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Aligemeine Reaktionswirme des Azofarbstofi-Bildungsprozesses, be-
rechnet fiir festes p-Nitroanilin und $-Naphthoel und geléste HNO::
Loésungswirme des p-Nitroanilins in CH;.COOH — 4.47 Cal.

Diazotierung in Essigsiure . . . . . . . +1842 »
Kupplungsproze$ . . . . . . . . . . . 42621 »
—+40.16 Cal.

Diese GroBe weicht stark von der entsprechenden Reaktionswirme
anderer Azofarbstoff-Bildungen ab, da aber p-Nitrodiazobenzol auch in
anderer Hinsicht vereinzelt dasteht, miissen wir mit der Erklirung
dieser Abweichung auf neue Untersuchungen warten.

Kiew, April 1910, Polytechnikum.

278. Eduard Buchner und Jakob Meisenheimer:
Die chemischen Vorginge bei der alkoholischen Gérung.
[IV. Mitteilung.]

{Aus dem Chem. Laboratorium der Landwirtschaftl. Hochschule zu Berlin.]

(Eingegangen am 27. Mai 1910.)

t. Rolle der Milchsénre.

Bei zellfreier Girung des Zuckers war mehrfach die Bildung
von Milchsiure festgestellt worden (siehe die fritheren Mitteilungen );
in anderen Fillen verschwand dagegen sogar zugesetzte Milchsdure.
Die Ursache, warum bei der Girung durch HefepreBsaft bald Zu-,
bald Abnahme der Milchsdure ‘stattfindet, konnte nicht aufgeklirt
werden. Es scheint, daB der physiologische Zustand der verwendeten
Hefe die Ursache vorstellt. Auch ein Zusammenhang zwischen ver-
gorener Zuckermenge und verschwundener bezw. gebildeter Milchsiure
tieB sich nicht feststellen. Insbesondere gelang es nicht, nachzuweisen,
daB die nach beendeter Garung nicht mehr aufffndbare Milchsiure
wirklich vergoren, d. b. in Alkohol und Kohlendioxyd umgewandelt
worden war. Trotzdem ist es am wahrscheinlichsten, daB die bei der
zellireien Girung auitretende Milchsiiure dem Zucker entstammt und
nicht etwa in einem der Fuselol-?) oder der Bernsteinsiure-Bildung?)
vergleichbaren ProzeB aus Abbauprodukten von Eiweifistoffen, z. B.
aus Alanin oder Asparagin, entsteht; denn die Enzyme, welche jene

) Diese Berichte 87, 417 [1904]; 38, 620 [1905]; 89, 3201 [1906].

%) F. Ehrlich, Biochem. Ztschr. 1, 8 [1906]. Diese DBerichte 40,
1027 [1907].

3) F. Ehrlich, Biochem. Ztschr. 18, 391 [1909].
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Vorginge vermittelo, haben sich bisher im Preflsaft nicht nachweisen
lassen?).

Tine endgiiltige Entscheidung dariiber, ob die Milchsiure als
Zwischenprodukt der alkoholischen Girung betrachtet werden diirfe,
mit ITiilfe der zellireien Girung herbeizufiihren, ist demunach nicht ge-
lungen. Wir baben sie daraufhin auf anderem Wege gesucht. Im
allgemeinen wird man erwarten, daB ein Zwischeoprodukt des Zucker-
Zerfalles gelegentlich einmal bei der alkoholischen Girung mit lebender
Hefe aunfzufinden sein und unter Umstinden auch selbst durch lebende
Hefe vergoren werden sollte®). Wie schon Pasteur zeigte, ist unter
den Gérprodukten niemals Milchsiiure anzutreffen, wenn nicht der
Garung durch reine Hele zufiillig eine solche durch Bakterien bei-
geselit ist, eine Tatsache, die auch durch unsere Versuche bestitigt wird.

Dagegen fehlen bis jetzt ausfiihrliche Feststellungen iiber das
Verhalten der Milchsiure gegeniiber lebender Hele. Im Folgenden sind
eine groBe Zahl von solcheu beschrieben, bLei welchen wir uns ins-
besondere nicht damit begniigt haben, das etwaige Verschwinden der
Milchsidure nachzuweisen, sondern auch auf die allenkllsigen Gir-
produkte, Alkobol und Kohlensiure, gefahndet haben. Um mit vélliger
Reiokultur einer Heferasse und gesichert vor Gasverlusten arbeiten zu
konnen, wurde ein bLesonderer Giirapparat?®) benutzt, der ausschliellich
durch Glasschhiffe mit Quecksilberverschliissen gedichtet war. Die ber
den quantitativen Versuchen durch das Vorkommen von Glykogen im
Aussaatmaterial sowie in der Hefe am Schlusse der Versuche ent-
stehenden Fehlerquellen lieSen sich durch langes Stehen der heran-
gewachsenen Aussaat unter Wasser, sowie durch Verlingerung der
Versuchsdauer erfolgreich bekdmpfen. Ein Wachstum der Hefe wahrend
der Versuche war durch Verwendung einer stickstofifreien Garlosung,
bestehend lediglich aus Zucker und Leitungswasser, ausgeschlossen.

Die Bestimmuug der Milchsiure machte grofle Schwierigkeiten..
Nach mehreren mifgliickten Versuchen erwies es sich als uoum-
gaoglich notig, zunichst die Milchsiiure durch erschépfendes Auséthern
abzutrennen, worauf wir anfangs verzichten zu kounen glaubten,
und sie dann erst zur Wigung in das Zinksalz iiberzufithren. Zur

1) Diese Berichte 89, 3208 [1906].

?) Einc theoretische Notwendigkeit stellt allerdmgs ein derartiges Ver-
lLialten nicht vor, worauf A, Wohl, Biochem. Ztschr. 8, 59 [1907}, hingewiesen
hat; vgl. dazu anch J. Talel, diese Berichte 40, 2318 [1907], sowie Buchner
und Mecisenhcimer, Thiels Landwirtschaitl, Jahrbiicher 38, Erganz.-Bd. 5,
9272 [1909).

%) Der Apparat ist in Thiels Landwirtschaltl, Jahrh. 88, Lrginz.-Bd. 5,
278 [1909] ausfiihrlich beschrieben und abgcebildet.
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Extraktion bedienten wir uns dabei des Apparates von G. Schacherl
mit der Abinderung von C. von der Heide!), der bei jeder Be-
stimmung mindestens 50 Stunden lang in Gang blieb.

Eine groflere Anzahl von ausfiihrlichen Versuchsreihen?) zeigten
nun, dall die Milchsdure nicht vergoren wird; 3 besonders gut ge-
lungene, bei welchen wir uns in Kontrollversuchen von der Zuver-
lassigkeit der Milchsiiure-Bestimmung iiberzeugten und bei denen zum
Teil Zucker zugesetzt wurde, um die Wahrscheinlichkeit der Zer-
legung der Milchsiiure zu erhoben, siod im experimentellen Teil in
Tabelle 1 unter Nr. I—III aufgefihrt.

Dem Einwand, daBl zu unseren Versuchen vielleicht nicht die
richtige Ileferasse verwendet worden sei, darf kaum grofles Gewicht
beigelegt werden; die von uns beniitzte Heferasse 792 ist eine viel
verwendete, typische untergirige Brauereihefe?®), fiir deren Uberlassung
wir dem Institat fir Garungsgewerbe zu Berlin (Hrn. Geheimrat
M. Delbriick) zu Dank verpilichtet sind. Sollte sich tatsichlich
irgend eine andere Hefe anders gegen Milchsdure verhalten, so miifite
man wohl eher diesen Fall als einen anormalen betrachten. Schwerer
wiegt dagegen unseres Erachtens ein darauf gestiitztes Bedenken,
dafl die fiir die Hefe schidliche Milchsiure nur langsam in das Inpere
der Hefezellen hinein diffuudiert, und da gerade hierin ein Unter-
schied zwischen Preflsaft und der ITele gegeniiber Milchsiure gegriindet
ist.  Um auch diese Méglichkeit auszuschlieBen, wurden 4 Versuchs-
reiben unter Anwendung vou milchsauren Salzen angesetzt, die in
Tabelle 1 unter Nr. IV—VII wiedergegeben sind. Bei den beiden
ersten derselben,in Pasteur-Kolben ausgefiihrt, zeigte sich tatsiichlich
der erwartete Lrfolg: die Milchséure verschwand, und zwar um so mehr,
je linger die Versuche dauerten. Daraufbin wurde in Versuchsreihe
VI picht nwur auf Milchsiiure gepriift, sondern auch die Bildung von
Alkobol und Koblendioxyd quantitativ verfolgt, wozu sich die Be-
niitzung des oben erwihnten ,G#rapparates als notwendig erwies. Nun
war lberraschenderweise nur ganz wenig Milchsiure verschwuunden
und dementsprechend auch keine Alkohol- und Kohlensiure-Produktion
eingetreten. Wir suchten die Ursache des Unterschiedes zwischen den
beiden ersten Versuchsreihen in Pasteur-Kolben und dem dritten im
(ziirapparat in dem mangelnden Luftzutritt bei Verwendung des letz-

1) Bericht der K. Lechranstalt fir Weinbau in Geisenheim a.Rh. fiar
1906, 253.

