Uber die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase
(Invertase).
Von
H. v. Euler und 1. Laurin.

(Mit 4 Figuren im Text.)

‘Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli mo.)

Die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase ist im
hiesigen Laboratorium bereits in zwei Arbeiten, von Euler
und B. af Ugglasl) und von Euler und Kullberg?), behan-
delt worden. Diese Arbeiten enthalten die Bestimmung des
Temperaturkoeffizienten der enzymatischen Rohrzuckerspaltung
und den Hinweis, dal} dieser Temperaturkoeffizient bedeutend
kleiner ist als derjenige der katalytischen Rohrzuckerspaltung
durch S&uren. Ferner wurden die Angaben der &lteren Lite-
ratur Ober ,Optimal*- und ,, TOotungstemperatur‘ der Saccha-
rase durch die Bestimmung einer ,Inaktivierungskonstante*
ersetzt.

Die genannten Messungen waren noch in vieler Hinsicht
der Erweiterung und Erganzung bedurftig, welche erst im
Laufe des letzten Jahres durchgefiihrt werden konnten®). Die
vorliegende Untersuchung betrifft folgende Punkte:

|. Temperaturkoeffizient der Rohrzuckerinversion durch
eine Oberhefe.

*) Euler und af Ugglas, Diese Zeitschr. Bd. 65, S. 124 (1910).
*) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 134 (1911).

s) Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit wurde im April 1919 der
schwedischen Akademie der Wissenschaften yorgelegt.
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I1. Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung der Saccharase;
der ,lInaktivierungskoeffizient* ko.

I1l. Abhangigkeit des Inaktivierungskoeffizienten von der
Temperatur.

V. Abhangigkeit der Temperaturempfindlichkeit der Sac-
charase von der Aciditét.

V. Beeinflussung des Inaktivierungskoeffizienten durcli
den Luftsauerstoff.

VI. Vergleich des Inaktivierungskoeffizienten kc einer
Oberhefe und einer Unterhefe.
VII. Vergleich des Inaktivierungskoeffizienten kc bei An-

wendung isolierter Saccharase und frischer Hefe.
VI1I1. Schutzwirkungen.

Die Inversionsversuche sind als Beilagen an die genannten
acht Kapitel angereiht worden.

Am Schlul dieser Mitteilung haben wir unsere wich-
tigeren Ergebnisse zusammengefalit.

. Temperaturkoeffizient der Rohrzuckerinversion durch eine
Oberhefe,

Bekanntlich~gilt fur die Abhéangigkeit der Reaktions-
koeffizienten von der Temperatur, auch wenn die Reaktionen
durch Enzyme katalysiert werden, in recht weiten Grenzen
die Formel von Arrhenius:

A(T,-T)
ROTj T,
k,=k ¢
wo A eine Konstante bedeutet, R die Gaskonstante und
T2 bzw. Tt die den Reaktionskoeffizienten k2 und kt entspre-
chenden absoluten Temperaturen.

Die Konstante A der Arrheniusschen Formel haben
Euler und B. af Ugglasl) fur die Inversion durch die In-
vertase aus einer Unterhefe gemessen. Nach dieser Unter-
suchung ist »zwischen 0° und 20° der Wert der Konstante

A = 11000 + 200

*) Euler und B. af Ugglas, Diese Zeitscbr. Bd. 65, S. 138 (1910).
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVUI. g
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wenigstens fur Losungen, deren H*-Konzentration etwa 10*6 bis

10-4 betragt®,

Obwohl bekanntlich die sich aus der Formel fir raonomolekulare
Reaktionen ergebenden Reaktionskoeffizienten erster Ordnung, k, in der

Regel keine absolute Konstanz zeigen und hier durch die Anfangsgeschwin-
digkeiten hatten ersetzt werden kdnnen, so durfte doch durch die Anwendung
von Mittelwerten aus den Koeffizienten k — (ber den Grad ihrer Kon-

stanz geben die Beilagen Auskunft — die grof3te Zuverlassigkeit erreicht
worden sein. FUr eine kinftige Untersuchung des Einflusses der Rohr-
zuckerkonzentrationen wird mit den Michaelis sehen Konstanten zu rech-
nen sein. Michaelis und Menten, Biochem.Zeitschr.Bd.49, S.333(1913).

Da wir in der vorliegenden Untersuchung zahlreiche In-
versionen mit Saccharase aus einer Oberhefe ausfiuhren mufiten,

so wollten wir uns nicht mit der Annahme begnigen, daf3
die Inversion durch Saccharasen aus Oberhefe und Unterliefe

den gleichen Temperaturkoeffizienten besitzt, sondern haben
die Arrheniussche Konstantel) A fur die Inversion durch
eine Oberhefensaccharase besonders bestimmt, und zwar bei
genau festgelegter optimaler Aciditat pH = 4,5. Die Konstant-
haltung der Aciditat wurde durch die Anwendung von KHa P04
als Puffer ermoglicht.

Die Versuchslosungen wurden in der gewohnlichen Weise
hergestellt aus:

10 ccmder imVerhaltnis 1:50 verdinnten Enzymlds. ob,
12.5 , einer 4%igen KH2 P0O4-L6sung,
S g Rohrzucker

ad 100 ccm Wasser.

Die zu unserenVersuchen angewandte Saccharaselosung 3b
aus Oberhefe verdanken wir Herrn Dr. 0. Svanberg. Wegen
der Darstellung derselben verweisen wir auf die Mitteilung
von Euler und Svanberg uUber die Darstellung hochaktiver
Saccharasepraparate, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 269 (1919).

9 Aus der obigen Temperaturformel ergeben sich die folgenden
Hilfsformeln:

10 (K'I»

1 0y i und log k, — log kj -f

*0o0 M =1loge=10,434 ...
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Vor dem Zusammenschutten der Enzym- und Zucker-
Iosungen wurden diese in einem Wasserbad auf die gewulnschte
Temperatur gebracht. Aus der Mischung wurden von Zeit
zu Zeit je 10 ccm in abgemessene Sodaldsungen einpipettiert.

Drei Temperaturen kamen zur Untersuchung, und zwar
in der Nahe von 0°, 10° und 20°. In der Beilage findet man

die Versuchsreihe 1 auf S. 96 zusammengestellt.
Das Ergebnis der ersten Versuchsreihe war folgendes:

Temperatur 1.1° 10,9° 20,7°,
k-104 20,0 41,2 82,9.

Verwenden wir je zwei der gefundenen Konstanten zur Be-

rechnung der Konstanten A und berechnen damit die dritte,
vo ergibt sich folgendes Resultat:

k + 104 K+ 10* her.
Temperatur
gefunden )\ — 19500 A= 11950 A = 11700
Ul 20,0 *200 | 199 %200
10.9° 41.2 %412 *41,2 417
20,7" 82,9 8LL  *829 82,9

!

Bei dieser Versuchsreihe sind hinsichtlich der Polarisations-
toinperatur vermutlich kleine Fehler vorgekommen.* Wir haben
deswegen eine weitere Versuchsreihe ausgefthrt, bei welcher
die Polarisationstemperatur der Zucker-Sodaldésung genau auf

19° eingestellt war; die maximale Linksdrehung wurde fir
diese Temperatur berechnet.

Versuchsreihe 22.

k + 104 fc + 104 her.
Temperatur funden
getd A=10200 | A= 10850 A = 10500
o8 11.8 12,7 *118 12,3
10,4° 23,9 * 23,9 23,1 23,5
18,9° 40,3 *40,3 *40,3 *40,3

Bei der Berechnung der Konstante A aus obigen Daten
st in Betracht zu ziehen, dall die Temperaturbestimmung
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bzw. die Temperaturkonstanz bei 18,9° am besten war (Schwan-
kungen innerhalb = 0,1°), wahrend bei 0,8° und 10,4° Kkurze
Schwankungen bis 0,2° und vereinzelt 0,3° vorkamen. Wir
haben deshalb die Bestimmung fur 18,9° allen Berechnungen
zu Grunde gelegt. Wir erhalten so.die beiden Werte A = 10200
und A = 10850 und als Mittel:

A = 10500 * 300

(Temperatur 0—20°; pH = 4,5); den so berechneten k-Werten
schlieBen sich sehr nahe die beobachteten an. Die gefundene
Konstante fallt mit der friher von Euler und af Ugglas fir
Unterhefensaccharase ermittelten fast im Bereich der Ver-
suchsfelder zusammen. Wir nehmen bis auf weiteres fir
Hefensaccharasen die gemeinsame Temperaturkonstante

v A = 10500 * 500

an. In einer dritten Versuchsreihe wurde ein hoher gelegenes
Temperaturintervall, 20—52,2°, untersucht.

Die Methodik war die gleiche wie friher. Infolge der
Warmeausdehnung der bei 52° abpipettierten Losung ist die
Anfangsdrehung etwas geringer als bei den friheren Versuchen.
Die Polarisation geschah wieder bei Zimmertemperatur, fir
welche auch die Linksdrehung berechnet ist.

Versuchsreihe 23.

K+ 104 k + 104 ber.
Temperatur
gefunden A — 9200 | A = 8430
20,0° 44,8 * 44,8 *44.8
45,3° 155 *155 136
52,2° 188 211 | x18*

Als Mittelwert im Intervall 20—52° kann somit einst-
weilen angenommen werden

A = 8800 = 400.

Wir finden hier also einen nicht unbetrachtlich kleineren
Wert fir A als im Intervall 0—20°. Dies entspricht dem
Befund von Euler und af Ugglas, nach welchem fir Unter-
hefe gefunden wurde:
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Im Intervall 0—20°: A = 11000,
20-30° : A= 9340.

FUr nicht enzymatische Katalysen ist bekanntlich in einem
grollen Temperaturintervall stets ein sehr guter Anschluf3 an
die Arrheniussche Formel gefunden worden und vielfach
auch fur enzymatische Reaktionen in vitro, obwohl hier weniger
Untersuchungen vorliegen, welche Uber ein so grolies Tem-
peraturgebiet reichenl). Wir wollen aus unseren Ergebnissen
in dieser Hinsicht noch keine bestimmten Schllsse ziehen.
Bei vitalen Reaktionen innerhalb lebender Zellen sind einige
stark abfallende Temperaturkoeffizienten gefunden worden®*).
Wenn die Arrheniussche Konstante A Dbei einer enzymati-
schen Reaktion mit steigender Temperatur etwas kleiner wird,
so beruht dies vielleicht darauf, daR der enzymatische Kataly-
sator selbst mit steigender Temperatur unter dem Kritischen
Gebiet der (irreversibeln) Zerstdrung reversibel verandert wird,
was natdrlich auch den Temperaturkoeffizienten der durch das
Enzym beschleunigten Reaktion beeinfluft.

Wenn auch unterhalb des kritischen Gebietes keine
(lauernde Verdnderung der Aktivitat des Enzymes eintritt, so
kann sich doch z. B. die Affinitdt des Enzymes zum Substrat
reversibel andern.

Eine solche Anderung des Katalysators geht aber nicht in
uie \ oraussetzung fur die Arrheniussche Formel ein.

Einen besseren Anschlu3 an die Beobachtungen kann man
natdrlich gewinnen, wenn man in der Arrheniusschen Formel
den Wert T2 mit einem geeigneten EXxponenten versient.
Indessen wiurde durch diese empirische Modifikation nur eine
lormale Ubereinstimmung mit der Erfahrung erreicht.

Ein tatsachlicher Fortschritt 1af3t sich vielleicht in folgender
Weise gewinnen: Bekanntlich hat Michaelis mit L.Menten.§),
von der Voraussetzung ausgehend, dal} die Geschwindigkeit der
Inversion proportional der jeweiligen Konzentration der Rohr-
|.ucker-Enzym-Verbindung ist, die Dissociationskonstante k

") Siehe hierzu Arrhenius, Immunochemie (Leipzig 1907).
*) Kanitz, Temperatur u. Lebensvorgange (Berlin, Borntrager).

3) Michaelis und Menten, Biochem. Zeitschr. Bd.49, S. 333(1913).
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dieser Verbindung fur die Temperatur von 25° berechnet.
Die Anderung dieser Dissociation mit der Temperatur muR

natirlich den gesamten Temperaturkoeffizienten der enzyma-
tischen Inversion wesentlich beeinflussen.

