Zur Kinetik der zellfreien Garung.

Von

Otto Meyerhof.

(Mit 7 Kurvenzeichnungen im Text.)

(Aus dem physiologischen institut in Kiel.)
(Der Redaktion zugegangen "am 26. April 1918.)

Die Anwendung der Gesetze der chemischen Reaktions-
Kinetik stoRt bekanntlich schon gegeniiber den einfacheren
enzymatischen Vorgangen auf grolie Hindernisse, die héaufig
mehr durch gewaltsame Interpretation des Tatsachenmaterials
— um es dem Massenwirkungsgesetz gefligig zu machen —
als durch wirkliche Aufklarung des Reaktionsmechanismus aus
dem Wege gerdumt werden. Wenn auch die in einem erheb-
lichen Konzentrationsbereich des Subflrats beobachtete Kon-

stanz der Reaktionsgeschwindigkeit mit gutem Grund meist
auf die Bildung eines Zwischenprodukts von Enzym und Sub-

strat zurtckgefuhrt wird, das unter der Bindung der ganzen
Enzymmenge langsamer zerfallt als sich bildet,l) so ist doch
mit dieser Erklarung weder das experimentelle Material er-
schopft, noch auch mehr als eine ganz allgemeine Vorstellung
Uber den Mechanismus gewonnen. Diese Schwierigkeiten
wachsen nun noch auBerordentlich an, wenn wir einen an
sich so verwickelten Vorgang wie die alkoholische Garung
In vitro betrachten, die auf einem Ineinanderspielen einer

ganzen Reihe von Enzymen und teils bekannten, teils unbe-
kannten Zwischenstufen des Zuckerzerfalls beruht. Das von

material Uber die zellfreie Garung ist im allgemeinen fir eine
nachtragliche Analyse in dieser Richtung schlecht verwertbar,

¥ Adrian Brown, Journ. Chem. Soc. Bd. 81, S. 373 (1902).
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 14



180 Otto Meyerhof, |

einmal weil sehr wichtige Faktoren des Géarungsablaufs erst
allmahlich bekannt geworden sind, und dann weil die von ihm
benutzte, spater vielfach festgehaltene Methode, die Wégung
des Kohlensaureverlusts in groRen Zeitraumen, solchen Be-
trachtungen nicht gunstig ist. Erst als die englischen Forscher
Harden und Young zu Methoden Ubergingen, die Messungen
In ganz kurzen Zeitraumen (5 Minuten) gestatteten, erOffnete
sich die Mdoglichkeit, in den Reaktionsmechanismus tiefer ein-
zudringen.  Fir solche Untersuchungen kommt es weniger auf
die Gesamtleistung einer bestimmten Menge Hefesaft an —
von Buchner als «Garkraft» des Saftes definiert —als auf
die Geschwindigkeit der Reaktion unter variabeln Um-
standen, und zwar hauptsachlich in den ersten Versuchsstunden,
wo die Intaktheit aller an der Garung unmittelbar beteiligten
Enzyme vorausgesetzt werden darf.

Meine Versuche schlieBen sich zu einem grofRen Teil an
die Arbeiten von Harden und Young an und an die Betrach-
tungen, die der erstere in dem Kapitel «the Mechanism of
Fermentation» seines Buches: Alcoholic Fermentation (London
1911) tber den Reaktionsverlauf angestellt hat. Dabei ergaben
sich einige neue Tatsachen, die die Vorstellungen der eng-
lischen Forscher zu ergadnzen und in Einzelheiten zu modi-
fizieren imstande sind, wenn sie auch das Wesentliche der-
selben bestatigen. In diesem Zusammenhang wurden auch
Versuche Uber die Rolle des Coferments bei der Garung aus-
gefuhrt. Dal} diese verhdltnismaldig am wenigsten gefordert
werden konnten, hat seinen Grund in der zunehmend schlech-
teren Beschaffenheit der Hefe zur Gewinnung garkraftiger und
haltbarer Macerationssafte, die wohl nur mit der Kriegsernah-
rung der Hefe Zusammenhdngen kann. (Gerade flr solche
Studien ist nach dem von mir benutzten Verfahren ein mehr-
stindiges Waschen des Safts Uber dem Ultrafilter zur Ent-
fernung des Koferments erforderlich; dabei macht sich die
schlechte Haltbarkeit der Zymase besonders geltend. Natir-
lich ist auch fir die Kinetischen Experimente eine gute und
vor allem gleichméliige Beschaffenheit des Safts VVoraussetzung.
Dieselbe konnte auch, Nwenn die Empfindlichkeit gegentber
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Zucker-, Phosphatkonzentration und Verdinnung ausprobiert
war, flr die zu den Versuchen dienenden Praparate gewahr-
leistet werden.

Ein anderer Teil der Arbeit diente der Prifung der Frage,
ob die fur die Hefesaftfallungen kdrzlich gewonnene Er-
kenntnis, daB es sich dabei um durch Narkotika sensibilisierte
Salzfallungen handelt,l) auch auf die narkotische Hem-
mung anwendbar ist, nachdem Warburg und Wiesel?2) friher
auf den Parallelismus von Fallung und Hemmung aufmerksam
gemacht und darauf eine Theorie der Wirkung der Narkotika
aufgebaut haben. Gleichzeitig wurden die Garungshemmungen
an Trockenhefe gemessen.

FUr die Studien zur Garungskinetik bietet die Benutzung
des Macerationssafts (Lebedew)3) gegentber dem Hefeprel-
saft den grofRen Vorteil des volligen Mangels an Selbstgérung,
die im Prel3saft gerade fir. diese Zwecke eine starke Kompli-
kation bedeutet und manche Erscheinungen verschleiert. Da-
neben ist noch bei guten und dauerhaften Trockenhefen die
groRe GleichmaRigkeit des Safts zu rihmen, der fir Monate
konstante Eigenschaften besitzt — ein Vorzug, der allerdings
bei den hier mitgeteilten Versuchen in Wegfall kam. Sie
wurden zu verschiedenen Zeiten mit Séften einer ganzen Reihe
von Trockenhefeprdparaten angestellt, die ich nach der Vor-
schrift Lebedews aus Berliner Reinzuchtunterhefe (Hochschul-
brauerei) gewann. Die Praparate waren niemals so garwirk-
sam und haltbar, wie die im Jahr 1916 von Schroder
(Minchen) bezogenen.

Methodik: Zur Messung der gebildeten Kohlensaure
diente wie bisher das Verfahren von Warburg-Dorner:4)
Messung des Kohlensduredrucks in Bareroftsehen Blutgas-

manometern nach kraftigem Schitteln. Die Gefélle koénnen
Im Thermostaten selbst geschiittelt werden, daher ist das Ab-

warten des Temperaturausgleichs nach dem Schitteln nicht

*) Biochem. Zeitschr., Bd. 86, S. 325 (1918).
*) Pfligers Archiv Bd. 144, S. 465 (1912).
3) Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 447 (1911).

4) Diese Zeitschr. Bd. 81, S. 99 (1912).
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erforderlich, und es kann mit Leichtigkeit alle 5 Minuten eine
Ablesung vorgenommen werden, wenn nétig auch in noch
kirzeren Zwischenrdumen. Dje Berechnung der Kohlenséure
geschient nach der Formel: cmm CO02(0°,760) = v

apF . A 10000 (1+at)
-r 10000’ wo P dle Druckzunahme in mm Manometerfliissig-

keit (10000 — 1 Atm.) bedeutet, v Volumen des Gasraums
der Gérungsgefae (in cmm), F angewandte Flissigkeitsmenge
(in cmm), a Absorptionskoeffizient der Kohlensdure in der
FlUssigkeit bei der Versuchstemperatur (t). Diese war 25°.
Da das Volumen der Gefalie stets 43 ccm betrug, so ergibt
die abgelesene Zahl Millimeter mal 4 ziemlich genau die ge-
bildeten cmm Kohlensaure (0°,760).

Um die Kohlensaurebildung vom ersten Moment der Zu-
gabe von Zucker und Phosphat zum Saft verfolgen zu kdnnen,
wurden die Ublichen zylindrischen Druckgefalle mit sackfor-
migen Anhangen versehen und in diese Anhénge Zucker-,
Phosphatlésung und etwaige weitere Zusatze getan, auf den
Boden der Gefélle dagegen der Hefesaft. Erst nach Schiul
des Manometerhahns wird der Inhalt des Anhangs In den Saft
umgekippt, und da dieser keine Selbstgarung aufweist, so wird
die ganze vom Moment der Vermischung an gebildete Kohlen-
saure genau bestimmbar. Voraussetzung dieses Verfahrens ist
nattrlich, dal keinerlei Kohlensdureretention in der FlUssig-
keit stattfindet. Um dies zu verhindern, bezw. um in ver-
gleichenden Messungen diese Mdglichkeit zu priifen, wurden die
benutzten Losungen durch Einleiten von Kohlensaure zunéchst
gesattigt und nach Entfernung des Uberschusses durch kraftiges
Schitteln in die Garungsgefalie gefullt. Es ergab sich jedoch
hierbei, dal} die Sattigung des Macerationssafts unndtig ist,
da er schon sowieso Spuren CO2 enthdlt und keins retiniert,
auch die von den andern minimalen Flussigkeitsmengen auf-
genommene Kohlensdure kann ganz vernachlassigt werden, aul3er
von der LOsung des neutralen Phosphatgemisches (2 Teile
K*HPO4 -f~ 1 Teil KH,P04), die daher zuvor mit Kohlensaure
auf die angegebene Weise vorbehandelt wurde. Die Ldsung
des einbasischen Phosphats, das in manchen Versuchen ver-
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wandt wurde, héalt keine Kohlensiure zurick. Falls die
Géarung nicht vom ersten Moment an genau beobachtet werden
sollte, wurde das Gemisch auRerhalb des Thermostaten her-
gestellt und die Messung nach Einhangen der Gefalle ins
Woasserbad und Temperaturausgleich begonnen. Die Zahl flr
die Anfangszeit (bis zum ersten Schitteln) hat bei genaueren
Versuchen dann nur einen orientierenden Wert. Die absolute
Genauigkeit ist bei kleinen Ausschlagen am groiten, die rela-
tive durfte daher ziemlich unabhangig von deren GrofRRe sein.
Bei Messungen in sehr kurzen Zeitraumen — 5 Minuten —
Ist die Genauigkeit der einzelnen Ablesung nicht so sehr grold
— etwa auf 5—10°/0 —, erheblich genauer ist das Gesamt-
resultat, da sich die Ausschlage der einzelnen Intervalle ad-
dieren (bis zur Lénge der Skala von 300 mm; dann muf3 wieder
auf Null eingestellt werden). Bel dieser Methode, ebenso
ubrigens bei den meisten andern zur Bestimmung der G&rungs-
kohlensaure, wird der Umstand vernachlassigt, dall der Ma-
cerationssaft und andere Praparate getOteter Hefe nicht nur
garen, sondern auch atmen, d. h. Sauerstoff verbrauchen.l)
Diese Vernachlassigung kann geschehen, weil der Sauerstoff-
konsum von einer viel kleineren Grolienordnung ist, er betragt
in 0,6 ccm genuinem Macerationssaft, wie er fir die Versuche
benutzt wurde, nur etwa 1 cmm pro 5 Minuten, wéhrend die
entsprechenden Ausschlége fir Kohlensaure, wie wir im folgen-
den sehen, etwa 50—500 cmm in 5 Minuten ausmachen.

