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Zur Kenntnis des Fett- und Lipoidstoff- 
wechsels der Helen 

(5. Mitteilung) 

Quantitative Beziehungen bei der biologischen Ergosterin- 
Bildung 

Von 

I ~. BILGER, W .  I-IALDEN, E .  MAYER-PITSCH UND M. PESTEMER 

Nit  2 Figuren im Text 

Aus dem medizinisch-chemischen Institut und dem Institut fi~r theorefische und 
physikalische Chemic der Universiti~t Graz. 

(Eingegangen am 10. 3. 19~7. u  in  der Si tzung am 11. 3. 1937) 

Einleitung. 
In friiheren Arbeiten 1 wurde gezeigt, da~ die Fett- und 

Lipoidbi]dung in Hefezellen durch die Wahl geeigneter Bedin- 
gungen zur Hanptreak~ion gestaltet werden kann. Hierdurch sind 
auch die Gruudlagen fiir eine quantitative Beurteilung dieses 
Vorganges geschaffen, bei dem die Steigerung des Gesamffett- 
gehaltes im Maximum den etwa 20fachen Wert, die Erh~hung 
des Steringehaltes den rund 60fachen Betrag der urspriingHchen 
Lipoidwerte erreich~. Derartige Anreicherungen erzielten wir mit 
wgsserigen Suspensionen unterg~riger Brauereihefe, die auf porSsen 
Unterlagen durch Entwiisserung auf den optimalen Feuchtigkeits- 
gehalt gebracht und mit Luft-Alkoholgemischen behandelt wurden. 
Durch den Wasserentzug ers nnter den angegebenen Bedin- 
gungen die Ausl(isung und Steuerung des Vorganges der Lipoid- 
bi]dung, bei dem das Stickstoffgleichgewicht in den ttefezellen 
keine StSrung erfghrt, wenn der Wassergehalt der Kulturen 
nicht unter 73% absinkt. Aus unseren Versuchen geht hervor, 
dal3 Athy]alkoho] a]s Baustein fiir die biologische Synthese der 
Hefelipoide anzusehen ist und daG giltige Beziehungen zwischen 
der Trockengewichts- und der Lipoidzunahme sowie zwischen 
Gesamtlipoid- und Sterinanreicherung bestehen. 

W. HALD~N, F. B~LGER and R. KuNz~, Naturwiss. 21 (1933) 6 6 0 . -  
W. HALDEN, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 225 (1934) 249. - -  M. SO~OTK~, 
W. H.~LDEN und F. BILGER, ebenda 234 (1935) 1 . -  W. HALD~N, Fettchem. 
Umschau 42 (1935) 29 (Zusammenfassondes Referat). 
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In der vorliegenden ~Iitteilung beriehten wir fiber die quanti- 
tativen Zusammenhiinge zwischen Gesamtsterin- und Ergosterin- 
gehalt verschledener ttefen. ImLaufe des Anreieherungsvorganges 
verringert sich der prozentuelle Antell des Ergosterins im 
Gesamtsteringemisch; lipoidreiche Helen enthalten im Maximum 
4--5 ~ Ergosterin. 

Zur Bestimmungsmethodik 
Nach den bisherigen Erfahrungen fiber die Bes~immung des 

Ergosterins in Helen gelangten wit zu dem Sehlul~, da~ von 
allen hierffir in Betracht gezogenen Verfahren nur die absorptions- 
photometrische Messung einwandfreie Ergebnisse in bezug auf 
den tats~chlichen Ergosteringehalt yon ttefe-Sterln-Gemischen zu 
geben vermag. 

Wie M. CASTILLE und E. RuP~OL~ festgestellt haben und 
durch eigene Yersucbe (siehe unten!) bes~tigt wurde, verh~lt 
sich der Komplex Ergosterin-Digitonid bei der Ul~ravlolett- 
Absorptionsmessung in gleieher Weise wie das reine Ergosterin. 
Da dureh Digitonidf.s der Sterlne eine wei~gehende 
Trennung yon Ballaststoffen erzielt wird, kann die spektro- 
graphische Messung ohne weltere komplizierte l~einigungsver- 
fahren durchgeffihrt werden. 

Hinsichtlich der praktischen Durchfiihrung der Bestimmung arbeiteten 
wir in Anlehnung an die Angaben yon M. CASrILLE und E. l~cePOL e~ in der 
folgenden Weise: Die frisch abgenommenen feuchten Hefeproben werden in 
kleinen diinnwandigen Porzellanreibschalen mit einem Gewichtsteil Natrium- 
sulfat (siccum) vermengt und so lunge iibor einem schwach siedenden Wasserbad 
unter Riihren behandelt, bis sich der gesamte Schaleninhalt verfliissigt hat. 
Wfihrend der darauffolgenden Abkiihlung und Erstarrung der hefehaltigen 
Kristallmasse wird mittels eines Pistills zerrieben und dadurch ein trockenes 
homogenes Pulver erzielt. Die Probo bleibt zwecks vollst~indiger Entw~sserung 
6--12 Standen im Vakuumexsiccator und wird vor der Verseifung nochmals 
zerrieben. Die hierboi verwendete Hefemenge richter sich nach dem Gesamt- 
steringehalt, der, bezogen auf Trockenhefe, zirka 5--10 mg betragen soll. Gleich- 
zeitig ermittelt~n wir den Wassergehalt jeder Probe durch Mikro-Trocken- 
bestimmung 3. Getrocknete Hefen 4 wurden unter Zuf~gen yon einem Gewichtstei! 
Seesand und einem Teil Natriumsulfat (siccum) mSglichst rein zerrieben und die 
Proben bis zur Velseifung im Vakuumexsiccator belassen. 

