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ansgeschiittelt, die vereinigte #therische Losung mittels Chlorcdleium
getrocknet und in vacuo fractionirt; genauere Daten werden spiiter
gegeben werden, da die vorbandene Menge zur sicheren Bestimmung
des Siedepunktes nicht mehr ausreichte.
C3H,0;. C 4091, H 4.55.
» 40.58, » 4.59.
Die hier beschriebenen Verbindungen sollen nach verschiedenen
Richtungen hin weiter untersucht werden.

450. Allan Maofadyen, G. Harris Morris und Sidney
Rowland:
Ueber ausgepresstes Hefezellplasma (Buchner’s »Zymasec«).
[Erste Mittheilung.]
(Eingegangen am 6. Juli.)
Einleitang!).

lm Jahre 1897 erschien von Hrn. Prof. E. Buchner eine Mit-
theilung, in welcher derselbe eine Methode beschrieb, mit deren Hiilfe
es ihm, wie er behauptet, gelang, das active Ferment der alkoholischen
Gihrung aus der Hefezelle zu isoliren und dessen EinwirkungVaof
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vergihrbare Zucker zu zeigen. Seitdem hat Buchner, vornehmlich
in Verbindung mit Rapp, von Zeit zu Zeit iiber seine weiteren
Untersuchungen in dieser Richtung lerichtet. Diese Untersuchungen,
" welche noch fortgesetzt werden, batrachtet Buchner als Bestitigungen.
des von ihm schon aus seinen ersten Experimenten gezogenen Schlusses,
dass nimlich die Wirksamkeit der Hefezelle als alkoholisches Ferment
abhingt von der Thitigkeit eines l6slichen Epnzyms von Albuminoid-
Charakter, welches von der lebenden Zelle producirt wird. Diesem
l6slichen Ferment gab Buchner den Namen »Zymasge«.
Buchner’s Untersuchungen haben natiirlich die griosste Auf-
merksamkeit erregt und eine betrichtliche Anzahl von Kritiken her-
vorgerufen. Und in der That wiirden auch seine Resultate, falls allge-
«mein angenommen, manch’ eine Fundamentalvorstellung, welche bisher
beziiglich der Gihrung Geltung hatte, umstiirzen.
Seit Langem waren zwei Theorien iiber die alkoholische Gihrung
"im Umlauf, die von ausgezeichneten Gelehrten vertreten wurden: Von
der einen Theorie wird die alkoholische Gihrung als ein vitaler
oder physiologischer Act angesehen (Pasteur u. A.), von der anderen
dagegen auf die Thitigkeit eines Enzyms zardckgefiihrt (Liebig u. A.).
Die erstere oder vitale Theorie konnte nicht widerlegt werden, so
lange es nicht gelang, das hypothetische Enzym aus der Hefezelle
abzuscheiden. Letzteres will nun Buchner mit Hilfe einer b2son-
deren Methode erreicht haben, deren wesentliche Punkte die folgenden
sind: Die Hefezellen werden von dem anhingenden Wasser befreit,
indem man dieselben einem Druck von 50 Atmosphiren aussetzt.
Dann wird die Masse mit dem gleichen Gewicht Quarzsand und einem
Fiinftel ihres Gewichts Kieselguhr vermischt. Hierauf wird das Ganze
in einer Porzellanschale verrieben, bis es feucht und plastisch ge-
worden ist, zum Zeichen, dass die Hefezellen zerstért wurden und
ein gewisser Theil ihres Plasmas ausgetreten ist. In diesem Zeit-
punkt liess sich feststellen, dass 40 pCt. der Hefezellen zerrissen waren.
Der plastische Teig wurde nunmehr einem Druck von 500 Atmo-
sphiren unterworfen und lieferte hierbei eine betrichtliche Menge
Presssaft. Nach Verlauf von 2 Stunden wird der restirende Kuchen
zerkleinert, mit Wasser vermischt, von Neuem zerrieben und nochmals
ausgepresst. So wird eine weitere Quantitit Zellplasma gewonnen.
Die Gesammtausbeute aus 1000 g Hefe betrug ungefihr 500 ceth
Fliissigkeit, von welchen 140 ccm aus zugefiigtem Wasser bestanden.
Grossere oder kleinere Ausbeuten an Zellplasina kiounen je nach der
Beschaffenheit der Hefe und der Art des angewandten mechanischen
Verfahrens erzielt werden. Die erhaltene Fliissigkeit wird in ein ab-
gekiihltes Gefiss filtrirt, In dem zuriickbleibenden Kuchen fanden
sich noch etwa 4 pCt. unverinderter Zellen und ungefihr 60 pCt.
leere Zellgehduse. Der frisch bereitete Presssaft war von gelblicher
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Farbe, opalescirte schwach oder war im durchfallenden Licht fast
klar und besass Hefe-Geruch. Die Fliissigkeit entbielt betriicbtliche
Mengen gelésten Kohlendioxyds, welches zn entweichen begann, so-
‘bald die Temperatur auf 40° gesteigert wurde; sie enthielt ferner -
coagulirbare Eiweissstoffe und verwandelte sich beim Erhitzen in
eine praktisch feste Masse.

Es braucht kaum hinzugefiigt zu werden, dass der ausgepresste
Zellsaft complexer Natur ist und die sehr verschiedenartigen Bestand-
theile des Hefezellplasmasa enthéilt. Buchner fand in demselben, neben
anderen Kérpern, Invertase, eine Maltase, ein Glykogen-Ferment,
Oxydase (¥) und ein actives, proteolytisches Enzym, welches eine deut-
liche Selbstverdauung der Eiweissbestandtheile des Presssaftes hervor-
rief. Die specifischen Eigeuschaften des Presssaftes als alkoholisches _
Ferment sind nach Buchner auf €in 16sliches Bnzym — die »Zymasec
— zuriickzufihren, dessen Thatigkeit zu demonstriren er leicht im
Stande war. Wird z. B. ein gleiches- Volumen. 50-procentiger Rohr-
zucker-Losung zu 100 cem frischen Presssaftes hinzugefiigt, so tritt
Gasentwickelung ein, und dies geschieht noch schneller, wenn 5 g
gepulverter Rohrzucker direct in 15 cem Presssaft gelost werden.
Aus einer Liosung von 4 g Robrzucker in 15 cem Presssaft entwickelten
sich innerhalb 14 Stunden 50 ccm Kohlendioxyd. Ungefihr 4—5 g
Kohlendioxyd wurden aus 100 ccm des Presssaftes gewonnen. Die
besten Resultate wurden im Winter erzielt. Um eine eveutuelle
Wirkung von Bacterien oder lebenden Hefezellen auszuschliessen,
wurden den Controllproben 2 pCt. Kaliumarsenit zugefiigt, bei spéteren
Versuchen fanden auch andere Antiseptica, z. B. Thymol und Toluol,
Verwendung.

Es muss erwihnt werden, dass die Beobachtungen, sowohl ex-
perimenteller als theoretischer Natur, welche andere Autoren gemacht
haben, in der Hauptsache Buchner’s Auffassung nicht bestitigen.
Die Unbestindigkeit des ausgepressten Zellsaftes, seine wechselnde
Wirkung und der gewdhnlich schnelle Verlust der specifischen Gihr-
kraft stimmen besser mit dem Verhalten von lebendem Protoplasma,
als mit der Thitigkeit einer Substanz iiberein, welche die gewdhn-
lichen Eigenschaften der Enzyme besitzt. Die Theorie, dass das
Phinomen eine Phase in der Thiitigkeit des Protoplasmas selbst be-
deutet, hut deshalb zahlreiche Anhidnger gefunden (Abeles, Wro-
blewski). Die Thatsache, dass Chloroform die Gibrung nicht ver-
hipdert und dass das wirksame Princip durch ein Berkefeld-Filter
geht, sind andererseits weitere, von Buchner zu Gunsten seiner
Enzym-Theorie erbrachte Beweise; doch kann man bei dem jetzigen
Btande der Versuche nicht sagen, dass die Frage im Sinne Buchner’s
-entschieden sei,
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Experimentelles.

