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Einleitung

Hansenula anomala (Wilh'a anomale oder Saccharomyces ano-

malus) gehort zu einer Kahmhefe, welche neben dem Vermégen zur

“‘alkoholischen Garung noch die Wirksamkeit fiir lebhafte aerobe

Atmung besitzt. Die Stoffwechselphysiologie dieser Hefe wurde

fruher z.B. von EHRLICHY hinsichtlich ihrer Essigsdur garung, von
SCHANDERL? hinsichtlich: ihrer Fihigkeit zur Stickstofffxierung und
ferner von TANIDA® und von TERUI? hinsichtlich ihrer Nitratreduk-

" tion studiert. Vom praktischen Sthndpunkt aus ist Hansenula

®,

anomale in der Giarungsindustrie des japanischen Reisweins als ein
Geruchs- ung Geschmackserreger verwendet worden. Ihre bio-
chemisches Verhalten beim Vorgang der Nachgirung und ihre
praktische Bedeutung im Sakégewinnungsverfahren sind schon von
mehreren Forschern® berichtet worden. Trotzdem liegen in der
Literatur keine Arbeiten vor, welche sich mit dem iibrigen Abbau-
stoffwechsel, der Atmung genannter Hefe beschiftigen. Ich habe
einige atmungsphysiologischen Untersuchungen dieser Hefe gemacht
und in der vorliegenden Mlttellung werden die Resgultate meiner
Versuche berichtet. Erstens habe ich die -Atmungsintensitit der

betreffenden Hefe im Gegenwart verschiedemer Atmungssubstrate
gemessen und dabei gefunden, dass der Athylalkohol unter den.ge-
.suchten Substanzen fiir die Hefe das beste Atmungssubstrat bildet.

Atmungsintensitit durch Angebot von Athylalkohol = iiberwog bei
weitem diejenige im Gegenwart von Glucose bzw. Milchsiiure. Dieses
spezifische Verhalten gegen Athylalkohol charakterisiert diese Kahm-
hefe von anderen Kulturhefen wie Bierhefe.

Die besonders gute Verwertung des Athylalkohols als Atmungs-
substrat dieser Hefe ist verstindlich, da die Hefe, wie schon bemerkt,
in der japanischer Weinindustrie als ein Nachgirer verwendet wird
und deshalb an das Medium des Alkohols in hoherer Konzentration
gewohnt ist. Es kanr® angenommen werden, dass Athylalkohol und

1) F. EHRLICH: Biochem. Ztschr 36 (1911), 477; Ber. d. deutsch. chem.
Ges,, 44 (1911), 3737. ;

2) H. SCHANDERL Ztbt, £. Bakt. Abt. I1,, 101 (1940) 401.

‘ '3) K. TANIDA: Jozogaku-Zasshi (Japamsch), 13 (1935), 981.

4) G. TERUI: KEbenda, 14 (1936), 703.

5) Z.B. T. TAKAHASHI und H. SaTo: Bull, Imp. Univ, Coll. of Agricul.
Tokyo, 1 (1911),.227; T. TAKAHASHI und T. YAMAMOTO ‘Ebenda, 1
(1911), 275. :

-
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" andere Giruhgsprodukte, die im japanischen Reiswein durch die
Wirkung von Aspergillus oryzae, Saccharomyces Saké usw. vor-
gebildet worden sind, durch diese Hefe angegriffen und in Geruchs-
und Geschmacksmittel des Reisweins umgesetzt werden. Ich habe
demgemiiss unter anderen mich mit einigen ndheren Untersuchungen
iiber die Oxydation des Alkohols durch diese Hefe beschiftigt.

‘Im zweiten Abschnitt dieser Mitteilung wird iiber die Dehydrase-
aktivitit der betreffenden Hefe berichtet. Ich habe das Aceton-
praparat von Hansenula-Hefe hergestellt und die Aktivitit der aus
Aceton-Hefe priaparierten Dehydrase zur Methylenblaureduktion in
" witro unter Zusatz verschiedener Dehydrasekomponentén wie Code-
hydrase, Diaphorase anderer Herkunft untersucht. Dabei fand ich
auch, dass die Alkoholdehydrase unter anderen Dehydrasen in der
Aceton},lefe am stirksten wirkt. Die Natur und Wirkungsart dieser
- Dehydrase wurden etwas eingehend untersucht.

Experimentelles
A. VERSUCHE MIT INTAKTEN. ZELLEN

Die Organismen wurden auf festem HENNEBERG—Nahrboden
kultiviert. Die Zusammensetzung dieses Nahrmedlums war. wie

folgt:

Saccharose .................... 150 g

Pepton ........................ 5¢g
Kaliumbiphosphat .............. bg
Magnesiumsulfat ..... e ‘ 2¢
" Natriumearbonat ............... 5g
’ Agar-agar ..................... 18¢g I
Aqua dest. ...l 1000 cem

Auf diesem Néhrboden wurde die Hefe etwa 40 Stunden lang bei
30°C geziichtet. Da das Wachstum der Hansenula enomale auf
diesem Nihrboden sehr iippig ist, geniigt fiir manometmsche At-
mungsversuche die gesammelte Hefemasse von Strichkulturen in 5-7
Reagensrohren von 3 cm Durchmessr. Die mit dem Spatel gesam-
‘melte Hefeernte wurde durch Zentrlfugierung und danachfolgende
Aufschwemmung im destillierten Wasser dreimal gewaschen und
schliesslich im destillierten Wasser suspendiert. -

v

T




80 o o S, UsaMmr-

Das Cytochromsystem dieser Hefe war, spektroskopisch unter-
sucht, ganz identisch mit’ demJemgen der gewohnhchen Kulturhefe,
und man kann drei Absorptionsbinder des Cytochroms a,b und ¢
im Spekrum leicht beobachten. '

Aber diese nur auf der. Zentrifuge gewaschenen Hefesuspen-
sionen sind fiir die Atmungsversuche ungeeignet, da die auf diesem
zuckerreichen Niahrmedium gewachsenen Hefen sehr reich an den
zelleigenen Atmungssubstraten sind. Durch Verwendung des Ver-
: ai‘mungsverfahrens an Gehaltstoffen nach SMEDLEY MACLEAN? -und
WIELAND? gelang es mir, diese Eigensubstrate von den Hefezellen
moglichst zu beseitigen. Zu diesem Zweck erfuhr die Hefesuspension
kriftige langdauernde (etwa 10.Stunden) Schiittelung eder Durch-
leitung -dér‘.Luft bei 30°. Die verarmte Hefe wurde fiir Konstant-
haltung der physiologischen Eigenschaften im Eisschranck_ bei 0°.
aufbewahrt. In diesem Zustand war die Hefesuspension wihrend
- etwa einer Woche nur mlt gerlngerer allmahllchen Erniederung der
Elgenatmung haltbar ‘

Die Atmung, d.i. die Sauerstoffaufnahme, wurde mittels der
BARCROFTschen Manometefapﬁaratur im Thermostat von 30° ge-
messen. Das Reaktionsmillieu in den Atmungsgefissen Wurde fol-
gendermassen zusammengesetzt

1 cem Hefesuspension ( Tr_ockengrewicht: 5-10 mg) )
0,5 cem  Phosphatpufferlésung (M/2, pH 7,2) im Hauptraum,
0,6 cem  Destilliertes Wasser ’ .

' 0,5 ccem Sdbst,ratlﬁsung (M/6) ) in der Ansatzbirne,

. 0,6ecem  Kalilaugelssung (10%) . lm Einsatz.

Der dasraum des Gefiisses wurde mit Luft gefiillt. Nach 10-minuti-
- ger Schiittehing des Manometers zur Einnstellung der Temperatur
wurde die Substratlésung von der Ansatzbirne in den Hauptraum
des Atmungszgefﬂsses gekippt, und von da an wurden die Manometer-
ausschldge mit je 10—m1nut1gem Intervall abgelesen. Die Messungen

der Atmung' dauerten im allgememen 60 Mmuten

“1) I SMEDLEY MACLEAN und D. Howmvr Biochem. Journ., 20 (1926),
848. ’ : :

2) _H. WIELAND und O. B. CLAREN: LIERIGs Ann. Chem., 492 (1932); 185.
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I. Atmung bei Zugabe von VerSchiedenen Atmungssubstraten.

Zuerst wurden die Einfliisse von den fiir die Atmung der Mikro-
organismen oft in Betracht kommenden Atmungssubstraten auf die
Sauerstoffaufnahme von Hamsenule anomale untersucht. Die Er-
gebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. In
der Tabelle bedeutet Qo. die aufgenommene Sauerstoffmenge in cem
in 60 Minuten pro 1mg Hefetrockensubstanz. Daneben sind
auch die ,Verhiltnisse der Atmung — relative Menge des auf-
_genommenen Sauerstoffs — von verschiedenén Substraten zur
Eigenatmung, d.h. die Atmung ohne Substratzusatz, in Prozenten
ausgedriickt.

