Bestimmung der Maltese in der Hefe.
(1. Mitteilung Uber Maltese.)

Von

Richard Willstatter und Werner Steibelt.

Aas dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften

in Munchen.)
(Der Redaktion zugegangen am 25. September iwo.)

I. Malt&eewirkung friseher Hefe bei Oegeiwart von Chieroferm
(Experiment von Morris).

Entgegen der &lteren Anschauung, dal die Maltose von
Hefe direkt vergoren werde, zeigten C. J. Lintner*) und
E. Fischerf), dal die Hefe auch diesen Zucker zuné&chst
durch ein Enzym spaltet, indem sie aus getrockneter Hefe
walrige Auszlige darstellten, welche Maltose in Glukose um-
wandelten. Die Verschiedenheit des die Maltose spaltenden
Enzyms vom Invertin sollte sich daraus ergeben, dal} beim
Auslaugen frischer Hefe mit Wasser (auch bei Anwendung
von Betdubungsmitteln) immer nur das Enzym in L&sung
geht, das den Rohrzucker spaltet. Es gelingt aber doch, wie
wir vor kurzem mitgeteilt haben*), ebenso wie Saccharase
auch Maltese aus frischer Hefe auszuziehen, wenn man durch
Neutralisieren der entstehenden Sdure die Zerstdrung des
empfindlichen Enzyms verhitet. Die Maltese ist nach E.
Fischer*) schon in der normalen Hefe enthalten, sie wird

") Zeitschr. f. ges. Brauwesen 1892, S. 106; C. J. Lintner und
Krober, Ber. d. Deutsch, ehern. Ges. Bd. 28, S. 1050 (1895).
*) Ber. d. Deutsch, chem. Ges. Bd. 27, S. 2985 und S. 3479 (1894).
7 £ V \ WijHstatter, Tr. Oppeuheimer und W. Steibelt, Diese
Zeitschr. Bd. 110, S. 232 (1920).
7 * ? Bnr; {; Deutach- chem- Gea- Bd. 28, S. 1429, 1437 (1895); Diese
Zeitschr. Bd. 26, 60 und zwar S. 75 (1898).
Uoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI. 12
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nicht erst beim Trocknen gebildet. E. Fischerl) hatte an-
fangs beobachtet, dall feuchte, unversehrte Hefe imstande sei,
bei Gegenwart von Chloroform a-Methylglukosid und Maltose
zu spalten. Dagegen hat G. H. Morris?) mitgeteilt, dal3 durch
frische Hefe, sowohl Frohberg-Hefe wie auch Brauereihefe,
keine Spur Traubenzucker aus Maltose erzeugt werde. E.
Fischerl) wiederholte darauf die Versuche bei Gegenwart
anasthesierender Mittel uud fand bestatigt, dal3 frische Hefen,
Reinkulturen von Frohberg- und Saaz-Hefe, in waélriger,
mit Chloroform gesattigter Losung auf Maltose keine Wirkung
ausiben. Bei Anwendung anderer andasthesierender Mittel,
wie Toluol und Thymol, gelang es indessen E. Fischer,
reichliche Malzzuckerspaltung (in 40 Stunden bei 33°) zu er-
zielen und dadurch die Annahme zu bestétigen, dall das Enzym
schon in der lebenden Hefe existiert. H. v. Euler und
S. Kuliberg4) bestatigten diese Ergebnisse und bemerkten
dazu: ,,Immerhin wird schon durch Zusatz von Toluol die
Maltosespaltung der lebenden Hefe sehr stark herabgedruckt/

Die Differenz zwischen dem Verhalten der Hefe bei An-
wesenheit von Chloroform und von Toluol ist unerklart ge-
blieben. Es erscheint uns aber als eine Vorbedingung, um
Methoden fir die Bestimmung des Maltasegehaltes von Hefen
zu schaffen, dal} diese Verhaltnisse aufgeklart werden, von
denen E. Fischerb) sagt: ,,In der Tat sind die Erscheinungen
sehr verwickelt, wenn die Hefe bei Gegenwart von Chloro-
form mit der Maltoselosung in Berlhrung bleibt®,

Nachdem wir erkannt hatten, dall zwischen Saccharase
und Maltase in Bezug auf ihre Exosmose aus frischer Hefe
in Wasser kein wesentlicher Unterschied besteht, lag es nahe
anzunehmen, dall die Verhdltnisse bei der Maltosespaltung
durch Hefe nur deshalb so kompliziert erscheinen, weil man
weder der Empfindlichkeit der Maltase gegen S&duren noch

) Bor d. Deutsch, ehern. Ges. Bd. 27, S. 3479 (1894).
3) Proc. Chem. Soc. 1895, S. 46.

*) Per. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. 28, S. 1429 (1895),
= Diese Zeitschr. Bd. 73, S. 85, 92 (1911).

4) Ber. d. Deutsch, chem. Ges. Bd. 28, S. 1434 (1895).