Der Gegenstand bietet in 80 mancher Hinsicht »nicht nur ein
specielles, sondern auch allgemeines biologisches Interesse, dass wir
uns veranlasst sahen, seine Untersuchung fortzusetzen. Wir begannen
ungere Arbeit in der ausgesprochenen Absicht, die Resultate, welche
Buchner mit dem ausgepressten Hefezellplasma gewonnen hat, einer
experimentellen Priifung zn unterziehen. Wir hielten dies fir um so
ndthiger, als Buchner seine Experimente ausschliesslich mit unter-
gahriger Hefe angestellt hat, und es von Interesse sein musste, fest-
zustellen, ob die obergibrige Hefe, welehe in den englischen Brauereien
verwendet wird, die gleichen Resultate geben wirde. Wir wollen
jedoch gleiech hier feststellen, dass wir unsere Ergebnisse im Wesent-
lichen vom experimentellen Standpunkt aus verwerthen wollen, und
dass wir zunéichst daranf verzichten, aus denselben irgend welche
theoretischen Schlussfolgerungen zu ziehen, da nach unserer Meinung
das bisher Erreichte ein derartiges Beginnen nicht rechtfertigen wirde.
Wir méchten nur noch hinzufiigen, dass wir unsere Untersuchung fort-
fihren und die weiteren Resultate derselben zum Gegenstand einer
zgweiten Mittheilung machen werden.

‘Die unerwarteten Schwierigkeiten, denen wir begegneten, und die
verschiedenartigen Thatsachen, welche zur Beobachtung gelangten,
machten das Arbeiten in einer streng inne zu haltender Richtung up-
mdglich. Beziiglich ihres Einflusses anof den Hauptvorgang waren
speciell folgende Factoren zu beachten: die freiwillige Gahrung des
Hefeplasmas, die Verunreinigungen der Brauerei-Hefe, der Einfluss
der Tewmperatur, das Alter und die Race der Hefe, die Wirkung von
Hefe-Reincultaren u. 8. w. Unsere Experimente wurden im Wesent-
lichen unter den gleichen Bedingungen wie die von Buchner aus-
gefiibrt, und unsere Untersuchungen sind deshalb in dieser Hinsicht
von #hnlichem Charakter wie die seinigen.

‘'Die Methode der Darstellung des Hefezellplasmas ist die Grund-
lage einer derartigen Untersuchung und nabm deshalb unsere ganz
besondere Aufmerksamkeit in Anspruch, um so mehr, als ein in dieser
Richtung gemachtes Versehen die ganze Arbeit mit Fehlern behaften
musste, So nimmt auch Buchner an, dass Unvollkommenheiten bei
der Auspressung der Zellen den Misserfolg anderer Autoren erkliren.
Im Anfang schlossen wir uns eng an das Buchner’sche, oben be-
schriebene Verfahren zum Auspressen der Zellen an, aber schliesslich
wurden wir nach vielen Versuchen zu der folgenden Anordnung des
Apparates gefibrt, die eine schnellere Gewinnung des Zellplusmas
oder Presssaftes gestattet.

Berichte d, D. chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXIII, . 178
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Darstellung des Zellplasmas.

' .Die Hefe bildet, wie man sie aus der Brauerei erhilt, eine
dicke, feucbte, schaumige Masse, die aus Hefezellen besteht,. vermischt
mit mehr oder weniger vergobrenen Wiiyzen. Fir die Zwecke
. dieser Untersuchnng mussten die Hefezellen von alfen anbidngenden
Stoffen, deren. Gegenwart die Zusammensetsting des ausgepressien
_Saftes beeinflussen konnte, befreit werden.. Die als vorbereitende
Operation mithin pothwendige Refnigung der Hefe wurde in folgender
Weise vorgenommen:

Gleiche Theile roher Hefe und Wasser worden vermischt und
mit einander. verribrt. Die go erhaltene Snspension der Hefe-
zellen wurde dann centrifogirt, wobei die in derselben enthaltenen
Zellen-sich am Boden des Gefiisses als dicke Rahmmasse ansammelten,
Die dariiber stehende Fliissigkeit wurde decantirt und die Zellen it
einer newen Menge Wasser nochmals zar Suspension verrieben. Die
.Mischung wurde wiederum centrifugirt uwnd .der Process wiederhols,
bis das Wasser v6llig klar und farblos ablief. Das schliesslich ge-
wonnene Product bildete eine feste Masse -von Hefezellen, die eng
an einander gelagert waren nad nur eine geringe Menge anhingenden
Wassers enthielten. Um einen Hefepresssaft von véllig natiirlicher
Zusammensetzung zu erzielen, wurde auch die kleine Quantitit an-
hingenden Wassers entfernt, indem die Hefemasse mit einer doppelten
Schicht von »Hydraulischem Pressen-Tueh« umhiillt und aof eine Reihe
flacher, eiserner Schalen vertheilt wurde, die so construirt waren, dasa
sie, auf einander geschlchtet in einer hydraulischen Presse stark ge-
presst werden konuten, wihrend die ausgedriickte Fliissigkeit ablief.
Durch diese Vorrichtung, welche eine modificirte Form der Filter-
presse darstellt, wurden die. letzten Antheile des unh.mgeuden Wassers
‘entfernt. Die von dem Tuch abgeloste Hefemasse bildete ein weizsses
Pulver, das aus Hefezellen von annébernd trocknem Ausseben bestand.
Um dieses Resultat zu erzielen, war die Anwendung eines Druckes
von 70-—100 Atmosphiren erforderlich. '

"Die Zerkleinerung der Hefezellen, die nunmehr vorzunehmen
war, warde durch eine mechanische Vorrichtung bewirkt, welche die
Hefe zosammen mit zugefiigtem Silbersand in einem Zustand heftiger
Bewegung erhielt, sodass durch die schnell anf einander folgenden
Zusammenstisse der Hefo- und Sand-Theilechen die Zellwandungen
‘zerrissen wurden und der Zellinhalt heraustrat®).

) Die’ genuueran Details. dieser Vorriehtnng, welche anch mit Erfolg
fir die Zerkleinerung von Mikroorganismen, inperen Organen, Driisen und
Muskelfasern verwendet wurde, sollen den Gegenstand einer 'besonderen Mit-
theilung bilden.
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Beobachtet man die trockne Masse aus Hefe und Sand bei ihrer Zer-
kieinerung, so bemerkt man, dass sie schnell teigig wird und dann dirch
mehrere Stadien der Klebrigkeit hindurch einen vollkommen flissigen
Zustand erreicht. Die mikroskopische Prifung der Masse am Schlass
des Processes liess keine nnversehrten Zellen mebr erkennen. Wihrend
der Durchfihrung dieses Processes und ebenso wihrend der “Zeit,
die vom Zerreisgen der ersten Zellwandung bis zur Priifung des End-
productes verstrich, wurde das Material durch Circulirenlassen einer
Salzsoole abgekiihlt, di¢ man durch Expansion fllissigen Ammonianks
bei einer Temperatar von —3° erhielt. Hierdurch liess sich eine
Erwiirmung der za zerkleinernden Masse iiber -+ 15° verhiiten.

Wird diese Vorsichtsmaassregel nicht getroffen, so erhebt sich
die Temperator der Masse, in Folge der mechanischen Wiirmeproduc-
tion durch das Zusammenstossen und die Reibung der Substanz-
theilchen an einander, bis nahe zum Siedepunkt.

Nunmehr galt es, den herausgetretenen Zellsaft von den in
ihm suspendirten Zellwéinden zu trennen. Dies liess sich erreichen
durch eine Wiederholung des Processes, mit Hiilfe dessen das
anhﬁngende Wasser. von der urspriinglichen Hefe entfernt worden
war. Um die Masse soweit consistent zu machen, dass sie ausge-
presst werden konnte, wurde sie mit Kieselguhr vermischt (Buchner
gebranchte bekanntlich diese Substanz im Gemisch mit Sand zum
Zerreiben der Zellen). Die zugesetzte Kieselguhir diente gleichzeitig als
Filtermaterial und ermdglichte es, aus der teigigen Masse wie aus einem
Schwamm eine villig klure, opalescirende Fliissigkeit auszupressen,
in welcher suspendirte Theilchen nicht wahrzunehmen waren.
Der hierbei angewendete Druck betrug 200— 350 Atmosphiiren

Dies war in seinen wesentlichen Umrissen das: Verfahren, welches
bei der Darstellung des Presssaftes benutzt wurde, der zu .den
folgenden Versuchen diente: Nur wenige Punkte bedirfen noch der
Erlduterung, " Die folgendé Tabelle I enthilt di¢ Ausbeuten und die
specifischen Gewichte der Presssifte aus verschiedenen Hefeprolen,
deren Herkunft und Alter ebenfalls notirt sind. Die Tabelle entuilt
diese Details fliber jeden Presssaft, den wir mit Hiilfe des oben
skizzirten Verfahrens gewonnen haben. Wir veriffentlichen diese
Tabelle mehr in der Absicht, zukiinftigen Bearbeitern dieses Ge-
bietes niitzlich zu sein, als um jetzt aus derselben Schiisse zu ziehen.
Man sieht, dass die Ergebnisse recht verschiedenartige gewesen. sind;
so erkennt man z. B., dass das specifische Gewicht in keiner ersicht-
lichen Beziehung zu irgend einem der anderen Werthe stebt. Uebii.
gens! scheint auch von Letsteren sich kéiner einer bestimmten
Gesetzmiissigkeit unterzuordnen.