. Wie in dieser Tabelle ersichtlich, erweist Athylalkohol unter den
gesuchten Substratarten fiir Hansenule anomala sich als das beste
Atmungssubstrat. Durch Zusatz von M/30 Athylalkohol steigt die
Atmung der wihrend 10 Stunden verarmten Hefe auf etwa Fiinf-
faches der Eigenatmung. Léirigere Verarmungsdauer verursacht
weitere Erniederung der Eigenatmung und folglich héheres Besch-
leunigungsverhéltnis. Man kann die 7-10-malige gesteigerte Atmung
leicht beobachten. Glucose, Milchsédure, Brenztraubensiure, Essig-
sdure und Acetaldehyd werden von der Hefe schlechter ausgenutzt
als Athylalkohol: die Beschleunigungsverhiltnisse betragen Drei-
bis Vierfaches der Eigenatmung. Bernsteinsdure wird noch
schlechter gebraucht, und durch Zusatz von dieser Siure wird
. praktisch keine Steigerung der Atmung der Hansenula-Hefe beo-
bachtet. Es ist schon von WIELAND und SONDERHOFF” berichtet
worden, dass die Bernsteinsiure durch verarmte Bierhefe mit nur
sehr langsamer (:eschwmdlgkelt oxydiert. . Aber 'LYNEN "und
NECIULLAH? behaupten, dass die- geringere Ausnutzung der Bern-
steinsdure durch verarmte Hefe ihre Ursache in der geringen Durch-
lissigkeit der intakten Hefeplasmamembran hat. Und sie bestitig-
ten diese Annahme durch ‘Versuche, welche ergaben, dass die
.Oxydation der Bernsteinsiure durch Auftauen der Hefezellen-
unter Anwendung von _'ﬁﬁssiger Luft aufs Mehrfache gesteigert
“wurde. Aminosiuren werden durch’ Hensenula-Hefe nicht so schnell
oxydiert. ‘ ' B o

" 1) H. WIELAND und R. SONDERHOFF: LIEBIGs Ann Chem., 499 (1932) 213
2) F. LYNEN und N. NECIULLAH: Ebenda, 54L(1939) 203, ’
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Tabelle 1.

Atmung von Hansenula anomala bei Zugabe verschiedener
Atmungésubstrate.

Hefetrockensubstanz: 5-10 mg )

30° . .
pH 7,2 Phosphatpuffer M/10

Substrat: M/30 ’

Versuchsdauer: 1 Stunde:

Substrat Qo, " Verhaltnis
Ohne Substratzusatz . : 10,1 100
Athylalkohol - 50,2 497
Glucose . 34,2 ’ 339
Saccharose I 2009 206
Ameisensiure 18,3 132 :
Esgigséiure 30,1 ’ 298
Bernsteinsiure ' 10,6 104
Milchsdure L ) 36,7 363
- Brenztraubensinre - 41,2 408
Apfelsiure 10,4 110
Citronensiure ' T 10,6 ' 110
Acetaldehyd 30,0 297
Glykokoll 15,2 150 -
Alanin LN 15,6 153
Leucin ’ 12,2 121
Glutaminséure 19,7 195

Die hervorragende Schnelligkeit, womit Hansenula anomala
Athylalkohol oxydiert, ist ein Merkmal dieser Hefe. Zum Vergleich
wurde die Atmung anderer Kulturhefen versucht. Z.B. bei Bierhefe,
-wie man in folgender Tabelle II bemerkt, ist die Oxydationsgesch-
windigkeit des Athyalkohols imm Vergleich mit derjenigen der Glucose
nicht bedeutend verschieden, sogar um weniges' geringer. In der
vor kurzem . verdffentlichten Mitteilung von YAMAGUTCHID ist es
auch bemerkbar, dass Glucose bei Bicker- sowie Bierhefe besseres
Atmungssubstrat als Athylalkoho! darstellt. In Bezug auf diese
besonders grosse Affinitdt gegen Athylalkohol ist Hansenula anomala
den Essigbakterien dhnlich. Allerdings bleibt die absolute Ges¢h-

1) 8. YAMAGUTCHI: Acta Phytochim:, 12 (1941), 115,

[
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Tabelle II.

Atmung von Blerhefe

Bierhefe von SAPPORO BIER- FABRICK
Hefetrockensubstanz: ca. 10 mg
Verarmungsdauer: etwa 10 Stunden
Versuchsbedingungen wie bei Hansenula.

Substrat Qo§ Verhéltnis
Ohne Substl:atZUSatz 2,8 . 100"
Athylalkohol , 12,4 436
Glucose 18,3 . 468
Alanin 3,6 127

windigkeit der Alkoholoxydation bei Hansenula betrichtlich hinter
‘der bei Essigbakterien. ;

II. Atmung bei Zugabe von Alkeholen.

Nachdem ich in den vorhergehenden Untersuchungen die auf-
fallend grosse Aktivitit der Hamsenula-Hefe gegen Athylalkohol
festgestellt hatte, habe ich dann iiber die Atmung bei Zugabe des
Alkohols etwas eingehende Versuche angestellt.

1. Verschiedene Alkohole.

Zuerst wurden die verschiedenen Alkohole auf ihr Verhalten
- gegeniiber der Atmung von Hansenula anomale gepriift. Die
Resultate dieser vergleichenden Untersuchungen sind in der Tabelle
III zusammengestellt. In der. Tabelle sind die Ausnutzungsgrade
verschiedener Alkohole im Vergleich mit.dem des Athylalkoho! aus-
gedriickt. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten die verhéltnismissige
: Oxydatlonsstarke—aufgenommene Sauerstoffmenge, dabei wird der
Wert fiir Athylalkohol gleich 100 gesetzt. Die Konzentration der
- zugegebenen Alkohole war im Allgemeinen M/30.

Alle gepriiften Alkohole, mit Ausnahme von Allylalkohol werden .

~mehr oder weniger ausgenutzt. Allerdings zeigt Athylalkohol die
grosste Reaktionsgeschwindigkeit. Was nun die Oxydationsgesch-
windigkeit anderer Alkohole anbelangt, so ist zunichst bei ein-
wertlgen Alkoholen in der Tabelle bemerkbar, dass die Alkohole mit
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Tabelle III. .

Atmung von Hansenula anomala bei Zugabe )
verschiedener Alkohole, ~

Versuchsbedingungen wie in der Tabene I -
Alkoholkonzentration: M/30.

Alkohole: Verhiltnis

Ohne Substratzusatz : 15,0
Methylalkohol - 17,8
Athylalkohol . \ 100,0 (Qo,=50,2)
n-Propylalkohol 56,0 o
i80-Propylalkohol 47,9
n-Butylalkohol 44,2
is0-Butylalkohol - 895
1s0-Amylalkohol 25,8 -
Allylalkohol 9,7
Athylenglykol 32,9
- Glycerin ’ - .69,8
Mannit - : 37,4
Duleit o ' 20,0
Inosit - ' - 19,3

weniger C-Atomzahl, ausgenommen- Methylalkohol, immer schneller
oxydiert werden, d.i. die Oxydationsstirke von Hansenula mit zuneh-
mender C-Atomzahl herabsinkt, und ferner die normal-Verbindungen
im Vergleich mit den iso-Verbindungen immer schneller oxydiert wer-
den. Diese stufenartigen Verminderung der Atmungssteigerungswir-
kung verschiedener einwertiger Alkoholé mijt zunehmender C-Zahl
und die Minderwertigkeit der iso-Verbindungen als Atmpngssubstrat
sind mit den Erscheinungen bei anderen Organismen, ‘z.B. Essig-
bakterien nach den Angaben von TANAKAY, ganz identisch. Methyl-
alkohol wird nur in ganz unbedeutender Geschwindigkeit oxydiert.

In M/30-Konzentration iibt Methylalkohol auf die Atmung von ver- -

armter Hansenula-Hefe weder Steigerung noch Hemmung aus. Die
Oxydationsgeschwindigkeit des Methylalkohols ist auch bei Essig-
bakterien betrichtlich kleinV. Ungesittigter Alkohol, Allylalkohol

in M/30 gewissermassen hemmt die Hansenula-Atmung. Glycerin-

wird ziemlich schnell angegriffen. Seine Wirkung der Atmungs-
1) K. TANAKA: J. Sci. Hiroshima Univ., Ser. B, Div. 2, 3 (1988), 121.’