Bestimmung der Maitase in der Hefe.

159

der Abhangigkeit ihrer Wirkung von der Reaktion des Me-
diums genugend Rechnung getragen hat. In beiden Beziehungen
lehrten die Untersuchungen von L. Michaelis und P. Ronal)
.Die Wirkungsbedingungen der Maitase aus Bierhefe kennen.
Und doch ist die Erkenntnis S. P. L. SGrensens*) von der
Wichtigkeit des Sauregrades fur die enzymatischen Vorgéange
nicht in ihrer vollen Tragweite diesem Gebiete zugute ge-
kommen. Unsere Versuche liefern einen kleinen Beitrag zur
Arbeit von Sorensen Uber die Bedeutung der Wasserstoff-
ionenkonzentration bei biologischen Prozessen. Dabei handelt
es sich nicht um die Einstellung einer ginstigen Wasserstoff-
zahl in der waRrigen Zuckerlésung; das Storende ist hier die
Erzeugung und die Wirkung von Séaure in der Hefezelle selbst.

Der Versuch von Morris tauscht. Bei der Abtdtung
der Hefe durch Chloroform setzt die Produktion von Saure
in der Hefezelle ein und schafft in dieser ein fir die Spaltung
der Maltose ungunstiges Milieu. Der Unterschied zwischen
Chloroform und Toluol beruht einfach darauf, dal die Saure-
bildung der Hefe bei Gegenwart von Toluol eine langsamere
ist (siehe Abschnitt Il). Wird aber das Experiment mit
Chloroform bei Gegenwart geeigneter Puffer ausgefihrt, so
erfolgt reichliche Maltosespaltung. Der Puffergehalt der
Zuckerlosung, den wir fur Maltaselésungen am gunstigsten
gefunden hatten, ergibt in diesem Fall noch keine guten
Resultate. Die in der waRrigen Losung eingestellte Reaktion
erstreckt sich nicht ohne weiteres auf den Ort der Enzym-
wirkung. Durch reichlicheren Zusatz des Phosphatgemisches
und noch weiter durch Anwendung einer etwas starker alka-
lischen Phosphatmischung wird der Versuch so verbessert,
dal? die Hefe bei Gegenwart von Chloroform starke Maltose-
Spaltung bewirkt.

Diese Ergebnisse deuten schon an, dal das Ausbleiben
der Maltosespaltung unter den Versuchsbedingungen von

") Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 (1913); Bd. 58, S. 148 (1913)

‘) Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 45 (1907); Bd. 21, S. 131 (1909)*
Bd. 22, S. 352 (1909); Ergebnisse der Physiologie, herausgeg. von Asher
und Spiro, Bd. 12, S. 393 (1912).
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Morris, Fischer, v. Euler nicht auf Zerstérung der Mal-
tase durch die von der Hefe gebildete Sdure beruht, sondern
auf zu hohem Sauregrade am Reaktionsorte. Die Maltase ist
viel mehr als andere Enzyme auf einen engen Bereich von
Wasserstoffionenkonzentrationen angewiesen und dieser wird
bei der Saureproduktion der Hefe Uberschritten, wahrend das
optimale [H']-Gebjet des Invertins nicht dadurch gestort wird.
Als L. Michaelis und P. Ronal) das Wirkungsoptimum der
Maltase bestimmten, fanden sie, dall zu beiden Seiten des-
selben ein rapider Abfall der Wirkung eintritt.

Bei Gegenwart von 0,5 ccm Chloroform wurde von 2,2 g frischer
Léwenbrduhefe in 100 ccm 5%biger Maltosehydratlosung bei 30°, wenn
kein Puffer zugegen war, in 400 Min. keine Maltosespaltung bewirkt
(beobachtet nach Abstoppen mit ¢/, Volumen 2n. Sodalésung bei i
«u = 10,78°; Drehung8abnahrae 0,02°).

Als die Flussigkeit die gewdhnliche Menge Puffer, namlich 10 ccm
eines halftigen Gemisches 1,20%iger Na,HPO,211,0- und 0,90%iger
KH»PO04-Losung enthielt, wurden in 30" 2,09, in 90" 8,3% Maltose ge-
spalten (beobachtet 10,67° bzw. 10,27°; Drehungsabnahme 0,13° bzw
0,53°).

Bei Verdoppelung dieser Puffermenge betrug die Spaltung in 30
3,5% (beobachtet 10,58°; Drehungsabnahme 0,22°);

bei 20facher Puffermenge und Herabsetzung der Chloroforminenge
auf ein Funftel in 60" 7,8% (beobachtet 10,30°; Drehungsabnahme 0,50°).
Aber bei Anwendung der 10fachen Menge Puffer und Einstellung des
Mischungsverhéltnisses der Phosphate auf pH=7,0 (6 ccm sekundéres
und 4 ccm primares Phosphat) in 30" 14,1%, in 90" 36,0% (beobachtet
9,90° bzw. 8,50°; Drehungsahnahme 0,90° bzw. 2,30°);

bei ebenfalls 10facher Puffermenge und dem Mischungsverhaltnis
7:3 entsprechend pi( = 7,2 in 30" 23,1%, in 90" 40,6% (beobachtet 9,32*
bzw. 8,20°; Drehungsabnahme 1,48° bzw. 2,60°).

