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Einleitung.

In fritheren Arbeiten! wurde gezeigt, daf die Fett- nund
Lipoidbildung in Hefezellen durch die Wahl geeigneter Bedin-
gungen zur Hauptreaktion gestaltet werden kann. Hierdurch sind
auch die Grundlagen fiir eine quantitative Beurteilung dieses
Vorganges geschaffen, bei dem die Steigerung des Gesamtfett-
gehaltes im Maximum den etwa 20fachen Wert, die Erhohung
des Steringehaltes den rund 60fachen Betrag der urspriinglichen
Lipoidwerte erreicht. Derartige Anreicherungen erzielten wir mit
wisserigen Suspensionen untergériger Brauereihefe, die auf pordsen
Unterlagen durch Entwisserung auf den optimalen Feuchtigkeits-
gehalt gebracht und mit Luft-Alkoholgemischen behandelt wurden.
Durch den Wasserentzug erfolgt unter den angegebenen Bedin-
gungen die Auslosung und Steuerung des Vorganges der Lipoid-
bildung, bei dem das Stickstoffgleichgewicht in den Hefezellen
keine Storung erféhrt, wenn der Wassergehalt der Kulturen
nicht unter 739 absinkt. Aus unseren Versuchen geht hervor,
daB Athylalkohol als Baustein fiir die biologische Synthese der
Hefelipoide anzusehen ist und daf giltige Beziehungen zwischen
der Trockengewichts- und der Lipoidzunahme sowie zwischen
Gesamtlipoid- und Sterinanreicherung bestehen.

t W. Haroex, F. Bmeer und R. Kunze, Naturwiss. 21 (1933) 660. —
W. Hatpuw, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 225 (1934) 249. — M. Sosorxa,
W. Hstpexy und F. Biueer, ebenda 234 (1935) 1. — W. Harpen, Fettchem.
Umschau 42 (1935) 29 (Zusammenfassendes Referat).
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In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die quanti-
tativen Zusammenh#inge zwischen Gesamtsterin- und Ergosterin-
gehalt verschiedener Hefen. Im Laufe des Anreicherungsvorganges
verringert sich der prozentuelle Anteil des Ergosterins im
Gresamtsteringemisch; lipoidreiche Hefen enthalten im Maximum
4—59 FErgosterin.

Zur Bestimmungsmethodik

Nach den bisherigen Erfahrungen iiber die Bestimmung des
Ergosterins in Hefen gelangten wir zu dem SchluB, daf von
allen hierfiir in Betracht gezogenen Verfahren nur die absorptions-
photometrische Messung einwandfreie Ergebnisse in bezug auf
den tatsfichlichen Ergosteringehalt von Hefe-Sterin-Gemischen zu
geben vermag.

Wie M. CasTiLE und E. RUPPOL® festgestellt haben und
durch eigene Versuche (siehe unten!) bestéitigt wurde, verhilt
sich der Komplex Ergosterin-Digitonid bei der Ultraviolett-
Absorptionsmessung in gleicher Weise wie das reine Ergosterin.
Da durch Digitonidfillung der Sterine eine weitgehende
Trennung von Ballaststoffen erzielt wird, kann die spektro-
graphische Messung ohne weitere komplizierte Reinigungsver-

fahren durchgefithrt werden.

Hinsichtlich der praktischen Durchfithrung der Bestimmung arbeiteten
wir in Anlehnung an die Angaben von M. Castrire und E. Ruepor s in der
folgenden Weise: Die frisch abgenommenen feuchten Hefeproben werden in
kleinen diinnwandigen Porzellanreibschalen mit einem Gewichtsteil Natrium-
sulfat (siccum) vermengt und so lange itber einem schwach siedenden Wasserbad
unter Rithren behandelt, bis sich der gesamte Schaleninhalt verfliissigt hat.
Wibrend der darauffolgenden Abkithlung und Erstarrung der hefehaltigen
Kristallmasse wird mittels eines Pistills zerrieben und dadurch ein trockenes
homogenes Pulver erzielt. Die Probe bleibt zwecks vollstindiger Entwisserung
6—12 Standen im Vakuumexsiccator und wird vor der Verseifung nochmals
zerricben. Die hierbei verwendete Hefemenge richtet sich nach dem Gesamt-
steringehalt, der, bezogen aunf Trockenhefe, zirka 5—10myg betragen soll. Gleich-
zeitig ermittelten wir den Wassergehalt jeder Probe durch Mikro-Trocken-
bestimmung 3, Getrocknete Hefen* wurden unter Zufiigen von einem Gewichtsteil
Seesand und einem Teil Natrimmsulfat (siccum) moglichst fein zerrieben und die
Proben bis zur Verseifung im Vakuumexsiccator belassen.

