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Vorwort.

Die Anregung zu diesem Buche ist von Hans Buchner
ausgegangen, nach dessen friihem Tode wir die Drucklegnung in
dem verabredeten Sinne bewerkstelligten. Es berichtet zusammen-
fassend tber die Resultate von Experimentalforschungen, welche
im hygienischen Institute zu Minchen 1896 begonnen und seit-
dem teils dort, teils im chemischen Laboratorium der landwirt-
schaftlichen Hochschule zu Berlin weitergefilhrt wurden. Die
ersten Mitteilungen dariiber erfolgten in Fachzeitschriften, welche
nicht jedermann zuginglich sind, und entbehren naturgemifs
der einheitlichen Gesichtspunkte, wie sie jetat zur Geltung
kommen kdnnen.

Das Ganze zerfallt in vier Teile. Wenn der Name von
Hans Buchner nur in der Uberschrift zum letzten derselben er-
scheint, so sind doch sein Ratschlag und seine Unterstiitzung
auch fiir die iibrigen von grolster Bedeutung gewesen.

An der experimentellen Arbeit speziell iiber die Zymase-
garung haben die damaligen Assistenten: Prof. Dr. R. Albert,
E.Jingermann, Dr. J. Meisenheimer und Dr. A. Spitta
teilgenommen ; ganz besonders aber hat sich Herr Dr. Rudolf
Rapp darum verdient gemacht, welcher nicht nur den grofsten
Teil der Versuche durchfithrte, sondern aufserdem die Lesung
der Korrekturen tibernahm. Allen diesen Herren sei auch hier
aufrichtiger Dank ausgesprochen. '

Im Januar 1903,

Eduard Buchner. Martin Hahn.
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[. TEIL.
UBER DIE ZYMASEGARUNG.

Von E. Buchner.

1. Abschnitt.

Geschichtliche Entwicklung unserer Kenntnisse
iiber die alkoholische Giirung.?

Léfst man Fruchtsifte oder Zuckerldsungen an der Luft
stehen, so zeigen sich nach einigen Tagen die Vorginge, welche
unter dem Namen Girungserscheinungen zusammengefalst werden.
Es tritt eine Gasentwicklung auf, die klare Losung triibt sich
und es erscheint ein Niederschlag, den man als Hefe bezeichnet.
Dabei verschwindet der siifse Geschmack, wihrend die Fliissig-
keit eine berauschende Wirkung annimmt. Diese Beobachtungen sind
uralt; man hat sich der Vorginge auch jedenfalls seit den dltesten
Zeiten desMenschengeschlechtes zur Herstellung gegorener Getrénke
bedient. Aber erst seit Lavoisier (Ende des 18. Jahrhunderts)
ist bekannt, dafs hierbei Zucker in Kohlensdure und Weingeist
zerfillt. Die Rolle, welche die Hefe bei diesen Vorgingen spielt,
blieb lange dunkel. Man glaubte, ihr Auftreten sei neben-
sichlicher Natur, und betrachtete sie als eine Art von minder-

1) Ausfilbrliche Darstellungen der Geschichte der Giérungstheorien siehe
bei: Adolf Mayer, Lehrbuch der Agrikulturchemie, 5. Aufl. III. Band,
Garungschemie, Heidelberg 1902; Franz Lafar, Technische Mykologie,
1. Band, Jena 1897; Reynolds Green, the soluble ferments and fermen-
tation, unter dem Titel: die Enzyme iibersetzt von W. Windisch, Berlin
1901; Carl Oppenheimer, die Fermente, Leipzig 1900.

Buchner, Uber die Zymasegiirung. 1



2 I. Geschicktl. Entwicklung unserer Kenntnisse iiber die alkohol. Giirung.

wertigem Ausscheidungsprodukt; der in den Sprachgebrauch
iibergegangene Ausdruck »>die Hefe des Volkes« gleichbedeutend
mit Auswurf des Volkes, weist noch auf jene Anschauung hin.
In der Tat konnte auch, nachdem die analytischen Methoden
ausgearbeitet waren, Gay-Lussac die Gewichtsverhiltnisse
zwischen vergorenem Zucker und gebildetem Kohlendioxyd und
Alkohol ohne Beriicksichtigung des Hefengewichtes durch die
bekannte kurze G#rungsgleichung zum Ausdruck bringen, wo-
nach ein Molekiil Traubenzucker zerfillt in zwei Molekiile Kohlen-
sduregas und zwei Molekiile Alkohol, die heute noch Giiltigkeit
beanspruchen darf:
CeH,;,04 = 2CO, + 2C, HO.

Angeregt durch die Appertsche Konservierungsmethode,
nach welcher leicht zersetzliche Fruchtsiifte haltbar werden, wenn
man sie in geeigneten Gefilsen aufkocht und letztere noch
wihrend des Kochens luftdicht verschlielst, so dafs beim Abkiihlen
dann im Innern der Gefilse ein luftverdiinnter Raum entsteht,
kam man auf die Vermutung, der Mangel an Luft in den Ge.
fifsen bedinge die Haltbarkeit. Auch die konservierende Wirkung
des Schwefeldioxyds beim Ausschwefeln der Weinfisser liels
sich dahin deuten, dals hier die Gérung durch Absorption des
notigen Sauerstoffes, welcher sich mit schwefliger Siure all-
mihlich zu Schwefelsdure verbindet, verhindert werde.

Diese Anschauungen. sollten sich nicht als richtig erweisen.
Bereits im Jahre 1680 hatte Leeuwenhoek die Hefe mikro-
skopisch untersucht und ihre ziemlich regelmifsig kuglige, ellip-
tische oder eiférmige Gestalt festgestellt; er war aber nicht im-
stande, aus diesem wertvollen Fund brauchbare Schliisse zu
ziehen, betrachtete die Hefe vielmehr als einen gewdhnlichen
eiweifsartigen Niederschlag und verglich sie mit den Stirke-
kornern. Auch Erxleben’s 1818 geiiufserte Ansicht, dafs die
Hefe ein lebender Organismus sei und die Gérung verursache,
fiihrte, da er sie nur nebensichlich aussprach und ihre Tragweite
wohl selbst unterschitzte, nicht zu wesentlichem Fortschritt.
Fast zwei Dezennien verflossen noch, bis sich die neue Erkenntnis
Bahn brach, auf Grund der unabhingigen Arbeiten von drei



Latour, Schwann und Kiitzing. 3

Forschern, von Cagniard de Latour in Paris (1835), Theodor
Schwann in Berlin (1837)und Friedrich Kiitzing in Nordhausen
(1837). Kommt dem Franzosen, der sich hauptsichlich auf mikro-
skopische Beobachtungen beschrinkte, die Prioritét in der Erkennt-
nis der Tatsache zu, so hat Schwann, aulserdem auch auf experi-
mentellem Wege vorgehend, erst die strengen Beweise erbracht
und Kiitzing seine Untersuchungen nicht nur auf die Hefe
bezw. die alkoholische Girung des Zuckers, sondern zugleich auf
die Essigmutter, welche Alkohol in Essig iiberfiihrt, ausgedehnt.

Schwann hatte die Art des Wachstums der Hefe beobachtet
und konnte dadurch ihre Natur als lebende Pflanze aufser Zweifel
stellen. Er zeigte, dafs auch dann das Appertsche Verfahren
zum Zijele fiihrt, wenn in den luftdicht geschlossenen Gefifsen
ein grofser Vorrat von Sauerstoff vorhanden ist. Die Haltbar-
keit geht sogar nicht verloren, wenn nach Beendigung des
Kochens ausgegliihte oder, wie Franz Schulze schon 1836
gefunden hatte, durch konzentrierte Schwefelsiure gewaschene
Luft in die geschlossenen Gefifse geleitet wird. Sauerstoffmangel
war also keineswegs die Ursache der Haltbarkeit. Als nicht statt-
haft erwies sich dagegen, nach dem Auskochen gewdhnliche
Luft eindringen zu lassen; die Fliissigkeiten verdarben dann
regelmifsig und zwar unter Entwicklung von Organismen. Es
lag nun nahe, als Agens in nicht gegliihter, nicht gewaschener
Luft Organismenkeime anzunehmen und die Lebensvorgiinge der
Organismen als Ursache der G#rung aufzufassen. Schwann
war ferner der Ansicht, dafs die Hefe den Zucker zu ihrer Er-
ndhrung verwende, wiithrend sie die unbrauchbaren Bestandteile
in Form von Alkchol und Kohlensdure ausscheide.

Diese vitalistische Girungstheorie fand scharfe Gegner. Im
direkten Anschluls an das Referat iiber eine naive, nur auf den
mikroskopischen Befund gestiitzte vitalistische Mitteilung von
Turpin erschien im Jahre 1839 in den sehr angesehenen Annalen
der Pharmazie eine anonyme Abhandlung!), betitelt »Das ent-
ritselte Geheimnis der geistigen Ga#runge. Wie aus dem ver-
offentlichten Briefwechsel zwischen Liebig und Wohler hervor-

Y Liebig’'s Annalen der Pharmacie 29, S. 100 (1839).
1.



4 I Geschichtl. Entwicklung unserer Kenntnisse iiber die alkohol. Giarung.

geht!), war Wohler der Verfasser der Streitschrift, aber Liebig
selbst hatte noch einige schlechte Spiafse dazugemacht. »Ich bin
im Begriffe<, so beginnt diese iibermiitige Satire, »eine neue
Theorie der Weingirung zu entwickeln. Ich bin dieser bis jetzt
so unbegreiflichen Zersetzung auf die einfachste Weise von der
Welt auf die Spur gekommen und betrachte sie vdllig als ab-
gemacht. Auch diese Entdeckung beweist wieder, wie einfach
die Mittel sind, deren sich die Natur bedient, um die wunder-
barsten Erscheinungen hervorzubringen. Ich verdanke sie der
Anwendung eines vortrefflichen Mikroskops, welches nach der
Angabe des berihmten Ehrenberg von dem ausgezeichneten
Kiinstler Pistorius ausgefiihrt worden ist. Mit Wasser zerteilte
Bierhefe 1st sich unter diesem Instrumente auf in unendlich
kleine Kiigelchen, welche kaum 53 Linie im Durchmesser haben,
und in feine Fidden, die unverkennbar eine Art Eiweifs sind.
Bringt man die Kiigelchen in Zuckerwasser, so sieht man, dals
sie aus Eiern von Tieren bestehen. Sie schwellen an, platzen
und es entwickeln sich daraus kleine Tiere, die sich it einer
unbegreiflichen Schnelligkeit auf die beispielloseste Weise ver-
mehren. Die Form dieser Tiere ist abweichend von jeder der
bis jetzt beschriebenen 600 Arten, sie besitzen die Gestalt einer
Beindorfschen Destillierblase (ohne den Kiihlapparat) Die
Rohre des Helmes ist eine Art Saugriissel, der inwendig mit
feinen s Linie langen Borsten besetzt ist, Zahne und Augen
sind nicht zu bemerken; man kann iibrigens einen Magen, Darm-
kanal, den Anus (als rosenrot gefirbten Punkt), die Organe der
Urinsekretion deutlich unterscheiden. Von dem Augenblicke an,
wo sie dem Ei entsprungen sind, sieht man, dals diese Tiere
den Zucker aus der Auflosung verschlucken, sehr deutlich sieht
man ihn in den Magen gelangen. Augenblicklich wird er verdaut
und diese Verdauung ist sogleich und aufs bestimmteste an der
erfolgenden Ausleerung von Exkrementen zn erkennen. Mit
einem Worte, diese Infusorien fressen Zucker, entleeren aus dem

1) Aus Liebig’s und Woéhler’'s Briefwechsel, herausgegeben von
Hofmann und Emilie Wohler, Braunschweig 1888, 1. Bd. S. 123. Herr Jacob
Volhard, gegenwirtig der #lteste Liebigschiiler, hatte die grofse Freund-
lichkeit, mich darauf aufmerksam zu machen.



