853

vach den bisherigen Verfabhren aus dem Isopren gewoonenen kaut-
schukihplichen Produkte, im Gegensatz zum Natur-Kautschuk, Ge-
mische von Polymeren des 1.5-Dimetbyl-cyclooctadiens-(1.5) und 1.6-
Dimethyl-cylooctadiens-(1.5) sind.

126. Eduard Buchner und Siegfried Skraup: Ist die
Enzym-Theorie der Girung einzuschrinken?

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit zu Wirzburg.]
{Eingegangen am 24. Februar 1914: vorgetragen in der Sitzung vom 23.
Februar 1914 von Hrn. E. Buchner.)

Die vitale Theorie der Garung, welche diesen Vorgang als eine
direkte Lebensiuflerung der Hefezellen auffaft, muflte verlassen werden,
pachdem es gelungen war, mit zellfreiem Prellsaft und verschie-
denen sterilen Préparaten aus Hefe Zuoker in normaler Weise zu
zerlegen; an ibre Stelle trat die Enzym-Theorie. Neuestens hat nnn
Max Rubner') die Aunsicht ausgesprochen, daBl es sich bei der
Gérung um 2 verschiedene Vorginge nebeu einander, um einen vitalen
und einen enzymatischen Zerfall des Zuckers haundelt; der ganz iiber-
wiilltigende Anteil soll auf Zellwirkung beruhen?). Dabei wird jedoch
kein Unpterschied im chemischen Verlaufe der beiden Prozesse ange-
pommen.

Sollte Hrn. Rubners Ansicht zutreffen, so hiitte man aus im
ganzen richtigen Beobachtungev unur viel zu weit gehende Schlisse
gezogen, wie es sich in der Wissenschalt in éibnlichen Fiillen schon
oft ereignet hat. Wird aber die Beweisfiillhirung Rubners einer ge-
naueren Priifung unterzogen, zeigt sich, dal} sie keineswegs als iber-
zeugend erachtet werden kaon. Ks sei jedoch ausdriicklich bemerkt,
daB sich unsere Einwinde nicht auf die vielseitigen erndhrungs-
physiologischen Ergebnisse Rubners, sondern pur auf die girungs-
chemischen Fragen beziehen.

l. Hrn. Rubners sogenannte Beweise.

Zwei Versuche sollen angeblich das Problem in eindeutigster
Weise entscheiden®). Zuniichst wird die Eiowirkung von Kochsalz

1) Die Ernibrungsphysiologie der Helezelle bei alkoholischer Garung,
Rubners Archiv f. Physiol., Suppl.-Bd. 1913, 1—369; auch als Monographic
erschienen.

?) Unter giinstigen biologischen Bedingungen 95—98 /.

N a.a. 0. D).
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auf girende Hefe beschrieben. »Bei 2—4°, Kochsalz ergaben sich
keine merklichen Unterschiede; erst da, wo im mikroskopischen Bild
Veriinderungen sichtbarer Natur eintreten, ist auch das Girvermdogen
vermindert und war bei 129, Kochsalz so gut wie aufgehoben«. Iier
zweite Versuch betrifit die Einwirkuog von Gerbsidure auf die nor-
male und die zellfreie Zuckergirung. Die lebende Hefe wird in ihrer
Titigkeit auch von erheblichen Mengen jenes Stoffes nicht gebemmt.
Setzt man aber zu zerriebener Hefe Gerbsiure in derselben Konzen-
tration, so entsteht eine miichtige Fillung des Plasmas; gleichzeitig
unterbleibt die Garwirkung. Hr. Rubner folgert: »Das Verhalten
plasmolysierter Zellen und solcher mit zerstorter Struktur gibt einen
sicheren Beweis, dall die Giirung eine Lebenserscheinung und kein
rein fermentativer Vorgang iste.

Diese Befunde verlieren nun alles Uberraschende, wenn man be-
riicksichtigt, daB es sich bei der Hefe um lebende Zellen bhandelt, bei
denen Ein- und Austritt von Stoffen durch die Zellmembrau
und die Plasmahaut geregelt werden, und dall der Garungsvorgang
sich nur im Invern der Zellen abspielt'). Wenden wir uns zuniichst
zum zweiten Versuch. Nach E. Overton?) treten nur #therldsliche
Stoffe leicht in das Zellinnere und auflerdem Nabrungsstoffe. Die
Gerbsiture gehirt weder zur einen, noch zur andren Gruppe. Da aber
auch die Zymase aus der Zelle nicht heraustritt, ist eine schiidliche
Einwirkung der Gerbsiure ausgeschblossen; nar bei Zertrimmerung
der Zellen kann sie auf deren [ohalt einwirken. Ahnlich auffillig,
wenigstens im ersten Augenblick, ist das Verhalten der lebenden Hefe
und des HefepreBsaftes gegeniiber Glykogen-Lésungen, wie schon
friiher gezeigt wurde?®); nur mit dem PreBsalt tritt Girung ein, offen-
bar weil das Glykogen vun deo Zellen nicht aufgenommen wird.

Als Beweis fiir die Richtigkeit dieser Auschauungen mégen feruer
unten beschriebene Versuche dienen (s. u. Tabelle I), welche das Ver-
halten von lebender Hefe und von Acetonfiliung aus HelepreBsait

) B. 81, 214 [1898]; E. und H. Buchner und M. Hahn, »die Zymase-
girungs,” Monographie, Minchen 1903, 49; Buchner und Antoni, H, 46,
153 [1905].

%) Pilitgers Archiv £ Physiologie 92, 258 [1902]. Die Austihrungen
von Overton bezichen sich zunichst aul die Muskelfasern, doch wird aus-
driicklich hervorgehoben, daB sich andre ticrische und pllanzliche Zellen be-
ziiglich der Durchlissigkeit genau cbenso verhalten, a. a. 0. 258. — Ahnliche
Erwigungen sind bei Studien iber das Eindringen von Giftstoffen in lebende
Zellen durch Hans Horst Meyer angestellt worden.

9 Buchner, B. 81,214, 1091 {1898]; Monographie »die Zymasegiirung«
1903, 49, 101.
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bei Toluolzusatz gegeniiber 60-prozentiger Zuckerlosung gewichts-
analytisch klarlegen?); Garung ist nur im letzteren Falle zu beol-
achten, da im ersteren der Zucker nicht in die Zellen gelangt. Eine
Veroichtung der Gérungsenzyme im Ipnern der Zellen liegt aber
keineswegs vor; dies beweist die bei Anwendung groBerer Hefemengen
deutliche »Selbstgirungs, bei welcher das Glykogen in den Zellen ab-
gebaut und vergoren wird (Tab. I, Nr. 9).

Zur Erklirung der normalen Aufnahme von Zucker in die lebenden
Hefezellen, welcher nicht dtherléslich ist und daher von vornherein zu den
schwerst eindringenden Verbindungen gehért, stellt E. Overton vorlaufig zwei
Hypothesen anf. Entweder wird der Zl}cker in Gestalt irgend eines iither-
loslichen Zuckerderivates, eines Esters, Athers oder Anhydrids aufgenommen;
so dringt z. B. der Tricssigsdureester des Glycerins, das Triacetin, im Gegen-
satz zum Glycerin selbst sehr schnell in die verschiedensten Pflanzen- und
Tierzellen ¢in?). Oder, was Overton fir wahrscheinlicher crachtet?), die
Zuckeraufnalime erfolgt infolge einer chemischen Reaktion zwischen Zucker
und einem Bestandteil der Protoplasma-Grenzschichten, also unter Bildung
ciner Verbindung, die im Zellinnern wieder gespalten wird?). Diese aktive
Beteiligung der Plasmabaunt ist es wahrscheinlich, welche durch die wasser-
entziehende Wirkung stark konzentrierter Zuekcrlosungen gestirt wird.

