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289. H. Kraut ,  F. Eichhorn und H. Rubenbauer: tfber eine 
Darstellung des Hefegummis durch enzymatischen Abbau und iiber 

den Nachweis eines hefegummi-spaltenden Enzyms der Hefe. 
[Bus d Chem. Laborat. d .  Bayer. Akademie d.Wissenschaften in Miinchen ] 

(Eingegangen am 28 Mai 1927) 

Die Darstellung des Hefegummis nach E. Salkowski ,  die das Ausgangs- 
material der voranstehenden Untersuchung iiber die Reinigung des Hefe- 
gummis durch Adsorption lieferte, verwendet zur Zerstorung der Zellstruktur 
die Erwarmung mit yproz. Natronlauge. Gegen diese Behandlung ist eine 
Reihe von Polysacchariden empfindlich, und es erschien zweifelhaft, ob der 
von uns gereinigte Hefegummi nicht schon durch diesen ersten Schritt seiner 
Darstellung denaturiert worden war. Es gibt nun ein vie1 schonenderes 
Verfahren, den Hefegummi aus der Zelle in Freiheit zu setzen, namlich den 
enzymat i schen  Abbau de r  Hefe ,  wie ihn R. W i l l s t a t t e r  und F. Rackel)  
in der 11. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins beschreiben. Wir haben 
daher nach diesem Verfahren Hefegummi bereitet, durch Adsorption ge- 
reinigt und die Identitat mit dem Salkowskischen, nach dern Verfahren 
der vorangehenden Abhandlung gereinigten festgestellt. 

Uberlal3t man Hefe nach schonender Abtotung durch Toluol sich selbst, 
so geht durch das regellose Spiel der Enzyme mit dem Hefegummi allmahlich 
die Mehrzahl der Hefe-Inhaltsstoffe in Losung. Daher ist die totale Autolyse 
fur die Darstellung des Hefegummis ungeeignet. ZweckmaBiger ist es, durch 
Abtotung eines Teiles der Hefe-Enzyme mit Essigester von 37O die Autolyse 
hintanzuhalten und durch Zusatz anderer Enzyme cine fraktionierte Ent- 
leerung der Hefe vorzunehmen. Wi l l s t a t t e r  und Racke  haben dieses 
Verfahren eingeschlagen, um zu entscheiden, welcher Teilvorgang innerhalb 
der gesamten Autolyse die Freilegung des Invertins bewirkt. Sie fanden, 
daB man nach Abtotung mit Essigester von 370 die Hefe durch Peps in  
oder T ryps in  von fast der Halfte der Inhaltsstoffe befreien kann, ohne 
daB I n v e r t i n  dabei in Losung geht. Dann 1aBt sich durch Dias tase  das 
Invertin zusammen rnit dem Hefegummi in Freiheit setzen. Nach einer 
privaten Mitteilung des Hrn. Geh. Rat R. Wi l l s t a t t e r  kann man die Frei- 
legung von Invertin und Hefegummi statt durch Diastase auch durch die 
pflanzliche Protease P a p a i n  bewirken. 

Durch die Abtotung der Hefe rnit Essigester von 37O werden ca. 25% 
der Trockensubstanz in Losung ubergefuhrt, darunter nur geringe Spuren 
von Hefegummi. Die folgende Verdauung mit Pepsin (auf I kg frischer 
Hefe, enthaltend 250 g Trockenhefe, lieBen wir z. B. I g Pepsin Merck 
in lamellis 10 Tage bei 30° einwirken) entleerte weitere 40% des Trocken- 
gewichtes aus der Hefe, darunter gar keinen Hefegummi. Die Freilegung 
des Hefegummis gelingt sowohl mit Papain (mit oder ohne aktivierende 
Blausaure2)), als auch rnit Diastase. 

V e r d a u u n g  m i t  n i c h t  a k t i v i e r t e n i  P a p a i n .  500 g Hefe von 117 g Trocken- 
gewicht wurden mit Essigester von 37O behandelt, zentrifugiert, der Ruckstand rnit 
Pepsin verdaut, wonach noch 40 yo des Trockengewichts vorhanden waren. z 5 g Succus 

l) A. 427, 111 [I~zI]. 
2) siehe R . W i l l s t a t t e r  und W. G r a s s m a n n ,  Uber die Aktivierung des Papains 

durch Blausaure, Ztschr. physiol. Chem. 138, 184 [1gz4]. 
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Caricae Papayae entleerten daraus in 14 Tagen bei 30° 10.3 g = 9 yo der Trockenhefe. 
Davon waren 4 5 g = 44 yo Hefegummi. Der unverdauliche Ruckstand enthielt noch 
1.0 g Hefegummi. 