Nach quan~itativer Einbringung in den Verseifungskolben wird mit 25 c m  ~ 

Bull. de l'acad~mie royale de mgdecine de Belgique, Sitzungsbericht yore 
28. I. 1933, S. 48--60. - -  2a Ebenda, S. 52. 

3 F. BILGER, W. HALD~ und M. K. ZACHER~, Mikrochemio 15 (1934) 132. 
Hefedauerpr~parate erhielten wir durch di~nnschichtiges Aufstreichen 

yon Feuch~hefo auf Glasschalen und darauffolgendes scharfes Trocknen im 
Vakuumexsiccator. 



Zur Kenntni~ des Felt- und L,ipoidetoffweeheele der Hefen 261 

5~iger alkoholiseher Kalilauge w~ihrend 30 Minaten unter stiindigem Um- 
schiitteln des Kolbeninhaltes am Wasserbade behandelt. Die mit Wasser auf 
das 4fache Volumen verdannte LSsung sehattelt man 5mal mit Petroli~ther 
(Fraktion unter 45 ~ aus. Far die erste Aussehfittelang werden 175 cm3~ fi~r 
die darauffolgenden 50 cm 3 des Extraktionsmittels verwendet. Allenfalls auf- 
tretende Emulsionen werden naeh der ersten Aussehattelung dureh Zufiigen von 
1 bis 2 y Koehsalz zerstSrt. Man w~isctd den Petrolgttherextrakt 3real mit Wasser, 
~rocknet mit Natriumsulfat and dampft das L6sungsraittel bei 80--900 ab. Die 
letzten Petrol~therreste werden durch Abblasen im CO,-Strom entfernt. 

Der vom Petrol~ther befreite Kiiekstand wird in 5--10cm a absolutem 
Alkohol, entsprechend zirka 5--10rag Gesamtsterin, aufgenommen und mit der 
gleichen Menge einer l~ igen  DigitoninlSsung (in absolutem hlkohol) versetzt. 
Dutch Zusatz yon Wasser, dessen Menge (1--2cm a) dem zehnten Tell des 
Oesamtvolumens entspricht, erfolgt die Fiiilung der Sterin-Digitonide, die naeh 
24sti~ndigem Stehen in einem Giasfrif%en-Filter Nr. 1 G 3/7 (SCnOTT und GEm 
Jena) gesammelt werden. Der Nieclersehlag wird mittels einer CA~I~ADaschen- 
L6sung (73 Teile Aeeton, 18 Teile Wasser and 9 Tefle absoluter Alkohol) ge- 
wasehen und im u iiber Chlorealciura bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Die auf diesem Wege erhaltenen Sterin-Digitonide werden in 25 cm 3 

absolutem Alkohol aufgenommen und zur Ermittlung des prozentuelien Ergosterin- 
anteiles spektrographisch untersueht. 

Die absorpr Best[mmungen warden 
photographiseh naeh einer 5Iethode mit Vergleichsspektren and 
rotierendem Sektor durehgeffihrt. Es warden zuecst Absorptions- 
kurven yon reinem Ergosterin and reinem Digitonin in A_thanol 
aufgenommen und festgestellt, dal3 das Digitonin, dessen Grenz- 
absorption erst bei , '~3900mm -~ merklich zu werden beginnt, 
im Gebiet der beideu hohen Maxima yon Ergosterin bei , '~3550 
und 3690mm -~ keine nennenswerte Absorption besitzt. Da sieh 
eine Kurve yon reinem Ergosterin-Digitonid, das naeh oben an- 
gefiihrter F~llung erhalten worden war, im Gebiet der beiden 
~[axima vollkommen mit der reinen Ergosterinkurve deckte, war 
die Gew~hr air eine riehtige Konzentrationsbestimmung dureh 
3gessung der Hghe dieser Maxima gegeben. Wir bestimmten stets 
den spezifischen Extinktionskoeffizienten k im ersten Banden- 
maximum bei ,' ----- 3550 mm -~, dessen maximaier molarer Ex- 
stinktionskoeffizient fiir reines Ergosterin bzw. Ergosterin- 
digitonid za ~=10250 bzw. log a=4,01 gemessen women war. 
Fallweise zogen wir zu diesen Messungen bei der Auswertung 
der SpekWen das Polarisations-Photometer-Okular, wie es in seiner 
Anwendnng yon M. PESTE~Et~ and G. SCH3fIDT ~ besehrieben 
wurde, heran. 

5 M. P~ST~MEa und G. SCm~IDT, Monatsh. Chem. 69 (1936) 399, bzw. S.-B. 
Akad. Wiss. Wien (IIb)145 (1986) 1069. 
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Nach der LA~BEl~Tschen Formel ergibt sich der spezifische 
Extinktionskoeffizient k aus der gemessenen Extinktion E und 
Schiehtdecke d zu: 

E 
d ~  

naeh der LA~J~EaT-BE~aschen Forme] der spezifische mo]ekulare 
Extinktionskoeffizient ~ zu: 

E 
C * d  " 

Die mo]eku]are Xonzentration c ergibt sich a]so aus beiden 
Formeln zu 

k 
C = - - .  

