Hefegdrung und Wasserstoff.

Von Sergius Lvoff.

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der K. Universitdt St. Petersburg.)

I. Uber Chromogene.

Der aus pflanzlichen Organen (Wurzeln derWeiRriibe, Fruchtkdrpern
des Champignons) ausgepreBte Saft enthélt chemisch bis jetzt unbekannte
Substanzen (sog. Chromogene), die an und fir sich farblos sind, aber
unter dem EinfluB des Sauerstoffes der Luft schnell schwarze Farbung
annehmen: wenn der Saft umgeschittelt wird oder nur einfach an der
Luft steht, verliert er seine anfangliche helle Farbung, wird nach und
nach dunkler und erhdlt zuletzt eine intensiv schwarze Farbe, In einer
Arbeit, die wir gemeinsam mit Herrn Professor W. Palladin ausgefihrt
habenl), wurde festgestellt, daB diese schwarze Farbung allméaldich ver-
schwindet und der Saft sich wieder aufhellt, wenn man ihm eine gewisse
Menge aktiver Hefe zusetzt und das ganze Experiment in sauerstoff-
freier Luft (im Wasserstoffstrom) ausfihrt. Bis zum Sieden erldtzte
Hefe verliert die Fahigkeit diesen Vorgang auszulésen. Der Wasserstoff
an und fir sich ist auch nicht imstande, den Saft farblos zu machen.
Daraus folgt, daB das wirksame Agens, welches die Aufhellung des Saftes
hervorruft, die Hefe selbst und ihre Fermente sind.

Der Vorgang der Aufhellung des Saftes in Gegenwart von Hefe
erinnert sehr an den dhnlichen Vorgang mit dem chemisch bekannten
Farbstoffe Methylenblau; wie bekannt, verliert dieser Farbstoff in Gegen-
wart von Hefe langsamer oder schneller seine Farbung in demselben
MaRe, in dem das Molekil des Methylenblaus sich mit zwei Atomen
Wasserstoff verbindet: M-j-2H = MH2 (Leukoverbindung). Die Ent-
farbung des Methylenblaus wird der Einwirkung der Hefenreduktase

#* W. Palladin und Sergius Lvoff, Uber die Einwirkung der Atmungs-
chromogene auf die alkoholische Garung, Zeitschrift fur Géarungsphysiologie, Bd. 2
1913, S. 326. ’
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zugeschrieben. Man mufl annehmen, dal die Aufhellung der pflanzlichen
Séfte bei unseren Versuchen auch zu der Reihe der Reduktionsvorgénge,
die von diesen Fermenten hervorgerufen werden, gehort.

Aus der Chemie der Farbstoffe wissen wir, dal die weitaus grofere
Mehrzahl derselben ihre Pigmenteigenschaften der Anwesenheit einer
doppelten Bindung in ihrem Molekiile verdankt (natirlich im Zusammen-
hédnge mit einigen anderen Eigentumlichkeiten ihrer Struktur); dabei ruft
die Zugesellung zweier Atome Wasserstoff an Stelle dieser doppelten
Bindung das sofortige Verschwinden der Pigmenteigenschaften und den
Ubergang des Farbstoffes in die entsprechende Leukoverbindung hervorl).

Die Ubereinstimmung dieser Tatsachen macht es sehr wahrschein-
lich, dal die Analogie zwischen den pflanzlichen Pigmenten unserer
Versuche und den Farbstoffen sich nicht nur auf die qualitative Reaktion
in Gegenwart von Hefe beschréankt, sondern daf ihr auch eine innere
Analogie in der Struktur entspricht, mit anderen Worten, daB die Cliro-
mogene Leukoverbindungen sind, die vermittels der Zugesellung von
zwei Atomen Wasserstoff aus Pigmenten entstehen?2).

R.+ 2H = RH2

Folglich haben wir den Vorgang der Entfarbung des Saftes als
einen Reduktionsvorgang auf Kosten des aktiven Wasserstoffes anzu-
sehen. Das Vorhandensein dieses aktiven Wasserstoffes in dem garenden
Medium wird gewdhnlich als das Ergebnis der Tatigkeit eines besonderen
Fermentes, der Reduktase, aufgefalt. Im weiteren haben wir durch
eine Reihe von Versuchen gezeigt, dal der ProzeR der Entfarbung des
Saftes (d. li. der Proze der Verwandelung des schwarzen Pigmentes in
eine Leukoverbindung), der in dem géarenden Medium vor sich geht,
deprimierend auf die Alkoholgdrung einwirkt: unter diesen Bedingungen
findet eine bedeutende Herabsetzung der Mengen beider Komponenten
der Géarung, sowohl der Kohlensaure als auch des Alkohols statt, und
zwar in aquivalentem MaBe. So hat z. B. die Portion, in der im Laufe
des Garungsprozesses eine energische Reduktion der vorher angehduften
Pigmente vor sich ging, 251,2 mg CO02 und dementsprechend 262 mg
Alkohol ausgeschieden; das Verhdltnis glich folglich dem Verhéltnis von
100 : 104. Eine parallele Portion, in der dank den anaeroben Bedingungen

') Siehe z.B. R. Nietzki, Chemie der organischen Farbstoffe, Berlin 1906.

pil W. Palladin hat schon friher (W. Palladin, Uber die Bedeutung
Atmungspigmente in den Oxydationsprozessen der Pflanzen und Tiere, Zeitschr. f. Garungs-
physiologie, Bd. 1, 1912, S. 91) gerade diese Anschauung Uber die Chromogene ent-
wickelt, — jetzt findet sie in der von uns festgestellten biochemischen Reaktion mit der
Hefe ihre experimentelle Bestatigung.
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des Versuches die Chromogene sich nicht in Pigmente verwandeln konnten
und eine Reduktion der letzteren nicht stattfand, schied 561,6 mg
Kohlensdure und 595 mg Alkohol aus; das Verhdltnis war hier also
gleich 100 : 1061).

Dieses Ergebnis haben wir der Tatsache zugeschrieben, daB der
zur Reduktion der Pigmente nodtige Wasserstoff von ihnen aus dem
gérenden Medium entnommen wird, wo er zum normalen Verlauf der
Alkoholgarung notig ist.

So wahrscheinlich uns auch gerade diese Auffassung der Cliromo-
gene und ihrer Einwirkung auf die Alkoholgdrung vorkam, unsere Uber-
legungen bewahrten doch einen gewissermaBen hypothetischen Charakter:
die pflanzlichen Safte stellen ein sehr komplexes biochemisches Medium
vor, und man kann nicht immer mit Bestimmtheit behaupten, dal es ge-
lungen ware, die Einwirkung dieses oder jenes Faktors abzugrenzen.

Deshalb hielt ich es fir wesentlich wichtig, unsere Versuche mit
den chemisch bekannten Substanzen zu wiederholen, mit denen wir die
Chromogene verglichen haben, vor allem mit Methylenblau. Von der
Anhnlichkeit der qualitativen Reaktion in Gegenwart von Hefe war schon
friher die Rede. Jetzt war es wichtig, sich davon zu uberzeugen, ob
die Reduktion dieser Farbe in Gegenwart von Hefe denselben Effekt
auslost — eine Deprimierung der Alkoholgarung hervorruft. Hier wollen
wir einige Versuche aus einer Reihe ebensolcher anfiihren, die vollstdndig
dhnliche Resultate ergaben.

Die Methodik derVersuche war dieselbe wie in der friiheren Arbeitl).

Versuch |:  Es wurden im Luftstrom zwei Portionen aufgestellt:
I. Die Kontrollportion mit 100 ccm Wasser + 5 g Hefanol -j- 20 g Saccha-
rose 2,5 ccm Toluol. 1l1. Die Versuchsportion: dasselbe 421 mg
Methylenblau (nach Ehrlich).

In 1. geht die Garung normalerweise vor sich, in Il. wird sie durch
den ununterbrochen verlaufenden Reduktionsvorgang des Methylenblaues
kompliziert. Der Versuch dauerte 15 Stunden.

CoO, Alkohol

Stunden . Depression . C02: CH3CH20H
in mg in mg
I. Portion . . . 15 251 0,095 0 226 100 : 90
Il. Portion . . . 15 136 0,0550 131 100: 96
Il. im Prozentver-
haltnis zu I. . . — 54% — 58% -

) W. Palladin und S. Lvoff, a a 0.
19*
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Versuch 1l: 1. Portion: 100 ccm Wasser + 5 g Trockenliefe nach
Lebedew + 20 g Saccharose + 2,5 ccm Toluol. [II. Portion: dasselbe
+ 525 mg Methylenblau.

COZin mg De-  Alkohol cos:
Im ression  in mg CH3CH20H
Stunden 14 5 24 ganzen p 9
I. Portion . 4577 1014 125,3 684.0 0,270 643 100: 94
Il. Portion . 2418 65,1 44,2 351.1 0,1350 321 100 : 91
Il1. im ProzentsVerhaltnis zu 1. 51% -19%
Versuch IIl: 1. Portion: 100 ccm Wasser <+ 10 g derselben Hefe
+ 20 g Saccharose -|- 2,5 ccm Toluol, n. Portion: dasselbe + 1g
Methylenblau.
C02 im m Bestimmung
' g des Alkohols Cco.,:
I De-  Alkohol CHSsCEL,OH
Stunden 295 2 2 17 28 m ¢ ono

ganzen pression in mg

. Portion 81,3 1853 210 801,3 627,7 19056 0,74° 1762 100: 92
1. Portion 30 55,7 80 552 491,6 1209,3 0,48° 1142 100 : 95

Il. im Prozentverhaltnis zu I. . 64 % —_ 65% —_

Aus diesen Versuchen ist die Analogie zwischen der Wirkung des
Methylenblaues und der Wirkung der pflanzlichen Pigmente auf die
Alkoholgdrung deutlich zu ersehen: sowohl in ersterem als auch im
zweiten Falle wird eine Herabsetzung der Ausscheidung beider Garungs-
komponenten, und zwar in &quivalentem Male, beobachtet. Diese Reihe
sowohl quantitativer als auch qualitativer Analogien gibt uns die Be-
rechtigung, einige Uberlegungen iiber die wahrscheinliche chemische
Struktur der pflanzlichen Pigmente und Chromogene auszusprechen:

1. Die pflanzlichen Pigmente, mit denen wir zu tun hatten, sind
Korper, die in ihrem Molekul wahrscheinlich eine doppelte Bin-
dung enthalten, an deren Stelle zwei Atome Wasserstoff treten
kénnen; dabei entsteht aus dem Pigment eine entsprechende
Leukoverbindung.

2. Der molekulare Wasserstoff ist nicht imstande, die doppelte
Bindung zu l6sen, im Wasserstoffstrom entfarben sich die Pig-

mente nicht.
3. Unter Einwirkung der spezifischen Aktivatoren des Wasser-
stoffes, — z. B. der Hefenreduktase, — geht dieser ProzeR mit

Leichtigkeit vor sich und der Saft entfarbt sich.
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4. In der Leukoverbindung, dem Chromogen, ist der Wasserstoff
locker gebunden und wird vom molekularen Sauerstoff leicht mit
Beihilfe der Oxydasen bis zum Wasser verbrannt.

Schon bei den ersten der oben beschriebenen Versuche wird meine
Aufmerksamkeit von folgender Tatsache in Anspruch genommen: die
Fixation des beweglichen Wasserstoffes, die dank der Reduktion des
Methylenblaus zu einer Leukoverbindung vor sich geht, wird von einer
scharf ausgepragten Herabsetzung des G-drungsvorganges begleitet.
Die Reduktion des Methylenblaus in dem gdrenden Medium wird aber
gewoéhnlich der Einwirkung des Fermentes Reduktasel) zugeschrieben,
der Garungsprozell wird von der Einwirkung der Zymase hervorgerufen.
Es entsteht sofort der Gedanke an den engen Zusammenhang beider
Vorgange. Diesen Zusammenhang aufzukldren habe ich mir zum Ziel
gesetzt. ¢

Il. Die Vergarung des Zuckers.

Die Reduktasen, das sind Fermente, die den Wasserstoff aktivieren
und unter seiner Mitwirkung Reduktionserscheinungen hervorrufen, haben
schon seit langem die Aufmerksamkeit der Forscher in Anspruch ge-
nommen. Zahlreiche Einzelbeobachtungen haben, indem sie sich all-
mahlich anhéduften, die groBe Verbreitung der Reduktasen sowohl im
Tier- als auch im Pflanzenreiche festgestellt. Es gibt tatsachlich fast
kein einziges Organ, kein einziges Gewebe, in dem man nicht in dieser
oder jener Form die Existenz von Reduktionsprozessen beobachten
kénnte. Ich [werde nicht alle die Arbeiten aufzahlen, die der Fest-
stellung neuer experimenteller Ergebnisse auf diesem Gebiete gewidmet
sind, sondern nur an dem Beispiel der Hefe zeigen, wie verschiedenartig
die von ihr hervorgerufenen Reduktionsvorgdnge sind. e

Die Hefe ist imstande, Schwefel bis zum Schwefelwasserstoff
(,Philothion Rey-Pailhade®) zu reduzieren?, Sulfate in Sulfide, Nitrate
in Nitrite zu verwandeln, Selen und Tellur aus ihren Sauerstoffverbin-
dungen auszuscheiden, Farbstoffe (Methylenblau, schwefelsaures Indigo)
in Leukoverbindungen zu reduzieren; unldangst wurde darauf hingewiesen,

*) Buchner, Zymasegarung, S. 341 u. ff. (M. Hahn, Zur Kenntnis der redu-
zierenden Eigenschaften der Hefe).

2 Beobachtungen von J. Dumas (Anu. de Chemie et de Physique, 5. Serie, t. 111,
p. 92) und besonders von Rey-Pailhade (Sur un corps d’origine organique hydro-
genant le souffre a froid, Compt. rend. Bd. 106, 1888, S. 1683); geschichtlich sind sie
deshalb von Wichtigkeit, weil sie den Ansto zum eifrigeren Studium der Reduk-
tasen gaben.
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dal unter Einwirkung' der Hefe das Furfurol auf 2s in Furiialkohol ver-
wandelt, d. h. reduziert wirdl) usw. usw. Nicht alle diese Tatsachen
haben vom biochemischen Standpunkte aus die gleiche Bedeutung und
nicht allen kann man mit Bestimmtheit einen enzymatischen Charakter
zuschreiben. In dieser Frage herrscht keine vollstindige Einigkeit. In
der Mehrzahl der Fé&lle werden aber die beobachteten Reduktions-
erscheiuungen auf die Einwirkung des einen oder des anderen spezi-
fischen Fermentes zuriickgefiihrt. Philothion, Hydrogenase, Reduktase,
Perliydridase, — das alles sind Benennungen von Fermenten, denen in
den Reduktionsvorgédngen eine wirksame Rolle zugeschrieben wurde.
Hierher gehdrt auch das Schardinger-Enzym, das der frischen Milch die
Falligkeit gibt, in Gegenwart von Aldehyden Methylenblau zu redu-
zieren?. Schon dieses Chaos von Benennungen, dieser UberfluR an
parallelen Bezeichnungen allein zeugt einerseits von dem grofen Interesse
fur Reduktionserscheinungen, andererseits von dem Mangel an allgemein
anerkannten leitenden Grundsédtzen auf diesem Gebiete. In der letzten
Zeit aber machen sich Bemihungen bemerkbar, diese vereinzelten Tat-
sachen zu einem einheitlichen Ganzen zu verbinden, ihnen ein gemein-
sames Fundament zu geben. Unter diesen Bemihungen sind besonders
zwei Theorien bemerkenswert, die sich voneinander ziemlich scharf unter-
scheiden. Die eine, rein chemische Theorie von Heffter und seinen
Schilernd spricht den Reduktionserscheinungen jeden fermentativen
Charakter ab. Die andere, biochemische Theorie von Bach4) ist reich
an scharfsinnigen Vergleichen und kihnen Analogien; sie verficht den
enzymatischen Charakter der Reduktionserscheinungen und vergleicht sie
dabei mit der eigentimlichen Gruppe katalytischer Reaktionen, die sich
in Gegenwart von Palladium vollziehen.

Nach der Theorie von A. Heffter verdanken die verschiedenen
Substanzen tierischer Abkunft ihre Reduktionseigenschaften der Anwesen-
heit von Stoffen, die eine Sulfhydrylgruppe enthalten: diese Sulfhvdryl-
gruppe (R-SH) verliert sehr leicht ihren Wasserstoff im statu nascendi.

4 Lintner und Liebig, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 72, 1911, S. 449.

s) Trommsdorf, Centralbl. f. Bakter.,, Bd. 49, 1909, S. 291.

8 A. Heffter, Die reduzierenden Bestandteile der Zellen, Medizin.-naturwiss.
Archiv, Bd. 1, 1908, S. 81. — A. Heffter, Gibt es reduzierende Fermente im Tier-
kdrper? Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., 1908, Suppl., S. 253. — Eine Ubersicht-
liche Darstellung der genannten Frage in dem Artikel von Thorsten Thunberg, Die
hiolog. Bedeutung der Sulfhydrylgruppe, Ergehn, d. Physiol., Bd. 11, 1911, S. .328.

4 A. Bach, Zur Kenntnis der Reduktionsfermente, Biochem. Zeitschr., Bd. 31,
1911, S. 443; Bd. 33, 1911, S. 282; Bd. 38, 1912, S. 154. — Siehe auch A. Bach, Der
Chemismus der Atmungsprozesse, St. Petersburg, 1912 (russisch).



Hefegarung und Wasserstoff. 295

Die Anwesenheit des locker gebundenen, leicht beweglichen Wasserstoffes
bedingt nun gerade, nach der Meinung von Heffter, die Reduktions-
erscheinungen. Das Prototyp solcher die Sulfhydrylgruppe enthaltender
Substanzen ist das Cystein, welches durch Abspaltung des Wasserstoffes
in das Bisulfid-Cystin (bergeht. Es gelang Heffter tatsachlich mit
dem Préparate Cystein in vitro die Mehrzahl der Reduktionsreaktionen,
die gewohnlich der Reduktase zugeschrieben werden (unter anderem die
Entfarbung von Methylenblau) auszul6sen; gleichzeitig gelang es ihm,
mit Hilfe der spezifischen Reaktion fir die SH-Gruppe ihre Anwesen-
heit fast in all den Geweben und Organen nachzuweisen, in denen die
Anwesenheit der Reduktase vermutet wurde. Hieraus eben zieht nun
Heffter den SchlulR, daB es gar keine Reduktase als Ferment gibt und
daB sich in den hierher gehdrenden Féllen einfach eine ziemlich elemen-
tare chemische Reaktion vollzieht. ,Will man die reduzierenden Eigen-
schaften der Gewebe als Wirkungen von Reduktasen oder Hydrogenasen
auffassen, so kann man das Cysteiu geradezu als das Modell eines redu-
zierenden Fermentes betrachten“1). So verfihrerisch es auch scheint,
diese rein chemische Deutung einer ganzen Gruppe biologischer Vor-
gédnge anzunehmen, immerhin mufl man gestehen, daR diese Theorie die
beobachteten Tatsachen, die ihrem Wesen nach sehr interessant sind,
zu sehr vereinfacht, ihnen eine allzu allgemeine Deutung gibt.

Vor allem féllt der qualitative Unterschied zwischen der Wirkung
der Sulfhydrylgruppe und der Reduktase in die Augen. Heffters rein
chemische , Reduktasen“ wirken viel schwécher und viel langsamer als
die Reduktasen biologischer Herkunft. Um ihre Wirkung gleichwertig
zu machen, mufl man den ersteren Katalysatoren, z. B. Eisenchlorid,
zusetzen.

Stralner?, der sonst die Anschauungen Heffters teilt, ist auch
gendtigt festzustellen, daB in reduzierenden Geweben Katalysatoren vor-
handen sind, die die Wirkung der SH-Gruppe beschleunigen. Diese
Zuhilfenahme von spezifischen Katalysatoren (Reduktasen?) kann nur
als eine Konzession zugunsten der Enzymtheorie angesehen werden.

Bei der Deutung der Reduktionserscheinungen kann man auBerdem
jetzt, besonders nach den Arbeiten von Bach, das Schardinger-Enzym
nicht auBer acht lassen. Dieses Enzym gehdrt auch zu den Reduktasen,
ist aber nur in Gegenwart von Aldehyden wirksam und hat in dieser
Beziehung gar keinen Zusammenhang mit der Sulfhydrylgruppe.

