Zur Kenntnis der Zymophosphatbildung bei der alkoholischen
Garung.

Von

Hans Euler, Olof Svanberg, Greta Hallberg und Karin Brandting.
Mit vier Figuren im Text.

(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.)

(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1917.)

Vor einigen Wochen haben Euler und Svanberg Ver-
suche mitgeteilt, welche die Frage behandeln, in welchem Sta-
dium der Garung die Veresterung des vergarbaren Kohlen-
hydrates mit Phosphorsaure eintritt. ® Die folgenden Versuche
betreffen die gleiche Frage.

Unser Material war diesmal eine untergarige Bierhefe.
In Verfolgung unserer Studien tber alkalische Phosphatgarung?)
haben wir auch zu den vorliegenden Versuchen Parallelver-
suche mit UberschuR von Hydroxylionen angestellt. Wahrend
wir aber fruher die Alkalinitdt nach der Indikatormethode
von SOrensen gemessen haben — Untersuchungen auf diesem
Gebiet ohne genaue Feststellung der Alkalinitdt kénnen wohl
nur von orientierender Bedeutung sein —, wurden diesmal die
H'- bezw. OH'-Konzentrationen elektrometrisch, ebenfalls in
engem AnschluB an Sorensens Arbeitsmethode ermittelt.
Wenn es auf die Messung der zeitlichen Veranderung der Acidi-
tat bezw. Alkalinitdét ankommt, ist diese Methode vorzuziehen.

Die Versuche wurden durchweg mit Glukose ausgefinhrt,
um kompliziertere Verhéaltnisse, welche bei der Verwendung
von Disacchariden eintreten konnen, auszuschlief3en.

) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr., Bd. 100.. S. 14» (1917).
¥*) Euler und Tholin, Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 269 (1916).
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Versuch 1 A und B.

00 g Glukose, 25 g Na2HPO4, 75 g abgeprelite Hefe (30°/0
Trockengehalt) in 250 ccm Wasser. Zusatz von 2,5 ccm Toluol

A und B sind Parallelversuche, gleichzeitig bei 18° aus-
gefiihrt. In gleichmaRigen Zeitabschnitten wurden aus beiden

Losungen 5 ccm zur Phosphatanalyse abpipettiert.

A
Entwickelt seinen natlirlichen Lésung wird slz'hwach alkalisch
Sauregrad. gehalten.
stg  MgPA  Aciditat stg.  MgjPA  Aciditit
9 PH | 9 o
0 0,130 7,8 0 0,129
1 0,130 6,5 1 0,132
2 — 6.3 2 0,130
3 0131 6.3 3 0,130 58
4 0132 - 4 0,130 ors
a 0,132 — 5 0,126 92
6 0,131 — 6 0,125
7 0,131 — 7 0,125
25 0,088 —
46 0,056 — | |
Drehung im 10 cm-Rohr Dréhung im 10 cm-Rohr
vor der Garung: a = 9,9°, vor der Garung: a = 9.9°
> y o = T75°
Venudi 1A
Figur 1.

Man beachte die geringe Reaktionsgeschwindigkeit, welche
bei der Temperatur von 18° eintritt.
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Versuch 1 C.
Die gleiche Losung wie bei Versuch 1A; ebenfalls Zu-
satz von 2,5 ccm Toluol.

Abweichend von 1 A ist hier die Versuchstempera-
tur 33°.

Drehung im 10 cm-Rohr
vor der Garung: a = 8,15°

» oo » . a = 4,25°
Stunden MgjP~0, Pli
«
0 0,130 7,0
0,5 0,130 6,6
1 0,128 6.6
15 0,126 6,6
2 0,112 6,6
2,5 0,014 —
3 0,000 —
3,5 — 6,5
Die Ergebnisse sind in Versuch. 1C
der Figur 2 graphisch dar-
gestellt. *
Hier tritt die Erschei-
nung zutage, auf welche wir
in dieser Mitteilung die Auf-
merksamkeit lenken wollen: ~
Das anorganische Phos- *
phat ist in der ersten - seruiyaitn

Halfte der Reaktionszeit Figur 2.
so gut wie unverbraucht, worauf die Phosphatbin-
dung scharf und mit grofRer Geschwindigkeit einsetzt.
Die Aciditdt war, wie die pH-Werte zeigen, wahrend “der
Reaktion so gut wie konstant.

Der Kontrolle dieser, wie wir glauben, fir das Verstand-

nis der Garungsreaktion wesentlichen Erscheinung gelten die
folgenden Versuche.
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Versuch 2 (10. Mai 1917).

| Die gleichen Ldsungen wie beim Versuch 1 A und 1B.
| Temperatur 33°.

Zwei Parallelversuche: A mit 2,5ccm Toluol, B ohne
Toluol. A entwickelt seine naturliche Aciditdt, B wird durch
kontinuierliche Zusatze auf der Alkalinitdt pH = 8,5 gehalten.

