Die Synthese stickstoffhaltiger Stoffe im Macerationshefensatft.
Von

S. Kostytschew und W. Brilliant.

(Aus dem ptlanzenphysiologUcheu Laboratorium der Hoéheren Frauenkurse
in St. Petersburg.)

(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1914.1

Der Macerationshefensaft nach v. Lebedevv enthélt be-
kanntlich nur minimale Mengen von I0slichen Zuckerarten,
aber betrachtliche Quantitat von Eiweilstoffen. Auch die so-
genannte «Endotryptase» ist im Macerationssafte vorhanden,
wodurch eine Untersuchung der Umwandlung von Hefeeiweil3
bei Abwesenheit von Zymasegarung ermdoglicht wird. Bisher
war ein Studium der Proteolyse in Hefe bei Ausschluf3 von
Zymasewirkung nicht moglich gewesen; es ist indes bekannt,
dal zwischen Zymase und Endotryptase ein scharfer Ant-
agonismus besteht; diese Tatsache wurde bereits von E. und
H. Buchner und M. Hahnl) hervorgehoben und durch nach-
folgende Untersuchungen verschiedener Forscher ausfuhrlich
erlautert.2)

Vom theoretischen Standpunkte aus ist die physiologische
Bedeutung der Eiweispaltung durch Hefefermente Uberhaupt
nicht recht begreiflich; dieser Vorgang hat jedenfalls mit dem
langst bekannten EiweilRabbau in keimenden Samenpflanzen
gar nichts zu tun. Es ist jetzt bekannt, dal} die Eiweil3spaltung
in keimenden Samen sich zum weitaus groften Teil auf die
Keserveeiweille bezieht;3) hierbei werden ja die schwer diffun-

*) E. und H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegérung, S. 140
und 318 (1903).

*) N. lwanoff, Zeitschrift f. Garungsphysiologie, Bd.l,S.230(1912).
— 0. Griggriew und T. Gromow, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 307
(1904) u. a.

3) Vgl. besonders W. Zaleski, Bot. Berichte. Bd. 29. S. .146 (1911).
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dierenden ReservestolTe in krystallinische Verbindungen ver-
wandelt; dies ist aber notwendig fur den Transport der zu
den vitalen Bedurfnissen des Embryos notwendigen stickstoff-
haltigen Stoffe. Ganz anders verhélt sich die Sache bei der
Hefe. Die Eiweilistoffe der Hefe bilden den formativen Be-
standteil des Zellplasmas, dessen Zertrimmerung in jeder Hin-
sicht nur schédlich sein kénnte;l) auch von einem Transport der
Eiweil3stoffe kann in diesem Falle offenbar nicht die Rede sein.

Es ergab sich auch in der Tat, dal3 bei intensiver Zucker-
vergarung gar keine Eiweilspaltung in lebenden Hefezellen
stattfindet;2) hierdurch wurde die Ansicht Detmers,3) der
die Notwendigkeit von EiweiRabbau fir das Stattfinden der
alkoholischen Garung voraussetzte, endgultig widerlegt. In le-
benden Hefezellen findet also die Proteolyse nur bei der so-
genannten Selbstgarung statt. In verschiedenen Praparaten
von Dauerhefe, im Prefisaft und im Macerationssaft wird da-
gegen eine intensive Eiweil3spaltung bei verschiedenen Ver-
haltnissen bemerkbar. F. Kutscherd) hatte die scharfsinnige
Annahme gemacht, daR in lebenden Hefezellen das «eiweiR-
spaltende* Ferment im entgegengesetzten Sinne wirkt und also
die fir das Wachstum von Hefe notwendige Eiweildsynthese
herbeifiihrt. Es ist gegenwartig in der Tat bekannt, dal} ver-
schiedene Fermente je nach den &uBeren Verhéltnissen ent-
weder hydrolytische Spaltungen oder im Gegenteil Synthesen
bewirken.

Es kdnnte Uberraschend erscheinen, dal} der Macerations-
saft eine starke proteolytische Wirkung hat, da, den Resultaten
von Hahn und Geret>) nach, keine Diffusion von Endotryptase
durch Pergamentpapier stattfindet; die Plasmahaut' der Hefe-
zellen sollte also keinen Austritt der Endotryptase gestatten.
Es muB jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, daR die
«trockene Hefe* nach v. Lebedew, die immer Wachstums®

) W. Pfeffer, Pflanzenphysiologie, 2. Auf!., Bd. 1, $ 533 (1897).

*) L. lwanoff, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 4M (1904).

3) Detmer, Lehrbuch der Pflanzenphysiologie, S. 153 (1883i. —
BotaVi. Berichte, Bd. 10, S. 201 und 442 (1892).

4) F. Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 78 (1901).

y) Hahn und Geret. «Zymasegarung». S. 326 (1903).
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fahig und also ohne Zweifel nicht abgetotet ist,l) sich von
der normalen Hefe durch die Eigenschaften der Plasmahaut
scharf unterscheidet. Wird z. B. gewohnliche Prel3hefe mit
Wasser versetzt, so diffundiert selbst nach langerer Zeit keine
nennenswerte Menge von Eiweill aus den Zellen hinaus. Bei
derselben Behandlung von «trockener Hefe nach v. Lebedew»
findet man bereits nach wenigen Stunden eine betrachtliche
Quantitat von Hefeeiweily in Wasser gelost.