Der zweite bestimmende Faktor ist die Anderung des
elektrolytischen Dissociationsgrades der Saccharase mit der
Temperatur.

Beide Faktoren sind der experimentellen Messung zugang-
lich, welche hier in Angriff genommen wird.

II. Ober den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung der Saccharase.

Sei E die anfangliche Konzentration des wirksamen
Enzyms, y die im gleichen Volumen zur Zeit t zerstérte Menge
Enzym, so erhalten wir durch Integration von

sv=ME->)

kce=1in_K

die Gleichung:

wenn man die Annahme zu Grunde legt, dall der Zerfall der
Saccharase beim Erhitzen im Wasser eine Reaktion erster
Ordnung ist.

Machen wir die weitere Annahme, dal3 die enzymatische
Inversionsgeschwindigkeit der Konzentration der wirksamen
Invertase proportional ist, so wird E durch die in der be-
treffenden Losung sich ergebenden Inversionskonstanten k ge-
messen, und obige Formel geht dber in

wenn wir mit ka die Inversionskonstante der ursprunglichen,
nicht erhitzten Saccharaselosung bezeichnen und mit kt die
Inversionskonstante, die sich nach einer Erhitzungsdauer von
t Minuten ergibt.

Die Gultigkeit dieser Formel flr die Inaktivierung der
Saccharase ist bis jetzt noch keiner genaueren Prifung unter-
zogen worden, und wir muf3ten uns deshalb selbst dartber
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orientieren, innerhalb welcher Grenzen die Konstante kc von
der Zeit und von der Enzymkonzentration unabhangig ist.

Die Prifung geschah bei der hierflir sehr geeigneten
Temperatur von 59°.

Erlltzungs-
dauer k » 104 Rel. kr. 103
Minuten
Versuchsreihe 24,
0 37,6 100 -
30 24.0 64 6.6
co 18,0 48 5.3
120 14.4 38 3.5

Versuchsreihe 25.

0 43.0 100 —
30 >7 4 64 6.5
60 22,3 52 4.8
90 19,3 45 3.9

120 17,1 40 3,3

d
Die AVerte von kc nehmen also hier mit steigender Er-
hitzungsdauer stark ab, mit anderen Worten, die Inaktivierung
geht mit steigender Erhitzungsdauer immer langsamer vor sich.

Diese Versuche waren mit Enzymlésung 3b ausgeftibrt.
und zwar in der gewoOhnlichen Verdinnung 1:200 bis 1:250
(von der Verdinnung 1: 50 wurden 10 ccm weiter auf 40 bzw.
50 ccm verddnnt).

Eine weitere Versuchsreihe wurde mit konzentrierterer
Enzymlosung ausgefuhrt, und zwar wurde zu jedem Erhitzungs-
versuch angewandt:

30 ccm Enzymlosung 3b, Verdinnung 1: 7,5,

10 ccm 4% ige KH2 PO4-Ldsung,
40 ccm (im 50 ccm-MeRkolben).

Die gesamte Verdinnung betrug also 1:10.

Nach der Erhitzung wurde der Inhalt des MeRkolbens
auf 50 ccm verdidnnt und davon wurden zu jeder Inversion
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5 ccm entnommen; dieselben wurden zu LOsungen von der
folgenden Zusammensetzung zugesetzt:

8 g Rohrzucker,
85 g Wasser,
10 ccm 4°/0ige KHaPO4-Losung,

95 ccm.

Das Ergebnis war folgendes:

Versuchsreihe 26.

Erhitzungs-
dauer k « 104 Rel. kc ¢+ 103
Minuten
0 89 83 100
30 382 — 43 12,3
60 — 21,7 26 9,7
120 18,7 — 21 5,7

Auch bei diesem Versuch nimmt also kc ab. Aulerdem
bemerkt man, dall die absoluten Werte der Konstanten kc un-
gefahr doppelt so grolR sind als in den vorhergehenden Ver-
suchsreihen. Die Temperaturempfindlichkeit scheint also mit
steigender Enzymkonzentration zuzunehmen, was in Uberein-
stimmung mit friheren Angaben stehtl). Es lag nahe, diese
Tatsache mit der Abnahme der Konstanten kc in den Ver-
suchsreihen 24—25 in Beziehung zu setzen.

Um hierlber weitere Anhaltspunkte zu gewinnen, wurde
der folgende Versuch angestellit:

Enzymldsungen Wurden in 3 Verdinnungen, nadmlich

A B C
/ 1:10 1:50 1:200

gleichzeitig 1 Stunde lang auf 59° +£0,3° erhitzt. Diese En-
zymlosungen waren in gleicher Weise hergestellt wie in der
vorigen Versuchsreihe:

"y Effront, Die Diastasen, Deutsche Ubers. 1900, S. 62.
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l: 7,6 bei A
1:375 , B
1:150 , C,

iu ccm 4u/0ige KH2 P0O4-L6sung,
40 ccm (in 50-ccm-Mel3kolben).

Nach Erhitzen wurden die Lésungen auf 50 ccm verdinnt.
Zur Inversion wurde von jeder Losung so viel verwandt, als
<2 ccm unverdinnter Enzymlosung entspricht, namlich

A B C
2,5 ccm 12,5 ccm 50 ccm

Der Rohrzucker wurde in der erforderlichen Verdinnung

zugesetzt, so dal} das gesamte Volumen stets 100 ccm betrug,
es kamen also zu 8 g Rohrzucker:

bel A B C

A5 ccm Wasser 80 ccm Wasser 50 ccm Wasser,
12,5 ccm Phosphatlds., 7,5 ccm Phosphatlos.,

97,5 ccm, 87,5 ccm.

Die folgende Tabelle enthalt die Ergebnisse:
Versuchsreihe 27.

Verdinnung des '

Hnzyms wahrend Nicht erhitzt Erhitzt auf 59°

der Erhitzung k - 10 ke100  Rel. | Kke-10*
1:10 40,2 126 st 8,4
1 :50 44.8 22.9 51 4.9
1:200 42 6 24.2 o8 | 4,1

Auch hier zeigt sich also deutlich eine Abhangigkeit
der Inaktivierungskonstanten kcvon der Enzymkon-

zentration, und zwar um so starker, je hoher die Enzym-
konzentration ist; bei geringer Enzymkonzentration ist der
Einfluk auf den Wert von kc gering.

Die hier gefundene Konzentrationsfunktion erinnert an
¢ine &hnliche Beziehung, welche Chick und Martinl) in

0 Chick und Martin, Journ. of Physiol. Bd. 40, S, 404 (1910).
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ihrer grundlegenden Arbeit Uber die Koagulation der Proteine
aus Losungen von Ei-Albuminkristallen festgestellt haben *), wie
ja uberhaupt die Hitzekoagulation der EiweilRkorper und
die Hitze-Inaktivierung der Enzyme wesentliche Analogien
darbieten)).

Chick und Martin nehmen an, daf die abnorm schnelle
Abnahme der Koagulationsgeschwindigkeit auf der Anderung
der Aciditdt wahrend der Reaktion beruht. Eine analoge
Mdglichkeit lag auch bei unseren Versuchen vor, und wir
haben bei einer Wiederholung der Versuchsreihen 24 und 25
die Aciditat vor und nach einstiindigem Erhitzen auf 590 be-
stimmt, mit folgendem Resultat:

Vor dem Erhitzen: pH = 4,45,
Nach |, ., . P}, =456.

Die Aciditatsdénderung kann also die Abnahme der In-
aktivierungsgeschwindigkeit nicht beeinfluRt haben.

Wenn nun auch die in Rede stehende Konzentrations-
funktion sowie die Abweichung der Inaktivierung vom mono-
molekularen Verlauf noch genauer festgelegt werden kann,
als es hier geschehen ist, so ist doch deutlich, dal} die ge-

nannten Abweichungen von den einfachsten Verhaltnissen nicht
auf Versuchsfehler zuriickgefihrt werden konnens).

Man kann die Aimahrne machen, dall sich nicht alle
Molekiile der Saccharase, welche sicher eine hochmolekulare
Substanz ist (Euler und Kuliberg haben an einem sehr
reinen Praparat ein Molekulargewicht von ca. 30000 gefunden)

*) Die Koagulation von Hamoglobin verlauft nach Chick und Martin
hingegen normal.

*) Auch Madsen und Streng, Zeitschr. f. physik. Chem. Bd. 70.
S. 263 (1910) fanden, dal der Zerfall des Coliagglutinins aus Kaninchen
sowie des Typhusagglutinins aus Ziege nicht monomolekular verlauft,
sondern mit bedeutend schneller abnehmender Geschwindigkeit.

3) In diesem Zusammenhang soll besonders betont werden, dal} Fehler
in der Bestimmung der Erhitzungszeit unsere Resultate nur wenig beein-
fludt haben durften. Bei der Einstellung auf die Erhitzungsteraperatui
swurde das Kkritische Temperaturgebiet, das bei etwa 55° beginnt, schnell

in hochstens 60 Sekunden — durchlaufen und noch weit schneller
geschah die Abkthlung unter das kritische Gebiet.
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Im gleichen Zustand der Hydratation befinden, sondern wie
z. B. Eieralbumin (S6rensen und HOyrup) verschiedene
Mengen Wasser binden, so dal} sich tatsdchlich verschiedene

Arten von Saccharasemolektlen in der Losung befinden, welche
miteinander im Gleichgewicht stehenl).

Diesen verschiedenen Hydratationsformen wird eine ver-
schiedene Stabilitat zukommen, und bei Erhitzung miussen
die labilsten Molekiile zuerst der Inaktivierung unterliegen.
Wenn nun die Einstellung des Hydratationsgleichgewichts
langsamer verlauft als die Inaktivierung, so wird die Folge

sein, daf3 der nichtinaktivierte Anteil der Enzymmolekile
Immer stabiler wird.

Was die experimentelle Bestimmung der Temperatur-
empfindlichkeit betrifft, so wird man den Inaktivierungskoeffi-
zienten kc, wie er eingangs definiert wurde, als Mald beibe-

halten, mufR aber, da der Ausdruck t In k@sich mit k. an-

dort, die Bedingungen, unter denen kc bestimmt werden soll,

festlegen, um die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen
vergleichbar zu macheny). !

Wir schlagen folgende Bedingungen vor:

Erhitzungszeit: 50—70 Minuten; Interpolation auf 60 Mi-
nuten. Die Enzymkonzentration wird so gewahlt, daR bei
Zimmertemperatur die Inversionskonstante unter Normal-
bedingungen (8 g Rohrzucker, pH = 4,5) etwa den Wert
40 + 10~4 bekommt. Durch den hieraus erhaltenen Wert von
ki und die Angabe der Erhitzungstemperatur ist dann- die
Temperaturempfindlichkeit der Saccharase festgelegt.

Es dirfte oft Vorteile bieten, auch zur Ermittlung bzw.
Angabe der , Totungstemperatur® eine grofRere Erhitzungs-

0 Sorensen und Hoyrup, Diese Zeitsclir. Bd. 103, S. 267 (1018).
Man vergleiche die sehr interessanten Ausfihrungen S. 289 ff.

2) An einigen Enzymen, wie Urease, Lipase u. a., glaubte Groll
(Kolloid-Zeitsclir. Bd. 21, S. 138 [1917]) periodische Schwankungen bei
der Inaktivierung gefunden zu haben. Die betr. Befunde durften sich in
einfacherer Weise erklaren lassen (Euler und Brandting, Biochem.
Zeitschr. Bd. 96 [1919]).
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dauer zu wahlen, als die friherl) vorgeschlagenen 15 oder
30 Minuten, auch hier dirften 60 Minuten meist die geeignete
Zeit sein, so dal also als ,, Totungstemperatur® diejenige
zu bezeichnen ware, bei welcher das Enzym in waldriger
LOsung (ohne Substrat, bei 'festgelegtem bzw. optimalem pH)
nach 60 (bzw. 30) Minuten langer Erhitzung auf die
Halfte seiner Aktivitat sinkt.

1. Abhéngigkeit des Inaktivierungskoeffizienten kc
von der Temperatur.

In der folgenden Tabelle sind die Inaktivierungskoeffizienten
fur Temperaturen von 50°—64,3° zusammengestellt.

Aus den in der letzten Spalte mit * bezeichnten Koeffi-
zienten sind die Arrheniussche Temperaturkonstante A =

101000 und weiter die Ubrigen in derselben Spalte gegebenen
kc-Werte berechnet.