Liebig'sche Zersetzungstheorie; Berzelius. )

Darmkanal Weingeist und aus den Harnorganen Kohlensgure . . . .
Um nur eine Idee der Vergleichung der Verdauungskraft dieser
Tiere zu geben, lege ich die Angabe von Thenard zu Grunde,
wonach drei Teile Bierhefe {(in trockenem Zustand) eine Zersetzung
von 200 Teilen Zucker in Weingeist und Kohlensiure zu be-
wirken vermdgen; die Exkremente dieser Tiere, welche in
18 Stunden entleert werden, wiegen also 66mal so viel als die
Tiere selbst....c. Und in solch humorvoller Weise geht es
weiter. Die Abhandlung beweist klar und deutlich wie sehr
sich die Chemiker jener Zeit striubten, einen Zusammenhang
zwischen Girungserscheinungen und lebenden Organismen anzuer-
kennen. Und niemand wird sich dartiber wundern: es waren
daran insbesondere die aufserordentlichen Erfolge schuld, welche
gerade damals die experimentelle Chemie errungen hatte, da es
in mehreren Fillen gelungen war, scheinbar hochst komplizierte
Prozesse auf die einfachen Wirkungen der chemischen Anziehungs-
krifte zuriickzufiihren und bis dahin nur auf physiologischem
Wege erhaltene, in den Organismen gebildete Substanzen, wie
den Harnstoff, synthetisch gleichsam im Reagensrohr darzustellen.
Eben sei man erst dahin gelangt, einzusehen, dafs alle Lebens-
vorginge in den Pflanzen wie in den Tieren als physikalische
und chemische Prozesse aufgefafst werden miifsten und nun kémen
unwissenschaftliche Leute und wollten aus einfachen chemischen
Prozessen Lebensakte machen. Liebig versuchte eine Erklirung
rein chemischer Natur zu geben. Danach sollte die mit der
Oxydation der Hefe verbundene chemische Bewegung sich auf
den Zucker iibertragen und dessen Zerfall verursachen (Zersetzungs-
theorie). Die Anwesenheit der Hefe schien somit nétig und die
Infektionswirkung einer girenden Fliissigkeit war erkldart. Aber
nach Liebig spielte die Hefe nur die Rolle einer in steter Zer-
setzung begriffenen organischen Substanz. Absterbende, in Fiulnis
tibergegangene Hefe bietet allerdings Berechtigung zu dieser Auf-
fassung, nicht aber frische, lebenskraftige, tiber deren Natur als
lebende Pflanze sich Liebig einseitigerweise hinwegsetzte.
Eine #hnliche Ansicht hatte Berzelius schon 1828 ge#ufsert;
danach sollte die Hefe lediglich durch ihre Gegenwart, als
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»Kontaktsubstanze ohne sich selbst zu verindern, auf kata-
lytischem Wege den Zerfall des Zuckers bewirken (Kontakttheorie);
Analogien schienen da mit manchen anorganischen Prozessen
vorzuliegen, z. B. mit der Einwirkung von feinst verteiltem Platin
(Platinmohr) auf Wasserstoffsuperoxyd, das bei Gegenwart jener
Kontaktsubstanz in Wasser und Sauerstoff zerfallt. Eine zum Teil
allerdings viel spiter vorgenommene experimentelle Priifung der
Zersetzungs- und der Kontakttheorie brachte keine Anhaltspunkte
fiir ihre Richtigkeit. Es gelingt nicht, Zuckerlgsung durch einen
hindurchgeleiteten elektrischen Strom (Helmholtz, 1842) oder
durch Zusatz von in Zersetzung begriffenem Wasserstoffsuperoxyd
(Dumas, 1872) in G#rung zu bringen; ebensowenig zerfillt
Saccharose in einer erwirmten Ldsung von Ammoniumnitrit, das
sich dabei in Stickstoff und Wasser spaltet (0. Loew).

Dagegen fielen eine Reihe von Versuchen der verschiedensten
Forscher zu Gunsten der vitalistischen Theorie aus. Eilhard
Mitscherlich!) zeigte, dals sich die Garung durch eine Papier-
scheidewand nicht fortpflanzt, da diese die Hefekiigelchen zuriick-
hilt und Giérung nur direkt an der Oberfliiche der letzteren statt-
findet. Hermann Helmholtz?) bediente sich zu #hnlichen
Versuchen einer tierischen Blase, und die Ergebnisse fiihrten zu
dem Satze: »Die weinige Girung ist an den Zutritt eines festen
Korpers gebunden, der durch die Blase zuriickgehalten wird und
unter welchem wir uns nur die Hefe denken konnen, deren
vegetabilische Natur nicht mehr zu bezweifeln ist.«®) Dieselben
Experimente, mit faulenden Fliissigkeiten angestellt, mifslangen
jedoch, so dafs die F#ulnisprozesse proteinhaltiger Materie auf
andere Ursache zuriickgefiihrt wurden und unabhingig vom
Leben zu bestehen schienen.

1 Liebig's Annalen der Chemie und Pharmacie 44, 201 (1842).

) Journal f. prakt. Chemie 31, 435 (1844).

3) Ahnlich hat spiter Dumas (1872) bewiesen, dafs auch ein Collodium-
hiutchen zur Trennung einer girenden und einer noch nicht in Gérung be-
findlichen Zuckeridsung geniigt, sowie dafs die Girung in Obereinander-
geschichteten Flissigkeiten von verschiedenem spezifischen Gewicht sich
nicht von einer Schicht in die obere fortpflanzt.



Schroder; Pasteur’s Arbeiten. 7

H. Schréder konnte 1853 nachweisen, dafs gewhnliche Luft
die Infektionswirkung fiir ausgekochte Fliissigkeiten schon beim
Filtrieren durch Baumwollwatte verliert; die Bakteriologie verdankt
ihm den heute allgemein iiblichen Watteverschlufs. Wihrend
der ersten gemeinschaftlich mit Th. von Dusch ausgefiihrten
Untersuchung?) durch einige widersprechende Resultate besonders
beziiglich der Faulnisvorginge und durch die merkwiirdig analoge
Wirkung eines Baumwollfilters bei iibersittigten Losungen noch
zu mancherlei irrigen Ansichten verleitet, ist Schréder in
der dritten Mitteilung?) zu klarer Erkenntnis gelangt: Keime in
der Luft sind die Ursache der Girung und Faulnis und werden
durch Baumwolle mechanisch zuriickgehalten. Auch van den
Broek in Utrecht?) entschied sich auf Grund vieler Versuche
zu Gunsten der vitalistischen Anschauung beziiglich des Girungs-
prozesses (beziiglich der Fiaulnis war er irrtiimlich zu entgegen-
gesetzter Ansicht gekommen).

Aber gegeniiber dem iibermichtigen Einflufs von Liebig
vermochten alle diese Forscher nicht durchzudringen. Es ist
unzweifelhaft erst Pasteur’s Verdienst, dem Satze: Fkeine
Gdrung ohme Organismen, endgiiltig allgemeine Anerkennung
verschafft zu haben. Durch, iiber ein Dezennium fortgesetzte,
Versuche bewies er, dass ganz gegen Liebig’s Theorie wihrend
der G#rung keine Fiulnis der Hefe eintritt; dafs die Géarung
mit dem Leben der Hefe, aber nicht mit dem Absterben und
der Zersetzung derselben zusammenhingt; dals die Anwesenheit
von zersetzlichen Eiweilskdrpern in der Garfliissigkeit unnétig
ist, indem durch Aussaat einer winzigen Menge frischer Hefe
eine kiinstliche Ni#hrlgsung zusammengesetzt nur aus Zucker,
weinsaurem Ammoniak und einigen Mineralsalzen, in Girung
gerit. An Stelle der Baumwollstopfen, wie sie seit Schroder
zum Schutz gegen Luftinfektion iiblich waren, zeigte sich auch
der Verschlufs durch ein mehrfach zickzackférmig gebogenes
enges Glasrohr, welches die Ablagerung schwebender kleinster

1 Liebig’s Annalen der Chemie und Pharmacie 89, 232 (1853)
%) Ebenda 117, 273 (1860).
%) Liebig’'s Annalen der Chemie und Pharmacie 115, 75 (1860).
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Partikelchen an den Winden begiinstigt, zuldssig. Durch Erhitzen
sterilisierte Watte, welche hernach zum Filtrieren von Luft gedient
hatte, wurde ferner in keimfrei gemachte Zuckerlosung ein-
getragen und siehe, es entwickelten sich die bekannten Girungs-
erreger. Den schlagendsten Beweis aber, dals wirklich Mikro-
organismen das ritselhafte Agens der Luft vorstellen, konnte
Pasteur durch folgenden mustergtiltigen Versuch erbringen.

Die gewohnliche Baumwollwatte wurde mit schwach nitrier-
ter Schiefsbaumwolle vertauscht, die dasselbe mechanische Gefiige
aufweist, aber im Gegensatz zu jener in Alkohol-Ather leicht
l8slich ist. Nachdem durch ein derartiges Filter Luft gesaugt
worden war, wurde es aufgeldst und der Bodensatz mikroskopisch
untersucht. Er bestand in der Tat aus denselben Organismen,
wie sie in girenden oder faulenden Fliissigkeiten anzutreffen
sind. Jetzt waren die letzten Zweifler besiegt! Das Agens
i der Luft waren Organismenkeime. Niemand hatte Gdrung
ohne gleichzeitige Entwicklung von lebenden Organismen beobachitet;
dariiber war aller Streit zu Ende. Die G#rung schien als phy-
siologischer Akt untrennbar mit den Lebensprozessen der Hefe
zusammenzuhingen.

