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Biechemical　Studies　on　Fermentation　i

By　Shozo　Tanaka

s （Received　Apr三1正4，王939）

　　　　　工n　order　to　release　en（きrgy　nccessary　for　the　growth　a凱d　mεしinte－

nance　of　life・，　two　processes　of　sugar　breal〈一down　are　carried　out　by

microorganisms；　oiie　is　fcmnentation　and　the　other　is　respiration．　L．

PasteurD　was　the　first　to　discover　the　interdependance　between　these

processes．　Fung’i，　especially　Aspergillus　ac　nd　Ag／［ucor，　propag’ate　only

by　a　resplratory　process　in　the　air，　though　1n　the　absence　of　oxygen

they　ferment　sug’ars　into　ethyl　alcohol　and　carbon　dioxide　with　the

format量on　o£　spoエes．　　From　these　observa亡iolls　Pasteur　came　to　the

conclusion　that　ferment2atlon　is　tlae　process　of　intramolecular　decompo－

sMon　of　the　sugar　molecules　caused　by　the　lack　of　oxygen．　After－

xvard，　research2）　on　the　effects　6f　oxygen　upon　the　growing　and　£er－

menting’　activitles　of　yecftst　ivas　made　by　the　sanie　investigator　to　dis－

cover　not　only　the　growth　and　the　fermenting　power　promoted　in　the

a｛r，　but　also　the　cells，　especially　young　ones，　scarcely　proliferating一　to

any　extent　ln　an　anaerobic　coRdition．　’
　　　　　Since　PasteuYs　discovery，　the　interrelation　between　the　process

oE　fermentation　and　respiration　has　been　one　of　the　naost　attractive

puzzles　ln　the　fieid　of　biochemistry，　．and　numerous　investiga．tions　have

beei？　carried　out　on　various　phases　of　the　subject，　st｝ch　as　the　effects

of　oxygen　upon　met．abolic　power　of　yeast，　the　distinction　between　the

substrates　subjected　to　tltese　two　proces’ses　and　the　rclat｛on　between

the　systems　of　respiratory　ai3d　fermenting　enzymes．　．　la’”or　seventy　years

heated　disczissions　have　been　carried　on　between　those3）　who　recog一

．nised’　the　stirnulating　effect　of　oxygen　on　the　fer‘mentlng　power　and

those‘）　who　denied　it．　At　the　end　of　the　i　gth　century，　PRtlger”）　and

NVortmann6）　both　expressecl　the　opihion　that　ethyl　acohol　might　be

the　sole　substrate　subjected’to　respiration　tmder　the　assttmption　that

fermentation　is　the　antececlent　process　of　respiration．　This　opinion

was　cyiticized　by　E．　Ccrodlewski，7）　」．　R－ein！〈e，S）　J．　Grtlss，”）　H．　IEuler

aiid　P．　LindneriO）’@and　A・’1．　IEffront．ii）　But　since　the　discoveryi2）　of

acetaldehyde一，　ethyl　alcohol一　and　trioses－oxidizing　and一　assimilating

powers　of　yeast，　PflUger’s　opinion　has　again　predominated．　F．　Brown

’
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and　A．　IBallsi：i）　and　H．　ILtmdini’‘）　strongiy　aSserted　that　the　yeast　ce11s，

uriltang　energy　released　by　the　oxidation　o£　a　part　o£　the　ethyl　alcohol

produced　by　fermentation，　assimilate　another　part　of　the　alcohol　as

their　own　constituents，　such　・as　cai：bohydrates　cind　proteins．　O．　FUrth

and　F．　ILiebeni5）　differed　from　them　to　the　extent　of　attribnting　the

s縫bsむra亡es　of　resp圭raむion　and　assimilation亡。　pyruvic　acid，む1ユe　an亡eceden亡

s“bstance　of　ethyl　alcohol　formLition．

　　　　O，　］｝“leyerhofi6）　founcl　in　’his　investig’ations　that　the　fermenting　power

of　all　the　species　o£　yeast　is　always　suppresseci　1n　the・presence　of

oxygen　；　that　the　ratio　between　the　falls　in　this　activity　and　the　r’espi－

ratory　power　shoxvs　ttsualiy　i．o－3．o；　and　that　if　ethyl　a．　lcohbl　has

conipletely　burnt　up　into　water　．ftnd　carbon－dioxide　・in　the・ajr，　the

resplration　quotient　ought　te　shoxv　o．66，　but　that　in　fact　it　shows　only

about　o．3s．　Therefore　he　canie　to　hold　the　opinion　that　when　one

molecule　o£　hexose　is　fermenteci　by　yeast　and　two　molecules　of　ethyl

alcohol　thus　produced　is　respired，　six　molecules　of　alcohol　are　resyn－

thesized　into　hexose　wlth　energy　set　free　by　respiyation，　thus，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　If“erinentation

　　　　　　　　　　　　2Csl＋l1206一一一＞4C21｛lr，OI－1十‘；．CO2　“
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，．一一一一一一一一一一一一・一一一一・一””L一一一一一一・一一・X

3C露｝迂50H
　　　1

Assimilation　1　’i－302
　　　　　　　　　　　　　J

　　　　　　　C，　｝Ll，，，　O，　十　3　1－1，0

十 C2．　1－lr，OH

and・he　concluded　that’the　yeast　cell　respires

naenting　products　only　cincl　the　fermGntin．o．’　power　ls　not　affected　dlrectly

by　the　presence　of　oxyg’en．　’
　　　．On　the　basis　of　Meyerhof’s　i．dea，　K．　．，　Bernhaueri7）　offered　tho　follow－

ing　presumptlora　on　chemismus　of　the　metabolic　chang’es　of　the　sugar

molecules　in　the　yeast　cells　：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lkespiration’　’

　　　　　　　　十302　Ilix？espiration

　　　　．」
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chemistry，　since　the　discovery　df　yeast

　　　　　　　　　　　　　　　eiizyines　concernec｛　with　respiration　and　fer．metitation

have　appearecl　one　a£ter　another　；　一IDehydrogenase，i9）　yellow　ierment，2e）

’
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cytochromeei）　and　so　on．　Nowadays　the　processes　of　resplration　and