Nach guantitativer Einbringung in den Verseifungskolben wird mit 25 em?®

2 Bull. de I'académie royale de médecine de Belgique, Sitzungsbericht vom
28. 1. 1933, S. 48—60. — 2 Ebenda, S. 52.

3 F. Brwerr, W. Harpex und M. K. Zacmerr, Mikrochemie 15 (1934) 132.

4 Hefedauerpriparate erhielten wir durch diinnschichtiges Aufstreichen
von Feuchthefe anf Glasschalen und darauffolgendes scharfes Trocknen im
Vakuumexzsiccator.
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5%iger alkoholischer Kalilauge wahrend 30 Minnten unter stindigem Um-
schiitteln des Kolbeninhaltes am Wasserbade behandelt. Die mit Wasser auf
das 4fache Volumen verdiinnte Losung schiittelt man Bmal mit Petrolather
(Fraktion unter 45°) aus. Fiir die erste Ausschiittelung werden 175 em?3, fir
die darauffolgenden 50 e¢m® des Extraktionsmittels verwendet. Allenfalls auf-
tretende Emulsionen werden nach der ersten Aunsschiittelung durch Zufiigen von
1 bis 2 ¢ Kochsalz zerstért. Man wischt den Petrolitherextrakt 3mal mit Wasser,
trocknet mit Natrinmsulfat und dampft das Lésungsmittel bei 80—90° ab. Die
letzten Petroliitherreste werden durch Abblasen im CO,-Strom entfernt.

Der vom Petroliither befreite Riickstand wird in 5—10 em® absolutem
Alkohol, entsprechend zirka 5—10myg Gesamtsterin, aufgenommen und mit der
gleichen Menge einer 1%igen Digitoninlosung (in absolutern Alkohol) versetzt.
Durch Zusatz von Wasser, dessen Menge (1—2c¢m®) dem zehnten Teil des
Gesamtvolumens entspricht, erfolgt die Fillung der Sterin-Digitonide, die nach
24stiindigem Steben in einem Glasfritfen-Filter Nr. 1 G 3/7 (Scmorr und Gen.
Jena) gesammelt werden, Der Niederschlag wird mittels einer Camixapeschen-
Lésung (78 Teile Aceton, 18 Teile Wasser und 9 Teile absoluter Alkohol) ge-
waschen und im Vakunumesxsiccator tiber Chlorcalcium bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Die auf diesem Wege erhaltenen Sterin-Digitonide werden in 25 em?
absolutem Alkohol aufgenommen und zar Ermittlung des prozentuellen Ergosterin-
anteiles spektrographisch untersucht.

Die absorptionsphotometrischen Bestimmungen wurden
photographisch nach emer Methode mit Vergleichsspektren und
rotierendem Sektor duarchgefiihrt. Es wurden zuerst Absorptions-
kurven von reinem Ergosterin und reinem Digitonin in Athanol
aufgenommen und festgestellt, daf das Digitonin, dessen Grenz-
absorption erst bei v'=3900mm—! merklich zu werden beginnt,
im Gebiet der beiden hohen Maxima von Ergosterin bei v'==3550
und 3690mm—! keine nennenswerte Absorption besitzt. Da sich
eine Kurve von reinem Ergosterin-Digitonid, das nach oben an-
gefithrter Fiallung erhalten worden war, im Gebiet der beiden
Maxima vollkommen mit der reinen Ergosterinkurve deckte, war
die Gewdhr fiir eine richtige Konzentrationsbestimmung durch
Messung der Hohe dieser Maxima gegeben. Wir bestimmten stets
den spezifischen Extinktionskoeffizienten £ im ersten Banden-
maximum bei VvV =3550mm—!, dessen maximaler molarer Ex-
stinktionskoeffizient fiir reines Ergosterin bzw. Ergosterin-
digitonid zu e=10250 bzw. log ¢=4,01 gemessen worden war.
Fallweise zogen wir zu diesen Messungen bei der Auswertung
der Spektren das Polarisations-Photometer-Okular, wie es in seiner
Anwendung von M. PESTEMER und G. ScHMIDTS beschrieben
wurde, heran.

