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scheidet, welches kein Halogen mehr enthilt. Der Alkohol wurde
jetzt grosstentheils weggedampft, der Riickstand mit Wasser versetzt
und das abgeschiedene Oel ausgeithert. Der beim Verdampfen des
Aethers bleibende Riickstand erstarrt bald krystallinisch. Die Masse
wurde zundchst mit sebr wenig Benzol angerieben und abgesaugt.
Die Ausbeate an diesem Product betrug 25 pCt. des angewandten
Bromdiphenacyls. Die Substanz wurde jetzt in wenig warmem
Benzol gelost; bLeim Abkiihlen schied sie sich in fast farblosen,
meist biischelférmig vereinten Nadeln ab, welche mit Petrolither ge-
waschen wurden. Zur villigen Reinigung warden sie nochmals in
viel heissem Wasser geldst und durch wenig Thierkohle entfirbt.
Beim Erkalten krystallisirten véllig farblose Nadeln, welche bei 93 bis
940 schmolzen und fiir die Apalyse im Vacuum iiber Schwefelsiore
getrocknet wurden.

Ana,lyse: Ber. far ClGHmOg.

Procente: C 79.34, H 7.44.
Gef. » » 79.05, » 7.66.

Die Verbindung ist in Alkohol, Benzol und Aether leicht l6slich,
iber den Schmelzpunkt erhitzt sublimirt sie. Dass sie die oben an-
genommene Constitution besitzt, beweist auch ihre directe Entstehung
aus dem Diphenacyl. Die Reduction des letzteren wurde ebenfalls
in 70procentiger alkoholischer Lésung mit Natriumamalgam aus-
gefihrt, und das erhaltene Product zeigte genau die oben angegebenen
Eigenschaften.

586. Emil Fischer und Paul Lindner: Ueber die Enzyme
einiger Hefen.
(Eingegangen am 28. November.)

Die Annahme, dass der Vergihrung der Polysaccharide durch
Hefen die Hydrolyse voraufgehe, ist jetzt durch so zahlreiche Beob-
achtungen bestitigt worden, dass man jede anderslautende Angabe
der Literatur mit Misstrauen betrachten muss.

Nichtsdestoweniger halten wir die fortwihrend erneute Priifung
derselben fir sehr wiinschenswerth, und von diesem Gesichtspunkte
aus haben wir die nachfolgenden Versuche angestellt.

Verhalten der Melibiose gegen Bierhefen?).

Das von Scheibler und Mittelmeier niiher untersachte Di-
saccharid wird bekanntlich von den in der Bierbrauerei gebriuchlichen

) Dieser Theil der Untersuchung ist von uns bereits in der Wochen-
-schrift fiir Brauerei vom 4. October d. J. veroffentlicht worden. '
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Unterhefen vergohren, dagegen von manchen Oberbefen nicht ange-
griffen. Dementsprechend haben wir gefunden, dass die Unterhefen
vom Typus Frohberg und Saaz ein Enzym enthalten, welches die
Melibiose spaltet. Dasselbe lisst sich aus den getrockneten Hefen
mit Wasser auslaugen. Fiir die Versuche dienten zwei Reincalturen,
welche auf Bierwiirze im Pasteur’schen Kolben gezogen und durch
sebr sorgfiltiges Waschen mit Wasser von der N#hrfliissigkeit voll-
stindig getrennt waren.

Die Hefen wurden dann auf porisem Thon ausgebreitet, drei
Tage an der Luft bei 20—250 getrocknet, zerrieben, mit der zwanzig-
fachen Menge Wasser 20 Stunden bei 33° ausgelaungt, und die Lésung
durch wiederholte Filtration mdaglichst vollstindig geklért.

Fir den Nachweis der Hexosen (Glucose und Galactose), welche
durch Spaltung der Melibiose entstehen, diente wieder die Phenyl-
hydrazinprobe. Da das Melibiosazon in heissem Wasser ziemlich
leicht léslich ist, so giebt dieselbe hier ebenso entscheidende Resultate
wie bei der Maltose und dem Milehzucker.

Die Melibiose war nach den Angaben von Scheibler und Mittel-
meier dargestellt und derart gereinigt, dass sie weder Raffinose noch
Hexosen in nachweisbarer Menge enthielt. Um jede Gihrung zu ver-
hindern, wurde dem Auszug noch Toluol hinzugefiigt.

1. Versuch: 0.3 g Melibiose wurden mit 3 cem Auszug von
Frohberg- Unterhefe 20 Stunden bei 35¢ behandelt, dann filtrirt, zur
Fillung von Proteinstoffen unter Zusatz von 0.25 g Natrinmacetat
10 Minuten im Wasserbade erwirmt, wieder filtrirt, auf 6 cem verdlinnt
und mit 0.6 g reinem Phenylhydrazin und 0.6 g 50 procentiger Essig-
siure 11/ Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Die Menge des
sorgfiltig gereinigten Phenylhexosazons betrug 0.05 g.