fermentation　are　assun3ed　to　be　carried　dut　successively　by　the　catalysis

of　the　chain　of　the　preceding　enzymes，　and　the　respiratory　system　may

differ　from　the　fermenting　one　only　in　the　linl〈age　o£　cytochrome－

oxidase．2’2）　ILIoxvever，　tliough　a　mal〈ed　difference：’3）　is　observed　ln　the

absorption　spectruLm　shown　by　cytochrome　between　disti，11ery　yeasts

wla2ch　res　pire　’very　fa｛ntly　and　bakery　or　xvild　yeasts　whi，ch　by　nature

respire　stroBg’ly，　repetition　of　the　aeratbd　culture　of　the　former　mal〈es

lt　gradually　indistinct．2”）’　lt　shows　that　the　respiratory　ehzyme一一system

of　yeast　may　be　composed　ef　inconstant　components　and　may　vary

under　different　cultural　conditions．

　　　　　：From　the　biological　view－polnt　the伽。撫a℃ioll　of　respiratory　and

fermenting’　powers　of　yeast　was　examined　in　regard　to　ageL’5）　and

species，26）　and　some　species　such　as　brewery　top－yeast　show　scarcely

aiiy　chang’e　in　their　fermenting　power　with　vayying　amounts　of　oxygen

present，　but　others　such　as　wild．　yeast　or　bal〈ery　yeast　result　in　a　1oss

of　fermentlng　power　1n　the　air，　althou．crh　under　anaerobic　conditions

alcohol　is　produced　by　theip　to　inuch　the　same　deg’ree　as　by　brewery

．yeast．　Moreover，　wMa　extension　of　the　culure　time　a　．crradual　i　ncrease

in　respiratory　poxtTer　and　cbnversely’a　decrease　in　fermentingl　activity

of　g．　ie　brewery　yeast　were　observed　by　Meyerho’f“一6）　；　but　these　changes

were　defiied　by　1〈．　Trantwein　and　J．　XVasserrnam；．9’）　．　The　gx．　planation

of　these　contradictions　x・vas　made　clear　by　the　prudent　inveStigations

o£　F．　XVindisch2S）　on　the　metaboiic　claange　of　yecast　cells．　lnle’found

that　though　fermenting　power　o£　the　brewery　top－yeast　is　promoted

slowly　by　the　repetition　bf　an　anaerobic　culture，　the　budding　power・

decreases　convers61y　untll　at　the　e2ghth　gene’ration　of　culture　there・is

no　sign　of　prollferation　；　and　also　that　．　as　ha（1　prev1ously　been　obsorved

by　F．　1－layduck：’”）　the　cells　cultured　tmder　anaerobic　conditions　are

always　much　larger　than　those　grown　aerobically；　and　that　they　ex－

ceed　the　latter　in　both　fermentlng　and　resplratory　power；　aRd　espe－

cially　that　the　matured　yeasts　almost　lose　prollferating　power　and　re－

spire　most　actively　in　the　air．

’　So　it　seems　probable　that　’the　contradictions’　between　various

results　of　investigato：’s　may　be，　ascribed　to　ignoraisce　of　differences　in

the　kinds　of　yeast　employed　and　in　the　cultural　conditions．

　　　　Tlitis　led　the　wsiteer　to　an　interest　in　studying　the　distinctlon

betKveen　the　respiratory　and　ferihenting“　systems　o£　the　yeast　cells．

　　　　In　the　present　experknents，　quantitative　investigations　oR　the
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amoru｝ts　Qf　the　metabolic　products　formed　and　of　the　εゐsorption　of

inorg’anic　nutrients30）　were　performed　during　the　fuJl　course　of　the

yeast　culture．　Thtis　the　correlation　of　inorganic　substances　with　yeft，　st

metabolism　was　stuclied，　and　also　the　relation　between　fermenting

and　respiratory　pro．　cesses　is　here　dlsctissed　frorn　the　biochemical　view－

POillt．

　　　　S－c　ccharomyces　fort｝aosensis　］NTakazawa，　the　distlllery　yea｝st　employed

for　alcoliol　proCluction　±’rom　ccane　inolasses　in　1；’ormosa，　was．inocvilated

into　30　c．c．　of．the　1’〈oji－extract　and　after　cultivation　foy　4S　hours　at

r）o“C．，　the　fermented　liquicl　was　withdrawn　and　the　settled　yeic　st　was

introdstced　into　soo　c．c．　o’E　1”］lennebel’g’s　ntitrient　liquid　which　consisted

of　the　following　components．　ancl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sucrose

　　　　　　　　　　　　　　　　　NH，H’．．PO，

　　　　　　　　　　　　　　　　　KI－1，PO，

　　　　　　　　　　　　　　　　　Mgso，

　　　　　　　　　　　　　　　　　欝a2CO3

　　　　　　　　　　　　　　　　　H，O

showed　pl－1　6：4．

　　　　The　culture　of　the　yea＄t　was　carrled　on　at　30”C　and　every　24　houv＄

the　number　of　the　yeast　cells　grow．n　and　the　ainounts　o£　residiial
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　萎

sugar，　alcohol　and　lactic　acld　produced，　the　carbon　dioxlde　released　Llnd

the　inorganic　nutrients　such　as　ammonia，　phospliate，　i：nagnesium，　po－

tassium　and　sodium　were　estimated．

　75　gr．

　　　1ク

　　　五ク

‘　o・5己．ク

　　　o．5ク

500　c．c．

　　　　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1）　The　growth　of　the　yeast

　　　　The　results　obtained　oi3　the　growth　of　the　yeast　celis　in　the　me一・

di“na　aTe　shown　in　1？ig’．　i．　Ilr｛”or　tl｝e　first　i　s　ho．urs　there　was　no　apparent

increase　in　the　n“mber　of　the　cells，　but　thei3　sudden　vigorotts　niultipli－

cation　follows　and　the　cells　1〈ep＃　budding’　at　an　uniform　irate　for　・about

so　successive　hours．　Subseq“etitly　the　rate　of　multiplication　gradually

descended　tzntil　budding　ceased・　at　the　i　20th　hour．　・

　　　　In　general　the　oi　roliferation　of　bacteria，　yeasts　and　molds　has　become

known　with　a　sigmoid　character　of　the　growth　curve　as　illustrated

below　and　the　characteristic　intervals　matii£ested　on　the　growth　curves

have　been　distinguished　as　follows：i）；

　　　　a）　T．ag　phase　：　initial　period　of　slow　growth，　b）　Logarithmic　growth

phase：　durin．cr　this　phase　the　rate　of　the　growth　remains　constant，

c）　Phasd　of　negative　growth　．acceleration；　during　thls　interval　the
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Big．　i．

x　Io9
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3

1

’　　　　　　　　0　　　み十　　4『　　ク2　　〃　　伽　　脚　　fbア　ノ42　2t♪　　2φP　　ゐノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　The　yeast　g．　roivth．．　（¢ell　nun）ber　per　i　c．c．）

i：nicoroorganisms　continue　to　｛ncrease　iR　numbers　though　less　rapidly

than　durin．cr　the　foregoing　p｝iase．

　　　　．From　the　biometrical　standpoint，　A．　Slator，3’2）　T．．　Carison，33）　1－1．　．　v．

IEuley　ancl　B．　Palm”i）　ancl　others　have　clerived　empirically　the　equatioR

o£　the　yeast　groxvth　as　that　of　the　followlng’　monomoiecular　reaction　；

　　　　　　　　　　　dx
　　　　　　　　　　　　　　　＝K（A－x），　　　　．．．．．．．，．．．．．。．．．．．．．，．．．．．．，．＿（工）

　　　　　　　　　　　誘

in　which　K7　i’s　the　growth　constant，　A　is　the　maximum　number　of　cells

ancl　x　is．　the　number　o£　cells　present　after　time　f．

　　　　As　may　be　seen　in　Tabl　e　1，　the　growth　constants　calculatecl　from

the　writer’s　results　accordln．g　to　eqttatioR　（1）　show・　indefinite　values，

esPecially　during　the．　inters・，　als　of　lag’　phase　aRd　the　phase　of　negative

growtli　acceleration．

　　　　A　marl〈ed　fall　iri　the　v・alke　of　the　g’row－th　constant　during　the

phase　of　negative　g“row・th　acceleration　hacl　been　observecl　by　previous

invest2gators　and　xvas　a　ttribiited　to　the　hindrance　cazised　by　the　ac－

curnulation　of　metabolic　products　such　as　alcohol，　btit　tbe　irregulaylty

at　the　lag　phase　hacl　not　yet　been　discussed．
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Table・　1