4
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aktivierung ist unter den anderen Alkoholen mit Ausnahme von
Athylalkohol am stirksten. Die Affinitiit des zweiwertigen Alkohols,
Glykols zur Hefe ist eine geringere als die des dreiwertigen Alkohols,
Glycerins. Unter den sechswertigen Alkoholen wird Mannit mit der
Hefe verhiltnismissig schnell oxydiert. :

_ '2. Konzentration des Alkoh(f)ls.v k

Zweitens wurde die Abhingigkeit der Hansenula-Atmung von
der Konzentration des zugesetzten Athyl-'und Prophylalkohols unter-
sucht. Die Versuche fiihrten zum Ergebnis, dass die intakten Zellen
der betreffenden Hefe schon in M/300 Athylalkohol gesittigt sind
(Tabelle IV und Fig. 1).| Sie haben ein sehr breites Optimum der
Athylalkoholkonzentration, und die Konzentrationen zwischen M/30

~und M/300 haben praktisch dieselbe Aktivierung gegeniiber der
Atmung zur Folge. Bei Propylalkohol liegen die Verhiltnisse etwas

' Tabelle IV. _
Substratkenzenfrationsabhiingigkeit der Athylalkohol-Atmung.
R . /

Athylalkohol - ' Qo,
1M ) ‘ ; © 32,1

- M/10 : ‘ 47,0

M/30 _ 49,8
M/100 , R 49,7

M/150 ' . 49,7

M/300 : : 49,2

M/500 ‘ . 371

Fig. 1.

- 30 : 1

N i
0 =10 —20 —8,0
" log Mol Athylalkohol.
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aﬁders. Optimale Konzentration liegt bei beinahe M/100, und die
' Oxydationen verlaufen bei konzentriertem bzw. bei verdiinntem
Prophylalkohol langsamer (siehe Tabelle V).

Tabelle V.

Substratkonzentrationsabhingigkeit der Propylalkohol-Atmung.

Prolealkohol ‘ Qo,
M/10 ' ' 24,3
. M/30 ‘ - 27,4
M/100 33,2
M/300 _ 303
" M/500 S 245

3. pH des Atmungsmediums.

. Unter Verwendung von M/10 Phosphatpuffer wurde die pH-
Abhéngigkeit der Atmung von intakten Hansenula-Zellen im Bereich
von pH 6,0 bis pH 8,0 gepriift. Das pH-Optimum liegt bei 7, wenn
Athylalkohol als Atmungssubstrat dient. Die. pH-Abhingigkeits-
kurve sinkt\ von dem neutralen Punkt nach beiden Seiten allmghlich
ab. Wie die weiter unter erwiahnten Untersuchungen ergeben werden
(siehe hierzu Tabelle XVIII und auch XIX), verschiebt sich das
Wirkungsoptimum von zellfreien Extrakten fiir Alkoholdehydrie-
- rung nach der schwach alkalischen Seite. Da das pH-Optimum der
intakten Zellen wahrscheinlich von verschiedenen physiologischen
Faktoren abhingt, wird es nicht nur durch das pH-Optimum der
Alkoholdehydrase unbedingt bestimmt. '

Tabelle VI.

Vethiiltnismiissig'e Sauerstoffaufnahme bei ‘verschiedenen pH von
_intakten Hansenula-Zellen,

Athylalkohol (M/30) als Substrat.
- Phosphatpuffer in M/10.
Der Wert fiir pH 7,0 jst gleich 100 gesetzt.

pH | 60 68 0 - 7,2 6. 80
Verhaltnis 944 984 100 90 81,8 783
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4. Max1male Os-Aufnahme im Gegenwart bestimmter
Menge des Athylalkohols.

Versuche iiber d1e vollstandlge Oxydatlon des Athylalkohols
durch intakte Zellen der Hansemila anomala wurden manometrisch
ausgefiihrt. Von dem Zeitpunkt aus, an dem #usserst verdiinnter
Athylalkohol aus der Ansatzbirne in den Hauptraum des Manometer-
trogs eingekippt wurde, wurden die Druckanderungen des Mano-
meters so lange gemessen, bis die Sauerstoﬁ'aufnahme beinahe voll-

‘standig zum Stillstand kam. Ein typlsches Beispiel dabei erhaltener

Ergebnisse wird in Fig. 2 angegeben. °

Fig. 2.

300 Hefetrockengewicht : 3,2 mg.
‘ E Theot.' - | . -
§ 200" ‘ T
[ 4] o
8
@
=]
s
-& 100 -
5
<
&

(]
' 60 120 180 200
- Zeit in Min. ’

Kurve A: Atmung in Gegenwart von
. M/600 Athylalkohol. ¢
. Kurve B: Atmung ohne Substratzuqatz -
Kurve C: A—B.

Kurve C in Fig. 2 bedeutet die gerechnete wahre Oxydations-
kurve des Athylalkohols selbst. Wenn man annimmt, dass Athyl-
alkohol durch Hansenula-Hefe in Essigsiure oxydiert, so soll fiir
1 Mol Athylalkohol 1 Mol Sauerstoff aufgenommen werden. Theo-
retischer Wert der fiir Oxydation des untersuchten M/600 Athyl-

alkohols erforderlichen Sauerstoffmenge ist 207 cmm bei 30°..
Beobachteter Wert, d.i. die Summe der wihrend 200 Minuten auf-

genommenen Sauerstoffmenge war 176,7 ccm. Daraus folgt, dass die
Organismen fiir 1 Mol Athylalkohol etwa 0,87 Mol Sauerstoff auf-
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nehmen. Durch diese manometrischen Versuche ldsst. sich ohne
weiteres schliessen,. dass Athylalkohol durch Hansénule anomala

wenigstens bis auf die Stufe der Essigsiure oxydiert wird. In

Ubereinstimmung mit diesem Befund steht die schon frither ange:
fiihrte chemisch-analytische Untersuchung von EHRLICHD, dass
Essigs'ﬁure in Kulturen von Willia anomala auf Athylalkohol nach-
gewiesen wurde. Wéahrend aber genannte Hefe eine Féhigkeit
besxtzt die Essigsiure oxydierend anzugreifen, wie man in der

Tabelle I erkénnen kann, muss die gebildete Essigséiure weiter OXy-

diert werden.

5. Einfluss des Semicarbazids auf die Athylalkoholoxydation.
Bei der Oxydation des Athylalkohols ist aller Wahrscheinlichkeit
nach zu erwarten, dass der Acetaldehyd als Zwischenprodukt auf-
tritt, da er doch zweifellos das ,erste Dehydrierungsprodukt des
Alkohols darstellt. Wenn dieses bei Hansenula anomala der Fall ist,
so kann man erwarten, dass die Dehydrierung des Athylalkohols

unter. Anwendung des Fixierungsmittels des Aldehyds auf der Stufe

des “Acetaldehyds sistiert wird.  Ich ‘habe versucht, mit Hilfe des
Semicarbazids den als Zwischenprodukt zu entstehen angenommenen

"Acetaldehyd zu blockieren und folgljch dessen weitere Oxydation zu
schidigen. Die Sauerstoffaufnahme bei Angebot des Athylalkohols

wurde in der Tat mittels des Semicarbazids erniedrigt. Der schein-
bare Hemmungggrad der Sauerstoﬂ'aufnahm‘gwﬁhrend 1 Stunde nach
dem Zeitpunkt ‘des Semicarbazidzusatzes in verschledenener Kon-
zentration ist in der Tabelle VII angegeben.

‘Tabelle VIL
Einfluss des Semicarbazids auf Athylalkohol-Atmung.

Versuchsdauer: 1 Stunde.
Athylalkohol: M/80."
" Semicarbazidhydrochlorid.

" ' Semicarbazidkonz., I , s Hemmungin %
M/5 { - 88
M/10 i 31,8
M/200 B 14,0
’ 14,9

M/1000

1) 'F. EHRLICH: Biochem. Ztschr., 36 (1911), 477; Ber. d. deutsch chem.
Ges., 44 (1911), 3737
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) Bestimmung der maximal aufgenommenen Sauerstoffmenge
durch langdauernde Versuche im Gegenwart bestimmter Menge von
Athylalkohol und mit zugefiigtem Semicarbazid zeigt, dass .die
Hansenula-Zelle gegen 1 Mol Alkohol etwa 0,37 Mol Sauerstoff auf-
nimmt (siehe Fig. 3). Theoretisch soll 0,5 Mol Sauerstoff pro 1
Mol Alkohol aufgenommen werden, wenn man annimmt, dass Athyl-

Fig. 3.
Hefetrockengewicht : 3,3 mg. .
~ .
200 |
g
E
[T
. 8
-
5 10
g
B
<
=)
) ‘\’?%k B T
i - (3 L . i
60 . 120 180 240
; Zeit in Min.

Kurve A: Atmung in Gegenwart von
M/600  Kthylalkohol und
- M/200 Semicarbazid.
' Kurve B: Atmung ohne Substratzusatz.
Kurve C: A-B. .

dlkohol in Acetaldehyd umgesetzt wird. Da im Vergleich dleses
Werts mit der schon beschriebenen maximalen Sauerstoffaufnahme

* in Abwesenheit des Semiecarbazids, diese ungefihr 2-mal grosser als
jener ist, kann man schliessen, dass Athylalkohol durch Hansenula-
Zelle iiber Acetaldehyd in Essigséure oxydiert wird.