2. Versuch: 0.3 g Melibiose wmit Auszug von Saaz-Unterhefe
behandelt gab 0.04 g Phenylhexosazon.

_ An Stelle des Enzym- Auszuges wurden dann die getrockneten
Hefen selber verwendet.

3. Versuch: Angewandt 0.5 g Melibiose, 5 ccm Wasser, 0.5 g
trockne Frohberg-Unterhefe und zur Verhindernng der Géihrung
0.05 g Toluol. Dauner der Einwirkung: 20 Standen bei 35°, Erhalten:
0.33 Hexosazon.

4. Versuch: 0.25 g Melibiose, 2.5 ccm Wasser, 0.12 g trockne
Saaz- Unterhefe, 0.025 g Toluol. 20 Stunden bei 35 Erhalten:
0.031 Hexosazon.

Bei Anwendung von Thymol an Stelle von Toluol waren bei
Frohberghefe, welche allein gepriift wurde, die Resultate qualitativ
die gleichen. Wie leicht erklirlich, ist also die Wirkung der Hefen
etwas stirker als diejenige der Ausziige.

Bericbte d, D. chem, Gesellschaft. Jakrg. XXVIII, 193
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Ebenso wirksam zeigten sich die nicht getrockneten Hefen, wie
die beiden folgenden Versuche beweisen. Dabei kamen wieder frisch
bereitete Reinculturen zur Anwendung. Dieselben wurden durch ein
Pukall’sches Ballonfilter von der Nahrlésung getrennt, dann nochmals
mit reinem Wasser angeschlemmt, wieder scharf abgesangt und sofort-
in die Zuckerlésung iibertragen. Da diese Operation nur eine Stunde
daunerte, und dabei das Austrocknen vermieden war, so konnen die
Hefen als ganz frisch gelten.

5. Versuch: 0.2 g Melibiose, 0.25 g frische Frohberg-Unterhefe,
2 ccm Wasser und 0.025 g Toluol. Dauer der Einwirknng 38 Stunden
bei 33% Erhalten: 0.135 g Hexosazon.

6. Versuch: 0.2 g Melibiose, 0.25 g feuchte Saaz-Unterhefe,
2 cem Wasser und 0.025g Toluol. 38 Stunden bei 339 Erhalten:
0.0627 g Hexosazon.

Damit ist der Einwand, dass das spaltende Enzym erst beim
Trocknen der Hefe entstehen kdnne, widerlegt.

(Ganz anders waren die Resuitate bei den Oberhefen Frohberg
und Saaz, welche ebenfalls als Reinculturen zur Anwendung kamen.
Bei vier weiteren Versuchen, welche genau in derselben Weise wie
die Nummern 1—4 ausgefiilhrt waren, konnte durch Phenylhydrazin
keine Spaltung der Melibiose nachgewiesen werden.

Wir schliessen daraus, dass die getrockneten Oberhefen kein
Eozym enthalten, welches eine nennenswerthe Spaltung des Disaccha-
rids bewirken kann. Da aber noch die Mdglichkeit vorlag, dass die
frischen Hefer sich anders verhalten wiirden, so haben wir auch
diese gepriift.

11. Versuch: 0.5 g Melibiose, 5 ccm Wasser, 0.25 g ganz frische
Frohberg-Oberhefe (Reincaltur), 0.05g Toluol. 20 Stunden bei 359.
Kein Hexosazon geébildet,

12. Versuch: Genau ebenso wie Versach 11, mit frischer Saaz-
Oberhefe (Reincultur) ausgefiihrt. Ebenfalls kein Hexosazon erhalten.

Da die Oberhefen Saaz und Frohberg das den Rohrzucker
spaltende Invertin enthalten, so stand unser Resultat in Widerspruch
mit der Angabe von Scheibler und Mittelmeier!), dass die Meli-
biose durch lingere Behandlung mit Invertin véllig gespalten werde.
Wir haben deshulb diesen Versuch wiederholt und bei Anwendung
von gnt wirkendem Invertin, welches zudem in ungewdhnlich grosser
Menge angewandt wurde, keine Verinderung des Disaccharids beob-
achten konnen.

13. Versuch: 0.3 g Melibiose, 1.5 g Wasser, 0.3 g Invertin
22 Stunden bei 35° C. behandelt. Kein Hexosazon gebildet.

1) Diese Berichts 22, 8121.
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Wir glauben deshalb, dass das Invertin, welches die HH.
Scheibler und Mittelmeier benatzten, noch die anderen Enzyme
der Bierhefe enthielt,

Verhalten der Monilia candida gegen Rohrzucker
und Maltose.