?) Genaue Angaben dariber siche Thicls Landwirtschaftl. Jahrb. 38,
Erginz.-Bd. B, 278 (1909)

3 F. Schénfeld u. W. Rommel, Wochenschr. f. Brauerei 28,
323 [1906].
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teren. In der Tat gingen bei den Versuchen der letzaten Reihe VII,
bet welchen Milchsiure im Garapparat mit lebender Hele unter mehr-
maligem Luftzuleiten behandelt wurde, die Kohlendioxyd-Zahlen wieder
erheblich in die Hébe, und auch die Milchsdure verschwand in etwas
erhéhtem Umfange. Die Menge des Alkohols war geringer, da der-
selbe offenbar zu Assimilationsvorgingen aufgebraucht worden war.
Dall die Abnabme der Milchsiure hier nicht den gleichen Umfang
wie in den beiden Versuchsreihen IV und V erreichte, ist vielleicht auf
eine Abschwichung der angewandten Hefe, verursacht durch das hier
notig gewordene andauernde Waschen mit sterilem Wasser behufs
Entfernung des Glykogens, zuriickzufiihren.

Alle diese Versuche stimmen somit darin iiberein, daf
Milchsiure von lebender Hefe weder vergoren, noch gebildet
wird. Zu denselben Lrgebnissen ist in den letzten Jahren auch
A. Slator!) gekommen, welcher den Einflull von Milchsdure-Zusétzen
auf die Geschwindigkeit von Zucker-Giruogen durch den Druck der
entwickelten Kohlensdure inuerhalb sehr kleiner Zeitriume zur Messung
brachte. Die Beweiskraft unserer ausiiihrlichen Untersuchungen, die
allein zu einer wirklichen Isolierung der unverinderten Milchséure
fiihrten, ist jedoch eine erheblich griBere.

Nach diesen Ergebnissen scheint die Annahme von Milch-
siure als Zwischenprodukt der alkoholischen Garung nicht
mehr geniigend begriindet,. '

Dazu kommt noch ein weiteres Moment, das in der GriBe der Ver-
brennungswirmen dieser Verbindungen liegt. Die Differenz zwischen
den Wirmewerten von Zucker und Milchsdure einerseits, bezw. von
Zucker, dann Alkohol und Kohlensiure andererseits ist derart, dal
sich der Ubergang von Milchsiure in Alkohol und Kohlensiiure unter
geringer Warmeaufnahme vollziehen miifite, d. h. die gapze, beim
Zertall des Zuckers aufitretende Wirmemenge, und sogar noch etwas
mehr, wird schon frei, wenn der Zucker in Milchséure ibergeht?).
Auch diese Tatsache spricht nicht zugunsten der Annahme des
letzteren Koérpers als Zwischenprodukt.

2. Mogliche Vorstufen der Milchsiture.

Sieht man aus den eben entwickelten Griinden von der Annahme
von Milchséure als Zwischenprodukt ab, so kommen als solches zu-

1) Journ. Chem. Soc. 89, 141 [1906], 93, 231 [1908]; diese Berichte 40,
123 [1907).
% Vgl auch A. Wohl, Biochem. Ztschr. 5, 61 [1907].
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niichst einige Vorstufen der Milchsiiure in Betracht?), d. h. Stoffe mit
cbenfalls dreigliedriger Koblenstofikette, deren Entstehung aus dem
Traubenzucker-Molekil theoretisch leicht zu erkliren ist, und die ferver
auf einfachem Wege in Milchsiure umgelagert werden konnen. Trifft
diese letzte Bedingung zu, so wiirde das von uns beobachtete Aut-
treten von Milchsiiure in geringen Mengen bei der zelllreien Girung
verstindlich sein.

Als solche Vorstufen sind zu betrachten: Methyl-glyoxal, das
in alkalischer Lésung walirscheinlich leicht in Milchsdure iibergeht?),
dann Glycerinaldehyd, der einerseits in alkalischer Losung in Di-
oxyaceton ?), andererseits, wie J. Meisenheimer demnichst berichten
wird, durch Erbitzen mit verdiinnter Schwefelsiure in Methylglyoxal
iibergeliihrt werden kannp, und endlich Dioxy-aceton, das sich in alka-
lischer Losung in Glycerinaldehyd?®) und beim Kochen mit verdinnter
Schwefelsiure in Methylglyoxal?) umlagert. Zur Priifung der Frage,
ub einer dieser Kérper als Zwischenprodukt zu betrachten sei®),
kounte entweder, soweit moglich, der direkte Nachweis des Auftretens
hei der alkoholischen Girung, oder die Vergirbarkeit durch lebende
Hefe oder durch Hefeprefsaft herangezogen werden. Eine Kldrung
haben wir erst durch Darstellung der drei Korper in reinem Zustande
und Vergleich ihrer Eigenschaften neben einander erreicht.

Methyl-glyoxal.

Uber das Verhalten dieses Korpers gegeniiber lebender Hefe
liegen Versuche mit pegativem Ergebnis von P. Mayer®) und von
A. Wohl"), und gegeniiber Hefeprefisaft von uns®) vor. Es tauchten
aber Zweifel an der vélligen Reinbeit des damals nach der schwierigen
Ozon-Methode von C. Harries und H, Tiirk ") dargestellten Priparates
auf. Sofort nach Bekanntwerden bedienten wir uns deshalb des neuen

) Die von R. Kusserow (Zentralbl. f. Bakt. 11, 28, 184 [1910] aufge-
stellten Hypothesen iiher den Verlauf des Zucker-Zerfalles stehen mit der Er-
fahruog in keinem Zusammenhang uod wurden bercits von E. von Lippmann
(Chem.-Ztg. 84, 177 [1910]) mit Recht zurickgewiesen.

2y A. Wohl, Biochem. Ztschr. 5, 56 [1907].

%) A. Wohl, diese Berichte 33, 3099 [1900].

4 G. Pinkus, diese Berichte 31, 32, 36 [1898].

%) Diese drei Stoffe sind leicht oxydierbar und kénnten hei der gewdhn-
lichen Sauerstoffatmung der Pflanzen im Sinne S. Kostytschews (Biochem.
Ztschr. 28, 137 [1909]) ohne Schwierigkeit weiter verarbeitet werden.

% Biochom. Ztschr. 2, 435 [1907}. 7y Biochem. Ztschr. 5, 59 [1907].

8) Diese Berichte 39, 3202 [1906]). 9 Diese Berichte 38, 1630 [1905].

Berich te d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXXIII. 116
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ausgezeichneten Weges von A. Wohlund M. .ange') zur Darstellung
desMethylglyoxal- Acetals,welchesnach VersuchenvonJ.Meisenheimer
durch Kochen mit verdiiunter Schwefelsiure glatt in Methylglyoxal
iibergefiihrt werden kaon. HefepreBsaft geriet nun auf Zusatz von
Methylglyoxal (es wurden 1.4%, hinzugegeben) nicht in Girung;
im Gegenteil wurde die Selbstgiirung des Prefisaftes erheblich ver-
mindert. Die Losung firbte sich Lald tief gelb, dann erschien ein
gelbbrauner Niederschlag, und schliefllich trat vollige Gerinnung ein,
also eine chemische Reaktion, die wohl auf die Einwirkung der Alde-
hydgruppe auf die LiweiBkorper des Prellsaftes zuriickzufiibren ist.
Ahalich negativ verlief der Versuch bei Anwendung lebender ITefe.
Io allen Fillen war nach der volumetrischen Methode gepriift worden,
niimlich durch Absperren der Versuchsiliissigkeiten im Eudiometer-
robr iiber Quecksilber, ein Verlahren, welches aulerordentlich em-
pliodlich ist, so daf} nach seinem negativen Ausfall auf gewichtsana-
Iytische Versuche verzichtet werden konnte.

Infolge der Fliichtigkeit des Methylglyoxals mit Wasserdamyt
war noch eine Moglichkeit geboten, direkt auf das Auftreten dieses
Kérper§ withrend des Giirungsverlaufes zu priifen. Iiine PreBsalt-
Giirung wurde unter stark vermindertem Druclk bei 20— 30° in Gang
gesetzt, der iibergehende Wasserdamp! verdichtet und gleichzeitig
Wasser nachiliefien gelassen. Das Destillat ergab beim Eindampien mit
Semicarbazid aber nicht das woblbekannte Semicarbazon des Methy]-
glyoxals; es konnte nur die Bildung von etwas Hydrazodicarbonamid *)
nachgewiesen werden. Nach diesen Versuchen dirfte das Methylgly-
oxal aus der Reibe der mdglichen Zwischenprodukte ausscheiden.

Glycerinaldehyd.

Mit dem Rohprodukt, das bei der Oxydation des Glycerins ent-
stelit, und aufler Glycerinaldehyd auch Dioxvaceton enthilt, der so-
genannten Glycerase, sind Giirversuche von J. van Deeu?), Grimaux¥)
und von: Emil Fisclhier und J. Tafel?) mit positivem Erfolge an-
gestellt worden; auf dieses Gemenge kommen wir in dem Abschnitt
iiber Dioxvaceton nochmals zu sprechen. Versuche iiber die Giir-

" Diese Bevichte 41, 3612 {19081

%y J. Thiele und O. Stange, Aon. d. Chem. 283, 21 [1894].