Zu den Versuchen diente Lavulose puriss. crist. (Merck).
Das hexosephosphorsaure Na wurde durch Umsatz des Ca-
Salzes (Bayers «Candiolin») mit Natriumoxalat gewonnen.

|. Uber die «Induktion».

Nach Harden und Young gelten die folgenden Garungs-
gleichungen:

1. 2C6H1206 + 2P04HR2 = 2C02 +2C2H50H + 2 H20
+ CeH1004(PO4Rs)?2.

2. C6H1,04(PO4R2)2 + 2HSO = C8HItO, + 2PO4HRr

‘) Pfligers’Archiv, Bd. 170 (1918).
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Die Richtigkeit dieser Gleichungen ist von den Autoren
durch eine Fille von Tatsachen gestitzt und kann als sicher-
gestelltl) gelten. Uberdies ist sie auch in einer Nachprifung
von Euler und Johanssoni) bestatigt worden. Natdrlich
zerfallt der Zucker nach Gleichung | Uber Zwischenstufen und
es kann durch sie nicht behauptet sein, dal dieser Zerfall
unter allen Umstéanden bis zu den Endprodukten erfolge und
daher die Bildung des Hexosephosphats von der Kohlensaure-
bildung unabtrennbar sei, noch auch, dal die zeitliche Ver-
knlpfung beider Prozesse zu einem durchgéngigen vollkom-
menen Synchronismus fihre, da es gut mdglich erscheint, dal
die Phosphatveresterung nur mit den ersten Phasen der Um-
wandlung des zweiten Zuckermolekiils verkoppelt ist, die etwaige
Verzogerung oder Hemmung der Kohlensaurebildung aber auf
einem spateren Stadium des Zuckerzerfalls stattfindet.

Nach den Versuchen der englischen Forscher ist ferner
Im Hefeprel3saft von den oben formulierten Reaktionen die
der Gleichung Il wahrend der Hauptzeit des Versuchs die
langsamst verlaufende, und da gewohnlich durch die Selbst-
garung des Safts das freie Phosphat zu Beginn schon fast
vollstandig verestert ist, die Garungsgeschwindigkeit wahrend
der Ublichen mehrstiindigen oder gar mehrtagigen Versuche
bei einem UberschuR an Zucker ganz und gar durch die Zer-
fallsgeschwindigkeit des Esters, also die Hexosephosphatase
bedingt, bis auf das Ende des Versuchs, wo die in Reaktion |
wirksamen Zymase und Goferment allmahlich zerstort werden,
wahrend die Hexosephosphatase sie Uberlebt. Bel den nach
der Buchnerschen Methode angestellten Versuchen beherrscht
also die Esterhydrolyse das Bild — von extremen Féallen ab-
gesehen; nur zu Anfang und gegen Ende des Versuchs,
bei dem allmé&hlichen Verschwinden von Goferment und Zymase
treten andere Faktoren mit ins Spiel. Die Kinetik der eigent-
lichen Zymasereaktion (1) kdnnen wir nur kennen lernen, wenn
wir in den ersten Versuchsstunden, wo Zymase und Coferment

")y Zusammenfassung: Alcoholic Fermentation, S. 38ff. Ferner
Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 458 (1912).

*) Diese Zeitschr. Bd. 85, S. 192 (1913).
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noch intakt sind, durch UberschuR von Phosphat und Zucker
dafiir sorgen, dal3 die Garungsgeschwindigkeit von Gleichung Il
unabhangig wird.

Nun besitzt aber der Macerationssaft im Unterschied vom
Prel3saft infolge der mangelnden Selbstgarung einen betracht-
lichen Vorrat an freiem durch Magnesiamixtur féallbaren Phos-
phat — vermehrt vielleicht noch durch Spaltung organischer
PhosphorsaureVerbindungen wahrend der Trocknung und Ma-
cerierung der Hefe —, so fanden Harden und Young in 20 ccm
Saft aus Minchener Hefe 0,313 g Mg2P20T,l) ich selbst in der
gleichen Menge Saft aus Berliner Hefe 0,258 g, also etwa
0,12—0,14 m Phosphorsaure pro Liter, Zahlen, die natirlich
je nach geringen Modifikationen der Herstellung des Safts
schwanken, der GroRenordnung nach aber immer gleich sind.
Es findet daher auch ohne &uferen Phosphatzusatz zunéchst
eine starke Beschleunigung der Gérung statt, bis alles freie
Phosphat gebunden ist. Diejenigen Verdnderungen dieser
«Phosphatperiode» der Garung, die sich bei weiterem Phos-
phatzusatz und unter anderen Umstanden ergeben, werden im
nachsten Kapitel untersucht werden.

Ehe aber diese beschleunigte Angarung vonstatten geht,
kann unter bestimmten leicht erzielbaren Versuchsbedingungen
ein Kkirzeres oder langeres Intervall liegen, in dem Kkeine
Kohlensaure gebildet wird und keine Drehungsanderung des
Zuckers nachweisbar ist. Dies Intervall, das sich aus einem
einfachen Grunde nicht beim Pref3saft, sondern hur beim
Macerationssaft, schon weniger bei der zu seiner Herstellung
dienenden Trockenhefe finden lafit, wollen wir mit Lebedew,
der es am Macerationssaft zuerst beobachtet hat, die Induktion
nennen.2) Der Grund, weshalb man diese nur am Macerations-
saft finden kann, ist der, dal} sie durch eine Spur’Hexose-
phosphat momentan aufgehoben wird. Hierfiir gentgt die
Konzentration von Ik Millimol im Gé&rungsgemisch, wéahrend
die Halfte nicht mehr sicher wirksam ist. Sobald aber ein
Gemisch Selbstgarung aufweist, enthdlt es von vorneherein

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 458 (1912).
*) Ann. de I'Institut Pasteur Bd. 26, S. 16ff. (1912).
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Hexosephosphorsaure und kann daher cjie Induktion nicht zeigen.
Anderseits ist aber die Abwesenheit des Esters zwar eine
notwendige, aber noch keine hinreichende Bedingung fir die
Garverzogerung. Sie wird vielmehr bei garkraftigem Saft
nur unter bestimmten Umstdnden beobachtet. Allgemein er-
leichtern alle Faktoren das Zustandekommen der Induktion,
die den im folgenden Kapitel untersuchten «Gdranstieg» ver-
langsamen und vice versa; die Induktionszeit ist um so langer,
je starker dieser Einfluf? ist, bis die Angérung schlieRlich Gber-
haupt ausbleiben kann. Diese Faktoren sind: Verdinnung des
Saftes, Erh6hung der Phosphatkonzentration, in geringerem
Grad Erhohung der Zuckerkonzentration; ferner alle Einwir-
kungen, die die Zymase schadigen, wie langeres Stehenlassen
des Safts ohne Zucker usw. Von erheblichem Einflu ist die
Art des Zuckers: Bei gleichen Konzentrationen ist die Induk-
tionszeit bei Saccharose bedeutend klrzer als bei Glukose oder
Fruktose, die unter sich ziemlich gleich sind. Manchmal wird
auch die Induktion abgekirzt durch ein Gemisch der beiden
Hexosen gegentber jeder einzelnen von gleicher Konzentration
dieser Effekt ist aber weder so stark, noch so regelmaRig, wie
das Verhalten des Rohrzuckers.

Die Induktionszeit unabhdngig von den genannten Mo-
menten abzuklrzen oder aufzuheben, wurde auf zweierlei
Weise versucht, durch Beeinflussung des Zuckers und durch
Beeinflussung der Hefe. Gehen wir von dem Fall aus, wo die
Induktionszeit am langsten ist: maRig garwirksamer, verdinnter
Saft mit hohem Phosphat- und Fruktosegehalt, so zeigt sich
keine Veranderung, wenn der Zucker fur sich oder mit Alkali
aufgekocht oder mehrere Stunden im Wasserbad auf 70—90°
erwarmt wurde; ebensowenig, wenn der Zucker mit Phosphat
kurze Zeit gekocht war. Wurde dagegen die Fruktose und
ebenso Glukose zusammen mit Phosphat (10 ccm 20 °/oige
Fruktose + 10 ccm mis-neutrales Phosphatgemisch) 4—=6
Stunden oder langer bei etwa 80° gehalten, so war jetzt die
Induktion bedeutend verklrzt. Noch ginstiger schien es zu
sein, wenn ein solches Zuckerphosphatgemisch nach der Er-
warmung einige Tage unter Toluol auf Eis gehalten wurde.
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Niemals aber wurde die Induktion so prompt aufgehoben, wie
durch Hexosephosphat tiber 1k Millimol, sondern Fruktose und
Glukose glichen in dieser Hinsicht nun etwa dem Rohrzucker.
Sollte also die Abklrzung der Induktionszeit auf der Bildung
von etwas Hexosephosphat beruhen, so mifte es sich unter-
halb der genannten Konzentration halten.

Anderseits konnte auch durch eine bestimmte Behand-
lung der Hefe die Induktionszeit sehr verklrzt oder aufgehoben
werden, ohne im dbrigen die Garwirksamkeit des Saftes zu
verbessern, namlich durch trockenes Zerreiben mit Glaspulver
vor Herstellung des Safts. Auf diese Weise wird offenbar ein
fur die Angarung erforderlicher Stoff (vielleicht auch Hexose-
phosphat) leichter aus den Zellen extrahierbar, der sonst in
thnen Zurtckbleiben kann. Das wird auch dadurch wahr-
scheinlich, dal} die Trockenhefesuspension selbst unter gleichen
Konzentrationsbedingungen keine oder nur eine ganz kurze
Induktion aufweist. Beziiglich der im folgenden gegebenen
Beispiele sei bemerkt, dal die verschiedenen Versuche, die
sogar mit verschiedenen Hefepraparationen angestellt sind,
untereinander nicht vergleichbar sind, da die Induktion von
geringen Modifikationen des Gargemisches sehr abhangig ist.
Innerhalb der einzelnen Versuchsserie mull daher Vorbehand-
lung des Safts usw. genau gleich sein. Als Induktion wird die
Zeit vom Zusammenmischen der Flussigkeit bis zur deutlich
ansteigenden Kohlensaurebildung angenommen. GOs-Retention
findet, wie schon gesagt, nicht statt.

Tabelle 1.
Gemeinsame
Zusammensetzung der Variationen Induktionszeit
Gemische
E

1. Je 1 ccm : 0,6 ccm Saft Fruktose 1* 45°
+ 0,Iny.-KH,P04-10,1 Saccharose (0)
dest. Wasser -{- 0,2 ccm
Zucker (20°/0)

2. Je 1,0cecm : 0,5cem Saft 0,15 Fruktose  20°/o 40"
--0,35 ccm dest. Wasser 0,2 > 2> 15*
-- Zucker (ohne Phos- 0,15 Glukose 20°/0 40"
phatzusatz) 0,2 » 2°/o 30°

0,15 Saccharose 20°/« (o}
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Tabelle 1 (Fortsetzung).

