteolytischen Enzyme keine Ruicksicht
genommen zu werden. Die Plasmolyse wurde stets in der
Weise ausgefuhrt, dall fur jeden Verdauungsversuch 10g ge-
waschene und pbgeprelite Hefe (der hiesigen St. Eriksbrauerei)
mit 10 ccm Gly'cerin wéhrend drei Stunden bei Zimmertem-
peratur stehen gelassen wurde. Wahrend dieser Zeit wurde
die Hefe so gut wie vollstdndig verflussigt und nun mit 10 ccm
Chloroformwasser und 50 ccm  destilliertem Wasser versetzt.
Jeder Kolben wurde nun mit Baumwolle verschlossen und in
einen Thermostaten von 37° eingesenkt. Aus diesem wurden
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die einzelnen Kolben nach bestimmten Zeiten, welche aus den
folgenden Tabellen hervorgehen, entnommen. Die Reaktion
wurde dadurch abgebrochen, dafll jeder Kolben nach Zusatz
einiger Tropfen von Eisessig in ein kochendes Wasserbad
eingetaucht wurde, wodurch die Abtétung der Enzyme und
die Koagulation von Eiweil erreicht wurde. Der Kolbeninhalt
wurde nun in einen MeRkolben Ubergefuhrt, auf 100 ccm ver-
dinnt, filtriert und vom Filtrat wurden teils 20 ccm zur Be-
stimmung des Stickstoffgehalts nach Kjeldahl verwendet, teils
40 ccm zur Bestimmung des gelosten Aminostickstoffes nach
der ausgezeichneten Methode von SOrensen — in der Aus-
fihrungsform von Jessen-Hansen,l) welche wegen der An-
wesenheit von Phosphorsaure angewandt werden muR.

40 ccm Losung wurden mit 2 g krystallisiertem Baryum-
Chlorid, ferner mit 1 ccm 0,5°/oiger Phenolphtaleinlésung und
dann mit soviel Normal-Baryt versetzt, dafl Entfarbung ein-
trat, und hierauf mit einem UberschuR von 5 ccm. Diese
Mischung wurde auf 100 ccm verdinnt. Nach einer halben
Stunde war das Carbonat und Phosphat ausgefallen. Von der
uberstehenden klaren Flissigkeit wurden 50 ccm (entsprechend
20 ccm der Losung) abfiltriert, .mit 0,2 normaler Salzsdure
unter Anwendung von Lackmus neutralisiert. Hierauf werden
15 ccm Formolmischung zugefuigt und mit 0,2 normalem Baryt

«zum dritten Stadium» titriert, unter Vergleich mit einer Kon-
trolibsung. Werden x ccm verbraucht und der Titer ist n, so

enthalt die Probe
nex-+2.8mg Stickstoff.
In jedem verwendeten Hefematerial wurde besonders der
Trockengehalt und der Stickstoff nach Kjeldahl (mit Queck-
silber) bestimmit.

Versuche.

$ . l

Wir zeigen zunachst die Ubereinstimmung der nach den
beiden Analysenmethoden erhaltenen Kurven.

*) Siehe Jessen-Hansen in Abderhaldens Handbuch der bio-
chem. Arbeitsmethoden, Bd. 6, S. 270.



Stunden

Tabelle | (Fig. 1)

‘lo Stickstoff

Stunden
Amino (S) Total (K)
Tabelle 11
Stunden
Amino (S) Total (K)
110 12 71

In den folgenden Versuchen haben wir der leichteren
Ausfihrung wegen zum grofRen Teil die Formoltitration ange-
wandt. "

Mit dieser Methode sind die Ergebnisse der folgenden
Tabellen gewonnen.
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Tabelle II1.
Stunden V N
0 8
u
38 44
58
110
Tabel le V.
Stunden VN
0 R&
40 52
112 82

Tabelle 1V.
Stunden “Iv N
0 11
16 35
40
112 79
Tabelle VI.
Stunden VN
0 -9
16 30
136 v 80

Auf die Zidern der obigen Tabellen I1l—VI1 beziehen sich

die Kurven der folgenden Figur 2.

un ef

Was den Ver-
laufdieser Kurven
betrifft und die

Wiedergabe
der Zahlen durch
eine Formel, so
verweisen wir auf
die folgende Mit-
teilung des einen
von uns (Dernby)
im gleichen Heft
dieser Zeitschrift.