3) Jahresherichte fir Chemic 1863, 501; zitiert nach E. Fischer, diese
Berichte 23, 2124 [1890).

#) Compt. rend. 104, 1277 [1887).

$) Diese Berichte 22, 110 [1889]; vzl auch E. Fischer, Untersuchun-
gen iiber Koblenhydrate wnd Fermente, Vorwort IV.
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Hihigkeit des reinen Glycerinaldehyds liegen vor von A. Wohl?) und
von O. Emmerling?®, welche beide eine Vergirung nicht erzielen
konnten. Wir haben eine groBle Anzahl von Experimenten mit Ma-
terial ausgefiihrt, welches nach der schénen Methode von A. Wohl?)
bergestellt wurde. Zunichst erwies sich das Difthylacetal des Kor-
pers durch PreBsaft nicht vergiirbar, da eine Verseifung des Acetals
nachweislich nicht eintrat. Dagegen ergaben siimtliche mit Glycerin-
aldehyd selbst angestellten Versuche, daB derselbe sowohl durch Hefe-
prefisait wie durch lebende Hefe zwar langsam und durchaus nicht
vollstiindig, aber doch in sehr deutlich nachweisbarem Malle (etwa
10—25 %) vergirbar ist. Es liegen sowohl volumetrische als ge-
wichtsanalytisclie Versuche vor. DBei letzteren wurde die Bildung von
Kohlensiure und von Alkohol quantitativ verfolgt. Setzt man zu
HefepreBsaft Glycerinaldehyd bis zu 1%, der Losung, so tritt bereits
in einigen Stunden Braunfirbung der Fliissigkeit und schlieBlich auch
Ausscheidung eines Niederschlags ein — Verinderungen, die erkliren,
dafl die Girungsvorginge allmihlich zum Stillstand kommen und
keinen so groflen Umfang erreichen, wie in 1-prozentiger Trauben-
zuckerlosung.

Vergebliche Versuche, Glycerinaldehyd in Girungsfliussigkeiten

mittels der Phloroglucin-Reaktion direkt nachzuweisen, hat W. Lob¥)
verGiientlicht.

Dioxy-aceton.

Wiihrend nach ilteren Versuchen von Grimaux?®) und neueren
von G. Bertrand®) " das Dioxyaceton durch Bierhefe vergirbar
sein soll, Lkamen sowohl O. Piloty?), wie O. Emmerling®) zun
dem entgegengeseizten Resultat. Nachdem jene Verbindung durch die
vorziigliche Methode von G. Bertrand®) nuomebr in reinem Zu-
stande leicht zugiinglich geworden ist, haben wir ihre Giarfiabigkeit
eingebend gepriipft. Dioxvaceton wird in 2-prozentiger Ldsung von

) Diese Berichte 81, 1800 [1898]; A. Wohl und C. Ncuberg, dicse
Berichte 33, 3098 [1900).

2) Diese Berichte 82, 543 [1899).

3) Diesc Berichte 81, 1796, 2394 [1898): A. Woh! und C. Neuberg,
dicse Berichte 83, 3095 [1900].

1) Ztschr. tir Elektrochemic 13, 511 {1907].

% Compt. rend. 104, 1277 [1887].

%) Aon. chim. phys. [8] 8, 236 [1904).

) Diese Berichte 30, 3166 [1897). %} Diese Berichte 32, 543 [1899].

% Ann. chim. phys. [8] 8, 181 [1904]. Wir sind Hrn. G. Bertraund
fiir Uberlassaog einer Reinkultar der Sorbose:Bakterien zu grolem Danke ver-
pilichtet.

116*
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konzentriertem PreBsaft bei Zusatz von Kochsaft!) unter Kohlen-
dioxyd- und Alkohol-Bildung deutlich vergoren, ohne daBl, wie beim
Glycerinaldehyd, schon nach kurzer Zeit Triibung und Dunkelfirbung
des Saftes eintritt. In 5 Tagen bildet sich dabei ebensoviel Kohlen-
dioxyd wie mit 2-prozentiger Glucoselosung. Eine 5- und eine 10-pro-
zentige Dioxyacetonlosung liefern nicht mehr Kohlendioxyd, offenbar
wegen Schidlichkeit des Dioxyacetons, die nach einigen Tagen in
Braunfirbung und Niederschlagsbildung hervortritt. Es ist wahrschein-
lich, daB diese Lrscheinungen auf den allmihlichen Ubergang von
Dioxyaceton in Glycerinaldebhyd zuriickzufiihren sind, welcher im Pref}-
saft die erwihnten Vorgiinge, wie oben schon berichtet, erzeugt; direkt
nachzuweisen war allerdings Glycerinaldehyd in den vergorenen Di-
oxyacetonlosungen nicht. Nach der Menge des Kohlendioxyds und
Alkohols zu schlieBen, gelang es 80—90 %, des Dioxyacetons zu ver-
giiren, allerdings nur dann, wenp miteinem Gemenge von Pref3-
saft und Kochsaft gearbeitet wurde; letzterer enthalt den als
Ko-Enzym bezeichneten Hilfsstoff, welcher merkwiirdigerweise die
Vergirung kleiner Mengen von Dioxyaceton viel stiirker begiinstigt,
als die entsprechender Mengen Traubenzucker. Dall die Gérung viel
langsamer einsetzt als bei Traubenzucker, beruht nachweislich nicht
daraunf, daf} die Auflésung des Dioxyacetons in Wasser zunichst ihn-
lich wie es fitr Glycerinaldehyd nachgewiesen ist?®), in bimolekularer
Form?) erfolgt; denn auch erhitzte, ohne Zweifel die monomere Form
enthaltende Losungen géren nicht schopeller an.

Zur Erginzung dieser Versuche mit Hefepreflsaft haben wir auch
noch einen volumetrischen Versuch iiber das Verhalten des Dioxy-
acetons gegeniiber lebender Ilefe ausgefiihrt und in 2-prozentiger Li-
sung bet Zimmertemperatur bereits nach einem Tag gegen 50 %, der
Theorie an Kohlendioxyd erhalten. Dieses Ergebnis ist noch erheb-
lich giinstiger als die von G. Bertrand*) mitgeteilten Zahlen, wel-
cher im besten T'alle, nach dem gebildeten Alkohol zu schlieBen, nur
25 %, der Triose vergiiren konnt:, DBs kanao dies daran liegen, daf3
die von Bertrand benutzten vier Heferassen zufillig keine besonders
geeigneten waren, oder wahrscheinlicher daran, dafl die infolge der
Avordnung bendtigte Jangere Dauer der Versuclie geniigende Zeit zu
der ungiinstigen Umlageruog von Dioxyaceton in Glycerinaldehyd bot.

D Aufgekechter Hefeprefsait, der die Giarwirkung erhoht. Vgl A. Hac-
den und W. Young, Proe, Clem. Soc. 21, 189 [1903]; E. Buchner und
H. Haehn, Birchem. Ztschr. 19, 192 [1909].

%) A. Wohl, dicse Barizhite 31, 2395 (1898].

% G. Bertrand, Ann. chim. phy<. [8] 3, 255 [1904).

) Ehenda {8] 8, 257 [1904].~
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Bertrand hat mit winzigen Heleaussaaten gearbeitet und dieselben
wihrend des Versuches erst heranwachsen lassen, wogegen wir von
vornherein groBe Hefemengen (1 g) ausgesidt haben.

Maéglicherweise konnte die Glucose bei der Girung zunachst in
ein #quimolekulares Gemenge von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd
gerfallen, Zwei mit einem kiinstlich hergestellten derartigen Gemenge
und Hefeprefsaft ausgefiihrte Géarversuche ergaben aber kein befrie-
digendes Resultat. Friihere Versuche mit sogenannter Glycerose sind
im Abschnitt iiber Glycerinaldebyd erwihnot.

Die im Vergleiche mit dem Verhalten der beiden ande-
ren Vorstufen der Milchsiiure auflerordentlich grofle Gér-
fihigkeit des Dioxy-acetons, welche in einigen Versuchen
direkt der des Traubenzuckers gleichkam, lassen die hypo-
thetische Annahme der intermedidiren Bildung dieses Kor-
pers als die geeignetste erscheinen, um den Mechanismus
des Zucker-Zerfalles zu erkliren. Im Verfolge dieser Vorstel-
lungen wird der Name Zymase auch in Zukunft als Sainmelbegriff
erscheinen, umfassend die Enzyme, welche bei der Zerlegung des
Zuckers direkt beteiligt sind. Fiir den Begriff der Lactacidase, des
Enzyms, welches die zweite Phase des Girungsvorganges, den Zerfall
der Milchsiure in Alkohol und Koblendioxyd bewerkstelligen sollte ),
wird zukiinftig allerdings ein anderer einzutreten haben.