Gemeinsame
Zusammensetzung der
Gemische

3. Je 0,9 ccm : 0,4 ccm Saft

+ 0,15 ccm 20 @lo Zucker
-J- Wasser

. Je 1,0ccm : 0,5 ccm Saft
-- 0,15 Fruktose 20®/o
-- 0,15 m/« neutr. Phos-
phat

. Je 1,0 ccm : 0,5 ccm Saft
4. 0,15 m/t neutr. Phos-
phat -f- 0,15 Zucker 20®/0

. Je 0,9ccm ;0,6 ccm Saft
(aus 1 Jahr alter Miinchn.
Hefe) -}- 0,15 m/t-Phos-
phat +0,15 Zucker 20°/0

. Je 1,0 ccm : 0,6 ccm Saft
0,I-m/t-KH,P04 + 0,1
dest. Wasser + 0,2 Fruk-
tose 20*/*

. Je 1,0ccm : 0,6 ccm Saft
(schlechtwirksamer Hefe)
+0,25 dest. Wass.+0,15
Fruktose 20®/«

Variationen

0,15 Fruktose 20°/o ohne
Phosphat

0,15 Fruktose 20®/0 + 0,15
m/t neutr. Phosphat

do. zusammen gekocht

do. 6h Wasserbad 70—80®

do. 6h Wasserbad 70—80®
(andere Herstellung)

0,15 Glukose 20°/0 + 0,15
m/t-n-Phosphat

do. 6h Wasserbad 70—80®

Fruktose + Phosphat zu-
sammen gekocht

do. 2h Wasserbad 70-80®

0,15 Fruktose + 0,15 m/*-
Phosphat

do. zusammen gekocht

0,15 Fruktose + 0,15 m/*-
Phosphat. 6h Wasserbad
70—80®

0,15 Saccharose -+ 0,15
ra/t-Phosphat

0,15 Fruktose + 0,15 m/s-
Phosphat

do. 6h Wasserbad, 5 Tage
auf Eis (Toluol)

do. (ohne Toluol)

0,15 Saccharose+0,15-»/*-
Phosphat

Hefe unzerrieben
>  zerrieben

Hefe unzerrieben

> zerrieben

Induktionszeit

Ol
2—8 Stunden

in 3 Stund, nicht
angegoren

50.
40-

2—3 Stunden
60:

in 41/a Stunden
nicht angegoren

do.
2h

in 4l* Stunden
nicht angegoren

do.
Ih 45

60-

In 3h 40" nicht
angegoren
40-

40-

30-

Ih 45'
10'

In37*h nicht an-
gegoren

1®*—2 Stunden
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Das Phdnomen der Induktion ist nicht identisch, hat aber
eine gewisse Verwandtschaft mit der von Euler und Mitar-
beitern studierten Angarungshemmung,») die sich im Extrakt
bestimmter Trockenhefen findet, welcher nicht zur Kohlen-
saurebildung, sondern nur zur Veresterung des Zuckers mit
dem Phosphat beféahigt ist. Diese Veresterung kann namlich
auch nicht unmittelbar vonstatten gehen, sondern nur,' wenn
der Zucker kurze Zeit zuvor mit lebender Hefe zusammen*
gehalten, «angegoren» wurde. Euler postuliert ein besonderes
Ferment «Hexase», das fir die Umwandlung des Zuckers in
veresterbare Form erforderlich sei. Nach neuerdings veroffent-
lichten Versuchen soll aber diese «Angarung» nur fir Glukose
und Mannose, nicht fir Fruktose von noten sein,2) es scheint
sich also dabei um eine Verwandlung in Fruktose zu handeln.
Eine solche der Veresterung vorhergehende Umwandlung des
Zuckers In Fruktose kommt in meinen Versuchen natdrlich
nicht in Betracht, da sich Fruktose und Glukose fast gleich
verhalten. Auch kann es sich in dem von mir untersuchten
Fall der Géarverzogerung nicht um Bildung des in Alkaligegen-
wart entstehenden Enols handeln, da dies die Induktionszeit
nicht verklrzt; und falls Gberhaupt wahrend der Induktion eine
Veranderung der Hexose stattfindet, kdnnte zunachst nur sehr
wenig Zucker umgewandelt werden, da sich die optische Drehung
bis zum Moment der Angédrung nicht merklich andert. Wie
wir uns aber insbesonders die Wirkung des Hexosephosphats
zu denken haben, soll erst nach Besprechung weiterer Ver-
suche im néachsten Kapitel erortert werden.

Il. Der «Garanstieg»,

Die Garung im Macerationssaft beginnt stets mit,einer

starken Beschleunigung, bedingt durch das im Saft vorhandene
Phosphat. Nach MaRgabe, wie das Phosphat verestert wird,

¥ Euler und Ohlsén, Biochem. Zeitschr., Bd.37, S. 313 (1911). —
Euler und Kuliberg, Diese Zeitschr., Bd.74, S.15 (1911).— Euler und
Johansson, Diese Zeitschr., Bd. 80, S. 205 (1912).

*) Euler, Ohlsén, Johansson, Biochem.Zeitschr., Bd.84. S.403
(1917).
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sinkt die Gé&rungsgeschwindigkeit, bis sie auf einen langere
Zeit konstanten Wert féllt, dessen GrdéRe durch die in der Zeit-
einheit aus dem Hexosephosphat wieder abgespaltene Phosphat-
menge bestimmt wird. Wie viel Kohlensdure unter der
Wirkung des freien Phosphats mehr gebildet wird, als iIn
gleichem Zeitraum des spateren Stadiums, ist durch die
Hardensche Gleichung I als aguimolekular der Phosphorsaure
bestimmt. Aber Uber die Geschwindigkeit, mit der diese
Mehrbildung erfolgt, sagt nattrlich die chemische Reaktions-
gleichung nichts aus. Der Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit
zur Zeit, wo die Phosphatkonzentration offenbar im Sinken ist,
beweist, dall beide unter gewissen Umstanden gleichsinnig ver-
laufen kdnnen. Woirden diese Umstande allgemein gelten, so
mufite 1. die maximale Gargeschwindigkeit um S0 gréRer sein,
je hoher man den Gehalt an freiem Phosphat wahlt und 2. die
Anfangsgeschwindigkeit in der «Phosphatperiode» der Garung
am grofdten sein, daja von vornherein die Phosphatkonzentration
sinkt. Beides ist nicht der Fall. Schon Harden und Young
haben beobachtet, dal? 1. die maximale Garungsgeschwindigkeit
bei niederem Phosphatgehalt ziemlich gleich, bei hodherem
dagegen sehr viel kleiner ist; hoch und niedrig sind relativ,
In den verschiedenen PreRRsaften wechselnd. In einem typischen
Falliy verlangsamt sich z. B. die maximale Gargeschwindigkeit
(mit 10°/o0 Glukose) in Gegenwart von 0,1 m-Phosphat auf
etwa die Halfte gegentber 0,067 m-Phosphat, das mit 0,033
m-Phosphat gleich wirkt; 2. sahen sie, daf nach Phosphat-
zusatz die Geschwindigkeit nicht sofort auf den Maximalwert
hinaufschnellt, sondern allméhlich ansteigt, am langsamsten
bel hoher Phosphatkonzentration. Dabei wird aber das Maximum
nicht bei ein und derselben aktuellen Konzentration freien
Phosphats erreicht. Der sich hier vom kinetischen Standpunkt
ergebenden Schwierigkeiten wissen sie nur dadurch Herr zu
werden, dal sie die Annahme machen, der Zucker bilde mit
hohen und niederen Phosphatkonzentrationen verschiedene und
verschieden stabile Ester, die sich nach MaRgabe des Phosphat-
verbrauchs in einander umwandelten. Wir werden am Schluf

*) Proc. Roy. Soc. B., Bd. 80, S. 308 (1908).
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dieses Abschnittes sehen, dal} sich die bezeichneten Phanomene
durch einfachere Annahmen erklaren lassen.

Wir betrachten zunadchst das anfangliche Steigen der
Gargeschwindigkeit, wir nennen es den «Garanstieg», der von
den englischen Forschern nicht naher untersucht worden ist.
Dieser Garanstieg hat unmittelbar nichts mit der im vorigen
Kapitel beschriebenen Induktion zu tun. Unter allen Umsténden,
auch bel Gegenwart von Hexosephosphat steigt die Garungs-
geschwindigkeit alimahlich zum Maximum. Wiederum wurde auf
verschiedene Weise festgestellt, dall dabei keine COf-Retention
eine Rolle spielt, vielmehr beobachtet man genau dasselbe,
wenn man einen UberschuR von Kohlenséure einleitet und erst

Im Apparat fortschiittelt.

Bei sonst ganz gleichen Verhéaltnissen erfolgt
der Garanstieg um so rascher, je kleiner die Phos-

cmm CO.

0,11m. V-
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phatkonzentration ist und unabhangig davon, wie
gro3 das Maximum der Garungsgeschwindigkeit ist.
Dies Resultat sieht man sehr deutlich aus Fig. 1, wo
die einzelnen Kurven die Garungsgeschwindigkeit (cmm CO,
pro 5 Minuten) bedeuten bei Zusatz von Phosphat in einer Ge-
samtkonzentration von (1) 0,025 m, (2) 0,06 m, (3) 0,12 m,
(4) 0,2 m zu einem Gemisch von 1,2 ccm, bestehend aus 0,6 ccm
Hefesaft, 0,1 ccm Hexosephosphat (0,05 m), 0,2 ccm 20°/oige
Fruktose (Lavulose puriss. crist. Merck), das als Bestandteil
des Macerationssafts aullerdem schon freies Phosphat ent-
sprechend einer Gesamtkonzentration von 0,06 m von vorne-
herein enthdlt. Die Geschwindigkeit ist vom Moment des
Garungsbeginns an, jeweils fur die vorangegangenen 5 Mi-
nuten aus den Drucksteigerungen in dieser Zeit bestimmt
(bei einzelnen ungenaueren Ablesungen ist das Mittel aus
zwel benachbarten benutzt). Am steilsten ist der Anstieg, wenn
Uberhaupt kein Phosphat mehr zum Saft zugesetzt wird..
Auf diese Abhéangigkeit der Anfangsbeschleunigung der
Garung vom Phosphatgehalt wirft nun die Tatsache ein gewisses
Licht, da3 jedes andere Salz genau so wirkt wie die
Steigerung der Phosphatkonzentration: es verlangsamt
den Garanstieg der Phosphatperiode. Dies zeigt Fig. 2, wo
die Garungsgeschwindigkeiten (cmm CO, pro 10 Minuten) von
Gemischen verzeichnet sind, zu denen neben Phosphat (0,012 m)
noch NaCl, NaNO03 und einbasisches KH,P04 hinzugegeben
wurde: auf 1,5 ccm mit 0,6 ccm Saft und 0,2 ccm 20°/oiger
Fruktose: (1) kein Zusatz, (2) 0,11 m NaCl, (3) 0,2 m NaCl,
(4) 0,1 m NaNO03, (5) 0,1 m KH,P04 (Gesamtkonzentrationen).
Ein zweites Moment fihrt uns in der gleichen Richtung
weiter: Lassen wir den Salt vor Zugabe des Zuckers kurze
Zeit mit Phosphat von etwas hoherer Konzentration stehen,
so erfolgt der Garanstieg langsamer, aber bis genau zum selben
Maximum, wie in einem vollstandig gleich zusammengesetzten
Gérgemisch, in dem Zucker und Phosphat zusammen hinzu-
gesetzt wurden. Vergleiche Fig. 3, wo die Garungsgeschwin-
digkeit (cmm CO, pro 5 Min.) zweier Gemische verglichen ist,
bestehend aus 0,6.ccm Saft, 0,2 ccm 20°/oiger Fruktose,
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cmm CO02

N 1 0,1m kld Nbj. 5w k0,1m KHz
Fig. 2.

