Ober das Invertin (Invertase) der Hefe.

Il. Mitteilung.

Von

E. Salkowski.

(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.
(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1909.)

Am Schlisse meiner vor einer Reihe von Jahren er-
schienenen Arbeitl) Uber das Invertin der Hefe habe ich mich
dahin ausgesprochen, daf3 ich die Versuche zur Reindarstellung
des Invertins fUr aussichtslos halte, weil man bei einem Ma-
terial, das mehrere Fermente enthalt, nie wissen kdnne, ob
ein Prdparat, das nur eine Fermentwirkung — in diesem
Falle die Inversionswirkung — zeigt, nicht auch die anderen,
durch die Art der Behandlung unwirksam gewordenen Fer-
mente beigemischt enthélt. Unter diesen Umstdnden konnte
es inkonsequent erscheinen, daB ich mich aufs neue der Frage
nach der Natur des Invertins zuwende. Es kdnnte scheinen,
als ob ich hinsichtlich der Moglichkeit der Isolierung von
Invertin anderer Ansicht geworden wére. Das ist aber durch-
aus nicht der Fall, ich bin noch derselben Ansicht, und wenn
ich mich aufs neue mit dem Invertin beschéftigt habe, so ist
das nicht geschehen, um einen Versuch zur Isolierung zu
wagen — ein Unternehmen, das ubrigens selbst bei Substraten,
die nur ein Ferment enthalten, im besten Falle immer nur
einen Wahrscheinlichkeitserfolg verspricht, da wir kein Kri-
terium zur Erkennung der Reinheit besitzen —, sondern nur.
um mich mit zwei prinzipiell wichtigen Fragen Uber die Natur
des Invertins zu beschaftigen, ndmlich 1. ob das Invertin einen
Kohlehydratkomplex enthélt und 2. ob es phosphorhaltig ist.

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 305.
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Fragen, die auch von allgemeiner Bedeutung fiir die Fermente
Uberhaupt sind. Ich werde mich hier nur mit der ersten Frage
beschéftigen, die Erfahrungen, die ich Uber die zweite gemacht
habe, einer besonderen Abhandlung vorbehaltend.

In der erwdhnten Abhandlung habe ich nachgewiesen, dal}
die aus der Hefe dargestellten Invertinpraparate regelmaRig
einen ansehnlichen — in meinen Versuchen von 17,17—65,3 0/0
wechselnden — Gehalt an Hefegummi aufweisen, welches bei
der Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsaure Mannose liefert.
Dies trifft nicht nur fir meine Praparate zu, sondern sicher
auch fur alle bisher von Anderen») dargestellten, deren Ge-
halt an Kohlenhydraten auch von verschiedenen Beobachtern
hervorgehoben ist.l) Wahrend aber die friiheren Autoren den
Kohlenhydratgehalt als zum Invertinmolekiil gehérig angesehen
haben, habe ich meine Uberzeugung dahin ausgesprochen, daf
das Hefegummi nur als Verunreinigung anzusehen sei. Ist
doch auch nicht abzusehen, wie ein relativ so schwach wirkendes
Reagens, wie die Fehlingsche Ldsung, in gelinder Wéarme
eine Abspaltung von Hefegummi aus einem Atomkomplex herbei-
(iihren sollte. Auch die Tatsache, dall der Gummigehalt der
Invertinpraparate in weiten Grenzen schwankt, spricht — wenn
auch nicht unbedingt) — fiir meine Ansicht. In dieser haben
mich auch die inzwischen erschienenen Ausfiihrungen von
R. Hafner3) nicht irre gemacht. Dieselben gipfeln ebenso
wie die friheren von Osborne und Kolle immer in der
Frage: warum soll das Invertin kein Kohlenhydrat in seinem
Molekiil enthalten, da dieses doch konstant in den dargestellten
Préparaten enthalten ist? eine Frage, der mari mit allem Recht
die Gegenfrage entgegenhalten kann: warum soll das Invertin

gerade ein Kohlenhydrat enthalten, da doch kein anderes
Ferment mit Kohlenhydratgehalt bekannt ist und das Gummi,

von dem nachweislich bei den Invertindarstellungen immer nur
gin kleiner Teil in Losung geht, nicht Verunreinigung sein?

‘) Siehe die frihere Literatur in meiner zitierten Arbeit.

¥ Nicht unbedingt, weil das Gummi ja auch in zwei Formen vor-
handen sein konnte, einer freien und einer gebundenen.

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 1
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Ein Beweis dafir, dafl das Hefegummi nichts mit dem
Ferment zu tun hat, ist freilich nur dann geliefert, wenn es
gelingt, stark wirksame gummifreie Fermentlésungen herzu-
stellen. Wieweit mir das gelungen ist, wird aus den folgenden
Ausfliihrungen hervorgehen. Als Hilfsbeweis kann betrachtet
werden, wenn man nachweisen kann, dal} der Grad der Wirk-
samkeit und der etwa vorhandene Gummigehalt in keiner be-
stimmten Relation zueinander stehen.

