
lumens eingeengt und dann im Fohnwind bei ca. 450 fast viillig ab- 
gedilmpft. Der  orangefarbene Riickstand, der undeutlich krystallisiert 
ist, wird rnit viel kaltem Wasser zur  Losung des iiberschiissigen 
Zuckers versetzt und abfiltriert. Er wird mit Sprit und h e r  nach- 
gewaschen und aus 30-prozentigery siedender Traubenzucker-Losung 
umkrystallisiert. Man behandelt zuerst mit wenig Zuckerlosung, wo- 
durch viel Verunreinigung in  Losung geht. Aus den rasch abge- 
kuhlten Zuckerlosungen fallt allmlihlich reichlich bellgelbes Krystallisat, 
das  aus kleinen Nadelchen besteht. Nach zweimaligem UmkrystalL- 
sieren wird die Substanz analysiert. Bei langsamem Erhitzen schmilzt 
die Qubstanz unter Zersetzung bei 186-187O zu einer tiefbraunen 
Fliissigkeit ; bei raschem Erhitzen liegt ber Schmelzpunkt bei 205-206O 
Mit konzentrierter Salpeteraaure gibt die Substanz keine Farhenre- 
a k t ion. 

0.0660 g Sbst.: 0.0965 g COz, 0.0327 g HpO. - 0.1103 g Sbst.: 19.1 ccm 
N (IS0, 703 mm). 

I HN-C: 0 , _. --o- 
0: c . C-NH .. - CH. CH (OH). CH (OH). CH . CH(OH).CH~.OH = cl0 H~~ O, N, 
HN-C. NHp 

Ber. C 39.47, H 5.26, N 18.42. 
Gef. * 39.87, * 5.50, * 18.86. 

Durch Kochen mit Wasser wird der Pyrimidin-zucker zersetzt. 
Das Zersetzungsprodukt wird untersucht. 

Wir haben auch mit andren Pyrimidinbnsen Zucker in  Beaktion 
gebmcht; d w h  sol1 die Veriiffentlichung des Materials spiiter erfolgen. 

192. 0. Neuberg und Job. Kerb: tfber GtLrungen in der 
8-Kohlenetoff-Reihe. 

(Eingegangen am 8. April 1914.) 
I n  einer Serie von Mitteilungen haben N e u b e r g  und Mitarbeiter I )  

den Verlauf der  Verglirung von Brenztraubensliure durch Heten und 
Hefenpriparate klargelegt und die Beziehungen dieser Reaktion zur 
nlkoholischen Girung des Zuckers eriirtert. Dabei zeigte sich, daS 
eine Reihe von Nichtzuckerstoffen von Hefen angegriffen wird ( z u c  k e r -  
f r e i e  G a r u n g e n ) ,  und da13 d i e ~ e r  Vorgang in hestimmten Fiillen auf 

1) Literatur iiber die Arbeiten aus den Jahren 1910-1913 in C. N e u -  
1.1 erg: *Die Girrungsvorghnge und der Zuckerumsatz der Zellea, Monogr. 
Jcna 1913, sowie Mitteilungen I-XVI in der Bio. 2. 1911-1914. 
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die Wirkung eines besonderen Fermentes. der Carbox y la se ,  zuruck- 
gefiihrt werden kann. Die wesentlichen Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen liegen i n  der Erkenntnis, daS K o h 1 end i 03 y d au B 

S Hu r en  d u r c  h F e  r m e n t e  des Zymase-Komplexes 1 osg el 6 st w e r d  eu  
kann, und daJ3 eben d i e se  Siiuren i n  e iner  vers t i indl ichen B e -  
z i ehu  ng zum Moleku l  de r  vergi i rbaren Z u c k e r a r t e n  s t ehen .  