Auch andere Tatsachen stimmen mit der Annahme von Dioxy-
aceton als wabrscheinlichem Zwischenprodukt iiberein. Zun#chst ist
dieser Kérper mit Wasserdimpfen nicht flichtig, wie wir tatsichlich
auch bei der zellfreien Gérung im Vakuum kein fliichtiges Produkt
pachweisen konnten. Dann besitzt das Dioxyuceton symmetrischen
Aufbau. Sein Auftreten als Zwischenprodukt wiirde also leicht ver-
stindlich machen, daB ups bei der zellfreien Gérung sowohl von Rohr-
zucker, als von Traubenzucker immer die racemische Modifikation
dieser Siure begegnete'). Endlich zeigt die von uns bei der zellfreien
Girung in erhéhtem Umfange nachgewiesene Glycerinbildung *) (3—8 %,
des Zuckers) die Neigung der sechsgliederigen Glucosekette in drei-
gliederige Koblenstoffketten gespalten zu werden. Durch Reduktion
kann Dioxyaceton leicht in Glycerin iibergefiihrt werden ?).

Der Nachweis des Auftretens von Dioxyaceton bei der alkoho-
lischen Gérung des Zuckers soll nach einer vorldufigen Mitteilung von
P. Boysen-Jensen*) vor kurzem gelungen sein. In Anbetracht der

1) Diese Berichte 38, 621 [1903]. %) Diese Berichte 39, 3203 [1906).
%) 0. Piloty, diese Berichte 30, 3167 [1897].
4) Ber. d. Deutsch. Botan. Ges. 262, 666 [1908].
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ungiinstigen, den Nachweis sehr erschwerenden Ligenschalten des Di-
oxyacetons wird die Stichhaltigkeit dieser Notiz erst nach Erscheinen
der ausfiihrlicher Veréffentlichung zu beurteilen sein.

3. Uber die Glycerin-Bildung bei der zellfreien Giirnng.

Die fritheren Yersuche iiber Glycerinbildung bei der Zuckergirung
durch HefepreBsaft') hatten noch offen gelassen, ob die Bildung jenes
dreiwertigen Alkohols tatséichlich auf Kosten von Zucker erfolgt. Wir
baben diese Liicke nunmehr durch einige Versuche ausgefiillt und uns
dabei der Glycerin-Bestimmung von S, Zeisel und R. Fanto? be-
dient, die auch hier treffliche Dienste geleistet hat. Die Fehler, welche
andere fliichtige Jodverbindungen liefernde Bestandteile des PreBsaftes
verursachen, mufiten npatiirlich durch Kontrollversuche ausgeschaltet
werden. Bei der Selbstgiirung gingen die fiir Glycerin gefundenen
Zahlen um ein Geringes in die Hohe, etwa um so viel, wie der hier-
Lei vergorenen Zuckermenge entsprach. Nach Zusatz von Traubeun-
zucker dagegen entstanden erhebliche Mengen vou Glycerin, niimlich
5—6 9, des verbrauchten Zuckers. In Ubereinstimmung mit unseren
fritheren Versuchen ergibt sich also auch hier wieder eine Steigerung
gegeniiber der bei der Girung mit lebender Hefe gebildeten Glycerin-
menge. Ferner ist die von . Ehrlich®) und frilher schon von
J. R. Carracido') geduflerte Ansicht, dal} das Glycerin nicht dem
Zucker, sondern vielleicht Eiweifikiirpern bezw. Nucleinsubstanzen ent-
stamme, hiermit widerlegt.

4. Girversuche mit Athylidenoxyformiat.

Im Verfolg des Gedankenganges von H. Schade?®), nach dem der
Zucker zuerst in Milchsiure und diese dann in Acetaldehyd und
Ameisensiiure zerfallen sollte, welche Stoffe sich unter dem Kinflu$
der Heleenzyme in Alkohol und Koblendioxyd umlagern wiirden,
haben wir scinerzeit in Aussicht gestellt, die Linwirkung von Hefe-
prefisait auf ein Gemenge von Acetaldehyd und Ameisensiure zu stu-
dieren®). Da der direkte Zusatz dieser Stoffe sich wegen ibrer schiid-
lichen Wirkung verbat, wurden die Versuche mit Athylidenoxyformiat,
dem Ameisensiiure-Ilalbacetal-Anhydrid des Acetaldehyds von der
Formel CII,.C 0

-

<.07.CE{AO OVI‘IC.O/‘:C'CHS’ ausgefiihirt, welcher Kirper
1) Vergl. Fullnote 2, 8. 1781,

) Ztschr. Tir analyt. Chem. 42, 531 [1903).

%) Biochem. Ztschr. 18, 423 [1909].

4) Ref. Biochem. Zentralbl. 8, 439 [1904/05]; Chem.-Ztg. 34, 76 [1910].
3) Ztschr. far physikal. Chem. 57, 1 [1906).

%) Diese Berichite 39, 4218 [1906],
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sich allmiihlich in die obigen Komponenten spalten mull. Die Ver-
suche verliefen negativ: Gasentwicklung trat vicht ein; selhr bald
machte sich die Siurewirkung der Spaltprodukte durch Fillungser-
scheinungen im Prefsaft bemerkbar. Als wir bei anderen Versuchen
Natriumphospliat zusetzten, ergab sich scheinbar das gewiinschte Re-
sultat, indem pur bei gleichzeitigem Zusatz von Athylidenoxyformiat
deutliche Géruog eintrat. BEs erwies sich aber, daB diese Erscheinung
nur auf den Ausgleich der Alkaliwirkung des Dinatriumphosphats
durch die entstehende Ameisensfiure zuriickzufiithren war, wie im expe-
rimentellen Teil ausfiihrlicher erdrtert wird. Somit ist es nicht ge-
lungen, fiir die Hypothese von Schade eine experimentelle Stiitze zu
gewinnen.

Wenn auch ohne Zusammenhang mit dem bisher Besproclhenen
sei hier erwiihnt, daf} einige Versuche, «-Glucoheptose durch Prefisalt
zu vergiren, ohne Ergebnis verliefen, und daB wir beabsichtigen, anch
Octose und Nonose in dieser Hinsicht zu priifen.

5. Bildang von Alkohol und Kohlendioxyd.

Gelegentlich der oben beschriebenen quaatitativen Versuche iiber
das Verbalten der Milchsiiure gegeniiber lebender HHefe sind auch eine
groflere Anzahl von Alkohol- und Koblendioxyd-Bestimmungen bel der
alkoholischen Giérung des Zuckers mit absoluten Reivkulturen aus-
gelithrt worden. Dabei wurden als Durchschnitt von 4 Versuchen
49.73 °/y des Rohrzuckers als Alkohol und 49.12 9%, als Kohlendioxyd
wiedergefunden, was einen Quotienten Kd;}}llé%l}i%}a im Werte von 1.01
ergibt.  Die Garungsgleichung erfordert einen Quotienten im Betrage
von 1.04, wie er auch auf experimentellem Wege sowohl von L. Pa-
steur’) wie von M. Jodlbauer?) im Laboratorium Soxhlets ermittelt
wurde. Die von uns gefundenen niedrigeren Alkohol-Zahlen sind wohl
damit zu erkliiren, daB unsere Girungen viel linger ausgedehnt wurden
als die Jodlbauers, um auch noch das in der Hefe aufgespeicherte
Glykogen zu vergaren; mit der Girdaver aber wichst nach Versuchen
von L. Lindet und P. Marsais?) stindig die Koblendioxyd-Menge
im Verbaltnis zur Alkohol-Produktion. Die Menge Kohlendioxyd,
welche die Theorie iiberschreitet, diirfte zum Teil auf Verbrennungs-
vorgiinge zuriickzufithren sein, zum Teil aber wird sie auch einfach
das Korrelat bilden fiir die in der Girungsgleichung nicht beriick-

" Ano. chim. phys. [3] 58, 323 [1860].
%) Ztschr. far Ribenzuckerindustrie 38, 308 [18S8].
%) Compt. rend. 139, 1223 [1904].
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sichtigte Glycerinbildung, welche auf einer Reduktion des Zuckers be-
rubt; die Kohlensiure ist das entsprechende Oxydationsprodukt.

6. Verhalten wiilsriger Zuckerlésungen beim Lagern.

Wie schon friiber erwiihnt?), haben wir eine sorgfiltig sterilisierte
10-prozentige Traubenzuckerlésung in mehreren Linschmelzrihren bei
Zimmertemperatur aufbewabrt, ab uund zu eives der Robre gedfiinet
und auf eingetretene Veriinderungen gepriift. Kin jetzt nach 5 Jabren
geofinetes Robr ergab keinen Kohlensiuredruck wnd auf Zusatz von
Kalkwasser zur Losung keine Triibung, ebenso blieb die Jodoform-
Reaktion beim Destillat aus. Da die Ilissigkeit empfindlichem Lack-
muspapier gegenitber ferner neutral reagierte und trotz Luftabschluf}
farblos war, ist der Zucker villig unverindert geblieben. Die von
W. Ostwald?®) neuerdings wieder als wahrscheinlich hingestellte frei-
willige Zersetzung einer wiilirigeo Zuckerlosung zeigte sich somit inner-
balo dieses Zeitraums bisher nicht als nachweisbar.

Hrn. Dr. E. L. Pioner, welcher uns bei den Versuchen mit Di-
oxyaceton upd mit Glycerinaldehyd bestens unterstiitzte, sei auch hier
unser Dank zum Ausdruck gebracht.