Die Fehlergrenze betr~igt entsprechend der Genauigkeit der 
Exfinktionsmessung • 2his ___ 5 ~ .  Aus der so erhaltenen Kon- 
zentration c (Mole im Liter) yon Ergosterln l~il~t sich bei Kenntnis 
der Sterin-Digitonid-Einwaage, die meist yon der GrSl]enordnung 
von l g  im Liter war, der Prozentgehalt Ergosterin in den S~erin- 
Digitoniden und weiterhin bei Xenntnis des Gehaltes der ge- 
troekneten Here an mit Digitonin f~llbaren Sterinen der Prozent- 
geha]t an Ergosterin der Troekenhefe erreehnen. Die Haltbarkeit 
der untersuehten L~sungen bei Aufbewahrung ira Dunkeln ist 
sehr gut ,  eine Xontrollgsung yon Ergosterin-Digitonid zeigte 
fiir den maximalen Extinktionskoeffizienfen naeh vier Monaten 
den gleiehen Wert. 

MZie aus obiger Darste]lung hervorgeht, haben wir entgegen 
den urspriingliehen Angaben yon M. CASTILLE und E. RUPPOL2 die 
Extraktion der Gesamtsterine aus dem alkoholisehen Verseifungs- 
gemisch nieht mit Xther, sondern mit niedrig siedendem Petrol- 
gther durchgefiihrt, wobei nach F. BILGER, W. HALDEN und 
M. K. ZACH~L eine bessere Trennung der Schiehten erzielt wird. 
~Teiters haben wir auch festgestellt~ da$ bei Anwendung yon 
Xther a]s Extrakfionsmittel und nachfo]gendem dreimaligem 
Waschen des Sterinextraktes mit Wasser in der Regel keine 
vol] kommen reinen Sterin-Digitonid-Produkte erhalten werden 
kSnnen. Der nachfo]gend besehriebene Versueh diente zum Ver- 
g]eieh von Petrolgther- und Xtherextraktion; hierbei wurde der 
Xtherextrakt einer besonderen Reinigung unterzogen. 

Nach Verseifung einer Hefeprobe mittels 20 cm 3 5 ~ i g e r  alkoholischer 
Kalilauge verdtinnte man mit Wasser auf ein u yon 120~m s und extra- 
hierte die eine H~ilfte mit :4ther, die andere mi~ Petrol~ther. Die Ausschtittelung 
mit Petrolather wurde, wie oben angegeben, in normaler Weise vorgenommen. 
Zwecks Darchfiihrung der Xtherextraktion behandelten wir die Seifenl6sung 
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einmal mit  50 c m  ~ und zweimal mit  je 25cm 3 Extraktionsmittel.  Die vereinigten 
Xtheraasziige warden naeh FAEa~o~ 6 mit  l O c m  3 verdfinnter Salzsfiare gewaschen 
und hierauf mit  einem Gemiseh yon 7 c m  3 Wasser, 2 c m  3 Alkohol and  l cm ~ 
Normal-Kalilauge ausgeschiittelt. Der so gereinigte Extrakt  wurde zwecks voll- 
kommener Entfernung des Alkali ein- bis zweimal mit  destilliertem Wasser ge- 
waschen. Nach der Digitonin-FMlung erhielt man ein vSllig farbloses Sterin- 
Digitonid-Produkt. Die u sind in Tabelle 1 zusammengefal]t. 

Eine weitere Prfifung der Leistungsf~higkeit der Methodik erfolgte durch 
Zusi~tze yen reinem Ergosterin zu einer ttefe bekannten Ergosteringehaltes. Es 
warden dabei start  der  zugegebenen 4"65 rag ,  Ergosterin 4"70 als ~berschuB ge- 
fanden, ein Hinweis daraaf, dal] Fiillung and  absorptionsphotometrischer Nach- 

T a b e l l e  1. 
Die Gesamteinwaage fiir beide Extraktionsverfahren betrug 0,4964 g Trockenhefe 

Extrakfionsmittel 

Nther . . . . . . .  

Petroliither . . . . .  

E i n w a a g e  
T r o c k e n -  

hefe  
rag 

496"4 

496"4 

Sterin- 
dig i to -  

n ide  
mg 

35"0 

36"2 

G e s a m %  
s t e r i n e  7 

mg 

8"75 

9"05 

G e s a m t -  " E r g o s t e r i n  
sterine'% , % 

I 
bez .  auf  T r o c k e n h e f e  

3"52 1"396 

3"64 1"360 

weis zu einem Wert fiihrte, der unterhalb der Fehlergrenze lag, wie aas der  
Tabelle 2 hervorgebf. 

T a . b e l l e  2. 

Nr. 
H e f e e i n -  
w a a g e n  

T r o c k e n h e f e  

Ergosterin- 
z u s a t z  

mg 

G e s a m t -  
sterine 

mg 

~ E r g o s t e r i n  
bez .  au f  G e -  
samtsterine 

~ 

E r g o s t e r i n  
my 

1 145"7 - -  5"175 38"0 1"96 
2 152"1 q- 4"65 9"500 70"1 6"75 

Gesamtergosteringehalt  der Probe Nr. 2 vermehrt  um 
4"65 m g  Ergosterin . . . . . . . . . . .  

Ergosteringehalt  der Probe Nr. 2 berechnet aus dem 
Ergosteringehalt der Probe Nr. 1 . . . . . . . .  