Man bemiihte sich nunmehr, das Phénomen biologisch zu
verstehen; es tauchte die Frage auf, welchen Wert fiir die Hefe-
zellen besitzen die Garungsvorginge? Von vornherein liegt am
niichsten die Annahme, dafs die Zuckergirung mit der Nah-
rungsaufnahme der Hefezelle zusammenfalle, der Zucker dem-
nach als Nahrungsmittel assimiliert werde, wihrend Kohlen-
dioxyd und Alkohol als unbrauchbare Stoffwechselprodukte zur
Ausscheidung gelangen. Diese Hypothese wurde tatsichlich
von Schwann aufgestellt und spiter von Adolf Mayer?) befiir-
wortet, von Liebig aber heftig bekéimpft, wihrend sich Pasteur
weder dafir noch auch ausdriicklich dagegen #ufsert.?) Es ist
wohl das Verdienst Carl N#geli's, hierin den richtigen Anschau-
ungen zum Siege verholfen zu haben.?) Die Gurungsvorginge

1) Lehrbuch der Agrikulturchemie, {» Aufl. Heidelberg 1902, III. Band. 8. 66.
) Vgl. Maercker, Handbuch der Spiritusfabrikation 1890, 8. 435.
3) Theorie der G#rung, Minchen 1879.
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haben jedenfalls mit der Ernahrung der Hefe direkt nichts zu
tun. Dies erhellt bei Beriicksichtigung der quantitativen Ver-
hiltnisse. Die Gay-Lussacsche Garungsgleichung gibt ein
ziemlich richtiges Bild des Zuckerzerfalles bei der Giarung, ob-
gleich sie die Zunahme des Hefengewichtes gar nicht beriick-
sichtigt. 100 Teile Traubenzucker werden von 1!/, Teilen Hefe
(Trockengewicht) in 18 Stunden vergoren, wobei 45 Teile glatt
in Alkohol und Kohlendioxyd gespalten werden, die zur Er-
ndhrung untauglich sind, 4 Teile in Glycerin und Bernsteinsiure
iibergehen und nur 1 Teil als Zunahme des Hefengewichtes
wieder erscheint. Ist also die Garung identisch mit dem Er-
pnahrungsvorgang der Hefe, so wiirde diese nur 1 Prozent ihrer
Nahrungsaufnahme assimilieren und noch dazu von einem so
leicht verdaulichen Stoff wie Zucker! Derartige Organismen
wiren zu bedauern! Nicht girkriftige Mycelpilze, wie Peni-
cillium glaucum und Aspergillus niger, vermogen, wie W. Pfeffer
ermittelt hat, aus 100 Teilen Traubenzucker 33—43 g organisierte
Substanz aufzubauen. Sind ferner Alkohol und Kohlendioxyd
wirklich Ausscheidungsprodukte der Verdauung, so wiirde deren
Menge etwa das Vierzig- bis Fiinfzigfache des Gewichtes der
Pflanzen selbst betragen. Hierzu kommt noch die viel bestitigte
Tatsache des leichten Verlustes der Giirkraft, wonach Girungs-
erreger bei ofterem Umuziichten in girungsunfihigen Ldsungen
die Garwirkung einbiifsen, ohne jedoch das Wachstumsvermdgen
zu verlieren. Sie leben wie die Mehrzahl der niederen Organismen
— Girungserreger sind ja doch verhiltnismifsig nur wenige —
in passenden Niéhrlosungen unter raschem Wachstum und iippiger
Vermehrung; es wird aber selbst in Zuckerldsungen kein Alkohol
gebildet und die erzielten chemischen Umsetzungen sind der
Quantitdt nach nicht zu vergleichen mit den durch Gérungsvorgiinge
bewirkten. Die Assimilationshypothese ist somit unhaltbar.

Ein anderer interessanter Versuch, die G#rungsvorginge
biologisch verstindlich zu machen, stammt von Pasteur. Es
gibt eine eigentiimliche Gruppe von Spaltpilzen, die sog.
Anaégrobien, welche nur in sauerstofffreien Réumen Gi#rwirkung
auszuiiben vermogen. Pasteur, welcher als erster derartige
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Organismen beobachtete und das Aufhéren der Géarungserschei-
nungen nach Zutritt von Luft wahrnahm, vermutete, dafs die
Gi#rungserreger wie alle anderen Pflanzen zum Leben Luft bediirfen,
bei Mangel an freiem Sauerstoff denselben aber dem Gérmaterial,
dem Zuckermolekiil, entreifsen, das so zum Zerfall komint.

Die Garungserreger seien urspriinglich aus rein aérobischen,
girungsuntiichtigen Myecelpilzen hervorgegangen und hitten die
Girwirkung als Anpassungsfunktion zum Ersatz des Atmungs-
prozesses erst erworben. Nach dieser Sauerstoffentziehungshypo-
these sind die Gi#rungserscheinungen also die Folge des Lebens
ohne freien Sauerstoff und werden in Zusammenhang mit
dem Atmungsprozesse gebracht, indem die Girungsorganismen
durch den Giérungsvorgang jenen Kraftvorrat gewinnen, der
den {ibrigen Lebewesen durch den Atmungsprozels zugeht,
Allein die richtigen Beobachtungen, welche zu dieser Hypo-
these gefithrt haben, sind durchaus nicht allgemein giiltig
und bei den Anaérobien unterbricht Sauerstoffzufuhr nicht nur
die Gairtatigkeit, sondern iiberhaupt alle Lebensfunktionen. Bei
weitaus den meisten Mikroorganismen und gerade bei den wich-
tigsten Gé#rungserregern begilinstigt im Gegenteil ausreichende
Liiftung den raschen Verlauf einer Girung; die Arbeiten von
Schiitzenberger, Niigeli, A. Mayer und R. Pedersen
tiber Hefegiirung, von Eduard Buchner?) {iber Bakteriengérung
haben dafiir den Nachweis erbracht und vermehrtes Wachstum
der Organismen infolge der Sauerstoffanwesenheit als die Ursache
ergeben. An und fiir sich iiben weder Sauerstoff- noch Wasser-
stoffzuleitung einen Einflufs auf den G#rungsvorgang aus, was
aus den neuesten Versuchen von Hans Buchner und R. Rapp,
welche den vierten Teil dieses Buches bilden, hervorgeht.

Aber die vitalistische Theorie war durch Pasteur’s Ein-
greifen unbedingt Siegerin geblieben; niemand hatte G#rungs-
vorginge ohne Anwesenheit von lebenden Organismen beobachtet.
Auch Liebig mulste dies anerkennen und seine Vorstellungen tiber
die Garung 1870 entsprechend modifizieren. Denn eine lebende
Zelle als solche kann sich nicht zersetzen; nur einzelne Stoffe kénnten

1) Zeitschr. f. physiolog. Chemie 9, S. 380 (1885).
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héchstens in Zersetzung begriffen sein und diesen Zerfall auf den
Zucker fortpflanzen. Eine #hnliche Annahme hatte schon
1858 Moritz Traube ausgesprochen; in den Hefezellen sollte
sich meben allen anderen Stoffen auch ein chemischer Korper be-
Jinden, welcher die Gdrung bewirkt (Enzymtheorie).

Gewisse Analogien schienen dazu vorzuliegen. In keimender
Gerste hatte Kirchhoff (Petersburg) und spiter Dubrunfaut
die Anwesenheit einer Substanz vermutet, welche die Starke in
Zucker umzuwandeln vermag; Payen und Persoz gelang es
1833, diesen Stoff zu isolieren, indem sie ihn aus griinem Malz
durch Wasser auszogen und dann durch Alkohol als weilses
Pulver niederschlugen; sie nannten denselben Diastase Auch
in Hefe war schon die Existenz eines derartigen lslichen Kor-
pers durch Ddbbereiner und durch Mitscherlich?) an-
genommen worden, welcher den Rohrzucker in Trauben- und
Fruchtzucker zerlegen sollte; der Korper, von M. Berthelot
1860 aus wiifsriger Lésung durch Alkohol in festem Zustande tat-
sichlich abgeschieden, wird mit dem Namen Invertin oder zweck-
mifsiger Invertase (Sucrase) bezeichnet. Aus vielen Bakterien sind
#huoliche Stoffe, die man nach Kithne’s Vorschlag als Enzyme
oder weniger gut als l6sliche, unorganisierte Fermente zusammen-
fafst?), isoliert worden; sie fiihren teils Stirke, Gummi, Cellulose
in g#rfahigen Zucker iiber, teils verwandeln sie Albumine und
Leim in Peptone. Sollten Enzyme die Gi#rung verursachen, so
miifsten, entsprechend den verschiedenen Gi#rungen, verschie-
dene existieren, ein Alkohol-, ein Milchs#ure-, ein Buttersidure-
girungsenzym. Von allen diesen war aber niemals auch nur
ein einziges isoliert worden. Trotzdem blieb Traube uner-
schiitterlich., Wenn niedere Organismen, so war seine Meinung,?)
die Ursache der Girung sind, darf eine gesunde Naturforschung

) Liebig's Annalen der Pharmacie und Chemie 44, 200 (1842).

%) Adolf Mayer, Lehrbuch der Agrikulturchemie, 5. Aufl,, III, Giirungs-
chemie 8. 13, rdt, das doppelsinnige Wort >Ferment« ganz fallen zu lassen,
was sehr zweckmifsig erscheint.

3) Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft 28, Ref. 1092 (1895);
Gesammelte Abhandlupgen, Berlin 1899, 8. 74.
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daraus nur schliefsen, in diesen Lebewesen seien Stoffe, welche die
Girungserscheinungen bewirken. Die Stoffe miissen isoliert werden
und wenn dies nicht gelingt, so liegt es daran, dafs die zur Ab-
scheidung angewandten Mittel jene Stoffe verdndern. Wenn
wir einen Diabetiker alles Amylum in Zucker verwandeln sehen,
so wiirde man eine Hypothese fiir lacherlich halten, die den
Diabetiker schlechthin als das Ferment fiir diese Umsetzung
hinstellte und dadurch die ganze Frage fir erledigt erachtete.
Auch andere Chemiker teilten Traube’s Ansicht, so Berthelot?),
Claude Bernard, Schonbein und Schaer (1869) und
insbesondere Felix Hoppe-Seyler, der eine prinzipielle
Unterscheidung zwischen Gérwirkung, verursacht durch die leben-
den Hefezellen, und Enzymwirkung, bedingt durch lésliche Ei-
weilsstoffe, verwarf.

Die Pflanzenphysiologen verhielten sich jedoch ablehnend;
Nageli (1879)%) sowohl wie Sachs (1882), traten mit einer
Reihe von Einwinden hervor. Es wurde auf den grofsen Unter-
schied zwischen den bekannten Enzymwirkungen und der Zucker-
spaltung in chemischer Hinsicht hingewiesen; die ersteren ver-
laufen glatt und ohne Nebenprodukte und sind durch einfachste che-
mische Mittel ausfilhrbare Hydrolysen; bei der Gérung treten
regelmiifsig eine Anzahl von Nebenprodukten auf und der Pro-
zefs ist ein chemisch komplizierter, kaum auf anderem Wege
realisierbarer. Die gewdhnlichen Enzymwirkungen liefern Stoffe,
die fir die Ernshrung der Organismen von grofserer Bedeutung
sind als die Ausgangsmaterialien, bei der Girung verschwindet
der wertvolle Zucker, wihrend fiir die Erndhrung untauglicher
Alkohol und Koblensiure resultieren.

Adolf Mayer?®) versuchte die Frage experimentell zu 13sen.
»Keineswegs war es indessen moglich, durch irgend eine der
Versuchsanstellungen alkoholische Garung und Hefepilzvegetation
auseinander zu reifsen.« Auch Pasteur selbst beschiftigte sich
eingehend mit dem Suchen nach einem Enzym der alkoholischen

") Chimie organique fondée sur la synthese 1860, II, 655.
) Theorie der Gérung, Miinchen 1879, S. 12.
3) Lehrbuch der Agrikulturchemie, 4. Aufl. II, 8 G#rungschemie 1895, S. 65.
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Giarung, einer sogen. »Alkoholase.« P. E. Roux?) berichtet
dariiber in einer Festrede zu Lille, am 5. November 18982):
»D’autres encore se mirent & la recherche de I'alcoolase. M. Denys
Cochin fit au laboratoire de Pasteur des tentatives qui n’a-
boutirent pas. Pasteur lui-méme entreprit des expériences sur
le sujet, et je me souviens qu’a I'époque ol j'entrai & son labora-
toire il essayait d’extraire le ferment alcoolique soluble des
cellules de levure en les broyant dans un mortier, en les con-
gelant pour les faire éclater, ou encore en les mettant dans des
solutions salines concentrées pour forcer le suc & sortir par os-
mose i travers 'enveloppe. Vains efforts. Pasteur ne trouva
pas l'alcoolase, si bien que, s'il croyait son existence possible
il ne pensait pas qu'elle fat une réalité.« Im Jabre 1878 haben
C. Nageli und O. Loew?) versucht, Enzyme aus den Hefezellen
zu isolieren; die letzteren wurden mit Wasser und mit Glycerin aus-
gezogen, die Ausziige mit Alkohol gefallt. »Es konnten indes
aufser der Eigenschaft, Rohrzucker zn invertieren, keine an-
deren fermentativen Wirkungen an dem erhaltenen Priparat wahr-
genommen werden.«

Die Enzymtheorie war verlockend einfach und einleuchtend,
aber jeder Versuch, ihre Richtigkeit experimentell zu beweisen,
fihrte zu negativen Resultaten. Tatsiichlich berechtigt schien
nur die rein vitalistische Auffassung des Garungsvorganges zu
sein; und in dieser ist daher die heutige Generation der Natur-
forscher herangewachsen.