6. Maximale O;-Aufnahme im_Gegenwart bestlmmter
Menge von Acetaldehyd bzw. Essigsiure. ,

/Versuche iiber d1e vollstiridige Oxydation des Acetaldehyds bzw.
der Essigsdure durch Hansenula anomala zeigte, dass fiir je 1 Mol
eines dieser Substrate etwa 0,3-0,4 Mol Sauerstoff aufgenommen
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wurde (Fig. 4). Es ist zweifellos, dass die Hefe Acetaldehyd in

Essigsdure oxydiert. Anderseits ist es schon lingst nach WIELAND -

und SONDERHOFFY angenommen, dass ein Produkt der Essigsiure-
_oxydationfdurch Hefe die Bernsteinsiure ist. , Sie behaupten, dass

Fig. 4.
Hefetrockengewicht : 3,6 mg.

200

O,~Aufnahme in cmm.
bt
S

60 120 - 180 240
- Zeit in Min.
Kurve A : Atmung in Gegenwart von
M/600 Esmgsﬁure
Kurve B : " Atmung in Gegenwart von
M/600 Acetaldehyd
Kurve C : Atmung ohne Substratzusatz.
‘ Kurve A7: A—-C. )
e Kurve B/: B—-C. . : e
Bernsteinsidure aus 2 Molekeln Essigsiure durch Dehydrierung ent-
steht. Falls dies so ist, soll fiir 1 Mol Essagsaure Je 0,5 Mol Sauerstoﬁ'

erforderlich sein.

III. KCN-Hemmung der Atmung.

Es ist wohl bekannt, dass bei den biologischen Oxydationen
verschiedener Substrate in. vivo die Himinkatalyse beteiligt ist, die
im Vorgang der Zellatmung neben der Dehydrase eine wichtige Rolle
- spielt. Wie beschrieben, habe ich in der Suspension der Hansenula-
1) H. WIELAND und R. SONDERHOFF: LIEBIGs Ann. Chem:, 499 (1932), 213.
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. Zellen deutliche Cytochromspektren beobachtet. Ich habe mich da-'

neben mit der KCN-Hemmung der Hansenula-Atmung beschiftigt, da
das Kaliumcyanid als ein typischer Inhibitor der Himinkatalyse auf
die aerobe Atmung verschiedener Organismen schidlich zuwirken
anerkannt ist. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der
Tabelle VIII zusammengestellt. Die Oxydation des .Propyl- und
Butylalkohols wurde durch KCN in verhiltnismiissig geringem
. Masse gehemmt. - .

Tabelle VIII.

‘ KC.N-Hemmun’g‘der Atnmngf in Gegenwart
.'Verschiedener Atmungssubstrate.

KCN M/1000
pH 7,2
Substrat: M/30.

Substrat Hemmung in %.
Ohne Substratzusatz ) 11,6
Athylalkohol , 65,0
Propylalkohol \ 27,3
Butylolkohol 26,0
Glycerin - 59,4
Acetaldehyd ) 45,4
Essigséure ' : 45,9
Milchsiure ' 60,0 «

- Glucose 44,6

B. VERSUCHE MIT EXTRAHIERTEN DEHYDRASEPRAPARATEN.
‘ I. Methodisches.

Zum Studium der Dehydraseaktivitit mit THUNBERG-Rohr
waren die intakten Zellen von Hansenula anomeala, ob sie auch
wihrend langerer Zeiten die Verarmung erfahren hatten, nicht

geeignet, weil sie bei Zugabe verschiedener Wagsserstoffdonatoren
keine deutliche Verkiirzung der Entfirbungszeit des Methylenblaus

gegeniiber den Kontrollversuchen hervorriefen; eine Entfirbung
des Methylenblaus trat in Abwesenheit von zugefiigten Donatoren
verhiltnisméssig schnell ein. Wie in der nachstehenden Tabelle IX
ersichtlich, wirkten Athylalkohol, Glucose bzw. Milchsiure auf die
Methylenblaureduktion nur in sehr geringem Masse aktivierend.

Alle Methylenblauversuche wurden gewdhnlicherweise nach der

THUNBERGschen Technik im Thermostat bei 30° ausgefiihrt. - Nach

o
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Evakuierung des Rohrs wurde der Inhalt vom Retortenansatz in den
Hauptraum eingekippt und die zur vollstandlgen Entfarbung des
Methylenblaus erforderliche Zeit gemessen. .

- Um  die Zusatzeffekte von Wasserstoffdonatoren klarer zu -

machen und folgllch um die Dehydrasewn-kung naher zZu untersuchen

| Tabelle IX.
Methylenblaureduktion der intakten Hansenula-Zellen.

Verarmung der Hefe: ca. 10 Stde.

Jeder Thunberg-Ruhr enthielt 1cem Hefesuspension (5,2mg
Trockensubstanz), 1 cem M/6 Substrat, 0,5 cem M/2 Phosphat-
puffer pH=7,2 “lccm <dest. Wasser und 0,5 cem M/4000
Methylenblau. Gesamtvolumen: 4cem. T=30°.

Mb-Entfarbungszelt
Substrat , in Min.
Ohneé Zusatz o '16,' b
Athylalkohol ' 10
Glucose ' SR 2 .
Milchstiure - i ' 12

. habe ich mich mit den zellfreien Extrakten aﬁs diesen Mikroorgan; v

ismen beschiftigt: Zu diesem Zweck habe ich die Aceton-Trocken-

‘priparate von Hansenulo anomale dargestellt.

~Die Herstellung der Acetonpridparate der betreffenden Hefe
gelang mir im allgemeinen auf folgende Weise: Die gesammelte
Hefemasse aus Massenkulturen, -die auf Agarnihrbdden in gros-

“serern Schalen geschahen wurde auf der Zentrlfuge mit destilliertem

Wasser dreimal gewaschen, wihrend mehrerer "Stunden verarmt,
nochmals gewaschen und schliesselich  in kleines Volum des dest.
Wassers suspendiert. Die erhaltene konzentrierte Suspension wurde
eisgekiihlt und 'dann ‘allméhlich in etwa 7-8-faches Volum von eis-
gekiihltem - Aceton unter konstantem Umriihren eintropfen gelassen.
Um das Enzym vor Inaktivierung zu schiitzen, soll-die Temperatur
wiahrend der Behandlung mit Aceton niedrig behalten werden. Der
aufgefallene Niederschlag wurde dann abgesaugt, mit kaltem.Aceton
und schliesslich mit kaltem .Ather gewaschen und im:Vakuumexsik-
kator unter vermindertem Druck. getrocknet.

0,56 g des pulverisierten HzmsenulapTrockenpraparates wurden ‘

in 5 cem oder 10 cem M/10 Phosphatlésung pH 7,6 wahrend 2 Stunden
bei 30° extrahiert. Auf der Zentrifuge wurde die etwas opaleszente
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leicht gelbe Ldsung von dem Niederschlag getrennt. Die durch Zen-
trifugierung erhaltene iiberstehende Losung wurde in ihrer dehydrie-
renden Wirkung mit dem Bodensatz verglichen, welcher in urspriing-
liches Volum der Phosphatlosung suspendiert wurde.

Wie in folgenden Tabellen gezeigt wird, besitzt die Losung.

stirkere Dehydraseaktivitiit als das Sediment. Man kann erkennen,
dass die wirksame Dehydrase, wenigstens die Alkohol- und Milch-
sduredehydrase, in die Losung iibergeht, jedoch nicht in allen
\Quantltaten 1
Tabelle X.

Verglelchung der Tiberstehenden Fliissigkeit und des Sedimentes in
.. ihrer Dehydraseaktivitdt. Milchsiure als H-Donator. :

1 cem Suspension, iiberstehende Fliissigkeit oder
Sediment in urspriingliches Volum der

. - Phosphatlésung. :

1" eem  M/6 Milchsiure,

0,5 ecm M/2 Phosphatpuffer pH 6,8,

0,Leem  M/8000 Methylenblhu,

1 cem Aqua Dest.

Mb-Entfarbungszeit in Min.
Ohne Donator Milchsiu;'e

Suspension* ’ 32 8
Uberstehende Flussgkelt ‘ 33 : 14
Sedlment : >60 40

* Ursprunghche Suspensxon vor Zentrlfuglerung

Tabelle XI.

Verglexchung der iiberstehenden Flussxgkelt und des Sedimentes in ihrer
Dehydraseaktivitit. Athylalkohol als H-Donator.

0,4 ccm Uberstehende Fiiissigkeit oder Sediment in
urspriingliches Volum "der Phosphat-
l6sung, ‘

0,2cem M/2 Xthylalkohdl,

0,2 ccm Cozymase;*

0,1 cem M/2 Phosphatpuffer pH 7, 6

0,1 ccm M/2000 Methylenblau.

