Untersuchungall tiber die chemische Zueammemetzuni
und Bildung der Enzyme.

XIl. Mitteilung.

Von

Hans Euler und Erik LSwenhamm.

(Der Redaktion zngegangen am 21. Mai 1918.)

v
Einwirkung von antiseptischen Mitteln und Giften aut Hefe.

Die Tatsache, daR die Garungstatigkeit lebender Hefe-
zellen durch antiseptische Mittel wie Toluol und Chloroform
mehr oder weniger vollstdndig gehemmt wird, wéhrend die
Dauerpréaparate der Hefe sowie Hefesaft durch die gleichen
Substanzen viel weniger oder gar nicht beeinfluBt werden, ist
schon lange bekannt, hat aber langere Zeit keine weitere Be-
achtung gefunden. Ineiner 1910 in dieser Zeitschrifterschienenen
Mitteilung hat der eine von uns mit B. af Ugglasf) die Auf-
merksamkeitaufobigen Sachverhalt gelenkt, und daraus folgenden
SchluRR gezogen:

Die Zymase ist in der lebenden Hefe als chemischer
Komplex ganz oder teilweise an das Protoplasma*) gebunden;
wird die vitale Tatigkeit der Zelle dauernd oder zeitweilig auf-
gehoben, so wird auch die garungserregende Gruppe des Proto-
plasmas, also die an das Plasma gebundene Zymase, inakti-
viert; wirksam bleibt nur derjenige Teil des Garungseiizymes,

* H. Euler und B. af tigglas, Diese Zeitschr., Bd.70,%$.286,1910.

f) Unter Protoplasma soll hier nichts anderes verstanden werden
als diejenige Substanz, welche der Tréger der typischen Lebensfonk-
tionen ist.
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welcfter frei ist, oder bei der Entwasserung der Hefe im Vakuum
oder durch Alkohol freigemacht wird.l)

Der EinfluR der Antiseptika Toluol, Thymol und Chloro-
form auf «Zymase», Maltase und Invertase wurde dann von
Euler und Kullberg*) naher untersucht und im Zusammen-
hang mit friheren, teilweise eingehenden Versuchen von Emil
Fischerd) besprochen. Euler und Kuliberg kamen damals
zu folgender Auffassung:

Die Hefenenzyme sind urspringlich Bestandteile des
Plasmas und werden entweder schon in der lebenden Zelle
vom Plasma abgeschieden und dann am Plasma wieder re-
generiert; sie sittd dann relativ leicht extrahierbar und sind
in relativ grolRer Menge in den Zellen vorhanden. Oder aber
die Abtrennung erfolgt erst (teilweise), beim Entwassern der
Hefe oder durch mechanische Mittel, Gberhaupt unter Umstanden,
unter welchen das Plasma getotet wird. Gegen Antiseptika
sind die Hefenenzyme in dem Malie unempfindlich, als sie vom
lebenden Plasma befreit sind.

Was dann speziell den EinfluB des Toluols auf lebende
Hefe betrifft, so wurden die hierbei auftretenden Erscheinungen
hinsichtlich der Zymase und Phosphatese weiter untersucht.4)

Vergleichende Versuche Uber die Einwirkung von Chloro-
form und Toluol auf lebende Hefe haben neuerdings auch
Neuberg und seine Mitarbeiter angestellt.*)

SchlielRlich wurde vor kurzer Zeit noch der Befund, daR
unter Umstanden auch Trockenhefe bei ihrer Garwirkung auf

*) Die erwahnte Auffassung, dal3 die Hefe, insoweit sie durch Anti-
septika in ihrer'Garfahigkeit gehemmt wird, durch den Garungskomplex
ihres Protoplasmas und nicht durch die freie «Zymase» die Garung der
Kohlenhydrate bewirkt, vertritt, gestiitzt auf viele Versuche in einer sehr
interessanten Arbeit auch Rubner (Arch. f. Physiol., 12. Suppl.).

*) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr., Bd. 73, S.85, 1911.

*) Emil Fischer, Bericht der Deutschen ehern. Gesellsch., Bd. 28,
S. 1429,1895.

4) Euler und Johansson, Diese Zeitschr., Bd.80, S. 175, 1912.

