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c) ,,Dipantothenal" zeigt keine Wachstumswirkung auf Lactobacillus Cusei. Da- 
gegen erhielt Dr. J. S. D. BaconlB) die folgenden Resultate, wenn er das Produkt an 
Ratten, die an Pantothensauremangel litten, verfutterte : Durchschnitts Gewichtszunahme 
am Ende der dritten Woche, ber. g/Woche, Kontrolle 8.4; mit  100 pg tiigl. Pantothen- 
shnre 20.1; mit 200 pg tagl. ,,Dipantothenal" 19.2; mit 100 pg tiigl. Pantothensiiure + 
200 pg tagl. ,,Dipantothenal" 21.1. 

120. Fritz  Reindel  und Walther  Hoppe: n e r  die stickstoffhaltigen 
Ausscheidungsprodukte der Hefe*) 

[Aus dem Institut fur landwirtschaftliche Technologie Weihenstephan der Technischen 
Hochschule Munchen] 

(Eingegangen am 14. M.&rz 1952) 

Auf Grund von Versuchsreihen wurde ein Stickstoff-Stoffwechsel 
hei der Hefe nachgewiesen, der im besonderen Falle einen rein ex- 
kretorischen Charakter hat. Ferner wurde ein biologischer Zusam- 
menhang zwischen Stickstoffausscheidung, Stickstoffaufnahme und 
Zuckerverbrauch beim Hefewachstum festgestellt. 

Die analytische Untersuchung der stickstoffhaltigen Hefeausschei- 
dungsprodukte hat das Vorhandensein von Aminosauren und niedri- 
gen Peptiden (Oligopeptiden) nehen anderen stickstoffhaltigen Stoffen 
noch unbekannter Natur ergeben. Mit Hilfe der Papierchromato- 
graphie und der Elektrophorese konnte das Aminosauregemisch in 
11 Komponenten zerlegt werden, wovon einige basischen und sauren, 
die Mehrzahl jedoch neutralen Charakter haben. 

Neben dem Kohlenhydrat-Stoffwechsel hat die Hefe einen gesteigerten 
Stoffwechsel stickstoffhaltiger Verbindungen, worauf schon ihr hoher Gehalt 
an EiweiB hinweist, der 50% und dariiber in der Trockensubstanz betragen 
kann. Weniger bekannt ist die schon friih vermutete, spater auch experi- 
mentell festgestellte Tatsache, deB die Hefe sowohl unter Bedingungen der 
anaeroben alkoholischen Garung, wie auch unter den Bedingungen starker 
Liiftung N-haltige organische Verbindungen an das Substrat zuriickgibt. 

L. J. Thenard') spricht als erster von einem Stickstoffverlust, den die Hefe bei der 
Garung erleiden 5011, ohne da13 er mit den damaligen Mitteln seine Ansicht stiitzen konnte. 
Auch L. Pas teur2)  hat sich mit dieser fiage befaBt; ein exakter Beweis fiir die AUS- 
scheidung der stickstoffhaltigen organischen Stoffe gelang ihm aber nicht. Um das Pro- 
blem der experimentellen Bearbeitung zugiinghch zu machen, bedurfte es einer zusatz- 
lichen Erkenntnis, die der Schiiler L. Pas teurs ,  J. Ducleauxs), (soviel wir sehen kon- 
nen, zuerst) gemacht hat. Er zeigte, da13 die Hefe auch einen Zucker vergiiren kann, 
wenn ihr der Stickstoff in Form von Ammouiumtartrat zugefiihrt wird. Es war Ducleaux 
unter diesen Bedingungen moglich, experimentell zu zeigen, daB die Hefe organische 
Stickstoffverbindungen in das Substrat ausscheidet. 

16) Gegenwiirtig Department of Biochemistry, University, Sheffield. 
*) Die vorliegende Arbsit widmc ich meinem verphrten Lehrer, Geheimrat Professor 

Dr. H e  i,n r i c h Wi e 1 a n  d zu seinem 76. Geburtstag in Dankbnrkeit fur die mir 
wiihrend meiner Studien- und Assistentenzeit in so reichem YaSe eiwiesene Forderung. 

F. Reindel. 
l) A. 46,29 [1803]. 
3, Doktor-Dissertat., Paris 1865. 

2) Ann. Chim. analyt. appl. [3] 68, 388 [1860]. 
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Seit dieser Zeit ist die Erscheinung von vielen Forschern studiert worden. Ohne An- 
spruch auf Vollsthndigkeit zu erheben, seicn genannt: F. Ehrl ich4) ,  H. Pringsheims) ,  
M. Rubner6) ,  H:Nielsen'), H. Lnmpit t8)) ,  H. ClaassenQ) bis herauf zu H. Finklo), 
der zuletzt 1930 eine kurze Arbeit hieriiber veroffentlicht hat. Sie brfaBt sich mit dem 
Vcrhalten einer speziellcn Wuchshefe der T O i d o ~ s i s  ulilzs. Von den meisten Bearbeitern 
wird dabei zuniichst die Hohe der N-Ausscheidung in Beiehung gcsetzt zu dem N-Gehalt 
der am Schlull des Versuches rorhandenen Hefe. Rei den Kulturhefen (Saccharomyces) 
schwankt nach den Angaben die Ausscheidung zwischen 7 und 15.5% des in der Rmte- 
hefc enthaltenen Stickstoffs, whhrrnd bei ausgesprochenen Wuchshefen die M n g e  des 
ausgeschiedenen organischen Stickstoffs auf 0.75 bis 3.2% zuriickgehtlO). 

Dabci ist immer wieder die , n a g e  aufgeworfen worden, ob ea sich bei den Ausschei- 
dungsprodukten urn physiologische Stoffwechselprodukte oder um Produkte bcginnender 
Autolyse der Hefezelle handelt. Dir iibereinstimmende Auffassung geht jedoch dahin, 
daB die N-Ausscheidung einc notwendige E'olge der GIrung bzw. des Wachstums der 
Hefezelle darstellt, also rein physiologischen Cherakter besitzt. Manche Bearbeiter ziehen 
direkte Parallelen mit dem EiweiBstoffwechsel im Siiugetierorgankmus und sprechen dcm- 
gemhl von einer ,,Abnutzungsquote""). 

\Venigcr einheitlich sind die Auffassungen daruber, ob die ausgeschiedenen Produkte 
von einer neuen Hefe wieder verwertct werden konnen. Die meisten Forscher sind der 
Ansicht, (la0 dies nicht der Fall ist, doch finden sich auch gpgenteilige Atiffassungen, 
z.B. bei H. Claassen") und H. Lampi t t s ) .  

Beziiglich dcr chemischen Natur der Ausscheidungsprodukte lie@ cs von vornhcrein 
nalre, dicvelben als Eiweillkiirper, Oligopeptide oder Aininosiiuren zu betrachten. H. 
Fink'O) bestatigt in dieser Hinsicht eine Angabe von K. Nielsen,  da,B cin Tcil des Stiek- 
stoffs formoltitrierbar ist. Betrachtet man die Ausscheidungsprodukte itls Aminosiuren, 
so ergibt sich die wichtige Frage: Warum scheidet die Hefe Aminosaurcn aus und wieso 
sind sie nicht mehr von der Hefe vcrwertbur, nachclem doch eine Mischung yon Amino- 
sauren einc auagezeichnete Stickstoffquelle fur Hefe darstellt, wic wir tias ha uptsachlich 
a w  den Srbeitcn von R. S. \\'. Thornels), N. Nielsenl*), V. Har te l ius I6)  wissenI6). 