Nachdemdurch

, die angegebenen

Versuche die Form des zeitlichen Verlaufs der Autolyse fest-

gestellt ist,

mit einigen Worten eingegangen werden.

Unsere ersten Versuche waren in etwas anderer Weise
angestellt worden als oben angegeben, insofern die Autolyse
nicht in Gegenwart von 60 ccm, sondern nur von 10 ccm
Wasser vor sich ging, so dal} das Glycerin angendhert 50°/oig
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war. Bei dieser Versuchsanordnung wurde nur eine Spaltung
von etwa 16°/o erzielt, wahrend sich spéater bei den oben be-
schriebenen Konzentrationen 70°/o des Eiweiles in;der gleichen
Zeit hydrolysierten. Die Abhéngigkeit des Spaltungsgrades bei
verschiedenen Glycerinkonzentrationen unter Einwirkung der
gleichen Enzymmenge geht aus der folgenden Figur 3 hervor.
Das Ergebnis dieser Versuche steht in qualitativer Uber-
einstimmung mit Angaben von Grompw, und Grigorieff.l)
Quantitativ unterscheiden sich allerdings unsere Ergebnisse
von denjenigen der genannten Autoren insofern, als dieselben
eine gréRere Hemmung durch Glycerin fanden, was vermutlich
darauf beruht, daB sie mit nicht plasmolysierter Hefe arbeiteten.
Um zu unter-
suchen, ob und in
welchem Grade
unsere Yersuchs- C J J
ergebnisse von
der Dauer der
Plasmolyse ab- xmj 30°
héngig sind,
wurden folgende
Versuche ausge-
fahrt.  Ein und
dieselbe Hefe
wurde in einer otonc/en
Anzahl Kolben teils eine Stunde teils zwei Stunden und teils
drei Stunden plasmolysiert, worauf der Autolyseversuch in der
oben beschriebenen Weise bei 37° angestellt wurde. Die Ver-
suchsresultate sind in der folgenden Tabelle ersichtlich.

?.

cta &

Tabelle VII.

Autolysezeit °/o N nach Plasmolysezeit in Stunden

in Stunden . 1 2 >yAUY;YYY>
Y'I o y*-
Y y-- 18 29 . 31 . HI

136
. 80 /wvY 79 / 13 79
*) Diese Zeitsclirift, Bd. 42, S. 299, 1904. Y I

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemip | xXXIX. 29
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Es zeigte sich also, dall unsere Ergebnisse von der will-
kdrlich gewadhlten dreistiindigen Dauer der Plasmolyse ganz
unabhangig sind, so dal} sie einen weitgehenden Grad von
Gultigkeit besitzen.

EinfluR einiger Oxydationsmittel auf die Autolyse.

Nach Angaben von Gromow (1. c.) soll Kaliumnitrat die
Autolyse der Hefe in hohem Grade beeinflussen; zufolge einer
Messung nach 120-standiger Autolyse sollte die Reaktions-
geschwindigkeit durch HNO* um 95°/0 angewachsen sein.
Qualitativ wurde diese Beobachtung von Palladinl) bestatigt,
welcher jedoch eine schwachere stimulierende Einwirkung fand.

Diese an sich interessante Einwirkung von Kaliumnitrat
veranlafite uns zu einer Nachprufung und einer Erweiterung der
Versuche mit zwei anderen Oxydationsmitteln, ndmlich Kalium-
chlorat und Wasserstoffsuperoxyd.