1. Maltaseldsungen aus frischer und aus getrockneter Hefe.

Dall die Hefe bei Gegenwart von Chloroform die Maltost»
nicht spaltet, weil in der Zelle zu grof3e Saurekonzentration
auftritt, wird vollends dadurch bewiesen, da3 es auch ohne
Neutralisation gelingt, aus Frischhefe bei Anwesenheit von
Chloroform  wie Ubrigens auch von Toluol — Maltaselésungen
herzustellen. Ware in der Hefe gemal dem Experiment von

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 57, 3. 70 (1913).
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Morris die Maltese vernichtet, so kdnnte sie naturlich nicht
spater im wafrigen Auszug reichlich gefunden werden.

Die Saure wird aus der Zelle langsam an das umgebende
Wasser abgegeben, in das auch Maltese lbergeht. Ein solcher
Auszug erwies sich zunéachst als unwirksam gegen Malzzucker,
auch auf Zusatz der ublichen Puffermenge.

Nach 58tiindigem Extrahieren von 1 Teil Frischhefe mit 11/, Teilen
Wiisscr bewirkten 10 ccm Extrakt in 50 ccm Versuchsflissigkeit, ent*
haltend 2,5 g Maltosehydrat und normale Puffermenge, bei 30° in 30" keine
Spaltung (beobachtet 10,80°, Drehungsabnahme 0°).

Dennoch liegen in solchen Ausziigen Maltéaselésungen vor,
die aber zu sauer sind. Werden sie neutralisiert und dann mit
dem Puffer versetzt, so wirken sie auf Maltose.

In demselben Versuch wie oben wurde ein Teil des Extrakts nach
dem Filtrieren mit Ammoniak neutralisiert. Dann ergab die Prifung unter
gleichen Umstiinden wie zuvor eine deutliche Drehungsabnahme (beobachtet
10,73°, Drehungsabnahme 0,07°).

In einem andern Versuch wurde nach 24stiindigem Ausziehen der
Hefe mit Chloroformwasser abfiltriert und mit Ammoniak neutralisiert.
Dann ergab dio Prifung mit derselben Extraktmenge bei gleichem Puffer-
znsatz in 50" eine Spaltung von 37,5% (beobachtet 8,40°, Abnahme 2,40°).

Allerdings enthalt die Flussigkeit nur einen Teil der-
jenigen Ausbeute, die unser Neutralisationsverfahrenl) unter
sonst gleichen Umstanden liefert.

Hefeauszug von 15 Stunden ohne Neutralisieren; nach dem Filtrieren
neutralisiert; 10 ccm (entspr. 75/81 g Trockenhefe) mit der gewdhnlichen
| uffermenge versetzt und in 50 ccm unter Versuchsbedingungen wie oben
bei 30° geprift. In 50 Minuten betrug die Spaltung der Maltose ,45,3%
(beobachtet 7,90°, Abnahme 2,90°), woraus sich gemal unserer empirischen
Kurve*) flr den Extrakt der Zeitwert 58 Minuten berechnet.

Hefeauszug von 24 Stunden unter Neutralisieren gleichzeitig aus der
gleichen Hefe; 10 ccm (entspr. 100/116 g Trockenhefe, ergaben in 20 Mi-
nuten 39,8% Maltosespaltung (beobachtet 8,25°, Abnahme 2,55°); Zeitwert
29 Minuten.

Der ohne Neutralisieren dargestellte Hefeauszug enthielt also 50%
von der Maltese des Neutralextraktes. Und das Verhéltnis ist bei den
hier gewéhlten Zeiten das guinstigste. Nach weiteren 9 Stunden Extrahieren
ohne Neutralisation ergab sich in 40 Minuten nur 37,5 % Maltosespaltung
(beobachtet 8,40°, Abnahme 2,40°), daher Zeitwert 73 Minuten.

') Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 236 (1920).
*) Diese Zeitschr. Bd. 110, S. 237 (1920).
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Beim Ausziehen getrockneter Hefe mit Wasser ohne
Neutralisieren stort die auftretende Saure viel weniger als hei
frischer. Denn sie geht rasch in die waRrige Flissigkeit
uber und wird dadurch sehr verdinnt. So erkléart es sich, dal
es beim Verarbeiten von Trockenhefe unwichtig ist, den ent-
stehenden Auszug zu neutralisieren oder ihn, wie Croft Hilll)

vorschreibt, mit 0,1 %*8er Natronlauge zu bereiten.