Im  Laufe der seit Jahren am Institut fiir landwirtschaftliche Technologie 
uber Prellhefe durchge€uhrten Arbeiten, die entweder dem Rhythmus der Auf- 
nahme der einzelnen Niihrstoffc durch die Hcfezclle gewidmet waren, odcr die 
synthetischen Fiihigkeiten tler Hefezelle (Sterinsynthese) im Verlauf ihrer Ziich- 
tung zum Ziele hatten, mul3ten wir uns auch mit der Frage der N-haltigen 
Ausscheidungsprodukte der Hefe befassen. Dabei koniiten wir nicht nur ge- 
wisse Widerspriiche in den bisherigen Ansichten kliiren, sondern durch Auf- 
stellung genauer N-Bilanzen und Anwendung inzwischen bekanntgewordener 
verbesserter Verfahren (Papierchromatographie, Ionophorese) einen weiteren 
Einblick in dic Zahl und die Natur cier Ansscheidungsprodukte gewinnen. 

Das Prinzip unserer Arbeitsweise besteht im folgenden: Frische abgepreBte 
Hefe (wir verwendeten die Brennereihefe Itasse W 4  und einc Biickerhefe der 

4, Jahrb. d. Versuchs- u. Lehrbrennerei in Berlin, Bd. X, S. 515. 
6) Biochem. Ztschr. 3,121 [1907]. 
6 )  Die Ernahrungsphysiologie der Hefezelle bei alkohol. Garung, VerltLg Veit & CO., 

7) Wschr. Brauerei 54,173 [1937], 53,217 [1936]; C. 1934 11,3131; Biochem. Ztschr. 

O) Ztschr. Spiritusindustrie 68,440 [1936]. lo) Biochem. Ztschr. 301,13 r19391. 

Leipzig [1913]. 

299, 1 119381, 300,59 [1938]. 8) Biochem. Journ. 13,459 [1919]. 

11) M. R u b n e r ,  s. FuBnote 6 ) ,  S. 289. 
1s) Journ. Ind. Brewing 39,597 [ 19331 ; C. 1934 I, 1254, 1987 11,2022. 
14) C. 1934 11,3131. 
16)  Vergl. a,. die Zusammenfassung von R. I l l i es ,  Wschr:Brauerei 55,414 [1938]. 

Ztschr. angew. Chem. 39,443 [1936]. 

16) Biochem. Ztschr. 299,317 [1938]. 
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Fa. Wieninger, Kittsteig bei Passau) wurde als Stellhefe in einer reinen Sac- 
charose-Losung, die nur die N-freien Nahrsalze naoh R. s. W. Thornel7) ent- 
hielt, durch Vorgabe oder Zulauf genau bekannter Mengen anorganisch ge- 
bundenen Stickstoffs (Ammoniumsulfat bzw. Ammoniakwasser) unter Durch- 
liiftung rnit feinverteilter Luft in einem ReliiftungsgefaB18) herangeziichtet 
und nach Verbrauch des Zuckers und Ausreifung der Hefe (Dauer etwa 
10 Stdn.) durch ein Entkeimungsfilter (Seitz, Kreuznach) von dem Substrat 
quantitativ getrennt. Das PH wurde bei 5 bis 5.2 gehalten und durch Zugabe 
von Natronlauge, in spatiteren Versuchen durch wiil3riges Ammoniak reguliert ; 
die Temperatur betrug 28-30O. 

Es ist bekannt die Menge Stickstoff, die mit der Stellhefe in den Versuch 
eingebracht wurde (Kjeldahl-Bestimmung), ferner die Menge des wiihrend des 
Versuchs zugegebenen anorganischen Stickstoffs. Diese Stickstoffmengen fin- 
den sich am Ende des Versuchs vor : 

1. in der Erntehefe (Kjeldahl), 
2. im Substrat als Gesamtstickstoff (Kjeldahl); dieser unterteilt sich in nicht- 

verbrauchten anorganischen Stickstoff (Bestimmung durch Destillation mit einem Ober- 
schu13 von n/lo NaOH i. Vak.) und in den organischen, von der Hefe ausgeschiedenen 
Stickstoff, ah Differenz zum Gesamtstickstoff im Substrat bestimmt. 

Die fur den Versuch verwendete Stellhefe mu13 vor Einsatz in den Versuch viermal 
mit der fiinffachen Menge dest. Wassers vom pH 5.1 aufgeschlbmmt und jedesmal scharf 
abgesaugt werden. Sie gibt nach dieser Behandlung keinen Stickstoff mehr an das Wasser 
ab, auoh dann nicht, wenn sie beliiftet wird. Diese in zahlreichen Vorversuchen fest- 
gestellte Tatsache ist ubrigens ein erster Hinweis darauf, da13 die Stickstoffabgabe an das 
Substrat nur im Zusammenhang mit der Garung oder dem Wachstum de? Hefe statt- 
findet, also eine rein physiologische Reaktion darstellt. 

Wir haben zuerst mit einer kleinen, nur 1 1 fassendenVersuchsapparatur 
gearbeitet, die hauptsachlich der Einarbeitung auf die Methodik der Versuche 
diente. Die unter verschiedensten Versuchsbedingungen rnit verschiedenen 
Heferassen durchgefuhrten Versuche zeigten, dafi der ausgeschiedene organi- 
sche Stickstoff, bezogen auf den in der Erntehefe vorhandenen Stickstoff, 2.1 
bis 10% betrug. Vor allem aber zeigten diese Vorversuche, daB der einge- 
sotzte Stickstoff analytisch nahezu restlos wiedergefunden wurde. 

Im weiteren Verlauf ergab sich die Notwendigkeit, zu Versuchen im gro- 
Beren Maastab iiberzugehen, und zwar nicht nur, um die analytische Sicher- 
heit zu erhohen, sondern vor allem urn durch zeitweise Entnahme von Proben 
die Stiokstoffauss'cheidung in Beziehung zu bringen zum Zuckerverbrauch, zur 
Stickstoffaufnahme, zum mikroskopischen Bild und anderen Faktoren. Da- 
neben bot sich auch die Moglichkeit, durch Vakuumverdampfung des fil- 
trierten Substrats die ausgeschiedenen Stickstoffsubstanzen zu konzentrieren 
und so in den 13ereich der chemischen Charakterisierung, ja vielleicht der 
Identifizierung zu bringen. 