Nagelit) versuchte nach seinen Mifserfolgen beziiglich des
Extrahierens eines Girungsenzyms aus den Hefezellen konse-
quenterweise eine physiologische Erklirung der ganzen Erscheinung
zu geben, welche gerade das Scheitern aller Bemithungen um
Isolierung eines solchen Stoffes verstindlich machen sollte.
»Géarung ist die Ubertragung von Bewegungszustinden der Mole-
kiile, Atomngruppen und Atome verschiedener, das lebende Plasma

1) Zweiter Direktor des Institut Pasteur in Paris.

*) Annales de la Brasserie et de la Distillerie, Paris, 1, 8. 512 (1898).

%) Sitzungsberichte der bayer. Akademie der Wissenschaften, math.-phys.
Klasse, 4. Mai 1878, S. 177

%) Theorie der Giirung, Miinchen 1879, 8. 26.
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zusammensetzender Verbindungen (welche hierbei chemisch unver-
gndert bleiben) auf das Girmaterial, wodurch das Gleichgewicht
in dessen Molekiilen gestért und dieselben zum Zerfall gebracht
werdens. Im Gegeusatz zur ilteren Liebig’schen Zersetzungs-
hypothese wird also hier angenommen, dafs die Verbindungen
des lebenden Protoplasmas, ohne selbst zu zerfallen oder chemische
Umsetzung zu erleiden, blofs durch ihre molekularen Bewegungen
auf das Gérmaterial einwirken; im Gegensatz zur Enzymtheorie
kann die Giarwirkung nach N#geli niemals vom lebenden Proto-
plasma getrennt werden, da sie eben nur vom lebenden Plasma
ausgeht. Wenn diese Erklirung auch zuniichst wenig Befriedigung
gewithrt, so kann sie doch zweifellos das Verdienst beanspruchen,
dafs sie zu weiteren Versuchen Anregung gegeben hat. Im Verfolge
dieser Anschauungen stellte sich némlich die Frage ein: Kommen
denn dem Plasma der Hefezellen iiberhaupt besondere Wirkungen
zu? Welche chemischen Eigenschaften besitzt dasselbe ?

Entdeckung der Zymase.

Die Hefezellen sind kleinen Bliischen zu vergleichen, erfiillt
von einer halbfliissigen Masse, dem Protoplasma, das aus wechseln-
den Mengen geldster und fester Eiweilsstoffe besteht. Um das
Protoplasma schliefst sich liickenlos, wenigstens soweit der mikro-
skopische Befund dariiber Aufschlufs gibt, ein derbes Héautchen,
die Zellmembran, welche #hnlich der Cellulose, aufserordentlich
widerstandsfdhig ist.- Nahrungsaufnabme und Abgabe von Aus-
scheidungsstoffen finden aber doch durch diese Membran hindurch
auf diosmotischem Wege statt. Wir miissen deshalb die Existenz
von kleinen Poren annehimen, welche die Membran durchbrechen.
Bei nicht ganz jugendlichen Hefezellen ist ferner haufig ein Teil
des Protoplasmas wandstindig, als besonderer Belag auf der
Innenseite der Zellmembran, als sog. Plasmaschlauch, angeordnet;
auch dieser reguliert das Eintreten von Substanzen in die Hefe-
zellen und den Austritt von Inhaltsstoffen.

Bei chemischer Untersuchung des Zellinhaltes bereitet aber
offenbar die Membran und der Plasmaschlauch Hindernisse; gibt
es doch hochmolekulare Eiweifskdrper, welche selbst durch
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dichtes Pergamentpapier nicht diffundieren, gibt es doch sogar
Enzyme, von welchen ein Gleiches berichtet wird, z. B. von ge-
wissen Diastasen. Man hat nun versucht, Inhaltssubstanzen der
Mikroorganismen durch wochenlanges Digerieren mit Wasser aus-
zuziehen, wobei Invertase und allmahlich auch Peptone in der
Losung erscheinen!); man hat ferner durch verdiinntes Alkali in
der Kilte oder Wirme Proteinsubstanzen extrahiert?); man hat
endlich die Organismen, z. B. Tuberkelbacillen, mit heifsem,
wifsrigem Glycerin behandelt?). In allen diesen Fillen aber
mufsten die zur Extraktion gelangenden Stoffe erst durch die
Zellmembran diffundieren und es ist mehr als wahrscheinlich,
dals durch alle diese Verfahren nicht die urspriinglichen Inhalts-
stoffe der Zellen, sondern nur durch die Einwirkung des Ex-
traktionsmittels oder die lange Zeitdauer des Prozesses ver-
tinderte Abkdmmlinge derselben erhalten wurden. Diese Ubel-
stinde zu vermeiden, war es zundchst nétig, die Zellmembran
und den Plasmaschlauch aus dem Wege zu riumen, am besten
durch Zerreifsen; dann muflste durch rasches Verfahren ver-
hindert werden, dafs nicht schon wihrend der Gewinnung eine
Verinderung der Inhaltssubstanzen eintreten konnte; endlich
durften nur rein mechanische Mittel, keine chemischen, zur
Isolierung benutzt werden. Diese Gedanken bildeten sich im
Gespriche mit meinem Bruder, dem Bakteriologen Hans
Buchner in Miinchen, allm#hlich heraus,

Noch 1878 hatten Niageli und Loew?%) erklirt, »die
Schwierigkeiten der Hefenanalysen, wenn es sich nicht um
die Elemente sondern um die Verbindungen handelt, besteht
darin, dafs die Zellen wegen ihrer Kleinheit auf keine Weise zer-

1) C. Nigeli und Loew, Sitzungsber. der Bayer. Akad. d. Wissensch.,
math.-physik. Klasse 1878, S. 162.

1) Nencki, Beitrige zur Biologie der Spaltpilze, Leipzig 1880, S.45;
Berichte d. d. chem. Ges. 17, 2605 (1884). — Hans Buchner, Berliner klin.
Wochenschrift 1890, Nr. 30, Nr. 47.

3) Alteres Verfahren von R. Koch zur Herstellung von Tuberkulin,
1891, Deutsche medizin. Wochenschr. Nr. 3.

4) Sitzungsber. der bayer. Akad. d. Wissensch., mathem.-physik. Klasse
1878, S. 161.
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rieben, zerrissen oder zum Platzen gebracht und dadurch Inhalt
und Membran auf mechanische Weise getrennt werden kénnenc.
Es scheinen rein theoretische Erwigungen gewesen zu sein,
welche zu dieser Meinung veranlafsten. Den Mikroskopikern ist
doch wohlbekannt, wie leicht grifsere Hefezellen bei Herstellung
eines mikroskopischen Priparates zerdriickt werden; es geniigt
dazu oft schon unvorsichtiges Auflegen des Deckglases. Meine
ersten Versuche, die Zellmembran der Hefe durch Gefrieren bei
— 16° und rasches Wiederauftauen zum Platzen zu bringen, ver-
liefen ergebnislos; die Membran ist fiir eine derartige Zerreilsung
viel zu dehnbar. Ebenso wenig gelingt direktes Zerreiben von
Hefe in einer Reibschale, da das Pistill infolge des elastischen
Materiales keinen Angriffspunkt findet. Dagegen zeigte sich
(1893), dafs auch die kleinsten Mikroorganismen, z. B. die
kiirzesten kokkenartigen Wuchsformen des Friedlander’schen
Pneumobacillus, nach Zusatz von feinem Sand zerreibbar sind,
was unter dem Mikroskop direkt kontrolliert werden kann?).
Wie sich spiter herausstellte,?) hat schon im Jahre 1846
Liidersdorff in Berlin3 nasse Hefezellen auf einer matt-
geschliffenen Glasplatte mit Hilfe eines gldsernen Laufers zer-
rieben. »Die Operation ist der Kleinheit der Hefekiigelchen
wegen ziemlich zeitraubend, weshalb man den Versuch dann
auch hochstens mit 1 g Hefe anstellen darfc. Zum Zerreiben
war einstiindige Arbeit nétig4). Der Versuch wurde damals unter-
nommen in der Absicht, zwischen Liebig’'s Zersetzungstheorie
und der vitalistischen Anschauung tiber die G#rung zu ent-
scheiden. »Betrachtet man die Hefe als einen organisierten Korper

1) Die Angabe von Robert Koch in seiner Mitteilung tiber ein neues
Tuberkulin aus dem Jahre 1897, deutsche medizin. Wochenschr. 1897, Nr, 14:
»Alles Zerreiben und Zerquetschen mit und ohne Zusitze von harten pulver-
formigen Massen liefs die Tuberkelbacillen unverindert¢, ist experimentell
unrichtig. Bei Zusatz von Sand gelingt es ebensogut die feuchten, lebenden,
wie die getrockneten Mikroorganismen zu zerreiben.

3) Die erste Notiz dartiber verdanke ich Herrn Adolf von Baeyer.

%) Poggendorff’'s Annalen 67, 408 (1846).

4 C. Schmidt in Dorpat, welcher die Versuche von Lidersdorff 1847
wiederholte, hat zum Zermalmen von 1 g Hefe gar ¢ Stunden Zeit gebraucht
(Liebig's Annalen der Chemie 61, S. 171).
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und betrachtet man infolgedessen, wie man nicht anders kann,
die Wirkung derselben auf den Zucker als einen von Organen
ausgehenden Eingriff in die Zusammensetzung des letzteren, so
mufs diese Wirkung aufhiren, sobald die vorausgesetzten Organe
unfihig gemacht werden, ihre Funktionen auszuiiben, d. h. so-
bald sie zerstort werden. Dasselbe mufs der Fall sein, wenn die
Wirkung vom Kontakt und zwar so unklar ein solcher Begrift
auch ist, von einem lebendigen Kontakt ausgehen soll.« Be-
trachtet man dagegen die Hefe nur als einen organischen, in
Zersetzung begriffenen Korper, so kann eine Zertrimmerung die
Wirkung auf den Zucker nicht beeintriachtigen. Die zerriebene
Hefe wurde daher mit Traubenzucker versetzt; sie entwickelte
»auch nicht ein einziges Gasblaschen«. Die vitalistische Theorie
schien also bestitigt zu sein. Viele Jahre spiter hat Marie
v. Manassein in Julius Wiesner’s Laboratorium?) die Ver-
suche von Lidersdorff nachgepriift, mit der Abdnderung, dafls
nun lufttrockene Hefe »in einem Falle sechs, im andern fiinf-
zehn Stunden von einem kraftigen Mann mit gepulvertem Berg-
krystall in einem Glasmorser gerieben« wurde. Bei mikrosko-
pischer Untersuchung zeigte sich, dafs die meisten Zellen ginz-
lich zerstort waren; mit Zuckerlosung trat lebhafte Girung ein,
es fand aber auch eine reichliche Sprossung von Hefezellen statt.
Da es somit nicht gelungen war, alle Hefezellen zu zerreiben,
wurde die ganze Versuchsanordnung verlassen.