time　（hr）

　o

　I

　3

　5

　7

　9・5

25・S

32

48

S5

7t

98

Z20

　　　　　　スク
〈1二〇s　ceま】s　in　IOO　C．C．〉

　　　　832

1

　　　XP40

　　　XIOO

　　　正254

　　　r798

　　　3140

　　　8374

　　；0040

　　29734

　　33320

　　34998

　　37S40

　　4Zo’oo

　　　　　一
（calculated　by　（X））

o．109

0．038

0．026

0P27

0．033

0．032

0．030

0。05五

〇．047

0p38

0．029

0．025

　　　　　rc，

〈calculated　by　（［1））

O．042

0．04r

O．042

0．043

0．040

0．036

0．040

0．038

0．054

0．043

0．02S

o．OI9

　　　　T．　Robertson　and　his　collaborators35）　recognized　that　not　only

microorgaBisms　but　also　various　plaltts　and　aninials　＄how　an　’analogo“s

tendency　to　the　phenomena．　of　the　monomolecular　ic　t｝tocatakinesi＄S6）

in　regcard　to　their’　g’rowth　and　that　the　．actual　rate　of　multiplication　of

microorganistns　is　jointly　proportional’　to　two　fac　ctors：　the　nzimber’of

the　cells’ 垂窒?ｓｅｎｔ　and　tke　available　amount　of　the　nutrient．　As　the

hc　tter　nnc　y　bb　expressed　by　the　difference　between　the　maximum　Bum－

ber　of　the　cells　（A）　and　the　numbers　present　after　tlme　t　（x），　the

equation　may　be　written　as　follows　；

　　　　　　　　　　　廊
　　　　　　　　　　　　　　　＝　K’x（A－x），　．．．．．．．．．．．．．．，．．．．“．．．．．．．“．，．（II）　・

　　　　The　results　of　the　calct｝lation　of　the　growth　constant　Jft　from　the

writer’s　datq　according　to　equation　（1’1）　were　shown　in　Table　1，　ancl

yet　disagreement　at　the　1．nitial　and　final　phic　ses　o£　the　growth　is　recog－

nized．

　　　　．ln　equation　（II），　only　two　variable　factors　determiRing　the　rates

of　the．growth　were　assumed．　But　as　a　inatter　of　fact　there　are　numer－

ous　other　variable　fcactors，　sonie　of　which　！nay．be　inore　significant．

　　　　Iirom　the　writer’si　results，　it　m，ny　by　presunaecl　that　this　non－c．on－

forinity　between　the　theoretical　atid　the　experimental　values　may　be

referred　to　the　’clifferences　of　chemicac　l　changes　brought　about　in　the

yeast．cells　at　different　stages　of　growth：

　　　　From　another　view－point，　microscopical　observations　were　made
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on　tha　niorphological　changes　of　the　cells　d“t’ing　the　whole　coinrse　of

the　growth．　Dtu’ing　the　interval　of　the　logarithmic　growth　phase　when

multipiication　of　the　celis　tod！〈　place　most　a（ctively，　the　mother　cells

and　their　．daughrers　1〈ept　btTdding　inclivldually，　bnt　in　conRection　with

each　other　and　at　the　end　of　this　phase　sudden　separation　of　the　bind－

ing　of　the　cells　and　at　the　same　titne　a　noticeabie　decrease　in　their

budding　power　were　observed　ancl　finally　the　a，　ppearance　of　the　sausage一一

sliaped　cells　and　of　the　giaBt　vacuole　in　most　of　them　were　noticecl

at　the　i　20th　hour．

　　　　’1“hese　facts　lead　to　the　assumption　o£　variation　in　the　physio－

logical　functions　of　yeasts　with　their　ages　and　the　course　of　the　yeast

life－cycle　was　dlfferentiated　into　the　following　four　stag’es　：T　（i）　the

工atent　period　of　the　yea」st，　the　interval　from　the　inoculat三〇n　o妥the

yeasts　to　the　first　flexion　point　of　the　growth　curve，　when　cells　multi－

ply　at　E　very　slow　rate　but　the　growth　constants　calculated　by　the

equations　show　always　larger　than　the　average　values，　（：　）　the　growing

period　of　the　yeast，　the　interval　identical　witli　the　logtarith　mic　growth

plaase，　during　which　cells　continue　to　bud　in　connection　with　eacli

other，　（3）　the　mckture　perlod　o£　the　yeast，　the　interval　from　the　seconcl

flexion　point　of　the　growth　curve　to　the　encl　of　the　budding　when

tuutual　binding　of　the　cells　is　dissolved　and　the　absorption　of　inoyganic

nutrients　decreases　as　shown　beloxv，　iintil　（4）　the　period　of　senility

when　the　appearance　of　giant　vacuoles　IR　cells　begins．

（2）　The　metabolic　products　of　the　yeast

　　　　Coryesponding　to　the　discrepancy　in　the　growth　cbnstants　and　the

iporphological　changes　during　the　culture　o£　the　yee　st，　the　accumztla－

tion　of　catabolic　and　anabolic　products　such　as　alcohol，　lactic　acid，

carbon　dioxide　releasecl　by　respitration，　total　sugar　consumed，　and　as－

similated　carbohydrates，　was　investigated　ic　nd　the　results　obtained　are

shown　in　Figs．　2　to　6．

　　　　In　the　total　ainount　of　st｝g’ar　consumed，　a　siidden　increase　was　seeR

ac　t　the　first　ffexion　point　of　the　growth　curve，　nevertheless　no　sign

of　rate　change　was　notlcecl　at　the　second　flexion　point，　ln　other

w－ords，　in　the　growing　periocl　of　the　yeast，　sugar　was　decomposed　by

t．he　reaction　int，imately　relatecl　to　the　proli£eration　of　cells，　but　in　the

mature　age　of　the　yeast　othey　reactions　iiaight　gain　vigour．　According－

iy，　the　amozmts　of　sugar　consumed　by　fermeRtat’ion，　resPi．ration　and

asshriiilcation　respectiv－ely　were　examined．
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Fig．’　2．
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　　　　Though　the　ra，　te　of　respiration　is　somewhat　analogous　to　that　of