Wir verwendeten eine Beliiftungsapparatur mit einem Fassungsraum von 20 I ,  die es 
uns ermoglichte, mindestens 500.g Saccharose und 100 g PreBhefe zum Einsatz zu brin- 
gen, die au13erdem mit einer elektrischen Innenheizung, einer Kiihlmoglichkeit, einer Vor- 
richtung zur Entnahme von Proben versehen war und uberJies mit einsm pH-Schreib- 

I T )  Wschr. Brauerei 51,s [1934]. W. Hop'pe, Doktor-Dissertat., Munchen 1950. 
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geriit zur automatischen Registrierung des pH-Verlaufs in Verbindung gebracht werden 
konnte. Die fur die Durchfuhrung dieser Versuche im groBen NIaBstab benotigte Sac- 
charose wurde aus kiiuflichem Rubenzucker durch hinigung mit Aktivkohle vollkom- 
men von kleinen Stickstoffmengen befreit. Es geniigt hierzu, einen Liter einer 10-proz. 
Riibenzucker-Losung mit 10 g Aktivkohle 1 Stde. zu riihren und abzufiltrieren, um eine 
N-freie Saccharose zu erhalten. Ebenso wurden groBere Mengen einer PreBhefe (W ie- 
ninger) nach der oben bereits angegebenen Vorsohrift gereinigt, um auf alle Falle fur 
eine langere Versuchsreihe vollkommen gleichartige Hefe einsetzen zu konnen. Es hat 
sich bei den Versuchen im kleinen MaDstab gezeigt, dal3 fur die Reproduzierbarkeit der 
Versuche die Verwendung einer einheitlichen Hefe der gleichen Rasse die Grundvoraus- 
setzung ist. Eine nach unserer Vorschrift gereinigte Hefe h%lt sich im Eisschrank 3 bis 
4 Wochen unveriindert. 

Nachdem wir zunachst nach dem sogenannten Zulaufverfahren gearbeitet 
hatten, einer Arbeitsmethodik, die der Technik der Preljhefegewinnung ent- 
stammt, sind wir davon bald wieder abgekommen, da das dabei sich stiindig 
verhndernde Substratvolumen die Durchfuhrung einer Stickstoff bilanzierung 
allzusehr erschwerte. Die den Versuchen der Tafel 1 (S. 720) zugrunde 
liegende Arbeitsweise gestaltet sich daher wie folgt : 

5 2 einer Nahrlosung nach R. S. W. Thornel'), enthaltend 500 g gereipigte Saccha- 
rose und 6 I dest. Wasser, wurden mit der in der Tafel 1 angegebenen, vorgereinigten 
Stellhefemenge und der in Zeile2 angegebenen Menge Ammoniumsulfat in das Hefe- 
gefiiB gebracht. Die durch einen Rotamesser bestimmte Luftmenge betrug anfangs je 
Stde. 200 I ,  zur Zeit der Hauptvermehrung der Hefe 600 1, am SchluB wieder 200 1. Die 
im Zulauf gegebene Menge wiCBr. Ammoniak-Losung diente zur Aufrechterhaltung des 
pH, das konstant bei 5.1 gehalten wurde; Temperatur 2830O. Der Versuch wurde d a m  
abgebrochen, wenn der Zucker verbraucht war. Durch das Hindurchleiten groBerer Men- 
gen feinverteilter Luft bei 28-30° treten naturgem%B Verdnnstungsverluste auf, die, wie 
sich in der Praxis der Versuchsdurchfuhrung zeigte, durch den fur die pH-Regulierung 
notwendigen ZufluB von w%h. Ammoniak ausgeglichen wurde, so daB die Konstant- 
haltung des Substratvolumens bei 10 I bis auf kleine Betrage gewiihrleistet war. Nach 
AbschluB jeden Versuchs wurde die Hefe zuerst durch eine Hefezentrifuge vom Substrat 
abgetrennt und hierauf auf einer Porzelhnnutsche scharf abgesaugt und analysiert (Trok- 
kensubstanz, N-Gehalt). Das Substrat wurde durch Filtration durch ein Seitz-Entkei- 
mungsfilter von jeder Hefezelle befreit und durch Vakuumverdampfung (t = 20-25O) auf 
ein Volumen von 100 ccm gebracht. 

Die Tafel 1 zeigt das Ansprechen der Stickstoffausscheidung auf gleiche und 
verschiedene Versuchsbedingungen. 

Der Versuch Nr. 1 lieB erkennen, daB die eingesetzte Stellhefemenge zu klein war, 
da der Zucker erst nach 48 Stdn. verbraucht war, wahrend wir anstrebten, die Versuche 
in einer Zeit von 10 Stdn. durchzufiihren. Bei den Versuchen Nr. 2 und 3, mit groBerer 
Stellhefemenge durchgefuhrt, ist dieses Ziel im grol3en und ganzen erreicht worden. Sie 
wurden im iibrigen nnter genau gleichen Versuchsbedingungen durchgefphrt und zeigen 
in ihrem Ergebnis, insbesondere in bezug auf die Stickstoffausscheidung, wie scharf die 
Versuche reproduzierbar sind, wenn man von biologisch einheitlicher Stellhefe ausgeht. 
Beim Versuch Nr. 4 wurde die Hefe ohne jeden anorganischen Stickstoff erniihrt (pH Re- 
gulierung mit nNaOH). Der Zucker war erst nach 72 Stdn. verbraucht, die Erntehefe 
hat nur urn 8W/, an Gewicht zugenommen, ist im prozentualen Stickstoffgehalt erheb- 
lich armer geworden (1.09% gegen 1.75%; bzw. von 6.2% auf 3.16% in Hefe-Tr?ocken- 
substanz) und hat in Bestatigung der schon in den Vorversuchen gemachten Feststellun- 
gen trotzdem 6.18% Stickstoff an  das Substrat abgegeben. Interessant und in gewisser 
Hinsicht uberraschend sind die Ergebnisse des Versuchs Nr. 5. Hier wurde die Hefe zwar 
rnit Ammoniakstickstoff ernehrt (nach den Bediirfnissen der pH-Regulierung), aber ohne 
die sonstigen Niihrsalze nach R. S. W. Thornel'). Die Hefe vermehrt ihr Gewicht nur 
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mehr urn 50% und gibt den hochsten von uns festgestellten Wert von 24.2% N in orga- 
nischer Borm an das Substrat ab. Man konnte geneigt sein, diese hohe Ausscheidungs- 
quote als Zeichen beginnender Autolyse zu betrachten. Das mikroskopische Bild und 
sonstige, physiologische Eigenschaften geben aber nicht den mindesten Anhaltspunkt fiir 
diese Auffassung. Die Hefe reagiert vielmehr auf die erwiihnten Bedingungen mit einem 
sehr gesteigerten Stickstoffumsatz. Der Versuch Nr. 6 ist in seinen Bedingungen mit 
Nr. 2 und 3 zu vergleichen, jedoch wurde eine neue Stellhefe der gleichen Firma (Wie- 
ninger) eingesetzt. Die Versuche Nr. 7 , s )  9 und 10 hatten zum Ziel, das Verhalten der Hefe 
und vor allem der Stickstoffausscheidung auf Zusatz von 1 mg bzw. 5 mg krist. Biotins 
(Vers. 7 und S) ,  das Fehlen von Eisen in den Niihrsalzen (Vers. 9) bzw. die Wirkung eines 
Uberschusses von Eisen zu studieren. Ob den hierbei festgestellten Unterschieden vor 
allem in der Stickstoffausscheidung physiologische Zusammenhlinge zugrunde liegen, 
konnte erst bei ofterer Wiederholung der gleichen Versuche entschieden werden. 