Gleich bei unsern orientierenden Versuchen, die zur Auffindung 
der zuckerfreien Giirungen gefiihrt haben, sind besonders die Substanzen 
der 3-Kohlenstoff-Reihe in Betracht gezogen worden, so die Brenz- 
traubensaure'), die Glycerinsiiurc ') und die Oxy-glycerinsiiure Den 
quantitativ augenfiilligsten Umfang besitzt die zuckerfreie Giirung der 
BrenztraubensHure, und dieser Umstand ist die Veranlassung gewesen, 
zuniichst die neue Erscheinung vornehmlich an dieser Substanz mog- 
lichst griindlich zu studieren. 

Immerhin haben uns die Aufkliirungen des Reaktionsverlanfes, 
die Beibringung von Beweisen fiir den enzymatischen Charakter der 
Reaktion und eingehende Studien fiber das Verbalten des neuen Fer- 
mentes (der Carboxylase) in den verschiedensten Hefen und Hefepra- 
paraten jahrelang in Anspruch genommen. Wenn sich auch niemand 
mehr a h  wir uber Arbeiten auf dem Gebiete der zuckerfreien Hefe- 
giirungen freuen kann, so mussen wir doch Widerspruch erheben 
gegen die Darstellung, die jiingst A. v. Lebedew von demselben 
G egenstand unter dem Titel BZellenfreie Giirung der Polyoxycarbon- 
siiurena gibt'). Zuniichst m6chten wir betonen, daS wir die SGiirunga 
der G1ycerinsiiure;sowie auch der Gluconsi iure  mit verschiedeneo 
Hefen zahlenmiifiig liingst 5, beschrieben und auch fur den enzyma- 
tischen Charakter der Reaktion durch Versuche mit Aceton-Dauerhefe 
Anhaltspunkte gewonnen hatten. 

In der Charakterisierung eines Produktes, das neben KohlsneHure 
bei der Einwirkung von Trockenhefe auf Glycerineiiure-Li5swg ent- 
steht, ist uns v. Lebedew zuvorgekommen. E r  benutzt fur die Auf- 
arbeituug des Giirgutes dieselbe Methodik, wie wir sie bei der Brenz- 
traubensiiure-Garimg angewendet haben, und bezeichnet, allerdings ohne 
Ausfiibrung einer Andyse, das Reaktionsprodukt als Acetaldehyd.  
Diesen SchluS kiinnen wir durchaus bestiitigen, wie folgende Versuche 
zeigen. 

I) 8. Anm. 1 zu S. 1308. 
9 C. Nenberg, A. Hildesheimer u. L. Tir, Bio. Z. 31, 176; aft, 

3) C. Nenberg und J. Kerb, Bio. Z. 58, 416, [1913]; C. Nenberg und 

4) B. 47, 660, 966 [1914]. 

325, [1911.] 

P. Rosenthsl, Bio. Z. 61, 171, [1914]. 
5) L c. Bio. Z. 31  und 3&[1911]. 



Versuche 1-4. 

1. I n  eine Suspension von 250 g Trockenhefe  (Schroder) in  
2500 Ccm'Wasser wurden 10 ccm Glycerinsaure (entsprechend 8.8 g reiner 
Siinre) gegeben. Nach 40-stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperstur 
unter den bei uns friiher bei der Brenztraubenslur4Giirung beobachteten Kau- 
telen wurde 1 1  mit Dampf unter sorgfllltigster Kiihlung abgetrieben. Durch 
erneute Destillation wurde dieses Destillat auf 330 ccm gebracht. Es gab 
starbe Resktion nach R i m i n i  und liefertc bei Behandlung mit essigsaurem 
p-Nitrophenylhydrazin sofort einen Niederschlag von Acetaldehyd-p-nitro- 
pbenylhydrazon. Nach Umkrystallisieren aus verdhntem Alkohol betrug die 
Menge 1.20 g, entsprechend rund 0.3 g Acetaldehvd. 

0.1344 g Sbst.: 28.9 ccm N (24O, 744 mm). 

2. Genau der gleiche Versuch w r d e  mit denselben Qumtitgten Hefe 
und Wasser, nber ohne Glycerinskure angesetzt und durchgefiihrt. Das End- 
destillat gab nur schwache Reaktion nach Kimini  und eine unbedeutende 
Fiillung mit p-Nitrophenylhydrmin. 

