
~bev Hefelipa, se 47 

Ober Hefelipase 
Yon 

GEORG GORBACH u n d  HANS GUNTNER 

Aus dem Bioehemisehen Institut der Technischen Hoehsehule in Graz 
Vorstand Prof. F. FUHRMAI~I~ 

(Mit 5 Textfiguren) 

(Vorgelegt in der Sitzung am 12. Mai 1932) 

Die Lipa~sen und die Esterasen der Mikroorganis,men sind 
vielfach Gegenstand yon Untersuchungen gewesen. Dabei ergab 
sie'h al]gemein~ dal~ sie vielmehr zur Sp~ltung yon Estern niederer 
Fetts/~uren a~s zur Spaltung nattirlieher Fette bef/~higt sind. W/~h- 
rend zwar ~ber die Esterasen und Lipasen der B~kterien a~ueh 
modernere Untersuchungen nieht fehlen, sind diese Enzyme bei 
Helen k~um untersucht. Unter den wenigen VerSffentlichungen 
darfiber ist die Arbeit von MICHAELIS und •AKARAHA 1 bemerkens- 
wert, die ~ber die p~-Abh/~ngigkeit der Wirkung yon Estera~sen 
au~s Bierhefe Aufschlul~ gibt. Die Butyrinspalt:ung wurde unter 
Anwendung yon Puffern und mit Hilfe der stalagnometrischen 
Methode bei Pn ~ 5-8 - -  6"2 optimal gefunden. Wir haben uns mit 
der Ermittlung tier Spalteigenschaften der aus Bier- und Prel~- 
helen gewonnenen Lipasen n~her besch~ftigt. Zur Messung tier 
Lipasewirkung benutzen wir titrimetrische Methoden, welche unter 
Zuhilfenahme von Mikrobiiretten und genauester Einhaltung der 
Versuc'hsbedingungen so weit verfeinert werden konnten, dab 
a ueh kleine Spaltun~swerte noch auswertbar wurden. 

Versuehstechnik. 

Die Messung der enzymatischen Fettspaltung f~ihrten wir~ 
wie folgt~ aus: 

In einem Erlenmeyerkolben yon 50 c m  3 Inhalt wird eine be- 
stimmte Me n,ge Here (1 g) eingewogen und mit 2 c m  3 �89 molarem 
Pho~sphatpuffergemisch yon tier geve'tinschten Wasser,stoffionenkon- 
zentration (meist entspreehend PH----6"8) versetzt. Um eine guto 
Verte~lung der tIefe im Puffergemiseh zu erreichen, setzten wir 