the　growth，　the　cliange　in　tlae　amotmt　of　sugar　assimiiated　is　quite

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　3i

，n3

？boeo

S2bOo

gooo

4eoD

ク ）4 48　　　ク2　　　ヲfi　　　伽　　　’存　　　μア　　f92　　2ゲ6　　24㍉ク

　　Stigar／’　respired　（mg，．　per　ioO　c．c）

わr



Biocltemical　Studies　on　Fermentation　1 i3　7・

1：igt　4・

mg

d・2

o，g

e4

　　　　　　　　　〃　　　2手　　4s　匁　　9～　．吻　　幽　ゴ〃　ノ伽　2’5　240　　　噛r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sugar　assimilated　（nng，　per　ioo　c．c．）

different　and　the　amount　of　su．crar　fermented　varies　with　close　resem－

blance　to　tlaat　of　total．sug’ar　consumed，　showing　that　the　major　pac　rts

of　sugar　are　clecomposed　by　fermentk，　tion．

　　　　1．t　may　be　E　ssumed　that　respiration　and　assimilatlon　correlate　wi．th

the　yeast　growth，　but　that　fermentation　is　in　faint　relation　to　it．

Fig．　5・
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　　　　In　spite　of　the　inclusion　of　lactlc　acid　in　a玉lllost　εも110f　the　fer－

mentation　Products，　the　formation　of　iactic　一．　cici　．in　the　process　of

alcoholic　fermentation　heLs　been，　hitherto，　ascribed　to　the　acciClenta／

dismutati．on37）　betwgen　pyruvic　acid　and　glyceroi　phosphOric　acid　ester，

a，ncl　the　former　．acid　oug‘ht　normally　by　the　action　of　carboxYlftL　se　to

clecompose　into　acetaldehyde　and　carbon　dioxide．

　　　　As　rncay　be　．seen　in　1］i．o’s．　s　ancl　6，　however，　the　rate　of　the　for－

mation　o’f　lactic　acid　closely　resembles　’that　of　ethyl　alcohol　aricl　at

several　different　periocls　．the　ratio　between　the　ic　ctiial　amount　’of　lactic

acid　and　of　alcohol　eStimftc　ted　is　always　about　o．o　i　2－N－o．o　i　s，　as　shown

in　Table　II．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蜀g．　6．

　　　　　　　　吻

fρク
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40

k

0 ・21f 千ガ　　ク2　　ブ〆　　　’茅ρ　　桝　　ノ5♂　　ノゲユ　　2t6　　ム手ρ

Lnctic　acid　prodticed　〈mg．　per　roo　c．c．）

　　　　　　　　　　Table　II

mg　per　lOO・C、C．0．田．le　nし1trie星lt　liqti玉d，

m　ht
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　　　　Though　the　amouts　of　lactic　acicl　are’no　more　than　one　percent

of　those　of　ethyl　alcohol，　its　formation　may　be　a’seribed　to　permanent

chemical　changes　connectedi　w－ith
・tiOll．

the　process　of　alcoholic　fermenta一

（3）　The　absorptiolt　of　inorganic　nutrients

　　　　The　rate　of　the　absorption　of　inorgani．c　nutrlents　during　the　yeast

growth　ls　shown　in　liigs．　7，　8，　g　and　i　o．　The　absorptlon　curves　of

ammonia，　phosphate　and　inagnesium　indicatea　no　siogn　o£　fiexion　in

the　growing　phase　o£　the　yeac　st，　biit　still　sudden　cea’se　of　the　absorp－

tion　eccurred　at　the　maturity　of　the　cells．

F至9．　7．

帽

5f

t2．

s

4

p 2亭　　4x　　グ2．　ヲ4　　12P

　　　　　Nitrbg．en　absoybecl

f‘in　fsr　f42　2｛1　24e

（mg．　pev　loo　c．q．〉

ゐ〆

　　　　Olt　the　contrary，　the　rate　of　the　absorption　of　potassium，　showing

a　matked　change　at　the　end　of　the　latent　periocl，　cont｛nued　un£il　the

cells　becahie　decrepit　and　consequently　the　type　of　tlie　curv　e　is　similar

to　those　of　ethyl　alcohol　antl　lactic　acid　formation．

　　　　r［rhese　results　lead　to　the　presumption　that　fimctloBs　of　ammonia，

phosphate　ancl　magnesium　nicay　be　indispensable　for　t13e　yeast　growth

and　also　fot　the　processes　of　respiration　and　assimilation，　wlaile　po－

tassium　may　be　important　to　the　cells　for　fermentat．ion．
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　　　　At　’any　period，　sodittm

all　by　the　yeast　cells．

Slzo，xo　Ttznaka

was　found　to　be　absorbed　scarcely　if　at

Fig，　8．
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（4）　The　changes　of　metabolic　power　ofthe　yeast

　　　　　　　　cells　during　the　culture　of　yeast

　　　　In　orC！er　to’　get　a　ciear　interpretation　of　the　changes　of　meta－

bolic　powexs　of　each　yeast　cell　at　its　different　ages，　the　amount　per

miligram　of　the　changes　brought　about　by　u’nit　number　of　the　cells

－io，ooo，ooo，ooo　cells一・per　hour　w　as　calculated　from　the　above　resrilts

and　these　restilts　are　shown　i　n　Figs．　n，　i　2　and　i　3．

　　　　The　cur・ves　for　the　changes　in　resPiratory　and　assimilatitig　powers

and　also　the　nutrient　absoption　such　as　ammonia，　phosphate　and　mag‘一一

neslum　in　unit　time　run　parallel　with　that　of　the　proliferating　rate，

showing　the　maximum　point　at　tlie　beginnin．cr　of　tke　growing’　period　；

whiie，　on　the　contirary，　a　iMatrked　difference　is　observect　．　in　the　rate　of

fermentinS．　power　which　reaches　ks　maximtun　at　the　mature　age　of　yeE　st，

ln　coincidence　with　the　absorption　of　potassium．　Tltese　results　inclicate

Fig．　r2．
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Fig．　i3・
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ever一一changing　metabolic　aiteration　of　the　yecftst　cells　carried　on　during

the．　yeast　growth．

　　　　The　writer　comes　to　tl｝e　conclusion　that　at　the　gstowing　period　the

yeast　cells，　absorbing　ammonia，　phosphate　and　magnesium　ine　y　grow

actively　with　the　aid　of　energy　set　free　by　the　respiratory　process　and，

when　they　reach　to　the　mature　ag’e，　gracl“ally　lose　the　activity　of

these　rnetabolic　changes　and　coninaence　vigoroms　fermentation　with’　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
absorption　of　potassliu”．