In 12 Kolben wurde Hefe in gewo6hnlicher Weise plas-
molysiert. In der Versuchsreihe wurde die Hefe mit 60 ccm
Wasser versetzt, in der Versuchsreihe B mit 60 ccm 5°/oiger
Kaliumnitratlésung, in der Versuchsreihe C mit ebensoviel
5°/oiger Kaliumchloratlésung und in der Versuchsreihe D mit
60 ccm 1°/oigem Wasserstoffsuperoxyd.

Die Ergebnisse waren die folgenden:

Tabelle VIILI.
| > N
Stunden A B C D
Wasser 5°/« KNOS ~ 5°/0 KC10, I°/o HA
0 10 10 10 10
40 52 / 64 58 52
112 88 88 MMar8u\/

Es zeigt sich also auch bei unseren Versuchen eine, aller-
dings geringfiigige Erhéhung der Endotryptasewirkung durch
Kaliumnitrat und auch durch andere Oxydationsmittel.

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 44, S. 318, 1912.
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EinfluBR von Antiproteasen auf die Autoproteolyse.

Buchner!) hat bekanntlich vor einiger Zeit nachgewiesen,
daB der HefepreRsaft einen Stoff enthélt, welcher die eiweil3-
artigen Bestandteile des HefepreRsaftes gegen die Einwirkung
der proteolytischen Enzyme schitzt. Die Kenntnis dieser Stoffe
ist natdrlich fir die Beurteilung des Verlaufes der Proteolyse
in der Hefe von groflRer Bedeutung und besonders fir die Auf-
fassung, welche man sich hinsichtlich einer vermehrten pro-
teolytischen Tétigkeit durch den EinfluR einer Vorbehandlung
zu bilden hat. Wir haben deswegen den Antiproteasen einige
Versuche gewidmet, und besonders versucht dieselben direkt
aus der lebenden Hefe zu gewinnen.

100 g lebende Hefe wurden direkt mit 400 ccm kochendem
Wasser (bergossen, 15 Minuten lang extrahiert und hierauf

durch Filtration von der Flussigkeit getrennt, in welcher die
Gegenwart von Antiproteasen vermutet werden konnte.

In einer Serie von Autolyseversuchen wurde nun ein Teil
der Kolben mit 50 ccm dieses Extraktes an Stelle mit 50 ccm
destilliertem Wasser ver-
setzt. Der Hefeextraktent- ™
hielt selbst Stickstoff und ™
zwar hauptsachlich Amino-
stickstoff. Diese Quantitat
wurde im letzteren Teil der
Tabelle von allen erhal-
tenen Werten subtrahiert. ™
DienebenstehendenKurven %M2
zeigen (Fig. 4 und Tab. IX), M
daR der EinfluR des so

gewonnenen Extraktes
ziemlich gering, aber
immerhin merkbar ist.
Derartige Versuche sollen gelegentlich 'mit einem glinstigeren
Verhaltnisse von Antiprotease und proteolytischem Enzym wieder-
holt werden.

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 19, S. 191, 1909.
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In diesem Zusammenhang sei ein Versuch angegeben,
welcher zeigt, dal die Endotryptasewirkung der Hefe wéahrend
der Autolyse derselben zunimmit.

Frisch abgepreRteHefe (je 10g) werden mit 10ccm Glycerin
wahrend drei Stunden bei 18° plasmolysiert, in der Versuchs-
reihe A sofort, in der Versuchsreihe B nach dreitdgigem Stehen
mit 3 Tropfen Chloroform bei 18°. Die plasmolysierte Hefe
wird dann bei 37° der Selbstverdauung Uberlassen, worauf der
geloste Stickstoff teils nach Kjeldahl, teils nach S6rensen
bestimmt wurde. Worauf die gefundene Erh6hung der proteo-
lytischen Wirksamkeit beruht, ob auf einem vermehrten Enzym-
gehalt, ob auf der Bildung eines Aktivators oder der Zerstérung
einer hemmenden Substanz, ist noch schwer zu sagen.