' L. MICttAELIS und Y. NAKAHARA, Z. Immunit/~tsforsch. I, Orig, 36, 

1923, S. 449. 
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zuerst nur einen Teil des Puffers zu und verrieben damit die I-Iefe 
mit Hilfe eines Glasstempeis zu eine~m gleichmlil~igen Brei. Die 
am Glasstempel anha.ftenden Hefereste werden mit einem Stiick- 
chen Filtrierpapier abgewischt und der Probe samt dem Filtrier- 
papier beigegeben. Dann kommt die auf 2 c m  ~ noch fehlende 
Puffermenge hinzu. Dureh einfaches Schtitteln des K~ilbchens mit 
der Hand erh~ilt man eine gute Verteilung der Here i,m Puffer. 
Nach einstttndigem Stehen ist die Lipase der Here durch die Ein- 
wirkung des �89 molaren Puffers freigelegt und ffir die Wirkungs- 
bestimmun.g bereit. Die K(iibchen werden zu diesem Zweeke aus- 
tariert und 2.5 g feinstes 0livenS1 (Extra vierge, Firma Meinl) 
durch tropfenweises Zufliel~enlassen aus einer Pipette rasch zuge- 
setzt. Sofort nach der Zugabe des 01es schtitteln wir das Gemisch 
drei Minuten auf tier Schtittelmaschine und erzielen auf diese W~ise 
eine innige Durchmischung der Here mit 01 und Puffer. Diese 
feine E.mulsion l~il~t man n,un reagieren. Nach Ablauf der Re- 
aktionszeit~ die nolTnal 40 Minuten be trli,gt, wird die Reaktion 
durch Zugabe von 20 c m  3 _~thyialkohol unterbrochen und die 
Probe mit halbnormaler ~lkoholi,scher Kalilauge titriert. Zur Ti- 
tration verwendeten wir lgikrobfiretten, die halbe Zehntel Kubik~ 
zentimeter abzulesen und Hund.ertst, el zu sch~itzen erlauben. Als 
In~ikator 5iente Phenolphthalein. Wahrend und besonders gegen 
Ende der l~eaktion mu~ die Probe kr~iftig geschtittelt werden, 
da die anfiingliche Rotfiirbung dabei sofort verschwindet und erst 
bei bleibender Rosaf~rbung vergleichbare und richtige Titrations- 
werte erhalten werden. Um eine Konstanz der Titrationswerte 
innerhalb einer Versuch,sreihe zu erreichen, wurde die Rosafiir- 
bung der fo~genden Probe mit jener der voraus,gehenden vergli- 
chen und auf gleiche Fiirbung aller Proben titriert. Der auf diese 
Weise erhaltene Titrationswert ist jedoch zu hoch, da durch die 
Einwirkung des sta.rken Puffers die tIefe autolysiert wird und die 
dabei entstehenden Si~uren mittitriert werden. Aus diesem Grunde 
wurde jedem Vers~eh eine Blindprobe beigegeben, welche das 
P~uffer,gemisch un~d die Kefe, aber kein 01 enthielt. Diese Bl.ind- 
probe wird zugleich mit der eigentlichen Probe titriert und tier 
Verbrauch an a.lkoholischer Lauge yon jenem der Probe in Abzug 
gebracht. Die so erhaltene Differenz stellt unter Beriicksichtigung 
der freien F etts~turen des 01es, welehe yon Zeit zu Zeit erneut 
bestimmt werden miissen, ein Ma~ ftir die Lipasewirkung vor. 

Die p r o z e n t u e l l e  F e t t s p a l t u n g  wurde mit Hilfe folgender 
Formel berechnet: 
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(N --  N,) (56.1.100 F) 
2 

Prozent-Fettspaltung - -  2.5 (V, -- S, ) 

In derselben bedeuten N die zur Neutralisation der freien 
Fetts~turen nach der Spa ltung notwendigen Kubikzentimeter Lauge. 
N1 die zur Neutralisation yon 2.5 g 01 erforderlichen Kubikzenti- 
meter KOtt, F den Faktor 4er Lauge, S, die S~urezahl und V, die 
Verseif~ngszahl. 

Die in den Ta~bellen angegebenen Werte beziehen sich einer- 
seits a~f die ~bgepregte nasse Here und anderseits auf die Trocken- 
substanz ders elben. 

Die Trockensubstanz wurde bei normaler Hefe durch Trock- 
hung bei 105 o im Trockenschrank nach zw01f Stunden ermittelt. 
Die verfetteten Hefen trockneten wir im FAUST-I-IEI~SCHEN Gebl~tse- 
schrank bei 40 ~ um eine Ver~tnderung de's Fettes hintanzuhalten 
und eine genaue Bestimmung des Fettgehaltes m/Jglich zu machen. 
Bei Lipaseversuchen ist es nach Ablauf der Reaktionszeit tiblieh, 
dureh Zusatz yon ~_ther und Alko'hol die Re~ktion z u unterbrechen, 
wodurch man gleichzeitig eine L0sang d er Fetts~uren herbeiftihrt, 
die erst dann titrierbar sind. Durch eingehende Versuche konnten 
wir zeigen, dai~ der Zusatz yon Alkohol allein gentigt, um richtige 
Werte zu erhalten. Die Beigabe des At'hers bringt keine ErhShung, 
sondern sogar eine Verminderung der We rte. 

Versuche. 