In der vorliegenden Mitteilung geben wir die Resultate
einiger Versuche wieder, die als eine Orientierungsuntersuchung
anzusehen sind. Esergab sich, dal die Menge der im Macerations-
saft enthaltenen EiweiRstoffe, besonders aber die proteolytische
Wirksamkeit des Saftes je nach dem verwendeten Praparat von
« Trockenhefe» bedeutenden Schwankungen unterliegen. Trotzdem
haben wir einige allgemeine Regelmé&Rigkeiten wahrgenommen, die
bei allen von uns untersuchten Praparaten zum Vorschein kamen.

Vor allem ist die Tatsache beachtenswert, dal} bei der
Autolyse von Macerationssaft eine geringe, aber ganz kon-

stante Eiweilmenge auch in proteolytisch wirksamsten Sé&ften
und zwar Dbei langer Versuchsdauer unter ginstigen Verhélt-
nissen nicht angegriffen wird. Um die Eiweil3spaltung zu be-
fordern, haben wir, auf Grund der Angaben von Hahn und
Geret2) die Hefenséfte mit einer berechneten Menge von Essig-
saure versetzt und samtliche Versuche im Brutschrank bei 34°
ausgefihrt. Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjel-
dahl, die Bestimmungen von «Eiweilistickstoff» nach Stutzer
ausgefuihrt. Bei der Berechnung von Prozenten wurde in allen
Versuchen die urspringliche Menge von EiweilR-N im frischen
Saft gleich 100 angenommen. Als Antiseptikum verwendeten
wir Toluol.

Versuch 1.

6 Portionen von Macerationssaft zu je 8 ccm. Eine jede
Portion wurde mit 2 ccm 1,65°/oiger Essigsdure und 0,5 ccm

9 S. Kostytschew und W. Brilliant, Diese Zeitschrift, Bd. 85,
S. 509 (1913).
*) Hahn und Gcret.« Zymasegarung». S. 318 (1903).
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Toluol versetzt.l) Zwei Kontrollportionen | und Il wurden so-
fort fur die Bestimmung von EiweiRstickstoff verwendet: die
dbrigen Portionen wurden fiir 6 oder 12 Stunden bei 34° stehen
gelassen, dann ebenfalls fir die Analyse verwendet.

Portion _ Zeit Ei_weifS-N Abgespallener Eiweil-N
in Stunden in mg in mg in #»
I 0 115,1 —
I 0 1138 — —
1] 6 104.1 } 105
v 6 103,6 0.2
v 12 61.0 N S
I 527 461
VI 12 62,4
Versuch 2.

Wiederherstellung des vorstehenden mit demselben Pra-
parat von Dauerhefe, die Versuchsportionen wurden aber langere
Zeit bei 34° aufbewahrt.

Portion - Zeit EiweiB-N Abgespaltener Eiwei-N
in Stunden in mg . in mg in “e
| 0 1145 _ A
1 0 115,2 B
H 24 23,1
v J 915 79.7
24 23,4
v 48 9.7 .
1 1044 90,9
Vi 48 112 |
Versuch 3.

Ein anderes Praparat von «Trockenhefe*. Die Bestim-
mung von Gesamtstickstoff in 8 ccm Saft ergab folgende Re-
sultate: | 1429 mg; Il 141,7 mg. 8 Portionen zu je 8 ccm
Saft, 2 ccm Essigsdure und Toluol (wie oben). Nach 2 Tagen
wurdenJ>ortionen VIl und VIII wiederum mit Toluol versetzt.

*) Nach den Angaben von Hahn und Geret ist dies die optimale
Menge. Ubrigens ist der Zusatz von S&ure nur von geringer Bedeutung

und wir haben uns also nicht mit der Aufgabe befalt, die fiir unseren
Fall optimalen Sduremengen ausfindig zu machen.

26*
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Portion _ Zeit Ei_W6iB-N Abgespaltener Eiweil-N
in Stunden in mg in mg in >
| 0 99,2 —
Il 0 100,3 — —
1] 24 57,9
a8 40,9
vV 24 59,9
% 48 13,3 :
] ol 874
VI 48 12,4
VI 72 10,6
J 891 89,4
VI 72 10,6
Versuch 4.

Ein anderes Praparat von «Trockenhefe». 6 Portionen

zu je 8 ccm Macerationssaft, 2 ccm Essigsaure und 0,5 ccm
Toluol.

Portion _ Zeit E?WeiB-N Abgespaltener EiweilR-N
in Stunden in mg in mg in °lo
| 0 60,3 _
Il 0 60,8 _
1] 24 17,9
}oo427 706
\Y 24 17,8
\Y 48 11.9 i
] 484 80,0
Vi 48 12,3 ’
Versuch 5.

Ein anderes Praparat von «Trockenhefe». 4 Portionen
zu je 8 ccm Saft, 2 ccm Essigsaure und 0,5 ccm Toluol.

Portion Zeit in Stunden EiweiR-N in mg
I 24 23,0
Il 24 24,1
" 43 10,7

v 48 10,4
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Versuch 6.

