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*nr Darstellung hochaktiver Saccharaseprfiparate.
Von
Hans Eolcr und Olof Sranberg.
Mit 1 Figur im Text.

(Aus dom biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Der Redaktion zugegatagen am 8. Juli 1919.)
Inhalt: =r=N'==
I. Einleitung S.2G9. — Il. Methoden S. 272. — 1I1. Definition der Aktivi-

st und der Inversionsfahigkeit S. 273. — V. Unsere Versuche: A. Ver-
suche mit Brennerei-Oberhefe SB Il S 276; B. Versuche mit Brauerei-

Unterhefe H S. 286; C. Neue Saccharaseprfiparate aus der Hefe H
S. 294, — V. Zusammenfassung S. 303. — Beilagen S. 308.

I. Einleitung.

Die Aufgabe, mdglichst reine und wirksame Saccharose*
praparate darzustellen, ist bereits in zwei Untersuchungen aus
dem hiesigen Laboratorium behandelt worden.*

Auf Grund orientierender Versuche von Euler, Lind*
berg und Melanderl) erschien es zweckmaBig, bei der Iso-
lierung von Saccharaseprgparaten nach dem Vorgang von
O’Sullivan und Tompson?) von autolysierter Hefe auszu-
gehen. Durch fraktionierte AlkoholfiUjungen und darauf fol-
gende Behandlung der Saccharaseldsungen mit den Adsorptions-
mitteln Kohle und Kaolin2) wurde ein Praparat erhalten, dessen
Wirksamkeit in folgender Weise charakterisiert ist:

J) Euler, Lindberg und Melander, Diese Zeitachr. Bd. 69. S 152
(1910).
5 O’Sullivan und Tompson, Journ. Chem. Soc. Bd. 57. S. 834
(1890).
*) Michaelis, Biochem. Zeitachr. Bd. 7, S.489 (1907).
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVH. 19
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0,05 g Saccharasepraparat werden .
NaHaP04-Ldsung geldst und mit 20 ccm 20
I6sung versetzt. Die Zeit, welche vergeht
hebung der Multirotation durch Soda) die Dre.
eist 14 Minuten. Nach der von O’Sullivan 1
eingeflhrten Ausdrucksweise war also

+ 0° = 14 Minuten.

Wir tbergehen die Angaben Uber die chemische Zusa»
setzung dieses Praparates, da sich spater gezeigt hat, v
dasselbe hinsichtlich der Wirksamkeit weit Ubertroffen werde,
kann.

Die von Euler, Lindberg und Melander befolgte Ar-
beitsweise wurde in einer bald folgenden Untersuchung, von
Euler und Kuliberg!l) bedeutend modifiziert. In der letzt-
genannten Arbeit wurde folgendermalen verfahren:

Etwa 500 ccm Autolysesaft (gewonnen durch 12tagige
Autolyse von 2 kg geprel3ter Brauereihefe) wurden mit einer
konzentrierten LOosung von 70 g Bleiacetat gefallt. Vor dem
Abfiltrieren wurde die ganze Masse,mit Kaolin verrieben, wor-
auf die Mutterlauge abgesogen wurde. Dieselbe wurde nun mit
Schwefelwasserstoff gesattigt, um das Blei zu entfernen. Das
Filtrat wurde mit wenig Kohle und hierauf dreimal mit gro-
Reren Mengen Kaolin verrieben. SchlieRlich wurde mit Alko-

hol gefallt, wodurch 7,7 g eines rein weillen Pulvers erhalten

wurden.
Aktivitat: &= 0° = 12 Minuten.

Dieses Praparat enthielt 4,59% N und 2,80% Asche.

Der groRere Stickstoffgehalt dieses Praparates im Ver-
gleich zu fruher erhaltenen wurde darauf zurtickgeftihrt, dal
infolge langerer Autolyse mehr Aminosauren und Uberhaupt
Eiweil3spaltprodukte entstanden waren, welche durch die Ad-
sorptionsmittel schwerer entfernt werden konnten. Dement-
sprechend zeigte sich auch, daf ein grof3er Teil des Stickstoffs
durch Diffusion entfernt werden konnte. Nach rund 5tagiger

*) Euler und Kullberg, Diese Zeitsckr. Bd. 73, S. 335 (1911).
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freier Diffusion des Praparates wurde durch Alkoholfcllung ein
neues Praparat erhalten von der Aktivitat

+ 0° = 10 Minuten
und dem Stickstoffgehalt N= 1,85%.

Es ist dies das beste der von Euler und Kullberg in
fester Form dargestellten Praparate.

Eine weitere Reinigung einer LOsung von Saccharase
wurde durch Behandlung mit kolloidalem Eisen erzielt.

»100 ccm Lo6sung, enthaltend 5 g Rohinvertase, wurden
mit 15 ccm kolloidaler Eisenldsung vollstandig gefallt. Diese
Fallung wurde zuerst mit 100 ccm destilliertem Wasser be-
handelt, wobei nur wenig Invertase in Losung ging und hier-
auf mit 20 ccm 0,05-n. HCI versetzt. Nach dem Abfiltrieren
wurde mit Natronlauge neutralisiert und die Losung wie nhli*b
auf thre Wirksamkeit gepriuft. =+ O0» = 20 Minuten. 5 ccm
dieser Losung enthielten 0,0148 g organische Substanz. Hier-
aus berechnet sich fur die Ubliche Konzentration' von 0,05 ¢
Substanz die Aktivitat: = 0° = 5,6 Minuten.*

Hierzu war bemerkt worden, dal sich trotz der hohen
Aktivitat der so erhaltenen Praparate diese Methode zur Dar-
stellung groRerer Mengen wegen der geringen Ausbeuten an
Saccharase nicht empfiehlt.

Seit der Untersuchung von Euler und Kullberg ist
unseres Wissens nur eine Arbeit Uber das gleiche Thema ver-
Offentlicht worden, und zwar von Meisenheimer, Gambar-
jan und Semperl). Diese Forscher bringen eine neue, offen-
bar sehr brauchbare Methode in VVorschlag, vom Hefenpref3saft
auszugehen und einen groRen Teil der Eiweillkérper mit Sauren
— Schwefelsdure oder Oxalsaure — auszufallen. Mit dieser
Methode haben Meisenheimer und seine Mitarbeiter Praparate
von einer Aktivitat erhalten, welche wir aus den Daten nicht
genau berechnen konnten, aber wohl auf = 0° = 20 bis

10 Minuten schatzen.
Wio aus den im folgenden beschriebenen Versuchen her-
vorgeht, haben wir in dieser Arbeit hinsichtlich der Darstel-

") Meisenheimer, Gambarjan und Semper, Biodwm. Zeitachr.
Bd. 54, 108 (1913).
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lung eines mdglichst aktiven Saccharasepraparates weitere, nicht
unwesentliche Fortschritte erzielt* Unser diesmal gewonnenes
bestes Praparat Ubertrifft das wirksamste der fritheren Arbeiten
um etwa 100%*

[l. Methoden.

Autolyse. Die Autolyse der geprelsten Hefe, welche
einen durchschnittlichen Wassergehalt von 70% besal3, geschah
In groBen, mit dichten Wattepropfen verschlossenen Kolben
unter Zusatz von Toluol, welches Ofters erneuert wurde.

Es hat sich gezeigt, dal} Zeit und Temperatur am besten
so gewahlt werden, dall die Eiweil3korper aus dem Autolyse-
saft noch moglichst vollstandig gefallt oder durch Adsorption
entfernt werden konnen. Nach einiger Zeit setzt sich ein
fester, aber schleimiger Bodensatz, in welchem sich harte,
kugelige Gebilde von rein weil3er Farbe befindenl), unter einer
klaren, braunen Flussigkeit ab. Die Filtration des Saftes vom
Ruckstand macht erhebliche Schwierigkeiten; Absaugen hat
sich als unmdoglich erwiesen, Abzentrifugieren war mit unseren
verhaltnismaRig kleinen Zentrifugen auch nicht zweckmaRig.
Die besten Ergebnisse erhielten wir mittels freier Filtration durch
zahlreiche Faltenfilter (etwa 1 doppeltes Filter pro 50 ccm Saft).

Inversionsversuche. Diese Versuche wurden mit fol-

gender Mischung ausgeflhrt:
4,8 g Rohrzucker
10 ccm 5%ige Losung von KHoPO,
45 ccm dest. Wasser
5 ccm Enzymlésung

60 ccm.
Die Mischung enthielt also 8% Rohrzucker.
Die Aciditat der Losungen betrug wahrend der Inversion
pH = 4,1—4,4, mit Methylorange und p-Nitrophenol gegen
Sorensensche Standardlosungen kolorimetrisch kontrolliert.

*) Dies war besonders bei der Oberhefe SB Il der Fall, wahrend
bei der Unterhefe H wenige oder gar keine Kugeln auftraten. Die Zu-
sammensetzung der Kugeln haben wir noch nicht naher untersucht; sie
bestehen jedenfalls nicht nur aus Tyrosin, wie die von Meisenheiraer
(Diese Zeitschr. Bd. 101, S, 232 [1919]) beschriebene Ausscheidung.
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Inversionstemperatur: 15—18°.

Die Inversionsgeschwiiidigkeit wurde polarimetrisch ge*
messen mit einer Quecksilberlampe als Lichtquelle.

Von Zeit zu Zeit wurden der Versuchslosung 10 ccm ent-
nommen, mit 10 ccm 5% iger Sodaldsung vermischt und im
10-cm-Rohr polarisiert.

Der Endwert der Linksdrehung L wurde aus der maxi-
malen Rechtsdrehung R nach der Formel berechnet: L° = —R°

(0,44—0,005 t), wo t die Temperatur bei der polarimetrischen
Ablesung bedeutet.

1. Definitionen der Aktivitdt und der Inversionsfahigkeit.

1. Nach O’Sullivan und Tompson wurde in friheren
Mitteilungenl) die Aktivitat eines Saccharasepraparates fol-
gendermalien ausgedrtckt:

0,05 g Praparat wird in 5 ccm 0,5-n. NaHsPO4 gelost
und zu 20 ccm 20% iger Rohrzuckerldsung gegeben. Die Zeit,

welche verging, bis (nach Aufhebung der Multirotation durch
S*'da) die Drehung 0® betrug, wird ausgedrickt durch
0° — t Minuten.

2. Wir konnen die katalytische Wirkung eines Praparates
auch durch die Inversionskonstante*) ausdriicken, welche in
einer Rohrzuckerlésung von bekannter Zusammensetzung er-
reicht wird. * Die Inversionskonstante k wird bekanntlich
berechnet nach der Gleichung

1 R-f L
t l«-rL

wo R die Anfangsdrehung, L die Enddrehung der Ldsung und
a die Drehung zur Zeit t bezeichnet.

*) O’Sullivan und Tompson, Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 884
(1890). — Euler, Lindberg und Melandor, Diese Zeitschr. Bd. 69,
S. 152 (1910). — Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 73, 8. 835
(1911).

*) Trotz des leichten Ansteigens der Konstanten bei optimaler Aciditat
(siehe die Beilagen und auch Michaelis und Menten, Biochem. Zeitschr.
Bd. 49, S. 333 [1913]) stellen die Mittelwerte dieser Konstanten ein flir
unsere Aufgabe hinreichend genaues Mal3 der Aktivitat dar, nnd bieten Hier
groRere Sicherheit,’als wenn nur die Anfangsgeschwindigkeit bestimmtwtirde.
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In der Regel wird statt mit nattrlichen mit dekadischen
Logarithmen gerechriet und die Zeit in Minuten ausgedruckt.

3. Die Inversionskonstante k, dividiert durch die Kon-
zentration des Enzympraparates (%) ergibt die Aktivitats-
zahl k/%.

4. Far die lebende Hefe haben wir in friiheren Arbeitenl)
die Inversionsfahigkeit Inv. ausgedrtckt durch die Bezeichnung

1 k X g Zucker
nv* Zeilenzahl.

Hierbei mussen allerdings die Grenzen der Rohrzucker-
konzentration festgelegt werden, in welchen dieser Ausdruck
von der Zuckerkonzentration unabhéngig ist.