Mb—Entf&rbun gszeit in Min.

o _ Atbylalkobo! | Onne Donator [ of,fgyclgggf’:;e

Uherst. Flussigk . 2z 1 s

Sediment 4 2t =3
*  Siehe folgende Seite.

V-
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Aber wie in den Tabellen ersichtlich, ist diese Enzymlosung
imstande, Methylenblau ohne Zusatz von Wasserstotfdonator zZu
entfarben, d.i. sie enthilt noch eine bedeutende Menge der Wasser-

stoffdonatoren. Um diese beigemengten Donatorsubstanzen zu be- -

~ seitigen, habe ich die Enzymldsung dialysiert. Dialyse der Enzym-
l6sung geschah unter Verwendung von Fischblase gegen fliessendes
Leitungswasser wihrend etwa .6 ‘Stunden. Die Temperatur  des

" Leitungswassers von diesem Laboratorium betrug gliicklicherweise -

ein ganzes Jahr hindureh unter 15°. Durch Dialyse wurden mit den

Substratmolekiilen auch gleichzeitig dialysierbaren Dehydrasekom- -

ponenten, welche bei der Wirkung vieler Dehydrasen notwendig sind,
von dem Enzympriparat befreit. Ich habe diese an der Dehydrase-
wirkung als beteiligt anerkannten Komponenten, die Codehydrase
und die Diaphorase, aus Bickerhefe! dargestellt und bei den Ver-
suchen dem Enzym zugesetzt. Die Codehydrase wurde nach der
Vorschrift von Euler? pridpafert und bis auf die Stufe der Cu-

Fillung gereinigt®. Die Diapho;‘ase (,,coenzyme. factor”) wurde .

auch nach EULERY durch zweimalige Ammonsulfatfallung aus dem
.alkalisechen Hefeautolysat dargestellt.

v 1) Von “TOA”-HEFE-FABRIK hergestellte Hefekuchen wurden benutzt. =

2) 'H. v. EULER, H. ALBERS und F. SCHLENK: Ztschr. f. physiol. Chem;,
240 (1936), 113. ’

8) Das Codehydrasepraparat auf dieser Reinigungsstufe enthalt wahr-
scheinlich neben der Cozymase (Diphosphopyridinnucleotid) noch die
Codehydrase II (Triphosphopyridinnucleotid). Aber es ist wohl be-

‘ kannt, dass die Alkoholdehydrasen verschiedener Herkunft in ihrer

*  Wirksamkeit unter beiden Codehydrasen nur die Cozymase benétigen
(siche hierzu z. B. E. NEGELEIN und H. J. WuLFF, Biochem. Ztschr. 293
(1937) 351; E. ApLER und M. SREENIVASAYA, Ztschr. f. physiol. Chem.

249 (1937) 24; T. H. QUIBELL, Ebenda 251 (1938) 102 usw.), und '

deshalb habe ich das Codehydrasepriparat in diesem Zustand als
Cozymase verwendet.

4) H. v. EULer, H. HELLSTROM- und G. GUNTHER: Ztschr. f. physiol.

Qhem., 258 (1939), 47. Um die Wirkungsstdrke aller Priaparate mog-
lichst konstant zu behalten, wurden die Méngenverhéltnisse vom dabei
verwandten Ausgangsthaterial und Reagens nach EULERscher Vorschrift
wie folgt festgestellt : 50g Hefe wurde in 25cem Wasser durch
4n-Ammoniak auf pH 8 reagiert und unter Toluolzusatz wihrend 48
Stunden bei Zimmertemperatur autolysiert; wobei pH=7,5-8,5 eingehal-
ten wurde. Der zentrifugierte klare Autolysensaft wurde, mit'1/2 Vol.
gesittigter Ammornsulfatlésung zugesetzt, zentrifugiert. - Der Nieder-
schlag wurde in verdiinntem Ammoniak gelést, vom Ungeldsten durch
Zentrifugieren befreit und nochmals mit Ammonsulfat gefillt. Der
. Niederschlag wurde in verdiinntem Ammoniak gelést und durch Zen-
trifutieren vom unléslichen Bestandteil gereinigt. Die erhaltene
D}a]ghoraselésung, im Eisschranck bewahrt, ist wahrend etwa 2 Tage
wirksam, o
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II. BETEILIGUNG DER DEHYDRASEKOMPONENTEN AN Hansenula-
DEHYDRASEN (Bediirfnis des Coferments usw.).

Erstens wurde versucht, zu priifen, ob Codehydrase und

Diaphorase an der Dehydrierung von Athylalkohol oder Milchsiure.

durch das Hansenulo-Enzympriparat beteiligt sind oder nicht.-
Unter Anwendung des aus untergériger Bierhefe isolierten und
kristallisierten Prote»insv (Déhydrase) haben NEGELEIN und WULFFD
bestétigt, dass die Cozymase (Diphosphopyridinnucleotid) die pros-
thetische: Gruppe der Alkoholdehydrase ist. Anderseits, betreffs der
Rolle der Diaphorase .(,,coenzyme factor“, ein Alloxazinadenin-
dinucleotid) im Dehydrasesystem wurde von GREEN u.a.? und von

EULER und MITARBEITERN® festgestellt, dass die Diaphorase die Was-

“serstoffiibertragung von der durch Substrat reduzierten Codehydrase

iiber das Acceptorsystem wie Methylenblau und Cytochrom kataly-
siert. Neuerdings haben OKUNUKI und YAKUSHIJIY nachgewiesen,
dass die Diaphorase im Mechamsmus der Zellatmung zwischen Cyto-
chrom b und Dehydrasesystem eingeschaltet ist.

Wie in der Tabelle XII ersiehtlich, ist die Unentbehrlichkeit der
Cozymase fiir - Alkoholdehydrase von Hansenula-Hefe unbedingt.
, Die Hansenula~-Dehydrase ist nicht imstande, wie Alkoholdehydragen
anderer Organismen, bei Abwesenheit der Cozymase Athylalkohol zu
dehydrieren. Die Diaphorase beteiligt sich auch an der Alkohol-
dehydnerung, und die Methylenblaureduktion wird dadureh be-
deutend beschleunigf. = Aber wahrscheinlich wegen der noch im
Enzympraparat als Verunrelnlgung vorhandenen Dlaphorase oder
verwandten erkstoffev mit analoger Aktivitit besitzt das Enzym
nur mit Cozymase jedoch ohne Diaphorase eine Fihigkeit, Athyl-
alkohol zu dehydrieren, obwohl die Reaktion im Vergleich mit der-
jenigen unter Zugabe von Diaphorase langsamer verliuft. Es ist

dabei beachtenswert, dass die Enzymlésung nach Dialyse noch

etwas gelb gefirbt ist, und diese gelbe Substanz, vermutlich das freie

oder gebundene Flavin, diirfte flir diese ‘Wirkung ,verantWOrtlich‘ '

1) E. NEGELEIN und H. J. WULFF: Biochem. Ztschr., 203 (1937), 351.

2). J..G. DEwaN und D, E. GREEN: Nature, 140 (1937), 1097; Biochem.
Journ.,, 31 (1937), 2327; 32 (1938), 626, 1200.

'3) H.v.EULER und H, HELLSTROM: Ztschr. f. physiol. Chem., 262 (1938),
31; Naturwiss., 26 (1938), 676.

4) K. OxUNUKI und E. YAKUSHIII: Proc. Imp. Acad. Tokyo, 16 (1940),
144. |

14
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Tabelle XII.

Dehydrierung des Athylalkohols,

Enzym . 0,5 g Acetonprip. in'5 ccm M/10 Phosphat. Zentrifugie-
rllmg. Dialyse 3 Stde.

Cozymase: 5 mg Prip. in 5 cem Wasser.

Diaphorase: wie beschrieben.

Athylalkohol: M/10.

Phosphatpuffer: M/2, pH 76.

Methylenblau: M/1000.

Versuch . 1 .2 - 3 4 6 6
Enzym (cem) 05 05 05 0,5 - 0,5
Cozymase (cem) ., = 04  — 04 04 04 04
Diaphorase (cem) - L0404 — 04 04 04
Athylalkohol (cem) 0,3 0,3 03. = 93 08
I;hosphatpuﬁer (cem) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Methylenblau (cem) 0,2 0,2 0,2 02 0,2 02

»Wasser (cem) — 0,4 0,4 03 .05 - =

‘Mb-Entfarb-zeit (Min) | 12 >120 20 >120  >120 120

* Auf 53 wahrend 80 Min. erwiarmte Enzymlésuﬁg.

sein. Die Hansenula-Enzymlésung wurde inaktiviert, nachdem sie
auf 53°:wihrend 30 Minuten vorerwirmt worden war, und verlor
ihre dehydrierende Wirkgamkeit ‘gegen Athylalkohol (siche sechste
Kolumne det Tabelle XII).

