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A. Einleitung.

Unter den zahlreichen Bedingungen, welche den Zucker-
abbau im Tierkorper beeinflussen, verdient zweifellos die
Aciditat des Blutes und der am Zuckerabbau beteiligten Or-
gane die groRte Aufmerksamkeit, und es erheischen die An-
derungen der Aciditat, welche gleichzeitig mit den Stérungen
dieses Prozesses bei Diabetikern eintreten, ein systemati-
sches Studium. Die Untersuchungen Uber alkalische Phos-
phatgarung, welche der eine von uns vor etwa 3 Jahren mit
1 h. Tholin ausfihrtel, hatte einerseits das Ziel, einen
genaueren Einblick in die Teilreaktionen der Hefegarung zu
gewinnen, da anzunehmen war, dal die Komponenten des

*) Euler und Tliolin, Diese Zeitschi*. Bd. HT, S. Zii* (I'HC)..
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Zymasekomplexes in alkalischer LOsung in anderem Ver-
haltnis zur Wirkung gelangen, als in saurem Medium, an-
dererseits war die bis dahin unbekannte alkalische Phosphat-
garung 'insofern von groRem Interesse, als besondere durch
die bemerkenswerten Arbeiten von Rona und seinen Mit-
arbeiternl, namentlich Wilenko, bekannt geworden ist,
dal Phosphat in alkalischer Lésung bei der Glykolyse eine
wesentliche Wirkung ausubt, deren Vergleich mit dem ent-
sprechenden Vorgang bei der Hefegarung neue Gesichts-
punkte zu liefern versprach. Durch die Versuche von Euler
und Hammarsten?* war das friher gewonnene Resul-
tat bestatigt worden, dal3 Phosphat den zeitlichen Verlauf
der alkalischen Garung durch lebende Hefe nicht erhdht,
sondern vielmehr verzdgert.

Die weitere Verfolgung dieser Arbeiten flhrte zunachst
zu einer quantitativen Untersuchung der Garprodukte sowie
der Grenzen der Alkalinitat, welche verschiedene Hefen ver-
tragen konnen. Es ergaben sich bedeutende Verschieden-
heiten sowohl in der Toleranz der Hefen gegen Alkali, als
in der quantitativen Zusammensetzung ihrer Garpfodukte.
So zeigte es sich bei noch unveroffentlichten Versuchen mit
verschiedenen Hefen, da die Entwicklung von Alkohol und
Kohlensdure in verschiedenem Grad zuriickgedrangt werden

kann, wahrend gleichzeitig wechselnde Mengen anderer Stoffe
auftreten.

Es ist zu erwarten, dal die vielfachen Beziehungen,
welche zwischen der enzymatischen Zuckerspaltung im Tier-
korper einerseits und in der Hefe andererseits bestehen, deut-
licher hervortreten, wenn beide Vorgange bei Ubereinstim-
menden oder ahnlichen Aciditaten untersucht werden. Wir
buben uns auch aus diesem Grund im allgemeinen an die
schwachen Alkalinitéaten bis etwa pll =8 gehalten; die Al-

» Reim und Arnbeiiu, Biochem. Zeitschr. Bd. 48, 8. 35 (1913). —
Hona und Wilenko. Biochem. Zeitschr. Bd. 59, S. 173 (1914) und Bd. 62.
8. 1 (1914).

2) Eulerund Hainmarsten. Biochem. Zeitschr. Bd.76, S.311 (1916).
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kalinital des normalen Blutes betragt nach den genauen Mes-
sungen von Hasselbalch!)2 pH = 7,3 bis 7,5.

Einige. Zeit nach den Untersuchungen von Euler,
Tholin und Hammarsten erschien eine Arbeit von
Xeuberg und Far ber »), welche ebenfalls die alkalische
["rImS beliandelt und einige recht bemerkenswerte Angaben
enthalt; dieselbe nimmt indessen keinen Bezug auf unsere
| ntersuchungen und scheint andere Ziele als unsere Unter-
suchungen zu verfolgen.

An unsere ersterwahnten Arbeiten hat Wi lenk o’)
eine Mitteilung geknUpft Uber das Ausbleiben der Bildung
von HO, bei alkalischer Garung unter gewissen Bedingungen.
'r ""er(len al,f <*ne Angaben spater zurickkommen, kon-
nen aber hier schon betonen, dal3, abgesehen von Befunden
an einigen Unterliefen, nach denen gelegentlich die Kohlen-
sdurebildung geringer war als die Alkoholbildung — nach
unseren bisherigen Erfahrungen in der weitaus Uberwiegen-
den Mehrzahl der Falle auch in alkalischer Ldsung &qui-
\alente Mengen von Alkohol und Kohlensaure entstehen.

B. Methoden und Versuchsbedingunyen.

Nachdem wir uns beim Beginn des Herbstsemesters 1917
uurcli zahlreiche Garversuche davon Uberzeugt hatten, dal
unsere Unterliefe H fir unsere Versuche Uber alkalische Ga-
rung ganz ungeeignet war (in etwa 50% der Versuche trat
keine Garung ein und oft horte die Garung ohne erkenn-
bare | rsache auf), wandten wir zu den im folgenden mitzu-
teilenden Versuchen eine Brennerei-Oberhefe an, die wir in
unserem Laboratoriumstagebueh als Oberhefe SB (I und I1)
bezeichnet haben. Dieselbe hat sich zu unseren Versuchen
insofern recht geeignet erwiesen, als die Garkraft auch in
alkalischen Ldésungen sehr konstant ausfiel.

| Hasselbaleli, Hioclieiii.Zeitsclir.Bd.80,8.017(1011). — Hassel-
#2141 und Lundsgaard, ebenda Bd. 38, S. 77 (1912),

» Neuberg und Farber. Biocheni. Zeitschr. Bd. 78. S. 238 (19J7).

N N lfMiko. Diese Zcitscbr. Bd. 98, S. 25> (1917'.
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Diese Hefe laRt sich folgendermalen charakterisieren:

Garkraft.

Bei optimaler Aciditat, p,, —5, werden 2 g Hefe vom
Trockengewicht 30,5% in 150 ccm einer Losung aufge-
schlammt, welche 2% Natriumphosphat und 4% Rohrzucker,
bei Versuchen mit Stickstoffnahrung 50 ccm Hefenwasserl)
(enthaltend 0,3% N), also rund 0,75% Eiwoil3abbaupro-
dukte enthielt.

Es wurden folgende Zahlen erhalten ) :

Mit Hefenwasser Ohne Hefenwasser
Stunden
cem tOj | Zeilenzahl cem COk Zeilenzahl

0 — 171G — 18(»
1 130 207 55 1%
© 370 237 120 ISO
3 721 2*0 205 101
4 1170 320 2*1 io»;

Zur Beurteilung der bei der Vergdrung verschiedener
Zuckerarten erhaltenen Zahlen war es erforderlich, die Grol3e
der Selbstgarung unserer Hefe bei entsprechender Alkalini-
tat kennen zu lernen. Versuche von Frl. Hallberg er-
gaben folgendes Resultat:

Hefe ohne Zuckei/.usat/, ptl  *.

50 ccm Na-Phosphat, 15%ig,

30 , Hefenwasser (ca. 2% Peptone etc).

70 , Wasser,

0,5, Phenolplitaleinltsung.

10 g Hefe (00% Trockengewichti,
Odrungsstnnden: 0 | 2 3 4
ccm 2*n. NaOH: 0,5 0.5 0,5 0 0

In 4 Stunden entwickelt:

Cco2 0,10 g
Alkohol 0,11 ¢

40 g Hefe mit 1 | Wasser | Stunde gekocht und nach Alkiihlen
filtriert.
2) Siehe im uUbrigen die mit der gleichen Hefe SB Il erhaltenen
Ergebnisse in der Arbeit von Euler und Heintze. Svenska Vet. Akal.
Arfeiv f. Kerni Bd. 7 (1010\
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Mit diesen Werten fir die Selbstgarung der angewand*
ten Heie sind die in den folgenden Versuchen gewonnenen
Zahlen Kkorrigiert.

Die Zeilenzahl pro g Trockengewicht der Hefe betragt:

0,30 . 10--
Dieselbe hat sich Gber ein Jahr lang als sehr konstant er-
wiesen. Die Zeilenzahl per g Trockengewicht ist demnach
last doppelt so grol3 als diejenige unserer BrauereHJnter-
hefc H.
Der mittlere Durchmesser der Zellen ist G .
Der Invertasegehalt ist gegeben durch den Quotienten:

InversiouskoustiiuteXM Zucker
Zeilenzahl 47°1.10-
Zur \erfolgung des GarungsVerlaufs wurden folgende
Met-hodeu angewandt:

1. \ olumetrische oder gewichtsanalytische Bestimmung
des entwickelten Kohlendioxyds;

2. Bestimmung des gebildeten Alkohols aus dem spezi-
fischen Gewicht der Destillate;

T Titration der Losung mittels Natronlauge und Phe-
nolphtalein als Indikator;

4. Reduktion und Messung der optischen Drehung.

1. Die Quantitative Bestimmung der in den alkalischen
aucgegorénen Flussigkeiten gebundenen Kohlensaure geschah
im allgemeinen durch vorsichtiges Austreiben mit Phosphor-
saure oder Schwefelsdure und Auffangen des Gases in Queck-
silberblretten bei Zimmertemperatur. Zu diesem Zweck
wurden von der betreffenden, von Hefe abfiltrierten Flissig-
keit 25 50 ccm in einen 250 ccm-Garkolben einpipettiert,
der teils mit der Kapillarrohre der Quecksilberbirette, teils
mit einer kleinen gradierten Burette verbunden war, durch
welche die Mineralsdure durch Unterdrick eingesogen wurde.

Diese Methode wurde durch gewisse analytische Be-
stimmungen der Kohlensaure — Austreiben von CO, mittels
50/7iger H2S04, Verdrangen des Gases durch kohlensiure-
freie Luft und Wagen im L.iebig sehen Apparate — ver-
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glichen, wobei immer Ubereinstimmende Zahlen gefunden
wurden.

2. Die Bestimmung des Alkohols wurde immer durch
Abdestillieren Uber He mpels RuckfluBkihler aus 50 ccm
filtrierter alkalischer Flissigkeit + 50 ccm Wasser und
Auffangen und Wé&gen des Destillates in einem .25 ccm fas-
senden geaichten Pyknometer ausgefuhrt.

Die im folgenden angegebenen Zahlen sind immer Mit-
telwerte aus 2 meistens sehr gut miteinander Ubereinstim-
menden Versuchen.

3. Bei der fortschreitenden Vergarung wurde die an-
gegebene Alkalinitat des Mediums durch stetige Zusatze von
Alkalj aufrecht erhalten unter standiger Kontrolle du
Reaktion, teils mit Indikatoren (Lakmus und Phenolphta-
lein), teils elektrometrisch nach der Gasketten-Methode.

4. Das Verschwinden des Zuckers wurde durch die Me-
thode von Bertrand messend verfolgt. Wegen der Aus-
iuhrungsform verweisen wir auf die Originalarbeit und auf
die Beschreibung in Abderhaldens Handbuch, Teil II.
Die optische Methode zur Zuckerbestimmung ist hier viel
weniger geeignet, teils wegen der Anwesenheit anderer
drehender Stoffe (Bestandteile des Hefenwassers), teils weil
die Reduktionsmethode eine viel geringere Substanzmenge
zur genauen Analyse erfordert. Bei den Inversionsversuchen
(Kap. 3) wurde der Reaktionsverlauf durch Polarisation
der mit 50 % 1-normaler Sodalésung (zum Aufheben der
Multirotation der Glukose) versetzten Ldsung verfolgt. Bei
der Inversion in starker alkalischer Lésung (p» =8,5),
wo Phenolphtalein der Losung zugesetzt war, wurde jedoch
die Reduktionsmethode verwendet.

Bei unseren ersten Versuchen wurde die Hefe durch
Vs—1 stéandiges Géren bei saurer Reaktion vorbehandelt, ehe
die alkalische Garung ausgefiihrt wurde. Diese Malinahme
envies sich spater als unnoétig, da die Oberhefe S B ohnehin
in alkalischer Loésung stets eine regelmaRige Angamng
zeigte. Die bei diesen ,,Vorgarungen* entwickelten Mengen
CO0? wurden an Parallelproben in angeschlossenen Queck*
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silberburetten gemessen. Bei den alkalischen Garungen ent-
ziehen keine CO02-Mengen aus dem Gérgefall. Vielmehr
wurde die wahrend der Vorgarung gebildete CO. zum Teil in
die Losung zurickgesogen. Dadurch vereinfachte eich die
apparative Anordnung wesentlich, indem also die alkalische
Garung direkt in offenen GefaRen ausgefiihrt werden konnte.