Differenz Ergosterin . . . .  

6"75 wfl 

2"05 m q 

4"70my 

6 F A ~ o s ,  Chem. Umschau 27 (1920) 147. 
7 Die Werte der Gesamtsterine sind nach einigen Beobachtungen stikrkeren 

Schwankungen ausgeseizt als die ihnen zugebSrigen Ergosterinwerte. 
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Ergosteringehalte verschiedener Helen im Verlaufe der 
Lipoidanreicherung. 

Der  E r g o s t e r i n g e h a l t  e in ige r  H e f e a r t e n  und der  E i n f l u ~  
von L a g e r a n g  und G~rung  auf  den Hefes t e r in -Komplex .  

Die Art der Vorbehandlung boeinflal~t den Sterin- und 
Ergosteringehalt der fiir die Lipoidanreicherung ben6tigten 
Relnzuchten nicht unerheblich. Die Reinzuchtst~mme wurden 

T a b e l l e  3. 

Ergosteringehalte yon Brauereihefen verschiedener G~rvorbehandlung (Nr. 1--6) 
bzw. verschiedenartiger Sprithefen (Nr. 8--10). 

Nr. 
Art der  Hefe und  
Vorbehand lung  

Hefe-  
Menge  

bez. auf 
T r o c k e n -  
subs t anz  

mg 

Sterin- 
digitonide 

mg 

Gesamt -  
Ster ine 

bez. auf  
Hefe-  

T r o c k e n -  
subs tanz  

% 

Ergos te r in  
bez.  aui  
G e s a m t -  
Sterine 

u/o 

Ergos te r in  
~bez. auf 

Hefe-  
T r o c k e n -  
subs t anz  

% 

0"24 1 ReinzuchthefeS 1633 28"32 0"43 54"8 
frischgelieferter 

Stamm 

2 273"4 1"11 

3 

' 4  

5 

Reinzuchthefe A 
nach mehrw5chi- 
gem Lagern unter 
Wiirze 

Reinzuchthefe B 
dgl. 

401"0 

12"14 

18"20 1"13 

56"2 

48"0 

427"0 

1710 

1720 

15"86 

50"60 

45"90 

49"0 

50"0 

47"9 

0"62 

0"54 

0"46 

0"46 

0"32 
! 

6 

8 

9 

�9 10 

Reinzuchthefe, 
gelagert 

dgl. nach An- 
gliren mit Wiirze 

Reinzuch~hefe, 
gelagert, nach 
wiederholten 
Angi~rungen 

Sprithefe, 
getrocknet 

Sprithefe, 
abgepreBt 

Sprithefe- 
Reinzucht 

2071 

2106 

1480 

48"09 

73"50 

37"40 

0'938 

0"73 

0"67 

0"58 

0"87 

0"63 

49"0 

45"7 

50"5 

0"28 

0"40 

0"32 

s Reinzuchthefen ohne n~here Bezeichnung ihrer Herkunft sind anter- 
g~rige Brauereihefen vom Typus FaoaBEaa. 
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zwecks Weiterziichtung verschiedentlich mi~ gehopfter und un- 
gehopf~er Wtirze behande]t, wobei die Zeitabstgnde der Wiirze- 
erneuerung yon 24 Stunden bis zu mehreren Wochen schwank~en. 
Nach mehrwgchigem Lagern der Here enter Wiirze nimm~ der 
Gehalr an Gesamt-Sterinen (bezogen auf Hefe-Trockensubstanz) 
bis auf des Doppel~e oder Dreifache der urspriingIich festgestellten 
Werte zu. Beispiele hierfiir sind die Versuche Nr. 1, 2 uud 3 der 
Tabelle % 

Mit diesem Vorgang war eine Herabsetzung der biologischen 
Aktivit[tt der ttefezellen verbuuden, wie sich arts Anreieherungs- 
versuchen mit derarfigem Material ergab (vg.1. S. 269). 

Die Abnahme des S~erlngehaltes yon ge]agerten Hefe- 
kulturen, die einer kurzen G~rung unterworfen wurden, ergibf 
sich aus den Versuchen Nr. 4 ned 5 der Tabelle 8. 

Erst nach wiederholfien, zeitlich rasch aufeinander folgenden 
Anggrungen gelang es, den Ergosteringehalt wieder nahezu auf 
den anfgnglich festgestellten Wert herabzudriicken (vgl. Nr. 6 
in Tabelle 3). Hierdureh wurde gleichzeitig die volle biologische 
Wirksamkeit der gelagerten ttefe zuriickerhalten. Bei diesen 
Vorggngen war jedoch keine gesetzm[tgige Beziehung des 
Ergosterin-Anteils zu den Gesamtsterinen erkennbar. 

Zum Yerg]eiche mit den obigen fiir Bierhefen erhaltenen 
Werten wurden drei Sprithefen auf ihren Ergosteringehalt unfier- 
sucht (Nr. 8, 9 ned 10 der Tabelle 3). 

E r gosCe r i ngeha l t e  l i p o i d - a n g e r e i c h e r t e r  He len .  

Beziiglich der Technik der Fett- und Sterinanreicherung in 
Helen mul3 auf die vorhergehenden Mitteilungen 9 hingewiesen 
werden, so dal~ wir uns hier auf eine gedr~fngte Wiedergabe der 
wichr Verfahrenselemente beschr~[nken kSnnen. 