5) Neuberg und Nord, Biochem. Zeitschr., Bd.67, S. 12, 1914,
Vgl. auch Neuberg und! Rosenthal, Biochem. Zeitschr., Bd. 51, S. 128,
1913, sowie Neuberg und N. Iwanoff, Biochem. Zeitschr., Bd: 67
S. 1, 1914,
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Hexosen durch Toluol, gehemmt wird, durch den einen von
uns einer Nachprifung unterzogen.l)* * 4

Wir fuhren die in den erwahnten Arbeiten beschriebenen
Tatsachen nicht mehr einzeln auf, sondern verweisen auf die
Monographie von Euler und Lindner*) und gehen gleich zu
unsern Befunden Uber. '

Nun hat bekanntlich Neuberg8) die fir die Garungs-
Chemie sehr interessante Entdeckung gemacht, dal? die Alkali*
salze der Brenztraubensdure sowohl durch Dauerhefe jnid durch
Hefesaft, also rein enzymatisch als auch durch lebende Hefe
in Gegenwart von antiseptischen Mitteln wie Chloroform und
Toluol kréaftig vergoren wird, und daR sich die Carbpxylase
auch in dieser Hinsicht scharf von der «Zymase» unterscheidet.
Auch freie Brenztraubensaure wird kraftig vergoren.l)

In Hinsicht auf unsere oben erwahnten Arbeiten war es
von Interesse, die Einwirkung von Toluol und Chloroform auf
die Vergdrung von Brenztraubensaure, &hnlich wie wir dies
bezuglich der Glukosegédrung getan haben, quantitativ zu unter-
suchen.

Versuchsmethode.

Wir haben die Garungsgeschwindigkeit volumetrisch ver-
folgt und verweisen bezuglich der Versuchsanordnung auf die
friheren Mitteilungen aus dem hiesigen Laboratorium. Es wurde
durch Zusatz eines geeigneten Puffers (NaH”POJ bei den meisten
Versuchen fir eine anndhernd konstante Aciditat gesorgt; wo
dies nicht der Fall war, findet man eine besondere Angabe.
Die von uns angewandte Hefe der St. Eriksbrauerei ist, wie
friher mehrfach erwahnt, eine untergarige Bierhefe.

* Euler, Zeitschr. f. Garangsphysiol., Bd 5, S.1, 1914.

*) Euler und Lindner, Die Chemie der Hefe und der alkoholischen
Gérung, Leipzig, Akad. Verlagsges. 1915.

*) Neuberg und Mitarbeiter. Siehe zahlreiche Arbeiten M Biochem
Zeitschr., 1911—1916.

4) Max Oppenheimer, Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 235, 1914.
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Tabelle 1.

0,4 g frische, abgeprelte Hefe + 0,7 g NaH,P04 -f 5 ccm 5#/oige
Na-Pyrovinatlésung + 20 ccm HOt,

Trocken-

) 38,8 ¢/¢ 40,6 o/ 35,0°/0 nicht bestimmt
gewicht
Minuten Ohne 0,5ccm 0,25ccm 1 ccm  Ohne 0,5 ccm Ohne 0,5 ccm
Toluol Toluol Toluol Toluol Toluol Toluol Toluol Toluol
15 1 2 3,5 1 M 15 1 2
30 2 S D oaal 1,6 2,5 2,5 1,5 3
45 2,5 8 45 2,5 3,0 3,5 25 4
eo 3 11 5 3,5 3,5 4 35 6
90 4 14 6 5 45 6 5 11
120 — — b 7 55 75 6 14
150 _ — 8 8 6 9 — L
180 9 8,5 6,2 11 — —
240 — — 11 11 65 15 — —
1200 — — 31 30 105 26 11,5 31
Tabelle 2.
Selbstgarang der Hefe.
0,4 g frische Hefe in 25 ccm Wasser.
I 1
Minuten . .
Mit 0,5 ccm Mit 0,5 ccm
Ohne Zusatz Toluol Ohne Zusatz Chloroform
16 2 2 Xfi 13
30 2,2 25 1,8 1,7
45 2,6 2,8 22 ;?
60 3 3,2 25 3.2
90 3,3 3,4 3,0 3,8
120 3,5 3,8 3,5 4,4

ISO 4,0 4,5 4,0
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Tabelle 3.