Die Versuchskolben befanden sich wahrend der Géarung
in W asserthermostaten und wurden darin bei der angegebe-
nen Temperatur, wenn nicht anders angegeben, 28°. inner-
halb 0,5 konstant gehalten.

Unter der Bezeichnung ,,andere Garprodukte* fassen wir
die Substanzen zusammen, welche in folgender Weise aus
l'U gegorenen Flussigkeiten erhalten wurden:

Nach Austreiben der Kohlensaure unter Ruckflull wur-
den die fluchtigen S&uren abdestilliert (sie betrugen stets
etwa 2—3% des vergorenen Zuckers und bestanden fast
guantitativ aus Essigsaure, neben welcher Ameisensaure
hochstens in Spuren auftrat). Von der tbrigbleibenden Flus-
sigkeit wurden 1000 ccm mit konzentrierter Schwefelsdure
ungesauert und auf dem Wasserbad auf 200 ccm eingedampft.
500 ccm 96 % iger Alkohol wurde nun zugeeetzt, worauf die
Phosphate auskristallisieren und abfiltriert werden. Die
Losung wird auf dem Wasserbad zur Trockenheit einge-
dunstet, der Rest 2 Stunden unter dem RuckfluRkthler auf
dem Wasserbad mit 200 ccm absoluten Alkohols extrahiert,
wobei 7 ccm Ather zugesetzt werden, um die Loslichkeit der
Salze und des unvergorenen Zuckers herabzusetzen. Die
alkoholische Losung wird vom ungeldsten Rest abfiltriert
und auf Zucker geprift. Der Rickstand wird in 500 ccm
Wasser gel6st, wovon Doppelproben von 5 ccm zur Prifung
auf anwesenden Zucker verwendet wurden. Die alkoholi-
schen Losungen werden bis zur dicken Sirupkonsistenz ein-
gedunstet und bis zur Gewichtskonstanz gewogen. Der
Sirup enthielt 2,4% Asche und bestand im wesentlichen aus
Glyzerinl).

J) Siehe hierzu Neuberg und Farber, Biochem. Zeitschv. Bd. 78,
$. 238 (1917.
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C. Verlauf der Zuckerspaltung durch lebende Hefe bei pn = 8.

1. Gérung: der Glukose.
Versuch 1.

100 ccm 15°/*i§% Na-Phosphatlésung pu = 7,4

50 ccm Wasser

50 ccm Hefenwasser (20 g Trockenliefe mit 500 ccm Wasser 1 Stund».*
digeriert)

1(>0 ccm Glukoseldsung (21,8® 0ig)

(300 ccm

45 g Brenneroi-(PrcR)Hefe. Versuchstemperatur 28,5°.

I stindige Vergarung bei natlrlicher Aciditat:

I»H
A B
0 Stunden 6,3 04
1 Stunde 5,65 5,05

Sodann 0 Stunden Gé&rung bei p» = 7,5.

Zeit Alkaliverbrauch Zuckergehalt der Ldsungen in %
cem 2-n. NaOll Reduktion nach Bertrand
Stunden

A B A B

u 0 0 3,64 3,64
1 45 50 2,20 2,25
3 80 ' 75 0,68 0,75
1 95 95 0,35 0,35
4 95 95 0,35 0,34

Totalmenge Zucker vergoren nach 7 Stunden:

194 ¢g 194 ¢

Gebildete Kohlenséure. Die Kohlenséureentwicklung wurde in
i'arnllelproben verfolgt.

Stunden ccm CO. Mittel
1 134 144 139 ccm
6 24 —
7, nachAustreiben mit H.SOt 7,29
Korrektion fir die Selbstgarung 0.47
Entwickeltes CO. (Korr.) 6,82 g
A B Mittel

Gebildeter Alkohol (Korr.) 6,85 g 6,789 * 68l¢g
Andere Garprodukte 453 g — 453 g
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Gefunden als A B Mittel

Kohlensaure 35,1 351

Alkohol 35,3 34.9 35,1

Andere Garprodukto 23.3 — 23,3
Versuch 2.

200 ccm I-V/oige Na-Pliosphatlésung, neutral
200 ccm Wasser

50 ccm Hefenwasser (20 g in 500 ccm)
150 ccm Glukoselésung (21,8°/0ig)

000 ccm
15 Hofe, feinp. 28«1°. Istiind. Vergdrung hei nat. Aciditat:
A B
0 Stunden |y, = 04 0.4
I Stunde 58 o
' Stunde 5,55 55

Sodann 20 Stunden Géarung bei pH = 8,0.

Zeit Alkaliverbrauch Zuckergehalt der Loésungen in °/o
ccm 2-n. NaOH i
Stunden a Reduktion nach Bertrand
A B A H
3 o 0 5,45 5,45
1 42,5 47,5 4.40 4,15
? 02.5 67,5 .
g *5 | 90 2,53 2,30
5 102.5 107,5 1,70 1,631
! 122.5 132,5 — —
8 = 1,13 0,90
11 1475 152,5 0,69 0,65
21 152,5 157,5 0,45 0,35
A B Mittel
Vergorener Zucker 293 g 301 g 297 g
Gebildete Kohlensaure (Korr) 103 g 106 g 105 g
Gebildeter Alkohol (Korr.) 8,03 g 8,10 ¢ 8,06 g
Andere Garprodukt.e 8,84 g 8,62 g 873 ¢
Ergebnis: Anzahl Proz('nt des verbrauchten Zuckers.
Gefunden als A B Mittel
Kohlensdure 35,2 35,3 35,2%,
Alkohol 27,4 20,9 27,2%,
Andere Garprodukte 30,1 28,6 29,3%

lloppp-Scyler’d Zeitschrift f. physiol. Chemie. ¢y, 14 ‘o
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Versuch 3.

200 ccm 15%ige Na-Phosphatlosung, neutral
200 ccm Wasser

m0 ccm Hefenwasser (20 g in 500 ccm)
150 ccm Glukoseldsung (21,4%ig)

000 ccm
45 g Hefe. Temperatur 28°.

Zeit Alkaliverbrauch  zyckergehalt der Losungen Pli
wund ccm 2n Na OH in % (Mittel) clektro-
stunden (Mittel) Reduktion nach Bertrand metrisch

0 0 5,35 8.9
1 54,5 4,62

2 775 — —
3 — 2,30

4 1015 — |

5 126,5 2,00 9,0
6 161,5 1,80 10,0
0 196,5 1,40 —

12 206,5 1,14

23 — 0,98 9,7

29 0,80 9,5

3« 216,5 - -

48 — 0,62 9.4

52 — 0,54

00 246,5 _

72 246.5 0,34 9,3

A B
Vergorener Zucker 290 g 23,0 g
Gebildete Kohlensaure 9,8 g 97 g
Gebildeter Alkohol 83 ¢ 8,2 g

Andere Gérproduktc 84 ¢

Ergebnis: Anzahl Prozent des verbrauchten Zuckers.

Gefunden als A B
Kohlensaure 33,8 33,5
Alkohol 28,6 20,2

Andere Gérprodukte 29,0 —
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Versuch 4.
luu ccm Glukoscliisung (24,0 %*0)
150 ccm Na-Phosphatlésung (15%ig)
50 ccm Hefenwasser (20 g in 500 ccm)
300 ccm Wasser
C0<» ccm
40 g Brennereihefe. Temperatur 2/°.
Gérung 25 Stunden bei pjj = 8.
Alkaliverbrauch: 154 ccm 2-n. NaGH.
Zuckergehalt (nach Bertrand) vor der Garung: 3,98 0
» nach » * 0,29%,
Vergorener Zucker . 218 g % des verbrauchten Zucker-
Gebildete Kohlensaur« g 33
Gebildeter Alkohol . ‘19 33
Andere Garprodukte 50g 20
Versuch 5.

Erhohte Glukose- Konzentration.

275 ccm Glukoseldsung (24,0 % ig)
50 ccm Na-Phosphatlésung (15%iQ)

35 ccm Hefenwasser (20 g in 500 ccm)
40 ccm Wasser

400 ccm

40 g Brenncreihefe. Temperatur 29°.

Alkalische Gérung 30 Stunden bei pH — 8.
Alkaliverbrauch in A 255, in B 261 ccm 2-n. NaOH.

Zuckergehalt der Losungen in 0/

Stunden A B
o . . . .15 .. 10,5
2 , . . . . 105 . . j{a »)
30 . . .+ . 078 . . . 073
Vergorener Zucker . . .  609¢g . . . | 00,7¢
Entwickelte Kohlensaure . 182 g. . + 418 15 g
Gebildeter Alkohol . . . 1509 . . * -1004¢

Andere Garprodukte . .~ 233g. . . 231 g
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Ergebnis: Anzahl Prozent des verbrauchten Zuckers:

Gefunden als: A 1*
Kohlensaure.................... 29,9 29,9
Alkohol ..o 26,0 26,4
Andere Garprodukte . . 36,7 38,1

Einflu3 von Phosphat.

Versuch 6 (G. Hallberg).
MO ccm Hefenwasser
50 ccm dost. Wasser
20 ccm 22%ige Glukosoldsung
0,» ccm PhcnolphtaleinWisung
10 g Brennereihefe (MO % Trockengew.,
Hierzu: Hei Versuch A und H 50 ccm 15"/0ige Na-Phosphatldsung
C , D 50 ccm Wasser.

A und B. 5 Vv« Phosphat C und I). Ohne Phosphat
Stunden cem S cecm o
2-n. NaOH Ailukose 2-n. NaOH  Glukose
0 446 r.v - 1154
1 8 — i
2 » t
3 2.5 35
4 2,4 2.1
5 0,5 0.54 0,5 b, [i>
Vergorener Zucker: 392 g 4.14 ¢
Entwickelt : g Yo vom Ve vom
vergor Zucker vergor Zucker
Co,, 1.32 33.7 1,38 . >30
Alkohol '— — 1,39 33.6
Versuch 7.

30 ccm Hefenwasser
90 ccm dost. Wasser
30 ccm 22°/0igc Glukoseldsung
0,5 ccm Phenolphtaleinlésung
10 g Brennereihefe (30 % Trockengew.)
Hei \ ersuch A u. B enthélt diese Mischung: 5 g Dinatriumphosphat (neutr.)
0,D 25 ¢
E.,F 0
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A und 1T
3,3% Phosphat

ccm

2-n.NaOH Glukose 2 n. NaOH

0,5 6,50

C und D

1,662 Phosphat

ccm

199

E und F
ohne Phosphat

ccm

t;lukose 2-n. NaOH UlukoSP

0,5 0,53 0,5 0.53
4.5 — 4.75 — 5,0
3.75 3.98 4.0 3,90 4.25 3.57
3.25 — 3.0 — 3,75 —
0 2.81 3,0 2,60 3,0 2.33
Vergor. Zucker: 3,72 Ir 387 g 4.20 g
°/lo vom vom "0 vom
« vergor. « vergor. “r vergor.
Zucker Zucker Zucker
1,14 30.0 1,18 30,5 1,30 31,0
Alkohol 1,09 29,3 1,13 29.2 1.24 29,0

Wie aus den Zusammenstellungen der beiden Versuche
b und 7 hervorgeht, bestatigen unsere Versuche die friiheren
Befunde von Euler, Tholin und Hammarsten,
dal Phosphat bei pM —8 eine Verzdgerung der Garungs-
spaltung hervorruft, im Gegensatz zu der in saurer Ldsung
eintretenden Beschleunigung durch PO4.