In Analogie hiermit konnen wir fur die Inversionsfahig-
keit eines Praparates oder Saftes die Beziehungen aufstellen:

k X g Zucker bzw k X g Zucker
g Trockensubstanz ' g Praparat.
Aus dev Aktivitatszahl k/°/Q wird If erhalten durch Multi-
plikation mit

If =

0,08
Trockensubstanz-Prozent der Enzymldsung.
Aus der O’Sullivan-Tompsonsehen Zahl *x= 0° =t
Minuten (berechnet fir 4 g Rohrzucker und 0,05 g Praparat),
ergibt sich If durch die Gleichung?)

46,176
t

Fiar die ,,Rohinvertase® von Euler, Lindberg und
Melander, deren Zeitzahl £ 0° = 25—27 Minuten betrug,
wird also

If = 1,77.

Euler und Kulibergs Praparat, = 0° =10 Minuten

ergibt
If = 4,62.
In vorliegender Arbeit haben wir erreicht (Praparat

3 Gal, S. 303)
+=0O= 3,6 Hin.

If = 12,82.

O Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 201 (1919).
*) Vergl. S. 308.
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Proportionalitat zwischen Enzymgehalt und
Aktivitat des Hefesaftes.

Da in folgenden Versuchen der Enzymgehalt des Auto*
ljscsaftes aus der Aktivitat proportioniert wurdej haben wir
durch eine Versuchsreihe die Beziehung zwischen Gehalt einer
Losung an Autolysesaft und Inversionskonstanten festgestellt.

Autolysesaft Wasser

Versuch Beil.
ccm cem
1 0,2 4.8 4
2 0,05 4,95 5
3 1 4 6
4 0,5 4,5 7
> 2 3 8

Aus den erhaltenen Zahlen berechnet sich in folgender
Weise die enzymatische Aktivitat des Autolysesaftes.

Saft
Versuch auf 60 ccm | guf 100 ccm Konstante k/%.
ccm r/o) (k)
2 0,05 0,0833 3,04 36
1 0,2 0,333 12,5 38.
4 0,5 0,833 35 42
3 1 1,67 70 42
5 2 3,33 129 39

Mittel 39

Wir finden also innerhalb der Versuchsfehlergrenzen
Proportionalitat zwischen Gehalt der LoOsungen an
Autolysesaft bzw. an Saccharase und den Inversions-
konstanten K.

Dies entspricht den friheren Befunden von O’Sullivan

und Tompson und von Hudson, dal} innerhalb gewisser
Grenzen die Inversionsgeschwindigkeit der Konzentration der

Saccharase proportional ist.
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IV. Unsere Versuche.

A. Versuche mit Brennerei-Oberhefe S B n.

Der Saccharasegehalt der Hefe S Bl ist durch folgende
Messung charakterisiert:

Versuch 1.

0,28 g frische Hefe (32% Trockengewicht) gaben in
60 ccm 8%iger Rohrzuckerlosung bei 17° die Inversions-
konstante

k+104 = 21 (Beil. 1).
Dricken wir die Aktivitat A dadurch aus, dal wir die
Inversionskonstante k mit dem Prozentgehalt der Ldsung (g
Hefe per 100 ccm) dividieren, so erhalten wir

A = 45.

Zeilenzahl obiger Losung: 0,264 + 1010 Zellen. (Entspre-
chend 0,29 « 10** Zellen pro g Trockengewicht)l). Hieraus die
Inversionsfahigkeit

Inv kX gZucker  217M0-4 X 48
Zeilenzahl 0,264Tjol0 —0,8*10 *}

i

Verglelch der Autolyse bei 18° und bei 85°.

Die Hefe von oben angegebenem Trockensubstanzgehalt
wurde unter Toluolzusatz autolysiert, und zwar 14 Tage bel
18° (Zimmertemperatur) und bei 35° (im Thermostaten).

Nach dieser Zeit wurde der Saft vom festen Rulckstand

Versuch 1: Unvorhehandelte frische Hefe. A = 45 (s.oben).

Versuch 2. Versuch 3.

Saft der Autolyse bei 35° Saft der Autolyse bei 18°
1 ccm Saft in 60ccm LoOsung. 1 ccm Saft in 60 ccm Losung.
8 % Rohrzucker, 8% Rohrzucker.

K+ 104 —47 (Beil. 2), k-10¢ -62 (Beil. «),

62
A ~ << 167 = 28 - k/% -
1 A - k/% 167 67.

*) Vergl. Euler und Svanberg, Diese Zeifcschr. Bd. 106, 8. 201
(1919).
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Der Vergleich der Versuche 2 und 3 zeigt, dal3 durch
Autolyse bel Zimmertemperatur ein wirksamerer
Autolysesaft erhalten wurde als bel héherer Tem-
peratur.

Vergleicht man die Werte A = k/% die in Versuch 1 flr
die frische Hefe, und in Versuch 2 und 3 fiur die Autolyse-
safte erhalten wurden, so sieht man, daf nicht der gesamte
Saccliarasegehalt in den Saft (bergent.

Ausbeute an wirksamem Saft.

Die groliten Verluste hinsichtlich der Saccharaseausbeute
sind indessen dadurch verursacht, daf3 bei der Filtration vom
festen Rickstand bei weitem nicht der gesamte Saft gewonnen
wird, sondern auf den Filtern ein Brei hinterbleibt, welcher
bedeutende Saftmengen enthalt.

Aus 1 kg frischer Hefe werden somit nicht mehr
als etwa 300 ccm Saft erhalten, in welchem man %
bis % der gesamten Saccharasewirkung der frischen
Hefe wiederfindet.

Ausbeutebestimmung bei der Autolyse der Oberhefe.

A. 10 kg Oberhefe, autolysiert 20 Tage bei 30—35°.
Ausbeute: 3040 ccm.

Inversionskonstanten: bei verschiedenen Verdinnungen
bestimmt (s. S. 275, Beil. 4—38)

k/% = 39.
B# 10 kg Oberhefe, autolysiert bei Zimmertemperatur.
Ausbeute 1. 1850 ccm hellerer, weniger klarer Saft,
» 2: 800 ccm dunkler, durchsichtiger Saft,
2650 ccm.

Trockensubstanzgehalt der Ruckstande: 32,6%.
Versuch 1: 1 ccm Saft auf 60 ccm = 1,67%

k + 10* = 99 (Beil. 10), k/% = 99/1,67 - . 59,5.
Versuch 2: 1 ccm Saft auf 60 ccm= 1,67%.

k + 10* = 76 (Beil 11), k/% - 76/1,67 -- 45,5.
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Ein Vergleich der Werte k/% fir die Autolysetempera-

turen 35° und 18° zeigt wieder, dal} bei Zimmertemperatur ein
wirksamerer Saft gewonnen wird.

Aktivitatsbestimmung der breiigen Ruckstande.

Wegen der Unmdglichkeit, die Ruckstande bis zur Klar-
heit abzufiltrieren, wurde die Inversion bei diesen Versuchen
durch reduktionsanalytiscbe Bestimmungen des Invertzuckers
nach Bertrand ausgefthrt. Die Versuchslosung war dieselbe
wie bei den Versuchen 1—5 (s. S. 275). Von dem Hefebrei
wurde .0,86 g auf ein Stick Filtrierpapier abgewogen. Von
Zeit zu Zeit wurden 2 ccm der Versuchslosung entnommen
(Doppelproben), in 18 ccm 5%iges Soda im Reduktionskolben
eingefihrt und reduziert.

k100 = 44,8 (Beil. 9),
Praparat auf 100 ccm (%)—60100 1,43

Aktivitat (k/%) - 31,4.
Die Aktivitat der Ruckstande ist also 20% kleiner als
diejenige des Filtrates (100 k/% = 39, vergl. oben).

Alkoholfallung.

Zu einem orientierenden VVersuch uber die bei der Alkohol-
failung sich ergebende Ausbeute wurden nun die drei er-
wahnten Safte vereint.

Volumen Aktivitat Umgereclinet  Autolysiert
cem k, % auf 5690 ccm bei
3040 39 20,8 35°
1850 56,5 18,4 16°
800 455 6,4 10°
5690 45,5 (45,6)
Fallung I. Fallung II.
Alkohol bis 48%. Alkohol bis 39%.
1 Liter Alkohol -f-1 LiterAuto- 500 ccm Alkohol + 1 Lite
lysesaft bel Zimmertempe- Autolvsesaft -f 200 ccm Al
ratur unter Umrthren mit kohol.

Motor.



Versuche zur Darstellung aktiver Sacckarasepraparate.

Fallung 1.

Die Féallung konnte sich beli
— 5° absetzen wahrend 2/t
Stunden ; darnach Abdekan-
tieren der walrig alkoholi-
schen LOsung unter schnel-
lem Aufschlemmen der Fal-
lung mit 500 ccm destillier-
ten Wassers.

Die abdekantierte alkoholische
L.6sung(48°/0 Alkohol) wurde
auf ihre Aktivitat gepruft.
Zu 60 ccm Inversions-
mischung 10 ccm der Lo6-
sung. Beil. 12. Keine In-
version.

Die walrige Aufschlemmung
stand Uber Nacht, wurde
Va Stunde lang geruhrt und
filtriert. Dabei wurden er-
halten:

800 ccm Wasserlosung |
mit 18% Alkohol. 8,1%
Trockensubstanz.

Inversionsbestimmung: k+ 104
= 183 (Beil. 14).

Prozentzahl der Enzymldsung
3,33

183
— 3,33 — s

279

Fallung 1.
Behandelt wie Féallung I.

Behandelt wie Fallung |, aber
39% Alkohol.

Beil. 13. Keine Inversion der
alkoholischen Losung.

Jedenfalls hochstens Viooo ~er
Aktivitatdes Autolysesaftes.

Wie bei 1.

650 ccm Wasserlosung 11 njit
ca. 8% Alkohol. 7,7%
Trockensubstanzgehalt.

Inversionsbestimmung: k*!04
= 199 (Beil. 15).

Prozentzahl der Enzymldsung
3,33

199

. 33 ©°

Die Wasserlosungen I und Il wurden gemischt (S 1400 ccm
50 ccm zur Trockengewichtsbestimmung) und mit Alkohol bi

50% gefillt,

700 ccm 96% iger Alkohol -f Wasserlosungen + 400 ccn

*Alkohol: klebrige Fallung.
Filtrierung vom Alkohol.

Vollstandige Dekantierung U<
Die Kklebrige Fallung wurde mi
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300 ccm destillierten Wassers aufgenommen, wurde */* Stunde
gerdhrt und von einem sehr kleinen Rest abfiltriert.

Hierbei wurde Wasserlosung 3 (mit hochstens 8% Al-
kohol) erhalten, 360 ccm, 13,1°/0 Trockensubstanzgehalt.

Inversionsbestimmung: (Beil. 16) k = 156  k/% = 187
Ubersicht:

Volumen Aktivitat Vollém- %Trocken- g Trocken- k-gZuck.
k/%  Aktiy. Substanz  substanz gPrapai\

ccm
l.
Autolysesaft 1000 45,5 45500 19,4 194 0,19
Wasser-
|6sung 1 800 55 44000 8,1 65 0,54
Cfh Ausbeute 96 5% |
- 3 9 v
Autolysesaft 1000 45,5 45500 19,4 194 0,19
Wasser-
|6sung 11 650 60 39000 1,7 50 0,62
' Ausbeute 86%
3.
Wasser-
losung | -j- 11 1400 (57) 80000 7,9 N 0.58
Wasser-
l6sung 3 360 187 67000 13,1 42 1,14
v | VvlIAusbeute 84%
1.-3.
Autolysesaft 2000 45,5 91000 19,4 388 0.19
Wasser- | ‘ o
|6sung 3 360 187 67000 13,1 42 1.H

Ausbeute 74% (4% verwendet zur Trockensub-
stanzbestimmung der Wasser-
I6sung | und Il.) Ausbeute also
78%.

3650 ccm Autolysesaft wurden auf demselben Wege be-
handelt wie Autolysesaft-» Wasserlosung | —» Wasserlosung 3,
also 2mal Fallung mit 48%igem Alkohol und Auflésung in
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geringer Menge destillierten Wassers und Filtrierung — in
zwei grofReren Portionen,

Résultat in Zusammenfassung:

Trockensubstanz
7. | « | If

Vol. k/% Vol. k/%

Autolysesaft 3650 45,5 166000 19,4 710 0,19

Wasser-

I0sung 3b 670 206") 138000 15,4 103 1,07
Ausbeutc 83*/,

Diffusionsversuch der Wasserlosung 3.