1 g frische Hefe (36>» =+ 0,7 g NaH,P04 -f $ ccm St#/oige
Na-Pyrovinatlosung -f* 20 ccm H*O.

Minuten Ohne Zusatz M'El.giﬁoclcm 'é:/lr']tl or ofc():frrr]lq
15 15 2,5 3,5
30 3 55 7,6
60 6 15,6 16
90 7 20,5 24
120 9 25*5 v 29
210 1 — 41
1200 24 46 44
Tabelle 4.
0,7 g NaHaP04 -f- 5 ccm 5#/oige Na-Pyrovinatlosung -j- 20 ccm Wasser.
Zeit 0,4 g frische Hefe (35,1» I g frische Hefe
in
. 1 ccm 0,5 ccm
Minuten Ohne Zusatz Chioroform Ohne Zusatz Chloroform
15 15 15 15 7,9
30 2,5 2,5 3 14,5
45 3,0 4 4 17
60 3,5 5 5 21
75 4 6 6 25,5
90 4,5 75 N - 30
120 55 9,5 8 36
150 6 11 9 40
180 6,2 13 10 - >3-
210 6,4 15,5 11 45,5
Tabelle 5.
Selbstgarnng der Hefe.
 Zeit 0,4 g frische Hefe (3341¢/e) ‘
In Minuten Ohne £Usatz 1 cgm Toluol 1 ccm Chloroform
15 1,6 2,0 19
30 2,0 2,4 .23
45 2,3 2,7 2i5
60 2,7 3,0 v 29
90 | 31 34 3,3
120 35 3,7 3,65
180 4,4 46 4,4

210 4,6 435’ 4,6.
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‘Wie aus den obigen Resultaten hervorgeht, bestatigt sich
zunachst vollstdndig der Befund von Neuberg und seinen Mit-
arbeitern, daB lebende Hefe in Gegenwart von Toluol oder
Chloroform das Alkalisalz der Brenztraubensdure mit erheb-
licher Geschwindigkeit zu vergéaren vermag und dafl sich somit
die «Carboxylase» auch scharf von der <Zymase» unterscheidet,
und in dieser Hinsicht der Invertase néaher steht.

Indessen ergibt sich aus einem Vergleich der Garung von
Natrium”yrovinat durch lebende Hefe in Gegenwart und in
Abwesenheit von antiseptischen Mitteln ein bemerkenswerter
Unterschied zwischen dem Verhalten von Invertase und
Carboxylase gegentber diesen Stoffen:

Waéhrend die Invertasewirkung der lebenden Hefe durch
Toluol und Chloroform so gut wie gar nicht beeinflut wird,
wie Versuche von Euler und Kullberg gezeigt haben, wird die
Vergarung des brenztraubensauren Salzes vermittelst lebender
Hefe durch Antiseptika sehr erheblich beschleunigt.

Diese Beschleunigung der Brenztraubensaurevergéarung
durch die genannten antiseptischen Mittel tritt indessen nur
bei der Verwendung frischer lebender Hefe ein.  Wird Trocken-
hefe bei Zimmertemperatur wahrend 24 Stunden getrocknet,
und dann zur Spaltung des Pyrovinates benutzt, so ist der
EinfluR der Antiseptika stets gering, unter Umstédnden negativ,
wie die folgenden Tabellen 6 und 7 zeigen, welche mit zwei
verschiedenen Dauerhefepraparaten angestellt sind.

Tabelle 6.
1 g Trockenhefe a.

l. I,
10 ccm Na-Pyrovinatldsung 0,7 gNaH1P04 -f-5cecm 5°/0ige

Minuten <+ 15 ccm H*0 Pyroyinatldsg. -j- 20ccm H,0
0,5 ccm
Ohne Zusatz 0,5CcmToluol Ohne Zusatz Chloroform

15 7 4,5 — —

.30 12 9 15 16
60 17,5 16 27 32
90 24 22 34 39

120 29 26 37 41

150 34 31 37,5 43

210 Ll 36 40 43,5

240 40 38 425 44
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Tabelle 7.

0,5 g Trockenhefe b.
0,7 g NaH,P04 + 5 ccm 5*/«ige Na-Pyrovinatlésung + 20 ccm H,Q.