Zwei Ausziige wurden aus gleichen Mengen derselben Trockenhefe
(largestellt, a) mit Toluolwasser, b) unter Neutralisieren; 10 ccm Extrakt a
bewirkten in 30 Minuten 46,5% Maltosespaltung (beobachtet 7,82°, Ab
nahme 2,98°), Zeitwert 36 Minuten. 10 ccm Extrakt b, die infolge der
VolumVermehrung beim Neutralisieren nur 9,1 ccm des Auszugs a ent-
sprachen, ergaben in 30 Minuten 48,4 % Maltosespaltung (beobachtet 7,70°,
Abnahme 3,10°), Zeitwert 30 Minuten.

Vergleicht man die bei der Verarbeitung frischer und
trockener Hefe auftretende Sdure, so findet man nach der
Indikatorenmethode von Sorensen die Wasserstoffzahl nicht
erheblich verschieden (beobachtet etwa 6,2) und die Sdure-
menge zwar bei der Frischhefe groRer, aber nicht viel gréfier
als bei Trockenhefe.

88 g frische Hefe erforderten in 24 Stunden zur Neutralisation 27,2 ccm
1 °/oiges Ammoniak, 20 g Trockenhefe (aus 88 g derselben frischen Hefe
erhalten) erforderten 21,0 ccm 1 %iges Ammoniak.

Da beim Ausziehen trockener Hefe mit Wasser fast eben-
soviel Maltase gefunden wird wie nach dem Neutralisations-
verfahren, so ist nicht die in der Ldsung vorhandene S&ure
in dem MaRe der Maltase schadlich, wie man nach dem Ver-
gleich der walrigen Extrakte frischer Hefe mit und ohne
Neutralisieren erwarten sollte. Daher ist die Differenz zwi-
schen den bei Gegenwart antiseptischer Mittel erhaltenen Aus-
ziigen frischer Hefe mit und ohne Neutralisieren darauf zurtick-
zufihren, dal} die in der Zelle auftretende S&ure daselbst
nicht allein, was im ersten Abschnitt betont wurde, hemmend,
sondern aul’erdem auch zerstorend wirkt. Allerdings muR er-
wahnt werden, dalR die nicht neutralisierten Auszilige aus
trockener Hefe viel haltbarer sind als die aus frischer Hofe.
Sie sind reicher an Begleitstoffen, die schiutzend wirken.

*) .lourn. Chem. Soc. B<l. 73, S. 684 (1898).
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Das Neutralisationsverfahren zur Gewinnung von Maltase
aus Frischhefe wird daher noch verbessert, wenn man durch
Verflussigung der Hefe mittels Chloroform beschleunigte Bil-
dung und Abwanderung der Sdure herbeiftihrt und dann nach
Neutralisieren der entstandenen und unter zeitweiligem Neutra-

lisieren der weiter auftretenden Sdure die Maltasel6sungen
fertigstellt. Uber die Extrakte, die mit Verflussigung und

Neutralisieren gewonnen werden, soll eine folgende Arbeit
genauere Angaben mitteilen.

I11. Bestimmung in frischer Hefe.

Die Wirkung der frischen Hefe auf Maltose bei Gegen-
wart abtttender Mittel gibt noch kein MaR fir ihren Maltase-
gehalt. Furs erste sind die Maltasezeitwerte, die sich fur die
Hefe bei verschiedenen Pufferzusatzen und bei einem bestimm-
ten Pufferzusatz fir verschiedene Versuchsdauer ergeben, nicht
durchweg konstant (s. die Tabelle). Das Optimum wird bei
diesen Versuchen mit Chloroform gefunden beim Zehnfachen
der in der Zeitdefinition vorgeschlagenen Puffermenge unter
Verschiebung des Mischungsverhaltnisses der Phosphate auf
Pu=7,2. Dafur sind in 50 ccm Versuchsflussigkeit erfor-
derlich:

420 mg N& HPO4 + 2 H20 (d. i. 7,0 ccm einer 6,0°/oigen

Losung von NaaHPO4 + 2 HaO),
135 mg KH2PO04 (d. i. 3,0 ccm einer 4,5%igen Losung von
KR2 P04).

Die enzymatische Wirkung der Hefe ist unter diesen Um-
stdnden ferner von dem abtdtenden Mittel, z. B. Chloroform
oder Toluol in merkwirdigem Malie abhéngig, wie die in der
folgenden Tabelle angefiinrten Versuche (Nr. 4, 5, 6) zeigen.
Fir den Vergleich sind von den Versuchen mit Toluol beson-
ders diejenigen heranzuziehen, bei denen der dafiir optimale
Pufferzusatz, namlich die Phosphatmischung der Zeitwert-
definition, aber in 10facher Menge, angewandt wurde.

Bei Gegenwart von Toluol sind die Werte der Maltose-
spaltung im allgemeinen niedriger als mit Chloroform. Es
kommt aber vor, dafll in kurzer Versuchsdauer der Zeitwert
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Maltasewirkung der frischen Hefe mit Chloroform

und Toluol unter Anwendung von Puffern.

