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Ober die pH-Empfindlichkeit der GSrang einer Oberhefe.
Von
H. v. Evier und 8. Heintze.
Mit 3 Figuren im Text.

Aus dein biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1919.)

Uber die Abhangigkeit der Hefegarung von der Aciditat
der Zuckerlosungen sind schon sehr zahlreiche Untersuchungen
angestellt worden, wie aus Hagglunds bekannter Mono-
graphiel) ersichtlich ist, auf welche wir bezlglich der alteren
Literatur verweisen. Wie aber die Durchsicht der friheren
Literatur zeigt, sind die Versuchsbedingungen oft unvollstandig
angegeben oder wesentliche Faktoren sind nicht bertcksichtigt
worden, vor allem aber ist bei der Uberwiegenden Mehrzahl
der Beobachtungen die Aciditdt nicht einwandfrei bestimmt
worden, vielmehr hat man die Sduremengen gemessen, welche
zur Herstellung del* Lésungen verwendet worden sind, ohne
zu bericksichtigen, dalR diese Sauren zum Teil, oft sogar zum
groBten Teil, durch andere in der LOsung vorhandenen Stoffe
neutralisiert worden sind.

Da die Kenntnis der pH-Empfindlichkeit der Hefegarung
fur die Beurteilung sowohl garungschemischer Tatsachen als
vieler Anpassungserscheinungen notwendig ist, haben wir es
unternommen, die Aciditatsempfindlichkeit einer Oberhefe end-
gultig festzustellen und einer erneuten Diskussion zu unter-
werfen.

Die vorliegende Arbeit bildet den Ausgangspunkt fur
Untersuchungen Uber die Anpassung von Mikroorganismen an

verschiedene Aciditatsgrade?). *

) Hagglund, Hefe und Garung in ihrer Abhangigkeit von Wasser-
stoff und Hydroxylionen. Sammlung Ahrens, Stuttgart 1914, v oo
*) Siehe hierzu die Untersuchung von Euler und Emberg (Zeitschr.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIII. 13
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Wie gleich vorausgeschickt werden soll, mul3 die experi-
mentelle Losung unserer Aufgabe in der Festlegung einer
Kurve bestehen, deren Koordinaten einerseits durch die pH-
Werte bzw. die H'-Konzentrationen, anderseits durch die Gar-
fahigkeit bzw. die Anzahl der per Zeiteinheit entwickelten
Kubikzentimeter CO* gebildet werden.

In zweiter Linie wird dann die gefundene Beziehung an
bereits bekannte enzymatische Tatsachen anzuschliel3en sein.

Versuchsanordnung.

Die Garung wurde in der Uberwiegenden Mehrzahl der
Falle volumetrisch verfolgt, indem die in Erlenmeyer-
kolbchen entwickelte Kohlensdure durch Kapillarréliren in
feingradierte Gasburetten tGbergeleitet und daselbst Uber Queck-
silber bei Atmosphérendruck gemessen wurde.

Die Garungskoélbchen befanden sich in einem oder meh-
reren Thermostaten bei der konstanten Temperatur von 28°.
Vor jeder Ablesung wurde die Ubersattigung der garenden
Losung an Kohlensdure durch Schutteln derselben bei Unter-
drick aufgehoben.

Das Volumen der garenden LOsung betrug bei allen Ver-
suchen 150 ccm, die Hefenmenge 2 g, deren Trockengehalt
— Im Durchschnitt 30% — fur jeden Versuch besonders be-
stimmt wurde. Die Hefenemulsion wurde so hergestellt, dal}
40 ccm einer ca. 8%igen Natriumphosphatlosung mit 6 g Rohr-
zucker bzw. Glukose und eventuell mit 50 ccm Hefenextrakt
— enthaltend 0,34 % N — versetzt, und hierauf durch Zu-
satz von Salzsaurelésung annahernd auf die untersuchte Aci-
ditdt gebracht wurden. Nachdem die Losung auf 150 ccm
verdunnt war, wurden in derselben 2 g der Oberhefe zu einer
homogenen Emulsion aufgeschlemmt. In dieser Aufschlemmung
wurde nun elektrometrisch pH kontrolliert und naotigenfalls
durch kleine Zusétze auf den gewinschten Wert eingestellt.

* Die elektroroetrischen Bestimmungen geschahen im wesent-

lichen nach der von SOrensen und von Michaelis beschrie-

*Biol. Bd. 69, 8. 349 [1919]), welche durch den Tod des einen Verfassers,
Dr. F. Emberg, unterbrochen wurde.
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benen Methodik!). Da zwischen pH =5 und pH = 7 die elek-
trometri8chen Messungen an kohlensaurehaltigen Losungen nicht
ganz korrekte Werte liefern, wenn durch einen zu starken
Wasserstofifstrom erheblichere Mengen COa aus der LOsung
entfernt werden, so wurden die Resultate durch kolorimetrische
Messungen nach SOrensens Angaben kontrolliert bzw. ersetzt.
In einzelnen Fallen wurden auch einige der von W. M. Clark
und Lubsa) vorgeschlagenen Indikatoren angewandt.

