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lumens eingeengt und dann im Fohnwind bei ca. 45° fast vollig ab-
gedampft. Der orangefarbene Riickstand, der undeutlich krystallisiert
ist, wird mit viel kaltem Wasser zur Losung des iiberschiissigen
Zuckers versetzt und abfiltriert. Er wird mit Sprit und Ather nach-
gewaschen und aus 30-prozentiger, siedender Traubenzucker-Lésung
umkrystallisiert. Man behandelt zuerst mit wenig Zuckerlésung, wo-
durch viel Verunreinigung in Losung geht. Aus den rasch abge-
kiihlten Zuckerlésungen fallt allmiihlich reichlich hellgelbes Krystallisat,
das aus kleinen Nidelchen besteht. Nach zweimaligem Umkrystalli-
sieren wird die Substanz analysiert. Bei langsamem Erhitzen schmilzt
die Substanz unter Zersetzung bei 186-—187° zu einer tiefbraunen
Fliissigkeit; bei raschem Erhitzen liegt ber Schmelzpunkt bei 205—206°
Mit konzentrierter Salpetersiure gibt die Substanz keine Farbenre-
aktion.

0.0660 g Sbst.: 0.0965 g CO,, 0.0327 g HaO. — 0.1103 g Sbst.: 19.1 cem
N (16° 703 mm).

HN—-C:0 [ e
0: C C—NH CH. CH(OH) CH(OH). CH CH(OH).CH;.0H=Cyo M1 O: N,

HN C NHy
Ber. C 3947, 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 Pyrimidinbasen Zucker in Reaktion
gebracht; doch soll die Veroffentlichung des Materials spiter erfolgen.

102, C. Neuberg und Joh. Kerb: Uber Girungen in der
8-Kohlenstoff-Reihe.
(Eingegangen am 8. April 1914.)

In einer Serie von Mitteilungen haben Neuberg und Mitarbeiter!)
den Verlaut der Vergirung von Brenztraubensédure durch Hefen und
Hefenpriiparate klargelegt und die Beziehungen dieser Reaktion zur
alkoholischen Girung des Zuckers erirtert. Dabei zeigte sich, daB
eine Reihe von Nichtzuckerstoffen von Helfen angegriffen wird (zucker-
freie Girungen), und dal dieser Vorgang in bestimmten Fillen auf

1) Literatur iiber die Arbeiten aus den Jahren 1910—1913 in C. Neu-
VLerg: »Die Garungsvorginge und der Zuckerumsatz der Zelles, Monogr.
Jena 1913, sowie Mitteilangen I—XVI in der Bio. Z. 1911—1914.
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die Wirkung eines besonderen Fermentes, der Carboxylase, zuriick-
gefiihrt werden kann. Die wesentlichen Ergebnisse dieser Unter-
suchungen liegen in der Erkenntnis, daB Kohlendioxyd aus
Sauren durch Fermente des Zymase-Komplexes losgelist werden
kanp, und dafl eben diese Sduren in einer verstindlichen Be-
ziehung zum Molekiil der vergirbaren Zuckerarten stehen.

Gleich bei unsern orientierenden Versuchen, die zur Auffindung
der zuckerfreien Gérungen gefiihrt haben, sind besonders die Substanzen
der 3-Kohlenstoff-Reihe in Betracht gezogen worden, so -die Brenz-
traubensiure?), die Glycerinsdure?) und die Oxy-glycerinsiure?). Den
quantitativ augenfilligsten Umfang besitzt die zuckerireie Girung der
Brenztraubensaure, und dieser Umstand ist die Veranlassung gewesen,
zunichst die neue Erscheinung vornehmlich an dieser Substanz mog-
lichst griindlich zu studieren.