Saccharase aus Oberhefe. Optimale Aciditat (pH = 4,5); Enzymlds. 3b.

N Temg)erat. Dauer d. Erhitzung ke* 10»
Minuten gefunden |berechnet
b 500 60 0 0,06
12 55,0 60 0,68 * Ogg
° 25,1 60 0,6 0,7
18 56,1 60 1.1 11
24 57,5 60 v 23 22
103 59.0 60 53 4.4
107 59,2 60 4.8 4.8
19 59,9 00 6,62 * 6,62
25 618 30 20 16
26 G4,3 30 43 47

!

Die ko-Werte sind in der nachstehenden Fig. 1, in
Kurve 1 zusammengestellt. Letztere stellt also die berechnete
Temperaturfunktion dar.

*) Euler, Allg. Chemie der Enzyme, Wiesbaden 1910, S. 176;
Euler und Kuliberg, Diese Zeitsehr. Bd. 71, S. 136 (1911).
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IV. Abhangigkeit der Temperaturempfindlichkeit der Saccharase

von der Aciditat,

In jeder Versuchsreihe haben wir das Verhaltnis zwischen
den Inversionskonstanten der 1 Stunde lang erhitzten und
der nicht erhitzten Enzymlosungen von der gleichen Aciditat
berechnet und mit 100 multipliziert. Die so erhaltenen Zahlen,
welche den Versuchsreihen 2—13 entnommen wurden, sind
als Ordinatenwerte in der umstehenden Fig. 2 eingetragen.

Man sieht aus der Figur, dald ein sehr ausgepragtes

Maximum der Toleranz bzw. ein Minimum der Emp-
findlichkeit zwischen pH=4 und 5 liegt.

Vers.- Temperat.

Nr.

28
31

15
21
29
32
34

30

40
42
44
48

00
6
12
37
9
45

Einstindige Erhitzung.

0

45
45

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

55
55
55
55
55
55

PH

3,0
4,0

2,6
3,0
3,0
4,0
4,1
4,4
5,2
5,7
5,7

53
6,1
6,8
4,1
4.4
4.5
5,2
5,7
6,1

Rel.= kt . 100
ka

74
97

1
50
26
98
99

101
99
46
76
50
11

4

90
92,5
91
83

6

0

Es wurde ferner die Arrheniussche Konstante A der
Inaktivierung, also die Temperaturkonstante des Koeffizienten

kc flr verschiedene pH berechnet.
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Vers.- Temperat. Dauer d. Erhitzung
Nr. 0 Minuten
SG 50,0 GO
ol 5,2 54.9 60
B 57,1 GO
32 50,8 GO
52 4,0» 549 GO
M3 60,0 45
3,0 | 454 @)
29 50,2 @)
9 57 1 42.8 GO
40  °*' 500 60

ke* 10*

gefunden berechnet

l

0,05 017
13 ] * 13
3.3 * 33
0,2 0,07
092 * 092

12,8 *12.8
22 Y.
0.8 + 98
032 * 032
2.0 X

I
> 87000

l
J111000

J 75000

) 53000

In der Fig. 3 ist A als Funktion von pH dargestelit.

Wir entnehmen aus dieser Kurve, daR A, also der Tempe-
raturkoeffizient der Inaktivierungskonstanten, am grof3ten ist

in dem Gebiet,

in welchem, die Temperaturempfindlichkeit

selbst ihr Minimum hat, in welchem also das Enzym die grofte
remperaturstabilitat besitzt.

Xéhe der optimalen Wirkung der Saccharase, woraus folgt,

Dieses Gebiet fallt ganz in die
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dall das freie Saccharasemolekil den groften Temperatur-
koeffizienten der Inaktivierung besitzt, wahrend die Inak-
tivierungsreaktion durch Uberschissige H- und OH-lonen mit
steigender Temperatur langsamer zunimmt.

V. Beeinflussung des Inaktivierungskoeffizienten kc durch den
Luftsauerstoff.

Nach Duclaux und Fernbach wird Saccharase durch
den Sauerstoff der Luft unter Oxydation mehr oder wenigei-
rasch zerstort, relativ schnell in alkalischer Ldsung, viel lang-
samer in Gegenwart einer Saure. FUr unsere Arbeit war es zu-
nachst wesentlich, festzustellen, ob bei Ausflhrung der Inakti-
vierungsversuche (pir =4,5) mit unserer experimentellen An-
ordnung — die Lo6sungen befanden sich beim Erhitzen in
langhalsigen Melikolben — der Sauerstoff der Luft einen Ein-
flul auf die Resultate ausliben kann.

Wir haben deshalb Parallelversuche in der Weise angestellt,
dal die bei héheren Temperaturen auf Inaktivierung zu unter-
suchenden Losungen in zuschmelzbare Glasréhren gebracht
wurden, welche nach Einfillen der Ldsungen teils mit Luft
und teils mit reinem Wasserstoff geftllt und dann zugeschmolzen
wurden. Die Erwarmung geschah also teils in einer Luft-,
teils in einer Wasserstoffatmosphare. Jede ROhre enthielt
10 ccm Enzymldsung (aus Oberhefe) + 5 ccm 4 °/0ige KPLjPOM-
Losung.

Nach der Erhitzung wurden die Rohren sofort abgekunhlt
und die Inversion geschah nach Zugabe des Ro6hreninhaltes
zu einer Rohrzuckerlosung von folgender Zusammensetzung:

4,8 g Rohrzucker
40 ccm dest. Wasser
5 ccm 4°/oige KH, PO4-Ldsung.

Das Versuchsergebnis wird aus der folgenden Tabelle
(Versuchsreihe 20) ersichtlich.

Eine zerstérende Einwirkung des Luftsauerstoffs hat sich
also sicher nicht geltend gemacht. Die etwas starkere Inak-
tivierung unter Wasserstoff ist vielleicht veranlal3t durch die
Umrihrung beim Einleiten des Gases (Schuttel-Inaktivierung).
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Versuchsreihe 20:

Vers.- _ in Luft I. Wasserstoff
Erhitzung
Nr. k*104| Rel. k-104] Rel.
86 Nicht erhitzt 610 100 610 100
88, 87 75 Minuten auf 57,4° 51,0 84 48,0 79
90, 89 60 , , 99,9° 352 58 318 52

l |

Dieses Ergebnis bestatigt also vollkommen die Angabe von
Jodlbauerl), dal die Hitze-Inaktivierung der Saccharase un-
beeinflullt davon verlauft, ob Sauerstoff anwesend ist oder nicht.

VI. Vergleich des Inaktivierungskoeffizienten kc einer Oberhefe und
einer Unterhefe.

Die fruheren Versuche aus dem hiesigen Laboratorium
uber die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase waren mit
Enzym aus Unterhefe angestellt worden. Nachdem nun an
Oberhefe Resultate mit genauer definierter Aciditdt gewonnen
waren, wollten wir mit der gleichen Methodik auch die Sac-
charase einer Unterhefe aufs neue untersuchen, um damit die
schon friher behandelte Frage wieder aufzunehmen, ob 'die
Saccharase aus beiden Hefetypen Verschiedenheiten in der
Temperaturempfindlichkeit aufweist?).

Euler und Kullberg hatten friher Bezug genommen
auf Angaben der Literatur§), nach welchen die Optimal-
temperatur der Saccharase der Oberhefe um 25° hoher Jiegt
als die entsprechende Temperatur der Unterhefe. Im Gegen-
satz hierzu war in der erwdahnten Arbeit angegeben worden,
daB ein vorldufiger Versuch einen auferordentlich viel gerin-
geren Unterschied ergeben hatte, nédmlich von etwa 1 Grad,
wobei allerdings die verhaltnismafiig sehr grofRen Versuchs-
fehler betont wurden, welche sich bei der Arbeit mit der
angewandten sehr Saccharose-armen Hefe ergaben.

n Jodlbauer, Biochem. Zeitschr. Bd. 3, S. 483 (1907).

') Die Ermittlung der ,,Zerfallskonstanteni* der Enxyme zu ihrer
Charakterisierung hat schon Tammann vorgeschlagen (Zeitschr. f. physik.
Chem. Bd. 18, S. 442 [1895]).

*) Kjeldahl, Med. fr. Carlsberg Labor. (1879).
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVI1L 6
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Als Unterhefe wurde unsere oft untersuchte Brauerei-
Unterhefe H angewandt, und zwar nach der genau gleichen
Methodik untersucht wie die Oberhefe.

Relative Inversionskonstanten bei pH = 4,5.

Vers.-  Temperatur Dauer der Saccharase Saccharase
Nr. 0 Erhitzung aus Oberhefe  aus Unterhefe
5, 57 50 60 101 99

12, 71 55 60 91 97

24, 63 57,5 60 74 89

19, 64" 60 60 40 70

25, 12 61,8; 62,5 30; 60 24 31

Aus der Tabelle geht hervor, dall die Saccharase aus der
vorbehandelten Unterhefe weniger temperaturempfind-
lich iIst als das entsprechende Enzym aus Oberhefe.
Dieser Befund ist jedenfalls unerwartet, da ja die Unterhefe,
welche der Brauerei entstammt, dortselbst lange an die
Garungstemperatur von etwa 10° gewohnt war, wahrend die

Oberhefe bei einer mittleren Temperatur von etwa 20° ge-
zlichtet war.

Nun war allerdings dies hier untersuchte Unterhefen-
enzym aus der Brauereihefe gewonnen worden, nachdem diese
zwecks Anreicherung an Saccharase bei etwa 250 im Labora-
torium vorbehandelt worden war und dabei wahrend 15 Tagen
Gérungen durchgemacht hatte. Es war nicht ausgeschlossen,
dal} sich die Hefe und damit ihre Saccharase wahrend dieser
Vorbehandlung bei hoherer Temperatur verandert hatte.

Aus diesem Grund wurden einige weitere Versuchsreihen
(18 19) mit unvorbehandelter Unterhefe H, wie sie aus der
Brauerei kam, angestelltl). Der Vergleich bezieht sich in

") Eine bei dieser Versuchsreihe ausgefiihrte Zellenzahlung ergab die

Zeilenzahl 1,0 « 1010, somit die Inversionsfahigkeit Inv. = J Zucker®
149.10-4.8 Zelk““ahl
1,00 1010 — ™*i0*12 bei pn = 4,5 ccm und 16°. (Vergl. hierzu

Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 201 (1919).
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dieser Versuchsreine, wie besonders betont werden soll,
nicht, wie oben, auf die isolierten Enzyme, sondern
auf die von den Zellen selbst ausgeubten Enzymwir-
kungen.

Die Hefe wurde auf 55°, 60° und 62,5° erhitzt. Wir
stellen die Resultate mit den (vorher und gleichzeitig) + an
imvoi behandelter Oberhefe gewonnenen zusammen, und geben
fur jede Erhitzung sowohl die relativen Werte der Inversions-
konstanten an (nicht erhitzte Hefe = 100) als die Inaktivie-
rungskonstanten Kko.

: . 60 Minuten auf 60 Minuten auf 30 Minuten auf
Vers-  Erhitzung: g0ty 5530 60 baw. 60 10 62,5°

Nr. .
Heferasse  Rel~k kc'108 Rel. k ko-108 Rel. k kc* 103

|
'2. 5583 Unterhefe H 95 0,35 61 3,6 65 6,2

o OberhefeSBIL 94 045 49 52 4§ | 112
1 |

Das Ergebnis dieses Versuches stimmt also recht ange-

miliert mit demjenigen des vorhergehenden Uberein, und es
eigibt sich also auch fUr die unvorbehandelte Unterhefe H
eine merkbar hdhere Temperaturtoleranz als fir die Ober-
liofe SB. Man findet die beiden zu vergleichenden Kurven 2
und 4 in der Fig. 1.

Dies ist, wie oben erwahnt, nicht in Ubereinstimmung mit
den Angaben der Literatur, insbesondere scheint unser Resultat
unvereinbar mit den Angaben Kjejdahls!) Uber die sehr
starken Unterschiede zwischen den Optimaltemperaturen der
Oberhefe und der Unterhefe.

Wir betrachten zunachst noch den Temperatureinflu auf
die Inaktivierung der aus vorbehandelter Unterhefe isolierten
Saccharase. Aus folgender Tabelle ersehen wir, dal} sich die
Beobachtungen gut an dieArrheniussche Formel anschliel3en.
Die Messungen sind bei der Aciditat pH = 4,5 ausgefluhrt.