3. 250 g Trockenhefe, 2500 ccm Wasser, 5.5 g Glycerinsiiure wurden 64 
Stnnden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. I m  Destillat wnrde hier der 
A l d e h g d  titrimetrisch nach R i p p e r  und der Alkohol  nach Nicloux er- 
mittelt. Gefunden wurden 0.330 p Acetaldehyd und 5.76 g Alkohol. 

4. 250 g Hefe + 2500 g Wasser lieferten unter genau denselben Betlin- 
p n g e n  keine nennenswerten Mrngen Aldehyd und 3.86 g Alkohol. 

Daa Plos an Alkohol gegeii Versuch 3 beziffert sich :dso aof 2.4 g. 
Nicht iibereinvtimmen konneu wir jedoch mit v. L e b e d e w  iiber die 

Bedeutung der Glycerinaaure-GTirung. Denn m i t  l e b e n d e n  R e i n  - 
z u c h t h e f e n  (3 obergarigen und 2 untergiirigen) haben wir keine 
regelmiil3ige avergiiruoga der Glyceriusaure beobachten konnen. 

Aus einer pollen Zahl alter und ncuer Vcrsucha teilen wir irn Auszuge 
folgende mit. 

Schmp. 127- 128O. 

C.,HgN109. Ber. N 23 46. Gef. N 23.90. 

Versuch 5. 
Zur Untersuchung dienten 1-proz. LBsungen der Glycerinsgure in Lei- 

tungswasser. Fiir die vergleichenden Versnche benntzten a i r  S c  h r o  t t e r -  
sche GBrrBhrchen. Xuf je 20 ccm Fliissigkeit kamen 2.0 g der betr. Rein- 
znchthefe. Giirdauer 24 Stunden im Brutschrank. 

- -- - . - . _ _  . . .- 

Hefen- 
rasSe 

'03 *" einer ccm COs alleiii nus 
'-proZ' LBsung Hefe und Wasser Glycerins&ure 

1 0 
I 0.5 I 

4.5 i 

0 
0.5 

4.5 
1 
3 

2 2.5 
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Hefen- 
r&88e 

Versoch 6. 
Verwendet wnrde eine 0.5-proz. Glycerinl6sung. Im iibrigen vurde der 

Versnch wie Nr. 5 ansgefiihrt, jedoch auf 48 Stonden ausgedehnt. 
_ _ _ ~ _ _  - - .- 

ccm COO allein aus wm COs an8 einer 
0.5-proz. LBsung aefe und WaeRer 
yon Glywriq&ure 

I1 
XI1 
M 
K 
U 

0.5 I 2.5 
1.5 0.5 

3.5 
5 i 6 

I Spur 

2.5 i 2 

-- 
ccrn COO aue der Glymrinat- 

Lcisnng nach 

4 ' 24 32 48 
Hefen- 

stdn. stdn. i Stdn. 1 Stdn. 

ccm COO an6 der Kontrolle 
nach 

I 4 32 1 48 
SMn. 1 s ~ .  1 SMn. I Stdn. 
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Versoch 6. 
Verwendet wurde eine 0.5-proz. Glycerinl6sung. Im iibrigen vurde der 

Versnch wie Nr. 5 ansgefiihrt, jedoch auf 48 Stonden ausgedebnt. 

Diese V e r s u c h e  m i t  l e b e n d e n  H e f e n  zeigen sogar in einigen 
Fallen eine auffallende H e m m u n g  d e r  S e l b s t g i i r u n g  d u r c h  freie 
G l y c e r i n s i i u r e .  

