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sdure und das Platinsalz der gebildeten Base, schéne gelbe, schwer
16sliche Krystillchen, zeigte den Schmp. 244° und den Platingebalt
der y-Phenylchinolinverbindung.
Analyse: Ber. fir (C;sHyy N, HC)a Pt Cle.
Procente: Pt 23.72.
Gef. » » 2381

216. C. J. Lintner und E. Kréber: Zur Kenntniss der
Hefeglycase.
(Eingegangen am 1. Mai.)

Emil Fischer!) hat bekanntlich gezeigt, dass Maltose durch
Hefeauszug in Glycose gespalten werden kann. Die gleiche Beob-
achtung hat der Eine2) von uns schon friiher gelegentlich von Ver-
suchen idber die Vergihrbarkeit der Isomaltose gemacht und dann
spiter ankniipfend an dieselben die Ansicht3) ausgesprochen, dass
das Maltose spaltende Enzym nicht identisch sei mit Invertin,
sondern moglicherweise der Glycase niher stehe. Jn dhnlicher
Weise, jedoch bestimmter, insofern er das fragliche Enzym mit der
Glycase idendificirte, sprach sich R6hmann*) aus. Emil Fischer,
der schon in seiner ersten Mittheilung die Maglichkeit einer Ver-
schiedenbeit des maltosespaltenden Enzyms und des Invertins ins
Auge gefasst hat, weist eine solche in der zweiten Mittheilung?) be-
stimmt nach. Den Hauptbeweis dafiir erblickt er in dem Umstande,
dass beim Auslaugen der frischen Hefe mit Wasser nur das Enzym
in Lisung geht, welches den Rohrzucker spaltet, das Invertin. Die
Annabhme Réhmann’s, dass das maltosespaltende Enzym mit der im
Mais entbaltenen Glycase identisch ist, bezeichnet er als verfriht.
Zur Unterscheidung des ersteren Enzymes von anderen »glycasischenc
schligt er die Bezeichnung »Hefeglycasec¢ vor. Die unten mitge-
theilten Versuche zeigen nun, dass in der Hefeglycase thatsiichlich
ein von der Maisglycase und dem Invertin verschiedenes Enzym vor-
liegt; denn wihrend nach Kjeldahl®) fiir das Invertin das Tempe-
rawaroptimum bei 52—53° und fiir Glycase nach Geduld?) bei
57—60° liegt, ergab sich fir das Maltose invertirende Enzym,
dass sein Optimum weit niedriger, bei etwa 400 liegt. Dass bei einer

1) Dicse Berichte 27, 2988. 2) Z. f. ges. Brauwesen 1892, 106.

%) ebenda 1894, 414. 4) Diese Berichte 27, 3479.

%) Diese Berichte 27, 3251.

%) Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet 8, 1881 186; Z. f. ges. Brauw.
1881, 457.

7y Nach »Distillerie Frangaise«, Wochenschrift f. Braunerei 1891, 545;
vgl. auch Z. f. ges. Branw. 1892, 123.
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linger dauernden Einwirkung einer Temperatur von 55° das Enzym
bereits abgetddtet wird, ergab schon der erste Versuch, dessen Resultate
in folgender Tabelle I zusammengestellt sind:

Tabelle 1.
Reduci-
Dextros-
Baccha- | Polari- render i’;or;) 81 Dextrose
Ver- rometer- | gation | 29K [ aug pro
.| Angewandte Substanz als Mal- 100 com
such: grade | ()20 20 cem
Balling b |tose be-|o o Substanz
rechnet

2 IS £

100 ccm Maltoselgsung 0.126
1. | 4 1g Hefepulver 12 6.4 117.2 6.048 0.123 0.599
bei 530 digerirt, filtrirt: ‘

100 ccm Maltoselosung|

9. | +1g Hefopulver 22 | 6.4 | 1166 | 5868 | 132 | 0637
bei 539 digerirt, filtrirt: :
100 ccm Maltoseldsung 0.125

3. |+ lg Hefepulver 242 6.4 116.7 5.688 0122 0.594
bei 55° digerirt, filtrirt : e
100 ccm Maltoselosung
wurden auf53° erwarmt 0.212

4 Imit 1 g Hefepulver ver—’ 6.1 119.7 6.260 0.210 1014
rieben, sofort filtrirt:
100 ecm Maltoselosung 905

5. ohne Hefezusatz: - 138.8 5.292 - -
100 ccm Wasser + 1g

6. |Hefepulver 249 bei 559 — — 0 0 0

digerirt:

Es wurde, wie die Tabelle zeigt (Vers. 5), eine ca. 5procentige
Maltoselosung und bei 40° getrocknete, gut gewaschene und fein zer-
riebene Unterhefe verwendet. Je 150 ccem der Maltoselsung wurden
auf 55° erwirmt, mit 1 g Hefepulver verrieben und je 1, 2 und
24 Stunden mit der Hefe bei 550 digerirt. Um zu sehen, wie rasch
die Einwirkung des Enzyms erfolgte, warde eine 4. Portion derselben
Maltoselosung (150 ccm) ebenfalls auf 55° erwirmt, daon mit 1g
Hefe verrieben und sofort filtrirt. Das Filtriren dauerte ca. 20 Minuaten.
Nach beendetem Versuch wurden sofort die Osazonproben auf Dex-
trose ausgefiihrt. Zu jedem Versuch wurden 20 cem des klaren
Filtrates verwendet, die wit 1g Phenylbydrazin und 1'/s g 50pro-
centiger Essigsiure 2 Stunden im Wasserbad auf 100° erhitzt wurden.
Die Osazone wurden heiss auf ein vorher gewogenes Filter gebracht,
mit siedendem Wasser (80 ccm) ausgewaschen und bei 1100 ge-
trocknet. Dabei zeigte sich nun das iiberraschende Resultat, dass in
Versuch 1V, in welchem nach dem Verriihren des Hefepulvers in der
auf 550 erwirmten Maltoseldsung diese sofort filtrirt und zu Osazon-
versuchen verwendet war, fast doppelt so viel Glycose gebildet war,
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ndmlich 1,014 g pro 100 cem, als in den drei ibrigen Versuchen,
welche 1, 2 bezw. 24 Stunden mit der Hefe bei 55¢ digerirt und
dann filtrirt waren. Letztere lieferten 0.599, 0.637 bezw. 0.594 g
Dextrose pro 100 cem. Damit iibereinstimmend war auch die héhere
Reduction in Versach IV gegeniiber den Versuchen I-—III. Die
Polarisation ergab zwar fiir Versach IV einen etwas hheren Werth
[(«)p20° = 119.79] gegeniiber den Werthen der drei iibrigen Versuche
(a)p?®® == 117.20, 116.6° und 116.7% —, was indess darauf zuriickzu-
fiahren ist, dass bei dem lingeren Digeriren mit der Hefe aus dieser
mehr Substanzen extrahirt wurden, welche das specifische Gewicht
der Losungen erhéhten, also die specifische Drehung verringerten.

Um nun die Optimaltemperatur fir die Wirkung des in Frage
kommenden Enzyms aufzufinden, wurden Versuche bei Temperaturen
von 10, 20, 30, 40 und 50° ausgefiihrt. Auch wurden die Versuche
insofern modificirt, als diesmal nicht mit Hefepulver direct digerirt,
sondern mit Hefeauszug  gearbeitet wurde. Letzterer wurde durch
15stiindiges Digeriren von 71y g Hefe mit 150 ccm Wasser bei
Zimmertemperatur erhalten. Von diesem Hefeauszug wurden je
20 cem zu 150 cem einer ca. Sprocentigen Maltoselosung gegeben.
Hefeauszug und Maltoselosung wurden vorher getrennt auf die ge-
wiinschten Temperaturen angewirmt. Die Versuchsdauer betrug
jedesmal 2 Stunden.

Die Resultate sind in nachstehender Tabelle zusammengestellt.

Tabelle 2.
- Reduci-
v | 8| Sac- render |Dextros-Entspro-
£ 2 | charo- | Polari- |Zuckeral| azon- | chend g
Angewandte £ | & | meter | gation | M2ltose | menge |Doxtrose
Substanz 2, :%’ grade ()2 berechnet| pro pro
§ | £ | Bal- D pro | 20 cem |100 cem
& | & | ling 100 cem |Substanz|Sybstanz
Substanz
Std. g . g
150 cem Maltose-
losung + 20cem | — | — [ — 139.0 4.624 - -
aqua
150 cem Maltose- 0.124
losung + 20cem | 109| 2 | 5.35 123.9 5.424 0'125 0.600
Hefeauszug :
0.208
0
20°| 2| 53 120.9 5672 | (909 | 1005
0.306
30°| 2| 53 119.4 6.064 | 205 | 1475
0.378
40°| 2 [ 5.3 109.1 6.616 0.381 1.825
s on 0.078
500 2| 5.25 | 125.7 4881 | o'opg | 0-375
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Aus den Resultaten geht deutlich hervor, dass das Optimum féir
die Wirkung des Enzyms auf Maltose bei Temperaturen unter {500
liegt, wahrscheinlich bei 409, da bis zu dieser Temperatur die Dex-
trosebildung fiir je 10° Temperatursteigerung proportional zunimmt.
Um indess die Grenzen niher zu bestimmen, wurde eine dritte Ver-
suchsserie ausgefiibrt.