Der Gang der Untersuchung war also im allgemeinen der,
dal ich in auf verschiedene Weise hergestellten Ausziigen aus
Hefe — es kam stets mdglichst amylumfreie PreRhefe zur
Anwendung — den Gummigehalt — wenn vorhanden — quan-
titativ bestimmte und die Wirksamkeit durch Digestion mit
Rohrzuckerldsung feststellte. AuBerdem schien es mir wiinschens-
wert, in jedem Falle den Gehalt der verwendeten Ldsung an
fester Substanz und an Asche zu ermitteln. Dies geschah haupt-
séchlich zu einem andern Zweck: ich wollte behufs spéterer
Versuche Uber das Invertin feststellen, welche Ldsungen bei
guter Wirksamkeit relativ arm waren an geldster organischer
Substanz, oder mit andern Worten, in welchen Ldsungen die
Relation zwischen Wirksamkeit, ausgedruickt durch die in einer
bestimmten Zeiteinheit und bei einer bestimmten Temperatur
— 40° — gebildete Quantitdt Invertzucker, und Gehalt an
fester Substanz am groten war. Da nach Barthl) das Optimum
der Wirkung bei Anwendung 10°/oiger Zuckerlésung liegt, so
wurde stets eine solche Losung angewendet. Dieselbe wurde
jedesmal frisch aus etwa 5 g Kandiszucker in 50 ccm Wasser
hergestellt. Die Digestion dauerte eine Stunde. Dabei wurde
dafir gesorgt, dal’ die Rohrzuckerldsung schon vor dem Zusatz
der Fermentlosung eine Temperatur von 40° hatte.

Die Bestimmung des Invertzuckers geschah durch Kochen
mit Fehlingscher Loésung (2 Minuten) und Wagung des bei
120° getrockneten Kupferoxyduls, das stets eine rote Farbe
hatte, bald mehr ziegelrot, bald fast scharlachrot. Da es sich
in manchen Féllen nur um kleine Zuckermengen handelte,

*) Ber. d. Deutsch, ehern. Ges., Bd. XI, S. 481.
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habe ich dieses Verfahren der optischen Methode vorgezogen.
Es gewéhrt mir auch das Gefiihl grolierer Sicherheit, Aller-
dings ist mir hin und wieder eine Bestimmung dadurch ver-
loren gegangen, dal die Quantitat der Fehiingschen Losung
ZU gering bemessen war.

Einige Worte habe ich noch zu sagen beziglich der Be-
rechnung des Invertzuckers aus dem Kupferoxydul. Zun&chst
gelang es mir nicht, mir einen Rohrzucker zu verschaffen, von
dem 5 g in 10°/oiger Lésung beim Kochen mit Uberschuf
von Fehlingscher Lésung absolut keine Reduktion gab: ein
rétlicher Hauch von Kupferoxydul zeigte sich stets in der
Schale. Dies scheint auch sonst als Tatsache angenommen zu
werden, denn in den bekannten Tabellen von E. Weissl)
findet sich auf S. 17 die Bemerkung: *€S wurde festgestellt,
dal reiner Rohrzucker fiir sich mit Fehlingscher Losung er-
hitzt, bedeutend weniger CuO reduziert, als wenn €I mit Invert-
zucker gemengt auf die alkalische Kupferlosung einwirkt.»
Weiss bezieht sich dabei auf Versuche von E. Meissl. Hier
wird es also als bekannte Tatsache hingestellt, daR Rohr-
zucker Fehlingsche Lésung reduziert. Ich glaubte danach
die geringfugige durch mein Rohrzuckerpréaparat bewirkte Re-
duktion vernachlassigen zu kénnen. Zur Berechnung desjnvert-
zuckergehaltes wurde also das Cu20 auf Cu umgerechnet und
die betreffenden Werte aus den Weissschen Tabellen ent-
nommen, wobei je nach dem Verhaltnis zwischen Invertzucker
und Testierendem Rohrzucker die entsprechende Tabelle be-

nutzt wurde. Um indessen dem Leser ein eigenes Urteil zu
ermdglichen, habe ich auch die Zahlen fur Cu20 selbst angefiihrt.