Wir haben diese weiteren Versuche jedoch nicht ausgefiihrt, weil uns an 
einem Einblick in den zeitlichen Verlauf der Stickstoffausscheidung wiihrend 
des Versuchs mehr gelegen war. M;ir hofften, durch das Festhalten des zeit- 
lichen Verlaufs der Stickstoffausscheidung, der Stickstoffaufnahme und bes 
Zucken-erbrauchs einen biologischen Zusammenhang dieser GriiSen zu erken- 
nen. Zur Verwirklichung dieser neuen Arbeitsrichtung wurde ails den im vor- 
stehenden beschriebenen Versuchen Nr. 2 bis 5 (Tafel 1) in Zeitabstlinden Pro- 
ben entnommen, diese analysiert und ihr Ergebnis auf das Gesamtsubstrat 
von 10 1 umgerechnet. I n  der Tafel2 ist als Beispiel der zeitliche Verlauf des 
Versuchs Nr. 2 der Tafel 1 wiedergegeben. fjbersichtlicher sind die sich aus 
der Tafel ergebenden Kurven (siehe Abbild. 1-4). Dabei sind die den Kurven 
zugrunde liegenden Zahlen der Tafel2 in Schriigdruck eingefiigt. Ferner sind 
im Schaubild angefiihrt die Gesamtstickstoffverteilung im Anfang und End- 
zustand und die Hefevermehrung. Der zeitliche Verlauf der Versuche 3 bis 5 
wird nur mehr in Kurvenbildern wiedergegeben (Abbild. 2-4). Sie sind genau 
so entstanden, wie bei Versuch 2 angegeben. 

Zunachst zeigt insljesondere eine Betrachtung der Kurven, daB die beiden 
mit gleicher Hefe unter gleichen Bedingungen durchgefuhrten Versuche (Nr. 2 
und 3) nicht nur in ihrem Endergebnis (Tafel l), sondern auch in ihrem zeit- 
lichen Verlauf vollkommen parallel gehen. Dabei ist zu beobachten, daS unter 
normalen Erniihrungsbedingungen fur die Hefe die Abgabe von organischem 
Stickstoff an das Substrat nach der 2. Stunde regelmiiBig absinkt, urn von 
der 6. Stunde ab wieder anzusteigen. Interessanterweise fallen diese beiden 
Zeitpunkte zusammen mit dem Beginn der SproBtiitigkeit, also der Hefe- 
vermehrung und dem Aufhoren der Sprossung beim ubergang in den Aus- 
reifezustand der Hefe. Auf Grund weiterer Versuche, die wir in dieser Rich- 
tung ausgefiihrt haben, glauben wir hier einen ersten Zusammenhang zwi- 
schen Lebenstiitigkeit der Hefe und Stickstoffausscheidung experimentell ge- 
zeigt zu haben. Starke Refevermehrung scheint verbunden zu sein mit ver- 
ringerter Stickstoffabgabe an das Substratls), daher scheiden auch ausge- 
sprochene Wuchshefen, z. €3. Tordopsis ritilis, nur verhiiltnismiifiig wenig aus 
(8. H. Finklo)). Die Kurvenbilder (Abbild. 3 u. 4) geben den zeitlichen Ver- 

19) tfber eine weitere Stutze diem Zusammenhangs vergl. eine Versuchsreihe: W. 
Hoppe, Dissertat., Techn. Hochschule Miinchen 1950, S. 74-79. 
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Abbild. 2. 

Anorganischer Stickstoff, 

Stellhefestickstoff, 

Erntehefes tickstoff, 
Organischsr, ausgeschiedener 
Stickstoff, 

S tellhefegewicht; 

ErnteheCgewicht 

Die ersten BlOcke der Abbildungen bedsuten die 
Stickstoffbilanz der Versuohe, wobei der Stell- 
hefestiokstoff gleich 100 gesetzt mrde. 
Die zweitcn Bliicke zeigen die unter den ange- 
gcbenen Vcrsuehsbedingungen erreich te Hefe- 
vermehrung (Stellhefegewicht ist gleich 100). 

1.) - Zucker, yo in der Liisung 
2.) ._.-. gebotener N (100 yo anor- 

ganisch) in g 
3.) . . . - . organischer, von der Hefe 

ausgeschiedener N in g x 30 
4.) - - - Stickatoffzuwachs der Hefe 

Abbildd. 1-4. 

KurvenmLiBige Darst,ellung deb zeit- 
lichen Verlaufs von Verhefungsver- 
suchen unter verschiedenen Versuchs- 

bedingungen 

358 Abbild. 4. 
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lauf der Versuche 4 und 5 (Tafel 1) wieder, wobei die Hefe einmal in Ab- 
wesenheit von Stickstoff (Abbild. 3)) das andere Ma1 in Abwesenheit von NLhr- 
salzen herangefiihrt wurde (Abbild. 4). Besonders das Bild 4 zeigt anschau- 
lich, daB die unter diesen Bedingungen stark verminderte SproBtSitigkeit zu 
einer wesentlich vermehrten Ausscheidung von Stickstoff fiihrt. Es sei noch 
darauf hingewiesen, daS bei diesem Versuch die Probenahme in wesentlich 
grol3eren Abstanden erfolgte. 

Sowohl bei den (im einzelnen nicht angefuhrten) Vorversuchen im 1-1-MaB- 
stab wie bei den in groBerem MaBstab durchgefiihrten Versuchen der Tafol 1 
(Vers. Nr. 4) wurde eineverhefung ausgefuhrt, bei welcher die Hefe ohne jeden 
anorganischen Stickstoff erniihrt wurde ; diese Ernahrungsbedingungen sind als 
anormal zu bezeichnen. Dal3 die Hefe darauf niit einer geringeren Vermeh- 
rung reagiert, ist eine langbekannte Tatsache, die auch in der Praxis der 
Hefefabrikation ihre Bestitigung findet. Weniger beachtet wurde bisher, daB 
die Hefe, wie unsere vorstehend beschriebenen Versuche zeigen, auch unter 
diesen Bedingungen organischen Stickst.off an die Niihrlosung abgibt, und zwar 
im gleichen Betrag, wie eine normal ernahrte Hefe. 

Aber nicht nur Stickstoffausscheidung, sondern auch Stickstoffaufnahme 
stehen im Zusammenhang rnit der Zuckerkonzentration. Sehr deutlich ist aus 
den Kurven (Abbild. 1 u. 2) zu ersehen, daB die Stickstoffaufnahme zum Er- 
liegen kommt, wenn die Zuckerkonzentration unter 1% sinkt. Hiermit ist 
gleichzeitig ein Aufhoren der SproBtIitigkeit der Hefe verbunden, doch muB 
fiir diese Umstellung auch dem inzwischen gebildeten Alkohol ein maSgeben- 
der EinfluB zugebilligt werden, der durch die Liiftung nur geringfiigig ent- 
fernt wird. Auf das Fehlen der ubrigen NPhrsalze uberhaupt ist es zuriick- 
zufuhren, wenn im Versuch Nr. 5 (Abbild. 4) die Stickstoffaufnahme schon bei 
einer Zuckerkonzentration von 2.5 yo zum Stillstand kommt. 