* A. Heffter, Medizin.-nat.urwiss. Archiv, a. a. 0.
2 W. StraBner, Die reduzierenden Wirkungen des Hewehes, Biochem. Zeitschr.
Bd. 29, 1910, S. 295.
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Aus den weiter beschriebenen Versuchen endlich ist der enge Zu-
sammenhang zwischen den Garungserscheinungen und den Reduktions-
prozessen vollstdndig klar; vom Standpunkte der Hefftersehen Theorie
ist dieser Zusammenhang unerklédrlich, oder man mufRte die vollstandig
unwahrscheinliche Voraussetzung machen, daR die Sulfhydrylgruppe im
Prozesse der alkoholischen Spaltung der Hexose eine gewisse Rolle spielt.

Die biochemische Theorie von Bach nimmt eine ebensolche Zu-
sammensetzung der Reduktasen wie der Oxydasen an: letztere bestehen
aus dem wirksamen Ferment, der Peroxydase, und dem Coferment Oxy-
genase; die Reduktasen bestehen aus dem aktiven Ferment, der Per-
hydridase (mit dem Schardinger-Enzym identisch) und dem entsprechenden
Coferment (z. B. dem Aldehyden). In den Oxydasen nimmt das Coferment
molekularen Sauerstoff an sich, aktiviert letzteren zum Zwecke der inneren
Oxydation und bildet auf diese Weise die Grundlage der aeroben Vor-
gange, die reine Oxydationserscheinungen sind. In den Reduktasen ver-
bindet sich das Coferment mit dem Sauerstoff des Wassers, aktiviert
dabei den Wasserstoff zum Zwecke der inneren Reduktion und bildet
auf diese Weise die Grundlage der anaeroben Vorgénge, bei denen Oxy-
dation und Reduktion nebeneinander und streng parallel verlaufen.
Bachl) gelang es auferdem, eine rein chemische Reaktion (Oxydation
der hypophosphorigen Séaure) ausfindig zu machen und zu studieren, bei
der die Oxydation und Reduktion auf Kosten des Wassers unter der
Einwirkung des die Rolle eines Katalysators spielenden Palladiums, des
Analogons der Perhydridase, vollstandig parallel verlaufen.

In der neuesten Zeit hat Wieland? eine ganze Reihe analoger
Reaktionen studiert, bei denen die Oxydation in Abwesenheit von Sauer-
stoff, d. h. unter anaeroben Verhéaltnissen zustande kommt; dabei ist
aber die Anwesenheit eines Kdorpers, der den parallel sich befreienden
W asserstoff fixieren (d. h. reduziert werden) koénnte, unumgénglich
notwendig.

Diese bemerkenswerten Reaktionen8) erinnern tatsadchlich an die
Reaktionen, die mit der Wirksamkeit der Reduktase verbunden sind.

* A. Bach, Ber. d. D. ehem. Gesellsch., Bd. 42, 1909, S. 4463.

2 H. Wieland, Ber. d. D. Chem. Gesellsch., Bd. 45, 1912, S. 484, 679,
2606. Viel friher hat A. Faworsky, Untersuchungen uber die isomorphen Verwand-
lungen in der Reihe der Karbonilverbindungen usw., 1895 (russisch), eine Reihe Reaktionen
studiert, die ihrem Wesen nach den obengenannten vollstdndig analog sind, aber zu der
Zeit nicht Uber die Grenzen des Gebietes der Chemie bekannt wurden.

B Auf die Bedeutung der Arbeiten von W ieland fur die Biologie hat unter
anderen W. Palladin, Biochem. Zeitschr., Bd. 49, 1913, S. 381 hingewiesen.
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Schon aus dieser Charakteristik der Reduktasen ist klar zu ersehen,
wie wichtig sie fiir das Verstandnis der Anaerobiose sind, die die Grund-
lage der wichtigsten biologischen Vorgdnge, u. a. des Prozesses der
Alkoholgéarung, ist. Die Gé&rung ist ein anaerober Vorgang — das ist
schon seit Pasteur bekannt; es ist aulRerdem bekannt, daR seine
Endprodukte oxydierter Kohlenstoff (in Form von O3> und reduzierter
Kohlenstoff (in Form von CHs ¢ CIDOH) sind. Nach Entdeckung der
Zymase wurde durch direkte Versuche bewiesen, daB die Zymase auch
auBer der lebenden Zelle, sowohl in Gegenwart, als auch in Abwesenheit
von Sauerstoff, ganz gleichmaRig arbeitet, d. li. sich zu letzterem véllig-
indifferent verhdltl). Auf diese Weise ist fiir den Chemismus der Garung
folgendes kennzeichnend: 1. der anaerobe Verlauf des Vorganges und
2. das gleichzeitige Vorhandensein von Oxydations- und Reduktions-
prozessen: d. h. gerade die Eigentimlichkeiten, die nach der Theorie
von Bach die Wirksamkeit der Reduktasen kennzeichnen.

Diese Tatsache konnte natlrlich nicht unbeachtet bleiben und trotz
der Verschiedenheit der Umrisse, die zur Erklarung des Chemismus der
Alkoholgérung aufgestellt wurden, enthalten alle, schon von Baeyer
angefangen2), die gleiche, ihnen allen gemeinsame Idee — alle erkennen
die Notwendigkeit an, den Prozefl der Spaltung der Hexose als einen
doppelseitigen ProzeR anzusehen, der aus den parallel verlaufenden, che-
misch einander entgegengesetzten Vorgangen der Oxydation und Reduktion
besteht, die sich nur auf verschiedene Teile eines und desselben Mole-
kils beziehen. Diese Bipolaritit der Reaktion bildet gerade den fast
jedem Garungsschema gemeinsamen Gedanken; andererseits aber bildet
dieselbe Bipolaritdt das Wesen der Reaktion, in deren Brennpunkt als
wirksames Agens die Reduktase oder ihr chemisches Analogon, das
Palladium, steht.

Bei dieser nahen Verwandtschaft der Ideen, die die Grundlage der
Vorstellung vom Wesen des Géarungsvorganges und des Reduktions-
prozesses bilden, kann es sogar verwundern, daf die Reduktase ver-
haltnisméaBig vor gar uicht langer Zeit erst als der wirksame Faktor im
Garungsprozesse anerkannt wurde.

Im Jahre 1897 hat Hahn3 vermittels einer ganzen Reihe von'
Versuchen mit dem Buchnerschen HefenpreBsafte den fermentativen

* Gromow und Grigoriew, Die Arbeit der Zymase und der Endotryptase in
den abgetdteten Hefezellen, Zeitsclir. f. physiol. Chemie, Bd. 42, 1904, S. 299.

- Baeyer, Ber. d. D. Chem. Gesellsch., Bd. 3, 1870, S. 74.

3 E. Buchner (und Hahn), Zymasegérnng, S. 344.
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Charakter der Reduktion des Methylenblaus festgestellt und dabei auf
den bemerkenswerten Parallelismus in der Schwéachung der Energie der
Zymase und Reduktase hingewiesen. Diese Beobachtungen bewogen
ihn, die Existenz der Reduktase als eines besonderen Fermentes zu
bezweifeln.

Der Gedanke von dem aktiven Anteile der Reduktase an den
Garungsprozessen wurde, wenn ich mich nicht irre, in bestimmter Form
zum ersten Male im Jahre 1904 von Grif ausgesprochen. Er hat ver-
mittels direkter Versuche nachgewiesen, dall die Reduktion der Schwefel-
blite zu STR, die von der Hefehydrogenase hervorgerufen wird, von einer
Verminderung der Ausscheidung von Alkohol begleitet wird, weil der
zum normalen Verlauf des Garungsprozesses ndétige Wasserstoff kiinstlich
abgefihrt wirdl). Im Jahre 1908 hat W. Palladin auf Grund seiner
Versuche (ber die Reduktion von Natriumselenit und Methylenblau sich
nicht weniger bestimmt fur die aktive Rolle der Reduktase im Garungs-
prozesse ausgesprochen2). Spéater hat Palladin im Zusammenhdnge mit
seiner Theorie der Atmungschrom ogene diesen Gedanken weiterentwickelt
und ihn zur Grundlage seiner Anschauungen (ber das Wesen der
Garungs- und Atmungsprozesse gemacht3. In den letzten Arbeiten von
S. Kostytschew4) und A. Lebedew?5) bildet die Idee von der Reduk-
tase, die als wirksames Agens der Alkoholgarung aufgefalt wird, die
Grundlage der von ihnen aufgestellten Schemata; besonders pragnant
ist diese ldee im Schema von S. Kostytschew durchgefiihrt; dieses
Schema hat auch in bedeutendem MaRe als Stitzpunkt fiir meine Arbeit
gedient6).

#® J. GruB, Untersuchungen uber Atmung und Atmungsenzyme der Hefe, Zeitschr.
f. d. gesamte Brauwesen, Bd. 27, 1904, S. 686.

2 W. Palladin, Beteiligung der Reduktase im Prozesse der Alkoholgéal
Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 56, 1908, S. 81.

s) W. Palladin, Uber die Bedeutung der Atmungspigmente in den Oxydations-
prozessen der Pflanzen und Tiere, Zeitschr. f. Garungsphysiologie, Bd. 1, 1912, S. 81.

4 S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 79, 1912, S. 148; Bd. 88,
1913, S. 93.

6 A. Lebedew, Ber. d. D. Chem. Gesellsch., Bd. 45, 1912, S. 3267; Bioehem.
Zeitschr., Bd. 46, 1912, S. 488; desgleichen A. Lebedew, Chemische Untersuchungen
Uber die extracellulare Alkoholgérung, Novotscherkassk, 1913 (russisch).

® Erst unldngst wurde die interessante Arbeit von Chowrenko, Zeitschr. f.
physiol. Chemie, Bd. 80, 1912, S. 253 veroffentlicht: der Verfasser hat die Reduktion
von S bis zu SH, in sterilen Hefekulturen quantitativ bestimmt und gefunden,” dal
die Reduktion des Schwefels nach Beendigung der Hauptperiode der Garung ihr Maxi-
mum erreicht.
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Trotz der erhohten Aufmerksamkeit, die in der letzten Zeit der
Reduktase gewidmet wird, hat das Studium der Frage ihres Anteils au
dem Garungsprozesse in experimenteller Hinsicht seit den ersten Ver-
suchen keine wesentlichen Fortschritte gemacht. Der Hauptgrund be-
steht, wie es mir scheint, gerade in der Bipolaritdt der Reaktion, weil
diese Bipolaritdt den Vorgang bedeutend kompliziert. Aber schon die
ersten dlteren Versuche geben den direkten Hinweis, in welcher Rich-
tung wir hier experimentell vergehen missen: es ist klar, daB wir auf
irgend eine Weise die Bipolaritdt zerstéren mdssen, indem wir einen
Teil der korrelativen Reaktionen von dem Grundvorgange ablenken.
Auf diese Weise stellt das Experiment folgende Aufgabe: 1. die streng
guantitative — in Gewichtseinheiten ausgedriickte — Bestimmung des
W asserstoffes, der kinstlich aus dem garenden Medium entfernt wird,
und 2. die ebenso quantitative Bestimmung der Gé&rungsprodukte, deren
Menge bei Zerstérung der natirlichen Bipolaritdt der Reaktion ein
Defizit ergeben muR. Schon nach den ersten Versuchen war es fir
mich klar, daB man mit Hilfe von Methylenblau zur Bestimmung der
quantitativen Verhéltnisse zwischen diesen beiden parallelen Vorgéngen
gelangen kann.

Die Entfernung des Wasserstoffes wurde in meinen Versuchen
vermittels des Methylenblaus rektif. (nach Ehrlich) oder des
Kahlbaum sehen Praparates ,Zinkfreies Methylenblau“ (vom 14. Ver-
such an) bewerkstelligt. Beide Praparate galten die gleichen Er-
gebnisse.

Die Versuche wurden unter streng anaeroben Verhdltnissen durch-
gefiihrt, und zwar im Wasserstoffstrom, der im Apparat von Bardelebeu
(Wirkung von H2SO4 auf metallisches Zink) gewonnen wurde. Bei jedem
Versuch wurden nicht weniger als zwei Portionen aufgestellt. Fir jede
Portion wurde eine streng bestimmte Menge Trockenhefe (Hefanol, Dauer-
hefe nach Lebedew) abgewogen oder vermittels einer Pipette eine be-
stimmte Quantitat Saft, gewonnen durch Mazeration nach Lebedew,
abgemessen. Alle Bedingungen waren fiir beide Portionen vollstandig-
gleich, nur erhielt die Versuchsportion zum Unterschied von der Kontroll-
portion eine bestimmte, genau abgewogene Menge Methylenblau. Der
Versuch wurde bis zu der vollstdndigen Entfarbung des Methylenblaus
durchgefihrt, das letztere ging dabei in die Leukoverbindung {ber und
war dank den anaeroben Bedingungen des Versuches nicht imstande,
wieder oxydiert zu werden.

Mit anderen Worten, die gegebene Menge Methylenblau konnte nur
einmal reagieren und dabei eine streng bestimmte Menge Wasserstoff
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binden. Es war nicht schwer, diese Menge nach den molekularen Kor-
relationen zu berechnen. Auf diese Weise wurde die Menge des W asser-
stoffes, der im Verlaufe des Versuches aus dem géarenden Medium entfernt
wurde, ganz genau — in Gewichtseinheiten — festgestellt. Zu der gleichen
Zeit wurde vermittels der Pettenkofferschen Kohren die Kohlensdure
der Garung bestimmtl). Die Portion mit Methylenblau ergab immer
weniger CO2 als die Kontrollportion; nach diesem Unterschiede konnte
man dariber urteilen, welche Quantitat von Hexose auf den ersten Stufen
der Spaltung stehen geblieben war. Da der Versuch sofort nach der
Entfarbung des Methylenblaus abgebrochen werden muBte und dieses
oft auf dem Hohepunkte der Garung geschah, wenn die Ausscheidung
der Kohlensaure sehr intensiv vor sich ging, so mufite sorgfaltig darauf
geachtet werden, dall im Momente der Unterbrechung des Versuches beide
Portionen wirklich miteinander vergleichbar waren. Zu diesem Zwecke
benutzte ich folgenden Handgriff: wenn die vdllige Entfarbung ein-
getreten war, verschlof ich den Bardelebensehen Apparat und fuhr
fort, vermittels des Aspirators das Gas durch die Kdhren zu entfernen,
bis die Ausscheidung von Blasen aufhorte; auf diese Weise erreichte ich
den gleichen Grad des Innendruckes in beiden Kolben. Darauf trennte
ich nun vermittels Klemmen die Garungskolben von den mit Barytwasser
geflllten R6hren und lief von neuem Wasserstoff einstromen; der letztere
drang heftig in die Kolben ein, in denen der Druck niedrig war, und
schiittelte dabei die Flissigkeit stark um. Auf diese Weise wurde die
Gefahr der Uberséttigung mit CO2 beseitigt. Diese Operationen wieder-
holte ich mehrmals bevor ich den Versuch abbrach. Den Alkohol be-
stimmte ich nach den entsprechenden Destillationen meistenteils ver-
mittels der kryoskopischen Methode?2), in einzelnen Fallen vermittels der
Methode von Nicloux3.

Bei Aufstellung meiner Versuche stltzte ich mich auf das unldngst
von S. Kostytschew aufgestellte Schema4).

*) Die Methodik ist in der Arbeit von W. Palladin und S. Kostytschew,
Methoden zur Bestimmung der Atmung der Pflanzen (Abderhalden, Handbuch d.
biochem. Arbeitsmeth., Bd. 3, 1910, S. 479) beschrieben. Bei reichlicher Ausscheidung
von CO02war ich sehr oft gendtigt au den Pettenkofferschen Rohren noch einige Kolben
mit Barytwasser anzubringen.

) Ebenso wie in der fruheren Arbeit von W. Palladin und S. Lvoff,
a. a. 0.

3 Beschrieben in dem Artikel von Pringsheim (Abderhalden, Handbuch d.
biochem. «Arbeitsmeth., Bd. 2. S. 7).

4 S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 79, 1912. S. 143.
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Dieses Schema wird, wie bekannt, auf folgende Weise formuliert:

H

C6Hi206 = 2CH3CO COOH + Rizg . . . . I
‘' H

2CH3COCOOH = 2CH3COH - 2C02 . . . . 1L

.3
2CH3COH + Rizg = 2CH3CH20H+R . . . 1l
-ti

XH

Die Grundidee des Schemas, die ldee von der Rolle der «-Keton-
saure und des Azetaldehvdes in dem Prozesse der Alkoholgdrung- ging
mich gar nichts an. Das Schema interessierte mich nur insofern, als
es fir mich zum Stitzpunkte meiner vorldufigen Berechnungen dienen
konnte, welche quantitativen Verhdltnisse ich hei meinen Versuchen er-
warten durfte. Aus der ersten Gleichung, die die Vorstellung des Autors
von dem Anfangsstadium der Alkoholgdrung ausdriickt, war zu ersehen,
dall ein Hexosemolekil unter Einwirkung der Reduktase vier Atome
Wasserstoff abgibt, die spéter (Gleichung IIl1) zuriickkehren, um den
ProzelR der Spaltung der Hexose bis zu ihrem normalen Endprodukte —
dem Alkohol — zu Ende zu fiilhren. Die zweite Gleichung zeigt, dal
die zweite Komponente — CO2 — zu ihrer endgultigen Abspaltung keine
Rickkehr des Wasserstoffes erfordert. Schon meine ersten Versuche hatten
mich ebenso wie meine frihere Arbeity darauf vorbereitet, anzunehmen,
daB dieser Wasserstoff, der zeitweilig von der Reduktase gebunden wird,
zur normalen Ausscheidung beider Komponenten und nicht nur des Al-
kohols allein nétig ist. Deshalb habe ich, wahrend ich meine Versuche
anfing und mich auf die erste Gleichung des Schemas von S. Kostytschew
stitzte, folgende Voraussetzung gemacht: wenn ich die vier zeitweilig
von der Reduktase fixierten Atome Wasserstoff ablenke und sie daran
verhindere, weiter am Garungsprozesse teilzunehmen, so wird dadurch
ein Hexosemolekul, das schon in das erste Géarungsstadium hereingezogen
war, von der weiteren Spaltung abgehalten und die Gesamtsumme der
ausgeschiedenen Kohlenséure und des Alkohols wird gerade um zwei Mo-
lekille des einen und des anderen Bestandteiles vermindert. Ein der-
artiges Hexosemolekil, das auf dem ersten Stadium seiner Spaltung
stehen geblieben ist, werde ich der Kirze halber als ein inaktiviertes
Molekil bezeichnen. Indem ich also aus dem garenden Medium

9 W. Palladin und S. Lvoff, a a 0.
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vier Atome Wasserstoff entfernte, dachte ich ein Molekil Hexose zu
inaktivierenl).

Es erwies sich, dal zur Inaktivierung- eines Hexosemolekils nur
zwei Atome Wasserstoff abgelenkt werden mufiten, was mit Hilfe nicht
zweier, sondern bloR eines Metliylenblaumoleknls bewerkstelligt wird.
Dementsprechend enthielt die Grundproportion, die ich in jedem einzelnen
Versuch zur Berechnung der Ergebnisse benutzte, folgendes Aussehen:
373,8:88 = M:a, d. h.« = MX 0,2354. M bedeutet hier die in jedem
einzelnen Versuch genommene Quantitdt Methylenblau, a das voraus-
sichtliche Defizit des COa in der Versuchsportion im Vergleich zu der
Kontrollportion. Die entsprechende Proportion zur Bestimmung des
Quantums des abgelenkten Wasserstoffes hat folgendes Aussehen:

373,8 :2,016 = M : a gleicht folglich M X 0,0054.