Behufs Isolierung von Invertase hat dann Adolf Mayer
Hefe unter Zusatz von Sand zerrieben?); des gleichen Verfahrens
bedienten sich Amthor?), dann Emil Fischer und P. Lindner?),
die mit Glaspulver, sowie M. Cremer?), der unter Zusatz von
Bergkrystallpulver zerrieb; simtliche Autoren haben diese Ver-
suche aber nicht in der Absicht ausgefiihrt, die Girkraft zerrie-

1) Julius Wiesner, Mikroskopische Untersuchungen, Stuttgart, Maier,
1872, 8. 126

1) Lehre von den chemischen Fermenten, Heidelberg 1882, S. 14.

3) Zeitschr. f. angew. Chemie 1892, S. 319

%) Ber. d. d. chem. Ges. 27, S. 3479; 28, 8. 3037.

®) Ztschr. f. Biologie 1894, S. 188.

Buchner, Uber die Zymasegiirung. 2



18 L Geschichtl. Entwicklung unserer Kenntnisse tiber die alkohol. G#rung.

bener Hefe zu priifen; die Enzymtheorie schien endgiiltig be-
graben. Nichts &dnderte daran, dals sich Frau v. Manassein
1872 auf Grund zahlreicher Experimentalstudien!) zu ihren
Gunsten aussprach; lebende Hefezellen seien zur alkoholischen
Garung nicht notwendig. Die angewandten Methoden waren
nidmlich infolge der damals noch spirlichen Kenntnisse iiber die
Bakterien so durchaus unsichere, dafs man diese Versuche nicht
als Beweise fiir die Enzymtheorie hinnehmen konnte, noch we-
niger heute?2).

Eine Wendung bereitete sich erst 1890 vor, als es P. Miquel
in Paris gelang, nachzuweisen, dals die sog. Harnstoffgirung,
die Umwandlung des Harnstoffs in Ammoniumcarbonat, welche
in ausgeschiedenem Harn allmihlich eintritt, nicht direkt durch
die Lebenstiitigkeit der anwesenden Bakterien sondern durch Ver-
mittelung eines davon abtrennbaren Enzymes bewirkt werde, wie
es Musculus schon 1874 hypothetisch vermutet hatte. Diese
SBubstanz, Urase genannt, ist sehr zersetzlich, kann aber durch
Alkohol ausgefiillt werden und hydrolisiert den Harnstoff in ste-
riler Losung. Allerdings zeigt sich in chemischer Hinsicht ein
grofser Unterschied zwischen der alkoholischen Garung des Zuckers
und der Harnstoffgirung, welche nur in Anlagerung von einem
Molekiil Wasser besteht, einem Vorgang, der schon beim Erhitzen
mit Wasser auf 120° von selbst eivtritt.

Auch eine Bemerkung von Oskar Loew?) aus dem Jahre
1886 kann man in dem Sinne deuten, dafs er im Gegensatz zu
Nigeli die Enzymtheorie noch immer fiir moglicherweise richtig
hielt; er sagt: Was nun die Ausfilhrung der Girtitigkeit betrifft,
so mdchte ich meine eigene Ansicht dahin prézisieren, dals es
am wahrscheinlichsten ist, dals in einer girtiichtigen Pilzzelle
zwei Arten von Protoplasma existieren; die eine Plasmaabteilung

1) Mikroskopische Untersuchungen, herausgegeben von Wiesner,
Stuttgart, J. Maier 1872, S. 128 — Dieselben Anschauungen #ufserte 1874
Schuhmacher, Sitzgber. der Wien. Akad. 70, I. Abt.

3) E. Buchner und R. Rapp, Berichte der deutschen chemischen

Gesellschaft 31, 212 (1898).
3) Journ. f. prakt. Chem. 33, 8. 351; vgl. Bacteriol. Centralbl. 7, 8. 436

(1901).
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besorgt die gewshnlichen Vorginge, wie Zellwandbildung, Wachs-
tum, Teilung, wihrend die andere lediglich die Girwirkung
ausiibt; Loew setzte diesen »Zymoplasten« in Analogie mit
dem Chlorophyllkorn der griinen Blattzellen.

1894 hat Emil Fischer aus verschiedenen niederen Pilzen
neue Enzyme isoliert; in untergiriger Bierhefe wurde die Maltase?)
aufgefunden, welche Malzzucker in zwei Molekiile Traubenzucker
spaltet, in anderen Hefen die Lactase?), welche Milchzucker zu
Hexosen hydrolysiert, endlich gemeinsam mit P. Lindner in
Monilia candida ein Stoff®), der dhnlich wie Invertase dem Rohr-
gucker zerlegt. Alle diese Substanzen sind aber aus den frischen
Zellen erst dann zu extrahieren, wenn deren Membran durch
Zerreiben mit Glaspulver zerrissen wird; im Gegensatz zur In-
vertase werden also diese Enzyme von den lebenden Hefezellen
vollstindig zuriickgehalten, was ibhren Nachweis bisher verhindert
hatte. Noch eine weitere Entdeckung von Emil Fischer war
einem Umschwung der Meinungen giinstig. Vom Trauben., vom
Fruchtzucker und von vielen anderen Kohlenhydraten sind auf syn-
thetischem Wege optische Antipoden erhalten worden, welche sich
von den natiirlichen Stoffen nur durch die riumliche Anordnung
der Atome innerhalb des Molekiils unterscheiden. Den meisten
chemischen Eingriffen, z. B. Phenylhydrazin gegeniiber, verhalten
sie sich vollig gleich, nicht aber der Girwirkung gegeniiber; nur
die eine Reihe wird vergoren. E. Fischer zeigte, dafs auch
die Enzyme in der Regel von zwei optisch entgegengesetzten
Hexobiosen (oder Disacchariden) nur die eine Form hydrolytisch
zu spalten vermogen; er dufsert dariibert): »Noch wichtiger scheint
mir der Nachweis zu sein, dafs der frither vielfach angenommene
Unterschied zwischen der chemischen Tiatigkeit der lebenden
Zellen und der Wirkung der chemischen Agentien in Bezug auf
molekulare Asymmetrie tatséchlich nicht besteht, Dadurch wird
insbesondere die von Berzelius, Liebig und anderen so

1) Ber. d. d. chemischen Gesellschaft 27 S. 3480 (1894).
%) Ebenda 27, S. 3481.
3 Ber. d. d. chem. Ges. 28 (1895), S. 3037.
4 Ber. d. d. chem. Ges. 27 (1894), 2993.
o
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héufig betonte Analogie der lebenden und leblosen Fermente in
einem nicht unwesentlichen Punkte wieder hergestellt.c

Im Jahre 1896 hat H. Will in Miinchen?!) beobachtet, dals
neun Jahre bei niederer Temperatur trocken gelagerte Hefe, ob-
wohl fast alle Zellen abgestorben waren, nach Zusatz von Zucker-
losung noch lebhafte Girwirkung ausiibte; auf Grund dieser Ver-
suche wird die Enzymtheorie ausfiihrlich diskutiert, eine be-
stimmte Ansicht vorlidufig aber allerdings nicht ausgesprochen.
Franz Lafar gibt kurz vor Entdeckung der Zymase folgende
Prognose fiir die Enzymtheorie?): Vorldufig haben wir die Enzyme
»nur als Gegenstand einer Giarungstheorie zu betrachten, deren Auf-
stellung schon in das Jahr 1858 zuriickreicht, welche aber gerade
in den letzten Jahren wieder mehr in den Vordergrund getreten ist
und in der Zukunft — so wie die bisher ermittelten Tatsachen jetzt
schon ermessen lassen — an Wichtigkeit noch gewinnen wirdc.

Die Annahme wiirde aber nicht der historischen Wahrheit
entsprechen, dafs meine eigenen Versuche, begonnen 1893 in
Miinchen?), durch jene Arbeiten und Aufserungen direkt angeregt
wurden, denn die letzteren sind meist jingeren Datums. Sie
zeigen aber, dals derartige Auffassungen damals in der Luft
lagen und die Zeit reif war fiir einen neuen Fortschritt auf dem
Gebiete der Girungschemie.

Mischt man frische, aber trocken abgeprefste Hefe mit Quarz-
sand und Kieselgur und bearbeitet das staubtrockene Pulver
kriftig in der Reibschale, so nimmt es bald (innerhalb zwei bis
drei Minuten) eine feuchte, teigige Beschaffenheit an; gleichzeitig

1) Zeitschr. f. d. gesammte Brauwesen 19 (1896), 20.

% Technische Mykologie, Jena 1897, S. 21.

3) Die Methode der Zerreibung von Mikroorganismen nach Zusatz von
Sand ist 1893 zum Patent angemeldet worden, wurde in Berlin ausgelegt,
die Patentfihigkeit aber schliefslich verneint. Doch sind hierdurch weitere
Kreise auf die Mdglichkeit aufmerksam gemacht worden, die fiir manche
Zwecke schidliche Zellmembran durch Zertrimmern der Zellen auszuschalten.
Bemerkt eei, dafs Robert Koch's neueres Verfahren zur Herstellung
von Tuberkulin, wonach die Tuberkelbacillen zu feinem Staub zerrieben
und sodann mit Wasser extrahiert werden, erst am 1. April 1897 (deutsche
medizin. Wochenschr. 1897, Nr. 14) verdffentlicht wurde (vgl. H. Buchner,
Berl. klin. Wochenschr. 1897, Nr. 15).



Herstellung und Eigenschaften des Hefeprefssaftes. 21

geht die urspriinglich gelbweifse Farbe in einen tief graubraunen
Farbenton iiber. Fliissigkeit ist aus dem Innern der Hefezellen
herausgetreten. Man setzt die plastische Masse nun einem hohen
Druck von 60 bis 90 kg auf ein 1 qem aus. Dem Teige ent-
quillt eine fast klare, gelb bis braungelbe Fliissigkeit, welche
mehr als die Hiilfte des gesamten Inhalts der Hefezellen repriisen-
tiert. Ausgeriistet mit einer grofsen Reibschale, einem wuchtigen
Pistill und einer hydraulischen Presse kann raan innerhalb vier
Stunden 500 ccm Prefssaft gewinnen. Bei diesem mechanischen
Verfahren ist in der kurzen Zeit eine chemische Veriinderung des
Zellinhaltes nicht zu befiirchten.

Der Prefssaft besitzt nun tatsichlich die Eigenschaft, Kohlen-
hydrate in Giérung zu versetzen. Beim Mischen mit einem Raum-
teil einer starken Rohrzuckerlosung beginnt schon nach etwa
einer Viertelstunde regelméafsige Kohlensidureentwicklung in der
klaren Flissigkeit, die bei niederer Temperatur Wochen lang
anhilt. Neben Kohlendioxyd entsteht Athylalkohol, und zwar
beide Produkte in anndhernd gleicher Menge, wie es auch fiir
die Garung durch lebende Hefezellen charakteristisch ist. Rohr-
zucker-, Trauben-, Frucht- und Malzzucker kdnnen so in Girung
versetzt werden, nicht aber Milchzucker und Mannit, obwohl doch
diese Substanzen, chemisch betrachtet, den ersteren recht nahe
stehen. Bekanntlich ist auch die lebende untergirige Bierhefe
nicht imstande, Milchzucker oder Mannit zu vergiren. Wenn
es noch des Beweises bedurft hitte, dafs die Giarung des Prefs-
saftes auf dieselbe Weise zustande kommt, wie die der lebenden
Zellen, so wird er dadurch erbracht.