Experimenteller Teil.

1. Rolle der Milechsiure bei der alkobolischen Giirung mit
lebender Hefe.

Versuchsanordoung und analytische Methoden sind bereits im all-
gemeinen Teil kurz beschrieben; beziiglich der Linzelheiten vergleiche
man die frilbere Abbandlung?®). Nochmals eingehend gepriift wurde
die Methode der Milchsinre-Bestimmung.

10 cem Milchsiiurelésung (entsprechend 0.985 g Milchsiiure) wurden mit
10 cem verdiinnter Schwefelsdure und 10 cem gesittigter Natriumsulfatlosung
72 Stunden lang im von der Heideschen Ather-Extraktionsapparat mit Ather
extrahiert. Der Auszug wurde mit cntwiissertem Natriumsulfat aber Nacht
getrocknet, das Natriumsultut abfiltriert, grindlichst ausgewaschen und schiic-
lich der Ather abdestilliert. ITis hinterblich ein fast farbloser Sirup, der in
‘Wasser anfgenommen und mit Zinkearbonat gekocht wurde. Nach Abfiltricren
und sorgfiltigem Auswaschen des Zinkcarhonats wurde die Losung des Zink-
lactats auf etwa 5 cem cingeengt und nach Zusatz von 15 cem Alkobol dber
Nacht krystallisieren gelassen. Die farblose Krystallmasse wurde im Gooch-
Tiegel abgesaugt, mit 75-prozentigem Alkohol nachgewaschen uund bei 105°
getrocknet. Durch Verarbeitung der Mutterlauge lieB sich noch etwas Zink-
lactat gewinnen. Dic oben angegebene Menge von 0.985 ¢ Milchsiure lieferte

1} Diese Berichte 88, 623 [1905).
3 Werdegang einer Wissenschalt, Leipzig 1908, 296,
3 Thiels Landwirtschaftl, Jahrbiicher, 38, Lrginzungshd. 5, 277 [1909]
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so 1.260 g und in einem zweiten Versuch 1.240 g (CsH; 03)aZn, cntsprechend
0.934 bezw. 0.918 g Milchsiure (gleich 95.0 und 93.3 ¢/, der Theorie).

Daraus folgt, dall bei den Milchsiiure-Bestimmungen pnach unscrer
Methode immerhin mit einem Fehler von 5—10 %, gerechuet wer-
den mull.

Tabelle 1.

Iebender Hefe.

Samtliche Versuche, auler IV, 2, 4, 6 und 8 sind mit absoluten Reinkulturen
der Heferasse 792 durchgefihrt.

Rolle der Milchsiure bei der alkoholischen Girung mit

Dic Hefe . Nach beendeter Gii-
Nr. blieh | Daver | Zugesctzte Menge in g rung gefunden in g
des Ver-| unter der

suchs | Wasser |Girung | Roli- 1 Milch- Alkali Kohlen- |Alko- | Milch-
liegen zucker sdure a dioxyd | hol | séure

1. 1 | 5Tage | TTage| — — — 0.13 | 0.10| 0.52

2 » » — 0.495 — 0.12 | 011] 045

3 » » — — — 0.18 | 0.07| 047

4 » » — 0.495 — 0,20 0.16| 0.51

II. 1 | 4 Tage | 8 Tage | 20.00 | — — 9.84 9.93| 0.66

2 » » 20.00 | 0.495 — 9.74 9.84| 0.53

3 » > 20.00 | — — 9.86 [10.02| 0.58

4 » » 20.00 | 0.495 - 9.70 9.94| 0.48

III. v | 6 Tage |13 Tage| 20.00 | — - 9.79 | 9.81| 0.00

2 » » 20.00 | 0.495 - 9.69 9.76 | 0.42

3 » » 20.00 | — — 9.80 (10.02] 0.00

4 » 5 20.00 | 0.495 — 9.70 3.80| 0.49

IV. 1 | 5Stdu. |14 Tage| 20.00 | —- —_— 0.00

oD » 12000 — — 0.00

3 » |16 Tage| 2000 | 099 | 0.8 g NaOH 0.76

19 » 14 Tage| 20.00 | 0.99 | 0.8 g NaOH E 2 | 0.90

5% » 18 Tage| 20.00 | — — g £ | 0.00

eyl » » 20.00 | — — = 3 | 0.00

7 » 21 Tage| 20.00 | 0.99 | 0.3 g NH,3 = 2 |05

89 » 22 Tage| 20.00 | 0.99 0.3 g NHs =2 - | 0.39

V. 1 | 2Tage 21 Tage]l — [0.99 |0.37g NayCO -5 21059

2 » 29 Tage] — |0.99 [0.37g Na,CO; = 1029

B » 2] Tage| — 0.99 | 0.12gNH; 0.61

4 > |29 Tage]l — |0.99 | 0.12¢ NH, 0.13

VI. 1 | 7Tage |18 Tage| — — 026 | 0,10 0.0

b » » — 0.99 |044gNaOH| 025 0.11 | 0.85

3 » » — — — (.29 0.03 | 0.00

4 » » — 0.99 [0.44 g NaOH| 033 | 0.09]| 0.8

VI 1 [ 7Tage |28 Tage| — — - 0.10 | 0.04] 0.00

2 » » — 0.99 | 0.44 g NaOH | 0.15 0.07 | 0.56

3 » » - - - 027 | 000 0.00

43 » » — (099 | 044 g NaOIl| 0.82 0.02 | 047

1) Mit der obergirvigen Heferasse 797 ausgefilirt.
% Den Garflissigkeiten der Versnche 1V, 5 und 6 waren aulerdem je
3) Diese Versuche wurden wiederholt geliiitet.

2 g Asparagin zugefiagt.



Von den 7 in der Tabelle 1 angefithrten Versuchen sind die 3
ersten Dereits frither beschrieben; wir beschriinken uus bier darauf,
die Versuche IV—VII kurz zu erliutern:

IV. Am [4. 11. 08 warden 4 Pasteur-Kolben mit je 200 cem steriler
Wiirze mit der untergivigen Heferasse 792 und 4 weitere Kolben mit der oher-
giirigen Heferasse 797 geimpft.  Alle 8 Kulturen entwickelten sich gut; am
19. 11. wurde das iiherstehende Bicr abgeblasen uud die klar abgesetste Hefe
in 8 neue Pasteur-Kolben mit j» 500 cem steriler Winze tbergespilt. Nach
4 Tagen war die Girung wiedernm beendet; die Kalturen kamen jetzt in
Kolben mit je 1 1 Nihrlosung., Am 23, 11, wurde die Hefeernte gewaschen
und nach 5-stindigem Absetzen mit sterilem Wasser in die cigentlichen Ver-
suchsflissigkeiten itbergespiilt. Diese befanden sich in 8 Pasteur-Kolben; jeder
Kolben war mit 400 cem Leitungswasser und 20 g Ruhrzucker beschickt;
Kolben 3 und 4 enthielten auBerdem 0.99 g Milchsiure und 2 cem 30-pro-
zentiger Natronlauge, Kolben 5 uud 6 je 2 ¢ Asparvagin, Nolben 7 uud § je
0.99 ¢ Milchsiure und 1.5 cem 25-prozentiges Ammoniak; die Alkalien waren
erst nach erfolgter Sterilisation der Zuckerlisuugen aus steriler Pipette hinzu-
wegeben, Die Girung ging rasch zu Ende; trotzdem blieben alle 8 Versuehe
2—38 Wochen stehen. Dic Aufarbeitung ‘erfolgte in der frither angegebenen
Weise; dic Milelsiure wurde als Zinksalz gewogen. 1 und 2 ergaben keine
Milchsiure, dagegen wurde in heiden Fillen etwas berpsteinsaures Zink (0.083
hezw. 0075 g) gefunden,

Aus 3 leben sich noch 1.25, aus 1 1.49 ¢ wasserhaltiges Zinklactat iso-
liereu; die Mutterlauge beider Salze enthielt auch Bernsteinsiure. 5 und 6
ergaben keine Milchsiiure und nur Spuren von Bernsteinsiuve, 7 lieferte 0.91 g,
8 0.64 g Zinklactat. Die aus allen diesen Versuchen gewonnenen Zinklactute
waren optisch-inaktiv.

V. Es wurden 4 Proben der Heferasse 792 in der obhen angegebenci
Weise unter zweimaligem Umazichten, erst in 200, dann in 800 cem Nithr-
losung Linuen 11 Tagen herangeziichtet und nach zweitigigem Wiissern am
[. 2,09 in die Versuchskollen ihergelithrt. Letztere waven natilich vorhor
sterilisiert; sie enthiclten je 400 cem Leitungswasser und 0.99 g Milehsiie,
aber keinen Zucker.  Aulerdem hatten 1 uod 2 nach der Sterilisation noch
cinen Zusatz von 10 cem genau 10-prozentiger, steriler Sodalosung, 3 und 4
von 10 cem 10-prozentiger Sodalisung und der équivalenten Menge steriler
Salmiaklicung (10 cem einer 3.74-prozentigen Losung) erhalten, 1 und 3
wurden am 22. 2., 2 und 4 am 2. 3. avigearbeitet.  Gelunden: in 1T 0.80 ¢
Zinklactat (bei 1039 getrocknet), entsprechend 0.59 g Milchsiure. In 2 039 ¢
Zinklactat (wie oben), entsprechend 0.29 Milehsiuve. In 3 0.82 g Zinklactat
{wic oben), entsprechend 0.61 g Milehsiwre. In 4 0.18 g Zinklactat (wie oben),
entsprechend 0.13 g Milehsgure.