Minuten Ohne Zusatz 0,5 ccm Toluol
15 4
30 10 .
45 14 10
60 18 *14, v ; -
90 24 0
120 29 24
150 31 27
240 32 32

Charakterisiert wird die von uns benutzte Trockenhefe
durch folgende Angaben:

Durch die Trocknung bei Zimmertemperatur auf einen
Wassergehalt von unter 10°/o0 wird das Garungsvermdogen gegen-
Uber Brenztraubensdure nur wenig (in der Regel zwischen 10
und 40°/0) vermindert, berechnet auf Trockensubstanz Hefe.

Kubikzentimeter COa pro Gramm wasserfreie Hefe in 1 Stunde
frische Hefe  getrocknete Hefe
48 40

Die Garkraft der frischen und wie oben getrockneten Hefe
geht aus folgender Tabelle hervor:

Tabelle 8.

. 0,4gfrische Hefe+0, 7 g NaHgPO« 1 o Trockenhefe Irische
Zelt  + 5 ccm 5°/oige Glykoseldsung +0,7gNaHtP04 ' Hefe
_in + 20 ccm HO + 5ccmb5°/oige

Minuten — peohachtet auflgTbré)rckenh. —|(—3 I%Ogilrgsulﬁl?o getr. Hefe
15 2,5 . 15,6 . 1j5 10,4
30 5 31,2 3,5 8,9
45 12 75 0,5 115
60 16 100 8,5 11,8
90 24 150 13;5 11,1

Hoppe*Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCVII. 21
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Durch die Trocknung ist also die Gaérkraft gegentber
Glukose ira Verhéltnis von rund 10: 1 vermindert worden.

Zu den Tabellen ist noch folgendes zu bemerken: Die
Vergérung von Pyrovinat in Abwesenheit von antiseptischen
Mitteln ist, auch wenn Phosphat als Puffer zugegen ist, recht
gering und Ubersteigt nur wenig die Selbstgarung der Hefe.
Erst durch antiseptische Mittel usw. wird eine energische Ver-
garung brenztraubensaurer Salze hervorgerufen. Dal} dieser
Effekt nicht durch eine Wirkung dieser Stoffe auf die Carboxylase
an sich veranlalt wird, geht daraus hervor, dal} die Spaltung
der Pyrovinate durch Trockenhefe durch Stoffe wie Toluol,
Chloroform u. a. nicht oder nur unwesentlich beschleunigt wird.1)

Diese Giftwirkung bei der Brenztraubensauregarung beruht
aber nicht darauf, daB die Hefezellen durch das Gift getottet
werden; gegen eine Erklarung dieser Tatsache durch Annahme
einer weitgehenden Anderung der Permeabilitat sprechen die
Verhéltnisse bei der Traubenzuckervergarung. Gerade in diesem
Zusammenhang mufl auf die Tatsache aufmerksam gemacht
werden, dal} (He Selbstgarung der lebenden Hefe durch Anti-
septika und manche anderen Stoffe beschleunigt wird. Wie
Versuche, welche an anderer Stelle vertffentlicht werden sollen,
ergeben haben, Ipommt dabei jedenfalls nicht ausschlieRlich
Glukose zur Vergarung; auffallenderweise ist bis jetzt unseres
Wissens tiberhauptdie Frage, aufwelchem Wege das Glykogen bei
der Selbstgarung zerféllt, experimentell nicht behandelt worden.

' Die Veradnderung des Carboxylasegehaltee der lebenden Hefe dureh
Vorbehandlung.

Wie der eine von uns mit mehreren Mitarbeitern gezeigt
hat,*) kann der Gehalt der Hefe an Invertase durch geeignete

*) Siehe zum Vergleich z. B. A. Bau, Biochem. Zeitsehr., Bd. 73,
S. 340, 1916.

*) Euler und B. af Ugglas, Svenska Vet. Akad. Arkiv f.Kemi,
Bd. 3, Nr. 34, 1911; Euler und Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 76,

S. 388, 1912 und Bd. 78, S. 246; 1912, sowie Bd. 84, S.97, 1913; Euler
und Meyer, Diese Zeitschr, Bd. 79, S. 274, 1912.
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Vorbehandlungen verschiedener Art — vorbereitende Garung,
Einhaltung bestimmter Temperaturbedingungen,l) Luftung usw.
bis Uber den IOfachen Betrag erhoht werden.