0,2 ccm m/2 neutr. Phosphat und etwas Hexosephosphat auf
1,4 ccm Flassigkeit, (1) bei Beginn der Garung vermischt,
wahrend bei (2) das Phosphat V2 Stunde vor Beginn zum Saft
gegeben wurde.

Aus beiden Versuchsreihen 1alt sich der SchluB ziehen:
dem Phosphat kommt auller der spezifischen Funktion als
Komponente der Garungsgleichiing noch eine allgemeine «Salz-
funktion» zu. In dieser Rolle verlangsamt es durch Hemmung

oder Schadigung eines Teils des Enzymkomplexes ebenso wie
andere Salze irgend eine Phase des Zuckerzerfalls. Fur die
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verschiedene Form des Garanstiegs ist also die Annahme der
Bildung verschiedener Zuckerphosphorsauren entbehrlich. Und
dasselbe gilt zweifellos ebenso fiir die Verringerung des Ge-
schwindigkeitsmaximums bei hohen Phosphatkonzentrationen
Dall wir es hier ebenfalls mit einer solchen Hemmung zu tun
haben, folgt daraus, dal} 1. die Gegenwart eines anderen Salzes
das Maximum (bei niedrigem Phosphatgehalt) ebenso herab-
drickt wie Vermehrung des Phosphats (vgl. Fig. 2), 2. daB
das im ganzen fur die Garung etwas ungunstiger wirkende
KH2P04 schon bei geringeren Konzentrationen ein abgeflachtes,
aber daflr um so langer anhaltendes Géarungsmaximum gibt,
wie das neutrale Phosphat. Zwei Unterschiede, die sich zwi-
schen den Gé&rungskurven mit hoherem Phosphatgehalt und mit
andern Salzen finden, erklaren sich durch die spezifische Phos-
phatfunktion: durch fremdes Salz wird die Phosphatperiode
nur so viel verlangert, als der Abflachung der Geschwindigkeits-
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kurve entspricht, da ja in beiden Fallen in dieser Periode
gleich viel Kohlensdure durch freies Phosphat gebildet wird;
geschieht die Abflachung der Kurve durch Vermehrung des
Phosphats, so wird die Periode naturlich viel mehr verlangert,
weil ja nun viel mehr Kohlensaure in diesem Phosphatstadium
der Garung gebildet wird. Zweitens: Durch anderes Salz wird
stets zugleich der Garanstieg verlangsamt und das Maximum
erniedrigt, was bei Vermehrung des Phosphats nicht zu sein
braucht. Hier ist in Betracht zu ziehen, daf3 sich die Phosphat-
konzentration ja am Anfang rasch verringert und dadurch
Bedingungen fUr ein weiteres Steigen der Gargeschwindig-
keit gegeben sind, wenn noch freies Phosphat vorhanden
ist. (Das gebildete Hexosephosphat hemmt das Maximum auch,
aber weniger stark.) Bei sehr geringem Gehalt an Phosphat
ist dieses offenbar schon verbraucht, ehe dieses potentielle
Maximum erreicht wurde. Dagegen verschwindet das fremde
Salz natdrlich nicht.

Mit dieser Feststellung ist aber doch noch keine geni-
gende Klarheit Uber den wahrend des Géaranstiegs vor sich
gehenden Prozel3 geschaffen. Erinnern wir uns, dal} die An-
garung durch Hexosephosphat ausgeltst wird. Wahrend des
Garanstiegs nimmt der Hexosephosphatgehalt rasch zu. Sollte
hier eine autokatalytische Beschleunigung durch den gebildeten

Ester stattfinden? In der Tat: Je mehr Hexosephosphat
wir zur Entfesselung der Angarung hinzugeben, um
so steiler der Garanstieg. In &hnlichen Aquivalentkon-
zentrationen, bel denen anorganisches Phosphat stark ver-
langsamt, gibt das Hexosephosphat eine Beschleunigung des
Garanstiegs, die besonders deutlich ist bei gleichzeitiger An-
wesenheit von viel Kaliumphosphat, weil dann die aufsteigende
Kurve ja stark gedehnt ist. Am starksten sind die Unterschiede
bei niederen Konzentrationen des Hexosephosphats. In Fig. 4
ist die im Verlauf des Garanstiegs gebildete Kohlensaure (Ge-
samtmenge, nicht Geschwindigkeiten) abgebildet, die entsteht in
Gemischen von 1 ccm, enthaltend 0,5 ccm Saft, 0,15 m/s neutr.
Phosphat, 0,15 ccm 20°/oige Fruktose, mit Hexosephosphat in
Konzentration von (1) 0,014 m (entspricht 0,028 m-PQOJ, (2)

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CH. 15
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Fig. 4.

0,0035 m, (3) 0,0007 m, (4) 0,0002 m. Der Gehalt der Stamm-
|osung Hexosephosphat wurde durch Zersetzung mit Salzsaure
und Phosphorsaurebestimmung mit Magnesiamixtur ermittelt.
Ein Versuch mit dhnlich zusammengesetztem Garungsgemisch,
aber noch hdheren Hexosephosphatkonzentrationen ist der
folgende. Bei diesem ist bereits das Garungsmaximum bei der
hochsten Konzentration verringert, der Anstieg am Anfang aber
gleichwohl beschleunigt.

Zusammensetzung der Gemische: 1,4 ccm Flussigkeit mit 0,6 ccm
Saft, 0,2 ccm 20#/oige Fruktose, 0,2 ccm m/t neutr. Phosphat und Hexose-
phosphat in den angegebenen Konzentrationen.
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0,01 m | 0,02 m 0,04 m

cmm CO, X 4% cmm CO, X 4 cmm CO, X 4
Gesamt pro 5 Min.  Gesamt |pro 5 Min. Gesamt pro 5 Min.

4 4 7 7 8 8
14 10 20 13 24 16
32 18 48 23 69 45
69 37 126 74 T

119 50 202 76 200 b
210 91 294 92 271 1

Dall derselbe Einflul aber auch bei kleinen Konzen-

trationen anorganischen Phosphats feststellbar ist, zeigt der
folgende Versuch, dessen Geschwindigkeitskurven auf Fig. 5
abgebildet sind.

Fig. 5.

Je 1,2 ccm Flussigkeit, mit 0,5 ccm Saft, 0,2 ccm 20®/o iger Fruktose,

0,1 ccm rc/s-Phosphat und Hexosephosphat in der angegebenen Konzentration.

") Die Zahlen bedeuten: Millimeter-Manometerdruck =4 cmm COr

15~
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(1) 0,005 m (2) 0,0005 m
- cmm CO, X 4 cmm CO, X 4
Gesamt | pro 5 Min. Gesamt | pro 5 Min.
5' 22 22 17 17
10° . 105 83 68 51
15 194 89 162 94
20' 263 69 231 69
30" 351 44 302 36
40' 381 15 333 15
50" 405 12 353 10
60’ 424 10 372 10

Es kdnnte nach dem Vorangehenden den Anschein haben,
als ob sich der Garanstieg vollstandig erkléaren lieRe durch die
autokatalytische Wirkung der gebildeten Hexosephosphorséaure
In Verbindung mit der «negativ katalytischen» des verschwin-
denden anorganischen Phosphats. Das ist aber doch nicht der
Fall. Denn wie man den Versuch auch einrichtet, niemals
setzt die Garung augenblicklich mit der Maximalgeschwindigkeit
ein, sondern steigt — eventuell innerhalb weniger Minuten —
zum Maximum an. Wahlt man die Konzentrationen Ester und
freies Phosphat, die sich in einem beliebigen Versuch als im
Garungsmaximum vorhanden errechnen lassen, als Anfangs-
bedingungen eines zweiten, so beginnt die Garung durchaus
nicht mit jener Maximalgeschwindigkeit. Ehe wir nochmal auf
die Rolle des Hexosephosphats zuriickkommen, wollen wir die
sich zur Erklarung bietenden Maoglichkeiten besprechen. Die
einfache Annahme, der Zerfall des Zuckermolekils erfolge in
Etappen, die eine gewisse Zeit beanspruchten bis zur Bildung
der Kohlensaure, genigt nicht. Dann mufte nach Verlauf einer
gewissen Latenzzeit die Kohlensaurebildung maximal einsetzen.
Anders steht es aber mit einem Befunde von Euler und
Johansson,l) der mir in dieser Beziehung wichtig scheint:
nach diesen Autoren erfolgt, namlich bei der Garung von
Trockenhefe in Gegenwart von Toluol anfangs die Veresterung
des Zuckers rascher als die Bildung der &quivalenten Kohlen-

[) Diese Zeitschr. Bd. 85 S. 192 (1913).



Zur Kinetik der zellfreien Géarung. 205

sauremenge und erst gegen SchlulR vder Phosphatperiode findet
ein solcher Ausgleich statt, dal die Gesamtmengen &aquimole-
kular werden. Wenn es auch nicht feststeht, wie hoch man
die Genauigkeit dieser Versuche ansetzen darf — es ist ja
nicht ganz einfach, in Abschnitten von wenigen Minuten unter
genau gleichen Bedingungen den Gehalt freien Phosphats und
die Kohlensaurebildung jeder Periode zu bestimmen — und
die veroffentlichten Versuche der schwedischen Forscher zu
einer bestimmten Entscheidung nicht ausreichen, so konnten
sie doch in Verbindung mit der hier dargelegten Holle des
Phosphats und Hexosephosphats das Phanomen des Garanstiegs
vom Kinetischen Standpunkt verstehen lassen. Die Veresterung
wirde sofort mit der durch die Konzentration der Komponenten
bedingten Geschwindigkeit beginnen, es bestdnde aber anfang-
lich eine Dissoziation mit den zur Kohlensaure flihrenden Zer-
fallsprozessen des zweiten Zuckermolekils, die erst allmahlich
Uberwunden wudrde. Dies letztere bleibt nattrlich zunéchst
unaufgeklart.l) Dall sich ein — unter gleichen Bedingungen

noch steiler verlaufender — Garanstieg auch bei Trockenhefe
findet, zeigt der folgende Versuch.