Die folgenden Versuehe ffihrten wir mit versehiedenen Hefen 
aus. Wir verwendeten hauptsliehlich Bier- und Preghefen. Letztere 
wurden in der handel siiblichen Packung eingekauft, wlihrend uns 
die Bierhefe yon der Braaerei Re inin~haas zur Verf~igu~g gestellt 
wurde. D er erhaltene Wert ffir die 01spaltung ist in .den Tabellen 
ftir die feuchte t{efe und aul~erdem auf die Trockenhefe berech- 
net angegeben. Infolge des wechselnden Wassergehaltes der I-Iefen 
kSnnen nur die auf den Trockengehalt der He,fen berechneten 
Lipasewerte untereinander verglichen werden. 

I. Kinetik der Hefelipasespaltung. 

1. p a - A b h ~ n g i g k e i t .  

In erster Linie interessierte uns der EinfluB der Wasse,rstoff- 
ionenkonzentration auf die Re'aktionsgeschwindigkeit der lipati- 

Monatshefte ffir Chemie, Band 61 4 
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schen Verseifung. Wir verwendeten zu diesen V ersuchen Ottakrin- 
ger Prel~hefe und studierten die 01spaltung mit Phosphatgemischen 
yon wechselnder Wasserstoffionenkonzentration. 

Tabelle 1. 

i 

.d 

II 

2"5 

2"5 18 

1/~mol. Puffer- 
gemisch 

KH.PQ 

19 

16 

13 

7 

1 

19 

16 

13 

7 

1 

K.HPQ 

[I 

1 5"4 

4 6"1 

7 6"6 

14 7"0 

20 7 '8 

1 5"4 

4 6"1 

7 6"6 

14 7"0 

20 7 '8 

% Spaltung 

Ottakringer 
PreGhefe 

l g  

Trockenhefe 
(ber.) 

l g  

0"87 3"0 

3"04 10"5 

4"92 17"5 

4"68 16"2 

4"16 14"3 

1"64 5"6 

2"58 9"0 

3"34 11 "5 

2"34 8"8 

2-99 10"3 

/6 

/2 

tu~ / 
/ 

\ 

I 

Fig. 1. 

stellung triigt die Abszisse 

Die Tabelle 1 enthlilt die Ver- 
suchergebnisse~ welche bei Verwendung 
yon zwei verschiedenen Hefeproben er- 

~ halten worden sind. Die optimale Ver- 
seifung liegt bei PH = 6" 6~ wenn sich 
auch ab und zu in Einzelversuchen das 
Optimum bei PH = 6" 8 einstellt. Die 
Zusammenstellung zeigt ferner~ dai~ im 
allgemeinen bei der ErhShung der Was- 
serstoffionenkonzentration die Versei- 
flmgsgeschwindigkeit starker herabge- 
setzt wird als bei der Verminderung 
derselben. Die Schaulinie der Fig. 1 
llil~t diese Verhiiltnisse sehr deutlich 
erkennen. In dieser graphischen Dar- 
die p~-Marken. 
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2. Z e i t l i c h e r V e r l a u f  d e r l i p  ~ t i s c h e n V e r  s e i f u n g .  

D~rch zahlreiche Versuche wurde die Reaktionszeit er- 
mittelt, nach welcher die ]ipatische Verseifung ihr Ende erreicht 
hs~t. Bei den anf~tnglicken Proben wghlten wir Reaktionszeiten yon 
mehreren Stunden. E,s hat sich jedoch ergeben, dab die Spaltung 
des 01es schon nach rel~tiv kurzer Zeit beendet ist. So erhielten 
wir mit Ott~kringer PreShefe, welche sich nach unseren Erfa.hrun- 
gen a ls lip~sereich erwies, uns~bh~tngig damon, ob die Reaktions- 
zeiten 50 Minuten oder eine Stande und 50 Minuten betrugen, 
ei ne 9"5%fge Spa]tang. 

Tabelle 2. 

-d 

Z 

2"5 

11 2"5 

[I 

6-8 

6"8 

% Spaltung 

Ottakringer PreShefe ~ g 
(Trst. 29 %) 

feucht trocken 
(bereehnet) 

2" 22 7" 7 

2"40 8"3 

2"87 9"9 

3"87 13"3 

0"23 0"8 

0"52 1"9 

2"40 8"3 

% -  

20 

-7o- 

8 
2o 2~- 

40 2"93 10"1 

Uber den V,ertauf der 01spaltung innerhalb des kurzen Zeit- 
intervalls orient~eren die Ergebnisse in Tabelle 2, welche mit 
zwei Hefeproben erhalten worden sind. Die in Fig. 2 gegebene 
graphische D arstellung dieser Resultate laftt erkennen, dal~ die 
Verseifung in den ersten Zeiten linear verl~tuft, sparer aber ge- 
hemmt erscheint. 