V e r d a u u n g  rnit a k t i v i e r t e m  P a p a i n :  I kg mit Pepsin entleerter Hefe wurde 
mit 2 g Succus und 20 ccm I-proz. B l a u s a u r e  bei 300 16 'rage verdaut. Es gingen 
19 g = 8 yo der Trockeiihefe in Losung Sie enthielten 5 5 g = 7.9 yo Hefegummi. Im 
unverdaulichen Ruckstand befanden sich 4.4 g Hefeguinmi. 

V e r d a u u n g  m i t  Dias tase :  Kauflichen diastatischen Malzextrakt befreiten 
wir durch 8-tagige Dialyse gegen flieI3endes Wasser von der grol3en Menge begleitender 
Xohlehydrate. Wir versetzten 500 g pepsin-verdaute Hefe mit den1 dialysierten Malz- 
cxtrakt, der 12.5 g Trockensubstanz enthielt. Durch die Verdauung vermehrte sich 
das Trockengewicht um 7.8 g = 6 yo der Trockenhefe, wovon 5 5 g = 70 yo Hefegummi 
waren. Der Ruckstand war frei von Hefegummi 

Es ist auffallend, daB vom aktivierten Papain weniger Hefegummi, 
j a sogar insgesamt weniger Trockensubstanz in Freiheit gesetzt wird, als 
von Papain ohne Blausaure. Dieses Ergebnis spricht fur eine Mitwirkung 
von iiberlebenden Hefe-Enzymen, da man die schlechtere Freilegung durch 
das weit starker (namlich a w h  Peptone) spaltende System Papain + Blau- 
saure wohl nur mit der Vergiftung von Hefe-Enzymen durch die Blausaure 
erklaren kann. Wahrend W i 11 s t a t  t e r und R a c k e wegen der geringen 
Bestandigkeit des Invertins 370 bei der Abtotung der Hefe rnit Essigester 
nicht iiberschreiten konnten, waren wir in der Lage, Verdauungsversuche 
nach vollstandiger Abtotung aller Hefe-Enzyme durch I-stdg. Kochen der 
Hefe rnit Essigester vorzunehmen. Sie zeigten das interessante Resultat, 
darj nun Peps in  uberhaupt nicht mehr verdaute. P a p a i n  setzte 40% 
der Trockensubstanz in Freiheit, immerhin viel weniger als bei noch vor- 
handenen Hefe-Enzymen von Pepsin und Papain zusammen herausgelost 
wird. D ias t a se  konnte aus der gesamten, rnit siedendem Essigester ge- 
toteten Hefe kaum so viel Trockensubstanz herausholen, als vorher aus der 
zu 314 entleerten. In  den gewonnenen Extrakten fand sich aber nur sehr 
wenig Hefegummi; noch relativ am meisten setzte Papain in Freiheit, namlich 
5 % des in der frischen Hefe bestimmten Gummis. Diese Versuche beweisen 
die Mitwirkung iiberlebender Hefe-Enzyme bei der Auflosung der bei 37O 
rnit Essigester abgetoteten Hefe. Der Vorgang der Freilegung von Invertin 
und von Hefegummi ist kompliziert und la& sich nicht allein als Proteolyse 
oder Amylolyse auffassen. 

Aus den durch den enzymatischen Abbau der Hefe gewonnenen Hefe- 
gumrni-Losungen gelang es ohne Anwendung von Saure oder Alkali, die bei 
der Fallung rnit F e  hlingscher LGsung unvermeidlich sind, alle Verunreini- 
gungen abzutrennen. Die niedrig molekularen Begleiter entfernten wir 
durch Alkohol- Fallung und Dialyse mittels Fischblasen, die wir durch eine 
mehrstiindige Elektrodialyse vervollstandigten. Dabei fie1 ein Teil der 
Eiweifistoffe aus und wurde abfiltriert. Losungen, die wir durch Verdauung 
rnit Papain gewonnen hatten, bestanden nun zu etwa 60% des Trocken- 
gewichtes, die rnit Diastase hergestellten zu etwa 50% aus Hefegummi. 
Erstere enviesen sich als geeigneter fur die Reinigung, die in der Adsorption 
der Verunreinigungen an Kaolin und Tonerde bestand. 