VI. Wiihrend die im vorigen Versdche verwendete Menge Alkali wicht
zur volligen Neutralisation der zugeligten Milchsiure ausreichte, wurde in
den heiden nichsten Versuchsreihen eine Lisung  von milchsaurem Natrium
mit cinem ganz kleinen Uhersehuf {002 ¢) von wasserhaltiger Soda ange-
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wandt; die Menge Milehsiiure war die gleiche wie in der vorigen Versuchsreihe
(0.99 g). Das Herranzachten der Hefe erfolgte wie in V; die llefenernte wurde
binuen 7 Tagen dreimal mit sterilem Wasser gewaschen und am 6. 5. zum
Versuche angesetzt, diesmal in dem mit Quecksilberverschliisssen gedichteten
Garapparat. 1 und 3 cnthielten auBer der Hefe nur 400 cem Leitungswasser,
2 und 4 dancbeu noch das milchsaure Natrium. Nach Verlauf von 18 Tagen
wurde in allen 4 Versuchen Kohlendioxyd (nach vorherigem Ansduern mit
10 cem verdiinnter Schwefelsiure), Alkohol und Milchsiure bestimmt. In 1
wurden gefunden: .26 g Kohlensiure, 0.10 g Alkohol und keine Milchsiure;
in 2 0.25 g Kollensiture, 0.11 g Alkohol und 1.15 g Zinklactat (bei 1030 ge-
trocknet), cotsprechend €.85 g Milchsaure; in 8 (.29 g Kohlensiure, 0.03 g
Alkohol und keine Milehsiure; in 4 0.33 g Koblensaure, 0.09 g Alkohol und
1.15 g Zinklactat (wie olen), entsprechend .83 g Milchsdure,

VIT. 28. 6. 09. Versuchsanordnung wie in VI, In Kolben 3 und 4
wurden ctwa alle 4 Tage 0.5 1 Luft unter Einhaltung aller VorsichtsmaBregeln,
die Versuchsfliissigkeiten vor Infektion zu schitzen, eingeleitet. Am 26,7.09
erfolgte die Aufarbeitung. CGefunden: In 1 0.10 g Kohlensiure, 0.04 g Alkohol;
in 2 0.15 g Kohlensiure, 0.07 g Alkohol und .73 g Zinklactat (wie oben),
entsprechend .56 ¢ Milebsiture; in 3 0.27 g Kohlensiure und 0.00 g Alkohol;
in 4 082 g Kohlensiure, 0.02 ¢ Alkohol und 0.63 g Zinklactat (wie oben),
entsprechend 0.47 ¢ Milehsiure, ‘

2. Versuche mit Methyl-glyoxal.

Die im Nachstehenden +wiedergegebenen Giirversuche nach der
volumetrischen Methode wurden in folgender Weise ausgefihrt:
(iraduierte Ludiometerrohren von 50 cem Inhalt wurden zum groften
Teil mit Quecksifber gefiillt, dann aus einer Pipette genau 5 cem
PreBsait einflieen gelassen, Toluol usw. zugegeben und schlieBlich
tJuecksilber nachgeliillt, bis die Rohren voll wares. Beim Umdrehen
der mit dem Daumen verschlossenen Réhren und Eintauchen in die
Quecksilberwanne kam ab und zu eine Luitblase in das Rohr; hier-
durch aultretende kleine Unregelmifligkeiten wurden dadurch ausge-
schaltet, da stets der Anfangsstand notiert und bLei den spéteren Ab-
lesungen beriicksichtigt wurde. Als zweckmiBig erwies es sich, nicht
das gebildete Gasvolumen, sondern den viel schirfer zu erkenneunden
Meuniskus der Quecksilbersiule abzulesen. Schwankungen des Drucks
und der Temperatur (es wurde stets Lei Zimmertemperatur gearbeitet)
blieben unberiicksichtigt. Da die Rohren weit aus dem Quecksilber-
spiegel hervorragten, so bLegannen die Girungen stets unter vermin-
dertem Druck (von etwa 300—400 mm). Mit wachsender Gasmenge
vitherte sich der Druck im Innern der Riéhren immer mehr dem At-
osphérendruck; auch darauf ist im allgemeinen keine Riicksicht ge-
nommen. Die in den Tabellen angefithrten Zahlen beanspruchen also
nicbt den Wert einer exakten, quantitativen Bestimmung, sind aber
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unter sich geniigend vergleichbar. — Die in den spiteren Abschuitten
beschriebenen genauen gewichtsanalytischen Versuche sind nach dem
friither!) angegebenen Verfahren ausgefiihrt. — Die Methylglyoxal-
I6sungen waren teils durch Destillation des rohen Methylglyoxals mit
Wasserdampf, teils durch Auflisen des im Vacuum destillierten Pri-
parates in Wasser gewonnen; der Gehalt der Ldsungen an Methyl-
glyoxal wurde durch Uberliibrung in das sehr schwer dsliche Di-
semicarbazon kontrolliert.

Tabelle 2. HefepreBsaft und Metbylgiyoxal.

Je 5 cem MHefepreBsaft + 2 com Wasser, bezw. etwa S-prozentige Methyl-
glyoxallosung ~+ 1 Tropfen Toluol iiher Quecksilber im Eudiometerrohr.

Nr. | ‘Kohlensﬁ.ure in cem
{}tf'_ Datum | Art des PreBsaftes Zusalz nach Stuuden
suehs 3 6 24 72120
I. 1 26.2.09 | aus Berliner Hefe Wasser 25 6.0 19 36 —
2 b _ > CH,.CO.CHO-Lsg.|2.5%85 5 T —
I1. 1 [14.7.09 » Wasser 1.5 5.5 17 271 31
2 > » CII;.CO.CHO-Lsg. 05,10 4, 6 6
1. 1 [22.7.09 [aus Miinchener Hele Wasser 0.2 0205 10 1L
2 » » » 0.1 0203 10 11
3 » » CH;.CO0.CHO-1.sg.102% 03 0.4 1.5 1.5
4 » » » 0.2 2) 03 0.5 1 1
53) » » Wasser 01 0102 8 11
6% » » » 0.1 0102 8 10
o) » » CH;.CO.CHO-Lsg.[0.3% 0.5 08 2 2
8 » » » 03%»04 07 2 2

Der Nachweis, dafi das mit Wasserdimpfen flichtige Methyl-
glyoxal bei der Preflsaft-Girung nicht aultritt, wurde in folgender Weise
gefihrt: In einem 5-1-Rundkolben wurde eine Gérung von 400 cem
PreBsait und 80 g Rohrzucker in Gang gesetzt. Der Kolben wurde
in ein $0° warmes Wasserbad eingetaucht, durch ein weites Rohr luftdicht
mit einem Kiibler verbunden und mit einer sehr gut wirkenden Luft-
pumpe auf etwa 5 mm evakuiert. Das Destillat sammelte sich in
einer mit Kiltemischung gekiihlten Vorlage; das abdestillierende
Wasser wurde koutinuierlich durch nacbflieBendes ersetzt, so dafl in
der Garflissigkeit keine Konzentrationsinderung eintrat. In 4—0
Stunden destillierten etwa 2—3 1 Wasser iiber; auch bei hiuliger

1) Diesc Berichte 39, 3213 [1906).
?) War bereits nach 1 Stunde stark gotriibt und gelbbraun gefarbt.
3) Dem Versuch wurde 0.2 ¢ NagHPO, + 12H;0 zugesetzt.
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Wiederbolung des Versuchs kooote in dem Destillat mit Hille von
Semicarbazid kein Methylglyoxal nachgewiesen werden.

3, Vergiirung des Glycerinaldehyds.

Das Diithylacetal des Glycerinaldehyds beeinfluft die Selbst-
girung von Heleprefisaft nicht: 10 ccm eines Glucose sehr gut ver-
girenden Saftes lieferten durch Selbstgiirung ohne Zusatz in 3 Stunden
4.5, in 48 Stunden 25 ccm, bei Gegenwart von 2 g Acetal in ent-
sprechenden Zeiten 5.5 und 24 ccm Kohlendioxyd. Bei Unterbrechung
des Versuchs reduzierte der mit dem Acetal versetzte Pref«aft
Fehlingsche Liosung nicht, wohl aber sehr stark nach kurzem Auf-
kochen mit verdinnter Schwelelsiture.