Die Zellenzahlung wurde in einer Rechenkammer (Hama-
cytometer Burker) unter dem Mikroskop vorgenommen; die
iIm folgenden angegebenen Zeilenzahlen beziehen sich auf die
Anzahl Zellen in 36 Quadraten entsprechend einem Gesamt-
volumen von 0,009 mm3. Jede mitgeteilte Zahl ist das Mittel
aus wenigstens 6 Bestimmungen.

Unsere ganze Untersuchung bezieht sich auf die Oberhefe
S B 1l aus Stockholms Sédra Jastfabrik.

Als Zucker haben wir in der Mehrzahl der Versuche Rohr-
zucker verwendet, bei einigen Versuchen (bei pH = 2,5 bis 1,0)
Glukose; wie wir uns Uberzeugt haben, ist auch bei den
starken Aciditaten die Inversionsgeschwindigkeit so grof3, dal3
bei Anwendung von Rohrzucker keine wesentlich andern Be-
ziehungen gefunden werden, als bei Anwendung von Glukose.
Die Garungstemperatur war stets 28°.

Versuche.
Versuch la. pH = 5.

Mit Hefenwasser Ohne Hefenwasser -
Stunden

ccm CO, |ccm COf red. Zeilenzahl  ccm COf  Zeilenzahl «
‘ '

0 — 176 180

1 130 | 126 207 55 183

2 379 320 | (237) 120 186

3 721 515 (280) 205 191

4 1170 i 714 326 281 | 196

*) SOrensen, Ergeb. d. Physiol. Bd. 12, S. 393 (1912). Siehe auch
Hasselbalch, Bioch. Zeitschr. Bd. 49, 451; 1913. — Michaelis, Die

Woasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914.
*) Clark und Lubs, Journ. of Bact. Bd. 2, S. 1 u. 109 (1917).
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In ahnlicher Weise wurden bei allen weiteren Bestim-
mungen die Volumina der entwickelten Kohlensaure auf die
gleiche Zeilenzahl, und zwar 200, reduziert. Wir geben im
folgenden fir unsere erste Versuchsreine die Mittelwerte der
in dieser Weise reduzierten Beobachtungszahlen an.

Versuch Ib. pjj = 2,5.

Stunden Mit Hefenwasser QOhne Hefenwasser
1 84 58
2 205 113
3 332 169
4 465 227
Zuwachs der Zeilen-
zahl in 4 Stunden 0-5% 0 %

Versuch Ic. pH = 15.

Stunden Mit Hefenwasser Ohne Hefenwasser
1 40 34
2 61 55
3 80 76
4 96 94
Zuwachs der Zeilen-
zahl in 4 stunden 40 0 <4

Versuch Id. pH = 1.

Stunden Mit Hefenwasser Ohne Hefenwasser
l 13 12
2 17 16
3 21 20
4 24 23
Zuwachs der Zeilen-
zahl in 4 Stunden 0% 0 %

Unsere Messungen der Kohlensaureentwicklung, welche
wir bis in die Nahe des Neutralpunktes fortgesetzt haben,
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wurden durch einige Versuche, an welchen sich Herr Dr.
Svanberg beteiligt hat, bis Gber den neutralen Punkt hinaus
erweitert, indem wir bei dieser Serie die Menge des durch
Garung verbrauchten Zuckers nach Bertrand bestimmten.
Es wurden im 300 ccm-Erlenmeyerkolben gemischt:
40 ccm 8#/0ige Na-Phosphatlosung. pH = 5,8

50 ccm Hefenwasser (40 g auf 1 Liter)
6 g Glukose.

Die gewdlnschten pH-Werte wurden durch Zusatz von 2-n. NaOH
eingestelit.

3 g frische Hefe in 150 ccm Losung aufgeschlemmt.
5 Stunden Gé&rung bei 28,5* im Wasserthermostaten.

A | = o
Ohne Zusatzvon Alkali ~ Zusatz von  25ccm 5,0ccm 5,6¢ccm 2-n.NaOH

PH vor der Garung:  PH vor der

5,3 Garung: 6,2 1,2 8,3
Wahrend der
Garung Zu-
satz von 8 w 41ccm  6,2ccm 2-n. NaOH
pH nach d. Garung:  PH nach der
4,74 Garung: 6,18 7,02 8,20
g vergorener Zucker: A B C D
nach 3 Stunden 2.0 2.1 2,0 15
nach 5 Stunden 3,0 3.1 3,1 2,2
pH: 5 >2 7.1 8,25
Hel. Garungsgeschwindigkeit
nach 8 Stunden 100 105 100 75
nach 5 Stunden 100 103 103 73,5

Mit den angegebenen Versuchen stehen friihere Ergebnisse,
welche Fri. N. Florell im Herbst 1918 mit der gleichen
Hefe erhalten hat, in guter Ubereinstimmung. Wir verzichten
darauf, die Zahlen ausfihrlich anzugeben, und nehmen die Er-
gebnisse nur in folgende graphische Zusammenstellung Unserer
Versuche 2—8 auf (Fig. 1 u. 2).