4 g Trockenhefe in 23 ccm Wasser. Davon 1,4 ccm -f- 0,7 dest.
Wasser + 0,2 ccm 20°/oige Frukt. -f- 0,1 ccm Hexosephosphat (0,14 m).

cmm CO02 X 4
Gesamt pro 27* Min.
2«/e’ 24 24
=) 94 70
7U* 269 175
10" 8§ 145
121/* ! 386 72
15 438 52
20" 511 36
25" 561 25
45 724 21

*) 31 ithren Studien Uber die Phosphatveresterung in.dem nicht
gleichzeitig garenden Hefeextrakt haben schon Euler und Ohlsén,
Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 313 (1911) die Beobachtung gemacht, daf}
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Auller der hier gegebenen Deutung des Garanstiegs mul}
noch eine andere in Betracht gezogen werden: die Bildung
eines Zwischenprodukts vor der endgultigen Veresterung. Dies
Zwischenprodukt kann man dann entweder, wie die englischen
Forscher, schon als einen intermedidren Zuckerphosphorsaure-
ester auffassen, der aber noch nicht mit dem Zerfall des
anderen Zuckermolekuls verkoppelt ist, oder als die «verester-
bare Form des Zuckers» im Sinn Eulers. Alle meine Ver-
suche in dieser Richtung verliefen negativ. Zucker mit Alkali
oder Phosphat gekocht oder langere Zeit auf dem Wasserbad
bei 70—90° erhitzt, auch das die Induktion stark abklirzende
Zucker-Phosphatgemisch geben genau den gleichen Géaranstieg,
wie nicht vorbehandelter Zucker unter den gleichen Umstanden.
Auch Inkubation des Zuckers mit nicht garendem, aber gér-
fahigem Saft (ohne Hexosephosphat) oder mit Kochsaft hatten
kein andéres Resultat. Dal} ein solcher etwaiger intermediérer
Korper kein einseitig umgewandelter Zucker, sondern dann
schon irgend eine Zucker-Phosphorsaureverbindung sein miifte,
geht aus dem Géranstieg hervor, der bei nachtraglichem

Phosphatzusatz zum Garungsgemisch erfolgt. Die Versuche
Harden und Youngs sind Uberhaupt mit Phosphatzusatz zu

einem schon in konstanter Garung befindlichen Prel3saft ange-
stellt: auch dann der allmahliche Anstieg, wahrend doch in
diesem Fall schon ein gewisser UberschuR an Zucker vorher
In veresterbare Form hatte umgewandelt sein missen. Beim
Macerationssaft geben vergleichende Versuche mit vorherigem

und nachtraglichem Phosphatzusatz leider kein klares Bid.
Einmal werden die Verhaltnisse durch die anfangliche Bindung
des schon im Saft gegenwartigen Phosphats stark gedndert

und dann ist das Garungsmaximum bei spaterem Zusatz immer

sehr viel niedriger und daher Uberhaupt kein einwandfreier
Vergleich maglich.

die Geschwindigkeit dieser Esterbildung entgegen dem Massenwirkungs-
gesetz bis zum Schlu3 nicht abnimmt und daher den «zunehmenden
Einflu eines Katalysators» oder den «abnehmenden eines Paralysators»
vermutet. HOochstwahrscheinlich ist auch in ihrem Fall das Hexosephosphat
dieser Katalysator, das anorganische Phosphat der Paralysator, der Vor-
gang also eine echte Autokatalyse.
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Die ausldsende und beschleunigende Rolle, die das Hexose-
phosphat bei der Angarung spielt, konnte noch auf eine andere
Weise zu erklaren versucht werden. Der zugesetzte Ester
wird ja vom Hefesaft selbst vergoren, nachdem er zuvor in
freies Phosphat und eine fruktosedhnliche Hexose gespalten
Ist.*) Bei dem groRBen Unterschied, der sich zwischen Rohr-
zucker und Fruktose hinsichtlich der Induktion ergab, konnte
man annehmen, dall auch die aus dem Hexosephdsphat abge-
spaltene Hexose besonders leicht angegoren werden konnte,
etwa weil sie ebenso wie der Invertzucker im Moment der
hydrolytischen Spaltung — in statu nascendi — besonders
labil ware, oder auch weil sie sich ohne weitere Umwandlung
zur Wiederveresterung mit Phosphat eignete. Wenn dann auf
solche Weise die Garung in Gang gekommen ware, wirden
auch die schwerer angreifbaren Fruktosemolektle mit in den
Zerfall hineingerissen. Manche Angaben in der Literatur tber
Géarungsaktivatoren sind sogar einer solchen Deutung sehr
glnstig. So geben M. Oppenheimer?) und Neuberg*) an,
dall das selbst vergarbare brenztraubensaure Natrium und
auch andere ketosaure Salze die Zuckervergarung beschleu-
nigen und wie es nach ihren Angaben scheint, am starksten
Zzu Beginn der Garung. Brenztraubensaures Na kann
jedoch, obwohl es sturmisch von Macerationssaft
vergoren wird, das Hexosephosphat nicht-ersetzen.
Es lalkt sich auch auf einem direkteren Wege zeigen, daR die
hier herangezogene, ganz plausible Deutung nicht,zutrifll. In
diesem Fall kdme als Beschleuniger des Géranstiegs die abge-
spaltene «labile» Hexose in Betracht und der EinfluB der Kon-
zentration des Hexosephosphats auf die Steilheit des Anstiegs
mufite auf die Konzentration der Spaltprodukte bezogen werden,
die ja — ceteris paribus — mit jener parallel geht. Nun
konnen wir nach einer Entdeckung Harden und Youngs den
Gehalt an abgespaltener Hexose stark vermehren bei gleich-

zeitiger Verringerung der Hexosepbosphatmenge, namlich durch

1) Young, Proc. Roy. Soc. B, Bd. 81, S. 528 (1909).
*) Diese Zeitschr., Bd. 93, S. 235 (1914/15).
3) Biochem. Zeitschr., Bd. 71, S. 1 (1915).
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Natriumarseniat. Die englischen Forscher zeigten, daR die
enorme Beschleunigung der zellfreien Géarung durch gewisse
Konzentrationen von arsensaurem Natrium auf nichts anderem
beruht als starker Steigerung der Hydrolyse des Hexoseesters,
durch die der Gehalt an freiem Phosphat dauernd hoch gehalten
wird.l) Dies wurde schon von ihnen auf verschiedene Weise
bewiesen. Immerhin verringert die starke Selbstgarung des
PreRsafts und die Zunahme, die auch diese infolge vermehrter
Hydrolyse des Glykogens durch Arseniat erfahrt, die Durch-
sichtigkeit i1hres Beweismaterials.*) Das Fehlen der Selbst-
| garung Im Macerationssaft gestattet, diese Tatsache in hochst
Uberzeugender Weise zu demonstrieren und gleichzeitig test-
zustellen, daR die Methode zur Entscheidung der Frage, ob
das Hexosephosphat oder seine Spaltprodukte den Garanstieg
beschleunigen, benutzt werden kann.

1. Verwendet man eine niedrige Phosphatkonzentration,
die ein hohes Geschwindigkeitsmaximum der Garung gibt
— also eventuell Macerationssaft ohne weiteren Phosphatzu-
satz —, so erhalt man mit und ohne Arseniat dasselbe Maxi-
mum; wahrend es aber in Abwesenheit von Arseniat rasch ab-
fallt, bleibt es mit diesem lange bestehen. Ein solcher Versuch
Ist auf Fig. 6 abgebildet. Hier wurde aus besonderen Grinden,
die in diesem Zusammenhang nicht interessieren, statt des
Hefesafts sein (ber dem Ultrafilter gewaschener Ruckstand
benutzt und Coferment und Phosphat in Gestalt von Macera-
tionskochsaft hinzugegeben. Aus diesem Grund sind die Aus-
schlage etwas kleiner. Die Kurven bedeuten die Geschwindig-
keiten (cmm CO2 pro 10 Minuten) von Gemischen zu 1,2 ccm, ent-
haltend 0,2 ccm dreifach eingedickten Rickstand, 0,5 Kochsaft,
0,2 ccm 20°/oige Fruktose, etwas Hexosephosphat und (1)
kein Arseniatzusatz, (2) 0,005 m Natriumarseniat, (3) 0,012 m
Natriumarseniat. Man sieht, dal} bei dieser hGheren Konzen-
tration die Geschwindigkeit etwas langsamer steigt, aber dann
Im Maximum lange Zeit konstant ist. Vor allem ergibt
sich aber sehr deutlich, dall die Arseniatbeschleu-

l) Proc. Roy. Soc. B., Bd. 83, S. 451 (1911).
Y a.a. 0., S 463.
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nigung erst mit dem Absinken vom Phosphatmaxi-
mum einsetzt.
tmmCif*,

Fig. 6.

2. L&kt man statt Fruktose Hexosephosphat vergaren,
so ist die Gargeschwindigkeit bei gleicher Zuckerkonzentration
viel geringer und von vomeherein ziemlich konstant, sie zeigt
keine «Phosphatperiode»; sie ist bedingt durch die Geschwin-
digkeit der vorangehenden Hexosephosphatspaltung. Setzt
man hierzu nun Arseniat in optimaler Konzentration (0,01
bis 0,005 m), so wird die Garungsgeschwindigkeit sofort und ganz
auBerordentlich stark gesteigert, viel starker als beim gleichen
Hefesaft die Fruktosevergarung nach Ablauf der Phosphat-
periode. Bel einem ziemlich schlecht garenden Saft, bei dem
diese letztere nur etwa auf den dreifachen Wert hinaufging,
wurde die Hexosephospatvergarung von Anfang an bis zu dem
rasch erfolgenden Versiegen des Géarmaterials um den 20 bis

30fachen Betrag gesteigert, wie die nachstehenden Versuche
zeigen.

Versuch 1. Gemische 1,2 ccm, enthaltend 0,7 ccm Saft und (1)
0,3 ccm 0,14 m Hexosephosphat, (2) 0,3 ccm Hexosephosphat + 0,1 ccm
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rato Arseniat, (3) 0,1 ccm 20°/o Fruktose, (4) 0,1 ccm 20¢/» Fruktose
-f*0,1 ccm ‘/ee Arseniat.

CO0,-Bildung : cmm C0a X

(1) (2) (3) (4)
" Hexose- Hexosephos- Fruktose Fruktose
phosphat phat -f- Ars. t-{-Ars.
Ge- pro Ge- pro Ge- pro Ge- pro
samt IOMin. samt IOMin. samt IOMin. samt IOMin.
.10 4 4 29 29 _— |
25' 12 5 210 121 127 (51) 131 (52)
40' 200 o ~ 280 47 185 39 183 35
Ih 32 310 15 317 66 288 53
Ih 15 43 323 9 375 39 392 69
Ih 35 — — — — 436 30 541 74
Ih 45 — — — — 464 28 616 75

Versuch 2. Gemische 1,2 ccm: enthaltend 0,7 ccm Saft, 0,3 ccm

0,14 m-Hexosephosphat und (1) ohne Arseniat, (2) 0,008 m-Arseniat.
(3) 0,002 m Arseniat.

cmm CO, X *.
(1) (2) (3)
ohne Ars. 0,008 Aurs. 0,002 Ars.
Gesamt | pro5Min.  Gesamt | pro5Min. Gesamt | pro 5Min.
S' 5 21 21 14 14
10' 9 97 76 71 57
30' 20 326 57 280 52
Ih 46 391 11 370 15

Versuch 3. Gemische 1,6 ccm enthaltend 0,8 ccm Saft, 0,4 ccm
0,14 m-Hexosephosphat und (1) ohne Arseniat, (2) 0,006 m-Arseniat.