® M. Pestemer und G. Scmuior, Monatsh. Chem. 69 (1936) 399, bzw. S.-B.
Akad. Wiss. Wien (IIb) 145 (1936) 1069.
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Nach der LaAuBERTschen Formel ergibt sich der spezifische

Extinktionskoeffizient £ aus der gemessenen Extinktion # und
Schichtdecke d zu:
E

k

nach der LaMBERT-BEERschen Formel der spezifische molekulare
Extinktionskoeffizient ¢ zu:

E

—;}Td_‘

Die molekulare Konzentration ¢ ergibt sich also aus beiden
Formeln zu

k

C=—

Die Fehlergrenze betréigt entsprechend der Genauigkeit der
Extinktionsmessung =+ 2bis £5%. Aus der so erhaltenen Kon-
zentration ¢ (Mole im Liter) von Ergosterin 186t sich bei Kenntnis
der Sterin-Digitonid-Einwaage, die meist von der GréBenordnung
von 1¢g im Liter war, der Prozentgehalt Ergosterin in den Sterin-
Digitoniden und weiterhin bei Kenntnis des Gehaltes der ge-
trockneten Hefe an mit Digitonin fdllbaren Sterinen der Prozent-
gehalt an Ergosterin der Trockenhefe errechnen. Die Haltbarkeit
der untersuchten Losungen bei Aufbewahrung im Dunkeln ist
sehr gut, eine Kontrollosung von Ergosterin-Digitonid zeigte
fiir den maximalen Extinktionskoeffizienten nach vier Monaten
den gleichen Wert.

Wie aus obiger Darstellung hervorgeht, haben wir entgegen
den urspriinglichen Angaben von M. CasTILLE und E. Rurpor? die
Extraktion der Gesamtsterine aus dem alkoholischen Verseifungs-
gemisch nicht mit Ather, sondern mit niedrig siedendem Petrol-
dther durchgefiihrt, wobei nach F. BineEr, W. HALDEN und
M. K. ZACHERL eine bessere Trennung der Schichten erzielt wird.
Weiters haben wir auch festgestellt, daB bei Anwendung von
Ather als Extraktionsmittel und nachfolgendem dreimaligem
Waschen des Sterinextraktes mit Wasser in der Regel keine
vollkommen reinen Sterin-Digitonid-Produkte erhalten werden
kénnen. Der nachfolgend beschriebene Versuch diente zum Ver-
gleich von Petroliither- und Atherextraktion; hierbei wurde der
Ktherextrakt einer besonderen Reinigung unterzogen.

Nach Verseifung einer Hefeprobe mittels 20em?® 5 %iger . alkoholischer
Kalilauge verdiinnte man mit Wasser auf ein Volumen von 1202m® und extra-
hierte die eine Hilfte mit Ather, die andere mit Petroldther. Die Ausschiittelung
mit Petrolither wurde, wie oben angegeben, in normaler Weise vorgenommen.
Zwecks Duarchfilhrung der Atherextraktion behandelten wir die Seifenlésung
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einmal mit 50 ¢m® und zweimal mit jo 25em® Extraktionsmittel. Die vereinigten
Atherausziige wurden nach Famrion® mit 10em® verdfinnter Salzsiure gewaschen
und hierauf mit einem Gemisch von 7 em® Wasser, 2 ¢m® Alkohol und 1em?
Normal-Kalilauge ausgeschiittelt. Der so gereinigte Extrakt wurde zwecks voll-
kommener Entfernung des Alkali ein- his zweimal mit destilliertem Wasser ge-
waschen. Nach der Digitonin-Fillung erhielt man ein véllig farbloses Sterin-
Digitonid-Produkt. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefaft.

Eine weitere Priffung der Leistungsfahigkeit der Methodik erfolgte durch
Zusitze von reinem Ergosterin zu einer Hefe bekannten Ergosteringehaltes. Es
wurden dabei statt der zugegebenen 4°65 mg, Ergosterin 4'70 als UberschuB ge-
funden, ein Hinweis darauf, daB Féllung und absorptionsphotometrischer Nach-

Tabelle 1.
Die Gesamteinwaage fiir beide Extraktionsverfahren betrug 0,4964 g Trockenhefe.
| J
‘ . . Gesamt- | Ergosterin
Einwaage | Sterin- Gesami- | sterinev/, | o
Extraktionsmittel Tr(k)lgl%r:n- d;gilég— sterine? ’ ’
mg mg b
bez. auf Trockenhefe
Ather 4964 | 350 875 352 | 1396 |
2
Petrolather . . . 496’4 362 9'05 3'64 1360 |
2

weis zu einem Wert fiilhrte, der unterhalb der Fehlergrenze lag, wie aus der
Tabelle 2 hervorgeht.

Tabelle 2.
Hefeein- : %o Ergosterin
Ergosterin- Gesamt- bez. auf Ge- Frgosterin
Nr. | Trockennefe zusatz ste;lme‘ samtsterine gMy ' |
myg g g vl ‘
\
1 14577 — 5175 380 1°96 ‘
152°1 + 465 9'500 701 675
Gesamtergosteringehalt der Probe Nr. 2 vermehrt um |
4765 myg Ergosterin - 6°75 myg
Ergosteringehalt der Probe Nr. 2 berechnet aus dem
Ergosteringehalt der Probe Nr. 1. 2°06 mg
Differenz Ergosterin . . . . J 4'70mg

¢ Famriox, Chem. Umschan 27 (1920) 147.
. " Die Werte der Gesamtsterine sind nach einigen Beobachtiingen stirkeren
Schwankungen ausgesetzt als die ibnen zugehdrigen Ergosterinwerte.
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Ergosteringehalte verschiedener Hefen im Verlaufe der
Lipoidanreicherung.