Die Prufung auf Gummigehalt und die Bestimmung der
Menge beruhte auf der von mir*) angegebenen Ausscheidung
desselben als Gummikupferverbindung beim Erwédrmen mit
Fehlingscher Lésung. Es sei hiertber noch folgendes bemerkt.
Die betreffenden Lésungen wurden in allen Fallen auf ca. 25 ccm
eingedampft. Wenn man zu einer solchen Ldsung Natronlauge

‘) E. Weiss, Tabellen zur quantitativen Bestimmung der Zucker-

acten. Stuttgart 1888. Verlag von Max Wang.
*) RBer. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. XXVII, S. 499

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXI. 9
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hinzusetzt, entsteht in jedem Falle eine aus Erdphosphaten
bestehende Triibung, die sich bei gelindem Erwarmen zusammen-
ballt. Dasselbe muR natirlich auch eintreten bei Zusatz von
Fehlingscher Losung. Wenn die Ldsungen Purinbasen ent-
halten — das ist namentlich bei Anwendung von getrockneter
erhitzter Hefe der Fall —, enthélt der Niederschlag auch Kupfer-
verbindungen® dieser. Man kann also aus der Bildung eines
Niederschlages keinesfalls auf die Gegenwart von Gummi
schlieen. Meistens ballt sich der Niederschlag beim Vorhanden-
sein von Gummi zu einem kleinen Klimpchen zusammen, doch
ist dies nicht ausnahmslos der Fall, der Niederschlag muf also
naher untersucht werden. Da der Gummikupferniederschlag
sich langsam bildet und seine Ausscheidung durch Erwédrmen
befordert wird, so wurde die eingedampfte Fllssigkeit, nach
Zusatz von etwas Natronlauge und soviel Fehlingscher Ldsung,
dal3 sie intensiv blau erschien, etwa eine halbe Stunde oder
etwas langer auf dem Wasserbad erhitzt, dann bis zum néchsten
Tage stehen gelassen. Die Gummikupferverbindung wurde dann,
hdufig nach Zusatz von etwas Wasser, um die Filtration der
alkalischen Lésung zu beférdern, abfiltriert2) und etwas aus-
gewaschen, dann durch AufgieBRen von mdglichst wenig ver-
diinnter Salzséure (etwa 1 Vol. Salzsdure von 1,124 D und 2 Vol.
Wasser) geldst und mit wenig Wasser nachgewaschen. Man
darf nicht zuviel waschen, damit die zu fallende Losung nicht
zu verdinnt wird. Mitunter habe ich das ausgewaschene feuchte
Filter aus dem Trichter herausgenommen und zwischen den
Fingern ausgedriickt. Die Losung wird mit ca. dem 7—8 fachen
Alkohol absolutus versetzt und bis zum néchsten Tage stehen
gelassen, das ausgeschiedene Gummi auf einem getrockneten
gewogenen Filter gesammelt, sehr sorgfaltig zuerst mit 90°/oigem,
dann mit absolutem Alkohol, schlieBlich mit Ather gewaschen, bei
115° getrocknet, gewogen. Ofters habe ich das Gummi noch ver-
ascht und die durch Beimischung von etwas Kupferoxyd schwérz-

') Ganz Uberwiegend solche, deren salpetersaure Silberverbindung
sich aus heiller Salpetersdure beim Erkalten ausscheidet.

*) Manchmal lie3 sich auch die Gummikupferverbindung durch De-
kantieren waschen.
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lieh gefarbte Asche gewogen. Da dies aber nicht regelmaRig
geschehen ist, habe ich die Ubrigens minimale Aschenmenge
— 1 mg und darunter — nicht in Abzug gebracht.

Sehr haufig wurde das alkoholische Filtrat und der Wasch-
alkohol noch auf einen etwaigen Gehalt an geléstem Gummi
untersucht. Zu dem Zweck wurden die gesamten alkoholischen
Filtrate verdampft, der Rickstand in einigen Kubikzentimetern
Wasser gelost, filtriert, das Filtrat mit etwa V* Vol. rauchender
Salzsdure versetzt, ca. 1 Minute im Sieden erhalten, nach dem
Erkalten mit konzentrierter Natronlauge Ubersattigt und mit
Fehlingscher Ldsung erhitzt: es wurde keine positive Trom-
niersehe Probe erhalten, wie es bei den geringsten Spuren
von Gummi regelméaRig der Fall ist.

Das ganze Verfahren der Gummibestimmung kann aller-
dings nicht auf die Bezeichnung eines quantitativen im strengsten
sinne des Wortes Anspruch machen, der Fehler ist aber, da
es sich ausnahmslos um sehr kleine Mengen von Gummi
handelt, jedenfalls absolut sehr gering und auch relativ sicher
nicht erheblich.