) Kjeldahl, Medd. fr. Carlsberg Labor. (1879).
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\ers.- DauTer der kc + 10s
NF Temperatur Erhitzung
0 Minuten gefunden berechnet
71 55,0 60 0,2 0,2 A
63 57,5 60 082 *0,82 104 000
64 60,0 60 2.6 2.6
72 62,5 60 8,5 *8 5

Der Temperaturkoeffizient der Inaktivierung ist
also fur die Saccharase aus Unterhefe genau der

gleiche wie fur die Saccharase aus Oberhefe. In der
Fig. 1 ist diese Exponentialfunktion durch eine gestrichelte

Kurve angegeben. Es geht aus dieser Figur hervor, dafl3 der
Unterschied in der Inaktivierungskonstante Kk( beider
Saccharasen einer Temperaturdifferenz von etwa 2
entspricht.

Unerwartet ist der Befund, dafR die grolere Empfind-
lichkeit gegen hdhere Temperaturen sich gerade bei derjenigen
Hefe zeigt, welche unter normalen Bedingungen bei hohere!
Temperatur kultiviert wird. Zunachst ist also nochmals zu
betonen, wie dies bereits auf Grund des vorlaufigen Versuchs
von Euler und Kuliberg 1910 geschehen ist, dal von einer
Anpassung der Saccharase der Oberhefe an die hohere Tem-
peratur der Kulturen nicht die Rede sein kann.

Was dann die Frage betrifft, ob — gleichgultig aus welcher
Ursache — Uberhaupt verschiedene Saccharasen existieren, so
wollen wir uns auf Grund des vorliegenden Materials noch
nicht endgultig aufl’ern. Einerseits haben wir, wie aus der
Versuchsreihe 21 hervorgeht, keine speziellen Schutzstoffe
finden koOnnen, welche die grolere Temperaturtoleranz der
Unterhefe veranlassen konnte. Andererseits liegen bisher nur
die Messungen an einer Oberhefe und einer Unterhefe vor.
so dald erst festgestellt werden muf}, ob und in welchen
Grenzen fur die Oberhefen und fir die Unterhefen die Tem-
peraturempfindlichkeit eine konstante und von aufieren Ein-
flussen unabhangige GrofRe ist.
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Es wurde nun auch fir aus Unterhefe isoliertes Enzym die

Temperaturkonstante A noch Dbei verschiedenen
untersucht.

Vers. Daugr der ko* 10»
Xr Temperatur  Erhitzung |
Minuten gefunden  perechnet
Pli ==54
60 50,1 60 0,58 0,52
01 54.9 60 1,82 *1,82 l '
57.5 60 3,55 *3,55
60.0 45 9,2 6,7 200
Pli == 3.1
*iS 50.0 60 | 1,45 *145 | A=
«9 55.0 60 12,3 *12,3 J 90000

In Fig. 4 ist A als Funktion von pH dargestellt:

Wie ersichtlich, stimmt diese Kurve recht gut mit der-
jenigen der Fig. 3 Uberein, welche sich auf Oberhefe bezieht.

Aus dem nun noch fir das Unterhefenenzym gefundenen
Maximum fur A zwischen pM = 4 und 5 erklart sich bis zu

einem gewissen Grad der in den Untersuchungen von Euler
und af Ugglas sowie von Euler und Kullberg gefundene
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kleinere Wert A = 70000, da in den genannten Untersuchungen
meist bei Aciditaten gearbeitet wurde, welche zu beiden Seiten
des Maximums, Uberwiegend auf der alkalischen Seite lagen.

Versuch mit Saccharomyces Thermantitonuni.
In weiterer Verfolgung der Frage, ob tatsachlich

1. in verschiedenen Hefen Saccharasen mit verschiedener
Temperaturempfindlichkeit Vorkommen,

2. ob sich Anhaltspunkte daflr finden lassen, daf} diese
Verschiedenheiten das Ergebnis von Anpassungen an
verschiedene Temperaturen sind, unter welchen die
Hefen kultiviert wurden,

haben wir unsere Untersuchung auf Saccharomyces Therman-
titonum (Johnson) ausgedehnt, welche, auf sudlichen Pflanzen
aufgefunden, an hohere Temperaturen angepaldt zu sein scheint,
als die gewohnlichen Kulturhefen. So macht A. Joergensen
Uber die Temperaturverhaltnisse dieser Hefe folgende Angaben!>:
,,Die Hefe entwickelte sich in einer Flasche, welche zufallig
bei einer Temperatur von 84 °C. infiziert worden war. Die
Zellen waren aber bei dieser hohen Temperatur nicht getoOtet
worden......... Flr Garungen im grofR3en benutzt Johnson eine
Temperatur von 50° C. als Anstelltemperatur......... Die Opti-
maltemperatur far Vermehrung und Garung liegt zwischen 40
und 44 °C."

Den von uns untersuchten Stamm verdanken wir Herrn
Direktor Alfr. Joergensen, welcher so freundlich war, uns
2 Kulturen aus seiner Sammlung zu Uberlassen. Die Hefe
war im garungschemischen Laboratorium von A. Joergensen
14 Jahre in gehopfter Wirze von ca. 11° Ball, bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt worden.

Von uns wurde die Hefe in Hefenwasser ubergeimpft,
welches ca. 1% Trockensubstanz und aul3erdem 2% zuge-
gesetzten Rohrzucker enthielt. In dieser Nahrlésung wurde
sie bei 25—30° gezlichtet; bei dieser Temperatur wachst die

¥ Alfr. Joergensen, Die Mikroorganismen der Garungsindustrie.
5. Aufl. Berlin (1909).
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Hefe sehr rasch aus; schon im Laufe von 2 Tagen ist das
Wachstum der Hauptsache nach beendet.
Die Hefe wurde abzentrifugiert und dann in Wasser auf-

geschlemmt. \on dieser Suspension wurden 10 ccm zu jedem
Versuch benutzt.

A\ ir werden auf diese Messungen an anderer Stelle zurlck-
kommen und fuhren hier nur die Endergebnisse an:

Versuchs- Temperatur Dauer der Rel.
reihe Erhitzung Inversions- kc ¢ 103
0 Minuten konstanten
![ 17 ' 100 0
A | 59,7 60 85 L5
[ 64,1 60 15 ”
! 64,5 30 26 19
\1[ 17 60 100 0
) 57,5 60 90 0.8
1| 62.5 60 (63) (3.4
! 65,0 30 39 12

Nach diesen Versuchen ertragt die Saccharase aus Sac-
charomyces Thermantitonum ohne nennenswerte Inakti-
vierung einen wesentlich hoheren Temperaturgrad
als die Saccharase unserer Kulturhefen. Der Unter-
schied in der Inaktivierungskonstanten kc der Saccharase aus
unserer Brennerei-Oberhefe und aus Saccharomyces Thermanti-
tonum entspricht einer Temperaturdifferenz von etwa 3°"

Ob der von uns untersuchte Thermantitonumstamm durch
das lange Verweilen bei einer tieferen Tempejratur als der flr
ihn natdrlichen eine Veranderung hinsichtlich seiner Tempe-
raturkonstanten erlitten hat, konnen wir nicht angeben; es
soll jedoch wversucht werden, den Stamm wieder an hdhere
Temperaturen ,anzupassen®.

VII. Vergleich des Koeffizienten kc bel Anwendung isolierter
Saccharase und frischer Hefe.

Bezlglich einer Schutzwirkung, welche die Hefenzelle auf
die in ihr enthaltene Saccharase ausubt, liegt eine Angabe
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von A. Fernbachl) vor, welche, wenn sie sich als allgemein
zutreffend erwiese, ein erhebliches Interesse beanspruchen
konnte. Nach dieser Angabe ist die in der Hefenzelle ein-
geschlossene Sacchara8e bedeutend toleranter gegen hdhere
Temperaturen als das gleiche Enzym in walRriger Losung, und
zwar in dem Grad, ,,dal3, wenn eine walirige Hefenemulsion
IlU Stunde im Kochen gehalten wird, nur ein Teil der in ihr
enthaltenen Saccharase zerstort wird“. ,,Si, lorsque I'ébulli-
tion cesse, la levure reste encore pendant quelque temps en
contact avec le liquide, la sucrase intérieure se diffuse a I'ex-
terieur, et reste inaltéree des que la température est descen-
due assez bas, c'est-a-dire au voisinage de 70 ou 75°. A partir
de ce moment, le liguide aura des proprietes inversives d'autant
plus énergiques que le contact avec la levure sera prolongeé
davantage.”

Fernbach gibt dann z. B. folgenden Versuch an: Zwei
gleiche Teile Hefe werden mit der 10fachen Menge Wasser
V4 Stunde lang gekocht. Der eine Teil (A) wird schnell ab-
gekuhlt, der andere wird der freiwilligen AbkUhlung Uber-
lassen. Nach Verlauf von [Il« Stunden werden die beiden
Infusionen filtriert und man laRt 5 ccm von jeder auf 5 ccm
einer 50°/0igen Hohrzuckerldsung wéahrend 3 Stunden bei 56°
einwirken. Folgende Mengen invertierten Rohrzuckers wur-

den gefunden:
A 0,156 g,

B 0,072 g.
Diese Angelegenheit erschien uns, schon in methodischer
Hinsicht, wichtig genug, um weiter gepruft zu werden.

Versuch.

Von einer homogenen Aufschlammung von 20 g frischer
Oberhefe S B Il in 200 ccm Wasser werden zu 3 Versuchen
je 50 ccm angewandt.

A Emulsion aufgekocht; kocht 15 Min.; rasche Abkihlung,
® , 15 , . langsame ,
LI » » und unmittelbar abgekunhlt.

J) Fernbach, Ann. Inst. Pasteur Bd. 4, S. 641 (1890).



Uber die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase (Invertase). 89

Nach 1Va Stunden wird filtriert, die Filtration dauert
ca. 2 Stunden. Das Filtrat wird mit 12,5 ccm 4%iger
KHj PO4-Losung und Wasser auf 50 ccm verdunnt.

Inversion mit 50 ccm Rohrzuckerlésung (8 g Rohzucker)
bei 50-52°.

Es wurden folgende Drehungen gefunden:

Stunden A B C
W 1,34 1,34 134
> 1,32 1,33 1,30
16 1,24 1,24 1,20

Somit hatten sich Spuren einer Inversion bemerkbar ge-
macht. Zur Kontrolle wurde nun in den entsprechenden
Losungen der nach 17stlndiger Inversion gebildete Invert-

zucker nach Bertrand bestimmt, und zwar in Proben von
je 2 ccm.

Nach Abzug der in einem Blindversuch erhaltenen Re-
duktion wurde gefunden:

A: Ph =47 B: Ph =44 C. pH=144
- Invertzucker 0,30 0,355 0,16.

Auf Grund dieses Ergebnisses, welches also tatsachlich
eine Inversion anzeigte, wurde nun ein Inversionsversuch mit
Losungen ausgeftihrt, welche entsprechende Phosphatmengen
und entsprechende Aciditat (pH = 4,7), aber kein Hefenwasser
enthielten. Hierbei wurden innerhalb der Versuchsfehler-
grenzen die gleichen Mengen Invertzucker erhalten.

Da Fernbach meist bei optimaler Aciditat invertiert
hat, so wird die von ihm gefundene Inversion zum Teil eine
Wirkung der Saure sein. Allerdings a3t sich mit dieser
Annahme das Ergebnis seines zweiten, 1. c. S. 645 beschrie-
benen Versuchs nicht erklaren, welcher andererseits vielleicht
doch auf Infektion zurtckzuflhren ist.

Jedenfalls haben wir keine Anhaltspunkte daflr

gefunden, dal3 die Saccharase des Hefenwassers zum
Teil kochbestandig ist.
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Gegen Gifte und alle bis jetzt untersuchten Einflisse
verhalt sich die Saccharase in den Hefezellen ebenso wie das
isolierte  Enzym. Immerhin bestand die Modglichkeit, dali3
Bestandteile der Zelle eine Schutzwirkung gegen die Inakti-
vierung ausiben. Deswegen haben wir die Inaktivierung bel
Ph = ~>5 einerseits der freien Saccharase aus Autolysesaft
und andererseits der Saccharase frischer Zellen der gleichen
Oberhefe miteinander verglichen.