Versuch V. Zu jeder von den zwei Portionen wurden auf 100 ccm
Wasser 25 g Saccharose -(-5 g Trockenhefe nach Lebedew 2 -j- 2,5 ccm
Toluol genommen. Der II. Portion wurden auflerdem 556,3 mg Methylen-
blau zugesetzt. Nach etwas mehr als 24 Stunden trat vollstdndige Ent-

] Ein Molekil Methylenblau entzieht dem gérenden Medium, indem es sich
farbt, zwei Atome Wasserstoff (M -f- H., = MB,). Folglich entziehen zwei Molekiile
vier Atome Wasserstoff, inaktivieren ein Hexosemolekil und verringern die Ausscheidung
von CO02 in der Versuchsportion im Vergleich zu der Kontrollportion um 2 CO,. Die
Formel des Methylenblaus lautet: C16H18NaSCIl + 3H20. (In meiner vorlaufigen Mit-
teilung, Berichte d. D. Botan. Gesellsch., Bd. 31, 1913, S. 141) Sein Molekulargewicht
betragt 373,8. Folglich mussen 2 X 373,8 = 747,6 mg Methylenblau die Ausscheidung
von C02 um 2 X 44 = 88 mg verringern. Die Umrechnung auf eine beliebige Quantitét
Methylenblau bietet nun keine Schwierigkeiten. So wurden in dem vierten Versuche
556,3 mg Methylenblau genommen. Ich rechnete also darauf, daR das Defizit in der
Ausscbeidungsmenge von C02 nach folgender Proportion gleich x sein wdirde:
7476 : 88 = 556,3:x, x = 654. Statt dieses Unterschiedes erhielt ich einen doppelt
so grofen = 133,5. Dasselbe wiederholte sich mit unbedeutenden Schwankungen auch
bei den folgenden Versuchen. Ich habe alle meine Zahlenangaben (sowohl in der Aus-
gangsproportion als auch in den Zusédtzen) auf das wasserfreie Salz umgerechnet und
dabei angenommen, daB ein Methylenblaumolekil zwei Molekile kristallinischen Wassers
enthdlt (siehe Wiehern, Zur quantitativen Bestimmung der Reduktionskraft von Bak-
terien und tierischen Organen, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 57, 1908, S. 365), das sich
bei 1050 (in der Mitteilung war ein Druckfehler — 150 °) abspaltet. Aus der Arbeit
von Bernthsen (Studien in der Methylenblaugruppe, Liebigs Ann. d. Chemie, Bd. 230,
1885) erfuhr ich spéater, daB es noch ein drittes Molekul H, 0 enth&lt, welches sich erst
bei 130—150° abspaltet. Jetzt mache ich keine Umrechnung auf das wasserfreie Salz
und nehme als Ausgangspunkt einfach das Salz, welches 3H, 0 enthélt. Deshalb unter-
scheiden sich die unten angefiihrten Zahlen von den Zahlenangaben der vorlaufigen
Mitteilung.

* Von Schroeder aus Miinchen bezogen.
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farbung ein und der Versuch wurde abgebrochen. Bei Bestimmung des
Alkohols wurde das letzte Destillat sowohl in diesem, als auch in den
folgenden Versuchen bis zu 100 ccm gebracht.
co. i hied Bestimmung
, 1IN Mg ausgescnieaen des Alkohols

C02: CH3CH20H
Im De-  Alkohol

Stunden 5 155 6 ganzen pression in mg

I. Kontrollportion 235 445 54 734 0,29° 690 100 : 94
I1. Versuchsportion 125  388,5 87 600,5 0,24° 571 100 : 95

Die Quantitidt des Wasserstoffes, der der Il. Portion entzogen wurde,
entsprach: H2 = 556,3 X 0,0054 = 3,004 mg.

Der Unterschied in der Ausscheidungsmenge von CO02 sollte nach
der Proportion berechnet gleich u = 556,3 X 0,2354 = 130,9 mg sein.
Tatsachlich betrug der Unterschied in diesemVersuch 734 — 600,5 = 133,5.

Versuch V. 1. Die Kontrollportion enthielt: 100 ccm Wasser + 25g
Saccharose + 5 g derselben Hefe + 2,5 ccm Toluol. [II. Die Versuchs-
portion enthielt dasselbe -j- 2225,2 mg Methylenblau.

. . Bestimmung
C02 in mg ausgeschieden
9 9 des Alkohols Coj :
Im De-  Alkohol CH3CH20H

Stunden o1+ 3y, 19 20vs 14 ; i
ganzen pression in mg

I.Portion 487 82 290 58,7 953 19,7 5944 0,24 582 100 : 98
Il.Portion 137 187 21 93 25 12 66,4 Spuren Spuren

Das voraussichtliche Defizit in der Ausscheidungsmenge von CO02
betrug a = 2225,2 X 0,2354 = 523,6 mg. Das tatsdchlich beobachtete
betrug 594,4 — 66,4 = 528 mg.

Die vollige Entfarbung der H. Portion war in diesem Versuch nicht
eingetreten, trotzdem die Abschwdachung der Farbung auf die N&he des
Endes der Reaktion hinwies. Wie die weiteren Versuche zeigten, kom-
pliziert der Zusatz von allzu groRen Quantititen Methylenblau die
Reaktion, vielleicht geschieht dies infolge einer Verdnderung der phy-
sikalischen Bedingungen des Versuches. Es muR gesagt sein, daB die
Leukoverbindung im Gegensatz zu dem Methylenblau selbst im Wasser
sehr schwach l6slich istl) und deshalb in dem MafRe, in dem die Re-
duktion fortschreitet, als weiles Sediment ausféllt. In diesem Versuch

* Bernthsen, a a 0.
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war die Leukoverbindung in sehr grofer Menge ausgefallen. Deshalb
war vielleicht in diesem Versuch der geringe Unterschied zwischen dem
vorausberechneten und tatsédchlich beobachteten Defizit bloR eine zu-
fallige Erscheinung. In den anderen Versuchen, in denen groBe Mengen
Methylenblau genommen wurden, wurde solch ein geringer Unterschied
nicht beobachtet (s. weiter unten). Uud doch beweist dieser Versuch,
dal man mit Hilfe von Methylenblau die Alkoholgdrung fast vollstindig
hemmen kann, auf diese Weise eroffnet sich ein neuer Weg zum Studium
der Anfangsstadien der Hexosespaltung. Eine der néachsten Aufgaben
ist die Beantwortung der Frage, was unter solchen Bedingungen mit
dem Zucker geschieht.

Versuch VI. |. Kontrollportion: 100 ccm Wasser + 8 g derselben
Hefe -\- 25 g Saccharose + 2,5 ccm Toluol. 11. Versuchsportion: dasselbe
-f- 1112,6 mg Methylenblau.

CO02 nach der

C02 bis zur Entféarbung . Bestimmung
. Entfarbung
ausgeschieden ausgeschieden Im des Alkohols C02: CHS
Im ganzen  De- Al-  CH20H
Stunden 272 2 47s anzen 24 24 pres- kohol
9 sion inmg

I.Portion 69,7 1253270 465 816,4 350,5 172 1803,9 0,70° 1666 100 : 92
Il.Portion 253 62 111,3 1986 409 2413 1565 10054 0,370 881 100 :87

In der Il. Portion wurde 1112,6 X 0,0054 = 6,008 mg Wasserstoff
abgelenkt. Das vorausberechnete Defizit des CO2 betrug im Vergleich
zur Kontrollportion « = 1112,6 X 0,2354 = 261,8. Das tatsachlich beob-
achtete betrug 465 — 198,6 — 266,4 11g.

Versuch VII. 1. Kontrollportion: 100 ccm Wasser + 6 g derselben
Hefe 25 g Saccharose 2,5 g Toluol, n. Versuchsportion: dasselbe
-f- 410,1 mg Methylenblau.

CO02 bis zur Entfarbung Nach der Bestimmung
ausgeschieden Entfarbung Im des Alkohols Co2:
anzen - CHI9CH20H
Stunden 3 PN VE VR De-  Alkohol
ganzen pression in mg
I. Portion 854 150,2 2356 388,4 162,9 786,9 0,300 714 100 : 91
Il. Portion 48,6 865 1351 211,3 934 4398 0,18° 428 100 : 97

W asserstoff wurde in der H. Portion abgelenkt: 410,1 X 0,0054 =
2,215 mg. Das vorausgesetzte Defizit war: a = 410,1 X0,2354 = 96,5mg.
Das tatsachlich Vorgefundene Defizit: 235,6 — 135,1 = 100,5 mg.
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Versuch VIII. 1. Kontrollportion: 65 ccm Wasser -f- 5 g derselben
Hefe + 20 g Saccharose + 2,5 ccm Toluol. 11. Versuchsportion: dasselbe
-j- 1112,6 mg Methylenblau.

. . Bestimmung
C02 bis zur Entfarbung ausgeschieden

des Alkohols
C02: CHjCH,jOH
. 14 Im De- Alkohol
Stunden 3 4 ganzen  pression in mg
I. Portion . . 715 1628 3834 6177 0,25° 595 100 : 96
II. Portion . . 457 99,4 1724 3175 0,12° 286 100 : 89
Wasserstoff wurde der Il. Portion entzogen: 6,008 mg. Das

vorausgesetzte Defizit war: a — 261,8 mg. Das tatsédchlich Vorgefundene
Defizit: 617,7 — 317,5 = 300 mg.

Versuch IX. |. Kontrollportion: 65 ccm 20prozentige Glykoseldsung
+ 5 g Hefanol -|- 2,5 ccm Toluol. 1. Versuchsportion: dasselbe -j- 400 g
Methylenblau.

CO02 bis zur Entfarbung ausgeschieden Bestimmung

des Alkohols
C0.2: ('H3('H20H
Stunden 6 10 Im De‘- AIkOhOl
ganzen pression in mg
I. Portion . . 128,2 338,3 466,5 0,19° 452 100 : 97
Il. Portion . . 88,3 293,1 381,4 0,150 357 100 : 93

Der zweiten Portion wurden 400 X 0,0054 = 2,16 mg Wasserstoff
entzogen. Das vorausberechnete Defizit betrug: a = 400 X 0,2354 = 94,2,
das tatsachlich festgestellte = 85,1 mg.

In allen sechs Portionen, in denen die Bestimmung des Alkohols
vorgenommen wurde, zeigte es sich, dafl in der Portion mit Methylen-
blau seine Ausscheidung sich im Vergleich zu der Kontrollportion genau
parallel der Ausscheidung des CO2 verringerte: das Verhaltnis des (JO2
zum Alkohol bleibt auch in Gegenwart von Methylenblau der theoretischen
Norm nahe; durch Entfernung des Wasserstoffes kann dies Verhéltnis
nicht verandert werden. Besonders belehrend ist in dieser Beziehung
der Versuch V, bei dem in der Kontrollportion 582 mg Alkohol und
594,4 mg CO2 vorgefunden wurden, indes in der Versuchsportion mit
Methylenblau der Garungsprozel? fast vollstdndig gehemmt war; sowohl
CO2 als Alkohol wurde nur in sehr geringen Mengen vorgefunden. Auf
diese Weise haben es beide Komponenten der Gdarung, sowohl das CO2

Zeitschr. f. Garungsphysiologie. Bd. Il1. 929
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als auch der Alkohol, in gleichem MaRe notwendig, daB der aktive
Wasserstoff, der zeitweise von der Reduktase gebunden war, wieder
dem Garungsprozesse zugewendet wird und die Reduktionsreaktionen
auslibt, ohne welche der GarungsprozeR nicht sein normales Ende er-
reichen kann, mit anderen Worten, es spielt sich dieser Reduktions-
vorgang friaher ah, als die Abspaltung beider Produkte der
Gérung.

In den Destillaten, die zur Bestimmung des Alkohols dienten,
wurden qualitative Proben auf das Vorhandensein von Aldehyden und
Ketonen vorgenommen (Reaktion mit Fuchsinschwefelsdure und Natrium-
nitroprussidlésung). Die Reaktion auf das Vorhandensein von Ketonen
gab immer ohne Ausnahme ein negatives Ergebnis. In Anwesenheit
von Fuchsinschwefelsdure wurde manchmal eine schwache Férbung beob-
achtet. In Anbetracht der Empfindlichkeit dieser Reaktion muissen wir
zugeben, dal die Entstehung von merklichen Mengen von fllchtigen
Aldehyden auch nicht stattfand. Wenn also, wie S. Kostytschew meint,
das Azetaldehyd tatsachlich ein Zwischenprodukt des Garungsprozesses
bildet, so geht seine Entstehung komplizierter vor sich, als man nach
dem Schema dieses Autors voraussetzen kdnntel).

Versuch X. Zu diesem Versuch wurde Mazerationssaft genommen,
der nach Lebedew gewonnen war. Die Filtration dauerte 12 Stunden
bei einer Temperatur von circa 0°.

I. Kontrollportion: 30 ccm Saft -(-6 g Glykose -\- 2 ccm Toluol.
Il. Versuchsportion: dasselbe -j- 1466,4 mg Methylenblau.

C02 ausgeschieden

Im ganzen
Stunden 6 14 8
I. Portion . . . 251.4 901,4 2338 1386.6
Il. Portion . . . 2015 665,6 128,1 995,2

Versuch XI. Der Saft wurde 15 Stunden bei einer Temperatur
von ungefahr 2—3° filtriert. 1. Kontrollportion: 30 ccm Saft + 7 g

*) Ich muf Gbrigens sagen, daB ich, wenn ich von Reduktionsvorgdngen spreche,
selbstverstdndlich nur jene im Auge habe, welche dank der konkurrierenden Wirksam-
keit des Methylenblaus wegfallen. Man kann annehmen, daB in dem garenden Medium
auch noch andere Reduktionsvorgdnge stattfinden, welche das Methylenblau nicht im-
stande ist zu storen. Dann bleibt das Schema von S. Kostytschew vollstindig auRer
dem Bereich meiner Arbeit.
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Glykose + 2 ccm Toluol. Il. Versuchsportion: dasselbe + 2191,6 mg
Methylenblau.

CO, ausgeschieden

Im ganzen
Stunden 13 8Vs
I. Portion . . . . 353.5 533,3 886,8
Il. Portion . . . . 2115 109,2 320,7

In Anbetracht dessen, daB sich-auf dem Boden der Kolben ein
reichliches Sediment gebildet hatte, welches den Gasstrom erschwerte,
wurden beide Versuche (der X. und der XI.) abgebrochen, bevor véllige
Entfarbung eingetreteu war.

Trotzdem der Beduktionsvorgang nicht zu Ende gekommen war, hatte
der tatsachliche Unterschied in der Ausscheidung von CO-> zwischen den
beiden Portionen schon den vorausberechneten Unterschied (berstiegen:
im Versuche X war a = 1386,6—995,2 = 391,4; vorausberechnet war
= 1466,3 X 0,2354 = 345,2. Im Versuch X| war a — 886,8 — 320,7
566,1mg; gegeniiber der voraus berechneten Menge: a— 2191,6X0,2354
515,9 mg. Es war zu viel Methylenblau genommen worden. Deshalb
ging ich bei den folgenden Versuchen zu geringeren Mengen (ber.

I @

Versuch XIl. Der Saft wurde im Laufe von 12 Stunden bei einer
Temperatur von circa 0° filtriert. 1. Kontrollportion: 30 ccm Saft
-f- 10 ccm Wasser -f 8g Glykose -j- 2 ccm Toluol. I1. Versuchsportion:

dasselbe + 565,8 mg Methylenblau.

Ausscheidung des C02 bis zur Entfarbung €02 nach der

Entfarbung
| Im ganzen
m
Stunden 13
8Vs ganzen 161/s 24
I. Portion . . . 353.5 433,3 786,8 453,2 230 1470
Il. Portion . . . 3235 302 625,5 474.8 229 1329,3

Aus der Il. Portion wurden 565,8 X 0,0054 = 3,06 mg Wasserstoff
entfernt. Dasvorausberechnete Defizit betrug: 565,8X0,2354 = 133,2 mg.
Das tatsachlich vorhandene: 786,8 — 625,5 = 161,3 mg.

Versuch Xlll. Der Saft wurde im Laufe von 4 Stunden bei
Zimmertemperatur filtriert. 1. Kontrollportion: 50 ccm Saft -f 10 g
Glykose + 2,5 ccm Toluol. 1l. Versuchsportion: dasselbe 323,5 mg

Methylenblau.
20*
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C02nach d
C0.2 bis zur Entfarbung ausgeschieden nach der

Entfarbung
Im ganzen
Stunden m 23
2y 15T ganzen
I. Portion . . . . 103 877,2 980,2 803,3 1783.5
Il. Portion . . . . 88 832 920 780,5 1700.5

Nach 2V2 Stunden war die Entfarbung- noch nicht eingetreten.
Am Morgen (nach noch 16Vs Stunden) war die Il. Portion vollstandig
entfarbt. Aus der Il. Portion wurden = 323,5 X 0,0054 = 1,75 mg Wasser-
stoff entfernt. Das vorausberechnete Defizit war; a = 323,5X0,2354
= 76,1mg, das tatsdchlich Vorgefundene: 980,2 — 920 = 60,2 mg.

Versuch XIV. Der Saft wurde im Laufe von 14 Stunden bei einer
Temperatur von circa 00 filtriert. Es wurden vier Portionen verwendet:
I. Portion: 30 ccm Saft -|- 6 g GUykose 2 ccm Toluol. Luftstrom.
Il. Kontrollportion: dasselbe. Wasserstoffstrom. [1ll. Portion: dasselbe

463,3 mg Methylenblau. Wasserstoffstrom. 1Y. Portion: dasselbe
780,8 mg Methylenblau. Wasserstoffstrom.

Die I. Portion wurde nicht mit dem Apparate von Bardeleben
in Verbindung gebracht und wurde verwendet, um zu priifen, ob der
Mazerationssaft die Hexose unter aeroben (l. Portion) und anaeroben
(I1. Portion) Verhdltnissen in gleichem MaRe vergart.

Stunden | Portion 1. Kontroll- 1. mit 1V. mit
' portion Methylenblau Methylenblau
330,5 324,8 226,4 201,8
2125 207,2 199,3 165,6
16 312 320,8 3545 2732
24 184 172 138,1 74,0
Im ganzen 1039,0 1024,8 918,3 714,6

Die Ill. Portion entfarbte sich nach 7 Stunden. Es wurde ihr
H2= 463,3 X 0,0054 = 2,5 mg entzogen. Das vorausberechnete Defizit
betrug: « = 463,3 X 0,2354 = 109,1 11g, das tatsdchlich Vorgefundene:
a = 3248 — 226,4 = 98,4 mg. Die IV. Portion entfarbte sich nach
7 6 = 13 Stunden. Es wurde ihr 780,8 X 0,0054 = 4,22 mg Wasser-
stoff entzogen. Das vorausberechnete Defizit betrug: 780,8 X 0,2354
= 183,8 mg, das tatsachlich Vorgefundene: (324,8 -{- 207,2) — (201,8 -f-
165,6) = 164,6 mg.
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Der Vergleich der I. und Il. Portion beweist, daR die Zymase auch
in dem Mazerationssaft sich zu dem Sauerstoff der Luft vollstandig-

inaktiv verhéltl).

Versuch XV. Der Saft wurde im Laufe eiuer Nacht bei der Tem-
peratur von circa + 6 ° filtriert. 1. Kontrollportion: 25 ccm Saft -+ 5¢g
Glykose -|- 2 ccm Toluol. [Il. Portion: dasselbe -j- 410 mg Methylenblau.
I11. Portion: dasselbe -f 429 mg Methylenblau.

Die Entfarbung trat in der Il. und Ill. Portion fast gleichzeitig ein
(nach 20 Stunden) und deshalb wurden alle Portionen parallel abgenommen.

Stunden I. Kontrollportion Il. mit Methylenblau I1l. mit Methylenblau
S 1S4,1 150.4 1453
12 309,2 233,8 2339
493,3 384,2 .379,2
20 ] 358 385,4 361,4
72 1714 154,8 1425
Im ganzen 1022,7 924 .4 883,1

In der Il. Portion wurde Wasserstoff H2= 410X0,0054 = 2,21 mg
abgelenkt. Das vorausberechnete Defizit betrug: a — 410 X0,2354
= 96,5 mg, das tatsachlich aufgefundene: « = 493,3 — 384,2 = 109,1 mg.
In der Ill. Portion wurden H2 = 429 X 0,0054 = 2,32 mg Wasserstoff
abgelenkt. Das vorausberechnete Defizit betrug: u — 429 X 0,2354
= 101 mg, das tatsdchlich Vorgefundene: a — 493,3 — 379,2 = 114,1 mg.

Bemerkenswert ist che Tatsache, daf in den Versuchen mit Hefe-
mazerationssaft, wenn nur nicht zu viel Methylenblau genommen wurde,
nach Beendigung der Reduktionsperiode die Portion mit Methylenblau
nicht selten im Vergleich zu der Kontrollportion einen gewissen Uber-
schuB an CO02 gibt. In den friheren Versuchen mit Trockenliefe wurde
fast regelméRig das Gegenteil beobachtet: auch nach Beendigung der
Reduktionsperiode blieb die Portion mit Methylenblau hinter der normalen
zuiiick, ihre Arbeit blieb verringert; dies ist wahrscheinlich einer von
den Giiinden, welche die Benutzung von groflen Dosen Methylenblau
unbequem machen; wenn die Reduktionsperiode verzdgert wird, tritt die
Wirkung eines neuen Faktors hinzu und die gegenseitigen Beziehungen
werden verschoben.

In den Versuchen mit Hefemazerationssaft, in denen kleine Mengen
des Reagens benutzt werden, wird solch ein Unterschied zwischen den

1) S. Gromow und Grigoriew, a a 0.
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zwei Portionen nicht beobachtet: so blieb in dem Versuch XIIl selbst
nach 40 Stunden der Unterschied zwischen den Portionen, der 83 mg
betrug, nahe dem vorausberechneten (= 76,1), trotzdem die Reduktion
lange schon beendigt war. In anderen Fdllen, wiederhole ich, wird so-
zusagen die Tendenz bemerkbar, das nachzuholen, was iii der ersten
Periode versaumt wurde.