Tabelle 3. Vergiirung des Glycerinaldehyds durch HefepreBsaft.
Je 5 cem Hefeprefisaft + angegebener Zusatz 4+ 1 Tropfen Toluol, bezw.
bei den Versuchen V—VII 0.3 %, Phenol im Eudiometerrohr iber Queck-
silber; die Zahlen fiir die gebildete Kohlensiure sind Mittel aus zwei gut

ibereinstimmenden Versuchen.

i stz vo Kohlensiure o ¢em
Nr. ‘ At -uratz von nach Stunden
des Ar
Ver- | Patum (des Pref- Glucose| CGlyeerin- Na; HPO,
suchs saftes neos aldehyd + 12H:0| 3 | 6 |24 (72 |x?)
g g g
I. 1| 8.2.09|aux gela- — — 0.2 |10.3/0.6|— | —
2 » aerterBer- | 0.5 — | 30 |0 |0 |— | —
3 > liner Hefe — 050 2| 4 6}— | —
I 1] 2.8.09 — - - 7.5 (15 (83— | 4
2 » aus - — 5 1.7 9(32|— | 43
3 » frischer 0.05 — — 14 (20 (87|— | o6
4 » Berliner 0.0 — 0.5 T (18 |37— | 46
b} » flefe — 0.05 — 9 (15(33— | 49
6 » — 0.05 0.5 5|14 | 87— |50
UL 1]9.3.09 = —~ — |0.7]1.8| 5| 6| ©
2 » aus — — 0.5 03 (0.3|0.50.5 [0.5
3 » gelagerter | 0.10 — — 19 | 21/23(29 | 32
4 » Berliner 0.10 — 0.5 21 5 7/17|19
5 » Hefe —- 0.10 — 15 3] 7] 9 7
6 » — 0.10 0.5 1| 2| 3| 6| ¢

) Rohsirup; zu allen anderen Versuchen diente reiner, krystallisierter
Glycerinaldehyd.

2) Die in dieser Kolonne angefiihrten Zahlen sind nach véllig beendeter
Girung (4—14 Tagen) abgelesen: die Volumina sind (im Gegensatz zu den
anderen Kolonnen) auf gleichen Druck reduzieit, und zwar in Il aai ectwa
750, in III und VII[ aut 609, in IV und V auf 450 und in VI aui 400 nm
Quecksilberdruck.
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ety Kohlensiture in cem
Nr At Zusatz von nach Stunden
: Ar
des
. Datum des Preb: Glveerin- Nag U0
Vor- T veerin- Nag 1
bll(?{ls saftes Glucose aldehyd + 12H.0[ 3 | ¢ 94f72 |
g g &
. o aus gela- . . — —| =1 7— 7
1v. 1) 9. ';Q: 09 gerterBer- -_ B 0.2 | é _ ‘)
Ca liner Hefe - - ~ J |7
S0 de tes] 005 ~ — | =]~ [§— |2
s » emenge | 0.05 - 02 [ —|=|9= 112
sl > o and | — 0.05 — | —=|—=4--1]15
) s — % 1.2 _ — — 2
61 " Kochealty 0.05 0.2 ==
V. 1]12.5.09 wie in IV — — — 04| — | I— | 18
9 » » - — 0.5 04| — 25:’_‘ 4
3 » » 0.10 — — 16 — 28— fa. 50
4 » » 010 — 0:5 6l —[1d— |» 45
k) » » —_— 0.10 -— 2.5 : — | 1¢ -~ 3
6] » » — 0.10 0.5 20 — 1 - 13
VL1 (19.5.09 wic in IV[  — — — |oifo3j13—| 6
2 " » -— — 0.5 olo.101 — [0.4
3 » » 0.05 — — 6| 811 — [a. 30
4 » » 0.05 — 0)H I 3—|» 25
5 » — 0.00 — |o02[13] 3—|. 9
6 » » — 0.05 0.5 0.1] 0.3[0.¢ — 4
VIL 1[17.6.09 aus Min- — — —_ 0.5 — 10| 15
2 » chen.Hefe — — 0.2 0.2 — |13 7| 10
3 »  {(Gemenge| 0.0 -- -— S| — |18 23] 51
4 » von Prel-] 0.05 — 0.2 7 — 13 20( 25
B » saft und — 0.05 — A -1 913 19
6 » Kochsaft) — 005 0.2 1| — 10 1§

Beziiglich der in Tabelle 3 wiedergegebenen Resultate der Giir-
versuche mit freiem Glycerinaldebyd und HefepreBsaft ist noch zu
bemerken, dal das in den Versuchen IV—VII[ verwendete Gemeunge
von PreBsaft und Kochsaft in folgender Weise gewonnen wurde:
Frischer Preflsaft sowobhl wie Kochsaft aus derselben Hefe wurden
jeder fiir sich im Vakuum Vel niederer Temperatur rasch etwa auf
die Hilfte eingedampit und vor. Ansetzung des Versuchs zu gleichen
Teilen mit einander vermischt. Preflsaft aus frischer Berliner ITefe
erwies sich fiir diese Versuche als unbrauchbar, da die hohe Selbst-
girung die Resultate verwischte und verdeckte (II}; durch dreitigiges
Lagern der Hefe unter Wasser bei etwa 20° gelang es, den Glykogen-
gehalt aul ein Minimum zu reduzieren. Die an und fir sich schon
stark gewisserte Miinchener Brauereihefe von Schroder war ohne
Vorbehandlung benutzbar.

Fur die Girversuche mit lebender Hefe (siehe Tabelle 4) fand
bei etwa 200 Atmospbiiren entwisserte Berliner Brauereihefe Ver-



1791

wendung. Bei Unterbrechung war die mit dem Glycerinaldehyd in
Beriihrung gewesene Hefe abgestorben; sie saB als zusammengeballte
gelbe Masse am Boden und war nicht mehr imstande, Zuckerlésungen
in Girung zu bringen.

Tabelle 4. Vergirung von Glyéerinuldchyd und Dioxyaceton darch
lebende Hefe.

Je 3 cem Wasser mit den angegebenen Zusitzen iiber Quecksilber im
Eudiometerrohr. Dic Zahlen fiir das gebildete CO3 sind Mittelwerte aus
2 Versuchen.

1

& 24 Zusatz von COg in cem nach Stunden
< 4% 2L -

£ £z T
57 . s = Gly- . |
g2 | Datum | &% . Y~ | Dioxy- o

e SPg |Glucose| cerin- 1ol 1] 8] 6 {24485y
5.0 <5 aldehyd I ‘
P |
g g g g i
] ) |

I 1.)9.20]| 1 — | = — |o9[3 |—]10]13]18

2. » » — [0y — |25/6 | —|15{20]30

1. 1.{25.2.09) 05| — — — o3 2| 3| 51 7| 9

2, » » | 005 | — — |10 |15 [ 19 21] 28| 26

3. » » — | 005 — |09 25 4| 7(10]| 14

4. » » 10025 0025 — |4 |7 |10013]15]18

oL fesoe] 1 f — F — | ~ |oo o1 =] 5| 5]

2. » » - — — 0.10 {1 0.3| 3.3| — Ql; 251 30

Von gewichtsanalytischen Versuchen sci nur ciner, der best gelungene,
beschrieben (vergle Tah. 3, 1): Je 50 cem PreBsaft-Kochsalt-Gemisch (von Ver-
such VIL dev Tab. 3) gaben bei Gegenwart von 0.3 ©'y Phenol als Antisep-
ticum Dbinnen 24 Stdn. 0.039 bezw. 0.042 g CO: ab, 2 gleiche mit jo 0.50 g
Glycevinaldehyd versetzte Proben in dersclben Zeit 0.067 bezw. 0.068 g.
Nach beendeter Girung (12 Tagen) und Verdringen des Kohlendioxyds durch
Luiteinleiten waren die cnisprechenden Zallen 0.239 und Q.244, andererseits
0.276 und 0.272. In allen 4 Versuchen wurde der Alkohol abdestilliert und
pyknometrisch Lestimmt: es wurde gefunden: bei der Selbstgirung 0.122 und
0.116 g, bei der Glycerinaldehyd-Vergdrung 0.187 und 0.186 g Alkohol. Is
<ntstanden also Dei der Vergivung von Glyccerinaldehyd im Durchschnitt mehr:
0.034 g CO; und 0.068 g Alkoliol.

1) Bei vollig beendeter Girung nach 12 (1), 5 (II) und 10 (ILI) Tagen
abgelesen; die Zahlen dieser Kolonne beziehen sich auf 20° und 600 mm
Quecksilberdruck.

?) Rohsirup.
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Tabelle 6. Vergirung des Dioxyacetons durch HefepreBsaft.
Je 5 ccm HefepreBsait 4 angegebener Zusatz + 0.3%, Phenol (bezw. in T ein
Tropfen Toluol) im Eudiometerrohr iber Quecksilber; die angefithrten Koh-
lendioxyd-Zahlen stellen das Mittel aus je 2 Versuchen dar.