Stunden
Sofort Nach 3-tagiger Autolyse
; 0 8 J:limba
14 29 /. — ¥
38 : 44 m
62 68 . \ 69
76
72 '\ —1

I
Einflul der Vorbehandlung au! die Wirkung der Endotryptase.

1. VergroBBerung der Geschwindigkeit der Auto-
proteolyse.

Wir kommen nun auf das eigentliche Thema dieser Unter-
suchung. Zunéchst hatten wir festzustellen, in welcher Weise
durch eine Vorbehandlung, welche durchaus derjenigen ent-
sprach, welche friher zur Veranderung des Invertasegehalts ange-
wandt wurde, 1) auf die tryptische Verdauung der Hefe einwirkt.

Die Versuchsanordnung zur Feststellung der Geschwiudig»
keit der Verdauung entsprach ganz der in den vorhergehenden

) Vgl. Euler u. Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 76, S. 388,1912.
Euler und Meyer, ebenda, Bd. 79, S.274, 1912.
Euler und Johansson, ebenda, Bd. 84, S. 97, 1913.



Tabelle IX.

°/# Stickstoff (nach Soérensen)

uil)Du|Bn
Ohne Zusatz Allsiait ffAdder Hill tiv/ CCITI
von Hefeextrakt  antiproteasehaltigem Hefeextrakte

6] 8 8
14

38 . 44 41
62 58 . 54

v ‘' HO 72 e'r

Versuchen befolgten. Der Stickstoff wurde sowohl nach der
Methode von Kjeldahl als nach derjenigen von Sorensen,
bestimmt,

Die Vorbehandlung geschah in folgender Weise:

91 Lindners Nahrlésung wurden auf 6 Stick 2-1-Kolben
verteilt und jeder mit 15 g Hefe geimpft, nachdem eine genaue
Sterilisierung der Losung vorgenommen worden war. Die Nahr-
I6sung nach Lindner enthielt folgende Stoffe im Liter:

MgS04 0,25 ¢ Asparagin 4,009
H,KP04 5009 Rohrzucker 20,009

Nach einer Vorbehandlung von 48 Stunden wurde die
Hefe abfiltriert, gewaschen und auf Ton getrocknet. Dann

Tabelle X.
®l« Stickstoff
a — \v i)

Stiinden Ursprungliche Hefe. Vorbehandelte Hefe.
Trockensubstanz 31,2 */0 Trockensubstanz 26,2 0o
°/o0 N pr. > 6,3®0 °/o N pr. * 7,30l0

K S Vo, K ;I\,VI S

0 12 - 1 6 vi .15 12

16 26 ' 26 36
40 51 46 N\ 57
64 58 53 70 67

88 64
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Tabelle XI.

Urspriingliche Hefe

Vorbehandelte Hefe

S Trockensubstanz 31,5°/0 #’?oglt(lé?g&gst%ﬂz 22%05 °lo
#lo N pr. » 6,08/» @ N pr. » 7,3%»
0 8 10
29 ;bw; / s
39 62
63 58
87 66(?) 88

70 M 60 80 fOO
OhunhO

Wie aus den obigen
Tabellen ohne weiteres
ersichtlichist, wurde die

Endotryptasewirkung
durch die Vorbehand-
lung erhéht. Aus den
Konstanten, welche der
eine von uns aus diesen

Zahlen berechnen
konnte, ergibt sich fur

die Verdauungsge-
schwindigkeit der un-
vorbehandelten und vor-
behandelten Hefe ein
Unterschied von 36°/0.

Auf die gute Obereinstimmung zwischen den nach den
beiden analytischen Methoden gewonnenen Kurven sei be-

sonders hingewiesen.