Die ttefen werden nach geeigneter Votbehandlung mittels Wiirze-N~hr- 
15sung in 0"15 ~iger AgatlSsung suspendiert and auf entsprechend vorbereitete 
sterile Tonplatten oder AgarbSden aufgebracht. 

Die zur Anreicherung der Lipoide ftihrende Behandlung erfolgt enter 
dieht verschliel]baren Glasglocken und besteht haupts~ichlich aug folgenden Teil- 
mal~nahmen : 

1. Herabsetzung des Wassergehaltes der Hefekelturen dureh Evakeieren, 
vetbunden mit der Einwirkung eines im Reaktionsraum befindlieheu Trockenmittels. 

2. Belfiftung der auf porSsen Unterlagen ruhenden Hefezellschiehten dutch 
wiederholtes Evakuieten (oder Dutchsaugen yon Luft-Alkohol-Gemisehen). 

S. insbes. W. HA~D~, Sterin- und Fettanreicherung in untergfiriger 
Brauetei-Hefe, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 225 (1934) 249. 
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3. Si~ttigung der auf diese Weise vorbereiteten Kulturen mit der lipoid- 
bildenden Atmosphlire dutch Einstr6menlassen steriler Alkohol-Luftgemische in 
das evakuierte System. 

Die Lipoidanreicherung erfolgte meist durch ausschliel~liche Alkohol-Luft- 
Einwirkung bei Verwendung ni~hrstoffloser Unterlagen, in manehen Fi~llen aber 
auch durch Zaekerzus~ttze ztt den hgarbSden, in denen darch die Gt~rungsenzyme 
der Hefe Alkohol entsteht. Besondere MaSnahmen und Behandltmgsweisen 
werden bei ErSrterung der jeweiligen Versuche bekanntgegeben. 

In der Tabelle 4 sind die AnMysenwerte einiger Heferein- 
zuehten zusammengestell~, deree Anreicherung durch Alkohol- 
behandlung auf n~hrstoffloser Unterlage erfolgte. 

Tabe l l e  4. 
Hefeunterlage otme Niihrstoff. Bierhefe-Reinzueht. Alkoholbehandlung. 

NNr T a g _ .  l 

2 14 
3 
4 

Bemerkung 

w 

Doppelbe- 
stimmung 

kontinuier- 
liche 

Beliiftang 

14 
18 

5 25 
6 29 
7 29 
8 7 

9 16 
10 14 

Hefemenge 
bezogen 

a. Trocken- 
substanz 

mg 

205"0 
138"0 
69"0 
96"3 

107"0 
131"8 
79"7 

202"0 

172"0 
Sauerstoff 101"6 

Sterin- 
Digitonide 

mE 

16"9 
37"8 
28"0 
45"8 
40"8 
80"6 
48"4 
56"7 

88"6 
25"8 

Gesamt- 
Sterine 

bez. auf 
Hefe- 

trocken- 
substanz 

% 

2"06 
6"80 

10"21 
11"90 
9"90 

15"28 
15"19 

7"00 

12"88 
6"34 

Ergosterin 
Ergosterin bez. aui 
bez. auf Hefe- 
Gesamt- trocken- 
sterine substanz 

% 10 

38"0 0"78 
37"0 2"50 
29"0 3"00 
40"0 4"76 
30"0 3"96 
33"9 5"18 
34"7 5"27 
40"0 2"8O 

40"8 5"23 
26"0 ~ 1"69 

Die Werte yon Nr. 1--9 lassen erkennen, dM3 bei unseren 
]ipoldangereicherten Bierhefen der Anr des Ergosterins zirk~ 
30--40% des Ges~mtsterlngemisches betri~gt. Im Gegeesa~z dazu 
fanden wit bei nicht vorbehandelten Helen (siehe dee vorher- 
gehendee Abschni~t) einen entsprecheeden Prozentgeh~lt yon 
45--56 %. Hieraus ergib~ sich, dal3 bei der Sterinbildung w~hrend 
des Anreicherungsvorganges die Zunahme des Ergosterins hinter 
derjenigen der iibrlgen Sterlne etwas zuriickb]eibt. 

Nr. 6 und 7 Bind Doppelbestimmungen des gleichen Here- 
musters. Bei den Versuehen Nr. 8 und 9 wurde an Stelle des 
intermlt~ierenden Evakulerens dauernd ein entsprecheedes Alkohol- 
Lus durehgesaugt. Bei Versuchsansatz Nr. 10 leiteten 
wit Sauerstoff anstatt Luft in den Reaktionsr~um. Dureh diese 
Ms~nahme ergab sich ein niedrlgerer Ergosterinwert, der seine 
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Erkliirung durch die st~rkere S~iurebildnng unter dem Ein~iul~ 
des Sauerstoffs finder. 

Um den Einflu~ anderer N~hrstoffe auf die Ergosterin- 
bildung zu ermitteln, wurden den Agarb6den verschiedene Zucker- 
arten (Wiirze) zugesetzt. Zur Verwendung kamen Bierhe~e-Rein- 
zuchten, die durch Aufstellen yon Paranitrotoluol im Reaktions- 
raum keimfrei gehalten wurden (Versuche s. Tabelle 5), w~hrend 
die Behandlung mit Alkohold~mpfen unterblieb. Eine Ausnahme 
hiervon bildet Versuch Nr. 6, der bet gleichzeitiger Alkohol- 
behandlung auffallend geringe Ergosterinbildung zeigt (Ergosterin- 
anteil yore Gesamtsteringemiseh 27"5 ~ ). 