Der Ergosteringehalt einiger Hefearten und der EinfluB

von Lagerung und Girung auf den Hefesterin-Komplex.

Die Art der Vorbehandlung beeinfluBt den Sterin- und
Ergosteringehalt der fiir die Lipoidanreicherung ben6tigten
Reinzuchten wnicht wunerheblich. Die Reinzuchtstimme wurden

Tabelle 3.

Ergosteringehalte von Brauereihefen verschiedener Garvorbehandlung (Nr. 1—6)
bzw. verschiedenartiger Sprithefen (Nr. §—10).

Hefe- Gesamt- . | Ergosterin
Menge i Sterine | Ergosterin | "pa, aut
Art der Hefe und bez. auf Sterin- bez. auf | bez. auf | “"fgfe.
Nr. Vorbehandiung Trocken~ | digitonide Hefe- Gesamt- | Trocken-
substanz my Trocken- | Sterine | gypgtanz
mg subftanz Yo | o
fo j
1 Reinzuchthefe ® 1633 28°32 043 54'8 024
; frischgelieferter
i Stamm
2 | Reinzuchthefe 4 273’4 12°14 111 26'2 062
nach mehrwochi-
gem Lagern unter
Wiirze
3 | Reinzuchthefe B 401°0 18720 1'13 480 054
dgl.
4 | Reinzuchthefe, 427°0 15°86 0938 490 046
gelagert
5 | dgl. nach An- 1710 50°60 073 500 0’46
giren mit Witrze
6 | Reinzuchthefe, 1720 4590 067 479 032
gelagert, nach
: wiederholten
Angirungen
8 | Sprithefe, 2071 4809 0758 49°0 028
getrocknet
9 | Sprithefe, 2106 73°50 087 - 457 040
abgeprefit
410 | Sprithefe- 1480 3740 063 50°5 032
Reinzucht

8 Reinzuchthefen ohne nihere Bezeichuung ihrer Herkunft sind anter-
girige Brauereihefen vom Typus Fromgere.
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zwecks Weiterziichtung verschiedentlich mit gehopfter und un-
gehopfter Wiirze behandelt, wobei die Zeitabstinde der Wiirze-
erneuerung von 24 Stunden bis zu mehreren Wochen schwankten.
Nach mehrwochigem Lagern der Hefe unter Wiirze nimmt der
Grehalt an Gesamt-Sterinen (bezogen auf Hefe-Trockensubstanz)
bis auf das Doppelte oder Dreifache der urspriinglich festgestellten
Werte zu. Beispiele hierfiir sind die Versuche Nr. 1, 2 und 3 der
Tabelle 3.

Mit diesem Vorgang war eine Herabsetzung der biologischen
Aktivitit der Hefezellen verbunden, wie sich aus Anreicherungs-
versuchen mit derartigem Material ergab (vgl. S. 269).

Die Abnahme des Steringehaltes von gelagerten Hefe-
kulturen, die einer kurzen Gérung unterworfen wurden, ergibt
sich aus den Versuchen Nr. 4 und 5 der Tabelle 3.

Erst nach wiederholten, zeitlich rasch aufeinander folgenden
Angérungen gelang es, den Ergosteringehalt wieder nahezu auf
den anfinglich festgestellten Wert herabzudriicken (vgl. Nr. 6
in Tabelle 3). Hierdurch wurde gleichzeitig die volle biologische
Wirksamkeit der gelagerten Hefe zuriickerhalten. Bei diesen
Vorgingen war jedoch keine gesetzmibBige Beziehung des
Ergosterin-Anteils zu den Gesamtsterinen erkennbar.

Zum Vergleiche mit den obigen fiir Bierhefen erhaltenen
Werten wurden drei Sprithefen auf ihren Ergosteringehalt unter-
sucht (Nr. 8, 9 und 10 der Tabelle 3).

Ergosteringehalte lipoid-angereicherter Hefen.

Beziiglich der Technik der Fett- und Sterinanreicherung in
Hefen muB auf die vorhergehenden Mitteilungen® hingewiesen
werden, so daf wir uns hier auf eine gedringte Wiedergabe der

wichtigsten Verfahrenselemente beschrinken konnen.

Die Hefen werden nach geeigneter Vorbehandlung mittels Wiirze-Nahr-
losung in 0'15%iger Agarlosung suspendiert und aunf entsprechend vorbereitete
sterile Tonplatten oder Agarbdden aufgebracht.