1,1 g Hefe auf 50 ccm Versuchsflissigkeit; 5%oige Maltose; 30°.

Nr.

Abtotendes
Mittel (0,25 ccm
auf 50 ccm
Flussigkeit)

Chloroform .

Chloroform .

Chloroform .

Chloroform .

Chloroform .

Chloroform .

Toluol . ...
Toluol . ...
Ch!oroform .

Toluol . ...
Toluol . ...
Chloroform .

Toluol .. ..

Chloroform .

Pu ler
ccm
sekun- _Ccm
dares  Primares
Phosphat Phosphat
0 3
9 1
6 4
7 3
I 3
7 3
14 6
5 5
6 4
7 3
5 5
7 3
7 -3
5 5
7 3

(Minuten)

-

N

Ver-
suchs-
zeit

80
80

30
90

30
90

30
80

30
80

30
80

80
80

80

60
60
60

30
100
165

30
100
165

Dreh-
ungs-
abnahme

()

1,67
1,35

0,90
2,30

1,48
2,60

1,65
2,50

1,50
2,50

1,50
2,45

0,55
0,95
1,30

1,25
0,95
1,75

0,30
0,90
1,25

0,10
0,95
1,75

Maltosc-

(/o)

26,1
21,1

14.1
36,0

23,1
40,6

25,7
39,0

23,5
39,0

23,5
38,3

8,6
8,6
20,3

195
8,6
27,4

4,7
14,0
19,5

16
14,8
27,3

(Minuten}

87

130

83
4%

42

36

33
36

39
36

39
37

140
120

59
280
320

260
160
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der Hefe bei Anwendung von Toluol gunstiger ausfallt als mit
Chloroform und dald sich erst bei langerer Versuchszeit daa
Verhdltnis umkehrt. Die Saureabgabe ist bei der Einwirkung
von Chloroform auf den Hefepilz eine raschere, und es scheint
dann leichter zu sein, mit Pufferzusatz nach einiger Zeit eine
geeignete und gleichbleibende Wasserstoffionenkonzentration in
dei Zelle fir die Dauer einzustellen als bei der langsamen
Saureproduktion der Hefe bei Gegenwart von Toluol. Hier
genlgt der zu Anfang gunstige Puffer bei langerer Versuchs-
dauer nicht mehr fur die Sdure am Reaktionsorte. Wenn man
in dem Wasser, worin die Hefe aufgeschlammt ist, die aus
ihr herausdiffundierende Saure mit Ammoniak titriert, so findet
man bei der raschen Einwirkung des Chloroforms auf die Hefe
in dem umgebenden Wasser frihzeitig einen grof3en Teil der
Uberhaupt entstehenden Saure; die Endwerte aber sind mit
Chloroform und Toluol &hnlich, sogar bei letzterem hdoher.

Je 55 g frische Hefe wurden mit je 500 ccm Wasser und 8 ccm
Chloroform bzw. Toluol angeschittelt. Nach 30 Minuten wiesen Proben
der mit Kl&rerde filtrierten L6sungen, nach der Indikatorenmethode mittels
Methylrot geprift, den pH = 6,3 auf, zwei weitere nach 6 Stunden ent-
nommene Proben ebenfalls Gbereinstimmend pH = 6,0. Zur Neutralisation
verbrauchten aber nach 60 Minuten je 80% der Versuchsflissigkeit mit
Chloroform 5,4 ccm, derjenigen mit Toluol nur 0,5 ccm 1%iges Ammoniak.

In einem andern Versuch (mit je 88 g Hefe und 132 ccm Wasser
unter Zusatz von 5 ccm Chloroform bzw. Toluol) waren zur Neutralisation
rforderlich bei Chloroform nach 20' bereits 11,2, nach 30" weitere 3,0,
nach 45 + 4,2, nach 80° + 1,6, im ganzen 20,0 ccm 1%iges Ammoniak.
Weitere S&ure wurde nicht mehr gebildet. Bei Toluol wurden nach 50'

erst 1,7 ccm, nach 65' weitere 2,1, nach 80' + 1,0 ccm 1%iges Ammoniak
verbraucht, der 20ste ccm aber erst am Ende der vierten Stunde. Nach
7 Stunden war die Produktion von Saure nach Verbrauch von 23,8 ccm
1%igem Ammoniak beendet.