2. Einflu3 der Temperatur auf die Vorbehandlung.

Oie Invertasebildung ist, wie aus friheren Versuchen
hervorgeht, recht bedeutend von der Temperatur abhangig,l)
etwa im selben Grade wie die Bildung des Protoplasmas.

Auffallenderweise hat sich die Vorbehandlung in bezug
auf die Endotryptase ziemlich unabhéngig von der Temperatur

*) Euler und Cramér, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 272, 1914.
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gezeigt. Es wurden drei Kolben, die im Ubrigen ganz wie in
vorhergehenden Versuchen bereitet und behandelt wurden, in
einem Thermostaten bei 26—30° gehalten, wahrend sich drei
Parallelversuche an der freien Luft bei einer mittleren Tempe-
ratur von 6—7° befanden.

Wie sich aus der Tabelle XII ergibt, steigt der Endo*

tryptasegehalt deutlich im Verlauf der Vorbehandlung, ohne
daR die Temperatur einen EinfluR darauf ausibt.

Tabelle XII.

= SStickstoff nach Sorensen v

\ l&- vb.>-. V- c

Stunden Trockensubst. 31.5°% Belf:a.6 vorbehandelt Bei.28° vorbehandelt
R ) in 48 Stunden in 48 Stunden
/o N in do. 6,040 Trockensubst. 26,50 Trockensubst. 25,5#/0
Ohne Vorbehandlung °/o N in do. 7,0°/0 °/o N in do. 7,3°/»

0 8 13 y- 10 -yyY;
39 62 -
87 .66 85 .88

3. Uber die gleichzeitige Anderung der Verdauung
und Garung durch die VVorbehandlung.

Die Hefe wurde in der gewdéhnlichen Weise teils 47 und
teils 95 Stunden vorbehandelt. Die Verdauungsgeschwindigkeit
und die Garungsgeschwindigkeit der Hefe wurde sowohl vor
als nach diesen Vorbehandlungen untersucht. Die Tabellen XIII

und XIV und Fig. 6 und 7 ergeben die Resultate dieser Ver-
suche.

Tabelle XIlII.
°/o Stickstoff nach Sorensen .
In 47 Stunden In 95 Stunden
Ohne Vorbehandlun
Stunden 9 vorbehandelt vorbehandelt
°/lo N pr. Trockensubstanz
6,1 °/o 6,7<»/0 , 6,94/
0 1 1 ..SSMBMMB
15 35
40 59 1

88 67 84 87
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Die Bestimmung der
Garkraft geschah vo-
lumetrisch und zwar in
folgender Weise: In
kleine Erlenmeyer-
Kolbenwurden 0,59 ge-
preldte Hefe und 20 ccm
10°/ftige Rohrzucker-
I6sung eingefluhrt, wo-
rauf die Kolben mit den
Gasburetten verbunden

20 M 60 O m wurden. Jede folgende

Stunden Versuchsreihe stelltdas
Mittel aus 2 Parallelversuchen dar. Die abgelesenen Volumina

der Kohlensaure sind auf 18°, 760 mm Druck und 30»/0 Trocken-

gewicht reduziert und in folgender Tabelle zusammengestellt
worden. In diese Tabelle ist auch eine Versuchsreihe aufge-

nommen, bei welcher die Vorbehandlung in einer phosphat-
freien Nahrlosung erfolgt ist. Wir kommen auf diesen Ver-

such im nachsten Abschnitt zurlick.