CO, X

10:
20
40"
60’

Gesamt

6
15
29
44

N ohne Arseniat
| pro IOMin.

6

9
7
7

mit Arseniat
Gesamt  pro IOMin.
122 122
367 243
442 37
472 15
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3. Untersucht man nun den Garanstieg von, Fruktose in
Anwesenheit von wenig Hexosephosphat mit und ohne Arseniat-
zusatz, so wird die Konzentration des Hexosephosphats. an-
fangs durch das Arseniat rasch verringert, wahrend die Kon-
zentration der Spaltprodukte relativ aulierordentlich steigt.
Diese Vermehrung mu3 ungeféahr so gro3 sein, wie bei aus-
schlieRlicher Hexosephosphatvergarung die Beschleunigung am
Anfang betragt. Kommt es fur die Angédrung auf das Hexose-
phosphat selbst an, so kann das Arseniat keinen betréchtlichen
Einflul haben, und wenn, nur im Sinne einer Verlangsamung,
da ja die Hexosephosphatkonzentration sich auch mit Arseniat
relativ in den ersten Minuten nicht sehr bedeutend &ndert.
Kéme es aber auf die Spaltprodukte an, so mufRte das Arse-
niat den Garanstieg aullerordentlich beschleunigen, da die
relative Menge derselben dadurch sehr wachst. Die genauesten
Versuche in Gegenwart von sehr wenig Hexosephosphat —
so dal dessen Eigengarung keine Komplikation hervorruft

zeigen nun, dald in der Tat kein oder hochstens ein ver-
langsamender EinfluR des Arseniats auf die Angarung festzu-
stellen ist.

Versuch 4. 1,2 Gemisch, enthaltend 0,6 ccm Saft, 0,2 ccm 20 °/o ige
Fruktose, 0,0006 m Hexosephosphat, und (1) ohne Zusatz, (2) mit 0005
Arseniat.

cmm CO, X *
ohne Zusatz mit Arseniat
Gesamt |pro 5 Min.  Gesamt jpro 5 Min.
=) 5 5 4 4
10 21 16 20 16
15 51 30 48 28
20" 100 49 94 46
30' 211 56 200 53
40" 380 84 375 87
50° 523 71 511 68
60" 596 37 749 69
70" 622 13 857 54

80" 645 12 953 46
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[1l. Die Bedeutung des Cofermentgehalts fur die Gar-
geschwindigkeit.

Welchen EinfluB Ubt das Coferment auf die Geschwindig-
keit aus? Da im Hauptintervall des Garungsablaufs die Um-
satzgroRe durch die Hexosephosphatase bedingt wird und diese,
wie die englischen Autoren zeigten, des Cofermentes nicht be-
darf, so kann sich in diesem Abschnitt eine Vermehrung des-
selben Uber die Menge hinaus, die ausreicht, um die Zymase
zur volligen Beschlagnahme des abgespaltenen Phosphats zu
beféhigen, gar nicht geltend machen (wenn man nicht gleich-
zeitig auch die Phosphatmenge vermehrt). Es wird daher hier
nur die Wirkung des Cofermentgehalts auf die Garung in der
Phosphatperiode untersucht. Von besonderer Bedeutung er-
scheint die Frage, ob es fir die Geschwindigkeit auf die Menge
des Coferments relativ zur Zymase, oder auf seine Kon-
zentration — unabhéngig von der Enzymmenge — ankommit,
vorausgesetzt, dal tberhaupt eine Abhangigkeit vom Coferment-
gehalt zu konstatieren ist. Wenn die Menge des Kdrpers mit
der Enzymmenge in einer bestimmten Proportion stehen mufte,
so wurde das darauf hindeuten, daR er sich chemisch an dem
Zuckerumsatz beteiligt, im andern Fall wiirde seine Bedeutung
mehr in der Richtung eines Milieueinflusses zu suchen sein.

DalR innerhalb der hier in Betracht kommenden Ver-
haltnisse zunachst tberhaupt eine Abhangigkeit der Geschwin-
digkeit vom Coenzymgehalt besteht, kann man am deutlichsten
feststellen, wenn man nur diesen und nicht gleichzeitig die
Phosphatmenge variiert. Dies geschient am besten durch Zu-
satz von Muskelkochsaft, da dieser, wie ich kirzlich gezeigt
habe, das Garungskoferment besitzt, aber eine im Vergleich
zum Macerationssaft zu vernachlassigende Phosphatmenge.l)
Oder man verwendet Hefekochsaft und verringert die zu-
zugebende Menge Phosphat um den Betrag, der sich fir den
Kochsaft berechnet, In jedem Fall erfolgt dann der
Garanstieg viel rascher. Ja, dies kann sogar der Fall
sein, wenn man ohne weitere Variation Hefekochsaft zum Gar-

») Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 165 (1918) und Bd. 102 (?), S. 1
(1918), Vers. 26.
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gemisch hinzusetzt, obwohl wegen der dadurch gleichzeitig
bewirkten Vermehrung des Phosphats das Umgekehrte der Fall

sein sollte. Als Beispiel sind in Fig. 7 die Geschwindigkeits-
ciwnilO*,

f * ohne Kochsaft. # mir Kochsaft'
Fig.7.
kurven (cmm CO2 pro 5 Minuten) bei den Ublichen Mengen-

verhéltnissen gegeben. 1,4 ccm Gemisch, enthaltend 0,6 ccm
Saft, 0,1 ccm 20°/oige Fruktose, etwas Hexosephosphat, zu (1)
0,2 ccm m/2 Phosphat und dest. W., zu (2) 0,15 ccm m/2
Phosph.-}-0,4 ccm Hefekochsaft. Obwohl so die Phosphat-
konzentration in (2) noch etwas groRer ist als in (1), erfolgt
der Gdranstieg steiler. In anderer Weise und unter Be-
dingungen, die den folgenden Versuchen entsprechen, &Rt sich
dasselbe nachweisen, wenn man zu gut gewaschenem, phos-
phat- und cofermentfreiem Ultrafiltrationsriekstand einmal Mus-
kelkochsaft und zweitens im Vakuum eingeengten Muskelkock
saft hinzugibt, auRerdem gleich viel Phosphat zu beiden. Wie-
derum ist der Géranstieg im zweiten Fall mit konzentrierterem
Goferment steiler, obwohl auch hier die Phosphatmenge gleich-
zeitig etwas vermehrt ist.

Versuch 1. Gemisch 1,2 ccm, enthaltend 0,2 ccm mit 400fach
Wasser gewaschenen, dreifach eingedickten Rickstand, 0,2 ccm 20°/oige
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Fruktose, 0,1 ccm m/t-KH,P04 und etwas Hexosephosphat mit (1) 0,6 ccm
Wasser, (2) 0,6 ccm Muskelkochsaft, (3) 0,6 ccm im Vakuum zur Trockne
eingedampften, dreifach konzentrierten Muskelkochsaft.

cmm CO0a X 4
D (2) (3)
mit Wasser mit Muskelkochsaft mit konz. Muskel-
kochsaft
Gesamt Gesamt prol5Min. Gesamt |pro15Min
15' 0 30 30 56 56
30’ 3 114 84 169 114
45' 0 200 86 264 95
Ih 15 9 358 79 438 87
2h 15' 12 498 35 574 34

Versuch 2. Hohere Phosphatkonzentration. 1,2 ccm Gemisch, ent-
haltend 0,2 ccm mit 110 fach Wasser gewaschenen, dreifach eingedickten
Rickstand, 0,2 ccm 20 °/oige Fruktose, 0,1 ccm m-KH,P04, etwas Hexose-
phosphat, und (1) 0,6 ccm Wasser, (2) 0,6 ccm Muskelkochsaft, (3) 0,6 ccm

im Vakuim doppelt eingedickten Muskelkochsaft.

cmm CO0,X4
@) (2) (3)
W _ celkochsaf mit doppelt konz.
mi asser mit Muskelkochsaft Muskelkochsaft
Gesamt Gesamt |pro!5Min. Gesamt jprol6Min
15' 4 60 60 108 108
30 11 188 88 280 172
45' 24 372 184 495 215

Einen Hinweis darauf, dal} die Geschwindigkeit von der
Konzentration und nicht der Menge des Coferments beeinfluf3t
wird, konnen wir darin sehen, dal} Zusatz von Muskelkochsaft
zu stark verdinntem Hefesaft einen viel starkeren Einfluf3
auf die Beschleunigung des Garanstiegs hat, als zu weniger
verdinntem, obwohl doch in beiden Fallen das Verhaltnis von
Zymase und Coenzym dasselbe ist. Immerhin sind solche
Versuche nicht einwandfrei, weil sich dabei auch das Ver-
haltnis von Coferment zu Phosphat andert und zwischen beiden
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offenbar auch Beziehungen bestehen. Um eine sichere Ent-
scheidung zu féllen, mul} die Zusammensetzung in bezug auf
Zucker, Phosphat und Coferment nebst allen sonstigen Kon-
stituenten des Gargemisches unverandert bleiben, und nur die
Zymasemenge variiert werden. Zu diesem Zweck wird ge-
waschener Ultrafiltrationsrickstand = Zymase in wechselnder
Verdinnung zu genau gleichen Gargemischen hinzugefligt, die
aus Muskel- oder Hefekochsaft, Fruktose, Phosphat, etwas
Hexosephosphat bestehen. Die Cofermentkonzentration nebst
allem Ubrigen ist dann konstant aulBer der Zymase, die selbst
und daher auch ihr Verhéltnis zur Cofermentmenge variiert
wird. Wenn die Konzentration des Goferments maligebend ist, so
mussen die Geschwindigkeiten bis zum Abfall des Phosphatmaxi-
mums ziemlich genau den Zymasemengen proportional sein, an-
dernfalls miRte bei hoherem Zymasegehalt die Geschwindigkeit
relativ schwacher ansteigén. Da die Geschwindigkeit sich ja

dauernd &ndert, so vergleichen wir nur die gesamte gebildete
Kohlensdauremenge bis zu dem Zeitpunkt, wo in der schnellst

vergarenden Ldsung die Geschwindigkeit zu sinken anféangt.
Der Vergleich wird erleichtert bei Benutzung von KHfPO4,

weil hier das Maximum weniger hoch und gedehnter ist.l)

Es ergibt sich, wie die folgenden VVersuche zeigen,
recht deutlich, daR bis zur Uberschreitung des Maxi-
mums die Geschwindigkeit den Zymasemengen direkt

proportional ist, dal3 mithin die Konzentration und
nicht die Coenzymmenge im Verhaltnis zur Zymase-
menge fur dieimsatzgrofie in dieser Zeit malRgebend ist.