T a b e l l e  5. 

Hefeunterlage ni~hrstoffhaltig. Bierhefe-Reinzucht. Keimfreihaltung dutch 
Paranitrotoluol. 

NNr.I Tage 

32 
19 

19 
17 
21 
26 

N~hrstoff 
im 

Agarboden 

Hefemenge 
bez. auf 1 Sterin- 
Trocken- I Digitonide 
substanz mg 

26"1 
58"5 

51"0 
54"7 
24"9 
34"1 

Oesamt- 1 
sterine ) Ergosterin 

bez. auf I bez. auf 
Hefe- [ Oesamt- 

trocken- I sterine 
substanz I ~176 

Wiirze 
Warze, 

Raffinose 
Raffinose 
Maltose 
Maltose 
Maltose 

(Alkohol- 
atmosphi~re) 

129"1 
223"0 

164"8 
117"6 

48"9 
106"0 

5"10 
6"55 

7"71 
11"62 
12"72 

8"03 

38"0 
37"2 

39"8 
42"6 
43"6 
27"5 

Ergosterin 
bez. auf 

Hefe- 
trocken- 
substanz 

% 

1'94 
2"44 

3"07 
4"94 
5"55 
2"21 

Auch die Wiirzezas~tze yon Nr. I u n d  2 lassen erkennen, 
da~ die Ergosterinanreicherung hinter den entsprechenden Durch- 
schnittswerten anderer zuckerartiger Bodenzus~tze zuriickbleibt. 

Bet Maltosezusatz zeigten die Kulturen die h~Jchste 
Anreieherung (Versuche Nr. 4 und 5), hingegen vermag Raffinose 
(Versuehe Nr. 2 und 3), die nach C~. E. BILIJs und Mitarbeitern 10 
in fliissigen Zuehtmedien das giinstigste l~esultat liefert, auf 
festen Unterlagen nur eine verh~ltnism~ig geringe Ergosterin- 
anreicherung zu bewirken. Fiir diese Versuche lag der prozentuelle 
Ergosterinanteil an den Gesamtsterinen im Mittel h6her als bet 
der Alkoholdampfbehandlung auf n~hrstofflosen B6den. 

10 Cm E. BILLS, 0. N. MASSE~GALa und P. S. PmCKETr, J. biol. Chem. 87 

(1930) 259;  94 (1931) 213. 
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Bei der Prtifung des AnreicherungsvermSgens einiger 
technischer Sprithefen fanden wir die in Tabelle 6 wieder- 
gegebenen Werte. Sowohl die Handels-:Prel3hefe (Nr. 1) als auch 
die ,,enzymreichen" Slorithefen (Nr. 2 his 5) ergaben durchwegs 
geringere Ergosterinwerte als die Bierhefereinzuchten, obwohl 
der Ergosterinanteil an den Gesamtsterinen gr~il3er war als der 
Mitte]wert bei Hefereinzuchten. 

T a b e l l e  6. 
Hefeunterlage ohne Nt~hrstoff. Technische Sprithefen. Alkoholbehandlung. 

Nr. Oesamt- Ergosterin Hefemenge sterine Ergosterin bez, auf 
bez. auI Sterin- bez. auf ] bez. auf Hele- 

Tage Hefeart Trocken- Digitonide Here- Gesamt- 
substanz mg trocken- sterine substanztr~ 

mg substanz /o /0 

1 7 Prelihefe 
(Ottakring) 

2 4 Enzymreiche 
Sprithefe 

3 6 dgl. 
4 11 dgl. 
5 14 dgl. 

101"0 

330"0 

162"4 
311"0 
141"0 

12"7 

43"9 

20"5 
46"8 
17"0 

3"13 

3"30 

3"16 
3"88 
3"01 

48"0 

41"3 

40"0 
34"4 
36"9 

1"50 

1"36 

1"26 
1"33 
1"11 

Z u n a h m e  der  E r g o s t e r i n w e r t e  in A b h ~ n g i g k e i t  vom 
ze i r  V e r l a u f  der A n r e i c h e r u n g .  

Um Klarheit dariiber zu gewinnen, welche Ver~inderung der 
Anteil des Ergosterins an dera Gemisch der Gesamtsterine 
w~thrend des Anreicherungsverfahrens erf~hr~, wurden Zeit- 

versuche zur Untersuchung des I-Iefesterinkomplexes nach be- 
stimmten Zeitintervallen angestellt. Zu diesem Zweck erfolgte 
die Behandlung yon reingeziichteten Bierhefen und Sprithefen 

T a b e l l e  7. 
Hefeunferlage ohne Ni~hrstoff. Bierhefe-Roinzucht. Alkoholbehandlung. 

Ges81Tlt- 
Ein- Heleme~ge sterine Ergosterin Ergosterin 

wirkungs, bez. aut Sterin- bez. auI bez. auf bez. auf 
dauer in Trockert- Digitonide Hefetrocken- Gesamt- Hefetrocken- 
Tagen substanz mg substanz sterine substanz 

mg O[o O[o % 

0 
1 
5 
9 

14 

273"4 
162"4 
225"9 
211"4 
138"2 

12"1 
15"0 
34"9 
42"2 
47"6 

1"11 
2"30 
3"86 
5"00 
8"61 

56"2 
49"0 
32"0 
30"0 
30'0 

0"62 
1"13 
1"24 
1"50 
2"58 
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auf n~hrstofflosen AgarbSden mittels eines Alkohol-Luftgemisches. 
In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Ergosterin- uad Gesamt- 
sterinzunahme einer Bierhefereinzueht, die l~ngere Zeit unter 
Wiirze gelagert hatte, zusammengefal3t und im Diagramm (Fig. 1), 
kurvenm~l~ig dargeste]lt. 