118*
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Begiiglich der Ausbeute an Presssaft ist die Hefe A die er-
giebigste, doch werden wir spiter zu zeigen haben, dass der Press-
saft aus dieser Quelle giinzlich ohne Einwirkung auf Zucker war,
wiihrend er selbst in Folge von Selbstgiihrung betrichtliche Mengen
Kohlendioxyd lieferte. Allgemein wurden die grdssten Ausbeuten
mit solchen Hefeproben erzielt, die aus den Giibrungsgefissen 2—3
Stunden vor dem Zerreiben geschopft waren. Diese Zeit ist aunch
diejenige der Maximalthitigkeit bei der Mebrzahl der Presssiifte.

Die folgenden Zahlen mégen zur Erlduterung dienen, wie die
Methode in praxi bei einer dem Darchschpitt entsprechenden, erfolg-
reichen Darstellung arbeitete. Aus 100 g getrockneter und gepresster
Hefe wuiden 30—35 ccm Presssaft gewonnen. Das Gewicht des
zum Zer eiben gebrauchten Sandes betrug 100 g und das Gewicht
Kieselguhr, das erforderlich war, um die zerriebene Masse in eine
fiir das Pressen geeignete Consistenz zu bringen, ungefihr 80 g. Das
specifische Gewicht schwankte zwischen 1050 und 1060. Die Zeit,
welche zum vollstindigen Zerkleinern der obigen Quantitit ge-
trockneter Hefe nothig war, bétrug gewéhnlich 3!/; Stunde.

Die physikalischen Eigenschaften des Presssaftes entsprechen
genau den von Buchner als charakteristisch angegebenen. Das in
dem Saft enthaltene proteolytische Enzym war sehr wirksam uud
bewirkte eine rasche Verdauung der Eiweissstoffe in der Fldssigkeit.

Gelegentlich ereignet es sich, dass der Saft dem Auspressen
aus dem Kieselgubr-Scbwamm starken Widerstand entgegensetzt.
Dies tritt am bdufigsten bei noch ganz frischen Hefen ein, d. h. bei
solchen, welche aus den Gihrungsgefissen herausgeschépft und dann
direct zur Bereitung des Presssaftes verwendet wurden. Mit einiger
Wabrscheinlichkeit wird man diese Schwierigkeiten in Beziehung
bringen diirfen zu idhnlichen, denen man bei Versuchen begegnet,
den intracellularen Saft aus Organen oder Geweben auszupressen,
welche dem lebenden Zustand noch méglichst nahe sind. So giebt
z. B. eine Leber, welche einem Hund im Moment des Todes exstir-
pirt und sogleich zerkleinert wird, selbst wenn man den Druck auf
tausend Atmosphiiren und mehr steigert, keinen Saft, wihrend eine
picht so frische Leber sich obne Schwierigkeiten auspressen lisst.
Dass Kieselguhr die Fihigkeit besitzt, den Durchgung gewisser Ei-
weissstoffe aufzuhalten, ist leicht zu zeigen. Wir fanden 2. B., dass Ei-
Globulin von einem Kieselguhr-Schwamm fast giinzlicb zuriickgehalten
wird, und dass sogar Albumin- und Serum-Proteide bis zu einem
gewissen Grade zuriickgehalten werden. Es ist deshalb anzunehmen,
dass der Presssaft, welcher zu den folgenden Versuchen diente, in
jedem Fall zwar weit entfernt war von dem Zustand, in welchem er
in der lebenden Hefezelle existirt, dass er jedoch andererseits seinen
Lebensbedingungen ndher war, als der Presssaft von Buchner, zu
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dessen Gewinnung Wasser benutzt wurde; denn Wasser besitzt, wie
wir weiter unten zeigen werden, eine bestimmte Wirkung auf unsere
Presssifte. Wir saben uns also in die schwierige Lage versetzt,
den Presseaft unter Verhiltnissen, die seinen Leblensbedingungen am
pichsten kommen, durch das iibliche Verfabhren des Auspressens
picht gewinnen zu kdunen. Unter diesen Umstiinden wird man seine
Zuflucht wahrscheinlich zum Centrifugiren nebmen missen, -aber
dieses Verfahren ist iiusserst langwierig, und wihrend der Zeit, welche
zu seiner Durchfiibrung erforderlicb wiire, diirfte der Presssaft Lereits
seine Zusammensetzung gedindert haben. Trotzdem hoffen wir, bald
in der Lage zu sein, diese Schwierigkeiten zu besiegen.

Eigenschaften des Zell-Plasmuas.

Im Laufe unserer Untersuchungen verwendeten wir Hefen von
finf verschiedenen Brauereien, die mit A, B, C, D und E bezeichnet
werden sollen. Die ersten drei (A, B und C) waren Bruuereien im
Londoner Bezirk, D eine Brauerei im Siiden Englands und E eine
der wenigen untergihrigen Brauereien dieses Landes. Die grossere
Zahl unserer Experimente wuarde mit Hefen von A uud B angestellt;
die Hefen von C, D und E wurden nur zu 1 oder 2 Versuchen ge-
braucht.

Von Anfang an coostatirten wir, dass in praktisch allen Fiillen
der Hefepresseaft freiwillig Gas entwickelte, sei es, dass er sich
selbst iiberlassen blieb oder mit Zucker vermischt wurde. Unsere
Resultate in letzterer Hinsicht erreichten oder ibertrafen sogur in
einigen Fillen diejenigen von Buchner.

Wir sahen uns jedoch bald der Thatsache gegeniiber, duss die
Auto- oder Selbst-Gidhrung des Presssaftes zur Eutwickelung eines
betrdchtlichen Volumens Gas Anlass gab; dieses Volumen iibertraf
in manchen Fillen sogar dasjenige, welches aus derselben Menge mit
Zucker vermischten Presssaftes entwickelt wurde. Diese Selbst-
Gihrung ist anscheinend der Aufmerksamkeit Buchner’s entgangen,
welcher auf dieselbe nur gelegentlich in einer seiner Mittheilungen
Bezug nimmt und fiir das von dem Presssaft selbst entwickelte Gas
in keinem seiner experimentellen Resultate eine Correctur angebracht
zu haben scheint. Die Ausdehnung, in welcher diese Selbst-Gihrung
Platz greift, ist aus den Tabellen II und IV (S. 2776 und 2777) zu
ersehen. Bei einem Versuch z. B. gaben 100 ccm frischer Presssaft
nicht weniger als 2.98 g oder 1500 ccm Kohlendioxyd. Diese spontane
Gasentwickelung tritt auch ein, wenn der Presssaft bei so niedriger
Temperatur aufbewahrt wird, dass er in festem Zustand bleibt. Aller
Wabrscheinlichkeit nach verdankt das Gas, welches sich nach Buchner

beim Erwirmen der »Zymase< entwickelt, dieser Ursache seine Ent-
stehung.
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Bei ungeren ersten Versuchen bestimmten wir das Kohlendioxyd,
welches der Presssaft fiir sich oder nach Zusatz von Zucker ent-
wickelte, durch Messen des Volumens gesittigter Kochsalz-Losung,
welches von dem Gas verdringt wurde; spiditer aber bedienten wir
uns einer Modification von Hart’s Methode der doppelten Titration,
bei welcher das Kohlendioxyd von einer Natriumhydroxyd-Lsung
absorbirt wird. Diese Bestimmungen wurden in folgender Weise
aunsgefiibrt: Die Menge Presssaft, welche fiir das Experiment bestimmt
war und zwischen 20 und 40 ccm variirte, wurde in einem kleinen
Erlenmeyer-Kolben von ungefibr 150 ccm Capacitit gebracht.
Das zu verwendende Antisepticum wurde zugesetzt und dann die
ndthige Menge reinen, trocknen Zuckers, die vorher abgewogen war,
in dem Presssaft durch gelindes Bewegen geldst. Der Kolben 4
(Figur 1) wurde hierauf schnell verschlossen durch einen Kautschuk-
stopfen, der zweifach durchbobrt war
und mit einem zweiten #hnlichen
Kélbchen (B) in Verbindung stand.
Letzteres enthielt 50 ccm einer 10-pro-
centigen Natronlauge und war eben-
falls mit einem zweifach durchbohrten
Stopfen verschlossen. Durch eine der
Bohrungen fibrte das Rdohbrchen ¢,
welches bebufs Fernhaltung der atmo-
sphirischen Kohlenstiure vom Kolben-
inhalt mit Natronkalk gefillt war.
Durch die zweite Bohrung ging das
Robr d, das in die Flissigkeit ein-
tauchte und an einer Stelle zur Kugel
aufgeblasen war, um die alkalische
Losung zu verhindern, nach A zurick zu steigen, mit welcbem das
andere Ende des Rohrchens in Verbindung stand. Das zweite Robre
des Kolbchens A tauchte bis unter die Oberfliche des Presssaftes ein
and war wahrend des Versuchs durch ein Stickchen Gummischlauch
und einen Glasstab verschlossen. Der ganze Apparat wurde dann
in einen Brutschrank gebracht und bei einer Temperatur von 25°
erhalten. Um das entwickelte Koblendioxyd zu bestimmen, wurden
10 cem der Alkalildsung mit dem gleichen Volumen Wasser ver-
diiont und mit einigen Tropfen Phenolphtalein vermischt; dann wurde
Normalsalzssure hinzugefiigt, bis die Ldsung nahezu farblos erschien,
und schliesalich mit !/o-Normaleiure vollig entfirbt. Bei diesem
Punkte ist alles Aetzalkali peutralisirt und das Carbonat in Bi-
carbonat verwandelt; hierauf wurden wenige Tropfen Methylorange
hinzugegelen und nunmehr mit 'fio-Normalsiure titrirt, bis die
Flassigkeit schwach roth gefirbt erschien. Bei Erreichung dieses