D a  wir diese Erscheinung auch bei anderen zahlreichen Versuchen 
in  Eudiometern und c b r 6 t t e r schen Garrohrcben beobacbtet baben, 
kann sie kaum zufallig sein. Wir  sind deshalb dazu uberge- 
gangen, an Stelle der  freien' Glycerinsiiure ihr reiaes C a l c i u m s a l a  
zu verwenden, daa nebenbei den Vorzug der  Einbeitlichkeit vor der 
in gewohnlicber Weise bereiteten sirupiisen Glycerinaure besitzt. Wir 
haben im AnschluS an unsere fraheren Versuche das  Calciumglyceri- 
nat mit Rorsiiure gepuffert, urn einer Zurucklialtung von Koblensiiure 
v orznbengen. 

Versuch 7. 
Hiemu diente eine LBsung, die 0.72 g glycerinsaures Calcium + 0.15 g 

Borsiiure in 100 ccm Wasser enthielt. Ftir die Kontrollen wurde eine Fliissig- 
toit benutzf die 1.4 g CaO und 1.55 g Borssnre in lo00 ccm HsO enthielt. 

Obgleich Zucker sowie Brenztraubensiiure bekanntlich in wenigen 
Stunden vergiiren, baben wir eine neue 'Reihe v e r g l e i c h e n d e r  

1) Beim Anfbewahren war hier Bakterien-Entwieklung eiogetreten. h e  

gebildete Gas war nur etwa EUP Hdfte durch KOH absorbierbar. 
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Auch diese Versuche zeigen eine Giirunfabigkeit der Glycerin- 
saure mit unseren friscben Hefen unter Bedingungen, \YO Zucker oder 
Brenztraubensiiure glatt vergoren werden. Es ist also schwer zu er- 
kliiren, wieso ein angeblich zwischen Zucker und Brenztraubensiiure 
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stehendes Produkt sich als giirunfiihig unter den verschiedensten 
Verhiiltnissen erweist, wo die genannten wirklich vergiirbaren Sub- 
stanzen mit groder Vehemenz umgesetzt werden. AuBerdem sollte man 
zunachst erwarten, da8  ein Zwischenprodukt der normalen Zuckergkrung 
mindestens so schnell wie der Zucker aelbst vergiirt. Nach L e b e d e w s  
eigenen Angaben und unseren Erfahrungen, soweit wir eine SVergar- 
barkeita haben nachweisen kiinnen, ist dagegen die Vergarung der  
Glycerinsiiure bedeutend langsamer. Hingegen ist fur die Brenz- 
traubensiiure die Vergiirbarkeit mit einer theoretisch vorauszusehen- 
den Schnelligkeit festgestellt I). 

Es braucht nicht diskutiert zu' werden, da6  die G i i r u n g  rni t  
l e b e n d e n  H e f e z e l l e n  d e n  n o r m a l e n  V o r g a n g  darstellt. 

Mit  einer Augreilbarkeit der Glycerinsiiure durch l e b l o s e  Hefe 
muB es also eine besondere Bewandtnis hsben, uber die erst weitere 
Versuche Aufklkrung geben konnen. Da insbesondere die Trocken-  
h e f e  nach v o n  L e b e d e w  meist sehr reich an G l y k o g e n  ist, haben 
wir hier an eine S t i r n u l i e r u n g  d e r  S e l b s t g a r u n g  denken mueseo, 
und daB man eine solche Einwirknng namentlich bei Troclrenhefen 
nicht auBer acht lassen darf, zeigen die folgenden Versuche mit 
E s s i g s ii u re. 

Versuch 11-14. 
11) Die Suspension yon 250 g Trockenhefe in 2500 ccm Leitungswasser 

12) Der gleiche Ansatz nnbr  Zngabe von 10 ccrn Eisessig. 

*3) 1 Wiederholung von 11) und 12). 14) 
Nach 46 Stunden wurde v9n jedem Ansatz 1 1 abdestilliert nnd das 

Gehnden wurden: 

wurde 46 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert. 

DeetiUat a d  400 ccm gebracht. 

Aldehyd (nach Ripper)  in 11) und 13): Spuren, 
in 12): 0.055 g, in 14): 0.046 g. 

Alkohol  (nach N i c l o u x )  in 11): 3.36 gc in 18): 3.38 g, 
in 14): 8.80 g. 