Wie sich diese eigentimliche ,Nachwirkung“ erklaren 1&Bt, kaun
ich vorlaufig noch nicht beurteilen. Es mull erst festgestellt werden,
was in der Reduktionsperiode mit dem Zucker geschiehtl).

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse aller Versuche, mit
Ausnahme derer, in denen allzu groBe Mengen Methylenblau benutzt
wurden, zusammengestellt.

Nummer Methylenblau €02 in C02in der Der beob- De]-voraus- apgejenk-
der (vyasser- der Kontroll- Versuchs- achtete berechnete tes h2
haltiges Salz) ) Unter- Unter- )
Versuche in mg portion portion schied schied in mg
1 2.'2) 3. 4. 5. 6,9 " 7.
v 556,3 734 600,5 1335 130,9 3,004
Vi 1112,6 465 198,6 266,4 261,8 6,008
Vil 410,1 235,6 1351 100,5 96,5 2,215
VIl 1112,6 617,7 3175 300,2 261,8 6,008
X 400 466,5 381,4 85,1 94,2 2,16
X1l 565,8 786,8 625,5 161,3 13.3,2 3,06
X111 323.5 980,2 920,0 60,2 76,1 1,75
X1V 463,3 324,8 226,4 98,4 109.1 2,5
X1V 780,8 532,0 367,4 164,6 183,8 4,22
XV 410 493,3 384,2 109,1 96,5 2,21
XV 429 493,3 379,2 114,1 101,0 2,32

Die Ahnlichkeit der Zahlen in der 5. und 6. Reihe beweist, wie
mir scheint, daR die Uberlegungen, von denen ich ausgegangen bin,
ihrem Wesen nach richtig waren.

Die Grundthese kann auf folgende Weise ausgedrickt werden:
ein Grammolekil Methylenblau entzieht dem géarenden Medium ein
Grammolekil (d. h. zwei Grammatome) Wasserstoff und inaktiviert

*) Die unliangst erschienene Arbeit von H. Euler und Th. Berggren, Uber
die primare Umwandlung der Hexosen bei der alkoholischen Garung (Zeitschr. f. Garungs-
physiologie, Bd. 1, 1912, S. 203) beschéftigt sich mit der sehr wichtigen Frage (ber das
Anfangsstadium der Zuckerspaltung bei der Géarung.

2) Siehe Anmerkung auf S. 302.



Hefegarung und Wasserstoff. 311

dadurch ein Grammolekil Hexose, welches auf diese Weise vor der
weiteren Spaltung in Alkohol und C02 bewahrt wird. Aus dieser Grund-
these lassen sich, denke ich, folgende Schliisse ziehen:

1. Das erste oder eins der ersten Stadien der Alkoholgarung ist
die Aktivierung zweier Atome Wasserstoff unter Mitwirkung der Reduk-
tase. Uber den Ursprung dieses aktiven Wasserstoffes kann ich nichts
sagen, ich kann auch nicht sagen, ob er unmittelbar von der Hexose
abgespalten wird oder ob er das Ergebnis der Dissoziation des Wassers
in Tonen) bildet. (In letzterem Falle wird das Hexosemolekil zum
Gegenstand der oxydierenden Einwirkungen seitens der sich parallel
bildenden OH-lonen). Ohne mich bei der Frage aufzuhalten, was mit
der Hexose geschieht, stelle ich mir dieses Stadium schematisch folgender-
weise vor: t

CeHiaOe -j- Red. = (CeHiaCu — 2H) -|- Red.

2. Der Wasserstoff, der zeitweise von der Reduktase gebunden
wird, ist zum normalen Verlauf der Géarung notwendig; dabei bedirfen
beide Komponenten, sowohl das CO02 als auch der Alkohol, in gleichem
MaRe der Mitwirkung dieses Wasserstoffes in dem weiteren Verlauf des
Géarungsprozesses.

3. Die Abwesenheit einer klar ausgeprégten qualitativen Reaktion
auf Aldehyde (mit Fuchsinschwefelsdure) zeigt, daR die Bildung von
Aldehyden bei der Garung des Zuckers, wenn sie auch wirklich statt-
findet, ein komplizierterer Vorgang ist, als man nach dem Schema von
Kostytschew voraussetzen kénnte2.

4. Zwischen der Reduktions- und Gérungsenergie der Hefe besteht,
wie es scheint, ein strenger Parallelismus: indem wir die Reduktase
zwingen, den von ihr fixierten Wasserstoff anderweitig abzugeben, ver-
ringern wir in streng dquimolekularem Verhéaltnis die Ausscheidung der
Garungsprodukte.

In allen oben beschriebenen Versuchen arbeitete die Zymase in
Gegenwart von Zucker. In meinen Versuchen, die sich auf die
Selbstgarung der Hefe bezogen, stief ich wieder auf scharf aus-
geprédgte molekulare Verhdltnisse, wenn auch in anderer, sehr eigen-
tumlicher Form.

*) Die ldee von der aktiven Rolle des Wassers im GérungsprozeR ist in dem von
W. Palladin entwickelten Schema durchgefithrt (W. Palladin, Zeitschr. f. Garungs-
physiologie, Bd. 1. 1912, S. 91).

3 Siehe S. 301.
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Ill. Versuche mit der Selbstgarung der Hefe.

Trockene Hefeprdparate, die ohne Zusatz von Zucker mit Wasser
vermischt werden, sind imstande, eine ziemlich energische Reduktion des
Methylenblaus hervorzurufen, trotzdem die Ausscheidung von CO2 unter
den Bedingungen der Selbstgdrung sich dabei nicht immer in grofen
Zahlen ausdrickt. Der nach Lebedew hergestellte Hefensaft hat eine
sehr schwache Féahigkeit zur Selbstgédrung. Unter gewissen Bedingungen
(langdauernde Filtration) reduziert sich die Selbstgdrung (im Sinne der
Ausscheidung von CO2) praktisch auf Null.

Versuch XVI. 50 ccm Saft, die im Laufe von 14 Stunden filtriert
wurden, haben im ganzen 14,2 mgr CO2 (ohne vorhergehende Evakuation)
ausgeschieden. Andere 50 ccm desselben Saftes haben unter anaeroben
Bedingungen (Wasserstoffatmosphare) 500 mg Methylenblau vollstdndig
entfarbt. Wenn unter den Bedingungen der Selbstgdrung dieselben
Verhéltnisse bestehen wiirden, die bei dem GéarungsprozeB in Anwesenheit
von Zucker beobachtet werden, so muften diese 500 mg Methylenblau,
indem sie sich zur Leukoverbindung reduzieren, die Ausscheidung der
CO2 auf 118 mg verringern. Aber sie sind nicht vorhanden: die Kon-
trollportion hat im ganzen 14,2 mg ergehen. Aullerdem enth&lt der
Mazerationssaft, wie Lebedew behauptet, gar kein oder fast gar kein
Glykogen, d. h. kein Géarmaterial. Dessenungeachtet entzieht das Me-
thylenblau selbst unter diesen Bedingungen noch Wasserstoff. Woher
kommt nun der letztere und zu welchen Vorgangen fihrt seine Ent-
ziehung?

Schon die ersten Versuche, deren Methodik eine Nachahmung der
friheren Versuche bildete, gaben ein unerwartetes Resultat: das Methylen-
blau stimuliert die Ausscheidung von COa.

Versuch XVII. Zu jeder der zwei Portionen wurden je 6 g Trocken-
hefe nach Lebedew 100 ccm Wasser -|- 2,5 ccm Toluol genommen.
Die H. Portion erhielt auBerdem 400 mg Methylenblau. Nach 36 Stunden,
in deren Verlauf das Methylenblau vollstdndig entfarbt wurde, ergab die
I. Portion — ohne Methylenblau — 108,6 mg CO2, die Il. Portion —
mit 400 mg Methylenblau — 157,4 mg CO2. Der Unterschied zugunsten
der Il. Portion betrag 48,8 mg.

Versuch XVIII. Es wurden vier Portionen verwendet: 1. Kon-
trollportion: 50 cm Wasser 5 g derselben Hefe + 2 ccm Toluol,
n. Portion: dasselbe -j- 200,5 mg Methylenblau. HI. Portion: dasselbe
-|- 401 mg Methylenblau. IV. Portion: dasselbe 700 mg Methylenblau.
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Die Il. Portion entfarbte sich nach 5 Stunden und wurde abge-
nommen; die HI. wurde am Morgen entfarbt gefunden und 20 Stunden
nach Beginn des Versuches abgenommen; die IV. 55 Stunden nach Beginn
des Versuches. Die Rohren wurden gleichzeitig abgenommen und neue
zur Kontrollportion (1) aufgestellt. — Die II., Ill. und IV. Portion haben
im Laufe der entsprechenden Periode der Reduktion des Methylenblaus
54,5; 135,6; 191,1 mg COs, im Laufe derselben Periode hat die Kontroll-
portion 32,4; 80,4; 104,7 mg COs ausgeschieden. Der Unterschied zu-
gunsten der Portionen mit Methylenblau betrug: fir die Il. Portion mit
200,5 mg Methylenblau 54,5 — 32,4 = 22,1 mg, fur die Ill. Portion mit
401 1mg Methylenblau 135,6 — 80,4 = 55,2 mg, fur die IV. Portion mit
700 mg Methylenblau 191,1 — 104,7 = 86,4 11g.

W ir sehen, daR zwischen dem Uberschuf an C02 und der Menge
des reduzierten Methylenblaus eine gewisse Proportionalitdt besteht.
Wenn wir in diesen zwei Versuchen eine Umrechnung auf 100 mg Me-
thylenblau machen, so erhalten wir folgende Reihe von Zahlen: Auf

100 mg Methylenblau wirde Gberschiissige CO2ausgeschieden: 48 8: 12,2

— 1LO = 138 7 = 12,3. Die Zahlen schwanken ziem-

lich nahe zwischen 11 und 14. Diese Zahlen erhalten eine sehr bestimmte
Bedeutung, wenn wir voraussetzen, daB die Entziehung zweier Wasser-
stoffatome (die sich mit Hilfe eines Molekils Methylenblau vollzieht)
unter den Bedingungen der Selbstgdrung die Bildung nur eines (Uber-
schiissigen CCVMolekiils hervorruft. In diesem Falle muR auf Grund
der molekularen gegenseitigen Beziehungen folgende Proportion Platz
haben: 373,8 :44 = 100 :«; « = 11,77, d. h. je 100 1g Methylen-
blau mussen die Ausscheidung von zirka 12 mg (11,77 mg) Gberschiissiger
CO2 hervorrufen.

Versuch XIX. Es wurden 4 Portionen verwendet: 1. Kontrollportion:
100 ccm V asser 10 g Hefanol -j- 2,5 ccm Toluol, Il. Portion: dasselbe
+ 158,5 mg Methylenblau, IIl. Portion: dasselbe + 293,7 mg Methylen-
blau, IV. Portion: dasselbe -j- 606,0 mg Methylenblau.

Infolge eines Zufalles konnte ich den Verlauf des Versuches nicht
verfolgen, und alle Portionen wurden gleichzeitig, 26 Stunden nach Be-
ginn des Versuches, als die Reduktion des Methylenblaus schon in allen
drei Portionen vollig beendigt war, abgenommen. Im Laufe dieser Zeit
wurde an CO02 ausgeschieden: in der I. Portion 207,4 mg; in der Il.
193,3 1g; in der IlIl. 210,3 mg; in der IV. 246,0 1g. Die I. Portion
(ohne Methylenblau) hat im Gegensatz zu den friiheren Versuchen etwas
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mehr CO2 ausgeschieden als die Il. Portion mit der geringsten Menge
Farbstoff. Ob dieser Unterschied eine Folge eines zufalligen Fehlers in der
Analyse oder eine natirliche Erscheinung war, kann ich nicht mit Be-
stimmtheit sagen. Wenn wir aber den Unterschied zwischen der Il1. und
Il. Portion und sodann den Unterschied zwischen der 1'Y. und Ill. berechnen,
so erhalten wir folgende Proportionen: |11 erhielt 135,2 mg Methylenblau
mehr als Il und hat 210,3 — 191,3 = 17 g CO2 mehr ausgeschieden

als 1. Auf 100 mg Methylenblau kommen I01;2 = 125 mg C02 IV

erhielt 312,3 1119 Methylenblau mehr als 111 und hat 246 — 210,3 = 35,7 g
7

mehr CO2 ausgeschieden. Auf 100 mg Meth. kommen O_i.]o = 11,4 mg

Uberschiissige CO2.

Wieder eine bedeutende Annédherung an die theoretisch berechnete
Zahl (11,77)! Und doch war ich nicht vollstandig Uberzeugt, bevor ich
nicht zu den Versuchen mit Mazerationssaft Uberging.

Versuch XX. Der Saft wurde im Laufe einer Stunde filtriert.
I. Kontrollportion: 10 ccm Saft -(- 10 ccm Wasser + 1 ccm Toluol.
Il. Portion: dasselbe -)- 100 mg Methylenblau. 11l. Portion: dasselbe
-)- 200 mg Methylenblau.

Nach 24 Stunden wurde der Versuch unterbrochen. Die Il. Portion
war vollstandig entfarbt (wahrend der Nacht), die Ill. hatte sich nicht
entfarbt. Die Portionen hatten 5,7; 17,8; 20,1 mg CO2 ausgeschieden.
Auf 100 mg Methylenblau kamen in der Il. Portion 17,8 — 5,7 = 12,1 11g
(gegen 11,77) Uberschiissige 002

Versuch XXI. Der Saft wurde im Laufe von 2 Stunden filtriert.
I. Kontrollportion: 10 ccm Saft -j- 1 ccm Toluol. II. Portion: dasselbe
+ 100 mg Methylenblau. [Ill. Portion: dasselbe -\- 200 mg Methylen-
blau. 1V. ebenso wie 1., aber im Luftstrom.

Der Apparat war zwei Tage im Gang (uUberhaupt ist es bei den
Versuchen mit Hefensaft unter den Bedingungen der Selbstgdrung nicht
notig, den Augenblick der Entfarbung zu verfolgen). Die I. und IV.
Portion hatten eine ganz gleiche Quantitat CO2 = 6,7 1ig ausgeschieden.
Die Il. Portion ergab 18,6 mg CO2. Auf 100 mg Methylenblau kamen

18,6 — 6,7 = 11,9 mg (gegen 11,77) uberschiissige C02 Il hatte sich
nicht entfarbt und ergab 25,8 g CO2. Es ist bezeichnend, daB in der
HI. Portion des Versuchs XX und der IlIl. Portion des Versuchs XXI,

wo die Deduktion ihr Ende nicht erreicht hatte, die Quantitadt des lber-
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schlissigen C02 auch nicht die theoretische GroRe erreichte: zwischen
beiden Vorgdngen besteht ein strenger Parallelismus.

Versuch XXII. Der Saft wurde im Laufe von 16 Stunden bei einer
Temperatur von zirka +5° filtriert. I. Kontrollportion: 50 ccm Saft
+ 2,5 ccm Toluol, . Portion: dasselbe + 218 mg Methylenblau.
DI. Portion: dasselbe + 450 mg Methylenblau. IV. Portion: dasselbe
+ 634 mg Methylenblau.

Der Apparat war drei Tage im Gang. Das Methylenblau hatte
sich in allen drei Portionen entfarbt. Alle Portionen wurden gleichzeitig
abgenommen und ergaben CO,: Die I. Portion 14 mg, die Il. Portion
39.1 mg. UberschuR gegeniiber der Kontrollportion 39,1 — 14 = 25,1 mg.

251
Auf 100 mg Methylenblau kommen --’g = 11,5 mg uberschissige C02.

Die III. Portion 68,5 mg. UberschuB 68,5 — 14 = 54,5 mg. Auf 100 mg

Methylenblau kommen 5;';5 = 12,1 mg Uberschiissiges C02. Die IV. Por-

tion 90,1 mg. UberschuR gegen die Kontrollportion = 90,1 — 14 =
76,1
76.1 mg. Auf 100 mg Methylenblau kommen X = 12,0 mg uber-

704

schiissige C02

Es bleibt kein Zweifel an der Richtigkeit der oben ausgedriickten
These. Analog der friheren, stelle ich sie wie folgt auf: ein Gramm-
molekiul Methylenblau ruft, indem es aus dem géarenden Me-
dium unter den Bedingungen der Selbstgdrung ein Gramm-
molekil (das sind zwei Grammatome) W asserstoff entzieht,
die Ausscheidung eines Grammolekils CO02 hervor.

Um mich von dem fermentativen Charakter dieses Vorganges zu
lberzeugen, habe ich folgenden Versuch angestellt:

Versuch XXIll. Der Saft wurde im Laufe einer Nacht bei einer
Temperatur von ca. 8—10° filtriert. 1. Portion: 15 ccm Saft + 15 ccm
Wasser + 2 ccm Toluol. 11. Portion: dasselbe + 100 mg Methylenblau.

I1l. Portion: 15 ccm Saft + 15 ccm Wasser wurden im Laufe von 10 Mi-
nuten bei einer Temperatur von 80° erwadrmt, nach der Abkuhlung
wurden 100 mg Methylenblau hiuzugesetzt und die Portion, gleichzeitig
mit den zwei ersten, mit dem Apparate in Verbindung gesetzt.

Die I. Portion hat 5,3 mg CO, ausgeschieden. Die Il. Portion hat
sich entfarbt und 17,4 mg C02 ausgeschieden, d. h. auf 100 mg Methylen-
blau kam ein UberschuB von 17,4 — 53 = 12,1 mg. Die Ill. Portion
hat sich nicht entfarbt und kein CO02 ausgeschieden.
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Es ist klar, daB der Vorgang einen fermentativen Charakter hat.
Es blieh noch ein Zweifel unbeseitigt. Methylenblau ist ein Salz. Viel-
leicht erleidet die Leukoverbindung, die sich unter dem EinfluR der
Reduktase bildet, eine Hydrolyse, und das sich dabei befreiende HCI
verdrangt die dquivalente Menge von CO2 aus den Karbonaten? Die
Anwesenheit der letzteren im Safte, der ausgeprdgten Sdaurecharakter
tragt, ist hochst zweifelhaft, dessenungeachtet habe ich zur Beseitigung
dieses Zweifels folgenden Versuch durchgefihrt:

Versuch XXIV. Der Saft wurde im Laufe einer Nacht bei einer
Temperatur von ca. 10° filtriert. 1. Kontrollportion: 50 ccm Saft -j- 2,5 ccm
Toluol. 1l. Portion: dasselbe -j- 602,5 mg Methylenblau. [Ill. Portion: das-
selbe -\- 102 mg Methylenblau. Der Versuch dauerte drei Tage. Die
I1l1. Portion befand sich zum Unterschiede von den beiden ersten die
ganze Zeit im Luftstrom. Mit anderen Worten verfallt die sich hier
im Laufe der Reduktion bildende Leukoverbindung dem EinfluR des
Sauerstoffes, der sie mit geringerer oder grofRerer Leichtigkeit wieder
oxydiert, indem er den Wasserstoff bis zum Wasser verbrennt. Das
wiederhergestellte Methylenblau tritt wieder in Tatigkeit, entzieht eine
neue Portion aktiven Wasserstoffes usw. Wenn die (berschissige Aus-
scheidung von CO2 sich durch die Wirkung des Chlorwasserstoffes er-
klart, welches im Prozesse der Hydrolyse frei wird, so muB die wieder-
holte Entziehung neuer Portionen Wasserstoffes durch dieselbe Menge
Methylenblau keine weitere Vermehrung des CO2 lber die Norm hervor-
rufen, die der abgewogenen Quantitdt Methylenblau entspricht. Wenn
der Hauptgrund in der Entfernung des Wasserstoffes liegt, so muB diese
Portion viel energischer arbeiten, als es auf Grund des oben festgestellten
Molekularverhdltnisses statthabeu sollte.