Was den Grad der genannten Verzdgerung betrifft, so
ist von vornherein hervorzuheben, dal die Versuchsfelder
liler sehr erheblich sein missen. Neben den verhaltnismaRig
kleinon Mengen (5—1,6%) Phosphat, welche zur Wirkung
kamen, entstehen bei der alkalischen Garung bedeutende
Mengen von Natriumcarbonat aus den kontinuierlichen Zu-
satzen von NaOH, durch welche die Losung alkalisch ge-
halten wird. Bei den Versuchen von Tholin und von
Il ain marste n wurden die Aciditatsbestimmungen nur
kolorimetrisch ausgefihrt, ohne elektrometrische Kontrolle;
sie haben deswegon nicht ganz den gleichen Grad der Ge-
nauigkeit wie die hier angegebenen Versuche. Bei den frihe-
ren Arbeiten war auch die Methodik der CO02-Beetimmung
sune andere. Ein wesentlicher Unterschied der Versuchs-
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bedingungen besteht darin, daB Tholin seinen géarenden
Ldsungen keine Stickstoffnahrung zugeeetzt hat, Ham-
marsten 0,4% Asparagin, wahrend bei unseren Versuchen
durch das Hefenwasser eine erheblich kraftigere Stickstoff-
nahrung  rund 1% Eiweil3spaltungsprodukte — sich in der
Losung befand. Jedenfalls finden wir in unseren beiden
Versuchsreihen die Verzogerung durch 1,6-5% Phosphat
ziemlich gering.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Tholin
und Hammarsten finden wir, dal3 auch bei alkalischer
Phosphatgarung mit unserer Oberhefe dquivalente Mengen
von Alkohol und Kohlensdure entstehen. Dies gilt, wie er-
wahnt, fur unsere Oberhefe. \on anderen Hefen haben wir
in dieser Hinsicht noch eine von unserer Oberhefe morpho-
logisch sehr verschiedene Torula (Hansen) untersucht.

Diese sehr kleinzellige Hefe ist durch die Zeilenzahl

2,5+ 10 pro g Trockengewicht
und durch die Inversionskonstante pro Zelle
11 .10

(nach der Zichtung in Hefenwasser mit 2% Rohrzucker bei
Zimmertemperatur) quantitativ charakterisiert. Die Ga-
rungsgeschwindigkeit in Losung von normaler Aciditat war
bei unserer Torula auffallend grol? und Ubertraf sogar die
auf Seite 190 fur die Oberhefe S B Il angegebenen Zahlen))-

Zuerst wurde festgestellt, dal} die bei normaler saurer
Garung auftretenden Mengen Alkohol und Kohlensdure auch
bei dieser Hefe dieselben waren wie bei den Kulturhefen im
allgemeinen.

Es wurde in vier Versuchen gefunden:

g vergorener Zucker 4,24 4,2 42 427
g gebildete Kohlensaure 1,97 1,98 2,00 2,03
g gebildeter Alkohol. . 2.02 19, 1,88 [,9u

*) 0. Svanberg, Enzymatische I'ntersuchimgen einer Torulahef™-.
Fermentforschung Bd. Il, 8. 201 (1918).
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Dies entspricht etwa 47% CO02 und 46% C2H50OH vom
vergorenen Zucker. Bei pH = 8,2 wurden dagegen in einer
7 % igen Glukoselésung, welche 4,5 % Dinatriumphos-
phat enthielt, bei der Vergarungstemperatur 28° folgende
Garprodukte gefunden, die in Prozenten des vergorenen
Zuckers angegeben sind:

Kohlendioxyd
Athylalkohol

Andere Garprodukte - - - - 194

Dies sind aber wiederum fast ganz dieselben Zahlen wie
diejenigen, welche fur die Oberhefe S B 11 gefunden und oben
angegeben wurden.

Wir finden also das besonders bemerkenswerte Ergebnis,
dal bei zwei so verschiedenen Hefen wie einer Brennerei-
Oberhefe und einer Torulacee die Alkalinitat des Mediums
denselben EinfluR auf die Menge der Garprodukte ausubt.

Wir haben keine Versuche dariber angestellt, in welcher
Weise die alkalische Phosphatgdrung bei unserer Hefe die
Menge und Art der anderen Garprodukte (Glyzerinfraktion)
beeinfluf3t.

Unsere Messungen der Kohlensaureentwicklungl), welche
wir bis in die Nahe des Neutralpunktes fortgesetzt haben,
wurden durch einige Versuche, an welchen sich Fraulein
Heintze beteiligt hat, bis dber den neutralen Punkt
hinaus erweitert, indem wir bei dieser Serie die Menge des
durch Garung verbrauchten Zuckers nach Bertrand be-
stimmten.

Es wurde im 300 ccm-Erlenmeyerkolben gemischt:

40 ccm 8°0ige Na-Pliospliatlésung, plt = 5,8
50 ccm Hefenwasser (40 g auf 1 Liter)
> g Glukose.

Die gewinschten p n-Werte wurden durch Zusatz von
2-n. NaOH eingestellt. 3 g frische Hefe in 150 ccm Lodsung
aufgeschlemmt.

» Euler und Heintze. Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Komi Hd. 7(1010).
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5 Stunden Garung bei 28,5° im Wasserthermostaten:

A B 0 D
Zusatz von ohneZa8atz 2,5 cecm 5,0 ccm 5,6 ccm
2-n. NaOll
PIf vor der Garung: 53 0,2 7,2 8,3
Wahrend d. Garung zugcs. 0 1.8 ccm 4,1 ccmy 0,2 cciu
2-n. NaOH
Pu nach der Garung: 4.74 0,18 7,02 8.20
g vergorener Zuckei A B C b
nach 3 Stunden - _ - _ 2,0 2.1 2,0 15
nach 5 Stunden _ _ _ _ 3,0 31 31 2.2
PH: 5 0,2 11 v T,
Hel.Garungsgeschwindigkeit nach 3 Std. 100 105 100 75
. " * 5, 100 103 103 73.5

Diese Zahlen ergadnzen wir mit folgenden, an der oben
erwahnten Torulahefe gewonnenenl) Ergebnissen:

1 1t 111 H'I ft

Trocken- Gardauer | Ve,]'gorene % Ml Gesc(:eh?/\;i\:\e de
PH gew. der Bukose | 1. n et
Hefe ¢ 8. j' g o
5-6 1,55 3 ! 2,5 0,54 100
u 0,90 9 2,8 0,32 50,3

Wie auch aus der Fig. 1 hervorgeht, andert sieh die
Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs, wenigstens in den
ersten Garungsstunden, zwischen pH = 5 und pn = 7 nicht.

Was die Kohlensdureentwicklung betrifft, so ist jeden-
falls hervorzuheben, dal es uns trotz vielfacher Variationen
der Versuchsbedingungen nie gelungen ist, auch nur an-
nahernd die Entwicklung der Kohlensaure aufzuheben, und
wir konnen insofern die von Oelsner und A. Koe hs) mit-
geteilten Versuche als eine Bestatigung unserer friheren Re-
sultate (Ark. f. Kemi. Bd. 7 Nr. 3, 1918) betrachten, welche
den genannten Forschern offenbar entgangen sind.

') 0. Svauberg, Fermentforschung L c.
a) A. Oelsner und A. Koch, Diese Zeitschr. Bd. 104. 8. 175 (1910 .
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Wie Wilenko zu seinem auffallenden Ergebnis ge-
langt ist, laRt sich natdrlich schwer beurteilen. Der Um-
stand, dal Wilenko seine Versuche nach eigenen An-
gaben in den beschrankten Verhaltnissen eines Festungs-
spitales (Deblin) ausfihren muBte, gestattet vielleicht an
die. Moglichkeit zu denken, dal} seine garenden Ldsungen
stark mit Milchsaurebakterien infiziert waren; man findet
darunter sehr alkalitolerante Arten und Stamme, welche sich
noch bei pH =8,5 aus einer geringen nicht ungewohnlichen
Infektion des Ausgangsmateriales gut entwickeln *). Da

W i lenke keine Angaben (ber eine vorgenommene Pru-
fung auf Alkohol macht, sondern nur den Verbrauch des
Zuckers verfolgt zu haben scheint, so wére durch Milchsaure-
Garung das Fehlen von Kohlensaure erklart.

2. Garung anderer Hexosen.

Zu allen vergleichenden Garungsversuchen an Zymo-
liexosen kam folgende Reaktionslésung zur Anwendung:

%) k*ehe t). Svanberg, Uber einige milchsaurebakteriologische jijj-
[Bestimmungen, Akad. Abhandlung, Stockholms Illégskola, 1918.
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SO ccm Hefenwasser .
120 ccm destilliertes Wasser
| 7,5 g Dinatriuraphosphat
0,5 ccm Phenolphtaleinlosung . Ml ==

4.4
bzw 41 g ~0X0Se (»>ehe Tabellen).

In 150 ccm dieser Losung wurden 10g Hefe vom
Trockengewicht 30% suspendiert.

\ersuch 8 (Glukose-Fruktose).

Stunden Mittelwerte Mittelwerte
ccm2-n.NaOH| g Glukose  c¢cm2-n.NaOH g Fruktose

0 4,40 — 4.40

[ 3,8 ) - 45 .

© 510 - 5,5

3 2,9 | — 3.2 _

q In7 j 2:5 _

5 1,6 | 0,70 1,0 090
Vergorener Zucker: 3.70 ¢ 3,50 g

. ) % vou + % vom
Entwickelt: r

g | vergor. Zucker vergor.Zuckei
CuU 1,22 i 33,0 1,23 l 35,5
Alkohol — — 111 1
Versuche 9, A und I» (Glukose-Mannose),
A
* Stunden Mittelwerte Mittelwerte
ccm2-n.NaOH g Glukose  ccm2-n.NaOH g Manuose

0 1,0 4,44 1.0 4.44

| 0,7 - 30 ‘

0 5.0 2.18 2,0 3.07

3 2,0 — 15 _

4 2.0 0.74 2,0 1.91
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Vergorener Zucker: 370 g 2539
Entwickelt: 9 %6 vom % vo»
vergor.Zucker vergor.Zucker
co, 1,1» 311 0,78 30,8
Athylalkohol 1,16 314 0,77 30,0
n
Stunden Mittelwerte Mittelwerte
cem2-n.NaOH g Glukose  cecm2-n.NaOH. g Mannose
0 0.5 4,16 0,5 4,16
| 4.25 — 3,25
*2 4,25 2,39 2,0 - 2.80
8 35 _ 2.0 _
4 2,0 1,63 15 2,46
Vergorener Zucker : 23 ¢ 170 g
. ) °lo vom 00 vom
Entwickelt: £ vergor.Zucker . vergor.Zucker
CO, 0,86 34,0 0,63 1 37.0
Athylalkohol 0.81 32,0 0,59 34.7
Versuch 10 (Glukose-Galaktose).
Stunden Mittelwerte Mittelwerte
ccm2-n.NaOH g Glukose  ccm2-n,NaOH| g Galaktose
0 0,5 4,54 05 4,54
! 4.5 - 1,0
2 6.5 1.97 0.5 4,03
3 2.5 — 0 —
4 3,0 1,23 0 4,03
Vergorener Ziicker: 3!M g (05 1g)
o % vom _ L
Entwickelt: g vergor.Zucker i
Co, 105 | 317 011
Athylalkohol 1.04 314 0,09 —
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Man bemerkt in der obigen Tabelle, dal} bei dem Ver-
such mit Galaktose die Reaktion nach 2 Stunden aufhort.
Man sollte erwarten, dal3, wenn Galaktose durch unsere Hefe
in schwach alkalischer L6sung tberhaupt vergoren wird, ge-
rade umgekehrt die Vergdrung erst nach einiger Zeit kraf-
tiger einsetzt. Wir nehmen deshalb an, daR die kleine an-
fangliche Géarung im Galaktoseversuch zu einem wesent-
lichen Teil von einer Verunreinigung des Praparates mit
Glukose herrtihrt, um so mehr, als die nachtragliche Prifung
mit einem kleinen Rest des gleichen Praparates im Polari-
sationsapparat eine zu niedrige Drohung zeigte.

Setzen wir die 4 Stunden vergorenen Glukosemengen
— 100, so ergeben sich fur die tGbrigen Hexosen die folgen-
den Werte:

Glukose
Fruktose
Mannose

Wir linden also, daR die Unterschiede in der Verga-
rungsgeschwindigkeit zwischen Glukose und Fruktose fast
in die Versuchsfehlergrenze fallen, jedenfalls sehr gering
sind. Bei normaler Aciditat werden bekanntlich Glukose
und Fruktose ebenfalls annahrend gleich sclmell vergoren,
und zwar auch unter ungunstigen Garungsbedingungen.