Wir haben nun eine Versuchsreihe angesetzt, die den Zweck hatte, festzu- 
stiellen, wie oft eine Hefe in stickstoffreier Nahrlosung wieder verwendet werden 
kann, bis die Stickstoffausscheidung zumErliegen kommt oder sonst eine entschei- 
dende h d e r u n g  im Stoffwechsel (vielleicht eine Autolyse) eintritt. Das Wesen 
dieser neuen Versuchsreihe geht am besten aus der Versuchsanstellung hervor : 

20 g einer vorgereinigten Wieninger PreBhefe wurden zusammen mit 1000 ccm Nahr- 
losung nach R. S. W. Thornel’) in einen 2 I fassenden Erlenmeyer-Kolben gegeben, der 
mit einem mit konz. Schwefelsiiure gefiillten GiirverschluD versehen war. Die Garung 
wurde bei 30° im Thermostaten durchgefiihrt und der Fortgang des Zuckerverbrauchs 
sowie der Endpunkt durch Wiigung bestimmt. Nach Beendigung der Garung wurde die 
Hefe unter Verwendung eines Seitzschen EK-Filters vom Substrat getrennt und ein 
kleiner Teil der Hefe sowie 26 ccm des hefefreien Substrats zur Analyse entnommen. 
Das Restaubstrat wurde zur Entfernung des Alkohols i.Vak. auf die Hiilfte eingeengt, 
mit sticksto&eiem Rohrzucker versetzt, auf lo00 ccm aufgefiiut und mit 20 g der Ernte- 
hefe aus dem vorhergegangenen Versuch unter gleichen Bedingungen vergoren. Da die 
Hefe mit zunehmender Stickstoffverarmung sich nur mehr schwach vermehrt, stand fur  
die folgenden Versuche nur eine Stellhefemenge zup Verfiigung, die unter 20 g lag. Um 
vergleichbare Versuchsbedingungen zu schaffen, wurde dem dadurch Rechnung getragen, 
da13 das Substratvolumen und die Zuckermenge in gleichem Verhtiltnis herabgesetzt wur- 
den. Die Versuchsreihe mul3te nach der 6. Wiederverwendung abgebrochen werden, da 
die letzte gebildete Erntehefemenge gerade zur Durchfiihrung der analytischen Bestim- 
mungen ausreichte. 
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Das Ergebnis einer solchen Versuchsreihe ist in der Tafel3 zusammen- 
gestellt. 

Tafel 3. Verlauf von  Verhefungsversuchen i n  stickstoffreier Nahrlosung 
(Sechsmalige Wiederverwendung der aleichen Hefe) 

Gewicht der Stellhefe in g 
Trockemubstanz der 

Stellhefe in yo . . . . . . . 
yo N in Stellhefe- 

Trockensubstanz . . , . 
N der Stellhefe in g . . . , 
Gewicht der Erntehefe 

ing ................ 
Trockensubstanz 

der Erntehefe in yo . . . 
yo N in Erntehefe- 

Trockensubstanz . . . . . 
Ausgeschiedener, organ. 

X i n g  .............. 
Ausgeschiedener, organ. N 
in yo des Stellhefe-N 

Abweichung der N-Bilanz 

____. 

(10 : 5 )  . 100 . . . . . . . . . 
in yo (9+10-5) : 5.100 

20.0 

25.0 

7.63 
0.382 

26.3 

26.2 

5.31 

0.017 

4.45 

+0.26 

1000 

7.5 

25.7 

4.58 
0.0885 

20.0 

26.2 

5.31 
0.278 

* 20.8 

25.5 

4.94 

0.0161 

5.96 

f0.22 

3.0 

22.9 

5.82 
0.0399 

I = 
3 

22.9 

5.82 

0.0205 

23.1 

-1.7 

800 

16.0 

26.5 

4.94 
0.201 

14.8 

28.6 

44.8 

29.6 

4.67 

0.0084 

21.05 

-0.5 

0.01 1 I 

5.52 

-0.25 

= 
4 

500. 

10.0 

28.6 

4.48 
0.128 

10.3 

25.7 

4.58 

0.005! 

4.60 

-0.47 

5 1 6  

375 1 150 

Betrachtet man die Zahlen der Tafel3, so ist aus der Zeile 6, die das Gewicht 
der Erntehefe enthalt, ersichtlich, da13 die Hefe mit einem Ausgangsstickstoff 
in der Trockensubstanz von 7.63% sich auf Kosten ares eigenen Stickstoff- 
vorrates vermehrt, wobei der Stickstoffgohalt in der Trockensubstanz der 
Erntehefe auf 5.31% absinkt. Dies laRt sich unter Absinken des Erntehefe- 
gewichts noch einige Male wiederholen. Die entscheidende Umstellung scheint 
dann einzutreten, wenn der Stickstoffgehalt auf etwa 4.5 yo in der Trocken- 
substanz abgenommen hat. Die nachfolgende Hefe ist prozentual w ieder reicher 
an Stickstoff (5.80/). I n  diesem Versuchsstadium geht ein Teil der Hefezellen 
in Autolyse iiber, urn ihren Stickstoff den noch verbliebenen lebensfahigen 
Hefezellen zur Verfiigung zu stellen. 

Anschaulicher noch als die Prozentgehalte an Stickstoff der Erntehefe zei- 
gen die Verhderungen in der Ausscheidung organischen Stickstoffs die we- 
sentliche Umstellung, die im Stoffwechsel der Hefe eintritt, wenn derselbe 
unter einen gewissen Wert herabsinkt. Dieser Vorgang wird jedoch besser 
verfolgt an Hand der Tafel4. Thr liegen die Werte der Tafel3 zugrunde, je- 
doch sind hier nicht die Stellhefemengen eingetragen, die sich aus dem Zu- 
fall des Versuchsverlaufs ergeben, sondern jeder Versuch ist auf dieselbe Stell. 
hefemenge (20 g) von einheitlicher Trockensubstanz (25 yo) umgerechnet, so 
da13 alle Versuche auf gleiche Gewichtsmengen Ausgangshefe abnehmender 
Qualitit bezogen und daher vergleichbar sind. Der ausgeschiedene organische 
Stickstoff hiilt sich unter den Redingungen der Garung bei den ersten 4 
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Tafel 4. W e r t e  d e r  T a f e l  3 u m g e r e c h n e t  fur  g l e i c h e  S t e l l h e f e m e n g e  

[Jahrg. 85 
- 

728 

20.0 
20.2 

- - 
__ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

20.0 
20.7 

Versuch Nr. 1 1  

20.0 
11.9 
0.230 
0.172 
0.0532 

23.10 

20.0 
19.9 
0.291 
0.231 
0.0612 

21.05 

Stellhefe (25% Tr.-Sbst.) in g 
Erntehefe (25% Tr.-Sbst.) in g 
N der Stellhefe in g . . . . . . . 
N der Erntehefe in g . . . . . . 
Ausgeschiedener, organ. N ing 
Ausgeschiedener, organ. N 

in yo des Stellhefe-N . . . . 