Ein anderes Praparat von Trockenhefe. 6 Portionen zu .
je 8 ccm Saft, 2 ccm Essigsaure und 0,5 ccm Toluol. *)

Portion _ Zeit Eiweil-N Abgespaltener Eiweil3-N
in Stunden in mg in mg in mg
| 0 65.2 S
I 0 65,6 _ )
Il 144 9,4 .
J 564 86,2
v 144 8.7 '
\Y 216 10,1
v 216 10,1 553 84.6

Es ergab sich also, daB in allen Saftpraparaten eine und
dieselbe Menge von Eiweilstickstoff (etwa 10 mg) selbst nach
O-tdgiger Autolyse hinterbleibt, wahrend die Gesamtmenge
von hydrolysierbarem Eiweild bereits nach 2 Tagen zerlegt
wird. Man konnte voraussetzen, dal die konstante Menge von
nicht abgespaltenem Eiweilistickstoff im Ferment selbst ent-
halten ist. Es muf} jedoch darauf aufmerksam gemacht werden,
daR die Endotryptase der Hefe, den Angaben von Hahn und
Geret® nach kein Eiweil3stoff ist: nach peinlicher Reinigung
haben die genannten Forscher ein sehr wirksames Endotryp-
tasepraparat erhalten, welches weder mit Gerbsaure noch mit
Phosphorwolframséure eine Fallung gab. Die Millonsche Probe
und die Biuretreaktion fielen negativ aus. Leider haben
Hahn und Geret nicht untersucht, ob dieses Praparat uber-
haupt stickstoffhaltig war. In unseren Versuchen war die
Biuretreaktion selbst nach dauernder Autolyse der Séfte nicht
verschwunden; obschon der EiweilRabbau, wie aus obigen
Zahlen ersichtlich, sehr weit ging. Nach Ablauf von 2 Tagen
war der Eiweigehalt der Loésung so gering, dall nach dem
Erhitzen gar keine Koagulation eintrat.

*) Das Toluol wurde von Zeit zu Zeit wieder zugegeben, wie es
auch bei nachfolgenden lange dauernden Versuchen der Fall war. Wir

betonen ausdrticklich, daR sadmtliche Versuche bei vollkommen sterilen
Verhaltnissen ausgefuihrt worden waren.
*) Hahn und Geret, «Zymasegarung», S. 325 (1903).
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Sind die hydrolysierbaren Eiweil3stole im Macerations-
saft zerlegt, so konnen synthetische Vorgange eintreten. Um
dies zu beweisen, haben wir den meist sauren Saft neutral
oder schwach alkalisch gemacht und mit einer betrachtlichen
Menge von Zucker versetzt, um die hydrolysierende Wirkung
der Endotryptase herabzusetzen.l) Es ergab sich in der Tat,
dafll in dem auf diese Weise behandelten Safte beim weiteren
Aufbewahren bei 34-0 eine bedeutende Vermehrung des mit
Kupferhydroxyd fallbaren Stickstoffs stattfindet. In den Ver-
suchstabellen wird der nach dem Stutzerschen Verfahren
bestimmte Stickstoff immer der Kirze wegen als «EiweiR-N*
bezeichnet, obschon dieser Ausdruck vielleicht nicht ganz
gerechtfertigt ist. Die Zunahme des «Eiweill-N» wird immer
in Prozenten des Gesamteiweildstickstoffs im frischen Saft
angegeben.

Versuch 7.

Zwei Saftportionen des Versuchs 6, die gleichzeitig mit
den Portionen V und VI 9 Tage im Brutschrank bei 34°
stehen geblieben sind, wurden nach Ablauf von weiteren 4
Tagen mit Natriumcarbonat anndhernd neutral gemacht, mit
je 4 g stickstoffreiem krystallinischen Traubenzucker?) versetzt,
wiederum 7 Tage bei 34° stehen gelassen, dann fir die
Analyse verwendet. Die EiweiR-N-Bestimmung ergab folgendes
Resultat

I. EiweiB-N = 19,5 mg )
I , , ) Zunahme 13,60

Obschon eine Entwickelung von Mikroorganismen bereits
durch hohe Zuckerkonzentration gehemmt werden sollte,
haben wir in diesem, wie auch in folgenden Versuchen téaglich
etwas Toluol in je eine Saftportion zugesetzt.

Y Hahn und Geret, «Zymasegarung», S. 316 (1903).

*) Die Kontrolle ergab folgende Resultate: |. Eiweil3-N in 8 ccm
Saft nach der Autolyse: ohne Zucker 9,7 mg; nach Zusatz von 4 g
Zucker 9,5 mg. Il. Eiweil-N in 8 ccm Saft nach der Autolyse: ohne
Zucker 8,3 mg; nach Zusatz von 4 g Zucker 8,2 mg.
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Versuch 8.

4 Saftportionen zu je 8 ccm von demselben Hefepraparat
wie im vorstehenden Versuche wurden mit je 2 ccm 1.65°/oiger
Essigsaure und Toluol versetzt und 6 Tage bei 34° stehen
gelassen. Dann wurden Portionen | und Il fir die Analyse
verwendet; die beiden anderen Portionen wurden mit Natron-
lauge neutral gemacht und nach Zugabe von je 4 g Trauben-
zucker noch 9 Tage bei 34° stehen gelassen. Die Kolben
wurden mit Garverschlul nach Meissl versetzt und téglich
gewogen ; sie haben nicht die geringste Menge von CO* wahrend
9 Tage abgeschieden. Die Eiweil3-N-Bestimmungen ergaben
folgendes Resultat:

I. Kontrolle: Eiwei-N = 8,4 mg

1. > » = 95 >t

I1l. Versuch: » = 17,0 * \

\YA » » = 17.0 * f Zunahme' 12,2¢/«
Versuch 9.