Auch ist leicht festzustellen, dafs nicht etwa im Prefssaft
vorhandene einzelne Hefezellen oder Spaltpilze die Géarwirkung
desselben bedingen. Dazu setzt die Girung schon viel zu rasch
und gewaltig ein; dann bleibt der Zusatz von antiseptischen
Mitteln wie Chloroform, Toluol, hohen Zucker- und Glycerin-
mengen ohne Einflufs, obwohl dadurch die Lebensfunktionen
von Organismen vdllig hintangehalten werden. Endlich kann
man den Prefssaft durch Porzellanbiskuitkerzen keimfrei filtrieren
ohne seine Wirksamkeit vollstindig zu vernichten.
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Welche Folgerungen sind aus diesen Tatsachen fiir die
Theorie der G#rung zu ziehen? Zunichst die eine, dafs es zur
Einleitung des Girungsvorganges keines so komplizierten Ap-
parates bedarf, wie ihn die Hefezelle vorstellt: es gibt eine »zellen-
Sreie Garung.

Gewebselemente und einzelne Organe der Pflanzen und Tiere
konnen nach Lostrennung vom Gesamtorganismus unter giin-
stigen Umstédnden noch léngere Zeit lebend erhalten werden.
Es stellte sich demnach die weitere Frage ein: sind als wirk-
sames Agens im Prefssaft vielleicht lebende Protoplasmastiickchen
und -splitter zu betrachten? Eine Reihe von Versuchen gibt
dariiber Auskunft, von denen hier nur einige angefiihrt seien.

Zunichst besitat die durch Alkohol und Ather im Prefssaft
erzeugte, amorphe Fillung nach dem Wiederauflosen in 5 proz.
Glycerin Girkraft, ja die namliche wie der urspriingliche Saft
Lebende Plasmasplitter miilsten durch Alkohol und besonders
durch Ather schwer geschidigt werden. Die Isolierung des Agens
gelingt also auf demselben Wege wie man die bekannten
Enzyme z. B. Invertase, Diastase etc. ausfillt. Ferner kann
man den Prefssaft im Vakuum eintrocknen und hernach wieder
zur Losung bringen ohne an Gérkraft einzubiilsen. Der getrock-
nete Prelssaft kann viele Monate aufbewahrt werden ohne im
Geringsten an Wirksamkeit zu verlieren. Lebende Plasmasplitter
wiirden bei vollstdindigem Trocknen und langem Lagern doch
hochst wahrscheinlich geschidigt werden. Endlich ist das gir-
kriftige Agens auch in vorsichtig getdteten Hefezellen noch vor-
handen, kann aus diesen durch Wasser oder verdiinntes Glycerin
ausgezogen und in Losung gebracht werden. Dabei bleibt es
gleichgiiltig, ob die Hefe durch Trocknen und Erhitzen oder
nach R. Albert!) durch Behandlung mit Alkohol und Ather
oder mit Aceton?) getstet wurde; die Hauptfunktion des Proto-
plasma, die Assimilation, ist erloschen; dasselbe mufs deshalb als
tot bezeichnet werden; »lebend« d. h. richtiger schemisch unver-
#ndert« konnten hdchstens gewisse Teile desselben geblieben sein.

Y) Ber. d. d. chem. Ges 33, S. 3775 (1901).
M) R. Albert, E. Buchner und R. Rapp, ebenda 35, S. 2376 (1902).
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Diese Tatsachen, zu welchen noch andere hinzutreten, deren
Aufzéhlung hier zu weit filhren wiirde, machen also die Gegenwart
von girungserregenden, noch lebendigen Protoplasmasplittern un-
wahrscheinlich, lassen dagegen die Annahme eines den Enzymen
nahestehenden Agens wohl begriindet erscheinen, das in colloidal
geloster Form, &hnlich in Wasser geldsten komplizierten Eiweils-
kérpern, im Prelssaft vorhanden ist. Diese Substanz, vermutlich
ein besonderes Umwandlungsprodukt der Eiweilskérper des Proto-
plasma, die den Namen Zymase erhalten soll, befindet sich im
Prelssaft noch genau in demselben Zustand wie in den lebenden
Hefezellen; sie stellt aber einen betimmten chemischen Stoff
vor, keinen lebenden Organismus; sie entbehrt des Stoftwechsels,
des Wachstums und der organisierten Struktur. Physiologische
Vorginge kommen bei der alkoholischen Girung nur mehr in-
soferne in Frage, als es die lebenden Hefezellen sind, welche
die Zymase bereiten. Der Gi#rungsakt selbst, die Einwirkung
der Zymase auf den Zucker mufs als rein chemischer Vorgang
bezeichnet werden. Die Wandlung in den Anschauungen fillt
um so deutlicher in die Augen als gerade die Hefegirung seit
Pasteur als Hauptbeweis fiir die vitalistische Theorie des
Lebens galt.

Beziiglich des Mechanismus des Gérungsvorganges ist aller-
dings der in der Zymaseentdeckung begriindete Fortschritt
zuniichst kein grofser. Denn iiber die Art, wie das Enzym ent-
stebt, iiber die Mittel, durch die es etwa den Zucker spaltet,
mit Hilfe welcher Zwischenreaktionen u. s. w. fehlt uns fast
jede Vorstellung.

Diejenigen Probleme aber, welche die Zeitgenossen Liebig’s
und Pasteur’s bewegten, sind gelost; es ist Platz geschaffen zur
Inangriffuahme neuer Ritsel und an solchen ist kein Mangel.
Fragen wir, wer nun schliefslich Recht behalten hat, Liebig
oder Pasteur, so wird die Antwort lauten miissen: beide;
Pasteur insoferne als zur Zymasebildung nur Organismen be-
fahigt sind, Liebig, da in letzter Linie bei der alkoholischen
Garung nicht die lebenden Hefezellen, sondern ein abtrennbares
Enzym zur Wirkung kommt. Wollen wir aber etwa die Ver-
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dienste der jetzigen Generation beziiglich Aufklirung des
Garungsphéinomens vergleichen mit denen unserer Vorfahren, so
wird man, um gerecht zu sein, sich der Worte des Dichters er-
innern miissen, dafs der Zwerg auf den Schultern des Riesen
weiter sieht als der Riese selbst. Wenn die Erklirung der Natur-
erscheinungen nach der bekannten Definition in einer maglichst
umfassenden Beschreibung besteht, so darf man die Entdeckung
der Zymase als einen wesentlichen Schritt zur Erklirung der
Garungsvorgiinge betrachten. Wir befinden uns allerdings in der
Lage eines Entdeckungsreisenden, der eine steile Anhohe, das
lang erstrebte Ziel seiner Vorginger, eben erklommen hat. Nun
fallt der Blick auf neues unbekanntes Liand; aber schon wieder
erscheinen Hohenziige, die der freien Aussicht eine Grenze setzen.



11. Abschnitt.

Das Agens im Hefesaft.

Durch die Darstellung von girkriftigem Prefssaft unter Zer-
triimmerung der Hefezellen war bewiesen, dafs der komplizierte
Mechanismus der Zellen fiir die G#érwirkung unnétig ist. Es
lagen nun zwei Moglichkeiten vor, das Agens im Hefesaft konnten
entweder lebende Plasmastiickchen oder ein Enzym sein. Die
Entscheidung ist zu Gunsten der letzteren Annahme ausgefallen.
Bevor die Griinde dafiir ausfiihrlich dargelegt werden sollen,
scheint es notig, zunichst auf die Beschaffenheit der Enzyme
iberhaupt einzugehen.

Natur der Enzyme.

Enzyme sind bisher nur aus Pflanzen oder Tieren erhalten
worden; eine kiinstliche Darstellung ist niemals gelungen; man
hat sie deshalb vielfach mit dem lebenden Protoplasma identifi-
ziert und ihre Wirkung diesem selbst zugeschrieben. Eine solche
Auffassung ist zu verwerfen; sie verwechselt Teile mit dem
Ganzen.

Der Begriff slebendes Plasmac ist ein wenig bestimmter;
man versteht damit der Hauptsache nach ein Gemenge verschie-
dener Eiweilskorper, welche als Triger der Lebensfunktionen
gelten, dann von Kohlenhydraten, Fettstoffen und Wasser. Da-
runter kdnnen sich auch Enzyme befinden. Es ist nicht sicher, ob
alle Vertreter dieser Korperklasse den Eiweifsstoffen zuzurechnen
sind, denn manche scheinen einen sehr niederen Stickstoffgehalt
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zu besitzen oder sogar frei von jenem Elemente zu sein. Sie
werden aber jedenfalls aus den Eiweilskdrpern des Protoplasma
entstehen. Schon 1882 hat Adolf Mayer die Enzyme als
Organismenreste 1) oder als Protoplasmasplitter bezeichnet. Sobald
es gelingt, aus dem lebenden Plasma eine Substanz abzusondern,
welche nach Verlust jeder Organisation, durch Alkoholfillung in
trockenen Zustand ibergefiihrt und wieder gelost, bei Gegenwart
von antiseptischen Mitteln imstande bleibt, eine Teilfunktion des
urspriinglichen Organismus zu vollziehen, ist es bewiesen, dafs
anderes als das Gesamtprotoplasma vorliegt. Da man ein Zahn-
rad nicht als ein Uhrwerk, einen Wasserkessel nicht als eine
Dampfmaschine bezeichnen wird, kann es auch nicht statthaft
sein, die Enzyme mit dem Gesamtprotoplasma zusammenzuwerfen.

Die Enzyme erscheinen somit als abgesonderte Teile des
lebendigen Protoplasmas oder als erste Umwandlungsprodukte
von solchen. Sie stehen auf der Grenze zwischen lebloser und
lebender Materie. Obwohl sie nach der Isolierung noch genau
in demselben chemischen Zustand verharren, wie in der lebenden
Zelle, sind sie aber nicht als »lebend« zu bezeichnen. Als Kenn-
zeichen des Lebens wird man Assimilation und Vermehrung und
wahrscheinlich auch die organisierte Struktur aufzufassen haben.
Diese charakteristischen Merkmale fehlen den Enzymen, und man
miifste das Leben anders definieren wie bisher, wollte man solche
Stoffe »lebend+ nennen.

Die Enzyme sind in Wasser loslich und gehen in dieser
Losung meistens durch engporige Filter von Biskuitporzellan
hindurch. Bakterien werden dadurch zuriickgehalten; es sind
keine Organismen bekannt, welche so engmaschige Filter zu
passieren vermdochten. Die Annahme eines colloidal geldsten
lebenden Wesens ist kaum zuldssig.

Wollte man die grolse Veridnderlichkeit bezw. die chemische
Aktivitit der Enzyme als Zeichen ihres Lebens betrachten, so
wiirden ebensogut Aldehyde, Diazoverbindungen, ja selbst an-
organische Stoffe, Ferrosalze, Kaliumpermanganat und colloidales

) Die Lehre von den chemischen Fermenten, Heidelberg 1882, S. 120.
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Platin, als lebend aufzufassen sein. Wie jene reprisentiren héchst
wahrscheinlich auch die Enzyme chemische Individuen.