Und die 1. Portion (ohne Methylenblau) hat tatsachlich 13,7 mg C02,
die Il. Portion 85 mg COa ausgeschieden. Auf 100 mg Methylenblau kamen
Uberschissige CO2 = 6.025 = 11,8. Die Ill. Portion hat 90 mg C02
ausgeschieden, mehr, als sogar die Il. Portion, obgleich hier sechsmal
weniger Methylenblau genommen worden war. Dieser Falll) ist unter
anderem auch deshalb interessant, weil er in formeller Hinsicht voll-
standig von dem von Ostwald aufgestellten Begriff der Katalyse ge-
deckt wird: eine geringe Menge Methylenblau beschleunigt die Aus-

i} Ich kann nicht umhin, darauf hinzuweisen, daf dieser Fall in dem seine
von W. Palladin (W. Palladin, Zeitschr. f. Gérungsphysiologie. Bd. 1, 1912, S. 91)
vorgeschlagenen Schema des Atmungsprozesses sozusagen theoretisch vorausgesagt war.
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Scheidung- von CO02 und befindet sich, ohne in die Endprodukte der
Reaktion Uberzugehen, nach Beendigung der letzteren in seinem ur-
sprunglichen Zustande — in der Form eines Pigmentes. Wenn der
Chemismus der Wirkung des Methylenblaus uns nicht bekannt wére,
kdnnten wir von einer geheimnisvollen Wirkung durch die Berlihrung-
Sprechen.

Auf Grund aller dieser Versuche mussen wir sagen, daB in dem
garenden Medium Substanzen vorhanden sind, die, wenn es gleichzeitig
gelingt, mit Hilfe von Methylenblau zwei Atome Wasserstoff abzulenken,
imstande sind, ein Molekil C02 abzuspalten. Das ist ein fermentativer
Vorgang und er findet, wie es scheint, nur unter den spezifischen Be-
dingungen der Selbstgarung statt, In Anwesenheit von Zucker wird der
entgegengesetzte Vorgang beobachtet: die Entziehung zweier Atome
Wasserstoffes verringert die Ausscheidung von CO» um zwei Molekile.
Wenn beide Vorgange gleichzeitig verlaufen wirden, so kdénnte sich
summa summarum nicht die RegelmdaBigkeit &uBern, die mit genugender
Klarheit aus den Zahlenangaben der ersten Versuchsserie zutage tritt.
Auf diese Weise ruft das Methylenblau unter den Bedingungen der Selbst-
gérung einen ProzeR sui generis hervor, der in Anwesenheit von Zucker
gar nicht oder fast gar uicht stattfindet. Augenscheinlich missen wir
gerade in den spezifischen Bedingungen der Selbstgarung die Erklarung
der Erscheinung suchen, die den Gegenstand meines Studiums in den
letzten Versuchen bildete. Worin bestehen nun die spezifischen Eigen-
tumlichkeiten der Selbstgarung? Wir wissen, daR unter diesen Bedin-
gungen eiu sehr energischer Abbau von Eiweill vor sich geht, wahrend
das Eiweill in Gegenwart von Zucker fast unberihrt bleibt. So wurden,
nach den Angaben von Grigoriew und Gromowl, ohne Zucker
49,8% des Eiweiles abgebaut, in Gegenwart von Zucker (35prdzentige
Ldosung) nur 6,8%.

Nach den Versuchen von Leonid Iwanoff mit Prefhefe geht der
Abbau von Eiweill in Anwesenheit von Zucker wenigstens zweimal
schwéacher vor sich als ohne Zucker2).

Es erscheint mir deshalb sehr wahrscheinlich, daB bei Anwesen-
heit von Methylenblau die Produkte des EiweiRabbaues, wohl am rich-
tigsten Amidosduren, vergdrt wurden.

1) Gromow und Grigoriew, a.a.O.

2 Leonid lwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 42, 1904, S. 464; des-
gleichen: Uber die Umwandlung des Phosphors in den Gewdéchsen im Zusammenhang mit
den Umwandlungen des Eiweiles, St. Petersburg, 1905 (russisch).
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Sehr wertvoll erscheint fir mich der Hinweis von A. Bachl), der
die Aufmerksamkeit der Biologen auf eine interessante Reaktion gelenkt
hat, die schon seit langem von Strecker studiert war. Laut dieser
Reaktion gehen die Amidosdauren in Gegenwart von Alloxan, welches
zwei Atome Wasserstoff an sich nimmt, unter Abspaltung von NH3 und
CO2 in Aldehyde iber. Auch hier, wie in meinen Versuchen, ruft die
Entfernung zweier Atome Wasserstoff die Bildung eines C02-Molekils
hervor. Wenn der fermentative Vorgang in meinen Versuchen nachdem
Typus dieser rein chemischen Reaktion verlaufen wirde, so miRte dabei
keine Alkoholbildung stattfinden, an Stelle des letzteren miften sich
Aldehyde ansammeln. Untersuchungen in dieser Richtung sind gerade
eben eingeleitet worden und die ersten Versuche haben gezeigt, daf
Alkohol dabei, wie es scheint, tatsdchlich nicht gebildet wird. So wurde
in dem vorhergehenden Versuch der Alkohol in der I. und Il. Portion
bestimmt. In Anbetracht der geringen Menge des Alkohols benutzte ich
die Methode von Nicloux. Die zwei letzten Destillate wurden auf den
Umfang von je 100 g gebracht.

Die I. Kontrollportion: 5 ccm bendtigten 1,2 ccm Biehromatlésung.
Folglich betrug der Alkoholgehalt im Destillat 0,12 Vol.-Proz., was
dem Gewicht nach 0,096 % entspricht. Es wurden 96 mg Alkohol
vorgefunden.

1. Portion mit Methylenblau: 5 ccm bendtigten 1,35 ccm Bichro
Iésung. Folglich betrug der Alkoholgehalt im Destillat 0,135 Vol.-Proz.,
was einem Gewicht von 0,107 % entspricht. Es wurden 107 mg Alkohol
vorgefunden.  Auf diese Weisemacht der Unterschied zugunsten der

H. Portion im ganzen 107 — 96 = 11 mg aus, indessen wurd
71,3 mg mehr CO2 als in der I. Portion ausgeschieden.

Versuch  XXV. Wiederholung des vorhergehenden Versuches.
I. Kontrollportion: 50 ccm Saft -f- 2 ccm Toluol.  1l. Portion: dasselbe
-f 752 mg Methylenblau. Il1l. Portion: dasselbe + 46 mg Methylen-
blau. Luftstrom.

Bemerkenswert ist der Umstand, daB die Ill. Portion trotz des

Luftstroms sich schnell entfarbte und erst nach zwei Tagen wieder eine
intensiv blaue F&rbung annahm. Augenscheinlich geht die Reduktion
energischer vor sich, als die Oxydation der Leukoverbindung. Die
Il. Portion war zu Ende des Versuches nicht vollstdndig entféarbt,
sondern hatte einen grinlichen Ton angenommen, der von dem Heran-
nahen des Endes der Reduktion zeugte.

J A. Bach, a a 0.
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c 02 ausgeschieden in Stunden Nach Bi-  Alkohol
Im der De-  chro- in 70 Alkohol
ganzen stillation mat nach in mg
Stunden 4 24 24 48 24 24 in g in ccm  Gewicht
|.Portion 73 83 _ _ _ 38 194 1059 145 0,115% 121
Il. Portion 37,7 33 208 — — 13,3 1048 170 g 1,0 0,08 % 136

1. Portion 11,7 93 17 35 10 21 851 97 ¢ 15 o QOO 116

Der Unterschied in der Menge des Alkohols zwischen der Versuchs-
und Kontrollportion ist im Vergleich zum Unterschiede in der Aus-
scheidung von C02 gering; d. h. man kdénnte denken, daR tatsachlich die
Bildung des uberschiissigen CO02 nicht von einer parallelen Bildung des
Alkohols begleitet wird. Aber die absoluten Zahlen sind so gering, daf
ich nicht mit Bestimmtheit auf dem endgiltigen Schliisse bestehen kann;
es sind noch weitere Versuche nach dieser Richtung hin erforderlich.
Auf diese Weise fuhren uns die Versuche Uber die Selbstgdrung der Hefe
zu folgenden Schlissen:

1. Ein Grammolekil Methylenblau ruft, indem es im Reduktions-
prozel (unter den Bedingungen der Selbstgdrung) zwei Grammatome
Wasserstoff entzieht, die Bildung eines Uberschusses au CO02 in einer
Menge von einem Grammolekil hervor, — mit anderen Worten:

2. in dem géarenden Medium befindet sich eine Substanz, die in
Abwesenheit von Zucker imstande ist, ein Molekil C02 unter der Be-
dingung abzuspalten, daRB aus dieser Substanz gleichzeitig zwei Atome
W asserstoff entfernt werden;

3. dieses ist ein enzymatischer Vorgang: wenn die Fermente des
Géarmediums durch Erwé&rmung zerstéort werden, bleibt er Stillstehen.

4. Die Ausscheidung eines Uberschusses an CO02 ist wahrscheinlich
ein einseitiger \ organg in dem Sinne, daB dabei kein entsprechender
UberschuB in der Ausscheidung von Alkohol beobachtet wird (diese These
muB in Anbetracht der geringen GroRe der absoluten Zahlen durch neue
Versuche bestdtigt werden).

5. Ich setze voraus, daf dieses C02 ein Ergebnis der Vergarung
von Amidosduren unter paralleler Bildung von Aldehyden ist. Zur Be-
stdtigung dieser Voraussetzung habe ich spezielle Versuche angefangen.

Wie verschieden nach ihren Ergebnissen die unter den Bedingungen
der Gérung und Selbstgdrung vor sich gehenden Fermentationsvorgénge
auch sind: sowohl hier als dort wird ein enger Zusammenhang zwischen
diesen Prozessen und der Wirksamkeit der Reduktase beobachtet. Auf
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Grund des experimentellen Materials, das in dieser Arbeit zusammen-
g'efaldt, ist, kann man mit Bestimmtheit sagen, dal die Reduktase in den
Garungsvorgdngen die wichtigste Rolle spielt: die Aktivierung des
Wasserstoffes, die unter der Einwirkung der Reduktase vor sich geht,
bildet die wichtigste Eigentimlichkeit dieser Vorgénge.

Ich glaube, man kann noch weitergehen und sagen, daB die Re-
duktase den Mittelpunkt des Garungsapparates bildet, sein hauptsdch-
lichstes enzymatisches Agens ist. Es gibt keine Garung ohne Reduktase.
Daraus kann natirlich nicht die entgegengesetzte Folgerung gezogen
werden; wir kennen Reduktasen, die gar keine Beziehung zu der Gérung
haben (z. B. das Schardingerenzym). Mit anderen Worten ist die Zyrnase-
wirkung (darunter verstehen wir den Garungsapparat im ganzen) ein
spezieller, komplizierter Fall der Reduktasewirkung. Damit sich der
Garungsapparat bilden kann, der seiner Organisation nach sehr kompli-
ziert ist, mull die Reduktase mit neuen Faktoren in Verbindung treten,
wobei sie aber doch auch unter ihnen ihre vorherrschende Rolle und
Grundfunktion bewahrt. Diese Funktion besteht bei ihr, ebenso wie
bei ihrem chemischen Analogon, dem Palladium, in der Aktivierung des
W asserstoffes.



Nitritassimilation durch Schimmelpilze.
2. Mitteilung.

Von Alexander Kossowicz.

In meiner ersten Mitteilungl) habe ich nachgewiesen, daf alle von
mir untersuchten Schimmelpilze in Nitritndhrlésungen (bei entsprechen-
der Zusammensetzung der Nahrlésung, Temperatur und Versuchsdauer)
sich entwickeln kdénnen und Nitrit assimilieren. Es wurde betont, daR
auch die Annahme einer direkten Assimilation des Nitrit-lons durch
Schimmelpilze, ohne vorhergehende Ammoniakbildung, ihre Berechtigung
hat, und daR der bloRBe qualitative Nachweis von Ammoniak in zucker-
haltigen Nahrlésungen mit dem NeRlerschen Beagens nicht dagegen
spricht und auch nicht als Gegenbeweis angefiihrt werden darf, da das
NeRlersche Reagens auch mit einer Dextroselésung und natirlich
auch mit Invertzucker, bezw. den Spaltprodukten der Hydrolyse des
Rohrzuckers in ahnlicher Weise wie mit Ammoniak reagiert, also gelb-
lich- bis rétlichbraune Verfarbungen bezw. Fallungen gibt.

Es galt nun, die bisherigen Untersuchungen durch Priifung der
Schimmelpilzzuchten zu verschiedenen Zeiten, nach verschieden langer
Versuchsdauer, in verschiedenen Entwicklungsstadien und durch Heran-
ziehung der malanalytischen Bestimmung des Ammoniaks mit */ioo HC1-
Losung, in den mit dem NeRlerschen Reagens erhaltenen positiven
Befunden, zu ergédnzen. Zu diesem Zwecke wurden je 10 ccm der zu
prifenden Nahrlésung mit gebrannter Magnesia destilliert, das Destillat
in einer n/ioo HCI-L6sung aufgefangen und mit "vioo NaOH zuricktitriert.
1 ccm der “/ioo HCI-Ldsung entsprach: 0,0007425 g HCI = 0,0003467 g
NHs. Zur Untersuchung kamen die nachfolgenden 9 Schimmelpilze:
Asp. glaucus, Asp. niger, Pen. glaucum, Pen. brevicaule, M!'ucor
Boidin, Isaria farinosa, Botrytis Bassiana, Cladosporium her-

J) Al. Kossowicz, Zeitschrift fir Géarungsphysiologie, Bd. 2, 1912, S. 55.
Zeitschr. f. Garungsphysiologie. Bd. I1I. 21
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barum und ein roten Farbstoff entwickelndes Fusarium (Fusispo-
rium G.). Verwendet wurden in Erlenmeyer-K6lbchen befindliche sterile
Né&hrlésungen (je 50 ccm). Die Probeentnahme geschah unter sorgféltiger
Vermeidung einer Luft- oder sonstigen Infektion. Die Pilze wurden
zundchst aus Kartoffelzuchten (Kartoffelkeile in Eprouvetten) in eine
Nitratzuckerlésungl) und nach guter Entwicklung in die Versuchs-
nahrlésungen Ubertragen.

I. Versuch. Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm
destilliertes Wasser, 5 g KNOa, 10 g Mannit, 0,3 g KH2PO4, 0,3 ¢
MgSOj und eine geringe Menge CaCOs. Zwei Tage nach Impfung der
Néahrlosungen konnte in samtlichen Erlenmeyerkdlbchen bei Zimmer-
temperatur (14— 19° C) eine schwache Entwicklung der obengenannten
Schimmelpilze festgestellt werden. Am 4. Tage war die Entwicklung-
weiter fortgeschritten und zeigten die Nahrlésungen schwache, vielfach
durch leere Stellen unterbrochene Hautbildung. Die Untersuchung mit
dem NeRlerschen Reagens gab bei allen Schimmelpilzen und bei den
Kontrollkélbchen, die ungeimpft geblieben waren, ein negatives Re-
sultat. Ganz ebenso verhielten sich sdmtliche Kultur- und Kontroll-
kélbchen am 6. 7., 9., 10. und 12. Versuchstage. 12 Tage nach Ein-
impfung der Schimmelpilze in die Né&hrldsungen zeigten die einzelnen
Schimmelpilze in ihrer Entwicklung merkliche Unterschiede. Gute Ent-
wicklung und kréaftige Deckenbildung konnte man bei Penicillium
glaueum Link, Aspergillus glaucus, Cladosporium herbarum,
Rotrytis Bassiana und Fusarium (Fusisporium) bemerken; die
anderen Pilze waren nur schwach entwickelt, Mucor Boidin wuchs
untergetaucht ohne Sporangienbildung. Auch die mit NefRlerschem
Reagens ausgefiihrte Untersuchung der Nahrldsungen und des Pilzmyzels
am 15., 18., 21., 23. und 24. Versuchstage ergab ein negatives Resultat.
Unterdessen hatten sich auch die friher in der Entwicklung zuriick-
gebliebenen Pilze weit besser entwickelt. Nach 26tdgiger Versuchsdauer
zeigte nun Penicillium glaueum eine deutliche Reaktion mit dem
NeRlerschen Reagens, wahrend eine solche bei allen anderen Pilzen und
mit den Kontrollésungen nicht erhalten wurde. Die Néahrlésungen (je
10 ccm) der sehr kraftig entwickelten Schimmelpilze: Pen. glaueum,
Fusarium, Cladosporium, Botrytis und eine sterile Kontrollésung
wurden mit MgO destilliert und das Destillat in nfioo HCI aufgefangen. Fir

b Die betreffende Nitratzuckerldsung, die weiter als Stammzucht fir die ubrigen
Versuche gedient hat, hatte die Zusammensetzung: 1000 com destilliertes Wasser, 3 g
KNO08 20 g Saccharose, 1g KH2P04, 1 g MgS04 und eine Spur CaCO,,
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Penicillium glaucum wurden 2,29 ccm n/100 HCI verbraucht, wahrend
far die Gbrigen Pilze und die Kontrollndhrlésung ein S&ureverbrauch von
nur je 0,03 ccm eintrat, das Resultat also eigentlich Null war, da die
Menge von 0,03 ccm schon innerhalb der Fehlergrenze liegt. Von den
untersuchten Pilzen hatte bis zum 26. Versuchstage nur ein Pilz, namlich
Penicillium glaucum, in der Nitrit-M annit-Nahrlésnng Ammoniak
gebildetl). Die zurlickgebliebenen Zuchten wurden weiter jeden zweiten Tag
mit Nelllersehern Reagens untersucht. Das Resultat war stets ein negatives.

11 Tage spater, also 37 Tage nach Beginn des Versuches, zeigten
Isaria farinosa und Aspergillus glaucus bereits eine sehr gute
Entwicklung, kraftige Deckenbildung und Fruktifikation, wahrend
Mucor Boidin, Aspergillus niger und Penicillium brevicaule
schwacher entwickelt waren. An diesem Tage wurde nun mit dem
NeRlerschen Reagens bei Isaria farinosa eine kraftige NH3-Reaktion
erhalten, wdahrend die Ubrigen Pilzzuchten, darunter auch der sehr kraftig-
entwickelte, fruktifizierende (Konidien) Asp. glaucus, und die Kontrolle-
lésungen eine solche nicht gaben. Die Destillation mit MgO und die
Titration des Destillates zeigten nun bloR bei Isaria farinosa einen
Sdureverbrauch von 3,1 ccm, bei allen anderen Schimmelpilzen und den
Kontrollndhrldsungen von je 0,03—0,04 ccm. Es hatte also nur Isaria
farinosa Ammoniak gebildet. Vor der Destillation war auch auf das
Vorhandensein von Nitrit geprift worden, das stets auch in den gut
entwickelten Pilzzuchten noch nachgewiesen werden konnte.

Von den 9 untersuchten Pilzen hatten wéhrend einer 37tdgigen
Versuchsdauer bei wiederholter Kontrolle nur zwei Schimmelpilze, Peni-
cillium glaucum und Isaria farinosa, Ammoniakbildung gezeigt, und
auch bei diesen zwei Pilzen trat sie erst nach langerer Versuchsdauer
und erlangter kraftiger Entwicklung, bezw. Fruktifikation ein. Auch
die mikrochemische Untersuchung des Pilzmyzels ergab das gleiche Re-
sultat. Es kann daraus jedenfalls geschlossen werden, daf Schimmel-
pilze ungeachtet ihrer sehr kraftigen Reduktionsfédhigkeit, die sich auch
gegeniiber Nitriten auBern kann, Nitrite auch direkt, ohne vorhergehende
Ammoniakbildung assimilieren.

2. Versuch. Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000
destilliertes Wasser, 10 g KN02, 2,5 g Dextrose, 2,5 g KH2PO4, 0,5 ¢
MgSOj, und eine Spur CaCO03. Schon am 2. Tage nach der Impfung

*) DaB es sich hierbei tatsdchlich um Ammoniak gehandelt hat, wurde in einem
Parallelversuch mit Platinchlorid rachgewiesen, doch mufte wegen des sehr geringen
Niederschlages von einer gewichtsanalytischen Bestimmung abgesehen werden.

21~
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der Nahrlésungen mit den eingangs genannten 9 Pilzen war Entwick-
lung wahrzunehmen. Die Prifung mit dem Nefllerschen Reagens ergab,
wie vorauszusehen war, sowohl in den geimpften Kulturkdlbchen als
auch in den sterilen Kontrollekdlbchen die fir NH3 charakteristische
Reaktion. Dies war ja nicht weiter verwunderlich, da ja, wie schon
mehrfach erwahnt, Dextrose fur sich allein auch diese Reaktion gibt.
13 Tage nach Reginn des Versuches zeigten sehr kraftige Deckenbildung
und Fruktifikation: Aspergillus glaucus, Cladosporium herbaruni,
Fusarium und Botrytis Bassiana; recht gut entwickelt waren:
Mucor Boidin = Amylomyces 7 (submers, ohne Sporangienbildung)
und Penicillium brevicaule; schwach entwickelt: Penicillium
glaucum, lIsaria farinosa und Aspergillus niger (am schwéchsten
entwickelt). Alle Pilzkulturen (je 10 ccm der Né&hrlésung mit ver-
einzelten Myzelfaden) und die sterilen Kontrollk6lbchen wurden an
diesem bezw. dem folgenden (14. Versuchstage) mit MgO destilliert und
das Destillat in n/ioo HCI-Lésung aufgefangen. Penicillium glaucum
(obschon ziemlich schwach entwickelt) zeigte einen S&ureverbrauch von
2,14 ccm, Fusarium von 1,82 ccm, Botrytis Bassiana von 2,5 ccm,
Aspergillus niger (sehr schwach entwickelt) von 0,08 ccm, wahrend
die anderen Pilze (darunter weit kraftiger entwickelte, als die eben ge-
nannten) und die Kontrollkélbchen nur 0,03—0,04 ccm n/ioo HOI ver-
brauchtenl). In allen Kdélbchen war noch Nitrit vorhanden. Es hatten
also in diesem Versuche Penicillium glaucum, Fusarium und Bo-
trytis Bassiana deutliche Ammoniakbildung gezeigt. Zweifelhaft bleibt
sie bei dem sclrwach entwickelten Aspergillus niger.

