Uber die gleichzeitige Veranderung des Gehaltes an Glykogen,
an Stickstoff und an Enzymen in der lebenden Hefe.
Von
Sixten Kullherg.

Mit sechs Kurvenzcifluiungen im Text.

fAii" -lern biochemischen Laboratorium <t Hochschule Stockholm.)
(Der Redaktion zugegangen am 5. Juli 1.J14.)

Vor einiger Zeit sind ein paar Mitteilungen von H. v.
Eulerl) tUber die Holle des Glykogens bei der Garung durch
lebende Hefe erschienen. Er weist auf einige Umstande hin,
die fur die bis jetzt wenig beachtete Grufische Hypothese,?2)
dall bei der alkoholischen Gérung in der Hefe der Zucker
zunachst in Glykogen verwandelt wird, zu sprechen scheinen.
Wenn die Gruf3sche Hypothese zutrifft, wird es auch wahr-
scheinlich, dall die Zwischenprodukte, welche man auf Grund
der Differenz (A—C)3) zwischen dem verschwundenen Zucker
und der auftretenden Kohlensdure annehmen muf3, Stoffe sind,
die zwischen den Hexosen und dem Glykogen liegen.

Im Anfang einer Untersuchung Uber diese Kohlenhydrate
habe ich mir vorgenommen, die gleichzeitige Verdnderung des
Gehaltes der Hefe an Glykogen, an Stickstoff und auch an
Enzymen etwas naher zu studieren. Es ist bekannt, daf} stick-
stoffreiche, garkraftige Hefen glykogenarmer sind als die, welche
weniger Stickstoff halten. Diese Tatsache ist in Mitteilungen
von Schonfeld und Hirtd) und Schoénfeld und Kiuinzelb)

") Diese Zeitschrift, Bd.89, S.337 (1914), und Bd.90, S.355 (1914).—
Vgl. hierzu Harden und Young, Biochem. Journ., Bd. 7, S. 630 (1913).

*) Zeitschr. f. d. ges. Brauw., Bd. 27 (1904).

3) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 347 (1912). — Zeitschr. f. Garungs-
physiol., Bd. 1,,S. 203 (1912). — Ebenda, Bd. 3, S. 235 (1913).

4) Wochenschrift fur Brauerei, Bd. 29, S. 174 (1912).

5 Wochenschrift fur Brauerei, Bd. 31, S. 9 (1914).
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hervorgehoben, welche eine Reihe von Hefen ungleicher Rasse
auf Glykogen und Eiweill untersucht haben und von einer um-
gekehrten Beziehung zwischen diesen beiden Stoffen sprechen.
Sie zeigen, dafll die Glykogenbildung in der Hefe vor allem
von der Rasse der Hefe abhangig ist.

Von einer quantitativen (inversen) Proportionalitat kann
aber wohl nach den Resultaten Schonfelds und seiner Mit-
arbeiter nicht die Rede sein, wie folgende Tabelle zeigt:

EiweilRgehalt Glykogengehalt K.
Rasse °lo 0lo Eiweil3gehall
der Trockensubstanz der Trockensubstanz -~ Glykogengehalt

Hefe L. . . (1 17 1088
Hefe K. . . fit) 30 1800
Hefe D. . . 57 32 1821

Man sieht aus den von mir berechneten Werten K (Ei-
weildgehalt X Glykogengehalt), dafl hier keine Proportionalitat
zutrifft, da K eine Konstante sein mufte.

Dal3 sich Glykogen und andere hohere Kohlehydrate in
der Hefe bilden, ist ja eine altbekannte Tatsache, und ebenso
daR der Gehalt an Glykogen groRBen Schwankungen (etwa 5°/»
bis 35 °/n) unterworfen, ist. Viele Forscher sind damit be-
schaftigt gewesen, diese Tatsachen naher aufzuklaren. Wir
konnen nennen Erreral) und Laurent,2) der eine Zucker-
I6sung von 10—15°/o als die geeignetste Nahrung fur reichliche
Glykogenbildung gefunden hat. Er fand im Hochstfalle 32,(>°/o
Glykogen. Weiter bemerken wir Will3) und Meil3ner.4) die
das Glykogen als Reservestoff ansehen. Kaiser und Boul-
langer’) haben die Glykogenbildung untersucht, wenn die
Hefe unter Einwirkung von Wein-, Apfel- und Citronensaure
stand. Sie haben einen sehr wechselnden Glykogengehalt er-

n domptes rendus, 1885, S. 253.

*) A. Koch, Jahresbericht Uber die Fortschritte in der Lehre von
den Gaérungsorganismen, 1890, S. 51.

a) Allgemeine Brauer- und Hopfenzeitung, 1892, Nr. (57.

4) Zentralblatt fur Bakteriologie, 1900, Il, Bd. 6, 8. 517.

5) Zentralblatt fur Bakteriologie, Abt. 2, Bd. 5. S. 532.
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haltenJe nachdem Zuckergehalt, Temperatur, Heferasse, Aciditat,
Sdaureart etc. variiert wurden. Als gunstig fur die Glykogenbildung
haben sie hohen Zucker- oder niedrigen Sduregehalt gefunden.