Das Ziel dieser Versuche mit frischer Hefe war die quanti-

tative Bestimmung ihrer Maltasewirkung nach dem Vorbild
der Saccharasebestimmung von H. von Euler und seinen
Schilern ). Diese Absicht wird mit der bisherigen Versuchs-

*) H. Euler und S. Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, S. 14 und
zwar S. 20 (1911) und Bd. 73, S. 85 und zwar S. 93 (1911). — H. Euler
and O. Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 105, S. 187 und zwar S.194 (1919)
und Bd. 106, S. 201 und zwar S. 214 (1919).
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anordnung, namlich mit der von Morris und von E. Fischer
nicht erreicht auch bei Anwendung eines Puffers, der viel
starker alkalisch ist als der Wirkungsbereich der Maltase. Die
Bedingungen fUr die enzymatische Reaktion sollten gleich-
maliger sein, das Eindringen des Puffers zur Einstellung des
gunstigen Milieus am Reaktionsorte verbessert werden. Eine
entscheidende Verbesserung besteht darin, dall man zuerst
rasche Verflissigung der Hefe bewirkt, die Saurebildung und
Séureabgabe der Hefe also auf einen kurzen Zeitraum zu-
sammendrangt, und dann erst verdinnt, neutralisiert und
den Phosphatpuffer hinzufiigt. Vom Experiment E. Fischers,
das bei Gegenwart von Toluol die Reaktion der frischen Hefe
auf Malzzucker erzielte, unterscheidet sich das Verfahren, das
zur quantitativen Bestimmung dieser Hefewirkung dient, in
3 Punkten: rasche Verflissignng der Hefe, Neutralisation der
gebildeten Sdaure, Einstellung der fir die Maltase gunstigen
Wasserstoffzahl im Sinne von SoOrensen und Michaelis.

Unter den abtdtenden Mitteln ist Toluol wegen seiner zu
langsamen Wirkung unanwendbar. Chloroform ist nicht das
gunstigste, weil das Ergebnis zu stark von seiner Menge ab-
hangt und die optimale Menge sehr niedrig liegt, so daR leicht
Differenzen Vorkommen kdnnen. Am geeignetsten ist Essigester.
Auch hier ist ein EinfluR der Menge auf die Maltasewirkung
deutlich, aber er ist nicht so groR. Dieser EinfluR der zu
groBen Menge organischer Losungsmittel besteht in einer Er-
schwerung des Stoffaustausches zwischen der wéf3rigen Losung
und der Hefezelle, die zwar nicht mehr unversehrt ist, in der
aber die Maltase noch verankert ist.

Einfluf3 der Chloroformmenge.

11g Hefe wurden durch Verrihren mit 2,5 ccm Chloroform in 10
Minuten verflussigt; nach der Neutralisation bewirkten 10% davon in
50 ccm 2,5°/oiger Maltosehydratlésung bei Gegenwart der in der Zeitwert-
definition vorgeschriebenen Puffermenge bei 30° in 120 Min. 41,4% Maltose-
spaltung (Drehungsabnahme 2,65 °, Zeitwert 47%), jedoch unter sonst gleichen
Bedingungen nur 30,5% Spaltung (Drehungsabnahme 1,95°, Zeitwert 92",
wenn wahrend der Maltosespaltung weitere 0,5 ccm Chloroform zugegen
waren.
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Je 11g Hefe wurden a) mit 2,5, b) mit 50 und c) ebenfalls mit
5,0 ccm Chloroform verflussigt. Nach der Neutralisation bewirkten dann
je 20°/o der drei Aufschlammungen, von denen a) und b) bei Gegenwart der
normalen, c) aber bei Gegenwart der flinffachen Puffermenge zur Wirkung
gelangten, in 100 ccm Versuchsflissigkeit

a) in40 23,4%, in MO' 38,2°/0 Maltosespalttung (Drehungsabnahme:
1,50° bzw. 2,45°, Zeitwert 54' bzw. 51"),

b) in 40" 13,3°/0, in 110'23,9°j0 Spaltung (Drehungsabnahme: 0,85*
bzw. 1,53°, Zeitwert 115" bzw. 144,

e) in 40" 17,2°0, in 110" 27,8% Spaltung (Drehungsabnahme: 1,10*
bzw. 1,78°, Zeitwert 89' bzw. 102’

Alle folgenden Versuche sind ausgefihrt unter Zusatz der normalen
Fhosphatmischung in doppelter Menge (d. h. 60 mg Na, HPO4+2 H*0 und
45 mg KH8PO4 in 50 ccm Versuchsflttssigkeit).

Je 11g Hefe wurden a) mit 0,5, b) mit 1,0 und ¢) mit 2,0 ccm Chloro-
form verflissigt. Je 10% der neutralisierten Hefeemulsionen bewirkten
dann in 50 ccm Flussigkeit in 60" a) 33,2%, b) 30,9% und c) 21,8%
Maltosespaltung (Drehungsabnahme: a) 2,13*. b) 1,98°, c) 1,40*; Zeitwert:
a) 32, b) 37, ¢) 77).

Einflul der Menge von Essigester.

Nach der Verflussigung mit 1, 2 und 3 ccm Essigester bewirkten je
10% von je 11g Hefe in 50 ccm Versuchsflissigkeit in 40 27,8%,
26,2% und 25,7,% Spaltung (Drehungsabnahme: 1,78°, 1,68°, 1,65°; Zeit-
wert: 38', 42', 44").