Nach den bisher mitgeteilten (s. auch d. 1. Mitt.)) Untersuchungen
kann eine Reduktion von Nitrit zu Ammoniak durch die nachfolgenden
Pilze mit Sicherheit erfolgen: Penicillium glaucum, Isaria farinosa,
Fusarium (Fusisporium) und Botrytis Bassiana. Nur mit NeRler-
schem Reagens wurde sie (in Mannitlésung!) fur' Phytophthora
infestans3 nachgewiesen. Bei Aspergillus niger, der sich in Nitrit-

J) Eine Bestimmung des Pilzgewichtes wurde mit Absicht unterlassen, weil sie
nur fur manche vergleichende Erndhrungsversuche allenfalls einen Wert hat, der tbri-
gens auch noch wegen der groen Fehlergrenze (GroRe der Einsaat, Temperaturanspriche,
Wasser- und Salzgehalt des Myzels!), die dieser Methode anhaftet, in Zweifel zu ziehen wére.
Die Bezeichnungen ,gute Entwicklung und Deckenbildung®, ,schwache Entwicklung“,
»Flockenbildung“, ,keine Entwicklung®“ sind ungefédhr ebenso genau wie die tblichen
Pilzgewichtsangaben, die ja doch nur bei grofen Gewichtsunterschieden verl&Rliche An-
haltspunkte geben, bei denen wieder eine besondere Gewichtsbestimmung ziemlich tber-
flissig erscheint.

2 Dieser Pilz ging zugrunde und konnte daher zu den spéteren Versuchen r
mehr herangezogen werden.
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nahrlésungen bei Zimmertemperatur nur sehr langsam entwickelt, er-
scheint eine NH3-Bildung aus Nitrit wahrscheinlichl).

Bei den Pilzen: Aspergillus glaucus, Cladosporium herba-
rum, Penicillium b.revicaule und Mucor Boidin (der in Nitritndhr-
lésungen meist submers, ohne Sporangienbildung wachst) wurde bisher
eine Ammoniakbildung in Nitritndhrldsungen nicht beobachtet.

Weitere Mitteilungen werden folgen. Eine Ergdnzung zu diesen
Befunden bilden die demnéachst zur Verdffentlichung gelangenden, von
mir und W. Loew ausgefihrten quantitativen Untersuchungen (ber
die Nitrat-Assimilation durch Hefen und Schimmelpilze.

Zusammenfassung: Aus den bisher mitgeteilten Versuchen lassen
sich folgende Schlisse ziehen:

1. Alle von mir untersuchten Schimmelpilze zeigen in Nahrlésungen,
die Nitrit als alleinige Stickstoffquelle enthalten (manche erst nach
langerer Versuchsdauer), gute Entwicklung; sie vermdgen Nitrit zu
assimilieren.

2. Manche von den untersuchten Schimmelpilzen bilden, aber erst
nach langerer Versuchsdauer und inzwischen eingetretener kraftiger
Entwicklung, in Nitritndhrlésungen Ammoniak. Zu Beginn der Pilz-
entwicklung laRt sich eine solche Ammoniakbildung (am deutlichsten
zeigt sich dies in Nahrldsungen mit Mannit als Kohlenstoffquelle)
nicht beobachten.

3. Andere gut entwickelte Pilze zeigen auch nach langerer Ver-
suchsdauer (4— 6 Wochen) keine Ammoniakbildung in Nitritndhrlésnngen.
Es ist aber nicht ausgeschlossen, daR in alten Zuchten (die Fehlerquellen
sind in solchem Falle zu beachten) oder bei anderer Versuchsanstellung
(besonders gunstig zusammengesetzte Spezialndhrlésungen fir den be-
treffenden Pilz und Optimaltemperatur) sich auch bei diesen Pilzen
Ammoniakbildung wird nachweisen lassen. Bei den betreffenden Pilzen
konnte bisher auch mikrochemisch, im Myzel, kein NIE nachgewiesen
werden.

4. Aus Punkt 2 und 3 kann man folgern:

a) Schimmelpilze kénnen das N itrit-lon auch direkt, ohne
hergehende Ammoniakbildnng assimilieren.

3 Dieser Pilz ist der empfindlichste, besonders gegen Temperaturunterschiede,
in seinem Verhalten Uberhaupt unregelméRigste der hier genannten Pilze, weshalb es
eigentlich, von seiner leichten Unterscheidung von anderen Pilzen abgesehen, verwunder-
lich erscheint, daB er so gern zu erndhrungsphysiologischen Versuchen, die sich bloR
auf ihn beziehen, deren Kesultate aber eine Verallgemeinerung finden sollen, heran-
gezogen wird.
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b) Das in Nitritndhrlésungen entstehende Ammoniak ist w
scheinlich teils als ein Produkt der erhdhten Reduktionsfahigkeit
gut entwickelter (fruktifizierender) d&lterer Schimmelpilze, teils als ein
sekundéares, durch Zersetzung stickstoffhaltiger organischer Sub-
stanzen entstehendes Produkt anzusehenl).

5. Die Versuche ergeben auch deutlich, daB nur fortgesetzte, zu
verschiedenen Zeiten an ein und derselben sich weiter entwickelnden
Zucht (event. Parallelzuchten) ausgefiihrte qualitative und quantitative
Untersuchungen Ulber derartige Erndhrungsvorgange der Pilze Aufschlu
geben konnen: vereinzelte qualitative Untersuchungen sind fir die
Frage der Nitrat- und Nitrit-Assimilation und -Zersetzung durch Pilze
(gilt natirlich auch fur Bakterien und Hefen!) ziemlich wertlos. Bei
der groBen Empfindlichkeit der Ammoniakreaktion mit dem NeRler-
schen Reagens ist aber ein Ausbleiben der Reaktion wohl ein Beweis
fir das Nichtvorhandensein von Ammoniak in einer Nahrlésung zu einem
bestimmten Zeitpunkte.

6. In den oben angefiihrten, sonst gleich zusammengesetzten N&hr-
16sungen, in denen aber der Nitritzusatz in Wegfall gekommen war, die
also keinen besonderen Stickstoffzusatz erhalten hatten, zeigten die zur
Kontrolle eingeimpften Schimmelpilze auch nach lédngerer Zeit (4 bis
6 Wochen) entweder gar keine Entwicklung oder nur eine sehr gering-
fugige Flockenbildung, die mit der deutlichen Entwicklung in den
Nitritnahrlésungen (auch bei den schwéchstentwickelten Pilzen) nicht zu
vergleichen war. Das Wachstum der Schimmelpilze erfolgte also tat-
sachlich auf Kosten des Nitrits, was {brigens auch durch direkte
quantitative Untersuchungen festgestellt wurde2).

Herrn W. Loew, der sich auch an den vorliegenden Untersuchungen
beteiligt- hat, danke ich hierfiir bestens.

1) Auch die Assimilation des Luftstickstoffs uud die Aufnahme der Luftstickstoff-
verbindungen kommen bei langerer Versuchsdauer in Betracht.

a) Hierliber folgt Né&heres in der Abhandlung Uber Nitrat-Assimilation durch
Hefen und Schimmelpilze.



Das Verhalten einiger Saccharomyzeten (Hefen) zu Inulin.

Von V. Grafe (Wien) und V. Vouk (Agram).

(Aus dem pflanzenphysiologischen Institute der k. k. Universitat in Wien.)

Verhdltnismalig wenige hoéhere Pflanzen verfiigen Uber das der so
verbreiteten Amylase analoge Enzym Inulase, welches Inulin zu Lévu-
lose abbaut, namlich jene, in denen, wie beispielsweise in manchen
Kompositen, Inulin als Reservestoff vorliegt. Inulaseprdparate konnten
daher von A. L. Deanl aus Knollen von Helianthus tuberosus dar-
gestellt werden. Verbreiteter ist dieses Enzym im Organismus der Pilze
und Bakterien, was schon daraus hervorgeht, daf Wurzeln oder Knollen
inulinfuhrender Pflanzen von niederen Organismen beim Lagern befallen
und ihrer Reservestoffe schlieRflich vollkommen beraubt werden. Be-
sonders Aspergillus niger und Penicillium glaucum wurden reich
an Inulase befunden. Da sich unter den Befallsorganismen, die wir an
faulenden Wurzeln von Cichorium Intybus studierten, auch immer
Hefen fanden, war es von Interesse, nachzupriifen, ob Saccharomyzeten
nicht nur imstande sind wie die Schimmelpilze, Inulin zu spalten und
zu assimilieren, sondern auch zu vergédren. Denn die ausgedehnten
Versuche von P. Lindner2 haben ergeben, daR géarfahiger Zucker
durchaus nicht assimiliert zu werden braucht und daR anderseits Zucker,
der assimiliert werden kann, nicht auch vergoren werden muB. Zunéchst
wuide das Verhalten der Hefen in einer normalen Nahrlésung geprift,
dei reines Inulin zugefiigt worden war. Die Kulturflissigkeit enthielt:
9,1 g K2HPO4, 4,2 g MgSOi, 10 g Pepton, 2000 g Wasser, 10 g Inulin.
Das Inulin wurde in der Warme zur Auflésung gebracht, indessen fiel
ein Teil beim Abkiuhlen wieder aus, wéhrend der Rest durch die vor-

n A. L. Dean, Botanic. Gazette, Bd. 35, 1903, S. 24.
3 P. Lindner, Wochenschr. f. Brauerei, Bd. 28, 1911, S. 61.
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handenen Salze in Ldsung gehalten wurde; in der abgekihlten L&sung
ergab die Analyse das Vorhandensein von 0,32 % Inulin.

I. Versuchsreihe
vom 16. Marz 1913.

) Analyse Inulingehalt Inulin

Hefeart Kontrolle 26. Méarz nach

am dem Versuch verbraucht
Sacch. anomalus . . . gut entwickelt 27. Mérz 0,32 keines
ellipsoideus . .  schwach entwickelt 27. 1 0,216 32,5 %
Logos . . . . sehr schwach, am Boden 28. g 0,28 12,5 %
des Kolbens liegend

Monilia candida . . . maRig entwickelt 28. . 0,288 3,7 %
Sacch. Johannisberg . . schwach entwickelt 30. 1 0,245 23,4 %
cartilaginosus . . schwach entwickelt 30. g 0,225 30,0 %
turbidans . . . gut entwickelt 30. p 0,342 (?) keines
capsularis . . . schwach entwickelt 1. April 0,32 keines
Pichia membranaefaciens  sehr schwach entwickelt 1. p 0,342 (?) keines
Sacch. validus . . . . schwach entwickelt 1. 1 0,32 keines
Zygomyces priorianus .  sehr schwach entwickelt 2. 0,32 keines

Aus dieser Zusammenstellung ist zu ersehen, daf sich die ver-
schiedenen Hefearten dem Inulin gegenuber sehr verschieden verhalten,
dall offenbar die einen Uber Inulase verfigen und sich darin der ,Koji-
hefe“ (Asperg. Oryzae) analog verhalten, welche infolge des Besitzes
von Amylase Reisstdrke abzuhauen und den gebildeten Zucker zu ver-
géren vermag, die anderen nicht. Es ist ferner auffallend, daR im
Durchschnitt diejenigen, welche Inulin vergéren, schlechte Entwicklung,
d. h. geringen Ansatz aufweisen, wahrend die Inulin nicht vergédrenden
dieses Polysaccharid offenbar zu assimilieren vermdgen. Vielleicht ist
in manchen Fallen auch das Vorhandensein des sekunddren Phosphates
in der Nahrlésung an der unvollkommenen Wirksamkeit der Inulase
schuld, welche nach Dean am besten hei Anwesenheit schwacher H-lonen
arbeitet, wahrend sie durch OH-lonen schon stark gehemmt wird. Mit
Rucksicht darauf wurde auch das sekunddre Phosphat fiur die Nahr-
I6sung gewéhlt, welches am bestdndigsten neutral ist und gegen
Phenolphthalein auch neutral, gegen Lackmus aber immerhin schon al-
kalisch reagiert. Immerhin war es winschenswert, die Versuche mit
einer groBeren Reihe von Hefearten anzustellen. Die Bestimmung
von Lé&vulose und Inulin erfolgte nach der bereits in unseren friheren
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Mitteilungenl) geschilderten Methode. Die Alkocholbestimmung wurde
zunéchst qualitativ nach M (ntz2 und dann quantitativ durch Bestim-
mung des spezifischen Gewichts ausgefiihrt. Der Kolben mit der zu
analysierenden Lésung wurde erhitzt, um etwa ausgefallenes Inulin in
Lésung zu bringen, heill filtriert, der Niederschlag mit heiBem Wasser
gewaschen (die Erwéarmung wurde natirlich niemals bis zum Siedepunkte
des Alkohols getrieben. In spateren Versuchen wurde, ohne von der
Hefe abzufiltrieren, direkt aus dem Kolben abdestilliert, wobei durch
geeignete Vorlagen ein Uberspritzen durch Schidumen vermieden wurde)
und das blanke Filtrat der Destillation unterworfen. Es wurden 2/&der
Flissigkeit abdestilliert, die zuriickgebliebene Flissigkeit zur Inulin-
bestimmung benutzt, das Destillat von neuem destilliert usf., bis auf
50 ccih, mit denen das Pyknometer beschickt wurde. Nach Berechnung
des spezifischen Gewichtes im Destillate konnte aus den Hehnersehen
Tabellen direkt der Alkoholgehalt abgelesen werden.

Il. Versuchsreihe3.

Inulin-N&hrlésung wie in der Versuchsreihe I. Aus der Reinkultur
geimpft am 31. Mai 1913 und in einem Thermostaten bei 20—22uC
aufgestellt, 23 Kolbchen zu 200 ccm Nahrlésungl).

(Siehe die Tabelle auf Seite 330.)

In dieser Versuchsreihe, in der die Kulturen {ber ldngere Zeit
ausgedehnt wurden, erscheinen die meisten der gepriften Hefearten als
Verbraucher von Inulin, manche verarbeiten dieses Polysaccharid sogar
in ganz erheblichem MaRe, wie namentlich Schwanniomyces occi-
dentalis, die schon P. Lindner als Inulinvergarer bezeichnet, ferner
Torulaspora Delbrickii, Saccharomyces marxianus und W illia
saturnia. Bei manchen ist es sicherlich auch eine geringere Wider-
standsfahigkeit gegen den gebildeten Alkohol, welche der Vergéarung des
Zuckers ein Ziel setzt, und eine Weitervergdrung lieBe sich hier durch

* Grafe und Vouk, Untersuchungen uber den Inulinstoffwechsel bei Cichorium
Intvbus L. (Cichorie). Biochem. Zeitschr. Bd. 43, S. 424, Bd. 47, S. 320, Bd. 56, S. 249.

2 A. Mintz, Annal. de chimie et de phys. (5 ser.) T. 13, 1878, S. 543,
W. Palladin in Abderhaldens Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden,
I, S. 509.

8 Die Hefereinkulturen bezogen wir von der Allgem. Versuchsstation f. Brauerei,
Wien; wir moéchten unserem verehrten Kollegen, Herrn Professor Dr. H. Zikes, fur die
besondere Sorgfalt danken, mit der die Reinkulturen fir uns hergestellt wurden.

*) Diese Versuchsreihe wurde im botanisch-physiologischen Institut der Universitat
in Agram durchgefihrt
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(Tabelle zu Seite 329.)

Inulin- Inulin-  Ver-

Entwicklung Entwicklung gehalt gehalt brauch
Hefeart nach .

10 Tagen nach Tagen vorher nachher in

s g Proz.

Willia anomala . . . . sehr gut 17 sehr gut 0,612 0,576 5,8
Sacch. marxianus . . . 1 19 1 0,612 0,140 77,1
Schwanniomyces occident. gut 20 " 0,648 0,101 84,4
Debaryomyces globosus . 1 20 gut 0,648 0,450 30,6
Willia saturnia . . . . sehr gut 21 sehr gut 0,648 0,162 75,0
Pichia halospora. . . . sehr schwach 35 sehr schwach 0,648 0,648  keines
Schizosaceharom. Pombe . schwach 21 schwach 0,648 0,520 20,0
Willia I 1 i gut 23 gut 0,612 0432 294
Saccharom. intermedia . . schwach 23 schwach 0,612 0,486 20,6
Hansenia Vini........... sehr schwach 24 sehr schwach 0,612 0,522 15
Schizosaccharom. mellacei . schwach 26 gut 0,648 0,316 51,2
Zygosaccbarom. Barkeri . ” 30 sehr schwach 0,648 0,612 55
Willia | e, sehr schwach 30 1 0,648 0,636 19
Torula alb a .. sehr gut 30 sehr gut 0,612 0,612 Kkeines
Torulaspora Delbrickii gut 33 1 0,612 0,126 80,0
Saccharom. thermantitonum schwach 33 gut 0,648 0,594 8,3
Pichia farinosa . . . . gut; am Boden 33 1 0,612 0,612  keiues

Oidum Ludwigii . . . . schwach 33 schwach 0,612 0,522 M
Saccharom. glutinia . . . gut 33 gut 0,648 0,594 0,9
Mycoderma rubra . . . sehr schwach 35 sehr schwach 0,648 0,648  keines
Sacch. Kefyro gut 35 gut 0,648 0,162 75,0
Sacch. i1icis i, sehr schwach 35 sehr schwach 0,648 0,594 8,3
Blastoderma salminicolor . m 35 1 0,648 0,630 2,8

Abdestillieren des Alkohols und neue Hefeeinsaat bewirken. Assi-
miliert scheint in dieser Versuchsreihe nur von einzelnen Hefen Inulin
worden zu sein; in manchen Fallen tritt immerhin Entwicklung, wenn
auch keine besondere, ein, obzwar kein Inulin verbraucht wurde, viel-
leicht geschieht das in diesen Fallen auf Kosten der in den Hefezellen
enthaltenen Reservestoffe; im allgemeinen sieht man aber dort, wo kein
Inulin verbraucht wird, auch kaum eine Entwicklung. Dagegen fand
in der nédchstmitgeteilten Versuchsreihe eine betrachtliche Verwendung
des Inulins im Baustoffwechsel der Hefe statt, worauf einmal die Uppige
Vermehrung mancher Arten ohne gleichzeitig stattfindende starke Géarung
und zweitens die verarbeiteten Inulinmengen hindeuten, die bei weitem
die Mengen Inulin Ubertreffen, welche dem gebildeten Alkohol dquivalent
waéren. Zu diesen Versuchen wurden keine kinstlichen Kulturlésungen



Das Verhalten einiger Saccharomyzeten (Hefen) zu Inulin. 331

verwendet, sondern Zichorienextrakte. 300 g getrocknetes Zichorien-
pulver wurde mit 2000 ccm in der Hitze extrahiert, entsprechend ver-
dinnt und je 500 ccm in einen Erlenmeyerkolben gegeben. Nachdem
die ganze Reihe der Kolben aufgestellt war, wurden aus jedem Kolben
je 100 ccm abpipettiert, mit Bleiazetat das Eiweil und die farbenden
Substanzen geféllt, im Filtrate das Blei durch die aquivalente Menge
verdinnter Schwefelsdure entfernt und in einem aliquoten Teile des
Fltrates vom Bleisulfat reduzierender Zucker und Inulin bestimmt. Die
Kolben mit der restlichen Flussigkeit wurden im Dampftopf sterilisiert,
in Ublicher Weise mit der betreffenden Hefe geimpft und im Thermostaten
bei 26° C aufgestellt. Nach Ablauf des 14tdgigen Géarungsyersuches
wurde der Alkohol in der oben beschriebenen Weise und im Riickstande

Lavulose und Inulin bestimmt.

Ill. Versuchsreihe.

Kolben mit je 400 ccm Zichorienextrakt sterilisiert, am 17. Marz
1913 geimpft und bei 26° C im Thermostaten aufgestellt.