Hennebergl) hat eine eingehendere Glykogenunter-
suchung vorgenommen. Wie friher Will weist er darauf hin,
dalR das Glykogen beim Lagern und Wassern der Hefe ver-
schwindet, schneller in der Warme als in der Kalte. In ab-
getoteter Hefe dagegen ist das Glykogen lange haltbar. GrolRer
Zuckergehalt der Nahrlosung bewirkt die Glykogenbildung; wenn
der Zucker durch die Garung zu einem gewissen Grade ab-
genommen hat, nimmt auch das Glykogen ab. Die Glykogen-
bildung beruht auch auf der Heferasse und auf den auf die
Gérung einwirkenden Faktoren. Henneberg ist der Ansicht,
daB das Glykogen nicht als Reservestoff betrachtet werden
kann, wohl aber als ein Zeichen reichlicher Anwesenheit von
Zucker,

Weiter hat Kohl2) Versuche uber Glykogen und Gly-
kogenbildung gemacht. Er meint, dall Glykogen nicht nur
Reservestoff sein kann. Es reguliert den ZuckerzufluR in die
Zelle und ist als Zwischenglied bei der Alkoholbildung zu be-
trachten.

Schliellich will ich eine Untersuchung von Pavy und
Rywaters3) lber Glykogenbildung durch Hefe nennen. Sie
untersuchen quantitativ das von den Hefezellen gebildete Gly-
kogen. Sie haben in gewohnlicher Handelshefe ungefahr 5°/o
Glykogen (= 25°/o der Trockensubstanz) gefunden. Mit ver-
diinnten Zuckerlosungen als Kulturflussigkeit erhielten sie nach
2—8 Stunden eine Verdoppelung bis Verdreifachung des pri-
maéaren Glykogengehaltes. — Bei ihrer Hefe ist der relativ hohe
Glykogengehalt bemerkenswert. Weiter muR ich schon jetzt
betonen, daR die Ergebnisse dieser Autoren durch meine unten
beschriebenen Versuche nicht bestéatigt wurden. Wie Euler

*) Wochenschrift fir Brauerei, 1902, S. 651.

*) Wochenschrift fur Brauerei, 1907, S. 206. Ref. aus Ber. der
Deutsch. Bot. Ges., Heft 2. 1907.

3) Chem. Zentralbl., 1908, I, S. 5*14. Ref. aus Journ. of Physiol.,
Bd. 36. S. 149-63 (1907).
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in-den oben genannten Mitteilungen, habe auch ich im Anfang
der Garung eine starke Verminderung des Glykogengehaltes
gefunden.

AuBer den oben genannten Arbeiten von Schonfeld
und seinen Mitarbeitern gibt es meines Wissens keine Unter-
suchung, die den Gehalt der Hefezellen an Glykogen mit dem
Stickstoffgehalt zusammenstellt. Diese Forscher haben, wie
gesagt, eine fteihe von Hefen ungleicher Rasse auf Glykogen
und Stickstoff hin untersucht. In der vorliegenden Unter-
suchung habe ich bei einer und derselben Hefe durch geeignete
Vorbehandlung den Glykogengehalt variiert und in Zusammen-
hang damit die Variationen des Stickstoffs und (in einigen
Fallen) der Enzymwirkung (Invertase) gemessen.

Versuchs anordnung.

Die Versuche wurden mit untergariger Hefe von der
hiesigen Hamburger-Brauerei angestellt. Die Hefe wurde ge-
reinigt durch \\ aschen bis zum Klarwerden der obenstehenden
FlUssigkeit und dann abgeprel3t.

Zur Vorbehandlung der Hefe wurden folgende Na&hr-
I6sungen angewandt, welche natlrlich immer durch Kochen
sterilisiert waren.

0,25 g MgS04 0.25 g MgS{)4

Losung 1 4 » (H4N),SO4 im Lésung la 4 (H<N)*SO4 im
5 > KH,P04 Liter 5 » KH,PO4 Liter
20 » Rohrzucker 20  *Glykose
0,25 g MgS04 | 0.25 g MgS04.

Loésung 2 5 » KH2PO4  \ Im - 4 v (HIN)*SO4  im
20 . Rohrzucker) 5 » KH,PO4 Liter

40 » Rohrzucker

In einen Liter Nahrlosung wurden 10 g Hefe eingeimpft.
Die Vorbehandlung geschah immer bei einer Temperatur von
19° C. Nach einer gewissen Anzahl Stunden wurde die Vor-
behandlung dadurch abgebrochen, dalR die N&hrlosung von
der vorbehandelten Hefe so weit wie moglich abdekantiert und
dann so schnell wie mdglich durch ein gehartetes Faltenfilter
abfiltriert wurde. Die Hefe wurde dann einmal mit kaltem
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Wasser gewaschen und einige Minuten auf Ton getrocknet.
Sowohl das Einimpfen wie die Filtration und Trocknung der
Hefe geschah in einem abgekihlten (etwa 8° G.) und mit
Thymoll) desinfizierten Abzug. Die so erhaltene Hefe wurde-
entweder aufs neue in frische Né&hrlosung eingeimpft oder
analysiert.