2 Saftportionen zu je 25 ccm Macerationssaft, 6,25 ccm
1,65 °/oiger Essigsaure und 2,5 ccm Toluol wurden 48 Stunden
bei 34° belassen. Dann wurde Portion | zur Analyse ver-
wendet; Portion |l wurde mit Ammoniumcarbonat alkalisch
gemacht, mit 12,5 g Zucker versetzt und noch 4 Tage bei
34° aufbewahrt. Die Eiwei-N-Bestimmung im frischen Safte
ergab folgendes Resultat: EiweiB-N in 10 ccm = 75,7 mg.

Portion . EiweilR-N = 23,1 mg.

» L » =34,6 > Zunahme 11,5 mg = 6°/0.

Versuch 10.

Ein anderes Praparat von «Trockenhefe». Zwei Portionen
zu je 30 ccm Macerationssaft unter denselben Verhaltnissen
wie im vorstehenden Versuche. Die Autolvse dauerte 3 Tage,
die Synthese dauerte 4 Tage. 5 ccm frischen Saftes enthielten
46,2 mg EiweiB-N. EiweiB-N in 30 ccm 277,2 mg.

I. Kontrolle (nach der Autolyse). 28,5 mg Eiweif3-N.

Il. \Versuch.......cocevvivveiiieiinnn, 42,8 > y
Zunahme von «Eiweil3-N* 14,3 mg oder 5,2°0.
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Versuch 11.
Wiederholung des vorstehenden.
I. Kontrolle . . . EiweiR-N = 29,9 mg.
II. Versuch _ . .. > = 419 >
Zunahme von EiweiB-N = 12,0 mg.

Bei einigen Praparaten von «trockener Hefe» werden die
synthetischen VVorgange durch Einengen des Saftes)im Vakuum
befordert. Die fermentativen Synthesen werden ja Uberhaupt
in konzentrierten Losungen herbeigefihrt, wahrend eine Ver-
diinnung der LOsung den hydrolytischen VVorgédngen glnstig ist.

Versuch 12.

G Saftportionen zu je 8 ccm wurden unter Zusatz der
tblichen Mengen von Essigsaure und Toluol bei 34° belassen;
die Portion | aber nicht bei gewdhnlichem Druck, sondern im
Vakuumexsikkator Uber Kaliumhydroxyd aufbewahrt. Nach
48 Stunden wurde sowohl diese als die bei Luftzutritt be-
lassene Portion Il flr die Analyse verwendet; die vier anderen
Portionen wurden mit Ammoniumcarbonat alkalisch gemacht,
mit je 4 g Traubenzucker versetzt und im Vakuumexsikkator
24 Stunden bei 34° aufbewahrt. Dann wurden Portionen IlI
und 1V analysiert, die Portionen V und VI aber nach 48 Stunden
bei gewohnlichem Druck im Brutschrank belassen, dann eben-
falls fir die Analyse verwendet. Eiweil3-N in 8 ccm frischen
Saftes 60,5 mg.

l. EiweiB-N = 43,6 mg.
11 > = 92 »
118 > = 176 » Zunahme 13,9°/0.
Iv. > = 16,6 » 12,2°/o.
V. > = 18,9 » 16,0°/«.
VI. > = 18,3 » 15,0°/0.
Versuch 13.

3 Saftportionen zu je 30 ccm von demselben Hefepraparat
wie im vorstehendenVersuche wurden mit je 7,5 ccm 1,65°/oiger
Essigsdure und Toluol versetzt und 48 Stunden bei 34° auf-
bewahrt. Dann wurde Portion | fir die Analyse verwendet,



Die Synthese stickstoffhaltiger Stoffe im Macerationshefensaft. 381

Portion Il wurde mit Ammoniumcarbonat schwach alkalisch ge-
macht, mit 15 g Traubenzucker versetzt und noch 3 Tage im
Brutschrank belassen. Portion Il wurde im Vakuumexsikkator
Uber KOH etwa auf die Halfte eingeengt, dann mit 6 g Trauben-
zucker versetzt, alkalisch gemacht und bei gewdhnlichem Druck
3 Tage bei 34° belassen.

I. Kontrolle............... Eiweil3-N = 20,9 mg.

II. Versuch nicht eingeengt. > =298 >
Zunahme 8,9 mg oder 3,9°0.

I1l. Versuch eingeengt . . . EiweiR-N = 42.8 mg.

Zunahme 21,9 mg oder 9,6°0."

Versuch 14,
Wiederholung des vorstehenden.
I. Kontrolle............... Eiweil3-N = 23,0 mg.
I. Versuch nicht eingeengte ) =418 *
Zunahme 18,8 mg oder 8,3°/.
[1l. Versuch eingeengt . . . Eiwei-N = 53,2 mg.

Zunahme 30,2 mg oder 13,3 °/o.

Die synthetischen Vorgange sind im allgemeinen nach
2 Tagen beendet, wie es aus folgenden Versuchen zu ersehen ist.

Versuch 15.

6 Saftportionen zu je 8 ccm. Nach 48stéandiger Autolyse
unter Ublichen Verhéltnissen wurden die beiden Kontrollportionen
| und Il fir die Analyse verwendet; die 4 Ubrigen Portionen
wurden mit je 4 g Traubenzucker und Ammoniumcarbonat ver-
setzt, und 3 oder 6 Tage bei 34° aufbewahrt.