Vor Nach
Kontrolle 26. 111. dem Versuch dem Versuch Alkohol
Hefeart
Entwick- reduz. . reduz. . Vol.- Gew.-
lung Garung - 7cker Inulin 7 cker Inulin proz. Pproz.
Sacch. Johannisberg . gute starke 2.952 6.920 1,26 0,936 1,27 1,01
Frohberg . . N » 20952 6920 070 1,800 3,07 245
anomalns. . . starke schwache 2.952 6.920 2,252 3,860 141 1,12
Carlsberg . . schwache 3 2.952 6.920 0,750 3,150 2,09 1,67
Logos . . . . 1 2952 6920 1,350 2,385 578 4,63
Ludwigii. . . gute 1588 6,120 1,138 4,275 0,93 0,74
, furbidans . . maRige 2.952 6,92 2,050 2,565 616 4,94
Pichia membranae-
faciens . . . . . 1 schwache 2,952 6,92 2,250 6,920 265 211
Mycoderma . . . . » schsv?/giéhe I2,952 6,92 2,750 3,280 1,20 0,96
Sacch. exiguus . . . schwache keine 2,952 6,92 0,600 5,850 — —
Monilia candida . . . starke sch?l\elgghe 2,952 692 0,800 5400 3,28 2,62
Zygomyces priorianus. gute schsvevlg(-:he ]2,952 6,92 0,600 7,100(?) 1,34 1,06
Sacch. Saaz . . . . 1  schwache 1,588 6,12 0,250 3,185 458 3,66
Schizosacch. Pombe ) starke 3,280 4,104 2,296 2,2832 10,38 8,36
sehi-
Schwanniomyces occid. ®  schwache J3,280 4,104 1640 4,104 — -
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Verarbeitet wurde in Prozenten von Lavulose und Inulin:

reduz. Inulin reduz. Inulin
Zucker Zucker
Sacch. Johannisberg . . 57,3 86,47 Monilia candida . . . 73,0 22,0
Carlsberg . . . . 74,6 54,4 Schizosacch. Pombe . . 70,0 80,0
turbidans . . . . 30,5 62,9 Sacch. anomalus . . . 23,7 44,2
exiguus . . . . 73,0 15,5 , Ludwigii . . . 28,3 30,1
S8aZ e 84,3 47,8 » Mycoderma . . . 6,1 52,6
Frohberg . . . . . 76,3 74,0 Zygomyces priorianus 79,6 —
., L0QOS..i 54,3 65,5 Schwanniomyces occid. . 50,0  100,0
Pichia membranaefaciens . 24,0 —

Wenn es in der Rubrik ,,Garung“ heiflt ,,schwach, stark“ o. dgl.,
so bezieht sich das auf die Entwicklung von Gasblasen, aber es sagt
eigentlich nichts Uber die Zerlegungsintensitdt des Zuckers aus; das
geht am deutlichsten aus dem Befunde an Schwanniomyces occident.
hervor, bei welchem 80% des reduzierenden Zuckers und samtliches
Inulin verarbeitet befunden wurde, trotzdem aber keine nennenswerte
Kohlendioxyd-Entwicklung auftrat. DaBR dabei andere Gé&rungsprodukte
als Alkohol und Kohlendioxyd gebildet werden, geht schon aus dem Um-
stande hervor, daB bei Schwanniomyces trotz des enormen Kohle-
hydratverbrauches kein Alkohol gefunden wurde. Ferner aus der Tat-
sache, dall der Inhalt der Garungskolben durchaus nicht immer weinige,
sondern sehr verschiedene Geriliche aufwies, unangenehm faulig bei
W illia anomala, eigenartig nach basischen Benzolderivaten bei Oidium
Ludwigii, nach Azeton bei Pichia membranaefaciens usw.; obzwar,
wie erwahnt, mit Reinzuchthefen gearbeitet und eine Fremdinfektion
ausgeschlossen war. Immerhin sehen wir auch in dieser Versuchsreihe
— wir mochten die Resultate als vorlaufige betrachtet wissen, die nach
verschiedener Richtung noch ergdanzt werden sollen — bei manchen
Hefen wie Saccli. Saaz, turbidans und Logos eine nennenswerte
Alkoholbildung eintreten, die sicherlich auf die Verarbeitung von Inulin
zuriickzufiihren ist, das im Gargute der genannten Arten zu 47,8 bis
65,5% verschwindet. In anderen Féllen wie bei Schwanniomyces
und Sacch. Johannisberg geht der Inulinverbrauch nicht mit der
Alkoholbildung parallel, sondern ist wohl auf die Entstehung anderer
Garprodukte oder auf vollstandige Verbrennung zuriickzufihren, vielleicht,
weil diese Hefearten im Gegensatz zu anderen Saccharomyzeten Uber
ein groReres Arsenal von Oxydasen verfiigen. Auf alle Falle scheint
es nicht gleichgiltig, oh die Vergédrung in kinstlicher Nahrlésung oder
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in natlrlichen PreRséften erfolgt, wohl weil hier infolge Vorhandenseins
von reduzierendem Zucker, spezifischen Eiweillstoffen u. dergl. besondere
AnstoRe nach der Richtung der Gdarung oder der Entwicklung gegeben
werden, wie Uberhaupt das gebotene Milieu von bestimmendem Einflisse
qualitativ .und quantitativ auf die Verfolgung dieser oder jener Tendenz
der Hefearbeit wirken durfte.

Aus den angefihrten Versuchen geht hervor, dal die Vergarung
und der Verbrauch von Inulin ein komplizierter ProzeR ist, bei dem
nicht nur die Gegenwart des Inulins, sondern auch das Ubrige Milieu
der Garflussigkeit, im besondern das Vorhandensein des hydrolssierteu
Produktes, eine Rolle zu spielen scheint. Wenigstens sehen wir in den
Versuchen mit reiner Inulinndhrlésung nur in einzelnen Fallen ein Ver-
schwinden von Inulin, wahrend in Zichorienextrakten, resp. Uberhaupt
in natlrlichen Pflanzenextrakten, in welchen u. a. auch L&vulose zu-
gegen ist, die Verarbeitung des Inulins durch die meisten Hefen in er-
heblicher Weise vor sich geht. Wir halten dafur, daf durch unsere
Versuche die nach dem Kleingarverfahren von P. Liiuln.er gewonnenen
Ergebnisse nach mancher Richtung hin ergdnzt worden sind, da von
dem genannten Forscher Uberhaupt nur die Gasentwicklung als quali-
tatives Kriterium herbeigezogen wurde, wahrend wir durch quantitative
Bestimmungen von Zucker und Alkohol gewisse von den untersuchten
Hefen als typische Inulinverarbeiter charakterisieren konnten.

Auch bei den vorliegenden Untersuchungen hatten wir uns ebenso
wie bei unseren Arbeiten (ber den Inulinstoffwechsel der Zichorie des
weitgehenden Entgegenkommens der Herren Heinr. Franck Soéhne, Linz,
zu erfreuen, woflr wir der genannten Firma auch an dieser Stelle unsern
verbindlichsten Dank ausdriicken mdochten.
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Barker, B. T. P. Further Observations on Cider Sickness. Journal of
the Instit. of Brewing. Vol. XIX, 1913, S. 58—73.

Die unter dem Namen ,Ciderkrankheit® bekannte Erscheinung zeigt
einen ziemlich verschiedenen Verlauf, was die Ermittlung ihrer Ursachen be-
deutend erschwert hat. Die Krankheit wird jetzt hauptsidchlich auf einen
bestimmten Mikroorganismus zuriuckgefiuhrt. Die typischen Merkmale der-
selben werden wie folgt beschrieben. Zuerst zeigt der Cider eine Schaurn-
decke; kurz danach tritt plétzlich eine reichliche Gasentwicklung ein, und
der suRe Geschmack verliert sich. Fast gleichzeitig mit diesem Garungs-
beginn verdndern sich das Aroma und der Geschmack; sie werden unangenehm
scharf; der angenehme obstartige Charakter des Getrdnks geht verloren, und
dasselbe fangt bald an tribe zu werden. Es kann jedoch von den ange-
gebenen Krankheitssymptomen bald dieses bald jenes fehlen: die Gérung
kann unterbleiben, Geschmack und Aroma kénnen sich unverandert halten,
und selbst die Tribung kann ausbleiben.

Verf. beschreibt n&her die sich abspielenden chemischen Vorgénge. In
dieser Beziehung ist namentlich zu bemerken, dal der Wasserstoffgehalt des
entwickelten Gases bis 5°/0 betrégt; im uUbrigen besteht es aus Kohlenséure.
Auch die Ursache der Tribung wird erdrtert.

Eine mikroskopische Untersuchung ergibt, daB, wenngleich sowohl
lebende als tote Zellen verschiedener Mikroorganismen in der Flissigkeit
schweben, dieselben doch nicht in genigender Menge zugegen sind, um die
starke Trubung erklarlich zu machen. Es finden sich auch &lige oder harz-
&hnliche Tropfchen massenhaft vor, teils einzeln, teils miteinander verbunden.
Ihr Aussehen erinnert an Kokken. Was sie eigentlich sind, ist bis jetzt
noch nicht festgestellt; sie scheinen zunédchst durch die Einwirkung von
Aldehyd auf die im Obstwein enthaltenen Gerbstoffe und verwandte Kdérper
hervorgebracht zu werden.

Die Reinzichtung des eingangs erwdhnten Mikroorganismus war mit
erheblicher Schwierigkeit verbunden, weil seine Entwicklung weit langsamer
vor sich ging, als die verschiedener anderer, ebenfalls vorhandener Organis-
men; zuletzt gelang es jedoch, ihn zu isolieren, und er erwies sich als eine
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kleine bewegliche, fakultativ anaerobe Bakterie, deren Wachstum am besten
zwischen 25 und 30° C stattfand; die Minimaltemperatur fir die Entwicklung
betragt 10—12° C. Die Zellen werden getdtet, wenn man sie funf Minuten
einer Temperatur von 55° C aussetzt.

Des weiteren behandelt Verf. eingehend die Verschiedenheit des Ver-
laufs, welchen die Krankheit nehmen kann, in Beziehung auf Aroma und
Geschmack, Tribung, Krankheitsgeschmack der Apfel, das durch die Krank-
heit verursachte Schdumen; endlich schldgt er wirksame MaRregeln zur Ab-
stellung des Ubels vor.

Soweit bis jetzt bekannt, hat der Organismus seine eigentliche Heimat
auf der Oberflache der Apfel, wohin er wahrscheinlich durch den Wind oder
durch Insekten gelangt, welche ihn zusammen mit der Hefe dorthin getragen
haben. Der Bazillus, welcher ebenso schadlich ist, wie die Hefe nutzlich
und notwendig, ist demnach wohl eine im Erdboden lebende Art.

Just. Chr. Holm.

Birckner, V. New Glycolytic Ferment of Yeast. Journ. Americ. Chem.
Society, Bd. 34, 1912, S. 1213—1229.

Verf. hat in einer kalifornischen Hefe ein Enzym gefunden, welches
imstande ist, bei einer hohen Temperatur die Glykose anzugreifen. Diese
Hefe (,steam beer yeast”) ist eine Unterhefe, die Garung wird aber bei einer
hohen Temperatur (von 13 bis 18° C) gefihrt. Das Enzym kann aus der
mit Athylalkohol behandelten und getrockneten Hefe (Dauerhefe) ausgezogen
werden. Wenn man das Enzym bei einer Temperatur von 70° C auf eine
Glykoselésung einwirken 1&4Bt, nimmt diese eine zuerst rotlichbraune, spéter
aber stark dunkelrote Farbe an und zeigt eine saure Reaktion; es bildet sich
ein brauner kohleartiger Niederschlag und ein karamelartiger Geruch. Keine
Gasentwicklung. Es entstehen hauptsédchlich einige nicht n&her bestimmte
Sduren; gleichzeitig wird Pentose und Formaldehyd gebildet. Das Enzym
(Glukase) ist in einer wésserigen Ldsung bei gewdhnlicher Temperatur im
sterilen Zustand sehr haltbar; die Wirkung wird durch Kochen nicht
beeinfluf3t. Just. Chr. Holm.

Zschokke. Die Herstellung alkoholfreier Getrdnke mit Kohlenséure.
Schweizer Zeitschrift f. Obst- und Weinbau, 1912, S. 290.

Verf. bespricht die Versuche B&his, wonach unvergorene Obst- und
Traubensdfte, einem Kohlensduredruck von 6—7 Atm. ausgesetzt, weder in
Géarung kommen, noch sonstige stoffliche Verédnderungen erleiden. Die Ver-
suche sind bereits von der Praxis aufgenommen worden, welche starke
Metallfasser mit indifferentem inneren Uberzug verwendet. Die Fasser werden
mit dem klaren unvergorenen Saft gefullt und sofort einem Kohlensdure-
druck von 5—7 Atm. ausgesetzt. Die vorhandenen Géarungserreger sterben
nach und nach ab. Verf. betont den reinen Geschmack und das Fruchtaroma
der den Gef&Ren entnommenen Proben. 0
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Seifert, W. Versuche mit Kohlensdure behufs Aerhinderung des Kahmig-
werdens. Weinbau und Weinhandel, Bd. 30, 1912, Nr. 37.

Das schon ldnger empfohlene Verfahren, Zapfweine (Schankweine) durch
Einleiten eines kontinuierlichen Kohlensdurestromes auf das sinkende Wein-
niveau vor dem Kahmigwerden zu schitzen, zeigte sich bei der Verwendung
einfacher Holzfasser nach den Versuchen als nicht zweckerfillend, da durch
Diffusion durch die FalRporen geringe Mengen Kohlenséure gegen Luft aus-
getauscht werden, welche die Entwicklung von Kahmhefen herbeifuhrt. Die
Versuche fuhrten zum Ergebnis, dal nur bei Verwendung paraffinierter Holz-
fasser und gut schlieBender Kohlensdure-Leitungen der Zweck vollstdndig
und 6konomisch erreicht wird. Harff.

Wortmann. Uber den EinfluR der Temperatur auf den Geruch und Ge-
schmack der Weine. Weinbau und Weinhandel, Bd. 30, 1912, S. 2—b5.
Die Geruchs- und Geschmacksprobe des Weines ist wesentlich von
der Temperatur fir dessen Qualitdtsbestimmung abhéngig. Verf. gibt ein
groBes Material Uber die Komponenten des Weines, aus denen sich die
Bouquetstoffe zusammensetzen, und welche den Geschmack bestimmen, in
Beziehung auf die dabei einzuhaltende beste Weintemperatur. Er kommt
zum Resultat, daR Weilweine sich am vorteilhaftesten bei 11° C, Rotweine
bei 16,5° C proben lassen. Verf. hat ein kleines Taschenthermometer an-
fertigen lassen, auf welchem diese beiden Temperaturen angegeben sind.
Harff.

MeilRner, R. Aersuche Uber die Aerwendung reingezichteter wurttem-
bergischer Weinhefen in der Praxis der Schaumweinbereitung. Aus
d. VII. Jahresbericht d. k. Wirtt. Weinbau-Versuchsanstalt in Weinsberg.

Die Versuche wurden im Jahre 1909 mit einer groBeren Menge Still-
wein, der mit finf wirttembergischen Hefen und einer Geisenheimer Cham-
pagne-Ay-Hefe in der Sektkellerei von KelRler-ERlingen getrennt geimpft
wurde, praktisch durchgefiihrt. Die wirttembergische Heferasse Weikers-
heim A, welche die Flaschengdrung am besten durchfiihrte, erwies sich bei
der Kostprobe der fertigen Schaumweine in bezug auf Schaumbildung und

Kohlensdure-Entwicklung, wie die Champagne-Ay-Hefe, als eine ganz vor-

ziigliche, praktisch brauchbare Rasse. Harff.

MeiBner, R. Die Behandlung saurereicher und sdurearmer Weine unter
besonderer Berlcksichtigung des natiirlichen S&ureabbaues. Deutsche
Kufer- u. Kellerei-Ztg., Bd. 9, 1912, S. 14. — Anweisung flur die Be-
handlung des 1912er. Ebenda, Bd. 9, 1912, S. 20. — Uber die Behand-
lung der 1912er wurttembergischen Weine. Wdirtt. Wochenbl. f. Land-
wirtschaft, 1912, S. 711.

Die hohen Siuregehalte neben mittleren und geringen Ochslegewichten
der 1912er wirttemb. Traubenséfte erfordern eine sorgfaltige Kellerbehand-
lung der Séfte und Weine. Verf. empfiehlt das Aufrihren und Luften der



Referate. 337

Hefe unmittelbar nach der Hauptgdrung, um die Weinpflanzen zur S&ure-
verzehrung anzuregen und die Ausscheidung der Iéslichen EiweiBsubstanzen
zu begunstigen. Der natlrliche Sdureabbau ist weiter durch eine erhdhte
Kellertemperatur (14—15° C) und durch maoglichst spéten ersten Abstich,
wenn notig unter LuftabschluB und nur schwaches Einbrennen zu unter-
stitzen, damit die sdureverzehrenden Bakterien in ihrer Tatigkeit nicht ge-
hindert werden. Kiunstlich ist die Sdureverminderung der Weine durch eine
sachgemale nasse Zuckerung, durch Zusatz von kohlensaurem Kalk und
schlieRlich durch einen Verschnitt mit anderem Wein zu erreichen. Verf. gibt
ausfuhrliche Ratschldge mit Beispielen hierfir im Sinne des Weingesetzes.

Harff.

Fred, E. B. A study on the quantitative reduction of Methylene Blue
by bacteria found in milk and tlie use of tliis stain in determining tlie
keeping quality of milk. Centralbl. f. Bakt. H. Abt. 35, 1912, S. 391 bis
428 m. 17 Kurven.

Bei der Prifung verschiedener Farben (Lakmus, Neutralrot, Fuchsin,
Indigokarmin, Methylenblau) fand Verf. von neuem, daf sich die zuletzt ge-
nannte fur die Reduktionsprobe am besten eignet. Die Ldsung war die von
W iehern angegebene: 1000 aq. dest., 1 Methylenblau pur. med. Gribler,
8,5 Kochsalz. Je 1 ccm wurde 10 ccm Milch oder Bouillon hinzugefugt.
Der Verlauf der Reduktion wurde mit Hilfe der von W iehern ausgearbei-
teten Titrationsmethode genau verfolgt. Gleichzeitig wurde die Keimzahl
auf Heidenagar ermittelt. Geprift wurden 22 Reinkulturen: verschiedene
Milchsdurebakterien (in den Tabellen gibt es wieder einmal ein arges Durch-
einander von Bact. acidi lactici und lactis acidi), Formen aus der Coli-Aero-
genes-Gruppe, B. fluorescens, prodigiosus, subtilis, mycoides, mesentericus,
Proteus, Bact. denitrificans, Oidium lactis. Bis auf Micrococcus citreus redu-
zierten alle und zwar in Milch rascher als in Bouillon. Auch die Milchsdure-
bakterien reduzierten relativ rasch. Die den Verlauf der Reduktion und der
Keimvermehrung zeigenden Kurven sind fast gleieh. Da aber auch in mit
5°/0 Toluol versetzter Milch, in der das Bakterien-Wachstum unterdriickt war,
Reduktion stattfand, handelt es sich nach Verf.s Ansicht um Enzymwirkung.
Desgleichen zeigten Versuche in gefarbtem Agar sowie die Reduktion inner-
halb eines in die reduzierende Milchkultur eingeh&dngten Kollodiumsackes,
dafl intra- wie extrazelluldre Produkte an dem ProzefR beteiligt sind.

Lohnis.

Belonowski, G. D. Zur Frage Uber die Sdureproduktion der bulgarischen
Milchsaure-Mikroben. Milchw. Zentralbl. 41, 1912, S. 449—454.

Zugaben von 1—35°/0 Trauben-, Milch- oder Rohrzucker zur Milch ver-
zogerten S&urebildung und Koagulation. Bei Jaourt-Laktobazillen wirkte

bereits 1%) bei Milchsiure-Streptokokken erst 5°/0 deutlich hemmend. Ein
Zeitschr. f. Gdrungsphysiologie. Bd. Il1. 22
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Zuckerzusatz ist nitzlich, weil er zu intensive Sduerung hindert, die Lebens-
kraft der Laktobazillen aber nicht beeintréchtigt. Ldhnis.

Skar, 0. Eine schnelle und genaue Methode fur Z&hlung von Bakterien
und Leukozyten. Milchw. Zentralbl. 41, 1912, S. 454—461.