Ch. E. Hansen hat beobachtet, dass die Hefe den Rohrzacker
vergihrt, aber kein Invertin ausscheidet. Hier schien also eine Aus-
nahme von der bisher bestitigten Regel vorzuliegen, und wir bhaben
deshalb diesen Fall mit besonderer Aufmerksamkeit gepriift. Zuondchst
koonen wir die Angabe von Hansen vollauf bestitigen; weder aus
der frischen, noch ans der getrockneten Monilia lisst sich ein Enzym
extrahiren, welches den Rohrzacker hydrolysirt. Die Hefe, welche
ebenfalls im Pasteur’schen Kolben in Bierwiirze geziichtet war,
wurde wiederum mit einem Pukall’schen Ballonfilter abgesaugt, was
hier mehrere Stunden in Anspruch nahm. Da die Nihrflissigkeit
noch redacirende Kohlehydrate enthielt, so musste die Hefe mebhrmals
mit reinem Wasser angeschlemmt und wieder abgesaugt werden, bis
weder sie selbst, noch das Filtrat Kupferlésung reducirte. Diese
frische Hefe iibte bei Gegenwart von anisthesirenden Mitteln auf
Rohrzucker keine deutliche Wirkang aus.

14. Versuch: 0.6 g frische Monilia, 0.6 g Rohrzucker, 6 cem
Wasser and 0.05 g Toluol wurden 38 Stunden anf 33° erwirmt. Die
filtrirte Losung reducirte Fehling’sche Flissigkeit so schwach, dass
nar einige Procent Invertzucker vorhanden sein konnten. Da eine
Controlprobe mit derselben Fliissigkeit ohne Hefe fast gleiche Re-
action zeigte, so war keine deutlich wahrnehmbare Hydrolyse des
Rohrzuckers durch die Hefe eingetreten.

156. Versuch: Ebenso ausgefiihrt wie der vorhergehende, nur
an Stelle des Toluols 0.012 g Thymo! angewarndt. Das Resultat war
das ndmliche.

Die gleiche Hefe wurde jetzt auf porésem Thon ausgebreitet,
3 Tage lang bei etwa 15° an der Luft getrocknet und fein zerrieben.
Aus diesem Priparat wurde darch 40stindiges Auslaugen mit der
20 fachen Menge Wasser bei 33' and nachfolgende wiederholte sorg-
faltige Filtration darch Papier ein Auszug bereitet.

16. Versuch: 5cem des Auszugs und 0.5 g Rohrzucker wurden
44 Stunden auf 33° erwirmt. Resultat ebenso negativ wie vorher.
Das Gleiche war der Fall, als derselbe Versuch unter Zusatz von
0.05 g Toluol wiederholt wurde.

Wesentlick anders gestaltet sich die Erscheinung, wenn man die
getrocknete Hefe selbst bei Gegenwart von anisthesirenden Mitteln
auf den Zucker einwirken lisst, denn es tritt dann eine starke Hydro-
lyse desselben ein.

193*
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17. Versuch: 0.5 g Rohrzucker, 0.2 g getrocknete Monilia, 5 cem
Wasser und 0.05 g Toluol wurden im geschlossenen Rohr 40 Stunden
anf 33% erwidrmt. Die Titration mit Fehling’scher Lisung ergab,
dass 40 pCt. Invertzocker entstanden waren.

18. Versuch: 0.5 g Rohrzucker, 0.25 g trockne Monilia (andere
Kultar), 5 ccm Wasser und 0.05 g Toluol 40 Stunden aaf 35° erwirmt.
Es waren 50 pCt. des Zuckers gespalten. Ein weiterer Versuch ebenso
angestellt, ergab sogar 60 pCt. Invertzucker.

Auns diesen Resultaten scheint uns klar hervorzugehen, dass in
der getrockneten Monilia ein in Wasser unléslicher Stoff vorhanden ist,
welcher den Rohrzucker spaltet. Derselbe ist aber leicht zerstorbar,
denn er wird schon durch lingere Beriihrung mit Toluol unwirksam.

19. Versuch: 0.2 g getrocknete Monilia warden mit 5 cem Wasser
und 0.05 g Toluol 24 Stunden auf 339 erwirmt, dann der Ldsung
0.5 g Rohrzucker zugefiigt und noch weitere 33 Stunden auf derselben
Temperatur gehalten. Die filtrirte Fliissigkeit Gbte jetzt aof Fehling-
sche Losung nur eine dusserst schwache Wirkung aus. Das den Rohr-
zucker spaltende Agens war also durch die vorherige Behandlung mit
Toluol zerstért.