Portion . zet He
in Tagen in mg Zunahme in °/o
[ 0 9,8* -
1 0 9,8 —
I 3 16,7 } 106
v 3 16,8 |
v 6 17,7 ) 123
VI 6 18,1 .



382 S. Kostytschew und W. Brilliant.

Versuch 16.

Ein anderes Prdparat von «trockener Hefe». 4 Portionen
zu je 8 ccm. Nach 24stundiger Autolyse wurde Portion | fur
die Analyse verwendet, die anderen Portionen mit je 4 g Trauben-
zucker und Ammoniumcarbonat versetzt und bei 34° aufbewahrt.
Nach Ablauf von 2 Tagen wurde téaglich eine Portion analysiert.

Portion Zeit in Tagen Eiweif3-N in mg
[ 0 13,4
I 2 22,0
" ' » 222
vV 4 23,1
Versuch 17.

Ein anderes Praparat von «trockener Hefe». 4 Portionen
zu je 8 ccm. Dauer der Autolyse 48 Stunden. Dann wurde
Portion | fur die Analyse verwendet, die Ubrigen Portionen
wurden mit Zucker versetzt, schwach alkalisch gemacht und
bei 34° aufbewahrt. Taglich wurde eine Portion analysiert
(die letzte nach 2 Tagen).

Portion Zeit Eiwelf-N
in Tagen in mg Zunahme in °/o
| 0 12,2
1 | 17,0 8
11 2 19,6 12,3
v 4 19,1 11,4

Wie bereits oben angedeutet, sind die synthetischen
Vorgédnge nur unter bestimmten Verhaltnissen mdoglich. Die

wichtigste Bedingung ist ein hinreichender Eiweil3zerfall. Fol-

gende Versuche zeigen, dalR keine Synthese erfolgt, wenn die
Menge von Eiweil3-N in Kontrollportionen 20 mg in je 8 ccm
ubersteigt.

Versuch 18.

4 Saftportionen zu je 8 ccm. Die Analyse dauerte 24
Stunden. Dann wurden 2 Portionen analysiert, die beiden
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anderen schwach alkalisch gemacht, mit je 4 g Zucker versetzt
und noch 6 Tage bei 34° stehen gelassen; dann ebenfalls fur
die Analyse verwendet.

|. Kontrolle . . . EiweiR-N = 30.5 mg

. » Co 285 »

Ill. Versuch . . . . 299 »

\'A » Co -
Versuch 19.

Wiederholung des vorstehenden. * 6 Saftportionen zu je
8 ccm. Die Autolyse dauerte 24 Stunden, das Aufbewahren mit
Zucker 4 oder 5 Tage.

I. Kontrolle . . . EiweiB-N = 24,0 mg
Il. » .- - * = 233>
I1l. Versuch (4 Tage) > = 250 *
V. » = 272 »
V. » (5 Tage) » = 247 »
VI. =251 ~

Es hat also wiederum keine nennenswerte Zunahme von
'EiweiR-N» stattgeltinden.

Versuch 20.

Wiederholung der beiden vorstehenden Versuche. 4 Saft-
portionen zu je 8 ccm. Die Autolyse dauerte 24 Stunden, das
Aufbewahren mit Zucker dauerte 8 Tage.

I. Kontrolle . - _ . Eiweil-N =38,2 mg.
1. » e ey = 382 *
I11. Versuch e K = 275 *
V. L, = 276 *

In diesem Versuche hat also gar eine weitere Eiweil3spal-
tung in Zuckerportionen stattgefunden, da der Eiweil3gehalt vor
der Zuckergabe ein sehr betrachtlicher war. Es muR allerdings
darauf aufmerksam gemacht werden, dal} ohne Ziickergabe die
Menge von «Eiweil3-N» bereits nach 24 Stunden auf etwa 10 mg
gesunken waére, wahrend in Gegenwart von Zucker bloR 11mg
Eiweilstickstoff in 8 Tagen abgespalten wurde.
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Versuch 21.

Zwei Saftportionen zu je 30 ccm von demselben Hefe-
praparat, wie im Versuch 10. Die Autolyse dauerte 2 Tage;
das Aufbewahren mit Zucker dauerte 3 Tage.

Kontrolle . EiweiR-N = 56,8 mg.
Versuch , » = 595 »

Im Versuch 10 war nach 3tagiger Autolyse der Eiweil3-N
auf 28,5 mg gesunken; infolgedessen sind auch die synthetischen
Vorgange ermoglicht worden.

Die Abhangigkeit der synthetischen VVorgdnge vom
EiweilRgehalt des Saftes spricht deutlich daftr, dal3 die
Synthese unter Mitwirkung des proteolytischen Fer-
mentes zustande kommt.

AulBerdem ist die Gegenwart groBer Zuckermengen fir die
Synthese notwendig. Dagegen scheint es nicht von Wichtigkeit
zu sein, ob der Saft nach Zuckerzusatz schwach sauer bleibt,
oder alkalisch gemacht wird. Es ist auch gleichgultig, ob die
Neutralisation mit NH3 oder mit NaHO vorgenommen wird.
In Gegenwart von Eiwei3 und betrachtlichen Mengen von Amino-
sauren ist es Uberhaupt nicht immer leicht zu beurteilen, ob
und inwieweit die tatsachliche H-)-Konzentration verandert
wird. Wie gesagt, scheint jedoch dieser Umstand keine wich-
tige Rolle zu spielen. Folgende Versuche sollen die Bedeutung
von Zucker erlautern.

Versuch 22.