10 ccm Milch werden im Reagenzglas mit 410 ccm 2proz. Karbol-
Methylenblau rasch vermischt und 5—10 Minuten bei 70° C gehaltene Vso ccm
verteilt man auf einer 20 X 24 mm grofRen Flache des Objekttragers mdog-
lichst gleichmd&Rig und z&hlt nach dem Antrocknen (ohne Fixieren) 10 bis
20 Gesichtsfelder unter Benutzung eines besonderen Okular-Mikrometers (von
ZeiB) aus. Saurer Milch ist die erforderliche Menge Natronlauge hinzuzu-
setzen. Bei der mikroskopischen Z&hlung, die beim Vergleich mit der (augen-
scheinlich nicht ganz korrekt gehandhabten) Plattenmethode bis 69-mal so
hohe Zahlen lieferte als diese, kann nach Verf.s Vorschlag die GroRe der
vorhandenen Bakterien und Bakterien Konglomerate in der Weise in Rech-
nung gestellt werden, dafl als Einheit ein Mikrokokkus von 1 u Durchmesser
angenommen und danach der ,berechnete Bakterien-Gehalt” festgestellt wird.
Auch fir die Schleuderprobe ist vorheriger Farbzusatz empfehlenswert.

Lohnis.

Gooren, G. L. J. Hygienische Untersuchungen der Handelsniilch. Cen-
tralbl. f. Bakt. Il. Abt. 35, 1912, S. 625—646.

Je 10 Proben holl&dndischer ,,Mustermilch* (Vorzugsmilch) und sogen.
»Reformmilch“ (gew6hnliche Flaschenmilch) wurden in bezug auf chemische
Zusammensetzung, Sduregrad, Katalase-, Peroxydase-, Reduktase- und Diastase-
Reaktion, Schmutz- und Bakteriengehalt, sowie hinsichtlich der Gefrierpunkts-
Erniedrigung untersucht.

Die Katalasezahl war in 10 Féallen abnorm hoch; 9 mal handelte es sich
um Milch aus entziindeten Eutern, 1 mal um solche mit abnorm hohem Bak-
teriengehalt. In 2 Fallen war aber die Katalasezahl normal, obwohl Mastitis-
milch vorlag. Die Katalaseprobe allein geniigt also nicht; die mikroskopische
Untersuchung des Sedimentes mull stets hinzutreten. Alle &ndern Enzym-
reaktionen gaben bis auf nur einen Fall normale Werte (!); dieser eine (pa-
thologische) Fall war schon durch die mikroskopische Prifung sichergestellt.
Auf dem zuletzt genannten Wege konnte in 3 von den 10 Vorzugsmilchproben
und in 8 von den ,Reformmilch“proben Mastitismilch nachgewiesen werden.
Der Keimgehalt wurde auf Gelatine fiir die Vorzugsmilch zu 4050—27 900,
fir die Reformmilch zu 50 100—1440 000 pro ccm ermittelt. Die Zuver-
lassigkeit dieser Befunde scheint nicht einwandfrei; u. a. ruft die Angabe, dal
stets nur 3—5 verschiedene Arten zur Entwicklung kamen, einige Bedenken
wach. Verf. steht aber nicht an, auf Grund seiner 10 (1) Bestimmungen zu
fordern, dall die nach dem hollandischen Codex alimentarius fur ,,Muster-
milch* zul&ssige Hochstzahl von 50 000 auf 25 000 pro ccm herabzusetzen sei.

Ldhnis.
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WoliF, A. S&auerungsbakterien, insonderheit Milchsdurelangstdbchen und
Propionsaurebildner in Molkereiprodukten, speziell in den verschiedenen
Kasesorten. Centralbl. f. Bakt. [Il. Abt. 34, 1912, S. 494—540 mit
18 Textfig.

Aus verschiedenen Kdésen (Backstein-, Camembert-, Edamer, Harzer,
Gouda- und Tilsiter Kése), sowie aus Milch, Butter, Sdurewecker und frischem
Labpulver wurden eine gréBere Zahl Laktobazillen und verschiedene Propion-
sdurebildner isoliert, die teils den Laktobazillen, teils den Milchsdurestrepto-
kokken nahestehen. Die isolierten Stdimme werden ausfuhrlich beschrieben
und das Aussehen der Kolonien und der Ausstrichprédparate z. T. im Bilde
vorgefuhrt. Manche der Laktobazillen wuchsen auch noch bei 200C. Nicht
wenige der Kulturen waren durch ein spezifisches Aroma ausgezeichnet.
Ubergidnge nach der Streptokokkengruppe sowie zu den Essigbakterien
wurden gelegentlich beobachtet; speziell das ,,Stdbchen Nr. 20 scheint eine
interessante Zwischenstellung einzunehmen. Fir Nr. 22 und 24 wird Eigen-
bewegung angegeben. Am eingehendsten wurde die Mikroflora des Edamer
Késes bearbeitet. Im ganzen wurden in diesem Falle 64 Organismen isoliert,
darunter eine Milchzucker vergdrende Hefe, ein Sdure-Lab-bildender Strepto-
kokkus, ein siurebildender Mikrokokkus sowie 28 Laktobazillen und Propion-
saurebildner. Aus gut geformten Augen wurde ein wahrscheinlich mit B.
casei y identischer Stamm geziuchtet, der durch Milchzucker- und (oder?)
Laktat-Vergdrung fir die Augenbildung in dieser Kadasesorte von einiger
Wichtigkeit zu sein scheint. In altem Labpulver fehlten die Laktobazillen.
Milchkulturen der gewdhnlichen Milchsdurestreptokokken wurden noch nach
5 Monaten schwach lebensfdhig befunden. Ein Stamm von Bact. Mazun
ging zur Schleimbildung Uber und verwandelte die Milch in einen glasig-
gelatinésen Kuchen. Ldhnis.

Schnell, E. Die auf Produkten der Landwirtschaft und der landwirt-
schaftlichen Gewerbe vorkommenden Oospora (Oidiuni) lactis-Varietaten.
Centralbl. f. Bakt. H. Abt. 35, 1912, S. 1—76 mit 6 Tafeln.

Zirka 100 Stdamme wurden unter Verwendung von Bierwiirze von Ge-
treide, Heu, Erde, Dinger, aus Stallluft, Milch und Molkereiprodukten, Hefen,
Grunmalz, eingesduerten Gurken usw. angehduft und auf Wirze-Gelatine
oder -Agar isoliert. Nach der Kolonieform waren 30 Kulturen deutlich zu
unterscheiden. Von den verschiedenen Oidium lactis-Varietdten wird ein
Oidium casei als neue Art abgetrennt.

Nach den morphologischen werden die physiologischen Merkmale ndher
geschildert, speziell die Gelatineverflissigung, Ammoniakbildung, Lipase-,
Katalase- und Zymase-Produktion, Alkohol-Assimilation, Bildung und Ver-
brauch von Saure (die in Ubereinstimmung mit Rullmanns Befunden ein-
ander folgen) sowie Licht- und Temperaturempfindlichkeit (Optimum bei 23
bis 28° C). Der Késestoff der Milch wurde von allen Stdmmen, wenn auch

22*
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in sehr verschiedenem Grade unter Gelb-Braunférbung des alkalisch werden-
den Serums geldst, gleichzeitig wurde ein pikanter Ké&segeschmack bemerk-
bar. Das Fett wird stark ver&dndert und es bilden sich zahlreiche Kristall-
nadeln eines nicht ndher bestimmten EiweiRabbauprodukts, S&urekasein
wird rascher zersetzt als Labkasein, in dem zun&chst S&uerung Platz greift.
Lebende Kartoffeln sowie Gurken werden erweicht. Die Zellwdnde werden
vom Myzel durchwuchert, Ammoniakbildung ist wahrnehmbar, dagegen wird
die Stdrke nicht angegriffen. Ldhnis.

Harrison, F. C. and Savage, Alfr. The bacterial content of the normal
udder. Rev. gener. du lait 9, 1912, S. 121—131.

Es wird erneut konstatiert, dal die Kuhmilch auch dann in der Regel
keimhaltig ist, wenn sie dem sorgféltig desinfizierten Euter mittels sterili-
sierter Melkrohrchen entzogen wird. Fast ausnahmslos handelt es sich um
weile und gelbe Mikrokokken, die in der Regel harmlos sind und keine er-
hebliche Einwirkung auf die Qualitdt der Milch ausiben. In den zuerst
entnommenen Milchproben fanden sich z. T. auch andere Arten (Milchsdure-
bakterien, sporenbildende Bazillen u. a.) Im Drisengewebe selbst konnten
die Mikrokokken gleichfalls nachgewiesen werden, die nach Ansicht der Veiff.
von der Blutbahn aus in das Euter eintreten. Léhnis.

Holding, J. Yellow discoloration of Stiltoncheese. Journ. Board of
Agriculture 19, 1912, S. 177—186 mit 1 Tafel.

Bei zu starkem Salzen entstehen namentlich in Naturlabkédsen nicht
selten gelbe,- weiche Flecke. Die Aziditdt bleibt abnorm niedrig, statt der
erwiunschten Pilze entwickeln sich ungewdhnlich viel Bakterien, unter diesen
zahlreiche Tyrosinasebildner. Die fehlerhaften Stellen sind reich an Tyrosin,
durch die Tyrosinase wird Dunkelfarbung bewirkt. Ldhnis.

Gorini, C. Studien Uber die rationelle Herstellung des Parmesan- (Grana-)
Kases. 3. Bericht. Centralbl. f. Bakt. Il. Abt. 36, 1912, S. 42—53,
Milchw. Zentralbl. 41, 1912, S. 641—650.

Besonders durch die ,,Associazione Pro Grana“ ist die Erkenntnis von
dem Nutzen einer einwandfreien Gewinnung und Behandlung der Milch und
der Verwendung von Kése-Reifungskulturen in immer weitere Kreise getragen
worden. Die Zahl der abgegebenen Kulturen stieg in den Jahren 1906 bis
1911 von 2276 auf 11609 (je 1 Dosis ist fir 500 1 Milch bestimmt). AuBer
in der Grana-Ké&serei sind die Kulturen ebenfalls mit Vorteil bei der Her-
stellung des Lodisaner, Reggianer, Montasio, Bitto, Branzi und Cacio cavallo
benutzt worden. Ldhnis.

Clark, W. M. A study of the gases of Emmental cheese. U. S, Dept.
Agric. Bur. Anim. Ind. Bull. 151, 1912, ref. Rev. gener. du lait 9, S. 279.

Das in den Augen eingeschlossene Gas besteht in der Regel ausschlief3-
lich aus C02 und N. Nur in gebldhten Kdésen tritt H aus der Milchzucker-
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garung hinzu. Ein Vergleich der Mengen an CO02 und Fettsduren erwies,
daBR die Propionsdurebakterien allein nicht samtliches C02 gebildet haben
kénnen. Nach spezifischen C02-Bildnern wird noch gesucht. Ldhnis.

Keil, F. Beitrdge zur Physiologie der farblosen Schwefelbakterien.
Beitr. z. Biol. d. Pflanzen, Bd. 11, 1912, S. 335—372.

An Reinzuchten von Thiothrix und Beggiatoa konnte nachgewiesen
werden, dal es sich sicher um rein autotrophe Organismen handelt. Als
N-Quelle fungieren Ammonsalze, als C-Quelle allein C02 Organische Stoffe
konnen zwar in ziemlich hoher Konzentration zugegen sein, ohne zu schaden;
genutzt wird indessen der darin enthaltene Kohlenstoff nicht. Léhnis.

Noack, K. Beitrdge zur Biologie der thermophilen Organismen. Jahrb.
f. wdssensch. Botanik, Bd. 51, 1912, S. 593—648.

Es wurde speziell das Verhalten von thermophilen Bakterien, Pilzen
und deren Sporen gegen subminimale Temperaturen geprift. Die Schédi-
gung ist bei sporenfreiem Material im allgemeinen recht erheblich. Z. B.
starb B. calfactor (im vegetativen Zustande) bei 5—6° C schon nach 16 bis
20 Stunden ab. Eine Herabsetzung des Temperatur-Minimums konnte bei
Kultur in Erde (entgegen A. Koch und C. Hoffmann) nicht konstatiert
werden. Auf erwdrmtem Heu wurde u. a. Anixia spadicea Fuckel ange-
troffen (Temperatur-Minimum 27°, Maximum 58° C). Ldhnis.

Kroulik, A. Uber thermophile Zellulosevergarer. Vorlidufige Mitteilung.
Centralbl. f. Bakt.,, H. Abt., Bd. 36, 1912, S. 339—346.

Entweder wurde Papier direkt mit Erde, Mist, Schlamm usw. in Petri-
schalen bei 60—65° C aufgestellt oder es wurden zundchst in bekannter Art
aerobe und anaerobe Anhdufungskulturen (in modifizierter Omelianski-L&sung)
angesetzt. Am raschesten, nach iy 2—3 Tagen, trat die Zersetzung unter
aeroben Bedingungen bei Verwendung von Stallmist, Fé&ces, Komposterde
und dergl. ein. Anaerob verlief der ProzeR etwas langsamer, doch voll-
standiger. Trotz reichlicher Uberimpfung versagten die folgenden Kulturen
nicht selten génzlichl). Reinzuchten der Zellulosezersetzer konnten nicht
erhalten werden, doch gelang es Verf. unter anaeroben Bedingungen zu
ziemlich reinen Kulturen zu kommen. Sowohl die thermophilen Zellulose-
zersetzer wie die Begleitbakterien bilden Sporen. Das Temperaturoptimum
wurde bei 55—60° gefunden, das Maximum bei 68°, das Minimum bei 30° C.
Aerob entstand neben Ameisen-, Essig- und Buttersdure nur CO02, anaerob
auBerdem H, kein CH4. Die Rohkulturen der Zellulosezersetzer vergoren
auch Glukose sehr lebhaft. Aerob wurde das Papier gewdhnlich gelb ge-
farbt, anaerob blieb es farblos. Ldhnis.

* Weit zweckmaBiger und auch den naturlichen Verhéaltnissen besser angepaflt
ist es, statt Gberzuimpfen, nur die Losung wiederholt zu erneuern und nach Bedarf von
neuem Zellulose hinzuzufiigen. Man kommt so zu sehr aktiven Rohkulturen. Ref.
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Kendall, A. J. and Farmer, Ch. J. Studies in bacterial mctabolism. VII.
Journ. Biol. Chem., Vol. 13, 1912, p. 63—70, w. 9 curves.

Verff. pruften Ammoniak-, Alkali- und S&ureproduktion in Bouillon-
und in Zuckerbouillon-Kulturen von B. proteus, coli, paratyphus, typhosus,
alcaligenes, Vibrio H. 61, Microc. aureus und Streptococcus Nr. 34. Dextrose-
Gegenwart hemmte die Ammoniakbildung meist deutlich. Ohne Zucker
wurde die Reaktion in der Regel alkalisch, mit Zucker sauer. Nur B. alcali-
genes und Vibrio H. bildeten stets Alkali, Streptococcus Nr. 34 stets S&ure.

Léhnis.

Thoéni, J. und Thaysen, A. C. Micrococcus mueofaciens, ein Milch-
scliiidling. Centralbl. f. Bakt., Il. Abt.,, Bd. 36, 1913, S. 359—365.

Der Gelatine sehr langsam verflissigende, Milch schwach sduernde und
peptonisierende, gelbliche Micrococcus wurde aus fadenziehender Milch isoliert.
Er macht speziell den Rahm sehr schleimig; die infizierte Milch ist nicht
gesundheitsschadlich. Die morphologischen und kulturellen Merkmale werden
ausfihrlich mitgeteilt. Lohnis.

Gininder, A. Untersuchungen Uuber Mastitis-Streptokokken und ihre
Differenzierung von saprophytischen Streptokokken. Centralbl. f. Bakt.,
I. Abt., Orig., Bd. 63, 1912, S. 152—193.

Der Befund bei der Trommsdorff-Probe ist nur dann entscheidend, wenn
die Milchprobe aseptisch entnommen und das Zentrifugat mikroskopisch
untersucht wurde. Bei nicht aseptisch gewonnener Milch ist keine sichere
Entscheidung mdglich, da weder die mikroskopische noch die kulturelle
Prifung noch auch der Impfversuch eine einwandfreie Differenzierung der
Streptokokken verschiedener Herkunft gestatten. Speziell kénnen auch die
Milchsaure-Streptokokken die sog. ,Staketform* annehmen. Wahrscheinlich
sind alle Streptokokken imstande, Mastitis hervorzurufen, wenn sie in ge-
nigender Zahl in das Euter gelangen, und dieses ihnen (bei Frisch-Milchend-
sein, fieberhafter Schwachung usw.) einen geeigneten Aufenthaltsort bietet.
Namentlich gilt dies in bezug auf die weitverbreiteten Colpitis-Streptokokken.

Léhnis.
Budinow, L. Zur Physiologie des Bacterium lactis acidi. Centralbl. f.
Bakt., Il. Abt., Bd. 34, 1912, S. 177—187.

Sowohl die S&urebildung wie der Zuckerverbrauch waren in Milch erst
nach 6 Stunden nachweisbar. Nach 18 Stunden begann die Zahl der Milch-
saurebakterien zu sinken, die Saure nahm weiter zu. Zirka 2 °/0o des um-
gesetzten Zuckers kam bei der Titration nicht als S&ure zum Vorschein.
Bei 28—32° C starben samtliche Bakterien in 9—15 Tagen ab, bei 12—21°
fand innerhalb 30 Tagen ein starker Rickgang statt, bei 0 bis — 17° C war
in dieser Zeit keine Abnahme wahrnehmbar. Gefrieren und Auftauen schadet
nichts. Lohnis.
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—, Kohlenstoffquellen 1

—, Metallsalze, EinfluB auf
225, 226

—, Mutation 1

— , Nitratassimilation 322,325,
326

—, Nitritassimilation 321

—, thermophile 341

—, Zellulosezersetzung 100,
s. auch Zellulosezersetzung

Schizosaccharomyces mellacei
330

— Pombe 330, 331, 332

Schlachthofabwésser 109

Schneeschimmel 74

Schwanniomyces occidentalis
329, 330, 332

Schwefel, diingendeWirkung 92

Schwefelbakterien 341

Alphabetisches Sachregister

Schwefelkohlenstoff 95, 227,
228

Schweizerkase 90

Septoria 74

— nigerrima 47, 75

Serin 258

Silikatzersetzung durch Bak-
terien und Hefen 15

Silo 260, 264, 265

Sordaria 75

Sporotrichum 100

.Squamotubera 220

Sprofpilze im Dunger 97, s.
auch Hefe, Saccharomyces

Stalldiinger, Konservierung 90

Stickstoffbindung 85, 90, 92,
96, 98, 99, 100, 101, 103

Stiltonkase 340

Streptococcus lacticus 268, 270

Streptokokken 85, 86, 223,
337, 339, 342

Streptotricheen 91, 92

Streptothrix alba 91

— chromogena 91

Stysanus 288

Sublimat 227, 232, 237

Sulfitabfallauge 92

Symbiose 85

Tankage 94

Tetrachlorpropionamid 4, 5, 12

Thiothrix 341

Toluol 95, 228

Torula alba 330

Torulaspora Delbriickii
330

Traubenzucker, Verhalten der
Kahmhefen zu 139, 145,
184

Trichlorakrylsdure 4, 5, 12

Trockenmilch 89

Trommsdorffsche
probe 87

Tryptophan 258

Tuberkelbazillen 223

Turmalin 19, 31, 32

Typhusbazillen 111, 112

329,

Schleuder,-

Tyrosin 258, 340

Tyrosinase 340

Ultraviolettes Licht 105

Uredineen 219

Venturia inaequalis 74, 75, 79

— pirina 75, 79

Wasser, Beinigung 110, 111,
112

—, Selbstreinigung 107

—, Sterilisation 105,107,110,
111, 112

—, Untersuchung 285

W asserbakterien 108, 112, 288

Wasserstoff, Bedeutung fir die
Hefegéarung 289, 311

Wasserstoffbazillen 100

Wein, Ciderkrankheit 334

—, Geruch 336

—, Geschmack, 336

—, Kahmigwerden 336

—, Séureabbau 336

—, Saureverminderung 114,
115, 333

Weinsaure 5, 13, 116, 227,
241, 245, 247, 250, 253,
254, 255, s. auch Sauren

Weizenhalmtoter 75

Willia 1 und Il 330

— anomala 114, 154, 255,
330, 332

— saturnia 329, 330

Xylol 228

Zellulose, Zersetzung 84, 91,

97, 100, 341
Zelluloseagar 100
Zichorienextrakt 331, 333
Zinksalze, EinfluB aufPilze 225
Zitronensaure 116, 241, 245,

247, 250, 253, 254, s. auch

Sduren
Zucker, Verhalten der Kahm-

hefen zu 138
Zucker-Dingung 92
Zygomyces  priorianus

331, 332

328,
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