Die zur Anreichernng der Lipoide fiihrende Behandlung erfolgt unter
dicht verschlieBbaren Glasglocken und besteht hauptsichlich avs folgenden Teil-
mafBnahmen:

1. Herabsetzung des Wassergehaltes der Hefekulturen durch Evakuieren,
verbunden mit der Einwirkung eines im Reaktionsraum befindlichen Trockenmittels.

2. Beliiftung der auf pordsen Unterlagen ruhenden Hefezellschichten durch
wiederholtes Evakuieren (oder Durchsaugen von Luft-Alkohol-Gemischen).

® 8. insbes. W. Harpmy, Sterin- und Fettanreicherung in untergiriger
Brauerei-Hefe, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 225 (1934) 249.
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3. Sattigung der auf diese Weise vorbereiteten Kulturen mit der lipoid-
bildenden Atmosphiire durch Einstromenlassen steriler Alkohol-Luftgemische in
das evakuierte System.

Die Lipoidanreicherung erfolgte meist durch ausschliefliche Alkohol-Luft-
Einwirkung bei Verwendung nihrstoffloser Unterlagen, in manchen Fillen aber
auch durch Zuckerzusitze zu den Agarbiden, in denen durch die Girungsenzyme
der Hefe Alkohol entsteht, Besondere MaBnahmen und Behandlungsweisen
werden bei Erdrterung der jeweiligen Versuche bekanntgegeben.

In der Tabelle 4 sind die Analysenwerte einiger Heferein-
zuchten zusammengestellt, deren Anreicherung durch Alkohol-

behandlung auf néhrstoffloser Unterlage erfolgte.

Tabelle 4.
Hefeunterlage ohne Nihrstoff. Bierhefe-Reinzucht, Alkoholbehandlung.
Gesamt- ;
Hefemenge . Sterine | Ergosterin E{,%‘f*;’;‘f“
bezogen Sterin- bez. auf | pez. auf Hefe-
Nr.| Tage | Bemerkung |a, Trocken-| Digitonide Hefe- Gesamt- | {yocken-
substanz mg trocken- sterine substanz
L mg subﬂs/tanz Yy 9, 1
0
] 1'
1 4 — 205°0 169 2°06 380 078 |
2| 14 - 1380 378 680 370 250 }
3] 14 — 890 280 | 10721 290 300 |
4| 18 — 96°3 45°'8 11°90 400 476 l
b | 25 —_ 107°0 40°8 9°90 30°0 3'96 |
61 29 Doppelbe- { 131°8 80°6 15'28 339 518 1
7. 29 stimmung 97 484 1519 347 5'27
8 7 kontinuier- ( ' 202°0 | 567 700 400 2'80
liche
91| 16 I Beliiftung 172°0 886 1288 40°8 523
10 14 Sauerstoff 101°6 25°8 634 26°0 * 169

Die Werte von Nr. 1—9 lassen erkennen, daf bei unseren
lipoidangereicherten Bierhefen der Anteil des Ergosterins zirka
30—40% des Gesamtsteringemisches betrigt. Im Gegensatz dazu
fanden wir bei nicht vorbehandelten. Hefen (siehe den vorher-
gehenden Abschnitt) einen entsprechendenr Prozentgehalt von
45—Db6 % . Hieraus ergibt sich, daB bei der Sterinbildung wihrend
des Anreicherungsvorganges die Zunahme des Ergosterins hinter
derjenigen der iibrigen Sterine etwas zuriickbleibt.

Nr. 6 und 7 sind Doppelbestimmungen des gleichen Hefe-
musters. Bei den Versuchen Nr. 8 und 9 wurde an Stelle des
intermittierenden Evakuierens dauernd ein entsprechendes Alkohol-
Luftgemisch durchgesaugt. Bei Versuchsansatz Nr. 10 leiteten
wir Sauverstoff anstatt Luft in den Reaktionsraum. Durch diese
MaBnahme ergab sich ein niedrigerer Ergosterinwert, der seine
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Erklirung durch die stérkere SHurebildung unter dem EinfluB
des Sauerstoffs findet.

Um den Einfluf anderer N#hrstoffe auf die Ergosterin-
bildung zu ermitteln, wurden den Agarbdden verschiedene Zucker-
arten (Wiirze) zugesetzt. Zur Verwendung kamen Bierhefe-Rein-
zuchten, die durch Aufstellen von Paranitrotolugl im Reaktions-
raum keimfrei gehalten wurden (Versuche s. Tabelle ), wihrend
die Behandlung mit Alkoholddmpfen unterblieb. Eine Ausnahme
hiervon bildet Versuch Nr. 6, der bei gleichzeitiger Alkohol-
behandlung auffallend geringe Ergosterinbildung zeigt (Ergosterin-
anteil vom Gesamtsteringemisch 2759 ).