Die Vergarung der Mannose erfolgt dagegen bei p,,
ausgesprochen langsamer als diejenige der Glukose. Dies er-
innert an das interessante Ergebnis von A. Slat orl), dal
Mannose, welche durch normale Hefe gleich sclmell oder so-
gar etwas schneller vergoren wird als Glukose?), nach Ab-
schwéchung der Hefe durch Erhitzen viel langsamer ge-
spalten wird als die Glukose. Euler und Lunde-
(| vis 3) fanden, dalR die Garung der Maimose bei normaler
Aciditat durch Phosphat im Gegensatz zur Glukose nicht
beeinflulRt wird. Alle diese Beobachtungen deuten, wie fri-

0 A- Slator, Journ. Chem. Soc. Bd. 93, S. 217 (1908).
*) E F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 76, 8. 600 (1905).
3) Euler und Lundeqvist, Diese Zeitschr. Bd! 72. S. 97 (191 Ii.
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her eiwahnt, daraut hin, da die 00i der Vergarung von
Mannose eintretenden Zwisohenreaktionen teilweise andere
dnd als diejenigen, welche bei der Garung der Glukose statt-
linden.
3. Hydrolyse und Gé&rung von Biosen.
Garungsverlauf.
Zu den Versuchen 11—15 benutzten wir folgende Reak-
lionslésung:
30 ccm Hefenwasser,
120 ccm Woasser,
7,5 g Dinatriurnphosphat,
0,5 ccm Phenolphtaleinldsung,
ca. 45 g Zucker.
In 150 ccm dieser Mischung wurden 10 g Hefe (Trocken-
eiw. '30% ) aufgeschlemmt.

Als Einleitung zum Studium der alkalischen Rohr-
zuckervergarung sei der folgende Vorversuch mit Invert-
zucker angegeben:

Stunden Mittelwerte Mittelwerte
cem2-n.NaOH| g Glukose  ¢cm2-n.NaOH g Invertzucker

0 0,5 4,44 0,5 4,44

1 35 _ 35 _

2 45 2,16 3,25 2,17-

i 3,25 — 4,0 —

4 2,25 1,41 2,0 1,40
Vergorener Zucker: 3,03 ¢ 304 ¢
Entwickelt: g 7o vom 70 vom

| vergor.Zucker 9 vergor.Zucker
(_3_0. 1,03 34,0 1,10 36.2
Athylalkohol 1,02 33,7 0,98 322

Wie zu erwarten war, wird also der Invertzucker auch
liei pH = s ebenso schnell vergoren, wie seine Komponenten

einzeln.
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Versuch 11 (G. Hallberg).

Stunden Mitte!werte Mittelwerte
cctn2-n.NaOH | g Glukose  ccm2-n.NaOHj g Rohrzucker
0 " 4w — 1 440
: 6,0 — 5 1 —
. 3,0 — 18
; 36 — 5,5
4 16 123 5.0 0,82

Vergorener Zucker: 317 g 0

: . % v. vergor.
Entwickelt: S | OZucke? g
CO, u4 36,0 1,21
Athylalkohol 1.20 37,9 1,29

Versuch 12 (Svanberg).

Mittelwerte Mittelwerte .
Stunden ccm 2-n. | ccm 2-n. g Rohr- POI-a”_
NaOH 8 Glukose .oy zucker sation
0 05 4,44 0,5 4.44
1 55 — 2,0 — T 0,59
% 6,0 2,27 4,0 0.952) + 0,46
o 3.0 — 38 — + 031
4 15 1,33 2.7 0.23 w + 0.24
Vergorener
Zucker: Ml g
. _ 70  verg.
E kelt:
ntwicke g Zucker g
C02 1,13 36,3 1,08
Athylalkohol 1,19 38,6 1,12

") Invertzucker, bestimmt nach Bertrand. AuBer dem Invert-
zucker enthielt die Losung noch uninvertierten Rohrzucker.

*) Invertzucker, nach Bertrand bestimmt. Daf die Losung auf3er-
dem noch uninvertierten Rohrzucker enthélt, geht aus den in der letzten
Spalte angegebenen positiven Drehungswerten hervor.
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Versuch 18 (Heintze). (pH ™ 8,3—8,5.)

Mittelwerte Mittelwerte
Stunden ccm 2-n. Glukose ccm 2-n. | Zucker
NaOH 0, NaOH i o.
0 »5 2,1 0,5 3,2 (liohrz.)
1 7,2 1,8 5,2 :
2 6,0 0.9 4,1
Bl 2,6 05 54 —
4 0.2 0.1 2.8 0,44 (Invert*.)
Vergorener
Zucker: — 432 ¢

Entwickelter

Athylalkohol:
ylalkoho — 13» g = 32,2%

Berechnet man die Mittelwerte fur die innerhalb 4 Stun-
den gebildeten Mengen Alkohol und Kohlensaure aus den
K*iden Versuchen 11-12 — die Versuchsreihe 13 ist mit
sst.was grofReren Zuckermengen angestellt —, so ergeben sich
folgende Zahlen:

Glukose Invertzucker Rohrzucker
Entwickelt CO, 1,14 no u4
Alkohol 1.20 0,98 1.20

Bei der Versuchsreihe 13 ist die Alkoholausbeute nur
fur den Rohrzuckerversuch bestimmt worden, wir konnen

uns hier an die Menge der zur Neutralisation der Kohlen-
-aure verbrauchten Natronlauge halten; dieselben betrugen,
ausgedruckt in ccm 2-n. Natronlauge in

Versuch 13 Vorversuch

Glukose Rohrzucker Glukose Invertzucker

10.0 17,5 14 1325
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Es ergibt sich also, (lal bei der untersuchten Alkalini-
tat die Inversion des Rohrzuckers gentigend schnell erfolgt,
um zu ermdglichen, dal Rohrzucker ebenso rasch vergoren
wird als Glukose bezw. Invertzucker. f

Versuche 14 und J5 (Laktose und Maltose).

Die beiden mit Laktose und mit Maltose angestellten
Versuchsreihen kdonnen wir in eine Tabelle zusammenfassen.
Die Parallelversuche mit Glukose zeigten, dal} die Hefe in
jedem Fall die normale Garkraft besal.

Mittelwerte Mittelwerte

Stunden ccm 2 n.

T ccm 2-n.
NaOH 8 Uktoac Na

OH ? Maltose

0 0,5 4.44 0,5 444

1 1.0 — 0,5 —

2 0 — 0,5 —

) 0,5 0 -

4 0 0 |

unkorr. korr. unkorr. korr.
Entwickelt CO, 0.16 0,06 0,13 0.03
Athylalkohol 0.16 0.06 0.14 0.04

Die direkt gefundenen Mengen CO2 und Athylalkohol
sind wegen der Selbstgarung der Hefe zu korrigieren. Die
sieh dann ergebenden kleinen Mengen der gebildeten Gé&-
rungsprodukte durften teils von geringen Verunreinigungen
der Biosen mit Glukose herrihren, teils von dem Umstand,
dal die Selbstgarung der zu diesen Versuchen angewandten
Hefe etwas hoher war.

DaR die Laktose bei der untersuchten Alkalinitat nicht
vergoren wird, war zu erwarten, da diese Biose auch in
schwach saurer Ldsung von Hefe, infolge Abwesenheit von
Laktase, nicht angegriffen wird.

Unser Befund, dal? Maltose bei pM =8 nicht vergoren
wird, zeigt, da Maltase, welche ja stets in Oberhefe vor-
handen ist, bei dieser Alkalinitat nicht wirksam ist. Das
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Optimum der Wirkung der isolierten Maltase aus Bierhefe
liegt nach Michaelis und Ronal) bei p,, = 6,1 bis 6,8.
Der Abfall der Wirkung aulierhalb dieser Grenzen ist hach
Angabe der genannten Forscher sehr stark. ,,Dieser Abfall
ist viel steiler, als es bei allen bisher von uns untersuchten
Fermenten der Fall war.”

Dies steht also in bester Ubereinstimmung mit unseren
Frgebnissen an lebenden Zellen. Insbesondere ist der Unter-
schied gegen Invertase zu betonen, welche, obwohl ihr Wdr-
kungeoptimum bei viel héherer Aciditat liegt, doch bei einer
Alkalinitat noch katalysiert, bei welcher die Maltase schon
vollig inaktiv ist.

Der Lmstand, daf sich Maltase und Invertase hinsicht-
lich ihrer Alkaliempfindlichkeit wesentlich unterscheiden,
-iht ein Mittel an die Hand, Rohrzucker und Maltose in Lo-
sing biologisch zu trennen. Man bringt die Ldsung der bei-
den Wioscn auf p,, ==8, so wird durch eine geeignete Ober-
hefc der Rohrzucker auswéhlend vergoren, wahrend die Mal-
tose erhalten bleibt.

Inversionsversuche.

Nachdem die vergleichenden Versuche zwischen der Ver-
garung der Glukose und des Rohrzuckers das Resultat er-
geben hatten, da bei der untersuchten Alkalinitat die bei-
den Zuckerarten gleich schnell vergoren werden, wurde die
Inversion des Rohrzuckers in schwach alkalischer Ldsung
hei Gegenwart von Phosphat untersucht.

Vor der Einfihrung der exakten pH- Messungen lagen
folgende Angaben in der Literatur vor:

O’Sullivan und Tompson welchen wir die
ersten grindlichen Studien an Invertase verdanken, haben
auch den EinfluR von Alkali untersucht und schreiben: ,,The
caustic alkalis, even in very small proportions, are instantly
and irretrievably fatal to the reaction.” Unter den folgenden

) Michaelis und Rona, Biochem. Zeitsclir. Bd. 57, S. 70 (1913).

*) O’Sullivan und Tompson, Journ. Chem. Soc. London Bd. 57,
8. 852 (1890).

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 15
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grofReren Untersuchungen Uber die Kinetik der Inverts
ware zunachst diejenige von Henri zu nennen, welche aber
bekanntlich dadurch, dal} dieser Autor weder auf die Multi-
rotation der Hexosen noch auf die Abhangigkeit der enzy-
matischen Reaktion von der Konzentration der Wasserstoff-
ionen Ruicksicht genommen hat, nicht verwertet werden
kann. Ein wesentliches Verdienst, auf diese beiden Fak-
toren erneut die Aufmerksamkeit gelenkt zu haben, geblhrt
zweifellos Hudsonl), welchem wir die Aufklarung der
Vorgange bei der Multirotation verdanken. Mit Painel)
hat er besonders den EinfluR der S&uren und Alkalien auf die
Aktivitat der Invertase untersucht. Beziglich der Alkali-
Wirkung kommt Hudson zum Resultat: ,,If a strongly
active solution of invertase is made faintly alkaline to litmus
and some cane sugar is dissolved in it, no inversion of the
sugar occurs even after several hours.“

Durch die beiden von Sorensen und von Michae-
lis ) und ihre Mitarbeiter fur biochemische Zwecke ausge-
arbeiteten aul3erst genauen und zweckmaliigen Methoden zur
Bestimmung der Wasserstoffionen sind die Messungen auf
diesem Gebiet auf eine exaktere Grundlage gestellt worden.

Sorensen und Michaelis haben selbst die ge-
nannten Methoden, besonders die elektrometrische, auf In-
vertase angewandt und die Beziehungen zwischen der Kon-
zentration der Wasserstoffionen und der Aktivitat der In-
vertase festgestellt. Die Messungen von Sorensen er-
strecken sich bis zum Neutralpunkt (eine Angabe bezieht
sich auf pH — 7,3). Dagegen haben Michaelis und
Davidsohnd) ihre Untersuchung bis zu p,, =8,5 aus-

) C. S. Hudson, donin. Amer. (Jhein. Soc. Bd. 30. S. IItiO u. iVl
(1908).
*) Hudson und Paine, Journ. Amer. Chem. Soc.Bd.32, S.774(1910".
S. P. L. Sorensen, Comptes rendus Carlsberg Bd. 8, S 1 (190(y)
und Bioehem. Zeitschr. Bd. 21, S. 131 (1909). Siehe auch Asher-Spiros
Ergeb. d. Physiol. Bd. 12. S. 393 (1912).
= Michaelis und Davidsohn, Bioehem. Zeitschr. Bd. 35, S. 3>
(1911). — Michaelis und Menten, ebenda Bd. 49. S. 333 (1913). —
Michaelis, ebenda Bd. 60. S. 91 (1914).
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gedehnt und die Kurve, welche die Beziehung zwischen p,,
und Aktivitat darstellt, bis zum O-Wert der Aktivitat aus-
gezogen. Es war fir uns um so mehr von Bedeutung, uns
von der Genauigkeit dieser Messungen zu Uberzeugen, als,
wie erwéahnt, frihere Angaben in entgegengesetzter Rich-
tung gingen.

In schwach saurer Losung kann die dem gesammten In-
vertasegehalt der Hefezellen entsprechende Inversionsfahig-
keit der lebenden Zellen quantitativ ermittelt werden’), In
analoger Weise haben wir die invertierende Wirkung dieser
Zellen bei Alkalinitaten bis pH ---8,5 untersucht.