Infolge der herabgeminderten Aktivit~t der Hefekultur ~ 
tritt  erst nach l~ngerer Behandhng (zwischen 5. und 9. Tag)die 
notwendige Anpassung der Io 
Here an das Trockenmilieu 9 
nnd damlt ein st~rkerer 8 
Anstieg der Sterinkurven 7 
ein. Aus diesem Versuch t 6 
geht hervor, da~ das Ver- [ 

5 
q 

h~iltnis des Ergos• .~ 3 
zu den Gesamtsterinen ~2 
:sich in einer bestimmten ~r 
Weise ver~ndert, und zwar 
nimmt der prozentuelle 
Ergosterinan~eil des Ge- 

i , l , ]  ' ' ~ 1  i ~  

I I I I I 

Fig. 1. I: ~ Gesamtsterine; II: % Ergosterin 

samtsteringemisches ~m Verlaufe der Lipoidanreicherung stetig 
ab, in unserem Fall yon 56"2 bis auf 30%. 

Die ttefereinzucht, die fiir den folgenden Versuch (s. Tab. 8) 
bestimm~ war, wurde einer 

.~3 2/- 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 f0 ]7 
r 

Fig. 2. I : % Gesamtsterine ; I[ : % Ergosterin 

mehrmaligen kr~iftigen Anggrung 
unterworfen, wobei ihr Ergo- 
sterinwert auf 0"32 % herabge- 
drfickt werden konnte. Dies ent- 
spricht etwa der H~lfte des Er- 
gosteringehaltes, der bei obiger 
Versuchsreihe (Tab. 7) als An- 
fangswert der unvorbehandelten 
Here gefunden wurde. Aus dem 
Diagramm (Fig. 2) geht hervor, 
da~ kelne Richtungs~inderung der 
Sterinkurven einirlit, somtt bei 
Verwendung yon Helen mit hoher 

enzymatlscherAktivit~t derAnreicherungsvorgang einen normalen 
Verlauf nimmt. Nach elf Tagen wird ein Ergosterinwert yon 4 % 
(auf Trockenhefe bezogen) erreicht. 

11 Wie aus den Angaben auf  S. 265 hervorgeht ,  ist beim l~ngeren Lagern 
der Here mi t  der  Zunahme des Lipoid-(Gesamtster in-)gehal tes  eine Abnahme 
der  biologischen Aktivit~t  verbunden.  

Monatshefte ifir Chem~e, Ban~ 70 19 
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Auch be i  dieser Versuchsreihe liel3 sich eine stetige Ab- 
nahme des Ergosterinanteiles der Gesamtsterine feststellen, die 
aber geringer war als bei der vorhergehenden Reihe. 

~ T a b e l l e  8. 
Hefeunterlage ohne Ni~hrstoff. Bierhefe-Reinzucht. Alkoholbehandlung. 
i 

E i n :  Hefemen~e Gesamt- sterine Ergosterin Ergosterin 
wirkungs- bez. auI Sterin- bez. auf bez. auI bez. auf 
dauer in Trocken- Digitonide Hefetrocken- Gesamt- Hefetrocken- 
Tagen substanz ~ng substanz sterine substanz 

~g % % % 

0 1720 45"9 0"67 47"9 0"32 
1 550 49"0 2"21 46"2 1"02 
3 278 56"6 5"08 : 43"0 2"19 
7 148 49"8 8"42 42"8 3"60 

11 82"6 33"1 ] 0"00 40"0 4"00 

Bei Anre~cherungsversuchen mit emer technischen Sprit- 
here wurden die in der Tab. 9 wiedergegebenen Werte erhalten. 

T a b e l l e  9. 
Hefeunterlage ohne Niihrstoff. Sprithefe. hlkoholbehandlung. 

Gesamt- 
Ein- Hefemenge sterine Ergosterin Ergosterin 

virkung bez. auf Sterin- ~bez. auf bez. auf be z. auf 
dauer il Trocken- Digitonide Hefetrocken- Gesamt- Hefetrocken- 
Tagen !~ubstanz ~ng , substanz sterine substanz 

mg % %. % 
r 

0 1480 37"4 . 0"63 50"5 0"32 
1 364 15"1 1"05 40"6 0"43 
3 253 14"6 1"44 36"4 0"52 
7 161 11"7 1"82 35"6 0"65 

B e e i n f l u s s u n g  der E r g o s t e r i n a n r e i c h e r u n g  
durch a) Stabilisierung der Wasserstoffionen-Konzentration, 

b) Zusatz yon MonojodessJgs~ure. 
a) Zur OrientiCrung fiber den Einflul~ der H'-Konzentration 

a u f  die Ergosterinanreicherung wurdea einige Versuche mit 
Bierhefereinzuchten vorge~ommen, die auf AgarbSden mit 
Phosphatpuffer-Zus~tzen vom p~ 6"8--7"0 wfihrend 7 Tagen in 
tier gewohnten Weise mit einem Alkohol-Luft-Gemisch behandelt 
wurden. Wie aus den Werten der Tab. 10 hervorgeht, ergab 
sich beim Konstanthalten der tt'-Konzenr die ohne Pufferung 
regelm~ig nach kurzer Behandlungsdauer auf den p h i 4  ab- 
San k 1~, ein hiiherer :Erg0sterinanteil an den Gesamfsterinen. Die 