Die EnzymlGsung wurde in der S. 75 beschriebenen Weise
untersucht, und zwar wurden hierzu 10 ccm derselben ange-
wandt. Zur Untersuchung der frischen Hefenzellen kam statt
dieser 10 ccm eine Emulsion, enthaltend 1 g Hefe S B Il zur
Anwendung. Im Ubrigen stimmten alle Versuchsbedingungen
miteinander dberein. Die Kolben mit Enzymlésung und die-
jenigen mit Hefenzellen wurden, um Ungleichheiten der Er-
hitzung auszuschlieBen, im gleichen Thermostaten gleichzeitig
erwarmt. pH = 4,5.

Die Versuche findet man in der Beilage, VVersuchsreihe 17.
Die Endergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt
(vergl. auch S. 83).

Oberhefe S B 1.

Erhitz*  Dauer der |soliertes Enzym Hefe
Vers.-Nr. Temperat. Erhitzung
Minuten k + 104 Rel. k » 10* Rel.
73, 716 — — 33,5 100 25,0 100
74, 17 55,3 60 28,8 (86) 90 23,5 94
75. 78 60,1 60 12,3 37 12,2 49

Man ersieht aus der obigen Tabelle, dal die Hefen-
zelle eine gewisse Schutzwirkung auf die Saccharase
ausubt. Dieselbe entspricht etwa einem Temperatur-
unterschied von 1° (vergl. hierzu Fig. 1).

Um ein Mall der Temperaturkonstanten A fir die Inak-
tivierung des nicht isolierten Enzyms zu erhalten, flhren
wir den Vergleich zwischen Oberhefe und Unterhefe (S. 83)
wieder an.
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Erhitzungs- Dauer der Oberhefe SB 11
temperatur Erhitzung
0 Minuten Vers-Nr. ke 108 gef. ke 108 ber.
55,8 60 77 045 0.8
60,1 60 78 | 5,2 4.75
62,5 80 80 112 * 11,2
Erhitzuugs- Dauer der Unterhefe H
tenipeiatur Erhitzung
0 Minuten Vers-Nr. . kc+ 108 gef. kc+ 108 ber.
A = 75000
55,0 60 82 03 | 0,5
60,0 60 85 3,6 2,7
02,5 80 83 6,2 *6,2

Hierbei waére allerdings der Umstand zu bertcksichtigen,
dal} die Saccliarase innerhalb lebender Zellen mdglicherweise
unter der Einwirkung einer anderen Aciditat steht, als der-
jenigen, welche in der Lésung auf3erhalb der Zellen herrscht.

Als wahrscheinlichste Werte kdnnen wir angeben:

Saccharasewirkung in Oberhefenzellen: A = 80000 r 8000,
, Unterhefenzellen: A = 75000 + 8000.

Die Resultate deuten also darauf hin, dal die Temperatur-
konstante fir die in der Zelle befindliche Saccharase etwas

niedriger liegt als fur das isolierte Enzym (75000 gegen
100000.

Ein ahnliches Ergebnis wurde auch fiur Saccharomyces
Thermantitonum erhalten; fur die Saccharasewirkung der Zellen
ergab sich ein A-Wert zwischen 64000 und 96000, also im
Mittel 80000, waéhrend der entsprechende Wert flr freie

«Saccharase bedeutend hdher liegt.
Die Schutzstoffe der Zelle beeinflussen also ﬁicht

nur die absoluten Werte von kc, sondern auch die
Temperaturkonstante A der Inaktivierung.
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VIII. Schutzwirkungen.

Von wesentlichster Bedeutung fur die Frage, ob wirklich
Unterschiede im Verhalten der Saccharase aus Oberhefe und
Unterhefe vorliegen, ist natlrlich die exakte Feststellung,
ob und in welchem Grade sich hier Schutzwirkungen
geltend machen konnen.

Zur Beleuchtung dieser Frage mogen die folgenden An-
gaben Uber die Zusammensetzung der Autolysesafte dienen,

welche wir Herrn Dr. 0. Svanberg verdanken.

Saft aus Oberhefe: 15,4°/# Trockensubstanz.
Davon: 1,85% N und 63% Kohlehydrate.

Saft aus Unterhefe: 7,0% Trockensubstanz.
Davon: 2,8% N und 60% Kohlehydrate.

Der von uns angewandte ,,Untersaft® ist in Bezug auf
das Volum 2mal, also in Bezug auf die Trockensubstanz 4 mal
so aktiv wie unser ,Obersaft*. Die gleiche Enzymmenge,
welche im ,,Obersaft* von 1,85% N und 63% Kohlehydrat
begleitet wird, ist also im ,,Untersaft* zugleich mit 0,7%
N und 12% Kohlehydrat enthalten. Dieser Umstand macht
es schon unwahrscheinlich, daR bei Unterhefe eine grolere
Schutzwirkung eintreten soll als bei Oberhefe.

Immerhin mul3te noch eine experimentelle Entscheidung
herbeigeflhrt werden.

Zwei Losungen mit Untersaft wurden zwecks Inaktivierung
24 Stunden auf 60° erhitzt, bei welcher Temperatur die im
Saft vorhandenen Eiweil3stoffe und anderen Kolloide noch nicht
koagulierten. Hierauf wurde zu der einen L6sung 10 ccm
Obersaft zugesetzt, zu der anderen 10 ccm Wasser, worauf
die Erhitzung 1 Stunde fortgesetzt wurde. Ein dritter Kolben
wurde gleichzeitig mit Obersaft und Phosphat erhitzt, und ein
vierter Kolben mit Obersaft blieb unerhitzt, pH = 4,5.

Mit samtlichen Enzymldsungen wurde dann die Inversion
In der gewdhnlichen Weise ausgeflnhrt.
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Es wurde gefunden:

Versuchsreihe 21.

Enzyml6sung | k- 104
Nicht erhitzter Obersaft........................ 40,3
1 Std. auf 60° erhitzter Obersaft. . . 21.2

1 Std. auf 60° erhitzter Obersaft und

25 Std. auf 60° erhitzter Untersaft 21,3
-> Std. auf 00° erhitzter Untersaft . . 3,3

Obersaft erhitzt mit Untersaft, korr. . 18,0

Es zeigte sich also bei diesem Versuch keine Spur
einer Schutzwirkung des erhitzten Saftes der Unter-
liefe auf die Saccharasewirkung des Oberhefensaftes.

Schutzwirkung von Rohrzucker auf
Saccharase.

Die Schutzwirkung, welche Substrate auf ihre spezifischen
Enzyme ausiben, ist wohl gerade im Fall Rohrzucker-Saccha-
rase konstatiert worden, und zwar in der bekannten Unter-
suchung von O'Sullivan und Tompson!). Analoge Effekte
sind von Biernacki, Vernonl), Bayliss und Starlingj)
bei Trypsin, von Wohl und Glimmd4)*bei Amylase und spater
noch mehrfach gefunden worden; Auch die Reaktionsprodikte
Uben eine &hnliche Wirkung aus, allerdings in verschiedenem
Grad; so haben z. B. Hudson und Painef) einen diesbezlig-
lich starken Einflul} von Fruktose auf Saccharase gemessen,
und schreiben auch diese Wirkung einer Verbindung mit dem
Enzym zu, wie dies O’Sullivan und Tompson fur Rohr-
zucker und Saccharase angenommen hatten. Solche Verbin-
dungen zwischen Saccharase und Rohrzucker, Fruktose und
verschiedenen anderen Stoffen sind dann in neuerer Zeit von

I) O’Sullivan und Tompson, Trans. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834
(1890).

*) Vernon, Journ. of Physiol. Bd. 27, 28, 31 (1901—1904).

) Bayliss und Starling, Journ. of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1903).

4) Wohl und Glimm, Biochem. Zeitsehr. Bd. 27, S. 365 (1910).

*) Hudson und Paine, J. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, S. 988 (1911).
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Michaelis und Mentenl) eingehender studiert worden. Ver-
gleicht man die Ergebnisse dieser Forscher tber die Hemmung
derSaccharaseWirkung durch Substratbzw.Reaktionsprodukte?)
mit den Tatsachen, welche Uber die Schutzwirkung dieser
und andererg) Stoffe bekannt geworden sind, so findet man
eine durchgehende Parallelitat, was fir die Richtigkeit der
Grundannahme spricht. Wir werden Gelegenheit haben, hierauf
noch zurickzukommen.

Wir fahren noch einen eigenen Versuch tber die Schutz-
wirkung des Rohrzuckers auf Saccharase an:

2 MeRkolben a und b zu 50 ccm werden beschickt mit

10 ccm Saccharaselosung (3b, verdinnt 1:50),
12,5 , 4'70ige KK2PO04-Losung,
2 g Rohrzucker.

2 MeRkolben c und d werden zu Parallelversuchen ebenso
beschickt, jedoch ohne Rohrzucker. Die 4 Kolben werden
gleichzeitig 1 Stunde auf 60,0° = 0,3° erhitzt. Nach der
raschen AbklUhlung wird die Inversion einer 8%igen Rohr-
zuckerloésung wie gewohnlich gemessen. FUr die rohrzucker-
haltigen Losungen a und b wird die maximale Linksdrehung
aus der maximalen Rechtsdrehung einer 10°/0igen Rohrzucker-
|0sung bestimmt, welche 3,30° betragt.

Wir erhielten folgendes Ergebnis:

Nicht erhitzt Erhitzt
k + 104 k + 104 Rel. kr « 10»
Ohne Rohrzucker 42 4 19,3 45 | 58
Mit 37,4 23,8 64 i 3,3

Die Werte der letzten Spalten zeigen die bedeutende
Schutzwirkung des Rohrzuckers.

Durch diese Schutzwirkung wird es auch verstéandlich,

0 Michaelis u. Menten, Biochem. Zeitschr. Bd 49, S. 333 (1913).

s) Siehe hierzu auch Michaelis und Pechstein, Biochem. Zeitschr.
Bd. 60, S. 79 (1914).

*) Man vergleiche z. B. die geringe Hemmungswirkung der Laktose
(Michaelis und Menten 1. c¢.) mit der geringen Schutzwirkung dieser
Biose (Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 134 [1911]).
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dall die flr die Temperatur von 52,5° geltende Kurve von
Sorensen und Koefoed!l), welche die Abhangigkeit der
SaecharaseWirkung von der H-Konzentration darstellt, so gut
mit der von Michaelis und Davidsohnl) bei 22,3° gefun-
denen Kurve Ubereinstimmt. Nur auf der sauren Seite des
Optimums liegen die Werte von SoOrensen bedeutend unter
denen von Michaelis.

Man konnte darnach erwarten, dal die Schutzwirkung
des Rohrzuckers auf der sauren Seite des Optimums geringer
ist als auf der alkalischen. Um diese Vermutung zu prtfen,
wurde eine Versuchsreihe wie die vorige angestellt, nur wurde
der Zusatz von Puffer so geregelt, dal die Losungen ;die
Aciditat p,, = 0,3 bzw. 6,3 erhielten.

Die Losungen wurden gleichzeitig 1 Stunde auf 52,5°
X 0,2" erhitzt.

Die Inversionsbestimmung geschah dann wie oben und
lieferte die folgenden Resultate:

Versuchsreihe 29.

Nicht erhitzt Erhitzt ,)
PH — 3,5 ke 104*** k. |O4 Rel. kr « 10s
Ohne Rohrzucker 38,6 9,7 25 9.9
Mit 38,2 17,7 46 | 5,6

Der Versuch mifgliickte insofern, als bei pH = 6,5 eine
so starke Inaktivierung eintrat, dal die Resultate in diesen
Losungen nicht den gleichen Grad von Zuverlassigkeit be-
sitzen wie die Ubrigen Bestimmungen. Immerhin geht daraus
hervor, daR die Schutzwirkung auf der alkalischen Seite des
Optimums (pH = 6,5) groRer ist als auf der sauren Seite.
Dies steht im Einklang mit einer von Hudson und Paine

ausgefihrten Versuchsreihe beziglich der SchutzWirkung von
Fruktoses).

*) Siehe S. P. L. S6rensen, Ergebnisse d. Physiol. Bd. 12, S. '459
0912).

*) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 35, S. 386
0911).