Im 10 cm-Rohr betragt die Drehung der Lésungen vor
der, Géarung 9,33°.
A B.

2,5 ccm Toluol. ohne Toluol; alkalisch.

stunden  MQ,PtOT in 5 ccm Stunden  M@*P.0T in 5 ccm
g g
0 0,134 0 0,132
0,5 0.134 1 0,131
1 0,134 2 0,131
15 0,132 3 - 0,130
1,75 0,129 4 0,130
2 0,128 5 0,131
2,25 0.081 6 0,134
2,50 0,035 7 0,133
2,75 0,014
3 0,008
3,25 0,005
Drehung mit 3,25 Stunden: 3,60°. Drehung nach 7 Stunden: 3,94°.
, Ver?_ufh' /\ZA | Der Versuch 2 A wird durch
'1 die Figur 3 graphisch dargestellt.
\
Versuch 3 (12. Mai 1917).
V| Die gleichen Versuchsbedin-
gungen wie bei Versuch 2.
, Drehung im 5 cm-Rohr
0 >tunaen vor der Géarung: 5,1°.

Figur 3.
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A B,
2,5 ccm Toluol. Ohne Toluol ; pu 8,5.
Stunden ~ MY,PA in 5cem Stunden in 5 ccm
’ g
0 0,131 0 0,144
0,25 0,131 0,5 0.144
0,75 0,131 1 0,146
1,00 0.131 1,5 0.145
10 2 0,143
1,50 0,130 3 0,143
1,75 0,127 35 0,143
2,00 0,094
2,25 0,056
3.00 0,014
3,25 0,013
Drehung nach 3,25 Stunden: 1.65°. Drehung nach 3,5 Stunden: 2,52°.
Versuch 3 A ist in Fig. 4, VersutflAs und. C3
Kurve A, wiedergegeben.
Der Reaktionsverlauf, Tt L.
wie er durch die Kurven
Fig. 2, 3 und 4 A dargestellt o r
wird, kann kaum anders ge- 4
deutet werden, als daB aus By
der Glukose in der ersten vV
Halfte der Reaktionszeit ein X i Stunde
Umwandlungsprodukt gebil- Figur 4.

det wird, nach dessen Bildung die Veresterung erst ein-
treten kann.

Dieses Ergebnis hat uns an eine altere, von Euler und
Ohlsénl) gefundene Tatsache erinnert, dal3 eine durch Extrak-

tion von Hefe erhaltene Phosphatlésung Glukose mit Phosphat

erst dann zu verestern vermag, wenn die Glukoselésung mit
lebender Hefe kurze Zeit vorbehandelt worden ist.

Wir haben deshalb 250 ccm unserer Glukoselésung
1 2 Stunde lang mit 10 g lebender Hefe vorbehandelt.

) Euler und Ohlsén. Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 313 (1911).
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Die Drehung der so vorbehandelten Ldsung betrug im
5 cm-Rohr 4,65°. Hierauf wurde ebenso verfahren, wie im
vorhergehenden Versuch.

C. D.
2,5 ccm Toluol. Ohne Toluol ; pH = 8,5.
Stunden Mg2P207 in 5 ccm Stunden MggPjO, in 5 ccm
g g

0 0,146 0 0,143

1 0,146 0,5 0,140

1,25 0.140 1 0,141

1.50 0,135 2 0,139

1,75 0.132 3 0,140

2,00 0,075 35 0,140

2,25 0,056

3,00 0.015 '

3.25 0,014

Drehung nach 8,25Stunden: 1,75°. Drehung nach 3,5 Stunden: 1,93°.

Versuch G ist in Figur 4 durch Kurve C dargestellt.

Durch die Vorbehandlung ist also der Verlauf der Re-
aktion nicht wesentlich geandert worden. Leider waren wir
gezwungen, unsere Versuche hier abzubrechen.

Zur Erklarung der Form der Reaktionskurven durfte die
oben gemachte Annahme, dal3 zunéchst ein Umwandlungspro-
dukt der Glukose entsteht, welche weiterhin verestert wird,
nicht vollstandig ausreichen. Vielmehr wird der SchluR nahe-
gelegt, daB wahrend der ersten Halfte der Reaktion ein Kata-
lysator gebildet oder vermehrt bezw. in seiner Wirksamkeit
gesteigert wird, welcher die schnell einsetzende Phosphatbin-
dung beschleunigt. Man wird dabei an das synthetisierende
Enzym der Hefe, die Phosphatese, denken. Es sollen deshalb
diese Versuche zunéchst in der Weise fortgesetzt werden, dal
die Vorbehandlung der Glukoselosung durch Hefe in Abwesen-
heit von Phosphat, aber in Gegenwart von Toluol erfolgt.