Die Temperatur war auch bei diesen Versuchen 28°.

Die optische Drehung bezieht sich auf das Licht einer Queck-

‘ilberlampo.
Vorsuch 10.

0.1 g frische Hefe (31% Trockensubst.) in 101 ccm der
folgenden L&sungen suspendiert:

75 ccm 1:3.1%ige Rohzuckerlés. 75 ccm 13,4°0igc Rohzuckerlds.

25 ccm 100/oLc Na.,HPO4-Lés. 25 ccm 10%ige NaaHPO,-L6s.
1.0G ccm 30%ige 11, I*Ot 1 ccm Wasser
101.00 ccm loi ccm
| vor dem Versuch: 5,07 ( vor dem Versuch: 7,84
11 I nach , ' , 4,07 11 t nach , ) 7,50
_ H = 18 Pu="M
Minu-

ten  Drehungsgrade  Inversions-  Drehungsgrade  Inversions-
5 cm-Rohr konstante k+ 10'J 5 cm-Rohr konstante k» 10

0 1.03 1,64

IN 1,08 |

00 153 07 | _

45 1.4S 07 S — _

00 . 1,42 s 1,62 6.5

90 1.35 05 _

120 128 03 159 8.2

~») i —050 ! _ — 0,59 —
Mittel: 07 i % Mittel: 7,3

*) Euler und Kuliberg, Diese Zeitschr. Rd. 71, S. 14 (1911).
2) Berechnet aus der Gleichung: Maximale Linksdrehung = Maxi-
male Rechtsdrehling (0,44 — 0,005 t). t = 16°
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Da Sohon bei diesem Versuch die absoluten Werte des
Drehungsruckganges recht gering waren, mufste im folgen-
den, bei hoherer Alkalinitdt angestellten Versuch mit der
IOfachen Hefemenge gearbeitet werden.

Versuch 17.

DemgemalR wurden 10 g frische Hefe in 150,5ccm der
folgenden LOsung suspendiert:
100 ccm  r>%ige Rohrzuckerli*ung

50 ccm 10%ige NajHPO”Ldésung
0,5ccm  1°,0ige Phenolphtaleinlisung

150,5 ccm
Pli = ,s:*

Bei optimaler Aciditat wird bekanntlich die Inversions-
iahigkeit von Hefezellen durch die Gegenwart von Toluol
nicht beeinflut. Dies gilt auch fur schwach alkalische L6-
sungen (siehe folgendes Kapitel). Es wurde also in diesem
\ ersuch die Géarung durch Toluolzusitze unterdrickt, um
die Inversion mehr hervortreton zu lassen. Es wurden zu-

gesetzt :

Zu Versuch A: 1 ccm \

Zu Versuch B: 2 ccm j Toluol.

1 1 ccm Toluol 1 2 ccm Toluol
Stun-
den ccm 2-n. | Reduzigrt). keHp Ccm 2-n.  Reduzierb. K -10
NaOH  Zucker in p/0 ' NaOH  Zucker in p0
0 0,5 0,35 0,5 x> —
1 1.2 — S 11 0,89 14
2 0.2 1,65 19 0,3 1,53 17
B8 0,0 — — 0,1 1,89 10
4 | 0,0 1,89 12 0,1 2,10 15
5 ) 2,42 15 0,0 2,42 15
6 0,1 — 0.1 ¥
25 0.2 3,40 — 0,2 3,48 —
oc . 3,52 15 i — 15

4. Giftwirkung auf lebende Hefe in alkalischer Ldésung.
Nach Versuchen von N. Floreil.
Die Giftwirkung in alkalischer Losung wurde in erster
Linie in methodischer Hinsicht untersucht, um zu sehen.
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durch welche Zusatze die Wirkung der Invertase von den
Garungsreaktionen isoliert werden kann. Es war von vorn-
herein zu erwarten, daR sich zwischen den Giftwirkungen in
saurer und alkalischer Losung Ungleichheiten zeigen wer-
den. Bei p,i —8 sind diejenigen Giftstoffe, welche sauren
Charakter besitzen, in Form von Salzen anwesend, die sehr
schwach sauren Stoffe, wie Phenole usw., allerdings teilweise
hydrolysiert. Da die Giftwirkung einer Substanz in erster
Linie davon abhéngt, ob dieselbe in die Zellen eindringen
kann, so wird ohne weiteres verstandlich, dal3 beispielsweise
die Salicylsaure in saurer Lo6sung vergiftet, in alkalischer
Losung dagegen unwirksam ist.

Abgesehen von dieser chemischen Veranderung, welche
ein Giftstoff durch die Alkalinisierung der Lo6sung erfahrt,
kann die Plasmaschicht der Zellen durch UberschuRR freier
H- oder OH-lonen hinsichtlich ihrer Durchlassigkeit selbst
verandert werden.

Wir geben nun zunéchst die von N. Florell ausge-
i"ithrten Versuche anl).

Versuchsbedingungen: Bei allen in diesem
Kapitel erwahnten Versuchen wurden 10 g frische Hefe von
durchschnittlichem Trockengewicht 30% in 1755 ccm fol-
gender Losung aufgeschwemmt, welche wahrend der Ga-
rungen durch kleine Alkalizusatze auf konstanter Alkalini-

tat gehalten wurden. Garungstemperatur 28°.

110 rem 0,S%ige Glukose- bezw. Invertzuckerlosung
40 ccm 100o0ige Natriuraphosphatldsung

25 ccm Hefenwasser

0,5 ccm Phenolphtaleinlésung

175,5 ccm
Pu = *.0.

In diese Ldsung wurden die Giftstoffe in fester Form
ei»gewogen. Der vergorene Zucker ist nach der Reduktions-

» Einige Angaben hiertiber finden sich bereits in Sv. Vot. Akftd
Arkiv f. Kemi IM. 7. No. 3 (191H).
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méthode von Bertrand bestimmt. Samtliche Zahlen sind
Mittelwerte aus wenigstens 2 Versuchen. In den Tabellen
wind neben den vergorenen Zuckermengen in g auch die
Mengen der gebildeten Géarprodukte angegeben, und zwar in
Gramm und in Prozenten des vergorenen Zuckers.

Versuch 18 (Chloroform).

Bekanntlich hemmen Protoplasmagifte wie Toluol, Chlo-
roform, Thymol usw. die Garung der lebenden Hefe bei nor-
maler Aciditat in hohem Grad, nur die Wirkung der freien
Zymase bleibt bestehen. Dall Toluol auch bei alkalischer
Reaktion die Géarung herabdrickt, zeigte sieh bereits beim
vorhergehenden Versuch 17.

g vergorener Zucker.

, Chloroform
Stunden | Ohne Zusatz
0,06 ccm  wmlcem | 0,2cem 0,5 cem
3,07 2,7 2.5 2,2 l,:
i 4 4.70 41 I 3.0 3.0 2,8

Nach diesen Ergebnissen wird die alkalische Garung
durch die angewandten Mengen Chloroform, etwa 0,2 %, noch
keineswegs ganz aufgehoben. Andererseits ist auch bei sehr
kleinen Zuséatzen, 0,02%, keine Aktivierung bemerkbar.

Jodoform zeigte einen &hnlichen, aber noch etwas
schwécheren Effekt. Ein Zusatz von 0,2% verringerte in
2 Stunden die Garungsgeschwindigkeit um etwa 10%.

Versuch 1» (Acetaldehyd).

Wegen der vielfachen Beziehungen des Acetaldehyds zu
den Garungsvorgangen wurde auch ein Versuch tber die Ein-
wirkung auf die alkalische Gé&rung angestellt. Bei der
schwachen Alkalinitat pH =8 ist nicht zu beflrchten, dal
m 2—4 Stunden ein wesentlicher Teil des Acetaldehyds
durch das Alkali verandert wird.
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t

‘ 2 g Acetaldehyd i Ohne Zusatz

\
| Vergor. Zucker  gebild. CO, vergor. Zucker gebild. CO»
S| ” |, [°lov.vergor. | , 1% v.vergor.
ri ° | ® ] Zucker | * . Zucker
) 1,21 - - 20 -
4 2.62 0,84 32.0 3,68 v 122 34,4

Durch etwa 1% Acetaldehyd wird also die alkalische
ciarung nicht unwesentlich gehemmt. Eine solche Hemmung
macht sich auch in saurer Lodsung geltend x).

Versuch 20 und 21 (Milchsédure und Chloressigsaurc

Ersten» Substanz wurde wegen ihrer wichtigen Rolle
i*oi der biologischen Zuckerspaltung untersucht.

2 g Na-Laktat | Ohne Zusatz

- . i

5 jvergor. Zucker | gebild_. CO,, | vergor._ZL_Jcker| gebild. CO,
5 a

%%ov.vergor. 1 °lo v evergor.
=ii I o Zucker L o . Zucker
2 3,0r, t : ! 3.22
\i 5.15 1,46 28.4 5.21 1.42 27.2

Der Zusatz von Laktat erwies sich also bei p,, = 8 ohne

wesentlichen EinfluB auf die Garungsgeschwindigkeit- der
Glukose. Bei normaler Aciditat tritt bekanntlich eine Be-
schleunigung ein.

Chloressigsaure lieferte ein ganz analoges Er-
gebnis: wir sehen deswegen von der Wiedergabe, der

Zahlen ab.
Versuch 22 und 23 (Adrenalin und Thyrrheoidea-Extrakt).

In diesem Zusammenhang seien 2 Versuche mitgeteilt,
welche in Rucksicht auf vermutete physiologische Beziehun-
gen angestellt wurden.

') Euler u. Salden. Zeitschr.f.OJftrungsphysiol. Hd.3. S.22"'»(1913).
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S vergorener Zucker.

«Stunden Ohne Zusatz 0.005g Suprarenin 5 ccm Thyrrheoidea-

Extrakt
2 2,85 2.37 2.27
4 8.82 3.94 3.75

Kino deutliche Wirkung konnte weder beim Adrenalin
noch beim wassrigen Extrakt der Schilddrise eines Schafes

festgestellt werden.

Versuch 24.
Nach 2 Stunden Mach 4 Stunden
Zusatz ZuK]  cot ! Acohol \éelzjrco& CO; i Alkohol
. ‘ 1 I
roa "E'T o« by : A
T R
Ohne Zusatz 179, — — i — — 290 1,03 356 097)331
At 0,0 ccm 108 — — @ — 1,42 0,49 ¥8 0,45132.1
lin 10ccem 0,35 — : — 0,60 0,24 36.3 0,23.34>
2 ccm 018 — — — — 0,26
Ohne Zusatz 1% — — — 2,66 !
Pyri- + 1 ccm 1,89 © — — 2,40 —
din i 2ccm 0,75 — 124 041 »32 —

Anilin ist im allgemeinen ein ziemlich wirksames En-
zym- und Protoplasmagift; seine erhebliche Wirkung macht
sich auch hier geltend; wie aus der Tabelle ersichtlich, wird
durch rund 1 % Anilin die Géarkraft der Hefe um 75% ihres
Wertes vermindert. Vergl. auch Fig. 2 S. 220.

Bedeutend weniger wirksam erweist sich Pyridin.

Versuch 2» iNa-Salicylat).

2 g Na-Salicylat Ohne Zusatz
Stunden =< M \éirgli’;; co:; Alkohol
g ir : O}u.\"— j e i‘o'/o\i* ; o "10{%;. L ;1'%?.
2 163 — - — - 147

4 334 126 377 117 342 311 115 s5<0 — —
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Durch den Zusatz von 2g — rund 1,1% — Salicylat
wird also eine kleine Beschleunigung der Garwirkung erzielt,
welche die Versuchsfeldergrenze etwas Uberschreitet. Ein
\ersuch mit 1 g Salicylat und der doppelten Hefemenge gab
ein dhnliches Resultat. Im Gegensatz hierzu wird die nor-
male Garung durch freie Salicylsaure stark, nach Wéh -
merl) schon in einer Konzentration von 0,1% vollstandig
gehemmt. Auch nach Will2) und Schulz ist die Wir-
kung der Salicylsaure auf Hefen sehr erheblich.

Versuch 26 (Resorcin).