3. H e f e m e n g e  u n d  R e ~ k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t .  

Die Erge,bnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabel]e 3 zu- 
ss;mmenge~al~t, deren Werte die Grundlage fiir die graphische Dar- 
stell~ng der Fig. 3 bilden. 
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~  

�9 

2"5 6"8 20 

Tabelle 3. 

.~ % Spaltung 

abgeprel~t 

0"5 0"70 2"4 

6"97 24"0 

0ttakringer Pre~hefe 1 g 
(Trst. 29 ~ ) 

I trocken 
(berechnet) 

Daraus i,st ersichtlich, dais der doppelten Hefemenge nicht 
dig doppelte Ve~-seifungsgeschwindigkeit entspricht. 0-5 bis 1 g 
Hefe ergeben grSl~ere, 1 bis 2 g kleinere Geschwindigkeitswerte, 

~'tung 

6' 1 t /  

o zo 2o 

j,P 
j ~  

I .  I I  
I" 

J 

30 Minu~ 

/ 

/ 
J 

~5 1.o /.s 

Fig. 2. Fig. 3. 

als sie entsprechenc[ der ange~vandten Hefe~ner~ge erwartet werden 
kUnaten. De,shalb f iihrten wir a lle weiteren Versuche mit ein.em 
Gram~m Here durch. 

ReaktiDnstemperatur und :Reaktionsgesehwindigkeit. 
Fiir diese Versuche dienten Ott~kringer Prel~hefe undReining- 

hau.s-Bierhefe. Die Temperatur wurde w~hrend der Re~ktionszeit 
durch Einh~ngen der Proben in ein Wasserb~d konst~nt geh~lten. 

Die Ergebnisse mit beiden Hefearten sind in der Tabelle 4 
niedergelegL w~thrend sich die graphische Darstellung der Fig. 4 
~uf die Bierhe,fe bezieht. 
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Tabelle 4. 

53 

2 
�9 

~.e 

~/ Spaltung 

0ttakringer Prel~hefe 
(Wrst. 29 ~) 

abgepreSt ] trocken 
(berechn.) 

Reininghaus-Bierhefe 
(Trst. 33 %) 

10 1"90 6"6 

20 2"07 7"2 1"82 5"5 

25 -- -- 1"85 5' 9 

30 2"73 9"4 2"34 7"1 
1 2"5 6 8  40 

35 - -- 1"93 5"9 

40 1-49 5"2 

50 1"46 5" 1 I 

0"76 2"7 60 

I trocken 
abgeprel~t (berechn.) 

1-68 5"0 

1"68 5"1 

1"10 3"3 

0"88 2"7 

~ ~tu,g 
7 

6 

5 ~ 

3 

10 

/ /  
/ \  

\ 

28 �9 @ 50 T 

Fig. 4. 

Sowohl die Unter,suchungen mit  Prel~hefe als a~ch die mit 
Bierhefe zeigen, dM~ dio Hefelipase ein ausgepr:igtes Tempera tur -  
opt imum bei 30 o besitzt. Die Fig. 4 veranschaul icht  den bei ver-  
schiedenen Tempera tu ren  erhal tenen Verseifunffsgr~d fiir Reining- 
haus-Bierhefe na~h 40 Minuten Reaktionszeit .  Die Fe t t spa l tung  
steigt  mit ErhShung der Tempera  tur  lang~s~m an, crreicht  bei 30 ~ 
d~s Opt imum und  f~illt bei h0heren Tempera tu ren  rasch ~b. B ei 50 o 
und 60 o sind nur  mehr kleine Spal tungswerte  zu e rhalten. Diese 
Tempera tu ren  s~h:idigen die Hefelipase offenbar s tark in ihrer  

Wirkung.  
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II. Der Lipasegehalt verschiedener Helen. 