Der andre Versuch von Hro. Rubner, betrefiend die Einwirkung
von Kochsalz auf girende Hefe, koonte bei der Nachpriifung (Tab. I1)
insofern bestiitigt werden, dall ein Zusatz von 12°, Natriumchlorid
die Garung durch lebende Hefe verhindert, was zu erwarten war.
Aber entgegen den Angaben Rubners driickt schon 4°, Salzzusatz
die Gérung um etwa 389, herab; es ist dadurch die als auffillig be-
tonte sprungweise Anderung der Einwirkung steigender Salzzusitze
widerfegt. Beim Eintragen von Hefe in 12-prozentige Kochsalz-
losung (bei gleichzeitiger Anwesenheit von 20°, Rohrzucker) ver-
liert sie, wie wir direkt durch Abschleudern der Fliissigkeit nach-
weisen konnten, 14 —20%, Wasser; durch diese Plasmolyse wird
pun der Eintritt des Zuckers in das Zellinoere verhindert; die
Garung unterbleibt. Setzt man pdmlich pach eintigigem Stehen der
Hefe mit Zuckerlosung und 12 % Kochsalz durch Zusatz einer
groBen Menge Zuckerlosung den Kochsalzgehalt auf 49/, herunter, so
begiont langsam, aber stetig fortschreitend der Garungsvorgang und
erreicht bezw. {iberschreitet nach lingerer Zeit sogar die Hohe, wie

) Qualitative Untersuchungen dariiber liegen bereits von Hans Buchner
vor, Manch. medizin. Wochenschrift 1897, 1244; »Zymasegiirung« 1903, 173.

%) Pilagers Archiv f. Physiol. 92, 228 [1902].

3) Gatige Privatmitteilnog.

¥) Vgl. Hro. Rubners Ausfiahrungen iber Adsorption von Zucker durch
Hefezellen, a. a. 0. 268, 269.
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sie fiir 4%/, Kochsalzzusatz charakteristisch ist. Da an eine so weit
gebende Neubildung vou Girungsenzymen in der stickstofffreien
Lésung nicht gedacht werden kawu, war also die Zymase einfach er-
halten geblieben; die Erscheinung ist wieder dadurch zu erkliren, dafl
12-prozentiger Kochsalzzusatz den Zuckereintritt in das Zellinnere
unterbindet ').

Gelegentlich erwibint auch Hr. Rubner® die Bedentung der Zell-
membran und der Plasmahaut: er schreibt selbst, dafl der Austausch von
Stolfen durch die Zellwand den cinfachen osmotischen Auffassungen picht zu
entsprechen scheine, daB vielmehr hesondere Eigenschaften der Zellwand ge-
rade beziiglich der Nabrungsstoffe deren Auinahme regein. Bei den besehric-
benen Versuchen finden aber derartige Erwigangen keine Beachtung.

lI. Methodik, um die Girwirkung zu bestimmen.

Wihrend bei allen friiberen Versuchen des eimen von uns die
Garwirkung durch Wigen oder seitener durch Messen des Kohlen-
dioxyds verfulgt wurde, verwendet Hr. Rubner die Girwéirme
als MaBstab, welche »aul mikrocalorimetrischem Wege« in Weinhold-
oder Dewar-Kolbchen und in Thermostaten direkt au Thermometern
abgelesen wird?®). Diese neue Methode mag manchmal Vorteile bieten.
Sie erfordert aber etwas zeitraubende Vorarbeiten in der Eichung der
Instrumente und eine gewisse Ulmng‘); sie besitzt ferper, wie alle
Mikromethoden, auch ungiinstige Seiten. Z. B. veranlaBt sie Hrn.
Rubner, zur Trennung der Gérwirkung von den Lebensvorgingen von
dem bewihrten Yerfahren der Herstellung steriler Dauerhefe durch
Eintragen der Hefe in Aceton, abzugehen und sich mit einfacher
Aufhebung der Lebensvorginge durch Zusatz von Toluol zu begniigen,
weil so »durch Schonung der Zellen eine allzu stiirmische Wirme-
bildung verhindert wird« "), der offenbar die Apparatur nicht gewachsen
ist. Die Folgeun dieses Verfahrens fiir die Girwirkung sind im néchsten
Abschoitt erortert.

Hr. Rubper arbeitet ferper bei 30 und sogar 33° obwohl der eine von
uns als giinstigste Temperatur 22° angegeben hat, vielleicht weil die Mikro-
calorimetrie bei héherer Temperatur besser funktioniert, und sieht sich daher
uendtigt, »eine bei hoheren Temperaturen gut fortkommende Hefee?), d. h.
Obecrhefe, zu beputzen, trotzdem sich Oberhefe zum Nachweis der Zymase-
wirkung wenig eignet ‘),

) Ein weiterer Grund fir das Aufhoren der Garupng dirfte iu dem Ver-
lialten des Ko-enzyms unter diesen Umstiinden gegeben sein; siehe im experi-
mentellen Teil.

7 a.a. 0. 42, 269, 3 a. a 0. 26.

Y a.a, 0. 26, 28, 33. " a. a 0. 60, 37. % a.a. 0. 53.

) Buchner, B. 30, 1111, 2676 [1897): »Zymascgdrunge 1903, 5H7.
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Die mikrocalorimetrische Methode fihrt unter Umstanden auch zu direkt
unverstindlichen Ergebnissen; so zieht Hr. Rubner!) aus Versuchen den SchluB,
daB zwischen der Summe der I'ermentwirkung von 2—10 g Toluolhefe auf
dieselbe Menge 20-prozentiger Zuckerlosung »ein nachweisbarer Unterschied
gar nicht vorhanden« ist. Einc Erklirung wird picht gegeben; da aber die
Enzymmenge von 2 und von 10 g Toluolhefe nnméglich gleich sein kann,
mufl, wenn man nicht Irrtiumer beim Ablesen der Temperaturen anunehmen
will, die Methode versagt haben. Febler kdnnén z. B. dadurch entstanden
sein, daB die Wirmetonungen nicht beriicksichtigt werden, welche mit dem
Gelbstbleiben bezw. der Ahgabe von Koblendioxyd verbunden sind und nach
ciper annihernden Berechnung etwa 10°%, der entwickelten Gesamtwirme be-
tragen konpen: geringe Warmeverluste treten ferner durch Entweichen von
Wasserdampf?) mit dem Kohlensiuregas ein; stdrend kann auch die ver-
schiedene Konzentration der aus den wechselnden Mengen van Toluolhefe bei
gleichbleibendem Volumen der Zuckerlésung heraustretenden Enzyme wirken,
welche das Girnungsagens schidigen: der Lipase und der Endotryptase.

Hr. Rubper iullert sich iiber die von Buchner meistbenutzte
Kohlensiureverlust-Methode absprechend; »weil man behufs Wiigen
der Apparate diese immer erkalten lassen mufl, was den Girprozef}
gewaltig beeinfluBt, gibt nicht eine einzige der mit dieser Methodik
ausgefithrten Reihen ein zuverlissiges Bild«®). Diese Einwinde sind
unbegriindet. Hr. Rubner iibersieht, dal es sich hier durchaus um
keine »Mikromethode« handelt, deren Ergebnisse durch eiven Wind-
hauch umgestoflen werden. Die Wigungen sind nimlich nur auf
Zentigramme genau erfolgt. Die Versuche werden ferner bei 22°
ausgefiihrt; ein Krkaltenlassen der Kiolbehen ist also unnétig. Wenu
wibrend des Abwiigens bei Zimmertemperatur (16—20°) der (iasraum
der Kolbchen sich wirklich um 4° abkiihlt, kénnte, da dieser Gasraum
70 cemn betrigt, infolge der Zusammenziehung des Gases nur eine
Gewichtszunahme von 1.3 mg erfolgen; iibrigens wird auch das ver-
hindert durch den angewandten Schwefelsiure-Giirverschlul pach
MeiBll samt Bunsen-Ventil!). Die Temperatur der Garflussigkeit
selbst endlich nimnmt wihrend der kurzen Zeit der Wigung sicher
nicht einmal um 4° ab, so dal} eine Beeinflussung des Garungsverlaufes
bei taglich pur einmaliger Wigung nicht zu befiirchten steht. Bemerkt
mag poch werden, daB eine Ubersattigung der Flissigkeit mit Kohlen-
dioxyd durch regelmiBliges kriftiges Umschwenken mdglichst ver-
mieden wird.