Um im folgenden anzudeuten, dal} die Hefe zuerst eine
Anzahl Stunden in einer Nahrlosung a und sodann nach Uber-
impfung eine Anzahl Stunden in einer neuen Losung b vor-
behandelt ist, wird die Stundenanzahl in jeder neuen Lo&sung
zu der friheren durch -f- hinzugefugt. DaR eine Hefe z. B.
24 -j—- 17 -{- 20 Stunden vorbehandelt worden ist, bedeutet also,
dall sie zweimal Ubergeimpft worden ist.

Die analytischen Bestimmungen waren: Feststellung des
Gehalts an Trockensubstanz, Glykogen und Stickstoff und in
einigen Serien der Inversionskonstanten. Der Gehalt an Trocken-
substanz wurde durch Entwassern eines Anteils der Hefe bei
901 bestimmt. Die Glykogenbestimmung wurde nach der von
Schonfeld und Ivinzel2) modifizierten Pfligerschen Me-
thode ausgefiihrt. Zu bemerken ist, dal} ich nur ca. 5 g Hefe
zur Glykogenanalyse verwendete. Die durch Hydrolyse gebildete
Glukose wurde immer nach Bertrand bestimmt. Der Stick-
stolfgehalt wurde nach der Methode von Kjeldahl ermittelt.

Wenn schlieBlich die Invertase-Tatigkeit bestimmt wurde,
geschah es folgendermaBen: 0,25 g Hefe wurden in einer
Mischung von 10 ccm ! °/oiger NaH4PO4-Losung und 20 ccm
20°/oiger Kohrzuckerlosung aufgeschlemmt. Die Phosphat-
anwesenheit bewirkt, dal} bei den Versuchen eine sehr nahezu

*) Thymol in Alkoholldsung wurde eine halbe Stunde vor dem
Filtrieren oder Impfen milteis eines Hefraicheurs gespritzt.

*» Wochenschrift fir Brauerei, Bd. 31. S. 9 (1914). Hier werden
allerdings nach isalkowski «Diese Zeilschr. Bd. 92, S. 75; 1914i andere
hohere Kohlehydrate mitbestimmt. Fur die vorliegende Frage kommt
dies nicht in Betracht, denn, wie Salkowski selbst sagt, ob man den
hetr. Korper Glykogen nennt oder Hefenglykogen — um einen gewissen
Unterschied vom Glykogen des Tierkorpers zuzugeben —, ist im Grunde
gleichgdltig.
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gleiche Konzentration der H-lonen erhalten wird. Die Reaktion
wurde mit 10 ccm 5°/oiger Na8CO03-Lésung nach gewissen
Zeiten abgebrochen, die Hefe wurde abfiltriert und die Losung
im 1 dm-Rohr polarisiert. Die Inversion hat immer bei 19°
stattgefunden, In den Tabellen sind die Inversionszeiten in
Minuten angegeben, weiter die beobachteten Drehungen und

Die Konstanten sind

die Reaktionskonstanten k = T In

mit Briggschen Logarithmen berechnet.

Versuchsreihe 1.

Durch die er'sten Versuche sollte eine Orientierung Uber
das Verhaltnis zwischen dem Stickstoff- und Glykogengehalt
gewonnen werden. Schonfeld und seine Mitarbeiter glaubten
ja, wie oben erwéhnt, eine inverse Beziehung zwischen diesen
Gruften gefunden zu haben.

Tabelle 1.

Stickstoflgehalt Glykogengehalt
Vorbehandlung (/o der Trockensubstanz) (> der Trockensubstanz)

Losung 1  Lésung la Losung I  Lo6sung la
Stunden (Rohrzucker)  (Glykose)  (Rohrzucker)  (Glykose)

0 10,44 18,92

5 10,96 10,52 12,11 8,46
22 11,14 10,82 14.99 13,84
47 10,52 10,50 12,49 I 12,;)4

Diese Tabelle ist graphisch in Fig. 1 dargestellt.

Wie aus Tab. 1 und Fig. 1 hervorgeht, sind parallele
Versuche teils mit Glukose, teils mit Rohrzucker in der Nahr-
Iosung angestellt. Die Variationen durch Vorbehandlung in
Glukoselosung sind betreffs Glykogens groRer, betreffs Stick-
stoffs geringer als in der LOosung mit Rohrzucker. Nach 47
Stunden ist der Gehalt sowohl an Glykogen wiie an Stickstoff
in den beiden parallelen Versuchen gleich geworden. Von
einer inversen Proportionalitat des Stickstoffs- und Glykogen-

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCTI. 24
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gehaltes kann keine Hede sein. Die Schwankungen des Gly-
kogens sind viel groller als die des Stickstoffs.

Die Kurven sind Ubrigens typisch

fur die Variationen, besonders des

Glykogengehaltes und auch des Stick-

stoffgehaltes. Sie werden in der ersten

Phase der spateren Versuchsreihen 4

und 6 wiedergefunden. Hetreffs des

ersten Teils der Glykogenkurve (etwa

bis 3 St.) ist die Ubereinstimmung

gut mit den dieses Gebiet umfassen-

den, obengenannten Untersuchungen

Eulers. Auch betreffs der Stick-

stoffvariation gibt es eine gewisse

Ubereinstimmung mit einem friheren

Versuch von Euler und Meyer.))