 Im Gegensatz zu Alkoholdehydrase erfordert die Lactlcode-
hydrase der betreffend&n Hefe in ihrer Wirksamkeit keine Mitwir-
kung der Codehydrase (Tabelle XIII). Die Entbehrlichkeit der
Codehydrase fiir die Methylenblaureduktion durch Lacticodehydrase
der Hefe ist schon von ADLER und MICHAELISY nachgewiesen worden
und dieselbe Entbehrhchkelt ist auch der Fall bei Hansenula-De-
hydrase. Die Diaphorase beschleunigt die Mllchsauredehydrlerung

~ durch Hansenulo-Dehydrase wie bei Alkpholdehydrierung.

1) E. Apier und M. MICHAELIS: Ztschr. £. physiol. Chem., 235 (1935), 154,
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Tabelle XIII.
< Dehydrierung der Milchsiure.

Enzym: 0 bg Acetonprip. in 5ccm M/10 Phosphat Zentrifugie-
) rung.  Dialyse 4 Stde. .
Cozymase und Diaphorase: wie in der Tabelle XII.

Milchséure: . M/6.

Phosphatpuﬁ-‘er. M/2, pH 7,2.

" Methylenblau: M/2000. -

Versuch 1 2 3 .4 5 6
Enzym (ccm) 0,5 — 0,6 0,5 05 056
Cozymasé (cecm) 0,3 0,3 — 0,3 0,3 —
Diaphorase (ccm) 0,6 0,5 0,5 - 0,5 —
Milchsdiure (cem) 0,3 0,3 0,3 0,3 — 0,3
Phosphatpuffer (cem) 0,2 0,2 02 02 02 02
Methylenblau (cem) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Wasser (cem) — 0,6 0,3 0,5 0,3 0,8
Mb-Entfirb.-zeit (Min.) | 105 >100 11,56 ° .440 >100 46,0

IIT. VERSCHIEDENE DONATOREN.

Dialysierte Enzymlosung aus Acetonpréiparat von Hansenula
anomala wurde iiber ihre Dehydraseaktivitit in Gegenwart ver-
schiedener Wasserstoffdonatoren ™ versucht. Die Resultate dieser-
Versuchsreihen sind in der: Tabelle XIV' zusammengestellt. In
der Tabelle kann man die ausserordentlich starke  Aktivitit der
Alkoholdehydrase in diesem Enzympriaparat bemerken. Daneben
enthilt die Enzymlosung Malico-, Lactico- und Succinodehydrase.
Brenztraubensiure und Acetaldehyd wurden als H-Donator fiir das
Hansenula-Enzym vollstindig unbriuchbar gefunden. Es. ist \hier
eine interessante Tatsache, dass, gegeniiber der Unbrauchbarkeit der
Bernsteinsdure fiir intakte Hansenula-Zelle- in aeroben mano-
metrischen Versuchen (siehe hierzu Tabelle I), die extrahierte
Enzymlésung die genannte Dicarbonsdure, obwohl nur in herab-
gesetzter Geschwindigkeit zu dehydrieren vermag. Betreffs der
Betelllgung von Codehydrasen an Hefedehydrasen ist es bestatlg't‘
worden, dass Alkohol- und Mahcodehydrase” Codehydrase I bendti-

1) H.v. EULER, E. ApLER und G. GUNTHER: Ztschr. £, physiol,' Chem., 247
(1937), 65. o S
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Tabelle XIV.

' Dehydrierung von verschiedenen Substraten.

Die Zusammensetzung des Versuchsmedmms in THUNBERG—Rohren

- war wie folgt:

\ 0,4 cem
“ 0,2 cem
0,2 cem
0,1 cem
0,1 cem

Enzym (0,5 g in 10 cem),

Codehydrase (5 mg in 5 cem) oder dest. Wasser

Substrat (M/6),
Phosphatpuffer (M/2, pH 17,2),
Methylenblau (M/4000).

‘Gesamtvolum: 1,0 ccm.
Ohne Zusatz der Diaphorase.

Mb-Entfirbungszeit in Min.
; Substrat
! Mit Codehydrase Ohne Codehydrase
Ohne Substrat ' - 81 >120
Athylalkohol 5 - 8
Glucese 60 81
Ameisenséure t . 71 >120
Essigséiure | 71 >120
‘Bernsteinsiiure : 37 40
Fumarséure ; mn >120
Apfelsiiure “ 1 52
Citronensdure 1 57 67 .
Milchsgiure ‘ 36 - 40
) _ Brenztraubensiure i >120 >120
- Acetaldehyd | >120 >120
*  Athylalkohol* } >120 >120

* Ohne Enzym.

gen und Citricodehydrase? Codehydrase II benétigt. Bei meinen
Versuchen iiber Hansenula-Enzym wurde es auch nachgewiesen, dass

" die Cozymase fir Malicodehydrase notwendig ist.

v IV. VERSCHIEDENE ALKOHOLE.

Nach MULLER? dehydriert der mit Alkohol-Ather geféllte Maze-

rationssaft von untergériger Bierhefe in Gegenwtart von Methylen-

1) H. v EULER E. ADLER, G. GUNTHER und L. ELLIOTS Enzymol., 6

(1939), 337.

-t 2) D. MULLER: Biochem. Ztschr., 268 (1934),.152.

4
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blau zahlreiche monovalente. Alkohole, mit Ausnahme von Methyl-
und tso-Amylalkohal, und polyvalente Alkohole wie Athylenglykol,
Mannlt Sorbit und Dulcit.

Verschiedene Alkohole wurden auf ihre H- Donatorwurkung fir
die Hansenula-Dehydrase vergleichend gepriift. Wie es bei den schon
beschriebenen manometrischen Versuchen von intakten Organismen
den Fall war, werden n-Propyl- und n-Butylalkohol durch extrahierte
Dehydrase als Wasserstoffdonator- verhiltnisméssig gut verbraucht.
Methylalkohol wurde nicht angegriffen.. Ohne Mitwirkung der
Codehydrase wurden keine Alkohole dehydriert. Die Notwendigkeit
von Cozymase fiir Dehydrierung von Methyl-, Propyl- und Amyl-
alkohol ist von EULER und Mitarbeitern? bei Bierhefedehydrase und

.von LUTWAK-MANN? bei Leberdehydrase nachgewiesen worden.

Tabelle XV. -
Dehydrierung #on verschiedenen Alkoholen.

Endkonzentration der Alkohole: M/10
Endkonzentration des Methylenblaus' M/40000
pH 1,6

Andere Komponenten wie in der . Tab. XIV

Mb-Entfarb: Zeit

Alkohol i Min?.ngs
Methylalkohol ‘ . 100
Athylalkohol 8,5
n-Propylalkkohol ) 9,6 -
is0-Propyhalkohol ‘ 37 Nt
n-Butylalkohol ) 12
igo-Butylalkohol , ' 42 !
Athylenglykol o 98 ‘
Mannit : ) 53
Ohne Zusatz 90

Ohne Cozymase sz. ohne Enzym geschah keine Ent-
" farbung des Methylenblaus in allen Fillen.

Wie aus der Tabelle XV ersichtlich, ist es zweiffellos, dass
Manmt eine Verkiirzung der Metkylenblauentfirbungszeit hervor-

1) H.v. EULER, E. ADLER und H. HELLSTROM: Ztschr. f. physiol. Chem.,
241 (1936), 239. . .
2) C, LUTWAK-MANN: Biochem, Journ., 32 (1938), 1364,
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ruft. In 1937 hat MULLERY iiber die Mannitdehydrése der Bierhefe
mitgeteilt. Er hat diese Dehydrase von der gew®hnlichen Alkohol-

dehydrase unterschieden und berichtet, dass die Mannitdehydrase . -

ohne Mitwirkung der Codehydrase unwirksam ist. Ich habe iiber
das Codehydrase-Bediirfnis der Mannitdehydrase von Hansenula--
Hefe Versuche gemacht; dabei habe ich konzentriertere Dehydrase-
losung und verdiinntere Methylenblaulésung als bei Tabelle XV
verwendet, um diese Verhiltnisse klarer zu machen. Aus der
Tabelle XVI geht hervor, dass die Dehydrierung von Mannit bei der
dialysierten Hansenula-Dehydrase durch mein Codehydrase—Praparat
m geringem Masse beschleunigt w1rd

Tabelle XVI.

Dehydrierung des Mahnits.

Enzym: 0,6g in 5cem.
Methylenblau: M/80000.
Andere Komponenten wie in der Tabelle XV,

" Versuchskomponenten Mb'Engﬁﬂ?I‘lmgm‘t
Ohne Substrat ‘ . ‘ 50
Athylalkohol C 2,6
Athlalkohol ohne Cozymase 11

Mannit - 12

Mannit ohne Cozymase ' 17

V. ALKOHOLDEHYDRASE

Als Nachstes wurden einige Faktoren bei der Dehydrierung des
Athylalkohols durch HansenulapEnzym ‘studiert.