- 
4 

20.0 
27.5 
0.382 
0.366 
0.017 

4.45 

20.0 
18.5 
0.224 
0.213 
0.0104 

4.60 

0.0158 

5.96 

0.013: 

5.52 

Versuchen innerhalb der auch sonst festgestellten Werte, urn dann plotzlich bei 
der 5. Wiederverwendung der Hefe auf das Bfache anzusteigen und sich beim 
nachsten Versuch etwa auf dieser Hohe zu halten. Wir glauben, daB es sich 
bier urn die eintretende Autolyse der Hefezellen handelt, die sich besonders 
deutlich in einer wesentlich gesteigerten Sticksto€fausscheidung kundgibt. 
Setzt man den im ersten Versuch ausgeschiedenen organischen St,ickstoff 
(0.017 g )  = 100, so verhalten sich die nachfolgenden Ausscheidungen wie 100 : 
93 : 80 : 61 : 313 : 360. 

Widersprechend waren die Auffizssungen uber die E'rage, ob die Ausschei- 
dungsprodukte von einer neuen Hefe bei Gegenwart von vergarbarem Zuoker 
wiederverwertet werden konnen. M. RubnerZiJ)  und A. Mayerz') halten die 
Ausscheidungsprodukte fur nicht wiederverwertbar, wkhrend H. Cla a s senzz) 
auf Grund von Versuchen zu dem Ergebnis kommt, daB die Ausscheidunga- 
produkte von einer frischen Hefe w'eder verwertet werden konnen. Ds, H. 
Claassen keine genauen Stickstoffbilanzen durchfuhrt, haben wir der Frage 
eine Versuchsserie gewidmet. Mit Rucksicht auf die einfachere Versuchsdurch- 
fiihrung haben wir die Versuchsreihe unter reinen Garungsbedingungen (ohne 
Luftung) durchgefiihrt, und zwar in folgender Anordnung : 

Von eiuem grol3eren Vorrat biologisch einheitlicher Hefe, die nach der friiher bereits 
angegebenen Vorschrift von Resten der Niihrlosung befreit war, wurden 20 g zu 1000 ccm 
einer Nahrlosung nach R. S. W. T h o r n e  gegeben, die alle Nahrsalze mit Ausnahme von 
Stickstoff enthielt und in einem 2-1 - Erlenmeyer-Kolben mit Garaufsatz im Thermo- 
staten bei 28-30" vergoren. Der Fortgang der Garung wurde durch Wagung verfolgt. 
Each Beendigung der Garung wurde durch ein EK.-Filter die Hefe vom Substrat quanti- 
tativ abgetrennt, gewogen und analysiert (Trockensubstanz, Stickstoffbestimmung). In  
einer entnommenen .Probe des Filtrats wurde ebenso der ausgeschiedene Stickstoff be- 
atimmt und auf das Gesamtvolumen umgerechnet. Zur Entfernung des Alkohols wurde 
der Rest des klaren Substrates i.Vak. auf die Halfte eingedampft, mit neuem stickstoff- 
freiem Rohrzucker versetzt und mit frischer Hefe wieder vergoren. Mit Rucksicht auf 
die aus dem Substrat entnommenen Proben konnte diese Arbeitsweise 6mal wiederholt 
werden ; und ebenso wurde die Stellhefemenge dem verminderten Substratvolumen, wie 
bei der vorhergehenden Versuchsreihe, angepal3t. Die Tafel5 gibt das Ergebnis dieser 
Versuchsreihe wieder. 

$0) Siehe FuBn. "), S. 289. 
21) Lehrbuch d. Gahrungschemie, Technologie der Gahrungsgewerbe (Carl Winter, Hci- 

22) Ztschr. Spiritusindustrie 64,56 [1941]. 
delberg 1874), S. 116. . 
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Tafel 5. Verlauf  v o n  Verhefungsversuchen m i t  f r i s che r  S te l lhe fe  bei 
Wiedgrverwendung des  im vorhergehenden Versuch ausgeschiedenen  
S ti cks t of f s (verwendet biologisch einheitliche Stellhefe (Wieninger) : Trocken-Sbst. 

26'0/,, N 1.91% bzw. 7.63% Pa in Trocken-Sbst.) 

Volumen der Niihrlosung 
inccm ............. 

Organischer N der 
NBhrlijsung in g ..... 
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+0.26 

Stellhefe (25% Tr-Sbst.) in g 20.0 ' 20.0 20.0 20.0 2@.0 
Erntehefe(25%Tr-Sbst.)ing 27.4 1 27.6 1 ,26.7 27.8 24.5 
Nder Stellhefeing ....... 0.382 0.382 0.382 0.382 0.382 0.382 
Nder Erntehefeine ...... 0.366 0.365 0.366 1 0.377 0.378 0.376 
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- __ - 
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- .- 
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0.267 ___ 
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0.0262 

11.0 
0.210 

12.65 

29.1 
1.63 

5.60 
0.207 

0.0288 

0.0026 

1.2 

-0.02 

400 

0.0209 

8.0 
0.153 

9.76 

28.6 
1.54 

5.39 
0.151 

0.0225 

0.0016 

1.06 

-0.02 

= 
6 

250 

0.0141 

5.0 
0.0953 

6.18 

24.9 
1.52 

6.12 
0.0939 

0.0151 

0.0010 

1.06 

-0.04 

I n  der folgenden Tafel6 sind die Werte der Versuchsreihe auf gleiche Stell- 
hefemengen von 20 g umgerechnet, so daB die erhaltenen Ausscheidungswerte 
unmittelbar miteinander verglichen werden konnen. 

I i n a  ................... Organ. N in der ,,$or. Msg. 5 

0.0147 0.0046 0.004 

3.85 1.20 1.05 

0.004 

1.05 

Betrachtet men die Zahlen der Tafel, so erkennt man, daR die Hefevermeh- 
rung ziemlich konstant bleibt: Erntehefe/Stellhefe = 1.3 bis 1.4. Die Aus- 
scheidung organischen Stickstoffs nimmt in den ersten drei Versuchen im 
Durchschnitt urn 0.015 g N zu, urn in den letzten 3 Versuchen auf 0.005 g 
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abzusinken. Bemerkenswert ist die geringe Abweichung in der Stickstoff- 
bilanz, so daD die Zahlen als experimentell gesichert gelten konnen. Da die 
Menge des ausgeschiedenen organischen Stickstoffs sich mit jedem neuen Gar- 
ansatz vermehrt, kommen wir zu dem Ergebnis, daB die Ausscheidungspro- 
dukte einer Hefe, wenn ihr kein Stickstoff in der Niihrlosung zur Verfiigung 
steht, rein exkretorischen Charakter haben und auch von einer neuen Hefe 
nicht mehr verwertet werden konnen23). Wir befinden uns rnit diesem Ver- 
suchsergebnis in Ubereinstimmung mit A. Meyerg1), der, ohne Aufstellung 
einer genauen Stickstoff bilanz, nur auf Grund der Bestimmung des erzeugten 
Alkohols ebenfalls zu der Ansicht kommt, daD die Ausscheidungsprodukte 
von der von ihm wieder verwendeten Hefe nicht als Stickstoffnahrung aus- 
geniitzt werden konnen. Im  ubrigen lassen die im vorhergehenden wieder- 
gegebenen Resultate die Deutung zu, daD die weitere Ausscheidung gehemmt 
wird, wenn der Wert des ausgeschiedenen organischen Stickstoffs im Substrat 
eine gewisse Schwelle uberschreitet. 

