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Uber die Anreicherung von S-h-Fructosidase (Invertase) in untergéariger Bierhefe.

Von Privatdozent Dr. RunoLrF WEIDENHAGEN, Berlin.

tEingeg. 28. Juni 1934.)

Vorgetragen in der Fachgruppe fiir organische Chemie auf der 47. Hauptversammlung des V.d.Ch. in Kéln, am 25. Mai 1934,

Trotz der groflen Fortschritte in den letzten Jahren
auf dem Gebiete der Spezifitatsforschung der Carbo-
hydrasen ist man der Frage nach dem Wirkungsmecha-
nismus, der Enzyme und Substrate beherrschi, kaum
niher gekommen. Vielleicht wird diese Frage tiberhaupt
erst einer Beantwortung zuginglich sein, wenn es ge-
lungen ist, die chemische Kennzeichnung eines kohlen-
hydratspaltenden Enzyms durchzufiiliren. Es scheint so-
mit, daP die Spezifitatsforschung bei den Carbohydrasen
zu einem gewissen Abschluff gekommen ist, und dafl
nunmehr wieder das Problem der préparativen Isolie-
rung der aktiven Substanz in den Vordergrund geriickt
ist. Hier besitzt nach wie vor die rohrzuckerspaltende
p-h-Fructosidase?) der untergiirigen Bierhefe die meisten
Aussichten, da sie durch eine auflerordentliche Bestdndig-
keit ausgezeichnet ist und sich in idealer Weise von der
lebenden Substanz trennen 14t. Eine erhebliche Er-
leichterung liegt ferner in der einfachen analytischen
Wirksamkeitsbestimmung des Enzyms ‘durch Messung
des Spaltungsgrades beim Rohrzucker auf polarimetri-
schem Wege.

Eine dem heutigen Stande unserer Kenntnisse ent-
sprechende Neubearbeitung der préparativen Chemie der
Fructosidase mufl zum Grundsatz haben, dafl aufler-
ordentlich grofle Hefemengen zum Umsatz gebracht wer-
den miissen. Gleichzeitig kann auf die seit langem be-
kannte Neuproduktion des Enzyms in der lebenden Hefe-
zelle unter dem Einflu8 gewisser stimulierender Bedin-
gungen nicht verzichtet werden. Sie bildet sogar eine
notwendige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Dar-
stellung von Ausgangsmaterial, da allein durch diesen
Prozef von der Hefe selbst ein etwa zehnfach giinstigeres
Verhéltnis von Fructosidase zu Trockensubstanz her-
gestellt wird. Die bisher geiibten Verfahren haben sich
jedoch fiir die Verarbeitung grofier Hefemengen als nicht
recht gangbar erwiesen. Gegeniiber den urspriinglichen
Verfahren von FEuler?) bzw. Meisenhcimer?) und Mit-
arbeitern durch Gérung bei hoher Zuckerkonzentration
bedeutet zwar die Invertinanreicherung in der Hefe
durch Géarung bei minimaler Zuckerkonzentration in den
Hinden vou Willstitter, Lowry und Schneider®) einen er-
heblichen Fortschritt. Wihrend man frither mehrere
Tage die stimulierende Behandlung ausfiihren mufite, ge-
niigte bei der neuen Methode eine nur 24stiindige Stimu-
lationsgiirung. Aber auch hier war eine mehrfache Ab-
trennung der Néhrlésung von der Hefe fiir den Erfolg
des Verfahrens notwendig. Diese macht sich bei der Ver-
arbeitung grofler Hefeinengen aulerordentlich unange-
nehm bemerkbar, zumal die Prefifihigkeit der Hefe bei
der langdauernden Behandlung allméhlich leidet.
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Hier setzen unsere Untersuchungen ein, die zu einer
neuen Methode der Stimulationsgédrung gefithrt
haben, die den gleichen Effekt in einem Arbeitsgang er-
reichen ldft. Dariiber hinaus hat unser Verfahren aber
Bedeutung fiir die Frage nach den physiologischen Be-
dingungen der Enzymneubildung iiberhaupt. Dieses
Problem ist gerade im Zusammenhang mit der Anreiche-
rung der Invertase von H. v. Euler’) und Mitarbeitern
eingehend studiert worden, so daf§ die in diesen Arbeiten
mitgeteilten Beobachtungen als Grundlage fiir unsere
Uberlegungen dienen konnten.