*) Es sei hier der Hinweis gestattet, dal in der letzten Arbeit
(diese Zeitschr., Bd. 102, S. 1 [1918]) der Schluf? aus der GAarungsge-
schwindigkeit der Anfangszeit — cum grano salis — auf den Coferment-
gehalt der Organkochséafte nur erlaubt war, weil erstens durch ziemlich
viel KH2P04, ein gedehntes, lang anhaltendes G&rungsmaximum erzeugt
wurde, und der eigene Phosphatgehalt der Organsafte relativ wenig in
Betracht kam, und zweitens die Zeiten fur die Vergleiche im allgemeinen
so kurz gewahlt wurden, dall die Phosphatsteigerung noch nicht ab-
gelaufen war. In der Zeit des Geschwindigkeitsabfalls Uberschneiden
sich ja sogar bei ursprunglich gleichem Phosphatgehalt die Geschwindig-
keitskurven.
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Versuch 1. Je 1,4 ccm Gemisch, enthaltend 0,5 ccm Muskel-
kochsaft, 0,1 ccm m-KH,P04, 0,2 ccm 20¢/sige Fruktose, etwas Hexose-

phosphat und mit 200 fach Wasser gewaschenen Ultrafiltrationsriickstand
0,4 ccm.

V.

(1) Rickstand 3fach eingedickt gegentber urspringlichem Saft.
(2) Rickstand I‘/*fach eingedickt.

(3) Ruckstand 0,75fach eingedickt.

cmm CO, X
(1) (2) BN C)

3 facher Rlckstand 1**facher Ruckstd. 0,75facher Riickstd.

.« . Gesamt |proloMin. Gesamt |prol5Min. Gesamt |pro 15Min.
W 174 145 71 59 33 28
30' 332 198 145 93 79 58
4;v 473 141 249 104 113 34
(lh 15")  (585) 56 (422) 86 (197) 42

Versuch 2. 1,3 ccm Garungsgemisch, enthaltend 0,6 ccm Muskel-
kochsaft, 0,2 ccm 20°/oige Fruktose, 0,1 ccm m-KH,P04, etwas Hexose-
phosphat und 0,2 ccm Rickstand, mit 150 fach Wasser gewaschen.

(1) 3fach eingedickt, (2) Ifach eingedickt.

cmm CO, X 4.
(1) (2)
3 fach konz. Riickstand Ifach konz. Riickstand
Gesamt | pro 15 Min. Gesamt pro 15 Min.
19' 83 65 15 12
30' 230 198 59 60
1h 30 595 91 232 43
(2h 15) (714) 40 (333) 33

Versuch 3. Je 1,4 ccm Gemisch, enthaltend 0,7 ccm Hefekochsaft,

0,2 ccm 20 °/gige Fruktose, etwas Hexosephosphat (kein auBeres Phosphat)
und 150 fach gewaschenen Riickstand 0,4 ccm.

(1) Rickstand 3fach konzentriert (gegenlber Ausgangssaft}.
(2) Rickstand 1,5fach konzentriert.
(3) Rickstand 0,5fach konzentriert.

Aullerdem (4) Rickstand 1,5fach konz. und 0,35 ccm Hefekochsaft
statt 0,7 ccm.
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cmm CO, X 4.

(1) | (2) | (3) @

3fach. Riickst. I i . 17« fach. Rckst.
ach. Ruckst.  I*/sfach. Riickst. 0,5fach. Riickst. s Kochsaft

Gesamt Ip.|IOMin. Gesamt Ip.|OMin. Gesamt 1p.|OMin. Gesamt Ip.IOMin.
18" 239 133 118 65 25 14 105 58
25' 371 189 205 124 74 70 180 107

(350 (455) 84 (325 120 (13) 60  (216) 36

Aus der Spalte 4 des letzten Versuchs ist zu sehen, dal
bei Verringerung der Coenzymkonzentration trotz entsprechen-
der gleichzeitiger Verringerung des Phosphats der Garanstieg
langsamer erfolgt. Wir sind also in einem Bereich, wo der

Cofermentgehalt eine Rolle fir die Garungsanfangsgeschwindig-
keit spielt!

V. Beobachtungen zu den narkotischen Garungs-
hemmungen im Macerationssaft und Trockenhefe.

Im AnschluB an den kuirzlich mitgeteilten Befund,l) dal
die Fallungen im Macerationssaft durch Narkotika nur in
Gegenwart von Salz entstehen, im gewaschenen Ultrafiltrations-
rickstand, der aufs alte Volumen verdinnt ist, vollstandig
ausbleiben, anderseits bei Vermehrung des Salzgehalts, z. B.
durch NaCl, sehr verstarkt werden, untersuchen wir zunachst,
ob eine &hnliche Abhangigkeit vom Salzgehalt auch fir die
Hemmung durch Narkotika bestent. Extreme Falle konnen
bei der zellfreien Garung leider nicht untersucht werden, denn
diese bedarf der Gegenwart von Salzen und des von Elektro-
lyten schwer abtrennbaren Coferments und vertragt anderseits
keine betrachtliche ErhOhung der Salzkonzentration, da schon
bei Zusatz von 1,5d/o NaCl die Garung im Macerationssaft
stark gehemmt wird. Immerhin reicht die Variationsbreite
aus, um festzustellen, dal} tatsachlich Unterschiede in dieser
Richtung bestehen und die Hemmungsgrofie in Gegenwart von
NaCl (relativ zur Garung mit NaCl, aber ohne Néarkotikum)

¥ Biochem. Zeitschr. (1918).
Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CU. 16
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groRer ist als ohne Kochsalzzusatz. Es ist dabei aber her-
vorzuheben, dall 1. die Garung gegen Salz selbst sehr empfind-
lich ist, und diese Salzempfindlichkeit scheint sogar Bedingung
fir die Verstarkung der Wirkung des Narkotikums zu sein,
und daR 2. nur solche Hemmungen, die schon ohne Salz deut-
lich sind, verstarkt werden, aber Stoffe, deren narkotischer
Effekt nur gerade den Schwellenwert erreicht, etwa Phenyl-
urethan in Sattigungskonzentration, auch mit NaCl zusammen
nicht hemmen. Der Salzzusatz wirkt also anders als die «Zell-
struktur» in den Versuchen von Warburg, da diese die im
Saft noch nicht wirksamen Narkotikumkonzentrationen zur
Hemmung in der Zelle befahigt.,

Diese Messungen kdnnen nicht in der «Phosphatperiode»
gemacht werden, welil sich in dieser die Garungsgeschwindig-
keit zu rasch é&ndert. Daher wurde in der Regel der Saft
zunédchst mit Zucker einige Zeit in den Thermostaten gehangt,
bis das Phosphat verbraucht war, die Kohlensgure fortge-
schattelt und dann gleiche Mengen Saft in die Garungsgefale
gegeben und die Narkotika und Salzlésung hinzugesetzt. Wir
bestimmen so die Hemmung der Hexosephosphatase, wie das
schon friher von Dorner geschehen ist.l) Man kann sich
jedoch davon Uberzeugen, dal dasselbe auch fir die eigent-
liche Zymasereaktion gilt. Inkubiert man z. B. Saft mit Zucker
und ziemlich viel Phosphat nur so lange, dal} noch nicht alles
Phosphat verbraucht, das Maximum aller schon Uberschritten
ist, so kann man auch jetzt fur eine kurze Zeit — etwa 15 Mi-
nuten — die gleichen Hemmungen feststellen. Und endlich
gelingt das auch fur die Anfangszeit, wenn man durch Zusatz
von Arseniat fir eine Konstanz der Garungsgrofle sorgt. Wenn
man erst nach Ablauf der Phosphatperiode Arseniat hinzufugt,
bekommt man zwar ohne Narkotika dieselben Werte, aber
die Hemmungen sind dann unregelmaRig, meist grofer.

Die Zusammensetzung der Garungsgemische in den folgenden Ver-
suchen war ahnlich der bisherigen; Flussigkeitsmenge meist 2 ccm. Inner-
halb jeder Versuchsserie waren alle Abmessungen genau gleich bis auf

die NaCl- und Narkotikumkonzentrationen.

») Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 99 (1912).
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[
|. Inkubation des Hefesaftes mit Zucker (ohne Phosphat) wahrend
1—2 Stunden. Darauf die folgenden Messungen. ’

t ohne NaCl mit NaCl
Zeit Narkotikum Hem- Hem-
‘MM~ mung MM~ mung
CO2X4 i, ofe NaCl eotx4 in \/
1. 50 138 Wo 119 |
6°/0 Athylurethan 111 20 76 35
2. 45 167 | 1,35°0 96
6°/« Athylurethan 129 28 52 46
3. 45' 275 1,3»/. 158
6°/0 Athylurethan 183 83 80 49
4. 30 211 1,2*/. 145
4074 Athylurethan 169 20 102 30
I°/o i-Butylurethan 164 22 103 30
gesatt. Amylalkohol 28 87 0 100
5. 30 184 1,2»/. 123 "
[°/0 i-Butylurethan 147 20 89 28
ges. Phenylurethan 182 0 118 4
ges. Heptylalkohol 154 16 106 14
6. 30' t 102 1,2»/. 71
10°/0 Methylurethan 48 53 23 68
3°/o Propylurethan 68 33 36 50

Il. Inkubation mit Zucker und Phosphat (m/io) far Ih 50'. Vor
Ablauf der Phosphatperiode gemessen.

15° 99 0,9#/0  81.
6°/0 Athylurethan 75 24 41

I1l. Gemisch: 12 ccm: 0,4 ccm Saft + 0,2 Fruktose éO°/o; mit
0,006 m Arseniat. Messung nach Erreichung des Gé&rungsmaximums

(30 Min. nach Vermischung und Zusatz der Narkotika).

30" 295 1,2> 158
4°/o Athylurethan 236 20 76 53
ges. Phenylurethan 293 0 156 0
ges. Heptylalkohol 261 12 135 15

Auch frihere Beobachtungen vota mir durften im Sinne
einer Abhangigkeit der Hemmungsstarke der Narkotika von

16~
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der Salzkonzentration zu deuten sein. So wurde gefunden,l)
dall die Atmungshemmung im Brei von Seeigeleiern, der durch
Zerschtteln unbefruchteter Eier mit dem gleichen Volumen
destillierten Wassers gewonnen war, im Anfang ziemlich ge-
ring war und erst im Lauf von 1—1V, Stunden starker zu-
nahm, ohne die Hemmung lebender Eier zu erreichen. Wurde
dagegen das Narkotikum zu der Suspension intakter Eier hinzu-
gefligt und dann erst die Zerschittelung vorgenommen, so war
die Hemmung starker und ziemlich konstant. Im ersteren Fall
wirken die Narkotika in salzarmerem Milieu auf die Eisubstanz
ein. — Anderseits scheint eine Salzempfindlichkeit des zu
hemmenden Enzyms selbst erforderlich zu sein, damit eine
solche Abhéngigkeit der narkotischen Wirkungsstarke vom Salz-
gehalt in Erscheinung tritt. Obgleich namlich die Atmung des
Hefemacerationssafts von etwa denselben Narkotikumkonzen-
trationen gehemmt wird wie die Garung2) — eher noch etwas
starker —, so wird diese Atmungshemmung nicht einmal in
Gegenwart von 5°/0 NaCl verstarkt, obwohl der Unterschied
der Fallungsstarke der Narkotika in diesem Fall betrachtlich
Ist. Aber auch die Atmungsgrof3e selbst wird durch den Salz-
zusatz nicht geandert. Es ist eben daran zu denken, daR die
Fallungen, obwonhl sie ja zweifellos mit derselben Eigenschaft
der Narkotika In Zusammenhang stehen, die auch fur die
Hemmung wesentlich ist, ndmlich der Oberflachenaktivitat,
doch nicht unmittelbar die Erkldrung der Wirkung zu geben
brauchen. Hierflr gendgt, wie ich schon 6fters hervorhob, die
Verdrangung des Substrats von der kolloiden Enzymoberflache,
die auch ohne sichtbare Dispersitatsanderung von statten gehen
kann, aber allerdings bei den Stoifwechselfermenten meist da-
mit verbunden ist. In welchem Umfang diese Dispersitatsver-
ringerung fur die Grolle der Hemmungen eine Rolle spielt, ist
noch eine offene Frage, zu deren Beantwortung die vorstehenden
Versuche nur einen Beitrag liefern.