Die Versuche fiber die Kinetik der Hef~elipase haben gezeigt, 
dat~ die unter gleichen Bedingungen erhMtenen 01spaltungswerte 
bei Bier- und PreYhefen differieren. Wit konnten ferner fe,ststellen, 
daft selbst der Lipasegehalt einer und derselben Hefe in ver- 
sehiedenen Hefeproben ziemliehen Schwankungen unterliegt. Die 
Zfichtung'sbedingungen und der Reinheitsgrad der Here scheinen 
fiir ~hren Lip~segehalt yon Bedeutung zu sein. Durch eine grofte 
Anzahl yon Messungen ermittelten wir den durchschnittlichen 
Lipase~ehalt yon Bier- und Prel~hefen. Als ~al~ diente die yon 
einem Gramm der Hefe in 40 Minuten bei 200 und PH ~ 6"8 be- 
wirkte Spalt~ung des OlivenOles. Aus den erhMtenen Werten er- 
rechneten wir in ~hnlicher Weise wie WILLSTs und WALD- 
8CHMIDT-LEITZ die Phytolipase-Einheiten ffir 1 g Trockenhefe. Die 
so erhMtenen Durchschnittswer~e sind in der Tabelle 5 zus~mmen- 
gef~ftt. 

Tabelle 5. 

1 

2 

5 

r~ 

> 

2"5 

.~.=~ o 

N ~ 

20 40 

[I Hefeart 
Durohschn. 

SpMtung 
(auf Trocken- 

here bet.) 

Mauthner-Prel~hefe 

16"8i Reininghaus-Prel~hefe �9 

Phytolipase- 
Einheiten 

1"7 Ottakringer Prel~hefo., 12" 7 

10"2 1"5 

9'9 

8"8 

11"8 

I -Bierhefe .. 

Reininghaus-Reinzucht- 
hefe . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1'3 

1.2 

1.6 

Aus ihnen geht hervor, dal~ die Prefthefen einen hSheren 
Lipasegehalt Ms die Bier~efen aufweisen. Die grSfSte Menge zeigt 
die Ottakringer Prel~hefe. Die Rei•zuchthefe tier Br~uerei Reining- 
halls ist weit~us ]ipasereicher als die Betriebshefe dieser Brauerei. 

III. Lipasegehalt kiinstlich verfetteter Hereto 

An schli,el~end h~ben wir Untersuch~ngen fiber den Lipase- 
gehalt M~nstlich verfetteter Bierhefen angestellt uncl die verseifende 

2 1~. WILLST~_TTER und WALDSCHMIDT-LEITZ~ Z. physiol. Chem. 134, 1924, 
S. 161. 
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Wirkung solcher Helen mit s Verfettung verfolgt. 
Nach noch nicht verSffentlichten Methoden verfettete Hefen haben 
HALDS~S und KU~ZE in liebensw~irdiger Weise zur Verfiigung ge- 
stellt. Nach ihrer Methode wurde die Ver~ettung dutch Zttchten 
der Here in alkohoSscher Atmosph/~re erreicht. Iqach be stimmten 
Tagen tier ~ettanreicherung wurde der Lipa~sewert solcher Helen 
nach unserer Methode gemessen. Die Vers~chsergebnisse sind in 
der Tabelle 6 f~ir Reinzucht-Bierhefe mitgeteilt. 

Tabelle 6. 

~d 

~ ~  

.4 
% Spaltung 

feucht trocken 
(berechnet) 

1 18-5 1 2"5 6"8 24 40 O 2"18 11"8 

2 19"5 1 2"5 6"8 24 40 4 1"29 6"7 

3 12"9 1 2"5 6"8 24 40 6 2"13 16"5 

4 28-3 1 2"5 6"8 24 40 8 2"16 7"6 

Aus den erhaltenen Resultaten ergibt sich, da~ die Wirkung 
der Lipase in die ersten Tage der Verfettung f~llt uncl dann nach 
sechs Tagen das Maximum erreicht, welches welt fiber der Norm 
liegt. Das mikroskop~sche Bild die,set He fen zeigte in den ersten 
Tagen eine starke Zunahme des Hefefette, s. Zwisc~hen d~m vierten 
und sechsten Tag hat sich an diesem Bild kaum etwas ge~tndert, 
obwohl in diesem Zeitabschnitt der Lip~sewert stark anst,eigt und 
am sechsten Tag eine Zunah~ne der Wirkung um 42% festzu,stellen 
ist, wenn man den Wert f~ir die normale Here als Berechnungs- 
gr~ndlage nimmt. 