Zu bemerken ist, dal} bei dem Ver-

such dieser Autoren 5 g abgeprelite

v Hefe in 250 ccm Nahrlésung aufge-
* Sackstoff (Losung 7/ schlemmt wurden, wahrend bei meinen

® L La) Versuchen nur die halbe Hefemenge
- 6lykogen ( - - auf dasselbe Volumen Nahrlésung
© ( - -/a. kam.

Versuchsreihe 2.

Die Versuche dieser Reihe wurden angestellt, um einige
Anhaltspunkte zu erhalten Uber die Variationen des Gehalts
der Hefe an Glykogen, Stickstoff und Invertase, wenn die Hefe
wiederholt in neue Nahrlésung Ubergeimpft wird.

Die Vorbehandlung wurde in LOsung 1 vorgenommen.
Die ersten Tabellen zeigen die Invertasebestimmungen, und
dann sind in Tab. 2 und Fig. 2 die Resultate zusammengestellt.
Dabei sind die Mittelwerte der Inversionskonstanten auf einen
gemeinsamen Trockengehalt von 30°/0 reduziert worden.

‘] Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 284 (1912).
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Invertasetabelle der Reihe 2.

Ohne Vorbehand-  Vorbehand- Vorbehandl. Vorbehandl.

t Vorbehand- lung lung  22{-17+17¢, 22-H7+177.
lung 22 Stunden 22-j-17 Stund.  Stunden  + 17 Stunden

Min. a k+100  ke10* a k100 | k10! a k 10

0 M T2 o TR - 75 7qp -
16 503 30 403 77 466/ 88 415 108 432 102
25 52 38 361 81 322 03 280 103 286 105
35 452 40 262 8L 206 06 155 111 174 105
40 428 39 210 81 160 9% 113 110 135 103

x -2,28 — -228 — —228 - 2,2« — 228, -
Trocken- Trocken- Trocken- Trocken- Trocken-
Substanz Substanz Substanz Substanz Substanz

=3269° = 2563V0 = 2412°%%h = 27,79> = 2839l

Tabelle 2.
Stickstoff-  Glykogen-
Vorbehandlung oot gehalt k100 _ 'é ol
in Losung 1 ol °l = N,-Genalt
der Trocken- der Trocken-  Red. X Glykogen-
Stunden substanz  substanz gehalt
0 8,56 22,50 36 193
22 10,07 16,37 95 165
22+17 9,82 23,20 117 228
22+ 17+ 177. 8,96 27,75 118 240
22+17+177. + 17 8,98 28,17 111 253

Diese Tabelle ist graphisch in Fig. 2 dargestellt.

In die Augen fallend ist, daR eine Vermehrung des Gly-
kogens von einer gleichzeitigen Abnahme des Stickstoffs und
ebenso ein Abnehmen des Glykogens von einer Zunahme des
Stickstoffs begleitet ist. Jedoch besteht, wie aus Fig. 2 und
der letzten Kolumne der Tab. 2 hervorgeht, keinerlei Propor-
tionalitdat. Die GroRe K ist das Produkt des Glykogen- und
Stickstoffgehaltes. Die Variationen der Invertasetatigkeit stimmen
mit den von Euler und Mitarbeiter gefundenen.

Versuchsreihe 3.
Man hat gefunden, dal} eine, wenn auch viel geringere,

Invertasebildung eintritt, selbst wenn der zur Vorbehandlung

24
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Fig 2 verwandten Losung Uberhaupt
kein Stickstoff zugesetzt wird.
Es war nun von Interesse zu
untersuchen, ob die Glykogen-
bildung in stickstofffreier Nahr-
I6sung ebenso groR ist als in
Gegenwart von Stickstoffverbin-
dungen. Am Anfang wurde die
Hefe in Ldsung 2 eingeimpft
(also in eine Loésung ohne Stick-
stoff), nach 20 Stunden in frische
L6sung gleicher Zusammensetz-
ung Ubergefiihrt und dort noch
20 Stunden vorbehandelt. Um
jetzt den Effekt von einer stick-

25 22H] JZ2EWIVIT stoffhaltigen Losung nach dieser
Vorbehandlung zu sehen, wurde

* St/ckstoffgehaft. die Hefe in Lésung 1 (iberge-
+ Olykogengehatt. impft und nach 20 Stunden
O Jnversions,konstanten. wieder in eine frische LOsung 2
zuriickgefiihrt. Die F gehen aus den folgenden Ta-

bellen hervor:
Inversionstabelle der Reihe 3.