1. Abhiingigke_it der Donatorkonzentration.

Man kann die Einfliisse von den schrittweisen Veridnderungen
der Athylalkoholkonzentratlon auf die Reaktlonsgeschwmdlgkext in
der Tabelle XVII ersehen. Die ‘optimale Substratkonzentration fiir
die Alkoholdehydrase von Hansenula anomale liegt bei 2 M Alkohol. -

1) D. MULLER: Enzymol., -3 (1937), 26.
7 - .
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Tabelle XVIL.
Abhiingigkeit der Athylalkoholkonzentration.

Die Komponenten wie in der Tabelle XII.
Mit Diaphorasezusatz. '

Athylalkoholkozentration o Mb-Entfﬁrbux{ézeit in Min.

10M , 1 ‘ 285

5M : : /80

2M ! 7,0

- 1M | 8,5
. M/2 i - 9
M/5 R 9
M/10 ’ a .10
M/20 : | 11
M/40 ! 15
M/100 : N 15
M/200 ‘ 30

, Nach den friiheren Arbeiten von WIELAND und  seinen Mitar-
beitern? ist die Alkoholdehydrase aus Bierhefe in breitem Bereich
unabhingig von der Substratkonzentration. ~Diese Autoren fanden
z.B., dass die Alkoholkonzentrationen von M/4 bis M/120 praktisch
keine merklichen Unterschiede der Reaktionsgeschwindigkeit  her-
vorrufen. Dle optimale Substratkonzentration fiir die Alkohol-
‘dehydrase aus Riibe liegt nach YAMAGATA und NAGAHISA? bei 1 Mol
Alkohol und dieselbe Dehydrase aus den Lilium-Pollen liegt nach
OKUNUKI® bei 1-2 Mol Alkohol. =~ ~

2. pH-Abhingigkeit.

" Der Einfluss von pH. auf die Dehydrierung des Athylalkohols mit’
Hansenula-Dehydrase ist bei Ab- und Anwesenheit der zusétzlichen
Diaphorase etwas verschieden. So liegt das pH-Optimum bei Ab-
wesenheit der Diaphorase bei pH 7,6 (siehe Tabelle XVIII). Dage-
gen ist das pH-Optimum ziemlich breit, wenn Diaphox:ase im Reak-

1) H. WIELAND und A. BERTHO: LIEBIGs Ann. ‘Chem., 467 (1928), 95; H.
WIELAND und O. B. CLAREN: FEbends, 492 (1932), 183.
2) S. YAMAGATA und M. NAGAHISA: Acta Phytochim., ® (1937), 115.
! 3) K., OKuUNUKI: Ebenda, 11 (1939) 65.: )
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tionsmedium zugesetzt wird, und die Reaktion verlauft im Bereich
. von pH 7,2 bis pH 9,0 mit derselben Geschwindigkeit (siehe Tabelle
XIX). Fiir dieses breite pH-Optimum auf der alkalischen Seite,
wenn die Diaphorase an der Reaktion beteiligt ist, ist vermutlich
die Giinstigkeit der Diaphorasewirkung bei niedriger H-Ionenkon-
zentration verantwortlich. Nach MULLERY ist das pH-Optimum der
Acetonbildung aus iso-Propylalkohol durch Alkoho]dehydrase von
Bierhefe ziemlich breit, zwischen 7 und 10.

Tabelle XVIII.

pH-Abhiéngigkeit der Hansenula-Alkoholdehydrase in
Abwesenheit von Diaphorase,

Athylalkohol: M/10. ;o ’
Methylenblau:. M/20000. '
Andere Komponenten wie in der Tabelle XIV.

pH / 4,5 50 60 64 68 70 72 76 80 90

Mb-Entfirb.-zeit(Min.) |>200 >200 200 77 29 22 16 10 14 14

Tabelle XIX.
- B pH-Abhiéngigkeit der.Hansenula-Alkoholdehydrase m

Anwesenheit von Diaphorase.

‘¢ . Athylalkohol: M/20.
Methylenblau: M/10000.
Andere Komponenten wie in der Tabelle XII.

pH 50 60 64 68 70 72 76 80 90

T

Mb-Entférb.-zeit (Min.) 100 50 30 22 22 16 16 16 16

3. Einfluss von Semicarbazid.

Vor kurzem berichtete STILL? bei Versuche'n von zellfreien Ex-
trakten aus B. coli, dass die Dehydrierung des Athylalkohols mittels

"1) D. MULLER: Blochem Ztschr., 268 .(1984), 152,
2) J. L., StiLL: Biochem. Journ., 34 (1940), 1177,
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Semicarbazids beschleunigt wird, welches, wie angenommen wird,
hierbei als Blockierungsmittel des durch Dehydrierung aus Athyl-
alkohol gebildeten Produktes, ndmlich des Acetaldehyds, dient. Die-
selbe Wirkung des Semicarbazids wird bei der Alkoholdehydrase von
Hansenule anomala beobachtet, wie in folgender Tabelle gezeigt ist.

Tabelle XX.

Einfluss des Semicarbaiids auf Hgnsenula-Alkoholdehydrase.

Enzyr;n: 0,5 g Acetonprip. ih 10 ¢em Phosphat.
Cozymase: wie in der Tabelle XII.

Versuch _ 1 : 2
Enzym (cem) I 0,3 .03
Cozymase (ecm) ) 0,2 0,2
Athylalkohol (ccm) ] 0,1 - 0,1
i Puffer (M/2, pH 7,6)(ccm) 0,1 0,1
Semicarbazid (2 M) (cem) . 02 —
‘Methylenblau (M/500) (cem) - .01 0,1
Wasser (cem) N . _— _ 0,2
Mb-Entfarb.-zeit (Min.) " 45 60

) - v
4. Einfluss von Monojodessigsiure.

DixoN? fand, dass die Alkoholdehydrase der Hefe durch M /1000

" Monojodessigsdure nach 20-minutiger Incubation vollstindig ger
hemmt wird. Nach STILL? wirkt die genannte Substanz in M/500-
Konzentration nach 5-minutiger Incubation auf Coli-Dehydrase um
75% hemmend. Auch bei meinem Dehydrasepriparat aus Hansenula-
Hefe erfihrt die Dehydrierung des Athylalkohols durch M/1000
Monojodessigsiure nach Incubation von 10-60 Minuten bedeutende
Hemmung (vgl. Tabelle XXI). Ohne Incubationszeiﬁ bietet" M/1000 .
Monojodessigsdure, wie es von DIXON berichtet wurde, keinen _hem->
menden Einfluss. Dieselbe Substanz in M /100 iibt ohne Incubations-
zeit schwichere Hemmung auf die Hansenula-Alkoholdehydrase. '

1) M. DixoN: Nature, 140 (1937), 806.
2)- J. L. StiLL: loe. cit.
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fl‘abe]le XXI.

Einfluss der Monojodessigsiure auf die Hansenula-AIkoholdehydrase V

Die Zusammensetzung des Versuchsmedlums 1n THUNBERG-Rohren war wie
folgt: :

0,3 cem Enzym .

071 cem Phosphatpuffer (M/2, pH 78)4.......... im Hauptraum,

0,1 ccm Methylenblau (M/1000) J

0,2 ccm Cozymase R . '

02cem  Athylalkohol (M/B) - (U im Ansatz,

0,1 cem Monojodessigsiaure (M/10, M/100 oder M/1000, neutrali-
siert) .......0.0 . im Hauptraum oder im Ansatz.

Incubation: 10 Min., 30 Min. oder 60 Min. bei 30°.

Mb-Entfiir-

Mono'odeﬁsigsauré bungszeit
ol in Min, -
Ohne Monojodessigsiure o 6
Monojodessigsidure im Hauptraum (M/ 1000) ‘
10-minutige-Incubation ) . 49
30-minutige-Incubation . ' : 98
60-minutige-Incubati0'n ' >120
Mono_]odesslgsaure im Ansatz (60-m1nut1ge-Incubatxon)
M/1000- : 6
M/1000 o : 5,8
M /100 a ) _ 38
“Schlussbetrachtungen ’

- Auf Grund bisher voi"liegender Versuchsergébnisse sowohl. bei
Sauerstoffaufnahme von intakten Zellen als auch bei Methylenblau-

~ reduktion von extrahierten Dehydraselésungen kann man mit Recht

behaupten, dass Hansenula anomale gegen Athylalkohol unter
anderen Substraten spezifisch grosse Affinitit besitzt. = Betreffs
anderer atmungsphysiologischen' Eigentiimlichkeiten genannter Hefe
ist kein besonderer Unterschied im Vergleich mit den gewéhnlichen

. Kulturhefen mehr vorhanden. - So z.B. sind erstens das Cozymase-

Bediirfnis der- Dehydrierung von Athylalkohol, Apfelsiure usw.,
zweitens die Nichtbeteiligung der Codehydrase an Lacticodehydrase,
gegeniiber der Notwendigkeit der Cozymase bei der Wirkung von
Lacticodehydrase aus tierischen Geweben, und ferner die Hemm-
féahigkeit der Monojodessigsiure gegeniiber der Alkoholdehydrierung
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alle die allgemeinén Eigenschaften der Hefe-Dehydrase, und Han-
senula anomala bildet dabei keine Ausnahme, '

In betreff der hemmenden Wirkung der Monojodessigsiure auf
die  Alkoholdehydrase sind die friiheren Mitteilungen anderer Autoren
je nach der Herkunft der betreffender Dehydrase sehr verschieden.
DixoN® fand als Erster die vollkommene Inaktivierung der Hefe-
Alkoholdehydrase durch ‘Monojodessigsiure. Dagegen berichtet
LUTWAK-MANN? nur geringere Hemmungswirkung dieser Halogen-
essigsdure auf die Alkoholdehydrase von tierischen Geweben und
Acetobacter suboxydans. Nach STILL® erfuhr die Alkoholdehydrase
von B. coli bedeutende Hemmung. Auf mein Enzympréaparat aus
Hansenula anomala. iibte Monojodessigsiure eine vollkommene Hem-
‘mung aus.