Figur 1.
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Punktes ist das Bicarbonat vollig neutralisirt; darch eine einfache
Recbhnung lisst sich nunmebr der Betrag an Natriumhydroxyd in
den 10 cem Losung finden, welcher durch das entwickelte Gas in
Carbonat verwandelt worden war. Hieraus ergiebt sich dann die
Menge Kobhlendioxyd, welche von dem Presssaft innerbhalb 24 Stunden
entwickelt wurde.

Nach Ablauf von 48 Stunden wurde der Apparat aus dem
Brutschrank herausgenommen und 15 Minuten Koblendiexyd-freie
Luft hindurchgeleitet, wiihrend gleichzeitig das Kdlbchen 4 erwirmt
wurde, um das geloste Gas auszutreiben. 10 ccm der alkalischen
Losung wurden dann, wie oben beschrieben, titrirt und der Ge-
sammtbetrag an entwickeltem Koblendioxyd aus den Resultaten
berechnet. Die Genauigkeit der angewandten Methode ergiebt sich
aus den folgenden Zahlen, welche bei Versuchen mit dem gleichen
Presssaft unter identischen Bedingungen erhalten wurden:

a) 25 ccin Presssaft gaben 0.244 g Kohlendioxyd,
b) 25 » » » 0253 » » s
¢) 25 » > »  0.246 » »

Bei den Versuchen zur Ermittelung des Mengenverhiltnisses
zwischen dem entstandenen Kohlendioxyd und Alkohol absorbirten
wir das aus 4 entweichende Kohlendioxyd in 33-procentiger Kali-
lauge, welche sich in einem Mohr’schen Kali- Apparat befand,
nachdem das Gas zuvor iiber Chlorcalcium getrocknet war. Der bei
diesen Experimenten gebildete Alkohol wurde durch Destillation der
Flissigkeit und Ermittelung des specifischen Gewichts des Destillats
bestimmt. Das der Dichte des Destillats entsprechende Gewicht
absoluten Alkohols wurde geeigneten Tabellen entnommen,.

Bei gewissen Versuchen war es erforderlich, das Kupfer-Reduc-
tionsvermogen des mit Zucker vermischten Presssaftes vor und nach
der Gihrung zu ermitteln. Dies geschah mit Hiilfe der Pavy’schen
Methode, da es sich als unméglich erwies, mit Riicksicht auf die
gros<e Menge Ammoniak, welche das concentrirte Alkali aus den
stickstofl haltigen Bestandtheilen des Presssaftes entwickelte, das
genauere Verfahren von Fehling anzuwenden. Die Pavy’sche
Lésung warde mit reiner Dextrose eingestellt und die Mengen
reducirenden Zuckers mit Hiilfe dieser Normallésang berechnet.
Als Beispiel fir die Genaunigkeit dieses Verfahrens michten wir
anfiilhren, dass wir bei einem Versuch, bei welchem eine 2.028 g
reducirendem Zucker idquivalente Menge Rohrzucker zu 20 ccm Zell-
saft hinzugefiigt und die Mischung sogleich gekocht wurde, durch
Titration mit der Pavy’schen Losung soviel Zucker fanden, als 2.162 g
Dextrose entspricht.
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Wenn wir Gelegenheit hatten, die optische Activitiit der Lisungen
gzu bestimmen, bedienten wir uns des Halbachatten-Polarimeters von
Schmidt & Haensch.

Controllversuche wurden in allen Fillen angestellt; d. h., wenn
wir den Betrag an Kohlendioxyd oder Alkohol bestimmten, der von
einem Presssaft aus Zucker erzeugt wurde, so wurde eiue ent-
sprechende Menge desselben Presssaftes unter identischen Bedingungen,
aber ohne Zusatz von Zucker, gepriift und das entwickelte Gas, sowie
der entstandene Alkohol sorgfiltig nach denselben Methoden ermittelt,
welche wir bei den Versuchen unter Zusatz von Zucker anwendeten.
Die zugefiigten Antiseptica hatten den Zweck, eine mdgliche Ein-
wirkung der Hefezellen oder anderer Mikroorganismen zu verhindern.
Die Art des Antisepticums richtete sich nach dem Versuchsobject,
doch wurde in allen vergleichenden Experimenten das gleiche
Antisepticum und in gleicher Menge genommen. Die hauptsichlich
verwendeten Antiseptica waren Natriumarsenit, Toluol und Thymol,
alle in dem Verhéltniss 1 : 100.

Bei unseren ersten Versuchen wendeten wir 40 pCt. Rohrzucker
an, eine Concentration, welche auch Buchner zuerst fir die giinstigste
hielt; spéter reducirten wir die Zuckermenge auf 10 pCt., da wir
fanden, dass bei dieser Concentration die Wirkung eine grdssere
war. In der That schien der grbssere Betrag an Zucker einen
verzogernden Einfluss auf die Thitigkeit des Presssaftes auszuiiben.

Die erhaltenen Resultate.

In Tabelle II stellen wir die Resultate einiger unserer Versuche
zusammen, bei welchen das entwickelte Gas durch Verdringung von
Kochsalz-Lésung gemessen wurde. Das Gasvolumen ist in dieser
und den folgenden Tabellen auf 100 cem Presssaft umgerechnet, ob-
wohl die thatsichlich verwendete Quantitit Saft regelmissig entweder '
25 ccm oder 40 cem betrug.

Man bemerkt, dass in nahezu jedem Fall durch die Selbst-
Gihrung des Presssaftes mehr Gas erhalten wuarde, als wenn die
Gihbrang in Gegenwart von Rohrzucker vor sich ging. Dies trat
regelmiissig ein bei den Presssiften aus den Hefen der Brauereien
A, C und D; in wie weit dieses Ergebniss dem besonderen Charakter
der Hefen oder der hohen Zucker-Concentration zuzuschreiben ist,
sind wir gegenwiirtig noch nicht in der Lage, zu sagen. Ein anderer
beachtenswerther Punkt ist der grosse Unterschied in der Wirksam-
keit des Presssaftes aus verschiedenen Hefeproben. Wir beobachteten
diese Thatsache bei allen unseren Experimenten, aber es ist uns
nicht moglich, dieselbe zu irgend einer physikalischen Eigenschaft
des Presssaftes, z. B. seiner Dichte, in Beziehung zu bringen. Be-



merkenswerth ist ferner, dass bei weitem der grossere Theil der
Einwirkung nach 24 Stunden zu Ende ist; nach dieser Zeit trat
entweder iiberhaupt keine oder nur noch eine geringe Zunahme des
entwickelten Koblendioxyd-Volumens ein. Aunch dies gilt fir die
Mehrzahl unserer Versuche, wie aus den folgenden Tabellen ersicht-
lich ist.

Tabelle 1L

Volumen des von Presssiften aus verschiedenen Hefen
entwickelten Kohlendioxyds mit und ohne Zusatz von
Rohrzucker.