100 ccm der Losung wurden 24 Stunden dialysiert, erst in 2, dar-
nach in 6 dinnen Collodiumhttlsen mit flieRendem Wasser.

Resultat:
0) - -
Vol. K% Vol ki% Yo Trocken- g Trocken
cem substanz substanz
Wasser-
|6sung 3 100 187 187000 13,1 13,1 1,14
Dialys- 1
rickstand 265 72 191000 3,65 9,7 1,58
Volum beinahe Ausbeute 26% der Irrok-
3fach quantitativ kensubstanz

wegdiffunclieft,
worunter dei
gelbe Farlbstoff

Aktivitatsbestimmung des RUlckstandes der Dialyse.

1,5 ccm Rickstand auf 60 ccm, Prozentgehalt der Enzymlésung
also 2,5.

Beil. 18. k104 =179 k/% = 179/2,5 = 72.

Ein Adsorptionsversuch mit Kaolin gab kein bemerkenswertes Re-
sultat; 21 °/0 der Trockensubstanz waren absorbiert.

¥ Aktivitatsbestimmung der Wasserlésung 3b.

0,5 ccm Wasserlosung 3b auf 60 ccm, Prozentzahl der Enzymlésung
also 0,833.

BeU. 17. k104 — 172 k/% = 20«.
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Walrige L6sung 3; Versuch zur weiteren Fallung
mit Alkohol.

100 ccm der ,,wéalrigen Losung 3* (siehe S. 280) wurden
unter Umrohren in 300 ccm 96%igen Alkohols eingegossen.
Es entstand eine klebrige, typische Alkoholféallung, welche
Va Stunde mit dem Alkohol bearbeitet wurde; dieser wurde
dann abdekantiert. Die Fallung l6ste sich nahezu quantitativ
In 80 ccm destillierten Wassers. Die Losung, ,,walrige LO6-

sung 4“, wurde in Bezug auf ihren Gehalt an Trockensubstanz
und ihre Aktivitat Untersucht.

Vol. Aktivitat VolumenX % Trocken- g Trocken-

cem k/% Aktivitat substanz  substanz It
WaRrige
Losung 3 100 187 18700 13,1 13,1 1,14
WaBrige '
Losung 41) 90 208 18720 13,1 =z 8 1,27
Ausbeute
quantitativ

Durch zwei aufeinanderfolgende Alkoholfallungen nach
man also praktisch zu einer Grenze
der Reinigung des Autolysesaftes.
(Die walirige Losung 4 wurde spater zu ergebnislosen
Versuchen mit Bleiacetat verbraucht.)

Versuch zur weiteren Reinigung der ,,walrigen
Losung 3b“; Darstellung des Trockenpraparates A.

50 ccm der oben erwahnten walirigen Lésung 3b (1f= 1,07)
wurde mit 10 ccm einer 4%igea walirigen Losung von Ponceau
3 R behandelt. Es entstand eine Fallung, welche abfiltriert
wurde; das Filtrat liefert durch erneuten Zusatz von Ponceau-
Losung keine weitere Fallung mehr.

O Beilage 19. 0,5 ccm wélirige Losung 4 zu 60 ccm 8%iger Rohr-
zuckerlosung = 0,838% Enzymlosung k = 173

r k 173
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Aktivitatsbestimmung (Beil. 20):

0,6 ccm Filtrat nach dem Zusatz der Farbstofflosung zu ffO ccm
8°0iger Kohrzuckerlésung.
0,6 ccm nach Farbstoffzueatz k + 104 -- 169 (Beil. 20)
0,5 ccm  vor ” k10* -- 172 ( , 17)
Durch Zusatz des Farbstoffes trat also kein Verlust an
Aktivitat ein; Saccharase wurde also durch den Farb-

stoff nicht adsorbiert bzw. ausgefallt.

Die Lésung 3b wurde nach der Ponceau-Fallung filtriert
und gab 41 ccm roten Saft (grofRer Verlust beim Filtrieren,
ir/0). Diese 41 ccm wurden mit 80 ccm 96%igem Alkohol
geféllt und die Fallung wurde mit 25 ccm destillierten Wassers
aufgenommen. Diese wéalrige Ldsung wurde unter Umrthren
und Reiben mit 750 ccm 96°/0igem Alkohol gefallt; die Fal-
lung wurde abgesogen und mit etwas absolutem Alkohol und
wenig, wasserfreiem Ather gewaschen, sowie schlieBlich im

Vakuumexsikkator getrocknet.

Ausbeute:

5,003 g rein weil3es Pulver; Praparat A.
Diese 5,003 g enthalten 65°/0 des Ausgangsmaterials
(50 ccm walRrige Ldésung 3b enthielten 7,70 g Trockensub-
stanz) an Trockensubstanz, und da die Filtrationsverluste 32% '
betrugen (siehe oben), so kann das Praparat A hochstens 3% ;
reiner sein als die walrige Losung 3b.

Aktivitatsbestimmung an Préaparat A:

0,1094 g Praparat A wurden in 35 ccm dest. Wassers gelost 25 ccm
dieser Losung - 0,078 g Praparat zu 60 ccm 8%oiger Rohrzuckerlfaung.

k104 — 162 (Beil. 21).

If  k X g Zucker 162 X 4,8.10-4
g Substanz — 0,078 — 1,0°*

+0 -- 46,2 Min.
Im Ausgangsmaterial (Losung 3b) war If = 1,07.

Keduktionsversuche am Praparat A.

Wird Préaparat A in 4-n. Salzsaure unter gelinder Erwarmung gelost,
fco zeigt diese Losung, nach dem Verfahren von Bertrand behandelt,
keine Reduktion.
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Um eine weitgehende Hydrolyse zu erzielen, wurde 0,463 g des
Praparates A in 20 ccm dest. Wassers unter Zusatz von 1 ccm konz.
HjSO4 geltst und auf dem Wasserbad im verschlossenen Gefély erhitzt.
\on Zeit zu Zeit wurden Proben zu je 1 ccm herausgenommen und der
Reduktionsprobe nach Bertrand unterworfen.

1 ccm verbraucht
Hydrolyse KMnO4 g Zucker (als Glukose)
in Stunden (I ccm Permanganat- in 20 ccm
I6suig SS 8,7 mg Cu)

| ° 3,35 0,290
5 3,40 0,294

10 3,40 0,294

10 3,35 0,290

Nach Euler und Fodorl) gaben

3,2 g Hefengummi 3,73 g Hexo3e als Glukose berechnet,
also 0,463 g ” 0,54 ¢

0,463 g Praparat A 0,29 g.

Die Reduktion des Praparates A wirde also hiernach einem Gehalt
von 54% Hefengummi entsprechen.

NV f * D S

Stickstoffbestimmung am Praparat A nach Kjeldahl.
0,8014 g Substanz entspr. 6,20 ccm einer 0,169-n. Barytlésung: 1,83% N

0,4902 g : i 385 ccm ,,  0,169-n. - 1,86% K
Der hier gefundene mittlere Stickstoffgehalt
1,845% N

entspricht dem Stickstoffgehalt, welchen Euler und Kuliberg?) in dem
besten diesbezlglich untersuchten Préaparat festgestellt haben.

Vergarungsversuche am Praparat A.

Die Vergarungsversuche wurden mit der Hefe SB Il angestellt, also
mit der gleichen Hefe, aus welcher das Praparat selbst dargestellt
worden ist.

0,95 g des Praparates warden in 20 ccm Wasser gel6st; in dieser
Losung wurden 0,75 g frische Hefe aufgeschlemmt. Der Versuch wurde

in einem mit Meil3l-VVentil versehenen 100-cm-Erlenmeyer-Kolben
ausgefluhrt bei 24®.

*) Euler und Fodor, Diese Zeitschr. Bd. 72, S. 339 (1911). —
Siehe auch Meigen und Spreng, Diese Zeitschr. Bd. 55, S. 48 (1908).
*) Euler und Kuliberg, Diese Zeitschr. Bd. 73, S.335 (1911).



Versuche zur Darstellung aktiver Saccharasepraparate. 285

Gewicht bei Beginn der Garung: 87,50 ¢
nach 31 Stunden: 87,50 g

Eine Gewichtsabnahme, welche auf Garung zurtickgefihrt werden
konnte, hatte also nicht stattgefunden.

Spaltungsversuche mit Mikroorganismen.

Es erschien mdglich, eine biologische Reinigung bzw. Verbesserung
unseres Saccharaseprapalates dadurch zu erzielen, dal} die nichtaktiven
Bestandteile auswéhlend von Mikroorganismen zerlegt werden; in erster
Linie wurde es sich hier um die Hydrolyse des Hefengummis und der
verwandten Kohlehydrate handeln.

6%ige Losungen des PraparatesA wurden der Selbstinfektion aus-
gesetzt, und zwar mit

1. einem Pénicillium oder einem verwandten Schimmelpilz; derselbe
bildete kraftig grine Sporen, hatte weilles Mycel und entwickelte
sich kraftig an der Oberflache der Lo&sung;

2. einer farblosen Torulaart (?), welche sich am Boden des Kolbens in
kleinen, unbedeutenden, runden Kolonien entwickelte;

3. einer Coli-fihnlichen Baktcrienart von Kokken- oder Ovoidform.'

Durch keine dieser Infektionen war indessen eine Hydrolyse des
llefengumrais oder anderer Kohlehydrate eingetreten. Die Filtrate redu-
zierten nach anhaltendem Kochen Fehlings Losung nicht und gaben mit
alkalischer Kupferlosung unverandert die bekannte Fallung des Hefen-
guramis. Die am Kkréaftigsten entwickelte Penicilliuminfektion hatte aus
einer Losung von 10,3 g Trockensubstanz nur 0,6 g aufgenommen. Die
Saccharasewirkung dos Filtrates zeigte sich anderseits nach 4wdchent-
lieber Kultur bei Zimmertemperatur fast ungeschwacht.

Nach diesen Ergebnissen war es auch wenig aussichtsvoll, mit gro-
RBeren Mengen eines Mycelkuchens von Schimmelpilzen unter Zusatz von
| rotoplasmagift nach der Methode von Pringsheim Hydrolyseversuche
anzustellen. Immerhin werden solche Reinigungsversuche noch nachgeholt.

Ausschuttelversuche mit Ather.

25 ccm Enzymlosung wurden mit 30 ccm Ather ausgeschittelt.

Wenn auch die bereits vorliegenden Erfahrungen an Saccharose
eine groRere Loslichkeit des Enzyms in Athylather ausschlosscn, so war
immerhin die Mdglichkeit gegeben, auch bei geringer Léslichkeit des En-
zyms in diesem Losungsmittel eine Reinigung des Praparates zu erzielen.

Die Aktivitat der walrigen Enzymlésung nahm mit 16% ab.

10 ccm der Atherschicht wurden im Vakuum verdampft, der kleine
Rest wurde mit 10 ccm dest. Wassers aufgenommen. Diese walrige
Losung zeigte indessen keine Spur einer Saccharasewirkung.

Hoppe-Seylcr’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVII. «a
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Adsorptionsversuch mit Fett.
In einer im Laboratorium Willstatters ausgefuhrten Untersuchung
uber Reindarstellung von Katalase hat Madinaveitia») bei Adsorptions®

versuchen mit Fett gewisse Erfolge erzielt. Wenn auch, wie der eine
von uns friher hervorgehoben hat, die Katalase zum Fett in besonderer
Beziehung zu stehen scheint*), so erschien die genannte Methode von Will-

stAtter-MadinaVeitia immerhin aussichtsvoll genug, um einen Versuch
auch mit Saecharase zu rechtfertigen.

25 ccm der Losung 3b wurde mit 5 ccm einer 10%igen L6sung
von chinesischem Pflanzenfett (Stillingiafett, im wesentlichen Tripalmitin)
in Ather, also mit 0,5 g Fett geschuttelt Es wurde leicht durch Um-
schitteln eine Fettsuspension erhalten, welche filtriert wurde. Das Filtrat
enthielt die gesamte Saccharasewirkung ungeschwéacht, und es kdnnen also
nur minimale Mengen Enzym vom Fett absorbiert worden sein.