Eine Untersuchung Uber die gleichzeitige Veradnderung
des Gehaltes an Invertase und an Géarungsenzymen bei der
lebenden Hefe hatte das Resultat ergeben, dal eine Anreicherung
der Hefe an <Zymase» bei weitem nicht in dem Umfang durch-
gefuhrt werden kann, wie an Invertase, und dal} im Gegenteil
mit einer starken Zunahme des Vermdgens zur Rohrzucker-
spaltung, also des «lnvertasesystems» eine Abnahme der Gar-
kraft parallel geht.

Die wichtige und eigenartige Stellung, welche, die von
Neuberg entdeckte Carboxylase unter den Géarungsenzymen
einnimmt, hat uns veranla3t, im Anschlu an die friheren Unter-
suchungen des hiesigen Laboratoriums tber Enzymbildung zu
untersuchen, in welcher Weise und durch welche Mittel die
Bildung der Carboxylase in der lebenden Zélle stattfindet.

Es ergibt sich zunachst die Frage, in welchem Umfange
hierbei die Carboxylase von den ubrigen Bestandteilen der
«Zymase» unabhangig ist. In dieser Hinsicht haben Neuberg
und seine Mitarbeiter bereits wertvolle Tatsachen -gefunden..
Wir erwahnen vor allem die Abtrennung der Brenztraubensaure*
Vergarung von der Zuckergarung durch Auswaschen getrockneter
Hefe, also die Herstellung eines Praparates, welches Brenz-
traubensaure, nicht aber Zucker zu garen imstande i$t; ferner
das verschiedene Verhalten der Carboxylase und Zymase zu
Giften und bei hoheren Temperaturen.

Zunachst wurde untersucht, ob durch eine vorbereitende
Garung von Glukose, in Gegenwart von Asparagin und Lind .er
scher Nahrlésung, welche die rohrzuckerspaltende Wirkung der
Hefe verdoppelt, eine Erh6hung der Carboxylasewirkung zu
erzielen ist. ok

Bezlglich der Versuchsbedingungen koénnen wir auf die
friheren Arbeiten verweisen; es befanden sich wieder 10 (g
Hefé in 11 Lindnerscher Né&hrlosung, welche 2ti/lo Trauben-

* Euler und Cramér, Diese Zeitschr., Bd. 88, S.430, 1913 und
Bd. 89, S. 272, 1914.

211
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zucket enthielt. Die Carboxylasewirkung geht aus folgender
Tabelle hervor:

Tabelle 9.

0,7 g NaHtPO4 -f- 5 ccm 5°/oige Na-Pyrovinatldsung 20 ccm Wasser
it 0,4 g Hefe (33,3*0 Trockensubstanz).

Minuten  Unvorbehandelte Vorbehan<leite Hefe
frische Hefe Gartemperatur 10° Gartemperatur 20*
15 V M 1,6 12
30 2,6 2,8 2,5
60 4,4 4,5 4,5
90 7,0 7,4 71
120 9,2 9,7 9,6
180 14,0 15,0 15,0

Die direkt beobachteten Volumina CO2 sind auf einen
gleichheitlichen Trockengehalt der Hefe von 33,3°/0 umgerechnet.
Bei der Vorbehandlung wurde die Garung wahrend 20 Stiinden
zu Ende gefuihrt und erst dann die Hefe entnommen, von der
vergorenen Flussigkeit getrennt und mit kaltem Wasser schnell
gewaschen.

Die Differenzen zwischen den drei Garungsgeschwindig-
keiten liegen innerhalb der Versuchsfehler; die Vorbehandlung
hatte also keinen EinfluR auf die Carboxylasewirkung.

Ahnliche negative Ergebnisse wurden erhalten, als die vor-
behandelnde Vergarung bei einer Temperatur von 35° und bei
einem andern Versuch bei 20° unter Liftung vorgenommen wurde.

Diese Versuche wurden spater von einem von uns (E.)
fortgesetzt, indem die Vorbehandlung mit einer 2°/oigen L6sung
von Natriumpyrovinat vorgenommen wurde, welche im dbrigen
wie eine Lindnersche Néahrldsung zusammengesetzt war. Vor-
behandlungstemperatur 18°.