8) Hudson u. Paine, Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, S. 988 (1910).



Beilagen

]Drehung im |

Inv* onstemperatur  Minuten 10(\,"e”r“a§ﬁ_hrj k+ 104 k-« 104 Mittelw.)

' nung 1:2)!

Versuchsreihe 1. pH ==4p5.

- W = 0,2 0 | 2,64 —
31 2,15 19,4
| 46 1,91 20,2
| «0 1,72 20,2 20.0
00 —1,16 )
2. 10°9 =+ 0,4 0 262 |
30 1,77 39,0
46 1,36 40,4
«2 0,95 43,4- 41.2
00 “ -1,00
3. 20°7 =0,3 ; 0 2,60
3 1,08 80,4
.46 0,53 85,3 82.9
| 00 —0,88
' !
Vorbehandlung Minuten Drehung k + 104 Berechnungen

Versuchsreihe 2. Inv.-Temp. 15°

4. Nicht erhitzt 0 2.64

' k + 104 = 36.3
PH = 4.4 29 188 | 359 Rel. = 100
I 45 1,53 35,8
60 1,19 37,8
00 =8
)

5. 1 Stunde auf50°0+0,2 o ! 264 | k+ 100 = 36.7
erhitzt 30 188 | P =01
Ph — 4.4 45 1,53 35,8 '

. 61 | 1,15 38,3
6.1 Stunde auf55°1 +0,2 0 2,64 k + 104 = 33.6
erhitzt 30 1,91 33,0 Rel. = 925
PH = 4,4 45 1,59 33,3 kc ¢+ 103 = 0.6
61 1,26 34,5

*) Die Mittelwerte sind in dieser Versuchsreihe — wegen der relativ
gtoRen Differenzen der einzelnen Konstanten — unter Berucksichtigung

der ungleichen Zuverlassigkeit der Konstanten berechnet.



7. Nicht erhitzt 0 2,64
PH = 5,7 45 1,75 27,6
61 1,44 29,1
8. 1 Stunde auf50°0 +0,2 0 2,64
erhitzt 30 2,35 12,7
PH = 5,7 45 2,17 13,5
60 2.04 13,3
9.1 Stunde auf55°Ir 0,2 0 2 64
erhitzt 30 2,61 1,3
PH =57 45 2,58 1,8
60 2,56 1,7
Versuchsreihe 3. Inv.-Temp. 17°,
10. Nicht erhitzt 0 2.64
pH = 4,5 30 1,74 42,0
45 1,34 43.6
60 0,99 44.7
00 —0.94
11. Vz Std. auf 55°0 + 0,2 0 2 64
erhitzt 30 1,76 41,0
PH =45 45 1.40 41.2
60 1,06 42.2
12. 1 Std. auf55°0 +0,2 0 2 64
erhitzt 30 1.79 39.3
PH = 45 45 1,45 38,9
60 1,11 40.3
13. 2 Std. zu 55°0 + 0,3 0 2 64
erhitzt 30 1,82 37.7
PH = 4,5 45 1,48 37.8
60 1,19 37,5
14. Nicht erhitzt 0 2 64
PH = 2,6 30 1.80 38.7
45 1.41 40.7
60 1,16 38.7
15. 1 Std. zu 50°0 + 0,2 0 2.64
erhitzt 30 2,63 0,3
PH = 2,6 45 2,62 0,4
16 7i S-td ZU 5500 + 0,3 Kelne Inrersion
erhitzt
PH = 2,6
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Vorbehandlung

|
Minuten Drehung K* 10*

Hoppe-8eyler’s Zeitschrift f. pbysiol. Chemie. CVIII.

Berechnungen

k . 10* = 28,4
Rel. = 100

. O go
Rel. = 46
kc+ 10* = 5,7

ke1l0* = 1,6
Rel. = 6
kc+ 10» = 21

k+ 10* = 43,4
Rel. = 100

k+10* =415
Rel. = 96
kc . 10* = 0,65

k+10* = 395
Rel. = 91

kc+ 10» = 0,68
k « 10* = 37,7
Rel. = 87

kc« 10* = 0,51
k+10* = 394
Rel. = 100
ke10*=0,4
Rel. =1
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17.

18.

19.

20.

21,

22.

23.

24.

25.

26.

H. v. Euler und I. Laurin,

Vorbehandlung

Versuchsreihe 4. Inv.-Temp. 16°.

Nicht erhizt 0 2,64 |
PH = IS 45 1,40 40,9
- 60 1,04 42,6
ocC —0,95
1 Std. zu 56°1 +0,4 0 2,64
erhitzt 3i 1,87 33,9
PH = IS 45 1,54 35,4
60 1,18 - 379
|
1 Std. zu 59°9 + 0,2 0 264 |
erhitzt 3 2,24 16,4
PH — 4,5 45 2,07 16,7
60 1,89 17,0
Nicht erhitzt 0 2,64 -
PH = 3,0 45 1,40 40,9
60 105 | 423
1 Std. zu 55°0 0,3 0 2,64
erhitzt 31 2,18 19,4
Pli = 3,0 45 1,92 21,6
60 1,71 21,7

I Std. zu 56°1 + 0,4 Keine Inversion
erhitzt

pe =
Vessuchsreihe ' Inv.-Temp. 16°.
Nicht erhitzt 0 2 64 .
Ph — IS 30 1,74 42,1
45 1,33 44,2
61 0,98 44,3
00 -0,95
L Std. zu 575 +0,3 0 2,64
erhitzt 30 1,91 33,0
PH =45 45 1,63 32,0
61 1,35 31,9
Vit Std. zu 61°8 +0,3 0 2,64
erhitzt 30 2,39 10,7
Ph — 45 45 2,27 10,7
61 2,16 10,3
/s Std. zu 64°3 +0,3 0 2,64 _
erhitzt 30 2,58

2,7
oH = iS 45 2,57 2.2
* 61 2,56 18

Berechnungen
k104 = 41,7
Rel. = 100
k104 — 35.7
Rel. = 86
ke« 10* =1,1
k+ 104 = 16,7
Rel. = 40
kc+ 103 = 6,6
5. o = 10
Rel. = 100
k104 209
Rel. = 50
kc+ 103 =5,0
k+ 104 = 435
Rel. = 100
k104 = 32,3
Rel. = 74

ke + 103 = 2,3
k104 = 10,6
Rel. = 24
kc+ 10s = 20
ko 10* = 2,7
Rel. =5

kc » 10» = 43
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Vorbehandlung - Minuten

Berechnungen
Versuchsreihe 6. Inv.-Temp. 13°
27. Nicht erhitzt 0 264 | _ k+ 10* = 30,0
PH = 3,0 30 1,96 30,0 Rel. & 100
45 1.67 30,0
60 1,41 30,0
DO 0,99
28. 1 S’gd. zu 45°4 0,2 0 2 64 K+ 104 = 2272
erhitzt 30 2,12 22,3 Rel. = 74
Pli 3,0 45 1,90 22,0 ke« 10* = 2,2
60 1.68 22,2
2> 1 Std. zu 500 0,3 0 2,64 k+104 = 7,8
erhitzt 30 2,44 8,0 | Rel.=26
PH = 3,0 45 2.36 7.8 kc+ 10* = 9,8
60 2,29 7,3 >
30. Nicht erliitzt 0 2,64 k+104 = 30,8
PH =~ 4,0 30 1.95 30,7 Rel. = 100
45 1,66 30,5
60 1.37 31,2
mil. 1 Std. zu 45°4 + 0,2 0 2,64 k+ 104 = 29,9
erhitzt 30 1.96 30,0 Rel. = 97
PH == 4.0 45 1,68 29,6 kc+ 10» = 0,2
60 1,41 30,0
32. 1 Std. zu 00°0 z 0,3 0 2.64 K+ 104 = 30,1
erhitzt 30 1,95 30,7 Rel. =98
PH = 4,0 45 1,68 29,6 kc+ 10» = 0,2
60 1,41 30,0
Versuchsreihe 7, Inv.-Temp. 16°.
oo. Nicht erhitzt 0 264 | — k+ 104 = 33,6
PH =41 30 1,90 33.3 Rel. = 100
45 1,62 32.3
60 1,26 35.3
ob 0,95
4. 1 Std. zu 50°0 = 0,3 | 0 2,64 k+ 104 = 933
erhitzt 45 1,61 32,7 Rel. = 99
PH = 4,1 60 1,30 33,9
35. 1Std. zu54°9 04 0 2.64 k- 10* = 31,3
erhitzt 45 1.65 81,1 Rel. =90

PH =141 60 1,37 31,5 kc+ 10» = 0,5



100

36

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Vorbehandlung

. 1 Std. zu 50°0 + 0,3
erhitzt
pH = 5,2

1 Std. zu 54°9 + 0,4
erhitzt

PH = 5,2

Versuchsreihe 8. Inv.-Temp. 15°.

Nicht erhitzt |
PH =57

1 Std. zu 4248 + 0,2
erhitzt
pH = 5,7

1 Std. zu 50°0 = 0,2
erhitzt

PH = 5,7

Versuchsreihe 9.

Nicht erhitzt
PH =56

1 Std. zu 50°0 £ 0,2
erhitzt

PH =58

Minuten

30
45
60

0
30
45
60

0
30
45

60
00

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60
00

0
30
45
60

Drehung

2,64 -~
2,00 28,3
1,75 21,3
1,45 29,0
—0,96
2,64
2,04 26,3
1,75 21,3
1,50 21,5
2,64 |
2,16 20,0
1,89 22,5
1,71 21,5
Inv.-Temp. 15°.
2,64
1,94 31,3
1,50 33,3
1,35 32,2
—0,95
2,64
2,26 16,3
2,08 16,2
1,91 16,3

H. y. Euler und I. Laurin,

kv 104

. Berechnungen

|

k. 104 =* 334
Rel. = 99

ke + 10?7 = 0<

K 104 — 280

Rel. = 83
ke 103 = 1.3))

ko 10" = 2= 2
Rel. = 100

k104 = 27.0
Rel. = 90
kc + 103 = 0.3

k104 = 21.3
Rel. = 76

ke + 103 = 2,0

k.10l =323
Rel. = 100

k. 10{ = 16.3
Rel. =50

*) Dieser Koeffizient ist nicht ganz zuverldssig wegen des Mangels
einer ,,Grundkonstante* k& in dieser Versuchsreihe bei demselben Phn Der
Fehler ist jedoch sehr klein, weil pg = 4,1 und 5,2 ungeféhr gleichviel
vom Optimum entfernt sind.
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Versuchsreihe 10. Inv.-Terap. 15°.

. Nicht erhitzt 0 2,64 k+104 = 285
PH = 6.1 30 2,01 277 Rel. = 100
46 1,70 28,5
60 1,42 29.4
00 -0,95 |
. 1 Std. zu 50°0 = 0,3 0
erhitzt 45 %gf{ k104 = 3,0
Ph = 6,1 60 247 2l Rel « 1L,
3,3
.. 1 Std. zu 55°0 £ 0,3
erhitzt
PH = 6,1

. Keine Inversion
. 1 Std. zu 59°9 = 0,2 |

erhitzt
PH = 6,1
Versuchsreihe 11. Inv-Temp. 14°.
. Nicht erhitzt 0 2.64 k+ 104 as 34,8
PH =45 30 1,88 34.1 Rel. = 100
45 1,54 35,0
60 1,19 35.2
00 0,99
. 1 Std. zu 50°0 = 0,3 0 2.64 ke lO4 =15
erhitzt 30 2,64 0 Rel. = 4
PH = 6,8 45 2,53 2,9
60 2,56 1,7
. 1 Std. zu 55°1 + 0,5
erhitzt Keine Inversion
PH = 6,8
Versuchsreihe 12. Inv.-Terap. 15°.
. Nicht erhitzt 0 2,64 - K+ 104 = 34,6
Ph = 3,0 30 1,87 34,7 Rel. = 100
45 1,57 34,0
60 1,24 35,2
00 -0,96
\s Std. zu 54°9 £ 0,2 0 2,64 k104 = 0,9
erhitzt 90 2,57 0,9 Rel. = 3

Ph = 3.0 120 2,95 0,9 ke + 10* = 53
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52

53.

54,

59.

56.

67.

58.

59.

Vorbehandlung
" | ‘ |

. 1 Std. zu 54°9 + 0,2
erhitzt
h = o

% Std. zu G0°0 + 0,3
erhitzt

& = O

Versuchsreihe 13.