Ohne Vorbehandl.  Vorbehandl. Vorbehandlung Vorbehandlung
t  Vorbehand- 20 Stunden 20 20 Std. 20-r20Sd.inLes.2 20 f20Std.in Los.3

=20 »  »  »

lung in Losung 2 in LOsUNg 2 —f20 > » » 1 G0 5 , > )

Min. . kel* . k-l0* a ket a kel a k-KP
0 7,08 — 7,00 — 0,99 — 093 — 6,89 —
15 — 535 59 514 05 441 93 436 94
Il 6,06 31 — — — — — — —
25 540 34 430 59 4,19 03 315 93 3,28 88
35 483 3t 3,4» RO 3,27 04 196 97 214 92
40 452 35 301 02 259 70 1,45 99 1,07 93
X -2,27 — =220 -2,24 — —222) — —2.20

Trockensubstanz Troeken~ibstanz Trockensubstanz Trockensubstanz =~ Trockensubstanz
= 31,32°0 = 27,47 °lo = 27,59° = 25,92°/® = 31,30 ¢
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Tabelle 3.
Stickstoffgehalt  Glykogengehalt
Vorbehandlung °lo k+ 10*
der Trocken- der Trocken- .
Stunden . Substanz Substanz Reduziert
l. 0 3,50 21,61 33
2. 20 in Losung 2 3,18 19,60 (16
3. 20-f20 » 2 (1,78 24.87 71
20+ 20 » 2ij
l. .20 » T 8,68 15.8(1 110
204- 20 » 2
5. -f20 * 1 (1,11 28,53 88
+ 20 » 2

Die Werte dieser Tabelle sind graphisch in Figur 3 dargestellt.

Wie zu erwarten war, Fig.d.
sinkt der StickstofTgehalt
schon im Anfang der Vor-
behandlungen. Das Gly- zg f/
kogen variiert dagegen

Al

in derselben Weise wie in a b
der Versuchsreihe 2 (mit # [’ \\ I &

. reine 2 fN ]
stickstoffhaltiger  Nahr- p f \
lbsung). Die Invertase- V/y F\ -HO
vermehrung ist nicht so /’/ A 4
kraftig wie friher in - [ 70
Losung 1. A

Dann folgt der plétz- /o JO

liche Wechsel von Né&hr- **AX',
l6sung. Der Gehalt an
Stickstoff wird jetzt kraf- inLi  riL2  *20m0-1 x40 f
tig gesteigert und der Gly- &onc/en 20w

kogengehalt sinkt ebenso
kraftig. Auf die erneute
Einimpfung in Nahrlésung
ohne Stickstoff folgt eine

X Shckstoffgeteft
» Glykogengeha/f.
© Jnvers/onskonstante/?.

entgegengesetzte Wirkung. Die hierdurch erhaltenen Schwank-
ungen sind sehr beachtenswert. Von 3. bis 4. der Tabelle 3
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be tragt die Zunahme des Stickstoffgehaltes etwa 30°/0 und die
Verminderung des Glykogengehaltes etwa 36°/0, und von 4. bis
5. vermindert sich der Gehalt an Stickstoff mit etwa 26%,
wahrend der Glykogengehalt mit etwa 80% zunimmt. Die Ein-
wirkung des Gehaltes an Stickstoff der Nahrlésung auf die
Glykogenbildung ist friher von Kaiser und Boullangerl)
hervorgehoben.

Es bleibt fraglich, ob mit der Vermehrung oder Ver-
minderung des Stickstoffgehaltes wirklich ein Stoffwechsel-
vorgang eintritt, durch welchen Glykogen verbraucht oder ge-
bildet wird, oder ob die Ab- und Zunahme des Glykogens nur
darin zu suchen ist, daR die Veranderung des Gehaltes eines
Hefebestandteiles notwendig eine Verdnderung des Gehaltes
eines anderen zur Folge hat. Im letzteren Falle mochte die
Variation der Stoffe gleich, aber entgegengesetzt gerichtet
sein. Dies ist aber, wie aus Tabelle 3 hervorgeht, nicht der
Fall. Vergleicht man z. B. daselbst die Punkte 2 und 3, so
entspricht einer Stickstoffverminderung von 1,4 °/o bezw. einer
EiweiBverminderung von 9,33;% eine Glykogenvermehrung
von 5,27%.

Betreffs des Invertasegehaltes ist zu bemerken, dal} er
in der stickstoffhaltigen LOsung kraftig gesteigert wird, und
dalR er bei der Zurlckimpfung in die stickstofffreie Ldsung
wieder sinkt.

Versuchsreihe 4.

Aus der Versuchsreihe 1 geht hervor, daR die Variationen
besonders wdhrend der ersten Stunden nach der Einimpfung
von der Hefe in frische N&hrldsung bedeutend sind. Eine Er-
ganzung einer der Reihe 2 oder 3, in welchen wiederholte
Uberimpfungen vorgenommen worden waren, war also sehr
winschenswert. Die folgenden Versuche sind wie die der
Reihe 2 angestellt. Die Hefe wurde also in Lésung 1 vorbe-
handelt.

In der folgenden Tabelle 4 sind die Resultate zusammen-
gestellt. Die Inversionskonstanten sind dort, wie gewdohnlich,
auf einen Trockengehalt von 30% reduziert.