Angewandt wurde dieselbe Maltoselésung (150 cem), wie in der
vorigen Serie. Der Hefeauszug war dorch 24 stiindiges Digeriren
von 7!/3 g Hefepulver mit 150 ccm Wasser bereitet, Wiederum wurden
je 20 ccem Hefeauszug zu jedem Versuch verwendet. Die Versuche
wurden bei Temperaturen von 35%, 40° und 45° ausgefihrt. Die
Resultate sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

Tabelle 3.
Reduci-
3
3 _ render Daraus
505 | . |Zuckerals|P¢Xtros-| berech-
& 2 Polari- | Mas azon nete
Anpgewandte 5 | = |meter-| "ouon aliose Pro  (Dextrose
Substanz S | 2 | grade (@ berechnet | o7 ing pro
=« ! Bal- D pro
P 2 | ]i‘; p 100 com [Substanz Sl()g eem
Sobstanz ubstanz
Std. g g

150 ccm Maltose- = 0.606
losung (v. Tab. 2.) 350 2 | 5.65 96.1 7.508 0.607 2.916

und 20 cem Hefe- = 0.640
anezag 400 | 2 | 5.65 94.9 7.580 0.641 3.079

. 0.587
450 | 2 | 5.65 96.4 7.060 0.590 2.829

Die Ergebnisse zeigen, dass das Optimum bei ca. 40° liegt. Bei
359 ist die Wirkung des Enzyms etwas schwicher als bei 40° bei
45° jedenfalls schon bedeutend schwicher als bei 35°.

Interessant ist auch die Beobachtung, dass in diesem Versuch
bedeutend grossere Mengen Glycose gebildet wurden, als im vorigen
Versach, obwohl dieselbe Maltoselsung, dieselbe Zeitdauer und gleiche
Mengen Hefeauszugs angewendet wurden. Die Ursache dafir liegt
allein in der lingeren Dauver des Extrahirens der Hefe (24 Stunden,
vorigen Versuch 15 Stunden). Durch die lingere Extractionsdauer
war eine grossere Menge des Enzyms aus der Hefe diffundirt, eine
Bestitigung der schon von Lintner!) ausgesprochenen Ansicht, dass
das Enzym relativ schwer 16slich sei.

Mit Hilfe der beiden letzten Versuchsserien ldsst sich folgende
Temperaturkurve fir das Enzym aufstellen.

1) Zeitschrift fir das gesammte Brauwesen 1894, XVII, 414.
68*
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10° 30° 35° 40° 45° §°

Curve der Intensitit der Einwirkung des Ferments auf Maltose
bei Temperaturen von 10—509,

Diese Curve zeigt, dass die Hydrolyse der Maltose bei gleichen
Enzym-Mengen und gleicher Dauer bis zu Temperaturen von 35°
direct proportional der Temperatur vor sich geht.

Um den Einfluss der Menge des Enzyms auf die Hydrolyse
der Maltose festzustellen, wurden 4 Versuche ausgefiihrt.

Angewandt wurden je 100 ccm Maltoselésung mit 5.532 g Maltose.
Die Dauer des Versuchs betrug 2 Stunden bei einer Temperatur von

20°

400, Es wurden je /5, 1, 2 und 4 g Hefepulver zugesetzt.
Das Ergebniss zeigt folgende
Tabelle 4.
Hefezusatz (Saech Dextrosazon Darau]s) berech-
arometer- .y X te &
ro 100 ccm g"dee Pola.u::flon pro n;ro 133 ;:;e
sltoseldsung | Balling: (@)p 20 cem Filtrat Filtrat
g g ]
0.346 =
1 6.3 1154 034 1.654
0.634
1 6.6 90.0 0.634 3.048
0.821
2 6.9 80.0 0.818 3.940
" 14 67.4 0.995 47184

Aus den Analysen ergab sich, dass die Hydrolyse der Maltose
nicht proportional der einwirkenden Enzymmenge verliuft, dass viel-
mehr mit zunehmender Menge des Ferments eine relative Verzgerung
der Wirkung eintritt, wie nachstehende Curve zeigt, deren Abscissen-
Einbeiten den angewandten Hefemengen und deren Ordinaten den
erhaltenen Dextrosazon-Mengen entsprechen.

l

Um einen Versuch iiber eine lingere Zeit ausdehnen zu kénnen
und gleichzeitg eine etwaige Bakterienwirkung auszuschliessen, wurde
eine 2 procentige Maltoseldsung einige Stunden mit Chloroform di-
gerirt (10 g auf 2 L Maltoseldsung).

v 1L 1
k3
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Verwendet wurden je 100 cem Maltoselssung und 10 cem eines
Hefeauszugs, der durch 12 stiindiges Digeriren von 20 g bei 40° ge-
trockneter Hefe mit 200 ccem Wasaer erhalten war.