Ya, a 0. 77

?) Rubner (a. a. 0. 32) vermeidet die Wasserverdunstung méglichst durch
AufgieBen ciner Olschicht.

3) a. a. 0. 206, Y »Zymasegirunge, 1903, 82,



HI Angebliche Ermittlung des vitalen Anteils der
Zucker-Zersetzung.

Hr. Rubuer faBt den kiihnen Gedanken, eine direkte Trennung
zwischen enzymatischer und vitaler Girung durchzufiihren. Es sollen
die ganze Garwirkung der lebenden Hefe und der fermentative Anteil
fiir sich bestimmt werden; die Differenz zwischen beiden entfillt dann
auf die vitale Leistung. Erste Aufgabe wire da gewesen, zum Téoten
der Hele eine Methode ausfindig zu machen, bei welcher alle Enzyme
erbalten bleiben. DaB die Herstellung von Prefisait dafiir nicht io
Frage kam, liegt klar zutage, denn im Prefiriickstand bleibt nach-
weislich ein erheblicher Teil der Garwirkung stecken'); der Wert
dieses iiltesten Verfabrens liegt natiirlich im Nachweis der zellfreien
Girung. Dann kommt die Herstellung von Dauerhefe in Betracht,
am besten durch Eiutragen der Hefe in Aceton und Nachwaschen mit
Ather; aus der gleichen Hefemenge wird so etwa 5—7-mal soviel
Girwirkung erzielt, als bei der PreBsaft-Darstellung®).

Hr. Rubper setzt aber einfach der giirenden Fliissigkeit Toluol
zu in der Annabme, daB die so erbaltene »Toluolhefe« noch alle En-
zyme unbeschiidigt enthilt?). Bei Vergieichsversuchen zwischen
Daverhefe und Toluol-Hefe aus demselben Ausgangsmaterial fand
Hr. Rubner tatsichlich »keine andre-‘quantitative Wirkunge*). Unten
beschriebene Versuche (Tabelle 1II) zeigen, dall dies nicht allgemein
zutrifft. Die Acetop-Dauerhefe ergab in drei Féllen eine 2'/;—3-fach
grollere Girwirkung als die gleichzeitig aus derselben Hefe herge-
stellte Toluolhefe. Hrn. Rubners Miferfolge mit dem Acetonverfahren
sind entweder au! die Anwendung einer ganz ungeeigoetes Hete
(Oberhefe!) oder auf die Benutzung von unreinem Aeeton oder auf
picht genaue Einhaltung des Darstellungsverfabrens zuriickzufiihren ).

Die schlechte Wirkung der Toluolhefe kann daranf beruben, dal durch
Toluol entweder die Aufnahmefihigkeit der Zellen fir den Zucker gestort wird €)

Y Buchner und Klatte, Bio. Z. 8, 531 [1908].

%) B. 38, 3777 {1900]; 35, 2380 [1902]; »Zymasegirung», 1903, 254 ft.

%) Dieses Verfahren hat zuerst zum Nachweis der Oxydase der Essigsiure-
bakterien neben Darstellong des Accton-Dauerpriparates Anwendung ge-
funden; Buchner und Gaunt, A. 349, 176 [1906).

4 a.a. 0. 54, 240.

%) Nach Hrn. Rubners eigenen Apgaben war die Wirkung der Aceton-
Dauerhefe (Handelsname: Zymin), die er sich von mcinem fritheren Mitarheiter
Hm. Dr. R. Rapp verschaffte, viel stirker, als durch seine Helesorten nach der
Behandlung mit Toluol jemals erzielt werden konnte (a. a. 0. 57). Warum
wurde dieser Beohachtung nicht nachgegangen?

6) In diesem Sinne 4uBert sich H. Pringsheim, Biol. Zentribl. 83, 504
[1913).
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oder dic Grenzschichten, welche die verschiedenen Arbeitsstitten im Zellinnern
ahtrennen, Schaden erleiden, wodurch das regelmifiige Spiel der Enzyme in
Unordoung gerdt. Iiir letzterc Annahme spricht, daB die Girwirkung vou
Tolnolhefe durch Ko-enzym- oder Kochsaftzusatz sehr stark erhéht wird
(Tab. IIT), in einem Falle sogar viel mehr als die von Dauerhefe, und dafl
nach eigenen Versuchen (Tab. I1Ia) 15—20 Stunden mit Toluol und Wasser
bei Zimmertemperatur geschiittelte Hefc wesentlich schlechteren Kochsaft
liefert und um die Hallte herabgesetzte Wachstumsfihigkeit zeigt als gleich-
zeitig im Kontrollversuch nur mit Wasser ebenso behandelte Hefe. Dadurch
tritt der leidende Zustand, in welchen die Toluolwirkang die Hefe versetat,
deutlich in Erscheinung. Besonders rasch verfillt auch nach Angaben
Rubuoers?) Toluolhefe der Autolyse, wenn sie Zucker bei 389 vergart. In
der Toluolhefe aben demnach Lipase und Endotryptase eine unheilvolle
Wirkung aus.

Abermals eine gewaltige Steigeruog der Wirkung tritt noch aul,
wenn man zu Aceton-Dauerhefe »Kochsafte setzt (Tabelle 11I). Die
Untersuchungen von Harden und Young, welche von Buchner und
seinen Mitarbeitern bestitigt und erweitert werden konnten®), haben
gezeigt, dafl die Zymase zum mindesten aus 2 upentbehrlichen Agen-
zien besteht: Aus einem nicht diffundierenden, hitze-empfindlichen,
durch proteolytische Enzyme zerstorbaren Teil, der eigentlichen Zymase,
und aus dem sogenanuten Ko-enzym, das leicht diffundiert und
ziemlich kochfest ist, aber durch die Lipase der Hefe auflerordentlich
schnell zerstort wird?).

Die Eigenschaften dieses Ko-enzyms sind fir die Darstellung
steriler Dauerpriparate besonders unbgiinstig, da sie seinen Verlust
schon wihrend der Darstellung oder spiter wahrend des Garungs-
vorganges begiinstigen. Das Ko-enzym ist aber fir den Gérakt not-
wendig. Die Girwirkung eines Hefepraparates wird ferner durch den
Gehalt an Endotryptase*) beeinfluflt, welche die Zymase im engeren
Sinne zerstort®). In der Hefe scheint sich eine Art von Schutz-
stoff gegen die Verdauungswirkung, eine sog. Antiprotease®), vorzu-
finden, welche ebenso wie das Ko-enzym auch noch in aufgekochtem
Auszug aus frischer Hele, in »Kochsaite, vorhanden ist. Der einzige
Weg, die Wirkung der Zymase der Priparate voll auszunutzen, diirfte
deshalb darin bestehen, dal man durch Zusatz von »Kochsafte, immer

9 a. a 0. 127,

%) H. 46, 136 [1905]; Bio. Z. 8, 520 [1908]; 19, 191 [1909}: 26, 17}
[1910]; Bl [4] 7, I—XXII {1910}, conférence.