I. Versuche mit frischer Hefe und Wasser.

Den Ausgangspunkt bildete die schon in meiner friheren
Arbeit mitgeteilte Beobachtung, dafl bei kurzem Digerieren von
getrockneter Hefe mit Wasser bei Zimmertemperatur nur sehr
wenig Gummi in Ldsung geht. Ich setzte voraus, daR dieses
noch weniger, vielleicht gar nicht der Fall sein werde, wenn
man bei mdoglichst niedriger Temperatur arbeitet. Es wurde
also die Hefe, das Wasser und alle in Betracht kommenden
Utensilien mdglichst auf 0° abgekuhlt.1)

Die PreRBhefe wurde in einem Zylinder mit der doppelten
Quantitat Eiswasser verriihrt. Die Verteilung geschah in moég-
lichst schonender Weise, um die Hefezellen mdglichst wenig

Zu schadigen. Sie gelingt durch einfaches Rihren oder, rich-
tiger, rotierende Bewegungen mit dem Spatel. Die Mischung

*. Die folgenden allgemeinen Bemerkungen gelten sinngeméaR auch
fir die anderen Versuchsanordnungen.

Q-
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wurde durch ein nicht angefeuchtetes Filter (Schleicher und
Schutt 597) filtriert. Die ersten Kubikzentimeter, mitunter
auch nur die ersten Tropfen, gehen etwas tribe durch, bald
aber wurde nach ein- oder zweimaligem ZurlckgieBen das
Filtrat ganz klar. Sobald dies eintrat, wurde der Zylinder mit
dem aufgesetzten Trichter in den Eisschrank gestellt und bis
zum nachsten Tage sich selbst Uberlassen. Die Filtration er-
folgt auRerst langsam, liefert aber in der angegebenen Zeit
gentigende Mengen von Filtrat. Das Filtrat war farblos und
ganz klar, bei auffallendem Licht konnte man allenfalls einen
leichten weilRlichen Schimmer konstatieren; am Boden des
Zylinders fand sich aber regelmafig eine kaum wahrnehmbare
Schicht von Hefezellen abgesetzt. Die Flussigkeit wurde daher,
ohne diese Schicht aufzuriihren, mit der Pipette abgesogen,
dann erst nachtraglich das Volumen festgestellt. Versuche,
in denen es nicht gelang, ein ganz klares Filtrat zu erhalten
— das kam ab und zu vor —, wurden verworfen.

Bezuglich des Verhaltens des Filtrates zu Reagenzien sei
folgendes bemerkt.

1. Erhitzen zum Sieden, auch unter Zusatz von Essig-
saure + Chlornatrium: 0.

2. Essigséaure -f- Ferrocyankalium: O.

3. Milions Reagens: schwache rotliche Farbung.

4. Sog. Xanthoproteinreaktion (nach Zusatz von Natron-
lauge): schwache gelbliche Farbung.

5. Phosphorwolframsaure + Salzsdure: leichte wei3liche
Tribung.

6. Tannin: Opalescenz.

Bei tropfenweisem Zusatz von Fehlingscher Losung zu
dem stark eingedampften, mit etwas Natronlauge versetzten
Filtrat trat stets Violettfarbung ein: es war also zwar nicht
gerinnbares Eiweil3, wohl aber Albumose oder Pepton vorhanden.

Zur Bestimmung der Trockensubstanz und Asche dienten
25 ccm, zur Gummibestimmung 60—80 ccm, zur Feststellung
des Inversionsvermogens wurde 1 ccm zu 50 ccm einer un-
gefahr 5 g Rohrzurcker enthaltenden Losung gesetzt, 1 Stunde
bei 40° digeriert, erhitzt, nach dem Erkalten auf 100 ccm
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aufgefullt, 2,5—50 ccm, mitunter auch die ganze Quantitét zur
Reduktion mit Fehlingscher Lésung verwendet.
Die Resultate sind in folgender kleiner Tabelle zusammen-

gestellt.
100 Teile des R altni
Num Quan- Quan- Gehalt des 1_ ccm N Verhalntnlsdes
titat Filtrates enthalten liefert  Quantitdt organischen
mer.  titit Trocken- cuyo0 aus Troekenriick-
des der des Or- ruckstan- Invert- ) des . Standes zu
Fil- ganischen ) des an zulcl:.gr bei Invert- dem in
Ve Hefe trates Trocken- CUMMI Gummi Z'UH-. 1 Stunde ge-
suches . ciger zuckers bildeten
g ccm  rlckstand in °/o  Digestion Invertzucker
1 65 110 0,1048 0,0143 10,9 0,3676 0,1690 161
2 760 113 0,188  0,0298 15,8 06282  0,3026 | 160,6
3 65 110 0,1928 0,0283 14,6 0,6286 0,3026 156,9