6 Saftportionen zu je 8 ccm. Die Autolyse dauerte 2
Tage. Dann wurden zwei Kontrollportionen | und Il analysiert;
die vier Versuchsportionen wurden mit Ammoniumcarbonat
schwach alkalisch gemacht. Portionen 1l und IV wurden mit
je 2 g Traubenzucker versetzt; Portionen V und VI sind zucker-
frei geblieben.

I. Kontrolle Eiweil-N = 10,5 mg
' » = 119 »
Ill. Versuch mit Zucker . > = 165 »
v. > » = 17,8 »
V. Versuch ohne Zucker. > = 10,7 »
VI. » > = 114 >
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Die Menge von Eiweill-N ira frischen Saft war gleich
60,5 mg in 8 ccm. Mit Zuckergabe war also eine Zunahme
von «Eiweil3-N» gleich 9,6°/0 zu verzeichnen. Bei Abwesenheit
von Zucker hat aber gar keine Synthese stattgefunden.

Versuch 23.

9 Saftportionen zu je 8 ccm. Die Autolyse dauerte 48 Stunden.
Dann wurden die beiden Kontrollportionen analysiert; von den
Versuchsportionen wurden Il und IV mit je 0,1 g Ammonium-
carbonat allein, V und VI mit je 0,1 g Ammoniumcarbonat
und 0,25 g Zucker, VII und VIII mit je 0,1 g Ammonium-
carbonat und 2 g Zucker, IX mit 2 g Zucker allein versetzt.
Die mit Ammoniumcarbonat versetzten Portionen reagierten
schwach alkalisch, die Portion IX aber stark sauer auf Lackmus.

1

Portion Zusatz Ehwells-N
in mg [Zunahme in \V/
i
| Kontrolle......... 14,4
1 P T 13,4 _
i 0,1 g Ammoniumcarbonat...........c.c.cennne. 11.0 ri
v 0,1 » B . 12,3
\Y 0,1 » » -f* 6.25 g Zucker 13,7 1 -
Vi 0,1 » » -J- 0,25 » * 13,3
VI 0,1 » » -+ 2 g Zucker . 17,8 | /- m
Vi 0,1 » » -f- 2> » , 18,2 i
IX 2 » Zucker 19,5 - 9,2

Es ergab sich also, dall in Gegenwart von 2 g Zucker
die Synthese sowohl bei schwach alkalischer, als bei saurer
Reaktion erfolgt. Dagegen hat nicht nur bei vollkommener
Abwesenheit von Zucker, sondern auch bei geringer Zucker-
konzentration keine Synthese stattgefunden. Dieser Umstand
spricht vielleicht zugunsten der Annahme, daR die Wirkung
von Zucker eineindirekteist: durch hohe Zuckerkonzentration
wird ja die hydrolytische EiweiRspaltung durch Endotryptase
stark gehemmt. Es ist allerdings nicht ausgeschlossen, dafR zu
den synthetischen Vorgéngen eine geringe Zuckermenge ver-
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«

braucht wird. Wir haben in der Tat wahrgenommen, dal ein
geringer Verbrauch von Zucker durch den Saft erfolgt, ob-

schon hierbei keine Spur von CO2 entsteht, wie es aus dem
Versuch 8 ersichtlich ist.

Versuch 24.

2 Saftportionen zu je 30 ccm. Die Autolyse dauerte
48 Stunden; dann wurden beide Portionen durch Eindampfen
im Vakuum auf je 10 ccm gebracht, mit Ammoniumcarbonat
neutral gemacht und mit ganz gleichen, genau abgewogenen
Zuckermengen versetzt. In der Portion | wurde der Zucker
sofort bestimmt, in der Portion Il nach dem 2tdgigen Stehen
bei 34° in Gegenwart von Toluol. Die Zuckerbestimmungen
wurden nach der Methode von G. Bertrandl) ausgellhrt.
Hierbei erwies es sich als notwendig, die konzentrierten Zucker-
I6sungen bedeutend zu verdinnen. Infolgedessen ist die Ge-
nauigkeit der Bestimmung auf etwa + 25 mg Zucker zu schéatzen.

A. Kontrolle................... Traubenzucker = 3,390 g.
B. Versuch..........ccooevevivnnnn... » = 3,310 »

Zuckerverbrauch 80 mg.

Versuch 25.

Wiederholung des vorstehenden. Die Versuchsportion
wurde aber nach 4t4gigem Stehen bei 34° analysiert.

A. Kontrolle.................. Traubenzucker= 3,645 ¢.
B. Versuch ..., » = 3,307 »

Zuckerverbrauch 332 mg.

Diese vereinzelten Bestimmungen bedirfen noch einer
Nachprifung und wir wollen also einstweilen keine Schluf3-
folgerungen aus ihnen ziehen.