　　　　The　comparlsoii　between　the　meltabolic　power　of　the　cells’　at　grow－

ing’　and　inature　ages　are　shown　in　Table　III．　The　opposite　relation

between　respiratory　and　fermeRting　powers　aiid　the　markedl　difference

betwee．n　inorganic　constituents　accumulated　in　the　cells　are　observed．

Consequently　the　relation　between　these　metabolic　changes　can　hardly

be　disctissed　without　considering　the　quantitative　differences　in　in－

organic　constituents．
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Taゐle　，1工［

byietabolic　powers　（mg　per　ioiO　cells　per　hr，）

1’roliferating　posver

Sugar　break－down

Fermentation

Respiration

．Lmssiinilation

〈　rowing　yeast

38

485

266

66

144

Mature　yeast

　II

sI9

450

37

　8

．4S．bsorbing　powers　of　inorganic　ntttvients

．iXIIIII］Otlia

1’hosphate

Magnesium
　　ゆ

Potassium

1，82

5－04

0．46

1．71

1．OO

o．36

0．薫I

x．8g

蔚

rnorgauic　constituents　accunialated　（ing　per　loiO　cel］s）

Ammonia
1）hosphate

Ni　lagnesium

Potassium

Growing　yeast

22．5

62．1

5．6

2王ρ

）Iature　Yeast

21．9

22．9

3．2

34・2

　　　　　　　　　　　（5）　The　difference　of　the　substrates　subjected

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　to　sugar　break－down

　　　　．lt　has　been　commonly　accepted3S）　though　on　inadequate　evidence，

that　carbohydtates，　such　as　disaccharides　and　Polysaccharides，　may　be

£ermented　by　yeast　on！y　when　tlaey　are　hydrolysed　into　zymohex．　oses

by　action　of　hydratases．　According　to　the　investigations　describecl

above，　’ 凾?ａｓｔ　might　be　asst｝med　to　resp2re　and　assimihc　te　on！y　etliyl

alcohoi　or　its　antecedent　substances　px“oduced　in　the　fermenting　pro－

cess，　and　i£　so　non一£ermentable　sugars　ought　to　be　hardly　respired

or　assimilated　directly．　Against　these　assumptioB　mnnerous　demon－

strations30）　on　the　assirriilatioR　of　non－fermentable　sugar　have　beek　re－

ported．

　　　　The　results　of　these　investigations　may　suggest　the　probable　differ－

ence　between　the　s“bstrates　of　respiratory　and　fermenting　processes．

　　　　From　this　point　of’view，　the　strvLcture　of　sugars　contained　in　the

nutrient　liquid　was　examiBed　by　estimating　tlle　nc　te　of　the　formation

of　reducing　powers，　and　the　changes　in　pl－1’　va｛ue　of　the　nUtrient　liquid
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Svas’　detemiined　at　different　periods　’of

obtained　are　g2ven　iR　Tahle　IV．

the　cultUre，　a，　ncl　tl）e　resuits

Tab正e　IV

Cし11t毛lre　　til｝1e　　（1｝r） 0 6 15 24 48 72

Percentage　of　reduciぬg　sし1gars

@　against毛he　total　residual　sugars

o耳value・f　the　liqμid

　Q

U．4

　0

U・4．

5・3

U．2

5斗・≦

Uρ

93・2

T・o．

正00

S・2

　　　　As　may．be　seen　in　the　table，　redqcing　sugars，　which　aτe　never
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ
Iecognized．llll．til　the　beg｛mling　of　the．gro、ving　period，　graduny　increase

thereafter　and　at　the　nl　tatzi　1’ity　the　tota圭resid慧al　sugars　were　inv6rted

into　red隷。沁g　sugars．　Since　hydrolysis　of　cane　sugaτ呈n　the　n厩r三ent

liquid，　saturated　w圭th　carbon　dioxide　Qr　acidified　to　pl｛5．4～5．6　with

the・dditi・n　gf　lacti…id，．・c・・cely・cc・・Y・ed・v・n・fter　l｛eepi・g．　them

at　30℃．　for　a　Iong　time，　the　formation　of　redhcing・power　in　the　case

of　the　inoculation　o£the　yeast　cells　ought　to　be　ascr量bed　to　action　of

yeast　iavertase　which　shows　the　optimuM　pH．　a七4．5．｛o）

　　　　Accordingly，　du恥g　the　interval．from　the　be9｛11nillg　of　cultivatiQn

Fig・　叫・
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tb　the　earlier　’sta．cre’of　the　growing　p’eriod，　sugaiS　mlght　be　decomposed’

by　yeast　・in　the　form　of　the　sucrose　niolecule，

　　　　The　rate　of　sugar　dfstτibuted　amQag　respira亡ioll，　femlentation，　and

assi，mlldtion，　changes　froin　time　to　tiiRe，　as　showp　in　IFig．　q，　and　till．

the　．xapid　lnultlpligation　gf　cells．begins，　the　major　part　of　the　sugar　is

consutned．．by．　i．neans　of　respiratory　anct　ass1mi1ating　processes．　．　Con一・

sequently　the　sub．strates．・Qajectecl　to　these　chemical　chanttes　may　be

suppgsed　tq／　be　the　sucrose　molecule，　but　at　the　ripening．age　when

fe．rn．xe．p．t　ation　toQk　place　ve．　ry・　vigol／ously，　the　total　residual　sugars　hclcl

ql　re群dy　inv（ミ筑eα．in㌻o．redhc海g　sugarsr．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．t