T Zusatz von COs in ¢ ]

5y 2 g in ecm nach
Q . i ] - o

585 | Datum | Art dos Prebyg) | DI ive Hpo, Stunden

575 ; { OXY 1 1210, 0

“ = jrectom” = 7 g 24 |72 [x9

£ 2

L 1 122, 7. 09] aus Manchener — — 0.1 0.2| 0.4/10 8
2 » Hefe — 0.2 0.1) 0.1/ 0.2 8 | 7
3 » » - _— 19 28 130 29
4 » » — 0.2 0.4 25 27 | 24
5 » » 0.10 - 7 20 |23 |21
6 » » 0.10 | 0.2 0.4| 0.6) 2 |10 7

II. 1 [30. 7. 09] aus Minchener —  |Glycerin-] 0.4 2.5 5 8
2 » Heke — | aldehyd |15 23 130 |35
3 » (Gemenge von 0.10 — 2.2 22 130 | 36
1 » PreBsatt und 0.25 — 2.5 23 139 |20
) » Kochsaft) 0.50 — 3 23 (38 {43
6 » 0.05 | 0.05 2.5 10 (14 {12

1. 1%]29.10.09] aus welagerter | — — — Ol — | 04l 4 | —
2 » Berliner Hefe [0.10%)| — - 10 20 (23 | —
3 » » 0.10%)| — — 11 22 |24 | —
4 » » 0.10%) | — 0.8 10 |11 | —
5 » » 0.108 | — 0.5 12 14 | —
6 » » — 10.103 0.2 1.8} 2.5 —
7 » » —_ 0.10%) 0.4 23] 3 —

1v. 1 }15.3.10 wie 11 — — 0.6 1.5 3 3
9 » » - — 10 19 124 124
3 » » 0.10 — 0.9 17 22 {23
4 » » 0.10% ] — 1.6 14 |22 |22

V.U 3.3 10 icingedampfter — |- — — 14 19 | —
2 » Berl. PreBsaft — — — 28 136 | —
3 » { + Wasser |— [0.10 — — 23 131 | —
4 » eingedampfter | — | — — — 17 |28 | —
b) » Berl. Prelisaft — — — 26 (37 | —
6 » —+ Kochsalt 0.10 — — 27 138 | —

VI 1 } 7. 3. 10]}eingedampfter — — 0.1 0.3+-0.8] —
2 » Miinch. Prefs. — — 3 31 44 | —
3 » + Wasser | — 10.20 - 0.2 316 |—
4 » eingedampfter | — — 0.1 0.6] 1.7} —
d » gMiinch. PreBs. — — 3 26 135 | —
6 » ~+ Kochsalt 0.20 — 0.2 11 127 | —

V1L 1 ]10.3.10]; Minchener — — 0.2 0.2| 0.6] 1.1} 1
2 » ‘ PreBsafe — — 10 |14 |19 22 |22
3 » + Wasser 0.10 - 03] 0.4] 2514 | 4
4 » Miinchener — — 0.2] 0.2| 1.2y 21| 3
) » s Prefisaft — — 12 (12 |16 20 | 2¢
6 » '+ Kochsaft 0.10 — 04| 12|10 )16 | 20

1) Endablesungen nach ca.
600— 650 mm. Quecksilberdruck) und einer Temperatur von 20—229,

?) Unter Zusatz von 1 cem Wasser.
4 In 1 ccm Wasser heil gelost.

8 Tagen bei gleichem Niveau (unter etwa

3 In 1 cem Wasser kalt gelost.

%) Im Kochsaft heill gelost.

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg XXXXIII.
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Vergirung des Dioxy-acetons.

Von den Resultaten .der Tabelle 6 sei hervorgehoben, dall ein
Vergleich der Versuchsreihen I und III mit II und IV, insbesondere
aber die Serien V—VII selr deutlich zeigen, dal nur bei Kochsait-
Zusatz, also bei Gegenwart von sehr viel Koenzym, das Dioxyaceton
ebensogut wie Glucose vergoren wird. Aus den Reihen Il und IV
gebt hervor, daB das kalt geloste, also dimere Dioxyaceton (ebenso
wie Glycerinaldehyd) zwar etwas langsamer angirt als die heil ge-
lsste, monomere Substanz, dafl aber doch aus dieser Ursache die viel
hohere Angirung der Glucose picht zu erkliren ist. In den Ver-
suchen V1 § und 6 und VI[ 3 und 6 wurde nach beendeter Giirung
mit Pbloroglucin auf etwa eutstandenen Glycerinaldebyd geprift; das
Resultat war durchaus negativ. Versuch II 6 ergibt, daff kiinstlich
bergestelite »Glycerose« nur schlecht vergiirbar ist.

Glycerin-Bildung bei der zellfreien Garung.

Der Saft, der zu diesen Versuchen Verwendung fand, hatte eine
normale Girkraft: 20 cciu lieferten unter den iiblichen Bedingungen
in 96 Stunden durch Selbstgiirung 0.04 g, bei Gegeuwart von 8 g
Robrzucker 0.94 g Kohlensiure. Zur Ausfithrung der Glycerin-Be-
stimmung nach S. Zeisel und R. Fanto') wurden 20 cem des Saftes
bezw. der Inhalt eines Girkolbens zum Vertreiben des Alkohols mit
Wasser verdiinnt, gekocht, filtriert, ausgewaschen, eingedampft und
wieder auf 20 cem gebracht; ein Viertel davon, also 5 ccm, dienten
zur Bestimmung. Oder es wurden 5 ccm des Saftes direkt in dem
Stritarschen®) Koélbchen mit 20 cem Wasser verdinut und unter
Uberleiten eines Luftstroms wieder auf 5 cem eingedampft. Je 5 cem
des frischen Saftes gaben nach Iintfernung des Alkobols bei der Be-
bandlung mit Jodwasserstofisiure nach der Vorschrift von Zeisel
und Fanto 0.0780 g bezw. 0.0761 g AgJ (entsprechend 0.61%, und
0.60°%, Glyceringehalt des Saftes), nach der Selbstgirung 0.0872 g,
0.0879 g und 0.0863 g AgJ (0.68%, 0.69%, und 0.67°%, Glycerin),
nach der Vergirung mit Rolrzucker unter den oben angegebenen
Bedingungen 0.1477 g und 0.1619 g AgJd (1.16% und 1.27°, Gly-
cerin).

Garversuche mit Athylidenoxyformiat.

Das bei diesen Versuchen sich bildende Kohlendioxyd ist ledig-
lich auf die Vergirung des im Saft enthaltenen Glykogens zuriickzu-
fiihren, wie besonders deutlich daraus hervorgeht, dall der glykogen-
reiche Berliner Saft stets viel KKoblendioxyd ergab, wihrend der gly-

1y Ztschr. f. analyt. Chem. 42, 551 [1903].  *) Ebenda 48, 580 [1905].
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kogenarme, aber sebr girkriftige Miinchener Saft fast gar kein Gas
eotwickelte. — Dinatriumphosphat verhindert oder verringert die
Girung kleiner Zuckermengen und des Glykogens, wie wir uns
durch einen besonderen Versuch mit Glykogen-Zusatz iiberzeugteu.
Die giinstige Wirkung des Athylidenoxyformiat-Zusatzes auf die Ver-
girung der mit Natriumphosphat versetzten PreBsifte beruht aus-
schlieBlich in einer Siurewirkung, denn eine Zugabe von Athyliden-
oxyacetat hat denselben Erfolg; da letzterer Lster etwas schwerer

I8slich ist und langsamer verseift wird, setzt die Garung weniger
schoell ein.

Tabelle 7. Giirversuche mit Athylidenoxyformiat.

Je 10cem Hefeprefsaft; Antisepticum: Toluol; im Eudiometerrohr iber

Quecksilber,

. Zusatz von

~ 2 <O |e o '5*5 CO; in ccm nach

§ <=,5: Datum Herkunft des 8:5 E ;‘..;E = 7’3 Stunden

g';a a PreBsaftes :E;E =8 E EE‘

= SR I 3] 7 es 43

T cem | cem I °.
‘ —

I. 1}7. 1. C8lausBerliner Hefe] — — — 13112 P2 |p8 |—
A » » 10 | — — logloslre|T {--
3l » » 10 | — 0.3/ 04] 1.0 — | —
4 » » -} 02 — 2245 |1 |6 |—
5 » » 1.0 02 | — 0.5‘ 4 )16 p6 {—
6l » | » 10 | 02 | — (127 8 5 |—

1l 1110. 1. 08 faus Miinch. Hefe] — [ — || — Jo02[12]4 [5 [~
al » 05 || — | — fo0.1]02]03] 03—
3 » » 05 | — [ — }0.2]03)0.4] 04)|—
44 - » — [ 02 — |03]11] 242 -
5 ) » 05 | 02 [ — |o04{1.4/ 4 |4 ]
6 » » 05 | 02| — Jos|losl4 |5 |—

HI. 1]30. 1. 08 faus Minch. Hele} 1.0 |1 — — J00]—[|—|00]00
9 » » 10 |1 — " —_ 00— | — 0.0] 0.0
3 » » 10 || o2 | — |o3]—|—]07] 12
4 » > 10, 02|, — {03]—|—]05 09
5 » » 10|l — | 02 [o1--f—]o02f 08
6 > » 10 || — |r 02 |oal—}—| 02 0§

1V. 1] 8. 2. 08 |aus Berliner Hefe|] — — " -~ |6 14 [ =133 [35
2 » » 1.0 — —_ 0.8 3 | — [[18 |20
3 » » 1.0 0.2 — 518 [—[23 [24
4 » » 1.0 0.2 — 5 18 |—|20 |21
5 » 1.0 — 02 |2 |6 }|— 28 [32
r » » 1.0 — 02 |3 |6 [—1I25 130