Auf Grund der vorstehend dargelegten Versuche halten
wir die Tatsache fur bewiesen, dal im Macerationshefensaft
bei bestimmten Verhéltnissen synthetische VVorgange stattfmden,
da keine bei der Hefenautolyse entstehenden krystallinischen

>) G. Bertrand, Bullet, de la soc. chimique, Bd. 35, S. 1285 (1906).
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stickstoffhaltigen Verbindungen mit Kupferhydroxyd nach
Stutzer féllbar sind. Obschon nur der' «Proteinstickstoff*
der laufenden Vorstellung nach bei der Behandlung nach
Stutzer mit Kupferhydroxyd eine Féllung gibt, halten wir es
dennoch fir kaum zul&ssig, von einer fermentativen «Eiweil3-
synthese* ungezwungen zu sprechen, bevor man die gebildeten
Stoffe isoliert und untersucht hat. Eine derartige SchluRfolgerung
ware auch in dem Falle Ubereilt, wenn bei synthetischen Vor-
gangen gleichzeitig eine Abnahme des Aminosdurenstickstoffes
nachgewiesen wirde, denn, abgesehen davon, daB ein weiterer
Abbau von Aminosdauren nicht ausgeschlossen ist, konnten
doch die Aminosduren fiir verschiedenartige Synthesen ver-
braucht werden; wir verweisen u. a. auf die mannigfaltigen
Produkte, die neuerdings von GaleottP) beschrieben worden
waren.

Wir verfigen in der Tat Uber Tatsachen, die zur
Warnung gegen Ubereilte SchluBRfolgerungen dienen konnen.
So haben wir wahrgenommen, daR eine nennenswerte Synthese
stickstoffhaltiger Stoffe nur nach dem Stutzerschen Ver-
fahren, aber nicht durch Fallung mit Bleiessig nachgewiesen
werden kann, wahrend beide Methoden sowohl fir frischen
Macerationssaft, als fir autolysierten Saft gleiche Werte
ergeben.

Versuch 26.

8 Saftportionen zu je 8 ccm. Die Autolyse dauerte 24
Stunden; dann wurden 4 Portionen analysiert; in'Portionen
L und Il wurde der Eiweill-N durch Fallung mit Kupfer-
hydroxyd, in Portionen Il und IV durch Fallung mit Blei-
essig bestimmt. Die Ubrigen 4 Portionen wurden mit je 7 g
Traubenzucker versetzt, 6 Tage bei 34° stehen gelassen, dann
ebenfalls analysiert. Portionen V und VI wurden mit Kupfer-
hydroxyd, Portionen VII und VIII mit Bleiessig gefallt.

* Galeotti, Biochemische Zeitschrift, Bd. 53, S. 474 (1913). -
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. . EiweiR-N Zunahme
Portion Fallungsmittel _ von Eiweil-N
' in mg in mg
I Kupferhydroxyd 142
Kontrolle N * 142
o Bleiessig 15,9
v . 17,8
v Kupferhydroxyd 20,9
Versuch V. ” 21,7 | 71
VI Bleiessig 11,7
Vil > 10,7 B

Die Filtrate von dem Bleiniederschlage der Portionen VII
und VIII wurden vereinigt, mit Schwefelwasserstoff entbleit,
quantitativ filtriert und nachgewaschen im Filtrate der Schwefel-
wasserstoff durch Erhitzen vertrieben und alsdann die Lésung
mit Kupferhydroxyd behandelt. Die N-Bestimmung im Kupfer-
niederschlage ergab: N = 14,7 mg; es ist also gerade die-
jenige Stickstoffmenge, welche die Zunahme des «Eiweil3stick-
stoffs* der Kupferportionen ausmacht. Durch diesen Versuch
wurde jedenfalls die Tatsache festgestellt, dal} im Filtrate von

dem Bleiniederschlag der nach Stutzer fallbare Stickstoff
enthalten war.

Versuch 27.

4 Saftportionen zu je 30 ccm. Dieser Versuch bildet eine
genaue Wiederholung vom Versuch 11, mit dem er auch gleich-
zeitig ausgefuhrt wurde. Den einzigen Unterschied bildete der
Umstand, daR der «Eiweill-N» nicht nach Stutzer, sondern
durch Fallung mit Bleiessig bestimmt wurde.

|. Kontrolle a. . . Eiweil-N = 29,0 mg
Il » b. ... » = 28,9 »
. Versuch a. .. . » =323 *
V. » b ... » = 323>

In diesem Versuche wurde zwar auch nach der Blei-
essigmethode eine Vermehrung des «Eiweildstickstoffs* wahr-
genommen; sie war aber bedeutend geringer, als die nach
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Stutzer ermittelte. Wir haben Uberhaupt auch in anderen
Versuchen Zunahmen des «Eiweistickstoffs» durcit Féllung
mit Bleiessig bestimmen konnen, bemerken aber ausdricklich,
daR die Resultate quantitativ nicht identisch sind mit
den nach der Stutzerschen Methode erhaltenen Zahlen, und
zwar ist diese Differenz nur nach erfolgten synthetischen
Vorgangen zu verzeichnen, da beide Methoden sowohl fiir
frischen, als fir autolysierten Saft vollkommen gleiche Re-
sultate liefern.

Es ist also ziemlich wahrscheinlich, dafl die bei den
synthetischen Vorgangen entstehenden Stoffe mit den Eiweil3-
substanzen des frischen Saftes nicht identisch sind. Dieses
Resultat ist jedoch nicht tberraschend und kann nicht gegen
die Anteilnahme der Endotryptase an den synthetischen Vor-
gangen sprechen. Obschon die Literatur, tber fermentative
Synthesen noch gar nicht reich ist, wissen wir jedoch, daf3
z. B. durch Maltase nicht Maltose, sondern die sogenannte
Isomaltosery synthetisiert wird. Nach G. Hill2) handelt es sich
hier sogar um mindestens zwei verschiedene Disaccharide.
Auch bei der Umkehrung der Lactasewirkung soll die durch
das Ferment nicht wieder hydrolysierbare Isolactose ent-
stehen.3) Auf Grund dieser Ergebnisse glaubt selbst Arm-
strong4) annehmen zu dirfen, dall Fermente gerade die-
jenigen Stoffe synthetisieren, die sie nicht wieder spalten
kdnnen.