Tabelle 5.
Hefeunterlage nihrstoffhaltig. Bierhefe-Reinzucht. Keimfreihalfung durch
Paranitrotoluol.
Gesamt- . | Ergosterin
Nawsstoft | bos mat | Sterin- | oS | Bt | bez. aui
Nr.| Tage im Trocken- | Digitonide | ~Hefe- Gesamt- | trocken-
Agarboden substanz g trocken- sterine substanz
g substanz %o %
1) s2 | Wame | 1201 | 261 | 510 | 880 | 194
2| 19 Wiirze, 228°0 585 655 372 244
‘ Raffinose
3| 19 Raffinose 164'8 51°0 771 398 807
4 17 Maltose 1176 547 11762 42'6 4'94
5] 21 Maltose 48'9 249 1272 436 5'5b
6| 26 Maltose 106°0 341 803 275 221
(Alkohol-
i atmosphire) |

Auch die Wiirzezusiitze von Nev. 1 und 2 lassen erkennen,
daB die Ergosterinanreicherung hinter den entsprechenden Durch-
schnittswerten anderer zuckerartiger Bodenzusitze zuriickbleibt.

Bei Maltosezusatz zeigten die Kulturen die hochste
Anreicherung (Versuche Nr. 4 und ), hingegen vermag Raffinose
(Versuche Nr. 2 und 3), die nach Cu. E. BiuLs und Mitarbeitern 1°
in fliissigen Zuchtmedien das giinstigste Resultat liefert, auf
festen Unterlagen nur eine verhiltnismifig geringe Ergosterin-
anreicherung zu bewirken. Fiir diese Versuche lag der prozentuelle
Ergosterinanteil an den Gesamtsterinen im Mittel hoher als bei
der Alkoholdampfbehandlung auf n&hrstofflosen Boden.

1% Cm. E. Bruus, 0. N. Massencate und P. 8. Pricgerr, J. biol. Chem. 87
(1930) 2539 ; 94 (1931) 218.
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Bei der Priifung des Anreicherungsvermégens -einiger
technischer Sprithefen fanden wir die in Tabelle 6 wieder-
gegebenen Werte. Sowohl die Handels-PreShefe (Nr. 1) als auch
die ,enzymreichen“ Sprithefen (Nr. 2 bis 5) ergaben durchwegs
geringere JFrgosterinwerte als die Bierhefereinzuchten, obwohl
der Ergosterinanteil an den Gesamtsterinen grofer war als der
Mittelwert bei Hefereinzuchten.

Tabelle 6.
Hefeunterlage ohne Nihrstoff. Technische Sprithefen. Alkoholbehandlung.
G t- ;
Hefemenge setz?ir:xle Ergosterin Eg§§?2ﬁf;“
bez. auf Sterin- bez. auf | bez. auf Hefe-
Nr.| Tage Hefeart Trocken~ | Digitonide | Hefe- Gesamt- | trocken-
substanz mg trocken- sterine substanz
my substanz % %,
%o
;‘ 1 7 Prefhefe 101°0 127 313 480 150
‘ (Ottakring)
2 4 | Enzymreiche| 3300 43°9 330 41°3 1'36
Sprithefe
3 6 dgl. 16274 205 3’16 40°0 126
4] 11 dgl. 311°0 46°8 3'88 344 133
'5 | 14 dgl. 141°0 17°0 ‘ 3°01 36°9 1°11
[

Zunahme der Ergosterinwerte in Abh#ngigkeit vom
zeitlichen Verlauf der Anreicherung.

Um Klarheit dariiber zu gewinnen, welche Veréinderang der
Anteil des Ergosterins an dem Gemisch der Gesamtsterine
wéhrend des Anreicherungsverfahrens erfihrt, wurden Zeit-
-versuche zur Untersuchung des Hefesterinkomplexes nach be-
stimmten Zeitintervallen angestellt. Zu diesem Zweck erfolgte
die Behandlung von reingeziichteten Bierhefen und Sprithefen

Tabelle 7.
Hefeunterlage ohne Nihrstoff. Bierhefe-Reinzucht. Alkoholbehandlung.
. Gesamt- . -
Ein- Hefemenge . sterine Ergosterin Ergosterin
wirkungs- bez. aut Sterin- bez. auf bez. auf bez. auf
daver in Trocken- Digitonide Hefetrocken- Gesamt- Hefetrocken-
Tagen substanz mg . substanz sterine substanz
mg o/ % %
0 2734 1271 111 562 0’62
1 1624 15°0 230 490 1’13
5 2259 34°9 3'86 320 1'24
9 2114 42'2 500 30°0 150
14 1382 476 8'61 300 2'58
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auf nihrstofflosen Agarbiden mittels eines Alkohol-Luftgemisches.
In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Ergosterin- und Gesamt-
sterinzunahme einer Bierhefereinzucht, die léingere Zeit unter
Wiirze gelagert hatte, zusammengefabt und im Diagramm (Fig. 1)
kurvenm#Big dargestellt.