B. Versuche mit Branerei-Unterhefe H
(St. Eriks-Brauerei);

VVorbehandlung der Unterhefe H.

Die im folgenden beschriebene Enzymanreicherung der

Hefe H wurde In der Versuchsanlage der st. Eriksbrauere
ausgefuhrt.

/5 Liter der Hefe H wurden mit 500 Liter Wasser von
20° in einem 700 Liter fassenden und mit Ruhrpropeller ver-
sehenen Maischbottich gemischt. Die Hefe konnte sich wahrend
20 Stunden absetzen, worauf das Waschwasser mittels Heber
entfernt wurde. Die Hefe wurde nun in einen 500 Liter
fassenden Bottich mit Wasser von 27° Ubergespult. In diesem
Bottich wurde nun unter Umrihren folgende L6sung zugesetzt:

0,1 kg MgSO*

1,0 kg KH,PO0O4

1,0 kg NH4H#PO4

0,05 kg NHA4C1

0,05 kg KtS04

Hefenwasser aus */, kg Trockenhefe
10 kg Invertzucker

10 Liter.

0O Madinaveitia, Zur Kenntnis der Katalase. Dissert. Ziurich 1911
*) Euler, Hofm. Beitr. 7, 8.1 (1905).
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Diese LOosung wurde in drei Portionen zugesetzt, ndmlich
um 6.30 Uhr vorm., um 11 Uhr vorm, und um 4 Uhr nachm.

Die Maische wurde wahrend 12 Qarstunden zwischen 24
und 27° gehalten.

Nachdem sich die Hefe wahrend 24 Stunden abgesetzt
hatte, wurde die Maische mittels Heber entfernt, die Hefe
wurde moglichst quantitativ gesammelt und mittels einer
Handpresse abgeprel3t.

Ausbeute: 20 kg Hefe von 31,3% Trockensubstanz.

Aktivit&tsbestimmnng:

60 ctni 8','0ige Rohrzuckerlosung (4,8 g Zucker). Zeilenzahl: 0,198 ¢ 10t®.
k + 104 80 (Beil. 22), Zeilenzahl 0,198 ¢ 10*>,

v, - K9 ZUCker o 0
' Zeilenzahl ~ B

Fur die unvorbehandelte Hefe war gefunden worden:
Inv.*= 8,0 + 10-«]),

es ist also durch die Vorbehandlung eine Enzymanreicherung-
Im Verhaltnis 1 : 2,4 erzielt worden.

Darstellung der Losung 3 H aus 20 kg Unterhefe H.

Die Hefe wurde auf 15 3-Literkolben verteilt, welche
mit je 50 ccm Toluol versetzt wurden. Die Autolyse geschah
bei Zimmertemperatur; der Toluolzusatz wurde von Zeit zu
Zeit erganzt.

Nach 14tagiger Autolyse wurde der klare Autolysesaft
abfiltriert, und zwar in der gleichen Weise wie S.272 angegeben.
Der Saft war bedeutend dunkler gefarbt als der aus Oberhefe
S B Il erhaltene. DasVolumen der vereinigten Filtrate betrug

. 8850 ccm.
Die breiigen Ruckstande wurden mit Kieselguhr verrthrt

und abgeprefl3t. Hierbei wurde noch etwa 1 Liter Saft er-
halten. Die ersten Filtrate waren indessen 40% aktiver,

weshalb sie allein zur weiteren Verarbeitung kamen.

0 Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S.201 (1919).
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Aktivitatsbestimmung des Autolysesaftes:
1 ccm Saft zu 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker (1,67% Praparat)
k ¢+ 10* — 256 (Beil. 23)

Aktivitat k/% — 256/1,67 = 153
Trockensubstanz des Saftes: 22,8%o

22,0% 22,4%,

| sofit fur den rohen Autolysesaft die Inversions-
fahigkeit gefunden:

Ji_ K+ g Zucker . = k-/% 0,08 153X0.0*
g Trockensubstanz % Trockensubstanz 29 4
/£ 0° == <™~ -- 84 Minuten.
0,00

Aus den 3850 ccm wurden durch 2 aufeinanderfolgende
Alkoholfallungen in zahlreichen Portionen unter standigem
Nachkontrollieren der Ausbeute erhalten:

950 ccm Losung 3 H.

Diese Losung 3 H war schwach gelb gefarbt, beim Er-
hitzen trat eine geringe Fallung ein, welche auf die Gegen-

wart von Eiweild schlieffen lield.

Aktivitatsbestimmung der L6sung 3 H:

0,5 ccm auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker (0,833% Préparat);*

k | 104 — 265 (Beil. 24) \
K/% 37 318

Trockensubstanz der Lésung 3 H: 7.0%

I— 3,63
N + 00 = 12,7 Minuten.

Adsorptionsversuche mit Kaolin.

A,

Zur Entfernung der EiweiBkoérper nach Michaelis») wurden 50 ccm
der rohen Saccharaselésung 3 H mit 45 g feuchten reinen Kaolins gemischt.
Die Mischung blieb unter gelegentlichem Umscbutteln 3—4 Stunden stehen
und wurde dann abgestgen. Man erhielt 57 ccm Filtrat von 4,2% Trocken-

50 ccm rohe Saccharaselés. 3 H (7,7% Trockensubst.) entspr. 3,5 g Subst.
57 ccm Piltrat (4,2% , Yy 1 249

*) Michaelis, Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S, 489 (1907).
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Aktivitatsbestimmung des Filtrats:

O,u ccm 0,021 g Trockensubstanz auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker.
k + 10« = 170 (Beil. 25)
170-10—M,8
0,021
0° --11,9 Minuten.
Lei diesem Adsorptionsversuch war pjj = 6,5.

If = 3,89

B.

Obiger Versuch wurde ergdnzt durch einen zweiten, welcher in
saurerer Losung und mit weniger Kaolin ausgef&hrt wurde.
50 ccm rohe Lésung 3 H wurden mit 1,5 ccm 4-n. Essigsaure auf

<iig' Aciditat pjt 3,9 gebracht, und hierauf mit 20 g feuchten Kaolins
wie oben behandelt.

60 ccm rohe Enzymlds. 3 H (7,0% Trockensubst™ entspr. 3,5 g Substanz
00 ccm Filtrat (5,0®/# . ) : 3090 :

Aktivitatsbestimmung des Filtrats:
0.5 cecm  0.025 g Trockensubst, auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker.
k + 10« — 203 (Beil. 26)
If = 3,90
° = 11,9 Minuten.
In beiden Versuchen war durch die Kaolinbehandlung etwa 10% an
Inversionsfahigkeit gewonnen worden.

Rohsaft If - 3,63

Nach Adsorption A If — 3,89

, . B If=x 3,90
Koagulierbares Eiweil3 scheint durch die Kaolinbehaudlung ziemlich

guantitativ entfernt worden zu sein; nach der Adsorption trat keine
Koagulation durch Erhitzen mehr ein.

Dialyseversuche durch Kollodiummembrane.

50 ccm Losung 3 H wurde wahrend 24 Stunden im laufenden Wasser

von etwa 8° dialysiert. Wahrend der Dialyse wuchs das Volumen all-
mahlich auf 105 ccm an.

Trockensubstanzgehalt der Losung nach der Dialyse: 2,4%.

Aktivitat der di&lysierten Lo6sung:
l ccm Loésung — 0,024 g Trockensubst, auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker

k + 10« = 184 (Beil. 27)
If=- 3,68
v 0° — 12,5 Minuten.
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Die Aktivitat war also durch die Dialyse nur sehr wenig verbessert
worden.

Adsorptionsversuch mit Aluminiumhydroxyd.

50 g AIClg krist. wurden in 2 Liter destillierten Wassers geldst uu<|
mit 70 ccm konz. Ammoniak bis zur schwachen Rotfarbung des Phenol-
phtaleins gefallt. Man lie die Fallung sich absetzen, bis etwa die Halfte
der LOsung abdekantiert werden konntet

100 ccm der so erhaltenen Aufschlammung, enthaltend etwa 4 g
Al(OH)3,wurde mit den vereinigten Resten der obigen Adsorptionsversuche,
welche 95 ccm betrugen, vereinigt. Die Aciditat der Mischung entsprach

etwa Pu =7,5. Nach grundlicher Mischung wurde durch Faltenfilter
filtriert, das Aluminiumhydrat wurde einmal mit dest. Wasser gewascheu

und dann in 200 ccm 0,1-n, HCI gel6st. Ungeldste Rickstande und Filtrier
papierteile wurden abzentrifugiert und die erhaltene L&sung wurde bei
optimalem pH auf ihre Aktivitat geprift.

1 ccm Ldsung auf 60 ccm 8%ige Rohrzackerlosung,
k+10* — 28,6 (Beil. 28)
k/% = 28,6/1,67 = 17,1.
Der Wert k/% betrug fur das Ausgangsmaterial 225. Durch das
Aluminiumhydroxyd waren also nur 16% der Sacchatase erhalten worden.

Ein Teil der Saccharase befand sich im Filtrat nach der Al-Adsorptiou.
Dies ging aus folgendem Versuch 2 hervor.

50 ccm Saft wurden wéhrend 1 Stunde mit 50 ccm der oben beschrie-
benen AlI(OH)3-Aufschlemmung unter Umrihren Belassen. Nach Abfiltrieren

des Aluminiumhydroxyds konnten im Filtrat 59% der urspringlichen
Saccharasemenge nachgewiesen werden.

Das Filtrat wurde mit dem gleichen Volumen 96% igen Alkohols
gefallt, die Fallung wurde mit 12 ccm destillierten Wassers aufgenommen.
Die so erhaltene Losung wurde auf Aktivitat gepruft.

0,5 ccm = 0,0397 g auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker.
k + 10* — 295 (Beil. 29)
If = 3,56
+ 0° # 18 Minuten.
Das Aluminiumhydroxyd zeigte also kein selektives Adsorptions

vermogen, weder gegen die Saccharose noch gegen die inaktiven Begleit
Substanzen derselben; die Aktivitat des eben beschriebenen Préparate

iIst ndmlich genau so grol} wie diejenige des Ausgangspraparates. Indessei
war ein bedeutender Substanzverlust eingetreten.

Darstellung des Trockenpraparates H.

100 ccm des Saftes 3 H wurden mit 3 ccm 4-n. Ess4
saure versetzt, worauf die Aciditdt der Losung pH = 4,
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entsprach; dann wurde unter fleiRigem Umrihren und Reiben
mit 1,6 Liter 96¢/0igem Alkohol gefallt. Die Fallung wirde
noch in Mdorsern verrieben_,_ abgesogen, mit absolutem Alkohol
und etwas wasserfreiem Ather gewaschen und im Vakuum-
exsikkator getrocknet. 100 ccm Saft 3 H enthielten 7,0 ¢
Trockensubstanz, die Ausbeute betrug 6,71 g (96 %>.

Aktivitatsbestimmung:

0.02*2 g Praparat auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker,
k + 10* — 155 (Reil. 30).
If = 3,38,
. 0° — 13,7 Minuten.

Saure Hyd*ol} ~o cios Praparates H und Reduktionsversuch.

0,3260 g Préaparat + 20 ccm dest. Wasser 4-1 ccm. konz. Schwefel-
saure wurden auf dem Wasserbad. im verschlossenen Gefal 6 Standen
erhitzt. Die Hefengummireaktion mit alkalischer Fehlingscher Losung
war nun guantitativ verschwunden.

2 ccm Losung entsprach 18.8 mg Hexose (Glukose) nach Bertrand.
2 ecm ” " 0,310 g Praparat;

demgemal wirden 100 g Préaparat 61 g Hexose entsprechen bzw. ebenso
reduzieren wie 52 g hydrolysierter Hefengummi.