Nach 6-maliger Voradsorption rnit kleinen Kaolin-Mengen (auf 7 g 
Trockensubstanz 60 g, 50 g, 30 g, 20 g, 12 g und 8 g Kaolin in schlieBlich 
600 ccm) zeigte die Restlosung der Papain -Verdauung eine Tonerde-Ad- 
sorptionskurve (Nr. I der Figur) rnit plotzlichem, steilem Anstieg der Ad- 
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sorptionswerte bei der Konzentration von 1.4 g Hefegummi im Liter oder 
bei der Adsorption von 30% des angewandten Hefegummis. Aus den1 Ver- 

lauf dieser Kurve war zu entnehmen, daB eine 
Adsorption an Alumin'umhydroxyd eine starke 
Praktionierung des Gemisches bringen werde, 
die wir a-ma1 mit kleinen Adsorhensniengen 

A durchfiihrten (je 0.025 g A1,0, auf 0.5 g 
Trockensubstanz). In  der Tat erwies sich die 
aus der neuen Restliisung aufgenommene Ad- 
sorptionskurve an Tonerde als die normale 
Isotherme (Nr. z der Figur'. (Ausbeute aus 
8 g in der verdauten Liisung enthaltenem 3 g 
reiner Hefegummi = 37.5 %.) 

- 

Figur: A d s o r p t i o n s k u r v e n  v o n  H e f e g u m m i  - Y r a p a r a t e n  a u s  p a p a i n -  
v e r d a u t e r  H e f e  a n  A l u m i n i u m h y d r o x y d .  I .  Nach Voradsorption mit Kaolin. 

2. Nach Voradsorption mit Tonerde 

angewandte Mengen 
s Hfs.  s A1203 

K u r v e  I . . . . . . . . . . . . .  0.100 0.078 
0.100 0.026 

0.077 0.052 
0.077 0.026 
0,077 0.013 

Kurve  z . . . . . . . . . . . . .  0.077 0.104 

VOl. 
ccm 
50 
50 
50 
50 
50 
50 

adsorb. 
g Hfg. A.-W. C 

0.029 0.37 1.42 

0.019 0.75 1.61 

0.045 0.43 0.64 
0.028 0.54 0.98 
0.015 0.60 1.23 
0.008 0.61 1.38 

Beim Vergleich dieser Kurve mit der Adsorptions-Isotherme des ge- 
reinigten Salkowskischen Hefegummis (Kurve Nr. 2 der Fig. I der voran- 
stehenden Abhandlung) fallen die weit hiiheren Adsorptionswerte der letzteren 
auf. Man konnte daraus folgern, daB der durch enzymatischen Abbau dar- 
gestellte Hefegummi von dem S a1 k o w s k i schen verschieden sei. Indessen 
unterscheiden sich die beiden Kurven nur durch einen konstanten Faktor ; 
durch Multiplikation mit 2.8 fallen die niedrigeren Adsorptionswerte alle 
genau in den Verlauf der anderen Kurve. Nach W. Mecklenburg3) sind 
derartige affine Adsorptionskurven ein Zeichen dafiir, daB die beteiligten 
Stoffe sich bei chemischer Identitat durch ihren Dispersitatsgrad unter- 
scheiden. Beide Kurven sind mit demselben Praparat des Ortho-aluminium- 
hydroxyds aufgenoinmen worden, allerdings mit einem Abstand von 8 Mo- 
naten. Man kann annehmen, da13 in dieser Zeit die Tonerde durch Teilchen- 
Wachstum an Adsorptions -Tiichtigkeit verloren hat ; wahrscheinlicher ist, 
daB der Hefegummi durch die beiden Methoden zwar als dasselbe chemische 
Individuum, aber von verschiedenem Dispersitatsgrad gewonnen wird. Die 
Identitat der nach beiden Verfahren gewonnenen reinen Praparate beweist 
auBerdem die Gleichheit der Drehungswinkel, die iibereinstimmend zu 88.8O 
gefunden wurden. 