Do man kaum die vermehrte Bilding von Aldehyd und Alkohol auf 
Kosten.der EesigsHure setzen kann, so wird man die Selbstgarung dsfiir ver- 
antwortlich machen mimen. Vielleicht dad  man den hohen Bakteriengeklt 
der Trockenhefe, fiber den wir an sndrer Stelle berichten, fir die Selbstver- 
znckernng mit in Betracht ziehen. Wir mcichten daranf anfmerksam machen, 
dpS mit den kirnflichen Praparaten nur sehr schwer vbilig sterile Versuche 
durchgefihrt werden kijnnen, vie1 schnerer als mit hiechen Reinznchthefen. 
Aef die bakterielle Infektion ist wohl auch der hohe Grad der Slinernng 

1) C. N e n b e r g  und Joh .  Kerb ,  Bio. Z. 68, 406 [1913]. 
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unriickzufiihren, den dufsohwemmungen dieser Trockenhefe ill Wasser naeh der 
Digestion aufweisen. (Vergl. Versuch 15.) 

Da infolge eines Einflnsses der Glycerinsaure auf die Selbstgiirung 
eine Ermittlung der Kohlensilure kein richtiges Bild von dem Umfsnge 
der ,UlycerinJure-GCrunga gibt, haben wir einen uogefiihren Anbalts- 
punkt durch Titration der Siiure vor und nach der Vergiirung zu ge- 
winnen gesucht: 

Versuch 15. 
R) 25 g Trockenhefe, 250 ccm Wasser nod 0.88 g Glyoeridure rurdeu 

24 Stunden bei Zimmertemperstur belassen. 
,8) 25 g Trockenhefe + 250 ccm Wasser wurden 10 Minuten gekocht, danu 

mit 0.88 g Glycerinsaure versetzt und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. 

y)  25 g Trockenhefe + 250 ccni Wasser wurden ohne Zusatz 24 Ytdn. 
belasen. 

Nach dieser Zeit wurden alle Fliissigkeiten zur Austreibung fliichtiger 
Qhren  gleichmhbig 1 Stunde lang im Dampfstrom destilliert. Der Riickstand 
m r d e  auf 400 ccm gebracht, und bei einem aliquoten Teil des klareu Filtrata 
die titrierbare Siiure ermittelt. 

u) verbraiichte 52 ccm '/s-KOH, 
B) )) 60 B 

y) 2 31 3 B .  

Die Abnahine der titrierbaren SBure durch den Giirakt war also 
gering. 

DaC aber auch bei der Autodigestion von Trockenhefe und Ma- 
cerationssatt nicht unbetrachtliche Mengen von Acetaldehyd und wohl 
auch von Alkohol sich bilden kiinnen, haben wir friiher dargetanl). 

Dss Wesen der  *Glycerinskure-Garunga a) ist also noch keineswegs 
geklilrt, und es scheint uns znm mindesten verfrliht, so weitgehende 
SchluBfolgerungen daraus zu ziehen, wie es v o n  L e b e d e w  tut. Ganz 
besonders aber miissen wir Verwahrung gegen den Anspruch L e b e -  
d e w s  einlegen, daB das eigentliche GArungsproblem, soweit es i n  der 
Herleitung der Gruppe CHJ . CH, - aus den Zuckerresten besteht, erst 
durch seine jungste Auafiihrung gefordert worden ist. Recht ahnliche 
Betrachtungen haben wir in zehlreichen Mitteilungen seit Jahren in  