Diese Ausfilhrungen kdnnten iiberflissig erscheinen. In den
letzten Wochen ist aber erst wieder eine Abhandlung verdffent-
licht worden?), welche allen Ernstes die Meinung ausspricht, dafs
Enzyme etwas Lebendes seien?), eine Betrachtungsweise, welche
geradezu geeignet ist, die Entwicklung der biologischen Wissen-
schaft aufzuhalten. Denn ein Erkennen der komplizierten Lebens-
erscheinungen wird nur dadurch mdoglich, dals immer mehr ein-
fache Prozesse davon abgesondert und fiir sich erforscht werden.
Ist dieses Ziel in einem Falle erreicht, so heifst es jeden Fort-
schritt in Frage stellen, wenn unter Abinderung der Definition von
»Leben« nun doch wieder nur von lebenden Teilchen gesprochen
wird. Vielleicht erscheint es statthaft, daran zu erinnern, dals
die Aufkldrung der Verbrennungsvorginge erst erfolgte, nachdem
es Lavoisier gelungen war, die Oxydationsvorginge zu trennen
von Lichtbildung und Wirmeentwicklung. Beim Erhitzen von
Quecksilber an der Luft entsteht ohne Auftreten von Licht und
ohne bemerkbare Selbsterwirmung Quecksilberoxyd. Das war
der Schliissel zur Erkenntnis der komplizierten Verbrennungs-
erscheinungen.

Auf einem so wenig geklirten Wissensgebiet, wie die Enzym-
forschung, ist es nicht wunderlich, in gréfstem Gegensatz zur
Auffassung der Enzyme als lebende Wesen auch eine Hypothese
von de Jager und spiter von Arthus vertreten zu sehen,
welche denselben iiberhaupt die stoffliche Existenz abspricht und
ihre Wirkungen durch eigentiimliche physikalische Krifte er-
kliren will, die den betreffenden Materien anhaften. Diese Vor-
stellung konnte auftauchen, weil es bisher nicht gelungen ist,
die Enzyme in reinem Zustand abzuscheiden, sondern immer nur
verunreinigt mit einer Menge anderer Stoffe. Sie trigt aber ent-

1) Hugo Fischer, Privatdocent der Botanik in Bonn, Centralbl. fiir
Bakteriologie II. Abt. 9, S. 853 (1902).

3) Um Verwirrung zu verhiiten, sollten auch Ausdriicke wie »tétenc
oder »vergiften< eines Enzyms, die leider noch sehr gebrduchlich sind,
vermieden werden. Leblose, chemische Stoffe kann man nur zerstéren oder
verdndern.



28 II. Das Agens im Hefesaft.

schieden einen abenteuerlichen Zug an sich und lilst unerklért,
warum die einzelnen Umsetzungen mit wenigen Ausnahmen nur
durch ganz bestimmte Enzyme bewirkt werden. Auch spricht
die Abscheidungsart der Enzyme im Tier- und Pflanzenkorper
gegen eine solche Auffassung. Solange es nicht méglich ist,
die verbreitetsten Eiweilskdrper rein darzustellen, wird man bei
der Labilitat der meisten Enzyme auch begreiflich finden, dals
eine Isolierung derselben noch fehlt, und trotzdem an der ein-
fachen Vorstellung festhalten diirfen, dafs es sich um bestimmte
chemische Individuen handelt.

Beuiiglich der Konstitution der Enzyme ist nur sicher, dafs
sie sehr komplizierten Bau und asymmetrische Konfiguration
besitzen. Letzteres wurde von Emil Fischer zundchst fir
einige hydrolytische, Zucker spaltende Enzyme und fiir Emulsin
durch das verschiedene Verhalten gegeniiber optischen Antipoden,
was nur bei selbst optisch aktiven Verbindungen denkbar er-
scheint, nachgewiesen. Da aber die Enzyme komplizierte Pro-
dukte der Organismen vorstellen, ist fiir alle Asymmetrie wahr-
scheinlich.

Die Wirkungsweise der Enzyme, dadurch charakterisiert,
dafls sich diese Stoffe an der Reaktion scheinbar nicht beteiligen
und quantitativ unverhéltnismifsig grofse Umsetzungen zustande
bringen, mufs, wie schon Berzelius erkannte, der Wirkung
mancher Kontaktsubstanzen oder Katalysatoren der anorganischen
Chemie an die Seite gestellt werden. Diese beschleunigen wie
die Enzyme nach Ostwald langsam verlaufende chemische Vor-
ginge durch jbre Gegenwart!). Unter den Katalysatoren zeigen
insbesondere die colloidalen Lésungen mancher Metalle auffallend
analoge Wirkungen mit Enzymen. Schon Schdnbein?) hat die
Zerlegung des Hydroperoxyds (Wasserstoffsuperoxyd) durch fein
verteiltes Platin das »Urbild aller Gdrungen< genannt. Grolste
Ahnlichkeit zwischen colloidaler Platinfliissigkeit und Enzym-
losungen, die beide als mikroheterogene Suspensionen #ufserst

1) Uber Katalyse, Vortfag auf der 73. Naturforscher-Versammlung zu
Hamburg, 1902, S. 12.
) Journal f. prakt. Chemie (1) 89, S. 324.
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feiner Teilchen unter der Grofse der Lichtwellen zu betrachten
sind, konnte neuestens G. Bredig?!), zum Teil unterstiitzt von
Miller von Berneck, Ikeda und Reinders, gegeniiber
dem schidlichen Einflufs des Zusatzes von Elektrolyten, welcher
den colloidalen Zustand beeintrichtigt, und bei der Koagulation
konstatieren. Es scheint, dals die ungeheure Oberflichenentwick-
lung sowohl des colloidalen Platins wie der Enzymsuspensionen,
und ihre Féhigkeit, gewisse Stoffe chemisch durch Komplex-
bildung oder durch Adsorption, vielleicht auch infolge ihrer
Halbdurchlassigkeit fiir dieselben, zu binden, die katalytische
Beschleunigung mancher Reaktionen veranlafst?). Dafs die
Oberflichenspannung auch bei manchen leicht zu tiberblickenden,
rein chemischen Reaktionen zur Auslésung derselben eine grofse
Rolle spielt, ist bekannt; ein neueres Beispiel dafiir bietet der
Einflufs von unglasierten Porzellanstiickchen auf die Bildung
von Polymethylen aus Diazomethan unter Stickstoffabspaltung?).

Far die Platinkatalyse des Hydroperoxyds nimmt Haber
und ebenso Bredig?) die intermedidre Bildung einer Platin-
sauerstoffverbindung an, welche dann weiteres Hydroperoxyd
zerlegt, unter Sauerstoffentwicklung und Regenerierung von
Platin. Auch das verschiedene Verhalten mancher Enzyme
gegen spiegelbild-isomere Zucker ist wohl nur erklarlich, wenn
voriibergehend Verbindungen zwischen dem asymmetrischen En-
zym und dem optisch aktiven Kohlenhydrat, also Zwischen-
produkte, auftreten. Die Annahmen von solchen hat die neueste
Auffassung der Enzymwirkungen gemein mit viel &lteren Vor-
stellungen dariiber von Bunsen und von Hiifner®), welche
zum Vergleiche das Verhalten des Stickoxyds bei der Schwefel-
siurefabrikation und seinen intermedisren Ubergang in Dioxyd

1y Zeitschr. f. physikal. Chemie 31, S. 268, 352; Physikal. Zeitschrift 2, 7
und Bredig, anorgan. Fermente, Leipzig 1901, 8. 84.

?) G. Bredig, Anorganische Fermente 1901, S. 18.

3) E. Bamberger, Berichte d. d. chem. Ges. 33, S. 956 (1900); vgl.
auch Skraup, Monatsh. f. Chemie 1891, S. 107, Berichte d. d. chem. Ges.
32, 1889 Anm. 2 (1899).

9 A a 0.8 94.

%) Journal f. prakt. Chemie (2) 10, 148, 385 (1874).
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bezw. Nitrosylschwefelsiure heranzogen. Es steht zu hoffen, dafs
der ritselhafte Schleier, der auch heute noch iiber den Enzym-
wirkungen lagert, auf physikalischem und auf rein chemischem
Wege weiter geliiftet wird.

Das Agens im Hefesaft ist kein lebendes Protoplasma.

Das wirksame Prinzip des Prefssaftes erweist sich, wie die
Enzyme, unempfindlich gegen Zusatz gewisser Mittel, welche die
Lebenstitigkeit von Organismen ausschlielsen!). Besonders lehr-
reich erscheint das Verhalten gegeniiber Toluol, welches in 1proz.
Losung die Wirkung lebender Hefezellen auf Zucker véllig
unterbindet, dagegen die Girkraft des Hefesaftes kaum schidigt.
Charakteristischerweise wird ferner die Géarwirkung des Saftes
durch Zusatz von 409%, Rohrzucker im ganzen nicht verringert
und nur wenig verlangsamt gegeniiber 20 proz. Zuckerldsung.
Lebende Hefe ist jedenfalls in einer 40proz. Rohrzuckerldsung
tiberhaupt nicht mehr imstande, deutliche Girung zu veran-
lassen. Sollten im Prefssaft lebende Protoplasmastiickchen die
Ursache der Girkraft repriisentieren, so bleibt unverstindlich,
dafs dieselben, obwohl sie des Schutzes der Zellwand und des
Plasmaschlauches entbehren, weniger empfindlich sind als die
Zellen selbst.

Das Agens im Prefssaft wird durch Zusatz von Alkohol
und Ather als trockenes, amorphes Pulver niedergeschlagen, ohne
an Wirkung einzubiifsen?); man kann dieses Verfahren sogar
wiederholen. Da lebende Hefezellen durch dieselbe Behandlung
sofort getdtet werden, ist nicht einzusehen, wie nacktes Proto.
plasma dabei lebend bleiben sollte.

Das Girungsagens ist weniger empfindlich gegen trockene
Hitze und gegen Behandlung mit Alkolhol oder Aceton und
Ather als die Hefezellen. Aus den, durch eines dieser Ver-
fahren, getdteten Organismen kann das wirksame Prinzip, nach
dem Zerreiben, durch Wasser oder Glycerin ausgezogen werden

1) Ausfiihrliche Versuche s. im IV. Abschnitt.
%) 8. den VI. Abschnitt.
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und erweist sich als aktiv gegen Zucker. Aus toten Zellen kanh
doch kein lebendes Plasma in Losung gehen??)

Wiren im Hefesaft Protoplasmakliimpchen vorhanden, kénnten
dieselben wahrscheinlich abzentrifugiert werden, da es gelingt,
Hefezellen und Bakterien auf diese Weise abzuscheiden. Zur
Priifung?) wurde der Saft in langen Rohren der Wirkung einer
Zentrifuge von 1500 Umdrehungen in der Minute 1—1%/, Stunden
lang unterworfen und hernach die oberste und die unterste
Schicht durch Zucker- und Toluolzusatz gepriift; dabei war kein
Unterschied in der Gérkraft zu konstatieren.

Der Hefeprefssaft stellt eine im durchfallenden Lichte kaum
sichtbar getriibte Fliissigkeit vor; vollkommen klar erscheint die
stark girkriftige Losung, welche aus getdteter und hernach zer-
riebener Dauerhefe durch Wasser oder verdiinntes Glycerin aus-
gezogen werden kann. Der Hefeprefssaft kann durch Cham-
berland-Biskuit-Porzellanfilter filtriert werden¥), ohne von seiner
Wirkung, wenn derselbe Saft schon vorher durch ein gréberes
Kieselgurfilter gegangen war, mehr als ein Viertel einzubiifsen.
Wollte man lebende Plasmastiickchen als Agens im Prefssaft
betrachten, so miifsten dieselben in geléster Form vorhanden
sein. Die Annahme einer lebenden IFliissigkeit, die mit Wasser
mischbar wiire, wiirde etwas vollkommen Neues*) bedeuten und
diirfte kaum mit den ibrigen physiologischen Vorstellungen ver-
einbar sein. Alles deutet darauf hin, dafls Leben nur bei organi-
sierter Struktur, also bei festem Zustand der mafsgebenden Be-
standteile vorhanden ist. Man wird im Gegenteil geneigt sein,
den festen Zustand als Charakteristikum der Organismen auf-
zufassen, hinter dem vielleicht jene Eigenschaften schlummern,
welche uns das Leben augenblicklich noch schwer verstindlich
erscheinen lassen. Nach van 't Hoff® sind wir tber das

1) Vergl. den VII. Abschnitt.