Von dem Filtrat des Versuchs 3 wurde auerdem 1 ccm
mit ca. 5 g Rohrzucker in 10 °/oiger Losung 24 Stunden bei
40- digeriert, auf 100 ccm aufgefullt, 5 ccm zur Bestimmung
verwendet. Es wurde erhalten 0,453 Cu20 = 4,528 Invertzucker
im ganzen. Die organische feste Substanz ist also imstande,
in 24 Stunden das 2348fache ihres Gewichtes Invertzucker zu
bilden resp. das 2140fache ihres Gewichtes Rohrzucker zu
spalten; der Rohrzucker war zu mehr als 4/b invertiert. Wie
sehr, nebenbei bemerkt, das Ferment durch die Einwirkung
von Alkohol geschadigt wird, geht daraus hervor, dal? das von
Barth dargestellte «Invertin» in einer halben Stunde nur das
20,8fache, also in 1 Stunde das 41,6fache des Gewichtes Invert-
zucker bildete, wahrend in den obigen Versuchen ein Teil des
organischen Trockenriickstandes das 160fache seines Gewichtes
Invertzucker bildete, also fast 4mal so wirksam war, wie das
isolierte Invertin.

Aus diesen Versuchen geht hervor:

1. DaB bei einfacher Digestion mit destilliertem Wasser
auch bei mdglichst niedriger Temperatur eine ansehnliche
Quantitdt Gummi in Lésung geht, ansehnlich in bezug auf die
Quantitat der Trockensubstanz, dagegen nur ein sehr geringer
Bruchteil des in der Hefe vorhandenen Gummis. Nach meinen
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friheren Versuchenl) betragt der Gummigehalt der Prel3hefe
fast genau 2°10.2) Die angewendeten 65 g Hefe des Versuches |
haben also enthalten 1,30 g Gummi, der Gehalt des Filtrates
an Gummi betrug 0,0143 fur 100 Teile, also fur 130 ccm
0,0186. Das ist etwa der 70. Teil des vorhandenen Gummis
oder 1,4°/0 desselben; ebenso berechnen sich fir Versuch 2:
2 °/o, fir Versuch 3: 2,17 °/o.

2. Es folgt ferner, dalk auch, entgegen der gewohnlichen
Annahme, Wasser ohne Anwendung eines Protoplasmagiftes
oder des von Hoppe-Seyler urspriinglich angegebenen Athers
eine erhebliche Menge Invertin aus der Hefe auszieht. Das
geht eigentlich schon aus der Tatsache hervor, dafl Hefe, in
Rohrzuckerlésung verschiedenster Konzentration eingetragen,
den Rohrzucker invertiert und in Garung versetzt. Sehr be-
merkenswert ist das konstante Verhaltnis zwischen dem orga-
nischen Trockenriickstand und dem gebildeten Invertzucker,
obwohl in Versuch 1 sehr viel weniger feste Substanz in
Ldsung gegangen war.

Da der gewinschte Erfolg bezuglich des Gummigehaltes
nicht erreicht war, versuchte ich nun zundchst die Anwendung
von Chloroformwasser. Die Versuchsanordnung war dieselbe,

auch hier wurde von der Anwendung der Kélte Gebrauch
gemacht.

Il. Versuche mit frischer Hefe und Chloroformwasser.

Bezlglich des allgemeinen Verhaltens der Filtrate gilt
dasselbe, wie flr die Auszlige mit Wasser. Auch diese Filtrate
waren vollstdndig klar, das gilt aber nur fir den ersten Aus-
zug, die folgenden (siehe weiter unten) hatten ein merklich
opakes Aussehen.

Das Verhalten zu Reagenzien war dasselbe, die Reaktionen
waren jedoch, soweit sie Uiberhaupt vorhanden, noch schwécher
Mit Milions Reagens z. B. entstand nur eine rétlichgelbe Tri-
bung. Die eingedampften Lésungen gaben stets Biuretreaktion.
Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt.

) Ber. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. XXVII, S. 502.

*) In spéateren Versuchen mit kleineren Mengen Hefe habe ich etwas
mehr gefunden, doch mag dies hier unberucksichtigt bleiben.
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Sum- Quan— Quan- 100 Teile des Gehalt 1 ccm Fil- Der or-

.. Filtrates enthalten des or- trat lie- Quantitat anische
mer titat  CeAl ganischen ferte CUjO des aus d

des or- Trocken- aus Invert- 1 ccm Trockenriick-
des der . ganischen ~rick- zucker bei gebildeten star_wd verhélt
Ver-  Hefe trates Trocken- Gummi standes . 1 S.tun_ Invert- sich zum
suches iickstand an Gummi - diger Invertzucker
g com rickstan in °% Digestion 2zuckers =1
I 96 140 0,1080 0,0191 17,6 0,5084 0,251 232
o 100 156 02296  Spur — 0,3232 0,1723 75
: 114 175 0,1288 0,0138 10,8 0,567 0.285 221
T 88 155 0,2808 0.0102 3,6 0,3344 0,152- 54
7a 156 0,1616  Spur — 0,2048 0,0893 55
™ — 158 0,1800 0 0 0,1268 ,0,0549 305
7t — 160 0,1224 0 0 0,0982 0.0426 34,8
o — 155 0,1504 0 0 0,0623 0,0269 26,9

Die Nummern 7a—7d bedirfen der Erlauterung.