Immerhin baben uns die Aufklirungen des Reaktionsverlaufes,
die Beibringung von Beweisen fiir den enzymatischen Charakter der
Reaktion und eingehende Studien #iber das Verhalten des neuen Fer-
mentes (der Carboxylase) in den verschiedensten Hefen und Hefepri-
paraten jahrelang in Anspruch genommen. Wenn sich auch niemand
mehr als wir iiber Arbeiten auf dem Gebiete der zuckerfreien Hefe-
girungen freuen kann, so miissen wir doch Widerspruch erheben
gegen die Darstellung, die jiingst A. v. Lebedew von demselben
Gegenstand unter dem Titel »Zellenfreie Gérung der Polyoxycarbon-
siurene gibt!). Zundchst mdchten wir betonen, dal wir die »Garunge«
der Glycerinsiure, sowie auch der Gluconsiure mit verschiedenen
Hefen zahlenmiflig lingst®) beschrieben und auch fiir den enzyma-
tischen Charakter der Reaktion durch Versuche mit Aceton-Dauerhefe
Anhaltspunkte gewonnen hatten.

In der Cbarakterisierung eines Produktes, das neben Kohlensiure
bei der Einwirkuug von Trockenhefe auf Glycerinsdure-Losung ent-
steht, ist uns v. Lebedew zuvorgekommen. Er benutzt fiir die Auf-
arbeitung des Girgutes dieselbe Methodik, wie wir sie bei der Brenz-
traubensidure-Girung angewendet baben, und bezeichnet, allerdings ohne
Ausfihrung einer Analyse, das Reaktionsprodukt als Acetaldehyd.
Diesen Schlufl kdnnen wir durchaus bestitigen, wie folgende Versuche
zeigen.

1 s, Anm. 1 zu S. 1308.

7 C. Neuberg, A. Hildesheimer u. L. Tir, Bio. Z. 31, 176; 882,
325, [1911.)

3) C. Neuberg und J. Kerb, Bio. Z, 58, 416, [1913]; C. Neuberg und
P. Rosenthal, Blo. Z. 61, 171, [1914].

4 B. 47, 660, 965 [1914). ;) L c. Bio. Z. 81 und 32,(1911).
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Versuche 1—4.

1. In eine Suspension von 250 g Trockenhefe (Schroder) in
2500 ccm Wasser wurden 10 cem Glycerinsiure (entsprechend 8.8 g reiner
Séiure) gegeben. Nach 40-stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatar
unter den bei uns friher bei der Brenztraubensiure-Girung beobachteten Kau-
telen wurde 1 1. mit Dampf unter sorgfiltigster Kihlung abgetrieben. Durch
erneute Destillation wurde dieses Destillat auf 330 cem gebracht. Es gab
starke Reaktion nach Rimini und liefertc bei Behandlung mit essigsaurem
p-Nitrophenylhydrazin sofort einen Niederschlag von Acetaldehyd-p-nitro-
phenylhydrazon. Nach Umkrystallisieren aus verdiinatem Alkohol betrug die
Menge 1.20 g, entsprechend rund 0.3 g Acetaldehvd. Schmp. 127—1280.

0.1344 g Sbst.: 28.9 cem N (229 744 mm).

CsHoN;Os. Ber. N 23.46. Gel. N 23.90.

2. Genau der gleiche Versuch wurde mit denselben Quantititen Hefe
und Wasser, aber ohne Glycerinsiure angesetzt und durchgefihrt. Das End-
destillat gab nur schwache Resktion nach Rimini und eine unbedeutende
Fillang mit p-Nitrophenylhydrazin.

3. 250 g Trockenhefe, 2500 ccm Wasser, 8.8 g Glycerinsiure wurden 64
Standen bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Im Destillat wurde hier der
Aldehyd titrimetrisch nach Ripper und der Alkohol nach Nicloux er-
mittelt. Gefunden wurden 0.330 g Acetaldehyd und 5.76 g Alkohol.

4. 250 g Hefe + 2500 g Wasser lieferten unter genau denselben Bedin-
gungen keine nennenswerten Mengen Aldehyd und 3,86 ¢ Alkohol.