Hinsichtlich des Versuchs la bzw. der Kurve 5,0 der
tig. 1 ist zu bemerken, dal dieser Versuch insofern von den
ubrigen abweicht, als bei demselben eine erhebliche Vermeh-

rung der Hefe stattfand, nadmlich, wie in Tab. 1 angegeben,
Im Verhaltnis 176 zu 326. Reduzieren wir den Verlauf der
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Koblensaureentwicklung auf gleiche Zeilenzahl, so erhalten wir

die in der Fig. 1 punktierte Linie. Diese ist also mit den

ubrigen Kurven vergleichbar. Eine Betrachtung der samtlichen
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Kurven zeigt nun, dal3 der Verlauf der COa-Entwicklung sich
nach etwa 1standiger Géarung ziemlich angenahert durch

gerade Linien darstellen laft.
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Die Geschwindigkeiten kdnnen somit, wenn wir von der

ersten Stunde der Garung absehen, recht angen&hert durch

den Quotienten
ccm CO,
Standen

angegeben werden. Dies ist in der folgenden Figur geschehen,

in welcher wir die Garungsgeschwindigkeit als Funktion der
Aciditat darstellen.

A— ytag/teferiffli ttatlL

Aus der Fig. 3 geht hervor, dal die Einwirkung der
Aciditat auf den Garungsverlauf sehr stark von Bestandteilen

des Hefenextraktes und von der Stickstoffnahrung beeinfluf3t
wird. Wie nochmals betont werden soll, beziehen sich samt-
liche Punkte der beiden Kurven der Fig. 3 auf die gleiche
Zeilenzahl. Man kann also die gefundene Beziehung so auf-
fassen, dald die Garungsspaltung durch die stickstoffhaltigen
Substanzen des Hefenwassers beschleunigt wird, und dal3 die

so beschleunigte Garung ein pH-Optimum bei ungefahr pg = 5
besitzt. Von den Bestandteilen des Hefenextraktes sind hier
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teils die niederen EiweilRRabbapprodukte, teils Aktivatoren von
der Art des Hardensehen Co-Enzyms wirksaml).

Es wurde durch besondere Versuche konstatiert, daf die
Einwirkung der durch Salzsaure und Phosphorsaure hervor-
gebrachten Aciditat bis pH = 2,5 wéhrend 24 Stunden reversibel
ist, d.h. dal} die Garkraft der Hefe durch ein 24 standiges
Verweilen in einer LOsung von der oben genannten Zusammen-
setzung und der Aciditat 2,5 nicht geandert wird. Diesbezig-
liche Versuche sind von Dr. Emberg an Unterhefe und von
Fri. N. Florell an Oberhefe ausgefiihrt worden, in erster
Linie, um die Anpassungsfahigkeit der Hefe an hohere Aciditaten
zu studieren.  Wir fuhren einen diesbezlglichen Versuch von
N. Florell an unserer Oberhefe SB Il (Herbst 1918) an.

Die Oberhefe S B Il wurde in 4°/0iger Invertzuckerlosung,
welche 2 °/0 Natriumphosphat enthielt und auf verschiedene
Aciditaten gebrachtwar, aufgeschlemmt und wahrend 24 Stunden
bei 28° gehalten. Dabei kam 1 g Hefe auf 100 ccm Ldsung.
Die verschiedenen pH-Werte waren 2,5, 2,9 und 4,9. Nach
24 Stunden wurde die Hefe aus den verschiedenen Kolben von
der Mutterlauge durch Zentrifugieren befreit, und von jeder
Probe wurden 0,5 g abgewogen und in eine Lésung gebracht,
welche 4 g Invertzucker und 2% Natriumphosphat enthielt
und auf die Aciditat pn = 5,2 gebracht war. Die Géarung ge-
schah nun bei der Ubereinstimmenden Aciditat pH = 5,2. Diese
mehrmals wiederholten Versuche zeigten, dall die Hefe un-
abhéngig, ob sie zuvor bei der Aciditat 2,5 oder 5,0 gegoren
hatte, nun vollkommen gleiche Garungsgeschwindigkeit besal.

Die freie Saure hatte somit keine dauernde Schadigung des
Zyma8ekomplexe8 des lebenden Protoplasmas hervorgerufen,
sondern nur die Garung vermutlich durch Salzbildung gehemmt.

Wir fuihren einen Versuch an (Garung bei pH = 5,2):

Versuch 9.
Vorbehandlung bei pH . . 2,5 2,9 5,2
ccm CO, nach 2,5 Stunden 28 33 35
n o » - 4,5 , ,62 67 69

*) Siehe hierzu die Mitteilung von Euler, Aktivierung der lebenden
Hefe durch Hefenextrakt, Zeitschr. f. techn. Biologie Bd. 7 (1919).
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Versuch 10.

Zur Erganzung unserer mit Hefenwasser Angestellten Ver-
suche haben wir auch die Aciditatsempfindlichkeit bei Gegen-
wart einer einzigen stickstoffhaltigen Substanz, namlich Aspa-
ragin, feststellen wollen. Die Stickstoffnahrung und damit die
Garungsbedingungen sind damit genauer definiert als bei Zu-
satz von Hefenwasser, Uber dessen wirksame Bestandteile wir
nicht ausreichende Kenntnisse besitzen.

Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie bei den Ver-
suchen mit Hefenwasser, nur wurden statt 50 ccm Hefenwasser
nun 50 ccm einer 1,45°/0igen Asparaginldsung angewandt,
welche nahezu den gleichen N-Gehalt besitzt, wie unser Hefen-
wasser (0,35 %)e

Es wurden wiederum 2 g Hefe (Trockengewicht 27,8 %)
in 150 ccm Losung aufgeschlemmit.

Die Versuche wurden angestellt mit pH = 4,9 und 3,2,
und zwar sowohl mit dem Asparaginzusatz als — um die
Vergleichbarkeit dieser Versuche mit den friheren zu garan-
tieren  ohne Stickstoffsubstanz. Dabei ergaben die Garungen
ohne N-Zusatz die gleichen Werte wie bei den friheren Ver-
suchen (siehe Fig. 2), so dal} von ihrer Wiedergabe abgesehen
werden kann.

Mit Asparagin — die 150 ccm Ldsungen enthielten also
0,48 % Asparagin, 4 % Rohrzucker und ca. 2 % Na-Phosphat —
wurden folgende Garungsgeschwindigkeiten gefunden:

Stunden Pli == 49 Ph == 5.2
ccm CO, Zeilenzahl ccm CO, Zeilenzahl
1 98 153 84 181
2 225 — 201 x
3 366 — 308
4 498 200 436 190

In der gleichen Weise wie friher erhalten wir flr- die
Geschwindigkeit, ausgedrtickt durch ccm CO, per Stunde fir:

Ph — 4,9 pH = 3,2
133 118
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Wir haben diese Werte in der Fig. 3 zum Vergleich ein-
getragen.

Durch besondere Versuche wurde ermittelt, ob das Ver-
haltnis zwischen der Menge verbrauchten Substrates und auf-
tretender Reaktionsprodukte von der Aciditat beeinflul3t wird.
Wir werden auf diese Verhaltnisse spater naher zuriickkommen.
Was aber schon hier betont werden soll, ist der Umstand,
dal das Verhéaltnis von verbrauchtem Zucker und auftretender
Kohlensdure wahrend der Garung wesentlich anders ist, wenn
die Hefe in Gegenwart von Stickstofftaahrung gart, als wenn
keine Stickstoffnahrung vorhanden ist. Es wurde namlich im
Mittel von 6 Versuchen nach 4stundiger Garung bei p» = 5,0
gefunden:

gCO, entw. X100 Mit Stickstoffnahrung Ohne Stickstoffnahrung
8 Zucker verbr. 43,5 32,4

Dabei ist der Zucker durch Reduktion, die Kohlensaure
volumetrisch bestimmt.

Hierbei sei ausdricklich darauf aufmerksam gemacht, dal
es sich also hier nicht um die Endvergarung handelt, sondern
um einen gewissen Zeitpunkt wahrend der Garung. In diesem
Zeitpunkt ist die Garung mit Stickstoffnahrung weiter fort-
geschritten als die reine Zuckergarung.

Ein weiterer Versuch mag hierzu angefiihrt werden, bel
welchem einerseits die optische Drehung, anderseits das VVolumen
der entwickelten Kohlensaure ermittelt wurde.

Versuch 11.

2 g Hefe (Trockengewicht 27,3%), 150 ccm 4%ige Glukoseldsung
hei Gegenwart von 2% Phosphat pH = 2,7.

Stunden  Entwick. CO Entspr. Drehung im Entspr.
' gverg. Zucker 5 cm-Rohr g verg. Zucker
0 : 0,92°
1 38 0,14 0,89* 0,20
2 90 0,23 g 0,33
j 131 0,48 o g° 0,90

200 0,73 0,74° 1,18
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Die dabei auftretende Differenz zwischen verschwundenem
Zucker und entwickelter Kohlensaure betragt rund 7,5 %* der
totalen anwesenden Zuckermenge und entspricht der Grolen-
ordnung nach den von Euler und Johansson!l) gefundenen
analogen Differenzen.

Wenn im vorhergehenden von Aciditat gesprochen wurde,
und dieselbe durch die Angabe der Konzentration vonWasserstoff-
lonen ausgedrickt worden ist, so galt hierbei die Voraus'
setzung, dal} dio Anionen und der nicht dissoziierte Teil der
anwesenden Saure hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Garung
vernachlassigt werden kdnnen. Dies trifft bei Anwendung von
Chlorwasserstoffsaure und — bei geringeren Aciditaten — auch
hei Schwefelsdure und Phosphorsaure zu. Bei schwachen
organischen Sauren macht sich jedoch der nicht dissoziierte
Teil mehr oder weniger stark geltend. Dies gilt in erster
Linie von den aliphatischen, einbasischen Fettsauren. Insbe-
sondere wenn Alkalisalze der betreffenden Sauren als Puffer
zugesetzt werden, missen so grof3e Konzentrationen der Sduren
zur Anwendung kommen, um einigermal3en betrachtliche Aci-
ditaten zu erreichen, dal es nicht auffallen kann, wenn sich
bei diesen Konzentrationen Giftwirkungen des nicht dissoziierten
Anteils geltend machen. Als Beispiel fir die Giftwirkung
aliphatischer Fettsduren geben wir folgende Versuche an:

Versuch 12a. Essigsaure.