%07.
ay*ksZ
WO 700 300
Minuten

Vergleicht man die Veranderung der beiden Enzym-
wirkungen unter der gleichen Vorbehandlung, so zeigt sich,

dalR das Ansteigen der tryptischen Wirkung von einem starken
Abfall der Garkraft begleitet ist. Die Vorbehandlung hatte
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Tabelle XIV.
Kubikzentimeter CO, bei 189 G 760 mm Druck. 30»/« Trockengewicht.
Minuten Ohne In 47 Stunden vorbehandelt | o5 siunden
Vorbehandlung  mit KHaP04 ohne KH, P04 vorbehandelt
0 0 0 0 o]
40 32,2 250 21,9 18,1
80 v 62,7 V-. 46,7 443 . 31,8
120 91,6 70,1 64,4 45,5
160 120,0 88,5 84,0 59,2
200 1459 106,3 101,5 327
240 1719 124,5 1189 88,4
280 196,7 142,6 131,1 101,6

also hier auf die Zymase den gleichen Einflul wie bei den
Versuchen von Euler und Johansson,l) welche die gleich-
zeitige Veranderung der Zymase- und Invertasewirkung ver-
glichen hatten. \Y

4. Einflul3 der Phosphate unter der VVorbehandlung.

In der Reihe C der vorhergehenden Tabelle wurde ein
Versuch angegeben, bei welchem die Vorbehandlung in Ab-
wesenheit von Phosphat erfolgt ist. Der Unterschied gegen«?
uber der Vorbehandlung mit Phosphat war offenbar nur ein
geringer. Wir haben dann einige weitere Versuche angestellt,
in Rucksicht auf einige Angaben von L. Iwanoff,*) welcher
den Eiweillzerfall von PreBBhefe, welche teils in Gegenwart,
teils in Abwesenheit von Phosphaten gegoren hatte, verglich.
Dieser Forscher gibt folgende Zahlen an:

Eiweilzerfall der Prel3hefe

Nicht gegorene Hefe . ....cooiiveenen . . . SA@H#
Gegorene Hefe ohne KH,P04 . . . . ; > 28°/®
» - »  mit LT PTTT T 68®/«

Wir behandelten frische Hefe 48 Stunden lang teils in
einer Lindnerschen Nahrlosung, welche Phosphat, und in
einer solchen, welche kein Phosphat enthielt. Die Ergebnisse

gehen aus felgender Tabelle hervor:

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 97, 1913.
*) Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 464, 1904.



422 Hans Euler und K. G. Dernby,

Tabelle XV.
Stunden lo Stickstoff -~
Vorbehandelt mit KH2P04 ohne KH,P04
° 11 10
80 o2

Wie ersichtlich, ist der Verlauf der tryptischen Verdauung
in beiden Fallen sehr angendhert der gleiche und wir haben
alse keinen EinfluR der Phosphate, wie ihn Iwanoff
beobachtet hat, konstatieren konnen,

5. EinfluB des Fluornatriums auf die Endotryptase,

Auf einige Enzyme dbt Fluornatrium bekanntlich eine
aufllerordentlich starke Giftwirkung aus. Anderseits ist be-
kanntlich durch die sehr interessanten Versuche von Effront
gezeigt worden, daR die lebende Hefe sich an relativ groRe
Mengen dieses Salzes gewohnen lalit und nach erfolgter An-
passung durch das Fluornatrium zu gesteigerter Garwirkung
veranlaldt wird. Effront hat gezeigt, dal} dabei Fluor von den
Hefezellen aufgenommen wird, und dal} Kalksalze hierbei zwei-
fellos mitwirken.

Nach diesen Ergebnissen war es nicht unwahrscheinlich,
dal? auch die proteolytischen Enzyme der Hefe schon durch
geringe Menge Fluornatrium beeinflult werden. Wie hier
gleich erwahnt sei, konnte hier nur ein geringer Effekt kon-
statiert werden; bei der Vorbehandlung ubt die Gegenwart
von Fluornatrium jedenfalls keinen hemmenden Einflu} auf die
proteolytischen Enzyme aus. '