Stickstoffbestimmung des Praparates H nach Kjeldakl.
0,3196 g Praparat entsprach 3,50 ccm 0,169-n. NaOH  2,60% N,
0.3891 g ” ” 4,50 ccm 0,169-n. NaOH  2.74% K.
Mittel; 2,67% N°). #
Bezlglich der Loslichkeit des Praparates ist anzufihren:
Glyzerin erzeugte auch in unseren starksten Saccharase-
losungen selbst bei 10Ofachem UberschuR® keine Fallung. Das
trockene Praparat wird quantitativ von Glyzerin gelost, so-
mit nicht nur der Hefengummi. Aceton und Athylacetat
losen aus dem trockenen Praparat nichts. Aus der waldrigen
Losung wird das Praparat durch Aceton ebenso wie durch
Alkohol gefallt, aus Glyzerinlésung dagegen erst nach Zugabe
von Alkohol, wodurch eine homogene Mischung Alkohol-Aceton-
Glyzerin entsteht.

In diesem Zusammenhang mag auch noch ein Versuch erwahnt wer»
den. den Hefengummi aus der Saccharaselosung mittels Fehlingscher

[) Vergl. Meigen und Spreng 1. c.
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Losung auszufallen. Bekanntlich wird Hefengummi durch Fehlingsche
LOosung beim Erwarmen gefalltl). Es war die Moglichkeit gegeben, daf?
auch bei gentgend tiefer Temperatur diese Ausfallung gelingt, ohne daR
eine wesentliche Zerstdrung der Saccharase durch das freie Alkali der
Losung eintritt. (In neutraler Losung haben Oshima?) und Hafners)
Reinigungsversuche mit Kupferacetat angestellt, welche indessen zu keinem
positiven Resultat gefiihrt haben.)
Es wurden gemischt:

10 ccm Kupfersulfatlosung (Losung | nach Bertrand),
10 ccm neutrale Seignettesalzlésung (20 g auf 100 ccm),
10 ccm 2-n. NaOH.

Diese Mischung wurde auf 0° abgekuhlt.

36 ccm Saft 3 H, ebenfalls auf 0° abgekthlt, wurde heftig mit obiger
Mischung verrthrt, wodurch eine volumindése Gummifallung entstand. Die
Mutterlauge wurde rasch abdekantiert, filtriert und mit 5 ccm 4*n. Essig-
saure bis zur schwachsauren Reaktion versetzt.

) Die Fallung wurde einmal mit dest. Wasser versetzt, dekantiert, vom
UberschuR von Alkali befreit, in dest. Wasser -f- 4-n. Essigsaure gelost.

Hierbei wurde eine blaugrine Lo6sung erhalten, welche hdchstens eine
minimale Aktivitat besal.

Das Filtrat zeigte dagegen 39 % der Ausgangsaktivitat, enthielt aber
noch betrachtliche Mengen fallbaren Gummis und vermutlich die Gesamt-
menge der stickstoffhaltigen Verunreinigungen.

 Bei einer Mycoderma-Hefe4) war Mangel der Saccharase
festgestellt worden. Wir haben untersucht, ob mit dem
Mangel an diesem Enzym auch ein Ausbleiben der Hefegummi-
reaktion verknupft sei. 5 Liter Wirze, wurden auf Kolben
verteilt, sterilisiert und mit Mycoderma geimpft. Nach Aus-
bildung dicker Kahmhaute wurde die Hefe abgeschleudert, sie
betrug 47,2 g bei 20% Trockensubstanz. Sie wurde bei
Toluolzusatz bei Zimmertemperatur autolysiert. Wahrend der
Autolyse besonders starke Selbstgarung, auf einen grofen
Glykogenvorrat hindeutend. Nach dreiwochentlicher Autolyse
wurde die verflUssigte Hefenmasse filtriert und der erhaltene
Saft zweimal mit Alkohol gefallt und mit absolutem Alkohol

I) Siehe hierzu Chera. Ber. Bd. 27, S. 499 (1894); Diese Zeitschr.
Bd. 31, S. 316 (1901) und Bd. 61, S. 124 (1909).

-) Oshima, Diese Zeitschr. Bd. 36, S. 42 (1902).

*) Hafner, Diese Zeitschr. Bd. 42, S. 26 (1904).

) Vougt, Zeitschr. f. technische Biologie Bd. 1 (1919).
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t absolutem Ather getrocknet, wobei 0*091 g eines weiRen

Pulvers erhalten wurde, das bei Eintragen in Fehlingsche
Losung nach Bertrand (I + 11) die Hefegummireaktion
zeigte. 0,080 g des Praparates wurden bei -f 48° auf Saccha-
raseaktivitat gepruft, wobei aber der Drehungsriickgang von
slerjenigen einer Blindprobe sich wenig unterschied (2,65° bei
t=0; 2,43° nach 9 Stunden).

Anhang.

Verteilung der Saccharase bei der Plasmolyse der Unter-
hefe Il durch Glyzerin.

Gelegentlich ist vorgeschlagen worden, Invertasepraparate aus Plas-
molysesaften der Hefe darzustellen. Obwohl mit dieser Methode bis jetzt
noch keine bemerkenswerten Erfolge erzielt worden sind, haben wir uns
Jurch einen Versuch davon Uberzeugen wollen, wieviel von der Saccharase
tier Hefe in die Plasmolysesafte Ubergeht.

Wir haben zwei Parallelversuche angestellt, indem wir die Plasmo-
lyse teils bei Zimmertemperatur, 15—18° teils bei 30—35° eintretcn

ioken. Zur Plasmolyse angewandt: Hefe Il etwa 30°/0ig-f doppelte
Menge .Glyzerin,

Zu allen Inversionsversuchen 1 ccm Saft -f 4 ccm Wasser auf CO0 ccm
MOige Rohrzuckerlésung.

A. Plasmolysetemperatur 15—18°:
k+10* - 3,53 (Beil. 31)
Aktivitat k/% = 2,1.
B. Plasmolysetemperatur 30—35°:
k+104- 37,4 (Beil. 32)
Aktivitat k/% — 22,4.

Auch im breiigen Bodensatz der bei 30—35° plasmolysierten Hefe
wurde die Aktivitat bestimmt. Wegen der Ausfihrung vergl. S. 278.

1.47 g Hefenbrei auf 60 ccm Versuchslosung mit 8% Rohrzucker.

ke 104 — 46 (Beil. 33)
g Praparat auf 100 ccm (%) - 1*47 « 100 0,45
60

Aktivitat (k/%) — 18,8.

Hier ist also wie bei der Autolyse die Aktivitat der Ruckstande
von derselben Grofienordnung wie die des Saftes, nnd zwar 16% kleiner.
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C. Nene Saccharaseprlparate ans der Hefe H ans Gronwalls Brauerei.

Gronwalls Brauerei arbeitet sowohl obergarig als unter-
garig. Wir haben zuerst untersucht, welche von den beiden
Brauhefetypen, die* obergérige oder die untergarige, das gln-
stigste Material zur Saccharasedarstellung sei. Obergéarige
Prel3hefe (Brennereihefe, Backhefe) ist, wie wir mehrmals
betont und mit Zahlenangaben bewiesen haben, durchaus un-
gunstiger als Brauereiunterhefe sowohl mit Hinsicht auf nor-
malen Saccharasegehalt wie auf kinstlich gesteigerte Enzym-
bildung?)3).

Bei den beiden Brauereihefen ergaben je 1 ccm breiige
Bohhefe mit 60 ccm 8%liger Rohrzuckerlsung bei Zimmer-
temperatur (18°) und pH = 4,3 (KH2PO04) vermischt, die fol-
genden Inversionskonstanten:

N K+ 10* Zucker b.d. Absolute j k X gZucker
Versuch  Zeilenzahl Zeilenzahl

Bei der Oberhefe 875 (Beil. 34) 4.8 0,24 » 1010 7510 «
BeiderUnterhefe 59,5 ( , 85) 4.8 0,22+ 10w  13,0+10 1

Die Unterhefe ergab also auch in diesem Palle das weit-

aus gunstigste Resultat. Diese Hefe ist mit der bei unseren
friheren Saccharaseversuchen verwendeten Unterhefe H det

St. Enksbrauerei identisch und wird in dieser Brauerei in
Reinkultur gehalten und propagiert.

Als Ausgangsmaterial wurden, wie Im vorigen Versuch
75 Liter einer Rohhefe, die bereits eine Kellergarung bei 8'
durchgemacht hatte, in Angriff genommen. Zur Saccharase*
neubildung in der lebenden Hefe wurde sie wahrend 4 Tagen
in der Brauerei bei + 28,50 mit Wirze (200 Liter ungehopftf
Stammwirze) und Rohrzucker (40 kg) vorbehandelt. Wii
sind Herrn Disponenten Karl A. Hagen sowie Herrn Brau-
meister A. Dessle fur die Erlaubnis, diese Versuche in dei

O Euler und Moberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kernig 7, Nr. 12
(1918). — Euler und Svanberg, DieseZeitschr. Bd. 106, S.201 (1919).
§) Lofgren, Fermentforschung Bd. 3 (1919).



Versuche zur Darstellung aktiver Saccharasepraparate. 295

Brauerei auszufihren, und freundliche Unterstitzung zu Dank
verpflichtet.
Die Vorbehandlung wurde in einem eichenen, 800 Liter fassenden

GefflRe ausgefihrt, das zuvor wahrend eines Tages durch Auffallen von

30° warmem Wasser und Auflegen der Decke vorgewarmt worden war.
Am nachsten Morgen wurde das Wasser abgelassen und die 75 Liter Hefe

mit 300 Liter 29 0igem Wasser aufgeschlemmt. Am ersten Tage der Vor-
behandlung wurden die 200 Liter Wiurze (etwa 8 kg Malzzucker ent-

haltend), worin au3erdem noch 10 kg Rohrzucker aufgel6st worden waren,
vergoren. Die Zusatze wurden bis 32® gekuhlt und in 5 Portionen mit
2 Stunden Zwischenzeit zugegeben. Bei jeder Zugabe wurde gut geruhrt
und sodann, um Warmeverluste zu vermeiden, die Decke aufgelegt —
etwas schief, um die bei der lebhaften Schaumgarung gebildeten Kohlen-

sauremengen austreten zu lassen. Am folgenden Morgen wurden die aus-
gegorenen Flussigkeiten grofdtenteils abgehebert und die Garung am zweiten

bis vierten Tage der Vorbehandlung mit je 500 g neutralem Ammon-
phosphat und 10 kg Rohrzucker in der Weise fortgesetzt, daf} sogleich
zu Anfang jeder Garungsftthrung die ganze Menge Animonsalz, die Zucker-
mengen aber in Portionen von 2 kg zugesetzt wurden. Das vorgewarmte
eichene Gefal hat sich dabei als ein prachtiger Thermostat erwiesen,
und es hat genugt, die Zuckerlosungen bei -f 32° einzurihren um mit
der Garwarine die Warmeverluste durch die Eiche zu ersetzen und die Ldsung

bei -f 28,5° m 0,-V konstant zu erhalten. Die Temperatur des Gar-
ranines war 16°. *

Nach der viertagigen Vorbehandlung wurde die Flussig-
keit 20 Stunden in Ruhe gelassen, damit sich die Hefe ab-
setze, wonach die Ldsung so weit abgehebert wurde, als sich
ohne erhebliche Verluste an Hefe machen liel3, und die Hefe

iIn der Brauerei abgeprelt. Dabei wurden 15 kg 30%ige
Hefe erhalten.

Die Saccharasebildung in der Hefe wahrend der Vor-
behandlung geht aus den folgenden Zahlen hervor:

k -10*

g Zucker  Zeilenzahl Inv. pro Zelle
Anfangshefe . . " etwa 10+ 10~Is
Nach 3 Tagen
Vorbehandlung 117 (Beil. 36) 4,8 0,204 + 1010 27,510 »
Nach 4 Tagen
Vorbehandlung 149 ( , 37) 4,8 0.220+ 100 32,5-10 «

0.2 g abgeprelite
Hefe.............. 47 ( , 38) 4,8 0,069+ 1010 32,5.10 «
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Also tritt eine Steigerung auf das 3fache des durch-
schnittlichen Anfangswertes ein (Euler und Svanberg, Diese
Zeitschr, Bd. 106, S. 201 [1919])).

Die Hefe wurde auf 11 Standkolben verteilt, die nach
Zugabe von einigen c¢cm* Toluol mit Wattestopfen versehen
wurden, und bel Zimmertemperatur (18°) autolysiert. Die

weitere Bearbeitung geschah nach zwei etwas verschiedenen
Verfahren:

|. Herstellung des Praparates 8G.