2 g Hefe (26,4 % Trockengehalt' in 150 ccm Ldsung.

0,5 % Na-Acetat 150 ccm 0.5 % Na-Acetat
0,07 % Eisessig _ 3,5 °/t Eisessig 150 ccm
4 % Kohrzucker | P =30 4 % Rohrzucker 1= 82
Losung C
2 % Na-Phosphat \
4 +f Rohrzucker / 150 ccm = 49

) Euler und Johansson, Diese Zeitschr. Bd. 76, S. 347 (1912).
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ccm COf
Stunden |
A | B | C
1 80 | 5 65
2 © P 134
3 275 | 8 223
4 400 10 320
8 — | 14

Kine Bestimmung der Zeilenzahl bei den Versuchen A und
B ergab nach der Verdiinnung 5 : 50, fir 9/1000 mm§.

A B
Vor der Gadrung . . . 115 123
Nach r - - - 120 130

Bei der Aciditat Pu =5 wurde also mit Eisessig und
Xatriumacetat eine etwas raschere Vergarung erhalten als mit

saurem Phosphat.

Versuch 12b. Essigsaure.
W ir haben es erforderlich gehalten, dieses Ergebnis nach-
zuprifen. Die Zusammensetzung der Losungen war hier die
gleiche wie in Versuch 12a.

ccm COt
Stunden
A: ph=49 C: Pu=49
1 52 | 56
2 150 j 130
3 262 212
4 377 300

Die Rechnung der Zeilenzahl ergab:

A C
Vor der Garung - - . 131 140
Nach , --- 134 139

Das Ergebnis war also in jeder Hinsicht das gleiche wie
oben.
Versuch 12c. Essigsaure.
Werden grofRere Mengen Acetat als Puffer angewandt, so
werden zur Erreichung einer gewissen Aciditat auch grolere
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Konzentrationen an Essigsaure notwendig, wodurch die Garung
stark genhemmt wird; dies geht aus folgenden Zahlen hervor.

Ldosung A Lésung B
4,2 % Na-Acetat )
70 e 150 cem 4,2 % Na Acetat 150 com
2,0 °y* Essigsaure 22,0 % Essigsaure
4 *lo Rohrzucker 4 °0 Rohrzucker 1 "¥ = 872

2 g Hefe (Trockengewicht 27,3 </¢) in 150 ccm.

ccm CO03
Stunden
A 1 b
|

1 7 | 7

2 15 | 9

4 24 13

22 84 22

Ein Zuwachs der Zeilenzahl fand, wie nach dem Ergebnis
des Géarungsversuchs zu erwarten war, und auch besonders
festgestellt wurde, nicht statt.

Versuch 13. Oxalsaure.

Oxalsaure ist in der Literatur vielfach als besonders wirk-
sames Hefengift angegeben worden; dies war der AnlaR, ein
paar orientierende Versuche mit dieser S&aure anzustellen.

Versuchsbedingungen wie bei Versuch 12 ¢, jedoch mit dem
Unterschied, dalR weder Phosphat noch ein sonstiger Puffer
zugesetzt wurde, um womoglich die Wirkung der Oxalsaure
rein zur Erscheinung zu bringen. Dadurch hielt sich die Aci-
ditat pH = 5,1 nicht konstant, sondern stieg auf 2,7.

0 g Rohrzucker in 150 ccm Losung; darin 2 g Hefe vom Trocken*
gewicht 29,5 %e

ccm CO,
Stunden P — 61
bis 27 PU=23
| 112 | 82
2 260 170
3 395 274
4

565 404
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. Bestimmung der Zeilenzahl in einem Parallelversuch:

| Ph—51 | pH =25

Vor der Garung . 215 | 219
Nach |, 218 220

Das obige Ergebnis wurde in der Weise kontrolliert, daR
von zwei Rohrzuckerlosungen die eine mit saurem Phosphat,
die andere mit Oxalsaure auf die Aciditat p}l = 2,5 gebracht
wurde. Es enthielten somit jede der beiden 4 %igen Rohr-
zuckerlosungen 2 g frische Hefe in 150 ccm; Losung A war
etwa 2 %ig in Bezug auf Na-Phosphat, Lsung B enthielt keinen
Puffer und wurde mit etwa 1 ccm 4-n.Oxalsaurelosung auf die
gewlnschte Aciditat gebracht. Es wurde bei der Uberein-
stimmenden Aciditat pH = 2,5—2,6 gefunden:

ccm CO*
Stunden
Phosphat | Oxalsaure
1 69 | 70
2 129 | 128
3 202 | 199
4 279 j 270

Die entwickelten COa-Mengen sind also innerhalb der Ver-
suchsfehler die gleichen; eine spezifische Giftwirkung der Oxal-
saure findet also — wenigstens in den untersuchten Konzen-
trationen bis 0,025 norm. — nicht statt.

Versuch 14. Chromsaure.