Da pach obigen Erfahrungen die Vermuthung nabe lag, dass der
den Robrzucker spaltende Stoff erst beim Trocknen der Monilia ent-
stehe, so haben wir schliesslich auch die ganz frische Hefe gepriift,
nachdem durch sorgfiltiges Verreiben mit Glaspulver ein Theil der
Zellen gedffnet war.

20. Versuch: 0.8 g ganz frische, scharf abgesaugte Monilia
wurden mit reinem Glaspulver sehr sorgfiltig verrieben, dann mit
8 cem Wasser, 0.8 g Rohrzucker und 0.08 g Toluol auf 33° erwirmt.
Nach 16 Stunden waren 7 pCt. der Rohrzuckers gespalten und beim
weiteren 24stiindigen Erhitzen trat keine Vermehrung des Invert-
zuckers ein.

Die invertirende Wirkung der Hefe war also unter diesen Be-
dingungen zwar schwacb, aber doch unverkennbar.

Aus allen diesen Beobachtungen glauben wir den Schluss ziehen
za dirfen, dass auch bei der Monilia Inversion des Rohrzackers und
alkoholische Gihrung getrennte Processe sind, von welchen aller
Wahrscheinlichkeit nach die erstere der primidre Vorgang ist. Das
invertirende Agens scheint allerdings hier kein bestindiges, in Wasser
losliches Epzym, sondern ein Bestandtheil des lebenden Protoplasmas
zu sein. Jedenfalls kann das Beispiel der Monilia nicht mehr als
Argument gegen den allgemeinen Satz, dass der alkoholischen Gihrung
der Polysaccharide die Hydrolyse vorausgehe, angesehen werden.

Viel einfacher sind die Erscheinungen bei der Maltose, denn die-
selbe wird sowobl durch die frische, wie durch die getrocknete
Monilia oder den wissrigen Auszug der letzteren gespalten.
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21, Versuch: 0.4 g Msltose, 0.2 g frische Monilia, 4 ccm Wasser
und 0.04 g Toluol 36 Stunden bei 35° gehalten. Gewonnen 0.07 g
Glucosazon.

22. Versuch: Die getrocknete Monilia wurde mit Glaspulver
zerriecben und mit der 10 fachen Menge Wasser 20 Stunden bei 359
ausgelangt. 0.4 g Maltose mit 4 cem dieses Auszugs 30 Standen bei
350 behandelt. Erhalten 0.08 g Glucosazon.

Die Monilia enthilt also gerade wie S. cerevisiae eine in Wasser
l1gsliche Maltase.

Verhalten von Saccharomyces apiculatus gegen Rohrzucker.

Die Hefe vergihrt bekanntlich den Rohrzucker picht; dement-
sprechend haben wir gefunden, dass dieselbe weder im frischen noch
im getrockneten Zustand befihigt ist, bei Gegenwart von Toluol das
Disaccharid za spalten.

23. Versnch: 0.5g feachter, ganz frischer S. apicnlatus, 5 ccm
Wasser, 0.5 g Rohrzucker und 0.05¢g Toluol wurden 40 Stunden auf
330 erwidrmt. Bildung von Invertzucker kaum nachweisbar.

24. Versuch: 0.25 g reiner S. apiculatus, welcher auf pordsem
Thon einen Tag an der Luft bei Zimmertemperatur, dann zerkleinert
und noch 24 Stunden bei 330 getrocknet war, wurde mit 0.5 g Rohr-
zucker, 5cem Wasser und 0.05g Toluol 40 Standen bei 33° be-
handelt. Invertzucker nicht nachweisbar.

Die Wirkung derselben Hefe auf Maltose werden wir spiter
beschreiben.

Schliesslich sagen wir den Herren Dr. P. Rehlaender und
Dr. P. Hunsalz fir die Hilfe, welche sie bei dieser Arbeit geleistet
haben, besten Dank.

586. Joh. Pinnow: Ueber Derivate des Dimethyl-p-toluidins.
(Aus dem II. chemischen Institut der Universitit Berlin.}
(Eingegangen am 25. November.)

In eiper friiheren Mittheilung diber Tetramethyldiamidodiphenyl-
methan!) kiindigte ich an, dass einige der dort beschriebenen Ver-
suche, soweit sie nicht den gewiinschten Erfolg hatten, mit Derivaten
des Dimethyl-p-toluidins wiederholt werden sollten, also die Einwir-
kung salpetriger Séure auf o-Nitrodimethyl-p-toluidin und Darstellung
und Reduction des m-Nitrodimetbyl-p-toluidins.

o-Nitrodimethyl-p-toluidin (7.5 g) (D. R.-P. 69188) wird in Salz-
siure von 20 pCt. (122 g) gelést und langsam unter guter Kihlong

5 Diese Berichte 2%, 3161.