12 Vgl. 3. Mitteilung, Hoppe-Seylers :Z. physiol. Ch. 225 (1934) 265. 
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Gesamtsterlnwerte zeigten gegentiber dem Kontrollversuch ent- 
weder keine V eriinderung (YNr. 2) oder sogar eine Eraiedrigung 
(Nr. 3 und 4). 

b) ~Ionojodessigs~iure 1~ bewirkte nicht nut eine starke 
Hemmung der  biologischen Synthese der Gesamtsterine, sondern 
verminderte auch den Ergosterinanteil an den Gesamtsterlnen 
erheblich (vgl. Tab. 10, :Nr. 5) 

Aus der Gegeniiberstelhng der Versuche 4 und 5 ergibt 
sich, da$ die hemmende Wirkung der Jodessigs~iure erst in~ 
deutlich sauren Gebiet zur vollen Geltung kommt. Bei Versuchs- 
ansatz ~qr. 3 wurde einem phosphatgepufferten Agarboden 
Glycerophosphors~ure zugesetzt. Es zeigte sich bei elner Yer- 
minderung der Gesamtsferine eine Erhiihung des Ergosterin- 
anteiles in der gleichen GrSSenordnung wie bei den Versuchen 
Nr. 2 und 4. 

T a b e l l e  10. 

Einflufl yon p r t  und Monojodessigsi~ure auf die Ergosterinanreieherung. Bierhefe- 

reinzucht. Alkoholbehandlung. Versuchsdauer 7 Tage. 

Nr. Art der 
l Bodenzusatze 

keine 
Phosphatpuffer 
Phosphatpuffer~ 

Glycerophos- 
phors~ure 

Phosphatpuffer, 
Jodessigsi~ure 
Jodessigsi~ure 

Hefemenge 
bez. auf Sterin- 

Trocken- Digitonide 
substanz m y  

m g  

138"9 32"4 
138"7 32"7 
133"5 24"7 

263"9 10"6 

135"2 7:3 

Gesamt- 
sterine Ergosterin 
bez. auI bez. auf 
Heie- Oesamt- 

trocken- sterine 
substanz /o 

/o 

5"83 / 34"7 
5"90 47"3 
4"63 46"0 

i 

4"01 44"3 

1"35 2l '8  

Ergosterin 
bez. aui 
Hefe- 

trocken- 
substanz 

/o 

2"0l 
2"79 
2"13 

1"78 

0"29 

Auf je 5 0 c m  3 Agarunterlage kamen pro Schale zur u 
wendung: 

Phosphatpuffer: 5r 5cmSK2ttPO4. 
Glycerophosphors~ure: l c m  8 (50 % ige L(isung) neutralisiert 

durch l ' 4 c m  3 3'8n Natronlauge. 

Monojodessigsiiure: 0"01 g. 

18 LUNDSGAARD, l~ber die Einwirkung der Monojodessigsaure auf den 
Spaltungs- und 0xydationsstoffwechsel. Biochem. Z. 220 (1930) 8. 

19" 
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Zusammenfassung. 
1. Es wurde der Ergosteringehalt einiger tIefearten rni~ 

Hilfe der Ultraviolett-Absorptions-Analyse bestimmt. 
2. Bet ]~ngerem Ruhezustand der unter Wiirze gelagerten 

Hefe wurden Ergosterin- und Gesamtsterinwerte gefunden, die 
gegeniiber dem Ursprungswert auf das Doppelte bis Dreifache 
erh(iht waren. 

3. Lipoidangereicherte Bierhefen zeigten gegeniiber unvor- 
behandelten Helen durchwegs einen niedrigeren Ergosterinanteil 
an den Gesamtsterinen. 

4. Bet Anwendung n~hrstoffhaltiger Hefeunterlagen wurden 
mittels )/[altose die hSchsten Ergosterinwerte erhalten. 

5. Die relative Sterinanreicherung von Sprithefen ist unter 
den von uns gew~ihlten Bedingungen bedeutend geringer als bei 
unterg~rigen Brauereihefen. 

6. Im zeitliehen u tier Lipoidanreieherung erfolgt 
eine stetige Zunahme des Ergosteringehaltes. Die Steigerung des 
Ergosterinanteiles bleibt jedoch gegeniiber derjenigen tier iibrigen 
Sr zuriiek, und zwar betr~gt tier Ergosterinanteil unvor- 
behandelter ttefen etwa 50--60%, w~hrend er bet stark an- 
gereicherten Preben his auf etwa 30 % absinken kann. 

7. h[onojodessigsiiure hemmt die biologische Synthese der 
Gesamtsterine und damit aueh die des Ergosterins. 

Fiir die tatkr~ftige FSrderung unserer Arbeiten durch 
Gew~hrung einer Subvention aus den Ertr~ignissen der TREITL- 
Stiftung an den einen yon uns (W. H.) sprechen wir tier Akademie 
tier Wissensehaften (ma~hematiseh-naturwissenschaftliche Klasse) 
in Wien unseren ergebensten Dank aus. 