Zur Prufung Aalterer Angaben Uber die Giftigkeit der
Chromsaure wurde diese untersucht. Die Aciditat wurde auf
Indirektem Weg in folgender Weise festgelegt. In einem Vor-
versuch wurden 40 ccm einer 8°/0igen Natriumphosphatlosung
mit walriger Schwefelsaure von bekannter Normalitat auf die
pH-Werte 5,0 und 2,6 gebracht. Die Losung wurde auf 150 ccm
verdinnt, und nach Einwagen von 6 g Rohrzucker wurde die
Aciditat kontrolliert. Zum eigentlichen Versuch wurde eine
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Chromsaurelosung von gleichem Titer wie die oben angewandte
Schwefelsdure hergestellt und davon zur Hervorrufung der
entsprechenden Aciditaten pn =5 und 2,6 die gleichen Volumina
verwendet wie oben. Diese Chromsaurelosung enthielt also
die gleiche Menge Phosphat wie die ILSQ.-Lds. im Vor-
versuch. Demgemal wurden 40 ccm der 8%igen Natrium-
phosphatlésung mit 2,89 bzw. 2,4 ccm der ca. 5-n. Chromsaure-
|6sung angesauert und mittels destillierten Wassers auf 150 ccm
verdinnt. Hierauf wurden 6 g Rohrzucker und dann 2 g Hefe
(Trockengewicht 27,5%) eingewogen.

Die folgende Tabelle gibt die Anzahl ccm der entwickelten
Kohlensaure an.

ccm CO,
Stunden
ph =5 | Ph = 2»b
1 26 24
2 70 67
3 141 134
4 175 154
5 185 163
22 211 . 184

Bestimmung der Zeilenzahl in einem Parallelversuch: .

pn — 5 |pPu=2,6

Vor der Gérung 133 | 121
Nach der Garung 13 | 124

Versuch 15a. Trockenhefe.

Wird Hefe in dinner Schicht bei Zimmertemperatur ge-
trocknet, so enthalten die Trockenpraparate eine verhaltnis-
maRig sehr grolle Anzahl der Zellen mit normaler Garkraft.
Eine solche Hefe verhalt sich also hinsichtlich der Zucker-
spaltung wie frische Hefe. Dies zeigt sich auch in Bezug auf
die Aciditatsempfindlichkeit.

Im folgenden Versuch ist die Zusammensetzung der garenden
Losung genau analog der in Versuch 11, sie ist also 4%ig
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in Bezug auf Kohrzucker, etwa 2%ig in Bezug auf Phosphat.
In den Versuchen mit Hefenwasser sind 50 ccm Hefenwasser
zu 150 ccm Losung verwendet worden. Die Aciditaten sind
pH — 5,0 und 3,0. 1 g Trockenhefe in 150 ccm LOsung.

ccm CO3 b
Stunden PH = 5,0 PH = 3.0
mit Hefenw. johne Hefenw. mit Hefenw. |ohne Hefenw.
1 20 ' 10 15 | 10
3 110 55 57 | 26
4 206 97 99 49
5 337 142 157 | 4

Zur Zellenzéhlung wurde wie immer die Hefenemulsion
Im Verhaltnis 1:10 verdinnt; die Zahlen geben die. Anzahl
Zellen per 0,009 mm3 an.

PIf = 5,0
mit Hefenw. ohne Hefenw.
Vor der Géarung 229 216
Nach der Géarung 230 215

Versuch 15b. Alkoholdaucrhefe.

Behandelt man frische Hefe mit absolutem Alkohol in
der von Buchner zur Herstellung von Dauerhefe angegebenen
Weise, so erhalt man bekanntlich ein Praparat, welches zwar
keine Fortpflanzungsféhigkeit, aber noch Garkraft besitzt. Die
Garkraft ist, wie der eine von uns fruher betont hat, auler-
ordentlich klein im Vergleich zu derjenigen der frischen Zellen,
was so zu deuten ist, da3 nur ein sehr kleiner Teil der Hefe-

garung durch freie Zymase hervorgerufen wird, wahrend der
groldte Teil der Garung durch das Protoplasma der Hefe ver-

mittelt wird.

In solchen Dauerhefen haben wir also, ebenso wie Im
Hefenprelisaft, die eigentliche Zymasegarung vor uns. Es war
daher von Interesse, die Aciditatsempfindlichkeit dieser Dauer-
hefe kennen zu lernen, und wir teilen hier einen Versuch mit.

Zusammensetzung der Losungen wie im Versuch 15a.
Auf 150 ccm LoOsung nun 10 g Dauerhefe.
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ccm COt
Stunden pH = 5,1 | pH =26
mit Hefenw. |ohne Hefenw. mit Hefenw. johne Hefenw.
2 14 6
19 11 d 5

Die allmahliche Zunahme der Garkraft solcher Dauer-
hefen, wie die hier untersuchte, ist noch nicht aufgeklart.
Aus verschiedenen Grinden, besonders wegen der sehr geringen
Mengen COa, welche durch 10 g Hefe entwickelt werden Und
teilweise durch Selbstgarung entstehen, sind hier die Versuchs-
fehler sehr grof3, so dal} einstweilen nur gesagt werden kann,

dall die Kohlensaureentwicklung auch durch Alkoholdauerhefe
bei pH = 2,6 bedeutend geringer ist als bei normaler Aciditat.