Nicht erhitzt
PH = 5,2

1 Std. zu 57*1 + 0,2
erhitzt

PH = 5,2

Versuchsreihe 14.

Nicht erhitzt
PH = 45

1 Std. zu 50°1 + 0,2 |
erhitzt

PH =45

1 Std. zu 54#9 + 0,2
erhitzt

Ph = 4,5

Nicht erhitzt
PH =54

Minuten Drehung k- 104
i

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
61
00

0
30
45
60

0
30
45
60

o

0
30
45
60

} 0
30
45
60

0

30
45
60

2,64
1,94 31,3
1,64 31,4
1,38 31,2
2,64
2,39 10,0
229 | 98
2,20 9,3
Inv.-Temp. 13°.
| 2,64 —
2,03 26,7
1J2 28,8
1,47 27,7
]!—0,99
2,64
2,22 17,7
2,05 17,1
1,84 18,0
Inv.-Temp. 1G°.
2,64 —
1,74 1 417
1,36 42,4
1,02 43,3
i -0,95
2,64 :
1,73 42,4
1,40 40,9
105 424
264
1,76 40,7
1,44 39,2
1,06 41,8
2,64
1,81 38,1
1,47 38,1
1,13 39,5

Versuchsreihe 15.

H. v. Euler und I|. Laurin,

|

Berechnungen

k+ 104 = 31.:,
Rel. = 88
kc-10*= 0,92

ke 104 — 9.7

Rel. = 27

ko -103= 12.°
k - 10* ==27 .«
Rol. = 100

k - 104 = 17.0
Rel. = G4

kr - 103 = 3,3
k + 10* = 42.3
Rel. = 100

k - 104 = 41.9
Rel. = 99

kc 103 = 0.1

Korrektion fur z--,
Knzyra, die ver-
loren gingen

k+ 104 = 418
Rel. = 98
kc - 10 = 0.1

k + 10* = 38.6
Rel. = 100
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Drehung |
Vorbehandlung Minuten J k+ 104  Berechnungen
60. 1 S’_[d. Zu 50°1 + 0,2 0 2,64 k * 104 = 35,6
erhitzt 30 1,89 84,1 Rel. = 92
PH = 54 45 1,54 35,4 kc <10 = 0,58
60 1,19 37,3 |
|
61. 1 Std. zu 54°9 + 0,2 0 2,64 S O =8 O
erhitzt 30 2,02 29,3 Rel. = 78
PH = 54 45 1,71 30,2 kt; * 108 = 1,8
60 1,40 30,5 }
Versuchsreihe 15. Inv.-Temp. 13°.
62. Nicht erhitzt 0 2,64 — k * 10* = 35,0
pH = 4,5 45 | ,54 34,7 Rel. — 100
60 1,24 352 |
Qo 11,01
63. 1 Std. zu 57°5 + 0,3 0 2,64 k+10* = 313
erhitzt 30 1,97 29,7 Rel. = 89
PH = 45 45 1,62 31,8 ko * 104 = 0,8
60 1,33 32,3
64. 1 Std. zu 60f0 + 0,3 0 2.64 . k104 = 245
erhitzt 30 2,07 24,7 Rel = 70
pH = 4,5 45 1,82 24,7 kc* 10* —_ 2.6
60 1,61 24,0 :
65. 1 St_d. zu 57°5 + 0,3 o | 2,69 - k.10l = 195
erhitzt 30 2,18 19,7 Rel. = 61
PH =54 45 1,99 19,1 kc-10* =3,55%»)
60 1,77 19,8
66. 3« S_td. zu 60°0 x 0,3 0 2,64 ke 104 = 12,3
erhitzt 30 2,33 13,0 Rel. — 30
PH = 54 45 2,24 11,6 kc* 10* = 0,2 )
60 2,08 12,2

*) Die Grundkonstante ist in diesem Falle nicht direkt beobachtet,
ist aber aus dem Verhaltnis der Grundkonstanten bei pH = 4,5 in dieaei

und der vorigen Versuchsreihe berechnet (38,6- j%g = 31,8). Analog ist

in der Versuchsreihe 12 verfahren.
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67

68

69.

70.

/1.

2.

73.

74,

13,

Vorbehandlung

. Nicht erhitzt
Ph =31

. 1 Std. zu 50°0 40,2
erhitzt

PH =31

1 Std. zu 55°0 =+0,2
erhitzt

PH = 3,1

Nicht erhitzt
PH =45

1 Std. zu 55°0 + 0,2
erhitzt
Ph =45

1 Std. zu 62°5 0,2
erhitzt

Ph =45

Versuchsreihe 17.

Nicht erhitzt
Ph =45

1 Std. zu 55*3 + 0,3
erhitzt

PH =45

1 Std. zu 60°1 + 0,3
erhitzt

PH =45

Minuten

ichsreihe 16.

0
30
45
60

00

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60

0

30
45

60

Cco

0
30
45
60

0
30
45
60

Drehung  k-104
Inv.-Temp. 17°.
2,64
1,71 43,3
131 44,9
0,97 45,5

-0,94
2,64 —
1,84 36,7
1,51 36,5
1,23 36,2
8,64 —
2,42 9,0
2,35 8,0
2,29 75
2,64
1,63 48,0
1,24 47,8
0,89 48,5
2,64 —
1,67 45,7
1,26 46,9
0,91 479
2,64
2,29 14,7
2,11 15,3
1,98 14,8
Inv.-Temp. 15@.
2,64
1,91 32,7
1,57 33,8
1,27 34,5

—0,96
2,64
2,02 27,3
1,71 28,7
1,40 30,5
2,64
2,35 12,0
2,21 12,2
2,05 12,8

H. y. Euler und 1. Laurin,

Berechnungen
k.10 = 44,6
Rel. = 100
k.104 = 36,5
Rel. = 86
kc+ 10« = 145
k -104 = 8.2
Rel. 5= 18
kc+ 103 = 12,3
k. 104 = 48,1
Rel. = 100
k.104 = 46,8
Rel. = 97
kc+10* = 0,2
k.104 = 149
QO: . 3
kc.10* = 8,5
k104 = 335
Rel. = 100
k+104 = 28,8
Rel. = 86
k104 = 12,3
Rel. = 37



76.

11

78.

79.

*0.

81.

S2.

*.>.

Uber die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase (Invertase).

Vorbehandlung

1 g Hefe (SB 11) an-
statt der Enzym*
I0sung.  Nicht er-
hitzt

PH — 45

1 g Hefe. 1 Std. zu
55°3 +0,8 erhitzt
Ph = 4,5

1 g Hefe
60°1 =+ 0,2 erhitzt

(@] -
c =

Versuchsreihe 18.

Nicht erhitzte Hefe |

SB 11 (Trockensub-
stanz 0,276 Q)

PH = 4,3

7., Std. auf 62*5 +0,1
erhitzte Hefe SB ||
PH = 4,3

Nichterhitzte Hefe H

(Trockensubstanz
0,276 Q)

PH = 4,3

1 Std. auf55°0+0, I
erhitzte Hefe H
PH = 4.3

V- Std. auf 62»5 *0,1
erhitzte Hefe H

PH =43

) Im 5 cm*Rohr.

1 Std. zu |

Minuten

80
45
60

0
30
45
60

0
80
45
60

0
30
45
60
CcC

30
45
60

18
30
40
0c

0

30
40

30
45
60

|

Drehung  k« 10*
2,64
2,09 24,0
1,84 24,2
1,53 26,7
2,64
2,11 23,0
1,87 23,1
1,60 »4.5
2,64
224 113
2,04 13,1
Inv.-Temp. 16°.
2,61
1,79 38
1,41 40
1,05 42
-0,94 |
2,61
2,19 i8,0
1,97 18,4
1,80 18,7
\
1,32>) _
0,51 144
0,17 147
-0,05 155
-0,47
1,32») -
0,54 138
0,19 143
0,00 144
1,32») —
0,47 94
0,17 98
-0,04 102

X05
Berechnungen
k.10* = 25,0
Rel. = 100
k.104 = 23,5
Rel. = 94
kc. 10* = 0,45
k -104 = 12,2
Rel. = 49
kc.10» = 5,2
k.104 = 40
Rel. = 100
k -104 = 18,4
I I= 6
kc-10» =11,2
k+104 = 149
Rel. = 100
k -104 = 142
Rel. = 95
kc+ 10* = 0,35
ke 10* = 97.
Rel. = 65
kc+ 10* = 6,2
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84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Vorbehandlung K+ 104
5 cm-Rohr
Versuchsreihe 19. Inv.-Temp. 16°.
Nichterhitzte Hefe H 0 1,32
(Ti ockensubstanz 30 0,65 68,0
0,261 Q) 40 0,47 70,0
PH = 4,3 50 0,35 67,8
00 -0,47
1 St_d. auf 60°0 x 0,2 0 1,32
erhitzt 30 0,88 40.7
PH = 4,3 40 0,76 40.8
50 0,61 43.8
Versuchsreihe 20. Inv.-Temp. 15°.
Nicht erhitzt 0 1,29
PH = 4.3 20 0,87 59.6
30 0,68 61.7
40 0,53 61,6
0,47
75 Min. auf 57°4 mit 0 1.29
Wasserstoff erhitzt 20 0,94 48,5
PH = 4.3 30 0,80 47.3
40 0,66 48.3
75 Min. auf 57°4 mit | 0 1>29
Luft erhitzt 20 0,93 495
PH = 4,3 33,6 0,73 50.2
40 0,61 53.3
1 Std. auf 59®9 mit 0 1,29
Wasserstoff erhitzt 33,5 0,90 32,6
PH = 4,3 45 0,80 31,3
60 0,67 31,5
1 Std. auf 59°9 mit 0 1,29
Luft erhitzt 33 0,86 37.0
PH — 4,3 45 0,77 34.0
60 0,62 34,7

H. v. Euler und I. Laurin,

Minuten | ®r®Jiung

Berechnungen

k+10* = 6V
Rel. 100

k-104 = 41 .H
Rel. = 61
kc -105 = 3.0

| k-10" = 61.0
| Rel. = 100

k-101 = 4".0
Rel. = 79

| k -10' = 51.0

Rel. = w4

kk-10* = 31.8
Rel. = 52

k +104 = 35,2
Rel. = 58
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|
Vorbehandlung Minuten Drehung k10« k- 10« Mittelw.

Vei suchsreihe 21.

91. Nicht erhitzte Sac- 0 | 264
charase aus Oberhefe 30 1,78
PH = 45 45 1,40
- 60 1,10 40,3
) ’ —0,96
l
92. Erhitzte Saccharase 0 2,64
aus Oberhefe 30 2,16
PH =45 45 . 1,93
60 1,72 21,2
i I
93. Erhitzte Saccharase 0
aus Ober- und Un- 30 2,64
terhefe 45 215
T = i P 1,93 21’3 ;
! |
94. Erhitzte Saccharase | 0 ' 264
aus Unterhefe 30 2,57
PH = 45 45 253
| 60 2,46 3,3
I
} ) IDrehung im
Inversionstemperatur Minuten 10 cm-Kohr  k « 104 k + 10* Mittelw.
(Verd. 1:2)1
Versuchsreihe 22. Polarisationstemperatur 19°.
95. 18°9 -0,1 0 264
30 1,78 |, 40,2
40 1,55 39,9
50 1,35 39,3
62 1,05 | 417 40,3
-0,91
96. 10°4 -0,2 0 2 64 |
30 2,09 24.4
46 1,84 23,8
60 1,68 22,8
80 1,35 24,5 23,9
-0,91
97. 0°8 1 0.3 0 2.64 _
45 2,24 11,5
61 2,09 12,0
75 1,98 11,9
90 1,87 11,8 11.8

co —0.91
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Inversionstemperatur  Minuten %rgm{n I Ke106 ko 10* Mittelw.

Versuchsreihe 23. Polarisationstemperatur 19°.

98. 20°0 0 1,32 |
30 0,87 42 5
45 0,66 45,2
60 0,48 46,6 44.8
0C —0,45
99. 45*3 + 0,3 0 1,30
15 0,58 155
SO 0,40 158
Sh 0,29 161 155
0C -0,44 ‘
|
100. 52°2 +0,3 0 1,30 L |
8 0,79 188
13 0,57 182
16 0,41 194 188
o —044 |
Vorbehandlung Minuten Drehung Kk 10 Berechnungen

Versuchsreihe 24. Inv. Temp. 16°.