Als Parallelversuch wurden fiir die ersten zwei Stunden je 100 cem
derselben Maltoseldsung ohne Chloroformzusatz mit je 10cem
desselben Hefeauszugs versetzt. Die Versuche wurden simmtlich bei
einer Temperatur von 40° ausgefiibrt.

Ein letzter Versuch endlich wurde folgendermaassen angeordnet:
Zu je 100 ccm der mit Chloroform versetzten Maltoseldsung wurden
10 cem Hefeauszug gegeben; nach 2, 4, 6 Stunden wurden dann noch
je weitere 10 ccm desselben Hefeauszugs hinzugefiigt. Wie die nach-
stehende Tabelle 5 zeigt, wurden zwar in diesem Versuch (9) grossere
Mengen Dextrosazon nach 24 stiindiger Einwirkung gefunden als in
Versuch 8, der nur einen einmaligen Zusatz von 10 cem Hefeauszug
erhalten hatte bei gleicher Versuchsdauer, indess war auch hier (in
Versuch 9) noch nicht alle Maltose invertirt worden, denn es wurden
nur 1.509 g Dextrose erhalten (auf die urspriingliche Concentration
berechnet), wihrend theoretisch 2.105 g Dextrose gebildet werden
miissten (0.104 g Dextrosazon fiir 0.1 g Dextrose gerechnet). Es waren
mithin nach 24 Stunden nur ca. 71 pCt. der Maltose invertirt worden.

Tabelle 5.
Daraus
2 Dauver | Dextrosazon bﬁ::];:u
g Angewandte Substanz des | pro 2000em |  Dextrose
R Versuchs | Substanz pro 100 ccm
Substanz
Stdn. g g
100 ccm Maltoseldsung 0.120
1 ohpe |t 10 com Hefeauszug s 0.120 0.577
Chloro- 0.155
2 form- . 1 o1 0.752
zusatz
1) > 2 o218 1.038
4 > 1y oo 0.108
0.052
5 » 1 0.245
o 0090
oro- X
6 form- hd 2 0.094 0.442
zusatz
7 » 6 o158 0.798
8 . 24 o240 1.159
mit Chloro-| 100 cem Maltoseldsung 0.247
9 | formzusatz ~+ 40 ccm Hefeauszug 2 0.246 1.509%)

1) Auf die urspriingliche Coneentration berechnet.
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Aus dieser Tabelle ergiebt sich deutlich der hemmende Einfluss
des Chloroformzusatzes, Denn wihrend in den Versuchen 1, 2 und 3
ohne Chloroformzusatz nach /3, 1 bezw. 2h bereits 0.577; 0.752 bezw.
1.038 g Dextrose gebildet waren, lieferten Versuch 4, 5 und 6 mit
Chloroformzusatz in der gleichen Zeit aus 0.108; 0.245 bezw. 0.442 g
Dextrose.

In nacbfolgender Zeitcurve sind diese Versuche so zusammen-
gestellt, dass die Abscissen der Zeitdauer, die Ordinaten den ge-
bildeten Dextrosemengen entsprechen.

{
LA
H 2 6 23

ohne Chloroformzusatz.
—«——-~~——-— mit Chloroformzusatz.

Zum Schluss wurde noch die Einwirkung des Hefe-Enzyms auf
Dextrin gepriift. 5 g Achroodextrin wurden in 90 ccm Wasser geldst
und mit 10 ccm Hefeauszug (entsprechend 1 g getrockneter Hefe)
2 Stdon. im Wasserbad auf 40° erwirmt. Die darauf vorgenommene
Osazonprobe ergab, dass keine Dextrose gebildet worden war.

Gihrangschemisches Labor. der kgl. techn. Hochschule Miinchen.

218. W.v. Miller und Rohde: Zur Constitution des
Cinchonins.
(3. Mittheilung aus dem Laboratorium der techn. Hochschule zu Miinchen.]
(Eingegangen am 26, April.)

Die Schwierigkeit, den von Skraup und Konek de Norwall 1)
bewiesenen tertidiren Charakter des Stickstoffs in der sogen. 2. Hilfte
der Chinaalkaloide mit der secundiren Natur des Cincholeupons und
der Cincholeuponsiure in Einklang zu bringen, ist, wie wir glauben,
durch die in unseren beiden vorigen Abhandlungen?) im Cinchonin
angenommene und experimentell gestiitzte Kohlenstoff-Stickstoff bindung
beseitigt worden. Diese Bindung, die im Cincholeupon und in der

1) Skraup u. Konek de Norwall, diese Berichte 26, 1968.
?) W. v. Miller u. Rhode, diese Berichte 27, 1187 u. 1279.