Das Plus an Alkohol gegen Versuch 3 beziffert sich also anf 2.4 g.

Nicht iibereinstimmen kénnen wir jedoch mit v. Lebedew iiber die
Bedeutung der Glycerinsidure-Gérung. Denn mit lebenden Rein-
zuchthefen (3 obergirigen und 2 uotergirigen) haben wir keine
regelmaBige »Vergirunge der Glycerinsiure beobachten kdonen.

Aus einer grofien Zahl alter und neuer Versuche teilen wir im Auszuge
folgende mit.

Versuch 5.

Zur Untersuchung dienten 1-proz. Losungen der Glycerinsaure in Lei-
tungswasser. Fiir die vergleichenden Versuche benutzten wir Schrétter-
sche Garrdhrehen. Aunf je 20 cem Flissigkeit kamen 2.0 g der betr. Rein-
zuchthefe. Giirdaner 24 Stunden im Brutschrank.

Hefen- | %™ CO, Bus einer cem COj allein aus
rasse 1-proz. Losung von Hefe und Wasser

Glycerinsaure
1I l 0 0
X | 0.5 0.5
M 4.5 1
K | 15 3
U i 2 25
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Versuch 6.

Verwendet wurde eine 0.5-proz. Glycerinlosung. Im iibrigen wurde der
Versuch wie Nr. 5 ausgefiibrt, jedoch auf 48 Stunden ausgedehnt.

Hefen- c?)g-;?r(());. nﬂgs:ilr:r ccm COj allein aus
Tasse von Glycerinsaure Hefe und Wasser
11 0.5 2.5
X1l 0.5 1.5
M 3.5 Spur
K 5 6
U 2.5 2

Diese Versuche mit lebenden Hefen zeigen sogar in einigen
Fillen eine auffallende Hemmung der Selbstgirung durch freie
Glycerinsiure.

Da wir diese Erscheinung auch bei anderen zahlreichen Versuchen
in Eudiometern und Schrétterschen Garrohrchen beobachtet haben,
kavo sie kaum zufdllig sein. Wir sind deshalb dazu iiberge-
gangen, an Stelle der freien Glycerinsdure ihr reines Calciumsals
zu verwenden, das nebenbei den Vorzug der Einheitlichkeit vor der
in gewdhnlicher Weise bereiteten sirupdsen Glycerinsiure besitzt. Wir
haben im AnschluB an unsere frilheren Versuche das Calciumglyceri-
pat mit Borsiure gepuffert, um einer Zuriickhaltung von Kohlensiure
vorzubeugen.

Versuch 7.

Hierzu diente eine Lisung, die 0.72 g glycerinsaures Calcium <+ 0.15 g
Borsfiure in 100 ccm Wasser enthielt. Fir die Kontrollen wurde eine Flissig-
keit benutzt, die 1.4 g CaO und 1.55 g Borsdure in 1000 ccm H;0 enthielt.

cem CO; aus der Glycerinat- . c.c.:m CO3 aus der Kontrolle
Hefen- Losung nach nach
resse |4 ¢ 94 39 | 48 | 4 | 24 | 32 | 48
Stdn. | Stdn. | Stdu. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn.
i :
II 0 ;0 o | 0 1 1 1 | 1
M o | 0 0 | 109 0 1.3 39 10Y)
U 0 i O ‘ 0 0 1 1 ] {

Obgleich Zucker sowie Brenztraubensiure bekanntlich in wenigen
Stunden vergiren, haben wir eive neue '‘Reihe vergleichender

1) Beim Aufbewshren war hier Bakterien-Entwicklung eingetreten. Das®
gobildete Gas war nur etwa zur Halfte durch KOH absorbierbar.
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Untersuchungen mit Robrzucker, Brenztraubensdure, Gly-
cerinsinre und einer scheinbar indifferenten Saure, der
Essigsdure, angestelit und Kontrollen mit Hefen und Wasser
(bier stets 2 g Hefe auf 20 ccm Fliissigkeit) vorgenommen. Ver-
wendet sind iiberall 1-proz. Losungen. Das sebr instruktive Ergeb-
nis geben die folgenden Tabellen wieder.