L c.
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Tabelle 4.
(In Fig. 4 graphisch (largestellt.)
IVorbehandIung Stickstoffgehalt  Glykogengehalt K+ 10%
|

in Losung 1 °lo . .
Stunden der Trockensubstanz der Trockensubstanz Reduziert

A 0 8,94 19.06
* 9.83 15,89 —
21 9.63 9,57 107
45'f* 9,97 10,34 125
117 10,23 4.79 158
B. 21 - 31 9,34 16,25 103
21 + 21 9,28 14.48 123
21 + 44 9,11 13,74 168
C. 21+44+ 4 9,31 16,10 147
21+44 + 21 8.57 17,63 165
21+44 + 45 9,30 16,44 188

Gleichzeitig mit diesen Bestimmungen wurde bei jeder
neuen Uberimpfung die Gé&rungsgeschwindigkeit in einem be-
sonderen Versuche ermittelt. Das Verhalten der Hefemenge
zum Volumen der Lésung war dabei natirlicherweise dasselbe
wie bei der Vorbehandlung; 0,25 g Hefe kam auf 25 ccm
Losung 1. Die Garung geschah ebenso wie die Vorbehandlung
bei 19° C. und wurde volumetrisch verfolgt. Die Garungs-
kolben waren durch Kapillarrohren mit Gasburetten verbunden,
in welchen die entwickelte Kohlensdure (ber Quecksilber ge-
messen wurde. Die Ubersattigung von Kohlensaure wurde vor
jeder Ablesung durch energisches Schutteln aufgehoben.

Die Garungsgeschwindigkeit <™ wird aus zwei successiven

Ablesungen des Kohlensiurevolumens v, und v2 zu den Zeiten
tj und t, folgendermallen berechnet:

AvV__ V.,—V,
At — 1,-t,*
Das Mittel der erhaltenen Werte von — im Bereich der

At
Hauptgarung ist in der Kolumne <~ d auf einen gemeinsamen

Trockengehalt von 30°/0 reduziert.



Uber die gleichzeitige Veranderung des Gehaltes an Glykogen usw. '353

Garungstabelle der Versuchsreihe 4.

Ohne Vorbehandlung  Vorbehandlung 21 Stunden Vorbehandlung 21 -f-44Std.

Zeit Entw. Ay Av Zeit Knlw' Av Av Zeit |Enw- Av Av
ccm . cecm — — ccm - L —
Min. CO, At Atred. Min. iCO, | At Atred. Min. | CO4 ; At At red

31 35 413 il 31 0 19 U6 31 6.0 (11
133 17,2 023! 122 | 16,7i019 110
151 213 5 15t ,22.7 02i 0.23 173 | 27,810,18: 0.19
SmE e o g
™ 0,21 " 0,21 < 0,17
218 ATT (a4, 376 | 70,2 390 69,7
303 56,2 0.27 19-60 105,6 18.5+ 60 109,0
369 74,2 i 23-60 114,1 2260 113,0
19-60112,8,
20.5+ 60 115,2
24+ 60 1154 |

Trockensubstanz = 32,85V Trockensubst. = 25,92°/u Trockensubstanz = 28,99 °\>

Wie aus der Garungstabelle hervorgeht, ist die Garungs-
geschwindigkeit in den drei Fallen sehr wenig verschieden.l)
Die Garung ist innerhalb 20 Stunden, praktisch genonnen, zu
Ende gegangen. Die hauptséchliche G&rung geschieht inner-
halb 6 Stunden.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in mehreren.
Beziehungen unerwartet. Betrefis des Stickstoffs ist die Uber-
einstimmung der ersten Phase der Versuche mit der Versuchs-
reihe 1 nicht ganz gentigend. Man sollte erwarten, dafll der
Wert 9,83°/0 etwas niederer und der Wert 9,63 etwas hoher
sei. Gerade dieselben Schwankungen des Stickstoffs, wie die

jetzt gefundenen, werden aber in der Versuchsreihe 6 wieder-
gefunden.

‘) Die aus der Tabelle hervorgehenden kleinen Veradnderungen der
Garungsgeschwindigkeit stehen in guter Ubereinstimmung mit den Garungs-
versuchen von Euler und Johansson (Diese Zeitschr., IUl. 84, S. 97,
1913), welche nach Vorbehandlung in dhnlicher N&hrlésung vorgenommen
sind. Diese Autoren zeigen, da die Garkratt der Hefe innerhalb 24 Stunden
nach der Einimpfung in neue L&sung ein wenig gesteigert wird, um hei
langeren Yorbehandlungszeiten erheblich geschwécht zu werden.
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Betreffs des Glykogens erwartete ich, daR der Gehalt
dieses Stoffes bei jeder neuen Uberimpfung die typische, kréaftige

Verminderung erfahren wirde, um dann wieder zu wachsen.

Fl/g4. Die mit der Serie
2 vergleichbaren
Werte der vorlie-
genden Reihe zei-
gen eine genligende
Ubereinstimmung.
Die erwartete
Abnahme des
Glykogengehal-

N tes unmittelbar
A nach der Uber-
~ impfung blieb
N jedoch aus; viel-
w mehr erwies
iw sich eine deut-
140 liehe Vermehr-
120 ung.  Diese be-
merkenswerte Tat-
sache will ich be-
sonders hervorhe-
ben: sie scheint in

247h 4F7 einer gewissen
J — Ubereinstimmung
'Sh/nofen t y* if¥*21 .

mit den genannten
x SflcAstofrge/?a/f Erfahrungen von
- GJyAogeope/Ja// Pavv und Bywa-
AJnyprs/ondJco/fsfonte/?. ters zu stehen.