Bei Verwendung von 0,5, 1 und 2 ccm Essigester auf je Hg Hefe
bewirkten gleiche Hefemengen in 60" 20,0°/0 32,4% und 31,3% Maltose-
spaltung (Drehungsabnahme: 1,28°, 2,08° und 2,00°; Zeitwert 111', 40' und

43) und in 95" — 39,0% und 37,5% Spaltung (Drehungsabnahme: —,
2.50° und 2,40° Zeitwert: —, 42', 46').

Vergleich der Maltasewirkung mit Chloroform und Essigester.

Zwei Proben von je 11g der gleichen Hefe wurden mit 0,5 ccm
Chloroform bzw. 1 ccm Essigester verflissigt und neutralisiert. Jé 20%
dieser Mengen bewirkten in 100 ccm Versuchsflussigkeit im Chloroform-
versuch in 61' 34,7%» in 114' 46,8% Spaltung (Drehungsabnahme: 2,22*
bzw. 3,00°), woraus sich der Zeitwert zu 35 bzw. 83 berechnet, und im
Versuch mit Essigester in 61' 35,9%, in 114' 46,8% Spaltung (Drehungsab-
nahme 2,30° bzw. 3,00°), Zeitwert aus beiden Beobachturgen 33.

Far zwei Proben einer anderen Hefe, die ebenfalls mit 0,5 ccm Chloro-
form bzw. 1 ccm Essigester verfllssigt wurden, von denen aber wéhrend der
Spaltungsreaktion die doppelten Mengen wie bisher, entsprechend 4,4 g
Hefe auf 100 ccm Versuchsflissigkeit, zur Anwendung kamen, betrug die



168 Richard Willstotter und Werner Steibelt,

Maltosespaltung nach 61' im Chloroformversuch 37,3%, im Versuch Mit
Essigester 36,9% (Drehungsabnahme 2,39 #bzw. 2,36°; Zeitwert 60" bzw. 62).

Aus diesen Versuchen ergibt sich fir die Maltasebestimmung
folgendes Verfahren:

11gl) Hefe werden im Becherglas mit 1 ccm Essigesttr
versetzt und mit einem Glasstab 4—6 Minuten lang verrieben,
bis die Verflussigung vollstandig geworden, Darauf wird die
Hefe mit 20 ccm Wasser durchgertihrt und alsbald tropfen-
weise mit n/l0 Ammoniak unter stetigem Rihren bis zur neu-
tralen Reaktion versetzt, die man durch Tupfeln auf hellblaues
Lakmuspapier mit Vergleichsproben von destilliertem Wasser
feststellt; erforderlich waren 7—9 ccm. Man wartet 10
Minuten und vervollstandigt, wenn es noétig ist, die Neutra-i-
sation, wozu nochmals bis 1,5 ccm n/l0 Ammoniak erforder-
lich sein kdnnen. Die Hefesuspension wird nun in einen 50 ccm-
Melkolben Ubergefiihrt, der knapp daftr ausreicht. Zum Ver-
suche entnehmen wir nach sorgféaltigem Gmschitteln mit der
Pipette 20 ccm, zweckmaRig nicht mehl’, die mit 5,09 wasser-
haltiger Maltose und dem Puffer*) (120 mg NaaHP()4 + 2 H20
f 90 mg KHjPO04) ohne weiteren Zusatz eines antiseptischen
Mittels auf 100 ccm gebracht werden. Messungen werden in
zwei Intervallen ausgefiihrt, und zwar so, dal eine der Be-
obachtungen moglichst in die Nahe von 50% Maltosespaltung
fuhrt, z. B. mit 40 und 80 Minuten Versuchszeit.

Beispiel: Hefe der Léwenbrauerei in Minchen, 28. VII, 20.
Die Maltosespaltung mit den Proben von */6 aus 11g ergab
bei 30° in 60 Min. 2,73° Drehungsabnahme entsprechend 42,6%
Maltosespaltung und dem Minutenwert 43, in 86 Min. 3,20°
Drehungsabnahme entsprechend 50,0% Spaltung und dem
Minutenwert 43.

Auf Grund dieser Bestimmung in der frischen Hefe wird
man die Ausbeute an Maltase bei der Verarbeitung frischer

1) Diese Menge, die 2,6 g Trockenhefe entspricht, ist so gewahlt, dal
das Ergebnis durch Division mit 2 auf die in der Zeitwertdefinition vor-
geschriebene Menge (Ig) Trockenhefe zurtckgefuhrt wird.

2) Fur die Hefe ist die Maltase-Zeitwertdefinition (Diese Zeitschr.

Bd. 110, S. 238) dahin abgeftndert, dal3 die angegebene Puffermenge ver-
doppelt ist.
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und trockener Hefe verfolgen. Die wenigen bisherigen Be-
obachtungen, die nur die Bedeutung von Beispielen haben,
zeigen, daB sich der groRte Teil der Maltase aus der frischen
Hefe gewinnen 1aRt. Eskommt auch vor, dal der Extrakt mehr
Maltase als die Frischhefe enthéalt, aber darauf soll erst ein-
gegangen werden, wenn groeres Versuchsmaterial vorliegt.