3 Buchner und Klatte, Bio. Z. & 529 [1809]; Buchner und Haehn,
ebenda 19, 196 [1909).

 Martin Hahn, B. 31, 200 [1898).
%) E. Buchuer, B. 30, 1111 [1897).
6 Buchner und Hachn, Bio. Z. 26, 171 [1910].



fir die Anwesenbeit iiberschiissigen Ko-enzyms und geniigender Anti-
protease Sorge triigt. So lillt sich die Giirwirkung der Dauerhete
abermals auf das Dreifache steigern.

Von der Existenz des Ko-enzyms und dem KinfluB vou Kochsaft
bat Hr. Rubner offenbar keine Kenntnis genommen; er stebt 1913
noch auf dem Standpunkt der Monographie »die Zymasegirung« aus
dem Jahre 1903. Auch die Wirkung der Tuluolbefe 1iBt sich durch
Kochsaftzusatz sehr erhfhen; in einem Lesonders giinstigen I'alle wurde
sogar die Wirkung von Aceton-Dauerhefe + Kochsaft erreicht.

Die so erzielten Garwirkungen betrugen nun 10—16%, der gleich-
zeitig mit noch lebender Hefe erbaltenen Kohlendioxydzahlen (Tabelle
II1), wihrend nach Rubner der Anteil der Enzymwirkung sstets nur
einen ganz kleinen Bruchteile der gesamten Wirmemenge ausmacht')

IV, Zymase-Bildung in lebeuder Hefe.

Wenn auch im vorigen Abschnitt verschiedene Griinde ange-
fiihrt wurden, welche das I'ehlschlagen aller Versuche, zu einwandfreier
Scheidung von Zell- und Luzymwirkung zu gelangen, verstiindlich
machen, so ist doch der entscheidendste Punkt noch nicht erwahnt.
Er Lesteht unseres Erachtens daria, dafl in der lebenden Hele héchst-
wabrscheinlich fortwihrend Neubildung der Giruogsenzyme er-
folgt. Auch Hr. Rubner [afit die Moglichkeit ins Auge, daB das
Alkoholferment beim Abbau der Kiweillkirper der Zelle entstehen
kiinote, indem es sich gewissermafien als Seitenkette des lebenden
Protopiasmas aus diesem abspaltet?). Er versucht nun die Neubildung
von Zymase dadurch zu verhindern, daB jede Stickstoffnahrung aus-
geschlossen wird; wenn es sich aber um ein Spaltprodukt handelt,
dann ist zu seiner Bildung Stickstoffnahrung nicht notweundig? Hr.
Rubner erwiihnt ferner selbst, daB girende Hefe stets etwas Stickstofi-
verbindungen ausscheidet, auch weon der Organismus sich im Massen-
gleichgewicht befindet und bei Gegenwart von Zucker?).

Auflerdem kann bei der Giirung durch lebende Hefe doch gewil.
Ko-enzym gebildet werden, das jedenfalls viel einfacher gebaut ist
wie die eigentliche Zymase, wahrscheinlich keinen Stickstofl enthiilt
und vielleicht einen Zucker-phosphorsitureester vorstellt!). Es ist aber

B a a. 0,38, Hr. Rabner findet als Fermentwirkung zufillig cinmal auch
16—20%, der Leistuug lcbender Zellen, wenn er die Wirkung seiner lebenden
Oberbefe vergleicht mit von Rapp aus untergiriger Hefe dacgestellter Aceton-
Dauerhefe. Rubner bemerkt mit Recht indessen, dall cin solcher Vergleich
nnzulissie ist GLoa. O, 57).

?) a.x 0. 51. % a.a O, 127 B, 277, 318, 345.

9 s ws ferner Bio. Z. 8, 529 {190R], wo auch die {ibrige Literatur
zitiert ist.
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fir den Garungsvorgang notwendig und wird in den sterilen Priparaten
aullerordentlich rasch zerstort, schneller als die Zymase selbst?).

Allerdings hat Hr. Rubner die wichtige Frage der Neubildung
von Zymase sich selbst vorgelegt und durch einige Versuche zu ent-
scheiden bemiiht ?).

Mehrere Proben mit je 5 g Unterhefe in 20-prozentiger Traubenzucker-
losung wurden bei 30° dem mikrocalorimetrischen Verfahren unterworfen und
bei der ersten sofort, bei den Yolgenden nach 3, 6, 9 usw. Stunden Toluol
zugefigt. Wenn wiithrend der (Girung Zymasebildung eingetreten war, so
mubte sich bei der zweiten und den iolgenden Proben nach Toluolzusatz eine
Steigerung der Wirmeténung bemerkbar machen, was aber nicht deutlich
hervortrat. Der daraus gezogene SchiuB, daB in der girenden, aber nicht
wachsenden Hefe keine Neubildung von Zymase stattiinde, ist, da aus nega-
tiven Ergebnissen gezogen, insbesondere bei der komplizierten Natur des
Gérungsagens keineswegs bindend. Solite bei der hohen Versuchstemperatur,
die fiir nterhefe sehr unginstig wirkt, z. B. vollstindige Zerstorung des
Ko-enzyms eingetreten sein, wire auch starke Neubildung der eigentlichen
Zymase ohne Wirkung geblieben.

Es liegen iibrigens schon ziemlich ausfiibrliche Versuche iiber
Zymasebildung in der Hefe vor”). Untergirige Bierhefe wurde dabei
im Anpschlufl an das Regenerierungs- oder Auffrischungsverfahren von
M. Hayduck*®) mit Zuckerlosung bei Mangel an Stickstoffnabrung
aufgestellt und im Augenblick hochsler Schaumbildung auf PreBsait
oder Dauerhefe verarbeitet; sie filhrten zur Aufstellung des Satzes:
Aufgefrischte Hefe ist nicht solche, die viel Zymase vorriitig enthilt,
sondern solche, welche dieses Enzym rasch zu bilden vermag?®). Die
aufgefrischte Hefe lieferte nimlich, wenn man sie nachher bei ganz
niederer Temperatur lagern lieB, betrdchtlich girkraftigere Dauer-
priparate.

Ahnliche Versuche sind unten zusammengestellt (Tabelle 1V), bei
welchen Hefe in reinen Zuckerlosungen, also vollstindig unter den
Bedingungen.Rubners aufgefrischt und im Augenblick der héchsten
Giarung zum Teil in Dauerhefe verwandelt, zum Teil nach dem
Waschen und Abpressen 1) Stunden bei 1.5° gelagert und dann erst
in Dauerpriiparat iibergefiilhrt wurde. Die Girkraft wies wieder deut-
liche Schwankungen auf. Sie liel betrachtlich beim Auffrischen und
steigerte sich wieder etwas bei darauffolgendem Lagern. Um aber Aui-
schlu zu erhalten, ob nur etwa Verschwinden und Neubildung von

) Bio. Z. 8, 523 [1908]. % a.a. 0. 239.

3 R. Albert, B. 32, 2372 {1899]; Buchucr und Klatte, Bio. Z. 9,
421 [1908); »Zymusegirung« 1903, 275—286.

‘) Woclicnschr, i. Brau. 1. 697 [1884]. %) »Zymasegiirung« 1903, 280.
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Ko-enzym vorliegt, wurden punmehr jedesmal Paralielversuche mit
Zusatz von iberschiissigem Kochsaft ausgefiibrt. Jetzt ergab sich
einwandirei, dall beim Auffrischen innerhalb 6 Stunden eine erheb-
liche Abnahme an Zymase eintritt, die bei darauffolgendem Lagern
in eine Zunahme an jenemn Enzym, also eine Neubildung, umschlagt.
Diese muBl auf Kosten des Zellinhaites erfolgen; es schlieBt demnach
die Abwesenbeit von Stickstoffuahrung die Bildung von Zymase nicht
aus und noch weniger selbstverstindlich die von Ko-enzym. Hrn,
Rubners Versuche dariiber konnen nicht als entscheidend angesehen
werden; es bleibt vielmehr die Moglichkeit, ja Wahrscheinlichkeit, daf}
in der lebenden Hefe bei langerer Andauer der Girung Neubildung
der Garungsenzyme erfolgt.