Da in den mitgeteilten Experimenten mit Inkubation des
zuckerhaltigen Hefesafts die Hemmung der Hexosephos-

») Pflagers Archiv, Bd. 157, S. 287 (1914).
») Pfligers Archiv, Bd. 170, (1918).
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phatase geprift wird, so muR man offenbar dasselbe Resultat .
erhalten, wenn man die Garung des Hexosephosphéats —
(ohne Inkubation) — durch Narkotika zu hemmen sucht. Wie
oben gezeigt ist, iIst diese Gargeschwindigkeit von vorne herein
ziemlich konstant und wird allein durch die Tatigkeit des
esterspaltenden Ferments bestimmt, Das steht nun in Wider-
spruch mit dem von Euler und Johansson aus ihren Ex-
perimenten an Trockenhefe gezogenen Schluf: «Es ergibt sich
also als allgemeines Resultat, dal} die enzymatische Spaltung
des Kohlehydratphosphorsaureesters durch antiseptische Mittel
wie Toluol stark gehemmt wird*.l) Tatsachlich wird aber in
Ubereinstimmung mit unsern obigen Befunden die Vergérung
des Hexosephosphats im Macerationssaft — also auch die
enzymatische Spaltung des Esters — durch Toluol in Sattigungs-
konzentration, ebenso durch Phenylurethan oder durch Heptyl-
alkohol in Sattigungskonzentration gar nicht oder nur auf3erst
geringfligig gehemmt, und auch die tbrigen Hemmungen stimmen
genau mit den obigen Uberein. Das Resultat der schwedischen
Autoren kommt offenbar dadurch zustande, dall sie ihre Ver-
suche mit Trockenhefe anstellten, also keine Enzymldsung
vor sich hatten. In der Tat iIst die Garungshemmung
In Trockenhefe erheblich grol3er als im Hefesaft und
liegt zwischen der Safthemmung und der Zellhemmung, auch
insofern, als die Verstarkung vor allem die héheren Glieder
der homologen Reihen betrifft. In den folgenden Versuchen
wird die Vergarung des Hexosephosphats durch Aufschwem-
mungen von Trockenhefe unter der Wirkung derselben Nar-
kotikumkonzentrationen geprft, die bei den Safthemmungen
zur Verwendung kamen. Die Suspensionen von Trockenhefe
waren doppelt verdinnt gegentber den zur Herstellung des
Macerationssafts dienenden, in Menge von 1,2—1,6 ccm.
Diese Hemmungen, die Ubrigens ahnlich den Hemmungen
Im Saft progressiv sind, kann man nicht dahin verstehen, dal}
sie die Resultante von Zellhemmungen und Safthemmungen vor-
stellen, indem man die Trockenhefe als ein Gemisch von .teils
lebenden, teils abgestorbenen Zellen auffalit. Zugesetztes

) Diese Zeitschr., Bd. 85, S. 204 (1913).
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: : cmm Hemmung
Zeit Narkotikum Col X 4 in °lo
1. 50" 328 ,
| gesattigt Toluoll) 233 30
2. . 30 . ) 106
6#/0 Athylurethan 57 46
I°/o i-Butylurethan 58 45
3. 40' | 217
6°/* Athylurethan 104 52
I°/o i-Butylurethan 130 40
gesatt. Phenylurethan 112 48

Hexosephosphat wird von lebenden Zellen (berhaupt nicht
gespalten, weil es die Zellwand nicht durchdringt.2) Nur die
abgetoteten Zellen nehmen also an der Esterspaltung teil und
auch hier ist diese Reaktion die langsamst verlaufende des
Garungsprozesses: denn durch Arseniat wird auch die Hexose-
phosphatvergarung der Trockenhefe machtig gesteigert. Die
gemessenen Hemmungen betreffen also in der Tat die in den
abgettteten Zellen vorhandene Hexosephosphatase.

Nur die Wirkung des Heptylalkohols (in gesattigter Losung)
gegentiber der Hexosephosphatvergarung durch Trockenhefe
weicht vollig von seinem sonstigen Verhalten ab. Dieser hemmt
nicht nur nicht, sondern steigert diesen Prozel; um 50—80°/o.
Die Ursache hiervon ist ganz unklar. Denn weder hydrolysiert
der Heptylalkohol fiir sich das Hexosephosphat, noch zeigt sich
dieser Effekt in merklichem Grade (hOchstens angedeutet) bei
der Hexosephosphatvergarung im Macerationssaft. Und auch
die Fruktosegarung durch Trockenhefe nach langerer Inkubation
mit Zucker — also im Stadium der Hexosephosphatspaltung —
wird nicht gesteigert, sondern gehemmt (etwa 25°/0 in Satti-
gungskonzentration).. Vielleicht kann man diesen Befund in

* Bei Versuchen mit UberschuB von Toluol mussen die Garungs-
gefalle anfangs so lange geschittelt werden, bis der durch Verdunstung
des Toluols entstandene Druck konstant bleibt. Dieser Wert (67 mm
Manometerdruck) wird in Abzug gebracht.

*) Paine, Proc. Roy. Soc. B., Bd. 84, S. 304 (1912).
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Analogie setzen mit der Feststellung von Harden und Paine,l)
daB Toluol und hohere Konzentrationen Athylalkohol die Selbst-
garung lebender Hefe steigern und durch eine Vermehrung der
Durchlassigkeit der Trockenhefezellen flir Hexosephosphat unter
dem EinfluB des Heptylalkohols erkldren. Jedoch zeigen andere,

sonst &hnlich wirkende Stoffe, z. B. Toluol oder Amylalkohol,
das Phanomen nicht.

Cimm CO* X 4
Zeit . -
ohne Hept. mit Hept Steigerung
gesattigt

1. 2,4 ccm Gemisch : 1,4 ccm
Hefesusp., 0,02 m-Hexose- 40 217 319 ¢ 45
phosphat ...........cccceviiene

|

2. 1,8 ccm Gemisch @ 1,4 ccm
Hefesusp., 0,03 m-Hexose- 75 270 492 30
phosphat...........c.....cc.... ... :

3. 1,6 ccm Gemisch: 1,0 Trock.- | |
Hefesusp., 0,018 m-Hexose-  25' 92 143 55
phosphat...................,, .

4. 1,6 ccm Gemisch: 1,0 Trock.- .
Hefésusp., 0,05 m-Hexose- 100 270 487 30

phosphat ...........ccocevieennnn,

Auf ein anderes Faktum sei in diesem Zusammenhange
noch hingewiesen. Wahrend Hexosephosphat von lebender
Hefe nicht vergoren wird, war die Vergarung durch Trocken-
hefe um den fiinffachen Betrag groBer als in dem aus ihr
gewonnenen, allerdings nicht sehr garkraftigen Saft unter den
gleichen Konzentrationsbedingungen. Gerade die. schlechte
Extraktionsfahigkeit der Hexosephosphatase bezw. thr Wirk-
samkeitsabfall beim Ausldsen aus der Zelle sind ja der eigent-
liche Grund daftr, dal} die Gargeschwindigkeit in vitro so weit
hinter der Zellgarung zurlckbleibt. Die Zymase selbst und
das Coferment lassen sich so gut extrahieren, dal} die Gar-
geschwindigkeit anndhernd der der lebenden Zellen gleich-
kommt, wenn man durch Arseniat die Esterspaltling gentigend
beschleunigt.

") Proc. Roy. Soc. B.., Bd. 84, S. 448 (1912).
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Zusammenfassung.

1. Bei mangelnder Selbstgdrung kann vor dem Beginn
der Garung des Macerationssafts nach Zuckerzusatz ein langeres
.oder kurzeres Intervall liegen: die «Induktion». Verschiedene
Umstande beeinflussen seine Lange: Bemerkenswert erscheint
u. a., dal — ceteris paribus — Saccharose viel schneller an-

gegoren wird wie Fruktose und Glukose, dal3 letztere nach
langerem Erwarmen mit Phosphat schneller angegoren werden,

dall die Induktion durch Zerreiben der Trockenhefe mit Glas-
pulver sehr verkirzt wird, dal sie durch Hexosephosphat von
0,2 Millimol an mit Sicherheit momentan aufgehoben wird.

2. Die Géarung zeigt eine starke Anfangsbeschleunigung,
herrihrend von im Saft vorhandenem freien Phosphat (Harden).
Das Maximum der Gargeschwindigkeit wird aber nicht sofort
erreicht. Der Anstieg der Geschwindigkeit erfolgt um so lang-
samer, je hoher die Anfangskonzentration des Phosphats ist,
wahrend dabei die Maxima zunéchst noch etwas steigen, dann
aber auch fallen. Ahnlich wie Erhéhung des Phosphatsgehalts
wirkt Zusatz eines anderen Salzes, z. B. NaCl, sowohl auf die
Verlangsamung des Géaranstiegs wie auf die Herabsetzung des
Geschwindigkeitsmaximums. Neben der spezifischen Funktion
hat das Phosphat noch eine allgemeine «Salzfunktion», durch
die es von maliger Konzentration an die Gargeschwindigkeit
hemmt.

3. Umgekehrt erfolgt der Garanstieg mit steigender Kon-
zentration des zugesetzten Hexosephosphorsaureesters immer
schneller, wobei es auf diesen selbst, nicht auf die aus ihm
abgespaltene Hexose ankommt. Das Phdnomen des Garanstiegs
wird nicht vollstandig durch die autokatalytische Wirkung des
gebildeten Phosphorsaureesters in Verbindung mit der «negativ
katalytischen» des verschwindenden Phosphats erklart*, wahr-
scheinlich kommt hierzu noch eine zeitliche Dissoziation zwischen
Phosphatveresterung und Kohlensaurebildung (Euler).

4. Der Garanstieg erfolgt rascher bei zunehmendem Ge-
halt an Coferment. Fur die Gargeschwindigkeit ist maligebend
die Konzentration des Coferments, nicht seine Menge im
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Verhéltnis zur Zymasemenge. Dies spricht etwas gegen eine
chemische Beteiligung des Korpers am Géarungsvorgang.

5. Die narkotischen Garungshemmungen im Macerations-
saft werden in Parellelismus zu den Fallungen durch NaCl-
Zusatz etwas verstarkt. Dies entspricht aber nicht der Wirkung
der Zellstruktur (Warburg) auf die HemmungsgroRe. Die
Hemmungen der Zymase und Hexosephosphatase im Saft sind
gleich, dagegen wird die Vergarung des Hexosephosphats durch
Trockenhefe schon von kleineren Konzentrationen gehemmt,
die zwischen den fur Saft und lebende Zellen geltenden Werten
liegen.