Hansenula. anomala oxydlert neben Athylalkohol Verschledene
andere ein- und mehrwertige Alkohole. . Unter der gewoShnlichen
Bezeichnung Alkoholdehydrasen werden mehrere verschiedene De-
hydrasen zusamm'engefasst. D\ie Frage, ob es gegen verschiedene
Alkohole eine oder mehrere spezifische Alkoholdehydrasen gibt, bleibt
heute noch offen. THUNBERGY ist neuerdings darauf zurﬁckgekom‘f

. men und wirft die Frage auf, ob zwischen Methylalkohol- und
Athylalkoholdehydrase zu unterschieden ist. D. MULLER® wie schon
erwahnt, unterscheidet die Mannitdéhydrase von der Alkohol-
dehydrase. Sein Pridparat der Mannitdehydrase dehydrierte nicht
Methvlalkohol Athylalkohol, Glycerin, Erythrocit, Sorbit und Dulcit.
Die vorliegende Arbeit iiber Hansenule anomala ist fir die zur
Discussion stehende Frage zwar nicht beweisend, aber es ist aus.den
Versuchen klar, dass mein rohes Dehydrasepriaparat Mannit neben
den einwertigen Alkoholen dehydriert.

Die Abbauvorginge des Athylalkohols durch die Hefe sind von
WIELAND folgendermassen angenommen worden: Athylalkohol—
Acetaldehyd — Essigsiure —»Bernstelnsaure - Nach dem THUNBERG-
schen Schema wird Essigsiure iiber Bernsteinsiaure, Fumarséure,
Apfelsz}iure, Oxalessigsidure, Brenztraubensaure ernéut in Essigsiure.

.. umgewandelt. Auf Grund der manometrischen Versuche lag es nahe

1) M. Dmxon: loc. cit. .

~2) C. LUTWAK-MANN: Biochem. Journ., 32 (1988), 1364.
3) J. L. StiL: loc. cit.
.4) T. THUNBERG: Skand. Arch. Physiol,, 75 (1936) 39.
5) D. MULLER: loc eit.
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anzunehmen, dass 'Athylalkohol durch Hansenwle anomala iiber
Acetaldehyd und Essigsdure weiter oxydiert wird.. Auch vom prak-
" tischen Standpunkt aus ist es ungiinstig, dass -Acetaldehyd oder
Egssigsiiure im Verlauf der Reisweingidrung sich. anhdufen, da
schlechter Geschmack im Reiswein entstehen muss, wenn diese Sub-
stanzen in betrichtlicher Menge erzeugt werden. Wie schon erwéhnt,
dient Hansenula anomale als Nachgirer in der Reisweinindustrie,
und es ist folglich daraus die Vermutung ausgesprochen worden, dass
 diese Hefe die durch Alkoholoxydation entstandene Essigsiure
.weiter in Bernsteinsiure, Fumarsiure usw. oxydiert, und dass diese
organischen Sduren im Gegensatz zur Essigsdure, als Geschmacks-
erreger des japanischen Reisweins in Frage kommen.

Wie schon bei der Oxydation der Bernsteinsdure erwidhnt wurde, .
spielt die Durchlissigkeit der Hefemembran fiir die Substrate bei den .
stoffwechselphysiologischen Untersuchungen der Hefe eine Rolle.
Folglich muss dabei das spezifische Permeabilititsproblem der
Plasmamembranen von lebenden Hefen berucksmhtlgt'werden S Im-
Vergleich mit dén Atmungsversuchen der Bakterien gibt es. ferner
" bei der Hefe eine andere experimentlle Schwierigkeit, dass némlich

die intakte Hefe sehr reich an eigenén Gehaltstoﬁ'en ist und deshalb'
ohne Zugabe des Atmungssubstrats von aussen starke Atmung und
Methylenblauentfirbungsvermogen zeigt. Aber unter Beriicksichti-
"gung dieser Tatsache und unter méglichster Beseltlgung dieser
Schwierigkeiten wird der Atmungsmechamsmus der Hefe noch

. klarer. Dabei scheint' Hansenula anomala, wegen ihrer besseren
Wachstumsgeschwindigkeit als andere Kulturhefen, ‘ein fiir dlese
Untersuchungen glinstiges Versuchsmaterlal zu sein,

Zusammenfassupg

1. Die Sauerstoffaufnahme der intakten Zellen von Hansenula
“anomala mittels*des BARCROFTschen Manometers und die Methylen-
blaureduktion dér extrahierten Dehydraselosungen aus genannter
Hefe mittels der THUNBERGschen Technik wurden versucht. '

2. Aus den Versuchen iz wivo und in vitro geht hervor, dass
die genannte Hefe gegen Xthylalkohol die stirkste Affinitét besitzt.

- 8. Durch die intakte Hefe wurden neben Athylalkohol Glucose,
Milchsiure, Brenztraubensiure, Acetaldehyd u.a. oxydiert. Dagegen
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- waren Bernsteinsidure, Apfelsiure und Citronensiure durch die

intakte Hansenula-Zelle schwer angreifbar. '

4. Einige Aminosiduren wurden gepruft und gezelgt, dass 31e
als ‘Atmungssubstrat nicht sehr giinstig sind.

5. Verschiedene ein- und mehrwertige Alkohole wurden auf’

ihre Brauchbarkeit durch die Hefe versucht. Mit Ausnahme des

Methylalkohols, sinkt die Oxydationsgeschwindigkeit bei einwertigen -

Alkoholen mit zunehmender C-Atomzahl herab.

6. Bei der Oxydation des Athy]alkohols wurden einige Versuche
gemacht, wie z.B. betreffend Abhingigkeit der Reaktion von der
‘Alkoholkonzentration und von pH, sowie betreffend vollstindige

Oxydation des Alkohols usw.

7. Semicarbazid wirkt auf den durch Oxydatlon des Alkohols
geblldeten Acetaldehyd blockierend.

8. KCN-Hemmung der Atmung von Hansenula anomala wurde
versucht. L

~ 9. Die hergestellt Dehydraselosung aus Aceton-Hefe bedarf die
Mitwirkung der Cozymase fiir die Oxydation des Athylalkohols,

‘ dagegen braucht die Oxydatlon der Milchséure keine Codehydrase,

10. Das Dehydrasepraparat ist imstande, Bernstemsaure und
Apfelsiure zu dehydrieren, dagegen werden Acetaldehyd uind Brenz-
traubenséure nicht dehydriert.

11. Niedere einwertige Alkohole und Manmt konnen durch
diese Dehydrase unter Mitbeteiligung der Codehydrase dehydrlert
werden.

12, Beteiligung-der Dlaphorase an der Dehydrierung des Athyl-

a]kohols und der Milchsdure wurde festgestellt.

13. Optimale Alkoholkonzentration und optimales pH der
Alkoholdehydrase von Hansenula anomala wurden betimmt. .

14. Semicarbazid beschleunigt die Alkoholdehydrasewirkung.

15. Monojodessigsiure hemmt die Alkoholdehydrase von Han-
senula-Hefe.

’

An dieser Stelle erfiille ich gern die Pflicht, Herrn Prof. emer.
Dr. K. SHIBATA an der Kaiserlichen Universitit zu Tokyo .fiir seine

giitige Leitung und stetige Anregung meinen ergebensten Dank zu

" sagen. Auch sei es mir gestattet, Herrn Prof. Br. T. SAKAMURA

’
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vom hiesigen Institut fiir seine vielseitige Unterstiitzung bei der .

Ausfiihrung dieser Untersuchungen herzlichst zu danken. Ferner
danke ich gern Herrn Prof. Dr. H. TAMIYA an der Kaiserlichen
Universitidt zu Tokyo fiir seine stete Anregung.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit Hilfe des vom
. Unterrichtsministerium gewihrten Forschungsstipendium ausge-
- fithrt. ) : :

. .
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