Infolge der herabgeminderten Aktivitit der Hefekultur!?
tritt erst nach lingerer Behandlung (zwischen 5. und 9. Tag) die
notwendige Anpassung der  #¥—r——1——————————
Hefe an das Trockenmilieu
und damit ein stérkerer
Anstieg der Sterinkurven
ein. Aus diesem Versuch
geht hervor, daf das Ver-
hiltnis des FErgosterins
zu  den Gesamtsterinen
sich in einer bestimmten
Weise veriindert, undzwar ;7555 557 59 0 7 & B %
nimmt der prozentuelle
Ergosterinanteil des Ge-
samtsteringemisches im Verlaufe der Lipoidanreicherung stetig
ab, in unserem Fall von 562 bis auf 309.

Die Hefereinzucht, die fiir den folgenden Versuch (s. Tab. 8)
bestimmt war, wurde einer mehrmaligen kriftigen Angiirung
unterworfen, wobei ihr Ergo-
sterinwert auf 0829 herabge-
driickt werden konunte. Dies ent-
spricht etwa der Hilfte des Er-
gosteringehaltes, der bei obiger
Versuchsreihe (Tab. 7) als An-
fangswert der unvorbehandelten
Hefe gefunden wurde. Aus dem

Diagramm (Fig. 2) geht hervor,
7 57 ¢+ 57§ 7w 4abkeine Richtungséinderung der
Tage —= Sterinkurven eintritt, somit bei
Fig.2. I: %, Gesamtsterine; I[: %, Ergosterin Verwendung von Hefen mit hoher
enzymatischer Aktivitit der Anreicherungsvorgang einen normalen
Verlauf nimmt. Nach elf Tagen wird ein Ergosterinwert von 49
(auf Trockenhefe bezogen) erreicht.

Nt ot Wy oy Ny o @

9% Sterine ——sa

T I R AU S

Fig. 1. I: 9%, Gesamtsterine; II: %/, Ergosterin

9% Sterine ——=

o1
2

L
5

<>

** Wie ans den Angaben auf S. 265 hervorgeht, ist beim lingeren Lagern
der Hefe mit der Zunahme des Lipoid-(Gesamtsterin-)gehaltes eine Abnahme
der biologischen Aktivitat verbunden. .

Monatshefte fiir Chemie, Band 70 19
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Auch bei dieser Versuchsreihe lieB sich eine stetige Ab-
nahme des Ergosterinanteiles der Gesamtsterine feststellen, die
aber geringer war als bei der vorhergehenden Reihe.

Tabelle 8. ‘

Hefeunterlage ohne Nahrstoff, Bierhefe-Reinzucht. Alkoholbehandlung

‘ Gesamt— . .
Ein- Hefemenge ! sterine Ergosterin Ergosterin
wirkungs- bez. auf Sterin~ bez. auf bez. aut bez. auf

| dauer in Trocken- Digitonide Hefetrocken- Gesamt- Hefetrocken-
Tagen substanz mg substanz sterine substanz
my %, % %

0 1720 45’9 067 479 032

1 550 49°0 221 462 102

3 278 566 508 43°0 2’19

7 148 49°8 842 428 3'60

1 826 3311 10700 40°0 4°00

Bei Anreicherungsversuchen mit einer technischen Sprit-
hefe wurden die in der Tab. 9 wiedergegebenen Werte erhalten.

Tabelle 9.
Hefeunterlage ohne Nihrstoff. Sprithefe. Alkoholbehandlung.

Gesamt- . .
Ein- Hefemenge sterine _Ergosterin Ergosterin .
wirkungs-,  Dez. auf Sterin- ‘bez. auf bez. auf bez. auf
dauer in Trocken- Digitonide | Hefetrocken- Gesamt- Hefetrocken-
"| Tagen | = Substanz myg : substanz sterine substanz
. N . mg . % ] %q- %
0 1480 374 063 50°5 032
1 364 1571 105 406 0°43
3 253 14'6° 1'44 36’4 052
7 161 . O 182 35'6 0'65

Beeinflussung der Ergosterinanreicherung
dureh ) Stabilisierung der Wasserstoffionen-Konzentration,
b) Zusatz von Monojodessigsiure.
a) Zur Orientierung iiber den EinfluB der H-Konzentration
‘auf die Krgosterinanreicherung wurden einige Versuche mit
Bierhefereinzuchten vorgenommen, die auf Agarbdden mit
Phosphatpuffer-Zustitzen vom pm 68—T70 wihrend 7 Tagen in
der gewohnten Weise mit einem Alkohol-Luft-Gemisch behandelt
wurden. Wie aus den Werten .der Tab. 10 hervorgeht, ergab
sich beim Konstanthalten der H"-Konzentration die ohne Pufferung
regelmaﬁlg nach kurzer Bekandlungsdauer auf den pr=4 ab-
‘sank 12, ein hdherer Ergostermantell an den Gesamtstermen Die