Etwa die Halfte der verflissigten Hefe wurde nach
3wadchentlicher Autolyse durch doppelte Faltenfilter in eine
grofRe Anzahl Trichter filtriert, wobei erhalten wurde:

1000 cm* 14,2% Trockensubstanz.

1 cm8 gab bei 18* die Inversionskonstante 272 + 10 4 bei
4,8 g Zucker. (Beil. 39.)

Hieraus ergibt sich die Aktivitat:
4 g Zucker )

__k+gZucker £ 10,059 Praparat (59 Mmi-
g Préparat + 18« | nuten.
Pli—Opt.

390 cm*  14,6% Trockensubstanz.
1 cm* gab bei 17° k- 229 10 4 (Beil. 40)
(entspr. 264 « 10~4 bei 18°).
Hieraus ergibt sieb:
It*  0.87 (= 0: - 53 Minuten)

1390 enr

*  Die gesammelten Filtrate wurden durch EingieRen in
1500 cm3 96%igen Alkohol (elektrisches Ruhrwerk) gefallt
und 2300 cm3 der alkoholischen LOsung abgesaugt. Der
saccharasehaltige Rest wurde mit 1200 cm3 destillierten
Wassers extrahiert (20 Stunden, teilweise unter Rihrung) und
durch 10 Faltenfilter filtriert, wobei hellgelbe Filtrate erhalten
wurden, die etwa 90% der Saccharasemenge des rohen Auto-
lysesaftes besallen. Sie wurden gesammelt und mit der gleichen
Menge Alkohol gefallt, wobei ein flockiger, aber schwerer und
sich schnell absetzender Niederschlag entstand, der nach fast
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vollstandiger Dekantation in wenig destilliertem Wasser auf-
geschlammt wurde. Nach Extrahieren wurde erhalten:

190 cm* Wasserlosung 3G. 8,4 % Trockensubstanz.

0,5 cm3 gab bei 18,6° die Inversionskonstante 797 « 10 * (4,8 g
Zucker). (Beil. 41.) *

If - 865 (™ 0 — 5,35 Minuten).

II. Herstellung der Praparate 3Ga, 1 und 2.

Diese Praparate, deren Aktivitat die vorigen noch Uber-
treffen, wurden durch fraktionierte Autolyse der vor-
bohandelten Hefe dargestellt. Da namlich die Hefe schon
binnen 4 Tagen recht vollstandig verflissigt war — aus der
halben Hefeernte wurden 1200 ccm Saft gewonnen, wahrend
nach 3 Wochen diese Ausbeute auf nur 1400 ccm gestiegen
Ist, siehe oben unter Il) — wurde am vierten und flnften
Tage der Autolyse je ein Viertel der Hefe filtriert und unter-
sucht.

Dabei ergaben sich die folgenden Inversionskonstanfen:

4,8 g Zucker bei 180 k « 104
1 g vorbehandelte, abgepreRte Hefe 5.47 _ 235 (Beil. 38, vgl. oben)
I cm* Saft, 4tagige Autolyse 37 (, 42
1 cm* Saft, 5tagige Autolyse 51 ( , *13
1 g breiige Hefenrtckstftnde, 5tagige
Autolyse ~—~ --250 ( , 44) )
1 cm3 Saft, 3wdchentliche Autolyse 264 ( , 40, vgl. oben)

Die Saccharose scheint also nicht unmittelbar in Ldsung
zu gehen, d. h. die recht gleichmaRige Verteilung des Enzyms
zwischen Hefebrei und Autolysesaft, welche wir friher fest-
gestellt haben, scheint erst bei der fortschreitenden Autolyse
nach der Verflussigung — in diesem Fall nach etwa 4 Tagen —
schnell einzusetzen. Dies gibt ein Mittel an die Hand, eine

ganze erste Fraktion von Extraktivstoffen ohne erhebliche
Enzymverluste abzutrennen.

') Autolyse bei Zimmertemperatur, wie oben angegeben wurde. Die
uberaus schnelle VerflUssigung der Hefe erscheint weniger auffallend, wenn

man bedenkt, dal} sie eine 4tagige Vorbehandlung bei 28—29° durch*
gemacht hatte und deshalb besonders abgeschwacht und garungsmude war.
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Die breiigen Hefertickstdande der beiden Filtrierungen
wurden gesammelt und mit destilliertem Wasser verruhrt, was
notwendig war, um ein vollstandiges Eintrocknen zu ver-
meiden. Die Autolyse wurde unter Zusatz von Toluol wahrend
3 Wochen bei Zimmertemperatur fortgesetzt. Jetzt wurde
filtriert, wobei erhalten wurde:

650 cm8; 13,4% Trockensubstanz

1 cm3 gab bei 18° Inversionskonstante 301 ¢+ 10 4 bei 4,8 g
Zucker (Beil. 45).

Hieraus berechnet sich:
If — 1,08 1 0 — 43 Minuten
1100 cm3; 7,5% Trockensubstanz
d1cm3 gab bei 18* k™ 170 «+ 10~4 (Beil. 46)
H= 1,09 (1 0 = 42 Minuten)
1700 cm3

Die Filtrate wurden wie im vorigen Falle gesammelt und
mit 2 Liter Alkohol gefallt, der Niederschlag von der LOsung
getrennt und mit destilliertem Wasser extrahiert und filtriert,
wobei eine LOsung erhalten wurde von 99 % der urspring-
lichen Aktivitat, alsolfast quantitativer Ausbeute.

Beim Umfallen der so erhaltenen Lésung mit Alkohol fiel
zuerst ein schleimiger, recht kleiner Niederschlag, der flr sich
in destilliertem Wasser geldst wurde (Wasserlosung 3 Ga 1,
33,5% der Saccharase des Autolysesaftes enthaltend). Der
triben alkoholischen Mutterlauge wurden noch 1,5 Liter Al-
kohol zugesetzt, wobei sich eine zweite *Saccharase-Fraktion*
ausschied, die ebenso durch Dekantation abgetrennt wurde und
mit destilliertem Wasser aufgenommen die Wasserlésung 3
Ga 2, enthaltend 30% der Saccharase des Rohsaftes, ergab:

109 cm* Wasserlosung 3 Ga 1. 4,4% Trockensubstanz
0,5 cm*gab bei 18°: k = 589 « 10~4 (Beil. 47)
If=12,82

+ 0 — 3,6 Minuten

135 cm* Wasserlésung 3 Ga 2. 3,6% Trockensubstanz
0,5 cm* gab bei 18°: k — 423+ 10“*4 (Beil. 48)
If— 11,3

+ 0 — 4,1 Minuten.
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Aue den Waeserlosungen 36 wurde mittels Uberschul
von Alkohol ausgefallt:

Trockenprfiparat G (mit 3,3% Aschengehalt)

0,0235 g Praparat auf 60 ccm mit 4,8 g Rohrzucker
k + 104 430 (Beil. 50)
If — 8,8
-- 0° — 5,3 Minuten.

Berechnung der Ausbeute.

k, bezogen auf  Trocken*
dieganzePrap.*  Substanz

Vorbehan* Mienge ’
delte Hefe 15kg 0,29 gab’) k—47 « 10-4 357 5000
Tutolysesafte
1000 cm* lem* , 272+ 10" 272 Yo S]lis»
390 cm* lcm* 264 « 104 10.3
650 cm* lcm* 301+ 10*4 195 % [ 170
UOOcm* lcm* |, 170« 1Qr *  18.7
5.7 =215% des 369 g
Saccharose-
gehalt8 der
Hefe

Wasserlésungen:
190 cm* 3G 0,5cm* gabl) 797 + 10" 303
Nach 2 Alkoholfallungen:
109cm* 3 Gal 0,5cm3 589+ 10-4
135cm* 3Ga2 0,5cm* 423 * 10~*
545 =72% des
Saccharose-
geholte der
Autolyse*

Safte, 15,5 ¢/e
der Hefe.

Versuche zur Kaolinadsorption.

Die Wasserlosungen 3 G waren noch nicht vollig eiweil3frei und
Then beim Erhitzen milchige Trtbungen. In je 20 ccm der Lésungen 3 G,
0Gal und 2 wurden 10 12g feuchten Kaolinbreies aufgeschlemmt und
nach 20 Stunden abgesaugt. Die Resultate waren die folgenden:

24 ccm 3 G mit 5,8% = 1,39 g Trockensubstanz = 83% vom ur-'
sprunglichen. Noch ganz kleine Tribungen bei den Trocken-
gewichtsbestimmungen.

) Bei 4,8 g Zucker.
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24 ccm 3 Gal mit 2,9% — 0,695 g Trockensubstanz — 79% der ur-
sprunglichen.  Eieine Trubung bei Erhitzen. 0,5 cm3 gab

k =898 + 10-4 (Beil. 49} entspr. If = 13,15 (18°,7; 4,8 g Zucker).
+0* = 3,51 Minuten.

Stickstoffbestimmungen nach Kjeldah! auf je 10 ccm
— 0,29 g Substanz.

1. Entsprach 3,35 cm* 0,169-n Baryt: 2,74% Stickstoff.

2. Entsprach 3,30 cm* 0,169-n Baryt: 2,69% Stickstoff

23 ccm 3 Ga 2 mit 2,5% — 0,575 g Trockensubstanz — 80% von det
ursprunglichen. Keine Triubung.

Dialyseversuche.

Wegen der Mil3erfolge bei den Adsorptionsversuchen war anzunehmen
dal} die stickstoffhaltigen Bestandteile unseres Praparates nicht eiweih
artiger, sondern vielmehr Pepton- oder aminosiureartiger Natur seien
In letzterem Falle muf3te eine Dialyse die Aktivitat der Praparate erheb
lieh steigern. Es wurden 10 RoOhrenfilter aus besonders dinnwandigei
Kollodiumhautchen hergestellt, Dialyse 25 Stunden in flieRendem Wasser

10 ccm 3 G. VolumenvergroRerung auf 36 ccm, 0,70 g Trockensubstanz
enthaltend, also 17% wegdiffundiert. 1 ccm gab k — 380 ¢« 10*
bei 4,8 g Zucker. I1f=9,92. =+ 0°==4,65 Minuten.

10 ccm 3 Ga 1, Volumen-

vergrolerung auf 30 ccm

10 ccm 3 Ga 2, Volumen-

vergrolRerung auf 27 ccm |

Trockengewicht 0,41 bzw. 0,31 g, also

»ur 7—11% von der Trockensubstanz
durch Diffusion entfeint.

Hemmung der Saccharasewirkung durch HgCI2

Saccharase ist den Angaben der Literatur zufolge im
allgemeinen ziemlich unempfindlich gegen Gifte, indessen liegen
hieriber nur wenig wirklich zuverlassige Angaben vor.

Es schien uns winschenswert, besonders bei einem Schwer-
metallsalz die Hemmung der Enzymwirkung per Gewichts-
einheit Gift genau festzustellen, und wir haben zunachst in
dieser Hinsicht Quecksilberchlorid untersucht.

Nach Duclaux*), dessen Angaben in die meisten Hand-
blcher und Lehrbicher der Enzymologie Ubergegangen sind,
soll Sublimat nur wenig auf Saccharase einwirken?). Diese

*) Duclaux, Ann. Inst. Pasteur Bd. 11, S. 348 (1897),
2) Bau (Wochenschr. f. Brauerei Bd. 20, S. 562 [1903]) gibt an
Durch 0,1% HgCljj ist eine Schwachung der Saccharase nachzuweisei
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Angabo war nicht zu vereinbaren mit einer von Euler und
Kullberg!) gemachten Erfahrung. Bei Diffusionsversuchen
zeigte sich namlich, dall Saccharaselésungen schon bei der
Berthrung mit metallischem Quecksilber auf weniger als die
Halfte ithrer urspringlichen Aktivitat vermindert wurden.

In Ubereinstimmung hiermit zeigten denn auch unsere
neuen Versuche, dal3 die Angaben von Duclaux ber die
Einwirkung des Sublimats auf Saccharase nicht zutreffen, daR
vielmehr Sublimat eine auBerordentlich starke Giftwirkung
auf Saccharase austibt.

Versuch mit Praparat 3G.