I m  weiteren Verlauf unserer Arbeit haben wir uns mit der chemischen 
N a t u r  der  Aussche idungsprodukte  befafit, um einen exakten Beweis fur 
die bisher in der Literatur vertretene Auffassung zu erbringen, daB Amino- 
sluren, Oligopeptide, u.U. EiweiBkorper vorliegen. Wie im vorhergehenden 
gezeig$, fallen die Ausscheidungsprodukte, auf den Stickstoff der Erntehefe 
berechnet, unter den heschriebenen Versuchsbedingungeii in einer Ausbeute 
von durchschnittlich 5%, auf das fdtrierte Substrat berechnet, nur in 0.003 
bis 0.006 yo an. Da bei unseren der Tafel 1 zugrunde liegenden Versuchen am 
SchluS bis zu 10 1 EK-filtriertes N-Substrat anfielen, haben wir diese in einem 
Vakuum-Umlaufverdampfer bei 20-25O auf 100 ccm eingeengt, in welchen 
rund 0.5 g organischer Stickstoff vorhanden waren, neben einem Vielfachen 
dieser Menge an iiberschiissigem Ammonium- Salz und sonstigen anorganisohen 
Salzen (Niihrsalze, nach R. S. W. Thorne  fiir die Hefe). 

Zur Beseitigung der restlichen Ammonium- Salze bewahrte sich die Destillation mit 
Natronlauge im Vakuum. Dagegen gelang die Beseitigung der storenden anorganischen 
Salze nicht, da Dialyse, Elektrodialyse, Verwendung von Kunstharzaustauschern nach 
m r e n  Feststellungen immer mit einem gleichzeitigen Verlust organischen Stickstoffs 
verbunden waren. 

Trichloressigsaure und Sulfosalicylsiiure ergeben in dem Konzentrat keine, 
Phosphorwolframsiiure eine starke Fallung. Ninhydrin, Diazobenxolsulfon- 
skime, Nitroprussidnatrium, Probe nach Fol in-DenisZ4)  ergaben in allen Pal- 
len eine stark positive Reaktion, dagegen zeigto sich mit Millon-Reagens keine 
Farbung ; nach diesen Ergebnissen war an dem Vorliegen von Aminosiiuren, 
u.U. von Oligopeptiden nicht zu zweifeln. Diese Erkenntnis gab die Moglich- 
keit, den ausgeschiedenen organischen Stickstoff zu unterteilen in Amino- 
siiurestickstoff auf Grund der Bestimmung von v a n  Slyke  bzw. der Pormol- 
titration und anderweitigen Stickstoff. Eine Formoltitration der von der Hefe 

88) Nach von urn durchgefihrten neueren Versuchen sind die Ausscheidungsprodukte 
einer Hefe, die mit Stickstoff normal ernahrt wurde, etwas anders zu bewerten. Hier 
ist ein kleiner Teil (etwa 20-30%) wieder verwertbar. 

______ 

2 p )  0. Folin u. W. Denis, Journ. biol. Chem. 18,2451 [1912]. 
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Torulopsis utilis ausgeschiedenen Produkte hat schon H. Pinklo) durch- 
gefuhrt. Er gibt an, daCl ein verhaltnismiifiig kleiner Teil (19 bis 34% des 
gesamten organkchen Stickstoffs) formoltitrierbar ist. Unsere Versuche er- 
streckten sich auf die van sly be-Methode und die Formoltitration, und zwar 
bestimmten wir die Werte im Konzentrat, wie es nach Beseitigung der Am- 
monium-Salze anfallt, sowie nach 10- his 24stdg. Kochen mit etwa 20-proz. 
Salzsiiure. Wenn wir von einigen extremen Versuchswerten absehen, so zeigt 
sich, dal3 von dem gesamten vorhandenen organischen Stickstoff rund 50 yo 
durch die v a n  Slyke-Methode erfafit werden und dafi diese Werte nach der 
Salzsaurehy&olyse um l/$ bis zunehmen. Reim Formolstickstoff liegen die 
Werte niedriger (30-35%); die Zunahme nach der Hydrolyse betriigt nur 
10%. Diese Ergebnisse zeigen, daB etma die H&lfte der arganischen Aus- 
scheidungsprodukte Aminosiiuren und Peptide darstellt. Hoher molekulare 
EiweiBkorper liegen nicht vor. fjber die Natur der ubrigen 50 % konnen nur Ver- 
mutungen geaul3ert werden. Man konnte annehmen, daB Purine vorliegen oder 
vielleicht N-methylierte Aminosiiuren ; diese Auffassung wiirde eine Erkkrung 
dafur abgeben, warum die Hefe die Ausscheidungsprodukte nicht mehr bzw. 
nach unseren neueren Versuchen nur zum kleinen Tea wieder verwerten kann. 

I I 

Abbild. 5. Ausgewertete Retentiogramme von Papierchromatogrammen der Kefeaus- 
scheidungsprodukte im Vergleich zu Hefeautolysat 

I .*--.-- u. 11 - - - HefeausscheidungRprodukte, I11 __ Hefeautolysat 

Zur weiteren Priifung der Ausscheidungsprodukte haben wir vor allem 
wegen ihrer geringen Menge die papierchromatographische und elektrophore- 
tische Methode verwendet, welche wir nach der quantitativen Seite hin nach 
Th. WielandZ6) retentiometrisch ausgewertet haben. Durch diese Methode 
wurde erkannt, daB in den Hefeausscheidungsprodukten eine groBere Anzahl 
von Aminosiiuren enthalten ist und einigen von diesen saurer bzw. basischer 
Charakter auf Grund ihrer Lage im Elektropherogramm zugesprochen werden 
mu& Zahlen- und mengenmaBig uberwiegen die neutralen durch Ninhydrin 
fkrbbaren Komponenten. In  den im folgenden wiedergegebenen Kurven (Ab- 
bild. 5 )  eines nach der quantitativen Seite hin ausgewerteten Papierchromato- 
gramms von 2 Konzentraten verschiedener Hefeziichtungsversuche kann man 

B) Th. Wieland u. L. Wirth, Angew. Chem. 68,171 [1951). 
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deutlich erkennen, daI3 die Ausscheidungsprodukte in beiden Versuchen die 
gleichen sind (ubereinanderliegende Kurvenspitzen). Zum Vergleich ist auch 
ein Hefeautolysat rnit eingezeichnet, wodurch der Unterschied zwischen diesem 

- 1  xs 

und den Ausscheidungsprodukten 
gezeigt werden soll. Der von diesem 
Chromatogramm zuvor abgeschnit- 
tene und mit Ninhydrin entwickelte 
Sfreifen zeigt nicht diese feine Dif- 
ferenzierung wie das dazugehorige 
Retentiogramm, uiid es ist auf die- 
sem uberall dort, wo im Retentio- 
gramm die Kurvenspitzen nahe bei- 
sammenliegen, meist nur jeweils 1 
Fleck zu erkennen. Die beiden am 
Ende des Retentiogramms sicht- 

1 I baren Sitbstanzen sind mit Nin. 

Abbild. 6. Zweidimensionales Papier- Dagegen zeigt das zweidimensio- 
chromatogramm der Hefeausscheidungs- vnale chromatogramm (Abbild. 6) 

gut differenziert 11 diskrete, mit 
Ninhydrin farbbare Plecken, von welchen 3 besonders intensiv hervortreten 
(cbereinstimmung mit den Kurvenspitzen des Retentiogramms). 