Versuch 8.
cem COq nach
Heferasse 1I 15 0 4 .65 | 21 | 95 | 45 50
Stdn. ] Stdn, | Stdn. i Stdn. | Stdn, | Stdn. ] Stdn.
| I :
Zucker . . 8 10 {10 |1 11 | 11 ] 11
Brenztraubensame . 7 1.5 9.5 ‘ m 1 | 11
Glycerinsiure 0 0 0 0 0 | 0
Essigsiure 0 0 2 ] 02 | 05 ’
0 . . ol o] ! 0 ' 08
Versuch 9.
cem COy nach
Heferasse M 15 | 4 i65 21| 25 | 45 | 50
Stdn. | Stdn. ! Stdn. Stdn. | Stdn. | Stdn. ;Sl:dn.
i
| ' H
Zucker, . 9 10 ;) 11 | 11 1o
Brenztra.ubensaure . 5 8 ‘ 9 11 .1, 1
Glycerinsiure 0 0 0 0 0 0 ! Spur
Essigsdure . . 0 0§ 0 0 o i 0! 0
Wasser 0.5 0.5 0.8 1 1 13 @ 13
Versuch 10,
cem COp nach
Heferasse U 4 |es | 21 95 45 | 50
St,dn IStdu Stdo. | Stdn. | Stdn. iStdn Stdn.
T .
Zucker. . . 7 | 9 1 9 11 j 1o, 11 |1
Brenztraubenssure . 4 . 85 | 9 ¢ 11 11 @ 1 11
Glycerinsaure o 0 i 0 0 0 é 0 0
Essigsdure . Spnr I 0.5 05 05 ' 05! 05 05
Wasser . . . . . .| O 0 | O ! Spur ! Spur | Spur | 0.8

Auch diese Versuche zeigen eine Garunfibigkeit der Glycerin-
sdure mit unseren frischen Hefen unter Bedingungen, wo Zucker oder
Brenztraubensidure glatt vergoren werden. Es ist also schwer zu er-
kliren, wieso ein angeblich zwischen Zucker und Brenztraubensiaure
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stehendes Produkt sich als gdrunfihig unter den verschiedensten
Verhaltnissen erweist, wo die genannten wirklich vergirbaren Sub-
stanzen mit groffer Vehemenz umgesetzt werden. AuBerdem sollte man
zunichst erwarten, daB eiv Zwischenprodukt der normalen Zuckergiirung
mindestens so schoell wie der Zucker selbst vergirt. Nach Lebedews
eigenen Angaben und unseren Erfahrungen, soweit wir eine »Vergir-
barkeit« haben nachweisen konnen, ist dagegen die Vergiruug der
Glycerinsiure bedeutend langsamer. Hingegen ist fiir die Brenz-
traubensiure die Vergirbarkeit mit einer theoretisch vorauszusehen-
den Schnelligkeit festgestellt ?).

Es braucht nicht diskutiert zu werden, daB die Girung mit
lebenden Hefezellen den normalen Vorgang darstellt.

Mit einer Angreifbarkeit der Glycerinsiure durch leblose Hefe
muB es also eine besondere Bewandtnis haben, iiber die erst weitere
Versuche Aulklirung geben konnen. Da insbesondere die Trocken-
hefe nach von Lebedew meist sehr reich an Glykogen ist, haben
wir bier an eine Stimulierung der Selbstgirung denken miissen,
und daB man eine solche Einwirkung namentlich bei Trockenhefen
nicht auBler acht lassen darf, zeigen die folgenden Versuche mit
Essigsiure.

Versuch 11—14.

11) Die Suspension von 250 g Trockenhefe in 2500 ccm Leitungswasser
wurde 46 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert.