Stunden
0 15 15
39 43 45

63 47 49
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Die im zweiten Teil der vorliegenden Mitteilung be-
schriebene Beschleunigung der enzymatischen Proteolyse haben
wir bei der Darstellung unserer Ergebnisse als eine Enzym-
bildung aufgefalit. Wir wollen indessen nicht unterlassen,
darauf hinzuweisen, dal dies nicht die einzig mogliche Deu-
tung unserer Resultate ist. Vielmehr ware es auch noch denk-
bar, dalR unter dem Einflu? der Vorbehandlung Eiweil3korper
entstehen, welche leichter als die &lteren, bereits in der Hefe
vorhandenen, gespalten werden und dadurch die grolRere Ge-
schwindigkeit der Bildung freier Aminogruppen und l6slichen
Stickstoffs Uberhaupt veranlassen. Dartiber missen weitere
Versuche entscheiden.

Schliel3lich wollen wir auch hier Frl; stud. phil. E. Vougt
fur die Ausfiihrung der Garungsversuche unseren Dank aus-
sprechen.

Nachtrag: Aminostoffwechsel wéahrend der
Vorbehandlung mit NaF.

Diese Versuche beziehen sich auf die Autoproteolyse
der Hefe, d. h. auf den normalen Stoffwechsel, imd es kam uns
darauf an, festzustellen, ob und wie viel Aminosduren bei der
Vorbehandlung mitNH4-haltiger Nahrlosung aus der Hefe austritt.

In 1-Liter-Kolben wurden genau 500 ccm Nahrldsung!)
teils mit, teils ohne 0,005°/0 NaF abgemessen. Injeden wurden
nach Sterilisation genau 5 g lebende Hefe eingewogen, deren
Trockensubstanz und Stickstoffgehalt bestimmt wurde. Nach
gewissen Zeiten wurde der Kolbeninhalt filtriert, die Hefe auf
Ton getrocknet und wieder in bezug auf Trockensubstanz und
Stickstoffgehalt untersucht.

200 ccm des Filtrates wurden in einen MeRkolben von
300 ccm Ubergefuhrt. Es wurden nun 10 g festes BaCls, 1 ccm
Phenolphtalein und Baryt bis zur deutlichen Rotfarbung zuge-
setzt, wobei Baryumphosphat und Baryumsulfat ausfielen. Hie-
rauf wurde mit destilliertem Wasser auf 300 ccm verdinnt;
die LoOsung blieb einige Stunden stehen, und in 75 ccm (entr

) In 1 Liter Lo6sung: 0,25¢g &g lyCPO*, 2 g (NH4),S0,
und 20 g Rohrzucker.
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sprechend 50 ccm Losung) wurde der gesamte Stickstoflgehalt

‘.. __1 Ci <. 450

destination bestimmt. Im Ruckstand wurde der Aminostickstoff

nach Sorensen gemessen. Die Tabelle gibt Uber das Resultat
Aufschlu.

Vorbe- In 1 g Hefe mg N per 100 ccm Ldsung
handlungs- Trocken- NH, Amino-N Y
Zeit . s NHS, dcst. )
gewicht °/0 N, .+ Amino-N nach satz
. mit MgO .. ..
in Stunden der Hefe n. Sorensen Sodrensen
31,73 6,90 41,2 43,8
115 26,78 8,15 36,8 38,2 >1 ' Ohne
22 31,33 8,25 32,1 33,9 1—2 ; NaF
60 30,70 8,42 32,1 32,8 1-2
o] 31,73 6,90 41,2 43,8 0
5 26,07 7,70 38,3 40,4 Mit
22 32,70 8,37 36,4 39,3 oo 1-2 NaF
60 35,70 9,17 36,1 39,3 1—2

Diese Versuche deuten darauf hin, dal} in Gegenwart
von NaF aus der garenden, NH4-haltigen N&ahrlésung
weniger Stickstoff von der Hefe aufgenommen wird
als in NaF-freier Losung. Gleichzeitig mit der Garung wird
also die N-Assimilation verzogert.

Die Versuche werden fortgesetzt mit NH4-armeren Nahr-
*l@sungen.