Es schien mir nicht undenkbar, dal? eine zweite Extraktion
der bereits einmal extrahierten Hefe mit Chloroformwasser ein
gummifreies, aber doch noch fermenthaltiges Filtrat liefern
konne. Der bei Versuch 7 gebliebene Rickstand wurde daher
samt dem Filter mit kaltem Chloroformwasser geschittelt:
Versuch 7a. Ebenso wurde mit dem dabei gebliebenen Rick-
stand verfahren. Der nun gebliebene, aus Hefe und Pé&pier-
fasern bestehende Rickstand wurde, so gut es ging, vom Filter
genommen und wieder mit Chloroformwasser Ubergossen: Ver-
such 7c, ebenso ergab die nochmalige Extraktion 7d.

Beziiglich des Gehaltes der Filtrate an Gummi hat die
Extraktion mit Chloroformwasser nichts wesentlich anderes er-
geben, wie dié mit Wasser allein, nur in Versuch 7 war der
Gehalt an Gummi, bezogen auf den organischen Trockenrick-
stand, erheblich geringer, in Versuch 5 sind nur Spuren in
Losung gegangen, dagegen hat es sich gezeigt, daR die auf die
erste Extraktion folgenden ein Filtrat liefern, weiches Invertin,
aber kein Gummi enthélt. Wenn der Gehalt an Invertin auch
gering ist, so ist damit doch prinzipiell der Beweis geliefert, daR
das Invertin von Gummi unabhéngig ist, daf} der bisher konstant
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gefundene Gummigehalt der Invertinpréparate nur eine Verun-
reinigung darstellt, wie ich stets behauptet habe. Es ist wohl
moglich, dall auch bei Anwendung von Wasser allein sich die
spateren Extrakte als gummifrei erweisen wirden, ich fand
es aber Uberflussig, diese Versuche noch anzustellen.

Sehr auffallend sind die groRen UnregelméafRigkeiten in
dem Gehalt der Ausziige an Trockensubstanz und in ihrem
Inversionsvermogen. Eine Erklarung derselben vermag ich
nicht zu geben: sie missen an Verschiedenheiten der Prelhefe
oder an kleinen Abweichungen bei der Extraktion einschliel3-
lich der doch etwas wechselnden Temperatur gelegen sein.

Bemerkenswert erscheint, dal? auch die flinfte Extraktion
mit Chloroformwasser immer noch Invertin im Auszug ergab.
Um den Verdacht auszuschlieRBen, daR die Reduktion vielleicht
gar nicht vom gebildeten Invertzucker, sondern von dem Chloro-
formgehalt des Auszuges herrtihre, wurde folgender Versuch
ausgefiihrt. 1 ccm Chloroformwasser wurde zu 50 ccm Wasser
gesetzt und die Mischung 1 Stunde lang im Glasstopselzylinder
falle Versuche sind in solchen ausgefiihrt) in den Thermostaten
gestellt, dann in verdinnte, siedende Fehlingsche Loésung
(50 ccm Lésung 50 ccm Wasser) gegossen und 2 Minuten im
Sieden erhalten. Es schied sich keine Spur von Kupferoxydul
aus. Damit ist festgestellt, daR der funfte Anszug tatsachlich
noch Invertin enthalt.

Ja! selbst mit der flunften Extraktion ist der Invertinge-
halt noch nicht erschopft! Der auf dem;Filter gebliebene Riick-
stand wurde sich selbst Uberlassen und ging dabei in starke
Faulnis Gber. Nach 6 Tagen wurde er mit der in den frilhem
Versuchen 7 angewendeten Quantitdt — 176 ccm — Chloro-
formwasser durchgeschittelt und filtriert. Das Filtrat (die
Quantitat ist nicht notiert) enthielt reichlich Gummi, in 100 Teilen
0,9128 Trockenriuckstand, wovon 0,2812 anorganisch, also
0,6256 organisch. 1 ccm mit 5 g Rohrzucker 1 Stunde digeriert
gab 0,1422 Cu20, also mehr als doppelt soviel, wie die letzte
Extraktion. Die Widerstandsfahigkeit des Invertin gegen Faul-
nis ist sehr bemerkenswert und ein weiterer Beweis fiir die
Nichteiweil3natur desselben.
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Um die Widerstandsfahigkeit des Invertins gegen Faulnis,
noch weiterhin zu erproben, wurde folgender Versuch angestellt.