Die Tabelle 7 enth~tlt die t~esultate, welche wir bei Wieder- 
holung ihrer ~ersuche mit Betriebshefe erhielten. Bei diesem Ver- 
suche wurde au~erdem noch der Fettgehalt bestimmt. Die Fett- 
werte in der Ta~belle be ziehen sich au,f da~s Fett in der Hefetrocken- 
su~bstanz. Aus der Ta,belle 7 geht hervor, da{t der Lipasegehalt der 
Betriebshefe his zum vierten Tage der Verfettung erhalten bieibt, 
w~thrcnd der Fettgehalt in diescr Zeit um 8% zugenommen hat. 
Nach dem vierten Tage steigt der Lip~segehalt und hat am sieben- 
ten T~g den Weft  tier normalen Hefe welt t~berschritten. Die Fett- 
menge ist d~bei nut um 0"4% g e~stiegen. Nach dem siebenten Tag 
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fli~llt die Lipa,s.ewirkung stark, withrend der Fettgehait kri~ftig an- 
steigt. Iqach hem neunten Tag ver~indert sich der Lipasegehalt 
kaum mehr. A~ch der Fettgehalt ist zwischen dem neunten und 
elften Tag der Verfettung gl~eichgebli~ben. 

1 27"3 1 12"5 

2 23"7 1 12"5 

3 26"5 I 1 2"5 

4 32"0 I 1 2"5 

36"71 I [2"5 

Tabelh 7. 

I/ . . . .  ~ 
~.~ ~ ~ =~+~ 

6"8 20 40 0 2-0 

6"8 20 40 4 9"8 

6"8 20 40 7 10"2J 
I 

68  9 1+o[ 
! 

6"8 20 40 11 15"8~ 
I 

feucht 

1"64 

1"49 

2"81 

1"17 

1"26 

Spaltung 

trocken 
(berechnet) 

6"0 

6"3 

10"6 

3"7 

3"4 

s~,~ 

/4 

I0 

8 

6 

4, 

2 

_/ 

J,, ! 
l \ 

l \ 
l 

l 

I 

, y  
! 

I 
0 # 6 8 70 Tage 

Fig. 5. 

Die Ergebnisse der Tab elle 7 dienten den Schaulinien der 
Fig. 5 zur Unterlage. I und I,a entsprechen her normalen b,zw. 
ktinstlich verfetteten Reinz~chthef.e und II und I I a  der nor,malen 
bzw. ver~etteten Betriebshefe. 

Fig. 5 zeigt, dal~ d~e Re,sultate, welche wir mit Betriebshefe 
undReinzuchthefe erhalten haben, g~t iibereinstimmen. Die Maxima 
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der Lipasewirkung bekommt man nach sechs bis sieben Tagen der 
Verfettung. Die Art 5es N~hrbodens bei der Verfettung spielt nach 
unseren Effahrungen anscheinend keine Rolle. Man erh~lt auf 
Wiirze-Agar~ synthetischen Agarni~hrbSden (mit 10% L~tvulose, 
1% KH:PQ,  0, 2% M~SO~) und auf n~ihrstofflosen Unterlagen die- 
selben Erfolge. 

IV. Freilegung der Hefelipase und ihre Empfindlichkeit gegen Gifte. 

Bei den Versuchen dieser Arbeit haben wir die Hefelipase mit 
Phosphatgemischen fr, eigelegt. Durch einfaehes Aufsc'hlli.mmen tier 
Here in diesen erhglt man nach einsttindiger Einwirkung des 
Puffergemisches gute Lipase~verte. I,m folgenden s~nd die Versuche 
mitgeteilt, welche wir zur Ermittlung der optimalen Einwirkungs- 
zeit des Puffers angestellt haben. 