Kohlendioxyd aus 100 cem Presssaft
Alte
Herkunft |der Hefernach Nach 24 Stunden 5 Nach 48 Stunden
der Hefe dem Ein- T '—‘l"" e —
sammeln Far sich IMthut(Lgft i Far sich M%é%gft‘
ccm ~ ccm cem
I
A * Frisch 50 | 250 J 600 472
A * 1 Tag 240 | 808 — —~
A . 2 Tage 133 164 ,' - —
A * Frisch 308 186 308 324
A » Frisch 400 298 J 400 | 340
A * 1 Tag 985 | 270 | 9285 | 320
A * 1 Tag 162 | 8¢ 162 150
A ** 2 Taue 990 234 990 290
A ** Frisch 90 ’ 170 { - —
A *» 3 Tage 760 | 560 788 | 592
At*» Frisch 9.0 | 216 — | =
A * 5 Tage 280 | 220 ] — —
C * 1 Tag 30 1 180 | — | -
c ** 1 Tag 30 | 100 — | =
C * 3 Tage 160 200 | — -
A * 7 Tage 120 | 200 1 — -
A x 1 Tag 65 ; 90 ' i
*  Toluol

* % Natriumarsenit E als Antisepticum verwendet.

+ Bei diesem Versuch wurden 10 pCt. Rohrzucker zugesetzt.

Wir untersuchten auch die Wirksamkeit von Siften, welche bei
verschiedenen Pressungen gewonnen waren, nachdem, den Anweisun-
gen Buchner’s geméss, nach jeder Pressung dem Presskuchen Wasser
zugefiigt war. Die Resultate sind in Tabelle III gegeben, aus wel-
cher ersichtlich ist, dass keine bestimmte Beziehung zwischen der
Menge des entwickelten Gases und der Art des Pressens besteht.
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Tabel

le I

Koblendioxyd, bei verschiedénen Pressungen nach
24 Stunden entwickelt.
(Die Resultate sind auf 100 ccin Presasaft bezogen; in
allen Fillen wurde Toluol als Antisepticum verwendet.)

- 1. Pressung 11. Pressung |Gemischte Pressung
erkunft| Alter |—— —
= der der Mit Mit Mit
Hefe Hefe |Firsich| 40 pCt. | Parsich | 40 pCt. | Fir sich | 40 pCt.
Zucker Zucker Zucker
cem cCcm crm cem ccm ] ccm
A 2 Tage | 450 280 240 320 — —
A Frisch 240 180 60 20 240 110
A 1 Teg 500 205 15 40 210 140
A 6 Tage 200 101 160 80 -_ -
C 2 Tage ! 305 170 320 250 —_ —
A 1 Tag 225 145 430 935 — -
A 1 Tag 240 200 3u0 352 — —

Einfluss des Alters der Hefe auf die Wirksamkeit des
Presssaftes.
In der Tabelle IV geben wir einige unserer Resultate in Bezug
auf den Einfluss des Alters der Hefe, d. h. der Zeit, welche zwischen
der Einsammlung der Hefe in der Brauerei und dem Pressen und Zer-
reiben verstrich, auf die Wirksamkeit des erhaltenen Zellplasmas
wieder. Dieselbe Tabelle zeigt auch in gewissem Grade den Einfluss
der Zuckerconcentration auf das Volumen des entwickelten Gases.

Tabelle IV.
Einfluss des Alters der Hefe auf diec Wirksamkeit deas
Presssaftes.
Entwickeltes Gas pro 100 ccm Presssaft
Her-
ku‘:’:{t A;ter Nach 24 Stunden ‘ Nach 48 Stunden
der er _—
Hefe i | !
Hefo I ‘5 pCt. |10 pCt.|15 pCt.| . . | 5 pCt. {10 pCt.'15 pCt..
Fir Slch! Zucker (Zucker|Zucker Fir sich Zucker Zucker‘Zucker
g | g K K g R | & | &
Frisch | 0215 | 0.145] — | — | 0615032 — | —
A 1 Tag | 0.105 | 0.015| — — 0.120 ' 0.200, — —
2 Tage| 0.930 | 0.445 0.395' 0.140 ] 1.205 | 0.965! 0.855| 0.570
3 Tage| 1.145 —_ 0280 — 1.285 ’ — 0.950) —
Frisch | 1.480 | 3.030| 3.870| ~ 1.705 | 3.550 5.060| —
1 Tag 1.450 | 3.140| 3.7701 3.630| 1.770 | 8.590; 4.600 | 4.050
B 2 Tage | 1.480 | 3.540| 4.410| 3.880! 1.480 | 3.920] 5.300| 3.970
8 Tage — - — — 2.310 | 2.480| 6.600| 3.300
6 Tage| 083 | — 1.370 | 3.230| 0.970 - 1.9501 3.720
Frisch | 0.90 | 2.800] — ; 3.720! 1.420 ; 2930 — 4450
B | 1Tasg | 097 | 2040 | 4040) 3590 1.230 | 2.930 | 4.440| 4.170°
2 Tage| 1.32 | 2.980| 3.390 | 3.150| 2.980 | 3.290 | 3.700 | 3.000
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Es ist ersichtlich, dass die Resultate sebr schwankende sind, dass
aber beziiglich der Wirksamkeit des Presssaftes die allgemeine Ten-
denz besteht, dass die Gibrkraft bis zu einem gewissen Punkte mit
dem Alter der Hefe steigt, wobei das Maximum ungefibr am 3. oder
4. Tage nach dem Einsammeln erreicht wird. Auf die Erreichung
des Maximums folgt dann ein sehr schnelles Abnehmen der Wirksam-
keit des Presssaftes. Die Schwankungen in dem Betrage der Selbst-
gihrung sind nicht so gross, aber auch hier besteht die Tendenz,
derselben Richtung zu folgen. Die Resultate sind aus den Diagram-
men der Figg. 2 u. 3 (8. 2779) zu entnehmen, von welchen das Erstere die
Selbstgihirung und das Letztere die Gibrung in Gegenwart von Zucker
erliutert und zwar in beiden Fillen sowohl unter Miteinrechnung des
bei der Selbstgihrung entwickelten Gases, als auch nach Abzug des-
selben von der Gesammtsumme.

Die Thatsache, dass die Wirksamkeit des Presssaftes mit dem
Alter der Hefe bis zu einemn gewissen Punkte zunimmt, ist eine Um-
kehrung dessen, was Buchner und andere Beobachter auf dem Con-
tinent bei den untergiihrigen Hefen festgestellt haben.

Einfluss der Aufbewahrang.

Wird der Presssaft bei oder unterhalb der Temperatur des Gefrier-
punktes aufbewahrt, so nimmt der Umfang der Selbstgihrung, sowie
auch die Zucker-zersetzende Kraft rasch ab. Der Betrag, in welchem
dieser Verlust der Wirksamkeit eintritt, ist aus Tabelle V ersichtlich.

Tabelle V.
Einfluss des Alters auf die Wirksamkeit des Presssaftes.

Entwickeltes Gas pro 100 ccm Presssaft

Herkunft| Alter | Pricch dargestellt fNa.ch ‘24-stﬁndigem{Nach 48-stiindigem

der der Stehen bei — 49 ] Stehen bei — 490
Hefe " Hefo [ e e e
Lo IMit10pCt. e . IMitT10pCt. e . "Mit 10 pCt.
Fiir sich Jucker IFur sich Zucker [Fur swh( Zucker
[ ] r | ¢ 8 | [ | g
B 5 Tage 0.93 1.77 0.49 1.33 0.23 0.29
B 2 Tage 0.63 | 0.66 0.54 0.63 0.37 0.35

Einfluss der Zuckerconcentration.

Wir haben eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, um die giin-
stigste Concentration des Zuckers zn bestimmen; die Resultate sind
in der folgenden Tabelle VI niedergelegt. Aus derselben ist ersicht-
lich, dass die kleineren Zuckermengen (5—10 pCt.) die. giinstigsten
Resultate geben, wihrend grossere Quantititen Zocker die Einwirkung
merklich verlangsamen; mit anderen Worten: Aus dem Presssaft +
Zucker erbilt man weniger Gas, als aus dem Presssaft allein. Dieser
Umstand erklirt wahrscheinlich bis zu einem gewissen Grade die Resul-
tate, welche wir bei unseren ersten Versuchen, bei welchen 40 pCt.
Zucker verwendet wurden, erhielten (vergl. die Tabellen II und III).
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Figur 2.
Einfluss des Alters der Hefe auf die Selbstgihrung.
Nach 48 Stunden.

COy in g pro 100 cem Presssaft.

Alter der Hefe in Tagen.

Figur 3.
Einfluss des Alters der Hefe auf die Wirksamkeit des Presssaftes.
Nach 48 Stunden.

/Rohrzucker' ..
O P O S

+ COy in g pro 100 ccmy Presesaft.