4,8 g Zucker
10 ccm 4#lo KHSPO4*Losung

495 ccm Wasser
Gift

Zuletzt Zusatz von 0,5 ccm Wasserlosuug 3G; das Enzym kam also
gleichzeitig mit dem Zucker und dem Gift in BerQhmng, woraus sich die
ralimihliclie Vergiftungserscheinung*, an den mit der Zeit fallenden
Jnversionskonstanten hervortretend, erklart. Ohne Gift ist k
eine wirkliche Konstante erster Ordnung.

Inversion hei -f* 18,1"—18,3°, Aufheben der Multirotation
durch 50% n. Soda.

HiAg:0,032 0,019°0,0035, 0,00054 | 0,00027  0,00011 Ohne Gift
Min.  Dreh. Dreh. Dreh. Dreh.kIQ<'Dreh. k+10* Dreh. kIO# Dreh.k io

0 263 | — | -62 1262 — 1262 — 262
» 2,63 | 2,28 87 11’89 199 146 342 0.64 705
¢ - 1= =1 1133 326 — —
2,63 258 256 (224 70181 160125 301 0,20 706
18— 1 — [178 65!091 158! — — —
Trockensubstanz der Enzymlésung in 0,5 ccm: 0,044 g
Ubersicht:
Giftmenge in 60 ccin in 1ccm Aktivitat, rel. (7 Minuten)
0 0 100
0,00011 0,0000018 44
0,00027 0,0000045 23
0,00054 0,000009 10

) Euler and Kallberg, Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 340 (1911).
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVII. 21
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Giftmenge in €0 ccm in 1 ccm Aktivitat, rel. (7 Minuten)
0,0035 0,000053 1
0,012 0,00020 0
0,032 0,00053 0

0,044 g des Molgewichts 30000

, wenn auf jedes Saccha-
rasemolekttl 1 Molektl HgClg kommt.

f O B S

t»

60 SO to
R*L QHIUNntat

w von Euler
und Kuliberg zufolge das Molekulargewicht 30000 an und

berechnen wir unter der nicht zutreffenden Voraussetzung,
dall das Praparat reine Saccharase ist, die der angewandten
Substanzmenge 0,044 g aquimolekulare Menge Sublimat (Mol.
Gew. 271), so erhalten wir die Menge 0,0004 g HgCl,. Wir
sehen aus der Lage des Punktes O in obiger Kurve, dal} etwa
bei dieser Sublimatmenge die starke GiftWirkung beginnt.
Schliisse wollen wir aus dieser Rechnung noch nicht ziehen,
bis wir

haben.



Versuche zur Darstellung aktiver Saccharaaepréparate. 303

V. Zusammenfassung.
a) Zusammenstellung der Resultate mit verschiedenen

Ausgangshefen.
Hefe S. B. Unvorbehandelt. Inversionskraft pro Zelle 3—4 « 10-U
Autolysesaft If=0,19 + 0° =243 Min
S._2 Alkoholfallungen 1,14 405 0,05 g Praparat
Dialyserest 1,58 29,2
Trockenpraparat A 1,00 46,2
I Tag vorbehandelt. Inversionskraft pro Zelle 19,4 + 10-»*
Autolysesaft If=0,55 + 0» = 84 Min.
2mal gefallt 3,63 12,7
Trockenpraparat H 3,38 13,7
Kaolinads.-Rest 3,89 11,9
Hefe H. 4 Tage vorbehandelt. Inversionskraft pro Zelle 32,5 ¢ 10-»*
Antolysesaft 1T-0,92 + 0°» 50 Min.
0,87 53
2mal gefallt 3G M5 5,35
Dialyserest 9,92 4,65
Autolysesaft nach frakt. Autolyse 1I‘= 1,08 + g° = 43 Min.
1,09 42
2mal gefallt 3Gal 12,82 36
3 Gaz 11,3 4,1
Trockenpréaparat G*) 8.8 53

b) Eigenschaften unseres aktivsten Saccharasepraparatss
und Vergleich mit einigen fruher erhaltenen Préaparaten.

Uber Zusammensetzung und Eigenschaften der Saccharaa
Ist bereits viel geschrieben wordeng) und man hat aus einen

: 46 176 : .
9t Min, — — ; denn Dbei 18° ist L max == R m»T (0,44
0.005) = 0,36 R max und log (1,36-0,36) = 0,5772 e. * Inversionskonsi
=k — 0077 . . __ k»g Zucker __ 05772+4 46,176
t g Substanz t+0,05 — t

) Aus den Lésungen 3G und 3 Ga hergestellt.
8) Literatur (ber Saccharaaepraparate bis 1910: Berthelol
Comptes rendus Bd. 50, S. 980 (1860); Hoppe-Seyler, Chem. Ber. Bd. -

S. 810 (1871); Gunning, Chem. Ber. Bd. 5, S. 821 (1872); Donatl
Chem. Ber. Bd. 8, S. 795 (1875); Barth, Chem. Ber. Bd. 9, S. 474 (1878

O’Sullivan und Tompson, Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 835 (1890
Wroblewski, Chem. Ber. Bd. 31, S. 1135 (1898); Osborne, Diet
Zeitschr. Bd. 28, S. 399 (1899); Kaolle, Diese Zeitschr. Bd. 29, S. 42
(1900); WTroblewski, Journ. f. prakt. Chem. Bd. 114, S. 1 (1901



304 Hans Euler und Olof Svanberg,

stark divergierenden experimentellen Material mit gréRerem
oder geringerem Anspruch auf Zuverlassigkeit die verachie-
densten Schlisse gezogen.

Bevor wir unsere schlieBliche Zusammenfassung geben,
dirfte es, auch in Rucksicht auf die Ubrige enzymatische
Literatur angebracht sein, folgendes fcstzustellen:

Da wir bis jetzt ein Enzym nur aus seinen katalytischen
Wirkungen beurteilen kénnen, so ist die wesentlichste Eigen-
schaft eines Enzympraparates seine Aktivitat, also seine Wirk-
samkeit per Gewichtseinheit. Diese Aktivitat mull so exakt
als moglich ausgedrtckt werden, so dal3 die Messungen leicht
wiederholt und dadurch die Aktivitatswerte der Praparate mit
denjenigen anderer Praparate verglichen werden konnen.

In welcher Weise dies bei verschiedenen Enzymen ge-
schehen muf, daruber lassen sich keine allgemeinen Angaben
machen, da die Enzyme hinsichtlich ihrer Zeit- bzw. Konzen-
trationsgesetze vielfach Voneinander abweichen.

Was die Aktivitat der Saccharase betrifft, so sind ge-
eignete MeBmethoden und Einheiten im Teil HL dieser Mit-

teilung angegeben worden.

Ungeeignet ist es, wie aus den Grundlagen der chemischen Dynamik
leicht entwickelt werden kann, wenn zur Feststellung der Aktivitat nur
die Zeit angegeben wird, in welcher eine gewisse Rohrzuckermenge von
einer gewissen Menge Enzympraparat vollstandig gespalten wird.

Unzweckmé&Rig und ungenau mussen auf Grund physikalisch-chemi-
scher Gesichtspunkte ferner Angaben von folgender Form betrachtet
werden: ,Lin Enzympréaparat (bzw. die organische feste- Substanz eines
Extraktes) bildet in 1 Stunde das x-fache seines Gewichtes an Invertzucker.!

Noch weniger Anhaltspunkte bietet folgende Angabe: ,Ich I6ste
0,01 g Pigparat in 5 ccm Wasser und brachte 1 Tropfen von dieser Lésung
zu 10 ccm einer 1%igen Rohrzuckerlosung. Nachdem ich die Mischung
etwa 71 Stunde lang bei 30° sich selbst (berlassen, prifte ich sie mit
Fehlingscher Flussigkeit und fand sofort eine reichliche Ausscheidung
von Kupferoxydul.* (Diese Zeitschr. Bd 29, S. 432 (1900).

Bei zahlreichen, ausflihrlich beschriebenen Reinigungsverfahren ist

Issajew, Zeitschr. f. d.ges.Branw. Bd.23, S. 796 (1900); Salkowski,
Diese Zeitschr. Bd. 31, S. 305 (1901); Oshima, Diese Zeitschr. Bd. 36,
S. 42 (1902); Hafner, Diese Zeitschr. Bd. 42, S. 1 (1904); Tribot,
Comptes rendus Bd. 147, S. 706 (1908); Salkowski, Diese Zeitschr,
Bd. 61, S. 124 (1909); Masuda. Diese Zeitschr. Bd. 66, S. 143 (1910).
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cie Aktivitdt des Ausgangsmaterials und des Reimgungaproduktes Uber-
haupt nicht erwahnt, oder es werden Angaben gemacht wie z. B.: ,,das
Praparat war wirksam® oder ,,das Praparat hat Schaden gelitten®“. Diese
Zeitschr. Bd. 36, S. 48 (1902).

Erst wenn wir von einem Enzympraparat wissen, welche
AkKtivitdt es unter genau bestimmten &auferen Umstanden
zeigt, haben wir zum Vergleich mit anderen Praparaten einen
Ausgangspunkt, und konnen Uber ein so definiertes Praparat
Angaben hinsichtlicli anderer Eigenschaften, wie Zusammen-
setzung, Farbreaktionen usw. machen, aus welchen tatséch-
lich Schllisse gezogen werden konnen.

\Y erden Angaben Uber Farbnngs- und Fallingsreaktionen gemacht,
mufd natlrlich der Gehalt der untersuchten Lésung an Enzympréaparat
..ngegeben werden, da ja sonst aus dem Eintreten oder Ausbleiben einer

Keaktion (Biuret-Reaktion oder dergl.) keine Schllsse gezogen werden
konnen.

Es geschieht im Interesse der Literatur dieses Gebietes,
wenn wir also nochmals betonen: Angaben lber Zusammen-
setzung von Enzympraparaten ohne Feststellung threr Akti-
vitat und der Konzentration der untersuchten LOsungen sind
fur die wissenschaftliche oder praktische Beurteilung von
Enzympréaparaten ohne Wert.

Was Prazision und ZweckmaRigkeit der Angaben betrifft,
so mull neben den neueren Arbeiten von Mathews und
Glennl) und von Meisenheimer, Gambarjan und Semperl)
ganz besonders die Arbeit von O*Sullivan und Tompsons))
hervorgehoben werden. Auch hinsichtlich der Aktivitat der
Praparate sind O’Sullivan und Tompson anderen Forschern,
welche nach i1hnen Saccharasepraparate hergestellt haben,
weit voraus, sofern sich dartber Uberhaupt Anhaltspunkte
gewinnen lassen.

Wir stellen im folgenden unsere besten Praparate mit
denjenigen von O’Sullivan und Tompson, Mathews und

) Mathews und Glenn, Jours. Biol. Chem. Bd. 9, S. 29 (1911).
*) Meisenheimer, Gambarjan und Semper, Biochem. Zeitschr.
Bd. 54, S. 108 (1913).

*) O’Sullivan nnd Tompson, Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834
(1890).
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Glenn, Meisenheimer und Mitarb., Euler, Lindberg und
Molander sowie Euler und Kuliberg zusammen:

Aktivitat
Autor +0° = x Min.  Stickstoftgekalt
! (18—20°) 0
O’Sullivan und Tompson,
1. c. S 897 . - - - - . y 25 Mln 3,68
Mathews und Glenn, l.c. . . . 35-50 Min. 1.20—1.30

Meisenheimer und Mitarb., 1 c. 10-20 Min. (?)
Euler, Lindberg und Melander,

Diese Zeitschr. Bd. 69, S. 152 (1910) 14 Min. 0.::n
Euler und Kuliberg, 1.c. - - . 10 Min. 1.8+
Euler und Svanberg . . Lo 5,3 Min.

Euler und Svanberg . . . . . 8,5 Min. Nach Kaolin-

adsorption 2,72
Unser Praparat 8 G hatte einen Aschengehalt von 8,8%.

Hinsichtlich der Aktivitat des erhaltenen Praparates ist
also durch die vorliegende Arbeit ein weiterer, wesentlicher
Fortschritt erzielt worden. Wir wollen aber hierzu gleich
bemerken, dal3 nach unserer Ansicht unser Praparat noch

weit vom Zustand der Reinheit entfernt ist, und dald wir des-
wegen Hypothesen Uber die Zusammensetzung der Saccharase
noch verfriht halten.