Aus einem umfangreichen Versuchsmaterial wurde
von Euler und Cramérs) der SchluBl gezogen, daf die In-
vertasebildung an diejenigen Bedingungen gekniipft ist,
unter welchen eine Neubildung des Protoplasmas eintritt.
Die Analogie zu den Verhiltnissen der Protoplasma-
neubildung wurde allerdings empfindlich gest6ért durch
die Feststellung, dafl die Hefe auf eine verstirkte Zufuhr
von Sauerstoff durch Liiftung nicht nur nicht mit einer
Enzymsteigerung, sondern sogar mit einer geringen Ab-
nahme reagierte. Dieser Befund fiihrte zusammen mit
der Tatsache, dafl auch keine Parallelitat zwischen In-
vertase- und Zymasebeeinflussung festgestellt werden
konnte, zur Aufgabe des Standpunktes, dafl es sich bei
der mehr spezifischen Stimulation der Fructosidase um
eine generelle Steigerung der vitalen Krafte der
Zelle handele.

Wir gingen bei unseren Versuchen’) von dem Ge-
danken aus, dafl eine Beziehung der Enzymanreicherung
zum Wachstum nur bestehen konne, wenn eine Steige-
rung des Enzymgehaltes unter solchen Bedingungen mog-
lich ist, unter welchen die Hefezellen tatsiachlich zur Ver-
mehrung schreiten. Diese Bedingungen waren beispiels-
weise in dem sog. Lufthefeverfahren gegeben, voraus-
gesetzt, dafl die Kohlenstoffquelle so weit herabgesetzt
wurde, daf} es nicht zu einer nennenswerten Vermehrung
selbst kommen konnte. Diese Bedingungen wiederum
waren in der Garung bei minimaler Zuckerkonzentration
gegeben. Die Kombinationderstarken Liif-
tung und der Géarung bei minimaler
Zuckerkonzentration hat sich nun als aufler-
ordentlich erfolgreich erwiesen und zu einer so weit-
gehenden Verkiirzung des ganzen Stimulationsvorganges
gefiihrt, da bei Beobachtung aller Umstinde in 8 bis
10 h und einem Arbeitsgang eine 10- bis 15fache Au-
reicherung der g-h-Fructosidase erzielt wird. Wir halten
dabei diejenigen Bedingungen fest, unter welchen die
YHefe beim Lufthefeverfahren gerade zur Vermehrung
schreitet. [Eine geringe Verstirkung der Kohlenstofi-
quelle fiihrt bereits zu Hefezuwachs, bis schliefilich bei
groBer Zuckergabe die Bedingungen des Lufthefever-
fahrens selbst erreicht sind, bei denen nur noch Hefe-
zuwachs und keine Enzymanreicherung pro Trockensub-
stanz mehr stattfindet. Durch diese Feststellungen wurde
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gleichzeitig ein Einblick in den physiologischen Zustand
der Hefe im Augenblick ihrer Vermehrung beim
Liiftungsverfahren gewonuen. Die giinstige Wirkung der
Liftung fir die Invertaseanreicherung ist um so iiber-
raschender, als Buler und Cramér (1. ¢.) bei gleichartig
gerichteten Versuchen einen vollen Milerfolg hatten; an-
scheinend hat sich die angewendete Luftmenge noch
unterhalb der giinstigen Grenze befunden.