12) Der gleiche Ansatz unter Zugabe von 10 cem Eisessig.

:3 g Wiederholung von 11) und 12).

Nach 46 Stunden wurde von jedem Amsatz 1 1 abdestilliert und das
Destillat auf 400 ccm gebracht.

Gefunden wurden:

Aldehyd (nach Ripper) in 11) und 18): Spuren,
in 12): 0.055 g, in 14): 0.046 g.
Alkohol (nach Nicloux) in 11): 3.36 g, in 13): 3.38 g,
in 14): 3.80 g.

Da man kaum die vermehrte Bildong von Aldehyd und Alkohol aut
Kosten der Essigsiure setzen kann, so wird man die Selbstgirung datfir ver-
antwortlich machen miissen. Vielleicht darf man den hohen Bakteriengehalt
der Trockenhefe, fiber den wir an andrer Stelle berichten, fir die Selbstver-
zuckerung mit in Betracht ziehen. Wir mochten daranf aufmerksam machen,
daB mit den kiuflichen Priparaten nor sehr schwer vdllig sterile Versuche
durchgefiihrt werden konnen, viel schwerer als mit frischen Reinzuchthefen.
Avxf die bakterielle Infektion ist wohl auch der hohe Grad der S&iuerung

1) C. Neuberg und Joh. Kerb, Bio. Z. 53, 406 [1913].
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zuriickzufithren, den Aufschwemmungen dieser Trockenhefe in: Wasser nach der
Digestion aufweisen. (Vergl. Versuch 15.)

Da infolge eines Einflusses der Glycerinsiure auf die Selbstgirung
eine Ermittlung der Kohlensiure kein richtiges Bild von dem Umfange
der »Glycerinsiure-Girunges gibt, haben wir einen ungefiabren Anhalts-
punkt durch Titration der Siaure vor und nach der Vergarung zu ge-
winnen gesucht:

Versuch 15.

o) 25 g Trockenhcfe, 250 cem Wasser und 0.88 g Glycerinsiure wurden
24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen.

8) 25 g Trockenhefe + 250 ¢cm Wasser wurden 10 Minuten gekocht, dann
mit 0.88 g Glycerinsiiure versetzt und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen
gelassen.

7) 25 g Trockenhefe + 250 cem Wasser wurden ohne Zusatz 24 Stdn.
belassen.

Nach dieser Zeit wurden alle Flassigkeiten zur Austreibung flichtiger
Siuren gleichmaBig 1 Stunde lang im Dampfstrom destilliert. Der Rickstand
warde auf 400 ccm gebracht, und bei einem aliquoten Teil des klaren Filtrats
die titrierbare Saure ermittelt.

a) verbranchte 52 cem */s-KOH,
) » 60 » » s
7) » 31 » » .

Die Abnahme der titrierbaren Saure durch den Giérakt war also
gering.

DaBl aber auch bei der Autodigestion von Trockenhefe und Ma-
cerationssaft nicht unbetriichtliche Mengen von Acetaldehyd und wohl
auch von Alkohol sich bilden kéipnen, baben wir frither dargetan?).

Das Wesen der »Glycerinsiure-Girung«?) ist also noch keineswegs
geklirt, und es scheint uns zum mindesten verfriiht, so weitgehende
SchluBfolgerungen daraus zu ziehen, wie es von Lebedew tut. Ganz
besonders aber miissen wir Verwahrung gegen den Amspruch Lebe-
dews einlegen, daBl das eigentliche Girungsproblem, soweit es in der
Herleitung der Gruppe CHs.CHy— aus den Zuckerresten besteht, erst
durch seine jiingste Ausfihrung gefordert worden ist. Recht dhunliche
Betrachtungen haben wir in zahlreichen Mitteilungen seit Jabren in

) Bio. Z. 48, 494 [1912]; B8, 158 [1913).