Die Darstellung des Hefegummis durch enzyinatischen Abbau der Hefe 
ergab noch ein iiberraschendes Resultat. Die Ausbeuten an Hefegummi 
in den Losungen und die im Unverdaulichen verbliebenen Mengen betragen 
namlich zusammen vie1 weniger, als man nach S a l k o w s k i s  Methode aus 
derselben Hefe isolieren kann. Es mu13 angenommen werden, daB i n  de r  

3, Ztschr. physikal. Cheni. 83, 609 [1913]. 
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H e  f e ei n bisher unbekanntes h e  f eg urn mi-sp a1 t en  des  E n z  y m v o  r h ande  n 
ist, das nach Abtotung der Hefe mit Essigester von 370 noch seine Wirksam- 
keit entfaltet. Zum Nac  hweis dieses Enzyms haben wir die Veranderungen 
des Hefegummi-Gehaltes durch enzymatische Vorgange in der abgetoteten 
Hefe verfolgt. Da13 die lebende Hefe imstande ist, beim Hungern den Hefe- 
gummi zu vermindern, ist schon von J .Warkany4) ,  allerdings mit un- 
zulanglicher Bestimmungsniethode, nachgewiesen worden. Nach einem be- 
sonderen hefegummi-spaltenden Enzym hat er aber nicht gesucht . 

Man bestimmt zweckmaRig den Hefegummi-Gehalt einer I-lefeprobe nach Zer- 
storen der Struktur mit 3-proz. warmer Natronlauge durch Ausfallen des Hefegummis 
mit Fehlingscher Losung, Losen in wenig Salzsaure, Fallen mit der 5-fachen Menge 
absol. Alkohol und Polarisation des wieder aufgelosten Gummis. Die Bestimmung ist 
durch die optisch aktiven Verunreinigungen beeintrachtigt, gibt aber doch ein ge- 
niigendes MaR des vorhandenen Gummis. Wiederhalungen derselben Bestimmung 
differierten um weniger als 2 % .  

Bei zahlreichen Versuchen fanden wir in IOO g frischer Lowenbrau- 
Hefe 1.72-1.74 g Hefegummi (siehe Tabelle). Totet man die Hefe mit 
E s s i g e s t e r von 37O, so bleibt der Hefegummi-Gehalt innerhalb von 3 Tagen 
bei 30° unverandert. Setzten wir aber dem abzentrifugierten Niederschtag 
Pepsin oder Papain zu, so konnten wir nach 3 Tagen nur noch 1.38-1.49 g 
Hefegummi nachweisen. 14 -20 yo des Hefegummis waren also verschwunden. 
Innerhalb von weiteren 5 Tagen anderte sich der Hefegummi-Gehalt nicht 
mehr merklich. Wenn man den Essigester bei Zimnier -Temperatur verwendet 
statt bei 37O, so tritt auch ohne Zusatz von Enzymen eine geringe Abnahme 
des Hefegummis ein (von 1.73 g auf 1.55 g). 

Bewirkt man die lAbt6tung der Hefe durch Toluol  bei Zimmer-Tem- 
peratur oder bei 37O, so beginnt sofort die Autolyse. Dabei nimmt der Hefe- 
gummi innerhalb von 3 Tagen auch ohne Zusatz von Papain oder Pepsin 
um 16-17% ab. Zusatz von Pepsin oder Papain ist nun nicht mehr im- 
stande, den Hefegummi-Gehalt weiter zu verringern. Die grol3te Abnahme 
beobachteten wir bei einem Versuch der totalen Autolyse ohne Zusatz eines 
Antiseptikums. Nach 20 Tagen fanden sich nur noch 40% des urspriinglich 
vorhandenen Hef egummis . 

Man mu13 aus diesen Beobachtungen schlieoen, daS das hefegummi-  
s p a l t e n d e  E n z y m  in besonderer Weise verankert und vom Hefegummi 
selbst getrennt ist. Es wird durch bestimmte Vorgange innerhalb der Autolyse 
oder Plasmolyse freigelegt. Darauf beruht es auch, dafl wir auf keine Weise 
imstande waren, das Enzym aus der abgetoteten Hefe zu isolieren. Hefe- 
gummi wird weder von frischem Toluol-Autolysat, noch von Extrakten 
aus I,e bedewscher Trockenhefe oder ausgefrorener Hefe hydrolysiert, 
auch wenn bei der Einwirkung, wie bei der Extrakt-Gewinnung die Wasser- 
stoff-Ionen-Konzentration durch Puffer-Zusatz weitgehend variiert wurde. 
Aus dem Versuch der totalen Autolyse ohne Zusatz eines Antiseptikums 
kann man vielleicht schlieoen, da13 in der noch wenig veranderten Zelle 
iiberhaupt nur ein Teil des Hefegummis (hochstens ~ 0 % )  dem Angriff des 
Enzyms zuganglich ist. Erst die vollige Zerstorung der Zellstruktur wiirde 
dann eine weitere Verminderung des Hefegummi-Gehaltes ermoglichen. 