2 g Resorcin Ohne Zusatz
Verlor.
Stunden Zucker co. Alkohol \éircglgerf co} Alkohol
_— " o v
tr * Z ~ Z. \% « - 9 i(y
2 086 — — — @ — 272 __ N

129 035 31,4 0,34 305 440 1,40 31,5 1,35 30,7

Durch etwa 1% Resorcin wird also bei p,, = 8 die Gar-
wirkung auf rund ![;, ithres Wertes herabgedrickt. Dies ent-
spricht recht angenéhert der Hemmung, welche auch bei nor-
maler Garung durch die gleiche Resorcinkonzentration her-
vorgerufen wirda). Dall hier keine groRRen Unterschiede

zwischen den Wiirkungen bei p,, ==8 und = 5 auftreten, ist
verstandlich, da Resorcin eine sehr schwache Saure4) ist
( Dissociationskonstante K — 3,6'10— deren Natrium-

"\\z also stark hydrolysiert sein muB.

Versuch 27 (Phenol),
g vergorener Zucker.

Ohne Phenol
stunden
Zusatz 0.05g 0.10 g 0209 041 g
2 3.00 2,95 2,76 2.58 2.05
4 4.46 4.28 4.07 3.72 2.82

Wehuier. them. Ztg. Jid. 21, 8. 73 (1897).

Will, Zeitschr. f. «. ges. Brauw. Bd. 17, 8. 61 (1*94;.
" H- Euler u. Beth Euler. Fermentforschung Bd. 1, 8. 465 (1916).
4) Euler u. Bolin. Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 66. 8. 71 (1909).
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Die Versuche sind leider nicht auf gréRere Phenolkon-
zentrationen ausgedehnt worden, so daf? die Wirkungen mit
denen des Resorcins nicht genau verglichen werden koénnen.
Sehr groR3 scheint der Unterschied zwischen den Wirkungen
beider Stoffe bei pH =8 nicht zu sein.

Versuch 28 (Na-Pikrat).
g vergorener Zucker.

Stunden Ohne Pikrinsaure
Zusatz 0.125 0,25 0,50 1,00
2 8.20 8.35 3.20 2.35 1,7«
4 4,56 4.28 4.18 8.95 8.20

(ii/bnettycwy
Fig. 2. Die unbez. Kurve bezieht sich auf Anilin iS. 218).

Versuch 29 (Na-Thiosulfat).
Ohne deutliche Wirkung auf die alkalische Géarung ist
in den Konzentrationen 1,5 und 0,5 Natriumthiosulfat,
wie folgende Zahlen zeigen:

g vergorener Zucker.

Na2&,0,
lg | 39

2 1,00 130 | 127
4 224 2.30 221

«Stunden  Ohne Zusatz

Anilin
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D. Verlauf der Zuckerspaltung durch Trockenhefe bei p,, = 8.

Die Gartatigkeit der Hefe wird, worauf Euler und
« f Dg gl as die Aufmerksamkeit gelenkt haben, nur zu
einem sehr kleinen Teil von der freien Zymase, bezw. dem
freien Zymasekomplex, der Hauptsache nach vielmehr vom
Protoplasma vermodge der an dasselbe gebundenen Enzym-
Gruppen vermittelt. Darauf deuten in erster Linie die we-
-ntliehen \ erschiedenheiten, welche 8ich bei der Einwirkung
von Protoplasmagiften auf einerseits frische, anderseits auf
durch Trocknung getotete Hefezellen ergeben. Hierbei ist
idoich zu betonen, dal3 ,,Dauerhefe” oder ,,Trockenhefe” in je
nach der Art der Trocknung sehr verschiedenem Grad fort-
ptlanzungsfahige Zellen enthalt, welche sich gegentber
Protoplasmagiften ahnlich wie frische Zellen verhalten. Der-
artige ,,Dauerpraparate” zeichnen sich durch eine hohe Gar-
krait aus.

Die folgenden Versuche von phil. mag. E. Mo ber g sind
mit solchen sehr garkraftigen Trockenpraparaten ange-
>teiltx).

Bezlglich der Versuchsanordnung ist. folgendes zu er-
wahnen: Die Versuchslésung betrug jedesmal 150 ccm und
wurde folgendermallen zusammengesetzt:

20 ccm Glnkoseldsung, enthaltend 4,36 g Glukose.
00 ccm NatriumphosphatlOsung. 10%big,
*0 ccm Woasser.

Hierzu:

10 g frische Hefe bzw. die entsprechende Menge,
ca. 3 g (genau bestimmt durci» Analyse) getrocknete Hefe.

Die Trocknung der Hefe geschah wahrend 24 Stunden
bei Zimmertemperatur, 16°; sie hatte dann einen durch-
schnittlichen Wassergehalt von 107. Versuchstemperatur
hei diesen Versuchen 27°.

Es ist noch besonders zu bemerken, daR die taglichen
Schwankungen der Garkraft der Hefe ziemlich bedeutend

0 Vgl. Euler und Moberg. Sv. Yet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7
Nr. 12 (1918).



222 H. Euler und O. Svanherg

sind. Es sind deshalb nur die in einer und derselben Tabelle
zusammengestellten Werte miteinander vergleichbar.

Versuch 30A. 10 g irische Hefe bezw. 3,4 g Trockenhefe.
Versuch 30A. pjj — 5,3.

Frische Hefe Getrocknete Hefe

g vergorener  “Stunden |

£ vergorener
Zucker red. Zucker Zucker red. * Zu%ker
4,36 — 0 4.36 —
0,97 3,89 0 2,19 2,17
0.30 4.00 4 0,60 3,70

Versuch 30B. pj{ = *5,

Die Yersuchslosung ist versetzt mit 0,5ccm 1% iger
Phenolphtaleinlésung und 2-n. NaOH bis zur Alkalinital
Pu =8,3. Nach 4 Stunden wurden die Garungen mit 10 ccm
2-n. NaOH unterbrochen.

Frische Hefe Getrocknete Hefe

T . T = = —
o o o 4 < — - o o % <=
g §5 5= = P 2§ 28 ga 2 &
S >] °c¢ < 8 5 g =3 <
N o ~ o tc » N o a o)) D
436 — 05 — 0 4,36 0,5 — —
139 297 3.0 — 2 291 145 43
044 392 4. - 1730 1.41 4 168 268 50 0,95 0,99
- 33,2°0 86,0°/ ' L ‘30,9
\ ersuch 31. 0,7 g frische Hefe bezw. 2,2 g Trockenliefe.
Versuch 31A. pN =53
Frische Hefe Getrocknete Hefe
Zuck 4 * verSi Stunden
g Zucker red. V%C%(?»er g Zucker red. « \%%&)g?»
4,02 0 4,02 —
1,44 2,55 2 2,64 1.3s

0.43 3.59 4 1,50 2.52
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Versuch 3115. pH = 8,5.

Frische Hefe (Jetrocknete Hefe
s o0 B 5 25 o 2
St 2 0 S5y & g
ga < SN2 83 °¢ < 8
t iR ir 0 s iR ob iR iR
{io — o5 _ _ 0 402 — !oO. _
i.9* 2.04 83 — — 2 321 081 30 — —

>M 319 55 113 116 4 241 161]35 055 0,57
354 ° --36.3% | - 342 9%6- 3540

Versuch 32. 3,3 g frische Hefe bezw. 1.1g Trockenhefe.
Versuch 32A. pH==53.

Frisch ' Hefe Getrocknete Hefe
Stundten
_ g vergorener g vergorener
{ Zucker red. Zucker g Zucker red. Zucker
4,31 — 0 431 —
2,80 151 0 3,57 0,74
2.09 2,22 4 3,01 1,30
1°5 3.06 6 2,43 1,88
Versuch 32B. pl{ = 8.5.
"\
Frische Hefe Getrocknete Hefe
-i B o > ct g = g:) B S 2 E
is 28 ¢ 2 o S 35g 28 PRE "
n - >a car < o S N= >N wa < 8
R o Ky, O iR n o o cd o> iR
5.98 0.5 — — 0 5,98 —
467 131 3,8 — 2 547 051 07 —
3,83 2.15 4.0 — 4 513 0,85 0,9 —
314 284 35 0,95 — 6 480 1,18 0,7 0,37 0,38
33,5% 3 =31,4%[=32,2%

Es ergibt sich aus den Versuchen dieses Kapitels zu-
nachst, daf bei der Alkalinitat pH — 8-5 die Garkraft einer
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Trockenhefe, wie wir sie untersucht haben, mehr geschwéacht
erscheint, als bei optimaler Aciditdt. So ist das Ver-
haltnis:

durch Trockenhefe in 2 Std. vergorener Zucker
durch frische Hefe in 2 Std. vergorener Zucker

bei gleicher Hefemenge fur:

DH = PH — S5
0.5V» 0,43

Ferner zeigt sich, da die prozentische Ausbeute an Al-
kohol und Kohlensaure im Verhéltnis zum vergorenen Zucker
bei der Vergarung durch frische und getrocknete Hefe wenig
verschieden ist.

Die auf Trockenhefe bezlgliche Untersuchung ist liier
aus aulleren Grunden unterbrochen worden. Sie wird noch
erganzt werden durch Versuche mit Praparaten, welche prak-
tisch vollstandig aus getOteten, nicht fortpflanzungsfahigen
Zellen bestehen, um die Alkaliempfindlichkeit des freien
Zymasekomplexes in der Hefe mit der Alkaliempfindlichkeit
des Hefeprel3saftes zu vergleichen.

E. Zuwachs von Hefen in alkalischer Ldsung.

Durch die in den vorhergehenden Kapiteln angegebenen
Messungen ist die Garungsgeschwindigkeit einer Hefe zum
erstenmal bei exakt gemessener und konstant gehaltener
Alkalinitat festgestellt und mit der Garungsgeschwindigkeii
bei optimaler Aciditat verglichen worden.

Auch hinsichtlich des Wachstums in schwach alkalischen
Losungen lagen bis jetzt nur orientierende Bestimmungen,
aber keine den gegenwartigen Anforderungen an Aciditats-
angaben entsprechenden Messungen vor.

Nach tbereinstimmenden Angaben der Literatur*) wirkt
freies Alkali auf Hefen schadlich; wo quantitative Angaben
Vorlagen, sind die Alkalimemgen angegeben, welche der Kul-

¥*) Haggluud. Hefe und Garung in ihrer Abhéangigkeit von Wasser-
stoff- und Hydroxylionen. Akad. Abhandluug Stockholm 1914. — Samtnl.
ehern, u. ehem.-techn. Vortrage. Enke, Stuttgart 1914.
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turflissigkeit zugefigt worden sindl). Hagglund hat
dann insofern einen Sehritt weiter getan, als er versucht hat,
Garung und Wachstum als Funktionen der H- und OH-lonen
darzustellen. Indessen kamen die von ihm in Aussicht ge-
nommenen elektrometrischen oder kolorimetrischen p,,-Be-
stimmungen einstweilen nicht zur Ausfihrung und das ihm
vorliegende Material konnte deshalb zu einer endgiltigen
Kléarung der Verhéltnisse nicht fihren.

Mit den hier mitzuteilenden Messungen haben wir diese
Bicke auszufiillen begonnen und hoffen, dal3 unser Zahlen-
material in einiger Zeit im hiesigen Laboratorium erheblich
vergroRert werden kann.

Auch zu der von uns angestrebten moglichst allseitigen
Beschreibung lebender Zellen dirfte ihre Alkalitoleranz einen
nicht unwesentlichen Beitrag liefern.

Versuchsmethodik.

Die Versuchskolben wurden im Thermostaten bei -30
gehalten. Die Z&hlung der Hefenzellen geschah im Thoina -
Z ei B schon Objektnetzmikrometer. Bei jeder Entnahme

einer Probe wurde der pu-Wert von neuem elektrometrisch
bestimmt.

1. Versuche mit einer Frohberg-Unterhefe (Frohb.-B.).

Die Versuche wurden zunadchst mit einer Reinkultur
einer Unterliefe vom Frohberg -Typus ausgefihrt. Den
Stamm derselben verdanken wir Herrn Prof. Chr.
Barthel.

Versuch 1

Versuchsldsungen:

50 ccm 10%ige Na,HPO4-Losung,
25 ,, Hefebouillon, 1°/0 Rohrzucker enthaltend.
25 , Leitungswasser,

100 ccm Nahrlosung.

J) In der élteren Literatur findet man besonders eingehende Angaben
Uber Lebensdauer und Garkraft von Hefen in alkalischer Losung bei
Henneberg. Wochensehr. f. Brauerei, 1908.
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Diese Na&hrlosungen (je 2 Parallelversuche A und R)
wurden durch Zusatz folgender Mengen 2-n. NaOH auf die
angegebenen elektrometrisch bestimmten p”-Werte gebracht:

Nr. A =z=-> 4 5
ccm NaOll 0 01 0.2 0,25 0.3
PH *3 X190 9.4 94

Die bei 110 sterilisierten Kolben wurden nach dem Ab-
kithlen mit einer Platina-Ose einer stark wachsenden Kultur
der F roh berg - Hefe geimpft und bei Zimmertemperatur
gehalten.