Auch bei den Vermehrungskurven der Invertase ist ein
nicht vorher betonter Umstand zu bemerken. Nach der Uber-
impfung gehen diese Kurven durch ein Minimum, um
dann wieder zu steigen. Dieses Minimum der Invertase-
wirkung scheint mit dem von Euler und Johansson nachge-
wiesenen Maximum der Géarkraft zusammenzufallen. Man beob-
achtet auch, dal? diese Minima der Invertasekurven mit dem
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Ansteigen des Glykogens nach der Uberimpfung Zusammen-
fallen.

Versuchsreihe 5.

Eine Erklarung der bemerkenswerten Veranderungen des
Glykogengehaltes beim Gé&rungsvorgang zu versuchen, ist noch
zu frih. Die Frage liegt jedoch nahe, oh der Verlauf der
Gérung derselbe sei, gleichglltig ob nach der Impfung der
Glykogengehalt zunimmt, oder ob diese GroRe sinkt. Ein Stu-
dium des Vermdgens der Hefe, die von Euler und Mitarbeiterl)
studierte Differenz (A—C) (also zwischen der bei der Garung
verschwindenden Menge Zucker und der gleichzeitig auftreten-
den Kohlensdure) auszubilden, konnte mdglicherweise einen Auf-
schluB Uber diese Frage geben. Kann nadmlich keine erheb-
liche Veranderung bei der Bildung dieser Differenz nachgewiesen
werden, so hat man keine Ursache, auf einen verdnderten
Géarungsvorgang zu schlieBen. Wie aus den Garungstabellen
der Versuchsreihe 4 hervorging, ist die Garungsgeschwindig-
keit bei den drei Impfungen beinahe dieselbe.

Die Bestimmung der Grélie A—C geschah folgenderweise:
1 g vorbehandelte Hefe (auf Ton abgepret und mit einem
Trockengehalt von etwa 27°/0) wurde in 20 ccm etwa 10'Voiger
Glukoselosung aufgeschlemmt. Der Glukosegehalt der Losung
wurde aus der Anfangsdrehung genau berechnet. Die Kolben
mit dieser Flissigkeit waren in einen Ostwaldschen Thermo-
staten mit einer Temperatur von genau 30° eingetaucht. Die
Kolben waren wie gewohnlich durch Kapillarrohren mit dem
oberen Ende von Gasburetten verbunden, in welchen die ent-
wickelte Kohlensdure Uber Quecksilber gemessen wurde. Nach
gewissen Zeiten wurde von der Hefe schnell durch gehartete
Faltenfilter abfiltriert, und die klare L6sung im Polarisations-
apparat untersucht und zwar im 1-dm-Rohr bei etwa 19°.

Die Vorbehandlung wurde wie in den vorigen Versuchen
vorgenommen. Parallele Versuche mit Vorbehandlung in Lésung
mit und ohne Stickstoff (Losung 1 und 2) wurden gemacht.
Ich stelle die Versuche in der folgenden Tabelle zusammen.

) L
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Tabelle 5.
v DruTck und Ent- Drehungs Glykogen-
or- em- : - ehalt
.« wickelte Drehung : g
_ peratur  Zeit " Diff. der Hefe
behand der ge- Co, . anderung ol der
lung  messenen Trocken-
CO,  Min. ccm °/oC Graden Grade °/0A A-C substanz
Ohne 0 0 10,14 e —
Vor- /028mm 60 66 12,82 818 196 19,33 6,51

behind. DY 120 13012524 689 3,25 32,05(681, 22.22
inof C. 180 105 37,86 545 4,69 46,25 839

lung
oc 515 0 10,14 —
0 0 — 1014 — - -
Stunden 747 mm (0 73 14,07 8,09 2,05 20,22 6,15
in Hg 120 145 27,94 6,55 3,59 3540 7.46 1258
m» C.
Losung | » 180 209 40,27 5,20 4,94 48.72 8,45
* 510 — 0 1014 . —
W-{-20 0 0 — 10,06 — - -
Stunden 7515mm 60 64 1250 8.23 1,83 18,19 5,69
in Hk 120 128 25,00 6,93 313 31,11 6,11 13,54
io° C.
Losung 1 10 180 192 3750 5,67 430 43,64 6,14
c 512 — 0 1006 — —
0 O 10,14 — - -
Stunden 7465mm 60 62 11,90 8,49 1,65 16,27 4,37
in Hg 120 126 24,18 6,96 3.18 31,36 7,18 20091
isi,5° c. .
Losung 2 180 189 36,28 577 M7 43,10 6,82
‘ X 521 0 1014 — —
22+23 , O « - 10,06 — — -
Stunden 752,1mm 60 65 12,67 8,35 1,712 17.00 4,33
. Hg 120 120 23,39 7,01 3,05 30,32 6,93 25,98
19,5° c.
Losung 2 180 172 ]33,53 6.02 4,04 40,16 6,63

| =~ 513 __ 0 1006
Das Entstehen der Differenzen A—C ist in Fig. 5 graphisch dargestellt.
Die entstehenden Veranderungen der Differenz A—C sind

offenbar so klein, daR Schlisse daraus in bezug auf den Garungs-
vorgang nicht gezogen werden konnen. Man sieht, dal} das
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Maximum der Differenz nach den Vorbehandlungen ein wenig
abnimmt. Wie Euler und Johanssonl) betont haben, kdnnte
man annehmen, dall sie durch die Wirkung eines Enzymes
entstehen.

