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Die Umsetzung von L-Apfelséiure durch Saccharomyces cerevisiae bei der Girung

Im Vergleich zum Stoffwechsel der Kohlenhydrate ist
der anaerobe Abbau von Karbonsduren durch Hefen noch
wenig untersucht. Bei der Weinbereitung sind Verinde-
rungen der Karbonsiuren durch Hefe von Interesse. Die
wichtigste Sdure im Traubenmost ist L-Apfelsiure, von
der lange bekannt ist, dass sich ihr Gehalt wihrend der
Garung vermindert, wie unter anderem RIBEREAU-
Gavon und PeynNaup! und RANKINE? anfithren. Im
Gegensatz zu Schizosacchavomyces-Arten, die L-Apfelsdure
quantitativ abbauen?®, wird von Saccharomyces selten
mehr als 409, der vorhandenen Apfelsiure metabolisiert.
Bei Schizosacchavomyces kommt eine decarboxylierende
Malatdehydrogenase vor4, die Apfelsiure zu Brenztrau-
bensdure und CO, oxydiert. Dieses Enzym ist bisher in
Saccharomyces nicht nachgewiesen worden®:6.

Eingehende Untersuchungen an iiber 200 Wildstidm-
men von Sacchavomyces cevevisiae und verwandten Arten
ergaben, dass alle Stimme Apfelsiure unter anaeroben
Bedingungen umsetzen konnen. Die abgebaute Siure-
menge ist unabhingig von der Vorkultur der Hefe und
variiert sehr bei verschiedenen Stimmen. Aus Apfelsiure,
die wihrend und nach der Gdrung abgebaut wird, ent-
stehen Athanol und Kohlendioxyd. Dies kounte in Bilanz-
versuchen nachgewiesen werden; es gelang, Apfelsiure
mit ruhenden Hefezellen in zuckerfreier Pufferlésung
umzusetzen. Unter diesen Bedingungen wird die Analyse
der Metaboliten des Apfelsiureabbaus nicht durch die
Produkte der alkoholischen Garung erschwert. Die Bilanz
konnte ausserdem durch Verwendung von U-%C-mar-
kierter Apfelsiure bestitigt werden. Bei einem Abbau
von etwa 309, der Apfelsdure wurde im Verhiltnis von
1:1 die Aktivitat im Kohlendioxyd, das in Alkali absor-
biert worden war, und im Destillat gefunden. Ein signi-
fikanter Einbau des Kohlenstoffs der Apfelsiure in die
Hefezellmasse erfolgte nicht. Die Fahigkeit der Saccharo-
myces-Zellen zur Bildung von CO, aus Apfelsiure ist
unabhidngig von deren Wachstum bei Gegenwart von
Apfelsidure. Das Enzymsystem ist somit nicht induzierbar.
Voraussetzung fiir die Bildung von Athanol und CO, aus
Apfelsiure ist eine Wasserstoffionen-Konzentration des
Mediums von pH 3. Im Bereich von pH 5 erfolgt nur ein
sehr geringer Sidureumsatz. Mit der empfindlichen Iso-
topenmethode kénnen dann in geringer Menge verschie-
dene markierte Produkte gefunden werden?. Da bei
Saccharomyces die dekarboxylierende Malatdehydrogenase
bisher nicht gefunden wurde, wird Apfelsiure wahr-
scheinlich trotz der ungiinstigen Lage des Reaktions-
gleichgewichts zundchst von Malatdehydrogenase zu

Oxalessigsdure oxydiert, die dann méglicherweise spontan
in Brenztraubensiure {ibergeht. Die von DUNTZE et al®
beobachtete Inaktivierung von Malatdehydrogenase
durch Glukose hat offensichtlich keinen Einfluss auf die
Umsetzung von Apfelsiure, die bereits wihrend der
Garung bei Gegenwart von Zucker erfolgen kann. Ein
Zusammenhang zwischen der Aktivitidt der NAD-abhin-
gigen Malatdehydrogenase von Hefezellen und deren
Fahigkeit zum Apfelsiureabbau konnte nicht gefunden
werden.

Mit zellfreien Extrakten konnte bei Gegenwart von
NAD und Mangan Apfelsiure zu Athanol und Kohlen-
dioxyd umgesetzt werden; die Endprodukte des Abbaus
standen — wie bei den Versuchen mit intakten Zellen — im
molaren Verhéltnis von 1:2. Das Optimum fiir diese
Reaktion liegt bei pH 7,0 also bei einem wesentlich héheren
pH-Wert als fiir intakte Zellen. Leider ist die Aktivitit
der zellfreien Extrakte zur CO,-Bildung aus Apfelsiure
gering und ausserdem wenig stabil, so dass eine wesent-
liche Reinigung des Enzymsystems nicht moglich war.