Nach 2 Wochen war in keiner der 5 L¢-
sungen Zuwachs eingetreten.

Versuch 2.

Der obige Versuch wurde nach der sauren Seite hin mit
Messungen an 4 Losungen erganzt, welche den gleichen Phos-
phatgehalt wie die obigen besal3en und auf folgende elektro-
metrisch bestimmten pH- Werte gebracht worden wuren:

PH — HK 7.0 1,7 81

Die sterilen Kolben wurden wie in Versuch 1 geimpft.
Nach 10 Tagen zeigte sich in keinem der Kolben ein
Zuwachs.

Offenbar hatte hier der starko Gehalt (5% ) an Natrium-
phosphat die Vermehrung der Hefe gehindert. Beim nachsten
Versuch wurden deshalb die Nahrlésungen ohne Phosphat be-
reitet.

Versuch 3.

In jedem Kolben: 250 ccm Hefebouillon, 4 g Rohrzucker

enthaltend. Zusatz von 2-norm. Natronlauge und pM -Werte
sind wie oben angegeben:

Nr. 1.2 3 4
ccm 2-n. NaOH 0 1 15 2

PH 59 71 74 83

Die Versuchskolben wurden wio oben angegeben steri-
lisiert, abgekthlt und geimpft.
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Kolben: 1 2 0 4
Nach 4 1agen (Ze"enzahlj 3 000
gen | ser. mmb 1300 160 0

PH — 7.0 7,4 8,3

Y/ . ( Zeilenzahl

o

Nach 5 Tagen [ per mur; 50000 52000 59 000 0

PH - (7-0) 83

Der Zuwachs in 4 Tagen war mit ansteigender Alkalini-

tat iortschreitend gehemmt. Maximum nach diesem Versuch
zwischen pH — 7.4 und 8,3.

Versuch 4.

Die im vorigen Versuch enthaltenen ziemlich weiten
Grenzen fur das Maximum der Alkalinitat beim Zuwachs
muliten weiter eingeschrankt werden.

Jeder Kolben enthielt 175 ccm Hefebouillon mit 4 g
Rohrzucker.

Wir geben Alkalizusatz und p,,-Werte wie friher an:

Kolben 1 2 3 4 5
ccm 2-n. NaOH 0 0,25 0,5 0,75 1,0
PH 6,0 6,55 7,10 7,70 8.4

Die sterilisierten und geimpften Kolbenl) wurden nach
4, 5 und 7 Tagen auf Zeilenzahl per mm3 untersucht. Es
ergab sich:

Kolben 1 0 3 4 5

Nach 4 Tagen 5200 4 600 - 130 0
— — -- 1900 —

* 7 Y — 30 000 30 000 35 000 0

Danach wéren nun fur das Maximum bei dem von uns
untersuchten Stamm die Grenzen 7,7 bis 8,3 zu setzen.

Bei den in den alkalischen L&ésungen gewachsenen Zel-
len konnte keine langere oder unregelmaligere Form der

*) Die Zahl der eingeimpften Zellen war von der Gréfenordnung
50000 per Kolben, also etwa 1 Zelle per mms.
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 16
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Zellen gefunden werden, wie dies sonst vielfach beim Wachs-
tum unter unginstigen Verhaltnissen (hoher S&uregrad,
sonstige Giftwirkung) beobachtet wurde.

Die folgende Versuchsreihe fiihrte'zu einer weiteren
Einschrdnkung dieser Grenzwerte.

Versuch 5.

In 4 Erlenmeyer-Kolben je 175 ccm Hefebouillon mit 1%
Rohrzucker.
Zugesetzt wurde in
Kolben | 2 3 4
ccm 2-n. NaOH 0,7 0,8 0,9 1,0
PH 74 77 80 81
Die Zellenzahlung nach 3, 4, 5 und 6 Tagen ergab
folgende Anzahl per mm3;

Kolben 1 2 3 4
Nach 3 Tagen 35 0 ‘ —
4 710 — — )
5 18 000 370 0 0
6 58000 40000 0 0

Nach diesen Versuchen geben wir all}
Alkalinitatsmaximum fur das Wachstum
der Frohberg-Hefe die Grenzwerte:

PH — 7,7 bis 8,0
an.

Da dies die ersten Bestimmungen dieser Art sind und
wir noch nicht wissen, wie stark die Unterschiede bei ver-
schiedenen Hefen sind, so wollen wir besonders betonen, daf3
die gefundenen Grenzen zundchst nur fir den von uns unter-
suchten Stamm Gultigkeit haben.

Ferner ist darauf hinzuweisen, dal’ die angegebene Alka-
linititsgrenze fur den Fall gilt, dal3 die Zellen sich nach
einer Impfung von der GroRenordnung etwa 1 Zelle per mm*
in der alkalischen Losung entwickeln.

Fuhrt man hingegen bedeutend grolRere Hefemengen in
Nahrlosungen von verschiedenen Alkalinitatsgraden ein und
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bestimmt man statt der Zellenvermehrung die Gewichts-
zunahme der Hefe, so kommt man, wie zu erwarten, zu an-
deren Maximalwerten fur pH.  Dies zeigen bereits die Ver-
suche von Euler und Hammarsten, welche mit einer
Stockholmer Brennereihefe S B a, und zwar mit 5 g frischer
Hefe in 200 ccm LoOsung angestellt worden waren. Die LO6-
sungen enthielten in 200 ccm:

I g KH2PO4 0,8 g Asparagin
0,05 g MgS04 6,0 g Rohrzucker.
Die Gewichtsvermehrung der Hefe betrug in 5 Stunden:
PH - 7-7,4 80
Hei Zusatz von 10% Phosphatgemisch 35% 3,1%
Ohne Pliosphatzusatz............c.c........ 31% 16.5%

Die Bestimmung der maximalen Toleranz wurde ausge-
dehnt auf die Feststellung einer vollstandigen

Lmpfindlichkeitskurve des Wachstums.

Bezuglich der Versuchsmethodik ist zu erwahnen:.

Versuchsldsung:
5 g Ammoniumphosphat |
4 g KH»PO4
20 g Rohzucker
Es wurden folgende Mengen H2SO4 bezw. NaOH zuge-
setzt:

Anfangliche Zeilenzahl: 0,46¢10".

Ausgangs- 24 stttnd.

Zusatze zu 100 ccm Lésung  aciditat h::(;ﬁfr"g Mittelwert f;;LEZEth'

PH PH PH v

a. 2,4 ccm 2-n. H2S04 21 2,12 2,1 0,46
b.09 , 3,0 2,86 2,9 0,48
c. 0,7 , 4,35 3,2 3.8 0,55
d 05 , 2 4,3 4.8 0,62
. . 6,0 5,6 5,8 0,58

f.20 , 2-n. NaOH 73 6,8 6.0 0,46
g. 285 , 2-n. NaOH 8,5 6.7 7.6 0,46

Der Losung f wurde wahrend der Vorbehandlung noch 1,5 ccm
2-n. NaOH, der Losung g noch 1,75 ccm 2-n. NaOH zugesetzt.
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Die kleine Reaktionsdnderung der LoOsung e wahrend
der Vorbehandlung ist durch die grol.se Pufferwirkung der
Phosphate in diesem pH-Gebiet erklart.

Nach Svanbergl) betragt die Aciditatszahl der ge-
hopften Wirze 5,1. Dieser Wert fallt recht genau mit der
hier gefundenen optimalen Aciditat unserer an diese Reak-
tion gewohnten Hefe zusammen. Wir haben hier einen der
Falle, dall die normalen Lebensbedingungen zu den opti-
malen Verhaltnissen geworden sind.

50

2. Versuche mit der Brennerei-Oberhefe SB II.

Es wurden in zehn Erlenmeyer-Kolben vermischt:

50 ccm 10%ige Nal’hosphatlosung als Puffer,
25 , Hefebouillon, enthaltend 0,5 g Rohrzucker.
25 , Leitungswasser.

Die N&ahrloésungen wurden durch Zusatz folgender Men-
gen 2-n. NaOH auf die angegebenen pH-Werte gebracht,
welche elektrometrisch ermittelt wurden. Die angegebenen
Zahlen sind Mittelwerte aus 2 Versuchen:

Nr. a= 3 4 5

ccm 2-n. NaOH 1 15 175 2 2.5
PH 7,80 8,50 940 9,75 10.15

"y Svanberg, Akad. Abh. S. 80 (Stockholm, 1918).
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Die Losungen 1—4 waren somit deutlich alkalisch, die
Losungen 1 reagierten auf Phenolphtalein mit ganz schwa-
cher Rosafarbung.

2,59 frischer Prel3hefe wurden in 250 ccm Leitungs-
wasser aufgeschlemmt und mit 0,3 ccm 2-n. Natronlauge
Il Stunde gegen Phenolphtalein alkalisch gehalten. Zu
jedem \ ersuchskolben wurden 10 ccm dieser Hefenaufschlem-
mung gegeben, also 0,1 g Hefe per 110 ccm.

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen-
gestellt:

Zellen/.alil

NI Pu Zuwachs
Beginn  nach 13 Std.  Beginn  nach 13 std. > 7°
! *6 113 7.8 7,11 31.3
0 TS Mi s 7,20 27
3 73 07 0.4 s,43 ) Kein
4 Su 0,73 9.02 ] Vax
I SO o> 10.13 0.90 J wachs

Eine \ermehrung der Hefezellen hatte also mit Sicher-
heit noch bei pH — 7,3 stattgefunden.

Milchsaurebakterien, speziell Laktobazillen, welche in
«ler angewandten Brennerei-Prehefe vereinzelt vorkamen,
aber auch Streptokokken hatten sich in den Versuchen Nr. 5

sehr stark vermehrt, so dal sie in diesen Proben geradezu
vorherrschend vorkamen.

impft man alkalische Ldsungen mit Brennerei-PreRhefe,
welche ja in der Regel Milchsiurebakterien enthalt, so» ent-
wickeln sich diese sehr stark unter Zurtckdrangung der
Hefe, und zwar fand der eine von uns (Svanberg) n
einen Stamm von auffallend groBer Alkalitoleranz.

Fuhrt man dagegen in die Nahrlésung von vornherein
eine grollere Menge PreRhefe ein, so kommen die Milch-
saurebakterien in dieser groRen Hefeaussaat nicht zur Eht-

1l Svallberg. lor. nt.
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Wicklung; dies zeigt der folgende Versuch, welohen wir iu
Ricksicht auf unsere Arbeiten Uber alkalische Garung ange-
stellt haben:

o Versuch C.
Né&hrldsung:

40 ccm 24%>ge Invertzuckerlosung, steril
100 ccm 10%ige Na, HPO4-Losung
60 ccm Leitungswasser
n *lhoholi8che Phenolphtaleinlésung
200,5 ccm.

In diese 200 ccm Losung wurden 10 g frische PreRhefe
eingetragen. Die Flissigkeit wurde dann mit 5ccm 2-n.
NaOH alkalisch gemacht, und zwar bis zur Alkalinitat n,
— 8 bis 8,5.

Vergarungstemperatur war 30°.

In der Lésung trat bald eine starke Sauerung ein, welche
von Zeit zu Zeit durch Alkalizuséatze neutralisiert wurde.
Es wurde an 2-norm. Alkali verbraucht:

Stunden Zugesetztes Alkali Zucker °/
0 5 4.8
| 18 —
2 4- 5 00
3 - 5 — -
4 4- 4 12
b of 6 -
0 + 2 —
24 15 —
27 0

Die Vermehrung der Bakterienzellen wurde mikrosko-

pisch verfolgt. Nach 24 Stunden hatte sich der Quotient

Anzahl Hefezellen
Anzahl Bakteriezellen nicht merkbar geandert,

Neue Versuche.

Wir haben zur Kontrolle mit unserer Hefe SB Il ahn-
liche \ ersuche wie Euler und Hammarsten
(siehe S. 229) angestellt. Dieselben sind von Fri. G. Ha l1i-
ber g ausgefiihrt worden.
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Die Losung wurde folgendermaflen hergestellt:

75 ccm NatriumphosphatlO9ung, 10°/,,ig
75 ccm Wasser

5 g Rohrzucker

0,5 ccm Phenolphtaleinlisung. 19%ig
10 frische Hefe.