Der Verlauf der Gérung ist hiernach derselbe, sei es, dal

der Glykogengehalt im Anfang der Garung zunimmt, oder daf
diese GrolRe dann abnimmt.

Versuchsreihe 6.

Ich fuhre schlieBlich noch einige VVorbehandlungsversuche
an, welche mit einer Lésung vom doppelten Zuckergehalt an-
gestellt sind (LOosung 3 mit 40 g Zucker im Liter). In der
zweiten Phase der Reihe sind parallele Versuche mit der
friheren Losung 1 durchgefinhrt.

Tabelle 6.
(In Fig. fi graphisch dargestelit.)

Vorbehandlung Stickst?ffgehalt lekoglengehalt
Stunden der Trock(/eonsubstanz der Trock(/a%substanz
0 9,54 18,34
3 in Losung 3 10,03 10.07
24 * > 3 9,75 11,08
51 » » 3 10,14 9,95
24 -j- 3 in Lésung 3 9,03 112.05
24 + 24 > » 3 9,03 19,80
24 -j- 24 -f- 18 in Losung 3 8,63 22.60
24 in L06s. 3 -{- 3 in Losung 1 8.89 15,09
24y  * 3-j-24 > » 1 9,24 15,70

Man sieht, daB die Veranderungen in Ubereinstimmung
mit den friher erhaltenen sind. Auffallend sind die Stickstoff-
kurven, welche mit denen der Fig. 4 Ubereinstimmen.

Die beiden Parallelversuche scheinen miteinander nicht
ganz Ubereinzustimmen. Nach 24 Stunden erwéachst der Gly-
kogengehalt bei der Vorbehandlung in der an Zucker reicheren



Losung in hoherem Grade als in der an Zucker armeren. Da-
gegen ist das Ansteigen der Kurve schneller in letzterem Falle.

Zusammenfassung.

Lin Zusammenhang zwischen Stickstoff und Glykogen der
Hefe war friher insofern untersucht worden, als man ver-

P schiedene Rassen in be-
~ zug auf beide Stoffe

verglichen hat. Da-
gegen sind bis jetzt bei

8 s, . einer und derselben

. Reinkulturhefe die Va-

! oy riationen beider Stoffe

L7 /7 nicht gleichzeitig ver-

5 7/  L-X o folgt worden. Dies war

/sTl/ | .

fr / - die Hauptaufgabe der

S h . vorliegenden Unter-
B ' suchung.

1—IL i Dabei hat sich im

if | allgemeinen die durch

1 ' Vergleich verschiedener

| ~ Hefen von Schénfeld

2 A | gefundene Regel besta-

tigt, daR hoherer Gly-

y o/ kogengehalt niederem

Stickstoffgehalt ent-
spricht und umgekehrt.
Die Untersuchung zeigt

80 20  f6Q Minuten .
? jedoch, dall man von

y Ohne Vorheh&nol/ong. einer inversen Propor-
® Vord  Standen/nLosung/. tionalitat dieser GroRen
© * J9H20 ¢+ " e 4 4 [/ nicht reden kann.

© + 922 > Aus dem quanti-

© * 22423 ... * £ tativen Verglelch_ g?ht

hervor, dald wirklich

grofle \ eradnderungen in der Glykogensubstanz beziehungs-
weise der hochmolekularen Kohlehydrate eintreten.
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Es hat sieh bestatigt, dal in untergériger Bierhefe zu
Anfang der Garung der Glykogengehalt erheblich sinkt. Als
wesentlich neues Resultat mochte aber festgestellt werden, daf}

eine solche Verminderung des Glykogens durch die

F/g0.
/.
/
r /."—
/i
r
19 I
I
! 7 |
/7 - .. / |
s L1
C
o
l i
1 T
| ]
| Do
// i—_um
=<
V

24*3 24*21 Stonaen

x Sf/ckstoffgefialt
- Gtykogertgefa/t.

Garung bei vorbehandelter
Hefe nicht eintritt, son-
dern daf3 hier im Gegenteil
das Glykogen stark wachst.
Bei den gleichzeitigen Inver-
tasebestimmungen bemerkt man,
dalR die Minima des Invertase-
gehaltes mit diesen Erhéhungen
des Glykogengehaltes zusammen-
fallen. Die Garkraft bleibt bei
dieser Vorbehandlung konstant.

Ein bemerkenswertes Er-
gebnis ist ferner folgendes: Wird
die Hefe nach 20sténdiger Vor-
behandlung wiederholt in neue
Néhrlosung Ubergeimpft, so
steigt mit jeder Uberfithrung der
Glykogengehalt und erreicht
schlieBlich ein Maximum (hier
ca. 28°/0) (vgl. Fig.2). Also tritt
hier bei jeder folgenden Garung
der Hefe in 2°/o iger Rohrzucker-
I6sung eine Steigerung des Gly-
kogens ein.

Worauf die auffallenden Variationen des Glykogens in
vorbehandelter Hefe beruhen, konnte bis jetzt nicht festgestellt

werden.

Herrn Prof. H. v. Euler, welcher mich zu* vorliegender
Untersuchung angeregt hat, spreche ich meinen aufrichtigsten
Dank fir seine Unterstlitzung aus.