　　　　In　Qther　w6rds，　tliere　m．ay　be　a．differeiice　between　the　substrates

Q／E　sugar　bre’　a！〈一Ciown　in　the　growii3g　and　in　the　mature　state　of　the

yea＄t．．

Conc亙飴量◎n

　　　　Biochegiical　sttidies　．on　tlie．　variation　of　physiolog“ical．　kmc（iofis　of

Saccharomyces　formosqnsis　inocu！aged　into　Henneberg’s・nutrient　liquid

containing　i　s”／o’　of　＄．ucrose，．．xvere　precisely　performed　and　at　two

flexion’points　in　the　growth　cur．ve　mqrl〈ed．change　in　the　metabolic

pxocesses　was　observe．d．　At　the　beginning　of　the　growing　perlod，

yeasts　respire　and　assinkilate　cane　sugar　actively　with　the　absorption

of　ammoniic，　phosphftc　te　and　magnesium，　while　in　their　i．nattire　state

they　absorb　potassium　and　ferment　the　inverted　sugars　very　vigorously．

　　　　XVere　it　assunied　that　metabolic　chang’es　taking　place　dttring　the

£iill　cour－se　of　yeast’　cultur’e　might，　appear　as　the　result　o£　the　chemical

reactions　in　the　reactioii－system　composecl　o£　various　constiuents　which

the　cells　contain，　this，system　would　mtitate　“successlvely　wlth　the　par一

£icipat1on　of　the　absorbed　nutrients　and　of　the　metabolic　proclucts，　Lis

well　as　with　．the　effects　o£　inconstancy　in　tl’｝e　conipositon　of　the　nu－

triekt’　liquld，　and　clifferent・　reactions　represented　as　respixatory　and

£ermenting　processes　etc．，　would　be　brought　abont　oBe　by　one．

　　　　As　to　inerS．anic　constituents　which　activate　the　respiratory　en－

zymes　and　the　substrates　of　sug’ac　r　breal〈一down　clix　ectly　or　indirectly

by　dissociatiikg’　the　watl　r　molecules　which　shosv　11itimate　relation　with

the　oxidative　and　hyciraei．ng’，reactions　in　the　yea＄t　cells，　there　are　marl〈ecl

difference｛　betwe’en　young　and　niatured　yeasts，　ac　nd　also　between　the

sti’ucture　bf　the　sugar　niolecules　in　the　nutrient　liqttid　at　each　time．

1一”ron？　these　results　’the　conclusion　may　be　drawn　that　the　rea（ction－

systern　in　which　the　respiratory　process　is　bro’　zighr　about　actively，　may



t

Biochemical　Studies　02t　Fermentation　1 147

differ　complete：，y　from．　thckt　represented　by　tP．e　’ferm，eptlng’　process．

　　　　壁
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Experimental　part

　　　　　　　　　　　　　　　i．　’　IE’repc3．，rfTftion　o£　the’　nutFieht．　liqtii．d．

　　　　7s　gr，，　of　cane　sug’ar　was　dissolved　in　400　c．c．’　of　eistillecl　water

and　sterilized　by　steani　for　’half　an　hour．　To　the　sterilized　solution

iop　c．c．　of　inorganic　nt｝trient　liquid　containing．five　times　the　amoup．t

of　the　salts　to　the　above　indicated　composition　wq．s　adcled．　・After　fi1－

terin．g　off　the　precipitate　of　ammonium　magnesiuni　phosph．ate，　the　fi1一一

trate　was　employed　as　th．e　nutrient　liquid：

　　　　　　　　　　　　　　　2．　．N・｛eac　surement　of　the　yeast　growth．

　　　　r，leasureinents　of　jncrease　in　the　nttmbers　of．　yeac　st　cells　in　the

culture　mecliui？i　were　carried　out　by　means　o£　the　laaemacytometer’，

under　direct　microscopic　observation．　The　resultS　are　given　in　Table

liitita．The　rgte　9／　f　thg　prolif．eration　per　hout　was　c：　lculated　froip・　these

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　V

The瓶umbers　o£　cells（×log）per　loo　c・c・of　the蝋rieBt　liquid．

No．

Tiiiie

　　I

　　II

　工II

　工V

average
　　　ts

No．

Time

　　I

　　II

　JII

　工V

average

o

IOOO

885

664

779

832

48

2g184

29380

30：　84

30088

29ア34

1

II：　3

rlo4

8s8

975

1040

S5

3i800

・33g！8

327：　2

3斗840

33320

3

1266

1正79

96s

990

1Ioo

71

36396

34444

33600

35552

34gg8

s

エ8S4

z66g

Ios8

r435

12S4

89

372斗0

38326

37804

36754

375斗。

7

2438

1900

1200

r6S4

1798

rto

39492

4to38

40673

4：　797

41OOo

9・S

38s6

3232

26s8

281斗

3王斗o

r44

39920

40872

斗oo22

3874斗

2S－S．

8468

8300

8280

8448

837牛

正68．

40030

41442

39978

396s6

23

9520

100r4

10S20

10066

10040

192

40000

斗0994

43213

斗23斗8

The　preliferating　rate

ctilture　tinie

number　of　¢ells
　　　〈×Xos）

　Ac　〈growtli）

　△cノムτ×loo

o

830

24

8370

84

29730

72

35000

96

37540

X20

41000

エ68

41000

216

41000

7S4

37・9

2正36

エ。。6

勧
ノ
8

52

ｿ

2S4

0．3

3斗6 o o
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　　　　　　　　　　　　　3．　’rvleasurement　of　the　atnotmt　of　sugar

　　　　　　　　　　　．　’　breal〈一down．

　　　　In　the　sterilizect　box　20．c．c．　of　the　nutrient　liquid　was　dr．awii　out

by　pipette　and　after　beiiig　heated　with　20／o　hydrochloric　acid　on　a

Water－bath　for　2　ho“rs，　the　total　sugar　content　was　estlmated　by　deter－

mlning　the　reclitclng　power　of　［E？ehling”s　solution　ancl　ccalculated　as　t／－

gktcose．　The　decrease　iB　the　reducing　power　of　the　sol“tion　after

every　24　hotirs　was　d．6sig’nated　as　the　sug’ar　consumed　during　that

interval，　and　also　the　rate　of　sug．ar　breal〈一down　per　hour　per　unit　ceils

（正oto）was　calcu　Iated，　as　shown　in　Tabi6　V工．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　VI

　　　　　　　　　　　　　　mg．　of　sugat‘　break－down　per　ioo　c．c．　of　tlie　liquid

INTQ・

’1－ilne

　　エ

　　1王

　1工I

　IV
avertrlscre

Arng　（break－down）

Amg／AT　per　loiO
　　　　cells

o

Q
O
O
O
O

24

400

S40

360

640

500

84

2400

2820

2320

3340

2830

72

4280

S400

4SOo

S900

5200

g6

6i60

7goo

6soo

7880

7×90

120

8000

10380

8300

9780

9040

正68

IXOOO

I斗7ro

王IQOO

I2320

ii660

2x6

rs300

15500

’T2780

14兀30

正34so

　500

484・5

2330

519．2

2370

304．8

1990

225・3

18so

i88，0

2620

133」

1790

91．o

　　　　　　　　　　　　　4．　axyleast｝rement　oi　the　amoimt　of　ethyl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a望coho董　prod慧ced．

　　　　20c．c．　of　the　nutrient　iiqiiicl　．ifter　being　neutrallzed　with　clilute

all〈aline　so］ution　and　mE　de　up　to　40　c．c．，　was　distilled　g’ently．　．　O£

：sc．c．　of　the　distil！ate，　the　ethyl　alcoliol　content　wt｝s　estimated　by

determining　tlie　specific　gravity　o£　thg　solution．　The　results　o£　the

calculation　of　the　amopait　of　etkyl’　alcohol　producecl　aiid　the　rate　of

alcoholic　fei“mentatlon　per　130i｝r　per　unit　cell　are　shown　in　Table　VII．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．Table　VII．