Summary. Yeasts of the genus Saccharomyces are able
to decompose L-malic acid partially, during and after
fermentation, whereby ethanol and carbon dioxide are
the end products. The decarboxylation of malic acid by
yeast can be achieved with resting cells and cell free
extracts.
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Effect of Fatty Acids on the Contraction of Guinea-Pig Ileum in vitro

Prostaglandins are fatty acids known to stimulate
contractions of intestinal smooth muscle. For this reason,
investigations have been made to establish whether other
fatty acids have the same effect, particularly because of
the fact that prostaglandins are biosynthesized from
essential fatty acids?:2.

Matevials and methods. The fatty acids were stored as
19, solutions in 1,2-propanediol. These solutions were
diluted with saline (0.99% NaCl) before use. Guinea-pig
ileumn sections of about 4 cm were tested in a Magnus
apparatus at 37 °C. Contractions were recorded by means

of a kymograph on smoked paper (recordings enlarged
X 7). The organ bath contained 10 ml Tyrode solution and
was aerated with carbogen (95% O, + 5% CO,). No
atropine was added. The mean dose of the fatty acids
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which produced about 5%, contraction (relative to a
maximum contraction by histamine) was taken as the
minimum effective dose (ug/ml Tyrode solution).

Results and discussion. The fatty acids investigated and
the results obtained are given in the Table. For all active
fatty acids, steady contraction levels were observed within
the duration of the test (5 min). It appeared that these
fatty acids all have two or more double bonds although
not all poly-unsaturated fatty acids were active. No cor-
relation between activity and number of double bonds
could therefore be established.

Time{units of &min) —=

Recordings of contractions of an ileum section on addition of 4
eicosatrienoic acids (w5, w6, w7, w9) in a concentration of 100 ug
fatty acid/ml Tyrode solution. Dotted lines indicate washings.

Estimated minimal doses of various fatty acids effecting contraction
of isolated guinea-pig ileum

Fatty acids Formula Minimum
(double bonds, terminally effective
numbered) dose

(ng/m1)

Caproic C6 -

Lauric C12 -

Palmitic Cl16 -

Stearic C18 -

Palmitoleic C16:7/9 (mixture) -

Vaccenic C18:7 (cis) -

Oleic C18:9 (cis) -

Elaidic C 18:9 (trans) -

Petroselinic C18:12 (cis) -

Erucic C22:9 (cis) -

Linoleic C18:6,9 50

Linolenic C18:3,6,9 50

y-Linolenic C18:6,9,12 50

Eicosatrienoic C20:5,8,11 (C20: 3w5) -

Dihomo-y-linolenic C20:6,9,12 (C20: 3 wb) 5

Eicosatrienoic C20:7,10,13 (C20: 3w7) 50

Eicosatrienoic C20:9,12,15 (C20: 3w9) a

Arachidonjc C20:6,9,12,15 (C 20: 4 w6) 0.05

Eicosapentaenoic C20:3,6,9,12,15 50

Prostaglandin E, 0.0005

Histamine 0.0005

= Possibly some very slight activity. —, No activity at a dose of

100 pg/ml.
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Only those fatty acids which can be converted directly
or indirectly into prostaglandins, appeared to possess a
certain activity. The most active fatty acids, dihomo-y-
linolenic acid and arachidonic acid, are known to be the
direct precursors of prostaglandin E, and E, respec-
tively !-2; eicosapentaenoic acid (C 20 t3, 6, 9, 12, 15) was
shown?® to be converted into prostaglandin E,. Linoleic
acid can be converted into arachidonic acid via y-linolenic
acid and dihomo-y-linolenic acid4-®. The activity of
linoleic acid and y-linolenic acid with regard to the iso-
lated ileum might therefore depend upon their conversion
into dihomo-y-linolenic acid or arachidonic acid, which
themselves could be converted into prostaglandins,
actually causing the contraction of the ileum. The slight
activity of linolenic acid might be explained by its con-
version into eicosapentaenoic acid %

The activities of the individual fatty acids were com-
pared on one ileum section (see Figure). The w6 and w7
fatty acids are known to be converted into prostaglandins,
whereas the w5 and 9 fatty acids are not10.

The high activity of arachidonic acid -2 (not shown in
the Figure) might be caused by the presence of PGE,
formed by autoxidation in vitro. The existence of such a
non-enzymatic conversion has been found by NUGTEREN
et al.2®. In this respect, however, the activity of eicosa-
pentenoic acid is remarkably low.

Summarizing, the results obtained do not support the
opinion that the stimulating effect of fatty acids on ileum
contraction in vitro depends upon their contamination
with unspecific autoxidation products®4. This opinion is
not in agreement with the required specific position of the
double bonds. Tt seems likely that the activity of the fatty
acids depends upon their conversion into prostaglandins.
This conversion may be enzymatic — at least in part — as
for instance with linoleic and y-linolenic acid and/or be
caused by autoxidation in vitro.

Zusammenfassung. Untersuchung der Wirkung von
essentiellen Fettsduren auf die Kontraktion des isolierten
Meerschwein-Ileums ergab, dass besonders die direkten
Vorlaufer von Prostaglandin E; und E,, nimlich Dihomo-
y-Linolensdure und Arachidonsiure, aktiv sind.
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