101. Nicht erhitzt 0 1,32 — k+10* = 37,6
PH—45 30 0,91 37,5 Rel. = 100
40 0,80 37,1
50 0,69 37,4
60 0,58 38,3
co -0,48
102. y, Std. auf 59°0 0 1,32 k104 = 238
+ 0,3 erhitzt 40 0,97 23,5 Rel. = 64
PH =45 50 0,90 23,1 | kc+10* ™ 6,6
60 0,80 24,7 |
J
103. 1 Std. auf59°0 +0,3 0 132 K100 = 180
erhitzt 40 1,04 188 ! Rel. = 48
PH =45 50 0,99 17,6 kc+ 108 = 5,3
60 0,92 18,2
72 0,85 18,3
104. 2Std.auf59«0+0,3 0 1,32 k104 = 14,4
erhitzt 50 1,04 14,7 Rel. = 38
PH =45 60 1,00 14,2 kce 10» = 3,5

72 0,94 14,3
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Drehung

im k104 Berechnungen
10 cm-Rohr

Vorbehandlung Minuten

Versuchsreihe 25. Inv.-Temp. 19®.

105. Nicht erhitzt 0 2,64 — k.104 = 43.0
PH =45 30 1,76 41,4 Bel. = 100
45 1,36 43,3
60 1,02 44,2
co -0,91
10«. V, Std. auf 59°2 0 2,64 - k.10 = 27.4
t 0,2 erhitzt 30 2,04 27,0 Bel. = 64
pH = 4,5 45 1,75 28,0 kc 10» = 6.5
60 1,53 27,2
107. 1 St_d. auf59°2 + 0,2 0 2,64 - k.104 = 22,3
erhitzt 30 2,14 22,3 Bel. = 52
Pu =45 45 1,92 22,0 kc+ 10» = 4,8
60 1,69 22,7 ’
108. I»/, Std. auf 59°2 0 2,64 - k104 — 19,3
I 0,2 erhitzt 30 2,18 20,3 Bel. — 45
PH = 45 45 2,02 18,7 kc+10» = 3,9
60 1,82 18,8
109. 2 Std. auf59°2 X 0,2 0 2,64 k104 — 171
erhitzt 30 2,24 17,7 Bel. = 40
PH = 45 45 207 | 171 kc+ 10» = 3,3
60 192 | 16,6
Drehun
Vorbehandlung Minuten im : k-104 Berechnungen
5 cm-Rohr
Versuchsreihe 26. Iny.*Temp. 16°.
110. Nicht erhitzt 0 1,32 " k*104 = 89
PH =45 20 0,72 * 88 Bel. = 100
30 0,61 87
40 0,32 88
51 0,14 91
00 -0,48
INn. vs std. auf WO 0 1,32 ke 104 = 38,2
+ 0,3 erhitzt 20 1,02 39,6 Bel. = 43
PH = 45 30 0,89 39,5 kc+ 10» = 12,3
40 0,80 37,1

51 0,69 36,7
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112.

113.

114,

115.

116.

117.

1k

119.

120.

H. v. Euler und I. Laurin,

Vorbehandlung

2Std.auf59°0+0,3
erhitzt

PH = 4,5

Nicht erhitzt
PH —45

1 Std.auf59°0+0,3
erhitzt

PH =45

Vorbehandlung

Versuchsreihe 2'7.

Nicht erhitzt
Verd. 1:10

PH =45

1 Std. auf59°0+0,3
erhitzt. Verd. 1:10
Ph = 45

Nicht erhitzt
Verd. 1:50

Ph =45

1 Std. auf59°0 0,3

erhitzt. Verd. 1:50 .

Ph =45

Nicht erhitzt
Verd. 1:200

PH = 4,5

IStd.auf59°0+0,3
erhitzt. Verd. 1:200
PH — 45

Minuten

0
30
45
60
16

0
20
30
43

0
30
45
66

0
30
45
60

Co

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60

0
30
45
60

|

Drehung

im

6 cm-Rohr

1,32
1,07
0,99
0,93
0,89

1,32
0,76
0,55
0,29

1,32
1,06
0,97
0,82

Inv.-Temp. 16°.
1,32

0,89 39,5
0,72 39,2
0,53 41,8

-0,49

132

1,17 12,6
1,10 12,6
1,03 12,7
1,32

0,84 44,8
0,66 44,3
0,48 45,5
1,32

1,05 23,5
0,94 22,9
0,84 22,5
1,32

0,88 40,7
0,67 43,2
0,50 44,0
1,32

1,03 25,4
0,92 24,3
0,83 23,0

k 10«

21,7
19,6
17,7
15,6

81
81
86

22,6
20,9
21,5

Minuten Drehung(- K+ 10«

Berechnungen

k104 = 18,7
Rel. =r 21
kc+ 103 = 5.7_

k104 = 83

Rel. — 100

k.10l =217
Rel. = 26
kc 10» = 9,7

Berechnungen

k10« = 40,2
Rel. = 100

k104 = 12,6
Rel. = 31
kc+ 103 = 8,4

o 2

Rel. = 100

k10« = 229
Rel. = 51
kc+ 103 = 4,9

K-10% = 426

Rel. = 100

k.104 — 24,2
Rel. = 58
kc.10» = 4,1
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Vorbehandlung Minuten Drehung k104 Berechnungen

Versuchsreihe 28. Inv.-Temp. 19°.

121. Nicht erhitzt 0 2,64 — kelOl = 42 4
Ohne Rohrzucker 30 1.79 40,0 Rel = 100
PH =45 40 1,47 43,5
W 1,22 43,6
« -0,91
122. 1 Std. auf60*0 : 0.3 0 2,64 ' k+104= 193
erhitzt. Ohne Rohr- 40 2,06 195 | Rel. = 45 |
zucker 50 1,97 18,4 kc+ 103 = 5,8
' = 45 60 1,79 200 !
cc —0,91 |
122. Nicht erhitzt. Mit 0 239 o — | k104 = 37,4
Rohrzucker 30 1,60 ' 367 . Rel = 100
Ph'= 45 40 1,34 383
50 1,16 37,2
cc —1,14 |
124. 1 Std. auff)0°0 +£0,3 0 241 ' — | k104 = 23,8
erhitzt. Mit Rohr- 40 1,73 23,3 | Rel.=r 64
zucker 50 1,6 : 238 kce+ 108 = 3,3
'H = 45 60 1,40. 24,3
cc -1,14

Versuchsreihe 29. Inv.-Temp. 19°.

125. Nicht erhitzt 0 | | 3 —
Ohne Rohrzucker 30 (%8(2) 39,0 Ee%oi 1088’6
Pu =35 45 | 0,78 36,5
60 0,56 40,3
e | —0,49
120. 1 Std. auf52°5 +0,2 0 1,32 : k10t = 97
erhitzt. Ohne Rohr- 30 1,22 8,4 Rel. = 25
zucker 45 1,15 9,8 kc+ 10* = 10*0
Pli == 3,5 60 1,07 10,9
cc -0,49
127. Nicht erhitzt 0 1,24 - k104 = 38,2
Mit Rohrzucker 30 0,80 40,4 Rel. = 100
PH — 3,5 45 0,66 37,3
60 0,52 36,8
00 -0,57
12s. 1 Std. auf52°5 +0,2 0 1,25 K+ 10* = 17.7
erhitzt. Mit Rohr- 30 1,05 16,9 Rel. = 46
zucker 45 0,93 18,7 kce+ 10* = 5,6
Ph = 3,5 60 0,86 17,5

cc -0,57
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H. v. Euler und |. Laurin,,

Zusammenfassung.

1. Fur Saccharase aus Oberhefe wurde der Temperatur-

koeffizient der Inversion bestimmt; bei der Aciditat
Ph = h&t im Gebiet 0—20° die Konstante A der
Arrheniusschen Temperaturformel den Wert 10500
+ 300. Als Mittelwert fir die enzymatische Inversion
durch Saccharosen aus Ober- und Unterhefen im Tem-
peraturgebiet 0—20° kann A = 10500 + 500 angenom-
men werden. Im Gebiet 20—52° wurde ein etwas klei-
nerer A-Wert (8800 = 400) gefunden.

Die Inaktivierung der Saccharase verlauft nicht als
monomolekulare Reaktion, sondern die Inaktivierungs-

geschwindigkeit nimmt schneller ab, als es die Formel

[k
ke = t~ In — verlangt. Hierzu liegen Analogien, z. B.

bei der Koagulation von Proteinen vor (Chick und
Martin).

Zur Berechnung des Inaktivierungskoeffizienten ki
mussen deshalb die Versuchsbedingungen definiert wer-
den, um die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen
vergleichbar zu machen. Folgende Bedingungen werden
vorgeschlagen: Erhitzungszeit (bei optimalem pH) 50 bis
70 Minuten. Enzymkonzentration wird so gewahlt, daf3
bei Zimmertemperatur die Inversionskonstante unter
Normalbedingungen (8 g Rohrzucker, pH = 4,5) etwa den
Wert 40 ¢« 10*4 bekommt. Durch den hieraus erhaltenen
Wert von kc und die Angabe der Erhitzungstemperatur
Ist dann die Temperaturempfindlichkeit der Saccharase
festgelegt.

3. Die Inaktivierung der Oberhefe S B Il wurde bei opti-

maler Aciditat im Temperaturgebiet 50—65° bestimmt.
Bei der Temperatur 59° sinkt durch einstindige Er-
hitzung die Aktivitat der Saccharase auf die Halfte des
Ausgangswertes; bei dieser Temperatur ist also die In-
aktivierungskonstante kc = 5+ 108,
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4.

Bestimmt man die Anderung von kc mit der Temperatur
fur die Aciditat pH = 4,5, so ergibt sich die Konstante A
der Arrheniusschen Temperaturformel, angewandt auf
die Inaktivierung der Saccharase zu 101000 = 3000.
Im Anschlul an diese Bestimmungen wurde die Inak-
tivierung der Saccharase bei den Aciditaten pH = 2,6
bis 6,8 im Temperaturgebiet 45-55# festgestellt. Das
Minimum der Temperaturempfindlichkeit liegt im Aci-
ditatsbereich pjj = 4—5, also bei der optimalen Wirkung
des Enzyms.

Die Konstante A der Arrheniusschen Temperatur-

formel ist in dem gleichen Gebiet, in welchem die Tem-
peraturempfindlichkeit am Kkleinsten ist, also zwischen
pH = 4 und 5, am groRten; sie ist in Fig. 3 als Funktion
von PH dargestellt.
Die Saccharase aus der bei 25° vorbehandelten Unter-
hefe zeigt eine geringere Temperaturempfindlichkeit als
die Saccharase aus unserer Oberhefe. Der Unterschied
betragt etwa 2°, d. h. die Saccharase aus Unterhefe
kann bei gleicher Dauer der Erhitzung auf 2° hdoher
erhitzt werden, um den gleichen Bruchteil ihrer Aktivitat
zu verlieren.

Die Temperaturkonstante A der Inaktivierung ist
fur beide Hefen die gleiche.

Die Temperaturempfindlichkeit der isolierten Saccharase
Ist von derjenigen der Saccharase in der Hefenzelle ein
wenig verschieden. Die Zelle scheint eine kleine Schutz-
wirkung auszutiben, welche rund 1 Temperaturgrad aus-
macht. Fdr die Inaktivierung der isolierten Saccharase
wurde eine etwas grolere Temperaturkonstante A ge-
funden als fur das Enzym in der Zelle.

Die groRere Stabilitat unserer bei 25° vorbehandelten
Unterhefe im Vergleich zur Oberhefe rthrt nicht davon
her, daRR erstere Schutzstoffe enthalt, welche die Inak-
tivierung hemmen. Denn durch Zusatz eines auf 60°
erhitzten Saftes aus dieser Unterhefe wird die Stabilitat
der Oberhefe nicht vergroRert.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. III. 0
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9. Die Schutzwirkung des Rohrzuckers wurde bei ver-
schiedenen Aciditaten bestimmt.,

Die Mittel zu dieser Untersuchung verdanken wir einer
Schenkung von Herrn Direktor Ernst Sievert, dem wir auch
an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen wollen.