　　　　　　　　　　　　m．rr．　of　ethyl　a｝cohol　produced　per　ioo　c．c．　of　the　liquid

　　　　　　Time

mo．
0 24 尋8 92 96 120 168 2五6

1 0 60 590 18QO 2530 3260 斗680 61QO．

II 0 60 800 24兀9 33QQ 43王。 610Q 7080

111 0 王40 920 エ860 29QO 3750 5050 5820

三V 0 不40 1520 2620 3600 45エ。 593Q 6260



average’ @of　III
　　　＆　IV

Biochemical　Stttdies　on　Fermentatzbn　1

o r40 122Q 2240 3250 41．30 S490

i49

Amq．．r　（［Forniation）

Amg／AT　per．1oie
　　　　　cells

6040

　140

13S・7

Io80

230．6

．工020

131．6

王OごO

王工己6．9

880

8g・4

1・ R60

69・4

550

28．o

　　　　　　s・．　iMeasurement　o£　the　amoiint　of　lactic　acid　producecl．

　　　　Determination　of　lactic　acid　was　carried　out　by　the　method　of

cleterminatlon　’of　lac　ctic　acid　in　bloocl．”i）　For　the　ptirpose　of　avoiding’．．

confuslon　with　otheer　metabolic　prod｛icts，　20　c．c．　of　tlie　1’ 奄早gicl　was

，ricidified　w2th　300／！o　phosphoric　acicl　and　was　extrcftcted　with　ether　£or

io　ho’urs　by　means’of’ rudo　ancl　1〈umftc　gawa’s　extractor．　The　soluL

tioR　separated　thoroughly　froni　ether　ancl　volatile　metabolic　prodacts．by

clistiilation　wac　s　evaporated　to　ck“yness　on　water－bath　witli　20　c．c．　o£

water　ac　nd　o．tt　．ogr．　of　zinc　carbonate　and　again　ex．　tr，acted　with　hot　xvater．

The　．content　of　la，　ctic　acid　iR　the　extra，　ct　was　cletermined　by　oxidizing

it　into　acetalclehycle　with　potcftssiuin　perinangaRate　soltition　ln　Tanal〈c

ancl　］Endo’s‘i’i’）　a，　pparatus．　The　restilts　are　shown　in　Table　N，　III．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　VIII

　　　　　　　　　　　　　　　　　mg．　of　lactic　acid　per　roo　c．c．　of　the　liquid．

　　　　　　Ti111e

mo。
Q． 2斗

48 72 96 工20 正68 2τ6

㍉

£ 0 5．73 2孔45 27・90 46．oo 60．95 78．55 肝Io7．30

1工 0 547 王3。60 25．65 39βo 53・oo 69．60 96．23

1工王 0 5．05 正6．30 294Q 3斗・55 33．68 54・oo 65．75

average 0 s・42 珍．18 27．65 40・工2 49・23 67．38 89．73

Ani．cr　〈］3’ormation）

Amg／AT　per　ioiO
　　　　cells

5・42

S・25

II，76

2．62

IO．47

r．3S

エ247

L4斗

9．II

O．91

18．正5

0．92

12．35

0．63

　　　　　　　　　　　6．　Measurement　o£　the　amount　of　respiration

　　　　The　differences　between　the　totac　l　amounts　of　carbon　dloxide　re一

，leased　ancl　those　corresponding　to　the　ankounts　of　ethyl　alcohol　psco－

ducecl．　were　designatecl　ic　s　the　gas　set　free　by　resplvatory　process　ancl

so　the　sugar　respirecl　was　calculatecl　froin　these　chc　t，a　with　the　assz｝mp－

tion　o£　lts　burning　cohipletely　into　“rater　and　carbon　diox｛cle．　The

results　are　shown　iii　Table　IIX’L．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　IX

　　　　　　　　　　　　　mg．　of　carbon　clioxide　released　per　ioo　c．c．　of　the　liquicl．

一N’刀DE！，・

1

’1’kue
o

o

2斗

So

84

7so

72

2300

69

3正40

1．20

4TOo

168

6600

216

8s70



’

1

，1　5Q

　　　　　　II

　　　　　I．il

　　　　　，TV

　　avertas，．re　of　III

　　　　　＆　IV

・CO2　co．r’i’esponcl一

「、．i」ユg　to　f『1’lne芝ユ亡atiOl，

’COe　correspond－

ln．cr’　to　yespiration

Sugar．　rgspirecl

　　　　　（m9乙）

O
Q
O
．
0
0
・
0
0

　50

230

230

230

正30

100

68．2

β㌧ろ020　Ta／iak犀

　7so

X340

兀670

正5’ro

II70

　340

231．8

2430

2720

3220

2970

2200

　770

52SLo

3780

4200

46so

4430

3130

1300

886．4

　　5230

　　5270

　　S770

噛　5420

　　3860

　　正560

　xo63・7　’

　7550

　7040

　7350

　7190

　S340

　18so

丁2S4・7

き68。

8羊70

　8170

　8170

　57go

　2380．

i6i6．r

暖磯潔割 68．2

66・［

163．6

36・5

293．2

37・7．

36i．4

41．8

正77．3

i8．o

191．0

　9・7

’361．4

　18．4

　　　　　　　7．　A（easurement　・o£　the　am　ount　of　sugar　assiiinilated．

　　　　The　difference　between　the　ac　Mounts　ofi　the　total　sugar　consumed

and　tliose　fermentecl　and　respired　were　clesignated　as　those　．　of　＄“gar

assimi！ated　by　yeast．　Tl｝e　results　o£　calculation　are’shown　in　Table　X．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　X

　　　　　　　　　　　　　　　mg，　of　sugar　per　ioo　c．c．　of　the　nutvient　llquid．

Time

［L’otal　sus．ar　con－

　　　　suined

Sugar　c’onverted

　　into　alcoliol

Sug．　ar　Convellted

　iiito　lactic　acid

　StTgaz’　respired

Sugar　assimilated

Amg　’ qAssiinila－

　　　　tiOil）

Am．cr／AT　per　loiO

　　　　¢ells

o

0
0
0
0
．
0

24

50p

274

　9

68

149

84

2830

2387

　28

232

183

72

S200

斗388

　4S

52S

247

g6

7T90

63Sg

P
．
9

886

120

9040

8080

　93

1064

168

一　ii660．
　1074i

　　　Iゼ7

　　12SS

216

13150

rr8エ7

　17S

I6エ6

　149

’正44・4
今
6

3
7
。

“
2

6
．
＆

　　　　　　　　　　　8．　Afleasuyement　o£　the’amount　of　inorganic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　nutriqnts　absorbed．

　　　　Ammonii，　・；　20　c．c．　o£　tlae　nutrient　liquid　was　inixecl　with　s　gr．　of

piagnegia　a，nd　niade　．u？　to　2．oo　c．c．　Awith　watgr．．　T．he　T｝i．iixg｝ire　was　cllg－

tilled　tb　i　oo　c．c．　and　the　content　of　ammonia　in　the　clistillate　wcas　esti－

mated　by　titration．　The　results　at：e　shown　in　Table　XI．
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　　　　　　　　　　　　　　Table’　XI

．mg．　of．　nitrof．Teii　absorbed・per　ioo　c．c．　of　the　liquia．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