7). AuBer bei der Brenztraubenssure, deren Garung ohne Zweifel ist, haben
wir bei allen dbrigen Substanzen uns Gber die Art der Angreifbarkeit stets mit
Reserve gednBert und besonders betont, daB sie keineswegs mit der alkoholischen
Garung zu vergleichen sei (vergl. Bio. Z. 82, 323 [1911]). Unberechtigt ist die
Behauptung Lebedews, daB Hefe Milchsdure nicht angreife; denn auch das
Verschwinden zugesetzter Milchsiure, das Buchner und Meisenheimer
(B. 37, 417 [1904]; 88, 620 [1905]; 39, 3201 [1906)) beschreiben, zeigt das
Gegenteil !
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den Vordergrund gestellt! Zunichst scheint auch das wasserabspal-
tende Ferment, die sDehydratases, ein wenig in der Luft zu schweben.
Denn schreibt man die Brenztraubensiure als Hydrat!), CH,.C(OH),
.COOH, so sieht man, daB es sich auch bei einer Herleitung aus der
Glycerinsdure iiberhaupt nicht um eine Wasserabspaltung handelt,
sondern lediglich um eine H — OH-Verschiebung, mit welcher bei den
GHrungsvorgingen von jeher gerechnet worden ist.

Die eigentliche Wasserabspaltung wiirde sich dann iiberbaupt erst
beim Zertall des Brenztraubensiiure- bezw. des Acetaldehyd-hydrats
vollziehen. Wir haben ubrigens auch Versuche dariiber angestellt, ob
ein wirkliches Anhydrid der Glycerinsiure, die Glycidsaure,
COOH.CH\./CH,, girbar ist, bisher aber widersprechende Resultate

)
dabei erbalten; doch mochten wir uns die Untersuchung dieser
Epihydrinsiure und ibrer Homologen auf Girbarkeit vorbehalten. Was
schlieBlich die Mé&glichkeit des Zusammenhanges von Glycerinsdure
mit Brenztraubensiure anlangt, so bemerken wir, daB wir ihn an
vielen Stellen unserer friiheren Arbeiten?) mit nahezu den- gleichen
Formelbildern, wie jetzt v. Lebedew, dargelegt haben.

Gerade in Riicksicht aut Lebedews frithere AngabeZ), daB Me-
thyl-glyoxal gire, haben wir die etwaige Wasserabspaltung in_die Phase
der Methylglyoxal-Bildung verlegt. Und wenn Lebedew nunmehr?)
die Girbarkeit des Methylglyoxals widerruft, scheint es ungerecht,
uns die Bezugnuhme auf seine frithere, sehr bestimmte, positive Be-
hauptung zum Vorwurf zu machen. DaB iibrigens auch die Glycerin-
siure selbst als Zwischenprodukt lingst in Betracht gezogen worden ist,
geht aufler aus unseren eigenen Arbeiten aus den Ausfiihrungen
von Carl Oppenbeimer?) hervor.

1) Dal unter den natiirlichen Verhiltnissen iiberhaupt wohl die Hydrate
solcher Carbonylverbindungen in Reaktion treten, haben wir mehrfach betont
unter gleichzeitigem Hinweis, daB der Ubersichtlichkeit wegen von uns die
Formeln fir wasserfreie Substanz gebraucht werden (vergl. Monogr. S. 7).

7 Z. B. Bio. Z. 47, 406 [1912]; 51, 496 [1913]; 58, 410 [1913]); Mono-
graphie S. 4 und a. a. O. )

H A.v.Lebedew u. N. Griaznoff, B. 45, 3268 [1912]. Seine Augabe
lautet hier: »Nach den orientierenden Versuchen von Lebedew ist Methyl-
glyoxal durch Hefe-Macerationssatt vergirbar, woriber spiter von mir
ausfihrlicher berichtet wird.<

4 B. 47, 660 [1914).

) C. Oppenheimer, Fermente, 1V. Auflage, S. 696 [1913}.