“"w'"'?ﬂ}fu d: Setbstgshrung

[ |eornigirt:
HEAR % 175 I
EEERE L] l-.-.==-
HEEENEEEEN NS EEEERN

1 5 3 4

Alter der Hefe in Tagen.
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Einige der vorstehend aufgefiihrten Resultate sind ebenfalls aus
den Diagrammen der Figur 4 zu entnehmen. In Tabelle VI sind
auch einige unvollstindige Versuchsreihen mit aufgenommen, welche
sich auf Presssiifte aus untergihrigen und anderen Hefen beziehen.

Figur 4.
Einfluss verschiedener Zuckerconcentrationen auf das entwickelte Gasvolumen

CO3 in g pro 100 ccm Presssaft

Procente Zucker.

a. nach 48 Stdn. (uncorrigirt); a' corrigirt beziigl. der Selbstgihrung,
b. » @4 » ( » ); b » » » »
Einfluss verschiedener Zuckerarten.

Um festzustellen, ob die Art des zugesetzten Zuckers irgend wel-
chen Einfluss auf den Betrag an entwickeltem Gas ausiibt, wurde eine
Serie von Versuchen mit Rohrzucker, Dextrose, Maltose und Livu-
lose bei verschiedenen Concentrationen angestellt, wobei fiir jede Ver-
suchsreihe derselbe Presssaft verwendet wurde. Die gewonnuenen
Resultate zeigt Tabelle VII.. Aus derselben ergiebt sich, dass, im
Ganzen genommen, aus dem Robrzucker mehr Kohlendioxyd erhalten
wird, als aus irgend einem anderen Zucker.

Tabelle VII.
Einfluss verschiedener Zucker.

Aus 100 ccm Presssaft entwickeltes Gas
Ber- S .
kn%l;'t Alter Rohrzacker ~ Dextrose | Maltose E Lavulose
der | E([lefx.' 1‘«";" ,,,___,____THA} B ,,,__J’h‘, — :, -
Hefe | = |sich| 5 110 15/ 5 |10{15,5 (10,15 5 |10 15
pCt.|pCt. pCt./pCt.|pCt.ipCt. pCt.' pCt. pCt. pCt. pCt. pCt.
R I v leigle|eleie' v« v ig s g
B | 6Tage 01| —'1.66° — | — 150 | --21.-221 _l i
B |3 Tage [071] — — | —| — 2051.75/1.38/1.840.711| — —i —
B |4 Tage [037) —| —' —10.681.80|1.76/1.61/3.21/1.70] — | —! —
B 1 Tag 137} — 2,68 —| —[2.04f —| — 198 —| — —i —
> 3 Tage |1.34: — 2.83) — ——52.77 - —‘2.87; - - - —
» 4 Tage | 0.48 —-j“2.07" — | — 1147 = — —-—! —| = 1.76] —
b ! P Lo
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Einfluss der Temperatur.

Wir haben verschiedene Versuche angestellt, um die der Wirkung
des Presssaftes giinstigste Temperatur aufzufinden. Als ein Beispiel
der erzielten Resultate diene Folgendes:

Der Presssaft wurde in der diblichen Weise mit 10 pCt. Rohr-

zucker vermischt. Dann ergaben sich:
bei 0° 0.41 g Kohlendioxyd in 48 Stunden

» 10°0.83¢g » » 48 »
» 250 1.05¢ » » 48 »
» 379 1.17g » » 48  »

Die hohere Temperatur scheint demnach die Wirksamkeit des
Presssaftes zu vergréssern. '

. -Einfluss verschiedener Antiseptica.

Es erschien von Wichtigkeit, den Einfluss verschiedener Anti-
septica auf die Wirksamkeit des Presssaftes festzustellen; wir haben
deshalb eine Reihe von Bestimmungen ausgefiibrt, bei welchen wir
die verscbiedenen antiseptischen Mittel bei der gleichen Probe Press-
saft verwendeten. Die gewonnenen Resultate lassen sich aus Tabelle
VIII entuehmen.

Tabelle VIII
Einfluss verschiedener Antiseptica.

Aus 100 cem Presssaft entwickeltes Gas
Her- Nach 24 Stunden | Nach 48 Stunden
kaats Alter : . : .
er 13 |8zls|Ele 813|822 !5 ¢
Hofe | Hefe | .2 | & 28 21| 8 83 g 28 51§ Eg
PREEE-E 1 RCH N - - R ERER IR -
gl g A2 |B ST alD
¢ | gl el gl el sl g g ig| g | gl 8
* B |2Tage|0.72| — |0.83/0.63 083/041| — | — | — | — | — | —
+ B |2Tage |0.50| 1.02| — |0.660.66| 0.97{0.59 1.30, — | — |0.83] 1.17
+ B |2Tage|0.95 0.55| 0.22] 1.19| 1.21{ 0.35| 2.12{ 0.96| 0.70; 3.00; 2.65| 1.04
+ B |2Tage|1.36 1.29I 1.761 0.72i — |0.56( 1.83| 1.64| 1.84, 1.07| — | 1.06
i | | .

* Dieser Versuch wurde ohne Zusatz von Zucker ausgefiihrt.
+ Bei diesen Versuchen waren 10 pCt. Zucker zugesetzt.

Die Antiseptica wurden in dem Verbiltniss 1:100 zugefigt, mit
Ausnahme des Thymols, von welchem eine kleine Menge gepulverter
Substanz in das Ké&lbchen gethan warde. Als Formalin diente ejne
Lésung von 1 Th. Formaldehyd in 2000 Th. Waseer, welche im Ver-
béltniss von 1:100 angewendet wurde.

Bei dem ersten der mitgetheilten Versuche wurde der Einfluss
der Selbstgahrung stadirt; bei den iibrigen drei waren in jedem Fall
10 pCt. Zucker vorhanden. Es ist ersichtlich, dass Natriumarsenit



und Formalin die Wirksamkeit des nicht mit Zucker versetzten Press-
saftes in geringem Maasse zu erbShen scheinen; aber in Gegenwart
von Zucker widersprechen die Resultate einander sehr. Die Hefen,
aus welchen die Presssifte gewonnen wurden, waren von verschiede-
nem Charakter, und auch die Ausbeute an Presssaft war in jedem
Falle eine andere. Dies ist wahrscheinlich von grosserem Einfluss
auf die Resultate gewesen, als die Natur des einzelnen Antisepticums;
indessen sind in dieser Beziehung noch weitere Forschungen noth-
wendig.
Einfluss der Filtration.

Um festzustellen, ob die Filtration darch Chamberland- und
Berkefeld-Filter Gberbaupt einen Einfluss auf die Wirksamkeit des
Presssaftes ausiibt, bezw. welcher Art dieser Einfluss ist, wurde eine
Reihe von Versuchen mit verschiedenen Presssiften durcbgefiibrt, bei
welchen die gasentwickelnde Kraft derselben vor und nach dem Fil-
triren genau controllirt wurde. Thymol wurde in jedem Fall als
Antisepticum verwendet. Die Resultate sind in Tabelle IX nieder-
gelegt, aus welcher ersichtlich ist, dass die Filtration zwar stets in
betriichtlichem Maasse sowohl die Selbstgibrung, als auch die Einwir-
kung des Presssaftes auf Zucker herabsetzt, dass sie dieselben jedoch
niemals ganz aufhebt. Diese Verminderung der gasentwickelnden
Kraft ist von einer sehr betriichtlichen Abnahme des specifischen Ge-
wichts der Presssifte begleitet. Diese Versuchsergebnisse stimmen
mit denen von Buchner in Bezug auf dieselbe Frage Giberein.

Tabelle IX.

Einfluss der Filtration auf die Wirksamkeit des
Presssaftes.

Aus 100 ccm Presssaft entwickeltes Gas
Spec. Gewicht

Herkunft| Alter Vor dem Filtriren I Nach dem Filtriren
}(Iier E({ler vor {nach | ___ _.
ofe ofe . .
dem Filtriren| Fir sich !M]%J&E?t' Fir sich Ml%:((:)k};l(‘)t.
£ g g 8
* B |3 Tage| — — — 0.67 — 0.31
B |2 Tage| — — 0.43 0.65 0.00 0.10
B |2 Tage| — — 0.18 1.56 0.25 0.84
* *B |2 Tage| — — 1.23 0.83 0.11 0.43
B |2 Tage| 1055 1018 0.57 0.65 0.24 0.23
B |3 Tage| 1045 1030 0.25 1.55 0.24 1.17

* Bei diesem Versuch wurde ein Chamberland-Filter verwendet, bei
fen ibrigen wurden Berkefeld-Filter benutazt.
* * In diesem Falle nach 72 Stunden, in allen iibrigen nach 48 Stunden.
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Einfluss der Verdiinnung.