Nach der Auffindung dieses Enzyms der Hefe haben wir noch einige andere Quellen 
kohlehydrat-spaltender En7yme untersucht, konnten aber weder durch Taka-Diastase 

4) Biochem. Ztschr. 150, 271 [I9241 
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oder Emulsin, noch durch die Ausziige aus Aspergillus niger, Griinmalz oder Darrmalz 
eine Spaltung des Hefegummis bewirken. 

Tabelle : W i r  k s  am ke  i t d e r  H e  f e - G umm a s  e. 
Alle Bestiminungen sind mit Extrakten aus IOO g frischer Hefe nach 3-tagigem Stehen 

Hefe- noch vorhand. Abnahme 
bei 30° ausgefiihrt. IOO g frische Hefe enthalten 1.72-1.74 g Hefegummi 

1,ieferung Vorbehandlung g Hefegummi in yo 
Nr. I mit Toluol I Stde. bei 37O verfliissigt . . . . . . . . . . .  1.46 16 

1 ,  , t  1 I ,  I ,  370 ,, 1.43 17 
,, ,, bei gew. Temp. ,, 1.43 I7 
,, Essigester I Stde. bei 37O verfliissigt I .66 4 

I >  1 I ,  I ,  370 > I  1.63 5 
,, bei gew.Temp. ,, . . . . . . . .  1.55 I 0  

........... 

........... 
. . . . . . . .  
........ 

,, z ,, Toluol bei gew.Temp. verfliissigt und 
a) mit o 2 g Pepsin versetzt . . . . . . . . . . . . . . . . . .  I .46 
b) .. o z  g Papain .................... 1.57 

a) mit o 4 g Pepsin versetzt . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
b) ,, 0 4 g Papain ,, . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 46 

a) mit o 4 g Pepsin versetzt 

b) 0 4 8  Papain ,, 1.43 
$ 9  0 4 g I ,  . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.38 

,, 3 mit Essigester bei gew.Temp. verfliissigt und 
1.43 

,, 4 mit Essigester von 370 verfliissigt und 
1.49 

I >  0 4 g > I  ,, 1.43 
. . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . . . . . . . .  

16 
9 

I 7  
16 

I 4  
I 7  
'7 
20  

totale Autolyse ohne Zusatz, nach 20 Tagen bestimmt 0.70 60 

290. C. P a a l  und Charlot te  Auerswald:  
Ober das Hydrosol des Platinwasserstoffs und seine Dehydrogeni- 

sation durch metallisches Quecksilber. 
[Aus d. Laborat fur angewandte Cheniie u. Pharmazie d. Universitat Leipzig.] 

(Eingegangen am zz. Juni 1927.) 

Wie der e ine von  uns  in Gemeinschaft mit W. H a r t m a n n l )  vor 
Iangerer Zeit beobachtet hat, wird das nach dem Verfahren von P a a l  und 
Am be r ge r z, dargestellte Pa l l ad ium hydro  s ol bei langerer Beriihrung 
mit metallischem Quec ksi l  be r oder Que cksi l  b e r  h y d r  osol i n  a k t iv. 
Das Quecksilber wird hierbei vom Palladiumhydrosol aufgenommen und das 
so entstandene Pa l lad ium-  amalgam-  H y d r o  sol  vermag gasformigen 
Wasserstoff nicht mehr zu adsorbieren, im Gegensatz zum ursprunglichen 
Palladiumhydrosol, das nach Versuchen von Pa a1 und Ger u m 3, weit mehr 
als das l'ausendfache an Wasserstoff, auf I Vol. Pd bezogen, adsorbiert. 
Wie P a a l  und H. S teyer4)  zeigen konnten, gibt das durch Behandlung 
mit gasformigem Wasserstoff entstandene P a l lad iumw asse r s t o f f - H y d r  o - 
so l  beim Schutteln mit metallischem Quecksi lber  oder Quecksi lber-  
hydro  s 01 in einer Wasserstoff-Atmosphare den adsorbierten Wasserstoff 
wieder ab, dessen Volumen gemessen wurde. In  drei Versuchen wurde ge- 

I )  B. 51, 711 [1918]. 
3, B. 41, 805 [1908]. 

B. 37, 124 [19041, 38, I398 119051. 
') B. 51, 1743 [1918]. 