95 g PrelRhefe wurden in 190 ccm Wasser verteilt, etwa
1 ccm einer faulenden Fleischraaceration hinzugesetzt und die
Mischung in einen Wéarmeschrank (40°) gestellt. Schon am
nachsten Tage war intensive Faulnis zu konstatieren. Die
Mischung blieb im ganzen 4 Tage im Warmeschrank, wurde
dann, nachdem sie noch 24 Stunden im Eisschrank gestdnden
hatte, durch ein trockenes Filter filtriert. Dar Filtrat war nach
mehrmaligem ZurlickgieBen der ersten Anteile ganz klar (bis
auf einen ganz dinnen Bodensatz), gelb gefarbt. Abfiltriertes
Volumen 192 ccm.l)

1 ccm wurde nun zu 5 g Rohrzucker in 10°/oiger Ldsung
gesetzt, 1 Stunde bei 40° digeriert, erhitzt, auf 100 ccm (nach
dem Abkihlen) aufgefullt. 50 ccm gaben 0,4618 Cu,0 =
0,2293 Invertzucker, also fur die ganze Quantitit 0,458.6 ¢
Das ist bedeutend mehr, als bei den Versuchen der Extraktion
mit Wasser gefunden wurde (die betreffenden Werte sind
0.169 — 0,3026 — 0,3026 Invertzucker). Man kann also wohl
mit Bestimmtheit sagen, dal das Invertin durch viertagige inten-
sive Faulnis nicht angegriffen wird.

Vielleicht ist in dem Verhalten der Fermente zu F&ul-
nisbakterien ein Hilfsmittel zur Erforschung ihrer Natur gegeben.
Ich mochte mir Vorbehalten, die Versuche mit Invertin nach
dieser Richtung hin fortzusetzen und sie auf andere Fermente
auszudehnen.

I1l. Versuche mit Trockenhefe und Wasser.

Da die ersten Beobachtungen (ber geringen Gehalt der
Auszige an Gummi mit Trockenhefe angestellt waren__es
ist darunter stets an der Luft getrocknete und dann 6 Stunden
bei 110° erhitzte Hefe verstanden , so habe ich auch mit
dieser Versuche angestellt.

) Dal in diesem Falle die Quantitat des Filtrates groRer war, als
die Quantitdt des angewendeten Wassers, trotzdem hiebt alles abfiltriert
‘var. ruhrt davon her, daR die Hefe bis auf einen unbedeutenden Rest
m Losung gegangen war.
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10 g Trockenhefe wurden mit 80 ccmiy Eiswasser (resp.
15 g mit 120 ccm) in einer eiskalten Reibschale verrieben, und
im Eisschrank durch ein nicht angefeuchtetes Filter filtriert.
Die Filtration erfolgte auRerst langsam, war jedoch am néchsten
Tage oder im Lauf des nédchsten Tags ganz oder nahezu be-
endigt. Das Filtrat war — nach mehrmaligem Zurtickgiel’en
der ersten Anteile — ganz klar, jedoch gelblich gefarbt. Es
enthielt stets reichlich Eiwei und auch viel Albumose, was
sich aus der bei der Darstellung der Trockenhefe stattfindenden
Autolyse erklart. Unter den EiweilRkérpern befindet sich ein
durch Essigsaure fallbarer.

Vom Filtrat dienten 10 ccm zur Bestimmung von Trocken-
rickstand und Asche, 1 ccm zur Feststellung des Inversions-
vermdogens (dabei wurde die invertierte Zuckerldsung auf 100 ccm

aufgefllt und 50 oder 25 ccm zur /Bestimmung verwendet), der
Rest zur Gummibestimmung. [

Drei Versuche ergaben folgende Resultate:

Num- Ouan- Ouan- 100 Teile des Gehalt 1 ccm Fil- ... Verhltnis
Qtitat ciitat Filtrates enthalten des or- trat lie- Qantitat
mer ganischen ferte Cus0 des aus o
der des _ g ganise!/
des Trocken. Fil Or- Trqckken auslnlzlert Leem e
rocken- - H ruck- zucker H .
Ver- efe trates ganischen Gummi standes bei 1 stan- gebildeten .
Trocken- G i : Invert- )
suches ; an Gummi diger Invertzugki
g cem  rickstand in /o  Digestion zuckers -,
10 52 2440 00755 31 0,8145  0,3896 160
10 52 2,256  0,0813 3,6 0,9320 0,4572 20.3
10 15 67 2570 00086 033 1116 0560 218

Wie man sieht, sind die aus der Trockenhefe erhaltenen
Losungen etwa 10mal so konzentriert oder noch mehr, wie
die aus frischer Hefe gewonnenen. Dem entspricht auch ein
weit hoherer Gehalt an Gummi, wenigstens in 2 Versuchen
Bezogen auf den Trockenriickstand ist der Gummigehalt aller-
dings geringer, in einem Falle erheblich geringer. Die Wirk-

*) Anfangs wurden nur 50 ccm genommen, doch war diese Mischung
nicht filtrierbar.
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samkeit der Filtrate ist etwas, aber nur unbedeutend grofer,
wie die aus frischer Hefe. Bezieht man aber die Wirksamkeit
auf den Gehalt an Trockensubstanz, so erscheint sie unver-
gleichlich geringer, als bei der frischen Hefe, mit anderen Worten:

die aus der Trockenhefe erhaltenen Fermentlésungen sind weit
unreiner. \

I\. Versuche mit Trockenhefe und Chloroformwasser.