In der Gruppe der proteolytischen Fermente wurden
schon langst die kondensierenden Wirkungen von Pepsin,
bezw. Labferment beschrieben. Die erhaltenen Kondensations-
produkte hat Sawjalows5) mit dem Namen Plasteine belegt.
Die chemische Natur dieser Stoffe ist noch sehr ltuckenhaft
untersucht worden. Nach den Angaben von Henriques und

) Emmerling. Chemische Berichte, Bd. 34, S. 600 (1901).

¥ C. Hill, Transact. Chem. Soc., Bd. 83, S. 578 (1903;>,

3) E. Fischer und Armstrong, Chem. Ber., Bd. 35, S. 3153 (1902).
4) Armstrong, Proceed, of the Royal Soc., Bd. 76, S. 592 (1905).

5 Sawjalow, Pflugers Archiv, Bd. 85, S. 171 (1910); diese
Zeitschrift, Bd. 54, S. 119 (1907).

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCI. 27
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Gjaldbaek > unterscheiden sich die Plasteine von den
eigentlichen EiweilRen vor allem durch sehr geringen Stick-
stoffgehalt. Da nicht krystallinische Verbindungen, sondern die
eiweiRahnlichen Produkte der Pepsinspaltung als Material flr
die Plasleinbildung dienen, so ist es noch sehr fraglich, ob
Plasteine in der Tat als einheitliche Stoffe anzusehen sind.
Entgegen der neueren Behauptung von Glagolew?) glauben
wir danach, daR die fermentative Synthese in diesem Falle
nicht endgultig nachgewiesen ist. Aus eben demselben Grunde
konnen wir die interessanten Ergebnisse von Robertson3)
nicht als ausschlaggebend betrachten. Der genannte Forscher
will die Bildung eines phosphorhaltigen Stoffes von der Natur
der Plasteine beobachtet haben.

Durch all diese Auseinandersetzungen wollen wir durch-
aus nicht die grofRe Wichtigkeit samtlicher soeben erwahnten
Untersuchungen Uber Plasteine in Abrede stellen; es ist jedoch
einleuchtend, dal} die weiteren Untersuchungen tber diese Stoffe
dadurch erschwert werden sollen, dal} die chemische Natur
des Ausgangsmaterials nicht bekannt ist. In dieser Hinsicht
scheinen die proteolytischen Fermente der Pflanzen bessere Be-
dingungen zu gewdhren, da der EiweiRabbau in Pflanzen meist ein
vollkommener ist und also direkt bis zur Bildung der krystal-
linischen Produkte von bekannter Zusammensetzung fortschreitet.
Da Albumosen und Peptone bei der Hefenautolyse nicht entstehen,
so ist es kaum zweifelhaft, daf8 in unseren VVersuchen die Amino-
sauren oder die Purinderivate als Material zu synthetischen Vor-
gangen dienten, Die Abwesenheit der Albumosen und Pep-
tone im autolysierten Macerationssaft wird dadurch dokumen-
tiert, daB die Stickstoffbestimmungen in Kupferhydroxydféallung
und in Bleiacetatféallung gleiche Werte ergaben.

Unsere weiteren Untersuchungen bezwecken die Aufklarung
der chemischen Natur der im Macerationshefensaft synthetisierten
Stoffe. Versuche dartber haben wir schon eingeleitet.

‘Y Henriques und Gjaldbaek, Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 485
(1911); Bd. 81, S. 439 (1912).

*) Glagolew. Biochem. Zeitschrift, Bd. 56, S. 125 (1913).

3) T. B. Robertson, Journal of Biol.Chemie, Bd.3, S. 95 (1907)
Bd. 5, S. 493; Bd. 8, S. 287; Bd. 9, S. 295; Bd. 12, S. 233.
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Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse.

1. Der Macerationshefensaft enthalt immer eine betrécht-
liche Menge von Eiweil3stolTen und die Endotrvptase,

2. Bei 34° findet eine starke Autolyse des Frel3saftes statt.
Die hydrolysierbaren Eiweil3stoffe sind nach etwa 2 Tagen immer
zerlegt, eine geringe, aber ganz konstante EiweilBmenge hinter-
bleibt jedoch selbst nach 9tégiger Antolyse.

3. Nach der Hydrolyse der Eiweistoffe kOnnen synthe-
tische \ orgdnge im Safte eintreten. Notwendige Bedingungen
fur die Synthese sind: 1. ein hinreichender EiweilRzerfall und
2. eine hohe Zuckerkonzentration. Die Reaktion des Saftes
scheint dagegen keine groRe Rolle zu spielen.

4. Nach erfolgten synthetischen VVorgangen findet eine Zu-
nahme des nach der Stutzerschen Methode mit Kupferhydro.xyd
fallbaren Stickstoffs statt. In gunstigen Féallen erreicht die Zu-
nahme des «Proteinstickstoffs» 16% der im frischer! Saft vor
der Autolyse enthaltenen Menge. Bedeutend geringere Werte
liefert die Fallung des «Proteinstickstoffs» mit Bleiessig. Die
gebildeten Stoffe sind also mit den genuinen Eiweilistoffen
des Hefensaftes nicht identisch.

27~