Versuch 7.
pH =8,4 (30°) (ohne Stickstoffnahrung).

Unmittelbar nach der Mischung wurde in einem Teil der
homogenen Emulsion die Hefetrockensubstanz bestimmt.

mStunden 0 1 2 3 4
Anzahl zugﬁsetzte ccm
2-,,. N.OH

0o 32 9" 13,2 14,7

Die Losung wurde unmittelbar nach der Garung auf
etwa 10° abgekuhlt und blieb Gber Nacht stehen. Nach 20
Stunden enthielt die Losung noch 0,2% Zucker.

Das Volumen der Ldsung betrug 186 ccm.

50 ccm entsprechen einer zugesetzten Hefenmenge von
0,820 g (Trockensubstanz). 950 ccm wurden nach dem Ver-
such zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit Wasser ver-
setzt und zur Reinigung wieder zentrifugiert. Das Trocken-
gewicht *) dieses Zentrifugats betrug 0,915 g.

Der Zuwachs an Hefe betrug also 11,5%.

Versuch 8.

pH = 7,2 (30°) (ohne Stickstoffnahrung).

Dauer der Garung 3 Stunden. Volumen der Loésung
200 ccm.

50 ccm entsprachen einer zugesetzten Hefenmenge von
0.76 g (Trockensubstanz).

*) Folgender Versuch zur Trockengewichtsbestimmung wurde an-
gestellt: 1 g Hefe wurde mit 50 ccm destillierten Wassera verriihrt. Die
Emulsion wurde zentrifugiert, das Wasser abdekantiert. Die zurlck-
gebliebene Hefe wurde nun quantitativ mit Wasser in eine gewogene
Schale Ubergefilut, der Inhalt zur Trockne eingedunstet und zur Konstanz
ffewogen. Resultat: 0.3054 g.
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50 ccm wie beim Versuch 7 zentrifugiert und behandelt.
Trockengewicht des schliel3lichen Zentrifugates: 1,02 g und
1,0b g.

Der Zuwachs an Hefe betrug liier also 34,2% bezw.
39,5 %.

hs bestatigt sich also, daR eine Gewichtsvermehrung der
Hefe stattfinden kann, auch wenn keine Aussprossung ein-
tritt.

Dal} hierbei die p,-Werte stets nach Einfuhrung der
Hefe gemessen wurden, ist schon erwahnt worden. Ebenso
wurde fur eine Torulahefe festgestellt, dal? nach 20stindiger
Garung bei naturlicher Aciditat ein Aussprossen der Hefe,
d. h. eine Zellenvermehrung von rund 15% stattgefunden
hat, trotzdem dem Garmedium keine Stickstoffnahrung zuge-
fugt wurde, wahrend bei alkalisch gehaltener Garung (pH
— 8,2) eine Vermehrung der Hefezellen vollkommen ausblieb.

Versuche ohne Phosphatzusatz.

| )ie entsprechenden Ergebnisse in Abwesenheit von Phos-
phat waren:
Pu = *.0 plt =7
?26A% 30%
Es ergibt sich also, wie aus den Versuchen von Euler
und Hammarsten, das Resultat, dal3 die Alkalitole-
ranz einer gegebenen Hefemenge verschieden gefunden wird,

le nachdem man die Alkalitoleranz auf Zellenvermehrung
oder auf Gewichtszunahme bezieht.

3. Versuche mit Saccharomyces ellipsoideus.

In je 4 Erlenmeyer-Kolben befanden sich 100 ccm Hefe-
bouillon mit 1% Rohrzucker. Phosphat wurde nicht zuge-
setzt.

Die Nahrlésung wurde durch Zusatz folgender Mengen
2-n. Alkalis auf die angegebenen p,,-Werte gebracht und
erneut sterilisiert. Hierauf wurden sadmtliche Kolben mit
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ca. 5000 Zellen auf Hefebouillon-Rolirzucker einer kraftig
wachsenden Kultur von Sacch. ellipsoideus geimpft. Die

Kolben wurden wahrend des Wachstums der Hefe auf Zim-
mertemperatur gehalten.

No. ! 2 3 4

ccm 2*n. NaOH 0,4 0,5 0,0 0,7

Pli 7.2 7,0 8.0 xS
Nach 2 Tagen 0940 73 0 0
Zeilenzahl *) » N 100 000 33400 29 600 200
per nun3 Ptl » i1 - - — <7.0 7.8
Nach | . 108 000 123 000 129 000 71 800

Paralielversuch mit KOH.

Anstelle von NaOH wurde KOH zugesetzt, um eine even-
tuelle hemmende Wirkung der Na-lonen auszusehlieRen.

Die Zusatze und die erreichten IH-Werte waren die
folgenden

No. ! 7 8 4
rem 2-n. KOH 0.4 '>5 0.0 0,7
PH 7.45 7.75 8.2 x.4
Nach 1 Tag 0 — _ _
Zeilenzahl ) » 2 Tagen 420 20 « _
¢ « 3 37 600 9 100 0
por mnt ro4 ., 129 000 124 000 00 0
PH =1 - =7 <7 7.9 8.J15

Als obere Alkalinitatsgrenze fur das Wachstum von
Saccharomyces ellipsoideus kann also gesetzt werden, gleich-
gultig ob freies NaOH oder KOH in der Ldsung vorhan-
den ist,

Pu = 7-*“
4. Versuche mit Pseudosaccharomyces apiculatus.

Die Versuche wurden genau wie diejenigen der vorher-
gehenden Reihe ausgefuhrt. Zugesetzte NaOH-Mengen und
erreichte pn-Werte waren die folgenden:

" 0 bedeutet: <s, 10 Zellen per min™,
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No. 1 2 3 4

ccm 2-n. NaOH 0,4 0,5 0,6 0,7

PH 72 7,6 8,0 8,3

Zeilenzahl ), Nach 10 Tagen 11000 20 9 0

per mm§

Als obere Alkalinitatsgrenze fir den Zuwaclis von
Pseudosaccharomyces apioulatus kann also angegeben wer-
den:

Ph = 7.

An dieser Stelle kann ein Vergleich der Zeilenzahl per g

bei den hier untersuchten Mikroorganismen am Platze sein.

1 g Trockengewicht (getrocknet zur Gewichtskonstanz
auf dem Wasserbad) entspricht folgenden Zeilenzahlen:

Bei Mycoderma (Heintze)...........cccoou.e... 1,12 101
., Mycoderma (\Vougt).........coeeuenenn. 0,5 101
, Saccli. ellipsoideus............ccccccvvvrnnnnne 0,47 ¢ 10
, Sacch. cerevisiae Frohberg - - - - 0,21 *10u

Zum Vergleich seien die Ubrigen, bis jetzt bekannten,
fruher hier festgestellten Zeilenzahlen angefuihrt:

Sacch. cerevisiae. Reinkultur H . . . . 0,16 10
Sacch. cerevisiae, Brennereihefe SL» Il . 0,3 + I0n
Torula. untersucht von O. Svanbergn . 25 -« 10"

Die untersuchten Zellen variieren, wie aus den obigen
Zahlen hervorgeht, nicht starker als im Verhaltnis 1:12.

Anhang. Versuche mit Aspergillus niger.

Die angewandte Aspergillus niger-Kultur verdanken wir
Herrn Prof. Chr. Barthel.

Die Ausfihrung der Versuche entspricht derjenigen der
vorhergehenden. Es wurden 3 Erlenmeyer-Kolben mit je
100 ccm Hefebouillon und 1 g Rohrzucker beschickt.

Zugesetzte Natronlauge und erreichte pH-Werte:
1 2 3
ccm 2-n. NaOH 0,7 0.0 1,0
pH nach wiederholter ™
I 8.6 8.8
Sterilisierung

*) Svanberg, Fermentforschung. 2 (1918).
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Hierauf Impfung jedes Kolbens mit einer Platindse aus
einer sporenbildenden Aspergillus-Kultur.
Die Kolben wurden wahrend des Wachstums des Pilzes
auf Zimmertemperatur (ca. 18°) gehalten.

Beobachtungen:
1 2 3
Nach 3 Tagen  Entwicklung von Schwache Ent- Kein sichtbares
Hyphen. wicklung. Wachstum.

P

Entwicklung von
Hyphen. Keine
Sporcnbildung.

Entwicklung von
KruktifikationH-
organen  und
Sporen.

Reichliche  Spo-
renbildung.

Entwicklung von
Hyphen. Keine
Sporenbildnng.

Entwicklung von
Frnktifikations-
organen  und
Sporen.

Schwache  Ent-
Wicklung  von
Hyphen.

Entwicklung von
Hyphen.

Entwicklung von
Hyphen. *

\

Schwache  Ent-

- wicklung  von
Sporen.
Als obere Grenze der Alkalitoleranz kann also einst-

weilen flr die hier angegebenen Versuchsbedingungen ange-
geben werden:

il = 9,0 oder 0,00001 n. Alkali.

Durch Anpassung durfte bei Aspergillus niger die Al-
kalitoleranz erheblich gesteigert werden konnen.

F. Zusammenfassung.

1. Es wurde fir die alkalische Garung bei genau gemes!
sonor und konstant gehaltener Alkalinitat (pu =8) das
Verhéltnis von vergorenem Zucker zu entwickelter Kohlen-
saure und gebildetem Alkohol festgelegt; es ergab sich, daB
bei einer Oberhefe und einer Torula Alkohol und Kohlen-
saure in aquivalenten Mengen entstehen, und zwar haben
wir fur beide Produkte bei zahlreichen Versuchen im Mittel
die Werte 30—33” vom vergorenen Zucker gefunden.
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2. Glukose und Fruktose sowie Invertzucker werden
auch bei pH — 3 gleich schnell vergoren; dagegen zeigt Man-
nose eine etwa 30% geringere Garungsgesehwindigkeit. Ga-
laktose wird auch in schwach alkalischer L6sung nur in sehr
geringem Grad angegriffen.

3. Was die Biosen betrifft, so wird der Rohrzucker bei
pH = 3 recht angenahert mit der gleichen Geschwindigkeit
vergoren wie Glukose, wahrend Maltose auffallenderweise
nicht angegriffen wird.

4. Diese Tatsachen beruhen darauf, dal von den hydro-
lysierenden Enzymen wohl die Invertase, nicht aber die Mal-
ta6e bei pH =8 wirksam ist, obwohl die optimale Aciditat
der Maltasewirkung nach dem Befund von Michaelis und
R o na naher dem Neutralpunkte liegt als diejenige der In-
vertase. Die Rohrzuckerinversion wurde durch Zurlck-
drangen der Garung mittels Toluolzusatzes bis p,, —8,5
guantitativ verfolgt.

5. Die Wirkung von Giften auf die Hefegdrung ist in
alkalischer Losung vielfach eine wesentlich andere als bei
normaler Aciditat, besonders wo sich Unterschiede zwischen
den Wirkungen der lonen und der niehtdissociierten Mole-
kile geltend machen. Es wurden untersucht: Toluol, Chloro-
form, Acetaldehyd, Milchsdure, Chloressigsdure, Adrenalin,
Thyrrheoidea-Extrakt, Anilin, Salicylsdure, Resorcin, Phe-
nol, Pikrinsdure und Natriumthiosulfat.

6. Eine bei Zimmertemperatur aus der Hefe SB Il her-
gestellte Trockenhefe verhielt sich bei p,, —8 im wesent-
lichen ebenso wie frische Hefe.

7. Der Zuwachs der Zeilenzahl wurde nach unseren Mes-
sungen bei folgenden Konzentrationen aufgehoben:

Frohborg-Unterhefe B hei pj, = 7.7_7.0

Brennerei-Oberhefe SB I

| 84
Sacch. ellipaoideus w o, = 19
Pseudosacch. apiculatus = 76

Eine Gewichtsvermehrung lieR sieh bei unserer Ober-
hefe 8 B noch bei der Alkalinitdt pM = 8,5 nachweisen.
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Fur eine Frohberg-Unterhefe H wurde die vollstandige
Kurve der Aoiditatsempfindlichkeit. aufgestellt und das Op*
Jimum bei pH =5 gefunden.

An dieser Untersuchung haben als biochemische Hilfs-
arbeiter des Laboratoriums teilgenommen: H. Egnér,
K. Hrand ting, G. Hallberg, N. Florell, S.
Il eintze und E. M oberg, denen wir auch an dieser
"dolle unseren besten Dank aussprechen wollen.