Ubersicht

Unsere Aufgabe war die Festlegung der Aciditatsfunktion
auf die Garung einer Hefe. Es mul3te sich hier also um die
Beziehung zwischen der Konzentration der in den Ldsungen
tatsachlich vorhandenen H-lonen und der Garungsgeschwindig-
keit handeln.

Um spezifische Nebenwirkungen auszuschlielen und ander-
seits die Aciditat wahrend des Garungsverlaufes konstant halten
zu konnen, haben wir mit LOosungen gearbeitet, welche rund
1»5% P04 als Puffer enthielten, und haben die gewdlnschte
Aciditat durch Chlorwasserstoffsaure hergestellt. Bis zur Kon-
zentration 0,01 n. kann der EinfluR der Chlorionen vollkommen
vernachlassigt werden.

Bei den schwachen organischen. Sauren ist die Konzen-
tration der nicht dissoziierten Molekiile so grof3 im Vergleich
zur Konzentration der lonen, ganz besonders, wenn noch
Neutralsalz der betreffenden Saure als Puffer zugesetzt wird,
dald erstere einen wesentlichen Anteil an der Gesamtwirkung
der S&ure besitzen. Zur Feststellung der Aciditatsfunktion
der Garung sind organische Sauren deswegen sicher nicht
geeignet.

Hoppe-Seyler'a Zeitschrift 1 physiol. Chemie. CVIU. 14
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Die Messung des teils aktivierenden, teils hemmenden
Einflusses der nichtdissoziierten Sauremolekile lag aber nicht
Im Bereich unserer Aufgabe; dort handelt es sich um Ein-
flisse, fur welche wenigstens vorlaufig die Bezeichnung Gift-
wirkung geeignet sein mag.

Eine Durchsicht der alteren Literatur zeigt, wie einleitungs-
weise bereits erwahnt, dal} es friiher bei den meisten VVersuchen
an der genauen Festlegung der Bedingungen, besonders der
pH-Werte gefehlt hat, und daf3 sich dieselben auch nachtrag-
lich schwer aus den angegebenen Versuchsdaten berechnen
lassenl)* Abgesehen davon war die Art der Bearbeitung des
Zahlenmaterials im allgemeinen nicht zweckentsprechend und
hat deswegen zu einer endgultigen Klarung der Verhéltnisse
nicht geflhrt.

Zunachst wurden die teilweise zu praktischen Zwecken
ermittelten VVersuchsdaten rein empirisch behandelt, die unter-
suchten Sauren nach anorganischen und organischen oder gif-
tigen und ungiftigen getrennt. Dies ist z. B. bei den ein-
gehenden und in technischer Hinsicht grundlegenden Unter-
suchungen von Maerker*), Hayduck3i), Langed* @énd
Henneberg®*) der Fall. Gelegentlich, auffallenderweise sogar
In neueren Arbeiten, hat man versucht, die Wirkung der Sauren
mit ihrer Neutralisationswarme oder mit einer mehr oder
weniger willktrlichen Schatzung ihrer ,,Starke* in Beziehung
zu setzen. Diese Arbeiten enthalten zum Teil viele wertvolle
Einzelbeobachtungen, aber einen exakten Beitrag zu unserem
Thema liefern sie nicht. Unter den groferen Untersuchungen
sind zu nennen digjenigen von Werenskidld*), Jusiin),

') Dabei ist in vielen Fallen nicht unterschieden worden zwischen
dem Einflu der Sauren auf die Garung, auf das Wachstum und auf die
Reinhaltung der Hefe.

*) Maerker, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 114 (1881).

*) Hayduck, Zeitschr. f Spirit. Ind. 341 (1881).

4) Lange, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 175 (1899). — Wochenschr. f.
Brau. Nr. 32-39 (1907).

6) Henneberg, Wochenschr. f. Brau. 40 - 44 (1906); (1908).

*) Werenskiold, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 114 (1881).

1) Jusiin, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 219 (1886).



Uber die p{{-Empfindlichkeit der Gftrong einer Oberhefe. 193

H. Schulzl), Biernackil), Wehmeri), Fernbachi),
Effronts), Bokornyi4), Heinzeimanni), Bucheier¥®),
Moufang4), Rosenblatt und Rosenbandl().

Erst verhaltnismalig spat hat man versucht, die Disso-
ziationstheorie als theoretische Grundlage fir die Aciditats-
empfindlichkeit der Hefegdrung zu benttzen. Eher sind die
Arbeiten von Bialll) und von Johannessohnl® zu nennen.

Johannessohn kommt in seiner verdienstlichen Arbeit
zu dem Ergebnis, dal? nicht die lonen, sondern das nicht
dissoziierte Molekil die Hauptrolle spielen, was fir die von
ihm untersuchten organischen Sauren durchaus richtig ist,
nicht aber fur die starken Mineralsdurenl4) HCl und H,S04
bei den flr die Garung hauptsachlich in Betracht kommenden
pH-Werten 2—7.

Auch die Berechnung von Bial hat zu einem allgemei-
neren positiven Ergebnis kaum gefuhrt. Abgesehen davon,
dal Bial Uber seine Hefe gar keine ndheren Angaben macht,
wahrend doch die Saureempfindlichkeit der verschiedenen
Rassen und Stamme stark variiert, muld der Versuch, eine
H-Konzentration festzustellen, bei welcher die Garung unter-
drickt wird, als mifRglickt angesehen werden.