Fir die Aufklirung der Wirkungsart des Presssaftes und des
Stoffes, welcher die Gagentwickelung verursacht, erschien es wichtig,
den Einfluss der Verdiionung auf die Wirksamkeit des Presssaftes
kennen zu lernen. Wie oben erwiihnt, wurden alle Versuche in der
Weise angestellt, dass die abgewogene Zuckermenge iu dem Presssaft
selbst gelést wurde, sodass iiberhaupt kein Wasser zugefiigt wurde.
Wenn nun die Wirkung der Presssifte rein enzymischer Natur war,
so sollte eine miissige Verdiinnung die Resultate nicht merklich beein-
flussen; riihrte dagegen die Wirkung der Presssifte von anderen Ur-
gsachen her, so musste sie in grdsserem oder kleinerem Maasse von
der Verdiinnung abbéngig sein. Dem zu Folge fiihrten wir eine Reihe
von Versuchen durch, bei welchen reines Wasser, physiologische Koch-
salzlsung (mit 0.75 pCt. Chlornatrium), ferner Wasser in Gegenwart
von Zucker als Verdiinnungsmittel dieuten. Die Versuche mit Zucker
wurden auf zwei Arten angestellt; entweder wurde der Zucker (10 pCt.)
in iiblicher Weise dem Presssaft zugesetzt und Janp Wasser bis zu
der gewinschten Verdiinnung hinzugefiigt (hierbei blieb also das Ver-
hiiltniss Zucker : Presssaft constant), oder ea wurde mit einer 10-proc.
Zuckerlosung verdiinnt, sodass das Verhiltniss des Zuckers zu dem
Gesammtvolumen ein constantes blieb. Die gewonnenen Resultate
ergeben sich aus Tabelle X. Die Priifung derselben zeigt sogleich,
dass die Selbstgibrung sowohl durch Verdiinnung mit Wasser, als
auch mit Salzlésung stark beeinflusst wird. Wihrend die Zugabe
schon des gleichen Volumens Wasser die Wirkung merklich verzs-
gert, hebt die Verdiinnung mit dem doppelten Volumen Was-
ser die Gasentwickelung praktisch auf. Bei Verwendung einer
Salzlssung zeigt sich diese Wirkung noel deutlicher.

Bei der Gegenwart von Zucker ist die verzogernde Wirkung
ebenfalls gut wahrzunehmen, speciell wenn die Concentration des
Zuckers mit der Verdiinnung abnimmt. In letzterem Falle ist der
Einflugs der Verdiinnung ebenso deutlich erkennbar wie bei der An-
wendung von reinem Wasser oder Salzldsung. Wird die Stirke der
Zuckerldsung constant erbalten, so ist die Verzdgerung ebenfalls be-
triicbtlich, jedoch nicht so gross wie in den anderen Fillen.

Der paralysirende Einfluss der Verdinnung auf die Wirksamkeit
des Presssaftes steht mit dem allgemeinen Verhalten der Enzyme
unter dhnlichen Bedingungen in so grossem Widerspruch, dass der-
selbe unserer Meinung nach einen schwerwiegenden Einwand gegen
die Annahme der Buchner’schen Enzym-Theorie bedeutet. Nachdem
die obigen Versuche bereits abgeschlossen waren, wurde uns bekannt,
dass auch Wrdoblewski Verdiinnungsversuche mit dem gleichen Re-
sultat ausgefiibrt hat.
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Tabelle X,
Einfluss der Verdiinnung auf die Wirksamkeit des
Presssaftes.
Gas aus 100 ccm Presssaft
Her- Alter Nach 24 Stunden l Nach 48 Stunden
kunft der |—— . o
der Hefe | ver- | ver- | ver- < ver- | ver- | ver-
Hefe Fir sich diinnt | diinnt dinnt |Fir sich| diont | dinnt | dinnt
1:1]1:2 ] 1:3 1:111:2{1:3
g | g R % 5 3 g
a) mit reivem Wasser
A 1 Tag 149 | 1.25] 002 | 000 | 1.71 1.32 | 0.05| 0.00
B 5Tage | 0.83 l — 054 { — 0.97 — 0.58 | —
B 5Tage | 1.05 e 000 | — 1.37 — 009 —
B | 6Tage| 122 | 099 ] 031 007 — | — | — | —
b) mit 0.75-procentiger Kochsalzlosung
A Frisch | 0.90 [ 0.05 { 0.00 | 0.00 - | - — —_—
B 5 Tage| 0.83 \ - 0.10 -— 0971 « — 0.17 —_
B 5 Tage 1.05 , — § 0.00 — 137 | — 0.08 —

¢) mit Wasser, bei Gegenwart von 10 pCt. Robrzucker im Presssaft
B 6 Tage | 1.30 | 0.10 | 0.10 I 0.05 s 1.30 ’ 0.10 | 0.10 | 0.05
B |GTage| 1.66 | 023, 0.10| 008| — | — | — 1 —
d) mit Wasser, bei Gegenwart von 10 pCt. Rohrzucker im Gesammtvolumen.
B |5Tage} 1.77 | 0671 047 055§ — | — | — | —

In Verbindung mit der Frage nach dem Einfluss der Verdiinnung
anf die Enzym-Wirkung mag erwihnt werden, dass, als eine 6 Tage
alte Presssaftprobe mit Rohrzuckerlésung auf 1: 1000 verdiinnt wurde,
50.5 pCt. des Rohrzuckers invertirt wuarden, wiibrend ein anderer,
3 Tage alter Presssaft bei "einer Verdiinnung von 1:100 eine Inver-
sion von 79.5 pCt. des vorhandenen Rohrzuckers ergab. Dies bildet
einen scharfen Gegensatz zu dem Einfluss der Verdiinnung des Press-
saftes auf die Production von Kohlendioxyd.

Verhdltniss von Kohlendioxyd zu Alkohol.

Beziiglich der Frage, ob man es hier mit einer wirklichen alko-
holischen Gihrung zu thun hiitte, war es wichtig festzustellen, ob
Alkohol und Kohlendioxyd in denselben Mengen wie bei der gewdhn-
lichen alkoholischen Gihrung producirt wurden, und ob der Betrag
an Zucker, der wihrend des Versuchs verschwand, in irgend einer
Beziebung zu dem gefundenen Alkoho! und Kohlendioxyd stand. Wir
stellten behufs Aufklirung dieser Punkte eine grosse Reihe von Ver-
suchen an; die Resultate einiger derselben sind in Tabelle XI aufge-

179*
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fibrt. Bei den Versuchen 1 bis 5 wurden die Alkohol- und Kohlen-
dioxyd-Bestimmungen mit derselben Substanzprobe ausgefiihrt; bei
den Versuchen 6 bis 15 wurden jedoch fiir die beiden Bestimmungen
zwel verschiedene Gihrproben — unter gleichen Bedingungen und
mit demselben Presssaft — angesetzt. Wir thaten Letzteres, um bei
den Alkoholbestimmungen eine grossere Genauigkeit zu erzielen; das
entweichende Gas konnte hierbei mit etwas Wasser gewaschen wer-
den, welches nach und pach in das Destillirkdlbchen gegeben wurde.
Wenn beide Producte bei einem Versuch neben einander bestimmt
werden sollten, war Letzteres nicht angingig.

Es ist aus der Tabelle ersichtlich, dass der aus der Presse kom-
mende Saft immer betrichtliche Mengen Alkohol enthilt; wir fanden
bei speciellen Versuchen, dase diese Mengen genau mit der
Quantitit Alkohol iibereinstimmen, welche in der Hefe noch enthalten
ist, nachdem dieselbe, wie oben beschrieben, griindlich gewaschen und
ausgepresst wurde.

Werden Correcturen fiir die wihrend der Selbstgihrung des
Presssaftes erzeugten Mengen Alkohol und Kohlendioxyd angebracht,
so ist das Verhéltniss zwischen dem ibrig bleibenden Alkohol und
Kohlendioxyd sebr verschieden und entspricht nur in den Fillen, bei
welchen ein besonders wirksamer Presssaft verwendet wurde, annibhernd
dem von Pasteur gefundenen!). Bei schwiicheren Presssiften scheint
gar kein oder nur ein geringer Zusammenhang zwischen den Mengen
beider zu bestehen, wenn auch die Regel gilt, dass die Quantitit des
Alkohols grosser ist, als diejenige des Kohlendioxyds.

Man kdnonte glauben, dass die von uns ermittelten Mengen Alko-
hol durch eine Ungenauigkeit der Methode zur Bestimmung der bei-
den Producte gefunden wurden; das folgende Beispiel einer derartigen,
doppelt ausgefiihrten Bestimmung zeigt jedoch, dass unser Verfahren
einer recht betrichtlichen Genauigkeit fihig ist.