V. Stiitzen theoretischer Art fitr Hrn. Rubners Ansicht.

Einige Ausfithrungen von Hrn. Rubner sollen noch kurz be-
sprochen werden. »Die Ursache, welche den Zucker spaltet, mu} in
der Zymase und beim Protoplasma dieselbe sein. Der Unterschied,
das Vitale, ist nichts Mystisches, sondern nur darin zu suchen, daf
eben bel der lebenden Substanz die Fermentgruppe direkt mit dem
lebenden Komplex io Zusammechang steht. Durch diese Verbindung
mull die Kombination von lebender Substanz und Fermentgruppe
einerseits die allem l.ebenden sigenartige Selbstregulation bekommen,
d.b. pach Bediirfnis die Zersetzung zu regeln imstande sein, und
andrerseits mufl dem Lebenden ein Nulzen ans der Zersetzung flieBen.
darin bestehend, daBl Energie dem ganzen lebenden System zuflieft,
welche nachtriglich ihre Transformierung in Wiirme findete). Sind
nun diese beiden Punkte nicht auch auf andrem Wege zu erkliren,
iragt sich der Chemiker skeptisch?

Ankniipfend an die von Hrn. Rubner experimentell festgestellte
Tatsache, dall lebende Hefe in 5—20-prozentiger Zuckerldsung unter
sonst gleichen Bedingungen dieselbe Wirmemenge erzeugt, ‘wird eine
»Selbstregulation des Zuckerverbrauchse durch Hefe vermutet, wodurch
diese innerhalb weiter Grenzen eine gleichmiBige Zersetzung »beizu-
behalten weil«?), Die interessante Beobachtung ist aber einfach durch
Overtons Feststellung zu erkliren, daBl die Konzentration der
Kohlenhydrate innerhalb der Muskelfasern niemals einen recht geringen
Wert iiberschreiten kaon, wie boch auch die Konzentration derselben
im umgebenden Medium steigen mag?®. Helezellen verhalten sich
ebenso. Ahbnlich wird es vielleicht mit andren »Selbstregulationen«
stehen.

1 a, a. 0. 51. % a. a. 0,102, 112.
3 Pfliagers Archiv . Physiol. 92, 265 [1902].
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Was aber die Ausnutzung der Girungsenergie fiir das lebende
Protoplasma betrifft, so kommt die Temperaturerhéhung in einer Be-
schleunigung der chemischen Vorginge auch dem LebensprozeB zu-
gute. Da ferner der Giarakt sich innerhalb der Zellen, also in
néchster Nadhe des lebenden Protoplasmas abspielt, konnen gewisse
Zwischenprodukte des Zuckerzerfalles recht wohl fiir die Ernahrung
des lebenden Plasmas niitzliche Verwendung finden und so der Ener-
gieinhalt des Zuckers den Lebensprozessen dienstbar werden. Dafl
beim Géarungsvorgange die ganze Wéirmemenge des Zuckers mikro-
calorimetrisch gefunden wird, widerlegt eine solche Annahme nicht.
Von 100 g Zucker erscheinen unter normalen Garungsbedingungen nur
etwa 1.3 g wieder als Hefegewichtszunahme; wenn es sich bei der
linergiemenge, die dem Plasma zugute kommt, um eine GroBe dhn-
licher Ordnung handelt, kann sie sich der Beobachtung entzogen
haben. Wie verhidit es sich ferner bei den Atmungsvorgingen? Da-
bei sind Oxydasen wirksam, und, ohne daB Teile des Protoplasmas
selbst im allgemeinen verbrennen, muf} der Vorgang doch auch Energie
fir das Plasma liefern.

Die unabweisliche Notwendigkeit eines vitalen Anteils an der
Giarung, wie Hr. Rubner?) meint, laBt sich auch aus diesen Betrach-
tungen nicht folgern. Verschiedene Einwinde Hrn. Rubners haben
aber erfreuliche Anregung zu Versuchen gegeben. Fafit man deren
Ergebnisse schlieBlich zusammen, so zeigt sich allerdings, daBl vor-
laufig kein AnlaB besteht, die Enzym-Theorie einzuschrinken?).

Experimentelles.

Im Folgenden sind die Zahlenergebnisse der Versuche zusammengestelit.
Tabelle I gibt das Verhalten von lebender Unterhcfe hezw. von Aceton-
Fillung aus Hefeprefsait gegeniiber 60-proz. Rohrzuckerlésung in 3 Versuchs-
reihen wieder. In die hochkonzentrierte Zuckerlosung (je 30 g Rohrzucker
und 20 ccm Wasser), welche auf 37° vorgewirmt war, wurde die Hefe bezw.
Preflsaftiillung behufs gleichmafliger Verteilung bezw. Lésung in vorgewirmten
(387°% Porzellanschalen aufs sorgliltigste eingeriihrt. Zum Beweise der Gir-
kraft kam ferper jedesmal Hefe und Prefsaftfillung anch mit 29-proz. Rohr-
zuckerlosung (8 g Saccharose + 20 ccm Wasser) zur Aufstellung. Wahrend
in den letzteren Fillen bald starke Kohlendioxyd-Entwicklung eintrat, zeigte
sich der 60-proz. Zuckerlosung gegeniiber nur die Fallung deutlich wirksam,
wenngleich erheblich schwicher als mit der verdiinnteren Zuckerldsung. Die
lebende Hefe hatte der starken Zuckerlosung gegeniiber versagt; als jedoch

Y a.a. 0. 53.

%) Ausdriicke wie »Girungspihrstoff« fiir Zucker und »Kohlenhydratstoff
wechsel« fir Girung, die Hr. Rubner gern gebraucht, sind, da sie vorhan-
dene Unterschiede zu verwischen drohen, nicht empfchlenswert.

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXXVII. 57



bei der Versuchsreihe Il absichtlich 5 g lebende Hefe verwendet wurden,
trat eine schwache Garwirkung auf, die wahrscheinlich auf Vergarung des
Glykogenvorrates in den Zellen zuriickzufiihren ist.

Die in der letzten Spalte aufgefihrte Endzahl gibt die Kohlendioxyd-
Entwicklung bei Stillstand des Girungsvorganges; der Zeitpunkt dafir wech-
selte zwischen 8 und 13 Tagen. Bei allen Versuchen mit PreBsaftfillung
wurde Toluol zugesetzt; dic Temperatur betrng, wie immor, 220, Jeder cin-
zelne Versuch besteht hier, wie in allen folgenden Tabellen, aus zwei gleich
beschickten Parallelkilbehen, deren Ergebnisse sich gegenseitig kontrollieren.

Tabelle L
Lebende Hefe und Prefssaft-Fillung
in 60-proz. bezw. in 29-proz. Zuckerlésung.