2. Richtu/)g: sek. Butanoi/C&COzH/H2 0 hydrin nicht fiirbbar gewesen. 

produkte 

Beschreibung der Versuche 

Die N a h r l o s u n g  nach R. S, W. Thornel') hatte folgende Zusammensetzung: Dest. 
Wasser 1000 ccm, KH,PO, 2 g, MgSO, 1 g, CaSO, 0.2 g, FeSO, 0.01 g ,  Zucker 50 g, 
Stickstoffquelle aquivalent 0.5 g N. 

Zur p a  p ie r  c h r o  m a t  ogr  a p h is  c h e n  Un t e rsu  c h u n  g wurden die im Vak.-Umlauf- 
verdampfer konzentrierten und von Ammonium-Ionen mit NaOH i. Vak. befreiten Pro- 
ben mit konz. Bariumhydroxyd-Losung in ~ b e r s c h u 5  versetzt, vom Niederschlag ab- 
zentrifugiert, dieser einige Male mit Wasser gewaschen (Ninhydrin-Probe des Wasch- 
wassers negativ!) und dann mit verd. Schwefelshure der UberschuS des Bariums auege- 
fiillt, zentrifugiert, wiederum so lange gewaschen, bis keine positive Ninhydrin-Reaktion 
des Waschwassers erfolgte, und die mit der Probe vereinigten Waschwasscr i. Vak. einge- 
engt. 

D a r s t e l l u n g  d e s  Hefeautolysats:..lO g der zu den Ausscheidungsprodukten zu- 
gehorigen Erntehefe wurden mit 0.5 ccm Athylacetat angeriihrt, nach einiger Zeit 1 ccm 
Toluol zugegeben, die Mischung hierauf in einen Thermostaten von 30° gestellt und ab 
und zu geriihrt. Nach 3 Tagen wurde auf 20 ccm mit Wasser verdiinnt, von der Hefe 
scharf abzentrifugiert und der meist noch trube Saft durch ein EK-Filter filtriert. 

Fur die papierchromatographischen Untersuchungen wurde das Papier von Schleicher 
und Schull Nr. 2043 b verwendet und ah Entwickler eine Mischung von sek. Butanol, 
Eisessig und Wasser im Verhaltnis von 16 : 4 : 5, bei der zweidimensionalen Papier- 
chromatographie in erster Richtung Phenol : Wasser im Verhsltnis 4 :  1 und i n  der zweiten 
Richtung das obengenannte Losungsmittelgemisch. Es wurde in beiden Fallen aufstei- 
gend gearbeitet. 

Wir konnten feststellen, daB rnit Vorteil dem in zweiter Richtung wandernden Lo- 
sungsmittelgemisch das Ninhydrin bereits zugesetzt werden kann, wodurch nach dem 
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Trocknen die Flecken sofort sichtbar werden und man sich das Bespriihen mit der Nin- 
hydrin-Losung erspart. Das gleiche gilt bei der eindimensionalen Papierchromatographie 
fiir verschiedene Losungsmittelgemische, wobei es allerdings zu einer etwa 10-proz. Er- 
hohung der Rf-Werte kommt. Wir haben den Eindruck, da13 die Methode, das Reagens 
bereits im Entwickler zu losen, mit' Erfolg auch bei anderen analogen Versuchen ange- 
wendet werden konnte, und sind mit der Priifimg dieses Verfahrens beschiiftigt. 

Die Herstellung und Auswertung der Retentiogramme wurden nach eindimensionaler 
Papierchromatographie und mit dem Entwickler Butanol, Eisessig, Wasser wie oben an- 
gegeben, im iibrigen genau in der von Th. WielandS5) angegebenen Weise durch- 
gefiihrt. 

Wir beabsichtigen, die Ergebnisse der elektrophoretischen Trennung der Hefeaus- 
scheidungsprodukte in einer spiiteren Arbeit zu veroffentlichen. 

121. Theodor Wieland und Hans  Merz: uber die Alkaloide aus Cale- 
bassen-Curare, VI. Mitteilung*)**) 

[Aus dem Organisch-chemischen Institut der Universitat Maim und dem Institut fur 
Organische Chemie der Universitilt Frankfurt/Main] 

(Eingegangen am 14. Milrz 1952) 

In Fortsetzung der yon H. Wieland und Mitarbeitern durch- 
gefuhrten Untersuchungen wurde eine auf der Basis der Papierchro- 
matographie beruhende prtiparative Trennmethode der Calebassen- 
Inhaltsstoffe ausgearbeitet. Das hierbei u.a. isolierte C-Toxiferin I1 
wurde a h  identisch mit dem Calebassin von P. Karrer  erkannt; 
eine Umlagerungsreaktion dieses Stoffes wird beschrieben. AuSerdem 
wurden einige weitere Alkaloide in kristallisierter Form isoliert und 
ihre Ahnlichkeit mit bekannten aufgezeigt. 

Durch H. Wieland und seine Mitarbeiter sind die wirksamsten Inhalts- 
stoffe des siidamerikanischen Pfeilgiftes Curare in kristallisierter Form isoliert 
worden. Im Laufe mehrerer Jahre gelang es im Miinchner Laboratorium drei, 
in ihren Farbreaktionen und im spektroskopischen Verhalt'en verschiedene 
Gruppen von quartarep Salzen gleichen Kohlenstoffgehalts (C2,,) zu unter- 
scheiden. Der Schlussel, der diese Erkenntnisse zuganglich machte, war die 
Anwendung von Reineckesiiure, mit der die toxischen Inhaltsstoffe der hochst 
komplizierten Mischung schwer losliche Fgllungen bilden, die durch Chromato- 
graphie an Aluminiumoxyd aufgespalten werden konnen. 

Nach den Ereignissen von 1945 muBte die Fortsetzung der Arbeiten in Miinchen wegen 
der Zerstorung der dortigen Laboratorien unterbleiben und es vergingen einige Jahre, bis 
ea gelang, neues Ausgangsmaterial zur Wiederaufnahme der abgebrochenen Untersuchun- 
gen aus Siidamerika zu erhalten. Diese haben wir nun vor einiger Zeit wieder aufgenom- 
men. Allerdings ist die Forschung auf diesem Gebiete in der Zwischenzeit nicht stehen- 
geblieben; P. Karrer  u. Mitarbb. haben sie in den Nachkriegsjahren fortgesetzt') und 
in der Papierchromatogr&phie und der Farbreaktion mit Cer(1V)-sulfat wertvolle HiIfs- 
mittel fur die Analytik dieses reichhaltigen Stoffgemisches ausfindig gemacht. 

*) Meinem lieben Vater und Lehrer zum 75.  Geburtstag. Th. Wieland. 
**) I. Mitteil.: A. 527, 160 [1937], 11. Mitteil.: A. 536, 68 [1938], 111. Mitteil.: A. 547, 

l) Helv. chim. Acta 29, 1853 [leas], 30, 1162, 2081 [1947], 33,512, 1486 [1950], 34, 
140 119411, IV. Mitteil.: A. 547,156 [194l], V. Mitteil.: A. 658,144 [1947]. 

2042 [1952]. 