Mehr der Vollstandigkeit wegen und ohne mir besonders
viel davon zu versprechen, habe ich noch Versuche mit Trocken-
hefe und Chloroformwasser, gleichfalls bei maoglichst niedriger
Temperatur ausgefiihrt. Gegen meine Erwartung zeigten sich in
Zwei von den drei angestellten Versuchen die Filtrate gummifrei.

Ubcr die Anstellung der Versuche habe ich nichts weiter
ZU sagen, die Filtrate waren ganz klar, gelblich, das Verhalten
ZU Reagenzien ganz ebenso wie das der Filtrate mit Wasser.
Der dritte Versuch (Nr. 13) verlief abnorm. Obwohl bei diesem
20 g Trockenhefe und 160 Chloroformwasser zur Anwendung
kamen, waren am nachsten Tage kaum 25 ccm. durchfiltriert,

nach 48 Stunden 48 ccm. Die Resultate sind tabellarisch zu-
sammengestellt.

100 Teile des  Gehalt 1 ccm Fil- . Verhaltnis
- Quan- ;
Quan Q .+ Filtrates enthalten des or- trat lie- Quantitat -~ joq” oy
titat  titét ganischen ferte Cu/) des aus ganischen
der  des Or- Trocken- auslnvert- 1 ccm Trockenriick
Trocken-  Fil- ganischen . riick- Z_UCkGf gebildeten trocdenruc -
hefe  trates Trocken. GUMMI _Standes bei lstan-=, ..~ standes zum
| an Gummi _ diger Invertzucker
,  com rickstand in o Digestion zuckers ~_ "
15 70 2,358 0 0,7958  0,3583 15,0
15 70 2,308 0 0,8152 0,3796 16,3
20 48 2,220 0,0400 18 0,8816  0,3852 173

Uberblickt man die Gesamtheit der Versuche, so laRt sich

nicht verkennen, daR die Ergebnisse wegen ihrer fast in allen
Punkten — oder wenigstens in sehr vielen — hervortretenden
Inkonstanz, fur die eine Erklarung mangelt, etwas sehr Unbe-
friedigendes haben, indessen steht doch soviel fest, dal} es
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unter Umsténden gelingt, stark wirksame Invertinlésungen zu
erhalten, in denen sich auch nach starkem Eindampfen Gummi
nicht nachweisen &Rt.

Weiterhin habe ich noch versucht, aus gummihaltigen
wirksamen Lodsungen das Gummi durch Féallungsmittel resp.
Adsorbentien auszufallen, diesen bisher negativ ausgefallenen
Versuchen aber keine grofRere Ausdehnung gegeben, da mir
durch die vorliegenden Versuche gentigend erwiesen zu sein
scheint, dal} das Gummi nichts mit dem Invertinmolektl zu tun
hat. Aus diesem Grunde habe ich auch Versuche mit Dauerhefe
fur entbehrlich gehalten.

Zusammenfassung.

1. Bei der Extraktion von PreRhefe mit Wasser bei mdg-
lichst niedriger Temperatur gehen entgegen der gewdhnlichen
Annahme erhebliche Mengen von Invertin in Losung: die orga-
nische feste Substanz derselben bildete in einer Stunde bei 40°
das 160fache ihres Gewichtes an Invertzucker.

2. Diese Auszlige enthalten ebenso wie die entsprechenden
Chloroformwasserausziige kein Eiwei3, dagegen kleine Mengen
von Albumosen, sie enthalten ferner in der Regel Gummi, jedoch
gelingt es, wenigstens mit Chloroformwasser, auch gummi-
freie Auszlige zu erhalten.

3. Die Auszige aus getrockneter erhitzter Hefe mit Wasser
oder Chloroformwasser enthalten etwas mehr Ferment, wie
die mit frischer Hefe, da sie aber sehr reich sind an geldster
Substanz, so ist das Verhdltnis von fester (organischer) Sub-
stanz zu dem in 1 Stunde gebildeten Invertzucker ein sehr
unglnstiges, im besten Fall = 1:21,8.

4. Auch die Ausziige aus getrockneter erhitzter Hefe sind
unter Umstédnden gummifrei.

5. Das Invertin enthdlt kein Gummi im Molekdl.

6. Das Invertin bleibt beim Faulen der Hefe unverandert,
wird also durch Faulnisbakterien nicht angegriffen.