?) 8. im III. Abschnitt.

3) 8. die ausfiihrlichen Versuche dartiber im III. Abschnitt.

4) Vergleiche dariiber J. Reynolds Green, »Nature« 1900, 106.

%) Uber die zunehmende Bedeutung der anorganischen Chemie, Vortrag

auf der Diisseldorfer Naturforscherversammlung 1898, Zeitschr. f. physikal.
Chemie 18, Heft 1.
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Wesen der Materie unterrichtet im gasférmigen und im fliissigen
Aggregatzustand. Vielleicht ermoglicht gerade jene eigentiimliche
Kombination von Festem und Flissigem, wie er in der organi-
sierten Struktur vorliegt, ausschliefslich die Lebensvorginge.
Eine Substanz, die nicht wichst und sich nicht vermehrt und
aufserdem auch keine organisierte Struktur aufweist, wird man
getrost als tot bezeichnen diirfen?).

Einen Unterschied zwischen Gérung und Enzymwirkung
hat man auch darin erblicken wollen, dafs bei letzterer Molekiil
fir Molekiil glatt gespalten wird, wahrend bei dem Zerfall des
Zuckers durch Hefe nicht nur Alkohol und Kohlensiure ent-
stehen, sondern auch noch geringe Mengen von Nebenprodukten,
hauptsichlich Glycerin (ca. 3%;) und Bernsteinsdure (0,6%,). Nach
Niageli?) wird diese Verschiedenheit begreiflich, wenn die Girung
nicht durch eine Kontaktsubstanz, sondern durch das lebende
Plasma bewirkt wird. »Die organisierte Substanz mit ihren
mannigfaltigen Molekularbewegungen und Molekularkriftenc soll
eine kompliziertere Zersetzung hervorbringen. Die Untersuchung,
ob bei der zellenfreien Girung auch jene Nebenprodukte er-
scheinen, wird experimentell durch die geringe Menge jener
Stoffe und die grofse Masse von beigemengten Substanzen, aus
welchen sie schliefslich ausgezogen werden miissen, aufserordent-
lich erschwert. Es konnte aber doch nachgewiesen werden,
dals die Glycerinbildung mit der alkoholischen Girung, d. h.
dem Zerfall des Zuckers in Alkohol und Kohlensiure durch
Einwirkung des Agens im Prefssaft sehr wahrscheinlich nichts
zu tun hat, also bei der Girung durch lebende Hefe auf Rech-
nung der gegenwirtigen Organismen zu setzen ist und mit den
Assimilationsvorgéngen zusammenhdngt. Beziiglich der Bildung
von Bernsteinsiure haben die bisherigen Versuche noch kein
endgiiltiges Resultat ergeben; voraussichtlich wird es sich damit
genau ebenso verhalten.

1) Adolf Mayer, Agrikulturchemie, 5. Aufl. 1902, III, 182 schreibt:
»In den Hefezellen ist eine noch als organisiert zu betrachtende Substanz
enthalten, welche die G#rung als solche einzuleiten vermag..... « Mir
scheinen die obigen Tatsachen auszuschliefsen, dafs das Agens »organisiert« sei.
%) Theorie der Girung, Miinchen 1879, 16.
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Auch einige physiologische Griinde sprechen noch dagegen,
das Agens im Prefssaft direkt als lebendes Protoplasma zu be-
trachten. Niagelil) hat gezeigt, dafs die Hefezellen infolge all-
mihlich gesteigerter nachteiliger Einfliisse zuerst die Garwirkung
und dann bei weiterer Schiadigung erst Wachstums- und Lebens-
fahigkeit einbiifsen. Eine Verdnderung des Gesamtprotoplasma
der Zellen schon in dem Augenblick, wo die Girwirkung
aufhort, ist daher kaum anzunehmen; es werden sich nur Teile
verindert haben?. Umgekehrt gelingt es auch, die Girkraft der
Hefe durch Ziichten in starker Zuckerldsung bei Mangel an
Stickstoffnahrung und Luftzutritt zu heben?). Eine Verianderung
des gesamten Protoplasma wird man dabei kaum annehmen
wollen; die Vorstellung ist viel einfacher, dals nunmehr ein be-
stimmter Stoff in reichlicherer Weise produciert wird ).

Aus all' den angefiihrten Griinden scheint mir mit Sicherheit
hervorzugehen, dafs im Prefssaft kein lebendes Agens vorhanden
ist. Wollte man trotzdem an der Vorstellung von lebenden
Plasmastiickchen als Triger der Gérkraft festhalten, so miilste
das Leben anders definiert werden als bisher; man miifste an-
nehmen, dals es unter Bedingungen erhalten bleiben kann, die
man frither nicht fiir moglich hielt, und beschliefsen, dafs Stoffe,
die bisher fiir tot galten, nun plétzlich als lebend betrachtet werden
sollen. Damit fithrt die Frage immer mehr auf einen Wortstreit
hinaus und spitzt sich darauf zu, was man lebend nennen will. Dals
auch von mafsgebender pflanzenphysiologischer Seite diese An-
schauung geteilt wird, ergibt sich aus Aufserungen W. Pfeffer's
nach einer Demonstration der zellenfreien Gérung in der botanischen
Sektion der Miinchner Naturforscher-Versammlung 1899:5)

) Die niederen Pilze, Miinchen 1877, 27.

?) Auf Grund dieser Tatsachen hat Oscar Loew bereits 1886 als Sitz
der Girtitigkeit in der Hefezelle eine besondere Plasmaabteilung, den Zymo-
plasten, bezeichnet [Journ. f. prakt. Chemie 33, 351 (1886); Centralbl. f.
Bakteriologie 9, 659 (1891)).

3) Hayduck, Wochenschrift f. Brauerei, 1884, No. 16, 26, 46.

4) Siehe auch die Mitteilungen »>iiber Zymasebildung in der Hefe« im
VIII. Abschnitt.

% Verbandlungen d. Ges. d. Naturforscher u. Arzte 1899, II, 1, 210.

Buchner, Uber die Zymasegirung. 3
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» Wir miissen fiir den sicheren Nachweis dankbar sein, dafs
die Zerspaltung des Zuckers in der Alkoholgirung durch einen
enzymartig wirkenden Korper bewirkt wird. Auf die Moglich-
keit und Wahrscheinlichkeit eines solchen Verhiltnisses habe
ich schon in der II. Auflage meiner Physiologie (Bd. I, S. 559)
hingewiesen. Es ist aber von hochster Bedeutung, dafs Herr
Buchner den empirischen Beweis erbracht hat, dals es sich
um ein Enzym handelt, das auch getrennt von der lebendigen
Zelle zu wirken vermag, dals also ein analoges Verhiltnis be-
steht, wie in Bezug auf den Erreger der Harnstoffgirung, aus
dem Miquel das wirksame Enzym isolierte. Wie in anderen
Fillen ist somit gekennzeichnet, dafs der Organismus einen Stoff
produciert, um mit dessen Hilfe eine bestimmte Umsetzung, eine
bestimmte physiologische Funktion zu vollbringen. Jedenfalls
handelt es sich dabei (wie bei allen spezifischen Enzymen) um
distinkte chemische Korper (oder Gemische), die noch nach
volliger Vernichtung des Lebens und der Organisation wirksam
sind. Eg ist also physiologisch nicht nétig, anzunehmen, dafls
in dem Prefssaft organisierte Protoplasmafetzen vorhanden und
wirksam sind.«¢

Das Girungsagens im Hefeprefssaft hat den Namen Zymase
erhalten, gebildet aus {i{uy Sauerteig ({iwow ich setze in Giirung)
und den Endsilben sase¢, die Duclaux?), ferner O'Sullivan
und Tompson? fir die Korperklasse der Enzyme zur Er-
innerung an die Entdeckung des ersten hierhergehtrigen Stoffes,
der Diastase, durch Payen und Persoz in Vorschlag gebracht
haben. Der Name Zymase ist schon #lterer Herkunft; er wurde
urspriinglich von Béchamp einer Art von Invertase zuerteilt
und spiter dann allgemein fiir Enzyme angewandt, ist jetzt
aber seit vielen Jahren nicht mehr in Gebrauch. Der Name
»Alkoholase«, in Frankreich mehrfach iiblich, wurde, abgesehen
von seinem fiir deutsche Ohren wenig schonen Klang, verworfen,
weil Athylalkohol auch mittels Spaltpilzen aus Glycerin erhalten

1) Vgl. Bourquelot, les Ferments solubles Paris 1896, 8. 4; Effront,

les Enzymes, Paris 1899, S. 60.
%) Journal of the chem. Soc. 57, S. 835 (1890).
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werden kann, wobei vielleicht ein von der Zymase verschiedenes
Enzym in Titigkeit tritt; ferner ist es neuestens gebriuchlich,
die Enzyme nach den Stoffen zu nennen, auf welche sie ein-
wirken, nicht nach den Produkten, welche durch sie entstehen. Der
allgemeinere Name Zymase schien gerechtfertigt; denn wie die
alkoholische Girung des Zuckers seit langem als Typus aller
Girungserscheinungen gilt, hat man hier anscheinend den ersten
Reprisentanten einer gréfseren Gruppe von Enzymen gefalst.

Bemerkt sei noch, dafs ich mit dem Namen Zymase niemals
den Hefeprefssaft als solchen, sondern immer nur das spezielle
Giérungsagens im Hefesaft bezeichnet habe, im Gegensatz zu
anderen Autoren, die sich darin einer weniger genauen Aus-
drucksweise bedienen?).

Vergleich der Zymase mit den ilbrigen Enzymen.

Mufs nach dem eben Ausgefiihrten die Enzymtheorie, fir
welche Moritz Traube so mutig eingetreten ist, im wesent-
lichen als richtig betrachtet werden, so bleibt doch fraglich, ob
die Zymase den schon linger bekannten Enzymen direkt zuge-
zahlt werden darf. Wenngleich sie im Verhalten gegen anti-
septische Mittel den iibrigen Enzymen gleicht und wie diese
durch Alkohol und Ather aus der wifsrigen Losung nieder-
geschlagen und in trockenes Pulver verwandelt werden kann,
so scheint sie doch wegen ihrer grofsen Verénderlichkeit — der
Prefssaft verliert schon bei mehrtigigem Aufbewahren seine
Wirkung — und weil sie nicht diffundiert, eine besondere Stel-
lung einzunehmen. Es soll nun hier zunéchst eine Ubersicht
iber die Eigenschaften der Zymase gegeben und passende andere
Enzyme zum Vergleiche herangezogen werden.

Der girwirksame Saft aus Unterhefe lilst beim Erwirmen
schon zwischen 40 und 50° reichlich geronnene Eiweifskorper
zu Boden fallen und das Filtrat von diesen besitzt keine Gr-
kraft mehr. Vielleicht wird das wirksame Agens durch jene

) A. Macfadyen, G. H. Morris und S. Rowland, Berichte der
d. chem. Ges. 33, S. 2764, 2772; A. Macfadyen, Centralblatt f. Bakteriol.
I Abt. 30,368 (1901); Adolf Mayer, Agrikulturchemie 5. Aufl. 1902, III, 8. 177;

8. Rosenberg, Deutsche Arzte-Zeitung, Berlin 1902, Nr. 17.
3.