Entwickeltes Kohlendioxyd . . . . 0.327g 0.337g
Entstandener Alkohol . . . . . . 095 » 095 »
Vergohrener Zucker . . . . . . L167» 1.158 ».

Bei allen, oben mitgetheilten Versuchen tritt eine sehr be-
merkenswerthe Thatsache zu Tage, ndmlich die, dass die Menge an
Zucker, welche verschwindet, weit grésser ist, als diejenige, welche
"— nach den fiir Alkohol oder Kohlendioxyd gefundenen Zahlen —
thatsichlich vergobren wird. Je genauer jedoch das Verhiiltniss
zwischen den beiden Producten sich dem theoretischen anschliesst,
um 80 geringer ist der Ueberschuss an verschwindendem Zucker.

1) Rohrzucker liefert 51.11 pCt. Alkohol und 49.42 pCt. Kohlendioxyd.
Dextrose » 4885 » » » 4695 » »
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Wir wurden bierdurch auf den Gedanken gebracht, dass es
irgend ein Bestandtheil des Presssaftes sein mdchte, welcher eine
correcte Bestimmung des Zuckers verhinderte; bei hierauf beziig-
lichen Versuchen fanden wir indess, dass, wenn man dem Presssaft
Zucker -hinzufiigt und dann die Wirksamkeit des Saftes durch
“Erhitzen zerstdrt, bevor Gihrung eintreten kounte, nach der Pavy’-
schen Methode der volle Betrag an zugesetztem Zucker wieder-
gefunden wird.

Wir unterwarfen auch das nach der Gibrang binterbleibende
Product der Spaltung mit sehr verdiinnter Sdure, in der Absicht,
irgend welche hydrolysirbare Verbindung, die ans den Bestandtheilen
des Presssaftes und dem verschwundenen Betrage an Zucker hitte
entstehen kdnnen, wieder zu spalten, erhielten jedoch kein Resultat:
Die reducirende Kraft vor und nach der Behandlung mit Siure
bleibt die gleiche. Der Zucker ist deshalb anscheinend als solcher
verschwunden und nicht lediglich durch die gewdhnlichen Reagentien
unnachweisbar geworden.

Vorliufig miissen wir uns darauf beschrinken, diese sehr
interessante Thatsache festzustellen; bei dem gegenwiirtigen Stand
der Versuche scheint es uns noch zu friih zu sein, irgend welche
theoretischen Folgerungen aus derselben zu zieben. Nur der folgenden
Vermuthung behufs dieses merkwiirdigen Verschwindens mdchten wir
Raum geben: Wihrend des Lebens der Hefe wird Zucker vom
Organismus derselben aufgenommen und zu Kohlendioxyd und
Alkohol umgesetzt. Im Speciellen vollzieht sich dieser Process
wahrscheinlich in 2 Stufen: 1. findet ein Aufbauen und Incorporiren
der Zuckermolekiile durch die lebensthitige Hefe statt (Anabolismus),
und 2. tritt ein Auseinanderfallen dieses complicirten Materials in
einfachere Producte ein, von denen Kohlendioxyd und Alkohol die
regelmiissigen und wesentlichen Bestandtheile sind (Katabolismus).
Konnte es nicht sein, dass nach dem Auspressen des Zellsaftes die
gleiche Reibe von Vorgiingen sich abspielt, wenigstens in dem
Zeitraum, in welchem der leicht verdnderliche und instabile Zell-
saft in einem Zustand verbarrt, welcher annihernd mit demjenigen
identisch ist, in welchem er sich in der lebenden Zelle befand?
Erscheint diese Hypothese annehmbar, so liesse sich die wechselnde
Wirksamkeit des Presssaftes wenigstens theilweise wie folgt erkliren:
Es sei X ein hypothetischer Protoplasma-Bestandtheil der Zelle, der
sich mit dem Zucker zu verbinden vermag. Die Processe, welche
sich in dem ausgepressten Zellsaft — in welchem X noch vorbanden
ist — abspielen, kénnten daun vielleicht die folgenden sein:

a) Bei der Selbst-Gidhrung, nach dem Auspressen des Saftes, zer-
setzt sich continuirlich die wihrend des Lebens der Zelle ent-
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standene Zucker-X-Verbindung und liefert Kohlendioxyd und
Alkobol.

Bei dem Verschwinden des Zuckers schreitet die Bildung der
Zucker-X-Verbindung bis zu einem gewissen Punkte vor, der
abhingig von der Wirksamkeit des Presssaftes ist, aber die
Zersetzung dieser Verbindung erreicht ibr Ende, bevor die ganze
Zuckermenge in Form von Kobhlendioxyd und Alkohol in
Freiheit gesetzt wurde. Bei einem sehr wirksamen Presssaft
kann man sich nun vorstellen, dass dieser Process sich so lange
vollzieht, bis praktisch die simmtliche Zucker-X-Verbindung
zerlegt worden ist. Bei einem schwachen Presssaft findet der
Aufbau-Process schneller, als der Abbau-Process statt, und
dem zu Folge bleibt, wenn die Thitigkeit von X anfhort, ein
Ueberschuss an Zucker in Gestalt der Zucker-X-Verbindung in
der Ldsung.

Wir setzen unsere Versuche mit dem Hefezell-Plasma fort und

hoffen, umnsere weiteren Resultate der Gesellschaft zur gegebenen
Zeit mittheilen zu konnen. Inzwischen ist es vielleicht angebracht,

die

bisher von uns gewonnenen Resultate kurz zusammenzufassen.

Dieselben scheinen uns bisher nicht zu einer Erklirung des Processes

auf

Grund der Enzym-Theorie zu fiihven, sondern eher zu einer

solchen, welche sich auf das Phinomen der Lebensthitigkeit des
Hefezell-Protoplasmas stiitzt.

1.

Die obergihrige Hefe der englischen Brauereien liefert bei
geeigneter Behandlung einen Zellsaft, der die voriibergehende
Fihigkeit besitzt, Zucker in Alkohol und Kohlensiure zu zer-
legen.

. Der Betrag an von einem wirksamen Presssaft entwickelten

Gas ist ebenso gross oder grosser, als der von Buchmer er-
mittelte. '

. Der Zellsaft, wie er von uns erhalten wurde, erleidet eine sehr

betrichtliche Selbst-Gédhrung; die Letztere tibertrifft in einigen
Fillen diejenige, welche eine Mischung desselben Presssaftes mit
Rohrzucker aufweist.

. Eine missige Verdinnung (1:2) mit Wasser oder physiologi-

scher Kochsalz-Losung hebt praktisch die gesammte Géhrthitig-
keit des Presssaftes auf.

. Nur bei einem sehr wirksamen Presssaft ist das Verhiltniss

von entstandenem Alkohol zum Kohlendioxyd annihernd das-
selbe wie bei der gewdhnlichen alkoholischen Géhrung.
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6. Léisst man den Zellsaft anf Zucker — Rohrzucker oder Dextrose —
einwirken, 8o ist die verschwindende -Zuckermenge erheblich
grésser, als diejenige, welche zur Production von Kohlendioxyd
und Alkohol verbraucht werden kénnte.

The Jenner Institute of Preventive Medicine,
London, Juani 1900.

451, Emil Fisocher: Berichtigung.
(Eingegangen am 4. August.)

Der von mir kirzlich als neu beschriebene p-Oxydiphenylharnstoff
(diese Berichte 33, 1701) ist bereits auf etwas anderem Wege von Auwers,
Traun und Welde (diese Berichte 32, 8308) dargestellt worden.

Das Versehen rihrt daher, dass meine Arbeit vor der Publication ven
Auwers Ende November 1899 bereits abgeschlossen war, und dass bei der
durch aussere Umstdnde verzdgerien ersten Verdffentlichung, welche am
1. Marz d. J. in der Berliner Academie erfolgte, das Register der Berickte
noch nicht erschienen war. Uhne dieses ist es aber kaum méglich, eine solche
einzelne und unwichtige Verbindung in der L'teratur zu finden.

Berichtigungen.
Jahrg. 33, Heft 10, S. 1630, Z. 23 v. o. muss Formel T laaten:

HO l
. CO\ 8
HO|7 \ } 2 CH3
6 A |
__\\_\5'/ s \4’ s
|

co”’ |
Jahrg. 33, Heft 14, 8. 2267, Z. 5 v. o. lies: »H 11.48« statt »H 10.48«.

A. W_Schade’s Buchdruckerei in Ber in N., Schulzendorferstr. 26.