* Vgl. 8. Mitteilung, Hoppe-Seylers :Z. physiol. Ch. 225 (1934) 265.
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Gesamtsterinwerte zeigten gegeniiber dem Kontrollversuch ent-
weder keine Verfinderung (Nr. 2) oder sogar eine Erniedrigung
(Nr. 3 und 4). -

b 1\([01{10(]odessv:vsam"e13 bewirkte mnicht nur eine starke
Hemmung der biologischen Synthese der Gesamtsterine, sonder;n
verminderte auch den KErgosterinanteil an den Gesamtsterinen
erheblich (vgl. Tab. 10, Nr. b)

Aus der Gegeniiberstellung der Versuche 4 und 5 erglbt
sich, daB die hemmende Wirkung der Jodessigsiure erst im
deutlich sauren Gebiet zur vollen Geltung kommt. Bei Versuchs-
ansatz Nr. 3 wurde einem phosphatgepufferten Agarboden
Glycerophosphorsiure zugesetzt. Hs zeigte sich bei einer Ver-
minderung der Gesamtsterine eine Erhiihung des Ergosterin-
anteiles in der gleichen Groﬁenordnung wie bei den Versuchen
Nr. 2 und 4.

Tabelle 10.
Emﬂuﬁ von pH und Monojodessigsaure auf die Ergostermanrelcherung Bierhefe-
reinzucht. Alkoholbehandlung. Versuchsdauer 7 Tage.

Gesamt- S
Hefemenge . sterine | Ergosterin Elt')gec;s.tix;;{l
- -Art der bez. auf Sterin- bez. auf bez. auf Hefe-
Nr. . Bodenzusitze Trocken- | Digitonide | Hefe- Gesamt- | {rocken-
substanz mg trocken- sterine | gyhstanz
mg substanz DA o
0/0 (]
1 keine 1389 324 5'83 347 201
Phosphatpuffer 1387 32 590 47’3 279
3 | Phosphatpuffer, | 133 24’7 463 46°0 213
Glycerophos-
phorsiure -
4 | Phosphatpuffer, | 2639 106 401 443 178 |
Jodessigsiure .
5 Jodessigstiare 1352 73 1'35 21°8 029

Auf je 50cm® Agarunterlage kamen pro Schale zur Ver-
wendung:

Phosphatpuffer: bem3KH,PO,, bem*K,HPO..
Glycerophosphorsiiure: lem3 (50%ige Lisung) neutralisiert
durch 1'4em® 3'8n Natronlauge.
Monojodessigsiure: 001 g.
8 Luxpscasrp, Uber die Einwirkung der Monojodessigsiure auf den
Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel. Biochem. Z. 220 (1930) 8.
19%
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Zusammenfassung,.

1. Es wurde der Ergosteringehalt einiger Hefearten mit
Hilfe der Ultraviolett-Absorptions-Analyse bestimmt.

2. Bei lingerem Ruhezustand der unter Wiirze gelagerten
Hefe wurden FErgosterin- und Gesamtsterinwerte gefunden, die
gegeniiber dem Ursprungswert auf das Doppelte bis Dreifache
erhtht waren.

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

4. Bei Anwendung n#hrstoffhaltiger Hefeunterlagen wurden
mittels Maltose die hochsten Ergosterinwerte erhalten.

5. Die relative Sterinanreicherung von Sprithefen ist unter
den von uns gewihlten Bedingungen bedeutend geringer als bei
untergérigen Brauereihefen.

6. Im zeitlichen Verlaufe der Lipoidanreicherung erfolgt
eine stetige Zunahme des Ergosteringehaltes. Die Steigerung des
Ergosterinanteiles bleibt jedoch gegeniiber derjenigen der iibrigen
Sterine zuriick, und zwar betrigt der Ergosterinanteil unvor-
behandelter Hefen etwa H0—60%, wihrend er bei stark an-
gereicherten Proben bis auf etwa 309 absinken kann.

7. Monojodessigsdure hemmt die biologische Synthese der
Gresamtsterine und damit auch die des Ergosterins.

Fiir die tatkriiftige Forderung unserer Arbeiten durch
Gewdhrung einer Subvention aus den Ertréignissen der TREITL-
Stiftung an den einen von uns (W.H.) sprechen wir der Akademie
der Wissenschaften (mathematisch-naturwissensehaftliche Klasse)
in Wien unseren ergebensten Dank aus.