Frische Hefe der Lowenbrauerei (15. VI1.) ergab den Zeit-
wert 33, der nach dem Neutralisationsverfahren in 24 Stunden
gewonnene Auszug den Zeitwert 38' entsprechend 87 °/0 Ausbeute.

Frische Hefe der Lowenbrauerei (23. VII.) ergab den
Zeitwert 63, der unter Neutralisieren in 24 Stunden bereitete
Auszug den Zeitwert 54' entsprechend 117 °/o Ausbeute.

Die Bestimmungsmethode wird ferner anzuwenden sein,
um die Hefe der Brennereien und Brauereien hinsichtlich ihrer
maltosespaltenden Kraft quantitativ zu prufen, wéhrend man
bisher nur ihre rohrzuckerspaltende Wirkung aus zahlreichen
Angaben namentlich von Euler und seinen Mitarbeitern kannte.
Um die Wirkung der Hefe auf die beiden Biosen zu ver-
gleichen, ist es notig, das Invertin in diesem besonderen Falle
mit einem anderen Malle als dem von C. O’Sullivan und
F. W. Tompsonl) und von Euler*) angegebenen zu messen.
Anstatt die Saccharase durch die Zeit in Minuten zu definieren,
die 0,05 g Praparat brauchen, um bei 15,5° 4 g Rohrzucker
in 25 ccm Losung zu 75,75% zu spalten, bestimmen wir mit
der 10fachen Menge von trockener Hefe oder Praparat (0,5 g
in 25 ccm) bei 30° mit einer Losung von nur 1,1875 g Rohr-
zucker (entsprechend 1,25 g Maltosehydrat) die Zeit in Minuten
bis zur Spaltung von 50%. Diese Angabe soll als ,Ver-
gleichszeitwert® fur Saccharase bezeichnet werden. Fur den
Vergleich wirkt also ein und dieselbe Menge Hefe in dem
namlichen Volumen Ldsung bei gleicher Temperatur auf gleiche
Mengen Malzzucker und Rohrzucker ein, nur mit der Beson-

) Journ. Chem. Soc. Bd. 57, S. 834 und zwar S. 866 (1890).

2) H. v. Euler, E. Lindberg und K. Melander, Diese Zeitschr.
3d. 69, S. 152, 157 (1910); H. v. Euler und S. Kuliberg, Diese Zeitschr.
3d. 73, S. 335 (1911); H. v. Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr.
3d. 107, S. 269 (1919).
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derheit, dal} fur Maltase pH = 6,8, fur Saccharase pH = 4,3
eingestellt wird. Einen solchen Vergleich haben H. v. Euler
und S. Kullberg!l) in vorlaufiger Weise angestellt und die
relative Reaktionsgeschwindigkeit in 8%iger Zuckerldsung
fur Maltase = 1 (bis 2) und fur Bierhefeinvertin = 170 an-
gegeben.

Wir fanden mit einer Minchener Brauereihefe, dal fir
die Spaltung der Maltose 18mal mehr Zeit erforderlich war
wie fir die des Rohrzuckers. Und in einem unter Neutrali-
sation dargestellten walirigen Auszug der frischen Brauerei-
hefe betrug das Verhaltnis zwischen Maltose- und Saccharose-
spaltung 1:30.

Beispiele: 1. Hefe der Léwenbrauerei, 13. VII. a) Mal-
tasebestimmung. Mit 2,2 g Hefe in 100 ccm in 60 Minuten
2,40° Drehungsabnahme entsprechend 37,5% Spaltung und
dem Zeitwert 29 Minuten.

b) Saccharasebestimmung. Angewandt 0,55 g Hefe mit
4,75 g Rohrzucker unter Zusatz von 2 ccm 20%iger Na Ha PO4-
Losung in 100 ccm. Nach 30 Minuten betrug die Drehungs-
abnahme 3,76° entsprechend 54,8% Spaltung. Saccharase-
vergleichszeitwert 1,62 Minuten.

2. Auszug aus der Hefe der Léwenbrauerei vom 15. VH.
nach dem Neutralisationsverfahren. (VolumVermehrung beim
Neutralisieren 14,7 %.)

a) Maltasebestimmung. Mit 20 ccm Extrakt in 100 ccm
wurden in 18 Minuten 2,15° Drehungsabnahme entsprechend
33,6% Maltosespaltung gefunden. Zeitwert 39 Minuten.

b) Saccharasebestimmung. Mit 1,25 ccm Extrakt in
100 ccm wurden in 25 Minuten 3,51° Drehungsabnahme ent-
sprechend 51,2% Rohrzuckerspaltung gefunden. Saccharase-
vergleichswert 1,30 Minuten.

O Diese Zeitschr. Bd. 73; S. 85 und zwar S. 96 (1911).