Lebende Hefe besw. PreBsaltfillung + Toluol, angesetzt mit Rohrzucker-
losung von 60"/0 bezw. 290/0, 220,

,;3; ol .| B = Lebende Hefe oder _5‘:? %0 Kohlendmlx;der:n g "&Ch
g2lsl S| & PreBsaftfallung Sa ) g
o o Z 3 QO N—?
e [=N l=s] 1(;)‘-3:4)*)“!
> g 0y \ b | zahl
© J '
o | @ 0.01 (0.01|0.01; 001 1 0.01
1 § .E 1 ' lebende Hefe . .| 60 0.00 | 0,007 0.00 000|00()
BT ' 0.07[0.13|0.180.2110.28
: 2 _ué D;.. 2,2 | PreBsaftfillung .| 60 0.08!0.14]0.18.0.22 { 024
= :
.| R w0 ! 0.9011.62!1.801 1.85] 1.87
3 QS E 1 | lebende Hefe . .| 29 0.87: 159 1.79  1.85 | ‘ 1.87
. 2 i
-8 - i . 0.58,0.86 | 0.88|0.88 ; 0.88
41 = ; 2.2 PreBsaftfillung .| 29 0.59 i 0.89 090 | 0.90 | 0.90
: ! !
2 | . [0.0010.00]0.00]0.00 0.00
5 - % 1 ‘ lebende Hefe . . | 60 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 ; 0.00
=13 [ H ! -
@2 ) 0.18|0.330.45( 053 1 0.54
. 6 » 5 2.5 | PreBsaftfallung!) 60 020]0.330.44 053 i 0.54
= [ i
al @ . 1.2411.87 4|Z‘5'22’)
.= E 1 lebende Hefe . .| 29 1.19; 181 208 1216216
S| 8 0.810.98,0.99| — 0.99
s g 2.5 | Prefsaftfillung!) | 29 0.81 92 1092 J 0‘9__,
h 2 0.01 007|003‘003 0.04
9| 4| 2| 5 | tebende Hete. .| 60 |GOHIGEIOC 10.03 | 0.04
> [
~|l B3 1. . 0.110.1910.250.29 | 0.31
" 10 5 5 | 2.5 PreBsaftfallong . | 60 0.13, 022 0.28 033 | 0335
= Tt
' ER 1.04 | 1.74 12,05, 2.18 {2 25
1| .= :g- 1 lebende Hefe . .| 29 1.0711.78{2.10 | 2.22 | 2.30
Jd21e]., . . 0.6010.6510.650.65 | 0.6
12 ; 2.5 : Prefsaftiallung . | 29 0,69 0.6310.6310.63 | 0.63

1) Diese PreBsaftfillung wurde uus Wiirzburger Unterhefe hergestellt.
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In Tabelle 1T jst der EinfluB voh Natriumechlorid auf die Girwirkung
lebender Hefe in 2 Versuchsreihen zusammengestellt; zwei ganz ihnlich ver-
lnafende weitere brauchen nicht veréffentlicht zu werden. Simtliche Kdlbchen
wurden mit 1 g lebender Hefe, 20 cem Wasser und 5—5.9 g Rohrzucker be-
schickt. Bei den beiden ersten (Versuch Nr.1), die als Kontrolle dienten,
erfolgte kein weiterer Zusatz, bei den béiden nachsten (Nr. 2) wurde je 1 g
und bei Versuch Nr. 3 je 3.5 g Kochsalz zugcfigt. Wihrend die Kontroll-
kélbchen starke Girwirkung zeigten, so daB, um Zuckermangel vorzubeugen,
mach 2 Tagen noch je 5 g Rohrzucker zugesetzt werden muflten, war die Gir-
wirkung durch 3.7-proz. Kochsalzzusatz um rd. 40 %/, heruntergedriickt und
durch 11.9 9/ Kochsalzzusatz vollkommen aufgehoben. Zum Beweise, dal
auch im letzteren Falle nicht etwa die Zymase im Zellinnern zerstort worden
war, sondern dal es sich um Unterbindung des Zuckerzutritts ins Zellinnere
handelt, wurde bei 2 weiteren Kélbchen, nachdem sie, beschickt wie Nr. 3,
mit 1199, NaCl einen Tag gestanden hatten, nunmehr durch Zusatz von
65 g einer 20-proz. Zuckerlésung der Kochsalzgehalt anf 3.7%/, herabgedrickt.
Jetzt trat langsame aber deutliche Kohlendioxyd-Entwickluog ein und erreichte
nach 20—30 Tagen eine Endzahl von ansehnlicher GroBe; fremde Organismen
waren dabei mikroskopisch nicht nachzuweisen; der langsame Anstieg der
Garwirkung ist wahrscheinlich auf Neubildnng von Ko-enzym zurickzufihren.

Tabelle II. Lebende Hefe und Natriumchlorid.
Jec 1 g Hefe + 20 ccm Rohrzuckerlésung von 20%/, ohne und mit Zusatz von

NaCl: 22,
& - Zusatz Kohlendi 1
= &. | Rohr- ohlendioxyd in g
%é ;‘;‘ é % zucker I}:& Bemerkungen _nnch Tagen
S =<1 A Enl-
- 2 g ]n.o g |°/o 1 I 2 3 5 Zilllhl
@ ; |
S nie . - . [1.44]2.2212.31|2.34]2.34
IR R by l — I (Rontrolle) |)'3815"17l5.0319:24/2.24
I . 0.27:0.711.04/1.34/1.50
1 i e - 030074 1.00 127 133
) . i |
g| =, o 0.01,0.01 001,001 0.0t
3[z] 5592385119 — !
4 || ] 59|20]3.511.9]setzung d. Kochsalz- 0‘01!0'03 0.11 059 l.56
. _:_‘ 1 _J . Mgehaltes auf 370/, )71 i
. N . 1 1.09]1.89'2.05/2.18'2.20
P21 E[%) 0| | Kontroll) 56l 06 5. 12{2 93'2.25
— L
A5 l-on 0.33070094 1.22,1.34
" 6155 |520200 1 187 - 02305608011071
. gl = L
1| §] 5[50 20|35 ~ 8%| — _|82(‘)88(‘)
Al< Nach 1 Tag Herab- '
8= | £ |59 !20|35i11.9jsetaung d. Kochsalz-|0 0} 8828;:’;823” 23
| lgehaltes auf 3.7%/,9) ‘

") Nach 2 Tagen wurden nochmals. 5 g Rohrzucker zugesetzt.
) Durch Zusatz von 65 g einer 20-prozentigen Rohrzuckerldsung.
57*
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Besondere Versuche, die in Tabelle Ila wiedergegeben sind, beweisen,
daB frische Hefe, die 2 Tage bei Zimmertemperatur mit 20-proz. Zuckerlisang
unter Zusatz von 129, Natriumchlorid gestanden hat, beim Kochen mit
Wasser fast unwirksamen Kochsaft liefert, d. h. kein Ko-enzym mehr enthalt.
Wie die Versuche Nr. 2 und 5 zeigen, lieferte die Hefe urspriinglich wirk-
samen Kochsaft, enthielt also viel Ko-enzym; dieses war aber bei der Be-
handlang der Hefe verschwunden und kein neues gebildet worden. Das
Unterbleiben der Ko-enzym-Bildung in mit Rohrzucker und 12 %y Kochsalz
stehender Hefe befindet sich in gewisser Ubereinstimmung mit den Annahmen
iiber die Natur des Ko-enzyms als Zucker-phosphorsiureester, zn dessen Bil-
dung es hicr der Hefe vielleicht an Zucker fehlte.