No．

1；in）e

　　1

　　工I

　　IIX

　　IV

average

Amg　〈Absorption＞

AmgfAr　per　zoiO
　　　　　cells

o

0
0
Q
O
O

24

o．84

2．36

1．80

2．SO

r．88

、
Q
U

4

5・70

S．80

7．76

6．36

6．36

72

9・70

iop6

11，．OO

9．Oo

9・90

96

II．50

XI．70

14．46

1【．正‘U

12．20

120

15．20

x3．16

rs．go

I2．90

13。78己

168

1斗．66

m6．26

15．90

1s．46

正5．58

216

IS．90

兀6，76

16．oo

16．oo

正6．16

1．88

1．82

4・48

r．oo

3・52

0．4S

2．30

0．23

1．s8

0．i6

g

正．80

0．09

o．s8

0．03

　　　　IPhosphate；　in　i　o　c．c．・of　the　nutrient　liquid　filtoerecl　off　the・　sus－

pencling’　yeast　celis，　the　content　o£　phosphate　Nvas　cietermindd　b＞r　XVil－

ley’s　niethod‘’3）　Fvith　the　following　results．　．．　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　Table　XII

　　　　　　　　　　　　　　mg．　of　phosphate　absorbedi　per　iop　c．t．　of　the　liqtiid，

　　　　　Time
mo．

0 24 48 72 96 正20．． 168 2王6

工 O 4・7 8。王
王2。0 エ5・o 冗6．o 20・3 20・3

’　　　　H 0 3・9 6．1 7．8 兀04 Io．6 II・9 王L9

1工工． O 6．0 6．3 8．o 8．o 8ρ 8．o 8．o

IV 0 64 6．6 8．2 Io．6 10．6 Io．6 ．lo．6．

average O 5・2 6．8 9．0 XLO IL3 ．烹4・7 14・7．．．

P

Amg　（Absorption）

Airig／AT　per　roiO

　　　　　cells’

5．2

5・o斗

1．6

0．36

2．2

0．28

・2．O

o．23

o．3

0．03

3・ヰ

。．17 0
0　　　　Magnesium　；　td　20　c．c．　of　the　nutrient　liquid　filtered　off　the　suspencl－

ing　cells，　6　NT．　aminonia　wcater’　was　addecl　drop　by　’drop　until　the

pre6ipitatiori　of　mag．nesium　，ammonium　phosphate　ceased．‘”i）　This　pre－

cipitate，　after　being　xvashecl　with　i’．］）kL　ai？imonia　water　several　times，

was　dissolved　in　6　N．・nitric　acid　and　the　phosph，lte　content　was　esti－

mateci　by　the　above　method．　The　，ftmount　of　magnesium　absoerbed

was　deterniinecl　inclirectly　xvlth　the　folloxving　results．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　X・III

　　　　　　　　　　　　　　mg．　of　lnagnesiu茸｝　absorbed　per　正oo　c・c・of　khe　liquid5

No．

’1’inle

1

o

o

，24

o．g9

8斗

O．70

72

r．oS

g6

rp8

120

T．08

i68

T．08

216

1．08・
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　　工工

　ヌH

　｛v・

ave「ぴge

Amg　（Absorption）

Amg／Ar　per　ioiO
　　　　cells

O
O
O
O

o．60

0．45

0．32

0．47

9・63

1．43

正．02

0．g5

r．08

1・43

正・04

1．16

1．08

1．42

1，08

i．r6

1．08

x．43

エ。06

i．x6

r．08

正・43

r，08

王．T6

1．08

r．41

i．08

エ．エ6

o．47

0．46

O．48

0．1正

0，2冗

。．03

　　　　P・t・ssi・・1・・．；il・・rd・・t・・xp・1　th・・mm噸。6・t・i鳳・…c・・f

the　nutrient　llq，　tticl　xvas　evaporatecl　on　a　water－bath　wlth　the　adclition

of　s　c．c．　o£　N／’i　o　potassi“m－free　soClium　hydroxlcle　solution．　’　The　resi・一

due　was　clissolved　in　4　c．c．　of　water　and　tlie　potassitnn　content　xvas

estimatecl　by　the　Jendvassik　method．一i5）　The　results　are　sltown　in

Table　XIV．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Te　ble　XIV．

　　　　　　　　　　　　　　mg．　of　potassium　absorbed　per　ioo　c．c．　of　tlie　liquid，

No．

1’inie

　　I

　　ll王

　1工1

　　　　　　’

　IV
average

Amg．．　（Absorption）

Am｛fAr　per　lo’O

　　　　cells

o

0
0
0
0
0

24

r．g3

0．60

2．28

2．23

1．76

48

王3・25

9・45

1峯．OO

7．30

iO．2S

72

13．8S

王2」5

正4・IO

9．20

王2・32

96

i3．8S

r4・8s

I5，3×

9・23

13；3r

r20

i3，85

14．8s

I5．30

9・23

13．3X

168

13．8s

I4．85

r5・31

9・23

Z3SI

216

i3．8s

I斗．85

15・3エ

9・23

13・3疋

r．76

L7王

8．49

1．8g

2．07

0．27

990
1涯0 0
0　　　　Sodi．um；£or　the　pznrpose’　of　the　removai　of　phosphate，　s　c．c．　o’E

’sodilm）一free　nnc　gnesiu’香@mixture　was　aclded　to　s　c．c，　of　the　nutrient

llqulcl，　anc1　with　the　adclition　o£　ammonia　water，　phospllate　was　precipi一一

tated　ft．　s　mE　gnesium　amnioRium　phQsphate．　The　filtrate　from　this

．precipltate　was　evapotateci　nearly　to　dryness　and　sodivan　was　precipi－

tated　as　3（CI　I3CO2）　U’OL，．　（CI‘13CO2）L，］）vdi．tr．　CH’3COf　Na．　gl－120　by　E．　IEineck

and　J．　1－lar“s’　incthod’i6）　and　xxYelghed．　As　seen　froin　the　results　showR

fn　Tab！e　XV，1ユ。　slgn・f　the　absorpti・1・of　sodlum　was　reqognlzed　a亡

any　time　cluring　the　full　course　of　the　cultur．e．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　XV

　　　　　　　　　　　　　　mg．　ef　soclium　remaining　per　ioo　c．c．　of　the　liqtiid．

　　　　　　　Time

mo．
0 2尋 48 72 96 120 正68 2王6

I
I
I

39・4

S0・5

394

S0る

39・9

SLO

・39．6

@斗0・5

39．6

S0・5

39・5

S王・O

39．S

S0・5

39．6

S0・7

．
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　　　　　　　　　　　　　g．　The　forn3atioR　o£　the　redkci．ng　sugars

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　the　nutrient　iiquid．

　　　　［1］he　amount　of　the　reducing’　．sug’，irs　formecl　iR　the　nuerient　llquid

was　determined　in　the　orcllnary　way，　and　tlte　percentage　of　thi．s　amount

to　that　of　the　total　residual　sugar　at　the　sanie　peri．od　was　calculated

with　the　followilt－cr．・　results．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　XVI

＼迦ミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、囁

　　　　　1〈educing　sng．ftr　formecl　（mg．）

i
［

　　　　　［｛］otal　resiclual　sug．ftr　（］ng）

　　　　　　　　　　　　　％

一・朧、二野瓢ll｝9＞

　　　　　　　　　　　　　％

o

9ア

13325

　　0．8

　　6t

I2S75

　　0．8

6

97

i3：　25

　　0．7

　　6：

12725

　　0．S

15

　64v

I2斗◎o

　　S・2
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