') Bio. Z. 48, 494 [1912]; 68, 156 [1913]. 
2, An6er bei der Brenztraubens&ure, deren Girrung ohne Zweifel ist, haben 

wir bei allen iibrigen Substarmen uns fiber die Art der Angreifbarkeit stets mit 
Reserve geHnDert nnd besonders betont, daB sie keineswegs mit der alkoholischen 
Gaung zu vergleichen sei (vergl. Bio. Z. 38, 323 [1911]). Unberechtigt ist die 
Behauptung Lebedews,  da13 Hefe M i l c h s & u r e  nicht angreife; denn auch das 
Verschwinden zugesetzter Milchshre, das B u c h n e r  und Meisenheimer  
(B. 37, 417 [1904]; 38, 620 [1905]; 39, 3201 [l906]) beschreiben, zeigt das 
Gegen teil ! 
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den Vordergrund gestellt! Zunachst scheint auch das wasserabspal- 
tende Ferment, die sD e h y d r a t  as ec, ein wenig in der Luft zu schweben. 
n e o n  schreibt man die Brenztraubensiiure als Hydrat '), CHs .C(OH)s 
.COOH, so sieht man, daB es sich auch bei einer Herleitung aus der  
Glycerinsiiure uberhaupt nicht um eine Wasserabspaltung handelt, 
sondern lediglich um eine H - OH-Verscbiebung, mit welcher bei den 
Gsrungsvorgangen von jeher gerechnet worden ist. 

Die eigentliche Wasserabspaltung wurde sich dann uberhaupt erst 
beim Zerfall des Brenztraubensiiure- bezw. des Acetaldehyd-hydrats 
vollziehen. Wir haben ubrjgens auch Versuche dariiber angestellt, ob 
ein wirkliches Anhydrid der Glycerinsiiure, die G l y c i d s i i u r e ,  
COOH . CH. CHa, giirbar ist, bisher aber widersprechende Resultate 

dabei erhalten; doch mochten wir uns die Untersuchung dieser 
Epihydrinsiiure und ihrer Homologen auf Garbarkeit vorbehalten. W a s  
scbliel3lich die Mtiglichkeit des Zusammenhanges von Glycerinsaure 
mit Brenztraubensaure anlangt, so bemerken wir, daI3 wir ihn a u  
vielen Stellen unserer friiheren Arbeiten ') mit nahezu den gleicbeo 
Formelbildern, wie jetzt v. L e b e d e w ,  dargelegt habeo. 

Gerade in Rucksicht auf L e b e d e w s  friihere Angabe3), dsO Me- 
thyl-glyoxal gare, haben wir die etwaige Wasserabspaltung in die Phase 
der Methylglyoxal-Bildung verlegt. Uod wenn L e  b e d e  w nunmebr ') 
die Giirbarkeit des Methylglyoxals widerruft, Jcheint es ungerecht, 
uns die BezugntLhme auf seine friihere, sehr bestimmte, positive Be- 
hnuptung zum Vorwurf zu machen. DaI3 iibrigene auch die Glycerio- 
saure selbst als Zwischenprodukt liingst in Betracht gezogen worden ist, 
geht auI3er aus  unseren eigenen Arbeiten aus den Ausfuhrungeq 
von C a r l  O p p e n b e i m e r 5 )  hervor. 

., 
0 

1) DaS nnter den natirlichen Verhtiltnisseo iiberhaupt wohl die H y d r a t e  
solcher Carbonylverbindnngen in Reaktion treten, haben wir rnehriach betont 
unter gleichzeitigem Hinweis, d d  der Ubersichtlichkeit wegen von une die 
Formeln fiir  wasserfreie Substanz gebraocht werden (vergl. Monogr. S. 7). 

3 2. R. Bio. Z. 47, 406 [J912]; 51, 496 [1913]; 68, 410 [1913]; Mono- 
graphic S. 4 und a. a. 0. 

9 A. v. L e b e d e w  u. N. Gr iaznoff ,  B. 46, 3265 [1912]. Seine Angabe 
l su  tet hier : sNach den orientierenden Vereuchen von L e b e d e w ist Met  by 1- 
glyoxal durch Hefe-Macerationssaft v e r g a r b a r ,  woriiber s p u r  von mir 
nusftthrlicher berichtet wird.a 

') B. 47, 660 [1914]. 
3 C. O p p e n h e i m e r ,  Fermente, IV. Auflage, S. 696 [1913]. 