Tabelle Ila.
Anderung des Ko-enzym-Gebaltes
bei Behandlung der Hefe mit Natriumcblorid.
Je 20 ccm Kochsaft aus Hefe sofort bezw. nach zweitigiger Behandlung
mit Kochsalz, versetzt mit je 2 g Aceton-Dauerhefe+ 8 g Rohrzucker -+ Toluol;
zur Kontrolle ferner dieselbe Dauerhd’e in 29-proz. 7ucker]osung + Toluol 220.

g al 2 Kohlendloxyd ing nach
22|l 2] & | Herstellung des Koch- ‘Tagen
§'§ “ A g saltes i v End-
> 1 I 2 | 3 § 4 uza.hl
o | ]
lzt. Ohne Kochsaft 057/ 080 — | 0.80| 0.90
P (Kontrolle) 062|087 — | 0.98] 098
2 |ea |
1 = .| 049 140 1.91) 2.19) 2.81
2 g E g Aus Hele vor Behandlung | 50 | 17431 1794 | 293 | 235
S , .
5 | & [®7| Aus mit Natriomehlorid | 029 | 0.72] 0.94| 1.02] 1.04
S behandelter Hefe 0.29| 0.73 - 0.94| 1.03 i 105
e  Ohne Kochsait 049 080 0.94| 096 096
25 (Kontrolle) 0.49 0.81’ 0.93| 095 0.95
Q
8 1.3= 0.45| 1.03| 143} 1.66| 1.85
] [~ ey |
I. |6 E §‘§ Aus Hefe vor Behandlung 0.48 l.OGI 144 ] 1.67 : 1.86
6| = [ZP] Avs mit Natriumehlorid | 029| 0.60] 0.80 | 0.90( 0.95
= behandelter Hefe 029| 0.61 0.80] 0.90| 095

In Tabelle I1I werden Vergleichsversuche iiber die Garwirkang von To-
luolhefe, von Aceton-Dauerhefe und von derselben lebenden Unterhefe in 3
Versuchsreihen wiedergegeben. Die Girwirkung, welche mit 5 g Toluolhefe
bezw. 2 g Dauerhefe (in 29-proz. Rohrzuckerldsung) bezw. 1 g lebender Hefe
(in 20—29-proz. Rohrzuckerlosung?)) ermittelt wurde, ist auf je 100 g lebende
Hefe umgerechnet, wodurch sich die kleinen Unstimmigkeiten der Parallel-
versuche als Folgen des groBen Umrechnungsfaktors erkliren. Mit den sterilen
Priparaten wurden zunichst je 2 Versuche ohne Zusatz von Kochsaft und
dann 2 mit Zusatz von solchem immer bei Gegenwart von Toluol ausgefithrt.

") Eigene Versuche zeigten uns, daB es keinen nennenswerten Unterschied
kerbeifihrt, ob die Zuckerlosung hier 20- oder 29-prozentig ist.
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Auf den verschiedencn Umfang der Garwirkung ist vorne schon hingewiesen ;
es sei hier nur noch bemerkt, daB unter Zusatz von Kochsaft von der Gir-
wirkung der lebenden Hefe erreicht wurde:
bei Versuchsreihe I I I
mit Toluolhefe . . . 8.0 15.0 — %
mit Aceton-Dauerhefe . 14.6 14.7 15.9 »,

Tabelle III. Toluol-Hefe und Aceton-Daunerhefe
ohne und mit Kochsaft-Zusatz im Vergleich mitlebender Hefe,

Beide Hefepriparate 4 Toluol in 29-prozentiger Zuckerlésung ohne und mit
Kochsaft, berechnet auf 100 g lebende Hefe. Zum Vergleich 100 g lebende
Hefe in 20—29-prozentiger Zuckerlosung; 22°.

3 = . .
@ +© & | Kohlendioxyd in g nach
§.3 i g 8 Art des Hefe- :_Zr Tagen
=D ® |3 Praparates K '
S Q= S| 1] 2] 8 4 By
. ! |
Lo o=
1 o |2 Toluolhefe . . . |ohne gg 22 ' gg gg
= | & .
2 ‘c": 8 | Aceton-Dauerhefe | ohne gg }(l)!l) . g; }gg }gg
2|8 : i
L8| |y | Towohete. . . [mit|3%| 3011057 = |83
2le . J X .
Q 5]
Zz | a . 8.9 118.3  24.7 128.3 | 34.2
4 B - f :
” é Aceton-Dauerhefe | mit 89 183 | 94.8 | 287 34.‘%
5 lebende Hefe . . |ohne }ig ‘ é(l)g g%g | ggg ;gg
_ . R, RS, S e e — e - —— — ] —
30 42! 44| — ! 44
6 ol Toluolhefe . . . iohne 39 | 48! 59 — | 54
B 1
= | < 68| 96| — 1081108
7 | 2 | 5 | Aceton-Dauerhefe | ohne i
5 ;; 7.4 104 | — |11.8 11.8
IL. | 8 E 5 | Toluolhefe . . .| mit 12 1gg }gg : _ | g?;g
glg . . 2 2,
3] < !
A2 . . |142 280 | — [310 323
9 = E Aceton-Dauerhefe | mit 141 1999 | — [‘ 310 ' 324
= 109 | 189 | 205 | — : 218
10 lebende Hefe . . |ohne 116 | 196 | 212 } _ , 293
< 32| 40| 44| — 44
11 2 _§ Toluolhefe . . . | ohne 98 | 361 36| — 40
ol ] 69 107 | — | ~ |13.0
12 E P obnel g9 1109 | — | — [132
111, e | § | Aceton-Dauerhefe
13l e|® mit 9.7 |17.3 | — [32.09(39.1
213 9.8 {169 | — |31.6Y)[389
.| B 136 | 211 | 235 | — | 252
14 j o3 B: lebende Hefe . . [ohme| 1or | Joc [ 317 | — | 240

1) Wigung nach 5 Tagen.
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Di: oben . geduBerte. Ansicht, daB die auffallend groBe Steigerung der
Garwirkung von Toluolhefe durch Kochsaft auf einc Schadigung des Ko-enzyms
durch dic Toluolbchandlung der Hefe hinweist, findet ein¢ Stiitze in den Ver-,
suchen der Tabelle Il[a, pach denen 20 Stunden mit Toluol und Wasser hei
Zimmertemperatur geschiitteltc Hefe einen weniger wirksamen, d. h. an Ko-
enzvm iirmeren Kochsaft liefert als cbenso mit reinem Wasser behandelte.
Auf vollstindig gleiches Verfahren Lei der Herstellung dieser Kochsiite wurde
besonders geachtet.

Tabelle Illa.
Anderung des Ko-enzym-Gehaltes
bei Behandlung der Hefe mit Toluol.

Je 20 cem Kochsaft aus Hefe sofort bezw. nach Behandlung mit Toluol, ver-
setzt mit je 2 g Aceton-Dauerhefe + 8 g Rohrzucker 4+ Toluol; zur Kontrolle
ferner dieselbe Dauerhefe in 29-proz. Zuckerlésung + Toluol: 220,

& -l e Kohlendioxyd in g nach
cs2|l 151 4 Tagen
A P R Herstellung des Kochsaftes {__ .
£ a2 > 1o D i
- 1 = [ 3 4 ! zahl
o : ; [
E Ohne Kochsalt 0.517, 0.801i — | 0.90,0.90
L l|5e (Kontrolle) 0.621 0.870 — 0.98‘ 0.98
218= | lg s
= 0.49| 1.40: 1.91| 2.19, 2.31
| ) g E‘E Aus Hele vor Behandlung 0'49' 143, 1.94 2.23| 2.35
8.
3 |~ =2 | Aus Hefe, nachdem 2 Stdn. mit 0.54‘ 1.46| 1.94/ 2.20, 2.31
“is Toluol und, Wasser durchgeriihrt | 0.54} 1.46| 1.9 2.‘21%2.31
e Obne Kochsaft 0.49 0.80 0.94/ 0.96 0.96
* 23 (Kontrolle) 0.49 0.81,0.93:0.95 0.95
i ls = _‘é,’—% Aus Hefe, nachdem 20 Stdn. mit | 0.45- 1.03‘ 1.43:1.66. 1.85
. E ’é 2 Wasser geschiittelt 0.48'1.06: 1.441 1.67 1.86
6= =7 | Aus Hefe, nachdem 20 Stdn. mit |0.42. 0.89:1.18 1.33 1.4l
~ Toluol u. Wasser durchgeschiitteit } 0.41 0.88 1.17: 1.32 1.39

Tabelle 1V gibt Vergleichsversuche iiber die Schwankungen der Garkraft
beim Autirischen und Lagern der Hefe wieder. Die Hefe kam hierbei in
90-prozentiger Zuckerlgsung, d. h. ohne jede Stickstoifnahrung, znr Aufstellong:
im Hohepunkt der Girung, nach ca. 6 Stunden, wurde durch Eiszusatz die
Temperatur rasch auf 5% herabgedriickt, worauf die Girung stillstand. Nach-
dem dic Hefe sich abgesetzt hatte, wurde durch Abhebern der iberstehenden
Losung und zweimaligen Ersatz durch Eiswasser der Zucker entfernt uad
durch Abpressen bei 200 Atmosphiren die Hefe entwissert. Ein Teil der-
selben wurde dann in eine Blechbiichse fest eingepreBt, und diese in Eiswasser
eingesenkt und 15 Stunden aufbewahrt, wobei die Temperatur der Hefe 1.5¢
betrug. Vor Beginn des Versuches, nach dem Abbrechen der Giirung und
pnach dem Lagern der Hele wurde cin Teil davon jedesmal auf Aceton-Dauer-
hefe bezw. Kochsaft verarbeitet. Von den so erhaltenen 3 Dauerpriparatcn,
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Tabelle IV. Schwankungen der Girkraft
beim Auffrischen und Lagern der Hefe.