2"5 

i ~ 

6"8 19 

Tabelle 8. 

40 

-6-- 
24 

% Spaltung 

Ottakringer Pref/hefe 1 g 
(Trst. 29 %) 

trocken 
feucht i berechnet ) 

3"75 12"9 

3'45 11"9 

3"28 11 "3 

3"28 11"3 

2"57 8"9 

Aus den Werten der Tabelle 8 geht hervor, dal~ eine ein- 
stfindi~e Einwirkung des Puffers zur Freileg~ng der Hefelipase 
genfigt~ da ein li~ngeres Verweilen der Here in dem Puffergemisch 
die lipatische Ver,seffung herabset.zt. 

Eine weitere MSgliehkeit zur Freilegung des Enzyms aus 
der Here b,esteht in der Autolyse der Hefezelle. Diese Methode~ 
welehe von WILLST•TTER a und seiner Schule weitgehend aus- 
geba;ut w~rde~ hat sich zur Gewinnung wirksamer Enzympr~parate 
vielfach bew~hrt und wurde yon uns ftir die Lipasegewinnung her- 
an~ezog,en. Durc,h die AbtStung der Hefe mit stark en Zellgiften 

R. WILLST~-TTER~ Untersuehungen fiber Enzyme 2~ 1928~ Springer, 
Berlin. 
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und die dara.uf einse~zende Autolyse wird auch die Lipase wie 
andere Fer~aente aus ~ihrer Verankerung in der Zetle gelSst und 
dnrch die Zellwand an alas umge,bende Wasser abgegeben. Ft~r die 
Darst.ellung wirksaraer Lipa,seprgps~l'ate ist nun die Kenntnis jenes 
Zellgiftes wichtig, welches ohne wesentliche Seh~tdigung tier Wir- 
kung eine weitgehende Freileguug .der Lipase gestattet. Wir ver- 
wendeten ttls ~ellgifte Chloroform, ~ither, Toluol und Azetessig- 
ester. Dureh ZugaToe yon 0.3 cm ~ dieser Gifte zu 1 g abgepreBter 
He fe tStet.en wir die Ze]len und iib erlieBen sie w/~hrend einer 
Stunde der Autolyse, welche durch zeitweiliges R~ihren beschleunigt 
wurde. N~e.h dieser Zeit war der an f/~nglieh feste Brei diinnfliissig 
gewo;&en. Die autolysierte Hefe wurde entweder gleich zur Be- 
stimmung der Lip~se verwendet oder vorerst im FAUST-HZI~SCm.:.~ 
Trockenappar~t yore Zellgift befreit. 

Die Fett~spMtung,swerte, welche wir o~hne und mit Entfernung 
des Zellgiftes erhielten, sind in der Tabelle 9 wiedergeg'eben. 

Tabelle 9. 

/ 

I 
1 2"5 

I 
J 

20 40 

[~ Freilegung der 
Lipase durch 

t/~moL Phosphat- 
Puffergemisch 

Chloroform 

6"8, ~ther 

Toluol 

Azetessigester 

Spaltung in % 
(auf Trst. berechnet) 

i ohne Ent- 
fettung des 

Zellgiftes 

12'9 

mit Ent- 
fettung des 
Zellgiftes 

m 

12"1 13"7 

11"3 12"7 

7"9 13"0 

4"4 5"8 

Vergleicht man die Werte dieser T~belle, welche ohne Ent- 
fernung des Zellgiftes erhalten worden sind, so finder man, dab 
i,m Ver gleich z ur Lipasewirkung, welche man in der von uns ge- 
tibten Weise mit Phosphatgemisehen ais Freilegungsmittel erh~tlt, 
Mle untersue~hten Gifte eine Mindel~ng tier Lipasewirkung herbei- 
ffihren. Diese Sch/~digung d, er Wirkung ist bei Chloroform am ge- 
ringsten. Azetessigester f~hrt die grSltte Schw/~chung der Hefe- 
lipase herbei. Entfernt man das Gift nach cler A~tolyse, werden 
s~tmtliche Lip~sewerte hSher. E s sind dann sowohl Chloroform wie 
Ather und Toluol zur Freilegung der tte.felipase gut br~u~hbar. 
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Der Lipasewert bei Chloroform als Zellgift tibersteigt sogar jenen, 
welehen man mit Phosphat~emischen erh~tlt. Aus diesen Unter- 
suchungen geht daher hervor, daft Chloroform zur Autolyse zwecks 
Lipasegewi~nung ~,m geeignet~sten ist. 