Fiir unsere Versuche diente untergirige Bierhefe der
Hochschulbrauerei Berlin. Allerdings war das Material
nicht immer so gleichmiBig, wie es fiir die Durchfiihrung
der ganzen Arbeit wiinschenswert gewesen wire. Es
wurde niamlich festgestellt, da8 der Stimulationsgrad
sehr stark von dem urspriinglichen Gehalt der Hefe an
B-h-Fructosidase abhéngt. Enzymarme Hefen lassen sich
sehr gut stimulieren, enzymreiche weniger gut, ohne daf
aber ein iibereinstimmender Endwert erreicht wiirde. In
den einzelnen Versuchsreihen wurde daher angestrebt,
ein Versuchsmaterial von anndhernd gleichem Enzym-
gehalt zu verwenden. Infolge der Versuchsdauer iiber
mehrere Tage lieB sich dieses Prinzip selbst innerhalb
einer Versuchsreihe nicht immer vollstindig durchffihren.
Auf alle Fille wurden dann aber immer mdglichst gleich-
artige Hefen herangezogen. Die Resultate der einzelnen
Versuchsreihen sind also auch nur mit diesen Einschrin-
kungen untereinander vergleichbar, und die erreichten
Stimulationsfaktoren liegen daher nicht immer in gleicher
Hohe. Bei der Feststellung der optimalen Bedingungen
konnte nur immer ein Faktor beriicksichtigt werden, da-
bei muBten im Anfang die anderen hdufig nach Vorver-
suchen geschiitzt werden. Trotzdem haben sich die rela-
tiven Verhiltnisse sehr gut iibersehen lassen, und bei ge-
eigneter Abstimmung aller Faktoren ist es nunmehr ohne
weiteres méglich, fiir jede Hefe eine 10- bis
15fache Stimulation ihres Fructosidase-
gehaltesineinem Arbeitsgangin8bis10h
ohne jede Abtrennung der Nidhrl6ésung
herauszuarbeiten. Wenn in den folgenden Ta-
bellen die hochsten Stimulationswerte nicht immer er-
reicht sind, so liegt es daran, daB zur Aufarbeitung der
Versuche in einer Arbeitsschicht die Stimulations-
girung noch unterhalb der optimalen Zeit (also unterhalb
8 bis 10 h) abgebrochen werden mufite.

Wie aus den folgenden Tabellen®) hervorgeht, hat
sich fiir die einzelnen Faktoren der Stimulationsgirung:
Luftinenge, Temperatur, Aciditit, Zuckermenge,ein aus -
gesprochenes Optimum ergeben.

A. EinfluB der Luftmenge auf die Stimulation.

C. Einfluf der Wasserstoffionenkonzentration auf die Stimulation.

Nr. des Versuchs | 48 | 49 | 50 ’ 51 | 52 ‘ 53
pH. . . . .. ... 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 80
Fr-W vor Stimulation| 046 050| 050| 0,50 0,46, 0,43
Fr-W nach Stimulation| 2,16| 3,90} 342] 354| 304 211
Stimulationsfaktor . .| 4,7 7.8 6,8 7.1 6,6 4,9
Hefezuwachs in 9/, .| 15,1 5,3 8,1 44 142 | 131

D. Abhingigkeit der Stimulation von der Zuckermenge

(Saccharose),

Nr. des Versuchs 7 \ 75 \ 76 77
Zuckermenge (Saccharose)g| 60 120 180 240
Fr-W vor Stimulation . . 0,43 0,39 0,47 0,43
Fr-W nach Stimulation 2,45 4,12 3,05 2,21
Stimulationsfaktor . . . . 5,7 10,6 6,7 5,1
Hefezuwachs in 0/, 7.1 7,9 9.9 24,0