Je 2 g Dauerhefe (hergestellt aus Hefe sofort, bezw. nach Auffrischen, bezw

nach

bezw mit Kochsaft; 220,

Auffrischen und Lagern) in Rohrzuckerldsung von 29Y/, +Tolu01 ohne

& sl 29 Kobhlendioxyd in g nach
- z:.. 5| 8] Aul- | Hernach E 3 Tagen
£ 3| = | gefrischt | gelagert | S 3 R -
Saa I R é"'1|2:3 4 |Eng
1 ohge | 049 ] 0.801 0.94  0.96| 0.96
Nicht behandelt 04| 0.81| 093! 095 | 0,95
) o (Kontrolie) | os0| 1.00] 1.50] 178 2.22
i mit 1052 1.02] 1.52| 1.80| 2.25
— |- p— e A — [ VR,
NN ohne | 041 060| 0.66| 0.67| 0.67
L 5| % | in Rohr.| micht 042‘ 059 0.63 C.64 | 0.64
£ |8 | 2| zucker- | gelagert | . 1048/ 086 126, 148 185
™| 2 |iésung von 1 049 087 1.27° 151! 1.89
5] 200, |- - R —
. 2| 6 Stdn. 3 hne | 033 071'073 073 0.73
° o %, 15 Stdu. | 01 | 053 073 0.75] 075, 0.75
— 140 ei 1)
fagert | gy | 068, 121 1.66| 1.89| 2.09
6 BERREL | mit [ 068! 121 1.66] 1.88 | 2.08
7 ohne | 0-54 0.785 0.89| 0.90 0.90
Nicht behandelt 0.58 0.83!' 0.94} 095, 0.95
8 . (Kontrolle) i 069 1181 1.63] 190 2.21
s T 068 119 162] 189 221
TEl - L S Lo
N boo | 0:40] 058 066 0.67 067
I 5|7 [0 Rohp | micht | °°C| 0411061 0691 0.69 069
| ol ] &1 Zucker | gelngert " 057| 093 197 147] 171
= | £ |losung von wit 057! 0.94¢ 127| 148 1.72
s| 8 20%, |- R
55 e sen | b 039; 061 0.70| 0711 0.11
o bei5 {)5_b}d;6 ohne 0.40‘ 0.65| 0.16| 0.77, 0.77
—150 ei 1. :
lagert | o | 068! 113" 148! 1.70] 1.97
12 gelagert | mit 0.71i 108 143 | 164 193
046 0.75 0.90’ 091 0.91
13 Nicht behandelt | °M™® 046; 0.74 | 089 | 0.1 01
14 o (Kontrolle) mit | 0621 1121 167 198 | 2.34
- i IS 4
«|3 0.61 | L12] 1.67| 198 2.35
=l 8 T
o bl I 0.49 0.74‘ 0.82| 0.82' 0.82
- Prg|® In Rohp. | micht | O™ [ 053 077! 083 0.83 083
. = onr- R
16|48 | 3| zucker- | gelagert mit | 0651 1137 1651 1.92| 2.12
& | £ [1osung von 0.67| 115 166! 1.93| 2.14
= g 200/0’ i
|7 | £ 6 sun. boo | 047] 074 085 0.85 1 0.85
bei li5_S}d;6 Ome 1 0.57| 0.82¢ 0.90 | 0.90 | 0.90
9140 el l.
1 . 10751 127, 1.80! 2.07| 2.28
18 gelagert © mit | o'76| 130! 1.83' 2.10/ 2.30
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deren Ausbeutc innerhalb jeder Versuchsreihe konstant war (279, 26.79,,
269/,), wurden in ablicher Weise die Girversuche ohne und mit Kochsaft
angestellt. Dabei zeigte sich in den Versuchen ohne Kochsaft ein erheblicher
Abfall der Garwirkung nach dem Aulfrischen und eine ziemlich geringe
Steigerung bei daranffolgendem Lagern. Diese Unterschiede kénnten durch
wechselnden Gebalt an Ko-enzym mitbedingt sein. Die Versuche mit Koch-
saftzusatz lassen aber deutlich ein Sinken der Girwirkung nach dem Auf-
frischen und eine namhafte Steigerung durch das Lagern erkenncn, was nur
auf Abbabme an Zymase beim Auffrischen und auf Nenbildung von solcher
beim Lagern zurickgefahrt werden kanon.

Die in den einzelnen Stadien unter gleichen Bedingungen hergesteliten
Kochsatie, deren Wirkung auf ein und dieselbe Aceton-Dauerhefe in Tabelle IVa
wiedergegeben ist, zeigen keine wesentliche Anderung infolge des Auffrischens,
dagegen eine deutliche Abnahme des Ko-enzymgehaltes beim Lagern, wodureh
die obigen Ausfilhrungen iber die Zymasebildung bestitigt werden.

Tabelle [Va.
Schwankungen des Ko-enzym-Gehaltes
beim Auffrischen und Lagern der Hefe.
Je 20 ccm Kochsaft aus Hefe sofort bezw. nach Aulfrischen bezw. nach Auf-
frischen und Lagern, versetzt mit je 2 g Aceton-Dauerhefe + 8 g Rohrzucker

~+ Toluol; zur Kontrolle ferner dieselbe Dauerhefe in 29-prozentiger Zucker-
16sung + Toluol; 22°.

& gl ® Kohlendioxyd in g nach
g2l 2| § Herstellung des Koch- Tagen
£8 z 5 E saftes ‘ i E
> 1 i 2 3 ’ 4 1 zahl
i .
1 < Ohne Kochsalt 072 0.93' 097! — |0.97
§ 'g (Kontrolle) 0.63! 0.87 | 0.92;: — | 0.92
- a 9 —
[ 2 5 5 | Aus Hefe vor Behandlung gg; }82 : _ {g? }gg
N i N
31S _g Aus aufgefrischter Hefe 82} }}%\ . igi llgg
o ‘
o) ™| & | Aus aufgelrischter und | 0470921 — | 1.35] 1.50
= gelagerter Hefe 04810927 — | 1.36] 1.50
5 2 Ohne Kochsaft 046] 075 0.90 0.91] 091
§ -g (Kontrolle) 046 0.74] 0.89; 0.91| 0.9¢
- = . 0.52 098‘\130\148‘150
1 6 E D'_ Aus Hefe vor Behandlung 0.52 | 0.99 i 131, 149 1.8
' £ . 0521 0.99| 1.29: 145 151
7 é é Aus aufgeirischter Hele 051 | 0961 126, 142‘ 148
g | S | 5| Avs aufgelrischter und | 0.51 | 093] 1.161 1. 27 1.28
= gelagerter Hele 003 94, 1.17 | 1.25; 1.26
i .