*) H. Schulz, Pflug. Arch. 42, 517 (1888).

9 Biernacki, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 14 (1891).

*) Wehmer, Chem. Ztg. 21, 73 (1897) und 23, 163 (1899). —
Zeitschr. f. Spirit. Ind. 14—16 (1901).

) Fernbach, Ann. Inst. Pasteur 4, 641 (1890).

5) Effront, Bull. Soc. Chim. (3) 5, 476 u. 705 (1891). — C. R. 117,
559 (1893).

) Bokorny, Chem. Ztg. Nr. 34 (1901). — Zentralbl. f. Bakt (2)

508 (1902) und 10, 257 (1903).

) Heinzeimann, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 327 (1897).

*) Bucheier, Zeitschr. f. Spirit. Ind. 98 (1901).

9 Moufang, Wochenschr. f. Brau. Nr. 37—38 (1911).

10) Rosenblatt u. Rosenband, C. R. 149, 309 (1909). — Bull.
Soc. Chim. 13, 924 (1913).

“y Bial, Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 40, S. 513 (1902).

11) Johannessohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 97 (1912).

'*) Wie Stevens erwiesen hat, besitzen Cl- und SO4-lonen keine
giftigen Eigenschaften (Bot. Gaz. Bd. 26, S. 377 [1898]).
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Demgegeniber bedeutet die Bearbeitung des Themas durch
Hagglund einen zweifellosen Fortschritt. Hagglund versucht
nicht eine Konzentration der totalen Vergiftung festzustellen,
sondern berechnet,*bei welcher H-Konzentration die Garungs-
gescbwindigkeit mit 25°/0 abnimmt. Er findet (bei einer Hefe-
menge von 1 g) diesen Wert 5+ 10*8 g-lon per Liter, also rund
pH = 2,3. Aus der Fig. 3 entnehmen wir flr den gleichen
pH-Wert eine Abnahme von 29% statt 25%, was in Anbe-
tracht, dall Hagglund seinen Mittelwert aus Messungen mit
verschiedenen Hefen erhalten hat, als eine befriedigende Uber-
einstimmung bezeichnet werden kann. Ferner ist sich Hagg-
lund vollkommen im klaren dariber, dal} es nicht ausreichend
Ist, die Menge der zugesetzten Saure zu kennen. ,,Worauf es
ankommt, ist die Konzentration der freien U-lonen in der
LOosung.* Hat man es mit reinwalrigen Ldsungen zu tun, so
kann diese H'-Konzentration berechnet werden ... ,,In jedem
andern Fall ist der einzig richtige Weg eine direkte Bestim-
mung der freien H-lonen auf physikalisch-chemischer Grund-
lage. Die Methoden sind in neuerer Zeit sehr grtndlich durch-
gearbeitet worden, besonders durch Sorensen . .."

Auch finden wir bei Hagglund zuerst eine Kkritische
Diskussion Uber die Saurewirkung, einerseits auf die Enzyme,
anderseits auf das Plasma der Hefezellen, sowie Uber die
Aciditat innerhalb der Zellen als die eigentlich maRgebende
Grolke. Anderseits waren die von Hagglund beigebrachten
Aciditatsmessungen, besonders auf der alkalischen Seite des
Optimums, nicht ausreichend, und eine in Aussicht genommene
Erganzung seiner Versuche kam nicht zur Ausfiihrung. Dieselbe
Ist mit seinem Einverstandnis nun hier vorgenommen worden.

Endlich sind die schonen Versuche von LuUers!) und
die neueren Arbeiten von Boasf) zu erwahnen, welche mit

*) Lfiers, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. Bd. 37, S. 79 (1914).

*) Boas u. Leberle, Biochem. Zeitschr. Bd. 90, S. 78 (1918). Die
in der genannten Arbeit von Boas gemachte Angabe, dal Euler die von
L Uers gemessenen H’-Konzentrationen als Optimalwerte angesehen habe,
beruht, wie Herr Boas uns mitzuteilen die Freundlichkeit hatte, auf
einem Irrtum. (Vgl. hierzu auch Biochem. Zeitschr. Bd. 96 [1919].)
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der modernen Methodik die Eigensduerung mehrerer Hefen
mafen.

In der vorliegenden Arbeit ist nun zum erstenmal die
ganze Aciditats-Empfindlichkeitskurve einer Hefe festgelegt
worden, und zwar ist die angegebene Kurve flr die Garungs-
geschwindigkeit einer Oberhefe gultig.

Zur vollstandigen Erledigung der behandelten Aufgabe
stehen noch entsprechende Untersuchungen an andern Hefe-
rassen unter weiterer Variation der Versuchsbedingungen aus.
Immerhin kann auf Grund der hier exakt festgelegten Kurve
eine groRe Zahl alterer Angaben, welche sich im Lichte der
modernen wissenschaftlichen Methoden teils wegen mangelnder
Prazisierung der Versuchsbedingungen als inhaltlos, teils als

unrichtig erwiesen haben, schon jetzt aus der Literatur ge-
strichen werden.