Nr. des Versuchs 44 45 46 47
Luftmengen in 1 pro h . | 200 400 800 900
Fr-W vor Stimulation 0,50 0,48 0,48 0,48
Fr-W nach Stimulation 2,49 2,45 3,44 3,49
Stimulationsfaktor . . . 4,90 5,1 a7 7,27
Hefezuwachs in 9, . . .| —24 6,4 —0,9 —1,6

B. Abhingigkeit der Stimulation von der Temperatur.

Nr. des Versuchs 40 41 42 43
Temperatur . .0C 40 30 20 10
Fr-W vor Stimulation 0,46 0,46 0,46 0,46
Fr-W nach Stimulation . 0,99 3,30 1,15 0,89
Stimulationsfaktor 2,15 7,17 2,50 1,93
Hefezuwachs in 9/, . . . 6,6 10,7 214 6,5

8) Wihrend des Vortrages waren die Zahlen der Tabellen

als Kurven dargestellt.

Dagegen hat sich die Stickstoffgabe als ver-
hiltnismaBig bedeutungslos erwiesen. Auch ohne Zu-
gabe von Stickstoff wurde bereits eine 5,5fache Stimu-
lation erreicht. Es scheint also, als ob fiir die erste Neu-
bildung der Fructosidase, falls dazu iiberhaupt Stickstoff
benétigt wird, dieser von der Hefe aus ihrem eigenen
Vorrat gedeckt wird. Interessante Resultate haben sich
bei der Priifung verschiedener Kohlenstoff-
quellen ergeben. Eine spezifische Wirkung hat sich
in Ubereinstimmung mit #lteren Versuchen nur bei Ver-
wendung von Zuckern gezeigt, wobei Saccharose und
Fructose die hochsten Werte geliefert haben. Allerdings
haben sich auch nichtzuckerartige Kohlenstoffquellen in
manchen Fillen, wenn auch in sehr geringem Umfang, als
Energielieferanten bei der Liiftungsstimulation wirksam
erwiesen. Wenn man aber die Veridnderungen der Hefe-
trockensubstanz heranzieht, so zeigt sich bei der Verwen-
dung von Zuckern als Kohlenstoffquelle immer ein Gleich-
bleiben oder eine geringe Vermehrung bei der Ernte,
wihrend bei den nichtgirenden Kohlenstoffverbindungen
immer eine Verminderung der Trockensubstanz zu beob-
achten war. Es ist also wohl anzunehmen, daf} in diesen
Fillen unter dem Einflufl der Liiftung und der damit ein-
hergehenden Erh6hung des Stoffwechsels ein Abbau von
Leibessubstanz erfolgt, so dall die Energie fiir die
Fruectosidaseneubildung auch aus diesen Prozessen her-
rithren kann.

Zur Priifung der Frage, welche physiologische Rolle
die Luftwirkung bei der Enzymbilduug spielt, war
die Verwendung anderer Gase an Stelle von Luft geboten.
Es wurden Stickstoff und reiner Sauerstoff gepriift. Mit
Stickstoff liefl sich ein kaum nennenswert hoherer Wert
erzielen, als er etwa durch mechanisches Riihren der
Losung erreicht wird. Gleichzeitig trat aber wieder ein
erheblicher Verbrauch von Zellsubstanz auf. Umgekehrt
fithrte die Verwendung von Sauerstoff zu einer erheb-
fichen Zellvermehrung, so dafl auch hier notwendiger-
weise der erzielbare Stimulationsgrad wesentlich unter
dem mit Luft liegt. Die spezifische Wirkung der Liiftung
diirfte damit erwiesen sein. Diese besteht auch etwa
keinesfalls darin, dafl die bei der Girung entstehenden
Stoffwechselprodukte schneller fortgefiihrt werden, wie
es z. B. im D.R. P. 585 992 durch Vakuumgirung erreicht
wird, wenn auch diese Wirkung selbstverstdndlich mit-
spricht.

Fiir Mithilfe an der vorliegenden Arbeit bin ich Herrn
L. Schriever zu Dank verpflichtet. [A.84.]