Die ersten Versuche verringerten die Spaltungsfahigkeit
der Hefe gegeniber brenztraubensaurem Natrium betrachtlich
(20 bis 70°/0). Als jedoch in den folgenden Versuchen die
Vorbehandlung mit Pyrovinat unter Liftung und bei einer Tem-
peratur von 10® geschah, war der Effekt positiv. Wir fuhren
einen solchen Versuch an:
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Tabelle 10.
0,4 g frische Hefe. Trockensubstanz reduziert auf 35V.
Unvorbehandelte Hefe Yorbehandelte Hefe
Minuten in 5°/oiger in 2t/oiger in 5°/oiger in 2°/»iger
Glukoselosung  Pyrovinatlésg. Glukoselésung Pyrovinatldsg.
16 3.2 2,7 m
30 6.2 59 6,0 7,8
60 15,7 12,6 14.0 14,5
120 31,0 22,9 28.1 27,9

Waéhrend also bei der gleichen Vorbehandlung die Gar-
kraft der Hefe gegentiber Glukose um etwa 10°/0 gesunken ist,
hat sich die Spaltungsfahigkeit gegeniiber Pyrovinat um ca.
20°/0 erhoht. Diese Vorbehandlung wirkt also — wie (brigens
zahlreiche andere Faktorenl) auf die Fahigkeit zur Glukose-
vergarung und zur Brenztraubensaurevergarung verschieden ein.
Einstweilen kann man aber hieraus nur schlielen, dal} eine der
Komponenten, welche das Enzymsystem einerseits det«Zymase
im engeren Sinne» und anderseits der Carboxylase bilden, bei
der Vorbehandlung ungleich beeinfluBt worden ist.

Dal} die Liftung hier von entscheidendem Einflul? ist, dirfte
auf der Entfernung des bei der Brenztraubensalrevergarung
gebildeten Acetaldehydes beruhen, welcher in einigermalien
erheblichen Konzentrationen als Gift wirkt;'

Die Luftungsversuche gaben Veranlassung, die Wirkung
einiger Oxydationsmittel auf die Vergarung der Brenztraubefr
saure zu untersuchen. Die folgenden Zahlen sind Mittelwerte
aus je zwei Versuchen:

Tabelle 11.

1 g frische Hefe (40,0¢/¢) + 0,7 g NaH,P04 + 5 ccm 6>ige
Pyrovin&tlOsung -f 0,5 ccm Toluol.

; + 5cem 19%ige  -j- 5cem I*/«ige
Minuten Ohne Zusatz MnS04-Losung K*CrtO,-Losung
15 35 4,5
30 8,0 9,0 .8,75
60 14,5 15,75 17,0
90 19,75 21,5 22,0
120 24,0 27,0 25,5
180 32,5 34,0 30,0
240 35,0 38,0 31,5

*) Siehe die Arbeiten von Nenberg, z. B. Biochem. Zeitschr.,
Bd. 71, S. 1, 1915.
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hn AnschluB hieran sei auch ein VVersuch mitgeteilt, welcher
zeigt, dal} die Enzymbildung der Invertase durch vorbehandelnde
Garung, auch durch Vorbehandlung mit Natriumpyrovinat erzielt
werden kann. Die Versuchsbedingungen waren ganz dieselben
wie die oben angegebenen, und die Methodik die gleiche wie
bei den Vorbehandlungsversuchen von Euler und Johansson
bezw. Crameér. Vorbehandlungstemperatur 20°.

Tabelle 12.
Unvorbehandelte Hefe. Trockensubstanz 34,0@/®.

Minuten Drehung K+ 10*
0 6,14 —
15 5,27 33
25 4,72 33
35 4,00 38
40 3,97 33
00 -1,97

Dauer der Vorbehandlung: 25 Stunden.

A B
Minuten
Drehung K10* Drehung K +104
0 7,04 — 6,08 _
15 5,00 72 4,20 77
25 3,52 79 2,95 86
35 2,60 81 — —
40 2,20 80 2,00 77
00 —2,25 —1,95 _
Trockensubstanz : 35,2®/», Trockensubstanz : 35,7 ¢/«.

Wie aus diesen Ergebnissen hervorgeht, wird durch eine
vorbehandelnde Gé&rung mit Pyrovinat eine ebensogrolie Ver-
mehrung des Invertasesystems der Hefe hervorgerufen wie
durch die Garung mit Zucker.