Dagegen wollen wir nicht unterlassen, folgende Uber-
schlagsrechnung mitzuteilen, durch welche auch ein Anhalts-

punkt Uber die Wirksamkeit der eingeschlagenen Methodik
gewonnen wird.

Inversionsvermogen der Hefe H: _ = 10 <1012
Zeilenzahl

Inversionsfahigkeit des Praparates 3 G =8.8

Eine Hefezelle H ist demnach im Mittel so aktiv
wie 1,2+ 10« g Praparat 8 G.

Das mittlere Trockengewicht fiir 1 Zelle ist 62,5+ ICH- g.

Hiernach wirde das Praparat etwa V50 der gesamten Zell-
trockensubstanz ausmachenl), oder mit anderen Worten, wenn

auf reinvexperimentellen Daten fuBender Vergleich unseres
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wir annehmen durften, dall unser Praparat rein ist, wirde

das Saccharose-Molekiil resp. die Saccharasegruppe etwa |/
der gesamten Zeiltrockensubstanz betragen. Fuhren wir flr

unser bestes in Losung erhaltenes Praparat eine entsprechende
Rechnung aus, so wirden wir etwa Vioo der gesamten Zell-
trockensubstanz als Saccharasegruppe anzunehmen haben.. Ver-
mutlich macht ja die Saccharasegruppe des Protoplasmas einen
erheblich kleineren Anteil der Zellsubstanz aus, aber es mag
doch bemerkt werden, dal die Aktivitatszahlen, zu welchen
unsere neuen Versuche gefuhrt haben und welche wir zu dieser

Rechnung benutzten, keine unmoglichen Konsequenzen mehr
ergeben.

Was die Ausbeute an wirksamem Praparat betrifft, so
konnten wir nach obiger Rechnung als im Maximum etwa
Vioo der Zelltrockensubstanz bzw. 7a00 der frischen Hefe er-
warten, wenn wir den Zellen alle Saccharose entziehen kdnnen.
Da aber etwa zwei Drittel in den breiigen Rickstanden bleibt,

so ergibt sich als maximale Ausbeute etwa I/»0 des ange-
wandten Gewichtes an frischer Hefe.

Praparates mit frischer Hefe ist offenbar ganz frei von hypothetischen
Annahmen. '

Wenn wir an dieselbe noch folgende kleine Rechnung anschliel3en,
so geschieht dies mit dem ausdricklichen Bemerken, daf3 dieselbe nichts
anderes zeigen soll, als Folgerungen, zu welchen man mit der einen oder
anderen hypothetischen VVoraussetzung kommt.

Fir das Molekulargewicht der Saccharose wurde von Euler und
Kuliberg ein Wert von rund 30000 gefunden. Wir wollen den Wert
50000 annehraen, der sich nach der Formel von Einstein ergibt.

Wenn 1 g-Molekut 6,3 + 1023 Molekile enthalt, so wiegt 1 Molekil
Saccharase 50000 .

63+ 10%3 0,8.10"1» g.

Ware unser Préaparat 3Ci rein, so wirde 1 Hefezelle

1,2+ 10*u g Saccharase enthalten = 0,2 « 10*** g-Mol. Saccharose /

= 1,2 + 10" Saccharase-Molekiile.

(Umgekehrt, wenn wir annehmen wuirden, daf} in einer Hefeselle
1 Saccharasemolekil oder Saccharaserest die Inversion katalysiert —
man mufl wohl annehmen, dal} jede Zelle wenigstens 1 Saccharose*
molekul als Trager einer wesentlichen Eigenschaft enthadlt —, so wirde
unser Préaparat nur etwa den 107. Teil an reiner Saccharase enthalten.
Letztere Annahme flhrt also zu unannehmbaren Konsequenzen.)
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Beilagen.

1
|
1 Bemerkungen

A, Versuche mit Brennerei-Oberliefe S B.

308
dNr N
Bg{_ Minuten Drehung
Jage
10 cm-Rohr
1 0 2,50 |
15 2,31 23
30 2,10 22
45 1,97 19
w 0 2,60 *
10 2,23 48
20 1.93 45
30 | 1,63 ‘ 47
3 0 2,60 ,
20 1,72 | 62
w30 1,38 62
*‘* 0 2,60
r IS 2,45 12,6
30 2,32
50 210 M
180 e 13,3
300 0,48 13,3
" 0 2,61
60 2,46 3,15
240 2,08 2,94
300 1,94 3,04
H (O 2,60
15 1,89 65
30 1.22 72
45 0,71 74
7 0 2.58
15 2,24 30
30 1,81 36
60 1,15 38
8 o 2,58
5 2,10 128
10 1.73 121
15 1,31 130
1 20 0,95 | 136

| 0,28 g frische Hefe

I
| %

Mittel 21

JE;/ " S

1 cmb Saft der Autolyse bei 35°

Mittel 47

!

1 cm3 Saft der Autolyse bei 1S°
Mittel 62

0,2 cm3 Autolysesaft A

Mittel 12.5

. 0,05 cm* Autolysesaft A

Mittel 3,04

1 cm* Autolysesaft A

Mittel 70

0,5 cm* Autolysesaft A

Mittel 35

. 2 cm3 Autolysesaft A

; Mittel 129
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St. |
iisij Minuten | Drehung k . 104 Bemerkungen
|
| mg Invertzuck™ v, |
in2cm~ Losungl) ,
9 o 0, | 1
10 15,3 43,6 0,86 g breiige Ruckstande
13 23,3 - 456
20 30.0 1 45.1 . Mittel 44.S
160 |
lo cin-Hobr |
10 o 2,62 | I
15 1/62 f 96 1 cm8 Autolysesaft B |
30 0,88 ! 98
46 0.25 ‘ 104 Mittel 90
I 1
11 o 2.60 | |
15 1,78 - T7 1 cm3 Autolysesaft B 11
30 1,20 73 i
45 0,64 78 Mittel 76
1* 0 1,30 (5 cm- :
15 | 1,30 Kollri | 0 10 cm3 alkoholische Losung
63 1,31 0 f keine Inversion
j
13 0 1,31 10 cm3 alkoholische L&dsun
.15 1,32 | o
. 60 1,32 | ° keine Inversion
14 o 2.60 |
| 10 1,40 181 2 cm3 Wasserlosung |
| 20 : 0,59 184 Mittel 183
5 0 2,60 |
Z 10 1,31 198 - 2. cm3 Wasserlosung I
120 - 048 - 200 i Mittel 199
.. | !
1 1
ASUBS 260
4 | 2,13 156
! 8 | 1,73 154
y 12 i 1,38 154 Mittel 156
16 j 1,03 160 !
1| , |1 i
' 0 2,62
‘ 4 2,11 169 i 0,5 cm3 Wasserlosung 3b
- 8 1,67 170 1
113 1,17 176 | Mittel 172

) Wegen der Anfangsreduktion Korrigiert.
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Nr. C ‘ |

86 Minuten - Drehung K - 10« Bemerkungen
\AiiQi ! (I
18, 0 2.60
T 4 2,06 181 1,3 cm3 Dialyserickstand
8 1,62 177
12 1.22 180 ) Mittet 17!)
|
19 0 * 2,60
5 1,95 177 0.5 cm* Wasserlésung 4
8 1,65 m
> i 12 128 10 Mittel 173
. {l
20 0 262 oo
4 2,10 173 0,6 cm* nach Farbstoffbehandluug
8. 1,68 168
L12 1,32 166 | Mittel 169
|
21 0 262 | |
4 | 2,12 -+ 153 0,078 g Praparat A
8 1.61 176
12 1,29 156 Mittel 162

B. Versuche mit Brauerei-Unterliefe H.

Oyl 0o | 1,31/5 cm- T
0 9 104 R°hr; 80 Vorbehandelte Hefe H
20 0,76 81 (Hamburger Brauerei)
l 30 0.56 80 Mittel 80
it 4 ¥
23, 0 2,60 |
I 6 1.56 254 1 cm3 Autolysesaft
‘ 9 1,15 256 | o .
L1 0,84 251 Mittel 256
: 18 0.25 265 - N r
240 2.64 l
| 8 1,29 256 j 0,5 cm* Wasserlosuug 3H
! 10 1,02 261 ! ,
l 12 0,76 268 | Mittel 265
14 053 275 et I
oo \
25 0 2,64 b
8 1,69 167 ! 0,5 cm* nach Adsorption
1i 10 | 1,50 166 4 ‘Kaolln A
L 12 1.26 176 | !

14 e Ul 172 Mittel 170
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Nr.

Bei-j Minuten
lage

24 0
10
12
14

217 0

10
12

14

28 0
10
12

29 0

10
12

30 0

10
12
14

Drehung

2,64
1,29

Ul
0.92

2,64
1,48
1,31
1,00

2,64
2,42
2,36
2,82

2,64
1,18
0,86
0,63

2,64
1,75
1,57
1,40
1,24

K+ 104

205
201
202

179
184
189

21,5
29,4
29,0

285
300
300

156
155
154
155

Bemerkungen

0,5 cm* nach Adsorption mit
Kaolin B
Mittel 200

| cm3 Dialyserickstand

Mittel 184

1 cm* L0Os. nach Ads. mit A1(OH),

Mittel 28,6

Filtrat von Al(OH),

Mittel 29*>

0,022 g Trockenpréparat H

Mittel 155

Versuche mit glyzerinplasmolysicrter I’'nterhefe H. |

ol 0
60

300

511

32 0
10
51

33 0
5

10

30

2,58
2,41
1,82
1,42

2,62

2,32
1,40

.

mg Invertzucker

'in I cm3 Losung ')

0

m
7.8

21,4

3,62
8,94
3,47

38,5
36,2

47
45
45

| 1cm* Saft (15—18°)
Mittel 3,53

) .
1 cm* Saft (30—35»)
Mittel 37,4

1,47 g Brei (30-35°)

Mittel 46

) Mit der Anfangsreduktion korrigiert.
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. oy |
gg,ﬂ Minuten | Drehung Kk + 10* Bemerkungen
age 0 ‘ |
- . 5 cm-Rohr | |
34 Oberhefe 0 13 Mittel 37,5
30 0,92 37
.40 0,79 39
- 30 0,69 36
60 0.59 .38
>»  Unterliefe 30 0,75 59 Mittel 59,5
39 0,60 58 4
L A 0,41 b1 |
3t; 3 Tage Vorbehandlung 0 1,08 130 Mittel 117
; ;10 0.89 122 ' -
13 0,80 101
17 0,67 117 v v
37 4 Tage Vorbehandlljng 5 1,06 141 Mittel 149
T Iy 10 0,81 148 '
15 0,60 (1)
S L= 20 0,41 155
38 0,2 g abgepreRte Hefe 10, 1,12 Mittel 47
J P 15 104 | 48
o | 19 0’97 48
S | 10cm-Rohr -+
39 | Autolysesaft 0 2,65 !
P N 6 155 267 Mittel 272
| . 1,25 270 |
: 10 0,98 2714
12 0,75 215
- S i “"I “
40 = | 1,44 225 Mittel 229
10 U9 228
12, 095 234 '
41 o 5 0,93 781 | Mittel 797
| | 6 0,26 80l .
| 7 . 003 808
42 Autolysesaft 0 2,60 . Mittel 37
5 2,44 g
| T 2,30 |
8o 0 260 ' | Mittel 51
o 3 239 | 53 .



44

46

47

48

49

50
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Minuten j Drehung

1,1 g breiiger Ruckstand 0
10
12
14

Autolvsesaft 0
8

10

12

* 8
10
12

ScCal

ooy 010

3 (Y 2

oo GO U1

Nach Koalinadsorption

co O 01 O

|
- 0,0235 g Trockenpr. G 0

8
10
12

)

l

5 cm-Rohr
1,83
0,49
0,38
0,25

|Ocui-Kohr
2,65
1,18
0,85
0,59

1.69
1,50
1,31

2,65
0,93
0,67
0,24

|

k + 10«

273
272
284

288
35
311

170
169
170

571
585
610

436
423
411

397
388
409

401
404
496

E

Bemerkungen

Mittel 27|6

Mittel 301

Mittel 170

Mittel 5-9

Mittel 423

Mittel 393

)

Mittel 431

f