I~a Anschlufi an diese Unters~chungen haben wir auch den 
Versuch unternommen, durch Autolyse der Here allein wirksame 
Lip~seextrakte zu gewinnen. Die besten Extrakte wurden unter 
Zu~satz yon konzentriertem Glyzerin zum unverdtinnven Hefeauto- 
lysat erha]ten. Die Wirkung s olcher Extrakte, bezogen auf d~s 
Trockengewicht der Here, betrug ein Viertel bis ein Sechstel. 
W~hlt man ~ber die Reaktionszeit l~inger, erhSht sich der er- 
halten~e Spt~ltungswert betrachtlich. So erhielten wir ~us 0ttakrin- 
ger Pre6hef:e einen Lipaseextrakt, cler nach 40 Minuten Re~ktions- 
zeit eine Spaltung yon 1"28% zeigte, naeh 24 Stunden eine solehe 
yon 12"2%. Dabei ent.spraeh 1 c m  3 t~es Extraktes 1 g tier abgeprel~- 
ten Hefe. Die Versuche ~iber die Gewinnung wirksamer Lipase- 
extrakte sind keineswegs abge.schlossen, weshalb sp~iter darfiber 
eingehend berichtet werden soll. 

Zusammenfassung. 
1. Die H~felip~se be,sitzt ein ausgesproehenes Wirkungs- 

optimum bei PE : 6"6 bis 6.8. 
2. Die optimale Reaktionszeit betr~gt 40 Minuten, soferne 

die Here un,mittelbar zur Lipas~ebesti~mmung Verwendung finder. 
3. Dureh die ErhShung der Hefemenge erhSht sich auch die 

Re~ktionsgeschwindigkeit der lipatischen Verseifung; doc~h ist die 
pro Zeiteinheit erhaltene Sp~ltung des 01es der Hefemenge nicht 
proportional. 

4. Die opt, imale Temperatur f~ir die Hefelipase liegt bei 300 C. 
HShere Reaktionstemperaturen sch~digen die Hefelipase in ihrer 
Wirkung. Bei 50 und 600 sind nur mehr kleine Sp~ltungswerte zu 
erhalten. 

5. Die Untersuclmngen der verseh~edenen Bier- und Pre~hefen 
hat ergeben, daI~ die PrelShefen lipasereicher als die Bierhefen sind. 
Eben,so erwei,st sich die t~ein*zuchth, efe bedeutend wirksamer als 
die Betriebshefe. 

6. Dutch kilnstliche Verfettung yon Rein zucht-Bierhefen und 
Betriebshefen kann tier Lipasegehalt gesteigert werden. Die Zu- 
nahme betr~tgt nach s echs bis sieben Tagen der Verfettung bis zu 
42%, wenn ,der Lipasegeha]t der Au.s,gangshefe als Berechnungs- 
grundlage dient. 
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7. Zellgifte~ wie Chloroform, :4ther, Tol~ol und Aze~essigester, 
sch~idigen die Hefelipase. Die Wirkung des FermenVes wird durch 
Chloroform wenig und dutch Azetessigester am st~,rl~sten be ein- 
tr~icht~igt. Bei Entfernung des Zellgiftes nach AbtStung der Here 
sind mit Ausnah~m,e des Azetes'sigesters alle unter,s~chten Gifte zur 
Autoly, se braachbar. Am geeignetsten hat sich Chloroform erwiesen. 

8. Durch &utolyse tier Hefe allein kSnnen b ei ZusaVz yon 
Glyzerin wirk.sa~ae Lipaseextrak~e erhalten werden. 


